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บทที่ 1 
บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำ ควำมจ ำเป็น ควำมส ำคัญ 
 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย เป็นวิธีการพ้ืนฐานทางจุลชีววิทยาที่ส าคัญมาก โดยเริ่มต้นจากการคัดแยกเชื้อ

ให้บริสุทธิ์ กล่าวคือจะต้องคัดแยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ (single colony) ลงบนจานเพาะเชื้อที่เป็นอาหารแข็ง 
โดยวิธีการ Simple streak technique หรือวิธีการ Cross streak technique จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียที่เป็น
โคโลนีเดี่ยวไปย้อมสีด้วยวิธีการ Gram stain technique เพ่ือศึกษาลักษณะและรูปร่างของเชื้อ และสังเกตุภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ ในขั้นตอนนี้ถือเป็นวิธีการเบื้องต้น ในการจ าแนกแบคทีเรียออกเป็น 2 กลุ่ม คือ แบคทีเรียแกรม
บวกและแบคทีเรียแกรมลบ หลังจากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียไปทดสอบวิธีการทางชีวเคมี เพ่ือวินิจฉัยจ าแนกชนิดของ
เชื้อแบคทีเรียต่อไป ในที่นี้ผู้ปฏิบัติงานจะขอกล่าวถึงการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการ
ทางจุลชีววิทยา ของวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข 

 ห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มีการจัดเก็บเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก
จ านวน 8 ชนิด ดังนี้ 

1. Staphylococcus aureus 
2. Staphylococcus epidermidis 
3. Staphylococcus saprophyticus 
4. Streptococcus pyogenese 
5. Streptococcus  agalactiae 
6. Streptococcus pneumonia 
7. Streptococcus   viridance  
8. Enterococcus faecalis 

 จากการปฏิบัติงานตั้งแต่ปีพ.ศ. 2552 จนถึงปัจจุบัน พบว่าเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรูปร่างกลม 
มีอยู่มากมายหลายตระกูล จึงจ าเป็นต้องอาศัยการคัดแยกเชื้อจากคุณสมบัติเฉพาะทางชีวเคมี ซึ่งในขั้นตอนการ
จ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียนี้ เป็นขั้นตอนที่ยุ่งยากและซับซ้อน ในบางขั้นตอนจ าเป็นต้องอาศัยเทคนิคที่เกิด
จากประสบการณ์ในการปฏิบัติงานจริง ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องเขียนคู่มือเพ่ือเป็นแนวทางในการปฏิบัติงาน เพ่ือให้
การปฏิบัติงานเป็นไปในทิศทางเดียวกัน และสามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 
  จากความเป็นมาและความส าคัญดังกล่าว จึงเป็นเหตุให้ผู้เขียนมาเขียนคู่มือการปฏิบัติงานเรื่อง 
“วิธีการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลม (Identification of Gram Positive Bacteria in cocci)” 
 
 
 
 



MNL_ 2 
 

1.2 วัตถุประสงค์ 
 1. เพ่ือให้นักวิทยาศาสตร์สามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 
 2. เพ่ือให้การปฏิบัติงานเป็นมาตรฐานเดียวกัน 
 3. เพ่ือให้ผู้ปฏิบัติงานทราบและเข้าใจว่าควรท าอะไรก่อนและหลัง 
 4. เพ่ือเป็นมาตรฐานอ้างอิงในการท างาน 
 

1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  
1. นักวิทยาศาสตร์สามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 
2. การปฏิบัติงานเป็นมาตรฐานเดียวกัน 
3. ผู้ปฏิบัติงานทราบและเข้าใจว่าควรท าอะไรก่อนและหลัง 
4. ใช้เป็นเอกสารอ้างอิงในการปฏิบัติงาน 
5. ผู้ปฏิบัติงานสามารถทดสอบทางชีวเคมี และวินิจฉัยจ าแนกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได้ 
6. ลดข้อผิดพลาดจากการท างานที่ไม่เป็นระบบ 
 

1.4 ขอบเขตของกำรจัดท ำคู่มือ 
 การปฏิบัติงานตามคู่มือนี้ ครอบคลุมขั้นตอนการคัดเลือกและเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ วิธีการคัดแยกเชื้อ

ให้บริสุทธิ์ การจ าแนกประเภทของแบคทีเรียในขั้นตอนการย้อม Gram stain การศึกษารูปร่างของแบคทีเรีย
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ที่ก าลังขยาย 100x ขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมี และวินิจฉัยเพ่ือจ าแนกชนิดของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลม ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มหาวิทยาลัย
อุบลราชธานี เพ่ือใช้เป็นแนวทางการปฏิบัติงานของนักวิทยาศาสตร์ ที่ต้องเตรียมปฏิบัติการให้แก่นักศึกษาก่อน
เปิดภาคเรียนเป็นประจ าทุกปี 

 

1.5 ค ำจ ำกัดควำมเบื้องต้น 
 แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) คือ แบคทีเรียที่ย้อมติดสีม่วง (Crystal violet) ใน

การย้อมสีแกรม ซึ่งตรงข้ามกับแบคทีเรียแกรมลบที่ไม่ติดสีม่วงของคริสทัลไวโอเลต แต่จะติดสีแดงของซาฟรานิน
หรือฟุกชีน (Sarfanin) แบคทีเรียแกรมบวกสามารถรักษาสีของคริสทัลไวโอเลตได้ เพราะในผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียแกรมบวกนั้น มีเปบทิโดไกลแคนมาก มีความสามารถในการรับสาร Crystal Violet หลังจากการตรึง
สีคริสทัลไวโอเลตด้วย Mordanting agent ได้แก่ Gram’s lodine จะเกิดเป็นสารประกอบ complex ที่เรียกว่า 
Crystal Violet lodine complex ติดกับผนังเซลล์ของแบคทีเรีย หลังจากการล้างสี (Decolorization) ด้วย 
decolorizer agent เช่น 95% alcohol จะช่วยให้แบคทีเรียแกรมบวก มีความสามารถที่จะทนต่อ decolorizer 
อีกทั้งยังท าให้ pore size ใน peptidoglycan มีขนาดลดลงด้วย จึงท าให้แบคทีเรียแกรมบวก ยังคงรักษา 
Crystal Violet lodine complex ท าให้ย้อมแกรมแล้วติดสีม่วง 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%97%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Gram_staining&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9A
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
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แบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) คือ แบคทีเรียที่ย้อมไม่ติดสีม่วงของคริสทัลไวโอเลต 
แต่จะติดสีแดงของซาฟรานินหรือฟุกชีน (Sarfanin) เพราะในผนังเซลล์มีเปบทิโดไกลแคนน้อย หลังจากการล้างสี 
(Decolorization) ด้วย cecolorizer agent เช่น 95% alcohol คริสทัลไวโอเลตจะถูกชะล้างออกได้โดยง่าย 
เนื่องจากยังคงมี pore size ขนาดใหญ่กว่าในแบคทีเรียแกรมบวก ท าให้ผนังเซลล์ติดสีแดงของน้ ายาซาฟรานีน  

โคโลนี (colony) คือ จุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย (bacteria) รา (mold) ยีสต์ (yeast) ที่ถูกตรึงอยู่กับที่บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (nutrient agar) เจริญและแบ่งตัวจากเซลล์เดียวเป็นหลายๆเซลล์ จนมีขนาดใหญ่มองเห็นด้วยตา
เปล่าได้ การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ (microbial population count) มีหน่วยเป็น colony forming unit  ย่อ
ว่า cfu หรือ CFU 

Sterile technique คือ เทคนิคที่ท าให้ปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่ไม่ต้องการ โดยท าได้หลายวิธี
ขึ้นอยู่กับความเหมาะสม และชนิดของวัสดุอุปกรณ์ท่ีต้องการท าให้ปราศจากเชื้อ ขอยกตัวอย่างดังนี้ 

-  การท าให้ปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) ที่ 121 องศาเซลเซียส 
15 นาที สามารถท าได้กับวัสดุทุกประเภท เช่น เครื่องแก้ว พลาสติก และอุปกรณ์ชนิดอ่ืนๆ แล้วน าไปอบแห้งที่ 
50-60 องศาเซลเซียส 24-48 ชั่วโมง โดยการนึ่งฆ่าเชื้อนี้ใช้ได้กับอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยเช่นกัน 

- การท าให้ปราศจากเชื้อด้วยตู้อบฆ่าเชื้อ (Oven) ที่ 180 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง สามารถท าได้
กับวัสดุประเภทแก้วเท่านั้น หรือสาร Immulsion บางชนิด แต่ต้องบรรจุในขวดแก้ว และปิดด้วยกระดาษ
ฟอล์ย หรือวัสดุที่ทนความร้อนแห้งได้ 

- การท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรอง โดยกรองผ่านฟิวเตอร์ปลอดเชื้อขนาด 0.2 – 0.45 ไมโครลิตร 
ส่วนมากจะใช้ในกรณีท่ีสารไม่ทนความร้อนที่อุณหภูมิสูง 

Aseptic technique คือ เทคนิคปลอดเชื้อที่ใช้ในขั้นตอนการถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ ในขั้นตอนการถ่าย
เชื้อ (Transfer, Subculture) การปลูกเชื้อ (inoculation) และการแยกเชื้อ (Isolation) ซึ่งอุปกรณ์ที่ใช้ต้อง
ผ่านการ Sterile technique มาแล้ว  ยกตัวอย่างเช่น 

- การใช้ความร้อนจากเปลวไฟ ในการฆ่าเชื้อบนปากอุปกรณ์ปลอดเชื้อ ที่อาจปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์
ได้ง่าย หรือการท าปฏิบัติการใกล้ๆ กับเปลวไฟเพ่ือป้องกันการปนเปื้อนจุลินทรีย์จากภายนอก  

- การใช้แอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้น 70% ในการท าความสะอาดบริเวณที่จะท าปฏิบัติการ เป็นการ
ป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ได้  

 
 
 
 
 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0831/mold-%E0%B8%A3%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0555/yeast-%E0%B8%A2%E0%B8%B5%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1560/nutrient-agar-%E0%B8%A7%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%89%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1832/microbial-population-count-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B8%99%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1563/colony-forming-unit-cfu
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1563/colony-forming-unit-cfu
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บทที่ 2 
บทบำทหน้ำที่ควำมรับผิดชอบ 

 

2.1 บทบำทหน้ำที่ควำมรับผิดชอบของต ำแหน่ง 
หน้ำที่ควำมรับผิดชอบของต ำแหน่งตำมมำตรฐำนก ำหนดต ำแหน่ง 
  นักวิทยาศาสตร์ช านาญการ ตามมาตรฐานก าหนดต าแหน่ง ที่ก าหนดโดย ก.พ.อ. เมื่อวันที่ 21 
กันยายน 2553 ได้ระบุบทบาทหน้าที่ความรับผิดชอบของต าแหน่งนักวิทยาศาสตร์ไว้ดังนี้ 

ปฏิบัติงานในฐานะผู้ปฏิบัติงานที่มีประสบการณ์ โดยใช้ความรู้ความสามารถ ความช านาญงาน 
ทักษะ และประสบการณ์สูง ในงานด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ปฏิบัติงานที่ต้องท าการศึกษา ค้นคว้า 
ทดลอง วิเคราะห์ สังเคราะห์ หรือวิจัย เพ่ือการปฏิบัติงาน พัฒนางาน หรือแก้ไขปัญหาในงานที่มีความยุ่งยาก 
และมีขอบเขตกว้างขวาง และปฏิบัติงานอ่ืนตามที่ได้รับมอบหมาย หรือปฏิบัติงานในฐานะหัวหน้างาน มี
หน้าที่และความรับผิดชอบในการควบคุมการปฏิบัติงานวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ที่มีขอบเขตเนื้อหาของ
งานหลากหลาย และมีข้ันตอนการท างานที่ยุ่งยากซับซ้อนค่อนข้างมาก โดยต้องก าหนดแนวทางการท างานที่
เหมาะสมกับสถานการณ์ ตลอดจนก ากับตรวจสอบผู้ปฏิบัติงาน  เพ่ือให้งานที่รับผิดชอบส าเร็จตาม
วัตถุประสงค์ และปฏิบัติหน้าที่อ่ืนตามที่ได้รับมอบหมายดังนี้ 
ด้ำนกำรปฏิบัติกำร 

- ศึกษา ค้นคว้า ทดลอง วิเคราะห์ สังเคราะห์ หรือวิจัยด้านวิทยาศาสตร์ จัดท าเอกสารวิชาการ
คู่มือเกี่ยวกับงานในความรับผิดชอบ เผยแพร่ผลงานทางด้านวิทยาศาสตร์ เพ่ือพัฒนางานวิชาการ และพัฒนา
มาตรฐานการปฏิบัติงานให้มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น  

- วิเคราะห์ ทดสอบ ตรวจสอบ ตรวจวัด ตรวจพิสูจน์ และวินิจฉัยทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
ของวัตถุตัวอย่าง สอบเทียบเครื่องมือ อุปกรณ์วัด ที่ต้องใช้เทคนิคและประสบการณ์ รักษาระบบบริหารงาน
คุณภาพ เพ่ือให้สอดคล้องกับความต้องการและทันต่อความก้าวหน้าของวิทยาการด้านวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี ท าความเห็น สรุปรายงาน เสนอแนะ จัดท าฐานข้อมูลห้องปฏิบัติการ ส่งเสริม สนับสนุน พัฒนา
ห้องปฏิบัติการ เพ่ือแก้ไขปัญหา เพ่ิมขีดความสามารถในการแข่งขัน และน าข้อมูลไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ
ที่เก่ียวข้อง  

- ให้บริการวิชาการด้านต่าง ๆ เช่น ฝึกอบรม เผยแพร่ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับหลักการและ 
วิธีการของงานวิทยาศาสตร์ ให้ค าปรึกษาแนะน า ตอบปัญหาและชี้แจงเรื่องต่างๆเกี่ยวกับงานในหน้าที่ 
เพ่ือให้สามารถปฏิบัติงานได้อย่างถูกต้องมีประสิทธิภาพ เข้าร่วมประชุมคณะกรรมการต่างๆที่ได้รับแต่งตั้ง 
เพ่ือให้ข้อมูลทางวิชาการประกอบการพิจารณาตัดสินใจ และปฏิบัติหน้าที่อ่ืนที่เกี่ยวข้อง  
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ด้ำนกำรวำงแผน  
ร่วมก าหนดนโยบายและแผนงานของหน่วยงานที่สังกัด วางแผนหรือร่วมวางแผนการท างาน ตาม

แผนงานหรือโครงการของหน่วยงาน แก้ไขปัญหาในการปฏิบัติงาน เพ่ือให้การด าเนินงานบรรลุตามเป้าหมาย
และผลสัมฤทธิ์ที่ก าหนด 
ด้ำนกำรประสำนงำน  

- ประสานการท างานร่วมกัน โดยมีบทบาทในการให้ความเห็นและค าแนะน าเบื้องต้น แก่สมาชิกใน
ทีมงานหรือหน่วยงานอื่น เพ่ือให้เกิดความร่วมมือและผลสัมฤทธิ์ตามที่ก าหนดไว้ 

- ให้ข้อคิดเห็นหรือค าแนะน าเบื้องต้นแก่สมาชิกในทีมงาน หรือบุคคล หรือหน่วยงานที่เกี่ยวข้อง
เพ่ือสร้างความเข้าใจและความร่วมมือ ในการด าเนินงานตามท่ีได้รับมอบหมาย 
ด้ำนกำรบริกำร  

- ให้ค าปรึกษา แนะน า ถ่ายทอดความรู้ ทางด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแก่ นักศึกษาผู้รับบริการ
ทั้งภายในและภายนอกหน่วยงาน รวมทั้งตอบปัญหาและชี้แจงเรื่องต่างๆ เกี่ยวกับงานในหน้าที่ เพ่ือให้มีความรู้
ความเข้าใจ และสามารถด าเนินงานได้อย่างถูกต้อง  

- พัฒนาข้อมูล จัดท าเอกสารวิชาการ สื่อเอกสาร เผยแพร่ ให้บริการวิชาการด้านวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีที่ซับซ้อน เพ่ือก่อให้เกิดการแลกเปลี่ยนเรียนรู้ที่สอดคล้อง และสนับสนุนภารกิจของหน่วยงาน 
 

2.2 ลักษณะงำนที่ปฏิบัติ 
2.2.1 ด้ำนกำรปฏิบัติกำร  
(1) ปฏิบัติงานด้านการเรียนการสอน 

1) ตรวจสอบตารางเรียนในระบบ timetable ของวิทยาลัย 
2) ประสานงานกับอาจารย์ประจ ารายวิชา 
3) ศึกษารายละเอียดและหาข้อมูลเพิ่มเติมในหัวข้อปฏิบัติการนั้นๆ และมีแผนส ารองหากเกิด

ข้อผิดพลาด เพ่ือให้สามารถแก้ไขได้ทันเวลา และท าให้นักศึกษาสามารถเรียนปฏิบัติการได้อย่างต่อเนื่อง 
4) วางแผนการปฏิบัติงาน เพ่ือลดข้อผิดพลาดที่จะเกิดขึ้นในระหว่างปฏิบัติการ (ในกรณีท่ีปฏิบัติการ

นั้นเกี่ยวข้องกับเชื้อจุลินทรีย์ จ าเป็นต้องทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ ก่อนเริ่มปฏิบัติการทุกครั้ง) 
5) จัดเตรียมวัสดุอุปกรณ์ สารเคมี และเครื่องมือ ให้พร้อมก่อนเริ่มการท าปฏิบัติการ  
6) ดูแลและอ านวยความสะดวก รวมถึงให้ค าแนะน าที่ถูกต้องด้านเทคนิคการท าปฏิบัติการและ

การใช้เครื่องมือ ให้แก่นักศึกษาในระหว่างการเรียนปฏิบัติการ 
7) จัดเก็บและท าความสะอาดวัสดุอุปกรณ์หลังท าปฏิบัติการ ท าความสะอาดและปิดเครื่องมือที่ใช้

ในการปฏิบัติการ ตรวจสอบความเรียบร้อยก่อนออกจากห้องปฏิบัติการ 
 (2) ปฏิบัติงานคุมสอบ 
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1) ประสานงานกับประธานรายวิชา  
2) วางแผนผังห้องสอบตามจ านวนข้อสอบ และนักศึกษา  
3) จัดห้องสอบและติดข้อสอบตามแผนที่วางไว้ 
4) จัดเตรียมตัวอย่าง และอุปกรณ์ ให้สอดคล้องกับข้อสอบ 
5) จัดวางตัวอย่างและอุปกรณ์ ที่เตรียมมาให้สอดคล้องกับข้อสอบ โดยใช้ความรู้และประสบการณ์

ที่ได้จากการเตรียมและทดสอบปฏิบัติการ  
6) ควบคุมเวลาในการจัดสอบ 
7) จัดเก็บข้อสอบ 

(3) จัดเก็บเชื้อจุลินทรีย์ หาวิธีการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์แบบใหม่ เพ่ือลดปัญหาที่เคยเกิดขึ้น และเป็น
วิธีการยืดอายุของเชื้อจุลินทรีย์ เพ่ือเก็บไว้ใช้ในการเรียนปฏิบัติการ ซึ่งสามารถลดค่าใช้จ่ายในการจัดซื้อในปีต่อไป 

 (4) ศึกษาวิธีการใช้เครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ 
1) ศึกษาการใช้งานของเครื่องมือ 
2) จัดท าคูม่ือการใช้งานเครื่องมือวิทยาศาสตร์อย่างง่าย 
3) เผยแพร่วิธีการใช้งานเครื่องมืออย่างง่าย โดยผู้ใช้งานมองเห็นได้ชัดเจน  

 (5) การท าระบบ 5 ส ภายในห้องปฏฺบัติการ 
1) เลือกทิ้งเอกสาร วัสดุที่ไม่ใช้งานแล้ว และสารเคมีที่หมดอายุ 
2) ท าความสะอาดตู้จัดเก็บอุปกรณ์ให้สะอาดเรียบร้อย 
3) จัดเก็บเอกสาร และวัสดุให้เป็นสัดส่วน ให้หาง่าย  
4) ติดป้ายแสดงให้เห็นชัดเจน สามารถหยิบใช้งานได้ง่าย 

 (6) จัดท าระบบการจัดการของเสียภายในห้องปฏิบัติการ 
1) จัดท ารหัสการคัดแยกสารเคมี  ตามข้อตกลงของมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
2) จัดหาถังส าหรับแยกสารเคมีแต่ละประเภท 
3) จัดท าสื่อการเรียนการสอน  
4) งานทางด้านมาตรฐานและความปลอดภัย 

 (7) การจัดการสารเคมีภายในหน่วยงานห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์ฯ 
1) จัดท าทะเบียนสารเคมี 
2) จัดท าเอกสารความปลอดภัยของเสียเคมีแต่ละชนิด 
3) จัดเก็บสารเคมีแยกประเภทสารเคมี ออกเป็นหมวดหมู่ ประเภท พร้อมติดป้ายสัญลักษณ์

ความปลอดภัย 
4) ตรวจเช็คสารเคมีคงเหลือประจ าปี 

(8) ความปลอดภัยของการใช้ห้องปฏิบัติการ 
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1) ประเมินความเสี่ยงภายในห้องปฏิบัติการ 
2) จัดหาอุปกรณ์ป้องกันอันตรายส่วนบุคคล (PPE) ให้มีอย่างเพียงพอต่อการใช้งานในห้องปฏิบัติการ 

เพ่ือลดความเสี่ยงที่จะเกิดอันตรายในการปฏิบัติงาน 
3) แนะน าการปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการที่ถูกต้องให้กับนักศึกษาที่มาใช้งาน รวมถึงการ

ปฏิบัติงานของแม่บ้านที่ท าความสะอาดภายในห้องปฏิบัติการ 
5) ตรวจเช็คอุปกรณ์ป้องกันอันตราย เช่น อ่างล้างตา ถังดับเพลิง ให้พร้อมใช้งานเป็นระยะ    
6)  รายงานต่อประธานห้องปฏิบัติการ 

(9) จัดท าคู่มือปฏิบัติงาน เพ่ือใช้เป็นมาตรฐานในการปฏิบัติงานที่สร้างความเข้าใจให้ตรงกัน ใช้เป็น
แนวทางส าหรับผู้ที่สนใจและสามารถศึกษาได้ด้วยตนเอง 

(10) ปฏิบัติงานอื่นๆตามที่ได้รับมอบหมาย 
1) ท าความสะอาดเครื่องแก้วต่างๆ ที่อยู่ภายในห้องปฏิบัติการ โดยใช้หลักการและเทคนิคปลอดเชื้อ 

และสามารถประยุกต์ใช้เครื่องมือที่มีอยู่ภายในห้องปฏิบัติการ มาใช้ให้เกิดประโยชน์เพ่ือลดเวลาการปฏิบัติงาน 
2) ดูแลความสะอาด และความเป็นระเบียบเรียบร้อยโดยรวมภายในพ้ืนที่ห้องเตรียม

ปฏิบัติการ, ห้องล้างท าความสะอาด และห้องเรียนปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ CMP 212 
๒.2.2  ด้ำนกำรวำงแผน  
มีส่วนร่วมในการจัดท าโครงการให้บริการระบบสิ่งสนับสนุนการเรียนการสอนด้านห้องปฏิบัติการ

เป็นประจ าทุกป ี
1) วางแผนการจัดซื้อวัสดุ ให้เพียงพอต่อการใช้งานด้านการเรียนการสอน 
2) มีส่วนร่วมในการประเมินผลการด าเนินงาน และแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้น ในระหว่างจัดท าตามแผน

กิจกรรม  
2.2.๓. ด้ำนกำรประสำนงำน 
(1) ประสานงานกับหน่วยงานภายใน เช่น ติดต่อประสานงานกับพัสดุ งานแผน การเงิน และ

หน่วยงานอ่ืนๆ  ที่อยู่ภายในวิทยาลัยแพทย์ เพ่ือให้งานห้องปฏิบัติการสามารถด าเนินการต่อไปได้ เช่น ติดต่อ
งานพัสดุ เพ่ือขอซื้อวัสดุห้องปฏิบัติการ ติดต่อประสานงานกับงานแผน เพ่ือจัดส่งสเปคครุภัณฑ์ เป็นต้น 

(2) การประสานงานกับหน่วยงานภายนอก 
1)  ติดต่อประสานงานกับกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เนื่องจากงานห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ 

วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มีเชื้อจุลินทรีย์ไว้ในครอบครองหลายสายพันธุ์ เพ่ือใช้เป็นเชื้อตัวอย่างใน
การเรียนการสอนปฏิบัติการ จึงได้รับการยกเว้นไม่ต้องขออณุญาติในการมีเชื้อไว้ในครอบครอง แต่จ าเป็นต้องจด
แจ้งข้อมูลเชื้อโรค รายงานกลับไปยังส านักก ากับพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ทุก 3 เดือน ทาง
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จะส่งหนังสือรับรองว่า วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุขได้รับจดแจ้งเป็น
หน่วยงานของภาครัฐ ที่มีการครอบครองเชื้อโรคตามบัญชีจดแจ้งเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ (แบบ จจ.ช.1)  



MNL_ 8 
 

ทั้งนี้กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์มีการประชุมสัมนาเพ่ือแจ้งปัญหาที่เกิดขึ้น และแก้ไขปัญหา
ร่วมกันเป็นประจ าทุกปี ตามขั้นตอนดังนี้ 

1.1) ตรวจเช็คจ านวนเชื้อจากอาจารย์ที่มีเชื้อในครอบครอง  
1.2) ท าหนังสือจดแจ้ง ส่งเซ็นอนุมัติ 
1.3) ส่งเอกสารรายงานไปยังกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
1.4) ได้รับหนังสือและใบต่ออณุญาติ  
1.5) จัดเก็บเอกสาร และหลักฐานส าคัญ  

2)  ติดต่อประสานงานกับวิทยาเขตร้อน เนื่องจากงานห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ วิทยาลัย
แพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มีการเรียนการสอนรายวิชาปรสิตวิทยา จึงจ าเป็นต้องใช้ตัวอย่างไข่พยาธิดอง 
ไข่พยาธิบางชนิดหายาก จึงจ าเป็นต้องติดต่อประสานงาน ขอความอนุเคราะห์จากกรมเวชศาสตร์เขตร้อน 
มหาวิทยาลัยมหิดล เพ่ือขอตัวอย่างดังกล่าว 

3)  ติดต่อประสานงานกับโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ เพ่ือขอความอนุเคราะห์ ตัวอย่างสิ่ง
แปลกปลอมจากผู้ป่วย เช่น น้ าเลือด น้ าหนอง พลาสมาที่ผิดปกติ หรือน้ าเลือดกรุ๊ปต่างๆ ดังนั้นงานห้องปฏิบัติการ 
จึงต้องติดต่อประสานงานกับหน่วยงานต่างๆ ภายในโรงพยาบาลเป็นประจ า เพ่ือให้การเรียนการสอนเป็นไปอย่างมี
ประสิทธิภาพ 

4)  ติดต่อประสานงานกับบริษัทตัวแทนจ าหน่ายสารเคมี และครุภัณฑ์ เนื่องจากในการเรียน
ปฏิบัติการ จ าเป็นต้องมีองค์ประกอบของสารเคมีมาเกี่ยวข้อง ดังนั้นการที่จะให้ได้สารเคมีที่ถูกต้อง และตรงตาม
ความต้องการ นักวิทยาศาสตร์จ าเป็นต้องติดต่อขอซื้อด้วยตนเอง 

5)  ติดต่อประสานงานกับบริษัทตัวแทนจ าหน่ายครุภัณฑ์ เพ่ือด าเนินการจัดซื้อจัดจ้างครุภัณฑ์
ของหน่วยงาน ให้เป็นไปตามระเบียบว่าด้วยการจัดซื้อจัดจ้างของมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี   

2.2.๔ ด้ำนกำรบริกำร  
(1) การให้บริการเครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ 

1)  นิสิต บุคลากรภายในหรือภายนอกคณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ ท าบันทึกข้อความหรือ 
กรอกแบบฟอร์ม เพ่ือขอใช้บริการเครื่องมือวิทยาศาสตร์  

2) ให้บริการค าแนะน าในการใช้งานอย่างถูกวิธี มีสภาพพร้อมใช้งาน รวมถึงแนะน าข้อปฏิบัติ
ในการใช้งาน  

3)  แก้ปญัหาเบื้องต้นในการใช้งานครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ของนิสิตและคณาจารย์ ขณะท าปฏิบัติการ  
4)  ตรวจเช็คสภาพการใช้งานครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ เมื่อมีการใช้งานเสร็จการลงสมุดบันทึก 

(Log book) ดูแลความเรียบร้อยบ ารุงรักษาเครื่องมือให้มีความพร้อมในการใช้งานในครั้งต่อไป  
5)  จัดท าแผนการตรวจเช็คครุภัณฑ์ประจ าปี และด าเนินการตรวจเช็คครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ 

ครุภัณฑ์ ประกอบอาคารเพ่ือตรวจสอบสภาพการท างานและสถานที่จัดเก็บ  
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6)  เมื่อครุภัณฑ์เกิดข้อบกพร่องไม่สามารถใช้งานได้ ด าเนินการประสานงานกับบริษัทผู้ผลิต
และผูจ้ าหน่าย ในการเข้ามาตรวจสอบสภาพ พร้อมทั้งด าเนินการซ่อมบ ารุงให้มีการใช้งานได้เป็นปกติ  

7)  ดูแลความเรียบร้อยและอ านวยความสะดวก ในกรณีที่มีตัวแทนจากบริษัทมาท าการติดตั้ง
หรือซ่อมแซมเครื่องมือวิทยาศาสตร์  

8)  จัดเก็บรายงานของบริษัท ในการเข้ามาซ่อมแซมครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ เพ่ือเป็นประวัติข้อมูล
ของเครื่องมือวิทยาศาสตร์นั้นๆ  

9)  จัดท าสมุดบันทึกการใช้งานเครื่องมือวิทยาศาสตร์ (Log book)  
10) ตรวจเช็คครุภัณฑ์ประจ าปี ครุภัณฑ์ที่มีการเคลื่อนย้ายบันทึกประวัติ ส่วนครุภัณฑ์ที่ช ารุด 

หรือไม่มีความพร้อมในการใช้งานด าเนินการส่งซ่อมพร้อมบันทึกประวัติ ให้บริการยืม-คืน วัสดุ อุปกรณ์ประจ า
ห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข แก่นิสิต บุคลากร อาจารย์ ทั้งภายในและ
ภายนอกวิทยาลัย  

(2) งานให้บริการเกี่ยวกับ อุปกรณ์ และหนังสือ 
1)  นิสิต บุคลากร ภายในหรือภายนอกวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข ท าบันทึก

ข้อความ หรือกรอกแบบฟอร์ม เพ่ือขอยืมอุปกรณ์หรือหนังสือ  
2) เบิกจ่ายอุปกรณ์ หนังสือ ตามบันทึกข้อความหรือแบบฟอร์ม  
3)  รับคืน อุปกรณ์ หนังสือ ตามที่ก าหนดในบันทึกข้อความหรือแบบฟอร์ม พร้อมตรวจเช็คความ

สมบูรณ์ของอุปกรณ์หรือหนังสือ ให้มีความถูกต้อง และจัดเก็บในสถานที่จัดเก็บวัสดุ อุปกรณ์หรือหนังสือนั้น ๆ 
4)  รายงานความเสียหายของวัสดุอุปกรณ์ และจัดท าเป็นฐานข้อมูล เพ่ือใช้ในการบริหารจัดการ 

และหาแนวทางการแก้ไข 
(3) งานให้บริการเบิกจ่ายวัสดุใช้แล้วทิ้ง และสารเคมี 

1) นิสิต บุคลากร ภายในวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข กรอกแบบฟอร์มเบิกจ่าย
ตามบันทึกข้อความหรือแบบฟอร์ม 

3) สรุปรายการเบิกจ่าย จ านวน และเช็คสต๊อกวัสดุใช้แล้วทิ้ง และสารเคมี 
4) สั่งซื้อวัสดุ และสารเคมีเพ่ิมเติม 

(4) งานบริการให้ค าปรึกษาแก่นักศึกษา อาจารย์ และบุคคลภายนอก โดยให้ค าปรึกษาแนะน าและ
ตอบปัญหาด้านการปฏิบัติการ การใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง และอ่ืนๆที่เกี่ยวข้องกับงานปฏิบัติการ 
แก่อาจารย์และนักศึกษา 
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2.3 โครงสร้ำงกำรบริกำรจัดกำร 
วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข อยู่ภายใต้การก ากับดูแลของมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี   

โดยมีส านักงานเลขานุการเป็นหน่วยงานกลางในการบริหารวิทยาลัย ท าหน้าที่สนับสนุนให้งานของวิทยาลัย 
เป็นไปอย่างราบรื่นและบรรลุผลส าเร็จ ไม่ว่าจะเป็นการผลิตบัณฑิต งานด้านบริหารวิชาการ งานวิจัย งาน
บริการทางวิชาการ และงานท านุบ ารุงศิลปวัฒนธรรม โดยส านักงานมีหน้าที่ในการประสานงาน ด าเนินการ 
และติดตามประเมิลผล เพ่ือให้งานของวิทยาลัยฯ สามารถด าเนินการให้บรรลุวัตถุประสงค์ตามเป้าหมายและ
นโยบายที่ผู้บริหารก าหนดไว้ นอกจากนั้นยังมีหน้าที่ในการ ก ากับ ตรวจสอบ วิเคราะห์ กลั่นกรองงานในด้าน
ต่างๆ ให้เป็นไปอย่างถูกต้องตาม กฎ ระเบียบ ข้อบังคับของทางราชการ และเพ่ือให้สอดคล้องกับภารกิจของ
วิทยาลัยฯ และเพ่ือให้การปฏิบัติงานมีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากขึ้น ส านักงานจึงได้จัดแบ่ง
ภาระหน้าที่ตามลักษณะงานออกเป็น 11 งาน ประกอบด้วย   

1.  งานบริหารงานทั่วไป 
2.  งานการเงินและพัสดุ 
3.  งานประกันคุณภาพนักศึกษาและสารสนเทศ 
4.  งานแผนและนโยบาย 
5.  งานบริหารบุคคล 
6.  งานบริการการศึกษา 
7.  งานห้องปฏิบัติการ 
8.  งานคอมพิวเตอร์และเครือข่าย 
9.  งานเอกสารสนเทศ 

10. งานพัฒนานักศึกษา 
11. งานวิจัย บริการวิชาการ และท านุบ ารุงศิลปวัฒนธรรม 

โดยที่งานห้องปฏิบัติการ มีหน้าที่รับผิดชอบงานสนับสนุนการเรียนการสอนในด้านปฏิบัติการ วางแผน 
ติดต่อประสานงาน ให้ค าปรึกษา และให้บริการสิ่งสนับสนุนต่างๆ งานห้องปฏิบัติการมีพ้ืนที่รับผิดชอบแบ่งเป็น
ห้องปฏิบัติการส าหรับจัดการเรียนการสอนดังนี้ ห้องปฏิบัติการชีวเคมีและอนามัยสิ่งแวดล้อม, ห้องปฏิบัติการจุล
ชีววิทยาและปรสิตวิทยา, ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาและสรีรวิทยา, ห้องปฏิบัติการทักษะพ้ืนฐานทางคลินิก และ
ห้องปฏิบัติการมหกายวิภาคศาสตร์ มีนักวิทยาศาสตร์ทั้งหมด 3 คน และพนักงานรักษาศพ 1 คน 

โดยได้แบ่งหน้าที่เกี่ยวกับกระบวนการเรียนการสอนปฏิบัติการ ตามความรับผิดชอบเป็นรายวิชามี
รายละเอียดดังนี้ 

คนที่ 1 นำยทักษกร วงษ์สีดำ ต ำแหน่ง นักวิทยำศำสตร์ รับผิดชอบดูแลห้องปฏิบัติการ CMP 213 
โดยมีรายวิชาที่รับผิดชอบดังนี้ 



MNL_ 11 
 

1. รายวิชาพันธุศาสตร์การหลักสูตรแพทยศาสตร์และพัฒนาการชีวิตมนุษย์ นักศึกษาหลักสูตร
แพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  

- ปฏิบัติการพัฒนาการของตัวอ่อนและทารกในครรภ์  
- ปฏิบัติการภาวะผิดปกติแต่ก าเนิด โรคที่พบในเด็ก  
 

2. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการ Cellular pathology  
- ปฏิบัติการ Repair and healthy process  
- ปฏิบัติการ Pathology of Neoplasia  

3. รายวิชาระบบผิวหนังและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2 
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันของผิวหนังเบื้องต้น  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันของผิวหนัง 
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันล าตัว  
- ปฏิบัติการพยาธิก าเนิด พยาธิสรีระ พยาธิสภาพ พยาธิวิทยาคลินิก อาการวิทยา และ

เวชศาสตร์ป้องกัน  
- ปฏิบัติการการทดสอบ และการแปลผลทางห้องปฏิบัติการที่เกี่ยวกับพยาธิสภาพของโรค   

4. รายวิชาระบบกล้ามเนื้อโครงกระดูก นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันของระบบกระดูก  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อแกนกลางของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อโครงสร้างและหน้าที่ระดับจุลภาค  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อโครงสร้างและหน้าที่ของกระดูก  
- ปฏิบัติการสรีระวิทยาของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก  
- ปฏิบัติการโรคมะเร็งของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก  
- ปฏิบัติการโรคกล้ามเนื้ออักเสบและประสาท  

5. รายวิชาระบบย่อยอาหารและโภชนาการ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการ Organ structure  
- ปฏิบัติการ Histology of digestive system  
- ปฏิบัติการ Physiology of GI  
- ปฏิบัติการ Infectious, Inflammatory  
- ปฏิบัติการ Neoplastic disorder and tumor like conditions  
- ปฏิบัติการเงาและภาพรังสีของระบบทางเดินอาหาร  
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6. รายวิชาระบบปัสสาวะ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการโครงสร้างและหน้าที่ระดับมหภาคของระบบปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการการประเมินการท างานของไต Osmosis  
- ปฏิบัติการความสัมพันธ์ทางคลินิกและความผิดปกติของโครงสร้างระบบปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการการเจริญและการพัฒนาที่ผิดปกติของระบบปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการความสัมพันธ์ระหว่างเงาภาพของรังสีและพยาธิสภาพของระบบปัสสาวะ  

7. รายวิชาระบบต่อมไร้ท่อ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการโครงสร้างของต่อมไร้ท่อระดับมหกายวิภาค  
- ปฏิบัติการโครงสร้างของต่อมไร้ท่อระดับจุลภาค  
- ปฏิบัติการการพัฒนาและความผิดปกติของระบบต่อมไร้ท่อ  
-  ปฏิบัติการความสัมพันธ์ระหว่างสรีระวิทยา ลักษณะทางคลินิกและการแปลผลของ

ฮอร์โมนระบบต่อมไร้ท่อ  
8. รายวิชาระบบสืบพันธุ์ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  

- ปฏิบัติการ โครงสร้างหน้าที่ของระบบสืบพันธุ์  
- ปฏิบัติการ เซลล์และเนื้อเยื่อระบบสืบพันธุ์  
- ปฏิบัติการ Pathology of female reproductive system  
- ปฏิบัติการ Pathology of male reproductive system  
- ปฏิบัติการเงาภาพของรังสี female and male reproductive system  

9. รายวิชาสรีระวิทยา หลักสูตรสาธารณสุขศาสตรบัณฑิต และหลักสูตรพยาบาลศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 1 
- ปฏิบัติการองค์ประกอบของเซลล์  
- ปฏิบัติการIntroduction of anatomy  
- ปฏิบัติการระบบผิวหนัง และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  
- ปฏิบัติการระบบกล้ามเนื้อ โครงกระดูก  
- ปฏิบัติการระบบเลือด และน้ าเหลือง  
- ปฏิบัติการระบบประสาท  
- ปฏิบัติการระบบหัวใจและหลอดเลือด  
- ปฏิบัติการระบบหายใจ  
- ปฏิบัติการระบบทางเดินอาหาร  
- ปฏิบัติการระบบขับถ่าย ปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการกายวิภาคศาสตร์ระบบต่อมไร้ท่อ  
- ปฏิบัติการกายวิภาคศาสตร์ระบบสืบพันธุ์  
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คนที่ 2 นำงสำวมำลัย ศิลำรัมย์ ต ำแหน่ง นักวิทยำศำสตร์ รบัผิดชอบดูแลห้องปฏิบัติการ CMP 212 
โดยมีรายวิชาที่รับผิดชอบดังนี้ 

1. รายวิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยาส าหรับนักศึกษาชั้นปีที่ 2 หลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต 
นักศึกษาหลักสูตรสาธารณสุขศาสตบัณฑิต และนักศึกษาหลักสูตรพยาบาลศาสตรบัณฑิต  

- ปฏิบัติการบทน าแบคทีเรียวิทยาทางการแพทย ์
- ปฏิบัติการแบคทีเรียแกรมบวก 
- ปฏิบัติการแบคทีเรียแกรมลบ 
- ปฏิบัติการไวรัสก่อโรคในคน 
- ปฏิบัติการบทน าราวิทยาทางการแพทย์ 
- ปฏิบัติการราก่อโรคในคน 
- ปฏิบัติการบทน าทางปรสิตทางการแพทย์ 
- ปฏิบัติการโปรโตซัวทางการแพทย ์
- ปฏิบัติการหนอนพยาธิทางการแพทย์ 
- ปฏิบัติการกีฏวิทยาทางการแพทย ์

2. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการการเก็บและพิจารณาสิ่งส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ อย่างสมเหตุสมผล 

3. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 2 ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการหลักการเก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ และการแปลผลความไวของยาปฏิชีวนะต่อแบคทีเรีย  
- ปฏิบัติการ Production & function of granulocyte, NK, macrophage,T-lymphocyte 

and their receptors 
- ปฏิบัติการ production & function of B lymphocytes & plasma cells, immunoglobulin (AB), 

structure and biologic properties , agglutination  
- ปฏิบัติการหลักการตรวจทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกัน 

4. รายวิชาระบบเลือดและน้ าเหลือง ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตร์ ชั้นปีที่ 2 
- ปฏิบัติการส่วนประกอบของเลือดและผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาที่เกิดจากการให้เลือด stem cell 

และการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติกาธนาคารเลือด 
- ปฏิบัติการ Complete Blood Count 

5. รายวิชาระบบผิวหนังและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที ่2 
- ปฏิบัติการปฏิบัติการภูมิคุ้มกันวิทยา จุลชีววิทยา ปรสิตวิทยา และการติดเชื้อ 

6. รายวิชาระบบกล้ามเนื้อและโครงกระดูก ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที ่2  
- ปฏิบัติการการตรวจวิเคราะห์และแปลผลน้ าไขข้อ 



MNL_ 14 
 

7. รายวิชารายวิชาระบบประสาท ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการ Cerebrospinal fluid analysis และการตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการเคมีคลินิก  

8. รายวิชาระบบหัวใจและหลอดเลือด ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2 
- ปฏิบัติการโรคติดเชื้อที่พบบ่อยใน CVS 

9. รายวิชาระบบหายใจ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการการตรวจเสมหะ และหลักการแปลผลตรวจวิเคราะห์น้ า จากช่องเยื่อหุ้มปอด

10.รายวิชาระบบย่อยอาหารและโภชนาการ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3 
- ปฏิบัติการ Infectious, inflammatory, and immunologic disorders 1 
- ปฏิบัติการ Infectious, inflammatory, and immunologic disorders 2 

11. รายวิชาระบบปัสสาวะ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการการเก็บปัสสาวะเพ่ือส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ การตรวจน้ าปัสสาวะ 
- ปฏิบัติการเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินปัสสาวะที่พบบ่อย 

12. รายวิชาระบบสืบพันธ์ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑติ ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการการติดเชื้อจุลชีพและโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ 
- ปฏิบัติการ Infectious, inflammatory, and immunologic disorders (2)  

คนที่ 3 นำงสำวอนุสรำ สำรักษ์ ต ำแหน่ง นักวิทยำศำสตร์ รับผิดชอบดูแลห้องปฏิบัติการ CMP 211 
และ CMP 315 โดยมีรายวิชาที่รับผิดชอบดังนี้ 

1. รายวิชาการตรวจวิเคราะห์ด้านอนามัยสิ่งแวดล้อม ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต 
สาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อม ชั้นปีที่ 3   

2. รายวิชาการสุ่มเก็บและวิเคราะห์ด้านอากาศ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต
สาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อม ชั้นปีที่ 3   

3. รายวิชาปัญหาพิเศษทางสาธารณสุข ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชา
อนามัยสิ่งแวดล้อม ชั้นปีที่ 4  

4. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 1 นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 1, 
หลักสูตรพยาบาลศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2   

5. รายวิชาการดูแลผู้ป่วยเบื้องต้น ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรสาธารณสุขศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3      
6. รายวิชาการปฐมพยาบาล ส าหรับนักศึกษาสาขาวิชาหลักสูตรสาธารณสุขศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
7. รายวิชาบทน าสู่เวชศาสตร์คลินิก 1 ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3       
8. รายวิชาบทน าสู่เวชศาสตร์คลินิก 2 ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3       
คนที่ 4 นำยสุพจน์ อ่อนรัตน์ ต ำแหน่ง พนักงำนรักษำศพ รับผิดชอบห้องปฏิบัติการมหกายวิภาคศาสตร์ 

โดยมหีน้าที่รับผิดชอบดังนี้  
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1.  ปฏิบัติงานด้านการเรียนการสอนรายวิชาปฏิบัติการกายวิภาคศาสตร์  
2.  ดูแลรักษาร่างอาจารย์ใหญ่ให้อยู่ในสภาพที่ใช้งานได้ 
3.  ดูแล และอ านวยความสะดวกการปฏิบัติการของอาจารย์ และนักศึกษา 
4.  ให้ค าปรึกษา เทคนิคด้านการช าแหละ และดูแลวัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในกระบวนการ 
 
งานห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ มีโครงสร้างการบริหารจัดการดังแผนภาพต่อไปนี้ 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที่ 1 แผนผังโครงสร้างการบริหารจัดการของงานห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข
    

 
 
 
 

คณบดีวิทยำลัยแพทยศำสตร์และกำร
สำธำรณสุข 

 

ประธำนงำนห้องปฏิบัติกำร 

 

นักวิทยาศาสตร์และพนักงานรักษาร่างดองอาจารย์ใหญ่ 
1.นายทักษกร     วงษ์สีดา    ต าแหน่ง นักวิทยาศาสตร์ 
2.นางสาวมาลัย   ศิลารัมย์    ต าแหน่ง นักวิทยาศาสตร์ 
3.นางสาวอนุสรา สารักษ์      ต าแหน่ง นักวิทยาศาสตร์ 
4.นายสุพจน์      อ่อนรัตน์    ต าแหน่ง พนักงานรักษาศพ 

 

อธิกำรบดี 

 

คณะกรรมกำร
ห้องปฏิบัติกำร 

 



MNL_ 16 
 

2.4 ภำระหน้ำที่ของหน่วยงำน 
ห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ด าเนินการ ก ากับ ดูแล ส่งเสริม งานด้านวิทยาศาสตร์ภายในวิทยาลัย

แพทย์ศาสตร์และการสาธารณสุข ในด้านงานวิจัย และด้านการเรียนการสอนประกอบด้วย 
2.4.1 การบริการด้านการเรียนการสอน การเบิก - จ่าย ยืม - คืน วัสดุอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ ให้กับ

อาจารย์ นักศึกษา บุคลากร รวมถึงบุคคลภายนอกที่มาขอใช้บริการ 
2.4.2 มุ่งเน้นและพัฒนานักศึกษาให้เกิดทักษะทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ มีเครื่องมือ มีความรู้ใน

ทฤษฎีพื้นฐาน และสามารถน าความรู้ไปคิดแก้ปัญหาในพื้นที่ได้จริง 
2.4.3 จัดหาวัสดุ อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ให้พอเพียงต่อจ านวนนักศึกษา เพ่ือฝึกฝนทักษะด้านการ

ปฏิบัติการ เพื่อเป็นพื้นฐานน าไปประยุกต์ใช้ในอนาคต 
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บทท่ี 3 
หลักเกณฑ์ วิธีกำรปฏิบัติงำน และเงื่อนไข  

 

3.1 หลักเกณฑ์กำรปฏิบัติงำน 
การคัดแยกชนิดของแบคทีเรียที่ไม่ทราบว่าเป็นแบคทีเรียชนิดใดนั้น ต้องอาศัยลักษณะเฉพาะที่

ปรากฏ (specific characteristical appearance) หลายอย่างประกอบกัน โดยใช้หลักการเปรียบเทียบ
ระหว่างแบคทีเรียที่ไม่ทราบชนิด และแบคทีเรียที่ทราบชนิดแล้ว โดยอาศัยหลักเกณฑ์ในการจ าแนกชนิดของ
แบคทีเรียดังนี้ 

3.1.1 กำรคัดเลือกอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 การศึกษารูปร่างโครงสร้างหรือคุณสมบัติต่างๆของจุลินทรีย์นั้น จะศึกษาจากตัวอย่างของจริงจาก

ธรรมชาติแต่เพียงอย่างเดียวนับว่ายังมีไม่เพียงพอ จึงจ าเป็นจะต้องน าจุลินทรีย์มาเลี้ยงและขยายพันธุ์เพ่ิม
จ านวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ให้มีปริมาณมากพอที่จะใช้ศึกษาเพ่ือสังเกตลักษณะต่างๆเพ่ิมมากขึ้น อาหารซึ่งใช้
เลี้ยงจุลินทรีย์นั้น อาจมีลักษณะทางกายภาพหลายลักษณะ เช่น 

- Solid media (agar) คือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมวุ้นลงไป ตามปกติจะเติม 15 กรัมต่อลิตร 
อาหารในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ solid media จะอยู่ในจานแก้ว (petri dish) หรืออยู่ในหลอดทดสอบซึ่งมี
ผิวหน้าเอียงเรียก slant หรือ slope อาหารในหลอดทดสอบที่ผิวหน้าไม่เอียงเรียก deep tube เพ่ือใช้เลี้ยง
จุลินทรีย์ที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเพียงเล็กน้อย 

- Semisolid media คือ อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่เติมวุ้นลงไปปริมาณน้อยกว่า solid media คือ 
ประมาณ 0.5% หรือน้อยกว่า  

- Liquid media (Broth) คือ อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ได้เติมวุ้นลงไป ดังนั้นอาหารจึงเป็น
ของเหลว เช่น Nutrient broth เป็นต้น อาหารเลี้ยงเชื้อนั้นสามารถแบ่งตามส่วนประกอบทางเคมีได้เป็น 2 
พวกคือ  

1) Natural or chemically non-defined media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่เราไม่รู้ส่วนประกอบทาง
เคมีที่แน่นอน เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้จากธรรมชาติ เช่น มันฝรั่ง หรืออาหารที่ประกอบด้วย peptone, 
yeast extract, meat infusion, serum, beef eatract หรือ  casein hydrolysate  

2) Synthetic or Artificial or Chemically define media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่รู้ส่วนประกอบ
ทางเคมีที่แน่นอนว่าประกอบด้วยสารอะไรอย่างละเท่าใด สามารถจะเตรียมได้เหมือนกันทุกครั้ง ซึ่งมีทั้งชนิด
ที่เป็น inorganic salt ต่างๆ และชนิด organic synthetic media เช่น รู้ว่าอาหารแต่ละชนิดประกอบด้วย 
amino acid อะไรบ้าง อย่างละเท่าใด เป็นต้น  

ผู้ปฏิบัติงานจะสามารถใช้อาหารที่เหมาะสมต่อการใช้งานได้ เราสามารถแบ่งประเภทของอาหาร
ตามวัตถุประสงค์ของการใช้งานได้ดังนี้    
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Enrichment media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้เติมสารอาหารบางอย่างพิเศษ นอกเหนือไปจากธาตุ
อาหารที่จุลินทรีย์ทั่วไปใช้ ทั้งนี้เพ่ือให้จุลินทรีย์ที่เราต้องการเลี้ยงเจริญได้ดียิ่งขึ้น เช่น การเติม blood 
serum วิตามิน หรือเติมสารสกัดที่ได้  จากเนื้อเยื่อพืชหรือเนื้อเยื่อสัตว์ลงไปใน nutrient broth หรือ 
nutrient agar อาหารชนิดนี้ใช้ส าหรับเลี้ยงจุลินทรีย์พวก fastidious heterotroph เช่น จุลินทรีย์ที่เป็น 
pathogen ต่างๆ  

Selective media อาหารที่มีการเติมสารเคมีบางตัวลงใน nutrient agar เพ่ือยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียบางกลุ่ม โดยที่สารนี้จะไม่ยับยั้งเชื้อกลุ่มที่เราต้องการจะเพาะเลี้ยง ตัวอย่างเช่น crystal violet ที่
ความเข้มข้นบางช่วง จะช่วยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก โดยไม่มีผลต่อแบคทีเรียแกรมลบ ใน
ท านองเดียวกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารคาร์บอนเป็นน้ าตาล maltose จะสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่ใช้
น้ าตาล maltose ให้สามารถเจริญได้ โดยใช้หลักที่ว่าจะคัดเลือกเชื้อที่สามารถใช้สารประกอบอินทรีย์ที่
แปลกออกไปได้อย่างง่ายๆ โดยการเติมสารเหล่านี้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ แทนสารประกอบคาร์บอนอย่างอ่ืน 

Differential media คืออาหารที่เติมสารเคมีตัวอ่ืนลงไปซึ่งอาจจะมีผลต่อชนิดของเชื้อที่จะเจริญ 
หรือการเปลี่ยนแปลงลักษณะไป หลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อไว้ ตัวอย่างเช่น เชื้อผสมของแบคทีเรีย เพาะเลี้ยงลง
ใน blood-agar medium แบคทีเรียบางพวกอาจจะย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ส่วนแบคทีเรียอ่ืนๆไม่มี
ความสามารถนี้ สังเกตได้จาก clear zone รวมทั้งโคโลนีจะแสดงถึง hemolysis ท าให้สามารถแบ่ง
แบคทีเรียเป็นพวก hemolytic หรือ nonhemolytic bacteria จากการเจริญบนอาหารเดียวกัน 

ดังนั้น blood agar medium เป็นทั้งอาหาร enrich และ differential medium Assay medium 
คืออาหารที่มีส่วนประกอบที่ใช้ในการตรวจสอบหาวิตามินต่างๆ amino acid ต่างๆ และ anitibiotics  

จะเห็นได้ว่าอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์มีหลายชนิด ในการที่จะเลือกใช้อาหารชนิดใดนั้น  ขึ้นอยู่กับ
วัตถุประสงค์และความเหมาะสม กล่าวคือมีธาตุอาหารที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์และมีความ
เข้มข้นเหมาะสม มีความเป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์แต่ละชนิด ไม่มีสารพิษ ไม่มีสิ่งมีชีวิตใดๆ 
ปนเปื้อนอยู่ในอาหารนั้น  

 3.1.2  กำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์  
การแยกเชื้อให้บริสุทธิ์เป็นเทคนิคพ้ืนฐานทางจุลชีววิทยาที่มีความส าคัญอย่างมาก เนื่องจาก

สิ่งแวดล้อมที่อยู่รอบๆตัวผู้ปฏิบัติงาน หรือแม้แต่ร่างกายของคนก็มีเชื้อจุลินทรีย์อยู่หลายชนิด อาจปนเปื้อน
ในหลอดเพาะเชื้อได้ หลักการคัดแยกเชื้อแยกเชื้อให้บริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Culture medium) คือ 
จะต้องแยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ (Single colony) จ านวนมาก โดยทุกขั้นตอนต้องเป็นวิธีการที่ท าให้
ปราศจากเชื้อปนเปื้อน (Sterile technique) จากนั้นจึงน าเชื้อที่เป็นโคโลนีเดี่ยวไปศึกษารูปร่างลักษณะ และ
คุณสมบัติต่างๆ เพ่ือให้ทราบว่าเป็นเชื้อชนิดใด  
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3.1.3   กำรสังเกตุลักษณะสัณฐำนวิทยำ (morphological characteristics) 
แบคทีเรียจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกัน การตรวจดูรูปร่างของเซลล์  การจัดเรียงตัว 

การเคลื่อนที่ การติดสีแกรม การสร้างแคปซูล และลักษณะของแฟลกเจลลา ด้วยการย้อมสีเฉพาะ แล้วส่อง
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100x สามารถน ามาใช้ประกอบ และพิจารณาการจ าแนกชนิดของ
แบคทีเรียได ้

3.1.4  กำรทดสอบลักษณะทำงชีวเคมี (biochemical characteristics) 
แบคทีเรียจะมีเอนไซม์ที่สามารถใช้ในการย่อยอาหาร และสังเคราะห์ชีวโมเลกุลที่แตกต่างกัน 

ผลิตผลที่เกิดจากการย่อยสลายอาหาร และชีวโมเลกุลที่แบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้นจะไม่เหมือนกันด้วย ดังนั้นจึง
ให้ผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีแตกต่างกัน ซึ่งเป็นลักษณะที่ใช้ในการคัดแยกและพิสูจน์ชนิดของเชื้อ
แบคทีเรีย 

 

3.2 วิธีกำรปฏิบัติงำน 
 3.2.1 วิธีกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ อาจใช้อาหารส าเร็จรูปซึ่งมีองค์ประกอบชนิดต่างๆผสมอยู่
เรียบร้อยแล้ว หรือชั่งสารแต่ละชนิดที่เป็นองค์ประกอบของอาหารชนิดนั้น เมื่อชั่งอาหารเรียบร้อยแล้ว ให้
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตรที่ต้องการเตรียม อาหารที่จะเตรียมชั่งกี่กรัมให้อ่านจากฉลากข้างขวด หลังจากนั้น
คนอาหารให้เข้ากันในน้ ากลั่น แล้วน าไปต้มจนละลาย ปรับ pH ด้วยเครื่อง pH meter แล้วจึงถ่ายลงใน
หลอดทดสอบ หรือขวดปิดจุก น าไปท าลายเชื้อจุลินทรีย์ในหม้อนึ่งความดัน (autoclave) โดยใช้ความร้อน 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ Solid media ที่อยู่ในเพลท ต้องเตรียมลง
ในขวดหรือภาชนะก่อน แล้วจึงน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ ภายหลังผ่านการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์แล้วจึงค่อยน ามาเทลง
ในเพลท (ซึ่งผ่านการอบฆ่าเชื้อด้วยตู้อบควบคุมอุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง) อาหารเลี้ยงเชื้อที่
เป็น slant จะถูกบรรจุลงใน test tube หรือภาชนะที่เหมาะสม แล้วน าเข้าเครื่อง autoclave เพ่ือท าลาย
จุลินทรีย์ที่มีอยู่ในอาหาร เมื่อน าออกจากเครื่อง autoclave แล้วให้น า rack ที่มี test tube เหล่านั้น มาวาง
เอียงจนกระทั่งอาหารเย็นก็จะเกิด slant ขึ้น ถ้าต้องการเตรียม deep agar ก็ไม่ต้องเอียง rack ทิ้งให้อาหาร
เย็น อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็น broth ให้บรรจุลงใน test tube หรือใน flask หรือในขวดได้เลย แล้ว
น าเข้าเครื่อง autoclave เพ่ือท าลายเชื้อจุลินทรีย์ อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์บางชนิด มีองค์ประกอบของสาร
บางตัวในอาหาร ที่สลายตัวได้ง่ายเมื่อผ่านความร้อน ดังนั้นควรแยกสารประกอบที่สลายตัวได้ง่ายออก ส่วน
องค์ประกอบอ่ืนๆ ให้ชั่งแล้วละลายน้ าต้ม ปรับ pH แล้วน าเข้าเครื่อง autoclave เพ่ือท าลายเชื้อจุลินทรีย์ 
เมื่ออาหารส่วนนี้น าออกจาก autoclave ทิ้งให้เย็น แล้วจึงค่อยเติมอาหารอีกส่วนลงไปด้วยวิธีปลอด
เชื้อจุลินทรีย์ โดยอาหารส่วนที่ไม่สามารถผ่านความร้อน ต้องน าไปกรองด้วยเครื่องกรองด้วยวิธีปลอดเชื้อ 
เครื่องกรองนี้จะมีแผ่นกรองที่มีรูขนาด 0.45 ไมครอน จึงท าให้เชื้อจุลินทรีย์ติดอยู่บนกระดาษกรอง อาหารที่
ผ่านแผ่นกรองไปจะปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ 



MNL_ 20 
 

3.2.2  วิธีกำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ 
เป็นวิธีการที่ต้องการแยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ (Single colony) จ านวนมาก จากนั้นจึงน าเชื้อที่

เป็นโคโลนีเดี่ยวไปศึกษารูปร่างลักษณะ และคุณสมบัติต่างๆ เพ่ือให้ทราบว่าเป็นเชื้อชนิดใด การคัดแยกเชื้อ
ภายในห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุขนั้นใช้ 2 วิธีในการคัดแยกคือ 
Simple streak technique  และ Cross streak technique 

Simple streak technique  คือ วิธีการที่ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ลนไฟจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น 
ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะตัวอย่างแล้วลากหรือขีด (streak ) ลงบนเพลทที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง จากนั้นน าไป
บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ในอุณหภูมิที่เหมาะสม 

 

 
 

ภำพที่ 2 แสดงวิธีการ streak plate โดยวิธี Simple streak technique   
Cross streak technique คือ วิธีการที่ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ลนไฟจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น ใช้ห่วง

เขี่ยเชื้อแตะตัวอย่างแล้วลากหรือขีด (streak ) ลงบนเพลทที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง เพียง 1 ส่วน 4 ของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 เพลท เผาห่วงฆ่าเชื้อจนร้อนแดงทิ้งไว้ให้เย็น แล้ว streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อจากส่วนที่ 1 
ลากมาส่วนที่ 2 เผาห่วงฆ่าเชื้อจนร้อนแดงทิ้งไว้ให้เย็น แล้ว streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อจากส่วนที่ 2 ลากมาส่วน
ที่ 3 เผาห่วงฆ่าเชื้อจนร้อนแดงทิ้งไว้ให้ เย็น แล้ว streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อจากส่วนที่ 3 ลากมาส่วนที่ 4 
จากนั้นน าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ในอุณหภูมิที่เหมาะสม 
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 ภำพที่ 3 แสดงวิธีการ streak plate โดยวิธี Cross streak technique 
 

3.2.3  วิธีกำรสังเกตุลักษณะสัณฐำนวิทยำโดยกำรย้อมสีแกรม (Gram’s staining) 
 หลักกำร  

 การที่แบคทีเรียจะติดสีแกรมเป็นสีใดขึ้นอยู่กับส่วนประกอบทางเคมี และโครงสร้างของผนังเซลล์
แบคทีเรีย แบคทีเรียแกรมบวกมีผนังเซลล์ที่หนาท าให้ติดสีคริสตอลไวโอเลตได้ดี และเมื่อเติมสารละลาย
ไอโอดีนลงไปจะกลายเป็นผลึกที่มีโครงสร้างซับซ้อน (Crystal violet iodine complex) ท าให้สีติดดียิ่งขึ้น 
ต่อมาเมื่อล้างเซลล์แบคทีเรียด้วย 95% แอลกอฮอล์ ขั้นตอนนี้แบคทีเรียแกรมลบซึ่งมีไขมันอยู่ ใน
ส่วนประกอบของผนังเซลล์มาก ไขมันจะถูกละลายออกมากับแอลกอฮอล์ ท าให้รูผนังเซลล์กว้างขึ้น ผลึกของ
สีจึงหลุดออกมากับผนังเซลล์ตอนนี้แบคทีเรียนแกรมลบจึงไม่ติดสี ส่วนแบคทีเรียนแกรมบวกที่มี
ส่วนประกอบของผนังเซลล์ที่เป็นไขมันอยู่น้อยผลึกของสียังคงติดแน่นอยู่ ( crystal violet สีน้ าเงินหรือม่วง) 
 วิธีกำรทดสอบ 

1) ท าความสะอาดสไลด์ให้สะอาดด้วย alcohol แล้วปล่อยให้แห้ง 
2) หยด water หรือ normal saline ลงไป 1 หยดบน glass slide โดยใช้ loop เขี่ยเชื้อ

จากจานเพาะเชื้อลงไปละลายในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ ให้เป็นวงกว้างๆ บางๆ ประมาณ 1 เหรียญบาท
เล็ก รอให้ slide แห้งแล้ว Fix slide ด้วยไฟไปมา 3 ครั้ง 

3) หยดสี Crystal violet ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 
4) หยดสี Gram iodine ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 
5) ล้างสีด้วย 95% alcohol แล้วล้างออกด้วยน้ า 
6) หยดสี Safranin 15-20 วินาที ล้างสีด้วยน้ าแล้วปล่อยให้แห้ง 

  7) น าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 100x  โดยใช้ immersion oil 
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8) ตรวจดูลักษณะการติดสีแกรม รูปร่าง การเรียงตัวของแบคทีเรีย ในกรณีที่แบคทีเรียเป็น
แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีน้ าเงิน ดังภาพ 

 

 
 

ภำพที่ 4 ภาพแสดงการติดสีของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกชนิดต่างๆ  
 

 3.2.4  วิธีกำรทดสอบลักษณะทำงชีวเคมี (biochemical characteristics) 
วิธีการทดสอบลักษณะความต้องการอาหาร และลักษณะที่แสดงออกทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียแกรม

บวกนั้น ต้องใช้การทดสอบที่แตกต่างกันออกไปหลายวิธี เพ่ือคัดแยกชนิดของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกดังนี้   
(1) วิธีกำรทดสอบ catalase test 
หลักกำร  
เป็นการทดสอบความสามารถในการสร้าง enzyme catalase ซึ่งแบคทีเรียสร้างขึ้นมาเพ่ือย่อย

สลาย H2O2 ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์ โดยขั้นตอนนี้จะใช้แยกเชื้อกลุ่ม Staphylococcus ซึ่งให้ผลการ
ทดสอบ catalase positive ออกจาก Streptococcus ซึ่งให้ผลการทดสอบ catalase negative หรือจะ
ใช้ในการคัดแยกเชื้อ Neisseria gonorrhoeae ซึ่งให้ผลการทดสอบ catalase positive ออกจาก 
Neisseria meningitides  

วิธีกำรทดสอบ 
1. เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วเขี่ยเชื้อแตะลงบนสไลด์แก้วที่สะอาด 
2. หยด H2O2 ลงบนเชื้อที่อยู่บน slide 1 หยด 

กำรอ่ำนผล 
 Positive : มีฟองเกิดขึ้นทันท ี
 Negative : ไม่มีฟองเกิดขึน้ 
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ภำพที่ 5 ภาพแสดงการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อกับสารละลาย3% Hydrogen peroxide (H2O2)  
 

(2) วิธีกำรทดสอบ Coagulase Test 
  หลักกำร  

เป็นการทดสอบความสามารถในการผลิต coagulase enzyme เพ่ือแยกเชื้อ Staphylococcus aureus 
ทีส่ามารถผลิต coagulase enzyme ออกจาก Staphylococcus ชนิดอ่ืนๆนี้มี 2 รูปแบบคือ         

1. Bound coagulase เป็น enzyme ที่เกาะอยู่กับผนังเซลล์ (ทดสอบได้โดยวิธี slide test) Bound coagulase นี้
มีผลท าให้ fibrinogen ใน serum เปลี่ยนเป็น fibrin ท าให้ serum เกิดการแข็งตัว (clot) 

2. Free coagulase   เป็น enzyme ที่ถูกหลั่งออกมาจากเซลล์ (ทดสอบได้ด้วยวิธี tube test) coagulase 
จะจับกับ coagulase reacting factor (CRF) เป็นสารประกอบที่เรียกว่า Coagulase CRF ซึ่งแตกต่างจาก Thrombin 
และสารประกอบนี้สามารถเปลี่ยน fibrinogen เป็น fibrin ได ้

วิธีกำรทดสอบ 
ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งอาจใช้ Trypticase soy broth กับ plasma ในอัตราส่วน 1:1 (หรืออาจจะใช้ 

plasma อย่างเดียวไม่ผสม Trypticase soy broth ก็ได)้ เขี่ยเชื้อแบคทีเรียลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วบ่มทีตู่้ควบคุม
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส สังเกตุผลทุก 30 นาท ีโดยเอียงหลอดดูว่ามีการแข็งตัวของ พลาสมา หรือไม่ส่วนใหญ่
มักให้ผล positive ภายใน 4 ชั่วโมง ถ้ายังไม่พบการแข็งตัวของพลาสมาให้บ่มจนครบ 8-24 ชั่วโมง 

กำรอ่ำนผล 
 Positive  : เกิดการแข็งตัวของพลาสมา 
  Negative : ไม่เกิดการแข็งตัวของพลาสมา 
(3) วิธีกำรทดสอบควำมสำมำรถของเชื้อในกำรย่อยสลำยเม็ดเลือดแดงของเชื้อกลุ่ม Streptococcus 
หลักกำร 
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เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลมหรือรี แบ่งตัวในแนวเดียว ท าให้มักเห็นเป็นเส้นสายยาวต่อกัน 
เมื่อย้อมด้วยสีและส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เชื้อไม่สร้างสปอร์ และไม่เคลื่อนที่ ไม่สร้างรงควัตถุ สร้างแคปซูล 
เจริญได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือดผสมอยู่ โคโลนีขนาดเล็ก กลม ใส ไม่มีสี ใช้ลักษณะในการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

วิธีกำรทดสอบ 
ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีของแบคทีเรียที่จะทดสอบไป streak บนอาหาร blood agar ถ้าเกิดมีวงกลมใส

รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรีย แสดงว่าแบคทีเรียสามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ 
กำรอ่ำนผล 
  - Alpha hemolysis ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้บางส่วน ท าให้เห็นรอบๆ โคโลนีเป็นสีเชียว
เนื่องจากเม็ดเลือดแดงถูกย่อยสลายไม่หมด 
   - Beta hemolysis เชื้อจะย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้อย่างสมบูรณ์ ท าให้รอบๆโคโลนีบน
อาหาร Blood agar มีลักษณะใส เนื่องจากเม็ดเลือดแดงถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์ และเชื้อกลุ่มนี้
มักท าให้เกิดโรคในคน และ Streptococcus Group B ก็จัดอยู่ในกลุ่มนี้  
   - Gramma hemolysis ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงเมื่อเจริญบนอาหาร 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 6 ภาพแสดงตัวอย่างเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเชื้อแบคทีเรีย 
A. Beta hemolysis    B. Alpha hemolysis   C. Gramma hemolysis 

 

(4) วิธีกำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ (Antimicrobial susceptibility testing)  
หลักกำร 
เป็นการศึกษาภายนอกร่างกายที่ใช้กันมากที่สุด เพ่ือตรวจหายาที่มีความไวในการตอบสนองต่อการรักษา

เชื้อที่ก่อให้เกิดโรค และตรวจหายาที่ดื้อต่อการรักษา เพ่ือช่วยเป็นแนวทางหรือข้อมูลในการเลือกใช้ยาปฏิชีวนะ
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ให้เหมาะกับผู้ป่วย และมีข้อควรพิจารณาคือบางครั้งผลของความไวต่อยาที่ได้จากการทดสอบอาจจะไม่สอดคล้อง
กับผลลัพธ์ทางคลินิก ซึ่งการทดสอบยาปฏิชีวนะนี้ยังสามารถบ่งบอกถึงคุณสมบัติของเชื้อบางชนิดได้ เช่นเชื้อ 
Streptococcus pneumonia มีความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิด Optochin เชื้อ Streptococcus pyogenase 
มีความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิด Bacitracin เป็นต้น 

วิธีกำรทดสอบ 
1. น าเชื้อที่ต้องการทดสอบมา 1 โคโลนี แตะลงในอาหาร trypticase soy broth ผสมให้เข้ากันดี 

โดยปั่นด้วยเครื่อง vortex mixer  
2. บ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 3-4 ชั่วโมง  
3. เมื่อครบก าหนดแล้วใช้ swab sterile จุ่มเชื้อที่อยู่ในอาหาร trypticase soy broth แล้ว

น ามาเกลี่ย (spread) บนอาหาร Blood agar ให้ทั่วและสม่ าเสมอ ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาท ี 
4. วางแผ่นยา (antibiotic disc) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใช้ระยะห่างระหว่างแผ่น disc ให้เหมาะสม 

เพ่ือความสะดวกในการอ่านผล กดแผ่นยาเบาๆ บนอาหารวุ้น ทิ้งไว้ให้แห้ง  
5. บ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง แล้วอ่านผลการทดลอง 

กำรอ่ำนผล 
 - Susceptible, sensitive (S) หมายถึง ยาที่ให้ในขนาดหรือความเช้มข้นปกติหรือขนาดที่
แนะน าแล้วมีประสิทธิภาพในการรักษาการติดเชื้อได้ จะสังเกตุเห็นโซนใสรอบ disk ยา 
 

 
 

       ภำพที่ 7 ภาพแสดงความสามารถของยา ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรค (Susceptible) 
 - Intermediate (I) หมายถึง ยาน่าจะใช้ในการรักษาการติดเชื้อได้ ถ้าใช้ยาขนาดสูงหรือใช้รักษา 
การติดเชื้อทีอวัยวะที่ยามีความเข้มข้นสูง ยามีแนวโน้มจะมีประ สิทธิภาพในการรักษาการติดเชื้อต่ า
กว่าการใช้ยากรณีท่ีผลการทดสอบเป็น susceptible 
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- Resistant (R) หมายถึง ยาทีไม่น่าจะใช้ได้ผลในการรักษา ยามีผลการศึกษาทางคลินิกบ่งบอกว่า 
เกิดการรักษาล้มเหลวเมื่อมีการใช้ยาดังกล่าว จะสังเกตุเห็นว่าเชื้อสามารถเกิดขึ้นได้ และไม่พบโซนใส
รอบ disk ยา 

 

 
 

 ภำพที่ 8 แสดงความสามารถของยา ที่ไม่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้ (Resistant) 
 

 

        
 

ภำพที่ 9 ภาพแสดงการเปรียบเทียบความสามารถของยาระหว่าง Susceptible และ Resistant  
 

(5) วิธีกำรทดสอบ Bile esculin 
หลักกำร 
ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่ทนน้ าดีเข้มข้น 10-40% และเกิดปฎิกิริยาท าให้ bile esculin 

เปลี่ยนเป็นสีด าดังสมการ 
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วิธีกำรทดสอบ 
  1. เตรียมอาหาร bile esculin slant tube  
  2. เขี่ยเชื้อที่ต้องการทดสอบลงบนอาหาร bile esculin slant agar 
กำรอ่ำนผล 
 Positive  : อาหารเปลี่ยนเป็นสีด า 
 Negative : สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
 

   
                                                              

    ภำพที่ 10 แสดงผลการทดลอง Bile esculin agar test 
 

(6) วิธีกำรทดสอบ 6.5% NaCl 
หลักกำร    
เนื่องจากอาหารนี้มีความเข้มข้นของ NaCl ถึง 6.5% เชื้อที่สามารถทนต่อความเข้มข้นนี้จึงจะเจริญ

ได้ เพ่ือให้การทดสอบง่ายขึ้นจึงใช้ Indicator เพ่ือให้เห็นการเปลี่ยนสีชัดเจน โดยเชื้อจะใช้น้ าตาลกลูโคส ซึ่งจะ
ไปเปลี่ยนสี Bromcresol purple จากสีม่วงไปเป็นสีเหลือง 



MNL_ 28 
 

วิธีกำรทดสอบ 
  1. ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีที่ต้องการทดสอบลงใน อาหาร 6.5% NaCl  
  2. บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง 
กำรอ่ำนผล 
 Positive  : อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง 
  Negative : สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

ภำพที่ 11 แสดงผลการทดลอง 6.5% NaCl (broth) 
 

(7) วิธีกำรทดสอบ CAMP test 
หลักกำร 
เป็นการทดสอบเพ่ือแยก Group B streptococci โดยอาศัยคุณสมบัติพิเศษของเชื้อชนิดนี้คือสามารถให้ 

CAMP factor ซึ่งเป็นโปรตีนที่สามารถแพร่กระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้รวดเร็ว ทนต่อความร้อน และสามารถ
ท าปฏิกิริยาเสริมฤทธิ์กับ beta toxin จาก Staphylococcus aureus ซึ่งมีผลให้เม็ดเลือดแดงแกะและเม็ดเลือด
แดงวัวแตกอย่างรวดเร็ว (ไม่เกิดกับเม็ดเลือดแดงคน ม้า หรือกระต่าย) 

วิธีกำรทดสอบ 
1. ขีดเชื้อ Staphylococcus aureus สายพันธุ์ที่ให้ Beta toxin เป็นเส้นตรง ตรงกลาง 

Blood agar plate 
2. ขีดเชื้อที่ต้องการทดสอบโดยให้ตั้งฉากกับแนวของ Staphylococcus aureus น าไปบ่ม

ที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อ่านผลที่ 24 ชั่วโมง 
กำรอ่ำนผล 
 Positive  : เกิดบริเวณท่ีท าลายเม็ดเลือดแดงระหว่าง Staphylococcus aureus กับเชื้อ
ที่ทดสอบเป็นรูปลูกศร ซึ่งหมายถึงเชื้อที่ทดสอบน่าจะเป็น  Group B  streptococci   
 Negative : ไม่มีบริเวณการท าลายเม็ดเลือดแดง หรือมีแต่ไม่เป็นรูปลูกศร 
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ภำพที่ 12 แสดงผลการทดลอง CAMP test Positive และ CAMP test Negative 
 

3.3 เงื่อนไข/ข้อสังเกตุ/ข้อควรระวัง/สิ่งที่ควรค ำนึงในกำรปฏิบัติงำน   
3.3.1 เลือดที่ใช้ในการทดลองเป็นเลือดของมนุษย์ ขอความอนุเคราะห์มาจากโรงพยาบาลสรรพสิทธิ

ประสงค์ ดังนั้นในการปฏิบัติงานทุกครั้งจึงควรสวมถุงมือเพ่ือป้องกันการติดเชื้อจากเลือดที่รับมา 
3.3.2 ในการเตรียม blood agar ผู้เตรียมจะต้องใจเย็นๆ รอจนอาหารเลี้ยงเชื้อเย็นตัวลงให้มาก

ที่สุด แต่ไม่แข็งประมาณ 50 องศาเซลเซียส  แล้วค่อยผสมเลือดลงไป จะท าให้ได้เพลทอาหารที่มีสีแดงสด 
และในการทดลองจะท าให้มองเห็นการสลายของเม็ดเลือดแดงได้ชัดเจนขึ้น  

3.3.3 ก่อนการเตรียมการวินิจฉัยทุกครั้ง อาหารที่อยู่ในเพลทต้องตากให้แห้ง ประมาณ 15 นาที 
หรือสังเกตุว่าไม่มีหยดน้ าเกาะอยู่ที่พ้ืนผิวของอาหาร 

3.3.4 ในการเขี่ยเชื้อจากอาหารที่มีเลือดผสมอยู่ ควรแตะเฉพาะโคโลนีของเชื้อมาทดสอบ อย่า ให้
โดนอาหารที่มีเลือดผสม เพราะจะท าให้เกิดบวกปลอมได้ (เอนไซม์ Catalase พบได้ในเม็ดเลือดแดง) 
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  ภำพที่ 13 แสดงตัวอย่างการตากเพลทอาหารเลี้ยงเชื้อในตู้ปลอดเชื้อ 
 

หมำยเหตุ ในการตากเพลทซ้อนกัน ให้ประมาณระยะห่างระหว่างฝาเพลทกับก้นเพลทให้เหมาะสม 
เพราะถ้าชิดกันมากเกินไป อาจท าให้ฝาเพลททิ่มลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งจะท าให้เกิดการ
ปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียได ้

  3.3.5 ข้อควรรู้ในการย้อมแกรมคือ 
-  เซลล์ปกติ (vegetative cell) เท่านั้นที่ติดสีแกรมบวกหรือแกรมลบ แต่ถ้าเซลล์เกิดแตก

ขึ้นมาจะติดเฉพาะสีแกรมลบเท่านั้น 
    -  การย้อมแกรมต้องใช้ crystal violet และสารละลายไอโอดีนเสมอ 

-  แบคทีเรียเท่านั้นที่ให้ผลต่างกันในการย้อมสีแกรม แต่จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆจะติดสีย้อมแกรม 
อย่างใดอย่างหนึ่งเท่านั้น เช่น เซลล์ยีสต์จะติดสีแกรมบวก 

    -  การย้อมสีแกรมสามารถเกิดข้อผิดพลาดเปลี่ยนแบคทีเรียแกรมบวกเป็นแกรมลบได้ แต่ไม่
สามารถเปลี่ยนแบคทีเรียแกรมลบไปเป็นแกรมบวกได้ 

-  ซึ่งต่อมาเมื่อย้อมทับด้วย Safranin (สีแดง) ผนังเซลล์ของแบคทีเรียพวกแกรมลบซึ่งเดิม
ไมต่ิดสีจะติดสีแดงในขั้นตอนนี้จึงเห็นความแตกต่างระหว่างแบคทีเรียทั้ง 2 กลุ่มอย่างชัดเจน 
3.3.6 ในกรณีที่อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นอาหารส าเร็จรูปให้อ่านฉลากของสารอาหารนั้นให้ละเอียดก่อน

ลงมือท าปฏิบัติการ 
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บทท่ี 4 
เทคนิคในกำรปฏิบัติงำน  

 

  เทคนิคในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลม มีความหลากหลายมาก ขึ้นอยู่กับว่าผู้ปฏิบัติงาน
ต้องการคัดแยกเชื้อจากอะไร เชื้อที่เริ่มต้นเป็นเชื้อที่ถูกคัดแยกจากสิ่งแวดล้อม จากอาหาร หรือเป็นเชื้อที่ถูกคัดแยก
เรียบร้อยแล้วน ามายืนยันผลอีกครั้งหนึ่ง แต่ในที่นี้จะขอกล่าวถึงเทคนิคการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ที่มีอยู่
ภายในห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข ซึ่งเป็นเชื้อที่มีอยู่แล้ว แต่ในบางครั้งเกิดการ
ปนเปื้อนจากสิ่งแวดล้อม ท าให้ผู้ปฏิบัติงานจ าเป็นต้องคัดแยกเชื้ออีกครั้งหนี่ง หรือแม้ว่าจะไม่มีการปนเปื้อนเกิดขึ้น 
ผู้ปฏิบัติงานก็ยังต้องยืนยัน ลักษณะสัณฐานวิทยา ความต้องการอาหาร และความสามารถทางชีวเคมีของเชื้อก่อน
การท าปฏิบัติการทุกครั้ง  

4.1 แผนกลยุทธในกำรปฏิบัติงำน 
 กลยุทธในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวมชนิดกลมนั้น จะต้องน าความรู้เกี่ยวกับการย้อมสี  
(strining methods) การแยกเชื้อ (isolation techniques) อาหารเลี้ยงเชื้อ (culture media) วิธีการทางชีวเคมี 
(biochemical test) และรูปร่างลักษณะและคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียแต่ละตัว น ามาใช้ในการศึกษาเพ่ือ
วินิจฉัยแยกเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียในการเรียนปฏิบัติการนั้น มีทั้งหมด 8 ชนิด คือ  

- Staphylococcus aureus 
- Staphylococcus epidermidis 
- Staphylococcus saprophyticus 
- Streptococcus pyogenese 
- Streptococcus agalactiae 
- Streptococcus pneumonia 
- Streptococcus viridance 
- Enterococcus faecalis 

4.2 ขั้นตอนกำรปฏิบัติงำน 
  การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก จะมีขั้นตอนการวิเคราะห์และคัดแยกเชื้อ 4 ขั้นตอนดังนี้  

- ขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
- ขั้นตอนการคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ 
- ขั้นตอนการสังเกตุลักษณะสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรม (Gram’s staining) 
- ขั้นตอนการทดสอบลักษณะทางชีวเคมี (biochemical characteristics) 
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 4.2.1 ขั้นตอนกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 4.2.1.1 กระบวนกำร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คนให้เข้ากัน แล้วน าไปหลอมละลายด้วยเครื่อง 
microwave น าออกมาคนทุก 2 นาที จนอาหาร

ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

 
ในกรณีที่เป็นอาหารแข็งแบบ slant 
tube agar  deep tube  agar หรือ 
medium tube agar ใ ช้  pipette 
boy ดูดสารละลายขณะที่ร้อน ลงใน  
screaw tube ขนาดที่เหมาะสมตาม
ปริมาณของอาหาร 

 

ในกรณีที่เป็นอาหารแข็ง ต้อง
เทลงเพลทให้บรรจุ ใส่ขวด 
Duran ฝาฟ้า  

 

น าอาหารบรรจุใส่ภาชนะที่
เหมาะสม 

 

ช่ังอาหารส าเร็จรูปใส่ใน
breaker  ขนาด 1000 
มิลลลิิตร เตมิน้ ากลั่นใน

ปริมาตรที่ก าหนด 

 

น าไปฆ่าเชื้อด้วย
หม้อนึ่งความดันไอ

ที่ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาท ี

 

ในกรณีที่เป็นอาหารแข็ง  ที่ต้องเทลง
เพลท หรือต้องเพิ่มสารอาหารพิเศษ
บางอย่างลงไป  จะต้องปล่อยทิ้งไว้ที่
อุ ณหภู มิ ป ร ะม าณ  60  อ งศ า
เซลเซียส ก่อนเติมสารอาหารหรือยา
ปฏิชีวนะชนิดอื่น 

 

ในกรณีที่เป็นอาหารแข็งแบบ slant 
tube agar ให้น าออกมาเอียงในองศา
ที่ เหมาะสม  ในกรณีที่ เป็น deep 
tube  agar ห รื อ  medium tube 
agar  หรืออาหารเหลวที่บรรจุ ใน
หลอด ปล่อยไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
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4.2.2.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 

1.  ในห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์นั้น จะใช้อาหาร
ส าเร็จรูปเป็นหลักในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อทุกประเภท ใน
การเตรียมจะด าเนินการชั่งอาหารลงใน breaker ขนาด 1000 
มิลลิลิตร เติมน้ าลงไปครึ่งหนึ่งของปริมาตรที่ต้องการ  
 

2.  คนสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันไม่จับกันเป็นก้อน แล้วน าเอาไป
หลอมละลายด้วยเครื่อง microwave น าออกมาคนทุก 2 นาที 
จนอาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วค่อยๆเติมน้ าลงไปจนได้
ปริมาตรที่ต้องการ น าเข้าไมโครเวฟจนอาหารร้อน แล้วน า
ออกมาคนให้เข้ากันอีกครั้งหนึ่ง 
 

3.  

 
 
 
 
 
 
 

ในกรณีที่ เป็นอาหารแข็งแบบ slant tube agar  deep 
tube  agar หรื อ  medium tube agar ใช้  pipette boy ดู ด
สารละลายขณะที่ร้อน ลงใน  screaw tube ขนาดที่เหมาะสม
ตามปริมาณของอาหาร 

ในกรณีที่เป็นอาหารแข็งต้องเทลงเพลท ให้บรรจุใส่ขวด 
Duran ฝาฟ้าขนาดตามความเหมาะสม ซึ่งขึ้นอยู่กับปริมาณที่
เตรียม 

 

4.  การน าอาหารไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส 15 นาที เป็นขั้นตอนการท าให้ปราศจาก
เชื้อ (Sterile technique) อีกวิธีการหนึ่งหลังจากครบเวลาที่
ก าหนดแล้วคัดแยกประเภทอาหารดังนี้ 

ในกรณีที่เป็นอาหารแข็ง  ที่ต้องเทลงเพลท หรือต้องเพ่ิม
สารอาหารพิเศษบางอย่างลงไป  จะต้องปล่อยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส ก่อนเติมสารอาหารหรือยา
ปฏิชีวนะชนิดอ่ืน แล้วค่อยเทลงเพลทที่ปราศจากเชื้อ 

ในกรณีท่ีเป็นอาหารแข็งแบบ slant tube agar ให้น าออกมา
เอียงในองศาที่เหมาะสม   

ช่ังอาหารส าเร็จรูปใส่
ในbreaker  ขนาด 

1000 มิลลิลติร เติม
น้ ากลั่นในปริมาตรที่

ก าหนด 

 

คนให้เข้ากัน แล้วน าไปหลอม
ละลายด้วยเครื่อง microwave 
น าออกมาคนทุก 2 นาท ีจน

อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

 

น าอาหารบรรจุใส่ภาชนะที่
เหมาะสม 

 

น าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อ
นึ่งความดันไอท่ี 

121 องศาเซลเซียส 
15 นาท ี
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ในกรณีที่เป็น deep tube  agar หรือ medium tube agar  
หรืออาหารเหลวที่บรรจุในหลอด ปล่อยไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 

 
 

4.2.2 ขั้นตอนกำรคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ Cross streak 

4.2.2.1 กระบวนกำร 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น
เขี่ยเช้ือมา 1 โคโลน ี

ลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 1  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น ลาก
เช้ือจากระนาบที่ 2 มาระนาบที่ 3  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ท้ิงไว้ให้เย็น ลาก
เช้ือจากระนาบที่ 1 มาระนาบที่ 2  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น ลาก
เช้ือจากระนาบท่ี 3 มาระนาบท่ี 4  

บ่มที่ตู้บ่มควบคุมอุณหภมูิที่ 37 
องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 

 

ตรวจสอบการปนเปื้อนบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ 
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4.2.2.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 

1.  ก่อนที่จะท าปฏิบัติการคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ ผู้ปฏิบัติงานต้อง
ตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนก่อนเริ่มท าการ
ปฏิบัติการทุกครั้ง โดยการวางอาหารที่จะน าไปทดสอบใน
ขั้นตอนต่างๆที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หากมี
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนปนเปื้อนอาหารจะเปลี่ยนสี หรือมีโคโลนีของ
เชื้ออ่ืนเกิดขึ้นบนเพลททดลอง 
 

2.  การเผาห่วงเขี่ยเชื้อ เป็นขั้นตอนการท าลายเชื้อ จุลินทรีย์ชนิด
อ่ืนที่ไม่ต้องการบนห่วงเขี่ยเชื้อ หรือเป็นการท าความสะอาด
ห่วงเขี่ยเชื้อโดยวิธีการ Sterile technique หลังจากนั้นใช้ห่วง
เขี่ยเชื้อ เขี่ยเชื้อมา 1 โคโลนี 
 

3.  แตะเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วลากเชื้อสลับเป็นฟันปลา
แบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 1 

4.  เผาห่วงเขี่ยเชื้อจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น (ห้ามน าห่วงเขี่ยเชื้อ
ไปเขี่ยเอาโคโลนีบนเพลทมาซ้ าอีกเด็ดขาด) แล้วลากเชื้อสลับ
เป็นฟันปลาแบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 1 มา
ระนาบที่ 2 
 

5.  เผาห่วงเขี่ยเชื้อจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น (ห้ามน าห่วงเขี่ยเชื้อ
ไปเขี่ยเอาโคโลนีบนเพลทมาซ้ าอีกเด็ดขาด) แล้วลากเชื้อสลับ
เป็นฟันปลาแบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 2 มา
ระนาบที่ 3 
 

6.  เผาห่วงเขี่ยเชื้อจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น (ห้ามน าห่วงเขี่ยเชื้อ
ไปเขี่ยเอาโคโลนีบนเพลทมาซ้ าอีกเด็ดขาด) แล้วลากเชื้อสลับ
เป็นฟันปลาแบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 3 มา
ระนาบที่ 4 

ตรวจสอบการ
ปนเปื้อนบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือ 

 

เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็นเขี่ยเช้ือมา 1 โคโลน ี

 

ลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเช้ือ
ระนาบที่ 1  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 1 

มาระนาบที่ 2  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 2 

มาระนาบที่ 3  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 3 

มาระนาบที่ 4  
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7.  ขั้นตอนสุดท้าย น าเชื้อไปบ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ โดยปรับ
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ส่วนระยะเวลาปรับเป็น 
infinity (∞) เช็คผลการทดลองที่ 24 ชั่วโมง 
 
 
 

  

4.2.2.3 ขั้นตอนการปฏิบัติงานแสดงเป็นรูปภาพ 

ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอนโดยรูปภาพ 

1.   
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 14 แสดงภาพอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีการปนเปื้อน

เชื้อจุลินทรีย์ 
 

 

 

ภำพที่ 15 แสดงภาพอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปนเปื้อน 
เชื้อจุลินทรีย์ 

 

ตรวจสอบการ
ปนเปื้อนบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือ 

 

บ่มที่ตู้บ่มควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
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2.   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 16 แสดงภาพการเผาห่วงเขี่ยเชื้อ 
 
 

 

 
 

ภำพที่ 17 แสดงภาพวิธีการเขี่ยเชื้อ 
 

3.   
 

 
 
ภำพที่ 18 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ระนาบที่ 1  
 

เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็นเขี่ยเชื้อมา 1 โคโลน ี

 

ลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเช้ือ
ระนาบที่ 1  
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4.   
 

 
 

ภำพที่ 19 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อจากระนาบที่ 1 มา
ระนาบที่ 2  

 

5.  
 

 

 
 

ภำพที่ 20 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อจากระนาบที่ 2 มา
ระนาบที่ 3 

 

6.   
 

 
 

ภำพที่ 21 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อจากระนาบที่ 3 มา
ระนาบที่ 4 

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 1 

มาระนาบที่ 2  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 2 

มาระนาบที่ 3  

เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 3 

มาระนาบที่ 4  
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7.   
 

 
 
 

ภำพที่ 22 แสดงการตั้งค่าตู้บ่มเพาะเชื้อ (Incubator) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 

 

 
ภำพที่ 23 แสดงภาพของเชื้อจุลินทรีย์เมื่อบ่มครบ 24 ชั่วโมง 
 

 

 

 

 

 

 

 

บ่มที่ตู้บ่มควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
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4.2.3 ขั้นตอนกำรสังเกตุลักษณะสัณฐำนวิทยำโดยกำรย้อมสีแกรม (Gram’s staining) 

4.2.3.1 กระบวนกำร 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เตรียมเช้ือลงบนแผ่นสไลด์ และ 
Fixative 

 

ท าความสะอาดสไลด์
ด้วยแอลกอฮอล์ 
ปล่อยไว้ให้แห้ง 

 

หยดสี Safranin 15-20 วินาที ล้างสีด้วยน้ า
แล้วปล่อยให้แห้ง 

หยดสี Crystal violet ตั้งทิ้งไว ้
1 นาท ีแล้วล้างออกด้วยน้ า 

 

หยดสี Gram iodine ตั้งท้ิงไว ้
1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 

 

ล้างสีด้วย 95% alcohol แล้วล้าง
ออกด้วยน้ า 

สังเกตุผลการทดลอง 
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4.2.3.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 

1.  เป็นขั้นตอนการท าความสะอาดสไลด์ เป็นเทคนิคเพ่ือช่วยให้
เชื้อกระจายตัวได้ดีบนแผ่นสไลด์ ไม่กระจุกกันเป็นกลุ่มก้อน 

2.  หยดน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 1 หยด บน glass slide โดยใช้ loop 
เขี่ยเชื้อจากจานเพาะเชื้อลงไปละลายแล้วเกลี่ยให้เป็นวงกว้างๆ 
บางๆ ประมาณ 1 เหรียญบาทเล็ก รอให้ slide แห้ง แล้ว Fix 
slide ด้วยไฟไปมา 3 ครั้ง  

3.  หยดสีคริสทัลไวโอเลตลงบนแผ่นสไลด์ โดยให้ท่วมรอย 
smear 

4.  เป็นขั้นตอนการตรึงสีคริสทัลไวโอเลตด้วย Mordanting agent 
ได้แก่ Gram’s lodine จะเกิดเป็นสารประกอบ complex ที่
เรียกว่า Crystal Violet lodine complex ติดกับผนังเซลล์ของ
แบคทีเรีย 

5.  เป็นขั้นตอนล้างสี crystal Iodine complex ออกจากผนัง
เซลล์ แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีม่วงของคริสทัลไวโอเลตได้ 
เพราะในผนังเซลล์มีเปบทิโดไกลแคนมาก จะช่วยให้แบคทีเรีย
แกรมบวก มีความสามารถที่จะทนต่อ decolorizer อีกทั้งยังท า
ให้ pore size ใน peptidoglycan มีขนาดลดลงด้วย จึงท าให้
แบคทีเรียแกรมบวก ยังคงรักษา Crystal lodine complex 
ท าให้ย้อมแกรมแล้วติดสีม่วง 

เตรียมเช้ือลงบนแผ่นสไลด์ 
และFixative 

ท าความสะอาดสไลด์
ด้วยแอลกอฮอล์ 
ปล่อยไว้ให้แห้ง 

 

หยดสี Crystal violet ตั้งทิ้งไว ้
1 นาท ีแล้วล้างออกด้วยน้ า 

 

หยดสี Gram iodine ตั้งท้ิงไว ้
1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 

 

ล้างสีด้วย 95% alcohol แล้ว
ล้างออกด้วยน้ า 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
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6.  แบคทีเรียแกรมลบ จะติดสีแดงของซาฟรานินหรือฟุกชีน 
(Sarfanin) เพราะในผนังเซลล์มีเปบทิโดไกลแคนน้อย หลังจาก
การล้างสี  (Decolorization) ด้วย decolorizer agent เช่น 
95% alcohol คริสทัลไวโอเลตจะถูกชะล้างออกได้โดยง่าย 
เนื่องจากยังคงมี pore size ขนาดใหญ่กว่าในแบคทีเรียแกรม
บวก ท าให้ผนังเซลล์ติดสีแดงของน้ ายาซาฟรานีน ในขั้นตอนนี้
สามารถซับด้วยกระดาษทิชชูได้ แต่ห้ามเช็ดถูไปมาบนแผ่น
สไลด์เด็ดขาดเพราะจะท าให้เชื้อที่ย้อมหลุดออกมา 

7.  น าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 100x  ตรวจดู
ลักษณะการติดสีแกรม รูปร่าง การเรียงตัวของแบคทีเรีย ใน
กรณีท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีน้ าเงิน 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หยดสี Safranin 30 วินาที 
ล้างสีด้วยน้ าแล้วปล่อยให้แห้ง 

สังเกตุผลการ
ทดลอง 

 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
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4.2.4 ขั้นตอนการทดสอบลักษณะทางชีวเคมี (biochemical characteristics) 
4.2.4.1 กระบวนกำร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Positive cocci 

Catalase test 

Positive  Negative 

Coagulase test Colony on blood agar 

Positive  Negative ß - hemolysis  - hemolysis 

Susceptible 

Bacitracin 

S.pnuemonia 

 

Gram stain 

 

Resistant 

Susceptible Resistant 

Bile esculin 

Positive Negative 

6.5% Nacl 

Positive Negative 

S. viridans 

Enterococcus sp. 

 

S. pyogenase 

S. aureus Bacitracin 

Resistant Susceptible 

Micrococcus 

6.5% Nacl 

Novobiocin 

Susceptible Resistant 

S.sarprophyticus 

S.epidermidis 

Camp test 

Positive Negative 

S.agalactiae 

 - hemolysis 

Optochin 
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4.2.4.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 

1.  ก่อนที่จะน าเชื้อมาทดสอบวิธีการทางชีวเคมีตามกระบวนการ 
ต้องน าเชื้อไปท าการย้อมสีแกรมเสียก่อน และเชื้อที่จะน ามา
วิเคราะห์ ต้องเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม ที่ติดสี
ม่วงของคริสทัลไวโอเลต 
 

2.  น าเชื้อที่อยู่บนเพลทอาหาร Blood agar มาทดสอบ Catalase 
โดยหยดน้ ายา 3%H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ สังเกตุการเกิดฟอง
ในน้ ายา ซึ่งขั้นตอนนี้จะเป็นขั้นตอนส าคัญในการคัดแยกเชื้อ
ในกลุ่ม Staphylococcus sp.และ Streptococcus sp. ออก
จากกัน 
 

3.  หลังจากหยดน้ ายา 3%H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ แล้วเกิดฟองขึ้น 
แสดงว่าเชื้อที่ทดสอบนี้จัดอยู่ในกลุ่ม Staphylococcus sp. ให้
น ามาทดสอบ coagulase โดยการน าเชื้อจุลินทรีย์ใส่ในพลาสมา 
ที่บรรจุในหลอดแก้วปริมาณ 1 มิลลิลิตร บ่มที่ตู้บ่มควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส อ่านผลที่ 4 ชั่วโมง 8 ชั่วโมง และ 
24 ชั่วโมง ถ้าพลาสมาแข็งตัวในช่วงระยะเวลาใดเวลาหนึ่งให้อ่าน
ผลเป็น Positive แสดงว่าเชื้อนั้นเป็นเชื้อ Staphylococcus 
aureus หากพลาสมาไม่แข็งตัวให้ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
 

4.  หลังจากทดสอบพลาสมา อ่านผลจนครบทุกระยะเวลา ผลปรากฎ
ว่าพลาสมาไม่แข็งตัว ให้อ่านผลเป็น Negative แล้วน าไปทดสอบ
ความไวต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin หากเชื้อจุลินทรีย์เกิดเคลียร์
โซนใสรอบดิสย์ยา Bacitracin ให้อ่านผลเป็น Susceptible นั่นคือ
เชื้อไม่สามารถทนต่อยา Bacitracin ได้ แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์ดัง
กล่าวคือเชื้อ Micrococcus sp.  
 

Gram stain 

 

Catalase test 

Coagulase 

Bacitracin 

6.5% Nacl 
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5.  เมื่อน าเชื้อดังกล่าวไปทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin 
ผลปรากฏว่าไม่พบเคลียร์โซนรอบดิสย์ยา ให้อ่านผลเป็น 
Resistant นั้ น คื อ เชื้ อส ามารถทนทานต่ อยาปฏิ ชี ว นะ 
Bacitracin ได้ ให้ท าการทดสอบยาปฏิชีวนะ Novobiocin 
ต่อไป หากพบว่าเชื้อยังสามารถทนทานต่อยาปฏิชีวนะ 
Novobiocin ได้ ให้อ่านผลเป็น Resistant แสดงว่าเชื้อนั้นคือ 
Staphylococcus sarprophyticus และหากเชื้อจุลินทรีย์
เกิดเคลียร์ โซนใสรอบดิสย์ยา Novobiocin ให้ อ่านผลเป็น 
Susceptible นั่นคือเชื้อไม่สามารถทนต่อยา Novobiocin ได้ 
แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์ดั งกล่าวคือเชื้ อ  Staphylococcus 
epidermidis 
 

6.  หลังจากหยดน้ ายา 3%H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ แล้วไม่เกิดฟอง
ขึ้น แสดงว่าเชื้อที่ทดสอบนี้จัดอยู่ในกลุ่ม Streptococcus sp. 
ให้สังเกตการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเชื้อจุลินทรีย์ว่าเป็นแบบ 
ß - hemolysis 
 - hemolysis หรือ  - hemolysis หากสังเกตุเรียบร้อยให้
ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
 

7.  หากสังเกตุพบว่า การย่อยสลายของเชื้อจุลินทรีย์เป็นแบบ  - 
hemolysis คือเชื้อจุลินทรีย์ไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ 
ให้น าเชื้อมาทดสอบบนอาหาร Bile esculin slant และ 6.5%NaCl2 
หากพบว่า Bile esculin slant เปลี่ยนเป็นสีด า และ 6.5%NaCl2
เปลี่ยนเป็นสีเหลือง ให้อ่านผลเป็น Positive  แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์
ดังกล่าวคือเชื้อ Enterococcus sp. แต่ถ้าหากพบว่า Bile esculin 
slant และ 6.5% NaCl2 ไม่เปลี่ยนแปลง ให้อ่านผลเป็น Negative 
แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์ดังกล่าวคือเชื้อ Streptococcus viridances  
 

Novobiocin 

Colony on 
blood agar 

Bile esculin 
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8.  หากสังเกตุพบว่า การย่อยสลายของเชื้อจุลินทรีย์เป็นแบบ  - 
hemolysis คือเชื้อจุลินทรีย์สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้
บางส่วน ให้น าเชื้อไปทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ Optochin 
หากพบว่าเชื้อจุลินทรีย์เกิดเคลียร์โซนใสรอบดิสย์ยา Optochin 
ให้อ่านผลเป็น Susceptible นั่นคือเชื้อไม่สามารถทนต่อยา 
Optochin ได้  แสดงว่ า เชื้ อ จุ ลิ นทรี ย์ ดั งกล่ า วคื อ เชื้ อ 
Streptococcus pnuemoniae หากพบว่าเชื้อยังสามารถ
ทนทานต่อยาปฏิชี วนะ Optochin ได้  ให้ อ่ านผลเป็ น 
Resistant แสดงว่าเชื้อดังกล่าวอาจจะเป็น Enterococcus sp. 
หรือ Streptococcus viridances ก็ได้ ให้น าไปทดสอบด้วย Bile 
esculin slant และ 6.5% NaCl2 และอ่านผลต่อไป 
 

9.  หากสังเกตุพบว่า การย่อยสลายของเชื้อจุลินทรีย์เป็นแบบ ß - 
hemolysis คือเชื้อจุลินทรีย์สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้
สมบูรณ์ ให้น าเชื้อไปทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin 
หากพบว่าเชื้อจุลินทรีย์เกิดเคลียร์โซนใสรอบดิสย์ยา Bacitracin 
ให้อ่านผลเป็น Susceptible นั่นคือเชื้อไม่สามารถทนต่อยา 
Bacitracin ได้  แสดงว่ า เชื้ อจุ ลิ นทรี ย์ ดั งกล่ า วคื อ เชื้ อ 
Streptococcus pyogenase หากพบว่าเชื้อยั งสามารถ
ทนทานต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin ได้ ให้ท าการทดสอบใน
ขั้นตอนต่อไป 
 

10.  หากสังเกตุพบว่าเชื้อยังสามารถทนทานต่อยาปฏิชีวนะ 
Bacitracin ได้ ให้ท าการทดสอบ Camp test หากพบ ว่าเกิด
เคลียร์โซนเป็นรูปลูกศรให้อ่านผลเป็น Positive แสดงว่าเชื้อนั้น
คื อ  Streptococcus agalactiae ห า ก ไ ม่ พ บ ก า ร
เปลี่ยนแปลงให้อ่านผลเป็น Negative แสดงว่าเชื้อดังกล่าว
อ า จ จ ะ เ ป็ น  Enterococcus sp. ห รื อ  Streptococcus 
viridances ก็ได้ ให้น าไปทดสอบด้วย Bile esculin slant และ 
6.5% NaCl2 และอ่านผลต่อไป 
 

 

 

 

Optochin 

Bacitracin 

Camp test 
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4.2.4.3 ขั้นตอนการปฏิบัติงานแสดงเป็นรูปภาพ 

ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอนโดยรูปภาพ 

1.    

 
 

ภำพที่ 24 แสดงลักษณะของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่าง
กลมท่ีถูกย้อมด้วยวิธี Gram stain 

 

2.   

 
 

ภำพที่ 25 แสดงการเกิดปฏิกิยาในการทดสอบ Catalase 
test ด้วย H2O2  
 

3.   

 
 
 

ภำพที่ 26 แสดงการเกิดปฏิกิยาในการทดสอบ 
Coagulase test  

Gram stain 

 

Catalase test 

Coagulase 
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4.   

 
 

ภำพที่ 27 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Bacitracin  

 

  
 

ภำพที่ 28 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อยา
ปฏิชีวนะ Bacitracin  

 

5.   

 

ภำพที่ 29 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Novobiocin  

 
 

Bacitracin 

Novobiocin 
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ภำพที่ 30 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อยา
ปฏิชีวนะ Novobiocin  

 

6.   

 
 

ภำพที่ 31 แสดงผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ ß - 
hemolysis 

 
 

 
 

ภำพที่ 32 แสดงผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ  
 - hemolysis  

  

Colony on 
blood agar 
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ภำพที่ 33 แสดงผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ  
 - hemolysis 

 

7.  

 
 
 
 

 

 

 
 

ภำพที่ 34 แสดงผลการทดสอบ Bile esculin  
 

 
 

ภำพที่ 35 แสดงผลการทดสอบ 6.5% NaCl2 
 

Bile esculin 

6.5% Nacl 
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8.   

 
 

ภำพที่ 36 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Optochin 

 

 
 

ภำพที่ 37 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อยา
ปฏิชีวนะ Optochin 

 

9.   

 
 

ภำพที่ 38 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Bacitracin  

  
 

 

Optochin 

Bacitracin 
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ภำพที่ 39 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อยา
ปฏิชีวนะ Bacitracin  

 

10.   

 
 

ภำพที่ 40 แสดงผลการเกิดปฏิกิริยาการทดสอบ Camp test 
ของเชื้อจุลินทรีย์  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camp test 
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ตัวอย่างการวิเคราะห์แบคทีเรียแกรมบวก โดยการเปรียบเทียบจากแผนภาพขบวนการวิเคราะห์เชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวก (Gram Positive) สามารถวิเคราะห์และลงผลการทดสอบ ลงในแบบประเมินผลการ
ทดลอง ดังนี้ 

รำยงำนผลปฏิบัติกำรเรื่อ 
Pathogenic bacteriology gram positive 

(กำรพิสูจน์เชื้อกลุ่มแกรมบวก, aerobic bacteria) 
Unknown…………………. 
1. ศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมจาก Blood agar 
    ให้วาดภาพที่เห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (100x) และบันทึกผลจากการย้อมแกรม 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปร่างเซลล์         
ลักษณะการจัดเรียงตัว     
การติดสี       
ผลกำรทสอบชีวเคมี 
Catalase test     Coagulase test      
CAMP test      
Bacitracin                     Optocin              Novobiocin      
Bile esculin      
6.5% NaCl or SF broth    
เชื้อ Unknown     คือ.      
 
ยกตัวอย่ำง เช่น  
  นักศึกษา กอไก่ ได้รับตัวอย่างเชื้อ 2 ตัวอย่าง ชื่อว่า Unknown 1 และ Unknown 2  (ให้ผู้ท า
ปฏิบัติการอ้างอิง แผนภาพแสดงขั้นตอนการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Gram Positive) ให้ลงผล
ปฏิบัติการ ดังนี้ 
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Unknown………1…………. 
1. ศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมจาก Blood agar 
ให้วาดภาพที่เห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (100x) และบันทึกผลจากการย้อมแกรม 
  (เม่ือย้อมแกรม ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100x เห็นดังนี้) 
       

 
 

  รูปร่างเซลล์...cocci…     
  ลักษณะการจัดเรียงตัว … cluster…    
  การติดสี ....ติดสีม่วง ( Gram Positive cocci in cluster)....... 
ผลกำรทดสอบชีวเคมี 
 Catalase  test…Positive…(หลังจากทดสอบ Catalase test แล้ว เกิดฟองฟู่ให้ลงผล Catalase Positive 
นั่นหมายถึงว่าเชื้อชนิดดังกล่าว ต้องท าการทดสอบ coagulase test ในขั้นตอนต่อไป) 
 Coagulase test…Positive … ( หลังการทดสอบ coagulase test พบว่า พลาสมาจับตัวกันเป็นก้อน ให้ลงผล 
Coagulase test  Positive )  เมื่อสังเกตุ แผนภาพแสดงขั้นตอนการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Gram Positive) 
จะพบว่า สามารถวิเคราะห์เชื้อนี้ได้เป็นเชื้อจุลินทรีย์ชนิด Staphylococcus aureus สามารถสรุปผลได้เลยใน
ช่องสรุป 
  Hemolysis  -    
  CAMP test  -    
  Bacitracin  -    
  Optocin  -    
  Novobiocin  -    
  Bile esculin  -    
  6.5% NaCl or SF broth  -    
  เชื้อ Unknown…………1……………..คือ......... Staphylococcus aureus  ................ 
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Unknown………2…………. 
1. ศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมจาก Blood agar 
 ให้วาดภาพที่เห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (100x) และบันทึกผลจากการย้อมแกรม 
  (เม่ือย้อมแกรม ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100x เห็นดังนี้) 
       

 
 

รูปร่างเซลล์ cocci ลักษณะการจัดเรียงตัว chain การติดสี ติดสีม่วง ( Gram Positive cocci in chain)....... 
ผลกำรทดสอบชีวเคมี 
  Catalase test Negative (หลังจากทดสอบ Catalase test แล้ว ไม่เกิดฟองฟู่ให้ลงผล Catalase 
Negative นั่นหมายถึง เชื้อชนิดดังกล่าวอยู่ในกลุ่ม Streptococci ไม่ต้องท าการทดสอบ coagulase test 
แต่จะต้องสังเกตุการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงในขั้นตอนต่อไป) 
  Coagulase test -   
  Hemolysis.......Beta hemolysis (เมื่อสังเกตุการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงพบว่าสามารถย่อยสลาย
ได้อย่างสมบูรณ์ ) ในขั้นตอนต่อไปให้ทดสอบการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin  
  Bacitracin……Resistant     (เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าเชื้อดื้อต่อยา Bacitracin ให้ลงผลเป็น 
Resistant) ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปให้ทดสอบ CAMP Test  
  CAMP test……Negative…(เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าไม่เกิด CAMP factor ดังนั้นเชื้อนี้ต้อง
ไม่ใช่ s.agalactiae …ให้ลงผลเป็น CAMP test Negative ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปต้องท าการทดลองใน Bile 
esculin กับ 6.5% NaCl or SF broth )     
  Optocin  -    
  Novobiocin  -    
  Bile esculin….…Positive ..…(เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าอาหารเปลี่ยนเป็นสีด า แสดงว่าเชื้อเป็น Positive) 
  6.5% NaCl or SF broth…Positive… (เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าอาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง 
แสดงว่าเชื้อเป็น Positive ) 
  เชื้อ Unknown…………2……………..คือ......... Enterococci sp.  ................ 
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4.3 วิธีกำรให้บริกำรกับผู้รับบริกำรที่มีกำรพึงพอใจ 
การบริการ คือ การให้ความช่วยเหลือหรือการด าเนินการเพ่ือประโยชน์ของผู้อ่ืน  การบริการที่ดี

ผู้รับบริการจะได้รับความประทับใจและเกิดความชื่นชมองค์กร อันเป็นการสร้างภาพลักษณ์ที่ดีแก่องค์กร
เบื้องหลังความส าเร็จของทุกงาน มักจะมีงานบริการเป็นเครื่องมือในการสนับสนุน ไม่ว่าจะเป็นงาน
ประชาสัมพันธ์ งานบริการวิชาการต่างๆ ตลอดทั้งความร่วมมือร่วมแรงร่วมใจจากเจ้าหน้าที่ทุกระดับ  ซึ่ง
จะต้องช่วยกันขับเคลื่อนพัฒนางานบริการให้มีคุณภาพและมีประสิทธิภาพ จนเกิดเป็นการบริการ โดยงาน
ห้องปฏิบัติการมีหลักในการบริการดังนี้ 

1. มีความเต็มใจในการให้บริการ 
2. มีอารมณ์ท่ีมั่นคง มีความกระตือรือร้นที่จะให้บริการ 
3. ตอบค าถาม ให้ค าแนะน ากับผู้รับบริการได้อย่างถูกต้อง 
4. เตรียมวัสดุอุปกรณ์ ให้พร้อมเสมอส าหรับการให้บริการ 
จะเห็นว่าเป้าหมายของการให้บริการนั้นคือ การสร้างความพึงพอใจแก่ผู้ใช้บริการ ดังนั้นการที่จะวัด

การให้บริการว่าจะบรรลุเป้าหมายหรือไม่นั้นมีอีกวิธีหนึ่ง คือ การวัดความพึงพอใจของผู้รับบริการ เพราะการวัด
ความพึงพอใจนี้ เป็นการตอบค าถามว่าหน่วยงานมีหน้าที่ให้บริการ มีความสามารถสนองตอบต่อความต้องการ
ได้หรือไม่ เพียงใด อย่างไร โดยใช้แบบประเมินความพึงพอใจ ซึ่งในปี 2558 งานห้องปฏิบัติการได้รับความพึง
พอใจอยู่ที่ร้อยละ 89.98 ปี 2559 อยู่ที่ร้อยละ 83.50 และปี 2560 อยู่ที่ร้อยละ 95.75 

 

4.4 วิธีกำรติดตำมและประเมินผลกำรปฏิบัติงำน 
เป้าหมายของงานการเรียนการสอนคือ การผลิตบัณฑิตวิทยาศาสตร์สุขภาพให้เป็นผู้ที่เปี่ยมไปด้วย

ความรู้ด้านวิชาการ ฝึกฝนทักษะการปฏิบัติงานจากการใช้ปัญหาเป็นพ้ืนฐาน เพ่ือการพัฒนาตนเองในการ
ตัดสินใจ สามารถแก้ไขปัญหาในการปฏิบัติงานจริง โดยมุ่งเน้นการพัฒนาการเรียนการสอนที่มีประสิทธิภาพ
เป็นหลักโดยจะใช้วิธีการติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงานดังนี้ 

 

เป้ำประสงค์ กลยุทธ ์ ดัชนีย์ควำมส ำเร็จ เป้ำหมำย โครงกำร 

จัดหาทรัพยากร
และสิ่งสนับสนุน 
การเรยีนรู ้

ห้องปฏิบัติการ 
 

1. ระดับความพึงพอใจการใช้
ห้องปฏิบัติการ จากผู้ใช้บริการ 

ระดับด ี แบบประเมินความพึงพอใจ
งานห้องปฏิบัติการ 

2. มีวัสดุ อุปกรณห์้องปฏิบัติการที่
เพียงพอ กับความต้องการ และการ
เรียน การสอน 

ตลอดปี
การศึกษา 

โครงการให้บริการสนับสนุน
การเรยีนการสอน
ห้องปฏิบัติการ 

3. มีสื่อการเรียนการสอน เช่นครุภัณฑ์ 
หรือเครื่องมือในห้องปฏิบัติการเป็นไป
ตามเกณฑ์ และสอดคล้องกับ
วัตถุประสงค์ของรายวิชา 

70% โครงการจดัหาครุภณัฑ์ 
ประจ าปีงบประมาณ 
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4.5 แนวปฏิบัติที่ดีในกำรปฏิบัติงำน 
   ผู้ท าปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาจะต้องเข้าใจถึงหลักการ หลักปฏิบัติทางจุลชีววิทยา ตลอดจน
กฎระเบียบขั้นพ้ืนฐาน และต้องปฏิบัติตามอย่างเคร่งครัด โดยหลักใหญ่ๆที่ต้องตระหนักอยู่ตลอดเวลา ได้แก่  

1) ป้องกันไม่ให้มีการปนเปื้อนของจุลินทรีย์จากภายนอกลงใน หลอด หรือจานเพาะเชื้อ ฯลฯ 
2) ป้องกันไม่ให้จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง ปนเปื้อน หรือแพร่กระจายไปสู่สภาวะแวดล้อม ไม่ว่า

จุลินทรีย์นั้น จะเป็นเชื้อก่อโรคหรือไม่  
3) การปฏิบัติงานทางจุลชีววิทยา ผู้ปฏิบัติการต้องเรียนรู้และฝึกเทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic 

technique) จนสามารถปฏิบัติได้คล่อง  
4) การปฏิบัติงานกับเชื้อจุลินทรีย์ ต้องท าในตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety cabinet) เท่านั้น 
5) ห้ามรับประทานอาหาร ดื่มน้ า หรือสูบบุหรี่ในระหว่างท างานที่เกี่ยวข้องกับจุลินทรีย์ หรืออยู่ใน

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา  
6) ต้องสวมเสื้อปฏิบัติการทุกครั้งเมื่อปฏิบัติงานการเชื้อจุลินทรีย์ 
7) กรณีที่มีเชื้อจุลินทรีย์หก หรือตกหล่นบริเวณใด ต้องรีบท าความสะอาดโดยเช็ดน้ ายาฆ่าเชื้อทันที 

เพ่ือป้องกันการแพร่กระจายของจุลินทรีย์ 
8) เมื่อเสร็จสิ้นการทดลองแล้ว ต้องท าความสะอาดภาชนะที่มีเชื้อค้างอยู่ ให้เร็วที่สุดเท่าที่จะเป็นไป

ได ้โดยน าเข้าหม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave)  
9) เก็บขยะหรือสิ่งที่ต้องการทิ้งและที่ใช้แล้วกับจุลินทรีย์ในภาชนะ หรือบริเวณท่ีก าหนด เพ่ือการ

จัดการ ตามขั้นตอนที่ถูกต้องขั้นตอนที่ถูกต้องต่อไป เช่น การนึ่งฆ่าเชื้อสารอาหารที่ใช้แล้วหรือมีเชื้อเจริญอยู่ 
หรือการแช่เครื่องแก้วในน้ ายาเคมีก่อนล้างท าความสะอาดปกติจานเพาะเชื้อ 

10) ต้องมีฝาครอบ หลอดหรือขวดเชื้อ ต้องมีจุกอุดตลอดเวลา ถึงแม้ว่าการทดลองจะสิ้นสุดแล้ว 
11) ต้องไม่วางหลอดเชื้อ หรือขวดเชื้อที่เจริญในอาหารเหลว ในลักษณะเอียง ซึ่งอาจท าให้จุกส าลีดูด

ซับอาหารและเชื้อ จนเป็นเหตุให้จุลินทรีย์ ทั้งที่อยู่ภายในและภายนอกหลอด สามารถเจริญบนจุกส าลีนั้นได ้ 
12) ขยะหรือสิ่งที่ต้องการทิ้งและที่ใช้แล้วกับจุลินทรีย์ในภาชนะ/บริเวณที่ก าหนด เพ่ือการจัดการตาม

ขั้นตอนที่ถูกต้องขั้นตอนที่ถูกต้องต่อไป เช่น การนึ่งฆ่าเชื้อสารอาหารที่ใช้แล้วหรือมีเชื้อเจริญอยู่ หรือการแช่
เครื่องแก้วในน้ ายาเคมีก่อนล้างท าความสะอาดปกติ 

13) ต้องล้างมือก่อนและหลังท างานกับเชื้อจุลินทรีย์ทุกครั้ง 
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4.6 จรรยำบรรณ คุณธรรม จริยธรรมในกำรปฏิบัติงำน 
จรรยำบรรณต่อตนเอง  

1) พึงประพฤติตนตามแนวเศรษฐกิจพอเพียง  
2) พึงเป็นผู้มีศีลธรรมอันดี และประพฤติตนให้เหมาะสมกับการปฏิบัติหน้าที่ราชการ  
3) พึงประพฤติตนถูกต้องตามท านองครองธรรม วางตนเป็นแบบอย่างที่ดี 
4) พึงไม่กล่าวอ้างหรือใช้สัญลักษณ์หรือชื่อของมหาวิทยาลัย หรือหน่วยงานในสังกัด 
5) มหาวิทยาลัย ในทางท่ีท าให้เสื่อมเสียชื่อเสียง 
6) พึงใช้วิชาชีพในการปฏิบัติหน้าที่ด้วยความซื่อสัตย์สุจริต และไม่แสวงหาประโยชน์โดยมิชอบ  
7) พึงมทีัศนคติที่ดีและพัฒนาตนเองให้มีคุณธรรม จริยธรรม รวมทั้งเพ่ิมพูนความรู้ ความสามารถ 

และทักษะในการท างาน จรรยาบรรณต่อการปฏิบัติงาน และหน่วยงาน 
8) พึงปฏิบัติงานด้วยความซื่อสัตย์ สุจริต และไม่แสวงหาประโยชน์โดยมิชอบ 
9) พึงมีเจตคติท่ีดี และพัฒนาตนเองให้มีคุณธรรม จริยธรรม รวมทั้งเพ่ิมพูนความรู้  
10) ความสามารถ ทักษะในการท างาน 
11) พึงปฏิบัติหน้าที่ราชการด้วยความสุจริต เสมอภาค ปราศจากอคติ  
12) พึงปฏิบัติหน้าที่ราชการอย่างเต็มก าลังความสามารถ รอบคอบ รวดเร็ว ขยันหมั่นเพียร ถูกต้อง 

สมเหตุสมผล 
13) พึงประพฤติตนเป็นผู้ตรงต่อเวลา และใช้เวลาราชการปฏิบัติหน้าที่ให้เป็นประโยชน์  ต่อทาง 

ราชการอย่างเต็มที ่
14) พึงดูแลรักษา และใช้ทรัพย์สินของทางราชการอย่างประหยัด และคุ้มค่า  จรรยาบรรณต่อ

นักศึกษา และผู้รับบริการ 
15) พึงให้บริการผู้มาติดต่องานอย่างเต็มก าลังความสามารถ ด้วยความเสมอภาค โปร่งใส และเป็น

ธรรม และใช้ภาษาที่สุภาพเหมาะสม 
16) พึงไม่เรียกรับ หรือยอมจะรับทรัพย์สิน หรือประโยชน์อ่ืนใดจากนักศึกษา หรือผู้รับบริการพึงไม่

สอนหรืออบรมนักศึกษา ผู้รับบริการ เพ่ือให้กระท าการที่รู้อยู่ว่าผิดกฎหมาย หรือฝ่าฝืนศีลธรรมอันดีของ
ประชาชน 

17) พึงไม่เปิดเผยความลับของนักศึกษา หรือผู้รับบริการ ที่ได้มาจากการปฏิบัติหน้าที่ หรือจากความ 
ไว้วางใจ 

18) พึงไม่ล่วงละเมิดทางเพศ หรือมีความสัมพันธ์ทางเพศกับนักศึกษาซึ่งไม่ใช่คู่สมรสของตน  
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จรรยำบรรณต่อผู้บังคับบัญชำ ผู้ใต้บังคับบัญชำและผู้ร่วมงำน 
1) ผู้บังคับบัญชาพึงดูแลเอาใจใส่ ผู้ใต้บังคับบัญชาทั้งในด้านการปฏิบัติงาน ขวัญก าลังใจ สวัสดิการ 

และยอมรับฟังความคิดเห็นของผู้ใต้บังคับบัญชา ปกครองผู้ใต้บังคับบัญชาตามหลักธรรมาภิบาล  
2) พึงปฏิบัติต่อผู้บังคับบัญชา ผู้ร่วมงาน ตลอดจนผู้เกี่ยวข้องด้วยความสุภาพ มีน้ าใจไมตรี เอ้ืออาทร 

และมนุษยสัมพันธ์อันดี 
3) พึงมีความรับผิดชอบในการปฏิบัติงาน การให้ความร่วมมือช่วยเหลือกลุ่มงานของตน และ

ส่วนรวม พึงช่วยเหลือเกื้อกูลกันในทางที่ชอบ รวมทั้งส่งเสริม และสนับสนุนให้เกิดความสามัคคี ร่วมแรงร่วมใจ
ในบรรดาผู้รว่มงาน  

4) พึงละเว้นจากการน าผลงานของผู้อ่ืนมาเป็นของตน และต้องไม่คัดลอกหรือลอกเลียนผลงาน
ทางวิชาการของผู้อื่นโดยมิชอบ 

5) พึงเคารพเสรีภาพในการแสดงความคิดเห็น ยกย่อง ให้เกียรติในศักดิ์ศรีของเพ่ือนร่วมงาน 
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บทท่ี 5 

ปัญหำ อุปสรรค แนวทำงแก้ไข และพัฒนำงำน 

5.1 ปัญหำ อุปสรรคในกำรปฏิบัติงำน 

 ในการทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเชื้อแกรมบวกในกลุ่ม streptococci นั้น พบว่าเชื้อ
ดังกล่าวย่อยสลายได้ไม่ดีในเลือดมนุษย์ แต่ย่อยสลายได้ดีในเลือดแกะ ซึ่งการจัดซื้อจัดหาเลือดสัตว์ทดลองนั้น 
หาซื้อได้ยากและไม่สะดวก เนื่องจากการจัดซื้อต้องซื้อและใช้ในระยะเวลาที่ก าหนด แต่ปัญหาคือกว่าจะผ่าน
ระบบการจัดซื้อจัดจ้างของมหาวิทยาลัย และกว่าผู้จ าหน่ายจะจัดหาเลือดสัตว์ทดลองมาให้นั้น ใช้ระยะเวลา
ยาวนาน มีระยะเวลาที่ไม่แน่นอน ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องใช้เลือดมนุษย์ทดแทน ซึ่งสามารถขอความอนุเคราะห์ได้ที่
หน่วยบริการโลหิตแห่งชาติที่ 7 

5.2 แนวทำงแก้ไขและพัฒนำงำน 

 การที่จะหาเลือดมาทดแทนเลือดมนุษย์นั้นเป็นไปได้ยาก ดังนั้นหากจ าเป็นต้องดูการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงสามารถเพ่ิมระยะเวลาการบ่มเชื้อแบคทีเรียจาก 24 ชั่วโมงเป็น 48 ชั่วโมง จะท าให้การย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงชัดเจนยิ่งขึ้น 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

 5.3.1 ในการทดลองภายในห้องปฏิบัติการต้องระลึกอยู่เสมอว่า ห้องปฏิบัติการทดลองเป็นสถานที่
ท างาน ต้องท าการทดลองด้วยความตั้งใจอย่างจริงจัง 

 5.3.2 ต้องรักษาระเบียบบนโต๊ะปฏิบัติการ เพราะการทดลองจะผิดพลาดได้ง่ายถ้าบนโต๊ะ ปฏิบัติการไม่
มีระเบียบ เช่น อาจหยิบหลอดทดลองผิด นอกจากนี้การรักษาระเบียบบนโต๊ะปฏิบัติการ ยังสามารถช่วยลด
อุบัติเหตุ และยังเป็นการช่วยประหยัดเวลาในการค้นหาสิ่งของที่ต้องการอีกด้วย 

 5.3.3 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลองเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียต้องท าการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอทุกครั้ง
ก่อนที่จะทิ้งหรือล้างท าความสะอาด แล้วต้องล้างให้สะอาดเก็บเข้าตู้เมื่อไม่ต้องการใช้ทดลองอีก  

 5.3.4 ในการท าการทดลองที่เกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียต้องป้องกันตนเองโดย การสวมเสื้อกาวน์ ใส่ถุงมือ 
และเก็บผมให้เรียบร้อยทุกครั้งก่อนการปฏิบัติการ และพยายามท าในตู้ปลอดเชื้อ ซึ่งสามารถป้องกันอันตราย
ได้อีกระดับหนึ่ง 



 
 

 

 

 

 

ภาคผนวก 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ภาคผนวก 
 

1. เครื่องมือหลักในห้องปฏบิัติการจุลชีววิทยา 

1.1 เข็มเขี่ยเชื้อ (Inoculating needle and loop) ท ำด้วยลวดที่ เป็นตัวน ำควำมร้อนได้ดี เช่น 

nichrome หรือ platinum มีด้ำนถือเป็นฉนวนควำมร้อน loop มีลักษณะเป็นเส้นลวดมีปลำยขดเป็นวงกลมขนำด

เส้นผ่ำศูนย์กลำงประมำณ 4 มิลลิเมตร ส่วน needle มีปลำยเหยียดตรง เวลำใช้เข็มเขี่ยเชื้อจะต้องท ำให้ปรำศจำกเชื้อ 

โดยกำรเผำจนกระทั่งลวดร้อนแดง และปล่อยให้เย็นก่อนน ำไปใช้ (ปล่อยทิ้งไว้ประมำณ 8 วินำที) 
 

    
 

ภาพที่ 21 แสดงลักษณะของเข็มเขี่ยเชื้อ 
 

  1.2 จานเพาะเชื้อ (Petri dish) มีลักษณะคล้ำยจำนทรงกระบอกแบบตื้น 2 ใบประกบกัน ใบที่

เป็นฝำจะใหญ่กว่ำเล็กน้อยเพ่ือให้ครอบอีกใบหนึ่งได้ วัสดุท ำด้วยแก้ว ปัจจุบันมีกำรผลิตจำนเพำะเชื้อด้วย 

polystyrene ในลักษณะที่ปรำศจำกเชื้อบรรจุอยู่ในถุง polythene ใช้แล้วจะทิ้งเลย จำนเพำะเชื้อใช้ส ำหรับ

ใส่อำหำรเลี้ยงเชื้อ ปริมำตรอำหำรที่จะบรรจุลงในแต่ละจำนรำว 15 มิลลิลิตร ถ้ำน้อยไปจะท ำให้อำหำรแห้ง 

และสูญเสียสมบัติเมื่อใส่ในตู้เลี้ยงเชื้อ (incubator) 

 
 



 
 

  1.3 หลอดเลี้ยงเชื้อ (culture tube) เป็นหลอดทดลอง (test tube) ขนำดต่ำงๆ ทั้งแบบธรรมดำซึ่งใช้

ส ำลีอุดเป็นจุกและแบบปิดจุกเกลียว อำหำรเลี้ยงเชื้อที่บรรจุในหลอดทดลองมีทั้งชนิดที่เป็นของแข็งประเภทวุ้น 

(agar) และของเหลว (broth) เมื่อบรรจุอำหำรในหลอดทดลองเรียบร้อยแล้วต้องปิดปำกหลอดไว้ เพ่ือป้องกันเชื้อ

แบคทีเรียตกลงไปและอำหำรบำงชนิด ต้องใช้หลอดชนิดปิดด้วยจุกเกลียวเพ่ือสภำวะบำงอย่ำง 

1.4 เครื่องดูดจา่ยสารละลาย คือ เครื่องมือที่ใช้ดูดและจ่ำยสำรละลำยปริมำตรตั้งแต่ 1 - 100 มลิลิลิตร 
 

         
 

                ภาพที่ 22 แสดงลักษณะของเครื่องดูดจ่ำยสำรละลำย  
 

  1.5 ปิเปต (Pipette) ใช้ในกำรถ่ำยของเหลวจ ำนวนที่แน่นอนจำกภำชนะหนึ่งไปยังอีกภำชนะหนึ่ง 

ในทำงจุลชีววิทยำปิเปตที่ใช้มักอุดปลำยด้ำนที่ใช้ดูดด้วยจุกส ำลี เพ่ือกรองเชื้อไม่ให้ผ่ำนลงสู่อำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 

    

 

ภาพที่ 23 แสดงลักษณะของปิเปต (Pipette) ขนำดต่ำงๆ 
 



 
 

1.6 แท่งแก้วงอสามเหลี่ยม (Glass spreader) ใช้ในกำรเกลี่ยนตัวอย่ำงเหลวหรือสำรละลำย

แบคทีเรีย ให้กระจำยทั่วผิวหน้ำอำหำรแข็งในจำนเพำะเชื้อ 
 

 
 

ภาพที่ 24 แสดงลักษณะของแท่งแก้วงอสำมเหลี่ยม (Glass spreader) 
 

1.7 ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol lamp) เป็นตะเกียงที่ใช้แอลกอฮอล์เป็นเชื้อเพลิง ใช้ประโยชน์

ส ำหรับใช้เผำฆ่ำเชื้อที่ติดอยู่กับเครื่องมือบำงอย่ำง เช่น loop, needle, pipette และ forceps เป็นต้น 

  1.8 ตะเกียงก๊าช (Bunsen burner) เป็นตะเกียงที่ใช้ก๊ำชหุงต้มเป็นเชื้อเพลิง ใช้ประโยชน์อย่ำง

เดียวกับตะเกียงแอลกอฮอล์ เปลวไฟจำกตะเกียงก๊ำชจะร้อนมำกกว่ำเปลวไฟจำกตะเกียงแอลกอฮอล์ และใช้

เวลำในกำรเผำเข็มเขี่ยเชื้อน้อยกว่ำเพื่อท ำให้ปรำศจำกเชื้อ  
 

 

  

 
 

            ภาพที่ 25 แสดงลักษณะของตะเกียงก๊ำช 
 



 
 

1.9 เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) สำมำรถเลือกผสมสำรละลำยได้ทั้งแบบ Touch Mixing 

หรือ Continuous Mixing ใช้ในกำรผสมสำรละลำย 

  
  

 ภาพที่ 26 เครื่องผสมสำรละลำย (vortex mixer) 
 

1.10 ตู้อบเพาะเชื้อ (Incubator) เป็นตู้อบที่สำมำรถควบคุมอุณหภูมิได้ตำมต้องกำร ใช้ในกำร

เพำะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั่วไป เช่น แบคทีเรียซึ่งส่วนใหญ่เจริญได้ดีที่อุณหูมิ 37 องศำเซลเซียส 
 

 

 

ภาพที่ 27 แสดงลักษณะของตู้อบเพำะเชื้อ (Incubator) 



 
 

  1.11 ตู้เย็น (Refrigerator) ใช้ส ำหรับเก็บอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ยังไม่ต้องกำรใช้ ตอลดจนสำรเคมีและ

น้ ำยำที่จ ำเป็นต้องเก็บรักษำในอุณหภูมิต่ ำๆ เช่น serum, plasma, ยำปฏิชีวนะและเลือด เป็นต้น ในกรณีที่

ต้องกำรเก็บแบคทีเรียไว้เป็นเวลำนำนๆ โดยไม่ต้องกำรให้เพ่ิมจ ำนวนมำก อำจเก็บไว้ในตู้เย็นได้ ยกเว้นเชื้อ

บำงชนิดที่ไม่ทนต่ออุณหภูมิต่ ำๆ  

   1.12 อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath) เป็นอ่ำงน้ ำที่ปรับอุณหภูมิได้ตำมต้องกำร ใช้ในกำร

เตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อให้มีอุณหภูมิพอเหมำะส ำหรับใช้ในกำรทดลอง บำงกรณีอำจใช้แทนตู้อบเพำะเชื้อ  

  1.13 หม้อนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้ความดันไอน้้า (Autoclave) เป็นเครื่องมือที่ใช้ในกำรฆ่ำเชื้อ โดยอำศัย

ควำมร้อนของไอน้ ำเดือดภำยใต้ควำมดัน ลักษณะของเครื่องมือเป็นรูปทรงกระบอกมีฝำปิดที่แข็งแรง ภำยในมี

ช่องว่ำง (chamber) ส ำหรับบรรจุสิ่งของที่ต้องกำรฆ่ำเชื้อ รูปทรงกระบอกนี้อำจวำงอยู่ในแนวตั้งหรือแนวนอน

ก็ได้ แล้วแต่บริษัทผู้ผลิต ด้ำนล่ำงมีช่องส ำหรับบบรจุน้ ำ ซึ่งเมื่อต้มให้เดือดจะกลำยเป็นไออัดแน่นอยู่ภำยในจะ

มีอุณหภูมิสูงถึง 121 องศำเซลเซียส ภำยใต้ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำรงนิ้ว ตำมปกติถ้ำวัตถุอยู่ภำยใต้

สภำพนี้นำน 10-15 นำทีจะปรำศจำกสิ่งมีชีวิตทุกอย่ำง (sterile) เครืองมือนี้ใช้ในกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ 

(culture media) และอุปกรณ์ต่ำงๆที่ใช้ในกำรทดลอง ที่ต้องกำรท ำให้ปรำศจำกเชื้อแบคทีเรีย   
 

 
 

ภาพที่ 28 แสดงลักษณะของหม้อนึ่งฆ่ำเชื้อโดยใช้ควำมดันไอน้ ำ (Autoclave) 
 



 
 

 1.14 ตู้อบความร้อน (Hot air oven) เป็นเครื่องมือที่ใช้ส ำหรับวิธีกำรท ำไร้เชื้อด้วยควำมร้อนแห้ง 

ตู้อบถูกท ำให้ร้อนด้วยไฟฟ้ำ และมีตัวควบคุมอุณหภูมิส ำหรับรักษำระดับของอุณหภูมิให้คงที่ มีพัดลมช่วยเป่ำ

หรือช่วยในกำรหมุนเวียนของอำกำศ ท ำให้ได้รับควำมร้อนทั่วถึง มักใช้อุณหภูมิ 170-180 องศำเซลเซียส เป็น

เวลำ 1 ชั่วโมง (ไม่นับ heating time) กำรใช้ Hot air oven เป็นวิธีที่ดีที่สุดในกำรฆ่ำเชื้อพวกเครื่องแก้วที่แห้ง 

เช่น หลอดแก้ว, จำนเลี้ยงเชื้อ และเครื่องมือต่ำงๆ เช่น มีดผ่ำตัด, กรรไกร, เข็มฉีดยำ และ Flask (ก่อนฆ่ำเชื้อควร

ปิดปำกขวดด้วยฟอล์ยอลูมิเนียม) ส่วนเครื่องแก้วอย่ำงอ่ืน เช่น ปิเปตอำจใส่กระบอกโลหะ วิธีนี้ยังใช้ฆ่ำเชื้อสำรที่

แห้งที่อยู่ในภำชนะที่ปิดมิดชิด พวก powder, ไขมัน, น ้ำมัน และไขซึ่งไม่ยอมให้ควำมชื้นผ่ำนไปได้ วัตถุเหล่ำนี้

ควำมร้อนผ่ำนทะลุได้ช้ำมำก จึงต้อง sterilize ทีละน้อย ๆ เป็นชั้นบำง ๆ  เช่น ห่อไม่เกิน 10 กรัม หรือชั้นลึกไม่เกิน 

5 มิลลิเมตร ในจำนแก้ว สิ่งส ำคัญที่ต้องควรจ ำก็คือ ของทุกอย่ำงที่น ำเข้ำ hot air oven นี้ต้องแห้ง มิฉะนั้นจะแตก 
 

 
 

ภาพที่ 29 แสดงลักษณะของตู้อบควำมร้อน (Hot air oven) 

 



 
 

1.15 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow Cabinet) เป็นเครื่องมือพ้ืนฐำนจ ำเป็นส ำหรับห้องปฏิบัติกำร 

โดยเฉพำะห้องปฏิบัติกำรทำงชีววิทยำ ตู้ปลอดเชื้อมักใช้กับงำนที่ต้องกำรควำมปลอดภัยทำงชีววิทยำสูง เช่น 

กำรเขี่ยเชื้อ และกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยสำมำรถแบ่งประเภทของตู้ปลอดเชื้อได้ตำมระดับควำมปลอดภัยของตู้ได้

เป็น 3 Class สิ่งจ ำเป็นส ำหรับตู้ปลอดเชื้อคือแผ่นกรอง HEPA ซึ่งจะช่วยกรองอำกำศที่ผ่ำน เข้ำ-ออก ภำยในตู้ ซึ่ง

มีกำรไหลเวียนแบบ Laminar Flow ปัจจุบันตู้ปลอดเชื้อได้รับกำรออกแบบตำมหลักของ Ergonomic ท ำให้

สำมำรถท ำงำนได้สะดวกสบำย มีประสิทธิภำพยิ่งขึ้น และปลอดภัยจำกกำรปนเปื้อน  

 
      

          ภาพที่ 30 แสดงลักษณะของตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow Cabinet) 
 

2.วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 

2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar 

  วิธีการเตรียม 

   1) ชั่งส่วนประกอบต่ำง ๆ ตำมสูตรอำหำรดังต่อไปนี้ 

   Beef heart, infusion form    500  กรัม 

   Tryptose   10  กรัม 

   Sodium chloride   5  กรัม 



 
 

   Agar   15  กรัม 

   น้ ำกลั่น   1,000  มิลลิลิตร 

2) ละลำยส่วนประกอบต่ำงๆ ในน้ ำกลั่นคนด้วยแท่งแก้ว ให้ส่วนประกอบของอำหำรละลำย 

โดยใช้ ควำมร้อนช่วย แล้วปรับปริมำตรให้ครบตำมสูตรด้วยน้ ำกลั่น 

3) วัดควำมเป็นกรดด่ำงด้วยกระดำษวัด pH ถ้ำอำหำรเป็นกรด หรือด่ำงมำกเกินไปให้ปรับ

ด้วยสำรละลำยโซเดียม-ไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 นอร์มอล หรือสำรละลำยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 

0.1 นอร์มอล จนได้ pH ประมำณ 7.3 ±2   

4) บรรจุอำหำรทีเตรียมเสร็จแล้ว โดยเติมอำหำรที่เตรียมเสร็จใส่ขวดแก้วขนำด 1,000 มิลลิลิตร 

จ ำนวน 2 ขวด ขวดละ 500 มิลลิลิตร 

5) ปิดขวดด้วยฝำเกลียวให้สนิทแล้วคลำยเกลียวออกครึ่งรอบ (ภำยหลังกำรนึ่งฆ่ำเชื้อแล้วจึง

ปิดเกลียวให้แน่น) 

6) น ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดันไอ (autoclave sterile) ที่ 121 องศำเซลเซียส 15 นำที 

(15 ปอนด์ ต่อตำรำงนิ้ว) 

7) หลังจำกผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื้อแล้วทิ้งอำหำรไว้ให้เย็นจนถึงอุณหภูมิประมำณ 50 องศำเซลเซียส 

แล้วเติมเลือดปลอดเชื้อจ ำนวน 25 มิลลิลิตร/ขวด (เติมเลือด 5% ของอำหำรเลี้ยงเชื้อ)  

8) ค่อยๆหมุนขวดไปเพ่ือให้เลือดกระจำยจนทั่วอำหำร ห้ำมเขย่ำขวด หรือหมุนแบบแรง

เพรำะจะท ำให้มีฟองอำกำศ หน้ำอำหำรเลี้ยงเชื้อบนเพลทจะไม่เรียบ  

9) เทอำหำรเลี้ยงเชื้อลงบนเพลทปลอดเชื้อประมำณเพลทละ 25 มิลลิลิตร แล้วทิ้งไว้ให้

แข็งตัวก่อนเริ่มใช้งำน 

10) ท ำควำมสะอำดภำชนะ และเครื่องมือต่ำง ๆ ที่ใช้ในกำรเตรียมอำหำรให้เรียบร้อย 



 
 

 
 

         ภาพที่ 31 แสดงตัวอย่ำงอำหำรเลี้ยงเชื้อ Blood agar 

  2.2 Trypticase soy broth 

  วิธีการเตรียม 

  1) ชั่งส่วนประกอบต่ำง ๆ ตำมสูตรอำหำรดังต่อไปนี้ 

Pancreatic digest of casein   17  กรัม 

Enzymatic digest of soya bean 3  กรัม 

Sodium chloride   5  กรัม 

Dipotassium  hydrogen phosphate 2.5  กรัม 

น้ ำกลั่น   1,000  มิลลิลิตร 

2) ละลำยส่วนประกอบต่ำงๆ ในน้ ำกลั่นคนด้วยแท่งแก้ว ให้ส่วนประกอบของอำหำรละลำย โดยใช้ 

ควำมร้อนช่วย แล้วปรับปริมำตรให้ครบตำมสูตรด้วยน้ ำกลั่น 

3) วัดควำมเป็นกรดด่ำงด้วยกระดำษวัด pH ถ้ำอำหำรเป็นกรด หรือด่ำงมำกเกินไปให้ปรับด้วย

สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 นอร์มอล หรือสำรละลำยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 นอร์มอล 

จนได้ pH ประมำณ 7 

4) บรรจุอำหำรทีเตรียมเสร็จแล้วใส่หลอดแก้วฝำครอบ ขนำด 12 x 100 มิลลิเมตร ปริมำณหลอดละ 

2 มิลลิลิตร  



 
 

5) น ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดันไอ (autoclave sterile) ที่ 121 องศำเซลเซียส 15 นำที  

(15 ปอนด์ ต่อตำรำงนิ้ว) 

6) ท ำควำมสะอำดภำชนะ และเครื่องมือต่ำง ๆ ที่ใช้ในกำรเตรียมอำหำรให้เรียบร้อย 
 

 
 

                   ภาพที ่32 แสดงตัวอย่ำงอำหำรเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy broth  
 

3. สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบ 

  3.1 Bile esculin agar (เป็นอาหารส้าเร็จรูป) 

  วิธีการเตรียม 

  1. เตรียมส่วนผสมตำมค ำแนะน ำข้ำงขวด ต้มให้อำหำรละลำย แบ่งใส่หลอดแก้ว 13x100 มิลลิเมตร 

หลอดละ 3 มิลลิลิตร  

  2. น ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อที่ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที (15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว) แล้วน ำมำ

วำงเอียง ทิ้งไว้จนอำหำรแข็งตัว 

  3. เขี่ยเชื้อที่ต้องกำรทดสอบลงบนอำหำร bile esculin slant agar 

  3.2 6.5% NaCl หรือ Selenite F broth 

  วิธีกำรเตรียมอำหำรส ำหรับกำรทดสอบนี้มีอยู่ 2 แบบ  

  แบบที่ 1 6.5% NaCl agar slant 

Brain heart infusion agar  26  กรัม 



 
 

Glucose    5  กรัม 

Sodium chloride   30  กรัม 

Bromcresol purple (1% ethanol) 1   มิลลิลิตร 

Proteose peptone      5   กรัม 

น้ ำกลั่น      500   กรัม 

*** pH = 7.0 

1) น ำสำรละลำยทั้งหมดละลำยในน้ ำกลั่น ท ำให้ละลำยอย่ำงสมบูรณ์ โดยน ำไปตั้งไฟ พร้อมทั้งเขย่ำ 

  2) น ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อที่ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที (15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว) แล้วน ำมำ

วำงเอียง ทิ้งไว้จนอำหำรแข็งตัว 

  แบบที่ 2 6.5% NaCl (broth) 

Phenol red broth base (Gibco) 1.5   กรัม 

Peptone    10  กรัม 

Sodium chloride   5   กรัม 

Phenol red    0.018   กรัม 

Dextroxe    0.5   กรัม 

Sodium chloride   6.5   กรัม 

Beef extract    0.1   กรัม 

Distilled water    100   กรัม 

*** pH   7.4 
 

1) ผสมสำรทั้งหมดให้เป็นเนื้อเดียวกัน และปรับ pH ให้เรียบร้อย 

2) แบ่งใส่หลอดแก้ว 13x100 มิลลิเมตร หลอดละ 2 มิลลิลิตร  

3) น ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อที่ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที (15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว) 

 



 
 

  3.3 Susceptibility disc Optochin Bacitracin Novobiocin 
 

 
 

ภาพที่ 33 แสดงตัวอย่ำง  Susceptibility disc 
 

  3.4 สารละลาย 3% Hydrogen peroxide 
 

 
 

ภาพที่ 34 แสดงตัวอย่ำงสำรละลำย 3% Hydrogen peroxide 
 

 



 
 

   
                                                       

   ภาพที่ 35 แสดงตัวอย่ำงอำหำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในขวดอำหำรส ำเร็จรูป 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

แบบสอบถามความพึงพอใจ  
การบริหารจัดการงานห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ 

วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข 
................................................. 

    โปรดท ำเครื่องหมำย    /    ลงในช่องระดับตำมควำมเหมำะสมเกี่ยวกับกำรจัดสภำพแวดล้อมและกำร    
ให้บริกำร ด้ำนอำคำรสถำนที่ของงำนอำคำรสถำนที่และสิ่งแวดล้อม  

สถำนะ   □ บุคลำกร □ สำยสนับสนุน  □  สำยวิชำกำร 
  □ นักศึกษำ      □ สำขำแพทยศำสตร์ □  สำขำสำธำรณสุขศำสตร์ 

 
                       

องค์ประกอบ 
ระดับควำมเหมำะสม 

มำกที่สุด 
( 5 ) 

มำก 
( 4 ) 

ปำนกลำง
( 3 ) 

น้อย 
( 2 ) 

น้อยที่สุด 
( 1) 

1. ห้องปฏิบัติกำรมีควำมสะอำดและเป็นระเบียบ      

2. มีเครื่องมือ และอุปกรณ์เพียงพอกับนักศึกษำ      

3. เครื่องมือ และอุปกรณ์มีประสิทธิภำพพร้อมใช้ในกำร
ปฏิบัติงำน 

     

4. จ ำนวนห้องปฏิบัติกำรเพียงพอต่อกำรจัดกำรเรียน
กำรสอนปฏิบัติกำร 

     

5. แสงสว่ำงเพียงพอ      

 
ข้อเสนอแนะควำมต้องกำรปรับปรุง พัฒนำด้ำนต่ำง ๆ  ในอนำคตที่ท่ำนต้องกำรให้เกิดข้ึน 

............................................................................................................................. .......................................

....................................................................................................................................................................

............................................................................................................................. ....................................... 
 
 
 

                       
ภาพที่ 35 แสดงตัวอย่ำงแบบสอบถำมควำมพึงพอใจกำรบริหำรจัดกำรงำนห้องปฏิบัติกำรวิทยำศำสตร์ 

 

 

 





บทที่ 1 
บทน ำ 


 


1.1 ควำมเป็นมำ ควำมจ ำเป็น ควำมส ำคัญ 
 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย เป็นวิธีการพ้ืนฐานทางจุลชีววิทยาที่ส าคัญมาก โดยเริ่มต้นจากการคัดแยกเชื้อ


ให้บริสุทธิ์ กล่าวคือจะต้องคัดแยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ (single colony) ลงบนจานเพาะเชื้อที่เป็นอาหารแข็ง 
โดยวิธีการ Simple streak technique หรือวิธีการ Cross streak technique จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียที่เป็น
โคโลนีเดี่ยวไปย้อมสีด้วยวิธีการ Gram stain technique เพ่ือศึกษาลักษณะและรูปร่างของเชื้อ และสังเกตุภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ ในขั้นตอนนี้ถือเป็นวิธีการเบื้องต้น ในการจ าแนกแบคทีเรียออกเป็น 2 กลุ่ม คือ แบคทีเรียแกรม
บวกและแบคทีเรียแกรมลบ หลังจากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียไปทดสอบวิธีการทางชีวเคมี เพ่ือวินิจฉัยจ าแนกชนิดของ
เชื้อแบคทีเรียต่อไป ในที่นี้ผู้ปฏิบัติงานจะขอกล่าวถึงการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการ
ทางจุลชีววิทยา ของวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข 


 ห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มีการจัดเก็บเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก
จ านวน 8 ชนิด ดังนี้ 


1. Staphylococcus aureus 
2. Staphylococcus epidermidis 
3. Staphylococcus saprophyticus 
4. Streptococcus pyogenese 
5. Streptococcus  agalactiae 
6. Streptococcus pneumonia 
7. Streptococcus   viridance  
8. Enterococcus faecalis 


 จากการปฏิบัติงานตั้งแต่ปีพ.ศ. 2552 จนถึงปัจจุบัน พบว่าเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรูปร่างกลม 
มีอยู่มากมายหลายตระกูล จึงจ าเป็นต้องอาศัยการคัดแยกเชื้อจากคุณสมบัติเฉพาะทางชีวเคมี ซึ่งในขั้นตอนการ
จ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียนี้ เป็นขั้นตอนที่ยุ่งยากและซับซ้อน ในบางขั้นตอนจ าเป็นต้องอาศัยเทคนิคที่เกิด
จากประสบการณ์ในการปฏิบัติงานจริง ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องเขียนคู่มือเพ่ือเป็นแนวทางในการปฏิบัติงาน เพ่ือให้
การปฏิบัติงานเป็นไปในทิศทางเดียวกัน และสามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 
  จากความเป็นมาและความส าคัญดังกล่าว จึงเป็นเหตุให้ผู้เขียนมาเขียนคู่มือการปฏิบัติงานเรื่อง 
“วิธีการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลม (Identification of Gram Positive Bacteria in cocci)” 
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1.2 วัตถุประสงค์ 
 1. เพ่ือให้นักวิทยาศาสตร์สามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 
 2. เพ่ือให้การปฏิบัติงานเป็นมาตรฐานเดียวกัน 
 3. เพ่ือให้ผู้ปฏิบัติงานทราบและเข้าใจว่าควรท าอะไรก่อนและหลัง 
 4. เพ่ือเป็นมาตรฐานอ้างอิงในการท างาน 
 


1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  
1. นักวิทยาศาสตร์สามารถปฏิบัติงานแทนกันได้ 
2. การปฏิบัติงานเป็นมาตรฐานเดียวกัน 
3. ผู้ปฏิบัติงานทราบและเข้าใจว่าควรท าอะไรก่อนและหลัง 
4. ใช้เป็นเอกสารอ้างอิงในการปฏิบัติงาน 
5. ผู้ปฏิบัติงานสามารถทดสอบทางชีวเคมี และวินิจฉัยจ าแนกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได้ 
6. ลดข้อผิดพลาดจากการท างานที่ไม่เป็นระบบ 
 


1.4 ขอบเขตของกำรจัดท ำคู่มือ 
 การปฏิบัติงานตามคู่มือนี้ ครอบคลุมขั้นตอนการคัดเลือกและเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ วิธีการคัดแยกเชื้อ


ให้บริสุทธิ์ การจ าแนกประเภทของแบคทีเรียในขั้นตอนการย้อม Gram stain การศึกษารูปร่างของแบคทีเรีย
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ที่ก าลังขยาย 100x ขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมี และวินิจฉัยเพ่ือจ าแนกชนิดของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลม ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มหาวิทยาลัย
อุบลราชธานี เพ่ือใช้เป็นแนวทางการปฏิบัติงานของนักวิทยาศาสตร์ ที่ต้องเตรียมปฏิบัติการให้แก่นักศึกษาก่อน
เปิดภาคเรียนเป็นประจ าทุกปี 


 


1.5 ค ำจ ำกัดควำมเบื้องต้น 
 แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) คือ แบคทีเรียที่ย้อมติดสีม่วง (Crystal violet) ใน


การย้อมสีแกรม ซึ่งตรงข้ามกับแบคทีเรียแกรมลบที่ไม่ติดสีม่วงของคริสทัลไวโอเลต แต่จะติดสีแดงของซาฟรานิน
หรือฟุกชีน (Sarfanin) แบคทีเรียแกรมบวกสามารถรักษาสีของคริสทัลไวโอเลตได้ เพราะในผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียแกรมบวกนั้น มีเปบทิโดไกลแคนมาก มีความสามารถในการรับสาร Crystal Violet หลังจากการตรึง
สีคริสทัลไวโอเลตด้วย Mordanting agent ได้แก่ Gram’s lodine จะเกิดเป็นสารประกอบ complex ที่เรียกว่า 
Crystal Violet lodine complex ติดกับผนังเซลล์ของแบคทีเรีย หลังจากการล้างสี (Decolorization) ด้วย 
decolorizer agent เช่น 95% alcohol จะช่วยให้แบคทีเรียแกรมบวก มีความสามารถที่จะทนต่อ decolorizer 
อีกทั้งยังท าให้ pore size ใน peptidoglycan มีขนาดลดลงด้วย จึงท าให้แบคทีเรียแกรมบวก ยังคงรักษา 
Crystal Violet lodine complex ท าให้ย้อมแกรมแล้วติดสีม่วง 



http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%97%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%95&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Gram_staining&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9A

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
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แบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) คือ แบคทีเรียที่ย้อมไม่ติดสีม่วงของคริสทัลไวโอเลต 
แต่จะติดสีแดงของซาฟรานินหรือฟุกชีน (Sarfanin) เพราะในผนังเซลล์มีเปบทิโดไกลแคนน้อย หลังจากการล้างสี 
(Decolorization) ด้วย cecolorizer agent เช่น 95% alcohol คริสทัลไวโอเลตจะถูกชะล้างออกได้โดยง่าย 
เนื่องจากยังคงมี pore size ขนาดใหญ่กว่าในแบคทีเรียแกรมบวก ท าให้ผนังเซลล์ติดสีแดงของน้ ายาซาฟรานีน  


โคโลนี (colony) คือ จุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย (bacteria) รา (mold) ยีสต์ (yeast) ที่ถูกตรึงอยู่กับที่บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (nutrient agar) เจริญและแบ่งตัวจากเซลล์เดียวเป็นหลายๆเซลล์ จนมีขนาดใหญ่มองเห็นด้วยตา
เปล่าได้ การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ (microbial population count) มีหน่วยเป็น colony forming unit  ย่อ
ว่า cfu หรือ CFU 


Sterile technique คือ เทคนิคที่ท าให้ปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่ไม่ต้องการ โดยท าได้หลายวิธี
ขึ้นอยู่กับความเหมาะสม และชนิดของวัสดุอุปกรณ์ท่ีต้องการท าให้ปราศจากเชื้อ ขอยกตัวอย่างดังนี้ 


-  การท าให้ปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) ที่ 121 องศาเซลเซียส 
15 นาที สามารถท าได้กับวัสดุทุกประเภท เช่น เครื่องแก้ว พลาสติก และอุปกรณ์ชนิดอ่ืนๆ แล้วน าไปอบแห้งที่ 
50-60 องศาเซลเซียส 24-48 ชั่วโมง โดยการนึ่งฆ่าเชื้อนี้ใช้ได้กับอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยเช่นกัน 


- การท าให้ปราศจากเชื้อด้วยตู้อบฆ่าเชื้อ (Oven) ที่ 180 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง สามารถท าได้
กับวัสดุประเภทแก้วเท่านั้น หรือสาร Immulsion บางชนิด แต่ต้องบรรจุในขวดแก้ว และปิดด้วยกระดาษ
ฟอล์ย หรือวัสดุที่ทนความร้อนแห้งได้ 


- การท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรอง โดยกรองผ่านฟิวเตอร์ปลอดเชื้อขนาด 0.2 – 0.45 ไมโครลิตร 
ส่วนมากจะใช้ในกรณีท่ีสารไม่ทนความร้อนที่อุณหภูมิสูง 


Aseptic technique คือ เทคนิคปลอดเชื้อที่ใช้ในขั้นตอนการถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ ในขั้นตอนการถ่าย
เชื้อ (Transfer, Subculture) การปลูกเชื้อ (inoculation) และการแยกเชื้อ (Isolation) ซึ่งอุปกรณ์ที่ใช้ต้อง
ผ่านการ Sterile technique มาแล้ว  ยกตัวอย่างเช่น 


- การใช้ความร้อนจากเปลวไฟ ในการฆ่าเชื้อบนปากอุปกรณ์ปลอดเชื้อ ที่อาจปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์
ได้ง่าย หรือการท าปฏิบัติการใกล้ๆ กับเปลวไฟเพ่ือป้องกันการปนเปื้อนจุลินทรีย์จากภายนอก  


- การใช้แอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้น 70% ในการท าความสะอาดบริเวณที่จะท าปฏิบัติการ เป็นการ
ป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ได้  


 
 
 
 
 



http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0831/mold-%E0%B8%A3%E0%B8%B2

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0555/yeast-%E0%B8%A2%E0%B8%B5%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B9%8C

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1560/nutrient-agar-%E0%B8%A7%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%89%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1832/microbial-population-count-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B8%99%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1563/colony-forming-unit-cfu

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1563/colony-forming-unit-cfu
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บทที่ 2 
บทบำทหน้ำที่ควำมรับผิดชอบ 


 


2.1 บทบำทหน้ำที่ควำมรับผิดชอบของต ำแหน่ง 
หน้ำที่ควำมรับผิดชอบของต ำแหน่งตำมมำตรฐำนก ำหนดต ำแหน่ง 
  นักวิทยาศาสตร์ช านาญการ ตามมาตรฐานก าหนดต าแหน่ง ที่ก าหนดโดย ก.พ.อ. เมื่อวันที่ 21 
กันยายน 2553 ได้ระบุบทบาทหน้าที่ความรับผิดชอบของต าแหน่งนักวิทยาศาสตร์ไว้ดังนี้ 


ปฏิบัติงานในฐานะผู้ปฏิบัติงานที่มีประสบการณ์ โดยใช้ความรู้ความสามารถ ความช านาญงาน 
ทักษะ และประสบการณ์สูง ในงานด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ปฏิบัติงานที่ต้องท าการศึกษา ค้นคว้า 
ทดลอง วิเคราะห์ สังเคราะห์ หรือวิจัย เพ่ือการปฏิบัติงาน พัฒนางาน หรือแก้ไขปัญหาในงานที่มีความยุ่งยาก 
และมีขอบเขตกว้างขวาง และปฏิบัติงานอ่ืนตามที่ได้รับมอบหมาย หรือปฏิบัติงานในฐานะหัวหน้างาน มี
หน้าที่และความรับผิดชอบในการควบคุมการปฏิบัติงานวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ที่มีขอบเขตเนื้อหาของ
งานหลากหลาย และมีข้ันตอนการท างานที่ยุ่งยากซับซ้อนค่อนข้างมาก โดยต้องก าหนดแนวทางการท างานที่
เหมาะสมกับสถานการณ์ ตลอดจนก ากับตรวจสอบผู้ปฏิบัติงาน  เพ่ือให้งานที่รับผิดชอบส าเร็จตาม
วัตถุประสงค์ และปฏิบัติหน้าที่อ่ืนตามที่ได้รับมอบหมายดังนี้ 
ด้ำนกำรปฏิบัติกำร 


- ศึกษา ค้นคว้า ทดลอง วิเคราะห์ สังเคราะห์ หรือวิจัยด้านวิทยาศาสตร์ จัดท าเอกสารวิชาการ
คู่มือเกี่ยวกับงานในความรับผิดชอบ เผยแพร่ผลงานทางด้านวิทยาศาสตร์ เพ่ือพัฒนางานวิชาการ และพัฒนา
มาตรฐานการปฏิบัติงานให้มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น  


- วิเคราะห์ ทดสอบ ตรวจสอบ ตรวจวัด ตรวจพิสูจน์ และวินิจฉัยทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
ของวัตถุตัวอย่าง สอบเทียบเครื่องมือ อุปกรณ์วัด ที่ต้องใช้เทคนิคและประสบการณ์ รักษาระบบบริหารงาน
คุณภาพ เพ่ือให้สอดคล้องกับความต้องการและทันต่อความก้าวหน้าของวิทยาการด้านวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี ท าความเห็น สรุปรายงาน เสนอแนะ จัดท าฐานข้อมูลห้องปฏิบัติการ ส่งเสริม สนับสนุน พัฒนา
ห้องปฏิบัติการ เพ่ือแก้ไขปัญหา เพ่ิมขีดความสามารถในการแข่งขัน และน าข้อมูลไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ
ที่เก่ียวข้อง  


- ให้บริการวิชาการด้านต่าง ๆ เช่น ฝึกอบรม เผยแพร่ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับหลักการและ 
วิธีการของงานวิทยาศาสตร์ ให้ค าปรึกษาแนะน า ตอบปัญหาและชี้แจงเรื่องต่างๆเกี่ยวกับงานในหน้าที่ 
เพ่ือให้สามารถปฏิบัติงานได้อย่างถูกต้องมีประสิทธิภาพ เข้าร่วมประชุมคณะกรรมการต่างๆที่ได้รับแต่งตั้ง 
เพ่ือให้ข้อมูลทางวิชาการประกอบการพิจารณาตัดสินใจ และปฏิบัติหน้าที่อ่ืนที่เกี่ยวข้อง  
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ด้ำนกำรวำงแผน  
ร่วมก าหนดนโยบายและแผนงานของหน่วยงานที่สังกัด วางแผนหรือร่วมวางแผนการท างาน ตาม


แผนงานหรือโครงการของหน่วยงาน แก้ไขปัญหาในการปฏิบัติงาน เพ่ือให้การด าเนินงานบรรลุตามเป้าหมาย
และผลสัมฤทธิ์ที่ก าหนด 
ด้ำนกำรประสำนงำน  


- ประสานการท างานร่วมกัน โดยมีบทบาทในการให้ความเห็นและค าแนะน าเบื้องต้น แก่สมาชิกใน
ทีมงานหรือหน่วยงานอื่น เพ่ือให้เกิดความร่วมมือและผลสัมฤทธิ์ตามที่ก าหนดไว้ 


- ให้ข้อคิดเห็นหรือค าแนะน าเบื้องต้นแก่สมาชิกในทีมงาน หรือบุคคล หรือหน่วยงานที่เกี่ยวข้อง
เพ่ือสร้างความเข้าใจและความร่วมมือ ในการด าเนินงานตามท่ีได้รับมอบหมาย 
ด้ำนกำรบริกำร  


- ให้ค าปรึกษา แนะน า ถ่ายทอดความรู้ ทางด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแก่ นักศึกษาผู้รับบริการ
ทั้งภายในและภายนอกหน่วยงาน รวมทั้งตอบปัญหาและชี้แจงเรื่องต่างๆ เกี่ยวกับงานในหน้าที่ เพ่ือให้มีความรู้
ความเข้าใจ และสามารถด าเนินงานได้อย่างถูกต้อง  


- พัฒนาข้อมูล จัดท าเอกสารวิชาการ สื่อเอกสาร เผยแพร่ ให้บริการวิชาการด้านวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีที่ซับซ้อน เพ่ือก่อให้เกิดการแลกเปลี่ยนเรียนรู้ที่สอดคล้อง และสนับสนุนภารกิจของหน่วยงาน 
 


2.2 ลักษณะงำนที่ปฏิบัติ 
2.2.1 ด้ำนกำรปฏิบัติกำร  
(1) ปฏิบัติงานด้านการเรียนการสอน 


1) ตรวจสอบตารางเรียนในระบบ timetable ของวิทยาลัย 
2) ประสานงานกับอาจารย์ประจ ารายวิชา 
3) ศึกษารายละเอียดและหาข้อมูลเพิ่มเติมในหัวข้อปฏิบัติการนั้นๆ และมีแผนส ารองหากเกิด


ข้อผิดพลาด เพ่ือให้สามารถแก้ไขได้ทันเวลา และท าให้นักศึกษาสามารถเรียนปฏิบัติการได้อย่างต่อเนื่อง 
4) วางแผนการปฏิบัติงาน เพ่ือลดข้อผิดพลาดที่จะเกิดขึ้นในระหว่างปฏิบัติการ (ในกรณีท่ีปฏิบัติการ


นั้นเกี่ยวข้องกับเชื้อจุลินทรีย์ จ าเป็นต้องทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ ก่อนเริ่มปฏิบัติการทุกครั้ง) 
5) จัดเตรียมวัสดุอุปกรณ์ สารเคมี และเครื่องมือ ให้พร้อมก่อนเริ่มการท าปฏิบัติการ  
6) ดูแลและอ านวยความสะดวก รวมถึงให้ค าแนะน าที่ถูกต้องด้านเทคนิคการท าปฏิบัติการและ


การใช้เครื่องมือ ให้แก่นักศึกษาในระหว่างการเรียนปฏิบัติการ 
7) จัดเก็บและท าความสะอาดวัสดุอุปกรณ์หลังท าปฏิบัติการ ท าความสะอาดและปิดเครื่องมือที่ใช้


ในการปฏิบัติการ ตรวจสอบความเรียบร้อยก่อนออกจากห้องปฏิบัติการ 
 (2) ปฏิบัติงานคุมสอบ 
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1) ประสานงานกับประธานรายวิชา  
2) วางแผนผังห้องสอบตามจ านวนข้อสอบ และนักศึกษา  
3) จัดห้องสอบและติดข้อสอบตามแผนที่วางไว้ 
4) จัดเตรียมตัวอย่าง และอุปกรณ์ ให้สอดคล้องกับข้อสอบ 
5) จัดวางตัวอย่างและอุปกรณ์ ที่เตรียมมาให้สอดคล้องกับข้อสอบ โดยใช้ความรู้และประสบการณ์


ที่ได้จากการเตรียมและทดสอบปฏิบัติการ  
6) ควบคุมเวลาในการจัดสอบ 
7) จัดเก็บข้อสอบ 


(3) จัดเก็บเชื้อจุลินทรีย์ หาวิธีการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์แบบใหม่ เพ่ือลดปัญหาที่เคยเกิดขึ้น และเป็น
วิธีการยืดอายุของเชื้อจุลินทรีย์ เพ่ือเก็บไว้ใช้ในการเรียนปฏิบัติการ ซึ่งสามารถลดค่าใช้จ่ายในการจัดซื้อในปีต่อไป 


 (4) ศึกษาวิธีการใช้เครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ 
1) ศึกษาการใช้งานของเครื่องมือ 
2) จัดท าคูม่ือการใช้งานเครื่องมือวิทยาศาสตร์อย่างง่าย 
3) เผยแพร่วิธีการใช้งานเครื่องมืออย่างง่าย โดยผู้ใช้งานมองเห็นได้ชัดเจน  


 (5) การท าระบบ 5 ส ภายในห้องปฏฺบัติการ 
1) เลือกทิ้งเอกสาร วัสดุที่ไม่ใช้งานแล้ว และสารเคมีที่หมดอายุ 
2) ท าความสะอาดตู้จัดเก็บอุปกรณ์ให้สะอาดเรียบร้อย 
3) จัดเก็บเอกสาร และวัสดุให้เป็นสัดส่วน ให้หาง่าย  
4) ติดป้ายแสดงให้เห็นชัดเจน สามารถหยิบใช้งานได้ง่าย 


 (6) จัดท าระบบการจัดการของเสียภายในห้องปฏิบัติการ 
1) จัดท ารหัสการคัดแยกสารเคมี  ตามข้อตกลงของมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
2) จัดหาถังส าหรับแยกสารเคมีแต่ละประเภท 
3) จัดท าสื่อการเรียนการสอน  
4) งานทางด้านมาตรฐานและความปลอดภัย 


 (7) การจัดการสารเคมีภายในหน่วยงานห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์ฯ 
1) จัดท าทะเบียนสารเคมี 
2) จัดท าเอกสารความปลอดภัยของเสียเคมีแต่ละชนิด 
3) จัดเก็บสารเคมีแยกประเภทสารเคมี ออกเป็นหมวดหมู่ ประเภท พร้อมติดป้ายสัญลักษณ์


ความปลอดภัย 
4) ตรวจเช็คสารเคมีคงเหลือประจ าปี 


(8) ความปลอดภัยของการใช้ห้องปฏิบัติการ 







MNL_ 7 
 


1) ประเมินความเสี่ยงภายในห้องปฏิบัติการ 
2) จัดหาอุปกรณ์ป้องกันอันตรายส่วนบุคคล (PPE) ให้มีอย่างเพียงพอต่อการใช้งานในห้องปฏิบัติการ 


เพ่ือลดความเสี่ยงที่จะเกิดอันตรายในการปฏิบัติงาน 
3) แนะน าการปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการที่ถูกต้องให้กับนักศึกษาที่มาใช้งาน รวมถึงการ


ปฏิบัติงานของแม่บ้านที่ท าความสะอาดภายในห้องปฏิบัติการ 
5) ตรวจเช็คอุปกรณ์ป้องกันอันตราย เช่น อ่างล้างตา ถังดับเพลิง ให้พร้อมใช้งานเป็นระยะ    
6)  รายงานต่อประธานห้องปฏิบัติการ 


(9) จัดท าคู่มือปฏิบัติงาน เพ่ือใช้เป็นมาตรฐานในการปฏิบัติงานที่สร้างความเข้าใจให้ตรงกัน ใช้เป็น
แนวทางส าหรับผู้ที่สนใจและสามารถศึกษาได้ด้วยตนเอง 


(10) ปฏิบัติงานอื่นๆตามที่ได้รับมอบหมาย 
1) ท าความสะอาดเครื่องแก้วต่างๆ ที่อยู่ภายในห้องปฏิบัติการ โดยใช้หลักการและเทคนิคปลอดเชื้อ 


และสามารถประยุกต์ใช้เครื่องมือที่มีอยู่ภายในห้องปฏิบัติการ มาใช้ให้เกิดประโยชน์เพ่ือลดเวลาการปฏิบัติงาน 
2) ดูแลความสะอาด และความเป็นระเบียบเรียบร้อยโดยรวมภายในพ้ืนที่ห้องเตรียม


ปฏิบัติการ, ห้องล้างท าความสะอาด และห้องเรียนปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ CMP 212 
๒.2.2  ด้ำนกำรวำงแผน  
มีส่วนร่วมในการจัดท าโครงการให้บริการระบบสิ่งสนับสนุนการเรียนการสอนด้านห้องปฏิบัติการ


เป็นประจ าทุกป ี
1) วางแผนการจัดซื้อวัสดุ ให้เพียงพอต่อการใช้งานด้านการเรียนการสอน 
2) มีส่วนร่วมในการประเมินผลการด าเนินงาน และแก้ไขปัญหาที่เกิดขึ้น ในระหว่างจัดท าตามแผน


กิจกรรม  
2.2.๓. ด้ำนกำรประสำนงำน 
(1) ประสานงานกับหน่วยงานภายใน เช่น ติดต่อประสานงานกับพัสดุ งานแผน การเงิน และ


หน่วยงานอ่ืนๆ  ที่อยู่ภายในวิทยาลัยแพทย์ เพ่ือให้งานห้องปฏิบัติการสามารถด าเนินการต่อไปได้ เช่น ติดต่อ
งานพัสดุ เพ่ือขอซื้อวัสดุห้องปฏิบัติการ ติดต่อประสานงานกับงานแผน เพ่ือจัดส่งสเปคครุภัณฑ์ เป็นต้น 


(2) การประสานงานกับหน่วยงานภายนอก 
1)  ติดต่อประสานงานกับกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เนื่องจากงานห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ 


วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มีเชื้อจุลินทรีย์ไว้ในครอบครองหลายสายพันธุ์ เพ่ือใช้เป็นเชื้อตัวอย่างใน
การเรียนการสอนปฏิบัติการ จึงได้รับการยกเว้นไม่ต้องขออณุญาติในการมีเชื้อไว้ในครอบครอง แต่จ าเป็นต้องจด
แจ้งข้อมูลเชื้อโรค รายงานกลับไปยังส านักก ากับพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ทุก 3 เดือน ทาง
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จะส่งหนังสือรับรองว่า วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุขได้รับจดแจ้งเป็น
หน่วยงานของภาครัฐ ที่มีการครอบครองเชื้อโรคตามบัญชีจดแจ้งเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ (แบบ จจ.ช.1)  
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ทั้งนี้กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์มีการประชุมสัมนาเพ่ือแจ้งปัญหาที่เกิดขึ้น และแก้ไขปัญหา
ร่วมกันเป็นประจ าทุกปี ตามขั้นตอนดังนี้ 


1.1) ตรวจเช็คจ านวนเชื้อจากอาจารย์ที่มีเชื้อในครอบครอง  
1.2) ท าหนังสือจดแจ้ง ส่งเซ็นอนุมัติ 
1.3) ส่งเอกสารรายงานไปยังกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
1.4) ได้รับหนังสือและใบต่ออณุญาติ  
1.5) จัดเก็บเอกสาร และหลักฐานส าคัญ  


2)  ติดต่อประสานงานกับวิทยาเขตร้อน เนื่องจากงานห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ วิทยาลัย
แพทยศาสตร์และการสาธารณสุข มีการเรียนการสอนรายวิชาปรสิตวิทยา จึงจ าเป็นต้องใช้ตัวอย่างไข่พยาธิดอง 
ไข่พยาธิบางชนิดหายาก จึงจ าเป็นต้องติดต่อประสานงาน ขอความอนุเคราะห์จากกรมเวชศาสตร์เขตร้อน 
มหาวิทยาลัยมหิดล เพ่ือขอตัวอย่างดังกล่าว 


3)  ติดต่อประสานงานกับโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ เพ่ือขอความอนุเคราะห์ ตัวอย่างสิ่ง
แปลกปลอมจากผู้ป่วย เช่น น้ าเลือด น้ าหนอง พลาสมาที่ผิดปกติ หรือน้ าเลือดกรุ๊ปต่างๆ ดังนั้นงานห้องปฏิบัติการ 
จึงต้องติดต่อประสานงานกับหน่วยงานต่างๆ ภายในโรงพยาบาลเป็นประจ า เพ่ือให้การเรียนการสอนเป็นไปอย่างมี
ประสิทธิภาพ 


4)  ติดต่อประสานงานกับบริษัทตัวแทนจ าหน่ายสารเคมี และครุภัณฑ์ เนื่องจากในการเรียน
ปฏิบัติการ จ าเป็นต้องมีองค์ประกอบของสารเคมีมาเกี่ยวข้อง ดังนั้นการที่จะให้ได้สารเคมีที่ถูกต้อง และตรงตาม
ความต้องการ นักวิทยาศาสตร์จ าเป็นต้องติดต่อขอซื้อด้วยตนเอง 


5)  ติดต่อประสานงานกับบริษัทตัวแทนจ าหน่ายครุภัณฑ์ เพ่ือด าเนินการจัดซื้อจัดจ้างครุภัณฑ์
ของหน่วยงาน ให้เป็นไปตามระเบียบว่าด้วยการจัดซื้อจัดจ้างของมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี   


2.2.๔ ด้ำนกำรบริกำร  
(1) การให้บริการเครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ 


1)  นิสิต บุคลากรภายในหรือภายนอกคณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ ท าบันทึกข้อความหรือ 
กรอกแบบฟอร์ม เพ่ือขอใช้บริการเครื่องมือวิทยาศาสตร์  


2) ให้บริการค าแนะน าในการใช้งานอย่างถูกวิธี มีสภาพพร้อมใช้งาน รวมถึงแนะน าข้อปฏิบัติ
ในการใช้งาน  


3)  แก้ปญัหาเบื้องต้นในการใช้งานครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ของนิสิตและคณาจารย์ ขณะท าปฏิบัติการ  
4)  ตรวจเช็คสภาพการใช้งานครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ เมื่อมีการใช้งานเสร็จการลงสมุดบันทึก 


(Log book) ดูแลความเรียบร้อยบ ารุงรักษาเครื่องมือให้มีความพร้อมในการใช้งานในครั้งต่อไป  
5)  จัดท าแผนการตรวจเช็คครุภัณฑ์ประจ าปี และด าเนินการตรวจเช็คครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ 


ครุภัณฑ์ ประกอบอาคารเพ่ือตรวจสอบสภาพการท างานและสถานที่จัดเก็บ  
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6)  เมื่อครุภัณฑ์เกิดข้อบกพร่องไม่สามารถใช้งานได้ ด าเนินการประสานงานกับบริษัทผู้ผลิต
และผูจ้ าหน่าย ในการเข้ามาตรวจสอบสภาพ พร้อมทั้งด าเนินการซ่อมบ ารุงให้มีการใช้งานได้เป็นปกติ  


7)  ดูแลความเรียบร้อยและอ านวยความสะดวก ในกรณีที่มีตัวแทนจากบริษัทมาท าการติดตั้ง
หรือซ่อมแซมเครื่องมือวิทยาศาสตร์  


8)  จัดเก็บรายงานของบริษัท ในการเข้ามาซ่อมแซมครุภัณฑ์วิทยาศาสตร์ เพ่ือเป็นประวัติข้อมูล
ของเครื่องมือวิทยาศาสตร์นั้นๆ  


9)  จัดท าสมุดบันทึกการใช้งานเครื่องมือวิทยาศาสตร์ (Log book)  
10) ตรวจเช็คครุภัณฑ์ประจ าปี ครุภัณฑ์ที่มีการเคลื่อนย้ายบันทึกประวัติ ส่วนครุภัณฑ์ที่ช ารุด 


หรือไม่มีความพร้อมในการใช้งานด าเนินการส่งซ่อมพร้อมบันทึกประวัติ ให้บริการยืม-คืน วัสดุ อุปกรณ์ประจ า
ห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข แก่นิสิต บุคลากร อาจารย์ ทั้งภายในและ
ภายนอกวิทยาลัย  


(2) งานให้บริการเกี่ยวกับ อุปกรณ์ และหนังสือ 
1)  นิสิต บุคลากร ภายในหรือภายนอกวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข ท าบันทึก


ข้อความ หรือกรอกแบบฟอร์ม เพ่ือขอยืมอุปกรณ์หรือหนังสือ  
2) เบิกจ่ายอุปกรณ์ หนังสือ ตามบันทึกข้อความหรือแบบฟอร์ม  
3)  รับคืน อุปกรณ์ หนังสือ ตามที่ก าหนดในบันทึกข้อความหรือแบบฟอร์ม พร้อมตรวจเช็คความ


สมบูรณ์ของอุปกรณ์หรือหนังสือ ให้มีความถูกต้อง และจัดเก็บในสถานที่จัดเก็บวัสดุ อุปกรณ์หรือหนังสือนั้น ๆ 
4)  รายงานความเสียหายของวัสดุอุปกรณ์ และจัดท าเป็นฐานข้อมูล เพ่ือใช้ในการบริหารจัดการ 


และหาแนวทางการแก้ไข 
(3) งานให้บริการเบิกจ่ายวัสดุใช้แล้วทิ้ง และสารเคมี 


1) นิสิต บุคลากร ภายในวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข กรอกแบบฟอร์มเบิกจ่าย
ตามบันทึกข้อความหรือแบบฟอร์ม 


3) สรุปรายการเบิกจ่าย จ านวน และเช็คสต๊อกวัสดุใช้แล้วทิ้ง และสารเคมี 
4) สั่งซื้อวัสดุ และสารเคมีเพ่ิมเติม 


(4) งานบริการให้ค าปรึกษาแก่นักศึกษา อาจารย์ และบุคคลภายนอก โดยให้ค าปรึกษาแนะน าและ
ตอบปัญหาด้านการปฏิบัติการ การใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ถูกต้อง และอ่ืนๆที่เกี่ยวข้องกับงานปฏิบัติการ 
แก่อาจารย์และนักศึกษา 
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2.3 โครงสร้ำงกำรบริกำรจัดกำร 
วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข อยู่ภายใต้การก ากับดูแลของมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี   


โดยมีส านักงานเลขานุการเป็นหน่วยงานกลางในการบริหารวิทยาลัย ท าหน้าที่สนับสนุนให้งานของวิทยาลัย 
เป็นไปอย่างราบรื่นและบรรลุผลส าเร็จ ไม่ว่าจะเป็นการผลิตบัณฑิต งานด้านบริหารวิชาการ งานวิจัย งาน
บริการทางวิชาการ และงานท านุบ ารุงศิลปวัฒนธรรม โดยส านักงานมีหน้าที่ในการประสานงาน ด าเนินการ 
และติดตามประเมิลผล เพ่ือให้งานของวิทยาลัยฯ สามารถด าเนินการให้บรรลุวัตถุประสงค์ตามเป้าหมายและ
นโยบายที่ผู้บริหารก าหนดไว้ นอกจากนั้นยังมีหน้าที่ในการ ก ากับ ตรวจสอบ วิเคราะห์ กลั่นกรองงานในด้าน
ต่างๆ ให้เป็นไปอย่างถูกต้องตาม กฎ ระเบียบ ข้อบังคับของทางราชการ และเพ่ือให้สอดคล้องกับภารกิจของ
วิทยาลัยฯ และเพ่ือให้การปฏิบัติงานมีความรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากขึ้น ส านักงานจึงได้จัดแบ่ง
ภาระหน้าที่ตามลักษณะงานออกเป็น 11 งาน ประกอบด้วย   


1.  งานบริหารงานทั่วไป 
2.  งานการเงินและพัสดุ 
3.  งานประกันคุณภาพนักศึกษาและสารสนเทศ 
4.  งานแผนและนโยบาย 
5.  งานบริหารบุคคล 
6.  งานบริการการศึกษา 
7.  งานห้องปฏิบัติการ 
8.  งานคอมพิวเตอร์และเครือข่าย 
9.  งานเอกสารสนเทศ 


10. งานพัฒนานักศึกษา 
11. งานวิจัย บริการวิชาการ และท านุบ ารุงศิลปวัฒนธรรม 


โดยที่งานห้องปฏิบัติการ มีหน้าที่รับผิดชอบงานสนับสนุนการเรียนการสอนในด้านปฏิบัติการ วางแผน 
ติดต่อประสานงาน ให้ค าปรึกษา และให้บริการสิ่งสนับสนุนต่างๆ งานห้องปฏิบัติการมีพ้ืนที่รับผิดชอบแบ่งเป็น
ห้องปฏิบัติการส าหรับจัดการเรียนการสอนดังนี้ ห้องปฏิบัติการชีวเคมีและอนามัยสิ่งแวดล้อม, ห้องปฏิบัติการจุล
ชีววิทยาและปรสิตวิทยา, ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาและสรีรวิทยา, ห้องปฏิบัติการทักษะพ้ืนฐานทางคลินิก และ
ห้องปฏิบัติการมหกายวิภาคศาสตร์ มีนักวิทยาศาสตร์ทั้งหมด 3 คน และพนักงานรักษาศพ 1 คน 


โดยได้แบ่งหน้าที่เกี่ยวกับกระบวนการเรียนการสอนปฏิบัติการ ตามความรับผิดชอบเป็นรายวิชามี
รายละเอียดดังนี้ 


คนที่ 1 นำยทักษกร วงษ์สีดำ ต ำแหน่ง นักวิทยำศำสตร์ รับผิดชอบดูแลห้องปฏิบัติการ CMP 213 
โดยมีรายวิชาที่รับผิดชอบดังนี้ 
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1. รายวิชาพันธุศาสตร์การหลักสูตรแพทยศาสตร์และพัฒนาการชีวิตมนุษย์ นักศึกษาหลักสูตร
แพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  


- ปฏิบัติการพัฒนาการของตัวอ่อนและทารกในครรภ์  
- ปฏิบัติการภาวะผิดปกติแต่ก าเนิด โรคที่พบในเด็ก  
 


2. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการ Cellular pathology  
- ปฏิบัติการ Repair and healthy process  
- ปฏิบัติการ Pathology of Neoplasia  


3. รายวิชาระบบผิวหนังและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2 
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันของผิวหนังเบื้องต้น  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันของผิวหนัง 
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันล าตัว  
- ปฏิบัติการพยาธิก าเนิด พยาธิสรีระ พยาธิสภาพ พยาธิวิทยาคลินิก อาการวิทยา และ


เวชศาสตร์ป้องกัน  
- ปฏิบัติการการทดสอบ และการแปลผลทางห้องปฏิบัติการที่เกี่ยวกับพยาธิสภาพของโรค   


4. รายวิชาระบบกล้ามเนื้อโครงกระดูก นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อเก่ียวพันของระบบกระดูก  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อแกนกลางของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อโครงสร้างและหน้าที่ระดับจุลภาค  
- ปฏิบัติการเนื้อเยื่อโครงสร้างและหน้าที่ของกระดูก  
- ปฏิบัติการสรีระวิทยาของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก  
- ปฏิบัติการโรคมะเร็งของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก  
- ปฏิบัติการโรคกล้ามเนื้ออักเสบและประสาท  


5. รายวิชาระบบย่อยอาหารและโภชนาการ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการ Organ structure  
- ปฏิบัติการ Histology of digestive system  
- ปฏิบัติการ Physiology of GI  
- ปฏิบัติการ Infectious, Inflammatory  
- ปฏิบัติการ Neoplastic disorder and tumor like conditions  
- ปฏิบัติการเงาและภาพรังสีของระบบทางเดินอาหาร  
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6. รายวิชาระบบปัสสาวะ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการโครงสร้างและหน้าที่ระดับมหภาคของระบบปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการการประเมินการท างานของไต Osmosis  
- ปฏิบัติการความสัมพันธ์ทางคลินิกและความผิดปกติของโครงสร้างระบบปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการการเจริญและการพัฒนาที่ผิดปกติของระบบปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการความสัมพันธ์ระหว่างเงาภาพของรังสีและพยาธิสภาพของระบบปัสสาวะ  


7. รายวิชาระบบต่อมไร้ท่อ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการโครงสร้างของต่อมไร้ท่อระดับมหกายวิภาค  
- ปฏิบัติการโครงสร้างของต่อมไร้ท่อระดับจุลภาค  
- ปฏิบัติการการพัฒนาและความผิดปกติของระบบต่อมไร้ท่อ  
-  ปฏิบัติการความสัมพันธ์ระหว่างสรีระวิทยา ลักษณะทางคลินิกและการแปลผลของ


ฮอร์โมนระบบต่อมไร้ท่อ  
8. รายวิชาระบบสืบพันธุ์ นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  


- ปฏิบัติการ โครงสร้างหน้าที่ของระบบสืบพันธุ์  
- ปฏิบัติการ เซลล์และเนื้อเยื่อระบบสืบพันธุ์  
- ปฏิบัติการ Pathology of female reproductive system  
- ปฏิบัติการ Pathology of male reproductive system  
- ปฏิบัติการเงาภาพของรังสี female and male reproductive system  


9. รายวิชาสรีระวิทยา หลักสูตรสาธารณสุขศาสตรบัณฑิต และหลักสูตรพยาบาลศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 1 
- ปฏิบัติการองค์ประกอบของเซลล์  
- ปฏิบัติการIntroduction of anatomy  
- ปฏิบัติการระบบผิวหนัง และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  
- ปฏิบัติการระบบกล้ามเนื้อ โครงกระดูก  
- ปฏิบัติการระบบเลือด และน้ าเหลือง  
- ปฏิบัติการระบบประสาท  
- ปฏิบัติการระบบหัวใจและหลอดเลือด  
- ปฏิบัติการระบบหายใจ  
- ปฏิบัติการระบบทางเดินอาหาร  
- ปฏิบัติการระบบขับถ่าย ปัสสาวะ  
- ปฏิบัติการกายวิภาคศาสตร์ระบบต่อมไร้ท่อ  
- ปฏิบัติการกายวิภาคศาสตร์ระบบสืบพันธุ์  







MNL_ 13 
 


คนที่ 2 นำงสำวมำลัย ศิลำรัมย์ ต ำแหน่ง นักวิทยำศำสตร์ รบัผิดชอบดูแลห้องปฏิบัติการ CMP 212 
โดยมีรายวิชาที่รับผิดชอบดังนี้ 


1. รายวิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยาส าหรับนักศึกษาชั้นปีที่ 2 หลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต 
นักศึกษาหลักสูตรสาธารณสุขศาสตบัณฑิต และนักศึกษาหลักสูตรพยาบาลศาสตรบัณฑิต  


- ปฏิบัติการบทน าแบคทีเรียวิทยาทางการแพทย ์
- ปฏิบัติการแบคทีเรียแกรมบวก 
- ปฏิบัติการแบคทีเรียแกรมลบ 
- ปฏิบัติการไวรัสก่อโรคในคน 
- ปฏิบัติการบทน าราวิทยาทางการแพทย์ 
- ปฏิบัติการราก่อโรคในคน 
- ปฏิบัติการบทน าทางปรสิตทางการแพทย์ 
- ปฏิบัติการโปรโตซัวทางการแพทย ์
- ปฏิบัติการหนอนพยาธิทางการแพทย์ 
- ปฏิบัติการกีฏวิทยาทางการแพทย ์


2. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการการเก็บและพิจารณาสิ่งส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ อย่างสมเหตุสมผล 


3. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 2 ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการหลักการเก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ และการแปลผลความไวของยาปฏิชีวนะต่อแบคทีเรีย  
- ปฏิบัติการ Production & function of granulocyte, NK, macrophage,T-lymphocyte 


and their receptors 
- ปฏิบัติการ production & function of B lymphocytes & plasma cells, immunoglobulin (AB), 


structure and biologic properties , agglutination  
- ปฏิบัติการหลักการตรวจทางห้องปฏิบัติการภูมิคุ้มกัน 


4. รายวิชาระบบเลือดและน้ าเหลือง ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตร์ ชั้นปีที่ 2 
- ปฏิบัติการส่วนประกอบของเลือดและผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาที่เกิดจากการให้เลือด stem cell 


และการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติกาธนาคารเลือด 
- ปฏิบัติการ Complete Blood Count 


5. รายวิชาระบบผิวหนังและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที ่2 
- ปฏิบัติการปฏิบัติการภูมิคุ้มกันวิทยา จุลชีววิทยา ปรสิตวิทยา และการติดเชื้อ 


6. รายวิชาระบบกล้ามเนื้อและโครงกระดูก ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที ่2  
- ปฏิบัติการการตรวจวิเคราะห์และแปลผลน้ าไขข้อ 
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7. รายวิชารายวิชาระบบประสาท ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการ Cerebrospinal fluid analysis และการตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการเคมีคลินิก  


8. รายวิชาระบบหัวใจและหลอดเลือด ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2 
- ปฏิบัติการโรคติดเชื้อที่พบบ่อยใน CVS 


9. รายวิชาระบบหายใจ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2  
- ปฏิบัติการการตรวจเสมหะ และหลักการแปลผลตรวจวิเคราะห์น้ า จากช่องเยื่อหุ้มปอด


10.รายวิชาระบบย่อยอาหารและโภชนาการ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3 
- ปฏิบัติการ Infectious, inflammatory, and immunologic disorders 1 
- ปฏิบัติการ Infectious, inflammatory, and immunologic disorders 2 


11. รายวิชาระบบปัสสาวะ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการการเก็บปัสสาวะเพ่ือส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ การตรวจน้ าปัสสาวะ 
- ปฏิบัติการเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินปัสสาวะที่พบบ่อย 


12. รายวิชาระบบสืบพันธ์ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑติ ชั้นปีที่ 3  
- ปฏิบัติการการติดเชื้อจุลชีพและโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ 
- ปฏิบัติการ Infectious, inflammatory, and immunologic disorders (2)  


คนที่ 3 นำงสำวอนุสรำ สำรักษ์ ต ำแหน่ง นักวิทยำศำสตร์ รับผิดชอบดูแลห้องปฏิบัติการ CMP 211 
และ CMP 315 โดยมีรายวิชาที่รับผิดชอบดังนี้ 


1. รายวิชาการตรวจวิเคราะห์ด้านอนามัยสิ่งแวดล้อม ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต 
สาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อม ชั้นปีที่ 3   


2. รายวิชาการสุ่มเก็บและวิเคราะห์ด้านอากาศ ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต
สาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อม ชั้นปีที่ 3   


3. รายวิชาปัญหาพิเศษทางสาธารณสุข ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชา
อนามัยสิ่งแวดล้อม ชั้นปีที่ 4  


4. รายวิชาหลักการทั่วไปทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 1 นักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 1, 
หลักสูตรพยาบาลศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 2   


5. รายวิชาการดูแลผู้ป่วยเบื้องต้น ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรสาธารณสุขศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3      
6. รายวิชาการปฐมพยาบาล ส าหรับนักศึกษาสาขาวิชาหลักสูตรสาธารณสุขศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3  
7. รายวิชาบทน าสู่เวชศาสตร์คลินิก 1 ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3       
8. รายวิชาบทน าสู่เวชศาสตร์คลินิก 2 ส าหรับนักศึกษาหลักสูตรแพทยศาสตรบัณฑิต ชั้นปีที่ 3       
คนที่ 4 นำยสุพจน์ อ่อนรัตน์ ต ำแหน่ง พนักงำนรักษำศพ รับผิดชอบห้องปฏิบัติการมหกายวิภาคศาสตร์ 


โดยมหีน้าที่รับผิดชอบดังนี้  
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1.  ปฏิบัติงานด้านการเรียนการสอนรายวิชาปฏิบัติการกายวิภาคศาสตร์  
2.  ดูแลรักษาร่างอาจารย์ใหญ่ให้อยู่ในสภาพที่ใช้งานได้ 
3.  ดูแล และอ านวยความสะดวกการปฏิบัติการของอาจารย์ และนักศึกษา 
4.  ให้ค าปรึกษา เทคนิคด้านการช าแหละ และดูแลวัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในกระบวนการ 
 
งานห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ มีโครงสร้างการบริหารจัดการดังแผนภาพต่อไปนี้ 
 


 
 
 
 
 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


ภำพที่ 1 แผนผังโครงสร้างการบริหารจัดการของงานห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข
    


 
 
 
 


คณบดีวิทยำลัยแพทยศำสตร์และกำร
สำธำรณสุข 


 


ประธำนงำนห้องปฏิบัติกำร 


 


นักวิทยาศาสตร์และพนักงานรักษาร่างดองอาจารย์ใหญ่ 
1.นายทักษกร     วงษ์สีดา    ต าแหน่ง นักวิทยาศาสตร์ 
2.นางสาวมาลัย   ศิลารัมย์    ต าแหน่ง นักวิทยาศาสตร์ 
3.นางสาวอนุสรา สารักษ์      ต าแหน่ง นักวิทยาศาสตร์ 
4.นายสุพจน์      อ่อนรัตน์    ต าแหน่ง พนักงานรักษาศพ 


 


อธิกำรบดี 


 


คณะกรรมกำร
ห้องปฏิบัติกำร 


 







MNL_ 16 
 


2.4 ภำระหน้ำที่ของหน่วยงำน 
ห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ด าเนินการ ก ากับ ดูแล ส่งเสริม งานด้านวิทยาศาสตร์ภายในวิทยาลัย


แพทย์ศาสตร์และการสาธารณสุข ในด้านงานวิจัย และด้านการเรียนการสอนประกอบด้วย 
2.4.1 การบริการด้านการเรียนการสอน การเบิก - จ่าย ยืม - คืน วัสดุอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ ให้กับ


อาจารย์ นักศึกษา บุคลากร รวมถึงบุคคลภายนอกที่มาขอใช้บริการ 
2.4.2 มุ่งเน้นและพัฒนานักศึกษาให้เกิดทักษะทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ มีเครื่องมือ มีความรู้ใน


ทฤษฎีพื้นฐาน และสามารถน าความรู้ไปคิดแก้ปัญหาในพื้นที่ได้จริง 
2.4.3 จัดหาวัสดุ อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ให้พอเพียงต่อจ านวนนักศึกษา เพ่ือฝึกฝนทักษะด้านการ


ปฏิบัติการ เพื่อเป็นพื้นฐานน าไปประยุกต์ใช้ในอนาคต 
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บทท่ี 3 
หลักเกณฑ์ วิธีกำรปฏิบัติงำน และเงื่อนไข  


 


3.1 หลักเกณฑ์กำรปฏิบัติงำน 
การคัดแยกชนิดของแบคทีเรียที่ไม่ทราบว่าเป็นแบคทีเรียชนิดใดนั้น ต้องอาศัยลักษณะเฉพาะที่


ปรากฏ (specific characteristical appearance) หลายอย่างประกอบกัน โดยใช้หลักการเปรียบเทียบ
ระหว่างแบคทีเรียที่ไม่ทราบชนิด และแบคทีเรียที่ทราบชนิดแล้ว โดยอาศัยหลักเกณฑ์ในการจ าแนกชนิดของ
แบคทีเรียดังนี้ 


3.1.1 กำรคัดเลือกอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 การศึกษารูปร่างโครงสร้างหรือคุณสมบัติต่างๆของจุลินทรีย์นั้น จะศึกษาจากตัวอย่างของจริงจาก


ธรรมชาติแต่เพียงอย่างเดียวนับว่ายังมีไม่เพียงพอ จึงจ าเป็นจะต้องน าจุลินทรีย์มาเลี้ยงและขยายพันธุ์เพ่ิม
จ านวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ให้มีปริมาณมากพอที่จะใช้ศึกษาเพ่ือสังเกตลักษณะต่างๆเพ่ิมมากขึ้น อาหารซึ่งใช้
เลี้ยงจุลินทรีย์นั้น อาจมีลักษณะทางกายภาพหลายลักษณะ เช่น 


- Solid media (agar) คือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมวุ้นลงไป ตามปกติจะเติม 15 กรัมต่อลิตร 
อาหารในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ solid media จะอยู่ในจานแก้ว (petri dish) หรืออยู่ในหลอดทดสอบซึ่งมี
ผิวหน้าเอียงเรียก slant หรือ slope อาหารในหลอดทดสอบที่ผิวหน้าไม่เอียงเรียก deep tube เพ่ือใช้เลี้ยง
จุลินทรีย์ที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเพียงเล็กน้อย 


- Semisolid media คือ อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่เติมวุ้นลงไปปริมาณน้อยกว่า solid media คือ 
ประมาณ 0.5% หรือน้อยกว่า  


- Liquid media (Broth) คือ อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ได้เติมวุ้นลงไป ดังนั้นอาหารจึงเป็น
ของเหลว เช่น Nutrient broth เป็นต้น อาหารเลี้ยงเชื้อนั้นสามารถแบ่งตามส่วนประกอบทางเคมีได้เป็น 2 
พวกคือ  


1) Natural or chemically non-defined media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่เราไม่รู้ส่วนประกอบทาง
เคมีที่แน่นอน เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้จากธรรมชาติ เช่น มันฝรั่ง หรืออาหารที่ประกอบด้วย peptone, 
yeast extract, meat infusion, serum, beef eatract หรือ  casein hydrolysate  


2) Synthetic or Artificial or Chemically define media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่รู้ส่วนประกอบ
ทางเคมีที่แน่นอนว่าประกอบด้วยสารอะไรอย่างละเท่าใด สามารถจะเตรียมได้เหมือนกันทุกครั้ง ซึ่งมีทั้งชนิด
ที่เป็น inorganic salt ต่างๆ และชนิด organic synthetic media เช่น รู้ว่าอาหารแต่ละชนิดประกอบด้วย 
amino acid อะไรบ้าง อย่างละเท่าใด เป็นต้น  


ผู้ปฏิบัติงานจะสามารถใช้อาหารที่เหมาะสมต่อการใช้งานได้ เราสามารถแบ่งประเภทของอาหาร
ตามวัตถุประสงค์ของการใช้งานได้ดังนี้    
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Enrichment media เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ได้เติมสารอาหารบางอย่างพิเศษ นอกเหนือไปจากธาตุ
อาหารที่จุลินทรีย์ทั่วไปใช้ ทั้งนี้เพ่ือให้จุลินทรีย์ที่เราต้องการเลี้ยงเจริญได้ดียิ่งขึ้น เช่น การเติม blood 
serum วิตามิน หรือเติมสารสกัดที่ได้  จากเนื้อเยื่อพืชหรือเนื้อเยื่อสัตว์ลงไปใน nutrient broth หรือ 
nutrient agar อาหารชนิดนี้ใช้ส าหรับเลี้ยงจุลินทรีย์พวก fastidious heterotroph เช่น จุลินทรีย์ที่เป็น 
pathogen ต่างๆ  


Selective media อาหารที่มีการเติมสารเคมีบางตัวลงใน nutrient agar เพ่ือยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียบางกลุ่ม โดยที่สารนี้จะไม่ยับยั้งเชื้อกลุ่มที่เราต้องการจะเพาะเลี้ยง ตัวอย่างเช่น crystal violet ที่
ความเข้มข้นบางช่วง จะช่วยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก โดยไม่มีผลต่อแบคทีเรียแกรมลบ ใน
ท านองเดียวกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารคาร์บอนเป็นน้ าตาล maltose จะสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่ใช้
น้ าตาล maltose ให้สามารถเจริญได้ โดยใช้หลักที่ว่าจะคัดเลือกเชื้อที่สามารถใช้สารประกอบอินทรีย์ที่
แปลกออกไปได้อย่างง่ายๆ โดยการเติมสารเหล่านี้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ แทนสารประกอบคาร์บอนอย่างอ่ืน 


Differential media คืออาหารที่เติมสารเคมีตัวอ่ืนลงไปซึ่งอาจจะมีผลต่อชนิดของเชื้อที่จะเจริญ 
หรือการเปลี่ยนแปลงลักษณะไป หลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อไว้ ตัวอย่างเช่น เชื้อผสมของแบคทีเรีย เพาะเลี้ยงลง
ใน blood-agar medium แบคทีเรียบางพวกอาจจะย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ส่วนแบคทีเรียอ่ืนๆไม่มี
ความสามารถนี้ สังเกตได้จาก clear zone รวมทั้งโคโลนีจะแสดงถึง hemolysis ท าให้สามารถแบ่ง
แบคทีเรียเป็นพวก hemolytic หรือ nonhemolytic bacteria จากการเจริญบนอาหารเดียวกัน 


ดังนั้น blood agar medium เป็นทั้งอาหาร enrich และ differential medium Assay medium 
คืออาหารที่มีส่วนประกอบที่ใช้ในการตรวจสอบหาวิตามินต่างๆ amino acid ต่างๆ และ anitibiotics  


จะเห็นได้ว่าอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์มีหลายชนิด ในการที่จะเลือกใช้อาหารชนิดใดนั้น  ขึ้นอยู่กับ
วัตถุประสงค์และความเหมาะสม กล่าวคือมีธาตุอาหารที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์และมีความ
เข้มข้นเหมาะสม มีความเป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์แต่ละชนิด ไม่มีสารพิษ ไม่มีสิ่งมีชีวิตใดๆ 
ปนเปื้อนอยู่ในอาหารนั้น  


 3.1.2  กำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์  
การแยกเชื้อให้บริสุทธิ์เป็นเทคนิคพ้ืนฐานทางจุลชีววิทยาที่มีความส าคัญอย่างมาก เนื่องจาก


สิ่งแวดล้อมที่อยู่รอบๆตัวผู้ปฏิบัติงาน หรือแม้แต่ร่างกายของคนก็มีเชื้อจุลินทรีย์อยู่หลายชนิด อาจปนเปื้อน
ในหลอดเพาะเชื้อได้ หลักการคัดแยกเชื้อแยกเชื้อให้บริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Culture medium) คือ 
จะต้องแยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ (Single colony) จ านวนมาก โดยทุกขั้นตอนต้องเป็นวิธีการที่ท าให้
ปราศจากเชื้อปนเปื้อน (Sterile technique) จากนั้นจึงน าเชื้อที่เป็นโคโลนีเดี่ยวไปศึกษารูปร่างลักษณะ และ
คุณสมบัติต่างๆ เพ่ือให้ทราบว่าเป็นเชื้อชนิดใด  
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3.1.3   กำรสังเกตุลักษณะสัณฐำนวิทยำ (morphological characteristics) 
แบคทีเรียจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกัน การตรวจดูรูปร่างของเซลล์  การจัดเรียงตัว 


การเคลื่อนที่ การติดสีแกรม การสร้างแคปซูล และลักษณะของแฟลกเจลลา ด้วยการย้อมสีเฉพาะ แล้วส่อง
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100x สามารถน ามาใช้ประกอบ และพิจารณาการจ าแนกชนิดของ
แบคทีเรียได ้


3.1.4  กำรทดสอบลักษณะทำงชีวเคมี (biochemical characteristics) 
แบคทีเรียจะมีเอนไซม์ที่สามารถใช้ในการย่อยอาหาร และสังเคราะห์ชีวโมเลกุลที่แตกต่างกัน 


ผลิตผลที่เกิดจากการย่อยสลายอาหาร และชีวโมเลกุลที่แบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้นจะไม่เหมือนกันด้วย ดังนั้นจึง
ให้ผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีแตกต่างกัน ซึ่งเป็นลักษณะที่ใช้ในการคัดแยกและพิสูจน์ชนิดของเชื้อ
แบคทีเรีย 


 


3.2 วิธีกำรปฏิบัติงำน 
 3.2.1 วิธีกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ 


การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ อาจใช้อาหารส าเร็จรูปซึ่งมีองค์ประกอบชนิดต่างๆผสมอยู่
เรียบร้อยแล้ว หรือชั่งสารแต่ละชนิดที่เป็นองค์ประกอบของอาหารชนิดนั้น เมื่อชั่งอาหารเรียบร้อยแล้ว ให้
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตรที่ต้องการเตรียม อาหารที่จะเตรียมชั่งกี่กรัมให้อ่านจากฉลากข้างขวด หลังจากนั้น
คนอาหารให้เข้ากันในน้ ากลั่น แล้วน าไปต้มจนละลาย ปรับ pH ด้วยเครื่อง pH meter แล้วจึงถ่ายลงใน
หลอดทดสอบ หรือขวดปิดจุก น าไปท าลายเชื้อจุลินทรีย์ในหม้อนึ่งความดัน (autoclave) โดยใช้ความร้อน 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ Solid media ที่อยู่ในเพลท ต้องเตรียมลง
ในขวดหรือภาชนะก่อน แล้วจึงน าไปฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ ภายหลังผ่านการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์แล้วจึงค่อยน ามาเทลง
ในเพลท (ซึ่งผ่านการอบฆ่าเชื้อด้วยตู้อบควบคุมอุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง) อาหารเลี้ยงเชื้อที่
เป็น slant จะถูกบรรจุลงใน test tube หรือภาชนะที่เหมาะสม แล้วน าเข้าเครื่อง autoclave เพ่ือท าลาย
จุลินทรีย์ที่มีอยู่ในอาหาร เมื่อน าออกจากเครื่อง autoclave แล้วให้น า rack ที่มี test tube เหล่านั้น มาวาง
เอียงจนกระทั่งอาหารเย็นก็จะเกิด slant ขึ้น ถ้าต้องการเตรียม deep agar ก็ไม่ต้องเอียง rack ทิ้งให้อาหาร
เย็น อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็น broth ให้บรรจุลงใน test tube หรือใน flask หรือในขวดได้เลย แล้ว
น าเข้าเครื่อง autoclave เพ่ือท าลายเชื้อจุลินทรีย์ อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์บางชนิด มีองค์ประกอบของสาร
บางตัวในอาหาร ที่สลายตัวได้ง่ายเมื่อผ่านความร้อน ดังนั้นควรแยกสารประกอบที่สลายตัวได้ง่ายออก ส่วน
องค์ประกอบอ่ืนๆ ให้ชั่งแล้วละลายน้ าต้ม ปรับ pH แล้วน าเข้าเครื่อง autoclave เพ่ือท าลายเชื้อจุลินทรีย์ 
เมื่ออาหารส่วนนี้น าออกจาก autoclave ทิ้งให้เย็น แล้วจึงค่อยเติมอาหารอีกส่วนลงไปด้วยวิธีปลอด
เชื้อจุลินทรีย์ โดยอาหารส่วนที่ไม่สามารถผ่านความร้อน ต้องน าไปกรองด้วยเครื่องกรองด้วยวิธีปลอดเชื้อ 
เครื่องกรองนี้จะมีแผ่นกรองที่มีรูขนาด 0.45 ไมครอน จึงท าให้เชื้อจุลินทรีย์ติดอยู่บนกระดาษกรอง อาหารที่
ผ่านแผ่นกรองไปจะปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ 
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3.2.2  วิธีกำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ 
เป็นวิธีการที่ต้องการแยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวๆ (Single colony) จ านวนมาก จากนั้นจึงน าเชื้อที่


เป็นโคโลนีเดี่ยวไปศึกษารูปร่างลักษณะ และคุณสมบัติต่างๆ เพ่ือให้ทราบว่าเป็นเชื้อชนิดใด การคัดแยกเชื้อ
ภายในห้องปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ วิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุขนั้นใช้ 2 วิธีในการคัดแยกคือ 
Simple streak technique  และ Cross streak technique 


Simple streak technique  คือ วิธีการที่ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ลนไฟจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น 
ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะตัวอย่างแล้วลากหรือขีด (streak ) ลงบนเพลทที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง จากนั้นน าไป
บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ในอุณหภูมิที่เหมาะสม 


 


 
 


ภำพที่ 2 แสดงวิธีการ streak plate โดยวิธี Simple streak technique   
Cross streak technique คือ วิธีการที่ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ลนไฟจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น ใช้ห่วง


เขี่ยเชื้อแตะตัวอย่างแล้วลากหรือขีด (streak ) ลงบนเพลทที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง เพียง 1 ส่วน 4 ของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 เพลท เผาห่วงฆ่าเชื้อจนร้อนแดงทิ้งไว้ให้เย็น แล้ว streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อจากส่วนที่ 1 
ลากมาส่วนที่ 2 เผาห่วงฆ่าเชื้อจนร้อนแดงทิ้งไว้ให้เย็น แล้ว streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อจากส่วนที่ 2 ลากมาส่วน
ที่ 3 เผาห่วงฆ่าเชื้อจนร้อนแดงทิ้งไว้ให้ เย็น แล้ว streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อจากส่วนที่ 3 ลากมาส่วนที่ 4 
จากนั้นน าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ในอุณหภูมิที่เหมาะสม 
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 ภำพที่ 3 แสดงวิธีการ streak plate โดยวิธี Cross streak technique 
 


3.2.3  วิธีกำรสังเกตุลักษณะสัณฐำนวิทยำโดยกำรย้อมสีแกรม (Gram’s staining) 
 หลักกำร  


 การที่แบคทีเรียจะติดสีแกรมเป็นสีใดขึ้นอยู่กับส่วนประกอบทางเคมี และโครงสร้างของผนังเซลล์
แบคทีเรีย แบคทีเรียแกรมบวกมีผนังเซลล์ที่หนาท าให้ติดสีคริสตอลไวโอเลตได้ดี และเมื่อเติมสารละลาย
ไอโอดีนลงไปจะกลายเป็นผลึกที่มีโครงสร้างซับซ้อน (Crystal violet iodine complex) ท าให้สีติดดียิ่งขึ้น 
ต่อมาเมื่อล้างเซลล์แบคทีเรียด้วย 95% แอลกอฮอล์ ขั้นตอนนี้แบคทีเรียแกรมลบซึ่งมีไขมันอยู่ ใน
ส่วนประกอบของผนังเซลล์มาก ไขมันจะถูกละลายออกมากับแอลกอฮอล์ ท าให้รูผนังเซลล์กว้างขึ้น ผลึกของ
สีจึงหลุดออกมากับผนังเซลล์ตอนนี้แบคทีเรียนแกรมลบจึงไม่ติดสี ส่วนแบคทีเรียนแกรมบวกที่มี
ส่วนประกอบของผนังเซลล์ที่เป็นไขมันอยู่น้อยผลึกของสียังคงติดแน่นอยู่ ( crystal violet สีน้ าเงินหรือม่วง) 
 วิธีกำรทดสอบ 


1) ท าความสะอาดสไลด์ให้สะอาดด้วย alcohol แล้วปล่อยให้แห้ง 
2) หยด water หรือ normal saline ลงไป 1 หยดบน glass slide โดยใช้ loop เขี่ยเชื้อ


จากจานเพาะเชื้อลงไปละลายในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ ให้เป็นวงกว้างๆ บางๆ ประมาณ 1 เหรียญบาท
เล็ก รอให้ slide แห้งแล้ว Fix slide ด้วยไฟไปมา 3 ครั้ง 


3) หยดสี Crystal violet ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 
4) หยดสี Gram iodine ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 
5) ล้างสีด้วย 95% alcohol แล้วล้างออกด้วยน้ า 
6) หยดสี Safranin 15-20 วินาที ล้างสีด้วยน้ าแล้วปล่อยให้แห้ง 


  7) น าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 100x  โดยใช้ immersion oil 
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8) ตรวจดูลักษณะการติดสีแกรม รูปร่าง การเรียงตัวของแบคทีเรีย ในกรณีที่แบคทีเรียเป็น
แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีน้ าเงิน ดังภาพ 


 


 
 


ภำพที่ 4 ภาพแสดงการติดสีของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกชนิดต่างๆ  
 


 3.2.4  วิธีกำรทดสอบลักษณะทำงชีวเคมี (biochemical characteristics) 
วิธีการทดสอบลักษณะความต้องการอาหาร และลักษณะที่แสดงออกทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียแกรม


บวกนั้น ต้องใช้การทดสอบที่แตกต่างกันออกไปหลายวิธี เพ่ือคัดแยกชนิดของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกดังนี้   
(1) วิธีกำรทดสอบ catalase test 
หลักกำร  
เป็นการทดสอบความสามารถในการสร้าง enzyme catalase ซึ่งแบคทีเรียสร้างขึ้นมาเพ่ือย่อย


สลาย H2O2 ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์ โดยขั้นตอนนี้จะใช้แยกเชื้อกลุ่ม Staphylococcus ซึ่งให้ผลการ
ทดสอบ catalase positive ออกจาก Streptococcus ซึ่งให้ผลการทดสอบ catalase negative หรือจะ
ใช้ในการคัดแยกเชื้อ Neisseria gonorrhoeae ซึ่งให้ผลการทดสอบ catalase positive ออกจาก 
Neisseria meningitides  


วิธีกำรทดสอบ 
1. เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วเขี่ยเชื้อแตะลงบนสไลด์แก้วที่สะอาด 
2. หยด H2O2 ลงบนเชื้อที่อยู่บน slide 1 หยด 


กำรอ่ำนผล 
 Positive : มีฟองเกิดขึ้นทันท ี
 Negative : ไม่มีฟองเกิดขึน้ 
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ภำพที่ 5 ภาพแสดงการเกิดปฏิกิริยาของเชื้อกับสารละลาย3% Hydrogen peroxide (H2O2)  
 


(2) วิธีกำรทดสอบ Coagulase Test 
  หลักกำร  


เป็นการทดสอบความสามารถในการผลิต coagulase enzyme เพ่ือแยกเชื้อ Staphylococcus aureus 
ทีส่ามารถผลิต coagulase enzyme ออกจาก Staphylococcus ชนิดอ่ืนๆนี้มี 2 รูปแบบคือ         


1. Bound coagulase เป็น enzyme ที่เกาะอยู่กับผนังเซลล์ (ทดสอบได้โดยวิธี slide test) Bound coagulase นี้
มีผลท าให้ fibrinogen ใน serum เปลี่ยนเป็น fibrin ท าให้ serum เกิดการแข็งตัว (clot) 


2. Free coagulase   เป็น enzyme ที่ถูกหลั่งออกมาจากเซลล์ (ทดสอบได้ด้วยวิธี tube test) coagulase 
จะจับกับ coagulase reacting factor (CRF) เป็นสารประกอบที่เรียกว่า Coagulase CRF ซึ่งแตกต่างจาก Thrombin 
และสารประกอบนี้สามารถเปลี่ยน fibrinogen เป็น fibrin ได ้


วิธีกำรทดสอบ 
ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งอาจใช้ Trypticase soy broth กับ plasma ในอัตราส่วน 1:1 (หรืออาจจะใช้ 


plasma อย่างเดียวไม่ผสม Trypticase soy broth ก็ได)้ เขี่ยเชื้อแบคทีเรียลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วบ่มทีตู่้ควบคุม
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส สังเกตุผลทุก 30 นาท ีโดยเอียงหลอดดูว่ามีการแข็งตัวของ พลาสมา หรือไม่ส่วนใหญ่
มักให้ผล positive ภายใน 4 ชั่วโมง ถ้ายังไม่พบการแข็งตัวของพลาสมาให้บ่มจนครบ 8-24 ชั่วโมง 


กำรอ่ำนผล 
 Positive  : เกิดการแข็งตัวของพลาสมา 
  Negative : ไม่เกิดการแข็งตัวของพลาสมา 
(3) วิธีกำรทดสอบควำมสำมำรถของเชื้อในกำรย่อยสลำยเม็ดเลือดแดงของเชื้อกลุ่ม Streptococcus 
หลักกำร 
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เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลมหรือรี แบ่งตัวในแนวเดียว ท าให้มักเห็นเป็นเส้นสายยาวต่อกัน 
เมื่อย้อมด้วยสีและส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เชื้อไม่สร้างสปอร์ และไม่เคลื่อนที่ ไม่สร้างรงควัตถุ สร้างแคปซูล 
เจริญได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือดผสมอยู่ โคโลนีขนาดเล็ก กลม ใส ไม่มีสี ใช้ลักษณะในการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  


วิธีกำรทดสอบ 
ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีของแบคทีเรียที่จะทดสอบไป streak บนอาหาร blood agar ถ้าเกิดมีวงกลมใส


รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรีย แสดงว่าแบคทีเรียสามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ 
กำรอ่ำนผล 
  - Alpha hemolysis ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้บางส่วน ท าให้เห็นรอบๆ โคโลนีเป็นสีเชียว
เนื่องจากเม็ดเลือดแดงถูกย่อยสลายไม่หมด 
   - Beta hemolysis เชื้อจะย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้อย่างสมบูรณ์ ท าให้รอบๆโคโลนีบน
อาหาร Blood agar มีลักษณะใส เนื่องจากเม็ดเลือดแดงถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์ และเชื้อกลุ่มนี้
มักท าให้เกิดโรคในคน และ Streptococcus Group B ก็จัดอยู่ในกลุ่มนี้  
   - Gramma hemolysis ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงเมื่อเจริญบนอาหาร 
 


 
 
 
 


 
 
 
 
 
 
 


ภำพที่ 6 ภาพแสดงตัวอย่างเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเชื้อแบคทีเรีย 
A. Beta hemolysis    B. Alpha hemolysis   C. Gramma hemolysis 


 


(4) วิธีกำรทดสอบควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ (Antimicrobial susceptibility testing)  
หลักกำร 
เป็นการศึกษาภายนอกร่างกายที่ใช้กันมากที่สุด เพ่ือตรวจหายาที่มีความไวในการตอบสนองต่อการรักษา


เชื้อที่ก่อให้เกิดโรค และตรวจหายาที่ดื้อต่อการรักษา เพ่ือช่วยเป็นแนวทางหรือข้อมูลในการเลือกใช้ยาปฏิชีวนะ
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ให้เหมาะกับผู้ป่วย และมีข้อควรพิจารณาคือบางครั้งผลของความไวต่อยาที่ได้จากการทดสอบอาจจะไม่สอดคล้อง
กับผลลัพธ์ทางคลินิก ซึ่งการทดสอบยาปฏิชีวนะนี้ยังสามารถบ่งบอกถึงคุณสมบัติของเชื้อบางชนิดได้ เช่นเชื้อ 
Streptococcus pneumonia มีความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิด Optochin เชื้อ Streptococcus pyogenase 
มีความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิด Bacitracin เป็นต้น 


วิธีกำรทดสอบ 
1. น าเชื้อที่ต้องการทดสอบมา 1 โคโลนี แตะลงในอาหาร trypticase soy broth ผสมให้เข้ากันดี 


โดยปั่นด้วยเครื่อง vortex mixer  
2. บ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 3-4 ชั่วโมง  
3. เมื่อครบก าหนดแล้วใช้ swab sterile จุ่มเชื้อที่อยู่ในอาหาร trypticase soy broth แล้ว


น ามาเกลี่ย (spread) บนอาหาร Blood agar ให้ทั่วและสม่ าเสมอ ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาท ี 
4. วางแผ่นยา (antibiotic disc) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใช้ระยะห่างระหว่างแผ่น disc ให้เหมาะสม 


เพ่ือความสะดวกในการอ่านผล กดแผ่นยาเบาๆ บนอาหารวุ้น ทิ้งไว้ให้แห้ง  
5. บ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง แล้วอ่านผลการทดลอง 


กำรอ่ำนผล 
 - Susceptible, sensitive (S) หมายถึง ยาที่ให้ในขนาดหรือความเช้มข้นปกติหรือขนาดที่
แนะน าแล้วมีประสิทธิภาพในการรักษาการติดเชื้อได้ จะสังเกตุเห็นโซนใสรอบ disk ยา 
 


 
 


       ภำพที่ 7 ภาพแสดงความสามารถของยา ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรค (Susceptible) 
 - Intermediate (I) หมายถึง ยาน่าจะใช้ในการรักษาการติดเชื้อได้ ถ้าใช้ยาขนาดสูงหรือใช้รักษา 
การติดเชื้อทีอวัยวะที่ยามีความเข้มข้นสูง ยามีแนวโน้มจะมีประ สิทธิภาพในการรักษาการติดเชื้อต่ า
กว่าการใช้ยากรณีท่ีผลการทดสอบเป็น susceptible 
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- Resistant (R) หมายถึง ยาทีไม่น่าจะใช้ได้ผลในการรักษา ยามีผลการศึกษาทางคลินิกบ่งบอกว่า 
เกิดการรักษาล้มเหลวเมื่อมีการใช้ยาดังกล่าว จะสังเกตุเห็นว่าเชื้อสามารถเกิดขึ้นได้ และไม่พบโซนใส
รอบ disk ยา 


 


 
 


 ภำพที่ 8 แสดงความสามารถของยา ที่ไม่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้ (Resistant) 
 


 


        
 


ภำพที่ 9 ภาพแสดงการเปรียบเทียบความสามารถของยาระหว่าง Susceptible และ Resistant  
 


(5) วิธีกำรทดสอบ Bile esculin 
หลักกำร 
ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่ทนน้ าดีเข้มข้น 10-40% และเกิดปฎิกิริยาท าให้ bile esculin 


เปลี่ยนเป็นสีด าดังสมการ 
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วิธีกำรทดสอบ 
  1. เตรียมอาหาร bile esculin slant tube  
  2. เขี่ยเชื้อที่ต้องการทดสอบลงบนอาหาร bile esculin slant agar 
กำรอ่ำนผล 
 Positive  : อาหารเปลี่ยนเป็นสีด า 
 Negative : สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
 


   
                                                              


    ภำพที่ 10 แสดงผลการทดลอง Bile esculin agar test 
 


(6) วิธีกำรทดสอบ 6.5% NaCl 
หลักกำร    
เนื่องจากอาหารนี้มีความเข้มข้นของ NaCl ถึง 6.5% เชื้อที่สามารถทนต่อความเข้มข้นนี้จึงจะเจริญ


ได้ เพ่ือให้การทดสอบง่ายขึ้นจึงใช้ Indicator เพ่ือให้เห็นการเปลี่ยนสีชัดเจน โดยเชื้อจะใช้น้ าตาลกลูโคส ซึ่งจะ
ไปเปลี่ยนสี Bromcresol purple จากสีม่วงไปเป็นสีเหลือง 
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วิธีกำรทดสอบ 
  1. ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีที่ต้องการทดสอบลงใน อาหาร 6.5% NaCl  
  2. บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง 
กำรอ่ำนผล 
 Positive  : อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง 
  Negative : สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
 


 
 


 
 
 
 


 
 


 
 


ภำพที่ 11 แสดงผลการทดลอง 6.5% NaCl (broth) 
 


(7) วิธีกำรทดสอบ CAMP test 
หลักกำร 
เป็นการทดสอบเพ่ือแยก Group B streptococci โดยอาศัยคุณสมบัติพิเศษของเชื้อชนิดนี้คือสามารถให้ 


CAMP factor ซึ่งเป็นโปรตีนที่สามารถแพร่กระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้รวดเร็ว ทนต่อความร้อน และสามารถ
ท าปฏิกิริยาเสริมฤทธิ์กับ beta toxin จาก Staphylococcus aureus ซึ่งมีผลให้เม็ดเลือดแดงแกะและเม็ดเลือด
แดงวัวแตกอย่างรวดเร็ว (ไม่เกิดกับเม็ดเลือดแดงคน ม้า หรือกระต่าย) 


วิธีกำรทดสอบ 
1. ขีดเชื้อ Staphylococcus aureus สายพันธุ์ที่ให้ Beta toxin เป็นเส้นตรง ตรงกลาง 


Blood agar plate 
2. ขีดเชื้อที่ต้องการทดสอบโดยให้ตั้งฉากกับแนวของ Staphylococcus aureus น าไปบ่ม


ที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อ่านผลที่ 24 ชั่วโมง 
กำรอ่ำนผล 
 Positive  : เกิดบริเวณท่ีท าลายเม็ดเลือดแดงระหว่าง Staphylococcus aureus กับเชื้อ
ที่ทดสอบเป็นรูปลูกศร ซึ่งหมายถึงเชื้อที่ทดสอบน่าจะเป็น  Group B  streptococci   
 Negative : ไม่มีบริเวณการท าลายเม็ดเลือดแดง หรือมีแต่ไม่เป็นรูปลูกศร 
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ภำพที่ 12 แสดงผลการทดลอง CAMP test Positive และ CAMP test Negative 
 


3.3 เงื่อนไข/ข้อสังเกตุ/ข้อควรระวัง/สิ่งที่ควรค ำนึงในกำรปฏิบัติงำน   
3.3.1 เลือดที่ใช้ในการทดลองเป็นเลือดของมนุษย์ ขอความอนุเคราะห์มาจากโรงพยาบาลสรรพสิทธิ


ประสงค์ ดังนั้นในการปฏิบัติงานทุกครั้งจึงควรสวมถุงมือเพ่ือป้องกันการติดเชื้อจากเลือดที่รับมา 
3.3.2 ในการเตรียม blood agar ผู้เตรียมจะต้องใจเย็นๆ รอจนอาหารเลี้ยงเชื้อเย็นตัวลงให้มาก


ที่สุด แต่ไม่แข็งประมาณ 50 องศาเซลเซียส  แล้วค่อยผสมเลือดลงไป จะท าให้ได้เพลทอาหารที่มีสีแดงสด 
และในการทดลองจะท าให้มองเห็นการสลายของเม็ดเลือดแดงได้ชัดเจนขึ้น  


3.3.3 ก่อนการเตรียมการวินิจฉัยทุกครั้ง อาหารที่อยู่ในเพลทต้องตากให้แห้ง ประมาณ 15 นาที 
หรือสังเกตุว่าไม่มีหยดน้ าเกาะอยู่ที่พ้ืนผิวของอาหาร 


3.3.4 ในการเขี่ยเชื้อจากอาหารที่มีเลือดผสมอยู่ ควรแตะเฉพาะโคโลนีของเชื้อมาทดสอบ อย่า ให้
โดนอาหารที่มีเลือดผสม เพราะจะท าให้เกิดบวกปลอมได้ (เอนไซม์ Catalase พบได้ในเม็ดเลือดแดง) 
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  ภำพที่ 13 แสดงตัวอย่างการตากเพลทอาหารเลี้ยงเชื้อในตู้ปลอดเชื้อ 
 


หมำยเหตุ ในการตากเพลทซ้อนกัน ให้ประมาณระยะห่างระหว่างฝาเพลทกับก้นเพลทให้เหมาะสม 
เพราะถ้าชิดกันมากเกินไป อาจท าให้ฝาเพลททิ่มลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งจะท าให้เกิดการ
ปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียได ้


  3.3.5 ข้อควรรู้ในการย้อมแกรมคือ 
-  เซลล์ปกติ (vegetative cell) เท่านั้นที่ติดสีแกรมบวกหรือแกรมลบ แต่ถ้าเซลล์เกิดแตก


ขึ้นมาจะติดเฉพาะสีแกรมลบเท่านั้น 
    -  การย้อมแกรมต้องใช้ crystal violet และสารละลายไอโอดีนเสมอ 


-  แบคทีเรียเท่านั้นที่ให้ผลต่างกันในการย้อมสีแกรม แต่จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆจะติดสีย้อมแกรม 
อย่างใดอย่างหนึ่งเท่านั้น เช่น เซลล์ยีสต์จะติดสีแกรมบวก 


    -  การย้อมสีแกรมสามารถเกิดข้อผิดพลาดเปลี่ยนแบคทีเรียแกรมบวกเป็นแกรมลบได้ แต่ไม่
สามารถเปลี่ยนแบคทีเรียแกรมลบไปเป็นแกรมบวกได้ 


-  ซึ่งต่อมาเมื่อย้อมทับด้วย Safranin (สีแดง) ผนังเซลล์ของแบคทีเรียพวกแกรมลบซึ่งเดิม
ไมต่ิดสีจะติดสีแดงในขั้นตอนนี้จึงเห็นความแตกต่างระหว่างแบคทีเรียทั้ง 2 กลุ่มอย่างชัดเจน 
3.3.6 ในกรณีที่อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นอาหารส าเร็จรูปให้อ่านฉลากของสารอาหารนั้นให้ละเอียดก่อน


ลงมือท าปฏิบัติการ 
 


 


 


 







MNL_ 31 
 


บทท่ี 4 
เทคนิคในกำรปฏิบัติงำน  


 


  เทคนิคในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลม มีความหลากหลายมาก ขึ้นอยู่กับว่าผู้ปฏิบัติงาน
ต้องการคัดแยกเชื้อจากอะไร เชื้อที่เริ่มต้นเป็นเชื้อที่ถูกคัดแยกจากสิ่งแวดล้อม จากอาหาร หรือเป็นเชื้อที่ถูกคัดแยก
เรียบร้อยแล้วน ามายืนยันผลอีกครั้งหนึ่ง แต่ในที่นี้จะขอกล่าวถึงเทคนิคการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ที่มีอยู่
ภายในห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์และการสาธารณสุข ซึ่งเป็นเชื้อที่มีอยู่แล้ว แต่ในบางครั้งเกิดการ
ปนเปื้อนจากสิ่งแวดล้อม ท าให้ผู้ปฏิบัติงานจ าเป็นต้องคัดแยกเชื้ออีกครั้งหนี่ง หรือแม้ว่าจะไม่มีการปนเปื้อนเกิดขึ้น 
ผู้ปฏิบัติงานก็ยังต้องยืนยัน ลักษณะสัณฐานวิทยา ความต้องการอาหาร และความสามารถทางชีวเคมีของเชื้อก่อน
การท าปฏิบัติการทุกครั้ง  


4.1 แผนกลยุทธในกำรปฏิบัติงำน 
 กลยุทธในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวมชนิดกลมนั้น จะต้องน าความรู้เกี่ยวกับการย้อมสี  
(strining methods) การแยกเชื้อ (isolation techniques) อาหารเลี้ยงเชื้อ (culture media) วิธีการทางชีวเคมี 
(biochemical test) และรูปร่างลักษณะและคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียแต่ละตัว น ามาใช้ในการศึกษาเพ่ือ
วินิจฉัยแยกเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียในการเรียนปฏิบัติการนั้น มีทั้งหมด 8 ชนิด คือ  


- Staphylococcus aureus 
- Staphylococcus epidermidis 
- Staphylococcus saprophyticus 
- Streptococcus pyogenese 
- Streptococcus agalactiae 
- Streptococcus pneumonia 
- Streptococcus viridance 
- Enterococcus faecalis 


4.2 ขั้นตอนกำรปฏิบัติงำน 
  การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก จะมีขั้นตอนการวิเคราะห์และคัดแยกเชื้อ 4 ขั้นตอนดังนี้  


- ขั้นตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
- ขั้นตอนการคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ 
- ขั้นตอนการสังเกตุลักษณะสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรม (Gram’s staining) 
- ขั้นตอนการทดสอบลักษณะทางชีวเคมี (biochemical characteristics) 
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 4.2.1 ขั้นตอนกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 4.2.1.1 กระบวนกำร 


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


คนให้เข้ากัน แล้วน าไปหลอมละลายด้วยเครื่อง 
microwave น าออกมาคนทุก 2 นาที จนอาหาร


ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 


 
ในกรณีที่เป็นอาหารแข็งแบบ slant 
tube agar  deep tube  agar หรือ 
medium tube agar ใ ช้  pipette 
boy ดูดสารละลายขณะที่ร้อน ลงใน  
screaw tube ขนาดที่เหมาะสมตาม
ปริมาณของอาหาร 


 


ในกรณีที่เป็นอาหารแข็ง ต้อง
เทลงเพลทให้บรรจุ ใส่ขวด 
Duran ฝาฟ้า  


 


น าอาหารบรรจุใส่ภาชนะที่
เหมาะสม 


 


ช่ังอาหารส าเร็จรูปใส่ใน
breaker  ขนาด 1000 
มิลลลิิตร เตมิน้ ากลั่นใน


ปริมาตรที่ก าหนด 


 


น าไปฆ่าเชื้อด้วย
หม้อนึ่งความดันไอ


ที่ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาท ี


 


ในกรณีที่เป็นอาหารแข็ง  ที่ต้องเทลง
เพลท หรือต้องเพิ่มสารอาหารพิเศษ
บางอย่างลงไป  จะต้องปล่อยทิ้งไว้ที่
อุ ณหภู มิ ป ร ะม าณ  60  อ งศ า
เซลเซียส ก่อนเติมสารอาหารหรือยา
ปฏิชีวนะชนิดอื่น 


 


ในกรณีที่เป็นอาหารแข็งแบบ slant 
tube agar ให้น าออกมาเอียงในองศา
ที่ เหมาะสม  ในกรณีที่ เป็น deep 
tube  agar ห รื อ  medium tube 
agar  หรืออาหารเหลวที่บรรจุ ใน
หลอด ปล่อยไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
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4.2.2.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 


ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 


1.  ในห้องปฏิบัติการวิทยาลัยแพทยศาสตร์นั้น จะใช้อาหาร
ส าเร็จรูปเป็นหลักในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อทุกประเภท ใน
การเตรียมจะด าเนินการชั่งอาหารลงใน breaker ขนาด 1000 
มิลลิลิตร เติมน้ าลงไปครึ่งหนึ่งของปริมาตรที่ต้องการ  
 


2.  คนสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันไม่จับกันเป็นก้อน แล้วน าเอาไป
หลอมละลายด้วยเครื่อง microwave น าออกมาคนทุก 2 นาที 
จนอาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วค่อยๆเติมน้ าลงไปจนได้
ปริมาตรที่ต้องการ น าเข้าไมโครเวฟจนอาหารร้อน แล้วน า
ออกมาคนให้เข้ากันอีกครั้งหนึ่ง 
 


3.  


 
 
 
 
 
 
 


ในกรณีที่ เป็นอาหารแข็งแบบ slant tube agar  deep 
tube  agar หรื อ  medium tube agar ใช้  pipette boy ดู ด
สารละลายขณะที่ร้อน ลงใน  screaw tube ขนาดที่เหมาะสม
ตามปริมาณของอาหาร 


ในกรณีที่เป็นอาหารแข็งต้องเทลงเพลท ให้บรรจุใส่ขวด 
Duran ฝาฟ้าขนาดตามความเหมาะสม ซึ่งขึ้นอยู่กับปริมาณที่
เตรียม 


 


4.  การน าอาหารไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส 15 นาที เป็นขั้นตอนการท าให้ปราศจาก
เชื้อ (Sterile technique) อีกวิธีการหนึ่งหลังจากครบเวลาที่
ก าหนดแล้วคัดแยกประเภทอาหารดังนี้ 


ในกรณีที่เป็นอาหารแข็ง  ที่ต้องเทลงเพลท หรือต้องเพ่ิม
สารอาหารพิเศษบางอย่างลงไป  จะต้องปล่อยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส ก่อนเติมสารอาหารหรือยา
ปฏิชีวนะชนิดอ่ืน แล้วค่อยเทลงเพลทที่ปราศจากเชื้อ 


ในกรณีท่ีเป็นอาหารแข็งแบบ slant tube agar ให้น าออกมา
เอียงในองศาที่เหมาะสม   


ช่ังอาหารส าเร็จรูปใส่
ในbreaker  ขนาด 


1000 มิลลิลติร เติม
น้ ากลั่นในปริมาตรที่


ก าหนด 


 


คนให้เข้ากัน แล้วน าไปหลอม
ละลายด้วยเครื่อง microwave 
น าออกมาคนทุก 2 นาท ีจน


อาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 


 


น าอาหารบรรจุใส่ภาชนะที่
เหมาะสม 


 


น าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อ
นึ่งความดันไอท่ี 


121 องศาเซลเซียส 
15 นาท ี
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ในกรณีที่เป็น deep tube  agar หรือ medium tube agar  
หรืออาหารเหลวที่บรรจุในหลอด ปล่อยไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 


 
 


4.2.2 ขั้นตอนกำรคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ Cross streak 


4.2.2.1 กระบวนกำร 
 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น
เขี่ยเช้ือมา 1 โคโลน ี


ลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 1  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น ลาก
เช้ือจากระนาบที่ 2 มาระนาบที่ 3  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ท้ิงไว้ให้เย็น ลาก
เช้ือจากระนาบที่ 1 มาระนาบที่ 2  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น ลาก
เช้ือจากระนาบท่ี 3 มาระนาบท่ี 4  


บ่มที่ตู้บ่มควบคุมอุณหภมูิที่ 37 
องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 


 


ตรวจสอบการปนเปื้อนบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ 
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4.2.2.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 


ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 


1.  ก่อนที่จะท าปฏิบัติการคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ ผู้ปฏิบัติงานต้อง
ตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนก่อนเริ่มท าการ
ปฏิบัติการทุกครั้ง โดยการวางอาหารที่จะน าไปทดสอบใน
ขั้นตอนต่างๆที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หากมี
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนปนเปื้อนอาหารจะเปลี่ยนสี หรือมีโคโลนีของ
เชื้ออ่ืนเกิดขึ้นบนเพลททดลอง 
 


2.  การเผาห่วงเขี่ยเชื้อ เป็นขั้นตอนการท าลายเชื้อ จุลินทรีย์ชนิด
อ่ืนที่ไม่ต้องการบนห่วงเขี่ยเชื้อ หรือเป็นการท าความสะอาด
ห่วงเขี่ยเชื้อโดยวิธีการ Sterile technique หลังจากนั้นใช้ห่วง
เขี่ยเชื้อ เขี่ยเชื้อมา 1 โคโลนี 
 


3.  แตะเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วลากเชื้อสลับเป็นฟันปลา
แบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 1 


4.  เผาห่วงเขี่ยเชื้อจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น (ห้ามน าห่วงเขี่ยเชื้อ
ไปเขี่ยเอาโคโลนีบนเพลทมาซ้ าอีกเด็ดขาด) แล้วลากเชื้อสลับ
เป็นฟันปลาแบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 1 มา
ระนาบที่ 2 
 


5.  เผาห่วงเขี่ยเชื้อจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น (ห้ามน าห่วงเขี่ยเชื้อ
ไปเขี่ยเอาโคโลนีบนเพลทมาซ้ าอีกเด็ดขาด) แล้วลากเชื้อสลับ
เป็นฟันปลาแบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 2 มา
ระนาบที่ 3 
 


6.  เผาห่วงเขี่ยเชื้อจนร้อนแดง ทิ้งไว้ให้เย็น (ห้ามน าห่วงเขี่ยเชื้อ
ไปเขี่ยเอาโคโลนีบนเพลทมาซ้ าอีกเด็ดขาด) แล้วลากเชื้อสลับ
เป็นฟันปลาแบบถี่ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อระนาบที่ 3 มา
ระนาบที่ 4 


ตรวจสอบการ
ปนเปื้อนบนอาหาร


เลี้ยงเช้ือ 


 


เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็นเขี่ยเช้ือมา 1 โคโลน ี


 


ลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเช้ือ
ระนาบที่ 1  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 1 


มาระนาบที่ 2  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 2 


มาระนาบที่ 3  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 3 


มาระนาบที่ 4  
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7.  ขั้นตอนสุดท้าย น าเชื้อไปบ่มที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ โดยปรับ
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ส่วนระยะเวลาปรับเป็น 
infinity (∞) เช็คผลการทดลองที่ 24 ชั่วโมง 
 
 
 


  


4.2.2.3 ขั้นตอนการปฏิบัติงานแสดงเป็นรูปภาพ 


ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอนโดยรูปภาพ 


1.   
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 14 แสดงภาพอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีการปนเปื้อน


เชื้อจุลินทรีย์ 
 


 


 


ภำพที่ 15 แสดงภาพอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปนเปื้อน 
เชื้อจุลินทรีย์ 


 


ตรวจสอบการ
ปนเปื้อนบนอาหาร


เลี้ยงเช้ือ 


 


บ่มที่ตู้บ่มควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส 24 ช่ัวโมง 


 







MNL_ 37 
 


2.   
 


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


ภำพที่ 16 แสดงภาพการเผาห่วงเขี่ยเชื้อ 
 
 


 


 
 


ภำพที่ 17 แสดงภาพวิธีการเขี่ยเชื้อ 
 


3.   
 


 
 
ภำพที่ 18 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ


ระนาบที่ 1  
 


เผาห่วงเขี่ยเชื้อให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็นเขี่ยเชื้อมา 1 โคโลน ี


 


ลากเชื้อบนอาหารเลี้ยงเช้ือ
ระนาบที่ 1  
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4.   
 


 
 


ภำพที่ 19 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อจากระนาบที่ 1 มา
ระนาบที่ 2  


 


5.  
 


 


 
 


ภำพที่ 20 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อจากระนาบที่ 2 มา
ระนาบที่ 3 


 


6.   
 


 
 


ภำพที่ 21 แสดงภาพวิธีการลากเชื้อจากระนาบที่ 3 มา
ระนาบที่ 4 


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 1 


มาระนาบที่ 2  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 2 


มาระนาบที่ 3  


เผาห่วงเขี่ยเช้ือให้ร้อนแดง ทิ้งไว้
ให้เย็น ลากเช้ือจากระนาบที่ 3 


มาระนาบที่ 4  
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7.   
 


 
 
 


ภำพที่ 22 แสดงการตั้งค่าตู้บ่มเพาะเชื้อ (Incubator) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 


 
 


 


 
ภำพที่ 23 แสดงภาพของเชื้อจุลินทรีย์เมื่อบ่มครบ 24 ชั่วโมง 
 


 


 


 


 


 


 


 


บ่มที่ตู้บ่มควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
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4.2.3 ขั้นตอนกำรสังเกตุลักษณะสัณฐำนวิทยำโดยกำรย้อมสีแกรม (Gram’s staining) 


4.2.3.1 กระบวนกำร 


  


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


เตรียมเช้ือลงบนแผ่นสไลด์ และ 
Fixative 


 


ท าความสะอาดสไลด์
ด้วยแอลกอฮอล์ 
ปล่อยไว้ให้แห้ง 


 


หยดสี Safranin 15-20 วินาที ล้างสีด้วยน้ า
แล้วปล่อยให้แห้ง 


หยดสี Crystal violet ตั้งทิ้งไว ้
1 นาท ีแล้วล้างออกด้วยน้ า 


 


หยดสี Gram iodine ตั้งท้ิงไว ้
1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 


 


ล้างสีด้วย 95% alcohol แล้วล้าง
ออกด้วยน้ า 


สังเกตุผลการทดลอง 
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4.2.3.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 


ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 


1.  เป็นขั้นตอนการท าความสะอาดสไลด์ เป็นเทคนิคเพ่ือช่วยให้
เชื้อกระจายตัวได้ดีบนแผ่นสไลด์ ไม่กระจุกกันเป็นกลุ่มก้อน 


2.  หยดน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 1 หยด บน glass slide โดยใช้ loop 
เขี่ยเชื้อจากจานเพาะเชื้อลงไปละลายแล้วเกลี่ยให้เป็นวงกว้างๆ 
บางๆ ประมาณ 1 เหรียญบาทเล็ก รอให้ slide แห้ง แล้ว Fix 
slide ด้วยไฟไปมา 3 ครั้ง  


3.  หยดสีคริสทัลไวโอเลตลงบนแผ่นสไลด์ โดยให้ท่วมรอย 
smear 


4.  เป็นขั้นตอนการตรึงสีคริสทัลไวโอเลตด้วย Mordanting agent 
ได้แก่ Gram’s lodine จะเกิดเป็นสารประกอบ complex ที่
เรียกว่า Crystal Violet lodine complex ติดกับผนังเซลล์ของ
แบคทีเรีย 


5.  เป็นขั้นตอนล้างสี crystal Iodine complex ออกจากผนัง
เซลล์ แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีม่วงของคริสทัลไวโอเลตได้ 
เพราะในผนังเซลล์มีเปบทิโดไกลแคนมาก จะช่วยให้แบคทีเรีย
แกรมบวก มีความสามารถที่จะทนต่อ decolorizer อีกทั้งยังท า
ให้ pore size ใน peptidoglycan มีขนาดลดลงด้วย จึงท าให้
แบคทีเรียแกรมบวก ยังคงรักษา Crystal lodine complex 
ท าให้ย้อมแกรมแล้วติดสีม่วง 


เตรียมเช้ือลงบนแผ่นสไลด์ 
และFixative 


ท าความสะอาดสไลด์
ด้วยแอลกอฮอล์ 
ปล่อยไว้ให้แห้ง 


 


หยดสี Crystal violet ตั้งทิ้งไว ้
1 นาท ีแล้วล้างออกด้วยน้ า 


 


หยดสี Gram iodine ตั้งท้ิงไว ้
1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า 


 


ล้างสีด้วย 95% alcohol แล้ว
ล้างออกด้วยน้ า 



http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
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6.  แบคทีเรียแกรมลบ จะติดสีแดงของซาฟรานินหรือฟุกชีน 
(Sarfanin) เพราะในผนังเซลล์มีเปบทิโดไกลแคนน้อย หลังจาก
การล้างสี  (Decolorization) ด้วย decolorizer agent เช่น 
95% alcohol คริสทัลไวโอเลตจะถูกชะล้างออกได้โดยง่าย 
เนื่องจากยังคงมี pore size ขนาดใหญ่กว่าในแบคทีเรียแกรม
บวก ท าให้ผนังเซลล์ติดสีแดงของน้ ายาซาฟรานีน ในขั้นตอนนี้
สามารถซับด้วยกระดาษทิชชูได้ แต่ห้ามเช็ดถูไปมาบนแผ่น
สไลด์เด็ดขาดเพราะจะท าให้เชื้อที่ย้อมหลุดออกมา 


7.  น าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 100x  ตรวจดู
ลักษณะการติดสีแกรม รูปร่าง การเรียงตัวของแบคทีเรีย ใน
กรณีท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีน้ าเงิน 
 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


หยดสี Safranin 30 วินาที 
ล้างสีด้วยน้ าแล้วปล่อยให้แห้ง 


สังเกตุผลการ
ทดลอง 


 



http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
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4.2.4 ขั้นตอนการทดสอบลักษณะทางชีวเคมี (biochemical characteristics) 
4.2.4.1 กระบวนกำร 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


 


Positive cocci 


Catalase test 


Positive  Negative 


Coagulase test Colony on blood agar 


Positive  Negative ß - hemolysis  - hemolysis 


Susceptible 


Bacitracin 


S.pnuemonia 


 


Gram stain 


 


Resistant 


Susceptible Resistant 


Bile esculin 


Positive Negative 


6.5% Nacl 


Positive Negative 


S. viridans 


Enterococcus sp. 


 


S. pyogenase 


S. aureus Bacitracin 


Resistant Susceptible 


Micrococcus 


6.5% Nacl 


Novobiocin 


Susceptible Resistant 


S.sarprophyticus 


S.epidermidis 


Camp test 


Positive Negative 


S.agalactiae 


 - hemolysis 


Optochin 
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4.2.4.2 ขั้นตอนการปฏิบัติงาน 


ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอน 


1.  ก่อนที่จะน าเชื้อมาทดสอบวิธีการทางชีวเคมีตามกระบวนการ 
ต้องน าเชื้อไปท าการย้อมสีแกรมเสียก่อน และเชื้อที่จะน ามา
วิเคราะห์ ต้องเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม ที่ติดสี
ม่วงของคริสทัลไวโอเลต 
 


2.  น าเชื้อที่อยู่บนเพลทอาหาร Blood agar มาทดสอบ Catalase 
โดยหยดน้ ายา 3%H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ สังเกตุการเกิดฟอง
ในน้ ายา ซึ่งขั้นตอนนี้จะเป็นขั้นตอนส าคัญในการคัดแยกเชื้อ
ในกลุ่ม Staphylococcus sp.และ Streptococcus sp. ออก
จากกัน 
 


3.  หลังจากหยดน้ ายา 3%H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ แล้วเกิดฟองขึ้น 
แสดงว่าเชื้อที่ทดสอบนี้จัดอยู่ในกลุ่ม Staphylococcus sp. ให้
น ามาทดสอบ coagulase โดยการน าเชื้อจุลินทรีย์ใส่ในพลาสมา 
ที่บรรจุในหลอดแก้วปริมาณ 1 มิลลิลิตร บ่มที่ตู้บ่มควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส อ่านผลที่ 4 ชั่วโมง 8 ชั่วโมง และ 
24 ชั่วโมง ถ้าพลาสมาแข็งตัวในช่วงระยะเวลาใดเวลาหนึ่งให้อ่าน
ผลเป็น Positive แสดงว่าเชื้อนั้นเป็นเชื้อ Staphylococcus 
aureus หากพลาสมาไม่แข็งตัวให้ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
 


4.  หลังจากทดสอบพลาสมา อ่านผลจนครบทุกระยะเวลา ผลปรากฎ
ว่าพลาสมาไม่แข็งตัว ให้อ่านผลเป็น Negative แล้วน าไปทดสอบ
ความไวต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin หากเชื้อจุลินทรีย์เกิดเคลียร์
โซนใสรอบดิสย์ยา Bacitracin ให้อ่านผลเป็น Susceptible นั่นคือ
เชื้อไม่สามารถทนต่อยา Bacitracin ได้ แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์ดัง
กล่าวคือเชื้อ Micrococcus sp.  
 


Gram stain 


 


Catalase test 


Coagulase 


Bacitracin 


6.5% Nacl 
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5.  เมื่อน าเชื้อดังกล่าวไปทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin 
ผลปรากฏว่าไม่พบเคลียร์โซนรอบดิสย์ยา ให้อ่านผลเป็น 
Resistant นั้ น คื อ เชื้ อส ามารถทนทานต่ อยาปฏิ ชี ว นะ 
Bacitracin ได้ ให้ท าการทดสอบยาปฏิชีวนะ Novobiocin 
ต่อไป หากพบว่าเชื้อยังสามารถทนทานต่อยาปฏิชีวนะ 
Novobiocin ได้ ให้อ่านผลเป็น Resistant แสดงว่าเชื้อนั้นคือ 
Staphylococcus sarprophyticus และหากเชื้อจุลินทรีย์
เกิดเคลียร์ โซนใสรอบดิสย์ยา Novobiocin ให้ อ่านผลเป็น 
Susceptible นั่นคือเชื้อไม่สามารถทนต่อยา Novobiocin ได้ 
แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์ดั งกล่าวคือเชื้ อ  Staphylococcus 
epidermidis 
 


6.  หลังจากหยดน้ ายา 3%H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ แล้วไม่เกิดฟอง
ขึ้น แสดงว่าเชื้อที่ทดสอบนี้จัดอยู่ในกลุ่ม Streptococcus sp. 
ให้สังเกตการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเชื้อจุลินทรีย์ว่าเป็นแบบ 
ß - hemolysis 
 - hemolysis หรือ  - hemolysis หากสังเกตุเรียบร้อยให้
ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
 


7.  หากสังเกตุพบว่า การย่อยสลายของเชื้อจุลินทรีย์เป็นแบบ  - 
hemolysis คือเชื้อจุลินทรีย์ไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ 
ให้น าเชื้อมาทดสอบบนอาหาร Bile esculin slant และ 6.5%NaCl2 
หากพบว่า Bile esculin slant เปลี่ยนเป็นสีด า และ 6.5%NaCl2
เปลี่ยนเป็นสีเหลือง ให้อ่านผลเป็น Positive  แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์
ดังกล่าวคือเชื้อ Enterococcus sp. แต่ถ้าหากพบว่า Bile esculin 
slant และ 6.5% NaCl2 ไม่เปลี่ยนแปลง ให้อ่านผลเป็น Negative 
แสดงว่าเชื้อจุลินทรีย์ดังกล่าวคือเชื้อ Streptococcus viridances  
 


Novobiocin 


Colony on 
blood agar 


Bile esculin 
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8.  หากสังเกตุพบว่า การย่อยสลายของเชื้อจุลินทรีย์เป็นแบบ  - 
hemolysis คือเชื้อจุลินทรีย์สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้
บางส่วน ให้น าเชื้อไปทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ Optochin 
หากพบว่าเชื้อจุลินทรีย์เกิดเคลียร์โซนใสรอบดิสย์ยา Optochin 
ให้อ่านผลเป็น Susceptible นั่นคือเชื้อไม่สามารถทนต่อยา 
Optochin ได้  แสดงว่ า เชื้ อ จุ ลิ นทรี ย์ ดั งกล่ า วคื อ เชื้ อ 
Streptococcus pnuemoniae หากพบว่าเชื้อยังสามารถ
ทนทานต่อยาปฏิชี วนะ Optochin ได้  ให้ อ่ านผลเป็ น 
Resistant แสดงว่าเชื้อดังกล่าวอาจจะเป็น Enterococcus sp. 
หรือ Streptococcus viridances ก็ได้ ให้น าไปทดสอบด้วย Bile 
esculin slant และ 6.5% NaCl2 และอ่านผลต่อไป 
 


9.  หากสังเกตุพบว่า การย่อยสลายของเชื้อจุลินทรีย์เป็นแบบ ß - 
hemolysis คือเชื้อจุลินทรีย์สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้
สมบูรณ์ ให้น าเชื้อไปทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin 
หากพบว่าเชื้อจุลินทรีย์เกิดเคลียร์โซนใสรอบดิสย์ยา Bacitracin 
ให้อ่านผลเป็น Susceptible นั่นคือเชื้อไม่สามารถทนต่อยา 
Bacitracin ได้  แสดงว่ า เชื้ อจุ ลิ นทรี ย์ ดั งกล่ า วคื อ เชื้ อ 
Streptococcus pyogenase หากพบว่าเชื้อยั งสามารถ
ทนทานต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin ได้ ให้ท าการทดสอบใน
ขั้นตอนต่อไป 
 


10.  หากสังเกตุพบว่าเชื้อยังสามารถทนทานต่อยาปฏิชีวนะ 
Bacitracin ได้ ให้ท าการทดสอบ Camp test หากพบ ว่าเกิด
เคลียร์โซนเป็นรูปลูกศรให้อ่านผลเป็น Positive แสดงว่าเชื้อนั้น
คื อ  Streptococcus agalactiae ห า ก ไ ม่ พ บ ก า ร
เปลี่ยนแปลงให้อ่านผลเป็น Negative แสดงว่าเชื้อดังกล่าว
อ า จ จ ะ เ ป็ น  Enterococcus sp. ห รื อ  Streptococcus 
viridances ก็ได้ ให้น าไปทดสอบด้วย Bile esculin slant และ 
6.5% NaCl2 และอ่านผลต่อไป 
 


 


 


 


Optochin 


Bacitracin 


Camp test 
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4.2.4.3 ขั้นตอนการปฏิบัติงานแสดงเป็นรูปภาพ 


ขั้นตอน กระบวนการ อธิบายขั้นตอนโดยรูปภาพ 


1.    


 
 


ภำพที่ 24 แสดงลักษณะของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่าง
กลมท่ีถูกย้อมด้วยวิธี Gram stain 


 


2.   


 
 


ภำพที่ 25 แสดงการเกิดปฏิกิยาในการทดสอบ Catalase 
test ด้วย H2O2  
 


3.   


 
 
 


ภำพที่ 26 แสดงการเกิดปฏิกิยาในการทดสอบ 
Coagulase test  


Gram stain 


 


Catalase test 


Coagulase 
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4.   


 
 


ภำพที่ 27 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Bacitracin  


 


  
 


ภำพที่ 28 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อยา
ปฏิชีวนะ Bacitracin  


 


5.   


 


ภำพที่ 29 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Novobiocin  


 
 


Bacitracin 


Novobiocin 
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ภำพที่ 30 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อยา
ปฏิชีวนะ Novobiocin  


 


6.   


 
 


ภำพที่ 31 แสดงผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ ß - 
hemolysis 


 
 


 
 


ภำพที่ 32 แสดงผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ  
 - hemolysis  


  


Colony on 
blood agar 
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ภำพที่ 33 แสดงผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ  
 - hemolysis 


 


7.  


 
 
 
 


 


 


 
 


ภำพที่ 34 แสดงผลการทดสอบ Bile esculin  
 


 
 


ภำพที่ 35 แสดงผลการทดสอบ 6.5% NaCl2 
 


Bile esculin 


6.5% Nacl 
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8.   


 
 


ภำพที่ 36 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Optochin 


 


 
 


ภำพที่ 37 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อยา
ปฏิชีวนะ Optochin 


 


9.   


 
 


ภำพที่ 38 แสดงผลการ Susceptible ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อ
ยาปฏิชีวนะ Bacitracin  


  
 


 


Optochin 


Bacitracin 
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ภำพที่ 39 แสดงผลการ Resistant ของเชื้อจุลินทรีย์ ต่อยา
ปฏิชีวนะ Bacitracin  


 


10.   


 
 


ภำพที่ 40 แสดงผลการเกิดปฏิกิริยาการทดสอบ Camp test 
ของเชื้อจุลินทรีย์  


 


 


 


 


 


 


 


 


 


Camp test 
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ตัวอย่างการวิเคราะห์แบคทีเรียแกรมบวก โดยการเปรียบเทียบจากแผนภาพขบวนการวิเคราะห์เชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวก (Gram Positive) สามารถวิเคราะห์และลงผลการทดสอบ ลงในแบบประเมินผลการ
ทดลอง ดังนี้ 


รำยงำนผลปฏิบัติกำรเรื่อ 
Pathogenic bacteriology gram positive 


(กำรพิสูจน์เชื้อกลุ่มแกรมบวก, aerobic bacteria) 
Unknown…………………. 
1. ศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมจาก Blood agar 
    ให้วาดภาพที่เห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (100x) และบันทึกผลจากการย้อมแกรม 
 


 
 
 
 
 
 
 
รูปร่างเซลล์         
ลักษณะการจัดเรียงตัว     
การติดสี       
ผลกำรทสอบชีวเคมี 
Catalase test     Coagulase test      
CAMP test      
Bacitracin                     Optocin              Novobiocin      
Bile esculin      
6.5% NaCl or SF broth    
เชื้อ Unknown     คือ.      
 
ยกตัวอย่ำง เช่น  
  นักศึกษา กอไก่ ได้รับตัวอย่างเชื้อ 2 ตัวอย่าง ชื่อว่า Unknown 1 และ Unknown 2  (ให้ผู้ท า
ปฏิบัติการอ้างอิง แผนภาพแสดงขั้นตอนการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Gram Positive) ให้ลงผล
ปฏิบัติการ ดังนี้ 
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Unknown………1…………. 
1. ศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมจาก Blood agar 
ให้วาดภาพที่เห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (100x) และบันทึกผลจากการย้อมแกรม 
  (เม่ือย้อมแกรม ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100x เห็นดังนี้) 
       


 
 


  รูปร่างเซลล์...cocci…     
  ลักษณะการจัดเรียงตัว … cluster…    
  การติดสี ....ติดสีม่วง ( Gram Positive cocci in cluster)....... 
ผลกำรทดสอบชีวเคมี 
 Catalase  test…Positive…(หลังจากทดสอบ Catalase test แล้ว เกิดฟองฟู่ให้ลงผล Catalase Positive 
นั่นหมายถึงว่าเชื้อชนิดดังกล่าว ต้องท าการทดสอบ coagulase test ในขั้นตอนต่อไป) 
 Coagulase test…Positive … ( หลังการทดสอบ coagulase test พบว่า พลาสมาจับตัวกันเป็นก้อน ให้ลงผล 
Coagulase test  Positive )  เมื่อสังเกตุ แผนภาพแสดงขั้นตอนการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Gram Positive) 
จะพบว่า สามารถวิเคราะห์เชื้อนี้ได้เป็นเชื้อจุลินทรีย์ชนิด Staphylococcus aureus สามารถสรุปผลได้เลยใน
ช่องสรุป 
  Hemolysis  -    
  CAMP test  -    
  Bacitracin  -    
  Optocin  -    
  Novobiocin  -    
  Bile esculin  -    
  6.5% NaCl or SF broth  -    
  เชื้อ Unknown…………1……………..คือ......... Staphylococcus aureus  ................ 
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Unknown………2…………. 
1. ศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมจาก Blood agar 
 ให้วาดภาพที่เห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (100x) และบันทึกผลจากการย้อมแกรม 
  (เม่ือย้อมแกรม ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100x เห็นดังนี้) 
       


 
 


รูปร่างเซลล์ cocci ลักษณะการจัดเรียงตัว chain การติดสี ติดสีม่วง ( Gram Positive cocci in chain)....... 
ผลกำรทดสอบชีวเคมี 
  Catalase test Negative (หลังจากทดสอบ Catalase test แล้ว ไม่เกิดฟองฟู่ให้ลงผล Catalase 
Negative นั่นหมายถึง เชื้อชนิดดังกล่าวอยู่ในกลุ่ม Streptococci ไม่ต้องท าการทดสอบ coagulase test 
แต่จะต้องสังเกตุการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงในขั้นตอนต่อไป) 
  Coagulase test -   
  Hemolysis.......Beta hemolysis (เมื่อสังเกตุการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงพบว่าสามารถย่อยสลาย
ได้อย่างสมบูรณ์ ) ในขั้นตอนต่อไปให้ทดสอบการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ Bacitracin  
  Bacitracin……Resistant     (เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าเชื้อดื้อต่อยา Bacitracin ให้ลงผลเป็น 
Resistant) ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปให้ทดสอบ CAMP Test  
  CAMP test……Negative…(เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าไม่เกิด CAMP factor ดังนั้นเชื้อนี้ต้อง
ไม่ใช่ s.agalactiae …ให้ลงผลเป็น CAMP test Negative ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปต้องท าการทดลองใน Bile 
esculin กับ 6.5% NaCl or SF broth )     
  Optocin  -    
  Novobiocin  -    
  Bile esculin….…Positive ..…(เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าอาหารเปลี่ยนเป็นสีด า แสดงว่าเชื้อเป็น Positive) 
  6.5% NaCl or SF broth…Positive… (เมื่อสังเกตุการทดลองพบว่าอาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง 
แสดงว่าเชื้อเป็น Positive ) 
  เชื้อ Unknown…………2……………..คือ......... Enterococci sp.  ................ 
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4.3 วิธีกำรให้บริกำรกับผู้รับบริกำรที่มีกำรพึงพอใจ 
การบริการ คือ การให้ความช่วยเหลือหรือการด าเนินการเพ่ือประโยชน์ของผู้อ่ืน  การบริการที่ดี


ผู้รับบริการจะได้รับความประทับใจและเกิดความชื่นชมองค์กร อันเป็นการสร้างภาพลักษณ์ที่ดีแก่องค์กร
เบื้องหลังความส าเร็จของทุกงาน มักจะมีงานบริการเป็นเครื่องมือในการสนับสนุน ไม่ว่าจะเป็นงาน
ประชาสัมพันธ์ งานบริการวิชาการต่างๆ ตลอดทั้งความร่วมมือร่วมแรงร่วมใจจากเจ้าหน้าที่ทุกระดับ  ซึ่ง
จะต้องช่วยกันขับเคลื่อนพัฒนางานบริการให้มีคุณภาพและมีประสิทธิภาพ จนเกิดเป็นการบริการ โดยงาน
ห้องปฏิบัติการมีหลักในการบริการดังนี้ 


1. มีความเต็มใจในการให้บริการ 
2. มีอารมณ์ท่ีมั่นคง มีความกระตือรือร้นที่จะให้บริการ 
3. ตอบค าถาม ให้ค าแนะน ากับผู้รับบริการได้อย่างถูกต้อง 
4. เตรียมวัสดุอุปกรณ์ ให้พร้อมเสมอส าหรับการให้บริการ 
จะเห็นว่าเป้าหมายของการให้บริการนั้นคือ การสร้างความพึงพอใจแก่ผู้ใช้บริการ ดังนั้นการที่จะวัด


การให้บริการว่าจะบรรลุเป้าหมายหรือไม่นั้นมีอีกวิธีหนึ่ง คือ การวัดความพึงพอใจของผู้รับบริการ เพราะการวัด
ความพึงพอใจนี้ เป็นการตอบค าถามว่าหน่วยงานมีหน้าที่ให้บริการ มีความสามารถสนองตอบต่อความต้องการ
ได้หรือไม่ เพียงใด อย่างไร โดยใช้แบบประเมินความพึงพอใจ ซึ่งในปี 2558 งานห้องปฏิบัติการได้รับความพึง
พอใจอยู่ที่ร้อยละ 89.98 ปี 2559 อยู่ที่ร้อยละ 83.50 และปี 2560 อยู่ที่ร้อยละ 95.75 


 


4.4 วิธีกำรติดตำมและประเมินผลกำรปฏิบัติงำน 
เป้าหมายของงานการเรียนการสอนคือ การผลิตบัณฑิตวิทยาศาสตร์สุขภาพให้เป็นผู้ที่เปี่ยมไปด้วย


ความรู้ด้านวิชาการ ฝึกฝนทักษะการปฏิบัติงานจากการใช้ปัญหาเป็นพ้ืนฐาน เพ่ือการพัฒนาตนเองในการ
ตัดสินใจ สามารถแก้ไขปัญหาในการปฏิบัติงานจริง โดยมุ่งเน้นการพัฒนาการเรียนการสอนที่มีประสิทธิภาพ
เป็นหลักโดยจะใช้วิธีการติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงานดังนี้ 


 


เป้ำประสงค์ กลยุทธ ์ ดัชนีย์ควำมส ำเร็จ เป้ำหมำย โครงกำร 


จัดหาทรัพยากร
และสิ่งสนับสนุน 
การเรยีนรู ้


ห้องปฏิบัติการ 
 


1. ระดับความพึงพอใจการใช้
ห้องปฏิบัติการ จากผู้ใช้บริการ 


ระดับด ี แบบประเมินความพึงพอใจ
งานห้องปฏิบัติการ 


2. มีวัสดุ อุปกรณห์้องปฏิบัติการที่
เพียงพอ กับความต้องการ และการ
เรียน การสอน 


ตลอดปี
การศึกษา 


โครงการให้บริการสนับสนุน
การเรยีนการสอน
ห้องปฏิบัติการ 


3. มีสื่อการเรียนการสอน เช่นครุภัณฑ์ 
หรือเครื่องมือในห้องปฏิบัติการเป็นไป
ตามเกณฑ์ และสอดคล้องกับ
วัตถุประสงค์ของรายวิชา 


70% โครงการจดัหาครุภณัฑ์ 
ประจ าปีงบประมาณ 
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4.5 แนวปฏิบัติที่ดีในกำรปฏิบัติงำน 
   ผู้ท าปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาจะต้องเข้าใจถึงหลักการ หลักปฏิบัติทางจุลชีววิทยา ตลอดจน
กฎระเบียบขั้นพ้ืนฐาน และต้องปฏิบัติตามอย่างเคร่งครัด โดยหลักใหญ่ๆที่ต้องตระหนักอยู่ตลอดเวลา ได้แก่  


1) ป้องกันไม่ให้มีการปนเปื้อนของจุลินทรีย์จากภายนอกลงใน หลอด หรือจานเพาะเชื้อ ฯลฯ 
2) ป้องกันไม่ให้จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง ปนเปื้อน หรือแพร่กระจายไปสู่สภาวะแวดล้อม ไม่ว่า


จุลินทรีย์นั้น จะเป็นเชื้อก่อโรคหรือไม่  
3) การปฏิบัติงานทางจุลชีววิทยา ผู้ปฏิบัติการต้องเรียนรู้และฝึกเทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic 


technique) จนสามารถปฏิบัติได้คล่อง  
4) การปฏิบัติงานกับเชื้อจุลินทรีย์ ต้องท าในตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety cabinet) เท่านั้น 
5) ห้ามรับประทานอาหาร ดื่มน้ า หรือสูบบุหรี่ในระหว่างท างานที่เกี่ยวข้องกับจุลินทรีย์ หรืออยู่ใน


ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา  
6) ต้องสวมเสื้อปฏิบัติการทุกครั้งเมื่อปฏิบัติงานการเชื้อจุลินทรีย์ 
7) กรณีที่มีเชื้อจุลินทรีย์หก หรือตกหล่นบริเวณใด ต้องรีบท าความสะอาดโดยเช็ดน้ ายาฆ่าเชื้อทันที 


เพ่ือป้องกันการแพร่กระจายของจุลินทรีย์ 
8) เมื่อเสร็จสิ้นการทดลองแล้ว ต้องท าความสะอาดภาชนะที่มีเชื้อค้างอยู่ ให้เร็วที่สุดเท่าที่จะเป็นไป


ได ้โดยน าเข้าหม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave)  
9) เก็บขยะหรือสิ่งที่ต้องการทิ้งและที่ใช้แล้วกับจุลินทรีย์ในภาชนะ หรือบริเวณท่ีก าหนด เพ่ือการ


จัดการ ตามขั้นตอนที่ถูกต้องขั้นตอนที่ถูกต้องต่อไป เช่น การนึ่งฆ่าเชื้อสารอาหารที่ใช้แล้วหรือมีเชื้อเจริญอยู่ 
หรือการแช่เครื่องแก้วในน้ ายาเคมีก่อนล้างท าความสะอาดปกติจานเพาะเชื้อ 


10) ต้องมีฝาครอบ หลอดหรือขวดเชื้อ ต้องมีจุกอุดตลอดเวลา ถึงแม้ว่าการทดลองจะสิ้นสุดแล้ว 
11) ต้องไม่วางหลอดเชื้อ หรือขวดเชื้อที่เจริญในอาหารเหลว ในลักษณะเอียง ซึ่งอาจท าให้จุกส าลีดูด


ซับอาหารและเชื้อ จนเป็นเหตุให้จุลินทรีย์ ทั้งที่อยู่ภายในและภายนอกหลอด สามารถเจริญบนจุกส าลีนั้นได ้ 
12) ขยะหรือสิ่งที่ต้องการทิ้งและที่ใช้แล้วกับจุลินทรีย์ในภาชนะ/บริเวณที่ก าหนด เพ่ือการจัดการตาม


ขั้นตอนที่ถูกต้องขั้นตอนที่ถูกต้องต่อไป เช่น การนึ่งฆ่าเชื้อสารอาหารที่ใช้แล้วหรือมีเชื้อเจริญอยู่ หรือการแช่
เครื่องแก้วในน้ ายาเคมีก่อนล้างท าความสะอาดปกติ 


13) ต้องล้างมือก่อนและหลังท างานกับเชื้อจุลินทรีย์ทุกครั้ง 
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4.6 จรรยำบรรณ คุณธรรม จริยธรรมในกำรปฏิบัติงำน 
จรรยำบรรณต่อตนเอง  


1) พึงประพฤติตนตามแนวเศรษฐกิจพอเพียง  
2) พึงเป็นผู้มีศีลธรรมอันดี และประพฤติตนให้เหมาะสมกับการปฏิบัติหน้าที่ราชการ  
3) พึงประพฤติตนถูกต้องตามท านองครองธรรม วางตนเป็นแบบอย่างที่ดี 
4) พึงไม่กล่าวอ้างหรือใช้สัญลักษณ์หรือชื่อของมหาวิทยาลัย หรือหน่วยงานในสังกัด 
5) มหาวิทยาลัย ในทางท่ีท าให้เสื่อมเสียชื่อเสียง 
6) พึงใช้วิชาชีพในการปฏิบัติหน้าที่ด้วยความซื่อสัตย์สุจริต และไม่แสวงหาประโยชน์โดยมิชอบ  
7) พึงมทีัศนคติที่ดีและพัฒนาตนเองให้มีคุณธรรม จริยธรรม รวมทั้งเพ่ิมพูนความรู้ ความสามารถ 


และทักษะในการท างาน จรรยาบรรณต่อการปฏิบัติงาน และหน่วยงาน 
8) พึงปฏิบัติงานด้วยความซื่อสัตย์ สุจริต และไม่แสวงหาประโยชน์โดยมิชอบ 
9) พึงมีเจตคติท่ีดี และพัฒนาตนเองให้มีคุณธรรม จริยธรรม รวมทั้งเพ่ิมพูนความรู้  
10) ความสามารถ ทักษะในการท างาน 
11) พึงปฏิบัติหน้าที่ราชการด้วยความสุจริต เสมอภาค ปราศจากอคติ  
12) พึงปฏิบัติหน้าที่ราชการอย่างเต็มก าลังความสามารถ รอบคอบ รวดเร็ว ขยันหมั่นเพียร ถูกต้อง 


สมเหตุสมผล 
13) พึงประพฤติตนเป็นผู้ตรงต่อเวลา และใช้เวลาราชการปฏิบัติหน้าที่ให้เป็นประโยชน์  ต่อทาง 


ราชการอย่างเต็มที ่
14) พึงดูแลรักษา และใช้ทรัพย์สินของทางราชการอย่างประหยัด และคุ้มค่า  จรรยาบรรณต่อ


นักศึกษา และผู้รับบริการ 
15) พึงให้บริการผู้มาติดต่องานอย่างเต็มก าลังความสามารถ ด้วยความเสมอภาค โปร่งใส และเป็น


ธรรม และใช้ภาษาที่สุภาพเหมาะสม 
16) พึงไม่เรียกรับ หรือยอมจะรับทรัพย์สิน หรือประโยชน์อ่ืนใดจากนักศึกษา หรือผู้รับบริการพึงไม่


สอนหรืออบรมนักศึกษา ผู้รับบริการ เพ่ือให้กระท าการที่รู้อยู่ว่าผิดกฎหมาย หรือฝ่าฝืนศีลธรรมอันดีของ
ประชาชน 


17) พึงไม่เปิดเผยความลับของนักศึกษา หรือผู้รับบริการ ที่ได้มาจากการปฏิบัติหน้าที่ หรือจากความ 
ไว้วางใจ 


18) พึงไม่ล่วงละเมิดทางเพศ หรือมีความสัมพันธ์ทางเพศกับนักศึกษาซึ่งไม่ใช่คู่สมรสของตน  
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จรรยำบรรณต่อผู้บังคับบัญชำ ผู้ใต้บังคับบัญชำและผู้ร่วมงำน 
1) ผู้บังคับบัญชาพึงดูแลเอาใจใส่ ผู้ใต้บังคับบัญชาทั้งในด้านการปฏิบัติงาน ขวัญก าลังใจ สวัสดิการ 


และยอมรับฟังความคิดเห็นของผู้ใต้บังคับบัญชา ปกครองผู้ใต้บังคับบัญชาตามหลักธรรมาภิบาล  
2) พึงปฏิบัติต่อผู้บังคับบัญชา ผู้ร่วมงาน ตลอดจนผู้เกี่ยวข้องด้วยความสุภาพ มีน้ าใจไมตรี เอ้ืออาทร 


และมนุษยสัมพันธ์อันดี 
3) พึงมีความรับผิดชอบในการปฏิบัติงาน การให้ความร่วมมือช่วยเหลือกลุ่มงานของตน และ


ส่วนรวม พึงช่วยเหลือเกื้อกูลกันในทางที่ชอบ รวมทั้งส่งเสริม และสนับสนุนให้เกิดความสามัคคี ร่วมแรงร่วมใจ
ในบรรดาผู้รว่มงาน  


4) พึงละเว้นจากการน าผลงานของผู้อ่ืนมาเป็นของตน และต้องไม่คัดลอกหรือลอกเลียนผลงาน
ทางวิชาการของผู้อื่นโดยมิชอบ 


5) พึงเคารพเสรีภาพในการแสดงความคิดเห็น ยกย่อง ให้เกียรติในศักดิ์ศรีของเพ่ือนร่วมงาน 
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บทท่ี 5 


ปัญหำ อุปสรรค แนวทำงแก้ไข และพัฒนำงำน 
 


5.1 ปัญหำ อุปสรรคในกำรปฏิบัติงำน 


  ในการทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของเชื้อแกรมบวกในกลุ่ม streptococci นั้น พบว่าเชื้อ
ดังกล่าวย่อยสลายได้ไม่ดีในเลือดมนุษย์ แต่ย่อยสลายได้ดีในเลือดแกะ ซึ่งการจัดซื้อจัดหาเลือดสัตว์ทดลองนั้น 
หาซื้อได้ยากและไม่สะดวก เนื่องจากการจัดซื้อต้องซื้อและใช้ในระยะเวลาที่ก าหนด แต่ปัญหาคือกว่าจะผ่าน
ระบบการจัดซื้อจัดจ้างของมหาวิทยาลัย และกว่าผู้จ าหน่ายจะจัดหาเลือดสัตว์ทดลองมาให้นั้น ใช้ระยะเวลา
ยาวนาน มีระยะเวลาที่ไม่แน่นอน ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องใช้เลือดมนุษย์ทดแทน ซึ่งสามารถขอความอนุเคราะห์ได้ที่
หน่วยบริการโลหิตแห่งชาติที่ 7 
 


5.2 แนวทำงแก้ไขและพัฒนำงำน 


 การที่จะหาเลือดมาทดแทนเลือดมนุษย์นั้นเป็นไปได้ยาก ดังนั้นหากจ าเป็นต้องดูการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงสามารถเพ่ิมระยะเวลาการบ่มเชื้อแบคทีเรียจาก 24 ชั่วโมงเป็น 48 ชั่วโมง จะท าให้การย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงชัดเจนยิ่งขึ้น 


 


5.3 ข้อเสนอแนะ 


  5.3.1 ในการทดลองภายในห้องปฏิบัติการต้องระลึกอยู่เสมอว่า ห้องปฏิบัติการทดลองเป็นสถานที่
ท างาน ต้องท าการทดลองด้วยความตั้งใจอย่างจริงจัง 
  5.3.2 ต้องรักษาระเบียบบนโต๊ะปฏิบัติการ เพราะการทดลองจะผิดพลาดได้ง่ายถ้าบนโต๊ะ ปฏิบัติการไม่
มีระเบียบ เช่น อาจหยิบหลอดทดลองผิด นอกจากนี้การรักษาระเบียบบนโต๊ะปฏิบัติการ ยังสามารถช่วยลด
อุบัติเหตุ และยังเป็นการช่วยประหยัดเวลาในการค้นหาสิ่งของที่ต้องการอีกด้วย 
  5.3.3 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลองเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียต้องท าการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอทุกครั้ง
ก่อนที่จะทิ้งหรือล้างท าความสะอาด แล้วต้องล้างให้สะอาดเก็บเข้าตู้เมื่อไม่ต้องการใช้ทดลองอีก  
  5.3.4 ในการท าการทดลองที่เกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียต้องป้องกันตนเองโดย การสวมเสื้อกาวน์ ใส่ถุงมือ 
และเก็บผมให้เรียบร้อยทุกครั้งก่อนการปฏิบัติการ และพยายามท าในตู้ปลอดเชื้อ ซึ่งสามารถป้องกันอันตราย
ได้อีกระดับหนึ่ง 
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