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ภาคผนวก ก

อาหารเลี้ยงเชื้อ

1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และการทดสอบทางชีวเคมี
1.1  Nutrient broth (NB)

ประกอบดวย
Peptone from meat 5.0 g
Meat extract 3.0 g
Distilled  water        1,000.0 ml
ช่ัง nutrient broth จํานวน 8 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมใหผสมเขากันดี

แบงใสหลอด นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตา
รางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

1.2   MacConkey agar (MAC)
ประกอบดวย
Peptone 17.0   g
Proteose   3.0   g
Lactose 10.0   g
Bile Salt No.3   1.5   g
Neutral Red   0.03   g
Crystal violet   0.001   g
Agar 13.5   g
Distilled water   1,000.0   ml
ช่ัง MacConkey agar จํานวน 50 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1l นําไปตมจนเดือดเพื่อ

ใหผสมเขากันดี นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตา
รางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเทลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อแลว ทิ้งไวใหวุน
แข็งตัว
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1.3  Eosin methylene blue agar (EMB)
ประกอบดวย
Peptone 10.0 g
di-potassiumhydrogenphosphate   2.0 g
Lactose 5.0 g
Sucrose 5.0 g
Eosin yellowish 0.4 g
Methylene blue   0.07 g
Agar   13.5 g
Distilled water 1,000.0 ml
ช่ัง eosin methylene blue agar จํานวน 36 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมจน

เดือดเพื่อใหผสมเขากันดี นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเทลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อแลว
ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว

2.  การทดสอบทางชีวเคมี

2.1  การเตรียม Motility-Indole-Lysine medium (MIL)
ประกอบดวย
Peptone 10.0  g
Pancreatic digest of casein 10.0  g
Yeast extract   3.0  g
L-Lysine HCL 10.0  g
Dextrose   1.0  g
Ferric Ammonium Citrate   0.5  g
Bromcresol purple   0.02  g
Agar   2.0  g
Distilled water 1,000.0  ml
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ช่ัง MIL medium จํานวน 36.5 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมผสมใหเขากัน
แบงใสหลอด นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตา
รางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นวางหลอดที่อุณหภูมิหอง เพื่อทําเปน semisolid
วิธีการทดสอบ

inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบโดยการ stab เชื้อลงไปในอาหารประมาณครึ่งหลอดจาก
นั้น incubate ตอที่ 35 oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นหยด Kovac’s reagent แลวสังเกตการเกิดวง
แหวนสีแดง (red ring) จากนั้นดูวาเชื้อมีคุณสมบัติในการสราง enzyme decarboxylase หรือไม และ
ดูความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อที่แพรการะจายออกจากรอย stab
การแปลผล

เกิดวงแหวนสีแดงแสดงวาเชื้อมีความสามารถเปลี่ยน tryptophan เปน indole ได และหาก 
medium มีสีมวงแสดงวาแบคทีเรียสามารถสราง enzyme decarboxylase ความสามารถในการ
เคลื่อนที่ของเชื้อสังเกตการแพรกระจายของเชื้อรอบๆ รอย stab หรือสังเกตจาก media ขุนแสดงวา
เชื้อมีความสามารถในการเคลื่อนที่

2.2  การเตรียม Simmon’s citrate Agar
ประกอบดวย
Ammonium dihydrogen phosphate 1.0 g
Di-potassium phosphate 1.0 g
Sodium chloride 5.0 g
Magnesium sulphate 0.2 g
Bromothymol blue 0.08 g
Agar  13.0 g
Distilled water 1,000.0 ml
ช่ัง Simmon Citrate Agar จํานวน 22.5 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมให

ผสมเขากันดี แบงใสหลอด นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเอียงหลอดเพื่อทํา slant ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว
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วิธีการทดสอบ
inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบโดยการ streak บนผิว Simmon’s citrate agar จากนั้น 

incubate ตอที่ 35 oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของ medium และการเติบโต
ของแบคทีเรีย
การแปลผล

ผลบวก : มีแบคทีเรียขึ้นบนผิวอาหารและ medium เปลี่ยนสีจากเขียวเปนสีน้ําเงิน
ผลลบ : ไมมีแบคทีเรียขึ้นและ medium ไมเปลี่ยนสี (สีเขียว)

2.3  การเตรียม Triple sugar iron agar (TSI)
ประกอบดวย
Peptone de casein 15.0   g
Peptone meat   5.0   g
Meat extract   3.0   g
Yeast extract   3.0   g
Sodium chloride   5.0   g
Lactose 10.0   g
Sucrose 10.0   g
D (+) Glucose   1.0   g
Ammonium iron (III) citrate   0.5   g
Sodiumthiosulphate   0.5   g
Phenol red   0.024   g
Agar 12.0   g
Distilled water                                                                 1,000.0   ml
ช่ัง Triple sugar iron agar จํานวน 65 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมใหผสม

เขากันดี แบงใสหลอด นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเอียงหลอดเพื่อทํา slant ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว
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วิธีการทดสอบ
inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบโดยการ streak บนผิว Triple sugar iron agar จากนั้น stab

เชื้อลงไปในอาหารประมาณครึ่งหลอด incubate ตอที่ 35 oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง แลวสังเกตการ
เปลี่ยนสีของอาหารที่บริเวณ slant และ กนหลอด (butt)
การแปลผล

อานผลการทดลองโดยดูการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณ slant กอน สีเหลืองแสดงวาเกิดกรด 
(acid) สีแดงแสดงวาเปนดาง (alkaline) แลวจึงอานบริเวณกนหลอด (butt) นอกจากนี้การทดสอบ 
TSI ยังสามารถบอกความสามารถในการผลิตแกสโดยดูจากการมีฟองอากาศในเนื้อวุนแสดงวาเกิด
แกส (G) และหากอาหารมีสีดําแสดงวามี H2S

2.4  การเตรียม Urea agar base
ประกอบดวย
Peptone meat 1.0 g
D (+) Glucose 1.0 g
Sodium chloride 5.0 g
Potassium dihydrogenphosphate 2.0 g
Phenol red 0.012 g
Agar 12.0 g
40% Urea     400.0         ml
Distilled water          1,000.0 ml

ช่ัง Urea agar base 21 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมใหผสมเขากันดี นําเขา
หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15
นาทีวางทิ้งไวจนมีอุณหภูมิ 50-55  oC จากนั้นเติม 40% urea 400 ml ลงไปผสมใหเขากัน แบงใส
หลอด จากนั้นเอียงหลอดเพื่อทํา slant ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว
วิธีการทดสอบ

โดย inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบโดย streak บน urea agar จากนั้น incubate ที่ 35 oC 
เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร
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การแปลผล
ผลบวก : เชื้อสรางเอนไซม urease ยอย urea ได NH3 เปลี่ยนสี indicator ในอาหาร

เปนสีชมพู
ผลลบ : อาหารไมเปลี่ยนสี

2.5  การทดสอบ Mannitol, Glucose และ Sucrose fermentation

การเตรียม phenol red broth base
ประกอบดวย
Peptone 5.0 g
Peptone meat 5.0 g
Sodium chloride 5.0 g
Phenol red 0.018 g
Distilled water                                                              1,000.0 ml
ช่ัง phenol red broth base 15 g เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมใหผสมเขากันดี

แบงใสหลอดทดลองที่มีหลอด durham tube นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ
121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมน้ําตาลทั้ง 3 ชนิดที่ผานการฆา
เชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 110 oC ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาทีลงไป
วิธีการทดสอบ

inoculate เชื้อที่ตองการทดสอบลงใน phenol red broth base จากนั้น incubate ตอที่ 35  oC
เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของ broth และการเกิดแกสใน durham tube
การแปลผล

ผลบวก : broth มีสีเหลืองรายงานผลวา A (acid) ถามี gas ดวยรายงานวา AG (acid
and gas)

ผลลบ : broth เปนสีชมพูแดง
Delayed : broth สีออกสมๆ ควร incubate ตอ
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ภาคผนวก ข

วิธีการทําปฏิกิริยา Multiplex polymerase chain reaction (MP-PCR)

การเตรียม PCR reaction
โดยการเติมสารละลายตางๆ ดังนี้ (total volume 50 µl)
- 1 µl ของ primer pair 1 คู (3 คู = 3µl)
- 1 µl ของ Taq  DNA  polymerase (0.5 U/µl)
- 10 µl ของ reaction buffer (2.5 mM MgCl2)
- 5 µl ของ dNTPs solution (2.5 mM/dNTP)
- 30 µl ของ PCR water
- 1 µl ของ  DNA  template

การเตรียม Agarose gel
เตรียม 1.8% Agarose gel ละลายใน 0.5% TBE buffer ตมจนกระทั่งวุนละลายเปนเนื้อ

เดียวกัน จากนั้นนําไปเทใสถาดเจล (tray) ที่ปดหัวทายของถาดเจลดวยกระดาษเทป วาง comb 
ขนาด 18 หลุมลงไปในถาด เกลี่ยฟองอากาศออก ตั้งทิ้งใหเจลแข็งตัวประมาณ 20 นาที หลังจาก
เจลแข็งตัวแลวดึง comb และเทปที่บริเวณถาดออก วางถาดเจลลงใน electrophoresis chamber ที่มี
TBE buffer โดยหันดานที่มี หลุม (origin) อยูทางขั้วลบ

การทํา Gel electrophoresis
   การเตรียมตัวอยาง  : ใช 13.5 µl PCR product ผสมกับ 3.5 µl ของ loading buffer

การเตรียม ladder : ใช 1.5 µl marker ผสมกับ 3.5 µl loading buffer
ขั้นตอนการ run gel  : ทําการ load  PCR product ที่ผสมใน loading dye ลงในแตละ 

well โดย well แรกจะ load marker ลงไปกอนเพื่อใชเปนตัวเปรียบเทียบจากนั้นจึง load PCR 
product ตามลงไปใน well อ่ืนๆ จากนั้นจึงทําการ run gel (ใน TBE buffer) โดยใชกระแสไฟฟา 
110 mV เมื่อ run gel เสร็จโดยสังเกตไดจากสีของ bromphenol blue ที่เคลื่อนที่ไปใกลขอบ gel ดาน
ลาง คอยๆ นําถาดที่มีเจลขึ้นจาก buffer ซับ buffer ที่ไหลดวยกระดาษทิชชู นําไปยอมดวย ethidium 
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bromide (ความเขมขนสุดทาย 2.0x10-5 mg/ml) เปนเวลา 15 นาที และแชในน้ํากลั่นอีก 10 นาที จาก
นั้นนําไปสอง UV ดวยเครื่อง UV light transilluminator ดูแถบที่เกิดบนวุนเปรียบเทียบกับเชื้อ 
positive control ในการทดสอบนี้ใชเชื้อ     E. coli  AC4/3 เปนเชื้อควบคุมบวกซึ่งมี gene IntI1,  
Sul1 และ qacE∆1 (ไดทําการตรวจสอบโดยเทียบกับ Salmonella serovar Typhimurium DT 104 มา
แลว)

การเตรียม 2 YT
ประกอบดวย
Bacto tryptone (tryptone peptone)                             19.0 g
Yeast extract                                                           10.0 g
NaCl                                                                         5.0 g
เติม deionized water ใหครบ                                             1000.0 ml
ช่ังอาหารตามสูตรขางตน เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 l นําไปตมใหผสมเขากันดี แบง

ใสหลอด นําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว
เปนเวลา 15 นาที

การเตรียม 0.2% triton X-100
ประกอบดวย
Triton X-100 0.2 ml
deionized water 100.0 ml
ช่ัง Triton X-100 จํานวน 0.2 g จากนั้นเติม deionized water ใหครบ  500 ml

การเตรียม 1 M Tris HCL
ประกอบดวย
Tris HCL 15.76 g
deionized water 100.0 ml
ช่ัง Tris HCL 15.76 g ละลายใน deionized water 100 ml
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การเตรียม 20 mM Tris HCL
ประกอบดวย
1 M Tris HCL 10.0 ml
deionized water 500.0 ml
ช่ัง 1M Tris HCL จํานวน 10 g จากนั้นเติม deionized water ใหครบ  500 ml ปรับ pH ให

ได 8.0 ดวย 6 M NaOH

การเตรียม 0.5 M EDTA pH 8
ประกอบดวย
Disodium EDTA (FW372.24) 18.61 g
deionized water 500.0 ml
ช่ัง Disodium EDTA จํานวน 18.61 g จากนั้นเติม deionized water ใหครบ  500 ml ปรับ

pH ใหได 8.0 ดวย 6 M NaOH อุนเล็กนอย และคนจนละลายหมด

การเตรียม 2 mM EDTA
ประกอบดวย
0.5 M EDTA pH 8 0.8 ml
deionized water 200.0 ml
ช่ัง 0.5 M EDTA pH 8จํานวน 0.8  g จากนั้นเติม deionized water ใหครบ  200 ml

การเตรียม TE buffer   
ประกอบดวย
20 mM Tris HCL 50.0 ml
2 mM EDTA 50.0 ml

การเตรียม Tris-borate buffer (TBE)
ประกอบดวย
Tris base 54.0 g
Boric acid 27.5 g
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EDTA 0.5M pH 8.0 20.0 ml
เติม deionized water ใหครบ                                             500.0 ml
ช่ัง Tris base 54 g ผสมกับ Boric acid 27.5 g จากนั้นเติม EDTA 0.5M pH 8.0 จํานวน 20 

ml ลงไป แลวเติม deionized water ใหครบ  500 ml
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