
 
 
 

บทที่  3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการ 

 
3.1  อุปกรณและสารเคมี 
 3.1.1  อุปกรณ 

1.  เสียม     18.  ชอนตักสาร 

2.  ชอนตักสาร    19.  แทงแกวงอปลาย 

3.  ถุงใสดิน    20.  ทิชชู 
4.  ถาด     21.  Hot  air  oven  

5.  หมอนึ่งความดันไอน้ํา   22.  เคร่ืองช่ังสาร 
6.  บีกเกอร    23.  เข็มเข่ียเช้ือ 

7.  หลอดทดลอง   24.  แอลกอฮอล  70% 

8.  ไมโครปเปต    25.  ตะเกียงแอลกอฮอล 

9.  ขวดรูปชมพู  flask   26.  แทงแกวคนสาร 

10.  อะลูมิเนยีมฟอยส   27.  แผนสไลด 

11.  สําลี 

12.  น้ํากล่ัน 

13.  จานอาหารเล้ียงเชื้อ  Plate 

14.  กลองจุลทรรศน 

15.  กลอง  Micro scope  Bino cular  Photo  รุน  ECLIPSE  E600 

16.  กลองจุลทรรศสเตอริโอ 

17.  กลอง  Micro scope  Stero  Photo  รุน  FDX-35 
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3.1.2  สารเคมี 
 1.  Yeast  extract   

 2.  Malt  extract    

 3.  Peptone            

 4.  Glucose          

 5.  Agar              

 6.  น้ํากล่ัน           

 7.  แอมพิซินลิน   

 8.  ฟงกาซิน   

 9.  Crystal  Violet 

 10.  Iodine 

 11.  Safranin 

 12.  แอลกอฮอล  95% 

 
3.2  ขั้นตอนและวิธีการดําเนินการ 

3.2.1  วิธีการเก็บตัวอยาง 
     เก็บตัวอยางจากดินในไรมันสําปะหลัง   ดินในไรออย  เก็บดินมา  10  กิโลกรัม  

จากพื้นที่  10×10  ตารางเมตร  โดยเก็บ  5  จุด   

 
3.2.2  ขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 1.  ชั่งสารตามสูตรที่กําหนด  แลวนําไป  Clave  เพื่อฆาเช้ือที่  121  องศาเซลเซียส  15  

      นาที 

  2.  ทําใหอาหารเล้ียงเชื้ออุน ๆ แตไมแข็งแลวรีบใสยาฆาเชื้อราและเช้ือแบคทีเรีย ตาม 

      ขนาดความเขมขนของยาที่กําหนด   เขยาใหเขากัน 

 3.  นําอาหารเล้ียงเชื้อที่ใสยาฆาเชื้อแลวเทใสจานอาหารเล้ียงเชื้อ 

 4.  ปลอยใหจานอาหารเล้ียงเชื้อเย็นใหอาหารเล้ียงเชื้อแข็งตัว  ทิ้งไว  1  คืน  น้าํไปใชเล้ียง    

       เชื้อได 
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 3.2.3  ขั้นตอนการทํา  Dilution 
              1.  นําดินมาใสถาดผสมใหเขากัน  ชั่ง  1  กรัมแลวนําไปใสใน  flask  ที่มีน้ํากล่ันนึ่งฆา 

       เชื้อ แลว  99  ml  เขยาใหเขากัน 

              2.   ใชไมโครปเปตดูดน้ําจาก  flask  มา  1  ml  นําไปใสหลอดทดลองท่ีมีน้ํากล่ันนึ่งฆา  

เชื้อ แลว 9  ml  เขยาใหเขากัน  มีทั้งหมด  6  หลอด 

3.  ใสในหลอด  10-2  เขยาใหเขากันแลวดูดจาก   10-2  ไปใสหลอด  10-3 เขยาใหเขากัน    

แลวดูดจาก  10-3 ไปใสหลอด  10-4  เขยาใหเขากันแลวดูดจาก  10-4 ไปในใสหลอด  

10-5 เขยาใหเขากันแลวดูดจาก 10-5 ไปใสหลอด 10-6เขยาใหเขากันแลวดูดจาก10-6   ไป

ใส  หลอด  10-7  เขยาใหเขากัน 

 
 3.2.4  ขั้นตอนการ  Spread plate 
 1.   นํา  Dilution  ที่เตรียมไวในแตละความเขมขนต้ังแต  10-2- 10-7  โดยจะนาํ   Dilution   

ที่ 10-2  ใชไมโครปเปตดูดมา  0.1  ml  มาใสจานอาหารเล้ียงเชื้อที่มคีวามเขมขนของยาที่  0.0010  

กรัม 0.0015  กรัม  และ  0.0020  กรัม  (ตอ  plate)  10-3-  10-7  ทําเชนเดียวกนั  กบั  10-2  โดยที่

ความเขมขนของยาแตละความเขมขนใชตอ  plate  และใสเชื้อ  0.1  ml  ตอ  plate  เชนเดียวกนั 

 2. โดยจะใชแทงแกวปลายงอกวาดเช้ือ  (spreader)  ซึ่งทาํการฆาเชื้อแทงแกวปลายงอ

ดวยแอลกอฮอล  95%  ลนไฟเพื่อทําการฆาเชื้อ 

 3. จานอาหารเล้ียงเชื้อที่ทาํการกวาดเช้ือ  (spreader)  แลวนาํไปใสตูบมเช้ือที่อุณหภูมิ  

37  องศาเซลเซียส  ประมาณ  15  วัน  เชือ้แอคติโนมัยซีสจะข้ึน  

 
  3.2.5  ขั้นตอนการตรวจหาเช้ือแอคติโนมัยซีส  (Actinomyces) 
 1)  นาํจานอาหารเล้ียงเช้ือออกจากตูบมสังเกตลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร เล้ียงเชื้อ  

ดวยตาเปลา  แลวถายรูปโคโลน ี

 2) นําไปสองกลองสเตอริโอ เพื่อดูลักษณะผิวหนาโคโลนีและถายรูปผิวหนาโคโลนีดวย

กลองถายรูปแบบสเตอริโอ  จะเหน็ผิวหนาโคโลนีละเอียดยิ่งข้ึน 

  3)   ถายรูปดวยกลองถายรูปโคโลนี           

 4) นําเช้ือไปยอมแกรมเพื่อดูลักษณะของเซลล  เพื่อจําแนกความแตกตางของแอคติโนมัย

ซีสแตละจีนัส 

 5.)   สองดูดวยกลองจุลทรรศน  เพื่อดูลักษณะของเซลลแอคติโนมัยซีส 
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6.)   ถายรูปลักษณะเซลลทีเ่ห็น  ดวยกลอง  Micro scope  Bino cular  Photo  รุน  ECLIPSE  

E600  

7.)   นําลักษณะเซลลที่ไดจากเชื้อแอคติโนมัยซีส  ในแตละโคโลนีที่เรายอมแกรมแลว  ไปศึกษา

ลักษณะโคโลนี  ลักษณะเซลล  ลักษณะสปอร  ของแอคติโนมัยซีส 

 
3.2.6  ขั้นตอนการยอมแกรม  (Gram  Stain) 

           สเมยีรเชื้อ   Aetinomyces  จากจานเพาะเชื้อ  หยดน้ํากล่ันลงบนแผนสไลด  1  หยด   

แลวใช  loop  ตักเช้ือจากจานเพาะเช้ือ  (plate)  จํานวนเล็กนอย  (ประมาณเทาผงแปง) แลว 

เกล่ียใหเปนแผนฟลมบางๆโดยวน  loop  ไปทางเดียวบนสไลด ปลอยใหแหงแลวฮีทฟกซ ดวย

เปลวไฟ  6-4  คร้ัง  นําไปยอมสีแกรมที่อางน้ํา  ดังวิธีตอไปนี ้

1)    หยดสีคริสตัล  ไวโอเลต (Crystal  Violet)  จนทวมเช้ือที่สเมียร  แลวทิ้งไว  1 นาท ี

2)   ลางสียอมออกดวยน้าํประปาไหลผานชาๆ  แลวยอมตอทันท ี

3)   หยดแกรมไอโอดีน  (Gram  iodine)  จนทวมเช้ือทีส่เมียร  แลวทิง้ไว  1 นาท ี

4)   ลางแกรมไอโอดีนออกดวยน้าํประปาไหลผานชาๆ  แลวยอมตอทนัท ี

5)   ลางสีออกดวยแอลกอฮอล  95%  เพือ่ใหแอลกอฮอลไหลละลายสีสวนเกินออกนาน  

10-15  วินาท ี หรือจนสังเกตพบวาไมมีสีน้ําเงินละลายออกมากับแอลกอฮอลอีก 

6)   ลางสไลดดวยน้าํประปาไหลผานชาๆ 

7)   ยอมซํ้าดวยสีซาฟานนิ  (Safranin)  จนทวมเชื้อที่สเมียร  นาน  30  วินาท ี

8)   ลางสไลดดวยน้าํประปาไหลผานชาๆ  ปลอยใหสไลดแหงสนทิ  หรือซับ ดวยกระดาษ

ทิชชู 

 

 

 
 


