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การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเอทานอลจากใบกระทุ  (Rhodomyrtus 
tomentosa (Aiton.) Hassk)  ตอเชื้อแบคทีเรีย Bacillus  cereus จํานวน 65 isolates ที่แยกได
จากตัวอยางอาหาร พบวาเมื่อทดสอบสมบัติการตานเชื้อแบคทีเรียเบื้องตนดวยวิธี paper disk 
agar diffusion สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus  ทุก isolates ที่ทดสอบ โดยมีคาเสนผาน
ศูนยกลางวงใส (inhibition zones) อยูในชวง 10.50–17.20 mm. ทําการทดสอบหาคาความ
เขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ (minimum inhibitory concentration, MIC) ไดคา MIC อยู
ในชวง 16–64 µg/ml คา MIC50 และ MIC90 เทากับ  32 และ 64 µg/ml ตามลําดับ  ซึ่งใกลเคียง
กับคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถฆาเชื้อ (minimum bactericidal concentration, MBC) คืออยู
ในชวง 32–256 µg/ml  ทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดโดยวิธี time-kill study ตอเซลลและเอน
โดสปอรในระยะงอกของ B. cereus  ทั้งในหลอดทดลองและประยุกตใชในอาหาร พบวาใน
หลอดทดลองสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งและฆาเชื้อที่ความเขมขน 4MIC และ 2MIC ซึ่งสามารถทําให
จํานวนเซลลและเอนโดสปอรที่งอกลดลงอยางนอย 3log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อ
เริ่มตนที่เวลา 6–24 ชั่วโมง และ 150-270 นาที ตามลําดับ  ในขณะที่สารสกัดหยาบไมมีผลตอ
เอนโดสปอร สารสกัดหยาบมีความคงตัวในการออกฤทธิ์ยับยั้งหรือฆาเชื้อ B. cereus ไดที่ pH 
4-9  เมื่อทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดตอเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ B. cereus ในขาวตม
สําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภค ทั้งที่อุณหภูมิ 37ºC และ 6ºC  พบวาที่
อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดใบกระทุมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและการอยูรอดไดดีกวาที่อุณหภูมิ 6ºC  
โดยที่อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดที่ความเขมขน 32MIC (1024 g/ml) และ 16MIC (512 g/ml)
สามารถยับยั้งโดยทําใหจํานวนการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกลดลงอยางนอย 
2log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่อุณหภูมิ 6ºC สาร
สกัดที่ความเขมขน 32MIC สามารถทําใหจํานวนการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอก
ลดลงอยางนอย 2log CFU/ml ที่เวลา 5–7 วัน แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากใบกระทุสามารถ
ออกฤทธิ์ไดทั้งยับยั้งและฆาเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ  B. cereus ไดดี จึงสามารถ
นํามาพัฒนาเพื่อเปนสารชีวภาพในการควบคุม B. cereus ในอาหารได
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ABSTRACT

The antibacterial activity of the ethanolic extract of leaves from 
Rhodomyrtus tomentosa (Ait.) Hassk was investigated against 65 Bacillus cereus
isolates from contaminated food. Preliminary screening of the activities of the extract 
was evaluated using paper disc agar diffusion method against both food isolates and 
reference strains. The result demonstrated that the extract exhibited antibacterial 
properties against all the tested organisms. The inhibition zones ranged from 10.50–
17.20 mm. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the extract ranged from 16-
64 µg/ml. The MIC50 and MIC90 values were 32 and 64 µg/ml, respectively and the
minimum bactericidal concentrations (MBCs) of the extracts ranged from 32–256 µg/ml.
The bactericidal activity of the extract on both vegetative cells and germinated 
endospores of B. cereus in nutrient broth were assessed at MIC, 2MIC, and 4MIC by 
counting viable cells after time intervals. At 2MIC and 4MIC, the extract killed 
germinated endospores and vegetative cells effectively by at least 3 logs within 150–270  
min and 6–24 h., respectively while intact endospores are resistant. The extract 
exhibited excellent stability to pH 4–9 treatments. The effects of R. tomentosa extract on 
both precooked rice and canned tuna steak was better at 37ºC than at 6ºC. At 37ºC, 
treatment with the extract at 32MIC (1024 g/ml) and 16MIC (512 g/ml) could inhibit
the growth and survival of B. cereus by at least 2 log CFU/ml within 12 h. While, at 6ºC 
the numbers of viable vegetative cells and germinated endospores of B. cereus after 
exposure to 32MIC of the extract were reduced by at least 2 logs CFU/ml within 5–7 
days. Since the extract from R. tomentosa produced remarkable activity against both 
vegetative cells and germinated endospores, it could be applied as an alternative food 
additive. 
.
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บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง
Bacillus cereus เปนเชื้อแบคทีเรียกรัมบวก มีรูปรางแทงตรง สามารถเจริญไดใน

สภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) สามารถเคลื่อนที่และสรางเอนโดสปอร และ
เปนเชื้อแบคทีเรียที่มักตรวจพบในอาหาร แบคทีเรียชนิดนี้พบการปนเปอนในธรรมชาติทั่วไป 
เชน ดิน แหลงน้ํา  อากาศ  ฝุนละออง  และพืช (Kotiranta et al., 2000; Schoeni and  Wong, 
2005) ทําใหเชื้อมีการปนเปอนในอาหารไดงาย มีรายงานพบการปนเปอนและกอโรคอาหารเปน
พิษในขาวและผลิตภัณฑขาว ธัญพืช แปงและผลิตภัณฑจากแปง พาสตา กวยเตี๋ยว (Rusul and 
Yaacob, 1995; Del Torre et al., 2001; Haque and Russell, 2005) พบการปนเปอนในพืชผัก 
ผักสดและผลิตภัณฑจากผัก (Carlin et al., 2000; Valero et al., 2002; Valero et al., 2007)
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว (Nel et al., 2004; Güven et al., 2006; Granum, 2007)   
นมและ ผลิตภัณฑจากนม (Reyes et al., 2007; Bartoszewicz et al., 2008; Zhou et al., 
2008)  B. cereus เปนแบคทีเรียที่สําคัญชนิดหนึ่งที่กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษในคน ทั้งที่เกิด
จากสารพิษ (toxin) ที่แบคทีเรียสรางขึ้น (intoxication) หรือเกิดจากเซลลแบคทีเรียเขาสูรางกาย
แลวสรางสารพิษขึ้นภายในรางกาย (infection) (Paananen et al., 2002; Ehling-Schulz et al., 
2004; Stenfors Arnesen et al., 2008) กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษแสดงอาการได 2 แบบ คือ 
แบบอาเจียน (emetic syndrome) และ แบบอุจจาระรวง (diarrhoea syndrome)  โดยที่อาการ
แบบอาเจียนเกิดจาก emetic  toxin  เปนสารพิษชนิดทนความรอน (heat stable toxin) ทําให
ผูปวยมีอาการคลื่นไส  อาเจียน ภายในระยะเวลา  1-6  ชั่วโมง  หลังจากรับประทานอาหารที่
ปนเปอนสารพิษ   มักตรวจพบในอาหารพวกขาว หรืออาหารพวกแปง  ในขณะที่อาการแบบ
อุจจาระรวงเกิดจาก diarrhoea toxin หรือ enterotoxin เปนสารพิษที่ไมทนตอความรอน (heat-
labile toxin) ทําใหผูปวยมีอาการปวดทอง ทองเสีย ภายในระยะเวลา   8-16   ชั่วโมง หลังจาก
รับประทานอาหารที่ปนเปอนสารพิษหรือจากเซลลแบคทีเรีย มักตรวจพบในอาหารพวกโปรตีน 
เนื้อสัตว ผัก ขนมหวาน ซุบ นมและผลิตภัณฑจากนม (Granum, 2001; Todar, 2006)

ในกระบวนการผลิตอาหารในระดับอุตสาหกรรมไดมีการเติมสารเคมีสังเคราะห 
ฮอรโมน และยาปฏิชีวนะ ตาง ๆ ลงไปในอาหาร เพื่อกําจัด ควบคุม และลดการระบาดของ
แบคทีเรียกอโรคระบบทางเดินอาหารตลอดจนเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค  แตอยางไรก็
ตามวิธีการเหลานี้อาจสงผลกระทบตอความตองการและความปลอดภัยของผูบริโภค ตลอดจน
อาจเกิดอาการขางเคียงจากการบริโภคอาหารได (Brewer and Prestat, 2002; Brewer and 
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Rojas, 2008) เชนเดียวกันกับการใชยาปฏิชีวนะทั้งในคนและในอาหารสัตวนั้น พบวาเชื้อ
แบคทีเรียดื้อตอยาปฏิชีวนะเพิ่มขึ้นทําใหสามารถเกิดการกระจายและถายทอดการดื้อยาสูมนุษย
ไดงาย (Schlegelova et al., 2003; Lateef et al., 2005) มีรายงานการศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะ
ของเชื้อ  พบวา B. cereus ดื้อตอยากลุม β-lactam และ trimethoprim-sulphamethoxazole (De 
la rosa et al., 1993)  ดื้อตอยา bacitracin, erythromycin, penicillin และ streptomycin  
(Jensen et al., 2001)  ดื้อตอยา nisaplin ที่ 5000 IU คิดเปน 60%  (Banerjee and Sarkar, 
2004)  ดื้อตอยา amoxicillin-clavulanic acid, cefotaxime, erythromycin, penicillin และ
tetracycline (Turmbull et al., 2004)  และดื้อตอยา amoxicillin, ampicillin, ceftriaxone, 
penicillin และ oxacillin (Luna et  al.,  2007)  

ปจจุบันกระแสการบริโภคของโลกกําลังเปลี่ยนไปหาผลิตภัณฑอาหารเพื่อ
สุขภาพและมีแนวโนมการกลับมาใหความสําคัญกับสารที่ไดจากธรรมชาติ  ทั้งมีการตอตานการ
ใชสารสังเคราะหตาง ๆ และยังมีรายงานความเปนพิษและการแพสารตางๆ ที่เติมลงไป (Burt 
2004; Konning et al., 2004) มีรายงานการศึกษาสารตานจุลินทรียธรรมชาติจากพืชสมุนไพร
พบวา เปนสารที่มีประสิทธิภาพดีในการออกฤทธิ์ยับยั้งและฆาแบคทีเรีย มีรายงานการศึกษา
จาก Alzoreky และ Nakahara (2003)  พบวา มีพืช 6 ชนิด จากพืชที่รับประทานได (edible 
plants) ทั้งหมด 26 ชนิด  ที่พบในประเทศจีน  ญี่ปุน  ไทย และเยเมน  ยับยั้งเชื้อ B.cereus  คือ 
สะเดา (Azadirachta indica), อบเชยจีน (Cinnamomum cassia), ผักกาดสม (Rumex 
nervosus), อีหรุด (Ruta graveolens), Thymus serpyllum และขิง (Zingiber officinale)  พบวา 
พืชสมุนไพรดังกลาวสามารถยับยั้งเชื้อ B.cereus   ที่คาความเขมขนต่ําสุดสามารถยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย (MIC) อยูในชวง 165-660  mg/l   การศึกษาผลของสารสกัดจากเครื่องเทศ 
2 ชนิดคือ Iranian sumac และ avishan-e shirazi (Zataria multixora)  ซึ่งเปนพืชสมุนไพรใน
ประเทศอิหรานที่ใชเปน natural food  preservative   โดยใช 80% แอลกอฮอลเปนตัวทํา
ละลาย  พบวา สารสกัดจาก  sumac  มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัมลบ 
คือแบคทีเรียในกลุม  Bacillus spp. ที่คา MIC  อยูในชวง 0.25-0.32% (w/v)  (Nasar and 
Halkman 2004) ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษาของ Fazali และคณะ (2006)  สารสกัดดวย 
80% แอลกอฮอล จากเครื่องเทศ 2 ชนิด คือ sumac และ avishan-e shirazi ที่ใชเปนสารกันเสีย
จากธรรมชาติ พบวา sumac  มีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus   ไดดีกวา avishan-e shirazi  ที่คา MIC  
0.05% (w/v)  และจากรายงานการศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากอบเชยไทยตอเชื้อ B. cereus 
พบวา สารสกัดหยาบจากอบเชยไทยมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B.cereus  คา MIC และ MBC  625 และ 
2500 µg/ml ตามลําดับ (Shan et al., 2007) และพบวาในปจจุบันสารตานจุลินทรียธรรมชาตินี้
เปนสารที่นิยมและสามารถใชเปนสารกันเสีย สารปรุงแตงชีวภาพ เพื่อทดแทนสารเคมี หรือยา
ปฏิชีวนะในอาหารได (Devlieghere et al., 2004)
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เนื่องจากประเทศไทยมีการใชพืชสมุนไพร (medicinal plant) มาตั้งแตสมัย
โบราณ เพื่อรักษาโรคติดเชื้อตาง ๆ  และเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่ไดรับความนิยมเปนอยางมาก
ในปจจุบัน ซึ่งสวนใหญจะอางอิงความรูจากตํารายาแผนโบราณ   และเปนการนําสมุนไพรที่มีอยู
ทั่วไป ตลอดจนมีการสนับสนุนภูมิปญญาไทยมาใชใหเกิดประโยชนมากยิ่งขึ้น  ทําใหมี
นักวิทยาศาสตรสนใจศึกษาพืชสมุนไพรชนิดตาง ๆ เพื่อนํามาใชเปนทางเลือกใหมในการรักษา
โรคติดเชื้อ  นอกจากนี้พืชสมุนไพรมีราคาถูกกวาสารเคมีสังเคราะห มีความปลอดภัยสูง และ
โอกาสที่เชื้อแบคทีเรียดื้อตอสมุนไพรมีนอยมาก (Voravuthikunchai and Kitpipit, 2005)   

ตนกระทุ (Rhodomyrtus tomentosa Ait. Hassk) เปนพืชที่จัดอยูในวงศ 
Myrtaceae  มีใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงขามรูปไขปลายมน มีดอกเดี่ยวหรือเปนชอกระจุกซอนที่
งามใบหรือปลายกิ่ง และมีผลเปนรูปกลมถึงเกือบกลม ผิวมีขนคลายกํามะหยี่หนาแนน  ผลออน
มีสีเขียวแลวจะคอย ๆ สุกกลายเปนสีแดง จนสุกจัดกลายเปนสีมวงอมดํา  เนื้อผลสีชมพูแดง 
ภายในมีเมล็ดจํานวนมาก เมล็ดรูปไต สีน้ําตาลออน ผลรับประทานได รสหวาน (กรมอุทยาน
แหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช, 2548)  พบไดตามทองถิ่นทางเอเชียตะวันออกเฉียงใตรวมทั้ง
ประเทศไทย (Winotai et al., 2005)  มีการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอจุลินทรีย 
พบวามีฤทธิ์ในการตานเชื้อ Escherichai coli และ Staphylococcus aureus  (Salni et al., 
2002; Saising et al., 2008) และจากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเอทานอลจากใบกระทุตอ
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรค พบวามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus, Enterococcus faecalis, Listeria 
monocytogenes, Shigella flexneri, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans  และ
S. aureus (Voravuthikunchai  et  al., 2007; Limsuwan and Voravuthikunchai, 2008) จึง
นาจะมีความเปนไดในการนําสมุนไพรดังกลาว  มาใชในการยับยั้งเชื้อ B. cereus  ที่แยกไดจาก
อาหารทั้งในหลอดทดลอง และประยุกตใชในอาหาร ดังนั้นผูศึกษาจึงมีความสนใจที่จะศึกษา
ฤทธิ์ของพืชสมุนไพรดังกลาว เพื่อเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการผลิตยารักษาโรค  ตลอดจน
สามารถนํามาพัฒนาเพื่อเปนสารชีวภาพในการควบคุม  B. cereus  ในอาหารได 
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การตรวจเอกสาร

1.  Bacillus cereus
B. cereus เปนแบคทีเรียที่จัดอยูใน Family Bacillaceae กอใหเกิดโรคในคน 

โรคที่พบบอย ไดแก โรคอาหารเปนพิษ นอกจากนี้ยังทําใหเกิดการติดเชื้อที่ตา การติดเชื้อใน
กระแสเลือดและปอดอักเสบ แตพบนอยมาก (Claus and Berkeley, 1986; Drobniewski, 1993; 
Kotiranta et al., 2000)  
1.1 ลักษณะทั่วไป

B. cereus เปนแบคทีเรียกรัมบวก รูปแทงตรง มีขนาดใหญ เสนผานศูนยกลาง
ของเซลล 1.0 – 1.2  µm  ความยาว  3.0 – 5.0  µm สรางเอนโดสปอร สวนใหญสามารถเคลื่อนที่ได
ดวยแฟลกเจลลา   ไมมีแคปซูล  โคโลนีมีขนาดใหญคอนขางแบน  ผิวหยาบไมสม่ําเสมอ สีเทา  
สามารถเจริญเติบโตไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe)  และ
เจริญเติบโตที่อุณหภูมิในชวง  4 – 50ºC และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตคือ 25–37ºC   
มีรายงานการศึกษา พบวา   B.cereus  บางสายพันธุสามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ  4–5ºC   ซึ่ง
มีผลทําใหอาหารเนาเสียระหวางการเก็บได เชน ผลิตภัณฑนม   ผลิตภัณฑแชเย็น  (Choma et al., 
2000; Lake and Hudson, 2004)  pH อยูในชวง 4.3–9.3    คา Aw ที่เหมาะสมกับการเติบโตคือ 
0.99 เชื้อสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงแตกเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มีเลือด (blood  agar)  
รอบ ๆ โคโลนีจะพบลักษณะเปนวงใสแบบ  β-hemolysis นอกจากนี้เชื้อ B. cereus สามารถใช
น้ําตาลในการเจริญเติบโตได เชน น้ําตาล glucose, fructose, sucrose, maltose, mannose, 
lactose และ glycerol  แตไมสามารถใชน้ําตาลและสรางกรดจาก mannitol   นอกจากนี้สามารถ
ยอยสลายแปง เคซีน และเจลาตีน  การทดสอบผลทางชีวเคมีคือ catalase, citrate, nitrate 
reduction, tyrosine decomposition, lecithinase และ motility ใหผลบวก (Claus and 
Berkeley, 1986)    
1.2 เอนโดสปอร (endospore)

B. cereus เปนเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสรางเอนโดสปอร (endospore) หรือ
สปอร (spore) ซึ่งเปนโครงสรางที่พบภายในเซลลแบคทีเรีย โดยจะสรางเอนโดสปอรในระยะที่
สภาพแวดลอมไมเหมาะสมสําหรับการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย เชน ภาวะขาดแคลนสารอาหาร
และน้ํา หรือสัมผัสกับปจจัยทางกายภาพที่เปนอันตรายตอเซลล เชน ความรอน  ความชื้น 
ความแหง รังสี และสารเคมี ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถปรับตัวเพื่อการอยูรอดโดยการสราง
ภายในเซลล มีการเปลี่ยนแปลงรูปราง ปฏิกิริยาชีวเคมี ใหมีความทนทานตอปจจัยทางกายภาพ
และสิ่งแวดลอมที่เปนอันตรายตอเซลลไดสูง และสามารถทนทานอยูในสภาพแวดลอมไดเปน
เวลานานหลายป โดยจะเกิดขึ้นเมื่อเซลลเจริญอยูในบรรยากาศทีมีแกสออกซิเจนเทานั้นหรือ
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เรียกวา aerobic endospore  เอนโดสปอรของ B. cereus  มีลักษณะรีเปนรูปไข อยูกลางเซลล และไม
บวม เซลลเจริญ 1 เซลล จะสรางเอนโดสปอร 1 สปอร  การสรางเอนโดสปอรไมใชเพื่อการสืบพันธุ
แตเปนชวงระยะหนึ่งของการดํารงชีวิต (Prajapati and Cutting, 2002)

    1.2.1  โครงสรางของเอนโดสปอรประกอบดวย
            1.2.1.1. ชั้นในสุด sporebody หรือ core หรือ spore cytoplasm เปนบริเวณที่

มี cytoplasm, DNA, RNA และเอนไซมตาง ๆ ที่ลอมรอบดวย membrane unit มีเอนไซมจะ
แตกตางไปจากเซลลปกติเนื่องจากมีขนาดเล็กกวา เชน alanine racemase ใชในการงอกของ
เอนโดสปอรและ dipicolinic acid synthetase ทําหนาที่สราง dipicolinic acid เปนตน    ใน
แบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอรกลุมที่เจริญในที่มีออกซิเจนพบวา cytoplasm และเอนไซมของ
ระบบขนสงอิเล็กตรอนจะลดลงมากกวา 95% นอกจากนี้ยังพบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการ
สังเคราะหโปรตีนและการสรางพลังงานของเอนโดสปอรอีกดวย 

1.2.1.2. spore wall เปนสวนที่จะเจริญไปเปนผนังเซลลใหมของแบคทีเรีย
โครงสรางของผนังสปอรเปนพวก meurien เปนสวนใหญ

1.2.1.3. spore cortex เปนชั้นที่มีปริมาตรมากที่สุด เปนครึ่งหนึ่งของเอ็นโด
สปอรทั้งหมด มีความหนาและแข็งแรงมาก ประกอบดวย peptidoglycan ชั้นนี้ถูกยอยดวย
lysozyme ได (Setlow, 2003) การยอมสีพิเศษจะเห็นชั้น cortex ประกอบดวยชั้นบาง ๆ ที่มีอยู 
นอกจากนี้ประกอบดวย Ca2+ ของกรด dipicolinic acid ปริมาณกรดนี้พบตั้งแต 3-15% ของ
น้ําหนักแหงของสปอร สารนี้ชวยใหเอนโดสปอรทนทานตอความรอนไดดี

1.2.1.4. spore coat ประกอบดวยโปรตีน 80-90% เปนชั้นที่มีความหนาและ
เหนียว อาจมีชั้นเดียวหรือหลายชั้น มีลักษณะเรียบหรือเปนรองนูนขึ้นมา ชั้นนี้มีน้ําหนัก
ประมาณ 30-60% ของน้ําหนักแหงของเอนโดสปอร โปรตีนสวนใหญเปนพวก keratin และ 
phospholipoprotein ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนที่สําคัญไดแก cystein และ hydrophobic amino 
acid เปนจํานวนมาก จึงทําใหเอนโดสปอรทนตอรังสี และการซึมผานของสารตาง ๆ ไดดี

1.2.1.5. exosporium เปนชั้นนอกสุดของเอนโดสปอร มีลักษณะเมือก (slime)
ที่ประกอบดวย polysaccharide โปรตีน และ lipid เล็กนอย สารเหลานี้จะมายึดเกาะกันบาง ๆ 
หลวม ๆ จึงลอกหลุดงาย

1.2.2 การสรางเอนโดสปอร
เอนโดสปอรสรางขึ้นในชวง stationary phase  คือ แทนที่เซลลจะแบงตัวกลับ

สรางเอนโดสปอรขึ้นภายในเซลลแทน โดยเซลลมีการจําลอง nucleic acid ได  DNA  2 สวน 
cell membrane เวาเขาไปกลายเปนผนังกั้นแยกออก 2 สวน ที่ประกอบดวย cytoplasm และ 
DNA สวนหนึ่งใหญกวา และอีกสวนหนึ่งเล็กกวา membrane ของสวนที่ใหญกวาจะเติบโต
อยางรวดเร็วและลอมรอบสวนที่เล็กกวา  ทําใหเซลลสวนที่เล็กกวาเขาไปอยูในเซลลสวนที่ใหญ
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กวาโดยสมบูรณ โดยสราง membrane 2 ชั้น ลอมรอบ cytoplasm เรียกสวนนี้วา forespore 
หลังจากนั้นมีการสรางผนังชั้น cortex ขึ้นมาหุมระหวางเยื่อหุม forespore  ชั้นนอกและชั้นใน มี
การสรางผนังหุมเอนโดสปอร  และมีการสรางชั้น exosporium ลอมรอบผนังเอนโดสปอร 
ขั้นตอนการสรางเอนโดสปอรใชเวลาประมาณ 6-8 ชั่วโมง เมื่อการสรางเอนโดสปอรเสร็จ
สมบูรณ เซลลแมจะสลายตัวและปลอยเอนโดสปอรออกไปเปนเอนโดสปอรอิสระสูภายนอก
(Prajapati and Cutting, 2002)

            
        รูปที่ 1  วงจรชีวิตของแบคทีเรียที่สรางเอ็นโดสปอร (Errington, 2003)

1.2.3 การงอกของเอนโดสปอร (endospore germenation)
       การงอกของเอนโดสปอรเปนการเปลี่ยนสภาพของเอนโดสปอรจากระยะพัก 

(dormancy) ใหเปนระยะที่แบงตัวกลายเปนเซลลปกติ ประกอบดวยกระบวนการตาง ๆ คือ
1.2.3.1 activation เปนระยะการกระตุน โดยเมื่อเอนโดสปอรอยูในสภาพที่

เหมาะสม ซึ่งถูกกระตุนดวยสารอาหาร ปจจัยทางกายภาพเชน ความรอน หรือใชสารเคมี
กระตุนทําใหเอนโดสปอรเริ่มขยายขนาด 

1.2.3.2  germenation เปนระยะการงอก  การสรางรอง germmination groove 
ในชั้น spore coat ทําใหที่ผิวชั้น coat ถูกทําลาย และเกิดการยอยสลายดวย lytic enzyme ที่อยู
บน peptidoglycan ของชั้น cortex  ทําใหผนังเอนโดสปอรยอมใหน้ําและสารอาหารซึมผานได 
และสูญเสียความตานทานตอสิ่งแวดลอม เชน ไมทนความรอน ยอมติดสีธรรมดาได ไมสะทอน
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แสงในขณะที่น้ําเขาสูเอ็นโดสปอร เอนโดสปอร มีการใชออกซิเจน เพิ่มขึ้น และเกิด oxidation 
ของ glucose  เอนโดสปอรพองออกและมีการขับสารทิ้งออกจากเซลลประมาณ 30% สารที่ขับ
ออกมาเปนพวก กรดอะมิโน  Ca2+-dipicolinate และ glycopeptide 

1.2.3.3  outgrowth เปนระยะชวงการเจริญเติบโต เมื่อเอนโดสปอรงอกออก
มาแลว จะมีการเจริญตอไปและตองการอาหารที่สมบูรณสําหรับเจริญ โดยเอนโดสปอรจะบวม
ออกจนเห็นไดและสรางผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลของเซลลปกติ (vegetative cell)  เซลลใหมที่
สรางขึ้นจะหลุดออกมาจาก spore coat และยืดยาวออก กระบวนการงอกเอนโดสปอรเปนเซลล
ปกติใชเวลาประมาณ 1-90 นาที

1.2.3.4 growth เปนระยะเจริญเติบโตกลายเปนเซลลปกติ (Moir, 2003; 
Setlow, 2003)
1.3  แหลงที่พบ
  เนื่องจากเชื้อ  B. cereus สามารถมีชีวิตอยูรอดไดในทุกสภาวะ และสามารถพบได
ทั่วไปในธรรมชาติ เชน ตามดิน แหลงน้ํา อากาศ  ฝุนละออง และพืช (Kotiranta et al., 2000; 
Schoeni and  Wong, 2005)   ตลอดจนสามารถกระจายปนเปอนในอาหารไดหลายประเภท  เซลล
และเอ็นโดสปอรของเชื้อ  B. cereus มีบทบาทสําคัญที่ทําใหเกิดอาหารเปนพิษและทําใหอาหารเนา
เสียได  มีรายงานศึกษาพบการปนเปอนและกอโรคอาหารเปนพิษในขาวและผลิตภัณฑขาว 
ธัญพืช พาสตา กวยเตี๋ยว แปงและผลิตภัณฑจากแปง (Rusul and Yaacob, 1995; Lake, 
2004; Haque and Russell, 2005) รายการศึกษาการตรวจพบการปนเปอนเชื้อ B. cereus ใน
ผลิตภัณฑจากแปงคิดเปน 30% (Del Torre et al., 2001)  ในพืชผัก ผักสดและผลิตภัณฑจาก
ผัก (Carlin et al., 2000) จากรายงานการศึกษาตรวจหาการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในผักสด
ไดแก พริกสด  แตงกวา มะเขือเทศ  แครอท กระเทียม และหัวหอมใหญ ในผลิตภัณฑจากผัก
และอาหารที่มีผักเปนสวนประกอบ จํานวน  85 ตัวอยาง พบวาตรวจพบ 36 ตัวอยาง ที่เปนไป
ได (presumptive) วาเปนเชื้อกลุม B. cereus ซึ่งตรวจพบไมเกิน 104 cfu/g และ เมื่อทดสอบ
ยืนยัน พบวาเปนเชื้อ B. cereus คิดเปน 88.9% (32/36) นอกจากนี้เชื้อสามารถสรางสารพิษ
diarrhoea enterotoxin คิดเปน 71.9% (23/32)  (Valero et al., 2002) ตรวจพบการปนเปอน
เชื้อ B. cereus 1 ตัวอยาง ในตัวอยางผักสดและสลัดผักจากทั้งหมด 12 ตัวอยาง ปริมาณอยาง
นอยที่สุด 5x103 cfu/g คิดเปน 8.3% (1/12) (Valero et al., 2007) ตรวจพบเชื้อ B. cereus 
ปริมาณ 8.32x103 cfu/g ในเนื้อสัตว (Nel et al., 2004) Güven และคณะ (2006)  ไดศึกษา
ตรวจหาการปนเปอน B. cereus ในตัวอยางเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว จํานวน 100 
ตัวอยาง พบวา ตรวจพบเชื้อ B. cereus ปริมาณ log 0.69-4.80 cfu/g คิดเปน 22.4% 
นอกจากนี้ตรวจพบการสรางสารพิษ diarrhoea enterotoxin ในตัวอยางเนื้อวัว  เนื้อบด  เนื้อ
soudjouck  และเนื้อ pastrami ตรวจพบในนมและผลิตภัณฑจากนม  จากรายงานการศึกษาของ
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Reyes และคณะ (2007) ไดศึกษาตรวจหาการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในนมผงและผลิตภัณฑ
จากนมจํานวน  381 ตัวอยาง ตรวจพบเชื้อ B. cereus จํานวน 175 ตัวอยาง คิดเปน 45.9% 
(175/381)  และคัดเลือกเพื่อตรวจหาสายพันธที่สรางสารพิษจํานวน 94 ตัวอยาง  ตรวจพบการ
สรางสารพิษ diarrhoea enterotoxin และสามารถเจริญในอุณหภูมิต่ํากวา 7ºC  จํานวน 28 
ตัวอยาง คิดเปน 29.8% (28/94) เชนเดียวกับรายงานการศึกษาของ Bartoszewicz และคณะ 
(2008)  ตรวจพบการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในนมดิบ และนมพาสเจอรไรส จํานวน 44 
ตัวอยาง ในจํานวนทั้งหมด 680 ตัวอยาง คิดเปน 6.47% และรายงานการศึกษาของ Zhou และ
คณะ (2008) ตรวจพบการปนเปอนเชื้อ B. cereus ในนมพาสเจอรไรส ในชวงใบไมผลิ (spring) 
และใบไมรวง (autumn) จากจํานวนตัวอยาง 54 ตัวอยาง คิดเปน 71.4% และ 33.33% 
ตามลําดับ   นอกจากนี้สามารถปนเปอนใน สวนประกอบของอาหาร  วัตถุดิบที่ใชประกอบอาหาร 
เคร่ืองเทศ  และเคร่ืองปรุงแตงรสตางๆ (Kramer  and Gilbert, 1989; Iurlina et al., 2006)    
1.4  ปจจัยที่ทําใหเกิดโรค

ปจจัยท่ีสวนเกี่ยวของในการกอโรคอาหารเปนพิษ ของเชื้อ B. cereus คือ สารพิษ 
ซึ่งเชื้อสามารถปลอยออกมานอกเซลล (extracellular substance)   มีดังนี้
 1.4.1  enterotoxin   เปนสารพิษที่มีคุณสมบัติเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ  5.0 kDa ประกอบดวยสารพิษ 3 ชนิด คือ haemolysin BL (Hbl), nonhaemolytic 
enterotoxin (Nhe)  และ cytotoxin K (CytK) (Schoeni and Wong, 2005; Stenfors Arnesen 
et al., 2008)  ถูกสรางขึ้นขณะที่เชื้อเจริญในชวงปลายของ exponential phase  และสามารถ
สรางสารพิษในอาหารและในลําไสเล็กได สารพิษชนิดนี้ไมทนตอกรด ความรอน และไมทนตอ
เอนไซมทริปซินทียอยโปรตีนในลําไส    สามารถทําลายไดดวยความรอนที่อุณหภูมิ 56ºC เปนเวลา 
5 นาที   มีรายงานการศึกษาพบวาสารพิษนี้ทําใหเกิดการสะสมของของเหลวในลําไสกระตาย 
(rabbit ileal loops) และทําใหมีการทําลายเยื่อเมือกในลําไสอยางรุนแรง  การทําการทดลองที่
ผิวหนังกระตายพบทําใหเนื้อเยื่อตาย (necrosis) และเมื่อฉีดสารพิษนี้เขาทางหลอดเลือดดําของ
หนูจะทําใหหนูตาย (Granum, 2001; Todar, 2006)

1.4.2  emetic toxin หรือเรียกวา cereulide เปนสารพิษที่แบคทีเรียสรางจาก non-
ribosomal peptide synthetase (Horwood et al., 2004)  มีคุณสมบัติเปน cyclic peptide (cyclic 
dodecadepsipeptide) ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําประมาณ 1.2 kDa และมีโครงสรางเปน [D-O-Leu-D-
Ala-D-O-Val-D-Val]3 (Agata et al., 1994; Ehling- Schulz et al., 2004)   สรางขึ้นระหวางการ
สรางเอนโดสปอรเมื่ออยูในอาหาร  สารพิษชนิดนี้ทนตอกรด  ความรอน และเอ็นไซมทริปซินที
ยอยโปรตีนในลําไส สามารถทําลายไดดวยความรอนท่ีอุณหภูมิ126ºC นาน  90 นาที  นอกจากนี้
สามารถทนในสภาวะที่อุณหภูมิ 4ºC นาน 2 เดือน (Agata, 2002; Todar, 2006)   จากการศึกษา
พบวา กลไกการออกฤทธิ์ของสารพิษชนิดนี้โดยยับยั้งขบวนการเมทาบอลิซึมของกรดไขมัน
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ภายในไมโตคอนเดรีย  (Mikkola et al., 1999; Taylor  et  al., 2005) และเมื่อทดสอบสารพิษ
emetic ในเนื้อเยื่อ (tissue culture) โดยใชเซลล Hep-2 พบวาเกิดรูชองโหวง (vacuolization) ใน
เนื้อเยื่อที่ทดสอบ (Finlay et al., 1999) 

1.5 ลักษณะอาการที่กอโรคอาหารเปนพิษ
1.5.1 อาการทองเสีย (diarrhoea type syndromes) เปนอาการของโรคที่เกิดจาก 

enterotoxin   ทําใหเกิดปวดทอง อุจจาระรวงเปนน้ํา และอาจมีอาการคลื่นไส อาเจียนไขเล็กนอย  
หลังจากบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนเซลลแบคทีเรียในปริมาณสูงแลวสรางสารพิษขึ้นมาในลําไส 
(infection) จะแสดงอาการภายในระยะเวลา 8-16 ชั่วโมง  โดยทั่วไปอาการจะทรงอยูไมเกิน 24  
ชั่วโมง แลวจะทุเลาลง  และมีรายงานการศึกษา พบวา กลไกการออกฤทธิ์โดยกระตุน adenylate 
cyclase ทําใหมีการเพิ่มปริมาณของ cyclic  adenosine  monophosphate  (cAMP)  ทําให
เซลลเยื่อบุทางเดินอาหารมีการหลั่งสารน้ําและเกลือแรออกสูทางเดินอาหาร ผูปวยจึงมีอาการ
ถายเหลวเปนน้ํา (Beecher, 2002)  ซึ่งเกี่ยวของกับอาหารประเภทโปรตีน เชน เนื้อสัตวและ
ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว ไข ขนมหวาน ซุบ นมและผลิตภัณฑจากนม ผักสดและผลิตภัณฑจาก
ผัก  รายงานการศึกษาตรวจพบ enterotoxin ประเภท cytotoxin K ในผูปวย 3 รายที่มีอาการ
อุจจาระรวงอยางรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตในประเทศฝรั่งเศส แตไมพบ emetic toxin (Lund et al., 
2000)  

1.5.2  อาการอาเจียน (emetic type syndromes)  เปนอาการของโรคที่เกิดจาก
สารพิษชนิด  emetic toxin ทําใหเกิดอาการคลื่นไส อาเจียน  คลื่นเหียน วิงเวียน ครั่นเนื้อครั่นตัว    
ทองเสียเล็กนอย จะแสดงอาการภายในระยะเวลา 1-5 ชั่วโมง  หลังจากการบริโภคอาหารที่มีสารพิษท่ี
แบคทีเรียสรางขึ้น (intoxication) ในอาหาร (Paananen et al., 2002; Ehling-Schulz et al., 
2004)  และหากไดรับสารพิษในปริมาณมาก ทําใหเกิดโรคแทรกซอนได  เชน เกิดภาวะตับวายอยาง
รุนแรง  (fulminant liver failure) ในวัยรุนชาวสวิตเซอรแลนด และในเด็กชาวเบลเยียม (Mahler et al., 
1997; Dierick et al., 2005) ทําใหเปนอันตรายตอไต (renal damage)  (Taylor et al., 2005)  และ
ยับยั้งเซลลเพชฌฆาต (natural killer cells) ในระบบภูมิคุมกันของมนุษย (Paananen et al.,
2002) ซึ่งเกี่ยวของกับอาหารจําพวกแปง เชน ขาวและผลิตภัณฑขาว ธัญพืช พาสตา กวยเตี๋ยว
แปงและผลิตภัณฑจากแปง (Agata et al., 2002; Shaheen et al., 2006)   รายงานการศึกษา
ตรวจพบสารพิษ emetic ในขาวตมและผลิตภัณฑจากแปงในปริมาณสูงกวา ในไข เนื้อและ
ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว นม และนมถั่วเหลือง (Agata et al., 2002)  เชนเดียวกับการศึกษาของ
Rajkovic และคณะ (2006)    พบวาเมือใชเชื้อ B. cereus 2 สายพันธมาเพาะเลี้ยงในแปงมันฝรั่ง 
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พาสตา และขาวตม ทําการบมที่อุณหภูมิ 28ºC นาน 24 ชั่วโมง พบวาปริมาณเชื้อสูงถึง 108

CFU/g  และตรวจพบสารพิษ emetic ในตัวอยางอาหารทั้ง 3 ชนิด 
1.6 ปริมาณเชื้อที่กอโรค (Infective doses)

ปริมาณเชื้อของเซลลปกติ (vegetative cell) ที่กอโรคทั้งอาการทองเสียและ
อาเจียนในอาหาร คือ 103-1010 cfu/g (ml) (Notermans and Batt, 1998)  แตปริมาณเชื้อที่พบ
บอยในอาหาร  คือ 105-108 cfu/g (ml) และมีรายงานพบวา ปริมาณเอนโดสปอรที่ต่ํากวาปริมาณ
เซลลปกติสามารถกอใหโรคแบบอาการทองเสียได เนื่องจากเอนโดสปอรสามารถรอดชีวิตและทน
ตอกรดในกระเพาะอาหาร (gastric acid)  ไดดี (Clavel et al., 2004)   

ตารางที่ 1 สรุปลักษณะการกอโรคอาหารเปนพิษของเชื้อ B. cereus
ลักษณะ โรคอาหารเปนพิษแบบทองเสีย โรคอาหารเปนพิษแบบอาเจียน

ประเภทสารพิษ

ตําแหนงการสรางสารพิษ
ปริมาณเชื้อที่กอโรค
ระยะเวลาฟกตัว
ระยะเวลาแสดงอาการ
อาการ

อาหารที่เกี่ยวของ

โปรตีน; enterotoxin:Hbl, Nhe  
และ CytK
ในลําไสเล็กของคนหรือ host
105-108CFU/g (ml)
8-16 ชั่วโมง
12-24 ชั่วโมง
ปวดเกร็งทอง  อุจจาระรวงเปนน้ํา

อาหารประเภทโปรตีน เชน เนื้อสัตว
และผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว ไข 
ขนมหวาน ซุบ นมและผลิตภัณฑ
จากนม ผักสดและผลิตภัณฑจาก
ผัก

cyclic peptide; emetic toxin 
(cereulide)
ปรากฏในอาหาร
105-108CFU/g (ml)
0.5-6 ชั่วโมง
6-24 ชั่วโมง
คลื่นไส  อาเจียน  คลื่นเหียน 
วิงเวียน ครั่นเนื้อครั่นตัว    
อาหารจําพวกแปง เชน ขาวและ
ผลิตภัณฑขาว ธัญพืช พาสตา 
กวยเตี๋ยว แปงและผลิตภัณฑ
จากแปง

ที่มา: Granum, 2007

1.7 การระบาด
การระบาดของโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อ B. cereus พบไดทั่วโลก (Clavel et 

al., 2007; Granum, 2007) และพบวาจํานวนการระบาดจะเพิ่มขึ้นในแถบประเทศอุตสาหกรรม 
(Kotiranta et al., 2000) แตอยางไรก็ตามความรุนแรงของลักษณะอาการที่แสดงตาง ๆ นั้น  
พบวาแตกตางกัน เชน ลักษณะอาการแบบอาเจียนจะพบในประเทศอังกฤษ  ออสเตรเลีย  
แคนาดา  ฟนแลนด เนเธอรแลนด  สหรัฐอเมริกา  และญี่ปุน (Shinakawa et al., 1995)  
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ในขณะที่ลักษณะอาการแบบอุจจาระรวงพบมากในยุโรปทางเหนือและอเมริกาทางเหนือ  
ประเทศแคนาดา นอรเวย บัลกาเรีย ฟนแลนด  และฮังการี (Kotiranta et al., 2000) เมื่อ ค.ศ.
1973-1985 พบการระบาด 17.8 % ของแบคทีเรียทั้งหมดที่กอโรคอาหารเปนพิษที่ในประเทศ
ฟนแลนด  11.5% ในเนเธอรแลนด  0.8% ในสก็อตแลนด  0.7% ในอังกฤษและแควนเวลส  
2.2% ในแคนาดา  0.7% ในญี่ปุน  และ 15% ในฮังการี (Kramer  and Gilbert, 1989)  ในป 
ค.ศ.1960-1992 พบการระบาดจากเชื้อ B. cereus 1-22% ในแถบประเทศยุโรป ญี่ปุน และ
อเมริกาทางตอนเหนือ (Beattie and Williams, 2000)  ในป ค.ศ.1993-1998 พบการระบาดจาก
เชื้อ B. cereus 12% ในประเทศเนเธอรแลนด(Schmidt, 2001) สวนในป ค.ศ.1998-2000 มี
รายงานการระบาด 7% ในเด็กของโรงเรียนในประเทศสหรัฐอเมริกาทางตอนเหนือ (Daniels et  
al., 2002)  และมีรายงานในปค.ศ. 2005 มีรายงานการระบาด 1.4% จากเชื้อ Bacillus sp.
(ประกอบดวย non-cereus) (EFSA, 2006)

สําหรับในประเทศไทยยังไมมีรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อ
B. cereus แตอยางไรก็ตามก็เปนสิ่งจําเปนที่ตองมีการควบคุมเพื่อปองกันการระบาดของเชื้อ
ดังกลาว
1.8 การดื้อยาปฏิชีวนะและการรักษา

เนื่องจากเชื้อ B. cereus สามารถสรางเอ็นไซม β-lactamase ได สงผลทําใหเชื้อ
ดื้อตอยาปฏิชีวนะกลุม penicillin  และ  cephalosporins (Alfaro et al.,1996)    นอกจากนี้เชื้อยังดื้อ
ตอยา  trimetroprim  ดวย   มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ  B. cereus 
จํานวน   54  สายพันธุ พบวา B. cereus  ทุกสายพันธุ ดื้อตอยา penicillin, oxacillin  และ 
cephalosporin  (Weber  et al., 1988)  ดื้อตอยากลุม β-lactam และ trimethoprim-
sulphamethoxazole (De la Rosa et al., 1993)  ดื้อตอยา bacitracin, erythromycin, penicillin 
และ streptomycin   (Jensen et al., 2001) ดื้อตอยา nisaplin  ที่ความเขมขน 5000 IU  คิดเปน 
60%  (Banerjee and Sarkar, 2004)   ดื้อตอยา penicillin คิดเปน 90%  (Rosenquist et al., 
2005) ดื้อตอยา amoxicillin และ oxacillin (Güven et al., 2006) ดื้อตอยา penicillin และ 
erythromycin (Citron and Applemen 2006) ดื้อตอยา amoxicillin-clavulanic acid, 
cefotaxime, erythromycin, penicillin และ tetracycline คิดเปน 60%, 71%, 1%, 99%  และ
6% ตามลําดับ (Turmbull et  al.,  2004)  และดื้อตอยา amoxicillin, ampicillin, ceftriaxone,
clarithomycin, erythromycin, penicillin, oxacillin และ  trimethoprim-sulphamethoxazole 
(Luna et  al., 2007)   
 ยาปฏิชีวนะที่ใชไดผล และเปนตัวเลือกในการรักษาสําหรับ B. cereus (รวมถึง 
non-cereus ที่กอโรค) ไดแก ยากลุม aminoglycosides, chloramphenicol, clindamycin, 
erythromycin, tetracycline และ vancomycin (Logan and Turnbull, 2003) มีรายงานการศึกษา
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เกี่ยวกับความไวของยาปฏิชีวนะตอ  B. cereus จํานวน 54  สายพันธุ พบวา B. cereus ทุกสาย
พันธุไวตอยา imipenem, vancomycin, chloramphenicol, gentamicin และ ciprofloxacin.  
(Weber et al., 1988)  และ ไวตอยา vancomycin, clindamycin  และ gentamicin  คา MIC50  
เทากับ 2.0  0.5 และ 2.0 µg/ml  ตามลําดับ และคา MIC90 เทากับ 2.0  1.0  และ 2.0  µg/ml  
ตามลําดับ (Gigantelli  et  al., 1991)  เชนเดียวกันกับรายงานของ Turnbull  et al., (2004) 
พบวา ยา gentamicin และ ciprofloxacin สามารถฆาเชื้อและมีความไวตอเชื้อ B. cereus 100%   
ในขณะที่ยา vancomycin  สามารถฆาเชื้อและมีความไวตอเชื้อ B. cereus  99%    Rosenquist 
และคณะ (2005) ไดศึกษาความไวของยาปฏิชีวนะตอเชื้อ B. cereus และ B. thuringiensis ที่
แยกไดจากอาหารพรอมบริโภคพบวา ไวตอยา chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, 
streptomycin, tetracycline, erythromycin และ  vancomycin คิดเปน  100% และใน
ขณะเดียวกัน Güven และคณะ (2006) ศึกษาความไวของยาปฏิชีวนะตอเชื้อ B. cereus ที่แยก
ไดจากเนื้อและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวพบวา สวนใหญไวตอยา gentamicin  และ vancomycin  
และจากการศึกษาความไวของยา daptomycin, ciprofloxacin, vancomycin  และกลุมยาอื่น ๆ 
ตอเชื้อแบคทีเรีย Bacillus  ssp.  พบวา ยามีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus ไดที่คา MIC อยูในชวง  
0.06-2, 0.06-4 และ  0.5-2  µg/ml  ตามลําดับ   คา  MIC90 คือ 1.0, 0.25  และ 1.0 µg/ml  
ตามลําดับ และคา MIC50  คือ 1.0, 0.125  และ 0.5 µg/ml  ตามลําดับ (Citron และ
Applemen 2006) เชนเดียวกับ  Luna และคณะ (2007) ไดศึกษาเกี่ยวกับความไวของยา
ปฏิชีวนะตอเชื้อ Bacillus ssp. ที่กอโรคไดแก   B. cereus, B. anthracis, B. mycoides, B.
pseudomycoides และ B. thuringiensis พบวา ไวตอยา chloramphenicol, ciprofloxacin, 
gatifloxacin, gentamicin, levofloxacin, linezolid, moxifloxacin, rifampicin, streptomycin, 
tetracycline, tigecycline และ vancomycin
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2. การศึกษาฤทธิ์ของพืชสมุนไพรตอแบคทีเรีย
จากการทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรียของน้ํามันหอมระเหยจากพืชที่รับประทานได 

(edible plants) จํานวน 9 ชนิด ไดแก savory, laurel, oregano, basil, cumin, fennel, myrtle, 
pickling herb และ mint ตอเชื้อ B. cereus พบวา มีพืชสมุนไพรจํานวน 4 ชนิดที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อ B. cereus คือ savory และ laurel ที่ความเขมขน 1, 10 และ 15% v/v  sea fennel ที่ความ
เขมขน 10 และ 15% v/v  และ cumin ที่ความเขมขน 15% (Ö zcan and Erkmen, 2001)
การศึกษาฤทธิ์ตานจุลินทรียของสารในกลุม triterpenoids จากสารสกัดดวย ethyl acetate ของ 
Nympoides cristatum  พบวาสารในกลุม triterpenoids มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus,  B. subtilis, 
E. coli  และ Shigella sonnei ที่คา MIC เทากับ 64, 128, 64 และ 32 µg/ml  ตามลําดับ 
(Rahaman et al., 2002)   การศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรีย ของสารสกัดดวย 80% แอลกอฮอล  
และ อะซิโตน จากพืชที่รับประทานได (edible plants) ทั้งหมด 26 ชนิด  จากประเทศจีน  ญี่ปุน  
ไทย และเยเมน ตอเชื้อแบคทีเรีย ไดแก B.cereus, S.aureus, L. monocytogenes,  E. coli  
และ Salmonella infantis  พบวา มีพืช 6 ชนิด ที่สามารถยับยั้งเชื้อ B.cereus  คือ สะเดา
(Azadirachta indica), อบเชยจีน (Cinnamomum cassia), ผักกาดสม (Rumex nervosus), อี
หรุด (Ruta graveolens), Thymus serpyllum และขิง (Zingiber officinale)  ที่คา MIC อยู
ในชวง 165-660  mg/l (Alzoreky and Nakahara, 2003) การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเมทา
นอลของพืชสมุนไพรในประเทศอิหราน 180 ชนิด ตอเชื้อ P. aeruginosa, P. fluorescens, 
B. subtilis,  B. cereus และ B. pumilis  พบวาเมื่อทดสอบสมบัติการตานเชื้อแบคทีเรียดวยวิธี 
agar diffusion ที่ความเขมขน 20 mg/ml มีพืชสมุนไพร 78 ชนิด ที่แสดงการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
B. cereus, B. subtilis, B. pumilis, P. fluorescens และ  P. aeruginosa คิดเปน 88.4%, 39.7%, 
37.1%, 37.1% และ 10.2%  ตามลําดับ ซึ่งพืชที่มีฤทธิ์ตานเชื้อดังกลาวเปนพืชที่จัดอยูในกลุม 
Apiaceae จํานวน 9 ชนิดและกลุม Compositae จํานวน 8 ชนิด,  และ  Labiatae จํานวน 7 
ชนิด  Myrtus communis  มีฤทธิ์ตานเชื้อ Bacillus sp ที่คา MIC เทากับ 1.87 mg/ml  สวน  
Dianthus caryophyllus  และ Terminalia chebula  มีฤทธิ์ในการตานเชื้อ P. fluorescens,
P. aeruginosa ที่คา MIC เทากับ 0.46 และ 1.87 mg/ml ตามลําดับ (Shahidi bonjar et al., 
2003)  Nasar-Abbas และ Halkman (2004) ไดศึกษาผลของสารสกัดดวยน้ําจากพืชสมุนไพร 
iranian sumac (Rhus coriaria L.) ตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคระบบทางเดินอาหารบางชนิด 
ไดแก แบคทีเรียกรัมบวก 6 ชนิด คือ B. cereus, B. megaterium, B. subtilis, B. thuringiensis, 
L. monocytogenes และ S. aureus  สําหรับแบคทีเรียกรัมลบ 6 ชนิด คือ S. enteritidis, 
C. freundii,  E. coli Type I, E.coli O157:H7, P. vulgaris   และ Hafnia alvei  พบวา สารสกัด 
iranian sumac มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัมลบ คือในกลุม
Bacillus sp., S. aureus  และ L. monocytogenes  เมื่อบมไวที่ 24 ชั่วโมง  คา MIC อยูในชวง 
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0.25-0.32 %, 0.49 %  และ 0.67 %  ตามลําดับ  ในขณะที่แบคทีเรียกรัมลบเมื่อบมไวที่ 3 วัน
S. enteritidis,  C. freundii,  E. coli Type I,  E.coli O157:H7, P. vulgaris และ Hafnia alvei  ที่
คา MIC  คือ 0.67 %, 0.42 %,  0.63 %,  0.60 %, 0.55 % และ 0.45 % (w/v)   ตามลําดับ   
การศึกษาผลของ natural food  preservative 2 ชนิด คือ thymol  และ cymene  ซึ่งแยก
สารประกอบไดจากพืชกลุม Origanum และThymus ในการตานเชื้อ  B. cereus   ที่ความ
เขมขน 0.2-1.0  mmol/l   และ 0.2-2.0  mmol/l  ของสารสกัดทั้ง 2  ชนิด  พบวาสามารถฆา
เชื้อ B. cereus  ในระยะ exponential phase ได เมื่อใชสารทดสอบรวมกันทั้งสองชนิด 
(combination)  พบวาสามารถฆาเชื้อ  B. cereus ไดดีมากกวายิ่งขึ้น (Degaldo  et  al., 2004)  
นอกจากนี้การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบ Eucalyptus 26 species  และ flavonoid จาก 
Eucalyptus maculate  พบวา สารสกัดจาก E. globulus, E. maculata และ E. viminalis
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกได 6 ชนิด คือ S. aureus, MRSA, B.cereus, E. faecalis, 
Alicyclobacillus acidoterrestris และ Propionibacterium acnes และเชื้อรา Trichophyton 
mentagrophytes  โดยที่คา MIC อยูในชวง 3.9-6.3 mg/l  แตไมมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมลบ
คือ E. coli และ P. putida นอกจากนี้ 2,6-dihydroxy-3-methyl-4-methoxy-
dihydrochalcone, eucalyptin และ 8-desmethyl-eucalyptin ซึ่งแยกจากสารสกัดของ E. 
maculata สามารถยับยั้งเชื้อได 7 ชนิดโดยคา MIC อยูในชวง 1-31 mg/l (Takahashi et al., 
2004)  Drewes  และคณะ  (2006)  ไดศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรในแถบแอฟริกาใตจาก
ใบดวย hexane ของ Helichrysum tenax  (Asteraceae) ที่เปน monomeric และ dimeric 
diterpenes พบวา แยกไดสารประกอบ  monomeric จํานวน 3  ชนิด ไดแก สาร ent-beyer-15-
en-19-ol, 4-epimer ent-beyer-15-en-18-ol และ 5β, 16β-epoxide-ent-beyeran-19-ol  และ
แยกไดสารประกอบ dimeric diterpenes ไดแก malonic acid ซึ่ง ent-beyer-15-en-19-ol   
สามารถยับยั้ง  B. cereus  และ Staphylococcus  epidermidis  ไดที่ความเขมขน  3.1 และ 3.6 
µg/l ตามลําดับ    การศึกษาผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบานในประเทศโคลัมเบียจํานวน 
10 ชนิด ไดแก Bidens pilosa, Bixa orellana , Cecropia peltata, Cinchona officinalis, 
Gliricidia sepium, Jacaranda mimosifolia, Justicia secunda, Piper pulchrum, P. paniculata 
และ Spilanthes americana  ตอเชื้อ B. cereus    พบวา สารสกัดดวยน้ําของ B. pilosa, B.
orellana, J. mimosifolia และ P. pulchrum มีฤทธิ์ตาน B. cereus ได คา MIC ของสารสกัดทั้ง 
4 ชนิดตอ B. cereus เทากับ 0.2 µg/ml (Rojas et al., 2006)   การศึกษาผลของสารสกัดจาก
เครื่องเทศ 2 ชนิดคือ iranian sumac และ avishan-e shirazi (Zataria multixora)  ซึ่งเปนพืช
สมุนไพรในประเทศอิหรานที่ใชเปนสารกันเสียจากธรรมชาติ (natural food  preservative)   
โดยสกัดดวย 80% แอลกอฮอล  นํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร 
คือ S. aureus,  B. cereus, E. coli, S. typhi, P. vulgaris และ S. xexneri โดยใชวิธี  disc 
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diffusion  และ well diffusion   พบวา Iranian sumac สามารถยับยั้งเชื้อไดดีกวา avishan-e 
shirazi (Zataria multixora)  และคา MIC ตอ  S. aureus  และ B. cereus  คือ  0.05 % และ 
0.10 %  ตามลําดับ  ในขณะที่ Iranian sumac และ avishan-e shirazi  สามารถยับยั้ง
แบคทีเรียกรัมลบ อยูในชวง 0.1-2%  และ 0.4-0.8 %  (w/v) ตามลําดับ (Fazeli et al., 2007)  
จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากน้ํามันหอมระเหยของ  Tarchonanthus camphorates  ตอ
แบคทีเรียที่กอโรคกรัมบวก ไดแก S. aureus และ Bacillus spp. และแกรมลบ ไดแก E. coli, 
Salmonella typhi, K. pneumoniae, Proteus mirabilis  และ P. aeruginosa  โดยวิธี  disc 
diffusion พบวาใหคา inhibition zone ตอเชื้อ S. aureus และ Bacillus ssp. เทากับ 26.5 และ 
21.0 mm. ตามลําดับ สวนเชื้อ E. coli, S. typhi, K. pneumoniae และ Pr. mirabilis  ใหคา 
inhibition zone เทากับ 26.5, 11.5, 13.0  และ 13.0 mm. ตามลําดับ แตไมใหคา inhibition 
zone  ตอเชื้อ P. aeruginosa (Matasyoh et al., 2007)   จากรายงานการศึกษาคุณสมบัติการ
ตานเชื้อแบคทีเรีย และสารประกอบหลักที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพของอบเชยไทย (Cinnamomum 
burmannii Blume.) ตอเชื้อแบคทีเรียที่กอโรคระบบทางเดินอาหาร 5 ชนิด  ไดแก B. cereus, 
L. monocytogenes, S. aureus,  E. coli, และ S. anatum และเมื่อนํามาวิเคราะหสารประกอบ
หลักในสารสกัดชนิดนี้  พบวาสารสวนใหญเปนน้ํามันหอมระเหย ((E)-cinnamaldehyde) และ
สารประกอบกลุมโพลีฟนอลหลายชนิด  (proanthocyanidins, (epi) catechins) สารสกัดหยาบ
และสารประกอบหลักเหลานี้มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิดได  และจากการศึกษาดวยกลอง
จุลทรรศนแบบสองกราด พบการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแบคทีเรียอยางชัดเจนหลังทดสอบ
ดวยสารสกัดหยาบและสารประกอบหลักของอบเชยไทย (Shan et al., 2007)  การศึกษาฤทธิ์
ตานจุลินทรียของสารในกลุม triterpenoids จาก Vladimiria muliensis  พบวาสารในกลุม
triterpenoids สามารถยับยั้ง B. cereus, E. faecalis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa   และ
C.albicans ได  (Chen et al., 2008) นอกจากนี้จากการศึกษาฤทธิ์ตานจุลินทรียของ
สารประกอบกลุม polyphenols จากผลมะกอก และองุน  พบวาสารประกอบกลุม polyphenols  
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไดแก B. cereus, E. faecalis, S. aureus, E. coli, S. poona, และ
ยีสต (S. cerevisiae และ C.albicans)  ได  (Serra et al., 2008)  

ในงานวิจัยครั้งนี้ไดใชใบกระทุมาศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจาก
อาหาร เนื่องจากมีการศึกษาฤทธิ์ของพืชสมุนไพรดังกลาวเบื้องตน   พบวาสารสกัดหยาบดวย
เอทานอลจากใบกระทุมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ B. cereus ได (Voravuthikunchai et al., 2007)
นอกจากนี้ใบกระทุสามารถหาไดงายตามทองถิ่นในแถบภาคใตของประเทศไทย
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3.กระทุ
กระทุเปนไมทองถิ่นทางเอเชียตะวันออกเฉียงใตรวมทั้งประเทศไทย  ซึ่งพบได

บอยบนดินทราย บริเวณชายฝงทะเลทั้งสองดานทางใตของไทย และจังหวัดตราดในภาค
ตะวันออก ความเปนกรดดางของดินอยูระหวาง 4.0-10.0 ซึ่งเฉลี่ยคือ 5.8  (Winotai et al., 
2005) กระทุสามารถทนความเค็มและเกร็ดน้ําแข็ง (frost) ได สามารถทนอุณหภูมิไดถึง -7ºC 
และยังสามารถปรับตัวกับไฟปา อีกทั้งเจริญเติบโตไดดีหลังจากเกิดไฟไหมปา  
3.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร :

รูปที่ 2   ตน ใบ และดอกกระทุ

ชื่อวิทยาศาสตร : Rhodomyrtus tomentosa (Ait.) Hassk
วงศ : Myrtaceae
ชื่อสามัญ (ไทย) : กระทุ ทุ พรวด
ชื่อสามัญ (อังกฤษ) : downy myrtle, downy rose myrtle, rose 

myrtle
ชื่ออื่น : กาทุ งาย ชวด ปุย

ตนกระทุ เปนไมพุมเขียวชะอุมทั้งป ความสูงประมาณ 2-3 m 
             ใบ เปนใบเดี่ยวเรียงตรงขามรูปไขปลายมน (elliptic-oval) ยาวประมาณ 5-8 
cm กวางประมาณ 1.5-4 cm หนาใบเปนมันสีเขียวเขม สวนหลังใบสีนวลมีขนละเอียดปกคลุม 
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โดยมีเสนใบนูนสามเสน ประกอบดวยเสนกลางใบ 1 เสน และเสนขอบใบ 2 เสน กานใบยาว
ประมาณ 5 mm เปนเหลี่ยมมีขน

ดอกเดี่ยวหรือเปนชอกระจุกซอนที่งามใบหรือปลายกิ่ง ฐานรองดอกรูปถวย 
โคนกลีบเลี้ยงเชื่อมติดกันเปนรูปกรวย ปลายแยก 5 แฉก ผิวมีขนนุมหนาแนน กลีบดอก 5 กลีบ 
รูปรางคอนขางกลม ขนาด 1.5-2 cm สีชมพู ดานนอกมีขนสีขาว สีของดอกกระทุเปนสีชมพู
กุหลาบ กลีบดอกชั้นเดียว มีสีชมพูออนถึงแกในชอเดียวกัน ขนาดดอกกลม เสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 2-3 cm

ผล  รูปกลมถึงเกือบกลม ขนาด 9-10 mm ผิวมีขนคลายกํามะหยี่หนาแนน  ผล
ออน มีสีเขียวแลวจะคอยๆสุกกลายเปนสีแดง จนสุกจัดกลายเปนสีมวงอมดํา  เนื้อผลสีชมพูแดง 
ภายในมีเมล็ดจํานวนมาก เมล็ดรูปไต สีน้ําตาลออน ผลรับประทานได รสหวาน (กรมอุทยาน
แหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช, 2548)

การปลูก ขณะนี้ยังไมมีการปลูกกระทุเพื่อประโยชนทางการคา มีเพียงการปลูก
กระทุไวเพื่อเปนการเก็บรวบรวมพันธุและตกแตงสถานที่ ในมลรัฐฮาวายและฟลอริดาของ
ประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศมาเลเซียกระทุถือวาเปนวัชพืชหลักหรือรายแรง (principal or 
noxious weed) มีรายงานการสํารวจเบื้องตนเกี่ยวกับสัตวกินพืชตอพืชชนิดนี้ตั้งแตเดือน
เมษายน 2001 ถึงเดือนพฤษภาคม 2002 เพื่อที่จะรวบรวมขอมูลตางๆ เกี่ยวกับการกระจาย, 
ลักษณะทางชีววิทยา และ การใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพ (Winotai et al., 2005)

มีการศึกษาและแยกสารประกอบตางๆ ที่สกัดไดจากกระทุ พบวาเปนสารกลุม 
triterpenoids และ steroids ไดแก lupeol, β-amyrin, β-amyrenonol, betulin, friedelin, alpha-
amyrin และ taraxerol (Hui et al., 1975)  จากนั้นมีการพบสาร triterpenoids สารใหม 2 สาร 
hopenediol และ oleananolides (Hui and Li, 1976) นอกจากนี้สามารถแยกไดสาร tomentosin 
ซึ่งเปนสารในกลุม tannins (Liu et al., 1997)   มีการศึกษาและสามารถ แยกไดสารในกลุม 
tannins จากใบและรากได 4 สาร คือ pedunculangin, casuariin, castalagin และ tomentosin
(Liu et al., 1998) และมีรายงานวาสามารถแยกไดสาร flavone glycosides และ ellagitannin 
จากใบ (Hou et al., 1999) สารสกัดดวยเอทิลอะซีเตตจากใบกระทุสามารถแยกไดสาร 
rhodomyrtone ซึ่งจัดอยูในกลุม acylphloroglucinols (Salni et al., 2002) การศึกษาฤทธิ์ของ
สารสกัดจากใบกระทุตอจุลินทรีย พบวาสาร rhodomyrtone  มีฤทธิ์ในการตาน E. coli และ 
S. aureus ได (Salni et al., 2002; Saising et al. 2008) และการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดดวยเอ
ทานอลจากใบกระทุตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค พบวาสารสกัดสามารถยับย้ัง B. cereus, 
E. feacalis, L. monocytogenes, S. flexneri, S. aureus, S. mutans และ S. pyogenes ได 
(Voravuthikunchai et al., 2007)
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4. กลไกการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอแบคทีเรีย
จากการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอแบคทีเรีย มีรายงาน

การศึกษากลไกในการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตาง ๆ ตอเซลลของแบคทีเรียแตกตางกัน 
พบวาสารตานจุลินทรียไปจับที่ผิวของเซลลและสารตานจุลินทรียสามารถซึมผานไปยังตําแหนง
สําคัญของเซลล เชน ทําใหสารตานจุลินทรียไปรบกวนชั้น phospholipid bilayer ของ cell 
membrane สูญเสียสวนประกอบที่อยูในเซลล ทําลายเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสรางพลังงาน
และการสังเคราะหสวนประกอบโครงสรางเซลล ยับยั้งสารพันธุกรรมที่อยูในเซลลได (Kim et al., 
1995; Nychas, 1995)  และมีรายงานการศึกษาพบวาสารตานจุลินทรียสวนใหญสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัมลบ (Lambert et al., 2001; Cimanga et 
al., 2002; Delaquis et al., 2002;Harpaz et al., 2003; Ceylan and Fung, 2004) เนื่องจาก
โครงสรางแบคทีเรียกรัมบวกมีชั้น cell wall มีโปรตีนและไขมันในปริมาณนอย ทําใหสารตานจุลิ
นทรียสามารถทําลายชั้น cell wall และ cytoplasmic membrane ไดงาย ทําให cytoplasm รั่ว
และเกิดการจับรวมกลุม (coagulation) ไดงาย (Kalemba and Kunicka, 2003)  ในขณะที่ cell 
wall ของแบคทีเรียกรัมลบประกอบดวยชั้น outer membrane ที่ซับซอนและมีปริมาณโปรตีน
และไขมันมากกวาในแบคทีเรียกรัมบวกสงผลใหทนตอสารตานจุลินทรียไดดี มีการศึกษากลไก
ในการออกฤทธิ์ของสาร carvacrol และ thymol ตอแบคทีเรียกรัมลบพบวาสารดังกลาวสามารถ
ทําใหชั้น outer membrane เกิดการแตกสลาย ทําใหมีการปลดปลอย lipopolysaccharides และ 
เพิ่มการซึมผานไปยังชั้น cytoplasmic membrane ได (Helander et al., 1998)  และสําหรับ
กลไกในการออกฤทธิ์ของสาร carvacrol  ตอ B. cereus พบวาสาร carvacrol ไปทําปฏิกิริยากับ
ชั้น cell membrane โดยไปละลาย phospholipid bilayer ซึ่งผลักดันใหสาย fatty acid แยกออก
และทําให ion ที่อยูใน  cytoplasm รั่วไหลออก และยับยั้งการเจริญเติบโตในที่สุด (Ultee et al., 
2000) การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารประกอบ cinnamon aldehyde จากน้ํามันหอม
ระเหยอบเชยตอ B. cereus พบวา cytoplasmic membrane ของเซลลไมเกิดการแตกราว
หลังจากทดสอบดวย cinnamon aldehyde แตทําใหเซลลเกิดการแยกตัวกัน (cell separation) 
อยางชัดเจน  (Kwon et al.,2003) มีรายงานการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรีย
ตอการงอกเอนโดสปอร หลังจากทดสอบกับสารตานจุลินทรียที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน 6 ชั่วโมง 
พบวา ชั้น spore coat และ exosporium มัวหมอง ขอบเขตไมชัดเจน มีรอยแตก ผิวหยาบ สาร
เหลวในเอนโดสปอรรั่วออกและหยุดทํางาน ทําใหสารตานจุลินทรียสามารถเขาไปทําลายได 
(Huang et al., 2007)  
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5. การประยุกตใชสารตานจุลินทรียในอาหาร
จากการศึกษาการประยุกตใชสารตานจุลินทรียในอาหารโดยวิธีทั้งการเจือจาง

อาหารหรือผสมในอาหาร (Pol et al., 2001; Smith-Palmer et al., 2001) มีรายงานการศึกษา 
พบวาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ตานของสารตานจุลินทรียในอาหาร  สวนใหญ
จําเปนตองใชระดับความเขมขนของสารตานจุลินทรียในอาหารสูงถึงประมาณ 2-100 เทาเมื่อ
เทียบกับความเขมขนที่ใชในหลอดทดลอง (Glass and Johnson 2004) Ultee และ Smid 
(2001)  พบวาสาร carvacrol จาก oreganum  และ thyme ที่ความเขมขน 0.06 mg/ml 
สามารถยับยั้งการรอดชีวิต และการสรางสารพิษของเซลล  B. cereus ในหลอดทดลองได แต
ฤทธิ์ในการยับยั้งการรอดชีวิดและการสรางสารพิษในซุบ โดยที่ความเขมขนของสาร carvacrol 
ในซุบมากกวาในหลอดทดลองถึง 50 เทา  Hernández-Herrero และคณะ (2008) พบวาน้ํามัน
หอมระเหยจากอบเชย และสารประกอบจากอบเชย cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 2 และ 5 
l/100 ml ตามลําดับ สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในน้ําแครอทหลังจาก 60 วัน ที่
อุณหภูมิ 12ºC ได   การศึกษาผลของสารตานจุลินทรียของกานพลู อบเชย ไทม และอบเชย
เดือน ตอเชื้อ L. monocytogenes และ S. enteritidis ในเนยแข็ง โดยทดสอบในเนยแข็งที่มี
ปริมาณไขมัน 16% และ 30% พบวาน้ํามันหอมระเหยจากกานพลูและอบเชยมีประสิทธิภาพสูง
ในการยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes ซึงที่ระดับความเขมขน 1% ของสารดังกลาวสามารถทําให
จํานวนเชื้อลดลงถึงนอยกวา 1 log CFU/ml ตั้งแตวันที่ 3 และพบวาเนยแข็งที่มีปริมาณไขมันต่ํา 
(16%) สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญไดเร็วกวาในเนยแข็งที่มีปริมาณไขมันสูง (30%) แต
ในขณะที่เมื่อทดสอบตอเชื้อ S. enteritidis พบวาที่ระดับความเขมขน 1% ของสารสกัดดังกลาว
สามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงถึงนอยกวา 1 log cfu/ml ไดในเนยแข็งทั้งที่มีปริมาณไขมันต่ํา
และสูง (Smith-Palmer et al., 2001) การศึกษาผลของสารประกอบ Allyl isothiocyanate (AIT) 
จากนํ้ามัน mustard และ horseradish ตอเชื้อ E. coli O157:H7 ในเนื้อบด พบวาที่ระดับความ
เขมขน 300 ppm สามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลง 3 log CFU/g ที่อุณหภูมิ 4ºC ตั้งแตวันที่ 15 
และ 4.7 log cfu/g นาน 23 วัน (Muthukumarasamy et al., 2003) Fisher และ Phillips (2006)
ศึกษาผลของสารประกอบ citral และ linalool จากมะนาว สม และมะกรูดฝรั่งตอเชื้อ B. cereus 
นํามาทดสอบโดยใชเปนน้ํายาลางผักกะหล่ําปลีแบบพนไอน้ําพบวา citral, linalool และมะกรูด
ฝรั่งสามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลง 6 log CFU/ml ที่เวลา 8-10 ชั่วโมง สําหรับปจจัยที่ผลตอการ
ออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียขึ้นอยูกัยหลายปจจัยโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อประยุกตใชในอาหาร 
ไดแก ปริมาณน้ําในอาหาร ประเภทและสวนประกอบของอาหาร เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน 
ไขมัน pH ของอาหาร ความเค็มของอาหาร และอุณหภูมิ (Burt 2004; Devlieghere et al., 
2004; Holley and Patel 2005; Ahn et al., 2007; Gutierrez et al., 2008)  ปริมาณน้ําที่นอย
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กวาของอาหารเมื่อเทียบกับอาหารที่ใชในหลอดทดลอง สามารถทําใหประสิทธิภาพของสารตาน
จุลินทรียลดลงในการออกฤทธิ์ไปยังอวัยวะเปาหมายของเซลลแบคทีเรีย (Smith-Palmer et al.,
2001) เชนเดียวกับรายงานการศึกษาของ Gill และคณะ (2002) พบวา โดยสวนใหญอาหารที่มี
สวนประกอบของไขมัน และโปรตีนในปริมาณสูง َๆ  สามารถปกปองเซลลและลดการออกฤทธิ์
ของสารตานจุลินทรียได  มีรายงานการศึกษา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสารประกอบกลุม 
polyphenols  จาก carvacrol ตอเชื้อ B. cereus ในนม พบวาโปรตีนในนมมีผลตอประสิทธิภาพ
ในการออกฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus ลดลง (Pol et al. 2001)   และนอกจากนี้การออกฤทธิ์ของสาร
ตานจุลินทรียในอาหารประเภทไขมันจะออกฤทธิ์ไดนอยกวาในอาหารที่ประกอบดวยน้ํา 
เนื่องจากไขมันสามารถปองกันการทําลายเซลลไดดีกวาน้ํา (Mejlholm and Dalgaard, 2002)   
แตในขณะที่ในอาหารพวกคารโบไฮเดรตไมมีผลตอประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ตานแบคทีเรีย
ของสารตานจุลินทรียเมื่อเทียบกับอาหารประเภทโปรตีนและไขมัน   ซึ่งมีรายงานการศึกษา
พบวาน้ํามันหอมระเหยจากเสจสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อแบคทีเรีย B. cereus, S. aureus, 
S. typhmurium และ Pseudomonas spp. ในขาวไดดีกวาในไกและในอาหารประเภทเนื้อ 
(Shelef et al., 1984)  ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษา พบวาน้ํามันหอมระเหยจากผิวมะกรูด
สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในขาวหุงสุกไดทั้งที่อุณหภูมิหอง และอุณหภูมิ 4ºC 
หลังจากเก็บไว 5 และ 15 วัน ตามลําดับ (Jaisai and Lamlertthon, 2007) Gill และคณะ 
(2002) และ Fisher และ Phillips (2006) รายงานวาสวนประกอบของสารอาหารในอาหาร
สามารถซอมแซมเซลลที่เปนอันตรายไดเร็วและดีกวาในหลอดทดลอง  ไมเพียงแตปจจัยภายใน
สวนประกอบของลักษณะอาหารที่มีผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรีย ซึ่งปจจัยภายนอก
ของอาหารก็มีผลตอการออกฤทธิ์ไดเชนเดียวกัน เชน อุณหภูมิ  ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย และ 
การบรรจุผลิตภัณฑ เปนตน (Burt, 2004) 



21

วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาฤทธิ์เบื้องตนของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ที่แยกได
จากอาหาร โดยวิธี  disc diffusion 

2. เพื่อหาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดหยาบและสารสกัดบริสุทธิ์จากใบกระทุที่
สามารถยับยั้งหรือฆาการเจริญของเชื้อ B. cereus  ที่แยกไดจากอาหาร

3. เพื่อศึกษาฤทธิ์ในการฆาเชื้อของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอร
ของเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร ทั้งในหลอดทดลองและประยุกตในอาหาร 
โดยวิธี time- kill study

4. เพื่อศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอคุณลักษณะทางประสาทสัมผัสใน
อาหาร  



บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ
1.  แบคทีเรียที่ใชศึกษา

    1.1 เชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus  จํานวน 65 isolate  ที่แยกไดจากอาหาร 
ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข       

    1.2 เชื้อแบคทีเรียที่นํามาทดสอบเปรียบเทียบ ไดแก B.cereus ATCC 11778 
โดยไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  

2.  ยาตานจุลินทรีย
2.1  แผนยามาตรฐาน (Oxoid)
2.1.1  Ampicillin 10 µg
2.1.2  Chloramphenicol 10 µg

     2.1.3  Clindamycin  2 µg
2.1.4  Ciprofloxacin 30 µg
2.1.5  Erythromycin  15 µg
2.1.6  Gentamicin  10 µg
2.1.7  Penicillin  10 units
2.1.8  Oxacillin  10 µg
2.1.9  Tetracycline  30 µg 
2.1.10 Vancomycin  30 µg

   2.2  ยาปฏิชีวนะ       
2.2.1  Chloramphenicol
2.2.2  Gentamicin

22
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3. ใบกระทุ  

4.  อาหารเลี้ยงเชื้อ
    4.1  Brain Heart Infusion broth (BHI) (Difco)
    4.2  Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar (merck)
    4.3  Motility medium (Difco)
    4.4  Mueller-Hinton Agar (MHA) (Difco)  
    4.5  Mueller-Hinton Broth (MHB) (Difco)

        4.6  Nitrate broth (Difco)
    4.7  Nutrient Agar (NA) (Difco)
   4.8  Nutrient broth (NB) (Difco)

       4.9 Trypticase soy- blood agar (Difco)
        4.10 Voges-Proskauer medium (Difco)

5.  สารเคมี
    5.1   Acetic acid
    5.2   Barium sulfate McFarland No. 0.5
    5.3   Dimethylsulfoxide (Sigma)
    5.4   Ethanol (Lab Scan)
    5.5   Gram Stain 
    5.6   Hydrochloric acid
    5.7   Hydrogenperoxide 

         5.8   -Naphthol
         5.9   Potassium hydroxide
         5.10 Spore Stain
         5.11 Sodium chloride (Merck)
         5.12 Sodium Hydroxide
        5.13 Sulfanilic acid

เครื่องมือและอุปกรณ               
1.  Autoclave (Tomy, ES 315)
2.  Balance (Sartorius, BP 210S)
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3.  Beaker (Pyrex)
4.  Centrifuge (Harrier)
5.  Colony counter
6.  Cotton swab
7.  Duran bottle (Duran)
8.  Eppendorf tube
9.  Filter paper disc ขนาด 6 mm (Whatman)
10. Flask
11. Forcep
12. Freeze-dryer
13. Hot air oven (Binder, T410340)
14. Hot plate stirrer (Lab. Companion, HP 3000)
15. Incubators (Heraeus, B 5100E
16. Laminar air flow carbinet (Gelman, BH 143AS)
17. Light microscope (Olympus, CX31RBSFA)
18. Loop
19. Magnesium ribbon
20. Micropipette ขนาด 1-10 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, และ 100-1000 µl 

(Eppendorf)
21. Micropipette tip
22. Microtiter plate flat bottom 96 wells (Corning)
23. Milipore filter membrane ขนาด 0.45 µm 
24. Multichannel micropipette ขนาด 20-200 µl (Finnpipette)
25. pH meter
26. Petri dishes ขนาด 9 cm (Anumbra)
27. Refrigerator (Sanyo)
28. Rotary evaporator
29. Separatory funnel
30. Slides
31. Staining rack
32. Test tube (Pyrex)
33. Vernier caliper (Whale)
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34. Vortex mixer (Vortex Genie 2, G 560E)
35. Water bath (Julabo, TW 20)   

วิธีดําเนินการวิจัย

1.  การบงชี้ลักษณะตัวอยางเชื้อแบคทีเรีย   (Rhodehamel and Harmon, 2001)
    เชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus ที่แยกไดจากอาหาร จํานวน 65  isolate  และ 
สายพันธุมาตรฐาน B. cereus  ATCC 11778  นํามาเพาะเชื้อบนอาหาร Nutrient Agar (NA) 
บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน  24 ชั่วโมง จากนั้นเลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ที่มีสีขาวขุน โคโลนีขนาดใหญ 
และผิวหยาบขรุขระ streak ลงบนอาหาร mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar บมที่
อุณหภูมิ 37ºC นาน 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่มีสีเทาหรือสีขาวขุน ทดสอบ lecithinase ให
ผลบวกสังเกตุเห็นวงใสรอบๆ โคโลนี mannitol fermentation ใหผลลบ บนอาหารเลี้ยงเชื้อสี
ชมพู นํามายอมสีกรัม ติดสีแกรมบวก รูปแทงตรง ขนาดใหญ  มี endspore อยูกลางเซลลใสไมติดสี 
และทดสอบทางชีวเคมี ไดแก catalase, citrate, nitrate reduction,  tyrosine decomposition 
และ motility ใหผลบวก ทดสอบ blood haemolysis พบลักษณะเปนวงใสแบบ  β-hemolysis  และ
ทดสอบ indole ใหผลลบ

2.  การสกัดสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 
     นําใบกระทุ มาลางใหสะอาด อบที่อุณหภูมิ 50ºC จนแหง บดสมุนไพรให
ละเอียดชั่งน้ําหนักกอนการสกัด นํามาแชดวย 95 % ethanol 7 วัน (แช 3 ครั้ง) ในอัตราสวน
ของสมุนไพรตอตัวทําละลาย 1:2   เขยาเบา ๆ ทิ้งไว 7 วัน กรองสารละลาย และนําสารละลาย
ระเหยตัวทําละลายออก โดยใชเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 45–55ºC
จนแหง นําสารสกัดที่ไดไปชั่งน้ําหนักและเก็บสารสกัดที่ได ที่อุณหภูมิ 4ºC นํามาคํานวณหา
เปอรเซนตของสารสกัดหยาบที่ได ตามสูตร

% YIELD = น้ําหนักของสมุนไพรที่ไดจากการสกัด    X   100
น้ําหนักของสมุนไพรที่ใชในการสกัด  

3.  การแยกสารสกัดจากใบกระทุเปนสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ (Semi-purified fraction) และ 
สารบริสุทธิ์ (Pure compound)
     ละลายสารสกัดที่ไดจากขอ 2 ดวยเมทานอล แลวทําการแยกสวนที่ไมละลาย
ออกโดยการกรอง นําสวนที่เปนสารละลายมาระเหยใหแหงโดยใช rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 
40-60ºC นําสารสกัดที่ไดมาละลายดวยไดคลอโรมีเทนในปริมาณที่นอยที่สุดที่สามารถละลาย
สารสกัดไดหมด ทํ าการแยกส วนสารสกัดด วยวิ ธี คอลัมน โครมาโตกราฟ  (column 
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chromatography) ใชไดคลอโรมีเทน 100% และอะซีโตน 10-100% เปนตัวชะสารสกัดกึ่ง
บริสุทธิ์ออกจากคอลัมนตามลําดับ ใชไดคลอโรมีเทน 100% เปนเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 
ทําการตรวจสอบสารละลายที่ถูกชะออกมาดวยทินเลเยอรโครมาโตกราฟ (thin layer 
chromatography; TLC) ที่มีซิลิกาเจลเปนเฟสอยูกับที่ (stationary phase) และทําการรวม
สารละลายที่มีลักษณะของจุดสารบนทินเลเยอรโครมาโตกราฟที่คลายกันเขาดวยกัน ใชการ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพทําการคัดแยกสาร (bioassay-guided fractionation) จากสารสกัดได
คลอโรมีเทนใหไดสารกึ่งบริสุทธิ์  (semi-purified fraction) และ/หรือสารบริสุทธิ์  (pure 
compound) ใชวิธีการเอกซเทนซีฟ 1 (extensive 1) และ 2ดี เอ็นเอ็มอาร สเปคโทรสโคป (2D 
NMR spectroscopy) และ แมสสเปคโทรสโคป (mass spectroscopy) ทําการวิเคราะหหาสูตร
โครงสรางของสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดี ซึ่งสารบริสุทธิ์นี้ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.
ดร.วิลาวัลย มหาบุษราคัม และคุณอัษฎาวุธ  หิรัญรัตน  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

4.  การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียของยาปฎิชีวนะมาตรฐานและสารสกัดจากสมุนไพร
โดยวิธี Disc diffusion method (CLSI, 2006a)
4.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ

  นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC  นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ  เขี่ยเชื้อ 3-5 โคโลนี  เพาะเลี้ยงใน Mueller-
Hinton Broth (MHB)  บมที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน 3-5 ชั่วโมง   ปรับความขุนใหไดเทากับ
สารละลายแบเรียมซัลเฟต Mcfarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl  (ปริมาณเชื้อ 1.5 x108 CFU 
/ml )
4.2  เตรียมสารสกัดที่ใชในการทดสอบ

      ชั่งสารสกัดหยาบ 250 mg  ใสในขวดไรเชื้อ ละลายดวย dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 1 ml จะไดสารสกัดที่ความเขมขน  250 mg/ml  เปนความเขมขนที่ใชในการทดลอง  
ตรวจสอบสภาพไรเชื้อของสารสกัด ทําไดโดยนําไป streak บน NA แลวนําไปบมที่ 37ºC เปน 
เวลา 16-18  ชั่วโมง   หากมีเชื้อปนเปอนใหนําไปกรองดวย  membrane filter  ขนาด 0.45 µm  
ที่ทนตอ DMSO  หยดสารสกัด 10 µl   ลงบนแผน disc ไรเชื้อทิ้งไวใหแหง  แลวจึงนําไป
ทดสอบ  สําหรับแผน disc ชุดควบคุมจะใชตัวทําละลายไดแก DMSO  แทนสารสกัด
4.3  การทดสอบกับแผนยาปฎิชีวนะมาตรฐานและแผนสารสกัดจากสมุนไพร
          จุมเชื้อจากขอ 4.1 โดยใช cotton swab เกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหาร Mueller-
Hinton Agar (MHA) 3 แนว ทํามุม 60o วางแผนยาปฎิชีวนะมาตรฐาน ไดแก ampicillin, 
chloramphenicol,  clindamycin, ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, oxacillin, 
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penicillin, tetracycline และ vancomycin  และแผนสารสกัดจากสมุนไพรโดยแตละแผนหางกัน
ประมาณ 15-20  mm.  และหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 mm. บมที่อุณหภูมิ 
37ºC  นาน 16-18 ชั่วโมง  
         ใชสายพันธุมาตรฐาน B. cereus  ATCC 11778 ทําการทดสอบกับยาปฏิชีวนะ
และสารสกัดเพื่อใชเปนตัวควบคุมคุณภาพ
 4.4  การอานผล
          วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) แผนยามาตรฐานและ
แผนสารสกัดจากสมุนไพร โดยใช Vernier  caliper  สําหรับการทดสอบกับแผนยามาตรฐานนํา
คาที่ไดเปรียบเทียบกับคามาตรฐานซึ่งแสดงผลออกมา 3 ลักษณะ ดังนี้

Susceptible    (S) เชื้อมีความไวตอยาตานแบคทีเรีย
Intermediate (I) เชื้อมีความไวปานกลางตอยาที่ทดสอบ
Resistant       (R) เชื้อดื้อยาที่ใชทดสอบ

5.  การทดสอบหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum 
Bactericidal Concentration (MBC) โดยวิธี broth microdilution   (CLSI, 2006b)
5.1  เตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
          นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ  เขี่ยเชื้อ 3-5 โคโลนี  เพาะเลี้ยงใน MHB  บมที่
อุณหภูมิ 37ºC  นาน 3-5 ชั่วโมง   ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
Mcfarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl  แลวเจือจางตอใหมีเชื้อประมาณ 1.0 X 106 CFU/ml 
ดวย MHB
5.2  การเตรียมสารสกัด
           เตรียมสารสกัดสมุนไพรโดยชั่งสารสกัดหยาบ 10.24 mg ใสในขวดไรเชื้อ 
ละลายดวย 10%  DMSO จะไดสารสกัดที่ความเขมขน  10.24 mg/ml ทําการเจือจางสารสกัด
แบบลําดับสองและไดความเขมขนที่ตองการคือ 10.24-0.02 mg/ml โดยเตรียมใหมีความเขมขน
เปน 10 เทาของความเขมขนสุดทายที่ตองการ (1024-2 g/ml)
5.3  การทดสอบหาคา MIC
          ดูดสารสกัดหยาบ จากขอ 5.2 ใสลงใน microtiter plate แบบ 96 หลุมใหมี
ปริมาตรหลุมละ 20 µl ดูด MHB ใสลงใน microtiter plate หลุมละ 160 µl  ดูดเชื้อจากขอ 5.1 
ใสลงในแตละหลุมหลุมละ 20 µl ผสมใหเขากันบมที่อุณหภูมิ  37ºC นาน 16-20 ชั่วโมง
           การอานผล บันทึกความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่เชื้อแบคทีเรียไมสามารถ
เจริญไดเปนคา MIC
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5.4  การทดสอบหาคา MBC 
          นําแตละหลุมที่ไมมีการเจริญของเชื้อแบคทีเรียจากการทดสอบหาคา MIC 
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MHA   บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 18-24 ชั่วโมง
          การอานผล บันทึกความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่เชื้อแบคทีเรียไมสามารถ
เจริญไดเปนคา MBC 
          นอกจากนี้ทําการหาคา MIC และ MBC ของยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด ไดแก 
chloramphenicol และ gentamicin ดวยวิธีการเดียวกันซึ่งเลือกทดสอบจากยาปฏิชีวนะที่มี
ความไวมากที่สุด (100%) ตอจํานวนเชื้อที่ทดสอบทั้งหมด
         นํามาหาคา MIC50 และ MIC90 ของสารสกัดหยาบและยาปฏิชีวนะ ซึ่ง MIC50 
คือความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได 50% ของสายพันธุที่ทดสอบ สวน MIC90 คือความ
เขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได 90% ของสายพันธุที่ทดสอบ

6.  การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรในระหวาง
การงอก เชื้อแบคทีเรีย โดยวิธี Time-kill study (ดัดแปลงจาก Beuchat et al., 1997; 
Citron and Appleman 2006)
6.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
          นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร  NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC  นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ เขี่ยเชื้อมา 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน MHB บมที่
อุณหภูมิ 37ºC  นาน  3-5 ชั่วโมง  ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
McFarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl   แลวเจือจางตอดวย MHB ใหมีเชื้อประมาณ  106

CFU/ml 
6.2  การเตรียมเอนโดสปอรที่ใชทดสอบ
          เตรียม  inocula  โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร NA บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นาน 24  
ชั่วโมง  เขี่ยโคโลนีของเชื้อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Brain Heart infusion (BHI) บมที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 24 ชั่วโมง  จากนั้นถายเชื้อมา  0.1 ml  ใน sporulation  agar  plate โดยเตรียมจาก
อาหาร NA ที่มี MnSO4 0.05 g/l  บมที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 4 วัน จากนั้นนําโคโลนีทํา 
suspension ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ (Beuchat et al., 1997)   และปนที่ 8000  rpm เปนเวลา 10 
นาที ลาง 2 ครั้ง ทํา suspension ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ และตมที่อุณหภูมิ 80ºC  เปนเวลา 10 นาที  
นับจํานวนเอนโดสปอรเปน spore/ml  เก็บที่อุณหภูมิ -70ºC  เมื่อนํามาใชตรวจสอบวาเปน
เอนโดสปอร และปรับ suspension ของเอนโดสปอร ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อใหไดประมาณ 106 
CFU/ml
6.3  การเตรียมสารสกัด
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          เตรียมสารสกัดโดยเตรียมใหมีความเขมขนเปน 10 เทาของความเขมขน
สุดทายที่ตองการที่ความเขมขนของ MIC, 2 MIC และ 4 MIC (32-256 g/ml)

6.4  การทดสอบสารสกัดตอเซลล
          ดูดสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 6.3  ใสลงใน NB ที่มีปริมาตร
อยู 4 ml และเติมเชื้อที่เปนเซลล จากขอ 6.1หรือขอ 6.2  500 µl และชุด control ที่ใส 10% 
DMSO  แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  
ดวย NSS  แลวนําแตละ dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 
20 และ 24 ชั่วโมง  บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นาน  24  ชั่วโมง
6.5 การทดสอบสารสกัดตอเอนโดสปอร

ดูดสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 6.3  ใสลงใน NB และน้ํากลั่นไร
เชื้อที่มีปริมาตรอยู 4 ml เติมเอนโดสปอรจากขอ 6.2 500 µl และชุด control ที่ใส 10% DMSO  
แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  ดวย
NSS  แลวนําแตละ dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 30, 60, 90, 120, 180, 
240, 300  และ 360 นาที (สําหรับเอนโดสปอรที่เพาะใน NB) และ ณ เวลาที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 
และ 7 วัน(สําหรับเอนโดสปอรที่เพาะใน น้ํากลั่นไรเชื้อ) บมที่อุณหภูมิ 37ºC   นาน  24  ชั่วโมง
         ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา     

7.  การทดสอบผลการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอร 
นํา  suspension ของเอนโดสปอรจากขอ 6.2 ดูดใสหลอดไรเชื้อ 2.5 ml เติมน้ํา

กลั่นไรเชื้อปริมาตร 2 ml และเติมสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 6.3 และชุด 
control ที่ใส 10% DMSO  แทนสารสกัด นําไปบมที่ระดับอุณหภูมิตาง ๆ คือ 50,  60, 70, 80 
และ 90ºC นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  ดวย NSS  แลวนําแตละ 
dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105  และ 120 นาที 
บมที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน  24  ชั่วโมง 

ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา

8.  การทดสอบผลการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอร 
หลังจากใหความรอนที่อุณหภูมิ 80ºC 
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นํา  suspension ของเอนโดสปอรจากขอ 6.2 ดูดใสหลอดไรเชื้อ 2.5 ml เติมน้ํา
กลั่นไรเชื้อปริมาตร 2 ml  นําไปตมที่อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที ทําใหเย็นลงอยาง
รวดเร็ว  และเติมสารสกัดแตละความเขมขน 500 µlจากขอ 6.3  และชุด control ที่ใส 10% 
DMSO  แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  
ดวย NSS  แลวนําแตละ dilution มา spread  บนอาหาร NA  ณ เวลาที่ 0, 15, 30, 60, 90, 
120, 180, 240, 300  และ 360 นาที บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 24  ชั่วโมง 
           ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา  

9.  การทดสอบผลความคงตัวของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B.cereus ที่ระดับ pH 
ตางๆ  (de Carvalho et al., 2007)
9.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
           นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร  NA   บมที่อุณหภูมิ 
37ºC นาน 24  ชั่วโมง  ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ เขี่ยเชื้อมา 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน MHB บมที่
อุณหภูมิ 37ºC   นาน  3-5 ชั่วโมง  ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
McFarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl   แลวเจือจางตอใหมีเชื้อประมาณ  106 CFU/ml ดวย 
MHB
9.2  การทดสอบสารสกัดตอเชื้อที่ระดับ pH ตาง ๆ
           ดูดสารสกัดแตละความเขมขน 500 µl จากขอ 8.2 ดูด NB ที่ปรับ pH ตั้งแต 4, 
4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5  และ 9.0 ปริมาตร 4ml และเติมเชื้อจากขอ 9.1
ปริมาตร 500 µl  และชุด control ที่ใส 10% DMSO  แทนสารสกัด บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 12  
ชั่วโมง  นับจํานวนโคโลนีที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution  ดวย NSS  แลวนําแตละ dilution
มา spread  บนอาหาร บมที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 24  ชั่วโมง 
            ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี   คํานวณ
เปน CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/ml) กับเวลา  

10.  การทดสอบผลของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและการงอกเอนโดสปอรใน
อาหาร   (Grande et al., 2006)
10.1  การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
           นําเชื้อแบคทีเรียที่ตองการทดสอบเพาะเลี้ยงบนอาหาร  NA   บมที่อุณหภูมิ 
35oC นาน 24  ชั่วโมง   ใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ  เขี่ยเชื้อมา 3-5 โคโลนี เพาะเลี้ยงใน NB บมที่



31

อุณหภูมิ 35oC นาน  24 และ 48  ชั่วโมง  ปรับความขุนใหไดเทากับสารละลายแบเรียมซัลเฟต 
McFarland no. 0.5 ดวย 0.85% NaCl   แลวเจือจางตอใหมีเชื้อประมาณ  106 CFU/ml ดวย 

10.2  การเตรียมสารสกัด
           เตรียมสารสกัดโดยเตรียมใหมีความเขมขนเปน 10 เทาของความเขมขน
สุดทายที่ตองการที่ความเขมขนของ MIC, 2MIC, 4MIC, 8MIC, 16MIC และ 32MIC (32-1024 
g/ml)
10.3  การเตรียมตัวอยางอาหาร
           อาหารที่ใชไดแก  ขาวตมสําเร็จรูป (Knorr, Unilever Thai Trading, Bangkok, 
Thailand) และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภค (Roza, Hi-Q Food Products, 
Samutprakan, Thailand)  โดยชั่งผงขาวตม 20 g ผสมดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ 200 ml (เจือจาง 
1:10) ตม 2-3 นาทีตั้งไวที่อุณหภูมิหองใหเย็น และสําหรับสเต็กปลาทูนากระปองนํามาเจือจาง
เปน 2 เทา ดวยน้ํากลั่นไรเชื้อผสมใหเขากันดวยเครื่อง stomacher 5 นาที ทําการตรวจยืนยัน
การปนเปอนของเชื้อกอนทดสอบ โดยนํามาทํา dilution ดวย NSS แลวนําแตละ dilution มา
ตรวจวิเคราะหดวยวิธี spread plate บนอาหาร NA 
10.4 การทดสอบสารสกัดตอเซลลและเอนโดสปอรในอาหาร 
            เติมสารสกัดแตละความเขมขน จากขอ 9.3 ปริมาตร 500 µl และหลอดควบคุม
ที่ใส 10% DMSO  แทนสารสกัด ใสลงในหลอด ที่มีขาวตม และสเต็กปลาทูนากระปองปริมาตร
4 ml    และดูด suspensions ของเอนโดสปอรหรือเซลล 500 µl  จากขอ 9.1 และ 9.2 หลังจาก
นั้นนําหลอดทั้งหมดบมที่อุณหภูมิ 35oC และ 6oC โดยที่อุณหภูมิ 35oC นับจํานวนเอนโดสปอร
และเซลลที่เหลือรอด ณ เวลาที่ 0, 6, 12, 24 ชั่วโมงและที่อุณหภูมิ 6oC ทุกวันเปนเวลา 7 วัน 
การนับจํานวนเอนโดสปอรและเซลลที่เหลือรอด โดยนํามาทํา dilution ดวย NSS  แลวนําแตละ 
dilution มา spread  บนอาหาร NA นํามาบมที่อุณหภูมิ 35oC  นาน  24  ชั่วโมง  
           ตรวจผลโดยนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น  อยูในชวง 30-300 โคโลนี คํานวณเปน 
CFU/ml   และ เขียนกราฟระหวาง log จํานวนโคโลนี (CFU/g) กับเวลา  



บทที่ 3

ผลการวิจัย

1.  ผลการบงชี้ลักษณะตัวอยางเชื้อแบคทีเรีย
     การบงชี้ลักษณะจากตัวอยางเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากอาหาร 65 isolates มา
ทดสอบ mannitol fermentation, lecithinase activity, catalase, blood haemolysis, nitrate 
reduction, motility, indole production ยอมสีกรัม และยอมสีเอนโดสปอร พบวาเชื้อ  B. cereus 
ที่แยกไดคือ ทดสอบ mannitol fermentation บนอาหาร MYP agar และ indole production 
ใหผลลบคิดเปน 100% ทดสอบ lecithinase activity, blood haemolysis และ catalase ให
ผลบวกคิดเปน 100% นอกจากนี้ทดสอบ tyrosine decomposition, nitrate reduction และ 
motility ใหผลบวกคิดเปน 98.46%  92.31% และ 86.15% ตามลําดับ นํามายอมสีกรัม ติดสี
กรัมบวก รูปแทงตรง ขนาดใหญ  มี endspore อยูกลางเซลลใสไมติดสี เมื่อยอมสีเอนโดสปอร เอน
โดสปอรติดสีเขียว รูปรี อยูกลางเซลล ติดสีแดง 

2.  ผลการสกัดสารสกัดหยาบจากใบกระทุและสารสกัดบริสุทธิ์
     การสกัดสารจากใบกระทุดวยเอทานอล 95% ในอัตราสวนของสมุนไพรตอตัว
ทําละลาย 1:2 พบวา สารสกัดหยาบที่ไดมีลักษณะหนืด สีเขียวเขม คํานวณเปอรเซ็นตของสาร
สกัดหยาบที่ไดมีคาเทากับ 8.15%  และสารสกัดบริสุทธิ์ที่ไดคือสาร rhodomyrtone มีคาเทากับ 
0.0011%   

3.  ผลการทดสอบความไวตอยาปฎิชีวนะมาตรฐานและสารสกัดหยาบจากสมุนไพรโดย
วิธี Disc Diffusion 
3.1  ยาปฏิชีวนะ
          การทดสอบรูปแบบความไวตอยาปฏิชีวนะมาตรฐานของเชื้อ B. cereus ที่แยก
ไดจากอาหารและสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 2 
พบวาเชื้อที่แยกไดจากอาหารไวตอยา chloramphenicol และ gentamicin คิดเปน 100%  และ
ไวตอยา vancomycin, ciprofloxacin, erythromycin, clindamycin และ tetracycline คิดเปน 
93.85%, 90.77%, 81.54%, 78.48% และ 69.23% ตามลําดับ ไวปานกลางตอยา clindamycin, 
tetracycline, erythromycin, ciprofloxacin และ vancomycin คิดเปน 21.54%, 16.92%, 
15.38%, 9.23% และ 6.15% ตามลําดับ  และดื้อตอยา ampicillin, oxacillin  และ penicillin คิด
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เปน 100% นอกจากนี้ดื้อตอยา  tetracycline และ erythromycin คิดเปน 13.85% และ 3.08% 
ตามลําดับ  

ตารางที่ 2   รูปแบบความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ Bacillus cereus ที่แยกไดจากอาหาร 
(จํานวน 65 isolate)  

ยาปฏิชีวนะ ความเขมขน
(µg)

Susceptible Intermediate Resistant

Gentamicin 10      65 (100%)       0        0

Ampicillin 10        0       0    65 (100%)

Penicillin 10        0       0     65 (100%)

Oxacillin  1        0       0     65 (100%)

Vancomycin 30      61 (93.85%)     4 (6.15%)        0

Erythromycin 15      53 (81.54%)    10 (15.83%)       2 (3.08%)

Ciprofloxacin  5      59 (90.77%)       6 (9.23%)        0

Tetracycline 30      45 (69.23%)    11 (16.92%)      9 (13.85%)

Chloramphenicol 10      65 (100%)       0        0

Clindamycin  2      51 (78.46%)    14 (21.54%)        0

เชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไวตอยา chloramphenicol, clindamycin, 
ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, tetracycline และ vancomycin และดื้อตอยา
ampicillin, oxacillin และ penicillin
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ตารางที่ 3  ฤทธิ์ตานแบคทีเรียเบื้องตนของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ Bacillus cereus 

Inhibition zone (mm) Numbers of isolates (%)
(n=65)

10.00-12.00   29 (44.62%)
12.01-14.00   23 (35.38%)

14.01-16.00   12 (18.46%)

16.01-18.00  1 (1.54%)

ขนาดเสนผานศูนยกลาง Inhibition zone ของ B. cereus ATCC 11778 เทากับ 14.350.14 
mm
3.2  สารสกัดหยาบจากใบกระทุ
              จากการทดสอบเมื่อนําแผน disc ที่มีสารสกัดหยาบจากใบกระทุที่สกัดดวย 
95% ethanol ที่ความเขมขน 2.5 mg/disc มาทดสอบฤทธิ์เบื้องตนในการตานแบคทีเรียไดผล
ดังแสดงในตารางที่ 3 พบวาสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อที่แยกไดทุกสายพันธุ โดยมีคาเสนผาน
ศูนยกลางวงใส (inhibition zone) สวนใหญมีคาอยูในชวง 10-12 mm และ 12.01-14.00 mm 
คิดเปน 44.62% และ 35.38% ตามลําดับ ขนาดเสนผานศูนยกลาง inhibition zone เฉลี่ยของ
เชื้อเทากับ 12.77  0.89 และเมื่อทดสอบกับเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 
มีคาเสนผานศูนยกลาง inhibition zone เทากับ 14.35  0.14 mm.

4.  ผลการทดสอบหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum 
Bactericidal Concentration (MBC) ของยาปฏิชีวนะมาตรฐานและสารสกัดจากสมุนไพร
โดยวิธี broth microdilution
4.1  ยาปฏิชีวนะ
           เลือกทดสอบหาคา MIC ของยาปฏิชีวนะใชสําหรับควบคุมคุณภาพ 2 ชนิด
ไดแก ยา chloramphenicol และ gentamicin ตอเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหารและสาย
พันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4 พบวา ยา 
chloramphenicol ตอเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร คา MIC อยูในชวง 2-8 µg/ml โดยคา 
MIC50 และ MIC90 มีคาเทากับ 4 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 16-512 µg/ml   สวนยา 
gentamicin มีคา MIC อยูในชวง 1-4 µg/ml มีคา MIC50 และ MIC90 คือ 1 และ 2 µg/ml 
ตามลําดับ และคา MBC อยูในชวง 16-64 µg/ml   จากผลการทดลองนี้จะเห็นไดวา คา MIC50 
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และ MIC90 ของยาทั้ง 2 ชนิดคือ  chloramphenicol และ gentamicin ต่ํากวา คา MIC 
breakpoint   เมื่อทดสอบกับเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 คา MIC และ
MBC ของยา chloramphenicol เทากับ 2 µg/ml และ 256 µg/ml ตามลําดับ ในขณะที่ยา
gentamicin มีคา MIC และ MBC เทากับ 1 µg/ml และ 32 µg/ml ตามลําดับ  
4.2  สารสกัดหยาบจากใบกระทุ
           คา MIC ของสารสกัดที่ใชทดสอบไดผลแสดงในตารางที่ 4 พบวาเมื่อทดสอบ
สารสกัดตอเชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร คา MIC อยูในชวง 16-64 µg/ml มีคา MIC50

และ MIC90 เทากับ 32 µg/ml และ 64 µg/ml ตามลําดับคา MBC อยูในชวง 32-256 µg/ml  สวน
คา MIC และ MBC ของสารสกัดตอเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 เทากับ 32
และ 64 µg/ml ตามลําดับ

ตารางที่ 4  คา Minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal 
concentration (MBC) ของยาปฏิชีวนะและสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเชื้อ Bacillus cereus 

MIC (g/ml)
(n=65)

B. cereus ATCC 
11778

Antibacterial agents

Range MIC50 MIC90

MBC 
(g/ml)

(n=65) MIC MBC
สารสกัดหยาบจากใบกระทุ 16-64 32 64 32-256 32 64
Chloramphenicol   2-8 4 4 16-512 2 256
Gentamicin 1-4 1 2  16-64  1 32

4.3  สารสกัดบริสุทธิ์
           สารบริสุทธิ์ที่ไดจากสารสกัดหยาบจากใบกระทุคือ rhodomyrtone มาทดสอบ
ฤทธิ์ของสารตอเชื้อ B. cereus 4 สายพันธุ คือ NPRC 203, NPRC 205, NPRC 235 และ 
NPRC 247 นอกจากนี้ทําการทดสอบกับ B. cereus ATCC 11778 คา MIC และ MBC ไดผลดัง
ตารางที่ 5 พบวาคา MIC ของสารสกัดบริสุทธิ์ คือ 0.5 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 2-8
µg/ml ในขณะทีคา MIC และ MBC ตอเชื้อสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 มีคา
เทากับ 0.5 µg/ml และ 4 µg/ml ตามลําดับ
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ตารางที่ 5  คา Minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal 
concentration (MBC) ของสารสกัดบริสุทธิ์ Rhodomyrtone ตอเชื้อ Bacillus cereus 

Isolates MIC (g/ml) MBC (g/ml)

NPRC 203 0.5 4

NPRC 205 0.5 4

NPRC 235 0.5 8

NPRC 247 0.5 2

B. cereus ATCC 11778 0.5 4
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5.  ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของเชื้อ
แบคทีเรียในหลอดทดลอง โดยวิธี time-kill study
      จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของ
เชื้อ B. cereus โดยวิธี time-kill study ไดผลดังแสดงในรูปที่ 3 และรูปที่ 4 ตามลําดับ ซึ่งเลือก
ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบตอเชื้อ B. cereus 4 isolates จากตัวอยางเชื้อที่แยกไดจาก
อาหารของอาหารแตละชนิด และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778    พบวารูปแบบ
ของการรอดชีวิตของเชื้อในสภาวะที่เปนเซลลและการงอกเอนโดสปอรไมแตกตางกัน เมื่อความ
เขมขนของสารสกัดเพิ่มขึ้นความสามารถในการยับยั้งเชื้อหรือฆาเชื้อเพิ่มขึ้นดวย ผลของสาร
สกัดตอการอยูรอดของเซลลที่เพาะเลี้ยงใน NB พบวาการรอดชีวิตของเชื้อในชุดควบคุมนั้น
เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ สูงถึง 8-9 log CFU/ml ภายในเวลา 24 ชั่วโมง สวนที่ความเขมขน MIC
(32g/ml) สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ เมื่อทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน 2MIC และ 4MIC โดยสวนใหญจํานวนเชื้อลดลงเมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนอยาง
นอยที่สุด 3 log CFU/ml ภายในเวลา 6-24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 4MIC สารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อ
ไดทั้งหมดภายในเวลา16-20 ชั่วโมง สําหรับสายพันธุ NPRC 203 (รูปที่ 3A), NPRC 205 (รูปที่ 
3B), NPRC 247 (รูปที่3D) และยกเวน NPRC 235 (รูปที่ 3C) สารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมด
ที่เวลา 24 ชั่วโมง ในขณะที่สายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 (รูปที่ 3E) สารสกัดมี
ฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมดภายในเวลา 12 ชั่วโมง
     ผลของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอการงอกเอนโดสปอรของเชื้อ B. cereus ที่

เพาะเลี้ยงใน NB ดังรูปที่ 4 พบวาการรอดชีวิตของเชื้อในชุดควบคุมนั้นเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ สูงถึง 8 
log CFU/ml ภายในเวลา 360 นาที  ที่ความเขมขน MIC สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเอนโดสปอรได
ทุกสายพันธุที่ทดสอบเชนเดียวกับการอยูรอดของเซลล แตใชเวลาในการยั้บยั้งไดเร็วกวา  และ
สารสกัดที่ความเขมขน 4MIC สามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 3 log CFU/ml เมื่อ
เทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนชุดควบคุมภายในเวลา 150-270 นาที และสารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อได
ทั้งหมดที่เวลา 240 นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 203 (รูปที่ 4A) และ NPRC 205 (รูปที่ 4B) ที่
เวลา 300 นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 247 (รูปที่ 4D) และที่เวลา 330 สําหรับสายพันธุ 
NPRC 235 (รูปที่ 4C) ในขณะที่สายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 (รูปที่ 4E) สาร
สกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมดภายในเวลา 180 นาท ี 
      และเมื่อทดสอบผลของสารสกัดจากใบกระทุตอเอนโดสปอรของเชื้อ B. cereus 
ที่เพาะเลี้ยงในน้ํากลั่นไรเชื้อ ดังแสดงในรูปที่ 5 (A-E) พบวาที่ความเขมขน MIC, 2MIC, 4MIC, 
8MIC และ16MIC สารสกัดไมมีผลตอการอยูรอดของจํานวนเอนโดสปอรทุกสายพันธุที่ทดสอบ
เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตน
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รูปที่ 3 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงใน NB   สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (h)

Lo
g C

FU
/m

l

A

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (h)

Lo
g 

CF
U/

m
l

C

0

1

2

3
4

5

6

7

8

9

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Time (h)

Lo
g 

CF
U/

m
l

D

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Time (h)

Lo
g 

CF
U/

m
l

E

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Time (h)

Lo
g 

CF
U/

m
l

B



39

(D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC ()
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รูปที่ 4 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus 
ที่เพาะเลี้ยงใน NB สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247
(D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC ()
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รูปที่ 5 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ใน
น้ํากลั่นไรเชื้อ สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) 
และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (□) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ
เขมขน MIC (■) 2MIC (░) 4MIC (   ) 8MIC (    ) และ 16MIC ()
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6.  ผลการทดสอบการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอร 
จากการศึกษาผลของการใชอุณหภูมิและสารสกัดรวมกันตอเอนโดสปอรของ

เชื้อ B. cereus โดยวิธี time-kill study ซึ่งใชระดับอุณหภูมิตาง ๆ คือ 50, 60, 70, 80 และ 90ºC 
ทดสอบกับสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ดังรูปที่ 6 พบวาที่อุณหภูมิ 50, 60 และ 
70ºC สารสกัดไมมีผลตอการอยูรอดของจํานวนเอนโดสปอรทุกระดับความเขมขนเมื่อเทียบกับ
ปริมาณเชื้อเริ่มตนในขณะที่อุณหภูมิ 80ºC และ 90ºC สารสกัดมีผลในการเสริมฤทธิ์ตานเอนโด
สปอรไดดีกวาการใชอุณหภูมิเพียงอยางเดียว ที่ความเขมขน 4MIC สามารถทําใหการอยูรอด
ของเจํานวนเอนโดสปอรลดลงอยางนอยที่สุด 3 log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตน
ภายในเวลา 60 และ 45 นาที ตามลําดับ

7.  ผลของการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเอนโดสปอรหลังจากผานความรอนที่ 
อุณหภูมิ 80ºC
     จากผลของการใชสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเอนโดสปอรหลังจากผานความ
รอนที่ อุณหภูมิ 80ºC โดยเลือกทดสอบตัวอยางเชื้อที่แยกไดจากอาหารของแตละชนิด 4
isolates และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังรูปที่ 7 เมื่อเลือกทดสอบที่
อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที นํามายอมสีกรัมของเอนโดสปอร พบวาเอนโดสปอรเริ่มติดสี
กรัมซึ่งแสดงใหเห็นวาเอนโดสปอรเริ่มมีการสูญเสียสภาวะเอนโดสปอรเกิดขึ้นดังรูปที่ 8   และ
เมื่อเติมสารสกัดแตละระดับความเขมขน พบวาที่ความเขมขน 4MIC สามารถทําใหการอยูรอด
ของจํานวนเอนโดสปอรลดลงอยางนอยที่สุด 2log CFU/ml เมื่อเทียบกับเชื้อเริ่มตน ที่เวลา 210 
นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 235 (รูปที่ 7C) ที่เวลา 240 นาที สําหรับสายพันธุ NPRC 205 
(รูปที่ 7B) และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 (รูปที่ 7E)  ที่เวลา 300 นาที 
สําหรับสายพันธุ NPRC 247 (รูปที ่7D) และที่เวลา 360 นาที สายพันธุ NPRC 203 (รูปที ่7A)  
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รูปที่ 6 ผลของการทดสอบสารสกัดจากใบกระทุและอุณหภูมิรวมกันตอการอยูรอดของเอนโด
สปอรของเชื้อ Bacillus cereus ATCC 11778 ในน้ํากลั่นไรเชื้อ ที่ระดับอุณหภูมิ 50°C (A), 
60°C (B), 70°C (C), 80°C (D) และ 90°C (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัด
ที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC ()
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รูปที่  7  ผลของการทดสอบสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ 
Bacillus cereus ในน้ํากลั่นไรเชื้อ หลังจากผานอุณหภูมิ 80°C เปนเวลา 15 นาที สายพันธุ 
NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 
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11778 (E) ชุดควบคุม (○) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) 
และ4MIC ()
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รูปที่ 8 ผลของการติดสีกรัมของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus หลังจากทดสอบที่
อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), 
NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E)
8.  ผลการทดสอบความคงตัวของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ที่ระดับ 
pH ตางๆ   

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus โดยปรับระดับ 
pH ตาง ๆ ของอาหารเลี้ยงเชื้อ (NB) (pH 4-9) โดยเลือกทดสอบจากตัวอยางเชื้อที่แยกไดจาก
อาหาร 4 isolates และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 ไดผลดังแสดงในรูปที่ 9
รูปแบบของการรอดชีวิตของเชื้อหลังจากทดสอบสารสกัด 12 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 2MIC และ 
4MIC พบวา สารสกัดมีความคงตัวในการออกฤทธิ์ยับยั้งหรือฆาเชื้อ B. cereus ไดทุกระดับ pH 
ที่ทดสอบ โดยสวนใหญสารสกัดสามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 2 log CFU/ml
เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนของทุกสายพันธุที่ทดสอบ
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รูปที่ 9 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ Bacillus cereus ที่ระดับ pH ตาง ๆ หลังจากบม 12 
ชั่วโมง สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ
B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (■) และหลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน
MIC (    ), 2MIC (   ) และ 4MIC (□)
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9.  ผลการทดสอบสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของเชื้อ
B. cereus ในขาวตมสําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภค

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรที่
งอกของเชื้อ B. cereus ในขาวตมสําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภคปริมาณเชื้อ
สุดทาย 105 CFU/ml ที่อุณหภูมิ 6ºC และ 37ºC โดยวิธี time-kill study ซึ่งเลือกทดสอบจาก
ตัวอยางเชื้อที่แยกไดจากอาหาร 4 isolates และสายพันธุมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778  
พบวา ที่อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดออกฤทธิ์ยับยั้งไดดีกวาที่อุณหภูมิ 6ºC  สําหรับที่อุณหภูมิ 
37ºC ผลของสารสกัดตอการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ B. cereus ใน
ขาวตมสําเร็จรูปดังรูปที่ 10 -11 และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภคดังรูปที่ 12-13 ไม
แตกตางกัน  พบวาการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกในชุดควบคุมนั้นเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ 
สูงถึง 8-9 log CFU/ml ภายในเวลา 24 ชั่วโมง สารสกัดที่ความเขมขน 8 MIC (256 g/ml) และ
16 MIC (512 g/ml) มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ  
ที่ความเขมขน 32 MIC (1024 g/ml) สารสกัดสามารถทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 2
log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนภายในเวลา 12 ชั่วโมง ตามลําดับในขณะที่ ที่
อุณหภูมิ 6°C สารสกัดแสดงการออกฤทธิ์ตอการรอดชีวิตของเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของ
เชื้อ B. cereus ในขาวตมสําเร็จรูปดังรูปที่ 14-15 และสเต็กปลาทูนากระปองพรอมบริโภคดังรูป
ที่ 16-17 พบวาการรอดชีวิตของเชื้อในชุดควบคุมมีปริมาณคงที่ และที่ความเขมขน 32 MIC 
สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเซลลและเอนโดสปอรที่งอกของเชื้อไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ  โดยสามารถ
ทําใหจํานวนเชื้อลดลงอยางนอยที่สุด 2 log CFU/ml เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มตนภายที่เวลา 
5-7 วัน
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รูปที่ 10 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
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หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความ MIC (▲), 2MIC (●) 4MIC () 8MIC () 16MIC () 
และ 32MIC ()
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รูปที่ 11  ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus 
ที่เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205
(B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 12  ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205
(B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 13 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 37°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205
(B), NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ 4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 14 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 15 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในขาวตมพรอมบริโภค ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()
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รูปที่ 16 ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเซลลของเชื้อ Bacillus cereus 
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
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หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()

  

                                    

รูปที่ 17  ผลของสารสกัดจากใบกระทุตอการอยูรอดของเอนโดสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่
เพาะเลี้ยงในสเต็กปลาทูนากระปอง ที่อุณหภูมิ 6°C สายพันธุ NPRC 203 (A), NPRC 205 (B), 
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NPRC 235 (C), NPRC 247 (D) และ B.cereus ATCC 11778 (E) ชุดควบคุม (○) และ
หลังจากทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน MIC (▲), 2MIC (●) และ4MIC () 8MIC () 
16MIC () และ 32MIC ()



บทที่ 4

วิจารณผลการทดลอง

ในกระบวนการผลิตอาหารระดับอุตสาหกรรมไดมีการเติมสารเคมีสังเคราะห 
ฮอรโมน และยาปฎิชีวนะ ตาง ๆ ลงไปในอาหารเพื่อควบคุมและกําจัดแบคทีเรียกอโรค ซึ่งการ
ใชยาปฎิชีวนะทั้งในคนและในอาหารสัตวนั้นพบวาเชื้อแบคทีเรียดื้อตอยาปฎิชีวนะเพิ่มมากขึ้น 
ทําใหสามารถเกิดการกระจายและถายทอดการดื้อยาสูมนุษยไดงาย (Schlegelova et al., 2003; 
Lateef et al., 2005) ตลอดจนสงผลกระทบไปทั่วโลกทั้งตอสุขภาพและเศรษฐกิจ ปจจุบันนี้มี
งานวิจัยหลายงานที่แสดงใหเห็นวาเชื้อ B. cereus มีการดื้อตอยาปฏิชีวนะที่ใชกันอยูอยาง
กวางขวาง ไดแก ยากลุม beta-lactams, erythromycin, tetracyclines, และกลุมอื่นๆ (Jensen
et al., 2001; Turmbull et al., 2004; Luna et  al.,  2007) ในการศึกษาครั้งนี้ พบวาเชื้อ B. 
cereus ดื้อตอยากลุม beta-lactams คิดเปน 100% นอกจากนี้ดื้อตอยา  tetracycline และ
erythromycin คิดเปน 13.85% และ 3.08% ตามลําดับ เนื่องจากเชื้อ B. cereus ดื้อตอยา
ปฏิชีวนะเพิ่มมากขึ้น ดังนั้นมีนักวิจัยจํานวนมากจึงไดพยายามหาวิธีตางๆ เพื่อใชเปนทางเลือก
ในการกําจัด ควบคุม และลดการระบาดของแบคทีเรียกอโรคระบบทางเดินอาหาร จาก
การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเบื้องตนของสารสกัดหยาบจากใบกระทุที่สกัดดวย 95% ethanol ตอ
เชื้อ B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร ดวยวิธี disc diffusion พบวาสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อที่แยก
ไดทุกสายพันธุที่ทดสอบ   สารตานจุลินทรียที่ไดจากธรรมชาติโดยเฉพาะอยางยิ่งจากพืชมี
การศึกษาอยางกวางขวาง ซึ่งสารสกัดจากพืชมีฤทธิ์ในการตานจุลินทรียโดยตรงไมวาจะเปน
ฤทธิ์ฆา (cidal) หรือยับยั้ง (static) ซึ่งขณะนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดจากใบ
กระทุตอเชื้อจุลินทรียนอยมาก จากผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus
ในครั้งนี้ พบวาคา MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบอยูในชวง 16-64 µg/ml และ 32-256
µg/ml ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรีย ของสารสกัดดวย 80% 
แอลกอฮอล  และ อะซิโตน จากพืชที่รับประทานได (edible plants) ทั้งหมด 26 ชนิด  จาก
ประเทศจีน  ญี่ปุน  ไทย และเยเมน ตอเชื้อ B.cereus, S.aureus, L. monocytogenes,  E. coli  
และ Salmonella infantis  พบวา มีพืช 6 ชนิด ที่สามารถยับยั้งเชื้อ B.cereus  คือ สะเดา
(Azadirachta indica), อบเชยจีน (Cinnamomum cassia), ผักกาดสม (Rumex nervosus), อี
หรุด (Ruta graveolens), Thymus serpyllum และขิง (Zingiber officinale)  ที่คา MIC อยู
ในชวง 165-660  mg/l (Alzoreky and Nakahara, 2003)

จากการทดลองนี้พบวาสารสกัดบริสุทธิ์ที่แยกไดคือ rhodomyrtone และมีฤทธิ์ดี
ในการตานเชื้อ B. cereus โดยมีคา MIC คือ 0.5 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 2-8 µg/ml เปน
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ที่นาสนใจวาสาร rhodomyrtone ที่แยกไดจากใบกระทุในครั้งนี้มีประสิทธิภาพสูงในการตานเชื้อ
B. cereus ซึ่งคาที่ไดนี้ใกลเคียงกับคา MIC ของยา chloramphenicol และ gentamicin มาก จะ
เห็นวา คา MIC ของสาร rhodomyrtone นอยกวา คา MIC ของยา chloramphenicol และ
gentamicin ประมาณ 2-8 เทา  และเมื่อเทียบคา MIC ของสาร rhodomyrtone กับคา MIC ของ
สารสกัดหยาบตอเชื้อ B. cereus คือ คา MIC ของสาร rhodomyrtone นอยกวา คา MIC ของ
สารสกัดหยาบประมาณ 128 เทา   ซึ่งสาร rhodomyrtone เปนสารในกลุม acylphlorogucinols 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Salni et al., 2002  พบวากลไกในการออกฤทธิ์ตอจุลินทรียของสาร
กลุมนี้ยังไมมีรายงานแนชัดแตจากผลการศึกษาครั้งนี้คิดวาสารกลุมนี้นาจะมีฤทธิ์ฆา (cidal) 
มากกวายับยั้ง (static) เนื่องจากคา MBC เทากับ MIC หรือแตกตางกันไมเกิน 4 เทา (Lorian, 
1996) นอกจากสารในกลุม acylphloroglucinols ที่พบในพืชกลุมนี้แลวมีรายงานการคนพบสาร
กลุมอื่นกอนหนานี้ ไดแก triterpenoids (Hui et al.,1975; Hui and Li, 1976), tannins (Ai et 
al., 1997; Hou et al., 1998), ellagitannin และ flavone glycoside (Hou et al.,1999) ซึ่งสาร
เหลานี้มีกลไกการออกฤทธิ์ตอเซลลจุลินทรียแตกตางกันไป  ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษา 
พบวาสารสกัดดวย ethyl acetate จากใบกระทุสามารถแยกไดสาร rhodomyrtone ที่จัดอยูใน
กลุม acylphloroglucinols มีฤทธิ์ในการตาน E. coli และ S. aureus (Salni et al., 2002; 
Saising et al., 2008) นอกจากนี้การศึกษาฤทธิ์ตานจุลินทรียของสารในกลุม triterpenoids ที่
สกัดดวย ethyl acetate ของ Nympoides cristatum  พบวาสารในกลุม triterpenoids มีฤทธิ์
ยับยั้งเชื้อ B. cereus,  ที่คา MIC เทากับ 64 µg/ml  ตามลําดับ (Rahaman et al., 2002)   

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบกระทุตอเซลลและเอนโดสปอรของ
เชื้อ B. cereus โดยวิธี time-kill study พบวารูปแบบของการรอดชีวิตของเชื้อในสภาวะที่เปน
เซลลและการงอกเอนโดสปอรไมแตกตางกัน เมื่อความเขมขนของสารสกัดเพิ่มขึ้นความสามารถ
ในการยับยั้งเชื้อหรือฆาเชื้อเพิ่มขึ้นดวย ผลของสารสกัดตอการอยูรอดของเซลลและการงอกเอน
โดสปอรในหลอดทดลอง (เพาะเลี้ยงใน NB) พบวาสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งและฆาเชื้อไดทุกสาย
พันธุที่ทดสอบ เมื่อทดสอบกับสารสกัดที่ความเขมขน 2MIC และ 4MIC โดยสวนใหญจํานวน
เชื้อลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมอยางนอยที่สุด 3 log CFU/ml ภายในเวลา 6-8 ชั่งโมง ที่ความ
เขมขน 4MIC สารสกัดมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดทั้งหมดภายในเวลา 16-24 ชั่วโมง  อยางไรก็ตามมี
รายงานวาสารตานจุลินทรียสวนใหญออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกรัมบวกไดดีกวาแบคทีเรียกรัม
ลบ เนื่องจาก cell wall ของแบคทีเรียกรัมลบประกอบดวยชั้น outer membrane ที่ซับซอนและ
มีปริมาณโปรตีนและไขมันมากกวาในแบคทีเรียกรัมบวก  สงผลใหทนตอสารตานจุลินทรียไดดี 
ซึ่งในแบคทีเรียกรัมบวกนั้นสารตานจุลินทรียสามารถทําลายชั้น cell wall และ cytoplasmic 
membrane ทําให cytoplasm รั่วและเกิดการจับรวมกลุม (coagulation) ไดงาย (Kalemba and 
Kunicka, 2003)  มีรายงานการศึกษากลไกในการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอเซลล
แบคทีเรียแตกตางกัน พบวาสารตานจุลินทรียไปจับที่ผิวของเซลลและสารตานจุลินทรียสามารถ
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ซึมผานไปยังตําแหนงสําคัญของเซลล เชน ทําใหสารตานจุลินทรียไปรบกวนชั้น phospholipid 
bilayer ของ cell membrane สูญเสียสวนประกอบที่อยูในเซลล ทําลายเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
การสรางพลังงานและการสังเคราะหสวนประกอบโครงสรางเซลล ยับยั้งสารพันธุกรรมที่อยูใน
เซลลได (Kim et al., 1995; Nychas, 1995)  ในขณะที่การออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียตอการ
งอกเอนโดสปอร พบวาหลังจากทดสอบกับสารตานจุลินทรียที่อุณหภูมิ 37ºC  นาน 6 ชั่วโมง 
ชั้น spore coat และ exosporium มัวหมอง ขอบเขตไมชัดเจน มีรอยแตก ผิวหยาบ สารเหลวใน
เอนโดสปอรรั่วออกและหยุดทํางาน ทําใหสารตานจุลินทรียสามารถเขาไปทําลายได (Huang et 
al., 2007)  จากผลการทดลองครั้งนี้พบวาสารสกัดไมมีผลในการตานฤทธิ์ยับยั้งการอยูรอดของ
เอนโดสปอรเชื้อของ B. cereus มีรายงานการศึกษาพบวายาปฏิชีวนะหรือสารตานจุลินทรียสวน
ใหญจะมีฤทธิ์ยับยั้งและฆาเชื้อก็ตอเมื่อเอนโดสปอรงอกกลายเปนเซลลปกติ  แตในขณะที่เมื่ออยู
ในสภาวะที่เปนเอนโดสปอรจะทนตอยาปฏิชีวนะหรือสารตานจุลินทรีย  (Abriouel et al., 2002; 
Citron and Applemen 2006, Grande et al., 2006)  การเปลี่ยนแปลงเอนโดสปอรของ
แบคทีเรียกลายเปนเซลลปกตินั้นประกอบดวย 4 ระยะที่สําคัญ คือ การกระตุน (activation) การ
งอก (germination) ชวงการเจริญเติบโต (outgrowth) และ เจริญเติบโต (growth) (Moir 2003; 
Setlow 2003)  ซึ่งพบวาถาขาดระยะใดระยะหนึ่งทั้ง 4 ระยะขั้นดังกลาวขั้นตน เอนโดสปอรไม
สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเปนเซลลปกติได  จะไมสงผลผลกระทบตอภาวะเสี่ยง
อันตรายกับสุขภาพของผูบริโภค (de Carvalho et al. 2007) แตทั้งนี้และทั้งนั้นก็เปนสิ่งจําเปน
อยางที่ตองมีการควบคุมมิใหมีการปนเปอนเชื้อ  B.cereus  ในอาหารเนื่องจากทั้งเซลลปกติหรือ
เอนโดสปอรของเชื้อ  B.cereus  สามารถไปเกาะติดบนสิ่งมีชีวิตได เชน เยื่อบุผิว  ผิวหนังภายนอก
และภายในของมนุษยและสัตว มีรายงานพบวา เซลลปกติหรือเอนโดสปอรของเชื้อ  B.cereus  
สามารถไปเกาะติดที่เซลลเยื่อบุผิวของมนุษยจากนั้นก็สรางสารพิษ enterotoxin  ทําใหเกิด
อันตรายและมีอาการเรื้อรังที่อวัยวะเปาหมาย (Andersson  et  al., 1998)   

เนื่องจากเอนโดสปอรทนตอสารตานจุลินทรียตาง ๆ ดังนั้น การใชสารสกัดเพียงอยาง
เดียวไมเพียงพอตอการออกฤทธิ์ตานเอนโดสปอร มีรายงานการศึกษาพบวา การใชสารตานจุลิ
นทรียรวมกับวิธีทางเคมี-กายภาพอื่น ๆ สามารถทําใหเกิดการงอกเอนโดสปอรได (Pol et al., 
2001) และการพัฒนาวิธีโดยใชสารตานจุลินทรียรวมกับวิธีทางเคมี-กายภาพอื่น ๆ ชวยเพิ่มการ
ออกฤทธิ์สารตานจุลินทรียไดดียิ่งขึ้น (Grande et al., 2006) ในการศึกษาครั้งนี้เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของสารสกัดและกระตุนการงอกเอนโดสปอร โดยใชสารสกัดและอุณหภูมิรวมกัน 
จากผลการทดลองการใชสารสกัดและอุณหภูมิรวมกันตอเอนโดสปอรของเชื้อ B. cereus พบวา
ที่อุณหภูมิ 80ºC และ 90ºC สารสกัดมีผลในการเสริมฤทธิ์ตานเอนโดสปอรไดดีกวาการใช
อุณหภูมิเพียงอยางเดียว  มีรายงานการศึกษาพบวา การใชอุณหภูมิเปนวิธีที่ใชโดยทั่วไปในการ
กําจัดแบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอร แตการใชอุณหภูมิสูง ๆ ในผลิตภัณฑอาหารนั้นเปนเหตุทํา
ใหสารอาหารโปรตีนถูกทําลาย สูญเสียวิตามินและสารระเหยสําคัญที่ทําใหเกิดกลิ่นและรสชาติ
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ได (Lado and Yousef 2002) โดยปกติแลวเมื่อยอมสีกรัมเอนโดสปอรไมติดสีกรัมดังนั้นจากผล
การทดลองขั้นตนจึงเลือกทดสอบที่อุณหภูมิ 80ºC เปนเวลา 15 นาที และเมื่อนํามายอมสีกรัม
ของเอนโดสปอร เอนโดสปอรเริ่มติดสีกรัม ซึ่งแสดงใหเห็นวาเอนโดสปอรเริ่มมีการงอกหรือ
สูญเสียสภาพการเปนเอนโดสปอรเกิดขึ้น และเมื่อเติมสารสกัดแตละระดับความเขมขน พบวา 
สารสกัดสามารถทําใหการอยูรอดของจํานวนเอนโดสปอรลดลงได  ปจจัยที่มีผลตอการออกฤทธิ์
ของสารตานจุลินทรียขึ้นอยูกัยหลายปจจัย ไดแก ปริมาตรเชื้อที่ใชทดสอบ อัตราการ
เจริญเติบโตของเชื้อ อาหารที่ใชเพาะเลี้ยงเชื้อ  pH ของอาหาร อุณหภูมิที่ใชในการบม และ
ระยะเวลาใชในการบม (Friedman et al., 2002)  จากการศึกษาความคงตัวของสารสกัดหยาบ
จากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ที่ระดับ pH ตางๆ   พบวา สารสกัดมีความคงตัวในการออกฤทธิ์
ยับยั้งหรือฆาเชื้อ B. cereus ไดทุกระดับ pH ที่ทดสอบ จากผลการทดลองฤทธิ์ของสารสกัดจาก
ใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ในหลอดทดลองที่ไดนี้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งและฆาเซลลและ
เอนโดสปอรที่งอกของเชื้อ B. cereus ไดจึงนําไปประยุกตใชในอาหารตอไป

จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุตอเชื้อ B. cereus ในอาหารครั้งนี้
เลือกตัวอยางอาหารตามกลุมลักษณะอาการ 2 แบบ คือ ขาวตมสําเร็จรูป และสเต็กปลาทูนา
กระปองพรอมบริโภค ซึ่งเมื่อนํามาทดสอบผลของสารสกัดหยาบในอาหารทั้ง 2 ชนิดตอเซลล
และการงอกเอนโดสปอรเชื้อ B. cereus ที่อุณหภูมิ 37ºC และ 6ºC  พบวาที่อุณหภูมิ 37ºC สาร
สกัดออกฤทธิ์ยับยั้งไดดีกวาที่อุณหภูมิ 6ºC  ซึ่งขณะนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสาร
สกัดจากใบกระทุในอาหารตอเชื้อ B. cereus หรือจุลินทรียอื่นๆ นอยมาก  จากผลการศึกษา
พบวาสารสกัดหยาบจากใบกระทุสามารถยับยั้งการรอดชีวิดของเซลลและเอนโดสปอรของเชื้อ
B. cereus ที่ระดับความเขมขนของสารสกัดในอาหารมากกวาเมื่อเทียบในหลอดทดลองถึง 4-32 
เทา  แตอยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษาการใชสารตานจุลินทรียตางๆ ในอาหาร มีรายงาน
การศึกษา พบวาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรียในอาหาร  โดยสวนใหญจําเปนตอง
ใชระดับความเขมขนของสารตานจุลินทรียในอาหารสูงถึงประมาณ 2-100 เทาเมื่อเทียบกับ
ความเขมขนที่ใชในหลอดทดลอง (Glass and Johnson 2004) Ultee และ Smid (2001)  
พบวาสาร carvacrol จาก oreganum  และ thyme ที่ความเขมขน 0.06 mg/ml สามารถยับยั้ง
การรอดชีวิดของเซลล  B. cereus และการสรางสารพิษในหลอดทดลองได แตยับยั้งการรอดชี
วิดของเซลลและการสรางสารพิษในซุบ ที่ความเขมขนของสาร carvacrol ในซุบมากกวาใน
หลอดทดลองถึง 50 เทา  Hernández-Herrero และคณะ (2008) พบวาน้ํามันหอมระเหยจาก
อบเชย (cinnamon)  และสารประกอบจากอบเชย cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 2 และ 5 
l/100 ml ตามลําดับ สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในน้ําแครอทหลังจาก 60 วัน ที่
อุณหภูมิ 12ºC ได  สําหรับปจจัยที่ผลตอการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียขึ้นอยูกัยหลาย
ปจจัยโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อประยุกตใชในอาหาร ไดแก ปริมาณน้ําในอาหาร ประเภทและ
สวนประกอบของอาหาร เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน pH ของอาหาร ความเค็มของอาหาร 



60

และอุณหภูมิ (Burt 2004; Devlieghere et al., 2004; Holley and Patel 2005; Ahn et al., 
2007; Gutierrez et al., 2008)  ปริมาณน้ําที่นอยกวาของอาหารเมื่อเทียบกับอาหารที่ใชใน
หลอดทดลอง สามารถทําใหประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรียลดลงในการออกฤทธิ์ไปยัง
อวัยวะเปาหมายของเซลลแบคทีเรีย (Smith-Palmer et al., 2001) เชนเดียวกับรายงาน
การศึกษาของ Gill และคณะ (2002) พบวา โดยสวนใหญอาหารที่มีสวนประกอบของไขมัน และ
โปรตีนในปริมาณสูง َๆ  สามารถปกปองเซลลและลดการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียได  มี
รายงานการศึกษา ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสารประกอบกลุม polyphenols  จาก carvacrol ตอ
เชื้อ B. cereus ในนม พบวาโปรตีนในนมมีผลตอประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus
ลดลง (Pol et al. 2001)   และการออกฤทธิ์ของสารตานจุลินทรียของอาหารประเภทไขมันจะ
ออกฤทธิ์ไดนอยกวาในอาหารที่ประกอบดวยน้ํา เนื่องจากไขมันสามารถปองกันการทําลายเซลล
ไดดีกวาน้ํา (Mejlholm and Dalgaard, 2002)   แตในขณะที่อาหารพวกคารโบไฮเดรตไมมีผล
ตอประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียของสารตานจุลินทรียเทากับอาหารประเภทโปรตีน
และไขมัน   ซึ่งมีรายงานการศึกษาพบวาน้ํามันหอมระเหยจากเสจสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ
B. cereus, S. aureus, S. typhmurium และ Pseudomonas spp. ในขาวไดดีกวาในไกและใน
อาหารประเภทเนื้อ (Shelef et al., 1984)  ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษา พบวาน้ํามันหอม
ระเหยจากผิวมะกรูดสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อ B. cereus ในขาวหุงสุกไดทั้งที่อุณหภูมิหอง 
และอุณหภูมิ 4ºC หลังจากเก็บไว 5 และ 15 วัน ตามลําดับ (Jaisai and Lamlertthon, 2007)
Gill และคณะ (2002) และ Fisher และ Phillips (2006) มีรายงานการศึกษา สวนประกอบของ
สารอาหารในอาหารสามารถซอมแซมเซลลที่เปนอันตรายไดเร็วและดีกวาในหลอดทดลอง   ใน
ผลการทดลองนี้ไดทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในอาหารอาหารที่มีสวนประกอบพวกคารโบไฮเดรต 
โปรตีน และไขมัน พบวาสารสกัดไมมีผลตอการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ B. cereus  
นอกจากนี้จะเห็นวาไมเพียงแตปจจัยภายในสวนประกอบของลักษณะอาหารที่มีผลตอการออก
ฤทธิ์ของสารตานจุลินทรีย และปจจัยภายนอกของอาหารก็มีผลตอการออกฤทธิ์ไดเชนเดียวกัน 
เชน อุณหภูมิ  ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย และ การบรรจุผลิตภัณฑ เปนตน (Burt, 2004) การ
ออกฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดขึ้นอยูกับความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและอัตราการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรีย  และจากผลการทดลอง พบวาที่อุณหภูมิ 37ºC สารสกัดออกฤทธิ์ยับยั้งไดดีกวาที่
อุณหภูมิ 6ºC เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นทําใหชวงอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจะ
เพิ่มขึ้นดวย โดยเซลลมีการแลกเปลี่ยนสารอาหารระหวางภายในและภายนอกเซลล สงผลให
สารสกัดที่อยูในอาหารนั้นสามารถแพรไปยังสวนประกอบของเซลล และรบกวนเอนไซมตางๆ 
ทําใหเซลลไมสามารถทํางานได (Buchanan et al., 2002)   ที่อุณหภูมิต่ําๆ พบวาเซลลหยุดการ
เจริญเติบโต ทําใหสารตานจุลินทรียไมสามารถแทรกซึมไปยังเซลลได ซึ่งปจจัยที่ควบคุมการ
หยุดการเจริญเติบโตมี 2 ปจจัย คือ ปฏิกิริยาการสรางเอนไซมของเซลลลดชาลง และสารเหลว
ของ cytoplasmic membrane ลดลงทําใหเกิดการรบกวนกลไกการสงขนพลังงานในเซลล 
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บทที่ 5

สรุป

1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบดวยเอทานอลจากใบกระทุตอการตาน
เชื้อแบคทีเรีย B. cereus เบื้องตน พบวามีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus ทุก isolates ที่ทดสอบ โดยมี
คาเสนผานศูนยกลางวงใส (inhibition zones) อยูในชวง 10.50-17.20 mm.

2. สารสกัดหยาบดวยเอทานอลจากใบกระทุมีฤทธิ์ในการยับยั้งและฆาเชื้อ 
B. cereus ที่แยกไดจากอาหาร ที่คา MIC อยูในชวง 16-64 µg/ml และ คา MBC อยูในชวง 32-
256 µg/ml 

3. สารสกัดบริสุทธิ์จากใบกระทุมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งและฆาเชื้อ  
B. cereus ที่แยกไดจากอาหารที่คา MIC เทากับ 0.5 µg/ml และคา MBC อยูในชวง 2-8 µg/ml

4. สารสกัดหยาบมีฤทธิ์ในการยับยั้งและฆาเซลลและเอนโดสปอรในระยะงอก
ของ B. cereus ไดทั้งในหลอดทดลองที่คาความเขมขน MIC 2MIC และ 4MIC และในขณะที่เมื่อ
ทดสอบในอาหารที่คาความเขมขน 8MIC 16MIC และ 32MIC  

5. จากผลการศึกษาที่ไดในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสารสกัดหยาบและสารสกัด
บริสุทธิ์จากใบกระทุมีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ตานเชื้อ B. cereus ที่ดีมากทั้งในหลอด
ทดลองและประยุกตในอาหาร จึงนาจะมีความเปนไปไดในการนําสารสกัด และ สาร 
rhodomyrtone จากใบกระทุ ทําการศึกษาตอไปเพื่อใชเปนทางเลือกในการพัฒนาเปน
สารชีวภาพในการควบคุม B. cereus ในอาหารตอไป
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ภาคผนวก ก

Brain Heart Infusion broth
สวนประกอบ Calf Brains, Infusion from 200 g      7.7 g

Beef Heart, Infusion from 250 g      9.8 g
Proteose Peptone    10.0 g
Sodium Chloride     5.0 g
Disodium Phosphate     2.5 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 37 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml ละลายสวยผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น คนให
สวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar 
สวนประกอบ Meat extract     1.0 g

Peptone from casein    10.0 g
D-mannitol    10.0 g
Sodium chloride    10.0 g
Phenol red (1% solution ใน 95% ethanol)   0.025 g
Agar    12.0 g
Distilled water                    900.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 43 g ตอน้ํากลั่น 900 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic stirrer 
ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121ºC เปนเวลา 15 นาที ตั้งใหเย็นที่อุณหภูมิ 50ºC  แลวเติม polymyxin B  solution 2.5 ml 
และ egg yolk  50% 12.5 ml ตออาหาร 225 ml

Motility medium
สวนประกอบ Dextrose     5.0 g

Trypticase     10.0 g
Yeast extract       2.5 g
Na2HPO4       2.5 g
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Agar      3.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 108 g ตอน้ํากลั่น 900 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที ตั้งใหเย็นที่ อุณหภูมิ 50ºC

Mueller-Hinton Agar (MHA)
สวนประกอบ Beef extract 300.0 g

Casamino acids technical    17.5 g
Starch        1.5 g
Agar                       15.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 38.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Mueller-Hinton Broth (MHB)
สวนประกอบ Beef extract         300.0 g

Bacto Casamino acids technical 017.5 g
Bacto soluble starch 001.5 g
Distilled water                              1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 21.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Nitrate broth
สวนประกอบ Beef extract 003.0 g

Peptone 005.0 g
KNO3 (nitrite-free)                        1.0 g
Distilled water                   1000.0 ml
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วิธีเตรียม ละลายสวยผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Nutrient Agar (NA) 
สวนประกอบ Beef extract 003.0 g

Peptone 005.0 g
Agar                       15.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 23.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Nutrient broth (NB)
สวนประกอบ Beef extract 003.0 g

Peptone 005.0 g
Distilled water                   1000.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 8.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที

Trypticase soy- blood agar
สวนประกอบ Trypticase peptone 015.0 g

Phytone peptone 005.0 g
Sodium chloride 005.0 g
Agar 002.5 g
Distilled water                                950.0 ml

วิธีเตรียม ชั่งอาหาร 30.0 g ตอน้ํากลั่น 1000 ml คนใหสวนผสมเขากันดวย magnetic 
stirrer ตมใหเดือดโดยใช hot plate แลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที ตั้งใหเย็นที่ อุณหภูมิ 50ºC เติมเลือดปริมาตร 50 ml
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ภาคผนวก ข

1.  น้ํายาทดสอบ Catalase
35% H2O2 0008.6 ml
Distilled water                              1000.0 ml
ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันเก็บไวในขวดสีชาแลวแชตูย็น

2.  สารเคมีที่ใชในการยอมสีกรัม
     2.1  Crystal violet

 สารละลาย A : ละลาย crystal violet 2.0 g ใน 95% ethyl ethanol ปริมาตร 20 ml
  สารละลาย B : ละลาย ammonium oxalate 0.8 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 ml
  ผสมสารละลาย A และ B เขาดวยกัน ทิ้งไว 24 ชั่วโมง กรองผานกระดาษกรองไดเปน

crystal violet staining reagent
     2.2  95% ethyl ethanol
     2.3  Gram iodine 

  บด iodine 1.0 g และ potassium iodine 2.0 g เขาดวยกัน แลวคอยๆเติมน้ํากลั่นลง
ไปผสมจนกระทั่ง iodine ละลาย เติมน้ํากลั่นปริมาตร 300 ml เก็บไวในขวดสีชา  
     2.4.  Safranin
     ละลาย safranin O 2.5% (w/v) ใน 95% ethyl ethanol ปริมาตร 10 ml เติมน้ํากลั่นปริมาตร 
100 ml

3.  สารเคมีที่ใชในการยอมสีเอ็นโดสปอร
     3.1  Malachite green

ละลาย malachite green 10.0 g ในน้ํากลั่นปริมาตร 100 ml     
     3.2 Safranin O
           ละลาย safranin O 0.25 g  ในน้ํากลั่น ปริมาตร 20 ml 

4.  0.85% Normal Saline Solution
Sodium chloride 0.85 g

   Distilled water                              100 ml
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วิธีเตรียม    ละลาย Sodium chloride ในน้ํากลั่นแลวทําใหปราศจากเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที
5.  McFarland standard
     วิธีเตรียม
    นํา H2SO4 1% v/v ผสมกับ BaCl2.2H2O 1.175% w/v จะไดตะกอนขาวขุนของ BaSO4  
อัตราสวนของ H2SO4 1% และ BaCl2.2H2O 1.175% เพื่อเตรียม McFarland standard 
หมายเลขตางๆ ดังตาราง

McFarland Standard
No.

0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Barium chloride (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Sulfuric acid (ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0
Approx. cell density 
(X108/mL)

1.5 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
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ภาคผนวก ค

คา Inhibition zone (mm), คา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ 
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) ของสารสกัดจากใบกระทุตอ Bacillus cereus




