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บทคัดยŠอ 

 

 ตัĚงĒตŠปŘครĉสตŤศักราชǰ 1960ǰ มĊการพัฒนาตัวยาปฏĉชĊวนะประđภทควĉēนēลนอยŠางกวšางขวางǰ ĕมŠวŠาจะđปŨนยา

ปฏĉชĊวนะควĉēนēลนรčŠนĒรกǰ ĕดšĒกŠǰnalidixic acid Ēละ oxolinic acid ยาปฏĉชĊวนะฟลĎออēรควĉēนēลนยčคกŠอนǰ đชŠนǰ

norfloxacin หรČอจะđปŨนยาปฏĉชĊวนะฟลĎออēรควĉēนēลนสมัยĔหมŠǰ ĕดšĒกŠǰ ciprofloxacin Ēละ moxifloxacinǰ Ĕน

งานวĉจัยนĊĚĕดšทำการทดสอบความสามารถĔนการđปŨนยาปฏĉชĊวนะของสารสังđคราะหŤควĉēนēลนทัĚงหมดǰ 12 สารǰ ทĊęĕดš

รับมาจากภาควĉชาđคมĊǰคณะวĉทยาศาสตรŤǰจčฬาลงกรณŤมหาวĉทยาลัยǰēดยĔชšวĉธĊǰresazurin microdilution assay Ĕน

การหาคŠาความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของĒบคทĊđรĊยǰ (Minimum Inhibition Concentration; 

MIC) ĒละนำผลจากǰMIC ĕปǰStreak ลงบนอาหารĒขĘงทĊęĕมŠมĊยาปฏĉชĊวนะđพČęอดĎความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊย

ตายǰ (Minimum Bactericidal Concentration; MBC) ผลการทดลองĒสดงĔหšđหĘนวŠาสารǰ KKAJ-A35 สามารถ

ยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของǰEscherichia coli  (ATCC 25922) ĕดšǰณǰความđขšมขšนǰ1000ǰĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรĒตŠ

สามารถđจรĉญđตĉบēตบนอาหารĒขĘงทĊęĕมŠมĊยาปฏĉชĊวนะĕดšǰđชČĚอǰStaphylococcus aureus (ATCC 6538P)ǰถĎกยับยัĚง

ดšวยสารǰKKAJ-A51 Ēละ KKAJ-A52 ณǰความđขšมขšนปานกลางทĊę 125, 250 Ēละǰ500 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรĒละ

ĔนความđขšมขšนนĊĚǰ S. aureus สามารถđจรĉญđตĉบēตบนอาหารĒขĘงทĊęĕมŠมĊยาปฏĉชĊวนะĕดšหลังจากĔหšสารทัĚงสอง ĒตŠทĊę

ความđขšมขšนสĎงขċĚนĕปĕมŠสามารถยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของǰS. aureus ĕดš ผลการทดสอบสčดทšายĒสดงĔหšđหĘนวŠาสาร

ทัĚงหมดĕมŠมĊผลยับยัĚงการđจรĉญของǰPseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)ǰ 
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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)ǰwas 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). 
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ทĊęคอยชŠวยđหลČอǰคอยรับฟŦงǰชŠวยกันดĎĒลหšองปฏĉบัตĉการǰคอยĔหšกำลังĔจĒละพยายามĕปดšวยกัน 
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หลังจากĔหšดšวยสารǰKKAJ-A52 ความđขšมขšนǰ125, 250, 500 Ēละǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร 25 

รูปท่ีǰ4.12ǰชčดควบคčมĔนการทดสอบรŠวมกับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 26 

รูปที่ǰ4.13 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A16, KKAJ-A15, KKAJ-A24-P1 ĒละǰKKAJ-A25-P3ǰ 

กับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 26 

รูปที่ǰ4.14 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A25-P4, KKAJ-A29-P1, KKAJ-A31-P1 ĒละǰKKAJ-A35  

กับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 27 

รูปที่ǰ4.15 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 ĒละǰKKAJ-A52  

กับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 27 
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บทที่ǰ1 

บทนำ 

 

1. แบคทีเรียǰ(Bacteria) 

1.1 สัณฐานวĉทยาของĒบคทĊđรĊย 

 ĒบคทĊđรĊยđปŨนđซลลŤēปรคารĉēอต (prokaryote cell) อยĎŠĔนอาณาจักรยĎĒบคทĊđรĊยǰ(eubacteria) มĊ

ลกัษณะทĊęđลĘกมากēดยđฉลĊęยĒลšวĒบคทĊđรĊยมĊขนาดǰ0.2-10ǰĕมēครđมตรǰĒบคทĊđรĊยสŠวนมากจะมĊขนาดความ

ยาวนšอยกวŠาǰ5 ĕมēครđมตรĒตŠหากมĊลักษณะđซลลŤทĊęđปŨนđกลĊยวจะมĊขนาดĕดšถċงǰ100 ĕมēครđมตรǰสĉęงทĊę

สำคัญสĉęงหนċęงของđซลลŤēปรคารĉēอต (prokaryote cell) คČอมĊอัตราสŠวนของพČĚนทĊęผĉวตŠอปรĉมาตรĔนปรĉมาณ

ทĊęสĎงกวŠาสĉęงมĊชĊวĉตอČęนǰėǰผĉวของđซลลŤจะสัมผัสกับสĉęงĒวดลšอมēดยตรง  มĊđมทาบอลĉซċมǰ(metabolism) 

ภายĔนđซลลŤ ĕมŠมĊđยČęอหčšมนĉวđคลĊยสĒละđยČęอหčšมออĒกđนลǰ 

 ĒบคทĊđรĊย (bacteria) นัĚนมาจากภาษากรĊกǰ (Greek) ทĊęđรĊยกวŠาĒบคทĊรĊออนǰ (bakterion)ǰทĊę

ĒปลวŠาĒทŠงขนาดđลĘก ĒตŠĔนความจรĉงĒลšวĒบคทĊđรĊยมĊรĎปรŠางทĊęหลากหลายǰēดยลักษณะพČĚนฐานมĊǰ 3 

ลักษณะǰĕดšĒกŠǰรĎปรŠางกลม (cocci)ǰĒทŠง (bacilli) ĒละđกลĊยวǰ(spiral) (Heritage, J. et al., 1996) 

1.2 ēครงสรšางของĒบคทĊđรĊย 

 đซลลŤĒบคทĊđรĊยนัĚนสามารถอยĎŠđปŨนđซลลŤđดĊęยวหรČออยĎŠรŠวมกับสĉęงมĊชĊวĉตอČęนǰดšวยēครงสรšางทĊęธรรมดา

ทำĔหšสามารถปรับตัวĔหšđขšากับสĉęงĒวดลšอมตŠางǰėǰĕดšđปŨนอยŠางดĊĒละđหมาะสมตŠอการดำรงชĊวĉตอยĎŠĔน

สภาพĒวดลšอมนั Ěนǰė ผนังđซลลŤของĒบคทĊđรĊยนั ĚนมĊđพČ ęอปกปŜองđซลลŤจากสĉ ęงĒวดลšอมภายนอกǰēดย

อาณาจักรยĎĒบคทĊđรĊยนัĚนสามารถจำĒนกĒบคทĊđรĊยออกĕดšǰ2 ĒบบǰĒยกĕดšēดยĔชšวĉธĊการยšอมสĊĒกรม (gram 

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

 -กลčŠมĒบคทĊđรĊยĒกรมบวกǰ(gram positive)ǰมĊองคŤประกอบสŠวนĔหญŠของผนังđซลลŤคČอđปปทĉēด

ĕกลĒคนǰ(peptidoglycan)ǰดังĒสดงĔนรูปที่ǰ1.1ǰĒละกรดĕทēคอĉคǰ(teichoic acid)ǰĒทรกผŠานชัĚนđปปทĉ

ēดĕกลđคนĒละđชČęอมตĉดđยČęอหčšมđซลลŤดšวยพันธะēควาđลนตŤǰอĊกทัĚงกรดĕทēคอĉคđปŨนĒอนตĉđจนǰ(antigen)ǰของ

ĒบคทĊđรĊยĒกรมบวกǰตัวอยŠางของĒบคทĊđรĊยĔนกลčŠมนĊĚǰĕดšĒกŠǰStaphylococcus aureus,ǰStreptococcus 

sp., Micrococcus luteus ĒละǰBacillus sp.ǰđปŨนตšน  
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รูปที่ǰ1.1 รĎปĒสดงēครงสรšางของĒบคทĊđรĊยĒกรมบวก (Gram positive)  

(Immunology & microbiology from technical network, 2019) 

 

 -กลčŠมĒบคทĊđรĊยĒกรมลบǰ (Gram negative)ǰēครงสรšางนัĚนซับซšอนกวŠาĒกรมบวกǰēดยผนังđซลลŤ

ชัĚนĔนđปŨนชัĚนđปปทĉēดĕกลđคนบาง ė ดังĒสดงĔนรูปที่ǰ1.2ǰĒละมĊđยČęอหčšมชัĚนนอกǰ(outer membrane)ǰđปŨน

ชัĚนĕขมันǰประกอบดšวยǰฟอสēฟลĉพĉดǰ(phospholipids)ǰลĉēพēพลĉĒซกคารŤĕรดŤǰ(lipopolysaccharide)ǰ

ĒละลĉēพēปรตĊนǰ(lipoprotein)ǰตัวอยŠางของĒบคทĊđรĊยกลčŠมนĊĚǰđชŠนǰEscherichia coli,ǰSalmonella sp., 

Enterobacter sp. ĒละǰǰPseudomonas aeruginosa đปŨนตšนǰ 

 

 
รูปที่ǰ1.2 รĎปĒสดงēครงสรšางของĒบคทĊđรĊยĒกรมลบ (Gram negative) 

(Immunology & microbiology from technical network, 2019) 

 

 ĒบคทĊđรĊยđปŨนสĉęงมĊชĊวĉตขนาดđลĘกĒละĕมŠสามารถมองđหĘนĕดšดšวยตาđปลŠาǰสามารถอาศัยอยĎŠตามĒหลŠงตŠางǰėǰ

ĕมŠวŠาจะđปŨนĔนนĚำǰดĉนǰอากาศǰđปŨนตšนǰมĊทĊęกŠอēรคĒกŠมนčษยŤĒละĕมŠกŠอēรคตŠอมนčษยŤ  จčลĉนทรĊยŤกŠอēรค (pathogens) 

คČอสĉęงมĊชĊวĉตขนาดđลĘกĕมŠวŠาจะđปŨนĒบคทĊđรĊยǰđชČĚอราǰปรสĉตหรČอĕวรัสǰซċęงสามารถกŠอĔหšđกĉดēรคหรČออาจจะทำĔหšđกĉด

การđจĘบปśวยตŠอđจšาบšานǰ(host)ǰ(NIH, 2006)ǰดังนัĚนจċงมĊการคĉดคšนสารบางอยŠางđพČęอทำลายจčลĉนทรĊยŤēดยทĊęĕมŠทำĔหš

đจšาบšานēดนผลกระทบหรČอđกĉดผลกระทบตŠอđจšาบšานนšอยทĊęสčดǰสĉęงทĊęĔชšทำลายđชČĚอจčลĉนทรĊยŤกŠอēรคนัĚนđราđรĊยกวŠายา

ปฏĉชĊวนะ (antibiotics) 
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2. ยาปฏิชีวนะกับแบคทีเรีย 

 ĔนปŘǰค.ศ. 1910 Paul Ehrlich คšนพบยาชČęอวŠาǰSalvarsan ซċęงสามารถĔชšรักษาǰēรคซĉฟŗลĉสǰ(Syphilis) đปŨน

ēรคตĉดตŠอทางđพศสัมพันธŤทĊęđกĉดจากการตĉดđชČĚอĒบคทĊđรĊยชนĉดหนċęงĕดšǰ ĔนปŘǰค.ศ.ǰ1928ǰมĊการคšนพบǰđพนนĉซĉลลĉนǰ

(Penicillin) ซċęงถĎกผลĉตจากđชČĚอราǰPenicillium notatum คšนพบēดยǰAlexander Fleming พบวŠายาđพนนĉซĉลลĉน

สามารถรักษาการตĉดđชČĚอจากĒบคทĊđรĊยĕดšหลากหลายชนĉดǰĒละĔนปŦจจčบันนĊĚกĘยังมĊการพัฒนายาปฏĉชĊวนะอยŠาง

ตŠอđนČ ęองđพČ ęอĔหšđหมาะสมตŠอการทำลายĒบคทĊđรĊยชนĉดตŠางǰ ė (Kerr, J. R., 2005)ǰĒตŠĔนหลายปŘมานĊĚพบวŠามĊ

ĒบคทĊđรĊยทĊęสามารถทนตŠอยาปฏĉชĊวนะĒละสามารถอยĎŠรอดตŠอĕปĕดšหรČอทĊęđรĊยกกันวŠาǰการดČĚอยาปฏĉชĊวนะ 

การดČĚอยาปฏĉชĊวนะ (Antibiotics resistance) นัĚนđกĉดขċĚนđมČęอĒบคทĊđรĊยนัĚนสามารถปรับตัวĒละđปลĊęยนการ

ตอบสนองĔหšทนตŠอยาปฏĉชĊวนะǰทำĔหšยาปฏĉชĊวนะนัĚนĕมŠสามารถทำลายđชČĚอĒบคทĊđรĊยนัĚนĕดšǰĒบคทĊđรĊยทĊęดČĚอยานัĚน

สามารถทĊęจะอยĎŠรอดǰđจรĉญđตĉบēตĒละđพĉęมจำนวนĕดšđปŨนจำนวนมากĒละยังสามารถกระจายสĎŠหŠวงēซŠอาหารหรČอ

สĉęงĒวดลšอมĕดšอĊกดšวยǰดังทĊęĒสดงĔนรูปที่ǰ1.3ǰจากđหตčนĊĚđองทำĔหšปŦญหานĊĚđปŨนปŦญหาสำคัญตŠอหนŠวยงานสาธารณสčข

ทัęวēลกđพราะกŠอĔหšđกĉดปŦญหาตŠางǰėǰตามมาอยŠางมากมายǰĕมŠวŠาจะđปŨนǰการรักษาทĊęตšอ งĔชšđวลานานขċĚนǰราคา

คŠาĔชšจŠายĔนการรักษาทĊęđพĉęมสĎงขċĚนǰดังนัĚนĔนปŦจจčบันจċงมĊการศċกษาǰคšนควšาǰวĉจัยǰĔนการพัฒนาหายาปฏĉชĊวนะชนĉด

ĔหมŠทĊęมĊประสĉทธĉภาพทĊęดĊกวŠาđดĉมǰđพČęอตŠอตšานกับđชČĚอĒบคทĊđรĊยดČĚอยาđหลŠานĊĚ (World Health Organization, 2018)ǰ 

 

 
 

รูปที่ǰ1.3 รĎปการĒพรŠกระจายของĒบคทĊđรĊยทĊęดČĚอตŠอยาปฏĉชĊวนะǰ(World Health Organization, 2018) 
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3. ยาปฏิชีวนะควิโนโลนและกลไก 

 สารĔนกลčŠมǰQuinolone ถĎกคšนพบวŠาđปŨนยาปฏĉชĊวนะĕดšตัĚงĒตŠกŠอนปŘǰค.ศ.ǰ1960ǰทำĔหš đปŨนทĊęสนĔจของ

นักวĉจัยทัęวēลกĔนการศċกษาหายาปฏĉชĊวนะชนĉดĔหมŠǰđนČęองจากมĊคčณสมบัตĉการđปŨนยาปฏĉชĊวนะทĊęดĊมากǰđกĉดการออก

ฤทธĉĝทĊęรčนĒรงตŠอđชČĚอĒบคทĊđรĊยǰสามารถออกฤทธĉĝตŠอĒบคทĊđรĊยĕดšอยŠางกวšางขวางหลากหลายชนĉดǰēครงสรšางของยา

ปฏĉชĊวนะควĉēนēลนมĊēครงสรšางหลักđปŨนวงǰ2ǰวงตĉดกัน (bicyclic ring) มĊการพัฒนาēดยการปรับđปลĊęยนēครงสรšาง

พČĚนฐานของǰQuinolone อยŠางหลากหลายēดยการđตĉมหมĎŠตŠางǰėǰđขšาทĊęวงǰ2 วง đพČęอđพĉęมประสĉทธĉภาพการออกฤทธĉĝ

ตŠอđชČĚอĒบคทĊđรĊยĔนลักษณะทĊęĒตกตŠางกันออกĕปǰđชŠนǰđพĉęมความสามารถĔนการยับยัĚงĒบคทĊđรĊยĒกรมบวกĒละลบĕดš

ĒตกตŠางกันออกĕปĔนตำĒหนŠงทĊęดัดĒปลงǰดังĒสดงĔนรูปที่ǰ1.4 สารสŠวนมากĔนกลčŠมǰQuinolone มักถĎกĔชšĔนผĎšทĊęมĊ

การตĉดđชČĚอĔนระบบทางđดĉนหายĔจǰการตĉดđชČĚอĔนระบบทางđดĉนปŦสสาวะǰรวมĕปถċงการตĉดđชČĚอทĊęลčกลามĕปทัęวทัĚง

รŠางกายǰ(Heeb, et al., 2012; Andwesson, et al., 2003; Sheehan, G.ǰ& Chew, N.ǰS.ǰY., 2003; Pham, T. 

D.ǰM., et al., 2019) 

 
รูปที่ǰ1.4 รายงานถċงการตัดĒตŠงĔนĒตŠละตำĒหนŠงนัĚนมĊผลตŠอĒบคทĊđรĊยĒกรมบวกĒละลบĒตกตŠางกัน 

(Pham, T. D.ǰM., et al., 2019) 

 

 กลĕกĔนการฆŠาĒบคทĊđรĊยคČอยับยัĚงการđพĉęมจำนวน (replication) Ēละการถอดรหัส (transcription) ēดย

การđขšาจับกับđอนĕซมŤēทēปĕอēซđมอđรส IIǰ(topoisomerase II) ซċęงทำĔหšĒบคทĊđรĊยหยčดđจรĉญđตĉบēตĒละยังทำĔหšดĊ

đอĘนđอđกĉดความđสĊยหายอĊกดšวย đนČęองจากมĊการตัดđพČęอคลายปมĒตŠĕมŠมĊการđชČęอมดĊđอĘนđอǰ(DNA) กลับđขšาหากันǰดัง

Ĕนรูปที่ǰ1.5 มĊรายงานถċงกลĕกการยับยัĚงĒบคทĊđรĊยǰ2 กลĕกหลักǰ(Pham, T. D.ǰM., et al., 2019)ǰĕดšĒกŠ 

1. ยับยัĚงดĊđอĘนđอǰ(DNA inhibition) ĕมŠวŠาจะđปŨนการสังđคราะหŤหรČอđพĉęมจำนวนดĊđอĘนđอǰ 

2. ทำĔหšĒบคทĊđรĊยนัĚนđกĉดความđครĊยดĒละผลĉตสารอนčมĎลอĉสระ (Stress response) 



5 

 

 
รูปที่ǰ1.5 รĎปตำĒหนŠงทĊęควĉēนēลนđขšายับยัĚงหรČอทำĔหšđอนĕซมŤēทēปĕอēซđมอđรสǰII (topoisomerase II) đปŨนพĉษ 

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

 

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

 -กลĕก A คČอกลĕกของยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลนรčŠนĒรก (first generation quinolone)ǰตัวอยŠางคČอกรดนา

ลĉดĉซĉกǰ(nalidixic acid)ǰĒละกรดออกēซลĉนĉกǰ(oxolinic acid) ดังēครงสรšางทĊęĒสดงĔนรูปที่ǰ1.6 đปŨนยาปฏĉชĊวนะทĊę

จะทำการฆŠาđซลลŤกĘตŠอđมČęอđซลลŤนัĚนสังđคราะหŤēปรตĊนĒละมĊกĉจกรรมภายĔนđซลลŤ  

 a)         b) 

         
 

  รูปที ่1.6 ĒสดงēครงสรšางของยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลนรčŠนĒรก (first generation quinolone)ǰ 

  a) กรดนาลĉดĉซĉกǰ(nalidixic acid)ǰĒละ b) กรดออกēซลĉนĉกǰ(oxolinic acid) 

(Aldred, K.ǰJ. et al., 2014) 
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 -กลĕก B คČอกลĕกของยาปฏĉชĊวนะฟลĎออēรควĉēนēลนสมัยĔหมŠǰ(modern fluoroquinolone)ǰตัวอยŠาง

ĕดšĒกŠยาĕซēปรฟลอกซาซĉนǰ(ciprofloxacin) Ēละǰมอกซĉฟลอกซาซĉนǰ(Moxifloxacin) ดังēครงสรšางทĊęĒสดงĔนรปูท่ีǰ

1.7 đปŨนกลĕกทĊęđซลลŤĕมŠจำđปŨนตšองมĊการสังđคราะหŤēปรตĊนหรČอมĊกĉจกรรมภายĔนđซลลŤđขšามาđกĊęยวĔนการฆŠาđซลลŤ  

    a)       b) 

          
 

รูปที ่1.7 ĒสดงēครงสรšางของยาปฏĉชĊวนะฟลĎออēรควĉēนēลนสมัยĔหมŠǰ(modern fluoroquinolone) 

a) ยาĕซēปรฟลอกซาซĉนǰ(ciprofloxacin) Ēละ b) มอกซĉฟลอกซาซĉนǰ(Moxifloxacin) 

 (Aldred, K.ǰJ. et al., 2014) 

 

 -กลĕก C คČอกลĕกของยาปฏĉชĊวนะฟลĎออēรควĉēนēลนยčคĒรก (early fluoroquinolone)ǰตัวอยŠางคČอยา

นอฟลอกซาซĉนǰ(norfloxacin) ดังēครงสรšางทĊęĒสดงĔนรูปที่ǰ1.8 đปŨนกลĕกทĊęđซลลŤจำđปŨนตšองมĊการสังđคราะหŤ

ēปรตĊนđขšามาđกĊęยวĔนการฆŠาđซลลŤĒตŠĕมŠจำđปŨนตšองมĊกĉจกรรมภายĔนđซลลŤ  

 
 

รูปที ่1.8  ĒสดงēครงสรšางของยาปฏĉชĊวนะฟลĎออēรควĉēนēลนยčคĒรก (early fluoroquinolone); 

 ยานอฟลอกซาซĉนǰ(norfloxacin) (Aldred, K.ǰJ. et al., 2014) 
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 ēดยĔนทčกǰėǰกลĕกทĊęกลŠาวมามĊความđกĊęยวขšองกับการฆŠาĒบคทĊđรĊยēดยสะสมสารอนčมĎลอĉสระทĊęđรĊยกวŠาǰROS-

dependent death ĒตŠชŠวงđวลาทĊęđกĉดการสะสมสารอนčมĎลอĉสระนัĚนตŠางกันดังทĊęĒสดงĔนรูปท่ี 1.9ǰจากรĎปสรčปกลĕก

การฆŠาđซลลŤĒบคทĊđรĊยของยาปฏĉชĊวนะประđภทควĉēนēลนǰสรčปĕดšวŠาđมČęอยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลน 2 ēมđลกčลđขšาจับกับดĊ

đอĘนđอĕจđรสǰ (DNA gyrase) สŠงผลĔหšดĊđอĘนđอđสĊยหายǰหากซŠอมĒซมĕดšทันĒบคทĊđรĊยจะสามารถรอดชĊวĉตĕดšǰĒตŠหาก

ĕมŠสามารถซŠอมĒซมĕดšทัน đชŠนǰ ยĊนทĊęđกĊęยวกับการซŠอมĒซมทำงานบกพรŠอง ĒบคทĊđรĊยจะตายĕดšđลยēดยĕมŠĕดšอาศัย

สารอนčมĎลอĉสระǰ(ROS-independent death)ǰอĊกกรณĊคČอđมČęอยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลนǰ2 ēมđลกčลđขšาĕปจับกับđอนĕซมŤ

ดĊđอĘนđอĕจđรสǰ (DNA gyrase) đปŨนระยะđวลาหนċęงสŠงผลĔหšĒบคทĊđรĊยđกĉดความđครĊยดĒละตอบสนองēดยผลĉตสาร

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

 

 
รูปที่ 1.9 ĒสดงกลĕกการฆŠาĒบคทĊđรĊยของยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลน 

(Hong, Y., et al., 2020) 
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4. สารสังเคราะหŤอัลคิลควิโนโลนǰ12 สารจากภาควิชาเคมีǰวิทยาศาสตรŤǰจุฬาลงกรณŤมหาวิทยาลัย 

 หšองปฏĉบัตĉการของǰอาจารยŤǰดร. ธนธรณŤǰขอทวĊวัฒนาǰภาควĉชาđคมĊǰคณะวĉทยาศาสตรŤǰจčฬาลงกรณŤ

มหาวĉทยาลัยǰĕดšสังđคราะหŤสารทัĚงหมดǰ12 สารĒละคาดวŠาจะđปŨนยาปฏĉชĊวนะĕดšǰđนČęองจากสารทĊęสังđคราะหŤนัĚนđปŨน

สารĔนกลčŠมอัลคĉลควĉēนēลนēดยสารĒละēครงสรšางทัĚงหมดĒสดงĔหšđหĘนĔนตารางท่ีǰ1.1ǰ 

 

ตารางท่ีǰ1.1 ตารางĒสดงēครงสรšางĒละนĚำหนักēมđลกčลǰ(กรัม/ēมđลกčล) ของสารทัĚงหมดǰ12 สาร 

ลำดับที่ 
เลขและสัญลักษณŤ 

ที่กำกับมากับสาร 
โครงสรšาง 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 
เลขและสัญลักษณŤ 

ที่กำกับมากับสาร 
โครงสรšาง น้ำหนักโมเลกุล (กรัม/โมเลกุล) 

6 KKAJ-A28-P1 

 

419.98 

7 KKAJ-A31-P1 

 

464.44 

8 KKAJ-A35 ĕมŠมĊขšอมĎล ĕมŠมĊขšอมĎล 

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 

 วĉธĊทĊęĔชšĔนการประđมĉนผลการยับยัĚงการđจรĉญของĒบคทĊđรĊยทĊęđลČอกĔชšคČอวĉธĊǰ Resazurin microdilution 

assay ēดยทำĔนđพลททĊęมĊǰ96 หลčมǰ(96-well plate) ĒละĔสŠǰresazurin đพČęอวัดผลĒละสังđกตสĊทĊęđปลĊęยนĕปǰวĉธĊการ

ดĎผลĒสดงĔนรูปที่ 1.10 ēดยĒสดงĔหšđหĘนวŠาหากĒบคทĊđรĊยมĊชĊวĉตจะสามารถđกĉดปฏĉกĉรĉยารĊดักชัęนǰ (reduction)ǰกับ

สารǰresazurin ซċęงđปŨนสารละลายสĊนĚำđงĉนมŠวงĔหšกลายđปŨนǰresorufin ทĊęมĊสĊชมพĎǰĒตŠหากĒบคทĊđรĊยĕมŠสามารถđจรĉญ

ĕดšจะทำĔหšǰresazurin ĕมŠถĎกđปลĊęยนđปŨนǰresorufin ซċęงจะĕดšสารละลายสĊนĚำđงĉนมŠวงđชŠนđดĉมǰจċงสามารถĔชšวĉธĊนĊĚĔน

การหาคŠาความđขšมขšนของสารทĊęตęำทĊęสčดทĊęยับยัĚงการđจรĉญของĒบคทĊđรĊยǰ(Minimum Inhibition Concentration; 

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

 

รูปที ่1.10 ĒสดงการđปลĊęยนĒปลงของสารǰresazurin đมČęอđกĉดปฏĉกĉรĉยารĊดักชัęนǰ(reduction) 

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

 

วัตถุประสงคŤของโครงการǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ     

 đพČęอทดสอบĒละประđมĉนผลความสามารถของสารสังđคราะหŤอัลคĉลควĉēนēลนทĊęทางภาควĉชาđคมĊǰคณะ

วĉทยาศาสตรŤ จčฬาลงกรณŤมหาวĉทยาลัยǰĕดšสังđคราะหŤทัĚงǰ12 ชนĉดĔนการยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของĒบคทĊđรĊยทัĚงǰ3 

ชนĉดǰĕดšĒกŠǰEscherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)ǰĒละǰPseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853)  
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บทที่ǰ2 

เครื่องมือǰวัสดุǰเคมีภัณฑŤ 

เครื่องมือ 

1. กรวยĒกšวǰ 

2. กระบอกตวงปรĉมาตรǰ100ǰĒละ 500 มĉลลĉลĉตรǰ 

3. ĒทŠงĒกšวǰspreader  

4. ขวดĔสŠสารđคมĊǰขนาดǰ500 ml Ēละǰ1000 ml ของบรĉษัทǰDWK Life Science ประđทศđยอรมันǰ 

5. đครČęองชัęงหยาบǰĒบบทศนĉยมǰ2ǰตำĒหนŠงǰรčŠนǰPG 2002-s ของบรĉษัทǰMetler Toledo ประđทศ

สวĉสđซอรŤĒลนดŤǰ 

6. đครČęองชัęงหยาบขนาดđลĘกǰของบรĉษัทǰCamry  

7. đครČęองอบฆŠาđชČĚอขนาดđลĘกǰ(Autoclave)ǰรčŠนǰES-215ǰของบรĉษัทǰTOMY Seiko ประđทศญĊęปčśน 

8. đครČęองอบฆŠาđชČĚอขนาดĔหญŠǰ(Autoclave)ǰรčŠนǰES-315ǰของบรĉษัทǰTOMY Seiko ประđทศญĊęปčśนǰ 

9. đครČęองทำความรšอนชนĉดตัĚงēตŢะǰ(heat plate)ǰรčŠนǰMS-H280-Pro ของบรĉษัทǰScilogex ประđทศ

สหรัฐอđมรĉกาǰ 

10. กลšองจčลทรรศนŤĒบบĔชšĒสงǰ(light microscopy)ǰรčŠนǰCH30RF200ǰของบรĉษัทǰOlympus ประđทศ

ญĊęปčśนǰ 

11. đครČęองวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงǰ(spectrometer)ǰรčŠนǰGenesys 20ǰของบรĉษัทǰThermo Spectronic 

ประđทศสหรัฐอđมรĉกาǰ 

12. ตĎšđขĊęยđชČĚอǰ(ISSCO laminar flow)ǰรčŠนǰHT-122.5ǰบรĉษัทǰInternational Scientific Supplyǰประđทศ

สหรัฐอđมรĉกาǰ 

13. ตĎšĒชŠĒขĘงอčณหภĎมĉǰ-80ǰองศาđซลđซĊยสǰรčŠนǰMDF-U71V ของบรĉษัทǰSanyo Electric Co.ǰประđทศ

ญĊęปčśนǰ 

14. ตĎšอบĒหšงǰ(hot air oven)ǰของบรĉษัทǰContherm Digital Series ประđทศนĉวซĊĒลนดŤ 

15. ตĎšบŠมđชČĚออčณหภĎมĉǰ37ǰองศาđซลđซĊยสǰ(incubator)ǰของบรĉษัทǰMemmert ประđทศđยอรมันǰ 

16. ĕมēครปŗđปตตŤǰปรĉมาตรǰ10 100ǰĒละǰ1000ǰĕมēครลĉตรǰของบรĉษัทǰCapp Bravo ประđทศđยอรมันǰ 

17. Automatic pipette ของบรĉษัทǰDLAB Levo Plus  

18. đครČęองผสมสารǰ(Vortex mixer)ǰรčŠนǰK-550 GE ของบรĉษัทǰScientific Industries ประđทศ

สหรัฐอđมรĉกาǰ 

19. đครČęองđขยŠาสารĔชšđสĊยงความถĊęสĎงǰ(Ultrasonic sonicator)ǰของบรĉษัทǰElma ประđทศđยอรมัน 
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วัสดุ 

1. đพลตพลาสตĉกǰ(plastic plate)ǰของบรĉษัทǰBioscan  

2. ทĉปขนาดđลĘกǰ(pipette tip)ǰขนาดǰ10 100ǰĒละǰ1000ǰĕมēครลĉตรǰของบรĉษัทǰKirgen 

3. microtube ขนาดǰ1.5ǰมĉลลĉลĉตรǰของบรĉษัทǰKirgen  

4. ปŗđปตพลาสตĉกǰ(plastic pipette)ǰขนาดǰ5, 10ǰĒละ25ǰมĉลลĉลĉตรǰของบรĉษัทǰSPL LifeScience  

5. ฟŗวđตอรŤขนาดǰ0.2ǰĕมครอนǰ(filter)ǰของบรĉษัทǰGE Healthcare  

6. หลอดฉĊดǰ5 มĉลลĉลĉตรǰ(syringe)ǰของบรĉษัทǰNipro ประđทศĕทย 

เคมีภัณฑŤǰ 

1. 85%ǰกลĊđซอรอลǰ(85%ǰglycerol)ǰของบรĉษัทǰHimedia  

2. ผงอาหารđลĊĚยงĒบคทĊđรĊยสำđรĘจรĎปǰ(nutrient broth)ǰของบรĉษัทǰHimedia  

3. ผงอาหารđลĊĚยงĒบคทĊđรĊยǰมĎđลอรŤฮĉนตัลสาđรĘจรĎปǰ(Muller-Hinton)ǰของบรĉษัทǰHimedia  

4. ผงวčšนǰ(agar)ǰของบรĉษัทǰHimedia  

5. ยาปฏĉชĊวนะǰciprofloxacin  

6. DMSO ของบรĉษัทǰRCI Labscanǰประđทศĕทย 

7. Resazurin ของบรĉษัทǰTokyo Chemical Industry UK Ltd.ǰ(TCI-UK) ประđทศอังกฤษ 

สารสังเคราะหŤอัลคิลควิโนโลนที่ใชšสำหรับการทดลอง 12 สารจากหšองปฏิบัติการǰอาจารยŤǰดร.ธนธรณŤǰขอทวี

วัฒนาǰภาควิชาเคมีǰคณะวิทยาศาสตรŤǰจุฬาลงกรณŤมหาวิทยาลัย 

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. นĚำสำหรับđตรĊยมǰcell free filtrate คČอǰนĚำบรĉสčทธĉĝชนĉดทĊęǰ1 (purified water type I)ǰ 

2. นĚำสำหรับđตรĊยมอาหารđลĊĚยงđชČĚอǰคČอǰนĚำบรĉสčทธĉĝชนĉดทĊęǰ2 (purified water type II) 

แบคทีเรียǰ 

 đชČĚอĒบคทĊđรĊยทĊęĔชšĔนการทดลองคČอǰ Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538P) Ēละǰ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ēดยđชČĚอทัĚงหมดนĊĚĕดšมาจากǰ The 

American Type Culture Collection (ATCC) ประđทศสหรัฐอđมรĉกา 

1. Escherichia coli (ATCC 25922)  

 Kingdomǰ Bacteria  

 ǰǰPhylumǰ Proteobacteria  

      ǰǰClass ǰGamma Proteobacteria  

     ǰǰOrderǰ Enterobacteriales  

       ǰǰFamilyǰ Enterobacteriaceae  

         ǰǰGenusǰ Escherichia  

           ǰǰSpeciesǰ Escherichia coli 

 

2. Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 

 Kingdom ǰBacteria  

 ǰǰPhylumǰ Firmicutes  

   ǰǰClass ǰBacilli  

     ǰǰOrderǰ Bacillales  

       ǰǰFamilyǰ Staphylococcaceae  

         ǰǰGenusǰ Staphylococcus  

           ǰǰSpeciesǰ Staphylococcus aureus 
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3. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 

 Kingdom ǰBacteria  

 ǰǰPhylumǰǰProteobacteria  

   ǰǰClass ǰGamma Proteobacteria 

     ǰǰOrderǰ Pseudomonadales 

       ǰǰFamily ǰPseudomonadaceae 

         ǰǰGenusǰ Pseudomonas 

           ǰǰSpeciesǰ Pseudomonas aeruginosa 
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บทที่ǰ3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

1. การเตรียมเชื้อเพื่อใชšในการศึกษา 

1.1 การทำǰCollection culture 

 đชČ ĚอĒบคทĊđรĊยทĊ ęĔชšคČอǰEscherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 

6538P) ĒละǰPseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ēดยđช Č Ěอท ั ĚงหมดถĎกđก ĘบรักษาĕวšĔน 

กลĊđซอรอลǰ25% ĔนตĎšĒชŠĒขĘงอčณหภĎมĉǰ-80 องศาđซลđซĊยสǰēดยวĉธĊการđกĘบรักษาđรĉęมจากนำĒบคทĊđรĊย

ซċęงđปŨนđซลลŤĒหšงทĊęĕดšจาก The American Type Culture Collection (ATCC) ประđทศสหรัฐอđมรĉกาǰ

มาĔสŠĔนอาหารđหลว NutrientǰBroth (NB) 5 มĉลลĉลĉตร หลังจากนัĚนนำอาหารđหลว Nutrient Broth 

(NB) ปรĉมาตรǰ500 ĕมēครลĉตรทĊęมĊกลĊđซอรอลđปŨนสŠวนประกอบĔสŠĔนหลอดǰCryotubeǰĔสŠĒบคทĊđรĊยทĊę

đตรĊยมĕวšตามลงĕปปรĉมาตรǰ500 ĕมēครลĉตร đกĘบหลอดǰCryotube ทĊęđสรĘจđรĊยบรšอยĒลšวĔนตĎšĒชŠĒขĘง

อčณหภĎมĉǰ-80 องศาđซลđซĊยส  

1.2 การทำǰStandard Curve 

 đช Č ĚอĒบคทĊđร Ċยǰĕด šĒก ŠǰEscherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 

6538P)ǰĒละǰPseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ทำการทดลองđชŠนđดĊยวกันĔนđชČĚอทčกตัว 

นำĒบคทĊđรĊยจากตĎšĒชŠĒขĘงอčณหภĎมĉǰ-80 องศาđซลđซĊยสǰมาǰStreak ลงบนอาหารĒขĘง Nutrient Agar 

(NA) ĒละบŠมǰ37ǰองศาđซลđซĊยสđปŨนđวลาǰ18-24 ชัęวēมง หลังจากนัĚนนำēคēลนĊทĊęขċĚนบนอาหารĒขĘง 

Nutrient Agarǰ (NA) จำนวนǰ1ǰēคēลนĊĔส ŠลงĔนอาหารđหลวǰNutrient Broth (NB) ปรĉมาตร 4 

มĉลลĉลĉตรǰĒละบŠมǰ37ǰองศาđซลđซĊยส ,ǰ200 rpm หลังจากทĊ ęบŠมđปŨนđวลาǰ3-5 ชั ęวēมง นำđชČ ĚอทĊę

đพาะđลĊĚยงจำนวนǰ2 มĉลลĉลĉตรǰĕปđจČอจางĔนอัตราสŠวน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ĒลšวนำĕปวัดการดĎดกลČน

ĒสงทĊęǰ600 นาēนđมตร ĒละนำđชČĚอทĊęđพาะđลĊĚยงจากสŠวนทĊęđหลČอจำนวนǰ100 ĕมēครลĉตรĕปđจČอจางĔหšĕดšǰ

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 Ēละǰ10-9ǰđทŠาǰนำคŠาđจČอ 10-3ǰถċงǰ10-9ǰđทŠาĕปǰSpreadǰลง

บนอาหารĒขĘง NutrientǰAgar (NA) นำĕปบŠมǰ37ǰองศาđซลđซĊยสǰ18-24 ชั ęวēมง นับēคēลนĊĒละ

คำนวณกลับđปŨนความđขšมขšนđซลลŤǰĔนหนŠวยจำนวนđซลลŤตŠอมĉลลĉลĉตรǰ(CFU/ml) นำขšอมĎลความ

đขšมขšนđซลลŤĒละคŠาดĎดกลČนĒสงทĊęวัดĕดšǰĕปสรšางกราฟĒละđสšนสมการของđสšนกราฟǰ(y= mx + C) 
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2. การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียของสารสังเคราะหŤควิโนโลน 

 วĉธĊการทดสอบทĊęĔชšĔนการทดลองนĊĚปรับปรčงมาจากǰ The Manual of Antimicrobial 

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

ĒบคทĊđรĊย Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) Ēละǰ

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) จากตĎšĒชŠĒขĘงอčณหภĎมĉǰ-80 องศาđซลđซĊยสǰStreak ลงบน

อาหารĒขĘงǰ Nutrient Agar (NA) บŠมทĊęǰ 37 องศาđซลđซĊยสđปŨนđวลาǰ 18-24 ชัęวēมง นำĒบคทĊđรĊยจากทĊęǰ

Streak บนอาหารĒขĘงǰNutrient Agar (NA) จำนวนǰ3-5 ēคēลนĊมาđลĊĚยงĔนอาหารđหลวǰMueller-Hintonǰ

Broth (MHB) ปรĉมาตร 5 มĉลลĉลĉตรǰบŠมĔนǰ37 องศาđซลđซĊยส,ǰ200 rpm đปŨนđวลาǰ3-5 ชัęวēมง 

 ระหวŠางนัĚนนำสารทัĚงหมดซċęงđปŨนสารสังđคราะหŤประđภทǰAlkylǰquinolone 12 สาร ĕดšĒกŠǰǰKKAJ-

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 ĒละǰKKAJ-A52ǰมาđจČอจางดšวยอาหารđหลวมĎđลอรŤฮĉนตัลǰ

(Mueller-Hinton) 2 đทŠาตามลำดับสŠวนĔนđพลทǰ96 หลčมǰ (96 well-plate) ทัĚงหมด 6 ความđขšมĕดšĒกŠǰ

1000, 500, 250, 125, 62.5 Ēละǰ31.25 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰ(µg/ml)ǰความđขšมขšนละǰ50 ĕมēครลĉตรǰ

3ǰซĚำǰēดยมĊชčดควบคčมผลลบǰ(Negative control) ĒบบĕมŠĔสŠĒบคทĊđรĊย 50 ĕมēครลĉตร 3 ซĚำ, ชčดควบคčมผล

ลบǰ(Negative control) ĒบบĔสŠĒบคทĊđรĊยǰ50 ĕมēครลĉตรǰ3 ซĚำĒละชčดควบคčมผลบวกǰ(Positive control) 

ciprofloxacin 50 ĕมēครลĉตรǰความđขšมขšนละǰ3 ซĚำ  

 đมČęอครบǰ3-5 ชัęวēมงนำĒบคทĊđรĊยทĊęđลĊĚยงĕวšĕปวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงทĊę 600 นาēนđมตรēดยĔชšđครČęองǰ

Spectrophotometer นำคŠาĕปคำนวณหาความđขšมขšนđซลลŤĔนหนŠวยจำนวนđซลลŤตŠอมĉลลĉลĉตรǰ(CFU/ml) 

ĔนสมการđสšนกราฟของĒบคทĊđรĊยĒตŠละชนĉด ĒละปรับความđขšมขšนของĒบคทĊđรĊยดšวยอาหารđลĊĚยงđชČĚอĔหšĕดš

ความđขšมขšนđทŠากับǰ 1.15x106 CFU/mlǰ กŠอนĔสŠĒบคทĊđรĊยลงĔนหลčมทĊęมĊสารทĊęตšองการทดสอบĒละชčด

ควบคčมอยĎŠǰ ēดยĔสŠปรĉมาตรǰ 50 ĕมēครลĉตรǰ ดังนัĚนสčดทšายĒลšวจะมĊปรĉมาณĒบคทĊęđรĊยđรĉęมตšนĒตŠละหลčมǰ

5.75x105 CFU/mlǰปŗดฝาǰ96 well-plate ĒละพันดšวยพาราฟŘนǰนำĕปบŠมทĊęǰ37 องศาđซลđซĊยสǰđปŨนđวลาǰ

21 ชัęวēมง 
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3. ตรวจสอบความเขšมขšนที่นšอยท่ีสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Minimum Inhibition 

Concentration; MIC) โดยใชšǰResazurin 

 ĔสŠǰ0.015% Resazurinǰปรĉมาตร 30 ĕมēครลĉตรลงĔนĒตŠละหลčม บŠมทĊęǰ37 องศาđซลđซĊยสđปŨนđวลาǰ

1 ชัęวēมง ถšาĒบคทĊđรĊยสามารถđจรĉญđตĉบēตĕดšǰ Resazurin จะถĎกđปลĊęยนจากสĊนĚำđงĉนอมมŠวงđปŨนสĊชมพĎ

đรĊยกวŠาǰResorufinǰหากĒบคทĊđรĊยĕมŠสามารถđจรĉญđตĉบēตĕดšจะมĊสĊนĚำđงĉนอมมŠวงđชŠนđดĉม ēดยคŠาǰMIC ดĎĕดš

จากความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęมĊสĊของสารละลายđชŠนđดĊยวกับผลĔนชčดควบคčมบวกǰ(สĊนĚำđงĉน) 

 

 

4. ตรวจสอบความเขšมขšนที่นšอยที่สุดท่ีสามารถทำใหšแบคทีเรียตายไดš (Minimum Bactericidal 

Concentration; MBC) 

 นำความđขšมขšนทĊęสามารถยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของĒบคทĊđรĊยĕดšมาǰ Streak ลงบนอาหารĒขĘงǰ

Nutrient Agar (NA) ĒละบŠมทĊęǰ37 องศาđซลđซĊยสǰ24 ชัęวēมงĒละตรวจผลǰ ēดยคŠาǰMBC ดĎĕดšจากความ

đขšมขšนทĊęĒบคทĊđรĊยĕมŠสามารถđจรĉญĕดšบนอาหารđลĊĚยงđชČĚอĒขĘงǰNutrient Agar (NA) 
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บทที่ǰ4 

ผลการทดลอง 

 
4.1ǰจุลินทรียŤท่ีใชšในการทดลองǰ 

 จากการđลĊ ĚยงđชČ ĚอǰEscherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) Ēละǰ

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) จ าก ǰ The American Type Culture Collectionǰ (ATCC) Ĕ น

อาหารđลĊĚยงđชČĚอĒขĘงǰNutrient (NA) บŠมทĊęอčณหภĎมĉ 37 องศาđซลđซĊยสǰđปŨนđวลาǰ18-24ǰชัęวēมงǰพบวŠาēคēลนĊบน

อาหารđลĊĚยงđชČĚอǰNA ของǰEscherichia coli (ATCC 25922) นัĚนมĊสĊขาวđหลČองǰสŠวนǰStaphylococcus aureus 

(ATCC 6538P)ǰมĊลักษณะēคēลนĊđปŨนสĊđหลČองǰĒละǰPseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ĔนตอนĒรกมĊ

ลักษณะēคēลนĊđปŨนสĊขาวĒตŠđมČęอทĉĚงĕวšสักพักจะมĊสĊđขĊยวจากการสรšางđมĘดสĊǰ(pigment)  

 

4.2 การทำǰStandard Curve 

 จากการหาปรĉมาณđซลลŤĒบคทĊđรĊยทัĚงǰ3 ชนĉดǰĕดšĒกŠǰE. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 6538P)ǰ

ĒละǰP. aeruginosa (ATCC 27853)ǰēดยĔนĒตŠละđชČĚอนัĚนมĊกระบวณการทำทĊęđหมČอนกัน đมČęอนำข้อมĎลǰCFU/mlǰ

ĒละคŠาǰO.D.600ǰทĊęวัดĕดšǰทำกราฟǰสรšางสมการของđสšนกราฟǰ(y=ǰmxǰ+ǰC) ของđชČĚอĒบคทĊđรĊยĒตŠละชนĉด ĕดšผล

ดังทĊęĒสดงĔนǰกราฟที่ǰ4.1-4.3 

 

กราฟที่ǰ4.1 ความสัมพันธŤระหวŠางปรĉมาณđซลลŤǰE. coli (ATCC 25922) ĔนหนċęงมĉลลĉลĉตรĒละคŠาดĎดกลČนĒสงทĊęǰ

600 นาēนđมตร 

 

y = 1.2082x + 0.309

R²ǰ= 0.9638
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ความเขšมขšนเซลลŤ x109 (จ านวนเซลลŤ/มิลลิลิตร)

ใชšความขุŠนเพื่อประเมินถึงปริมาณเซลลŤของ Escherichia coli (ATCC 25922) 
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กราฟที่ǰ4.2 ความสัมพันธŤระหวŠางปรĉมาณđซลลŤǰS. aureus (ATCC 6538P)ǰĔนหนċęงมĉลลĉลĉตรĒละคŠาดĎดกลČนĒสงทĊęǰ

600 นาēนđมตร 

 

 
 

 

กราฟที่ǰ4.3 ความสัมพันธŤระหวŠางปรĉมาณđซลลŤǰP. aeruginosa (ATCC 27853) ĔนหนċęงมĉลลĉลĉตรĒละคŠาดĎดกลČน

ĒสงทĊęǰ600 นาēนđมตร 

 

y = 0.723x + 0.2202

R²ǰ= 0.9717
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ความเขšมขšนเซลลŤ x109 (จ านวนเซลลŤ/มิลลิลิตร)

ใชšความขุŠนเพื่อประเมินถึงปริมาณเซลลŤของ Staphylococcus aureus (ATCC  6538P)

y = 0.4588x + 0.0318

R²ǰ= 0.9997
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ความเขšมขšนเซลลŤ x108 (จ านวนเซลลŤ/มิลลิลิตร)

ใชšความขุŠนเพื่อประเมินถึงปริมาณเซลลŤของ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 
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4.3ǰผลการทดสอบสารสังเคราะหŤอัลคิลควิโนโลนǰ12 ชนิดกับเชื้อǰǰE. coli (ATCC 25922) 

 จากการทดสอบสารทัĚงǰ12 ชนĉดกับđชČĚอǰE. coli (ATCC 25922)ǰēดยĔชšวĉธĊǰResazurin microdilution 

assay đพČęอดĎความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęสามารถยับยัĚงการđจรĉญǰ(Minimum Inhibition Concentration; MIC) Ēสดง

ดังรูปที่ǰ4.2-4.4 ĒละชčดควบคčมĔนรูปที่ǰ4.1  

  
รูปที่ǰ4.1ǰชčดควบคčมĔนการทดสอบรŠวมกับǰE. coli (ATCC 25922) 

 

 
รูปท่ีǰ4.2 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A16, KKAJ-A15, KKAJ-A24-P1 ĒละǰKKAJ-A25-P3ǰ 

กับǰE. coli (ATCC 25922) 
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ǰ  

รูปที่ǰ4.3 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A25-P4, KKAJ-A29-P1, KKAJ-A31-P1 ĒละǰKKAJ-A35ǰ 

กับǰE. coli (ATCC 25922) 

 

 
รูปที่ǰ4.4 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 ĒละǰKKAJ-A52  

กับǰE. coli (ATCC 25922) 
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 ผลการทดลองđมČęอนำหลčมทĊęมĊสĊนĚำđงĉนมŠวงǰรวมถċงความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęสามารถยับยัĚงการđจรĉญǰ(MIC)ǰของ

ĒบคทĊđรĊยĕดšǰมาǰStreak ลงบนอาหารĒขĘงǰNutrientǰAgar (NA)ǰđพČęอดĎผลความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊย

ตายǰ(Maximum Bactericidal Concentration; MBC) Ĕนรูปทีǰ่4.5 ĒสดงผลการǰStreak ของǰสารǰKKAJ-A35 

ความđขšมขšนǰ500 Ēละǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร 

 

   a)  

 

   b) 

 
 

    

รูปที่ǰ4.5 ĒสดงผลการทดสอบความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊยตายǰ(MBC)  

กับǰE. coli (ATCC 25922) หลังจากĔหšดšวยสารǰKKAJ-A35 

a) ความđขšมขšนǰ500 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรĒละ b)ǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร 
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4.4ǰผลการทดสอบสารสังเคราะหŤอัลคิลควิโนโลนǰ12 ชนิดกับเชื้อǰS. aureus (ATCC 6538P) 

 จากการทดสอบสารทัĚงǰ12 ชนĉดกับđชČĚอǰS. aureus (ATCC 6538P)ǰēดยĔชšวĉธĊǰResazurin microdilution 

assay đพČęอดĎความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęสามารถยับยัĚงการđจรĉญǰ(Minimum Inhibition Concentration; MIC) ของ

ĒบคทĊđรĊยชนĉดนĊĚĕดšĒสดงดังรูปท่ีǰ4.7-4.9 ĒละชčดควบคčมĔนรูปที่ǰ4.6 

  
รูปที่ǰ4.6ǰชčดควบคčมĔนการทดสอบรŠวมกับǰS. aureus (ATCC 6538P) 

 

 

รูปที่ǰ4.7 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A16, KKAJ-A15, KKAJ-A24-P1 ĒละǰKKAJ-A25-P3 

กับǰS. aureus (ATCC 6538P) 
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รูปที่ǰ4.8 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A25-P4, KKAJ-A29-P1, KKAJ-A31-P1 ĒละǰKKAJ-A35 

กับǰS. aureus (ATCC 6538P) 

 

 
 

รูปที่ǰ4.9 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 ĒละǰKKAJ-A52 

กับǰS. aureus (ATCC 6538P) 
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 ผลการทดลองđมČęอนำหลčมทĊęมĊสĊนĚำđงĉนมŠวงมาǰStreak ลงบนอาหารĒขĘงǰNutrientǰAgar (NA)ǰđพČęอดĎผล

ความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊยตายǰ(Maximum Bactericidal Concentration; MBC) Ĕนรูปที่ǰ4.10ǰ

ĒสดงผลการǰStreak ของǰสารǰKKAJ-A51 ความđขšมขšนǰ125, 250 Ēละǰ500 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรĒละǰรูปท่ีǰ

4.11 สารǰKKAJ-A52 ความđขšมขšนǰ125, 250, 500 Ēละǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร 

 

 
รูปที่ǰ4.10 ĒสดงผลการทดสอบความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊยตายǰ(MBC)ǰกับǰS. aureus (ATCC 6538P) 

หลังจากĔหšดšวยสารǰKKAJ-A51 ความđขšมขšนǰ125, 250 Ēละǰ500 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร 

 

 
 

รูปที่ǰ4.11 ĒสดงผลการทดสอบความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊยตายǰ(MBC) กับǰS. aureus (ATCC 6538P) 

หลังจากĔหšดšวยสารǰKKAJ-A52 ความđขšมขšนǰ125, 250, 500 Ēละǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร 
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4.5ǰผลการทดสอบสารสังเคราะหŤอัลคิลควิโนโลนǰ12 ชนิดกับเชื้อǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 

 จากการทดสอบสารทัĚงǰ12 ชนĉดกับđชČĚอǰP. aeruginosa (ATCC 27853) ēดยĔชšวĉธĊǰResazurin 

microdilution assay đพČęอดĎความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęสามารถยับยัĚงการđจรĉญǰ(Minimum Inhibition 

Concentration; MIC) Ēสดงดังรูปที่ǰ4.13-4.15 ĒละชčดควบคčมĔนรูปที่ǰ4.12 

 

 
รูปที่ǰ4.12ǰชčดควบคčมĔนการทดสอบรŠวมกับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 

 

 
รูปที่ǰ4.13 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A16, KKAJ-A15, KKAJ-A24-P1 ĒละǰKKAJ-A25-P3 

กับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 
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รูปที่ǰ4.14 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A25-P4, KKAJ-A29-P1, KKAJ-A31-P1 ĒละǰKKAJ-A35  

กับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 

 

 
 

รูปที่ǰ4.15 ĒสดงผลการทดสอบสารǰKKAJ-A36, KKAJ-A50, KKAJ-A51 ĒละǰKKAJ-A52  

กับǰP. aeruginosa (ATCC 27853) 
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บทที่ǰ5 

สรุปและวิเคราะหŤผลการทดลอง 

 

 ผลการทดลองของĒบคทĊđรĊยทัĚงǰ3 ชนĉดĒบŠงออกđปŨนผลการสรšางสมการđสšนกราฟความสัมพันธŤระหวŠาง

ปรĉมาณđซลลŤĒบคทĊđรĊยĔนหนċęงมĉลลĉลĉตร (ĒกนǰX) ĒละคŠาดĎดกลČนĒสงทĊęǰ600 นาēนđมตร (ĒกนǰY) Ēละผลทดสอบ

ĒบคทĊđรĊยĒตŠละชนĉดรŠวมกับสารสังđคราะหŤอัลคĉลควĉēนēลนǰ12 ชนĉดǰēดยĔชšวĉธĊǰResazurin microdilution assay 

đพČęอดĎความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęสามารถยับยัĚงการđจรĉญǰ (Minimum Inhibition Concentration; MIC)ǰĒละĔชšวĉธĊการ

Streak ความđขšมขšนทĊęคาดวŠายับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของĒบคทĊđรĊยĕดšลงบนอาหารĒขĘงǰNutrient Agar (NA)ǰđพČęอดĎ

ผลความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊยตายǰ(Maximum Bactericidal Concentration; MBC) 
 ผลการทดลองของđชČĚอǰEscherichia coli (ATCC 25922) ĕดšสมการđสšนกราฟǰคČอǰy = 1.2082x + 0.309 

ēดยมĊคŠาǰ R-square (R²) = 0.9638ǰ đมČęอนำĒบคทĊđรĊยมาทดสอบรŠวมกับสารสังđคราะหŤอัลคĉลควĉēนēลนǰ 12 ชนĉดǰ

พบวŠาสารทัĚงหมดนัĚนมĊǰMIC มากกวŠาǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰ ยกđวšนสารǰKKAJ-A35 ทĊęความđขšมขšนǰ1000 

ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰทัĚงǰ3 ซĚำǰนัĚนมĊสĊนĚำđงĉนซċęงคาดวŠาđปŨนความđขšมขšนทĊęยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตǰ(MIC) ของǰE. coli 

จċงĕดšนำความđขšมขšนǰ500 Ēละǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰĕปทำǰMBC ผลพบวŠาทัĚง 2 ความđขšมขšนนัĚนǰE.coli 

สามารถđจรĉญđตĉบēตบนอาหารĒขĘงǰNutrient Agar ĕดšǰนัĚนđพราะยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลนđปŨนยาปฏĉชĊวนะทĊęยับยัĚงการ

đจรĉญđตĉบēตของĒบคทĊđรĊย (Bacteriostatic) ĕมŠĕดšทำĔหšĒบคทĊđรĊยตายĕดšทัĚงหมดǰđมČęอนำĒบคทĊđรĊยทĊęđคยถĎกĔหšยาđพČęอ

ยับยัĚงมาđลĊĚยงบนอาหารĒขĘงทĊęĕมŠมĊยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลนǰ สŠงผลĔหšĒบคทĊđรĊยสามารถđจรĉญตŠอĕปĕดš (Drlica, K., et 

al.,ǰ2008)  

 ผลการทดลองของđชČĚอǰ Staphylococcus aureus (ATCC 6538P)ǰ ĕดšสมการđสšนกราฟǰ คČอ 

y = 0.723x + 0.2202 ēดยมĊคŠาǰ R-square (R²) = 0.9717ǰ đมČęอนำĒบคทĊđรĊยมาทดสอบรŠวมกับสารสังđคราะหŤ

อัลคĉลควĉēนēลนǰ12 ชนĉดǰพบวŠาสารทัĚงหมดนัĚนมĊǰMIC มากกวŠาǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰยกđวšนสารǰKKAJ-A51 

ĒละǰKKAJ-A52 ทĊęยังĕมŠสามารถสรčปǰMIC ĕดšǰēดยจะđหĘนĕดšวŠาสารǰKKAJ-A51 ความđขšมขšนǰ125, 250 Ēละǰ500 

ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรทัĚงǰ3 ซĚำนัĚนยับยัĚงการđจรĉญของǰS. aureus ĕดšĒตŠĕมŠทัĚงหมดēดยจะđหĘนวŠาสĊของหลčมđปŨนสĊมŠวงǰ

ĒตŠความđขšมขšนทĊęǰ 1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรสĊคŠอนขšางจะđปŨนสĊชมพĎǰ (ĕมŠยับยัĚงการđจรĉญ)ǰ สŠวนสารǰ KKAJ-A52 

ความđขšมขšนทĊęสามารถยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของǰS. aureus ĕดšคČอǰ500ǰĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰĒตŠทĊęความđขšมขšนǰ

1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรกลับพบวŠาสĊของหลčมđปŨนสĊทĊęคŠอนขšางจะมŠวงǰ(ยับยัĚงĕมŠĕดšทัĚงหมด)ǰมĊงานวĉจัยรายงานถċง

ความđขšมขšนของยาปฏĉชĊวนะควĉēนēลนวŠาทĊęความđขšมขšนสĎงจะĕมŠสามารถยับยัĚงการđจรĉญǰ(paradoxical effect) ของ

ĒบคทĊđรĊยĕดšǰซċęงđกĊęยวขšองกับการสะสมสารอนčมĎลอĉสระทĊęลดลงđมČęอมĊการĔหšยาความđขšมขšนสĎงขċĚนǰ(Luan, G., et al., 

2018) đนČęองจากการสะสมสารอนčมĎลอĉสระđปŨนกลĕกสำคัญของยาปฏĉชĊวนะประđภทควĉēนēลนǰ đมČęอการสะสมของ

สารอนčมĎลอĉสระลดลงทำĔหšการตายของĒบคทĊđรĊยลดลงดšวยđชŠนกันǰĒละđมČęอนำหลčมทĊęกลŠาวมาขšางตšนĕปǰStreak ลง
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บนอาหารĒขĘงǰNutrient Agar (NA)ǰđพČęอดĎผลความđขšมขšนตęำทĊęสčดทĊęทำĔหšĒบคทĊđรĊยตายǰ(Maximum Bactericidal 

Concentration; MBC)ǰผลพบวŠาǰS. aureus สามารถđจรĉญđตĉบēตบนอาหารĒขĘงǰNutrient Agar ĕดš 

 ผลการทดลองของđชČĚอǰ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ĕดšสมการđสšนกราฟคČอǰ 

y = 0.4588x + 0.0318 ēดยมĊคŠาǰR-square (R²) = 0.9997ǰ đมČęอนำĒบคทĊđรĊยมาทดสอบรŠวมกับสารสังđคราะหŤ

อัลคĉลควĉēนēลน 12 ชนĉดǰพบวŠาสารทัĚงหมดนัĚนมĊคŠาǰMIC มากกวŠาǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰอาจจะđนČęองมาจาก

วĉธĊǰResazurin microdilution assay ĕมŠđหมาะตŠอการทดสอบยาปฏĉชĊวนะกับǰP. aeruginosa đนČęองจากĒบคทĊđรĊย

ชนĉดนĊĚđมČęอđลĊĚยงĔนอาหารđหลวǰ จะđกĉดการรวมตัวของđซลลŤĒละผลĉตĕบēอฟŗลŤมǰ (biofilm) ซċęงการผลĉตĕบēอฟŗลŤมนĊĚกĘ

đปŨนอĊกđหตčผลทĊęทำĔหšđกĉดการดČĚอยาของđชČĚอǰP. aeruginosa (Ahmed, M.ǰN., et al.,2018) 

 ēดยสรčปĒลšวพบวŠาสารǰKKAJ-A35 สามารถยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของǰE. coli (ATCC 25922) ĕดšทĊęความ

đขšมขšนǰ1000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰสารǰKKAJ-A52 สามารถยับยัĚงการđจรĉญของǰS. aureus (ATCC 6538P)ǰĕดšดĊ

ทĊęสčดทĊęความđขšมขšนǰ500 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰĒละจากทĊęสังđกตĕดšจากวĉธĊǰResazurin microdilution plateǰĕมŠ

đหมาะจะนำมาĔชšทดสอบǰP. aeruginosa (ATCC 27853) กับสารสังđคราะหŤอัลคĉลควĉēนēลนทัĚงǰ12 ชนĉดǰđนČęองจาก

มĊการสรšางĕบēอฟŗลŤมของđชČĚอǰทำĔหšĕมŠสามารถสังđกตผลĕดšอยŠางชัดđจน 

 จากงานวĉจัยนĊĚĕดšĒสดงĔหšđหĘนวŠาสารสังđคราะหŤอัลคĉลควĉēนēลนสารǰ KKAJ-A35 Ēละสารǰ KKAJ-A52 นัĚน

สามารถĔชšยับยัĚงĒบคทĊđรĊยǰ E.coli Ēละǰ S. aureus ĕดšตามลำดับǰ ĒตŠĕมŠสามารถฆŠาđชČĚอĒบคทĊđรĊยĕดšǰ อĊกทัĚงผลการ

ทดลองยังชĊĚĔหšđหĘนวŠาทĊęความđขšมขšนของสารทĊęสĎงđกĉนอาจจะสŠงผลĔหšความสามารถĔนการยับยัĚงĒบคทĊđรĊยลดนšอยลงǰ

ซċęงอาจจะđปŨนปŦญหาสำคัญĔนการนำสารนĊĚมาđปŨนยาปฏĉชĊวนะĔนอนาคต ēดยđฉพาะอยŠางยĉęงđรČęองความđขšมขšนของยาǰ

นอกจากนĊĚอčปสรรคทĊęพบĔนการทดลองคČอǰ Resazurin microdilution assay ĒมšจะđปŨนวĉธĊทĊęĔชšสังđกตผลการ

đปลĊęยนĒปลงĕดšงŠายĒละสามารถสังđกตĕดšดšวยตาđปลŠาǰ ĒตŠอาจมĊขšอจำกัดĔนการดĎผลการทดลองĔนกลčŠมĒบคทĊđรĊยทĊę

สรšางĕบēอฟŗลŤม (biofilm) ĕดšǰซċęงการวัดจำนวนđซลลŤĒบคทĊđรĊยตามđวลาจรĉงǰ(real time) ดšวยđครČęองอŠานปฏĉกĉรĉยาĕม

ēครđพลทǰ(microplate reader) đพČęอดĎผลการđจรĉญđตĉบēตของĒบคทĊđรĊยđมČęอทดสอบดšวยสารสังđคราะหŤอัลคĉลควĉēน

ēลนǰอาจĔหšผลทĊęละđอĊยดĒละสามารถวĉđคราะหŤผลĕดšถĎกตšองĒละĒมŠนยำมากกวŠา ǰดังนัĚนการทดสอบขัĚนตŠอĕปคČอการ

นำสารสังđคราะหŤอัลคĉลควĉēนēลนǰKKAJ-A35 ĒละǰKKAJ-A52 ĕปทดสอบความสามารถĔนการđปŨนยาปฏĉชĊวนะĔนวĉธĊ

อČęนǰ ėǰ đพČęอĔหšĕดšผลการยับยัĚงĒบคทĊđรĊยทĊęชัดđจนมากยĉęงขċĚนǰ รวมถċงทดสอบความปลอดภัยĔนการĔชšสารสังđคราะหŤนĊĚ

ตŠอสĉęงมĊชĊวĉตǰ สำหรับการทดสอบสารปฏĉชĊวนะกับĒบคทĊđรĊยทĊęผลĉตĕบēอฟŗลŤมนัĚนอาจมĊการĔชšอนčภาคนาēนชŠวยĔนการ

นำสารปฏĉชĊวนะĔหšđขšาถċงตัวđซลลŤทĊęอยĎŠชัĚนĔนของĕบēอฟŗลŤมǰđพČęอĒกšปŦญหาĔนการđขšาถċงđซลลŤĕดšอยŠางทัęวถċงมากยĉęงขċĚน 
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ภาคผนวกǰก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวǰNutrient broth (NB)ǰ 

  đปปēทนǰ    5.0ǰกรัมǰ 

  ēซđดĊยมคลอĕรดŤǰ    5.0ǰกรัมǰ 

  สารสกัดจากđนČĚอǰ    1.5ǰกรัมǰ 

  สารสกัดจากยĊสตŤǰ   1.5ǰกรัมǰ 

  คŠาความđปŨนกรด-ดŠางǰ(25 ºC )ǰ  7.2ǰ±ǰ0.2ǰ 

 ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ1000ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĒลšวนำĕปอบฆŠาđชČĚอดšวยอčณหภĎมĉǰ121ǰองศา-

 đซลđซĊยสǰทĊęความดันĕอǰ15ǰปอนดŤตŠอตารางนĉĚวǰđปŨนđวลาǰ15ǰนาทĊ 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งǰNutrient agar (NA)ǰ 

  đปปēทน     5.0ǰกรัมǰ 

  ēซđดĊยมคลอĕรดŤ    5.0ǰกรัมǰ 

  สารสกัดจากđนČĚอ    1.5ǰกรัมǰ 

  สารสกัดจากยĊสตŤǰ   1.5ǰกรัมǰ 

ผงวčšนǰ     15ǰกรัมǰ 

คŠาความđปŨนกรด-ดŠางǰ(25ǰºC )ǰ  7.2ǰ±ǰ0.2ǰ 

 ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ1000ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĒลšวนำĕปอบฆŠาđชČĚอดšวยอčณหภĎมĉǰ121ǰองศา-

 đซลđซĊยสǰทĊęความดันĕอǰ15ǰปอนดŤตŠอตารางนĉĚวǰđปŨนđวลาǰ15ǰนาทĊǰĒลšวđทĔสŠจานđพาะđชČĚอ 

 

3. อาหารเหลวǰMuller-Hinton broth (MHB) 

  ผงอาหารสำđรĘจรĎปǰMuller-Hinton 21.0ǰกรัมǰ 

  คŠาความđปŨนกรด-ดŠางǰ(25 ºC )ǰ  7.3ǰ±ǰ0.1ǰ 

 ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ1000ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĒลšวนำĕปอบฆŠาđชČĚอดšวยอčณหภĎมĉǰ121ǰองศา-

 đซลđซĊยสǰทĊęความดันĕอǰ15ǰปอนดŤตŠอตารางนĉĚวǰđปŨนđวลาǰ15ǰนาทĊǰ 
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4. อาหารแข็งǰMuller-Hinton agar (MHA) 

  ผงอาหารสำđรĘจรĎปǰMuller-Hinton  21.0ǰกรัมǰ 

  ผงวčšนǰ     15.0ǰกรัมǰ 

  คŠาความđปŨนกรด-ดŠางǰ(25 ºC )ǰ  7.3ǰ±ǰ0.1ǰ 

 ละลายĔนนĚำกลัęนปรĉมาตรǰ1000ǰมĉลลĉลĉตรǰผสมĔหšđขšากันǰĒลšวนำĕปอบฆŠาđชČĚอดšวยอčณหภĎมĉǰ121ǰองศา-

 đซลđซĊยสǰทĊęความดันĕอǰ15ǰปอนดŤตŠอตารางนĉĚวǰđปŨนđวลาǰ15ǰนาทĊǰĒลšวđทĔสŠจานđพาะđชČĚอ 
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ภาคผนวกǰข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

 

1. ยาปฏิชีวนะǰCiprofloxacin  

 0.33 และǰ3.33 ไมโครกรัมตŠอมิลลิลิตร  

 นำǰCiprofloxacin 1 มĉลลĉกรัมǰละลายดšวยนĚำกลัęนปราศจากđชČĚอǰ3 มĉลลĉลĉตรǰจะĕดšความđขšมขšน

đทŠากับǰ 0.33ǰ มĉลลĉกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰ (333 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร)ǰ จากนัĚนนำĕปđจČอจางĔหšĕดšความđขšมขšน

đปŨนǰ 0.33 Ēละǰ 3.33 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰ สำหรับĔชšĔนชčดควบคčมผลบวกของการทดสอบกับǰ

Escherichia coli ĒละǰStaphylococcus aureus ตามลำดับǰสčดทšายĒลšวทำĔหšปราศจากđชČĚอēดยนำมา

กรองผŠานตัวกรองขนาดǰ0.2ǰĕมēครđมตร 

25 ไมโครกรัมตŠอมิลลิลิตร 

 นำǰCiprofloxacin 1ǰมĉลลĉกรัมǰละลายดšวยนĚำกลัęนปราศจากđชČĚอǰ1ǰมĉลลĉลĉตรǰจะĕดšความđขšมขšน

đทŠากับǰ 1 มĉลลĉกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰ (1,000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร)ǰ นำĕปđจČอจางĔหšĕดšความđขšมขšนđปŨนǰ 25ǰ

ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตรǰ สำหรับĔชšĔนชčดควบคčมผลบวกของการทดสอบกับǰPseudomonas aeruginosaǰ

สčดทšายĒลšวทำĔหšปราศจากđชČĚอēดยนำมากรองผŠานตัวกรองขนาดǰ0.2ǰĕมēครđมตร 

 

2. การเตรียมสารสังเคราะหŤอัลคิลควิโนโลนเพื่อใชšทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

 đตรĊยมสารĔหšมĊความđขšมขšนǰ 2000 ĕมēครกรัมตŠอมĉลลĉลĉตร (µg/ml)ǰ ēดยมĊตัวทำละลายคČอǰ 4% 

DMSO ของปรĉมาตรตัวทำละลายทัĚงหมดǰกŠอนนำĕปละลายดšวยđครČęองđขยŠาสารĔชšđสĊยงความถĊęสĎงǰหลังจาก

ทĊęสารละลายĕดšĒลšว ĔสŠนĚำกลัęนǰ 96% ของปรĉมาตรตัวทำละลายทัĚงหมดǰ ปŗดขวดสารĒละพันดšวยพาราฟŘนǰ

đกĘบđขšาตĎšđยĘนทĊęมĊอčณหภĎมĉǰ4 องศาđซลđซĊยสǰ 

 ชčดควบคčมทĊęđปŨนผลลบ (Negative control) đตรĊยมǰ 4% DMSO ĔนอาหารđหลวมĎđลอรŤฮĉนตัลǰ

(Mueller-Hinton broth)ǰĔนสŠวนชčดควบคčมทĊęđปŨนผลบวกǰ(Positive control) đตรĊยมǰCiprofloxacin Ĕน

นĚำกลัęนทĊęปราศจากđชČĚอǰēดยมĊคŠาความđขšมขšนทĊęนšอยทĊęสčดทĊęยับยัĚงการđจรĉญđตĉบēตของĒบคทĊđรĊยǰ(Minimum 

inhibition concentration; MIC) ของยาปฏĉชĊวนะǰCiprofloxacinǰĔนĒตŠละĒบคทĊđรĊยมĊคŠาดังนĊĚǰE. coli ทĊę

ความđขšมขšน 0.039 µg/ml, S. aureus ทĊęความđขšมขšนǰ0.625 µg/mlǰĒละǰP. aeruginosa ทĊęความđขšมขšนǰ

2.5 µg/ml 
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3. เตรียม 0.015%ǰResazurin 

 đตรĊยม 0.015% Resazurin ēดยĔสŠǰResazurin sodium salt ปรĉมาณǰ3 มĉลลĉกรัมǰ ĔนนĚำกลัęน

ปรĉมาตรǰ20 มĉลลĉลĉตรĒละทำĔหšปราศจากđชČĚอēดยการกรองผŠานĔสŠกรองǰ0.2 ĕมēครđมตร 
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ภาคผนวกǰค 

การคำนวนปริมาณเซลลŤ 

 

1. ทำใหšแบคทีเรียมีความเขšมขšนǰ1.15x106 CFU/ml 

 

 đมČęอĕดšปรĉมาณĒบคทĊđรĊยđปŨนǰCFU/ml จากการđปรĊยบđทĊยบกับสมการđสšนกราฟǰทำĔหšĒบคทĊđรĊย

มĊความđขšมขšนǰ1.15x106 CFU/mlǰĒละĔหšĕดšปรĉมาตรตามทĊęตšองการĕดšจากการ 

 

คำนวนĔนสĎตร C1 x V1 = C2  x V2  

  

C1ǰ= ปรĉมาณĒบคทĊđรĊยđรĉęมตšนĔนǰ1 มĉลลĉลĉตรǰ(CFU/ml) 

V1 = ปรĉมาตรทĊęตšองนำĕปĔสŠĔน V2ǰ(ml) 

C2 = ปรĉมาณĒบคทĊđรĊยทĊęตšองการĔนǰ1 มĉลลĉลĉตรǰ(CFU/ml)ǰคČอǰ1.15x106 CFU/ml 

V2 = ปรĉมาตรทĊęตšองการǰ(ml) 
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