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ภาคผนวก ก

1. วิธีเตรียม Ringer , solution
NaCl 90 กรัม
CaCl2  2 กรัม
KCl  2 กรัม
ละลายสารดวยนํ้ ากลั่นผสมสารละลายทั้งหมดเขาดวยกัน เติมนํ้ ากลั่นใหครบ

1000 มลิลิลิตร นํ าไปเขา autoclave เพื่อทํ าใหปราศจากเชื้อ เมื่อจะใชใหเจือจางดวยนํ้ า
กลั่นปราศจากเชื้อ 1:10 แลวจึงนํ าไปใช

2. วิธีเตรียม PBS pH 7.4
ตองเตรียมสารละลายตางๆ ดังนี้

วิธีเตรียมสารละลาย 0.85% NSS
NaCl 0.85 กรัม
นํ้ ากลั่น 100 มลิลิลิตร

วิธีเตรียม M/15 KH2PO4

KH2PO4 9.07 กรัม
นํ้ ากลั่น 1000 มลิลิลิตร

วิธีเตรียม M/15 Na2HPO4

Na2HPO4 9.46 กรัม
นํ้ ากลั่น 1000 มลิลิลิตร
วิธีเตรียม PBS pH 7.4 นํ าสารละลายที่เตรียมไวทั้งหมดมารวมกันตามปริมาตร

ดังนี้
 0.85% NSS 500 มลิลิลิตร
M/15 KH2PO4 410 มลิลิลิตร
M/15 Na2HPO4    90 มลิลิลิตร
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จากนั้นนํ าสารละลายทั้งหมดมารวมกัน นํ าไปปรับคา pH ใหได pH 7.4 นํ าไป
เขา autoclave เพื่อทํ าใหปราศจากเชื้อ

3. วิธีเตรียมแปงขาวเจา
นํ าแปงขาวเจา ประมาณ 500 มิลลิกรัม ใสในหลอดที่มีฝาเกลียวขนาด 16x150

มิลลิเมตร ปดฝาหลวมๆ แลวนํ าไปทํ าใหปราศจากเชื้อโดยเขาตูอบแหงอุณหภูมิ 150
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง

4. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Boeck-Drbohlav
ผสมไขไก 4 ฟอง กับสารละลาย Ringer  จํ านวน 50 มิลลิลิตร แลวดูดใสใน

หลอดทดลองที่มีฝาเกลียวขนาด 16x150 มิลลิเมตร หลอดละประมาณ 3 มิลลิลิตร ปดฝา
ใหแนนแลวนํ าหลอดทั้งหมดไปนึ่งในนํ้ าเดือด ประมาณ 5 นาที จนไขแข็งตัว โดยวาง
หลอดใหเอียงประมาณ 30 องศา เมื่อไขสุกผิวหนาอาหารจะไดเอียงเปน slant แลวเติม
PBS (pH) 7.4 ที่ผานการฆาเชื้อแลว ลงในหลอดอาหาร จํ านวน 2.4 มิลลิลิตร จากนั้นปด
ฝาเก็บไวในตูเย็น เมื่อตองการใชนํ าออกจากตูเย็นวางไวที่อุณหภูมิหองจนหลอดอาหารมี
อุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง

เมื่อใชเพาะเลี้ยงโปรโตซัวในลํ าไสใสซีรั่ม (calf bovine donor serum) จํ านวน
0.5 มลิลิลิตร, ยา penicillin G sodium (ความเขมขน 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร) จํ านวน 50
ไมโครลิตร และ ยา streptomycin sulphate (ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)
จํ านวน 50 ไมโครลิตร แตเมื่อใชเพาะเลี้ยง E. histolytica ใหเติมแปงขาวเจาที่ผานการฆา
เชื้อแลวประมาณ 25 มิลลิกรัม เมื่อเติมสวนประกอบทั้งหมดแลวควรใชทันที
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ภาคผนวก ข

1. การตรวจนับจํ านวนเชื้อโดย counting chamber (haemocytometer)
1. ใช counting chamber และ cover slip ที่สะอาดไมมีรอยขีดขวน นํ า cover slip

วางบน counting chamber
2. ใช pasteur pipette ดูด suspension ข้ึน-ลงหลายๆ ครั้งจนผสมกันจนทั่วหลอด

แลวใช pasteur pipette ดูด suspension นั้นขึ้นมา จากนั้นนํ าปลาย pasteur
pipette แตะขอบๆ ชองวางระหวาง counting chamber กับ cover slip คอยๆ
ปลอย suspension จนเต็มพื้นที่ของ counting chamber

3. นํ า counting chamber ไปตรวจนับเชื้อดวยกลองจุลทรรศน กํ าลังขยาย 10× โดย
ตรวจนับบริเวณ 4 ชองใหญของ counting chamber บันทึกการตรวจนับ

2. การคํ านวณจํ านวนเชื้อจาก counting chamber
ปริมาตรของ counting chamber ที่ใชในการตรวจนับทั้งหมด  4 ชองใหญ
ปริมาตรของ counting chamber  1  ชองใหญ =  1 × 1 × 0.1 มิลลิเมตร

                                                                =  0.1 ลกูบาศกมิลลิเมตร
ปริมาตรของ counting chamber  4 ชองใหญ =  0.1 × 4 ลูกบาศกมิลลิเมตร
                                                                      =  0.4 ลกูบาศกมิลลิเมตร
∴ เมื่อในปริมาตรทั้งหมด  0.4 ลูกบาศกมิลลิเมตร นับจํ านวนเชื้อได  A  เซลล
นั่นคือ
ปริมาตร 0.4 ลูกบาศกมิลลิเมตร นับจํ านวนเชื้อได =  A
ปริมาตร 1000 ลูกบาศกมิลลิเมตร นับจํ านวนเชื้อได  = A × 1000 ลูกบาศกมิลลิเมตร
                                                                                               0.4

                 จํ านวนเชื้อที่นับได = 2500 A  เซลลตอมิลลิลิตร
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