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ไม่มาก  แต่ถ้าเตรียมในปริมาณมากโดยการให้ความ
ร้อนด้วยวิธีใช้แผ่นให้ความร้อน (hot plate) หรือ
ตะเกียงแก๊ส  ควรใช้แผ่นให้ความร้อนที่มีแท่งคน
แบบแม่เหล็กอยู่และควรปิดป้ายแสดงชนิดของ
อาหารเลี้ยงเช้ือและวันที่ที่เตรียม   สําหรับนํ้าที่ใช้
ต้องใช้นํ้าสําหรับใช้ในห้องปฏิบัติการ (reagent 
water)  การวัดปริมาตรของน้ําและอาหารเลี้ยงเช้ือ
ควรใช้ภาชนะหรือปิเปตที่มีขีดบอกปริมาตรและ
ควรได้รับการทวนสอบปริมาตรแล้ว  ห้ามใช้ปิเปต
ชนิดเป่าของเหลวออกจนหมด (blow-out pipets)  
หลังจากเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือเสร็จแล้ว  ต้องนํามา
เก็บรักษาไว้ ถ้าจะนํามาใช้งานต้องนํามาหลอมใหม่
ในนํ้าต้มเดือด (boiling water) หรือหลอมโดยการ
ใช้ไอนํ้าร้อน 

หลังจากฆ่าเช้ือและทําให้เย็นลงแล้ว นํา
อาหารเลี้ยงเช้ือส่วนหน่ึงมาตรวจสอบและบันทึกค่า 
pH  การตรวจสอบค่า pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด
แข็งให้ใช้ surface probe  ถ้า pH ไม่เป็นไปตามที่
ผู้ผลิตระบุให้ปรับค่า pH ได้ ในกรณีที่ต้องปรับค่า 
pH น้อยกว่า 0.5 pH unit ให้ใช้สารละลาย 1 N 
NaOH หรือ HCl  ให้ได้คา่ pH ตามท่ีผู้ผลิตระบุ  
แต่ถ้าค่า pH ของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เตรียมไว้
แตกต่างจากที่ผู้ผลิตระบุมากกว่า 0.5 pH unit ต้อง
ทิ้งอาหารเลี้ยงเช้ือชุดน้ัน แล้วทําการตรวจสอบ
วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือและตรวจสอบ pH 
ของน้ําที่ใช้  ถ้า pH ของน้ําไม่เป็นที่น่าพอใจคือไม่
ผ่านเกณฑ์ให้ใช้นํ้าจากแหล่งใหม่  ถ้านํ้ามีคุณภาพ

ใช้ได้ให้ใช้นํ้าเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือชุดใหม่และ
ตรวจสอบ pH ถ้า pH ยังไม่ผ่านอีกให้เตรียมอาหาร
เลี้ยงเช้ือโดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือขวดใหม่ 

บันทึกปัญหาของ pH ลงในแบบบันทึกการ
เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือและแจ้งให้ผู้ผลิตอาหารเลี้ยง
เ ช้ือทราบถ้ า ปัญหาเ กิดจากอาหารเลี้ ย ง เ ช้ือ  
หลังจากนั้นทําการตรวจสอบความผิดปกติของสี
ของอาหารเลี้ยงเ ช้ือที่ เตรียมแล้ว   หรือมีการ
ตกตะกอน และบันทึกการสังเกตด้วยตาดังกล่าว   
ให้พิจารณาความแตกต่างของเวลาและอุณหภูมิที่ใช้
ว่าอาจเป็นสาเหตุของปัญหาดังกล่าวข้างต้นหรือไม่  
ถ้าพบปัญหาดังกล่าวต้องทิ้งอาหารเลี้ยงเช้ือชุดน้ัน
ไป 
 

2. การฆ่าเชื้อ (Sterilization) 
การฆ่าเช้ืออาหารเลี้ยงเช้ือใช้อุณหภูมิ 121 

ถึง 124 องศาเซลเซียส  โดยใช้ระยะเวลาตาม
ตารางที่ 1  การฆ่าเช้ือโดยใช้ autoclave แบบ 
double-walled จะทําให้รักษาความดันและ
อุณหภูมิในเครือ่งได้   ระยะเวลาที่ใช้ฆ่าเช้ือจะ
ขึ้นอยู่กับรูปแบบและชนิดของอาหารเลี้ยงเช้ือ  การ
มีคาร์โบไฮเดรทในอาหารเลี้ยงเช้ือ และปริมาตรของ
อาหารเลี้ยงเช้ือ ห้ามใช้อุณหภูมิสูงกับอาหารเลี้ยง
เช้ือที่มีส่วนผสมของคาร์โบไฮเดรทและเวลาท่ีอยู่ใน
เคร่ืองไม่ควรเกิน 45 นาที (exposure time) 
หมายถึงเวลาที่นับต้ังแต่นําอาหารเลี้ยงเช้ือเข้าไปใส่
ในเครื่องจนถึงนําออกจากเครื่อง) 

 
ตารางที่ 1 ระยะเวลา และอุณหภูมิที่ใช้ในการฆ่าเชื้อด้วย autoclave 
 

Material Time at 121°C 
Membrane filters and pads 10 min 
Carbohydrate-containing media (lauryl tryptose, BGB broth, etc.) 12-15 min 
Contaminated materials and discarded cultures 30 min 
Membrane filter assemblies (wrapped), sample collection bottles 
(empty) 

15 min 

Buffered dilution water, 99 mL in screw-cap bottle 15 min 
Rinse water, water >100 mL Adjust for volume

3 
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ในปัจจุบันรูปแบบของ autoclave มีหลาย
รูปแบบซึ่งเป็นแบบอัตโนมัติและรวมถึงที่มีรูปร่างต้ัง
ตามแนวนอนที่เลื่อนได้   มีประตูที่มีการปิดผนึก
อย่างดี  มีโปรแกรมการฆ่าเช้ือที่ให้เลือกได้หลาย
รูปแบบ  พร้อมทั้งมีโปรแกรมการวัดอุณหภูมิและ
ความดันได้อย่างต่อเน่ืองได้หลายจุดในตัวเคร่ือง   
นอกจากน้ียังรวมถึงการมีระบบการทําให้เย็นลงและ
ระบบการดึงเอาไอนํ้าออก   ส่วนการนําอาหารเลี้ยง
เช้ือออกมา จาก  autoclave  ให้นําออกมาเมื่อ
ความดันของ autoclave ลดลงถึง 0  หรือในกรณี
ที่เป็นระบบอัตโนมัติประตูเครื่องจะเปิดออก   ห้าม
ฆ่าเช้ืออาหารเลี้ยงเช้ือซ้ําอีกครั้ง 

ทําการตรวจสอบประสิทธิภาพของการฆ่า
เช้ือของ autoclave ทุกเดือนโดยนํา Bacillus 
stearothermophilus spore suspensions หรือ 
strips (มีผู้ผลิตขายในเชิงพาณิชย์)  บรรจุลงใน
ภาชนะที่เป็นแก้ว  นําไปฆ่าเช้ือใน autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
นําไปใส่ในหลอดซึ่งบรรจุ trypticase soy broth  
และอบเพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง  ถ้ามีการเจริญเติบโตของเช้ือใน 
spores ที่ฆ่าเช้ือแล้วหลังการอบเพาะเช้ือแสดงว่า
การฆ่าเช้ือไม่เพียงพอ  

สําหรับการฆ่าเช้ือสารละลายหรืออาหาร
เลี้ยงเช้ือที่ไม่ทนต่อความร้อนให้ใช้การกรองโดย
ผ่านแผ่นกรองที่มีรูขนาด 0.22 ไมครอน (μm)  ที่
ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วพร้อมภาชนะรับสารละลายหรือ
อาหารเลี้ยงเช้ือที่ฆ่าเช้ือแล้ว   

เครื่องแก้ว ได้แก่ ปิเปต จานเพาะเช้ือ  
ขวดเก็บตัวอย่าง ต้องฆ่าเช้ือใน autoclave หรือ
ตู้อบ (oven) ที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ช่ัวโมง   สําหรับการฆ่าเช้ืออุปกรณ์ วัตถุที่
เป็นของแข็งหรือวัตถุแห้งชนิดอ่ืน ๆ  ที่ไม่ทนต่อ
ความร้อนให้ใช้การฆ่าเช้ือด้วย ethylene oxide 
ในเคร่ือง gas sterilizer  และควรใช้ spore strip 
หรือ spore suspensions ในการตรวจสอบ
ประสิทธิภาพของการฆ่าเช้ือด้วยความร้อนแห้งและ 
ethylene oxide 
 

3. การนําอาหารเล้ียงเชื้อแบบวุ้นและ
แบบเหลวที่ฆ่าเชื้อแล้วมาใช้งาน 

วางอาหารเลี้ยงเช้ือแบบวุ้นที่หลอมแล้วใน 
water bath ที่มีอุณหภูมิ 44 ถึง 46 องศาเซลเซียส  
จนกระทั่งใช้หมดแต่อย่าเก็บไว้นานเกินกว่า 3 
ช่ัวโมง   การวัดอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเช้ือแบบวุ้น
ที่อยู่ใน water bath ให้นําขวดที่บรรจุนํ้าหรือบรรจุ
อาหารเลี้ยงเช้ือแบบเดียวกันนํามาให้ความร้อนและ
ทําให้เย็นลงโดยใช้สภาวะเหมือนกับอาหารเลี้ยงเช้ือ
จริง  แล้วนํา thermometer ใส่ลงไปในขวด
ดังกล่าวเพ่ือวัดอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเช้ือ ซึ่งควร
จะเป็น 45 ถึง 46 องศาเซลเซียส   จึงเหมาะสม
สําหรับการ pour plate  ถ้าต้องการ pour plate 
สําหรับใช้ในการ streak plate ต้องทําให้ผิวหน้า
ของวุ้นแห้งโดยเปิดฝา plate เพียงเล็กน้อยเป็น
เวลาอย่างน้อย 15 นาที โดยทําใน laminar hood 
เพ่ือป้องกันการปนเป้ือน  ห้ามนําอาหารเลี้ยงเช้ือ
แบบวุ้นนํามาหลอมใช้ใหม่ 

ควรให้ความระมัดระวังในการจับหรือ
เคลื่อนย้ายหลอดที่มี fermentation tubes อยู่ข้าง
ในเพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดฟองอาหารในหลอดดักแก๊ส
ข้างใน  ซึ่งจะทําให้เกิดการอ่านผลแบบผลบวก 
ปลอม (false positive) 
 

4. การเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเช้ือ 
ควรเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือในปริมาณที่จะ

ถูกใช้หมดตามระยะเวลาที่ระบุไว้ในตารางที่ 2  
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีส่วนประกอบของสีต้องมีการเก็บ
รักษาโดยการป้องกันไม่ได้ถูกแสง  ถ้ามีการเปลี่ยนสี
ต้องทิ้งอาหารเล้ียงเช้ือชุดดังกล่าว   สําหรับอาหาร
เลี้ยงเช้ือแบบวุ้นที่เทลงบน plates  ถ้าไม่ต้องการ
ใช้ทันทีต้องปิด plates ด้วยฝาและนําใส่
ถุงพลาสติกรัดปากถุงถ้าต้องการเก็บไว้เกิน 2 วัน   
ส่วนอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลวจะเก็บไว้ได้นาน
มากกว่า 2 สัปดาห์ถ้าปิดฝาด้วยฝาแบบเกลียว  
หรือจุกแบบอ่ืนที่ปิดได้สนิท  หรือปิดด้วยจุกแบบ
หลวมแต่ต้องเก็บในถุงพลาสติกอีกช้ันหน่ึง หรือใน
ภาชนะอ่ืนที่มีฝาปิดอย่างสนิทเพ่ือป้องกันนํ้าระเหย 
ออก
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ตารางที่ 2 ระยะเวลาในการเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเช้ือที่เก็บไว้ในภาชนะต่างๆ  
 

Medium Holding Time 
Membrane filter (MF) broth in screw-cap flasks at 4 °C 96 h 
MF agar in plates with tight-fitting covers at 4 °C 2 weeks 
Agar or broth in loose-cap tubes at 4 °C 2 weeks 
Agar or broth in tightly closed screw-cap tubes or other sealed 
containers 

3 months 

Poured agar plates with loose-fitting covers in sealed plastic bags 4 °C 2 weeks 
Large volume of agar in tightly closed screw-cap flask or bottle at 4 °C 3 months 

 
ทําเคร่ืองหมายระดับของเหลวที่หลอดทุกหลอดและเฝ้าระวังการสูญเสียของเหลวในหลอดขณะเก็บ

รักษา   ถ้าสูญเสีย10% หรือมากกว่าต้องทิ้งไป   ถ้าเก็บอาหารเลี้ยงเช้ือไว้ในตู้เย็น ให้นํามาอบเพาะเช้ือที่
อุณหภูมิที่ต้องใช้ในการทดสอบก่อนใช้งานจริง    และยกเลิกการใช้งานถ้าพบว่าอาหารเลี้ยงเช้ือชุดน้ันมีการ
เจริญของเช้ือ   
 

5. การควบคุมคุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อที่ฆ่าเชื้อแล้ว   
จัดทําบันทึกสําหรับอาหารเลี้ยงเช้ือทุกชุดการผลิต (batch) โดยมีข้อมูล  ผู้เตรียม  วันที่  ช่ือและ lot 

number ของอาหารเลี้ยงเช้ือ  ปริมาณท่ีช่ัง  ปริมาตรที่เตรียม  อุณหภูมิและระยะเวลาในการฆ่าเช้ือ  การวัด
ค่า pH และการปรับ pH    เปรียบเทียบค่า recovery ในเชิงปริมาณของอาหารเลี้ยงเช้ือ lot ใหม่กับ lot ที่
ใช้อยู่ที่ได้รับการยอมรับแล้ว   นอกจากน้ียังต้องตรวจสอบความปลอดเช้ือ (sterility)  การตรวจสอบ
เช้ือจุลินทรีย์ควบคุมบวกและลบ (positive และ negative control cultures) สําหรับอาหารเลี้ยงเช้ือทุก
ชนิด 
 สําหรับตอนต่อไปจะเป็นตอนสุดท้ายจะกลา่วถึงการควบคุมคุณภาพของการทดสอบสําหรับ
ห้องปฏิบัติการท่ีทดสอบนํ้าด้านจุลชีววิทยา 
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