
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 การทดลองแบงออกเปน 2 การทดลอง  โดยการทดลองท่ี 1 ทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
เช้ือ E. coli ของสารสกัดหยาบของใบฝร่ังและใบคูน  การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลการเสริมใบฝร่ังและใบคูน
ในรูปผงและสารสกัดตอสมรรถภาพการผลิตและความสามารถในการยับยั้งเช้ือ E. coli ในสุกรหยานม 
 
1)  การทดลองท่ี 1  ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ E. coli ของสารสกัดหยาบของใบฝร่ัง
      และใบคูน 
 
1.1  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
1.1.1  พืชสมุนไพร 
 1.  ใบฝร่ัง (Psidium guajava Linn. leaf)  รวบรวมจากเขตพื้นท่ี อ. เมือง จ. เชียงใหม 
 2.  ใบคูน (Cassia fistula Linn. leaf)  รวบรวมจากเขตพื้นท่ี อ. แมวาง จ. เชียงใหม 
 
1.1.2  อาหารเล้ียงเชื้อ 
 EMB (Eosin methylene - blue) agar, Himedia 
 NA (Nutrient agar), Merck 
 MHB (Muller hinton - broth), Becton 
 
1.1.3  เชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ 
 เช้ือ Escherichia coli ท่ีแยกไดจากตัวอยางอุจจาระของสุกรหยานม  จากคอกสัตวทดลอง 
ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
1.1.4  อุปกรณ 
 1.  จานเพาะเช้ือ (petri dish) 
 2.  หลอดทดลอง (test tube) พรอมฝาปด ขนาด 13 x 100 และ 16 x 150 มิลลิเมตร 
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 3.  ท่ีต้ังหลอดทดลอง (test tube rack) 
 4.  เข็มเข่ียเช้ือ (loop) 
 5.  ชอนตักสาร 
 6.  ออโตปเปต (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.  ขวดรูปชมพูแบบมีฝาปด (flask screw cap) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 13.  กรวยกรอง (glass funnel) ขนาด 12 เซนติเมตร 
 14.  เตาไฟฟา (hot plate) 
 16.  กระดาษกรอง  เบอร 1 
 17.  โกรงบดยา 
 18.  สําลี 
 
1.1.5  เคร่ืองมือ 
 1.  หมอนึ่งไอน้ํา (autoclave) 
 2.  ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) 
 3.  ตูอบเพาะเช้ือ (incubator) 
 4.  เคร่ืองระเหยความช้ืน (rotary evaporator) 
 5.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 6.  เคร่ือง spectrophotometer 
 7.  เคร่ืองเขยา (vortex) 
 8.  เคร่ืองช่ังสาร (balance) ทศนิยม 2 ตําแหนง 
 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 
 นําใบฝร่ังและใบคูนมาลางน้ําใหสะอาด  ตัดข้ัวใบออก  แลวผ่ึงใหแหง  จากนั้นนําไปอบท่ี
อุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน  แลวนํามาบดจนไดผงใบฝรั่งและใบคูน  นําผงใบฝร่ังและใบคูนท่ี
ไดมาสกัดดวยวิธีการหมัก (maceration) ดวยตัวทําละลายตางๆกัน คือ น้ํากล่ัน, เอธานอล (95 %), 
เมทานอล (100 %) และเฮกเซน (100 %)  แลวนําสารสกัดใบฝร่ังและใบคูนท่ีไดจากตัวทําละลายแต
ละชนิดมาทดสอบหาคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดสมุนไพรในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ E. 
coli (Minimum Inhibition Concentration : MIC) จากอุจจาระสุกรหยานม จากคอกสัตวทดลอง 
ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยวิธี broth dilution  และทดสอบ
หาคาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัดสมุนไพรในการทําลายเช้ือ E. coli (Minimum Bactericidal 
Concentration : MBC) โดยการนําสารละลายจากการหา MIC ดังกลาวไปเพาะเล้ียงเช้ือตอบน
อาหารเล้ียงเช้ือ ณ หองปฏิบัติการคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  เพื่อทราบถึงคา
ความสามารถในการยับยั้งหรือทําลายเช้ือ E. coli ในอุจจาระสุกรหยานมของสารสกัดหยาบจากใบ
ฝร่ังและใบคูน 
 
1.2.1  การสกัดใบฝร่ังและใบคูน 
 -  นําใบฝร่ังและใบคูนสดมาลางดวยน้ําสะอาด  เพื่อกําจัดส่ิงสกปรกท่ีปนเปอนออก  ตัดข้ัว
ใบออก  แลวนําไปผ่ึงลมใหแหง 
 -  นําไปอบดวยตูอบฆาเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน 
 -  นําใบฝร่ังและใบคูนท่ีแหงแลวไปบดดวยเคร่ืองบดละเอียด  นําผงสมุนไพรท่ีไดไปช่ัง
น้ําหนักและบันทึกไว 
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 -  นําผงใบฝร่ังและใบคูนมาแยกใสในบีกเกอร ขนาด 3,000 มิลลิลิตร ใสตัวทําละลายท่ีใช
สกัดจนทวมผงสมุนไพร ในอัตราสวนผงสมุนไพร 250 กรัมตอตัวทําละลาย 1 ลิตร  จากนั้นปดบีก
เกอรใหสนิทแลวหมักโดยแชท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน  โดยหม่ันคนตลอดเวลาเพื่อเพิ่ม
อัตราเร็วของการสกัด 
 -  กรองดวยผาขาวบางหรือผากรอสเพ่ือแยกกากออก  แลวกรองซํ้าอีกคร้ังดวยกระดาษ
กรอง เบอร 1 
 -  นําสารละลายท่ีไดไประเหยแหงเพื่อแยกตัวทําละลายออก  ดวยเคร่ืองระเหยความช้ืน 
(rotary evaporator) จนไดสารขนเหนียว 
 -  นําสารสกัดท่ีไดไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 1 วัน เพื่อใหสารสกัดเขมขนมากข้ึน  
แลวบันทึกน้ําหนักสารสกัดท่ีได 
 -  นําสารสกัดท่ีมีลักษณะเปนของเหลวและครีมบรรจุในขวดปองกันแสง  สวนสารสกัดท่ี
มีลักษณะเปนของแข็งจะถูกนําไปบดละเอียดดวยโกรงบดยา  แลวเก็บใสซองพลาสติก  จากน้ันนํา
สารสกัดท่ีไดไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะนํามาใชทําการทดลอง 
 

  
 

ภาพท่ี 10  การเจริญของเช้ือ E. coli บน EMB agar ภาพท่ี 11  การเจริญของเช้ือ E. coli บน NA 
 
1.2.2  การหาคา MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบจากใบฝร่ังและใบคูน 
 -  การเตรียมตัวอยางเชื้อแบคทีเรีย 
 เช้ือ E. coli ไดจากการเก็บตัวอยางอุจจาระของลูกสุกรหยานมในคอกสัตวทดลอง ภาควิชา
สัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  นําไปแยกเช้ือโดยใช loop แตะตัวอยาง
อุจจาระมาปายบน Eosin methylene - blue (EMB) agar  แลวนําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  โดยโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีเจริญบน EMB agar มีลักษณะเปนจุดดําตรงกลาง
เคลือบดวยสีเขียวเปนมันวาวคลายโลหะ ผิวเรียบนูนเล็กนอย (ภาพที่ 10)  จากน้ันนํามาแยกเช้ือให
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บริสุทธ์ิอีกคร้ังโดยใช loop แตะเช้ือจากโคโลนีเดี่ยวๆมาปายบน EMB agar แลวนําไปเพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นติดขอบจานเพาะเช้ือดวยแผนพาราฟน แลวนําไปเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะใชในการทดลอง 
 เตรียมการทดสอบหาคา MIC โดยการนําเช้ือ E. coli ท่ีเก็บรักษาไวมา subculture บน 
Nutrient agar (NA) แลวนําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  โดยโคโลนีของเช้ือ 
E. coli  ท่ีเจริญบน NA มีลักษณะเปนสีเทา ผิวเรียบช้ืนเปนมัน (ภาพท่ี 11)  จากนั้นใช loop แตะเช้ือ 
E. coli ไปละลายใน 0.85 % normal saline solution (NaCl) ท่ีปราศจากเช้ือในหลอดทดลองมีฝาปด
ขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร เขยาสารละลายใหเขากันดวย vortex  แลวแบงสารละลายมาวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีคาความยาวคล่ืนเทากับ 625 นาโนเมตร 
โดยเจือจางสารละลายจนกระท่ังมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.1  ซ่ึงจะมีจํานวนเช้ือเทากับ 108 CFU / 
มิลลิลิตร  จากนั้นเจือจางสารละลายดวย Muller hinton - broth (MHB) ใหมีความเขมขนของเช้ือ
เปน 106 CFU / มิลลิลิตร (สาธร และคณะ, 2544)  ซ่ึงจะเทียบเทากับคาความขุนของ McFarland No 0.5 
(McFarland No 0.5 เตรียมโดยผสม 0.5 มิลลิลิตรของ 1.175 % BaCl2 กับ 99.5 มิลลิลิตรของ 1 % 
sulfuric acid) (อดิเทพ, 2547)  โดยการปเปตสารละลายท่ีไดไปละลายใน MHB ท่ีอัตราสวน 1 : 100 
ในภาชนะปดท่ีปราศจากเช้ือ เพื่อนําไปใชในการทดสอบหาคา MIC ของสมุนไพรตอไป 
 
 -  การเตรียมตัวอยางสารละลายสมุนไพร 
 ช่ังสารสกัดใบฝร่ังและใบคูนท่ีไดจากการสกัดดวยน้ํากล่ัน, เอธานอล, เมทานอล และ       
เฮกเซน  ใสในหลอดทดลองมีฝาปดขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ตัวอยางละ 1 หลอด หลอดละ 1.5 
กรัม  จากนั้นเติม 1 % dimethylsulphoxide (DMSO)  ซ่ึงไดจากการละลาย DMSO ลงใน deionized 
water (DI) ท่ีอัตราสวน 1 : 100  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตละหลอด (ภาพที่ 12)  
เขยาสารละลายสมุนไพรใหเขากันดวย vortex  เพื่อนําไปใชในการทดสอบหาคา MIC ตอไป 
 
 -  การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
 -  เตรียม EMB agar และ NA บรรจุในภาชนะปด  หลังจาก sterile ดวย autuclave แลว  นํา
ออกมาเทใสจานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ  รอใหอาหารเล้ียงเช้ือเย็นและแข็งตัว  แลวนําไปเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะใชในการทดลอง 
 -  เตรียม MHB บรรจุในภาชนะปด  หลังจาก sterile ดวย autoclave  แลวนําไปเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 15 °C จนกวาจะใชในการทดลอง (ภาพท่ี 13) 
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ภาพท่ี 12  การเตรียมสารสกัดสมุนไพรในการ ภาพท่ี 13  อุปกรณท่ีใชในการทดสอบหาคา 
ทดลองหาคา MIC    MIC 
 
 -  การทดสอบหาคา MIC โดยวิธี broth macrodilution  
 เตรียมหลอดทดลองมีฝาปด ขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร  เขียนหมายเลขกํากับโดยแบง
ออกเปน 8 ตัวอยาง ไดแก สารสกัดใบฝร่ังท่ีสกัดดวยน้ํากล่ัน, เอธานอล, เมทานอล, เฮกเซน และ
สารสกัดใบคูนท่ีสกัดดวยน้ํากล่ัน, เอธานอล, เมทานอล และเฮกเซน  ในแตละตัวอยางแบงออกเปน 
3 กลุม กลุมละ 10 หลอด คือ กลุมทดลอง, กลุม duplicate (กลุมทดสอบซํ้าเชนเดียวกับกลุมทดลอง) 
และกลุม negative control (กลุมท่ีปราศจากเช้ือ) นอกจากนี้ยังทํากลุม positive control (กลุมท่ี
ปราศจากสารสกัดสมุนไพร) แยกตางหากอีก 1 กลุม 2 หลอดดวย  จากนั้นทดสอบการหาคา MIC 
ดวยการเจือจางแบบ 2 - fold dilution (เจือจางคร้ังละ 2 เทา) ดังตารางท่ี 2 โดย 
 -  ปเปต MHB ท่ีเตรียมไวใสในหลอดทดลองที่ 2 - 10 ของกลุมทดลอง, กลุม duplicate 
และกลุม negative control หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
 -  ปเปตสารละลายสมุนไพรท่ีเตรียมไวใสในหลอดทดลองท่ี 1 และ 2 ของกลุมทดลอง, 
กลุม duplicate และกลุม negative control หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
 -  ใช auto pipette ผสมสารละลาย (MHB และสารละลายสมุนไพร) ในหลอดทดลองท่ี 2 
ใหเขากัน โดยใชปเปตดูดข้ึนและปลอยลงหลายๆคร้ัง  แลวปเปตสารละลายน้ัน 0.5 มิลลิลิตร ไปใส
ในหลอดทดลองที่ 3  จากนั้นผสมแลวปเปตสารละลายในหลอดทดลองท่ี 3 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ไปใสในหลอดทดลองท่ี 4  ทําซํ้าเชนนี้ตอไปจนถึงหลอดทดลองท่ี 10 ซ่ึงผสมแลวปเปตสารละลาย
ท้ิงไป 0.5 มิลลิลิตร  โดยทําดังนี้กับท้ังกลุมทดลอง, กลุม duplicate และกลุม negative control  
 -  นําสารละลายเช้ือ E. coli ท่ีเตรียมไวใสในหลอดทดลองท่ี 1 - 10 ของกลุมทดลอง และ
กลุม duplicate  หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร เขยาสารละลายใหเขากันดวย vortex 
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 -  ใส MHB ในหลอดทดลองท่ี 1 - 10 ของ กลุม negative control หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร 
เขยาสารละลายใหเขากันดวย vortex 
 -  ปเปต 1 % dimethylsulphoxide (DMSO) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลายเช้ือ E. 
coli ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองของกลุม positive control ท้ัง 2 หลอด แลวเขยา
สารละลายใหเขากันดวย vortex 
 -  นําสารละลายท้ังหมดไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง แลวสังเกต
ผลการทดสอบ 
 
ตารางท่ี 2  การทดสอบหาคา 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. 

 
 -  การอานคา MIC 
 เปรียบเทียบความขุนของสารละลายใน กลุมทดลอง และกลุม duplicate ดวยสารละลาย
กลุม negative control  หากสารละลายของกลุมทดลอง และกลุม duplicate ขุนกวาสารละลายกลุม 
negative control ซ่ึงมีลักษณะใส  แสดงถึงการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียในสารละลายน้ัน  ซ่ึง
แสดงวาสารสกัดสมุนไพรในหลอดทดลองนั้นไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได  
โดยถือวาคาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหลอดสุดทายที่ใส  เปนคาความเขมขนตํ่าสุดท่ี
สารสกัดสมุนไพรนั้นสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียได (MIC) 
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 สังเกตความขุนของสารละลายกลุม positive control  หากสารละลายขุนแสดงวาเช้ือ
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโต  แตหากสารละลายใสแสดงวาตัวทําละลายท่ีใชกับสารสกัดสมุนไพร มี
ผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  ซ่ึงมีผลทําใหการอานผล MIC คลาดเคล่ือน  จําเปนตอง
เปล่ียนเปนตัวทําละลายอ่ืนซ่ึงไมมีผลกระทบตอการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  
 
 -  การทดสอบหาคา MBC 
 ใช loop จุมสารละลายจากหลอดทดลองใน กลุมทดลอง และกลุม positive control ท่ีใชใน
การทดสอบหาคา MIC มาปายบน EMB agar ในจานเพาะเช้ือ  โดยแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมทดลอง 
และกลุม duplicate  จากนั้นนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง แลวสังเกตผล
การทดสอบ 
 
 -  การอานคา MBC 
 สังเกตการเจริญของเช้ือแบคทีเรียบน EMB agar  โดยถือวาตัวอยางท่ีมีคาความเขมขนของ
สารสกัดสมุนไพรตํ่าสุด  ซ่ึงพบวาไมมีเช้ือแบคทีเรียเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือเปนคา MBC  
 
1.2.3  การจําแนกเชื้อแบคทีเรีย (identification of bacteria) 
 ทําการทดสอบเช้ือ E. coli ซ่ึงไดจากการ subculture เช้ือท่ีใชในการทดสอบหาคา MIC  
เปนการทดสอบลักษณะเฉพาะของเช้ือเพื่อยืนยันคุณสมบัติของเช้ือ E. coli  โดยสังเกตคุณสมบัติ
ทางดานสัณฐานวิทยา (morphological characteristic) เชน รูปราง การเรียงตัวของเซลล และการติด
สีแกรม  จากการตรวจสอบการติดสีแกรม  และทําการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical 
test) ดวยวิธีตางๆ คร้ังละ 2 ตัวอยาง  ตามวิธีของ ดวงพร (2537); นันทนา (2537)  โดยมี
ลักษณะเฉพาะของปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียกลุมตางๆ  ดังแสดงไวในภาพท่ี 14 
 
 -  การตรวจสอบการติดสีแกรม 
 ใช loop เข่ียเช้ือจากจานเพาะเช้ือมา smear ลงบนแผนสไลด  จากน้ัน fix เช้ือโดยการนํา
แผนสไลดท่ี smear เช้ือแลวไปผานเปลวไฟอยางรวดเร็ว 2 - 3 คร้ัง  หยดสีคริสตัลไวโอเลต (crystal 
violet) ท้ิงไว 1 นาที  เม่ือครบเวลา เทสีท้ิง  จากนั้นหยดลูกอลไอโอดีน (lugol's iodine) ท้ิงไว 1 นาที  
และหยดเอทิลแอลกอฮอล 95 % นาน 30 วินาที  ลางแผนสไลดดวยน้ํากล่ัน  แลวจึงยอมดวยสีซา 
ฟรานิน (safranin) เปนเวลา 30 วินาที  ลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ัง  ซับแผนสไลดใหแหง  แลวนําไป
ตรวจสอบลักษณะเซลลและการจัดเรียงตัวดวยกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา 
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IMVIC หมายถึง ผลการทดสอบทางชีวเคมี 4 อยาง คือ 
 I   หมายถึง การทดสอบ Indole 
 M หมายถึง การทดสอบ MR 
 V  หมายถึง การทดสอบ VP 
 IC หมายถึง การทดสอบการใชซิเตรท 
 

ภาพท่ี 14  ลักษณะเฉพาะของปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียกลุมตางๆ 
ท่ีมา : ดวงพร (2537) 
 



 50

 การอานผล :  แบคทีเรียแกรมลบ     ติดสีแดง  
   แบคทีเรียแกรมบวก   ติดสีมวง 
 
 -  การทดสอบ Catalase test 
 หยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ลงบนสไลด 1 หยด  จากนั้นใช loop เข่ียเช้ือลงไปทํา
การผสมใหเขากัน  แลวสังเกตผล 
 การอานผล :  ผลบวก   มีฟองแกสเกิดข้ึน 
   ผลลบ      ไมเกิดฟองแกส 
 
 -  การทดสอบ Triple sugar iron (TSI) agar 
 เพาะเช้ือท่ีตองการทดสอบ  โดยการใช loop ขีดเช้ือบนหนาวุนของ TSI agar ใหท่ัว  และ
แทง (stab) ปลาย loop ท่ีขีดเช้ือในตอนแรกลงลึกประมาณ 2 ใน 3 ของอาหารเล้ียงเชื้อ และบมไวท่ี
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18 - 24 ช่ัวโมง แลวอานผล 
 การอานผล :  1)  ผลการหมักยอยน้ําตาลตางๆ 
   1.1)  ถาแบคทีเรียสามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคสอยางเดียว  บนผิววุน 
   (slant) ท่ีมีสีแดง - สมซ่ึงเปนสีของอาหารเล้ียงเชื้อ  จะเปล่ียนไปเปนสี
   แดงเขม (alkaline หรือ K)  สวนท่ีกนหลอด (butt) จะเปล่ียนจากสีแดง - 
   สมไปเปนสีเหลือง (acid หรือ A) หรืออานผลวา K / A 
   1.2)  ถาแบคทีเรียสามารถหมักยอยท้ังน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลแลคโตส  
   หรือสามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคสรวมกับน้ําตาลซูโครส  หรือสามารถ
   หมักยอยน้ําตาลท้ังสามชนิด  ท้ังบนผิว (slant) และท่ีกน (butt) ของหลอด
   ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือจะเปล่ียนจากสีแดง - สมไปเปนสีเหลืองท้ังหลอด หรือ
   อานผลวา A / A 
   1.3)  หากแบคทีเรียไมสามารถใชน้ําตาลชนิดใดๆเลย มีอยู 3 แบบ คือ 
   N / N, K / N, K / K (N : ไมเกิดการเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเชื้อ,         
   K : เปล่ียนเปนสีแดงเขม) 
   2)  การเกิดแกส  จะเห็นเปนรอยแตก  หรือสังเกตเห็นเปนฟองแกส 
   3)  การเกิดแกสไฮโดรเจนซัลไฟด  จะเห็นเปนสีดําของตะกอนเฟอรรัส
   ซัลไฟดอยูท่ีกนหลอด 
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 -  การทดสอบ Methyl red - Vogesproskauer test (MR - VP test) 
 เพาะเช้ือลงใน MR - VP broth 2 หลอด ซ่ึงมีอาหารเล้ียงเช้ือหลอดละ 1 มิลลิลิตร  และบม
ไวท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 - 3 วัน เพื่อใหแนใจวาน้ําตาลกลูโคสถูกเมตาโบไลท (metabolite) 
 MR - test  หยด Methyl red reagent 5 หยด  ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญอยู สังเกต
การเปล่ียนแปลงของสีท่ีเกิดข้ึน 
 VP - test  ใส reagent ตัวแรก (alpha - naphthol) ลงไป 0.6 มิลลิลิตร  เขยาหลอด แลวใส 
reagent ตัวท่ีสอง (KOH) 0.2 มิลลิลิตร  เขยาเบาๆ  วางท้ิงไว 15 นาที แลวสังเกตผล 
 การอานผล :  1)  MR - test 
   ผลบวก   เปล่ียนเปนสีแดง 
   ผลลบ      เปล่ียนเปนสีเหลือง 
   2)  VP - test 
   ผลบวก   เกิดสีแดงใหเห็นภายใน 15 - 45 นาที 
   ผลลบ      ไมเกิดการเปล่ียนแปลง 
 
 - การทดสอบ Citrate utilization test 
 เพาะเชื้อท่ีตองการทดสอบลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ Citrate agar หรือ Simmons บมไวท่ี
อุณหภูมิประมาณ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวอานผล 
 การอานผล :  ผลบวก   อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญเปล่ียนเปนสีน้ําเงิน 
   ผลลบ      อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญไมเปล่ียนสี  สีคงเดิม 
 
 -  การทดสอบ Urease test 
 เพาะเช้ือท่ีตองการทดสอบลงบน Urea agar slant บมไวท่ีอุณหภูมิ 35 °C เปนเวลา 18 - 24 
ช่ัวโมง แลวอานผล 
 การอานผล :  ผลบวก   อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญเปล่ียนเปนสีชมพู 
   ผลลบ      อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือเจริญไมมีการเปล่ียนสี 
 
 -  การทดสอบ MIL media 
 บมเพาะเช้ือแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบลงบน MIL media  โดยการแทงปลาย loop ลงใน
หลอดตรงๆ (stab) ลึกประมาณ 2 ใน 3 ของอาหารเล้ียงเช้ือ  แลวบมไวท่ีอุณหภูมิประมาณ 35 °C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวอานผล 
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 การอานผล :  1)  การทดสอบ Motility test 
   ผลบวก   เช้ือจะเจริญออกมานอกรอย stab  หรือไมมีรอยการเจริญท่ีชัด
   เจนบริเวณรอยท่ีทําการ stab แตอาหารเล้ียงเช้ือท้ังหลอดขุนกวาเดิม 
   ผลลบ      พบการเจริญของเชื้ออยางชัดเจนท่ีบริเวณรอย stab  โดยเห็น
   ขอบเขตของเช้ือท่ีเจริญอยางชัดเจน  แมจะบมตอไปอีก 2 สัปดาหก็ไมมี
   การเปล่ียนแปลง 
   2)  การทดสอบ Indole test 
   อานผลโดยการหยด Kovac’s reagent ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ 5 หยด  
   เขยาเบาๆ แลวสังเกตสีท่ีเกิดข้ึน 
   ผลบวก   สีของ reagent เปล่ียนเปนสีแดง 
   ผลลบ      สีของ reagent ไมเปล่ียนแปลง 
   3)  การทดสอบ Lysine iron agar (LIA) 
   3.1)  สีมวง (slant) / สีเหลือง(butt) : ไมมีการผลิตเอนไซม 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  แตไมมีการผลิตเอนไซม lysine deaminase 
   3.3)  สีเหลือง (slant) / สีมวง (butt) : มีการผลิตเอนไซม lysine deaminase  
   แตไมมีการผลิตเอนไซม lysine decarboxylase 
   3.4)  สีดําท้ังหลอด : มีการผลิตใหแกสไฮโดรเจนซัลไฟด 
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2)  การทดลองท่ี 2  ศึกษาผลการเสริมใบฝร่ังและใบคูนในรูปผงและสารสกัดตอสมรรถภาพการผลิต

และความสามารถในการยับยั้งเชื้อ E. coli ในสุกรหยานม 
 
2.1  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
2.1.1  สัตวทดลอง 
 ลูกสุกรหยานมลูกผสม 3 สายพันธุ (ลารจไวท x แลนดเรซ x ดูรอค)  มีน้ําหนักเร่ิมตนประมาณ 
5.6 ± 0.8 กิโลกรัม  จากคอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
2.1.2  โรงเรือนทดลอง 
 คอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ซ่ึงมี
ลักษณะเปนโรงเรือนโปรง  ประกอบดวยกรงเหล็กยกพ้ืน  ต้ังอยูบนพื้นคอนกรีต  หลังคากระเบื้อง  
มีรางอาหารโลหะพรอมจุบน้ําใหสุกรสามารถกินน้ําไดตลอดเวลา  มีทางเดินกลางโรงเรือนเพื่อให
อาหารและทําความสะอาดตลอดแนวของโรงเรือน 
 
2.1.3  อาหารทดลอง 
 สุกรทุกตัวไดรับอาหารทดลองท่ีมีโภชนะเทากัน  โดยสุกรในกลุมท่ี 1 - 5 ไดรับอาหารฐาน
ท่ีทําการผสมข้ึนเอง  ตามสูตรอาหารในตารางท่ี 3  และสุกรในกลุมท่ี 6 ไดรับอาหารสําเร็จรูปชนิด
อัดเม็ด (เบทาโกร®) 
 
2.1.4  สมุนไพรทดลอง 
 ผงใบฝรั่งและผงใบคูน  ซ่ึงไดมาจากการนําใบฝร่ังท่ีรวบรวมมาจากเขตพื้นท่ี อ. เมือง และ
ใบคูนจากเขตพื้นท่ี อ. แมวาง จ. เชียงใหม  มาลางน้ําใหสะอาด  ตัดข้ัวใบออก  แลวนําไปผ่ึงใหแหง  
จากนั้นนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 2 วัน  แลวนํามาบดดวยเคร่ืองบดละเอียด  
 สารสกัดหยาบจากใบฝรั่งและสารสกัดหยาบจากใบคูน  ซ่ึงไดมาจากการนําผงใบฝร่ังและ
ผงใบคูนไปสกัดดวยวิธีการหมัก (maceration) ดวยเอธานอล (95 %)  ตามวิธีการสกัดในขอ 1.2.1 
 
2.1.5  อุปกรณท่ีใชในการเล้ียงสุกร 
 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  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการเก็บมูลสุกร 
 1.  แอลกอฮอลใชฆาเช้ือปากทวารสุกร 
 2.  ถุงมือปราศจากเช้ือ 
 3.  ถุงพลาสติก 
 4.  กระติกใสน้ําแข็ง 
 
2.1.7  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 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.  ตูอบเพาะเช้ือ (incubator) 
 7.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 8.  ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) 
 9.  เตาไฟฟา (hot plate) 
 10.  เคร่ืองช่ังสาร (balance) ทศนิยม 1 ตําแหนง 
 11.  หมอนึ่งไอน้ํา (autoclave) 
 12.  ท่ีต้ังหลอดทดลอง (test tube rack) 
 13.  หลอดทดลอง (test tube) พรอมฝาปด ขนาด 16 x 100 และ 16  x 150 มิลลิเมตร 
 14.  ออโตปเปต (autumetric pipette) ขนาด 100 - 1,000 ไมโครลิตร และ 10 มิลลิลิตร 
 15.  ทิป (pipette tip) ขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
 16.  เข็มเข่ียเช้ือ (loop) 
 17.  ชอนตักสาร 
 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 
 วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (completely randomized design)  โดยใชลูกสุกรหยานม
ท่ีอายุ 21 วัน จากคอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัย เชียงใหม 
จํานวน 50 ตัว แบงออกเปน 6 กลุม คละเพศ  โดยเร่ิมทําการทดลองต้ังแตชวงอายุ 21 วัน จนถึงอายุ 
54 วัน รวมเปนระยะเวลาทั้งหมดประมาณ 5 สัปดาห โดยแบงกลุมการทดลอง ดังนี้ 
กลุมท่ี 1  ใหอาหารฐานเพียงอยางเดียว (กลุมควบคุม)  (n = 6) 
กลุมท่ี 2  ใหอาหารฐานผสมใบฝร่ังปน  (n = 12) 
กลุมท่ี 3  ใหอาหารฐานผสมสารสกัดหยาบจากใบฝรั่ง  (n = 6) 
กลุมท่ี 4  ใหอาหารฐานผสมใบคูนปน  (n = 12) 
กลุมท่ี 5  ใหอาหารฐานผสมสารสกัดหยาบจากใบคูน  (n = 8) 
กลุมท่ี 6  ใหอาหารสําเร็จรูปชนิดอัดเม็ดท่ีใชในฟารม  (n = 6) 
 โดยอาหารกลุมท่ี 2 - 5 จะเสริมสมุนไพรในอัตราสวนเปน 10 เทาของคา MIC ตอน้ําหนักตัว
ของลูกสุกร 1 กิโลกรัมตอวัน  สมุนไพรในกลุมท่ี 3 และ 5 สกัดดวยเอธานอล (95 %)  และใหอาหาร
สุกรวันละ 2 คร้ัง เชา - เย็น  โดยสุกรในแตละกลุมการทดลองไดรับอาหารและนํ้าดื่มอยางเต็มท่ี  
อาหารฐานในกลุมท่ี 1 - 5 เปนอาหารสุกรหยานมท่ีทําการผสมข้ึนโดยปราศจากยาปฏิชีวนะ ซ่ึง
คํานวณคุณคาทางโภชนะตามความตองการของสุกรหยานมตามคําแนะนําของ NRC (1998)  สูตร
อาหารดังแสดงไวในตารางท่ี 3  และอาหารในกลุมท่ี 6 เปนอาหารสําเร็จรูปชนิดอัดเม็ดท่ีใชในฟารม
ในรูปแบบการคา (เบทาโกร®) โดยมีวัตถุดิบหลักเชนเดียวกับอาหารทดลองในกลุมท่ี 1 - 5 แตมีการ
เสริมยาปฏิชีวนะและเคมีภัณฑสําหรับรักษาคุณภาพอาหารลงไป  ซ่ึงการทดลองน้ีใชกลุมท่ี 1 เปน
กลุม negative control  กลุมท่ี 2 - 5 เปนกลุมทดลองสมุนไพร และกลุมท่ี 6 เปนกลุม positive 
control  โดยในกลุมท่ี 2 - 5 มีการเสริมสมุนไพรดังนี้  กลุมท่ี 2 เสริมใบฝร่ังปนปริมาณ 0.64 กรัม / 
กิโลกรัมน้ําหนักตัว / วัน  กลุมท่ี 3 เสริมสารสกัดหยาบจากใบฝร่ังปริมาณ 0.02 กรัม / กิโลกรัม
น้ําหนักตัว / วัน  กลุมท่ี 4 เสริมใบคูนปนปริมาณ 3.77 กรัม / กิโลกรัมน้ําหนักตัว / วัน  และกลุมที่ 5 
เสริมสารสกัดหยาบจากใบคูนปริมาณ 0.16 กรัม / กิโลกรัมน้ําหนักตัว / วัน  ในกรณีท่ีสุกรเกิด
อาการทองรวง จะทําการรักษาโดยการปอนน้ําเกลือแรโออารเอส จนกระท่ังสุกรมีอาการกลับเปนปกติ 
 ในการทดลองนี้มีจํานวนสุกรในแตละกลุม (คา n) ไมเทากัน  เนื่องจากในบางกลุมการ
ทดลองมีสุกรเสียชีวิตในระหวางการทดลอง  จึงทําการทดลองซํ้าเพื่อความสมบูรณของขอมูล  ทํา
ใหมีคา n สูงกวากลุมอ่ืน  และเนื่องจากในชวงทายของการทดลองขาดแคลนลูกสุกรทดลอง  ทําให
ไมสามารถเสริมจํานวนสุกรใหมีจํานวนใกลเคียงกันได  เพราะการทดลองมีระยะเวลาจํากัด 
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ตารางท่ี 3  สวนประกอบของอาหารสุกรหยานมในกลุมท่ี 1 - 5 
 

วัตถุดิบ g kg-1
 

diet 

 คุณคาทางโภชนะ % as fed 
basis 

ขาวโพด 
กากถ่ัวเหลือง (44 % CP) 
ปลายขาว 
รําขาว 
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 
พลังงานที่ใชประโยชนได ; 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  (ลักษมณภักดิ์คณา, 2549) 

 
2.3  การบันทึกขอมูลและการเก็บตัวอยาง 
2.3.1  บันทึกปริมาณอาหารท่ีสุกรกิน  ทําการบันทึกปริมาณอาหารท่ีสุกรกินทุกๆวัน  โดยทําการช่ัง
น้ําหนักอาหารท่ีใหและน้ําหนักอาหารท่ีเหลือในรางอาหาร  ท่ีเวลา 8.00 น. ของทุกวัน  โดยใช
เคร่ืองช่ังน้ําหนักขนาด 1 กิโลกรัม  สําหรับคํานวณปริมาณอาหารท่ีสุกรกินในแตละวัน  ซ่ึงหาคาได
จากการนําน้ําหนักอาหารที่สุกรกินเหลือในแตละวันไปลบออกจากปริมาณอาหารท่ีสุกรกินในแต
ละวัน  ดังแสดงในสูตร 
 
ปริมาณอาหารท่ีสุกรกินแตละวัน = ปริมาณอาหารท่ีใหแตละวัน - ปริมาณอาหารท่ีเหลือแตละวัน 

 (กิโลกรัม / วัน) 
 
2.3.2  การชั่งน้ําหนักสุกร  โดยทําการช่ังน้ําหนักสุกรแตละตัวทุกๆ 4 วัน นับจากวันท่ีเร่ิมการ
ทดลอง  โดยการช่ังน้ําหนักทุกคร้ังจะช่ังกอนใหอาหารในชวงเชา  โดยใชตะกราและเคร่ืองช่ัง
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  โดยทําการบันทึกตามลักษณะตางๆ ดังนี้ 
-  ลักษณะความสมบูรณแข็งแรงของลูกสุกร  แบงเปน 3 ระดับ 
 G1  =  สมบูรณ แข็งแรง วิ่ง กระตือรือรนดี 
 G2  =  เร่ิมซึม เดินได น้ําหนักลดลงเล็กนอย 
 G3  =  เหงาหงอย เดินโซเซ ไมกระตือรือรน น้ําหนักลดลงมาก 
-  ลักษณะขนของลูกสุกร  แบงเปน 4 ระดับ 
 H1  =  ขนมันเงา เรียบสะอาด 
 H2  =  ขนเรียบสะอาด ไมมันเงา 
 H3  =  ขนกระดาง ไมเรียบ ไมมันเงา 
 H4  =  ขนหยองช้ีฟู ไมมันเงา 
-  ลักษณะสีของมูลลูกสุกร  แบงเปน 5 ระดับ 
 A1  =  สีดํา 
 A2  =  สีดํา - เทา 
 A3  =  สีเทา 
 A4  =  สีเทา - เหลือง 
 A5  =  สีเหลือง 
-  ลักษณะรูปรางของมูลลูกสุกร  แบงเปน 5 ระดับ 
 1  =  ออนตัว คงรูป เปนพวง 
 2  =  ออนตัว คงรูป ไมเปนพวง 
 3  =  เหลวขน 
 4  =  เหลว 
 5  =  เหลวเปนน้ํา 
-  อัตราการเกิดทองรวงในลูกสุกร 
 ในการทดลองนี้ประเมินการเกิดทองรวงโดยสังเกตจากลักษณะอุจจาระสุกรบนพื้นคอก
รายวัน  รวมกับคะแนนท่ีไดจากการประเมินคาลักษณะรูปรางของมูลสุกร  ซ่ึงมีการบันทึกคะแนน
พรอมกับการเก็บตัวอยางอุจจาระไปตรวจนับปริมาณเช้ือ E. coli ในหองปฏิบัติการ  โดยนับวา
ต้ังแตวันท่ีสุกรแสดงถึงอาการทองรวง คือมีลักษณะรูปรางมูลท่ี 3 - 5 คะแนน  จนกระท่ังสุกรมี
ลักษณะรูปรางมูลคงรูปเปนปกติท่ี 1 - 2 คะแนน  เปนการเกิดทองรวงจํานวน 1 คร้ัง 
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2.3.4  การเก็บตัวอยาง 
 เก็บตัวอยางอุจจาระสุกรในชวงเชา  เพื่อใชในการตรวจหาปริมาณเช้ือ E. coli จากอุจจาระ 
ในวันท่ี 1 (อายุ 21 วัน), 3, 5, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31 และ 35 ของการทดลอง  เพื่อสังเกตผลในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli ในระบบทางเดินอาหารของใบฝร่ังและใบคูนในสุกรหยานม 
 วิธีเก็บตัวอยางอุจจาระสุกร  โดยใชสําลีชุบแอลกอฮอลเช็ดปากทวารสุกรเพื่อทําการฆาเช้ือ  
รอสักครู เพื่อใหแอลกอฮอลแหงสนิท   จากนั้นใชนิ้ว ท่ีสวมถุงมือปราศจากเชื้อสอดเขา
ชองทวารหนักของสุกร เพื่อกระตุนใหสุกรถายอุจจาระออกมา  โดยใชอุงมือรองอุจจาระท่ีสุกรถาย
ออกมา  หลังจากนั้นนําตัวอยางอุจจาระท่ีไดบรรจุใสในถุงพลาสติกแบบมีซิปท่ีปราศจากเช้ือ  รูด
ซิปปดปากถุงและบันทึกขอมูลท่ีตัวถุง  โดยเก็บรักษาตัวอยางอุจจาระสุกรในกระติกน้ําแข็งท่ี
อุณหภูมิประมาณ 4 °C  กอนนําไปตรวจนับหาปริมาณเช้ือ E. coli จากตัวอยางอุจจาระดวยวิธี pour 
plate ในหองปฏิบัติการตอไป 
 
2.4  การศึกษาสมรรถภาพการผลิต 
2.4.1  วัดปริมาณอาหารท้ังหมดท่ีสุกรกิน (total feed intake, TFI)  โดยวัดต้ังแตเร่ิมการทดลอง
จนถึงวันสุดทายของการทดลอง  หาคาไดจากการนําปริมาณอาหารท่ีสุกรกินในแตละวัน  ต้ังแตเร่ิม
การทดลองจนถึงวันสุดทายของการทดลองท้ังหมดมารวมกัน  โดยคํานวณปริมาณอาหารท่ีสุกรกิน
ในแตละวันตามสูตรในขอ 2.3.1 
 
2.4.2  วัดปริมาณอาหารท่ีกินเฉล่ียตอวัน (average daily feed intake, ADFI)  หาคาไดจากการนํา
ปริมาณอาหารทั้งหมดท่ีสุกรกิน  ต้ังแตเร่ิมการทดลองจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  หารดวย
จํานวนวันท่ีเล้ียง  เพื่อหาคาเฉล่ีย  ดังแสดงในสูตร 
 

ปริมาณอาหารท่ีกินเฉล่ียตอวัน (กิโลกรัม / วัน) = ปริมาณอาหารท่ีกินท้ังหมด (กิโลกรัม) 
            จํานวนวันท่ีเล้ียง (วัน) 
 
2.4.3  วัดน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้นท้ังหมด (total weight gain, TWG)  หาคาไดจากการนําน้ําหนักตัวท่ี
ช่ังคร้ังแรกเมื่อเร่ิมเขาสูการทดลองของสุกร  ไปลบออกจากน้ําหนักตัวท่ีช่ังคร้ังสุดทายเม่ือส้ินสุด
การทดลอง  จะไดน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มข้ึนของสุกร  ดังแสดงในสูตร 
 
น้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กิโลกรัม) = น้ําหนักตัวเม่ือส้ินสุดการทดลอง - น้ําหนักตัวเร่ิมตนการทดลอง 
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2.4.4  วัดอัตราการเจริญเติบโตเฉล่ียตอวัน (average daily gain, ADG)  หาคาไดจากการนําน้ําหนัก
ตัวท่ีช่ังคร้ังแรกเม่ือเร่ิมเขาสูการทดลองของสุกร  ไปลบออกจากนํ้าหนักตัวท่ีช่ังคร้ังสุดทายเม่ือ
ส้ินสุดการทดลอง  จะไดน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มข้ึนของสุกรต้ังแตเร่ิมการทดลอง  แลวนําจํานวนวันท่ี
เล้ียงมาหารเพื่อหาคาเฉล่ีย  ดังแสดงในสูตร 
 

อัตราการเจริญเติบโตเฉล่ียตอวัน (กิโลกรัม / วัน) = น้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กิโลกรัม) 
              จํานวนวันท่ีเล้ียง (วัน) 
 
2.4.5  วัดอัตราการเปล่ียนอาหาร หรืออัตราแลกเนื้อ (feed conversion ratio, FCR)  หาคาไดจาก
การนําปริมาณอาหารท้ังหมดที่สุกรกินต้ังแตเร่ิมการทดลองจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  หาร
ดวยน้ําหนักตัวท่ีเพิ่มข้ึน  ซ่ึงหาไดจากการนําน้ําหนักตัวท่ีช่ังคร้ังแรกเม่ือเร่ิมเขาสูการทดลองของ
สุกร  ไปลบออกจากนํ้าหนักตัวท่ีช่ังคร้ังสุดทายเม่ือส้ินสุดการทดลอง  ดังแสดงในสูตร 
 

อัตราการเปล่ียนอาหาร = ปริมาณอาหารท่ีกิน (กิโลกรัม)         หรือ          Feed 
        น้ําหนักตัวท่ีเพิ่มขึ้น (กิโลกรัม)            Gain 
 
2.5  การศึกษาในหองปฏิบัติการ 

2.5.1  การตรวจนับเชื้อ E. coli จากตัวอยางอุจจาระ 
 การตรวจนับเช้ือแบคทีเรียดวยวิธี pour plate  เปนวิธีท่ีนอกจากจะแยกเช้ือแบคทีเรียให
บริสุทธ์ิ แลวยังสามารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรียในตัวอยางท่ีนํามาแยกเช้ือไดดวย  วิธีการนี้เปน 
การนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตวิธีหนึ่งท่ีใชเทคนิคในการทําใหไรเช้ือหรือตัวอยางเจือจาง 
(dilution) ดวยนํ้า หรือ 0.85 % normal saline solution (NaCl) ท่ีผานการฆาเช้ือแลว และทราบ
ปริมาตรท่ีแนนอน  ซ่ึงปกติจะทําใหเจือจางเพิ่มข้ึนคร้ังละ 10 เทาเปนลําดับ (ten fold serial dilution) 
เพื่อใหงายตอการปฏิบัติและการคํานวณ  โดยใชเช้ือแบคทีเรีย 1 มิลลิลิตร หยดไปบนจานอาหาร
แลวเทอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอุณหภูมิ 44 - 46 °C ลงไป ดังภาพท่ี 15  ผสมเช้ือแบคทีเรียใหเขากับ
อาหารโดยแกวงจานอาหารไปมาเบาๆ  ท้ิงใหอาหารแข็งตัวแลวนําไปบม  ภายหลังบมแลว  โคโลนี
ของแบคทีเรียจะเจริญท้ังในและบนอาหารเล้ียงเช้ือ  นับจํานวนแบคทีเรียในจานอาหารที่มีโคโลนี
ของเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือระหวาง 30 - 300 โคโลนีหรือ colony forming unit (CFU)  ก็จะทําให
สามารถคํานวณหาเช้ือแบคทีเรียตอมิลลิลิตรหรือตอกรัมตัวอยางได (ศิววรรณ, 2549) 
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ภาพท่ี 15  การทําเจือจางเปนลําดับและวิธีทํา pour plate (ศิววรรณ, 2549) 
 
-  วิธีทําการเจือจาง (dilution method) 
-  ใชออโตปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร ปเปต 0.85 % NaCl จากภาชนะบรรจุออกมาคร้ังละ 9 มิลลิลิตร  
ใสลงในหลอดทดลองขนาด 16 x 100 มิลลิเมตร พรอมฝาปด จํานวน 8 หลอดตอการทดลอง 1 
ตัวอยาง  แลวนําไปทําใหไรเช้ือดวย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 °C เปนเวลา 15 - 20 นาที 
-  ช่ังตัวอยางอุจจาระท่ีตองการแยกเช้ือมา 1 กรัม  ละลายดวย 0.85 % NaCl 9 มิลลิลิตรจากหลอด
ทดลองที่ 1 ท่ีจัดเตรียมไว  ในถุงพลาสติกท่ีปราศจากเช้ือ  ใชมือบดจนสารละลายเขากันเปนเนื้อ
เดียว  วิธีการนี้จะทําใหตัวอยางอุจจาระนั้นถูกทําใหเจือจางลง 10 เทา หรือเทากับอัตราการเจือจางท่ี 
1 : 10 
-  ใชออโตปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายตัวอยางจากถุงพลาสติกมา 1 มิลลิลิตร  ใสใน
หลอดทดลองท่ี 2 ซ่ึงมี 0.85 % NaCl 9 มิลลิลิตร  ดูดสารละลายในหลอดทดลองข้ึนลงเพื่อลางปเปต
จํานวน 5 คร้ัง  จากนั้นปดฝาแลวผสมใหเขากันดวย vortex  ในข้ันนี้เช้ือจะถูกเจือจางลงไปอีก 10 
เทา เปน 1 : 102  ทิปท่ีใชแลวใหท้ิงใสภาชนะท่ีใสน้ํายาฆาเช้ือ 
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-  จากนั้นใชออโตปเปต ซ่ึงเปล่ียนทิปอันใหมแลว  ปเปตสารละลายจากหลอดทดลองท่ี 2 มา 1 
มิลลิลิตร  ใสในหลอดทดลองท่ี 3 ซ่ึงมี 0.85 % NaCl 9 มิลลิลิตร  ดูดสารละลายข้ึนลงเพื่อลางปเปต  
ปดฝาแลวผสมใหเขากันดวย vortex  ทําใหเช้ือถูกเจือจางลงไปอีก 10 เทา  ทําใหมีการเจือจางจากจุด
เร่ิมตนท้ังหมด 1,000 เทา หรือเทากับ 1 : 103  โดยทิปท่ีใชแลวใหท้ิงใสภาชนะท่ีใสน้ํายาฆาเช้ือ 
-  เม่ือผสมเขากันดแีลว  ใหทําการเจือจางเชนนี้ลงไปเร่ือยๆจนถึงอัตราความเจือจางท่ี 1 : 108  โดย
เปล่ียนทิปทุกคร้ังเม่ือปเปตสารละลายตัวอยางจากหลอดหน่ึงไปสูอีกหลอดหนึ่ง 
-  วิธีทํา pour plate 
-  ใชออโตปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายตัวอยางจากหลอดทดลองท่ีเจือจางเปน 1 : 105, 1 
: 106, 1 : 107 และ1 : 108  ใสในจานอาหารเล้ียงเช้ือเปลาท่ีฆาเช้ือแลวจานละ 1 มิลลิลิตร  โดยทํา 2 
จานตอ 1 dilution  เพื่อทํา duplicate  และเปล่ียนทิปทุกคร้ังท่ีดูดสารละลายตาง dilution 
-  นําอาหารวุน EMB agar ซ่ึงอยูในสภาพหลอมเหลวในขวดอาหารจาก water bath ท่ีอุณหภูมิ 45 
°C มาเทลงในจานท่ีใสสารละลายตัวอยางในแตละ dilution  โดยในขณะท่ีเทใชฝาจานปองกันสวน
ผสมขางในไมใหเช้ือจากอากาศตกลงไป 
-  หมุนจานไปมาใหสารละลายตัวอยางผสมเขากันดีกับ EMB agar  เพื่อใหเช้ือกระจายตัวท่ัวอาหาร
เล้ียงเช้ือ  ระวังอยาใหกระฉอกไปติดฝาจาน 
-  ต้ังท้ิงไวจนวุนแข็งตัว  แลวจึงกลับจานเพื่อปองกันไมใหนํ้าท่ีติดบนฝาจานหยดลงมาบนอาหาร 
-  นําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง  เม่ือเพาะเช้ือจนเจริญข้ึนเปนโคโลนี  
จึงนําไปนับจํานวนโคโลนีของเช้ือ E. coli ได 
-  วิธีนับจํานวนโคโลนี 
 ทําไดโดยเลือกชุดจานเพาะเช้ือท่ีมีจํานวนโคโลนีของเช้ือ E. coli เจริญอยูประมาณ 30 - 
300 โคโลนีจากความเจือจางเดียว  ถาทํา 2 จาน ใหหาคาเฉล่ียบนจํานวนจานอาหารท้ังสอง  แลวจึง
คํานวณหาจํานวนแบคทีเรียตอกรัมของตัวอยาง  โดยจํานวนแบคทีเรียในตัวอยางท่ีนํามาตรวจนับ
สามารถนํามาคํานวณไดดังนี้ 
 

จํานวนแบคทีเรีย  =              จํานวนโคโลนีบนจาน 
      ความเจือจางของตัวอยางท่ีนํามาทดสอบ 
 
โดยนิยมรายงานเปน CFU ( colony forming unit ) ตอกรัม หรือตอมิลลิลิตร 
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 เชน  ถาตัวอยางอุจจาระ 1 กรัม ท่ีความเจือจาง 1,000,000 เทา (1 : 106)  เม่ือนําไปผสมกับ 
EMB agar ในจานและนําไปเพาะ  ปรากฎวามีโคโลนีของเช้ือ E. coli เกิดข้ึน 250 โคโลนี  จํานวน
แบคทีเรียในตัวอยาง 1 กรัม  จะเทากับ 250 หารดวย 1 / 106 หรือเทากับ 250,000,000 เซลล หรือ 2.5 x 108  
โคโลนี 
 โดยจํานวนโคโลนีท่ีความเจือจางท่ีสูงควรนอยกวาจํานวนโคโลนีท่ีความเจือจางท่ีต่ําลงมา
ประมาณ 10 เทา  เนื่องจากในการทดสอบทําใหเจือจาง 10 เทา  ถาหากผลที่ออกมาคลาดเคล่ือนมาก  
คือไมเกิน 10 เทา แสดงวามีความผิดพลาดเนื่องจากการที่ผสมเช้ือกับอาหารวุนไมดี หรือการทําเจือ
จางไมดี  และจํานวนโคโลนีท่ีเหมาะสมท่ีจะนํามาใชในการคํานวณจํานวนโคโลนี ควรอยูระหวาง 
30 - 300 โคโลนี จากจานท่ีมีโคโลนีมากและกระจายอยูสม่ําเสมอ (ศศิธร และคณะ, มปป.) 
 
2.6  การวางแผนการทดลองทางสถิติ 
 วิเคราะหขอมูลจากการทดลองโดยวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of variance) ตาม
แผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s test 
และ Regression test  โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ (มนตชัย, 2537) 
 
2.7  สถานท่ีทําการวิจัยและรวบรวมขอมูล 
 หองปฏิบัติการภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 หองปฏิบัติการคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 หองปฏิบัติการคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 คอกสัตวทดลอง ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
2.8  ระยะเวลาในการดําเนินงานวิจัย 
 ประมาณ 12 เดือน 
 
 


