
บทท่ี 3

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

อุปกรณ์ท่ีสำคัญ

เครืองปันเหวียงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น Centrikon T-42K ของ 

บริษัท Kontron Instrument Inc., Germany

เครื่องปันเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น J2-21 ของบริษัท 

Beckman, USA

เครื่องวัดค่าพีเอซ (pH meter) รุ่น 240 ของบริษัท Coming, USA 

เครืองผลมสาร (Vortex mixer) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries, Inc., USA 

หม้ออบฆ่าเชื้อด้วยไอนํ้า (Autoclave) รุ่น HA-36 ของบริษัท Hirayama Manufacturing 

Corporation, Japan

ตู้บ่มเชือ (Incubator) รุ่น RO-8 ของบริษัท Memmert, Western Germany 

เครืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Psychrotherm controlled environment incubator 

shaker) รุ่น 6-21 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA

อาหารเล ี้ยงเช ื้อ

อาหารเลียงเซือเหลวทริปติกซอย (Tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories,

USA

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย (Tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories,

USA

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไทโอชัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ (Thiosulfate citrate bile salt sucrose 

agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA

อาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำ

อาหารเลี้ยงกุ้งกุลาดำแบบเม็ดขนาดต่างๆ ของบริษัท Grobest, Thailand
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จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย

1. Bacillus S11

เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอดิก แยกและคัดเลือกสายพันธุจากลำไล้กุ้งกุลาดำที่มิสุขภาพดี 

โดยวรรนิภา เพี้ยนกักตร์ (2539) ใช้ลำหรับเตรียมเซลล์เพื่อเพ้ียงกุ้งกุลาดำ

2. Vibrio harveyi ลายพันธุ 1526

ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์ค้นคว้าการเพี้ยงกุ้งเครีอเจริญโภคกัณฑ์ ใช้สำหรับทดสอบ 

ความต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้เกิดโรค

วิธีดำเนินการวิจัย

1. การเตรียม Bacillus S11 ที่ม ีสมบ้ต ิเป ็นโพรไบโอดิก

เพ้ียง Bacillus S11 ในอาหารเพี้ยงเชื้อเหลวทริปดิกซอย (ภาคผนวก ก. ข้อ2) บนเครื่อง 

เขย่าที่อุณหภูมิ 30° ช ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชม.หลังจากนั้นแยกเชลล์เดยการ 

ตกตะกอนด้วยแคลเซียมคลอใรดํในปริมาณ 2 กรัมต่อลิตร แล้วนำไปกรองด้วยกระดาษกรอง จาก 

นั้นนำเซลล์สดที่กรองได้ไปใช้ผสมอาหารกุ้งกุลาดำสำเร็จรูป (ภาคผนวก ก. ข้อ 13)

2. การเตรียมอาหารกุ้งก ุลาดำผสม Bacillus S11 ที่ม ีสมบ ้ตเป ็นโพรไบโอดิก

นำเชลล์ลด Bacillus ร11 จากข้อ 1 ผสมกับอาหารกุ้งกุลาดำในอัตราส่วน 1:3 นำหนักต่อ 

น้ําหนักโดยใช้เซลล์ลด Bacillus รา1 หนึ่งส่วนต่ออาหารกุ้งกุลาดำลามส่วน (วรรนิภา เพี้ยนกักตร์, 

2539) คลุกให้เช้ากันดีกระจายไม่ให้อาหารติดเป็นก้อนเก็บใส่ภาชนะที่ละอาดในตู้เย็น

ตรวจนับจำนวนแบคทีเรียทั้งหมดในอาหารกุ้งกุลาดำ จำนวน Bacillus S11 ท่ีผสมใน 

อาหารกุ้งกุลาดำทันทีและในระหว่างการจัดเก็บ โดยวิธี total plate count

3. เตร ียมบ ่อเล ี้ยงก ุ้ง

เตรียมบ่อดินเพ่ือใช้ในการเพ้ียงกุ้งกุลาดำ ขนาดประมาณ 1,000 ตร.ม.ต่อบ่อ จำนวน 2 

บ่อ ความลึกของบ่อประมาณ 1.5 เมตร ณ ตำบลบึงบอน อำ๓ อหนองเสือ จังหวัดปทุมธานี ซ่ึง
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เป็นพื้นที่ที่มีลภาพแบบดินเบ่!ยวผลมดินเค็ม ทำการตากบ่อไว้ประมาณ 2 สัปดาห์ จากนั้นปล่อย 

นั้าเข้าให้มความลึกประมาณ 1.0-1.3 เมตร และปรับแต่งนั้าใ'ห้มีค1วามเค็มประมาณ 4 ส่วนในพัน 

ส่วน (ppt) ติดตั้งเครื่องตินํ้าเพี่อเพิ่มปริมาณออกชิเจนในนั้า

4. เพาะเล ี้ยงก ุ้งก ุลาดำเป ็นระยะเวลา 100 วัน

4.1 การเพาะเล ี้ยงก ุ้งก ุลาดำครั้งท ี่ 1

กุ้งกุลาดำระยะ postlarvae 24 (PL24) จากบ่อเลี้ยงกุ้งจังหวัดฉะเชิงเทรา นำมาเลี้ยงใน 

บ่อดินขนาด 1,000 ตร.ม. ที่เตรียมใว้ (ภาคผนวก ฉ) บรรจุนั้าเค็ม 4 ส่วนในพันส่วน ปล่อยกุ้ง

40,000 ตัวต่อบ่อ (40 ตัวต่อตร.ม.) ให้อากาศด้วยเครื่องตีนํ้าแบบใบพัด ทำการเล้ียงกุ้งโดยใช้ 

ระบบการเลี้ยงแบบปิด (Closed System) (Fast และ Menasveta, 1998)และให้อาหาร 3 เวลา 

ต่อวัน การทดลองแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ

1. กลุ่มควบคุม (Control) คือกลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปโดยไม่ผสมเชลล์ Bacillus S11

2. กลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปผสมเชลล์สด Bacillus S11 หนึ่งมื้อทุกวัน

4.2 การเพาะเล ี้ยงกุ้งก ุลาดำครั้งท ี่ 2

กุ้งกุลาดำระยะ postlarvae 24 (PL24) จากบ่อเลี้ยงกุ้งจังหวัดฉะเชิงเทรา นำมาเลี้ยงใน 

บ่อดินที่เตรียมไว้ บรรจุนั้าเค็ม 4 ส่วนในพันส่วน ปล่อยกุ้ง 30,000 ตัวต่อบ่อ (30 ตัวต่อตร.ม.) ให้ 

อากาศด้วยเครื่องตีนํ้าแบบใบพัด ทำการเลี้ยงกุ้งโดยใช้ระบบปิดและให้อาหาร 3 เวลาต่อวัน การ 

ทดลองใช้บ่อดิน 2 บ่อโดยท้ัง 2 บ่อให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปผสมเชลล์ลด Bacillus S11 หนึ่งมื้อทุกวัน

4.3 การเพาะเล ี้ยงกุ้งก ุลาดำครั้งท ี่ 3

กุ้งกุลาดำระยะ postlarvae 25 (PL25) จากบ่อเลี้ยงกุ้งจังหวัดฉะเชิงเทรา นำมาเลี้ยงใน 

บ่อดินที่เตรียมไว้ บรรจุนั้าเค็ม 4 ส่วนในพันส่วน ปล่อยกุ้ง 40,000 ตัวต่อบ่อ (40 ตัวต่อตร.ม.) ให้ 

อากาศด้วยเครื่องตีนั้าแบบใบพัด ทำการเลี้ยงกุ้งโดยใช้ระบบปิดและให้อาหาร 3 เวลาต่อวัน การ 

ทดลองแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ

1. กลุ่มควบคุม (Control) คือกลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปโดยไม่ผสมเชลล์ Sac/7/us S11

2. กลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปผสมเซลล์สด Bacillus S11 1 มื้อทุกวัน
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4.4 การเพาะเล ี้ยงก ุ้งก ุลาดำครั้งท ี่ 4

กุ้งกุลาดำระยะ postlarvae 25 (PL25) จากบ่อเลี้ยงกุ้งจังหวัดชลบุรี จำนวน 1,920 ตัว 

นำมาเลี้ยงในกระซังขนาด 2 ตร.ม. ในบ่อดินเดียวกันขนาดประมาณ 600 ตร.ม. (ภาคผนวก ฉ) 

บรรจุนี้าเค็ม 4 ส่วนในพันส่วน ปล่อยกุ้ง 80 ตัวต่อกระซัง (40 ตัวต่อตร.ม.) ให้อากาศด้วยหัวทราย 

ตลอดเวลา ทำการเลี้ยงกุ้งโดยใช้ระบบปิดและให้อาหาร 3 เวลาต่อวัน การทดลองแบ่งออกเป็น 2 

กลุ่มคือ

1. กลุ่มควบคุม (Control) คือกลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปโดยไม่ผสมเซลล์ Bacillus ร11 

มี 12 กระชัง (12 ซ้ํา)

2. กลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปผสมเชลล์สด Bacillus ร11 หนึ่งมื้อทุกวัน มี 12 กระซัง (12

ช้ํา)

4.5 การเพาะเล ี้ยงก ุ้งก ุลาดำครั้งท ี่ 5

กุ้งกุลาดำระยะ postlarvae 15 (PL15) จากบ่อเลี้ยงกุ้งจังหวัดชลบุรี จำนวน 960 ตัว 

นำมาเลี้ยงกระซังขนาด 2 ตร.ม. ในบ่อดินเดียวกันขนาด 600 ตร.ม. บรรจุนํ้าเค็ม 4 ส่วนในพันส่วน 

ปล่อยกุ้ง 80 ตัวต่อกระซัง (40 ตัวต่อตร.ม.) ให้อากาศด้วยหัวทรายตลอดเวลา ทำการเลี้ยงกุ้งโดย 

ใช้ระบบปิดและให้อาหาร 3 เวลาต่อวัน การทดลองแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ

1. กลุ่มควบคุม (Control) คือกลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปโดยไม่ผสมเชลล์ Bacillus รา1 

มี 6 กระซัง (6 เา)

2. กลุ่มที่ให้อาหารกุ้งสำเร็จรูปผสมเซลล์สด Bacillus ร11 หนึ่งมื้อทุกวัน มี 6 กระซัง (6 

ช้ํา)

การเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดำครั้งที่ 1 ทำการคืกษาทุก 15 วัน การเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดำครั้งที่ 2 

3, 4 แ ล ะ5 จะทำการศึกษาเหมีอนกันทุก 20วัน โดยแต่ละครั้งจะทำการศึกษา ตังน้ี

1. นำหนักตัว (กรัม) และ ความยาว (ชม.) ของกุ้งกุลาดำ

2. จำนวนแบคทีเรียทั้งหมด Bacillus S11 และ Vibrio spp. ในน้ีาในบ่อเล้ียงกุ้งกุลาดำ 

โดยวิธี Total plate count

3. จำนวนแบคทีเรียทั้งหมด Bacillus ร11 และ Vibrio spp. ในดินตะกอนในบ่อเลี้ยงกุ้ง 

กุลาดำ โดยวิธี Total plate count
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4. จำนวนแบคทีเรียทั้งหมด Bacillus S11 และ Vibrio spp. ในลำไล์กุ้งกุลาดำ โดยวิธี 

Total plate count

จำนวนแบคทีเรียทั้งหมด และ Bacillus S11 ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย (ภาค 

ผนวก ก ข้อ 1 ) ส่วน Vibrio spp. ใช้อาหารเล้ียงเช้ือแข็งใทโอชัลเฟตซิเตรทบายซอลล์ชูโครส (ภาค 

ผนวก ก ข้อ 4)

5. ตรวจลอบคุณภาพนํ้าบางประการระหว่างการเลี้ยงกุ้งกุลาดำ ดังน้ี

- แอมโมเนยม (NH4 ) ใช้ Ammonium test kit บริษัท Merck, Germany

- ไนไตรท์ (N02 ) ใช้ Nitrite test kit บริษัท Merck, Germany

- ฟอตเฟต (P043 ) ใช้ Phosphate test kit บริษัท Merck, Germany

- อัลคาลินิตี (Alkalinity) ใช้ Phosphate test kit บริษัท Merck, Germany

- อุณหภูมิ ใช้ Thermometer

- ค่าออกซิเจนที่ละลายในนํ้า (DO) ใช้ DO meter

- พีเอช ใช้ pH meter

- ความเค็ม ใช้ Refractometer

เมื่อเลี้ยงกุ้งครบตามกำหนดจะทำการจับกุ้งชื้นจากบ่อเพื่อเช็คการรอดชีวิต (%) ในการ 

เลี้ยงกุ้งกุลาดำแต่ละครั้ง

5. การทดสอบความต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้เก ิดโรค (challenge test)

นำกุ้งกลุ่มการทดลองละ 45-50 ตัว ที่เหลือจากการเพาะเลี้ยงกุ้งในแต่ละครั้งจากช้อ 4.2

4.4 และ 4.5 มาเลี้ยงในบ่อปูนซีเมนต์ขนาด 80x87x87 ช.ม. บรรจุความเค็ม 4 ส่วนในพันส่วน 

ประมาณ 400 ลิตร ให้อากาศตลอดเวลา ปรับสภาพกุ้งให้คุ้นเคยกับสภาพบ่อทดลองเป็นเวลา 3 

กัน และค่อยๆ ปรับความเค็มให้เป็น 20 ส่วนในพันส่วน ก่อนทำการทดลอง

เพาะเลี้ยง Vibrio harveyi สายพันธุ 1526 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกชอยที่เติม 

โซเดียมคลอไรต์ 2% (นี้าหนัก/ปรีมาตร) บนเครองเขย่าที่ 30° ช ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เวลา 

18-24 ซม. หลังจากนั้นปันเหวี่ยงแยกเชลล์ด้วยความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ท่ี 4° ช เวลา 15 นาที 

เก็บเซลล์สด และหาจำนวน Vibrio harveyi ลายพันธุ 1526 ในเชลล์สด 1 กรัม ด้วยวิธี Total 

plate count โดยใช้อาหารแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ชูโครสเพ่ือใช้คำนวนจำนวน Vibrio 
harveyi ลายพันธุ 1526 ที่ต้องการเติมในนี้าเลี้ยงกุ้ง
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ปรับ Vibrio harveyi ลายพันธ์ 1526 ให้มีความเข้มข้น 107 CFU/ml (ลมบัติ รักประทาน 

พร, 2541) ในนี้าเพาะเลี้ยงกุ้ง ทดลอบความต้านทานต่อการเหนี่ยวนำให้เกํดโรค 8 วัน ติดตามผล 

การทดลองดังนี้

1. การตายละลม (cumulative mortality) ติดตามผลทุกวัน

2. จำนวน Bacillus S11 และ Vibrio harveyi ในน้ีาเล้ียงกุ้งกุลาดำ ด้วยวิธี Total plate 

count ติดตามผลทุก 2 วัน

3. จำนวน Bacillus รา 1 และ Vibrio harveyi ในลำนกุ้งกุลาดำ ด้วยวิธี Total plate 

count ติดตามผลทุก 2 วัน

จำนวน Bacillus S11 ใช้อาหารเล้ียงเช้ือแข็งทริปติกซอย ส่วน Vibrio harveyi ใช้อาหาร 

เลี้ยงเช้ือแข็งไทโอชัลเฟตชิเตรทบายซอลท์ชูโครล

6. การทดสอบหลังการเหนี่ยวนำให้เก ิดโรค

ลุ่มตัวอย่างกุ้งกุลาดำที่ตาย (การทดลองละ 10 ตัว) มาทดลอบยืนยันผลว่ากุ้ง 

ตายเนื่องจาก Vibrio harveyi ลายพันธุ 1526 นำเฮปพาโตแพเครียล (hepatopancreas) ของกุ้ง 

กุลาดำที่ตาย ลำไต้ และนํ้าเลี้ยงกุ้งระหว่างการเหนี่ยวนำให้เกิดโรค ไปเพาะหาเชื้อแบคทีเรียบน 

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ซูโครส บ่มที่ 37° ซ เป็นเวลา 18-24 ชม.แยกโคโล 

นีไห้ได้เชื้อบริลทธิ้ นำไปทดสอบลักษณะทางชีวเคมีพร้อมกับ Vibrio harveyi ลายพันธุ 1526 เพ่ือ 

จำแนกว่าเป็น Vibrio harveyi ตามการจำแนกใน Bergey' ร Mannual of Systematic 

Bacteriology (Baumann และ Schubert, 1986) โดยตรวจลอบลักษณะรูปร่างและชีวเคมี และ 

การติดสืแกรม

ลักษณะรูปร ่างและธ ีวเคม ี

การติดสีแกรม

นำแบคทีเรียที่เจริญในอาหารแข็งไทโอชัลเฟตชิเตรทบายซอลท์ชูโครล มาย้อมดูการติดลี 

แกรม (ภาคผนวก ร ข้อ 1-4 ) ดูรูปร่างและการดัดเรียงตัวของเชลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์
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การทดสอบการเคลื่อนที่

ปลูกเชื้อลงบนอาหารทดสอบการเคลื่อนที่ (Motility test medium) (ภาคผนวก ก ฃ้อ 5) ท่ี 

เติมโซเดียมคลอไรด์ 1% โดยแทงเข็มเรี่ยเชื้อลงไปจนสุดหลอดทดสอบ บ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ 

ถ้าเชื้อลามารถเคลื่อนที่ได้จะมิรอยการเจริญออกจากรอยที่แทงไว้

การสร้างคะตะเลส

ใช้เชื้อแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารแข็งทริปติกซอย (ภาคผนวก ก ข้อ 1) อายุ 24 ชม. มา 

กระจายลงบนแผ่นใลที่ละอาด หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เข้มข้น 3% ลงบนเชื้อ ถ้ามิ 

ฟองก๊าซเกิดชื้นแสดงว่าเข้อลามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลลให้ได้ผลเป็นบวก แต่ถ้าไม่เกิดฟองก๊าช 

แสดงว่าเชื้อไม่ลามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลลให้ได้ผลเป็นลบ

การสร้างออกซิเดล

หยดสารละลายเตตระเมทธิลพาราที!น ิลไดเอมีนไดไฮโดรคลอไรด์ (Tetramethyl 

paraphenydiamine dihydrochloride) เข้มข้น 1% (ภาคผนวก ข ข้อ 5) ลงบนกระดาษกรองจน 

ชุ่มแล้วใช้ลวดพลาทินัมเรี่ยเชื้อจากอาหารแข็งทริปติกซอย ป้ายบนกระดาษกรอง ถ้าเกิดลีม่วงชื้น 

ภายใน 10 วินาที แสดงว่าผลเป็นบวก ลีที่เกิดชื้นเนื่องจากแบคทีเรียมิการสร้างไชโตโครมออกซิ 

เดส (Cytochrome oxidase) โดย N,N,N,N-Tetramethyl-p-phenylene-diamine) 

dihydrochloride ถูกออกซิไดชํโดย oxidized cytochrome C จะเกิดลีม่วงของ Wurster's blue ถ้า 

ไม่เกิดลีม่วง แสดงว่าแบคทีเรียไม่สร้าง cytochrome oxidase

การทดสอบการสร้างอินโดล

ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดสอบลงในอาหารเหลวทริปโตเฟน (Tryptophane broth) (ภาคผนวก 

ก ข้อ 6) ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 1 % บ่มที่อุณหภูมิ 37° ช เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ทดสอบการสร้างอิน 

โดโดยหยดสารละลายโคแวคด์ (Kovac’s reagent) (ภาคผนวก ข ข้อ 6) 1-2 หยด ถ้าเกิดลีชมพู 

แสดงว่าเชื้อสร้างทริปโตฟราเนส (Tryptophanase) ย่อยสลายทริปโตเฟนในอาหารเลี้ยงเชื้อได้อิน 

โดล ถ้าไม่เกิดลีแสดงว่าผลเป็นลบ

การทดสอบการออกซิไดข์และการหมัก

ปลูกเซึอลงในอาหาร Huge and Leifson’ ร O-F medium (ภาคผนวก ก ข้อ 11) อีก 

หลอดหนื่งทำให้อยู่ในสภาพขาดอากาศโดยเทพาราทีเนเหลวปิดหน้าประมาณ 2 ชม. นำท้ัง 2 

หลอดบ่มที่ 37° ช เป็นเวลา 48 ชม. ดูการเปลี่ยนลีของอาหารและการเกิดก๊าซ โดยอาหารจะ
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การใช้ในเตรท

ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดสอบลงในอาหารเหลวไนเตรท (Nitrate broth) (ภาคผนวก ก ข้อ 7) 

ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 1% บ่มที่อุณหภูมิ 37° ช เป็นเวลา 24 ชม. ตรวจสอบไนไตรท์ท่ีเกิดช้ืนโดย 

การเติมกรด1ซัลฟานิลิก (Sulfanilic acid) 2-3 หยด และแอลฟาแนพทิลลามีน (OC-napthylamine) 

(ภาคผนวก ข ข้อ 8) ลงไปตามลำดับ ถ้าเกิดสีแดงภายใน 30 วินาที ให้ผลเป็นบวก สีแดงที่เกิดชื้น 

เนื่องจากไนไตรท์ที่เกิดชื้น ทำปฏิกิริยากับกรดซัลฟานิลิก ได้สารประกอบประ๓ ทเกลือไดอะโซ 

เนียม (Diazonium) และเกลือที่ได้นี้จะรวมตัวกับแอลฟาแนพทิลลามีน ทำให้เกิดสีแดงชองอะโช 

ดาย (Azodye) ที่ละลายนี้าได้ แต่ถ้าไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงให้ผลเป็นลบ บางคร้ังไนไตรท์ท่ีเกิด 

ชื้นทั้งหมดจะถูกเปลี่ยนเป็นแอมโมเนีย อาหารจึงไม่เปลี่ยนสี ดังนั้นจึงต้องใส่ผงส์งกะสีลงไป 

ทดสอบ ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเป็นสีแดง เนื่องจากสังกะสีไปดึงออกซิเจนจากไนเตรทให้กลาย 

เป็นไนไตรท์ แสดงว่าเชื้อไม่สามารถใช้ไนเตรทได้ให้ผลเป็นลบ ถ้าไม่เกิดสีแดงแสดงว่าไนไตรท์ 

เปลี่ยนเป็นแอมโมเนียหมดจึงให้ผลเป็นบวก

การทดสอบเมทิลเรด

ถ่ายเชื้อท ี่ต้องการทดสอบลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มอา?- ว ีพ ี (ภาคผนวก ก ข้อ 8) บ ่ม ท ี่ 

อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจผลโดยหยดสารละลายเมทิลเรด (ภาคผนวก ฃ ข้อ 9 )

การทดสอบเมทีลคา?บนอล (Voges proskauer test)

ถ่ายเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มอา?- ว ีพ ี (ภาคผนวก ก ข้อ 8) 

ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 1% บ่มที่อุณหภูมิ 37° ช เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ทดสอบโดยการเติมแอลฟา 

แนพทอล(a-napthol) 5% ปรมาตร 0.3 มล. (ภาคผนวก ช ข้อ 7) แล้วจึงใส่สารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ 40% ปริมาตร 0.2 มล. เขย่าให้ผสมกัน ถ้ามีสีแดงเกิดชื้นภายใน 10 นาที หรือ 24 

ซม. แสดงว่าแบคทีเรียมีการผลิตอะซิโตอิน (Acetoin) จากวัฎจักรบิวทิรีนไกลคอล (Butylene 

glycol pathway) ซ่ึง 40% โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ จะเปลี่ยนกลับให้อะซิโตอินกลายเป็นไดอะซิ 

ทิล (Diacetyl) และเกิดสารประกอบสีแดง โดยการเร่งปฏิกิริยาของแอลฟาแนพทอล ให้บันทึกผล 

เป็นบวก ถ้าไม่เกิดสีแดงให้ผลเป็นลบ

เป ล ี่ย น จ า ก ส ีเข ีย ว เป ็น ส ีเห ล ือ ง  เฉ พ า ะ ห ล อ ด ท ี่ไ ม ่ไ ด ้เท พ า ร า ฟ น  แ ส ด ง ว ่า เป ็น  O x id a tio n  แ ต ่ถ ้า เก ิด

เป ล ี่ย น ส ีท ั้ง  2  ห ล อ ด แ ส ด ง ว ่า เป ็น  F e rm e n ta tio n
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การใช้ชิเตรท

ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดลอบลงในอาหารชิมมอนส์ชิเตรท (Simmon' ร citrate agar) (ภาค 

ผนวก ก ช้อ 10) ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 1% บ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา 2-7 วัน เช้ือท่ีลามารถใช้ 

ชิเตรทไต้จะเปลี่ยนลีอินดิเคเตอร์ในอาหารจากลีเซียวกลายเป็นลี,นาเงิน เนื่องจากเชื้อลามารถใช้ 

โซเดียมชิเตรทเป็นแหล่งคาร์บอนและใช้แอมโมเนียมฟอสเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนไต้แอมโมเนียที่มี 

ลมบ้ติเป็นเบส ทำให้บรอมไธมอลบลู เปลี่ยนจากลีเซียวกลายเป็นลีนํ้าเงิน ถ้าเช้ือไม่ลามารถใช้ 

โซเดียมชิเตรทไต้อาหารเลี้ยงเชื้อจะมิลีเซียวเหมือนเดิม

การทดสอบความลามารถในการทนเกลือ

ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดลอบลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนิวเตรียนท์ ที่เติมโซเดียมคลอไรด์

0-10% บ่มที่อุณหภูมิ 37° ซ เป็นเวลา 24 ชม. ตรวจดูการเจริญซองเช้ือโดยดูความขุ่นของเชื้อท่ีฃึ้น 

ในอาหาร ถ้าเชื้อเจริญเกิดความขุ่นให้ผลเป็นบวก ถ้าไม่เจริญให้ผลเป็นลบ

การทดลอบความลามารถในการเจริญที่อุณหภูมิต่างๆ

ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดลอบลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 1% 

บ่มที่อุณหภูมิ 37° ช เป็นเวลา 24 ชม. ตรวจดูการเจริญชองเชื้อตามรอยที่เขี่ยเชื้อ ถ้าเชื้อเจริญเกิด 

ความขุ่นให้ผลเป็นบวก ถ้าไม่เจริญให้ผลเป็นลบ

การทดลอบความลามารถในการใช้นํ้าตาล

ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดลอบลงในอาหารเลี้ยงเหลวทดสอบการใช้นํ้าตาล (ภาคผนวก ก ข้อ

9) ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 1% บ่มที่อุณหภูมิ 37° ช เป็นเวลา 18-24 ซม. สังเกตการลร้างกรด ถ้า 

เชื้อลามารถใช้คาร์โบไฮเดรตไต้จะลร้างกรด ทำให้อินดิเคเตอร์บรอมไธมอลบลูในอาหารเปลี่ยนลี 

จากลีเซียวเป็นลีเหลืองให้ผลเป็นบวก ถ้าไม่เปลี่ยนลีให้ผลเป็นลบ

7.ว ิเคราะห ์ความแตกต่างของข ้อม ูลแต่ละการทดลอง

โดยใช้ Duncan' ร multiple range test ทีระดับความเชึอมัน 95%
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