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ค ำน ำ 

คู่มือการปฏิบัติงานต าแหน่งนักวิทยาศาสตร์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา

ฉบับนี้ จัดท าขึ้นเพื่อใช้เป็นแนวทางในการปฏิบัติงานของนักวิทยาศาสตร์ เกี่ยวกับการเตรียม

ปฏิบัติการรายวิชาต่างๆที่เกี่ยวข้องกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้ ายาทดสอบ ใน

แขนงวิชาจุลชีววิทยาคลินกิและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ เพื่อสนับสนุนการเรียนการสอนและ

การบริการแก่ผู้รับบริการ อันได้แก่คณาจารย์ นิสิต หรือบุคคลอื่นที่เกี่ยวข้องทั้งในและนอก

สาขาวิชาฯ ได้ยึดถือและปฏิบัติเพื่อให้การท างานมปีระสิทธิผลสูงสุด  

งานปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ หวังเป็นอย่างยิ่งว่า

เอกสารฉบับนีจ้ะเป็นแนวทางและเกิดประโยชน์ต่อผูป้ฏิบัติงานในการเตรียมความพร้อมในการ

ด าเนินงานต่างๆซึ่งจะท าให้ผู้ปฏิบัติงานหลักหรือผู้ปฏิบัติงานร่วมรวมถึงผู้ที่สนใจทราบถึง

ขั้นตอนการปฏิบัติงาน รวมทั้งได้ปรับปรุงขัน้ตอนการปฏิบัติงานให้เหมาะสมอยู่ตลอดเวลา และ

สามารถช่วยให้ทราบระยะเวลาในการด าเนินงานเพื่อวางแผนในการปฏิบัติงานในแต่ละครั้งได้ 

นอกจากนี้คู่มือปฏิบัติงานฉบับนี้ยังเป็นประโยชน์ต่อผู้รับบริการทราบขั้นตอนการปฏิบัติงาน

และยังสามารถท าให้การบริการเป็นไปด้วยความสะดวกต่อกระบวนการเรียนการสอน

โดยเฉพาะการสนับสนุนการเรียนการสอนในสาขาที่เกี่ยวข้อง มากยิ่งขึ้นและยังเป็นประโยชน์

ต่อบุคลากร ฝ่ายต่างๆ เพื่อให้เกิดความมั่นใจในการให้บริการที่มีคุณภาพ การปฏิบัติงานตาม

กฎระเบียบ ข้อบังคับ หลักเกณฑ์ และวิธีการที่ก าหนด เพื่อการปฏิบัติอย่างสม่ าเสมอและมี

ประสิทธิภาพสอดคล้องกับนโยบายและวัตถุประสงค์ของคณะฯและสถาบันฯ และเป็น

ประโยชน์อย่างยิ่งต่อการจัดการความรูใ้นองค์กรหรอืหนว่ยงานอื่นที่สนใจอกีด้วย 
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คู่มือปฏิบัติงานเรื่อง การเตรียมและการควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และ

น้ ายาทดสอบ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา เล่มนี้ จะส าเร็จลุล่วงมิได้หากไม่ได้รับ

ความกรุณาของคณาจารย์สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร ์มหาวิทยาลัยพะเยา 

ที่คอยให้ค าปรึกษา ข้อเสนอแนะ ติดตามความก้าวหน้า และแก้ไขข้อบกพร่องต่าง ๆ ขอบคุณ

บุคลากร คณะสหเวชศาสตร์ที่ให้ความช่วยเหลือในการจัดท าคู่มือปฏิบัติงาน จนท าให้คู่มือ

ปฏิบัติงานเล่มนี้มคีวามสมบูรณ์และส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี  

ผู้จัดท ารู้สึกซาบซึ้งในความกรุณาเป็นอย่างยิ่ง จึงขอขอบพระคุณด้วยความเคารพ

อย่างสูงสุดท้ายนี้ผู้จัดท าขอให้คู่มือปฏิบัติงานเล่มนีไ้ด้เป็นประโยชน์ส าหรับผู้ปฏิบัติงานและผูท้ี่

สนใจ คุณประโยชน์และความดีอันพงึมีจากคู่มอืปฏิบัติงานเล่มนี้ ผูจ้ัดท าขอมอบใหแ้ก่ทุกท่านที่

มีสว่นร่วมในการจัดท าในครั้งนี ้
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 

 คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ได้จัดตั้งขึ้นพร้อมกับมหาวิทยาลัยพะเยา ซึ่ง

ได้แยกตัวออกจากมหาวิทยาลัยนเรศวร จากเดิมที่มีสถานภาพเป็นวิทยาเขตและได้เปลี่ยนเป็น

มหาวิทยาลัยในก ากับของรัฐที่ไม่เป็นส่วนราชการตามประกาศในราชกิจจานุเบกษาเมื่อวันที่ 16 

กรกฎาคม พ.ศ. 2553 ท าให้ส านักวิชาสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวรพะเยา เปลี่ยน

สถานภาพเป็นคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา โดยหลักสูตรในความรับผิดชอบของ

คณะสหเวชศาสตร์มี 2 หลักสูตร คือ หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคนิคการแพทย์ 

และหลักสูตรกายภาพบ าบัดบัณฑติ  

หลักสูตรเทคนิคการแพทย์ เป็นหลักสูตรที่มีศึกษาเกี่ยวข้องกับการตรวจวิเคราะห์หา

สาเหตุของโรคต่างๆในมนุษย์ มีจุดมุ่งหมายเพื่อผลิตบัณฑิตให้มีคุณธรรม จริยธรรม และ

จรรยาบรรณในการประกอบวิชาชีพ มีความรู้ความสามารถ และมีทักษะในการประกอบ

วิชาชีพที่สอดคล้องกับความต้องการของสังคมและชุมชนตามมาตรฐานวิชาชีพเทคนิค

การแพทย์ สามารถคิดวิเคราะห์แก้ไขปัญหาอย่างเป็นระบบ สามารถเป็นผู้น า ผู้ตาม หรือผู้

ประสานงานได้เหมาะสมตามสถานการณ์ สามารถพัฒนาตนเองโดยการศึกษา ค้นคว้า ใช้

กระบวนการวิจัย และเรียนรู้แหล่งข้อมูลต่าง ๆ อย่างมีประสิทธิภาพและทันสมัย โดยแผนการ

เรียนการสอนของหลักสูตรมีทั้งภาคบรรยายและภาคปฏิบัติ รวมถึงการฝึกปฏิบัติงานใน

สถานการณ์จริง ประกอบด้วย แขนงเคมีคลินิกและพิษวิทยา แขนงโลหิตวิทยาและจุลทรรศน

ศาสตร์คลินิก แขนงภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิกและวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต และ แขนงจุล

ชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ โดยแขนงจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทาง

การแพทย์มุ่งเน้นการฝึกทักษะที่จ าเป็นส าหรับการตรวจวิเคราะห์หาสาเหตุของโรคอัน

เนื่องมาจากการติดเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เพื่อเป็นการเตรียมความพร้อมส าหรับนิสิตเทคนิค

การแพทย์ก่อนออกฝึกปฏิบัติการจริงกับผู้ป่วยในโรงพยาบาล โดยนิสิตจะได้ฝึกทักษะการ

ตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส เชื้อรา และ ปรสิต จากสิ่งส่งตรวจ การเก็บ และการ

น าส่งสิ่งส่งตรวจมายังห้องปฏิบัติการ  การเพาะแยกเชื้อและการจ าแนกชนิดของเชื้อรา เชื้อ

ไวรัส เชื้อปรสิต และ เชื้อแบคทีเรียทั้งที่เป็นเชื้อประจ าถิ่นและเชื้อก่อโรคในระบบต่างๆของ

ร่างกาย ได้แก่ ระบบทางเดินหายใจและผิวหนัง ระบบทางเดินอาหารระบบไหลเวียนโลหิตและ

ของเหลวในร่างกาย ระบบทางเดินปัสสาวะ ระบบสืบพันธุ์ การวินิจฉัยเชื้อวัณโรค วิธีการ

ทดสอบความไวของเชื้อตอ่สารต้านจุลชีพชนิดต่างๆ การควบคุมคุณภาพทางห้องปฏิบัติการจุล
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ชีววิทยาคลินิกและตรวจวินิจฉัยเชื้อด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ รายวิชาในแขนงจุลชีววิทยา

คลินิกและปรสิตวทิยาทางการแพทย์เป็นวิชาที่ต้องเตรยีมวัสดุ อุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชือ้ สีย้อม 

น้ ายาทดสอบ รวมถึงเชื้อมาตรฐานต่างๆเป็นจ านวนมากและต้องใช้ความช านาญสูง ดังนั้นการ

เตรียมปฏิบัติการรายวิชา ต่างๆ แต่ละครั้งต้องมีการด าเนินการอย่างเป็นระบบเพื่อป้องกัน

ปัญหาที่อาจเกิดขึ้นในระหวา่งการเตรียมปฏิบัติการจึงตอ้งมกีารท าคู่มอืปฏิบัติงานไว้เพื่อใช้เป็น

แนวทางส าหรับผู้ปฏิบัติงานในการลดความผิดพลาดที่อาจจะเกิดขึ้น ท าให้นิสิตได้ความรู้ที่

ครบถ้วนตามมาตรฐานวิชาชีพ และป้องกันอันตรายจากเชือ้ก่อโรคชนิดตา่งๆ รวมถึงไม่เกิดการ

ล่าช้าเสียเวลาในการเรียน ซึ่งการเตรียมอุปกรณ์ส าหรับปฏิบัติการต้องค านึงถึงความพร้อมใน

การใช้งาน วิธีการใช้งาน วิธีการแก้ไขปัญหาเบื้องต้นหากอุปกรณ์ส าหรับการเรียนมีปัญหา

ขณะฝึกปฏิบัติ โดยผู้ปฏิบัติงานนอกจากมีทักษะการทดลองแล้ว ควรมีทักษะการแก้ไขปัญหา

เบือ้งตน้ด้วย 

จากความเป็นมาและความส าคัญดังกล่าว ผู้เขียนจึงมีความสนใจการเขียนคู่มือการ

ปฏิบัติงาน เรื่องการเตรียมและการควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้ ายาทดสอบ 

เพื่อใช้เป็นแนวทางในการเตรียมความพร้อมในการให้บริการแก่นิสิตและผู้ปฏิบัติงานใน

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ เพื่อใช้เป็นคู่มือให้บุคลากร 

ศึกษาท าความเข้าใจหลักเกณฑ์ วิธีการ ขั้นตอน เทคนิคการปฏิบัติงานการ ตลอดจนปัญหา 

อุปสรรคในการด าเนินงานเพื่อผูป้ฏิบัติงานสามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 

 

1.2 วัตถุประสงค ์

1. เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงานเข้าใจหลักเกณฑ ์วิธีการ ขั้นตอน เทคนิคการปฏิบัติในการเตรียม

และการควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชือ้ สีย้อม และน้ ายาทดสอบ ตลอดจนปัญหา อุปสรรคใน

การด าเนินงานเพื่อผู้ปฏิบัติงานสามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 

2. เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงานใช้เป็นแนวทางในการให้บริการ วัสดุอุปกรณ์ ครุภัณฑ์

วิทยาศาสตร์ และเชื้อมาตรฐานต่างๆแก่นสิิตที่รับบริการในรายวิชาการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ

จุลชีพทางห้องปฏิบัติการ 

 

1.3 ขอบเขตของคู่มือ 

 คู่มือการปฏิบัติงาน เรื่อง การเตรียมและการควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ สี

ย้อม และน้ ายาทดสอบ เล่มนี้ ได้อธิบายถึงวิธีการปฏิบัติงาน แนวปฏิบัติรวมถึงเทคนิคและ

กระบวนการเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ สีย้อม และน้ ายาทดสอบ รวมไปถึงวิธีการควบคุมคุณภาพ 
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เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงานเข้าใจและปฏิบัติได้อย่างถูกต้องและป้องกันข้อผดิพลาดในการท าปฏิบัติการ 

ตลอดจนอธิบายถึงปัญหา อุปสรรคในการด าเนินงาน และวิธีการแก้ไขปัญหา รวมทั้งได้

ปรับปรุงขั้นตอนการปฏิบัติงานให้เหมาะสมอยู่ตลอดเวลาเพื่อผู้ปฏิบัติงานสามารถน าคู่มือนีไ้ป

ปรับใช้และปฏิบัติงานแทนกันได้ 

 

1.4 นิยำมศัพท์/ค ำจ ำกัดควำม 

ห้องปฏิบัติการจุล ชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์  หมายถึ ง 

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ 

คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา  

นักวิทยาศาสตร์  หมายถึง นักวิทยาศาสตร์ที่ประจ าห้องปฏิบัติการทางเทคนิค

การแพทยท์ี่ปฏิบัติหนา้ที่สนับสนุนการเรียนการสอนให้แก่อาจารย์และนิสติ  

อาหารเลี้ยงเชื้อ หมายถึง อาหารที่ประกอบด้วยสารชนิดต่างๆที่ใช้เป็นแหล่งอาหาร

ส าหรับการเจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวนของจุลินทรีย์ ใช้ส าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์

ให้บริสุทธิ์ เพื่อนับจ านวนของจุลินทรีย์ เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตและทดสอบ

ปฏิกิรยิาทางชีวเคมี เพื่อจ าแนกชนดิของจุลนิทรีย์  

สีย้อม หมายถึง สีที่ใช้ย้อมองค์ประกอบต่างๆของเชื้อจุลินทรย์เพื่อการจัดจ าแนกชนิด

ของเชือ้เหล่านั้น 

น้ ายาทดสอบ หมายถึง น้ ายาที่ใช้ในการทดสอบร่วมกับอาหารเลี้ยงเชื้อหรืออาหาร

ทดสอบทางชีวเคมีตา่งๆเพื่อการจัดจ าแนกชนดิของเชือ้เหล่านั้น 

รายละเอียดของรายวิชา (มคอ.3) หมายถึง ข้อมูลเกี่ยวกับแนวทางการบริหารจัดการ

ของรายวิชา  

 

1.5 ประโยนช์ของคู่มือ 

 1. ผูป้ฏิบัติงานได้ทราบถึงวิธีการเตรยีมและการควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชือ้ สีย้อม 

และน้ ายาทดสอบ รวมถึงปัญหาและวธิีการแก้ไขปัญหาที่อาจจะเกิดขึ้น 

 2. ช่วยลดระยะเวลาและข้อผิดพลาดในการท างานของผู้ปฏิบัติงานและผู้ปฏิบัติงาน

แทน 

 3. คณะสหเวชศาสตรมีคู่มือส าหรับการเตรียมและการควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยง

เชื้อ สีย้อม และน้ ายาทดสอบเพื่อให้การจัดการเรียนการสอนสอดคล้องและเป็นไปตามแผนที่

วางไว้ในรายละเอียดของหลักสูตร 
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บทท่ี 2  

บทบาทหน้าที่ความรับผิดชอบ 

 

2.1 บทบาทหน้าที่ความรับผิดชอบของต าแหน่ง 

 มาตรฐานก าหนดต าแหน่งของข้าราชการพลเรือนในสถาบันอุดมศึกษา พ.ศ. 2553 

(ก.พ.อ.) ในระดับต าแหน่งต าแหน่งนักวิทยาศาสตร์ ระดับปฏิบัติการ มีหน้าที่ความรับผิดชอบ

หลักคือ ปฏิบัติงานในฐานะผู้ปฏิบัติงานระดับต้นที่ต้องใช้ความรู้ความสามารถทางวิชาการใน

การท างาน ปฏิบัติงานเกี่ยวกับด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีภายใต้การก ากับ แนะน า 

ตรวจสอบ และปฏิบัติงานอื่นตามที่ได้รับมอบหมาย โดยมีลักษณะงานที่ปฏิบัติในด้านต่าง ๆ 

ดังนี้  

 

 ด้านการปฏิบัติการ 

  1. ศึกษาค้นคว้าทดลอง วิเคราะห์และร่วมด าเนินการวิจัย เผยแพร่ผลงานด้าน

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี เพื่อสร้างองค์ความรู้และพัฒนาอุตสาหกรรม  

  2. วิเคราะห ์ทดสอบ ตรวจสอบ ตรวจวัด ตรวจพิสูจน์ วินจิฉัยทางวิทยาศาสตร์ของ

วัตถุตัวอย่าง สอบเทียบเครื่องมือ อุปกรณ์วัด เพื่อน าข้อมูลไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆที่

เกี่ยวข้อง จัดท าฐานข้อมูลห้องปฏิบัติการ ส่งเสริมพัฒนาห้องปฏิบัติการ เพื่อเพิ่มขีด

ความสามารถในการแข่งขัน 

   3. ให้บริการด้านวิชาการต่างๆ เช่นให้ค าปรึกษา แนะน า ในการปฏิบัติงานแก่

เจ้าหน้าที่ระดับรองลงมาและแก่นักศึกษาที่มาฝึกปฏิบัติงาน ตอบปัญหาและชี้แจงเรื่องต่างๆ

เกี่ยวกับงานในหน้าที่ เพื่อให้สามารปฏิบัติงานได้อย่างถูกต้อง มีประสิทธิภาพ และปฏิบัติหน้าที่

อื่นที่เกี่ยวข้อง  

   

 ด้านการวางแผน 

  1. วางแผนการท างานที่รับผิดชอบ ร่วมวางแผนการท างานของหน่วยงาน หรือ

โครงการเพื่อใหก้ารท างานบรรลุตามเป้าหมายและผลสัมฤทธ์ที่ก าหนด 

 ด้านการประสานงาน  

  1. ประสานการท างานร่วมกันระหว่างทีมงานหรือหน่วยงานทั้งภายในและภายนอก 

เพื่อให้เกิดความร่วมมือและผลสัมฤทธ์ที่ก าหนดไว้ 



5 
 

 
 

  2. ชี้แจงและให้รายละเอียดเกี่ยวกับข้อมูล ข้อเท็จจริง แก่บุคคลหรือหน่วยงานที่

เกี่ยวข้อง เพื่อสร้างความเข้าใจหรอืความรว่มมอืในการด าเนินงานตามที่ได้รับมอบหมาย 

 ด้านการบรกิาร  

  1. ให้ค าปรึกษา แนะน าเบื้องต้น เผยแพร่ ถ่ายทอดความรู้ ทางด้านวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยี รวมทั้งตอบปัญหาและชี้แจงเรื่องต่าง  ๆ เกี่ยวกับงานในหน้าที่ เพื่อให้

ผูร้ับบริการได้รับทราบข้อมูล ความรูต้่าง ๆ ที่เป็นประโยชน์  

  2. จัดเก็บข้อมูลเบื้องต้น และให้บริการข้อมูลทางวิชาการ เกี่ยวกับทางด้าน

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี เพื่อให้บุคลากรทั้งภายในและภายนอกหน่วยงาน นักศึกษา 

ตลอดจนผู้รับบริการ ได้ทราบข้อมูลและความรู้ต่าง ๆ ที่เป็นประโยชน์ สอดคล้อง และ

สนับสนุนภารกิจของหน่วยงาน และใช้ประกอบการพิจารณาก าหนดนโยบาย แผนงาน 

หลักเกณฑ์ มาตรการตา่ง ๆ 

 

2.2 บทบาทหน้าที่ความรับผิดชอบ 

 ปฏิบัติงานในฐานะผู้ปฏิบัติงานระดับต้น ที่ต้องใช้ความรู้ ความสามารถทางวิชาการใน

การท างาน ปฏิบัติงานด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ภายใต้การก ากับ แนะน า ตรวจสอบ 

และปฏิบัติงานอื่น ๆ ตามที่ได้รับมอบหมาย เช่น เตรียมห้องปฏิบัติการเพื่อสอนนิสิต งานวิจัย 

บริการวิชาการและท านุบ ารุง จัด-เก็บ ยืม-คืน วัสดุ อุปกรณ์และครุภัณฑ์ทางวิทยาศาสตร์ 

ของสาขาเทคนิคการแพทย์ 

 หน้าที่ความรับผิดชอบที่ต้องปฏิบัติ 

 1. หอ้งปฏิบัติการ : ดูแล ตรวจสอบห้องปฏิบัติการของสาขาวิชาให้มีความสะอาด เป็น

ระเบียบ พร้อมใช้ และปลอดภัย ดูแลสภาพแวดล้อมในห้องปฏิบัติการมิให้เกิดภัยอันตรายต่อ

สุขภาพแก่ผูใ้ช้งาน ตามมาตรฐานของห้องปฏิบัติการในสาขาวิชาที่เกี่ยวข้อง 

 2. วัสดุ ครุภัณฑ ์ 

- จัดเตรียม วัสดุ อุปกรณ์ และครุภัณฑท์างการศึกษาด้านการสอนภาคปฏิบัติ   

- จัดเก็บข้อมูล วัสดุ อุปกรณ์ และครุภัณฑ์การศึกษาของห้องปฏิบัติการเทคนิค

การแพทย์ที่รับผดิชอบให้ถูกต้องเป็นปัจจุบัน 

- การยืม-คืน วัสดุ อุปกรณ์ และครุภัณฑท์างการศึกษา   

- แจ้งซ่อม วัสดุ อุปกรณ์ และครุภัณฑ์การศึกษาที่ช ารุด โดยให้สอดคล้องกับ

ประกาศที่เกี่ยวข้องของคณะ 
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 3. เป็นผู้ช่วยสอนภาคปฏิบัติการและควบคุมการฝกึปฏิบัติงานทางเทคนิคการแพทย์ ที่

เป็นไปตามมาตรฐานการรับรองสถาบันการศกึษาระดับปริญญาวิชาชีพเทคนิคการแพทย์ พ.ศ. 

2559  

 4. ร่วมวางแผนและประสานงานที่รับผิดชอบหรอืโครงการของหน่วยงาน และประสาน

การท างานร่วมกันภายในและภายนอกของทีมงาน เพื่อให้การด าเนินงานเป็นไปตามเป้าหมาย

และผลสัมฤทธิ์ที่ก าหนด 

 5. ให้ค าแนะน า/ปรึกษาทางวิชาการแก่แก่นิสิตในการท าปฏิบัติการทางเทคนิค

การแพทย์ 

 7. บันทึก รวบรวม ข้อมูลเกี่ยวกับการเรียนการสอนในหลักสูตร การบริการวิชาการ 

ท านุบ ารุงศิลปะวัฒนธรรม เพื่อใช้ประกอบการพัฒนางานประจ าสู่งานวิจัย (R2R) หรือมีส่วน

ร่วมในงานวิจัยของหน่วยงาน น าไปสู่การก าหนดนโยบายแผนงานหลักเกณฑ์มาตรฐานต่าง ๆ 

ขององค์กร 

 8. ปฏิบัติหน้าที่อื่น ๆ ตามที่ผูบ้ังคับบัญชามอบหมาย 

 

2.3 ลักษณะงานที่ปฏิบัติ 

 งานห้องปฏิบัติการสาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ เป็นส่วนหนึ่งของงานปฏิบัติการและ

บริการวิชาชีพ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา เป็นหน่วยงานย่อยที่อยู่ภายใต้การ

ก ากับดูแลของส านักงานคณะสหเวชศาสตร์ นักวิทยาศาสตร์ปฏิบัติงานในฐานะผู้ปฏิบัติงาน

ระดับต้น ที่ต้องใช้ความรู้ ความสามารถทางวิชาการในการท างาน ภายใต้การก ากับ แนะน า 

ตรวจสอบ มีหน้าที่สนับสนุนการเรียนการสอนให้แก่อาจารย์และนิสิต ส่งเสริมให้การ

ด าเนินการเรียนการสอนเป็นไปด้วยความเรียบร้อย เพื่อให้เป็นไปตามวัตถุประสงค์ และ

ปฏิบัติงานอื่น ๆ ตามที่ได้รับมอบหมาย โดยมีลักษณะงานที่ปฏิบัติในด้านต่าง ๆ ดังนี้ 

 2.3.1 ด้านปฏิบัติการ  

 นักวิทยาศาสตร์จะต้องมีการจัดเตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติการ เทคนิค

การแพทย์ วัสดุ อุปกรณ์ สารเคมี และอุปกรณ์ต่าง ๆ ใหพ้ร้อมใชง้านอยู่เสมอ 

 2.3.1.1 การเตรยีมปฏิบัติการ 

  1. ศึกษารายละเอียดของข้อมูลเกี่ยวกับแนวทางการบริหารจัดการของรายวิชา

เพื่อให้การจัดการเรียนการสอนสอดคล้องและเป็นไปตามที่วางแผนไว้ (มคอ.3)  
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  2. ศึกษาเนื้อหาของแต่ละบทปฏิบัติการที่วางไว้ในห้องเรียนของรายวิชา ใน

รายละเอียดของรายวิชา (มคอ.3) เพื่อวางแผนเตรียมวัสดุ อุปกรณ์ และครุภัณฑก์ารศึกษา ให้

เพียงพอต่อจ านวนนิสติตามข้อก าหนดของสภาเทคนิคการแพทย์  

  3. ตรวจสอบจ านวนนิสิตที่เรียนภาคปฏิบัติการ เพื่อเตรียมความพร้อมของ

ห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ วัสดุ ครุภัณฑ์ สารเคมี และอุปกรณ์ต่าง ๆ การเบิกวัสดุ

การศึกษาและสารเคมี ในระบบสารสนเทศการบริหารวัสดุคงคลัง ( Inventory Management 

System; IMS) ซึ่งถูกพัฒนาขึ้นโดยงานธุรการและงานพัฒนาระบบงาน กองคลัง มหาวิทยาลัย

พะเยา เพื่อใช้บริหารจัดการคลังวัสดุของส่วนงานและหนว่ยงาน              

(URL:https://finance.up.ac.th/ims/Main/DefaultPage/default.aspx) 

  4. ตรวจสอบความพร้อมใช้งานของครุภัณฑ์การศึกษา และตรวจสอบจ านวนของ

วัสดุ และอุปกรณ์ต่าง ๆ ให้เพียงพอเพื่อให้พร้อมส าหรับการจัดการเรียนการสอนในบท

ปฏิบัติการ 

  5. จัดเตรียมครุภัณฑ์ วัสดุ และอุปกรณ์ต่าง ๆ เพื่อให้พร้อมส าหรับการจัดการเรียน

การสอนในบทปฏิบัติการ 

 2.3.1.2 ระหว่างปฏิบัติการ 

  1. ดูแลนิสติร่วมกับอาจารย์ผูส้อนแนะน าการพิจารณาตัวอย่างกับนิสิตอย่างใกล้ชิด

เพื่อให้นสิิตได้เรียนรู้และพิจารณาตัวอย่างได้อย่างถูกต้อง หลังจากนั้นผู้ปฏิบัติใหน้ิสิตแต่ละคน 

เบิกวัสดุอุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชือ้ ประเภทต่าง ๆ เพื่อน ามาท าปฏิบัติการ 

  2. เป็นผู้ช่วยสอนภาคปฏิบัติการ ควบคุมและให้ค าแนะน าการเรียนปฏิบัติการของ

นิสิต โดยถ่ายทอดความรู้และประสบการณ์ ทักษะทางวิชาการแก่นิสิตในการท าปฏิบัติการให้

นิสิตทราบถึง ข้อห้าม ข้อควรระวัง อย่างเคร่งครัด เพื่อไม่ให้เป็นอันตรายกับตัวเองและบุคคล

อื่น 

  3. สอบถามปัญหาที่พบระหว่างฝกึปฏิบัติการ ซึ่งได้จากการสอบถามนิสิต อาจารย์

ผู้สอนในแต่ละหัวข้อ และตัวผู้ปฏิบัติงาน หากปัญหาที่พบสามารถแก้ไขได้จะแก้ไขอย่าง

ทันท่วงที และหากไม่สามารถแก้ไขได้จะน าปัญหารายงานต่อผู้รับผิดชอบรายวิชาเพื่อท าการ

แก้ไขในครั้งต่อไป 

  4. รับฟังการสรุปบทปฏิบัติการจากอาจารย์ผู้สอนในท้ายคาบเรียน และเสนอแนะ

นิสติโดยการน าประสบกรณ์ที่ใชจ้รงิมาแลกเปลี่ยนเรียนรู้เพิ่มเตมิ 

 

 

https://finance.up.ac.th/ims/Main/DefaultPage/default.aspx
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 2.3.1.3 หลังปฏิบัติการ 

  1. ตรวจสอบและบ ารุงรักษา วัสดุ ครุภัณฑ์หลังจากเสร็จสิ้นการเรียนและการสอบ

ปฏิบัติการ หากพบการช ารุดจะด าเนินการแจ้งซ่อม วัสดุ อุปกรณ์ ครุภัณฑ์การศึกษาที่ช ารุด 

โดยให้สอดคล้องกับประกาศที่เกี่ยวข้องของคณะ หากไม่พบการช ารุดจะน าเก็บไว้ในตู้ให้เป็น

ระเบียบเพื่อสะดวกต่อการใชง้านครั้งต่อไป 

  2. จัดเตรียมวัสดุ อุปกรณ์ และครุภัณฑ์ ส าหรับการสอบปฏิบัติการให้แก่อาจารย์

ผูส้อนก่อนเริ่มการสอบปฏิบัติการ 

  3. ดูแลหอ้งปฏิบัติการทางเทคนิคการแพทย์ให้มคีวามเรียบร้อยและพร้อมใช้งานอยู่

เสมอ 

  4. บทปฏิบัติการที่มกีารสอบปฏิบัติการจะต้องจัดเตรียมวัสดุ อุปกรณ์ และครุภัณฑ์ 

เพื่อให้นิสิตฝึกซ้อมปฏิบัติการนอกเวลา ซึ่งนิสิตจะต้องกรอกแบบฟอร์ม เบิก-ยืม และขอ

อนุญาตก่อนการใช้งานทุกครั้ง 

 

2.4 โครงสร้างองค์กร มหาวิทยาลัยพะเยา 

 โครงสรา้งองค์กร มหาวิทยาลัยพะเยา ประกอบด้วยทั้งหมัด 4 ส่วนงาน คือ  

1. ส านักงานสภามหาวิทยาลัย 2. ส่วนงานบริหาร 3. ส่วนงานวิชาการ 4. ส่วนงานอื่น โดย

คณะสหเวชศาสตร์อยู่ในส่วนงานวิชาการ ดังปรากฏในรูปที่ 1 ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1 โครงสร้างองค์กร มหาวิทยาลัยพะเยา 

ที่มา: มหาวิทยาลัยพะเยา, 2566 
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2.5 โครงสร้างองค์กรคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 

 คณะสหเวชศาสตร์ เป็นคณะสังกัดของมหาวิทยาลัยพะเยา มีอธิการบดีมหาวิทยาลัย

พะเยาเป็นผู้บริหารสูงสุด ในระดับคณะมีคณบดีคณะสหเวชศาสตร์เป็นผู้บริหารสูงสุด 

โครงสร้างภายในองค์กร ออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ 1. สาขาวิชา (ในรูปแบบหลักสูตร 2 

หลักสูตร) 2. ส านักงานคณะ (ในรูปแบบหนว่ยงาน 4 งาน) มีรายละเอียดดังนี้ 

 สาขาวิชา (หลักสูตร) 

  1. หลักสูตรกายภาพบ าบัดบัณฑติ 

  2. หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคนิคการแพทย์ 

 ส านักงานคณะ ประกอบด้วย 4 งาน ดังนี้ 

  1. งานบริหารงานทั่วไป 

  2. งานวิชาการ 

  3. งานแผนงาน 

  4. งานปฏิบัติการ และบริการวิชาชีพ 

 โครงสร้างการบริหารจัดการ  

 คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา เป็นส่วนงานที่มีหน้าที่รับผิดชอบในการผลิต

บัณฑิต การวิจัย การบริการวิชาการ และการท านุบ ารุงศิลปะวัฒนธรรม มีส านักงานคณะสห

เวชศาสตร์ ที่รับผิดชอบการสนับสนุนการบริหารงานภายในคณะสหเวชศาสตร์  โดยมีการ

บริหารจัดการและพัฒนาทรัพยากรมนุษย์ที่ดีของคณะที่สอดคล้องกับปรัชญา วิสัยทัศน์ พันธ

กิจ ค่านิยม และโครงสร้างการบริหารองค์กรของคณะสหเวชศาสตร์ รวมถึงบทบาทหน้าที่

ความรับผดิชอบของหอ้งปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์  คณะสหเวช

ศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ในการสนับสนุนการบริการด้านการผลิตบัณฑิตเทคนิคการแพทย์ 

การบริการวิชาการและการวิจัยภายในคณะสหเวชศาสตร ์มหาวิทยาลัยพะเยา ดังนี้ 

  1. ประวัติความเป็นมาคณะคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 

  2. วิสยัทัศน ์พันธกิจ คา่นิยม สมรรถนะหลัก เอกลักษณ์ และอัตลักษณ์ 

  3. โครงสรา้งการบริหารองคก์ร 

  4. บทบาทหนา้ที่ความรับผดิชอบ 

 ประวัติความเป็นมาคณะคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 

 คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ก าเนิดขึน้พร้อม ๆ กับมหาวิทยาลัยพะเยา ซึ่ง

แยกตัวออกจากมหาวิทยาลัยนเรศวร จากเดิมที่มีสถานภาพเป็นวิทยาเขตเปลี่ยนเป็น 

มหาวิทยาลัยในก ากับของรัฐที่ไม่เป็นส่วนราชการ ตามประกาศในราชกิจจานุเบกษา เมื่อวันที่ 
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16 กรกฎาคม 2553 ท าให้ส านักวิชาสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวรพะเยา ปรับสถานภาพ

เป็นคณะสหเวชศาสตร์ ภายใต้มหาวิทยาลัยพะเยาโดยปริยาย  

 แต่เดิม วิทยาเขตของมหาวิทยาลัยนเรศวรที่ตั้งอยู่ที่จังหวัดพะเยา มีชื่อเรียกว่า “วิทยา

เขตสารสนเทศพะเยา” มี “ส านักวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์” เป็นหน่วยงานที่รับผิดชอบและ

จัดการศึกษาหลักสูตรระดับปริญญาตรี 3 หลักสูตร คือ หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขา

เทคนิคการแพทย์ หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขากายภาพบ าบัด และหลักสูตร

สาธารณสุขศาสตรบัณฑิต ซึ่งเปิดรับนิสิตเป็นปีแรกจ านวนสาขาละ 100 คน ในปีการศึกษา 

2550 (มิถุนายน 2550) พร้อมกันทุกสาขา 

 ต่อมาเมื่อ วันที่ 21 กรกฎาคม พ.ศ. 2550 ในคราวประชุมครั้งที่ 13 (4/2550) สภา

มหาวิทยาลัยนเรศวร ได้มีมติให้เปลี่ยนชื่อ “วิทยาเขตสารสนเทศพะเยา” เป็น “มหาวิทยาลัย

นเรศวรพะเยา” เพื่อเตรียมความพร้อมของวิทยาเขตในการแยกตัวเป็นมหาวิทยาลัยเอกเทศ 

พร้อมกันนี้ยังได้จัดตั้ง “ส านักวิชาสหเวชศาสตร์” ขึ้นเป็นครั้งแรกเมื่อ วันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 

2550 โดยในครั้งนั้นมีวัตถุประสงค์ของการก่อตั้งเพื่อให้ส านักวิชา ดูแลจัดการศึกษาหลักสูตร

ระดับปริญญาตรี 3 หลักสูตรที่ส านักวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์เคยรับผิดชอบ คือ หลักสูตร

วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคนิคการแพทย์  หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิ ต สาขา

กายภาพบ าบัด และหลักสูตรสาธารณสุขศาสตรบัณฑิต รวมทั้งมีมติให้เปิดหลักสูตรใหม่อีก

หนึ่งหลักสูตร คือ หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการกีฬา 

ดังนั้นหลักสูตรที่อยู่ภายใต้การดูแลของส านักวิชาสหเวชศาสตร์นับแต่ก่อตั้งส านักฯ จึงมี 4 

หลักสูตรด้วยกันดังกล่าว 

 ในวันที่ 1 ธันวาคม 2551 มหาวิทยาลัยนเรศวร มีค าสั่งให้ย้ายหลักสูตรสาธารณสุข 

ศาสตรบัณฑิต ของส านักวิชาสหเวชศาสตร์ไปอยู่ในความดูแลของ “ส านักวิชาแพทยศาสตร์” 

และราวเดือนเมษายน 2552 มหาวิทยาลัยนเรศวร มีค าสั่งให้ย้ายหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต 

สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการกีฬา ของส านักวิชาสหเวชศาสตร์ไปอยู่ในความดูแลของ

ส านักวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ ทั้งนี ้เพื่อให้เหมาะสมกับการจัดกลุ่มสาขาวิชามากขึ้น  

 วันที่ 17 กรกฎาคม 2553 ถือเป็น วันสถาปนา คณะสหเวชศาสตร์ โดยในขณะนั้น มี

หลักสูตรในความรับผิดชอบ 2 หลักสูตร คือ หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเทคนิค

การแพทย์ และ หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชากายภาพบ าบัด ทั้งสองหลักสูตรเป็น

หลักสูตรระดับปริญญาตรี (4 ปี) มีการปรับปรุงหลักสูตรตามรอบเวลา โดยทุกหลักสูตรได้

พัฒนาตามกรอบ TQF และได้รับอนุมัตจิากสภามหาวิทยาลัยพะเยา สภาวิชาชีพ และส านักงาน

คณะกรรมการการอุดมศกึษา (สกอ.) 
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ปรัชญา วิสัยทัศน์ พันธกิจ ค่านิยม และสมรรถนะหลัก 

  ปรัชญาการศึกษา 

  เรียนรู้จากการปฏิบัติจริงและเรียนรู้ตลอดชีวิต (Active Learning Through Action 

and Lifelong Learning) 

  วิสัยทัศน์ 

  คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา น าปัญญาแห่งวิชาชีพ สร้างความเข้มแข็ง

ของชุมชน สู่สากล 

  พันธกิจ 

  1. จัดการเรยีนการสอนที่เน้นใหน้ิสิตอยู่และเรียน (Live and Learn) อย่างมคีวามสุข 

จบไปมีงานท า เป็นคนดีของสังคม และเป็นเสาหลักของครอบครัว 

  2. ท าการวิจัยที่เน้นการสร้างปัญญารวมหมู่ (Collective Intelligence) เคียงคู่ชุมชน 

(Community Engagement)  

  3. บริการวิชาการโดยเน้นการใช้ปัญญารวมหมู่ เพื่อพัฒนาความเข้มแข็งของชุมชน 

(Community Empowerment) 

  4. ท านุบ ารุงภูมิปัญญา ศิลปะ วัฒนธรรม และสิ่งแวดล้อมของท้องถิ่น (Local 

Wisdom) สู่สากล (Internationalization) 

  5. บริหารจัดการอย่างมีประสิทธิภาพ ประสิทธิผล และยึดมั่นในธรรมาภิบาล 

(Good Governance) 

  ค่านิยม 

  1. Competence   หลักความรูค้วามสามารถ  

  2. Freedom    หลักเสรีภาพ  

  3. Justice     หลักความถูกต้องยุติธรรม  

  4.  Generosity    หลักความมนี้ าใจ  

  5. Team Learning and Working หลักการแลกเปลี่ยนเรียนรู้และท างานเป็นทีม  

  6. Shared Vision   หลักการมเีป้าหมายร่วมกัน  

  7. Local and Global Spirit  หลักความเชื่อมโยงระหว่างชุมชนและสากล 

  สมรรถนะหลัก 

  การผลิตบัณฑิตวชิาชีพที่มีคุณภาพเป็นที่ต้องการของตลาดแรงงาน 
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โครงสร้างองค์กร (Organization Chart) คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 

 คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ได้แบ่งโครงสร้างองค์กรออกเป็น 2 ประเภท

ได้แก่ 

 1. หลักสูตร โดยมีประธานหลักสูตรเป็นผู้บังคับบัญชาขั้นต้น ซึ่งประกอบไปด้วย 2 หลักสูตร 

ได้แก่ หลักสูตรกายภาพบ าบัดบัณฑิต สาขากายภาพบ าบัด และหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑติ 

สาขาเทคนิคการแพทย์ทั้งสองหลักสูตรเป็นหลักสูตรระดับปริญญาตรี 4 ปี มีการปรับปรุง

หลักสูตรตามรอบเวลา 

2. ส านักงานคณะ โดยมีหัวหน้าส านักงานเป็นผู้บังคับบัญชาขั้นต้น ซึ่งประกอบไปด้วย งาน

บริหารงานทั่วไป งานวิชาการ งานแผนงาน และงานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ ดังที่ปรากฏ

ในรูปที่ 2 ดังนี ้

 

 
 

รูปที ่2 โครงสร้างองค์กร (Organization Chart) คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา 

ที่มา: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา, 2566 
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โครงสร้างการบริหาร (Administration Chart) 

 คณะสหเวชศาสตร์ เป็นคณะในสังกัดของมหาวิทยาลัยพะเยา ตามประกาศในราช

กิจจานุเบกษา เมื่อวันที่ 16 กรกฎาคม 2553 ได้แบ่งโครงสร้างการบริหารงาน โดยมีคณบดี

เป็นผู้บริหารสูงสุดโดยมีผู้บริหารระดับถัดลงมาคือ รองคณบดีฝ่ายบริหารและพัฒนาคุณภาพ

องค์กร รองคณบดีฝ่ายวิชาการและเทคโนโลยีการศึกษา รองคณบดีฝ่ายวิจัย นวัตกรรม และ

สื่อสารองค์กร ผู้ช่วยคณบดีฝ่ายบริการสุขภาพและพัฒนารายได้ ผู้ช่วยคณบดีฝ่ายคุณภาพ

นิสิตและกิจการพิเศษ ผู้ช่วยคณบดีฝ่ายบริการวิชาการและนวัตกรรมชุมชน ผู้ช่วยคณบดีฝ่าย

พัฒนาวิชาชีพเทคนิคการแพทย์ ผู้ช่วยคณบดีฝ่ายพัฒนาวิชาชีพกายภาพบ าบัด และหัวหน้า

ส านักงาน ตามล าดับ ดังปรากฏในรูปที่ 3 ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3 โครงสร้างการบริหารงาน (Administration Chart) คณะสหเวชศาสตร์  

มหาวิทยาลัยพะเยา 

ที่มา: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา, 2566 
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ส ำนักงำนคณะสหเวชศำสตร์

งานบริหารงานท่ัวไป งานวิชาการ งานแผนงาน งานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ

โครงสร้างการแบ่งส่วนงาน ส านักงานคณะ 

 ส านักงานคณะสหเวชศาสตร์ แบ่งหน่วยงานย่อยออกเป็น 4 หนว่ยงานดังนี ้ 

1. งานบริหารงานทั่วไป 2. งานวิชาการ 3. งานแผน 4. งานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ ดัง

ปรากฏในรูปที่ 4 ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 โครงสร้างการแบ่งส่วนงาน (ส านักงานคณะสหเวชศาสตร์) 

ที่มา: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา, 2566 

 

 

โครงสร้างการปฏิบัติงาน (Activity Chart) 

 โครงสร้างการปฏิบัติงานของคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา มีผู้ ช่วย

ศาสตราจารย์ ดร.กภ.พุทธิพงษ์ พลค าฮัก คณบดีคณะสหเวชศาสตร์ เป็นผู้บริหารสูงสุด และ

นางสาวนุชนาถ ไชยมงคล เป็นหัวหน้าส านักงานคณะสหเวชศาสตร์ ซึ่งคณะสหเวชศาสตร์

ประกอบด้วยหน่วยงานย่อย 4 หนว่ยงาน ได้แก่ งานบริหารงานทั่วไป งานวิชาการ งานแผนงาน 

และงานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ 

 งานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ ได้แบ่งส่วนงานออกเป็น 2 ส่วนงาน คือ งาน

ปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ และงานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ 

สาขาวิชากายภาพบ าบัด ดังปรากฏในรูปที่ 5 ดังนี้ 
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รูปที ่5 โครงสร้างการปฏิบัติงาน (Activity Chart) งานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ 

คณะสหเวชศาสตร ์มหาวิทยาลัยพะเยา 

ที่มา: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา, 2566 

 

งานปฏิบัติการและบริการวิชาชีพสาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ เป็นส่วนหนึ่งของงาน

ปฏิบัติการและบริการวิชาชีพ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา สนับสนุนด้านการ

บริหารจัดการทั่วไปและภารกิจหลัก สนับสนุนงานยุทธศาสตร์ภายใต้ภารกิจหลักของสาขาวิชา

เทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ในด้านการเรียนการสอน การวิจัย 

การบริการวิชาการและการท านุบ ารุงศิลปวัฒนธรรม โดยมีการแบ่งหน่วยงานย่อยภายใน

สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ เป็น 4 แขนงวิชา ดังนี้ 1. แขนงวิชาจุลชีววิทยา

คลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ 2. แขนงวิชาเคมีคลินิกและพิษวิทยา 3. แขนงวิชาโลหิต

วิทยาและจุลทรรศนศาสตร์คลินิก 4. แขนงวิชาภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิกและวิทยาศาสตร์การ

บริการโลหิต ดังปรากฏในรูปที่ 6 ดังนี้ 
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รูปที ่6 โครงสร้างการปฏิบัติงาน (Activity Chart) งานหอ้งปฏิบัติการ                      

สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์คณะสหเวชศาสตร ์มหาวิทยาลัยพะเยา 

ที่มา: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา, 2566 
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บทท่ี 3 

หลักเกณฑ์วธิีการปฏิบัติงานและเงื่อนไข 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ เป็นส่วนหนึ่งของทุกรายวิชาใน

แขนงจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ หลักสูตรเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวช

ศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ซึ่งเป็นรายรายวิชาต่างๆที่มุ่งเน้นให้นิสิตเทคนิคการแพทย์ทุกชั้นปี

มีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับเทคนิคการเพาะเชื้อและการวินิจฉัยเชื้อก่อโรคชนิดต่างๆ ทั้งเชื้อ

แบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัส และปรสิต และเพื่อให้นิสิตมีทักษะในการเลือกใช้อาหารเลี้ยงเชื้อและ

น้้ายาทดสอบต่างๆให้เหมาะสมกับการเพาะเชือ้แตล่ะชนิด โดยนักวิทยาศาสตร์ถือเป็นบุคลากร

สายสนับสนุนที่มีบทบาทส้าคัญในการช่วยสนับสนุนอ้านวยความสะดวกให้การจัดการเรียน

การสอนรายวิชาต่างๆของนิสิตให้เป็นไปตามมาตรฐานผลการเรียนรู้ของหลักสูตรและ

มาตรฐานของวิชาชีพเทคนิคการแพทย์ ซึ่งมีหลักเกณฑแ์ละวิธีการปฏิบัติงาน ดังนี้ 

 3.1 หลักเกณฑ์การปฏิบัติงาน 

 3.2 วธิีปฏิบัติงาน 

 3.3 เงื่อนไข ข้อสังเกต ข้อควรระวัง สิ่งที่ควรค้านึงในการปฏิบัติงาน 

 3.4 แนวคิด/งานที่เกี่ยวข้อง 

 

3.1 หลักเกณฑ์การปฏิบัติงาน 

 ในทุกปีการศึกษา นักวิทยาศาสตร์มีบทบาทส้าคัญในการช่วยสนับสนุนอ้านวยความ

สะดวกให้การจัดการเรียนการสอนต่างๆของสาขาเทคนิคการแพทย์ ซึ่งนักวิทยาศาสตร์ได้รับ

ท้าหน้าที่เป็นผู้ช่วยสอนประจ้าต่างๆของแขนงจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ 

หลักสูตรเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ต้องเป็นผู้ที่มีความรู้

ความสามารถทางด้านจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา และได้รับการฝึกอบรมเพิ่มเติมที่เกี่ยวข้อง

กับเชื้อก่อโรคและความปลอดภัยทางชีวภาพ 

 

3.2 วิธีปฏิบัติงาน 

 การเป็นผู้ช่วยสอนประจ้ารายวิชาต่างๆในแต่ละปีการศึกษา ต้องเข้าร่วมหารือวาง

แผนการเรียนการสอนร่วมกับอาจารย์ผู้รับผิดชอบรายวิชาและอาจารย์ผู้สอนตลอดภาค

การศึกษาและต่อเนื่อง การปฏิบัติงานแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ภายใต้หน้าที่หลักส้าคัญในการ

ปฏิบัติงาน ดังนี้  
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3.2.1 ขั้นตอนการเตรยีมการ 

  1) รับรายละเอียดของรายวิชา (มคอ.3) ของรายวิชาต่างๆ   

  นักวิทยาศาสตร์ประสานงานกับอาจารย์ผู้รับผิดชอบรายวิชาเพื่อรับทราบรายละเอียด

ของรายวิชา (มคอ.3) เพื่อน้ามาศึกษาและท้าความเข้าใจในรายละเอียดของหัวข้อการเรียน

ภาคปฏิบัติ รายละเอียดกิจกรรมการเรียน และสัปดาห์ที่มบีทปฏิบัติการ และเพื่อน้าไปวางแผน

ในการด้าเนินการการจัดการบทปฏิบัติการ   

 2) ประชุมวางแผนการจัดการเรียนการสอน 

 นักวิทยาศาสตร์ร่วมวางแผนกับอาจารย์ผู้สอนรายวิชาเพื่อเตรียมความพร้อมในด้าน

ต่าง ๆ ของรายวิชา เพื่อสนับสนุนการจัดการเรียนการสอนร่วมกับอาจารย์ผู้สอนปฏิบัติการ 

ส่งเสริมให้การด้าเนนิการเรียนการสอนเป็นไปด้วยความเรียบร้อยให้เป็นไปตามวัตถุประสงค์ 

 3) การจัดซื้อจัดจ้างวัสดุหรอืครุภัณฑก์ารศกึษา 

 การจัดซื้อจัดจ้างวัสดุหรือครุภัณฑ์การศึกษา ในกรณีที่มีไม่เพียงพอหรือต้องการ

เพิ่มเติม มีขั้นตอน ดังนี้ รวบรวมรายการที่จะด้าเนินการจัดซื้อ และจัดท้ารายละเอียด

คุณลักษณะเฉพาะของวัสดุหรือครุภัณฑ์การศึกษา เสนอไปยังบริษัท เพื่อขอใบเสนอราคา 

จ้านวน 3 บริษัท รวบรวมเอกสารส่งให้งานพัสดุของคณะ  

3.2.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

  1) การทดสอบและการดูแลรักษาวัสดุอุปกรณ์ และครุภัณฑก์ารศกึษา 

 นักวิทยาศาสตร์ท้าการทดสอบวัสดุและครุภัณฑ์การศึกษาประจ้าห้องทุกเครื่อง เพื่อ

เป็นการทดสอบก่อนที่นิสิตน้าไปใช้เรียนในปฏิบัติการ การท้าความสะอาดและการบ้ารุงดูแล

รักษาเครื่องมอืต่างๆ รวมถึงการจัดเก็บให้เป็นระเบียบเรียบร้อย  

2) การเตรียมความพร้อมก่อนการสอนภาคปฏิบัติ 

 นักวิทยาศาสตร์ศกึษาและวิเคราะห์ข้อมูลรายละเอียดของบทปฏิบัติการ รวมถึงจ้านวน

นิสิตที่จะเข้าใช้บริการในแต่ละรายวิชา โดยอ้างอิงจากตารางเรียนปฏิบัติการและรายละเอียด

ของรายวิชา (มคอ.3) ในการวางแผนเตรียมปฏิบัติการ ใช้ความรู้ความเข้าใจ ทักษะและ

ประสบการณ์เกี่ยวกับการเตรียมวัสดุ อุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้องแม่นย้าลด

ความซ้้าซ้อนของงาน รวมถึงการจัดเตรียมความพร้อมของวัสดุ อุปกรณ์ให้เพียงพอต่อการท้า

ปฏิบัติการ โดยศึกษาการจัดการเรียนการสอนรายวิชาต่าง ๆ ทางจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิต

วิทยาทางการแพทย์ของปีการศกึษาที่ผ่านมา ซึ่งการเตรียมปฏิบัติการนี้จะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน 

ดังนี้ ส่วนที่ 1 เป็นการเตรียม วัสดุ อุปกรณ์ ส้าหรับนิสิตท้าปฏิบัติการโดยอุปกรณ์ที่ใช้ในการ

เลี้ยงเชื้อเช่น Loop, needle,  rack เป็นต้น ส่วนที่ 2 เป็นการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดจาน
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เพาะ เ ชื้ อ  เ ช่น  Blood agar , MacConkey agar, Chocolate agar, Xylose Lysine deoxycolate 

agar, Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose agar เป็ นต้น  และอาหารชนิดที่ เ ป็ นหลอด

ของเหลว เชน่ Brain Heart Infusion broth, Alkaline Peptone Water, Thioglycolate broth, Buffer 

Peptone Water เป็นต้น อาหารทดสอบทางชีวเคมี ชนิดต่างๆ ทั้งชนิดที่ใช้แยกเชื้อแกรมบวก 

และชนิดที่ ใ ช้แยกเชื้อแกรมลบ เช่น Triple Sugar Iron agar, Motile Indole lysine medium, 

Citrate agar, Urease agar, MR- VP medium, Motile Nitrate Pyocyanin medium, Oxidation 

Fermentation of glucose, Oxidation Fermentation of Maltose, 10%  Lactose, Malonate broth, 

Coagulase test, Phenolred-glucose, Phenolred-mannitol เป็นต้น เชื้อมาตรฐานที่ใช้ในการ

ทดสอบคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารทดสอบทางชีวเคมี และใช้ในการเตรียมตัวอย่าง

ทดสอบให้นิสิต ทั้งที่เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกเช่น staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecalis และ Streptococcus pyogenes  เชื้อแบคทีเรียแกรมลบเช่น Escherichia coli, Klebseilla 

pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa เชื้อรา เช่น Aspergillus spp., Rhizopus 

spp., T.mentagrophytes และไข่พยาธิชนิดต่างๆ เช่น Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, 

Opisthorchis viverrini เป็นต้น   และน้้ายาทดสอบต่างๆ เชน่ Kovac's reagent, Nitrate reagent, 

3% Hydrogen peroxide เป็นต้น 

 3) การด้าเนินงานในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ 

 การด้าเนินงานในบทปฏิบัติการรายวิชาต่างๆนักวิทยาศาสตร์ประจ้าห้องปฏิบัติการ  

จะด้าเนนิการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ ดังนี้ 

  3.1) นักวิทยาศาสตร์ตรวจเช็ควัสดุอุปกรณ์ที่ต้องใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

ประเภทต่างๆใหพ้ร้อมใชง้าน  

  3.2) นักวิทยาศาสตร์ เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ ประเภท

ต่างๆโดยประสานงานกับอาจารย์ผู้สอนในรายวิชาเกี่ยวกับการออกแบบการทดลองใน         

บทปฏิบัติการต่าง ๆ และวางแผนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อให้เพียงพอส้าหรับการท้า

ปฏิบัติการในแต่ละบท เพื่อให้นสิิตแต่ละคนได้เรียนภาคปฏิบัติการอย่างเท่าเทียม ครบถ้วนและ

ถูกต้องตามกระบวนการ จากนั้นท้าการทดสอบความใช้ได้ของอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และ

น้้ายาทดสอบ โดยน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ ที่เตรียมมาทดสอบกับเชื้อหรอื

สารที่ใช้ควบคุมคุณภาพที่มีความเหมาะสมกับแต่ละชนิดหากให้ผลที่เป็นไปตามมาตรฐาน 

(Quality control) จึงจะสามารถน้าอาหารเลี้ยงเชือ้ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ เหล่านั้นมาให้นิสิต

ท้าปฏิบัติการได้ หากผลที่ได้ไม่เป็นไปตามมาตรฐานต้องท้าการวิเคราะหห์าสาเหตุและแนวทาง

ด้าเนินการแก้ไข หรือเตรียมและทดสอบคุณภาพใหม่ทั้งหมด โดยบางครั้งสาแหตุเกิดจากการ
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ปนเปื้อนจากเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อราในอากาศท้าให้เกิดการปนเปื้อนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

เตรียม อ้างองิจากงานวิจัยของผู้ปฏิบัติที่ท้าการทดสอบปริมาณเชือ้ที่ปนเปื้อนในอากาศภายใน

ห้องปฏิบัติการ ทุกเดือนผู้ปฏิบัติจะท้าการทดสอบการปนเปื้อนของเชื้อในอากาศโดยการเปิด

จานอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งไว้เป็นช่วงระยะเวลาหนึ่งแล้วน้าไปบ่มเพาะเชื้อเพื่อหาปริมาณเชื้อที่

ปนเปื้อนในอากาศหากพบว่าเชื้อมีการปนเปื้อนเกินเกณฑก์้าหนดจะท้าการฆ่าเชื้อที่ปนเปื้อนใน

ห้องปฏิบัติการ และมีการทดสอบเชื้อมาตรฐานโดยการน้าเชื้อมาทดสอบกับอาหารทดสอบ

ทางชีวเคมีที่เหมาะสมกับเชื้อแต่ละชนิดเพื่อให้แน่ใจว่าเชื้อเหล่านั้นให้ผลการทดสอบที่ตรงกับ

มาตรฐาน ก่อนที่จะท้าการเตรียมตัวอย่างทดสอบให้กับนิสิตใช้ท้าปฏิบัติการ หากผลที่ได้ไม่

เป็นไปตามมาตรฐานต้องเปลี่ยนตัวอย่างโดยใช้เชื้อชนิดอื่นที่ตรงตามมาตรฐานแทน ทั้งนีเ้พื่อให้

การเรียนการสอนภาคปฏิบัติการมีคุณภาพ 

  3.3) ขัน้ตอนการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 

  อาหารเลี้ยงเชื้อและชุดทดสอบทางชีวเคมีที่นิยมใช้ส่วนใหญ่เป็นอาหารกึ่งส้าเร็จรูป 

มีลักษณะเป็นผงแห้ง กรเตรยีมต้องท้าตามวิธีการที่ระบุมากับอาหารเลี้ยงเชือ้แต่ละชนิด โดยมี

ขั้นตอนที่คล้ายๆกันดังนี้ 

1. ค้านวณน้้าหนักผงอาหารเลี้ยงเชื้อต่อปริมาตรที่ต้องเตรียมให้ถูกต้อง และ

ภาชนะที่บรรจุควรจะมีขนาดบรรจุที่มากกว่าปริมาตรที่ต้องการเตรียม เช่น 

ต้องการเตรียม อาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ควรใช้ภาชนะบรรจุ ขนาด

ประมาณ 250 ml เป็นต้นไม่ควรเตรียมอาหารให้มีปริมาตรเท่ากับขนาดบรรจุ

ของภาชนะ เพราะถ้าต้มอาหารจนเดือดจะท้าให้อาหารล้นออกมานอกภาชนะ 

เป็นเหตุให้สัดส่วนของสารอาหารผิดไป และเกิดความเสียหายหรืออันตรายต่อ

ผูป้ฏิบัติงานได้ 

2. ช่ังอาหารด้วยเครื่องช่ังที่ถูกต้องและแม่นย้า น้าอาหารใส่ภาชนะบรรจุที่

เหมาะสมแลว้ตวงน้้ากลั่นเทลงในภาชนะ 

3. ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อให้เข้ากันเสร็จแล้วน้าไปต้มให้อาหารละลายเป็นเนื้อ

เดียวกันซึ่งปัจจุบันนิยมใช ้Microwave ซึ่งสะดวกรวดเร็วกว่า Hot plate 

4. ในขณะที่ต้มควรคนอาหารเป็นครั้งคราวเพื่อให้อาหารละลายได้ดียิ่งขึ้น การ

ทดสอบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อละลายหมดแล้วนั้น ท้าโดยการเอียงภาชนะบรรจุ

เล็กน้อยแล้วท้าให้กลับไปตั้งเหมือนเดิมสังเกตว่าไม่มีเม็ดอาหารเกาะติดอยู่ที่

ข้างภาชนะแล้ว ถือว่าใช้ได้  
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5. วัดค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชือ้โดยค่า pH ที่วัดได้ไม่ควรเกิน ± 0.2 ของค่า pH ที่

ก้าหนด 

6. เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมมีทั้งชนิดที่ตอ้งแบ่งใส่หลอด และชนิดที่ตอ้งเท

ลงในจานเพาะเชื้อจึงต้องแบ่งวธิีการเตรียมดังนี้ 

6.1 อาหารที่ต้องเทลงจานเพาะเชื้อ ให้น้าอาหารที่ปรับ pH แล้ว เข้า Autoclave ที่

อุณหภูมิ 1210C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

6.2 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ต้องแบ่งใส่หลอดให้น้าอาหารที่ปรับ pH แล้วแบ่งใส่ในหลอด

ทดลองตามปริมาณของอาหารเลี้ยงเ ชื้อชนิดนั้นๆ (บางชนิดต้องเติม

ส่วนประกอบอื่นๆที่ไม่ต้องผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วย Autoclave ให้ศึกษาวิธีการ

เตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดนั้นๆใหเ้ข้าใจก่อนเตรียม) หลังจากแบ่งใส่หลอดแล้ว

ให้เขียนชื่อของอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นๆลงบนหลอดอาหารหรือ Rack ที่ใส่หลอด

อาหาร 

7. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่จะน้ามาใช้ในการวิเคราะหท์างจุลชีววิทยาต้องท้าให้ปราศจาก

เชื้อก่อนถึงจะน้ามาใช้งานได้ การท้าให้ปราศจากเชื้อต้องพิจารณาอาหารชนิด

นั้นก่อนวา่ทนต้มหรอืนึ่งด้วยเครื่อง Autoclave หรอืไม่ 

8. อาหารที่จะน้าเข้าเครื่อง Autoclave ทุกครั้งต้องติด Sterile tape เพื่อเช็คว่า

ภายใน Autoclave มีการกระจายตัวของอุณหภูมิอย่างสม่้าเสมอและมีอุณหภูมิ

สูงเพียงพอต่อการฆ่าเชื้อ ซึ่งหลังจากน้าออกมาแล้วจะต้องมีแถบสีด้าบน

กระดาษ และต้องน้า Vial ที่ภายในบรรจุสปอร์ของเชือ้เข้านึ่งฆ่าเชือ้ด้วยทุกครั้ง 

เพื่อเช็คดูสภาพปราศจากเชื้อ ซึ่งเมื่อน้าออกจาก Autoclave ให้น้า Vial นั้นเข้า

บ่มที่ 550C 24 ช่ัวโมงแล้วสังเกตว่ามีเชื้อเจริญหรือไม่หากมีเชื้อเจริญแสดงว่า 

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่น้าเข้าฆ่าเชื้อรอบนั้นไม่ปราศจากเชือ้ 

9. อาหารเลี้ยงเชื้อส่วนใหญ่จะนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 1210C ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เวลา 15 นาที แต่ส้าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดที่มีน้้าตาลเป็น

ส่วนประกอบ จะนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 1100C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

เวลา 10 นาที 

10. หลังจากนึ่งฆ่าเชื้อแล้วอาหารในหลอดทดลองที่ต้องท้าการเอียง Slant ต้อง

น้าไปวางเอียง Slant ทันทีก่อนที่อาหารจะแข็งตัว ส่วนหลอดอาหารชนิดอื่นๆทิ้ง

ไว้ให้เย็นโดยไม่ต้องเอียง 
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11. อาหารเลี้ยงเชื้อที่ต้องเทใส่จานเพาะเชื้อให้น้าไปแช่ใน Water bath อุณหภูมิ 45 – 

500C รอให้อาหารเย็นลงจนมีอุณหภูมิ 45–500C ท้าความสะอาดโต๊ะที่ท้าการ

เทอาหารเลี้ยงเชือ้ ด้วย 70% Alcohol ก่อนทุกครั้ง 

12. น้าจานเพาะเชื้อเปล่าที่ปราศจากเชือ้ โดยผ่านการอบล่วงหนา้ด้วย Hot air oven 

ที่อุณหภูม ิ1800C นาน 3 ช่ัวโมงและรอให้เย็น หากเป็นจานเพาะเชื้อพลาสติกที่

ปราศจากเชือ้แล้วไม่ตอ้งน้าไปอบอีก 

13. เทอาหารลงบนจานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อประมาณ 15-20 ลิลลิลิตรต่อจาน 

ลนปากภาชนะบรรจุบ่อยๆเพื่อป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อจากอากาศหากมี

ฟองอากาศที่ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อให้ใช้เปลวไฟจาก Bunsen burner ลน

ให้ฟองอากาศหายไป 

14. ควรเขียนชื่ออาหารทุกชนิดบนจานอาหารและหลอดทุกหลอดเพื่อป้องกัน

สับสนในการใชง้าน 

15. ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดเช่น Blood agar หรือ Chocolate agar

จะต้องเติมเลือดหรือสารส่งเสริมการเจริญหลังการนึ่งฆ่าเชื้อ การเตรียม

อาหารเหล่านั้นจึงมีวิธีการเตรียมที่แตกต่างจากอาหารชนิดอื่นๆให้ดูวิธีการ

เตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้แตล่ะชนิดให้เขา้ใจอีกครั้ง 

16. อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดหลังจากเตรียมเสร็จแล้วต้องท้าการทดสอบคุณภาพ

ก่อนน้าไปใช้งานทุกครั้ง 

17. เก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมเสร็จแล้วและยังไม่ได้ใชง้าน ไว้ในตู้เย็น 

3.2.3. ขั้นตอนหลังปฏิบัติงาน 

หลังจากเตรียม อาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ ควรเขียนชื่ออาหารทุกชนิด

บนจานอาหารและหลอดทุกหลอดเพื่อป้องกันสับสนในการใช้งานในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

บางชนิดเช่น Blood agar หรือ Chocolate agar จะต้องเติมเลือดหรือสารส่งเสริมการเจริญหลัง

การนึ่งฆ่าเชื้อ การเตรียมอาหารเหล่านั้นจึงมีวิธีการเตรียมที่แตกต่างจากอาหารชนิดอื่นๆให้ดู

วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิดให้เข้าใจอีกครั้ง อาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายา

ทดสอบทุกชนิดหลังจากเตรยีมเสร็จแล้ว หากยังไม่ได้ใชง้านให้เก็บรักษาไว้ในตู้เย็น  
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3.3 เงื่อนไข ข้อสังเกต ข้อควรระวัง สิ่งท่ีควรค านึงในการปฏิบัติงาน 

การปฏิบัติงานของบทปฏิบัติการแต่ละรายวิชา ที่ผ่านมาจากการด้าเนินงานตามที่

ได้รับมอบหมาย พบว่ามีประเด็นข้อสังเกตุ และข้อควรค้านึงถึงในการปฏิบัติงาน ตามขั้นตอน

การปฏิบัติได้ดังนี ้

3.3.1 ขั้นตอนเตรยีมการ 

  1) การรับรายละเอียดของรายวิชา (มคอ.3) ของรายวิชาต่างๆ นักวิทยาศาสตร์

จ้าเป็นต้องศึกษาและมีความเข้าใจใน หัวข้อรายละเอียด และกิจกรรมการเรียน เพื่อให้การ

จัดการเรยีนการสอนสอดคล้องและเป็นไปตามที่วางแผนไว้  

  2) ประชุมวางแผนการจัดการเรียนการสอนร่วมกับอาจารย์ผู้สอนรายวิชาต่าง ๆ   

นักวิทยาศาสตร์ร่วมประชุมวางแผนกับอาจารย์ผู้รับผิดชอบรายวิชาและอาจารย์ผู้สอน ก่อน

เปิดภาคเรียนและน้าปัญหาของปีการศกึษาที่ผ่านมาน้ามาวางแผนปรับปรุงแก้ไข  

  3) การจัดซื้อจัดจ้างวัสดุหรือครุภัณฑ์การศึกษา ตรวจสอบความถูกต้องของ 

ชื่อ - สกุล ที่ตอ้งระบุในใบขออนุมัตจิัดซื้อจัดจ้างให้ถูกต้องก่อนที่จะจัดพิมพเ์อกสาร ตรวจสอบ

รายละเอียดของพัสดุที่จะจัดซื้อจัดจ้าง จ้านวน หน่วยนับ ราคาต่อหน่วย ราคารวม ที่จัดท้าใน

ใบขออนุมัติจัดซื้อ/จ้าง (มพ.กค.01) ในใบเสนอราคา และรายละเอียดคุณลักษณะเฉพาะของ

วัสดุหรือครุภัณฑก์ารศกึษาให้ตรงกัน  

3.3.2 ขั้นตอนปฏิบัติงาน 

  1) นักวิทยาศาสตร์ท้าการทดสอบวัสดุและครุภัณฑ์การศึกษาประจ้าห้องทุกเครื่อง 

เพื่อเป็นการทดสอบก่อนที่นิสิตน้าไปใช้เรียนในปฏิบัติการ การท้าความสะอาดและการบ้ารุง

ดูแลรักษาเครือ่งมอืต่างๆ  

  2) การเตรียมความพร้อมก่อนการสอนภาคปฏิบัติ จัดเตรียม วัสดุ อุปกรณ์ต่าง ๆ 

ที่เกี่ยวข้องให้เพียงพอกับนิสิตตามความเหมาะสม ในส่วนของอาหารเลี้ยงเชื้อและอาหาร

ทดสอบทางชีวเคมีต้องค้านวนให้เพียงพอและต้องเตรียมเผื่อส้าหรับนิสิตท้าปฏิบัติการ

ผิดพลาดอย่างน้อยร้อยละ 10 ของจ้านวนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ค้านวนได้ ในการท้าปฏิบัติการ

เครื่องมือหรืออุปกรณ์ต่างๆ ต้องอยู่ในอัตราส่วนไม่เกินที่สภาเทคนิคการแพทย์ก้าหนด และ

นักวิทยาศาสตร์จ้าเป็นต้องทดสอบการท้าบทปฏิบัติการก่อนที่จะควบคุมปฏิบัติการ เพื่อป้อง

การความผดิพลาดที่อาจจะเกิดขึ้น 

  3) การด้าเนินงานในแต่บทปฏิบัติการ การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารทดสอบ

ทางชีวเคมี สีย้อม และน้้ายาทดสอบต่างๆต้องเพียงพอต่อการใช้งานของนิสิต และต้องมีการ

ควบคุมคุณภาพเสมอ เพื่อให้นสิิตท้าปฏิบัติการได้อย่างถูกต้องและครบถ้วน 
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 4) ข้อควรระวังในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชือ้ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ 

1. ควรใช้ช้อนตักสารตักผงอาหารด้วยความระมัดระวังเพื่อป้องกันไม่ให้ผงอาหาร

ฟุ้งกระจายมากเพราะการสูดเอาผงอาหารเข้าไปจะท้าใหร้่างกายเกิดอาการแพ้

ได้ 

2. ขณะตวงและช่ังสารควรท้างานคนเดียวคนอื่นๆไม่ควรมุงดูการท้างานเพราะ

อาจเกิดอันตรายดังข้อ 1 ได้และไม่สะดวกต่อการท้างาน 

3. กลั้วภาชนะที่จะใช้เตรียมด้วยน้้าปราศจากอิออนหรือน้้ากลั่นก่อนใช้งานเพื่อ

ก้าจัดสารตกค้างอื่นๆที่อาจจะมีผลต่อการเจรญิของเชือ้ออกใหม้ากที่สุด 

4. การละลายผงอาหารควรใช้น้้าที่ปราศจากอิออนหรือน้้ากลั่นจะได้น้้าที่มีค่าเป็น

กลางมากที่สุด 

5. การละลายผงอาหารควรใช้น้้าครึ่งหนึ่งของปริมาตรทั้งหมดที่เตรียมแล้วน้าไป

เขย่าหรือกวนให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกันหลังจากนั้นจึงค่อยเทน้้าส่วนที่

เหลือลงข้างภาชนะที่ใส่เพื่อล้างเอาผงอาหารที่ติดข้างภาชนะลงจะลดการ

สูญเสียส่วนประกอบต่างๆได้ 

6. อาหารส่วนใหญ่จะไวต่อความร้อนจึงไม่ควรต้มอาหารนานหรือใช้ความร้อนสูง

มากใหป้ฏิบัติดังนี้ 

6.1 อาหารที่ไม่มี Agar หรือ Gelatin เป็นส่วนผสมให้ละลายด้วยน้้ากลั่นหรือ

หากต้องใชค้วามร้อนช่วยในการละลายใหใ้ช้อุณหภูมิที่ไม่สูงมากนักและใช้เวลา

ไม่นาน 

6.2  อาหารที่มี Agar เป็นส่วนผสมควรละลายด้วยน้้าครึ่งหนึ่งของปริมาตร

ทั้งหมดที่เตรียมคนใหเ้ข้ากันก่อนน้าไปต้มเพื่อใหอ้าหารเลีย้งเชือ้ละลายเป็นเนื้อ

เดียวกันแล้วจึงเติมน้้าส่วนที่เหลือลงไปจะท้าให้ลดระยะเวลาในการต้มละลาย

อาหารลงไปมาก และยังช่วยรักษาคุณสมบัติของส่วนประกอบในอาหารให้มี

ความคงตัวและมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมหรือยับยั้งการเจริญของ

เชื้อจุลินทรีย์ให้ดเีหมอืนเดิม 

7. อาหารทุกชนิดต้องปรับวัดค่า pH ก่อนนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้ 1N HCl และ 1N NaOH 

ถ้าต้องมีการปรับ pH หลังการนึ่งฆ่าเชื้อให้น้า 1N HCl และ 1N NaOH ไปท้าให้

ปราศจากเชือ้ด้วยการกรองก่อน 

8. หา้มลมืน้าอาหารเลีย้งเชือ้ไปท้าให้ปราศจากเชือ้ ก่อนน้ามาใช้งาน ซึ่งอาจจะท้า

โดยการกรอง หรอื นึ่งฆ่าเชื้อดว้ย Autoclave 
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9. อาหารบางชนิดไม่จ้าเป็นต้องน้าเข้าเครื่อง Autoclave เช่น SS agar หรือ TCBS 

agar ต้องตรวจสอบการละลายของอาหารเลี้ยงเชื้อให้แน่ใจก่อนที่จะน้าไปเทลง

บนจานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชือ้ 

10. การเติมเลือด หรือสารอาหารบางชนิด เช่น ยาปฏิชีวนะสารส่งเสริมหรือสารับ

ยั้งการเจริญอื่นๆก่อนเติมตอ้งแนใ่จว่าอาหาร มีอุณหภูมปิระมาณ 45-500C 

11. ต้องผสมอาหารแข็งให้เป็นเนื้อเดียวกันทุกครั้งก่อนเทลงไปในจานเพาะเชื้อที่

ปราศจากเชื้อเพื่อป้องกันอาหารบางส่วนไม่แข็งตัว และอาหารที่ได้จะมีอัตรา

ส่วนผสมที่เข้ากันได้ดี 

12. ก่อนเทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพาะเชื้อควรท้าให้อาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิ 

45-500C ก่อนจึงท้าการเทลงบนจานเพาะเชื้อเพื่อป้องกันการจับตัวของไอน้้า

และกลั่นจนเป็นหยดน้้าและจะหยดลงบนผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ซึ่งจะท้าให้

เกิดขอ้ผดิพลาดในการเพาะเลี้ยงเชือ้ในภายหลังได้ 

  

3.3.3 ขั้นตอนหลังปฏิบัติงาน 

หลังจากเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ ควรเขียนชื่ออาหารทุกชนิด

บนจานอาหารและหลอดทุกหลอดเพื่อป้องกันสับสนในการใช้งานในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

บางชนิดเช่น Blood agar หรือ Chocolate agarจะต้องเติมเลือดหรือสารส่งเสริมการเจริญหลัง

การนึ่งฆ่าเชื้อ การเตรียมอาหารเหล่านั้นจึงมีวิธีการเตรียมที่แตกต่างจากอาหารชนิดอื่นๆให้ดู

วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิดให้เข้าใจอีกครั้ง อาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายา

ทดสอบทุกชนิดหลังจากเตรยีมเสร็จแล้ว หากยังไม่ได้ใชง้านให้เก็บรักษาไว้ในตู้เย็น  

 

3.4 แนวคดิ/งานที่เกี่ยวข้อง 

3.4.1 อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรยี์ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ หมายถึง อาหารที่ประกอบด้วยสารชนิดต่างๆที่ใช้เป็นแหล่งอาหาร

ส้าหรับการเจริญเติบโตและการเพิ่มจ้านวนของจุลินทรีย์ ใช้ส้าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์

ให้บริสุทธิ์ เพื่อนับจ้านวนของจุลินทรีย์ เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตและทดสอบ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมี เพื่อจ้าแนกชนิดของจุลินทรีย์ หรือใช้ในการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์เพื่อใช้

เป็นเชื้อตัวอย่างหรือเชื้ออ้างอิง ซึ่งจุลินทรีย์ต่างชนิดกันจะมีความต้องการสารอาหารหรือค่า

ความเป็นกรด ด่างที่ไม่เหมือนกัน โดยอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีทั้งที่เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว
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และอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง หรืออาหารชนิดกึ่งแข็งกึ่งเหลว อาหารเลี้ยงเชื้อที่ ใ ช้ใน

หอ้งปฏิบัติการจุลชวีวิทยาคลินิก มีหลากหลายประเภทเช่น 

 อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดจาน 

1. Blood agar (BA) 

2. MacConkey agar (Mac) 

3. Chocolate agar (CA) 

4. Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar (TCBS) 

5. Xylose lysine deoxycolate agar (XLD) 

6. Potato dextrose agar (PDA) 

7. Sabouraud dextrose agar (SDA) 

8. Mueller hinton agar (MHA) 

9. Salmonella-shigella agar (SS) 

10. Mannitol salt agar (MSA) 

 อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดหลอด 

1. Bile esculin agar  

2. Citrate agar 

3. Coagulase test  

4. Decarboxylase test 

5. Lysine iron agar 

6. Malonate broth 

7. Motile lysine indole medium 

8. Oxidation/Fermentation of sugar 

9. Triple sugar iron agar 

10. Urease test medium 

 โดยอาหารเลี้ยงเชื้อเหล่านี้เป็นอาหารที่มักมีการใช้ในการทดสอบหาเชื้อจุลินทรีย์ใน

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยานอกจากนี้ยังมีอาหารเลี้ยงเชื้ออื่นๆอีกหลายชนิดที่มีการใช้งานใน

หอ้งปฏิบัติการจุลชวีวิทยาอีกด้วย 

3.4.2 สีย้อมจุลินทรยี์   

 สีย้อม หมายถึง สีที่มีคุณสมบัติที่สามารถติดกับเซลล์ของเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์แต่

ละชนิดจะสามารถติดสีย้อมที่แตกต่างกัน ในการย้อมสีแต่ละครั้งมักจะใช้สีมากกว่าหนึ่งชนิด 
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เช่นการย้อมสีแกรมจะดูที่สีย้อมที่ติดกับเซลล์ของจุลินทรีย์เป็นแบบ Differential stain ซึ่งสีจะ

ติดที่ไซโตพลาสซึมและผนังเซลล์ท้าให้เห็นถึงความแตกต่างของแบคทีเรียชนิดต่างๆได้  โดยสี

ย้อมที่ใช้ในหอ้งปฏิบัติการจุลชวีวิทยามีตัวอย่างดังนี้ 

1. Acid fast stain 

2. Capsule stain 

3. Flagella stain 

4. Gram stain 

5. Spore stain 

 โดยสีย้อมเหล่านีเ้ป็นสีที่มักมีการใช้ในการทดสอบหาเชื้อจุลินทรีย์ในหอ้งปฏิบัติการจุล

ชีววิทยานอกจากนี้ยังมีสีย้อมอื่นๆอีกหลายชนิดที่มีการใช้งานในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาอีก

ด้วย 

3.4.3 น้ ายาทดสอบ 

 น้้ายาทดสอบ หมายถึง น้้ายาที่ใช้ทดสอบปฏิกิรยิาของสารต่างที่เชือ้จุลินทรีย์สร้างและ

ปล่อยออกมาในอาหารทดสอบ โดย น้้ายาเหล่านี้จะไปท้าปฏิกิริยากับสารนั้นๆท้าให้เกิดผล

ต่างๆ เช่น เกิดฟอง เกิดการเปลี่ยนสีของน้้ายาเป็นต้น โดยน้้ายาทดสอบที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ

จุลชีววิทยามตีัวอย่างดังนี้ 

1. Kovac’s reagent 

2. MR reagent 

3. VP reagent 

4. 20 % KOH 

5. Catalase test 

 โดยน้้ายาทดสอบเหล่านี้เป็นน้้ายาที่มักมีการใช้ในการทดสอบหาเชื้อจุลินทรีย์ใน

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยานอกจากนี้ยั งมีน้้ ายาอื่นๆอีกหลายชนิดที่มีการใช้งานใน

หอ้งปฏิบัติการจุลชวีวิทยาอีกด้วย 
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บทท่ี 4 

เทคนิคการปฏิบัติงาน 

 

ในการปฏิบัติงานการเตรียมปฏิบัติการรายวิชาต่างๆของแขนงจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิต

วิทยาทางการแพทย์ สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์นั้น ผู้ปฏิบัติงานต้องมีทักษะและ

ประสบการณ์ ในการด าเนินการ จัดเตรียมวัสดุ อุปกรณ์ เครื่องมือ อาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อมและน้ ายา

ทดสอบต่างๆ ในการเรียนปฏิบัติการ จึงจะท าให้การด าเนินการเรยีนการสอนภาคปฏิบัติการ บรรลุตาม

วัตถุประสงค์ โดยคู่มือปฏิบัติการนี้จะมุ่งเน้นไปที่การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อมและน้ ายาทดสอบ

ชนิดต่างๆ ซึ่งเป็นสิ่งที่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ในการเตรียมปฏิบัติการทุกๆรายวิชาของการเรียน

ภาคปฏิบัติการแขนงจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ โดยเทคนิคในการเตรียมอาหาร

เลี้ยงเชือ้ สีย้อมและน้ ายาทดสอบต่างๆ มีดังนี ้

 

4.1 แผนการปฏิบัติงานในแต่ละสัปดาห์ 

ในการก าหนดแผนการการเตรียมปฏิบัติการรายวิชาต่างๆของแขนงจุลชีววิทยาคลินิกและ

ปรสิตวิทยาทางการแพทย์นั้น จะค านึงถึงช่วงระยะเวลาของการเรียนการสอนที่ก าหนดโดยอาจารย์

ประจ าบทปฏิบัติการเป็นหลัก ซึ่งก าหนดไว้เป็นช่วงเวลา กิจกรรมการเตรียมปฏิบัติการรายวิชาต่างๆ

ของแขนงจุลชวีวิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ โดยก าหนดระยะเวลาด าเนินการที่เหมาะสม 

ดังแสดงในตารางที่ 1  

 

ตารางที่ 1 กิจกรรมการเตรียมปฏิบัติการในแต่ละสัปดาห ์

กิจกรรม ระยะเวลา 

1. ศึกษารายละเอียดของรายวิชาในแต่ละบทปฏิบัติการ 1 ช่ัวโมง 

2. เตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ อาหารทดสอบทางชีวเคมี และน้ ายาทดสอบ 2 วัน 

3. เตรียมเชื้อมาตรฐานและตัวอย่างที่ใชใ้นการทดสอบ 1 วัน 

4. เตรียมความพรอ้มของห้องปฏิบัติการ 1 วัน 

5. เบิก-จา่ยวัสดุอุปกรณ์ และให้บริการในชว่งเวลาการท าปฏิบัติการ 3 ช่ัวโมง 

6. ตรวจสอบวัสดุอุปกรณ์และหอ้งเรียนหลังการใชง้าน 30 นาที 

7. จัดเก็บวัสดุอุปกรณ์ต่างๆใหเ้ข้าที่ 30 นาที 
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4.2 ขั้นตอนการเตรยีมการ 

ในการเตรียมปฏิบัติการรายวิชาต่างๆของแขนงจุลชีววิทยาคลินิกและปรสิตวิทยาทาง

การแพทย์นั้น ผู้ปฏิบัติงานต้องมีความรู้ความสามารถเบื้องต้นในด้านการประสานงาน การจัดเตรียม

วัสดุอุปกรณ์ เครื่องมือ การจัดเตรียมห้องปฏิบัติการ รวมทั้งวิธีการปฏิบัติงาน ระเบียบประกาศที่

เกี่ยวข้อง ซึ่งคู่มือการปฏิบัติงาน เร่ือง อาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อมและน้ ายาทดสอบ มีเทคนิคและวิธีการที่

เกี่ยวข้องดังนี ้

4.2.1 ศึกษารายละเอียดของรายวิชาในแต่ละบทปฏิบัติการ โดยผู้ปฏิบัติงานศึกษา

รายละเอียดของรายวิชาปฏิบัติการและตารางเรียนรายวิชาต่างๆของแขนงจุลชีววิทยา

คลินิกและปรสิตวิทยาทางการแพทย์ รวมถึงจ านวนนิสิตที่จะเข้าเรียนในรายวิชานั้นๆ โดย

อ้างอิงจากตารางเรียนปฏิบัติการและรายละเอียดของรายวิชา (มคอ.๓) ร่วมกับอาจารย์

ผูส้อนในการวางแผนเตรียมปฏิบัติการ 

4.2.2 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารทดสอบทางชีวเคมี และน้้ายาทดสอบ  โดย

ผู้ปฏิบัติงานเตรียมปฏิบัติการโดยอ้างอิงจากแผนการเตรียมปฏิบัติการ ซึ่งการเตรียม

ปฏิบัติการนีจ้ะแบ่งออกเป็น 2 ช่วงดังนี ้ 

ช่วงที่ 1 เป็นการเตรียม วัสดุ อุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารทดสอบทางชีวเคมี  เชื้อ

มาตรฐาน โดยอุปกรณ์ที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อเช่น Loop, needle,  rack และอาหารเลี้ยงเชื้อ

เป็นต้น โดยแต่ละบทปฏิบัติการ ผู้ปฏิบัติได้จ าแนกอาหารเลี้ยงเชื้อต่างๆออกเป็น 3 ชนิด

ดังนี้  

- อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดจานเพาะเชื้อ เช่น Blood agar , MacConkey agar, Chocolate 

agar, Xylose Lysine Deoxycolate agar, Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose agar 

เป็นต้น  

- อาหารชนิดที่เป็นหลอดของเหลว เช่น Brain Heart Infusion broth, Alkaline Peptone 

Water, Thioglycolate broth, Buffer Peptone Water เป็นต้น  

- อาหารทดสอบทางชีวเคมีชนิดต่าง ๆ ทั้งชนิดที่ใช้แยกเชื้อแกรมบวก และชนิดที่ใช้แยก

เชื้อแกรมลบ เชน่ Triple Sugar Iron agar, Motile Indole Lysine medium, Citrate agar, 

Urease agar, MR- VP medium, Motile Nitrate Pyocyanin medium, Oxidation 

Fermentation of glucose, Oxidation Fermentation of maltose, 10% Lactose, Malonate 

broth, Coagulase test, Phenolred-glucose, Phenolred-mannitol เป็นต้น 

ช่วงที่ 2 เป็นการทดสอบความใช้ได้ของอาหารเลี้ยงเชื้อโดยน าอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมมา

ทดสอบกับเชื้อควบคุม ที่เหมาะสมกับอาหารแต่ละชนิดหากเชื้อที่น ามาทดสอบให้ผลที่

เป็นไปตามมาตรฐาน (Quality control) จึงจะสามารถน าอาหารเลี้ยงเชื้อเหล่านั้นมาให้นิสติ

ท าปฏิบัติการได้ คุณภาพของงาน หากผลที่ได้ไม่เป็นไปตามมาตรฐานต้องท าการวิเคราะห์
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หาสาเหตุและแนวทางด าเนินการแก้ไข หรือเตรียมและทดสอบคุณภาพใหม่ทั้งหมด โดย

บางครั้งสาเหตุเกิดจากการปนเปื้อนจากเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อราในอากาศท าให้เกิดการ

ปนเปื้อนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียม อ้างอิงจากงานวิจัยของผู้ปฏิบัติที่ท าการทดสอบ

ปริมาณเชื้อที่ปนเปื้อนในอากาศภายในห้องปฏิบัติการ โดยทุกเดือนผู้ปฏิบัติจะท าการ

ทดสอบการปนเปื้อนของเชื้อในอากาศโดยการเปิดจานอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งไว้เป็นช่วง

ระยะเวลาหนึ่งแล้วน าไปบ่มเพาะเชื้อเพื่อหาปริมาณเชือ้ที่ปนเปื้อนในอากาศ หากพบว่าเชื้อ

มีการปนเปื้อนเกินเกณฑ์ก าหนดจะท าการฆ่าเชื้อที่ปนเปื้อนในห้องปฏิบัติการและมีการ

ทดสอบเชื้อมาตรฐานโดยการน าเชือ้มาทดสอบกับอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่เหมาะสมกับ

เชื้อแต่ละชนิดเพื่อให้แน่ใจว่าเชื้อเหล่านั้นให้ผลการทดสอบที่ตรงกับมาตรฐาน ก่อนที่จะท า

การเตรียมตัวอย่างทดสอบให้กับนิสิตใช้ท าปฏิบัติการ หากผลที่ได้ไม่เป็นไปตามมาตรฐาน

ต้องเปลี่ยนตัวอย่างโดยใช้เชื้อชนิดอื่นที่ตรงตามมาตรฐานแทน ทั้งนี้เพื่อให้การเรียนการ

สอนภาคปฏิบัติการมีคุณภาพหลังจากเตรียมและทดสอบคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อและ

เชื้อมาตรฐานแล้ว ผู้ปฏิบัติงานท าการรายงานผลสัมฤทธิ์ของการทดสอบข้างต้นให้กับ

อาจารย์ผู้สอนเพื่อพิจารณาผลการเตรียมปฏิบัติการและการเตรียมตัวอย่างทดสอบ 

ส าหรับใหน้ิสติท าปฏิบัติการ 

4.2.3 เตรยีมเชื้อมาตรฐานและตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบ  

โดยผู้ปฏิบัติงานเตรียมเชื้อมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารทดสอบทางชีวเคมี และใช้ในการเตรียมตัวอย่างทดสอบให้นิสิต ประกอบด้วยเชื้อ

แบคทีเรยีแกรมบวก (Gram-positive bacteria) ได้แก่ Staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecalis และ Streptococcus pyogenes  เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) 

ไ ด้ แ ก่  Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Proteus mirabilis แ ล ะ  Psudomonas 

aeruginosa เชื้อรา ได้แก่ Aspergillus spp., Rhizopus spp.และ Trichophyton mentagrophytes 

และไข่พยาธิชนิดต่าง ๆ ได้แก่ Hymenolepis nana, Trichuris trichiura และ Opisthorchis 

viverrini เป็นต้น และมีการทดสอบเชื้อมาตรฐานโดยการน าเชื้อมาทดสอบกับอาหาร

ทดสอบทางชีวเคมีที่เหมาะสมกับเชื้อแต่ละชนิดเพื่อให้แน่ใจว่าเชื้อเหล่านั้นให้ผลการ

ทดสอบที่ตรงกับมาตรฐาน ก่อนที่จะท าการเตรียมตัวอย่างทดสอบให้กับนิสิตส าหรับท า

ปฏิบัติการ หากผลที่ได้ไม่เป็นไปตามมาตรฐานต้องเปลี่ยนตัวอย่างโดยใช้เชื้อชนิดอื่นที่ตรง

ตามมาตรฐานแทน  โดยในแต่ละบทปฏิบัติการนั้นประเภทของวัสดุอุปกรณ์ อาหารเลี้ยง

เชื้อหรือเชื้อมาตรฐานชนิดต่าง ๆ อาจแตกต่างกันตามเนื้อหาของแต่ละบทปฏิบัติการ 

ดังนั้นผู้ปฏิบัติจึงต้องปฏิบัติตามแผนการเตรียมปฏิบัติการอย่างเคร่งครัดเพื่อป้องกันความ

ผิดพลาดจนเกิดความล่าช้า ส าหรับการเตรียมตัวอย่างทดสอบให้แก่นิสิต โดยในแต่ละบท

ปฏิบัติการนิสิต 1 คนจะได้ตัวอย่างทดสอบ 1 ตัวอย่าง ผู้ปฏิบัติจะท าการเตรียมตัวอย่าง
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ทดสอบให้นิสิตใช้ในการท าการทดลอง โดยแต่ละบทปฏิบัติการนิสิตจะได้ตัวอย่างทดสอบ

ที่ไม่เหมือนกันขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการเรียนภาคปฏิบัติการในแต่ละบทนั้น ๆ ซึ่งการ

เตรียมตัวอย่างทดสอบนั้นผู้ปฏิบัติจะท าการเตรียมตัวอย่างเสมือนสิ่งส่งตรวจจาก

โรงพยาบาลจริงและท าการใส่เชื้อมาตรฐานชนิดต่าง ๆ ลงไปในตัวอย่างเพื่อให้นิสิตได้ท า

การทดลองในการจัดจ าแนกชนิดของเชื้อที่พบในตัวอย่างแล้วรายงานผลให้ตรงกับเชื้อที่ ผู้

ปฏิบัติได้ใส่ลงไป โดยการเตรียมตัวอย่างทดสอบนี้ผู้ปฏิบัติต้องใช้ความระมัดระวังเป็น

อย่างสูงเนื่องจากเป็นเชื้อก่อโรคจริง และต้องท าด้วยเทคนิคปลอดเชื้อเพื่อให้แน่ใจว่า

ตัวอย่างที่ท าขึ้นมานั้นมีเพียงเชื้อที่ผู้ปฏิบัติใส่ไปเท่านั้น ไม่เกิดการปนเปื้อนจากเชื้อชนิดอื่น 

ซึ่งหากมีการปนเปื้อนด้วยเชื้อชนิดอื่นจะท าใหน้ิสิตไม่สามารถจัดจ าแนกเชื้อได้ตรงกับที่ที่ผู้

ปฏิบัติได้ใส่ลงไปในตัวอย่าง 

4.2.4 เตรยีมความพร้อมของห้องปฏิบัติการ  

โดยขั้นตอนการปฏิบัติงานเริ่มจากผู้ปฏิบัติร่วมประชุมวางแผนกับอาจารย์ผู้สอน

ปฏิบัติการของแขนงวิชาฯ ในการใช้ห้องปฏิบัติการส าหรับการเรียนการสอนในภาค

การศึกษา และวางแผนการเตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติการโดยค านึงถึงความ

ปลอดภัยของผู้ปฏิบัติงาน อาจารย์ผู้สอนและนิสิตเทคนิคการแพทย์ในทุก ๆ ด้านทั้งใน

สถานการณ์ปกติและหากมีการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสโควิด-19 ซึ่งผู้ปฏิบัติงานได้แบ่ง

การเตรียมหอ้งปฏิบัติการออกเป็น 3 ด้าน ดังนี้ 

1. ด้านห้องปฏิบัติการประกอบด้วยความเป็นระเบียบของห้องปฏิบัติการ ความเพียงพอ

ของพื้นที่ในการท าปฏิบัติการ การดูแลความปลอดภัยในการท าปฏิบัติการ ความ

เหมาะสมของห้องปฏิบัติการ (แสงสว่าง อณุหภูมิ และสภาพแวดล้อม) โดยมีกฏ

ระเบียบประจ าห้องปฏิบัติการ ซึ่งผู้ปฏิบัติได้ชี้แจงกฏระเบียบการใช้ห้องปฏิบัติการ

ส าหรับนิสิตก่อนท าปฏิบัติการเสมอ เพื่อความปลอดภัยในการท าปฏิบัติการของนิสิต 

อาจารย์  และนักวิทยาศาสตร์  หากพบข้อบกพร่องของการให้บริการด้ าน

ห้องปฏิบัติการ ผู้ปฏิบัติงานจะด าเนินการวิเคราะห์หาสาเหตุเบื้องต้นและด าเนินการ

แก้ไขทันที และหากไม่สามารถแก้ไขได้ผู้ปฏิบัติจะด าเนินการประสานงานกับเจ้าหน้าที่

กองอาคารสถานที่ของมหาวิทยาลัยพะเยา โดยกรอกในระบบแจ้งซ่อมของกองอาคาร

สถานที่ มหาวิทยาลัยพะเยา https://smartservices.up.ac.th/ เพื่อให้เจ้าหน้าที่ท าการ

ซ่อมแซมและแก้ไขในล าดับถัดไป และช่วงการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสโควิด-19 ผู้

ปฏิบัติจะจัดการเรียนภาคปฏิบัติการโดยการให้นิสิตเว้นระยะห่างและมีการตรวจวัด

อุณหภูมิ รวมถึงให้นิสิตตรวจหาเชื้อก่อนเข้าเรียนร่วมกับผู้อื่น ทั้งนี้หากมีนิสิตที่ติดเชือ้

ผูป้ฏิบัติจะนัดให้นสิิตมาท าการเรียนปฏิบัติการหลังจากที่หายจากการติดเชือ้แล้ว 
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2. ด้านเครื่องมือวิทยาศาสตร์ (ครุภัณฑ์ทางการศึกษา) ประกอบด้วย ด้านวัสดุ อุปกรณ์ 

และครุภัณฑ์ทางการศึกษา มีความเพียงพอต่อจ านวนนิสิต มีประสิทธิภาพในการใช้

งาน และมีความสะดวกและพร้อมใช้งาน กรณีพบข้อบกพร่องของครุภัณฑ์ทาง

การศึกษา ผู้ปฏิบัติจะวิเคราะห์หาสาเหตุเพื่อท าการด าเนินการแก้ไขเบื้องต้น หากไม่

สามารถแก้ไขได้จะโทรติดต่อตัวแทนจ าหน่ายและช่างของบริษัทเพื่อขอค าแนะน าใน

การแก้ปัญหา หากไม่สามารถแก้ไขปัญหาเบื้องต้นได้ ผูป้ฏิบัติจะด าเนินการแจ้งช่างให้

เข้ามาประเมินความผิดปกติ หากต้องน าครุภัณฑ์ออกจากคณะเพื่อน าไปประเมินที่

ส านักงาน ผู้ปฏิบัติจะท าบันทึกข้อความขอน าครุภัณฑ์ออกจากคณะ และรายงานต่อที่

ประชุมหลักสูตรฯ หลังจากนั้นจะขอใบเสนอราคา และกรอกใบแจ้งซ่อมของคณะ    

สหเวชศาสตร์พร้อมกับแนบใบเสนอราคาเพื่อเสนอต่อผูบ้ริหาร หากได้รับการอนุมัติให้

ซ่อม ผู้ปฏิบัติจะติดต่อกับบริษัทให้ท าการซ่อมและรวบรวมเอกสารให้กับนักวิชาการ

พัสดุของคณะฯ ต่อไป หากไม่ได้รับการอนุมัติซ่อมจะเสนอแผนจัดซื้อทดแทนใน

ปีงบประมาณถัดไป 

3. ด้านวัสดุ อุปกรณ์ (เครื่องแก้ว และ ถุงมือ) และสารเคมี ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ มี

คุณภาพ จ านวนเพียงพอและพร้อมใช้งานต่อจ านวนนิสิต หากพบความบกพร่อง

เกี่ยวกับวัสดุ อุปกรณ์ด้านเครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ หรือวัสดุการเรียนการสอนมีไม่

เพียงพอ ผู้ปฏิบัติจะด าเนินการแจ้งอาจารย์ผู้สอนเพื่อปรับรูปแบบการท าปฏิบัติการ 

และบันทึกข้อมูล เพื่อรายงานต่อประธานหลักสูตรฯ เพื่อด าเนินการพิจารณา และ

เสนอจัดสรรในปีงบประมาณถัดไป กรณีวัสดุ อุปกรณ์ เสื่อมสภาพ ผู้ปฏิบัติจะ

ด าเนนิการตรวจสอบอายุการใช้งาน และด าเนนิการแจ้งใหบ้ริษัทรับทราบและจัดส่งให้

บริษัทเอกชนด าเนนิการตอ่ไป 

4.2.5 เบิก-จ่ายวัสดุอุปกรณ์ และให้บริการในช่วงเวลาการท้าปฏิบัติการ  

ผู้ปฏิบัติให้นิสิตแต่ละคนรับตัวอย่างทดสอบ จากนั้นนิสิตจะท าการพิจารณาตัวอย่าง

ทดสอบเพื่อประเมินการรับ หรือปฏิเสธตัวอย่างนั้น ๆ ตามกระบวนการที่ถูกต้องซึ่ง

คล้ายคลึงกับการปฏิบัติงานจริงในโรงพยาบาล โดยผู้ปฏิบัติร่วมกับอาจารย์ผู้สอนแนะน า

การพิจารณาตัวอย่างกับนิสิตอย่างใกล้ชิดเพื่อให้นิสิตได้เรียนรู้และพิจารณาตัวอย่างได้

อย่างถูกต้อง หลังจากนั้นผู้ปฏิบัติให้นิสิตแต่ละคน เบิกวัสดุอุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อ 

ประเภทต่าง ๆ เช่น Blood agar , MacConkey agar, Chocolate agar เป็นต้น เพื่อน ามาท า

ปฏิบัติการ โดยระหว่างท าปฏิบัติการนั้นผู้ปฏิบัติและอาจารย์ผู้สอน จะเปิดโอกาสให้นิสิต

ซักถามและแสดงความคิดเห็นอย่างเหมาะสม คอยควบคุมและให้ค าปรึกษาแก่นิสิตอย่าง

ใกล้ชิด เพื่อความถูกต้องและความปลอดภัยต่อตัวนิสิตและผู้ที่ปฏิบัติงานอยู่ภายใน

ห้องปฏิบัติการ หลังจากท าปฏิบัติการในวันแรกแล้วเสร็จ นิสิตจะท าการบ่มเพาะเชื้อที่ได้
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จากตัวอย่าง หลังจากนั้น 24 ช่ัวโมงนิสติจะน าจานเพาะเชื้อที่ท าการเพาะไว้มาพิจารณาผล

ว่ามีลักษณะโคโลนีของเชื้อแบบไหนขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อบ้างและต้องเบิกอาหาร

ทดสอบทางชีวเคมีชนิดใด โดยขั้นตอนนี้ผู้ปฏิบัติและอาจารย์ผู้สอนจะคอยควบคุมและให้

ค าปรึกษาแก่นิสิตอย่างใกล้ชิดเพื่อให้แน่ใจว่านิสิตสามารถดูลักษณะโคโลนีของเชื้อชนิด

ต่าง ๆ ได้ และสามารถเลือกอาหารทดสอบทางชีวเคมีเพื่อน ามาท าการทดลองต่อได้อย่าง

ถูกต้อง หลังจากนั้นผู้ปฏิบัติจะให้นิสิตเขียนใบบันทึกการอ่านลักษณะโคโลนีและอาหาร

ทดสอบทางชีวเคมีที่ต้องการเบิกในแบบรายงานผลเพื่อที่น ามาเบิกอาหารทดสอบทาง

ชีวเคมีไปท าการทดลองต่อ ผู้ปฏิบัติและอาจารย์ผู้สอนจะคอยควบคุมนิสิตในขั้นตอนการ

ลงเชื้อในอาหารทดสอบทางชีวเคมีอย่างใกล้ชิดเพื่อนิสิตจะได้ท าการทดลองได้อย่าง

ถูกต้องแล้วนิสิตจะน าอาหารทดสอบทางชีวเคมีไปท าการบ่มเพาะเชื้ออีก 24 ช่ัวโมง พอ

ครบ 24 ช่ัวโมงแล้วนิสิตจะน าอาหารทดสอบทางชีวเคมี ออกมาอ่านผล และเขียนแบบ

รายงานผลการท าปฏิบัติการ ผู้ปฏิบัติตรวจสอบความถูกต้องของแบบรายงานของนิสิต

และให้ค าแนะน าและข้อเสนอแนะต่อการท าปฏิบัติการของนสิิต 

4.2.6 ตรวจสอบวัสดุอุปกรณ์และห้องเรียนหลังการใช้งาน  

โดยหลังจากเสร็จสิน้การท าปฏิบัติการ ผูป้ฏิบัติจะรวบรวมตัวอย่างที่นิสติท าปฏิบัติการ

แล้วเสร็จใส่ถุงแดงที่มีสัญลักษณ์ ขยะติดเชื้ออันตราย และน ามาท าให้ปราศจากเชื้อโดย

การเข้าฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอน้ า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์

ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ก่อนทิง้ลงในถังขยะตดิเชือ้ทุกครั้ง โดยถุงขยะที่ใชจ้ะเป็นถุง

สีแดงที่มสีัญลักษณ์ ขยะตดิเชื้ออันตรายเช่นกัน ในส่วนของวัสดุเครื่องแก้วต่าง  ๆ หลังจาก

ท าการท าให้ปราศจากเชือ้แล้วผูป้ฏิบัติจะท าการล้างและอบให้แห้งก่อนจัดเก็บใหเ้รียบร้อย 

หากวัสดุอุปกรณ์ชนิดใดที่สัมผัสกับเชือ้โรค ผูป้ฏิบัติจะท าความสะอาดด้วยกระบวนการท า

ให้ปราศจากเชื้อ โดยค านึงถึงสภาพของอุปกรณ์แต่ละชนิดว่าสามารถท าให้ปราศจากเชื้อ

ด้วยวิธีใดได้บ้าง เชน่ โต๊ะปฏิบัติการให้ใชน้้ ายาฆ่าเชื้อฉีดพ่นเพื่อฆา่เชื้อ ตู้ Biosafety cabinet 

จะใช้น้ ายาฆ่าเชื้อฉีดพ่นเพื่อฆ่าเชื้อ และเปิดหลอดรังสียูวี เพื่อฆ่าเชื้ออีกครั้ง รวมทั้ง

ตรวจเช็คห้องเรียนให้เป็นระเบียบเรียบร้อยและตรวจเช็ควัสดุ อุปกรณ์ ต่างๆก่อนน าเก็บ

เข้าที่ให้เรยีบร้อย 

4.2.7 จัดเก็บวัสดุอุปกรณ์ต่างๆให้เข้าที่   

โดยหลังจากตรวจเช็คความเรียบร้อยของห้องเรียน วัสดุและอุปกรณ์ต่างๆแล้วเสร็จ 

ผู้ปฏิบัติงานจะด าเนินการเก็บวัสดุ อุปกรณ์ต่างๆเข้าที่เก็บให้เรียบร้อย สรุปข้อมูลวัสดุ

อุปกรณ์และครุภัณฑ์ที่พร้อมใช้ รวมถึงที่ต้องได้รับการซ่อมแซมต่ออาจารย์ผู้รับผิดชอบ

รายวิชา และน าเสนอต่อที่ประชุมหลักสูตรฯเพื่อพัฒนาการจัดการเรียนภาคปฏิบัติการใน

ภาคการศกึษาถัดไป 
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4.3 ขั้นตอนการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

4.3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารเลี้ยงเชือ้ หมายถึง อาหารที่ประกอบด้วยสารชนิดต่างๆที่ใช้เป็นแหล่งอาหารส าหรับการ

เจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวนของจุลินทรีย์ ใช้ส าหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ให้บริสุทธิ์ นับ

จ านวนของจุลินทรีย์ ศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตและทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี จ าแนกชนิดของ

จุลินทรีย์ หรือใช้ในการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์เพื่อใช้เป็นเชื้อตัวอย่างหรือเชื้ออ้างอิง ซึ่งจุลินทรีย์ต่าง

ชนิดกันจะมีความต้องการสารอาหารหรือค่าความเป็นกรด-ด่างที่ไม่เหมือนกัน โดยอาหารเลี้ยงเชื้อจะ

มีทั้งที่เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (Broth) และอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Solid medium) โดยการเติม

วุ้น 1.5–2.0 % เป็นตัวท าให้แข็ง ถ้าชนิดของอาหารเป็นของแข็งที่บรรจุในหลอดมีลักษณะเอียงจะเรียก

ชนิดของอาหารชนิดนีว้่า Slant agar แตถ่้าชนิดของอาหารเป็นของแข็งที่บรรจุในหลอดมีลักษณะตั้งตรง

เรียก Agar deep tube แตถ่้าบรรจุในจานเพาะเชือ้ (Petri dish) เรียก Agar plate นอกจากนี ้ยังมีอาหาร

ที่มีลักษณะกึ่งแข็ง (Semi–solid) ที่เติมผง วุ้น (Agar) เพียง 0.3–0.5 % เพื่อใช้ในการทดสอบการ

เคลื่อนที่ของแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 7  ดังนั้นผู้ปฏิบัติงานควรมีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับวิธีการ

เตรียม การทดสอบคุณภาพ ลักษณะพื้นฐาน ตลอดจนการเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อให้ได้อาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีคุณภาพและเหมาะสมกับการใช้งานในห้องปฏิบัติการโดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดีควรมี

คุณสมบัติดังต่อไปนี้ 

1. มปีริมาณธาตุอาหารทีเ่หมาะสมแก่การเจรญิของเชือ้จุลินทรีย์แต่ละชนิด 

2. มีความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์แตล่ะชนิด ซึ่งโดยทั่วไปมี pHประมาณ 

6.5-7.5 

3. มรีะดับความช้ืนของอาหารที่เหมาะสม 

4. อาหารเลี้ยงเชือ้ต้องมีสภาพปราศจากเชือ้ก่อนน าไปใช้งาน 

5. ปราศจากสารที่เป็นพิษต่อการเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ 

รูปที่ 7 ลักษณะของอาหารเลี้ยงเชือ้แบบต่างๆ 



34 
 

4.3.2 ความต้องการอาหารของจุลินทรยี์ 

แหล่งของอาหารต่าง ๆ ที่จุลินทรีย์มีความต้องการใช้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ Nitrogen 

sources, carbon sources วิตามินและ growth factor ต่าง ๆ 

Carbon sources หมายถึง สารประกอบที่มีคาร์บอนอยู่ด้วย อยู่ในรูปของคาร์บอนไดออกไซด์ 

และสารอินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความต้องการคาร์บอนในรูปต่าง ๆ กัน เช่น แบคทีเรียพวก 

Autotrophs จะได้รับคาร์บอนจากคาร์บอนไดออกไซด์หรือเกลือคาร์บอเนตต่าง ๆ แบคทีเรียพวก 

Heterotrophs ได้ คารบ์อนจากสารประกอบอินทรีย์ เชน่โปรตนี ไขมันและคาร์โบไฮเดรท แบคทีเรยีพวก 

Chemoautotroph ไดพลังงานจากการออกซิเดช่ันของสารเคมี และแบคทีเรียพวก Photoautotroph ได้

พลังงานจากแสงอาทิตย ฯลฯ  

 

Nitrogen sources หมายถึง สารที่มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบทั้งที่เป็นสารอินทรีย์ เช่น  

กรดอะมิโน เปปไทด์ โปรตนี และสารอนินทรีย์ เชน่ เกลือไนไตรท์ ไนเตรท และแอมโมเนีย  ซึ่งจุลินทรีย์

มีความต้องการและสามารถใช้ในรูปต่าง ๆ กันแล้วแต่ละชนิดของจุลินทรีย์ แบคทีเรียพวก  Autotrophs 

สามารถใช้เกลือของแอมโมเนียหรือไนเตรตเพื่อการเจริญได้ ส่วนพวก Heterotrophs ใช้ไนโตรเจนในรูป

กรดอะมิโนตา่ง ๆ ซึ่งแบคทีเรยีแต่ละชนิดมคีวามตอ้งการกรดอะมิโนตา่งชนิดกัน 

 

วิตามินและ Growth factors ซึ่ง Hopkins เป็นบุคคลแรกที่ได้แสดงให้เห็นว่านอกเหนือไปจาก

ไขมัน โปรตีน คาร์โบไฮเดรท แร่ธาตุ น้ าและออกซิเจนแล้ว ยังมีสารประกอบบางอย่างที่มีความจ าเป็น

ต่อร่างกายของมนุษย์ ต่อมา Kazimierz Funk หรือ Casimir Funk ซึ่งได้ เป็นผู้พบวิตามินซึ่ง เป็น

สารประกอบที่มนุษย์ต้องการเพียงเล็กน้อย แต่มีความส าคัญอย่างยิ่งที่จะท าให้ร่างกายสามารถ

ด ารงชีวติและเจริญเติบโตตามปกติอยู่ได้ ถ้าหากขาดวิตามินจะท าให้มอีาการผดิปกติเกิดขึ้น 

 

Growth factors แรกเริ่มหมายถึงสารประกอบที่ช่วยส่งเสริมหรือเร่งอัตราการเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย์ให้ดีขึ้น จะเห็นได้ว่าทั้งวิตามินและ Growth factor ก็มีความหมายคล้ายคลึงกัน จุลินทรีย์บาง

ชนิดสามารถเจริญเติบโตได้อย่างดีในอาหารที่ไม่มี Growth factors เพราะจุลินทรีย์สามารถสังเคราะห์

สารบางอย่างได้เอง เช่น Mycobacterium smegmatis สามารถสังเคราะห์ Riboflavin ใน Synthetic 

medium ได้และ Ashbya gossypii ที่เลีย้งในอาหาร Organic media ก็สังเคราะหไ์ด้เช่นกัน เป็นต้น ดังนัน้

ในปัจจุบันนี้ ค าว่า Growth factor สามารถแบ่งได้ 3 ชนิด  ตามโครงสร้างทางเคมีและหน้าที่ใน

ขบวนการเมตาบอลิซึม (Metabolic function) 

1. กรดอะมิโน น าไปใช้ในการสังเคราะหโ์ปรตนี 

2. Purines และ pyrimidines น าไปใช้ในการสังเคราะหก์รดนิวคลีอิค 

3. วิตามิน น าไปใช้เป็น Prosthetic group ของน้ าย่อย 
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4.3.3 ประเภทของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

4.3.3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อที่แบ่งตามส่วนผสมหรอืองค์ประกอบของอาหาร 

1. (Chemically defined media หรอื Synthetic media) เป็นอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มสี่วนประกอบ

เป็นสารสังเคราะห์ที่ทราบส่วนประกอบทางเคมีที่แน่นอน ดังนั้นการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหล่านีจ้ะได้อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มอีงค์ประกอบที่เหมอืนกันทุกครั้งนิยมใชใ้นหอ้งปฏิบัติการทางจุล

ชีววิทยา โดยน าจุลินทรีย์มาเลี้ยงในอาหารชนิดนี้เพื่อดูการใช้สารเคมีต่างๆที่ทราบปริมาณอยู่

แล้วส าหรับเปรียบเทียบการเจรญิ เชน่ Glucose broth 

2. (Artificial media หรือ  Non – synthetic medium)  เป็นอาหาร เลี้ ย ง เ ชื้อที่ ไม่ท ราบ

ส่วนประกอบทางเคมีที่แน่นอนว่าประกอบด้วยสารใดอย่างละเท่าไร  เป็นอาหารเลี้ยงที่มี

สารประกอบอินทรีย์อยู่มากมายหลายชนิดทั้งที่เป็นสารสกัดจากเนื้อเยื่อพืชและสัตว์ เช่น สาร

เพปโทน (Peptone) สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) หรือ 

Malt extract อาหารเลี้ยงเชื้อประเภทนี้เหมาะส าหรับการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ได้

หลากหลายชนิด อาหารเลี้ยงเชื้อในกลุ่มนี้ได้แก่ Nutrient broth, nutrient agar และ potato 

dextrose agar เป็นต้น 

 

4.3.3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อที่แบ่งตามประโยชน์การใช้งาน 

1. Enrich media หรือ Enrichment media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมขึ้นเพื่อเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์

ที่มีปริมาณน้อยให้มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นเพื่อเพิ่มโอกาสในการตรวจพบ หรือเติมสารอาหารที่

เอือ้ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดนั้น ๆ เป็นพิเศษ เพื่อใช้ส าหรับการเลี้ยงแบคทีเรียบางชนิดที่

เจริญยาก เชน่ เลือด, Serum หรอื สารสกัดที่ได้จากเนื้อเยื่อพชืหรอืสัตว์ลงไปเพื่อเร่งการเจริญ

ของเชื้อจุลินทรีย์ที่ต้องการ โดยทั่วไปการใช้ Enrich media หรือ Enrichment media นั้นจะ

มุ่งเน้นในการแยกเชือ้จุลินทรีย์ที่ตอ้งการที่มีปริมาณน้อยซึ่งปะปนอยู่กับเชื้อจุลินทรีย์สว่นมากที่

ไม่ต้องการ อาหารที่เร่งการเจริญของแบคทีเรียที่ต้องการและยังยั้งแบคทีเรียพวกอื่น ซึ่งถือ

เป็นอาหารชนิดนี้เช่นกัน เช่น อาหารเลี้ยงเ ชื้อ Tetrathionate broth กระตุ้นการเจริญของ 

Salmonella Typhi แตย่ับยั้งการเจริญของ Escherichia coli   

2. Selective media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้คัดแยกจุลินทรีย์ที่ต้องการให้เจริญได้เท่านั้น ใช้เพื่อ

คัดแยกจุลินทรีย์ที่ปะปนกันหลายชนิดออกจากกัน ดังนั้นจึงเติมสารเคมีบางอย่างลงไปเพื่อ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์พวกที่ไม่ต้องการแต่จะไม่มีผลยังยั้งจุลินทรีย์ที่ต้องการ เชน่ 

ใส่สี Crystal violet ในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก ดังนั้น

แบคทีเรียที่เจริญได้จึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบเท่านั้น หรือการใช้สารปฏิชีวนะบางชนิดในการ

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอื่นๆแต่ยอมให้จุลินทรีย์บางชนิดเจริญเติบโตได้ ส่วนใหญ่นิยมใช้

ในรูปของอาหารแข็งเชน่ MRS agar ใช้ในการเพาะเลี้ยง Lactobacillus spp. เป็นต้น 
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3. Differential media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้แยกชนิดของจุลินทรีย์ที่เจริญในอาหารโดยอาศัย

ลักษณะความแตกต่างกันของจุลินทรีย์เมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอินดิเคเตอร์ (Indicator) 

และการสร้างน้ าย่อย นอกจากนี้อาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดยังเป็นทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็น 

Selective and Differential media เช่น MacConkey agar ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี Crystal 

violet และ เกลือน้ าดี (bile salt) เป็นส่วนประกอบ โดยสารทั้งสองมีคุณสมบัติยังยั้งการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) เช่น Staphylococcus aureus, 

Streptococcus spp. เป็นต้น แต่จะไม่ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-

negative bacteria) เช่น Escherichia coli, Salmonella spp. เป็นต้น อีกทั้งอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้

จะมีน้ าตาลแลคโทสและสี Neutral red เป็นส่วนประกอบ หากแบคทีเรียแกรมลบที่เจริญได้นัน้

เป็นเชื้อที่สามารถย่อยน้ าตาลแลกโทส (Lactose fermenter) เปลี่ยนเป็นกรด กรดที่ได้จะเปลี่ยน

สีอินดิเคเตอร์ Neutral red ท าให้ได้โคโลนีสีชมพู เช่นเชื้อ Escherichia coli  แต่หากเป็นเชื้อที่ไม่

สามารถย่อยน้ าตาลแลกโทสได้ (Non lactose fermenter) จะได้โคโลนีใสไม่มีสี เช่น Salmonella 

spp. 

 

4.3.4 ข้อแนะน้าการใช้และการเก็บรักษาผงอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไปส่วนใหญ่มักจะเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูปบรรจุในกระป๋อง เพื่อป้องกันการ

สูญเสียคุณสมบัติของอาหารจงึควรเก็บรักษาอาหารให้ดี และควรปฏิบัติดังนี้ 

 

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ยังไม่เปิดใช้ 

1. น ากระป๋องอาหารเลี้ยงเชื้อไปเก็บในที่แห้ง มืด อากาศถ่ายเทได้สะดวก และที่อุณหภูมิ

ประมาณ 15-25oC หรือเก็บตามวิธีการหรือค าแนะน าที่ระบุข้างกระป๋องอาหารเลี้ยงเชื้อ

อย่างเคร่งครัด 

2. ผงอาหารเลี้ยงเชื้อปกติจะมีอายุการใช้งาน 2-5 ปี อาหารหมดอายุการใช้งาน หรืออาหาร

ที่เก็บไว้นานควรสังเกตว่าถ้าผงอาหารมีสีเปลี่ยนหรือมีลักษณะแข็งเป็นก้อน มีกลิ่นเหม็น 

ไม่ควรน ามาเตรียมอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้ออีก เนื่องจากอาหารได้สูญเสียคุณสมบัติในการ

ส่งเสริมหรือยับยั้งการเจรญิของเชื้อจุลินทรีย์ไปแล้ว  

 

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เปิดใช้แล้ว 

1. ควรจดบันทึก วัน เดือน ปี ที่เปิดกระป๋องอาหารเลี้ยงเชื้อมาใช้งานที่ข้างกระป๋องทุก

กระป๋อง 
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2. หลังจากช่ังผงอาหารเลี้ยงเชื้อเสร็จแล้วให้ปิดฝากระป๋องอาหารเลี้ยงเชื้อให้แน่นทันทีเพื่อ

ป้องกันความชื้นเข้าไปในกระป๋องอาหาร ซึ่งจะท าให้ค่า pH ของอาหารเปลี่ยนไปและจะท า

ให้ผงอาหารชืน้และจับตัวเป็นก้อน 

3. หลังจากเปิดใช้ควรใช้ให้หมดภายใน 6 เดือน–1 ป ีเพื่อเป็นการป้องกันอาหารเสียคุณสมบัติ

ไปก่อนที่จะทันได้ใช้งาน 

 

4.3.5 วิธีการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อและชุดทดสอบทางชีวเคมีที่นิยมใช้ส่วนใหญ่เป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป มีลักษณะ

เป็นผงแห้ง กรเตรียมต้องท าตามวิธีการที่ระบุมากับอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด โดยการเตรียมอาหาร

เลี้ยงเชื้อนั้นจะต้องด าเนินการอย่างถูกต้องแม่นย าเพื่อส่งเสริมให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตได้อย่าง

เหมาะสม ซึ่งจะต้องช่ังน้ าหนักส่วนผสมแต่ละชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ (แบบผง เจล และของเหลว) 

อย่างระมัดระวังตามสูตรที่มีการควบคุมการผสมสูตรอาหารเลีย้งเชือ้ โดยทั่วไปแล้วมักใช้เครื่องช่ังแบบ

แมน่ย าที่มคี่าอ่านละเอยีดตั้งแต ่1 มลิลิกรัมถึง 10 มิลลกิรัม โดยมีขั้นตอนที่คล้ายๆกันดังนี้ 

1. ค านวณน้ าหนักผงอาหารเลี้ยงเชือ้ต่อปริมาตรที่ต้องเตรียมใหถู้กต้อง  

2. ช่ังอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยเครื่องช่ังที่ถูกต้องและแม่นย า แล้วเทใส่ภาชนะที่บรรจุที่เหมาะสม

โดยต้องมีขนาดที่ใหญ่กว่าปริมาตรที่ต้องการเตรียม ไม่ควรเตรียมอาหารให้มีปริมาตร

เท่ากับขนาดบรรจุของภาชนะ เพราะถ้าต้มอาหารจนเดือดจะท าให้อาหารล้นออกมานอก

ภาชนะ เป็นเหตุให้สัดส่วนของสารอาหารผิดไป และเกิดความเสียหายหรืออันตรายต่อ

ผู้ปฏิบัติงานได้เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ควรใช้ภาชนะบรรจุ ขนาดประมาณ 

250 ml เป็นต้น แล้วตวงน้ ากลั่นเทลงในภาชนะ 

3. ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อให้เข้ากันจากนั้นน าไปต้มให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้ Hot 

plate หรอื Microwave ซึ่งปัจจุบันนิยมใช ้Microwave ซึง่สะดวกรวดเร็วกว่า Hot plate 

4. ในขณะที่ต้มควรคนอาหารเป็นครั้งคราวเพื่อให้อาหารละลายได้ดียิ่งขึ้น การทดสอบว่า

อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายหมดแล้วนั้น ท าโดยการเอียงภาชนะบรรจุเล็กน้อยแล้วท าให้กลับไป

ตั้งเหมือนเดิมหรือใช้แท่งแก้วคนสารคนอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วยกขึ้นดู สังเกตว่าไม่มีเม็ด

อาหารเกาะติดอยู่ที่ข้างภาชนะแล้ว ถือว่าใช้ได้  

5. วัดค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชือ้โดยค่า pH ที่วัดได้ไม่ควรเกิน ± 0.2 ของค่า pH ที่ก าหนด 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมมีทั้งชนิดที่ตอ้งแบ่งใส่หลอด และชนิดที่ตอ้งเทลงในจานเพาะเชื้อจึง

ต้องแบ่งวธิีการเตรียม ดังนี ้

6.1 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ต้องเทลงจานเพาะเชื้อ ให้น าอาหารที่ปรับ pH แล้ว เข้า 

Autoclave ที่อุณหภูม ิ121oC ความดัน 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ้ว เวลา 15 นาที จากนั้น

จงึน ามาเทลงจานเพาะเชื้อ 
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6.2 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ต้องแบ่งใส่หลอดให้น าอาหารที่ปรับ pH แล้วแบ่งใส่ในหลอด

ทดลองตามปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนั้นๆ (บางชนิดต้องเติมส่วนประกอบ

อื่นๆที่ไม่ต้องผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วย Autoclave ให้ศึกษาวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดนัน้ๆใหเ้ข้าใจก่อนเตรียม) หลังจากแบ่งใส่หลอดแล้วใหเ้ขียนชื่อของอาหาร

เลี้ยงเชือ้นัน้ๆลงบนหลอดอาหารหรอื Rack ที่ใส่หลอดอาหาร 

7. อาหารเลี้ยงเชื้อต่างๆที่จะน ามาใช้งานในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา ต้องมีการท าให้

ปราศจากเชือ้ก่อนถึงจะน ามาใช้งานได้โดยต้องพิจารณาอาหารชนิดนั้นก่อนว่าทนต่อความ

ร้อนหรือนึ่งด้วยเครื่อง Autoclave หรือไม่ ซึ่งบางชนิดสามารถน าเข้าฆ่าเชื้อในเครื่อง 

Autoclave ได้ บางชนิดไม่สามารถเข้าฆ่าเชื้อในเครื่อง Autoclave ได้ 

8. อาหารเลี้ยงเชื้อที่จะน าเข้าเครื่อง Autoclave ทุกครั้งต้องติด Sterile tape เพื่อเช็คว่าภายใน 

Autoclave มีการกระจายตัวของอุณหภูมิอย่างสม่ าเสมอและมีอุณหภูมิสูงเพียงพอต่อการ

ฆ่าเชื้อ ซึ่งหลังจากน าออกมาแล้วจะต้องมีแถบสีด าบนกระดาษ และต้องน า Vial ที่ภายใน

บรรจุสปอร์ของเชื้อเข้านึ่งฆ่าเชื้อดว้ยทุกครั้ง เพื่อเช็คประสิทธิภาพของเครื่อง Autoclave ใน

การฆ่าเชื้อ ซึ่งเมื่อน าออกจาก Autoclave ให้น า Vial นั้นเข้าบ่มที่ 55oC 24 ช่ัวโมงแล้ว

สังเกตว่ามีเชือ้เจริญหรือไม่ เพื่อเช็คการท างานของเครื่อง Autoclave เพื่อให้มั่นใจว่าอาหาร

เลี้ยงเชือ้ได้ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 

9. อาหารเลี้ยงเชื้อส่วนใหญ่จะนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

เวลา 15 นาที แต่ส าหรับอาหารเลีย้งเชื้อบางชนิดที่มีน้ าตาลเป็นส่วนประกอบ จะนึ่งฆ่าเชื้อ

ที่อุณหภูม ิ110oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 10 นาที 

10. หลังจากนึ่งฆ่าเชื้อแล้วอาหารในหลอดทดลองที่ต้องท าการเอียง Slant ต้องน าไปวางเอียง 

Slant ทันทีก่อนที่อาหารเลีย้งเชือ้จะแข็งตัว ส่วนหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอื่นๆทิ้งไว้ให้เย็น

โดยไม่ต้องเอียง 

11. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ตอ้งเทใส่จานเพาะเชื้อให้น าไปแช่ใน Water bath อุณหภูมิ 45–50oC รอให้

อาหารเย็นลงจนมอีุณหภูมิ 45–50oC  

12. น าจานเพาะเชื้อแบบแก้วที่ปราศจากเชื้อ โดยผ่านการอบล่วงหน้าด้วย Hot air oven ที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมงและรอให้เย็น หากเป็นจานเพาะเชื้อพลาสติกที่ปราศจากเชื้อ

แล้วไม่ตอ้งน าไปอบอีก 

13. เทอาหารลงบนจานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อประมาณ 15-20 มิลลิลิตรต่อจาน ลนปาก

ภาชนะบรรจุผ่านเปลวไฟบ่อยๆเพื่อป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อจากอากาศหากมี

ฟองอากาศที่ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเ ชื้อให้ใ ช้เปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้

ฟองอากาศหายไป 
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14. ควรเขียนชื่ออาหารทุกชนิดบนจานอาหารและหลอดทุกหลอดเพื่อป้องกันสับสนในการใช้

งาน 

15. ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดเช่น Blood agar หรือ Chocolate agarจะต้องเติม

เลือดหรือสารส่งเสริมการเจริญหลังการนึ่งฆ่าเชื้อ การเตรียมอาหารเหล่านั้นจึงมีวิธีการ

เตรียมที่แตกต่างจากอาหารชนิดอื่นๆให้ดูวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิดให้เข้าใจ

อีกครั้ง 

16. อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดหลังจากเตรียมเสร็จแล้วต้องท าการทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้

งานทุกครั้ง 

17. เก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมเสร็จแล้วและยังไม่ได้ใชง้าน ไว้ในตู้เย็น 

 

4.3.6 ข้อควรระวังในการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. ควรใช้ช้อนตักสารตักผงอาหารด้วยความระมัดระวังเพื่อป้องกันไม่ให้ผงอาหารฟุ้งกระจาย

มากเพราะการสูดเอาผงอาหารเข้าไปจะท าให้รา่งกายเกิดอาการแพ้ได้ 

2. ขณะตวงและช่ังสารควรท างานคนเดียวคนอื่นๆไม่ควรมุงดูการท างานเพราะอาจเกิด

อันตรายดังข้อ 1 ได้และไม่สะดวกต่อการท างาน 

3. กลั้วภาชนะที่จะใช้เตรียมด้วยน้ าปราศจากอิออนหรือน้ ากลั่นก่อนใช้งานเพื่อก าจัดสาร

ตกค้างอื่นๆที่อาจจะมีผลต่อการเจริญของเชือ้ออกใหม้ากที่สุด 

4. การละลายผงอาหารควรใช้น้ าที่ปราศจากอิออนหรือน้ ากลั่นจะได้น้ าที่มีค่าเป็นกลางมาก

ที่สุด 

5. การละลายผงอาหารควรใช้น้ าครึ่งหนึ่งของปริมาตรทั้งหมดที่เตรียมแล้วน าไปเขย่าหรือ

กวนให้อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกันหลังจากนั้นจึงค่อยเทน้ าส่วนที่เหลือลงข้างภาชนะที่

ใส่เพื่อลา้งเอาผงอาหารที่ติดขา้งภาชนะลงจะลดการสูญเสียส่วนประกอบต่างๆได้ 

6. อาหารส่วนใหญ่จะไวต่อความร้อนจึงไม่ควรต้มอาหารนานหรือใช้ความร้อนสูงมากให้

ปฏิบัติดังนี้ 

6.1 อาหารที่ไม่มี Agar หรือ Gelatin เป็นส่วนผสมให้ละลายด้วยน้ ากลั่นหรือหากต้อง

ใช้ความรอ้นช่วยในการละลายให้ใชอุ้ณหภูมิที่ไม่สูงมากนักและใช้เวลาไม่นาน 

6.2 อาหารที่มี Agar เป็นส่วนผสมควรละลายด้วยน้ าครึ่งหนึ่งของปริมาตรทั้งหมดที่

เตรียมคนให้เข้ากันก่อนน าไปต้มเพื่อให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันแล้ว

จึงเติมน้ าส่วนที่เหลือลงไปจะท าให้ลดระยะเวลาในการต้มละลายอาหารลงไปมาก 

และยังช่วยรักษาคุณสมบัติของส่วนประกอบในอาหารให้มีความคงตัวและมี

ประสิทธิภาพในการสง่เสริมหรอืยับยั้งการเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ให้ดีเหมอืนเดิม 
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7. อาหารทุกชนิดตอ้งปรับวัดค่า pH ก่อนนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้ 1N HCl และ 1N NaOH ถ้าตอ้งมกีาร

ปรับ pH หลังการนึ่งฆ่าเชื้อให้น า 1N HCl และ 1N NaOH ไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการ

กรองก่อน 

8. การต้มละลายอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย Hot plate หรือ Microwave ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

ร้อนจัดอย่าน าแท่งแก้วคนสารลงไปคนทันที่เพราะจะท าให้อาหารในภาชนะเกิดการเดือด

ขึน้มาลวกมอืได้ 

9. ห้ามลืมน าอาหารเลี้ยงเชื้อไปท าให้ปราศจากเชื้อ ก่อนน ามาใช้งาน ซึ่งอาจจะท าโดยการ

กรอง หรอื นึ่งฆ่าเชื้อดว้ย Autoclave 

10. อาหารบางชนิดไม่จ าเป็นต้องน าเข้าเครื่อง Autoclave เช่น SS agar หรือ TCBS agar ต้อง

ตรวจสอบการละลายของอาหารเลี้ยงเชื้อให้แน่ใจก่อนที่จะน าไปเทลงบนจานเพาะเชื้อที่

ปราศจากเชือ้ 

11. การเติมเลอืด หรอืสารอาหารบางชนิด เช่น ยาปฏิชีวนะสารส่งเสริมหรอืสายับยั้งการเจริญ

อื่นๆก่อนเตมิตอ้งแน่ใจว่าอาหาร มีอณุหภูมิประมาณ 45–50oC 

12. ต้องผสมอาหารแข็งให้เป็นเนื้อเดียวกันทุกครั้งก่อนเทลงไปในจานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ

เพื่อป้องกันอาหารบางสว่นไม่แข็งตัว และอาหารที่ได้จะมีอัตราส่วนผสมที่เข้ากันได้ดี 

13. ก่อนเทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพาะเชื้อควรท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิ 45–50oC 

ก่อนจงึท าการเทลงบนจานเพาะเชือ้เพื่อป้องกันการจับตัวของไอน้ าและกลั่นจนเป็นหยดน้ า

และจะหยดลงบนผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งจะท าให้เกิดข้อผิดพลาดในการเพาะเลี้ยง

เชื้อในภายหลังได้ 

 

4.3.7 การทดสอบ % Sterility 

 อาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมได้หลังจากผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วย Autoclave แล้วต้องท าการทดสอบ 

% Sterility โดยน าอาหารเลี้ยงเชื้อมา 5% ของจ านวนอาหารแต่ละชนิดที่เตรียมมาบ่มที่ตู้ incubator 

35-37oC นาน 1-2 วันส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหลือให้น าไปเก็บไว้ในตู้เก็บ เชน่ เก็บไว้ในตู้เย็น หลังจากดู

ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อที่น าเข้าบ่มหากพบว่ามีเชื้อขึ้นมากกว่า 2 โคโลนี ต่อจานอาหารเลี้ยงเชื้อหรือ

หลอด ต้องทิง้อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดนัน้ทั้งหมด 

 

4.3.8 การเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชื้อหลังการเตรยีม 

 การเก็บรักษาสถานะของอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรียมเสร็จใหม่ใหค้งสภาพเดิมนั้นมีข้อจ ากัดถ้าเก็บ

รักษาไว้ในสภาวะที่ไม่เหมาะสมอาหารจะสูญเสียคุณภาพได้เร็วดังนั้นควรเก็บอาหารหลังการเตรียม 

ดังนี้ 
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Solid)  หรือกึ่งแข็งกึ่งเหลว (Semisolid) ห้ามเก็บที่อุณหภูมิ 0oC 

หรือต่ ากว่าโดยเด็ดขาดเพราะอาหารแข็งเมื่ออยู่ในสภาวะที่อุณหภูมิต่ ากว่า 0oC จะโดน

ท าลายคุณสมบัติความเป็นวุ้นแข็ง โดยการแข็งตัวเป็นเกล็ดแข็งและจะไม่สามารถน า

กลับมาใช้งานได้ 

2. ควรเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 12-15oC ซึ่งจะเก็บได้นานหรือสามารถเก็บที่ 4oC ได้ 

ทั้งนี้โดยปกติสามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง(25oC) ได้นาน 1-2 สัปดาห์แต่ต้องเก็บไว้ในที่ที่

ไม่โดนแสงสว่างและความร้อนเพื่อป้องกันการเจริญเติบโตของเชื้อที่เกิดจากการปนเปื้อน

ในการเตรียมและการเปลี่ยนแปลงของอาหาร เช่นมีสีที่เปลี่ยนไป โดยปกติแล้วควรใช้

อาหารเลี้ยงเชื้อใหห้มดภายใน 1 สัปดาห์ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของภาชนะที่บรรจุและภาชนะที่

ใช้เก็บ เช่นอาหารเลี้ยงเชื้อที่อยู่ในหลอดแก้วปิดด้วยจุกหรือส าลีหลวมๆเก็บไว้ได้นาน 1-2 

สัปดาห์ แต่อาหารเลี้ยงเชื้อที่อยู่ในหลอดแก้วฝาเกลียว (Screw cap) เก็บได้นานถึง 3-6 

เดือน 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดจาน เพื่อป้องกันการแห้งเนื่องจากสูญเสียน้ าควรเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อ

ไว้ในถุงปิดสนิทที่อุณหภูม ิ12-15oC ซึ่งจะเก็บได้นานหรอืสามารถเก็บที่ 4oC ได้  

4. อาหารเหลวที่อยู่ในหลอดทดลอง หรือใน Erlenmeyer flask ควรเก็บในถุงพลาสติกปิดให้

สนิทเพื่อป้องกันการสูญเสียน้ าซึ่งจะท าให้ส่วนประกอบของอาหารตกตะกอนหรอืตกผลึก 

5. ภายหลังการท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งใน Autoclave อาหารที่ต้องเติมส่วนประกอบ

อื่นๆที่มีความคงตัวไม่ดี (Unstable additive) ควรเตรียมเฉพาะอาหารที่เป็น Medium base 

และเก็บรักษาไว้จนกว่าจะใช้งาน ก่อนจะใช้งานจึงน าอาหารมาผสมกับ Unstable additive 

และใช้ใหห้มดภายในวันที่เตรยีม 

6. อาหารที่เก็บในตู้เย็น เมื่อต้องการใช้งานอาหารเลี้ยงเชื้อควรน ามาท าให้อุ่นที่อุณหภูมิที่

ต้องการอบเพาะเลี้ยงหรืออุณหภูมิห้อง ประมาณ 1-2 ช่ัวโมงก่อนใช้งานทุกครั้งเพื่อให้

อาหารมสีภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชือ้จุลินทรีย์ที่ถูกต้องหรอืใกล้เคียงที่สุด 

 

4.3.9 การเตรยีมอาหารลี้ยงเชื้อและการทดสอบคุณภาพ 

4.3.9.1 อาหารเลี้ยงเชื้อชนดิจาน 

 เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมโดยเทลงบนจานเพาะเชื้อ มีส่วนผสมของวุ้น ประมาณ 1.5–2 % 

เพื่อท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อเหล่านี้มีความคงตัวบนจานเพาะเชื้อได้ เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมน ามาใช้ท า

ให้เชื้อบริสุทธิ์ โดยน าเชือ้มาขีดแบบ 3-4 ระนาบลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้เพื่อแยกเชือ้ให้เกิดเป็นโคโลนี ท า

ให้สามารถแยกเชื้อหลายชนิดออกจากกันได้ โดยมีชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ ส่วนประกอบ วิธีการ

เตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังตอ่ไปนี้ 
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Blood agar (BA)  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 อาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar 

 

 Blood agar เป็นอาหารเลี้ยงเชือ้ประเภท Enriched media ซึ่งเหมาะส าหรับการเจริญเติบโตของ

เชื้อแบคทีเรยีแทบทุกชนิดทั้งแบคทีเรยีแกรมบวก (Gram-positive bacteria) แบคทีเรยีแกรมลบ (Gram-

negative bacteria) และเชื้อแบคทีเรียเจริญยาก (Fastidious microorganisms)และใช้ในการแยกความ

แตกต่างของเชื้อในกลุ่มเชื้อกลุ่ม Streptococci โดย blood agar มีเลือดเป็นส่วนประกอบเพื่อใช้ในการ

แยกความแตกต่างของเชื้อตามการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง โดยแบ่งการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง

ออกเป็น 3 แบบ คือ Beta-haemolysis, Alpha-haemolysis และ gamma-haemolysis ซึ่งมีสว่นประกอบ 

วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ  

Blood agar base (oxoid)  4 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก 

น้ ากลั่น  100  ml 

Defibrinated blood 2-5 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ   

Proteose peptone  1.5   g   

Liver digest 0.25 g 

Yeast extract  0.5   g 

Sodium chloride 0.5   g 
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Agar  1.2   g 

น้ ากลั่น  100  ml 

Defibrinated blood 2-5 ml 

             

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง blood agar base 4 g หรอืหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. หลังจากน าออกจาก Autoclave น าไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมิ

ลดลงถึง 45-50oC 

4. เมื่ออุณหภูมขิองอาหาราเลี้ยงเชือ้ลดลงถึง 45-50oC แล้วเติม Defibrinated blood ประมาณ 2- 

5 % ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ (ประมาณ 2 – 5 ml) โดยเทให้ไหลลงข้าง Flask ที่มีอาหาร

เลี้ยงเชือ้ช้าๆจนหมด 

5. ผสมอาหารเลี้ยงเชือ้กับ Defibrinated blood ให้เข้ากัน 

6. เทอาหารเลี้ยงเชือ้ลงบนจานเพราะเชือ้ที่ปราศจากเชือ้ (หากเป็นจานเพาะเชื้อแบบแก้วต้องผ่าน

การอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้า

มีฟองอากาศที่ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อให้ใช้เปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศ

หายไป 

7. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 37oC  นาน 24 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

 

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ Blood agar ท าได้โดย การน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Staphylococcus aureus ATCC 25923    เชื้อเจรญิ ให้โคโลนีสีขาวขุ่น 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615  เชื้อเจริญ ให้โคโลนีขนาดเล็ก สีน้ าตาลอ่อน 

ให้ Beta-hemolysis 

Haemophilus influenzae ATCC 35056   เชื้อเจรญิ ให้โคโลนีขนาดเล็กใสสี 
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Chocolate agar (CA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 อาหารเลี้ยงเชือ้ Chocolate agar 

 

 Chocolate agar เป็นอาหารเลี้ยงเชือ้ประเภท Enriched media ซึ่งเหมาะส าหรับการเจรญิเติบโต

ของเชื้อแบคทีเรียแทบทุกชนิด และยังใช้ในการแยกและตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นเชื้อเจริญยาก 

(Fastidious microorganisms) ซึ่งประกอบด้วยสารอาหารที่จ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตของเชื้อ

แบคทีเรียเจริญยากคือ X-factor (NAD) และ V-factor (Hematin) โดยสามารถเติมจาก Isovitalex และ

เม็ดเลือดแดงที่แตกได้ เหมาะส าหรับใช้เพาะเลี้ยงเชื้อในตระกูล Neisseria และ Hemophilus เป็นต้น ซึ่ง

มีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

GC agar base (Oxoid)  3.6  g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100  ml 

Defibrinated blood 5-10 ml 

Isovitalex 1 ml 

                 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ   

Casein peptone 0.75 g   

Meat peptone  0.75 g 

Sodium chloride 0.5 g 

Dipotassium phosphate 0.4 g 

Com starch 0.1 g 
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Monopotassium phosphate 0.1 g 

Agar 1 g 

น้ ากลั่น  100  ml 

Defibrinated blood 5-10 ml 

Isovitalex 1 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง GC agar base 3.6 g หรอืหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อออกจาก Autoclave รอให้อุณหภูมิลดลงประมาณ 80oC เติม Defibrinated 

blood ประมาณ  5-10 % ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ (ประมาณ 5–10 ml) โดยเทให้ไหลลง

ข้าง Flask ที่มอีาหารเลี้ยงเชือ้ช้าๆจนหมด 

4. ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อกับ Defibrinated blood ให้เข้ากันจนกระทั่งอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเป็นสี

น้ าตาล 

5. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

6. เติม Isovitalex 1 ml ผสมให้เข้ากันกับอาหารเลี้ยงเชือ้ 

7. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

8. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 37oC  นาน 24 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

 

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ Chocolate agar ท าได้โดย การน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลง

บนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Neisseria gonorrhoeae   ATCC 19424  เชื้อเจรญิ 

Haemophilus influenza ATCC 35056  เชื้อเจรญิ 
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Chrome candida agar (Brilliance candida agar) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10 อาหารเลี้ยงเชือ้ Chrome candida agar 

ที่มา http://www.oxoid.com/UK/blue/prod_detail/prod_detail.asp?pr=CM1002&c=UK&lang=EN&org=&img=CM1002E&sec= 

 

Chrome candida agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้แยกเชื้อ Candida albicans และ Candida tropicalis ออก

จากเชื้อตัวอื่นโดยเชื้อ Candida albicans จะให้โคโลนีที่มีลักษณะเป็นสีเขียวและเชื้อ Candida tropicalis 

จะให้ลักษณะโคโลนีเป็นสีเขียวแกมน้ าเงิน ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรยีม และวิธีการทดสอบคุณภาพ 

ดังนี้ 

ส่วนประกอบ 

Chrome Candida agar (Oxoid) 15.6 g     (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

Chrome Candida Selective Supplement 1 vial       (Chloramphenicol 250 mg) 

น้ ากลั่น 500 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Chrome Candida agar 15.6 g ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 1000 ml ละลายด้วยน้ า

กลั่น 500 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหาร

เลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน โดยห้ามน าอาหารเลี้ยงเชือ้เข้า Autoclave 

2. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

3. เติม Chrome Candida Selective Supplement 1 vial  

4. ผสมอาหารเลี้ยงเชือ้กับ Selective Supplement ให้เข้ากัน 

5. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 
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6. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 37oC  นาน 24 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

 

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ Chrome Candida agar ท าได้โดย การน าเชื้อยีสต์ชนิดต่างๆมาเพาะ

ลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Candida albicans ATCC 10231  เชื้อเจรญิให้โคโลนีสเีขียว 

Candida krusei ATCC 6258  เชื้อเจรญิให้โคโลนีแหง้ สีน้ าตาลอมชมพู 

Escherichia coli ATCC 25922  เชื้อไม่เจรญิ 

 

 

Cornmeal agar 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 อาหารเลี้ยงเชือ้ cornmeal agar 

 

 Cornmeal agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดสอบการงอกของ Chlamydoconidia ในเชื้อ 

Candida albicans และ Candida dubliniensis ในสภาวะที่มีออกซิ เจนน้อย ที่อุณหภูมิห้อง ซึ่ งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

cornmeal agar (Himedia) 1.7 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 
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2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Corn meal, infusion from 5 g 

agar 1.5 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

      

วิธีการเตรียม 

1. ช่ัง Cornmeal agar 1.7 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ 

น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชือ้เข้า Autoclave ที่อุณหภูม ิ121oC ความดัน 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

3. น า Fflask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่ผิวหน้า

ของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใช้เปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

5. เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 25oC นาน 48 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Cornmeal agar ท าได้โดยการน าเชื้อ Candida albicans มาเพาะลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ ใช้ Cover glass ปิดตรงรอยขีดเชื้อ และน าพาราฟิล์มปิดจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บ่มไว้ที่

อุณหภูมิห้อง 24 – 48 ช่ัวโมง  ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Candida albicans ATCC 10231 เชื้อเจริญและจะมี Chlamydoconidia เป็นทรง

กลมงอกจากบริเวณส่วยปลาย (terminal) 

ของสายราเทียม  

Candida krusei ATCC 6258 เชื้อเจรญิแต่ไม่สรา้ง Chlamydoconidia 
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Eosin-methylene blue agar (EMB agar) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12 อาหารเลี้ยงเชือ้ Eosin-methylene blue agar 

ที่มา https://ca.vwr.com/store/product/en/8873346/prepared-eosin-methylene-blue-agar-emb-media 

 

Eosin-methylene Blue agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อประเภท Selective and differential media ที่

ใช้คัดแยกแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ออกจากแบคทีเรียบแกรมบวก (Gram-

positive bacteria) มี Methylene blue เป็นส่วนประกอบที่สามารถยับยังแบคทีเรียบแกรมบวก (Gram-

positive bacteria) ได้ และใช้ความสามารถในการหมักย่อยน้ าตาลแลคโทสในการแยกความแตกต่าง

ของเชื้อ Escherichia coli ออกจากแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae ได้ ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการ

เตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

EMB agar (Himedia) 3.75 g     (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ  

Eosin-Y  0.04 g   

Methylene blue 0.0065 g 

Enzymatic diges of gelatin 1 g 

Lactose 1 g 

Dipotassium phosphate       0.2 g 

Agar 1.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

https://ca.vwr.com/store/product/en/8873346/prepared
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง EMB agar 3.75 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

5. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 37oC  นาน 24 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสมี่วง 

การทดสอบคุณภาพ   

การทดสอบคุณภาพของ Eosin-methylene blue agar ท าได้โดย การน าเชื้อแบคทีเรยีชนดิต่างๆ

มาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Escherichia coli   ATCC 25922              เชื้อเจรญิ มีโคโลนีสมี่วงและสร้าง Methalic sheen 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048   เชื้อเจรญิ มีโคโลนีสมี่วง 
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Hektoen enteric agar  (HE agar) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 13 อาหารเลีย้งเชื้อ Hektoen enteric agar 

 

Hektoen enteric agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อประเภท Selective and differential media ที่ใช้คัด

แยกแบคทีเรียแกรมลบ(Gram-negative bacteria) ออกจากแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive 

bacteria) และเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้แยกเชื้อในกลุ่ม Salmonella spp. และ Shigella spp.มี Bile salt 

เป็นส่วนประกอบที่สามารถยับยังแบคทีเรียบแกรมบวก (Gram-positive bacteria)ได้ และอาหารนี้ยังมี 

Sodium thiosulphate และ Ferric citrate เป็นส่วนผสมซึ่งโดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. 

สามารถใช้ Thiosulphate แล้วให้สาร Sulphite และแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ออกมา เมื่อท าปฏิกิริยากับ

เหล็ก (Ferric) ที่มีอยู่อาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าให้เกิดเป็นสาร Ferrous sulphate ท าให้มีลักษณะโคโลนีที่มสีี

ด าตรงกลาง แต่เชื้อแบคทีเรีย Shigella  spp.จะไม่สามารถสร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้จึงไม่สามารถ

สร้างสีด าบนโคโลนีได้ และอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้ยังใช้ความสามารถในการหมักย่อยน้ าตาลแลคโทส 

และซูโครส ในการเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์ Bromothymol blue หากเชื้อแบคทีเรียสามารถใช้น้ าตาล

ดังกล่าวได้จะให้ผลผลิตเป็นกรดซึ่งจะท าให้อินดิเคเตอร์เปลี่ยนสีจากสีฟ้าน้ าเงินเป็นสีเหลืองบนจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งแบคทีเรีย Salmonella spp. และ Shigella spp. ไม่สามารถใช้น้ าตาลแลคโทสและ

ซูโครสแล้วสร้างกรดได้ ดังนั้นโคโลนีของเชื้อ Salmonella spp. จะเป็นโคโลนีใสและมีสีด าอยู่ตรงกลาง

โคโลนี ส่วนโคโลนีของเชื้อ Shigella spp. จะเป็นโคโลนีใสไม่มีจุดสีด าตรงกลาง ซึ่งมีส่วนประกอบ 

วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

HE (oxoid) 7.6 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 
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2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Proteose peptone 1.2 g   

Yeast extract 0.3 g 

Lactose 1.2 g 

Sucrose 1.2 g 

Salicin 0.2 g 

Bile salts No.3   0.9 g 

Sodium chloride 0.5 g 

Sodium thiosulphate  0.5 g 

Ammonium ferric citrate 0.15 g 

Acid fuchsin   0.01 g 

Bromothymol blue 0.0065 g 

Agar 1.4 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

       

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง HE  7.6 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน โดยห้ามน า

อาหารเลี้ยงเชือ้เข้า Autoclave  

2. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

3. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

4. อาหารเลีย้งเชื้อที่เตรียมใหม่จะมีสแีดงใส 

การทดสอบคุณภาพ         

การทดสอบคุณภาพของ Hektoen enteric agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา 

เพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Salmonella typhimurium ATCC 14028   เชื้อเจรญิ โคโลนีใสไม่มีส ีและสร้าง H2S 

Shigella flexneri ATCC 12022    เชื้อเจรญิ โคโลนีใสไม่มีสี 



53 
 

Escherichia coli ATCC  25922     เชื้อไม่เจรญิ 

Enterococcus faecalis ATCC® 29212     เชื้อไม่เจรญิ 

 

MacConkey agar (MaC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 14 อาหารเลี้ยงเชือ้ MacConkey agar 

 

MacConkey agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อประเภท Selective and differential media ที่ใช้คัดแยก

แบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ออกจากแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) 

โดยมี Bile salt เป็นส่วนประกอบที่สามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria)ได้ และ

ใช้ความสามารถในการหมักย่อยน้ าตาลแลคโทส และสีมี Neutral red เป็นอินดเิคเตอร์ในการแยกความ

แตกต่างของเชื้อแบคทีเรียออกเป็นสองกลุ่ม คือกลุ่มที่สามารถหมักย่อยน้ าตาลแลคโทสได้ (Lactose 

fermenter) และกลุ่มที่ไม่สามารถหมักย่อยน้ าตาลแลคโทสได้ (Non lactose fermenter) โดยแบคทีเรีย

กลุ่มที่สามารถหมักย่อยน้ าตาลแลคโทสได้จะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดท าให้ Neutral red เปลี่ยนสีจะท า

ให้ได้โคโลนีเป็นสีชมพู และกลุ่มที่ไม่สามารถหมักย่อยน้ าตาลแลคโทสได้จะไม่สามารถสร้างกรดได้

ดังนัน้ลักษณะโคโลนีที่ได้จะใส ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

MacConkey agar (oxoid)   5.15 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100  ml 
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2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Peptone 2 g 

Lactose 1 g 

Bile salts 0.5 g 

Sodium chloride 0.5 g 

Neutral red 0.0075 g 

Agar 1.2 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

          

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง MacConkey agar 5.15 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่

ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

กระจายตัวสม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

5. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 37oC  นาน 24 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสแีดงอมชมพูใส 

 

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ MacConkey agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลง

บนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Escherichia coli   เชื้อเจรญิมีโคโลนีสชีมพู 

Proteus mirabilis  เชื้อเจรญิมีโคโลนีใส และเชื้อไม่ swarm 

Staphylococcus aureus  เชื้อไม่สามารถเจรญิได้ 
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Man, rogosa, sharpe agar (MRS agar) 

  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15 อาหารเลีย้งเชื้อ Man, rogosa, sharpe agar 

 

MRS Agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ส าหรับการเพาะเลี้ยงเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ

แบคทีเรียในกลุ่ม Lactic acid bacteria เช่น Lactobalilli ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

MRS Agar (oxoid) 6.2 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Peptone 1 g 

Beef extract 0.8 g 

Yeast extract 0.4 g 

Glucose 2 g 

Sorbitan mono-oleate 0.1 ml 

Dipotassium hydrogen phosphate 0.2 g 

Sodium acetate 3H2O 0.5 g 

Triammonium citrate 0.2 g 

Magnesium sulphate 7H2O 0.02 g 

Manganese sulphate 4H2O 0.005 g 

Agar 1 g 
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น้ ากลั่น  100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง MRS Agar 6.2 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ  

2. น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

5. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

6. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 37oC  นาน 24 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

7. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีหลืองใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ MRS agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงบน 

อาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Lactobacillus gasseri ATCC19992  เชื้อเจรญิ โคโลนีสขีาวขุ่น 
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Mueller hinton agar (MHA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller hinton agar 

 

Mueller hinton agar (MHA) เปนอาหารเลี้ยงเชือ้มาตรฐานส าหรับทดสอบความไวของแบคทีเรีย

ต่อสารตานจุลชีพ ควรมี pH 7.2-7.4 มีความหนาของวุน 4 มิลลิเมตร และมีการควบคุมปริมาณของ 

Calcium, Magnesium และ Thymidine ไมให้สูงเกินก าหนด เพราะจะมีผลตอการทดสอบเชื้อต่อสาร

ต้านจุลชีพบางชนิดซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Mueller hinton agar (diffco) 3.8 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Beef, dehydrated infusion from 30 g 

Casein hydrolysate 1.75 g 

Starch   0.15 g 

Agar 1.7 g 

น้ ากลั่น 100 ml  
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Mueller hinton agar 3.8 g หรอืหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังสว่นผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่

ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

กระจายตัวสม่ าเสมอ  

2. น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

5. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

6. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชื้อโดยน าไปบ่มที่ 37oC  นาน 24 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

7. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Mueller hinton agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาปรับ

ความขุ่นให้ได้ปริมาณเชื้อเท่ากับ 1.5 x 108 CFU/ml ใช้ไม้พันส าลีปราศจากเชื้อจุ่มเชื้อแล้วป้ายลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller hinton agar แล้วทดสอบกับยาปฏิชีวนะที่จ าเพาะกับเชื้อแต่ละชนิดซึ่งจะให้ผล

การทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

E. coli ATCC 25922, S.aureus ATCC 25923, P.aeruginosa ATCC 27853 ทดสอบความ ไ วต่ อ ย า

ปฏิชีวนะและได้ Zone size อยู่ในค่าที่ยอมรับได้ 
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Nutrient agar (NA) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 17 อาหารเลี้ยงเชือ้ Nutrient agar 

 

 Nutrient agar เป็นอาหารที่ใช้ส าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั่วไปที่ไม่ต้องการสารอาหาร

พิเศษในการเจริญเติบโต และยังสามารถเติมสารอาหารอื่นๆเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ

แบคทีเรยีได้ ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Nutrient Agar (oxoid) 2.8 g     (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Beef extract   0.3  g 

Peptone 0.5  g 

Agar 1.5  g 

น้ ากลั่น   100 ml  

           

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Nutrient agar 2.8 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 
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3. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

5. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชือ้โดยน าไปบ่มที่ 25oC  นาน 48 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะใส 

 

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ Nutrient agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Staphylococcus aureus ATCC 25923   เชื้อเจรญิ 

Escherichia coli ATCC 25922    เชื้อเจรญิ 

 

 

Potato dextrose agar (PDA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 อาหารเลี้ยงเชือ้ Potato dextrose agar 

 

 Potato dextrose agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วยสารสกัดจากมันฝรั่งและน้ าตาลเดก

โทรสนิยมใช้ส าหรับเลี้ยงเชื้อรา ยีสต์และแบคทีเรียที่ที่ก่อโรคพืชหรือย่อยสลายซากพืชซึ่ งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 
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1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Potato Dextrose Agar  3.9 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Potato extract 0.4 g   

Dextrose 2 g 

Agar 1.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

     

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Potato dextrose agar 3.9 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน 

ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

กระจายตัวสม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

5. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชือ้โดยน าไปบ่มที่ 25oC  นาน 48 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะใส 

* หมายเหต ุ หากเตรียมเป็นหลอดอาหารให้น าอาหารเลี้ยงเชื้อจากข้อ 1 แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 

25x150 mm. ก่อนน าเข้า Autoclave หลังน าออกจาก Autoclave ให้วางหลอดเอียง 

Slant 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Potato dextrose agar ท าได้โดยการน าเชื้อราและยีสต์ชนิดต่างๆมา 

เพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Aspergillus fumigatus ATCC 9197    เชื้อเจรญิสร้างเส้นใยสีขาวสปอร์สเีขียวอมฟ้า 
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Candida albicans ATCC 10231 WDCM 00054  เชื้อเจรญิ  

ที ่pH 3.5 Bacillus subtilis ATCC 6633    ไม่เจริญ 

 

 

Rice tween agar 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 19 อาหารเลีย้งเชื้อ Rice tween agar 

 

 Rice tween agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดสอบการงอกของ Chlamydoconidia ในเชื้อ 

Candida albicans และ Candida dubliniensis ในสภาวะที่มีออกซิ เจนน้อย ที่อุณหภูมิห้อง  ซึ่ งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

ส่วนประกอบ 

แป้งขา้วจ้าว 1  g 

Tween 20 1  ml 

Agar 2  g 

น้ ากลั่น 100 ml 

     

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง ส่วนประกอบทั้งหมดใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml 

คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 
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4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

5. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชือ้โดยน าไปบ่มที่ 25oC  นาน 48 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Rice tween agar ท าได้โดยการน าเชื้อ Candida albicans มาเพาะลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ ใช้ Cover glass ปิดตรงรอย Streak เชื้อ และน าพาราฟิล์มปิดจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บ่ม

ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 24–48 ช่ัวโมง  ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Candida albicans ATCC® 10231*WDCM 00054 เชื้อเจริญและจะมี Chlamydoconidia เป็นทรง

กลมงอกจากบริเวณส่วยปลาย (terminal) 

ของสายราเทียม  

 

 

Saburaud dextrose agar (SDA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 20 อาหารเลี้ยงเชือ้ Saburaud dextrose agar 

 

 Saburaud dextrose agar เป็นอาหารส าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Aciduric bacteria 

ยีสต์ และเชื้อรา ทั้งที่เป็นเชื้อราก่อโรคและไม่ก่อให้เกิดโรค โดยเฉพาะเชื้อรา Dermatophytes ซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 
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1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Saburaud dextrose agar (Oxoid) 6.5 g    (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Mycological peptone 1 g   

Glucose (dextrose) 4 g 

Agar 1.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml  

           

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Saburaud dextrose agar 6.5 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตาม

สัดส่วน ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหาร

เลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอ น าไปอุ่นใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อ

เดียวกัน 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมิลดลงถึง 45-50oC 

4. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

5. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้แข็งตัวดีแล้วน าไปทดสอบภาวะปราศจากเชือ้โดยน าไปบ่มที่ 25oC  นาน 48 

ช่ัวโมง และน าไปทดสอบคุณภาพก่อนน าไปใช้งานทุกครั้งที่เตรยีมใหม่ 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะใส 

* หมายเหต ุ หากเตรียมเป็นหลอดอาหารให้น าอาหารเลี้ยงเชื้อจากข้อ 1 แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 

25x150 mm. ก่อนน าเข้า Autoclave หลังน าออกจาก Autoclave ให้วางหลอดเอียง 

slant 
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การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Saburaud dextrose agar ท าได้โดยการน าเชื้อราและยีสต์ชนิดต่างๆ

มาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Candida albicans ATCC 10231*WDCM 00054   เชื้อเจรญิโคโลนีสคีรีม 

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 *WDCM 00053  เชื้อเจรญิเส้นใยสีขาวสปอร์สดี า 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763*WDCM 00058  เชื้อเจรญิโคโลนีสคีรีม กลมนูน  

        

     

Salmonella-shigella agar (SS) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 21 อาหารเลี้ยงเชือ้ Salmonella-shigella agar 

 

Salmonella-shigella agar เป็นอาหารประเภท Selective and differential media ที่ใช้คัดแยก

แบคทีเรยีแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ออกจากแบคทีเรยีบแกรมบวก (Gram-positive bacteria

) และเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้แยกเชื้อในกลุ่ม Salmonella spp. และ Shigella spp. โดยมี Bile salt, 

Brilliant green และ Sodium citrate เป็นส่วนประกอบที่สามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-

positive bacteria) ได้  และอาหารนี้ยั งมี  Sodium thiosulphate และ  Ferric citrate เป็นส่วนผสมซึ่ ง

โดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. สามารถใช้ Thiosulphate แล้วให้สาร Sulphite และแก๊ส

ไฮโดรเจนซัลไฟด์ออกมา เมื่อท าปฏิกิริยากับเหล็ก (Ferric) ที่มีอยู่อาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าให้เกิดเป็นสาร 

Ferrous sulphide ท าให้มลีักษณะโคโลนีที่มสีีด าตรงกลาง แตเ่ชื้อแบคทีเรยี Shigella  spp.จะไม่สามารถ

สร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้จึงไม่สามารถสร้างสีด าบนโคโลนีได้ นอกจากนี้อาหารเลี้ยงเชื้อ SS agar 

มีน้ าลาลแลคโทสและอินดิเตอร์คือ Neutral red ซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของโคโลนีให้เป็นสีแดงได้เมื่อเชื้อ

สร้างกรดเกิดขึ้น ซึ่งแบคทีเรีย Salmonella spp. และ Shigella spp. ไม่สามารถใช้น้ าตาลแลคโทสแล้ว

สร้างกรดได้ ดังนั้นโคโลนีของเชื้อ Salmonella spp. จะเป็นโคโลนีใสและมีสีด าอยู่ตรงกลางโคโลนี ส่วน
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เชื้อแบคทีเรยี Shigella spp. จะเป็นโคโลนีใสไม่มีจุดสีด าตรงกลาง ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และ

วิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Salmonella-shigella agar (oxoid) 5.7 g   (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml  

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Lab-Lemco’ powder 0.5 g 

Peptone 0.5 g 

Lactose  1 g 

Bile salts 0.85 g 

Sodium citrate 1 g 

Sodium thiosulphate 0.85 g 

Ferric citrate 0.1 g 

Brilliant green 0.000033 g 

Neutral red 0.0025 g 

Agar 1.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml  

         

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Salmonella-shigella agar 5.7 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตาม

สัดส่วน ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหาร

เลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอ น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อ

เดียวกัน โดยห้ามน าอาหารเลี้ยงเชือ้เข้า Autoclave  

2. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

3. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

4. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสสี้มแดงและใส 
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การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Salmonella-shigella agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรยีชนดิต่างๆมา

เพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Salmonella typhimurium ATCC 14028   เชื้อเจรญิ โคโลนีใสไม่มีส ีและสร้าง H2S 

Shigella sonnei ATCC 25931    เชื้อเจรญิ โคโลนีใสไม่มีสี 

Enterococcus faecalis ATCC 29212   เชื้อไม่เจรญิ 

 

 

Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar (TCBS agar) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 22 อาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar 

 

Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar เป็นอาหารประเภท Selective and differential media 

ที่ใช้คัดแยกแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ออกจากแบคทีเรียบแกรมบวก (Gram-

positive bacteria) และเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้แยกและเพาะเลี้ยงเชื้อในกลุ่ม Vibrio spp.และเชื้อ 

Enteropathogenic Vibrio อื่นๆ ที่ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ โดยมี Bile salt และ Sodium citrate เป็น

ส่วนประกอบที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) ได้ และอาหารนี้ยังมี 

Sodium thiosulphate และ Ferric citrate เป็นส่วนผสมซึ่งโดยทั่วไปหากเชื้อแบคทีเรีย สามารถใช้ 

Thiosulphate แล้วให้สาร Sulphite และแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ออกมา เมื่อท าปฏิกิริยากับเหล็ก (Ferric) 

ที่มีอยู่อาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าให้เกิดเป็นสาร Ferrous sulphide ท าให้มีลักษณะโคโลนีที่มีสีด าตรงกลาง 

นอกจากนีอ้าหารเลี้ยงเชือ้ TCBS agar มีน้ าตาลซูโครสและอินดเิตอร์คอื Bromothymol blue ซึ่งสามารถ

เปลี่ยนสีของโคโลนีให้เป็นสีเหลืองได้เมื่อเชื้อสร้างกรดเกิดขึน้ ซึ่งแบคทีเรีย Vibrio cholerae สามารถใช้

น้ าตาลซูโครสแล้วสร้างกรดได้ ดังนั้นโคโลนีของเชื้อ Vibrio cholerae จะเป็นโคโลนีสีเหลืองส่วนเชื้อ

แบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus จะไม่สามารถใช้น้ าตาลซูโครสแล้วสร้างกรดได้ ดังนั้นโคโลนีของ
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เชื้อ Vibrio parahaemolyticus จะเป็นโคโลนีสเีขียว ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบ

คุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

TCBS agar (oxoid) 8.8 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Yeast extract 0.5 g   

Bacteriological peptone 1 g 

Sodium thiosulphate 1 g 

Sodium citrate   1 g 

Ox Bile 0.8 g 

Sucrose 2 g 

Sodium chloride 1 g 

Ferric citrate 0.1 g 

Bromothymol blue 0.004 g 

Thymol blue 0.004 g 

Agar 1.4 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

   

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง TCBS agar 8.8 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วนใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน โดยห้ามน า

อาหารเลี้ยงเชือ้เข้า Autoclave  

2. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

3. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

4. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีขียวและใส 
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การทดสอบคุณภาพ  

 การทดสอบคุณภาพของ Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar ท าได้ โดยการน าเชื้อ

แบคทีเรยีชนดิต่างๆมาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Vibrio furnissii NCTC 11218 (a non-pathogenic strain6)  เชื้อเจรญิ โคโลนีมีสเีหลือง 

Vibrio parahaemolyticus NCTC 10885    เชื้อเจรญิ โคโลนีมีสเีขียว 

Escherichia coli ATCC 25922      เชื้อไม่เจรญิ 

 

 

Xylose lysine deoxycholate agar (XLD agar) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 23 อาหารเลี้ยงเชือ้ XyloselLysine deoxycholate agar 

 

XyloselLysine deoxycholate agar เป็นอาหารประเภท Selective and differential media ที่ใชค้ัด

แยกแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ออกจากแบคทีเรียบแกรมบวก (Gram-positive 

bacteria) และเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้แยกเชื้อในกลุ่ม Salmonella spp. และ Shigella spp. โดยมี 

Sodium deoxycolate เป็นส่วนประกอบที่สามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria)

ได้และอาหารนี้ยังมี Sodium thiosulphate และ Ferric citrate เป็นส่วนผสมซึ่งโดยทั่วไปหากเชื้อ

แบคทีเรีย สามารถใช้ Thiosulphate แล้วให้สาร Sulphite และแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ออกมา เมื่อท า

ปฏิกิริยากับเหล็ก (Ferric) ที่มีอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าให้เกิดเป็นสาร Ferrous sulphide ท าให้มี

ลักษณะโคโลนีที่มีสีด าตรงกลาง นอกจากนี้อาหารเลี้ยงเชื้อ XLD agar มีน้ าตาลแลคโทส ไซโลส และ

ซูโครส และอินดเิตอร์คอื Phenol red ซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของโคโลนีให้เป็นสีเหลืองได้เมื่อเชือ้ใช้น้ าตาล

และสร้างกรดเกิดขึน้ ซึ่งแบคทีเรยี Shigella spp. ไม่สามารถใช้น้ าตาลทั้งสามชนิดแล้วสร้างกรดและยัง

ไม่สามารถใช้ Thiosulphate สร้างเป็นแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้จึงไม่เกิดสีด าบนโคโลนี ดังนั้นลักษณะ

โคโลนีของเชื้อ Shigella spp. จะเป็นโคโลนีใสไม่มีจุดสีด าตรงกลาง ส่วนเชื้อ Salmonella spp. สามารถ

ใชไ้ซโลสได้และท าให้อาหารเลีย้งเชือ้มีฤทธิ์เป็นกรดท าใหไ้ด้โคโลนีสีเหลือง เมื่อใชน้้ าตาลไซโลสจนหมด

http://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
http://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://en.wikipedia.org/wiki/Deoxycholate
http://en.wikipedia.org/wiki/Agar
http://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
http://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://en.wikipedia.org/wiki/Deoxycholate
http://en.wikipedia.org/wiki/Agar
http://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
http://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://en.wikipedia.org/wiki/Deoxycholate
http://en.wikipedia.org/wiki/Agar
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จึงเปลี่ยนมาใช้กรดอะมิโน Lysine แทนท าให้โคโลนีเปลี่ยนจากสีเหลืองกลับมาใสและ สามารถใช้ 

Thiosulphate สร้างแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้ ท าให้ได้ลักษณะโคโลนีที่มีสีด าตรงกลาง ดังนั้นลักษณะ

โคโลนีของเชื้อ Salmonella spp. จะเป็นโคโลนีใสและมีสีด าอยู่ตรงกลางโคโลนี ซึ่งมีส่วนประกอบ 

วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

XLD agar (oxoid) 5.3 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง XLD agar 5.3 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน โดยห้ามน า

อาหารเลี้ยงเชือ้เข้า Autoclave  

2. น า Flask ไปใส่ Water bath 45-50oC รอจนอาหารเลี้ยงเชือ้มีอุณหภูมลิดลงถึง 45-50oC 

Yeast extract  0.3 g   

L-Lysine HCl 0.5 g 

Xylose 0.375 g 

Lactose  0.75 g 

Sucrose  0.75 g 

Sodium desoxycholate 0.1 g 

Sodium chloride 0.5 g 

Sodium thiosulphate 0.68 g 

Ferric ammonium citrate 0.08 g 

Phenol red 0.008 g 

Agar  1.25 g 

น้ ากลั่น  100 ml 
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3. เทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 180oC นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven) ปริมาตร 15-20 ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่

ผวิหน้าของอาหารเลี้ยงเชือ้ให้ใชเ้ปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้ฟองอากาศหายไป 

4. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสแีดงใส 

 

การทดสอบคุณภาพ  

 การทดสอบคุณภาพของ XyloselLysine deoxycholate agar ท าได้โดยการน าเชือ้แบคทีเรียชนิด

ต่าง ๆมาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 *WDCM 00031 เชื้อเจรญิโคโลนีใสและสร้าง H2S 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076*WDCM 00030 เชื้อเจรญิโคโลนีใสและสร้าง H2S 

Shigella flexnerii ATCC 12022  เชื้อเจรญิ โคโลนีใสไม่สร้าง H2S 

Escherichia coli ATCC 25922 *WDCM 00013 เจริญได้เล็กน้อย โคโลนีสเีหลือง 

Enterococcus faecalis ATCC 29212*WDCM 00087  เชื้อไม่เจรญิ 

 

 

Yeast nitrogenous base (YNB) 

ส่วนประกอบ 

สารละลายที่ 1  

Bacto agar 2 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

  

ช่ังและตวงสารใส่ใน  Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ต้มละลายด้วย Microwave แล้วน้ าเข้า 

Autoclave 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที พร้อมชุดกรองที่ปราศจากเชื้อ (ดูการ

เตรียม Urease test medium) หลังจากนั้นน าไปแช่ไว้ใน Water bath 45-50oC 

 

สารละลายที่ 2  

Yeast nitrogenous base 0.67 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  10 ml 

       

 ละลายใหเ้ข้ากันแล้วดูดทิ้ง 1.2 ml หลังจากนั้นปรับ pH 7.0-7.5 โดยใช้ 1 N NaOH และ 1N HCl 

กรองด้วยชุดกรองปราศจากเชือ้ Millipore filter ที่ใส่ Membrane ขนาด Pore size 0.45 ไมโครเมตร 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
http://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://en.wikipedia.org/wiki/Deoxycholate
http://en.wikipedia.org/wiki/Agar
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สารละลายที่ 3  

Bromcresol purple 0.004 g 

น้ ากลั่น  10 ml 

        

ละลายใหเ้ข้ากันแล้วกรองเชน่เดียวกับสารละลายที่ 2 

 

ผสมสารละลายทั้งหมดเข้าด้วยกัน น าไปเทลงในจานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 15-20 

ml/จาน ถ้ามีฟองอากาศที่ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อให้ใช้เปลวไฟจาก Bunsen burner ลนให้

ฟองอากาศหายไป 
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4.3.9.2 อาหารส้าหรับการทดสอบปฏิกิรยิาทางชีวเคมี 

 

1% Phenolred-glucose (1% PR-G) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 24 อาหารทดสอบทางชีวเคมี 1% PR-Glucose 

 

 1% PR-Glucose เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย โดยมี

น้ าตาลกลูโคสเป็นส่วนประกอบและมี Phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ แบคทีเรียที่สามารถใช้น้ าตาล

กลูโคสได้จะให้ผลิตภัณฑท์ี่เป็นกรดออกมาซึ่งจะท าให้สีอินดเิคเตอร์เปลี่ยนจากสีส้มแดงเป็นสีเหลืองซึ่ง

มีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

Phenolred broth base  1.5 g 

Agar  0.4 g 

Glucose  1 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหาร

เลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อ

เดียวกัน 

2. ปรับ pH 6.9 ด้วย 1N NaOH หรอื  1N HCl 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 118oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 
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5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยให้เย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น (ต้องเขียนระบุข้างหลอด

ไว้ดว้ยว่าเป็นน้ าตาลชนดิใด เพราะจะมีสคีล้ายกันหมด โดย 1% Phenolred-glucose จะระบุข้าง

หลอดว่า 1% PR-G) 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสแีดงและใส  

 

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ 1% PR-glucose ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงใน

อาหารทดสอบ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้  

Staphylococcus aureus ATCC 25923  เชื้อเจรญิและเปลี่ยนสีของอาหารเป็นสีเหลอืง 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 เชื้อเจรญิและเปลี่ยนสีของอาหารเป็นสีเหลอืง 

 

 

1% Phenolred-mannitol (1% PR-M)  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 25 อาหารทดสอบทางชีวเคมี 1% PR-Mannitol 

 

 1% PR-Mannitol เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย โดยมี

น้ าตาลแมนนิทอลเป็นส่วนประกอบและมี Phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ แบคทีเรียที่สามารถใช้น้ าตาล

แมนนิทอลได้จะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดออกมาซึ่งจะท าให้สีอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีส้มแดงเป็นสี

เหลืองซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

Phenolred broth base  1.5 g 

Agar  0.4 g 

Mannitol 1 g 

น้ ากลั่น 100 ml 
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วิธีการเตรียม 

1. ส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหาร

เลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อ

เดียวกัน 

2. ปรับ pH 6.9 ด้วย 1N NaOH หรอื  1N HCl 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 118oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยให้เย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น (ต้องเขียนระบุข้างหลอด

ไว้ด้วยว่าเป็นน้ าตาลชนิดใด เพราะจะมีสีคล้ายกันหมด โดย 1% Phenolred-mannitol จะระบุ

ข้างหลอดว่า 1%PR-M) 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสแีดงและใส  

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ 1% PR-mannitol ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลง

ในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้  

 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  เชื้อเจรญิและเปลี่ยนสีของอาหารเป็นสีเหลอืง 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 เชื้อเจริญและไม่เปลี่ยนสีของอาหาร 

 

 

10% Lactose 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26 อาหารทดสอบทางชีวเคมี 10% Lactose 

 

 10% Lactose เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย โดยมีน้ าตาล

แลคโทสเป็นส่วนประกอบและมี Bromthymol blue เป็นอินดิเคเตอร์ แบคทีเรียที่สามารถใช้น้ าตาลแลค
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โทสได้จะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดออกมาซึ่งจะท าให้สีอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีเหลืองซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

OF basal medium (Difco) 0.98 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

Bacto peptone  1 g 

Bacto agar 1 g 

Lactose  10 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

    

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง ส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. เมื่ออาหารเลี้ยงเชือ้ละลายดีแล้ว เติม 1N NaOH ประมาณ 0.2 ml 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 118oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave โดยวางหลอดเอียง slant แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะใสและเป็นสีเขียวอ่อน 

การทดสอบคุณภาพ  

การทดสอบคุณภาพของ 10% Lactose ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงบน

อาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้  

Acinetobacter baumannii   เชื้อเจรญิและเปลี่ยนสีของอาหารเป็นสีเหลอืง 

Acinetobacter lwoffii    เชื้อเจรญิและไม่เปลี่ยนสีของอาหาร 
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6.5% Sodium chloride (6.5% NaCl) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 27 อาหารทดสอบทางชีวเคมี 6.5% Sodium chloride 

 

6.5% Sodium chloride เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย โดย

มีส่วนประกอบของเกลือแกงอยู่ร้อยละ 6.5 และมีน้ าตาลเดกโทรสและ Phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ 

แบคทีเรียที่สามรถเจริญในสภาวะที่มีเกลือปริมาณสูงได้และใช้น้ าตาลเดกโทรสจะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็น

กรดออกมาซึ่งจะท าให้สีอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีส้มแดงเป็นสีเหลืองซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม 

และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

Phenolred broth base  1.6 g 

Sodium chloride 6 g 

Beef extract 0.1 g 

Dextrose 0.5 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหาร

เลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อ

เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น  
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5. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสสี้มแดงและใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ 6.5% NaCl ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงใน

อาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้  

Enterococcus spp.   เชื้อเจรญิและเปลี่ยนสีของอาหารเป็นสีเหลอืง 

Streptococcus gr.A   เชื้อเจรญิและไม่เปลี่ยนสีของอาหาร 

 

Bile esculin agar (BE)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 28 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Bile esculin agar 

 

Bile esculin agar เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถ

ย่อยสลาย Esculin ให้เป็นแหล่งคาร์บอนได้ โดยจะเป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่นิยมใช้แยกความ

แตกต่างของเชื้อแบคทีเรยีกลุ่ม Enterococci และ Group D Streptococci โดยที่เชือ้กลุ่ม Enterococci และ 

Group D Streptococci จะสามารถย่อย Esculin ให้เป็น Esculetin และน้ าตาลเดกโทรสได้ ซึ่ง Esculetin 

จะไปท าปฏิกิรยิากับ Fereic citrate ทีอ่ยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อท าให้อาหารเลีย้งเชื้อเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้ม

หรือสีด าได้ แต่แบคทีเรียกลุ่ม Non Group D Streptococci จะไม่สามารถย่อย Esculin ให้เป็น Esculetin 

และน้ าตาลเดกโทรสได้ จงึไม่สามารถท าปฏิกิรยิากับ Fereic citrate ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเชือ้ท าให้อาหาร

เลี้ยงเชือ้ไม่เปลี่ยนเป็นสีด า ทั้งนี ้Fereic citrate ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเชือ้ยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรม

บวกชนิดอื่นที่ไม่ใช่แบคทีเรียในกลุ่ม Enterococci, Group D Streptococci ได้ ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการ

เตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 
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1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Bile esculin agar (Oxoid)  4.45 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml   

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Peptone 1.4 g 

Bile salts 1.5 g 

Ferric citrate 0.05 g 

Esculin 0.1 g 

Agar 1.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

    

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Bile esculin agar  4.45 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่

ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน  

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave โดยวางหลอดเอียง slant แล้วปล่อยใหเ้ย็น ก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

5. อาหารที่เตรียมใหม่จะเป็นสีเหลอืงออ่นผสมเขียว 

*หมายเหต ุ ก่อนเตรียมให้อ่านฉลากข้างกระป๋องให้ชัดเจนเนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อบางยี่ห้อไม่มี

ส่วนประกอบของ Esculin ดังนัน้ต้องเติมผง Esculin เพิ่มเข้าไปด้วยทุกครั้งที่เตรยีม 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Bile esculin agar  ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรยีชนิดต่างๆมาเพาะลง

บนอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Enterococcus faecalis ATCC 29212  ผลบวกอาหารจะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้มหรอืสีด า 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048  ผลบวกอาหารจะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้มหรอืสีด า 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615  ผลลบเชื้อไม่เจรญิสีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
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Simmon’s citrate agar (Citrate) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 29 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Simmon’s citrate agar 

 

Simmon’s citrate agar เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรียที่

สามารถใช้ Citrate เป็นแหล่งคารบ์อนและแหล่งพลังงานได้หากแบคทีเรียสามารถใช Citrate ได้จะผลิต

เอ็นไซม Citrate lyase เอ็นไซม Citrate aldolase และเอ็นไซม Citridesmolase ออกมายอย Citrate ให้

กลายเป็นสาร Oxaloacetate และสาร Acetate จากนั้นจึงสร้างเอ็นไซม Oxaloacetate decarboxylase 

ออกมาย่อยสารนี้ใหก้ลายเปน Pyruvate และก๊าซคารบอนไดออกไซด์ท าให้หลอดอาหารอยู่ในสภาวะที่

เป็นด่างมากขึ้น (pH>7.6) จนท าให้สีของอินดิเคเตอร์คือ Bromthymol blue เปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ า

เงินภายในเวลา 24-48 ช่ัวโมง ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Simmon’s citrate agar (Oxoid) 2.3 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml  

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Magnesium sulphate 0.02 

Ammonium dihydrogen phosphate 0.02 

Sodium ammonium phosphate 0.08 

Sodium citrate, tribasic 0.2 

Sodium chloride 0.5 

Bromothymol blue 0.008 

Agar 1.5 

น้ ากลั่น 100 ml  
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Simmon’s citrate agar 2.3 g หรอืหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน 

ใส่ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml  

2. คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอ น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน  

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave โดยวางหลอดเอียง slant แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะเป็นสีเขียว 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Simmon’s citrate agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงบนอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 ผลบวกเชื้อเจรญิอาหารจะเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ าเงิน 

Escherichia coli ATCC 25922  ผลลบเชื้อไม่เจรญิอาหารไม่เปลี่ยนสี 

 

 

Coagulase test (Plasma) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 30 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Coagulase test (plasma) 

 

Coagulase test (plasma) เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรียที่

สามารถสรางเอ็นไซม Coagulase ได้ซึ่งเอ็นไซม์ดังกล่าวจะท าใหเกิดการยอย Plasma fibrinogen แล้ว

ได้เป็น Fibrin ท าใหเกิดการแข็งตัวของพลาสมา (Plasma clot) ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และ

วิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 
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ส่วนประกอบ 

Brain heart infusion broth (Oxoid) 3.7 g  (ดูฉลากข้างกระป๋อง) 

น้ ากลั่น 100 ml 

Plasma 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Brain heart infusion broth (BHI) 3.7 g ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลาย

ด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอและละลายเป็นเนือ้เดียวกัน  

2. เตรียม Pipette ขนาด 5 ml ใส่กระป๋อง และหลอดทดลองขนาด 13x100 mm ที่ปิดฝาหลอด

แล้ว น าเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที พร้อม

กับ BHI  

3. น าของทั้งหมดออกจาก Autoclave ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องและเอา Plasma ที่แช่แข็งออกมาละลาย

และตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

4. ผสม Plasma และ BHI ที่เย็นแล้วในอัตราสว่น 1:1 โดยวิธี Sterile technique 

5. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm ปราศจากเชื้อหลอดละ 0.5 ml โดย Steriled pipette 

ขนาด 5 ml ที่เตรยีมไว้แลว้ ปิดฝาหลอด แล้วน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Coagulase test (plasma) ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  เชื้อเจรญิและ Plasma เป็นก้อน Clot  

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 เชื้อเจรญิและ Plasma ยังเหลวเหมอืนเดิม 
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Cystine trypticase agar (Glucose, Lactose, Sucrose, Maltose) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 31 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Cystine Trypticase agar (CTA) 

 

CTA agar เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับทดสอบการหมักย่อยน้ าตาลชนิดต่างๆของ

เชื้อแบคทีเรยีที่เจรญิยากโดยมี Phenol red เป็นอินดเิคเตอร์ แบคทีเรยีที่สามารถใช้น้ าตาลแต่ละชนิดได้

จะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดออกมาซึ่งจะท าให้สีอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีส้มแดงเป็นสีเหลืองและซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Cystine trypticase agar 2.85 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

Glucose (หรอืน้ าตาลตัวอื่นๆ) 1 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Tryptose 2 g 

L-Cystine 0.05 g 

Sodium Chloride 0.5 g 

Sodium Sulfite 0.05 g 

Agar 0.25 g 

Phenol Red 0.17 mg 

Glucose (หรอืน้ าตาลตัวอื่นๆ) 1 g 

น้ ากลั่น 100 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหาร

เลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อ

เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2-3 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 118oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยให้เย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น (ต้องเขียนระบุข้างหลอด

ไว้ดว้ยว่าเป็นน้ าตาลชนดิใด เพราะจะมีสคีล้ายกันหมด) 

5. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสสี้มและใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Cystine Trypticase  agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

  CTA-G  CTA-M  CTA-S  CTA-L     

Neisseria gonorrhae   +      -        -      -           

Neisseria meningitidis   +      +        -       -            

Escherichia coli    +      +       +       +  
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Decaboxylase broth (OD, AD, LD) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 32 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Decaboxylase broth 

 

 Decaboxylase broth เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ 

Decaboxylase ของเชื้อแบคทีเรียซึ่งจะท าให้เกิดกระบวนการ Decaboxylation ของกรดอะมิโน โดย 

Decaboxylase broth จะมี Bromcresol purple เป็นอินดิเคเตอร์และมีน้ าตาลเดกโทรสเป็นส่วนประกอบ 

โดยการทดสอบนี้จะท าในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนโดยการเลีย้งเชื้อใน Decaboxylase broth ที่มสี่วนผสม

ของกรดอะมิโนชนิดต่างๆ แล้วหยดพาราฟินออยที่ปราศจากเชื้อลงไปทับหนาประมาณ 0.5-1 

เซนติเมตร จากนั้นบ่มเพาะเชื้อ 24-48 ช่ัวโมง ในระหว่างนี้เชื้อแบคทีเรียจะมีการใช้น้ าตาลเดกโทรส

เพื่อการเจริญเติบโตจะท าให้สีของอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองหลังจากน้ าตาลเดกโทรส

ถูกใช้จนหมดเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอ็นไซม์ Decaboxylase ได้จะหันมาใช้กรดอะมิโนแทน 

กระบวนการนี้จะมีการดึงเอาหมู่ Carboxyl (-COOH) ออกจากกรดอะมิโนในรูปของ CO2 ได้  จะท าให้

อาหารมีฤทธิ์เป็นด่างมากขึ้นจึงท าให้สีของอินดิเคเตอร์เข้มขึ้นและกลับมาเป็นสีม่วงเหมือนเดิม เชื้อ

แบคทีเรียที่ไม่สามารถสร้างเอ็นไซม์ Lysine Decarboxylase (LDC) ได้อาหารจะเป็นสีเหลือง ซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Decaboxylase medium base (Difco) 0.9 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

L-ornitine-dihydrate (หรอื Arginine, Lysine) 0.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 
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2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Beef Extract 0.5 g 

Meat Peptone 0.5 g 

Dextrose 0.05 g 

Bromcresol Purple 1 mg 

Cresol Red 0.5 mg 

Pyridoxal 0.5 mg 

L-ornitine-dihydrate (หรอื Arginine, Lysine) 1 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

       

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. ปรับ pH 6.8 ± 0.2 โดยใช้ NaOH หรอื HCl 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยให้เย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น (ต้องเขียนระบุข้างหลอด

ไว้ดว้ยว่าเป็นกรดอมิโนชนดิใด เพราะจะมีสคีล้ายกันหมด) 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสมี่วงและใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Decaboxylase broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรยีชนิดต่างๆมาเพาะ

ลงในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวและปิดทับด้วย Liquid paraffin ที่ปราศจากเชือ้ ซึ่งจะให้ผลการ

ทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

   OD AD LD      

Aeromonas hydrophila    -  +   +               

Plesiomonas shigelloides   +  +   +                

Shigella flexneri    -  -   -     
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Gelatin test 

Gelatin test เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ Gelatinase 

ของเชื้อแบคทีเรียในการย่อยเจลาติน ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ 

ดังนี้ 

ส่วนประกอบ 

Gelatin 15 g 

ผงถ่าน  5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

             

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Gelatin 15 g เทลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหาร

เลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ 

2. น าไปต้มใน Microwave จนอาหารละลายเป็นเนือ้เดียวกัน  

3. เติมผงถ่าน 5 g ผสมให้เข้ากันดี 

4. ใช้ Swab ปราศจากเชื้อจุ่ม Glycerol น าไปทาข้างในของตัวจานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชื้อเพื่อ

ป้องกัน Gelatin ติดจาน 

5. เทสารละลาย Gelatin ลงในจานเพาะเชื้อที่ปราศจากเชือ้ 

6. ทิ้งไว้ให้ Media แข็งตัวดึงแผ่น Gelatin ออกจากจานน าไปแช่ 10% Formalin ใน Beaker ขนาด 

1000-2000 ml นานประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 

7. ตัดแผ่น Gelatin เป็นชิ้นเล็กๆขนาดประมาณ 1x0.5 cm แล้วน าไปล้างด้วยน้ าประปาประมาณ 

4-6 ช่ัวโมงโดยแชน่้ าแล้วเปลี่ยนน้ าบ่อยๆ 

8. เก็บแผ่น Gelatin ในขวดที่ปราศจากเชือ้โดยแชใ่นน้ ากลั่นที่ปราศจากเชือ้ 

9. ใช้ Toluene  เททับผวิหน้าเพื่อป้องกันการปนเปื้อนจากเชือ้แบคทีเรยีและเชือ้รา 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Gelatin test ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะเลี้ยงใน

อาหารที่มีเจลาตินที่เตรยีมไว้ผสมอยู่ ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Serratia marcescens  ผลบวก Gelatin ถูกย่อยจะเห็นผงถ่านตกตะกอน 

Enterobacter spp.  ผลลบ Gelatin ยังคงเป็นก้อนเหมอืนเดิม    
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Glucose broth with durham tube (Gas from glucose)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 33 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Glucose broth with durham tube 

 

Glucose broth with durham tube เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการ

สร้างแก๊สจากการหมักย่อยน้ าตาลกลูโคส ซึ่งมีสว่นประกอบ วธิีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ 

ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

Phenol red broth base 1.6 g 

Glucose 1 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

             

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 5 ml  

3. ใส่หลอด Durham tube โดยคว่ าปากหลอดลงในอาหารเลี้ยงเชือ้จากนั้นปิดฝาหลอดทดลอง 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 118oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น  

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสสี้มแดง ใส และไม่มีฟองอากาศในหลอดดักแก๊ส 
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การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Glucose broth with Durham tube ท าได้โดยการน าเชือ้แบคทีเรียชนิด

ต่างๆมาเพาะลงในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Aeromonas hydrophila ให้ผลบวก อาหารขุ่น เปลี่ยนเป็นสีเหลือง มีแก๊สเกิดขึ้นในหลอด

ดักแก๊ส 

Plesiomonas shigelloides  ให้ผลลบ อาหารขุ่น เปลี่ยนเป็นสีเหลืองแต่ไม่มีแก๊สเกิดขึ้นใน

หลอดดักแก๊ส 

 

Hippurate test 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 34 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Hippurate test 

 

มีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

ส่วนประกอบ 

Brain heart infusion 3.7 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

Hipuric acid 1 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

  

     

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 
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2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml  

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

 

Indole broth (2% peptone) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 35 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Indole broth (2% peptone) 

 

Indole broth (2% peptone) เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการสร้างสาร 

Indole ของเชื้อแบคที เรียโดย ในอาหารจะมีกรดอะมิโน (Amino acid)  ที่มี ชื่อว่า ทริพโตแฟน 

(Tryptophan)  เป็นส่วนประกอบโดยเ ชื้อ แบคที เ รียที่ สามารถสร้าง เอ็นไซม์ ทริพโตแฟเนส 

(Tryptophanase) ได้จะเกิดการย่อยสลายทริพโตแฟน (Tryptophan) ได้เป็นสารอินโดล (Indole) สามารถ

ทดสอบได้โดยการหยดสาร Kovac’s reagent ลงไป หากเชื้อแบคทีเรียมีความสามารถผลิตสารอินโดล 

(Indole) ออกมาสารดังกล่าวจะท าปฏิกิริยากับสารทดสอบ Kovac’s reagent เกิดเป็นวงแหวนสีชมพู

เกิดขึ้น ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ  

Bacto Peptone 2 g 

L-tryptophan 0.03 g 

Sodium chloride 1 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

                

วิธีการเตรยีม 
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1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

 

การทดสอบคุณภาพ   

การทดสอบคุณภาพของ Indole broth ( 2% peptone) ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ

มาเพาะลงในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

Escherichia coli ATCC 25922 ผลบวก เกิดวงแหวนสีชมพูหลังหยดน้ ายา Kovac’s reagent 

Shigella flexneri ATCC 12022 ผลลบ ไม่เกิดวงแหวนสีชมพูหลังหยดน้ ายา Kovac’s reagent 

 

King’s medium A 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 36 อาหารทดสอบทางชีวเคมี King’s medium A 

 

มีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

ส่วนประกอบ 

Peptone 2 g 

MgCl2 (anhydrous) 0.14 g 

K2SO4 (anhydrous) 1 g 

Glycerol  1 ml 
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Bacto agar 1.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. ปรับ pH 7.2 

3. แบ่งใส่หลอดฝาเกลียวขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml แล้วปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave โดยวางหลอดเอียง slant แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

 

การทดสอบคุณภาพ   

การทดสอบคุณภาพของ King’s medium A ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรยีชนิดต่างๆมาเพาะลง

บนอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Pseudomonas aeruginosa ผลบวก ผิวหนา้อาหารจะมีสเีขียว 

Acenitobacter lwoffii  ผลลบ ผวิหน้าอาหารยังคงสีเดิม 
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King’s medium B  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 37 อาหารทดสอบทางชีวเคมี King’s medium B 

 

มีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

ส่วนประกอบ 

Polypeptone 2 g 

K2HPO4  0.15 g 

MgSO4.7H2O 0.15 g 

Bacto agar 1.5 g 

Glycerol  1 ml 

น้ ากลั่น  100 ml 

    

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. ปรับ pH 7.2 

3. แบ่งใส่หลอดฝาเกลียวขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml แล้วปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave โดยวางหลอดเอียง slant แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 
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การทดสอบคุณภาพ   

การทดสอบคุณภาพของ King’s medium B ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรยีชนิดต่างๆมาเพาะลง

บนอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Pseudomonas aeruginosa ผลบวก ผิวหนา้อาหารจะมีสเีขียว 

Acenitobacter lwoffii  ผลลบ ผวิหน้าอาหารยังคงสีเดิม 

 

 

 

Lysine Iron agar (LIA) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 38 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Lysine Iron Agar  

 

 Lysine Iron Agar (LIA) เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการสลาย Lysine 

โดย เอนไซม์ Lysine Decarboxylase (LDC) และเอ็นไซม์ Lysine Deaminase (LDA) โดยมีน้ าตาลกลูโคส

เป็นแหล่งพลังงานและมี Bromcresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ ในการลงเชื้อจะแบ่งการลงเป็นสองส่วน

คือส่วนของผิวหน้า (Slant )และส่วนของก้นหลอด (Butt) และอ่านผลแตกต่างกันโดยส่วนก้นหลอดจะ

เป็นการดูการสร้างเอ็นไซม์ Lysine Decarboxylase (LDC) เชื้อแบคทีเรียจะมีการใช้น้ าตาลกลูโคสเพื่อ

การเจริญเติบโตจะท าให้สีของอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองหลังจากน้ าตาลกลูโคสถูกใช้

จนหมดเชื้อแบคที เรียที่สามารถสร้างเอ็นไซม์  Decaboxylase ได้จะหันมาใช้กรดอะมิโนแทน 

กระบวนการนี้จะมีการดึงเอาหมู่ Carboxyl (-COOH) ออกจากกรดอะมิโนในรูปของ CO2 ได้  จะท าให้

อาหารมีฤทธ์เป็นด่างมากขึ้นจึงท าให้สีของอินดิเคเตอร์เข้มขึ้นและกลับมาเป็นสีม่วงเหมือนเดิม  

(ผลบวก) เชื้อแบคทีเรียที่ไม่สามารถสร้างเอ็นไซม์ Lysine Decarboxylase (LDC) ได้อาหารจะเป็นสี

เหลือง(ผลลบ) และส่วนของผิวหน้า ( Slant )จะเป็นการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ Lysine Deaminase 

(LDA) โดยเชื้อแบคทีเรียจะมีการสลาย Lysine จนได้เป็นแอมโมเนียท าให้อาหารมีฤทธ์เป็นด่างมากขึ้น

จึงท าให้สีของอินดิเคเตอร์เข้มขึ้นและเนื่องจากเกิดปฏิกิริยาขึ้นที่บริเวณ Aerobic atmosphere สีของ 
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Bromcresol purple บริเวณผิวหน้าจึงเกิดเป็นสีม่วงแดง (ผลบวก) โดยเชื้อแบคทีเรียไม่มีการสลาย 

Lysine จะไม่ท าให้อาหารเกิดการเปลี่ยนแปลง (ผลลบ) ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Lysine Iron Agar (oxoid)  3.4 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Bacteriological peptone 0.5 g 

Yeast extract 0.3 g 

Glucose 0.1 g 

L-lysine 1 g 

Ferric ammonium citrate 0.05 g 

Sodium thiosulphate 0.004 g 

Bromocresol purple 0.002 g 

Agar 1.45 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

        

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Lysine Iron Agar 3.4 g หรอืหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ลงใน 

Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3.5 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave โดยวางหลอดเอียง slant และให้ได้ส่วน butt ไม่ต่ ากว่า 2-3 cm แล้ว

ปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

5. อาหารที่เตรียมใหม่จะเป็นสีมว่ง 
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การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Lysine Iron Agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลง

ไปในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวโดย Streak บนผิวหน้าอาหารและ Stab ลงไปถึงก้นหลอด ซึ่ง

จะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

LDC   LDA 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048   สีมว่ง   สีมว่ง 

Proteus mirabilis ATCC 29906    สีเหลอืง  สีมว่งแดง 

Shigella flexneri ATCC 12022    สีเหลอืง  สีมว่ง 

 

  

Malonate broth 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 39 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Malonate broth 

 

Malonate broth เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการใช้ Sodium malonate 

เป็นแหล่งคารบ์อนได้เพียงอย่างเดียว โดยมี Bromthymol blue เป็นอินดเิคเตอร์ เชื้อแบคทีเรยีที่สามารถ

ใช้ Sodium malonate ได้จะท าให้อาหารมีสภาวะเป็นด่างและเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์จากสีเขียวเป็นสีน้ า

เงินเข้ม เชื้อแบคทีเรียบางชนิดไม่สามารถใช้ Sodium malonate แต่ใช้น้ าตาลเดกซ์โทรสเป็นแหล่ง

พลังงานได้จะท าให้อาหารมีสภาวะเป็นกรดและเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์จากสีเขียวเป็นสีเหลือง ซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Malonate 0.98 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 
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2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Sodium malonate 0.3 g 

Ammonium sulfate 0.2 g 

Sodium chloride 0.2 g 

Yeast extract 0.1 g 

Dipotassium phosphate 0.06 g 

Monopotassium phosphate 0.04 g 

Dextrose 0.025 g 

Bromthymol blue 2.5 mg 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Malonate 0.98 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ลงใน 

Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml  

2. คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2-3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave ปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะเป็นสีเขียวใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Malonate broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลง

ไปในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048  ผลบวก อาหารจะเปลี่ยนเป็นสีน้ าเงิน 

Escherichia coli ATCC 15922   ผลลบ   อาหารจะยังคงเป็นสีเดิม  
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Mannitol broth (Inositol broth, Salicin broth, Arabinose broth, Sorbitol broth) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 40 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Mannitol broth 

(Inositol broth, Salicin broth, Arabinose broth, Sorbitol broth) 

 

Mannitol broth ( Inositol broth, Salicin broth, Arabinose broth, Sorbitol broth)  เ ป็ น อ าหาร

ทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับทดสอบการหมักย่อยน้ าตาลชนิดต่างๆของเชื้อแบคทีเรียที่โดยมี Phenol 

red เป็นอินดิเคเตอร์ แบคทีเรียที่สามรถใช้น้ าตาลแต่ละชนิดได้จะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดออกมาซึ่งจะ

ท าให้สีอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีส้มแดงเป็นสีเหลืองและซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

ส่วนประกอบ 

Phenolred broth base 1.6 g 

Beef extract 0.1 g 

Mannitol(หรอืน้ าตาลอื่นๆ) 1 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

      

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2-3 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 118oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 
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4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยให้เย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น (ต้องเขียนระบุข้างหลอด

ไว้ดว้ยว่าเป็นน้ าตาลชนดิใด เพราะจะมีสคีล้ายกันหมด) 

5. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสสี้มแดง ใส  

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ  Mannitol broth ( Inositol broth, Salicin broth, Arabinose broth, 

Sorbitol broth) ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงไปในอาหารทดสอบทางชีวเคมี

ดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

   Man Ino Sal Sor Ara 

Aeromonas hydrophila    +  -  + 

Plesiomonas shigelloides   -  -  - 

Enterobacter cloaceae      +  +  + 

Serratia marcescens      -  +  - 

*ผลบวก  อาหารเปลี่ยนจากสีสม้แดงเป็นสีเหลอืง 

*ผลลบ   อาหารเป็นสีส้มแดงเหมอืนเดิม 

 

 

Modified islam medium 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 41 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Modified Islam Medium 

 

Modified Islam Medium เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการย่อยสลาย

แป้งของเชื้อจุลินทรีย์ โดยจะใช้ในการทดสอบแยกเชื้อ Group B streptococci ออกจากเชื้อ Streptococci 

กลุ่มอื่น โดยการทดสอบจะแทงเชื้อที่สงสัยลงข้างๆหลอดอาหารเลี้ยงเชือ้ Modified Islam Medium หาก
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เป็นเชื้อ Group B streptococci จะมีการย่อยแป้งท าใหเ้กิดรอยสีส้มตรงบริเวณที่เชื้อเจริญ หากไม่ใช่เชื้อ 

Group B streptococci อาหารเลี้ยงเชือ้จะไม่มกีารเปลี่ยนแปลง 

 

ส่วนประกอบ ที่ 1 

แป้งขา้วเจ้า 5 g 

น้ ากลั่น 30 ml 

 

ส่วนประกอบ ที่ 2 

Bacto agar 1 g 

Proteos peptone NO.3 3 g 

NaCl 0.5 g 

น้ ากลั่น 70 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลายแป้งข้าวเจ้าใน Beaker ขนาด 100 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 30 ml อุ่นด้วยไฟ

อ่อนอย่าให้เดือด 

2. ช่ังและละลาย ส่วนประกอบที่ 2 ทั้งหมด ใน Beaker ขนาด 250 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

กระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. เทส่วนส่วนประกอบที่ 1 ผสมลงในส่วนประกอบที่ 2 และผสมให้เข้ากันดี 

4. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2-3 ml ปิดฝาหลอด 

5. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

6. น าออกจาก Autoclave ปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

7. อาหารที่เตรียมใหม่จะเป็นสีขาวขุ่น 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Modified Islam Medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะ

ลงไปในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวโดยให้แทงลงข้างๆของหลอด ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบ

ต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

Streptococcus agalactiae NCTC 9993   ผลบวก   เกิดสีสม้ข้างหลอดตรงรอยเชื้อ 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615    ผลลบ   อาหารไม่มกีารเปลี่ยนแปลง 
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Modified semi-solid rappaport vassiliadis medium (MSRV) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 42 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis Medium 

 

Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis Medium เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับ

การทดสอบคุณสมบัติการเคลื่อนที่ของเชื้อกลุ่มSalmonella ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และ

วิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ ที่ 1 

MSRV MEDIUM (Oxoid) 15.8 g 

น้ ากลั่น 500 ml 

ส่วนประกอบ ที่ 2 

MSRV Selective Supplement (10 mg novobiocin) 1 vial (2 ml) 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Tryptose 2.285 g 

Casein hydrolysate 2.285 g 

Sodium chloride 3.67 g 

Potassium dihydrogen phosphate 0.735 g 

Magnesium chloride (anhydrous) 5.465 g 

Malachite green oxalate 0.0185 g 

Agar 1.35 g 

Novobiocin 10 mg 
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น้ ากลั่น 500 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง MSRV medium 15.8 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ลงใน 

Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ 

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน (หา้ม Autoclave) 

3. ปรับ pH 5.4 ± 2 ด้วย 1N NaOH หรอื  1N HCl 

4. ปล่อยให้อาหารอุ่นจนมอีุณหภูมิประมาณ 50oC 

5. เติม MSRV Selective Supplement 1 vial (2 ml) หรือ 10mg Novobiocin ผสมลงไปในอาหารให้

เข้ากัน 

6. แบ่งทดลองปราศจากเชื้อขนาด 16x150 mm หลอดละ 5 ml ปิดฝาหลอด หรือเทอาหารเลี้ยง

เชื้อลงบนจานเพราะเชื้อที่ปราศจากเชื้อ (จานเพาะเชื้อต้องผ่านการอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 180oC 

นาน 3 ช่ัวโมง โดย Hot air oven ) ปริมาตร 15-20 ml/จาน 

7. แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น หากเตรยีมเป็นจานเพาะเชื้อห้ามคว่ าจานอาหาร 

8. ทดสอบความเป็น Semi-solid ของอาหารโดยการเขย่าเบาๆจะสังเกตเห็นอาหารเคลื่อนตัว

เล็กน้อยและหากคว่ าหลอดลงอาหารจะไม่ไหลลงมาที่ฝา 

9. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสนี้ าเงินใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ MSRV medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรีย Salmonella ที่เลี้ยงใน

อาหารเหลวมาหยดลงบนผิวหน้าของอาหารทดสอบดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆ

ดังตอ่ไปนี ้ 

 

Salmonella poona NCTC 4840   เชื้อเจรญิและมีการเคลื่อนที่ออกจากจุดที่หยดเชือ้ 

Salmonella enteritidis ATCC® 13076  เชื้อเจรญิและมีการเคลื่อนที่ออกจากจุดที่หยดเชือ้ 

Citrobacter freundii ATCC® 8090  เชื้อไม่เจรญิ 
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Motile-indole medium (MI) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 43 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Motile-Indole medium 

 

Motile-Indole medium เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการเคลื่อนที่และ

การสร้างสาร Indole ของเชื้อแบคทีเรียโดยในอาหารจะมี กรดอะมิโน (Amino acid) ที่มีชื่อว่า ทริพโต

แฟน (Tryptophan) เป็นส่วนประกอบโดยเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอ็นไซม์ทริพโตแฟเนส 

(Tryptophanase) ได้จะเกิดการย่อยสลายทริพโตแฟน (Tryptophan) ได้เป็นสารอินโดล (Indole) สามารถ

ทดสอบได้โดยการหยดสาร Kovac’s reagent ลงไป หากเชือ้แบคทีเรียมีความสามารถผลิตสาร อินโดล 

(Indole) ออกมาสารดังกล่าวจะท าปฏิกิริยากับสารทดสอบ Kovac’s reagent เกิดเป็นวงแหวนสีชมพู

เกิดขึ้น และดูการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรียโดยเชื้อจะมีการเคลื่อนตัวออกจากรอยเชื้อที่แทงลงไปใน

อาหารเห็นเป็นรอยขุ่นของเชื้อ ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Motility test medium (BBL) 2.2 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

Bacto peptone 2 g 

L-tryptophan 0.03 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ  

Beef extract 0.3 g 

Bacto peptone 2 g 

L-tryptophan 0.03 g 
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Sodium chloride 0.5 g 

Agar 0.3 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

                         

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็น

เนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2-3 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

5. ทดสอบความเป็น Semi-solid ของอาหารโดยการเขย่าเบาๆจะสังเกตเห็นอาหารเคลื่อนตัว

เล็กน้อยและหากคว่ าหลอดลงอาหารจะไม่ไหลลงมาที่ฝา 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Motile-Indole medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงไปตรงกลางของอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวโดยแทงให้เหลือส่วนของก้นหลอดประมาณ

0.5 เซนติเมตร ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

 Motile  Indole 

Escherichia coli ATCC 25922    +    + 

Shigella sonnei ATCC 25931   -    - 

 

Motile   ผลบวก อาหารรอบรอย Stab เชื้อจะขุ่น (มีการเจรญิออกนอกรอย Stab) 

 ผลลบ อาหารรอบรอย Stab เชื้อจะไม่ขุ่น (ไม่มกีารเจรญิออกนอกรอย Stab) 

Indole ผลบวก จะเกิดวงแหวนสีชมพูหลังหยดน้ ายา Kovac’s Reagent 

 ผลลบ ไม่เกิดวงแหวนสีชมพูหลังหยดน้ ายา Kovac’s Reagent 
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Motile-indole-Lysine medium (MIL) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 44 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Motile-Indole-Lysine medium 

 

Motile-Indole-Lysine medium เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการ

เคลื่อนที่ การสร้างสาร Indole และการย่อยสลายกรดอมิโนไลซีน (Lysine) โดยแบคทีเรียที่มีการ

เคลื่อนที่จะมีการเคลื่อนตัวออกจากรอยเชื้อที่แทงลงไปในอาหารเห็นเป็นรอยขุ่นของเชื้อ (ผลบวก) และ

ในอาหารจะมี กรดอะมิโน (Amino acid) ที่มีชื่อว่า ทริพโตแฟน (Tryptophan) เป็นส่วนประกอบโดยเชื้อ

แบคทีเรียที่สามารถสร้างเอ็นไซม์ทริพโตแฟเนส Tryptophanase) ได้จะเกิดการย่อยสลายทริพโตแฟน

(Tryptophan) ได้เป็นสารอินโดล (Indole) สามารถทดสอบได้โดยการหยดสาร Kovac’s reagent ลงไป 

หากเชื้อแบคทีเรียมีความสามารถผลิตสารอินโดล (Indole) ออกมาสารดังกล่าวจะท าปฏิกิริยากับสาร

ทดสอบ Kovac’s reagent เกิดเป็นวงแหวนสีชมพูเกิดขึ้น (ผลบวก) ในอาหารมีน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่ง

พลังงานและมี Bromcresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ ในการทดสอบการย่อยสลาย Lysine นั้นอ่านผล

แตกต่างกันโดยส่วนก้นหลอดจะเป็นการดูการสร้างเอ็นไซม์ Lysine Decarboxylase (LDC) เชื้อ

แบคทีเรยีจะมีการใช้น้ าตาลกลูโคสเพื่อการเจริญเติบโตจะท าใหส้ีของอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจากสีม่วงเป็น

สีเหลอืงหลังจากน้ าตาลกลูโคสถูกใช้จนหมดเชือ้แบคทีเรยีที่สามารถสร้างเอ็นไซม์ Decaboxylase ได้จะ

หันมาใช้กรดอะมิโนแทน กระบวนการนี้จะมีการดึงเอาหมู่ Carboxyl (-COOH) ออกจากกรดอะมิโนใน

รูปของ CO2 ได้  จะท าให้อาหารมีฤทธ์เป็นด่างมากขึน้จึงท าให้สีของอินดิเคเตอร์เข้มขึ้นและกลับมาเป็น

สีม่วงเหมือนเดิม (ผลบวก) เชื้อแบคทีเรียที่ไม่สามารถสร้างเอ็นไซม์ Lysine Decarboxylase (LDC) ได้

อาหารจะเป็นสีเหลือง (ผลลบ) และส่วนบนของอาหารจะเป็นการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ Lysine 

Deaminase (LDA) โดยเชื้อแบคทีเรียจะมีการสลาย Lysine จนได้เป็นแอมโมเนียท าให้อาหารมีฤทธิ์เป็น

ด่างมากขึ้นจึงท าให้สีของอินดิเคเตอร์เข้มขึ้นและเนื่องจากเกิดปฏิกิริยาขึ้นที่บริเวณ Aerobic 

atmosphere สีของ Bromcresol purple บริเวณผิวหน้าจึงเกิดเป็นสีม่วงแดง (ผลบวก) ซึ่งมีส่วนประกอบ 

วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 
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1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

MIL medium (Difco) 3.65 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ  

Pancreatic digest of casein 1 g 

Peptone 1 g 

Yeast extract 0.3 g 

L-lysine.HCL 1 g 

Dextrose 0.1 g 

Ferric ammonium citrate 0.05 g 

Bromcresol purple 0.002 g 

Agar 0.2 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ 

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. ทดสอบความเป็น Semi-solid ของอาหารโดยการเขย่าเบาๆจะสังเกตเห็นอาหารเคลื่อนตัว

เล็กน้อยและหากคว่ าหลอดลงอาหารจะไม่ไหลลงมาที่ฝา 

7. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสมี่วงใส  
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การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Motile-Indole-Lysine medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิด

ต่าง ๆมาเพาะลงไปตรงกลางของอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวโดยแทงใหถ้ึงก้นหลอด ซึ่งจะให้ผล

การทดสอบแบบต่าง ๆดังตอ่ไปนี ้ 

 

Motile  Indole  LDC  LDA 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048    +    -    +    - 

Escherichia coli ATCC 25922     +    +    +    - 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883    -    -    +    - 

Proteus mirabilis ATCC 29906     +    -    -    + 

Proteus vulgaris ATCC13315     +    +    -    + 

Salmonella Enteritidis ATCC13076    +    -    +    - 

Shigella flexneri ATCC 12022     -    -    -    - 

 

Motile   ผลบวก อาหารรอบรอย stab เชื้อจะขุ่น (มีการเจรญิออกนอกรอย Stab) 

 ผลลบ อาหารรอบรอย stab เชื้อจะไม่ขุ่น (ไม่มกีารเจรญิออกนอกรอย Stab) 

Indole ผลบวก จะเกิดวงแหวนสีชมพูหลังหยดน้ ายา Kovac’s Reagent 

 ผลลบ ไม่เกิดวงแหวนสีชมพูหลังหยดน้ ายา Kovac’s Reagent 

LDC     ผลบวก อาหารยังคงเป็นสีมว่งเหมอืนเดิม (จะอ่านผลส่วนก้นของหลอดอาหาร) 

ผลลบ  อาหารจะเปลี่ยนเป็นสีเหลอืง (จะอ่านผลส่วนก้นของหลอดอาหาร) 

LDA ผลบวก อาหารจะมีสมี่วงแดง (จะอ่านผลส่วนบนของหลอดอาหาร)  

ผลลบ อาหารจะเป็นมมี่วงเหมอืนเดิม (จะอ่านผลส่วนบนของหลอดอาหาร) 
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Motile-Nitrate medium (MN) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 45 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Motile-Nitrate medium 

 

Motile-Nitrate medium เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการเคลื่อนที่และ

การใช้ Nitrate ของเชื้อแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียที่มีการเคลื่อนที่จะมีการเคลื่อนตัวออกจากรอยเชื้อที่

แทงลงไปในอาหารเห็นเป็นรอยขุ่นของเชื้อ และหากเชื้อแบคทีเรียมีการ Reduce nitrate ให้เป็น Nitrite 

ได้เมื่อทดสอบกับน้ ายา Nitrate A และ Nitrate B ในอัตราส่วน 1:1 สีของน้ ายาจะเปลี่ยนเป็นสีแดงทันที 

(ผลบวก) แต่หากเชื้อแบคทีเรียสามารถ Reduce nitrate ให้เป็น Nitrite และ Reduce nitrite ต่อไปจน

กลายเป็นก๊าซ Nitrogen จนไม่มี Nitrite เหลืออยู่ เมื่อหยดน้ ายา Nitrate A และ Nitrate B ในอัตราส่วน 

1:1 ลงไปสีของน้ ายาจะไม่เปลี่ยนแปลง กรณีนี้ต้องเติมผงสังกะสี (Zinc dust) ลงไป (ผงสังกะสีจะเป็น 

reducing agent) เพื่อทดสอบว่า Nitrate ถูก Reduce เป็น Nitrite และ Nitrite ถูก Reduce ต่อไปจน

กลายเป็นก๊าซ Nitrogen จริงๆหรือไม่ ซึ่งถ้า Nitrate ไม่ถูก Reduce ให้เป็น Nitrite ได้เมื่อท าปฏิกิริยากับ 

Nitrate reagent โดยมีผงสังกะสีเป็นตัวเร่งปฏิกิรยิาจะท าใหน้้ ายาเปลี่ยนเป็นสีแดงภายใน 10 วินาที (ผล

ลบ) แต่หากเติมผงสังกะสีลงไปแล้ว น้ ายาทดสอบยังไม่เกิดการเปลี่ยนสี แสดงว่า Nitrate ถูก Reduce 

เป็น Nitrite และ Nitrite ถูก Reduce ต่อไปจนกลายเป็นก๊าซ Nitrogen จริง (ผลบวก) ซึ่งมีส่วนประกอบ 

วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

Indole Nitrate 0.9 g 

Bacto agar 0.2 g 

Nacl 0.5 g 

น้ ากลั่น 100 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง ส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

5. ทดสอบความเป็น Semi-solid ของอาหารโดยการเขย่าเบาๆจะสังเกตเห็นอาหารเคลื่อนตัว

เล็กน้อยและหากคว่ าหลอดลงอาหารจะไม่ไหลลงมาที่ฝา 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Motile-Nitrate medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงไปตรงกลางของอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวโดยแทงให้เหลือส่วนของก้นหลอดประมาณ

0.5 เซนติเมตร ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

    Motile  Nitrate 

Pseudomonas aeruginos      +     + 

Acenitobacter lwoffii       -     - 

 

Motile  ผลบวก = เชื้อมกีารเจรญิและเคลื่อนที่ออกนอกรอย Stab ท าให้อาหารขุ่น 

 ผลลบ   = เชื้อมกีารเจรญิแต่ไม่เคลื่อนที่ออกนอกรอย Stab ท าให้อาหารไม่ขุ่น 

Nitrate ผลบวก 1 = หลังจากหยดน้ ายา Nitrate A และ Nitrate B แล้วน้ ายาจะเปลี่ยนเป็นสีแดง 

ผลบวก 2 = หลังจากหยดน้ ายา Nitrate A และ Nitrate B แล้วน้ ายายังคงเป็นสีเดิม และเติมผง  

สังกะสลีงไปแล้ว น้ ายาไม่เปลี่ยนเป็นสีชมพู 

ผลลบ     = หลังจากหยดน้ ายา Nitrate A และ Nitrate B แล้วน้ ายายังคงเป็นสีเดิม และเติมผง

สังกะสลีงไปแล้ว น้ ายาเปลี่ยนเป็นแดง 
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Motile-nitrate-pyocyanin medium (MNP) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 46 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Motile-Nitrate-Pyocyanin medium 

 

Motile-Nitrate-Pyocyanin medium เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการ

เคลื่อนที่ Nitrate และการสร้าง Pyocyanin ของเชื้อแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียที่มีการเคลื่อนที่จะมีการ

เคลื่อนตัวออกจากรอยเชื้อที่แทงลงไปในอาหารเห็นเป็นรอยขุ่นของเชื้อ และหากเชื้อแบคทีเรียมีการ 

Reduce nitrate ให้เป็น Nitrite ได้เมื่อทดสอบกับน้ ายา Nitrate A และ Nitrate B ในอัตราส่วน 1:1 สีของ

น้ ายาจะเปลี่ยนเป็นสีแดงทันที (ปลบวก) แต่หากเชื้อแบคทีเรียสามารถ Reduce nitrate ให้เป็น Nitrite 

และ Rreduce nitrite ต่อไปจนกลายเป็นก๊าซ Nitrogen จนไม่มี Nitrite เหลืออยู่ เมื่อหยดน้ ายา Nitrate A 

และ Nitrate B ในอัตราส่วน 1:1 ลงไปสีของน้ ายาจะไม่เปลี่ยนแปลง กรณีนี้ต้องเติมผงสังกะสี (Zinc 

dust) ลงไป (ผงสังกะสีจะเป็น Reducing agent) เพื่อทดสอบว่า Nitrate ถูก Reduce เป็น Nitrite และ 

Nitrite ถูก Reduce ต่อไปจนกลายเป็นก๊าซ Nitrogen จริงๆหรือไม่ ซึ่งถ้า Nitrate ไม่ถูก Reduce ให้เป็น 

Nitrite ได้เมื่อท าปฏิกิริยากับ  Nitrate reagent โดยมีผงสังกะสีเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาจะท าให้น้ ายา

เปลี่ยนเป็นสีแดงภายใน 10 วินาที (ผลลบ) แต่หากเติมผงสังกะสีลงไปแล้ว น้ ายาทดสอบยังไม่เกิดการ

เปลี่ยนสีแสดงว่า Nitrate ถูก Reduce เป็น Nitrite และ Nitrite ถูก Reduce ต่อไปจนกลายเป็นก๊าซ

Nitrogen จริง (ผลบวก) และหากแบคทีเรียที่มีการสร้างรงควัตถุสีเขียวที่มีชื่อว่า Pyocyanin ซึ่งเป็นสาร

ที่เชื้อสร้างขึ้นและปล่อยออกมานอกเซลล์ท าให้โคโลนีหรืออาหารบริเวณใกล้เคียงเปลี่ยนเป็นสีเขียวซึ่ง

มักจะเห็นได้ชัดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสีขาวหรือใส กรณีในอาหาร MNP หากเชื้อสามารถสร้างสาร 

Pyocyanin ได้จะเห็นอาหารส่วนบนมีสีเขียว (ผลบวก) แต่หากเชื้อไม่สามารถสร้างสาร Pyocyanin ได้

ส่วนบนของอาหารจะไม่เกิดสีเขียว(ผลลบ) ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบ

คุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ  
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Indole Nitrate 0.9 g 

Bacto agar 0.2 g 

Nacl 0.5 g 

Potassium sulphate (K2SO4) 1 g 

Glycerol  1 ml 

น้ ากลั่น 100 ml 

                

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง ส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

5. ทดสอบความเป็น Semi-solid ของอาหารโดยการเขย่าเบาๆจะสังเกตเห็นอาหารเคลื่อนตัว

เล็กน้อยและหากคว่ าหลอดลงอาหารจะไม่ไหลลงมาที่ฝา 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Motile-Nitrate-Pyocyanin medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรีย

ชนิดต่างๆมาเพาะลงไปตรงกลางของอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวโดยแทงให้เหลือส่วนของก้น

หลอดประมาณ 0.5 เซนติเมตร ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่าง ๆ ดังตอ่ไปนี ้ 

 

   Motile  Nitrate  Pyocyanin 

Pseudomonas aeruginos     +     +       + 

Acenitobacter lwoffii       -     -        -   

 

Motile   ผลบวก    = เชื้อมกีารเจรญิและเคลื่อนที่ออกนอกรอย stab ท าให้อาหารขุ่น 

ผลลบ     = เชื้อมกีารเจรญิแต่ไม่เคลื่อนที่ออกนอกรอย stab ท าให้อาหารไม่ขุ่น 

Nitrate           ผลบวก 1 = หลังจากหยดน้ ายา NitrateA และ NitrateB แล้วน้ ายาจะเปลี่ยนเป็นสี ชมพู 
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ผลบวก 2 = หลังจากหยดน้ ายา NitrateA และ NitrateB แล้วน้ ายายังคงเป็นสีเดิม และ

เติมผง  สังกะสีลงไปแล้ว น้ ายาไม่เปลี่ยนเป็นสีชมพู 

ผลลบ    = หลังจากหยดน้ ายา Nitrate A และ Nitrate B แล้วน้ ายายังคงเป็นสีเดิม และ

เติมผงสังกะสีลงไปแล้ว น้ ายาเปลี่ยนเป็นสีชมพู 

Pyocyanin ผลบวก  = เชื้อมกีารเจรญิและสรา้งสารรงควัตถุสีเขียวบริเวณส่วนบนของหลอด 

  ผลลบ    = เชื้อมกีารเจรญิแต่ไม่สรา้งสารรงควัตถุสีเขียวบริเวณส่วนบนของหลอด 

 

 

Methyl red (MR) และ Voges-proskauer (VP) broth 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 47 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Methyl red (MR) และ Voges-proskauer (VP) broth 

 

MR-VP broth เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบ Metabolism ของน้ าตาล

กลูโคสแต่วัดผลผลิตที่แตกต่างกัน เชื้อแบคทีเรียสามารถย่อยสลายน้ าตาลกลูโคสได้เป็น Pyruvic acid 

และจะสลายต่อไปเป็นกรดหลากลายชนิดในปริมาณสูง เมื่อเติมสารทดสอบที่เป็น pH indicator คือ 

Methyl red (Methyl red เมื่ออยู่ในสภาวะที่เป็นกรดสีจะเข้มขึ้น) ลงไปจะท าให้สารทดสอบมีสีแดงเข้ม 

นอกจากนีแ้บคทีเรยีบางชนิดสามารถหมักย่อยน้ าตาลกลูโคสด้วย Butanediot pathway ได้สารตัวกลาง

เป็น Acetoin และจะถูก Reduce เป็น 2, 3 butanediot ดังสมการ 

   2 Pyruvate    Aetoin+ 2CO2 

Acetoin + NADH + H+     2, 3-butanediot + NAD + 

ในสภาวะที่มี KOH สาร Acetoin จะถูกออกซิไดซ์เป็น Diacetyl โดยมีตัว Catalyze เป็น Alpha-

naphthol โดย Diacetyl ที่เกิดขึ้นจะท าปฏิกิริยากับ Guanidine ได้เป็นสารสีชมพู หรือ สีแดง ซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 
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MR-VP broth (BBL) 1.7 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ  

Buffered peptone 0.7 g 

Dextrose (glucose) 0.5 g 

Dipotassium phosphate 0.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

      

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง MR-VP broth 1.7 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ลงใน 

Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ 

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. ปรับ pH 6.9 ด้วย 1N NaOH หรอื  1N HCl 

4. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml ปิดฝาหลอด 

5. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 10 

นาที 

6. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น  

7. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสเีหลืองใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ MR-VP broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงไป

ในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

MR  VP 

Escherichia coli ATCC 25922   +  - 

Enterobacter cloacae ATCC 23355  -  + 

 

MR : ผลบวก เปลี่ยนเป็นสีแดงทันทีหลังจากหยด MR reagent 

: ผลลบ ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงอาหารยังคงมสีีเหลอืงออ่นเหมอืนเดิมหลังจากหยดน้ ายา 

VP : ผลบวก เกิดวงแหวนสีชมพูแดงหลังจากหยด VP reagent 10-15 วินาที 
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: ผลลบ ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงอาหารยังคงมสีีเหลอืงออ่นเหมอืนเดิมหลังจากหยดน้ ายา 

 

Oxidation/Fermentation of sugar (OF-Glucose, Lactose, Mannitol, Fructose, Xylose) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 48 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Oxidation/Fermentation of sugar 

 

Oxidation/Fermentation of sugar เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ ใ ช้ส าหรับการทดสอบ

คุณสมบัติของเชื้อในการ Reduce และ Oxidize น้ าตาลชนิดต่างๆโดย จะเติมน้ าตาลแต่ละชนิดใน

ปริมาณ 1% โดยแต่ละหลอดจะมีน้ าตาลเพียงชนิดเดียว และในอาหารจะมี Bromthymol blue เป็นอินดิ

เคเตอร์ ท าให้อาหารมีสีเขียว ในการทดสอบจะท าการทดสอบพร้อมกัน 2 หลอด หลอดแรกเมื่อลงเชื้อ

แล้วจะปิดด้วยพาราฟินออยที่ปราศจากเชื้อ เพื่อใช้ดูการ Reduce น้ าตาล หลอดที่สองจะไม่ปิดด้วย

พาราฟินออย เพื่อใช้ดูการ Oxidize น้ าตาล การอ่านผลถ้าเชื้อมีการ Reduce น้ าตาลได้จะให้ผลิตภัณฑ์

ที่เป็นกรดจะท าให้อาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีเหลือง (ผลบวก) หากเชื้อไม่สามารถ Reduce น้ าตาล

ได้อาหารจะไม่เปลี่ยนสี (ผลลบ)  ถ้าเชื้อมีการ Oxidize น้ าตาลจะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดท าให้อาหาร

เปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีเหลอืง (ผลบวก)  หากเชือ้ไม่สามารถ Oxidize  น้ าตาลได้จะหันไปใช้กรดอะมิโน

ที่เป็นองค์ประกอบของ Medium base แทนจะท าให้ได้ผลิตภัณฑเ์ป็นด่างท าให้อาหารเปลี่ยนจากสีเขียว

เป็นสีน้ าเงิน (ผลลบ)  ในกรณีของเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Nonfermentative Gram-negative bacilli จะ

นิยมดูการ Oxidize น้ าตาลมากกว่าการ Reduce น้ าตาล ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

OF basal medium 0.94 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

Glucose (หรอืน้ าตาลตัวอื่นๆ) 1 g 

น้ ากลั่น  100 ml 



115 
 

  

    

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Tryptone 0.2 g 

Sodium chloride 0.5 g 

Dipotassium hydrogen phosphate 0.03 g 

Bromo thymol blue 0.008 g 

Glucose (หรอืน้ าตาลชนิดอื่นๆ) 1 g 

Agar 0.2 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

        

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัวสม่ าเสมอและน าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชื้อละลาย

เป็นเนือ้เดียวกัน 

2. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 118oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยให้เย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น (ต้องเขียนระบุข้างหลอด

ไว้ดว้ยว่าเป็นน้ าตาลชนดิใด เพราะจะมีสคีล้ายกันหมด) 

5. อาหารที่เตรียมใหม่จะมีสเีขียวและใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Oxidation/Fermentation of sugar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิด

ต่างๆมาเพาะลงไปในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าวจนถึงก้นหลอด ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบ

ต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

    OF-G OF-L OF-M OF-Ma   OF-F   OF-X 

Burkholderia pseudomallei    +  +   +    +     +     + 

Acenitobacter lwoffii     -  -    -     -      -     -  
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*ผลบวก : อาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีเหลอืง 

*ผลลบ : อาหารไม่เปลี่ยนสีหรือเปลี่ยนเป็นสีน้ าเงิน 

Peptone water with 0% NaCl (หรอื 3, 6, 8, 10%NaCl) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 49 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Peptone water with 0% NaCl (หรอื 3, 6, 8, 10%NaCl) 

 

Peptone water with 0% NaCl (หรือ 3, 6, 8, 10%NaCl) เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้

ส าหรับการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อในการเจริญเติบโตในสภาวะที่มีเกลืออยู่ในปริมาณต่างๆ ซึ่ง

แบคทีเรียบางชนิดสามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีเกลือเท่านั้น ถ้าไม่มีเกลือจะไม่สามารถเจริญเติบโตได้ 

แตบ่างชนิดเจรญิได้ทั้งในสภาวะที่มแีละไม่มีเกลือ แตจ่ะเจริญได้ในที่ที่มเีกลือปริมาณไม่มากเกินไป โดย

อาหารทดสอบทางชีวเคมีชนิดนี้นิยมน ามาใช้ในการจัดจ าแนกความแตกต่างของเชื้อในกลุ่ม 

Vibrionaceae เช่น Vibrio cholera และ Vibrio parahaemolyticus  โดย Vibrio cholera จะสามารถเจริญ

ได้ในอาหารที่มีเกลือตั้งแต่ 0-6% แต่ Vibrio parahaemolyticus  จะสามารถเจริญได้ในอาหารที่มีเกลือ

ตั้งแต ่3-8% เป็นต้น ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

Poly peptone 1 g 

NaCl (ช่ังตามสัดส่วนของ%) 0,3,6,8,10 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

      

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังส่วนประกอบทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ 

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 
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3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยให้เย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น (ต้องเขียนระบุข้างหลอด

ไว้ดว้ยว่ามีเกลือกี่ % เพราะจะมีสคีล้ายกันหมด) คือ 

0% = 0% NaCl  3% = 3% NaCl  6% = 6% NaCl 

8% = 8% NaCl  10% = 10% NaCl 

6. อาหารที่เตรียมใหม่จะใส  

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Oxidation/Fermentation of sugar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิด

ต่างๆมาเพาะลงไปในอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

   0% 3% 6% 8% 10% 

Vibrio cholerae    +  +  ±  -   - 

Vibrio parahaemolyticus  -  +  +  ±   - 

 

ผลบวก  เชื้อมกีารเจรญิเติบโต อาหารจะขุ่น 

ผลลบ  เชื้อไม่มีการเจริญเติบโต อาหารใส ไม่ขุ่น 
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Phenylalanine agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 50 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Phenylalanine agar 

 

Phenylalanine agar เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์

ดีอะมิเนส (Deaminase) ของแบคทีเรียโดยปฏิกิริยา Oxidative Deamination ให้ผลสุดท้ายเป็น 

Phenylpyruvic ซึ่งเมื่อท าปฏิกิริยากับ Ferric ion จาก Ferric chloride (FeCl3) จะได้สารที่มีสีเขียวเข้ม ซึ่ง

มีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

Phenylalanine agar 2.3 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

      

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังอาหาร Phenylalanine agar 2.3 g ลงใน Beaker ขนาด 250 ml แล้วละลายด้วยน้ ากลั่น 100 

ml คนใหอ้าหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ 

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml  

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้ว โดยวางหลอดเอียง slant 

6. ปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น  
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การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Phenylalanine agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาขีด

เพาะลงบนอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

Proteus vulgaris ATCC 13315 : ผลบวก เมื่อหยด 10% FeCl3 ตรงรอยป้ายเชือ้ จะเกิดสีเขยีว 

Escherichia coli ATCC 25922 : ผลลบ เมื่อหยด 10% FeCl3  ตรงรอยป้ายเชือ้ สีจะยังคงเหมอืนเดิม 

 

 

Triple sugar iron agar (TSI agar) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 51 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Triple Sugar Iron agar 

 

Triple sugar iron agar (TSI agar) เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ส าคัญในการจัดจ าแนก

แบคที เ รี ย ในกลุ่ ม  Enterobacteriaceae และ non fermentative Gram-negative bacilli โดยอาศัย

คุณสมบัติการใช้น้ าตาล กลูโคส แลคโทส และ ซูโครส ของเชือ้แบคทีเรยีท าให้ได้กรด หรอือาจเกิดก๊าซ

เป็นผลผลติสุดท้าย ซึ่งในอาหารมีน้ าตาลแต่ละชนิดในปริมาณที่ไม่เท่ากัน โดยมีกลูโคส 0.1% แลคโทส 

1% และ ซูโครส 1% และมี Phenol red เป็นอินดเิคเตอร์ โดยการทดสอบ TSI จะมีการลงเชือ้ 2 สว่นคือ

ส่วนของผิวหน้าอาหาร (Slant) และส่วนของก้นหลอดอาหาร (Butt) การเจริญเติบโตของเชื้อที่ผิวหน้า

อาหารจะมีปริมาณเชื้อที่มากกว่าบริเวณส่วนของก้นหลอดท าให้แบคทีเรียสามารถใช้น้ าตาลกลูโคสได้

เร็วกว่าท าให้ผิวหน้าของอาหารเกิดสภาวะเป็นกรดสีของอาหารจะเปลี่ยนจากสีส้มแดงเป็นสีเหลือง 

และเนื่องด้วยปริมาณของน้ าตาลกลูโคสมีปริมาณที่น้อยจึงท าให้น้ าตาลกลูโคสที่บริเวณผิวหน้าของ

อาหารหมดไวกว่า หากเชื้อแบคทีเรียไม่สามารถใช้น้ าตาลแลคโทส หรือซูโครสได้ จะเปลี่ยนไปใช้ 

โปรตนีเป็นแหล่งพลังงานแทนท าให้เกิดสภาวะเป็นด่างท าให้ Phenol red ที่ผิวหนา้ของอาหารจะกลับมา

เป็นสีแดง ในส่วนของก้นหลอดนั้นแบคทีเรียเจริญได้น้อยกว่าบริเวณผิวหน้าอาหารและปริมาณของ

น้ าตาลกลูโคสมีปริมาณที่มากกว่าผิวหน้าอาหารท าให้ภายใน 24 ช่ัวโมง แบคทีเรียยังไม่สามารถใช้

น้ าตาลกลูโคสได้หมดจึงยังท าให้มีสภาวะที่ เป็นกรดอยู่ท าให้บริเวณก้นหลอดสี Phenol red จึงถูก
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เปลี่ยนให้เป็นสีเหลือง ปฏิกิริยาที่ได้จึงอ่านผลเป็น K/A (Slant/Butt) ถ้าเชื้อแบคทีเรียสามารถใช้น้ าตาล

ได้มากกว่า 1 ชนิดจะท าให้อาหารทั้งหลอดมีสภาวะที่เป็นกรด อาหารจึงจะเป็นสีเหลืองทั้งหลอด

ปฏิกิริยาที่ได้จึงอ่านผลเป็น A/A (Slant/Butt) ถ้าเชื้อแบคทีเรียไม่สามารถใช้น้ าตาลทั้งสามชนิดได้

ปฏิกิรยิาที่ได้จึงอ่านผลเป็น N/N, K/N (Slant/Butt) ซึ่ง N คือไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง และถ้าเชือ้แบคทีเรีย

ใช้น้ าตาลแล้วให้แก๊สเกิดขึ้นจะท าให้อาหารเกิดรอยแตกหรืออาหารเกิดการยกตัวขึ้น และถ้าเชื้อ

สามารถสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ ได้สารนี้จะไปท าปฏิกิริยากับ Ferrous ion ที่อยู่ในอาหารท าให้ได้ 

Ferrous sulfide ท าให้เกิดตะกอนสีด าขึ้น ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ 

ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ  

TSI (oxoid) 5.94 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Meet extract 0.3 g 

Yeast extract 0.3 g 

Peptone 2 g 

Sodium chloride 0.5 g 

Lactose 1 g 

Sucrose 1 g 

Glucose 0.1 g 

Ferric citrate 0.03 g 

Sodium thiosulphate 0.03 g 

Phenol red 0.0024 g 

Agar 1.2 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

       

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง TSI 5.94 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน Beaker 

ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ  
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2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน  

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3-4 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave โดยวางหลอดเอียง slant ให้มีส่วน butt 2-3 ซม.เพื่อให้มีสภาวะเป็น 

Anaerobic  

6. ปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

7. อาหารที่เตรียมใหม่จะเป็นสีสม้แดง 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Triple sugar iron agar (TSI) ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆ

มาเพาะลงบนผิวหน้าและแทงลงไปที่ก้นหลอดของอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการ

ทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

     Slant Butt Gas H2S 

Escherichia coli ATCC 25922    A  A  +  - 

Proteus mirabilis ATCC 29906    K  A  +  + 

Proteus vulgaris ATCC13315    A  A  +  + 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027   K  N  +  - 

Salmonella enteritidis ATCC 13076   K  A  +  + 

Shigella flexneri ATCC 12022    K  A  -  - 

 

อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลอืง อ่านผลเป็น A 

อาหารเปลี่ยนเป็นสีแดง  อ่านผลเป็น K 

อาหารไม่เปลี่ยนสี  อ่านผลเป็น N 

อาหารเกิดรอยแตก  อ่านผลเป็น G 

อาหารเกิดตะกอนสีด า  อ่านผลเป็น + 
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Urease test agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 52 อาหารทดสอบทางชีวเคมี Urea test agar 

 

 Urea test agar เป็นอาหารทดสอบทางชีวเคมีที่ ใช้ส าหรับทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ยูริเอส 

(urease) ของเชื้อแบคทีเรีย ถ้าเชื้อแบคทีเรียสามารถสร้างเอ็นไซม์ยูริเอสได้จะเปลี่ยนยูเรียให้กลายเป็น

แอมโมเนีย (Ammonia) ได้ท าให้อาหารมีสภาวะเป็นด่างและเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์ Phenol red ให้มสีีเข้ม

ขึน้ท าให้อาหารเปลี่ยนเป็นสีชมพู (ผลบวก) อาหารเลี้ยงเชื้อ Urea agar  จะเตรียมเป็นสองส่วนคือ ส่วน 

Urea agar base และ Urea solution เนื่องจากมีอาหารส าเร็จวางขายหลายยี่หอ้และมีส่วนผสมแตกต่าง

กัน ดังนั้นต้องตรวจดูที่ข้างกระป๋องด้วยว่าส่วนใดเป็น Bacto agar (Urea agar base ที่ไม่มี Urea) และ

ส่วนใดเป็น Urea solution (Urea agar base ที่มี Urea) ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ 

สารละลายที่ 1 

Bacto agar 1.6 g 

น้ ากลั่น  90 ml 

 ช่ังและตวงสารใส่ใน  Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ต้มละลายด้วย microwave แล้วน้ าเข้า 

Autoclave 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที หลังจากนั้นน าไปแช่ไว้ใน Water bath 

45-50oC 

 

สารละลายที่ 2  

Urea agar base(BBL มี Urea) 2.9 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  10 ml 
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 ละลายให้เข้ากันดีด้วยน้ ากลั่นเย็น หลังจากนั้นท าให้ปราศจากเชื้อโดยการกรองผ่าน Millipore 

filter ที่ม ีMembrane ขนาด Pore size 0.45 ไมโครเมตร ลงไปใน Flask สารละลายที่ 1 ที่อุณหภูมเิย็นลง

เหลือประมาณ 45-50 oC แล้ว 

การเตรียมอุปกรณ์ (ส าหรับเตรยีม Urease test medium) 

 เตรียมอุปกรณ์ดังต่อไปนี ้ท าให้ปราศจากเชือ้โดยการนึ่งพรอ้มกับสารละลายที่ 1 

1. หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 13 x 100 mm ปิดฝาให้เรียบร้อยตามจ านวนที่ตอ้งการใช้ 

2. Millipore filter ที่ใส่ Membrane ขนาด Pore size 0.45 ไมโครเมตร 

3. Beaker ขนาด 50-100 ml ประมาณ 2-3 อันเพื่อใช้เทอาหารใส่หลอดทดลองหรืออาจใช้  

Pipette ขนาด 5 หรือ 10 ml แทนก็ได้โดยปิดปาก Beaker และห่อ Pipette ด้วย Aluminum foil 

ก่อนน าเข้านึ่งพร้อมอาหารเลี้ยงเชือ้ 

 

ขั้นตอนการกรองและเทอาหารเลี้ยงเชือ้ 

1. เมื่อสารละลายที่ 1 อุณหภูมิลดลงถึง 45-50oC แล้วให้ละลายสารละลายที่ 2 ใน beaker 

สะอาด แล้วใชก้ระบอกฉีดยาดูดสารละลายที่ 2 น าไปกรองผา่น Millipore filter ที่ปราศจากเชื้อ

ลงไปผสมกับสารละลายที่ 1 เพราะฉะนั้นสารละลายที่ 1 ควรบรรจุใน Flask ที่วาง Millipore 

filter บนปาก Flask ได้พอดี 

ข้อห้าม   ห้ามผสมขณะที่สารละสายที่ 1 ยังร้อนอยู่ เพราะว่า  Urea จะสูญเสียคุณสมบัติ 

สังเกตได้จากหลังเทอาหารลงหลอดสีของอาหารจะเป็นสีชมพูอมแดง ต้องทิ้งอาหารทั้งหมด

หา้มน ามาใช้งาน 

2. เมื่อผสมสารละลายที่ 1 และ 2 ดีแลว้แบ่งใส่ Beaker ปราศจากเชือ้   ส่วนที่เหลือแช่ไว้ในอ่างน้ า

ร้อนอุณหภูม ิ45-50 oC 

3. เทอาหารลงในหลอดทดลองที่ปราศจากเชื้อโดยวิธี Aseptic technique ปริมาตร 1-2 ml พร้อม

วางหลอดเอียงให้มสี่วน Slant/Butt ทันที 

4. อาหารที่เตรียมได้จะมีสเีหลืองใส 

5. น าอาหารไปทดสอบคุณภาพก่อนใชง้าน 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Urea test agar ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาขีดเพาะ

บนผิวหนา้ของอาหารทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้  

Proteus vulgaris ATCC13315  ผลบวก สีของอาหารจะเปลี่ยนเป็นสีชมพู 

Escherichia coli ATCC 25922  ผลลบ สีของอาหารไม่มกีารเปลี่ยนแปลง 
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4.3.9.3 อาหารส่งเสรมิการเจรญิ (Enrichment media) 

Alkaline peptone water (APW) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 53 อาหารเลี้ยงเชือ้ Alkaline peptone water 

 

Alkaline peptone water เป็นอาหารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อกลุ่ม Vibrionaceae ก่อน

น าไปเพาะเลี้ยงตอ่บน TCBS ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Alkaline Peptone Water (Himedia) 1.5 g (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ  

Peptone 1 g 

Nacl 0.5 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

                     

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Alkaline Peptone Water (Himedia) 1.5 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมด

ตามสัดส่วนลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

กระจายตัวสม่ าเสมอ  

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 
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3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีหลืองใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Alkaline peptone water ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงในอาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Vibrio parahaemolyticus NCTC 10885   เชื้อเจรญิ 

Vibrio cholerae non-O1/non-O139 ATCC 14733  เชื้อเจรญิ 

Vibrio vulnificus ATCC 29307    เชื้อเจรญิ 

 

 

Brilliant green lactose bile broth (BGLB broth) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 54 อาหารเลี้ยงเชือ้ Brilliant green lactose bile broth 

 

Brilliant green lactose bile broth เป็น Selective and Enrichment ที่ใชใ้นการเพิ่มจ านวนของเชื้อ

แบคทีเรียกลุ่ม Coliform และ Fecal coliform และลดจ านวนของแบคทีเรียกลุ่มอื่นๆ ซึ่งมี Bile salt และ 

Brillian green เป็นสารยังยั้งการเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) และ

อาศัยกระบวนการหมักย่อยน้ าตาลแลคโทส ให้เกิดกรดและสร้างแก๊ส ที่ 44 ±1๐C ระยะเวลา 24-48 

ช่ัวโมง สังเกตุฟองแก๊สในหลอดดักแก๊สเพื่อยืนยันเป็นเชื้อกลุ่ม Coliform แต่หากสงสัยเชื้อกลุ่ม Fecal 
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coliform ให้น าไปเพาะเลี้ยงต่อในอาหาร E.C. broth และน าไปลงเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดจาน 

เช่น EMB agar หากสงสัยเชื้อ E.coli เป็นต้น ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบ

คุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Brilliant Green Lactose Bile Broth (Oxoid) 4 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Peptone 1 g 

Lactose 1 g 

Ox bile (purified) 2 g 

Brilliant green 0.00133 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Brilliant green lactose bile broth 4 g หรอืหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตาม

สัดส่วน ใส่ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

กระจายตัวสม่ าเสมอ  

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 15x150 mm หลอดละ 10 ml  

4. ใส่หลอด durham tube โดยคว่ าปากหลอดลงในอาหารเลี้ยงเชือ้จากนั้นปิดฝาหลอด 

5. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

6. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

7. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสีเขียวใส และไม่มฟีองอากาศในหลอดดักก๊าซ 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Brilliant green lactose bile broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิด

ต่างๆมาเพาะลงใน อาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 
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Escherichia coli ATCC 25922    เชื้อเจรญิ และมีก๊าซในหลอดดักก๊าซ 

Enterobacter aerogenes NCTC 9735  เชื้อเจรญิ และมีก๊าซในหลอดดักก๊าซ 

Staphylococcus aureus ATCC® 25923  เชื้อไม่เจรญิ 

 

 

Buffer peptone water (BPW) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 55 อาหารเลี้ยงเชือ้ Buffer peptone water 

 

Buffer Peptone Water เป็นอาหารที่ส่งเสรมิการเจรญิเติบโตของเชือ้กลุ่ม Salmonella spp. และ  

Shigella spp.ก่อนน าไปเพาะเลี้ยงต่อบน XLD หรือ HE ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Buffer peptone water (Himedia) 2.007 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ  

Peptone 1 g 

Nacl 0.5 g 
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Na2HPO4.12H2O 0.9 g 

KH2PO4 0.15 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

  

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Buffer peptone water 2.007 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตาม

สัดส่วนลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหารเลีย้งเชื้อกระจาย

ตัวสม่ าเสมอ 

2.  น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Cooked meet medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงในอาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

Salmonella Typhimurium ATCC 14028  เชื้อเจรญิได้ดี 

Salmonella Enteritidis ATCC 13076  เชื้อเจรญิได้ดี 

Escherichia coli ATCC 25922   เชื้อเจรญิได้ไม่ด ีหรอืไม่เจริญ 
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Cooked meet medium 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 56 อาหารเลีย้งเชื้อ Cooked meet medium 

 

Cooked meet medium เป็นอาหารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ไม่ต้องการ

ออกซิเจนในการเจริญเติบโต (Anaerobic bacteria) และเป็นอาหารที่ใช้เก็บรักษาเชื้อ Anaerobic 

bacteria ได้อกีด้วย หรือ HE ซึ่งมีสว่นประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

ส่วนประกอบ  

Cooked meet 0.625 g 

น้ ากลั่น  5 ml 

         

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Cooked meet ใส่หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 16 x 150 mm หลอดละ 0.625 g  

2. เติมน้ ากลั่นหลอดละ 5 ml  

3. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

4. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Cooked meet medium ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงในอาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

Clostridium perfringens ATCC 13124 เชื้อเจรญิตรงก้นหลอดอาหารและสามารถย่อยเม็ดอาหารได้ 

Bacteroides fragilis ATCC 25285  เชื้อเจรญิตรงก้นหลอดอาหาร 
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Escherichia coli broth (E.C.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 57 อาหารเลี้ยงเชือ้ Escherichia coli broth 

 

Escherichia coli broth (E.C.) เป็น Selective and Enrichment ที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนของเชื้อ

แบคทีเรีย Escherichia coli และลดจ านวนของแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มอื่น ๆ ที่ไม่ใช่ Escherichia coli  

ได้ โดย อาศัยกระบวนการหมักย่อยน้ าตาลแลคโทส ให้เกิดกรดและสร้างแก๊ส ที่  44.5๐C ระยะเวลา 

24-48 ช่ัวโมง ก่อนที่จะน าไปลงเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดจาน เช่น EMB agarเป็นต้น ซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

EC broth (oxoid) 3.7 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Tryptone 2 g 

Lactose 0.5 g 

Bile salts No. 3 0.15 g 

Di-potassium phosphate 0.4 g 

Mono-potassium phosphate 0.15 g 

Sodium chloride 0.5 g 

น้ ากลั่น 100 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Escherichia coli broth 3.7 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตาม

สัดส่วน ใส่ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อ

กระจายตัวสม่ าเสมอ  

2. น าไปต้มใน Microwave ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 15x150 mm หลอดละ 10 ml  

4. ใส่หลอด Durham tube โดยคว่ าปากหลอดลงในอาหารเลี้ยงเชือ้จากนั้นปิดฝาหลอด 

5. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 

15 นาที 

6. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

7. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีหลืองใส และไม่มฟีองอากาศในหลอดดักก๊าซ 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Escherichia coli broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมา

เพาะลงใน อาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Escherichia coli ATCC 25922    เชื้อเจรญิ และมีก๊าซในหลอดดักก๊าซ 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  เชื้อไม่เจรญิ 
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Man, rogosa, sharpe broth (MRS broth)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 58 อาหารเลี้ยงเชือ้ Man, rogosa, sharpe broth 

 

 MRS broth เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ส าหรับการเพาะเลี้ยงเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ

แบคทีเรียในกลุ่ม Lactic acid bacteria เช่น Lactobacilli ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

MRS broth (oxoid) 5.2 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Peptone 1 g 

Beef extract 0.8 g 

Yeast extract 0.4 g 

Glucose 2 g 

Sorbitan mono-oleate 0.1 ml 

Dipotassium hydrogen phosphate 0.2 g 

Sodium acetate 3H2O 0.5 g 

Triammonium citrate 0.2 g 

Magnesium sulphate 7H2O 0.02 g 
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Manganese sulphate 4H2O 0.005 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง MRS broth 5.2 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ  

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีหลืองใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ MRS broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงใน 

อาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี้ 

 

Lactobacillus gasseri ATCC®19992  เชื้อเจรญิ 

 

Mueller hinton broth (MHB) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 59 อาหารเลี้ยงเชือ้ Mueller hinton broth 

Mueller Hinton broth (MHB) เปนอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐานส าหรับทดสอบความไวของ

แบคทีเรียต่อสารต้านจุลชีพ ควรมี pH 7.2-7.4 และมีการควบคุมปริมาณของ Calcium, Magnesium, 
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Thymidine ไม่ให้สูงเกินก าหนด เพราะจะมีผลต่อการทดสอบเชื้อต่อสารตานจุลชีพบางชนิดซึ่งมี

ส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Mueller Hinton broth (oxoid) 2.1 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Beef, dehydrated infusion from 30 g 

Casein hydrolysate 1.75 g 

Starch   0.15 g 

น้ ากลั่น 100 ml  

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Mueller Hinton Broth 2.1 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน 

ใส่ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ  

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีหลืองใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Mueller Hinton Broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลง

ในอาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  เชื้อเจรญิ 

Escherichia coli ATCC 25922   เชื้อเจรญิ 

Enterococcus faecalis ATCC 29212  เชื้อเจรญิ 
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Nutrient broth  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 60 อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth 

 

 Nutrient broth เป็นอาหารที่ใช้ส าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั่วไปสามารถเจริญได้ทุกชนิด 

ยกเว้นแบคทีเรียเจริญยาก fastidious bacteria ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการทดสอบ

คุณภาพ ดังนี้ 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Nutrient Broth (oxoid) 1.3 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Beef extract 0.1  g 

Yeast extract 0.2 g 

Peptone 0.5  g 

Sodium chloride 0.5 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Nutrient Broth 1.3 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่ลงใน 

Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนใหอ้าหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ  
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2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีหลืองใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Nutrient Broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลงใน

อาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  เชื้อเจรญิ 

Escherichia coli ATCC 25922   เชื้อเจรญิ 

 

 

Saburaud dextrose broth (SDB) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 61 อาหารเลี้ยงเชื้อ Saburaud dextrose broth 

 

Saburaud dextrose broth เป็นอาหารที่ใช้ส าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อราซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการ

เตรียม และวิธีการทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Saburaud Dextrose Broth (Himedia) 3 g  (ดูฉลากข้างกระป๋องเป็นหลัก) 
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น้ ากลั่น  100 ml 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

Dextrose  20.0 

Pancreatic digest of casein 5.0 

Peptic digest of animal tissue 5.0 

น้ ากลั่น  100 ml 

      

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Saburaud Dextrose Broth 3 g หรือหากเป็นสารที่ผสมเองให้ ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตาม

สัดส่วน ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml แบ่งใส่หลอด

ทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 2 ml ปิดฝาหลอด 

2. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

3. น าออกจาก Autoclave ปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

4. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะใส 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Saburaud Dextrose Broth ท าได้โดยการน าเชื้อราชนิดต่างๆมาเพาะ

ลงในอาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

 

Candida albicans ATCC® 10231*WDCM 00054  เชื้อเจรญิ 

Aspergillus brasiliensis ATCC® 16404 *WDCM 00053  เชื้อเจรญิ 

Saccharomyces cerevisiae ATCC® 9763*WDCM 00058 เชื้อเจรญิ  
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Selenite F broth 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 62 อาหารเลี้ยงเชือ้ Selenite F broth 

 

Selenite F broth เป็น Selective and Enrichment ที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนของเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม 

Salmonella และลดจ านวนของแบคทีเรียกลุ่มอื่นๆที่ไม่ใช่ Salmonella ได้ ก่อนที่จะน าไปลงเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดจาน เช่น XLD agar, SS agar เป็นต้น ซึ่งมีส่วนประกอบ วิธีการเตรียม และวิธีการ

ทดสอบคุณภาพ ดังนี้ 

ส่วนประกอบ  

Selenite F broth 4 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

       

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Selenite F broth 4 g ใส่ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้

อาหารเลี้ยงเชือ้กระจายตัวสม่ าเสมอ  

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 13x100 mm หลอดละ 3 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชือ้เข้า ต้มอย่างนอ้ย 30 นาที ไม่ต้องเข้า Autoclave 

5. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสีเหลืองอมส้ม 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Selenite F broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะลง

ในอาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

Salmonella Typhimurium ATCC 14028  เชื้อเจรญิได้ดี 

Escherichia coli ATCC 25922   เชื้อเจรญิได้ไม่ด ีหรอืไม่เจริญ 
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Thioglycolate broth 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 63 อาหารเลีย้งเชื้อ Thioglycolate broth 

 

Thioglycolate broth เป็นอาหารส าหรับเลีย้งเชื้อให้เจริญเพื่อเพิ่มจ านวนแบคทีเรียในสิ่งส่งตรวจ

ที่มีปริมาณเชื้อน้อย ๆ และเหมาะส าหรับเพาะเลี้ยงได้ทั้งเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจน (Aerobic 

bacteria) และแบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจน (Anaerobic bacteria) ซึ่งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียใน

บริเวณต่างๆของหลอดอาหารสามารถท าให้ประมาณการได้ว่า เป็นเชื้อแบคทีเรียกลุ่มที่ต้องการ

ออกซิเจน (Aerobic bacteria) หรอืแบคทีเรยีที่ไม่ตอ้งการออกซิเจน (Anaerobic bacteria) 

 

1. กรณีเป็นอาหารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Thioglycolate medium 2.9 g (ดูฉลากข้างกระป๋อง) 

น้ ากลั่น  100 ml 

     

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

L-cystine 0.05 g 

Sodium chloride 0.25 g 

Glucose 0.55 g 

Yeast extract 0.5 g 

Pancreatic digest of casein 1.5 g 

Sodium thioglycollate 0.05 g 

น้ ากลั่น 100 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Thioglycolate broth 2.9 g หรอืหากเป็นสารที่ผสมเองให้ช่ังส่วนผสมทั้งหมดตามสัดส่วน ใส่

ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น 100 ml คนให้อาหารเลี้ยงเชื้อกระจายตัว

สม่ าเสมอ 

2. น าไปต้มใน Microwave  ให้อาหารเลี้ยงเชือ้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. แบ่งใส่หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 13x100 mm หลอดละ 5 ml ปิดฝาหลอด 

4. น าอาหารเลี้ยงเชื้อเข้า Autoclave ที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 

นาที 

5. น าออกจาก Autoclave แล้วปล่อยใหเ้ย็นก่อนน าไปเก็บรักษาในตู้เย็น 

6. อาหารเลี้ยงเชือ้ที่เตรยีมใหมจ่ะมีสเีหลืองอมส้ม 

 

การทดสอบคุณภาพ 

การทดสอบคุณภาพของ Thioglycolate broth ท าได้โดยการน าเชื้อแบคทีเรียชนิดต่างๆมาเพาะ

ลงในอาหารดังกล่าว ซึ่งจะให้ผลการทดสอบแบบต่างๆดังต่อไปนี ้ 

Streptococcus spp.  เชื้อเจรญิบริเวณใกล้ผิวหนา้ของอาหาร 

Clostridium perfringens  เชื้อเจรญิบริเวณก้นหลอดอาหาร 

Escherichia coli    เชื้อเจรญิทุกส่วนของอาหาร 

 

 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 64 ลักษณะการเจรญิของเชือ้บริเวณต่างๆของอาหารเลีย้งเชือ้ Thioglycolate broth 
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4.3.9.4 สีย้อม 

AFB Staining 

Kinyoun Carbol fuchsin method (สีเย็น) 

1.Kinyoun Carbol fuchsin 

ส่วนประกอบที่ 1 

Basic fuchsin 4 g 

95% ethanol  20 ml  

     

ส่วนประกอบที่ 2 

Phenol 8 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

               

วิธีการเตรยีม 

1. ละลาย Basic fuchsin ใน 95% ethanol โดยค่อยๆเท Basic fuchsin ลงใน 95% ethanol 

2. อุ่น Phenol crystal ใน water bath 50 oC ให้ละลาย ระวังอย่าให้สารหกรดถูกส่วนใดๆของ

ร่างกายเพราะ Phenol crystal มีพษิต่อผิวหนังและเนือ้เยื่อ 

3. ดูด Phenol มา 8 ml ปล่อยผสมในน้ ากลั่นอุ่น 100 ml ก่อน (อย่าเติม Phenol ลงไปในสารละลาย

สีโดยตรงเพราะ Phenol จะจับตัวเป็นก้อนไม่ละลาย) 

4. ผสมสารละลายในข้อ 3 ลงในสีข้อที่ 1 เมื่อละลายดีแล้วให้กรองผ่านกระดาษกรอง NO.1 เก็บสี

ในขวดสีชา 

2.Acid alchol 

ส่วนประกอบ 

Hydrochloric acid (Conc.) 30 ml 

95% ethanol 970 ml 

              

วิธีการเตรยีม 

1. ตวง 95% ethanol ปริมาตร 970 ml เทลงใน beaker ขนาด 2000 ml 

2. ตวง Hydrochloric acid (Conc.) ปริมาตร  30 ml ค่อยๆเทลงใน 95% ethanol ที่เตรยีมไว้ตามข้อ 

1 (ต้องเตรียมในตู้ดูดควัน ระวังอย่าให้สารหกรดถูกส่วนใดของร่างกายเพราะกรดมีฤทธิ์กัด

กร่อนผิวหนังและเนือ้เยื่อ) 

3. เมื่อสารละลายและผสมกันดีแล้วเก็บในขวดแก้ว 
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3.Methylene blue 

ส่วนประกอบ 

Methylene blue  0.3 g 

95% ethanol 30 ml 

น้ ากลั่น  100 ml 

      

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Methylene blue ใน Beaker ขนาด 1000 ml ด้วย 95% ethanol 300 ml จนสี

ละลายจนหมด 

2. ตวงน้ ากลั่นปริมาตร 1000 ml ลงใน Beaker ขนาด 2000 ml 

3. ค่อยๆเทสีในข้อ 1 ลงใน Beaker น้ ากลั่น ผสมจนเข้ากันดี 

4. เมื่อสลีะลายดีแล้วให้กรองผ่านกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บสีในขวดแก้วสีชา 

 

Ziehl-Neelsen method (สีร้อน) 

1. Ziehl-Neelsen carbol fuchsin 

ส่วนประกอบที่ 1 

Basic fuchsin 0.3 g 

95% ethanol  10 ml  

     

ส่วนประกอบที่ 2 

Phenol 5 g 

น้ ากลั่น  90 ml 

      

วิธีการเตรยีม  

1. ละลาย Basic fuchsin ใน 95% ethanol โดยค่อยๆเท Basic fuchsin ลงใน 95% ethanol 

2. อุ่น Phenol crystal ใน water bath 50 oC ให้ละลาย ระวังอย่าให้สารหกรดถูกส่วนใดๆของ

ร่างกายเพราะ Phenol crystal มีพษิต่อผิวหนังและเนือ้เยื่อ 

3. ดูด Phenol มา 5 ml ปล่อยผสมในน้ ากลั่นอุ่น 90 ml ก่อน (อย่าเติม Phenol ลงไปในสารละลาย

สีโดยตรงเพราะ Phenol จะจับตัวเป็นก้อนไม่ละลาย) 

4. ผสมสารละลายในข้อ 3 ลงในสีข้อที่ 1 เมื่อละลายดีแล้วให้กรองผ่านกระดาษกรอง NO.1 เก็บสี

ในขวดสีชา 
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2.Acid alchol 

ส่วนประกอบ 

Hydrochloric acid (Conc.) 30 ml 

95% ethanol 970 ml 

              

วิธีการเตรยีม 

1. ตวง 95% ethanol ปริมาตร 970 ml เทลงใน Beaker ขนาด 2000 ml 

2. ตวง Hydrochloric acid (Conc.) ปริมาตร  30 ml ค่อยๆเทลงใน 95% ethanol ที่เตรยีมไว้ตามข้อ 

1 (ต้องเตรียมในตู้ดูดควัน ระวังอย่าให้สารหกรดถูกส่วนใดของร่างกายเพราะกรดมีฤทธิ์กัด

กร่อนผิวหนังและเนือ้เยื่อ) 

3. เมื่อสารละลายและผสมกันดีแล้วเก็บในขวดแก้ว 

 

3.Methylene blue 

ส่วนประกอบ 

Methylene blue  0.3 g 

95% ethanol 30 ml 

น้ ากลั่น  100 ml 

      

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Methylene blue ใน Beaker ขนาด 1000 ml ด้วย 95% ethanol 300 ml จนสี

ละลายจนหมด 

2. ตวงน้ ากลั่นปริมาตร 1000 ml ลงใน Beaker ขนาด 2000 ml 

3. ค่อยๆเทสีในข้อ 1 ลงใน Beaker น้ ากลั่น ผสมจนเข้ากันดี 

4. เมื่อสลีะลายดีแล้วให้กรองผ่านกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บสีในขวดแก้วสีชา 

 

Buffer methylene blue solution (BMB) 

Solution A 

ส่วนประกอบ 

Glacial acetic acid  1.2 ml 

น้ ากลั่น  98.8 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ตวงน้ ากลั่น ปริมาตร 98.8 ml เทลงใน beaker ขนาด 250 ml 

2. ตวง Glacial acetic acid ปริมาตร 1.2 ml ค่อยๆเทลงใน น้ ากลั่น ที่เตรียมไว้ตามข้อ 1 (ต้อง

เตรียมในตู้ดูดควัน ระวังอย่าให้สารหกรดถูกส่วนใดของร่างกายเพราะกรดมีฤทธิ์กัดกร่อน

ผวิหนังและเนื้อเยื่อ) 

3. เมื่อสารละลายและผสมกันดีแล้วเก็บในขวดแก้ว 

Solution B 

ส่วนประกอบ 

Sodium acetate  1.6 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Sodium acetate 1.6 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 100 ml 

2. คนใหเ้ข้ากันปรับค่า pH ให้เป็น 3.6 

3. เก็บไว้ในขวดแก้ว 

 

Working solution 

ส่วนประกอบ 

Solution A 46.3 ml 

Solution B 3.7 ml 

Methylene blue 0.5 g 

น้ ากลั่น  50 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ตวง SolutionA ปริมาตร 46.3 ml และ Solution B ปริมาตร 3.7 ml ผสมให้เข้ากัน 

2. ช่ัง Methylene blue 0.5 g ลงในสารละลายในข้อ 1 

3. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด  

4. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บในขวดแก้วสีชา 
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Capsule stain (Hies method) 

1.สารละลาย crystal violet 

ส่วนประกอบ 

Crystal violet 1 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

               

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Crystal violet 1 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 100 ml 

2. คนใหเ้ข้ากันจนสีละลายหมด 

3. เก็บสีไว้ในขวดแก้ว 

 

2.สารละลาย Copper sulfate 

ส่วนประกอบ  

Copper sulfate 3 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

              

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Copper sulfate 3 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 100 ml  

2. คนจนสารละลายเข้ากันดี 

3. เก็บน้ ายาไว้ในขวดแก้ว 

 

Flagella stain (Ryu modification of flagella stain) 

ส่วนประกอบ 

สารละลายที่ 1 

5% Phenol 50 ml 

Tannic acid 10 g 

Aluminum potassium sulphate-12 H2O 50 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Tannic acid 1 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ผสมกับ 5% Phenol ปริมาตร 5 ml  

2. คนจนสารละลายเข้ากันดี 

3. เติม Aluminum potassium sulphate-12 H2O 5 ml ลงในสารละลาย ข้อ 1  
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4. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด  

5. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

6. เก็บน้ ายาไว้ในขวดแก้ว 

   

(ละลาย Aluminum potassium sulphate ในน้ ากลั่น 5 ml ด้วยการตม้) 

 

สารละลายที่ 2 

Crystal violet 12 g 

95% ethanol 100 ml 

    

วิธีการเตรยีม     

1. ช่ังและละลาย Crystal violet 12 g ผสมกับ 95% ethanol ปริมาตร 100 ml ใน Beaker ขนาด 

250 ml  

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด  

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บน้ ายาไว้ในขวดแก้ว 

 

วิธีการเตรยีม Flagella stain 

1. ตวงสารละลายที่ 1 ปริมาตร 100 ml ผสมกับ สารละลายที่ 2 ปริมาตร 10 ml 

2. ผสมให้เข้ากันดีกรองดว้ยกระดาษกรอง No.1  

3. เก็บน้ ายาไว้ในขวดแก้วที่อุณหภูมหิอ้ง 

 

Gram stain 

1. Crystal violet 

ส่วนประกอบ 

สารละลายที่ 1  

Crystal violet 10 g 

95% ethanol 50 ml 

   

สารละลายที่ 2  

Ammonium oxalate 10 g 

น้ ากลั่น 1000 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Crystal violet 10 g ใน Beaker ขนาด 100 ml ด้วย 95% ethanol ปริมาตร 50 ml 

คนจนสีละลายจนหมด 

2. ช่ังและละลาย Ammonium oxalate 10 g ใน Beaker ขนาด 2000 ml ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1000 

ml ผสมจนสารละลายเข้ากันดี 

3. เทสีในข้อ 1 ลงในสารละลายในข้อ 2  

4. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด  

5. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

6. เก็บสีในขวดสีชา 

 

2. Gram iodine solution 

ส่วนประกอบ 

สารละลายที่ 1  

Iodine crystal 10 g 

Potassium iodide 20 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

            

สารละลายที่ 2  

Sodium bicarbonate 30 g 

น้ ากลั่น 600 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Iodine crystal 10 g และ Potassium iodide 20 g ในโกร่งบดยาบดจนละเอียดเทลงใน Beaker 

ขนาด 250 ml ละลายด้วย น้ ากลั่นปริมาตร 100 ml คนจนละลายจนหมด 

2. ช่ังและละลาย Sodium bicarbonate 30 g ใน Beaker ขนาด 2000 ml ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 600 

ml ผสมจนสารละลายเข้ากันดี 

3. เทสารละลายในข้อ 1 ลงในสารละลายในข้อ 2  

4. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด  

5. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

6. เก็บสีในขวดสีชา 

 

 



148 
 

3. Decolorizer มี 3 ชนิด ที่นิยมใช้ได้แก่ 

3.1 95 % ethanol เป็นสารส้าเร็จไม่ต้องเตรยีม 

3.2 Acetone iodide 

ส่วนประกอบ  

Iodine crystal 3.5 g 

Potassium iodide 2.1 g 

น้ ากลั่น  3.5 ml 

95% ethanol 31.5 ml 

Acetone 965 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Iodine crystal 3.5 g และ Potassium iodide 2.1 g ในโกร่งบดยาบดจนละเอียดเทลงใน 

Beaker ขนาด 2000 ml ละลายด้วย น้ ากลั่นปริมาตร 3.5 ml คนจนละลายจนหมด 

2. เติม 95% ethanolปริมาตร  31.5 ml คนให้เข้ากัน จากนั้นเติม Acetone ปริมาตร 965 ml ผสม

ให้เข้ากัน 

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

3.3 Acetone alcohol 

ส่วนประกอบ  

Acetone 50 ml 

95% ethanol 50 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ตวง Acetone 50 ml ผสมกับ 95% ethanolปริมาตร  50 ml คนใหเ้ข้ากัน  

2. เก็บในขวดแก้วสีชา 

 

4.Safranin  

ส่วนประกอบ 

Safranin O 2.5 g 

95% ethanol 100 ml 

น้ ากลั่น  900 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Safranin O 2.5 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย 95% ethanolปริมาตร 100 ml 

คนจนละลายจนหมด 

2. เติมน้ ากลั่นปริมาตร 900 ml ผสมให้เข้ากันใน Beaker ขนาด 2000 ml 

3. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด  

4. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บในขวดแก้วสีชา 

 

 

Lactophenol cotton blue solution 

ส่วนประกอบ 

Phenol crystal 100 g 

Lactic acid  100 g 

Glycerol 200 ml 

Cotton blue 0.25 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและตวงสารทั้งหมดลงใน Beaker ขนาด 500 ml  

2. เติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 ml 

3. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

4. เก็บในขวดแก้วสีชาที่อุณหภูมหิอ้ง (ไม่ต้องกรอง) 
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Lugol Iodine 

ส่วนประกอบ 

Iodine 5 g 

Potassium iodide  10 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Iodine crystal 5 g และ Potassium iodide 10 g ในโกร่งบดยาบดจนละเอียด 

2. เทลงใน Beaker ขนาด 200 ml ละลายด้วย น้ ากลั่นปริมาตร 100 ml  

3. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

4. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บในขวดแก้วสีชา และน าไปเก็บในตู้มดืที่อุณหภูมหิอ้ง 

 

 

Metachromatic granule stain 

ส่วนประกอบ 

Methylene blue 0.3 g 

95% ethanol 30 ml 

น้ ากลั่น 100 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Methylene blue 0.6 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วย 95% ethanol 

ปริมาตร 30 ml  

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. เติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 ml ผสมให้เข้ากัน  

4. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บในขวดแก้วสีชา ที่อุณหภูมหิอ้ง 

 

 

Modified Wright giemsa (สีย้อมแบบ Dip-Quick) 

ส่วนประกอบ 

Wright’s stain powder 0.9 g 

Giemsa powder 0.9 g 
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Glycerin 10 ml 

Absolute Methanol  290 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Wright’s stain powder 0.9 g ผสมกับ Giemsa powder 0.9 g บดในโกร่งบดยาทีละน้อยจน

เข้ากันดี  

2. Glycerin ปริมาตร 10 ml บดต่อในโกร่งจนเข้ากันดี  

3. ค่อยๆเติม Absolute Methanol ปริมาตร 290 ml ลงใป  

4. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บในขวดแก้วสีชาเก็บไว้เป็น stock  

 

Nigrosin 

ส่วนประกอบ 

Nigrosin (granular) 10 g 

10% Formalin 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Nigrosin (granular) 10 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย 10% Formalin ปริมาตร 

100 ml  

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1  

4. เก็บในขวดแก้วสีชา  

5. ก่อนใช้งานให้ กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 อีกครั้ง 

 

Spore stain (Wirtz – Conklin method) 

1. Malachite green solution 

ส่วนประกอบ 

Malachite green 5 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Malachite green 10 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย น้ ากลั่นปริมาตร 100 ml  

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 
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3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

2. Safranin O 

ส่วนประกอบ 

Safranin O 0.5 g 

น้ ากลั่น 100 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย SafraninO  0.5 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย น้ ากลั่นปริมาตร 100 ml  

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

 

Wright’stain 

ส่วนประกอบ 

Wright’s stain powder 0.3 g 

Glycerin 3 ml 

Methanol (acetone free) 97 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Wright’s stain powder 0.3 g ผสมกับ Glycerin ปริมาตร 3 ml บดในโกร่งบดยาทีละนอ้ยจน

เข้ากันดี 

2. ค่อยๆเติม Methanol ลงใปจนครบจ านวน  

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชาเก็บไว้เป็นเวลา 1-2 เดือน จากนั้นน ามาบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 2-3 

วัน 

5. ก่อนน ามาใช้ควรกรองสีทุกครั้ง 
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4.3.9.5 น้้ายาทดสอบ 

10% FeCl3 

ส่วนประกอบ 

FeCl36H2O 16.65 g 

Conc. HCl 2.5 ml 

น้ ากลั่น 97.5 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย FeCl36H2O  16.65 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย น้ ากลั่นปริมาตร 97.5 ml 

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. เติม Conc. HCl ปริมาตร 2.5 ml ลงในสารละลาย ข้อ 1 (ค่อยๆเทผ่านแท่งแก้ว และเตรียมในตู้

ดูดควัน) 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

 

 

Kovac’reagent (Indole reagent) 

ส่วนประกอบ 

p-dimethyl aminobenzaldehyde 10 g 

Amyl or Butyl alcohol 150 ml 

Conc. HCl 50 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย p-dimethyl aminobenzaldehyde  10 g ใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย Amyl or 

Butyl alcohol ปริมาตร 150 ml 

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. เติม Conc. HCl ปริมาตร 2.5 ml ลงในสารละลาย ข้อ 1 (ค่อยๆเทผ่านแท่งแก้ว และเตรียมในตู้

ดูดควัน) 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 
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MR reagent 

ส่วนประกอบ 

Methyl red 0.167 g 

95% ethanol 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Methyl red 0.167  g ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย 95% ethanol ปริมาตร 

100 ml 

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

 

Nitrate reagent 

1. Nitrate A 

ส่วนประกอบ 

Sulfanilic acid 0.8 g 

5N acetic acid 100 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Sulfanilic acid 0.8 g ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย 5N Acetic acid ปริมาตร 

100 ml 

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

*5N Acetic acid เตรียมโดยผสม Glacial acetic acid 1 ส่วนกับน้ ากลั่น 2.5 สว่น 

 

2. Nitrate B 

ส่วนประกอบ 

Alpha-naphthylamine 0.5 g 

5N Acetic acid 100 ml 
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วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Alpha-naphthylamine 0.5 g ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย 5N Acetic acid 

ปริมาตร 100 ml 

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 

3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

*5N Acetic acid เตรียมโดยผสม Glacial acetic acid 1 ส่วนกับน้ ากลั่น 2.5 สว่น 

 

 

Oxidase test 

ส่วนประกอบ 

Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 1 g 

0.85% Sodium chloride steriled 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 1 g ลงใน Beaker ขนาด 

250 ml ด้วย 0.85% sodium chloride steriled ปริมาตร 100 ml จนสารละลายหมด 

2. น ากระดาษกรอง No.1 มาชุบด้วยน้ ายาในข้อ 1 แล้วน าไปอบให้แห้ง 

3. ตัดกระดาษที่ชุบน้ ายาเป็นชิน้เล็กๆขนาดประมาณ 0.5 x2 cm 

4. เก็บใส่ภาชนะปิดสนิท  

 

 

VP reagent 

VP-A  

ส่วนประกอบ 

Alpha-naphthol 5 g 

Absolute ethanol 100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Alpha-naphthol 5 g ลงใน Beaker ขนาด 250  ml ด้วย  Absolute ethanol 

ปริมาตร 100 ml. 

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด 
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3. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

4. เก็บในขวดแก้วสีชา 

 

VP-B 

ส่วนประกอบ 

Potassium hydroxide (KOH) 20 g 

Glycerol 20 ml 

น้ ากลั่น 80 ml 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Potassium hydroxide (KOH) 20 g ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ด้วย น้ ากลั่น 

ปริมาตร 80 ml 

2. ใส่แท่งแมเ่หล็ก น าไปปั่นผสมบน Magnetic stirrer จนสารละลายหมด  

3. ขณะละลาย KOH ให้ตวง Glycerol 20 ml ค่อยๆเทลงไปผสม 

4. กรองผา่นกระดาษกรอง No.1 

5. เก็บในขวดแก้วสีชา 
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4.3.9.6 การเตรยีมสารอื่นๆ 

การเตรยีมเลือดจากถุงรับบรจิาคโลหติ 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 65 ตัวอย่างถุงบริจาคเลือด 

 

1. เครื่องแก้วและอุปกรณ์ที่ใช้ ต้องน าเข้า Autoclave อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

2. เช็ดสายของถุงเลือดดว้ย 70% Alcohol ใช้ที่หนีบกระดาษหนบีสายยางหา่งจากถุง 1-2 นิว้ 

3. น ากรรไกร Stainless จุ่ม Alcohol แล้วเผาไฟ ท าการตัดสายถุงเลือดโดยตัดให้ต่ ากว่าจุดที่หนีบ

ไว้ประมาณ 3-4 นิว้ 

4. เอาที่หนบีกระดาษออกแล้วบีบเลือดใส่ใน Flask ที่ปราศจากเชือ้ จนเลือดในถุงหมด 

5. ทดสอบคุณภาพของเลือดโดยน าเลือดที่ได้ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปบ่มที่ 

37oC ก่อนน าเลือดไปใช้งานต่อไป 

6. Flask เลือดที่ยังไม่ได้ใชห้รอืใช้ไม่หมดสามารถเก็บไว้ที่ 4oC ได้นาน 3-4 สัปดาห์ 

 

 

0.85% Sodium chloride (0.85% NaCl) 

ส่วนประกอบ  

Sodium chloride 0.85 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Sodium chloride 0.85 g ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 100 ml 

คนจนละลายจนหมด 

2. เก็บในขวดแก้ว 
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3M Potassium chloride (3M KCL) 

ส่วนประกอบ  

Potassium chloride 22.368 g 

น้ ากลั่น  100 ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ัง Potassium chloride 22.368 g ลงใน Beaker ขนาด 250 ml ละลายด้วย น้ ากลั่นปริมาตร 

50 ml คนจนละลายจนหมด 

2. เทสารละลายในข้อ 1 ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรให้ได้ 100 ml 

3. เก็บในขวด 

 

 

10% Formalin 

ส่วนประกอบ  

Formalin 37% 27.03 ml 

น้ ากลั่น    100  ml 

 

วิธีการเตรยีม 

1. ตวง Formalin 37% ปริมาตร 27.03 ml ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 ปรับปริมาตรด้วยน้ า

กลั่นให้ได้ 100 ml 

2. เก็บในขวดแก้ว 

 

70 % ethanol  

ส่วนประกอบ (10 ลิตร) 

95% ethanol 737 ml 

น้ ากลั่น  263 ml 

       

วิธีการเตรยีม 

1. ตวง 95% ethanol 737 ml. ผสมกับน้ ากลั่น 263 ml 

2. เขย่าให้เข้ากัน เก็บใส่ถัง ขนาด 10 L 
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Isovitalex enrichment (Vitox) ส้าเร็จรูป (ส้าหรับ Chocolate agar) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 66 Isovitalex enrichment (Vitox) 

 

เป็นสารอาหารส าหรับเติมลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Chocolate agar เพื่อส่งเสริมการเจริญของเชื้อ 

N.gonorehoeae และ Haemophilus spp. 

1. กรณีเป็นสารกึ่งส าเร็จรูป 

ส่วนประกอบ 

Isovitalex (Oxoid) 1 vial 

น้ ากลั่นปราศจากเชือ้ 1 vial 

วิธีการเตรยีม 

1. เทน้ ากลั่นปราศจากเชือ้ 1 vial ผสมกับ Isovitalex 1 vial  

2. ผสมสารทั้งสองให้ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน 

3. เก็บเข้าตู้เย็น 

* Isovitalex ที่ผสมแลว้ 1 vial สามารถน าไปใช้กับ Chocolate agar ได้ 500 ml 

 

การทดสอบคุณภาพ  

ดูการทดสอบคุณภาพของ Chocolate agar 

 

2.กรณีเป็นส่วนผสมที่ต้องน ามาผสมเอง 

ส่วนประกอบ 

สารละลายที1่  Adinine  1 g 

 L-cystine           100 g 

 น้ า DI 750 ml 
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สารละลายที่2 P-aminobenzoic acid 0.013 g 

 น้ า DI  100 ml 

สารละลายที่3 Vitamin B12 0.01 g 

 L-glutamine 10 g 

 Guanine HCl 0.03 g 

 Diphosphopyridine nucleotide(NAD)      0.25 g 

 Oxidize (Coenzyme1) 0.1 g 

 Cocarboxylase  0.02 g 

 Ferric nitrate 0.003 g 

 Thiamine HCl  25.9 g 

 L-cysteine HCl (anhydrous) 1.1 g 

 Dextrose 100 g 

 น้ า DI  100 ml  

 

วิธีการเตรยีม 

1. ช่ังและละลาย Adinine และ L-cystine ด้วยน้ า DI 750 ml ปรับ pH ให้ได้ต่ ากว่า 2 

2. ช่ังและละลาย P-aminobenzoic acid ด้วยน้ า DI 100 ml 

3. ช่ังและละลาย ส่วนประกอบที่ 3 ด้วยน้ า DI 100 ml 

1. น าสารละลายทั้ง 3  ส่วนมาผสมกันปรับ pH 0.5 หลังจากนั้นปรับปริมาตรให้ครบ 1000 ml 

2. ท าให้ปราศจาเชื้อโดยการกรองผ่าน Membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

3. แบ่งใส่ขวดปราศจากเชือ้แล้วน าไปเก็บที่ -20oC สามารถเก็บได้นาน 1 ปี 

 

การทดสอบคุณภาพ ดูการทดสอบคุณภาพของ Chocolate agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

McFarland standard 
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ส่วนประกอบ 

 1. Sulfuric acid (H2SO4) 1% (vol/vol) 

 2. Barium chloride (BaCl2.2H2O) 1.175% (wt/vol) 

วิธีการเตรยีม 

สารละลายที่ 1 Sulfuric acid (H2SO4) 1% (vol/vol) 

 1. เตมิน้ ากลั่น 90 ml ลงใน volumetric flask ขนาด 100 ml  

 2. ตวง Sulfuric acid (H2SO4) เข้มข้น 1 ml ค่อย ๆ รินลงผสมกับน้ า ใน volumetric flask 

 3. ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรเท่ากับ 100 ml  

 4. ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ในขวดแก้ว ที่อุณหภูมิ 25๐C ได้นาน 1 ปี 

สารละลายที่ 2 Barium chloride (BaCl2.2H2O) 1.175% (wt/vol) 

 1. ช่ัง Barium chloride (BaCl2.2H2O) 1.175 g เทลงใน Volumetric flask ขนาด 100 ml 

 2. เตมิน้ ากลั่นลงใน Volumetric flask จนครบ 100 ml 

 3. ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ในขวดแก้ว ที่อุณหภูมิ 25๐C ได้นาน 1 ปี  

 

ตารางที่ 2 การเตรียมมาตรฐาน McFarland แตล่ะความเข้มขน้ 

 

McFarland standard No. 

Vol (ml) 

0.5 1 2 3 4 

Barium chloride ( BaCl22H2O) 

1.175% 

0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 

Sulfuric acid (H2SO4) 1% 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 

Aprox.cell density (1x108 CFU/ml) 1.5 3.0 6.0 9.0 12.0 

% Tranmittance ( wavelength of 

600 nm) 

74.3 55.6 35.6 26.4 21.5 

Absorbance 0.132 0.257 0.451 0.582 0.669 

 

 

4.4 ขั้นตอนหลังปฏิบัติงาน 
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ขั้นตอนสรุปและรายงานผลต่ออาจารย์ประจ ารายวิชาและที่ประชุมหลักสูตรสรุปความพึง

พอใจต่อการจัดเตรียมปฏิบัติการรายวิชาต่างๆ และรายงานต่อที่ประชุมหลักสูตร และอาจาย์ผู้สอน

เพื่อนน าไปปรับใช้ในการเรียนการสอนในปีถัดไป 

 

4.5 วิธีติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงาน 

 วิธีติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงาน เป็นส่วนส าคัญที่สามารถตรวจสอบการปฏิบัติงานที่

ได้รับหมอบหมายว่าบรรลุวัตถุประสงค์ที่ก าหนดไว้หรอืไม่ ดังแสดงในตารางที่ 3   

 

ตารางที่ 3  วิธีติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงาน 

การปฏิบัติงาน วิธีการติดตามและประเมินผล 

1. ขั้นตอนเตรยีมการ 

1.1 รับและศกึษารายละเอียดของรายวิชา 

(มคอ.3) 

- เป็นไปตามขั้นตอนและแผนการปฏิบัติงาน 
ที่ได้ระบุไว้ใน รายละเอียดรายวิชาต่างๆ  

1.2 ประชุมวางแผนการจัดการเรียนการสอน

ร่วมกับอาจารย์ผู้สอนรายวิชา 

- มีการบันทึกการประชุมรว่มกันของอาจารย์
ผู้รับผิดชอบรายวิชา อาจารย์ผู้สอน และ

นักวิทยาศาสตร์ 

1.3 การจัดซือ้จัดจ้างวัสดุหรอืครุภัณฑ์

การศกึษา 

- มีการจัดซื้ อ  จัดจ้ าง เป็น ไปตามแผน

งบประมาณแต่ละปี และวัสดุ ครุภัณฑ์มี

ความเพียงพอต่อการใช้งาน 

2. ขั้นตอนระหว่างปฏิบัติงาน 

2.1 การทดสอบและการดูแลรักษาวัสดุ

อุปกรณ์ และครุภัณฑก์ารศึกษา 

- มีการบันทึกข้อมูล ตรวจสอบจ านวน 

สถานที่จัดเก็บ วัสดุ อุปกรณ์ ทุกเครื่อง 

2.2 การด าเนินงานในการเตรยีมอาหารเลี้ยง

เชื้อ สีย้อม และน้ ายาทดสอบ 

- จัดท าแบบประเมินความพึงพอใจต่อการ

เตรียมปฏิบัติการและการให้บริการของ

นักวิทยาศาสตร์ 

 

 

 

3. ขั้นตอนหลังปฏิบัติงาน 
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การปฏิบัติงาน วิธีการติดตามและประเมินผล 

3.1 สรุปและรายงานผลตอ่อาจารย์ประจ า

รายวิชาและที่ประชุมหลักสูตรฯ 

- มีการวิเคราะห์และน าข้อเสนอแนะต่าง ๆ 
ของรายวิชาในบันทึกการประชุมหลักสูตร 

 

4.6 จรรยาบรรณและคุณธรรมในการปฏิบัติงาน 

 จรรยาบรรณและคุณธรรมในการปฏิบัติงานในต าแหน่งนักวิทยาศาสตร์ มีหลักการปฏิบัติงาน

ด้วยคุณธรรม จริยธรรม ปฏิบัติด้วยความชื่อสัตย์ สุจริต โปร่งใส โดยยึดหลักระเบียบมหาวิทยาลัย

พะเยา ว่าด้วยจรรยาบรรณ และคุณธรรมของบุคลากร พ.ศ.2554 ดังนี้ 

ระเบียบมหาวิทยาลัยพะเยา ว่าด้วย จรรยาบรรณ และคุณธรรมของบุคลากร  

 ระเบียบมหาวิทยาลัยพะเยา ว่าด้วย จรรยาบรรณ และคุณธรรมของบุคลากร พ.ศ.2554 ลง

วันที่ 30 เมษายน พ.ศ. 2554 ได้ก าหนดมาตรฐานจรรยาบรรณและคุณธรรมในการปฏิบัติงานของ

บุคลากร ดังนี้ [ภาคผนวก ก] 

1. มีหน้าที่ด าเนินการใหเ้ป็นไปตามกฎหมาย เพื่อรักษาผลประโยชน์สว่นรวม เป็นกลางทางการ

เมือง อ านวยความสะดวกและให้บริการแก่ประชาชนตามหลักธรรมมาภบิาล โดยจะต้องยึด

มั่นในมาตรฐานทางจรรยาบรรณ 

1.1 ยึดมั่นในระบบประชาธิปไตยอันมพีระมหากษัตรยิ์ทรงเป็นประมุข 

1.2 ยึดมั่นคุณธรรมและจริยธรรม 

1.3 มีจิตส านึกที่ดี ซื่อสัตย์ สุจริต เสียสละ และมีความรับผิดชอบ ยึดถือประโยชน์ของ

ประเทศชาติเหนอืกว่าประโยชน์สว่นตน และไม่มผีลประโยชน์ทับซ้อน 

1.4 ยืนหยัดท าในสิ่งที่ถูกต้อง เป็นธรรม ถูกกฎหมาย ละเว้นจากการแสวงหา

ผลประโยชน์โดยมิชอบจากการอาศัยต าแหน่งหน้าที่ 

1.5 ให้บริการด้วยความรวดเร็ว มีอัธยาศัย และไม่เลือกปฏิบัติตอ่ผูม้าขอรับบริการ 

1.6 ให้ข้อมูลข่าวสารอย่างครบถ้วน ถูกต้อง และไม่บิดเบือนข้อเท็จจริงแก่ผู้มาขอรับ

บริการ 

1.7 การมุง่ผลสัมฤทธิ์ของงาน รักษามาตรฐาน มีคุณภาพ โปร่งใส และตรวจสอบได้ 

1.8 ยึดมั่นในหลักจรรยาบรรณวิชาชีพของตนและรักษาชื่อเสียงและภาพลักษณ์ของ

มหาวิทยาลัย 

2. ต้องจงรักภักดีต่อชาติ ศาสนา และพระมหากษัตริย์ ตลอดจน เป็นแบบอย่างที่ดีในการ

เคารพและรักษาระบอบประชาธิปไตยอันมพีระมหากษัตรยิ์เป็นประมุข 
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3. ต้องเป็นแบบอย่างที่ดีในการรักษาไว้และปฏิบัติตามซึ่งรัฐธรรมนูญแห่งราชอาณาจักรไทย

ทุกประการ 

4. ต้องเป็นแบบอย่างที่ดีในการเป็นพลเมืองด ีเคารพและปฏิบัติตามกฎหมายอย่างเคร่งครัด 

5. ต้องปฏิบัติตนอยู่ในกรอบจริยธรรม คุณธรรมและศีลธรรม ทั้งโดยส่วนตัวและโดยหน้าที่

รับผิดชอบต่อสาธารณชน ทั้งต้องวางตนให้เป็นที่เชื่อถือศรัทธาของประชาชน 

6. เคารพสิทธิ เสรีภาพส่วนบุคคลของผู้อื่นโดยไม่แสดงกริยา หรือใช้วาจาอันไม่สุภาพอาฆาต

มาตรา้ย หรอืใส่รา้ยหรือเสียดสีบุคคลใดและส่งเสริมให้เกิดความรักสามัคคีในหมู่คณะ 

7. ต้องมีอุดมการณ์ในการท างานเพื่อประเทศชาติ และต้องถือเอาผลประโยชน์ของ

ประเทศชาติเป็นสิ่งสูงสุด 

8. ต้องปฏิบัติหน้าที่อย่างเต็มความสามารถด้วยความรับผิดชอบ ซื่อสัตย์ เสียสละ เป็นธรรม 

ไม่เลือกปฏิบัติ และปราศจากอคติ 

9. ต้องเป็นผู้มีจิตส านึกร่วมกันพัฒนาและดูแลรักษาสภาพแวดล้อมในมหาวิทยาลัยพะเยา 

และชุมชน 

10. ต้องไม่ใช้หรือยินยอมให้ผู้อื่นใช้สถานะหรือต าแหน่งการเป็นบุคลากรของมหาวิทยาลัยไป

แสวงหาผลประโยชน์อันมิควรได้โดยชอบด้วยกฎหมายส าหรับตนเองหรือผูอ้ื่น ไม่ว่าจะเป็น

ประโยชน์ในทางทรัพย์สนิหรอืไม่ก็ตาม 

11. ต้องไม่ยินยอมให้คู่สมรส ญาติสนิทบุคคลในครอบครัวหรือผู้ใกล้ชิด ก้าวก่ายหรือ

แทรกแซงการปฏิบัติหน้าที่ของตนหรือของผู้อื่น และต้องไม่ยินยอมให้ผู้อื่นใช้อ านาจหน้าที่

ของตนโดนมิชอบ 

12. ต้องรักษาความลับขององค์กร เว้นแตก่ารปฏิบัติตามอ านาจหน้าที่ตามกฎหมาย  

13. ต้องยึดมั่นในกฎหมายและค านึงถึงระบบคุณธรรมในการแต่งตั้งผู้สมควรด ารงต าแหน่งต่าง 

ๆ 

14. เมื่อพ้นจากต าแหน่งแล้ว ต้องไม่น าข้อมูลข่าวสารอันเป็นความลับของหาวิทยาลัย ซึ่งตน

ได้มาในระหวา่งอยู่ในต าแหนง่ไปใช้ใหเ้กิดประโยชน์แก่องค์กรอื่น 

15. ต้องเปิดเผยข้อมูลการทุจริต การใช้อ านาจในทางที่ผิด การฉ้อฉล หลอกลวง หรือกระท า

การอื่นใดที่ท าให้มหาวิทยาลัยเสียหายต่อผู้บังคับบัญชา 

16. ต้องไม่เรียกร้องสิ่งตอบแทน หรอืประโยชน์อื่นใดจากบุคคลอื่น เพื่อประโยชน์ตา่ง ๆ อันเกิด

จากการปฏิบัติหน้าที่ของตน และจะต้องดูแลให้คู่สมรสญาติสนิท หรือบุคคลในครอบครัว

ของตนปฏิบัติเช่นเดียวกัน 

17. ต้องปฏิบัติต่อองค์กรธุรกิจที่ติดต่อท าธุรกิจกับหน่วยงานของรัฐ ตามระเบียบ และขั้นตอน

อย่างเท่าเทียมกัน โดยไม่เลอืกปฏิบัติ 
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18. ต้องไม่ใช้หรอืบิดเบือนข้อมูลขา่วสารของราชการเพื่อให้เกิดความเข้าใจผดิเพื่อผลประโยชน์

ส าหรับตนเองและผู้อื่น 

19. ต้องใช้และรักษาทรัย์สินของมหาวิทยาลัยใหเ้ป็นไปตามวัตถุประสงค์นั้น ๆ เท่านั้น 

20. ต้องไม่ให้การสนับสนุนแก่ผู้ประพฤติผิดกฎหมาย หรือผู้ที่มีความประพฤติในทางเสื่อมเสีย 

เช่น ผู้เปิดบ่อนการพนัน หรือผู้ที่ข้องเกี่ยวกับยาเสพติด อันอาจกระทบกระเทือนต่อ ความ

เชื่อถือศรัทธาของประชาชนในการปฏิบัติหนา้ที่ของตน 

21. ต้องแสดงความรับผดิชอบในกรณีที่ปฏิบัติหน้าที่บกพร่องหรอืผดิพลาด 

22. ต้องยึดมั่น ปฏิบัติตานโยบาย ปณิธานของมหาวิทยาลัย และประพฤติตนอยู่ใน ศลีธรรมอัน

ดี เป็นแบบอย่างที่ดีแก่นิสติ และบุคคลทั่วไป 

23. ต้องปฏิบัติหน้าที่อย่างเต็มความสามารถด้วยความบริสุทธิ์ใจ ให้ความรัก ความเมตตา 

ความเอื้ออาทร ความเป็นธรรม และละเว้นการประพฤติที่ไม่เหมาะสมต่อนิสิต ทั้งกาย 

วาจา ใจ 

24. ต้องไม่แสวงหาผลประโยชน์อันมิควรได้จากนิสิต 

25. ต้องปฏิบัติตนเป็นกัลยาณมิตรต่อผู้ร่วมงาน มีอิสระทางความคิด และยอมรับฟังความ

คิดเห็นของผู้อื่น 

26. ต้องหมั่นศึกษาค้นคว้า ติดตามความก้าวหน้าทางวิชาการให้ทันสมัยอย่างตอ่เนื่อง 

27. ต้องรับผิดชอบต่อผลงานทางวชิาการ งานวิจัย ละผลงานที่มีการเผยแพร่ 

28. ต้องเคารพ และไม่ละเมดิทรัพย์สินทางปัญญาของผู้อื่น 

29. ต้องปฏิบัติตนด้วยความรับผดิชอบต่อผูอ้ื่น สังคม และประเทศชาติ 

 

ประมวลจริยธรรมมหาวิทยาลัยพะเยา พ.ศ. 2564  

 จรยิธรรมของบุคลากรสายสนับสนุนมหาวิทยาลัยพะเยา [ภาคผนวก ข] 

1. จงรักภักดีต่อชาติ ศาสนา และพระมหากษัตริย์ และยึดมั่นในการปกครองระบอบ

ประชาธิปไตยอันมพีระมหากษัตรยิ์ทรงเป็นประมุข 

2. ยึดมั่นและปฏิบัติตามปรัชญา ปณิธาน วิสัยทัศน์ พันธกิจ วัตถุประสงค์ นโยบาย ระเบียบ 

ข้อบังคับ ประกาศและหลักเกณฑ์ของมหาวิทยาลัยอย่างเคร่งครัด 

3. ประพฤติตนให้เหมาะสมกับการเป็นพนักงานมหาวิทยาลัยสาย สนับสนุน รักษาและ

เผยแพร่ภาพลักษณ์ที่ดีของมหาวิทยาลัยใหเ้ป็นที่ยอมรับ 

4. ละเว้นการเรียก รับ หรือยอมจะรับทรัพย์สิน หรือประโยชน์อื่นใดส าหรับตนเองหรือผู้อื่น 

โดยมิชอบด้วยกฎหมาย 

5. รักษาความสัมพันธ์กับผูเ้รียน ผูร้ับบริการ และประชาชนทั่วไป อย่างกัลยาณมิตร  

6. ด ารงตนใหเ้ป็นแบบอย่างที่ดี รักษาไว้ซึ่งความลับของมหาวิทยาลัย ผูเ้รียน ผูร้ับบริการ 
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บทที่ 5 

ปัญหาอุปสรรคและแนวทางในการแก้ไขและพัฒนางาน 

 

5.1 ปัญหาอุปสรรคในการปฏิบัติงาน     

 ส ำหรับปัญหำ อุปสรรค และแนวทำงในกำรแก้ ไขกำรปฏิบัติ งำนในหน้ ำที่

นักวิทยำศำสตร์ ประจ ำห้องปฏิบัติกำรจุลชีววิทยำคลินิกและปรสิตวิทยำทำงกำรแพทย์  

คณะสหเวชศำสตร์ มหำวิทยำลัยพะเยำ เกี่ยวกับกำรเตรียมและกำรควบคุมคุณภำพอำหำร

เลี้ยงเชือ้ สีย้อม และน้ ำยำทดสอบ ดังแสดงในตำรำงที ่4  

 

ตารางที่ 4 ปัญหำอุปสรรคในกำรปฏิบัติงำนและแนวทำงแก้ไขหรอืพัฒนำงำน 

ปัญหาอุปสรรคในการ

ปฏิบัติงาน 

สาเหตุของปัญหา แนวทางแก้ไข / พัฒนางาน 

1. ขั้นตอนเตรยีมการ 

1.1 กำรจัดซื้อจัดจ้ำงวัสดุ

หรือครุภัณฑ์กำรศึกษำมี

กำรเปลี่ยนแปลงบ่อยครั้ง 

และบำงขั้ นตอนมีควำม

ซับซ้อนและลำ่ช้ำ 

1.ขำดควำมรู้ควำมเข้ำใจใน

กระบวนกำรจัดซื้อจัดจ้ำง 

2. วำงแผนกำรจัดซื้อจัดจ้ำง

ล่ำช้ำ 

1. แลกเปลี่ยนควำมรู้ ถ่ำยทอด

องค์ควำมรู้จำกผูม้ีประสบกำรณ์ 

เกี่ยวกับกำรจัดซือ้จัดจำ้ง

เพื่อให้มคีวำมเข้ำใจในเรื่อง

เกี่ยวกับขั้นตอนกำรด ำเนินงำน 

กฎระเบียบ ขอ้บังคับกำรจัดซือ้

จัดจำ้ง 

2. ด ำเนินกำรวำงแผนจัดซือ้จัด

จำ้งตัง้แต่ตน้ปีงบประมำณ 

2. ขั้นตอนปฏิบัติงานการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้้ายาทดสอบ 

2.1 อำหำรผงกึ่งส ำเร็จรูป

จับตัวเป็นก้อน 

 

1. ปิดฝำภำชนะบรรจุไม่สนิท

หลังจำกใช้งำนเป็นเวลำนำน 

2. อำหำรเลี้ยงเ ชื้อเก่ำและ

หมดอำยุกำรใชง้ำน 

3. สถำนที่ เก็บรักษำอำหำร

เลี้ ย ง เ ชื้ อมี มี ค ว ำม ชื้ น แล ะ

อุณหภูมิสูงท ำให้สำรจ ำพวก 

1. ตรวจเช็คภำชนะบรรจุหลังใช้

งำนทุกครั้ง 

2 .  ไม่ ใ ช้ อำหำร เลี้ ย ง เ ชื้ อที่

เสื่อมสภำพและหมดอำยุ 

3. เก็บรักษำอำหำรเลี้ยงเชื้อใน

ที่ๆเหมำะสมมีควำมชื้นและ

อุณหภูมิที่ไม่สูงเกินไป 
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ปัญหาอุปสรรคในการ
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เปปโทนเกิดกำรละลำยจงึท ำให้

อำหำรเหนียวและจับตัวเป็น

ก้อนได้ 

2.2 อำหำรเลี้ยงเชื้อ สีย้อม 

หรือน้ ำยำทดสอบ ที่เตรียม

มีค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง 

เปลี่ยนแปลง 

 

 

1. น้ ำกลั่นที่ใช้เตรียมมีควำม

เป็นกรด-ด่ำง มำก 

1. ใ ช้น้ ำกลั่นที่มีค่ำ pH เป็น

กลำง 

2.3 อำหำรเลี้ยงเชื้อขุ่นหรือ

ตกตะกอน 

 

 

1. ภำชนะบรรจุไมส่ะอำด 

2. กำรใ ช้น้ ำที่ ไม่ปรำศจำก

ไอออน 

1.ตรวจเช็คภำชนะบรรจุก่อน

น ำมำใช้งำนทุกครั้ง 

2. เลือกน้ ำที่ปรำศจำกไออนใน

กำรเตรียม 

2 . 4  อำหำรชนิ ด แข็ ง ไ ม่

แข็งตัว 

1 .  ช่ั งอำหำรผงน้ อยกว่ ำที่

ก ำหนด 

2. ตม้ละลำยอำหำรไม่สมบูรณ์ 

3 .ขณะปรับ  pH ใ ช้ปริมำณ

กรด-ด่ำงมำกเกินไป 

4. ผงอำหำรเสียคุณสมบัติ 

5. ใช้ปริมำณน้ ำที่มำกกว่ำปกติ 

1. ค ำนวนสัดส่วนของผงอำหำร

ให้ถูกต้องก่อนชั่ง 

2. เช็คกำรละลำยของอำหำรให้

ละลำยอย่ำงสมบูรร์ทุกครั้งที่

เตรียมอำหำรเลี้ยงเชือ้ 

3 .  หำกค่ ำ  pH เ ริ่ มต้ นของ

อ ำ ห ำ ร ต่ ำ ง จ ำ ก ค่ ำ  pH ที่

ต้องกำรมำกๆ ให้ใชก้รด-ด่ำงที่

มีควำมเข้มข้นที่สูงขึ้นในกำร

ปรับค่ำ pH ก่อนแล้วค่อยใช้

ควำมเข้มข้นต่ ำมำปรับตอนที่

ค่ำ pH ใกล้จะถึงค่ำที่ตอ้งกำร 

4. ไม่ใช้ผงอำหำรที่หมดอำยุ

หรือสูญเสียคุณสมบัติไปแล้ว

มำเตรียม 
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5. ตวงน้ ำให้มปีริมำณที่พอดี 

2.5 อำหำรมีกำรปนเปื้อน

เชื้อรำหรอืแบคทีเรยี 

1. กำรน่ึงฆ่ำเชื้อไม่ดพีอ 

2. มีกำรปนเปื้อนจำกจุลินทรย์

ในอำกำศขณะเทอำหำรลงจำน

เพำะเชื้อ 

3 .  ส ำ รที่ เ ติ ม ที หลั ง มี ก ำ ร

ปนเปื้อน 

1. กำรนึ่งฆ่ำเชื้อควรมีกำรเช็ค

กำรกระจำยอุณหภูมิและเช็ค 

กำร sterile ของหม้อนึ่งควำม

ดัน 

2. กำรเทอำหำรเลี้ยงเชื้อลง

จำนเพำะเชื้อ ต้องท ำด้วยวิธี

ปรำศจำกเชื้อ หำกไม่มีตู้ปลอด

เชื้อให้ท ำบริเวณใกล้ๆเปลวไฟ 

และลนปำกภำชนะบ่อยๆเพื่อ

ลดกำรปนเปื้อน และต้องมีกำร

เช็คกำรปนเปื้อนของเชื้อใน

อำกำศทุกๆสัปดำห์ หำกพบว่ำ

มีกำรปรเปื้อนของเชื้อในอำกำร

ที่สูงเกินก ำหนดให้ท ำกำรฆ่ำ

เชื้อภำยในหอ้งปฏิบัติกำร 

3. สำรที่ต้องเติมหลังจำกกำร

นึ่งฆ่ำเชื้อต้องแน่ใจว่ำสำรนั้น

ปรำศจำกเชื้อ หรือ ก่อนเติมลง

ไ ป ใ ห้ ก ร อ ง ผ่ ำ น ตั ว ก ร อ ง

แบคทีเรยีทุกครั้ง 

2.6 สีของอำหำรเลี้ยงเชื้อ สี

ย้ อม  หรือน้ ำยำทดสอบ 

เปลี่ยนแปลง 

 

1. อำหำรหรือสีย้อมโดนแสง

สว่ำงมำกเกินไป 

2. อำหำรเลี้ยงเชื้อ สีย้อม หรือ

น้ ำยำทดสอบที่มีอินดิเคเตอร์ 

ปรับค่ำ pH ไม่ถูกต้อง 

1. เก็บอำหำรในที่ๆเหมำะสม

อำหำรเลี้ยงเชื้อ สีย้อม หรือ

น้ ำยำทดสอบบำงชนิดหลังจำก

เตรียมแล้วต้องเก็บในที่ ๆ ไม่

โดนแสงเพรำะจะท ำให้ เสีย

สภำพของสำรนัน้ๆไป 
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2. อำหำรเลี้ยงเชื้อ สีย้อม หรือ

น้ ำยำทดสองต่ำงๆที่มีอินดิเค

เ ต อ ร์ ต้ อ ง ป รั บ ค่ ำ  pH ใ ห้

เหมำะสมทุกครั้ง 

2.7 Selective media มีเชือ้ที่

ไม่ต้องกำรเจรญิได้ดี  

1. กำรเตรียมอำหำรใช้อุณหภูมิ

ที่สูงจนเกินไป 

2. เติมสำร Additive น้อยกว่ำ

ปกติ 

1. Selective media บำงชนิดจะ

มีกำรเติมสำรบำงอย่ำงลงไป

เ พื่ อ ใ ช้ ใ น ก ำ ร ยั ง ยั้ ง เ ชื้ อ

แบคทีเรียหรือเชื้อรำ และสำร

เหล่ำนั้นมักจะทนควำมร้อนสูง

มำก ๆ ไม่ได้ดังนั้นกำรเตรียม

ทุกครั้งต้องแน่ใจว่ำใช้ควำม

ร้อนที่เหมำะสมในกำรเตรียม 

2.8 กำรเจริญเติบโตของ

เชื้อไม่ด ี

1. อำหำรที่ใช้เก่ำหรอืหมดอำยุ 

2. อำหำรเลี้ยงเชื้อที่ใช้เตรียม

เก็บไว้นำน 

3. เตรียมส่วนผสมของอำหำร

ไม่ถูกต้อง 

4.เพำะเลี้ยงเชื้อในสภำวะที่ไม่

เหมำะสม 

5 .  มี ส ำ รหรื อ ย ำปฏิ ชี ว น ะ

ปนเปื้อนในภำชนะที่ใชเ้ตรียม 

1. หลีกเลี้ยงกำรใช้สำรเคมีหรือ

อำหำรเลี้ยงเชือ้ที่หมดอำยุ 

2. หลังจำกเตรียมอำหำรเลี้ยง

เชื้อ หรือน้ ำยำทดสอบแล้วต้อง

ร ะ บุ วั น ที่ เ ต รี ย ม แ ล ะ วั น ที่

หมดอำยุทุกครั้ง 

3. อ่ำนคู่มือกำรเตรียมอำหำร

เลี้ยงเชื้อหรือน้ ำยำทดสอบให้

เข้ำใจและค ำนวนให้ถูกต้อง

เ พื่ อ ใ ห้ แ น่ ใ จ ว่ ำ ส ำ ร ห รื อ

ส่วนผสมต่ำงๆมีอัตรำส่วนที่

พอเหมำะ 

4. กำรเลี้ยงเชื้อต้องเลี้ยงใน

อุณหภูมหิรอืสภำวะที่เหมำะสม

กับเชื้อนัน้ๆ 
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5. ล้ำงภำชนะที่ใช้ในกำรเตรียม

อำหำรเลี้ยงเชื้อให้สะอำดเพื่อ

ไม่ ให้มีสำรหรือยำปฏิ ชีวนะ

ตกค้ำง 

3. ขั้นตอนหลังปฏิบัติงาน 

3.1 สรุปและรำยงำนผลต่อ

อำจำรย์ประจ ำรำยวิชำ

ล่ำช้ำ  

1. เนื่องจำกคณะสหเวชศำสตร์

จัดท ำแบบประเมินควำมพึง

พอใจของนิสิตต่อกำรเรียนกำร

สอนรำยวิ ชำที่ มี จ ำนวนข้อ

ค ำถำมมำกท ำให้นิสิตบำงส่วน

ไม่ ใ ห้ ค ว ำมร่ ว มมื อ ใ นก ำ ร

ประเมิน 

1.  ควรพิจำรณำปรับ แบบ

ประเมินให้ เหมำะสม และ

กระชับ  

2. ควรชี้แจงควำมส ำคัญของ

แบบประเมินที่เป็นกำรรวบรวม

ข้อมูลป้อนกลับต่ำง ๆ เพื่อเป็น

แนวทำงในกำรพัฒนำกำร

จั ดกำร เ รี ยนกำรสอนของ

รำยวิชำต่อไป 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

 จำกประสบกำรณข์องผู้เขียนที่ปฏิบัติงำนในหอ้งปฏิบัติกำรจุลชีววิทยำคลินิกและปรสิต

วิทยำทำงกำรแพทย์ ผู้เขียนขอเสนอแนวทำงกำรพัฒนำงำนหรือปรับปรุงงำนที่จะท ำให้งำนที่

ปฏิบัติอยู่นัน้ดียิ่งขึน้ไปหรอืประหยัดทรัพยำกรมำกขึ้น ดังนี้ 

1. ควรมีกำรวำงแผนควำมต้องกำรใช้วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือต่ำง ๆ ให้เพียงพอ

ต่อกำรใช้งำน รวมถึงระบุวันเวลำที่ต้องกำรใช้เพื่อจะได้มีวัสดุอุปกรณ์ที่พร้อมใช้

และเป็นไปตำมควำมต้องกำรก่อนเปิดภำคเรียน 

2. ควรมีกำรตรวจสอบห้องเรียนปฏิบัติกำรก่อนกำรเรียน อย่ำงนอ้ย 3 วัน หำกพบว่ำ

อุปกรณ์ไม่พร้อม เช่น ระบบไฟฟ้ำ ระบบแอร์ ระบบโสตทัศอุปกรณ์ขัดข้อง ให้

ประสำนหน่วยงำนช่ำงเพื่อด ำเนินกำรแก้ไข และผู้ปฏิบัติงำนควรมีกำรตรวจสอบ

ซ้ ำก่อนกำรเรียนปฏิบัติกำรอย่ำงนอ้ย 1 วัน 

3. ควรได้รับกำรอบรมวิธีกำรใช้เครื่องมือ กำรบ ำรุงรักษำ และกำรซ่อมแซมเบื้องต้น

จำกช่ำงผู้ช ำนำญ รวมถึงผูเ้ชี่ยวชำญกำรใชเ้ครื่องมอืจำกบริษัทผูแ้ทนจ ำหน่ำยหรือ

บริษัทผูจ้ัดจ ำหนำ่ย 

4. ควรมีกำรศึกษำวิธีกำรและข้อควรระวังในกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และ

น้ ำยำทดสอบให้เข้ำใจ 

5. ควรมีกำรค ำนวนกำรใช้งำนอำหำรเลี้ยงเชื้อให้พอเหมำะกับกำรใช้งำนในแต่ละ

สัปดำห์ ไม่ควรเตรียมไว้เยอะเกินไปเนื่องจำกอำจท ำให้เกิดกำรปนเปื้อนหรือ

เสื่อมสภำพได้ 

6. ควรมีกำรควบคุมคุณภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อ สีย้อม และน้ ำยำทดสอบทุกครั้งที่

เตรียม 

7. ควรมีกำรตรวจเช็คกำรปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ในอำกำรศอย่ำงสม่ ำเสมอเพื่อลด

กำรปนเปื้อนของเชือ้ในอำกำศลงไปในอำหำรเลี้ยงเชื้อขณะที่ท ำกำรเทลงจำนเพำะ

เชื้อ 

8. ควรท ำลำยขยะติดเชื้อจำกห้องปฏิบัติกำรด้วยกำรนึ่งฆ่ำเชื้อทุกครั้งก่อนทิ้งลงถัง

ขยะที่จ ำเพำะ และน ำส่งให้บริษัทเอกชนในกำรก ำจัดขยะเหล่ำนี้ 

9. เสริมสร้ำงจิตส ำนึกและให้นิสิตตระหนักถึงควำมปลอดภัยในกำรใช้ห้องปฏิบัติกำร

ทั้งทำงดำ้นเคมีและชีวภำพมำกขึ้น 
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