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ชื่อโครงการวิชาการ การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ ในการสรางเอนโดสปอรของเชื้อ 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 

ผรูับผดิชอบโครงการ        สัดสวนของผลงาน 

นายสุเมธ วันภูงา   นักวิทยาศาสตร     40 % 

นางเบญจวรรณ ใจสะอาด  นักวิชาการสัตวบาล    30 % 

นางสาวฐิตาภรณ สุขศิริ  นักวิทยาศาสตรการแพทย    30 % 

หนวยงานรับผิดชอบ ศูนยทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตว (ศทวช.) 1212 หมู 11 ตำบลปากชอง

อำเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา 
 

บทคัดยอ 

ศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด ไดแก 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) ในการสรางเอนโดสปอรของเชื้อแบคทีเรียจำนวน 4 สายพันธุ ไดแก Geobacillus stearothermophilus  

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

เอนโดสปอรของเชื้อเปนระยะเวลา 7 วัน ดวยการยอมสีแลวสองดูดวยกลองจุลทรรศน พบวาระยะเวลา 2 วัน

เหมาะสมในการสรางเอนโดสปอรของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดจึงคัดเลือกเชื้อ G. stearothermophilus  

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

มาทำการศึกษาตอ โดยการนับจำนวนเอนโดสปอรที่สรางไดของเชื้อแตละสายพันธุในอาหารแตละชนิดคำนวณ

ปริมาณเอนโดสปอรที่ผลิตได พบวาเชื้อ G. stearothermophilus TISTR 329 และ ATCC 7953 ในอาหาร  

เลี้ยงเชื้อ ESA สามารถสรางเอนโดสปอรไดสูงท่ีสุด 3.5 x 106cfu/ml จึงสรุปไดวา อาหารเลี้ยงเชื้อ ESA เหมาะสม

ตอการสรางเอนโดสปอรของเชื้อ G. stearothermophilus TISTR 329 และ ATCC 7953 สามารถนำไปใชใน

การผลิตเอนโดสปอรสำหรับการเตรียมชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆาเชื้อได 

Keyword: อาหารเลี้ยงเชื้อ, endospore, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus stearothermophilus 
 

บทนำ 

ฝายแบคทีเรีย ศูนยทดสอบและวิจัยคุณภาพชีววัตถุสำหรับสัตว ไดทำการพัฒนาชุดทดสอบประสิทธิภาพ

เครื่องนึ่งฆาเชื้อ เพ่ือใชภายในหนวยงานและไดมีการนำเสนอเปนผลงานการจัดการความรูของศูนยฯ ประจำป

งบประมาณ 2562 ในหัวขอ ชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆาเชื้อ (Biological indicators) โดยใหชื่อ

ผลิตภัณฑที่พัฒนาขึ้นวา VBAC Spore I เพ่ือชวยลดคาใชจายในการซื้อชุดทดสอบ ซึ่งในการพัฒนาชุดทดสอบนั้น 



การเตรียมเอนโดสปอรของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus เปนข้ันตอนที่มีความสำคัญ วิธีการเดิมท่ีใช

อาหารเลี้ยงเชื้อ NB สามารถเตรียมเอนโดสปอรไดในปริมาณที่นอย จากงานวิจัยของ LEE, SANG-WOOK และ 

SANG JUN SIM (2006) พบวามีการใชอาหารเลี้ยงเชื้อบางสูตรในการเพาะเลี้ยงเชื้อ G. stearothermophilus 

เพ่ือกระตุนใหเชื้อสามารถสรางเอนโดสปอรไดในปริมาณมากขึ้นและเปนสูตรอาหารที่มีสวนประกอบไมซับซอน

มากนัก ดังนั้นจึงทำการศึกษาประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ โดยปรับในสวนขององคประกอบภายใต

เงื่อนไขความพรอมของวัสดุอุปกรณสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอยภูายในหนวยงาน เพ่ือใหไดอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มปีระสิทธิภาพในการผลิตเอนโดสปอรสำหรับการเตรียมชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆาเชื้อตอไป 

อุปกรณและวิธีการ 

 วัสดุอุปกรณ  

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 

เชื้อจุลินทรีย  

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 ไดแก TA ,TB, TPA, TPB, TSA, TSB, NA, NB, ESA และ ESB ตาม

สูตรและวิธีท่ีระบุในฉลาก นึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121ºC 15 นาที 

2. การเตรียมเชื้อจุลินทรีย 

เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียทั้ง 4 สายพันธุ ไดแก Geobacillus stearothermophilus TISTR 329, ATCC 

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

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

3. การศึกษาการสรางเอนโดสปอรของเชื้อในอาหารแตละชนิด 

เพาะเลี้ยงเชื้อทั้ง 4 สายพันธุลงบนอาหารท้ัง 5 ชนิดในรูปอาหารแข็งและอาหารเหลว บมที่อุณหภูมิ 

56ºC ติดตามผลการสรางเอนโดสปอรโดยการยอมสีแลวสองดูดวยกลองจุลทรรศนประเมินรอยละปริมาณของ  

เอนโดสปอรตอเซลลปกติดวยสายตาทุกวัน เปนเวลา 7 วัน เพ่ือคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่สามารถกระตุนการสราง

เอนโดสปอรไดรอยละ 2 ขึ้นไปมาทำการทดสอบในขั้นตอนตอไปดังแสดงในตารางท่ี 1 

4. การนับจำนวนเอนโดสปอร 

เพาะเลี้ยงเชื้อลงบนอาหารท่ีคัดเลือกมาจากขั้นตอนที่ 3 บมทีอุ่ณหภูมิ 56ºC เปนเวลา 2 วัน ทำการเก็บเก่ียว

เอนโดนสปอร และนับจำนวนดวยเทคนิค Total plate count บนอาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agarดังแสดงใน

ตารางที่ 2 
 

ผลการศึกษา 

จากการศึกษาการสรางเอนโดสปอรของเชื้อ 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 ติดตามการสรางเอนโดสปอรของเชื้อเปนระยะเวลา 7 วัน ดวยการยอมสีแลว

สองดูดวยกลองจุลทรรศน พบรอยละของปริมาณเอนโดสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อดังแสดงในตารางที่ 1 พบวา

ระยะเวลา 2 วัน เหมาะสมในการสรางเอนโดสปอรของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดและเชื้อที่สรางเอนโดสปอร

ไดรอยละ 2 ขึ้นไป ไดแกเชื้อ G. stearothermophilus  TISTR 329, ATCC 7953 และ B. stearothermophilus 

TISTR 1517 ไปทำการศึกษาตอในอาหารเลี้ยงเชื้อ ESA, NA และ TA โดยการนับจำนวนเอนโดสปอรที่สรางได 



และคำนวณปริมาณเอนโดสปอรที่ผลิตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิด ดังแสดงในตารางที่  2 ซึ่ งเชื้ อ                

G. stearothermophilusTISTR 329 และ ATCC 7953 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ESA สามารถสรางเอนโดสปอรไดสูง

ที่สุด 3.5 x 106cfu/ml 

ตารางที่ 1 รอยละปริมาณเอนโดสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด เปนเวลา 7 วัน  

 

ตารางที่ 2 แสดงผลคาเฉลี่ยปริมาณการสรางเอนโดสปอร (cfu/ml) 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณเอนโดสปอร (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 
 

สรุปและวิจารณผลการศึกษา 

จากการศึ กษ าส รุป วาอ าห ารเลี้ ย ง เชื้ อ  ESA เห มาะส ม ตอการส รางเอน โดสป อรขอ งเชื้ อ                       

G. stearothermophilus TISTR 329 และ ATCC 7953 สามารถนำไปใชในการผลิตเอนโดสปอรสำหรับการ

เตรียมชุดทดสอบประสิทธิภาพเครื่องนึ่งฆาเชื้อโดยท่ัวไปการเตรียม spore strip จะใชปริมาณเอนโดสปอร/strip 

เทากับ 2 x 105cfu/ml (สุวิทย; 2015) ดังนั้นจากผลการศึกษาครั้งนี้พบวาการเตรียมเอนโดสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

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 สามารถสรางเอนโดสปอรไดถึง 3.5 x 106cfu/ml ซึ่งสามารถนำไปเตรียมชุดทดสอบ

ประสิทธิภาพนึ่งฆาเชื้อไดถึง 17,000 strip 
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ภาคผนวก 

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

สวนที่ 1  สารอาหารหลัก เตรียม 900 ml 

Peptone  5.5 g 

Yeast extract  4.0 g 

DW   900 ml 

สวนที่ 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 ตามสูตรสวนที่ 2 ไวใชเปน stock solution นำไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ121ºC 15 นาที 

2. เตรียมสวนที่ 1 ตามสูตร ปริมาตร 900 มล. เติม Supplement 100 มล. ผสมใหเขากัน นำไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 121ºC 15 นาที หากตองการเตรียมเปนอาหารแข็งใหเติม agar 15 กรัม/ลิตร 


