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บทคดัย่อภาษาไทย 

        การดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุมเบตาแลคแทมเปนปญหาของโลกในปจจุบัน ปจจุบันเช้ือในกลุมสแตป
ฟโลคอคคัส ออเรียส และอีโคไล โดยปกติจะดื้อตอยาปฏิชีวนะหลายชนิดและเปนอันตรายตอสุขภาพ
สําหรับผูปวยท่ีนอนในโรงพยาบาลและบุคคลากรท่ีใหการรักษา ฉะนั้นการคนหายาปฏิชีวนะใหมๆและ
สารประกอบท่ีสามารถยับยั้งการดื้อยาปฏิชีวนะในกลุมเบตาแลคแทมจึงเปนเปาหมายท่ีสําคัญและเรงดวนท่ี
ตองรีบดําเนินการ การศึกษาวิจัยคร้ังนี้เราไดทดสอบฤทธ์ิในการเปนสารปฏิชีวนะของสารฟลาโวนอยดท่ี
เกิดข้ึนในพืชท่ีมีในธรรมชาติไดแก กาแลนจิน การวิจัยพบวาคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ืออี
โคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ของอะมอกซีซิลลินและกาแลนจิน เทากับ >1,000 และ 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ  คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือสแตปฟโลคอคคัส ออเรียส ดีเอ็มเอสที 20651   ของเซพ
ตาซีดีมและกาแลนจิน เทากับ 50 และ 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ผลจากการทดสอบเชคเกอร
บอรด แสดงใหเห็นวา  คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ืออีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ของยาผสมกับกา
แลนจิน ลดลงไดแก อะมอกซีซิลลิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับกาแลนจิน 40 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
ยิ่งไปกวานั้นคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือสแตปฟโลคอคคัส ออเรียส ดีเอ็มเอสที 20651 ของ
เซพตาซีดีม ผสมกับกาแลนจิน ลดลงเปน 10 และ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการนับเช้ือท่ียังรอด
ชีวิตจากกราฟการเจริญเติบโตของเช้ือพบวา กราฟการเจริญของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ถูกยับยั้งการ
เจริญเม่ือใสสารผสมระหวางอะมอกซีซิลลิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและกาแลนจิน 40 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร กราฟการเจริญเติบโตของสแตปฟโลคอคคัส ออเรียส ดีเอ็มเอสที 20651 ก็ถูกยับยั้งใหอยูในระดับ
ต่ําสุดในชวงต้ังแต 6 ช่ัวโมงเปนตนไป เม่ือไดรับสารผสมระหวางเซฟตาซิดีม 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับกา
แลนจิน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นอกจากนั้นแลว ผลการวิจัยจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนยังพบวา สาร
ผสมของเซฟตาซิดีม 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับกาแลนจิน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําใหรูปลักษณะทาง
สัณฐานของเช้ือสแตปฟโลคอคคัส ออเรียส ดีเอ็มเอสที 20651 ถูกทําใหเสียหายอยางมาก ภาพจากกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 เม่ือไดรับยา ระหวางอะมอกซีซิลลิน 8 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตรและกาแลนจิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําใหเซลลไดรับความเสียหายอยางมาก รวมถึงการแยก
ออกของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกดวย ซ่ึงอาจจะเนื่องมาจากการท่ีเปบทิโดไกลแคนท่ีบริเวณเยื่อหุมเซลลช้ันนอก
ไดรับความเสียหาย บางเซลลของแบคทีเรียสูญเสียไรโบโซมไปจากไซโทพลาสซึม เซลลของแบคทีเรีย
จํานวนมากมีขนาดยาวกวากลุมควบคุม การวิเคราะหทางเอนไซมพบวา กาแลนจินามารถยับยั้งเบตาแล
คแทมเมสจากเช้ือแบซิลลัส ซีเรียส ได ในขณะท่ีเทคโทไคลซินและ 6-คลอโร-7-เมททิลฟลาโวนแสดงการ
ยับยั้งเพนนิซิลลินเนส ไทป4 จากเช้ือเอนเทอโรแบคเตอร โคลเอเซ ผลจากการทดลองนี้บงช้ีวา กาแลนจินน
อกจากจะยับยั้งท่ีบริเวณโครงสรางของเซลลและการแบงตัวของเซลลแลว ยังยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมเบตาแลคแทม     เมสดวย  
      จากการศึกษานี้ สามารถสรุปไดวา กาแลนจิน มีศักยภาพที่จะยับยั้งเช้ือเช่ืออีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 
และสแตปฟโลคอคคัส ออเรียส ดีเอ็มเอสที 20651 ท่ีดื้อตอยาอะมอกซีซิลลินและเซพตาซิดีมตามลําดับ เม่ือ
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 
        Resistance to β-lactam antibiotics is a global problem.  Today strains of Staphylococus aureus (S. 
aureus) and Escherichia coli (E. coli) are usually multiply resistant to many antibiotics and pose life-
threatening risks to the hospitalised patients and their care givers. The search for new antibacterial agents 

and compounds that can reverse the resistance to β-lactam antibiotics are research objectives of far 
reaching importance and urgently needed. In this study, we have examined the antibacterial action of 
galangin, the naturally occurring flavonoids. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of 

amoxicillin and galangin alone against E. coli DMST 20662 were >1,000 and 500 μg/ml respectively. 

The MICs of ceftazidime and galangin against S. aureus DMST 20651 were 50 and 300 μg/ml 
respectively. The results of checkerboard assay showed that MICs of amoxicillin in combination with 

galangin were reduced to amoxicillin 10 μg/ml plus galangin 40 μg/ml against this E. coli strain. In 
addition, the MICs of ceftazidime plus galangin against S. aureus DMST 20651 were reduced to 10 plus 5 

μg/ml respectively. Viable counts showed that the killing curves of E. coli DMST 20662 cells by 10 

μg/ml amoxicillin were potentiated by galangin 40 μg/ml. Ceftazidime 5 μg/ml in combination with 5 

μg/ml of galangin also reduced the CFU/ml of S. aureus DMST 20651 to low levels (1x103 CFU/ml) 

over 6 h. Electronmicroscopy clearly showed that the combination of ceftazidime 5 μg/ml with 5 μg/ml 
of galangin caused marked morphological damage for S. aureus DMST 20651. Also, electronmicrographs 

of thin sections of log phase E. coli DMST 20662 grown for 4 h in the presence of  amoxicillin 8 μg/ml 

plus galangin 30 μg/ml indicated that the combination at these concentrations caused marked 
morphological damage to the cells. The damage included loosening or detachment of the outer membrane 
which may have resulted from damage to the peptidoglycan layer internal to the OM. Some of the bacteria 
exhibited electron-transparent areas devoid of ribosomes in the cytoplasm. Most of the treated bacteria 
were considerably larger and longer than the control bacteria.  Enzyme assay indicated that galangin had 

an inhibitory activity against β-lactamaseI from B. cereus. Galangin had some activity and tectochrysin 
and 6-chloro-7-methylflavone showed greater activity against penicillinase type IV from E. cloacae. 
These results indicated that in addition to the direct effect on cell structure and cell division, the resistance 

reversing activity of galangin against bacteria might also include inhibition of β-lactamase activity.   
          From the study, it was concluded that galangin has the potential to reverse bacterial resistance to 
amoxicillin and ceftazidime against E. coli DMST 20662 and S. aureus DMST 20651 respectively.  In 

view of their limited toxicity, galangin offers for the development of a valuable adjunct to β-lactam 
treatments against otherwise resistant strains of currently almost untreatable microorganisms 
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รูปที ่9  ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของ  log phase S. aureus DMST 20651  
ใน cation-adjusted Mueller-Hinton (MH) broth โดยในภาพ: a, ปราศจากยา (control);  

b, 25 μg/ml ceftazidime ; c, 50 μg/ml galangin; d, สารผสม 5 μg/ml ceftazidime  

และ 5 μg/ml galangin (a, b, c, d, original magnification, x 17,480; bar, 1  μm;  

Inset, a, b, d, original magnification, x 42,800;  c, x 32,500; bar, 0.25 μm). ……………  13 
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รูปที ่                     หน้า 
รูปที ่10 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของ  log phase E. coli DMST 20662  

ใน cation-adjusted Mueller-Hinton (MH) broth โดยในภาพ: a, ปราศจากยา (control);  

b, 200 μg/ml amoxicillin; c, 100 μg/ml galangin; d, สารผสม 8 μg/ml amoxicillin  

และ 30 μg/ml galangin; Bar = 0.5 μm (b,c,d); 1 μm (a). ……………………………..  14 
รูปที ่11 ผลของ flavonoids ชนิดตางๆ ตอการยับยั้ง penicillinase ในการสลาย  

benzylpenicillin.  a. penicillinase จาก B. cereus; สัญลักษณ flavonoids (200 μg/ml);  

, control (without flavonoids); ■, galangin; ▼, 6-chloro-7-methylflavone;  

●, tectochrysin. b. β-lactamase จาก E. cloacea; สัญลักษณ แสดงความเขมขน 

ตางๆกัน (μg/ml) ของ galangin; ●, 100 หมายถึง 100  μg/ml ของ galangin.  
ตัวอักษร superscript ท่ีตางกันแสดงถึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(Tukey’s HSD, p < 0.01). ………………………………………………………………….  15 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่1 
บทนํา 

 
 

ความสําคญัและทีม่าของปัญหาการวจัิย  
        จากปญหาสําคัญเร่ืองสถานการณการดื้อยาของเช้ือในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา  เราพบวา  มี

เช้ือท่ีดื้อตอยาในกลุม β - lactam antibiotics  ซ่ึงเปนยาปฏิชีวนะท่ีมีการใชเปนมูลคาหลายพันลานบาทตอป
ในประเทศไทย ตัวอยางของเช้ือท่ีดื้อยาในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาท่ีทําการทดสอบความไวตอยา
ในหนวยจุลชีววิทยา กลุมงานพยาธิวิทยาคลีนิค ไดแก เช้ือ Methicillin resistant Staphylococcus aureus  
(MRSA) มีการดื้อยาในตึกผูปวย ไอซียูศัลยกรรม (85%) ไอซียูเด็ก (65%)  Premature (88 %)   และ Sepsis  
(74 %)  เช้ือท่ีดื้อตอยา Ceftazidime ซ่ึงเปนยาที่มีราคาแพงมาก และเปนยาใหม ในกลุม Cephalosporin   
(Third generation) ท่ีพบไดแก Ceftazidime-resistant Escherichia coli (CREC) มีอัตราการดื้อยาเกือบ  
100% ในทุกตึกผูปวย เช้ือ Ceftazidime-resistant Enterobacter  cloacae (CREC) มีอัตราการดื้อยานี้ถึง 100 
% ในหลายตึกผูปวย และเช้ือ Methicillin-resistant S. epidermidis มีอัตราการดื้อยานี้มากกวา 50% ในหลาย
ตึกผูปวย รวมถึงมีการดื้อยาของเช้ือ Enterococcus faecium และ Enterococcus faecalis ในอัตราท่ีสูงมากข้ึน  
เชื้อเหลานี้กอใหเกิดการติดเช้ือกับปวยท่ีนอนในโรงพยาบาลในอัตราท่ีสูงและเปนจํานวนมาก (Maharat, 
2011) โดยจะพบไดในเลือดและส่ิงคัดหล่ังจากผูปวยเชน เสมหะ, น้ํามูก, น้ําลาย, ปสสาวะ และอุจจาระ เปน
ตน จากปญหานี้เอง นับเปนปญหาสําคัญของจังหวัดนครราชสีมาและของประเทศ ท่ีตองสูญเสียเงินคา
รักษาพยาบาลไปกับการใชยาท่ีมีราคาแพงเหลานี้   แตใชไมไดผล    เนื่องจากการดื้อยาของเช้ือ  ทําใหคนไข
ตองสูญเสียเงินเปนจํานวนมาก และอาจเปนอันตรายถึงชีวิตจากการดื้อยาท่ีมากข้ึนของเช้ือเหลานี้มาก  
ประเทศไทยของเราตองสูญเสียเงินตรานํายาเหลานี้เขามาจากตางประเทศเปนมูลคาหลายพันลานบาทตอป  

        เพื่อท่ีจะหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสามารถมาทดแทนยาในกลุม β - lactam  antibiotics    ท่ีเช้ือเกิด
การดื้อยาข้ึนแลว   หรือใชเพื่อเสริมฤทธ์ิกับยาในกลุมนี้แลวทําใหเช้ือไมดื้อตอยาในกลุมนี้ ไดมีงานวิจัยบาง
ช้ินพบวา Baicalin ซ่ึงเปนสารสกัดในกลุม Flavonoids จากพืชสมุนไพรท่ีรับประทานไดช่ือ Scutellaria  
amoena   C. H.  Wright    สามารถ ออกฤทธ์ิเสริมกับยาในกลุม β - lactam  antibiotics   เพื่อตอตานเช้ือใน
กลุม MRSA  และ Penicillin-resistant Staphylococcus  aureus  บางตัวไดเปนอยางดี (Liu et al., 2000) และ

จากการทําวิจัยเบ้ืองตน  พบวา  สารสกัดจากสมุนไพรไทย  ไดแก  พืชตระกูลขา [Alpinia galanga (L) 

Willd, Alpinia  nigra (Gaertn) Burtt. และ Alpinia officinarum Hance.] ซ่ึงสามารถนํามาสกัดเอาสารกลุม 
Flavonoids ไดแก Galagin (Li and Tian, 2003; Luo et al., 1998) สามารถมีฤทธ์ิเสริมกับยาบางตัวในกลุม   

β-lactam antibiotics  เพื่อยับยั้งเช้ือท่ีดื้อตอยาในกลุมนี้  เชน MRSA   ไดในเบ้ืองตน (Eumkeb, 2004)  

        ดังนั้นในการคนหายาตัวใหมจากสมุนไพรไทย  เพื่อนํามาทดแทนยาในกลุม β-lactam  หรือใชเพื่อ
เสริมฤทธ์ิกับยาในกลุมนี้ เพื่อใหยาในกลุมนี้สามารถใชไดกับเช้ือเหลานี้ไดอยางมีปะสิทธิภาพ โดยเช้ือเกิด
การดื้อยาข้ึนแลวในจังหวัดนครราชสีมา และยังเปนปญหาการดื้อยาท้ังในระดับประเทศและระดับนานาชาติ  
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        ขาพเจาและทีมงานจึงไดทําการวิจัยโครงการวิจัยยอยท่ีเกี่ยวของกับ  “ชุดโครงการวิจัย” ภายใตชุด
โครงการวิจัย “ประสิทธิผลและประโยชนของพืชบางชนิดในทองถ่ิน”    โดยการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ
ของสาร Galangin ซ่ึงเปนสารในกลุม Flavonoids ซ่ึงสามารถสกัดไดจากพืชสมุนไพรไทยตระกูลขาและพืช

สมุนไพรไทยอ่ืนๆอีกหลายชนิดดังกลาวขางตน ตอเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam  antibiotics  ซ่ึงเปนปญหา
ของท้ังจังหวัดนครราชสีมา  ของประเทศไทย และของโลกดังกลาว เพื่อจะไดทราบวาสาร Galangin นี้มี

ฤทธ์ิตอเช้ือท่ีดื้อตอยาในกลุมβ-lactam  antibiotics ในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาหรือไมเม่ือใช
เดี่ยวๆและผสมกับยาอ่ืนๆดังกลาว เพื่อดูการเสริมฤทธ์ิกับยาในกลุมนี้ ขาเปนพืชท่ีคนไทยบริโภคเปนอาหาร
เปนประจําอยูแลว และมีการนํามาใชเปนยาสมุนไพรในการตานเช้ือต้ังแตโบราณ ผูวิจัยจึงตองการพิสูจน
โดยวิธีทางวิทยาศาสตร โดยขอเสนอโครงการเชนนี้ไมมีผูใดทํามากอนในประเทศไทย  และขาพเจามี
ทีมงานและศักยภาพที่จะทํางานไดอยางตอเนื่อง  จากเร่ิมตนจนถึงการจดสิทธิบัตร  และพัฒนาสู

อุตสาหกรรมยาท่ีสามารถทดแทนหรือใชรวมกับยาในกลุม β-lactam  antibiotics   ท่ีมีราคาแพงมาก  และ
เช้ือเกิดการดื้อยาขึ้นแลว  เพื่อเปนการผลิตยาตัวใหมหรือยาสูตรผสมใหมภายในประเทศ   ลดการนําเขายา
มูลคาแพงเหลานี้    โดยสารสกัดจากพืชสมุนไพรตระกูลขาและพืชสมุนไพรท่ีใหสาร Galangin ดังกลาวไม
นาจะเปนพิษตอรางกาย โดยเฉพาะขาเปนพืชท่ีมนุษยใชบริโภคเปนอาหารในชีวิตประจําวันอยูแลว อยางไร
ก็ตามจะไดทําการวิจัยทดสอบพิษของสารตัวนี้ในสัตวทดลองเพ่ือจะไดทราบวาสารนี้เปนพิษตออวัยวะ
ตางๆของสัตวทดลองบางหรือไม  และเพื่อใหประเทศไทยสามารถผลิตยาใหมๆหรือยาสูตรผสมใหมๆได
และเปนยาที่สามารถสงออกตางประเทศไดในท่ีสุด   
 
วตัถุประสงค์ของการวจัิย  
        1. เพื่อทดสอบฤทธ์ิของสาร Galangin ตอเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม  β-lactam antibiotics  

        2. เพื่อทดสอบหาการเสริมฤทธ์ิรวมกันระหวางสาร Galangin  เม่ือใหรวมกับยาในกลุม β-lactam 

antibiotics ตอเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam antibiotics  

        3. เพื่อหากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตนของสาร Galangin  เม่ือใหเดี่ยวๆและใหรวมกับยาในกลุม β-

lactam antibiotics ตอเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam antibiotics โดยวิธีการดู morphology ของเช้ือดวย  
 Transmission Electron Microscope (TEM), enzyme assay. 
 
ขอบเขตของการวจัิย  
        เช้ือ Ceftazidime-resistant Staphylococcus aureus DMST 20651, Ceftazidime-resistant Enterobacter 
cloacae DMST 21394 (CREC), Amoxicillin-resistant Escherichia  coli DMST 20662 (AREC)  ไดรับจาก 
หนวยจุลชีววิทยา กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา  S. aureus ATCC 29213 
และ E. coli ATCC 25922 ไดรับจาก  American Type Culture Collection (ATCC), USA 
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        สาร Galangin ไดจากบริษัท INDOFINE Chemical Company, USA   
               ยา  Amoxicillin และ Ceftazidime ไดจากบริษัทยาผูแทนจําหนายภายในประเทศไทย ไดแก บริษัท 
Sigma  

 
ข้อตกลงเบือ้งต้น  
        ภายหลังจากไดคาการยับยั้งตํ่าสุด (MIC) ของยาและสาร galangin เดี่ยวๆ ตอเช้ือแลว จะนํายาและสาร 
galangin มาหาฤทธ์ิเสริมกันในการยับยั้งเช้ือโดยวิธี checkerboard assay เฉพาะยาและสาร galangin ท่ีออก
ฤทธ์ิเสริมกันเทานั้น ท่ีจะถูกเลือกมาทํา Viable count และหากลไกเบื้องตนโดยวิธี Transmission 
Electronmicroscopy (TEM) และ enzyme assay ตอ 
 
ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย  
        ไดรับการตีพิมพในวารสารนานาชาติ เชน Phytomedicine, Journal of Applied Microbiology และ
วารสารในประเทศดังแสดงในภาคผนวก                 
        เตรียมจดสิทธิบัตรในการใชสาร Galangin ได โดย มทส. จะสามารถชวยเหลือภาคอุตสาหกรรมการ 
ผลิตยาซ่ึงเปนการสนับสนุน ภารกิจหลักและยุทธศาสตรการพัฒนา มทส.           
     สามารถเปนองคความรูในการวิจัยข้ันตอไป เชน การหากลไกการออกฤทธ์ิ เพื่อพัฒนาเปนยาไดในท่ีสุด   
     จากโครงการวิจัยรวมหาวิธีท่ีเหมาะสมในการสกัดสาร Galangin จากขา จะสามารถนําไป ผลิตเชิง
พาณิชย ไดในอนาคต เนื่องจากสารนี้มีประโยชนในทางยา ในหลายกลไก เชน การทําวิจัยสารนี้ในแงการ
เปนสาร anticancer     
      เปนประโยชนตอประเทศไทยในแงการคิดคนยาใหมๆ ท่ีปราบเช้ือท่ีดื้อตอยาท่ีมีราคาแพงได และลด
การ 
นําเขายาจากตางประเทศ ท่ีมีราคาแพงได  
      เปนประโยชนตอแพทยและผูปวยทําใหสามารถไดยาใหมๆ มาปราบเช้ือท่ีดื้อยา โดยเฉพาะยาในกลุม  

β-lactam antibiotics 
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บทที ่2 
วธีิดาํเนินการวจิยั 

 

1. แหล่งทีม่าของข้อมูล  
        เช้ือ Ceftazidime-resistant Staphylococcus aureus DMST 20651, Ceftazidime-resistant Enterobacter 
cloacae DMST 21394 (CREC), Amoxicillin-resistant Escherichia  coli DMST 20662 (AREC)  ไดรับจาก 
หนวยจุลชีววิทยา กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา  S. aureus ATCC 29213 
และ E. coli ATCC 25922 ไดรับจาก  American Type Culture Collection (ATCC), USA 
        สาร Galangin ไดจากบริษัท INDOFINE Chemical Company, USA   
        ยา  Amoxicillin และ Ceftazidime ไดจากบริษัทยาผูแทนจําหนายภายในประเทศไทย ไดแก บริษัท   
Sigma  
 
2. วธีิดําเนินการวจัิย   
        2.1 Bacterial suspension standard curve ไดทําสําหรับเช้ือ Ceftazidime-resistant Staphylococcus 
aureus DMST 20651 (CRSA), Ceftazidime-resistant Enterobacter cloacae DMST 21394 (CREC), 
Amoxicillin-resistant Escherichia  coli DMST 20662 (AREC), S. aureus ATCC 29213 และ E. coli ATCC 
25922 โดยทําตามวิธีของ Liu et al. (Liu et al., 2000) อธิบายโดยยอ ภายหลังจากการบมเช้ือท่ี 37 ºC เปน
เวลา 18 ช่ัวโมงแลว จะนํามาปนลางดวย 0.9% NaCl ท่ี 4000 r.p.m เปนเวลา 10 นาที แลวนําเซลลท่ีไดไปใส
ใน 0.9% NaCl จากนั้น นําเซลลท่ีกระจายอยูในนํ้าเกลือเหลานี้ไปวัด OD ท่ีความยาวคล่ืน 500 nm  ใหได
คาประมาณ 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 จากนั้นนําเซลลเหลานี้ไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ agar plates 
บมไวท่ี 37 ºC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนโคโลนีท้ังหมด แลวนํามาสรางกราฟระหวางจํานวนเช้ือ
ในแกน Y และคา OD ในแกน X เพื่อใหสามารถนับจํานวนเช้ือได โดยการวัดคา OD    
        2.2 MICs ของยา Amoxicillin ไดทําสําหรับเช้ือ Amoxicillin-resistant Escherichia  coli DMST 20662, 
E. coli ATCC 25922  ของยา Ceftazidime ทําสําหรับเช้ือ Ceftazidime-resistant Staphylococcus aureus 
DMST 20651, Ceftazidime-resistant Enterobacter cloacae DMST 21394 และ S. aureus ATCC 29213        
สวน MICs ของสาร Galangin ทําสําหรับทุกเช้ือท่ีกลาวมาท้ังหมด โดยทําตามวิธีของ Liu et al. (Liu et al., 
2000) และ CLSI (Clinical, 2006) กลาวโดยยอไดแก ทําโดยวิธี Broth macrodilution โดยนํายาหรือสาร 
galangin ท่ีความเขมขนตางๆกันจากนอยไปมาก มาใสในขวดท่ีมีเช้ือนับไดจํานวน 5x105 cfu/ml ใน Cation 
adjustment of Mueller-Hinton Broth (CAMHB) นํามาบมไวท่ี 37 ºC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง โดยคา MIC ดูได
จากขวดท่ีไมมีเช้ือเจริญข้ึนมาใน CAMBH        
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        2.3 Checkerboard assay  ของ Galangin ผสมกับ Amoxicillin ทําสําหรับเช้ือ Amoxicillin-resistant 
Escherichia  coli DMST 20662 ของ Galangin +  Ceftazidime  ทําสําหรับเช้ือ Ceftazidime-resistant 
Staphylococcus aureus DMST 20651, Ceftazidime-resistant Enterobacter cloacae DMST 21394  โดยทํา
ตามวิธีของ Liu et al. (2000) และ CLSI (2006)  กลาวโดยยอไดแก ทําโดยวิธี Broth macrodilution โดยนํา
ยาและสาร galangin ท่ีความเขมขนตางๆกันจากนอยไปมากโดยเร่ิมจากคา MICs มาใสในขวดเดียวกันท่ีมี
เช้ือนับไดจํานวน 5x105 cfu/ml ใน Cation adjustment of Mueller-Hinton Broth (CAMHB) นํามาบมไวท่ี 
37 ºC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง โดยคา MIC ดูไดจากขวดท่ีไมมีเช้ือเจริญข้ึนมาใน CAMBH จากนั้นนํามาคํานวณ

คา FIC index โดยเม่ือคํานวณได FIC index ≤ 0.5 เรียกวา เสริมฤทธ์ิกัน (Synergy), FIC index > 0.5-4.0  
เรียกวา No interaction,  FIC index > 4.0 เรียกวา Antagonism 
          2.4  Killing curve determinations (Viable counts) ดู Viable counts ของเช้ือเม่ือ treated เช้ือตอไปนี้
ดวย (ท่ีเวลา 1,2,3,4,6 และ 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ)  

- AREC ดวย Amoxicillin, Galangin, Amoxicillin + Galangin  (มี control)  
- CRSA ดวย Ceftazidime, Galangin, Ceftazidime + Galangin (มี control) 

โดยทําตามวิธีของ Richards and Xing (1993) อธิบายโดยยอไดแก ผสมยาและ/หรือ galangin ท่ีความเขมขน
เม่ือใชยาหรือ galangin เดี่ยวๆ ประมาณ ½-3/4 MIC และท่ีคา ¾-1MIC เม่ือใชยาผสมกับ galangin ใสลงไป
ใน flask ท่ีมีเชื้อประมาณ 5x105 cfu/ml ใน CAMHB จากนั้นนําไปเขยาบน shaking water bath ท่ี 37 ºC และ
นําเช้ือมานับท่ีเวลา  0, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h และ 24 h ตามลําดับ นําไป plot graph โดยแกน Y 
เปน จํานวนเช้ือ และแกน X  เปนเวลา 
        2.5  Transmission Electronmicroscopy (TEM) method  เลือกเช้ือ AREC, CRSA  นํามา treated ดวย ยา
Amoxicillin, Ceftazidime, Galangin เดี่ยวๆ และ Galangin ผสมยา Amoxicillin หรือ Ceftazidime โดยมี 
Control แลวนําไปเตรียมเพื่อดูดวย TEM. เพื่อดู Morphology เบ้ืองตน โดยทําตามวิธีของ Richards et al. 
(1995). กลาวโดยยอ แบคทีเรียท่ีถูกทดสอบดวยยา, galangin ท้ังเดี่ยวๆและผสมใน CAMHB ใน flask ท่ีถูก
เขยาใน shaking water bath ท่ี 100 oscillation/min, 37 ºC จนครบเวลา 4 h จากนั้นจะนําไปปนเหวี่ยงท่ี 
6000 xg เปนเวลา 15 นาที ท่ี 4°C นําเฉพาะเซลลท่ีตกตะกอนมาดําเนินการตอ นําเซลลท่ีไดมา fixed ใน  
glutaraldehyde 8 % v/v ใน 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) เปนเวลา 1 h, และ fixed ตอโดย 
glutaraldehyde 4 % v/v in 0.1 M phosphate buffer (pH 7-2) ท่ี 4°C เปนเวลา 4 h จากนั้นลางเซลลโดย 0.1 
M phosphate buffer (pH 7-2) และนําเซลลท่ีไดไปใสใน Osmium tetroxide (OsO4 ) (Emscope, Watford) 1 
% w/v เปนเวลา 1 h ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นจะลาง Osmium tetroxide ออกโดยนํ้ากล่ันโดยการปนท่ี 2000 x 

g, 5 min จํานวน  3 คร้ัง จากนั้นนําเซลลไปใสใน 2% w/v agarose ท่ีอุนอยู จากนั้นเท agarose ลงบน slide 
ท้ิงไวจนเย็นและตัดใหเปนส่ีเหล่ียมช้ินเล็กๆ ตอจากนั้นนําไปขจัดน้ําออก (dehydrate) โดย ใสในขวดท่ีมี % 
ethanol สูงข้ึนเปนลําดับจาก 20-100% และต้ังท้ิงไวคร้ังละประมาณ 10 นาที  จากนั้นจึงนําเซลลไปฝงใน 
Araldite (Agar Scientific Ltd, Stansted, Essex) และนําไปตัดเปนช้ินบางๆดวย diamond knife on a Reichert 
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        2.6  Enzyme assay  เอนไซม penicillinase จาก Bacillus cereus (B. cereus) และ β-lactamase ของ  
Enterobacter cloacae (E. cloacae) ไดรับจาก Sigma (Poole, England). Enzymes activities โดยทําตามวิธี

ของ Richards et al. (1995).  อธิบายโดยยอ  เอนไซม β-lactamases จาก Bacillus cereus (B. cereus) และ 
Enterobacter cloacae (E. cloacae) ไดรับมาจาก Sigma,  Poole, England. ความเขมขนของเอนไซมถูกปรับ
ใหสามารถ hydrolyse 50-60% Benzylpenicillin ในเวลา 5 นาที ฟลาโวนอยดชนิดตางๆ ถูกผสมอยูกับ

เอนไซม และนําไปอุนใน 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) ท่ี 37 °C เปนเวลา 5 นาที กอนท่ีจะใส
Benzylpenicillin ลงไป จากนั้นนํา Benzylpenicillin ไปวิเคราะหหาปริมาณท่ีเหลือท่ีเวลาตางๆ โดย reverse-
phase HPLC (Reading, 1983) โดยใช acetronitrile/acetate เปน mobile phase จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 
methanol/acetic acid (100:1).   
        2.7 สถานท่ีท่ีทําการทดลอง   

       สถานท่ีท่ีจะใชทําการวิจัย ไดแก ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี และกลุมงานพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา  

 
วธีิวเิคราะห์ข้อมูล  
        ผลการวิจัยท่ีไดจาก enzyme assay การลดลงของ benzylpenicillin จาก flavonoids ชนิดตางถูกนํามา
เปรียบเทียบคาทางสถิติโดย ANOVA และเปรียบเทียบความแตกตางของการลดลงท่ีเวลาใดเวลาหน่ึงอยางมี
นัยสําคัญหรือไมท่ีเวลาหนึ่งๆโดย Tukey’s HSD post hoc test ท่ี p value < 0.01 และ p value < 0.05 โดย
โปรแกรม IBM SPSS 19.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA)  
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บทที ่ 3    
ผลการวจิยั  

       
1. โครงสร้างสารทีท่าํการวจัิย 
        โครงสร้างสารทีใ่ช้ในการทาํวจัิย ดังแสดงในรูปที ่1          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่1 โครงสรางของ ceftazidime, amoxicillin, clavulanic acid, และ galangin ท่ีใชในการวิจัย   
 
 
 ผลการทดลองจากการทํา Bacterial suspension standard curve, Minimum inhibitory concentrations 
(MICs), Checkerboard assay, Viable counts, TEM และ Enzyme assay ไดผลดังตอไปนี้            
 

  
     
2.  Bacterial suspension standard curve  
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        2.1 Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ Ceftazidime-resistant Staphylococcus aureus DMST 
20651 (CRSA)  
 
Bacterial suspension viable count standard curve of ceftazidime-resistant S. aureus DMST 20651 
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รูปที ่ 2. กราฟการหาจํานวนแบคทีเรีย จากวิธี Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ Ceftazidime-
resistant Staphylococcus aureus DMST 20651 (CRSA) โดยการวัด O.D. 
 
        2.2 Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ Amoxicillin-resistant Escherichia  coli DMST 
20662 (AREC)    
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Bacterial suspension viable count standard curve amoxicillin-resistant E. coli DMST

absorption at 500 nm
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รูปที ่ 3. กราฟการหาจํานวนแบคทีเรีย จากวิธี Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ Amoxicillin-
resistant Escherichia  coli DMST 20662 (AREC) โดยการวัด O.D. 
 

        2.3 Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ Ceftazidime-resistant Enterobacter cloacae DMST 
21394 (CREC) 
 
Bacterial suspension viable count standard curve ceftazidime-resistant Enterobacter cloacae DMST

absorption at 500 nm
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รูปที ่ 4. กราฟการหาจํานวนแบคทีเรีย จากวิธี Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ Ceftazidime-
resistant Enterobacter cloacae DMST 21394 (CREC) โดยการวัด O.D. 
         
        2.4 Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ  S. aureus ATCC 29213     
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Bacterial suspension viable count standard curve S. aureus ATCC 29213

absorption at 500 nm 
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รูปที ่5. กราฟการหาจํานวนแบคทีเรีย จากวิธี Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ S. aureus ATCC 
29213    โดยการวัด O.D. 
 

        2.5 Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ   E. coli ATCC 25922 
 

Bacterial suspension viable count standard curve E. coli ATC
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C 25922

.05 .10 .15 .20

Vi
ab

le
 c

ou
nt

 (C
FU

/m
l)

.25

107

108

109

 
รูปที ่ 6. กราฟการหาจํานวนแบคทีเรีย จากวิธี Bacterial suspension standard curve ของเช้ือ E. coli ATCC 
25922 โดยการวัด O.D. 
 
3.  Minimum inhibitory concentrations (MICs) and checkerboard assay    
ผลของการหาคา MICs ของยาและ galangin ตอเช้ือตางๆ และการทํา checkerboard assay ไดผลดังตารางท่ี 1   
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ตาราง 1 คา Minimum inhibitory concentrations (MICs), fractional inhibitory concentrations (FICs) และ 
FIC indexes จากการทํา checkerboard assays ของ ceftazidime, amoxicillin, galangin  เดี่ยวๆ และสวนผสม
ของ ceftazidime, amoxicillin และ galangin ตานเช้ือดื้อยาชนิดตางๆ  
 

MIC (μg/ml) FIC (μg/ml) FIC index Strains 
cef amx gal cla cef+gal amx+gal cef+cla amx+cla cef+gal amx+gal cef+cl

a 
amx+cla 

S. aureus DMST 20651 50 - 300 >128 10+5 - 50+>128 - 0.22 - 2.0 - 

E. coli DMST 20662 - >1,000 500 >128 - 10+40 - >1,000+>128 - <0.09 - 2.0 

E. cloacae DMST 21354 100 - 80 >128 60+50 - 100+>128 - 1.23 - 2.0 - 

S. aureus ATCC 29213a 0.12 - 100 4 N/D - - - N/D - N/D - 

E. coli ATCC 25922b - 4.0 100 16 - N/D - N/D - N/D - N/D 

 

S. aureus ATCC 29213a และ E. coli ATCC 25922 b ใชเปน positive control 
cef = ceftazidime, amx = amoxicillin, gal = galangin, cla = clavulanic acid    
N/D, ไมตองหาคา (not determined) 
แตละคาท่ีไดมาจากการทดลอง 3 ซํ้า   
 
        จากผลการทดลองท่ีได สารผสมท่ีมีฤทธ์ิเสริมกันเนื่องจากมีคา FIC index ≤ 0.5 (Johnson, 2004; Te 
Dorsthorst et al., 2004) ไดแก ceftazidime ผสม galangin ตานเช้ือ S. aureus DMST 20651 (FIC index = 
0.22) และ amoxicillin ผสม galangin ตานเช้ือ E. coli DMST 20662 (FIC index = 0.22) จึงเลือกสวนผสม
ของสารดังกลาวและเชื้อมาทําการทดลองโดยวิธี Viable count และ Tramsmission electronmicroscopy 
(TEM) ตอ   
 
4.  Killing curve determination หรือ Viable counts       
        4.1 Viable count ของเช้ือ Ceftazidime-resistant Staphylococcus aureus DMST 20651 (CRSA)  
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รูปที ่7  กราฟแสดงผลของ ceftazidime, galangin เดี่ยวๆ และผสม ตอการเจริญของเช้ือ S. aureus DMST 

20651.                           ceftazidime (20) หมายถึง ceftazidime at 20 μg/ml.; คาท่ีไดบนกราฟมาจากการ
ทดลอง 4 ซํ้า , และ vertical bars แสดง standard errors of the means. 
 
 
 
 
 
 
 
        4.2 Viable count ของเช้ือ Amoxicillin-resistant Escherichia  coli DMST 20662 (AREC)        
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รูปที ่8 กราฟแสดงผลของ amoxicillin, galangin เดี่ยวๆ และผสม ตอการเจริญของเช้ือ Escherichia  coli 
DMST 20662 (AREC).                                 amoxicillin(200) หมายถึง amoxicillin at 200 μg/ml.; คาท่ีได
บนกราฟมาจากการทดลอง 4 ซํ้า , และ vertical bars แสดง standard errors of the means. 
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5. Transmission electronmicroscopy (TEM)       
        สารผสมท่ีมีฤทธ์ิเสริมกัน ไดแก ceftazidime ผสม galangin ตานเช้ือ S. aureus DMST 20651 (FIC 
index = 0.22) และ amoxicillin ผสม galangin ตานเช้ือ E. coli DMST 20662 (FIC index = 0.22) จึงเลือก
สวนผสมของสารดังกลาวและเชื้อมาทําการทดลองโดยวิธี Tramsmission electronmicroscopy (TEM)  
ไดผลดังตอไปนี้ 
 
        5.1 TEM ของเช้ือ ceftazidime-resistant S. aureus DMST 20651 
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รูปที ่9  ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของ  log phase S. aureus DMST 20651 ใน cation-adjusted 

Mueller-Hinton (MH) broth โดยในภาพ: a, ปราศจากยา (control); b, 25 μg/ml ceftazidime ; c, 50 μg/ml 

galangin; d, สารผสม 5 μg/ml ceftazidime และ 5 μg/ml galangin (a, b, c, d, original magnification, x 

17,480; bar, 1  μm; Inset, a, b, d, original magnification, x 42,800;  c, x 32,500; bar, 0.25 μm).  
  
 
 

5.2 TEM ของเช้ือ amoxicillin-resistant E. coli DMST 20662  
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รูปที ่10 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนของ  log phase E. coli DMST 20662 ใน cation-adjusted Mueller-

Hinton (MH) broth โดยในภาพ: a, ปราศจากยา (control); b, 200 μg/ml amoxicillin; c, 100 μg/ml 

galangin; d, สารผสม 8 μg/ml amoxicillin และ 30 μg/ml galangin; Bar = 0.5 μm (b,c,d); 1 μm (a). 
 
6. Enzyme assay  
        เอนไซม penicillinase จาก Bacillus cereus (B. cereus) ถูกนํามาทดสอบการยับยั้งโดย flavonoids 

ชนิดตางๆ โดยดูจํานวน benzylpennicillin ท่ีเหลืออยู และ β-lactamase ของ  Enterobacter cloacae (E. 
cloacae) ถูกนํามาทดสอบการยับยั้งโดย galagin ท่ีความเขมขนตางๆกัน โดยดูจํานวน benzylpennicillin ท่ี
เหลืออยู ผลท่ีไดดังนี้  
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รูปที ่11 ผลของ flavonoids ชนิดตางๆ ตอการยับยั้ง penicillinase ในการสลาย benzylpenicillin.  a. 

penicillinase จาก B. cereus; สัญลักษณ flavonoids (200 μg/ml);  , control (without flavonoids); ■, 

galangin; ▼, 6-chloro-7-methylflavone; ●, tectochrysin. b. β-lactamase จาก E. cloacea; สัญลักษณ 

แสดงความเขมขนตางๆกัน (μg/ml) ของ galangin; ●, 100 หมายถึง 100  μg/ml ของ galangin. ตัวอักษร 
superscript ท่ีตางกันแสดงถึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (Tukey’s HSD, p < 0.01).  
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บทที ่4 
สรุปผลการทดลอง 

สรุปผลการวจัิย  
 
4.1 ผลจาก MICs and checkerboard determinations  
        ผลของการทํา MICs สําหรับ ceftazidime, amoxicillin และ galangin สําหรับเช้ือท้ัง 5 ชนิด สรุปไดดัง
ตาราง 1 โดยสรุปไดวา เช้ือท่ีดื้อตอ ceftazidime ไดแก S. aureus DMST 20651, E. cloacae DMST 21354 

โดยมีคา MICs เทากับ 50, 100 μg/ml, ตามลําดับ. ขณะท่ีเช้ือท่ีดื้อตอ amoxicillin ไดแก E. coli DMST 

20662 โดยมีคา MICs > 1,000 μg/ml (CLSI, 2006). ผลการทดลองที่ไดบงช้ีวา สวนผสมของ ceftazidime 

10 μg/ml กับ galangin 5 μg/ml และ amoxicillin 10 μg/ml กับ galangin 40 μg/ml ออกฤทธ์ิเสริมการ
ยับยั้งเช้ือ S. aureus DMST 20651 และ E. coli DMST 20662 โดยมี FIC index ท่ี 0.22 และ <0.09 ตามลําดับ 
(Johnson, 2004; Odds, 2003; Te Dorsthorst et al., 2004).             
  
4.2 ผลจาก Killing  curve determinations (Viable counts)  

    ผลการทดลองทํา viable counts ของเช้ือ S. aureus DMST 20651 แสดงใหเห็นวา ceftazidime 20 μg/ml, 

50 μg/ml galangin ลดกราฟการเจริญของเช้ือลงเล็กนอยเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม ในขณะท่ี ceftazidime 5 

μg/ml ผสมกับ 5 μg/ml galangin ลดกราฟการเจริญของเช้ือลงท่ี 5x103 cfu/ml ท่ี 6 ชม. และอยูในระดับนี้
ตลอด 24 ชม.  ในทํานองเดียวกัน (รูป 7). Viable counts ของเช้ือ E. coli DMST 20662 แสดงใหเห็นวา 

amoxicillin 200 μg/ml, 100 μg/ml galangin ลดกราฟการเจริญของเช้ือลงเล็กนอยเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม 

ในขณะท่ี สวนผสมของ amoxicillin 10 μg/ml กับ 40 μg/ml galangin ลดกราฟการเจริญของเช้ือลงท่ี 
1x103 cfu/ml ท่ี 6 ชม. และอยูในระดับนี้ตลอด 24 ชม (รูป 8).  
 
4.3 ผลการทดลอง Transmission electron microscopy (TEM)  
        ผลการทดลองผลของสารผสม ceftazidime และ galangin ตอเช้ือ S. aureus DMST 20651 นั้น บงช้ีวา             
สารผสมดังกลาวทําใหเซลลแบคทีเรียไดรับความเสียหายอยางมาก การแบงตัวถูกยับยั้ง ผนังเซลลถูกทําลาย

และขนาดเซลลโตข้ึนอยางเห็นไดชัด (รูป 9d) ในขณะท่ีผลของ galangin 50 μg/mL เดี่ยวๆ ทําใหผนังเซลล

หนาข้ึนและยับยั้งการแบงเซลล ในขณะท่ี ceftazidime 25 μg/ml เดี่ยวๆ ไมมีผลตอผนังเซลลของเช้ือนี้ (รูป 
9)  สําหรับผลของสาร amoxicillin และ galangin เดี่ยวๆและผสมตอเซลล E. coli DMST 20662 นั้น บงช้ีวา 

สาร 200 μg/ml amoxicillin หรือ 100 μg/ml galangin เดี่ยวๆ ตอเช้ือนี้ท่ีเจริญใน cation-adjusted mueller-
hinton broth (CAMHB) จะเห็นวา cell wall และ cytoplasmic membrane สามารถเห็นชัดเจนและแยกแยะ
ได สามารถเห็น ribosomes ใน cytoplasm เปนจํานวนมากโดยไมแตกตางไปจากกลุมควบคุม (รูป 10a,b,c).    

ในขณะท่ีสวนผสมของ 8 μg/ml amoxicillin และ 30 μg/ml galangin  สามารถทําใหเซลลแบคมีเรียไดรับ
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4.4 Enzyme assays  

        ผลของ flavonoids ในการยับยั้งเอนไซม penicillinase และ β-lactamases ในหลอดทดลองน้ัน มีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ จากผลการทดลองจะเห็นวา galangin สามารถยับยั้ง penicillinase I จาก B. 
cereus. ไมใหทําลาย benzylpennicillin ท่ี 10 และ 20 นาทีไดอยางมีนัยสําคัญท่ี p < 0.01 เม่ือเทียบกับกลุม
ควบคุม เม่ือเทียบผลการยับยั้งใน flavonoids ดวยกันแลวจะเห็นวาฤทธ์ิในการยับยั้ง pennicillinase I 
โดยตรงเรียงลําดับดังนี้ tectochrysin > 6-chloro-7-methylflavone > Galangin ตามลําดับ (รูป 11a) เม่ือดูผล

ของความเขมขนของ galangin ในการยับยั้ง penicillinase (β–lactamase) type IV จาก E. cloacae แลวจะ

เห็นวา ผลของการยับยั้งข้ึนกับความเขมขน โดยท่ี 200 μg/ml ยับยั้งไดดีกวาความเขมขนท่ีต่ําลงมา
ตามลําดับ ผลนี้บงช้ีวานอกจาก galangin จะมีผลโดยตรงตอโครงสรางของเซลลและการแบงตัวของเซลล
แลว ยังอาจมีผลในการยับยั้งเอนไซม penicillinase   ของเช้ือดวย.   
 
4.5 วเิคราะห์และวจิารณ์ผลการทดลอง (Discussion)  
        ผลการทดลองหาคา MICs ของ galangin ตอ S. aureus DMST 20651 และ E. coli DMST 20662   
สอดคลองกับผลการทดลองของ Pepeljnjak and Kosalec (2004) ท่ีแสดงใหเห็นวา galangin แยกไดจาก 

propolis มีคา MIC 160±30 μg/ml ตอเช้ือ clinical isolates of MRSA strains. ผลการทดลองนี้ยังสอดคลอง

กับ Drago et al. (2007) ท่ีพบวา MIC ของ galangin ใน Actichelated® propolis ตาน E. coli มีคา 168-334 
mg/l. ในทํานองเดียวกัน flavonol ท่ีสกัดจาก Salvia pisidica สามารถยับยั้งแบคทีเรีย  E. coli ATCC 25922 
ท่ีความเขมขน 13g/100ml (Ozkan Gucan, 2010). งานวิจัยกอนหนานั้นพบวา galangin จาก propolis 
สามารถยับยั้ง E. coli และ Gram-negative bacteria อ่ืนๆ (Castaldo, 2002).          
        ผลของ checkerboard และ  viable counts ของ S. aureus DMST 20651 แสดงถึงการเกิด  synergistic 
effects ระหวาง galangin และ ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือนี้ ในขณะท่ีสวนผสมนี้ไมเกิด synergistic effects 
ตอเช้ือ E. cloacae DMST 21354 (คา FIC index = 1.23) ในทํานองเดียวกับสวนผสมของ galangin และ 
amoxicillin ในการตานเช้ือ E. coli DMST 20662 ผลนี้สอดคลองกับการทดลองของ Hemaiswarya et al., 
(2008) ท่ีพบวา flavonoids และ synthetic drugs เสริมฤทธ์ิกันในการยับยั้งแบคทีเรีย นอกจากนั้นแลว การ
วิจัยอ่ืนพบวา galangin ผสม gentamicin ออกฤทธ์ิเสริมกันในการยับยั้งเช้ือ methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus KCMM 40501 and DPS-1 strains (Lee et al., 2008). ผลการทดลองนี้คลายผลการ
ทดลองการเสริมฤทธ์ิกันของ galangin ผสม ceftazidime ในการตานเช้ือ penicillin-resistant S. aureus 
(Eumkeb et al., 2010).  
         ผลจาก enzyme assay อาจสามารถอธิบายไดวา galangin มีปฏิสัมพันธกับ penicillinase. สงผลให  
benzylpenicillin อิสระท่ีเหลืออยูสามารถยับยั้งแบคทีเรียได ผลนี้สอดคลองกับผลของ  Denny et al., (2002) 
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         ผลการวิจัยนี้บงช้ีวา galangin นอกจากจะมีฤทธ์ิออนๆดวยตัวเองในการตานเช้ือ S. aureus และ E. coli 

ท่ีดื้อตอ β-lactam แลว ยังมีความสามารถท่ีจะยับยั้งการดื้อยาของแบคทีเรีย โดยทําใหยากลุม β-lactam ท่ี
เช้ือเคยดื้อแลว กลับมาใชปราบเช้ือไดเชนเดิมในขนาดท่ีเคยใชรักษา ท้ังนี้จากงานวิจัยนี้ อาจเนื่องมาจาก
อยางนอย 2 กลไกท่ีสําคัญไดแก อยางแรกมีผลตอ the integrity of the cell wall และ on septum formation 
prior to cell division อาจเนื่องมาจากผลการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน รวมถึงการมีผลตอตําแหนง 
penicillin-binding protein 2a (PBP 2a). กลไกท่ีสองเนื่องมาจาก การมีปฏิสัมพันธในการยับยั้ง penicillinase 
enzyme ทําใหไมสามารถทําลายยาได ยังไมพบวา galangin มี cross-resistance กับ 4-quinolone drugs 
(Cushnie and Lamb, 2006).                               

         ไดมีงานวิจัยกอนหนานี้รายงานวา clavulanate, ซ่ึงมี lactam ring เหมือน β-lactam antibiotics, 

สามารถทําใหแบคทีเรียสราง β-lactamase มากข้ึน (Stapleton, 1995; Tzouvelekis, 1997). ผลการวิจัยนี้

ช้ีแนะวา β-lactamase inhibitors เหลานี้ (รวมถึง clavulanic acid) สามารถถูกทําลายไดโดยกลไกท่ี

เหมือนกับ β-lactam antibiotics. งานวิจัยช้ินนี้เปนการคนพบที่สําคัญท่ีช้ีใหเห็นวา galangin ซ่ึงใน

โครงสรางไมมี β-lactam structure (รูป 1) สามารถยับยั้งการดื้อยา β-lactams ของแบคทีเรียผานหลายกลไก 

เนื่องจากในโครงสรางของ galangin ไมมี β-lactam ring เหมือน clavulanic acid ทําให galangin ไม

เหนี่ยวนําใหแบคทีเรียเพ่ิมการผลิต β-lactamase. จากผลการวิจัยนี้บงชี้วา clavulanic acid ซ่ึงเปน β-

lactamase inhibitors, ตางจาก galangin ซ่ึงเปน flavonoids, ไมสารถยับยั้งหรือลดการดื้อตอยาในกลุม β-
lactams ของเช้ือ S. aureus DMST 20651 และ E. coli DMST 20662 ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีมีการติดเช้ือมากและ
อันตรายมากท่ีสุดได (ตาราง 1) Galangin อาจใชเปนสวนผสมของยาสูตรใหมเพื่อตานเช้ือท้ัง 2 strains 
ดังกลาว ซ่ึงไมสามารถรักษาไดโดยยา ceftazidime และ amoxicillin โดยงานวิจัยท่ีทําควบคูกับงานวิจัยนี้ 
โดยฉีดกาแลนจินเดี่ยวๆ ในขนาด 10, 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม(น้ําหนักตัว)ตอวัน เขาในชองทองของหนูถีบ
จักรในกลุมท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ สวนกลุมท่ี 3 และ 4 ฉีดกาแลนจินผสมกับเซพทาซิดีนขนาด 10+160 และ 
20+320 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม(น้ําหนักตัว)ตอวัน ตามลําดับ โดยแบงฉีดวันละ 2 คร้ัง เปนเวลา 14 วัน  
ผลการวิจัยพบวา น้ําหนักสัมพัทธและนํ้าหนักของอวัยวะสําคัญ(ตอน้ําหนักตัว)ของหนูทดลอง ไมมีการ
เปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม จุลกายวิภาคของตับ มาม หัวใจ ไต
และกระเพาะอาหาร ไมแตกตางจากกลุมควบคุม คาทางเคมีในเลือดไมมีความแตกตางระหวางกอนและหลัง
ฉีดกาแลนจินเดี่ยวๆ และ/หรือ ผสมกับเซพทาซิดีน ในทุกๆกลุมของหนูทดลอง ยกเวนระดับของฮีมาโทค
ริตในหนูท่ีไดรับการฉีดสารดังกลาว มีการลดลงอยางสัมพันธกับขนาดของสารทดลองอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% (Eumkeb, 2011) อยางไรก็ตามขนาดกาแลนจินท่ี 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอ
วัน เทากับ 10,000 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ซ่ึงเปนขนาดท่ีสูงมากๆ อยางไรก็ตามตองทดสอบพิษและ
ประสิทธิภาพในมนุษย โดยระดับยาในเลือดตองอยูในระดับท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรียดังกลาวได 
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4.6 สรุปผลการวจิยั (Conclusion) 
        จากผลการวิจัยนี้ สรุปไดวา galangin มีคุณสมบัติท่ีสามารถลดการดื้อยาในกลุม β-lactam antibiotics 
ของเช้ือ S. aureus DMST 20651 และ E. coli DMST 20662. เนื่องจากสารนี้มีในผักท่ีเรารับประทานเปน
อาหารกอรปกับขนาดท่ีสามารถยับยั้งแบคมีเรียมีความปลอดภัยในสัตวทดลอง จึงอาจสามารถนําสารนี้มา

ผสมกับยาในกลุม β-lactam เพื่อรักษาการติดเช้ือท่ีดื้อตอยากลมนี้ไดในอนาคต อยางไรก็ตามตองมีการ
ทดลองประสิทธิภาพในสัตวทดลองและในอาสาสมัครดวย  
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