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บทคัดย่อ

 การวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษากจิกรรมการยบัยัง้แบคทเีรยีของ Bacillus amyloliquefaciens 

B17, Bacillus amyloliquefaciens B19, Bacillus pumilus B21 และ Bacillus subtilis B25 

ต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหารจำานวน 5 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus TISTR 118, 

Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella Typhimurium 

TISTR 292 และ Salmonella Typhimurium S003 การทดสอบโดยวิธี agar spot diffusion 

พบว่า B. amyloliquefaciens B19 มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของแบคทเีรียอินดเิคเตอร์

ดีกว่า Bacillus ชนิดอื่นๆ โดยยับยั้ง E. coli ATCC 8439, E. coli 0157:H7, S. aureus 

TISTR 118 และ Salmonella Typhimurium TISTR 292 และแสดงบริเวณการยับยั้ง E. coli 

0157:H7 และ S. aureus TISTR 118 ได้สูงที่สุด ดังนั้นจึงทดสอบกิจกรรมการยับยั้งโดยวิธี 

Agar well diffusion ของแบคทีเรียชนิดนี้ พบว่า มีโซนการยับยั้ง E. coli 0157:H7 และ 

S. aureus TISTR 118 ขนาด 28.70±0.60 และ 25.40±0.94 มิลลิเมตร ตามลำาดับ การศึกษา

ค่าความเข้มข้นตำ่าสุดที่ยับยั้ง (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) พบว่า ความเข้มข้น

ตำ่าสุดของ B. amyloliquefaciens B19 ที่ยับยั้ง E. coli 0157:H7 คือ 10
4 
 cfu/ml โดยแสดง

บริเวณการยับยั้งเท่ากับ 11.50±0.00 มิลลิเมตร และ MIC ของ S. aureus TISTR 118 

คือ 10
6 
cfu/ml แสดงบริเวณการยับย้ังเท่ากับ 16.20±1.77 มิลลิเมตร เมื่อนำามาทดสอบ 

การแตกของเม็ดเลือดแดงพบว่า B. amyloliquefaciens B19 ไม่ทำาให้เม็ดเลือดแดงในอาหาร

ท่ีมีเลือดแกะผสมแตก ผลการศกึษาครัง้นีแ้สดงถงึความเป็นไปได้ในการนำา B. amyloliquefaciens 

B19 ไปควบคุมแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร

คำาสำาคัญ : Bacillus spp. การยับยั้งแบคทีเรีย แบคทีเรียก่อโรคในอาหาร
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Abstract

 The aim of this research was to study the antibacterial activity of Bacillus 

amyloliquefaciens B17, Bacillus amyloliquefaciens B19, Bacillus pumilus B21 and 

Bacillus subtilis B25 against 5 species of foodborne pathogen including 

Staphylococcus aureus TISTR 118, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ATCC 

8739, Salmonella Typhimurium TISTR 292 and Salmonella Typhimurium S003. Of 

four Bacillus strains, B. amyloliquefaciens B19 showed the potential antibacterial 

activity against E. coli ATCC 8439, E. coli 0157:H7, S. aureus TISTR 118 and 

Salmonella Typhimurium TISTR 292 by agar spot diffusion. The highest antibacterial 

activity was shown against E. coli 0157:H7 and S. aureus TISTR 118. 

B. amyloliquefaciens B19 inhibited the growth of E. coli 0157:H7 and S. aureus 

TISTR 118 with the inhibition zones of 28.70±0.60 and 25.40±0.94 mm, respectively 

by agar well diffusion. The Minimum inhibitory concentration (MIC) of  

B. amyloliquefaciens B19 against E. coli 0157:H7 was 10
4 
 cfu/ml with inhibition 

zone of 11.50±0.00 mm while the MIC against S. aureus TISTR 118 was 10
6 
cfu/

ml with inhibition zone of 16.20±1.77 mm. Furthermore, B. amyloliquefaciens B19 

was tested for red blood cell hydrolysis. The result showed that it could not hydrolyze 

the sheep red blood cell. These results suggested that B. amyloliquefaciens could 

be used for foodborne pathogen control.

Keywords: Bacillus spp., Antibacterial activity, Foodborne pathogens

บทนำา

 แบคทีเรียในสกุล Bacillus พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ บางครั้งพบเป็นจุลินทรีย์ประจำาถิ่น

ในสิ่งมีชีวิต เช่น ทางเดินอาหารของสัตว์นำ้า เนื่องจากมีเอนโดสปอร์ทำาให้มีคุณสมบัติในการทน

ต่อความร้อน และสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่างๆ ได้ดี สามารถเจริญได้ในทุกสภาวะ

แวดล้อม จึงสามารถนำามาเพาะเลีย้งเพือ่เพิม่จำานวนได้ไม่ยาก Bacillus subtilis เป็นแบคทเีรยี

ในกลุ่มที่ได้รับการพิจารณาว่าเป็นแบคทีเรียที่มีความปลอดภัยสูงต่อมนุษย์และสัตว์ (GRAS: 

Generally recognized as safe organisms) มีสมบัติการเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก เนื่องจาก

พบว่า สามารถทนต่อสภาวะการเป็นกรด-ด่างของระบบทางเดนิอาหารสิง่มชีวีติ สามารถเข้ายดึ

เกาะและเจริญในลำาไส้ใหญ่ของทั้งมนุษย์และสัตว์ สามารถกระตุ้นระบบภูมิต้านทานในเจ้าบ้าน 
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(Host) อีกท้ังยังสามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ได้หลายชนิด ได้แก่ Bacitracin, Subtilin, 

Coagulin subpeptin และ Polymyxin เป็นต้น เป็นผลให้มีการนำาแบคทีเรียนี้ไปใช้เพื่อการ

ควบคุมและยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในสัตว์และพืชหลายชนิด ตัวอย่างในพืช เช่น ควบคุมโรค

กาบใบแห้งในข้าว โรครากเน่าโคนเน่าในทุเรียน โรคเหี่ยวเขียวในพริก มะเขือ ยาสูบ โรคใบจุด

สีม่วงในต้นหอม โรคหัวเน่าเละในพืชพวกขิง ข่า โรคยางไหลในแตง เป็นต้น (กุศล ถมมา และ

พิศาล ศิริธร, 2555) ตัวอย่างการใช้ในสัตว์ เช่น ใช้ในการควบคุมโรคในปลาเรนโบว์เทร้า 

(Kamgar et al., 2013) และปลานิล (Aly et al., 2008) เป็นต้น 

 แบคทีเรียกลุ่ม Staphylococcus aureus และ Escherichia coli เป็นจุลินทรีย์สำาคัญ

ที่ก่อโรคทางเดินอาหารของมนุษย์ โดย S. aureus สร้างสารพิษ Enterotoxin ที่ทนต่อความ

ร้อนได้ดีมาก หรือเชื้อ E. coli O157: H7 ซึ่งเป็นแบคทีเรียสาเหตุการระบาดของโรคอาหาร

เป็นพิษในหลายประเทศท่ัวโลก ผู้ติดเชื้อจะมีอาการท้องเสียถ่ายอุจจาระเป็นนำ้า หรืออาการ

ลำาไส้ใหญ่อักเสบมีเลือดออก (Haemorrhagic	colitis, HC) โดยเฉพาะเด็กเล็กและผู้สูงอายุมี

ความเสี่ยงสูงที่จะเกิดอาการ Haemolytic uremic syndrome (HUS) ตามมา ทำาให้เสียชีวิต

ได้ ปัจจุบนัโรคทางเดนิอาหารทีเ่กดิจากการบรโิภคอาหารทีม่กีารปนเป้ือนจุลนิทรย์ีนัน้ยังคงเป็น

ปัญหาที่สำาคัญ จากการสำารวจขององค์กรอนามัยโลกในปี ค.ศ. 2000 พบว่ามีผู้ป่วยกว่า 2 ล้าน

คนเสยีชวีติจากโรคท้องร่วง โดยพบว่าสาเหตสุำาคญัเกดิจากการปนเป้ือนของ E. coli, B. cereus, 

S. aureus และ Salmonella sp. (WHO, 2000) สำาหรับในประเทศไทยโรคอุจจาระร่วงก็ยัง

เป็นปัญหาลำาดับต้นๆ และเพื่อลดวิธีการรักษาโรคติดเชื้อโดยใช้สารปฏิชีวนะ เนื่องจากพบว่า

ประเทศไทยมีปัญหาเชือ้โรคดือ้ยามากขึน้ สาเหตหุลกัเกดิจากการใช้ยาปฏชิวีนะอย่างไม่เหมาะสม 

โดยมรีายงานว่า E. coli และ S. aureus ซึง่เป็นจุลนิทรย์ีทีด่ือ้ยาทีก่่อโรคในระบบทางเดนิอาหาร

ซึ่งพบบ่อยในประเทศไทย มีการติดเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะปีละกว่า 100,000 คน และในปี 2553 

มีค่ายาปฏชิวีนะทีใ่ช้รกัษาเชือ้ดือ้ยาจะมมีลูค่าประมาณ 2,539-6,084 ล้านบาท (สำานกังานวเิทศ

และประชาสัมพันธ์ กระทรวงสาธารณสุข, 2556) ดังนั้นหากพบว่า Bacillus spp. สามารถ

ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในทางเดินอาหารได้ ก็จะเป็นแนวทางหนึ่งในการพัฒนานำาแบคทีเรียมา

ใช้ประโยชน์อาจจะในลักษณะการพัฒนาเป็นเชื้อผงแห้ง หรือรูปแบบอื่นๆ สำาหรับเป็นจุลินทรีย์

โพรไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อมนุษย์ ช่วยเสริมสร้างระบบภูมิต้านทานของร่างกาย ยับยั้งและ

กำาจดัจลุนิทรย์ีก่อโรค ป้องการการติดเชือ้และเจ็บป่วยด้วยโรคระบบทางเดนิอาหาร และลดการ

ใช้ยาปฏิชีวนะในอนาคต

 Bacillus amyloliquefaciens B17, Bacillus amyloliquefaciens B19, Bacillus pumilus 

B21 และ Bacillus subtilis B25 ซึ่งคัดแยกได้จากลำาไส้กุ้งกุลาดำา ผ่านการวิจัย พบว่า เชื้อนี้

มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ Vibrio harveyi, V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus 
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สายพันธุ์ท่ีก่อโรคในกุ้งกุลาดำา (Domrongpokkaphan and Wanchaitanawong, 2006) 

และจากงานวจัิยก่อนหน้านีข้องผูว้จิยั (รอการตพีมิพ์) พบว่า B. subtilis BA04 หรอื B. subtilis 

B25 สามารถยับยั้ง Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas 

caviae สายพนัธุท์ีก่่อโรคในปลานลิ (Oreochromis niloticus) ดงันัน้จึงมแีนวโน้มว่าแบคทเีรยี

กลุ่มนีม้คีวามสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคในระบบทางเดนิอาหารได้ด้วย งานวจัิยนีจึ้ง

ศกึษาฤทธิก์ารยบัยัง้ของแบคทเีรยีกลุม่ก่อโรคในอาหาร เพือ่ใช้เปน็แนวทางในการใช้แบคทเีรยีนี้

เป็นสารเสริมเพื่อป้องกันและควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคในมนุษย์ต่อไป

วัตถุประสงค์ของการวิจัย

 เพื่อศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในอาหารของ Bacillus spp.

วิธีดำาเนินการวิจัย

 1. แบคทีเรีย

  1.1  Bacillus amyloliquefaciens B17, Bacillus amyloliquefaciens B19, Bacillus 

pumilus B21 และ Bacillus subtilis B25 ซึ่งคัดแยกมาจากทางเดินอาหารของของกุ้งกุลาดำา 

และได้รับความอนเุคราะห์จากภาควิชาเทคโนโลยีชวีภาพ คณะอตุสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยั

เกษตรศาสตร์

       1.2 แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ จำานวน 5 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus TISTR 

118, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella Typhimurium 

TISTR 292 และ Salmonella Typhimurium S003 ได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์

 2.  การเตรียมกล้าเชื้อของ Bacillus spp. 

      ถ่าย B. amyloliquefaciens B17, B. amyloliquefaciens B19, B. pumilus B21 

และ B. subtilis B25 จำานวน 1 โคโลนี จาก stock culture ลงในอาหารเหลว BHI ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร แล้วนำาไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง โดยมีการเขย่าความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง โดยทำาการเพาะเลี้ยงซำ้า 2 รอบ จะได้เชื้อเริ่มต้นประมาณ 10
8 
cfu/ml

 3. การเตรียมกล้าเชื้อของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์

        เพาะเลี้ยงแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ โดยถ่าย E. coli ATCC 8439, E. coli 0157:H7, 

S. aureus TISTR 118, Salmonella Typhimurium TISTR 292 และ Salmonella Typhimurium 

S003 จำานวน 1 โคโลนี จาก Stock culture ลงในอาหารเหลว Nutrient บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง โดยทำาการเพาะเลี้ยงซำ้า 2 รอบ จะได้เชื้อเริ่มต้น

ประมาณ 10
8 
cfu/ml 
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 4. การทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์

       4.1 วิธี Agar spot diffusion

              การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี Agar spot diffusion ใช้ปิเปต

อัตโนมัติดูดกล้าเชื้อในข้อ 2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารแข็ง BHI ในจานเพาะเชื้อ 

จำานวน 3 ตำาแหน่ง ให้ห่างกันตำาแหน่งละประมาณ 3 เซนติเมตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นเททับผิวหน้าด้วยอาหารกึ่งแข็ง ปริมาตรอาหาร 7 มิลลิลิตร 

ซึ่งมีแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ที่เตรียมตามวิธีในข้อ 3 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร วางทิ้งไว้ให้อาหาร

แข็งตัว แล้วนำาไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง วัดผลการยับยั้ง

ของ Bacillus spp. โดยวัดบริเวณการยับยั้ง (inhibition zone) จากขอบโคโลนี มีหน่วยเป็น

มิลลิเมตร แต่ละการทดลองทำาซำ้า 3 ครั้ง 

       4.2 วิธี Agar well diffusion

              การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี Agar well diffusion อ้างอิง

ตามวธิขีอง Domrongpokkaphan and Wanchaitanawong (2006) ทำาโดยนำาแบคทเีรยีอนิดิเคเตอร์

ตามที่เตรียมในข้อ 4 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ในอาหารแข็ง BHI ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ในจานเพาะเชื้อผสมให้เข้ากัน วางทิ้งไว้ให้แข็งประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้น ใช้ที่เจาะวุ้น 

(เบอร์ 4 เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.8 มิลลิเมตร) เจาะวุ้นในจานๆ ละ 3 ตำาแหน่ง ห่างกันประมาณ

ตำาแหน่งละ 3 เซนตเิมตร หยดกล้าเชือ้ของ Bacillus spp. ทีเ่พาะเลีย้งตามวธิใีนข้อ 3 ปรมิาตร 

50 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่เจาะไว้ รวม 2 หลุม โดย หยดอาหารเหลว BHI ในหลุมควบคุม 

1 หลุม วางทิ้งไว้ประมาณ 30-60 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้งมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร

 5. การหาค่าความเข้มข้นตำ่าสุดของ Bacillus spp. ต่อการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรีย อินดิเคเตอร์ โดยวิธี Agar well diffusion

       การหาค่าความเข้มข้นตำ่าสุด (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) 

ของ Bacillus spp. ต่อการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ อ้างอิงตามวิธีของ 

Domrongpokkaphan and Wanchaitanawong (2006) โดยการเจือจาง Bacillus spp. 

ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ให้มีปริมาณแบคทีเรียความเข้มข้น 

10
8
, 10

7
, 10

6
, 10

5
, 10

4
, 10

3
 cfu/ml แล้วเติมลงหลุม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามวิธีข้อ 4.2 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณ 

การยบัยัง้มหีน่วยเป็นมลิลเิมตร และกำาหนดให้ค่าความเข้มข้นตำา่สุดของ Bacillus spp. ท่ียับย้ัง

การเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์คือความเข้มข้นตำ่าสุดของ Bacillus spp. ที่พบบริเวณ 

การยับยั้ง
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 6. การทดสอบการแตกตัวของเม็ดเลือดแดง โดย Bacillus spp. 

  นำากล้าเชือ้ในข้อ 2 ไปเพาะเลีย้งโดยวธิกีารเกลีย่บนอาหาร ทีม่ส่ีวนผสมของเลอืดแกะ 

(Blood agar) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการสร้างบริเวณ

ใสรอบโคโลนีของ Bacillus spp.

 7. การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติที่ใช้

       วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย ANOVA ที่ความเชื่อมั่น P < 0.05 ตรวจสอบความแตกต่าง

ระหว่างค่าเฉลี่ยทรีทเมนต์ด้วย Duncan’s multiple range tests โดยโปรแกรม SPSS

ผล

 1. ผลการคัดเลือก Bacillus spp. ที่ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์

  ผลการคัดเลือก Bacillus spp. 4 ชนิด ได้แก่ B. amyloliquefaciens B17, 

B. amyloliquefaciens B19, B. pumilus B21 และ B. subtilis B25 ต่อการยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ซึ่งก่อโรคทางเดินอาหารจำานวน 5 ชนิด ได้แก่ E. coli ATCC 8439, 

E. coli 0157:H7, S. aureus TISTR 118, Salmonella Typhimurium S003 และ Salmonella 

Typhimurium TISTR 292 เบือ้งต้นโดยวธิ ีAgar spot diffusion พบว่า B. amyloliquefaciens 

B19 มคีวามสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีอินดเิคเตอร์สงูสดุ โดยยับย้ังแบคทเีรยี 

อินดิเคเตอร์ถึง 4 ชนิด คือ E. coli ATCC 8439, E. coli 0157:H7, S. aureus TISTR 118 

และ Salmonella Typhimurium TISTR 292 โดยแสดงบริเวณการยับยั้ง E. coli 0157:H7 

และ S. aureus TISTR 118 ได้สูงที่สุด มีขนาดของบริเวณการยับยั้งเท่ากับ 5.00±0.95 และ 

4.90±0.10 มิลลิเมตร ตามลำาดบั อย่างไรกต็าม B. amyloliquefaciens B19 ไม่แสดงการยบัยัง้ 

Salmonella Typhimurium S003 นอกจากนั้นพบว่า B. subtilis B25 สามารถยับยั้งการเจริญ

ของ E. coli ATCC 8439 ได้เช่นกัน แต่ไม่แสดงการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์อีก 4 ชนิด 

แบคทีเรียอีกสองชนิดคือ B. amyloliquefaciens B17 และ B. pumilus B21 ไม่พบว่า 

มีการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ทั้ง 5 ชนิด (ตารางที่ 1 และภาพที่ 1) เนื่องจาก 

B. amyloliquefaciens B19 ยับยั้ง E. coli 0157:H7 และ S. aureus TISTR 118 โดยให้ค่า

บริเวณการยับยั้งสูง ดังนั้น จึงทดสอบการยับยั้งของแบคทีเรียชนิดนี้กับแบคทีเรียอินดิเคเตอร์

สองชนิดนี้อีกครั้งโดยใช้วิธี Agar well diffusion พบบริเวณการยับยั้งขนาด 28.70±0.60 

และ 25.40±0.94 มิลลิเมตรตามลำาดับ (ตารางที่ 2) 

      เนื่องจาก B. amyloliquefaciens B19 ยับยั้ง E. coli 0157:H7 และ S. aureus 

TISTR 118 โดยให้ค่าบรเิวณการยบัยัง้สงูมาก ดงันัน้จึงคดัเลอืกแบคทเีรยีนีเ้พือ่ศกึษาค่าความ

เข้มข้นตำา่สดุทีย่บัยัง้ (Minimum Inhibitory Concentration: MIC) โดยใช้วธิ ีAgar well diffusion 

ต่อไป
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ตารางที ่1 การยับย้ังของ Bacillus spp. ต่อแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์โดยวธิ ีAgar spot diffusion

Bacillus 

spp.

ขนาดของบริเวณการยับยั้ง (มิลลิเมตร) ±SD

E. coli

ATCC 8439

E. coli

0157:H7

Salmonella 

Typhimurium

S003

Salmonella 

Typhimurium

TISTR 292

S. aureus

TISTR 118

B17 - - - - -

B19 1.63±0.15b
5.00±0.95a

- 1.97±0.50b
4.90±0.10a

B21 - - - - -

B25 1.50±0.17 - - - -

หมายเหตุ: - หมายถึง ไม่มีบริเวณใสที่แสดงการยับยั้ง

         อักษร a และ b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  

   P<0.05 ของบรเิวณ การยบัยัง้ ของ Bacillus แตล่ะชนดิกบัแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร์

การยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในอาหารของ	Bacillus spp Antibacterial	Activity	of	Bacillus	spp.	Against	Foodborne	Pathogens

a

c

b

d

ภาพที่ 1  การยับยั้งการเจริญของ (a) B. amyloliquefaciens B19 ต่อ E. coli 0157:H7 

 (b) B. amyloliquefaciens B17 ต่อ S. aureus TISTR 118 (c) B. amyloliquefaciens 

           B19 ต่อ Salmonella Typhimurium TISTR 292 และ (d) B. pumilus B21 

 ต่อ S. aureus TISTR 118 โดยวิธี Agar spot diffusion

ตารางที่ 2  การยับยั้ง ของ B. amyloliquefaciens B19 ต่อ E. coli 0157:H7 และ S. aureus  

   TISTR 118 โดยวิธ ีAgar well diffusion

Bacillus spp. ขนาดของบริเวณการยับยั้ง (มิลลิเมตร) ±SD

E. coli 0157:H7 S. aureus TISTR 118

B. amyloliquefaciens B19 28.70±0.60 25.40±0.94
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 2. ค่าความเข้มข้นตำ่าสุดของ Bacillus spp. ต่อการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 

อินดิเคเตอร์ โดยวิธี Agar well diffusion

   ผลการทดสอบค่าความเข้มข้นตำ่าสุดของ Bacillus spp. ต่อการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรีย E. coli 0157:H7 และ S. aureus TISTR 118 ที่ความเข้มข้น 10
6 
cfu/ml แสดงดัง

ตารางที่ 3 จะเห็นได้ว่าความเข้มข้นตำ่าสุดของ B. amyloliquefaciens B19 ที่ยับยั้ง E. coli 

0157:H7 ได้คือ 10
4 
cfu/ml ในขณะที่ความเข้มข้นตำ่าสุดที่ยับยั้ง S. aureus TISTR 118 คือ 

10
6 
cfu/ml และมีค่าการยับยั้งเท่ากับ 11.50±0.00 และ 16.20±1.77 มิลลิเมตร ตามลำาดับ 

เมื่อเพิ่มความเข้มข้นเป็น 10
8
 cfu/ml ค่าการยับยั้ง E. coli 0157:H7 และ S. aureus TISTR 

118 เพิม่ขึน้เป็น 28.63±3.41และ 26.53±3.99 มลิลเิมตร ตามลำาดบั ทัง้นี ้Domrongpokkaphan 

and Wanchaitanawong (2006) รายงานผลยับยั้งการเจริญของ B. amyloliquefaciens B19 

ต่อ Vibrio haveyi, V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus เมื่อ B. amyloliquefaciens 

B19 มีความเข้มข้น 5x10
5
 cfu/ml พบค่าบริเวณยับยั้งเท่ากับ 11.00±0.00 ถึง 13.30±0.04 

มิลลิเมตร และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นเป็น 5x10
7
 cfu/ml มีค่าบริเวณยับยั้งเพิ่มขึ้นเป็น 

15.50±0.14 ถึง 13.30±0.04 มิลลิเมตร ตามลำาดับ

ตารางที่ 3  ค่าความเข้มข้นตำ่าสุดของ B. amyloliquefaciens B19 ที่ยับยั้งการเจริญของ

   E. coli  0157:H7 และ S. aureus TISTR 118 โดยวิธี Agar well diffusion

ความเข้มข้นของ

B. amyloliquefaciens B19 

(cfu/ml)

ขนาดของบริเวณการยับยั้งต่อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์

 (มิลลิเมตร)±SD

E. coli 0157:H7 S. aureus TISTR 118

10
8

10
7

10
6

10
5

10
4

10
3

28.63±3.41

27.00±3.10

24.67±3.69

19.53±1.02

11.50±0.00

-

26.53±3.99

21.30±1.80

16.20±1.77

-

-

-

 3. การแตกตัวของเม็ดเลือดแดง โดย Bacillus spp.

  ผลการทดสอบการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงพบว่า B. amyloliquefaciens B19 

ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ในขณะที่ Bacillus อีกสามชนิดย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบเบต้า 

(ß-haemolysis) (ภาพที่ 2) 
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อภิปรายผล

 แบคทเีรยีจนีสั Bacillus เป็นแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการผลติสารเมตาบอไลท์หลาย

ชนดิทีส่ามารถยับย้ังการเจรญิของจลิุนทรย์ีอ่ืนได้ จากผลการทดลองพบว่า B. amyloliquefaciens 

B19 ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในอาหารได้หลายชนิด ทั้งแบคทีเรียแกรมลบและ

แบคทีเรียแกรมบวก สอดคล้องกับรายงาน Yilmaz et al. (2006) ซึ่งพบว่า B. cereus M15 

ยับยั้งแบคทีเรียทั้งแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก ผลการทดสอบค่าความเข้มข้นตำ่าสุด 

ต่อการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ E. coli 0157:H7 และ S. aureus TISTR 

118 ที่ระดับความเข้มข้น 10
6 
cfu/ml พบว่าค่าความเข้มข้นตำ่าสุดของ B. amyloliquefaciens 

B19 คอื 10
4 
และ 10

6 
cfu/ml ตามลำาดบั สอดคล้องกบัผลการทดลองของ Domrongpokkaphan 

and Wanchaitanawong (2006) ที่รายงานค่าความเข้มข้นตำ่าสุดของ B. amyloliquefaciens 

B19 เท่ากับ 5x10
5
 cfu/ml จึงจะส่งผลต่อการยับยั้งการเจริญของ V. haveyi, V. alginolyticus 

และ V. parahaemolyticus แม้ว่าในการทดลองนีไ้ม่ได้ทดสอบหาสาเหตุการยบัยัง้ของ Bacillus spp. 

อย่างไรกต็ามการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร์นีอ้าจเกดิจากการเปลีย่นแปลงความเป็นกรดด่าง

ในอาหาร สารประกอบอินทรีย์ระเหย (Volatile compounds) และสารเมแทบอไลท์ต่างๆ เช่น 

Bacitracin, Gramicidin S, Polymyxin, and Tyrotricidin (Balca´zar and Rojas-Luna, 

2007; Yilmaz et al. 2006) ซึ่งสารยับยั้งอาจแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ผลิต

a

c

b

d

ภาพที่ 2 การยอ่ยเมด็เลอืดแดงของ (a) B. amyloliquefaciens B17 (b) B. amyloliquefaciens  

  B19 (c) B. pumilus B21 (d) B. subtilis B25
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องค์ประกอบของสาร คณุสมบตัทิางเคม ีและสภาพอาหารทีใ่ช้ จากการที ่B. amyloliquefaciens 

B19 ยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ดีโดยใช้ความเข้มข้นตำ่าจึงมีความเป็นไปได้ที่จะนำาไปใช้ 

งานจริง นอกจากนั้นการที่แบคทีเรียนี้สามารถสร้างเอนโดสปอร์ที่มีความทนทาน และอยู่รอด

ได้ดีในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น สภาวะขาดแคลนสารอาหาร ความร้อนสูง แห้ง และ

สารเคมีต่างๆ ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียนี้จะมีความอยู่รอดสูงเมื่อผ่านกระบวนการ

ผลิตทางอุตสาหกรรม 

 การทดสอบการย่อยเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียเพื่อพิสูจน์ว่าแบคทีเรียนั้นสร้างโปรตีน

ฮโีมไลซินออกมาย่อยเมด็เลอืดแดงหรอืไม่ แบคทเีรยีทีใ่ห้ผลเป็นลบคอื B. amyloliquefaciens 

B19 ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง แสดงถึงความปลอดภัยของการนำาแบคทีเรียนี้ไปใช้กับ 

มนุษย์และสัตว์ 

สรุป

 การศกึษาความสามารถในการยับย้ังแบคทเีรยีก่อโรคในอาหารของ B. amyloliquefaciens 

B17, B. amyloliquefaciens B19, B. pumilus B21 และ B. subtilis B25 พบว่า 

B. amyloliquefaciens B19 แสดงความสามารถสูงสดุในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรค โดยเฉพาะ

สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli 0157:H7 และ S. aureus TISTR 118 โดยใช้ความเข้มข้น

ของ B. amyloliquefaciens B19 เพียง 10
4
 และ10

6 
cfu/ml ตามลำาดับ นอกจากนี้พบว่า

แบคทีเรียชนิดนี้ไม่ย่อยเม็ดเลือดแดง แสดงถึงความปลอดภัยในการนำาแบคทีเรียนี้ไปใช ้

กับมนุษย์และสัตว์ ทั้งนี้ในการทดสอบต่อไปควรจะวิเคราะห์คุณสมบัติของสารยับย้ังท่ี  

B. amyloliquefaciens B19 ผลิต 
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