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บทคัดย่อ  

กระยาสารทเป็นผลติภัณฑ์ชุมชนที่ประชาชนทั่วไปนิยมซื้อเป็นของฝากประจำจังหวัดกำแพงเพชร การวิจัยครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์ Bacillus cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารท ด้วยวิธี Standard Plate Count ตามมาตรฐานของ 
Bacteriological Analytical Manual (BAM) ระหว่างวันที่ 7 กันยายน ถึงวันที่ 10 พฤศจิกายน 2562 จำนวน 7 ยี่ห้อ                
สุ่มตรวจท้ังหมด 6 ครั้ง ตัวอย่างทั้งหมด 42 ตัวอย่าง พบว่า ผลิตภัณฑ์กระยาสารทปนเปื้อนเช้ือมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 9.52% ของ
ตวัอย่างทั้งหมด อยู่ในช่วง 5-10 โคโลนีต่อกรัม นำเชื้อทั้งหมดที่คัดแยกได้มาทำการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และสุ่มเลือก
เชื้อมา 1 รหัส คือ ไอโซเลท 4-1-3(2) ทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน 16s RNA เพื่อยืนยันช่ือพบว่า เป็นเช้ือในกลุ่ม
ของ B. cereus จากการวิเคราะห์คุณภาพกระยาสารทถือว่ามีความเสี่ยงต่ำต่อการเกิดอาการท้องร่วงหรืออาเจียน อัน
เนื่องมาจากสารพิษที่สร้างจาก B. cereus ต่อผู้บริโภค และผ่านมาตรฐานจุลินทรีย์ที่ทำให้เกิดโรคในอาหาร ประกาศ
กระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 416) พ.ศ. 2563 กำหนดไว้ว่า อาหารพร้อมบริโภคที่มีปริมาณน้ำอิสระในอาหาร (aW) < 0.85 
ที่มีธัญพืชหรือถ่ัวเป็นส่วนประกอบพบ B. cereus ได้ไม่เกิน 1,000 โคโลนีต่อกรัม 

 
คำสำคัญ: Bacillus cereus กระยาสารท การปนเปื้อน ผลิตภัณฑ์ชุมชน 
 
Abstract 
 Krayasart is a community product that the general public buys as a souvenir of Kamphaeng Phet 
Province. The purpose of this research aims to analyze Bacillus cereus (B. cereus) in Krayasart products by 
the Standard Plate Count method using the standard of the Bacteriological Analytical Manual (BAM) from 
7 September to 10 November 2019. To determine the bacterial contamination, seven brands of Krayasart 
products were randomly examined six times in a total of 42 samples. The results showed that the 
average amount of bacteria contamination in the samples examined was 5 – 10 CFU/g (9.52%). All 
isolates were tested for biochemical properties. 4-1-3(2) isolates were randomly collected and 
investigated the 16s rRNA nucleotide sequence analysis to confirm the name in which it was found to be 
a subtype of B. cereus. From all results, Krayasart could be considered at low risk of diarrhea or vomiting 
caused by toxins generated from B. cereus to consumers and passed standards for pathogenic 
microorganisms in food. Notification of the Ministry of Public Health (No. 416) B.E. 2563 stipulates that 
ready-to-eat foods with free water content (aW) < 0.85 containing cereals or beans in which the level of B. 
cereus contamination shall not be more than 1,000 CFU/g. 
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บทนำ 
กระยา หมายถึง เครื่อง สิ่งของ เครื่องกิน สารท หมายถึง เทศกาลทำบุญในวันสิ้นเดือนสิบ โดยนำธัญพืชเก็บเกี่ยว

มาปรุงเป็นข้าวทิพย์ และข้าวมธุปายาส ถวายพระสงฆ์ จังหวัดกำแพงเพชรมีการกวนกระยาสารทกันโดยทั่วไป ในอดีตกวนกัน
เกือบทุกบ้าน ไม่มีจำหน่าย แต่จะแจกกันเมื่อกวนเสร็จแล้ว มีกล้วยไข่เป็นเครื่องเคียง กระยาสารทเป็นขนมไทยที่ได้รับความ
นิยมมาก เป็นภูมิปัญญาไทยในการถนอมอาหารในฤดูที่มีอาหารอุดมสมบูรณ์ จึงเก็บอาหารที่เหลือไว้รับประทานในฤดูขาด
แคลน ปัจจุบันกระยาสารทเป็นผลิตภัณฑ์ชุมชนที่ประชาชนนิยมซื้อเป็นของฝาก หาซื้อได้ง่ายมีหลายยี่ห้อ ซึ่งจะมีรูปลักษณ์
และความอร่อยแตกต่างกัน (Kukkong et al., 2018) 
 Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปแท่ง สร้างสปอร์ได้ อาศัยอยู่ในดินก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 
เป็นชนิดที่ก่อให้เกิดการอาเจียนหรือการได้รับสารพิษที่เชื้อสร้างขึ้นในอาหาร (Intoxication) ทำให้เกิดอาการท้องร่วงและ
ปวดท้อง (Dietrich et al., 2021) ซึ่งเป็นปัญหาสำคัญด้านความปลอดภัยของอาหาร สามารถปนเปื้อนอาหารได้หลากหลาย
ทั่วโลก พบ B. cereus ในอาหารกลุ่มธัญพืชและถั่ว เท่ากับ 41.489 เปอร์เซ็นต์ และ 44.901 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ พบในผัก 
(37.279 เปอร์เซ็นต์) และผลิตภัณฑ์จากนม (36.385 เปอร์เซ็นต์) (Rahnama et al., 2023) Berthold-Pluta et al. (2019) 
รายงานการพบ B. cereus ในอาหาร ได้แก่ สมุนไพร เครื่องเทศ ธัญพืชที่ใช้รับประทานในมื้อเช้า พาสต้า นมผงสำหรับเด็ก 
นมพลาสเจอร์ไรซ์ ชีส ซึ่งขายในตลาดประเทศโปแลนด์ร้อยละ 38.8 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 0.3 – 3.8 log CFU/g หรือ ml 
Sapapporn & Noiphan (2016) วิเคราะห์ปริมาณเช้ือ B. cereus ในน้ำพริกแต่ละชนิดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบับที่ 364, 2556 เรื่อง มาตรฐานอาหารด้านจุลินทรีย์ที่ทำให้เกิดโรค ได้กำหนดเกณฑ์มาตรฐานไว้ว่า ให้พบเชื้อ B. cereus 
ในแกงและน้ำพริกต่าง ๆ ได้ แต่ต้องน้อยกว่า 1,000 CFU/g ทำการเก็บตัวอย่างจากร้านขายน้ำพริกทั้งหมด 5 ร้าน พบว่ามี
การปนเปื้อนเช้ือ B. cereus ในน้ำพริกทุกชนิดที่นำมาทดสอบ โดยชนิดที่พบการปนเปื้อนในระดับที่ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน 
คือ น้ำพริกปลาย่าง โดยมีค่าเฉลี่ยของเช้ือ B. cereus เท่ากับ 4,290 CFU/g และน้ำพริกที่มีการปนเปื้อน B. cereus น้อย
ที่สุด คือน้ำพริกปลาทู โดยมีค่าเฉลี่ยของเชื้อ B. cereus เท่ากับ 150 CFU/g และร้านจำหน่ายน้ำพริกที่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน
ของประกาศกระทรวงสาธารณสุขคือร้านท่ี 2 สามารถตรวจพบปริมาณเชื้อ B. cereus เฉลี่ยน้อยกว่า 1,000 CFU/g 
 จากงานวิจัยดังกล่าวทำให้ผู้วิจัยเล็งเห็นถึงความสำคัญของการวิเคราะห์ B. cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารท                
ซึ่งเป็นของฝากขึ้นช่ือประจำจังหวัดกำแพงเพชร โดยตรวจตามเกณฑ์ของประกาศกระทรวงสาธารณสุขล่าสุด (ฉบับที่ 416)                       
พ.ศ. 2563 อาหารพร้อมบริโภคที่มีปริมาณน้ำอิสระในอาหาร (aW) < 0.85 ท่ีมีธัญพืชหรือถ่ัวเป็นส่วนประกอบ พบ B. cereus 
ได้ไม่เกิน 1,000 CFU/g เพื่อวิเคราะห์ความชุกของเชื้อ B. cereus ในกระยาสารท  
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
 เพื่อทราบปริมาณเชื้อ B. cereus ที่ปนเปื้อนในกระยาสารท 
 
วิธีการดำเนินงานวิจัย  
การเก็บตัวอย่าง 
 เก็บตัวอย่างกระยาสารทจากร้านค้า 7 ยี่ห้อ นำมาวิเคราะห์การปนเปื้อน B. cereus ภายในห้องปฏิบัติการ                
ทำการเก็บตัวอย่างจากร้านค้าจำนวน 6 ครั้ง แบ่งเป็นเดือนละ 2 ครั้ง ตั้งแต่เดือนกันยายน พ.ศ. 2562 ถึง เดือนพฤศจิกายน 
พ.ศ. 2562  
การวิเคราะห์ B. cereus 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mannitol Polymyxin B agar (MYP agar) ทำให้ปราศจากเช้ือโดยหม้อนึ่งความดัน 
(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที นำขวดอาหารเลี้ยง
เชื้อออกจากหม้อน่ึงความดันไอ รอให้อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส แล้วเติม Egg Yolk Emulsion ลงไป 
 เตรียม Egg Yolk Emulsion 50 เปอร์เซ็นต์ โดยนำไข่ไก่แช่ในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นตอกไข่ลงในจานเพาะเช้ือที่ปลอดเช้ือ ใช้หลอดเข็มฉีดยาพลาสติกดูดเอาเฉพาะไข่แดงปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงใน
น้ำเกลือความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยวิธีการปลอดเชื้อ เติม Egg Yolk Emulsion 50 เปอร์เซ็นต์ 
ลงไปในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP Agar โดยวิธีการปลอดเช้ือปริมาตรขวดละ 10 มิลลิลิตร และเติม Polymyxin B sulphate 
ความเข้มข้น 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร ปริมาตรขวดละ 4 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงในจานเพาะเช้ือ (Petri dish) ที่ผ่าน
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การฆ่าเชื้อแล้ว รอจนอาหารเย็นคว่ำจานอาหารลง ท้ิงไว้ค้างคืนก่อนนำมาใช้งาน เพื่อรอให้ผิวหน้าของอาหารแห้งและยังเป็น
การตรวจสอบอาหารเลี้ยงเช้ือว่ามีการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์อื่นด้วยหรือไม่  

การวิเคราะห์ B. cereus ดำเนินการตามวิธีมาตรฐานที่ระบุไว้ใน BAM online (Tallent et al., 2020) เจือจาง
ตัวอย่างที่ใช้ในการวิเคราะห์ B. cereus ประกอบด้วย 1 ค่าการเจือจาง ได้แก่ 10-1 โดยทำการช่ังตัวอย่างด้วยเทคนิคปลอด
เช้ือปริมาณ 50 กรัม เติมลงใน Butterfield 's Phosphate Buffered Dilution Water (BPB) ปริมาณ 450 มิลลิลิตร 
จากนั้น เขย่าให้เข้ากันจะได้ค่าการเจือจางเป็น 10-1  

ทำการถ่ายเช้ือโดยปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้ว 1 มิลลิลิตร แบ่งเป็น 3 เพลท โดยเพลทที่ 1 ใช้ปริมาตร                      
0.3 มิลลิลิตร เพลทที่ 2 ใช้ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร และเพลทที่ 3 ใช้ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร จากนั้น Spread plate ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MYP agar ใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยมที่ผ่านการฆ่าเช้ือโดยนำไปจุ่มแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ นำไปเผาไฟและ
ทิ้งไว้ให้เย็นเกลี่ยตัวอย่างให้ทั่วผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละเพลท บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 -24 ช่ัวโมง 
สังเกตโคโลนีท่ีถูกล้อมรอบด้วยโซนสีขาว บ่งช้ีว่ามีการผลิตเอนไซม์ Lecithinase โคโลนีของ B. cereus ที่ได้มักจะเป็นสีชมพู
หรือสีขาวอมชมพู (ในกรณีที่โคโลนียังปรากฏไม่ชัดเจนให้บ่มเช้ือเพิ่มอีก 24 ช่ัวโมงก่อนทำการนับโคโลนี) ทำการนับจำนวน
โคโลนีปรากฎบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MYP agar และจดบันทึกไว้เพื่อคำนวณค่า CFU ต่อไป จากนั้นถ่ายเช้ือที่เป็นโคโลนีสีชมพู
หรือสีขาวอมชมพูเดี่ยว ๆ ลงบนอาหาร Nutrient agar (NA) (หากไม่พบโคโลนีเดี่ยวจะต้องนำไป Cross streak ลงบน MYP 
เพื่อทำให้เช้ือบริสุทธ์ิก่อน) บ่ม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเก็บรักษาเชื้อ B. cereus ทำการย้อมสีแกรม และ
ทดสอบทางชีวเคมีต่อไป  
การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อที่คัดแยกได้ 
 การทดสอบการเคลื่อนที่ (Motility test) ทำการเตรียมอาหาร Motility test medium นำส่วนผสมปริมาณ                 
22 กรัม ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ให้เข้ากันเป็นเนื้อเดียวกัน ปิเปตส่วนผสมที่ได้ใส่หลอดทดลองปริมาตร                
5 มิลลิลิตร ปิดจุกหลอดอาหารด้วยสำลีทุกหลอด นำอาหารไปทำให้ปราศจากเช้ือโดยหม้อนึ่งความดัน (Autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ทดสอบความสามารถของเช้ือที่คัดแยกได้ โดยใช้เข็มเขี่ยเช้ือแตะเช้ือจาก NA 
แทงตรง ๆ ลงไปในอาหาร Motility medium บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมงแบคทีเรียที่เคลื่อนที่
ได้จะเจริญออกรอบ ๆ แนวที่เพาะเช้ือทุกทิศทาง พวกที่ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้จะเจริญเฉพาะบริเวณแนวที่แทงลงไปเท่านั้น  
โดย B. cereus จะเคลื่อนที่ออกจากรอยแทง 
 การทดสอบเช้ือ Voges-proskauer (VP) ทำการเตรียมอาหาร MR-VP broth นำส่วนผสมปริมาณ 17 กรัม 
ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ให้เข้ากันเป็นเนื้อเดียว จากนั้นปิเปตส่วนผสมที่ได้ใส่หลอดทดลองปริมาตร                     
5 มิลลิลิตร ปิดจุกหลอดอาหารด้วยสำลีทุกหลอด นำอาหารไปทำให้ปราศจากเช้ือโดยหม้อนึ่งความดัน (Autoclave)                        
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที  ทำการถ่ายเช้ือที่คัดแยกได้จาก NA ลงในหลอดอาหาร บ่มอุณหภูมิ                     
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเชื้อจากหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่
ปราศจากเชื้อเติม 5%  naththol solution ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร และเติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  (KOH) 
ความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันหากเกิดสีแดงภายใน 5 นาที แสดงว่าให้ผลบวก หากเกิด              
สีเหลืองแสดงว่าให้ผลลบ โดย B. cereus จะให้ผลบวก 
การระบุชื่อจุลินทรีย์โดยใช้ 16s RNA gene 
 ทำการสุ่ม เลือก B. cereus ที่คัดแยกได้ถ่ายลงในอาหาร Nutrient broth ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 
Eppendorf ผสมกลีเซอรอลความเข้มข้นร้อยละ 10 ลงไป เขย่าด้วย Vortex ให้เข้ากัน จากนั้นนำส่งให้กับบริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลีใต้ เพื่อระบุช่ือเช้ือโดยวิธีทางโมเลกุล ซึ่งมียีนเป้าหมายเป็น 16s rRNA gene โดยใช้ Universal eubacterial 
primer จากนั้นทำ PCR product ให้บริสุทธิ์โดยใช้ QIA gel extraction kit นำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยการทำ 
sequencing และวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ BLAST บนฐานข้อมูลของ NCBI ทำให้ทราบช่ือสายพันธุ ์
 
ผลการวิจัย  

การตรวจวิเคราะห์คุณภาพผลิตภัณฑ์กระยาสารท เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณเช้ือ B. cereus โดยสุ่มเก็บตัวอย่างจาก
ร้านค้าในอำเภอเมือง จังหวัดกำแพงเพชร ทั้งหมด 5 ร้าน ได้ตัวอย่างทั้งหมด 7 ยี่ห้อ แบ่งระยะเวลาการเก็บตัวอย่างเดือนละ 
2 ครั้ง เป็นเวลา 3 เดือน รวมตัวอย่างทั้งหมด 42 ตัวอย่าง 
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ตารางที ่1 ร้านค้าและยี่ห้อของกระยาสารทท่ีใช้ในการวิเคราะห์ Bacillus cereus 
ร้านค้า ยี่ห้อ 

1. ร้านเมี่ยงชากังราว 
กระยาสารทวิไลวรรณ 
กระยาสารทป้าใหญ่ชากังราว 
กระยาสารทแม่ทองพิณ 

2. ตลาดมอกล้วยไข ่ กระยาสารทกลุ่มแม่บ้านปากดง 
3. ร้านค้าในสถานีขนส่งผู้โดยสารจังหวัดกำแพงเพชร กระยาสารทบุญเชิญ 
4. ร้านกระยาสารทแม่น้ำวน กระยาสารทแม่นำ้วน 
5. ร้านเมี่ยงแม่คำอุ่น กระยาสารททรายเงิน 
 

ทำการวิเคราะห์ B. cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารททั้งหมด 42 ตัวอย่าง แบ่งเป็น 6 ครั้ง ๆ ละ 7 ตัวอย่าง เพื่อนำ
ผลการวิเคราะห์มาเทียบตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับท่ี 416) พ.ศ. 2563 พบ B. cereus ได้ไม่เกิน 1,000 CFU/g 
แสดงผลดังตารางที่ 2 

 
ตารางที ่2 การปนเปื้อน Bacillus cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารท 

ยี่ห้อ วันที่ทำการเก็บตัวอย่าง 
Total plate count of B. cereus 

(CFU/g) 
เกณฑ์คุณภาพ 

กระยาสารท 
วิไลวรรณ 

13/09/62 - ผ่าน 
30/09/62 - ผ่าน 
10/10/62 - ผ่าน 
22/10/62 - ผ่าน 
02/11/62 - ผ่าน 
11/11/62 - ผ่าน 

กระยาสารทป้าใหญ ่
ชากังราว 

13/09/62 - ผ่าน 
30/09/62 - ผ่าน 
10/10/62 - ผ่าน 
22/10/62 - ผ่าน 
02/11/62 - ผ่าน 
11/11/62 - ผ่าน 

กระยาสารทแม่ทองพิณ 

13/09/62 - ผ่าน 
30/09/62 - ผ่าน 
10/10/62 - ผ่าน 
22/10/62 - ผ่าน 
02/11/62 - ผ่าน 
11/11/62 - ผ่าน 

กระยาสารทกลุ่มแม่บ้านปากดง 

13/09/62 5 ผ่าน 
30/09/62 5 ผ่าน 
10/10/62 5 ผ่าน 
22/10/62 - ผ่าน 
02/11/62 - ผ่าน 
11/11/62 - ผ่าน 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 

ยี่ห้อ วันที่ทำการเก็บตัวอย่าง 
Total plate count of B. cereus 

(CFU/g) 
เกณฑ์คุณภาพ 

กระยาสารทบุญเชิญ 

13/09/62 10 ผ่าน 
30/09/62 - ผ่าน 
10/10/62 - ผ่าน 
22/10/62 - ผ่าน 
02/11/62 - ผ่าน 
11/11/62 - ผ่าน 

กระยาสารทแม่นำ้วน 

13/09/62 - ผ่าน 
30/09/62 - ผ่าน 
10/10/62 - ผ่าน 
22/10/62 - ผ่าน 
02/11/62 - ผ่าน 
11/11/62 - ผ่าน 

 
 

กระยาสารททรายเงิน 

13/09/62 - ผ่าน 
30/09/62 - ผ่าน 
10/10/62 - ผ่าน 
22/10/62 - ผ่าน 
02/11/62 - ผ่าน 
11/11/62 - ผ่าน 

 

จากการวิเคราะห์ B. cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารทด้วยวิธี Standard Plate Count ตามมาตรฐานของ 
Bacteriological Analytical Manual (BAM) ทั้งหมด 6 ครั้ง 7 ยี่ห้อ ตัวอย่างทั้งหมด 42 ตัวอย่างพบว่า ทุกตัวอย่างผ่าน
เกณฑ์คุณภาพตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขที่ได้กำหนดไว้ ตัวอย่างยี่ห้อกระยาสารทวิไลวรรณ  กระยาสารทป้าใหญ่                   
ชากังราว กระยาสารทแม่ทองพิณ กระยาสารทแม่น้ำวน และกระยาสารททรายเงิน ไม่พบการปนเปื้อน B. cereus  

ในการวิเคราะห์ทั้ง 6 ครั้ง กระยาสารทกลุ่มแม่บ้านปากดง พบการปนเปื้อน B. cereus ในครั้งที่ 1 2 และ 3 
เท่ากับ 5 5 และ 5 CFU/g ตามลำดับ และกระยาสารทบุญเชิญ พบการปนเปื้อน B. cereus ในครั้งท่ี 1 เท่ากับ 10 CFU/g  

เมื่อทำการนับจำนวนโคโลนีท่ีมีลักษณะสีชมพูหรือสีขาวอมชมพูบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MYP agar และจดบันทึกไว้เพื่อ
คำนวณค่า CFU แล้ว จากนั้นถ่ายเช้ือโคโลนีเดี่ยว ๆ ลงบนอาหาร NA slant กำหนดรหัสตัวอย่างเพื่อนำไปยืนยันเช้ือทาง
ชีวเคมี โดยผลที่ได้แสดงดังตารางที ่3  

 
ตารางที ่3 ผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ Bacillus cereus 
คร้ังท่ี ยี่ห้อ รหัสตัวอย่าง Gram staining Motility test VP test 

1 กระยาสารทกลุ่มแม่บ้านปากดง 4-2-3(1) + + + 
2 กระยาสารทกลุ่มแม่บ้านปากดง 4-1-3(2) + + + 
3 กระยาสารทกลุ่มแม่บ้านปากดง 4-1-2(3) + + + 
1 กระยาสารทบุญเชิญ 5-1-2(1) + + + 

หมายเหตุ : + คือ ผลการทดสอบให้ผลบวก   - คือ ผลการทดสอบให้ผลลบ 
 

จากการนำเช้ือที่คัดแยกได้มาทำการทดสอบยืนยันเช้ือทางชีวเคมี รหัสตัวอย่าง 4-2-3(1), 4-1-3(2) และ 4-1-2(3)  
ทีค่ัดแยกได้จากยี่ห้อกระยาสารทกลุ่มแม่บ้านปากดง ในครั้งท่ี 1 2 และ 3 ตามลำดับ และรหัสตัวอย่าง 5-1-2(1) ที่คัดแยกได้
จากยี่ห้อกระยาสารทบุญเชิญ ในครั้งท่ี 1 มาทำการย้อมสีแกรม พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ย้อมติดสี
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น้ำเงินของคริสตัลไวโอเลต เนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกมีช้ันของเปปติโดไกลแคนที่หนา  ซึ่งสามารถจับกับสารประกอบ
เชิงซ้อน Crystal violet-iodine complex ที่เกิดจากการทำปฏิกิริยาระหว่างคริสตัลไวโอเลตและไอโอดีนได้ดี จึงไม่ถูกล้าง
ออกไปในข้ันตอนล้างสี มีรูปร่างเป็นท่อน มีการสร้างสปอร์ อยู่ตรงกลางเซลล์ หรือค่อนไปทางใดทางหนึ่งของเซลล์ และมีการ
เรียงตัวต่อกันตั้งแต่ 2 ท่อนขึ้นไป หรืออาจมีการเรียงต่อกันเป็นสายโซ่ ซึ่งลักษณะดังกล่าวเป็นลักษณะของ B. cereus  
 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการเคลื่อนที่ในอาหารทดสอบพบว่า แบคทีเรียที่คัดแยกได้นั้นให้
ผลบวกคือ มีการเจริญเติบโตบริเวณรอบ ๆ รอยแทงเช้ือในอาหารทดสอบ เนื่องจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้มีความสามารถใน
การเคลื่อนที่ได้โดย B. cereus มีแฟกเจลลาที่ใช้ในการเคลื่อนที่ ส่วนการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการสร้าง 
Acetyl-methyl carbinol (Acetoin) จากกลูโคสพบว่า แบคทีเรียที่คัดแยกได้นั้นให้ผลบวก ถูก Oxidise โดย KOH และ
อากาศ แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้เป็นแบคทีเรียที่สามารถสร้าง Acetyl-methyl carbinol (Acetoin) ได้โดย
อาหารทดสอบจะเปลี่ยนเป็นสีแดง 
 จากตารางที่ 3 แบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้งหมดเมื่อนำมาทดสอบการย้อมสีแกรม การทดสอบ Motility test และ 
VP test พบว่าให้ผลเป็นบวกทั้งหมด ซึ่งสอดคล้องกับคุณสมบัติทางชีวเคมีของ B. cereus ที่ระบุไว้ใน BAM online เป็น
เซลล์ที่มีรูปร่างเป็นท่อน ย้อมติดสีแกรมบวก มีการผลิตเอนไซม์ Lecithinase และมีการสร้าง Acetyl-methyl carbinol 
(Acetoin) และ B. cereus เป็นสายพันธ์ุที่สามารถเคลื่อนที่ได้ 

เมื่อทดสอบทางชีวเคมีแล้วทำการสุ่มเลือกเชื้อมา 1 รหัส คือ ไอโซเลท 4-1-3(2) นำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์
ยีน 16s RNA เพื่อยืนยันช่ือ ผลที่ได้ดังแสดงในภาพ 1 

 
ภาพ 1 แผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ (phylogenetic tree) จากการวิเคราะหล์ำดับนิวคลีโอไทด์ไอโซเลท 4-1-3(2) 

 
จากภาพท่ี 1 ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน 16s RNA ไอโซเลท 4-1-3(2) คัดแยกได้จากร้านท่ี 4 ในครั้งท่ี 

2 พบเชื้อที่คัดแยกได้นั้นคือ B. wiedmannii sp. nov. มีค่าเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง เท่ากับ 99% ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรม
บวก รูปร่างท่อน ความยาวเฉลี่ย 2.8 ไมโครเมตร และความกว้างเฉลี่ย 1.2 ไมโครเมตร เอนโดสปอร์รูปวงรีอยู่ตรงกลางเซลล์ 
โคโลนีให้ผลบวกในการทดสอบ Egg yolk lecithinase มีความสามารถในการย่อยเคซีนและแป้ง โคโลนีเจริญบนอาหาร BHI 
Agar มีลักษณะกลมและแบน สีครีม และผิวหน้าขรุขระ เจริญที่อุณหภูมิ 5-43 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ เหมาะสมคือ                      
20-40 องศาเซลเซียส ได้เสนอให้เป็นสปีชีส์ใหม่แทนสายพันธุ์ FSL W8-0169 คัดแยกได้ในปี 2012 จากน้ำนมดิบ ซึ่งถูกจัด  
อยู่ ในกลุ่ม B. cereus จากการวิเคราะห์ Single nucleotide identity ของจีโนมหลัก โดย B. wiedmannii sp. nov.                       
มีความสามารถที่แตกต่างจากสายพันธุ์อื่นในกลุ่ม B. cereus คือ ไร้ความสามารถในการผลิตกรดจากการหมักน้ำตาลซูโครส 
และไร้ความสามารถในการย่อยอาร์จินีน B. wiedmannii sp. nov. สามารถสร้างความแตกต่างจากสายพันธุ์อื่น ๆ ในกลุ่ม  
B. cereus จากการเปรียบเทียบลำดับยีน panC (Rachel et al., 2016) ถือว่าการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน 16s RNA 
ของไอโซเลท 4-1-3(2) เป็น B. cereus  

 
 
 



72   
 

  ปีท่ี 7 ฉบับที่ 3 กันยายน-ธันวาคม 2565                                  Vol.7 No.3 September-December 2022 

                                   

 

อภิปรายผลการวิจัย 
จากผลการทดลองพบ B. cereus ในกระยาสารททั้งหมด 7 ยี่ห้อ ในปริมาณน้อย เนื่องจาก B. cereus สามารถ

เจริญได้ที่ค่า aw มากกว่า 0.93 (Rodrigo et al., 2021) เมื่อผ่านกระบวนการให้ความร้อน (กวน) เป็นผลิตภัณฑ์กระยาสารท
ยิ่งทำให้ค่า aw ลดลง ทำให้ไม่เหมาะสมกับการเจริญของ B. cereus สอดคล้องกับงานวิจัยของ Cynthia et al. (1998) ทำ
การวิเคราะห์การรอดชีวิตของ B. cereus ในซีเรียลข้าวจากห้างสรรพสินค้าท้องถิ่น โดยมีการนำไปอบแห้งเพื่อกำหนดค่า aw 
= 0.27-0.28, 0.52-0.55 และ 0.75-0.78 ของซีเรียลข้าวที่ใช้ในการวิเคราะห์ นอกจากนี้ยังมีการควบคุม pH และอุณหภูมิ 
พบว่าสปอร์ของ B. cereus สัปดาห์ที่ 16 และ 24 ลดลงอย่างมีนัยสำคัญที่ aw = 0.78 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และ
งานวิจัยของ Xu, J. et al. (2021) ศึกษาอิทธิพลของ pH และ aw ต่อการทำลายสปอร์ของ B. cereus โดยใช้ผลของความ
ดัน-ความร้อนร่วมกันที่ 600 MPa และ 70 °C พบว่า aw เป็นปัจจัยสำคัญยิ่งที่ส่งผลต่อความต้านทานของสปอร์ B. cereus 
ในระหว่างการกดทับด้วยแรงดัน ด้วย aw ที่ลดลง จะทำลายสปอร์ B. cereus ในระหว่างการกดค้างไว้ด้วยแรงดันลดลง  

แต่อย่างไรก็ตามพบเช้ือ B. cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารท 2 ยี่ห้อ เนื่องจากวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิต เช่น              
ถั่วลิสง งาขาว และข้าวตอก เป็นพืชพันธุ์ที่ปลูกในดิน หรือมีการนำมาวางตากกับพื้นดิน ทำให้สามารถเกิดการปนเปื้อนได้ 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Jovanovic et al. (2022) คัดแยก B. cereus ที่มียีนเอนเทอโรทอกซินและซีรีไลด์ทอกซิน จาก
ผลิตภัณฑ์อาหารจำนวน 250 ชนิด พบ B. cereus ในผลิตภัณฑ์จากธัญพืช รวมทั้งข้าวและเมล็ดพืช เมล็ดถั่ว ผลิตภัณฑ์จาก
นม ผักแห้ง ผสมอาหาร สมุนไพร และเครื่องเทศ นอกจากนี้ยังพบว่า B. cereus สามารถเติบโตได้ที่อุณหภูมิประมาณ                   
4-8 องศาเซลเซียส หรืออาจปนเปื้อนมาจากอุปกรณ์ที่ ใช้ในการผลิตไม่สะอาด Simmonds et al. (2003) กล่าวว่า                     
เอนโดสปอร์ของ B. cereus ทนต่อความร้อน มีความเป็น hydrophobic และสามารถยึดติดกับโลหะแสตนเลสของ
กระบวนการผลิตได้ จึงไม่สามารถกำจัดเช้ือ B. cereus ได้หมด จึงพบ B. cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารท แม้ว่าใน
กระบวนการผลิตจะผ่านความร้อน แต่ยังไม่สามารถกำจัดเช้ือ B. cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารทให้หมดไปได้  

นอกจากนีข้ั้นตอนการผลิตกระยาสารทท่ีเป็นสาเหตุหนึ่งที่ทำให้เกิดการปนเปื้อน ขั้นตอนหลังการผลิต โดยเฉพาะ
หลังกวนกระยาสารทเสรจ็แล้ว ผู้ผลิตมีการวางขายในภาชนะแบบเปิด คือ วางขายในกะละมังโดยมีการเปิดและปิดพลาสติกใส
ครอบที่ใช้ในการปิดป้องกันอยู่เป็นสาเหตุทำให้เกิดการปนเปื้อน B. cereus ในอากาศได้ จึงมีโอกาสพบเช้ือ B. cereus ใน
ผลิตภัณฑ์เพิ่มขึ้น Frankland & Frankland (1887) คัดแยกเช้ือ B. cereus ได้ครั้งแรกจากอากาศ สุดท้ายผลจากการสุ่ม
เลือกเช้ือมา 1 รหัส เพื่อระบุช่ือโดยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน 16s RNA พบว่า เป็น B. wiedmannii จากผลการ
ทดลองดังกล่าวได้เป็นเชื้อในกลุ่ม B. cereus และเพิ่งถูกตั้งช่ือใหม่เมื่อปี 2016 โดย Rachel et al. (2016) ดั้งนั้นการศึกษา
การปนเปื้อนของ B. cereus ในงานวิจัยนี้ถือว่าประสบผลสำเร็จ เนื่องจากสามารถคัดแยกเชื้อ B. cereus จากกระยาสารท
และยืนยันผลการระบุชื่อด้วยวิธี 16s RNA ร่วมกับวิธีการทางชีวเคมีได้ 
 
สรุปผลการวิจัย  

การตรวจสอบคุณภาพกระยาสารท โดยวิเคราะห์  Bacillus cereus ด้วยวิธี Standard plate count ตามวิธี
มาตรฐานของ Bacteriological Analytical Manual (BAM) online : Chapter 14 จำนวน 7 ยี่ห้อ แบบสุ่มทั้งหมด 6 ครั้ง 
รวมทั้งสิ้น 42 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อนเช้ือ B. cereus ทั้งหมด 4 ตัวอย่าง คิดเป็น 9.52 เปอร์เซ็นต์ ของตัวอย่างทั้งหมด               
มีค่าปริมาณอยู่ในช่วง 5-10 โคโลนีต่อกรัม และทำการยืนยันเช้ือท่ีคัดแยกได้ด้วยวิธี 16s rRNA พบว่า เป็น B. cereus จากผล
การทดลองพบว่าผลิตภัณฑ์กระยาสารทผ่านมาตรฐานจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหาร ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 416) 
พ.ศ. 2563 ถือได้ว่ากระยาสารทจากร้านค้าในจังหวัดกำแพงเพชรนั้นมีปลอดภัยจาก B. cereus ต่อผู้บริโภค 

 
ข้อเสนอแนะ 

การวิเคราะห์การปนเปื้อนเช้ือ B. cereus ในผลิตภัณฑ์กระยาสารท ควรนำผลิตภัณฑ์ไปตรวจหาค่าวอเตอร 
แอกทิวิต ี(aw) ร่วมด้วย ซึ่งจะช่วยให้การบ่งช้ีคุณภาพของผลิตภัณฑ์กระยาสารทท่ีปราศจาก B. cereus มีความชัดเจนยิ่งขึ้น  
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