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กิตติกรรมประกาศ 
          การวิจยัเร่ืองฤทธ์ิของฟลาโวนอยดในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียบางชนิด ท่ีดือ้ตอยาปฏิชีวนะในกลุม    
เบตาแลคแทม ในครั้งนี้ไดรับทุนอุดหนนุการวิจยัจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ 2550-
2552 ทําใหงานวิจยัในคร้ังนีสํ้าเร็จลุลวงไปไดดวยด ีและขอขอบคุณ คุณกาญจนา วงศคําซาวและ ดร.สมนึก 
ฉูกระโทก ท่ีชวยการทําวิจยัในคร้ังนีด้วยความทุมเท คุณจารุกรณ วิศาลสวัสดิ์ ท่ีชวยอนุเคราะหขอมูลเช้ือท่ี
ดื้อยา  รองศาสตราจารย ดร. นิจศิริ เรืองรังสี และศาสตราจารย ดร. ไมตรี สุทธจิตต ท่ีกรุณาใหคําปรึกษา 
กลุมแบคทีเรียวิทยาทางการแพทย สถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย ท่ี
อนุเคราะหเช้ือในการวิจัย มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท่ีอนุเคราะหท้ังอุปกรณและสถานท่ีในการทําวจิยั
จนประสบผลสําเร็จ    
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บทคัดยอภาษาไทย 
การดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุมเบตาแลคแทมเปนปญหาของโลกในปจจบัุน ปจจุบันเช้ือในกลุมเอน

เทอโรแบคเตอร โคลเอเซ และอีโคไล โดยปกติจะดื้อตอยาปฏิชีวนะหลายชนิดและเปนอันตรายตอสุขภาพ
สําหรับผูปวยท่ีนอนในโรงพยาบาลและบุคคลากรท่ีใหการรักษา ฉะนั้นการคนหายาปฏิชีวนะใหมๆและ
สารประกอบท่ีสามารถยับยั้งการดื้อยาปฏิชีวนะในกลุมเบตาแลคแทมจึงเปนเปาหมายท่ีสําคัญและเรงดวนท่ี
ตองรีบดําเนินการ การศกึษาวจิัยคร้ังนีเ้ราไดทดสอบฤทธ์ิในการเปนสารปฏิชีวนะของสารฟลาโวนอยดท่ี
เกิดข้ึนในพืชท่ีมีในธรรมชาติ คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ืออีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ของอะ
มอกซีซิลลิน กาแลนจนิ ลูทีโอลิน และเอพิเจนิน เทากบั >1,000, 500, 200 และ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ  คาความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือเอนเทอโรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ของ
เซพตาซีดีม และเอพิเจนิน เทากับ 100, และ 180 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ผลจากการทดสอบเชค
เกอรบอรด แสดงใหเห็นวา  คาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ืออีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ของยาผสม
กับฟลาโวนอยด ลดลงไดแก อะมอกซีซิลลิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับกาแลนจิน 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร,  อะมอกซีซิลลิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับลูทีโอลิน 90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ อะมอก
ซีซิลลิน 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผสมกับเอพิเจนนิ 90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ยิ่งไปกวานัน้คาความเขมขน
ต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือเอนเทอโรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ของเซพตาซีดีม ผสมกับเอพิเจนิน 
ลดลงเปน 20 และ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการนับเช้ือท่ียังรอดชีวิตจากกราฟการเจริญเติบโต
ของเช้ือพบวา กราฟการเจริญของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ถูกยับยั้งการเจริญเม่ือใสสารผสม
ระหวางอะมอกซีซิลลิน 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและกาแลนจนิ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, ลูทีโอลิน 90 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและเอพิเจนิน 90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กราฟการเจริญเติบโตของเอนเทอโรแบคเตอร 
โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ก็ถูกยับยั้งใหอยูในระดับตํ่าสุดในชวงต้ังแต 6 ช่ัวโมงเปนตนไป เม่ือไดรับสาร
ผสมระหวางเซฟตาซิดีม 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กบัลูทีโอลินหรือเอพิเจนนิ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
นอกจากนั้นแลว ผลการวิจัยจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนยังพบวา สารผสมของเซฟตาซิดีม 10 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับลูทีโอลินหรือเอพิเจนิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําใหรูปลักษณะทางสัณฐานของ
เช้ือเอนเทอโรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394   ถูกทําใหเสียหายอยางมาก ภาพจากกลองจลุทรรศน
อิเลคตรอนของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 เม่ือไดรับยา ระหวางอะมอกซีซิลลิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
และเอพิเจนิน 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทําใหเซลลไดรับความเสียหายอยางมาก รวมถึงการแยกออกของเยื่อ
หุมเซลลช้ันนอกดวย ซ่ึงอาจจะเนื่องมาจากการท่ีเปบทิโดไกลแคนที่บริเวณเยื่อหุมเซลลช้ันนอกไดรับความ
เสียหาย บางเซลลของแบคทีเรียสูญเสียไรโบโซมไปจากไซโทพลาสซึม เซลลของแบคทีเรียจํานวนมากมี
ขนาดยาวกวากลุมควบคุม เม่ือทําการสกัดโปรตีนจากเยือ่หุมเซลลช้ันนอกของเช้ือ อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 
ภายหลังไดรับยาอะมอกซีซิลลิน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรผสมกับเอพิเจนิน 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
นําไปทดสอบกับเจล อีเลคโทรโฟเรซิส พบวาแบนท่ีเกิดข้ึน มีความแตกตางจากเซลลท่ีไมไดรับยา โดยแบน
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       จากการศึกษานี้ สามารถสรุปไดวา กาแลนจิน ลูทีโอลิน และ เอพิเจนิน มีศักยภาพที่จะยับยั้งเช้ือเช่ือ
อีโคไล ดีเอ็มเอสที 20662 ท่ีดื้อตอยาอะมอกซีซิลลินเม่ือใหผมกับยาน้ี   ในทํานองเดียวกนัเช้ือเอนเทอ
โรแบคเตอร โคลเอเซ ดีเอ็มเอสที 21394 ก็ถูกยับยั้งไดดีจากการเสริมฤทธ์ิกันของสารผสมระหวางเซฟตาซิ
ดีม กับลูทีโอลินหรือเอพิเจนิน เม่ือดูถึงความปลอดภยัในการในการบริโภคพืชท่ีมีสารฟลาโวนอยดตางๆ
เหลานี้อยูแลว สารฟลาโวนอยดเหลานี้นาจะไดรับการวจิัยและพัฒนามาผสมกับยาในกลุมเบตาแลคแทมใน
การยับยั้งเช้ือท่ีดื้อยาและคุกคามชีวิตมนุษยอยูในขณะน้ี  
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ 
Resistance to β-lactam antibiotics is a global problem.  Today strains of Enterobacter cloacae  

(E. cloacae) and Escherichia coli (E. coli) are usually multiply resistant to many antibiotics and pose life-
threatening risks to the hospitalised patients and their care givers. The search for new antibacterial agents 
and compounds that can reverse the resistance to β-lactam antibiotics are research objectives of far 
reaching importance and urgently needed. In this study, we have examined the antibacterial action of 
naturally occurring flavonoids. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of amoxicillin, galangin, 
luteolin and apigenin alone against E. coli DMST 20662 were >1,000, 500, 200 and 150 μg/ml 
respectively. The MICs of ceftazidime and apigenin against E. cloacae DMST 21394 were 100 and 180 
μg/ml respectively. The results of checkerboard assay showed that MICs of amoxicillin in combination 
with these flavonoids were reduced to amoxicillin 30 μg/ml plus galangin 100 μg/ml, amoxicillin 30 
μg/ml plus luteolin 90 μg/ml and amoxicillin 20 μg/ml plus apigenin 90 μg/ml against this E. coli 
strain. In addition, the MICs of ceftazidime plus apigenin against E. cloacae strain were reduced to 20 
plus 10 μg/ml respectively. Viable counts showed that the killing curves of E. coli DMST 20662 cells by 
20 μg/ml amoxicillin were potentiated by galangin 100 μg/ml, luteolin 90 μg/ml and apigenin 90 
μg/ml. Ceftazidime 20 μg/ml in combination with 10 μg/ml of either apigenin or luteolin also reduced 
the CFU/ml of E. cloacae DMST 21394 to low levels (1x103 CFU/ml) over 6 h. Electronmicroscopy 
clearly showed that the combination of ceftazidime 10 μg/ml with 10 μg/ml of either luteolin or apigenin 
caused marked morphological damage for E. cloacae DMST 21394. Electronmicrographs of thin sections 
of log phase E. coli DMST 20662 grown for 4 h in the presence of amoxicillin 10 μg/ml plus apigenin 20 
μg/ml indicated that the combination at these concentrations caused marked morphological damage to the 
cells. The damage included loosening or detachment of the outer membrane which may have resulted 
from damage to the peptidoglycan layer internal to the OM. Some of the bacteria exhibited electron-
transparent areas devoid of ribosomes in the cytoplasm. Most of the treated bacteria were considerably 
larger and longer than the control bacteria.  The OM-PG associated protein bands of E. coli DMST 20662 
cells grown in a combination of amoxicillin 10 μg/ml plus apigenin 20 μg/ml showed further differences 
from those of the control cells. Several of the high MW protein bands were absent but darker bands of 
lower MW proteins were observed. These are similar darker bands to those from cells treated with either 
amoxicilin or apigenin alone. Synergism between amoxicillin and apigenin reduced the total number of 
cells present and the total amount of OM-PG associated proteins. This resulted in the absence of several of 
the medium and high MW proteins and the accumulation of low MW proteins.  Enzyme assay indicated 
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that galangin had an inhibitory activity against β- lactamaseI from B. cereus. Galangin had some 
activity and tectochrysin and 6-chloro-7-methylflavone showed greater activity against penicillinase type 
IV from E. cloacae, apigenin showed marked inhibitory activity but none of other flavonoids tested 
showed appreciable activity. These results indicated that in addition to the direct effect on cell structure 
and cell division, the resistance reversing activity of flavonoids against bacteria might also include 
inhibition of β-lactamase activity.  The result of OM permeability showed that the effect of 10 μg/ml 
amoxicillin and 20 μg/ml apigenin against E. coli DMST 20662 altered the OM permeability when they 
were used alone and in combination. The effect of the amoxicillin plus apigenin would seem to be greater 
than either amoxicillin or apigenin when used singly against this organism. The effect of 10 μg/ml 
amoxicillin and 20 μg/ml apigenin on the cytoplasmic membrane, was investigated using the cytoplasmic 
enzyme β-galactosidase. The result showed that there was no increase in β-galactosidase activity with 
increasing time in the presence of amoxicillin, apigenin and amoxicillin plus apigenin. It can be concluded 
that it is unlikely that amoxicillin, apigenin and amoxicillin plus apigenin alter the permeability of the 
cytoplasmic membrane of E. coli DMST 20662. 
           From the study, it was concluded that galangin, luteolin and apigenin have the potential to reverse 
bacterial resistance to amoxicillin against E. coli DMST 20662.  Apigenin and luteolin have synergistic 
effect with ceftazidime against E. cloacae DMST 21394. In view of their limited toxicity, These tested 
flavonoids offer for the development of a valuable adjunct to β-lactam treatments against otherwise 
resistant strains of currently almost untreatable microorganisms 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 

จากปญหาสําคัญเร่ืองสถานการณการดื้อยาของเช้ือในโรงพยาบาลท้ังในประเทศไทยและ
ตางประเทศเกอืบท่ัวโลก   ทีมวิจยัเราไดสํารวจที่โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาพบวา  มีเช้ือท่ีดื้อตอยาใน
กลุม   β - lactam  antibiotics  ซ่ึงเปนยาปฏิชีวนะท่ีมีการใชเปนมูลคาหลายพันลานบาทตอปในประเทศไทย     
ตัวอยางของเช้ือท่ีดื้อยาในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาท่ีทําการทดสอบความไวตอยาในหนวยจุล
ชีววิทยา   กลุมงานพยาธิวิทยาคลีนิค   ไดแก  เช้ือ  Methicillin  resistant   Staphylococcus   aureus  (MRSA)       
มีการดื้อยาเกนิ  70%  ในหลายตึกผูปวย     และเช้ือท่ีดื้อตอยา   Ceftazidime   ซ่ึงเปนยาที่มีราคาแพงมาก  
และเปนยาใหม ในกลุม Cephalosporin  (Third  generation)   ไดแก  Ceftazidime-resistant   Enterobacter 
cloacae (CREnC)  มีอัตราการดื้อยานี้ถึง   100%  ในหลายตึกผูปวย นอกจากนัน้เช้ือ Enterobacter cloacae 
(E. cloacae) ยังดื้อตอยา Amoxycillin, Piperacillin, Cefazolin, Cefoxitin, Ceftazidime, 
Cefoperazone/Sulbactam, Ciprofloxacin, Norfloxacin, Co-trimaxazone, Gentamycin เปนเปอเซนตท่ีสูง
มากในหลายตึกผูปวย  และเช้ือ     Ceftazidime-resistant  Escherichia  coli  มีอัตราการดื้อยานี้เกือบ  100 %   
ในทุกตกึผูปวย เช้ือ E. coli นี้ยังพบวาดือ้ตอยา Amoxycillin, Piperacillin, Ceftazidime, Ciprofloxacin, 
Norfloxacin, Co-trimaxazone,  Gentamycin เปนเปอเซนตท่ีสูงมากในหลายตึกผูปวย  นอกจากนั้นเช้ือ  
Staphylococcus  epidermidis (S. epidermidis) พบวาดื้อตอยา Amoxycillin, Cloxacillin, Norfloxacin, Co-
trimoxazone,  Gentamycin, Erythromycin ในหลายตึกผูปวยเปนเปอรเซนตสูงมาก  เช้ือ  Enterococcus 
faecium ( En. faecium ) ท่ีดื้อตอยา Ampicillin, Piperacillin, Norfloxacin, Co-trimaxazone,  Gentamycin 
เปนเปอเซนตท่ีสูงมากในหลายตึกผูปวย  และ Enterococcus  faecalis (E. faecalis) ท่ีดื้อตอยา Ampicillin, 
Norfloxacin, Co-trimoxazone,  Gentamycin มีอัตราการดื้อยาสูงข้ึนมาก (รพ.มหาราชนครราชสีมา, 2007)            

  จากปญหานีเ้อง    นับเปนปญหาสําคัญของจังหวดันครราชสีมาและของประเทศ ท่ีตองสูญเสียเงิน
คารักษาพยาบาลไปกับการใชยาท่ีมีราคาแพงเหลานี้   แตใชไมไดผล    เนื่องจากการดื้อยาของเช้ือ  ทําให
คนไขตองสูญเสียเงินเปนจํานวนมาก และอาจเปนอันตรายถึงชีวิตจากการดื้อยาท่ีมากข้ึนของเช้ือเหลานี้มาก  
ประเทศไทยของเราตองสูญเสียเงินตรานํายาเหลานี้เขามาจากตางประเทศเปนมูลคาหลายพันลานบาทตอป  
เพื่อท่ีจะหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสามารถมาทดแทนยาในกลุม    β - lactam  antibiotics    ท่ีเช้ือเกิดการ
ดื้อยาข้ึนแลว     ผูวิจยัจึงไดทําการวิจัยเพื่อแกปญหานี ้   โดยไดรับทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานของ
อาจารยรุนใหมจาก สกว.  และ  สกอ.  ผลการวิจยัพบวา   สารในกลุม Flavonoids  หลายชนิด  ซ่ึงบางชนิด
สามารถสกัดไดจากพืชตระกลูขาของไทย [Alpinia   galanga (L) Willd, Alpinia  nigra (Gaertn) Burtt.  
และ  Alpinia  officinarum Hance.]   สามารถมีฤทธ์ิเสริมกับยาบางตัวในกลุม   β - lactam  antibiotics ยับยั้ง
เช้ือท่ีดื้อตอยาในกลุมนี้  ไดแก  E. coli และ E. cloacae  ไดในขนาดท่ีใชรักษา    ซ่ึงผูวิจัยกําลังดําเนนิการจด

 

 

 

 

 

 

 

 



 2

ขาพเจาจึงขอเสนอโครงการวิจัยท่ีเกีย่วของกับ โครงการวิจัยพื้นฐานแบบมุงเปา “สมุนไพร ยารักษา
โรค สารเสริมสุขภาพและสารสําหรับการผลิตอาหารปลอดภัย” โดยการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของ สาร 
Flavonoids ท่ีมีศักยภาพ ไดแก  Galangin, Baicalein, Apigenin, Luteolin, Quercetin, Kaemferol  ซ่ึง
Galangin และ Quercetin สามารถสกัดไดจากพืชสมุนไพรไทยตระกูลขา       ดังกลาวขางตน      ตอเช้ือ
แบคทีเรียท่ีดื้อยาในกลุม antibacterial  ซ่ึงเปนปญหาของท้ังจังหวดันครราชสีมา  ของประเทศไทย และของ
โลกดังกลาว  โดยขอเสนอโครงการเชนนี้ไมมีผูใดทํามากอนในประเทศไทย  และขาพเจามีทีมงานและ
ศักยภาพที่จะทํางานไดอยางตอเนื่อง  จากเร่ิมตนจนถึงการจดสิทธิบัตร  และพัฒนาสูอุตสาหกรรมยาที่
สามารถทดแทนยาในกลุม antibacterial   ท่ีมีราคาแพงมาก  และเช้ือเกิดการดื้อยาข้ึนแลว  เพื่อเปนการผลิต
ยาตัวใหมภายในประเทศ   ลดการนําเขายามูลคาแพงเหลานี้    โดยสาร flavonoids ดังกลาว ซ่ึงบางชนิด
สามารถสกัดจากพืชสมุนไพรตระกูลขาไมนาจะเปนพษิตอรางกาย  เนื่องจากขาเปนพืชท่ีมนุษยใชบริโภค
เปนอาหารในชีวิตประจําวันอยูแลว   และเพื่อใหประเทศไทยสามารถผลิตยาใหมๆไดและเปนยาที่สามารถ
สงออกตางประเทศไดในท่ีสุด 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพื่อทดสอบฤทธ์ิของสาร Flavonoids ตางๆไดแก Baicalein, Apigenin, Luteolin, Quercetin, ตอเช้ือตางๆ
ท่ีดื้อยาในโรงพยาบาลไดแก E. cloacae, E. coli และ S. aureus    
2. เพื่อทดสอบฤทธ์ิของสาร Flavonoids ตางๆไดแก Baicalein, Apigenin, Luteolin, Quercetin, เม่ือให
รวมกับยาในกลุม antibacterial ซ่ึงไดแกยา  Amoxycillin, Ceftazidime, ตอเช้ือ E. cloacae, E. coli ท่ีดื้อยาใน
กลุม antibacterial  ดังกลาว โดยวิธี Checkerboard assay และ Killing curve determination. 
3. เพื่อหากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตนของสาร Flavonoids ตางๆไดแก Baicalein, Apigenin, Luteolin, 
Quercetin, ตอเช้ือตางๆท่ีดื้อยา antibacterial ดังกลาวในโรงพยาบาลเม่ือใหเดี่ยวๆและใหรวมกับยาในกลุม 
antibacterial ตามขอ 3.2 ท่ีเช้ือตางๆในขอ 3.1 ดื้อตอยานั้นๆ  โดยวิธีการดู morphology ของเช้ือดวย 
Transmission Electron Microscope (TEM), Electrophoresis, Outer membrane permeability, Cytoplasmic 
membrane permeability และ Enzyme assay. 
4.  เพื่อหาขอมูลเบ้ืองตนในการจะทําการวิจยัข้ันตอไป ไดแก การสกดัสารฟลาโวนอยดจากพืชสมุนไพร
ไทยตระกูลขา, การทดสอบทางพิษวิทยา (Toxicity test), การทดลองในสัตวเชน หน ูกระตาย ลิงฯลฯ. การ
ทดลองในคน, การพัฒนาเปนตํารับยา และการทําเปนอุตสาหกรรมยาในท่ีสุด 
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ขอบเขตของการวิจัย 
1. เช้ือแบคทีเรียท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam เชน E. cloacae, E. coli และ S. aureus ซ่ึงไดรับ
จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขและกลุมงาน
พยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราช จังหวัดนครราชสีมา   
2. นําสารฟลาโวนอยดเชน Baicalein, Apigenin,  Luteolin, Quercetin, ซ่ึงสารฟลาโวนอยด INDOFINE 
Chemical Company, USA หรือบริษัท Sigma-Aldrich, UK 
3. ยา  Amoxicillin, Ceftazidime, Ampicillin, Cloxacillin ไดจากบริษัทยาผูแทนจําหนายภายในประเทศ
ไทย เชน บริษทั Sigma, Glaxo, Wellcome, Bristol- Myers. 

 
ขอตกลงเบื้องตน 

1. นําสารฟลาโวนอยดเชน Baicalein, Apigenin,  Luteolin, Quercetin มาทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam เชน E. cloacae, E. coli และ S. aureus    
2.   ทดสอบการเสริมฤทธ์ิกันของสารฟลาโวนอยดกับยาปฏิชีวนะในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย 
ตรวจสอบกลไกลในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียดื้อยาของสารฟลาโวนอยดเม่ือใชเดีย่วๆ และเม่ือถูกใชรวมกับยา
ปฏิชีวนะในการยับยั้งเช้ือโดยวิธีการด ูmorphology ของเช้ือดวย Transmission Electron Microscope (TEM), 
Electrophoresis, Outer membrane permeability, Cytoplasmic membrane permeability และ Enzyme assay. 
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ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

1.  ฤทธ์ิของสาร Flavonoids บางชนิดสามารถยับยั้งเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam antibiotics บางชนิด 
2. มีการเสริมฤทธ์ิรวมกันระหวางสาร สาร Flavonoids (Apigenin, Baicalein, Luteolin, Quercetin)  เม่ือ

ใหรวมกับยาในกลุม  β-lactam antibiotics ตอเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam antibiotics 
3.  สามารถทราบกลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตนของสาร Flavonoids ชนิดท่ีทดสอบแลวมีประสิทธิภาพดี 

เม่ือใหเดี่ยวๆ และใหรวมกบัยาในกลุม β-lactam antibiotics ในการยบัยั้งเช้ือท่ีดื้อยาในกลุม β-lactam 
antibiotics โดยวิธีการดู Morphology ของเช้ือดวย Transmission Electron Microscope (TEM), 
Electrophoresis,  Outer membrane permeability และ Cytoplasmic membrane permeability 
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                                                        บทที่ 2 
                                                       วิธดํีาเนินการวิจัย 

 
แหลงท่ีมาของขอมูล 

 1. เช้ือ Clinical isolates of Methicilillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ท่ีดื้อตอยา   β - lactam 1 
strain,  Clinical isolates of  Enterobacter cloacae (EnC) ท่ีดื้อตอยา β-lactam 1 strain, Clinical isolates of  
Escherichia coli (EC) ท่ีดื้อตอยา β-lactam 1 strain ท่ีดื้อตอยา β-lactam 1 strain โดยเช้ือไดรับจาก
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขและกลุมงานพยาธิ
วิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราช จังหวดันครราชสีมา  
2. สาร Apigenin, Baicalein, Luteolin, Quercetin และ Kaemferol ไดจากบริษัท INDOFINE Chemical 
Company, USA หรือบริษัท Sigma-Aldrich, UK  
3. ยา Amoxicillin, Ceftazidime, Penicillin, Ampicillin, Piperacillin, Ceftriazone, Cloxacillin, Vancomycin 
ไดจากบริษัทยาผูแทนจําหนายภายในประเทศไทย เชน บริษัท Sigma, Glaxo, Wellcome, Bristol-Myers. 
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วิธีการเก็บรวบรวมและวิธีวิเคราะหขอมูล     

 
1. Bacterial suspension standard curve; Bacterial suspension standard curve จะทําสําหรับเช้ือ 

Clinical isolates of Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Clinical isolates of EnC, 
Clinical isolates of EC  

- โดยแตะเช้ือ 1 loop มาใสลงในอาหารเล้ียงเช้ือ cation-adjust Mueller-Hinton broth (CAMHB) 
สําหรับเช้ือ MRSA และในอาหาร Nutrient broth (NB) สําหรับเช้ืออ่ืนๆ 
- เช้ือแตละตัวถูกนํามาบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเซลล
แบคทีเรียถูกนาํมาปนเหวี่ยงเพื่อทําการเก็บเซลลท่ี 4000 r.p.m. เปนเวลา 10 นาที และลางเซลลดวย
น้ําเกลือ 0.9% แลวนํามาปนเหวีย่งสองรอบ รอบละ 4000 r.p.m. เปนเวลา 5 นาที 
- เซลลแบคทีเรียท่ีไดถูกนํามาละลายในนํ้าเกลือ 0.9% 50 ml และนํามาวัดคาการดดูกลืนแสงดวย
เคร่ือง spectrometer ท่ีคาต้ังแต 0.05-0.25 ท่ีคาความยาวคล่ืน 500 nm 
- นําเช้ือท่ีคาการดูดกลืนแสงแตละคามานับจํานวนโดยการทํา viable count และนําผลท่ีไดมาสราง
กราฟ standard curve 

2. Minimum Inhibitory Concentrations (MICs); MICs ของยา แตละตัว ไดแก Amoxycillin, 
Ceftazidime, Ampicillin, Cloxacillin จะทําสําหรับเช้ือท่ีดื้อตอยานัน้ๆ โดยขอมูลการดื้อยาของเช้ือแต
ละตัวไดจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข สวน MICs ของสาร Apigenin, Baicalein, Luteolin, 
และ Quercetin จะทําสําหรับทุกเช้ือท่ีกลาวมาทั้งหมด (Liu, Durham, & Richards, 2000); 

 - เตรียมความเขมขนของแบคทีเรียท่ีเตรียมในน้ําเกลือ 0.9% ใหเทากับ 1x107 cfu/ml โดยคํานวณ
จากกราฟมาตรฐาน standard curve 

 - นําเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความเขมขนเทากับ 1x107 cfu/ml ปริมาตร 0.05 ml ในลงในหลอดท่ีบรรจุ
อาหารเหลว CAMHB 4.95 ml สําหรับเช้ือ MRSA และในอาหาร NB 4.95 ml สําหรับเช้ือแบคทีเรีย
อ่ืนๆ โดยในแตละหลอดอาหารมีการเตมิฟลาโวนอยดหรือยาปฏิชีวนะลงไปดวย ซ่ึงจะไดความ
เขมขนสุดทายของเช้ือแบคทีเรียเทากับ 5x105 cfu/ml หลอดอาหารที่เติมน้ําแทนฟลาโวนอยดและยา
ปฏิชีวนะถูกใชเปนกลุมควบคุม จากนั้นนําเช้ือไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 - คาความเขมขนตํ่าท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือไมใหโตไดใหถือเปนคา MIC 
3.  Checkerboard assay; Checkerboard assay ของเช้ือแตละตัว จะเปนการผสมระหวางยากลุม β-lactams 

ท่ีเช้ือตัวนัน้ๆ ดื้อ    และสาร Flavonoids ท่ีนํามาทดสอบทีละตัว จนครบทุกตัว (G. Eumkeb, 1999; 
Lorian, 1999); 

 - เตรียมความเขมขนของแบคทีเรียท่ีเตรียมในน้ําเกลือ 0.9% ใหเทากับ 1x107 cfu/ml โดยคํานวน
จากกราฟมาตรฐาน standard curve 

 - นําเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความเขมขนเทากับ 1x107 cfu/ml ปริมาตร 0.05 ml ในลงในหลอดท่ีบรรจุ
อาหารเหลว CAMHB 4.95 ml สําหรับเช้ือ MRSA และในอาหาร NB 4.95 ml สําหรับเช้ือแบคทีเรีย
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 - คา MICs ของสารผสมระหวางฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะถูกนํามาทําเปนกราฟ isobolograms 
และคํานวณหาคา FIC 

4.    Killing curve determinations (Viable counts); จะดู Viable counts ของเช้ือ (ท่ีเวลา 1, 2, 3, 4, 6 และ 
24 ช่ัวโมง ตามลําดับ) ท่ีผลการทํา Checkerboard assay แลวใหผลวายาและสาร Flavonoids ตัวนัน้ๆ มี
ฤทธ์ิเสริมกันและยับยั้งเช้ือได โดยจะทําสําหรับกลุมควบคุม กลุมท่ีใชยาเดีย่วๆ กลุมท่ีใชสาร 
Flavonoids เดีย่วๆ และกลุมท่ีใชยาผสมกบั Flavonoids โดยทํากับเช้ือทุกตัว (R. M. Richards & Xing, 
1993);  

- นําเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความเขมขนของเซลล 5x105 cfu/ml มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมฟลา
โวนอยดหรือยาปฏิชีวนะเดีย่วๆ และในอาหารท่ีเติมฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะรวมกัน สวน
หลอดควบคุมใช solvent แทนฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะ จากนัน้นําเช้ือไปบมท่ี 37 องศา
เซลเซียส  
- หลังจากนั้นท่ีเวลา 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 24 ช่ัวโมง นําเช้ือท่ีบมไวปริมาตร 10 ul มาใสลงในหลอดท่ี
บรรจุ MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 90 ul ท่ีเติม 0.125% lecithin และ 
3% (v/v) Tween 80 จากนัน้ นํามาเกล่ียลงในอาหารวุนและบมเช้ือไวท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง และนับจํานวนโคโลนีท่ีเกิดขึน้ 

  - นํามาสรางกราฟ 
5.  Transmission Electronmicroscopy (TEM) method;  โดยจะเลือกเช้ือท่ีเปนตัวแทน gram positive 

ไดแก MRSA และเช้ือท่ีเปนตัวแทน gram negative ไดแก E. coli  ชนดิใดชนดิหนึ่ง ซ่ึงสาร Flavonoids 
ท่ีนํามาทดสอบ มีฤทธ์ิเสริมกับยาที่เช้ือเกิดการดื้อยานัน้ๆ นํามา treated ดวย ยานั้นๆ เดี่ยวๆ  สาร 
Flavonoids เดีย่วๆ  และสาร Flavonoids ผสมยานั้น โดยมี Control แลวนําไปเตรียมเพื่อดู Morphology 
เบ้ืองตน ดวย TEM, ทํา Electrophoresis, Outer membrane permeability และ Cytoplasmic membrane 
permeability (R. M. Richards, Xing, Gregory, & Marshall, 1995); 

- ฟลาโวนอยดท่ีมีความสามารถในการยบัยั้งเช้ือแบคทีเรีย และยาปฏิชีวนะท่ีมีความสามารถในการ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียเม่ือใชรวมกับสารฟลาโวนอยด ถูกนํามาทดสอบกับเซลลแบคทีเรียเพ่ือนํามา
ตรวจวดัดวยกลอง TEM  
- เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ จากนั้นนาํไปเขยา
ใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
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- นําเช้ือมาถายลงในอาหารหลอดใหม MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ และเขยา
ใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ใหไดเช้ือ
ชวง log phase 

  - จากนั้น ปรับความเขมขนเซลลในน้ําเกลือ 0.9% ใหไดเทากับ 5x106 cfu/ml  
 - นําเซลลท่ีความเขมขน 5x106 cfu/ml ปริมาตร 40 ml มาใสในหลอดที่บรรจุอาหาร MHB สําหรับ 

MRSA, หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ เล้ียงเช้ือปริมาตร 360 ml ท่ีบรรจุฟลาโวนอยดหรือยาปฏิชีวนะ
เดี่ยวๆ และในอาหารท่ีเติมฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะรวมกัน และนําไปเขยาใน water bath ดวย
ความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

  - เซลลแบคทีเรียถูกเก็บเพื่อนําไปวิเคราะหดวยกลอง TEM 
6. Gel Electrophoresis; เพื่อทดสอบผลของยาปฏิชีวนะและฟลาโวนอยดท่ีมีตอ outer membrane และ 

peptidoglycan associated proterins ของเซลลแบคทีเรีย (R. M. Richards & Xing, 1993);  
- เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ จากนั้นนําไปบมท่ี 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
- นําเช้ือท่ีไดปริมาตร 8 ml มาเล้ียงในหลอดท่ีบรรจุอาหาร MHB สําหรับ MRSA, หรือ NB สําหรับ
เช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 192 ml จากนั้นนาํมาเขยาใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ใหไดเช้ือชวง log phase 
- นําเช้ือในชวง log phase ปริมาตร 100 ml มาใสลงในหลอดอาหารท่ีบรรจุ MHB สําหรับ MRSA, 
หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ และเติมยาปฏิชีวนะ หรือฟลาโวนอยดลงไป หลอดท่ีไมมีการเติมยา
ปฏิชีวนะและฟลาโวนอยดใชเปนกลุม control จากนัน้นํามาเขยาใน water bath ดวยความเร็ว 100 
oscillation/min ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
- ทําการเก็บเซลลโดยปนเหวีย่งท่ี 6000g เปนเวลา 15 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส และลางดวย HEPES 
buffer (10 mM, pH 6.8) 2 คร้ัง จากนั้นนําเซลลท่ีไดมาละลายในน้ํากล่ัน 10 ml  
- ทําใหเซลลแตกโดยการ sonication (3 x 60 s กับ 30 s cooling period ระหวางแตละรอบ) ท่ี 4 
องศาเซลเซียส เซลลท่ีไมแตกถูกท้ิงไปโดยการ centrifuge ท่ี 5000 g ท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาที 
- sodium N-lauroyl sarconinate (Sarkosyl) 20% (W/V) ปริมาตร 1 ml ถูกเติมลงใน supernatant 
จากนั้นบมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที สวนของ supernatant ท่ีใสแสดงใหเห็นถึงสวนของ 
cytoplasmic membrane 
- outer membrane และ peptidoglycan ถูกเก็บโดยการ centrifuge ท่ี 40000g เปนเวลา 60 นาที 
จากนั้นนํามาลางดวยน้ํากล่ันท่ีเติม PMSF 2 ml/ml 2 รอบ  
- น้ําหนกัของ outer membrane (25 mg) และโปรตีนบน peptidoglycan ท่ีสกัดออกมาถูกนํามา
ละลายอีกคร้ังใน น้ํากล่ันท่ีเติม 2 mg/ml PMSF และเกบ็ไวท่ี -70 องศาเซลเซียส (Markwell, 1978; 
R. M. E. Richards, & Xing, Z.J., 1996; Williams, 1991);  
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- Bovine serum albumin ถูกใชเปนโปรตีน มาตรฐาน กอนนํามาวเิคราะหดวย SDS-PAGE ให
ละลายโปรตีนท่ีสกัดออกมาดวย buffer โปรตีนท่ีสกัดออกมาสามารถนํามาเก็บไวไดนานกวา 2 
เดือน 

7.   SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE); ใช 5% stacking gel และ 15% separating gel 
- อัตราสวนของ OM-PG associated protein ท่ีสกัดได : buffer สําหรับการทดลองในขั้นท่ี 1 50ul : 
50ul และการทดลองในข้ันท่ี 2 250ul : 50ul ถูกผสมเขาดวยกัน 
- OM-PG associated protein ในแตละตัวอยางถูกนํามาวิเคราะหดวย Coosmassie Brilliant Blue 
staining (Voet, 1995). Sample buffer ประกอบดวย 0.125 M Tris-hydrochloride buffer (pH 6.8), 
0.04 M Na2EDTA, 4% (w/v) bromophenol blue และตมเปนเวลา 5 นาที 
- OM-PG associated protein ท่ีสกัดได ถูกนํามาผสมกับ buffer (อัตราสวน 1:1 และ 5:1 สําหรับการ
ทดลองข้ันท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ) ถูกนํามา load ลงบน stacking gel 
- electrophoresis ถูกใชท่ี 8 mA สําหรับ stacking gel และ 15 mA สําหรับ separating gel เพื่อให
ไดผลท่ีดีท่ีสุด 
- หลังจากนั้น นํา gel มายอมสีดวย Boomassie Brilliant Blue 1 ช่ัวโมง (Gersten, 1996). ท่ี
อุณหภูมิหอง จากนั้นนํามา de-stain รอบแรกดวย  45% (v/v) ethanol และ 10% (v/v) acetic acid 
และ de-stain รอบสุดทายดวย 7% (v/v) acetic acid โดยโปรตีนท่ีใชเปน standard มีน้ําหนกัโมเลกุล
ดังนี้ myoglobi (17,200), carbonic anhydrase (30,000), ovalbumin (42,700), albumin (66,250) และ 
ovotransferrin (76,000-78,000) (Gersten, 1996; R. M. E. Richards, & Xing, Z.J., 1996).   

8.   Enzyme assays; ใชวิเคราะหความสามารถในการ hydrolyze ยา benzylpenicillin โดยใชเอ็นไซม β-
lactamase ท่ีไดจากเช้ือ B. cereus และ E. cloacae 

-  ฟลาโวนอยดถูกบมไวดวยกันกับเอ็นไซมใน 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที กอนเติมสารต้ังตน และ methanol : acetic acid (100:1) ถูกใชเปน
ตัว stop reaction และ HPLC ถูกใชเปนเคร่ืองมือในการวิเคราะหโดยใช acetronitrile/acetate เปน 
mobile phase (Reading, 1983)  

9.    Outer Membrane (OM) permeability; ใชเพื่อตรวจวัดความสามารถของฟลาโวนอยดและยา
ปฏิชีวนะท่ีมีผลตอ OM permeability; 

- เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 100 ml 
จากนั้นนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
- นําเช้ือท่ีไดปริมาตร 2 ml มาเล้ียงในหลอดท่ีบรรจุอาหาร MHB สําหรับ MRSA หรือ NB สําหรับ
เช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 98 ml จากนั้นนํามาเขยาใน water bath ดวยความเร็ว 100 oscillation/min ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ใหไดเช้ือชวง log phase 

- นําเช้ือปริมาตร 10 ml ในชวง log phase มาเล้ียงในหลอดท่ีบรรจุอาหาร MHB สําหรับ MRS 
หรือ NB สําหรับเช้ืออ่ืนๆ ปริมาตร 90 ml ซ่ึงมีการเติมยาปฏิชีวนะและสารฟลาโวนอยดลงไป 
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- เก็บเซลลโดยนําไป centrifuge ท่ี 4000 r.p.m. เปนเวลา 10 นาที และลางออกดวยน้ําเกลือ 0.9% 
ปริมาตร 10 ml 2 คร้ัง 
- นําเซลลมาละลายใน sodium phosphate buffer และปรับใหมีคาการดดูกลืนแสงหรือ OD ท่ี 500 
nm ใหเทากับ 0.1 ถึง 0.2 
- เติม TTX-100 ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 300 ug/ml หลอดท่ีไมมีการเติม TTX-100 ใหเปน
กลุม control 
- วัดการลดลงของคา OD ในชวงเวลา 0, 30, 60, 90, 120 นาที ตามลําดับ (Marri, 1996)  

10.   Cytoplasmic Membrane permeability; ข้ันตอนในการเตรียมตัวอยางเพ่ือนํามาวิเคราะหเหมือนกับ
การเตรียมตัวอยางการทํา OM permeability จนถึงข้ันตอนของการเติมยาปฏิชีวนะและสารฟลาโว
นอยดและนําไปบม ท่ีเวลา 0, 1, 2, 3, 4, 5 ช่ัวโมง เช้ือปริมาตร 0.5 ml ถูกนําออกมาเจือจางดวย buffer 
(0.06 M Na2HPO4, 0.04M NaH2PO4, 0.01M KCL, 0.001M MgSO4, และ 0.05M β–mercaptoethanol 
pH 7.0) จากนัน้วัดการทํางานของเอ็นไซม betagalactosidase โดยใช ONPG (Marri, 1996; Miller, 
1972); 

- เซลลท่ีถูกเจือจางดวย buffer ถูกนํามาวดัคา OD ท่ี 600 nm. จากนัน้เติม ONPG (4 mg/ml) 
ปริมาตร 0.2 ml และเขยา 2-3 วินาที จากนั้นนําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส กลุม positive control ใช 
toluene 50 ul/ml (Jackson, 1965; Miller, 1972) 

 - ทําการ stop reaction โดยการเติม 1 M Na2CO3 ปริมาตร 1 ml สังเกตการณเปล่ียนสี 
 - วัดคา OD ท่ี 420 และ 550 nm. ของแตละหลอด          
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บทที่  3 ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

ผลการวิจัย  

1. Bacterial suspensions viable count absorption standard curve 
ผลการทํา Bacterial suspension viable count absorption standard curve ของเช้ือดื้อยา E. coli 

DMST 20662, MRSA และ E. cloacae DMST 21394 และเช้ือท่ีไวตอยา ASEnC, E. coli ATCC 25922, S. 
aureus ATCC 29213 แสดงดังรูปท่ี 1 ถึง 6 ตามลําดับ 
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รูปท่ี 1 Suspension standard curve ของเช้ือ E. coli DMST 20662 
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รูปท่ี 4 Suspension standard curve ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 

 

 

Absorption of bacterial suspension viable count standard curve of
Ceftazidime - resistant E. cloacae DMST 21394

Absorption at 500 nm.

รูปท่ี 2 Suspension standard curve ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 

 

 

 

 
Figure 3  Standard curves for suspensions of  MRSA. 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 Suspension standard curve ของเช้ือ MRSA 
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รูปท่ี 4 Suspension standard curve ของเช้ือ ASEnC 
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รูปท่ี 5 Suspension standard curve ของเช้ือ E. coli ATCC 25922 
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Absorption of bacterial suspension viable count standard curve of
S. aureus ATCC 29213 (drug-sensitive)
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รูปท่ี 6 Suspension standard curve ของเช้ือ S. aureus ATCC 29213 
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2.  MICs determination     
 ตารางท่ี 1 ตารางสรุปคา MICs ของยา amoxicillin, ceftazidime และสารฟลาโวนอยดในการยับยั้งเช้ือ       
E. coli DMST 20662 and E. cloacae DMST 21394 

 
 Amoxicillin Ceftazidime Baicalein Quercetin Luteolin Apigenin 

E. coli DMST 20662   > 1000 - 170 120 200 150 
E. cloacae DMST 21394   - 100 320 90 130 180 

 
 

ตารางท่ี 2 ตารางสรุปคา MICs ของยา ampicillin, ceftazidime และ cloxacillin และสารฟลาโวนอยดในการ
ยับยั้งเช้ือ MRSA, CREnC และ ASEnC 
 

 ampicillin ceftazidime cloxacillin baicalein apigenin luteolin quercetin 

MRSA 100 50 >1000 >400 >400 >400 >400 

CREnC >1000 >1000 >1000 >400 >400 >400 >400 

ASEnC 6 10 80 >400 >400 >400 >400 

 

ผลการทํา MICs ของเช้ือ E. coli DMST 20662 และ E. cloacae DMST 21394   ท่ีผานการทดสอบ
ดวยฟลาโวนอยดและยาปฏิชีวนะแสดงดังตารางท่ี 1 คา MICs ของ baicalein, quercetin, luteolin และ 
apigenin สามารถยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 ไดท่ี MICs เทากับ 170, 120, 200 และ 150 ug/ml 
ตามลําดับ แต เม่ือทดสอบกับ amoxicillin พบวาเช้ือดือ้ตอยา ซ่ึงไดคา MICs ของยา amoxicillin >1000 
ug/ml สวนเชือ้ E. cloacae DMST 21394  สามารถดื้อตอยา ceftazidime ท่ี MICs 100 ug/ml และ MICs ของ 
baicalein, quercetin, luteolin และ apigenin สามารถยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394  ไดท่ี MICs เทากับ 
320, 90, 130 และ 180 ตามลําดับ 

 ผลการทํา MICs ของเช้ือ MRSA, CREnC และ ASEnC ท่ีผานการทดสอบดวยฟลาโว
นอยดและยาปฏิชีวนะแสดงดังตารางท่ี 2 เช้ือท่ีผานการทดสอบดวยฟลาโวนอยดท้ังหมด (baicalein, 
apigenin, luteolin and quercetin) ไมพบวาสามารถยับยั้งเช้ือ MRSA, CREnC and ASEnC ท่ี MICs > 400 
ug/ml และพบวาเช้ือ CREnC สามารถดื้อตอการทดสอบดวยยาในกลุมβ- lactam (ampicillin, cloxacillin 
and ceftazidime) ท่ี MICs >1,000 ug/ml สวนเชื้อ MRSA สามารถดื้อตอยา ceftazidime, ampicillin และ 
cloxacillin MICs of 50, 100 and > 1,000 ug/ml ตามลําดับและเช้ือ ASEnC พบวาดือ้ตอยา ceftazidime and 
cloxacillin เชนกัน แตพบวา ASEnC ไวตอยา ampicillin 
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3.  Checkerboard determinations   
 Isobolograms ท่ีไดจากการทํา checkerboard MIC แสดงดังรูปท่ี 7 ถึง 18 และตางรางสรุปผลการทํา 
isobolograms แสดงดังตารางท่ี 3 ถึง 7  
      

E.coli DMST 20662

Amoxicillin (ug/ml)

Apigenin (ug/ml)
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รูปท่ี 7 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ amoxicillin (μg/ml) + apigenin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
 

E.coli DMST 20662
Amoxicillin (ug/ml)

Luteolin (ug/ml)
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รูปท่ี 8 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ amoxicillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
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E.coli DMST 20662
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รูปท่ี 9 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ amoxicillin (μg/ml) + quercetin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
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E. cloacae DMST 21394
Ceftazidime (ug/ml)

Apigenin (ug/ml)

รูปท่ี 10 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + apigenin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 
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รูปท่ี 11 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + luteolin (μg/ml) ในการ
ยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 
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รูปท่ี 12 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + quercetin (μg/ml) ใน
การยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 
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รูปท่ี 13 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ampicillin (μg/ml) + apigenin (μg/ml), 
ampicillin (μg/ml) + baicalein (μg/ml), ampicillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ MRSA 
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รูปท่ี 14 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ cloxacillin (μg/ml) + baicalein (μg/ml), 
cloxacillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ MRSA 
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รูปท่ี 15 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + quercetin (μg/ml), 
ceftazidime (μg/ml) + baicalein (μg/ml), ceftazidime (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ 
MRSA 
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รูปท่ี 16 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ampicillin (μg/ml) +apigenin (μg/ml), 
ampicillin (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ CREnC 
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รูปท่ี 17 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ cloxacillin (μg/ml) + apigenin (μg/ml)   ในการ
ยับยั้งเช้ือ CREnC 
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รูปท่ี 18 แสดง Isobologram จากการทํา checkerboard ของ ceftazidime (μg/ml) + apigenin (μg/ml), 
ceftazidime (μg/ml) + luteolin (μg/ml)   ในการยับยั้งเช้ือ CREnC 

 
กราฟ isobologram ท่ีไดจากการทํา checkerboard MIC แสดงผลการเสริมฤทธ์ิกันระหวางฟลาโว

นอยดกับยาปฏิชีวนะในกลุม β- lactam  ในการยับยั้งเช้ือ E. coli, MRSA และ CREnC 
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ตารางท่ี 3 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, luteolin และ apigenin, 
kaempferol และ clavulanic acid เม่ือใชรวมกับยา amoxicillin ในการยบัยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
 

                                     E. coli DMST 20662  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin 120 90 
Amoxicillin >1000 100 

<0.85 Synergy or no interaction 

Luteolin 200 90 
Amoxicillin >1000 30 

<0.47 Synergy 

Apigenin 150 90 
Amoxicillin >1000 20 

<0.62 Synergy or no interaction 

Kaempferol 500 40 
Amoxicillin >1000 10 

<0.09 Synergy  

Clavulanic acid >128 >128 
Amoxicillin >1000 >1000 

2.0 no interaction 

 

ตารางท่ี 4 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin และ clavulanic acid เม่ือใชรวมกบัยา 
amoxicillin ในการยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 
 

                                     E. coli DMST 25922  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin 100 N/D 
Amoxicillin 4 N/D 

N/D N/D 

Clavulanic acid 6 0.2 
Amoxicillin 4 0.6 

0.15 Synergy 
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ตารางท่ี 5 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, luteolin และ apigenin 
เม่ือใชรวมกับยา ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 

                                     E. cloacae DMST 21394  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin 90 30 
Ceftazidime 100 50 

<0.83 no interaction 

Luteolin 130 60 
Ceftazidime 100 30 

0.76 No interaction 

Apigenin 180 20 
Ceftazidime 100 20 

0.36 Synergy  

 

ตารางท่ี 6  แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, baicalein และ clavulanic acid เม่ือ
ใชรวมกับยา ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ S. aureus ATCC 29213 

                                     S. aureus ATCC 29213  Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Quercetin >200 N/D 

ceftazidime 0.12 N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

baicalein >300 N/D 

ceftazidime 0.12 N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

N/D 

Clavulanic acid 4 N/D 

ceftazidime 0.12 N/D 

N/D N/D 
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ตารางท่ี 7 แสดงผล FICs ท่ีไดจากการทํา checkerboard ของ quercetin, baicalein และ 
clavulanic acid เม่ือใชรวมกบัยา methicillin, ampicillin, amoxicillin, cloxacillin, penicillin G และ 
ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ S. aureus DMST 20651 (MRSA) 

S. aureus 20651 (MRSA) Antibacterial 
combination MIC (μg/ml) MIC(A+B) FIC Type of interaction 
Methicillin  >1000 - -  
  Quercetin >400 20+5 <0.03 Synergy  
  Baicalein >400 20+15 <0.06 Synergy  
Ampicillin >1000 - -  
  Quercetin >400 15+5 <0.03 Synergy  
  Baicalein >400 15+10 <0.05 Synergy  
Amoxicillin 250 - -  
  Quercetin >400 10+5 <0.05 Synergy  
  Baicalein >400 10+10 <0.07 Synergy  
 Clavulanic acid >128 250+>128 2 No interaction 
Cloxacillin >1000 - -  
  Quercetin >400 10+5 <0.02 Synergy  
  Baicalein >400 10+5 <0.02 Synergy  
Penicillin G 250 - -  
  Quercetin >400 10+5 <0.05 Synergy  
  Baicalein >400 10+15 <0.08 Synergy  
Ceftazidime 50 - -  
  Quercetin >400 5+5 <0.11 Synergy  
  Baicalein >400 5+5 <0.11 Synergy  
 Clavulanic acid >128 50+>128 2 No interaction 
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4.  Viable counts  
      E. coli DMST 20662: เม่ือนําเช้ือ E. coli DMST 20662 ในชวง log phase มาทดสอบดวย 
Amoxicillin 100 μg/ml เดี่ยวๆพบวาเช้ือมีจาํนวนเพ่ิมข้ึนจาก  5x105 cfu/ml ในชวง 5 ช่ัวโมง. กลุมท่ีทดสอบ
ดวย quercetin, luteolin and apigenin at 100 μg/ml พบวาท่ี 2 ถึง 5 ช่ัวโมง เช้ือมีปริมาณลดลง และลดลง
อยางชัดเจนใจชวง 5 ถึง 24 ช่ัวโมง มากไปกวานั้นแลวเม่ือถูกนํามาทดสอบดวยสารผสมระหวาง 
amoxicillin 30 μg/ml กับ amoxicillin 100 μg/ml กับ quercetin 90 μg/ml, amoxicillin 30 μg/ml กับ 
luteolin 90 μg/ml, amoxicillin 20 μg/ml กับ apigenin 90 μg/ml ทําใหปริมาณเช้ือลดลงในชวง 2 ถึง 5 
ช่ัวโมง และลดลงเพ่ิมข้ึนอยางชัดเจนต้ังแต 5 ถึง 24 ช่ัวโมง (รูปท่ี 19) 
    E. cloacae DMST 21394 : จากรูปท่ี 20    เช้ือ E. cloacae DMST 21934 ท่ี 5x105 cfu/ml ในชวง log 
phase เม่ือถูกทดสอบดวย ceftazidime 20 μg/ml, apigenin 10 μg/ml หรือ luteolin 10 μg/ml ในชวง 5 
ช่ัวโมงแรก มีจํานวนลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม control อยางไรกต็ามเม่ือใชสารผสมระหวาง 
ceftazidime 20 μg/ml กับ apigenin 10 μg/ml, ceftazidime 20 μg/ml กับ luteoin  10 μg/ml ลดลงอยาง
ชัดเจนในชวง 2 ถึง 4 ช่ัวโมง และลดลงอยางตอเนื่องหลังจาก 4 ช่ัวโมงถึง 24 ช่ัวโมง 
     MRSA : ผลการทํา killing curve ของเช้ือ MRSA ท่ีถูกทดสอบดวยยาปฏิชีวนะเดี่ยวๆ และยาปฏิชีวนะ
ใชรวมกับฟลาโวนอยด แสดงดังรูปท่ี 21 และ 22 กลุม control ของ MRSA พบวาเซลลไมมีการลดจํานวนลง
เม่ือทําการนับจํานวนโคโลนี  รูปท่ี 21 แสดง ampicillin, cloxacillin และbaicalein ท่ี 50 μg/ml เม่ือใช
เดี่ยวๆ พบวามีผลตอการเจริญของเช้ือเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับกลุม control และ baicalein ท่ี 10 μg/ml เม่ือ
ถูกใชรวมกับ ampicillin ท่ี 10 μg/ml หรือ cloxacillin ท่ี 10 μg/ml สามารถลดการเจริญของเช้ือไปท่ี 5x102 
cfu/ml สําหรับ MRSA ท่ี 6 ช่ัวโมง และลดลงตํ่ากวาคาต่ําสุดท่ี 103 cfu/ml ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง รูปท่ี 22 แสดง
การนับจํานวนเช้ือ MRSA มีจํานวนลดลงเม่ือถูกทดสอบดวย ceftazidime 30 μg/ml, quecertin (50 μg/ml) 
หรือ baicalein (50 μg/ml) เดี่ยวๆ เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม control ในระหวางชวงเวลาท่ี 6 ถึง 24 ช่ัวโมง 
และเม่ือใชสารผสมระหวาง Ceftazidime  (10 μg/ml) และ baicalein (10 μg/ml) หรือ quecertin (20 
μg/ml) ท่ีเวลามากกวา 6 ช่ัวโมง สามารถลดจํานวนเช้ือลงไปท่ี 5x102 cfu/ml และท่ี 24 ช่ัวโมง เช้ือก็ไม
สามารถกลับมาโตไดอีก 
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Viable count of E.coli DMST 20662 plus amoxicillin and selected flavonoids
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รูปท่ี 19 ผลการทํา viable count ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังทดสอบกับยา amoxicillin, 
quercetin, luteolin, apigenin เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกับยา amoxicillin  

 

 

 

 

 

 

 

 

Viable count of E. cloacae  DMST 21394 plus ceftazidim e and/or selected flavonoids
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รูปท่ี 20 ผลการทํา viable count ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 ภายหลังทดสอบกับยา ceftazidime, 
luteolin, apigenin เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกบัยา ceftazidime  
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Viable count of MRSA plus cloxacillin, ampicillin and/or baicalein
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รูปท่ี 21 ผลการทํา viable count ของเช้ือ MRSA ภายหลังทดสอบกับยา cloxacillin, ampicillin, baicalein 
เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกับยา cloxacillin และ ampicillin 
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Log viable count of MRSA plus ceftazidime and/or selected flavonoids

Time (h)

102

103

104

105

106

107

108

109

1010

1011

V
ia

bl
e 

co
un

t (
cf

u/
m

l) 

MRSA (control)
MRSA + Cefta(30)
MRSA + Que(50) 
MRSA + Bai(50)
MRSA + Cefta(10) + Bai(10)
MRSA + Cefta(10) + Que(10)

0 1 2 3 4 5 6 7 23 24 25

 
 

รูปท่ี 22 ผลการทํา viable count ของเช้ือ MRSA ภายหลังทดสอบกับยา ceftazidime, quercetin, baicalein 
เดี่ยวๆ และเม่ือใชฟลาโวนอยดรวมกับยา ceftazidime  
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5.  Transmission Electronmicroscopy (TEM) method 
     รูปท่ี 23a แสดงภาพเซลลของ E. cloacae DMST 21394 ในชวง log phase ท่ีมีรูปรางปกติ จากรูปแสดง 
outer membrane และ cytoplasmic membrane สามารถถูกสรางข้ึนไดและสามารถเห็น ribosomes จํานวน
มากใน cytoplasm 
    รูปท่ี 23b แสดงภาพเซลลในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 หลังจากทดสอบดวย 
ceftazidime 20μg/ml จากภาพแสดงชองวางขนาดใหญเกดิข้ึนระหวาง outer membrane และ cytoplasmic 
membrane 
    รูปท่ี 23c แสดงผลของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 หลังจากทดสอบดวยสารผสมระหวาง ceftazidime 
10μg/ml และ luteolin 10 μg/ml จากภาพ แสดงรูปรางของเซลลท่ีผิดปกติและผนังเซลลท่ีถูกทําลาย ทําให 
organelles ตางๆในเซลลสูญเสียไป และเซลลสวนใหญมีลักษณะผนังเซลลผิดรูปและเซลลแตก 
    รูปท่ี 23d แสดงลักษณะเซลลในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 หลังจากทดสอบดวย
สารผสมระหวาง ceftazidime 10 μg/ml และ apigenin 10 μg/ml อยางนอยท่ีสุด 1/3 ของเซลลเหลานี้แสดง
การแยกออกของผนังเซลลและ plasma membrane และสวนใหญตรวจพบการผิดรูปของผนังเซลล 
     รูปท่ี 24a แสดงภาพเซลลปกติในชวง log phase ของ E. coli DMST 20662 ซ่ึงผนังเซลลและ cytoplasmic 
membrane สามารถถูกสรางข้ึนได และแสดง ribosome บริเวณใกล cytoplasmic membrane จํานวนมากกวา
ตรงกลางเซลล 
     รูปท่ี 24b แสดงภาพเซลลในชวง log phase ของ E. coli DMST 20662 หลังทดสอบดวย amoxicillin 10 μ
g/ml พบวาบางเซลลมีชองวางขนาดใหญเกิดข้ึนระหวาง cytoplasmic membrane และ outer membrane และ
พบวา 1/3 ของเซลล มีจํานวน ribosome ภายใน cytoplasm นอยมาก 
    รูปท่ี 24c แสดงภาพเซลลในชวง log phase ของ E. coli DMST 20662 หลังทดสอบดวย 
 agenin 20 μg/ml จากภาพ แสดงลักษณะเซลลขนาดใหญและยาวเม่ือเทียบกับกลุม control และนอยกวา 
50% ของ E. coli DMST 20662 พบวาเซลลเกิดรูซ่ึงใหผลคลายกับกลุมท่ีถูกทดสอบดวย amoxicillin มากไป
กวานัน้พบวามีการแยกกันเปนสวนๆของ outer membrane ออกจาก cytoplasmic membrane แตเซลลไมได
มีการแตกออก 
    รูปท่ี 24d แสดงผลของการทดสอบดวยสารผสมระหวาง amoxicillin 10 μg/ml และ apigenin 20 μg/ml 
ในเช้ือ E. coli DMST 20662 เซลลสวนใหญแสดงการถูกทําลาย 

รูปท่ี 25a-c แสดงภาพเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังจากทดสอบดวย amoxicillin และ ฟลาโวนอยด
เดี่ยวๆ พบวา ผนังเซลลและ cytoplasmic membrane ถูกสรางข้ึนเปนปกปกติ และปริมาณ ribosome มี
ปริมาณมากอยูใน cytoplasm เทียบกับกลุม control  

รูปท่ี 25d แสดงภาพเช้ือ E. coli DMST 20662 เมื่อถูกทดสอบดวยสารผสมระหวาง amoxicillin 8 μg/ml 
และ kaempferol 30 μg/ml พบวาเกดิชองวางข้ึนระหวาง outer membrane และ cytoplasmic membrane อาจ
เนื่องมาจากโครงสรางของผนังเซลลและ cytoplasmic membrane ถูกทําลายและมีการสูญเสีย ribosome และ
องคประกอบภายในเซลล  

 

 

 

 

 

 

 

 



 31
รูปท่ี 26a-b แสดงภาพเซลลปกติในชวง log phase ของเช้ือ MRSA ผนังเซลลและ cytoplasmic 

membrane สามารถถูกสรางข้ึนได และพบ ribosome จํานวนมากใน cytoplasm แตภายหลังจากท่ีทดสอบ
ดวย cloxacillin 20 μg/ml พบวาเซลลบางเซลลมีขนาดใหญกวากลุม control  

รูปท่ี 26c แสดงภาพเซลล MRSA ท่ีถูกทดสอบดวย ampicillin 20 μg/ml พบวาบางเซลลเกิดชองวาง
ขนาดใหญระหวาง cytoplasmic membrane และผนังเซลล  

รูปท่ี 26d, 26e, 26f, 26gเม่ือใชสารผสมระหวาง baicalein 10 μg/ml กับ ampicillin หรือ cloxacillin ท่ี 10 
μg/ml ทดสอบกับเช้ือ MRSA พบวาจํานวน ribosome ใน cytoplasm มีปริมาณลดลง และเซลลสวนใหญมี
การสูญเสียองคประกอบภายใน cytoplasm เชน ribosomes และ chromosomes ซ่ึงแสดงใหเห็นวาลักษณะ
โครงสรางของเซลลถูกทําลายไปเชน ผนงัเซลลและรูปรางของเซลล และบางเซลลมีการแตกออก ยิ่งไปกวา
นั้น เม่ือใชสารผสมระหวาง ceftazidime 10 μg/ml และ baicalein หรือ quecertin 10 μg/ml สามารถทําให
โครงสรางภายในเซลล MRSA ถูกทําลายเชน ผนังเซลล และ ribosome และการสูญเสียองคประกอบภายใน 
cytoplasm ดวย  

รูปท่ี 27a-b แสดงภาพเซลลปกติในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 (CREnC) พบวา 
outer membrane และ cytoplasmic membrane สามารถถูกสรางข้ึนได และพบ ribosome จํานวนมากใน 
cytoplasm ภายหลังจากถูกทดสอบดวย ceftazidime 20μg/ml พบวาเซลลมีการเกิดชองวางระหวาง outer 
membrane และ cytoplamic membrane  

รูปท่ี 27c-dแสดงใหเห็นวาเม่ือใชสารผสมระหวาง ceftazidime 10μg/ml และ luteolin หรือ apigenin  10 
μg/ml สามารถทําลายเช้ือ CREnC ได ซ่ึงเซลลจํานวนมากแสดงใหเหน็ถึงโครงสรางท่ีถูกทําลาย เชน ผนัง
เซลลและรูปรางของเซลล นอกจากนีย้ังมีการสูญเสียองคประกอบภายในเซลลจํานวนมาก และพบเซลล
จํานวนมากท่ีมีการแตกออกและผนังเซลลผิดรูปรางไป เช้ือ CREnC ภายหลังจากถูกทดสอบดวยสารผสม
ระหวาง ceftazidime 10 μg/ml และ apigenin 10 μg/ml พบวา ผนังเซลลเกิดการแยกออกจาก plasma 
membrane นอกจากนี้ยังพบผนังเซลลผิดรูปรางดวย  
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รูปท่ี 23 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 จากรูปประกอบดวย: a, 
control; b, 20 μg/ml ceftazidime; c, 10 μg/ml ceftazidime + 10 μg/ml luteolin; d, 10 μg/ml ceftazidime + 
10 μg/ml apigenin 
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รูปท่ี 24 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. coli DMST 20662 จากรูปประกอบดวย: a, control; 
b, 10 μg/ml amoxicillin; c, 20 μg/ml apigenin; d, 10 μg/ml amoxicillin + 20 μg/ml apigenin 

 

รูปท่ี 25 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. coli DMST 20662 จากรูปประกอบดวย: a, control; 
b, 200 μg/ml amoxicillin; c, 100 μg/ml kaempferol; d, 8 μg/ml amoxicillin + 30 μg/ml kaempferol 
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รูปท่ี 26 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ S. aureus DMST 20651 (MRSA) จากรูป

ประกอบดวย: a, drug-free (control); b, 20 μg/ml cloxacillin;  c, 20 μg/ml ampicillin; d, 10  μg/ml 
cloxacillin + 10 μg/ml baicalein; e, 10 μg/ml ampicillin + 10 μg/ml baicalein; f, 10 μg/ml ceftazidime 
plus 10 μg/ml  baicalein; g, 10 μg/ml ceftazidime + 10 μg/ml quercetin 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 27 Ultrathin sections ในชวง log phase ของเช้ือ E. cloacae DMST 21394 (CREnC) จากรูป
ประกอบดวย: a, drug-free (control); b, 20 μg/ml ceftazidime; c, 10 μg/ml ceftazidime plus 10 μg/ml luteolin; 

d, 10 μg/ml ceftazidime plus 10 μg/ml apigenin.  
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6.  Gel  Electrophoresis     

   รูปท่ี 28 แถว ‘a’ แสดงแถบของโปรตีน marker จากภาพแสดงใหเหน็ MW ของโปรตีนเม่ือเปรียบเทียบ
กับตัวมาตรฐาน (Guttman, 1994; Tropp, 1997; Voet, 1995) ผลจากการทํา SDS-PAGE ของ OM-PG 
associated proteins ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ท่ีถูกทดสอบดวยยาปฏิชีวนะหรือ ฟลาโวนอยด แสดงดัง
รูปท่ี 28แถว ‘b’ OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ในกลุม control แสดงแถบของ
โปรตีนจาก น้าํหนักโมเลกุลตํ่าๆ ท่ีตําแหนง MW 14.9 kDa ถึง น้ําหนกัโมเลกุลสูงๆ ท่ีตําแหนง MW 95.8 
kDa แถบของโปรตีนหลักๆ ถูกพบในตําแหนง MW 37.6 kDa          
       แถบของ OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 หลังจากถูกทดสอบดวย amoxicillin 
10 μg/ml แสดงดังรูปท่ี 28 แถว ‘c’ แสดงใหเห็นวาไมมีการปรากฏของโปรตีนท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลสูงท่ี
ตําแหนง MW 95.8 kDa เม่ือเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวามีการแสดงแถบของ
โปรตีนชัดเจนท่ีตําแหนง MW 14.9, 17.5, 19.2 และ 20.9 kDa แสดงใหเห็นวา amoxicillin สามารถไป
รบกวนการสรางโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกลุสูงๆ และคลายกับวามีการรวบรวมโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุล
ตํ่าๆ ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการปรากฏแถบสีจางๆในตําแหนง MW 32.2, 47.6 และ 88.3 kDa และแถบท่ี
บางๆในตําแหนง MW 37.6 kDa เม่ือเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนกับกลุม control 
      เม่ือทําการสกัด OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 หลังถูกทดสอบดวย apigenin 
20 μg/ml แสดงดังรูปท่ี 28 แถว ‘d’  พบวา ไมมีการปรากฏของโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงๆ ท่ีตําแหนง 
MW 47.6 และ 95.8 kDa แถบสีจางๆของโปรตีนปรากฏท่ีตําแหนง MW 32.2 kDa, 55.3, 77.1 และ 88.3 kDa 
แตในทางตรงกันขาม แถบสีเขมของโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลตํ่าถูกพบที่ตําแหนง MW 14.9, 17.5, 19.2 และ 
20.9 kDa ซ่ึงใหผลที่คลายกับผลของเซลลท่ีถูกทดสอบดวย amoxicillin ซ่ึงใหแถบสีเขมในตําแหนงโปรตีน
ท่ีแสดงน้ําหนกัโมเลกุลตํ่าๆ และคลายกบัวาโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลตํ่ามีการรวมกนั และไมพบโปรตีนท่ีมี
น้ําหนกัโมเลกลุสูงๆ 
     แถบ OM-PG associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 20662 หลังถูกทดสอบดวยสารผสมระหวาง 
amoxicillin 10 μg/ml และ apigenin 20 μg/ml แสดงใหเห็นถึงความแตกตางอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุม control แถบของโปรตีนน้ําหนกัโมเลกุลสูงๆ สวนมากไมถูกพบที่ตําแหนง MW 47.6, 77.1 และ 
95.8 kDa มากไปกวานั้น แถบสีจางๆของท้ังโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลปานกลาง และโปรตีนน้ําโมเลกุลสูง
ถูกพบที่ตําแหนง MW 32.2, 34.1, 36.1, 55.3, 82.3 และ 88.3 kDa และแถบสีเขมท่ีแสดงตําแหนงโปรตีน
น้ําหนกัโมเลกลุตํ่าๆถูกพบที่ตําแหนง MW 14.9, 17.5, 19.2 และ 20.9 kDa ซ่ึงใหผลท่ีคลายกับเซลลท่ีถูก
ทดสอบดวย amoxicillin เดีย่วๆ หรือ apigenin เดีย่วๆ การเสริมฤทธ์ิกันระหวางสารผสมของ amoxicillin 
และ apigenin สามารถไปลดจํานวนเซลลท้ังหมด แสดงดังรูปท่ี 25 และลดจํานวน OM-PG associated 
proteins แตอยางไรก็ตาม มีการเสริมฤทธ์ิกันระหวาง amoxicillin และ apigenin ซ่ึงนําไปสูการเปล่ียนแปลง
จํานวนของโปรตีนท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลตางๆกัน ซ่ึงผลคร้ังนี้แสดงใหเห็นวาไมมีการปรากฏของโปรตีนทีมี่
น้ําหนกัโมเลกลุปานกลางและน้ําหนักโมเลกุลสูงและมีการรวมกันของโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าๆ 
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รูปท่ี 28 SDS-PAGE แสดง outer membrane และ peptidoglycan associated protein ของเช้ือ E. coli DMST 
20662 กลุม control (lane b); 10 μg/ml amoxicillin (lane c); 20 μg/ml apigenin (lane d); 10 μg/ml 
amoxicillin + 20 μg/ml apigenin (lane e); marker proteins (kDa) (lane a) 
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7.   Enzyme assay   
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รูปท่ี 29 ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยั้งเอ็นไซม β-lactamase ท่ีไดจาก B. cereus โดยการไป 
hydrolyze bezylpenicillin  
 

ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยัง้การทํางานของเอ็นไซม β-lactamases มีความแตกตาง
กันอยางมาก รูปท่ี 29 แสดงภาพ 6-chloro-7-methylflavone ยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม penicillinase type 
IV จากเช้ือ E. cloacae แตฟลาโวนอยดตวัอ่ืนไมพบความสามารถในการยับยั้งท่ีสามารถประเมินคาได จาก
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวานอกจากฟลาโวนอยดจะไปมีผลตอโครงสรางเซลลและมีผลตอการแบงเซลล
แลว การทําใหเช้ือเกิดการดื้อยาแบบผันกลับของฟลาโวนอยดอาจมาจากการไปยับยัง้การทํางานของ
เอ็นไซม β-lactamase 
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รูปท่ี 30 ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยั้ง β-lactamase โดยการไป hydrolyze bezylpenicillin. a. 
β-lactamase ท่ีไดจาก B. cereus. สัญลักษณแสดงฟลาโวนอยดท่ี 200 μg/ml; ∗, control (without 
flavonoids);  Δ, 6-chloro-7- methylflavone; , tectochrysin. b. β-lactamase ท่ีไดจาก E. cloacae 
สัญลักษณแสดงความเขมขนของ apigenin (μg/ml); ο, control (without apigenin); , 20;  , 40; , 
60; , 80; •, 100.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 39
ความสามารถของฟลาโวนอยดในการยับยัง้ การทํางานของเอ็นไซม β-lactamases แสดงดังรูปท่ี 

30 พบวา apigenin สามารถยับยั้งการทํางานของ penicillinase type IV ได แสดงใหเห็นวานอกจากฟลาโว
นอยดจะมีผลโดยตรงตอโครงสรางของเซลลและการแบงเซลลแลว อาจชวยยับยั้งการดื้อยาแบบผันกลับ
ของเช้ือดวย โดยสามารถไปออกฤทธ์ิตอการทํางานของ β-lactamases 

8. Outer Membrane (OM) permeability 

ผลการทดสอบดวย Triton X-100 ในเชื้อ E. coli  

 ผลของ amoxicillin และ apigenin ตอ outer membrane ของเช้ือ E. coli DMST 20662 เม่ือใช Triton 
X-100 (TTX-100) เปน permeabilizing probe แสดงดังรูปท่ี 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outer membrane permeability of E. coli DMST 20662
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รูปท่ี 31 Permeabilization ของเช้ือ E. coli DMST 20662 เมื่อถูกทดสอบดวย 10 μg/ml amoxicillin, 20 

μg/ml apigenin เดี่ยวๆ และเม่ือถูกใชรวมกนั  
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9.  Cytoplasmic Membrane (OM) permeability 
ตารางท่ี 8 แสดงผลของ β-galactosidase activity ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังถูกทดสอบดวย 
amoxicillin, apigenin และ amoxicillin + apeigenin 

 
Time Control amox Apig Amox 

+apig 
Positive control 
Toluene 50 μl/ml 
        A420 

A420 A550 

0h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
1h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
2h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
3h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
4h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
5h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 

    Neg = No evidence of activity.  A420 = absorption at 420 nm. 
 
ตารางท่ี 9 β-galactosidase activity ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ภายหลังถูกทดสอบดวย  
amoxicillin, kaempferol และ amoxicillin + kaempferol 
 

Time Control amox kaemp Amox 
+kaemp 

Positive control 
Toluene 50 μl/ml 
        A420 

A420 A550 

0h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
1h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
2h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
3h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
4h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 
5h Neg Neg Neg Neg           +     -     - 

    Neg = No evidence of activity.  A420 = absorption at 420 nm. 
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บทที่ 4  
วิจารณและสรุปผลการทดลอง 

 
 เช้ือ E. coli DMST 20662 และ E. cloacae DMST 21394 ซ่ึงดื้อตอ ampicillin (MIC > 1000 ug/ml) 
และ ceftazidime (MIC > 1000 ug/ml) ตามลําดับ ฟลาโวนอยดท้ังหมดท่ีใชทดสอบไมแสดงผลตานเช้ือท้ัง 2 
ชนิด เม่ือถูกใชเดี่ยวๆ อยางไรก็ตามการการทดสอบพบวาการเสริมฤทธ์ิของสารผสมระหวางยาปฏิชีวนะใน
กลุม β-lactam กับสารฟลาโวนอยดในการยบัยั้งเช้ือ E. coli DMST 20662 และ E. cloacae DMST 21394 ใน
การทํา checkerboard ใหผลคา FIC indexes เทากับ <0.47, <0.62 เม่ือใชสารผสมระหวาง amoxicillin 30 
ug/ml  และ luteolin 90 ug/ml, amoxicillin 20 ug/ml  และ apigenin 90 ug/ml ในการยับยั้งเช้ือ E. coli 
DMST 20662 ยิ่งไปกวานั้น เช้ือ E. cloacae DMST 21394 ซ่ึงใหคา MIC ของยา ceftazidime เทากับ 100 
ug/ml ซ่ึงแสดงวาเช้ือมีการดือ้ยา แตเม่ือใชรวมกับ apigenin 20 ug/ml หรือ luteolin 60 ug/ml ทําใหเช้ือมีการ
ดื้อยาแบบผันกลับและใหคา MICs ของยา ceftazidime ลดลงเปน 20 และ 30 ug/ml ตามลําดับ  

จากผลการทํา checkerboard และ viable count ของเช้ือ MRSA ใหผลท่ีสอดคลองกับ lain (2000) 
ซ่ึงใหผลวา baicalin สามารถท่ีจะทําใหยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือ 
MRSA ไดอีก นอกจากนีย้ังใหผลท่ีสอดคลองกับ Sato (2004) โดยพบวา 6,7 dihydroxyflavone เสริมฤทธ์ิ
กับ ยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam ในการยบัยั้ง MRSA จาก 8 เทา ถึง 32,000 เทา ยิ่งไปกวานัน้ ฟลาโวนยัง
สามารถเสริมฤทธ์ิกับยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam ไดอีกหลากหลายในการยับยั้ง MRSA (Sato, 2004) 
 การทํา Viable count แสดงใหเห็นวา killing curve ของเช้ือ E. coli DMST 20662 เมื่อทดสอบกับ 
amoxicillin 30 ug/ml ถูกทําใหมีประสิทธ์ิภาพมากข้ึนโดย luteolin 90 ug/ml และ amoxicillin 20 ug/ml ก็
ใหผลเสริมฤทธ์ิกันกับ apigenin 90 ug/ml ในชวง 2 ช่ัวโมงแรก และตลอดจนถึง 24 ช่ัวโมง เม่ือใชสารผสม
ระหวาง ceftazidime 20 ug/ml และ luteolin หรือ apigenin 10 ug/ml ก็ใหผลในการลดจํานวนเช้ือ E. 
cloacae DMST 21394 จนถึงระดับตํ่าสุดท่ี 1x 103 cfu/ml ท่ีเวลามากกวา 6 ช่ัวโมง และจากการทดลองใหผล
ท่ีสอดคลองกับ ซ่ึง 6,7 dihydroxyflavone ใหผลเสริมฤทธ์ิกับยาในกลุม β-lactam ในการยับยั้งเช้ือ MRSA 
จาก 8 เทา เปน 32,000 เทา นอกจากนี้สารในกลุม flavone ยังสามารถเสริมฤทธ์ิกับยาในกลุม β-lactam ใน
การยับยั้งเช้ือ MRSA ได (Sato, 2004) 
 ผลจากการทํา TEM พบวา เม่ือใชสารผสมระหวาง ceftazidime 10 ug/ml และ luteolin หรือ 
apigenin 10 ug/ml ทําใหโครงสรางของเซลล E. cloacae DMST 21394 ถูกทําลาย โดยเซลลจํานวนมาก
แสดงใหเห็นถึงผนังเซลลและรูปรางของเซลลถูกทําลายและสามารถมองผาน cytoplasm ไดเนื่องจากมีการ
สูญเสียองคประกอบภายใน และนอกจากนี้พบวามีการแตกออกของเซลลและผนังเซลลผิดรูปรางไป รูปราง
ของ E. cloacae DMST 21394 ในชวง log phase ภายหลังจากทดสอบดวยสารผสมระหวาง ceftazidime 10 
ug/ml และ apigenin 10 ug/ml แสดงใหเห็นถึงการแยกออกของผนังเซลลและ plasma membrane และการ
ผิดรูปรางของผนังเซลลก็ถูกพบทั่วไปดวย ยิ่งไปกวานัน้เม่ือทําการตัดช้ินสวนบางๆของเซลล E. coli DMST 
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 ผลจากการทํา TEM ของเช้ือ MRSA พบวาใหผลท่ีสอดคลองกับ Eumkeb and Richards (2005) (G. 
Eumkeb, Richards, R.M.E.,, 2005) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาฟลาโวนอยดไมเพียงแตมีความสามารถในการยับยั้ง
เช้ือท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam-resistant staphylococci แตยังสามารถทําใหยาปฏิชีวนะในช้ัน
แรกๆถูกนํากลับมาใชในการยับยั้งเช้ือไดอีก ซ่ึงฟลาโวนอยดอาจจะมีกลไกลในการออกฤทธ์ิดังน้ี โดยขอ
แรกไปมีผลตอผนังเซลลและการสราง septum ในชวงของการแบงเซลล ซ่ึงคลายกับวาจะไปมีผลตอการ
สรางโปรตีนซ่ึงประกอบดวย penicillin-binding proteins ดวย ขอสองกลไกลการทํางานของยาปฏิชีวนะใน
กลุม β-lactam จะตองผานการยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม β-lactamase ท่ีแบคทีเรียสรางข้ึน ดังนั้นฟลา
โวนอยดจึงไปยับยั้งการผลิตและการหล่ัง β-lactamase (Yam, 1998). สารท่ีไปยับยัง้ β-lactamase จะออก
ฤทธ์ิคลาย clavulanic acid ท่ีมีความสําคัญตอการทําลายเช้ือท่ีดื้อตอยาในกลุม β-lactam ช่ึงสารเหลานี้จะ
ทํางานคลายกบัยาในกลุม β-lactam โดยมีการแชรโครงสรางหลักๆเพื่อจับกับ β-lactamase (Coulton, 
1994). การศึกษากอนหนาน้ีพบวา clavulanate สามารถกระตุนการแสดงออกของ β-lactamase และไดทํา
การเพิ่มความเขมขนของ clavulanate เพื่อติดตามผลการสราง β-lactamase (Stapleton, 1995; Tzouvelekis, 
1997). ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารท่ีสามารถไปยับยั้งการทํางานของ β-lactamase ไดก็นาจะมีกลไกลการออก
ฤทธ์ิท่ีเหมือนกับยาปฏิชีวนะในกลุมβ-lactam ดวย และการทดลองกอนหนานี้พบวาเม่ือใชฟลาโวนอยด

โดยปราศจากยาในกลุม β-lactam สามารถทําใหแบคทีเรียเกิดการดื้อยาแบบถอยกลับทําใหเช้ือดื้อยาได
ลดลง โดยผานกลไกลหลายกลไกลเน่ืองจากโครงรางฟลาโวนอยดไมเหมือนกับสารท่ีมีความสามารถใน

การกระตุนการสราง β-lactamase ซ่ึงยาปฏิชีวนะในกลุม β-lactam แบบดั้งเดิมไมเหมือนฟลาโวนอยด โดย
ไมสามารถทําใหเช้ือ MRSA มีการดื้อยาแบบถอยกลับได  
 ผลจากการทํา enzyme assay แสดงใหเหน็วา ไมเพียงแตจะไปมีผลโดยตรงตอโครงสรางเซลลและ
การแบงเซลลแลว ฟลาโวนอยดอาจไปมีผลตอการยับยั้งการทํางานของ β -lactamase ทําใหเช้ือมีการดื้อยา
ลดลง 
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 แถบท่ีแสดง OM-PG associated protein ของ เช้ือ E. coli DMST 20662 ท่ีทดสอบดวยสาร
ผสมระหวาง amoxicillin 10 ug/ml และ apigenin 20 ug/ml ใหผลที่แตกตางจากกลุม control โดยโปรตีน
สวนใหญท่ีเปนโปรตีนโมเลกุลสูงๆ ไมถูกพบ การเสริมฤทธ์ิกันของสารผสมระหวาง amoxicillin และ 
apigenin ไปลดจํานวนเซลลท้ังหมด และลดจํานวน OM-PG associated protein แตอยางไรก็ตาม การเสริม
ฤทธ์ิระหวาง amoxicillin และ apigenin สัมพันธกับการเปล่ียนแปลงปริมาณนํ้าหนักโมเลกุลของโปรตีน ซ่ึง
ผลจากการไมปรากฏโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลสูงและน้ําหนักโมเลกุลปานกลาง และการรวมกนัของโปรตีน
น้ําหนกัโมเลกลุตํ่า ใหผลที่สอดคลองกับ Eumkeb (1999) (G. Eumkeb, 1999)โดยเม่ือสกัด OM-PG 
associated protein พบวาแถบของ OM-PG associated protein ภายหลังทดสอบดวย ½ MIC ของ ρABA 
พบวาไมมีการปรากฏของโปรตีนน้ําหนกัโมเลกุลตํ่าๆ และเหน็แถบสีจางๆและบางของโปรตีนท่ีมีน้ําหนกั
โมเลกุลตํ่าๆถึงน้ําหนกัโมเลกุลปานกลาง PABA ซ่ึงเปนกรดออนๆ เม่ือใชท่ีความเขมขนสูงๆ อาจไปมีผล
โดยตรงตอ peptidoglycan ซ่ึงประกอบดวยโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าๆ ซ่ึงเปนผลโดยตรงจากการทํางาน
ของ antifolate ใน  ρABA 
 รูปท่ี 31 แสดงผลของ amoxicillin 10 ug/ml และ apigenin 20 ug/ml ในการยับยั้งเช้ือ E. coli DMST 
20662 โดยไปเปล่ียนความสามารถในการเลือกผานของ OM เม่ือถูกทดสอบดวยสารเดี่ยวๆหรือใชรวมกนั 
แตผลจากการใชเดีย่วๆใหผลนอยกวาการใชสารผสม การศึกษากอนหนานี้พบวา ctxA ไปเปล่ียน outer และ 
inner membrane ของเช้ือ E. coli K-12 (Marri, 1996) เม่ือใช Triton X-100 เปน permeabilizing probe 
 ผลจากการใชสารผสมระหวาง amoxicillin 10 ug/ml และ apigenin 20 ug/ml ตอ cytoplasmic 
membrane โดยตรวจวดัจากเอ็นไซม β-galactosidase ซ่ึงผลแสดงดังตารางท่ี 4 แสดงการเพ่ิมข้ึนของ β-
galactosidase เม่ือเวลาในการทดสอบดวย amoxicillin, apigenin และสารผสมระหวาง amoxicillin และ 
apigenin เพิ่มข้ึน ซ่ึงผลนั้นก็อาจสรุปไดวา amoxicillin, apigenin และสารผสมระหวาง amoxicillin และ 
apigenin ไปเปล่ียนแปลงการเลือกผานของ cytoplasmic membrane ของเช้ือ E. coli DMST 20662 ซ่ึงผลนี้
สามารถอธิบายไดวา cytoplamic membrane มีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผานท่ีมีความจาํเพาะสูง และเกี่ยวของ
กับความเขมขนของการ metabolite สารภายในเซลลและการขับของเสียของเซลล โครงสรางท่ัวไปของ 
membrane เปน phospholipid bilayer โปรตีนหลักๆท่ีอยูในเยื่อหุมมีความเปน hydrophobic สูงเนื่องจาก
ภายนอกเปนตําแหนงของโปรตีนเช่ือมกับสาย fatty acid ซ่ึงมีความเปน non-polar สูง (Brock, 1994; Tropp, 
1997) การศึกษากอนหนาน้ีพบวาโปรตีนของเช้ือ E. coli ท่ีถูกละลายดวย Sarkosyl ถูกจําแนก ระหวาง
ทดสอบดวย sarkosyl พบ Mg2+ เปนบางสวนซ่ึงเปนการปองกัน cytoplasmic membrane จากการไมละลาย
ใน sarkosyl (Filip, 1973) outer membrane เปนตําแหนงท่ีมีโปรตีนพื้นฐานอยูจํานวนมากและถูกจาํแนกโดย
ใชโปรตีนโครงสรางหลักๆท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 44 kDa (Schnaitmann, 1971) 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาฟลาโนอยดไมเพียงแตมีผลในการยบัยั้ง E. coli DMST 20662 แต
ยังสามารถทําใหเช้ือมีการดือ้ยาแบบผันกลับไดเมื่อถูกใชรวมกับยาปฏิชีวนะ ซ่ึงกลไกลของฟลาโวนอยดใน
การยับยั้งเช้ือประกอบดวย 2 กลไกล กลไกลแรกไปมีผลตอความสมบูรณของผนังเซลลและการสราง 
septum ระหวางการแบงเซลล ซ่ึงประกอบดวยการไปมีผลตอการสรางโปรตีนและมีผลตอ penicillin-
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 จากผลการทดลองสรุปไดวา luteolin และ apigenin มีความสามารถในการทําใหแบคทีเรียดื้อยาใน
กลุม β-lactam มีการดื้อยาแบบผันกลับในเช้ือ E. coli DMST 20662 และ luteolin และ apigenin มีการเสริม
ฤทธ์ิกับยา ceftazidime ในการยับยั้งเช้ือ E. cloacae DMST 21394 นอกจากนี ้ baicalein และ quercetin มี
ความสามารถในการทําใหเช้ือ MRSA มีการดื้อยาในกลุม β-lactam ลดลง ซ่ึงฟลาโวนอยดเหลานี้เปน
ทางเลือกในการพัฒนายาในกลุม β-lactam ใหมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึน มิเชนนัน้จะไมสามารถรักษาเช้ือดื้อยา
ท่ีทําใหเกิดโรคในปจจุบัน 
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