
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 การทดลองแบงออกเปน 2 การทดลอง โดยการทดลองที่ 1 ศึกษาผลการเสริมโยเกิรตตอ
สมรรถภาพการผลิตและลดการเกิดโรคทองรวงในลูกสุกรดูดนม  การทดลองที่ 2 ศึกษาผลการ
เสริมโยเกิรตตอสมรรถภาพการผลิตและลดการเกิดโรคทองรวงในสุกรหยานม 
 
1. การทดลองที่ 1  ศึกษาผลการเสริมโยเกิรตตอสมรรถภาพการผลิตและลดการเกิดโรคทองรวงใน             

ลูกสุกรดูดนม 
 
   1.1 วสัดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
   1.1.1 วัสดุและอุปกรณท่ีใชผลิตโยเกิรต 

- นมผงธรรมดาชนิดละลายทันทีตรามิชช่ัน® (Instant full cream milk powder, Mission, 
New Zealand) 

- นมผงขาดมันเนยที่ผานการทําใหแหง โดยกระบวนการ Spray drying ตรามิชช่ัน® 
(Skimmed milk powder, Mission, New Zealand) 

- โยเกิรตสําเร็จรูปตราดัชช่ี®รสธรรมชาติ 
- เครื่องชั่งน้ําหนักไฟฟา ความละเอียดอานได 2 และ 4 ตําแหนง 
- กระทะไฟฟา 
- บีกเกอรแกว (Pyrex, USA) 
- โหลพลาสติก 
- เทอรโมมิเตอร 
- ตูบมเชื้อ (incubator) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
- ตูเย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สําหรับเก็บรักษาโยเกิรต 
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    1.1.2 วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการเลี้ยงลูกสุกรดูดนม 
- อุปกรณสําหรับปอนโยเกิรต ไดแก กระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตรตอกับสาย
น้ําเกลือยาวประมาณ 5 เซนติเมตร 

- ยาปฏิชีวนะ enrofloxacin ชนิดฉีดเขากลามเนื้อ 
- เครื่องชั่งน้ําหนักลูกสุกร 

 
   1.2 สัตวทดลอง 
 ใชลูกสุกรลูกผสม 3 สายพันธุ (ลารจไวท × แลนดเรซ ×  ดูรอค) จํานวนทั้งหมด 65 ตัว โดย
มีน้ําหนักเริ่มตนเฉลี่ย 2.0 ± 0.5 กิโลกรัม แบงลูกสุกรออกเปน 5 กลุมๆ ละ 13 ตัว จากแมสุกร 13 
ตัว เร่ิมทดลองเมื่อลูกสุกรอายุ 5 วันจนกระทั่งอายุที่ 28 วัน (โดยอายุที่ 5 - 21 วัน เปนระยะดูดนม 
ทําการเลี้ยงแบบปกติ คือใหดูดนมแมในคอกคลอด  สวนอายุที่ 22 - 28 วัน เปนระยะหยานม เล้ียง
แบบปกติ คือใหอาหารสําเร็จรูปชนิดอัดเม็ดที่ใชในฟารม)  ซ่ึงแบงกลุมการทดลองดังตอไปนี้  

กลุมท่ี 1  กลุมควบคุม (เล้ียงแบบปกติ  ไมเสริมโยเกิรต)  
 กลุมท่ี 2  เสริมดวยโยเกิรตสําเร็จรูปดัชช่ี®ในลูกสุกรอายุ 5 - 12 วัน    
 โดยใหโยเกิรตในปริมาณ 10 มล. / ตัว / ครั้ง วันละ 2 คร้ัง (เชา - เย็น) 

กลุมท่ี 3  เสริมดวยโยเกิรตที่ผลิตโดยใชโยเกิรตดัชช่ี®เปนหัวเชื้อ ในลูกสุกรอายุ 5 - 12 วัน  
โดยใหโยเกิรตในปริมาณ 10 มล. / ตัว / ครั้ง วันละ 2 คร้ัง (เชา - เย็น) 

กลุมท่ี 4  เสริมดวยโยเกิรตสําเร็จรูปดัชช่ี® ในลูกสุกรอายุ 5 - 21 วัน โดยใหปริมาณโยเกิรต
ตามอายุลูกสุกรดังนี ้
-  ที่อายุ 5 - 12 วัน ใหโยเกิรตปริมาณ 10 มล./ ตัว / คร้ัง วันละ 2 คร้ัง (เชา - เยน็) 
-  ที่อายุ 13 - 21 วัน ใหโยเกิรตปริมาณ 15 มล./ ตัว / ครั้ง วันละ 2 ครั้ง (เชา - 
เย็น) 

กลุมท่ี  5  เสริมดวยโยเกิรตที่ผลิตโดยใชโยเกิรตดัชช่ี®เปนหัวเชื้อ ในลูกสุกรอายุ 5 - 21 วัน  
โดยใหปริมาณโยเกิรตตามอายุลูกสุกรดังนี้ 
-  ที่อายุ 5 - 12 วัน ใหโยเกิรตปริมาณ 10 มล./ ตัว / คร้ัง วันละ 2 คร้ัง (เชา - เยน็) 
-  ที่อายุ 13 - 21 วัน ใหโยเกิรตปริมาณ 15 มล./ ตัว / ครั้ง วันละ 2 ครั้ง (เชา - 
เยน็) 
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   1.3 วิธีการทดลอง 
  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely  Randomized  Design ; CRD) โดยลูก
สุกร 5 ตัว ในแตละครอกจะถูกจัดใหเขาแตละกลุมทดลอง (ใชลูกสุกรทั้งหมด 13 ครอก) ใหโยเกริต 
วันละ 2 ครั้ง (เชา - เ ย็น) โดยใชกระบอกฉีดยาตอกับสายน้ําเกลือปอนใหลูกสุกรกิน (ภาพที่ 6 และ 
7) 
 ถาหากในระหวางที่ทําการทดลองลูกสุกรมีอาการทองรวง จะรักษาโดยใชยา enrofloxacin 
แบบฉีดเขากลามเนื้อ โดยใหปริมาณยา 2.5 มก./กก. เปนเวลา 5 วัน ถาลูกสุกรอาการทองรวงไมดี
ขึ้นจะทําการเปลี่ยนไปใชยาตานจุลชีพตัวอ่ืนแทน และทําการบันทึกขอมูลไวเพื่อทําการวิเคราะห
ตอไป 
 
   1.4 โยเกิรตท่ีใชในงานทดลอง  

โยเกิรตที่นํามาใชในงานทดลองมี 2 สูตร คือ 
 สูตรที่ 1 คือ โยเกิรตสําเร็จรูปรสธรรมชาติในรูปแบบการคาตราดัชช่ี® ซ่ึงประกอบดวยเชื้อ 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus และ Streptococcus thermophilus และเมื่อวิเคราะหหา
ปริมาณเชื้อจุลินทรียจะมีปริมาณเทากับ 2.0 × 109 cfu / ml หรือ 9.30 log cfu / g (ทัศนีย และคณะ, 
2548) 

สูตรที่ 2 คือ โยเกิรตที่ผลิตขึ้นเองโดยใชโยเกิรตดัชช่ี®เปนหัวเชื้อ  ซ่ึงมีวิธีการผลิต  ดังนี้ 
 เตรียมน้ํานมโดยละลายนมผงธรรมดาชนิดละลายทันที 15.5 เปอรเซ็นต หางนมผง 10.0 
เปอรเซ็นต ในน้ําสะอาด 74.5 เปอรเซ็นต นําน้ํานมที่ไดไปทําการพาสเจอรไรซที่อุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวทําการลดอุณหภูมิลงใหเหลือ 40 องศาเซลเซียส ทําการเติมโยเกิรต
ตราดัชช่ี® ในปริมาณ 4 เปอรเซ็นต จากนั้นนําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดนําไปแชในอางน้ําแข็งประมาณ 10 นาที เพื่อเปนการน็อคเชื้อไมให
เจริญอีก แลวทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อายุการเก็บรักษาอยูไดไมเกิน 2 สัปดาห 
(ดัดแปลงจาก  ภวัต, 2544) โยเกิรตที่ผลิตขึ้นเองโดยใชโยเกิรตดัชช่ี®เปนหัวเชื้อ จะมีเชื้อ 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus และ Streptococcus thermophilus เปนสวนประกอบ  
และเมื่อวิเคราะหหาปริมาณเชื้อจุลินทรียจะมีปริมาณเทากับ 2.3 × 109 cfu / ml หรือ 9.36 log cfu / g 
(ทัศนีย และคณะ, 2548) 
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   1.5 การบันทึกขอมูล 
 เร่ิมบันทึกขอมูลของลูกสุกรตั้งแตลูกสุกรอายุ 5 วัน  จนกระทั่งลูกสุกรอายุ 28 วัน (โดยอายุ
ที่ 5 - 21 วัน เปนระยะดดูนม  สวนอายุที่ 22 - 28 วัน เปนระยะหยานม)  

1.5.1 บันทึกอัตราการเจริญเติบโตของลูกสุกร โดยการชั่งน้ําหนักของลูกสุกรทุกตัวอายุที่ 
5, 8, 12, 15, 18, 21, 24, 28 วัน 

1.5.2 บันทึกขอมูลจํานวนลูกสุกรที่แสดงอาการทองรวงในชวงที่ทําการวิจัย (อายุที่ 5 - 28 
วัน) 

1.5.3 บันทึกลักษณะสุขภาพของลูกสุกรในระหวางทําการทดลอง โดยทําการบันทึก
แบงเปนลักษณะตางๆ ดังนี้ (ภาพประกอบในภาคผนวก ก) 
- ลักษณะความสมบูรณแข็งแรงของลูกสุกร  แบงเปน 3 ระดับ 

  G1 =  สมบูรณ  แข็งแรง  วิง่ กระตือรือรนดี  
  G2 =  เร่ิมซึม เดินได  น้ําหนกัลดลงเล็กนอย   
   G3 =  เหงาหงอย เดินโซเซไมกระตือรือรน น้ําหนักลดมาก 

- ลักษณะขนของลูกสุกร แบงออกเปน 4 ระดับ 
  H1 =  ขนมันเงา เรียบสะอาด 
  H2 =  ขนเรียบสะอาด ไมมันเงา 
  H3 =  ขนกระดาง ไมเรียบ ไมมันเงา 
  H4 =  ขนหยองชี้ฟู ไมมันเงา 

- ลักษณะสีของมูลลูกสุกร โดยแบงเปน 5 ระดับ  ดังนี ้
  A1 =  สีดํา 
  A2 =  สีดํา - เทา 
  A3 =  สีเทา 
  A4 =  สีเทา - เหลือง 
  A5 =  สีเหลือง 

- ลักษณะรูปรางของมูลลูกสุกร โดยแบงเปน 5 ระดับ 
    1 =  ออนตัว คงรูป เปนพวง 
  2 =  ออนตัว คงรูป ไมเปนพวง 
  3 =  เหลวขน 
  4 =  เหลว 
  5 =  เหลวเปนน้ํา 
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 จากนั้นนําคาระดับคะแนนของสีและรูปรางลักษณะของมูลท่ีไดมาคํานวณอัตราการเกิด
ทองรวง โดยคํานวณจากวันที่เกิดอาการทองรวง ซ่ึงถือวามูลท่ีมีลักษณะรูปรางระดับคะแนน 3 - 5  
เปนลักษณะทองรวงที่เกิดขึ้นในลูกสุกร  
 

 

 
            ภาพที่ 6 แสดงการปอนโยเกิรตใหกับลูกสุกรดูดนม 
     
 

 
             ภาพที่ 7 แสดงอุปกรณสําหรับการปอนโยเกิรต โดยใช                       
                                                    กระบอกฉดียาตอกับสายน้ําเกลือ 
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2. การทดลองที่ 2   ศึกษาผลการเสริมโยเกิรตตอสมรรถภาพการผลิตและลดการเกิดโรคทองรวงใน  
สุกรหยานม 

  
    2.1 วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
    2.1.1 วัสดุและอุปกรณท่ีใชผลิตโยเกิรต (เชนเดียวกับขอ 1.1.1) 
    2.1.2 วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการเลี้ยงสุกร 

- รางอาหารแบบแขวน สําหรับใสโยเกิรตใหกับสุกร 
- กระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ไวสําหรับวัดปริมาณโยเกริตใหกับสกุร 
- อุปกรณชวยในการเลี้ยงสุกร เชน ที่ตักอาหาร ถังเก็บอาหาร 
- เครื่องผสมอาหารสุกรถังนอนขนาดความจ ุ100 กิโลกรัม 
- ยา enrofloxacin ชนิดฉีดเขากลามเนื้อ 
- เครื่องชั่งน้ําหนักลูกสุกร 

         2.1.3 วัสดุและอุปกรณท่ีใชเก็บตัวอยางมูลสกุร 
- ไมพันสําลีที่ปราศจากเชื้อ 
- ถุงพลาสติก 
- กระติกใสน้ําแข็ง 
- น้ํายาฆาเชื้อโรค สําหรับทําความสะอาดบรเิวณทวารของสุกร 

  2.1.4 วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 
- อาหารสําหรับเล้ียงเชื้อ (media) (แสดงไวในภาคผนวก ก) และสารละลายสําหรับ
เจือจางตวัอยางมูล บีกเกอรสแตนเลสขนาด 2 ลิตร 

- ตูบมเชื้อ (incubator) อุณหภมูิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส 
- จานเลี้ยงเชื้อ (Petri dishes) 
- ปเปต (Pipett) ขนาด 1 มิลลิลิตร 
- ขวดแกวฝาเกลียว ขนาด 500 มิลลิลิตร (Schott Duran, Germany) 
- หลอดทดลอง ขนาด 16 × 150 มิลลิเมตร 
- เครื่อง Homogenizer 
- หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
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    2.2 สัตวทดลอง  
    ใชลูกสุกรหยานมลูกผสม 3 สายพันธุ (ลารจไวท × แลนดเรซ × ดูรอค) หยานมเมื่ออายุ 21 
วัน จํานวน 50 ตัว (เพศผูและเพศเมียแตละกลุมจํานวนเทาๆ กัน) มีน้ําหนักเริ่มตนเฉลี่ย 5.5 ± 0.5 
กิโลกรัม  สุมสุกรออกเปน 5 กลุมๆ ละ 10 ตัว ทําการเลี้ยงบนกรงๆ ละ 2  ตัวเปนระยะเวลา 5 
สัปดาห  โดยแบงกลุมการทดลอง ดังนี้ 

  กลุมท่ี  1   ใหอาหารฐานเพียงอยางเดียวเปนกลุมควบคุม 
  กลุมท่ี  2   ใหอาหารฐาน และเสริมโยเกริตสําเร็จรูปดัชช่ี®  ที่สุกรอายุ 21 - 28 วัน  
  กลุมท่ี  3   ใหอาหารฐาน และเสริมโยเกริตที่ผลิตโดยใชโยเกิรตดัชช่ี®เปนหัวเชื้อ ที่สุกร

อายุ 21 - 28 วัน 
  กลุมท่ี  4   ใหอาหารฐาน และเสริมโยเกริตสําเร็จรูปดัชช่ี®  ที่สุกรอายุ 21 - 35 วัน 
  กลุมท่ี  5   ใหอาหารสําเร็จรูปชนิดอัดเมด็ที่ใชในฟารม (KT FEED®) 

  
 2.3 อาหารทดลอง 

  อาหารทดลองที่ใชในกลุมที่ 1 - 4 เปนอาหารสุกรหยานมที่ทําการผสมขึ้น  การประกอบ
สูตรอาหารจะใชแหลงวัตถุดิบหลัก คือ ขาวโพด และกากถั่วเหลือง (ดังตารางที่ 2) โดยคํานวณ
คุณคาทางโภชนะตามความตองการของสุกรหยานมตามคําแนะนําของ NRC (1998)   สวนอาหาร
ทดลองในกลุมที่ 5  เปนอาหารสําเร็จรูปชนิดอัดเม็ดที่ใชในฟารมในรูปแบบการคา (KT FEED®) 
โดยมีวัตถุดิบหลักเชนเดียวกันกับอาหารทดลองในกลุมที่ 1 - 4 แตจะมีการเพิ่มยาปฏิชีวนะ และ
เคมีภัณฑสําหรับรักษาคุณภาพอาหาร คือ Butylated Hydroxy Toluene (BHT) 0.01 เปอรเซ็นต หรือ 
Ethoxyquin 0.015 เปอรเซ็นต โดยมีโปรตีนไมนอยกวา 20 เปอรเซ็นต ไขมันไมนอยกวา 4 
เปอรเซ็นต กากไมนอยกวา 4 เปอรเซ็นต และมีความชื้นไมมากกวา 13 เปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 2 สวนประกอบของอาหารสุกรหยานมในกลุมที่ 1 - 4 
 

วัตถุดิบ g kg-1  diet คุณคาทางโภชนะ % as fed 
basis 

ขาวโพด 
กากถั่วเหลือง  (44  %  CP) 
ปลายขาว 
รําขาว 
หางเนย 
หินปูน 
ไดแคลเซียม ฟอสเฟต  (18 % P) 
น้ํามันพืช 
เกลือ 
Vitamin-mineral  premix1/ 
รวม ; กิโลกรัม 

33.8 
35.0 
15.0 
10.0 
1.0 
0.8 
1.6 
2.0 
0.3 
0.5 
100 

โปรตีน 
พลังงานที่ใชประโยชนได; kcal kg-1 
เยื่อใย 
แคลเซียม 
ฟอสฟอรัส 
ไลซีน 

20.00 
3260 
3.50 
0.82 
0.39 
1.19 

1/ Vit.A 3,000,000 IU; Vit.D3 600,000 IU; Vit.E 10,000 IU; Vit. K3 0.8g; Vit.B1 1.6g; Vit. B2 1.6g; Vit.B3 0.4g; Vit.B12 8.0g; Pantotenic  acid 
5.0g; Niacin 12.0g; Biotin 0.01g; Folic  acid 0.4g; Cu 35.0g; Zn 24.0g; Mn 12.0g; Fe 40g; Co 0.2g; Se 0.04g and T 0.40g 

ท่ีมา : แสงเดือน (2547) 
 
 2.4 วิธีการทดลอง 
    ใชลูกสุกรหยานมที่อายุ  21วัน  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely  
Randomized  Design ; CRD) ใชลูกสุกรหยานมกลุมละ 10 ตัว (5 ซํ้าๆ ละ 2 ตัว) สุมลูกสุกรหยานม
ที่มีน้ําหนักเฉลี่ย 5.5 ± 0.5 กิโลกรัม เล้ียงบนกรงๆ ละ 2 ตัว สุกรหยานมแตละกรงจะถูกสุมเขาใน
แตละกลุมทดลอง โดยสุกรในกลุมที่ 2 และ 3 จะไดรับการเสริมโยเกิรต ตั้งแตอายุที่ 21 ถึง 28 วัน 
หลังจากอายุที่ 28 วัน สุกรจะไดรับอาหารปกติที่ไมมีการเสริมโยเกิรต  สวนในกลุมที่ 4 จะไดรับ
การเสริมโยเกิรตสําเร็จรูปดัชช่ี® ตั้งแตอายุที่ 21 ถึง 35 วัน และหลังจากนั้นจะไดรับอาหารปกติที่ไม
มีการเสริมโยเกิรต โดยสุกรหยานมในกลุมที่ 2 - 4 จะไดรับโยเกิรตในรางอาหารแบบแขวนใหสุกร
เลียกินเอง (ภาพที่ 8) ในปริมาณ 30 มล./ตัว/ครั้ง วันละ 2 ครั้ง (เชา - เย็น) ทําการใหอาหารสุกรหยา
นมวันละ 3 ครั้ง คือ 6.00 น. 12.00 น. 18.00 น.  แตละกลุมการทดลองสุกรจะไดรับอาหารและน้ํา
ดื่มเต็มที่ 
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 ถาหากในกรณีมีลูกสุกรเกิดอาการทองรวงในระหวางทําการทดลอง จะทําการรักษาโดย
ใชยา enrofloxacin แบบฉีดเขากลามเนื้อ โดยใหปริมาณยา 2.5 มก./กก. เปนเวลา 5 วัน ถาสุกร
อาการทองรวงไมดีขึ้นหลังจาก 5 วันจะทําการเปลี่ยนไปใชยาตานจุลชีพตัวอ่ืนแทน และทําการ
บันทึกขอมูลไวเพื่อทําการวิเคราะหตอไป 
 
 

 
               ภาพที่ 8 แสดงวิธีการใหโยเกิรตแกสุกรหยานมโดย 
                 ใสในรางอาหารแบบแขวน 
 
 2.5 การเตรียมโยเกิรต 

โยเกิรตที่นํามาใชในการทดลองที่ 2 เปนโยเกิรตชนดิเดยีวกันกับการทดลองที่ 1 
 
 2.6 การบันทึกขอมูล 

เร่ิมบันทึกขอมูลของลูกสุกรตั้งแตสุกรอายุ 21 วันจนกระทั่งสุกรอายุ 56 วัน  
- บันทึกน้ําหนักที่เพิ่มขึ้น โดยช่ังน้ําหนักของลูกสุกรทุกตัวทุกๆสัปดาห 
- บันทึกปริมาณอาหารที่กิน  ปริมาณอาหารที่เหลือและตกหลนในแตละวัน  เพื่อใชใน
การคํานวณหาสมรรถภาพการผลิต ไดแก อัตราการเจริญเติบโต (Average daily gain; 
ADG) อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนน้ําหนักตัว (Feed conversion ratio; FCR) ปริมาณ
อาหารที่กินเฉลี่ยตอวัน (Average daily feed intake; ADFI) 

- บันทึกขอมูลจํานวนสุกรที่แสดงอาการทองรวงในระหวางทําการทดลอง 
- บันทึกลักษณะสุขภาพของสุกรในระหวางชวงเวลาที่ทําการทดลอง โดยทําการบันทึก
ตามระดับคะแนนที่ไดกลาวในการทดลองที่ 1  
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 2.7 การเก็บตัวอยางมูลสุกร 
ทําการสุมเก็บตัวอยางมูลสดในตอนเชา กลุมละ 2 ตัว เพื่อใชตรวจนับปริมาณเชื้อจุลินทรีย  

ซ่ึงเปนตัวบงชี้ถึงปริมาณของจุลินทรียในลําไสสุกร (ดัดแปลงจาก Baum and Harris, nodate ; 
Campbell et  al., 1997) โดยเก็บมูลสุกรทุกกลุมตอนเชาท่ีอายุที่  21, 23, 25, 28, 30, 32, 35, 37, 40, 
44, 52, 56 วัน รวมเก็บตัวอยางมูลสุกรทุกกลุมที่ใชในการตรวจนับปริมาณจุลินทรียจํานวน 120 
ตัวอยาง  

  วิธีการเก็บมูลสุกรโดยใชไมพันสําลีที่ปราศจากเชื้อสอดเขาชองทวารหนักของสุกร  เพื่อ
กระตุนใหสุกรถายมูลออกมา แลวเก็บมูลสุกรที่ถายออกมาโดยใชถุงพลาสติกรองรับไมใหมูลตก
หลนลงพื้น เมื่อไดแลวปดปากถุงใหแนนเพื่อปองกันสิ่งเจือปน หลังจากนั้นนํามาเก็บที่อุณหภูมิ
ประมาณ 4 องศาเซลเซียส  แลวรีบนําไปตรวจนับปริมาณเชื้อจุลินทรียที่หองปฏิบัติการตอไป  
(ภาพที่ 9) 

 

 
ภาพที่ 9 แสดงวิธีการเก็บมลูสุกรหยานม 

 
2.8 การศึกษาในหองปฏิบัติการ 

    2.8.1 วิเคราะหหาจํานวนแลคโตบาซิลลัส และอี.โคไลในมูลสุกร 
     ใชวิธีการทํา Dilution plate count เปนเทคนิคการทําใหเช้ือหรือตัวอยางเจือจางลง 
(dilution) โดยใชโซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.85 เปอรเซ็นตละลายในน้ํา 100 มิลลิลิตร จะไดเปน 
saline sulution จากนั้นนําไปฆาเชื้อภายใตหมอนึ่งความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวใชปเปต (Pipett) ดูด saline solution ที่ผานการฆาเชื้อแลวใสใน
หลอดทดลองที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ในปริมาตรหลอดละ 
9 มิลลิลิตร  
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  2.8.1.1 ทําการเจือจางตัวอยาง 
  นํามูลสดประมาณ 1 กรัม มาทําการผสมใหเปนเนื้อเดียวกันในหลอดทดลองที่

มี saline solution ภายใตเครื่อง homogenizer (ภาพที่ 10) จะไดตัวอยางที่เจือจาง 1:10 หรือ 
10-1 จากนั้นใชปเปตดูดตัวอยางที่มีความเจือจาง 1:10 หรือ 10-1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสใน
หลอดทดลองที่มี saline solution 9 มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันจะไดตัวอยางที่เจือ
จาง 1:100 หรือ 10-2 ทําการเจือจางเชนนี้ไปเรื่อยๆ จนถึงอัตราสวนที่ 1:1,000,000,000 หรือ 
10-9  

 2.8.1.2 ทําการเทอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใชวิธีการ Pour - plate (Harrigan and McCance, 
1966) 
- ใชปเปตดูดตัวอยางมูลที่เจือจางในสารละลายที่มีอัตราสวน 10 -7, 10-8, 10-9 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสในจานอาหารเลี้ยงเช้ือจุลินทรียความเจือจางละ 2 
จาน 

- นําจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดมาใสอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะสําหรับจุลินทรียแต
ละชนิด คือ deMan Rogosa Sharpe agar (MRS - agar) สําหรับแลคโต
บาซิลลัส Eosin  Methylene Blue agar (EMB - agar) สําหรับอี.โคไล โดย
อาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดจะตองผานการฆาเชื้อแลว  ภายใตหมอนึ่งความ
ดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวทํา
การเทอาหารเลี้ยงเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อ โดยมีอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ประมาณ 47 ± 1 องศาเซลเซียส จานละประมาณ 13 มิลลิลิตร ทําการหมุน
จานเลี้ยงเชื้อใหอาหารเลี้ยงเชื้อกระจายทั่วจาน หลังจากนั้นวางทิ้งไวจน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว (ภาพที่ 11) 

   2.8.1.3 ทําการบมเชื้อ 
- บมเชื้อของแลคโตบาซิลลัสไวในสภาพไรอากาศที่อุณหภูมิ 37 ± 1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 

- บมเชื้อของอี.โคไลไวในสภาพที่มีอากาศที่อุณหภูมิ 37 ± 1 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 วัน 
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   2.8.1.4 การนับโคโลนี 
        หลังบมเชื้อครบตามกําหนดเวลาแลวตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหาร

เล้ียงเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 30 - 300 โคโลนี แลวนําคาที่ไดไปคํานวณหา
ปริมาณเชื้อ รายงานผลเปนจํานวนเชื้อจุลินทรียในรูปโคโลนี ตอ ตัวอยางมูลสุกร 1 กรัม 
(Sneath et al., 1986; IDF, 1997) โดยมีสมการ ดังนี้ 

 

                                    
  โดยที่  
  ΣC      คือ ผลรวมของโคโลนีที่นับไดบนจานเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวนโคโลนี 30 - 300 โคโลนี 
  n1          คือ จํานวนจานเลี้ยงเชื้อในความเจือจางแรกที่สามารถนับได 
  n2          คือ จํานวนจานเลี้ยงเชื้อในความเจือจางที่สองที่สามารถนับได 
  d           คือ ความเจือจางแรกที่สามารถนับได  
 

 
                     ภาพที่ 10 แสดงการนํามูลสดผสมใหเปนเนื้อเดียวกนั                                            

ในหลอดทดลองที่มี saline solution  ภายใต                                 
เครื่อง homogenizer  

 

ΣC      ปริมาณเชื้อจุลินทรียตอ 1 กรัม   = 
(n1 + 0.1n2)d 

…………………………(1)

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 38

                                                      
ภาพที่ 11 แสดงการเทอาหารเลี้ยงเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อ (ภาพซาย) 

                                            และการทํา Pour - plate (ภาพขวา) 
 

 2.8.2 การจําแนกเชื้อแบคทีเรีย (identification  of  bacteria) 
  เปนการทดสอบลักษณะโคโลนีที่ไดจากการเพาะเชื้อวาเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อ

นั้นๆ หรือไม  โดยใชการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical  test) ซ่ึงจะนําโคโลนีที่ไดจาก
การเพาะเชื้อในหัวขอ 2.8.1.4 มาทําการทดสอบ โดยสุมทําการทดสอบทั้งหมด 2 ครั้งๆ ละ 2 
ตัวอยาง คือนําโคโลนีที่ไดจากการเพาะเชื้อจากมูลของอายุลูกสุกรที่ 21 และ 35 วัน ทําการทดสอบ  
ดังนี้ 

          2.8.2.1 การจําแนกเชื้อแลคโตบาซิลลัส จากวิธีของ Leboffe and  Burton (1995) ; 
นันทนา (2537); ดวงพร (2537) 

          2.8.2.1.1 การตรวจสอบการติดสีแกรม : เขี่ยเชื้อจากจานเพาะเชื้อมา smear 
ลงบนแผนสไลด  จากนั้น fix เชื้อโดยนําแผนสไลดที่ smear เชื้อ แลวไปผานเปลวไฟอยาง
รวดเร็ว 2 - 3 ครั้ง  หยดสีคริสตัลไวโอเลต (crystal  violet) ทิ้งไว 1 นาที เมื่อครบเวลาเทสี
ทิ้ง  จากนั้นหยดลูกอลไอโอดีน (lugol’s iodine) ทิ้งไว 1 นาที และหยดเอทิลแอลกอฮอล 
95 เปอรเซ็นต นาน 30 วินาที ลางแผนสไลดดวยน้ํากลั่น  แลวจึงยอมดวยสีซาฟรานิน 
(safranin) เปนเวลา 30 วินาที  ลางดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง  ซับแผนสไลดใหแหง  นําไป
ตรวจสอบลักษณะเซลล  การจัดเรียงตัวโดยใชกลองจุลทรรศน  ถาเปนแบคทีเรียแกรมลบ
จะใหสีแดง แกรมบวกจะใหสีมวง 

     2.8.2.1.2 การทดสอบ Catalase Test : ใสไฮโดรเจนเปอรออกไซด ลงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ แลวสังเกตดู  

     การอานผล : ผลบวก มีฟองกาซเกิดขึ้นทันที 
                        ผลลบ  ไมมีฟองกาซเกิดขึ้น 
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     2.8.2.1.3 การทดสอบ Motility Test : เพาะเชื้อท่ีตองการทดสอบลงใน 
Motility test medium โดย stab ตรงๆ เพียงครั้งเดียว ประมาณ 2 / 3 ของสวนสูงของอาหาร 
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 - 24 ชั่วโมง อานผล ถายังใหผลลบ ใหทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองตอไปอีก 1 - 2 สัปดาห สังเกตการเปลี่ยนแปลงเปนระยะๆ 

     การอานผล : ผลบวก เชื้อจะเจริญออกมานอกรอย stab หรือไมมีรอยการ
เจริญที่ชัดเจนบริเวณรอยที่ทําการ stab แตอาหารเลี้ยงเชื้อท้ังหลอดขุนกวาเดิม ถาหากผล
เปนลบ จะเห็นการเจริญของเชื้ออยางชัดเจน ที่บริเวณรอย stab โดยเห็นขอบเขตของเชื้อที่
เจริญอยางชัดเจน แมจะบมตอไปอีก 2 สัปดาหก็ไมมีการเปลี่ยนแปลง 

     2.8.2.2 การจําแนกเชื้ออี.โคไล จากวิธีของ Leboffe and  Burton (1995) ; นันทนา 
(2537); ดวงพร (2537) 

      2.8.2.2.1 การตรวจสอบการติดสีแกรม (ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ 2.8.2.1.1) 
      2.8.2.2.2 การทดสอบ Catalase Test (ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ 2.8.2.1.2) 
       2.8.2.2.3 การทดสอบ Motility Test (ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ 2.8.2.1.3) 
       2.8.2.2.4  การทดสอบ Methyl  Red - Vogesproskauer  Test (MR - VP 

Test) :  เพาะเชื้อลงใน MR - VP broth  2 หลอด  มีอาหารเลี้ยงเชื้อหลอดละ 1 มิลลิลิตร 
และบมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 - 3 วัน  เพื่อใหแนใจวาน้ําตาลกลูโคส
ถูกเมตาโบไลท (metabolite) 

            MR - Test หยด Methyl  red  reagent 5 หยด ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีเชื้อ
เจริญอยู  สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้น 

            VP - Test ใส reagent ตัวแรก (alpha - naphthol) ลงไป 0.6 มิลลิลิตร เขยา
หลอด แลวใส reagent ตัวที่สอง (KOH) 0.2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ วางทิ้งไว 15 นาที สังเกต
การเกิดสีแดง ถายังไมเกิดขึ้นทิ้งตอไปอีก 45 นาที ดูผล 

       การอานผล : ผลบวก MR - Test เปลี่ยนเปนสีแดง, VP - Test เกิดสีแดงให
เห็นภายใน 15 - 45 นาที ถาหากผลเปนลบ MR - Test เปลี่ยนเปนสีเหลือง, VP - Test ไม
เกิดการเปลี่ยนแปลง 

       2.8.2.2.5  การทดสอบ Citrate Utilization Test : เพาะเชื้อที่ตองการ
ทดสอบลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Citrate  Agar หรือ Simmons บมไวที่อุณหภูมิประมาณ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง อานผล 

       การอานผล : ผลบวก อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อเจริญ เปลี่ยนเปนสีน้ําเงินถา
หากผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อเจริญไมเปล่ียนสี สีคงเดิม 
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       2.8.2.2.6  การทดสอบ Triple Sugar Iron (TSI) agar : เพาะเชื้อท่ีตองการ
ทดสอบ  โดยการขีดเชื้อบนวุนของ TSI  agar ใหทั่วและแทง (stab) ปลายเข็มที่ขีดเชื้อใน
ตอนแรกลงลึกประมาณ 2 ใน 3 ของอาหารเลี้ยงเชื้อจนถึงกนหลอด  บมไว 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง อานผล 

       การอานผล : ถาแบคทีเรียสามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคสอยางเดียว   บนผิว
วุนจากสีแดงสมจะเปลี่ยนไปเปนสีแดงเขม (alkaline หรือ K) สวนที่กนหลอด (butt) 
เปล่ียนจากสีแดงสมไปเปนสีเหลือง (acid หรือ A) หรืออานผลวา K / A ถาแบคทีเรีย
สามารถหมักยอยทั้งน้ําตาลกลูโคส และแลคโตส หรือสามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคส
รวมกับซูโคส หรือสามารถหมักยอยน้ําตาลไดทั้ง 3 ชนิด ไดทั้งบนผิว (slant) และที่กน 
(butt) ของหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนจากสีสมเปนสีเหลืองทั้งหลอด ให
อานผลเปน A / A แตถาหากแบคทีเรียไมสามารถใชน้ําตาลชนิดใดๆ เลย มีอยู 3 แบบ คือ  
N / N, K / N, K / K (N : ไมเกิดการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ  K : เปล่ียนเปนสีแดงเขม) 

     2.8.2.2.7 การทดสอบ Indole Test : เพาะเชื้อที่ตองการทดสอบลงใน 
Tryptophan broth บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ช่ัวโมง อานผลโดย
การหยด Kovac’s reagent โดยการหยด Kovac’s ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 หยด เขยาเบาๆ 
สังเกตสีที่เกิดขึ้น  

     การอานผล : ผลบวก  สีของ reagent เปล่ียนเปนสีแดง 
           ผลลบ    สีของ reagent ไมเปล่ียนแปลง 
     2.8.2.2.8 การทดสอบ MIL Media : บมเพาะเชื้อแบคทีเรียที่ตองการ

ทดสอบลงบน MILโดยการแทงเข็มเขี่ยเชื้อลง ในหลอดตรงๆ บมที่ 35 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 18 - 24 ชั่วโมง แลวอานผล 

     การอานผล : สีมวง (slant) / สีเหลือง (butt) : ไมมีการผลิตเอนไซม lysine 
decarboxylase และ lysine deaminase 

           สีมวง / สีมวง : มีการผลิตเอนไซม lysine decarboxylase แต
ไมมีการผลิตเอนไซม lysine deaminase 

           สีแดง / เหลือง : มีการผลิตเอนไซม lysine deaminasec แตไม
ผลิตเอนไซม lysine decarboxylase 

            สีดําทั้งหลอด : มีการผลิตใหกาซไฮโดรเจนซัลไฟด 
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  ผลที่ไดจากการทดสอบทางปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical  test) จะนํามาเปรียบเทียบ
กับตารางจําแนกชนิดของจุลินทรีย Bergey’s  manual (Sneath  et  al., 1986) 
  
2.9 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
    วิเคราะหขอมูลตางๆที่ไดจากทั้ง 2 การทดลองโดยวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of  
variance) ตามแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design; CRD และเปรียบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SAS 
(SAS, 2001) และวิเคราะหขอมูลอัตราการเกิดโรคทองรวงของสุกรทั้ง 2 การทดลอง โดยวิธี       
ไคสแควร (บุญธรรม, 2546) มีสมการดังนี้ 

    
              โดยที่   
     N   =   จํานวนขอมูลรวมทั้งหมด (A + B + C + D) 
 
 2.10 สถานที่ทําการวิจัย 

- ฟารมสุกร ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
- หองปฏิบัติการกลาง คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
- หองปฏิบัติการแบคที เ รีย  สถานบริการสุขภาพสัตว  คณะสัตวแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
  2.11 ระยะเวลาดําเนินงานวิจัย 
 เดือนกรกฎาคม 2547 - มิถุนายน 2548 
    

N(AD – BC)2 
           χ 2      = 

(A + B)(C + D)(A + C)(B + D) 
………………………(2) 
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