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การเพาะเลี้ยงและอาหารเลี้ยงเช้ือแบคทเีรีย 
         (Bacterial Culture Bacterial culture media) 

 
 

                      

 

 I. ความตองการสารอาหารของแบคทีเรีย  

II. วิธีการในการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย  

III. ลักษณะการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อ (Cultural Characteristics ) 

IV.  อาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial Culture Media)  

V. การเตรียมอาหารเล้ียงเชือ้(Preparation of the Culture Media)  

VI. การเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรีย (Maintenance of Bacteria) 
 

ในการศึกษาเร่ืองแบคทีเรียทางหองปฏิบัติการมีความจําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองมีการ
เพาะเล้ียงแบคทีเรียภายในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมข้ึน โดยมีการควบคุมสภาวะของการเพาะเล้ียงให
เปนไปตามธรรมชาติของแบคทีเรียแตละชนิดใหมากท่ีสุด  ดังนัน้จึงจําเปนตองมีการเรียนรูความ
ตองการตาง ๆ ของแบคทีเรียตามธรรมชาติ และนํามาศึกษาถึงวิธีการเพาะเล้ียงแบคทีเรียภายใน
หองปฏิบัติการ 

I. ความตองการสารอาหารของแบคทเีรีย 
แบคทีเรียตองการสารอาหารเพื่อใหในการเจริญเติบโตดังตอไปนี ้
1. พลังงาน ( Energy ) 
- แหลงพลังงานจากแสง  แบคทีเรียท่ีไดพลังงานจากแสงเรียกวา Phototroph   
- แหลงพลังงานจากกระบวนการออกซิเดช่ัน ( Oxidation ) ของสารเคมี แบคทีเรียท่ีได

พลังงานจากกระบวนการออกซิเดช่ันเรียก Chemotroph  
 
2. แหลงคารบอน (Carbon Sources) 
แหลงคารบอนอยูในรูปของคารบอนไดออกไซดและสารอินทรีย  แบคทีเรียท่ีตองการ

สารอาหารในรูปของสารอนินทรีย สามารถเปล่ียนคารบอนไดออกไซดเปนคารโบไฮเดรต เรียกวา 
Autotroph  ถาไดพลังงานจากแสงอาทตยดวยเรียกวา Photoautotroph    ถาไดพลังงานจากการออก
ซิเดช่ันของสารเคมีดวยเรียก  Chemoautotroph      สวนแบคทีเรียท่ีตองการสารอาหารในรูปของ
สารอินทรีย เรียก Heterotroph 
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3.  แหลงของอิเล็กตรอน (Electron Sources) 
แบคทีเรียตองการอิเล็กตรอนเพื่อใชในกระบวนการเมตาบอลิซึม  พวกท่ีใชสารอนนิทรีย

เปนแหลงอิเล็กตรอนเรียก Lithotroph   สวนพวกท่ีใชสารอินทรียเปนแหลงอิเล็กตรอนเรียก 
Organotroph 

3. แหลงไนโตรเจน (Nitrogen sources) 
แหลงของไนโตรเจนมีท้ังสารอินทรียและอนินทรีย แหลงท่ีเปนสารอินทรีย เชน กรดอะมิ

โน  เพปไทด  โปรตีน    แหลงท่ีเปนสารอนินทรีย  เชน  เกลือไนไตรท   ไนเตรต  หรือ 
แอมโมเนียม  

4. แหลงของออกซิเจน ซัลเฟอร และฟอสฟอรัส 
ออกซิเจนไดมาจากหลายแหลง เชน น้ํา และสารอาหาร  
แหลงของซัลเฟอรอาจอยูในรูปของสารอินทรีย หรือสารอนินทรีย ซัลเฟอรมีความจําเปน

ในการสังเคราะหกรดอะมิโนบางชนิด  
แหลงของฟอสเฟตอาจอยูในรูปของ     ฟอสเฟตท่ีเปนองคประกอบของกรดนิวคลีอิค    นิ

วคลีโอไทด   ฟอสโฟลิปด   กรดไทโคอิก และสารอ่ืน ๆ 
5. ไอออนของโลหะหนัก 
ไอออนของโลหะหนักมีความจําเปนตอการเจริญตามปรกติของแบคทีเรีย เชน K+, Mg2+, 

Ca2+, Fe 2+ เปนตน ซ่ึงบางชนิดจัดเปน Co facter ท่ีสําคัญของเอนไซมตาง ๆ 
6. วิตามิน 
แบคทีเรียตองการวิตามินในปริมาณนอย แตวิตามินมีความจําเปนตอการดํารงชีวิตและการ

เจริญเติบโตมาก โดยทําหนาท่ีเปนโคเอนไซมในปฏิกิริยาตาง  ๆ  แบคทีเรียบางชนดิสามารถ
สังเคราะหวิตามินไดจากอาหารเล้ียงเช้ือ 

  

II. วิธีการในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 การเพาะเล้ียงเชื้อแบคทีเรียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือสวนใหญทําเพื่อการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ ท่ี
เรียกวา Pure Culture ซ่ึงหมายถึงกลุมของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะเหมือนกันทุกประการ  หรืออาจทํา
เพื่อการนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย (Colony count) การเพาะเล้ียงแบคทีเรียสามารถทําได
หลายวิธีดังนี ้

1. การขีดเชื้อในจานเพาะเชื้อ ( Streak Plate ) 
การขีดเช้ือในจานเพาะเช้ือคือ  การทําใหเช้ือท่ีมีปริมาณมากคอย ๆ กระจายออกจนแยกเปน

โคโลนี (Colony)  เดี่ยว ๆ   ซ่ึงแตละโคโลนีจะเจริญมาจากเซลลเดี่ยวจงึถือเปนเช้ือท่ีบริสุทธ์ิโดยใช
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วิธีการในการขีดเชื้อแบบ Four - way cross Streak  
 ใช Loop เผาไฟแลวรอใหเยน็แลวแตะเช้ือมาขีดบนอาหารแข็ง (Solid Media) ตามแนว ดงั
รูปท่ี 1  โดยในการขีดทุกแนวควรเปล่ียน Loop ท่ีใช หรือมีการเผาไฟทุกคร้ังเพื่อฆาเช้ือท่ีมาก
เกินไป เช้ือจะหนาแนนมากท่ีรอยขีดแรกแลวคอย ๆ หนาแนนนอยลงในรอยขีดทาย ๆ จนแตละ
เซลลออกจากกันได หลังจากท่ีนําไปบม ท่ีอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมกับเช้ือ แตละเซลลนั้นจะ
แยกเปนโคโลนีเดี่ยว 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. การทําใหเชื้อกระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  ( Spread  Plate ) 
 ทําไดโดยการใชแทงแกวงอท่ีทําการฆาเช้ือดวยวิธีเผาไฟแลว เกล่ียเช้ือท่ีทําเปนสารละลาย
ไวใสลงบนอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อเปนการทําใหเซลลแยกออกจากกนั หลังจากนําไปบมเช้ือจะแยกเปน
โคโลนีเดี่ยว ๆ วิธีการนี้สวนใหญเปนวิธีการทําใหเช้ือแยกเปนโคโลนีท่ีบริสุทธ์ิเพื่อการนับจํานวน
โคโลนีของแบคทีเรีย การทํา spread plate แสดงในรูปท่ี 3 การเกล่ียเช้ืออาจใชวิธีหมุนเกล่ียเช้ือบน
พื้น หรือใชเคร่ืองมือในการหมุนเพลท ( 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 ) 
 

การทําใหเชื้อแบคทีเรียบรสิุทธิ์โดยวิธีเทเพลท ( Pour-plate Technique ) 
 คือ การเทอาหารวุนท่ีหลอมเหลวแลวผสมเขากับเช้ือในจานเพาะเช้ือ (รูปท่ี 5) แลวท้ิงไว

ใหอาหารแข็งท่ีอุณหภูมิประมาณ 45 °C     เช้ือท่ีจะนํามาผสมจะตองทําการละลายในสารละลาย
แลวทําใหเจือจางลงตามลําดับ (Serial dilution)   สวนใหญจะใชวิธีการเจือจางท่ีเรียกวา Ten fold 
Dilution  (รูปท่ี 6)  จากนัน้นําเช้ือท่ีละลายแลวจากแตละหลอดมาเทผสมเขากับอาหารเล้ียงเช้ือใน
จานเพาะเชื้อ แกวงจานเพาะเช้ือเบา ๆ เพื่อใหเช้ือกระจายตัว    แลวรอจนอาหารเล้ียงเชื้อแข็งดีแลว 
จึงนําไปบม (Incubate  ที่อุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสม  วธีินี้สวนใหญทําเพื่อตองการนับจํานวน
โคโลนีของแบคทีเรียเชนเดยีวกันกับวิธี 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) สามารถใชเปนหลักในการจําแนก
แบคทีเรียได เพราะลักษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือจะเปนลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียแตละ
ชนิด ลักษณะการเจริญของเช้ือในอาหารแบงเปน การเจริญของเช้ือบนอาหารแข็ง   การเจริญของ
เช้ือในอาหารเหลว และการเจริญของเช้ือในอาหารวุนเอียง 

1. การเจริญของเชื้อบนอาหารแข็ง (solid media) 
การเจริญของเช้ือบนอาหารแข็งตองดูลักษณะดังตอไปนี ้
1.1  ขนาดของโคโลนี ( Colony Size ) 
1.2  รูปรางของโคโลนี ( Colony form ) 
- Punctiform    โคโลนีมีขนาดเล็กมาก เสนผานศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร  
- Circular         โคโลนีกลม 
- Filamentous  โคโลนีประกอบดวยเสนสายพันกันแนน 
- Irregular        โคโลนีรูปรางไมแนนอน 
- Rhizoid          โคโลนีมีการแตกกิ่งกานไมแนนอนและมีลักษณะคลายราก 
1.3  ขอบหรือริมของโคโลนี ( Colony margin or Colony edge ) 
-    Entire             ขอบโคโลนีเรียบ  
-    Undulate       ขอบโคโลนีเปนคล่ืนโคงเวาเล็กนอย 
- Lobate          ขอบโคโลนีเปนคล่ืนโคงเวาและยืน่มาก 
- Erose            ขอบโคโลนีเปนหยกัเปนซ่ีไมสมํ่าเสมอ     
- Filamentous  ขอบของโคโลนีเปนเสนสายยาวไมแนนอน 
-    Curled           ขอบของโคโลนีเปนเสนซอนกันเปนคล่ืนและหยักในลักษณะท่ีขนานกัน 
1.4  พื้นผิวของโคโลนี ( Surface Texture ) 
-    Smooth          พื้นผิวของโคโลนีเรียบ 
-    Rough            พื้นผิวของโคโลนีขรุขระ 
-    Mucoid           พื้นผิวของโคโลนีเปนเมือกเยิ้ม 
1.5 ความสูงของโคโลนี ( Elevation ) 
-    Flat                 โคโลนีแบนราบ 
-    Raised            โคโลนีมีความหนาสูงข้ึนมาจากผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือเล็กนอย 
-    Convex           โคโลนีนูนโคงจากผวหนาอาหารเล้ียงเช้ือเล็กนอย 
-    Pulvinate        โคโลนีนูนโคงข้ึนมาจากผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือมาก 
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1.6 ความหนดืของโคโลนี  ( Consistency ) 
-   Butyrous         ความหนดืคลายเนยเหลว 
-   Stringy            โคโลนีมีความหนดืมากจนเปนเสนสายขณะใชเข็มเข่ียแตะข้ึนมา 
-   Rubbery        โคโลนีจะเหนียวจนหลุดออกจากผิวหนาอาหารเม่ือใชเข็มเข่ียแตะข้ึนมา 
1.7 ความขุน  ( Optical Feathures ) 
-  Transparency   โคโลนีใส 
-  Translucent      โคโลนีใสโปรงแสง 
-  Opaque     โคโลนีขุน       
1.8 การสรางสารสีหรือรงควัตถุ ( Chromogenesis or Pigmentation) เชน  Pyoverdin ท่ี

เรืองแสงไดจาก Pseudomonas  aeruginosa  
2. การเจริญของเชื้อในอาหารเหลว ( Broth Media ) 
2.1 ปริมาณการเจริญเติบโต 
2.2 ชนิดของการเจริญและการกระจาย 
- การเจริญใตผิวหนาอาหาร 

Turbid  ขุนและเปนตะกอน           Granular ประกอบดวยแกรนูลเล็กๆ จํานวนมาก 
- เจริญเฉพาะท่ีผิวหนาของอาหาร 

Ring            เจริญเปนวงรอบติดอยูท่ีขอบหลอดทดลอง 
Pellicle        เจริญเปนแผนลอยอยูท่ีผิวหนาอาหาร 
Flocculent   แบคทีเรียเจริญเกาะกันเปนกอนอยูท่ีผิวหนาอาหาร 

- เจริญมากท่ีกนหลอดทดลองหรือตกตะกอนท่ีกนหลอดทดลอง 
Granular     ตะกอนเปนแกรนูลละเอียด Flocculent   ตะกอนเปนกลุมกอน 
Viscid          ตะกอนเปนเยื่อเหนียว  Flaky   ตะกอนเปนแผนแยกจากกัน 

3. การเจรญิของเชื้อในอาหารวุนเอียง ( Agar Slant ) 
3.1  ปริมาณเช้ือท่ีข้ึน 
3.2  รูปรางการเจริญ 
- Filiform            การเจริญสมํ่าเสมอตามรอยขีดเช้ือ 
- Echinulate       การเจริญมีรอยหยักท่ีขอบคลายฟนเล่ือย 
- Beaded           การเจริญไมสมํ่าเสมอและแยกจากแนวท่ีขีดเช้ือ 
- Arborescent    การเจริญแตกกิ่งกานคลายตนไม 
- Rhizoid            การเจริญแตกกิ่งกานคลายราก 
- Effuse              เจริญนอยและกระจัดกระจาย 
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รูปท่ี 7  แสดงลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารเล้ียงเชื้อ (Cappuccino & Sherman ,   1992) 

IV.  อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial Culture Media) 
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ในการศึกษาแบคทีเรียส่ิงท่ีขาดมิไดคือ อาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงมีประโยชนในการใชเพาะเล้ียง
แบคทีเรียเพ่ือนํามาศึกษาในดานตางๆไดแก 
 1. การแยกและวินจิฉัยแบคทีเรีย 
 2. การทดสอบความปลอดเช้ือ ( Sterility test )  
 3. การวิเคราะหนําและอาหาร 
 4. การควบคุมสภาวะแวดลอม 
 5. การผลิตชีวภัณฑตาง ๆ เชน toxoid และวัคซีนเปนตน 
 6. การวิเคราะหยาปฏิชีวนะและวิตามิน 
 แบคทีเรียชนดิกอโรค (Pathogen) สวนมากสามารถเพาะเล้ียงไดในหลอดทดลองไดโดยใช
อาหารที่มนุษยปรุงข้ึน (Artificial Media) ยกเวนแบคทีเรียท่ีเจริญยาก (Fastidious Bacteria)บาง
ชนิดเทานัน้ท่ีไมสามารถเล้ียงในหลอดทดลองได เชน Mycobacterium laprae อาหารเล้ียงเชื้อ
โดยท่ัวไปตองประกอบดวยสารอาหารท่ีจําเปน ไดแก แหลงของไนโตรเจน คารบอน เกลือแร และ
วิตามิน รวมทัง้น้ํา และ Growth factor ตาง ๆ ในปริมาณท่ีเหมาะสม นอกจากนั้นความเปนกรด - 
ดางของอาหารเล้ียงเช้ือตองเหมาะสมตอ Metabolism ของแบคทีเรียท่ีตองการเพาะเล้ียงดวย อีก
ประการหน่ึงท่ีสําคัญคือ อาหารเล้ียงเช้ือนัน้ตองปราศจากเช้ือ (Sterilized) กอนท่ีจะทําการเพาะเล้ียง
เช้ือ 
 แบคทีเรียชนดิกอโรคเปนพวก heterotrophic microorganism ซ่ึงมีความสารถในการ
สังเคราะหอาหารจํากัดจึงตองการอาหารซ่ึงซับซอนข้ึน เชน complex nitrogen compound ดังนั้นจึง
มักใชอาหารซ่ึงเปนแหลงของโปรตีนในธรรมชาติ (crude natural protein source) แตวาแบคทีเรีย
ไมสามารถใชโปรตีนนี้ไดโดยตรงแตตองทําใหอยูในรูปซ่ึงสามารถนําไปใชไดเสียกอน โดยการ
ยอยโปรตีนเหลานี้ดวยกรด ดาง หรือ เอ็นไซมตางๆ   โปรตีนซ่ึงถูกยอยแลวนี้ (protein 
hydrolysates) โดยสวนใหญเรียกวา peptones  ซ่ึงเปนสารท่ีละลายนํ้าไดงายและประกอบดวย 
Polypeptidase ตลอดจน amino acids ในปริมาณตางๆ กันซ่ึงสารเหลานี้แบคทีเรียสามารถนําไปใช
ไดทันที แตอยางไรก็ตาม ปริมาณ Polypeptidase  และ amino acids ใน peptones แตละชนิดและ
จากแตละบริษทัจะไมเหมือนกัน  
 ความตองการอาหารชนิดตางๆ ของพวก heterotrophic bacteria จะแตกตางกันไป ดังนั้นจึง
ตองมี peptones หลายชนิดเพื่อใชงานตาง ๆ กัน และมีสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือมากมาย ท้ังนีเ้พื่อให
เหมาะสมในการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแตละชนิดหรือแตละกลุม ปจจบัุนมีอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูป 
(dehydrated media) มากมายหลายชนิดซ่ึงสามารถเก็บไวไดนานพอสมควรอีกท้ังยังสะดวกในการ
เตรียมอีกดวย 
 สวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือแบบธรรมดา (Basic nutrient  Media)  
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1.  Peptones : ดังไดกลาวในตอนตนแลว Peptone คือโปรตีนซ่ึงถูกยอยแลว เปน Amino 
acid  และ Simple  Nitrogenous conpounds   อาจโดยใชกรด   ดาง   หรือ   เอ็นไซม คุณสมบัติของ 
peptones จะข้ึนอยูกับความบริสุทธ์ิของคุณภาพโปรตนีท่ีใชและวิธีการยอยโปรตีน ( ดวยกรด ดาง  
หรือ เอ็นไซม ) การยอยดวยกรดหรือดาง จะทําลายวิตามินและ Amino acids บางสวนในโปรตีนไป 
ซ่ึงผิดกับการยอยดวยเอ็นไซม โปรตีนซ่ึงใชในการผลิต Peptones มีหลายชนิด  เชน    Casein 
( โปรตีนในน้าํนม ) Gelatin  เนื้อ ถ่ัวเหลือง และ Yeast cells เปนตน Peptones เปนสวนประกอบ
หลักใหญของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแบคทีเรียตองการมากสําหรับการเจริญเติบโต 
 2. Infusion และ  Extracts  :  เปนสารสะกัดจากเซลลตางๆ ท้ังจากจุลชีพ (เชน  Yeast 
Extract  ซ่ึงความเปนจริงถือวาเปน Peptone ชนิดหนึ่ง) เนื้อเยื่อจากพืช (เชน Malt Extract) และจาก
สัตว  (เชน  Beef Extract  Brain- Heart infusion)  เปนส่ิงท่ีใชแทน Peptones กอนท่ีจะมีการคิดคน
การผลิต Peptones ข้ึนมาใชงาน ซ่ึงในปจจุบันกย็ังคงใชอยู ในอาหารเล้ียงเช้ือหลายชนิด  Infusion 
และ extract นี้เปนสารสกัดซ่ึงมีสวนประกอบไมแนนอนและไมชัดเจน โดยเปนสารผสมระหวาง
โปรตีน Polypeptides, aminoacids คารโบไฮเดรต รวมถึงวิตามิน และ Growth factors หลายชนิด 
 3. Solidifying agents : เปนสารซ่ึงใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือใหอาหรชนิดนัน้ๆ แข็งตัว
และกลายเปนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง สารพวกนีไ้ดแก วุน (Agar) , Gelatin , Silica gel และ 
Polyacrylic gels แตท่ีนยิมใชมากท่ีสุดคือ วุน ซ่ึงเปน Polysacharides ท่ีไดจากการสกัดสาหรายสี
แดง (Rhodophyceae) วุนท่ีดีควรสะอาดปราศจากฝุนผงตางๆ ละลายท่ี 80 °C เม่ือเตรียมวุนความ
เขมขน 2% ในน้ํา (น้ําหนกั / ปริมาตร) แลวท้ิงใหแข็งตัว ส่ิงท่ีไดควรจะใสหรือหากขุนก็เพยีง
เล็กนอย สวน Solidifying Agents อ่ืนๆ นั้นไมคอยมีผูนยิม 
 4. Indicators : ในการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อมักจะมี Indicators 2 ประเภทคือ  
  4.1 Indicators เพื่อบอกสภาวะความเปนกรดดาง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึง
ไดแก Phenol red, Bromothymol Blue, Bromocresol Purple, Neutral red, litmus, andrade's 
indicator เปนตน 
  4.2 Indicators เพื่อบอกสภาวะ Oxidation- reduction potential (Eh) ของอาหาร
เล้ียงเช้ือ  เชน  Methylene  Blue  และ Resazurin  เปนตน 
 5. เกลือ (Salt ;NaCl) ใชเติมลงไปเพ่ือปรับปริมาณ Osmotic pressure ของอาหารเล้ียงเช้ือ
ใหเปน Isotonic สําหรับเซลลแบคทีเรีย หรือเพ่ือปรับความเขมขนของเกลือของอาหารเล้ียงเช่ือให
เปนไปตามท่ีแบคทีเรียตองการ 
 6.  Dextrose  ใชเพื่อเปนแหลงของ Carbon และพลังงานแกแบคทีเรีย 
 7. น้ํา ใชเพื่อทําใหสวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ืออยูในรูปของสารละลายท่ีแบคทีเรีย
สามารถนําไปใชได สวนใหญจะใชน้ํากล่ัน (distilled water) 
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 8. Selective agent :  เปนสารเคมีซ่ึงเติมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเพ่ือใหแบคทีเรียบางชนิด
เจริญไดเทานัน้ โดยแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ จะถูกยับยั้งไมใหเจริญ การใส selective agent ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือนี้ จะมีประโยชนในการแยกเช้ือซ่ึงเปนตัวกอโรคออกจากเช้ือท่ีไมกอโรค selective agents 
ท่ีใชกันมีหลายชนิดไดแก สียอมบางชนิด เชน crystal violet และ brilliant green (ใชยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียพวกแกรมบวก)  sodium chloride (ใชยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 
นอกเหนือจาก Staphylococcus spp. เนื่องจากไมสามารถทนเกลือไดในปริมาณสูงๆ เหมือน 
Staphylococcus spp.), sodium azide, sodium citrate , sodium tellurite, sodium lauryl sulfate, 
sodium Selenite, iodine, phenylethanol และยาปฏิชีวนะตางๆ เปนตน  นอกจากนั้นการปรับความ
เปนกรดหรือดางของอาหารเล้ียงเช้ือใหต่ํากวาปรกติ  (เชน pH 5.6 ใน abouraud dextrose agar) 
หรือสูงกวาปรกติ  (เชน pH 8.8-9.0 ใน alkaline peptone water  สําหรับแยกเช้ือ Vibrio  cholerae) ก็
สามารถใชเปน Selective Character ของอาหารเล้ียงเช้ือได 
 9.   Reducing agent ; เปนสารเคมีซ่ึงเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือชวยสงเสริมใหเกดิภาวะ
ไรออกซิเจนในอาหารเล้ียงเชื้อไดดีข้ึน สารเหลานี้ไดแก ascobic acid , sodium thioglycolate , 
sodium formaldehyde sulfoxylate , thiomalic acid , sodium hydrosulfite , และ cysteine เปนตน  

10. เลือด  ; ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือพวก Enriched Media เลือดท่ีใชโดยมากมี 4 
ชนิด คือ 

- เลือดแกะ ซ่ึงเอา Fibrin ออกแลว (defibrinated sheep blood) ; เปนเลือดท่ีดีท่ีสุดเพราะ
ให hemolysis ไดถูกตองชัดเจน โดยเฉพาะ hemolysis ท่ีเกิดจาก Streptococci  spp. 

- เลือดกระตายซ่ึงเอา Fibrin ออกแลว คุณภาพรองจากเลือดแกะ และให hemolysis ได
ถูกตองเชนกัน 

- เลือดมาซ่ึงเอา fibrin ออกแลว ให hemolysis ไมถูกตองโดยเฉพาะจาก Streptococci 
แตมีประโยชนในการใชใสใน Mueller Hinton media เพื่อการทดสอบความไวของ
แบคทีเรียตอยาตานจุลชีพโดยใสในรูปของเลือดมาท่ีทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (lysed 
horse blood)  

- เลือดคนซ่ึงหมดอายุแลวจากคลังเลือด ; เปนเลือดท่ีใชมากท่ีสุดเพราะหางาย ราคาถูก 
แตอาจมีผลเสียจาก citrate , antimicrobial agents และสารอ่ืน ๆ ท่ีอยูในเลือด ซ่ึงอาจ
ทําใหแบคทีเรยีบางชนิดไมสามารถเจริญไดหรือใหปฏิกิริยา hemolysis ท่ีผิดจากความ
เปนจริง 

 
ชนิดของอาหารเล้ียงเชื้อ  

1. แบงตามลักษณะทางกายภาพของอาหารเล้ียงเชื้อ แบงไดเปน 
1.1 อาหารแขง็ (Solid Media)  คืออาหารที่มีการเติมวุน (Agar) 1.5 – 2 %ข้ึนไป 
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  1.2 อาหารเหลว (Liquid Media or Broth) คืออาหารที่ไมมีการเติมวุนลงไป หรือหากมีจะ
นอยมาก คือนอยกวา 0.1 %  

 1.3 อาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลว (Semisolid Media)  คืออาหารที่มีการเติมวุนปริมาณนอยลงไป 
ประมาณ 0.5 % เพื่อประโยชนบางอยาง เชน ประโยชนในการทดสอบคุณสมบัติในการเคล่ือนท่ีของ
แบคทีเรีย (Motility test)  
2. แบงตามคณุสมบัติของคณุคาทางอาหารและ Selective Agents ท่ีเติมลงไป แบงไดเปน 

2.1  Chemical Defined Media เปนอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงทราบชนิดและปริมาณท่ีแนนอน
ของสารเคมีท่ีมีอยูในอาหารเล้ียงเชื้อชนิดนั้น ๆ อาหารเล้ียงเช้ือชนิดนีไ้มเปนท่ีนยิมใชในงานท่ัวไป
นัก แตมักใชในงานวจิัยท่ีตองการความละเอียดและแนนอนมากเปนพิเศษ 
 2.2 Plain Media  เปนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารอาหารมาพอสมควร สามารถใชเพาะเล้ียง
แบคทีเรียสวนมากได ซ่ึงรวมถึงแบคทีเรียกอโรคบางชนิด อาหารเล้ียงเชื้อประเภทนีไ้ดแก  Nutrient 
Broth , Nutrient agar เปนตน  
 2.3 Enriched Media เปนอาหารท่ีใชเฉพาะกับแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงยาก (Fastidious  
bacteria)  เนื่องจากไมเจริญในอาหารธรรมดาเลยหรือเจริญยาก  อาหารชนิดนี้ตองเติมสารอาหาร
พิเศษหรือ Growth Facter บางอยางลงไป เชน  เลือด  ซีร่ัม  ไข น้ําจากชองทอง (Ascitic Fluid) หรือ
สารท่ีสกัดจากเนื้อเนื่อของสัตว เปนตน เพื่อเรงการเจริญเติบโตของเช้ือ  เชน  Blood Agar  และ 
Chocolate Agar  เปนตน 
 2.4 Enrichment Media เปนอาหารเล้ียงเชื้อชนิดเหลว ใชชวยในการเจริญของแบคทีเรีย
ชนิดหนึง่ชนิดใดโดยเฉพาะ (ซ่ึงมักจะเปนแบคทีเรียท่ีกอใหเกดิโรค)    ใหเจริญไดดีกวาแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีปะปนมาในตัวอยาง  เชน Selenite broth , tetrathionate broth เปนตน 
 2.5  Selective Media  เปนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชเพื่อแยกจลิุนทรียท่ีตองการออกจาก 
จุลินทรียท่ีไมตองการและปะปนอยู โดยการเติมสารเคมีบางอยาง ซ่ึงเปนสารท่ียับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีไมตองการ โดยไมมีผลเสียตอแบคทีเรียท่ีตองการ เชน การเติมสี 
Crystal Violet  Brilliant Green และ เกลือน้ําด ี (bile salt) เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรม
บวก และไมยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ หรือการเติมยาปฏิชีวนะบางชนิดเพื่อยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียท่ีไมตองการ ตัวอยางของ Selective Media เชน Brilliant green agar, 
Salmonella – Shigella agar (SS Agar) Bismuth sulfite agar  และ  MacConkey agar เปนตน 
 2.6 Differential Media  เปนอาหารเล้ียงเชื้อท่ีใชบอกความแตกตางของเช้ือแตละชนิดโดย
ดูจากความแตกตางของลักษณะโคโลนีหรือปฏิกิริยาทางชีวเคม ี (Biochemical Reaction)  เชน  
Blood  agar media    เปนอาหารวุนท่ีเติมเลือด   ถาแบคทีเรียนั้นยอยสลายเม็ดเลือดแดงได 
(Hemolysis) จะเกิดบริเวณใส (Clear Zone) ข้ึนรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรีย  Lactose broth ใชแยก
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2.7 Differential และ Selective media มีอาหารเล้ียงเช้ือบางชนดิมีคุณสมบัติเปนท้ัง 
Differential media และ Selective Media  คือยอมใหแบคทีเรียบางชนิดเจริญไดแตไมยอมให
แบคทีเรียชนดิอ่ืน ๆ เจริญ และในขณะเดียวกันก็ยังสามารถแยกชนิดของแบคทีเรียท่ีเจริญอยูนั้นได
ดวย เชน Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose (TCBS) agar  ซ่ึงยอมใหแบคทีเรียพวก Vibrio 
เทานั้นท่ีเจริญไดและยังสามารถแยก Vibrio ชนิดท่ีใช Sucrose และไมใช  Sucrose ออกจากกันได 
โดยดูจากสีของโคโลนี   หรือ  Xylose lysine Dexoxycholate Agar (XLD) ท่ีใชแยกแบคทีเรียแกรม
ลบท่ีสามารถใชและไมใชแลคโตสออกจากกันได   โดยถาแบคทีเรียใชแลคโตสไดโคโลนีจะมีสี
เหลือง ถาใชแลคโตสไมไดโคโลนีจะมีสีชมพู และถาเปนแบคทีเรียบางชนิด เชน Salmonella จะมี
ลักษณะเฉพาะบน XLD คือ โคโลนีจะมีสีชมพูใสและมีจุดสีดําของไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) อยูตรง
กลาง เปนตน 

2.8 อาหารท่ีใชวิเคราะห (Assay Media) เปนอาหารท่ีมีองคประกอบพิเศษเพื่อใชวเิคราะห
หาปริมาณของ วิตามิน กรดอะมิโนและสารปฏิชีวนะ นอกจากนีย้ังใชในการตรวจสอบ
ประสิทธิภาพของสารเคมีท่ีใชยับยัง้หรือทําลายจุลินทรีย (Disinfectant) ดวย 

2.9 อาหารท่ีใชตรวจนับจํานวนแบคทีเรีย (Media for enumeration of bacteria)    เปน
อาหารที่ใชในการตรวจนับแบคทีเรียบางชนิด เชน จุลินทรียในนํ้าหรือน้ํานม ซ่ึงองคประกอบของ
อาหารจะเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียเหลานั้น ตัวอยางเชน Plate count agar และ Marine 
agar เปนตน 

2.10   อาหารท่ีใชศึกษาคุณสมบัตขิองแบคทีเรีย (Media for characterization of 
bacteria)  ใชตรวจสอบคุณสมบัติในการเจริญของจุลินทรียในอาหารเล้ียงเช้ือรวมท้ังคุณสมบัติท่ี
ทําใหเกดิการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาและชีวเคม ี  (Physical and Biochemical test) เชน  Triple 
sugar iron agar , Urease test medium , citrate agar , lysine decarboxylase test medium เปนตน 

2.11 อาหารท่ีใชเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย (Maintenance Media) ใชเพื่อเก็บรักษาเช้ือ
แบคทีเรียไวใหนานท่ีสุดโดยเช้ือยังมีคุณสมบัติเหมือนเดมิ จึงมีการลดองคประกอบบางอยางใน
อาหารเพื่อใหเช้ือมีการเจริญเติบโตนอยลงและปลดปลอยของเสียออกมานอยลง เชน ลดปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสใหนอยลงเนื่องจากน้ําตาลกลูโคสจะเพ่ิมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ทําใหสราง
กรดไดมากและทําใหเช้ือตายเร็ว  ไมมีคารโบไฮเดรต หรือโปรตีน  แตจะประกอบดวยเกลือแรตาง 
ๆ หลายชนิดเพื่อรักษาความเปนกรด – ดาง ตลอดจน Oxidation Reduction Potential และความชืน้
ใหคงท่ี  เชน  Stuart’s transport medium , Cary – Blair transport medium เปนตน  Transport  
Media นิยมใชในกรณีท่ีไมสามารถนําส่ิงสงตรวจจากสัตวปวยมาเพาะเลี้ยงเพื่อแยกเช้ือไดทันที 
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 V. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ(Preparation of the Culture Media) 
ปจจุบันมีบริษทัท่ีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูป (Dehydrated Media) ออกมาจําหนาย เชน  

BBL ,Difco , Gibco   และ  Oxoid ทําใหสะดวกในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือมากข้ึน ถาตองการ
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจาก Dehydrated Media ท่ีเปนผงหรือเกล็ด (Granules)    ควรจะเตรียมตาม
คําแนะนําของบริษัทผูผลิตจะดีท่ีสุด ข้ันตอนในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือมีดังนี ้

1. ใชเคร่ืองแกว (Glassware)  ท่ีสะอาด ผานการลางมาเปนอยางดีโดยไมใชสารซักฟอก  
(Detergent) หรือสารเคมีอ่ืน ๆ     

2. ช่ังน้ําหนกั Dehydrated media ตามสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือแตละชนดิ นําไปใสใน   
Flask  หลังจากนั้นเติมน้ํากล่ัน  (Distilled Water) ลงไปตามปริมาณท่ีกําหนดไวในสูตร    ควรใชน้ํา
กล่ันเนื่องจากเปนน้ําท่ีปราศจากคลอรีน  (Chlorine)  สารเคมีและไอออนของโลหะหนักตาง ๆ 
(Heavy metal ions) ท่ีอาจยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 

3. การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือควรเตรียมในภาชนะท่ีมีปริมาตรมากกวาปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีตองการเตรียมประมาณ 2 เทา เพื่อความสะดวกในการผสมและปองกันฟองท่ีเกดิ
จากการตมอาหารเล้ียงเช้ือ 

4.   ทําให Dehydrated media ละลายถาเปน Dehydrated media ท่ีผสมวุนมาดวยทําให
ละลายไดโดยการนําไปตม และคนดวยแทงแกวตลอดเวลา หรืออาจใชวิธีวางไวบน Hot plate ท่ี
เปนระบบแมเหล็ก (Magnetic stirrer system) โดยใสแทงแมเหล็กลงไปใน Flask ดวย  แตถาเปน 
Dehydrated media ท่ีไมผสมวุนลงไปอาจทําใหละลายไดดวยการคนเบาก็เพียงพอ 

5.  หลังจากทําใหละลายเสร็จ นําไปนึ่งฆาเช้ือ (Sterilized) ใน Autoclave หรือ Pressure 

cooker ท่ี 121 °C  ความดนั 15  ปอนด  15 นาที  อยางไรก็ตามมีอาหารเล้ียงเช้ือบางประเภทท่ีไม
สามารถทนความรอนสูงเชนนี้ได  บริษัทผูผลิตอาจแนะนําใหนําไปฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 118 °C หรือ 
115 °C  ท่ีเวลา 15 นาทีหรือนานกวานี้เล็กนอย  Selective Media บางชนิด  เชน  Brilliant green 
agar , TCBS  และ XLD สามารถฆาเช้ือไดโดยการนําไปตม  

6. หลังจากฆาเช้ือเสร็จเรียบรอยนําอาหารเล้ียงเช้ือมาทําใหเย็นลงท่ีอุณหภมิู 50 – 56°C    
 ใน  Water bath กอนนําไปเทลง Plate หรือ Tube  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสม Agar จะแข็งตัวท่ี 42°C  
อาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร สามารถนําไปเทลง Plate ไดประมาณ 70 – 100  Plates  

7.   สารบางชนิดท่ีจะตองเติมลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือจะไมสามารถทนความรอนในการตม
หรือการ  Autoclave ได ดังนั้นจะตองเติมสารเหลานั้นในข้ันตอนหลังจากนี ้โดยใหอาหารเล้ียงเช้ือ
เย็นลงประมาณ 50–56 °C กอน  แตสารเหลานี้จะตองเปนสารท่ีปราศจากเช้ือ เชน ถาเปนเลือด ก็
ตองเปนเลือดท่ีเก็บมาโดยวธีิปราศจากเช้ือ (Aseptic technique)  ถาเปนน้ําตาล สี หรือ กรดอะมิโนก็

  



 17   

  

8.  ตรวจสอบความเปนกรด – ดาง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเย็นแลว (50 - 56 °C) อาจโดย
การใช pH meter หรือ pH strips  ถา ความเปนกรด –ดาง ของอาหารเล้ียงเช้ือไมเปนไปตามท่ี
กําหนดในสูตร (ปรกติจะกําหนดใหอยูในชวง 6.8 – 7.2) ใหเติม 1-N หรืด 0.1 –N NaoH หรือ HCl 
ทีละหยดและปรับจนกวาจะได pH ตามท่ีกาํหนด 

9. นําไปเทลงใน  Plate หรือ Tube   
10. หลังจากเทลง Plate หรือ Tube แลวรอใหอาหารเล้ียงเช้ือแข็งตัวและปลอยใหแหงท่ี

อุณหภูมิหองหรือ 37 °C ประมาณ 2 – 3 ช่ัวโมง ตองแนใจวาไมมีไอน้ําเกาะอยูท่ีฝา Plate เพราะอาจ
ทําใหเกดิ Contamination ได หลังจากนั้นนํา Plate ท่ียังไมใชเกบ็ใสถุงพลาสติก มัดมากถุงให
เรียบรอย แลวนําไปเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 . C อาจนําไปทดสอบการปราศจากเช้ือโดยการนําไป
บม ( Incubation ) ท่ีอุณหภมิู 37 °C นาน 12 – 14 ช่ัวโมง 

         

VI. การเก็บรกัษาเชื้อแบคทีเรีย (Maintenance of Bacteria) 
เช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิมักมีการเก็บรักษาไวเพื่อใหมีชีวติอยูนาน ๆ เพือ่นําไปใชใน

การศึกษา วิจยั การเก็บรักษาเชื้อบริสุทธ์ิมีหลายวิธีไดแก 
1. การถายเชื้อสูอาหารใหม (Subculturing Method) 
เช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธ์ิจะเกบ็ไวในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Maintenance media ระยะเวลา

หนึ่ง แลวเปล่ียนอาหารใหม ระยะเวลาในการเปล่ียนอาหารขึ้นอยูกับ ชนิดของเช้ือ ซ่ึงอาจเก็บไวได
หลายสัปดาหหรือหลายเดือน นอกจากนีย้งัเก็บไวท่ีอุณหภูมิต่ําเพื่อใหเช้ือหยุดการเจริญเติบโต การ
เก็บรักษาเช้ือโดยวิธีการถายเชื้อใสในอาหารเล้ียงเช้ือใหมเร่ือย ๆนี้มีขอเสียคือ อาจทําใหเช้ือเกดิการ
เปล่ียนแปลงลักษณะของสายพันธุได คือเกิดการกลายพนัธุ หรือการผาเหลา 

 
 
 
2.  การปดทับดัวยน้ํามัน 
คือการเก็บรักษาแบคทีเรียท่ีข้ึนอยูบนอาหารวุนเอียง (Agar slant  Media) โดยการเทน้ํามัน

น้ํามัน เชน ฟาราฟน  ท่ีผานการฆาเช้ือแลวหนาประมาณครึ่งน้ิวทับลงไป สามารถเก็บรักษาเช้ือได
เปนป  

1. การทําใหแหงและเย็นเยือกแข็ง (Lyophilization) 

  



 18   

  

คือการทําใหเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ (สวนใหญใช  Skim milk)  แหงโดยเร็วในสภาพที่เย็น

จัดจนแข็ง (Freeze - dry) อุณหภูมิประมาณ – 60 ถึง –78 ° C ในหลอดแกวขนาดเล็ก และทําใหเกดิ
สภาพสูญญากาศภายในหลอด แลวปดปากหลอดโดยการลนไฟ  วิธีการนี้สามารถเก็บเช้ือแบคทีเรีย
ไวไดนานมากโดยคุณสมบัตขิองเช้ือไมเปล่ียนแปลง แตเสียคาใชจายคอนขางสูง 

2. การเก็บรักษาเชื้อไวท่ีอุณหภมิูต่ํา 

คือการเก็บเช้ือไวในท่ีท่ีอุณหภูมิต่ํา เชน ในไนโตรเจนเหลว ซ่ึงมีอุณหภูมิ –196 ° C โดยนํา
เช้ือท่ีใสในสารละลายท่ีสามารถปกปองเช้ือจากการเปล่ียนแปลงเมื่อเกบ็ดวยวิธีนี ้(จากผลึกน้ําแข็ง) 
เชน  กลีเซอรอล  หรือ Dimethyl sulfoxide , DMSO แลวนําไปแชในไนโตรเจนเหลว 

วิธีนี้สามารถเก็บรักษาเช้ือไวดนานมาก ประมาณ 10 – 30 ป โดยไมมีการเปล่ียนแปลง
คุณสมบัติ และยังสามารถเก็บรักษาเช้ือท่ีไมสามารถทําการเก็บดวยวิธี Lyophilization ไดดวยแต
เสียคาใชจายมาก เนื่องจากตองมีการเติมไนโตรเจนเหลวเปนระยะ ๆ    
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