
บทที่ 3 
อุปกรณ สารเคมีและวิธีทดลอง 

 
3.1 วัสดุสําหรับใชในการเลี้ยงเชื้อ 
  

3.1.1 เชื้อจุลินทรีย  
ซาลโมเนลลา เอนเทอริกา เวลเทบเรเดน (Salmonella enterica Weltevreden No. DMST 

17375 ในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อวุนแนวตั้งตรง (Stab) ; กรมวิทยาศาสตรการแพทย จังหวัดนนทบุรี) 
  
 3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

เบรนฮารทอินฟวช่ัน บรอท (Brain Heart Infusion Broth ,BHI; Oxoid, England) 
 เอกซ แอล ดี เอการ (Xylose Lysine Deoxycholate agar, (XLD Agar  );Merck,Germany) 

 บี พี แอล เอส เอการ (Brillient- Green Phenol-red Lactose Sucrose Agar (BPLS  
 Agar ) ; Merck , Germany) 

 
3.2 สารเคมี 
 - โซเดียม ด-ีแอล แลกเทต (Sodium DL-Lactate; Sigma, USA) 
 - โซเดียมคลอไรด (Sodium Chloride; Merck, Germany) 
 - โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium Hydroxide; Merck, Germany) 
 - ไฮโดรคลอริก(Hydrochloric; J.T.Baker, USA) 
 - เปปโตน (Peptone; BD, France) 
 - ผงวุน (Agar; โอ วี เคมิคอล , ประเทศไทย) 
 - น้ํากลั่น  (Distilled Water;โพลสตาร, ประเทศไทย ) 
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3.3  อุปกรณสําหรับใชในการเลี้ยงเชื้อ 
  

3.3.1 อุปกรณสําหรับใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
  - ขวดแกวฝาเกลียวใชสําหรับเล้ียงเชื้อ ขนาดบรรจุ 10  มิลลิลิตร 
  - จานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกไรเชื้อ (Sterile Peti dish; Milliant, France) 
  - ขวดแกวฝาเกลียว (Duran; Schott Duran,Germany)  
  - หลอดทดลอง ขนาด 16x150  มิลลิลิตร (Test Tube; Pyrex, USA) 
  - กระบอกตวง ขนาด 500  มิลลิลิตร และ 1000 มิลลิลิตร 
  - บีกเกอรสแตนเลส ขนาด 2000 มิลลิลิตร  
  - บีกเกอรแกว ขนาด 50 มิลลิลิตร และ 100 มิลลิลิตร (Glass Beaker; Pyrex, USA) 
  - ปเปตแกวขนาด 10  มิลลิลิตร (Glass Pipette; KIMAX, USA) 
  - ชอนตักสาร 
  - แทงแกวคนสาร  
  - เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius, Germany) 
  - หมอนึ่งความดัน ( Autoclave; Gallenkamp, England) 
  - อางควบคุมอณุหภูมิ (เชยีงใหม, ประเทศไทย) 
 
 3.3.2 อุปกรณสําหรับวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 
  - ตู เขี่ยเชื้อ   
  - หวงถายเชื้อ  
  - Autopipette ขนาด 1000  มิลลิลิตร ( Socorex, Switzerland) 
  - Blue Tip ขนาด 1000 มิลลิลิตร (Axygen, USA) 
  - Autopipette ขนาด 500 มิลลิลิตร (MERCK, Germany) 
  - Yellow Tip ขนาด 500 มิลลิลิตร ( Axygen, USA) 
  - ถุงมือ(Glove; เซมเพอรเมด, ประเทศไทย) 
  - เอทานอล 70 % ( Ethanol; โอ วี เคมิคอล , ประเทศไทย) 
  - เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง(pH Meter; WTW pH 357, Germany) 
  - ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Incubator; แสงไทยเครื่องเย็น, เชียงใหม  

   ประเทศไทย ) 
  - ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Incubator; Termaks, Thailand) 
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  - เครื่องนับเชือ้ 
  - เครื่องเขยา (Vortex; Lab-Line, USA) 
 

3.3.3 เคร่ืองประมวลผลขอมูล 
   - เครื่องคอมพิวเตอรสวนบคุคล 
    โปรแกรมสําเร็จรูป 3 โปรแกรม คือ 
  - โปรแกรม LEKSAWASDI RSS MINIMISATION  
  - โปรแกรม Microsoft ® Excel 2002 (Microsoft Corp, USA) 

- โปรแกรม SPSS version 11.5 (SPSS Inc, USA) 
 

3.4 วิธีการทดลอง 
 
การทดลองแบงเปน 6 ตอนดงันี้ 
 

3.4.1 การทดลองตอนที่ 1   
 การศึกษาลักษณะทางกายภาพและทางชีวเคมีของเชื้อจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง และการ
เตรียมเชื้อสตอค (Stock Culture) 

 
นําเชื้อ S. enterica Weltevreden (DMST 17375 )ที่ไดรับจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย มา

ศึกษาลักษณะทางกายภาพและชีวเคมี กอนทําการเก็บเปน Stock Culture ดวยวิธีการดังตอไปนี ้
1. ทําการถาย เชื้อ S. enterica Weltevreden จากหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อวุนแนวตัง้ตรง  ที่ได

จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยวิธีการ ขีด (Streak) ดวยหวงเขีย่เชื้อ ลงบนผิวหนาอาหาร BHI 
Agar ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมเชื้อที่   37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

2. ทําการ ถายเชื้อคร้ังที่ 2 โดยเลือกโคโลนีเดี่ยวจากจานอาหารตาม ขอ 1 ขางบนนี้ แลว    
ขีด (Streak) ลงบนผิวหนาอาหาร BHI Agar ในจานอาหารเลี้ยงเชื้ออีกครั้ง ทําการบมเชื้อ
เชนเดยีวกับขอ 1 แลวนําโคโลนีที่ได มาถายเชื้อดวยวิธีการเดิมอีกเปนครั้งที่ 3  เพื่อใหเชื้อฟนตัว
และมีความสมบูรณ พรอมตอการนําไปใชในการทดลอง 

3. โคโลนีเดี่ยวในจานอาหาร BHI Agar ที่ผานการถายเชื้อ 3 คร้ังจะถกูนําไปเกลี่ย (Smear) 
ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อผิวหนาเอียง (Slant) จํานวน 5 หลอด โดยแตละหลอดเลือกจาก 1 
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โคโลนีเดี่ยว บมเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนาํเชื้อจาก Slant นี้ ไปทดสอบ
ทางกายภาพและชีวเคมีของเชื้อดังนี ้

 
 (ก) นําเชื้อจาก Slant มาทําการ ขีด (Streak) ลงบนผิวหนาอาหาร  Selective media         

 2 ชนิด คือ Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD Agar ) และ  (Brillient- Green Phenol 
 red Lactose Sucrose Agar (BPLS Agar ) 

- ทดสอบ ดวยการ เล้ียงเชื้อใน อาหาร XLD ( Xylose Lysine  
Deoxycholate agar ) โดยทําการ ขีด(Streak) เชื้อ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  XLD 
จํานวน 3 จาน บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชม ลักษณะโคโลนีของ 
Salmonella enterica Weltevreden ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้จะมีลักษณะโคโลนี 
กลม ใส จดุกึ่งกลางของ โคโลนีเปนสีดํา ซ่ึงเกิดจากการที่เชื้อ สราง Ferrous 
sulfate,  และบริเวณ รอบ ๆ โคโลนีเปนสีชมพูใส 

- ทดสอบ ดวยการ เล้ียงเชื้อในอาหาร  BPLS (Brillient- Green Phenol  
red Lactose Sucrose Agar)โดยทําการ ขีด(Streak) เชื้อ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BPLS 
จํานวน 3 จาน บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชม  ลักษณะโคโลนีของ   
S. enterica Weltevreden ในอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดนี้ จะมลัีกษณะโคโลนี กลมสีแดง 
ลอมรอบดวยโซนสีแดง 
(ข) คัดเลือกโคโลนีของเชื้อ ที่มีลักษณะของ Salmonella spp. มาเกลี่ย ลงในหลอด 

อาหารเลี้ยงเชือ้ผิวหนาเอยีง (Slant) บมเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
(ค) นํา Slant จากขอ (ข.) มาทําการทดสอบในขั้นตอมาคือ ทําการใชเข็มเขี่ยเชื้อใน 

หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อผิวหนาเอียง (Slant) จากขอ (ข) ถายเชื้อลงในอาหาร 4 ชนดิ เพื่อ
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ดังตอไปนี้  

- TSI (Triple sugar Iron) โดยการ แทงตรง (Stab) และ เกลี่ย (Smear) 
จํานวน 3 หลอด  บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชม 

- Urea Agar โดยวิธีการ เกลีย่ (Smear)  จํานวน 3 หลอด บมที่ 37 องศา 
เซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชม 

- MIL ( Motile Indole  Lysine)   โดยการ แทงตรง (Stab)  จํานวน 3  
หลอด บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชม 

- MR-VP โดยวิธีการเขี่ยเชื้อลงในหลอดอาหารจํานวน 3 หลอด บมที่ 37  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชม  
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(ง) เชื้อจาก Slant เดิมจากขอ (ข) ใหใชเข็มเขี่ยเชื้อ ขีด (Streak) ลงบนผิวหนา 

อาหาร BHI Agar ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จํานวน 3 จาน บมเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 -48 ชม.  

(จ) นาํเชื้อจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อจากขอ (ง) มาทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ 
ของเชื้อดวยการยอมสีกรัม 

 (ฉ) เมื่อผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อ และการยอมสีแกรม จากการทดลองใน 
ขอ (ค) และ (จ)  ถูกตองตามคุณสมบัติของ Salmonella spp. จึงทําการ ถายเชื้อจากจาน
อาหารเลี้ยงเชือ้ BHI agar ที่ทําไวในขอ (ง) ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชือ้BHI วุนผิวหนาเอียง
จํานวน 15 หลอดเพื่อเก็บไวใชในการทดลอง เปน เชื้อสตอค ตอไป 

 
3.4.2 การทดลองตอนที่ 2   
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว , สารที่ใชสําหรับการทดลอง และการทดสอบการปนเปอน  

 
3.4.2.1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว(Brain Heart Infusion Broth (BHI) 

 และการทดสอบการปนเปอน  
 
 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสําหรับ 1  ชุดการทดลอง จะเตรยีมขวดทดลอง

 ทั้งหมด จํานวน 50 ขวด แตละขวดมีปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 9 มิลลิลิตร 
 โดย 36 ขวด  เตรียมสําหรับการทดลองใน 18 ชวงเวลา ทําทั้งหมด 2 ซํ้า 
 และ 14 ขวด  เตรียมสําหรับใชในการทดลองปรับคาความเปนกรด-ดาง  

 
สวนประกอบของอาหารมีดังนี้ 
Brain Heart Infusion Broth    16.65   กรัม 
น้ํากลั่น      450  มิลลิลิตร 
 
ในกรณีที่มีการปรับระดับของ  
โซเดียมแลกเทต (60 % w/v)  เปน 1.2 %   
จะเติมโซเดยีมแลกเทต      9  มิลลิลิตร   
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ในกรณีที่มีการปรับระดับของ  
โซเดียมแลกเทต (60 % w/v)  เปน 2.4 %   
จะเติมโซเดยีมแลกเทต     18 มิลลิลิตร 
 
ในกรณีที่มีการปรับระดับของ 
โซเดียมคลอไรด 2 %  จะเตมิโซเดียมคลอไรด  9 กรัม 
โซเดียมคลอไรด 4 %  จะเตมิโซเดียมคลอไรด 18 กรัม  
 

 ทําการฆาเชื้อ ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหอาหารที่เตรียมนั้นเย็น
 ลง แลวจึงนําเขาเก็บในหองเย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส รอเวลาที่จะถูกนําออกมาใชงาน  

 อาหารเหลวทีใ่ชเล้ียงเชื้อ  BHIB จะถูกเตรยีมเพื่อใชในการทดลองลวงหนากอนที่
 จะทําการทดลอง ประมาณ 2 วัน เพราะในแตละชดุของการทดลองจําเปนตองเตรียม
 จํานวนขวดอาหารเหลวปริมาณมาก  

 กอนนําอาหารเลี้ยงเชื้อ BHIB ไปทําการทดลองจริง 1 วัน จะสุมขวดอาหารเลี้ยง
 เชื้อ ที่เก็บในหองเย็นออกมา จํานวน 3 ขวด เพื่อนํามาทดลองการปนเปอน ดวยวธีิการ 
 Pour plate หากผลการทดลองพบวาขวดที่สุมออกมาเกดิการปนเปอน ไมวาจะเกดิการ
 ปนเปอนจากขัน้ตอนใด จะตองทําการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อขึ้นใหม 

ทําการทดสอบการปนเปอน ดังนี ้ 
 1. ใชปเปต ดดูอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากขวดอาหารเลี้ยงเชื้อที่

 สุมออกมา ใสลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ขวดละ 2 จาน  
 2. ใชเทคนิคการ Pour plate โดยการเทอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BHI Agar ซ่ึงไดฆาเชื้อ

 และหลอมเหลวแลวอุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียส จํานวน 10 -15 มล. ลงไป และผสม
 สารละลายของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHIB และอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI Agar ใหกระจายเขา
 กันดี โดยการเขยาไปขางบนและขางลาง 5 คร้ัง เขยาไปทาง ซายและขวา 5 คร้ัง เขยาให
 หมุนตามเข็มนาฬิกา และทวนเข็มนาฬกิาอยางละ 5 คร้ัง และในขณะเขยาควรระมดัระวัง
 ไมใหอาหารเลอะติดฝาจานเลี้ยงเชื้อ  

 3. ปลอยใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว แลวจงึคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อลง และ นําไป
 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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3.4.2.2 การเตรียมสารละลายที่ใชในการเจือจางจุลินทรีย  Maximum Recovery  

Diluent  (MRD)  และการทดสอบการปนเปอน 
จะทําการเตรยีม Maximum Recovery Diluent ใสหลอดทดลอง หลอดละ 9 

มิลลิลิตร  
มีสวนประกอบดังนี ้
NaCl   0.85 % 
Peptone   0.1 % 
  

 ทําการฆาเชื้อ ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหอาหารที่เตรียมนั้นเย็น
 ลง แลวจึงนําเขาเก็บในหองเย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส รอเวลาที่จะถูกนําออกมาใชงาน  

  โดย Maximum Recovery Diluent จะถูกเตรียมขึ้นลวงหนา และเก็บรักษาดวย
 วิธีการเชนเดียวกับการเตรียม BHIB และจะถกูสุมออกมาทําการทดสอบการปนเปอนดวย
 วิธีการเชนเดียวกัน 

 ทําการสุมหลอดทดลองที่บรรจุสารที่ใชในการเจือจางจลิุนทรีย (MRD) ที่เตรียม
 ใชในการทดลองจํานวน 3 หลอดทดลอง มาทําการทดสอบการปนเปอนดังนี ้

 1. ใชปเปต ดดู MRD ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากหลอดทดลองที่สุมออกมา ใสลงใน
 จานอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย 1 หลอดของ MRD จะทําการดูดลงจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จํานวน 2 
 จาน 

 2. ใชเทคนิคการ Pour Plate โดยการเทอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง BHI Agar ซ่ึงไดฆาเชื้อ
 แลวและหลอมเหลวแลวอุณหภูมิ ประมาณ 45 องศาเซลเซียส จํานวน 10-15 มล. ลงไป
 และผสมสารละลายของสารที่ใชในการเจอืจางจุลินทรีย MRD และอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI 
 Agar ใหกระจายเขากันดี โดยการเขยาไปขางบนและลาง 5 คร้ัง เขยาไปทาง ซายและขวา 5 
 คร้ัง เขยาใหหมุนตามเข็มนาฬิกา และทวนเข็มนาฬกิาอยางละ 5 คร้ัง และในขณะเขยาควร
 ระมัดระวังไมใหอาหารเลอะติดฝาจานเลี้ยงเชื้อ  

 3. ปลอยใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว ทําการคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อลง และ นําไปบม
 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
   

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

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



 47

 สําหรับขั้นตอน ในขอ 3.4.2.1 และ 3.4.2.2 เปนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (BHIB) 
และสารเจือจางจุลินทรีย (MRD) พรอมวิธีการทดสอบการปนเปอน สําหรับ 1 ชุดการทดลอง และ
จะทําเชนเดยีวกันนีใ้น ทั้งหมด 27 ชุดการทดลอง  
 

3.4.2.3 การทดสอบความเปนกรด-ดางของ โซเดยีมแลกเทต   
ความเขมขน  60 % W/V 

  ใชปเปตดูดโซเดียมแลกเทตปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากขวดบรรจุ ใสลงในขวด
 อาหารเลี้ยงเชือ้ที่สะอาด  จาํนวน 3 ขวด แลวทําการวดัคาความเปนกรด-ดางของสารกอน
 การนึ่งฆาเชื้อ และหลังจากนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อ ที่ อุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซียส 
 ความดัน 15 ปอนด เปนเวลา  15 นาที  การทดสอบความเปนกรด-ดางของโซเดียมแลคเท
 ตจะทําการทดสอบครั้งเดียว  
 

3.4.3 การทดลองตอนที่ 3  
การทดลองเพื่อหาปริมาณของเชื้อเบื้องตน  

 
3.4.3.1 การทดลองเพื่อหาปริมาณของเชื้อ Salmonella  Typhimurium ท่ีเล้ียงใน 

               อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHIB  และบมท่ี 37 องศาเซลเซียส    เปนเวลา 24 ชัว่โมง  
 

  (ก)  ถายเชื้อ Salmonella Typhimurium จาก สตอคเชื้อที่เตรียมไว ดวยวิธีการ
 เตรียม เชนเดยีวกับการเตรียม สตอคเชื้อของ Salmonella  enterica Weltevreden   ตามขอ 
 3.4.1.3(ฉ) ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI Agar เพาะเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
 ช่ัวโมง ทําการขีดเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชือ้เชนเดยีวกันนี้ เปนจํานวน 3 คร้ัง ดวยวิธีการ
 เดียวกัน 

(ข)  เขี่ยเชื้อ  Salmonella Typhimurium 1 โคโลนี จากจานอาหารที่ผานการ ขีดเชื้อ
เปนครั้งที่ 3 ลงเล้ียงในขวดที่บรรจุ  BHI  Broth 10 มิลลิลิตร จํานวน 2 ขวด 

(ค) ใชเข็มเขีย่เชื้อจากรองรอยของโคโลนีเดิมในขอ (ข) ไปทําการยอมสีกรัม เพื่อ 
ยืนยนัความบริสุทธิ์ของเชื้อหากเชื้อไมบริสุทธิ์ จะตองยกเลิกการเลี้ยงเชื้อใน BHI Broth 
และตองทําการ ถายเชื้อจาก เชื้อสตอคใหม 
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(ง) หากการยอมสีกรัมเปนทีน่าพอใจ คือพบลักษณะของโคโลนีของเชื้อ เมื่อมอง 
ผานกลองจุลทรรศน มีลักษณะเปนทอนสัน้ ติดสีแดงของ Carbol Fuchsin จึงนําขวดอาหาร
เล้ียงเชื้อ BHI Broth ที่เตรียมในขอ (ข) ไปทําการเพาะเชือ้ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง 

(จ) นาํเชื้อที่เตรียมไวจากขอ (ง) ทั้ง 2 ขวด มาทําการเจือจางใน Maximum 
 Recovery Diluent (MRD) จนไดความเขมขนที่ตองการ โดยการทดลองนี้ไดทําการเจือจาง
 จาก 10-1–10-9 โดยกอนทาํการเจือจางในแตละครั้งตองเขยาหลอดทดลองดวยเครื่องเขยา 
 ใหเชื้อกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ  

(ฉ) ใชปเปตดูดสารละลายเชื้อจากหลอดทดลองที่ไดทาํการเจือจาง และมีความ
เขมขนต่ําที่สุด คือ 10-9 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกไรเชื้อ ทํา
จํานวน 2 จาน ตอ 1 ความเขมขน จากนั้นใชปเปตอันเดิมดูดสารละลายเชื้อที่มีความเขมขน
เพิ่มมากขึ้นอนัดับถัดไปก็คอื 10-8 และ 10-7 ไปจนถึง 10-2 โดยทุกความเขมขนจะดูด
สารละลายเชื้อจํานวน 1 มิลลิลิตร และ ทําจาํนวน 2 จานตอ 1 ความเขมขนเชนกนั 

(ช) เทอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI Agar ซ่ึงไดฆาเชื้อและหลอมเหลวแลว (อุณหภูมิไม 
เกิน 45 องศาเซลเซียส) ลงผสมกับสารละลายของเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อ ใหกระจายใหเขา
กันดีโดยการเขยาไปขางบนและลาง 5 คร้ัง เขยาไปทาง ซายและขวา 5 คร้ัง เขยาใหหมุน
ตามเข็มนาฬกิา และทวนเข็มนาฬิกาอยางละ 5 คร้ัง และในขณะเขยาควรระมัดระวงัไมให
อาหารเลอะตดิฝาจานเลี้ยงเชื้อ  

(ซ) ปลอยใหอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัว ทําการคว่ําจานอาหารเลี้ยงเชื้อลง และ นาํไป
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

(ฌ) นับจํานวนโคโลนีของเชื้อที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีโคโลนีขึ้นอยูระหวาง  
30-300 โคโลนี นําไปคํานวณหาจํานวนของเชื้อที่มีอยูในตัวอยางเปน cfu/ml  
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3.4.3.2  การทดลองเพื่อศึกษาการเจริญของ S. enterica Weltevreden (DMST 
17375) ในอาหารที่มี โซเดียมแลกเทต  3  ระดับ คือ   0 %, 1.2 % และ 2.4 % โดยไมมีการ
เติมปจจัยอ่ืนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 
  ในขั้นตอนของการเตรียมกลาเชื้อที่จะใชในการทดลอง ใหทําการ เตรยีม ดังขอ  
 3.4.3.1 (ก) ถึง ขอ 3.4.3.1 (ง) ที่ไดกลาวมาแลวขางตน  สวนการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว 
 สําหรับการทดลองนี้ ทําตามขอ 3.4.2.1 แตจะไมมีการเติมโซเดียมคลอไรด และไมมีการ
 ปรับ ความเปนกรด-ดางในอาหาร และทําการทดลองดังนี้ 

(ก) นํากลาเชื้อที่เตรียมไว  มาทําการเจือจางใน Maximum Recovery Diluent  
(MRD) จนไดความเขมขนทีต่องการคือ เจอืจางจาก 10-1 – 10-5 โดยกอนทําการเจือจางใน
แตละครั้งตองเขยาหลอดทดลองดวยเครื่องเขยา ใหเชื้อกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ  

(ข) เขยาเชื้อในหลอดทดลองดวยเครื่องเขยา จนเชื้อกระจายตวั อยางสม่ําเสมอ  
แลวใชปเปตดดูเชื้อจากหลอดทดลองที่ผานการเจือจางแลว มีความเขมขนเชื้อเทากบั 10-5 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHIB 3 ชุดคืออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
BHIB ที่มี ความเขมขนของ โซเดียมแลกเทต 0 % , ชุดที่มี ความเขมขนของ โซเดยีมแลก
เทต 1.2 % และ ชุดที่มี ความเขมขนของ โซเดียมแลกเทต 2.4 %  โดยแตละชุด
ประกอบดวยขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ BHIB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จํานวน 48 ขวด  ทําการศึกษา 
24 ชวงเวลาคอื ช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 28, 32, 
48,72, 240, 408  และ ทํา 2 ซํ้า เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเหลานีจ้ะมีความเขมขนที่เจือจาง
อีกหนึ่งความเขมขน นั่นคือเทากับ 10-6 

(ช) เมื่อเติมเชือ้เสร็จสิ้น ใหทําการบมเชื้อ ที่ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ทันที เพื่อ 
ลดความคลาดเคลื่อนในเรื่องของเวลา โดยขวดที่ถูกเติมเชื้อเปนขวดสุดทายจะนํามาตรวจ
นับการเจริญของเชื้อ ณ ช่ัวโมงที่ 0 และทําการตรวจนับการเจริญของเชื้อในขวดอื่น ๆ  
ตามชวงเวลาที่กําหนด  อีก 23 ชวงเวลา 
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3.4.4 การทดลองตอนที่ 4  
ผลการศึกษาการเจริญของ S. enterica Weltevreden (DMST 17375) ในสภาวะของอาหาร
เล้ียงเชื้อท่ีมี การผันแปรปจจัยคือ โซเดียมแลกเทต  โซเดียมคลอไรด และความเปนกรด-
ดาง อยางละ 3 ระดับ  
 

การทดลองนีป้ระกอบดวยปจจัยคือ โซเดียมแลกเทต , โซเดียมคลอไรด และความ
เปนกรด-ดาง และแตละปจจยัมี 3 ระดับ ซ่ึงมีความสําคัญเทาๆ กัน จึงวางแผนการทดลอง
เปนแบบ Factorial Experiment ซ่ึงมีขอดีคือ สามารถศึกษาปจจยัไดหลายปจจัยในการ
ทดลองเดียว รวมทั้งสามารถศึกษาถึงปฏิกิริยาสัมพันธ (Interaction) ระหวางปจจยัตาง ๆ 
ได ทําใหสามารถสรุปไดชัดเจนมากขึน้ เพราะทุกหนวยทดลองถูกนํามาประมวลผล 
 การทดลองนีป้ระกอบดวย ปจจัย 3 ปจจัย และ แตละปจจัยมี 3 ระดับ คือ 

1.โซเดียมแลกเทต  0, 1.2 และ 2.4 เปอรเซ็นต 
2.โซเดียมคลอไรด  0, 2 และ 4 เปอรเซ็นต 
3. ความเปนกรด-ดาง 6.5, 7.0 และ 7.5  

 โดยหนวยทดลองที่ทําการศึกษา คือ S. enterica Weltevreden (DMST 17375) เปน
หนวยทดลองมาจากแหลงเดียวกัน สายพันธเดียวกนั เจริญเติบโตในสภาวะเดียวกันและ
เวลาเทากนั  จดัเปนหนวยทดลองที่มีความสม่ําเสมอ  
 การทดลองนี้เปนการวางแผนการทดลองแบบ 33 Factorial in CRD โดยชุดการ
ทดลองจะมีทัง้หมด 27 ชุด และแสดงดังตารางที่ 3.1  
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ตารางที่ 3.1 ระดับของโซเดียมแลกเทต  โซเดียมคลอไรด และความเปนกรด-ดาง ที่ใชในการ
ทดลอง 

ชุดการทดลอง โซเดียมแลกเทต(%) โซเดียมคลอไรด(%) ความเปนกรด-ดาง 

1 0 0 6.5 
2 0 0 7.0 
3 0 0 7.5 
4 0 2 6.5 
5 0 2 7.0 
6 0 2 7.5 
7 0 4 6.5 
8 0 4 7.0 
9 0 4 7.5 

10 1.2 0 6.5 
11 1.2 0 7.0 
12 1.2 0 7.5 
13 1.2 2 6.5 
14 1.2 2 7.0 
15 1.2 2 7.5 
16 1.2 4 6.5 
17 1.2 4 7.0 
18 1.2 4 7.5 
19 2.4 0 6.5 
20 2.4 0 7.0 
21 2.4 0 7.5 
22 2.4 2 6.5 
23 2.4 2 7.0 
24 2.4 2 7.5 
25 2.4 4 6.5 
26 2.4 4 7.0 
27 2.4 4 7.5 
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การทดลองนี้ อาหารเลี้ยงเชือ้เหลว BHIB จะถูกปรับระดับของ ปจจัยที่เกี่ยวของ 
ทั้งหมด อยางละ 3 ระดับ โดย โซเดียมแลกเทต และ โซเดียมคลอไรด จะทําการปรับ
ในชวงการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว สวนคาความเปนกรด-ดาง ของอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว 
จะถูกปรับกอนการทําการทดลอง  

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว สําหรับการทดลองใน 1 ชุดการทดลอง จะเตรียม 
เปนจํานวนทั้งหมด 50 ขวด  ใชในการทดลองเลี้ยงเชื้อจํานวน  36 ขวด เพื่อตรวจนับการ
เจริญของเชื้อ 18 ชวงเวลา คอืช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 26, 30, 
198, 366 และ 534 โดยทําการทดลอง 2 ซํ้า สวนที่เหลือ 14 ขวด ใชสําหรับทดลองปรับคา
ความเปนกรด-ดาง 

ทําการทดลองดังขั้นตอนตอไปนี ้
ในขั้นตอนของการเตรียมกลาเชื้อที่จะใชในการทดลองใหเตรียม ดังขอ 3.4.3.1 (ก) 

ถึง ขอ 3.4.3.1 (ง) ทีไ่ดกลาวมาแลวขางตน  สวนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว สําหรับ
การทดลองนี้ ทําดังนี ้

(ก) นําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHIB ที่เตรียมและเก็บในหองเย็น ออกมาทําการแยก 
ขวดสําหรับทดลองจริง 36 ขวด และ ขวดสําหรับทดลองปรับความเปนกรด-ดาง 14 ขวด 
โดยขวดสําหรับใชในการทดลองจริง จะถูกนําไปตดิหมายเลขระบุลําดบัที่ในการตรวจนับ
การเจริญ และวางทิ้งไวในตูเขี่ยเชื้อ ที่เปดแสง UV เพื่อฆาเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว และ
ฆาเชื้อที่อาจตดิมากับอุปกรณที่เตรียมไวในตู  

(ข) สวนขวดอาหารเหลว 14 ขวด ที่จะใชในการทดลองปรับคาความเปนกรด-ดาง 
จะนําไปวดัคาความเปนกรด-ดางในแตละขวดดวยเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง แลว
บันทึกคาไว ทําการปรับคาความเปนกรด-ดางในแตละขวดดวย NaOH 2 N หรือ HCl 2 N 
ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด เปนเวลา  15 นาที 
แลวจนไดคาของกรด-ดาง ตามที่ตองการใชในการทดลอง จดบันทึกปริมาตรของกรดหรือ
ดางที่ใชไป เพื่อหาคาเฉลี่ยของกรดหรือดาง ที่ใชในการปรับ จากการทดลองปรับที่ไดคา
ใกลเคียงกับทีต่องการเปนจาํนวน  5 คร้ัง  

(ค) ปรับคาความเปนกรด-ดางในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHIB ทั้ง 36 ขวดในตู 
เขี่ยเชื้อ ตามปริมาตร ที่ไดทดลองปรับในขอ (ข) ดวย เทคนิคไรเชื้อ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ไดจากขัน้ตอนนี้จะเปนอาหารที่เตรียมพรอมสําหรับการทดลอง เพราะมีระดับของปจจัย
ในการทดลองครบทั้ง 3 ปจจัย แลว 
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(ง) นํากลาเชื้อที่เตรียมไว  มาทําการเจือจางใน Maximum Recovery Diluent  
(MRD) จนไดความเขมขนทีต่องการคือ เจอืจางจาก 10-1 – 10-5 โดยกอนทําการเจือจางใน
แตละครั้งตองเขยาหลอดทดลองดวยเครื่องเขยา ใหเชื้อกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ  

(ฉ) เขยาเชื้อในหลอดทดลองดวยเครื่องเขยา จนเชื้อกระจายตวัอยางสม่ําเสมอ  
แลวใชปเปตดดูเชื้อจากหลอดทดลองที่ผานการเจือจางแลว มีความเขมขนเชื้อเทากบั 10-5 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHIB ที่เตรียมทั้งหมด โดยเชื้อใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลวเหลานีจ้ะมีความเขมขนที่เจือจางอกีหนึ่งความเขมขน คือเทากบั 10-6 

(ช) เมื่อเติมเชือ้เสร็จสิ้น ใหทําการบมเชื้อ ที่ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ทันที เพื่อ 
ลดความคลาดเคลื่อนในเรื่องของเวลา โดยขวดที่ถูกเติมเชื้อเปนขวดสุดทายจะนํามาตรวจ
นับการเจริญของเชื้อ ณ ช่ัวโมงที่ 0 และทําการตรวจนับการเจริญของเชื้อในขวดอื่น ๆ  
ตามชวงเวลาที่กําหนด  อีก 17 ชวงเวลา 

 
3.4.4.1 การตรวจนับการเจริญของเชื้อ 

 
การทดลองในขอ 3.4.3.1 และ 3.4.3.2 จะทาํการตรวจนับการเจริญของเชื้อตาม 

ชวงเวลาทีก่ําหนด ดวยวิธีการเดียวกันคือตรวจนับการเจริญของเชื้อดวยวิธีการ Drop Plate 
ดังนี ้

(ก) นําเชื้อที่เล้ียงใน BHI Broth จากตูบมอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ออกมาทําการ 
เจือจางดวยการใชปเปตดูดสารละลายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรใสลงในหลอดทดลองที่มี  
MRD  9 มิลลิลิตร  และทําการเจือจางตอไปจนไดความเขมขนที่เหมาะสม ซ่ึงขึ้นอยูกับแต
ละชวงเวลาของการทดลอง เชนในชวงเวลาเริ่มแรกของการทดลอง เชื้อจะมีปริมาณนอยจึง
เจือจางนอย แตหากมีปริมาณชวงเวลาเพิม่ขึ้น จะตองทาํการเจือจางมากขึ้น หรืออาจสังเกต
จากสีและลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อ หากยังคงใสแสดงวาเชื้อยังมีปริมาณนอย แตหาก
พบวาเริ่มขุน แสดงถึงการที่เชื้อจะมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงจะตองทําการเจือจางมากขึ้น 
โดยกอนทําการเจือจางในแตละครั้งตองเขยาหลอดทดลองดวยเครื่องเขยา ใหเชื้อกระจาย
ตัวอยางสม่ําเสมอ  

(ข) ใชปเปตดดูเชื้อ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตรจากแตละความเขมขนที่ไดจากการเจือ 
จางแลวนัน้ หยดลงบนผิวหนาอาหารแข็ง BHI Agar ที่ผานการอบผิวหนาอาหารใหแหงใน
ตูบมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 15-20 นาที โดยทําการหยดเชื้อที่มคีวาม
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เขมขนนอยไปหามาก  ดังภาพที่ 3.1  จากแตละความเขมขนใหทํา 2 ซํ้า โดยการหยดลงบน
อาหารจํานวน 2 จาน 

 
 ภาพที่  3.1  ลักษณะการหยดเชื้อลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ในการทํา Drop plate 

 
(ค)ใชหวงถายเชื้อที่ลนไฟจนรอนแดงแลวทิ้งใหเยน็ลง เกลี่ยหยดเชื้อใหกระจาย 
(ง) บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ช่ัวโมง นับจํานวน 

โคโลนีที่ขึ้นระหวาง 5-50 โคโลนี คํานวณเปน cfu/ml และเปลี่ยนคาเปน log cfu/ml 
(จ) นาํขวดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ที่ผานการตรวจนับการเจริญของเชื้อแลว ไปวดัคา 

ความเปนกรด-ดาง แลวบนัทึกคาความเปนกรด-ดางในแตละขวด ของแตละชวงเวลาเพื่อ
ใชประกอบการศึกษาการเจรญิของเชื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
         10-1          10-2

 
 
 

       10-3        10-4
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3.4.5 การทดลองตอนที่ 5 
การสรางกราฟการเจริญเติบโต และ การคํานวณเพื่อหาคาพารามิเตอรท่ีตองการศึกษาคือ   
คา Maximun growth rate(K)  คา Maximum cell population (D)  คา Lag phase 
Duration (L) และ  คา Generation Time(GT)  

 
  การวิเคราะหในขั้นตอนนีใ้ชการวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 2 โปรแกรมคือ 

(ก) LEKSAWASDI RSS MINIMISATION  
(ข) โปรแกรม Microsoft ® Excel 2002  

 
(ก) การวิเคราะหดวย LEKSAWASDI RSS MINIMISATION เพื่อหาคาของ  

 พารามิเตอร 4 ตัวที่เกีย่วของใน Gompertz  equation  
 
นําขอมูลของปริมาณเชื้อที่ไดจากการตรวจนับการเจริญ จากการเก็บขอมูลการ

ทดลอง 2 ซํ้า มาวิเคราะหดวย LEKSAWASDI RSS MINIMISATION ซ่ึงไดกําหนดให
วิเคราะห ดวย Gompertz equation และ กําหนดคาของพารามิเตอร ที่เกี่ยวของพรอมทั้ง
ระบุ ชวงต่ําสุดและสูงสุดใหแกพารามิเตอรแตละตัว ในขั้นตอนนี้จะไดคาของขอมูลของ
พารามิเตอรจากการวิเคราะห 4 คา คือ   A B C และ M 
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 ภาพที่ 3.2   การหาคาของ A B C และ M ดวย  Gompertz equation  
 

พารามิเตอร A และ C  สามารถหาไดดวยวธีิการ ลากเสนกราฟการเจรญิไปตัดกับ 
แกน Y  แตคาของพารามิเตอร B และ M ไมสามารถหาไดอยางสะดวกดวยการประเมิน
จากกราฟ จึงใชโปรแกรม LEKSAWASDI RSS MINIMISATION  ในการสรางกราฟเสน
โคงที่สมบูรณ (Fitted curves) และคํานวณคาของพารามิเตอร ทั้ง 4 ตัวคือ A B C M ให 

ขอมูลที่ไดจะประกอบไปดวยขอมูลคา A B C M ของขอมูลใน ซํ้าที่ 1 และ ขอมูล
ของซ้ําที่ 2 โดยแตละซ้ําจะมทีั้งหมด 27 คา 

 
(ข) การวิเคราะหขอมูลดวย โปรแกรม Microsoft ® Excel 2002 
นําขอมูลคา  A B C M ของขอมูลใน ซํ้าที่ 1 และ ขอมูลของซ้ําที่ 2 โดยแตละซ้ําจะ

มีทั้งหมด 27 คาที่ไดจากการวิเคราะหจากขอ (ก) มาวิเคราะหในขัน้ตอมาดวยการ สราง
สูตรคํานวณในโปรแกรม Microsoft ® Excel 2002  เพือ่ใหไดคาของ K, D,  L, และ GT อีก 
2  ชุด และแตละชุดก็จะมี 27 คา เชนกัน 
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คํานวณคา K, D , L และ  GT  จากสูตรดังตอไปนี ้  

Maximum Growth Rate    (K)  =    B*C  
               e 

Maximum Cell Population  (D)  =   A + C 
 

Lag-Phase Duration   (L)  =   M- 1                   B   
GT (Generation Time)  GT = [log 10 (2)] e 
             B*C 

 
3.4.6 การทดลองตอนที่ 6 
การวิเคราะหผลขอมูลดวยโปรแกรมทางสถิติ  
 

3.4.6.1 การวิเคราะหผลขอมูลดวยโปรแกรมทางสถิติ จะทําการวิเคราะหขอมูล
ดวย โปรแกรม SPSS Version  11.5  For Window  โดยในขั้นตอนนี้จะนําขอมูลคา K, D,  
L และ GT  อยางละ 2  ชุดจาก 2 ซํ้า โดยในแตละชุดจะมี 27 คา ที่ไดจากการวิเคราะหใน
การทดลองตอนที่  5   

โดยประกอบดวยการวเิคราะห 2 แบบคือ  
 

1. การวิเคราะหเพื่อหาความแปรปรวนระหวางชุดขอมูล(Analysis of varience ) 
และการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของขอมูล ในปจจยัแตละตัว  

ทําการวิเคราะห ANOVA เปนแบบ  33 Factorial in CRD และเลือกวิธีการ
วิเคราะหคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan 

 
2.  การวิเคราะหเพื่อสรางสมการ Polynomial equation ของ K D L และ GT  ของ 

S. enterica Weltevreden (DMST 17375) ที่เจริญใน อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ในขั้นตอนนี้จะเปนการวิเคราะห Multiple Linear Regression   แบบ 33 Factorial 

in CRD เพื่อใหได สมการ Polynomial Equation 4  สมการ คือ สมการของคา K, D,  L และ  
GT 
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3.4.6.2  การวิเคราะหเพื่อสรางสมการ Polynomial equation ของ K, D, L และ GT 
จากขอมูลการเจริญของ S. enterica Weltevreden (DMST 17375) ที่เจริญในสภาวะของ
อาหารที่มีการเพิ่ม ระดับของอุณหภูมิอีก 1 ระดับคือ อุณหภูมิ ที่ 35 องศาเซลเซียส เขารวม
ในการวิเคราะห  

ในขั้นตอนนี้จะเปนการวิเคราะห Multiple Linear Regression   แบบ 33 x 2 
Factorial in CRD  เพื่อใหได สมการ Polynomial Equation 4  สมการ คอื สมการของคา K, 
D,  L และ  GT  ที่จะสามารถใชทํานายการเจริญของเชื้อ S. enterica Weltevreden (DMST 
17375) ที่ไดรับอิทธิพลจากอุณหภูมิ เพิ่มขึ้นอีก หนึ่งปจจัย  

 
  

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

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


