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บทคัดย่อ   

 สาร Glochidiol จากไคร้มด (Glochidion eriocarpum) มีฤทธ์ิทางชีวภาพตา่งๆมากมาย เช่น ฤทธ์ิต้านอาการอกัเสบ 
ฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็ง ฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย เป็นต้น งานวิจยันีส้นใจศกึษาประสทิธิภาพของสาร Glochidiol ในการยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาสและแบคทีเรียแกรมลบดือ้ยา โดยการหาค่า Minimal Inhibitory Concentration (MIC) และค่า 
Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) ด้วยวิธี Broth dilution test พบว่าเมื่อใช้สาร Glochidiol เพียงอย่างเดียว
สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ B. subtilis และ  Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) ได้ดีที่สดุให้ค่า MIC เท่ากัน คือ
เท่ากับ 128 µM จากเชือ้ 11 สายพนัธุ์ที่น ามาทดสอบ  แต่ไม่สามารถยบัยัง้เชือ้ Acinetobacter baumannii ดือ้ยา, Proteus 
mirabilis, P. vulgaris และ Pseudomonas aeruginosa ดือ้ยา นอกจากนี ้Glochidiol สามารถเสริมฤทธ์ิกบัยาเตตราซยัคลนิ
ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ E. coli ATCC 25922 และ P. aerugiosa  ATCC27853 โดยมีค่า FICI เท่ากับ 0.5156 และ 
0.5313 ตามล าดับ  แต่ไม่เสริมฤทธ์ิกับยาแอมพิซิลลินเพื่อยับยัง้การเจริญของเชือ้ E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa   
ATCC 27853 จากนัน้ได้ศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมที่สุดในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย E. coli ATCC 25922 และ                     
P. aerugiosa  ATCC 27853 ด้วย Time-kill assay พบว่าสามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้  E. coli ATCC 25922 และ                    
P. aerugiosa  ATCC 27853 ได้ดีที่สดุในชัว่โมงที่ 4 และ 6 ตามล าดบั หลงัจากได้รับยาเตตราซยัคลนิ ปริมาณเทา่กบั 1/2 เทา่
ของ MIC ของยาเตตราซยัคลนิ  ร่วมกบัสาร Glochidiol เทา่กบั 1/32-1/64 เทา่ของ MIC ของ Glochidiol ตามล าดบั 
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Abstract 
 The various biological activities of pure compound, Glochidiol from Khrai mot (Glochidion eriocarpum) are 

anti- inflammatory, anti- cancer and anti-microbial activity.   In this study, synergistic effect of Glochidiol against 
opportunistic bacteria and drug- resistant gram negative bacteria was investigated.   The Minimal Inhibitory 
Concentration (MIC)  value and Fractional Inhibitory Concentration Index ( FICI)  were determined for synergistic 
effect by Broth diffusion test.  Among eleven tested bacteria, Glochidiol alone showed the best antibacterial activity 
to inhibit the growth of B.  subtilis and Methicillin- resistant S.  aureus (MRSA)  and had MICs equal as 128 µM.  
However, Glochidiol showed no antibacterial activity against drug- resistant Acinetobacter baumannii, Proteus 
mirabilis, P.  vulgaris and drug- resistant P.  aeruginosa.    Moreover, combination of Glochidiol with tetracycline 
showed partially synergistic effect against E. coli ATCC 25922 and P. aerugiosa ATCC 27853 with FICI of 0.5156 
and 0.5313, respectively.  On the other hand, Glochidiol mixed with ampicillin had no effect against E. coli ATCC 
25922, P. aeruginosa ATCC 27853.  Then, Time-kill assay were tested and indicated that the specific times, mostly 
decreased the growth of E. coli ATCC 25922 and P. aerugiosa ATCC 27853  were at 4 and 6 hours after treatment 

with ½ MICs of tetracycline  and  1/32-1/64 MICs of Glochidiol, respectively. 
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บทน า   
 ในปัจจุบนัสถานการณ์การติดเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาสถกูจดัเป็นหนึ่งในปัญหาสาธารณสขุที่ส าคญัของโลกรวม      
ทัง้ประเทศไทย เชือ้ที่เป็นสาเหตุของโรคติดเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาสในโรงพยาบาลที่พบมากที่สุด คือ Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobacter baumannii เป็นต้น ซึ่งมกัจะพบการระบาด และพบอุบตัิการณ์การดือ้ยา
ของเชือ้แบคทีเรียเหล่านีใ้นหอผู้ ป่วยวิกฤตเพิ่มสูงขึน้เป็นประวตัิการณ์ 20 ปีที่ผ่านมา เช่น  E. coli  ก่อให้เกิดโรคทางเดิน
ปัสสาวะร่วมกบัติดเชือ้ในทกุระบบของร่างกาย P. aeruginosa และ A. baumannii ท าให้เกิดโรคปอดบวมและภาวะติดเชือ้
ของผู้ ป่วยวิกฤต เป็นต้น (Fair and Tor, 2014; Schroeder et al., 2017) นอกจากนีเ้ชือ้แบคทีเรียเหล่านีย้งัพบอุบตัิการณ์             
การดือ้ยาที่สงูขึน้ เนื่องจากแบคทีเรียปรับตวัด้วยกลไกดือ้ยาที่หลากหลาย และมกัจะดือ้ยากลุ่มเพนนิซิลลิน (แอมพิซิลลิน)              
อะมิโนกลยัโคไซด์ และเตตราซยัคลนิ (Tiwari et al., 2013) ท าให้ยาปฏิชีวนะท่ีใช้อยูใ่นปัจจบุนัรักษาไมไ่ด้ผลจึงต้องเลอืกใช้ยา
ปฏิชีวนะอนุพนัธุ์ที่แรงขึน้ (Cheesman et al., 2017;. Schroeder et al., 2017)  ผลของการดือ้ยาของแบคทีเรียเหล่านี ้ท าให้
ผู้ ป่วยที่มารักษาตวัในโรงพยาบาล เช่น โรคมะเร็ง หรือจากการผ่าตดั ไตวาย และตบัวาย  ติดเชือ้ซ า้ซ้อนเพิ่มเติมจากแบคทีเรีย
ฉวยโอกาสดือ้ยา และเข้าสูร่ะยะวิกฤต จึงเป็นสาเหตใุห้ผู้ ป่วยเสียชีวิตเมื่อรักษาตวัอยูใ่นโรงพยาบาลยาวนาน (Gupta & Birdi, 
2017) จากปัญหาดงักล่าวข้างต้น ท ายาปฏิชีวนะที่ใช้รักษาโรคติดเชือ้จุลินทรีย์ดือ้ยาที่ใช้อยู่เดิมรักษาไม่ได้ผล จึงจ าเป็น               
ต้องค้นคว้าหายาชนิดใหมเ่พื่อใช้รักษาโรคติดเชือ้จลุนิทรีย์เหลา่นี ้แตก่ารพฒันายาต้องให้เวลานานมาก ดงันัน้นกัวิจยัจึงหนัมา
ศึกษาวิจยัด้านการหาสารบริสทุธ์ิและสารสกดัสมนุไพรเพื่อลดค่าใช้จ่ายในการรักษา และลดอนัตรายจากการรักษาด้วยยา
ปฏิชีวนะ เพราะสมนุไพรเป็นผลติผลธรรมชาติ หาง่าย ราคาถกู  มีประวตัิการใช้บริโภคมาอยา่งยาวนาน ร่างกายสามารถก าจดั
ออกได้ง่าย  ก่อให้เกิดผลข้างเคียงน้อยกวา่ยาปฏิชีวนะเมื่อใช้เป็นเวลานาน (Cheesman et al., 2017; Gupta & Birdi, 2017) 
งานวิจัยนีจ้ึงมีแนวคิดที่จะทดสอบการน าสารบริสทุธ์ิจากธรรมชาติมาผสมกับยาแอมพิซิลลินและเตตราซยัคลิน  เพราะยา
แอมพิซิลลินและเตตราซยัคลิน เป็นยาต้นอนุพันธุ์ของยาที่ใช้แพร่หลายกันอยู่ในปัจจุบัน และมักก่อให้เกิดการดือ้ยาจาก
แบคทีเรียเสมอ และยาเหล่านีย้งัคงจ าเป็นเพื่อใช้รักษาโรคติดเชือ้แบคทีเรียบางกลุ่ม เช่น Anthrax, Listeria, Clostridium, 
Actinomyces (Cheesman et al., 2017)  นอกจากนีเ้พื่อใช้ลดผลข้างเคียงของการใช้ยาของการแพ้ยา (anaphylaxis) และลด
ความเป็นพิษตอ่ตบัและไต และเพื่อเป็นจดุเร่ิมต้นของการศกึษากลไกการออกฤทธ์ิของสารบริสทุธ์ิในการแก้ปัญหาภาวะดือ้ยา
ของเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาส ผลพลอยได้ของการวิจยันีค้ือการน าสารบริสทุธ์ิจากพืชไปประยกุต์ใช้เป็นสว่นผสมของเวชส าอาง 
เป็นสารบ ารุงผิว เป็นต้น  
 Glochidiol คือสารบริสทุธ์ิกลุ่ม Lupane  เป็นสารที่สกดัได้จากไคร้มด (Khraimot) ช่ือวิทยาศาสตร์คือ Glochidion 
eriocarpum (วงศ์ Euphorbiaceae).ใบมีสรรพคุณแก้ไข้ และอาการอ่อนเพลีย  เปลือกมีสรรพคุณแก้ปวด ลดไข้ เป็นต้น 
(Smitinand et al., 2007) สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่พบในไคร้มดได้แก่ ไตรเทอร์พีนอยด์ (triterpenoids) ซาโปนิน (saponin) 
ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) สเตียรอยด์ (steroid) และ lupane ปัจจุบันมีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารกลุ่ม lupane                 
ได้แก่ฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของเชือ้ Bacillus pyocyaneus, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, Salmonella Paratyphi และ  
S. Typhi  (Nhiem et al., 2012; Zhang et al., 2012) แต่ไม่พบรายงานของเชือ้ฉวยโอกาสกลุ่มอื่นๆ เช่น  A. baumannii,                 
P. aeruginosa ฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ของสารกลุม่ Lupane เช่น Glochidone มีฤทธ์ิฆา่เซลล์มะเร็งปอดและเม็ดเลือด Lupeol 
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สามารถต้านอนมุลูอิสระและต้านการอกัเสบ (Siddiqueand Saleem, 2011) นอกจากนีย้งัมีงานศกึษาวิจยัของการเสริมฤทธ์ิ
ของสารสกดัจากสมนุไพรร่วมกบัยาปฏิชีวนะ เช่น eugenol ร่วมกบัยาแอมพิซิลลิน สามารถยบัยัง้เชือ้ E. coli และ S. aureus 
(FICI เท่ากับ 0.26 และ 0.38) (Hemaiswarya and Doble, 2009) สาร pentacyclic และ triterpenoid เสริมฤทธ์ิกับยา 
methicillin และ vancomycin ในยบัยัง้การเจริญของ S. aureus เพราะ triterpenoid มีผลยบัยัง้การสงัเคราะห์ DNA และสาร 
macromolecule จึงท าให้เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของเชือ้แบคทีเรีย (Chung et al., 2011) และการเสริมฤทธ์ิของ                
สารกลุม่อื่น เช่น น า้มนัหอมระเหยจากอบเชยร่วมกบัยา piperacillin สามารถยบัยัง้เชือ้ E. coli โดยไปรบกวนการการซมึผา่น
อิเล็คโตรไลท์ของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย รวมถึงไปหยุดการส่งสญัญาณ qurum sensing ภายในเซลล์แบคทีเรีย (Yap               
et al., 2015; Zhang et al., 2017) อย่างไรก็ตามยังไม่พบงานวิจัยท่ีศึกษาผลการเสริมฤทธ์ิของสารกลุ่ม lupane ร่วมกับ               
ยาปฏิชีวนะ   
 ดังนัน้งานวิจัยครัง้นีไ้ด้ส ารวจฤทธ์ิยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียและศึกษาประสิทธิภาพการเสริมฤทธ์ิของสาร 
Glochidiol  ร่วมกับแอมพิซิลลินและเตตตราซัยคลิน งานวิจัยนีอ้าจจะสามารถน า Glochidiol มาพัฒนาเพื่อใช้ร่วมกับยา
ปฏิชีวนะ เพื่อลดผลข้างเคียงของยาปฏิชีวนะ หรือปรับสตูรยาปฏิชีวนะที่ใช้ไมไ่ด้ผลให้สามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ หรืออาจจะน า 
Glochidiol ที่แยกได้จากธรรมชาตินีม้าใช้เป็นสว่นผสมของเวชส าอาง เป็นต้น 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   

การเตรียมสารบริสทุธ์ิ  
 Glochidiol แยกได้จากต้นไคร้มด G. eriocarpum  ทีเ่ก็บมาจากจงัหวดัสรุาษฎร์ธานี  (รหสัพรรณไม้ BKF147874)  

ได้รับความอนเุคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ ดร.วารี เนื่องจ านงค์ ภาควิชาเคมี   คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา โดยน า
เฉพาะสว่นรากจากไคร้มดที่บดละเอียดมาสกดัด้วยเฮกเซนไดคลอโรมีเทน และเมทานอล ตามล าดบัท่ีอณุหภมูิห้อง และท าให้
สว่นสกดัแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแบบลดความดนั จากนัน้น ามาท าให้บริสทุธ์ิด้วยวิธีโครมาโตกราฟีและวิเคราะห์หาโครงสร้าง
ทางเคมีด้วย NMR spectroscopy และพิสจูน์เอกลกัษณ์ (Puapairoj et al., 2005) แสดงดงัภาพท่ี  1 

 
 

   
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  โครงสร้างของ Glochidiol (M.W. 442) 
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  แบคทีเรียทดสอบ 
  เชือ้แบคทีเรีย E. coli ATCC 25922, Bacillus subtilis,  Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 
P.  aeruginosa  ATCC 27853 ,  Proteus mirabilis, P.  vulgaris, Serratia marcescens และ  S.  aureus ไ ด้ รับความ
อนุเคราะห์และพิสจูน์ยืนยนัสายพนัธุ์ ด้วยหลกัการทางชีวเคมี จากภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยับูรพา จังหวดัชลบุรี 
ส าหรับ  A. baumannii ซึง่ดือ้ยาปฏิชีวนะหลายชนิด ได้แก่ amikacin, ciprofloxacin, sulperrazon, piperacillin, tazobactam, 
ceftriaxone, ceftazidime, imipenem, cefpirome, meropenem, cefepime แ ล ะ piperacillin แ ต่ ต อ บ ส น อ ง ต่ อ ย า 
gentamicin และ P. aeruginosa  (ดือ้ยา, รหัส 1-375/04-2013 ดือ้ยากลุ่ม aminoglycosides, β-lactams, carbapenem, 
quinolone) ได้รับความอนเุคราะห์จากโรงพยาบาลชลบรีุ จงัหวดัชลบรีุ 

การเพาะเลีย้งเชื้อทดสอบ 
  เลีย้งเชือ้แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ nutrient agar (NA, Merck, Germany) แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็น

เวลา 18-24 h คดัเลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ ของเชือ้ที่ใช้ทดสอบจ านวน 4-5 โคโลนี น ามาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ Mueller 
Hinton Broth (MHB, Becton Dickinson, USA) แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 3-5 h จากนัน้น ามาเทียบความขุ่น
กบั McFarland No. 0.5 เพือ่เตรียมเชือ้ทดสอบให้มีปริมาณ 1 x 108 CFU/ml   
  การหาค่าความเขม้ข้นต ่าสดุทีส่ามารถยบัยัง้เชื้อแบคทีเรีย  (minimal inhibitory concentration, MIC) 
 ประยกุต์การทดสอบด้วยวิธี Broth dilution assay (CLSI, 2016) เร่ิมต้น น าเชือ้ทดสอบที่ปรับความขุ่นของเชือ้ให้มี
ปริมาณ 1 x 108 CFU/ml ปริมาตร 100  µl  ไปผสมกบัสารทดสอบอย่างละ  100  µl  ได้แก่ ยาปฏิชีวนะความเข้มข้น 8 µM - 
2,048 µM   หรือ Glochidiol  ความเข้มข้น 8 µM - 2,048 µM  ที่เจือจางด้วยอาหารเหลว Mueller Hinton Broth  (MHB) 
ปริมาตร 100  µl เพื่อให้มีความเข้มข้นลดลงที่ละสองเทา่ จากนัน้ผสมให้เข้ากนัแล้วน าสารทดสอบในแตล่ะ treatment  ไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 18-24 h  และแต่ละ treatment ท าการทดสอบจ านวน 3 ซ า้ จากนัน้วัดความขุ่นของเชือ้จาก 
microplate ที่ O.D. 610 ด้วย microplate reader (VersaMax, U.S.A.) บนัทกึผลเพื่อหาคา่  MIC  
 การศึกษาเสริมฤทธ์ิร่วมกนัของสารบริสทุธ์ิ 
 ท าการทดลองเช่นเดียวกันกับการหาค่า MIC แต่ใส่สารทดสอบในแต่ละ treatment ด้วยการทดสอบแบบ 
checkerboard assay (Chung et al., 2011) ได้แก่ผสม Glochidiol ความเข้มข้น 16 µM - 4,096 µM กบัยาปฏิชีวนะที่ระดบั
ความเข้มข้น  16 µM - 4,096 µM อยา่งละ 50 µl จากนัน้ผสมสารทดสอบดงักลา่ว ใสใ่นเชือ้ทดสอบ 100  µl (1 x 108 CFU/ml) 

และเติมอาหารเหลว MHB  100  µl ผสมให้เข้ากนั แล้วจึงน าไปบม่ที่อณุหภมูิ 37C  เป็นเวลา 18-24 h  และแตล่ะ treatment 
ท าการทดสอบจ านวน 3 ซ า้ จากนัน้ท าการเก็บตวัอย่าง  เช่นเดียวกบั วิธี Broth dilution assay โดยวดัความขุ่นของเชือ้จาก 
microplate แล้วหาคา่  MIC ของการออกฤทธ์ิร่วมกนั  แล้วน าคา่ MIC ทัง้หมด มาค านวณคา่ FIC ของยาปฏิชีวนะ และคา่ FIC 
ของสารบริสทุธ์ิ แล้วจึงน ามาหาคา่ดชันีชีว้ดั โดยค านวณได้ดงันี ้ 

   1. FIC ของยาปฏิชีวนะ  =  คา่ MIC ของการออกฤทธ์ิร่วมกนั/คา่ MIC ของยาปฏิชีวนะเพียงอยา่งเดียว                                                                                                                                            
2. FIC ของสารบริสทุธ์ิ  =  คา่ MIC ของการออกฤทธ์ิร่วมกนั/คา่ MIC ของสารบริสทุธ์ิเพียงอยา่งเดียว                           

                 3.  คา่ดชันีชีว้ดั fractional inhibitory concentration index (FICI) =  FIC ของยาปฏิชีวนะ + FIC ของสารบริสทุธ์ิ                       
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การแปลผลดชันีชีว้ดัประสทิธิภาพร่วม FICI แปลผลดงันี ้  FICI < 0.5 คือเสริมฤทธ์ิกนั (synergistic),  0.5 < FICI < 1  คือ                
เสริมฤทธ์ิกนับางสว่น (partial synergistic),  FICI = 1 คือมีแนวโน้มเสริมฤทธ์ิ (additive),  1 <  FICI < 4 คือมฤีทธ์ิไมแ่ตกตา่ง
จากการใช้สารตวัเดียว (indifferent ),  FICI > 4 คือต้านฤทธ์ิกนั (antagonistic) 
 การศึกษา Time-kill assay (Ramli et al., 2017) 
                คือการศกึษาการเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรีย เมื่อทดสอบตอ่หนว่ยเวลาเป็นเวลา 48 h ท าการทดสอบโดย เตรียม
เชือ้แบคทีเรียความขุ่นของเชือ้กับ McFarland No. 0.5 (1.5 X108 CFU/ml)  ปริมาตร 100 µl,  เติม Glochidiol  และยา
ปฏิชีวนะที่ระดบัความเข้มข้นท่ีเหมาะสม (เช่นเดียวกบัการทดสอบการเสริมฤทธ์ิ)  ปริมาตรอยา่งละ 50 µl  แล้วผสมให้เข้ากนั  
จากนัน้เติมอาหาร MHB ปริมาตร 2.8 ml เขย่าสว่นผสมให้เข้ากนั แล้วน าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37oC  (ท าการเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุม (control) คือน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ที่ผสม MHB และชุดเปรียบเทียบ คือ Glochidiol และยาปฏิชีวนะ)  เมื่อบ่มตาม
เวลาที่ก าหนด จึงเก็บตวัอย่างมานบัเชือ้ เพื่อหาเชือ้แบคทีเรียที่รอดชีวิตที่เวลาต่างๆ ได้แก่ 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24 และ 48 h              
เมื่อครบเวลาที่ก าหนดก็จะเก็บตวัอย่างเชือ้แบคทีเรีย แล้วน ามาเจือจางด้วยวิธี 10-fold dilution ในน า้เกลือ (0.85% NaCl) 
จากนัน้ น าเชือ้ปริมาตร 100 µl มาเกลี่ยลงบนอาหาร NA  บ่มต่อที่อณุหภมูิ 37oC  เป็นเวลา  18.24 h (ท าการทดสอบ 3 ซ า้) 
เพื่อนบัจ านวนโคโลนีของเชือ้แบคทีเรียที่รอดชีวิต และบนัทึกผลเพื่อน าไปสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างจ านวนแบคทีเรีย 
(log CFU/ml) ต่อเวลา (h) และน าจ านวนแบคทีเรีย มาค านวณหาประสิทธิภาพการยับยัง้เชือ้  (The effectiveness 
antibacterial activity; EAA = ร้อยละของแบคทีเรียที่ลดลงจากเวลาเร่ิมต้น) ค านวณจากสตูรดงันี ้ 
 

   EAA %  =                                   (1) 

 

N0  คือ  จ านวนเซลล์แบคทเีรีย (CFU/ml) ของกลุม่ควบคมุ 
 NE  คือ  จ านวนเซลล์แบคทเีรีย (CFU/ml) ของกลุม่ทดลอง 
 
 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

   ส าหรับการทดลองทัง้หมดจะท าสามซ า้ เพื่อหาค่าเฉลี่ยและค่าความคลาดเคลื่อนของการทดลอง ในแต่ละครัง้ 
ด้วย Excel  แล้วน าค่าทีได้มาวิเคราะห์ค่าทางสถิติเปรียบเทียบสารบริสทุธ์ิกับยาปฏิชีวนะด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวน
แบบทิศทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทียบสารบริสทุธ์ิร่วมกบัยาปฏิชีวนะ ด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ
สองทาง (Two-way ANOVA) ด้วยโปรแกรมสถิติ Minitab version 17 
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ผลการวิจัย   
 ผลการส ารวจฤทธ์ิยบัยัง้เชื้อแบคทีเรียฉวยโอกาสของสาร  Glochidiol  
    ผลการส ารวจฤทธ์ิยบัยัง้แบคทีเรียของ Glochidiol แสดงดงัตารางที่ 1  โดยพบว่า Glochidiol  มีผลในการยบัยัง้
การเจริญของเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาสจ านวน 7 สายพนัธุ์  จาก 11 สายพนัธุ์ที่น ามาทดสอบ กลา่วคือสามารถยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้แบคทีเรีย  B. subtilis และ MRSA ได้ดีที่สดุคือให้ค่า MIC เท่ากนัคือเท่ากบั 128 µM รองลงมาคือ K. pneumoniae 
ให้ค่า MIC  เท่ากบั 256 µM  แต่ไม่สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้  A. baumannii ดือ้ยา, P. mirabilis, P. vulgaris    และ  
P. aeruginosa ดือ้ยา (ตารางที่ 1)  เมื่อเปรียบเทียบการยบัยัง้การเจริญของยาเตตราซยัคลนิของเชือ้ E. coli (>760 µg/ml)  ,                         
S. aureus (56 µg/ml) และ P. aeruginosa ATCC27853 (56 µg/ml)  และการยบัยัง้การเจริญของเอมพิซลิลนิของเชือ้ E. coli 
(>455  µg/ml), S.aureus (48  µg/ml)  พบวา่เชือ้เหลา่นีป้รับตวัดือ้ยา  และ มีคา่สงูกวา่คา่  MIC  มาตรฐาน    (เตตราซยัคลนิ  
= 2-8 µg/ml และแอมพิซิลลิน = 2-8 µg/ml) (CLSI. ,2016). และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสาร Glochidiol กับยา
ปฏิชีวนะ  2  ชนิด  พบวา่  Glochidiol   มีประสทิธิภาพต ่ากวา่ยาแอมพิซิลลนิ  และ เตตราซยัคลนิ  ยกเว้นมีประสทิธิภาพดกีวา่ 
แอมพิซิลลนิในการยบัยัง้เชือ้  B. subtilis   และยาเตตราซยัคลนิสามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียฉวยโอกาส 7 สายพนัธุ์ 
ได้ดีกวา่ยาแอมพิซิลลนิ และสาร  Glochidiol อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)   
 
ตารางที่ 1  เปรียบเทียบฤทธ์ิต้านแบคทีเรียของสาร Glochidiol กบัยาปฏิชีวนะในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาส    

 

 
ชนิดของแบคทีเรีย 

ค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้แบคทีเรีย µM 

Glochidiol ยาแอมพซิิลลนิ ยาเตตราซยัคลนิ 
แกรมบวก 

 
B. cereus 512 128 128 
B. subtilis 128 2048 256 
S. aureus 1024 128 128 
MRSA 128 128 128 

แกรมลบ A. baumannii ดือ้ยา >2048 >2048 >2048 

E. coli ATCC 25922 2048 >2048 1024 

K. pneumoniae 256 128 1024 
P. mirabilis >2048 128 2048 
P. vulgaris >2048 1024 512 
P. aeruginosa   ATCC27853 2048 >2048 256 

 P. aeruginosa ดือ้ยา >2048 >2048 >2048 
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ผลการเสริมฤทธ์ิของสาร Glochidiol กบัยาปฏิชีวนะ 
การทดสอบการเสริมฤทธ์ิได้เลอืกทดสอบกบัเชือ้ที่มกัพบอบุตัิการณ์การดือ้ยาในโรงพยาบาลสงู ได้แก่ A. baumannii 

ดือ้ยาและ P. aeruginosa ดื อ้ยา และเปรียบเทียบกับชุดควบคุมได้แก่   E. coli ATCC 25922  และ P. aeruginosa   
ATCC27853  ทัง้นีเ้พื่อน าไปใช้ประโยชน์ในการศกึษากลไกการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียดือ้ยา  
 งานวิจัยนีพ้บว่า Glochidiol ไม่เสริมกับยาแอมพิซิลลิน ในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย 4 สายพนัธุ์  (ตารางที่ 2) แต่
สามารถเสริมฤทธ์ิกบัยาเตตราซยัคลนิในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa  ATCC27853  
โดยพบวา่เมื่อใช้สาร Glochidiol ร่วมกบัยาเตตราซยัคลนิความเข้มข้น  512 µM (เทา่กบั  ½ เทา่ของคา่ MIC ยาเตตราซยัคลนิ
เดิม)  ร่วมกบัใช้สาร Glochidiol ด้วยคา่ความเข้มข้น 32 µM (1/64 เทา่ของคา่ MIC Glochidiol เดิม)   สามารถยบัยัง้การเจริญ
ของ  E. coli ATCC 25922 ได้อยา่งมีประสทิธิภาพยิ่งขึน้ โดยให้ผลเสริมฤทธ์ิกนับางสว่น (Partially Synergistic effect) แสดง
ค่า FICI เท่ากับ 0.5156 (ตารางที่ 3) และเมื่อใช้ยาเตตราซัยคลิน ความเข้มขัน 128 µM (เท่ากับ  ½ เท่าของค่า MIC                         
ยาเตตราซยัคลนิเดิม) ร่วมกบัสาร Glochidiol ความเข้มข้น 64 µM ( 1/32 เทา่ของคา่ MIC Glochidiol เดิม) สามารถยบัยัง้การ
เจริญของ  P. aeruginosa  ATCC27853 ได้อย่างมีประสิทธิภาพเช่นเดียวกนั โดยให้ผลเสริมฤทธ์ิกนับางสว่น แสดงค่า FICI 
เท่ากบั 0.5313 (ตารางที่ 3) และยาเตตราซยัคลินเพียงชนิดเดียว มีอิทธิพลในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 
(p<0.05) (ไมไ่ด้แสดงผลการทดสอบ)  
 
      ตารางที่ 2  เปรียบเทียบการเสริมฤทธ์ิของสาร  Glochidiol  กบัยาปฏิชีวนะสองชนิดในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ 
                        แบคทีเรียฉวยโอกาส    

 
 
 
 
 
 

แบคทีเรีย 

ประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิร่วมระหว่างสาร  Glochidiol กับยาปฏิชีวนะ 
Glochidiol + ยาแอมพซิิลลนิ Glochidiol + ยาเตตราซยัคลนิ 
คา่ FICI แปลผล คา่ FICI แปลผล 

A. baumannii ดือ้ยา                   - - - - 
E. coli ATCC 25922 - - 0.5156 เสริมฤทธ์ิกนับางสว่น 

P. aeruginosa   
ATCC27853  

- 
 
 - 

0.5313 
       เสริมฤทธ์ิกนับางสว่น 

P. aeruginosa ดือ้ยา -   - - - 
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ตารางที่ 3  เปรียบเทียบคา่ดชันีตา่งๆของการเสริมฤทธ์ิของสาร GE-15 กบัยาปฏิชีวนะเตตราซยัคลนิในการยบัยัง้การเจริญ 

                  ของเชือ้แบคทเีรียฉวยโอกาส 
 

 
การศึกษาผลของเวลาในการออกฤทธ์ิของสาร Glochidiol เมือ่ผสมกบัยาเตตราซยัคลินในการยบัยัง้การเจริญของ

แบคทีเรียต่อหน่วยเวลา (Time-kill assay) 
เมื่อใช้สาร Glochidiol  เท่ากับ 1/64 MIC  (32 µM /2048 µM) ร่วมกับยาเตตราซัยคลิน เท่ากับ ½ MIC (512 

µM/1024 µM)  สามารถยบัยัง้การเจริญของ  E. coli  ATCC 25922   ได้ดีที่สดุในชัว่โมงที่ 4 กลา่วคือจะท าให้จ านวนโคโลนี
ของแบคทีเรียจะลดลงจากเวลาเร่ิมต้น ร้อยละ 86.50 ของการยบัยัง้  และสามารถยบัยัง้การเจริญของ E. coli ATCC 25922 
อยูใ่นช่วงเร่ิมต้นของ log phase  นอกจากนีย้งัสามารถลดระยะเวลาของการออกฤทธ์ิของยาเตตราซยัคลนิให้เร็วยิ่งขึน้จากเดมิ 
2 ชัว่โมง (เดิมออกฤทธ์ิในชัว่โมงท่ี 6) (ภาพท่ี 1 และภาพท่ี 2) 
 เมื่อใช้สาร Glochidiol เท่ากับ 1/32xMIC  (64 µM/2048 µM) ร่วมกับยาเตตราซัยคลิน เท่ากับ ½ MIC (128 
µM/256 µM/) สามารถยบัยัง้การเจริญของ P. aeruginosa ATCC 27853 ได้ดีที่สดุในชั่วโมงที่ 6 กล่าวคือ จะท าให้จ านวน
โคโลนีของแบคทีเรียจะลดลงจากเวลาเร่ิมต้น ร้อยละ 69.97 และสามารถยบัยัง้การเจริญของ  P. aeruginosa  ATCC27853  
ในช่วงเร่ิมต้นของ log phase  และลดระยะเวลาของการออกฤทธ์ิของยาเตตราซัยคลินให้เร็วยิ่งขึน้จากเดิม  4  ชั่วโมง                   
(เดิมออกฤทธ์ิในชัว่โมงท่ี 10) (ภาพท่ี 3 และภาพท่ี 4)  

 
 
 
 

เแบคทเีรีย 

สาร GE-15 ยาเตตราซัยคลิน 

FICI 
 

แปลผล MIC 
GE-15 

MIC 
ออก
ฤทธ์ิ
ร่วม 

FIC 
GE-15 

MIC 
ยาเตตรา
ซยัคลิน 

MIC 
ออกฤทธ์ิ
ร่วม 

FIC 
ยาเตตรา
ซยัคลิน 

A. baumannii >2048 - - >2048 - - - - 

E. coli ATCC 
25922 

2048 32 0.0156 1024 512 0.5 0.5156 
เสริมฤทธ์ิกนั
บางสว่น 

P. aeruginosa  
ATCC27853 

2048 64 0.03125 256 128 0.5 0.5312 
เสริมฤทธ์ิกนั
บางสว่น 

P. aeruginosa 
ดือ้ยา 

>2048 - - >2048 - - - - 
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วิจารณ์ผลการวิจัย   
                ผลการส ารวจฤทธ์ิของ Glochidiol เพื่อยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียฉวยโอกาส แสดงให้เห็นว่า Glochidiol  
สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ B. cereus, S. aureus,  E. coli และ P. aeruginosa  ATCC27853  ซึง่สอดคล้องกบังานวจิยั
ที่พบวา่สารกลุม่ lupane สามารถยบัยัง้เชือ้จลุนิทรีย์ในกลุม่เดียวกนัแต่ งานวิจยันี ้พบวา่ Glochidiol    มีประสทิธิภาพท่ีต ่ากวา่ 
(56.58-905.21 µg/ml)    (Siddique  and Saleem , 2011; Penduka et al., 2015) และสามารถยับยัง้เชือ้แบคทีเรียกลุ่ม
เดียวกนักบั lupane ที่พบในพืชวงศ์ Euphorbia hirta  (MIC ระหวา่ง 64-128 µg/ml)  Glochidiol สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย 
ทัง้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เพราะ Glochidiol เป็นสารบริสทุธ์ิคล้ายกับสารกลุ่ม triterpene จึงอาจจะไปมีผลต่อ             
การการสงัเคราะห์ DNA และ macromolecule หรือยับยัง้การสงัเคราะห์เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย (Chung et al., 2011)  
หรือ  ATCC27853  ต่อหน่วยเวลา (time-kill curve assay ณ จุดเวลาที่ดีที่สดุของการยบัยัง้ คล้ายกับสารกลุ่ม triterpene 
อาจจะช่วยลดการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้แบคทีเรีย เช่น E. coli และ S. aureus (Silva et al., 2019; Awolola et al., 2014) 
ดังนัน้จะเห็นได้ว่า Glochidiol มีฤทธ์ิยับยัง้แบคทีเรียทัง้แกรมบวกและแกรมลบฉวย จึงสามารถไปประยุกต์ใช้ เช่น เป็น
ส่วนผสมในน า้ยาท าความสะอาดเพื่อลดการติดเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาสได้ อย่างไรก็ตามควรทดสอบความเป็นพิษก่อน
น าไปใช้จริง   
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  ผลของสาร Glochidiol (GE-15) ร่วมกบัยาเตตราซยัคลนิในการยบัยัง้การเจริญของ E. coli ATCC 25922  
               ตอ่หนว่ยเวลา (Time-kill assay)  
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ภาพที่ 2  เปรียบเทียบประสทิธิภาพของ (EAA)  Glochidiol ร่วมกบัยาเตตราซยัคลนิในการยบัยัง้การเจริญของ E. coli   

               ATCC 25922 ตอ่หนว่ยเวลา (time-kill curve assay) ณ  จดุเวลาที่ดีที่สดุของการยบัยัง้  

 

 
ภาพที่ 3  ผลของสาร Glochidiol ร่วมกบัยาเตตราซยัคลนิในการยบัยัง้การเจริญของ P. aeruginosa ATCC27853   
               ตอ่หนว่ยเวลา (Time-kill assay) 
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ภาพที่ 4  เปรียบเทียบประสทิธิภาพของ Glochidiol ร่วมกบัยาเตตราซยัคลนิในการยบัยัง้การเจริญของ P. aeruginosa  

  

 งานวิจยันีแ้สดงให้เห็นวา่สาร Glochidiol สามารถเสริมฤทธ์ิกบัยาเตตราซยัคลินในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียแกรมลบ

คือ  E. coli และ P. aeruginosa ซึ่งสนับสนุนผลการวิจัยเช่นเดียวกับสารกลุ่มเดียวกันคือ oleanolic acid (สารกลุ่ม  

triterpenoid) สามารถเสริมฤทธ์ิยาเตตราซยัคลินบางส่วนในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้แกรมลบคือ A. baumannii (FICI 

เท่ากับ 0.531) (Shin and Park , 2015) นอกจากนีย้ังพบรายงานวิจัยที่มีการศึกษาท่ีสนับสนุนการเสริมฤทธ์ิในสารกลุ่ม 

triterpenoid  จากต้นพญาสตับรรณ เสริมฤทธ์ิกบัแอมพิซิลนิและเตตราซยัคลนิ เพ่ือยบัยัง้การเจริญของเชือ้แกรมบวก Bacillus 

cereus และ S. aureus (Wang et al., 2016)  หรือสาร ursolic acid (triterpenoid) สามารถเสริมฤทธ์ิกบัยาแวนโคมยัซินและ

เซฟราดีน เพื่อยับยัง้เชือ้แกรมบวก S. aureus (Hamza et al., 2016)  อย่างไรก็ตามงานวิจัยนีแ้สดงให้เห็นว่า Glochidiol 

ร่วมกับยาเตตราซยัคลินไม่สามารถยบัยัง้เชือ้ A. baumannii  และ P. aeruginosa  ดือ้ยา อาจจะเกิดจากเชือ้ดือ้ยาเหลา่นี ้           

มีความสามารถในการปรับตวัดือ้ยาอยู่ก่อนแล้ว เช่น การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายในการจับของยาปฏิชีวนะ สร้างเอนไซม์              

มาท าลายยาปฏิชีวนะ หรือขบัยาออกนอกเซลล์ได้  ท าให้การเสริมฤทธ์ิของ Glochidiol ไม่ได้ผล (Schroeder et al., 2017)        

ซึ่งจะต้องศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของสาร Glochidiol  และกลไกการเสริมฤทธ์ิของสารและยาปฏิชีวนะร่วมกัน นอกจากนี ้

งานวิจัยนีย้งัพบข้อสงัเกตคือยาเตตราซยัคลินสามารถช่วยลดปริมาณการใช้สาร Glochidiol ให้น้อยลงยิ่งขึน้ (1/64 - 1/32      

ของ MIC ของ Glochidiol) อาจจะเป็นไปได้ที่ยาเตตราซยัคลนิไปเพิ่มประสทิธิภาพการท างานของสาร Glochidiol   

 การศึกษา Time-kill assay ของ สาร Glochidiol แสดงให้เห็นว่าสามารถส่งเสริมยาเตตราซัยคลิน สามารถลด
ปริมาณการใช้ยาปฏิชีวนะให้น้อยลง 1/2 เท่าของเตตราซยัคลิน อีกทัง้สามารถลดปริมาณการติดเชือ้แบคทีเรียลง (ประมาณ         
1-1.5Log10CFU/ml)  และสามารถลดระยะเวลาในการออกฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะให้เร็วขึน้ 2-4 ชัง่โมง แตม่ีประสทิธิภาพต ่ากวา่ 
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สารกลุม่อลัคาลอยด์ (cycloberberine) เพราะสามารถยบัยัง้การเจริญของ MRSA มากว่า 6 Log10CFU/ml ภายในเวลา 12 h 
เมื่อใช้สาร 8XMIC (Yang et al., 2018)  อยา่งไรก็ตามยงัคงต้องศกึษากลไกการออกฤทธ์ิเบือ้งต้นของ Glochidiol เพื่อตอ่ยอด
ไปสูก่ารศกึษากลไกการดือ้ยาและการแก้ไขภาวะดือ้ยาของเช่ือแบคทีเรีย ประโยขน์ที่ได้รับคืออาจจะน าสาร  Glochidiol  มาใช้
เป็นส่วนผสมเวชส าอาง หรืออาหารเสริม หรือปรับใช้กับยาปฏิชีวนะเพื่อลดขนาดการใช้ยาปฏิชีวนะ ทัง้นีเ้พื่อช่วยลด
ผลข้างเคียงของยาเตตราซยัคลนิ ก็อาจจะช่วยลดปัญหาการติดเชือ้แบคทีเรีย เช่น การติดเชือ้ซ า้ซ้อนเพิ่มเติม (superinfection) 
ในกลุ่มผู้ ป่วยที่ต้องใช้เวลานานในการรักษา อย่างไรก็ตามเนื่องจากการใช้สารสกัดจากพืชร่วมกับยาปฏิชีวนะทัง้สองชนิด
พร้อมกนัอาจจะสง่ผลเป็นอนัตรายตอ่เนือ้เยื่อ อวยัวะของสตัว์หรือมนษุย์ที่ได้ จึงควรน าสาร Glochidiol ผสมกบัยาปฏิชีวนะไป
ทดสอบความเป็นพิษ หรือการอกัเสบกบัเซลล์ไลน์ปฐมภมูิเพื่อทดสอบความปลอดภยัก่อนน าไปใช้ประโยชน์ 
 
 สรุปผลการวิจัย   
 สาร Glochidiol สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาส 7 สายพนัธุ์ จาก 11 สายพนัธุ์ที่น ามาทดสอบ 
และ Glochidiol มีประสิทธิภาพต ่ากว่ายาแอมพิซิลลิน และเตตราซยัคลิน นอกจากนี ้Glochidiol สามารถเสริมฤทธ์ิกับยา                
เตตราซยัคลินในการยบัยัง้เชือ้ E. coli ATCC 25922 และ P. aerugiosa  ATCC27853 และสามารถลดระยะเวลาของการ
ออกฤทธ์ิของยาเตตราซยัคลนิให้น้อยลง 2-4 ชัง่โมง 
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