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บทสรุปส าหรับผู้บริหาร  
(Executive Summary)  

 
                    ขา้พเจา้ ผศ.ดร.อาลกัษณ์ ทิพยรัตน์ ไดรั้บทุนสนบัสนุนโครงการวจิยั จากมหาวทิยาลยับูรพา 

ประเภทงบประมาณเงินรายได้ (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) มหาวิทยาลัยบูรพา โครงการวิจัยเร่ือง 

(ภาษาไทย) การตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของบาซิลลสัรูปแบบใหม่และมีประสิทธิภาพสูงโดยอาศยั

การเพาะเล้ียงเช้ือขนาดเล็กร่วมกบัอาหารบ่งช้ีท่ีมีสี (ภาษาองักฤษ) Novel method for Bacillus cereus 

detection using microscale cultivation and presumptive indicator media ร หั ส โ ค ร ง ก า ร 

256101A1080006 / สัญญาเลขท่ี 25/2561 ไดรั้บงบประมาณรวมทั้งส้ิน 1,000,000 บาท (หน่ึงลา้นบาท

ถว้น) ระยะเวลาการด าเนินงาน 1 ปี 6 เดือน (ระหวา่งวนัท่ี 1 ตุลาคม 2560 – วนัท่ี 31 มีนาคม 2562) โดย

ผลการด าเนินงานทางคณะผูว้ิจยัได้ท าการบูรณาการพฒันาสูตรอาหารเหลวท่ีมีประสิทธิภาพในการ

ตรวจวิเคราะห์เช้ือ Bacillus cereus เน่ืองจากเช้ือ Bacillus cereus เป็นเช้ือท่ีถูกนบัวา่เป็นตวัส าคญัในการ

ก่อใหเ้กิดโรคท่ีเกิดจากอาหารเป็นส่ือในมนุษย ์ซ่ึงส่งผลใหเ้กิดอาการต่อร่างกายของผูท่ี้ไดรั้บเช้ือ ดงันั้น

วิธีวิเคราะห์ท่ีมีประสิทธิภาพถูกตอ้งและรวดเร็วจึงเป็นส่ิงส าคญัท่ีจ  าเป็นตอ้งเร่งพฒันา ทั้งน้ีตามปกติ

แล้ววิธีปกติท่ีใช้ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือ  B. cereus จะใช้อาหารแข็งเล้ียงเช้ือชนิด 

Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) ตามดว้ยวิธีการวิเคราะห์ด้วยปฏิกริยาชีวเคมีเพียงเท่านั้น ซ่ึงจาก

การทดลองเบ้ืองตน้พบว่าในการวิเคราะห์แบบน้ีจะเกิดความผิดพลาดข้ึนไดเ้น่ืองจากการเจริญของเช้ือ

ชนิดอ่ืนๆท่ีมกัพบอยูด่ว้ยกนัในตวัอยา่งอาหาร เช่น Staphylococcus aureus และ Bacillus สปีช่ีส์อ่ืนท่ีไม่

ก่อโรค ท าให้การแปรผลผิดพลาดได ้ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะการใชส้ารยบัย ั้งแบคทีเรียตวัอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการ 

อนัไดแ้ก่ polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตรอาหาร อาจยงัไม่เพียงพอต่อการยบัย ั้ง

เช้ือชนิดอ่ืนๆ ดงันั้นงานวิจยัจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีประสิทธิภาพโดย

อาศยัปฏิกริยาทางชีวเคมีของเช้ือ Bacillus cereus ร่วมกบัการใชส้ารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแข่งขนั

ประเภทต่างๆ เช่น polymyxin B, trimethoprim, amoxicillin, ceftriaxone, และ novobiocin ท่ีมีผลต่อการ

ฟ้ืนฟูเช้ือ Bacillus cereus โดยความเข้มข้นของสารคดัเลือกและผลของระดับการปนเป้ือนของเช้ือ 

Bacillus cereus สามารถให้ขอ้มูลเก่ียวกบัวิธีการท่ีจะก าหนดสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับการเพิ่ม

จ านวนและคดัเลือกเช้ือจุลินทรียท่ี์ตอ้งการไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของอาหารต่อ

การตรวจสอบบาซิลลสั และบ่งช้ีการเกิดปฏิกริยาโดยอาศยัพีเอชอินดิเคเตอร์ การเปล่ียนสีดงักล่าว

สามารถตรวจติดตามไดโ้ดยอาศยัเคร่ืองมือวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของอาหารดว้ยเคร่ืองไมโครเพลท

รีดเดอร์ (Microplate reader) อาหารเหลวจ าเพาะท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถบ่งช้ีการปนเป้ือนของบาซิลลสั
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เบ้ืองตน้ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง แม่นย  า และรวดเร็วภายใน 24 ชัว่โมง ซ่ึงปกติการใชอ้าหารแข็ง (MEYPA) ใน

ปัจจุบนัตอ้งใชเ้วลานาน 1 – 2 วนั เพื่อให้ไดผ้ลท าให้บางคร้ังมีการปล่อยสินคา้ไปก่อนท่ีจะทราบผล ซ่ึง

มีโอกาสท่ีผลิตภณัฑ์ท่ีมีปัญหาได้ไปถึงมือผูบ้ริโภคแล้ว ดังนั้นการใช้อาหารเหลวท่ีมีความจ าเพาะ

ส าหรับ Bacillus cereus ร่วมกบัอินดิเคเตอร์สีจึงนบัเป็นวิธีการท่ีจะปฏิรูปการวิเคราะห์ Bacillus cereus 

รูปแบบใหม่ในกลุ่มท่ีก่อใหเ้กิดโรค โดยใหผ้ลทดสอบไดอ้ยา่งรวดเร็วและสามารถวธีิเคราะห์ตวัอยา่งได้

จ  านวนมาก  
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บทคัดย่อ 

โดยปกติแลว้กระบวนการคดัเลือกเช้ือจุลินทรีย ์Bacillus cereus จะใชเ้พียง polymyxin B sulfate เขม้ขน้ 

10 mg/L เท่านั้น ท่ีความเขม้ขน้ระดบัน้ีเช้ือ B. cereus จะเจริญไดต้ามปกติแต่เช้ือแข่งขนักลุ่มแกรมบวก

อ่ืนๆ ก็สามารถเจริญได้เช่นกนั ส่งผลให้เกิดความล าบากในการวิเคราะห์ผล โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับ

ตวัอยา่งในอุตสาหกรรมท่ีตอ้งการความถูกตอ้งและรวดเร็ว งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาปัจจยัของ

จ านวนเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้และความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งชนิดต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์

B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท าการคดัเลือกชนิดเหลว สารยบัย ั้งทั้ง 5 ชนิดท่ีใช้ในการทดลองได้แก่ 

ceftriaxone, polymyxin B sulfate, trimethoprim, novobiocin, และ  amoxicillin ท่ี ระดับความเข้มข้น

เท่ากบัท่ีใชต้ามมาตรฐาน (10 mg/L) คร่ึงหน่ึงของมาตรฐาน (5 mg/L) และสูงกวา่มาตรฐานหน่ึงเท่า (20 

mg/L) ความเข้มข้นของเช้ือ B. cereus ท่ีศึกษาได้แก่ 10, 103, และ 105 CFU/mL โดยท าการศึกษาใน

อาหารเหลวชนิด Tryptic Soy Broth (TSB) และท าการนบัจ านวนบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Tryptic Soy 

Agar (TSA) หลังจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  จากผลการทดลองพบว่า 

ceftriaxone, polymyxin B sulfate, และ trimethoprim เป็นสารยบัย ั้งท่ีให้ผลดีท่ีสุดซ่ึงไม่ส่งผลต่อการ

เจริญของ B. cereus อย่างไรก็ตาม  trimethoprim ไม่ส่งผลในการย ับย ั้ งเ ช้ือจุลินทรีย์อ่ืนๆ ได้แก่  

Escherichia coli และ Staphylococcus aureus เช่นกนั ส าหรับ novobiocin และ amoxicillin ออกฤทธ์ิใน

การยบัย ั้ง B. cereus อยา่งรุนแรงท่ีความเขม้ขน้เช้ือต ่าในทุกๆ ความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้ง อาหารเล้ียงเช้ือ

มาตรฐานท่ีใช้ในการคดัเลือกเช้ือ B. cereus คือ pyruvate polymyxin egg yolk mannitol bromothymol 

blue agar (PEMBA) ซ่ึงใช้น ้ าตาลแมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงเช้ือจุลินทรียส่์วนใหญ่ยกเวน้ B. 

cereus สามารถผลิตกรดจากน ้าตาลชนิดน้ีได ้นอกจากน้ีการใชอิ้นเคเตอร์ชนิด bromothymol blue ท าให้

เกิดความเป็นพิษต่อเซลลข์อง B. cereus มากกวา่การใชอิ้นดิเคเตอร์ neutral red ดงันั้นการใชน้ ้าตาลแมน

นิทอลและ bromothymol blue จึงไม่เหมาะสมต่อการพฒันาอาหารคดัเลือกชนิดเหลว  

 
       ค าส าคัญ: Bacillus cereus/ อาหารคดัเลือกชนิดเหลว/ ความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้ง/ ความเขม้ขน้เร่ิมตน้

ของเซลล ์
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Abstract 

Conventionally, the selectivity of Bacillus cereus in the enrichment step is only limited to the addition 

of 10 mg/L polymyxin B sulfate. At this concentration, the growth of B. cereus is compromised and its 

selectiveness against other competing Gram-positive bacteria for industrial food samples is disputable. 

This research was aimed to study the effects of initial cell concentration and concentration of selective 

inhibitors on the recovery of B. cereus in selective enrichment step. The inhibitory effect of five 

conventional and alternative inhibitors (i.e., ceftriaxone, polymyxin B sulfate, trimethoprim, 

novobiocin, and amoxicillin) was evaluated at different initial cell densities (10, 103, and 105 CFU/mL) 

to determine the optimal B. cereus inhibitors and their suitable dosage. These selective inhibitors were 

added to Tryptic Soy Broth (TSB) and the recovery of B. cereus was evaluated using viable cell count 

on Tryptic Soy Agar (TSA). The concentrations of these selected inhibitors were formulated by doubling 

the suggested strength (recommended by most standard enrichment protocols) and reducing the standard 

concentration by half. Hence, the treatment of inhibitors was varied at 5, 10, and 20 mg/L. The cell 

recovery was performed at 30 oC for 24 h. The only promising candidates of selective inhibitors for B. 

cereus recovery were ceftriaxone, polymyxin B sulfate, and trimethoprim. Trimethoprim did neither 

promote the growth of B. cereus nor suppress the growth of E. coli and S. aureus. At low initial cell 

concentrations, no viable B. cereus cell was detected in all novobiocin and amoxicillin treatments. 

Mannitol was the standard carbon source in pyruvate polymyxin egg yolk mannitol bromothymol blue 

agar (PEMBA) and utilizable by E. coli and S. aureus but did not promote the growth of B. cereus. 

Bromothymol blue was more toxic and produced poorer recovery of B. cereus than neutral red. Hence, 

both mannitol and bromothymol blue in PEMBA are poor choices as a carbonaceous source and an 

indicator for B. cereus selective broth, respectively. 
 

       Keywords: Bacillus cereus/ Selective Enrichment Media/ Inhibitor Concentration/ Initial Cell   

Concentration 
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การเสริมดว้ย Amoxicillin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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A.9 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 105 CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Amoxicillin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

58 

A.10 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 105 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี
การเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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A.11 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 105 CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

59 

A.12 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี
การเสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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A.13 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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A.14 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี

การเสริมดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
61 

A.15 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

61 

A.16 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี
การเสริมดว้ย Novobiocin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

62 

A.17 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Novobiocin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

62 

A.18 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี
การเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

63 

A.19 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

63 

A.20 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 101 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี
การเสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

64 

A.21 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 101  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

64 

A.22 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 101 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี
การเสริมดว้ย Trimethoprim B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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A.23 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 101  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

65 

A.24 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 101 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมี
การเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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A.25 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ด้วยปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 101  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

66 

A.26 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง
ของ Polymyxin B sulfate 

67 

A.27 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง
ของ Trimethoprim 

68 

A.28 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง
ของ Novobiocin 
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A.29 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง
ของ Amoxicillin 
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A.30 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง

ของ Ceftriaxone 
71 
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รูปที ่  หน้า 
1.1 ลกัษณะโคโลนีของ Bacillus cereus ท่ีปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือ Mannitol Egg Yolk  

Polymyxin Agar (MEYPA)  
2 

2.1 ลกัษณะการแพร่เช้ือของแบคทีเรีย B. cereus จากดินสู่อาหาร-คน 11 
2.2 ลกัษณะของอาหาร PEMBA a) อาหารเปล่า, b) การเจริญของ B. cereus c) B. cereus 

กบัเช้ือคู่แข่งอ่ืนๆ 
13 

4.1 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของเช้ือแตกต่างกนั (101, 103, 
และ 105 CFU/mL) 

22 

4.2 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม Polymyxin B sulfate ในความ
เขม้ขน้ต่างๆ (a) 105 CFU/mL (b) 103 CFU/mL (c) 101 CFU/mL 

23 

4.3 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ Polymyxin B sulfate ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการ
เจริญของ B. cereus (a) 10 CFU/mL, b) 103 CFU/mL, และ c) 105 CFU/mL 

25 

4.4 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Polymyxin B sulfate ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 
3 ชนิด (a) 5 mg/L (b) 10 mg/L (c) 20 mg/L 

26 

4.5 ลักษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเ ช้ือ  TSB+ Polymyxin B sulfate 
หลงัจากบ่มเป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง 

26 

4.6 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม Trimethoprim ในความเขม้ขน้
ต่างๆ (a) 105 CFU/mL (b) 103 CFU/mL (c) 101 CFU/mL 

28 

4.7 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ Trimethoprim ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญ
ของ B. cereus (a) 10 CFU/mL, b) 103 CFU/mL, and c) 105 CFU/mL 

29 

4.8 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Trimethoprim ทีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด 
(a) 5 mg/L (b) 10 mg/L (c) 20 mg/L 

30 

4.9 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Trimethoprim หลงัจากบ่ม
เป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง 

31 

4.10 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม novobiocin ในความเขม้ขน้
ต่างๆ (a) 105 CFU/mL (b) 103 CFU/mL (c) 101 CFU/mL 

33 

4.11 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ Trimethoprim ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญ
ของ B. cereus (a) 10 CFU/mL, b) 103 CFU/mL 

33 

4.12 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Novobiocin ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด  
(a) 5 mg/L (b) 10 mg/L (c) 20 mg/L 
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4.13 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Novobiocin หลงัจากบ่ม

เป็น เวลานาน 24 ชัว่โมง 
35 

4.14 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม Amoxicillin ท่ีความเขม้ขน้
เซลลเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 105 CFU/mL 

36 

4.15 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Amoxicillin ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด 
(a) 5 mg/L (b) 10 mg/L (c) 20 mg/L 
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4.16 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Amoxicillin หลงัจากบ่ม
เป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง 

38 

4.17 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม Ceftriaxone ในความเขม้ขน้
ต่างๆ (a) 105 CFU/mL (b) 103 CFU/mL (c) 101 CFU/mL 

39 

4.18 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ Ceftriaxone ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญ
ของ B. cereus (a) 105 CFU/mL, b) 103 CFU/mL, and c) 10 CFU/mL 

40 

4.19 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Ceftriaxone ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด 
(a) 5 mg/L (b) 10 mg/L (c) 20 mg/L 

42 

4.20 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Ceftriaxone หลงัจากบ่ม
เป็นเวลานาน 24 ชัว่โมง 

42 

4.21 การเจริญของแบคทีเรีย a) B. cereus b) E. coli และ c) S. aureus ในอาหาร PEMBA 
ซ่ึงใชน้ ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

44 

4.22 การเจริญของแบคทีเรีย a) B. cereus b) E. coli และ c) S. aureus ในอาหาร PEMBA 
ซ่ึงใชน้ ้าตาลแมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอน 

45 

4.23 การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ ณ ชัว่โมงแรกของการลงเช้ือแบคทีเรีย โดยแบคทีเรีย
ในแต่ละแถวคือ a) B. cereus b) E. coli และ c) S. aureus และแหล่งคาร์บอน 
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4.24 การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ ณ ชัว่โมงท่ี 24 ของการลงเช้ือแบคทีเรีย โดย
แบคทีเรียในแต่ละแถวคือ a) B. cereus, b) E. coli และ c) S. aureus และแหล่ง
คาร์บอน 

46 

4.25 การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ ณ ชัว่โมงท่ี 48 ของการลงเช้ือแบคทีเรีย โดย
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4.26 ลกัษณะการเจริญของ B.cereus ในอาหารท่ีมีสารอินดิเคเตอร์แตกต่างกนั 49 
4.27 สีของอาหารเหลวท่ีมีอินดิเคเตอร์ท่ีแตกต่างกนั 49 
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บทน า 

 
      1.1 ความส าคัญและทีม่าของงานวจัิย 

 ในปัจจุบนัมีคุณลกัษณะหลายชนิดท่ีเป็นท่ีสนใจของผูผ้ลิตผลิตภณัฑ์อาหารและผู ้บริโภค เช่น คุณภาพ

ทางรสสัมผสั คุณภาพทางเคมีกายภาพรวมไปถึงคุณภาพทางจุลชีววิทยา คุณลกัษณะและ/หรือคุณภาพ

ทาง      จุลชีววิทยาของอาหารนั้นเป็นท่ีกล่าวถึงกันอย่างกวา้งขวางในวงการอุตสาหกรรมอาหาร 

เน่ืองจากเป็นสาเหตุท่ีก่อให้เกิดการแพร่ระบาดของโรคท่ีมีอาหารเป็นแหล่งพาหะอยู่บ่อยคร้ัง ใน

ระยะเวลาท่ีผ่านมาไม่นานนักโรคท่ีเกิดจากอาหารเป็นส่ือ (Food borne illness) เ กิดข้ึนได้จาก

เช้ือจุลินทรียห์ลากหลายสายพนัธ์ุ ซ่ึงใหค้วามรุนแรงและลกัษณะอาการแตกต่างกนัออกไป ข้ึนกบัแหล่ง

ของอาหารท่ีพบและมีจ านวนคร้ังท่ีพบมากข้ึนในระยะเวลาท่ีผา่นมา ตวัอยา่งเช่น ในปี ค .ศ . 2010 เหล่า

ผูต้้องขงัจ านวน 103 คนในมลรัฐฟลอริด้า ประเทศสหรัฐอเมริกา ถูกน าส่งโรงพยาบาลด้วยอาการ

คล่ืนไส้รุนแรง อาเจียน ทอ้งร่วง บางคนมีอาการหมดสติ หลงัจากการรับประทานอาหารม้ือเยน็ ซ่ึงสืบ

ทราบภายหลงัพบวา่มีการปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus cereus (Wamnes, 2011) 

 
แบคทีเรีย Bacillus cereus เป็นเช้ือท่ีถูกนบัวา่เป็นตวัส าคญัอีกชนิดในการก่อให้เกิดโรคท่ีเกิดจากอาหาร

เป็นส่ือในมนุษย์ (Ehling-Schulz et. al., 2004) หลังจากท่ีแบคทีเรียชนิดน้ีเข้าสู่ร่างกายมนุษย์แล้ว B. 

cereus จะผลิตสารพิษออกมา 2 ชนิดคือ emetic toxin และ diarrheal toxin ซ่ึงส่งผลให้เกิดอาการต่อ

ร่างกายของผูท่ี้ได้รับสารพิษท่ีแตกต่างกนั (Bottone, 2010) จากการส ารวจตวัอย่างผลิตภณัฑ์อาหารท่ี

วางขายทัว่ไปในทอ้งตลาดสาธารณรัฐเช็คปี 2008 พบวา่มีการปนเป้ือนของแบคทีเรียชนิดน้ีมากถึงร้อย

ละ 31 ในผลิตภณัฑ์ท่ีท ามาจากนม และร้อยละ 28 ในผลิตภณัฑ์ท่ีท าจากเน้ือสัตว ์(Schlegelova et. al., 

2008) ในปี 2009 ผลิตภณัฑ์นมแคลอร่ีต ่าพร้อมด่ืม Slim-FastR ในประเทศสหรัฐอเมริกาถูกเรียกคืนเป็น

จ านวนมหาศาลเน่ืองจากมีความเป็นไปไดใ้นการปนเป้ือนของ B. cereus ในผลิตภณัฑ์ ท าให้แบคทีเรีย

สายพนัธ์ุน้ีกลบัมาเป็นท่ีสนใจอีกคร้ังในวงการอาหาร (USFDA, 2009)  

 

ตามปกติแล้ววิธีปกติท่ีใช้ในการตรวจสอบการปนเป้ือนของจุลินทรียท่ี์บงัคบัใช้โดยหน่วยงานทาง

อาหารของประเทศต่างๆ เช่น Food and Drug Administration, BAM, ISO, และ  AOAC ส าหรับการ

ปนเป้ือนของ B. cereus จะใชอ้าหารแข็งเล้ียงเช้ือชนิด Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) ดงัแสดง

ในรูปท่ี 1.1 ตามดว้ยวธีิการวเิคราะห์ดว้ยปฏิกิริยาชีวเคมีเพียงเท่านั้น (Tallent  et. al., 2012)  
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                  รูปที ่1.1 ลกัษณะโคโลนีของ Bacillus cereus ท่ีปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือ Mannitol Egg Yolk  

                                 Polymyxin Agar (MEYPA) 
 

ซ่ึงจากการทดลองเบ้ืองตน้พบว่าในการวิเคราะห์แบบน้ีจะเกิดความผิดพลาดข้ึนไดเ้น่ืองจากการเจริญ

ของเช้ือชนิดอ่ืนๆ ท่ีมกัพบอยูด่ว้ยกนัในตวัอยา่งอาหาร เช่น Staphylococcus aureus และ Bacillus สปีช่ีส์

อ่ืนท่ีไม่ก่อโรค ซ่ึงส่งผลใหก้ารวเิคราะห์ปฏิกริยาของเอนไซม ์phospholipase C ในการท าปฏิกริยากบัไข่

แดงในอาหารเล้ียงเช้ือกระท าโดยความล าบากและอาจท าใหก้ารแปรผลผิดพลาดไดด้งัท่ีเคยมีการรายงาย

โดย Tallent และคณะ (2012) และ Peng และคณะ (2001) ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะการใชส้ารยบัย ั้งแบคทีเรีย

ตวัอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการ อนัไดแ้ก่ polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร อาจยงัไม่เพียงพอ

ต่อการยบัย ั้งเช้ือชนิดอ่ืนๆ โดยปัจจุบนัอาหารแข็งจ าเพาะในขั้นตอนน้ีมีประสิทธิภาพและความแม่นย  า

แตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัการเลือกใช้ชนิดของสารยบัย ั้งและการใช้สารคดัเลือกท่ีเหมาะสม ซ่ึงปัจจุบนั

ความรู้ในการใช้สารยบัย ั้งส าหรับคดัเลือกเช้ือ Bacillus cereus อย่างมีประสิทธิภาพถูกจ ากดั และการ

คดัเลือกเช้ือ Bacillus cereus จากการปนเป้ือนของแบคทีเรียคู่แข่งยงัไม่เป็นท่ีเขา้ใจกนัมากนกั ท าให้ใน

ปัจจุบนัมีการศึกษาหากลไกและสารเคมีหลายชนิดมาใช้ในการเพิ่มประสิทธิภาพในการคดัเลือก B. 

cereus ในตวัอยา่งอาหารกนัอยา่งแพร่หลาย เช่น การน าสาร trimethoprim มาใชร่้วมกบัอาหาร MYP ซ่ึง

พบวา่สามารถใชใ้นการคดัเลือก B. cereus ออกจากเช้ืออ่ืนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Chon  et. al., 2012) 

รวมไปถึงการรายงานของประสิทธิภาพของสาร novobiocin ในการยบัย ั้งการเจริญของ Bacillus subtilis 

ในระหวา่งกระบวนการสร้างสารพนัธุกรรม (Gottfried  et. al., 1979) นอกจากน้ียงัมีการรายงานของการ

ต้านยาปฏิชีวนะกลุ่ม  cephalosporin (Abd  et. al., 2012) และ  amoxicillin (Fazlani et. al., 2011) ของ

แบคทีเรีย B. cereus โดยจากการสืบคน้ขอ้มูลยงัไม่ปรากฏมีการพฒันาใช้งานอินดิเคเตอร์สีในขั้นตอน 

presumptive result เพื่อใชบ้่งบอกการปนเป้ือนของเช้ือบาซิลลสัในวธีิการมาตรฐาน 
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ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีประสิทธิภาพโดยอาศยัปฏิกริยา

ทางชีวเคมีของเช้ือ Bacillus cereus ร่วมกบัการใชส้ารยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแข่งขนัประเภทต่างๆ 

เ ช่น  polymyxin B, trimethoprim, amoxicillin, ceftriaxone, และ  novobiocin ท่ี มีผลต่อการฟ้ืนฟู เ ช้ือ 

Bacillus cereus โดยความเข้มข้นของสารคัดเลือกและผลของระดับการปนเป้ือนของเช้ือ Bacillus 

cereus สามารถให้ขอ้มูลเก่ียวกบัวิธีการท่ีจะก าหนดสูตรของอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับการเพิ่มจ านวนและ

คดัเลือกเช้ือจุลินทรียท่ี์ตอ้งการไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของอาหารต่อการตรวจสอบ

บาซิลลสัและบ่งช้ีการเกิดปฏิกริยาโดยอาศยัพีเอชอินดิเคเตอร์ การเปล่ียนสีดงักล่าวสามารถตรวจติดตาม

ไดโ้ดยอาศยัเคร่ืองมือวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของอาหารดว้ยเคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ (Microplate 

reader) อาหารเหลวจ าเพาะท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถบ่งช้ีการปนเป้ือนของบาซิลลสัเบ้ืองตน้ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

แม่นย  า และรวดเร็วภายใน 24 ชัว่โมง ซ่ึงปกติการใชอ้าหารแขง็ (MEYPA) ในปัจจุบนัตอ้งใชเ้วลานาน 1 

– 2 วนั เพื่อให้ไดผ้ล ท าให้บางคร้ังมีการปล่อยสินคา้ไปก่อนท่ีจะทราบผล ซ่ึงมีโอกาสท่ีผลิตภณัฑ์ท่ีมี

ปัญหาได้ไปถึงมือผูบ้ริโภคแล้ว ดังนั้นการใช้อาหารเหลวท่ีมีความจ าเพาะส าหรับ Bacillus cereus 

ร่วมกบัอินดิเคเตอร์สีจึงนับเป็นวิธีการท่ีจะปฏิรูปการวิเคราะห์ Bacillus cereus รูปแบบใหม่ในกลุ่มท่ี

ก่อใหเ้กิดโรค โดยใหผ้ลทดสอบไดอ้ยา่งรวดเร็วและสามารถวธีิเคราะห์ตวัอยา่งไดจ้  านวนมาก  
 

นวตักรรมเทคโนโลยีการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Bacillus cereus ท่ีพฒันาข้ึนมาใหม่น้ี โรงงานอุตสาหกรรม

แปรรูปอาหารต่างๆ สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการตรวจวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียเ์พื่อเป็นการตรวจสอบ

คุณภาพวตัถุดิบ การตรวจสอบคุณภาพระหว่างกระบวนการผลิตและการตรวจสอบคุณภาพผลิตภณัฑ์

สุดทา้ยให้มีความถูกตอ้งและแม่นย  าไดม้ากยิ่งข้ึน เทคโนโลยีน้ีจะช่วยเสริมศกัยภาพและความสามารถ

ในการส่งออกผลิตภณัฑ์อาหารแปรรูปและสินคา้แปรรูปทางการเกษตรชนิดอ่ืนๆ ของประเทศไดเ้ป็น

อย่างดี ลดการท าลายสินคา้ท่ีส่งออกเน่ืองจากลูกคา้ตรวจพบการปนเป้ือนของเช้ือ Bacillus cereus ใน

สินค้าท่ีลูกค้าปลายทาง ท าให้สามารถสุ่มตรวจตัวอย่างสินค้าได้ปริมาณมากและทราบถึงผลการ

วเิคราะห์ดว้ยเวลาท่ีเหมาะสมท าใหท้ราบถึงปัญหาการปนเป้ือนของสินคา้ก่อนส่งออกจากคลงัสินคา้ ซ่ึง

เทคโนโลยีน้ีจะท าให้อุตสาหกรรมอาหารแปรรูปของประเทศไทยลดความสุ่มเส่ียงต่อการท าให้

ผูบ้ริโภคไดรั้บเช้ือจุลินทรียท่ี์ก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหารซ่ึงจะท าให้ประเทศคู่คา้ไม่มีความเช่ือมัน่ใน

นโยบายอาหารท่ีปลอดภยัในการบริโภค (Food Safety) ของประเทศไทย ส่งผลกระทบต่อยุทธศาสตร์

ในการเป็นครัวโลก (Kitchen of the World) อีกทั้งประเทศไทยอุตสาหกรรมแปรรูปอาหารต่างๆ มีการ

เจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว นอกจากการผลิตเพื่อการบริโภคภายในประเทศแลว้ยงัส่งออกไปจ าหน่ายยงั

ต่างประเทศอีกดว้ย ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นอยา่งยิ่งท่ีจะตอ้งมีการพฒันาวิธีการวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียก่์อ
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โรคในอาหารท่ีแม่นย  าและรวดเร็ว นวตักรรมวิธีการวิเคราะห์ดงักล่าวจดัเป็นนวตักรรมท่ีสามารถสร้าง

บุคลากรท่ีมีความรู้ความสามารถในการประยกุตแ์ละพฒันาวธีิการวิเคราะห์แบบใหม่เพื่อทดแทนวิธีการ

วิเคราะห์แบบเดิม ท่ียุ่งยาก ใช้เวลานาน เป็นวิธีการวิเคราะห์ท่ีสะดวก รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูง

โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้อินดิเคเตอร์สีในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวร่วมกบัการประยุกต์ใช้คุณสมบติัทาง

ชีวเคมีอ่ืน ๆ ของเช้ือในการจ าแนกวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียเ์ป้าหมาย เช่น การใชค้วามสามารถในการใช้

น ้ าตาล (fermentable) เป็นตน้ ขณะเดียวกนัในปัจจุบนัพบวา่ก็มีประเทศผูส่้งออกอาหารแปรรูปรายใหม่

เกิดข้ึนตลอดเวลา เช่น เวียดนาม มาเลเซีย เขา้มาแข่งขนัเพื่อช่วงชิงส่วนแบ่งการตลาดเพิ่มข้ึน ดงันั้นการ

สร้างฐานการแข่งขนัในระดบัตลาดโลกจ าเป็นตอ้งมีการยกระดบัเทคโนโลยีและกระบวนการผลิตท่ี

ทนัสมยัรวมทั้งการรักษามาตรฐานคุณภาพของผลิตภณัฑ์เพื่อขยายผลผลิตให้เป็นอุตสาหกรรมขนาด

ใหญ่เพื่อใช้ในการส่งออกทั้งในและต่างประเทศ จากท่ีมาและความส าคญัของการปฏิรูปการวิเคราะห์

เช้ือ Bacillus cereus จึงเห็นสมควรให้การสนับสนุนเป็นอย่างยิ่งในการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์

เช้ือจุลินทรียก่์อโรคทางเดินอาหารดงักล่าว 

    
        1.2 วตัถุประสงค์และขอบเขตงานวจัิย 

1.2.1 เพื่อน าเสนอกระบวนการและวิธีการวิเคราะห์เช้ือ Bacillus cereus ท่ีมีประสิทธิภาพและ

รวดเร็วซ่ึงสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นงานอุตสาหกรรมได ้

1.2.2 เพื่อปรับปรุงและพฒันาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือในการคดัเลือกการเจริญของเช้ือ Bacillus cereus 

1.2.3 พฒันาสูตรอาหารเหลวจ าเพาะท่ีมีประสิทธิภาพในการวิ เคราะห์ Bacillus cereus ส าหรับ

ขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลวจ าเพาะ (Selective enrichment) ท่ีสามารถวิเคราะห์ดว้ยการวดั

ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงของอาหารโดยเคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ (Microplate reader) มี

ความถูกตอ้ง แม่นย  า รวดเร็วและเหมาะกบัการวิเคราะห์ตวัอย่างในอุตสาหกรรมท่ีมีจ านวน

มากและรวดเร็ว 

1.2.4  ปรับชุดตรวจสอบเช้ือจุลินทรียส์ าเร็จรูปและอุปกรณ์ท่ีเก่ียวข้องในการตรวจวิเคราะห์การ

ปนเป้ือนของเช้ือ Bacillus cereus ท่ีสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้ในปริมาณมากโดยการ

ประยกุตใ์ช ้96 – well microplate และใหผ้ลวเิคราะห์ภายในเวลา 24 ชัว่โมงโดยใหผ้ลท่ีถูกตอ้ง

แม่นย  าเทียบเท่าวธีิการมาตรฐาน 

1.2.5 เพื่อลดระยะเวลาและค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือ Bacillus cereus ส าหรับ

อุตสาหกรรมของไทยท าให้สามารถลดการน าเขา้ชุดวิเคราะห์เช้ือส าเร็จรูปท่ีมีราคาแพงและ

สามารถวเิคราะห์ตวัอยา่งอาหารไดม้ากข้ึนและบ่อยคร้ังข้ึน 
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1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 

1.3.1 ศึกษาหาชนิดของพีเอชอินดิเคเตอร์และความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีสามารถจ าแนกความแตกต่าง

ของสีท่ีเปล่ียนแปลงไปตามการปฏิกริยาการใชน้ ้าตาลและสามารถอธิบายความสัมพนัธ์ของการ

เปล่ียนแปลงสีกบัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีวดัได ้

1.3.2 ใช้ระบบอินดิเคเตอร์ท่ีเหมาะสมกบัการบ่งช้ีการเจริญของ Bacillus cereus ท่ีสามารถแยกการ

เจริญของเช้ือ Bacillus cereus ออกจากเช้ือคู่แข่งชนิดอ่ืนได ้

1.3.3 ศึกษาผลของชนิดสารยบัย ั้งแบคทีเรียแข่งขนัของ Bacillus cereus ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ เพื่อ

เลือกชนิดและความเข้มข้นของสารยบัย ั้งท่ีเหมาะสมท่ีสามารถจ าแนก Bacillus cereus และ

แบคทีเรียแข่งขนัอ่ืนๆ ได ้โดยอาศยัการตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงจากการเปล่ียนสีของอาหาร 

1.3.4 ทดสอบการใชอ้าหารเหลวจ าเพาะท่ีมีการพฒันาโดยใชร้ะบบการเกิดสีท่ีเกิดจากปฏิกริยาการใช้

น ้ าตาลกบัตวัอย่างอาหารจากทอ้งตลาดและอุตสาหกรรมอาหาร โดยสอบเทียบประสิทธิภาพ

ของอาหารเหลวจ าเพาะร่วมกบัวิธีการใหม่ท่ีอาศยัหลกัการการลดขนาดของอาหารและตวัอย่าง 

(Miniaturization) ผา่นการประยุกตใ์ช ้96 – well microplate กบัวิธีการมาตรฐานในการวิเคราะห์ 

Bacillus cereus ในปัจจุบนั โดยอาศยัค่าการค านวณทางสถิติช่วยในการวเิคราะห์ผล 

1.3.5 น าเสนอรูปแบบวธีิการวเิคราะห์เช้ือ Bacillus cereus เพื่อใหเ้หมาะสมกบัการประยกุตใ์ชใ้น 

โรงงานอุตสาหกรรมอาหารท่ีครอบคลุมทั้งกระบวนการผลิต เพื่อลดโอกาสการปนเป้ือนของ 

เช้ือ 
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บทที ่2 

เอกสารทีเ่กีย่วข้องกบัการศึกษา 

 

2.1 Bacillus cereus 

Bacillus cereus เป็นจุลินทรีย์ก่อโรคในวงศ์ Bacillaceae ซ่ึงมีคุณสมบัติ เป็น facultative anaerobic 

microorganisms และสามารถสร้างสปอร์ได้นอกจากน้ีจากการวิเคราะห์ 16S rRNA พบว่ามีความ

คลา้ยคลึงกบัเช้ือก่อโรครุนแรงเช่น Bacillus anthracis (Ash et. al., 1991)  

 

2.1.1 คุณสมบัติทัว่ไป 

Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีรูปร่างเป็นท่อน มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ  1.0 -1.2 

ไมโครเมตร และยาว 3 – 5 ไมโครเมตร เราสามารถพบ B. cereus ได ้2 รูปแบบ คือ vegetative cells และ

สปอร์ สามารถเจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิตั้งแต่ 4-50 องศาเซลเซียส (Chorin et. al., 1997; Choma et. al., 

2000) แต่จะเจริญได้ดีในช่วง 25-37C บางสายพนัธ์ุพบว่าสามารถเจริญได้ท่ีอุณหถูมิต ่ากว่า 10C 

(Baker และ Griffiths, 1993) โคโลนีท่ีพบในอาหารท่ีมีส่วนผสมของ Sheep blood ร้อยละ 5 มีลกัษณะ

ไม่คงรูปและมีขนาดของปฏิกริยา β-haemolysis ท่ีแตกต่างกนัออกไป ช่วงพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ

อยู่ท่ี 4.3-9.3 นอกจากน้ี B. cereus สามารถผลิตกรดจากแหล่งคาร์บอนไดห้ลากหลายชนิดเช่น กลูโคส 

ฟรักโตส แมนโนส มอลโตส ซูโครส แลคโตส หรือแมแ้ต่กลีเซอรอล แต่ไม่สามารถใช้น ้ าตาลแมนนิ

ทอลได ้(Niall และ Vos, 2009) 

 

2.1.2 การเจริญและการสร้าง Endospore  

แบคทีเรียทุกสายพนัธ์ุในกลุ่ม Bacillaceae สามารถสร้างสปอร์ได้ แต่มีเพียงบางชนิดเท่านั้นท่ีพบว่า

สามารถสร้างสปอร์ท่ีทนต่อความร้อน (heat tolerant spore) (Harwood, 1990) ผนงัชั้นนอกสุดของสปอร์

ท าหนา้ท่ีเป็นผนงัป้องกนัจากอนัตรายทั้งทางกายภาพและทางเคมีอีกทั้งยงัควบคุมการงอกของสปอร์นั้น

อีกด้วย(Kailas et. al., 2011) สปอร์ของ B. cereus เป็นตวัการหลกัท่ีก่อให้เกิดปัญหาในอุตสาหกรรม

อาหารเน่ืองจากมันสามารถทนต่อความร้อนในระดับ pasteurization และรังสีแกมม่า (Parry และ 

Gilbert, 1980; DeMet และ Grecz, 1981) สปอร์ของ B. cereus สามารถงอกและเจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมี

สารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตสูงโดยเฉพาะอย่างยิ่งในผลิตภณัฑ์อาหารท่ีมีขา้วเป็นองค์ประกอบ

หลกัเม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือปกติ (Trypticase Soy Broth) ท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ 15C 

(Johnson et. al., 1983) นอกจากน้ียงัมีปัจจยัอีกหลายตวัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการงอกและเจริญของสปอร์ของ 
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B. cereus เช่น การกระจายความร้อน องค์ประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ โดยรวมถึงพีเอช ปริมาณเกลือ 

ปริมาณอาหาร และความเขม้ขน้ของสารตา้นแบคทีเรียและ/หรือ  bacteriostatic agents ตามการรายงาน

ของ Shaheen (2009) 

 

2.1.3 ลกัษณะการก่อโรคของ B. cereus 

B. cereus ก่อให้เกิดโรค B. cereus gastroenteritis แบ่งเป็น 2 ประเภทตามอาการของโรค คือ อาหาร

ท้องร่วง (diarrhea type) และอาหารอาเจียน (emetic type) สาเหตุของโรคเกิดจากสารพิษท่ีสร้างข้ึน

ระหวา่งเช้ือเจริญในอาหาร ลกัษณะของโรคท่ีเกิดเน่ืองจาก B. cereus ทั้งสองสายพนัธ์ุ แสดงในตารางท่ี 

2.1 B. cereus ชนิดก่อให้เกิดอาหารทอ้งร่วง (diarrhea type) ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ เน่ืองจากการ

สร้างสารพิษเอนเทอโร ทอกซิน (enterotoxin) ชนิดไม่ทนร้อน (heat-labile toxins) พบไดใ้นทั้งทางเดิน

อาหารและอาหารท่ีเป็นพาหะ ท าใหเ้กิดอาการทอ้งร่วงอยา่งรุนแรง เวยีนศรีษะและปวดทอ้ง อาการของ

โรคคลา้ยกบัการติดเช้ือเน่ืองจาก Clostridium perfringens ส่วน B. cereus ชนิดก่อให้เกิดอาการอาเจียน 

(emetic type) ท าใหเ้กิดโรคโดยสร้างสารพิษชนิดทนความร้อน (heat-stable toxins) ในอาหาร เม่ือไดรั้บ

อาหารท่ีปนเป้ือนสารพิษจากเช้ือชนิดน้ีเพียงไม่เกิน 5 ชัว่โมง จะเกิดอาการอาเจียนรุนแรง เวียนศรีษะ 

อาจมีอาการทอ้งเสียร่วมดว้ย คลา้ยกบัการติดเช้ือจาก S. aureus หายไดเ้องภายในเวลา 6-24 ชัว่โมง 
 

ตารางที ่2.1 ลกัษณะของโรคท่ีเกิดเน่ืองจาก B. cereus 2 สายพนัธ์ุ 

คุณลกัษณะ อาการท้องร่วง (diarrheal) อาการอาเจียน (emetic) 

ปริมาณติดเช้ือ (infective dose) 105 - 107 105 – 108 (ต่อกรัม) 

แหล่งผลิตสารพิษ (toxin 

produced) 

ในล าไส้เล็กของโฮสต ์ ในอาหาร 

ชนิดของสารพิษ (type of 

toxin) 

โปรตีน ไซคลิกเปปไทด ์

ระยะฟักตวั (incubation 

period) 

 8 – 16 ชม. (อาจมากกวา่ 24 

ชม.) 

0.5 – 5 ชม. 

ระยะเวลาป่วย (duration of 

illness) 

12 – 24 ชม. (อาจหลายวนั) 6 – 24 ชม. 

อาการ (symptoms) ถ่ายเป็นน ้า ปวดทอ้ง อาจเกิด

อาการคล่ืนไส้ 

คล่ืนไส้ อาเจียน เวยีน

ศรีษะ 
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อาหารท่ีมกัพบการปนเป้ือน ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์ ซุป ผกั 

ซอส นมและผลิตภณัฑน์ม 

ขา้วผดั พาสตา้ พาสตร้ี 

(pastry) ก๋วยเต๋ียว 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Granum (1977) 
 

2.1.4 การปนเป้ือนในอาหารและการระบาดของโรค 

มีรายงานว่า B. cereus มีโอกาสปนเป้ือนในอาหารหลายชนิด ไดแ้ก่ ขา้ว เคร่ืองเทศ นมและผลิตภณัฑ์

อาหารพร้อมบริโภค เป็นตน้ จากการส ารวจการปนเป้ือน B. cereus ในอาหารพร้อมบริโภคในประเทศ

เดนมาร์กระหวา่งปี ค.ศ. 2000-2003 โดยแยกเป็นอาหารพร้อมบริโภค 3 ประเภท ไดแ้ก่ อาหารสด (ผกั

และผลไม ้รวม 199 ตวัอยา่ง) อาหารท่ีผา่นความร้อน (เช่น ขนมปัง พาสตา้ ไส้กรอก ซอส ซุป เป็นตน้ 

รวม 30,581 ตวัอย่าง) และอาหารท่ีผ่านความร้อนบางส่วน (เช่น แซนวิช สลดั เคก้ คสัตาร์ด ไอศกรีม 

เป็นตน้ รวม 13,873 ตวัอยา่ง) พบวา่มีการปนเป้ือนของ B. cereus ในระดบัท่ีไม่สามารถยอมรับได ้(not 

acceptable) หรือมากกวา่ 104 CFU/g เป็นจ านวน 2(0.2%) 122(0.4%) และ 83(0.6%) ตวัอยา่ง ตามล าดบั 

ซ่ึง B. cereus ท่ีแยกได้นั้นส่วนใหญ่เป็นสายพนัธ์ุท่ีสร้างเอนเทอโรทอกซินและพบสายพนัธ์ุท่ีสร้าง 

emetic toxin เพียง 1 สายพนัธ์ุเท่านั้น (Rosenquist et. al., 2005) เม่ือเร็ว ๆ น้ี ในปี 2006 Meldrum และ

คณะ ไดส้ ารวจการปนเป้ือนของจุลินทรียช์นิดต่างๆ ในอาหารพร้อมบริโภคในประเทศเวลส์ระหว่างปี 

ค.ศ. 2003-2005 ตรวจพบการปนเป้ือนของ B. cereus ในระดบัท่ีไม่สามารถยอมรับได ้( 105 CFU/g) 

ในอาหาร 2 ชนิด ไดแ้ก่ เคก้ครีมและพาสตร้ีเน้ือ โดยตรวจพบเป็นจ านวน 2(0.5%) และ 2(0.4%) ตวัอยา่ง 

จากจ านวนทั้งหมด 433 และ 515 ตวัอยา่ง ตามล าดบั และในเวลาใกลเ้คียงกนั Wijnands และคณะ (2006) 

ท าการตรวจสอบ B. cereus ในผลิตภณัฑ์อาหารหลายชนิดในประเทศเนเธอร์แลนด์ พบว่ามีอาหารท่ีมี

การปนเป้ือน B. cereus ในระดบัท่ีไม่สามารถยอมรับได ้( 105 CFU/g) หลายชนิด ไดแ้ก่ ผลิตภณัฑ์ให้

กล่ินรส นมและผลิตภณัฑน์ม อาหารพร้อมบริโภค ผกัและผลิตภณัฑผ์กั และพาสตร้ี คิดเป็นร้อยละ 0.14 

0.19 0.29 0.16 และ 0.04 จากจ านวนทั้งหมด 1,384 5,943 22,744 637 และ 2,637 ตวัอยา่ง 

 
การระบาดของโรคอาหารเป็นพิษเน่ืองจาก B. cereus เกิดข้ึนหลายคร้ังในหลายประเทศ มีรายงานว่า 

ในช่วงปี ค.ศ. 1973 – 1987 เกิดการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษเน่ืองจาก B. cereus ในประเทศ

สหรัฐอเมริการวม 58 คร้ัง จากอาหารชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ อาหารจีน อาหารเม็กซิกนั เน้ือววั ผกัผลไม ้และ

สัตวน์ ้าจ  าพวกมีเปลือก (shellfish) เป็นจ านวน 24 5 3 3 และ 2 คร้ัง ตามล าดบั ในเน้ือไก่ ปลากระดูกแข็ง 

ไอศกรีมและไก่งวง พบการระบาดอยา่งละ 1 คร้ัง ส่วนการระบาดอีก 17 คร้ัง พบในอาหารอ่ืนๆ และไม่

ทราบสาเหตุชัดเจน (Schultz และ Smith, 1994) ในประเทศเนเธอร์แลนด์ระหว่างปี ค.ศ.1991-1994 
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พบวา่ B. cereus เป็นสาเหตุท าใหเ้กิดการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษคิดเป็นร้อยละ 19 ของการระบาด

ทั้งหมด (Simone et. al., 1997) ในประเทศไตห้วนัในปี ค.ศ.1986-1995 พบวา่การระบาดของโรคอาหาร

เป็นพิษเน่ืองจากเช้ือชนิดน้ีจดัเป็นอนัดบัสามรองจากการระบาดเน่ืองจาก Vibrio parahaemolyticus และ 

S. aureus (Schoeni และ Wong, 2005) ส่วนในประเทศอ่ืน Kotriranta และคณะ (2000) ไดร้วบรวมการ

ระบาดของโรคอาหารเป็นพิษเน่ืองจาก B. cereus ระหว่างปี ค.ศ. 1973-1985 พบการระบาดเกิดข้ึนใน

ประเทศฟินแลนด์ เนเธอร์แลนด์ แคนาดา สก็อตแลนด์ องักฤษและเวลส์ รวมถึงประเทศญ่ีปุ่น คิดเป็น

ร้อยละ 17.8 11.5 2.2 0.8 0.7 และ 0.7 ของโรคอาหารเป็นพิษเน่ืองจากแบคทีเรียทั้งหมด 
 

นอกจากการปนเป้ือนของ B. cereus ในอาหารแลว้ เซลล์ B. cereus  ยงัสามารถเกาะติดบนพื้นผิวต่างๆ 

เช่น สแตนเลสสตีล ซ่ึงเป็นวสัดุหลกัของอุปกรณ์และเคร่ืองมือในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารได ้(Peng 

et. al., 2001) เม่ือเซลล์นั้นเกิดการเกาะติดบนพื้นผิวในสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม เซลล์เหล่านั้นอาจ

พฒันาเป็นฟิล์มชีวภาพได ้Peng และคณะ (2002) พบว่าการเกิดฟิลม์ชีวภาพของ B. cereus มีผลท าให้

เซลลข์อง B. cereus ภายในฟิลม์ชีวภาพนั้นตา้นทานต่อสารฆ่าเช้ือไดม้ากกวา่เซลลแ์ขวนลอย (planktonic 

cells) และเซลล์เกาะติด (attached cells) เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการเกาะติดของเซลล์และ

สปอร์พบวา่ สปอร์สามารถเกาะติดบนพื้นผวิไดดี้กวา่เซลลห์ลายเท่าเน่ืองจากมีความเป็นไฮโดรโฟบิกสูง 

(Peng et. al., 2001) และสปอร์ของ B. cereus ท่ี เกาะติดบนแผ่นสแตนเลสสตีล  จะมีผลท าให้

ความสามารถในการตา้นทานความร้อนของสปอร์นั้นเพิ่มข้ึนดว้ย (Simmonds et. al., 2003) 

 
B. cereus ถูกจดัเป็นเช้ือก่อโรคในอาหารเน่ืองจากลกัษณะการบริโภคของผูบ้ริโภคผลิตภณัฑ์อาหารใน

ปัจจุบนันั้นเอ้ือต่อความเส่ียงในการเกิดโรคท่ีเกิดจากเช้ือ B. cereus ทั้งน้ี เน่ืองจากเม่ือเวลาท่ีเซลล์ท่ีมี

ชีวิตของ B. cereus เจริญอยู่ในอาหารมนัจะสร้างสารพิษเช่น hemolysins, phospholipase enzyme, และ 

emetic toxins โดย emetic toxin เป็นสารพิษท่ีสร้างข้ึนจากกระบวนการเมทาบอลิซ่ึมในระหวา่งการเจริญ

ของ B. cereus ซ่ึงส่งผลต่อมนุษยโ์ดยท าให้เกิดอาการอาเจียนและคล่ืนไส้ในช่วงระหวา่ง 5 ชัว่โมงแรก

หลงัจากไดรั้บสารพิษเขา้สู่ร่างกายผา่นทางอาหารท่ีมีการปนเป้ือน (Ehling-Schulz et. al., 2004; Bottone, 

2010) นอกจาก emetic toxin แลว้ สารพาอีกชนิดซ่ึงสร้างจากเซลล์ท่ีมีชีวิตของ B. cereus คือ diarrheal 

toxin ซ่ึงออกฤทธ์ิต่อระบบทางเดินอาหารและระบบภูมิคุม้กนั ทั้งน้ีแมว้่ากลไกการออกฤทธ์ิท่ีแทจ้ริง

ของสารพิษชนิดน้ีจะยงัไม่เป็นท่ีปรากฏและถูกศึกษาในมนุษย ์แต่ก็สามารถระบุอาการของผูท่ี้ได้รับ

สารพิษชนิดน้ีเขา้สู่ร่างกายได้ว่าจะมีอาการปวดทอ้งเกร็งอย่างรุนแรง มีอาการทอ้งร่วงอย่างรุนแรง
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ในช่วง 8 ชั่วโมงแรกหลงัจากได้รับสารพิษหรือเซลล์ท่ีมีชีวิตของ B. cereus เขา้สู่ร่างกาย (Niall และ 

Vos, 2009) 
       
       2.1.5 การปรากฏของ B. cereus ในผลติภัณฑ์อาหาร 

ตามปกติแลว้แบคทีเรียในวงศ์ Bacillaceae มกัพบมากในดินในทุกๆ สภาวะอากาศและทุกๆ สถานท่ีไม่

ว่าดินนั้นจะมีค่าพีเอช เป็นกรดหรือด่าง หรือมีปริมาณสารอาหารมากหรือน้อยก็ตาม และเน่ืองจาก

สาเหตุท่ีแบคทีเรียชนิดน้ีมีแหล่งอาศยัอยู่ในดินน่ีเอง จึงถูกน าไปใช้เป็นดรรชนีช้ีวดัความสะอาดและ

สุขอนามยัระหวา่งการผลิตของผลิตภณัฑอ์าหาร (FSANZ, 2001) 

 
        รูปที่ 2.1 ลกัษณะการแพร่เช้ือของแบคทีเรีย B. cereus จากดินสู่อาหาร-คน (ท่ีมา : Abee et. al., 2011) 

 
นอกจากจะท าใหเ้กิดโรคแลว้ เซลลท่ี์มีชีวติและสปอร์ของ B. cereus ยงัเป็นตวัการท่ีท าให้อาหารเน่าเสีย

อีกดว้ยหลายการศึกษาพบวา่อาหารประเภทนมและผลิตภณัฑท่ี์มีส่วนประกอบของนมกวา่ร้อยละ 31 ใน

สาธารณรัฐเช็คมีการปนเป้ือนของ B. cereus (Schlegelova et. al., 2008) Martino และคณะ (2010) พบวา่

ในตวัอย่างอาหาร 444 ชนิดท่ีขายตามท้องตลาดในประเทศบอสวาน่ามีการปนเป้ือนด้วย B. cereus 

มากกว่า 52 สายพนัธ์ุ (Murindamombe et. al., 2005)  นอกจากจะพบว่า B. cereus ปนเป้ือนในอาหาร

พร้อมรับประทานแล้วยงัพบในผกัและผลไม้สดท่ีมีการขนส่งและการดูแลท่ีไม่เหมาะสมอีกด้วย 

ตวัอยา่งเช่นใน กระบวนการผลิต zucchini puree ความสะอาดของกระบวนการผลิตในขั้นตอนต่างๆ ถูก

ตรวจและใชจ้  านวนเช้ือ B. cereus เป็นตวัช้ีวดัพบวา่ การใชค้วามร้อนในกระบวนการฆ่าเช้ือระดบัพาส

เจอไรซ์เซชั่น สามารถลดจ านวนเช้ือลงได้จากประมาณ 6.1 log CFU/g เหลือเพียง 0.5 log CFU/g แต่

อยา่งไรก็ตามหากการขนส่งระหวา่งการแช่เยน็ไม่เหมาะสมจะท าให้เช้ือกลบัมามีปริมาณ 6.4 log CFU/g 
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(Guinebretiere et. al., 2003) อีกตวัอย่างหน่ึงของการปนเป้ือนของ B. cereus ในผลิตภณัฑ์อาหารคือ

ผลิตภณัฑ์อาหารท าแห้ง เช่น การเก็บรักษามนัฝร่ังบดไวท่ี้อุณหภูมิสูงกวา่ 10C แต่ต ่ากวา่ 60C จะท า

ใหเ้กิดการงอกของสปอร์ของ B. cereus ซ่ึงเหลือรอดจากการท าลายดว้ยความร้อน (King et. al., 2007) 

 

2.1.6 การคัดแยกและวเิคราะห์เช้ือ 

International standardization organization (ISO) ไดก้ าหนดขอ้ปฏิบติัและวธีิการวเิคราะห์ B. cereus ท่ี

ปนเป้ือนในอาหาร โดยแบ่งออกเป็นสองส่วนไดแ้ก่ การนบัจ านวนและการตรวจหา โดยวธีินบัจ านวน

เร่ิมจากการใชว้ธีิ most probable number technique (MPN) ในอาหาร Trypticase Soy Polymyxin B broth 

(TSPB) โดยท าการบ่มเป็นเวลานาน 48 ชัว่โมงจากนั้นน าเช้ือในหลอดทดลองท่ีมีผลเป็นบวกมาท าการ

เพาะลงในอาหารแขง็ mannitol egg yolk polymyxin B (MYP) หรือ pyruvate polymyxin B egg yolk 

mannitol bromothymol blue (PEMBA) ตามดว้ยการยนืยนัผลดว้ย Sheep Blood agar เพื่อทดสอบ

ปฏิกริยา haemolysis ตามดว้ยการทดสอบทางชีวเคมี (ISO, 2006) ซ่ึงกระบวนการดงักล่าวขา้งตน้

จ าเป็นตอ้งใชเ้วลาอยา่งนอ้ย 5 วนั จึงจะสามารถสรุปผลได ้ อีกทั้งหากลดขั้นตอนใดลงอาจมีการแปรผล

ผดิพลาดเน่ืองจากการปนเป้ือนของเช้ือคู่แข่งอ่ืนๆ เช่น Staphylococcus aureus หรือ non-pathogenic 

Bacillius sp. (Tallent et. al., 2012) ดงันั้นการทดลองเพื่อทดแทนและพฒันาสูตรอาหารท่ีใชใ้นการคดั

แยกเช้ือ B. cereus จึงถูกศึกษาอยา่งแพร่หลายมาเป็นเวลานานซ่ึง Netten และ Kramer (1992) ไดท้  าการ

สรุปและรวบรวมการพฒันาดงักล่าวไวใ้นตารางท่ี 2.2 
 

แมจ้ะมีการพฒันามาอยา่งหลากหลายแต่องคก์รความปลอดภยัทางอาหาร International Standardization 

Organization (ISO), United States Food and Drug Administration (USFDA), และ Association Française 

de Normalisation (AFNOR) ต่างอนุญาตให้ใช้เพียงอาหารชนิด MYP และ PEMBA ในการวิเคราะห์

เท่านั้น 
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รูปที ่2.2 ลกัษณะของอาหาร PEMBA a) อาหารเปล่า, b) การเจริญของ B. cereus, c) B. cereus กบัเช้ือ

คู่แข่งอ่ืนๆ 

 

ตารางที่ 2.2 รายช่ืออาหารท่ีใชส้ าหรับคดัแยกเช้ือ B.cereus 

   (ท่ีมา : Netten และ Kramer, 1992) 

Plating medium Selective system Indicator system Reference 
Egg yolk agar None Egg yolk hydrolysis McClung  et al. (1946) 

Horse blood agar None Blood haemolysis Hauge (1955) 
Egg yolk Mannitol 
bromocersol purple 

agar 

None Egg yolk hydrolysis 
Mannitol/bromocresol 

purple 

Hood  et al. (1990) 

Kendall’s B.cereus 
medium 

None Egg yolk hydrolysis 
Mannitol/bromocresol 

purple 

Gilbert and Taylor 
(1976) 

Mannitol egg yolk 
polymyxin B agar 

Polymyxin B Egg yolk hydrolysis 
Mannitol/phenol red 

Mossel  et al. (1967) 

Kim & Goepfert Polymyxin B Egg yolk hydrolysis Kim and Goepfert 
(1971) 

Pyruvate polymyxin B 
egg yolk Mannitol 

bromothymol blue agar 

Polymyxin B Egg yolk hydrolysis 
Mannitol/bromothymol 

blue 

Holbrook and 
Anderson (1980) 

 

2.1.7 การป้องกนัการปนป้ือนของเช้ือ 

บาซิลลสั ซีเรียส เป็นเช้ือชนิดท่ีก่อปัญหากบัอุตสาหกรรมการจดับริการอาหาร ท่ีตอ้งมีการเตรียมอาหาร

จ านวนมาก หรือต้องจดัเตรียมอาหารข้ึนล่วงหน้าเป็นเวลานานๆ ก่อนน าไปบริโภค เพราะหากใน

ระหว่างการปรุงและการเก็บรักษามีการปฏิบติัท่ีไม่ถูกสุขลกัษณะ หรือไม่สะอาด จะท าให้เกิดการ

ปนเป้ือนของเช้ือ ชนิดน้ีข้ึน ซ่ึงกวา่ท่ีจะน าอาหารไปบริโภค เช้ือชนิดน้ีอาจเพิ่มจ านวนในอาหารมากข้ึน

เร่ือยๆ ได ้ดงันั้นในขั้นตอนของการจดัเตรียม การเก็บรักษาและการขนส่งอาหาร จึงตอ้งกระท าอย่าง

ระมดัระวงัและรักษาความสะอาด โดยเฉพาะอาหารท่ีท าให้สุกแลว้ ไม่ควรเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน

เกินควร 
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2.2 สารคัดเลือก 

สารคดัเลือกคือสารท่ีใชผ้สมลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือและออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียบางสายพนัธ์ุท่ี

ไม่ตอ้งการ สารในกลุ่มน้ีไดแ้ก่สารจ าพวกยาปฏิชีวนะ สารลดแรงตึงผิว Detergents, Dyes, Sanitizers, 

และอ่ืนๆ กลไกของยาปฏิชีวนะนั้นมีหลากหลายข้ึนกบัชนิดและการใชง้านแต่โดยส่วนใหญ่แลว้มกัจะ

ออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ หรือแมแ้ต่ขดัขวางการสร้างโปรตีนบางชนิดใน

แบคทีเรียคู่แข่ง (Todar, 2008) 

 
ในงานวิจยัน้ีสารคดัเลือกทั้งหมด 5 ชนิดจะถูกวิเคราะห์ถึงความสามารถในการคดัเลือกแบคทีเรีย  B. 

cereus ออกจากเช้ือคู่แข่ง 

 

2.2.1 Polymyxin B sulfate 

Polymyxin เป็นกลุ่มของสารปฏิชีวนะท่ีค้นพบในช่วงทศวรรษท่ี  1940s ซ่ึงผลิตได้จาก  Bacillus 

polymyxa (Arnold et. al., 2007) ซ่ึง Polymyxin B sulfate นั้นออกฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียกลุ่มแกรมลบซ่ึงมี

ผนงัเซลลป์ระกอบดว้ย Lipo-polysaccharide โดยจะท าใหเ้ซลลอ่์อนแอและแตกตายในท่ีสุด (Alipour et. 

al., 2008) สาร polymyxin B sulfate นั้นนิยมใชค้วบคู่กบัสารคดัเลือกอ่ืนๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ฆ่าเช้ือ (Evans  et. al., 1999) Polymyxin B sulfate ถูกน ามาใชเ้ป็นสารคดัเลือกในการวิเคาะห์ B. cereus 

โดย Donovan (1958) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการคดัเลือกเช้ือในตวัอยา่งนม จากวนันั้น polymyxin B 

sulfate ยงัคงถูกใชเ้ป็นสารคดัเลือกหลกัส าหรับ B. cereus ตลอดมา อยา่งไรก็ตาม polymyxin B นั้นออก

ฤทธ์ิท่ีจ  าเพาะกับแบคทีเรียแกรมลบเท่านั้นและไม่ส่งผลต่อแกรมบวกเลยท าให้หากตวัอย่างมีการ

ปนเป้ือนของเช้ือหลายชนิดก็จะท าให้การแปรผลท่ีผิดพลาดข้ึนได ้ดงันั้นการศึกษาหาสารคดัเลือกชนิด

ใหม่ๆ เพื่อน ามาเพิ่มความจ าเพาะกับ B. cereus  จึงเป็นส่ิงท่ีควรศึกษาเพื่อพฒันาการวิเคราะห์ให้มี

ประสิทธิภาพมากข้ึนในอนาคต 

 

2.2.2 Trimethoprim 

Trimethoprim เ ป็นสารคัดเ ลือกท่ีออกฤทธ์ิย ับย ั้ งกระบวนการสร้าง  tetrahydrofolic acid ซ่ึ ง เป็น

สารประกอบส าคญัของกรดอะมิโนและกรดนิวคลีอิก ดงันั้นจึงเป็นสารคดัเลือกท่ีมีประสิทธิภาพในการ

ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ Enterobacteriaceae และ Pseudomonas aeruginosa (Piddock et. al., 2010) 

นอกจากน้ีพบว่าการใช้ trimethoprim ควบคู่กับ sulfamethoxazole สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 

Listeria monocytogenes ไดม้ากกวา่ร้อยละ 98 ในตวัอยา่งอาหารในประเทศโคลมัเบีย (Ruiz-Bolivar et. 
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al., 2011) ส าหรับการวเิคราะห์ B. cereus trimethoprim ถูกน ามาใชเ้พื่อเพิ่มความสามารถในการคดัเลือก

เช้ือ B. cereus ต่อเช้ือ Staphylococcus aureus (Oxoid, Thermo Scientific, United Kingdom และ Chon et. 

al. (2012)) 

 
2.2.3 Novobiocin 
Novobiocin เป็นสาร aromatic compound ท่ีถูกจดัอยู่ในกลุ่มสารปฏิชีวนะ coumarin ซ่ึงมีผลรุนแรงต่อ

แบคทีเรียแกรมบวก โดยออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ gyrase ท่ีท าหน้าท่ีในการ

สังเคราะห์ DNA (Donnelly และ Blagg, 2008) นอกจากน้ีจากการศึกษาของ (Hitchins และ Slepecky, 

1969); Sioud และคณะ (2009) พบว่า Novobiocin ยงัสามารถยบัย ั้งการสร้างสปอร์และการเจริญของ 

Bacillus subtilis และ B. megaterium ไดอี้กดว้ย 

 

2.2.4 Ceftriaxone 

Ceftriaxone เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม cephalosporin ซ่ึงมีการพฒันาออกมาเป็นรุ่นท่ี 3 ซ่ึงออกฤทธ์ิกวา้ง

ในการยบัย ั้งแบคทีเรียหลากหลายชนิดทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เช่น Salmonella spp. (Wong et. al., 

2013) จากการศึกษาพบวา่ แบคทีเรีย Bacillus cereus และ Clostridium sp. แสดงการตา้นทานต่อยา

ปฏิชีวนะชนิดน้ีอยา่งมากในตวัอยา่งท่ีแยกจากนม (Wagner et. al., 2011) 

 

2.3.5 Amoxicillin 

Amoxicillin เป็นสารปฏิชีวนะในกลุ่ม β-lactam ท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล์โดยขดัขวางการ

สร้างพนัธะระหว่าง peptidoglycan ของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยแบคทีเรียท่ีพบว่ามี

ความไวต่อสารปฏิชีวนะชนิดน้ีได้แก่ Bacillus subtilis และ  Staphylococus spp. (Qadri et. al., 1996) 

นอกจากน้ี B. cereus พบวา่ค่อนขา้งทนทานต่อยาปฏิชีวนะชนิดน้ี (Fazlani et. al., 2011) 
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บทที ่3  

วสัดุอปุกรณ์ และการด าเนินงานวจิัย 

 
3.1 สายพนัธ์ุแบคทีเรีย 

Bacillus cereus ATCC 11778 (กรมวทิยาศาสตร์การแพทย;์ DMST, Thailand) 
Staphylococcus aureus DMST 4609 (กรมวทิยาศาสตร์การแพทย;์ DMST, Thailand) 
Escherichia coli  TISTR 808 (กรมวทิยาศาสตร์การแพทย;์ DMST, Thailand) 

 
3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

3.2.1 ตูป้ลอดเช้ือ, DWYER Series 0325, USA 
3.2.2 ตูบ้่ม, Memmert Model ULM500, Japan 
3.2.3 96-ไมโครเวลเพลท, Costar, USA. 
3.2.4 ถว้ยอลูมิเนียม 
3.2.5 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ, BECTHAI and HIRAYAMA Model HA300D, Japan 
3.2.6 Auto pipette ปริมาตร 10 microlitter, Autopipette, USA  
3.2.7 Auto pipette ปริมาตร 200 microlitter, Autopipette, USA  
3.2.8 Auto pipette ปริมาตร 1000 microlitter, Autopipette, USA 
3.2.9 Auto pipette ปริมาตร 5 milliliter, Autopipette, USA 
3.2.10 เคร่ืองชัง่ 0.0001 grams, Metter Toledo Model AG204, Switzerland 
3.2.11 เคร่ืองชัง่ 0.01 grams, Metter Toledo Model GG4002-S, Switzerland 

 

3.3 อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 
3.3.1 อาหารเพิ่มจ านวนแบบไม่จ  าเพาะ 

3.3.1.1 Tryptone Soy Agar (TSA) , Lab M, Lancashire, UK 
3.3.1.2 Trypticase Soy Broth (TSB), Difco, Maryland, USA 

              3.3.2 สารเคมี 
3.3.2.1 Amoxicillin Trihydrate, AmoxilTM, London, UK  
3.3.2.2 Bromothymol blue, Acros Organics, Geel, Belgium 
3.3.2.3 Ceftriaxone, Milimed, Samut Prakan, Thailand 
3.3.2.4 D-Glucose, Merck, Germany 

D-Mannitol , US biological, Massachusetts, USA 
3.3.2.5 MgSO4.7H2O , Merck, Berlin, Germany 
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3.3.2.6 Na2HPO4 , Carlo Erba, Milano, Italy 
3.3.2.7 Novobiocin, Bio-Rad, California, USA 
3.3.2.8 Peptone, Difco, Maryland, USA 
3.3.2.9 Polymyxin B sulfate, US biological, Massachusetts, USA 
3.3.2.10 Sodium Chloride, Carlo Erba, Milano, Italy 
3.3.2.11 Trimethoprim, Toku-E, Washington, USA 
3.3.2.12 Tryptone , Lab M, Lancashire, UK 

 
3.4 การเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 

เพาะเช้ือ B. cereus สายพนัธ์ุ DMST 4609, ซ่ึงไดม้าจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทยบ์นอาหาร Tryptone 

Soy Broth (TSB) นาน 18 ชัว่โมงท่ี 30C จากนั้นน าเซลลท่ี์ไดม้าท าการเจือจางดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือให้ได้

ความเขม้ขน้ตามท่ีตอ้งการท่ี 101, 103, และ 105 CFU/mL 

 
3.5 การศึกษาสารคัดเลือก 

3.5.1 การเตรียมสารคัดเลือก 

สารปฏิชีวนะทั้ง 5 ชนิดไดแ้ก่ polymyxin B, trimethoprim, amoxicillin, ceftriaxone, และ novobiocin จะ

ถูกน ามาศึกษาในการทดลองน้ี ซ่ึงเตรียมสารต่างๆ ท่ีความเขม้ขน้ 5, 10, และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร โดย

ความเขม้ขน้ท่ี 10 มิลลิกรัมต่อลิตรนั้นจะถูกพิจารณาวา่เป็นความเขม้ขน้ตามปกติท่ีใชใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ

ตามมาตรฐาน (ISO, 2006) จากนั้นท าการทดลองดว้ยการใช ้microtitre plate แบบ 96 หลุม และท าการ

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30C ในตูอ้บลมร้อน 

 
3.5.2 วธีิการทดลอง 

เช้ือเร่ิมตน้ท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างกนัจะถูกถ่ายลงในอาหารเหลว TSB ท่ีมีการใส่สารคดัเลือกท่ีความ

เขม้ขน้ต่างๆ ให้มีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2 มิลลิลิตร จากนั้นท าการนับเซลล์ท่ีมีชีวิตดว้ยวิธี modified 

method ซ่ึงอ้างอิงจาก  Khueankhancharoen และ Thipayarat (2011) ณ เวลา ท่ี 0, 4, 8, 12, 16, และ 24 

ชัว่โมงบนอาหาร TSA ดว้ยความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีเหมาะสมหลงัจากเจือจางดว้ย tryptone salt diluents (1 

g/L Tryptone, 8.5 g/L NaCl) ซ่ึงท าได้โดยการลดปริมาตรของหัวเช้ือในการนับเช้ือจาก 100 มิลลิลิตร

เหลือเพียง 10 ไมโครลิตรและท าการนับบนอาหารแข็ง  TSA ท่ีบรรจุในหลุม 96 well plate โดยใช้

อตัราส่วนการเจือจางหวัเช้ือในแต่ละความเขม้ขน้ท่ี 20:180 ไมโครลิตร ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และ

ค านวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งจากสมการท่ี 3.1 
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Percent inhibition = 

 
(𝑉𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠 𝑖𝑛 𝑇𝑆𝐵 𝑤𝑖𝑡ℎ𝑜𝑢𝑡 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟𝑠−𝑉𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠 𝑖𝑛 𝑇𝐵𝑆 𝑤𝑖𝑡ℎ 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠 𝑖𝑛 𝑇𝑆𝐵 𝑤𝑖𝑡ℎ𝑜𝑢𝑡 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟𝑠
) ×

100           ………. (สมการ
ท่ี.3.1) 

 

3.6 การศึกษาแหล่งของคาร์บอนทีใ่ช้ในการจ าแนก B. cereus 

3.6.1 อาหารพืน้ฐาน  

สูตรอาหารพื้นฐานท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีไดด้ดัแปลงมาจากอาหารแขง็ชนิด polymyxin pyruvate egg yolk 

mannitol bromothymol blue agar (PEMBA) โดยส่วนประกอบต่างๆ ไดถู้กแสดงไวใ้นตารางท่ี 3.1 

 
       ตารางที่ 3.1 ส่วนประกอบของอาหาร PEMBA ต่อ 110.0 mL 

         (ท่ีมา : Atlas, 2010) 
สาร หน้าทีก่ารท างาน ปริมาณ (g) /110 mL 
Agar เป็นตวัท าให้อาหารแขง็ 1.8 

D-mannitol แยกแบคทีเรียแกรมบวกออกจาก B. cereus 1.0 
Sodium pyruvate กระตุน้การเจริญเติบโตของสปอร์ B. cereus  1.0 

Na2HPO4 ปรับบฟัเฟอร์ของระบบ 0.25 
NaCl ปรับระบบออสโมติกของระบบ 0.2 

Peptone เป็นแหล่งของไนโตรเจน 0.1 
KH2PO4 ปรับบฟัเฟอร์ของระบบ 0.025 

Bromthymol Blue อินดิเคเตอร์ 0.01 
MgSO4·7H2O ปรับบฟัเฟอร์ของระบบ 0.01 

Antibiotic inhibitor 
(Polymyxin B) 

ยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ 5 mL 

Egg yolk emulsion 
(20 %solution ) 

ตวับ่งช้ีทางชีวเคมี 5 mL 

pH ของอาหารถูกปรับท่ี 7.4 ± 0.2 ท่ี 25°C ก่อนท่ีจะฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121C เป็นเวลา 15 นาที  
 

สารคดัเลือกท่ีใช้ในการศึกษาน้ีจะถูกเติมลงสู่อาหารก่อนการลงเช้ือเน่ืองจากความไวต่อความร้อน

นอกจากน้ีการศึกษาน้ีจะไม่เติมวุน้และไข่แดงเน่ืองจากอาจส่งผลต่อการวิเคราะห์ในระดบัการทดลอง

ขนาดเล็ก 
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3.6.2 วธีิการทดลอง 

แหล่งคาร์บอนท่ีน ามาศึกษาในการทดลองน้ีได้แก่ กลูโคสและแมนนิทอล นอกจากน้ีระดับความ

เขม้ขน้ท่ีจะใชศึ้กษาอยูท่ี่ 10, 20, และ 40 กรัมต่อลิตร โดยสารคดัเลือกท่ีจะน ามาใชใ้นการศึกษานั้นจะ

ได้จากการทดลองก่อนหน้าซ่ึงเป็นสารคดัเลือกท่ีมีระดบัความเขม้ขน้เหมาะสมต่อการเจริญของ B. 

cereus และสามารถช่วยคดัเลือกเช้ือชนิดอ่ืนๆ ออกไปได ้โดยวิธีการทดลองท าไดโ้ดยการน าหวัเช้ือ B. 

cereus, S. aureus, และ E. coli มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั แลว้ท าการนบั

เซลลทุ์ก ๆ 8 ชัว่โมงควบคู่กบัการถ่ายภาพ  
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บทที ่4  

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 
งานวจิยัน้ีมีจุดมุ่งหมายเพื่อจะพฒันาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับ B. cereus โดยเซลลข์อง B. cereus จะถูก

เล้ียงใน 96 deep well plates เพื่อลดปริมาตรของอาหารและสามารถท าการทดลองได้ในหลากหลาย

สภาวะพร้อมๆ กนั จากนั้นจะท าการนบัเซลล์ในอาหาร TSA ท่ีอยูใ่นหลุม 96 well plates ดงัการทดลอง

ของ Khueankhancharoen และ Thipayarat (2011) จากนั้นเช้ือจะถูกน าไปแยกบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั

โดยส าหรับ B. cereus นั้นจะบ่มท่ี 30C นาน 24 ชัว่โมงก่อนการน ามานบัจ านวน ส่วน S. aureus และ E. 

coli จะถูกน าไปบ่มท่ี 37C นาน 24 ชั่วโมงก่อนท าการนับจ านวนเช่นกนั โดยวตัถุประสงค์ของการ

ทดลองน้ีคือ การหาสารคดัเลือกท่ีมีความจ าเพาะและเหมาะสมต่อการเจริญของ B. cereus 

 

4.1 การเจริญของ Bacillus cereus  

ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ท่ีมีความเขม้ขน้ของเซลล์เร่ิมตน้ท่ีไม่เท่ากนัไดถู้กแสดงไวใ้นรูปท่ี 4.1 

โดยท าการวิเคราะห์จากการเล้ียงเช้ือท่ี 30C ในอาหารท่ีไม่มีการเติมสารคดัเลือก เป็นเวลานาน 24 

ชัว่โมง จากผลการทดลองพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของเซลลเ์ร่ิมตน้ต ่าๆ B. cereus จะเพิ่มจ านวนรวดเร็วกวา่

ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้สูง ทั้งน้ีอาจเกิดจากการท่ีปริมาณสารอาหารท่ีมีอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือมีปริมาณ

จ ากดั ท าให้การเจริญของเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้สูงๆ ท าไดช้า้ลง นอกจากน้ีท่ีทุกระดบัความเขม้ขน้

ของเซลล์เร่ิมตน้พบวา่ปริมาณเซลล์จะเพิ่มมากข้ึนจนถึงจุดสูงสุดท่ีประมาณ 107-108 CFU/mL หลงัจาก

เวลาผา่นไป 16 ชัว่โมง อยา่งไรก็ตามเน่ืองจากขอบเขตของการนบัเช้ือดว้ยวธีิน้ีอยูท่ี่ 102 CFU/mL ดงันั้น

ท่ีความเขม้ขน้เช้ือต ่า อาจมีการเจริญของเช้ือแลว้เพียงแต่อาจจะยงัไม่สามารถตรวจนบัได ้เน่ืองจากมีการ

รายงานว่า B. cereus มี generation time อยู่ท่ีประมาณ 45 นาทีจากการศึกษาของ Benedict และคณะ 

(1993) 
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รูปที ่ 4.1 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของเช้ือแตกต่างกนั (101, 103, และ 105 

CFU/mL) 

 

4.2 การศึกษาสารคัดเลือกทีเ่หมาะสม 

4.2.1 Polymyxin B Sulfate 

ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ท่ีเติม Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

ถูกแสดงไวใ้นรูปท่ี 4.2 ท่ีเซลล์เร่ิมตน้เท่ากบั 105 CFU/mL (รูปท่ี 4.2a) การใช้ Polymyxin B sulfate ท่ี

ความเขม้ขน้ 20 mg/L ท  าให้เกิดการลดลงของเซลล์อย่างรวดเร็ว หลงัจากนั้นจ านวนเซลล์จึงค่อยๆ 

เพิ่มข้ึนตามปกติ ในทางกลบักนัผลของการใช ้Polymyxin B sulfate ท่ี 5 และ 10 mg/L ใหผ้ลการทดลอง

ท่ีมีแนวโน้มลดลงตามล าดบั เม่ือท าการลดจ านวนเซลล์เร่ิมตน้ลงจนถึงท่ี CFU/mL (รูปท่ี 4.2b) ความ

เป็นพิษของ Polymyxin B sulfate แสดงใหเ้ห็นมากข้ึนเม่ือจ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ลดนอ้ยลง 
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รูปที ่ 4.2 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม Polymyxin B sulfate ในความเขม้ขน้

ต่างๆ (a) 105 CFU/Ml, (b) 103 CFU/mL, (c) 101 CFU/mL 
 

เม่ือเติม Polymyxin B sulfate ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB จะท าให้เกิดประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของ

เช้ือ B. cereus ซ่ึงสามารถอธิบายไดด้ว้ยการแสดงค่าเป็นเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง (ในสมการท่ี 3) ซ่ึงจากผล

การทดลองพบว่ายิ่งความเข้มข้นของเซลล์เร่ิมต้นมีมากเท่าใด เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งกลับมีค่าลดลง

โดยเฉพาะกบัการใช้สารคดัเลือกท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าๆ (รูปท่ี 4.2c) การใช้ Polymyxin B sulfate ท่ีความ

เขม้ขน้ 5-10 mg/L ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งท่ีต ่ากวา่ 20% (รูปท่ี 4.2a) แต่เม่ือเซลลเ์ร่ิมตน้มีปริมาณนอ้ยลง

ก็จะใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งท่ีมากข้ึนแมจ้ะใชค้วามเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate เท่าเดิม (รูปท่ี 4.2b-

c) อยา่งไรก็ตามไม่วา่จ  านวนเซลล์เร่ิมตน้จะมากหรือนอ้ยเพียงใดก็พบวา่การใช ้Polymyxin B sulfate ท่ี

ความเขม้ขน้ 20 mg/L นั้นส่งผลต่อการเจริญและมีความเป็นพิษต่อ B. cereus มากท่ีสุดแมว้่าจะค่อยๆ 

ลดลงเม่ือเวลาผา่นไปก็ตาม 
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รูปที ่4.3  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ Polymyxin B sulfate ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญของ 

B. cereus (a) 10 CFU/mL, b) 103 CFU/mL, และ c) 105 CFU/mL 
 

ส าหรับผลของการยบัย ั้งการเจริญของ Polymyxin B sulfate ท่ีมีต่อเช้ือแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus 

เป็นไปดงัท่ีแสดงไวใ้นรูปท่ี 4.3 ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate ท่ี 5 mg/L พบวา่เช้ือท่ีมี

ความไวต่อสารคดัเลือกชนิดน้ีมากท่ีสุดคือ E. coli โดยจะไม่สามารถเจริญไดห้ลงัจากเวลาผา่นไปนาน 8 

ชัว่โมง อยา่งไรก็ตาม Polymyxin B sulfate กลบัไม่แสดงผลในการยบัย ั้งแก่เช้ือ S. aureus เลย ซ่ึงแมจ้ะ
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เพิ่มความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate แลว้ก็ยงัใหผ้ลในทางเดียวกนั (รูปท่ี 4.3b และ c) จากผลการ

ทดลองดงักล่าวจะพบวา่ Polymyxin B sulfate ใหผ้ลในการยบัย ั้งการเจริญของ E. coli มากท่ีสุดตามมา

ดว้ย B. cereus และไม่ส่งผลต่อ S. aureus  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที ่4.4  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Polymyxin B sulfate ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด  

                   (a) 5 mg/L, (b) 10 mg/L, (c) 20 mg/L 
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รูปที ่4.5 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB+ Polymyxin B sulfate หลงัจากบ่มเป็น

เวลานาน 24 ชัว่โมง 

 
     การใช ้Polymyxin B sulfate เป็นสารคดัเลือกในการแยกแบคทีเรียกลุ่ม Bacillaceae ในตวัอยา่งอาหารมี 

การศึกษาอยา่งแพร่หลายมาตั้งแต่อดีต (Donovan, 1958) โดยความเขม้ขน้ท่ีใชจ้ะอยูท่ี่ 10 mg/L 

 
ตามท่ีระบุไวม้าตรฐานทางอาหารจากหลากหลายสถาบนั เช่น ISO 21871, BAM, AOAC, และ AFNOR 

ซ่ึงจากผลการทดลองน้ีพบว่าการใช้ Polymyxin B sulfate ท่ีช่วงความเขม้ขน้ดงักล่าวมีผลต่อการเจริญ

ของ B. cereus ท่ีมีความเขม้ขน้เซลลน์อ้ยๆ ซ่ึงอาจน ามาสู่การแปรผลท่ีผิดพลาดได ้ดงันั้นการลดปริมาณ

ความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate ใหเ้หลือเพียงแค่ 5 mg/L อาจเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียง B. cereus 

ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งอาหารมากกวา่ อยา่งไรก็ตามการลดปริมาณความเขม้ขน้เพียงอยา่งเดียวอาจมีผลต่อ

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียอ่ืนๆ เน่ืองจากสารชนิดน้ีออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ

เพียงอยา่งเดียวเท่านั้น (Evans et. al., 1999; Hermsen et. al., 2003) 

        
       4.2.2 Trimethoprim 

ลกัษณะการเจริญของ B. cereus อนัเน่ืองมาจากผลของ trimethoprim ได้แสดงไวด้งัรูปท่ี 4.6 ท่ีความ

เขม้ขน้เซลล์เร่ิมตน้สูง trimethoprim ไม่ส่งผลต่อการเจริญของ B. cereus เลยและยงัคงใหผ้ลการทดลอง

แบบเดียวกนัแมจ้ะลดปริมาณความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้ลงก็ตาม (รูปท่ี 4.6b และ c) 
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รูปที ่4.6  ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม Trimethoprim ในความเขม้ขน้ต่างๆ (a) 

105 CFU/Ml, (b) 103 CFU/mL, (c) 101 CFU/mL 

 

ส าหรับเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งนั้นพบวา่ trimethoprim แทบจะไม่ส่งผลยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus เลย ดงั

รูปท่ี 4.7 
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รูปที ่4.7  เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ Trimethoprim ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญของ B. 

cereus (a) 10 CFU/mL, b) 103 CFU/mL, c) 105 CFU/mL 

 

ส าหรับเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ trimethoprim ท่ีมีต่อแบคทีเรียชนิดอ่ืนนั้นพบวา่ให้ผลนอ้ยมากดงัรูปท่ี 

4.8 แมว้า่จะเพิ่มความเขม้ขน้ของ trimethoprim ไปจนถึง 20 mg/L แลว้ก็ตาม ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ 

trimethoprim ไม่เป็นสารคดัเลือกท่ีดีในการคดัแยก B. cereus ออกจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 
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รูปที่ 4.8  เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Trimethoprim ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด (a) 5 

mg/L, (b) 10 mg/L, (c) 20 mg/L 
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รูปที ่4.9 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Trimethoprim หลงัจากบ่มเป็น   

เวลานาน 24 ชัว่โมง 

 
แมว้า่ผลการทดลองน้ีจะขดัแยง้กบัการทดลองของ Dale และคณะ (1993) ท่ีรายงานถึงความสามารถของ 

trimethoprim ในการยบัย ั้ง S. aureus แต่อาจเกิดจากการพฒันาสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย S. aureus เองท า

ให้สามารถทนต่อการออกฤทธ์ิของ trimethoprim ตามท่ีรายงานไวโ้ดย Burdeska และคณะ (1990) ซ่ึง

พบลกัษณะการด้ือยาของแบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีต่อยาปฏิชีวนะหลายกลุ่มรวมถึง trimethoprim ในประเทศ

แถบยโุรปและออสเตรเลีย 

 
Trimethoprim ถูกน ามาใชเ้ป็นสารคดัเลือกในการวิเคราะห์เช้ือ B. cereus ตามการศึกษาของ Chon และ

คณะ  (2012) โดยใช้ช่ือทางการค้าว่า BRILLANCE™ Bacillus cereus agar, (Oxoid, Hampshire, UK) 

ซ่ึงรายงานว่าไม่มีผลต่อการเจริญของ B. cereus อีกทั้งยงัมีรายงานวา่สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรม

บวกบางกลุ่มไดอี้กดว้ย (Wakil และ Mbah, 2012) รวมถึง Enterobacteriaceae (Piddock et. al., 2010) ซ่ึง

สอดคลอ้งกบัผลการทดลองน้ีท่ีพบว่า trimethoprim ไม่ส่งผลต่อการเจริญของ B. cereus แต่อย่างไรก็

ตามสารชนิดน้ีก็อาจยงัไม่เหมาะสมท่ีจะน ามาใชใ้นการยบัย ั้งแบคทีเรียคู่แข่ง เช่น E. coli และ S. aureus 

เช่นกนั 

 
4.2.3 Novobiocin 

Novobiocin เป็นสารคดัเลือกอีกชนิดท่ีมีความรุนแรงมากกว่า polymyxin B sulfate และ trimethoprim 

ในการยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus ดงัแสดงไวใ้นรูปท่ี 4.10 การเจริญของ B. cereus นั้นถูกยบัย ั้งตั้งแต่

การใช้ Novobiocin ท่ีความเข้มข้น 5 mg/L ท่ีระดับความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น 105 CFU/mL ดังรูปท่ี 

(4.10a) ยิง่ความเขม้ขน้ของ Novobiocin สูงข้ึนมากเท่าใดกลบัท าใหจ้  านวนของ B. cereus มากข้ึนเท่านั้น 

โดยเฉพาะกบัชุดการทดลองท่ีใช้เซลล์เร่ิมตน้จ านวนน้อยๆ เช่น 10 CFU/mL ส่งผลให้ไม่พบการเจริญ

ของเช้ือ B. cereus เลยหลงัจากผา่นไป 24 ชัว่โมง 
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รูปที ่4.10 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม novobiocin ในความเขม้ขน้ต่างๆ (a) 

105 CFU/mL, (b) 103 CFU/mL, (c) 101 CFU/mL 

 
จากผลการทดลองสรุปไดว้า่ novobiocin เป็นสารคดัเลือกท่ีใหค้วามเป็นพิษต่อเซลล ์B. cereus มากท่ีสุด

ในจ านวนสารคดัเลือก 5 ชนิดท่ีใชใ้นงานทดลองน้ีเน่ืองจากให้ค่าเปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 

B. cereus มากท่ีสุด (รูปท่ี 4.11) 
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รูปที่ 4.11 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ Trimethoprim ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญของ B. 

cereus (a) 10 CFU/mL, b) 103 CFU/mL 

                 หมายเหตุ ไม่มีการเจริญของเช้ือ B. cereus ในอาหารท่ีผสม novobiocin เม่ือใช้ระดบัความ

เขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้เท่ากบั 101 CFU/mL  

 
นอกจากน้ี novobiocin ยงัออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนเช่นกนัดงัแสดงในรูปท่ี 4.12 

โดยพบวา่ novobiocin ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก เช่น S. aureus ดว้ย แต่ไม่ส่งผล

ต่อการเจริญของ E. coli เลยดงัรูปท่ี 4.12 ซ่ึงผลการทดลองในส่วนของการนบัจ านวนเซลลน้ี์ก็สอดคลอ้ง

กบัความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือดงัแสดงในรูปท่ี 4.13 ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ novobiocin เป็นสารคดัเลือกท่ี

ออกฤทธ์ิรุนแรงต่อ B. cereus มากกวา่แบคทีเรียคู่แข่งอ่ืนๆ จึงไม่เหมาะสมท่ีจะน ามาใชเ้ป็นสารคดัเลือก

ในการวเิคราะห์ B. cereus ในตวัอยา่งอาหาร 
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รูปที ่4.12 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Novobiocin ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด    

                 (a) 5 mg/L, (b) 10 mg/L, (c) 20 mg/L 

 
รูปที ่4.13 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Novobiocin หลงัจากบ่มเป็น   
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เวลานาน 24 ชัว่โมง 

 
ความเป็นพิษของ novobiocin นั้ นรุนแรงมากโดยเฉพาะกับเซลล์ท่ีมีความเข้มข้นเร่ิมต้นต ่าๆ จาก

การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า novobiocin สามารถใช้ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือและการงอกของสปอร์

ของแบคทีเรีย Bacillus subtilis ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (Gottfried et. al., 1979) นอกจากน้ียงัมีการรายงานอีกวา่

การใช้ novobiocin ในปริมาณท่ีมากเพียงพอสามารถท าลายการเจริญของเช้ือจุลินทรียไ์ดแ้ทบทุกชนิด 

(Palzkill, 2001) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองน้ีดงัจะเห็นไดจ้ากการเพิ่มความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งจาก 5 

mg/L เป็น 10 และ 20 mg/L ให้ผลรุนแรงในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียมากข้ึนตามล าดบั แต่

ในทางกลบักนัแบคทีเรียแกรมลบกลบัสามารถทนต่อกลไกการยบัย ั้งการเจริญน้ีได้ดงังานศึกษาของ 

Sanchez และคณะ, 1997 ท่ีพบวา่ แบคทีเรีย E. coli สามารถทนต่อความเป็นพิษของ novobiocin เน่ืองจาก

มีระบบท่ีสามารถป๊ัมเอาสารพิษออกนอกเซลลไ์ด ้อีกทั้งยงัมีการรายงานถึงความทนต่อสารพิษชนิดน้ีใน

แบคทีเรีย S. aureus ดงัรายงานของ Fazlina และคณะ, 2012 

 
4.2.4 Amoxicillin 

ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ท่ีมีการผสม amoxicillin เป็นไปดงัแสดงไวใ้น

รูปท่ี 4.14 จากผลการทดลองพบวา่ amoxicillin เป็นสารยบัย ั้งอีกชนิดท่ีออกฤทธ์ิรุนแรงต่อการเจริญของ 

B. cereus ท่ีระดบัความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้ท่ี 105 CFU/mL การใช ้amoxicillin ท่ีความเขม้ขน้ 20 mg/L 

สามารถยบัย ั้งการเจริญไดอ้ยา่งสมบูรณ์ในทั้ง 3 ซ ้ าของการทดลอง รวมทั้งยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของ 

B. cereus ท่ีความเขม้ขน้เซลลเ์ร่ิมตน้ต ่าๆ อีกดว้ย 
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รูปที ่4.14 ลักษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม  Amoxicillin ท่ีความเข้มข้นเซลล์

เร่ิมตน้เท่ากบั 105 CFU/mL  

                 หมายเหตุ :ไม่พบการเจริญของ B. cereus เม่ือใช้ความเข้มข้นเซลล์เร่ิมต้น 103 และ 101 

CFU/mL  
 

นอกจากน้ีจากผลการทดลองยงัแสดงให้เห็นว่า amoxicillin นอกจากจะยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus 

แลว้ยงัไม่ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียคู่แข่งอ่ืนๆ อีกดว้ย (ดงัรูปท่ี 4.15a) และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ 

amoxicillin ไปท่ี 20 mg/L พบวา่ การเจริญของ B. cereus ถูกยบัย ั้งมากกวา่แบคทีเรียอีก 2 ชนิด ซ่ึงแสดง

ใหเ้ห็นถึงความรุนแรงของการยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus ท่ีเกิดจาก amoxicillin 
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รูปที ่4.15 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Amoxicillin ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด (a) 5 

mg/L, (b) 10 mg/L, (c) 20 mg/L 

 
รูปที ่4.16 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Amoxicillin หลงัจากบ่มเป็น   

เวลานาน 24 ชัว่โมง 

 
ถึงแมจ้ะมีการรายงานวา่พบการด้ือยา amoxicillin ในแบคทีเรีย B. cereus ดงัรายงานของ (Turnbull et. al., 

2004; Godic Torkar และ Seme, 2009) แต่จากผลการทดลองกลบัพบวา่ amoxicillin ไม่เหมาะสมต่อการ

น ามาใชเ้ป็นสารคดัเลือกเน่ืองจากออกฤทธ์ิรุนแรงต่อ B. cereus เอง 
       
       4.2.5 Ceftriaxone  

Ceftriaxone ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus ค่อนขา้งนอ้ยท่ีเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 105 CFU/mL ดงัรูป

ท่ี  4.17a และเม่ือท าการลดปริมาณเซลล์เ ร่ิมต้นลงเหลือ 103 CFU/mL และ 101 CFU/mL พบว่า 

Ceftriaxone ท  าไดเ้พียงการเพิ่มระยะเวลาพกัตวั (Lag phase) ของ B. cereus เท่านั้น แต่เม่ือเวลาเขา้ใกล ้

24 ชัว่โมง จ านวนเซลลสุ์ดทา้ยก็มีค่าเท่าเดิม ดงัรูปท่ี 4.17b และ c 
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รูปที ่4.17 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารท่ีมีการผสม Ceftriaxone ในความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

(a) 105 CFU/mL, (b) 103 CFU/mL, (c) 101 CFU/mL 

 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของ Ceftriaxone ท่ีมีต่อ B. cereus ไดแ้สดงไวใ้นรูปท่ี 4.18 จากรูปจะพบวา่

ค่าเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งมีค่าต ่าเม่ือเซลล์เร่ิมตน้มีปริมาณสูง (รูปท่ี 4.18a และ b) แต่เม่ือปริมาณเซลล์

เร่ิมตน้ลดลง (รูปท่ี 4.18c) ค่าการยบัย ั้งจะมีค่าเพิ่มมากข้ึนและเร่ิมลดลงเม่ือเขา้สู่ stationary phase 
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รูปที ่4.18  เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ Ceftriaxone ในช่วงความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญของ B. 

cereus (a) 105 CFU/mL, b) 103 CFU/mL, and c) 10 CFU/mL 

 
ความสามารถในการคดัเลือกเช้ือของสาร Ceftriaxone ไดแ้สดงออกมาในกราฟแท่งในรูปท่ี 4.19 พบวา่ 

Ceftriaxone สามารถลดปริมาณของ E. coli ไดม้ากท่ีสุดในขณะเดียวกนัก็ส่งผลยบัย ั้งการเจริญของ S. 

aureus อีกดว้ย ดว้ยเหตุน้ีท าให้ Ceftriaxone เป็นสารคดัเลือกท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการน ามาศึกษาต่อไป

เพราะเน่ืองจากไม่ส่งผลยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus เอง แลว้แต่ยงัช่วยลดปริมาณแบคทีเรียคู่แข่งได ้

ซ่ึงแตกต่างจากสารคดัเลือกชนิดอ่ืนๆ ท่ีมกัส่งผลกบัแบคทีเรียชนิดใดชนิดหน่ึง นอกจากน้ีการเพิ่ม

ปริมาณความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone ในอาหารเล้ียงเช้ือก็ไม่ส่งผลแสดงถึงความเป็นพิษต่อเซลลข์อง B. 

cereus อีกดว้ย ดงัจะเห็นไดจ้ากรูปท่ี 4.19   
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รูปที ่4.19 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของสารยบัย ั้ง Ceftriaxone ท่ีมีต่อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด    

                (a) 5 mg/L, (b) 10 mg/L, (c) 20 mg/L 
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รูปที ่4.20 ลกัษณะการเจริญของ B. cereus ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB + Ceftriaxone หลงัจากบ่มเป็น   

เวลานาน 24 ชัว่โมง 

 
จากรูปท่ี 4.20 พบวา่ความขุ่นของอาหารอนัเน่ืองมาจากการเจริญของ B. cereus ในอาหาร TSB เป็นไป

อย่างสม ่าเสมอในทุกความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone แสดงให้เห็นว่า Ceftriaxone แสดงความเป็นพิษต ่า

ต่อ B. cereus 
 

จากการศึกษาในอดีตมีรายงานถึงความสามารถของ B. cereus ในการตา้นทานต่อฤทธ์ิของ Ceftriaxone 

(Ko  et. al., 2007; Wagner et. al., 2011) นอกจาก Ceftriaxone จะไม่เป็นพิษต่อเซลล์ของ B. cereus เอง

แลว้ ตวัสารชนิดน้ียงัจะไม่ถูกท าลายดว้ยเอนไซม์ beta-lactamases ท่ีมีใน B. cereus ดว้ย ดงันั้นการใช้ 

Ceftriaxone จึงเหมาะสมในการน ามาใช้เป็นสารคัดเลือกในกรณีท่ีตัวอย่างอาหารมีเช้ือปนกันอยู่ 

(Amicosante et. al., 1988) ดว้ยขอ้ดีดงักล่าวขา้งตน้ Ceftriaxone จึงเหมาะสมท่ีสุดในการน ามาศึกษาและ

น ามาปรับปรุงเพื่อเป็นสารคดัเลือกเช้ือ B. cereus ในการทดลองต่อไป 

 

4.3 การศึกษาแหล่งคาร์บอนทีเ่หมาะสมในการบ่งช้ีการเจริญของ B. cereus  

การน าแหล่งคาร์บอนมาประยุกต์ใชเ้ป็นสารช่วยในการคดัเลือกการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียง

เช้ือนั้น มีการศึกษามาอยา่งแพร่หลายโดยมกัใชร่้วมกบัสารคดัเลือกอ่ืนๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ

บ่งช้ีและคดัเลือกการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีตอ้งการ 

 
สารเคมีท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในงานวิจยัน้ีไดแ้ก่ กลูโคส ซ่ึงเป็นน ้ าตาล 6 โมเลกุลท่ีแบคทีเรียทุกชนิด

สามารถน าไปใชเ้ป็นแหล่งพลงังานไดเ้พื่อใชเ้ป็นตวัควบคุมเชิงบวก ส าหรับแหล่งคาร์บอนอีกชนิดคือ 

น ้าตาลแมนนิทอลซ่ึงเป็นน ้ าตาลท่ี B. cereus ไม่สามารถน าไปใชไ้ดซ่ึ้งเป็นน ้ าตาลท่ีมาตรฐานก าหนดให้

ใชใ้นสูตรอาหารตามปกติ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10, 20, และ 40 g/L โดยการใชน้ ้าตาลแมนนิทอลท่ีระดบั

ความเขม้ขน้ท่ี 10 g/L นั้นเป็นระดบัอา้งอิงท่ีใชก้นัในมาตรฐานดงักล่าว 
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ผลการทดลองส่วนน้ีจะรายงานผลดว้ยการนบัจ านวนเซลล์ของ B. cereus และการเปล่ียนสีของอินดิเค

เตอร์คือ bromothymol blue ในช่วงระหวา่งระยะเวลา 24 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย โดยผลการ

ทดลองดงักล่าวไดถู้กแสดงไวใ้นรูปท่ี 4.21 และ 4.22 
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รูปที ่4.21 การเจริญของแบคทีเรีย a) B. cereus, b) E. coli, และ c) S. aureus ในอาหาร PEMBA ซ่ึงใช้

น ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 
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รูปที ่4.22 การเจริญของแบคทีเรีย a) B. cereus, b) E. coli, และ c) S. aureus ในอาหาร PEMBA ซ่ึงใช้

น ้าตาลแมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอน 
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รูปที่ 4.23   การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ ณ ชัว่โมงแรกของการลงเช้ือแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียในแต่

ละแถวคือ a) B. cereus, b) E. coli, และ c) S. aureus และแหล่งคาร์บอนในแต่ละคอลมัน์คือ  

  A) 10 g/L  B) 20 g/L C) 40 g/L of glucose 

  D) 10 g/L  E) 20 g/L F) 40 g/L of D-mannitol 

 

 

 
 

 

 

รูปที ่4.24 การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ ณ ชัว่โมงท่ี 24 ของการลงเช้ือแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียในแต่

ละแถวคือ a) B. cereus, b) E. coli, และ c) S. aureus และแหล่งคาร์บอนในแต่ละคอลมัน์คือ 

                                  A) 10 g/L  B) 20 g/L C) 40 g/L of glucose 

                D) 10 g/L  E) 20 g/L F) 40 g/L of D-mannitol 
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A 

B 
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รูปที ่4.25  การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือ ณ ชัว่โมงท่ี 48 ของการลงเช้ือแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียในแต่

ละแถวคือ a) B. cereus, b) E. coli, และ c) S. aureus และแหล่งคาร์บอนในแต่ละคอลมัน์คือ 

  A) 10 g/L  B) 20 g/L C) 40 g/L of glucose 

  D) 10 g/L  E) 20 g/L F) 40 g/L of D-mannitol 

   
เม่ือใชน้ ้าตาลแมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ีระดบัต่างๆ ไม่ส่งผลต่อการ

เจริญของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด (รูปท่ี 4.22) นอกจากน้ีแมว้า่จะท าการเติม ceftriaxone ลงไปในอาหารเล้ียง

เช้ือแล้วก็ตามพบว่า ความสามารถในการย ับย ั้ งการเจริญของ ceftriaxone มีแนวโน้มลดลงเม่ือ

เปรียบเทียบกบัการทดลองก่อนหนา้ท่ีใชอ้าหาร TSB ทั้งน้ีอาจเกิดจากความจ ากดัของอาหาร PEMBA ท่ี

มีปริมาณสารอาหารท่ีจ ากดักว่าใน TSB การเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีชัว่โมงท่ี 24-48 ไดแ้สดงดงั

รูปท่ี 4.23-4.25 ส าหรับ B. cereus พบวา่สามารถเปล่ียนสีอาหารเล้ียงเช้ือจากสีน ้าเงินเป็นสีน ้าเงินอมเขียว

เพียงเท่านั้น อีกทั้งไม่มีความแตกต่างเม่ือท าการเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้ าตาลแมนนิทอล ในขณะท่ีเช้ือ E. 

coli สามารถเปล่ียนสีอาหารเล้ียงเช้ือจากเดิมสีน ้ าเงินเป็นสีเขียวไดอ้ยา่งรวดเร็ว ในช่วงแรกของการเพาะ

เช้ือและกลายเป็นสีเหลืองในเวลาต่อมาทั้งน้ีเกิดจากการท่ี E. coli สามารถผลิตกรดจากน ้ าตาลแมน        

นิทอลไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ จึงท าใหเ้ห็นการเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็วแมว้า่จ  านวนเซลลจ์ะไม่เพิ่มข้ึน

ก็ตาม (รูปท่ี 4.25-b4, b6) ส าหรับ S. aureus พบวา่มีการเปล่ียนสีเพียงเล็กนอ้ยจากน ้ าเงินเป็นสีเขียวอ่อน

อนัเน่ืองจากความสามารถในการใชน้ ้าตาลแมนนิทอลเช่นเดียวกนั (รูปท่ี 4.25-c4) 

 
หลงัจากเปล่ียนแหล่งคาร์บอนท่ีใชจ้ากแมนนิทอลเป็นกลูโคสพบวา่ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 3 

ชนิดให้ผลเหมือนกนักบัการใช้แมนนิทอลดงัรูปท่ี 4.21 แต่กลบัพบว่าการใชก้ลูโคสเขม้ขน้ 40 g/L ท า

ใหมี้การลดลงของเซลล ์B. cereus ตั้งแต่ช่วงการเจริญท่ี 16 ชัว่โมง นอกจากน้ียงัพบวา่ค่า pH และสีมีการ

เปล่ียนแปลงเป็นสีน ้าเงินมากข้ึนแสดงถึงความเป็นด่างท่ีมากข้ึนอีกดว้ยดงัรูปท่ี 4.25:a1-3, c1-3 

A B C D E F 

control 

A 

B 

C 
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จากผลการทดลองขา้งตน้พบว่าการเจริญของ B. cereus ในอาหาร PEMBA เป็นไปอย่างเช่ืองช้าและมี

แนวโน้มลดลงมากกว่าในอาหาร TSB ทั้งน้ีอาจมีสาเหตุมาจากการใช้อินดิเคเตอร์ท่ีเป็นสารให้สีใน

อาหาร PEMBA ท่ีอาจส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ของ B. cereus ดงันั้นในการทดลองต่อไปคือ

การหาผลของอินดิเคเตอร์ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของ B. cereus ซ่ึงท าไดโ้ดยการศึกษา สารอินดิเคเตอร์ 

3 ชนิดคือ bromothymol blue, neutral red, และการผสมกนัของอินดิเคเตอร์ทั้ง 2 ชนิด ซ่ึงความเขม้ขน้ท่ี

ใชจ้ะพิจารณาจากสูตรอาหารปกติท่ีใชส้ารอินดิเคเตอร์ปริมาณ 0.05 กรัม ซ่ึงผลการทดลองดงักล่าวได้

แสดงไวใ้นรูปท่ี 4.26 จากผลการทดลองในส่วนน้ีพบว่า bromothymol blue มีผลต่อการเจริญของ          

B. cereus โดยจะท าให้เซลล์เติบโตไดน้้อยลงซ่ึงแสดงถึงความเป็นพิษต่อเซลล์และแมว้า่จะท าการผสม 

bromothymol blue กบั neutral red ก็พบวา่ให้ลกัษณะการเปล่ียนสีท่ีไม่ชดัเจนมากเท่าท่ีควรดงัแสดงใน

รูปท่ี 4.27 

 
รูปที่ 4.26 ลกัษณะการเจริญของ B.cereus ในอาหารท่ีมีสารอินดิเคเตอร์แตกต่างกนั 

 

 

 

 

 

 

 

    รูปที่ 4.27 สีของอาหารเหลวท่ีมีอินดิเคเตอร์ท่ีแตกต่างกนั 
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จากผลการทดลองจะพบว่าในอาหารท่ีใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนนั้น สีของอาหารเปล่าจะค่อนขา้ง

เปล่ียนแปลงเป็นสีเหลืองมากข้ึนแมว้่าจะไม่มีเช้ือจุลินทรียก์็ตาม ทั้งน้ีเกิดจากการสลายตวัของน ้ าตาล

กลูโคสอนัเน่ืองมาจากความร้อนในระหว่างการฆ่าเช้ือ ซ่ึงปฏิกริยาน้ีมกัเกิดข้ึนกบัน ้ าตาลเฮกโซสท่ีมี

คาร์บอน 6 โมเลกุล จนกลายเป็นกรดคาร์บอกซิลิกจ านวน 3 โมเลกุลท าให้อาหารมีความเป็นกรดสูงข้ึน 

(Novotný et. al., 2008) ซ่ึงในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดสูง การเจริญของ B. cereus จึงถูกชะลอใหช้า้ลงซ่ึง

ลกัษณะการเจริญแบบน้ีก็ถูกรายงานโดย van Melis และคณะ, 2012 เช่นเดียวกนั นอกจากน้ีการเจริญ

ของ B. cereus ในสภาวะอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นกรดจะส่งผลให้ลกัษณะการเจริญในช่วง lag phase ท่ี

ยาวนานมากข้ึนเน่ืองจากเช้ือตอ้งท าการปรับตวักบัสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญและอาจมีการเจริญ

ท่ีนอ้ยกวา่ปกติ (Setlow และ Setlow, 1980; Biesta-Peters et. al., 2011) 

 
จากผลการทดลองดงักล่าวระบบอินดิเคเตอร์ท่ีใชใ้นการทดลองน้ียงัไม่เพียงพอในการบ่งช้ีการเจริญของ 

B. cereus ออกจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ดงันั้นการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัแหล่งคาร์บอนอ่ืนๆ ท่ีสามารถ

ช่วยบ่งช้ีการเจริญของ B. cereus ออกจากแบคทีเรียแข่งขนัจึงเป็นส่ิงท่ีควรศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต 

นอกจากน้ีการใช ้ceftriaxone เป็นสารคดัเลือกเพียงชนิดเดียวอาจไม่เพียงพอในการคดัเลือก B. cereus 

ในอาหาร PEMBA ดงันั้นการใช้ ceftriaxone ร่วมกบั polymyxin B แต่ท าการลดปริมาณ polymyxin B 

ลงอาจเป็นขอ้สรุปท่ีเหมาะสมในการใชเ้ป็นระบบคดัเลือก B. cereus ในตวัอยา่งผลิตภณัฑอ์าหาร 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

 
ในการศึกษาประสิทธิภาพในการคดัเลือกของสารยบัย ั้งทั้ ง 5 ชนิด (อนัได้แก่ polymyxin B sulfate, 

trimethoprim, novobiocin, amoxicillin, และ  ceftriaxone)  ท่ี มี ต่อแบคทีเ รีย  B. cereus พบว่าการใช้  

amoxicillin กับ novobiocin ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB นั้นมีผลต่อการยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus ท่ี

ค่อนขา้งรุนแรงโดยเฉพาะกบัเซลลท่ี์มีความเขม้ขน้เร่ิมตน้นอ้ยๆ สารยบัย ั้งท่ีเหมาะสมพอจะน ามาใชเ้ป็น

สารคดัเลือกส าหรับการเจริญของ B. cereus  ไดแ้ก่ ceftriaxone, polymyxin B sulfate, และ trimethoprim 

ในจ านวนน้ี ceftriaxone ใหป้ระสิทธิภาพในการคดัเลือกท่ีดีท่ีสุดเน่ืองจากไม่สร้างความเป็นพิษต่อเซลล์

ของ  B. cereus สามารถยบัย ั้งการเจริญของ E. coli อย่างสมบูรณ์ ยบัย ั้ง S. aureus บางส่วนในขณะท่ี 

polymyxin B นั้ นย ับย ั้ งเพียงแต่ E. coli เท่านั้ น ส าหรับ trimethoprim นั้ นแม้จะไม่ออกฤทธ์ิย ับย ั้ ง

แบคทีเรีย B. cereus แต่ก็ไม่ไดย้บัย ั้งเช้ือคู่แข่งอ่ืนๆ เช่นกนัในอาหาร TSB 

  
ตามปกติแลว้การเพิ่มความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งมกัจะสร้างความเป็นพิษต่อเซลล์ของแบคทีเรียทุกชนิด

โดยเฉพาะในเซลลเ์ร่ิมตน้นอ้ยๆ ท าให้เกิดการเจริญท่ีมีลกัษณะ Lag phase ท่ียาวนานรวมไปถึงการแปร

ผลท่ีผดิพลาด (false negative) การใชส้ารคดัเลือกและระบบอินดิเคเตอร์ท่ีเหมาะสมในการบ่งช้ีการเจริญ

ของ B. cereus จึงมีความจ าเป็น ดงันั้นจึงท าการทดลองเพื่อคน้หาอินดิเคเตอร์ (bromothymol blue และ 

neutral red) และแหล่งคาร์บอน (กลูโคสและแมนนิทอล) ท่ีเหมาะสมในการใช้บ่งช้ีการเจริญของ          

B. cereus จากการทดลองพบวา่สามารถใช้อินดิเคเตอร์ทั้งสองชนิดท่ีใชใ้นการบ่งช้ีการเจริญ แต่มีเพียง 

bromothymol blue เท่านั้นท่ีสร้างความเป็นพิษต่อเซลล์ของ B. cereus นอกจากน้ีการใช้กลูโคสเป็น

แหล่งคาร์บอนท าให้เกิดกรดในอาหารเล้ียงเช้ือมากข้ึนซ่ึงส่งผลต่อการเจริญของ B. cereus อีกทั้งยงัไม่

ช่วยให้แยก B. cereus ออกจาก E. coli และ S. aureus อีกด้วย ส าหรับแมนนิทอลพบว่าไม่ช่วยในการ

บ่งช้ีการเจริญของ B. cereus ออกจากเช้ือคู่แข่งอ่ืนๆ เช่นกนั 
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ผลผลติ (Output) 

1. ผลงานตีพมิพในวารสารวชิาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ (ระบุช่ือผู้แต่ง ช่ือเร่ือง ช่ือวารสาร ปี 

เล่ม เลขที ่และหน้า) 

 1.1 Sangadkit, W., Deepatana, A., and Thipayarat, A., 2019, “Effect of inhibitors and initial cell 
concentration on the enrichment Bacillus cereus”, Srinakharinwirot University (Journal of Science 
and Technology), TCI-Tier 1, submitted 
 

2. การจดสิทธิบัตร 
 อาหารเหลวจ าเพาะส าหรับตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนของเช้ือบาซิลสัซีเรียสดว้ยการเปล่ียนแปลงสี 

 จากปฏิกิริยาการใชน้ ้าตาล 
 

3. ผลงานเชิงพาณชิย์ (มีการน าเสนอไปผลติ/ขาย/ก่อให้เกดิรายได้ หรือมีการประยุกต์ใช้โดยภาคธุรกจิ

หรือบุคคลทัว่ไป 

 ชุดตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของ B. cereus  มีการน าผลงานไปเสนอใหก้บัทางบริษทั นารา แฟคทอ

ร่ี จ  ากดั ซ่ึงเป็นบริษทัท่ีผลิตดินน ้ ามนัจากแป้งโด โดยผลิตภณัฑ์ดงักล่าวเป็นของเล่นเด็กท่ีจะตอ้งมี

การตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววทิยาไม่ใหมี้การปนเป้ือนของ B. cereus ท่ีอาจจะปนเป้ือนขา้มไปยงั

เด็กท่ีเล่นดินน ้ ามัน ดังนั้ นผลิตภัณฑ์ก่อนท่ีจะปล่อยจ าหน่ายจึงจ าเป็นต้องมีการตรวจสอบการ

ปนเป้ือนของเช้ือดังกล่าว ชุดตรวจวิเคราะห์ B. cereus ท่ีน าเสนอเป็นแนวทางเลือกใหม่ของการ

วเิคราะห์ ช่วยลดค่าใชจ่้ายในการวเิคราะห์ โรงงานสามารถท่ีจะวเิคราะห์ตวัอยา่งไดจ้  านวนมาก ท าให้

เกิดความน่าเช่ือถือของขอ้มูล ไดผ้ลการวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งน่าเช่ือถือ อีกทั้งใช้เวลาในการวิเคราะห์

นอ้ยเม่ือเทียบกบัวธีิการในปัจจุบนัท่ีโรงงานใชอ้ยู ่ 

  
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 

 ผลงานวจิยัดงักล่าวจะเป็นประโยชน์ต่อชุมชนสังคม ลดค่าใชจ่้ายในการรักษาพยาบาลจากการติดเช้ือ

ดังกล่าว การมีผลการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาท าให้สร้างความน่าเช่ือถือจากลูกค้า

นอกจากน้ีองค์ความรู้ท่ีได้จากงานวิจยั สามารถเป็นแนวทางต่อยอดการพฒันาชุดตรวจสอบการ

ปนเป้ือนเช้ือก่อโรคชนิดอ่ืน ช่วยลดดุลการคา้จากการน าเขา้ชุดทดสอบท่ีมีราคาแพงจากต่างประเทศ 

เป็นการส่งเสริมศกัยภาพความสามารถนักวิทยาศาสตร์ไทย และเป็นความทา้ทายท่ีจะน าผลงาน

ดงักล่าวไปประยกุตใ์ชจ้ริงในโรงงานอุตสาหกรรมและหน่วยงานของรัฐต่างๆ  
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ตารางที่ A.1 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ีแตกต่างกนัของการเจริญเติบโตในอาหาร TSB ท่ี

อุณหภูมิ 30 C (log CFU/mL) 

        ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 105 CFU/mL 

เวลา (h) Rep1 Rep2 Rep3 Avg. SD. 
0 5.52 5.60 5.60 5.57 0.05 
4 5.51 5.48 5.48 5.49 0.02 
8 6.26 6.48 6.30 6.34 0.12 

12 7.11 7.00 6.95 7.02 0.08 
16 7.30 7.48 7.36 7.38 0.09 
24 7.70 7.85 7.70 7.75 0.08 

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 103 CFU/mL 

เวลา (h) Rep1 Rep2 Rep3 Avg. SD. 
0 3.26 3.48 3.95 3.56 0.36 
4 4.53 4.00 4.30 4.28 0.27 
8 6.08 5.70 5.70 5.83 0.22 

12 6.38 6.30 6.60 6.43 0.16 
16 7.45 7.60 7.36 7.47 0.12 
24 7.30 7.60 7.48 7.46 0.15 

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 10 CFU/mL 

เวลา (h) Rep1 Rep2 Rep3 Avg. SD. 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
4 3.60 3.00 3.48 3.36 0.32 
8 5.60 5.00 5.30 5.30 0.30 

12 6.90 6.70 6.85 6.82 0.11 
16 7.34 7.85 7.70 7.63 0.26 
24 7.26 7.70 7.70 7.55 0.26 
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ตารางที่ A.2 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 105 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 4.30 4.41 0.00 4.48 4.48 0.00 4.48 4.30 0.00 
4 4.48 4.48 3.00 4.48 4.60 3.00 4.60 4.30 3.30 
8 5.95 5.90 3.30 6.00 5.70 3.48 6.11 5.78 3.48 

12 6.85 6.85 4.85 7.30 7.30 5.00 6.95 7.00 4.95 
16 7.08 7.20 5.95 7.70 7.30 6.00 7.00 7.30 6.00 
24 6.48 6.48 6.15 6.70 6.85 6.00 6.85 6.48 5.90 

 

Table A.3  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 105 

CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 22.06 20.00 100.00 20.08 20.08 100.00 20.08 23.22 100.00 
4 18.67 18.67 45.51 18.26 15.98 45.23 15.98 21.47 39.73 
8 4.81 5.63 47.23 7.37 12.01 46.32 2.97 8.30 44.82 

12 3.78 3.78 31.89 0 0 28.57 0.00 0 28.76 
16 3.04 1.33 18.45 0 2.36 19.76 4.91 0.82 18.50 
24 15.87 15.87 20.17 14.61 12.75 23.52 11.09 15.87 23.33 
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Table A.4  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 105 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการเสริม

ดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Trimethoprim  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 4.40 4.78 4.00 4.85 5.00 4.90 5.30 5.48 5.00 
4 6.00 6.15 6.28 6.00 6.30 6.30 6.00 6.00 6.00 
8 6.48 6.48 6.90 6.48 6.30 6.00 6.70 6.85 6.00 

12 6.95 7.15 6.95 7.00 7.30 7.00 7.00 7.00 6.70 
16 7.11 7.51 7.20 6.70 7.00 7.00 6.95 7.30 7.00 
24 7.34 7.32 7.00 7.70 7.00 7.48 7.00 7.30 7.70 

 

Table A.5  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 105 

CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Trimethoprim 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 20.31 13.42 27.52 13.51 10.75 12.48 5.37 2.23 10.75 
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
8 0.00 0.00 0.00 0.00 2.72 7.37 0.00 0.00 4.78 

12 2.24 0.00 2.24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.67 
16 2.56 0.00 1.33 10.41 6.38 6.38 5.54 0.82 4.91 
24 4.63 4.89 9.08 1.86 10.77 4.69 9.08 5.17 0.00 
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ตารางที่ A.6 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 105 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Novobiocin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Novobiocin 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 4.70 4.85 4.59 5.48 4.95 4.70 5.00 4.90 4.48 
4 4.60 4.54 4.48 4.48 4.48 4.85 4.70 4.30 4.30 
8 4.18 4.20 4.11 4.30 4.32 4.30 4.00 3.90 4.15 

12 3.78 3.30 3.30 3.70 3.00 0.00 4.00 3.00 0.00 
16 3.78 3.60 3.30 3.95 3.30 0.00 4.00 0.00 0.00 
24 3.70 0.00 0.00 3.78 0.00 0.00 3.70 0.00 0.00 

 

ตารางที่ A.7 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 105 

CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Novobiocin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Novobiocin 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 14.85 12.20 16.81 2.23 11.56 16.12 10.75 12.48 20.08 
4 16.40 17.46 18.67 18.26 18.26 11.54 14.21 21.47 21.47 
8 33.24 32.79 34.23 33.60 33.27 33.60 36.52 38.06 34.20 

12 46.89 53.60 53.60 47.16 57.14 100.00 42.48 56.86 100.00 
16 48.25 50.66 54.79 47.12 55.85 100.00 45.66 100.00 100.00 
24 51.96 100.00 100.00 51.84 100.00 100.00 51.96 100.00 100.00 
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ตารางที่ A.8  ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 105 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Amoxicillin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Amoxicillin  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 5.00 5.00 5.60 5.40 5.04 4.95 5.48 5.00 4.85 
4 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.30 3.00 3.00 
8 4.00 3.70 3.30 4.00 3.30 3.60 4.30 4.00 3.48 

12 4.18 3.00 0.00 4.90 3.30 0.00 4.85 3.48 0.00 
16 6.48 5.30 0.00 6.48 5.48 0.00 6.48 5.48 0.00 
24 6.48 6.30 0.00 6.60 6.48 0.00 6.48 6.00 0.00 

 
ตารางที ่A.9 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 105 

CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Amoxicillin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

  

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Amoxicillin 
ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 

5 
mg/L 

10 
mg/L 

20 
mg/L 

5 
mg/L 

10 
mg/L 

20 
mg/L 

5 
mg/L 

10 
mg/L 

20 
mg/L 

0 9.40 9.40 0.00 3.64 10.01 11.56 2.23 10.75 13.51 
4 45.51 45.51 45.51 45.23 45.23 45.23 39.73 45.23 45.23 
8 36.05 40.87 47.23 38.24 49.04 44.39 31.74 36.52 44.82 

12 41.30 57.83 100.00 29.96 52.84 100.00 30.33 50.00 100.00 
16 11.28 27.39 100.00 13.37 26.75 100.00 12.02 25.60 100.00 
24 15.87 18.16 100.00 15.84 17.44 100.00 15.87 22.07 100.00 
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ตารางที่ A.10 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 105 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 4.85 5.23 4.90 5.60 5.30 5.00 5.04 5.28 4.95 
4 5.56 5.18 4.41 6.04 5.70 4.90 5.67 5.30 4.85 
8 6.32 6.32 4.18 6.95 6.78 4.60 6.48 6.48 5.00 

12 7.11 6.85 6.30 7.30 7.30 6.70 7.30 6.95 6.43 
16 7.95 8.36 7.23 8.70 8.30 7.95 8.15 7.95 7.41 
24 8.18 8.00 8.00 8.48 8.00 8.00 8.70 8.30 7.95 

 

ตารางที่ A.11 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

105 CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา (h) 

ความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 12.20 5.22 11.15 0.00 5.37 10.75 10.01 5.77 11.56 
4 0.00 5.98 19.80 0.00 0.00 10.48 0.00 3.22 11.54 
8 0.00 0.00 33.24 0.00 0.00 28.95 0.00 0.00 20.65 

12 0.00 3.78 11.43 0.00 0.00 4.30 0.00 0.00 7.52 
16 0.00 0.00 0.97 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
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ตารางที่ A.12 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
8 4.30 3.85 0.00 4.78 4.11 0.00 4.70 4.00 0.00 

12 6.40 5.95 0.00 6.30 5.85 0.00 6.30 5.48 0.00 
16 6.70 6.53 3.78 6.95 6.90 3.00 6.85 6.70 3.70 
24 6.00 6.30 6.18 6.70 6.00 6.28 6.48 6.18 5.70 

 

ตารางที่ A.13 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา 
(h) 

Polymyxin B sulfate  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
4 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
8 29.25 36.75 100.00 16.16 27.81 100.00 17.55 29.81 100.00 

12 0 6.68 100.00 0.00 7.24 100.00 4.56 17.04 100.00 
16 10.05 12.30 49.27 8.52 9.19 60.54 7.02 9.00 49.75 
24 17.82 13.70 15.41 11.88 21.07 17.41 13.37 17.40 23.78 
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ตารางที่ A.14 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Trimethoprim  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 3.30 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 
4 3.30 3.30 3.00 3.00 3.48 3.00 3.48 3.00 3.30 
8 6.15 6.23 6.18 6.00 6.60 6.48 5.70 6.00 6.00 

12 5.90 5.30 5.60 6.00 5.48 5.48 5.90 5.48 6.00 
16 7.23 7.28 7.26 7.48 7.30 7.00 7.00 7.30 6.95 
24 6.78 6.90 7.04 7.00 6.90 6.90 7.00 6.60 6.95 

 

 

ตารางที่ A.15 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Trimethoprim  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 0.00 7.84 7.84 13.72 13.72 13.72 24.13 24.13 24.13 
4 27.15 27.15 33.80 25.00 13.07 25.00 19.16 30.25 23.25 
8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

12 7.48 16.91 12.20 4.78 13.08 13.08 10.59 17.04 9.12 
16 2.91 2.26 2.58 1.64 3.96 7.92 4.91 0.82 5.54 
24 7.16 5.45 3.56 7.92 9.19 9.19 6.38 11.70 6.99 
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ตารางที่ A.16   ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Novobiocin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Novobiocin  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 3.70 3.48 3.48 3.30 3.00 3.00 3.00 3.48 3.48 
4 3.00 3.30 3.00 3.00 3.00 3.00 3.30 3.00 3.00 
8 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 

12 4.08 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 
16 5.26 0.00 0.00 5.78 0.00 0.00 5.38 0.00 0.00 
24 4.30 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 3.95 0.00 0.00 

 

 
ตารางที่ A.17  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Novobiocin ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Novobiocin 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 0 0 0 5.06 13.72 13.72 24.13 12.07 12.07 
4 33.80 27.15 33.80 25.00 25.00 25.00 23.25 30.25 30.25 
8 50.65 50.65 50.65 47.36 47.36 47.36 47.36 47.36 47.36 

12 36.07 100.00 100.00 36.52 100.00 100.00 39.41 100.00 100.00 
16 29.43 100.00 100.00 23.99 100.00 100.00 26.92 100.00 100.00 
24 41.09 100.00 100.00 47.38 100.00 100.00 47.12 100.00 100.00 
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ตารางที่ A.18 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 103 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.48 3.00 3.00 
4 3.85 3.48 3.00 3.78 3.48 3.00 3.90 3.30 3.30 
8 5.48 3.95 3.95 5.78 4.30 4.30 5.60 4.00 4.04 

12 6.48 6.08 4.41 6.00 6.00 4.60 6.30 5.95 4.30 
16 7.08 6.30 7.08 7.60 6.90 7.30 7.20 6.45 7.15 
24 7.30 7.30 7.30 7.70 7.30 7.00 7.40 7.34 7.32 

 

ตารางที่ A.19 เปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

103  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 7.84 7.84 7.84 13.72 13.72 13.72 12.07 24.13 24.13 
4 15.15 23.27 33.80 5.55 13.07 25.00 9.25 23.25 23.25 
8 9.90 34.95 34.95 0.00 24.53 24.53 1.70 29.81 29.09 

12 0.00 4.72 30.80 4.78 4.78 26.96 4.56 9.81 34.85 
16 4.94 15.39 4.94 0.00 9.19 3.96 2.14 12.42 2.93 
24 0.00 0.00 0.00 0.00 3.96 7.92 1.06 1.80 2.07 
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ตารางที่ A.20 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 101 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
8 3.70 0.00 0.00 3.78 0.00 0.00 3.85 0.00 0.00 

12 5.85 3.95 0.00 5.90 4.00 0.00 5.70 4.00 0.00 
16 6.28 5.11 3.30 6.60 5.48 3.00 6.48 5.30 3.48 
24 6.00 5.90 5.70 6.48 6.00 5.30 6.70 5.70 5.00 

 

ตารางที่ A.21  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

101  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Polymyxin B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Polymyxin B sulfate  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
4 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
8 33.97 100.00 100.00 24.44 100.00 100.00 27.47 100.00 100.00 

12 15.33 42.72 100.00 11.88 40.29 100.00 16.74 41.56 100.00 
16 14.49 30.35 55.04 15.84 30.18 61.76 15.87 31.15 54.84 
24 17.30 18.64 21.45 15.87 22.07 31.15 12.99 25.98 35.06 
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ตารางที่ A.22 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 101 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Trimethoprim B sulfate ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Trimethoprim B sulfate  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
8 4.60 4.78 4.60 4.60 4.70 4.60 4.48 4.60 4.60 

12 6.04 6.08 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 
16 6.36 6.30 6.48 7.18 6.00 6.48 6.95 6.30 6.00 
24 7.00 7.00 7.00 7.00 7.48 7.48 7.30 7.30 7.30 

 

Table A.23 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 101  

CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Trimethoprim ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Trimethoprim 

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
4 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
8 17.85 14.71 17.85 7.96 6.02 7.96 15.54 13.19 13.19 

12 12.48 11.94 13.08 10.43 10.43 10.43 12.35 12.35 12.35 
16 13.36 14.18 11.78 8.53 23.52 17.44 9.67 18.16 22.07 
24 3.52 3.52 3.52 9.08 2.88 2.88 5.17 5.17 5.17 
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ตารางที่ A.24 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ B. cereus ท่ี 101 CFU/mL ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ซ่ึงมีการ

เสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
8 3.00 0.00 0.00 3.30 0.00 0.00 3.00 0.00 0.00 

12 6.15 4.32 0.00 6.30 4.78 0.00 6.20 4.43 0.00 
16 6.48 5.30 3.30 6.70 5.60 3.70 6.54 5.38 3.85 
24 7.85 7.00 6.30 7.30 7.00 6.70 7.60 7.20 6.40 

 

ตารางที่ A.25  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของ B. cereus ท่ีเจริญเติบโตในอาหาร TSB ดว้ยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

101  CFU/mL ซ่ึงมีการเสริมดว้ย Ceftriaxone ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

เวลา 
(h) 

ความเขม้ขน้ของ Ceftriaxone  

ซ ้ าท่ี 1 ซ ้ าท่ี 2 ซ ้ าท่ี 3 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
5 

mg/L 
10 

mg/L 
20 

mg/L 
0 100 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100 100.00 100.00 
4 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100 100.00 100.00 
8 46.45 100.00 100.00 33.98 100.00 100.00 43.41 100.00 100.00 

12 10.97 37.39 100.00 5.94 28.67 100.00 9.36 35.26 100.00 
16 11.78 27.80 55.04 14.61 28.59 52.85 15.00 30.12 50.06 
24 0.00 3.52 13.15 5.17 9.08 12.99 1.26 6.43 16.90 
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ตารางที่ A.26  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างของ 

Polymyxin B sulfate  

เวลา (h) 
5.00 mg/L ของ Polymyxin B sulfate 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 20.74 1.14 42.27 0.09 0.00 0.00 
8.00 5.05 2.21 100.00 0.00 0.00 0.00 

16.00 1.66 4.12 100.00 0.00 0.00 0.00 
24.00 13.86 2.48 100.00 0.00 0.00 0.00 

       
       

เวลา (h) 
10.00 mg/L ของ Polymyxin B sulfate 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 21.10 1.84 62.57 1.58 0.00 0.00 
8.00 8.65 3.21 100.00 0.00 0.00 0.00 

16.00 1.50 0.78 100.00 0.00 0.00 0.00 
24.00 14.83 1.80 100.00 0.00 0.00 0.00 

       
       

เวลา (h) 
20.00 mg/L ของ Polymyxin B sulfate 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 100.00 0.00 58.26 1.92 0.00 0.00 
8.00 46.12 1.22 100.00 0.00 0.00 0.00 

16.00 18.90 0.74 100.00 0.00 0.00 0.00 
24.00 22.34 1.88 100.00 0.00 0.00 0.00 
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ตารางที ่A.27 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างของ 

Trimethoprim 

เวลา (h) 
5.00 mg/L ของ Trimethoprim 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 13.06 7.48 0.00 0.00 0.00 0.00 
8.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

16.00 6.17 3.96 14.70 5.11 13.79 2.96 
24.00 5.19 3.64 34.00 0.68 14.89 2.39 

       
       

เวลา (h) 
10.00 mg/L ของ Trimethoprim 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 8.80 5.84 0.00 0.00 0.00 0.00 
8.00 0.00 0.00 0.00 8.82 1.18 0.11 

16.00 1.47 4.62 24.93 2.83 19.66 1.61 
24.00 6.94 3.32 34.67 2.44 23.16 2.97 

       
       

เวลา (h) 
20.00 mg/L ของ Trimethoprim 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 16.91 9.22 4.14 5.86 0.00 0.00 
8.00 0.60 9.57 0.00 0.00 4.69 0.09 

16.00 4.21 2.60 26.54 0.56 26.21 3.42 
24.00 4.59 4.54 36.68 0.83 36.78 1.62 
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ตารางที่ A.28 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างของ 

Novobiocin 

เวลา (h) 
5.00 mg/L ของ Novobiocin 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 9.28 6.44 0.00 0.00 0.00 0.00 
8.00 34.45 1.80 5.97 8.44 14.00 5.23 

16.00 47.01 1.30 0.00 0.00 42.71 0.77 
24.00 51.92 0.07 0.41 0.59 41.79 0.00 

       
       

เวลา (h) 
10.00 mg/L ของ Novobiocin 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 12.08 0.47 0.00 0.00 0.00 0.00 
8.00 34.71 2.91 8.22 6.87 15.11 7.42 

16.00 68.84 27.11 0.00 0.00 42.16 0.00 
24.00 100.00 0.00 1.49 0.58 39.86 2.74 

       
       

เวลา (h) 
20.00 mg/L ของ Novobiocin 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 17.67 2.12 10.57 1.23 0.00 0.00 
8.00 34.01 0.36 13.22 4.96 10.15 1.26 

16.00 84.93 26.10 0.00 0.00 41.10 2.22 
24.00 100.00 0.00 7.60 2.30 38.97 4.72 
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ตารางที่ A.29 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างของ 

Amoxicillin 

เวลา (h) 
5.00 mg/L ของ Amoxicillin 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 5.09 3.80 2.00 2.08 0.00 0.00 
8.00 35.35 3.31 47.22 3.60 20.24 1.39 

16.00 12.23 1.06 52.95 0.95 42.42 0.36 
24.00 15.86 0.01 53.92 3.72 65.14 0.00 

       
       

เวลา (h) 
10.00 mg/L ของ Amoxicillin 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 10.05 0.68 3.02 1.62 0.00 0.00 
8.00 42.14 6.36 50.90 0.80 23.29 4.60 

16.00 26.58 0.91 51.79 3.84 45.85 2.24 
24.00 19.22 2.49 53.88 2.50 63.72 1.44 

       
       

เวลา (h) 
20.00 mg/L ของ Amoxicillin 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 7.85 8.17 6.42 2.64 0.00 0.00 
8.00 45.48 1.53 62.05 1.25 21.41 2.28 

16.00 100.00 0.00 74.00 0.20 46.32 1.58 
24.00 100.00 0.00 100.00 0.00 69.34 0.00 

 
 

 

 

 



71 

 

ตารางที่ A.30 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างของ 

Ceftriaxone 

เวลา (h) 
5.00 mg/L ของ Ceftriaxone 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 7.40 6.51 4.20 1.87 0.00 0.00 
8.00 0.00 0.00 47.22 3.60 33.24 0.85 

16.00 0.00 0.00 100.00 0.00 51.25 4.82 
24.00 0.00 0.00 100.00 0.00 61.62 1.54 

       
       

เวลา (h) 
10.00 mg/L ของ Ceftriaxone 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 5.45 0.28 12.64 1.00 0.00 0.00 
8.00 0.00 0.00 65.08 1.40 32.31 0.59 

16.00 0.00 0.00 100.00 0.00 32.98 0.60 
24.00 0.00 0.00 100.00 0.00 54.09 1.17 

       
       

เวลา (h) 
20.00 mg/L ของ Ceftriaxone 

B. cereus SD E. coli SD S. aureus SD 
0.00 11.15 0.41 20.04 1.65 0.00 0.00 
8.00 27.61 6.40 71.68 1.14 31.77 0.14 

16.00 0.00 0.00 100.00 0.00 35.09 0.83 
24.00 0.00 0.00 100.00 0.00 55.57 0.49 
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