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กิตติกรรมประกาศ 

 
การวิจัยเร่ืองการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของพลาสมาจากจระเข้พันธุ์ไทยต่อแบคทีเรีย

ดื้อยา ในคร้ังนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปีงบประมาณ 2553-
2554 ท าให้งานวิจัยในคร้ังนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี และขอขอบคุณ คุณยศพงษ์ เต็มศิริพงศ์ ที่ให้
ความอนุเคราะห์เลือดจระเข้  รศ.สพญ.ดร. ศจีรา คุปพิทยานันท์ รศ.ดร.สมปอง ธรรมศิริรักษ์ และ 
ผศ.ดร.  ทวีศักดิ์ จึงวัฒนตระกูล ที่กรุณาให้ค าปรึกษาและแนะน า จนงานวิจัยคร้ังนี้ส าเร็จ คุณสุพัชรี 
ศิริวงศ์ คุณโยธิน  ตีไธสง คุณไปรดา เชยประทับ  คุณ นงลักษณ์ อยู่แท้กูล  และคุณศิณีวัณย์  พิทักษ์
ทิม ที่ได้ช่วยการท าวิจัยคร้ังนี้ด้วยความทุ่มเท รวมไปถึงคุณอาทิตย์  แพงมา ที่ช่วยให้ความสะดวก
และให้ค าปรึกษาในเร่ืองการท า SDS-PAGE คุณอนุชิต  เรืองวิทยานนท์ ที่ช่วยอ านวยความสะดวก
และให้ค าปรึกษาการใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  ศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ที่อนุเคราะห์ทั้งอุปกรณ์และสถานที่ในการท าวิจัยจน
ประสบผลส าเร็จ        
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บทคัดย่อภาษาไทย 

 
การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียเป็นปัญหาส าคัญของโลกรวมถึงประเทศไทย ผู้ป่ วยหนักที่

โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา เช่น ผู้ป่วยเด็กแรกเกิด เด็กทารก เด็กโต และผู้ใหญ่มี
ภาวะแทรกซ้อนจากการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาซึ่งท าให้อัตราการเสียชีวิตและค่าใช้จ่ายในการ
รักษาพยาบาลเพิ่มขึ้นท าให้ต้องใช้ยาต้านแบคทีเรียขนานใหม่ที่มีราคาแพงมากขึ้นและรุ่นที่สูงขึ้น  
ดังนั้นวัตถุประสงค์หลักของการศึกษาวิจัยในปัจจุบันจึงให้ความส าคัญไปที่สารที่ได้มาจาก
ธรรมชาติที่มีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรียดื้อยาหรือสารที่สามารถเพิ่มการออกฤทธิ์ยาปฏิชีวนะเดิมให้
มีประสิทธิภาพสามารถใช้ต้านเชื้อแบคทีเรียดื้อยาได้ ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการศึกษาคร้ังนี้เพื่อ
ทดสอบฤทธิ์ในการต้านเชื้อแบคทีเรียดื้อยาของโปรตีนสกัดจากพลาสมาจระเข้น้ าจืดไทยเมื่อใช้
เดี่ยวๆ และใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะกลุ่มบีตาแลคแทม  พลาสมาของจระเข้ถูกท าให้บริสุทธิ์เพื่อที่จะ
ได้ 5 แฟรคชัน (พี 1 พี 2 พี 3 พี 4 และ พี 5) โดยใช้คอลัมน์ โครมาโทกราฟฟี ค่ายับยั้งต่ าสุดของ พี 1 
พี 2 พี 3 พี 4 และพี 5 ต้านเชื้อแบคทีเรีย เอนเทอโรแบคเตอร์ โคลเอเซ ที่ดื้อต่อยาเซฟตาซิดีม ดีเอ็ม
เอสที 21394 (ซีอาร์อีเอนซี 21394) มีค่า 1024,   >1024,  >1024, >1024 และ  1024 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ตามล าดับ ขณะที่ค่ายับยั้งต่ าสุดของทั้งห้าแฟรคชันในการต้านเชื้อ สแตปฟิโลคอคคัส ออ
เรียส ที่ดื้อต่อยา เมทิซิลิน ดีเอมเอสที 20651 (เอมอาร์เอสเอ 20651 ) คือ 1024 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ซึ่งค่ายับยั้งต่ าสุดดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียทั้งสองชนิดมีการดื้อยาในระดับสูงต่อแฟรค
ชันดังกล่าว นอกจากนั้นทั้งเชื้อ ซีอาร์อีเอนซี 21394 และ เอมอาร์เอสเอ 20651 มีการด้ือต่อยา เซฟตา
ซิดีมหรือยาออกซาซิลลินในระดับที่สูงเช่นเดียวกัน (ค่ายับยั้งต่ าสุดทั้งสอง >1024)  ผลจาก
การศึกษาด้วยวิธี เชคเกอร์บอร์ด พบค่าดัชนี เอฟไอซี ของพี 1 หรือ พี 5 ผสมกับยาเซฟตาซิดีมต้าน
เชื้อซีอาร์อีเอนซี 21394 ซึ่งทั้งสองมีการเสริมฤทธิ์เท่ากันที่ 0.062 ขณะที่ทั้ง พี 1 หรือ พี 2 ผสมกับยา
คลอกซาซิลินซึ่งทั้งสอง มีการเสริมฤทธิ์ที่ 0.375 ต้านเชื้อเอมอาร์เอสเอ การศึกษาการมีชีวิตรอดของ
เชื้อได้ยืนยันให้เห็นว่าสารผสมทั้งพี 1 และพี 5 ผสมกับยาเซฟตาซิดีมหรือยาคลอกซาซิลลินเป็น
สาเหตุให้เชื้อ ซีอาร์อีเอ็นซีและเอมอาร์เอสเอมีการลดลงอย่างเห็นได้ชัดในช่วง 6 ชั่วโมงและตลอด
ช่วง 24 ชั่วโมง จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่านพบว่าเซลล์ของเชื้อแสดง
ให้เห็นว่าผลของสารผสมระหว่างผสมกับทั้งพี1 หรือพี 5 ต่อเชื้อซีอาร์อีเอนซี แสดงให้เห็นว่าขนาด
ของเซลล์มีขนาดเล็กลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม ( พี<0.05 และ พี< 0.01)  
อีกทั้งเซลล์มีรูปร่างบิดเบี้ยวและเยื่อหุ้มเซลล์ได้รับความเสียหาย นอกจากนั้นผลของการซึมผ่านของ
เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและชั้นในพบว่าทั้ง พี1 และ พี 5 เดี่ยวๆ หรือผสมกับยาเซฟตาซิดีมมีผลท าให้
การซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและชั้นในของเชื้อซีอาร์อีเอนซี เพิ่มขึ้นอย่างชัดเจน (พี < 0.01) 
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ผลจากการศึกษาด้วยเอสดีเอส-เพจแสดงให้เห็นแถบโปรตีนของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับเยื่อหุ้ม
ชั้นนอกเพปทิโดไกลแคน (โอเอมพีจี) ที่น้ าหนักโมเลกุล 25 กิโลดาลตันของทั้งยาเซฟตาซิดีมเดี่ยวๆ 
หรือผสมกับพี 1 มีแถบจางกว่าแถบอ่ืนๆ เล็กน้อย เช่นเดียวกับ  ที่น้ าหนักโมเลกุล 35 และ 45 
กิโลดาลตันของแถบโปรตีนโอเอมพีจีของยาเซฟตาซิดีมผสมกับทั้งพี 1 หรือ พี 5 มีความเข้มน้อย
กว่าแถบควบคุมเล็กน้อย ผลจากการศึกษาการท างานของเอ็นไซม์พบว่าสารผสมระหว่างยาเซฟตาซิ
ดีมผสมกับทั้งพี 1 หรือพี 5 ได้แสดงให้เห็นว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์บีตา แลคแทมเมส ชนิดที่ 
4 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (พี<0.01) จากผลนี้สามารถสรุปได้ว่าสารผสมทั้ง พี 1 หรือพี 5 ผสมกับ
ยาเซฟตาซิดีมมีการเสริมฤทธิ์เสริมกันอย่างมากในการต้านเชื้อซีอาร์อีเอนซี ผลการศึกษาคร้ังนี้เป็น
หลักฐานให้เห็นว่าสารผสมดังกล่าวสามารถเปลี่ยนเชื้อที่ดื้อยาให้กลายเป็นเชื้อที่ไวต่อยาปฏิชีวนะที่
เคยใช้ในการรักษา   กล่าวโดยสรุปการออกฤทธิ์และการเสริมฤทธิ์ของแฟรคชันเมื่อใช้เดี่ยวๆ และ
ใช้ร่วมกับยาเซฟตาซิดีมอาจจะมีกลไกในการออกฤทธิ์ 3 กลไก   1) แฟรคชันจากพลาสมาแสดงการ
เสริมฤทธิ์กับยาเซฟตาซิดีม และอาจจะยับยั้งการสังเคราะห์ผนังเซลล์ซึ่งน าไปสู่การบิดเบี้ยวของ
รูปร่างเซลล์และผนังเซลล์ให้ได้รับความเสียหาย 2) การซึมผ่านของเยื่อหุ้มชั้นนอกและชั้นในของ
เชื้อชนิดนี้เพิ่มขึ้น 3) ยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีตาแลคแทมเมส นอกจากนี้อาจรบกวนการ
สังเคราะห์โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับเพปทิโดไกลแคนและเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกซึ่งท าให้ปรากฏแถบของ
โปรตีนที่ น้ าหนักโมเลกุล 35 และ 45 กิโลดาลตันค่อนข้างจางกว่ากลุ่มควบคุม  ดังนั้นแฟรคชันจาก
พลาสมาเลือดจระเข้น้ าจืดอาจจะถูกเสนอให้เป็นสารที่มีคุณสมบัติที่ดีส าหรับพัฒนาสารผสมร่วมกับ
เซฟตาซิดีมเพื่อเป็นยาตัวใหม่ในการต้านเชื้อ อี โคลเอเซ   ซึ่งในปัจจุบันดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่ใช้
ในทางปฏิบัติเกือบทั้งหมด อย่างไรก็ตามทดสอบความเป็นพิษในสัตว์ทดลองหรือในมนุษย์มีความ
จ าเป็น ถ้าเป็นไปได้ระดับของยาในเลือดและในเนื้อเยื่อควรจะอยู่ในระดับที่สามารถออกฤทธิ์เสริม
กัน 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 

 The resistance of bacteria is a major problem in the world including Thailand. Intensive 
care patients at Maharat Nakhon Ratchasima Hospital such as newborns, infants, children and 
adults patients have complicated from drug resistant bacteria infection lead to increasing the 
morbidity, mortality and cost of medical care. So, more expensive, newer and higher generation 
antibacterial agents have been increasing. Thus, the main purpose of current research is 
emphasized on naturally-derived substances, which have antibacterial activity against drug 
resistant bacteria or enhance the effectiveness of existing antibiotics. The objective of this study 
was to investigate the activity of separated fractions from Siamese crocodile (Crocodylus 
siamensis) plasma against drug resistant bacteria, when use alone and in combination with β-
lactams antibiotic. The crocodile plasma was sequentially separated to give five fractions (P1, P2, 
P3, P4 and P5) using column chromatography. The MICs of P1, P2, P3, P4 and P5 against clinical 
isolates of Ceftazidime-resistant Enterobacter cloacae DMST 21394 (CREnC 21394) revealed 
1024, >1024, >1024, >1024 and 1024 mg/mL, respectively, while MICs for Methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus DMST 20651 (MRSA 20651) displayed 1024 mg/mL for all fractions. 
These MICs show high resistant of both strains to these fractions. Furthermore, both CREnC 
21394 and MRSA 20651 were also high resistant to ceftazidime and cloxacillin (both MICs >1024 
µg/mL), respectively. The checkerboard results displayed that the FICs index of ceftazidime plus 
either P1 or P5 against  CREnC 21394 revealed synergistic effects both equal value at  0.062, 
besides either P1 or P5 plus cloxacillin demonstrated synergistic effects both equal value at 0.375 
against MRSA strain. The killing curves confirmed that both P1 and P5 in combination with either 
ceftazidime or cloxacillin caused markedly decrease of CREnC or MRSA cells, respectively 
within 6 h and throughout 24 h period. The TEM study exhibited that the effect of the 
combination of ceftazidime plus either P1 or P5 on CREnC revealed dramatically significant 
smaller cell size than control cells (p<0.01), cell shape distortion and cell envelope damage in 
about 70-80% of these cells. In addition, the OM and CM permeabilization results demonstrated 
that either P1 and P5 alone or in combination with ceftazidime steadily increased the OM and CM 
permeability of this strain compared to control (p<0.01). The SDS-PAGE results revealed that the 
35 and 45 kDa protein bands of outer membrane and peptidoglycan (OMPG) associated protein of 
this strain after exposure to ceftazidime plus either P1 or P5 were slightly paler than control. The 
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results of enzyme assay indicated that the combination of ceftazidime plus either P1 or P5 
exhibited β-lactamase type IV inhibition activity compared to others  (p<0.01).  These results can 
be concluded that the combination of ceftazidime plus either P1 or P5 showed strong synergistic 
activity against CREnC strain. These findings provide evidence that ceftazidime plus P1 or P5 can 
reverse resistance strain to be susceptible to its primary antibiotic. In conclusion, antibacterial and 
synergistic activities of these fractions when used alone and in combination with ceftazidime may 
involve three primary mechanisms of actions. Firstly, these plasma fractions show synergistic 
effect with ceftazidime and may exert to inhibit cell wall synthesis leads to cell shape distortion 
and cell envelope damage. Secondly, increase in OM and CM permeability of this strain. Thirdly, 
β-lactamase inhibition. Furthermore, the OMPG associated protein synthesis may be interfered.  
So, the fractions from Siamese crocodile serum would be offered as a good candidate for the 
development of a novel valuable adjunct to ceftazidime against E. cloacae, which currently almost 
resistant to practically antibiotics. However, toxicity test in vivo and humans are required. If 
possible, blood and tissue levels would be achievable to work synergistically. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 

ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำกำรวิจัย  
 การแพร่กระจายของเชื้อจุลชีพ (microorganism) ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะเป็นปัญหาส าคัญทั่วโลก 
(Liu et al., 2000) ซึ่งเชื้อแบคทีเรียที่พบว่ามีการด้ือยาบ่อยที่สุด คือ เชื้อ Staphylococcus aureus ที่ดื้อต่อยา 
methicillin (Methicillin-resistant S. aureus; MRSA) เชื้อกลุ่ม Enterococci ที่ดื้อต่อยา vancomycin 
(Vancomycin-resistant Enterococci; VRE) รวมไปถึงแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่งที่สามารถสร้างเอนไซม์ 
บีต้าแลคแทมเมสชนิดขยาย (Extended β-lactamases (ESBL)-producing gram negative rod) ซึ่งเป็นที่
ทราบกันดีว่าเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวเป็นปัญหาที่ส าคัญในระบบสาธารณสุขและมีอุบัติการณ์การดื้อยาของ
เชื้อดังกล่าวเพิ่มมากขึ้นทั่วโลกในช่วงปีที่ผ่านมา (Emori and Gaynes, 1993; Leclercq and Courvalin, 
1997; Moellering, 1998; 2009; Vonberg et al., 2008) ส าหรับสถานการณ์การดื้อยาต้านจุลชีพในปัจจุบัน
ของประเทศไทยพบว่ามีการเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง (Chokejindachai, 2007) โรงพยาบาลมหาราช
นครราชสีมาเป็นโรงพยาบาลที่ใหญ่ที่สุดในจังหวัดนครราชสีมาและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทยซึ่งพบปัญหาแบคทีเรียดื้อยาในระดับสูงในหลายๆ ภาคส่วนของโรงพยาบาลมหาราช
นครราชสีมา อาทิ หออภิบาลผู้ป่วยหนักส าหรับผู้ป่วยผ่าตัด (Surgical Intensive care unit) พบร้อยละ 90  
และหออภิบาลผู้ป่วยหนักส าหรับผู้ป่วยเด็กและเด็กคลอดก่อนก าหนดพบร้อยละ 80 (Maharat 
Nakhonratchasima hospital, 2012) 

 เชื้อ MRSA  เชื้อ Escherichia coli  เชื้อ Staphylococcus epidermidis เชื้อ Enterobacter cloacae 
และเชื้อ Enterococcus faecium เป็นเชื้อก่อโรคที่พบได้บ่อยที่สุด ส าหรับเชื้อ MRSA เป็นสาเหตุหลักของ
การติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ (Urinary tract infection) ติดเชื้อบริเวณแผลผ่าตัด ผิวหนัง และการ
ติดเชื้อที่ระบบทางเดินอาหาร (Isogai et al., 2001; Sundaram et al., 1983; Wang et al., 2003)  ส าหรับ
เชื้อ E. coli  เป็นสาเหตุส าคัญของการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ โรคล าไส้อักเสบในเด็ก โรค
อุจจาระร่วงในผู้ที่เดินทางไปต่างถิ่น (Traveller’s diarrhea) และการติดเชื้อในโรงพยาบาล (Nosocomial 
infection) ในเด็กแรกเกิด (Thammasirirak et al., 2006) ในทางเดียวกันการติดเชื้อดื้อยาในโรงพยาบาลใน
ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง ผู้ป่วยโรคเอดส์และผู้ป่วยโรคมะเร็งจะมีความยากล าบากในการรักษา
เพิ่มขึ้นอย่างมาก การติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาหลายขนาน (Multi-drug resistant bacteria) เพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่องจนกระทั่งปัจจุบันนี้ท าให้มีต้นทุนสูงในการรักษาโรคติดเชื้อ ดังนั้นการค้นหายาต้านจุลชีพตัว
ใหม่ เช่น การค้นหาสารต้านจุลชีพตัวใหม่จากพืชหรือสัตว์ ซึ่งมีความจ าเป็นอย่างมากและเป็น
จุดประสงค์การวิจัยที่มีความส าคัญและได้รับความนิยมในปัจจุบันเพื่อที่จะน ามาใช้รักษาการติดเชื้อ
แบคทีเรียดื้อยา 
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 จระเข้ที่อาศัยอยู่ตามธรรมชาติจะมีการต่อสู้กันสูงท าให้มีอัตราการได้รับบาดเจ็บสูงตามมาแต่
กลับพบว่าแผลติดเชื้อแบคทีเรียในสัตว์เหล่านี้พบได้เพียงเล็กน้อยซึ่งสารออกฤทธิ์ที่ต้านการติดเชื้อ
แบคทีเรียที่มีอยู่ในจระเข้ได้มีรายงานจากการศึกษาจ านวนมากในช่วงปีที่ผ่านมาบางการศึกษาพบว่า
เนื้อเยื่อจากปอดและต่อมหมวกไตของจระเข้ Crocodilians miloticus สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ Micrococcus luteus (Shaharabany et al., 1999)   เช่นเดียวกันกับการศึกษาของ Merchant et al. 
(2003) ที่พบว่าซีรัมจาก American alligator (Allicator mississippiesis) มีสเปกตรัมในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบกว้างกว่าซีรัมของมนุษย์อย่างมาก อีกทั้งซีรัมจาก 
aliigator มีฤทธิ์ปานกลางในการยับยั้งเชื้อไวรัสซึ่งสามารถต้านเชื้อไวรัสก่อโรคเริม (Herpes simplex 
virus type 1;HSV-1)  เชื้อไวรัสก่อโรคเอดส์ (Human immunodeficiency virus type 1; HIV-1)  เชื้อ West 
Nile virus (WNV) (Merchant et al., 2005a) การออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียดังกล่าวบางส่วนอาจเนื่องมาจาก 
complement ของจระเข้จะกระตุ้นการตอบสนองของ Humoral immune response  ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นม (Merchant et al., 2006b; Merchant et al., 2005c) แม้ว่าจะมีรายงานว่าซีรัมจาก alligator ท าให้เซลล์
เม็ดเลือดแดงของแกะแตกตัวแต่การแตกตัวของเม็ดเลือดดังกล่าวสามารถถูกยับยั้งด้วย EDTA, 
salicydoxime, ammonium hydroxide, methylamine (Merchant et al., 2009a; Merchant et al., 2010; 
Merchant et al., 2009b; Merchant et al., 2005c) นอกจากนี้ยังพบว่าเปปไทด์จากจระเข้น้ าจืดไทย 
(Crocodylus siamensis) มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อ  Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, 
S. aureus,  S. epidermidis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa aและ Vibrio cholerae (Preecharram et al., 
2010; Thammasirirak and Daduang, 2004) ยิ่งไปกว่านั้นเซลล์เม็ดเลือดขาวจาก alligator มีฤทธิ์ในการ
ต้านเชื้อรา  (Antimycotic activity) ซึ่งสามารถต้านไดถึง 6 ใน 8 สปีชีส์ของเชื้อ Candida และมีฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรีย 10 ใน 12 ของกลุ่มแบคทีเรีย ผลในการต้านจุลชีพดังกล่าวเป็นผลมาจาก cationic peptides 
จากเม็ดเลือดขาวมีบทบาทส าคัญในการต้านจุลชีพ (Kommanee et al., 2012; Merchant et al., 2006a; 
Pata, 2009) นอกจากนั้น สาร nisin ที่เป็นสารต้านจุลชีพในกลุ่ม peptide ดดยใช้เป็นสารถนอมอาหาร
หลายชนิด จะมีประจุเป็นบวกที่ pH > 7 (Rollema et al., 1995) อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับผล
ในการต้านแบคทีเรียของพลาสมาจากจระเข้น้ าจืดไทยต้านเชื้อแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแล
คแทม เช่น เชื้อ MRSA เชื้อ S. epidermidis  เชื้อ E. coli  เชื้อ E. cloacae และ E. faecium ผู้วิจัยจึงสนใจ
สาร peptide ที่มีประจุบวกจากพลาสมาจระเข้ดังกล่าว 
 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย  

1. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการต้านแบคทีเรียของ plasma fractions จากจระเข้น้ าจืดไทย  
(Crocodylus siamensis) ในการต้านเชื้อแบคทีเรียดื้อเมื่อใช้เด่ียวๆ 

2. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการต้านแบคทีเรียของ plasma fractions จากจระเข้น้ าจืดไทย  
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(Crocodylus siamensis) เมื่อใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมในการต้านเชื้อแบคทีเรียดื้อ 
3. เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธิ์เบื้องต้นของ plasma fractions จากจระเข้น้ าจืดไทย  

(Crocodylus siamensis)  เมื่อใช้เด่ียวๆและร่วมกับยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมในการต้านเชื้อแบคทีเรีย
ดื้อ โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission 
electronmicroscopy:TEM)  ศึกษาการซึมผ่านเยื่อหุ้มชั้นนอกและชั้นในของ เซลล์แบคที เ รีย  วิธี 
electrophoresis และศึกษาความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส (Enzyme assay) 

 
ขอบเขตของกำรวิจัย 

1.  Plasma fractions ของจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis) ได้รับมาจาก ศรีราชา โมด้า 
ฟาร์ม อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ประเทศไทย 

2.  เชื้อ MRSA  เชื้อ E. cloacae  เชื้อ S. epidermidis  และเชื้อ Escherichia coli (E. coli) ที่ได้แยก
ทางคลินิกได้รับมาจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ สถาบันสุขภาพแห่งชาติ กระทรวงสาธารณสุข 
ประเทศไทย  

3. ยา cloxacillin ยา ceftazidime และยา cephalexin สั่งซื้อมาจากบรษัท Sigma, Bristol-Myers 
4.  ค่า FIC index ที่ค านวณได้จาก checkerboard assay ที่มีค่าต่ าที่สุดจะถูกเลือกน ามาศึกษา

ต่อไป เช่น การนับจ านวนเซลล์แบคที่เรียที่มีชีวิต (viable count) กล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่าน การซึม
ผ่านของเยื่อหุ้มชั้นนอกและชั้นใน การศึกษาด้วย electrophoresis และการศึกษาความสามารถในการ
ยับยั้งเอนไซม์ (Enzyme assay). 
 
ประโยชน์ท่ีได้รับจำกกำรวิจัย 

1. ได้รับข้อมูลทางวิทยาศาสตร์เพิ่มเติมเกี่ยวกับการเสริมฤทธิ์กัน (synergism) ในการต้านจุลชีพ
ของสารผสมระหว่างเปปไทด์จาก plasma fractions ของจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis และยา
ปฏิชีวนะเพื่อต้านแบคทีเรียดื้อยา 

2.  ได้ทราบความรู้ใหม่ที่สามารถน าไปศึกษาต่อเพิ่มเติม เช่น กลไกการออกฤทธิ์ของเปปไทด์
จาก plasma fractions ของจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis) ต้านแบคทีเรียดื้อยาในสัตว์และ
มนุษย์ 

3. ผลจากการศึกษาครั้งนี้อาจจะเป็นประโยชน์ส าหรับการพัฒนายาสูตรผสมขนานใหม่เพื่อต้าน
เชื้อแบคทีเรียดื้อยา 
 4. ผลของการศึกษาจะเป็นประโยชน์กับแพทย์และผู้ป่วยที่ติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาที่รุนแรงโดย
การน ายาสูตรผสมขนานใหม่นีไ้ปใช้ในการรักษา 
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บทที ่2 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
 

2.1 เอกสำรและผลงำนท่ีเกี่ยวข้อง 
 ในประเทศไทยมีจระเข้ทั้งหมด 3 สปีชีส์  แต่มีเพียง 2 สปีชีส์เท่านั้นที่มีการน ามาเพาะเลี้ยงใน
ฟาร์ม ได้แก่ จระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis)(รูป. 2.1) และจระเข้น้ าเค็ม หรือ Estuarine 
crocodile (Crocodylus porosus) (รูป. 2.2)  จระเข้น้ าจืดไทยเป็นจระเข้น้ าจืดที่อาศัยอยู่ในประเทศ 
อินโดนีเซีย บรูไน มาเลเชียทางตะวันออก ลาว กัมพูชา พม่า ไทย และเวียดนาม เป็นจระเข้ที่ดุร้ายและ
เป็นอันตรายเคลื่อนที่ช้า อาศัยอยู่ตามหนองน้ า แม่น้ า และทะเลสาบบางแห่ง ขนาดตัวโตเต็มที่จะมีความ
ยาวไม่เกิน 3 เมตร (10 ฟุต) แต่ส าหรับสายพันธ์ลูกผสมนั้นจะมีขนาดใหญ่กว่ามาก การล่าและการสูญเสีย
ถิ่นที่อยู่อาศัยจ านวนมากส่งผลให้จระเข้สายพันธ์นี้มีความดุร้าย  ประชากรของจระเข้สายพันธ์นี้ที่อาศัย
อยู่ตามธรรมชาติมีอยู่ประมาณน้อยกว่า 5,000 ตัว  

 
  
 
 จระเข้มักจะมีการต่อสู้กันบ่อยท าให้ได้รับบาดเจ็บที่รุนแรงแต่แผลบาดเจ็บดังกล่าวดูเหมือนจะ
ไม่มีการติดเชื้อเกิดขึ้นแม้ว่าได้ต่อสู้กันในน้ าที่สกปรก การค้นพบที่ผ่านมาพบว่าจระเข้มีระบบภูมิคุ้มกัน
ที่แข็งแกร่งอย่างมากที่สามารถท าลายเชื้อแบคทีเรียดื้อยา เช่น เชื้อ MRSA ด้วยเหตุนี้เนื้อเยื่อจากจระเข้จึง
อาจจะมีความส าคัญทางการแพทย์ที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในด้านการรักษาโรคติดเชื้อในมนุษย์ 
การศึกษาของ  Merchant et al. (2003) พบว่าสเปกตรัมในการต้านแบคทีเรียของซีรัมจาก alligator กว้าง
กว่าซีรัมของมนุษย์ และการศึกษาต่อมาพบว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ได้สกัดแยกจาก alligator มี
ความสามารถในการต้านเชื้อรา เชื้อไวรัส และเชื้อแบคทีเรียโดยการกระตุ้นระบบ complement ผ่านทาง 
alternative pathway ซึ่งเป็นการตอบสนองเบื้องต้นในการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย (Merchant et al., 
2006a; Merchant et al., 2005a; Merchant et al., 2005b) จากการศึกษาของ Leelawongtawon et al. (2010) 

รูป 2.1 จระเข้น้ าจืดไทย  
ที่มา: ศรีราชา โมด้า ฟาร์ม อ. ศรีราชา จ.ชลบุรี 

รูป 2.2 จระเข้น้ าเค็ม  
ที่มา: http://www.itsnature.org 
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พบว่าซีรัมปกติและซีรัมที่ถูกท าให้แห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freez dried) จากจระเข้น้ าจืดไทยมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบหลายตัว อาทิ เชื้อ E. coli เชื้อ Klebsiella pneumoniae เชื้อ Enterobacter 
aerogenes เชื้อ Salmonella typhimurium และเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ขณะเดียวกัน Preecharram 
et al. (2008) ได้รายงานสเปกตรัมในการต้านแบคทีเรียของ Crocosin VI ที่ได้สกัดแยกและท าให้บริสุทธิ์
จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยด้วยวิธี membrane filter และ reverse phase high performance liquid 
chromatography (RP-HPLC) ผลการศึกษาพบว่า Crocosin VI มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 
Salmonella typhi และ S. aureus นอกจากนี้จากการศึกษาของ Pata (2009) พบว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวสกัด
จากจระเข้น้ าจืดไทยมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและต้านเชื้อราซึ่งได้สอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาที่พบว่า
เปปไทด์จากจระเข้น้ าจืดไทยมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียโดยยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. typhi เชื้อ  K.  
pneumonia เชื้อ S. aureus เชื้อ S. epidermidis เชื้อ E. coli เชื้อ P. aeroginosa และเชื้อ Vibrio cholerae  
ผลในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อดังกล่าวอาจเนื่องมาจากเปปไทด์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล (MW) ระหว่าง 5-75 
kDa (Preecharram et al., 2008; Thammasirirak and Daduang, 2004) 

โครงสร้างหลักของแบคทีเรียที่ส าคัญประกอบด้วย 1) เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน (cytoplasmic or inner 
membrane) เป็นส่วนประกอบที่พบทั้งในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบทซึ่งประกอบด้วยโปรตีน 
ไขมัน ฟอสโฟลิพิด  และคาร์โบไฮเดรต ท าหน้าที่เป็นตัวกั้นการเข้าออกของสาร การท างานของไซโต
โครม  ช่วยในการขนส่งสาร และสร้างแรงในการขับเคลื่อนที่ของโปรตรอน (proton motive force)  อีก
ทั้งยังเป็นที่อยู่ของเอนไซม์ transpeptidase และ carboxypeptidase ที่ท าหน้าที่เป็นตัวตั้งต้นและท าให้เกิด
การ crosslink ของ peptidoglycan (รูป 2.3)  2) Periplasm เป็นช่องว่างระหว่างเยื่อหุ้มชั้นนอกและเยื่อหุ้ม
ชั้นในของแบคทีเรียแกรมลบซึ่งผนังเซลล์จะอยู่ในส่วนนี้ ขณะเดียกัน periplasm ยังเป็นที่อยู่ของเอนไซม์
บีต้าแลคแทมเมสซึ่งสามารถท าลายยาปฏิชีวนะกลุ่มบีแลคแทม และมีโปรตีนที่ส าคัญที่ช่วยในการขนส่ง
สารเข้าออกเซลล์ 3) ชั้น Peptidoglycan จะมี teichoic acid และ lipoteichoic acid แทรกอยู่ (ส าหรับแกรม
ลบไม่มี teichoic acid และ lipoteichoic acid) ซึ่งช่วยให้เซลล์คงรูปและช่วยควบคุมแรงดันออสโมติกให้
คงที่ แบคทีเรียแกรมบวกจะมีชั้น Peptidoglycan หนากว่าแบคทีเรียแกรมลบ  4) เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก 
(Outer membrane) จะพบเฉพาะในแบคทีเรียแกรมลบเท่านั้นซึ่งจะมี porins และโปรตีนที่มีคุณสมบัติ
คล้าย porins ที่ท าหน้าที่ยอมให้เฉพาะบางโมเลกุลหรือจ ากัดเฉพาะบางโมเลกุลในการผ่านเข้า-ออก  ทั้งนี้
องค์ประกอบที่มีความส าคัญทางคลินิกอย่างมาก คือ เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกที่เรียกว่า lipopolysaccharide 
(LPS) ซึ่งจะท าให้เกิด endotoxin (รูป 2.3) (Walker, 1999)  
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รูป 2.3 โครงสร้างของแบคทีเรียแกรมบวก (a) และแกรมลบ (b) 

 
 

การวิจัยคร้ังนี้ได้ทดสอบประสิทธิภาพของ  plasma fractions จากจระเข้น้ าจืดไทยต่อเชื้อ E. 
cloacae เชื้อ S. aureus เชื้อ S. epidermidis และเชื้อ  E. coli  ส าหรับเชื้อ E. cloacae  เป็นแบคทีเรียแกรม
ลบอยู่ ในวงศ์  Enterobacteriaceae  สามารถเจริญได้ทั้ งที่มีและไม่มีออกซิ เจนและสามารถใช้
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน  เชื้อ  E. cloacae เป็นเชื้อก่อโรคที่ส าคัญที่สุดตัวหนึ่งที่เป็น
สาเหตุของการติดเชื้อในโรงพยาบาล (Nosocomial infection) และอุบัติการณ์การติดเชื้อตัวนี้เพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่องโดยเฉพาะในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องหรือผู้ที่ร่างกายอ่อนแอ  เชื้อ E. cloacae  เป็นเชื้อฉวย
โอกาสในผู้ที่มีแผล แผลไฟไหม้ และเป็นสาเหตุของการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ และบางคร้ังเป็น
สาเหตุของการติดเชื้อในกระแสเลือดและเยื่อหุ้มสมองอักเสบ (Shimeld and Rodgers, 1999) ตั้งแต่มีได้
เร่ิมน ายา piperacillin มาใช้ในโรงพยาบาลเพื่อรักษาการติดเชื้อ E. cloacae ก็พบว่าเชื้อตัวนี้มีการดื้อต่อยา 
piperacillin (Jang and Nishijima, 1990; Namavar et al., 1997) การดื้อยาของเชื้อ E. cloacae ต่อยา
ปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมมีสาเหตุหลักมาจากการสร้างเอนไซน์บีต้าแลคแทมเมสจาก chromosome 
encoding ampC gene ซึ่งยีนนี้ถูกควบคุมโดย ampR และ ampD region ซึ่งการกลายพันธ์ที่ ampD region 
จะท าให้มีการสร้างเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสเพิ่มมากขึ้น (Huber, 2002)  

เชื้อ S. aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลมอยู่ในวงศ์ Staphylococcacae  เป็นเชื้อที่ส าคัญ
ที่สุดตัวหนึ่งทางด้านสาธารณสุขทั่วโลกและเป็นสาเหตุท าให้เกิดอาหารเป็นพิษ โดยปกติเชื้อ S. aureus 
เป็นเชื้อประจ าถิ่นที่อาศัยอยู่บริเวณผิวหนังและในเยื่อเมือกบริเวณ nasopharyn ของมนุษย์ (Genigeorgis, 
1989) เชื้อ S. aureus เป็นสาเหตุให้เกิดแผลติดเชื้อและเป็นหนอง (Suppuration) รวมไปถึงแผลที่ผิวหนัง 
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ปอดอักเสบ (pneumonia) เต้านมอักเสบ (mastitis) หลอดเลือดด าอักเสบ (phlebitis) เยื่อหุ้มสมองอักเสบ 
(meningitis) การติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ โรคกระดูกอักเสบ (osteomyelitis) และเยื่อหุ้มหัวใจ
อักเสบ (endocarditis) เชื้อ S. aureus เป็นสาเหตุหลักของการติดเชื้อในโรงพยาบาลและการติดเชื้อที่มา
จากเคร่ืองมือแพทย์ ปัจจุบันพบว่าเชื้อตัวนี้ดื้อต่อยากลุ่ม penicillin เช่น ดื้อต่อยา methicillin ซึ่งเกิดจาก
ยีน mecA ที่สร้าง penicillin binding protein  ท าให้ความสามารถในการจับของยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลค 
แทมกับ penicillin binding protein   ของแบคทีเรียลดลง (Hiramatsu et al., 2001)  

เชื้อ S. epidermidis เป็นเชื้อประจ าถิ่นที่อาศัยอยู่ตามผิวหนังของคนปกติแต่อย่างไรก็ตามก็เป็น
สาเหตุที่ส าคัญของการติดเชื้อในโรงพยาบาลเป็นเชื้อก่อโรคที่ส าคัญที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อในกระแส
เลือด การติดเชื้อที่ระบบหัวใจและหลอดเลือดรวมไปถึงการติดเชื้อที่ตา หู จมูก และคอ เชื้อ   S. 
epidermidis มักจะเป็นเชื้อก่อโรคในผู้ป่วยที่มีร่างกายอ่อนแอ เช่น ผู้ติดสารเสพย์ติด และผู้ป่วยที่มี
ภูมิคุ้มกันต่ า (ผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกัน ผู้ป่วยโรคเอดส์ และเด็กที่คลอดก่อนก าหนด) การติดเชื้อตัวนี้
มักเข้าสู่ร่างกายผ่านทางสายส่วนภายในหลอดเลือดด า (intravascular catheter) (Lim and Webb, 2005) 
การดื้อยาของเชื้อ S. epidermidis พบว่ามีการดื้อต่อยาปฏิชิวนะที่ใช้อยู่ในปัจจุบันเป็นจ านวนมากรวมไป
ถึงยา methicillin การดื้อยาดังกล่าวเกิดจากยีน mecA และตัวควบคุมของมันที่อยู่บนชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่
เรียกว่า Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) ส าหรับตัวก าหนดการดื้อยา methicillin 
นั้นเกิดจาก  SCCmec จะขนส่งชุดของ recombinases และชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สามารถเคลื่อนที่ได้ (mobile 
DNA element) เช่น transposons  และการแทรกล าดับเบสหรือการไปรวมกับพลาสมิด (Kozitskaya et al., 
2004) ปัจจุบันมี SCCmec  5 ชนิดที่สามารถระบุได้ซึ่งมีขนาดอยู่ในช่วง 21-67 KDa การศึกษาล่าสุด
เกี่ยวกับการกระจายของ SCCmec พบว่าเชื้อ S. epidermidis มี SCCmec ทุกชนิด (Wisplinghoff et al., 
2003) ยิ่งไปกว่านั้นพบว่า SCCmec สามารถถ่ายทอดระหว่างสปีชีส์ Staphyloccocal ได้ นอกจากนั้นยัง
พบว่าเชื้อ  S. epidermidis สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ซึ่งเป็นสาเหตุที่ส าคัญที่ท าให้เกิดการดื้อยาและท า
ให้การรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อตัวนี้มีความยากล าบากมากขึ้น (Ziebuhr et al., 2006)  

เชื้อ E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่งอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae แบคทีเรียชนิดนี้
สามารถเจริญได้ทั้งที่มีและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) เป็นแบคทีเรียที่มีการศึกษามากที่สุดตัว
หนึ่งอีกทั้งยังมีสปีชีส์ที่หลากหลายและเด่นชัดเนื่องจากเชื้อ E. coli บางสายพันธ์อาศัยอยู่แบบพึ่งพาอาศัย
กันในล าไส้ของสัตว์โดยไม่เป็นอันตรายต่อสัตว์ ขณะที่บางสายพันธ์ก่อให้เกิดโรคเกี่ยวกับล าไส้ โรค
เลือดออกในล าไส้ สร้างพิษที่มีผลต่อล าไส้ ซึ่งแบคทีเรียสายพันนี้เป็นตัวก่อโรคที่ส าคัญในมนุษย์ เช่น
ท้องเสีย การติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ การติดเชื้อระบบทางเดินหายใจและในกระแสเลือด เชื้อ E. 
coli บางสายพันธ์สามารถน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้การปนเปื้อนของน้ า ส าหรับเชื้อ E. coli ที่อาศัยอยู่นอก
ล าไส้จะเป็นกลุ่มที่เป็นอันตรายต่อชีวิต (Hooton and Stamm, 1997) เชื้อ E. coli เป็นแบคทีเรียประจ าถิ่น
ของล าไส้ส่วนล่างของสัตว์เลือดอุ่นโดยปกติเชื้อชนิดจะเข้าอาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของเด็กทารก
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ภายใน 40 ชั่วโมงหลังคลอดซึ่งจะมาพร้อมกับอาหารหรือน้ าหรือมาพร้อมกับคนที่สัมผัสกับเด็กโดยจะ
ไปเกาะที่เยื่อเมือกของผนังล าไส้ใหญ่โดยปกติแล้วเชื้อ E. coli จะไม่ก่อโรคแต่ถ้าได้รับปัจจัยต่างๆ ที่ท า
ให้เชื้อชนิดนี้ก่อโรคจะท าให้เกิดล าไส้อักเสบ การติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ และเยื่อหุ้มสมองอักเสบใน
เด็กทารก  และบางโรคที่พบได้ไม่บ่อย เช่น haemolytic-uremic syndrome (HUS)  เยื่อบุช่องท้องอักเสบ 
เต้านมอักเสบ ติดเชื้อในกระเลือด ปอดอักเสบ ส าหรับยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ E. coli ได้แก่ ยากลุ่ม 
sulfonamides  ยา ampicillin ยากลุ่ม cephalosporins ยา chloramphenicol ยากลุ่ม tetracyclines และยา 
กลุ่ม aminoglycosides นอกจากนี้ยา sulfamethoxazole-trimethoprime  และยา ciprofloxacin จะมี
ประสิทธิภาพอย่างมากในการรักษาการติดเชื้อในระยะเร่ิมต้น (Shimeld and Rodgers, 1999) อย่างไรก็
ตามมีรายงานการดื้อยาของเชื้อ E. coli พบว่าเชื้อดังกล่าวมีการดื้อต่อยากลุ่ม penicillins และยากลุ่ม 
cephalosporins เช่น ยา ceftazidime (Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012) การดื้อยากลุ่ม 
fluoroquinolones ของเชื้อ E. coli  นั้นเกิดจากการสร้างเอนไซม์บีต้าแลคเทมเมสชนิดขยาย (Extended-
spectrum β-lactamase) และการดื้อยาหลายขนานของเชื้อตัวนี้ก็ก าลังกลายเป็นปัญหาที่ต้องตระหนักและ
ให้ความส าคัญ (Garau et al., 1999) 

ยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมเป็นยาต้านจุลชีพที่ถูกน ามาใช้กันอย่างกว้างขวางในทางคลินิก
เพราะมีประสิทธิภาพในการต้านแบคทีเรียสูงโดยออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์ peptidoglycan ซึ่งเป็น
องค์ประกอบของผนังเซลล์ (Laurence et al., 2006) โครงสร้างพื้นฐานของยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทม
ประกอบด้วย 5-membered thiszolidine ring เชื่อมติดกับ β-lactam ring ยาปฏิชีวนะแต่ละตัวในกลุ่มนี้จะ
มีความแตกต่างกันที่ side chain (R-group) (Tenover, 2006) ยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมประกอบด้วย 
4 กลุ่มย่อย ได้แก่ กลุ่ม penicillin กลุ่ม cephalosporins กลุ่ม carbapenems และกลุ่ม monobactams 
ส าหรับยากลุ่ม penicillin เป็นยาปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพครอบคลุมมากที่สุดและมีความเป็นพิษน้อย
ที่สุดขนานหนึ่ง อาการไม่พึงประสงค์ที่ส าคัญที่เกิดจากการใช้ยากลุ่ม penicillins คือ การแพ้ยา ยาที่ถูกจัด
ในกลุ่มนี้จะมีความแตกต่างกันที่ side chain ที่เกาะกับ 6-aminopenicillanic acid residue ซึ่งความแตกต่าง
ของ side chain นี้จะส่งผลให้ความสามารถในการออกฤทธิ์ของยาที่ครอบคลุมเชื้อต่างๆ ความคงทนต่อ
กรดในกระเพาะอาหาร และความไวต่อการถูกท าลายจากเอนไซน์บีต้าแลคแทมเมสมีความแตกต่างกัน
ด้วย  ยา cloxacillin เป็นยาที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม penicillin ซึ่งถูกน ามาใช้รักษาการติดเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม 
Staphylococci ที่สามารถผลิตเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส ยา cloxacillin จะออกฤทธิ์ขัดขวางการ
สังเคราะห์ผนังเซลล์โดยจับกับ penicillin binding protein ที่อยู่ด้านในผนังเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งยาจะ
ยับยั้งในระยะที่ 3 และระยะสุดท้ายของการสังเคราะห์ผนังเซลล์ส่งผลให้เซลล์แตกตัว 
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รูป 2.4 โครงสร้างทางเคมีของยา cloxacillin 
 

 ยากลุ่ม cephalosporins มีคุณสมบัติคล้ายกับยากลุ่ม penicillins แต่มีความคงทนต่อเอนไซม์บีต้า  
แลคแทมเมสได้หลายชนิดมากกว่า และออกฤทธิ์ครอบคลุมมากกว่ากลุ่ม penicillins อย่างไรก็ตามเชื้อ E. 
coli และเชื้อ Klebsiella ที่สามารถสร้างเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสชนิดขยาย (extended-spectrum β-
lactamases)  ที่มีความรุนแรงกว่ า เอนไซน์บีต้ าแลคแทมเมสทั่ วไปซึ่ ง สามารถท าลายยากลุ่ม 
cephalosporins  และเอนไซน์ชนิดนี้ก าลังกลายเป็นปัญหาส าคัญในปัจจุบัน ยากลุ่ม cephalosporins ไม่
สามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อ enterococci และ L. monocytogenes (Katzung, 2006)  ยา ceftazidime เป็นยา 
กลุ่ม cephalosporins รุ่นที่ 3 ซึ่งเป็นยากึ่งสังเคราะห์ที่ออกฤทธิ์ครอบคลุมเชื้อหลายตัวและเป็นยาส าหรับ
ฉีดมีฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย (bactericidal activity) โดยยับยั้งเอ็นไซม์ที่ท าหน้าที่ในการสังเคราะห์
ผนังเซลล์ซึ่งมีฤทธิ์ครอบคลุมทั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกรวมไปถึงแบคทีเรียที่ดื้อต่อยา 
gentamicin และกลุ่ม aminoglycosides ตัวอ่ืนๆ ยา ceftazidime มีความคงทนต่อเอนไซม์บีต้าแลคแทม-  
เมสอย่างมากและสามารถออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียที่ดื้อต่อยา ampicillin และยากลุ่ม cephalosporins ตัว
อ่ืนๆ ได้เช่นเดียวกัน อีกทั้งยา ceftazidime สามารถต้านเชื้อ Pseudomonas และเชื้อในวงศ์ 
Enterobacteriaceae ซึ่งการออกฤทธิ์ในการต้านเชื้อ Pseudomonas เป็นจุดเด่นของยา ceftazidime ที่
แตกต่างจากยากลุ่ม cephalosporins ตัวอ่ืนๆ ยา ceftazidime มีฤทธิ์ในการฆ่าแบคทีเรียโดยการยับยั้งการ
สังเคราะห์ผนังเซลล์โดยการจับกับ penicillin-binding proteins (PBPs) (Brunton et al., 2011) ส าหรับ
โครงสร้างทางเคมีของยา ceftazidime แสดงในรูป 2.5 
 
 

                                            

 

 

 

 

 

รูป 2.5  โครงสร้างทางเคมีของยา ceftazidime 
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 ยา cefalexin  หรือ cephalexin (รูป 2.6) เป็นยาในกลุ่ม cephalosporins รุ่น 1 เป็นยาปฏิชีวนะที่
ถูกน ามาใช้บ่อยที่สุดตัวหนึ่งโดยมักจะน ามาใช้รักษาการติดเชื้อที่ผิวหนังที่เป็นผลมาจากภาวะแทรกซ้อน
จากแผลหรือแผลฉีกขาด ยา cefalexin จะมีประสิทธิในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก  

 

รูป 2.6 โครงสร้างทางเคมีของยา cefalexin 
  

อย่างไรก็ตามยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมไม่สามารถฆ่าหรือยับยั้งแบคทีเรียได้ทุดชนิดเพระ
แบคทีเรียมีกลไกหลายที่ดื้อต่อยาดังกล่าว เช่น มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ penicillin binding 
proteins (PBSs) ซึ่งเป็นเป้าหมายของยากลุ่มบีต้าแลคแทม นอกจากนั้นแบคทีเรียที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ
อาจจะพัฒนา PBPs ให้มีน้ าหนักโมเลกุลสูงขึ้นเพื่อให้การจับกับยาปฏิชีวนะลดลง (Brunton et al., 2011) 
แบคทีเรียมีการป้องกันตนเองจากยาปฏิชีวนะท าให้ไม่ตอบสนองต่อยาปฏิชีวนะ การดื้อยาเบื้องต้นนั้น
เกิดจากการกลายพันธ์ตามธรรมชาติซึ่งเหตุการณ์นี้เกิดขึ้นน้อยและการดื้อยาอาจจะถูกถ่ายทอดไปยัง
ลูกหลาน อย่างไรก็ตามแบคทีเรียมีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ ดังนั้นลูกหลานของแบคทีเรียที่ดื้อยาจะ
ได้รับการถ่ายทอดยีนดื้อยา ส าหรับการดื้อยาขั้นที่สองจะต้องถ่ายทอดสารพันธุกรรมระหว่างแบคทีเรีย
ชนิดเดียวกันหรือต่างชนิดกันผ่านกระบวนการ transduction, transformation และ conjugation (ตาราง 
2.1) การแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมจะมีการสร้าง conjugation bridge จากแบคทีเรียชนิดเดียวกันหรือต่าง
ชนิดกัน (รูป 2.7) ส าหรับยีนดื้อยาในพลาสมิด หรือ transporans อาจมีการถ่ายทอดยีนดื้อยาหลายขนาน 
(multidrug resistance) หรือยีนที่ท าให้ดื้อต่อยาตัวหนึ่งแล้วท าให้ดื้อต่อยาตัวอ่ืนด้วย (cross-resistance)  
ตำรำง 2.1  การถ่ายทอด genetic material ของแบคทีเรีย  Roe (2008) 

   กำรถ่ำยทอด genetic material ของแบคทีเรีย 
Transduction ไวรัสเป็นตัวพา genetic material จากแบคทีเรียตัวหนึ่งไปยัง

แบคทีเรียอีกตัวหนึ่ง 
Transformation แบคทีเรียได้รับ genetic material  จากการกินแบคทีเรียที่ตาย

แล้ว 
Conjugation                     
(most common) 

แบคทีเรียแลกเปลี่ยนและถ่ายทอด genetic material ผ่านทาง 
plasmid   
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รูป  2.7  Bacterial conjugation. (Roe, 2008) 

 การดื้อยาของแบคทีเรียอาจเกิดขึ้นโดย  9 กลไกที่ส าคัญ ดังนี้ 1) แบคทีเรียมีการเอนไซม์ขึ้นมา
เพื่อท าลายยา เช่น เอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส ที่สามารถท าลายวงบีต้าแลคแทม (β-lactam ring) ซึ่งเป็น
สาเหตุหลักที่แบคทีเรียดื้อต่อยากลุ่ม penicillins และยากลุ่ม cephalosporins  การตรวจสอบหาเอ็นไซม์
ดังกล่าวท าได้โดยการศึกษาล าดับยีนหรือการเรียงสายโปรตีน (Livermore and Brown, 2001) 2) การ
ปรับเปลี่ยนไรโบโซมโดยการหมู่เมทิลเพื่อให้ยาปฏิชีวนะไม่สามารถจับกับไรโบโซมได้  (Tenover, 
2006) 3) การดัดแปลงโปรตีน เช่น ยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์ที่เอนไซม์ DNA gyrase แบคทีเรียอาจจะท าให้
การท างานของเอนไซม์ gyrase เปลี่ยนไปและท าให้แบคทีเรียไม่มีความจ าเพาะต่อยาปฏิชีวนะ นอกจากนี้ 
Penicillin-binding protein (PBPs) ที่เกิดขึ้นในผนังเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งมีบทบาทส าคัญในการ
สังเคราะห์ peptidoglycan โดยปกติยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมจะจับกับ PBPs ของแบคทีเรียได้เป็น
อย่างดีแต่ยาปฏิชีวนะจะจับกับ PBPs ของเชื้อ MRSA  ได้ลดลงเนื่องจากมียีน mecA ที่สามารถสร้าง  
PBP2a (Tenover, 2006) 4) การดัดแปลงกระบวนการเมทบอลิซึมซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของการดื้อยา
โดยเฉพาะยา กลุ่ม sulfonamides ซึ่งออกฤทธิ์ขัดขวางเอนไซม์ที่มีหน้าที่สร้างกรดโฟลิก การดื้อยาใน
กลุ่มนี้เกิดขึ้นได้โดยเปลี่ยนแปลงเอนไซม์เพื่อป้องกันการจับของยา sulfonamide ท าให้ยาไม่สามารถออก
ฤทธิ์ได้ (Tenover, 2006) 5) แบคทีเรียมีการสร้างปั้มเพื่อเอายาปฏิชีวนะออกนอกเซลล์  (Efflux pumps) 
ซึ่งเป็นกลไกที่ส าคัญอย่างมากในการดื้อยาของแบคทีเรียเพราะว่าปั้มจะจดจ าสารต่างๆ ได้หลากหลาย ซึ่ง
กลไกเหล่านี้พบในแบคทีเรียก่อโรคที่ส าคัญๆ และกลไกนี้สามารถเกิดขึ้นร่วมกับกลไกการดื้อยาอ่ืนได้
เช่นกัน (Moreira et al., 2004) ตัวอย่างเช่น เชื้อแบคทีเรีย enterococci  สามารถปั้มยา tetracyclin ออก
นอกเซลล์ได้ การปั้มยาออกชนิดนี้ออกเรียกว่า efflux phenomenon (Tenover, 2006) 6) แบคทีเรียได้รับ
ยีนดื้อยาอันใหม่จากแบคทีเรียดื้อยาชนิดอ่ืนๆ ซึ่งกระบวนการนี้ว่า Horizontal evolution และอาจจะ
เกิดขึ้นระหว่างสปีชีส์และต่างสปีชีส์หรือต่างสกุล (genera)  การแลกเปลี่ยนยีนประกอบด้วย 
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conjugation, transduction และ transformation (รูป 2.8) ท าให้แบคทีเรียที่ได้รับยีนนั้นกลายเป็นแบคทีเรีย
ดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายขนาน (Roe, 2008; Tenover, 2006)  

 

รูป 2.8   การถ่ายทอดสารพันธุกรรมของแบคทีเรีย  (http://www.wiley.com/college/)  

2.2 แหล่งท่ีมำของข้อมูล  
2.2.1  พลำสมำของจระเข้ (Crocodile plasma) 
เลือดจากจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis) ได้รับมากจากศรีราชา โมด้า ฟาร์ม อ. ศรีราชา  

จ. ชลบุรี ประเทศไทย  จ านวน 40 ตัว ทั้งเพศผู้และเพศเมียซึ่งมีสุขภาพดีน้ าหนักประมาณ 25 กิโลกรัม 
อายุระหว่าง 2-4 ปี และได้รับการพิสูจน์ว่าเป็นจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis) โดยสัตวแพทย์
ช านาญการประจ าศรีราชา โมด้า ฟาร์ม ซึ่งได้ขึ้นทะเบียนเป็นสถานบัน Commercial captive breeding 
institution with Convention on International Trade in Endangered Species (CITES) เพื่อที่เพาะพันธ์
จระเข้น้ าจืดไทย ส าหรับขั้นตอนการทดลองกับสัตว์ที่ใช้ในการศึกษาคร้ังนี้ได้รับการอนุมัติตามแนว
ปฏิบัติส าหรับการใช้และการดูแลสัตว์ทดลองโดยคณะกรรมการใช้และการดูแลสัตว์ทดลอง (ACUC) 
มหาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  (เลขที่ใบอนุมัติ 30/2553)      

2.2.2  แบคทีเรียท่ีน ำศึกษำ 
แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีประกอบด้วย เชื้อ E. cloacae  ที่ดื้อต่อยา ceftazidime  

DMST 21394 (ceftazidime-resistant E. cloacae; CREnC)  เชื้อ E. coli  ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 
20662 (ceftazidime-resistant E. coli; CREC) เชื้อ E. coli ATCC 25922  เชื้อ MRSA DMST 20651 เชื้อ 
S. aureus ATCC 29213 และเชื้อ S. epidermidis DMST 15505 เชื้อดังกล่าวได้รับมาจาก
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ สถาบันสุขภาพแห่งชาติ กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย และรับมาจาก 
the American Type Culture Collection (ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา  
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    ส าหรับการเตรียมและเก็บรักษา stock culture ซึ่งเตรียมโดยการเลี้ยงแบคทีเรียดังกล่าวในหลอด
ที่มีอาหาร nutrient agar และบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C  หลังจากนั้นน าไปเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 °C  ซึ่ง
เชื้อแบคทีเรียทุกตัวจะเตรียมและต่อเชื้อใหม่ ทุกๆ 3-4 สัปดาห์ (Eumkeb, 1999) 

1. ยำปฏิชีวนะกลุ่มเบ้ตำแลคแทมที่ศึกษำ 
ยา ceftazidime ยา cloxacillin และยา cefalexin  ได้รับมาจาก Sigma, Bristol-Myers 

2. อำหำรส ำหรับเพำะเลี้ยงเชื้อ 
อาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในการศึกษาครั้งน้ีประกอบด้วย Nutrient agar,  

Mueller-Hington broth และ Mueller-Hington agar ซึ่งอาหารดังกล่าวได้สั่งซื้อมาจากบริษัท Oxiod  
 

2.3 วิธีกำรเก็บรวบรวมข้อมูล 

2.3.1 กำรสกัดแยกเปปไทด์จำกพลำสมำของจระเข้น้ ำจืดไทย  
เลือดจระเข้น้ าจืดไทยถูกเก็บด้วยการดูดจากเส้นเลือดด า paravertebral จาก anterior dorsal  

sinus ประมาณ 40 มล. และถูกย้ายไปที่หลอด EDTA และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC ทิ้งไว้ทั้งคืนหลังจากนั้น
ปั่นเหวี่ยงที่ 4000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้ได้พลาสมาและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70 oC จนกระทั่งน ามา
ทดสอบ 
 น ามาพลาสมาที่ได้มาสกัดแยกต่อด้วยวิธี Ion exchange chromatography โดยการเจือจาง
พลาสมา (1:3) ใน Tris-HCl ที่ความเข้มข้น 15 mM  pH 8.1 และกรองด้วย membrane filter ขนาด 0.45 
µM หลังจากนั้นน าไปแยกด้วย Econo-Column chromatography 1 x 50 ซม. ร่วมกับ Q sepharose fast 
flow column ที่ได้ปรับความเที่ยงตรง (equilibration) ด้วย Tris-HCl ที่ความเข้มข้น 15 mM  pH 8.1  แล้ว 
ชะล้าง (elution) ด้วย NaCl ตามความข้น หลังจากนั้นก าจัดเกลือออกโดยใช้ dialysis membrane (pore 6 , 
หนา 38 มม. และเส้นผ่านศูนย์กลาง 24 มม.) ท าให้ได้ protein fractions แล้วน าไปวัด spectrophotometer 
ที่ 280 นาโนเมตร และทดสอบน าหนักโมเลกุลโดยใช้ SDS-PAGE 
 น า protein fraction ที่ได้จาก Ion exchange chromatography มาสกัดแยกต่อด้วยวิธี Gel 
filtration chromatography โดยการน าโปรตีนที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียมาเทรวมกันแล้วน าไปท าให้แห้ง
แบบแช่เยือกแข็ง (Lyophilized) น าตัวอย่างที่ถูกท าให้แห้งไปละลายในน า 1 มล. แล้วน าไปใส่ใน 
Sephadex G-50 gel filtration column (Superfine, Amersham Bio-sciences, 2.5 x 100 ซม.) ปรับความ
เที่ยงตรงด้วย 0.1 % trifluoroacetic acid (TFA) แล้วชะล้างด้วย 60% acetronitrile ใน 0.1 % TFA  น า 
blue dextran และ bromophenol blue มาใช้เป็นตัวบ่งชี้ (Indicator) เพื่อเลือก fraction ที่มีขนาดเล็กแล้ว
น าไปวัดด้วยเคร่ือง spectrophotometer ที่ 280 นาโนเมตรหลังจากนั้นก าจัดเกลือด้วย dialysis membrane 
เพื่อให้ได้ separated fractions (Thammasirirak and Daduang, 2004) 
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2. 3.2.  กำรเตรียมสำรและเตรียมเชื้อที่ทดสอบ 
ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีประกอบด้วย cloxacillin ยา ceftazidime และยา ceflexin  

ซึ่งเตรียมโดยการละลายในน้ าที่ผ่านการฆ่าเชื้อ (sterile water) ส าหรับการเตรียมสารละลาย seperated 
fraction P1,  P2, P3, P4 และ P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยเตรียมโดยการละลายในน้ าที่ผ่านการ
ฆ่าเชื้อและเจือจางด้วยวิธี two fold dilution เพื่อให้ได้ความเข้มตามที่ต้องการใช้ในการศึกษา 
     น าแบคทีเรียที่ศึกษาไปเพาะเลี้ยงในอาหาร nutrient broth 100 มล. เป็นเวลา 18 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิ 37 °C  น าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงแล้วไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที และน าส่วนที่
ตกตะกอน (pellets) มาล้างด้วยน้ าเกลือ  หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงและ suspend เซลล์อีกคร้ังด้วย
น้ าเกลือ ปรับความเข้มข้นของเซลล์ด้วยน าเกลือเพื่อให้ได้ความเข้มข้น 5 x 108 CFU/mL โดยใช้กราฟ
เทียบมาตรฐาน (calibration curve) ที่ 500 นาโนเมตร (Liu et al., 2000)  

2.3.3 Bacterial suspension standard curve 
    การท า bacterial suspension standard curve เพื่อให้ทราบปริมาณที่แน่นอนของแบคทีเรียที่มี 

ชีวิตโดยมีขั้นตอน ดังนี ้
     น าแบคทีเรียแต่ละชนิดมาเพาะเลี้ยงในอาหาร Mueller-hinton broth  100 มล. แล้วน าไปบ่ม 

ที่อุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง น าเซลล์แบคทีเรียไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,000 rpm และน าส่วนที่
ตกตะกอนไปล้างสองคร้ัง หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงอีกคร้ังที่ 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที  
หลังจากนั้น suspend เซลล์ด้วย 0.9 % NaCl 50 มล. และเจือจางแบคทีเรียเพื่อให้สามารถวัดค่า O.D. โดย
ใช้เคร่ือง  spectrophotometer ในช่วงการดูดกลืนแสง (Absorbance) อยู่ระหว่าง  0.05-0.25 ที่ความยาว
คลื่น 500 นาโนเมตร การนับปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตของแต่ละช่วงการดูดกลืนแสงทดสอบโดยใช้วิธี 
Overdried agar plate counting method และทดสอบซ้ า 3 คร้ัง (Eumkeb, 1999; Richards et al., 1993) 

2.3.4 กำรหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดท่ีสำมำรถยับยั้งกำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (MICs) 
Broth dilution method ถูกน ามาใช้เมื่อต้องการทดสอบแบคทีเรียจ านวนไม่มาก หรือเมื่อ 

ต้องการหาค่า MIC ที่แม่นย า การท าให้ความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะลดลงทีละสองเท่า (two-fold 
dilution) ถูกน ามาใช้เพื่อเตรียมปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อและปริมาณเชื้อที่เหมาะสม (โดยทั่วไป 
100,000 เซลล์แบคทีเรีย) ใส่ลงไปในแต่ละหลอด หลังจากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ส าหรับจุดสุดท้ายที่น ามาพิจารณาเป็นค่า MICs ของยานั้นคือจุดที่ไม่เห็นความขุ่น ส าหรับหลอด
ที่ไม่มีเชื้อ มีเฉพาะอาหารเลี้ยงเชื้อรวมกับยาปฏิชีวนะและมีเฉพาะอาหารเลี้ยงเชื้ออย่างเดียวถูกน ามาใช้
เป็นหลอดควบคุม  ขณะเดี่ยวกันหลอดที่มีเชื้อแบคทีเรียแต่ไม่มียาปฏิชีวนะถูกน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้การมี
ชีวิตของเชื้อแบคทีเรียในกรณีที่การอ่านจุดที่ไม่มีความขุ่นผิดพลาด (Greenwood, 2000) 
        การหาค่า MICs โดยใช้วิธี broth microdilution method โดยใช้ 96-well microplates เร่ิมโดย
การเขี่ยเชื้อจาก stock culture แล้วในไปเพาะเลี้ยงบน Mueller Hinton broth และบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C  
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เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นเตรียม bacterial suspension โดยปรับความหนาแน่นของเซลล์ด้วยน้ าเกลือ 
(0.9 % NaCl) ให้ได้ประมาณ 1 x 108 CFU/mL  โดยใช้การค่าการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบกับ bacterial 
suspension standard curve  หลังจากนั้นเตรียมความเข้มข้นของ separated fractions โดยให้คอลัมน์แรก
ของ 96-well plates มีความเข้มข้นสูงสุดและอาหาร Cation-adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB) 
และเจือจางให้ความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะลดลงทีละสองเท่า (Two-fold dilution) ในแต่ละหลุม (well) 
จะมีปริมาตรรวมทั้งหมด 200 ไมโครลิตร ส าหรับหลุมที่ไม่มียาปฏิชีวนะหรือ separated fractions จาก
พลาสมาของจระเข้จะถูกใช้เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) ขณะที่หลุมที่ไม่มีเชื้อจะใช้เป็น ตัว
ควบคุมผลลบ (negative control) และความเข้มข้นสุดท้ายของเชื้อหรือความเข้มข้นในแต่ละหลุมจะอยู่
ประมาณ 105 CFU/mL  หลังจากนั้นปิดด้วย perforated plate seal (TREK Diagnostic system Inc., 
Cleveland,OH) และค่า MIC ของ separated fraction และ ยาปฏิชีวนะจะอ่านผลหลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 37 
°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ค่า MIC คือค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดที่ไม่เห็นการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียใน 96-well plates (Clinical Laboratory Standards Institute, 2013; Jiang, 2011) 

2.3.5 Checkerboard determination 
การใช้ยาต้านจุลชีพร่วมกันมากกว่า 1 ตัวได้ถูกเลือกมาใช้ด้วยเหตุผลหลายประการ เช่น  

ช่วยลดความเป็นพิษของยาจากการลดขนาดยาของยาต้านจุลชีพลงและช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการออก
ฤทธิ์แต่ไม่ก่อให้เกิดพิษ หรือลดการพัฒนาไปเป็นการดื้อต่อยา (Swan and Manivannan, 2002) วิธี 
checkerboard เป็นวิธีที่ง่ายและสะดวกในการท าและใช้เวลาทดสอบเพียงแค่ 24 ชั่วโมงเท่านั้น  การเจือ
จางยาต้านจุลชีพอาจจะใช้ความเข้มข้นที่ทดสอบต่ ากว่าระดับที่ไม่สามารถท าให้เกิดการเสริมฤทธิ์ได ้
(Eumkeb, 1999; Lorian, 1999) 
       ในการใช้ยาปฏิชีวนะร่วมกันโดยใช้วิธี checkerboard ได้ท าตามวิธีของ Sabath (1967) และมี
การปรับเปลี่ยนเล็กน้อย (Eumkeb, 1999) ยาต้านจุลชีพ “A”  และยาต้านจุลชีพ “B” ถูกท าให้เจือจางลง ½ 
ของ MICs ของมัน วิธี checkerboard ได้ท าโดยใช้วิธี broth microdilution ใน 96-well microplates ซึ่งมี
ขั้นตอนดังนี้  น าแบคทีเรียที่ได้เพาะเลี้ยง 18 ชั่วโมงมาปรับ bacterial suspension ด้วยน้ าเกลือ (0.9 % 
NaCl) ให้ได้ประมาณ 1 x 108 CFU/mL  โดยใช้การค่าการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบกับ bacterial 
suspension standard curve  ส าหรับการทดสอบความไวของยาปฏิชีวนะในการต้านเชื้อแบคทีเรียใน 96-
well microplates ได้เตรียมโดยการเตรียมสารละลาย separated fractions จากพลาสมาจระเข้ที่มีความ
เข้มข้นสูงสุด (2048 มก./มล.) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และอาหารเลี้ยงเชื้อ CAMHB 100 ไมโครลิตรใส่
ลงไปในคอลัมน์แรกของ 96-well microplates  แล้วเจือจางสารละลาย separated fractions จากพลาสมา
ของจระเข้โดยการดูด separated fractions 100 ไมโครลิตรจากคอลัมน์แรกไปยังคอลัมน์ที่สองและท า
แบบนี้ไปยังคอลัมน์ถัดไปเร่ือยๆ โดยในแต่ละหลุมจะมีอาหาร CAMHB 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้น
เติมยาปฏิชีวนะ 50 ไมโครลิตรที่ความเข้มข้นต่างๆ ในแต่ละหลุมของ microplates แล้วเติม bacterial 
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suspension 50 ไมโครลิตรลงไปในแต่ละหลุม (ความเข้มข้นสุดท้ายของเชื้อ 5 x 105 CFU/mL) ดังนั้น
ปริมาตรรวมในแต่ละหลุมคือ 200 ไมโครลิตร ส าหรับ 2 คอลัมน์สุดท้ายใช้เป็นตัวควบคุมผลบวก 
(positive control) (มีเฉพาะเชื้อแต่ไม่มียาปฏิชีวนะหรือ separated fractions) และตัวควบคุมผลลบ 
(negative control) (ไม่มีเชื้อ) ตามล าดับ หลังจากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
โดยท าซ้ า 3 คร้ัง  หาค่า MICs ของยาที่ผสมกันแต่ละอันแล้วน าไปสร้างกราฟ isobolograms ส าหรับการ
ค านวณหาดัชนี FIC ส าหรับยาที่ผสมกันแต่ละอันสามารถค านวณได้ตามสมการดังต่อไปนี้  
 
    

 FIC (A+B)  ≤ 0.5   เสริมฤทธิ์กัน 
FIC (A+B)  > 0.5-4.0  ไม่มีปฏิกิริยาระหว่างยา 
FIC (A+B)  > 4.0   ต้านฤทธิ์กัน 

                                      (Johnson et al., 2004; Odds, 2003) 
 

2.3.6 Killing curve determinations 
การนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเพื่อท าเป็น killing curve ได้ท าตามวิธีที่ได้อธิบายไว้ก่อนหน้านี้ 

โดย Richards et al. (1993) และมีการดัดแปลงเล็กน้อย (Eumkeb, 1999) โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณ 
100 มล. จากนั้นให้เชื้อแบคทีเรียดื้อยา (5 x 105 CFU/mL) สัมผัสกับยาปฏิชีวนะหรือ separated fractions 
เดี่ยวๆ และยาปฏิชีวนะผสมกับ separated fractions ที่ความเข้มข้น ¼ ของ MICs  หลังจากที่สัมผัสสาร
เป็นเวลา 0, 0.5, 1, 2, 4,6  และ 24 ชั่วโมง แล้วดูดออกมา 0.1 มล. ในแต่ละช่วงเวลาไปเลี้ยงบนจานเลี้ยง
เชื้อที่มีอาหาร Mueller-Hinton agar จ านวน 4 จานต่อหนึ่งช่วงเวลาและน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็น
เวลา 18 ชั่วโมง หลังจากนั้นนับจ านวนเซลล์ที่เจริญเติบโต ค่าที่ต่ าสุดที่สามารถนับได้คือ 103 CFU/mL  
เซลล์และความเข้มข้นของตัวท าละลายที่ใกล้เคียงกันถูกน ามาใช้เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) 
(Iain et al. 2000) 
 

2.3.7 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (Transmission electronmicroscopy; TEM) 
การศึกษาผลของ separated fractions (P1 และ P5) เมื่อใช้เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกับยา  

ceftazidike ต้านเชื้อ E. cloacae DMST 21394 ที่ดื้อต่อยา ceftazidime (Ceftazidime-resistant E. cloacae 
DMST 21394; CREnC 21394) โดยท าตามขั้นตอนดังต่อไปนี้ 
       น าเชื้อ CREnC 21394 ไปเพาะเลี้ยงในอาหาร Mueller-Hinton broth 10 มล. บ่มที่อุณหภูมิ 37 
°C  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง  น าเชื้อที่บ่ม 2 มล.ไปเพาะเลี้ยงต่อในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller 
Hinton broth 98 มล. แล้วน าไปวางในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิแบบสั่น (water bath shaking) ที่อัตราการ

FIC  =         Conc.of A in MIC of A+B   +   Conc.of B in MIC of A+B 
                               MIC of A alone                           MIC of B alone 
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แกว่ง 100 คร้ัง/นาที อุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น าเซลล์ไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 
10 นาที แล้วล้างเซลล์ 2 คร้ังด้วย 0.9% NaCl หลังจากนั้นน าเชื้อที่มีความเข้มข้น 5 x 107 CFU/mL 
ปริมาณ 10 มล. ใน 0.9 % NaCl ไปเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ซึ่งแต่ละขวดจะมีอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-
hinton broth และยาต้านแบคทีเรียรวมกัน 90 มล. โดยความเข้มของยาต้านแบคทีเรียที่ใช้คือ ¼   MICs 
ของ separated fractions  (P1 และ P5) เด่ียวๆ และใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะท าให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของ
เซลล์แบคทีเรียประมาณ 5 x 106 CFU/mL ส าหรับขวดที่มีเชื้อ CREnC 21394 อย่างเดียวโดยไม่มียาต้าน
แบคทีเรียใช้เป็นตัวควบคุม น าแต่ละขวดไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิแบบสั่นที่อุณหภูมิ 37 °C และ
อัตราการแกว่ง 100 คร้ัง/นาที เป็นเวลา 4 ชั่วโมง (Richards and Xing, 1994; Richards et al., 1993)  
หลังจากนั้นน า CREnC 21394 ไปปั่นเหวี่ยงที่ 6,000 rpm  เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C และเทส่วน 
supernate ทิ้งแล้วตรึง (fix) ส่วน pellets ด้วย glutaraldehyde 8% v/v ใน phosphate buffer 0.1 M (pH 7.2) 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 °C และน าไปตรึงต่อในglutaraldehyde 4% v/v ใน phosphate buffer 0.1 
M (pH 7.2) เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 °C  ล้างด้วย buffer แล้ว suspend แบคทีเรียใน osmium 
tetroxide (OsO4) (Emscope, Watford) 1% w/v เป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้องจากนั้นล้าง 3 คร้ัง โดย
การปั่นเหวี่ยงและ resuspend ในน้ ากลั่น ส าหรับ pellet ที่ได้คร้ังสุดท้ายจะถูก resuspend ใน agarose อุ่น 
2 % w/v แล้วเทลงบนแผ่นสไลด์ทิ้งไว้ให้เย็นต่อไปน าชิ้นเล็กๆ ของเจลที่มีเซลล์แบคทีเรียและดึงน้ าออก 
(dehydrated) ด้วยล าดับความเข้มข้นของเอทานอล หลังจากนั้นน าไปฝังในเรซินแล้วตัดด้วยมีดเพชร 
(diamond knife) ด้วยเคร่ือง RMC ultramicrotome medel MTX แล้วน าไปย้อมด้วย uranyl acetate และ 
lead citrate สุดท้ายตรวจสอบโครงสร้างของแบคทีเรียโดยใช้ JEOL, JEM 2010 electron microscope ที่ 
80-100 kV (Eumkeb, 1999; Richards et al., 1993)   
  

2.3.8   กำรซึมผ่ำนของเย่ือหุ้มเซลล์ชั้นนอกและเยื่อหุ้มไซโตพลำสมิก 
       กำรซึมผ่ำนของเย่ือหุ้มชั้นนอก (Outer membrane permeability) 

 เพื่อศึกษาประสิทธิ์ภาพในการออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของ separated fractions (P1 และ  
P5) ทั้งใช้เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะต่อการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกในการควบคุมการซึม
ผ่านของสารซึ่งมีขั้นตอนการศึกษา ดังนี้ น าเซลล์แบคทีเรียไปเพาะเลี้ยงในอาหาร MHB 100 มล. ที่
อุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง หลังจากนั้นดูดแบคทีเรียที่ได้เพาะเลี้ยงมา 1 มล. ไปใส่ในขวดที่มี
อาหาร MHB 9 มล. แล้วน าไปใส่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิแบบสั่นที่อุณหภูมิ 37 °C และอัตราการแกว่ง 
100 คร้ัง/นาที เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น าเชื้อแบคทีเรียที่ได้ปรับความเข้มข้น 5 x 106 CFU/mL ) ปริมาณ 1 
มล. ใส่ลงไปในขวดรูปชมพู่ ที่มีอาหาร MHB 9 มล. และ separated fractions P1 และ P5 ทั้งใช้เดี่ยวๆ 
หรือใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะ ที่ความเข้มข้น ¼  MICs ของแต่ละตัวจะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของเชื้อ
แบคทีเรียประมาณ 5 x 105 CFU/mL  เก็บเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ 4700 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที และ 
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suspend ใน HEPES buffer แล้ววัด O.D. ที่ 600 นาโนเมตร ละลาย separated fractions ใน HEPES buffer 
ส าหรับการเตรียมสารละลายมาตรฐาน (stock solution)  ของ Nitrocefin (NCF) เตรียมโดยการละลาย 
NCF 1 มก. ใน DMSO และเจือจางด้วย HEPES buffer เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 60 ไมโครกรัม/มล. การ
ทดสอบการซึมผ่านของเยื่อหุ้มได้ทดสอบใน 96-well microtitre plates โดยเติม selected fractions P1 
หรือ P5 ทั้งใช้เดี่ยวๆ หรือผสมกับยาปฏิชีวนะปริมาณ 50 ไมโครลิตร และเติม NCF ปริมาณ 50 
ไมโครลิตรและเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบ 50  ไมโครลิตร ท าให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ NCF เท่ากับ 20 
ไมโครกรัม/มล. NCF ถูกน ามาใช้เป็น substrate ของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสที่อยู่ใน periplasm ของ
แบคทีเรียซึ่งโดยปกติจะถูกหลั่งออกมาจากชั้น lipopolysaccharide ของเชื้อ CREnC 21394 ส าหรับค่า 
EC50 ของ separated fractions ต่อการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกหาได้จากกราฟ dose-response 
curve จากความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ที่ได้รับเปปไทด์จากพลาสมาจระเข้น้ าจืดไทย
และเซลล์ที่ไม่ได้รับเปปไทด์หลังจาก 5 นาที ที่ 500 นาโน (Eumkeb and Chukrathok, 2013; Junkes et 
al., 2008)  
          กำรซึมผ่ำนเยื่อหุ้มไซโตพลำสมิก (Cytoplasmic membrane permeability) 
               การซึมผ่านเยื่อหุ้มไซโตพลาสมิกหรือเยื่อหุ้มชั้นในทดสอบโดยการวัดความสามารถ
ของเปปไทด์ที่ท าให้ เกิดการท างานของเอ็นไซม์ β-galactosidase ในแบคทีเรียโดยใช้  ortho-
nitrophenylgalactoside (ONPG) เป็น substrate ส าหรับขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างได้ถูกเตรียม
เช่นเดียวกับการทดสอบการซึมผ่านเยื่อหุ้มชั้นนอก ส าหรับ ONPG เตรียมโดยการละลายใน HEPES 
buffer ให้ได้ความเข้มข้น 300 ไมโครกรัม/มล.  ONPG สามารถถูกย่อยด้วยเอนไซม์ β-galactosidase ที่
อยู่ในไซโตพลาสซึมและปกติจะไม่สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ออกมาได้ ในการทดสอบการซึมผ่านเยื่อหุ้ม
ไซโตพลาสมิกทดสอบโดยการเติม separated fraction ที่ได้เลือกมาศึกษาคือ P1 และ P5 ทั้งใช้เดี่ยวๆ 
หรือผสมกับยาปฏิชีวนะปริมาณ 50 ไมโครลิตร ลงใน 96-well microtiter plates แล้วเติมสารละลาย 
ONPG ปริมาณ 50 ไมโครลิตร เติมเชื้อแบคทีเรียที่ได้ปรับความเข้มข้นแล้วปริมาณ 50 ไมโครลิตร ท าให้
ความได้ความเข้มข้นสุดของ ONPG 100 ไมโครกรัม/มล. หลังจากได้อุ่นที่อุณหภูมิ 37 °C  แล้วน า plate 
ไปวางใน plate reader ที่อุณหภูมิ 37 °C และการวัดท างานของ β-galactosidase ในการท าปฏิกิริยากับ 
ONPG ด้วยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร โดยใช้ polymyxin B ขนาด 5 mM 
เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) ส าหรับค่า EC50 ของ separated fractions ต่อการซึมผ่านของ
เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกได้จากกราฟ dose-response curve จากความแตกต่างของค่ากรดูดกลืนแสงของเซลล์
ที่ได้รับเปปไทด์จากพลาสมาจระเข้น้ าจืดไทยและเซลล์ที่ไม่ได้รับเปปไทด์หลังจาก 40 นาที ที่ 420 นาโน 
(Eumkeb and Chukrathok, 2013; Junkes et al., 2008) 
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2.3.9  Electrophoresis 
     กำรสกัดโปรตีนท่ีสัมพันธ์กับ peptidoglycan และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก 
        การทดสอบฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรียของ separated fraction P1 และ P5 ทั้งใช้เด่ียวๆ  

และใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะต่อโปรตีนที่สัมพันธ์กับ peptidoglycan และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรีย 
(Outer membrane and peptidoglycan associated protein; OMPG) ซึ่งมีขั้นตอนในการทดสอบดังนี้  
เพาะเลี้ยงเชื้อ CREnC 21394 ในอาหาร MHB 100 มล. และบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นน าเชื้อปริมาณ 8.0 มล. ไปเพาะเลี้ยงต่อในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหาร MHB 192 มล. แล้วน าไป
วางในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิแบบสั่นที่มีอัตราการแกว่ง 100 คร้ัง/นาที เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 
°C  หลังจากนั้นน าเชื้อที่ทดสอบ (5 x 106 CFU/mL) ปริมาณ 100 มล. ไปเพาะเลี้ยงต่อในขวดรูปชมพู่ที่มี
อาหาร MHB ผสมกับ separated fraction P1 และ P5  ที่ความเข้มข้น ¼  MICs ทั้งใช้เดี่ยวๆ หรือใช้
ร่วมกับยาปฏิชีวนะปริมาณ 100 มล. ส าหรับขวดที่มีเฉพาะอาหาร MHB 100 มล. โดยไม่มียาต้าน
แบคทีเรียถูกน ามาใช้เป็นตัวควบคุม  หลังจากนั้นน าแต่ละขวดไปใส่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิแบบสั่นที่
มีอัตราการแกว่ง 100 คร้ัง/นาที เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 °C  (Eumkeb, 1999; Richards and Xing, 
1994; Richards et al., 1993) เก็บเซลล์แบคทีเรียที่ได้เพาะเลี้ยงดังกล่าว 200 มล. และน าไปปั่นเหวี่ยง 
6,000 g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C และล้างเซลล์ 2 คร้ังด้วย N-2-hydroxyethyl piperazine-N-
ethanesulphonic acid (HEPES) buffer (10 mM, pH 6.8) จากนั้น resuspend เซลล์แบคทีเรียด้วยน้ ากลั่น 
10 มล. และท าให้เซลล์แตกโดยการ sonication (3 x 60s with 30s cooling period between each burst) ที่
อุณหภูมิ 4 °C   เซลล์ที่ไม่แตกจะถูกเอาออกโดยการปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 g เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C 
และเอาส่วนที่ตกตะกอน (pellet) ทิ้ง แล้วน าเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียและ peptidoglycan ออกมาโดยการปั่น
เหวี่ยงที่ 40,000 g เป็นเวลา 60 นาที แล้วล้างเซลล์ 2 คร้ังด้วยน้ ากลั่นที่ประกอบด้วย phenyl methyl 
sulphonyl fluoride (PMSF) 2 มก./มล.  จากนั้นน า OMPG ที่น้ าหนักเท่ากันที่สกัดได้จากจาก CREnC 
21394 ไป resuspend ในน ากลั่นที่มี PMSF 0.5 มล. (น้ ากลั่น + PMSF 2 มล.) ดังนั้นปริมาณสารสกัดที่
เท่ากัน (50 มก./มล.) ที่สกัดได้จากจาก CREnC 21394 สามารถน าไปศึกษาได้  โปรตีนที่สกัดได้ดังกล่าว
จะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70 °C  (Eumkeb, 1999; Richards and Xing, 1994; Richards et al., 1993)   
  Bovine serum albumin (จาก Sigma) ถูกน ามาใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน ส าหรับโปรตีนที่
สกัดได้จะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70 °C  และท าให้เจือจางอีกคร้ังใน buffer ก่อนที่จะมาแยกโปรตีนด้วย 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  โปรตีนที่สกัดได้มีความคงทนมากกว่า 2 เดือน
ถ้าถูกเก็บไว้ภายใต้สภาวะดังกล่าว (Eumkeb, 1999) 
             SDS-PAGE 
                SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ถูกน ามาใช้ในระบบเจลที่มี 
stacking gel 4 % และมี separating gel 15%   ส าหรับ OMPG ที่สกัดได้จะน าไปผสมกับ sample buffer ที่
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มี Tris-HCL buffer 0.125 M,  pH 6.8, 0.04 MNa2EDTA (Sigma), 4% (w/v) SDS,  10% (w/v) β-
mercaptoeethanol 20% (v/v) glycerol and 0.1% (w/ v) bromophenol blue (Sigma) และต้มให้เดือดเป็น
เวลา 5 นาที ขณะเดียวกันการท า Electrophoresis จะท าที่ 8 mA/เจล ส าหรับ stacking gel ส่วน separating 
gel ท าที่ 15 mA/เจล เพื่อเพิ่มความคมชัดบริเวณ subtyping areas  หลังจากท า electrophoresis จะย้อม 
separating gel ด้วย Coomassie Brilliant Blue เป็นเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้องและผสมให้เข้ากันเบาๆ  
หลังจากนั้นเร่ิมต้นการถอดสีที่ย้อม (destaining) ด้วย  ethanol 45% และสารละลาย  acetic acid 10% 
(v/v) ตามด้วยการถอดสีสุดท้ายด้วย สารละลาย  acetic acid 7%  ส าหรับโปรตีนมาตรฐานที่ถูกน ามาใช้
เป็น molecular mass makers ได้แก่ myoglobin (17,200), carbonic anhydrase (30,000), ovalbumin 
(42,700), albumin (66,250) and ovotransferrin (76,000-78,000) (Eumkeb, 1999) 

2.3.10 Enzyme assay  
เพื่อทดสอบความสามารถของ separated fractions P1 และ P5 ทั้งใช้เด่ียวๆ หรือใช้ 

ร่วมกับยาปฏิชีวนะในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส ชนิดที่ IV ที่ได้แยกมาจากเชื้อ 
E. cloacae  (β-lactamase type IV of E. cloacae) ที่ได้สั่งซื้อมาจากบริษัท Sigma-Aldrich การท าสอบ
การท างานของเอนไซน์บีต้าแลคแทมเมสทดสอบโดยใช้ benzylpenicillin เป็น substrate และความข้น
ของเอนไซน์ที่น ามาใช้ศึกษานั้นได้มาจากความเข้มข้นที่สามารถย่อย  benzylpenicillin  100 ไมโครกรัม/
มล. ให้เหลือประมาณ 50-60 % ใน 5 นาที น า separated fractions P1 และ P5 ทั้งที่ใช้เดี่ยวๆ หรือใช้
ร่วมกับยาปฏิชีวนะผสมกับเอนไซน์ใน 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) เป็นเวลา 5 นาที 
ก่อนที่จะเติม benzylpenicillin โดยใช้ methanol/acetic acid (100/1) เป็นตัวหยุดปฏิกิริยา (stopping 
reagent) หลังจากนั้นวิเคราะห์ปริมาณ benzylpenicillin ที่เหลือด้วย reverse-phase HPLC โดยใช้ 
acetronotile/ammonium acetate (25:75) เป็น mobile phase การทดสอบการท างานของเอนไซน์ด้วย 
HPLC เป็นวิธีที่สามารถวัดความทนทานของยาปฏิชีวนะต่อเอนไซน์บีต้าแลคแทมเมส ซึ่งจะฉีดตัวอย่าง
คร้ังละ 20 ไมโครลิตรที่ช่วงเวลาต่างๆ เช่น 5 10 15 และ 20 นาที และล้างคอลัมน์ก่อนการฉีดตัวอย่าง
ต่อไปด้วย sodium phosphate buffer ที่ความเข้มข้น 50 mM (pH 7.0) 

2.3.11 กำรวิเครำะห์ข้อมูล (Statistic analysis) 
การซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและเยื้อหุ้มชั้นในและ enzyme assay ได้ทดลองซ้ า  

3 คร้ัง และอย่างน้อย 10 เซลล์ของแต่ละกลุ่มรักษาจากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่านได้ถูกน ามาวัดเพื่อวิเคราะห์ขนาดเซลล์ การแสดงข้อมูลได้แสดงเป็นค่าเฉลี่ย (mean) ± ความคลาด
เคลื่อนของค่าเฉลี่ย (Standard error of mean; SEM) ส าหรับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ระหว่างแต่ละกลุ่มรักษาวิเคราะห์โดยใช้ one-way ANOVA และค่า p<0.05 และ p< 0.01 จากการทดสอบ
ด้วย Tukey’s HSD post hoc test จะถูกพิจารณาว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ    
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บทที ่ 3 
ผลกำรวิจัย 

3.1  กำรแยก fraction จำกพลำสมำของจระเข้น้ ำจืดไทย  
3.1.1 Ion exchange chromatography  
พีคของ fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่ได้แยกด้วย ion exchange chromatography 

โดยใช้คอลัมน์ Q sepharose  ทั้ง 5 พีคแสดงในรูป 3.1 การแยกด้วยวิธี ion exchange chromatography 
โดยใช้คอลัมน์  Q sepharose เพื่อที่จะคัดเลือกเอาเฉพาะโปรตีนที่มีประจุบวก (Cationic proteins) โดยใช้ 
Tris-HCL  25 mM เป็น mobile phase และล าดับความเข้มข้นของ NaCl ที่ pH 8.1 (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 
0.5 M ) ถูกน ามาใช้เป็น elution buffer ผลที่ได้พบว่า O.D. ของโปรตีนที่มีประจุบวกของแต่ละ fraction ที่
ได้เทรวมกัน (Pooled fraction) มีความแตกต่างต่างกันซึ่งเป็นผลมาจากความเข้มข้นของ NaCl ที่แตกต่าง
กัน โปรตีนที่มีประจุบวกหลอดที่ 1 - 10 เป็น fraction 1 (F1) หลอดที่ 11-20 เป็น fraction 2 (F2) หลอกที่ 
21-30 เป็น fraction 3 (F3) หลอดที่ 31-40 เป็น fraction 4 (F4) และหลอดที่ 41-50 เป็น fraction 5 (F5)  

 
รูป 3.1 Ion exchange chromatography ของพลาสมาจากจระเข้น้ าจืดไทยโดยใช้คอลัมน์ Q 

Sepharose ซึ่งมี fraction ที่ได้เทรวมกัน (Pooled fraction) ทั้งหมด 5 fractions จากการชะล้าง (elution) 
ด้วย NaCl ที่ความเข้มข้นต่างๆ (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 ส าหรับ F1, F2, F3, F4 และ F5 ตามล าดับ) 
โดยใช้ Tris-HCl เป็น mobile phase ที่ pH 8.1  

 

Tube number of elute fractions 
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  3.1.2  Gel filtration chromatography 
  น าแต่ละ fraction  ที่ได้จาก ion exachange chromatography มาแยกต่อด้วย gel filtration 
chromatography โดยใช้คอลัมน์ Sephadex G-50 (Superfine, Amershame Bio-Sciences, 2.5 x 100 ซม.) 
วิธีนี้ท าเพื่อแยกและคัดเลือกโปรตีนที่มีประจุบวกขนาด 0-250 kDa ท าให้ได้ separated fraction ทั้งหมด 
5 fraction; P1, P2, P3, P4 และ P5  และได้ทดสอบยืนยันน้ าหนักโมเลกุลโดยใช้ SDS-PAGE  ซึ่งผลที่ได้
แสดงในรูป 3.2 A และ 3.2 B  ผลจาก SDS-PAGE  พบว่า P1 มีแถบโปรตีน 2 แถบ คือ ที่ 67 และ 80 
kDa, P2 พบแถบโปรตีนทั้งหมด 4 แถบ ที่ 23, 67, 70 และ 160 kDa, P3 มีแถบโปรตีนทั้งหมด 2 แถบที่ 
67 และ 75 kDa, P4 ปรากฏแถบโปรตีนทั้งหมด 3 แถบที่ 23, 67, และ 75 kDa และ P5 พบแถบโปรตีน
ทั้งหมด 4 แถบที่ 23, 67, 75 และ 160 kDa (3.2 A) ซึ่งแถบโปรตีนที่พบในการศึกษาคร้ังนี้ส่วนใหญ่
ค่อนข้างแตกต่างจากการศึกษาที่ผ่านมา ทั้งนี้ Threenet และคณะ (2011) ได้ศึกษารูปแบบแถบโปรตีน
ของซีรัมจากจระเข้น้ าจืดไทยด้วย  SDS-PAGE พบว่ามีแถบโปรตีนปรากฏทั้งหมด 6 แถบที่น้ าหนัก
โมเลกุล 225, 121, 67, 62, 45 และ 25 kDa ตามล าดับ ผลดังกล่าวอาจอธิบายได้ว่าการศึกษาคร้ังนี้ใช้ 
separated fraction ที่ได้สกัดแยกจากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทย อย่างไรก็ตามช่วงน้ าหนักโมเลกุล
ระหว่าง 23-160 kDa จากการศึกษาคร้ังนี้เปรียบเทียบกับ 25-225 kDa อาจจะเป็นไปได้ว่ามีความคลาย
คลึงกัน 

 
รูป 3.2 การทดสอบยืนยันน้ าหนักโมเลกุลของ separated P1, P2, P3, P4 และ P5 ด้วย SDS-PAGE; P1= 
separated fraction P1 (0.757 mg/mL), P2 =  separated fraction P2 (1.757 mg/mL ),  P3 = separated 
fraction P3 (1.958 mg/mL), P 4= separated fraction P4 (3.914 mg/mL), P5 = separated fraction P5 
(2.613 mg/mL), std; molecular weight marker proteins (kDa) and BSA; bovine serum albumin  
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3.2 Bacterial suspensions viable count absorption standard curve 
 Bacterial suspensions viable count absorption standard curve ได้ท าขึ้นเพื่อที่จะได้ทราบปริมาณ
แบคทีเรียที่มีชีวิตที่แน่นอนซึ่งผลที่ได้จากการศึกษาส าหรับเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime 
DMST 21394 (Ceftazidime-resistant E. cloacae DMST 21394; CREnC 21394) เชื่อ E. coli ที่ดื้อต่อยา 
ceftazidime DMST 20662 (Ceftazidime-resistant E. coli DMST 20662; CREC 20662) เชื้อ S. aureus ที่
ดื้อต่อยา methicillin DMST 20651 (Methicillin-resistant S. aureus DMST 20651; MRSA 20651) เชื้อ S. 
aureus ที่ไวต่อยา methicillin ATCC 29213 (Methicillin-sensitive S. aureus; MSSA 29213) เชื้อ E. coli 
ที่ไว้ต่อยา ceftazidime ATCC 25922 (Ceftazidime-sensitive E. coli ATCC 25922; CSEC 25922) และ
เชื้อ S. epidermidis DMST 15505 ได้แสดงในรูป 3.3-3.8 ตามล าดับ  
 รูป 3.3-3.8  แสดงค่าดูดกลืนแสง (Absorbance) ของเชื้อ  CREnC 21394 เชื้อ CREC 20662 เชื้อ 
MRSA 20651 เชื้อ MSSA 29213  เชื้อ CSEC 25922 และเชื้อ S. epidermidis 15505 ที่ 500 โนโนเมตรที่
ความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 1 x 108 CFU/mL มีค่าการดูดกลืนแสงที่  0.19, 0.15, 0.14, 0.12 และ 0.10 
ตามล าดับ  

Absorption of bacterial suspension viable count 

standard curve of  E. cloacae DMST 21394

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.3   Standard curve for suspensions of ceftazidime-resistant  Enterobacter  cloacae  DMST 21394 
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Absorption of bacterial suspension viable count 

Standard curve E. coli DMST 20662 
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รูป 3.4   Standard curve for suspensions of ceftazidime-resistant    Escherichia coli DMST 20662 

Absorption of bacterial suspension viable count 
standard curve of E. coli ATCC 25922

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.5   Standard curve for suspensions of ceftazidime-sensitive    Escherichia  coli ATCC 25922 
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Absorption of bacterial suspension viable count 
Standard curve of S. aureus DMST 20651

absorbance (500 nm)
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รูป 3.6   Standard curve for suspensions of methicillin-resistant S. aureus  DMST 20651 

Absorption of bacterial suspension viable count 

standard curve of S. aureus ATCC 29213

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.7   Standard curve for suspensions of Methicillin-sensitive  Staphylococcus aureus ATCC 29213 
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Absorption of bacterial suspension viable count
Standard curve S. epidermidis DMST 15505 

absorption at 500 nm
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รูป 3.8   Standard curve for suspensions of Staphylococcus epidermidis  DMST 15505 

3.3  การหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดที สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (MICs) 
การหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (MICs) ของ  

separated fraction P1, P2, P3, P4 และ P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทย และ MICs ของยาปฏิชีวนะ
ที่น ามาศึกษา (ยา ceftazidime ยา cloxacillin และยา cephalexin) ต้านเชื้อ CREnC 21394 เชื้อ CREC 
20662 เชื้อ MRSA 20651 เชื้อ MSSA 29213  เชื้อ CSEC 25922 และเชื้อ S. epidermidis 15505 ได้
ทดสอบด้วยวิธี broth microdilution ซึ่งผลการศึกษาได้แสดงในตาราง 3.1 ยา ceftazidime เด่ียวๆ พบว่า
ไม่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อ CREnC 21394 ที่ MIC มากกว่า 1024 ไมโครกรัม/มล. ขณะที่มี
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อ CREC 20662 เชื้อ CSEC 25922 และเชื้อ S. epidermidis 15505 ที่ 
MIC 32, 8 และ 512 ไมโครกรัม/มล. ตามล าดับ อีกทั้งยังพบว่ายา cloxacillin ไม่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียใน
การยับยั้งเชื้อ MRSA 20651 ที่ MIC มากกว่า 1024 ไมโครกรัม/มล. เช่นเดียวกัน แต่ยาตัวนี้ยังคงมีฤทธิ์
ต้านแบคทีเรียยับยั้งเชื้อ MSSA 29213 ที่ MIC 32 ไมโครกรัม/มล.  ผลที่ได้จากการศึกษาครั้งน้ีอ้างอิงตาม
แนวปฏิบัติของ CLSI พบว่าเชื้อ E. cloacae ที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีมีการด้ือต่อยา ceftazidime ในระดับที่
สูง ขณะที่เชื้อที่ได้น ามาเป็นเชื้ออ้างอิง (reference strain) คือเชื้อ CSEC 25922 ยังคงไวต่อยา ceftazidime 
ที่ MIC 8 ไมโครกรัม/มล. (Clinical Laboratory Standards Institute, 2013)  
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

27 

Separated  
fraction or β-
lactam 

Minimum inhibitory concentration (MIC) 
E. cloacae 

DMST 
21394 

E. coli 
DMST 
20662 

 

E. coli 
ATCC 
25922 

 

S. aureus 
DMST 
20651 

(MRSA) 

S. aureus 
ATCC 
29213 

S.epidermidis 
DMST 
 15505 

P1 (mg/mL)                       1024 512  512  1024 8  512 
P2 (mg/mL)                     >1024 512  256 1024  64  512  
P3 (mg/mL)                     >1024 512  1024  1024 128  512 
P4(mg/mL)                     >1024 512  512  1024 128  512 
P5(mg/mL)                       1024 512  512  1024 256  512  
Ceftazidime (µg/mL)     >1024 32 8 - - 512 
Cloxacillin   (µg/mL)           - - - >1024 32 - 
Cephalexin (µg/mL)             -  - - - - 32 

ตาราง 3.1 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต (MIC) ของยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลค 
แทม (µg/mL) และ separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทย P1, P2, P3, P4 และ P5 (mg/mL) 
ต้านเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime เชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา ceftazidime  เชื้อ E. coli ที่ไวต่อยา 
ceftazidime  เชื้อ S. aureus ที่ดื้อต่อยา methicillin (MRSA)  เชื้อ S. aureus ที่ไวต่อยา methicillin และเชื้อ 
S. epidermidis  ซึ่งได้ทดสอบด้วยวิธี broth microdilution และทดสอบซ้ า 3 คร้ัง 
 
 ส าหรับค่า MIC ของ separated fraction P1, P2, P3, P4 และ P5 ต้านเชื้อ CREnC 21394 มีค่า
1024, >1024, >1024, 1024 และ 1024 มก./มล. ตามล าดับ ขณะที่ค่า MIC ของ separated fraction ทั้งหมด
ในการต้านเชื้อ CREC 20662 และเชื้อ S. epidermidis 15505 มีค่าเท่ากันที่ 512 มก./มล.  นอกจากนี้ยัง
พบว่าค่า MIC ของ separated fraction P1, P2, P3, P4 และ P5 ต้านเชื้อ CSEC 25922 มีค่า 512, 256, 1024, 
512 และ 512 มก./มล. ตามล าดับ ขณะที่ต้านเชื้อ MRSA 20651 มีค่าเท่ากันที่ 1024 มก./มล. และค่า MIC 
ในการต้านเชื้อ MSSA มีค่า 8, 64, 128, 128 และ 256 มก./มล. ส าหรับ separated fraction P1, P2, P3, P4 
และ P5 ตามล าดับ ผลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าเมื่อใช้ separated fraction P1, P2, P3, P4 และ P5 เด่ียวๆ มีฤทธิ์
ต้านแบคทีเรียเล็กน้อยในการยับยั้งเชื้อ CREC 20662 และ S. epidermidis 15505 แต่ไม่มีฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อ MRSA 20651 และ CREnC 21394  และที่น่าสังเกต separated fraction P1 มี
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียมากกว่ายา cloxacillin ในการยับยั้งเชื้อ MSSA 29213 
 การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าพลาสมาจากจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus siamensis) มีฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Salmonella typhi เชื้อ Klebsiella pneumoniae  เชื้อ S. 
aureus เชื้อ P. aeroginosa และเชื้อ Vibrio cholera (Kommanee et al., 2012; Preecharram et al., 2008; 
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Thammasirirak and Daduang, 2004) และจากการศึกษาของ Preecharram et al. (2010) พบว่า Crocosin ที่
ได้สกัดแยกจากพลาสมาของจะเข้น้ าจืดไทยมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อ S. typhi และ S. aureus 
ซึ่งกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของทั้ง hydrolyzed และ non-hydrolyzed crocosin มีน้ าหนักโมเลกุล
ระหว่าง 525-796 Da ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ที่ 10 ชั่วโมง นอกจากนี้การศึกษาที่
ผ่านมาได้ศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของซีรัมจาก American misissippiensis พบว่าเชื้อ E. coli  ที่ได้รับซีรัม
จาก A. misissippiensis มีอัตราการรอดชีวิตน้อยกว่าได้รับซีรัมของมนุษย์ 10 เท่า อีกทั้งมีสเปกตรัมในการ
ต้านแบคทีเรียกว้างกว่าซีรัมของมนุษย์เช่นเดียวกัน (Merchant et al., 2003)  ขณะเดียวกันงานวิจัยที่ผ่าน
มาพบว่าเปปไทด์ Leucrocin I-IV ที่ได้สกัดแยกจากเซลล์เม็ดเลือดขาวของจระเข้น้ าจืดไทยมีค่า MIC อยู่
ระหว่าง 0.66-25 ไมโครกรัม/มล. ต้านเชื้อ S. epidermidis (Pata et al., 2011) ในทางเดียวกันผลที่ได้จาก
การศึกษาคร้ังนี้พบว่า separated fraction P1, P2, P3, P4 และ P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยมีฤทธิ์
ต้านแบคทีเรียเล็กน้อยในการยับยั้งเชื้อ CREC 20662 เชื้อ CSEC 25922 เชื้อ MSSA 29213 และเชื้อ S. 
epidermidis 15505 ซึ่งค่า MIC ของ fraction ต้านเชื้อที่ยังคงไวต่อยาปฏิชีวนะดังกล่าวมีค่าค่อนข้างต่ ากว่า
เชื้อที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ ส าหรับผลที่ได้จากการศึกษาคร้ังนี้สนับสนุนสมมติฐานที่ว่าการออกฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียของ separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยอาจเป็นไปได้ว่าเป็นฤทธิ์ของกรดอะมิ
โนที่เป็นส่วนประกอบของโพลีเปปไทด์ที่หนักกว่าและยาวกว่า crocosin (Preecharram et al., 2010) 
 
3.4 Checkerboard determination 

การทดสอบการออกฤทธิ์เสริมกันในการต้านแบคทีเรียของ separated fraction จากพลาสมาของ
จระเข้น้ าจืดไทยและยาปฏิชีวนะได้ศึกษาด้วยวิธี Checkerboard โดย separated fraction ที่ได้เลือกน ามา
ศึกษาการออกฤทธิ์เสริมกันกับยา ceftazidime และยา cloxacillin ได้แก่ P1 และ P5  ในการต้านเชื้อ 
CREnC 21394 เชื้อ CREC 20662 และเชื้อ MRSA 20651 ยาผสมแต่ละคู่ที่มีการเสริมฤทธิ์กันจะถูกน ามา
สร้างเป็นกราฟ isobolograms ดังที่ได้แสดงในรูป 3.9-3.12 และข้อมูลที่ได้จากการทดสอบด้วยวิธี 
checkerboard ได้สรุปไว้ในตาราง 3.2  ปฏิกิริยาระหว่าง separated fraction P1 และ P5 จากพลาสมาของ
จระเข้น้ าจืดไทยและยา ceftazidime หรือ cloxacillin อธิบายโดยใช้ค่าดัชนี fraction inhibitory 
concentration (ดัชนี FIC) ซึ่งได้ค านวณและแปลผลตามค าอธิบายของ Odds’s ดังต่อไปนี้ ถ้าค่าดัชนี FIC 
≤ 0.5 หมายถึงมีการเสริมฤทธิ์ (Synergism) ถ้าดัชนี FIC > 0.5-4.0 หมายถึงไม่มีปฏิกิริยาระหว่างยา (No 
interaction) และถ้าดัชนี FIC > 4.0 หมายถึงการต้านฤทธิ์ (Antagonism) (Johnson et al., 2004; Odds, 
2003) รูป 3.9 และ 3.10 แสดงการออกฤทธิ์เสริมกันระหว่าง separated fraction ทั้ง P1 หรือ P5 จาก
พลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยผสมกับยา cloxacillin ต้านเชื้อ MRSA 20651 (FICI ≤ 0.5 ) เช่นเดียวกับ
สารผสมระหว่าง separated fraction P1 หรือ P5 และยา ceftazidime มีการเสริมฤทธิ์กันต้านเชื้อ CREnC 
21394 ที่ FICI ≤ 0.5 ดังแสดงในรูป 3.11 และ 3.12 
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รูป 3.9  Isobologram สร้างจากข้อมูลที่ได้จากการทดสอบปฏิกิริยาระหว่างยาด้วยวิธี checkerboard ซึ่ง
แสดงให้เห็นถึงการออกฤทธิ์เสริมกันระหว่างยา cloxacillin ผสมกับ separated fraction P1 ต้านเชื้อ S. 
aureus DMST 20651 (MRSA 20651) 
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รูป 3.10  Isobologram สร้างจากข้อมูลที่ได้จากการทดสอบปฏิกิริยาระหว่างยาด้วยวิธี checkerboard ซึ่ง
แสดงให้เห็นถึงการออกฤทธิ์เสริมกันระหว่างยา cloxacillin ผสมกับ separated fraction P5 ต้านเชื้อ S. 
aureus DMST 20651 
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รูป 3.11  Isobologram สร้างจากข้อมูลที่ได้จากการทดสอบปฏิกิริยาระหว่างยาด้วยวิธี checkerboard ซึ่ง
แสดงให้เห็นถึงการออกฤทธิ์เสริมกันระหว่างยา cloxacillin ผสมกับ separated fraction P1 ต้านเชื้อ E. 
cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) 
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รูป 3.12  Isobologram สร้างจากข้อมูลที่ได้จากการทดสอบปฏิกิริยาระหว่างยาด้วยวิธี checkerboard ซึ่ง
แสดงให้เห็นถึงการออกฤทธิ์เสริมกันระหว่างยา cloxacillin ผสมกับ separated fraction P5 ต้านเชื้อ E. 
cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) 

 
ค่า MIC ของ separated fraction P1 และ P5 เมื่อผสมกับยา ceftazidime มีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัด

จาก MIC ของ P1 และ P5 เท่ากันที่ > 1024 มก./มล. ผสมกับ ceftazidime 1024 ไมโครกรัม/มล. ลดลง
เหลือ 32 มก./มล.  (1/32 MIC ) ส าหรับ P1 และ P5 และ 32 ไมโครกรัมส าหรับยา ceftazidime (1/32 
MIC) ต้านเชื้อ CREnC 21394 นอกจากนี้ MIC ของ separated fraction P1 และ P5 เมื่อผสมกับยา 
cloxacillin มีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัดเช่นเดียวกันซึ่งค่า MIC ของ P1 และ P5 ลดลงจาก >1024 มก./มล.  
เป็น 128 มก./มล. (1/8 MIC)  และความเข้มข้นของยา cloxacillin ลดลงจาก 128 ไมโครกรัม/มล. เป็น  32 
ไมโครกรัม/มล. (1/4 MIC) ในการยับยั้งเชื้อ MRSA 20651  อีกทั้งยังพบว่าค่า MIC ของ separated 
fraction P1 และ P5 เมื่อผสมกับยา ceftazidime  ต้านเชื้อ CREC 20662 มีค่าลดลงเช่นเดียวกันโดยที่ค่า 
MIC ของ P1 และ P5 ลดลงจาก 512 มก./มล. เป็น 256 และ 128 มก./มล. ตามล าดับ ขณะที่ MIC ของยา 
ceftazidime เมื่อใช้ร่วมกับ P1  ลดลงจาก 32 ไมโครกรัม/มล. เป็น 1 ไมโครกรัม แต่ MIC ของยา 
ceftazidime ไม่เปลี่ยนแปลงเมื่อใช้ร่วมกับ P5 
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การเสริมฤทธิ์ของสารผสมระหว่าง separated fraction ทั้ง P1 และ P5 ผสมกับยา ceftazidime 
ต้านเชื้อ CREnC 21394 ที่ดัชนี FIC เท่ากันที่ 0.062  และมีการเสริมฤทธิ์ของสารผสมระหว่าง separated 
fraction ทั้ง P1 และ P5 ผสมกับยา cloxacillin ต้านเชื้อ MRSA 20651 อย่างไรก็ตามไม่พบการท างาน
แบบเสริมฤทธิ์ของสารผสมระหว่าง P1 และ P5 ผสมกับยา ceftazidime ต้านเชื้อ EREC 20662 ที่ดัชนี 
FIC 0.531 และ 1.24 ตามล าดับ  (ตาราง 3.2)  โดยทั่วไปค่าดัชนี FIC ที่มีค่าต่ ากว่า 0.5 ได้รับการยอมรับ
กันอย่างกว้างขวางว่ามีการเสริมฤทธิ์ระหว่างยาต้านจุลชีพ 2 ขนาน (Johnson et al., 2004; Odds, 2003)   
ดังนั้นผลจากการศึกษาคร้ังนี้เป็นหลักฐานที่ยืนยันว่ามีการเสริมฤทธิ์กันอย่างมากระหว่าง separated 
fraction P1 และ P5 เมื่อใช้ร่วมกับยา ceftazidime หรือยา cloxacillin ต้านเชื้อ CREnC 21394 และ MRSA 
20651 ตามล าดับ 

 
       ตาราง 3.2 สรุปค่า FIC ที่ได้จากการทดสอบด้วยวิธี Checkerboard ของยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลค 
แทมเมื่อใช้เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกับ separated fraction P1 และ P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยต้าน
แบคทีเรียดื้อยา   

 
Test bacteria 

Combination of 
agents 

MIC 
(/mL) 

MIC 
(A+B) 

FIC 
index 

Type of 
interaction 

CREnC 21394 Ceftazidime (µg) 
 P1 (mg) 

>1024 
>1024 

32 
32 

0.062 synergism 

Ceftazidime (µg) 
 P5 (mg) 

>1024 
>1024 

32 
32 

0.062 synergism 

MRSA 20651 Cloxacillin (µg) 
P1 (mg) 

128 
1024 

32 
128 

0.375 synergism 

Cloxacillin (µg) 
P5 (mg) 

128 
1024 

32 
128 

0.375 synergism 

E. coli 20662 Ceftazidime (µg) 
P1 (mg) 

32 
512 

1 
256 

0.531 no interaction 

Ceftazidime (µg) 
P5 (mg) 

32 
512 

32 
128 

1.25 no interaction 

 
 หนึ่งในแนวทางการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาคือการใช้ยาสูตรผสมโดยใช้ยาต้านจุลชีพ 2 
ขนานหรือมากกว่าซึ่งแนวทางการรักษานี้จะช่วยลดอุบัติการณ์การดื้อยาของแบคทีเรีย ลดความเป็นพิษ
หรือผลข้างเคียงของยาจากการใช้ยาในขนาดที่สูงซึ่งการใช้ยาสูตรผสมจะสามารถช่วยลดความเข้มข้น
หรือขนาดของยาลงได้ และการใช้ยาสูตรผสมจะมีประสิทธิภาพในการรักษาการติดเชื้อจุลชีพหลายชนิด 
(polymicrobial infections) กลไกการออกฤทธิ์ของการใช้ยาต้านจุลชีพร่วมกันในการรักษาการติดเชื้อจุล
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ชีพนั้นออกฤทธิ์ผ่าน 4 กลไกบนพื้นฐานการศึกษาทางด้านเภสัชจลนศาสตร์ ชีวโมเลกุล และการศึกษา
ทางด้านคลินิก 1) การเสริมฤทธิ์และมีเป้าหมายการออกฤทธิ์หลายต าแหน่ง 2) ผลทางด้านเภสัช
จลนศาสตร์โดยเพิ่มการละลาย อัตราการดูดซึมและเพิ่มชีวปริมาณการออกฤทธิ์ (Bioavailability) 3) ท า
ปฏิกิริยากับกลไกการดื้อยาของแบคทีเรีย 4) ช่วยก าจัดหรือช่วยลดผลข้างเคียงของยา (Wagner and 
Ulrich-Merzenich, 2009) เปปไทด์ที่เป็นประจุบวกได้มีรายงานว่ามีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย
ทั้งแกรมบวกและแกรมลบและพบว่ามีการเสริมฤทธิ์กันระหว่างเปปไทด์ (Yan and Hancock, 2001) 
นอกจากนี้งานวิจัยที่ผ่านมาได้ศึกษาปฏิกิริยาระหว่างยาปฏิชีวนะและเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียใน
การยับยั้งเชื้อ Pseudomonas fluorescens พบว่ามีการออกฤทธิ์เสริมกันในการยับยั้งเชื้อดังกล่าว (ดัชนี 
FIC ≤ 0.5) (Naghmouchi et al., 2012)  พลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่ได้น ามาศึกษาในคร้ังนี้
ประกอบด้วยเปปไทด์ที่เป็นประจุบวกซึ่งพบว่าสารผสมระหว่าง separated fraction จากพลาสมาของ
จระเข้น้ าจืดไทยและยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมมีการเสริมฤทธิ์ต้านแบคทีเรียซึ่งผลที่ได้นี้สอดคล้อง
กับการศึกษาที่ผ่านมา  
 
3.5   Killing curve determinations 
 ปริมาณการมีชีวิตของแบคทีเรียหลังจากได้รับ separated fraction ทั้งเดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกับยา
ปฏิชีวนะได้ถูกน ามาสร้างเป็นกราฟ killing curve เพื่อยืนยันการออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและการเสริม
ฤทธิ์ของ separated fraction P1 และ P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยเมื่อใช้เดี่ยวๆ และใช้ร่วมกับยา 
ceftazidime ต้านเชื้อ CREnC 21394 หรือใช้ร่วมกับยา cloxacillin ต้านเชื้อ MRSA 20651  รูป 3.13 
แสดงผลของ separated fraction ทั้ง P1 (512 มก./มล.)  P5 (512 มก./มล.) และยา ceftazidime (32 
ไมโครกรัม/มล.) เมื่อใช้เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกันเพื่อในการยับยั้งเชื้อ CREnC 21394 ขณะที่ผลของยา 
cloxacillin (64 ไมโครกรัม/มล.) P1  (512 มก./มล.)  และ P5 (512 มก./มล.)   เมื่อใช้เดี่ยวหรือใช้ร่วมกัน
ต้านเชื้อ MRSA 20651 ได้แสดงในรูป 3.14 
 เชื้อ CREnC 21394 ที่ไม่ได้รับสารต้านแบคทีเรีย (ควบคุม) พบว่ามีจ านวนโคโลนีแบคทีเรียที่มี
ชีวิตเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องตลอด 24 ชั่วโมง ขณะที่เซลล์ที่ได้รับ separated fraction P1 และ P5 จาก
พลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยและยา ceftazidime เดี่ยวๆ มีจ านวนโคโลนีแบคทีเรียที่มีชีวิตค่อยๆ เพิ่มขึ้น
ตลอดช่วง 24 ชั่วโมง แต่เพิ่มขึ้นน้อยกว่าเซลล์ควบคุมและที่น่าสังเกตสารผสมระหว่างยา ceftazidime 
และ separated fraction ทั้ง P1 และ P5 ท าให้จ านวนโคโลนีของเชื้อ CREnC 21394 ลดลงอย่างชัดเจน
จาก 5 x 105 CFU/mL เหลือ 103 CFU/mL ภายใน 6 ชั่วโมงและคงที่จนถึงชั่วโมงที่ 24 (รูป 3.13) ผล
ดังกล่าวพิสูจน์ให้เห็นว่า separated fraction ทั้ง P1 (32 มก./มล.) หรือ P5 (32 มก./มล.) จากพลาสมาของ
จระเข้น้ าจืดไทยเมื่อใช้ร่วมกับยา ceftazidime (32 ไมโครกรัม/มล.) มีการเสริมฤทธิ์กันอย่างมากในการ
ต้านเชื้อ CREnC 21394 ขณะเดียวกันผลการศึกษาครั้งน้ีค่อนข้างสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาที่พบว่า
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ยา ceftazidime ผสมกับฟลาโวนอยด์ท าให้จ านวนโคโลนีของเชื้อ MRSA ลดลงเหลือ 5 x 103 CFU/mL 
ภายใน 6 ชั่วโมงและไม่มีโคโลนีเพิ่มขึ้นจนถึงชั่วโมงที่ 24  
 ส าหรับเชื้อ MRSA 20651 ที่ไม่ได้รับสารต้านแบคทีเรีย (ควบคุม)  พบว่าไม่มีการลดลงของ
จ านวนโคโลนีแบคทีเรียตั้งแต่เร่ิมต้นการทดสอบจนถึงชั่วโมงที่ 24 และพบว่าสารผสมระหว่าง separated 
fraction ทั้ง P1 และ P5 ผสมกับยา cloxacillin มีผลท าให้จ านวนโคโลนีของเชื้อ MRSA 20651 ลดลง
อย่างต่อเนื่องจาก 5 x 105 CFU/mL เหลือเพียง 103 ภายใน 6 ชั่วโมงและไม่มีการเปลี่ยนแปลงจนถึง
ชั่วโมงที่ 24 (รูป 3.14) ผลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่า separated fraction P1 และ P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ า
จืดไทยเมื่อใช้ร่วมกับยา cloxacillin มีการเสริมฤทธิ์ต้านแบคทีเรียอย่างมากในการยับยั้งเชื้อ MRSA 
20651 ซึ่งผลที่ได้ดังกล่าวสามารถยืนยันผลการออกฤทธิ์เสริมกันใน checkerboard ได้เช่นเดียวกัน 
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รูป 3.13 ผลของ separated fraction ทั้ง P1 (512 มก./มล.) P5 (512 มก./มล.) และยา ceftazidime (32 
ไมโครกรัม/มล.) เมื่อใช้เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกันต้านเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 
21394 (CREnC 21394) ค่าที่ไดน้ ามาสร้างเป็นกราฟเป็นค่าเฉลี่ยที่ได้จากการทดสอบซ้ า 3 คร้ัง และ
แถบในแนวดิ่ง (vertical bars) แสดงถึงความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (Standard error of mean; 
SEM) Con= แบคทีเรียที่ไม่ได้รับยาหรือ separated fraction (ควบคุม) P1(512)= P1 ที่ความเข้มข้น 
512 มก./มล. P5(512) = P5 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. Cef(32)=ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 32 
ไมโครกรัม/มล. P1(32)+Cef(32) = P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 
32 ไมโครกรัม/มล. และ P5(32)+Cef(32) = P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความ
เข้มข้น 32 ไมโครกรัม/มล. 
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รูป 3.14 ผลของ separated fraction ทั้ง P1 (512 มก./มล.) P5 (512 มก./มล.) และยา cloxacillin (64 
ไมโครกรัม/มล.) เมื่อใช้เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกันต้านเชื้อ S. aureus ที่ดื้อต่อยา methicillin DMST 
20651 (MRSA 20651)  ค่าที่ได้น ามาสร้างเป็นกราฟเป็นค่าเฉลี่ยที่ได้จากการทดสอบซ้ า 3 คร้ัง และ
แถบในแนวดิ่ง (vertical bars) แสดงถึงความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย (Standard error of mean; 
SEM) Con= แบคทีเรียที่ไม่ได้รับยาหรือ separated fraction (ควบคุม) P1(512)= P1 ที่ความเข้มข้น 
512 มก./มล. P5(512) = P5 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. Clox(64)=ยา cloxacillin ที่ความเข้มข้น 64 
ไมโครกรัม/มล. P1(32)+Clox(32) = P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา cloxacillin ที่ความเข้มข้น 
32 ไมโครกรัม/มล. และ P5(32)+Clox(32) = P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา cloxacillin ที่ความ
เข้มข้น 32 ไมโครกรัม/มล. 

 

3.6  กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (TEM) 
    สารผสมระหว่าง separated fraction P1 หรือ P5 ผสมกับยา ceftazidime ต้านเชื้อ CREnC 21394  

ซึ่งมีค่าดัชนี FIC ต่ าสุดได้ถูกเลือกมาทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่าน (transmission electron 
microscope; TEM) เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเชื้อที่ได้รับสารต้านแบคทีเรียทั้งใช้
เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกัน ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารผสมระหว่างยา ceftazidime และ separated 
fraction ทั้ง P1 หรือ P5 ส่งผลให้โครงสร้างระดับจุลภาค (ultrastructure) ของเชื้อ CREnC 21394 ได้รับ
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ความเสียหาย ผลจากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่านได้แสดงในรูป 3.15-3.20 และการ
เปรียบเทียบขนาดของเซลล์แบคทีเรีย (≥10 เซลล์) ได้ค านวณโดย ความกว้าง x ความยาวของเซลล์ 
(ตารางนาโนเมตร; nm2) ซึ่งได้แสดงในรูป 3.21  

 
รูป 3.15 เชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) ระยะ log phase ที่ได้
เจริญในอาหาร Meuller-Hinton broth เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่ได้ถูกตัดให้บางระดับจุลภาค (Ultrathin 
section): (a), (b), (c) และ (d) คือเซลล์ที่ไม่ได้รับสารต้านแบคทีเรีย (ควบคุม)  x5,000, bar=11 μm (a); x  
9,900, bar = 500 nm (b); x 19,500, bar = 500 nm (c); x29,900, bar = 200 nm (d) 
 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

38 

 
รูป 3.16 เชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) ระยะ log phase ที่ได้
เจริญในอาหาร Meuller-Hinton broth เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่ได้ถูกตัดให้บางระดับจุลภาค (Ultrathin 
section)  (a), (b), (c) และ (d) คือเซลล์ที่ได้รับ separated fraction P1 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล.:  
x5,000, bar = 1 μm (a); x15,000, bar = 500 nm (b); x29,000, bar = 200 nm (c); x29,000, bar = 200 nm 
(d) 
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รูป 3.17 เชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) ระยะ log phase ที่ได้
เจริญในอาหาร Meuller-Hinton broth เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่ได้ถูกตัดให้บางระดับจุลภาค (Ultrathin 
section)  (a), (b), (c) และ (d) คือเซลล์ที่ได้รับ separated fraction P5 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล.:  
x5,000, bar = 1 μm (a); x15,000, bar = 500 nm (b); x29,000, bar = 200 nm (c); x29,000, bar = 200 nm 
(d) 
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รูป 3.18 เชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) ระยะ log phase ที่ได้
เจริญในอาหาร Meuller-Hinton broth เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่ได้ถูกตัดให้บางระดับจุลภาค (Ultrathin 
section)  (a), (b), (c) และ (d) คือเซลล์ที่ได้รับยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัม/มล.:  x5,000,  
bar = 1 μm (a); x9,900, bar  = 500 nm (b); x15,000, bar = 500 nm (c); x19,500, bar = 500 nm (d) 
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รูป 3.19 เชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) ระยะ log phase ที่ได้
เจริญในอาหาร Meuller-Hinton broth เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่ได้ถูกตัดให้บางระดับจุลภาค (Ultrathin 
section)  (a), (b), (c) และ (d) คือเซลล์ที่ได้รับยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัม/มล.ผสมกับ 
separated fraction P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล.:  x5,000, bar = 1 μm (a); x14,500, bar = 50 nm (b); 
x29,000, bar = 200 nm (c); x14,500, bar = 50 nm (d) 
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รูป 3.20  เชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) ระยะ log phase ที่ได้
เจริญในอาหาร Meuller-Hinton broth เป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่ได้ถูกตัดให้บางระดับจุลภาค (Ultrathin 
section)  (a), (b), (c) และ (d) คือเซลล์ที่ได้รับยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 16 ไมโครกรัม/มล.ผสมกับ 
separated fraction P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล.: x19,500, bar = 200 nm (a); x15,000, bar = 500 nm (b); 
x19,500, bar = 500 nm (c);  x29,000, bar = 200 nm (d) 

 
 สัณฐานวิทยาของเชื้อ CREnC 21394 ที่ไม่ได้รับสารต้านแบคทีเรีย (ควบคุม) ได้แสดงในรูป  
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3.15 ซึ่งพบว่าผนังเซลล์และเยื่อหุ้มชั้นในสามารถจ าแนกความแตกต่างได้อย่างชัดเจน การศึกษา
ประสิทธิภาพของ separated fraction P1 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. ต้านเชื้อ CREnC 21394 ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนพบว่าส่วนที่ห่อหุ้มเซลล์ (cell envelope) ได้รับความเสียหายเล็กน้อยและประมาณ
ร้อยละ 40-50 ของเซลล์ที่ได้รับ P1 เดี่ยวๆ ค่อนข้างจะมีช่อง periplasm กว้างกว่ากลุ่มควบคุม (รูป 3.16) 
ขณะเดียวกันรูปร่างของเชื้อ CREnC 21394 ประมาณร้อยละ 80-90  ที่ได้รับ separated fraction P1 ที่
ความเข้มข้น 512 มก./มล. มีรูปร่างบิดเบี้ยวเล็กน้อยและผนังเซลล์และเยื้อหุ้มชั้นอกของเซลล์ดังกล่าว
ประมาณร้อยละ 60-70 ได้รับความเสียหาย (รูป 3.17) ส าหรับผลของยา  cefatazidime เดี่ยวๆ ที่ความ
เข้มข้น 16 ไมโครกรัม/มล. ต้านเชื้อ CREnC 21394 ได้แสดงในรูป 4.18 ซึ่งพบว่าประมาณร้อยละ 10-20 
ของเซลล์ดังกล่าวมีรูปร่างบิดเบี้ยวและผนังเซลล์และเยื้อหุ้มชั้นอกได้รับความเสียหายเช่นเดียวกัน  
นอกจากนี้เชื้อ CREnC 21394 ที่ได้รับสารผสมระหว่าง separated fraction P1 (32 มก./มล.) และยา 
ceftazidime (16 ไมโครกรัม/มล.) พบว่าประมาณร้อยละ 70-80 ของเซลล์ที่ได้รับสารผสมดังกล่าวมี
รูปร่างเซลล์บิดเบี้ยวอย่างมากและส่วนที่ห่อหุ้มเซลล์ได้รับความเสียหายอย่างชัดเจนอีกทั้งประมาณร้อย 
50-60  ไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างระหว่างเยื่อหุ้มชั้นนอกและเยื่อหุ้มชั้นในได้ชัดเจน  (รูป 4.19) ผล
ของสารผสมดังกล่าวคล้ายคลึงกับผลของสารผสมระหว่าง separated fraction P5 (32 มก./มล.) และยา 
ceftazidime แต่ดูเหมือนว่ามีประสิทธิภาพน้อยกว่าสารผสมระหว่าง separated fraction  P1 และยา 
ceftazidime (รูป 4.20) นอกจากนี้ขนาดของเซลล์ดังกล่าวที่ได้จากกล้องจุลทรรศน์ (≥10 เซลล์/การ
รักษา) ค านวณได้จาก ความกว้าง (นาโนเมตร) x ความยาวของเซลล์ (นาโนเมตร) เพื่อยืนยันผลของสาร
ดังกล่าวต่อขนาดของเซลล์ทั้งใช้เด่ียวหรือใช้ร่วมกัน ผลที่ได้จากการค านวณและเปรียบเทียบขนาดเซลล์
ได้แสดงในรูป 3.21 ซึ่งผลที่ได้พบว่าขนาดเซลล์ของเชื้อ  CREnC 21394 ที่ไม่ได้รับสารต้านแบคทีเรีย
ใดๆ (ควบคุม) (2054421.77±197082 nm2) ค่อนข้างจะมีขนาดเซลล์ใหญ่กว่าเซลล์ที่ได้รับ separated 
fraction ทั้ง P1 (1972789.116±201178 nm2) และ P5 (1724561.40±120169 nm2) และยา ceftazidime 
(1597959.18±139628 nm2) เด่ียวๆ แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) อย่างไรก็
ตามเชื้อ CREnC 21394 ที่ได้รับสารผสมระหว่างยา ceftazidime ผสมกับ P1(27182.24±5841.26 nm2)  
หรือ P5 (63045.07±10754.59 nm2) มีขนาดเซลล์เล็กลงอย่างเห็นได้ชัดและมีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม separated fraction P1 และ P5 และยา ceftazidime เดี่ยวๆ 
(p<0.01) 
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รูป 3.21 การเปรียบเทียบขนาดเซลล์ของเชื้อ CREnC 21394 ที่เจริญใน separated fraction P1 (512 มก./
มล.) P5 (512 มก./มล.) และยา ceftazidime (16 ไมโครกรัม/มล.) เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกัน ข้อมูลที่ได้แสดง
ในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ยของเซลล์ที่ได้รับการรักษาในแต่ละกลุ่ม (n≥10) กราฟได้
แสดงพื้นที่ของเซลล์ที่ค านวณได้จาก ความกว้าง x ความยาวของเซลล์ (ตารางนาโนเมตร; nm2) และ
ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่งได้เปรียบเทียบโดยใช้สถิติ one-
way ANOVA และ Tukey’s HSD Post-hoc test และตัวพิมพ์เล็กหมายถึง p<0.05 ตัวพิมพ์ใหญ่หมายถึง 
p<0.01  Con= แบคทีเรียที่ไม่ได้รับยาหรือ separated fraction (ควบคุม) P1(512)= P1 ที่ความเข้มข้น 512 
มก./มล. P5(512) = P5 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. Cef(16)=ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 16 
ไมโครกรัม/มล. P1(32)+Cef(16) = P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 16 
ไมโครกรัม/มล. และ P5(32)+Cef(16) = P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 
16 ไมโครกรัม/มล. 
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 ผลของภาพระดับจุลภาค (micrograph) และขนาดเซลล์ที่ได้จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านชี้ให้เห็นว่ายา ceftazidime เดี่ยวๆ ไม่มีผลต่อเยื่อหุ้มเซลล์และขนาดเซลล์ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งผลที่ได้ดังกล่าวเป็นหลักฐานที่
ชี้ให้เห็นว่าเชื้อ CREnC 21394 ที่น ามาศึกษาในครั้งนี้มีการดื้อต่อยา ceftazidime ในระดับที่สูง นอกจากนี้
งานวิจัยที่ผ่านมาได้รายงานว่ายา ceftazidime เดี่ยวๆ ไม่มีผลต่อโครงสร้างระดับจุลภาค (ultrastructure) 
ของเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime ขณะที่สารผสมระหว่าง apigenin และยา ceftazidime มีผลท า
ให้โครงสร้างระดับจุลภาคของเชื้อดังกล่าวได้รับความเสียหายอย่างรุนแรง (Eumkeb and Chukrathok, 
2013) ขณะเดียวกันมีงานวิจัยที่ส าคัญที่ได้สนับสนุนผลของพลาสมาจากจระเข้น้ าจืดไทย (Crocodylus 
siamensis) ต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ S. thyphi และ S. aureus ที่ได้ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (Scanning electron microscope) ซึ่งพบว่าพลาสมาและ fraction จากพลาสมาของจระเข้
น้ าจืดไทยมีผลให้เยื่อหุ้มเซลล์มีลักษณะขรุขระและสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ที่หดแฟบ (membrane blebing) 
(Preecharram et al., 2010) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Kommanee et al. (2012) ที่พบว่าพลาสมาของ
จระเข้น้ าจืดไทย (C. siamensis) สามารถชักน าให้เกิดการฉีกขาดของเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ S. aureus เชื้อ 
S. typhi เชื้อ E. coli เชื้อ V. cholera เชื้อ P. aeruginisa และเชื้อ S. epidermidis ดังนั้นจะเห็นได้ว่าพลาสมา
ของจระเข้น้ าจืดไทยมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบโดยออก
ฤทธิ์ท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ผลการศึกษาที่ผ่านมาดังกล่าวค่อนข้างสอดคล้องกับผลที่ได้จาก
การศึกษาคร้ังนี้ที่พบว่า separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียเล็กน้อย
และมีการเสริมฤทธิ์กับยา ceftazidime อย่างมากในการต้านเชื้อ CREnC 21394 ซึ่งจะเห็นว่า separated 
fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยสามารถเปลี่ยนแบคทีเรียที่ดื้อยาให้กลายเป็นแบคทีเรียที่ไวต่อ
ยาปฏิชีวนะดั้งเดิมของมัน 
3.7  กำรซึมผ่ำนเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก (Outer membrane permeability) 

ผลของ Separated fraction P1 และ P5 ที่ชักน าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ 
CREnC 21394 เพิ่มขึ้นได้ทดสอบด้วยวิธี Nitrocefin assay ผลที่ได้จากการทดสอบด้วยวิธีนี้ได้แสดงใน
รูป 3.22 การซึมผ่านเยื่อหุ้มชั้นนอกของเชื้อ CREnC 21394 ได้ทดสอบกับยา ceftazidime  และ separated 
fraction P1 และ P5 เมื่อใช้เดี่ยวๆ ที่ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัม/มล. 512 มก./มล. และ 512 มก./มล. 
ตามล าดับ ขณะที่ใช้ร่วมกันได้ใช้ความเข้มข้นของยา ceftazidime ที่ 32 ไมโครกรัม/มล.  ผสมกับ P1 ที่
ความเข้มข้น 32 มก./มล. หรือ P5 ความเข้มข้น 32 มก./มล. ส าหรับยา polymixin B (PMX) ที่ความ
เข้มข้น  7 ไมโครกรัม/มล. ถูกน ามาใช้เป็น permeabilizing probe และ Nitrocefin ที่ความเข้มข้น 20 
ไมโครกรัม/มล. ถูกน ามาใช้เป็น substrate ของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสที่อยู่ใน periplasm ของ
แบคทีเรีย ผลจากการทดสอบพบว่า separated fraction ทั้ง P1 และ P5 และยา ceftazidime เดี่ยวๆ ท าให้
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การซึมผ่านเยื้อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ CREnC 21394 เปลี่ยนแปลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(p<0.01) 

 

Outer membrane permeabilization of CREnC 21394 
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รูป  3.22  การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 
(CREnC 21394) ด้วย separated fraction P1 (512 มก./มล.) P5 (512 มก./มล.) และยา ceftazidime (32 
ไมโครกรัม/มล.) ทั้งใช้เดี่ยวๆ และใช้ร่วมกัน โดยใช้ polymyxin B (PMX) 7 ไมโครกรัม/มล. เป็น 
permeabilizing probe และ nitrocefin (NCF) 20 ไมโครกรัม/มล. เป็น substrate ส าหรับเอนไซม์บีต้าแลค 
แทมเมส ข้อมูลทั้งหมดที่ได้จากการทดสอบซ้ า 3 คร้ังแสดงในรูปค่าเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนของ
ค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่งได้เปรียบเทียบโดยใช้
สถิติ one-way ANOVA และ Tukey’s HSD Post-hoc test และตัวพิมพ์เล็กหมายถึง p<0.05 ตัวพิมพ์ใหญ่
หมายถึง p<0.01  Con= แบคทีเรียที่ไม่ได้รับยาหรือ separated fraction (ควบคุม) P1(512)= P1 ที่ความ
เข้มข้น 512 มก./มล. P5(512) = P5 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. Cef(32)=ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 
32 ไมโครกรัม/มล. P1(32)+Cef(32) = P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 32
ไมโครกรัม/มล. และ P5(32)+Cef(32) = P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 
32 ไมโครกรัม/มล. 
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 ผลของ P1 (512 มก./มล.) P5 (512 มก./มล.) และยา ceftazidime (32 ไมโครกรัม/มล.) ที่ได้ใช้
เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกันพบว่ามีการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ CREnC 21394 เพิ่มขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (p<0.01) ยิ่งไปกว่านั้นสารผสมระหว่าง P1 (32 มก./
มล.) และยา ceftazidime (32 ไมโครกรัม/มล.) ท าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ CREnC 
21394 เพิ่มขึ้นมากกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ P1 P5 และยา ceftazidime ที่ได้ใช้
เด่ียวๆ (p<0.01) แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสารผสม P5 (32 มก./มล.) ที่ได้
ใช้ร่วมกับยา ceftazidime (32 ไมโครกรัม/มล.) (p>0.01) อย่างไรก็ตามการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก
ของเชื้อ CREnC 21394 หลังจากได้รับ PMX (7 ไมโครกรัม/มล.) เพิ่มขึ้นมากกว่าเซลล์ที่ได้รับ P1 P5 
และ ceftazidime เดี่ยวหรือใช้ร่วมกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.01) (รูป 3.22) ผลที่ได้จากการศึกษา
คร้ังนี้ค่อนข้างสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านซึ่งพบว่าสารผสมระหว่าง apigenin และยา ceftazidime มีผล
ท าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
(Eumkeb and Chukrathok, 2013) และสารผสมระหว่าง Peptide-Peptide nucleic acid (Eriksson et al., 
2002) ทั้งนี้ผลของ separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่ท าให้การซึมผ่านของเยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นนอกของเชื้อ CREnC 21394 เพิ่มขึ้นน่าจะเป็นผลมาจากเปปไทด์ประจุบวกที่เป็นส่วนประกอบ
ของ separated fraction ที่อาจท าปฏิกิริยาของส่วนที่ชอบน้ า (Hydrophilic interaction) กับ polysaccharide 
core ของ lipopolysaccharide หรืออาจเกิดจาก electrostatic interaction ที่ส่งผลรบกวนบริเวณที่มีขั้วของ
เยื่อหุ้มเซลล์และรบกวนปฏิกิริยาระหว่าง saccharide กับ saccharide ด้วยกัน (Eriksson et al., 2002; 
Junkes et al., 2011; Junkes et al., 2008) ส าหรับกลไกการออกฤทธิ์ของ PMX และเปปไทด์ประจุบวก
อ่ืนๆ จะออกฤทธิ์เป็นตัวแข่งจับกับแมกนีเซียมไอออนบริเวณ binding site ที่อยู่ภายในชั้น LPS ส่งผลให้
การซึมของเยื่อหุ้มเซลล์ผิดปกติ (Hancock, 1997) ซึ่งคล้ายคลึงกับ cyclic antimicrobial peptide ที่มีส่วนที่
ชอบไขมัน (lipophilic) และส่วนที่ชอบน้ า (Hydrophilic) เป็นองค์ประกอบจะออกฤทธิ์โดยไปจับกับ 
Lipid A และรบกวนการท างานของ LPS (Cardoso et al., 2007) นอกจากนี้จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า
เปปไทด์ Leucrosin I และ Leucrosin II ที่ได้สกัดแยกจากเซลล์เม็ดเลือดขาวของจระเข้น้ าจืดไทยมี
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S. epidermidis เชื้อ S. typhi และเชื้อ V. cholera โดยเพิ่มการซึมผ่านของ
เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก (Pata et al., 2011) ซึ่ง separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่ใช้ใน
การศึกษาคร้ังนี้ได้สกัดแยกด้วยวิธี ion exchange และ gel infiltration ท าให้ได้เฉพาะเปปไทด์ที่มีประจุ
บวกและเปปไทด์นี้อาจจะมีบทบาทที่ส าคัญที่ท าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกเพิ่มขึ้นอีกทั้ง
การศึกษาคร้ังนี้แสดงให้เห็นว่า separated fraction ทั้งใช้เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกับยา ceftazidime มีผลต่อการ
ซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของเชื้อ CREnC 21394 และอาจเป็นหนึ่งในหลายๆ กลไกการออกฤทธิ์
ที่ส าคัญที่ท าให้เซลล์ตาย 
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3.8 กำรซึมผ่ำนเยื่อหุ้มไซโตพลำสมิก (Cytoplasmic membrane (CM) permeability) 
ผลของ Separated fraction P1 และ P5 ที่ชักน าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ไซโตพลาส-  

มิกหรือเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของเชื้อ CREnC 21394 เพิ่มขึ้นได้ทดสอบโดยการวัดการเข้าไปในไซโตพลาส 
ซึมของ Ortho-Nitrophenyl-β-Galactoside (ONPG) ดังที่ได้อธิบายในบทที่ 2  ผลที่ได้จากการทดสอบ
ด้วยวิธีนี้ได้แสดงในรูป 3.23 การทดสอบการซึมผ่านเยื่อหุ้มในของเชื้อ CREnC 21394 ได้ทดสอบกับยา 
ceftazidime และ separated fraction ทั้ง P1 และ P5 เมื่อใช้เด่ียวๆ ที่ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัม/มล. 512 
มก./มล. และ 512 มก./มล. ตามล าดับ ขณะที่เมื่อใช้ร่วมกันได้ใช้ยา ceftazidime ความเข้มข้น 32 
ไมโครกรัม/มล. ผสมกับ P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล. และยา ceftazidime ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัม/
มล. ผสมกับ P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล. ส าหรับ PMX ที่ความเข้มข้น 7 ไมโครกรัม/มล. ถูกน ามาใช้
เป็น permeabilizing probe  และ ONPG 100 ไมโครกรัม/มล. ได้น ามาใช้เป็น substrate ส าหรับเอนไซม์ 
β-galactosidase ซึ่งปกติจะมีอยู่ในเฉพาะไซโตพลาสซึม ส าหรับในเซลล์ปกติ ONPG จะไม่สามารถผ่าน
เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในเข้าไปได้ แต่อย่างไรก็ตามถ้าเซลล์ได้รับความเสียหาย ONPG สามารถเข้าไปยังไซโต 
พลาสซึมและสามารถถูกตัดได้ด้วยเอนไซน์ β-galactosidase ผลจากการศึกษาการซึมผ่านของเยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นในของเชื้อ CREnC 21394 พบว่า separated fraction P1 หรือ ceftazidime เด่ียวๆ มีผลท าให้การ
ซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของเชื้อ CREnC 21394 เปลี่ยนแปลงไป ขณะที่การซึมผ่านของเยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นในของเชื้อ CREnC 21394 หลังจากได้รับ separated fraction P5 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p>0.01, p>0.05) 

 ผลของยา ceftazidime ผสมกับ separated fraction P1 หรือ P5 พบว่าการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์
ชั้นในของเชื้อ CREnC 21394 เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
นอกจากนั้นยังพบว่า ยา ceftazidime และ P1 เมื่อใช้เด่ียวๆ มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุมเช่นเดียวกัน (p<0.01) 
แต่เชื้อ CREnC 21394 ที่ได้รับ P5 เด่ียวๆ ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ส าหรับการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของเชื้อ CREnC 21394 ที่ได้รับ PMX พบว่ามีค่าสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มอื่นอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) (รูป 3.23) การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในที่เพิ่มขึ้นที่เกิด
จาก separated fraction อาจเน่ืองมาจากการร่ัวไหลของไอออนและสูญเสียส่วนประกอบอื่นๆ ของเซลล์
รวมไปถึงสูญเสียโปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์อย่างมากส่งผลให้เซลล์ตายในที่สุด ผลที่ได้จากการศึกษาคร้ังนี้
สอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านที่ได้ศึกษาด้วย crystal violet assay พบว่า eugenol มีผลท าให้การซึมผ่าน
เยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ S. typhi เพิ่มขึ้นจากการเสียรูปของโมเลกุลใหญ่ (macromolecules) ที่อยู่ในเยื่อหุ้ม
เซลล์ (Devi et al., 2010) และสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาที่พบว่าการซึมผ่านเยื่อหุ้มชั้นในของเชื้อ E. 
cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญหลังจากได้รับสารผสมระหว่างยา 
ceftazidime และ apigenin (Eumkeb and Chukrathok, 2013) และระหว่าง Peptide-Peptide nucleic acid 
(Eriksson et al., 2002) ในทางเดียวกันได้มีรายงานจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเปปไทด์ Leucrosin I และ 
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Leucrosin II ที่ได้แยกจากเซลล์เม็ดเลือดขาวของจระเข้น้ าจืดไทย (C. siamensis) มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย
ยับยั้งเชื้อ S. epidermidis เชื้อ S. typhi  และเชื้อ V. cholerae โดยออกฤทธิ์ที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ
ดังกล่าวและส่งผลให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในเพิ่มขึ้น (Pata et al., 2011) ส าหรับ  separated fraction 
จากพลาสมาของจระเข้ที่น ามาศึกษาคร้ังนี้ได้สกัดแยกด้วยวิธี ion exchange และ gel infiltration ท าให้ได้
เปปไทด์ที่มีเฉพาะประจุบวกซึ่งเปปไทด์ที่ได้นี้อาจจะมีบทบาทส าคัญที่ท าให้การซึมการของเยื่อหุ้มเซลล์
ชั้นในเพิ่มขึ้นซึ่งคล้ายกับผลของการศึกษาที่ผ่านมา ดังนั้นผลการศึกษาครั้งน้ีท าให้เราเชื่อว่า separated 
fraction ทั้งใช้เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกับยา ceftazidime มีผลท าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของเชื้อ 
CREnC 21394 เพิ่มขึ้นเพราะ separated fraction อาจจะออกฤทธิ์ผ่านหนึ่งในหลายกลไกการออกฤทธิ์ที่
ส าคัญและส่งผลให้เซลล์ตายในที่สุด 

Cytoplasmic membrane permeabilization of CREnC 21394
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 รูป 3.23 การซึมผ่านเยื่อหุ้มไซโตพลาสมิกหรือเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา 
ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) หลังจากได้รับ separated fraction P1 (512 มก./มล.)  P5 (512 
มก./มล.) และยา ceftazidime ( 32 ไมโครกรัม/มล.) ทั้งใช้เดี่ยวๆ หรือใช้ร่วมกัน โดยใช้ polymyxin B 
(PMX) 7 ไมโครกรัม/มล. เป็น permeabilizing probe และ ONPG 100 ไมโครกรัม/มล. เป็น substrate 
ส าหรับเอนไซม์ β-galactosidase ข้อมูลทั้งหมดได้จากการทดสอบซ้ า 3 คร้ังแสดงในรูปค่าเฉลี่ย ±  
ความคลาดเคลื่อนของค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่ง
ได้เปรียบเทียบโดยใช้สถิติ one-way ANOVA และ Tukey’s HSD Post-hoc test และตัวพิมพ์เล็กหมายถึง 
p<0.05 ตัวพิมพ์ใหญ่หมายถึง p<0.01  Con= แบคทีเรียที่ไม่ได้รับยาหรือ separated fraction (ควบคุม) 
P1(512)= P1 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. P5(512) = P5 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. Cef(32)=ยา 
ceftazidime ที่ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัม/มล. P1(32)+Cef(32) = P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา 
ceftazidime ที่ความเข้มข้น 32ไมโครกรัม/มล. และ P5(32)+Cef(32) = P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา 
ceftazidime ที่ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัม/มล. 
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3.9  Electrophoresis 
     การทดสอบ SDS-PAGE ได้ทดสอบเพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการต้านแบคทีเรียของ separated 
fraction P1 และ P5 ทั้งใช้เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกับยา ceftazidime  ต่อโปรตีนที่สัมพันธ์กับ peptidoglycan 
และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรีย (Outer membrane and peptidoglycan (OMPG) associated 
protein) ผลที่ได้จากการทดสอบด้วย SDS-PAGE ได้แสดงในรูป 3.24 
 แถบโปรตีน OMPG ของเชื้อ CREnC 21394 หลังจากได้รับ separated fraction จากพลาสมาของ
จระเข้น้ าจืดไทยและยา cetazidime เด่ียวๆ และกลุ่มที่ไม่ได้รับสารต้านแบคทีเรียใดๆ (ควบคุม) ซึ่ง
ปรากฏแถบโปรตีนหลักที่น้ าหนักโมเลกุล (MW) 25 kDa ในเลน S1-S6 อย่างไรก็ตามยา ceftazidime 
เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกับ P1 มีแถบโปรตีนปรากฏค่อนข้างจางกว่ากลุ่มอื่นๆ และที่แถบโปรตีนที่ MW 35 
และ 45 kDa ของเชื้อที่ได้รับ ceftazidime ผสมกับ P1 หรือ P5 ค่อนข้างจางกว่ากลุ่มควบคุมเช่นเดียวกัน 
ผลจาก SDS-PAGE ของการศึกษาคร้ังนี้แสดงให้เห็นว่าสารผสมระหว่างยา ceftazidime และ P1 หรือ P5 
อาจจะรบกวนการสังเคราะห์โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและ peptidoglycan อีกทั้งผลที่ได้
ดังกล่าวอาจสามารถเปรียบเทียบได้กับงานวิจัยที่ผ่านมาที่พบว่าฟลาโวนอยด์ที่ได้สกัดแยกมาจากข่าเล็ก 
(small galangal) ผสมกับยา amoxicillin รวมไปถึงสารผสมระหว่างยา ceftazidime และ apigenin มี
ความสามารถในการยับยั้งการสังเคราะห์ peptidoglycan ของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา amoxicillin และเชื้อ 
E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime ตามล าดับ (Eumkeb and Chukrathok, 2013; Eumkeb et al., 2012) 
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รูป 3.24 ผล SDS-PAGE ที่ได้แสดงโปรตีนที่สัมพันธ์กับ peptidoglycan และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของ
แบคทีเรีย (Outer membrane and peptidoglycan (OMPG) associated protein) ของเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อ
ต่อยา ceftazidime DMST 21394 (CREnC 21394) ที่เจริญโดยไม่มีสารต้านแบคทีเรีย (ควบคุม; เลน S1, 
1.103 มก./มล.)  ให้เจริญพร้อมกับ separated fraction P1 512 มก./มล. (เลน S2, 0.816 มก./มล.)  เจริญ
พร้อมกับ separated fraction P5 512 มก./มล. (เลน S3, 0.017 มก./มล.) เจริญพร้อมกับยา ceftazidime 16 
ไมโครกรัม/มล. (เลน S4, 0.366 มก./มล.)  เจริญพร้อมกับยา ceftazidime 16 ไมโครกรัม/มล. ผสมกับ P1 
32 มก./มล. (เลน S5, 0.654 มก./มล.) และเจริญพร้อมกับยา ceftazidime 16 ไมโครกรัม/มล. ผสมกับ P5 
32 มก./มล. (เลน S6, 0.632 มก./มล.) ส าหรับ BSA คือ standard bovine  serum albumin และ std คือ 
molecular weight marker proteins (kDa) 
 
 3.10  Enzyme assay 
 ความสามารถของ separated fraction P1 และ P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยเมื่อใช้เด่ียวๆ 
หรือใช้ร่วมกับยา ceftazidime เพื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส ชนิด IV (β-lactamase 
type IV) ที่ได้แยกมาจากเชื้อ E. cloacae ได้ทดสอบกับยา ceftazidime และ separated fraction P1 และ P5 
เมื่อใช้เด่ียวๆ ที่ความเข้มข้น 32 ไมโครกรัม/มล. 512 มก./มล. และ 512 มก./มล. ตามล าดับ และทดสอบ
กับสารผสมระหว่างยา ceftazidime (32 ไมโครกรัม/มล.) ผสมกับ separated fraction P1 (32 มก./มล.) 
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หรือ P5 (32 มก./มล.) รูป 3.25 แสดงให้เห็นว่าสารผสมระหว่าง separated fraction ทั้ง P1 หรือ P5 ผสม
กับยา ceftazidime สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส ชนิด IV อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมรวมไปถึงกลุ่มที่ได้รับ separated fraction P1 และ P5 และยา 
ceftazidime เด่ียวๆ (p<0.01) นอกจากนี้ยังพบว่าสารผสมระหว่าง separated fraction P1 และยา 
ceftazidime มีความสามารถสูงสุดในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส ชนิด IV อย่างไร
ก็ตามพบว่ามีความแตกต่างเพียงเล็กน้อยระหว่างกลุ่มควบคุม กลุ่มที่ได้รับ separated fraction P1 และ P5 
และ ยา ceftazidime เด่ียวๆ (p>0.01) 
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    รูป 3.25 การออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคเทมเมส ชนิด IV ที่ได้แยกจากเชื้อ E. 
cloacae ในการสลาย benzylpenicillin ของ separated fraction P1 P5 และยา ceftazidime เมื่อใช้เดี่ยวๆ 
หรือใช้ร่วมกัน ข้อมูลทั้งหมดได้จากการทดสอบซ้ า 3 คร้ังแสดงในรูปค่าเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนของ
ค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่งได้เปรียบเทียบโดยใช้
สถิติ one-way ANOVA และ Tukey’s HSD Post-hoc test และตัวพิมพ์เล็กหมายถึง p<0.05 ตัวพิมพ์ใหญ่
หมายถึง p<0.01  Con= แบคทีเรียที่ไม่ได้รับยาหรือ separated fraction (ควบคุม) P1(512)= P1 ที่ความ
เข้มข้น 512 มก./มล. P5(512) = P5 ที่ความเข้มข้น 512 มก./มล. Cef(32)=ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 
32 ไมโครกรัม/มล. P1(32)+Cef(32) = P1 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 32
ไมโครกรัม/มล. และ P5(32)+Cef(32) = P5 ที่ความเข้มข้น 32 มก./มล + ยา ceftazidime ที่ความเข้มข้น 
32 ไมโครกรัม/มล. 
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 เอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสได้มีรายงานว่าเป็นหน่ึงในกลไกที่ส าคัญของแบคทีเรียที่ท าให้ดื้อต่อ
ยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทม (Tenover, 2006) ส าหรับการศึกษาคร้ังนี้เป็นหลักฐานที่ส าคัญที่ชี้ให้เห็น
ว่าสารผสมระหว่างยา ceftazidime และ  P1 หรือ P5 มีความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์
บีต้าแลคแทมเมส ชนิด IV ที่ได้แยกมาจากเชื้อ E. cloacae ขณะเดียวกันสารผสมดังกล่าวสามารถน ามา
เป็นตัวเลือกในการพัฒนาเป็นสูตรยาตัวใหม่เพื่อต้านแบคทีเรียดื้อยาซึ่งการใช้ยาต้านแบคทีเรียอย่างน้อย  
2 ตัวผสมกันได้รับการพิสูจน์จากนักวิจัยหลายๆ ท่านแล้วว่าเป็นแนวทางที่น่าสนใจที่ควรน ามาใช้รักษา
แบคทีเรียดื้อยา (Eumkeb and Chukrathok, 2013; Eumkeb et al., 2010; Eumkeb et al., 2012; Wagner, 
2011; Worthington and Melander, 2013) กลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทม
เมสของ separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีนั้นอาจเนื่องมาจาก 
separated fraction ไปจับกับเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสแล้วรวมกันเป็นสารประกอบเชิงซ้อน (complex) 
ส่งผลให้เอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสไม่สามารถท างานได้ ส าหรับการออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์บีต้าแลคแทม
เมสนี้อาจจะเป็นหนึ่งในกลไกการออกฤทธิ์ที่ส าคัญของ separated fraction ในการต้านเชื้อ CREnC 
21394 
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บทที ่4 
อภิปรำยและสรุปผลกำรวิจัย 

 
กำรวิเครำะห์และอภิปรำยผลกำรวิจัย 
          การดื้อยาปฏิชีวนะหลายขนานในจุลชีพได้เพิ่มจ านวนขึ้นอย่างน่าตกใจและเป็นหนึ่งในภัยคุกคาม
ทางด้านสุขภาพที่ส าคัญที่สุดของมนุษย์ทั่วโลก ด้วยเหตุนี้การพัฒนายาต้านจุลชีพตัวใหม่และพัฒนาแนว
ทางการรักษาใหม่ๆ เพื่อที่จะต่อสู้กับจุลชีพที่ดื้อยาปฏิชีวนะหลายขนานจึงมีความจ าเป็นอย่างเร่งด่วน 
ทั้งนี้เชื้อที่พบว่ามีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่พบได้บ่อยที่สุด คือ เชื้อ S. aureus ที่ดื้อยา methicillin (MRSA) 
เชื้อ Enterococci ที่ดื้อต่อยา vancomycin (Vancomycin-resistant Enterococci; VRE) และการดื้อยาของ
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่งที่สร้างเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสชนิดขยาย (Extended spectrum β-
lactamase (ESBL)-producing gram negative rod) (Emori and Gaynes, 1993; Leclercq and Courvalin, 
1997; Moellering, 2009; Vonberg et al., 2008) ส าหรับการดื้อยาปฏิชีวนะของจุลชีพในประเทศไทย
พบว่ามีอุบัติการณ์การดื้อยาของจุลชีพเพิ่มขึ้นอย่างเห็นได้ชัด เช่น มีการดื้อยาในระดับสูงในหลายๆ 
แผนกของโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา ประเทศไทย (Chokejindachai, 2007; 
Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012) อีกทั้งยังพบว่า เชื้อ MRSA เชื้อ E. coli เชื้อ S. epidermidis 
เชื้อ E. cloacae และเชื้อ E. faecium เป็นจุลชีพที่เป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อและการดื้อยาปฏิชีวนะที่พบ
ได้บ่อยที่สุดในโรงพยาบาลส่งผลให้ยาปฏิชีวนะที่น ามาใช้ทางในปฏิบัติเพื่อรักษาการติดเชื้อที่จาก
แบคทีเรียดังกล่าวไม่สามารถใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012) 
ดังนั้นการค้นหาและพัฒนายาต้านจุลชีพตัวใหม่ๆ เพื่อน ามาใช้รักษาการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาเป็นสิ่งที่
จ าเป็นอย่างมาก หนึ่งในแนวทางที่น่าสนใจคือการค้นหาสารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากธรรมชาติ เช่น 
พืชหรือสัตว์ ขณะเดียวกันแนวทางการใช้ยาหรือใช้สารต้านแบคทีเรียอย่าง 2 ตัวร่วมกันเพื่อให้เกิดการ
เสริมฤทธิ์กันในการต้านแบคทีเรียก็เป็นแนวทางหนึ่งที่ก าลังเป็นที่นิยมและอีกทั้งได้รับการพิสูจน์ จาก
หลายๆ การศึกษาว่าสามารถเอาชนะแบคทีเรียดื้อยาได้ ตัวอย่างเช่น สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่ได้สกัดแยก
มาจากข่าเล็ก (small galangal) ผสมกับยา amoxicillin ต้านเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา amoxicillin  รวมไปถึง
สาร  galangin ผสมกับยา ceftazidime ต้านเชื้อ S. aureus ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทม และสาร
ผสมระหว่างยา ceftazidime และ apigenin ต้านเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime (Eumkeb and 
Chukrathok, 2013; Eumkeb et al., 2010; Eumkeb et al., 2012) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่พบว่าสารจาก
จระเข้ที่อาศัยอยู่ตามธรรมชาติ เช่น ซีรัมจาก American alligator (A. mississippiensis) มีสเปกตรัมในการ
ต้านแบคทีเรียกว้างสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบรวมไปถึงเชื้อไวรัสก่อ
โรคเริม (herpes simplex virus type-1) เชื้อ HIV และเชื้อ West Nile virus (Merchant et al., 2004; 
Merchant et al., 2005a)  และมีงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าเปปไทด์จากจระเข้น้ าจืดไทย (C. siamensis) มีฤทธิ์
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ต้านแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. typhi เชื้อ K. pneumoniae เชื้อ S. aureus  เชื้อ S. 
epidermidis เชื้อ E. coli เชื้อ P. aeruginosa และเชื้อ V. cholerae  (Preecharram et al., 2008; 
Thammasirirak and Daduang, 2004)  อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับผลของพลาสมาจากจระเข้
น้ าจืดไทยต่อแบคทีเรียดื้อยา เช่น เชื้อ MRSA เชื้อ E. coli และเชื้อ E. cloacae ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการ
ศึกษาวิจัยครั้งน้ีคือเพื่อศึกษาการออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของพลาสมาจากจระเข้น้ าจืดไทย (C. siamensis) 
ต้านเชื้อแบคทีเรียดื้อยาดังกล่าวทั้งใช้เด่ียวๆ และใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทม 
 พลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยได้ถูกสกัดแยกด้วยวิธี ion exchange chromatography โดยใช้
คอลัมน์ Q-Sepharose และวิธี gel filtration chromatography โดยใช้คอลัมน์ Sephadex  G-50 ท าให้ได้ 
separated fraction ทั้งหมด 5 fractions (P1-P5) และแต่ละ fraction ได้ถูกน าไปทดสอบยืนยันน้ าหนัก
โมเลกุล (Molecular weight;MW)โดยใช้ SDS-PAGE ผลที่ได้พบว่าแถบโปรตีนของ separated fraction 
P1-P5 มี MW อยู่ระหว่าง 23-160 kDa ซึ่งผลที่ได้นี้ค่อนข้างสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาที่พบว่าแถบ
โปรตีนจากซีรัมของจระเข้น้ าจืดไทยมี MW อยู่ระหว่าง 23-160 kDa (Threenet et al., 2011) 
 ผล MIC ได้แสดงให้เห็นว่าเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime DMST 21394 และเชื้อ S. 
aureus ที่ดื้อต่อยา methicillin DMST 20651 (MRSA 20651) มีการดื้อต่อยา ceftazidime และยา 
claxacillin ในระดับที่สูงที่โดยมีค่า MIC มากกว่า 1024 ไมโครกรัม/มล. ตามล าดับ ขณะที่ separated 
fraction ทั้งหมดมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียเพียงเล็กน้อยในการยับยั้งเชื้อที่ได้น ามาศึกษา (MICs 8 - >1024 มก./
มล.) ผลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาที่พบว่าพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทย (C. siamensis) มี
ฤทธิ์ต้านเชื้อ S. aureus เชื้อ S. epidermidis และเชื้อ E. coli ซึ่งมีค่า MIC อยู่ระหว่าง 10.4-50.0 
ไมโครกรัม/มล. และมีเส้นผ่านศูนย์กลางของ clear zone ประมาณ 5 มม. (Kommanee et al., 2012; 
Preecharram et al., 2008; Thammasirirak and Daduang, 2004) ผลในการต้านแบคทีเรียของ separated 
fraction ดังกล่าวอาจเกิดจากโพลีเปปไทด์ที่อยู่ในพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทย (Preecharram et al., 
2010) ส าหรับผลจาก checkerboard ที่ศึกษาการเกิดปฏิกิริยาระหว่างยาปฏิชีวนะและ separated fraction 
พบว่าสารผสมระหว่าง P1 หรือ P5 และยา ceftazidime มีการเสริมฤทธิ์กันอย่างมากในการต้านเชื้อ E. 
cloacae ที่ดื้อต่อยา ceftazidime (CREnC 21394) ที่ดัชนี FIC 0.062 รวมไปถึงสารผสมระหว่าง P1 หรือ 
P5 และยา cloxacillin มีการเสริมฤทธิ์ต้านเชื้อ S. aureus ที่ดื้อต่อยา methicillin (MRSA 20651) อย่างมาก
เช่นเดียวกันที่ดัชนี FIC 0.375 การศึกษาที่ผ่านได้ศึกษาเปปไทด์ที่เป็นประจุบวกจากจระเข้น้ าจืดไทย
พบว่ามีบทบาทส าคัญในการต้านแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (Preecharram et al., 2008; 
Thammasirirak and Daduang, 2004) และยังพบว่ามีการเสริมฤทธิ์ต้านแบคทีเรียระหว่างเปปไทด์ (Yan 
and Hancock, 2001) สารผสมระหว่างเปปไทด์และยาปฏิชีวนะมีการเสริมฤทธิ์กันในการการต้านเชื้อ 
Pseudomonas fluorecens (ดัชนี FIC 0.5) (Naghmouchi et al., 2012) ส าหรับผลที่ได้จากการศึกษาคร้ังนี้
ท าให้เราเชื่อว่า separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยประกอบด้วยเปปไทด์ที่เป็นประจุ
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บวกซึ่งแสดงบทบาทส าคัญในการออกฤทธิ์เสริมกันกับยาปฏิชีวนะกลุ่มบีต้าแลคแทมต้านเชื้อแบคทีเรีย
ดื้อยาที่ได้น ามาศึกษาครั้งน้ีซึ่งอาจออกฤทธิ์คล้ายคลึงกับการศึกษาที่ผ่านมา (Naghmouchi et al., 2012) 
 หลังจากได้ทดสอบหาค่า MIC และดัชนี FIC  ขั้นตอนต่อมาศึกษาจ านวนแบคทีเรียที่มีชีวิตโดย
ได้สร้างเป็นกราฟแสดงการรอดชีวิตของแบคทีเรีย (Killing curve) ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่ามีการเสริม
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารผสมระหว่าง separated fraction P1 หรือ P5 ผสมกับยา ceftazidime ต้านเชื้อ 
CREnC 21394 รวมไปถึงสารผสมระหว่าง separated fraction P1 หรือ P5 ผสมกับยา cloxacillin ต้านเชื้อ 
MRSA 20651 ซึ่งพบว่าจ านวนโคโลนีของเชื้อดังกล่าวลดลงอย่างชัดเจนจาก 5 x 105 CFU/มล. เหลือ 103 
CFU/มล. ภายใน 6 ชั่วโมงและคงที่ต่อเนื่องจนถึงชั่วโมงที่ 24 ผลที่ได้นี้สอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมา
ที่พบว่าสารผสมระหว่างฟลาโวนอยด์และยา ceftazidime มีการเสริมฤทธิ์ต้านเชื้อ E. cloacae ที่ดื้อต่อยา 
ceftazidime ท าให้จ านวนแบคทีเรียที่มีชีวิตลดลงอย่างเห็นได้ชัด (Eumkeb and Chukrathok, 2013) 
 สารผสมระหว่าง separated fraction P1 หรือ P5 ผสมกับยา ceftazidime ต้านเชื้อ CREnC 21394 
มีค่าดัชนี FIC ต่ าสุดได้ถูกเลือกมาศึกษากลไกการออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียซึ่งได้ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและชั้นใน การเปลี่ยนโปรตีนที่สัมพันธ์กับ 
peptidoglycan และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรียโดยใช้ SDS-PAGE และศึกษาความสามารถในการ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส (enzyme assay)   ผลจากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่าประมาณร้อยละ 40-50 ของแบคทีเรียที่ได้รับ P1 และร้อยละ 80-90 ของ
แบคทีเรียที่ได้รับ P5 มีช่อง periplasm กว้างกว่ากลุ่มควบคุมและผนังเซลล์ได้รับความเสียหายเล็กน้อย 
ส าหรับแบคทีเรียประมาณร้อยละ 70-80 ที่ได้รับสารผสมระหว่างยา ceftazidime และ P1 มีรูปร่างของ
เซลล์บิดเบี้ยวและส่วนที่ห่อหุ้มเซลล์ได้รับความเสียหายอย่างมาก อีกทั้งยังพบว่าเยื่อหุ้มชั้นนอกและเยื่อ
หุ้มชั้นในไม่สามารถแยกได้ชัดเจน ขณะเดียวกันพบว่าสารผสม ceftazidime และ P1 มีฤทธิ์น้อยกว่าสาร
ผสม ceftazidime และ P5 นอกจากนี้ผลจากการค านวณและเปรียบเทียบขนาดของเซลล์ของเชื้อ CREnC 
21394 พบว่าเซลล์ที่ได้รับสารผสมระหว่างยา ceftazidime และ separated fraction ทั้ง P1 หรือ P5 มีขนาด
เซลล์ลดลงอย่างเห็นได้ชัดและมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่
ได้รับสารต้านแบคทีเรียเดี่ยวๆ (p<0.01) ผลที่ได้จากการศึกษาคร้ังนี้ค่อนข้างสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่าน
มาของ Preecharram et al. (2010) และ Kommanee et al. (2012) ที่พบว่าพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทย (C. 
siamensis) มีผลท าให้ผนังเซลล์ของเชื้อ S. aureus เสียรูปและมีผิวไม่เรียบและมีการสร้างเยื่อหุ้มเซลล์หด
แฟบ (membrane blebing formation) จากผลที่ได้ดังกล่าวท าให้เราเชื่อว่า separated fraction อาจมีผลท า
ให้เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้รับความเสียหายขณะที่สารผสมระหว่าง separated fraction และยา 
ceftazidime มีการเสริมฤทธิ์กันในการยับยั้งการสังเคราะห์ peptidoglycan และท าลายเยื้อหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรียส่งผลให้เซลล์เสียรูปร่างและส่วนที่ห่อหุ้มเซลล์ได้รับความเสียหาย 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

57 

 สมมติฐานเบื้องต้นจากผลการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านว่า Separated 
fraction  P1 และ P5 และยา ceftazidime ทั้งใช้เดี่ยวและใช้ร่วมกันมีผลท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ได้รับความ
เสียหายซึ่งผลดังกล่าวได้ทดสอบยืนยันด้วยการทดสอบการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและชั้นในซึ่ง
พบว่าเชื้อ CREnC 21394 ที่ได้รับ P1 และ P5 เด่ียวๆ มีการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและชั้นในเพิ่มขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและที่ส าคัญสารผสมระหว่าง  separated fraction กับยา ceftazidime มีผล
ท าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและชั้นในของเชื้อ CREnC 21394 เพิ่มอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบ
กับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสารต้านแบคทีเรียเดี่ยวๆ (p<0.01) ผลดังกล่าวค่อนข้างไปในทางเดียวกัน
กับการศึกษาที่ผ่านมาที่พบว่าสารผสมระหว่าง peptide-peptide nucleic acid มีผลท าให้การซึมผ่านเยื่อ
หุ้มเซลล์ของเชื้อ E. coli เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (Eriksson et al., 2002) ด้วยเหตุนี้ผลที่ได้จากการศึกษา
คร้ังนี้เป็นหลักฐานที่ส าคัญที่ชี้ให้เห็นว่า separated fraction  P1 และ P5 ทั้งใช้เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกันกับยา 
ceftazidime มีผลท าให้การซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ CREnC 21394 เพิ่มขึ้นและอาจเป็นหนึ่งในหลาย
กลไกที่ส าคัญที่ท าให้แบคทีเรียตาย 
 การเปลี่ยนแปลงแถบโปรตีนที่สัมพันธ์กับ peptidoglycan และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก (Outer 
membrane and peptidoglycan (OMPG) associated protein) ของเชื้อ CREnC 21394 ได้ศึกษาด้วย SDS-
PAGE พบว่าแถบโปรตีนของเชื้อที่ได้รับสารผสมระหว่างยา ceftazidime และ P1 หรือ P5 มีแถบโปรตีน
ที่ MW 35 และ 45 kDa จางกว่ากลุ่มควบคุมซึ่งผลดังกล่าวบอกเป็นนัยให้เห็นว่าสารผสมระหว่าง 
separated fraction และยา ceftazidime อาจมีผลไปรบกวนการสังเคราะห์โปรตีนที่สัมพันธ์กับ OMPG  
 ผลจากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส ชนิด IV ที่
ได้แยกมาจากเชื้อ E. cloacae ของ separated fraction ทั้งใช้เดี่ยวๆ และใช้ร่วมกันกับยา ceftazidime 
พบว่าสารผสมระหว่าง separated fraction ทั้ง P1 หรือ P5 ผสมกับยา ceftazidime สามารถยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมสได้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและยังพบว่าสาร
ผสม P1 และยา ceftazidime มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ดังกล่าว (p<0.01) 
ความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์อาจเนื่องมาจากการสร้างสารประกอบเชิงซ้อน (complex) กับเอนไซม์
บีต้าแลคแทมเมสส่งผลให้เอนไซน์ไม่สามารถท างานได้และนี้อาจเป็นหนึ่งในกลไกการออกฤทธิ์ที่ส าคัญ
ในการยับยั้งเชื้อ CREnC 21394 
 แม้ว่ามีข้อมูลที่จ ากัดเกี่ยวกับน้ าหนักโมเลกุลของพลาสมาหรือ fraction จากพลาสมาของจระเข้
น้ าจืดไทยที่เป็นเป็นตัวออกฤทธิ์ยังยั้งเชื้อแบคทีเรียแต่ยังมีข้อมูลที่ได้รายงานว่าน้ าหนักโมเลกุลที่น้อย
กว่า 1 kDa จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยเป็นตัวออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย (Preecharram et al., 2008) 
ส าหรับเปปไทด์ Crocosin ที่ได้สกัดแยกมาจากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียยัง
ไม่ได้มีการระบุน้ าหนักโมเลกุลที่ออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแต่มีเฉพาะล าดับกรดอะมิโมเท่านั้นที่ได้รายงาน
ไว้ (Preecharram et al., 2008) ผลจากการศึกษาคร้ังนี้ได้แสดงให้เห็นว่าสารผสมระหว่าง P1 และยา 
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ceftazidime มีการเสริมฤทธิ์ต้านแบคทีเรียมากกว่าสารผสมระหว่าง P5 และยา ceftazidime ดังนั้น
การศึกษาคร้ังนี้เป็นหลักฐานส าคัญที่ชี้ให้เห็นว่าโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 67 และ/หรือ 80 kDa ของ 
separated fraction P1 อาจมีบทบาทที่ส าคัญในการต้านเชื้อ CREnC 21394 ขณะที่โปรตีนที่มีน้ าหนัก
โมเลกุล 80 kDa ซึ่งไม่ได้ปรากฏใน P5 ด้วยเหตุนี้อาจเป็นไปได้ว่าการออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของ P5 
อาจเป็นผลมาจากโปรตีนที่ มีน้ าหนักโมเลกุล 23 kDa และ/หรือโปรตีนตัวอ่ืนๆ 
   
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ  
          การออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและการเสริมฤทธิ์ของ separated fraction จากพลาสมาของจระเข้น้ า
จืดไทยเมื่อใช้ร่วมกันกับยา ceftazidime อาจเกี่ยวข้องกับกลไกการออกฤทธิ์เบื้องต้น 3 กลไก 1) พลาสมา
ของจระเข้น้ าจืดไทยมีการเสริมฤทธิ์กับยา ceftazidime และออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์ผนังเซลล์ท าให้
เซลล์มีรูปร่างบิดเบี้ยวและส่วนที่ห่อหุ้มเซลล์ได้รับความเสียหาย 2) การซึมผ่านเยื่อหุ้มชั้นนอกและชั้นใน
เพิ่มขึ้น และ 3) ยับยั้งการท างานของเอนไซม์บีต้าแลคแทมเมส นอกจากนี้อาจมีการรบกวนการ
สังเคราะห์โปรตีนที่สัมพันธ์กับ peptidoglycan และเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกท าให้ปรากฏแถบของโปรตีนที่ 
น้ าหนักโมเลกุล 35 และ 45 kDa ค่อนข้างจางกว่ากลุ่มควบคุม อย่างไรก็ตาม separated fraction P1 และ 
P5 จากพลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยที่ความเข้มข้นดังกล่าวอาจมีความปลอดภัยเพียงพอส าหรับน ามาใช้
ในด้านการรักษาด้วยเหตุนี้พลาสมาของจระเข้น้ าจืดไทยจึงมีคุณสมบัติที่ดีที่ควรน ามาพัฒนาเป็นยาสูตร
ผสมกับยา ceftazidime เพื่อต้านเชื้อ E. cloacae ซึ่งปัจจุบันพบว่ามีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะน ามาใช้รักษา
ในทางปฏิบัติเกือบทั้งหมด อย่างไรก็ตามการทดสอบความเป็นพิษและประสิทธิภาพของสารผสม
ดังกล่าวในเลือดหรือในระดับเน้ือเยื่อในสัตว์ทดลองหรือในมนุษย์ยังคงมีความจ าเป็น 
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