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ชื่อโครงการวิชาการ การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ ในการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อ Geobacillus 

stearothermophilus TISTR 329, ATCC 7953, Bacillus stearothermophilus TISTR 1560 และ TISTR 1517 

ชื่อภาษาอังกฤษ Efficacy of media culture for endospore production of Geobacillus stearothermophilus 

TISTR 329, ATCC 7953, Bacillus stearothermophilus TISTR 1560 and TISTR 1517 

ผูšรับผดิชอบโครงการ        สัดสŠวนของผลงาน 

นายสุเมธ วันภูงา   นักวิทยาศาสตรŤ     40 % 

นางเบญจวรรณ ใจสะอาด  นักวิชาการสัตวบาล    30 % 

นางสาวฐิตาภรณŤ สุขศิริ  นักวิทยาศาสตรŤการแพทยŤ    30 % 

หนŠวยงานรับผิดชอบ ศูนยŤทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตวŤ (ศทวช.) 1212 หมูŠ 11 ตำบลปากชŠอง

อำเภอปากชŠอง จังหวัดนครราชสีมา 
 

บทคัดยŠอ 

ศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด ไดšแกŠ Tryptose agar (TA), Tryptose broth (TB),  

Tryptose phosphate agar (TPA), Tryptose phosphate broth (TPB), Tryptic soy agar (TSA), Tryptic soy 

broth (TSB), Nutrient agar (NA), Nutrient broth (NB), Endospore agar (ESA) แ ล ะ  Endospore broth 

(ESB) ในการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อแบคทีเรียจำนวน 4 สายพันธุŤ ไดšแกŠ Geobacillus stearothermophilus  

TISTR 329, ATCC 7953, Bacillus stearothermophilus TISTR 1560 และ TISTR 1517 โดยติดตามการสรšาง

เอนโดสปอรŤของเชื้อเปŨนระยะเวลา 7 วัน ดšวยการยšอมสีแลšวสŠองดูดšวยกลšองจุลทรรศนŤ พบวŠาระยะเวลา 2 วัน

เหมาะสมในการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดจึงคัดเลือกเชื้อ G. stearothermophilus  

TISTR 329, ATCC 7953 และ B. stearothermophilus TISTR 1517 และอาหารเลี้ยงเชื้อ ESA, NA และ TA 

มาทำการศึกษาตŠอ โดยการนับจำนวนเอนโดสปอรŤที่สรšางไดšของเชื้อแตŠละสายพันธุŤในอาหารแตŠละชนิดคำนวณ

ปริมาณเอนโดสปอรŤที่ผลิตไดš พบวŠาเชื้อ G. stearothermophilus TISTR 329 และ ATCC 7953 ในอาหาร  

เลี้ยงเชื้อ ESA สามารถสรšางเอนโดสปอรŤไดšสูงท่ีสุด 3.5 x 106cfu/ml จึงสรุปไดšวŠา อาหารเลี้ยงเชื้อ ESA เหมาะสม

ตŠอการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อ G. stearothermophilus TISTR 329 และ ATCC 7953 สามารถนำไปใชšใน

การผลิตเอนโดสปอรŤสำหรับการเตรียมชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆŠาเชื้อไดš 

Keyword: อาหารเลี้ยงเชื้อ, endospore, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus stearothermophilus 
 

บทนำ 

ฝśายแบคทีเรีย ศูนยŤทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตวŤ ไดšทำการพัฒนาชุดทดสอบประสิทธิภาพ

เครื่องนึ่งฆŠาเชื้อ เพ่ือใชšภายในหนŠวยงานและไดšมีการนำเสนอเปŨนผลงานการจัดการความรูšของศูนยŤฯ ประจำปŘ

งบประมาณ 2562 ในหัวขšอ ชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆŠาเชื้อ (Biological indicators) โดยใหšชื่อ

ผลิตภัณฑŤที่พัฒนาขึ้นวŠา VBAC Spore I เพ่ือชŠวยลดคŠาใชšจŠายในการซื้อชุดทดสอบ ซึ่งในการพัฒนาชุดทดสอบนั้น 



การเตรียมเอนโดสปอรŤของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus เปŨนข้ันตอนที่มีความสำคัญ วิธีการเดิมท่ีใชš

อาหารเลี้ยงเชื้อ NB สามารถเตรียมเอนโดสปอรŤไดšในปริมาณที่นšอย จากงานวิจัยของ LEE, SANG-WOOK และ 

SANG JUN SIM (2006) พบวŠามีการใชšอาหารเลี้ยงเชื้อบางสูตรในการเพาะเลี้ยงเชื้อ G. stearothermophilus 

เพ่ือกระตุšนใหšเชื้อสามารถสรšางเอนโดสปอรŤไดšในปริมาณมากขึ้นและเปŨนสูตรอาหารที่มีสŠวนประกอบไมŠซับซšอน

มากนัก ดังนั้นจึงทำการศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตŠางๆ โดยปรับในสŠวนขององคŤประกอบภายใตš

เงื่อนไขความพรšอมของวัสดุอุปกรณŤสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอยูŠภายในหนŠวยงาน เพ่ือใหšไดšอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มปีระสิทธิภาพในการผลิตเอนโดสปอรŤสำหรับการเตรียมชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆŠาเชื้อตŠอไป 

อุปกรณŤและวิธีการ 

 วัสดุอุปกรณŤ  

1. Erlenmeyer flask 1000 ml 

2. Glass bottle 

3. Glass slide 

4. Pipette aid 

5. Plastic pipette 1 ml, 5 ml, 10 ml 

6. Sterilize plastic petri dish  

7. Spreader 

8. Test tube screw cap 16 x 100 cm, 20 x150 cm 

สารเคมี  

1. Gram’s stain set solution  

2. Malachite green solution 

3. McFarland No. 0.5 

4. 0.85 % NaCl 

5. Sterile Deionized water 

อาหารเลี้ยงเชื้อ  

1. Tryptose agar (TA)   Tryptose broth (TB) 

2. Tryptose phosphate agar (TPA) Tryptose phosphate broth (TPB) 

3. Tryptic soy agar (TSA)   Tryptic soy broth (TSB) 

4. Nutrient agar (NA)   Nutrient broth (NB) 

5. Endospore agar (ESA)   Endospore broth (ESB)   

6. Plate count agar 

เชื้อจุลินทรียŤ  

1. Geobacillus stearothermophilus TISTR 329 

2. Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953   

3. Bacillus stearothermophilus TISTR 1560 

4. Bacillus stearothermophilus TISTR 1517 



เครื่องมือ 

1. Autoclave 

2. Balance 

3. Biosafety cabinet class II 

4. Centrifuge 

5. Microscope 

6. Stirrer hotplate 

7. Incubator 56ºC  

วิธีการทดลอง 

1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ   

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 5 ชนิด ไดšแกŠ TA ,TB, TPA, TPB, TSA, TSB, NA, NB, ESA และ ESB ตาม

สูตรและวิธีท่ีระบุในฉลาก นึ่งฆŠาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121ºC 15 นาที 

2. การเตรียมเชื้อจุลินทรียŤ 

เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียŤทั้ง 4 สายพันธุŤ ไดšแกŠ Geobacillus stearothermophilus TISTR 329, ATCC 

7953, Bacillus stearothermophilus TISTR 1560 และ TISTR 1517 ลงบนอาหาร TA บŠมที่อุณหภูมิ 37ºC 

18 ชั่วโมง เตรียมเชื้อใหšมีความขุŠนเทŠากับ McFarland No. 0.5 หรือปริมาณ 1.5×108cfu/ml ดšวย 0.85% NaCl 
 

3. การศึกษาการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อในอาหารแตŠละชนิด 

เพาะเลี้ยงเชื้อทั้ง 4 สายพันธุŤลงบนอาหารท้ัง 5 ชนิดในรูปอาหารแข็งและอาหารเหลว บŠมที่อุณหภูมิ 

56ºC ติดตามผลการสรšางเอนโดสปอรŤโดยการยšอมสีแลšวสŠองดูดšวยกลšองจุลทรรศนŤประเมินรšอยละปริมาณของ  

เอนโดสปอรŤตŠอเซลลŤปกติดšวยสายตาทุกวัน เปŨนเวลา 7 วัน เพ่ือคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่สามารถกระตุšนการสรšาง

เอนโดสปอรŤไดšรšอยละ 2 ขึ้นไปมาทำการทดสอบในขั้นตอนตŠอไปดังแสดงในตารางท่ี 1 

4. การนับจำนวนเอนโดสปอรŤ 

เพาะเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารท่ีคัดเลือกมาจากขั้นตอนที่ 3 บŠมทีอุ่ณหภูมิ 56ºC เปŨนเวลา 2 วัน ทำการเก็บเก่ียว

เอนโดนสปอรŤ และนับจำนวนดšวยเทคนิค Total plate count บนอาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agarดังแสดงใน

ตารางที่ 2 
 

ผลการศึกษา 

จากการศึกษาการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อ G. stearothermophilus TISTR 329, ATCC 7953,       

B. stearothermophilus TISTR 1560 และ TISTR 1517 เมื่อทำการเพาะเลี้ยงลงบนอาหาร TA, TB, TPA, TPB, 

TSA, TSB, NA, NB, ESA และ ESB ติดตามการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อเปŨนระยะเวลา 7 วัน ดšวยการยšอมสีแลšว

สŠองดูดšวยกลšองจุลทรรศนŤ พบรšอยละของปริมาณเอนโดสปอรŤในอาหารเลี้ยงเชื้อดังแสดงในตารางที่ 1 พบวŠา

ระยะเวลา 2 วัน เหมาะสมในการสรšางเอนโดสปอรŤของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดและเชื้อที่สรšางเอนโดสปอรŤ

ไดšรšอยละ 2 ขึ้นไป ไดšแกŠเชื้อ G. stearothermophilus  TISTR 329, ATCC 7953 และ B. stearothermophilus 

TISTR 1517 ไปทำการศึกษาตŠอในอาหารเลี้ยงเชื้อ ESA, NA และ TA โดยการนับจำนวนเอนโดสปอรŤที่สรšางไดš 



และคำนวณปริมาณเอนโดสปอรŤที่ ผลิตไดšในอาหารเลี้ยงเชื้อแตŠละชนิด ดังแสดงในตารางที่  2 ซึ่ งเชื้ อ                

G. stearothermophilusTISTR 329 และ ATCC 7953 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ESA สามารถสรšางเอนโดสปอรŤไดšสูง

ที่สุด 3.5 x 106cfu/ml 

ตารางที่ 1 รšอยละปริมาณเอนโดสปอรŤในอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด เปŨนเวลา 7 วัน  

 

ตารางที่ 2 แสดงผลคŠาเฉลี่ยปริมาณการสรšางเอนโดสปอรŤ (cfu/ml) 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณเอนโดสปอรŤ (cfu/ml) 

 1 2 Mean 

TISTR 329       ESA 3.6×106 3.3×106 3.5×106 

                     NA 2.5×106 2.3×106 2.4×106 

TA 4.9×104 5.1×104 5.0×104 

TISTR 1517      ESA 7.1×105 7.0×105 7.1×105 

                     NA 2.4×105 2.5×105 2.5×105 

TA 6.2×103 5.8×103 6.0×103 

ATCC 7953      ESA 3.5×106 3.4×106 3.5×106 

                     NA 1.6×106 1.3×106 1.5×106 

TA 3.2×104 3.3×104 3.3×104 
 

สรุปและวิจารณŤผลการศึกษา 

จากการศึ กษ าส รุป วŠ าอ าห ารเลี้ ย ง เชื้ อ  ESA เห มาะส ม ตŠ อการส รš า ง เอน โดสป อรŤขอ งเชื้ อ                       

G. stearothermophilus TISTR 329 และ ATCC 7953 สามารถนำไปใชšในการผลิตเอนโดสปอรŤสำหรับการ

เตรียมชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆŠาเชื้อโดยท่ัวไปการเตรียม spore strip จะใชšปริมาณเอนโดสปอรŤ/strip 

เทŠากับ 2 x 105cfu/ml (สุวิทยŤ; 2015) ดังนั้นจากผลการศึกษาครั้งนี้พบวŠาการเตรียมเอนโดสปอรŤในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

TISTR ATCC TISTR TISTR TISTR ATCC TISTR TISTR TISTR ATCC TISTR TISTR TISTR ATCC TISTR TISTR TISTR ATCC TISTR TISTR TISTR ATCC TISTR TISTR TISTR ATCC TISTR TISTR

329 7953 1560 1517 329 7953 1560 1517 329 7953 1560 1517 329 7953 1560 1517 329 7953 1560 1517 329 7953 1560 1517 329 7953 1560 1517
ESA 10% 7.5% - 25% 40% 30% - 60% 30% 17.5% - 25% - - - - - - - - - - - - - - - -

ESB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

NA 8% 20% - 7.5% 10% 16.5% - 25% 2% 10% - 20% - - - - - - - - - - - - - - - -

NB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

TA 2% - - - - 2% - 2% - 2.5% - 3.5% - - - - - - - - - - - - - - - -

TB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

TPA - - - - - 1% - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

TPB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

TSA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

TSB - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

อาหารเล้ียงเช้ือ

ร อยละปริมาณเอนโดสปอร ของเช้ือ G. stearothermophilus TISTR 329, ATCC 7953, B. stearothermophilus  TISTR 1560 และ TISTR 1517

วันท่ี 1 วันท่ี 2 วันท่ี 3 วันท่ี 4 วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7



ESA ปริมาตร 1 ลิตร สามารถสรšางเอนโดสปอรŤไดšถึง 3.5 x 106cfu/ml ซึ่งสามารถนำไปเตรียมชุดทดสอบ

ประสิทธิภาพนึ่งฆŠาเชื้อไดšถึง 17,000 strip 

เอกสารอšางอิง  

LEE, SANG-WOOK and SANG JUN SIM. 2006. Increased Heat Resistance of Geobacillus stearothermophilus  

 spores Heat-Shocked During Sporulation. J. Microbiol. Biotechnol. 16(4): 633-636. 

สุวิทยŤ แวŠนเกตุ “ตัวบŠงชี้ทางชีวภาพ (Biological Indicator)” http://www.cssd-gotoknow.org/2015/02  

 /biological-indicator.html 

ภาคผนวก 

สูตรอาหาร Endospore medium (LEE, SANG-WOOK และ SANG JUN SIM) 

สŠวนที่ 1  สารอาหารหลัก เตรียม 900 ml 

Peptone  5.5 g 

Yeast extract  4.0 g 

DW   900 ml 

สŠวนที่ 2  Supplement (สูตรสำหรับเตรียม  1 ลิตร ) 

KH2PO4   5.0 g 

Glutamic acid  4.0 g 

Glucose  1.8 g 

(NH4)H2PO4  1.0 g 

NaCl   0.1 g 

MgSO4   0.1 g 

CaCl2   0.1 g 

MnSO4   0.1 g 

FeSO4   0.03 g 

DW   1000 ml 

1. เตรียม Supplement ตามสูตรสŠวนที่ 2 ไวšใชšเปŨน stock solution นำไปนึ่งฆŠาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ121ºC 15 นาที 

2. เตรียมสŠวนที่ 1 ตามสูตร ปริมาตร 900 มล. เติม Supplement 100 มล. ผสมใหšเขšากัน นำไปนึ่งฆŠาเชื้อที่

อุณหภูมิ 121ºC 15 นาที หากตšองการเตรียมเปŨนอาหารแข็งใหšเติม agar 15 กรัม/ลิตร 


