
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 การทดลองแบงออกเปน 2 การทดลอง  โดยการทดลองท่ี 1 ทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
เช้ือ E. coli ของสารสกัดหยาบของใบฝร่ังและใบคูน  การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลการเสริมใบฝร่ังและใบคูน
ในรูปผงและสารสกัดตอสมรรถภาพการผลิตและความสามารถในการยับยั้งเช้ือ E. coli ในสุกรหยานม 
 
1)  การทดลองท่ี 1  ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ E. coli ของสารสกัดหยาบของใบฝร่ัง
      และใบคูน 
 
1.1  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
1.1.1  พืชสมุนไพร 
 1.  ใบฝร่ัง (Psidium guajava Linn. leaf)  รวบรวมจากเขตพื้นท่ี อ. เมือง จ. เชียงใหม 
 2.  ใบคูน (Cassia fistula Linn. leaf)  รวบรวมจากเขตพื้นท่ี อ. แมวาง จ. เชียงใหม 
 
1.1.2  อาหารเล้ียงเชื้อ 
 EMB (Eosin methylene - blue) agar, Himedia 
 NA (Nutrient agar), Merck 
 MHB (Muller hinton - broth), Becton 
 
1.1.3  เชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ 
 เช้ือ Escherichia coli ท่ีแยกไดจากตัวอยางอุจจาระของสุกรหยานม  จากคอกสัตวทดลอง 
ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
1.1.4  อุปกรณ 
 1.  จานเพาะเช้ือ (petri dish) 
 2.  หลอดทดลอง (test tube) พรอมฝาปด ขนาด 13 x 100 และ 16 x 150 มิลลิเมตร 
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 3.  ท่ีต้ังหลอดทดลอง (test tube rack) 
 4.  เข็มเข่ียเช้ือ (loop) 
 5.  ชอนตักสาร 
 6.  ออโตปเปต (autumetric pipette) ขนาด 100 - 1,000 ไมโครลิตร 
 7.  ทิป (pipette tip) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
 8.  กระบอกตวง (graduated cylinder) ขนาด 500 และ 50 มิลลิลิตร 
 9.  บีกเกอร (beaker) ขนาด 250, 500, 1,000 และ 3,000 มิลลิลิตร 
 10.  ขวด duran ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 
 11.  ขวดรูปชมพู (flask) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 
 12.  ขวดรูปชมพูแบบมีฝาปด (flask screw cap) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 13.  กรวยกรอง (glass funnel) ขนาด 12 เซนติเมตร 
 14.  เตาไฟฟา (hot plate) 
 16.  กระดาษกรอง  เบอร 1 
 17.  โกรงบดยา 
 18.  สําลี 
 
1.1.5  เคร่ืองมือ 
 1.  หมอนึ่งไอน้ํา (autoclave) 
 2.  ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) 
 3.  ตูอบเพาะเช้ือ (incubator) 
 4.  เคร่ืองระเหยความช้ืน (rotary evaporator) 
 5.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 6.  เคร่ือง spectrophotometer 
 7.  เคร่ืองเขยา (vortex) 
 8.  เคร่ืองช่ังสาร (balance) ทศนิยม 2 ตําแหนง 
 9.  เคร่ืองดูดอากาศ (pump) 
 10.  desiccators vacuum 
 11.  เคร่ืองบดละเอียด 
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1.1.6  สารเคมี 
 1.  น้ํากล่ัน (distilled water) 
 2.  100 % เฮกเซน (hexane) 
 3.  95 % เอธานอล (ethanol) 
 4.  100 % เมทานอล (methanol) 
 5.  DI (deionized water) 
 6.  0.85 % NaCl (normal saline solution) 
 7.  DMSO (dimethylsulphoxide), Antibiocos 
 
1.2  วิธีการทดลอง 
 นําใบฝร่ังและใบคูนมาลางน้ําใหสะอาด  ตัดข้ัวใบออก  แลวผ่ึงใหแหง  จากนั้นนําไปอบท่ี
อุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน  แลวนํามาบดจนไดผงใบฝรั่งและใบคูน  นําผงใบฝร่ังและใบคูนท่ี
ไดมาสกัดดวยวิธีการหมัก (maceration) ดวยตัวทําละลายตางๆกัน คือ น้ํากล่ัน, เอธานอล (95 %), 
เมทานอล (100 %) และเฮกเซน (100 %)  แลวนําสารสกัดใบฝร่ังและใบคูนท่ีไดจากตัวทําละลายแต
ละชนิดมาทดสอบหาคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดสมุนไพรในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ E. 
coli (Minimum Inhibition Concentration : MIC) จากอุจจาระสุกรหยานม จากคอกสัตวทดลอง 
ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยวิธี broth dilution  และทดสอบ
หาคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดสมุนไพรในการทําลายเช้ือ E. coli (Minimum Bactericidal 
Concentration : MBC) โดยการนําสารละลายจากการหา MIC ดังกลาวไปเพาะเล้ียงเช้ือตอบน
อาหารเล้ียงเช้ือ ณ หองปฏิบัติการคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  เพื่อทราบถึงคา
ความสามารถในการยับยั้งหรือทําลายเช้ือ E. coli ในอุจจาระสุกรหยานมของสารสกัดหยาบจากใบ
ฝร่ังและใบคูน 
 
1.2.1  การสกัดใบฝร่ังและใบคูน 
 -  นําใบฝร่ังและใบคูนสดมาลางดวยน้ําสะอาด  เพื่อกําจัดส่ิงสกปรกท่ีปนเปอนออก  ตัดข้ัว
ใบออก  แลวนําไปผ่ึงลมใหแหง 
 -  นําไปอบดวยตูอบฆาเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน 
 -  นําใบฝร่ังและใบคูนท่ีแหงแลวไปบดดวยเคร่ืองบดละเอียด  นําผงสมุนไพรท่ีไดไปช่ัง
น้ําหนักและบันทึกไว 
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 -  นําผงใบฝร่ังและใบคูนมาแยกใสในบีกเกอร ขนาด 3,000 มิลลิลิตร ใสตัวทําละลายท่ีใช
สกัดจนทวมผงสมุนไพร ในอัตราสวนผงสมุนไพร 250 กรัมตอตัวทําละลาย 1 ลิตร  จากนั้นปดบีก
เกอรใหสนิทแลวหมักโดยแชท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน  โดยหม่ันคนตลอดเวลาเพื่อเพิ่ม
อัตราเร็วของการสกัด 
 -  กรองดวยผาขาวบางหรือผากรอสเพ่ือแยกกากออก  แลวกรองซํ้าอีกคร้ังดวยกระดาษ
กรอง เบอร 1 
 -  นําสารละลายท่ีไดไประเหยแหงเพื่อแยกตัวทําละลายออก  ดวยเคร่ืองระเหยความช้ืน 
(rotary evaporator) จนไดสารขนเหนียว 
 -  นําสารสกัดท่ีไดไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 1 วัน เพื่อใหสารสกัดเขมขนมากข้ึน  
แลวบันทึกน้ําหนักสารสกัดท่ีได 
 -  นําสารสกัดท่ีมีลักษณะเปนของเหลวและครีมบรรจุในขวดปองกันแสง  สวนสารสกัดท่ี
มีลักษณะเปนของแข็งจะถูกนําไปบดละเอียดดวยโกรงบดยา  แลวเก็บใสซองพลาสติก  จากน้ันนํา
สารสกัดท่ีไดไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะนํามาใชทําการทดลอง 
 

  
 

ภาพท่ี 10  การเจริญของเช้ือ E. coli บน EMB agar ภาพท่ี 11  การเจริญของเช้ือ E. coli บน NA 
 
1.2.2  การหาคา MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบจากใบฝร่ังและใบคูน 
 -  การเตรียมตัวอยางเชื้อแบคทีเรีย 
 เช้ือ E. coli ไดจากการเก็บตัวอยางอุจจาระของลูกสุกรหยานมในคอกสัตวทดลอง ภาควิชา
สัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  นําไปแยกเช้ือโดยใช loop แตะตัวอยาง
อุจจาระมาปายบน Eosin methylene - blue (EMB) agar  แลวนําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  โดยโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีเจริญบน EMB agar มีลักษณะเปนจุดดําตรงกลาง
เคลือบดวยสีเขียวเปนมันวาวคลายโลหะ ผิวเรียบนูนเล็กนอย (ภาพที่ 10)  จากน้ันนํามาแยกเช้ือให
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บริสุทธ์ิอีกคร้ังโดยใช loop แตะเช้ือจากโคโลนีเดี่ยวๆมาปายบน EMB agar แลวนําไปเพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นติดขอบจานเพาะเช้ือดวยแผนพาราฟน แลวนําไปเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะใชในการทดลอง 
 เตรียมการทดสอบหาคา MIC โดยการนําเช้ือ E. coli ท่ีเก็บรักษาไวมา subculture บน 
Nutrient agar (NA) แลวนําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  โดยโคโลนีของเช้ือ 
E. coli  ท่ีเจริญบน NA มีลักษณะเปนสีเทา ผิวเรียบช้ืนเปนมัน (ภาพท่ี 11)  จากนั้นใช loop แตะเช้ือ 
E. coli ไปละลายใน 0.85 % normal saline solution (NaCl) ท่ีปราศจากเช้ือในหลอดทดลองมีฝาปด
ขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร เขยาสารละลายใหเขากันดวย vortex  แลวแบงสารละลายมาวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีคาความยาวคล่ืนเทากับ 625 นาโนเมตร 
โดยเจือจางสารละลายจนกระท่ังมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.1  ซ่ึงจะมีจํานวนเช้ือเทากับ 108 CFU / 
มิลลิลิตร  จากนั้นเจือจางสารละลายดวย Muller hinton - broth (MHB) ใหมีความเขมขนของเช้ือ
เปน 106 CFU / มิลลิลิตร (สาธร และคณะ, 2544)  ซ่ึงจะเทียบเทากับคาความขุนของ McFarland No 0.5 
(McFarland No 0.5 เตรียมโดยผสม 0.5 มิลลิลิตรของ 1.175 % BaCl2 กับ 99.5 มิลลิลิตรของ 1 % 
sulfuric acid) (อดิเทพ, 2547)  โดยการปเปตสารละลายท่ีไดไปละลายใน MHB ท่ีอัตราสวน 1 : 100 
ในภาชนะปดท่ีปราศจากเช้ือ เพื่อนําไปใชในการทดสอบหาคา MIC ของสมุนไพรตอไป 
 
 -  การเตรียมตัวอยางสารละลายสมุนไพร 
 ช่ังสารสกัดใบฝร่ังและใบคูนท่ีไดจากการสกัดดวยน้ํากล่ัน, เอธานอล, เมทานอล และ       
เฮกเซน  ใสในหลอดทดลองมีฝาปดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ตัวอยางละ 1 หลอด หลอดละ 1.5 
กรัม  จากนั้นเติม 1 % dimethylsulphoxide (DMSO)  ซ่ึงไดจากการละลาย DMSO ลงใน deionized 
water (DI) ท่ีอัตราสวน 1 : 100  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด (ภาพที่ 12)  
เขยาสารละลายสมุนไพรใหเขากันดวย vortex  เพื่อนําไปใชในการทดสอบหาคา MIC ตอไป 
 
 -  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
 -  เตรียม EMB agar และ NA บรรจุในภาชนะปด  หลังจาก sterile ดวย autuclave แลว  นํา
ออกมาเทใสจานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ  รอใหอาหารเล้ียงเช้ือเย็นและแข็งตัว  แลวนําไปเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะใชในการทดลอง 
 -  เตรียม MHB บรรจุในภาชนะปด  หลังจาก sterile ดวย autoclave  แลวนําไปเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะใชในการทดลอง (ภาพท่ี 13) 
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ภาพท่ี 12  การเตรียมสารสกัดสมุนไพรในการ ภาพท่ี 13  อุปกรณท่ีใชในการทดสอบหาคา 
ทดลองหาคา MIC    MIC 
 
 -  การทดสอบหาคา MIC โดยวิธี broth macrodilution  
 เตรียมหลอดทดลองมีฝาปด ขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร  เขียนหมายเลขกํากับโดยแบง
ออกเปน 8 ตัวอยาง ไดแก สารสกัดใบฝร่ังท่ีสกัดดวยน้ํากล่ัน, เอธานอล, เมทานอล, เฮกเซน และ
สารสกัดใบคูนท่ีสกัดดวยน้ํากล่ัน, เอธานอล, เมทานอล และเฮกเซน  ในแตละตัวอยางแบงออกเปน 
3 กลุม กลุมละ 10 หลอด คือ กลุมทดลอง, กลุม duplicate (กลุมทดสอบซํ้าเชนเดียวกับกลุมทดลอง) 
และกลุม negative control (กลุมท่ีปราศจากเช้ือ) นอกจากนี้ยังทํากลุม positive control (กลุมท่ี
ปราศจากสารสกัดสมุนไพร) แยกตางหากอีก 1 กลุม 2 หลอดดวย  จากนั้นทดสอบการหาคา MIC 
ดวยการเจือจางแบบ 2 - fold dilution (เจือจางคร้ังละ 2 เทา) ดังตารางท่ี 2 โดย 
 -  ปเปต MHB ท่ีเตรียมไวใสในหลอดทดลองที่ 2 - 10 ของกลุมทดลอง, กลุม duplicate 
และกลุม negative control หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
 -  ปเปตสารละลายสมุนไพรท่ีเตรียมไวใสในหลอดทดลองท่ี 1 และ 2 ของกลุมทดลอง, 
กลุม duplicate และกลุม negative control หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
 -  ใช auto pipette ผสมสารละลาย (MHB และสารละลายสมุนไพร) ในหลอดทดลองท่ี 2 
ใหเขากัน โดยใชปเปตดูดข้ึนและปลอยลงหลายๆคร้ัง  แลวปเปตสารละลายน้ัน 0.5 มิลลิลิตร ไปใส
ในหลอดทดลองที่ 3  จากนั้นผสมแลวปเปตสารละลายในหลอดทดลองท่ี 3 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ไปใสในหลอดทดลองท่ี 4  ทําซํ้าเชนนี้ตอไปจนถึงหลอดทดลองท่ี 10 ซ่ึงผสมแลวปเปตสารละลาย
ท้ิงไป 0.5 มิลลิลิตร  โดยทําดังนี้กับท้ังกลุมทดลอง, กลุม duplicate และกลุม negative control  
 -  นําสารละลายเช้ือ E. coli ท่ีเตรียมไวใสในหลอดทดลองท่ี 1 - 10 ของกลุมทดลอง และ
กลุม duplicate  หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร เขยาสารละลายใหเขากันดวย vortex 
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 -  ใส MHB ในหลอดทดลองท่ี 1 - 10 ของ กลุม negative control หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
เขยาสารละลายใหเขากันดวย vortex 
 -  ปเปต 1 % dimethylsulphoxide (DMSO) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลายเช้ือ E. 
coli ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองของกลุม positive control ท้ัง 2 หลอด แลวเขยา
สารละลายใหเขากันดวย vortex 
 -  นําสารละลายท้ังหมดไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง แลวสังเกต
ผลการทดสอบ 
 
ตารางท่ี 2  การทดสอบหาคา MIC โดยวิธี broth macrodilution  
 

Tube 
No. 

Medium added 
(ml.) 

Herb solution added 
 

Diluted culture 
added  (ml.) 

Final vol. 
(ml.) 

Final herb 
conc.  (mg./ml.) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

- 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

0.5 ml.  working sol. 
0.5 ml.  working sol. 

0.5 ml.  from tube No. 2 
0.5 ml.  from tube No. 3 
0.5 ml.  from tube No. 4 
0.5 ml.  from tube No. 5 
0.5 ml.  from tube No. 6 
0.5 ml.  from tube No. 7 
0.5 ml.  from tube No. 8 
0.5 ml.  from tube No. 9 

0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

250.00 
125.00 
62.50 
31.25 
15.63 
7.81 
3.91 
1.95 
0.98 
0.49 

- pipette solution 0.5 ml. in tube No. 10 leave after added herb solution from tube No. 9. 

 
 -  การอานคา MIC 
 เปรียบเทียบความขุนของสารละลายใน กลุมทดลอง และกลุม duplicate ดวยสารละลาย
กลุม negative control  หากสารละลายของกลุมทดลอง และกลุม duplicate ขุนกวาสารละลายกลุม 
negative control ซ่ึงมีลักษณะใส  แสดงถึงการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียในสารละลายน้ัน  ซ่ึง
แสดงวาสารสกัดสมุนไพรในหลอดทดลองนั้นไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได  
โดยถือวาคาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหลอดสุดทายที่ใส  เปนคาความเขมขนตํ่าสุดท่ี
สารสกัดสมุนไพรนั้นสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียได (MIC) 
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 สังเกตความขุนของสารละลายกลุม positive control  หากสารละลายขุนแสดงวาเช้ือ
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโต  แตหากสารละลายใสแสดงวาตัวทําละลายท่ีใชกับสารสกัดสมุนไพร มี
ผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  ซ่ึงมีผลทําใหการอานผล MIC คลาดเคล่ือน  จําเปนตอง
เปล่ียนเปนตัวทําละลายอ่ืนซ่ึงไมมีผลกระทบตอการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  
 
 -  การทดสอบหาคา MBC 
 ใช loop จุมสารละลายจากหลอดทดลองใน กลุมทดลอง และกลุม positive control ท่ีใชใน
การทดสอบหาคา MIC มาปายบน EMB agar ในจานเพาะเช้ือ  โดยแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมทดลอง 
และกลุม duplicate  จากนั้นนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง แลวสังเกตผล
การทดสอบ 
 
 -  การอานคา MBC 
 สังเกตการเจริญของเช้ือแบคทีเรียบน EMB agar  โดยถือวาตัวอยางท่ีมีคาความเขมขนของ
สารสกัดสมุนไพรตํ่าสุด  ซ่ึงพบวาไมมีเช้ือแบคทีเรียเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือเปนคา MBC  
 
1.2.3  การจําแนกเชื้อแบคทีเรีย (identification of bacteria) 
 ทําการทดสอบเช้ือ E. coli ซ่ึงไดจากการ subculture เช้ือท่ีใชในการทดสอบหาคา MIC  
เปนการทดสอบลักษณะเฉพาะของเช้ือเพื่อยืนยันคุณสมบัติของเช้ือ E. coli  โดยสังเกตคุณสมบัติ
ทางดานสัณฐานวิทยา (morphological characteristic) เชน รูปราง การเรียงตัวของเซลล และการติด
สีแกรม  จากการตรวจสอบการติดสีแกรม  และทําการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical 
test) ดวยวิธีตางๆ คร้ังละ 2 ตัวอยาง  ตามวิธีของ ดวงพร (2537); นันทนา (2537)  โดยมี
ลักษณะเฉพาะของปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียกลุมตางๆ  ดังแสดงไวในภาพท่ี 14 
 
 -  การตรวจสอบการติดสีแกรม 
 ใช loop เข่ียเช้ือจากจานเพาะเช้ือมา smear ลงบนแผนสไลด  จากน้ัน fix เช้ือโดยการนํา
แผนสไลดท่ี smear เช้ือแลวไปผานเปลวไฟอยางรวดเร็ว 2 - 3 คร้ัง  หยดสีคริสตัลไวโอเลต (crystal 
violet) ท้ิงไว 1 นาที  เม่ือครบเวลา เทสีท้ิง  จากนั้นหยดลูกอลไอโอดีน (lugol's iodine) ท้ิงไว 1 นาที  
และหยดเอทิลแอลกอฮอล 95 % นาน 30 วินาที  ลางแผนสไลดดวยน้ํากล่ัน  แลวจึงยอมดวยสีซา 
ฟรานิน (safranin) เปนเวลา 30 วินาที  ลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ัง  ซับแผนสไลดใหแหง  แลวนําไป
ตรวจสอบลักษณะเซลลและการจัดเรียงตัวดวยกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา 
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IMVIC หมายถึง ผลการทดสอบทางชีวเคมี 4 อยาง คือ 
 I   หมายถึง การทดสอบ Indole 
 M หมายถึง การทดสอบ MR 
 V  หมายถึง การทดสอบ VP 
 IC หมายถึง การทดสอบการใชซิเตรท 
 

ภาพท่ี 14  ลักษณะเฉพาะของปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียกลุมตางๆ 
ท่ีมา : ดวงพร (2537) 
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 การอานผล :  แบคทีเรียแกรมลบ     ติดสีแดง  
   แบคทีเรียแกรมบวก   ติดสีมวง 
 
 -  การทดสอบ Catalase test 
 หยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ลงบนสไลด 1 หยด  จากนั้นใช loop เข่ียเช้ือลงไปทํา
การผสมใหเขากัน  แลวสังเกตผล 
 การอานผล :  ผลบวก   มีฟองแกสเกิดข้ึน 
   ผลลบ      ไมเกิดฟองแกส 
 
 -  การทดสอบ Triple sugar iron (TSI) agar 
 เพาะเช้ือท่ีตองการทดสอบ  โดยการใช loop ขีดเช้ือบนหนาวุนของ TSI agar ใหท่ัว  และ
แทง (stab) ปลาย loop ท่ีขีดเช้ือในตอนแรกลงลึกประมาณ 2 ใน 3 ของอาหารเล้ียงเชื้อ และบมไวท่ี
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18 - 24 ช่ัวโมง แลวอานผล 
 การอานผล :  1)  ผลการหมักยอยน้ําตาลตางๆ 
   1.1)  ถาแบคทีเรียสามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคสอยางเดียว  บนผิววุน 
   (slant) ท่ีมีสีแดง - สมซ่ึงเปนสีของอาหารเล้ียงเชื้อ  จะเปล่ียนไปเปนสี
   แดงเขม (alkaline หรือ K)  สวนท่ีกนหลอด (butt) จะเปล่ียนจากสีแดง - 
   สมไปเปนสีเหลือง (acid หรือ A) หรืออานผลวา K / A 
   1.2)  ถาแบคทีเรียสามารถหมักยอยท้ังน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลแลคโตส  
   หรือสามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคสรวมกับน้ําตาลซูโครส  หรือสามารถ
   หมักยอยน้ําตาลท้ังสามชนิด  ท้ังบนผิว (slant) และท่ีกน (butt) ของหลอด
   ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียนจากสีแดง - สมไปเปนสีเหลืองท้ังหลอด หรือ
   อานผลวา A / A 
   1.3)  หากแบคทีเรียไมสามารถใชน้ําตาลชนิดใดๆเลย มีอยู 3 แบบ คือ 
   N / N, K / N, K / K (N : ไมเกิดการเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเชื้อ,         
   K : เปล่ียนเปนสีแดงเขม) 
   2)  การเกิดแกส  จะเห็นเปนรอยแตก  หรือสังเกตเห็นเปนฟองแกส 
   3)  การเกิดแกสไฮโดรเจนซัลไฟด  จะเห็นเปนสีดําของตะกอนเฟอรรัส
   ซัลไฟดอยูท่ีกนหลอด 
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 -  การทดสอบ Methyl red - Vogesproskauer test (MR - VP test) 
 เพาะเช้ือลงใน MR - VP broth 2 หลอด ซ่ึงมีอาหารเล้ียงเช้ือหลอดละ 1 มิลลิลิตร  และบม
ไวท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 - 3 วัน เพื่อใหแนใจวาน้ําตาลกลูโคสถูกเมตาโบไลท (metabolite) 
 MR - test  หยด Methyl red reagent 5 หยด  ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญอยู สังเกต
การเปล่ียนแปลงของสีท่ีเกิดข้ึน 
 VP - test  ใส reagent ตัวแรก (alpha - naphthol) ลงไป 0.6 มิลลิลิตร  เขยาหลอด แลวใส 
reagent ตัวท่ีสอง (KOH) 0.2 มิลลิลิตร  เขยาเบาๆ  วางท้ิงไว 15 นาที แลวสังเกตผล 
 การอานผล :  1)  MR - test 
   ผลบวก   เปล่ียนเปนสีแดง 
   ผลลบ      เปล่ียนเปนสีเหลือง 
   2)  VP - test 
   ผลบวก   เกิดสีแดงใหเห็นภายใน 15 - 45 นาที 
   ผลลบ      ไมเกิดการเปล่ียนแปลง 
 
 - การทดสอบ Citrate utilization test 
 เพาะเชื้อท่ีตองการทดสอบลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ Citrate agar หรือ Simmons บมไวท่ี
อุณหภูมิประมาณ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวอานผล 
 การอานผล :  ผลบวก   อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญเปล่ียนเปนสีน้ําเงิน 
   ผลลบ      อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญไมเปล่ียนสี  สีคงเดิม 
 
 -  การทดสอบ Urease test 
 เพาะเช้ือท่ีตองการทดสอบลงบน Urea agar slant บมไวท่ีอุณหภูมิ 35 °C เปนเวลา 18 - 24 
ช่ัวโมง แลวอานผล 
 การอานผล :  ผลบวก   อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญเปล่ียนเปนสีชมพู 
   ผลลบ      อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญไมมีการเปล่ียนสี 
 
 -  การทดสอบ MIL media 
 บมเพาะเช้ือแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบลงบน MIL media  โดยการแทงปลาย loop ลงใน
หลอดตรงๆ (stab) ลึกประมาณ 2 ใน 3 ของอาหารเล้ียงเช้ือ  แลวบมไวท่ีอุณหภูมิประมาณ 35 °C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวอานผล 
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 การอานผล :  1)  การทดสอบ Motility test 
   ผลบวก   เช้ือจะเจริญออกมานอกรอย stab  หรือไมมีรอยการเจริญท่ีชัด
   เจนบริเวณรอยท่ีทําการ stab แตอาหารเล้ียงเช้ือท้ังหลอดขุนกวาเดิม 
   ผลลบ      พบการเจริญของเชื้ออยางชัดเจนท่ีบริเวณรอย stab  โดยเห็น
   ขอบเขตของเช้ือท่ีเจริญอยางชัดเจน  แมจะบมตอไปอีก 2 สัปดาหก็ไมมี
   การเปล่ียนแปลง 
   2)  การทดสอบ Indole test 
   อานผลโดยการหยด Kovac’s reagent ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ 5 หยด  
   เขยาเบาๆ แลวสังเกตสีท่ีเกิดข้ึน 
   ผลบวก   สีของ reagent เปล่ียนเปนสีแดง 
   ผลลบ      สีของ reagent ไมเปล่ียนแปลง 
   3)  การทดสอบ Lysine iron agar (LIA) 
   3.1)  สีมวง (slant) / สีเหลือง(butt) : ไมมีการผลิตเอนไซม lysine         
   decarboxylase และ lysine deaminase 
   3.2)   สี ม ว ง  ( slant)  /  สี ม ว ง  ( butt)  : มี ก า รผ ลิต เ อนไซม  lysine                
   decarboxylase  แตไมมีการผลิตเอนไซม lysine deaminase 
   3.3)  สีเหลือง (slant) / สีมวง (butt) : มีการผลิตเอนไซม lysine deaminase  
   แตไมมีการผลิตเอนไซม lysine decarboxylase 
   3.4)  สีดําท้ังหลอด : มีการผลิตใหแกสไฮโดรเจนซัลไฟด 
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2)  การทดลองท่ี 2  ศึกษาผลการเสริมใบฝร่ังและใบคูนในรูปผงและสารสกัดตอสมรรถภาพการผลิต

และความสามารถในการยับยั้งเชื้อ E. coli ในสุกรหยานม 
 
2.1  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
2.1.1  สัตวทดลอง 
 ลูกสุกรหยานมลูกผสม 3 สายพันธุ (ลารจไวท x แลนดเรซ x ดูรอค)  มีน้ําหนักเร่ิมตนประมาณ 
5.6 ± 0.8 กิโลกรัม  จากคอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
2.1.2  โรงเรือนทดลอง 
 คอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ซ่ึงมี
ลักษณะเปนโรงเรือนโปรง  ประกอบดวยกรงเหล็กยกพ้ืน  ต้ังอยูบนพื้นคอนกรีต  หลังคากระเบื้อง  
มีรางอาหารโลหะพรอมจุบน้ําใหสุกรสามารถกินน้ําไดตลอดเวลา  มีทางเดินกลางโรงเรือนเพื่อให
อาหารและทําความสะอาดตลอดแนวของโรงเรือน 
 
2.1.3  อาหารทดลอง 
 สุกรทุกตัวไดรับอาหารทดลองท่ีมีโภชนะเทากัน  โดยสุกรในกลุมท่ี 1 - 5 ไดรับอาหารฐาน
ท่ีทําการผสมข้ึนเอง  ตามสูตรอาหารในตารางท่ี 3  และสุกรในกลุมท่ี 6 ไดรับอาหารสําเร็จรูปชนิด
อัดเม็ด (เบทาโกร®) 
 
2.1.4  สมุนไพรทดลอง 
 ผงใบฝรั่งและผงใบคูน  ซ่ึงไดมาจากการนําใบฝร่ังท่ีรวบรวมมาจากเขตพื้นท่ี อ. เมือง และ
ใบคูนจากเขตพื้นท่ี อ. แมวาง จ. เชียงใหม  มาลางน้ําใหสะอาด  ตัดข้ัวใบออก  แลวนําไปผ่ึงใหแหง  
จากนั้นนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน  แลวนํามาบดดวยเคร่ืองบดละเอียด  
 สารสกัดหยาบจากใบฝรั่งและสารสกัดหยาบจากใบคูน  ซ่ึงไดมาจากการนําผงใบฝร่ังและ
ผงใบคูนไปสกัดดวยวิธีการหมัก (maceration) ดวยเอธานอล (95 %)  ตามวิธีการสกัดในขอ 1.2.1 
 
2.1.5  อุปกรณท่ีใชในการเล้ียงสุกร 
 1.  ถังผสมอาหาร 
 2.  ถังเก็บอาหาร 
 3.  ท่ีตักอาหาร 
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 4.  กระบอกฉีดยา 
 5.  เคร่ืองช่ังอาหารสุกร ขนาด 1 กิโลกรัม 
 6.  เคร่ืองช่ังน้ําหนักสุกร ขนาด 60 กิโลกรัม 
 
2.1.6  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการเก็บมูลสุกร 
 1.  แอลกอฮอลใชฆาเช้ือปากทวารสุกร 
 2.  ถุงมือปราศจากเช้ือ 
 3.  ถุงพลาสติก 
 4.  กระติกใสน้ําแข็ง 
 
2.1.7  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 1.  EMB (Eosin methylene - blue) agar, Himedia 
 2.  95 % เอธานอล (ethanol) 
 3.  DI (deionized water) 
 4.  0.85 % NaCl (normal saline solution) 
 5.  จานเพาะเช้ือ (petri dish) 
 6.  ตูอบเพาะเช้ือ (incubator) 
 7.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 8.  ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) 
 9.  เตาไฟฟา (hot plate) 
 10.  เคร่ืองช่ังสาร (balance) ทศนิยม 1 ตําแหนง 
 11.  หมอนึ่งไอน้ํา (autoclave) 
 12.  ท่ีต้ังหลอดทดลอง (test tube rack) 
 13.  หลอดทดลอง (test tube) พรอมฝาปด ขนาด 16 x 100 และ 16  x 150 มิลลิเมตร 
 14.  ออโตปเปต (autumetric pipette) ขนาด 100 - 1,000 ไมโครลิตร และ 10 มิลลิลิตร 
 15.  ทิป (pipette tip) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
 16.  เข็มเข่ียเช้ือ (loop) 
 17.  ชอนตักสาร 
 18.  กระบอกตวง (graduated cylinder) ขนาด 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
 19.  ขวด duran ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 
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2.2  วิธีการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (completely randomized design)  โดยใชลูกสุกรหยานม
ท่ีอายุ 21 วัน จากคอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัย เชียงใหม 
จํานวน 50 ตัว แบงออกเปน 6 กลุม คละเพศ  โดยเร่ิมทําการทดลองต้ังแตชวงอายุ 21 วัน จนถึงอายุ 
54 วัน รวมเปนระยะเวลาทั้งหมดประมาณ 5 สัปดาห โดยแบงกลุมการทดลอง ดังนี้ 
กลุมท่ี 1  ใหอาหารฐานเพียงอยางเดียว (กลุมควบคุม)  (n = 6) 
กลุมท่ี 2  ใหอาหารฐานผสมใบฝร่ังปน  (n = 12) 
กลุมท่ี 3  ใหอาหารฐานผสมสารสกัดหยาบจากใบฝรั่ง  (n = 6) 
กลุมท่ี 4  ใหอาหารฐานผสมใบคูนปน  (n = 12) 
กลุมท่ี 5  ใหอาหารฐานผสมสารสกัดหยาบจากใบคูน  (n = 8) 
กลุมท่ี 6  ใหอาหารสําเร็จรูปชนิดอัดเม็ดท่ีใชในฟารม  (n = 6) 
 โดยอาหารกลุมท่ี 2 - 5 จะเสริมสมุนไพรในอัตราสวนเปน 10 เทาของคา MIC ตอน้ําหนักตัว
ของลูกสุกร 1 กิโลกรัมตอวัน  สมุนไพรในกลุมท่ี 3 และ 5 สกัดดวยเอธานอล (95 %)  และใหอาหาร
สุกรวันละ 2 คร้ัง เชา - เย็น  โดยสุกรในแตละกลุมการทดลองไดรับอาหารและนํ้าดื่มอยางเต็มท่ี  
อาหารฐานในกลุมท่ี 1 - 5 เปนอาหารสุกรหยานมท่ีทําการผสมข้ึนโดยปราศจากยาปฏิชีวนะ ซ่ึง
คํานวณคุณคาทางโภชนะตามความตองการของสุกรหยานมตามคําแนะนําของ NRC (1998)  สูตร
อาหารดังแสดงไวในตารางท่ี 3  และอาหารในกลุมท่ี 6 เปนอาหารสําเร็จรูปชนิดอัดเม็ดท่ีใชในฟารม
ในรูปแบบการคา (เบทาโกร®) โดยมีวัตถุดิบหลักเชนเดียวกับอาหารทดลองในกลุมท่ี 1 - 5 แตมีการ
เสริมยาปฏิชีวนะและเคมีภัณฑสําหรับรักษาคุณภาพอาหารลงไป  ซ่ึงการทดลองน้ีใชกลุมท่ี 1 เปน
กลุม negative control  กลุมท่ี 2 - 5 เปนกลุมทดลองสมุนไพร และกลุมท่ี 6 เปนกลุม positive 
control  โดยในกลุมท่ี 2 - 5 มีการเสริมสมุนไพรดังนี้  กลุมท่ี 2 เสริมใบฝร่ังปนปริมาณ 0.64 กรัม / 
กิโลกรัมน้ําหนักตัว / วัน  กลุมท่ี 3 เสริมสารสกัดหยาบจากใบฝร่ังปริมาณ 0.02 กรัม / กิโลกรัม
น้ําหนักตัว / วัน  กลุมท่ี 4 เสริมใบคูนปนปริมาณ 3.77 กรัม / กิโลกรัมน้ําหนักตัว / วัน  และกลุมที่ 5 
เสริมสารสกัดหยาบจากใบคูนปริมาณ 0.16 กรัม / กิโลกรัมน้ําหนักตัว / วัน  ในกรณีท่ีสุกรเกิด
อาการทองรวง จะทําการรักษาโดยการปอนน้ําเกลือแรโออารเอส จนกระท่ังสุกรมีอาการกลับเปนปกติ 
 ในการทดลองนี้มีจํานวนสุกรในแตละกลุม (คา n) ไมเทากัน  เนื่องจากในบางกลุมการ
ทดลองมีสุกรเสียชีวิตในระหวางการทดลอง  จึงทําการทดลองซํ้าเพื่อความสมบูรณของขอมูล  ทํา
ใหมีคา n สูงกวากลุมอ่ืน  และเนื่องจากในชวงทายของการทดลองขาดแคลนลูกสุกรทดลอง  ทําให
ไมสามารถเสริมจํานวนสุกรใหมีจํานวนใกลเคียงกันได  เพราะการทดลองมีระยะเวลาจํากัด 
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ตารางท่ี 3  สวนประกอบของอาหารสุกรหยานมในกลุมท่ี 1 - 5 
 

วัตถุดิบ g kg-1
 

diet 

 คุณคาทางโภชนะ % as fed 
basis 

ขาวโพด 
กากถ่ัวเหลือง (44 % CP) 
ปลายขาว 
รําขาว 
หางเนย 
หินปูน 
ไดแคลเซียม ฟอสเฟต (18 % CP) 
นํ้ามันพืช 
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 

20.0 
3260 
3.50 
0.82 
0.39 
1.19 

 
1/Vit A 3,000,000 IU; Vit D 600,000 IU; Vit E 10,000 IU; Vit K3 0.8 g; Vit B1 1.6 g; Vit B2 1.6 g; Vit B3 0.4 g; Vit B12 8.0 g; 
Pantotenic acid 5.0 g; Niacin 12.0 g; Biotin 0.01 g; Folic acid 0.4 g; Cu 35.0 g; Zn 24.0 g; Mn 12.0 g; Fe 40.0 g; Co 0.2 g; Se 0.4 g 

and T 0.40 g  (ลักษมณภักดิ์คณา, 2549) 

 
2.3  การบันทึกขอมูลและการเก็บตัวอยาง 
2.3.1  บันทึกปริมาณอาหารท่ีสุกรกิน  ทําการบันทึกปริมาณอาหารท่ีสุกรกินทุกๆวัน  โดยทําการช่ัง
น้ําหนักอาหารท่ีใหและน้ําหนักอาหารท่ีเหลือในรางอาหาร  ท่ีเวลา 8.00 น. ของทุกวัน  โดยใช
เคร่ืองช่ังน้ําหนักขนาด 1 กิโลกรัม  สําหรับคํานวณปริมาณอาหารท่ีสุกรกินในแตละวัน  ซ่ึงหาคาได
จากการนําน้ําหนักอาหารที่สุกรกินเหลือในแตละวันไปลบออกจากปริมาณอาหารท่ีสุกรกินในแต
ละวัน  ดังแสดงในสูตร 
 
ปริมาณอาหารท่ีสุกรกินแตละวัน = ปริมาณอาหารท่ีใหแตละวัน - ปริมาณอาหารท่ีเหลือแตละวัน 

 (กิโลกรัม / วัน) 
 
2.3.2  การชั่งน้ําหนักสุกร  โดยทําการช่ังน้ําหนักสุกรแตละตัวทุกๆ 4 วัน นับจากวันท่ีเร่ิมการ
ทดลอง  โดยการช่ังน้ําหนักทุกคร้ังจะช่ังกอนใหอาหารในชวงเชา  โดยใชตะกราและเคร่ืองช่ัง
น้ําหนักขนาด 60 กิโลกรัม  สําหรับช่ังน้ําหนักสุกร 
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2.3.3  บันทึกลักษณะสุขภาพของสุกร 
 บันทึกลักษณะสุขภาพของลูกสุกรในวันท่ี 1 (อายุ 21 วัน), 3, 5, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31 
และ 35 ของการทดลอง  โดยทําการบันทึกตามลักษณะตางๆ ดังนี้ 
-  ลักษณะความสมบูรณแข็งแรงของลูกสุกร  แบงเปน 3 ระดับ 
 G1  =  สมบูรณ แข็งแรง วิ่ง กระตือรือรนดี 
 G2  =  เร่ิมซึม เดินได น้ําหนักลดลงเล็กนอย 
 G3  =  เหงาหงอย เดินโซเซ ไมกระตือรือรน น้ําหนักลดลงมาก 
-  ลักษณะขนของลูกสุกร  แบงเปน 4 ระดับ 
 H1  =  ขนมันเงา เรียบสะอาด 
 H2  =  ขนเรียบสะอาด ไมมันเงา 
 H3  =  ขนกระดาง ไมเรียบ ไมมันเงา 
 H4  =  ขนหยองช้ีฟู ไมมันเงา 
-  ลักษณะสีของมูลลูกสุกร  แบงเปน 5 ระดับ 
 A1  =  สีดํา 
 A2  =  สีดํา - เทา 
 A3  =  สีเทา 
 A4  =  สีเทา - เหลือง 
 A5  =  สีเหลือง 
-  ลักษณะรูปรางของมูลลูกสุกร  แบงเปน 5 ระดับ 
 1  =  ออนตัว คงรูป เปนพวง 
 2  =  ออนตัว คงรูป ไมเปนพวง 
 3  =  เหลวขน 
 4  =  เหลว 
 5  =  เหลวเปนน้ํา 
-  อัตราการเกิดทองรวงในลูกสุกร 
 ในการทดลองนี้ประเมินการเกิดทองรวงโดยสังเกตจากลักษณะอุจจาระสุกรบนพื้นคอก
รายวัน  รวมกับคะแนนท่ีไดจากการประเมินคาลักษณะรูปรางของมูลสุกร  ซ่ึงมีการบันทึกคะแนน
พรอมกับการเก็บตัวอยางอุจจาระไปตรวจนับปริมาณเช้ือ E. coli ในหองปฏิบัติการ  โดยนับวา
ต้ังแตวันท่ีสุกรแสดงถึงอาการทองรวง คือมีลักษณะรูปรางมูลท่ี 3 - 5 คะแนน  จนกระท่ังสุกรมี
ลักษณะรูปรางมูลคงรูปเปนปกติท่ี 1 - 2 คะแนน  เปนการเกิดทองรวงจํานวน 1 คร้ัง 
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2.3.4  การเก็บตัวอยาง 
 เก็บตัวอยางอุจจาระสุกรในชวงเชา  เพื่อใชในการตรวจหาปริมาณเช้ือ E. coli จากอุจจาระ 
ในวันท่ี 1 (อายุ 21 วัน), 3, 5, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31 และ 35 ของการทดลอง  เพื่อสังเกตผลในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli ในระบบทางเดินอาหารของใบฝร่ังและใบคูนในสุกรหยานม 
 วิธีเก็บตัวอยางอุจจาระสุกร  โดยใชสําลีชุบแอลกอฮอลเช็ดปากทวารสุกรเพื่อทําการฆาเช้ือ  
รอสักครู เพื่อใหแอลกอฮอลแหงสนิท   จากนั้นใชนิ้ว ท่ีสวมถุงมือปราศจากเชื้อสอดเขา
ชองทวารหนักของสุกร เพื่อกระตุนใหสุกรถายอุจจาระออกมา  โดยใชอุงมือรองอุจจาระท่ีสุกรถาย
ออกมา  หลังจากนั้นนําตัวอยางอุจจาระท่ีไดบรรจุใสในถุงพลาสติกแบบมีซิปท่ีปราศจากเช้ือ  รูด
ซิปปดปากถุงและบันทึกขอมูลท่ีตัวถุง  โดยเก็บรักษาตัวอยางอุจจาระสุกรในกระติกน้ําแข็งท่ี
อุณหภูมิประมาณ 4 °C  กอนนําไปตรวจนับหาปริมาณเช้ือ E. coli จากตัวอยางอุจจาระดวยวิธี pour 
plate ในหองปฏิบัติการตอไป 
 
2.4  การศึกษาสมรรถภาพการผลิต 
2.4.1  วัดปริมาณอาหารท้ังหมดท่ีสุกรกิน (total feed intake, TFI)  โดยวัดต้ังแตเร่ิมการทดลอง
จนถึงวันสุดทายของการทดลอง  หาคาไดจากการนําปริมาณอาหารท่ีสุกรกินในแตละวัน  ต้ังแตเร่ิม
การทดลองจนถึงวันสุดทายของการทดลองท้ังหมดมารวมกัน  โดยคํานวณปริมาณอาหารท่ีสุกรกิน
ในแตละวันตามสูตรในขอ 2.3.1 
 
2.4.2  วัดปริมาณอาหารท่ีกินเฉล่ียตอวัน (average daily feed intake, ADFI)  หาคาไดจากการนํา
ปริมาณอาหารทั้งหมดท่ีสุกรกิน  ต้ังแตเร่ิมการทดลองจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  หารดวย
จํานวนวันท่ีเล้ียง  เพื่อหาคาเฉล่ีย  ดังแสดงในสูตร 
 

ปริมาณอาหารท่ีกินเฉล่ียตอวัน (กิโลกรัม / วัน) = ปริมาณอาหารท่ีกินท้ังหมด (กิโลกรัม) 
            จํานวนวันท่ีเล้ียง (วัน) 
 
2.4.3  วัดน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้นท้ังหมด (total weight gain, TWG)  หาคาไดจากการนําน้ําหนักตัวท่ี
ช่ังคร้ังแรกเมื่อเร่ิมเขาสูการทดลองของสุกร  ไปลบออกจากน้ําหนักตัวท่ีช่ังคร้ังสุดทายเม่ือส้ินสุด
การทดลอง  จะไดน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มข้ึนของสุกร  ดังแสดงในสูตร 
 
น้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กิโลกรัม) = น้ําหนักตัวเม่ือส้ินสุดการทดลอง - น้ําหนักตัวเร่ิมตนการทดลอง 
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2.4.4  วัดอัตราการเจริญเติบโตเฉล่ียตอวัน (average daily gain, ADG)  หาคาไดจากการนําน้ําหนัก
ตัวท่ีช่ังคร้ังแรกเม่ือเร่ิมเขาสูการทดลองของสุกร  ไปลบออกจากนํ้าหนักตัวท่ีช่ังคร้ังสุดทายเม่ือ
ส้ินสุดการทดลอง  จะไดน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มข้ึนของสุกรต้ังแตเร่ิมการทดลอง  แลวนําจํานวนวันท่ี
เล้ียงมาหารเพื่อหาคาเฉล่ีย  ดังแสดงในสูตร 
 

อัตราการเจริญเติบโตเฉล่ียตอวัน (กิโลกรัม / วัน) = น้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กิโลกรัม) 
              จํานวนวันท่ีเล้ียง (วัน) 
 
2.4.5  วัดอัตราการเปล่ียนอาหาร หรืออัตราแลกเนื้อ (feed conversion ratio, FCR)  หาคาไดจาก
การนําปริมาณอาหารท้ังหมดที่สุกรกินต้ังแตเร่ิมการทดลองจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  หาร
ดวยน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มข้ึน  ซ่ึงหาไดจากการนําน้ําหนักตัวท่ีช่ังคร้ังแรกเม่ือเร่ิมเขาสูการทดลองของ
สุกร  ไปลบออกจากนํ้าหนักตัวท่ีช่ังคร้ังสุดทายเม่ือส้ินสุดการทดลอง  ดังแสดงในสูตร 
 

อัตราการเปล่ียนอาหาร = ปริมาณอาหารท่ีกิน (กิโลกรัม)         หรือ          Feed 
        น้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กิโลกรัม)            Gain 
 
2.5  การศึกษาในหองปฏิบัติการ 

2.5.1  การตรวจนับเชื้อ E. coli จากตัวอยางอุจจาระ 
 การตรวจนับเช้ือแบคทีเรียดวยวิธี pour plate  เปนวิธีท่ีนอกจากจะแยกเช้ือแบคทีเรียให
บริสุทธ์ิ แลวยังสามารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรียในตัวอยางท่ีนํามาแยกเช้ือไดดวย  วิธีการนี้เปน 
การนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตวิธีหนึ่งท่ีใชเทคนิคในการทําใหไรเช้ือหรือตัวอยางเจือจาง 
(dilution) ดวยนํ้า หรือ 0.85 % normal saline solution (NaCl) ท่ีผานการฆาเช้ือแลว และทราบ
ปริมาตรท่ีแนนอน  ซ่ึงปกติจะทําใหเจือจางเพิ่มข้ึนคร้ังละ 10 เทาเปนลําดับ (ten fold serial dilution) 
เพื่อใหงายตอการปฏิบัติและการคํานวณ  โดยใชเช้ือแบคทีเรีย 1 มิลลิลิตร หยดไปบนจานอาหาร
แลวเทอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอุณหภูมิ 44 - 46 °C ลงไป ดังภาพท่ี 15  ผสมเช้ือแบคทีเรียใหเขากับ
อาหารโดยแกวงจานอาหารไปมาเบาๆ  ท้ิงใหอาหารแข็งตัวแลวนําไปบม  ภายหลังบมแลว  โคโลนี
ของแบคทีเรียจะเจริญท้ังในและบนอาหารเล้ียงเช้ือ  นับจํานวนแบคทีเรียในจานอาหารที่มีโคโลนี
ของเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือระหวาง 30 - 300 โคโลนีหรือ colony forming unit (CFU)  ก็จะทําให
สามารถคํานวณหาเช้ือแบคทีเรียตอมิลลิลิตรหรือตอกรัมตัวอยางได (ศิววรรณ, 2549) 
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ภาพท่ี 15  การทําเจือจางเปนลําดับและวิธีทํา pour plate (ศิววรรณ, 2549) 
 
-  วิธีทําการเจือจาง (dilution method) 
-  ใชออโตปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร ปเปต 0.85 % NaCl จากภาชนะบรรจุออกมาคร้ังละ 9 มิลลิลิตร  
ใสลงในหลอดทดลองขนาด 16 x 100 มิลลิเมตร พรอมฝาปด จํานวน 8 หลอดตอการทดลอง 1 
ตัวอยาง  แลวนําไปทําใหไรเช้ือดวย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 °C เปนเวลา 15 - 20 นาที 
-  ช่ังตัวอยางอุจจาระท่ีตองการแยกเช้ือมา 1 กรัม  ละลายดวย 0.85 % NaCl 9 มิลลิลิตรจากหลอด
ทดลองที่ 1 ท่ีจัดเตรียมไว  ในถุงพลาสติกท่ีปราศจากเช้ือ  ใชมือบดจนสารละลายเขากันเปนเนื้อ
เดียว  วิธีการนี้จะทําใหตัวอยางอุจจาระนั้นถูกทําใหเจือจางลง 10 เทา หรือเทากับอัตราการเจือจางท่ี 
1 : 10 
-  ใชออโตปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายตัวอยางจากถุงพลาสติกมา 1 มิลลิลิตร  ใสใน
หลอดทดลองท่ี 2 ซ่ึงมี 0.85 % NaCl 9 มิลลิลิตร  ดูดสารละลายในหลอดทดลองข้ึนลงเพื่อลางปเปต
จํานวน 5 คร้ัง  จากนั้นปดฝาแลวผสมใหเขากันดวย vortex  ในข้ันนี้เช้ือจะถูกเจือจางลงไปอีก 10 
เทา เปน 1 : 102  ทิปท่ีใชแลวใหท้ิงใสภาชนะท่ีใสน้ํายาฆาเช้ือ 
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-  จากนั้นใชออโตปเปต ซ่ึงเปล่ียนทิปอันใหมแลว  ปเปตสารละลายจากหลอดทดลองท่ี 2 มา 1 
มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลองท่ี 3 ซ่ึงมี 0.85 % NaCl 9 มิลลิลิตร  ดูดสารละลายข้ึนลงเพื่อลางปเปต  
ปดฝาแลวผสมใหเขากันดวย vortex  ทําใหเช้ือถูกเจือจางลงไปอีก 10 เทา  ทําใหมีการเจือจางจากจุด
เร่ิมตนท้ังหมด 1,000 เทา หรือเทากับ 1 : 103  โดยทิปท่ีใชแลวใหท้ิงใสภาชนะท่ีใสน้ํายาฆาเช้ือ 
-  เม่ือผสมเขากันดแีลว  ใหทําการเจือจางเชนนี้ลงไปเร่ือยๆจนถึงอัตราความเจือจางท่ี 1 : 108  โดย
เปล่ียนทิปทุกคร้ังเม่ือปเปตสารละลายตัวอยางจากหลอดหน่ึงไปสูอีกหลอดหนึ่ง 
-  วิธีทํา pour plate 
-  ใชออโตปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายตัวอยางจากหลอดทดลองท่ีเจือจางเปน 1 : 105, 1 
: 106, 1 : 107 และ1 : 108  ใสในจานอาหารเล้ียงเช้ือเปลาท่ีฆาเช้ือแลวจานละ 1 มิลลิลิตร  โดยทํา 2 
จานตอ 1 dilution  เพื่อทํา duplicate  และเปล่ียนทิปทุกคร้ังท่ีดูดสารละลายตาง dilution 
-  นําอาหารวุน EMB agar ซ่ึงอยูในสภาพหลอมเหลวในขวดอาหารจาก water bath ท่ีอุณหภูมิ 45 
°C มาเทลงในจานท่ีใสสารละลายตัวอยางในแตละ dilution  โดยในขณะท่ีเทใชฝาจานปองกันสวน
ผสมขางในไมใหเช้ือจากอากาศตกลงไป 
-  หมุนจานไปมาใหสารละลายตัวอยางผสมเขากันดีกับ EMB agar  เพื่อใหเช้ือกระจายตัวท่ัวอาหาร
เล้ียงเช้ือ  ระวังอยาใหกระฉอกไปติดฝาจาน 
-  ต้ังท้ิงไวจนวุนแข็งตัว  แลวจึงกลับจานเพื่อปองกันไมใหนํ้าท่ีติดบนฝาจานหยดลงมาบนอาหาร 
-  นําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง  เม่ือเพาะเช้ือจนเจริญข้ึนเปนโคโลนี  
จึงนําไปนับจํานวนโคโลนีของเช้ือ E. coli ได 
-  วิธีนับจํานวนโคโลนี 
 ทําไดโดยเลือกชุดจานเพาะเช้ือท่ีมีจํานวนโคโลนีของเช้ือ E. coli เจริญอยูประมาณ 30 - 
300 โคโลนีจากความเจือจางเดียว  ถาทํา 2 จาน ใหหาคาเฉล่ียบนจํานวนจานอาหารท้ังสอง  แลวจึง
คํานวณหาจํานวนแบคทีเรียตอกรัมของตัวอยาง  โดยจํานวนแบคทีเรียในตัวอยางท่ีนํามาตรวจนับ
สามารถนํามาคํานวณไดดังนี้ 
 

จํานวนแบคทีเรีย  =              จํานวนโคโลนีบนจาน 
      ความเจือจางของตัวอยางท่ีนํามาทดสอบ 
 
โดยนิยมรายงานเปน CFU ( colony forming unit ) ตอกรัม หรือตอมิลลิลิตร 
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 เชน  ถาตัวอยางอุจจาระ 1 กรัม ท่ีความเจือจาง 1,000,000 เทา (1 : 106)  เม่ือนําไปผสมกับ 
EMB agar ในจานและนําไปเพาะ  ปรากฎวามีโคโลนีของเช้ือ E. coli เกิดข้ึน 250 โคโลนี  จํานวน
แบคทีเรียในตัวอยาง 1 กรัม  จะเทากับ 250 หารดวย 1 / 106 หรือเทากับ 250,000,000 เซลล หรือ 2.5 x 108  
โคโลนี 
 โดยจํานวนโคโลนีท่ีความเจือจางท่ีสูงควรนอยกวาจํานวนโคโลนีท่ีความเจือจางท่ีต่ําลงมา
ประมาณ 10 เทา  เนื่องจากในการทดสอบทําใหเจือจาง 10 เทา  ถาหากผลที่ออกมาคลาดเคล่ือนมาก  
คือไมเกิน 10 เทา แสดงวามีความผิดพลาดเนื่องจากการที่ผสมเช้ือกับอาหารวุนไมดี หรือการทําเจือ
จางไมดี  และจํานวนโคโลนีท่ีเหมาะสมท่ีจะนํามาใชในการคํานวณจํานวนโคโลนี ควรอยูระหวาง 
30 - 300 โคโลนี จากจานท่ีมีโคโลนีมากและกระจายอยูสม่ําเสมอ (ศศิธร และคณะ, มปป.) 
 
2.6  การวางแผนการทดลองทางสถิติ 
 วิเคราะหขอมูลจากการทดลองโดยวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of variance) ตาม
แผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s test 
และ Regression test  โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (มนตชัย, 2537) 
 
2.7  สถานท่ีทําการวิจัยและรวบรวมขอมูล 
 หองปฏิบัติการภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 หองปฏิบัติการคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 หองปฏิบัติการคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 คอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
2.8  ระยะเวลาในการดําเนินงานวิจัย 
 ประมาณ 12 เดือน 
 
 


