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บทคัดยอ 

 

 ตั้งแตปคริสตศักราช 1960 มีการพัฒนาตัวยาปฏิชีวนะประเภทควิโนโลนอยางกวางขวาง ไมวาจะเปนยา

ปฏิชีวนะควิโนโลนรุนแรก ไดแก nalidixic acid และ oxolinic acid ยาปฏิชีวนะฟลูออโรควิโนโลนยุคกอน เชน 

norfloxacin หรือจะเปนยาปฏิชีวนะฟลูออโรควิโนโลนสมัยใหม ไดแก ciprofloxacin และ moxifloxacin ใน

งานวิจัยนี้ไดทำการทดสอบความสามารถในการเปนยาปฏิชีวนะของสารสังเคราะหควิโนโลนทั้งหมด 12 สาร ที่ได

รับมาจากภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชวิธี resazurin microdilution assay ใน

การหาคาความเขมขนต่ำที่สุดที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Minimum Inhibition Concentration; 

MIC) และนำผลจาก MIC ไป Streak ลงบนอาหารแข็งที่ไมมียาปฏิชีวนะเพ่ือดูความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรีย

ตาย (Minimum Bactericidal Concentration; MBC) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาสาร KKAJ-A35 สามารถ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของ Escherichia coli  (ATCC 25922) ได ณ ความเขมขน 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรแต

สามารถเจริญเติบโตบนอาหารแข็งท่ีไมมียาปฏิชีวนะได เชื้อ Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) ถูกยับยั้ง

ดวยสาร KKAJ-A51 และ KKAJ-A52 ณ ความเขมขนปานกลางที่ 125, 250 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ

ในความเขมขนนี้ S. aureus สามารถเจริญเติบโตบนอาหารแข็งที่ไมมียาปฏิชีวนะไดหลังจากใหสารทั้งสอง แตที่

ความเขมขนสูงขึ้นไปไมสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. aureus ได ผลการทดสอบสุดทายแสดงใหเห็นวาสาร

ทั้งหมดไมมีผลยับยั้งการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)  
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Abstract 

 

 Since 1960s, antibiotics of quinolone class have been developed and widely used such as 

first generation quinolones (nalidixic acid and oxolinic acid), early fluoroquinolones (norfloxacin) 

and modern fluoroquinolones such as ciprofloxacin and moxifloxacin. In this study, we tested 

antibacterial activity of 12 newly developed alkyl quinolone compounds received from 

Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University. Resazurin microdilution 

assay was used to determine Minimum Inhibition Concentration (MIC) that is defined as the lowest 

inhibitory concentration of an alkyl quinolone solution. The samples from MIC results were 

streaked on drug-free nutrient agar to determine Minimum Bactericidal Concentration (MBC), 

which is the lowest concentration of antibacterial agents required to kill bacteria. The result 

showed that KKAJ-A35 could inhibit the growth of Escherichia coli  (ATCC 25922) at concentration 

1000 µg/ml but failed to kill bacteria. Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) was inhibited by KKAJ-

A51 and KKAJ-A52 at medium concentration (125, 250 and 500 µg/ml) and again at this 

concentration, S. aureus could grow on drug-free agar after the treatment of both alkyl quinolone, 

KKAJ-A51 and KKAJ-A52, suggesting bacteriostatic effect rather than bactericidal activity. 

Interestingly, at high concentration of the compounds, the inhibition was ineffective. The last test 

showed that all of synthetic alkyl quinolone compounds did not display antibacterial activity 

against Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). 

 

Keywords: alkyl quinolone, antibiotic, quinolone, antibacterial activities, resazurin microdilution assay 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1. แบคทีเรีย (Bacteria) 

1.1 สัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย 

 แบคทีเรียเปนเซลลโปรคาริโอต (prokaryote cell) อยูในอาณาจักรยูแบคทีเรีย (eubacteria) มี

ลกัษณะที่เล็กมากโดยเฉลี่ยแลวแบคทีเรียมีขนาด 0.2-10 ไมโครเมตร แบคทีเรียสวนมากจะมีขนาดความ

ยาวนอยกวา 5 ไมโครเมตรแตหากมีลักษณะเซลลที่เปนเกลียวจะมีขนาดไดถึง 100 ไมโครเมตร สิ่งที่

สำคัญสิ่งหนึ่งของเซลลโปรคาริโอต (prokaryote cell) คือมีอัตราสวนของพื้นที่ผิวตอปริมาตรในปริมาณ

ที่สูงกวาสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ผิวของเซลลจะสัมผัสกับสิ่งแวดลอมโดยตรง  มีเมทาบอลิซึม (metabolism) 

ภายในเซลล ไมมีเยื่อหุมนิวเคลยีสและเยื่อหุมออแกเนล  

 แบคทีเรีย (bacteria) นั้นมาจากภาษากรีก (Greek) ที่เรียกวาแบคทีรีออน (bakterion) ที่

แปลวาแทงขนาดเล็ก แตในความจริงแลวแบคทีเรียมีรูปรางที่หลากหลาย โดยลักษณะพื้นฐานมี 3 

ลักษณะ ไดแก รูปรางกลม (cocci) แทง (bacilli) และเกลียว (spiral) (Heritage, J. et al., 1996) 

1.2 โครงสรางของแบคทีเรีย 

 เซลลแบคทีเรียนั้นสามารถอยูเปนเซลลเดี่ยวหรืออยูรวมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ดวยโครงสรางที่ธรรมดา

ทำใหสามารถปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอมตาง ๆ ไดเปนอยางดีและเหมาะสมตอการดำรงชีวิตอยูใน

สภาพแวดลอมนั ้น ๆ ผนังเซลลของแบคทีเรียนั ้นมีเพื ่อปกปองเซลลจากสิ ่งแวดลอมภายนอก โดย

อาณาจักรยูแบคทีเรียนั้นสามารถจำแนกแบคทีเรียออกได 2 แบบ แยกไดโดยใชวิธีการยอมสีแกรม (gram 

staining) (Heritage, J. et al., 1996) ไดแก 

 -กลุมแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive) มีองคประกอบสวนใหญของผนังเซลลคือเปปทิโด

ไกลแคน (peptidoglycan) ดังแสดงในรูปที่ 1.1 และกรดไทโคอิค (teichoic acid) แทรกผานชั้นเปปทิ

โดไกลเคนและเชื่อมติดเยื่อหุมเซลลดวยพันธะโควาเลนต อีกท้ังกรดไทโคอิคเปนแอนติเจน (antigen) ของ

แบคทีเรียแกรมบวก ตัวอยางของแบคทีเรียในกลุมนี้ ไดแก Staphylococcus aureus, Streptococcus 

sp., Micrococcus luteus และ Bacillus sp. เปนตน  
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รูปที่ 1.1 รูปแสดงโครงสรางของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive)  

(Immunology & microbiology from technical network, 2019) 

 

 -กลุมแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) โครงสรางนั้นซับซอนกวาแกรมบวก โดยผนังเซลล

ชั้นในเปนชั้นเปปทิโดไกลเคนบาง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 1.2 และมีเยื่อหุมชั้นนอก (outer membrane) เปน

ชั้นไขมัน ประกอบดวย ฟอสโฟลิพิด (phospholipids) ลิโพโพลิแซกคารไรด (lipopolysaccharide) 

และลิโพโปรตีน (lipoprotein) ตัวอยางของแบคทีเรียกลุมนี้ เชน Escherichia coli, Salmonella sp., 

Enterobacter sp. และ  Pseudomonas aeruginosa เปนตน  

 

 
รูปที่ 1.2 รูปแสดงโครงสรางของแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) 

(Immunology & microbiology from technical network, 2019) 

 

 แบคทีเรียเปนสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กและไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา สามารถอาศัยอยูตามแหลงตาง ๆ 

ไมวาจะเปนในน้ำ ดิน อากาศ เปนตน มีที่กอโรคแกมนุษยและไมกอโรคตอมนุษย  จุลินทรียกอโรค (pathogens) 

คือสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กไมวาจะเปนแบคทีเรีย เชื้อรา ปรสิตหรือไวรัส ซึ่งสามารถกอใหเกิดโรคหรืออาจจะทำใหเกิด

การเจ็บปวยตอเจาบาน (host) (NIH, 2006) ดังนั้นจึงมีการคิดคนสารบางอยางเพื่อทำลายจุลินทรียโดยที่ไมทำให

เจาบานโดนผลกระทบหรือเกิดผลกระทบตอเจาบานนอยที่สุด สิ่งที่ใชทำลายเชื้อจุลินทรียกอโรคนั้นเราเรียกวายา

ปฏิชีวนะ (antibiotics) 
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2. ยาปฏิชีวนะกับแบคทีเรีย 

 ในป ค.ศ. 1910 Paul Ehrlich คนพบยาชื่อวา Salvarsan ซึ่งสามารถใชรักษา โรคซิฟลิส (Syphilis) เปน

โรคติดตอทางเพศสัมพันธที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียชนิดหนึ่งได ในป ค.ศ. 1928 มีการคนพบ เพนนิซิลลิน 

(Penicillin) ซึ่งถูกผลิตจากเชื้อรา Penicillium notatum คนพบโดย Alexander Fleming พบวายาเพนนิซิลลิน

สามารถรักษาการติดเชื้อจากแบคทีเรียไดหลากหลายชนิด และในปจจุบันนี้ก็ยังมีการพัฒนายาปฏิชีวนะอยาง

ตอเนื ่องเพื ่อใหเหมาะสมตอการทำลายแบคทีเรียชนิดตาง ๆ (Kerr, J. R., 2005) แตในหลายปมานี้พบวามี

แบคทีเรียที่สามารถทนตอยาปฏิชีวนะและสามารถอยูรอดตอไปไดหรือที่เรียกกันวา การดื้อยาปฏิชีวนะ 

การดื้อยาปฏิชีวนะ (Antibiotics resistance) นั้นเกิดขึ้นเมื่อแบคทีเรียนั้นสามารถปรับตัวและเปลี่ยนการ

ตอบสนองใหทนตอยาปฏิชีวนะ ทำใหยาปฏิชีวนะนั้นไมสามารถทำลายเชื้อแบคทีเรียนั้นได แบคทีเรียที่ดื้อยานั้น

สามารถที่จะอยูรอด เจริญเติบโตและเพิ่มจำนวนไดเปนจำนวนมากและยังสามารถกระจายสูหวงโซอาหารหรือ

สิ่งแวดลอมไดอีกดวย ดังที่แสดงในรูปที่ 1.3 จากเหตุนี้เองทำใหปญหานี้เปนปญหาสำคัญตอหนวยงานสาธารณสุข

ทั่วโลกเพราะกอใหเกิดปญหาตาง ๆ ตามมาอยางมากมาย ไมวาจะเปน การรักษาที่ตอ งใชเวลานานขึ้น ราคา

คาใชจายในการรักษาที่เพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นในปจจุบันจึงมีการศึกษา คนควา วิจัย ในการพัฒนาหายาปฏิชีวนะชนิด

ใหมที่มีประสิทธิภาพที่ดีกวาเดิม เพ่ือตอตานกับเชื้อแบคทีเรียดื้อยาเหลานี้ (World Health Organization, 2018)  

 

 
 

รูปที่ 1.3 รูปการแพรกระจายของแบคทีเรียที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะ (World Health Organization, 2018) 
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3. ยาปฏิชีวนะควิโนโลนและกลไก 

 สารในกลุม Quinolone ถูกคนพบวาเปนยาปฏิชีวนะไดตั้งแตกอนป ค.ศ. 1960 ทำให เปนที่สนใจของ

นักวิจัยทั่วโลกในการศึกษาหายาปฏิชีวนะชนิดใหม เนื่องจากมีคุณสมบัติการเปนยาปฏิชีวนะที่ดีมาก เกิดการออก

ฤทธิ์ที่รุนแรงตอเชื้อแบคทีเรีย สามารถออกฤทธิ์ตอแบคทีเรียไดอยางกวางขวางหลากหลายชนิด โครงสรางของยา

ปฏิชีวนะควิโนโลนมีโครงสรางหลักเปนวง 2 วงติดกัน (bicyclic ring) มีการพัฒนาโดยการปรับเปลี่ยนโครงสราง

พ้ืนฐานของ Quinolone อยางหลากหลายโดยการเติมหมูตาง ๆ เขาท่ีวง 2 วง เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการออกฤทธิ์

ตอเชื้อแบคทีเรียในลักษณะที่แตกตางกันออกไป เชน เพ่ิมความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและลบได

แตกตางกันออกไปในตำแหนงที่ดัดแปลง ดังแสดงในรูปที่ 1.4 สารสวนมากในกลุม Quinolone มักถูกใชในผูที่มี

การติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ การติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ รวมไปถึงการติดเชื้อที่ลุกลามไปทั่วทั้ง

รางกาย (Heeb, et al., 2012; Andwesson, et al., 2003; Sheehan, G. & Chew, N. S. Y., 2003; Pham, T. 

D. M., et al., 2019) 

 
รูปที่ 1.4 รายงานถึงการตัดแตงในแตละตำแหนงนั้นมีผลตอแบคทีเรียแกรมบวกและลบแตกตางกัน 

(Pham, T. D. M., et al., 2019) 

 

 กลไกในการฆาแบคทีเรียคือยับยั้งการเพิ่มจำนวน (replication) และการถอดรหัส (transcription) โดย

การเขาจับกับเอนไซมโทโปไอโซเมอเรส II (topoisomerase II) ซึ่งทำใหแบคทีเรียหยุดเจริญเติบโตและยังทำใหดี

เอ็นเอเกิดความเสียหายอีกดวย เนื่องจากมีการตัดเพ่ือคลายปมแตไมมีการเชื่อมดีเอ็นเอ (DNA) กลับเขาหากัน ดัง

ในรูปที่ 1.5 มีรายงานถึงกลไกการยับยั้งแบคทีเรีย 2 กลไกหลัก (Pham, T. D. M., et al., 2019) ไดแก 

1. ยับยั้งดีเอ็นเอ (DNA inhibition) ไมวาจะเปนการสังเคราะหหรือเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอ  

2. ทำใหแบคทีเรียนั้นเกิดความเครียดและผลิตสารอนุมูลอิสระ (Stress response) 
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รูปที่ 1.5 รูปตำแหนงที่ควิโนโลนเขายับยั้งหรอืทำใหเอนไซมโทโปไอโซเมอเรส II (topoisomerase II) เปนพิษ 

(Vos, S. M., et al., 2011) 

 

กลไกของยาปฏิชีวนะประเภทควิโนโลนถูกแบงตามประเภทของยาไดดังนี ้(Hong, Y., et al., 2020) 

 -กลไก A คือกลไกของยาปฏิชีวนะควิโนโลนรุนแรก (first generation quinolone) ตัวอยางคือกรดนา

ลิดิซิก (nalidixic acid) และกรดออกโซลินิก (oxolinic acid) ดังโครงสรางที่แสดงในรูปที่ 1.6 เปนยาปฏิชีวนะท่ี

จะทำการฆาเซลลก็ตอเมื่อเซลลนั้นสังเคราะหโปรตีนและมีกิจกรรมภายในเซลล  

 a)         b) 

         
 

  รูปที ่1.6 แสดงโครงสรางของยาปฏิชีวนะควิโนโลนรุนแรก (first generation quinolone)  

  a) กรดนาลิดิซิก (nalidixic acid) และ b) กรดออกโซลินิก (oxolinic acid) 

(Aldred, K. J. et al., 2014) 
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 -กลไก B คือกลไกของยาปฏิชีวนะฟลูออโรควิโนโลนสมัยใหม (modern fluoroquinolone) ตัวอยาง

ไดแกยาไซโปรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin) และ มอกซิฟลอกซาซิน (Moxifloxacin) ดังโครงสรางที่แสดงในรปูท่ี 

1.7 เปนกลไกที่เซลลไมจำเปนตองมีการสังเคราะหโปรตีนหรือมีกิจกรรมภายในเซลลเขามาเก่ียวในการฆาเซลล  

    a)       b) 

          
 

รูปที ่1.7 แสดงโครงสรางของยาปฏิชีวนะฟลูออโรควิโนโลนสมัยใหม (modern fluoroquinolone) 

a) ยาไซโปรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin) และ b) มอกซิฟลอกซาซิน (Moxifloxacin) 

 (Aldred, K. J. et al., 2014) 

 

 -กลไก C คือกลไกของยาปฏิชีวนะฟลูออโรควิโนโลนยุคแรก (early fluoroquinolone) ตัวอยางคือยา

นอฟลอกซาซิน (norfloxacin) ดังโครงสรางที่แสดงในรูปที่ 1.8 เปนกลไกที่เซลลจำเปนตองมีการสังเคราะห

โปรตีนเขามาเก่ียวในการฆาเซลลแตไมจำเปนตองมีกิจกรรมภายในเซลล  

 
 

รูปที ่1.8  แสดงโครงสรางของยาปฏิชีวนะฟลูออโรควิโนโลนยุคแรก (early fluoroquinolone); 

 ยานอฟลอกซาซิน (norfloxacin) (Aldred, K. J. et al., 2014) 
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 โดยในทุก ๆ  กลไกท่ีกลาวมามีความเกี่ยวของกับการฆาแบคทีเรียโดยสะสมสารอนุมูลอิสระที่เรียกวา ROS-

dependent death แตชวงเวลาที่เกิดการสะสมสารอนุมูลอิสระนั้นตางกันดังที่แสดงในรูปท่ี 1.9 จากรูปสรุปกลไก

การฆาเซลลแบคทีเรียของยาปฏิชีวนะประเภทควิโนโลน สรุปไดวาเมื่อยาปฏชิีวนะควิโนโลน 2 โมเลกุลเขาจับกับดี

เอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) สงผลใหดีเอ็นเอเสียหาย หากซอมแซมไดทันแบคทีเรียจะสามารถรอดชีวิตได แตหาก

ไมสามารถซอมแซมไดทัน เชน ยีนที่เกี่ยวกับการซอมแซมทำงานบกพรอง แบคทีเรียจะตายไดเลยโดยไมไดอาศัย

สารอนุมูลอิสระ (ROS-independent death) อีกกรณีคือเมือ่ยาปฏชิีวนะควิโนโลน 2 โมเลกุลเขาไปจับกับเอนไซม

ดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) เปนระยะเวลาหนึ่งสงผลใหแบคทีเรียเกิดความเครียดและตอบสนองโดยผลิตสาร

อนุมูลอิสระและสะสมเพ่ิมมากข้ึนจนทำใหแบคทีเรียตาย (ROS-dependent death) (Hong, Y., et al., 2020) 

 

 
รูปที่ 1.9 แสดงกลไกการฆาแบคทีเรียของยาปฏิชีวนะควิโนโลน 

(Hong, Y., et al., 2020) 
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4. สารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลน 12 สารจากภาควิชาเคมี วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 หองปฏิบัติการของ อาจารย ดร. ธนธรณ ขอทวีวัฒนา ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ไดสังเคราะหสารทั้งหมด 12 สารและคาดวาจะเปนยาปฏิชีวนะได เนื่องจากสารที่สังเคราะหนั้นเปน

สารในกลุมอัลคิลควิโนโลนโดยสารและโครงสรางทั้งหมดแสดงใหเห็นในตารางท่ี 1.1  

 

ตารางท่ี 1.1 ตารางแสดงโครงสรางและน้ำหนักโมเลกุล (กรัม/โมเลกุล) ของสารทั้งหมด 12 สาร 

ลำดับที่ 
เลขและสัญลักษณ 

ที่กำกับมากับสาร 
โครงสราง น้ำหนักโมเลกุล (กรัม/โมเลกุล) 

1 
TKK-I-002  

(KKAJ-A16) 

 

385.55 

2 KKAJ-A15-P1 

 

415.57 

3 KKAJ-A24-P1 

 

419.98 

4 KKAJ-A25-P3 

 

430.54 

5 KKAJ-A25-P4 

 

415.61 
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ลำดับที่ 
เลขและสัญลักษณ 

ที่กำกับมากับสาร 
โครงสราง น้ำหนักโมเลกุล (กรัม/โมเลกุล) 

6 KKAJ-A28-P1 

 

419.98 

7 KKAJ-A31-P1 

 

464.44 

8 KKAJ-A35 ไมมีขอมูล ไมมีขอมูล 

9 KKAJ-A36 

 

399.57 

10 KKAJ-A50 

  

 

 

 

329.20 

11 KKAJ-A51 

 

 

 

407.11 

12 KKAJ-A52 

 

 

 

363.88 
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5. Resazurin microdilution assay 

 วิธีที่ใชในการประเมินผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่เลือกใชคือวิธี Resazurin microdilution 

assay โดยทำในเพลทที่มี 96 หลุม (96-well plate) และใส resazurin เพ่ือวัดผลและสังเกตสีที่เปลี่ยนไป วิธีการ

ดูผลแสดงในรูปที่ 1.10 โดยแสดงใหเห็นวาหากแบคทีเรียมีชีวิตจะสามารถเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น (reduction) กับ

สาร resazurin ซึ่งเปนสารละลายสีน้ำเงินมวงใหกลายเปน resorufin ที่มีสีชมพู แตหากแบคทีเรียไมสามารถเจริญ

ไดจะทำให resazurin ไมถูกเปลี่ยนเปน resorufin ซึ่งจะไดสารละลายสีน้ำเงินมวงเชนเดิม จึงสามารถใชวิธีนี้ใน

การหาคาความเขมขนของสารที่ต่ำที่สุดที่ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (Minimum Inhibition Concentration; 

MIC) โดยสังเกตสีที่เปลี่ยนแปลงไป (Elshikh, M., et al., 2016) 

 

รูปที ่1.10 แสดงการเปลี่ยนแปลงของสาร resazurin เมื่อเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น (reduction) 

(Elshikh, M., et al., 2016) 

 

วัตถุประสงคของโครงการ                                                     

 เพื่อทดสอบและประเมินผลความสามารถของสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลนที่ทางภาควิชาเคมี คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ไดสังเคราะหทั้ง 12 ชนิดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้ง 3 

ชนิด ไดแก Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) และ Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853)  
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บทที่ 2 

เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ 

เครื่องมือ 

1. กรวยแกว  

2. กระบอกตวงปริมาตร 100 และ 500 มิลลิลิตร  

3. แทงแกว spreader  

4. ขวดใสสารเคมี ขนาด 500 ml และ 1000 ml ของบริษัท DWK Life Science ประเทศเยอรมัน  

5. เครื่องชั่งหยาบ แบบทศนิยม 2 ตำแหนง รุน PG 2002-s ของบริษัท Metler Toledo ประเทศ

สวิสเซอรแลนด  

6. เครื่องชั่งหยาบขนาดเล็ก ของบริษัท Camry  

7. เครื่องอบฆาเชื้อขนาดเล็ก (Autoclave) รุน ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศญี่ปุน 

8. เครื่องอบฆาเชื้อขนาดใหญ (Autoclave) รุน ES-315 ของบริษัท TOMY Seiko ประเทศญี่ปุน  

9. เครื่องทำความรอนชนิดตั้งโตะ (heat plate) รุน MS-H280-Pro ของบริษัท Scilogex ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  

10. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscopy) รุน CH30RF200 ของบริษัท Olympus ประเทศ

ญี่ปุน  

11. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrometer) รุน Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic 

ประเทศสหรัฐอเมริกา  

12. ตูเขี่ยเชื้อ (ISSCO laminar flow) รุน HT-122.5 บริษัท International Scientific Supply ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  

13. ตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุน MDF-U71V ของบริษัท Sanyo Electric Co. ประเทศ

ญี่ปุน  

14. ตูอบแหง (hot air oven) ของบริษัท Contherm Digital Series ประเทศนิวซีแลนด 

15. ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (incubator) ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน  

16. ไมโครปเปตต ปริมาตร 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท Capp Bravo ประเทศเยอรมัน  

17. Automatic pipette ของบริษัท DLAB Levo Plus  

18. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุน K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  

19. เครื่องเขยาสารใชเสียงความถี่สูง (Ultrasonic sonicator) ของบริษัท Elma ประเทศเยอรมัน 
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วัสดุ 

1. เพลตพลาสติก (plastic plate) ของบริษัท Bioscan  

2. ทิปขนาดเล็ก (pipette tip) ขนาด 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท Kirgen 

3. microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Kirgen  

4. ปเปตพลาสติก (plastic pipette) ขนาด 5, 10 และ25 มิลลิลิตร ของบริษัท SPL LifeScience  

5. ฟวเตอรขนาด 0.2 ไมครอน (filter) ของบริษัท GE Healthcare  

6. หลอดฉีด 5 มิลลิลิตร (syringe) ของบริษัท Nipro ประเทศไทย 

เคมีภัณฑ  

1. 85% กลีเซอรอล (85% glycerol) ของบริษัท Himedia  

2. ผงอาหารเลี้ยงแบคทีเรียสำเร็จรูป (nutrient broth) ของบริษัท Himedia  

3. ผงอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย มูเลอรฮินตัลสาเร็จรูป (Muller-Hinton) ของบริษัท Himedia  

4. ผงวุน (agar) ของบริษัท Himedia  

5. ยาปฏิชีวนะ ciprofloxacin  

6. DMSO ของบริษัท RCI Labscan ประเทศไทย 

7. Resazurin ของบริษัท Tokyo Chemical Industry UK Ltd. (TCI-UK) ประเทศอังกฤษ 

สารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลนที่ใชสำหรับการทดลอง 12 สารจากหองปฏิบัติการ อาจารย ดร.ธนธรณ ขอทวี

วัฒนา ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

1. KKAJ-A16 

2. KKAJ-A15-P1 

3. KKAJ-A24-P1 

4. KKAJ-A25-P3 

5. KKAJ-A25-P4 

6. KKAJ-A28-P1 

7. KKAJ-A31-P1 

8. KKAJ-A35 

9. KKAJ-A36 

10. KKAJ-A50 

11. KKAJ-A51 

12. KKAJ-A52 
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นำ้ 

1. น้ำสำหรับเตรียม cell free filtrate คือ น้ำบริสุทธิ์ชนิดที่ 1 (purified water type I)  

2. นำ้สำหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ น้ำบริสุทธิ์ชนิดที่ 2 (purified water type II) 

แบคทีเรีย  

 เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดลองคือ Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538P) และ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) โดยเชื้อทั้งหมดนี้ไดมาจาก The 

American Type Culture Collection (ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

1. Escherichia coli (ATCC 25922)  

 Kingdom  Bacteria  

   Phylum  Proteobacteria  

        Class  Gamma Proteobacteria  

       Order  Enterobacteriales  

         Family  Enterobacteriaceae  

           Genus  Escherichia  

             Species  Escherichia coli 

 

2. Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 

 Kingdom  Bacteria  

   Phylum  Firmicutes  

     Class  Bacilli  

       Order  Bacillales  

         Family  Staphylococcaceae  

           Genus  Staphylococcus  

             Species  Staphylococcus aureus 
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3. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 

 Kingdom  Bacteria  

   Phylum  Proteobacteria  

     Class  Gamma Proteobacteria 

       Order  Pseudomonadales 

         Family  Pseudomonadaceae 

           Genus  Pseudomonas 

             Species  Pseudomonas aeruginosa 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

1. การเตรียมเชื้อเพื่อใชในการศึกษา 

1.1 การทำ Collection culture 

 เชื ้อแบคทีเรียที ่ใชคือ Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 

6538P) และ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) โดยเช ื ้อท ั ้งหมดถูกเก ็บรักษาไวใน 

กลีเซอรอล 25% ในตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส โดยวิธีการเก็บรักษาเริ่มจากนำแบคทีเรีย

ซึ่งเปนเซลลแหงที่ไดจาก The American Type Culture Collection (ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

มาใสในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำอาหารเหลว Nutrient Broth 

(NB) ปริมาตร 500 ไมโครลิตรที่มีกลีเซอรอลเปนสวนประกอบใสในหลอด Cryotube ใสแบคทีเรยีที่

เตรียมไวตามลงไปปริมาตร 500 ไมโครลิตร เก็บหลอด Cryotube ที่เสร็จเรียบรอยแลวในตูแชแข็ง

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

1.2 การทำ Standard Curve 

 เช ื ้อแบคทีเร ีย ได แก  Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 

6538P) และ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ทำการทดลองเชนเดียวกันในเชื้อทุกตัว 

นำแบคทีเรียจากตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มา Streak ลงบนอาหารแข็ง Nutrient Agar 

(NA) และบม 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารแข็ง 

Nutrient Agar (NA) จำนวน 1 โคโลนีใส ลงในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 4 

มิลลิลิตร และบม 37 องศาเซลเซียส , 200 rpm หลังจากที ่บมเปนเวลา 3-5 ชั ่วโมง นำเชื ้อที่

เพาะเลี้ยงจำนวน 2 มิลลิลิตร ไปเจือจางในอัตราสวน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 แลวนำไปวัดการดูดกลืน

แสงที่ 600 นาโนเมตร และนำเชื้อที่เพาะเลี้ยงจากสวนที่เหลือจำนวน 100 ไมโครลิตรไปเจือจางใหได 

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 และ 10-9 เทา นำคาเจือ 10-3 ถึง 10-9 เทาไป Spread ลง

บนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) นำไปบม 37 องศาเซลเซียส 18-24 ชั ่วโมง นับโคโลนีและ

คำนวณกลับเปนความเขมขนเซลล ในหนวยจำนวนเซลลตอมิลลิลิตร (CFU/ml) นำขอมูลความ

เขมขนเซลลและคาดูดกลืนแสงที่วัดได ไปสรางกราฟและเสนสมการของเสนกราฟ (y= mx + C) 
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2. การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียของสารสังเคราะหควิโนโลน 

 วิธีการทดสอบที่ใชในการทดลองนี้ปรับปรุงมาจาก The Manual of Antimicrobial 

Susceptibility Testing, American Society of Microbiology (Cavalier., et al, 2005) โดยนำ

แบคทีเรีย Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) และ 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) จากตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส Streak ลงบน

อาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) บมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง นำแบคทีเรียจากท่ี 

Streak บนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) จำนวน 3-5 โคโลนีมาเลี้ยงในอาหารเหลว Mueller-Hinton 

Broth (MHB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมใน 37 องศาเซลเซียส, 200 rpm เปนเวลา 3-5 ชั่วโมง 

 ระหวางนั้นนำสารทั้งหมดซ่ึงเปนสารสังเคราะหประเภท Alkyl quinolone 12 สาร ไดแก  KKAJ-

A16, KKAJ-A15-P1, KKAJ-A24-P1, KKAJ-A25-P3, KKAJ-A25-P4, KKAJ-A28-P1, KKAJ-A31-P1, 

KKAJ-A35, KKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 และ KKAJ-A52 มาเจือจางดวยอาหารเหลวมูเลอรฮินตัล 

(Mueller-Hinton) 2 เทาตามลำดับสวนในเพลท 96 หลุม (96 well-plate) ทั้งหมด 6 ความเขมไดแก 

1000, 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (µg/ml) ความเขมขนละ 50 ไมโครลิตร 

3 ซ้ำ โดยมีชุดควบคุมผลลบ (Negative control) แบบไมใสแบคทีเรีย 50 ไมโครลิตร 3 ซ้ำ, ชุดควบคุมผล

ลบ (Negative control) แบบใสแบคทีเรีย 50 ไมโครลิตร 3 ซ้ำและชุดควบคุมผลบวก (Positive control) 

ciprofloxacin 50 ไมโครลิตร ความเขมขนละ 3 ซ้ำ  

 เมื่อครบ 3-5 ชั่วโมงนำแบคทีเรียที่เลี้ยงไวไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรโดยใชเครื่อง 

Spectrophotometer นำคาไปคำนวณหาความเขมขนเซลลในหนวยจำนวนเซลลตอมิลลิลิตร (CFU/ml) 

ในสมการเสนกราฟของแบคทีเรียแตละชนิด และปรับความเขมขนของแบคทีเรียดวยอาหารเลี้ยงเชื้อใหได

ความเขมขนเทากับ 1.15x106 CFU/ml กอนใสแบคทีเรียลงในหลุมที่มีสารที่ตองการทดสอบและชุด

ควบคุมอยู โดยใสปริมาตร 50 ไมโครลิตร ดังนั้นสุดทายแลวจะมีปริมาณแบคท่ีเรียเริ่มตนแตละหลุม 

5.75x105 CFU/ml ปดฝา 96 well-plate และพันดวยพาราฟน นำไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

21 ชั่วโมง 
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3. ตรวจสอบความเขมขนที่นอยท่ีสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Minimum Inhibition 

Concentration; MIC) โดยใช Resazurin 

 ใส 0.015% Resazurin ปริมาตร 30 ไมโครลิตรลงในแตละหลุม บมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 

1 ชั่วโมง ถาแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได Resazurin จะถูกเปลี่ยนจากสีน้ำเงินอมมวงเปนสีชมพู

เรียกวา Resorufin หากแบคทีเรียไมสามารถเจริญเติบโตไดจะมีสีน้ำเงินอมมวงเชนเดิม โดยคา MIC ดูได

จากความเขมขนต่ำที่สุดที่มีสีของสารละลายเชนเดียวกับผลในชุดควบคุมบวก (สีน้ำเงิน) 

 

 

4. ตรวจสอบความเขมขนที่นอยที่สุดท่ีสามารถทำใหแบคทีเรียตายได (Minimum Bactericidal 

Concentration; MBC) 

 นำความเขมขนที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดมา Streak ลงบนอาหารแข็ง 

Nutrient Agar (NA) และบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมงและตรวจผล โดยคา MBC ดูไดจากความ

เขมขนที่แบคทีเรียไมสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Nutrient Agar (NA) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 
4.1 จุลินทรียท่ีใชในการทดลอง  

 จากการเลี ้ยงเชื ้อ Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) และ 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) จ าก  The American Type Culture Collection (ATCC) ใ น

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Nutrient (NA) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง พบวาโคโลนีบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ NA ของ Escherichia coli (ATCC 25922) นั้นมีสีขาวเหลือง สวน Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538P) มีลักษณะโคโลนีเปนสีเหลือง และ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ในตอนแรกมี

ลักษณะโคโลนีเปนสีขาวแตเมื่อทิ้งไวสักพักจะมีสีเขียวจากการสรางเม็ดสี (pigment)  

 

4.2 การทำ Standard Curve 

 จากการหาปริมาณเซลลแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด ไดแก E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 6538P) 

และ P. aeruginosa (ATCC 27853) โดยในแตละเชื้อนั้นมีกระบวณการทำที่เหมือนกัน เมื่อนำข้อมูล CFU/ml 

และคา O.D.600 ที่วัดได ทำกราฟ สรางสมการของเสนกราฟ (y= mx + C) ของเชื้อแบคทีเรียแตละชนิด ไดผล

ดังที่แสดงใน กราฟที่ 4.1-4.3 

 

กราฟที่ 4.1 ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลล E. coli (ATCC 25922) ในหนึ่งมิลลิลิตรและคาดูดกลืนแสงที่ 

600 นาโนเมตร 

 

y = 1.2082x + 0.309

R² = 0.9638
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ใชความขุนเพื่อประเมินถึงปริมาณเซลลของ Escherichia coli (ATCC 25922) 
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กราฟที่ 4.2 ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลล S. aureus (ATCC 6538P) ในหนึ่งมิลลิลิตรและคาดูดกลืนแสงที่ 

600 นาโนเมตร 

 

 
 

 

กราฟที่ 4.3 ความสัมพันธระหวางปริมาณเซลล P. aeruginosa (ATCC 27853) ในหนึ่งมิลลิลิตรและคาดูดกลืน

แสงที่ 600 นาโนเมตร 

 

y = 0.723x + 0.2202

R² = 0.9717
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ใชความขุนเพื่อประเมินถึงปริมาณเซลลของ Staphylococcus aureus (ATCC  6538P)

y = 0.4588x + 0.0318

R² = 0.9997
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ใชความขุนเพื่อประเมินถึงปริมาณเซลลของ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 
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4.3 ผลการทดสอบสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลน 12 ชนิดกับเชื้อ  E. coli (ATCC 25922) 

 จากการทดสอบสารทั้ง 12 ชนิดกับเชื้อ E. coli (ATCC 25922) โดยใชวิธี Resazurin microdilution 

assay เพ่ือดูความเขมขนต่ำที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ (Minimum Inhibition Concentration; MIC) แสดง

ดังรูปที่ 4.2-4.4 และชุดควบคุมในรูปที่ 4.1  

  
รูปที่ 4.1 ชุดควบคุมในการทดสอบรวมกับ E. coli (ATCC 25922) 

 

 
รูปท่ี 4.2 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A16, KKAJ-A15, KKAJ-A24-P1 และ KKAJ-A25-P3  

กับ E. coli (ATCC 25922) 
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รูปที่ 4.3 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A25-P4, KKAJ-A29-P1, KKAJ-A31-P1 และ KKAJ-A35  

กับ E. coli (ATCC 25922) 

 

 
รูปที่ 4.4 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 และ KKAJ-A52  

กับ E. coli (ATCC 25922) 
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 ผลการทดลองเมื่อนำหลุมที่มีสีน้ำเงินมวง รวมถึงความเขมขนต่ำที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ (MIC) ของ

แบคทีเรียได มา Streak ลงบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) เพ่ือดูผลความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรีย

ตาย (Maximum Bactericidal Concentration; MBC) ในรูปที ่4.5 แสดงผลการ Streak ของ สาร KKAJ-A35 

ความเขมขน 500 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

   a)  

 

   b) 

 
 

    

รูปที่ 4.5 แสดงผลการทดสอบความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรียตาย (MBC)  

กับ E. coli (ATCC 25922) หลังจากใหดวยสาร KKAJ-A35 

a) ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ b) 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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4.4 ผลการทดสอบสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลน 12 ชนิดกับเชื้อ S. aureus (ATCC 6538P) 

 จากการทดสอบสารทั้ง 12 ชนิดกับเชื้อ S. aureus (ATCC 6538P) โดยใชวิธี Resazurin microdilution 

assay เพ่ือดูความเขมขนต่ำที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ (Minimum Inhibition Concentration; MIC) ของ

แบคทีเรียชนิดนี้ไดแสดงดังรูปท่ี 4.7-4.9 และชุดควบคุมในรูปที่ 4.6 

  
รูปที่ 4.6 ชุดควบคุมในการทดสอบรวมกับ S. aureus (ATCC 6538P) 

 

 

รูปที่ 4.7 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A16, KKAJ-A15, KKAJ-A24-P1 และ KKAJ-A25-P3 

กับ S. aureus (ATCC 6538P) 
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รูปที่ 4.8 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A25-P4, KKAJ-A29-P1, KKAJ-A31-P1 และ KKAJ-A35 

กับ S. aureus (ATCC 6538P) 

 

 
 

รูปที่ 4.9 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 และ KKAJ-A52 

กับ S. aureus (ATCC 6538P) 
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 ผลการทดลองเมื่อนำหลุมที่มีสีน้ำเงินมวงมา Streak ลงบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) เพ่ือดูผล

ความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรียตาย (Maximum Bactericidal Concentration; MBC) ในรูปที่ 4.10 

แสดงผลการ Streak ของ สาร KKAJ-A51 ความเขมขน 125, 250 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและ รูปท่ี 

4.11 สาร KKAJ-A52 ความเขมขน 125, 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 
รูปที่ 4.10 แสดงผลการทดสอบความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรียตาย (MBC) กับ S. aureus (ATCC 6538P) 

หลังจากใหดวยสาร KKAJ-A51 ความเขมขน 125, 250 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 
 

รูปที่ 4.11 แสดงผลการทดสอบความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรียตาย (MBC) กับ S. aureus (ATCC 6538P) 

หลังจากใหดวยสาร KKAJ-A52 ความเขมขน 125, 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 
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4.5 ผลการทดสอบสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลน 12 ชนิดกับเชื้อ P. aeruginosa (ATCC 27853) 

 จากการทดสอบสารทั้ง 12 ชนิดกับเชื้อ P. aeruginosa (ATCC 27853) โดยใชวิธี Resazurin 

microdilution assay เพ่ือดูความเขมขนต่ำที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ (Minimum Inhibition 

Concentration; MIC) แสดงดังรูปที่ 4.13-4.15 และชุดควบคุมในรูปที่ 4.12 

 

 
รูปที่ 4.12 ชุดควบคุมในการทดสอบรวมกับ P. aeruginosa (ATCC 27853) 

 

 
รูปที่ 4.13 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A16, KKAJ-A15, KKAJ-A24-P1 และ KKAJ-A25-P3 

กับ P. aeruginosa (ATCC 27853) 
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รูปที่ 4.14 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A25-P4, KKAJ-A29-P1, KKAJ-A31-P1 และ KKAJ-A35  

กับ P. aeruginosa (ATCC 27853) 

 

 
 

รูปที่ 4.15 แสดงผลการทดสอบสาร KKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 และ KKAJ-A52  

กับ P. aeruginosa (ATCC 27853) 
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บทที่ 5 

สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 

 ผลการทดลองของแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดแบงออกเปนผลการสรางสมการเสนกราฟความสัมพันธระหวาง

ปริมาณเซลลแบคทีเรียในหนึ่งมิลลิลิตร (แกน X) และคาดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร (แกน Y) และผลทดสอบ

แบคทีเรียแตละชนิดรวมกับสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลน 12 ชนิด โดยใชวิธี Resazurin microdilution assay 

เพ่ือดูความเขมขนต่ำที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ (Minimum Inhibition Concentration; MIC) และใชวิธีการ

Streak ความเขมขนที่คาดวายับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดลงบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) เพื่อดู

ผลความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรียตาย (Maximum Bactericidal Concentration; MBC) 
 ผลการทดลองของเชื้อ Escherichia coli (ATCC 25922) ไดสมการเสนกราฟ คือ y = 1.2082x + 0.309 

โดยมีคา R-square (R²) = 0.9638 เมื่อนำแบคทีเรียมาทดสอบรวมกับสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลน 12 ชนิด 

พบวาสารทั้งหมดนั้นมี MIC มากกวา 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยกเวนสาร KKAJ-A35 ที่ความเขมขน 1000 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทั้ง 3 ซ้ำ นั้นมีสีน้ำเงินซึ่งคาดวาเปนความเขมขนที่ยับยั้งการเจริญเติบโต (MIC) ของ E. coli 

จึงไดนำความเขมขน 500 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไปทำ MBC ผลพบวาทั้ง 2 ความเขมขนนั้น E.coli 

สามารถเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง Nutrient Agar ได นั้นเพราะยาปฏิชีวนะควิโนโลนเปนยาปฏิชีวนะท่ียับยั้งการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Bacteriostatic) ไมไดทำใหแบคทีเรียตายไดทั้งหมด เมื่อนำแบคทีเรียที่เคยถูกใหยาเพ่ือ

ยับยั้งมาเลี้ยงบนอาหารแข็งที่ไมมียาปฏิชีวนะควิโนโลน สงผลใหแบคทีเรียสามารถเจริญตอไปได (Drlica, K., et 

al., 2008)  

 ผลการทดลองของเชื้อ Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) ไดสมการเสนกราฟ คือ 

y = 0.723x + 0.2202 โดยมีคา R-square (R²) = 0.9717 เมื่อนำแบคทีเรียมาทดสอบรวมกับสารสังเคราะห

อัลคิลควิโนโลน 12 ชนิด พบวาสารทั้งหมดนั้นมี MIC มากกวา 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ยกเวนสาร KKAJ-A51 

และ KKAJ-A52 ที่ยังไมสามารถสรุป MIC ได โดยจะเห็นไดวาสาร KKAJ-A51 ความเขมขน 125, 250 และ 500 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรทั้ง 3 ซ้ำนั้นยับยั้งการเจริญของ S. aureus ไดแตไมทั้งหมดโดยจะเห็นวาสีของหลุมเปนสีมวง 

แตความเขมขนที่ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสีคอนขางจะเปนสีชมพู (ไมยับยั้งการเจริญ) สวนสาร KKAJ-A52 

ความเขมขนที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ S. aureus ไดคือ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตที่ความเขมขน 

1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรกลับพบวาสีของหลุมเปนสีที่คอนขางจะมวง (ยับยั้งไมไดทั้งหมด) มีงานวิจัยรายงานถึง

ความเขมขนของยาปฏิชีวนะควิโนโลนวาที่ความเขมขนสูงจะไมสามารถยับยั้งการเจริญ (paradoxical effect) ของ

แบคทีเรียได ซึ่งเกี่ยวของกับการสะสมสารอนุมูลอิสระที่ลดลงเมื่อมีการใหยาความเขมขนสูงขึ้น (Luan, G., et al., 

2018) เนื่องจากการสะสมสารอนุมูลอิสระเปนกลไกสำคัญของยาปฏิชีวนะประเภทควิโนโลน เมื่อการสะสมของ

สารอนุมูลอิสระลดลงทำใหการตายของแบคทีเรียลดลงดวยเชนกัน และเม่ือนำหลุมที่กลาวมาขางตนไป Streak ลง
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บนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) เพ่ือดูผลความเขมขนต่ำที่สุดที่ทำใหแบคทีเรียตาย (Maximum Bactericidal 

Concentration; MBC) ผลพบวา S. aureus สามารถเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง Nutrient Agar ได 

 ผลการทดลองของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ไดสมการเสนกราฟคือ  

y = 0.4588x + 0.0318 โดยมีคา R-square (R²) = 0.9997 เมื่อนำแบคทีเรียมาทดสอบรวมกับสารสังเคราะห

อัลคิลควิโนโลน 12 ชนิด พบวาสารทั้งหมดนั้นมีคา MIC มากกวา 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อาจจะเนื่องมาจาก

วิธี Resazurin microdilution assay ไมเหมาะตอการทดสอบยาปฏิชีวนะกับ P. aeruginosa เนื่องจากแบคทีเรีย

ชนิดนี้เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว จะเกิดการรวมตัวของเซลลและผลิตไบโอฟลม (biofilm) ซึ่งการผลิตไบโอฟลมนี้ก็

เปนอีกเหตุผลที่ทำใหเกิดการดื้อยาของเชื้อ P. aeruginosa (Ahmed, M. N., et al.,2018) 

 โดยสรุปแลวพบวาสาร KKAJ-A35 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ E. coli (ATCC 25922) ไดที่ความ

เขมขน 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สาร KKAJ-A52 สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus (ATCC 6538P) ไดดี

ที่สุดที่ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และจากที่สังเกตไดจากวิธี Resazurin microdilution plate ไม

เหมาะจะนำมาใชทดสอบ P. aeruginosa (ATCC 27853) กับสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลนทั้ง 12 ชนิด เนื่องจาก

มีการสรางไบโอฟลมของเชื้อ ทำใหไมสามารถสังเกตผลไดอยางชัดเจน 

 จากงานวิจัยนี้ไดแสดงใหเห็นวาสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลนสาร KKAJ-A35 และสาร KKAJ-A52 นั้น

สามารถใชยับยั้งแบคทีเรีย E.coli และ S. aureus ไดตามลำดับ แตไมสามารถฆาเชื้อแบคทีเรียได อีกทั้งผลการ

ทดลองยังชี้ใหเห็นวาที่ความเขมขนของสารที่สูงเกินอาจจะสงผลใหความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียลดนอยลง 

ซึ่งอาจจะเปนปญหาสำคัญในการนำสารนี้มาเปนยาปฏิชีวนะในอนาคต โดยเฉพาะอยางยิ่งเรื่องความเขมขนของยา 

นอกจากนี้อุปสรรคที่พบในการทดลองคือ Resazurin microdilution assay แมจะเปนวิธีที่ใชสังเกตผลการ

เปลี่ยนแปลงไดงายและสามารถสังเกตไดดวยตาเปลา แตอาจมีขอจำกัดในการดูผลการทดลองในกลุมแบคทีเรียที่

สรางไบโอฟลม (biofilm) ได ซ่ึงการวัดจำนวนเซลลแบคทีเรียตามเวลาจริง (real time) ดวยเครื่องอานปฏิกิริยาไม

โครเพลท (microplate reader) เพ่ือดูผลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเมื่อทดสอบดวยสารสังเคราะหอัลคิลควิโน

โลน อาจใหผลที่ละเอียดและสามารถวิเคราะหผลไดถูกตองและแมนยำมากกวา  ดังนั้นการทดสอบขั้นตอไปคือการ

นำสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลน KKAJ-A35 และ KKAJ-A52 ไปทดสอบความสามารถในการเปนยาปฏิชีวนะในวิธี

อ่ืน ๆ เพ่ือใหไดผลการยับยั้งแบคทีเรียที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้น รวมถึงทดสอบความปลอดภัยในการใชสารสังเคราะหนี้

ตอสิ่งมีชีวิต สำหรับการทดสอบสารปฏิชีวนะกับแบคทีเรียที่ผลิตไบโอฟลมนั้นอาจมีการใชอนุภาคนาโนชวยในการ

นำสารปฏิชีวนะใหเขาถึงตัวเซลลที่อยูชั้นในของไบโอฟลม เพ่ือแกปญหาในการเขาถึงเซลลไดอยางทั่วถึงมากยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient broth (NB)  

  เปปโทน     5.0 กรัม  

  โซเดียมคลอไรด     5.0 กรัม  

  สารสกัดจากเนื้อ     1.5 กรัม  

  สารสกัดจากยีสต    1.5 กรัม  

  คาความเปนกรด-ดาง (25 ºC )   7.2 ± 0.2  

 ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนำไปอบฆาเชื้อดวยอุณหภูมิ 121 องศา-

 เซลเซียส ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Nutrient agar (NA)  

  เปปโทน     5.0 กรัม  

  โซเดียมคลอไรด    5.0 กรัม  

  สารสกัดจากเนื้อ    1.5 กรัม  

  สารสกัดจากยีสต    1.5 กรัม  

ผงวุน      15 กรัม  

คาความเปนกรด-ดาง (25 ºC )   7.2 ± 0.2  

 ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนำไปอบฆาเชื้อดวยอุณหภูมิ 121 องศา-

 เซลเซียส ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที แลวเทใสจานเพาะเชื้อ 

 

3. อาหารเหลว Muller-Hinton broth (MHB) 

  ผงอาหารสำเร็จรูป Muller-Hinton 21.0 กรัม  

  คาความเปนกรด-ดาง (25 ºC )   7.3 ± 0.1  

 ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนำไปอบฆาเชื้อดวยอุณหภูมิ 121 องศา-

 เซลเซียส ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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4. อาหารแข็ง Muller-Hinton agar (MHA) 

  ผงอาหารสำเร็จรูป Muller-Hinton  21.0 กรัม  

  ผงวุน      15.0 กรัม  

  คาความเปนกรด-ดาง (25 ºC )   7.3 ± 0.1  

 ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนำไปอบฆาเชื้อดวยอุณหภูมิ 121 องศา-

 เซลเซียส ที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที แลวเทใสจานเพาะเชื้อ 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

 

1. ยาปฏิชีวนะ Ciprofloxacin  

 0.33 และ 3.33 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 นำ Ciprofloxacin 1 มิลลิกรัม ละลายดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 3 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน

เทากับ 0.33 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (333 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จากนั้นนำไปเจือจางใหไดความเขมขน

เปน 0.33 และ 3.33 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สำหรับใชในชุดควบคุมผลบวกของการทดสอบกับ 

Escherichia coli และ Staphylococcus aureus ตามลำดับ สุดทายแลวทำใหปราศจากเชื้อโดยนำมา

กรองผานตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 นำ Ciprofloxacin 1 มิลลิกรัม ละลายดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 1 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน

เทากับ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) นำไปเจือจางใหไดความเขมขนเปน 25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สำหรับใชในชุดควบคุมผลบวกของการทดสอบกับ Pseudomonas aeruginosa 

สุดทายแลวทำใหปราศจากเชื้อโดยนำมากรองผานตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 

2. การเตรียมสารสังเคราะหอัลคิลควิโนโลนเพื่อใชทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

 เตรียมสารใหมีความเขมขน 2000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (µg/ml) โดยมีตัวทำละลายคือ 4% 

DMSO ของปริมาตรตัวทำละลายทั้งหมด กอนนำไปละลายดวยเครื่องเขยาสารใชเสียงความถ่ีสูง หลังจาก

ที่สารละลายไดแลว ใสน้ำกลั่น 96% ของปริมาตรตัวทำละลายทั้งหมด ปดขวดสารและพันดวยพาราฟน 

เก็บเขาตูเย็นที่มีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 ชุดควบคุมท่ีเปนผลลบ (Negative control) เตรียม 4% DMSO ในอาหารเหลวมูเลอรฮินตัล 

(Mueller-Hinton broth) ในสวนชุดควบคุมท่ีเปนผลบวก (Positive control) เตรียม Ciprofloxacin ใน

น้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อ โดยมีคาความเขมขนที่นอยที่สุดที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Minimum 

inhibition concentration; MIC) ของยาปฏิชีวนะ Ciprofloxacin ในแตละแบคทีเรียมีคาดังนี้ E. coli ที่

ความเขมขน 0.039 µg/ml, S. aureus ที่ความเขมขน 0.625 µg/ml และ P. aeruginosa ที่ความเขมขน 

2.5 µg/ml 
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3. เตรียม 0.015% Resazurin 

 เตรียม 0.015% Resazurin โดยใส Resazurin sodium salt ปริมาณ 3 มิลลิกรัม ในน้ำกลั่น

ปริมาตร 20 มิลลิลิตรและทำใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานใสกรอง 0.2 ไมโครเมตร 
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ภาคผนวก ค 

การคำนวนปริมาณเซลล 

 

1. ทำใหแบคทีเรียมีความเขมขน 1.15x106 CFU/ml 

 

 เมื่อไดปริมาณแบคทีเรียเปน CFU/ml จากการเปรียบเทียบกับสมการเสนกราฟ ทำใหแบคทีเรีย

มีความเขมขน 1.15x106 CFU/ml และใหไดปริมาตรตามที่ตองการไดจากการ 

 

คำนวนในสูตร C1 x V1 = C2  x V2  

  

C1 = ปริมาณแบคทีเรียเริ่มตนใน 1 มิลลิลิตร (CFU/ml) 

V1 = ปริมาตรที่ตองนำไปใสใน V2 (ml) 

C2 = ปริมาณแบคทีเรียที่ตองการใน 1 มิลลิลิตร (CFU/ml) คือ 1.15x106 CFU/ml 

V2 = ปริมาตรที่ตองการ (ml) 
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