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ภาคผนวก ก
ก. มีเดีย

ก.1. 1% sheep blood agar (TBS)
Pancreatic digest of casein 15.0 กรัม
Papaic digest of soybean meal 5.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม
D.w 1000 มล.

ละลายให้เข้ากัน ปรับ pH ให้ใต้ 7 .6 เข้าตู้อบเพ่ือฆ่าเช้ือโดยใช้ความดันที่อุณหภูมิ 
121° ซ น าน 15นาที แซ่ใน waterbath อุณหภูมิ55°ซเติมเลือดแกะที่ปราศจากเชื้อ 
1 %

ก.2. K.F streptococcus agar (Oxoid, England)
Proteose peptone 10.0 กรัม
Yeast extract 10.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Sodium glycerophosphate 10.0 กรัม
Maltose 20.0 กรัม
Lactose 1.0 กรัม
Sodium azide 0.4 กรัม
Bromcresol purple 0.015 กรัม
Agar 20.0 กรัม
D.W 1000 มล.

ละลายให้เข้ากันปรับ กแให้ได้ 7.4+ 2 ละลายให้ดีและนำเข้าตู้อบเพ่ือฆ่าเชื้อโดยใช้ความ
ดัน 121°ซ นาน 15 นาที แซ่ไว้ใน waterbath ท่ีอุณหภูมิ 55° 
ของ 2,3,5 triphenyl tetrazodium chloride(TTC)

ซ ต่อมาเติม 1% Solution

ก.3 Brain heart infusion broth (Oxoid, England)
Calt brain infusion solid 12.5 กรัม
Beef heart infusion solid 5.0 กรัม



Proteose peptone 10.0 กรัม
Glucose 2.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Disodium phosphate 2.5 กรัม
D.w 1000 มล.

ละลายให้เข้ากันปรับ pH ให้เป็น 7.4 ±  0.2 แบ่งใส่หลอดจุกเกลียวขนาด 13X10 มม.
หลอดละ 5 มล.อบโดยใช้ความดันเพ่ือฆ่าเช้ืออุณหภูมิ 121 ° ซ นาน 15 นาที

ก.4 Brain heart infusion agar (Oxoid, England)
Calt brain infusion solid 12.5 กรัม
Beef heart infusion solid 5.0 กรัม
Proteose peptone 10.0 กรัม
Glucose 2.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Disodium phosphate 2.5 กรัม
Agar 10.0 กรัม
D.W 1000 กรัม

ละลายให้เข้ากันปรับ pH ให้เป็น pH 7.4 ±  0.2 อบโดยใช้ความดันที่อุณหภูมิ 121 ° ซ
นาน 15 นาที เทใส่ petridish ขนาดเส์นผ่าศูนย์กลาง 90 มม. ให้ได้จำนวน 19 มล.

ก.5 Muller Hinton Agar (BBL.U.S.A)
Beef extract 2.0 กรัม
Acid Hydrolysate of casein 17.5 กรัม
Starch 1.5 กรัม
Agar 17.0 กรัม
D.W 1000 มล.

ละลายให้เข้ากันปรับ pH ให้เป ็น7 .3 ± 0 .1 อบโดยใช้ความดันที่อุณหภูมิ121°ซนาน
15 นาที เทใส่ petridish ขนาดเส์นผ่าศูนย์กลางขนาด 90 มม. ให้ได้จำนวน 20 มล.

70



7 1

ก.6 Cary and Blair Transport media (BBL,บ.ร.A)
Sodium Thioglycollate. 1.5 กรัม
Disodium Phosphate. 1.1 กรัม
Sodium Chloride 5.0 กรัม.
Agar 5.0 กรัม
D.w 1000 มล.

ละลายให้เข้ากัน ปรับ pH ให้ได้ pH 8.0 ±0.5 เทใส่หลอดพลาสติกขนาด 13X10 มม.
อบโดยใช้ความดันที่อุณหภูมิ 121°ซ นาน 15นาที

ก.7 Bile esculin ager (Dlfco. บ.s.A)
Beef Extract 3.0 กรัม
Peptone 5.0 กรัม
Esculin 1.0 กรัม
Oxgall 40.0 กรัม
Ferric Citrate 0.5 กรัม
Agar. 15.0 กรัม
D.W 1000 มล.

ละลาย,ให้เข้ากัน ปรับ pHlห้เป็น 6.6± 0.2 แบ่งใส่หลอดจุกเกลียวขนาด 13X10 มม.
จำนวน3 มล. เข้าอบโดยใช้ความดันเพ่ือฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121°ซ น า น 15นาทีวาง slant

ก.8 CTA medium (BBL. U.s.A)
L-eystine 0.5 กรัม
Pancreatic.Digest oF Casein 20.0 กรัม
Agar 2.5 กรัม
Sodium Chloride 5.0 กรัม
Sodium sulfite 0.5 กรัม
Phenal 0.017 กรัม
D.W 1000 มล.
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ละลายให้เข้ากันปรับ pH ให้เป็น 7.3+-02 แบ่งใส่ flask ขนาด 250 มล. Flask ละ 100 
มล. จำนวน 6 flask จากน้ันเติมน้ําตาล 1 % (1 กรัม ใน 100 มล.) ดังน้ี arabinose, 
mannitol, sucross 1 raffinose 1 sorbitol .arginine

ก.9 Motility test medium
Beef extract 3.0 กรัม
Pancreatic digest of gelatin 10.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Agar 4.0 กรัม
D.w 1000 มล.

ละลายให้เข้ากันปรับ pH ให้เป็น 7.6+ 0.2 จากนั้นนำไปอบภายใต้ความดัน 121° ซ นาน 
15 นาที จากนั้นแช่ใน waterbath ที่อุณหภูมิ 55° ซ ต่อมาเติม 0.05 กรัม หรือ 1 % ของ 
triphenyltetrasodium chloride แบ่งใส่หลอดเกลียว ขนาด 13X10 มม. จำนวน 3 มล.

ก.10 Sodium chloride (6.5%)
Heart infusion broth 4.5 กรัม
NaCI 19.5 กรัม
Dextrose 0.3 กรัม
D.W 300 กรัม

ผสมส่วนประกอบท้ังหมดให้เข้ากันและปรับ pH ให้ได้ 7.6 ต่อมาเติม indicator 0.3 มล. 
(1.6%) แล้วนำไปอบโดยใช้ความดันเพื่อฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121°ซ นาน 15นาที แช่ไว้ใน 
waterbath อุณหภูมิ 55° ซ จากน้ันเติม horse serum 5 มล. แบ่งใส่หลอดจุกเกลียววาง 
slant

ก.11 Pyruvate utilization
Tryptone 10
Yeast extract 5
K2HP04 5

กรัม
กรัม
กรัม
กรัมNaCI 5
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Sodium pyruvate 10 กรัม
Bromthymol bule 0.104 กรัม
D.w 1000 มล.

ละลายให้เข้ากัน ปรับ pH ให้เป็น 7.1+1 แบ่งใส่หลอดจุกเกลียวขนาด 13X10 มม.อบ 
โดยใช้ความดันเพื่อฆ่าเชือที่อุณหภูมิ121°ซ น า น 15นาทีวาง slant

ข. ส า ร เค ม ี
Low melting point agarose (Gibco.BBL,Spain)
High melting agarose(Gibco.BRL,Spain)
Tris base (Bio-rad,บ.ร.A)
EDTA (Amresco,U.S.A)
Boric acid (Promaga, บ.S.A)
Sodium chloride (Merck,Germany)
Sodium lauroyl sarcosine (Amresco, U.S.A)
Sodium deoxycholate (Amresco.U.S.A)
Tris hydrochoride (Amresco.U.S.A)
Brij 58(Polyoxyethylene 20 cetyl ether)(Sigma,U.S.A)
Protenase K (Amresco.U.S.A)
2,3,5 Triphenyltetrasolium chloride(TTC)(Fluka, Swithzerland) 
Vancomycin (powder) (Sigma,U.S.A)
E-test strips ของ Vancomycin และ Teicoplanin (AB Biodisk,Sweden) 
Bromthymol blue (Fluka,Swithzerland)
Bromcresol purple (Fluka, Swithzerland)
Arabinose (Difco,U.S.A)
D-sorbitol(Fluka, Swithzerland)
Arginine (Sigma, England)
D-mannitol (Difco, U.S.A)
Raffinose (Difco, U.S.A)
Sucross (Difco, U.S.A)
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ค.ว ัสด ุและอ ุปกรณ ์
15 ทา! snap -top tube
15 ml round bottom 1 screw cap (Pyrex.U.S.A)
Insert mold (Biorad,บ.ร.A)
Glass tray (20 by 30 cm)
Metal tray ( 16 by 25 cm)

ง. เคร ื่องม ือ
Incubator 37 0 c 
Shaking incubator 
Shaking waterbath 
Mixer vortex
Digital slide vernier caliper
Refrigenator centrifuge (4 °C) (Sigma บ.S.A)
Refrigenator (20° c listed 1 Household Freezer 1U.S.A)
Automatic pipette 1 p20/p200/p1000
Medical Electronic 1 France
pH meter (Beckman, U.S.A)
Millipore filter
Pulsed - Field Gel Box (Bio-rad ,U.S.A)
Pump, Gel Molds (Bio-rad, U.S.A)
Cooling waterbath (Bio-rad, U.S.A)
Power supply, pulsed wave swither (Bio-rad,U.S.A)
Gel Doc 1000 (Bio-rad, U.S.A)

จ.เอ ็นไซม ์และ Molecular marker
Lysozyme (Ameresco, U.S.A)
Lamda ladder marker (Bio-rad 1 U.S.A)
Rnase A (Ameresco, U.S.A)
Sma I (Gibco. BBI, Spain)
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ฉ. การว ิเคราะห ์เช ื้อ
1. ย้อมแกรม

Crystal violet solution 
Iodine solution 
95% ethanol 
Safranin solution

ช ื้น ตอน ใน การย ้อมแกรม

เขี่ยเชื้อจุลชีพย้อมบนสไลด์ที่สะอาดและทำให้แห้งโดยการ fix ให้แห้ง หลังจาก 
'นนหยด Crystal violet บนบริเวณ smear 1 นาที ต่อมาล้างสไลด์ด้วยนำต่อจากนันหยด Iodine 
solution บนบริเวณท่ี smear และล้างด้วยนํ้าหลังจากนั้น 1 นาที ต่อมา decolorized ด้วย 95 % 
ethanol และล้างด้วยนำ จากนันหยด safranin ลงบนสไลด์ประมาณ 30 นาที ล้างด้วยน้ําและท้ิง 
ให้แห้ง ต่อมาดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ภายใต้กำลังขยาย 100X objective len บนสไลด์

การทดสอบ Catalase test

หยดสารละลาย แ20 2 ลงบนสไลด์ แล้วถ่ายเช้ือ Enterococcus ท่ีต้องการ 
ทดสอบลงบนสารละลาย ผสมให้เข้าลัน ผลบวกจะแสดงกลุ่ม bubles information 
ผลลบ no gas production

การทดสอบ G enus Enterococcus

1.เตรียมหลอด bile esculin, 6.5% NaCI เขียนหมายเลขข้างหลอดใช้ needle 
เขียเชีอที pure culture บน blood agar จากนัน์ inoculate เชือโดยใช้ wire แทง (stab )ลงใ'นส่วน 
ก้นหลอด (butt) แล้วลากข้ึนมา streak ผิวหน้าของ slope แล้วนำไปอบท่ีอุณหภูมิ 370 ซ 24 ช่ัว 
โมง
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2.เตรียมหลอด PYR broth ใช้ needle เฃียเรือ'จาก blood agar จาก'พัน 
inoculate เชือลงในหลอด PYR broth เช้าอบท่ีอุณหภูมิ 37° ซ ข้ามคืน เติม reagent ลำหรับ PYR
หลังครบการอบข้ามคืน

การแปลผล
bile esculm ผลบวกจะให้สีดำ

ผลลบจะให้สีนำตาลคงเดิม
6.5 % NaCI ผลบวกให้สีเหลือง 

ผลลบให้สีม่วงคงเดิม

PYR ผลบวกจะให้สีแดงอิฐเช้ือท่ีตกตะกอนจะเป็น 
สีชมพู
ผลลบจะเป็นสีเหลือง
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ภาคผนวก ข

นายาที่เตรียม

1. Lysis buffer
6 mM Tris (pH 7.6) 1.2 มล
1 M NaCI 40 มล
100 mM EDTA (pH 7.6) 20 มล
0.5 % Sodium lauroly sarcosine 20 มล
0.2 % Deoxycholate 8 มล
0.5 % Brij 50 มล

เติมน้ํากลั่นท่ีปราศจากเชื้อให้ครบ 200 มล. ปรับ pH ให้ได้ 7.6 steriled โดยใช้หัวกรอง 
ขนาด 0.4 urn membrane filter เก็บทีอุณหภูมิ 4° ซ

2. PIV buffer
1 M NaCI 0.4 มล.
10 กาM Tris (pH 7.6) 2 มล.

เติมน้ํากลั่นท่ีละอาดให้ครบ 200 มล. นำไปอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121° ซ นาน 15 นาที 
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4° ซ

3. Lysis solution

•20  ไมโครกรัม/มล. ของ Rnase A
ละลาย Rnase A ด้วยนํ้ากล่ัน ต้มด้วยความร้อน 50° ช นาน 30 นาที ดูดใส่หลอด 
microcentrifuge หลอดละ 100 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ -20° ซ

• 1 มิลลิกรัม/มล. ของ Lysozyme



ละลาย lysozyme ด้วยนำกลันดูดใส่ microcentrifuge tube หลอดละ 200 มล. เก็บที 
อุณหภูมิ -  20° ซ
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4. ES buffer
0.5 EDTA (pH 8.0) 140 มล
10 % Sodium lauroly sarcosine 40 มล

เติมน้ํากล่ันท่ีสะอาดให้ครบ 200 มล. ปรับ pH ให้ได้ 8.0 steriled โดยใช้หัวกรองขนาด
0.4 urn membrane filter เก็บทีอุณหภูมิห้อง

• เต'รียม 20 X Protenase K Stock solution 
ชังสาร 0.02 กรัม ละลายใน 1 มล. ES buffer ได้ final concentration 50 ไมโครกรัม/มล. 
แบ่งหลอด microcentrifuge หลอดละ 100 ไมโครลิตร อบท่ีอุณหภูมิ 50e ซ ใน 
waterbath นาน 1 ช่ัวโมง เก็บท่ีอุณหภูมิ -20° ซ

5. ESP solution
• 50 ไมโครกรัม/มล ของ Protenase K ใน ES buffer
• ES buffer

100 ไมโครลิตร ของ 20 X เติมใน 40 มล. ของ ES buffer ผสม
ให้เช้ากัน

6. 1X TE buffer
10 กาM Tris (pH 7.6 ) 1 มล.
0.1 mM EDTA (pH 7.6) 0.2 มล.

เติม'นา'ให้ครบ 200 มล. ปรับ pH ให้ได้ pH 7.6 นำไปอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121° ช เก็บท่ี 
อุณหภูมิห้อง



7.10XTBE buffer
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44.5 กาM Tris 54 กรัม
44.5 กาM Boric acid 27.5 กรัม
1 กาM EDTA 20 มล.

เติมน้ํากล่ัน'ให้ครบ 1000มล.นำไปอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ121°ซ นาน15นาทีเก็บที่ 
อุณหภูมิห้อง

8. Ethidium bromide solution
• 0.5 ไมโครกรัมในนํ้ากลั่น

ละลายหน่ึงเกล็ดของ ethidium bromide ละลายในนำกลั่น 11 มล.
Working solution : 100 ไมโครลิตรของ ethidium bromide stock solution ผลมกับนำ 
กล่ัน 200 มล.
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การเต'รยมยา
ยาต้านจุลชีพทีใช้ คือ vancomycin 
เตรียม Stock Solution = า 200 ug/ml 
Potency = 1.059

สูตร

นํ้าหนักยา(กรัม) = 1200X ปริมาตรที่ต้องการ
potency ของยาชนิดนั้น 

= 1200 x50
1.059

= 0.056657 กรัม

ว ิธ ีการ
1. ชั่งสาร 0.056657 กรัม เติมในน้ํากล่ันที่ปราศจากเช้ือ จำนวน50มล.
2. ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกัน
3. แบ่งใส่หลอดๆ ละ 10 มล. จำนวน 5 หลอด
4. เตรียม working solution ในอัตราส่วน 1:9
5. ดูด 1 มล. ของ working solution หยดลงใน petridish ขนาดเส์'นผ่าศูนย์กลาง 90 มม. 

ให้ได้จำนวนตามต้องการ
6. ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 19 มล. ลงใน petridish ผสมกันเข้ากัน
7. ทิ้งให้แข็งและเก็บเข้าตู้เย็น



ประวติผู้เขียน
นายวิโรจน์ คงเกล้ียง เกิดวันท่ี 28 พฤษภาคม 2516 ท่ีจังหวัดพัทลุง สำเร็จการศึกษา 
ระดับอนุปริญญาวิชาชีพลัตวแพทย์ จากโรงเรียนสัตวแพทย์ กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตร 
และสหกรณ์เม่ือปี พ.ศ. 2536 และสำเร็จการศึกษาระดับวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยี 
การเพาะขยายพันธ์สัตว์) จากสถาบันวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยมหิดล พ.ศ. 2540 และเข้าศึกษาในสูตรวิทยาศาสตร์บัณฑิต สหสาขาวิชา 
จุลชีววิทยาคณะการแพทย์ที่จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยเมื่อ พ.ศ. 2540
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