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2.  วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี ที่ใชในการทดลองและบริษัทผูผลิตไดแสดงใน        

ตารางที่ 5  อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน  และสารเคมีเปนชนิดคุณ
ภาพวิเคราะห อาหารเลี้ยงเชื้อทํ าใหปราศจากเชื้อโดยความรอนชื้นที่อุณหภูมิ 121 °C         
ความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา  15  นาที

ตารางที่ 5  อาหารเลี้ยงเชื้อ, สารเคมี  และบริษัทผูผลิต

อาหารเลี้ยงเชื้อ, สารเคมี บริษัทผูผลิต

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ
 Brain  heart  infusion  agar (BHI agar)  Merck
Casien  hydrolysis  agar Merck
Gelatin  hydrolysis  Difco
Man  rogosa  and  sharpe  agar (MRS agar)  Merck
MRS  broth Merck
Nutrient  agar (NA) Difco
O-F basal  medium Difco
Phenol  red  broth  base Difco
Starch  agar Merck
Triple  sugar  iron  agar (TSI)     Difco
Tryptic  soy  agar (TSA)  Merck
Thiosulfate  citrate  bile  salt (TCBS) Merck
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2.  สารเคมี
 Ammonium  citrate Merck
Amygdalin  Fluka
Arabinose Fluka
Calciumcarbonate Merck
D – Melebiose  Fluka
D – Sorbitol Fluka
D – Mannose Fluka
D – Melezitose Fluka
D – Trehalose  Fluka
D – Cellobiose Fluka
D – Fructose  Fluka
Dextrin Fluka
Galactose Fluka
Lactose Fluka
L – Arginine Fluka
L – Raffinose Fluka
L – Rhamnose Fluka
Maltose Fluka
Mannitol Fluka
Ribose  Fluka
Sodium chloride Merck
Sucrose Fluka
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อุปกรณ

เครื่องมือท่ัวไป
Centrifuge :    Harrier   18 / 80.
Deep-freeze : Freeze  Dryer  IKEDA  Scientific Co, Ltd., Tokyo, Japan.
Electronic  balance : Satorius  BF  210s  SV Medico  Co, Ltd., Germany.
Hot air oven :   WTB  Binder,  BD/ED/FD with R3- Controller.
Incubator :   Gallenkamp, U.K.
Larminar  air  flow  cabinet : Science  Tech Co., Ltd., Bangkok.
Micropipette : pipetman   T5 A1038, France.
Microscope : Olympus  Optical Co, Ltd., Tokyo, Japan.
pH meter : Denver  instrument   Model  215, USA.
Shaker  incubator : Gallenkamp, U.K.
Spectrophotometer :  Jenway.
Stirring  hot  plate : Fisher  Scientific, R10T3496, USA.
Ultrasonic  cleaner : Branson, 5200 Germany,

แบคทีเรียอินดิเคเตอร

     ชือ่แบคทีเรีย แหลงที่มา

แบคทีเรียแกรมบวก
Bacillus cereus                 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ. 1

Staphylococcus aureus  ATCC25923 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.

แบคทีเรียแกรมลบ
Enterobacter aerogenes ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
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Enterobacter cloacae ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Edwardsiellar  tarda ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Escherichia coli ATCC 25922          ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Escherichia coli O157 : H7            รศ. ดร. วราภรณ  วุฑฒะกุล2

Klebsiella  pneumoniae ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Morganella   morgarnii ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Proteus  mirabilis ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Proteus rettgeri                       ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Salmonella typhimurium         ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Serratia  marcescens ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Shigella flexneri                               ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Shigella sonnei                              ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มอ.
Vibrio parahaemolyticus               รศ. ดร. วราภรณ   วุฑฒะกุล
Vibrio  harveyi ศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า  มอ.3

Vibrio  alginolyticus ศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า  มอ.
Vibrio  salmonicida ศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า  มอ.
Vibrio  marinus ศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า  มอ.
   
 1 มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
2 ภาควิชาจุลชีววิทยา  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
 3 ศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้ า  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

*ท่ีอยูบริษัทผูผลิตตาง ๆ ท่ีอางถึง
Difco : Difco  Laboratories, Detriot, Michigan, U.S.A.
Fluka : Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland.
Merck : E.  Merck, Darmstadt, Postfach, Germany.
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วิธีการ

1.  การเก็บตัวอยางและเตรียมตัวอยางกุงกุลาดํ า
เก็บตัวอยางกุงกุลาดํ าที่โตเต็มวัยจากบอเดียวกัน  โดยเก็บตัวอยางกุงปกติ  20   

ตัว  และเก็บตัวอยางกุงเปนโรค 5 ตัว  จากบอเลี้ยงกุงกุลาดํ า น ํากุงกุลาดํ าที่ไดมาชั่งนํ้ า
หนักและฆาเชื้อที่ผิวนอกโดยเช็ดดวยแอลกอฮอล 70% แลวลางดวยนํ้ าเกลือ 1.5% 
โซเดียมคลอไรดที่ปราศจากเชื้อหลังจากนั้นใชมีดผาตัดที่ปราศจากเชื้อผากลางลํ าตัวกุง
กลุาด ําแลวเลาะเอาสวนตับและทางเดินอาหารออกมาโดยแบงเปน 5  สวน คือสวนที่ 1 
ปากถึงกระเพาะ (Foregut)  สวนที่ 2 ตับ (hepatopancrease)  สวนที่ 3  ล ําไสสวนตน             
(Front  midgut)  สวนที่ 4  ล ําไสสวนปลาย (Back midgut) และสวนที่ 5  ซีกัม (Cecum  
hidegut) ดังแสดงในรูปที่ 2  น ําตวัอยางแตละสวนมาชั่งนํ้ าหนักแลวนํ าไปบดใหละเอียด
ดวยโกรงบดยาที่ปราศจากเชื้อ

 รูปที่ 2  แสดงระบบทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ า

2.  การตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติก
เจือจางตัวอยางในขอที่ 1 ในอัตราสวน 1:10 ดวยนํ้ าเกลือ 1.5% ทีป่ราศจากเชื้อ

นํ าตัวอยางที่ไดจากขอ 1 เจอืจางใหไดความเขมขน 10-1 และ10-2 หลงัจากนั้นนํ าตัวอยาง
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มา  500 µl  pour  plate  ดวย MRS  agar  ที่เติม 1%  แคลเซียมคารบอเนต  และ 1.5% 
โซเดียมคลอไรด ทํ าซํ้ า  2  ครั้งในแตละความเขมขน  ท ําการบมที่อุณหภูมิ  35°C  เปน
เวลา  7  วัน  นบัโคโลนีทั้งหมดที่มีลักษณะของแบคทีเรียแลกติก  สุมเลือก  โคโลนีของ
แบคทีเรียแลกติกจากอาหาร MRS มาทํ าใหไดเชื้อบริสุทธิ์ และเก็บเชื้อใน  20%                 
กลีเซอรอลที่อุณหภูมิ  -70°C

3.  การจัดกลุมและการพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทาง
เดินอาหารของกุงกุลาดํ าโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาสรีรวิทยาและชีว
เคมี

การติดสีแกรม
น ําโคโลนีของแบคทีเรียแลกติกมายอมสีแบบแกรม (Gram  straining)

การทดสอบการสรางเอนไซนคะตาเลส
หยด  3%  H2O2 ลงบนแผนสไลดที่สะอาดและแหง  เขีย่เชือ้ทดสอบที่เลี้ยงใน

อาหารเหลว  MRS  อายุ  24  ชัว่โมง  มา  2  loopful  แตะลงในหยดของ H2O2 ถาเกิดฟอง
แกสขึ้นแสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม  catalase  แสดงวาผลการทดลองเปนบวก

การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส
หยด 1%  tetramethyl  paraphenylene  diamine  hydrochloride ลงบนกระดาษ

กรองใหซึมพอหมาด ๆ ใชแทงแกวแตะเชื้อทีเลี้ยงบนอาหาร MRS อายุ 24 ชั่วโมง         
ลากบนกระดาษกรองดังกลาวถามีสีมวงเขมเกิดขึ้นตามรอยลากแสดงผลการทดสอบ
เปนบวกคือเชื้อสามารถสรางเอนไซม  oxidase

การทดสอบไนเตรทรีดักชั่น
เขีย่เชื้อที่ตองการทดสอบที่เลี้ยงในอาหาร MRS อายุ 24 ชัว่โมง ลงในอาหาร

nitrate  broth  บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  48  ชั่วโมง  แลวจึงหยด  sulfanilic  acid  
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และ α - napthylamine  ลงใน nitrate  broth ทีมี่เชื้อเจริญ  ถาเกิดตะกอนสีแดงแสดงผล
การทดสอบเปนบวก  ถาไมเกิดสีแดงเติมผงสังกะสีลงไปถาเกิดสีแดงขึ้นแสดงวาใหผล
การทดสอบเปนลบถาไมเกิดสีแดงแสดงวาผลทดสอบเปนบวก

การทดสอบการยอยเจลาติน
โดยเขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชั่วโมง จากอาหาร MRS ลงในอาหาร  

nutrient  gelatin  บมเชื้อที่ 20-22°C เปนเวลา  30  วัน  ถาแบคทีเรียสามารถยอย  gelatin  
ได  จะทํ าใหอาหารไมแข็งที่อุณหภูมิ  20°C

การทดสอบ  Methyl  red  และ  Voges-Proskauer (MR – VP)
เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบจากอาหาร MRS อายุ 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว      

MR – VP medium  บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  4 วัน  ทดสอบ methyl  red โดยการ
หยด  methyl  red  solution  ถาเกิดสีแดงแสดงวาผลการทดลอง methyl  red เปนบวก
สวนหลอดที่ทดสอบ Voges-Proskauer ทดสอบโดยการหยด  10% α - napthol  ลงไป   1  
มิลลิลิตร  เขยาแลวเติม  KOH   20% ลงไป  1  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว  ถามีสี
แดงเกิดขึ้นแสดงวาใหผลการทดลอง Voges-Proskauer เปนบวก

การทดสอบออกซิเดทีฟ – เฟอรเมนทเททีฟ
เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชัว่โมง  จากอาหาร  MRS    stab ลงในอาหาร  

Hugh  and  Leifson’s  O-F  medium  2  หลอด  หลอดที่หนึ่งทํ าใหอยูในสภาวะที่ขาด
อากาศโดยเททับผิวหนาอาหารดวยพาราฟนเหลวที่ฆาเชื้อแลว ใหหนาประมาณ 2  
เซนติเมตร สวนอีกหลอดไมตองเติมพาราฟนเหลว บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา                    
48  ชัว่โมง  ตรวจผลโดยดูวาเกิดกรดในหลอดอาหารในสภาพที่มีอากาศหรือไมมีอากาศ
หรือทั้งสองสภาพ  ทั้งที่มีพาราฟนและไมมีพาราฟนถาเกิดทั้งสองหลอดแสดงวาเปน
fermentation แตถาเกิดเฉพาะในหลอดที่ไมไดเทพาราฟน  แสดงวาเปน  oxidation  การ
เกดิกรดแสดงใหทราบโดยอาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลือง
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การทดสอบไฮโดรเจนซัลไฟด
ถายเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชั่วโมง  จากอาหาร MRS  นํ ามา  stab  ลงใน

อาหารแข็ง  TSI  บมเชื้อที่อุณหภูมิหองตรวจผลทุกวันจนครบ  5  วัน  โดยดกูารเปลี่ยนสี
ของอาหาร  ถาเกิดสีดํ าตามรอย  stab  แสดงผลการทดลองเปนบวก

การทดสอบการยอยอารจีนิน
ถายเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชั่วโมง จากอาหาร MRS นํ ามา Stab ลงใน

อาหาร Arginine hydrolysis เททบัดวยพาราฟนที่ปราศจากเชื้อ บมที่อุณหภูมิ  30°C  
เปนเวลา  14  วัน ตรวจผลทุกวันถาแบคทีเรียสามารถยอยอารจีนีนไดจะทํ าใหสีของ
อาหารเปลี่ยนจากสีเหลืองสมเปนสีบานเย็น

การทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิ 10 °C  และ 45 °C
ถายเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว  MRS  บมที่

อุณหภูมิ 10°C  และ 45°C  เปนเวลา  48 ชัว่โมง  ตรวจดูการเจริญของเชื้อโดยการดู
ความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเทียบกับหลอดควบคุม  ถาเชื้อเจริญใหผลเปนบวกถา
ไมเจริญใหผลเปนลบ

การทดสอบการเจริญใน  NaCl  0, 10, 15, 20  และ  25 %
ถายเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว  MRS  ที่เติม  NaCl   

0, 10, 15, 20  และ  25%  บมที่อุณหภูมิ  37°C  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  ตรวจดูการเจริญ
ของเชื้อโดยการดูความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเทียบกับหลอดควบคุม  ถาเชื้อเจริญ
ใหผลเปนบวกถาไมเจริญใหผลเปนลบ



44

ทดสอบความสามารถในการหมักนํ้ าตาล
ถายเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชั่วโมง  จากอาหาร MRS  ลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อสํ าหรับทดสอบการใชนํ้ าตาล (phenol  red  broth  base)  ทีป่ระกอบดวยนํ้ าตาลที่ใช
ทดสอบไดแก Amygdalin, Arabinose, DL-Arabinose, Arbutin, (D)+Cellobiose, 
Dextrose, D-Galactose, D(+)Galactose, Inosital, Inulin, Lactose, D-Maltose, Maltose, 
D-Mannitol, Mannitol, D-Mannose, Melibiose, D(+)Melibiose monohydrate, 
Melezitose, D(+)Melezitose  Monohydrate, Raffinose, D(+)Raffinose pentahydrate,       
L(+) Raffinose  monohydrate, Rhamnose, Salicin, Sorbitol, D-Sorbitol, Sucrose,           
D(+)Trehalose dihydrate, L-Tyrosine, D-Xylose และ  D(+)Xylose  บมเชื้อที่  37°C  
เปนเวลา  18 – 24  ชัว่โมง  สงัเกตการสรางกรดโดยอาหารจะเปลี่ยนจากสีแดงเปนสี
เหลอืงใหผลเปนบวกถาไมเปลี่ยนสีใหผลเปนลบ

4.  คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีสมบัติในการเปนโปรไบโอติก
การทนตอ  pH  ต่ํ า
ถายเชื้อที่ตองการทดสอบลงในอาหารเหลว  MRS  ที่ปรับ pH เปน 1 – 5  บมเชื้อ

อุณหภูมิ  37°C  เปนเวลา  48  ชัว่โมง  ตรวจดูการเจริญของเชื้อโดยการดูความขุนของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ  ถาเชือ้เจริญใหผลเปนบวกถาไมเจริญใหผลเปนลบ

ความสามารถในการยอยโปรตีน
เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชัว่โมง  จากอาหาร  MRS  ลงบน  Skim  milk  

agar  บมเชื้ออุณหภูมิ  37°C  เปนเวลา  48  ชัว่โมง  ตรวจดูการเจริญโดยเชื้อที่สามารถ
ยอยโปรตีนไดจะเกิดบริเวณใส (clear  zone) รอบโคโลนีที่เชื้อเจริญ

ความสามารถในการยอยแปง
เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชัว่โมง  จากอาหาร  MRS  ลงบน Starch  agar  

บมเชื้อที่อุณหภูมิ  37°C  เปนเวลา  48  ชัว่โมง ตรวจดูการเจริญโดยหยด  Lugol’s  iodine 
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ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อถาเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีที่เชื้อเจริญแสดงวาเชื้อสามารถ
ยอยแปงได

ความสามารถในการยอยไขมัน
เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชัว่โมง  จากอาหาร  MRS  ลงบนอาหารแข็ง  

MRS   ที่เติม  1% tributyrine ส ําหรับทดสอบการยอย  tributyrine  บมเชื้อที่อุณหภูมิ   
37°C  เปนเวลา  48  ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญโดยสังเกตบริเวณใส (clear zone)  รอบ ๆ
โคโลนีของแบคทีเรีย  ซึง่แสดงวาแบคทีเรียสามารถสรางเอนไซมไลเปสยอย  tributyrine 
ได

ความสามารถในการเจริญในที่ไมมีออกซิเจน
เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบอายุ  24  ชัว่โมง  จากอาหาร  MRS  ลงในอาหารเหลว

MRS นํ าไปบมใน  Anaerobic  jar  เปนเวลาบมที่อุณหภูมิ  35°C  เปนเวลา 48  ชั่วโมง  
ตรวจดูการเจริญในอาหาร  MRS  ถาเชื้อเจริญไดแสดงวาสามารถเจริญไดในสภาพที่ไม
มีออกซิเจน

5.  ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  Agar  spot (Spelhaug 
and  Harlander, 1989)

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรบนอาหารแข็งโดยวิธี  
agar  spot เตรยีมเชื้อเร่ิมตนโดยเลี้ยงแบคทีเรียแลกติกในอาหารเหลว MRS  ปริมาตร      
5 มิลลิลิตร ที่มีโซเดียมคลอไรด 1.5% โดยบมไวที่ 35°C เปนเวลา 24  ชั่วโมง  แลวจึงถาย
เชื้อเร่ิมตน  1%  ลงในอาหารเหลว  MRS  ที่เติมโซเดียมคลอไรด 1.5% โดยบมไวที่       
35°C  เปนเวลา  24  ชั่วโมง น ํามาปรับใหได 108 CFU/ml หยดลงบนอาหารแข็ง  MRS  
เชื้อละ  5  ไมโครลิตร  แตละเชื้อหางกัน  3  เซนติเมตร  จานละ  4  เชื้อ  นํ าไปบมที่       
35°C  เปนเวลา  24  ชั่วโมง หลงัจากนั้นราดทับดวย  BHI soft  agar (0.7%  วุน) ปริมาตร  
7  มิลลิลิตร  ทีมี่เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรอยู 106 CFU/ml ซึง่สามารถเตรียมไดโดยถาย
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เชือ้แบคทีเรียอินดิเคเตอรลงในอาหารเหลว  TSA  โดยบมที่อุณหภูมิ  35°C เปนเวลา      
24  ชัว่โมง หลงัจากนั้นนํ ามาปรับใหได  106  CFU/ml โดยแบคทีเรียอินดิเคเตอรที่ใชได
แก  Bacillus cereus, Edwardsiellar  tarda, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli  
ATCC25922,  E.  coli  O157 : H7, Klebsiella pneumoniae, Proteus rettgeri, P. vulgaris, 
P. mirabilis, Salmonella typhimurium, S. typhi, Serratia marcescen, Shigella sonei,          
S. flexneri,  Staphylococcus  aureus  ATCC25923, Vibrio parahaemolyticus, V. harveyi, 
V. alginolyticus, V. mimicus, V.logei, V. salmonicida, V. marinus  และ V. mediterranei  
บมเชื้อ  ที่อุณหภูมิ  35°C  เปนเวลา  24  ชัว่โมง จึงวัด clear zone  รอบโคโลนีของ
แบคทีเรียแลกติกดวยเวอรเนียรคาลิเปอร โดยวัดตั้งแตขอบของโคโลนีไปจนถึงขอบ      
ของวงใสถามี  clear zone  มากกวา 5 มิลลิเมตร ถือวาใหผลบวก (Spelhaug and  
Harlander, 1989) การคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจะเปรียบเทียบความกวางของ clear 
zone  และความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดหลายชนิด

6.  ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  well  diffusion 
(Spelhaug and  Harlander, 1989)

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคทีเรียแลกติกที่
คัดเลือกไดโดยวิธี  well  diffusion (Spelhaug and  Harlander, 1989) โดยใช                        
V. parahaemolyticus, V. harveyi  เปนแบคทีเรียอินดิเคเตอร ส ําหรับการเตรียมเชื้อเร่ิม
ตนเหมือนกับการเตรียมเชื้อเร่ิมตนในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย      
อินดิเคเตอรโดยวิธี  Agar  spot  ถายเชื้อเร่ิมตน 1%  ลงในอาหารเหลว  MRS  ที่เติม
โซเดียมคลอไรด 1.5%  บมที่อุณหภูมิ  35°C  เปนเวลา  24  ชั่วโมง  หลงัจากนั้นนํ าไปเซน
ตริฟวจที่  4°C   5,000  rpm  เปนเวลา  20  นาที  หลงัจากนั้นดูดเอาสวนใส 100 µl ไป
หยดลงในหลุมบนอาหารแข็ง NA (1% agar) ทีเ่จาะดวยทิปที่ปราศจากเชื้อ จานละ       4 
หลมุแตละหลุมหางกัน 3  เซนติเมตร  โดยแตละหลุมมีเสนผานศูนยกลางประมาณ         
6  มิลลิเมตร  ทีเ่กลี่ยเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร 106 CFU/ml  ดวย cotton swab ไวกอน
แลวโดยเตรียมเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรหมือนกับการเตรียมในการทดสอบความ
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สามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  Agar  spot  น ําจานอาหารไปบมที่  
35°C  เปนเวลา  24  ชั่วโมง  จงึวัด  clear zone  ของเชื้อดวยเวอรเนียรคาลิเปอรโดยวัดตั้ง
แตขอบของหลุมไปจนถึงขอบของวงใส

6. การเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคทีเรียแลกติก

เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  Agar  spot น ําเชื้อเร่ิมตนมาวัดความขุนดวย
เครื่อง  Spectrophotometer  ทีค่วามยาวคลื่นแสง  660  นาโนเมตร  ท ําใหเจือจางจนไดคา  
optical  density (O.D.) 0.5  (Meynell  and  Meynell, 1970)  เพื่อใชเปน  inoculum  แลว
จงึถายเชื้อเร่ิมตน 1% ลงในอาหารเหลว MRS ทีเ่ติมโซเดียมคลอไรด 1.5% นํ าไปบมใน
shaker incubator  150 rpm ที่อุณหภูมิ  35°C  ทีร่ะยะเวลาตาง ๆ คือ   0,  3,  6,  9,  12,  
15,  18, 21, 24, 30, 36,  42  และ  48  ชั่วโมง น ํามาวัดความขุนดวยเครื่อง  
Spectrophotometer (บริษัท  Jenway) ทีค่วามยาวคลื่นแสง  660  นาโนเมตร  พรอมกับทํ า
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี well diffusion โดย
ใช                              V. parahaemolyticus  และ  V. harveyi  เปนแบคทีเรียอินดิเคเตอร  
นํ าคาที่ไดไป  plot  graph  การเจริญเพื่อหา  generation  time  และดูความสัมพันธของ
การยับยั้งแบคทีเรีย             อินดิเคเตอร

7.  สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
7.1 ผลของ pH เริ่มตนตอการเจริญและการสรางสารยับยั้งแบคทีเรีย                     

อินดิเคเตอร
เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน

การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  Agar  spot ถายเชื้อเร่ิมตน  1%  ในอาหารเหลว  
MRS  ที่มี โซเดียมคลอไรด  1.5 %  ที่ปรับ  pH   เปน  5.0  5.5  และ 6.0 น ําไปใสใน  
shaker  incubator  150  rpm  ที่อุณหภูมิ  35°C  ศกึษาการเจริญโดยวัดการดูดกลืนแสงที่
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ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 36 ชั่วโมง เนือ่งจากผลของการ
ศึกษาการเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคทีเรียแลกติกพบวาที่
เวลา  36  ชัว่โมงเปนเวลาที่แบคทีเรียแลกติกใหผลการเจริญและการยับยั้งแบคทีเรีย     
อินดิเคเตอรสูง จงึเก็บตัวอยางที่เวลา  36  ชั่วโมง  มาวัดการเจริญโดยวัดความขุนของ
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  660  นาโนเมตร  แลวนํ าตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยก
เซลลเพื่อนํ าสวนใสไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี              
well  diffusion  โดยใช V. parahaemolyticus และ V. harveyi เปนแบคทีเรียอินดิเคเตอร  
นํ าคาที่ไดไป  plot  graph  เพือ่เปรียบเทียบผลของ  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อกับ
ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร

7.2 ผลของอุณหภูมิของการเลี้ยงเชื้อตอการเจริญและการสรางสารยับยั้ง      
แบคทีเรียอินดิเคเตอร

เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  Agar  spot ถายเชื้อเร่ิมตน  1%  ลงในอาหาร
เหลว  MRS  ทีมี่โซเดียมคลอไรด   1.5%  ที่  pH  ทีเ่หมาะสมตอการเจริญ  และสรางสาร
ยบัยั้งที่คัดเลือกไดจากขอ  6.1  นํ าไปใสใน  shaker  incubator  ที่ 150  rpm  บมที่อุณหภูมิ  
30  และ  35°C  เกบ็ตัวอยางที่เวลา  36  ชั่วโมง  น ํามาวัดการเจริญโดยวัดการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น  660  นาโนเมตร  แลวน ําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกเซลลเพื่อนํ าสวน
ใสไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  well  diffusion  
โดยใช  V. parahaemolyticus  และ V. harveyi  เปนแบคทีเรียอินดิเคเตอร  นํ าคาที่ไดไป  
plot  graph  เพือ่เปรียบเทียบผลของอุณหภูมิตอการเจริญและการสรางสารยับยั้ง

8.  การศึกษาสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก
8.1 ศึกษาการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก ในสภาวะที่ไมจํ ากัดนํ้ า

ตาลกลูโคสและอากาศ
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เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี Agar  spot แลวจึงถายเชื้อเร่ิมตน 1%  ลงใน
อาหารเหลว  MRS  ซึง่มีปริมาณนํ้ าตาลกลูโคส 2%  และเติมโซเดียมคลอไรด  1.5%  pH 
6.0  บมที่อุณหภูมิ   35°C เปนเวลา 36  ชั่วโมง  ซึง่เปนคาที่ไดจากศึกษาผลของ pH เร่ิม
ตนและผลของอุณหภูมิตอการเจริญและการสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรในขั้น
ตน        หลงัจากนั้นนํ าไปเซนตริฟวจที่  4°C   5,000  rpm  เปนเวลา  20  นาที  หลงัจาก
นัน้ดูดเอาสวนใสไปทํ า  well  diffusion   ยบัยั้ง  V. harveyi

8.2 ศึกษาการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกในสภาวะที่จํ ากัดนํ้ า
ตาลกลูโคสแตไมจํ ากัดอากาศ

เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี Agar  spot แลวจึงถายเชื้อเร่ิมตน 1%  ลงใน
อาหารเหลว  MRS ทีมี่กลูโคส  2%   และเติมโซเดียมคลอไรด  1.5%  บมที่อุณหภูมิ   35°
C ในตูบม  เปนเวลา  36  ชั่วโมง  หลงัจากนั้นนํ าไปเซนตริฟวจที่  4°C   5,000  rpm  เปน
เวลา  20  นาที  หลงัจากนั้นดูดเอาสวนใสไปทํ า well  diffusion   ยับยั้ง  V. harveyi

8.3 ศึกษาการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกในสภาวะที่ไมจํ ากัด     
นํ้ าตาลแตจํ ากัดอากาศ

เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี Agar spot แลวจึงถายเชื้อเร่ิมตน  1%  ลงใน
อาหารเหลว  MRS  ทีมี่กลูโคส 2 % และเติมโซเดียมคลอไรด 1.5% บมที่อุณหภูมิ  35°C 
ใน anaerobic jar เปนเวลา  36  ชั่วโมง หลงัจากนั้นนํ าไปเซนตริฟวจที่  4°C   5,000  rpm  
เปนเวลา  20  นาที  หลงัจากนั้นดูดเอาสวนใสไปทํ า  well  diffusion   ยับยั้ง  V. harveyi

8.4  ศึกษาการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกในสภาวะที่จํ ากัดนํ้ า
ตาลกลูโคสและจํ ากัดอากาศ
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เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี Agar  spot แลวจึงถายเชื้อเร่ิมตน 1%  ลงใน
อาหารเหลว  MRS ทีมี่กลูโคส  2%  และเติมโซเดียมคลอไรด  1.5%  บมที่อุณหภูมิ   35°
C  ใน anaerobic jar เปนเวลา  36  ชั่วโมง หลงัจากนั้นนํ าไปเซนตริฟวจที่  4°C   5,000  
rpm  เปนเวลา  20  นาที  หลงัจากนั้นดูดเอาสวนใสไปทํ า  well  diffusion   ยับยั้ง  V. 
harveyi

9.  การเจริญเติบโตของกุงกุลาดํ าที่ไดรับแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได
การเตรียมเชื้อแบคทีเรียแลกติกเพื่อเปนโปรไบโอติก
เตรียมเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียแลกติกเหมือนกับการทดสอบความสามารถใน

การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธี  Agar  spot แตบมเชื้อที่อุณหภูมิ 35°C  pH 6.0  
เปนเวลา  36  ชั่วโมง  ซึง่เปนคาที่ไดจากศึกษาผลของ pH เร่ิมตนและผลของอุณหภูมิตอ
การเจริญและการสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรในขั้นตน  แลวจึงถายเชื้อเร่ิมตน   
1%  ลงในอาหารเหลว  MRS  ที่มีโซเดียมคลอไรด  1.5% ปริมาตร 100มิลลิลิตร              
ใน  flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  น ําไปใสใน  shaker  incubater  ที่ 150 rpm  บมที่อุณหภูมิ  
35°C  เปนเวลา 36  ชัว่โมง  หลงัจากนั้นนํ าไปปรับใหได  108  CFU/ml น ําไปผสมรวมกับ
อาหารเม็ด (ซีพี  9003 พี  บริษัทเจริญโภคภัณฑอาหารสัตว จํ ากัด (มหาชน) )ทีใ่ชในการ
ทดลองใหทั่วถึงในอัตราสวน  1  มิลลิลิตร / อาหาร  25  กรัม (ศิริรัตน, 2540) หลงัจากนั้น
เคลือบทับดวยนํ้ ามันปลา (ยีห่อ  Squalene) เพือ่ใหแบคทีเรียแลกติกเกาะบนอาหารเม็ด
ในอัตราสวน  10 กรัม / อาหาร 1 กิโลกรัม  เก็บไวในอุณหภูมิ  4°C

การเตรียมนํ้ าทะเลสํ าหรับเล้ียงกุงกุลาดํ า
เตรยีมนํ้ าทะเลโดยใชนํ้ าทะเลที่มีความเขมขน  30  ppt   มาเจือจางใหได  15  ppt  

ดวยนํ้ าประปาที่พักไวในบอพักนํ้ าเปนเวลา  24  ชั่วโมง โดยใสนํ้ าทะเลที่เจือจางแลวในตู
ส ําหรับเลี้ยงกุงกุลาดํ าที่มีขนาด  45 x 45 x 60  เซนติเมตร  ประมาณ  3 ใน 4  สวนของตู  
ซึ่งกอนใชตูตองมีการฆาเชื้อภายในตูโดยการแชคลอรีนที่มีความเขมขนประมาณ 30  
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ppm  ตรวจสอบคุณสมบัติของนํ้ าระหวางการทดลองการทดลอง ไดแก  ความเค็ม  
ความเปนกรด–ดาง  และอุณหภูมิ  ใสหัวทรายเพื่อใหอากาศในตูสํ าหรับเลี้ยงกุงกุลาดํ า
ทุกตูตูละ 1  หวั  เพื่อเพิ่มอากาศตลอดเวลา  และใสตาขายไนลอนลงในตูสํ าหรับเลี้ยงกุง
กลุาดํ าเพื่อใหกุงกุลาดํ าเกาะในระหวางการเลี้ยงกุงกุลาดํ า

การเตรียมกุงกุลาดํ า
กุงที่ใชในการทดลองเปนลูกกุงกุลาดํ าอายุประมาณ 30 วันซึ่งกอนเริ่มตนการ

เลีย้งตองคัดกุงกุลาดํ าที่มีขนาดและนํ้ าหนักใกลเคียงกันโดยสุมกุงกุลาดํ าขึ้นมา 10  ตัว
โดยคัดเลือกกุงกุลาดํ าที่มีขนาดใกลเคียงกัน น ําไปแชในนํ้ าเย็นประมาณ 10 วินาที หลัง
จากนัน้ซับนํ้ าที่ตัวกุงกุลาดํ าใหแหงโดยใชผาที่สะอาด แลวนํ าไปชั่งนํ้ าหนักดวยเครื่องชั่ง
3 ต ําแหนง  ซึง่จะมนีํ้ าหนักเปยกเฉลี่ยประมาณ  3.5  กรัม/ตัว น ําไปใสในตูเลี้ยงกุงที่
เตรียมไวเมื่อใสกุงในตูทดลองที่เตรียมไวตูละ 10 ตัว จนครบทุกตู พกักุงทิ้งไวประมาณ 4            
ชั่วโมง  แลวจึงใหกุงกินอาหารกุงกินอาหารเม็ดธรรมดาที่ไมผสมแบคทีเรียแลกติกเพื่อให
กุงปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอมในตูทดลองกอนเปนเวลา 48 ชั่วโมง กอนเริ่มการทดลอง  
ในระหวางการทดลองใหกุงกินอาหารที่ผสมแบคทีเรียแลกติกวันละ  4  ม้ือ  ในชวงเวลา  
8.00 น.  12.00 น.  16.00 น.  และ  20.00 น.  ในอัตราประมาณ  6 – 7%   ของนํ้ าหนัก      
ตัวกุงทั้งหมดในตู  ประมาณ 2 - 2.5 กรัม/ตู  เปนระยะเวลา  30  วัน  และตองมีการ
เปลี่ยนถายนํ้ า  น ําตาขายไปลาง  ดดูเศษอาหารที่เหลือและขี้กุงทิ้งทุกวัน

การวางแผนการทดลอง
การทดลองแบงออกเปน  2  ชุด (ทกุชุดการทดลองทํ าซํ้ า  3  ครั้ง)
ชุดที่  1  ลกูกุงทีไ่ดรับอาหารเม็ดที่ผสมแบคทีเรียโปรไบโอติกแตละสายพันธุและ

เคลือบทับดวยนํ้ ามันปลา
ชุดที่  2  กลุมควบคุมไดรับอาหารเม็ดธรรมดาที่เคลือบทับดวยนํ้ ามันปลา
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การตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดและจํ านวน Vibrio sp. ทั้ง
หมดที่พบในทางเดินอาหารกุงกุลาดํ า

การติดตามแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดในระบบทางเดินอาหารกุงกุลาดํ าเมื่อครบ
ระยะเวลา 30 วนัโดยการนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดและจํ านวน Vibrio sp. ทั้ง
หมดที่พบในทางเดินอาหารของกุงกุลาดํ าที่ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกและที่ไม
ไดรับโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก โดยการสุมกุงในแตละชุดการทดลองมาผาตัดเอา
สวนทางเดินอาหารมาชั่งนํ้ าหนักและนํ าไปบดใหละเอียดดวยโกรงบดยาที่ปราศจากเชื้อ  
แลวจึงเจือจางตัวอยางในอัตราสวน  1:10  ดวยนํ้ าเกลือ 1.5%  ทีป่ราศจากเชื้อ  นํ าตัว
อยางที่ไดมา  pour  plate ในอาหารแข็ง  MRS  ที่เติม 1.5% โซเดียมคลอไรด  และ 1.5%  
แคลเซียมคารบอเนต สํ าหรับการตรวจนับจํ านวนแบคทีเรียแลกติกทั้งหมด และการ
ตรวจนับจํ านวน  Vibrio sp. ทั้งหมดทํ าไดโดยการนํ าตัวอยางที่ไดมา  spread  plate  บน
อาหาร  TCBS  ทีเ่ติม  1.5% โซเดียมคลอไรด

การบันทึกผลและการวิเคราะหขอมูล
บันทึกขอมูลการตายของลูกกุงเมื่อพบซากในตูแตละตูนับจํ านวนลูกกุงที่เหลือใน

แตละตูเพื่อคํ านวณอัตราการรอดแลวชั่งนํ้ าหนักลูกกุงที่เหลือนํ าไปหาคาเฉลี่ยของนํ้ า
หนักเปยก เพื่อคํ านวณหานํ้ าหนักลูกกุงที่เพิ่มขึ้นจากเดิมเมื่อเร่ิมการทดลองนํ าคานํ้ า
หนักที่ไดไปวิเคราะหหาอัตราการเจริญเติบโตของลูกกุง โดยดัดแปลงจากสูตรของ  
Lobban      ( 1985 )  (อางโดย  สนิธิ  และ  ลิลา, 2541)  และคํ านวณอัตราการรอดตาย

G = Wt   x  100
       Wo        t

เมื่อ G     = อัตราการเจริญเติบโตตอวันคิดเปนเปอรเซนต
Wt   = นํ ้าหนักสุดทาย
Wo  = นํ ้าหนักเริ่มตน
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  t      = ระยะเวลาที่ทดลอง ( วัน)

อัตราการรอดตาย (%)      =       100 x จ ํานวนกุงที่ตายในระหวางการทดลอง
                                                                                   จ ํานวนกุงเริ่มตน
 
การทดสอบกับเช้ือกอโรค  (Pathogen   challenge  test)

หลงัจากที่เลี้ยงกุงครบ 30 วัน น ํากุงทุกชุดการทดลองที่เหลือจากการทดสอบใน
ขัน้ตนมาทดสอบการทนตอการเกิดโรคเรืองแสงโดย  V. harveyi  โดยนํ ากุงกุลาดํ าที่
เหลือมาฉีดเชื้อ  V. harveyi  ทีมี่ความเขมขน  107  CFU/ml  ตัวละ 0.1  มิลลิลิตร โดยฉีด
ที่ปลองสุดทายของกุงกุลาดํ าระวังอยาใหโดนเสนประสาทของกุงกุลาดํ าเพื่อศึกษาติด
ตามการรอดตายหลังจากที่ไดรับเชื้อ V. harveyi โดยติดตามผลการตายเปนระยะเวลา  7  
วัน  บนัทกึผลเปนรอยละหากมีการตายเกิดขึ้น

ทํ าการเปรียบเทียบผลของแบคทีเรียแลกติกแตละสายพันธุ ตอการเลี้ยงกุ ง
กุลาดํ าเพื่อคัดเลือกสายพันธุของแบคทีเรียแลกติกที่ใหผลการเปนโปรไบโอติกที่เหมาะ
ตอการเลี้ยงกุงกุลาดํ ามากที่สุดและดีที่สุด

สถิติที่ใชวิเคราะห
ในการทดลองครั้งนี้ใชการประมวลผลโดยโปรแกรมทางสถิติคือ โปรแกรม  SPSS  

ซึ่งพัฒนาโดย  บริษัท  SPSS  INC. ประเทศสหรัฐอเมริกา  ซึง่เปนโปรแกรมสํ าหรับผล
ทางสถิติ (กลุมงานบริการศูนยคอมพิวเตอรมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, 2544)  จาก
การศึกษาในครั้งนี้วิธี  one  way  ANOVA  และ  two  way  ANOVA  ขึน้อยูกับชุดขอมูล
แตละชุด
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