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ปัญหาและที่มา 
       Streptococcus pneumoniae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม มีขนาดเล็ก มักพบอยู่เป็นคู่ (Diplococci) เจริญได้ทั้งใน
สภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobe) ค่อนข้างเจริญเติบโตยาก ต้องการสารอาหารและสภาวะเพิ่มเติมในการเจริญ 
(Fastidious bacteria) ปัจจบุนัมีมากกว่า 90 สายพนัธุ์ (1)  เป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดโรคหูชั้นกลางอักเสบ ปอดบวม เยื่อหุ้มสมองอักเสบ 
และติดเชื้อในกระแสเลือดโดยเฉพาะในเด็ก ผูป้่วยเร้ือรัง และผู้สูงอายุ(2) มักพบปัญหาการเจริญช้าซึ่งส่งผลต่อการเตรียม culture 
ส าหรับการเก็บรักษาในระยะยาวและพร้อมน าไปใช้หรือศึกษาในอนาคต การเก็บรักษาแบคทีเรียนั้นมีหลายวิธี ซึง่วิธีที่งา่ย ประหยัด แต่
ยังคงประสทิธิภาพคือการแช่แข็งโดยการเติมสารป้องกันการท าลายผนังเซลล์ของแบคทีเรียจากการเกิดผลึกแช่แข็ง (Cryoprotectant) 
เพื่อคงสภาพจุลินทรีย์ที่มีชีวิต 

วัตถุประสงค์  

       เพื่อเพิ่มอัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus pneumoniae และเก็บรักษาที่ยาวนานพร้อมน าไปศึกษา 

 ขั้นตอน 
 1. Subculture เพื่อกระตุ้นการเจริญของเชื้อ ด้วยวิธี cross streak เชื้อ S. pneumoniae ที่ผ่านการแยกให้บริสุทธิ์แล้วลงบน

หน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Human Blood agar บ่มจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะเห็นโคโลนีเดี่ยว
ปรากฏบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 1) 

 2. น า Loop ที่ปราศจากเชื้อแตะโคโลนีเดี่ยวของเชื้อด้วยวิธีปลอดเชื้อ (Sterile technique) ลงหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Tryptic soy broth และบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี CO2 โดยไม่ต้องเขย่าหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 5 - 6 
ชั่วโมง จนกระทั่งเห็นลักษณะขุน่ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (รูปที ่2) 

3. ผสมกลีเซอรอลที่ปราศจากเชื้อกับแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวในอัตราส่วน 1 : 1  
4. แบ่งลงหลอดพลาสติกที่ปราศจากเชื้อขนาดเล็กปริมาตร 200 

ไมโครลิตรต่อ 1 หลอด 
5. เก็บรักษาที่อุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส 

ผลลัพธ์ที่เป็นประโยชน ์
         สามารถน าวิธีการเพิ่มจ านวนและการเก็บรักษาไปปรับใช้กับ
แบคทีเรียชนิดอื่นได ้
หมายเหตุหรือข้อจ ากัด 
         กรณีที่แบคทีเรียเป็นชนดิที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญอาจ
ต้องเปลี่ยนวิธีจากการบ่มอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวในสภาวะที่มี CO2 เป็น
การบ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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*นักวิชาการวิทยาศาสตร์การแพทย์     

รูปที่ 1 ลักษณะโคโรน ี S. pneumoniae บน Human blood agar 

รูปที่ 2 ลักษณะการเจริญของ S. pneumoniae ใน Tryptic soy broth 

   ที่มา : ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธบิดี 

1. 2. 

ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี     

ปรับปรุงเมื่อ 12 สิงหาคม 2565 
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