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การเพาะเลี้ยงและอาหารเลี้ยงเช้ือแบคทเีรีย 
         (Bacterial Culture Bacterial culture media) 

 
 

                      

 

 I. ความตองการสารอาหารของแบคทีเรีย  

II. วิธีการในการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย  

III. ลักษณะการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อ (Cultural Characteristics ) 

IV.  อาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial Culture Media)  

V. การเตรียมอาหารเล้ียงเชือ้(Preparation of the Culture Media)  

VI. การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรีย (Maintenance of Bacteria) 
 

ในการศึกษาเร่ืองแบคทีเรียทางหองปฏิบัติการมีความจําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองมีการ
เพาะเล้ียงแบคทีเรียภายในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมข้ึน โดยมีการควบคุมสภาวะของการเพาะเล้ียงให
เปนไปตามธรรมชาติของแบคทีเรียแตละชนิดใหมากท่ีสุด  ดังนัน้จึงจําเปนตองมีการเรียนรูความ
ตองการตาง ๆ ของแบคทีเรียตามธรรมชาติ และนํามาศึกษาถึงวิธีการเพาะเล้ียงแบคทีเรียภายใน
หองปฏิบัติการ 

I. ความตองการสารอาหารของแบคทเีรีย 
แบคทีเรียตองการสารอาหารเพื่อใหในการเจริญเติบโตดังตอไปนี ้
1. พลังงาน ( Energy ) 
- แหลงพลังงานจากแสง  แบคทีเรียท่ีไดพลังงานจากแสงเรียกวา Phototroph   
- แหลงพลังงานจากกระบวนการออกซิเดช่ัน ( Oxidation ) ของสารเคมี แบคทีเรียท่ีได

พลังงานจากกระบวนการออกซิเดช่ันเรียก Chemotroph  
 
2. แหลงคารบอน (Carbon Sources) 
แหลงคารบอนอยูในรูปของคารบอนไดออกไซดและสารอินทรีย  แบคทีเรียท่ีตองการ

สารอาหารในรูปของสารอนินทรีย สามารถเปล่ียนคารบอนไดออกไซดเปนคารโบไฮเดรต เรียกวา 
Autotroph  ถาไดพลังงานจากแสงอาทตยดวยเรียกวา Photoautotroph    ถาไดพลังงานจากการออก
ซิเดช่ันของสารเคมีดวยเรียก  Chemoautotroph      สวนแบคทีเรียท่ีตองการสารอาหารในรูปของ
สารอินทรีย เรียก Heterotroph 
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3.  แหลงของอิเล็กตรอน (Electron Sources) 
แบคทีเรียตองการอิเล็กตรอนเพื่อใชในกระบวนการเมตาบอลิซึม  พวกท่ีใชสารอนนิทรีย

เปนแหลงอิเล็กตรอนเรียก Lithotroph   สวนพวกท่ีใชสารอินทรียเปนแหลงอิเล็กตรอนเรียก 
Organotroph 

3. แหลงไนโตรเจน (Nitrogen sources) 
แหลงของไนโตรเจนมีท้ังสารอินทรียและอนินทรีย แหลงท่ีเปนสารอินทรีย เชน กรดอะมิ

โน  เพปไทด  โปรตีน    แหลงท่ีเปนสารอนินทรีย  เชน  เกลือไนไตรท   ไนเตรต  หรือ 
แอมโมเนียม  

4. แหลงของออกซิเจน ซัลเฟอร และฟอสฟอรัส 
ออกซิเจนไดมาจากหลายแหลง เชน น้ํา และสารอาหาร  
แหลงของซัลเฟอรอาจอยูในรูปของสารอินทรีย หรือสารอนินทรีย ซัลเฟอรมีความจําเปน

ในการสังเคราะหกรดอะมิโนบางชนิด  
แหลงของฟอสเฟตอาจอยูในรูปของ     ฟอสเฟตท่ีเปนองคประกอบของกรดนิวคลีอิค    นิ

วคลีโอไทด   ฟอสโฟลิปด   กรดไทโคอิก และสารอ่ืน ๆ 
5. ไอออนของโลหะหนัก 
ไอออนของโลหะหนักมีความจําเปนตอการเจริญตามปรกติของแบคทีเรีย เชน K+, Mg2+, 

Ca2+, Fe 2+ เปนตน ซ่ึงบางชนิดจัดเปน Co facter ท่ีสําคัญของเอนไซมตาง ๆ 
6. วิตามิน 
แบคทีเรียตองการวิตามินในปริมาณนอย แตวิตามินมีความจําเปนตอการดํารงชีวิตและการ

เจริญเติบโตมาก โดยทําหนาท่ีเปนโคเอนไซมในปฏิกิริยาตาง  ๆ  แบคทีเรียบางชนดิสามารถ
สังเคราะหวิตามินไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ 

  

II. วิธีการในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 การเพาะเล้ียงเชื้อแบคทีเรียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือสวนใหญทําเพื่อการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ ท่ี
เรียกวา Pure Culture ซ่ึงหมายถึงกลุมของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะเหมือนกันทุกประการ  หรืออาจทํา
เพื่อการนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย (Colony count) การเพาะเล้ียงแบคทีเรียสามารถทําได
หลายวิธีดังนี ้

1. การขีดเชื้อในจานเพาะเชื้อ ( Streak Plate ) 
การขีดเช้ือในจานเพาะเช้ือคือ  การทําใหเช้ือท่ีมีปริมาณมากคอย ๆ กระจายออกจนแยกเปน

โคโลนี (Colony)  เดี่ยว ๆ   ซ่ึงแตละโคโลนีจะเจริญมาจากเซลลเดี่ยวจงึถือเปนเช้ือท่ีบริสุทธ์ิโดยใช
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วิธีการในการขีดเชื้อแบบ Four - way cross Streak  
 ใช Loop เผาไฟแลวรอใหเยน็แลวแตะเช้ือมาขีดบนอาหารแข็ง (Solid Media) ตามแนว ดงั
รูปท่ี 1  โดยในการขีดทุกแนวควรเปล่ียน Loop ท่ีใช หรือมีการเผาไฟทุกคร้ังเพื่อฆาเช้ือท่ีมาก
เกินไป เช้ือจะหนาแนนมากท่ีรอยขีดแรกแลวคอย ๆ หนาแนนนอยลงในรอยขีดทาย ๆ จนแตละ
เซลลออกจากกันได หลังจากท่ีนําไปบม ท่ีอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมกับเช้ือ แตละเซลลนั้นจะ
แยกเปนโคโลนีเดี่ยว ๆ  ข้ันตอนในการขีดเชื้อแสดงในรูปท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1  แสดงขั้นตอนในการ Streak Plate  (Quinn et al., 1994) 
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 รูปท่ี 2   แสดงขั้นตอนในการ Streak Plate  (นงลักษณ และปรีชา, 2541) 
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 2. การทําใหเชื้อกระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  ( Spread  Plate ) 
 ทําไดโดยการใชแทงแกวงอท่ีทําการฆาเช้ือดวยวิธีเผาไฟแลว เกล่ียเช้ือท่ีทําเปนสารละลาย
ไวใสลงบนอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อเปนการทําใหเซลลแยกออกจากกนั หลังจากนําไปบมเช้ือจะแยกเปน
โคโลนีเดี่ยว ๆ วิธีการนี้สวนใหญเปนวิธีการทําใหเช้ือแยกเปนโคโลนีท่ีบริสุทธ์ิเพื่อการนับจํานวน
โคโลนีของแบคทีเรีย การทํา spread plate แสดงในรูปท่ี 3 การเกล่ียเช้ืออาจใชวิธีหมุนเกล่ียเช้ือบน
พื้น หรือใชเคร่ืองมือในการหมุนเพลท ( petri dish turnable )  ( รูปท่ี 4 ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปท่ี 3  แสดงขั้นตอนในการ Spread Plate ( นงลักษณ และปรีชา , 2541 ) 
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 รูปท่ี 4 แสดง Petri dish turnable ( Cappuccino & Sherman , 1992 ) 
 

การทําใหเชื้อแบคทีเรียบรสิุทธิ์โดยวิธีเทเพลท ( Pour-plate Technique ) 
 คือ การเทอาหารวุนท่ีหลอมเหลวแลวผสมเขากับเช้ือในจานเพาะเช้ือ (รูปท่ี 5) แลวท้ิงไว

ใหอาหารแข็งท่ีอุณหภูมิประมาณ 45 °C     เช้ือท่ีจะนํามาผสมจะตองทําการละลายในสารละลาย
แลวทําใหเจือจางลงตามลําดับ (Serial dilution)   สวนใหญจะใชวิธีการเจือจางท่ีเรียกวา Ten fold 
Dilution  (รูปท่ี 6)  จากนัน้นําเช้ือท่ีละลายแลวจากแตละหลอดมาเทผสมเขากับอาหารเล้ียงเช้ือใน
จานเพาะเชื้อ แกวงจานเพาะเช้ือเบา ๆ เพื่อใหเช้ือกระจายตัว    แลวรอจนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งดีแลว 
จึงนําไปบม (Incubate  ที่อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม  วธีินี้สวนใหญทําเพื่อตองการนับจํานวน
โคโลนีของแบคทีเรียเชนเดยีวกันกับวิธี Spread plate 
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รูปท่ี 5  แสดงเทคนิคการเทเพลท (Pour-Plate) (Cappuccino & Sherman , 1992) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 6  แสดงวิธีการในการเจือจางเชื้อ (Serial Dilution) (Cappuccino & Sherman, 

1992) 
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III. ลักษณะการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ ( cultural characteristics ) 

ลักษณะการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเชื้อ (รูปท่ี 7) สามารถใชเปนหลักในการจําแนก
แบคทีเรียได เพราะลักษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือจะเปนลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียแตละ
ชนิด ลักษณะการเจริญของเช้ือในอาหารแบงเปน การเจริญของเช้ือบนอาหารแข็ง   การเจริญของ
เช้ือในอาหารเหลว และการเจริญของเช้ือในอาหารวุนเอียง 

1. การเจริญของเชื้อบนอาหารแข็ง (solid media) 
การเจริญของเช้ือบนอาหารแข็งตองดูลักษณะดังตอไปนี ้
1.1  ขนาดของโคโลนี ( Colony Size ) 
1.2  รูปรางของโคโลนี ( Colony form ) 
- Punctiform    โคโลนีมีขนาดเล็กมาก เสนผานศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร  
- Circular         โคโลนีกลม 
- Filamentous  โคโลนีประกอบดวยเสนสายพันกันแนน 
- Irregular        โคโลนีรูปรางไมแนนอน 
- Rhizoid          โคโลนีมีการแตกกิ่งกานไมแนนอนและมีลักษณะคลายราก 
1.3  ขอบหรือริมของโคโลนี ( Colony margin or Colony edge ) 
-    Entire             ขอบโคโลนีเรียบ  
-    Undulate       ขอบโคโลนีเปนคล่ืนโคงเวาเล็กนอย 
- Lobate          ขอบโคโลนีเปนคล่ืนโคงเวาและยืน่มาก 
- Erose            ขอบโคโลนีเปนหยกัเปนซ่ีไมสมํ่าเสมอ     
- Filamentous  ขอบของโคโลนีเปนเสนสายยาวไมแนนอน 
-    Curled           ขอบของโคโลนีเปนเสนซอนกันเปนคล่ืนและหยักในลักษณะท่ีขนานกัน 
1.4  พื้นผิวของโคโลนี ( Surface Texture ) 
-    Smooth          พื้นผิวของโคโลนีเรียบ 
-    Rough            พื้นผิวของโคโลนีขรุขระ 
-    Mucoid           พื้นผิวของโคโลนีเปนเมือกเยิ้ม 
1.5 ความสูงของโคโลนี ( Elevation ) 
-    Flat                 โคโลนีแบนราบ 
-    Raised            โคโลนีมีความหนาสูงข้ึนมาจากผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือเล็กนอย 
-    Convex           โคโลนีนูนโคงจากผวหนาอาหารเล้ียงเช้ือเล็กนอย 
-    Pulvinate        โคโลนีนูนโคงข้ึนมาจากผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือมาก 
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1.6 ความหนดืของโคโลนี  ( Consistency ) 
-   Butyrous         ความหนดืคลายเนยเหลว 
-   Stringy            โคโลนีมีความหนดืมากจนเปนเสนสายขณะใชเข็มเข่ียแตะข้ึนมา 
-   Rubbery        โคโลนีจะเหนียวจนหลุดออกจากผิวหนาอาหารเม่ือใชเข็มเข่ียแตะข้ึนมา 
1.7 ความขุน  ( Optical Feathures ) 
-  Transparency   โคโลนีใส 
-  Translucent      โคโลนีใสโปรงแสง 
-  Opaque     โคโลนีขุน       
1.8 การสรางสารสีหรือรงควัตถุ ( Chromogenesis or Pigmentation) เชน  Pyoverdin ท่ี

เรืองแสงไดจาก Pseudomonas  aeruginosa  
2. การเจริญของเชื้อในอาหารเหลว ( Broth Media ) 
2.1 ปริมาณการเจริญเติบโต 
2.2 ชนิดของการเจริญและการกระจาย 
- การเจริญใตผิวหนาอาหาร 

Turbid  ขุนและเปนตะกอน           Granular ประกอบดวยแกรนูลเล็กๆ จํานวนมาก 
- เจริญเฉพาะท่ีผิวหนาของอาหาร 

Ring            เจริญเปนวงรอบติดอยูท่ีขอบหลอดทดลอง 
Pellicle        เจริญเปนแผนลอยอยูท่ีผิวหนาอาหาร 
Flocculent   แบคทีเรียเจริญเกาะกันเปนกอนอยูท่ีผิวหนาอาหาร 

- เจริญมากท่ีกนหลอดทดลองหรือตกตะกอนท่ีกนหลอดทดลอง 
Granular     ตะกอนเปนแกรนูลละเอียด Flocculent   ตะกอนเปนกลุมกอน 
Viscid          ตะกอนเปนเยื่อเหนียว  Flaky   ตะกอนเปนแผนแยกจากกัน 

3. การเจรญิของเชื้อในอาหารวุนเอียง ( Agar Slant ) 
3.1  ปริมาณเช้ือท่ีข้ึน 
3.2  รูปรางการเจริญ 
- Filiform            การเจริญสมํ่าเสมอตามรอยขีดเช้ือ 
- Echinulate       การเจริญมีรอยหยักท่ีขอบคลายฟนเล่ือย 
- Beaded           การเจริญไมสมํ่าเสมอและแยกจากแนวท่ีขีดเช้ือ 
- Arborescent    การเจริญแตกกิ่งกานคลายตนไม 
- Rhizoid            การเจริญแตกกิ่งกานคลายราก 
- Effuse              เจริญนอยและกระจัดกระจาย 
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รูปท่ี 7  แสดงลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารเล้ียงเชื้อ (Cappuccino & Sherman ,   1992) 

IV.  อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial Culture Media) 
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ในการศึกษาแบคทีเรียส่ิงท่ีขาดมิไดคือ อาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงมีประโยชนในการใชเพาะเล้ียง
แบคทีเรียเพ่ือนํามาศึกษาในดานตางๆไดแก 
 1. การแยกและวินจิฉัยแบคทีเรีย 
 2. การทดสอบความปลอดเช้ือ ( Sterility test )  
 3. การวิเคราะหนําและอาหาร 
 4. การควบคุมสภาวะแวดลอม 
 5. การผลิตชีวภัณฑตาง ๆ เชน toxoid และวัคซีนเปนตน 
 6. การวิเคราะหยาปฏิชีวนะและวิตามิน 
 แบคทีเรียชนดิกอโรค (Pathogen) สวนมากสามารถเพาะเล้ียงไดในหลอดทดลองไดโดยใช
อาหารที่มนุษยปรุงข้ึน (Artificial Media) ยกเวนแบคทีเรียท่ีเจริญยาก (Fastidious Bacteria)บาง
ชนิดเทานัน้ท่ีไมสามารถเล้ียงในหลอดทดลองได เชน Mycobacterium laprae อาหารเล้ียงเชื้อ
โดยท่ัวไปตองประกอบดวยสารอาหารท่ีจําเปน ไดแก แหลงของไนโตรเจน คารบอน เกลือแร และ
วิตามิน รวมทัง้น้ํา และ Growth factor ตาง ๆ ในปริมาณท่ีเหมาะสม นอกจากนั้นความเปนกรด - 
ดางของอาหารเล้ียงเช้ือตองเหมาะสมตอ Metabolism ของแบคทีเรียท่ีตองการเพาะเล้ียงดวย อีก
ประการหน่ึงท่ีสําคัญคือ อาหารเล้ียงเช้ือนัน้ตองปราศจากเช้ือ (Sterilized) กอนท่ีจะทําการเพาะเล้ียง
เช้ือ 
 แบคทีเรียชนดิกอโรคเปนพวก heterotrophic microorganism ซ่ึงมีความสารถในการ
สังเคราะหอาหารจํากัดจึงตองการอาหารซ่ึงซับซอนข้ึน เชน complex nitrogen compound ดังนั้นจึง
มักใชอาหารซ่ึงเปนแหลงของโปรตีนในธรรมชาติ (crude natural protein source) แตวาแบคทีเรีย
ไมสามารถใชโปรตีนนี้ไดโดยตรงแตตองทําใหอยูในรูปซ่ึงสามารถนําไปใชไดเสียกอน โดยการ
ยอยโปรตีนเหลานี้ดวยกรด ดาง หรือ เอ็นไซมตางๆ   โปรตีนซ่ึงถูกยอยแลวนี้ (protein 
hydrolysates) โดยสวนใหญเรียกวา peptones  ซ่ึงเปนสารท่ีละลายนํ้าไดงายและประกอบดวย 
Polypeptidase ตลอดจน amino acids ในปริมาณตางๆ กันซ่ึงสารเหลานี้แบคทีเรียสามารถนําไปใช
ไดทันที แตอยางไรก็ตาม ปริมาณ Polypeptidase  และ amino acids ใน peptones แตละชนิดและ
จากแตละบริษทัจะไมเหมือนกัน  
 ความตองการอาหารชนิดตางๆ ของพวก heterotrophic bacteria จะแตกตางกันไป ดังนั้นจึง
ตองมี peptones หลายชนิดเพื่อใชงานตาง ๆ กัน และมีสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือมากมาย ท้ังนีเ้พื่อให
เหมาะสมในการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแตละชนิดหรือแตละกลุม ปจจบัุนมีอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูป 
(dehydrated media) มากมายหลายชนิดซ่ึงสามารถเก็บไวไดนานพอสมควรอีกท้ังยังสะดวกในการ
เตรียมอีกดวย 
 สวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือแบบธรรมดา (Basic nutrient  Media)  
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1.  Peptones : ดังไดกลาวในตอนตนแลว Peptone คือโปรตีนซ่ึงถูกยอยแลว เปน Amino 
acid  และ Simple  Nitrogenous conpounds   อาจโดยใชกรด   ดาง   หรือ   เอ็นไซม คุณสมบัติของ 
peptones จะข้ึนอยูกับความบริสุทธ์ิของคุณภาพโปรตนีท่ีใชและวิธีการยอยโปรตีน ( ดวยกรด ดาง  
หรือ เอ็นไซม ) การยอยดวยกรดหรือดาง จะทําลายวิตามินและ Amino acids บางสวนในโปรตีนไป 
ซ่ึงผิดกับการยอยดวยเอ็นไซม โปรตีนซ่ึงใชในการผลิต Peptones มีหลายชนิด  เชน    Casein 
( โปรตีนในน้าํนม ) Gelatin  เนื้อ ถ่ัวเหลือง และ Yeast cells เปนตน Peptones เปนสวนประกอบ
หลักใหญของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแบคทีเรียตองการมากสําหรับการเจริญเติบโต 
 2. Infusion และ  Extracts  :  เปนสารสะกัดจากเซลลตางๆ ท้ังจากจุลชีพ (เชน  Yeast 
Extract  ซ่ึงความเปนจริงถือวาเปน Peptone ชนิดหนึ่ง) เนื้อเยื่อจากพืช (เชน Malt Extract) และจาก
สัตว  (เชน  Beef Extract  Brain- Heart infusion)  เปนส่ิงท่ีใชแทน Peptones กอนท่ีจะมีการคิดคน
การผลิต Peptones ข้ึนมาใชงาน ซ่ึงในปจจุบันกย็ังคงใชอยู ในอาหารเล้ียงเช้ือหลายชนิด  Infusion 
และ extract นี้เปนสารสกัดซ่ึงมีสวนประกอบไมแนนอนและไมชัดเจน โดยเปนสารผสมระหวาง
โปรตีน Polypeptides, aminoacids คารโบไฮเดรต รวมถึงวิตามิน และ Growth factors หลายชนิด 
 3. Solidifying agents : เปนสารซ่ึงใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือใหอาหรชนิดนัน้ๆ แข็งตัว
และกลายเปนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง สารพวกนีไ้ดแก วุน (Agar) , Gelatin , Silica gel และ 
Polyacrylic gels แตท่ีนยิมใชมากท่ีสุดคือ วุน ซ่ึงเปน Polysacharides ท่ีไดจากการสกัดสาหรายสี
แดง (Rhodophyceae) วุนท่ีดีควรสะอาดปราศจากฝุนผงตางๆ ละลายท่ี 80 °C เม่ือเตรียมวุนความ
เขมขน 2% ในน้ํา (น้ําหนกั / ปริมาตร) แลวท้ิงใหแข็งตัว ส่ิงท่ีไดควรจะใสหรือหากขุนก็เพยีง
เล็กนอย สวน Solidifying Agents อ่ืนๆ นั้นไมคอยมีผูนยิม 
 4. Indicators : ในการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อมักจะมี Indicators 2 ประเภทคือ  
  4.1 Indicators เพื่อบอกสภาวะความเปนกรดดาง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึง
ไดแก Phenol red, Bromothymol Blue, Bromocresol Purple, Neutral red, litmus, andrade's 
indicator เปนตน 
  4.2 Indicators เพื่อบอกสภาวะ Oxidation- reduction potential (Eh) ของอาหาร
เล้ียงเช้ือ  เชน  Methylene  Blue  และ Resazurin  เปนตน 
 5. เกลือ (Salt ;NaCl) ใชเติมลงไปเพ่ือปรับปริมาณ Osmotic pressure ของอาหารเล้ียงเช้ือ
ใหเปน Isotonic สําหรับเซลลแบคทีเรีย หรือเพ่ือปรับความเขมขนของเกลือของอาหารเล้ียงเช่ือให
เปนไปตามท่ีแบคทีเรียตองการ 
 6.  Dextrose  ใชเพื่อเปนแหลงของ Carbon และพลังงานแกแบคทีเรีย 
 7. น้ํา ใชเพื่อทําใหสวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ืออยูในรูปของสารละลายท่ีแบคทีเรีย
สามารถนําไปใชได สวนใหญจะใชน้ํากล่ัน (distilled water) 
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 8. Selective agent :  เปนสารเคมีซ่ึงเติมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเพ่ือใหแบคทีเรียบางชนิด
เจริญไดเทานัน้ โดยแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ จะถูกยับยั้งไมใหเจริญ การใส selective agent ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือนี้ จะมีประโยชนในการแยกเช้ือซ่ึงเปนตัวกอโรคออกจากเช้ือท่ีไมกอโรค selective agents 
ท่ีใชกันมีหลายชนิดไดแก สียอมบางชนิด เชน crystal violet และ brilliant green (ใชยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียพวกแกรมบวก)  sodium chloride (ใชยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 
นอกเหนือจาก Staphylococcus spp. เนื่องจากไมสามารถทนเกลือไดในปริมาณสูงๆ เหมือน 
Staphylococcus spp.), sodium azide, sodium citrate , sodium tellurite, sodium lauryl sulfate, 
sodium Selenite, iodine, phenylethanol และยาปฏิชีวนะตางๆ เปนตน  นอกจากนั้นการปรับความ
เปนกรดหรือดางของอาหารเล้ียงเช้ือใหต่ํากวาปรกติ  (เชน pH 5.6 ใน abouraud dextrose agar) 
หรือสูงกวาปรกติ  (เชน pH 8.8-9.0 ใน alkaline peptone water  สําหรับแยกเช้ือ Vibrio  cholerae) ก็
สามารถใชเปน Selective Character ของอาหารเล้ียงเช้ือได 
 9.   Reducing agent ; เปนสารเคมีซ่ึงเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือชวยสงเสริมใหเกดิภาวะ
ไรออกซิเจนในอาหารเล้ียงเชื้อไดดีข้ึน สารเหลานี้ไดแก ascobic acid , sodium thioglycolate , 
sodium formaldehyde sulfoxylate , thiomalic acid , sodium hydrosulfite , และ cysteine เปนตน  

10. เลือด  ; ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือพวก Enriched Media เลือดท่ีใชโดยมากมี 4 
ชนิด คือ 

- เลือดแกะ ซ่ึงเอา Fibrin ออกแลว (defibrinated sheep blood) ; เปนเลือดท่ีดีท่ีสุดเพราะ
ให hemolysis ไดถูกตองชัดเจน โดยเฉพาะ hemolysis ท่ีเกิดจาก Streptococci  spp. 

- เลือดกระตายซ่ึงเอา Fibrin ออกแลว คุณภาพรองจากเลือดแกะ และให hemolysis ได
ถูกตองเชนกัน 

- เลือดมาซ่ึงเอา fibrin ออกแลว ให hemolysis ไมถูกตองโดยเฉพาะจาก Streptococci 
แตมีประโยชนในการใชใสใน Mueller Hinton media เพื่อการทดสอบความไวของ
แบคทีเรียตอยาตานจุลชีพโดยใสในรูปของเลือดมาท่ีทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (lysed 
horse blood)  

- เลือดคนซ่ึงหมดอายุแลวจากคลังเลือด ; เปนเลือดท่ีใชมากท่ีสุดเพราะหางาย ราคาถูก 
แตอาจมีผลเสียจาก citrate , antimicrobial agents และสารอ่ืน ๆ ท่ีอยูในเลือด ซ่ึงอาจ
ทําใหแบคทีเรยีบางชนิดไมสามารถเจริญไดหรือใหปฏิกิริยา hemolysis ท่ีผิดจากความ
เปนจริง 

 
ชนิดของอาหารเล้ียงเชื้อ  

1. แบงตามลักษณะทางกายภาพของอาหารเล้ียงเชื้อ แบงไดเปน 
1.1 อาหารแขง็ (Solid Media)  คืออาหารที่มีการเติมวุน (Agar) 1.5 – 2 %ข้ึนไป 
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  1.2 อาหารเหลว (Liquid Media or Broth) คืออาหารที่ไมมีการเติมวุนลงไป หรือหากมีจะ
นอยมาก คือนอยกวา 0.1 %  

 1.3 อาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลว (Semisolid Media)  คืออาหารที่มีการเติมวุนปริมาณนอยลงไป 
ประมาณ 0.5 % เพื่อประโยชนบางอยาง เชน ประโยชนในการทดสอบคุณสมบัติในการเคล่ือนท่ีของ
แบคทีเรีย (Motility test)  
2. แบงตามคณุสมบัติของคณุคาทางอาหารและ Selective Agents ท่ีเติมลงไป แบงไดเปน 

2.1  Chemical Defined Media เปนอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงทราบชนิดและปริมาณท่ีแนนอน
ของสารเคมีท่ีมีอยูในอาหารเล้ียงเชื้อชนิดนั้น ๆ อาหารเล้ียงเช้ือชนิดนีไ้มเปนท่ีนยิมใชในงานท่ัวไป
นัก แตมักใชในงานวจิัยท่ีตองการความละเอียดและแนนอนมากเปนพิเศษ 
 2.2 Plain Media  เปนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารอาหารมาพอสมควร สามารถใชเพาะเล้ียง
แบคทีเรียสวนมากได ซ่ึงรวมถึงแบคทีเรียกอโรคบางชนิด อาหารเล้ียงเชื้อประเภทนีไ้ดแก  Nutrient 
Broth , Nutrient agar เปนตน  
 2.3 Enriched Media เปนอาหารท่ีใชเฉพาะกับแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงยาก (Fastidious  
bacteria)  เนื่องจากไมเจริญในอาหารธรรมดาเลยหรือเจริญยาก  อาหารชนิดนี้ตองเติมสารอาหาร
พิเศษหรือ Growth Facter บางอยางลงไป เชน  เลือด  ซีร่ัม  ไข น้ําจากชองทอง (Ascitic Fluid) หรือ
สารท่ีสกัดจากเนื้อเนื่อของสัตว เปนตน เพื่อเรงการเจริญเติบโตของเช้ือ  เชน  Blood Agar  และ 
Chocolate Agar  เปนตน 
 2.4 Enrichment Media เปนอาหารเล้ียงเชื้อชนิดเหลว ใชชวยในการเจริญของแบคทีเรีย
ชนิดหนึง่ชนิดใดโดยเฉพาะ (ซ่ึงมักจะเปนแบคทีเรียท่ีกอใหเกดิโรค)    ใหเจริญไดดีกวาแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีปะปนมาในตัวอยาง  เชน Selenite broth , tetrathionate broth เปนตน 
 2.5  Selective Media  เปนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชเพื่อแยกจลิุนทรียท่ีตองการออกจาก 
จุลินทรียท่ีไมตองการและปะปนอยู โดยการเติมสารเคมีบางอยาง ซ่ึงเปนสารท่ียับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีไมตองการ โดยไมมีผลเสียตอแบคทีเรียท่ีตองการ เชน การเติมสี 
Crystal Violet  Brilliant Green และ เกลือน้ําด ี (bile salt) เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรม
บวก และไมยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ หรือการเติมยาปฏิชีวนะบางชนิดเพื่อยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียท่ีไมตองการ ตัวอยางของ Selective Media เชน Brilliant green agar, 
Salmonella – Shigella agar (SS Agar) Bismuth sulfite agar  และ  MacConkey agar เปนตน 
 2.6 Differential Media  เปนอาหารเล้ียงเชื้อท่ีใชบอกความแตกตางของเช้ือแตละชนิดโดย
ดูจากความแตกตางของลักษณะโคโลนีหรือปฏิกิริยาทางชีวเคม ี (Biochemical Reaction)  เชน  
Blood  agar media    เปนอาหารวุนท่ีเติมเลือด   ถาแบคทีเรียนั้นยอยสลายเม็ดเลือดแดงได 
(Hemolysis) จะเกิดบริเวณใส (Clear Zone) ข้ึนรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรีย  Lactose broth ใชแยก
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2.7 Differential และ Selective media มีอาหารเล้ียงเช้ือบางชนดิมีคุณสมบัติเปนท้ัง 
Differential media และ Selective Media  คือยอมใหแบคทีเรียบางชนิดเจริญไดแตไมยอมให
แบคทีเรียชนดิอ่ืน ๆ เจริญ และในขณะเดียวกันก็ยังสามารถแยกชนิดของแบคทีเรียท่ีเจริญอยูนั้นได
ดวย เชน Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) agar  ซ่ึงยอมใหแบคทีเรียพวก Vibrio 
เทานั้นท่ีเจริญไดและยังสามารถแยก Vibrio ชนิดท่ีใช Sucrose และไมใช  Sucrose ออกจากกันได 
โดยดูจากสีของโคโลนี   หรือ  Xylose lysine Dexoxycholate Agar (XLD) ท่ีใชแยกแบคทีเรียแกรม
ลบท่ีสามารถใชและไมใชแลคโตสออกจากกันได   โดยถาแบคทีเรียใชแลคโตสไดโคโลนีจะมีสี
เหลือง ถาใชแลคโตสไมไดโคโลนีจะมีสีชมพู และถาเปนแบคทีเรียบางชนิด เชน Salmonella จะมี
ลักษณะเฉพาะบน XLD คือ โคโลนีจะมีสีชมพูใสและมีจุดสีดําของไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) อยูตรง
กลาง เปนตน 

2.8 อาหารท่ีใชวิเคราะห (Assay Media) เปนอาหารท่ีมีองคประกอบพิเศษเพื่อใชวเิคราะห
หาปริมาณของ วิตามิน กรดอะมิโนและสารปฏิชีวนะ นอกจากนีย้ังใชในการตรวจสอบ
ประสิทธิภาพของสารเคมีท่ีใชยับยัง้หรือทําลายจุลินทรีย (Disinfectant) ดวย 

2.9 อาหารท่ีใชตรวจนับจํานวนแบคทีเรีย (Media for enumeration of bacteria)    เปน
อาหารที่ใชในการตรวจนับแบคทีเรียบางชนิด เชน จุลินทรียในนํ้าหรือน้ํานม ซ่ึงองคประกอบของ
อาหารจะเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียเหลานั้น ตัวอยางเชน Plate count agar และ Marine 
agar เปนตน 

2.10   อาหารท่ีใชศึกษาคุณสมบัตขิองแบคทีเรีย (Media for characterization of 
bacteria)  ใชตรวจสอบคุณสมบัติในการเจริญของจุลินทรียในอาหารเล้ียงเช้ือรวมท้ังคุณสมบัติท่ี
ทําใหเกดิการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาและชีวเคม ี  (Physical and Biochemical test) เชน  Triple 
sugar iron agar , Urease test medium , citrate agar , lysine decarboxylase test medium เปนตน 

2.11 อาหารท่ีใชเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย (Maintenance Media) ใชเพื่อเก็บรักษาเช้ือ
แบคทีเรียไวใหนานท่ีสุดโดยเช้ือยังมีคุณสมบัติเหมือนเดมิ จึงมีการลดองคประกอบบางอยางใน
อาหารเพื่อใหเช้ือมีการเจริญเติบโตนอยลงและปลดปลอยของเสียออกมานอยลง เชน ลดปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสใหนอยลงเนื่องจากน้ําตาลกลูโคสจะเพ่ิมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ทําใหสราง
กรดไดมากและทําใหเช้ือตายเร็ว  ไมมีคารโบไฮเดรต หรือโปรตีน  แตจะประกอบดวยเกลือแรตาง 
ๆ หลายชนิดเพื่อรักษาความเปนกรด – ดาง ตลอดจน Oxidation Reduction Potential และความชืน้
ใหคงท่ี  เชน  Stuart’s transport medium , Cary – Blair transport medium เปนตน  Transport  
Media นิยมใชในกรณีท่ีไมสามารถนําส่ิงสงตรวจจากสัตวปวยมาเพาะเลี้ยงเพื่อแยกเช้ือไดทันที 
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 V. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ(Preparation of the Culture Media) 
ปจจุบันมีบริษทัท่ีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูป (Dehydrated Media) ออกมาจําหนาย เชน  

BBL ,Difco , Gibco   และ  Oxoid ทําใหสะดวกในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือมากข้ึน ถาตองการ
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจาก Dehydrated Media ท่ีเปนผงหรือเกล็ด (Granules)    ควรจะเตรียมตาม
คําแนะนําของบริษัทผูผลิตจะดีท่ีสุด ข้ันตอนในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือมีดังนี ้

1. ใชเคร่ืองแกว (Glassware)  ท่ีสะอาด ผานการลางมาเปนอยางดีโดยไมใชสารซักฟอก  
(Detergent) หรือสารเคมีอ่ืน ๆ     

2. ช่ังน้ําหนกั Dehydrated media ตามสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือแตละชนดิ นําไปใสใน   
Flask  หลังจากนั้นเติมน้ํากล่ัน  (Distilled Water) ลงไปตามปริมาณท่ีกําหนดไวในสูตร    ควรใชน้ํา
กล่ันเนื่องจากเปนน้ําท่ีปราศจากคลอรีน  (Chlorine)  สารเคมีและไอออนของโลหะหนักตาง ๆ 
(Heavy metal ions) ท่ีอาจยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 

3. การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือควรเตรียมในภาชนะท่ีมีปริมาตรมากกวาปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีตองการเตรียมประมาณ 2 เทา เพื่อความสะดวกในการผสมและปองกันฟองท่ีเกดิ
จากการตมอาหารเล้ียงเช้ือ 

4.   ทําให Dehydrated media ละลายถาเปน Dehydrated media ท่ีผสมวุนมาดวยทําให
ละลายไดโดยการนําไปตม และคนดวยแทงแกวตลอดเวลา หรืออาจใชวิธีวางไวบน Hot plate ท่ี
เปนระบบแมเหล็ก (Magnetic stirrer system) โดยใสแทงแมเหล็กลงไปใน Flask ดวย  แตถาเปน 
Dehydrated media ท่ีไมผสมวุนลงไปอาจทําใหละลายไดดวยการคนเบาก็เพียงพอ 

5.  หลังจากทําใหละลายเสร็จ นําไปนึ่งฆาเช้ือ (Sterilized) ใน Autoclave หรือ Pressure 

cooker ท่ี 121 °C  ความดนั 15  ปอนด  15 นาที  อยางไรก็ตามมีอาหารเล้ียงเช้ือบางประเภทท่ีไม
สามารถทนความรอนสูงเชนนี้ได  บริษัทผูผลิตอาจแนะนําใหนําไปฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 118 °C หรือ 
115 °C  ท่ีเวลา 15 นาทีหรือนานกวานี้เล็กนอย  Selective Media บางชนิด  เชน  Brilliant green 
agar , TCBS  และ XLD สามารถฆาเช้ือไดโดยการนําไปตม  

6. หลังจากฆาเช้ือเสร็จเรียบรอยนําอาหารเล้ียงเช้ือมาทําใหเย็นลงท่ีอุณหภมิู 50 – 56°C    
 ใน  Water bath กอนนําไปเทลง Plate หรือ Tube  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสม Agar จะแข็งตัวท่ี 42°C  
อาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร สามารถนําไปเทลง Plate ไดประมาณ 70 – 100  Plates  

7.   สารบางชนิดท่ีจะตองเติมลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือจะไมสามารถทนความรอนในการตม
หรือการ  Autoclave ได ดังนั้นจะตองเติมสารเหลานั้นในข้ันตอนหลังจากนี ้โดยใหอาหารเล้ียงเช้ือ
เย็นลงประมาณ 50–56 °C กอน  แตสารเหลานี้จะตองเปนสารท่ีปราศจากเช้ือ เชน ถาเปนเลือด ก็
ตองเปนเลือดท่ีเก็บมาโดยวธีิปราศจากเช้ือ (Aseptic technique)  ถาเปนน้ําตาล สี หรือ กรดอะมิโนก็
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8.  ตรวจสอบความเปนกรด – ดาง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเย็นแลว (50 - 56 °C) อาจโดย
การใช pH meter หรือ pH strips  ถา ความเปนกรด –ดาง ของอาหารเล้ียงเช้ือไมเปนไปตามท่ี
กําหนดในสูตร (ปรกติจะกําหนดใหอยูในชวง 6.8 – 7.2) ใหเติม 1-N หรืด 0.1 –N NaoH หรือ HCl 
ทีละหยดและปรับจนกวาจะได pH ตามท่ีกาํหนด 

9. นําไปเทลงใน  Plate หรือ Tube   
10. หลังจากเทลง Plate หรือ Tube แลวรอใหอาหารเล้ียงเช้ือแข็งตัวและปลอยใหแหงท่ี

อุณหภูมิหองหรือ 37 °C ประมาณ 2 – 3 ช่ัวโมง ตองแนใจวาไมมีไอน้ําเกาะอยูท่ีฝา Plate เพราะอาจ
ทําใหเกดิ Contamination ได หลังจากนั้นนํา Plate ท่ียังไมใชเกบ็ใสถุงพลาสติก มัดมากถุงให
เรียบรอย แลวนําไปเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 . C อาจนําไปทดสอบการปราศจากเช้ือโดยการนําไป
บม ( Incubation ) ท่ีอุณหภมิู 37 °C นาน 12 – 14 ช่ัวโมง 

         

VI. การเก็บรกัษาเชื้อแบคทีเรีย (Maintenance of Bacteria) 
เช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิมักมีการเก็บรักษาไวเพื่อใหมีชีวติอยูนาน ๆ เพือ่นําไปใชใน

การศึกษา วิจยั การเก็บรักษาเชื้อบริสุทธ์ิมีหลายวิธีไดแก 
1. การถายเชื้อสูอาหารใหม (Subculturing Method) 
เช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจะเกบ็ไวในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Maintenance media ระยะเวลา

หนึ่ง แลวเปล่ียนอาหารใหม ระยะเวลาในการเปล่ียนอาหารขึ้นอยูกับ ชนิดของเช้ือ ซ่ึงอาจเก็บไวได
หลายสัปดาหหรือหลายเดือน นอกจากนีย้งัเก็บไวท่ีอุณหภูมิต่ําเพื่อใหเช้ือหยุดการเจริญเติบโต การ
เก็บรักษาเช้ือโดยวิธีการถายเชื้อใสในอาหารเล้ียงเช้ือใหมเร่ือย ๆนี้มีขอเสียคือ อาจทําใหเช้ือเกดิการ
เปล่ียนแปลงลักษณะของสายพันธุได คือเกิดการกลายพนัธุ หรือการผาเหลา 

 
 
 
2.  การปดทับดัวยน้ํามัน 
คือการเก็บรักษาแบคทีเรียท่ีข้ึนอยูบนอาหารวุนเอียง (Agar slant  Media) โดยการเทน้ํามัน

น้ํามัน เชน ฟาราฟน  ท่ีผานการฆาเช้ือแลวหนาประมาณครึ่งน้ิวทับลงไป สามารถเก็บรักษาเช้ือได
เปนป  

1. การทําใหแหงและเย็นเยือกแข็ง (Lyophilization) 
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คือการทําใหเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ (สวนใหญใช  Skim milk)  แหงโดยเร็วในสภาพที่เย็น

จัดจนแข็ง (Freeze - dry) อุณหภูมิประมาณ – 60 ถึง –78 ° C ในหลอดแกวขนาดเล็ก และทําใหเกดิ
สภาพสูญญากาศภายในหลอด แลวปดปากหลอดโดยการลนไฟ  วิธีการนี้สามารถเก็บเช้ือแบคทีเรีย
ไวไดนานมากโดยคุณสมบัตขิองเช้ือไมเปล่ียนแปลง แตเสียคาใชจายคอนขางสูง 

2. การเก็บรักษาเชื้อไวท่ีอุณหภมิูต่ํา 

คือการเก็บเช้ือไวในท่ีท่ีอุณหภูมิต่ํา เชน ในไนโตรเจนเหลว ซ่ึงมีอุณหภูมิ –196 ° C โดยนํา
เช้ือท่ีใสในสารละลายท่ีสามารถปกปองเช้ือจากการเปล่ียนแปลงเมื่อเกบ็ดวยวิธีนี ้(จากผลึกน้ําแข็ง) 
เชน  กลีเซอรอล  หรือ Dimethyl sulfoxide , DMSO แลวนําไปแชในไนโตรเจนเหลว 

วิธีนี้สามารถเก็บรักษาเช้ือไวดนานมาก ประมาณ 10 – 30 ป โดยไมมีการเปล่ียนแปลง
คุณสมบัติ และยังสามารถเก็บรักษาเช้ือท่ีไมสามารถทําการเก็บดวยวิธี Lyophilization ไดดวยแต
เสียคาใชจายมาก เนื่องจากตองมีการเติมไนโตรเจนเหลวเปนระยะ ๆ    
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