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บทที่3 
อุปกรณและวธิีดาํเนินการทดลอง 

อุปกรณและสารเคม ี
1.วตัถุดิบ 
• ซาลโมเนลลา เวลเทปเรเดน (Salmonella  Weltevreden DMST 17375, กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 

ประเทศไทย) 
 
2.อุปกรณ  
2.1 อุปกรณสําหรับวิเคราะหทางจุลชวีวิทยา 
• ปเปตแบบ Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลติร (Biohit Proline, Finland) 
• ปเปตแบบ Autopipette ขนาด 50 ไมโครลติร (Biohit Proline, Finland) 
• Tip สีฟา  ขนาด 1-1,000 ไมโครลิตร (Axygen, USA) 
• Tip สีเหลือง  ขนาด 1- 200 ไมโครลติร (Axygen, USA) 
• จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก (Petri dish (90 มิลลเิมตร) Sterile) (MillionantTM, France) 
• หมอนึ่งความดัน (Gallenkamp, England) 
• loop เขี่ยเชื้อ 
• ปากกา permanent 
• ไมบรรทัด 
• หลอดทดลอง 16x150 มิลลเิมตร (Pyrex®, USA) 
• ตูบมเชื้ออุณหภูม ิ35  +   1  องศาเซลเซียส (Termaks) 
• เครื่องนับจํานวนโคโลน ี
• ตูเขี่ยเช้ือ 
• ตะเกยีงบุนเสน 
• แอลกอฮอล 70% 
• ถุงมือยาง (Sempermed®, Thailand) 
• เครื่องเขยา (Vortex) (Heidolph, Germany) 
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2.2 อุปกรณสําหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
• หมอนึ่งความดัน (Gallenkamp, England) 
• บีกเกอรสเตนเลสขนาด 2 ลิตร 
• บีกเกอรแกวขนาด 100 มิลลิลิตร (Kimax, USA) 
• ขวดแกวฝาเกลียวขนาด 500 มิลลลิิตร (Schott Duran, Germany) 
• ชอนตักสาร 
• แทงแกวคนสาร 
• ปเปตแกวขนาด 10 มิลลิลิตร (HBG, Germany) 
• ปเปตแบบMeasuring pipettes (Universal dispenser) (Fortuna®Optifix®, Germany) 
• เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Sartorius, Germany) 
•  เครื่องวดั pH Meter ทศนิยม 2 ตําแหนง(WTW pH357, Germany) 
• ตูบมเชื้ออุณหภูม ิ55  +   1  องศาเซลเซียส (Termaks) 
• Water bath (Memmert, Germany) 
• ไมโครเวฟ  
 
3.สารเคม ี
• น้ํากลัน่ 
• โซเดยีมไฮดรอกไซด 2 N (Sodium Hydroxide) (Merck, Germany) 
• กรดไฮโดรคลอริก 2 N (Sodium chloride) (J.T.Baker, USA) 
• ผงวุน (โอ.วี.เคมิคอล, ประเทศไทย) 
• Brain Heart Infusion Broth (BHI Broth) (Oxide, England) 
• Bacto peptone (BD, France) 
• โซเดยีมคลอไรด (Sodium Chloride) (Merck, Germany) 
• Sodium DL-lactate (Sigma, USA) 
• Maximum recovery diluent (MRD) 
• Xylose lysine deoxycholate agar (XLD) (Merck, Germany) 
• Brilliant green Phenol red Lactose Sucrose agar (BPLS) (Merck, Germany) 
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• Triple sugar /iron agar (TSI agar) (Merck, Germany) 
• Urea agar (Christensen) (Difco, USA) 
• Motile Indole L-Lysine decarboxylation (MIL) (Difco, USA) 
• Voges-Proskauer(MR-VP) (Merck, Germany) 
 
4.เครือ่งประมวลผลขอมูล 
• เครื่องคอมพวิเตอรสวนบุคคล 
• โปรแกรมสําเร็จรูป Microsoft Excel 2000 (Microsoft corp., USA) 
• โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS version 11 ( SPSS Inc., USA) 
• โปรแกรมสําเร็จรูป LEKSAWASDI RSS MINIMISATION  
 
วธิกีารทดลอง 
3.1 การควบคมุคุณภาพของสิ่งที่ใชในการทดลอง  
3.1.1 การควบคุมคุณภาพของเชื้อ Salmonella โดยการศกึษาลกัษณะทางกายภาพและชวีเคมีของเชื้อ 
(1 )นําหลอดอาหารเลีย้งเชื้อที่มีเชื้อ Salmonella จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย และใชหวงเขี่ยเชื้อแทง 
      ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ นําหวงเขี่ยเช้ือน้ันมา streak ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar บมที่อุณหภูมิ  
      37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง  
(2) ใชหวงเขีย่เชื้อแตะโคโลนีเดี่ยว 1 โคโลนี แลวนําไปขีด (streak) ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar อีก 
       จาน นําไปบมที่อุณหภมูิและเวลาเดียวกัน เมื่อไดโคโลนีเดีย่วจากจานอาหารเลีย้งเชื้อครั้งที่ 2 ก็ 
       นําไปขีดในจานอาหารเลี้ยงเชื้ออีกจานใหไดโคโลนีเดี่ยวเชนเดยีวกัน 
(3) ใชหวงเขีย่เชื้อถายโคโลนีเดี่ยวจากจานอาหารเลีย้งเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI บนผวิหนาวุนเอียง 
       ในหลอดแกว (slant) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  
(4) ทําการทดสอบเชื้อจากผวิหนาวุนเอียงของ BHI agar (slant) โดยนาํเชื้อไปทดสอบทางชีวเคม ี
      (Biochem Test) โดยประยุกตตามวิธีของ ISO 6579 (2002) ดังนี ้ 

ก) ทําการขีดลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD และ BPLS โดยทดสอบ 3 ซํ้า    นําไปบม 
     ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง             
ข) ในอาหาร XLD เลือกโคโลนีสีดํามีวงใสลอมรอบ และในอาหาร BPLS เลือกโคโลนีสี   
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     ครีมบนพืน้อาหารเลีย้งเชือ้สีแดง นํามาเกลีย่ลงบนผวิหนาอาหารวุนเอียงของ BHI agar  
    จํานวน30 หลอดโดยที่จากอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD เปนผิวหนาวุนเอยีงท่ี1 และจากอาหาร 
    เลี้ยงเชื้อ BPLS เปนผิวหนาวุนเอยีงที่ 2 บมท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง   
ค) ผวิหนาอาหารวุนเอยีงจากขอ ข)  นําเชือ้ในวุนผวิหนาเอียงไปทําการเขี่ยเชื้อลงใน 
    จานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี BHI agar พรอมกันนั้นทําการทดสอบทางชีวเคม ี
  - TSI Test  แตะเชื้อจากผวิหนาอาหารวุนเอียงท่ี 1 ดวยเข็มเขี่ยเช้ือ (needle) แทงเข็ม
ตรงศูนยกลางผิวหนาอาหารเอียงของ TSI agar แนวตั้งฉาก โดยเวนระยะหางจากกนหลอด ¼ 
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ TSI นําหวงเขี่ยเช้ือแตะเชื้อจากผวิหนาอาหารวุนเอียงหลอดเดิม ขีดใน
อาหารเลีย้งเชือ้ TSI บนผวิหนาอาหารวุนเอียง ทําเชนเดิมในอาหาร TSI agar หลอดใหม 2 
หลอด  แตะเชื้อจากผวิหนาอาหารวุนเอยีงที่ 2 ดวยเข็มเขี่ยเช้ือ (needle) ทําเชนเดยีวกับเชื้อจาก
ผิวหนาอาหารวุนเอยีงที่ 1 บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  แลวทําการอานผล 
  - Urea Test แตะเชื้อจากผิวหนาอาหารวุนเอยีงที่ 1 ดวยหวงเขี่ยเช้ือ ขีดบนผิวหนา
อาหารวุนเอยีงของ Urea agar ทําเชนเดิมในอาหาร Urea agar หลอดใหม 2 หลอด แตะเชื้อจาก
ผิวหนาอาหารวุนเอยีงที่ 2 ดวยหวงเขีย่เชื้อ ทําเชนเดียวกบัเชื้อจากผิวหนาอาหารวุนเอียงท่ี 1 บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  แลวทําการอานผล  
  - MIL Test นําหวงเขี่ยเช้ือแตะเชื้อจากผวิหนาอาหารวุนเอียงท่ี 1 แทงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ MIL semi solid โดยเวนระยะหางจากกนหลอด ¼ ของอาหารเลีย้งเชื้อ MIL semi solid  ทํา
เชนเดิมในอาหาร MIL semi solid หลอดใหม 2 หลอด แตะเชื้อจากผิวหนาอาหารวุนเอยีงท่ี 2 
ดวยหวงเขี่ยเชือ้ ทําเชนเดียวกับเชื้อจากผวิหนาอาหารวุนเอียงท่ี 1 บมท่ีอุณหภูม ิ 37 องศา
เซลเซียส 24 ช่ัวโมง  แลวทําการอานผล  
  - MR-VP Test นําหวงเขี่ยเช้ือแตะเชื้อจากผิวหนาอาหารวุนเอยีงที่ 1 จุมในอาหารเลีย้ง
เชื้อ MR-VP liquid ทําเชนเดิมในอาหาร MR-VP liquid หลอดใหม 2 หลอด แตะเชื้อจาก
ผิวหนาอาหารวุนเอยีงที่ 2 ดวยหวงเขีย่เชื้อ ทําเชนเดียวกบัเชื้อจากผิวหนาอาหารวุนเอียงท่ี 1 บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  แลวทําการอานผล  
 

(5) จากผลการทดสอบทางชีวเคมี ถาพบวาผลทีไ่ดเปนคุณสมบัติของเชื้อ Salmonella spp. แลวจึง 
      นําเชื้อที่ทําการเขีย่ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agarในขอ ค) มาทําการตอเชื้อลงในอาหารเลีย้ง  
     BHI บนผวิหนาวุนเอียงในหลอดแกว แลวจึงนําเชื้อจากโคโลนีเดยีวกันมาทําการยอมสีกรัม จากผล 
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     การยอมสีกรัม ถาแสดงสัณฐานของเชือ้ Salmonella spp. จึงทํา stock culture โดยทุก stock culture  
    ไดผานการทดสอบทางชีวเคมีตามขอ (4 ) ทุกหลอด บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  เก็บ 
    ในหองเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
        

การยอมสกีรัม(Gram’s stain)  
 -     ใชหวงถายเชื้อแตะน้ําสะอาดลงบนแผนสไลด จํานวน 1 หวง 

- ใชหวงถายเชื้อแตะเชื้อจากจานอาหารเลีย้งเชื้อในขอ (5) โดยแตะโคโลนีที่เหลอืจากการ
ถายเชื้อลงในอาหารเลีย้ง BHI บนผิวหนาวุนเอยีงในหลอดแกวตามขอ (5) ลงบนหยดน้ํา
บนสไลด  เกลีย่ (smear) ใหกระจาย 

- ปลอยใหแหงในอากาศ  แลวนําไปผานเปลวไฟ (heat fixed) ประมาณ 1 วินาท ี
- หยดสารละลาย crystal violet ลงไปใหทวมรอยเกลี่ยทิ้งไวนาน 30 วินาที  
- หยดสารละลาย gram’s iodine ลงไปใหทวมรอยเกลีย่ทีย่ังมีสารละลาย crystal violet อยูท้ิง

ไวนาน 30 วินาที เทสารละลายทิ้ง  ลางดวยน้ําเบาๆ 
- ลางดวย 95% ethanol อยางรวดเร็ว  จนไมมีสีน้ําเงินของสารละลาย crystal violet ออกมา  

แตตองไมเกนิ 20 วินาที  ลางดวยนํ้าเบาๆ 
- หยดสารละลาย safranin ลงไปใหทวมรอย smear ทิ้งไวนาน 5 วินาที เทสารละลายทิง้  ลาง

ดวยนํ้าเบาๆ  ซับน้ําออกใหแหงดี  นําไปตรวจดภูายใตกลองจลุทรรศน  บันทึกลักษณะการ
ติดสีกรัมและรูปรางลกัษณะของเซลล 

หมายเหตุ:  ทุกขั้นตอนของการถายเชื้อตองใชวธิีการไรเชื้อ (aseptic technique)  
 
3.1.2 การตรวจสอบคา pH ของโซเดียมแลกเทต (ทําครัง้แรกกอนเริ่มการทดลองทั้งหมด) 
(1) ใชปเปตขนาด 10 มิลลลิติร ดูดสารละลายของโซเดยีมแลกเทต จํานวน 10 มิลลลิิตร ลงในขวด 
      ทดลองจํานวน 3 ขวด (ขวด McCartney) 
(2) วัดคา pH โดยเครื่องวัด pH Meter  อานคาโดย 1 ขวดอานคา 1 ครัง้ แลวบันทึกคาเปนคากอนการฆา 
      เชื้อ 
(3) ทําการฆาเชื้อโดยหมอน่ึงความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด เวลา 15 นาที  
(4) วัดคา pH โดยเครื่องวัด pH Meter  อานคา   และบันทึกคาเปนคาหลังการฆาเชื้อแลว ทําการ 
      เปรยีบเทียบคากอนและหลังฆาเชื้อ 
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3.1.3 การเตรยีมและการทดสอบอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth, BHI agar และ MRD   
3.1.3.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ BHI broth, BHI agar และ MRD   
(1) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI broth  
 ก) คํานวณปรมิาตรที่ใชในขวด McCartney จํานวน 5 ขวดตอการทดลอง 1 ครั้งโดยบรรจุ 
              ปริมาตร 9 มลิลลิิตรตอขวด ได 5 ขวด x 9 มิลลลิิตรเทากับ 45 มิลลลิิตร ประมาณ 50 มิลลลิติร  
              จากอตัราสวนคือ BHI 37 กรัมตอนํ้ากลัน่ 1,000 มิลลลิิตร คํานวณปริมาณ BHI ดังนี ้
      37 x 50    
                                                          =   1.85 กรัม 
                           1,000 
 ข) นําชอนตักสารตัก BHI ช่ังบนเครื่องชั่ง 4 ตําแหนงในบีกเกอรแกว จนหนัก 1.85 กรัม เทน้ํา 
              กลั่นลงในกระบอกตวงจนไดปริมาตร 50 มลิลลิิตร  
  ค) เทน้ํากลั่นลงในบีกเกอรแกวที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI ผง   ใชแทงแกวคนผสมเปนเนื้อ 
              เดียวกัน  นําปเปตแกวขนาด 10 มลิลลิิตรดดูสารละลายจํานวน 9 มิลลลิิตรใสลงในขวด  
              McCartney จํานวน 5 ขวด 
  ง) ทําการฆาเชือ้โดยหมอนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด เวลา 15  
              นาที  
 
(2) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI broth ในหนวยทดลอง 
  ก) คํานวณปรมิาตรที่ใชในขวด McCartney จํานวน 50 ขวดตอ 1 หนวยการทดลอง  
             (Treatment) โดยบรรจุปริมาตร 9 มิลลลิิตรตอขวด ได 50 ขวด x 9 มลิลลิิตรเทากับ 450  
              มิลลลิิตร ประมาณ 500 มิลลลิิตร จากอัตราสวนคือ BHI 37 กรมัตอน้ํากลัน่ 1,000 มิลลลิิตร  
              คํานวณปริมาณ BHI 
                  ดังนี้ 
      37 x 500    
                                                           =   18.5 กรัม 
                           1,000 
  ข) คํานวณปรมิาณปจจยั 
            โซเดยีมคลอไรด 3 ระดับคือ 0%, 2% และ 4 % ตามลําดับ 
     -โซเดยีมคลอไรด 2 %  คือ (2 x 500)/100 = 10 กรัม   
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        -โซเดยีมคลอไรด 4 %  คือ (4 x 500)/100 = 20 กรัม   
            โซเดยีมแลกเทต 3 ระดับคือ 0%, 1.2% และ 2.4 % ตามลําดับ 
     -โซเดยีมแลกเทต 1.2 % เตรยีมจากโซเดยีมแลกเทต 60% w/w 
       ตองการความเขมขน 1.2 % จากปริมาตร 500 มลิลลิิตร เนื้อ 
         สารมีโซเดียมแลกเทตอยู 60 % ดังนั้น จะตองชั่งมา (1.2 x 500)/60 =  
       10 กรัม 
     -โซเดยีมแลกเทต 2.4 % เตรยีมจากโซเดยีมแลกเทต 60% w/w 
       ตองการความเขมขน 2.4 % จากปริมาตร 500 มลิลลิิตร เนื้อ 
         สารมีโซเดียมแลกเทตอยู 60 % ดังนั้น จะตองชั่งมา (2.4 x 500)/60 =  
       20 กรัม 
  ค) นําชอนตักสารตัก BHI ช่ังบนเครื่องชั่ง 4 ตําแหนงในบีกเกอรแกว จนหนัก 14.8 กรัม และ 
             ช่ังโซเดียมคลอไรด ณ ระดับท่ีตองการ  ลงในบีกเกอรแกวท่ีมี BHI ผง  ดูดสารละลายโซเดยีม 
             แลกเทตลงในบีกเกอรแกวที่มี BHI และโซเดยีมคลอไรดอยู จนไดน้ําหนกัโซเดียมแลกเทตที่ 
             ตองการ  เทน้ํากลัน่ลงในกระบอกตวงจนไดปรมิาตร 400 มลิลิลิตร  
  ง) เทน้ํากลั่นลงในบีกเกอรแกวจากขอ ค) ใชแทงแกวคนผสมเปนเนื้อเดียวกัน  นําปเปตแกว 
             ขนาด 10 มิลลลิิตรดดูสารละลายผสมจํานวน 9 มิลลลิิตรใสลงในขวด McCartney จํานวน 50  
             ขวด 
  จ) ทําการฆาเชื้อโดยหมอน่ึงความดันที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด เวลา  
              15 นาที  
 
(3) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI agar 
 ก) คํานวณปรมิาตรที่ใสในขวดแกวฝาเกลยีวขนาด 500 มิลลลิิตร  โดยบรรจุปริมาตร 400  
             มิลลลิติรตอขวด จากอัตราสวนคอื BHI 37 กรมัตอน้ํากลัน่ 1,000 มิลลลิิตร คํานวณปริมาณ BHI 
             ดังนี ้
     37 x 400     
                                                           =   14.8 กรัม                   
                                            1,000 
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 ข) คํานวณปรมิาณ agar โดยมีความเขมขน 2% คํานวณดงันี้  
                   2 x 400      
                                                            =   8 กรัม           
                                             100  
  
  ค) นําชอนตักสารตัก BHI ช่ังบนเครื่องชั่ง 4 ตําแหนงในบีกเกอรแกว จนหนัก 14.8 กรัม   ช่ัง  
              agar หนัก 8 กรัมในบีกเกอรแกวท่ีมีอาหารเลีย้งเชื้อ BHI      เทน้ํากลัน่ลงในกระบอกตวงได 
              ปริมาตร 400 มลิลลิติร  
  ง) เทน้ํากลั่นลงในบีกเกอรแกวที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI และ agar    ใชแทงแกวคนผสม   อุน 
              สารละลายผสมในไมโครเวฟจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน  
  จ) ทําการฆาเชื้อโดยหมอน่ึงความดันที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด เวลา  
              15 นาที  
   ฉ) นําอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar ที่ผานการฆาเชื้อแลวใส water bath อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
  ช) ใชแอลกอฮอล 70% เช็ดภายในตูเขี่ยเช้ือ   เตรยีมจานเลีย้งเชื้อพลาสติกที่ปราศจากเชื้อใสใน 
              ตูเขี่ยเชื้อ   จุดตะเกียงบุนเสนในตูเขี่ยเชื้อ  นําอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar ออกจาก water bath เช็ด 
              นํ้ารอบขวดดวยสําล ี พนแอลกอฮอล 70% รอบขวด   ตั้งในตูเขี่ยเชื้อจนแอลกอฮอลระเหยหมด  
 ฌ) เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงในจานเลี้ยงเชื้อพลาสติก ดวยวธิีไรเชื้อ (aseptic technique) รอจน 
              ผิวหนาอาหารแข็งตัว จึงกลับจานอาหารเลีย้งเชื้อเก็บในหองเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  ญ) นําจานอาหารเลีย้งเชื้อจากขอ ฌ) ออกจากหองเย็น   เช็ดทําความสะอาดภายในตูบมอุณหภูมิ  
              55 องศาเซลเซียสดวยสําลีชุบแอลกอฮอล 70%   ทําการตากผวิหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI  
              agar โดยเปดฝาจานอาหารเลีย้งเชื้อในตูบมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 25-30 นาที ขณะ 
              ทําการเปดคว่ําจานอาหารเลีย้งเชือ้ลง โดยผวิหนาอาหารเลีย้งเช้ือไมหงายขึ้น   คว่ําสวนฝาปด 
              ดานบนลงบนพื้นตูบมท่ีทําความสะอาดแลว นําจานอาหารสวนที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อวางทับฝา   
              จนผวิหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแหง 
 ฎ) นําจานอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ ญ) ออกจากตูบมอุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียสโดยยกจานอาหาร 
             สวนท่ีมีอาหารเลีย้งเช้ือขึ้นและหามหงายผิวหนาอาหาร  นําฝาของจานอาหารปดจานอาหารใน 
             ลักษณะคว่ําจานอาหาร  ใสถุงพลาสติกในลักษณะคว่ําจานอาหาร   ฉายรังสี UV ที่ตูเขี่ยเชือ้นาน  
             15-20 นาที  นําไปใชในการทดลอง  
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(4) การเตรียม MRD          
 ก) คํานวณปรมิาตรที่ใชในหลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลเิมตร จํานวน 350 หลอด 
              ตอ 2 หนวยการทดลอง (Treatment) โดยบรรจปุริมาตร 9 มิลลิลิตรตอหลอด ได 350 หลอด x 9  
              มิลลลิิตรเทากับ 3,150 มิลลลิิตร ประมาณ 3,200 มิลลลิิตร  
  ข) คํานวณปรมิาณเปปโตน (Peptone) โดยมีความเขมขน 0.1% คํานวณดังนี้  
                0.1 x 3,200    
                                                            =   3.2 กรัม 
                           100 
 ค) คาํนวณปรมิาณโซเดียมคลอไรด (NaCl) โดยมีความเขมขน 0.85% คํานวณดังนี้  
               0.85 x 3,200    
                                                             =   27.2 กรัม 
                            100 
  ง) นําชอนตักสารตักเปปโตนและโซเดยีมคลอไรด ช่ังบนเครื่องชั่ง 4 ตําแหนงในบกีเกอรแกว  
              จนหนัก 3.2 และ 27.2 กรัมตามลาํดับ    เทน้ํากลั่นลงในกระบอกตวงจนไดปริมาตร 3,200  
              มิลลลิิตร  
  จ) เทน้ํากลัน่ลงในบีกเกอรแกวท่ีมีเปปโตนและโซเดยีมคลอไรด   ใชแทงแกวคนผสมเปนเนื้อ 
              เดียวกัน  นําปเปตแบบ Measuring pipettes ปรบัปริมาตรและดูดสารละลายจํานวน 9 มิลลลิิตร 
             ใสลงในหลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลเิมตร จํานวน 350 หลอด  
 ฉ) ทําการฆาเชื้อโดยหมอนึ่งความดันท่ีอณุหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด เวลา  
              15 นาที  
 
3.1.3.2 การตรวจสอบความปนเปอนของอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI Broth และ MRD (Maximum Recovery 
Diluent) 
(1) กอนดําเนนิการทดลองทุกครั้ง (1 วันกอนการทํา lab)  ทําการตรวจ BHI broth, BHI broth ในหนวย   
     ทดลอง และ MRD ท่ีผานการฆาเชื้อแลวที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด เวลา 15  
     นาที โดยสุมทุกชุดที่ทําการฆาเชื้อพรอมกันชุดละ 3 หลอดของอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิด  โดยการ 
     ทํา pour plate ดังนี ้

    ก) ใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร  ที่ฆาเชื้อแลวดูดอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth หรือ BHI broth ใน 
      หนวยทดลอง หรือ MRD จํานวน 1 มิลลลิิตร  ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว   
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      ทําซ้ําเชนน้ีจํานวน 2 จานในแตละขวด 
           ข) เทอาหารเลีย้งเชื้อ BHI agar จากขอ 3.1.3.1 (3) ซ่ึงไดฆาเชื้อและหลอมเหลวแลว (อุณหภูม ิ

ไมเกิน 45 องศาเซลเซียส)  จํานวน 10-15 มิลลลิิตร  ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีสารละลาย 
อาหารเลีย้งเชือ้ BHI broth หรือ BHI broth ในหนวยทดลอง หรือ MRDอยู  ผสมสารละลาย 
อาหารเลีย้งเชือ้ BHI broth หรือ BHI broth ในหนวยทดลอง หรือ MRD และอาหารเลี้ยงเชื้อ  
BHI agar ใหกระจายเขากันดโีดย ก) เขยาไปขางบนและขางลาง 5 ครั้ง  ข) เขยาไปทางซายและ 
ขวา 5 ครั้ง  ค) เขยาใหหมุนตามเข็มนาฬิกา 5 ครั้ง  และ ง) เขยาหมุนทวนเข็มนาฬิกา 5 ครั้ง   
ในขณะที่เขยาควรระมัดระวงัไมใหอาหารเลอะตดิฝาจานเลี้ยงเชื้อ 

(2) ปลอยใหอาหารเลีย้งเชื้อแข็งตัว  แลวกลับจานเลีย้งเชือ้ใหคว่ําลง    นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา 
     เซลเซียส 24 ช่ัวโมง  
(3) อานผลการทดลอง 
 
3.2.การทดสอบการเจรญิเตบิโตของเชื้อ Salmonella ใน BHI เบื้องตนกอนการทดลองจริง 
3.2.1 การทดลองเพื่อศึกษาหาปริมาณของเชื้อ Salmonella spp. ท่ีเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI  
         broth และบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
(1) ถายเชื้อ Salmonella Weltevreden จาก stock culture ที่เตรยีมไว ตามขอ 3.1.1(5) ลงในจานอาหาร 
     เลี้ยงเชื้อ BHI agar บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการ ขีดเชื้อลงใน 
     อาหารเลีย้งเชื้อเชนเดยีวกนันี้ เปนจํานวน 3 ครั้ง ดวยวธิีการเดยีวกัน 
(2) เขี่ยเชื้อ  Salmonella Weltevreden  1 โคโลนี จากจานอาหารท่ีผานการ ขีดเชื้อเปนครั้งที่ 3 ลงในขวด 
      อาหาร BHI  broth ที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร จํานวน 2 ขวด 
(3) ใชเข็มเขีย่เชื้อจากรองรอยของโคโลนีเดิมในขอ (2) ไปทําการยอมสีกรัม เพื่อตรวจสอบความ 
      บริสุทธิ์ของเชื้อหากเชื้อไมบรสิุทธิ์ จะตองยกเลิกการเลี้ยงเชื้อใน BHI broth และตองทําการถายเชื้อ 
      จาก stock culture หลอดใหม 
(4) หากผลจากการยอมสีกรมัพบวาไมมกีารปนเปอนจากเชื้ออ่ืน คือเมื่อมองผานกลองจุลทรรศน ม ี
      ลักษณะเปนทอนสั้น ติดสีแดงของ safranin จึงนําขวดอาหารเลีย้งเชื้อ BHI broth ที่เตรยีมใน 
      ขอ (2) ไปทําการเพาะเชือ้ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
(5) นําเชื้อที่เตรียมไวจากขอ (4) ทั้ง 2 ขวด มาทําการเจือจางใน Maximum Recovery Diluent (MRD) จน 
      ไดความเขมขนท่ีตองการ โดยการทดลองนี้ไดทําการเจือจางจาก 10-1–10-9 โดยกอนทําการเจือจางใน 
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      แตละครั้งตองเขยาหลอดทดลองดวยเครื่องเขยา (Vortex) ใหเชื้อกระจายตวัอยางสม่ําเสมอ  
(6) ใชปเปตดดูสารละลายเชือ้จากหลอดทดลองที่ไดทําการเจือจางและมีความเขมขนต่ําที่สุด คือ 10-9  
      จํานวน 1 มิลลลิิตร ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกไรเชื้อ ทําจาํนวน 2 จาน ตอ 1 ความเขมขน  
      จากนั้นใชปเปตอันเดิมดดูสารละลายเชือ้ท่ีมีความเขมขนเพิ่มมากขึน้อันดับถัดไปก็คือ 10-8 และ 10-7  
      ไปจนถึง 10-2 โดยทุกความเขมขนจะดูดสารละลายเชื้อจํานวน 1 มิลลลิิตร และ ทําจาํนวน 2 จานตอ  
       1 ความเขมขนเชนกนั 
(7) เทอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI Agar ซ่ึงไดฆาเชื้อและหลอมเหลวแลว (อุณหภูมิไมเกิน 45 องศาเซลเซียส)  
     ผสมสารละลายของเชื้อและอาหารเลีย้งเชื้อ ใหกระจายใหเขากันดีโดยการเขยาไปขางบนและลาง 5  
     ครั้ง เขยาไปทาง ซายและขวา 5 ครั้ง เขยาใหหมุนตามเข็มนาฬิกา และทวนเข็มนาฬิกาอยางละ 5 ครั้ง  
     และในขณะเขยาควรระมดัระวังไมใหอาหารเลอะติดฝาจานเลีย้งเชือ้  
(8) ปลอยใหอาหารเลีย้งเชื้อแข็งตัว ทําการคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อลง และ นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
      เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
(9) นับจํานวนโคโลนีของเชือ้ท่ีเจรญิบนอาหารเลีย้งเชื้อทีม่ีโคโลนีขึ้นอยูระหวาง 30-300 โคโลนี นาํไป 
      คํานวณหาจํานวนของเชือ้ท่ีมีอยูในตวัอยางเปน log cfu/ml  

 
3.2.2 การทดลองเพื่อหาชวงเวลาในการนับการเจรญิเติบโตของเชื้อ Salmonella  Weltevreden DMST  
         17375 เม่ือเจรญิใน BHI broth ที่มีโซเดียมแลกเทต 3 ระดับคอื 0%, 1.2% และ 2.4% ตามลาํดับ 
3.2.2.1 จํานวนการวางแผนการทดลอง 
(1) ทําการวางแผนการทดลองโดยมีระดับปจจัยดังนี ้ 
      โซเดียมแลกเทต 0%, 1.2% และ 2.4% ตามลําดับ 
ตารางที่ 3.1 ตารางแสดงระดับปจจยัและชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 

SL0% SL1.2% SL2.4% 
ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 

(h) 
ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 

(h) 
ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 

(h) 
0 

0.5 
1 

0 
0.5 
1 

0 
0.5 
1 

ตารางที่ 3.1 (ตอ) ตารางแสดงระดับปจจัยและชวงเวลาในการตรวจนบัเชื้อ 
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SL0% SL1.2% SL2.4% 
ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 

(h) 
ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 

(h) 
ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 

(h) 
1.5 
23 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
12 
14 
16 
22 
28 
52 

72.5 
100 
124 
143 

176.75 
195.75 

216 
241 

263.5 

1.5 
23 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
12 
14 
16 
24 
32 
51 

83.5 
103 
125 
149 

172.5 
344 
508 
702 

 

1.5 
23 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
14 
16 

17.5 
25 
32 
55 
78 

101 
274 

438.75 
630 
754 
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ตารางที่ 3.1 (ตอ) ตารางแสดงระดับปจจัยและชวงเวลาในการตรวจนบัเชื้อ 
SL0% SL1.2% SL2.4% 

ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 
(h) 

ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 
(h) 

ชวงเวลาในการตรวจนับเชื้อ 
(h) 

436.75 
600 
794 

  

 
(2) ในระดับปจจัยท่ีโซเดยีมแลกเทตเทากบั 0%, 1.2% และ 2.4% ตามลําดับ จะทําการวดัเชื้อจํานวน     
      31, 27 และ 27 ครั้งตามลําดับ แตละครั้งทําการทดลอง 2 ซ้ํา ดังนั้นในแตละหนวยทดลองจะม ี
      ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth 62, 54 และ 54 ขวดตามลําดับ และแตละระดับจะมีขวดอาหารเลี้ยง 
      เชื้อสําหรับตรวจสอบความปนเปอนเพิ่มอีกจํานวน 3 ขวด  
 
3.2.2.2 การเตรียมเชือ้เพือ่เปนเชื้อตั้งตนในการทดลอง 
(1) นํา stock culture ไปทําการตอเชื้อ 3 ครัง้โดยใชวิธกีารเชนเดียวกับขอ 3.1.1 
(2) จากการตอเชื้อครั้งที ่3 เลอืกโคโลน ี1 โคโลน ี  โดยใชหวงเขิ่ยเช้ือแตะ    แลวนําลง BHI broth ท่ีมี 
     ปริมาตร 9 มิลลลิิตร   นําไปบมท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  จะไดเชื้อประมาณ 109  
     (รองรอยของเศษโคโลนท่ีีเหลือในจานอาหารเลีย้งเชือ้ใหนําไปยอมสีกรัม      แลวสองดวยกลอง 
     จุลทรรศน   ถาพบวาลกัษณะของเชื้อเปนรูปราง short rod และติดสกีรัมลบทั้งหมด (เชื้อบริสุทธิ)์ ก ็
     เลี้ยง broth ตอไป  ถาไมบริสุทธิก์็ทําการตอเชื้อใหมจาก stock culture หลอดใหมจนพบวาเชื้อ  
     บริสุทธิก์็จะได starter culture 
 
3.2.2.3 การนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ 
(1) การนับจํานวนโคโลนขีองเชื้อท่ีโซเดียมแลกเทต 0% 
 1.1) เขยาขวดอาหารเลีย้งเชือ้ตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.2.2.2 ใหเขากันโดยใช Vortex 
แลวใช Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ดูดสารละลาย BHI broth ที่มีเชื้อมาจํานวน 1,000 
ไมโครลติร ลงใน MRD ที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร    จะไดความเขมขนเชื้อประมาณ 108 cfu/ml 
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 1.2) ยอมสีกรมัเชื้อตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.2.2 (2) เพื่อตรวจความบริสุทธิ์อกีครั้ง ถาไม
บริสุทธิย์กเลิกการทดลองในขั้นตอไป  ถาบริสุทธิก์็ทําการทดลองซึ่งไดเตรยีมไวแลวในตารางที่ 3.1  
 1.3) การเตรยีมเชื้อเริ่มตนทีจ่ะใชเติมลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อ BHI broth โดยทําการเจือจาง 
MRD จากขอ 1.1) ที่มีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108  cfu/ml เขยาผสมดวย Vortex   แลวดดูดวย 
Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1,000 ไมโครลิตร ปลอยลงใน MRD ปริมาตร 9 มิลลลิิตร 
ทําเชนน้ีเรื่อยๆ จนกระท่ังไดความเขมขนตั้งตนประมาณ 104 cfu/ml  แลวนํา MRD ท่ีมีความเขมขนของ
เชื้อ 104 cfu/ml ลง BHI broth ที่เตรียมไวแลวดังตารางที่ 3.1 ซึ่งมีปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทําใหสุดทายจะได
จํานวนเซลลของเชื้อเริ่มตนในการเลีย้งมีความเขมขนประมาณ 103  cfu/ml และ นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 
องศาเซลเซียส  
          1.4) นําขวดทีช่ั่วโมงท่ี 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 22, 28, 52, 72.5, 100, 
124, 143, 176.75, 195.75, 216, 241, 263.5, 436.75, 600 และ 794 ช่ัวโมงตามลําดับ มาทําการตรวจนับ
การเจริญ และเพื่อลดความคลาดเคลื่อนในเรื่องของเวลา   ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําการเติมเชื้อเปนขวด
สุดทายจะนํามาตรวจนับการเจรญิของเชื้อ ณ ช่ัวโมงท่ี 0  
 
                        การตรวจนับการเจรญิ  
                        ก) นําขวดอาหารเลีย้งเชื้อออกจากตูบมตามเวลาทีก่ําหนด   เขยาขวดอาหารเลีย้งเชือ้จาก
ขอ 1.4) ใหเขากันโดยใช Vortex แลวใช Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ดูดสารละลาย BHI broth 
ท่ีมีเชื้อมาจํานวน 1,000 ไมโครลิตร ลงใน MRD ที่มีปริมาตร 9 มิลลลิิตร    เขยาผสมดวย Vortex   แลว
ดูดดวย Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลติร จํานวน 1,000 ไมโครลติร ปลอยลงใน MRD ปริมาตร 9 
มิลลลิิตร ทําเชนนี้เรื่อยๆ จนกระทั่งไดความเขมขนที่สามารถนับจํานวนเชื้อได  
           ข) แบงจานอาหารเลีย้งเชื้อ BHI agar ออกเปน 4 สวนดวยไมบรรทดัและปากกา 
permanent   
            ค) เขยา MRD จากขอ ก) ท่ีความเขมขนต่ําที่สุดดวย Vortex   แลวดดูดวย Autopipette 
ขนาด 20-200 ไมโครลติร จํานวน 50 ไมโครลติร    หยด (drop) ลงบนพืน้ที่ 1/4 ของจานอาหารเลีย้งเชื้อ    
เขยา MRD ที่ใชในขอ ค) อีกครั้ง แลวดูดดวย Autopipette ขนาด 20-200 ไมโครลิตร จํานวน 50 
ไมโครลติร    หยด (drop) ลงบนพื้นที ่1/4 ของจานอาหารเลี้ยงเชื้อตําแหนงใหม  
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     ง) เขยาผสม MRD จากขอ ก) ท่ีมีความเขมขนของเชื้อถัดมาจากขอ ค) ดวย Vortex   ทํา
เชนเดยีวกับขอ ค) และทําซ้ําเชนเดยีวกันที่ความเขมขนของเชื้อใน MRD ถัดมา จนไดความเขมขนจาก
ต่ําไปสูง 4 ลําดับ ดังแสดงในภาพที ่3.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3.1 ตําแหนงการหยด MRD ท่ีมีความเขมขนของเชื้อจากต่ําไปสงูจํานวน 4 ความเขมขน 
 
          จ) ลนหวงเขี่ยเชื้อดวยตะเกยีงบุนเสน แลวเกลี่ย (smear) ท่ีแตละความเขมขน โดยทําจาก
ความเขมขนของเชื้อนอยไปความเขมขนของเชื้อมาก เชนจากภาพที ่3.1  ใชหวงเขี่ยเชื้อเกลีย่บนผิวหนา
ของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ณ ความเขมขนที ่10-8 ทั้ง 2 จานอาหารเลีย้งเชื้อกอน แลวจงึเกลีย่ที่ความเขมขน 
10-7, 10-6 และ 10-5 ตามลําดับ ดวยวิธไีรเชื้อ (aseptic technique)            รอจนผิวหนาอาหารแหง  นาํไป
บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส อานผลเมื่อเวลา 12-24 ช่ัวโมง โดยอานผล ณ dilution ที่มีจํานวน
โคโลน ี5-50 โคโลน ี  แลวบนัทึกคาเปนคา Viable cell count   และคํานวณเปน log cfu/ml 
                       วธิีคํานวณ log colony  from  unit (log cfu) / gram or ml 
 

                                         εC 
log (N)  =  log                             
                               V (n1 + 0.1 n2) d1 

           เม่ือ N  =  จํานวน cfu / g (ml) 
  V   =  ปริมาตรของ inoculum (สารละลายเชื้อที่ใชตรวจ) 

10-8 10-7 10-7 10-8 

10-6 10-5 10-6 10-5 
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  n1 =  จํานวนจานเลีย้งเชื้อที่ความเขมขนแรก 
  n2  =  จํานวนจานเลีย้งเชื้อที่ความเขมขนท่ี 2 

d1 =  ระดับความเขมขนแรก 
C  =  จํานวนเชื้อจุลินทรยีท่ีนับไดจากจานเลี้ยงเชื้อท้ังหมด 

 (2) การนับจํานวนโคโลนขีองเชื้อท่ีโซเดียมแลกเทต 1.2% 
 2.1) เขยาขวดอาหารเลีย้งเชือ้ตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.2.2.2 ใหเขากันโดยใช Vortex 
แลวใช Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ดูสารละลาย BHI broth ที่มีเชือ้มาจํานวน 1,000 
ไมโครลติร ลงใน MRD ที่มีปริมาตร9 มิลลิลิตร    จะไดความเขมขนเชื้อประมาณ 108 cfu/ml 
 2.2) ยอมสีกรมัเชื้อตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.2.2 (2) เพื่อตรวจความบริสุทธิ์อกีครั้ง ถาไม
บริสุทธิย์กเลิกการทดลองในขั้นตอไป  ถาบริสุทธิก์็ทําการทดลองซึ่งไดเตรยีมไวแลวในตารางที่ 3.1  
 2.3) การเตรยีมเชื้อเริ่มตนทีจ่ะใชเติมลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อ BHI broth โดยทําการเจือจาง 
MRD จากขอ 2.1) ที่มีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108  cfu/ml เขยาผสมดวย Vortex   แลวดดูดวย 
Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1,000 ไมโครลิตร ปลอยลงใน MRD ปริมาตร 9 มิลลลิิตร 
ทําเชนน้ีเรื่อยๆ จนกระท่ังไดความเขมขนตั้งตนประมาณ 104 cfu/ml  แลวนํา MRD ท่ีมีความเขมขนของ
เชื้อ 104 cfu/ml ลง BHI broth ที่เตรียมไวแลวดังตารางที่ 3.1 ซึ่งมีปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทําใหสุดทายจะได
จํานวนเซลลของเชื้อเริ่มตนในการเลีย้งมีความเขมขนประมาณ 103  cfu/ml และ นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 
องศาเซลเซียส  
          2.4) นําขวดทีช่ั่วโมงท่ี 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 24, 32, 51, 83.5, 103, 
125, 149, 172.5, 344, 508 และ 702 ช่ัวโมงตามลําดับ มาทําการตรวจนับการเจรญิ และเพื่อลดความ
คลาดเคลื่อนในเรื่องของเวลา   ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีทําการเติมเชื้อเปนขวดสุดทายจะนํามาตรวจนับการ
เจรญิของเชื้อ ณ ช่ัวโมงที ่0  
 
(3) การนับจํานวนโคโลนขีองเชื้อท่ีโซเดียมแลกเทต 2.4% 
 3.1) เขยาขวดอาหารเลีย้งเชือ้ตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.2.2.2 ใหเขากันโดยใช Vortex 
แลวใช Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ดูสารละลาย BHI broth ที่มีเชือ้มาจํานวน 1,000 
ไมโครลติร ลงใน MRD ที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร    จะไดความเขมขนเชื้อประมาณ 108 cfu/ml 
 3.2) ยอมสีกรมัเชื้อตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.2.2 (2) เพื่อตรวจความบริสุทธิ์อกีครั้ง ถาไม
บริสุทธิย์กเลิกการทดลองในขั้นตอไป  ถาบริสุทธิก์็ทําการทดลองซึ่งไดเตรยีมไวแลวในตารางที่ 3.1  
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 3.3) การเตรยีมเชื้อเริ่มตนทีจ่ะใชเติมลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อ BHI broth โดยทําการเจือจาง 
MRD จากขอ 3.1) ที่มีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108  cfu/ml เขยาผสมดวย Vortex   แลวดดูดวย 
Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1,000 ไมโครลิตร ปลอยลงใน MRD ปริมาตร 9 มิลลลิิตร 
ทําเชนน้ีเรื่อยๆ จนกระท่ังไดความเขมขนตั้งตนประมาณ 104 cfu/ml  แลวนํา MRD ท่ีมีความเขมขนของ
เชื้อ 104 cfu/ml ลง BHI broth ที่เตรียมไวแลวดังตารางที่ 3.1 ซึ่งมีปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทําใหสุดทายจะได
จํานวนเซลลของเชื้อเริ่มตนในการเลีย้งมีความเขมขนประมาณ 103  cfu/ml และ นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 
องศาเซลเซียส  
          3.4) นําขวดทีช่ั่วโมงท่ี 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 17.5, 25, 32, 55, 
78, 101, 274, 438.75, 630 และ 754 ช่ัวโมงตามลําดับ มาทําการตรวจนับการเจรญิ และเพื่อลดความ
คลาดเคลื่อนในเรื่องของเวลา   ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีทําการเติมเชื้อเปนขวดสุดทายจะนํามาตรวจนับการ
เจรญิของเชื้อ ณ ช่ัวโมงที ่0  
 
3.3.การศกึษาการเจรญิของเชื้อ Salmonella  Weltevreden DMST 17375 
3.3.1 การศกึษาจํานวนโคโลนีของเชื้อในชวงระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 24, 26,  
         30, 198, 366 และ 534 ชัว่โมง (growth curve) 
3.3.1.1 การวางแผนการทดลอง 
(1) ทําการวางแผนการทดลองแบบ  33 Factorial in CRD โดยมีระดับปจจัยดังนี ้ 

       -โซเดยีมแลกเทต 0%, 1.2% และ 2.4%  
       -โซเดยีมคลอไรด 0%, 2% และ 4%  
        -สภาวะกรด-เบส (pH) 6.5, 7.0 และ 7.5 

ตารางที่ 3.2   ตารางแสดงระดับปจจัยและลําดับของหนวยทดลอง 
หนวยทดลองที่ 1        SL 0 NaCl 0 pH6.5 
หนวยทดลองที่ 2 SL 0 NaCl 0 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 3 SL 0 NaCl 0 PH7.5 
หนวยทดลองที่ 4 SL 0 NaCl 2 pH 6.5 
หนวยทดลองที่ 5 SL 0 NaCl 2 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 6 SL 0 NaCl 2 pH7.5 
หนวยทดลองที่ 7 SL 0 NaCl 4 pH6.5 
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หนวยทดลองที่ 8 SL 0 NaCl 4 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 9 SL 0 NaCl 4 pH7.5 
หนวยทดลองที่ 10 SL 1.2 NaCl 0 pH6.5 
หนวยทดลองที่ 11 SL 1.2 NaCl 0 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 12 SL 1.2 NaCl 0 pH7.5 
หนวยทดลองที่ 13 SL 1.2 NaCl 2 pH6.5 
หนวยทดลองที่ 14 SL 1.2 NaCl 2 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 15 SL 1.2 NaCl 2 pH7.5 
หนวยทดลองที่ 16 SL 1.2 NaCl 4 pH6.5 
หนวยทดลองที่ 17 SL 1.2 NaCl 4 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 18 SL 1.2 NaCl 4 pH7.5 
หนวยทดลองที่ 19 SL 2.4 NaCl 0 pH6.5 
หนวยทดลองที่ 20 SL 2.4 NaCl 0 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 21 SL 2.4 NaCl 0 pH7.5 
หนวยทดลองที่ 22 SL 2.4 NaCl 2 pH6.5 
หนวยทดลองที่ 23 SL 2.4 NaCl 2 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 24 SL 2.4 NaCl 2 pH7.5 
หนวยทดลองที่ 25 SL 2.4 NaCl 4 pH6.5 
หนวยทดลองที่ 26 SL 2.4 NaCl 4 pH7.0 
หนวยทดลองที่ 27 SL 2.4 NaCl 4 pH7.5 

รวมทั้งสิ้น 27 หนวยทดลอง 
(2) ในแตละหนวยการทดลองจะทําการวัดเชื้อ 18 ครั้ง แตละครั้งทําการทดลอง 2 ซ้ํา ดังนั้นในแตละ 
      หนวยทดลองจะมีอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth 36 ขวด และทําเพิ่มอกี 14 ขวดเพื่อสําหรับใชในการ 
      ทดสอบหาปริมาตรของกรด HCl หรือ NaOH ใหได pH ซึ่งระบุไวในตารางที่ 3.2 
 
3.3.1.2 การเตรียมเชือ้เพ่ือเปนเชื้อตั้งตนในการทดลอง 
(1) นํา stock culture ไปทําการตอเชื้อ 3 ครัง้โดยใชวิธเีดียวกับขอ 3.1.1      
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(2) จากการตอเชื้อครั้งที ่3 เลอืกโคโลน ี1 โคโลน ี  โดยใชหวงเขิ่ยเช้ือแตะ   นําลง BHI  
     broth ที่มีปริมาตร 9 มิลลลิิตร   นําไปบมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  จะได 
     เชื้อประมาณ 109  cfu/ml (Angela et al., 1988; การทดลองที ่3.2.1) (รองรอยของเศษโคโลนีที่เหลือ 
    ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อใหนําไปยอมสีกรัม      แลวสองดวยกลองจลุทรรศ    ถาพบวา 
      ลักษณะของเชื้อเปนรูปราง short rod และติดสีกรัมลบทั้งหมด (เชื้อบริสุทธิ)์ ก็เลี้ยง broth  
      ตอไป  ถาไมบริสุทธิก์็ทําการ sub ใหมจาก stock culture หลอดใหมจนพบวาเชื้อบริสุทธิก์ ็
      จะได starter culture 
 
3.3.1.3 การนับจํานวนโคโลนีของเชื้อในชวงระยะเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 24, 26,  
            30, 198, 366 และ 534 ชัว่โมง (growth curve) 
(1) เขยาขวดอาหารเลีย้งเชื้อตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.3.1.2 (2) ใหเขากันโดยใช Vortex แลวใช  
     Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลติร ดดูสารละลาย BHI broth ที่มีเชื้อมาจํานวน 1,000 ไมโครลิตร  
     ลงใน MRD ที่มีปริมาตร 9 มิลลลิิตร    จะไดความเขมขนเชื้อประมาณ 108  
(2) ยอมสีกรัมเชื้อตั้งตน (starter culture) จากขอ 3.3.1.2 (2) เพื่อตรวจความบริสุทธิ์อีกครั้ง ถาไมบริสุทธิ ์
     ยกเลิกการทดลองในขั้นตอไป  ถาบริสุทธิ์ก็ทําการทดลองซึ่งไดเตรยีมไวแลวในขอ 3.3.1.1 
(3) เม่ือพบวา starter culture บริสุทธิ ์ นําขวดBHI broth ท่ีสําหรับใชในการทดสอบปรับ  pH     
     มาทําการทดลองปรับ pH ใหไดตามที่กาํหนดไวในแตละหนวยทดลองตามตารางที่ 3.2   โดยใช 
     เครื่อง pH meter ทศนิยม 2 ตําแหนงเปนเครื่องวัด  ใหอานคา pH กอนปรับ  บันทึกคา pH เดิม 
(4) ทําการปรบั pH ของ BHI broth ของขอ (3) ที่จดคาเดิมไวแลวโดยใช Autopipette ขนาด 20-200  
     ไมโครลติร มาดูดสารละลาย  2N HCl หรือ 2N NaOH   อานผลและบันทึกคา pH  ทําการปรับ pH  
     จนกระท่ังไดคา pH ที่กําหนดไวในหนวยทดลองตามตารางที่ 3.2   พรอมทั้งบันทึกปริมาตรทีใ่ชปรับ  
     ทําเชนน้ี 14 ครั้งและเอาคาปริมาตรของสารละลายทีท่ําใหคา pH ไมแตกตางกนัมากกวา ± 0.02 มา 
     หาคาเฉลี่ย  
(5) การปรับ pH ของ BHI broth ท่ีมีสารโซเดียมแลกเทตและโซเดียมคลอไรดเขมขนตามที่กําหนดไว   
     ในหนวยทดลองท่ีระบไุวในตารางที่ 3.2 โดย เติม 2N HCl หรือ 2N NaOHท่ีฆาเชือ้แลวตามปริมาตร 
     ท่ีไดทําการทดลองไวแลวตามขอ (4) โดยใช Autopipette ขนาด 20-200 ไมโครลติร  เพ่ือปรับคา pH  
     ใหตรงตามตองการ  ขณะเติมใชวธิีการไรเชื้อ (Aseptic technique) ในตูเขี่ยเชื้อ   จนครบทุกขวด 
     อาหารเลีย้งเชื้อตามขอ 3.3.1.1 (2) แลวทําการ เขยาใหเขากันโดยใช เครื่อง Vortex 
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(6) การเตรยีมเชื้อเริ่มตนท่ีจะใชเติมลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อ BHI broth จากขอ (5) โดยทําการเจือจาง  
     MRD จากขอ (1) ที่มีความเขมขนของเชื้อประมาณ 108  cfu/ml เขยาผสมดวย Vortex   แลวดดูดวย  
     Autopipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1,000 ไมโครลิตร ปลอยลงในMRD ปริมาตร 9  
      มิลลิลิตร ทําเชนนี้เรื่อยๆ จนกระทั่งไดความเขมขนตั้งตนประมาณ 104 cfu/ml แลวนําMRD ที่มี 
     ความเขมขนของเชื้อ 104  cfu/ml ลง BHI broth ท่ีเตรยีมไวแลวตามขอ (5) ซ่ึงมีปริมาตร 9 มิลลลิติร 
     ทําใหสุดทายจะไดจํานวนเซลลของเชือ้เริ่มตนในการเลี้ยงมีความเขมขนประมาณ 103 cfu/ml และ  
     นําไปบมทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  
(7) นําขวดที่ช่ัวโมงที ่0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 24, 26, 30, 198, 366 และ 534 ช่ัวโมง 
      ตามลําดับ มาทําการตรวจนับการเจรญิ และเพื่อลดความคลาดเคลือ่นในเรื่องของเวลา   ขวดอาหาร 
      เลี้ยงเชื้อทีท่ําการเติมเชื้อเปนขวดสุดทายจะนํามาตรวจนับการเจรญิของเชื้อ ณ ช่ัวโมงท่ี 0  
(8) นําขวดอาหารเลีย้งเชื้อ BHI broth จากขอ (7) ไปวัดคา pH โดยใชเครื่อง pH meter ทศนิยม 2  
      ตําแหนงเปนเครื่องวัด   ทําการอานผลและบันทึกคาทุกครั้งเมื่อทําการตรวจนับการเจรญิที่เวลา 0, 1,  
      2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 24, 26, 30, 198, 366 และ 534 ช่ัวโมงตามลําดบั  
 
3.3.2 การคาํนวณเพือ่หาคาพารามิเตอร A, C, B, M, Generation time, K, D, L และคา D – Value 
3.3.2.1 การคํานวณเพื่อหาคาพารามิเตอร A, C, B และ M   
(1) นําคาที่ไดจากขอ 3.3.1.3 (7) ไปลงในโปรแกรม LEKSAWASDI RSS MINIMISATION   ซ่ึงเขียน
ในโปรแกรม Excel  ทําการคํานวณโดยใชสมการ Gompertz  equation  เพื่อหาคาพารามิเตอร A, C, B 
และ M   
    สมการ Gompertz  equation 
                      
                      
             
         เมื่อ  Nt = log cell population (log cfu/ml ) 
                              A = log initial cell  population (log cfu/ml) 
                                  C = log maximum cell population - log initial cell population (log cfu/ml)   
                 B = growth rate at M (log cfu/ml/h) 
                             M = time, when growth rate reach maximum (h) 

 

Nt  = A + C e-e
- B(t – M)
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3.3.2.2 การคํานวณเพื่อหาคาพารามิเตอร Generation time   
(1) นําคาพารามิเตอร A, C, B และ M จากขอ 3.3.2.1 มาคํานวณคา generation time โดยใช
ความสัมพันธระหวางพารามิเตอร B และ C จากสมการ Gompertz equation กับคา generation time  
ดังนี ้
        log 10 2 (e) 
   Generation time =  
            BxC 
          เมื่อ C = log maximum cell population - log initial cell population (log cfu/ml)   
                 B = growth rate at M (log cfu/ml/h) 
 
3.3.2.3 การคํานวณเพื่อหาคาพารามิเตอร K, D และ L 
(1) นําคาพารามิเตอร A, C, B และ M ที่ไดจากขอ 3.3.2.1 มาคํานวณหาคา D, K และ L   โดยใช
ความสัมพันธระหวางสมการ Gompertz  equation กับพารามิเตอรการเจรญิเติบโต D, K และ L  จะได
คา Maximum cell population(D), Maximum growth rate(K) และ Lag-phase duration(L) ตามลําดบั 
                                         maximum cell population (D)     =    A+C 
                                         maximum growth rate (K)           =    (BC)/e 
                                         lag-phase duration (L)                 =    M-(1/B) 
 
3.3.2.4 การคํานวณเพื่อหาคา D-Value 
(1) นําคาจากการนับจาํนวนเชื้อเมื่อเชื้ออยูในชวง dead phase มาสรางกราฟการเจรญิในโปรแกรม excel   
(2) สรางสมการถดถอยจากเสนกราฟ ขอ (1) โดยมีสูตรคือ Y = - ax+b 
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ภาพที่ 3.2 ลักษณะการเจรญิในชวง dead phase  
(3) คํานวณคาเวลาที่ทําใหจํานวนเชื้อลดลง 90 % หรือ 1 log cfu/ml จากคาความชันของกราฟ (a) 
 
 3.3.3 การศกึษาระดบัปจจยัท่ีมีผลตอคาพารามิเตอร A, C, B, M, Generation time, K, D, L และ 
          คา D – Value 
(1) นําคาพารามิเตอรท่ีไดจากการคํานวณในขอ 3.3.2 มาคํานวณแบบ factorial ในโปรแกรม SPSS เพ่ือ 
      ศึกษาระดบัของปจจัยท่ีมีผลตอคา A, C, B, M, Generation time, K, D, L และคา D – Value  
 
3.3.4 การสรางสมการความสัมพันธเพือ่หาความสัมพันธระหวางปจจยักับคาพารามเิตอร Generation  
         time, D, K และ L และวิเคราะหทวนสอบความถูกตองของสมการ polynomial equation  
(1) นําคาพารามิเตอร Generation time, D, K และ L กับปจจัยในการทดลองมาหาความสัมพันธ  โดย 
     โปรแกรม SPSS เพ่ือสรางสมการ polynomial equation ของปจจัยทั้งหมด ซ่ึงจะอยูในรูปสมการดังนี ้ 
      Model: Y = a + b1x1 + b2x2 + b3x3 + b11x1

2 + b22x2
2+ b33x3

2+ b12x1x1+ b13x1x3 + b23x2x3         
(2) ทําการคํานวณคาพารามิเตอร D, K และ L จากสมการที่สรางขึน้ในขอ 3.3.4 (1) โดยการแทนคาจริง 
      ของตัวแปรอิสระที่ใชในการทดลอง 
(3) หาคา A, C, B และ M จากคา D, K และ L ที่ไดจากขอ (2) 
(4) ทําการคํานวณจุลนิทรยีตอเวลาจากคา A, C, B และ M ที่คํานวณไดจาก (3) โดยใชสมการ Gompertz  
      equation  
(5) นําคาจํานวนจุลนิทรีย ณ เวลาทีใ่ชในการทดลองจริงไปสรางกราฟ เปรียบเทียบกราฟที่ไดจากการ 
      คํานวณกบักราฟที่ไดจากการทดลองจริง 

hour 

Log cfu / ml 
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