
  
 
 เพือ่ปรบัปรงุอาหารเลีย้งเชือ้ Clostridium chauvoei ส าหรบัใชใ้น
การหาปรมิาณเชือ้มชีวีติทีใ่ชฉ้ีดเชือ้พษิในหนูขาวในการทดสอบความคุม้
โรคของวคัซนีแบลคเลก 

  
 
 การทดสอบความคุม้โรคของวคัซนีแบลคเลก ใชว้ธิกีารทดสอบ
ในหนูขาวโดยการฉีดวคัซนี แลว้ฉีดเชือ้พษิทบัดว้ยสปอรม์ชีวีติของเชือ้ 
Clostridium chauvoei ตามระยะเวลาและจ านวนสปอรท์ีก่ าหนดซึง่การนบั
จ านวนสปอรม์ชีวีติทีใ่ชฉ้ีดพษิทบั เดมิใชว้ธิกีารนบัโคโลนีเชือ้ทีเ่พาะเลีย้ง
ในอาหารแขง็ส าเรจ็รปูดว้ยวธิ ี pour plate และเทคนิคเฉพาะส าหรบั
แบคทเีรยีชนิดไมใ่ชอ้อกซเิจน  ซึง่พบปญัหาเชือ้ไมข่ึน้หรอืขึน้น้อยจนไม่
สามารถนบัจ านวนได ้ ท าใหก้ารแปลผลขาดความแมน่ย าและเกดิความ
สญูเสยีทีต่อ้งท าการทดสอบซ ้า  จงึตอ้งหาสาเหตุและแกไ้ขวธิกีาร โดยคาด
วา่มาจากอาหารเลีย้งเชือ้ จงึด าเนินการปรบัปรงุอาหารเลีย้งเชือ้จากอาหาร
ส าเรจ็รปูเป็นอาหารทีเ่ตรยีมโดยผสมสว่นประกอบต่างๆกบั Liver infusion 
broth ทีเ่ตรยีมจากตบัโคสด 

อาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium chauvoei 
ส าหรบัใช้ในการหาปริมาณเช้ือมีชีวิต 

วตัถุประสงค ์

ทีม่าของปญัหา 



กระบวนงาน 

 การนบัจ านวนเชื้อ Clostridium chauvoei มชีวีติจากสปอรท์ี่
เกบ็ในสภาพดดูแหง้ดว้ยวธิเีทเพลต (pour plate) ประกอบดว้ย 

1. เตรยีมเชือ้ 
1.1 ละลายสปอร ์Clostridium chauvoei (ดดูแหง้) ดว้ยอาหารส าเรจ็รปู Reinforced 
Clostridium medium (RCM) 

1.2 เจอืจางแบบ 10 เทา่ ดว้ย RCM ใหเ้จอืจาง
ตัง้แต่ 10-1 ถงึ 10-5 

2. เทเพลต 

2.1 ใสเ่ชือ้แต่ละความเจอืจาง 1 มล. ในสว่นของฝาเพลต (ความเจอืจางละ 3 เพลต) 

2.2 เตมิ RCM + agar 2% (15 มล.) และเอยีงเพลตไปมาเบาๆใหผ้สมกนัด ี



2.3 ปลอ่ยใหอ้าหารแขง็ตวั 

2.4 เตมิ RCM+agar 5 มล. ทบัแลว้ปลอ่ยใหแ้ขง็ตวั 

2.5 วางสว่นของตวัเพลต (body) ทบัลงไป แลว้เตมิ RCM+agar ลงในชอ่งวา่งระหวา่งฝา
และตวัเพลต 

2.6 ปิดทบัดว้ยฝาเพลต และอบใน incubator ที ่37oC นาน 24 ชัว่โมง 
(ไมต่อ้งใช ้Anaerobic jar) 

2.7 นบัจ านวนโคโลนี 



 

 

Liver infusion 
broth 

เกบ็ที ่4oC 

การปรบัปรงุกระบวนงาน  

ใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ Cysteine liver infusion broth (CLB) แทน RCM 

ขัน้ตอนการเตรยีมอาหารเลีย้งเชือ้ CLB 

1. เตรยีม Liver infusion broth 

1. หัน่ตบัโคเป็นชิน้ลกูเต๋า
ขนาด 5x5 ซม. 

3. น าไปแชเ่ยน็ที ่4 oC 
ขา้มคนื 

2. เตมิน ้ากลัน่ 10 สว่นต่อ
ตบั 3 สว่น 

4. ตม้ที ่100 oC   
2 ชัว่โมง 

5. กรองและเกบ็น ้าไป 
autoclave 

 การใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ CLB แทน RCM ใหผ้ลดกีวา่ ปจัจุบนัไดเ้ปลีย่นอาหาร
เลีย้งเชือ้เป็น CLB ในการหาปรมิาณเชือ้มชีวีติจากสปอรข์องเชือ้ Clostridium chauvoei ที่
เกบ็ในสภาพดดูแหง้ 

2. เตรยีม CLB โดยผสมสารตามสตูร ดงันี้ 

Liver infusion broth 100 มล., Peptone 3 กรมั, Dextrose 0.5 กรมั 
NaCl 0.5 กรมั และ L-cysteine monohydrochloride 0.5  กรมั   
ปรบัคา่ pH เป็น 7.2 และฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave 

สรปุ 


