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บทคัดย่อ 
 

 P. aeruginosa จัดเป็นหนึ่งในสาเหตุอันดับต้นๆ ของการติดเชื้อจากโรงพยาบาลที่มีอัตราการ
เสียชีวิตสูง เชื้อนี้ยังจัดว่าเป็นเชื้อที่รักษาได้ยาก เนื่องจากความสามารถในการดื้อยาทั้งท่ีมีมาแต่ก าเนิดและ
ได้รับจากสิ่งแวดล้อมภายนอก ปัญหาการดื้อยาหลายขนานของ P. aeruginosa จึงจดัเป็นปัญหาสาธารณสุข
ระดับโลก นอกจากนี้การระบาดของ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลายขนานรวมทั้งยากลุ่มคาร์บาพีเนมส์ยังท า
ให้การรักษาด้วยยามีจ ากัด ในการศึกษานี้ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลายขนานได้ถูกเก็บรวบรวมจาก
โรงพยาบาลระดับตติยภูมิทั่วประเทศไทย 9 แห่งตั้งแต่ปีค.ศ. 2007-2009 โดยจากทั้งหมด 329 สายพันธุ์พบ
เป็น P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลายขนานรวมทั้งยากลุ่มคาร์บาพีเนมส์ร้อยละ 72.95 ผลการทดลองพบการ
ดื้อต่อยา ceftazidime ในอัตราที่สูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์พบการดื้อยา 
meropenem มากที่สุดกว่าร้อยละ 50 ในทุกโรงพยาบาลยกเว้นเพียงหนึ่งโรงพยาบาล ผลจากวิธี PFGE 
พบว่ามี 130 สายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกันถึงร้อยละ 95 ส าหรับกลไกการดื้อยาที่พบในเชื้อเหล่านี้ในอัตราที่
สูงที่สุด คือ การลดการสร้าง oprD mRNA (ร้อยละ 92.86) ตามมาด้วยการเพ่ิมการสร้าง mexAB-oprM 
mRNA (ร้อยละ 92.06) และ mexXY mRNA (ร้อยละ 63.49) กลไกการดื้อยาที่พบน้อยที่สุด คือ การสร้าง  
AmpC β-lactamase ซึ่งเป็นเอนไซม์กลุ่ม serine β-lactamases พบเพียงร้อยละ 3.97 จากนั้น P. 
aeruginosa ได้ถูกคัดเลือกมา 20 สายพันธุ์เพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อของน้ ามันหอมระเหย ผลการทดลอง
พบว่า น้ ามันเปลือกอบเชย น้ ามันตะไคร้ น้ ามันกานพลูมีประสิทธิภาพในการต้านเชื้อ P. aeruginosa ได้ดีโดย
มีค่า  MIC ที่ร้อยละ 0.225, 1.8 and 1.8 โดยปริมาตร ตามล าดับ และมีค่า MBC ของน้ ามันเปลือกอบเชย
ร้อยละ 0.225 โดยปริมาตร ในขณะที่น้ ามันอีกสองชนิดมีค่า MBC มากกว่าร้อยละ 1.8 โดยปริมาตร จาก
งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของน้ ามันเปลือกอบเชยที่มีฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลาย
ขนานได้ดีโดยมีค่า MIC อยู่ในช่วงร้อยละ 0.0562-0.225 และค่า MBC ในช่วงร้อยละ 0.1125-1.8 ส่วนน้ ามัน
ตะไคร้ซึ่งมีประสิทธิภาพรองลงมามีค่า MIC อยู่ในช่วงร้อยละ 0.45-1.8 และค่า MBC ในช่วงร้อยละ 0.9 ถึง
มากกว่า 1.8 นอกจากนี้ ผลจากวิธี bioautograpgy พบว่า สารออกฤทธิ์ที่ส าคัญของน้ ามันเปลือกอบเชย คือ 
ซินนามาลดีไฮด์ และยูจีนอล ในการทดลองให้ยาร่วมกันระหว่างน้ ามันเปลือกอบเชยหรือ ซินนามาลดีไฮด์กับ
ยาต้านจุลชีพทั้ง 7 ชนิดที่ใช้ในการรักษาการติดเชื้อ P. aeruginosa พบการเสริมฤทธิ์กันของ colistin กับ
น้ ามันเปลือกอบเชยหรือซินนามาลดีไฮด์ ดังนั้น น้ ามันเปลือกอบเชยหรือซินนามาลดีไฮด์น่าจะเป็นสารจาก
ธรรมชาติที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ P. aeruginosa ได้ดีและอาจน าไปใช้ร่วมกับยาต้านจุลชีพในการรักษาการติดเชื้อ 
P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลายขนานด้วย 
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Abstract 
 

Pseudomonas aeruginosa is one of the leading causes of nosocomial infections with 
a high mortality rate. P. aeruginosa has always been considered as a difficult target for 
antimicrobial chemotherapy because of many intrinsic resistance mechanisms and 
remarkable capability to develop new resistance mechanisms. Increased infection caused by 
multidrug resistant (MDR) P. aeruginosa has raised awareness of the resistance situation 
worldwide. Carbapenems resistance among MDR (CR-MDR) P. aeruginosa became a serious 
life-threatening problem due to the limited therapeutic options. In this study, MDR P. 
aeruginosa from nine tertiary hospitals across Thailand were collected from 2007-2009. The 
total of 329 isolates were identified as MDR P. aeruginosa and approximately 72.95% were 
CR-MDR P. aeruginosa. The result showed that an antibiotic, which was found to give the 
highest resistance rate, was ceftazidime. Among carbapenems, meropenem showed the 
highest resistance rate, reaching more than 50% in every hospital, except one. The 
fingerprinting map by PFGE identified 130 CR-MDR P. aeruginosa clones with at least 95% 
similarity. The major mechanism in CR-MDR P. aeruginosa was downregulation of oprD mRNA 
(92.86%), followed by overproduction of mexAB-oprM mRNA (92.06%) and overproduction of 
mexXY mRNA (63.49%). The lowest prevalence rate of resistance mechanism was 
hyperproduction of AmpC β-lactamase, which were serine β-lactamases, was found at 
3.97%. The total of 20 isolates with various resistance mechanisms were tested with 17 
essential oils for antimicrobial activity. The results showed that cinnamon bark oil, 
lemongrass oil, and clove oil were highly effective against P. aeruginosa with MIC of 0.225, 
1.8 and 1.8%v/v. The MBC of cinnamon bark oil was 0.225%v/v while the others two oils 
were more than1.8%v/v. Cinnamon bark oil showed the strongest antimicrobial activity 
against all drug resistant P. aeruginosa strains with MIC of 0.0562-0.225%v/v and MBC of 
0.1125-1.8%v/v. Lemongrass oil was ranked in the second with MIC of 0.45-1.8%v/v and MBC 
varied from 0.9 upto higher than1.8%v/v. The bioautographic results demonstrated that the 
active compounds of cinnamon bark oil could be cinnamaldehyde and eugenol. 
Combination between cinnamon oil or cinnamaldehyde with 7 antibiotics currently used to 
treat P. aeruginosa infection exhibited synergistic interaction of colistin with cinnamon bark 
oil and cinnamaldehyde. Therefore, these results indicated that cinnamon bark oil and 
cinnamaldehyde may be interesting compounds which have the potential to be applied in 
combination treatment for Pseudomonas aeruginosa infected diseases.  
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Executive Summary 

 
 ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาแนวโน้มการดื้อยาระดับโมเลกุลของ Pseudomonas 

aeruginosa ในประเทศไทย รวมถึงการคัดกรองหาน้ ามันหอมระเหยและสารออกฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหย
จากสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา ซึ่งจากการเก็บรวบรวม P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยา
หลายขนานจาก 9 โรงพยาบาลระดับตติยภูมิทั่วประเทศไทยตั้งแต่ปีค.ศ. 2007-2009 โดยจากทั้งหมด 329 
สายพันธุ์พบเป็น P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลายขนานรวมทั้งยากลุ่มคาร์บาพีเนมส์ร้อยละ 72.95 ผลการ
ทดลองพบการดื้อต่อยา ceftazidime ในอัตราที่สูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์พบการดื้อ
ยา meropenem มากที่สุดกว่าร้อยละ 50 ในทุกโรงพยาบาลยกเว้นเพียงหนึ่งโรงพยาบาล ผลจากวิธี PFGE 
พบว่ามี 130 สายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกันถึงร้อยละ 95 ส าหรับกลไกการดื้อยาที่พบในเชื้อเหล่านี้ในอัตราที่
สูงที่สุด คือ การลดการสร้าง oprD mRNA (ร้อยละ 92.86) ตามมาด้วยการเพ่ิมการสร้าง mexAB-oprM 
mRNA (ร้อยละ 92.06) และ mexXY mRNA (ร้อยละ 63.49) กลไกการดื้อยาที่พบน้อยที่สุด คือ การสร้าง  
AmpC β-lactamase ซึ่งเป็นเอนไซม์กลุ่ม serine β-lactamases พบเพียงร้อยละ 3.97  
  นอกจากนี้ ในการคัดกรองหาน้ ามันหอมระเหย และสารออกฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหยจาก
สมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยาหลายขนาน การศึกษาฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหย 17 
ชนิด ได้แก่ กะเพรา กระชาย กานพลู (ดอกตูมและใบ) ขม้ิน ข่า ตะไคร้ ตะไคร้หอม ใบฝรั่ง พลู ไพล มะกรูด 
(ผลและใบ) มะนาว แมงลัก โหระพา และเปลือกอบเชย ที่มีผลต่อการเจริญของ P. aeruginosa ด้วยวิธ ี
broth microdilution พบว่า น้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย ตะไคร้ และกานพลู (ดอกตูม) มีฤทธิ์ต้าน 
P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐานดีที่สุดเป็นสามล าดับแรก โดยมีค่า MIC เท่ากับร้อยละ 0.225, 1.8 และ 
1.8 โดยปริมาตร ตามล าดับ และค่า MBC ของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยเท่ากับร้อยละ  0. 225 โดย
ปริมาตร ส่วนค่า MBC ของน้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้และกานพลู (ดอกตูม) นั้นมากกว่าร้อยละ 1.8 โดย
ปริมาตร ผลการศึกษาฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหยทั้งสามชนิดข้างต้นต่อ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา 20 
สายพันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วย พบว่าน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยมีฤทธิ์ต้านเชื้อดีที่สุด โดยมีค่า MIC 
ระหว่างร้อยละ 0.0562-0.225 โดยปริมาตร และค่า MBC ระหว่างร้อยละ 0.1125-1.8 โดยปริมาตร 
รองลงมาคือ น้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้ มีค่า MIC อยู่ระหว่างร้อยละ 0.45-1.8 โดยปริมาตร และค่า MBC 
ระหว่างร้อยละ 0.9 หรือมากกว่า 1.8 โดยปริมาตร ส่วนน้ ามันหอมระเหยจากกานพลู (ดอกตูม) มีค่า MIC 
ระหว่างร้อยละ 0.9 หรือมากกว่า 1.8 โดยปริมาตร และค่า MBC กว่าร้อยละ 1.8 โดยปริมาตร จากนั้นท าการ
ทดสอบสารออกฤทธิ์โดยแยกสารซึ่งเป็นองค์ประกอบในน้ ามันหอมระเหยด้วยวิธี thin layer 
chromatography (TLC) โดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็น toluene : ethyl acetate (93:7) แล้วทดสอบหา
สารออกฤทธิ์ด้วยวิธี bioautography คาดว่าสารออกฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย คือ ซินนา
มาลดีไฮด์ และยูจีนอล เมื่อท าการทดสอบในสภาวะระเหยในระบบปิด พบว่า น้ ามันหอมระเหยจากเปลือก
อบเชยให้ค่า MID ที่ 1-2 mg/L ส่วนสารออกฤทธิ์ คือ ซินนามาลดีไฮด์ ให้ค่า MID ดีที่สุดที่ 0.5-1 mg/L กับ 
P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐานและ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา 20 สายพันธุ์ ในการทดลองให้ยา
ร่วมกันระหว่างน้ ามันเปลือกอบเชยหรือซินนามาลดีไฮด์กับยาต้านจุลชีพทั้ง 7 ชนิดที่ใช้ในการรักษาการติดเชื้อ 
P. aeruginosa พบการเสริมฤทธิ์กันของ colistin กับน้ ามันเปลือกอบเชยหรือซินนามาลดีไฮด์ ดังนั้น น้ ามัน
เปลือกอบเชยหรือซินนามาลดีไฮด์น่าจะเป็นสารจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ P. aeruginosa ได้ดีและอาจ
น าไปใช้ร่วมกับยาต้านจุลชีพในการรักษาการติดเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลายขนานด้วย 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

Pseudomonas aeruginosa เป็นแบคทีเรียที่ก่อปัญหาส าคัญในผู้ป่วยโรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
และเป็นเชื้อที่สามารถก่อโรคในระบบต่างๆ เช่น  ทางเดินหายใจ ทางเดินปัสสาวะ ตา หู กระดูกและข้อ 
ผิวหนัง และอาจลุกลามท าให้เกิดการติดเชื้อในเลือด (bacteremia) ซึ่งอาจน าไปสู่ภาวะระบบหายใจ
ล้มเหลวและเสียชีวิต นอกจากนี ้P .aeruginosa จัดเป็นเชื้อหนึ่งที่เป็นสาเหตุส าคัญในการท าให้เกิดการติด
เชื้อระหว่างการรักษาในโรงพยาบาล โดยเฉพาะอย่างยิ่งในหน่วยรักษาพยาบาลผู้ป่วยขัน้วิกฤติ (ICU) 
เนื่องจากผู้ป่วยส่วนใหญ่ซึ่งมีอาการหนักอยู่แล้วจะเสียชีวิตจากปอดบวมที่มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อนี้ จาก
สถิติของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาตา้นจุลชพีแห่งชาติ พบวา่ P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียอันดับต้นๆ ที่พบ
ในเสมหะของผู้ป่วยจากโรงพยาบาลทั่วประเทศ ปัจจุบันอุบัติการณ์ของการติดเชื้อ P. aeruginosa ใน
โรงพยาบาลยังมีแนวโน้มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากมักพบเชื้อนี้อยู่ตามอุปกรณ์การแพทย์ เช่น ท่อ
ออกซิเจนและสายสวนปัสสาวะอีกด้วย ตัวอย่างการติดเชือ้ P. aeruginosa ที่เป็นกรณีศึกษาและได้รับ
ความสนใจไปทั่วโลก คือ รายงานข่าวของส านักข่าวตา่งประเทศถึงนางงามบราซิลวัย  20 ปี ที่ติดเชื้อ
แบคทีเรียในโรงพยาบาล คือ P.  aeruginosa ที่กระเพาะปัสสาวะภายหลังเข้ารับการรกัษาผา่ตัดนิ่วในไตที่
โรงพยาบาลในประเทศบราซิลเมื่อวันที่ 30 ธันวาคม พ.ศ. 2551 และคณะแพทย์ต้องตัดมือและเท้าทั้งสอง
ข้างออกเนื่องจากเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวเข้าสู่กระแสเลือด และได้เสียชีวิตลงอยา่งรวดเรว็ในเวลาต่อมา  
และที่ส าคัญท่ีสุด คือ P. aeruginosa ยังเป็นที่รู้จักในแง่ของความสามารถในการดื้อต่อยาปฏิชีวนะแบบ
หลายขนาน (multidrug resistance) อันเป็นปัญหาที่ส าคัญและมีผลกระทบไปทั่วโลก ซึ่งนอกจากจะท าให้
การรักษาไม่สัมฤทธิ์ผล ยังส่งผลด้านเศรษฐกิจจากการปรับเปลี่ยนชนิดของยาอีกด้วย  

 มีเป้าหมายในการศึกษาหาสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังนั้น โครงการวิจัยนี้จึง  P. 
aeruginosa  สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาจากสมุนไพรในธรรมชาติ โดยจะมุ่งเน้นศึกษาน้ ามันหอมระเหย 
(essential oil) และองค์ประกอบหลัก คือ สารในกลุ่ม terpenes จากพชือาหาร ซึ่งเป็นสมุนไพรหาง่าย 
ราคาถูกและปลอดภัย  อีกท้ังด้วยคุณสมบัติของการเป็นสาร hydrophobic จึงช่วยให้ซึมผ่านผนังเซลล์ได้ดี
และมีรายงานวา่สามารถชว่ยเพิ่มการซึมผ่านของยาปฏิชีวนะเข้าสู่เซลลไ์ด้ดีขึ้น จึงอาจชว่ยลดขนาดของยา
ปฏิชีวนะในกรณีการให้ยาร่วม ซึ่งอาจลดค่าใช้จ่ายในการรกัษาและชะลออัตราการดื้อยาปฏิชีวนะได้อีกด้วย 
นอกจากนี้  จากอุบัติการณ์ของการติดเชื้อ P. aeruginosa แทรกซ้อนในระบบทางเดินหายใจใน
โรงพยาบาลที่เพิ่มสูงขึ้น หากท าการศึกษาฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหยและสารออกฤทธิ์ในเชิงลึกแล้ว ก็อาจ
น าไปสู่การพัฒนาสารดังกลา่วส าหรับ inhalation (respiratory) therapy โดยอาจพัฒนาในรูปยาพ่น หรือ
ในรูป nabulizer ที่เข้าสู่ระบบทางเดินหายใจได้โดยตรง เพื่อลดการสร้าง biofilm ที่สร้างจากเชื้อนี้ในปอด 
ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เชื้อดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการรักษาในปัจจุบัน  หรืออาจน าไปพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์ในรูปยาทาเพื่อป้องกันการติดเชื้อ P. aeruginosa แทรกซ้อนในผู้ป่วยที่มีแผลไฟไหม้ซึ่งเป็นกลุ่ม
เสี่ยงที่ส าคัญหนึ่งของการติดเชื้อนี้     
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1.2 วัตถุประสงค์ 

1. เพื่อศึกษาคัดเลือก P. aeruginosa  สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาจากแหล่งต่างๆในประเทศไทย 
2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อ P. aeruginosa  สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาของน้ ามันหอมระเหยและสาร 
    ออกฤทธิ์ 
3. เพื่อศึกษาผลของการให้น้ ามันหอมระเหยและสารออกฤทธิ์ร่วมกับยาปฏิชีวนะในการรักษา  
    การติดเชื้อ P. aeruginosa   
4. เพื่อศึกษาสารออกฤทธิ์ต้านเชื้อ P. aeruginosa  ของน้ ามันหอมระเหย  
5. เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของ P. aeruginosa  สายพันธุท์ี่ดื้อต่อยาจากแหล่งต่างๆใน

ประเทศไทย 
6. เพื่อศึกษาโอกาสในการพัฒนาน้ ามันหอมระเหยและสารออกฤทธิ์เป็นยาต้านเชื้อ 
    P. aeruginosa ดื้อต่อยาปฏิชีวนะแบบหลายขนาน 
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  1.3  ทบทวนวรรณกรรม 
 

  1.3.1 Pseudomonas aeruginosa 
 หากกล่าวถึงโรคติดเชื้อที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย อาจแบ่งได้เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เช่น 

Staphylococcus aureus หรือ Streptococcus pneumoniae และแบคทีเรียแกรมลบ อาทิเช่น 
Escherichia coli,   Klebsiella pneumoniae หรือ Acinetobacter baumannii ส่วน 
Pseudomonas aeruginosa อาจเป็นเชื้อล าดับท้ายๆที่หลายคนนึกถึง แต่ในความเป็นจริงแล้วการติดเชื้อ
ชนิดนี้อาจรวดเร็วและรุนแรงเกินคาด ตัวอย่างการติดเชื้อ P. aeruginosa ที่เป็นกรณีศึกษาและได้รับความ
สนใจไปทั่วโลก คือ รายงานข่าวของส านักข่าวตา่งประเทศถึงนางงามชาวบราซิลวัย 20 ปีที่ติดเชื้อ P. 
aeruginosa ที่กระเพาะปสัสาวะภายหลังเข้ารับการรักษาผา่ตัดนิ่วในไตที่โรงพยาบาลในประเทศบราซิล 
และคณะแพทย์ต้องตัดมือและเท้าทั้ง 2 ข้างออกเพื่อช่วยชีวิตเนื่องจากแบคทีเรียดังกล่าวแทรกซึมเข้าสู่
กระแสเลือด และได้เสียชีวิตลงอย่างรวดเร็วในเวลาต่อมา ซึ่งเหตุการณ์ทั้งหมดเกิดขึ้นในเวลาอันรวดเร็ว
เพียงเดือนเศษเท่านั้น หรือในประเทศไทยเองก็มีข่าวการติดเชื้อ P. aeruginosa ในผู้ป่วยหลายรายที่เข้า
รับการผา่ตัดกระจกตาในโรงพยาบาล และส่งผลให้ผู้ป่วยหลายรายตาบอด 

 Pseudomonas aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ที่ต้องการออกซิเจนใน
การเจริญเติบโตอยู่ในวงศ์ Pseudomonadaceae  อาจพบอยู่เดี่ยวๆ อยู่คู่ หรืออยู่เป็นสายสั้นๆ ได้ มีแฟล
กเจลลา 1-3 เส้น เชื้อไม่สร้างสปอร์หรือแคปซูลสามารถสร้าง pigment เช่น  pyocyanin ซึ่งมีสีเขียวฟ้า 
pyoverdin ซึ่งมีสีเขียวเหลือง และ pyorubin ซึ่งมีสีน้ าตาลแดง  มักเจริญได้ในสิ่งแวดล้อมท่ีชื้นแฉะ เชื้อ
ชนิดนี้บางสายพันธุ์สามารถสร้าง biofilm  ซึ่งเป็น mucoid exopolysaccharide เชื้อจะใช้ biofilm ใน
การยึดเกาะตัวเชื้อกับสิ่งแวดล้อม และสามารถปกป้องตัวเชื้อจากการท าลายของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกาย  

 การติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) หมายถึง การติดเชื้อที่เป็นผลมาจาก
ที่ผู้ป่วยได้รับการรักษาในโรงพยาบาลหรือหน่วยบริการสาธารณสุข เกณฑ์พิจารณาว่าผู้ป่วยมีการติดเชื้อใน
โรงพยาบาล โดยนับจากมีการติดเชื้อ 48 ชั่วโมงตั้งแต่รับการรักษาในโรงพยาบาล หรือ 30 วันหลังจากเลิก
รับการรักษาในโรงพยาบาล โดยการติดเชื้อแบบนี้จัดอยู่ในประเภท hospital-acquired   infection หรือ 
healthcare-associated infection   โดยเชื้อก่อโรคที่มักพบในโรงพยาบาล คือ Klebseilla  spp. ร้อยละ 
25 Escherichia coli  ร้อยละ 9   ส่วน  P . aeruginosa พบร้อยละ 6.8 ส าหรับบริเวณที่มักพบการติดเชื้อ 

คือ ทางเดินปัสสาวะ  แผลผ่าตัด ทางเดินหายใจส่วนล่าง และทางระบบเลือด  มีรายงานว่า P. aeruginosa  
เป็นสาเหตุอันดับ 7 ของ central line-associated bloodstream infection เป็นสาเหตุอันดับ 4 ของ
การติดเชื้อจากสายสวนปัสสาวะ เป็นสาเหตุอันดับ  2 ของ ventilator associated pneumonia และเป็น
สาเหตุอันดับ 5 ของการติดเชื้อบริเวณแผลผ่าตัด  
  P. aeruginosa จัดเป็นเชื้อฉวยโอกาสส าคัญท่ีพบได้ในโรงพยาบาล โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
สิ่งแวดล้อมของโรงพยาบาล  อาทิเช่น  เครื่องช่วยหายใจ สายสวนปัสสาวะ อุปกรณ์ต่างๆ มักพบใน ผู้ป่วย
ที่มีภูมิคุ้มกันต่ าซึ่งรวมไปถึงผู้ป่วยที่อยู่ในขั้นวิกฤติ ผู้ป่วยที่พักรักษาตัวในโรงพยาบาล โดยเฉพาะในผู้ป่วยที่
นอนโรงพยาบาลเป็นระยะเวลานานๆ  รวมถึงผู้ป่วยที่อยู่ระหว่างการรักษาด้วยยาปฏิชวีนะที่ออกฤทธิ์กว้าง
หรือผู้ป่วยที่อยู่ระหว่างการได้รับเคมีบ าบัด โดยก่อให้เกิดโรคปอดอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อใน
โรงพยาบาล (nosocomial pneumonia) โรคติดเชื้อของช่องท้องที่ซับซ้อน (complicated intra-
abdominal infection) ภาวะติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือด (septicemia) โรคติดเชื้อของผิวหนังที่

http://en.wikipedia.org/wiki/Pyocyanin
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ซับซ้อน (complicated skin infection) โรคติดเชื้อของระบบทางเดินปัสสาวะที่ซับซอ้น (complicated 
urinary tract infection) 
  จะเห็นได้ว่า P. aeruginosa สามารถก่อให้เกิดการติดเชื้อได้หลายระบบทั่วทั้งร่างกาย ซึ่ง
หากพิจารณาถึงตัวเชื้อเอง ก็จัดว่าเป็นเชื้อที่มีอาวุธประจ ากายหรือ virulence factors ที่หลากหลาย ซึ่ง
อาจจัดแบ่งออกได้เป็นดังนี้ 

1. การเข้าเกาะติดและการเพิ่มจ านวน ได้แก่ pili, flagella, lipopolysaccharide, alginate, 
neuraminidase และ chitin-binding protein 

2. การเข้าบุกรุกท าลายเซลล ์ได้แก่ rhamnolipid, lipolytic enzyme และ cytotoxin 
3. เอนไซม์และท็อกซิน ได้แก่ exoenzyme S, elastase A และ B, exotoxin A, alkaline 

protease และ protease IV 
 ในปัจจุบันนี้การติดเชื้อ P. aeruginosa นับว่ามีความส าคัญเพราะถึงแม้มักไม่ก่อโรคใน

คนที่มีสุขภาพดี แต่การติดเชื้อชนิดนี้มักเป็นการติดเชื้อที่รุนแรงและจัดเป็นเชื้ออันดับต้นๆ ที่ก่อให้เกิดการ
ติดเชื้อในโรงพยาบาลคิดเป็นร้อยละ 10-15 ของการติดเชื้อทั่วโลก อีกท้ังยังส่งผลให้ผู้ป่วยมีอัตราการ
เสียชีวิตสูง หรือใช้ระยะเวลาพักรักษาตัวในโรงพยาบาลนานขึ้น นอกจากนี้ยาปฏิชีวนะท่ีมีฤทธิ์ต่อเชื้อ P. 
aeruginosa ยังมีอยู่เพียงไม่กี่กลุ่ม ได้แก่  

1. ยากลุ่มเบต้าแลคแทม (piperacillin, piperacillin และ tazobactam, ceftazidime, 
cefipime, ticarcillin, ticarcillin และ clavulanate)  

2. ยากลุ่มคาร์บาพีเนมส์ (imipenem, meropenem, doripenem)  
3. ยากลุ่มอะมิโนกลัยโคซายด์ (gentamicin, tobramycin, amikacin) 
4. ยากลุ่มฟลูออโรควิโนโลน (ciprofloxacin, levofloxacin) 
5. รวมทั้งยากลุ่มอ่ืนๆ ได้แก่ colistin 
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ตารางท่ี 1 โรคติดเชื้อส าคัญท่ีมี P.aeruginosa เป็นสาเหตุในการก่อโรค 

 

ต าแหน่งที่เกิดการติดเชื้อ โรคติดเชื้อที่เกิดขึ้น ความถี่ 
(กลุ่มที่มีความเสี่ยง) 

ทางเดินหายใจ Acute pneumonia 
 
Chronic lower respiratory tract    
   infections 

พบบ่อย (ผู้ป่วยในโรงพยาบาลและ 
ICU) 
(cystic fibrosis) 

เลือด Bacteremia and septicemia พบบ่อย 
ทางเดินปัสสาวะ -   Acute infection  

-   Chronic infection 
พบค่อนข้างมาก 
 

หู   Otitis externa 
  Otitis media 

พบบ่อย 

ผิวหนังและเนื้อเยื่ออ่อน  Dermatitis 
 Wound infections 
 Burn wound sepsis 
 Ecthyma gangrenosa 
 Pyoderma 
 Folliculitis 
 Unmanageable forms of acne  
    vulgaris 

พบค่อนข้างมาก 
 (trauma) 
 
(Neutropenic patients) 

ตา  Keratitis (corneal ulcer) 
 Endophthalmitis 
 Neonatal ophthalmia 

พบน้อย (secondary to trauma) 

ระบบประสาทส่วนกลาง  Meningitis 
 Brain abcess 

พบน้อย (secondary to 
neurosurgery or trauma) 

หัวใจ 
 

 Endocarditis พบน้อย (ผู้ติดยาเสพติด) 
 

กระดูกและข้อต่อ  Stenoarticular pyoarthrosis 
 Vertebral oseteomyelitis 
 Symphysis pubis infection 
 Osteochondritis of the foot 

พบน้อย 

ทางเดินอาหาร  Necrotising enterocolitis 
 Peri-rectal infections 

พบน้อย 

 
 นอกจากยาปฏิชีวนะที่สามารถออกฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa จะมีอยู่อย่างจ ากัดแล้ว เชื้อ

นี้ยังมีความสามารถในการดื้อยาสูง และเชื้อบางสายพันธุ์สามารถดื้อยาได้ตั้งแต่สามกลุ่มขึ้นไป เรียกว่า เชื้อ
ดื้อยาหลายขนานหรือท่ีรู้จักกันว่า Multi-Drug Resistance (MDR) จากข้อมูลของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยา
แห่งชาติที่ท าการเก็บรวบรวมข้อมูลความไวของ P. aeruginosa ต่อยากลุ่มต่างๆ จากโรงพยาบาลทั่ว
ประเทศไทยพบว่า P. aeruginosa มีอัตราการดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนมในช่วงปี ค .ศ .  1998-2007 
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ประมาณร้อยละ 11-29  ส่วนกลุ่มควิโนโลน  คือ ciprofloxacin มีอัตราการดื้อยาประมาณร้อยละ 24-30 
และในส่วนยากลุ่มเบต้าแลคแทม คือ ceftazidime  ซึ่งมีอัตราการดื้อยาประมาณร้อยละ 23-30  และยา 
กลุ่มอะมิโนกลัยโคซายด์  คือ gentamicin มีอัตราการดื้อยาประมาณร้อยละ 27-37 ทวีวงศ์และคณะท า
การเปรียบเทียบการติดเชื้อในช่วงปีพ .ศ.  2543–2545 และ 2546-2548 เชื้อแบคทีเรียแกรมลบมีความไว
ต่อยาในกลุ่ม cephalosporins รุ่นที่ 3 และ 4 และยากลุม่ aminoglycosides ลดลง  แต่เชื้อแบคทีเรียแก
รมลบยังคงมีความไวต่อยาในกลุ่ม carbapenems ยกเว้น P. aeruginosa ซึ่งมีความไวต่อยากลุ่มนี้ลดลง 
ซึ่งแนวโน้มการดื้อยาของ P. aeruginosa นี้ไม่เพียงเป็นปัญหาในประเทศไทยเท่านั้น  Raja และคณะ 
ท าการศึกษาในประเทศมาเลเซีย พบว่า multidrug-resistant P. aeruginosa มีการดื้อยา meropenem 
ร้อยละ 36.8 cefoperazone/sulbactam ร้อยละ 40.3 และยา cefepime ร้อยละ 38.9 นอกจากเป็น
ปัญหาในแถบเอเชียแล้ว  Hanberger และคณะ ศึกษาในกลุ่มประเทศสวีดิช พบอัตราการดื้อยาต่ าในเชื้อ
กลุ่ม Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, extended spectrum beta-lactamase 
Escherichia coli, Cefotaxime resistance Klebsiella spp. ยกเว้นเชื้อ P. aeruginosa ที่มีอัตราการ
ดื้อยาสูงคือ ดื้อต่อ imipenem ร้อยละ 22-33 และดื้อต่อ Ciprofloxacin ร้อยละ 5-21  และการดื้อยา
ของเชื้อ P. aeruginosa ไม่มีแนวโน้มเปลี่ยนแปลงตามระยะเวลา  

อย่างไรก็ตาม เนื่องจากในปัจจุบันมีข้อมูลทางด้านความชุกของ MDR  P. aeruginosa  ไม่มากนัก 
แต่จากการรวบรวมพบว่าในประเทศกลุ่มยุโรป ระหว่างปีค  .ศ . 1997 ถึง 2002 สัดส่วนของ MDR P. 
aeruginosa เพิ่มข้ึนจากร้อยละ 5.1 เป็น 11.5 ส่วนในประเทศแถบละตินอเมริกาเพิ่มขึ้นจากร้อยละ 12.0 
เป็น 18.7 และเพิ่มข้ึนจากร้อยละ 2.5 เป็น 3.0 ในสหรัฐอเมริกา ในประเทศญี่ปุ่นการศึกษาของ Tsuji และ
คณะพบ MDR P. aeruginosa ร้อยละ 2.8 (n = 3233)  

เป็นที่ทราบกันดีว่า P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาหลายชนิดมาแต่ก าเนิด (Intrinsic 
resistance) และยังสามารถปรับตัวหรือรับกลไกการดื้อยาอ่ืนๆ จากสิ่งแวดล้อม (Acquired resistance) 
ได้อีกด้วย โดยการดื้อยาของ P. aeruginosa มักประกอบด้วยกลไกหลายชนิดร่วมกัน ได้แก่ การดื้อยาที่
ออกฤทธิ์ต่อเอนไซม์ gyrase, topoisomerase และ การเปลี่ยนแปลงที่ ribosomal protein จะดื้อโดย
การเปลี่ยนแปลงที่เอนไซม์นั้นๆ ท าให้ดื้อต่อยาในกลุ่มอะมิโนกลัยโคซายด์และฟลูออโรควิโนโลน หรือการ
สร้างเอนไซม์ AmpC beta-lactamase ท าให้ดื้อต่อยาในกลุ่มเบต้าแลคแทม หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีน OprD ซึ่งเก่ียวข้องกับกลไกการน าเข้ายาท าให้ยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์เข้าเซลลไ์ด้ลดลง นอกจากนี้
ยังมีกลไกการขับยาออกจากเซลล์ )efflux pump) ซ่ึงกลไกนี้มีผลต่อยาหลายชนิด  

ดังนั้น หากสรุปในภาพรวมถึงความส าคัญและปัญหาที่เกิดจาก P. aeruginosa นั้น มีสิ่งที่ต้องค า
นึกถึงที่ส าคัญ คือ การป้องกันการติดเชื้อแทรกซ้อนในผู้ป่วยที่เป็นกลุ่มเสี่ยง ปัญหาการดื้อต่อยาอย่าง
รวดเร็วของเชื้อนี้ รวมทั้งความต้องการยาตา้นจุลชพีรุ่นใหม่เพื่อใช้ในการรักษาการติดเชือ้ P. aeruginosa 
ซึ่งยังคงเป็นโจทย์ส าคัญท่ียังต้องการการพัฒนาอยา่งต่อเนื่อง เพื่อให้ได้ผลกับเชื้อที่มีการปรับตัวดื้อยาอย่าง
รวดเร็ว 

 
  1.3.2 สมุนไพรที่น ามาศึกษาฤทธิ์ต่อแบคทีเรียดื้อยา 

 สมุนไพรแต่ละชนิดนั้นมีส่วนต่างๆของพืชที่น่าสนใจน ามาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ไม่ว่าจะ
เป็นใบ ดอก แก่น ราก หรือส่วนอื่นๆ เป็นที่ทราบกันดีว่าน้ ามันหอมระเหยมีบทบาทส าคัญในการปกป้องพืช
จากแมลงและจุลินทรีย์ต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรีย รา ไวรัส นอกจากนี้ น้ ามันหอมระเหยแต่ละชนิดยังมี
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กลิ่นที่เป็นเอกลักษณ์เฉพาะตัว ในปัจจุบันจึงมีการน ามาใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง ยา อาหารและด้าน
การเกษตรเป็นอย่างมาก ดังนั้น ในการศึกษานี้จะมุ่งเน้นการศึกษาผลต่อแบคทีเรียของน้ ามันหอมระเหยที่
ได้จากสมุนไพร  

  น้ ามันหอมระเหยหรือ essential oil นั้นพบได้ในส่วนต่างๆ ของพืช เช่น ใบ ดอก กลีบ
เลี้ยง เมล็ด เปลือก แก่น รากหรือผล เป็นต้น มักใสและมีกลิ่นเฉพาะตัว กระบวนการสกัดน้ ามันหอมระเหย
จากพืชนั้นท าได้หลายวิธี แต่ที่นิยม คือ การกลั่นด้วยไอน้ า นอกจากนี้ยังท าได้โดยการใช้คาร์บอนไดออกไซด์
เหลว การใช้ไมโครเวฟ ซึ่งวิธีการสกัดนี้จะมีผลต่อปริมาณและคุณภาพขององค์ประกอบแต่ละชนิดของ
น้ ามันที่สกัดได้ นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอ่ืนที่ควรค านึงถึง เช่น ภูมิอากาศบริเวณแหล่งปลูก อายุพืชที่เก็บเกี่ยว 
และองค์ประกอบของดิน  

 น้ ามันหอมระเหยประกอบไปด้วยองค์ประกอบทางเคมีต่างๆที่ซับซ้อนและมีส่วนประกอบ
ได้กว่า 20-70 ชนิดในปริมาณท่ีแตกต่างกัน โดยมักพบองค์ประกอบหลักที่มีปริมาณสูงประมาณร้อยละ 20-
60 และองค์ประกอบหลักเหล่านี้จะเป็นตัวก าหนดฤทธิ์ทางชีวภาพของน้ ามันหอมระเหยชนิดนั้นๆ ซึ่งอาจ
แบ่งออกเป็นหลักๆ ได้ 2-3 กลุ่ม คือ เทอร์ปีน (terpenes) เทอร์ปีนอยด์ (terpenoides) และสารกลุ่มอ่ืนๆ 
(aromatic and aliphatic compounds) โดยกว่าร้อยละ 90 มักเป็นสารประเภทโมโนเทอร์ปีน 

 น้ ามันหอมระเหยที่จะน ามาศึกษาในงานวิจัยนี้ ได้แก่ 
 

1. มะกรูด 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Citrus hystrix DC. 
ชื่อสามัญ Kaffir lime 
วงศ ์  Rutaceae 
 มะกรูดเป็นไม้ยืนต้นขนาดเล็กมีความสูงประมาณ 2-8 เมตรใบเป็นใบประกอบที่มีใบย่อยใบเดียว มี
สีเขียว รูปร่างค่อนข้างยาว มลีักษณะคอดกิ่วที่กลาง ใบเป็นตอนๆมีก้านแผ่ออกใหญ่เท่ากับแผ่นใบ ท าให้ใบ
มี 2 ตอนใบเขียวแก่ค่อนข้างหนา ขนาดยาว 2.5-5 เซนติเมตร กว้าง 3-8 เซนติเมตร ผลมีรูปร่างค่อนข้าง
กลม มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 5-7 เซนติเมตร มีสีเขียวเข้ม ผิวขรุขระเป็นลูกลื่น มีรสเปรี้ยวและขม
เล็กน้อย 
 องค์ประกอบหลักที่ได้จากใบมะกรูดมี citronellal เป็นองค์ประกอบอยู่ถึงร้อยละ 80 และ
นอกจากนี้ยังพบสารส าคัญท่ีเป็นองค์ประกอบหลักในน้ ามันหอมระเหยที่ได้จากใบมะกรูดอีกหลายชนิด คือ 
citronellol (10%), nerol, α-pinene, β-pinene, terpinene-4-ol, citronelly acetate, geraniol, 
geranial acetate, δ-cadinene, sabinene, caryophyllene, neral และ linalool 
 สารส าคัญท่ีเป็นองค์ประกอบหลักที่พบในน้ ามันหอมระเหยที่พบที่ผิวมะกรูดประกอบด้วย β-
pinene (39.3%) and limonene (14.2%) และองค์ประกอบอ่ืนๆประกอบด้วย caryophyllene, 
sabinene, citronellal, 1,8-cineol, linalool, mycene, α-pinene, α-terpineol, citronellol, 
geraniol, elemol, β-cubenene, cineolo, cyclohexanol, narigin, rutin, hesperidine, quercetin 
และ kaempferol 
 จากการศึกษาฤทธิ์ในการต้านเชื้อจุลินทรีย์ของน้ ามันหอมระเหยที่ได้จากใบมะกรูด พบว่า น้ ามัน
หอมระเหยที่ได้จากใบมะกรูดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Candida albicans และนอกจากนี้ยัง
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พบวา่ สารสกัดจากใบมะกรูดที่สกัดด้วยเอทานอลมีผลในการลดการเจริญเติบโตของเชื้อ A. flavus โดย
จากผลการทดลองพบวา่ที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. flavus 
ได้จากขนาดของเส้นผ่านศูนยก์ลาง 89.6 mm ลดลงเหลือ 41.6 mm ส าหรับฤทธิ์ในการต้านเชื้อแบคทีเรีย
พบวา่ สารสกัดจากผิวมะกรูดมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบเช่น 
Escherichia coli, Pseudomonas putida, Salmonella enterica และนอกจากนี้ยังมีผลในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis 
  

 
2. ขม้ิน 

ชื่อวิทยาศาสตร ์ Curcuma longa Linn. 
ชื่อสามัญ Turmeric 
วงศ ์  Zingiberaceae 
 ขม้ินเป็นพืชล้มลุกมีเหงาอยู่ใต้ดินมีส่วนสูงประมาณ 30-90 เซนติเมตรเจริญเติบโตได้ดีในทุก
ฤดูกาล เนื้อในของขม้ินมีสีเหลืองเข้มจนถึงสีแดงมีกลิ่นหอมเฉพาะตัว ใบเรียวยาว ปลายแหลมใบคล้ายรูป
หอก ก้านใบแคบๆมีร่องเล็กๆสีเขียวอมน้ าตาลใบขนาดกวา้งประมาณ 12-15 เซนติเมตรยาวประมาณ 30-
40 เซนติเมตร ดอกออกเป็นช่อขนาดใหญ่ มีก้านช่อแทงจากเหง้าโดยตรงแทรกข้ึนระหว่างก้านใบ กลีบดอก
มีสีเหลืองอ่อน ปลายช่อสีชมพูอ่อน เมล็ดมีลักษณะเป็นทรงกลม 
  จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของขม้ินพบว่ามีองค์ประกอบส าคัญ 2 ชนิดคือ น้ ามันหอม
ระเหยและสารผงสีเหลือง (curcuminoids) น้ ามันหอมระเหยมีประมาณร้อยละ 1.5-6.0 ซึ่งประกอบด้วย
สารประเภท sesquiterpenes หลายชนิด คือ germacrone, turmerone, bisabolene, curcumene, 
zingiberene, sesquiphellandene, diascurone, curcumenone, dehydrocurdione, 
procurcumadiol, bis-acumol, curcumenol, isoprocurcumenol, epiprocurcumenal, 
procurcumenol, zedoaronediol, curlone, turmeronol A และ turmeronol B 
 จากการศึกษาความสามารถในการต้านจุลชีพของสารสกัดจากขมิ้นด้วย  ethyl acetate 
เปรียบเทียบกับการสกัดด้วย methanol และน้ า พบวา่สารสกัดขมิ้นที่สกัดด้วย ethyl acetate ให้ผลที่ดี
ที่สุดในการต้านการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus  ที่ดื้อต่อยา methicillin และนอกจากนี้ยัง
พบวา่สารสกัดขมิ้นที่ได้จากการสกัดด้วย ethyl acetate เมื่อน าไปทดสอบฤทธิ์ต้าน Methicillin 
resistance Staphylococcus aureus  (MRSA) ร่วมกับยาปฏิชีวนะ ampicillin และ oxacillin ด้วยวิธ ี
checkboard method ผลจากการทดลองพบว่าสารสกัดขม้ินที่สกัดด้วย ethyl acetate มีผลท าให้ค่า 
MIC ที่มีต่อเชื้อ MRSA ของยาปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดลดลงซึ่งความเข้มข้นของสารสกัดขมิ้นอยู่ในช่วง 0.125-2 
มก .มล/.  
 
 3. ตะไคร้ 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Cymbopogon citrates (DC.) Stapf. 
ชื่อสามัญ Lemongrass 
วงศ ์  Poaceae 
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 ตะไคร้เป็นพืชสมุนไพรที่พบได้ทั่วไปเจริญเติบโตทุกฤดูกาล ตะไคร้เป็นพืชล้มลุกมีลักษณะล าต้นขึ้น
เป็นกอรูปทรงกระบอก แข็ง เกลี้ยง สูงประมาณ 75-120 เซนติเมตร ล าต้นใต้ดินเป็นเหง้า มีกลิ่นเฉพาะตัว 
มีสีขาวนวลหรือขาวปนม่วง ใบรูปขอบขนานแคบแผ่นใบสากและคม มีสีเขียวแกมเทา ปลายใบค่อนข้าง
แหลม ตามขอบมีขนเล็กน้อยกว้างประมาณ 1-2 เซนติเมตร ยาวประมาณ 70-100 เซนติเมตร ใบเมื่อขยี้จะ
มีกลิ่นฉุนเนื่องจากมีน้ ามันหอมระเหย ดอกขนาดเล็กเป็นช่อกระจาย  
 น้ ามันหอมระเหยที่ได้จากตะไคร้มี citral เป็นองค์ประกอบหลักประมาณร้อยละ 75-80 ซึ่งพบว่า 
citral ที่เป็นการผสมกันระหว่าง 2 streoisomeric monoterpene aldehyde คือ citral A (geranial) 
และ citral B (neral) ซึ่งพบว่า trans isomer geranial จะมีปริมาณมากกว่า cis isomer neral ส่วน
องค์ประกอบอ่ืนๆได้แก่ geranoil, myrcene, citronellal, linalool, nerol, geranyl acetate, 1,8-
cineol, citronellol, linalyl acetate, α-terpineol, α-pinene, limonene, caryopolylene, 
ocimene, terpendene, methyl heptanone และ β-caryphyllene 
 มีการศึกษาฤทธิ์ในการต้านเชือ้จุลชีพของสารสกัดตะไคร้พบว่า มีการพัฒนาครีมท่ีใช้ในการรักษา
โรคผิวหนังที่เกิดจากเชื้อราที่มีส่วนของน้ ามันตะไคร้ร้อยละ 2.5 โดยทดสอบกับเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคผิวหนัง
จ านวน 4 สายพันธุ์ คือ Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, 
Epidermorphyton floccosum และ Microsporum gypseum จ านวน 35 ตัวอย่างที่แยกได้จากผู้ป่วย 
ซึ่งผลการทดลองพบว่าครีมท่ีมีส่วนผสมของน้ ามันตะไคร้ให้ผลดีในการต้านเชื้อรา 
 ส าหรับฤทธิ์ในการต้านเชื้อแบคทีเรียของน้ ามันตะไคร้พบว่าที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.01 มีฤทธิ์ใน
การต้านการเจริญของเชื้อ H. pylori ที่ในสภาวะที่มีค่าความเป็นกรดเท่ากับ 4.0 และเมื่อท าการศึกษาใน
ระดับสัตว์ทดลองโดยท าการทดสอบในหนู ผลการทดลองพบวา่หนูที่ได้รับน้ ามันตะไคร้จะมีปริมาณของ H. 
pylori น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับน้ ามันตะไคร้  
 

4. โหระพา 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Ocimum basilicum Linn. 
ชื่อสามัญ Sweet basil 
วงศ ์  Lamiaceae 
 โหระพาเป็นพชืตระกูลล้มลุกขนาดเล็ก ทุกส่วนมีกลิ่นหอม ส าต้นเป็นสี่เหลี่ยม กิ่งอ่อนมีสีเขียวแกม
ม่วงใบเป็นใบเดี่ยว ออกเป็นคู่ตรงข้าม รูปวงรีกว้าง 2-3 เซนติเมตร ยาว 4-6 เซนติเมตร ขอบใบหยักเป็น
ฟันเลื่อยห่างๆ มีขนอ่อนปกคลุมใบและต้น ดอกต้นเป็นชั้นคล้ายฉัตร ดอกสีขาว แดงอ่อน กลีบเลี้ยงสีเขียว
แยกเป็น 2 ปาก ปากล่างมีแถบสีม่วงแดงคาดตามยาว ปากบนขนาดใหญ่กว่า ปลายแยกเป็น 4 กลีบมีใบ
ประดับสีเขียวแกมม่วง ผลรูปวงรีหรือขอบขนานแกมวงรี ยาวประมาณ 1.5 มิลลิเมตร เกสรตัวผู้ 4 อัน ผล
ขนาดเล็กเปลือกแข็ง 
 น้ ามันหอมระเหยที่ได้จากโหระพาที่ได้จากการกลั่นด้วยไอน้ า พบว่าจะมีสีเหลืองอ่อน ในใบ
โหระพามีน้ ามันหอมระเหยอยู่ประมาณร้อยละ 0.1-1.0 โดยองค์ประกอบของน้ ามันหอมระเหยเมื่อท าการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี gas chromatography พบว่าในน้ ามันหอมระเหยประกอบด้วย terpenoid, linalool 
และ 1,8 cineol มากกว่าร้อยละ 50 ของปริมาณน้ ามันหอมระเหยทั้งหมด นอกจากนี้พบว่ายัง
ประกอบด้วย methyl chavicol, eugenol, caffeic acid และ rosmarinic acid  
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 ส าหรับฤทธิ์ในการต้านการเจริญของแบคทีเรีย มีการศึกษากับเชื้อท่ีแยกได้จากผู้ป่วย ได้แก่ 
Staphylococcus, Enterococcus และ Pseudomonas โดยเชื้อสายพันธุ์ดังกลา่วข้างต้นเป็นเชื้อที่มี
ความสามารถในดื้อยาได้หลายขนานที่เรียกันว่า multidrug resistance ซึ่งจากการทดลองพบว่าน้ ามัน
โหระพามีฤทธิ์ในการต้านการเจริญของเชื้อในกลุ่มดังกล่าวข้างต้น และนอกจากนี้ยังมีการศึกษาฤทธิ์ของ
น้ ามันหอมระเหยที่สกัดด้วยน้ าต่อจุลชีพที่มีผลต่อการเน่าเสยีของอาหาร โดยทดสอบกับแบคทีเรียแกรมลบ 
ยีสต์ และรา จากผลการทดลองพบว่าน้ ามันโหระพาสามารถยับยั้งการเจริญของจุลชีพส่วนใหญ่ได้ยกเว้น 
Flavomonas, Oryzihabitans และ Pseudomonas และจากการศึกษาที่ผา่นมาพบวา่ linalool ซึ่งเป็น
สารที่เป็นองค์ประกอบหลักของน้ ามันโหระพาพบว่ามีฤทธิ์ในการต้านการเจริญของเชื้อรา Sclerotinia 
sclerotiorum, Rhizopus stolonifer และ Mucor spp. ในระบบปิด 
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มะกรูด    กะเพรา             โหระพา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
พลู    มะนาว    ตะไคร้ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
แมงลัก     ตะไคร้หอม          ฝรั่ง 

 
รูปที่ 1 ตัวอย่างพืชท่ีน ามาทดสอบโดยใช้น้ ามันหอมระเหย  
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5. กะเพรา 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Ocimum tenuiflorum Linn. 
ชื่อสามัญ Holy basil 
วงศ ์  Lamiaceae 
 กะเพราเป็นไม้พุ่ม โคนต้นเป็นไม้เนื้อแข็ง ปลายกิ่งเป็นไม้เนื้ออ่อน ทุกส่วนมีขนโดยเฉพาะสว่นที่ยัง
อ่อนอยู่จะมีขนปกคลุมมากกว่าสว่นแก่ กะเพรามี 3 สายพันธุ์คือ กะเพราแดง กะเพราขาว และกะเพรา
ลูกผสม กะเพรามีลักษณะทั่วไปคล้ายกับ O. basillicum หรือโหระพา ใบเป็นใบเลี้ยงเดี่ยว ขนและสีของใบ
ขึ้นอยู่กับพันธุ์ กะเพราแดงจะมีแผ่นใบเป็นสีม่วง กะเพราขาวใบออกสีเขียว กะเพราลูกผสมจะมีใบออกสี
ม่วงแดงอมเขียว ออกดอกเป็นช่อ กลีบดอกสีขาว 
 ในใบกะเพรามีน้ ามันหอมระเหยอยู่ร้อยละ 0.35 น้ ามันมีสีเหลืองอ่อนโดยพบว่าองค์ประกอบของ
น้ ามันกะเพรามี eugenol เป็นหลักซึ่งมีอยู่ถึงร้อยละ 70 และนอกจากนี้ยังประกอบด้วยสารหลายชนิดคือ 
camphor, cineol, methyl eugenol, caryophyllene, pinenes, sabinene, terpineol, ocimol, 
linalool, ursolic acid, rosmarinic acid และ flavonoid และนอกจากนี้พบวา่ในเมล็ดของกะเพรา
ประกอบด้วย fixed oil ซึ่งมีองค์ประกอบคือ กรดไขมัน 5 ชนิด ซึ่งพบวา่ประกอบด้วย linolenic acid 
ประมาณร้อยละ 17 และ linoleic acid มากกว่าร้อยละ 50 
 มีรายงานพบวา่สารสกัดด้วยน้ าและแอลกอฮอล์ที่ได้จากกะเพรา มีความสามารถในการต้านการ
เจริญของแบคทีเรียก่อโรคในล าไส้ ผลจากการทดลองพบว่าสารสกัดด้วยน้ าของกะเพราที่ความเข้มข้น 30 
มก./มล. มีฤทธิ์ในการต้านการเจริญของเชื้อ Klebsiella, Escherichia coli, Proteus และ 
Staphylococcus aureus ในขณะที่สารสกัดจากกะเพราที่สกัดด้วยแอลกอฮอลล์ที่มีความเข้มข้น 60 
mg/ml มีผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Vibrio cholerae 
  

6. พลู 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Piper betle  Linn. 
ชื่อสามัญ Betel vine 
วงศ ์  Piperaceae 
 พลูเป็นไม้เถาเลื้อย เนื้อแข็ง ล าต้นเกลี้ยง เลื้อยพันต้นไม้ต้นอ่ืน อาศัยรากท่ีเกาะติดตามข้อ ใบเป็น
ใบเลี้ยงเดี่ยว ออกสลับกัน รูปหัวใจหรือรูปกลมค่อนไปทางรูปรีกว้าง 8-12 เซนติเมตร ยาว 12-16 
เซนติเมตร ปลายใบแหลมหรือเรียวแหลม เนื้อใบค่อนข้างเป็นมัน สดเขียว มีกลิ่นหอมเฉพาะรสเผ็ดร้อน 
เส้นใบนูนเด่นทางด้านลา่ง ก้านใบยาว ดอกสีขาวออกเป็นช่อแน่นบนแกนยาว เป็นช่อดอกเพศผู้และช่อดอก
เพศเมีย มีใบประดับเล็กรูปรี รูปไข่กลับหรือกลม ผลกลมเล็กเบียดอยู่บนแกนใน หนึ่งผลจะมีเพียงเมล็ด
เดียวและเมล็ดค่อนข้างกลม  
 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของน้ ามันหอมระเหยที่ได้จากพลู โดยพบวา่น้ ามันพลูที่ได้จากกลั่น
ด้วยไอน้ าจะมีน้ ามันพลูอยู่ร้อยละ 0.2 (wt/wt) จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของพลูด้วย GC 
และ GC-MS พบวา่มีสารที่เป็นองค์ประกอบทั้งหมด 64 ชนิดซึ่งพบว่าสว่นใหญ่เป็นน้ ามันหอมระเหยถึงร้อย
ละ 99 โดยองค์ประกอบที่พบคือ acetyl eugenol (31.768%), tran-isoeugenol (28.322%), 4-
allyphenyl acetate (8.053%), β-caryophyllene (3.063%), germacrene-D (2.91%), α-
amorphene (2.520%), α-cadinol (2.446%) and chavicol (1.994%) 
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 จากการศึกษาผลตา้นเชื้อแบคทีเรียของพลู ผลการทดลองพบว่าใบพลูมีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรีย
ในช่องปาก เช่น Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus และ Streptococcus mutans 
และนอกจากนี้พบว่าสารสกัดจากพลูมีฤทธิ์ในการต้านการเจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค เช่น Vibrio 
cholerae, Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae และ Klebsiella aerogenes ผล
จากการทดลองท่ีผ่านมาพบวา่น้ ามันพลูมีฤทธิ์ในการต้านเจริญของเชื้อ Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Eschericchia coli และ Listeria 
monocytogenes ซึ่งเป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดอาการอาหารเป็นพิษ นอกเหนือจากนั้นน้ ามันพลูยังมีผลในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ก่อให้เกิดการบูดเสียของอาหาร อาทิเช่น Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas fluorescens, Lactobacillus planrarum, Bacillus stearothermophilus, 
Aspergillus niger, Penicillium rubrum, Candida utilis และ Saccharomyces cerevisiae 
 

7. ไพล 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Zingiber purpureum Rosc. (Z. cassumunar Roxb.) 
ชื่อสามัญ Phlai 
วงศ ์  Zingiberaceae 
 เป็นไม้ล้มลุกสูง 0.7-1.5 เมตร มีเหง้าใต้ดิน เปลือกนอกสีน้ าตาลแกมเหลือง เนื้อในสีเหลืองแกม
เขียว มีกลิ่นเฉพาะ แทงหน่อหรือล าต้นเทียมข้ึนเป็นกอประกอบด้วยกาบหรือโคนใบหุ้มซ้อนกัน ใบเดี่ยว
เรียงสลับ รูปขอบขนานแกมใบหอก กว้าง 3.5-5.5 เซนติเมตร ยาว 18-35 เซนติเมตร ดอกช่อแทงจากเหงา
ใต้ดิน กลีบดอกสีนวลใบประดับสีม่วง ผลเป็นผลแห้งรูปกลม 
 องค์ประกอบน้ ามันที่น าเหง้าใต้ดินมากลั่นด้วยไอน้ า มีลักษณะเป็นของเหลวสีน้ าตาลอ่อน มีกลิ่น
เย็น พบว่าส่วนประกอบที่ส าคัญคือ sabinene (25-45%), γ-terpinene (5-10)%, α-terpinene (2-

5%), terinene-4-ol (25-45%) และ (E)-1-(3,4-dimethoxyphenyl), butadiene (DMPBD) (1-10%) 
และนอกจากนี้ยังพบสารส าคญัในเหง้าไพล คือ cassumunarin A, B และ C ซึ่งมีโครงสร้างคล้าย 
curcumin และมีฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่น 
 มีการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดไพลพบว่าไพลมีฤทธิ์ในการต้าน การเจริญของเชื้อ 
Escherichia coli และ Fusarium oxysporum  และนอกจากนี้ยังมีการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ของ
เจลฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่มีน้ ามันไพลเป็นส่วนประกอบ พบว่าเจลฆ่าเชื้อที่มีน้ ามันไพลเป็นองค์ประกอบอยู่ร้อย
ละ 5 มีฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคผิวหนังที่อยู่ในกลุ่มของ M. gypseum, E. floccosum, 
T. mentagrophytes, T. rubrum  และยีสต์ในกลุ่ม C. albicans และ C. neoformans โดยมีค่า MFC 
อยู่ใยช่วง 13.8-39.5 มก./มล. แต่เมื่อน าไปทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบในกลุ่มของ S. 
aureus, S. pyogenes, B. subtilis S. epidermidis, E. coli, S. typhi, P. aeruginosa, K. 
pneumoniae และ P. vulgaris พบวา่ครีมดังกล่าวข้างต้นให้ฤทธิ์ไม่ดีเท่าที่ควรในการต้านการเจริญของ
เชื้อ  
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8. แมงลัก 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Ocimum americanum Linn. 
ชื่อสามัญ Hairy basil 
วงศ ์  Lamiaceae 
 แมงลักเป็นไม้ล้มลุก ล าต้นตั้งตรง แตกกิ่งก้านมาก มีกลิ่นหอม สูงประมาณ 0.3-1 เมตรล าต้นและ
กิ่งก้านเป็นเหลี่ยม สีเขียวแกมเหลือง เมื่อยังอ่อนมีขนสีขาวหนาแน่น รูปใบหอกถึงรูปวงรี โคนใบเป็นรูปลิ่ม 
ปลายใบแหลม ขอบใบเรียบ มีต่อมน้ ามันทั่วไป ดอกออกเป็นช่อตามบริเวณปลายกิ่งหรือยอด ดอกมี
ลักษณะเป็นกลีบสีขาว ผลมีสนี้ าตาลเข้ม มีขนาดเล็ก 
 น้ ามันจากใบและดอกของแมงลักที่สกัดโดยการกลั่นด้วยน้ า มีสารประกอบ monoterpene และ 
sesquiterpene ซึ่งมีสารประกอบที่ส าคัญได้แก่ limonene, 1,8-cineol, δ-cadinene, α-pinene และ 
α-terpineol เมล็ดแมงลักประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรตหลายชนิด ซึ่งเป็นสารโมเลกุลใหญ่และสารประกอบ
อ่ืนๆ เช่น camphene, mucilage, myrcene oil, D-glucose เป็นต้น 
 จากการศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและราของน้ ามันแมงลักพบว่า น้ ามันแมงลักมีฤทธิ์ในการต้านการ
เจริญของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus subtilis, B. megaterium, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus  faecalis, Enterococcus faecium, 
P. vulgaris และ S. epidermis ฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อราในกลุ่ม Aspergillus niger, Rhizopus 
stolonifer, R. oryzae, Candida albicans และ Collectotrichum musae  

 
9. ฝรั่ง 

ชื่อวิทยาศาสตร ์ Psidium guajava L. 
ชื่อสามัญ Guava 
วงศ ์  Myrtaceae 
 ฝรั่งเป็นไม้ยืนต้นสูง 3-10 เมตร ต้นเกลี้ยงมัน เปลือกต้นเรียบ ใบเดี่ยว กิ่งอ่อนเป็นสี่เหลี่ยม ยอด
อ่อนมีขนสั้นๆ ใบเป็นใบเดี่ยว เรียงตรงข้าม รูปวงรีแกมขอบขนาน ดอกเป็นดอกเดี่ยวหรือช่อ 2-3 ดอกออก
ที่ซอกใบ ผลบริโภคได้ทั้งดิบและสุก 
 ใบฝรั่งมีน้ ามันหอมระเหยที่มีองค์ประกอบ α-pinene, β-pinene, limonene, menthol, 
terpenyl acetate, isopropyl alcohol, longicyclene, caryophyllene, β-bisabolene, cineol, 
caryophyllene oxide, β-copanene, farnesene, humulene, selinene, cardinene และ 
curcumene 
 มีการใช้ใบฝรั่งส าหรับแก้ท้องเสีย ท้องเดิน ปวดท้องกันมาแต่โบราณ และมีรายงานฤทธิ์ฆ่าเชื้อและ
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ พบว่า สารสกัดน้ าและแอลกอฮอล์ของใบฝรั่งสามารถยับยั้งการเจริญของ 
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
enteritidis, Bacillus cereus, Proteus spp., Shigella spp. และ Escherichia coli ซึ่งเป็นสาเหตุของ
การติดเชื้อในทางเดินอาหารได้ โดยสารส าคัญท่ีพบ คือ อนุพันธุ์ของ quercetin นอกจากนี้สารสกัดใบฝรั่ง
ยังมีฤทธิ์ต้านเชื้อ P. acnes ได้อีกด้วย 
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10. มะนาว 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Citrus aurantifolia, Sevingle 
ชื่อสามัญ Lime 
วงศ ์  Rutaceae 
 มะนาวเป็นไม้ในตระกูลส้ม  เป็นไม้ผลยืนต้นขนาดเล็ก มีลักษณะเป็นทรงพุ่ม มีความสูงเฉลี่ย 10-
20 ฟุต  ใบของมะนาวมีลักษณะเป็นใบเดี่ยว มีขนาดเล็กกว้างประมาณ 3-6 ซม. ยาวประมาณ 6-12 ซม. 
รูปร่างเป็นแบบรีหรือทรงไข่ ฐานใบมีลักษณะกลม ปลายใบมีรูปแหลม ป้าน ดอกมะนาวอาจเกิดเป็นดอก
เดี่ยวหรือช่อก็ได้ ผลมะนาวมรีูปร่างแตกต่างกันไปตามชนิดของพันธุ์ มีทั้งรูปร่างยาวรี รูปไข่ และรูปรา่งกลม 
น้ ามะนาวนิยมใช้รักษาอาการไอ  ขับเสมหะ  ท าให้ชุ่มคอ  ช่วยย่อยอาหาร ส่วนเปลือกผลมีฤทธิ์ขับลม  แก้
ท้องอืดท้องเฟ้อ  
 มะนาวมีน้ ามันหอมระเหยที่มีองค์ประกอบของ limonene เป็นหลักถึงร้อยละ 85.5 นอกจากนั้น
ยังพบ telinene, myrcene, sabinene และ pinene มีรายงานว่าสารสกัดเมทานอลของมะนาวมีฤทธิ์
ต้านเชื้อ E. coli และ S. aureus ได้ดีมาก นอกจากนี้น้ ามันหอมระเหยจากผิวของผลมะนาวยังยับยั้งเชื้อ B. 
subtilis, B. cereus และ S. aureus ได้ดีอีกด้วย 
 

11. ตะไคร้หอม 
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Cymbopogon nardus (Linn.) Rendle  
ชื่อสามัญ Citronella grass 
วงศ ์  Gramineae 
 ตะไคร้หอมเป็นไม้ล้มลุกที่เกิดจากหัวหรือเหง้าที่อยู่ใต้ดิน ล าต้นจะตั้งตรง แต่จะแตกออกมาเป็นกอ 
ที่โคนจะเป็นกาบชั้นๆ เหมือนกับตะไคร้บ้าน แต่ใบจะยาวกวา่ตะไคร้บ้าน แต่ล าตน้จะเป็นสีแดง สูง
ประมาณ 2 เมตร 
 น้ ามันตะไคร้หอมประกอบไปด้วย monoterpenes หลากหลายชนิด นอกจากนี้ยังพบ 
citronellyl acetate, β-bourbonene, geranyl acetate, elemol, l-borneol, และ nerol อีกด้วย มี
รายงานวา่น้ ามันตะไคร้หอมมีฤทธิ์ต้าน P. acnes ได้ดี โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่ที่ 0.005–0.3 และ 
0.6–1.2 มคล./มล.นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านการอักเสบอีกด้วย 
 

12. กระชาย  
ชื่อวิทยาศาสตร ์ Boesenbergia rotunda  (L.) Mansf. 
ชื่อสามัญ Finger root 
ชื่อวงศ์    Zingiberaceae 

กระชายเป็นไม้ล้มลุกไม่มีล าต้นบนดิน มีเหง้าใต้ดินซึ่งแตกรากออกไปเป็นกระจุก อวบน้ า ใบเดี่ยว
เรียงสลับเป็นระนาบเดียวกัน รูปขอบขนานแกมรูปไข่ ตรงกลางด้านในของก้านใบมีร่องลึก ดอก ช่อ ออก
แทรกอยู่ระหว่างกาบใบที่โคนต้น กลีบดอกสีขาวหรือชมพูอ่อน ส่วนเหง้านิยมใช้แก้ โรคในปาก เช่น     
ปากเปื่อย ปากเป็นแผล ปากแห้ง  

น้ ามันหอมระเหยประกอบด้วย trans-β-Ocimene 26.81%, camphor 23.71%, 1,8-cineole 
16.92%, camphene 8.1%, geraniol 10.91%,  cis-ocimene 3.12%, methyl-cis-cinnamate 
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3.11%, limonene 2.23%, linalool 1.77%,  -pinene 0.91%,  β-terpineol 0.75%,  β-
myrcene 0.55%,  β-farnesene 0.34%,  trans-β-Bergamotene 0.33%, neryl acetate 0.26% 
และ β-bisabolene 0.17% 

 
13. กานพลู   

ชื่อวิทยาศาสตร ์ Syzygium aromaticum  (L.) Merr. & L.M.Perry 
ชื่อสามัญ Clove  
ชื่อวงศ์    Myrtaceae 

กานพลูเป็นไม้ยืนต้น ใบเดี่ยวเรียงตรงข้ามรูปวงรีหรือรูปใบหอก ขอบเป็นคลื่น ใบอ่อนสีแดงหรือ
น้ าตาลแดง เนื้อใบบางค่อนข้างเหนียว ผิวมัน ดอกช่อออกที่ซอกใบ กลีบดอกสีขาว ดอกตูมแห้งนิยมใช้แก้
ปวดฟัน แก้ท้องเสีย ขับลม แกท้้องอืดเฟ้อ ดับกลิ่นปาก  

น้ ามันหอมระเหยที่ได้จากการกลั่นด้วยไอน้ ามีฤทธิ์ยับยั้ง Salmonella typhimurium TISTR 
292,  Salmonella  enteritidis  DMST 17368, Escherichia coli  TISTR 292, Clostridium 
perfringens  DMST  15191, Campylobacter jejuni  DMST 15190 และน  ้ามันหอมระเหยมีฤทธ์
ยับยั้ง Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,  Klebsiella pneumoniae, Proteus  vulgaris, 
Pseudomonas aeruginosa, และ Escherichia coli โดยมี ค่า MIC >6.4,  >3.2, >6.4, >3.2, >1.6, 
>1.6 mg/mL ตามล าดับ 

องค์ประกอบทางเคมีในน้ ามันหอมระเหยในดอกตูมประกอบด้วย eugenol 96.24% และ แ
caryophyllene 1.06% ส่วนในใบประกอบด้วย eugenol 76.8%, β-caryophyllene 17.4%, -
humulene 2.1% และ eugenol acetate 1.2%  

 
14. อบเชย 

ชื่อวิทยาศาสตร์: Cinnamomum zeylanicum (อบเชยเทศ) 
  Cinnamomum cassia (อบเชยจีน) 
  Cinnamomum loureirii (อบเชยญวน) 
  Cinnamomum burmannii (อบเชยชวา) 
  Cinnamomum  bejolghotha (อบเชยไทย) 
ชื่อสามัญ Cinnamon  
ชื่อวงศ์  Lauraceae  

อบเชยเป็นไม้ยืนต้นขนาดกลาง ไม่ผลัดใบ เปลือกหนาใบรูปหอกปลายและโคนแหลม เส้นใบ
ตามยาว 3 เส้น ใบค่อนข้างหนาและผิวเรียบมันสีชมพูอมแดงและจะเปลี่ยนเป็นสีเขียวเข้มเมื่อแก่ ดอกเล็ก
เป็นช่อตามปลายกิ่งมีสีเหลืองอ่อน ผลมีสีด ารูปไข่ ผิวเปลือกเรียบบาง อบเชยเทศมีการปลูกมากในศรีลังกา 
จัดเป็นอบเชยที่มีคุณภาพดีที่สุด อบเชยชอบอากาศร้อนชื้น อุณหภูมิเฉลี่ย 20 องศาเซลเซียส หลังจากปลูก
ไปแล้ว 2 - 3 ปี จะสามารถเก็บเกี่ยวได้ กิ่งหรือต้นที่เหมาะสมส าหรับตัดคือ ต้นที่มีขนาดเท่านิว้มือ ยาว
ประมาณ 6- 8 ฟุต ตัดให้เหลือโคนต้นสูงจากพื้นดิน 10 - 15 เซนติเมตร เพื่อให้แตกยอดใหม่ ซึ่งจะสามารถ
ตัดได้ทุก 2 - 3 ปี และควรตัดในฤดูฝนซึ่งจะสามารถลอกเปลือกได้ง่าย วิธีลอกเปลือกโดยการใช้มีดกรีดตาม
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ความยาวกิ่ง 2 ด้าน ตรงกันข้ามกัน เพื่อแบ่งออกเป็น 2 ส่วน แชะเปลือกออกจากกัน น าไปผึ่งไว้เมื่อเปลือก
เริ่มแห้งจะหดตัว ม้วนงอ น าเปลือกมาม้วนเรียงต่อๆ กัน จนเป็นท่อนยาวแน่น น าไปตากแดด 3 วัน และผึ่ง
ในที่ร่มอีก 3 วัน ผลผลิตอบเชยแห้ง 8 - 10 กิโลกรัมต่อไร่ และผลผลิตจะเพิ่มข้ึนเมื่ออายุมากข้ึน 

ในประเทศไทยส่วนใหญ่ใช้เปลือกเป็นเครื่องเทศ เครื่องหอม และท ายาต ารับแผนโบราณ เช่น ใช้
ในการแก้จุกเสียด แน่นท้อง หรือใช้ในการท ายานัตถุ์ใช้สูดดมเพื่อความสดชื่น ลดอาการอ่อนเพลีย แก้โรค
ท้องร่วงเพราะมีส่วนช่วยต้านแบคทีเรียในกระเพาะอาหาร ขับปัสสาวะ ช่วยในการย่อยอาหารและสลาย
ไขมัน 
 องค์ประกอบหลักที่พบในช่ออบเชย ประกอบด้วยเทอร์ปีนไฮโดรคาร์บอน (terpene 
hydrocarbons) ร้อยละ 78 ออกซิเจเนทเทอร์ปีนอยด์ (oxygenated terpenoids)ร้อยละ 9 ซึ่ง
สารประกอบหลัก ได้แก่ alpha-Bergamotene ร้อยละ 27.38 และ alpha-copaene ร้อยละ 23.05 

องค์ประกอบที่พบในเปลือกอบเชย คือ α-Pinene ร้อยละ 1.64 Benzaldehyde ร้อยละ 9.94 
1,8-Cineole ร้อยละ 1.55 Limonene ร้อยละ 4.42 Linalool ร้อยละ 1.38  trans-Cinnamaldehyde
ร้อยละ 68.95 Eugenol ร้อยละ 2.77 trans-Cinnamyl acetate ร้อยละ 7.44 และ trans-Cinnamic 
acid ร้อยละ1.15 

มีการศึกษาพบวา่น้ ามันซินนามอนเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยค่าที่ต่ าซึ่งน้อยกว่า 20 มคล./มล. สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ รวมทั้งเชื้อรา ด้วยค่าminimum inhibitory concentration 
(MIC) ดังนี้ Staphylococcus aureus 0.56 มก./มล .Streptococcus pneumonia น้อยกว่า 0.04 มก./
มล. Enterobacter aerogenes 0.56 มก./มล Escherichia coli 1.12มก./มล. Klebsiella 
pneumoniae 0.14 มก./มล. Pseudomonas aeruginosa 0.28 มก./มล. .Salmonella 
typhimurium 0.14 มก./มล. Clostridium perfringens 0.14มก./มล. Listeria monocytogenes 0.56 
มก./มล  และ Candida albicans 0.07มก./มล. 
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บทที่ 2 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
2.1 การเก็บรวบรวมเชื้อทดสอบ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาต่างๆ ในประเทศไทย 

ท าการติดต่อและเก็บรวบรวม  P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาจากโรงพยาบาลตา่งๆ จากทั่วประเทศ
ไทย ดังต่อไปนี้  

ภาคกลาง – โรงพยาบาลศิริราช  
              โรงพยาบาลรามาธิบดี  
ภาคเหนือ – โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ – โรงพยาบาลศรีนครินทร์ ขอนแก่น 
                                  โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ อุบลราชธานี 
ภาคใต้ – โรงพยาบาลสรุาษฏร์ธานี  
            โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ 
ภาคตะวันออก – โรงพยาบาลชลบุรี 
                     โรงพยาบาลศูนย์ระยอง 

 
2.2 การทดสอบเอกลักษณ์ทางด้านจุลชีววิทยา/ชีวเคมีและการทดสอบการดื้อต่อยา 

น าเชื้อ P. aeruginosa มาทดสอบเอกลักษณ์ แล้วคัดแยกโดยวิธ ีdisk diffusion และคัดเลือกเชื้อ
ที่จัดเป็น multidrug resistant P. aeruginosa โดยยาที่ใช้ในการคัดแยกเชื้อ ประกอบด้วย gentamicin 
imipenem/meropenem, ciprofloxacin, ceftazidime, piperacillin โดยเกณฑ์ทีใช้ในการตัดสินเชื้อ 
P. aeruginosa สายพันธุ์ที่จัดเป็น MDR จะตัดสินตาม zone of inhibition โดยใช้เกณฑ์ของ Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2009  ดังตารางที่ 2  

การค านวณทางสถิติท าโดยใชโ้ปรแกรม SPSS 14.0 โดยเปรียบเทียบความแตกต่างของชุดข้อมูล
ด้วยวิธี  chi square test  
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ตารางท่ี 2   Zone of inhibition โดยใช้เกณฑ์ของ Clinical and Laboratory Standards Institute  
               (CLSI) 2009   
 

Antimicrobial 
Agent 

Disk Content Zone Diameter, Nearest Whole mm 

R I S 
Ceftazidime 
 

30 µg ≤ 14 15 - 17 ≥ 18 

Imipenem 
 

10 µg ≤ 13 14 - 15 ≥ 16 

Meropenem 
 

10 µg ≤ 13 14 - 15 ≥ 16 

Gentamicin 10 µg ≤ 12 13 - 14 ≥ 15 

Ciprofloxacin 
 

5 µg ≤ 15 16 - 20 ≥ 21 

Piperacillin 100 µg ≤ 17 - ≥ 18 
 

2.3 การทดสอบความไวของเชื้อต่อน้ ามันหอมระเหย 

  2.3.1 น้ ามันหอมระเหย 
   น้ ามันหอมระเหยซื้อจาก Thai-China flavors & fragrances industry Co., Ltd. ได้แก่ 
betel vine oil, cinnamon bark oil, citronella oil, clove oil, clove leaf oil, galanga oil, guava 
leaf oil, hairy basil oil, holy basil oil, kaffir lime oil, kaffir lime leaf oil, lemon oil, 
lemongrass oil, lesser galangal oil, plai oil, sweet basil oil, and turmeric oil 
  
  2.3.2 แบคทีเรียและสภาวะเลี้ยงเชื้อ 
   น าเชื้อ P. aeruginosa จาก stock มา subculture ลงใน Tryptic Soy Broth (TSB) 
แล้วน าไปบ่มใน shaking rotabucni  ที่อุณหภูมิ  37C เป็นเวลา  16-18 ชั่วโมง จากนั้นปิเปตเชื้อที่ได้
ปริมาตร 0.5 ml ลงใน TSB 49.5 ml แล้วน าไปบ่มใน shaking incubator ที่อุณหภูมิ  37C, 200 rpm 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
 
 2.4  การทดสอบความไวของเชื้อต่อน้ ามันหอมระเหยด้วยวิธี broth microdilution               

      (Antibacterial susceptibility test)  
เริ่มจากการทดสอบน้ ามันหอมระเหย 17 ชนิดกับ P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐาน จากนั้น

จึงคัดเลือกน้ ามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ดี 2-3 ชนิดจากท้ังหมด เพื่อทดสอบกับ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อ
ยาที่แยกได้จากผู้ป่วย 20 สายพันธุ ์
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2.4.1 การทดลองหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (CIM) 
         - เตรียมน้ ามันหอมระเหยให้มีความเข้มข้นร้อยละ 2 v/v โดยใช้ essential oil: tween 
80: 95% ethanol: TSB ในอัตราส่วน 2: 4: 6: 88 
     - น าเชื้อที่เลี้ยงใน  BST อุณหภูมิ  37C เป็นเวลา 1.5-2 ชั่วโมง มาปรับความขุ่น (OD) 
ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้ absorbance เท่ากับ 0.1 
         - ปิเปต TSB ปริมาตร 90 l ใส่ใน 96-well plate (รูปที่ 2) ทุกหลุมยกเว้นแถว A   
        - ปิเปตน้ ามันหอมระเหยที่ต้องการทดสอบปริมาตร 90 l ใส่ลงทุกหลุมของแถว  A และ 
T โดยน้ ามันหอมระเหยแต่ละชนิดท า 3 ซ้ า  
 

 
รูปที่ 2 96-well plate ส าหรับหาค่า  CIM  

 
 - เจือจางสารจากแถว B จนถึงแถว H ด้วยวิธี two-fold serial dilution  

         - เติมเชื้อท่ีปรับความขุ่น (OD) แล้วปริมาตร 10 l ลงในทุกหลุม ซึ่งจะได้ความเข้มข้น
สุดท้ายดังตารางที่ 2 

- น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูม ิ37C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
          - บันทึกและแปลผล โดยค่า MIC คือ ความเข้มข้นที่น้อยท่ีสุดของสารที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อได้ ได้จากหลุมที่ความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหยน้อยที่สุดที่สารละลายในหลุมยังใสอยู่ 
 
  2.4.2 การทดลองหาค่า Minimum Bactericidal Concentration (CMC) 
 - สารจากทุกหลุมที่ใส ปริมาตร 10 l หยดลงบน TSA plate ที่เตรียมไว้ (รูปที่ 3) 
 - น า TSA plate ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
 - บันทึกและแปลผล โดยค่า MBC คือ คือ ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดของสารที่สามารถฆ่า
เชื้อได้ โดยดูจากความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหยที่น้อยที่สุดที่ท าให้ไม่มีเชื้อเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ 
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ตารางท่ี 3 การเตรียมสารและความเข้มข้นสุดท้ายส าหรับการทดสอบความไวของเชื้อ 
 

แถว 
TSB 
(l) 

Essential oil  
ปริมาณเชื้อ
(l) 

Final concentration 
l/ml %v/v 

A - 90 l of stock solution 10 18.00 1.8000 
B 90 90 l of stock solution 10 9.00 0.9000 
C 90 90 l from B 10 4.50 0.4500 
D 90 90 l from C 10 2.25 0.2250 
E 90 90 l from D 10 1.12 0.1125 
F 90 90 l from E 10 0.56 0.0562 
G 90 90 l from F 10 0.28 0.0281 
H 90 90 l from G 10 0.14 0.0141 

      
 

 
    

รูปที ่3 การเตรียม TSA plate ส าหรับหาค่า MBC 
 
 

 2.5 การหาสารออกฤทธิ์ในน้ ามันหอมระเหยโดยวิธี Bioautography 
  

คัดเลือกน้ ามันหอมระเหยที่ออกฤทธิ์ดีที่สุด โดยพิจารณาจากค่า MIC และ MBC ต่อเชื้อ P. 
aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยาทั้ง 20 สายพันธุ ์ 
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 2.5.1 การท า TLC 
 -  เตรียม system ซึ่งประกอบด้วย toluene : ethyl acetate (93:7) แล้วทิ้งให้อ่ิมตัว 
   ประมาณ 1 ชั่วโมง 30 นาท ี
 -  เตรียมสารมาตรฐาน ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์หลักของน้ ามันหอมระเหย ให้ได้ความเข้มข้น 
             ร้อยละ 0.2 v/v เพื่อใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงในการแปลผล โดยใช ้eugenol และ  
             cinnamaldehyde ส าหรับน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยเตรียมร้อยละ 5 v/v  
 -  spot สารมาตรฐานและนา้มันหอมระเหยที่เตรียมไว้บนแผ่น TLC aluminium silica  
             gel GF254 โดยทาไว้เหมือนกัน 2 แผ่น ดังนี้  
  spot ที ่1 คือ สารละลายน้ ามันเปลือกอบเชย  
  spot ที ่2 คือ สารละลายมาตรฐาน eugenol  
  spot ที ่3 คือ สารละลายมาตรฐาน cinnamaldehyde  
 -  น าแผ่น TLC ไป develop ใน system ที่เตรียมไว้ เมื่อถึงระยะที่ก าหนดจึงน าขึ้นมา 
    และทิ้งให้ solvent ระเหยออกไปจนหมด  
 -  น า TLC แผ่นที่หนึ่งไปถ่ายภาพภายใต้ UV ความยาวคลืน่ 254 และ 366 นาโนเมตร  
    จากนั้นพ่นด้วย anisaldehyde-sulphuric acid แล้วให้ความร้อน 110C นาน 5  

     นาท ี 
 -  จากนั้นถ่ายภาพภายใต้แสงขาว เพื่อใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงในการแปลผล ส่วน TLC แผ่นที่ 
    สองน าไปใช้ในการทดสอบด้วย bioautography  
 
 2.5.2 การเตรียม Agar base และ Agar seed  
 - เตรียม agar base โดยใช้อัตราส่วน TSB 30 กรัม และ agar 15 กรัม ต่อน้ากลั่น 1  
   ลิตร ผสมให้เข้ากันใน erlenmeyer flask  
 - เตรียม agar seed โดยใช้อัตราส่วน TSB 30 กรัม และ agar 11 กรัม ต่อน้ากลั่น 1  
   ลิตร ใส่ใน test tube หลอดละ 13.5 ml  
 - น า agar base และ agar seed เข้า autoclave อุณหภูมิ 121C 15 นาท ี 
 - เท agar base ลงใน Petri dish ที ่sterile แล้ว ทิ้งไว้ให้แข็งตัว  
 
 2.5.3 การทดลอง Bioautography  
 - น าเชื้อ P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐานที่เลี้ยงใน TSB อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา  
   1.5-2 ชั่วโมง มาปรับความขุ่น (OD) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น  
   600 นาโนเมตร ให้ได้ absorbance เท่ากับ 0.1 (จ านวนเชื้อประมาณ 108 cfu/ml)  
 - จากนั้นเจือจางด้วย 0.9% NSS ด้วยวิธี two-fold serial dilution จนได้จานวนเชื้อ 
            ประมาณ 106 cfu/ml  
 - น าแผ่น TLC ที่ develop แล้ววางบน agar base ที่แข็งแล้ว โดยหงายด้าน silica gel  
            ขึ้น  
 - ปิเปตเชื้อที่เตรียมไว้ 1.5 ml ลงใน agar seed ที่อุณหภูมิประมาณ 40-45C แล้วเทลง 
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            บน agar base ที่มีแผ่น TLC วางอยู่ รอจนแข็งตัว  
 - น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  
 - บันทึกและแปลผล จากตาแหน่งที่เกิด clear zone เทียบกับแผ่น TLC ที่พ่นด้วย  
             anisaldehyde-sulphuric acid 

 
2.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อด้วยวิธี Gaseous contact 

ในการทดลองนี้ จะท าการเจือจางน้ ามันหอมระเหยและสารในกลุ่ม terpenes ที่ความเข้มข้นต่างๆ  
แล้วน ามาหยดบนฝาจานเพาะเลี้ยง แล้วน าสว่นฐานที่ได้เติมเชื้อ P. aeruginosa ไว้มามาอังไอระเหยใน
สภาวะปิด บ่มเพาะที่ 37C เป็นเวลา 24 ชม. จากนั้นอ่านค่า minimal inhibitory dose (MID) โดยดู
ความเข้มข้นต่ าสุดของสารที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อใน plate ได้ ดังนี้ 

- เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB   ที่ 37C ความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 16- 
    18 ชม. 
- น าเชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้มาปรับความขุ่นกับ 0.5 McFarland เพื่อจะได้ความเข้มข้นของ 
    เชื้อเท่ากับ 108cfu/ml ท าการเจือจางเชื้อแบคทีเรีย 1000 เท่า 
- น าแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบมา Spread plate  บนอาหารแข็ง TSA   
- หยดสารที่ต้องการทดสอบลงบนกระดาษซึ่งวางบน aluminum foil ปริมาตร 200 µl  ซึ่งถูก 
    เจือจางด้วย DMSO อัตราส่วน   1:1   1:2  และ 1:4  ตามล าดับ โดยในชุดควบคุมจะใส่แค่  
    DMSO ไม่ใส่น้ ามันหอมระเหย 
- บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ระบบปิด เป็นเวลา 24 ชม. 
- บันทึกผลการทดลองเพื่อหาค่า MID  

 
 

2.7 การทดสอบการเสริมฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหย/สารในกลุ่ม terpenes และยาต้านจุลชีพ 
ทีใ่ช้ในการรักษาการติดเชื้อ P. aeruginosa 

 ในการทดลองนี้จะท าการทดสอบความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
ระหว่างสาร 2 ชนิด โดยใช้ความเข้มข้นของสารทดสอบและยาในระดับตา่งๆกัน เพื่อตรวจสอบการออก
ฤทธิ์ว่าให้ผลเสริมฤทธิ์ หักล้าง หรือไม่มีผลใดต่อกัน โดยก าหนดความเข้มข้นการสารทดสอบดังตารางที่ 4 
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 ตารางท่ี 4 การทดสอบการออกฤทธิ์ของสาร 2  ชนิดแบบ Checkerboard Assay 
 
สาร A        

2 MICA 
2 MICA 2 MICA 2 MICA 2 MICA 2 MICA 2 MICA  

0 0.125MICB 0.25 MICB 0.5 MICB MICB 2MICB  

MICA 
MICA MICA MICA MICA MICA MICA  

0 0.125MICB 0.25 MICB 0.5 MICB MICB 2MICB  

0.5 MICA 
0.5 MICA 0.5 MICA 0.5 MICA 0.5 MICA 0.5 MICA 0.5 MICA  

0 0.125MICB 0.25 MICB 0.5 MICB MICB 2MICB  

0.25 MICA 
0.25 MICA 0.25 MICA 0.25 MICA 0.25 MICA 0.25 MICA 0.25 MICA  

0 0.125MICB 0.25 MICB 0.5 MICB MICB 2MICB  

0.125 MICA 
0.125 MICA 0.125 MICA 0.125 MICA 0.125 MICA 0.125 MICA 0.125 MICA  

0 0.125MICB 0.25 MICB 0.5 MICB MICB 2MICB  

0 
0 0 0 0 0 0  
0 0.125MICB 0.25 MICB 0.5 MICB MICB 2MICB  

 0 0.125MICB 0.25 MICB 0.5 MICB MICB 2MICB สาร B 
 

แล้วน าผลการทดลองท่ีได้มาค านวณหาค่า FICindex ตามสูตรต่อไปนี้ 
   FICindex  =   (A/MICA) + (B/MICB) 

 โดย A คือ ความเข้มข้นต่ าสุดของสาร A ที่ยั้บยั้งการเติบโตของเชื้อได้ เมื่อมี  
            สาร B อยู่ด้วย 

  B       คือ  ความเข้มข้นต่ าสดุของสาร B ที่ยั้บยั้งการเติบโตของเชื้อได้ เมื่อมี 
                สาร A อยู่ด้วย 

  MICA  คือ  MIC ของสาร A เมื่อมีสาร A เท่านั้น 
  MICB  คือ  MIC ของสาร B เมื่อมีสาร B เท่านั้น 

 ถ้า   FIC index น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.5 แสดงว่าเมื่อให้สารทั้งคู่ร่วมกันจะมีการเสริมฤทธิ์กัน 
  FIC index อยู่ระหว่าง 0.5 ถึง 4.0 แสดงว่าเมื่อให้สารทั้งคู่ร่วมกันจะไม่มีผลของฤทธิ์ต่อ

กัน 
  FIC index มากกว่า 4.0 แสดงว่าเมื่อให้สารทั้งคู่ร่วมกันจะมีฤทธิ์ต่อต้านกัน 
 
 น้ ามันหอมระเหยและสารส าคัญท่ีคัดเลือก จะถูกน ามาทดสอบกับยาต้านจุลชพีที่ใช้ในการ
รักษาการติดเชื้อ P. aeruginosa 7 ชนิด คือ ceftazidime (CAZ), piperacilin (PIP), colistin sulfate 
(COL), meropenem (MEM), doripenem (DOR), imipenem (IMI) and ciprofloxacin (CIP) 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัย 

 
3.1 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียและการทดสอบการดื้อยาของเชื้อตัวอย่าง 

 เมื่อน าแบคทีเรียที่เก็บรวบรวมได้จากโรงพยาบาลในภูมิภาคต่างๆ มาพสิูจน์เอกลักษณ์โดยวิธีทาง
จุลชีววิทยาและชวีเคมีเพื่อยืนยันลักษณะจ าเพาะของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa พบวา่ เชื้อที่ได้
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง เจริญได้ดีในที่มีออกซิเจน และเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ cetrimide ซ่ึง
เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่จ าเพาะ นอกจากนี้ยังสามารถสรา้งเอนไซม์ oxidase และให้ผล alkaline/no 
change ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSI พบวา่ เชื้อทั้งหมด 553 เชื้อเป็น P. aeruginosa และในจ านวนนี้ 329 
เชื้อจัดเป็น multidrug-resistant P. aeruginosa ซึ่งสามารถจัดแบ่งออกตามขนาดและลักษณะของ
โรงพยาบาล และภูมิภาคได้ดังตารางที่ 5 
 
ตารางท่ี 5  แบคทีเรียท้ังหมดที่เก็บรวบรวมได้จากโรงพยาบาลต่างๆ ที่จัดเป็น multidrug-resistant  
                P. aeruginosa 

Type of 
Hospital 

Region of 
Thailand 

Hospital (Province) 
Number of MDR  
P. aeruginosa 

University 
Hospital 

Central  Ramathibodi Hospital (Bangkok) 33 
Central Siriraj Hospital (Bangkok) 27 

Northeast Srinagarind Hospital (KhonKaen) 49 

North 
MaharajNakorn Chiang Mai Hospital 
(Chiangmai) 

55 

South 
Songklanagarind Hospitlal 
(Songkhla) 

21 

Regional 
Hospital 

 

Northeast 
Sappasithiprasong Hospital  
(Ubonratchathani) 

50 

South SuratThani Hospital (Suratthani) 27 
East Chonburi Hospital (Chonburi) 31 
East Rayong Hospital (Rayong) 36 

Total   329 
  
 นอกจากนี้เมื่อน าเชื้อทั้งหมดมาทดสอบการดื้อต่อยาด้วยวิธี disc diffusion ตาม Clinical and 
Laboratory Standards Institute Guideline โดยเลือกใช้ยา imipenem, meropenem, doripenem, 
ceftazidime, piperacillin, ciprofloxacin และ gentamicin พบว่า โดยเฉลี่ยนั้นเชื้อทั้งหมด 329 เชื้อ 
ส่วนใหญ่มีอัตราการดื้อต่อยาสูงกว่าร้อยละ 50 ส าหรับยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมสท์ั้งสามชนิด คือ 
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imipenem, meropenem และ doripenem พบอัตราการดื้อต่อยากลุ่มนี้ต่ ากวา่กลุ่มอ่ืนอย่างเด่นชัด 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งยา doripenem ซึ่งเป็นยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ตัวใหม่ที่น ามาใชใ้นประเทศไทยที่พบ
อัตราการดื้อต่อยาน้อยกว่าร้อยละ 40 (ตารางที่ 6) เป็นที่น่าสังเกตว่า เชื้อสายพันธุ์ที่ไดร้ับจากโรงพยาบาล
มหาวิทยาลัย มีอัตราการดื้อต่อยาสูงกว่าโรงพยาบาลศูนยใ์นภูมิภาคต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งจะเห็นความ
แตกต่างอย่างชัดเจนส าหรับยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ ทั้งนี้เป็นไปได้วา่ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยมักได้รับ
การโอนย้ายผู้ปว่ยที่มีการติดเชื้อที่ซับซ้อนรักษาได้ยากจากโรงพยาบาลอื่นๆ จึงมีอัตราการใช้ยาในกลุ่มนี้สูง 
เมื่อพิจารณาถึงอัตราการดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ในเชื้อ multidrug-resistant P. aeruginosa ที่
คัดเลือกมา พบถึง 240 เชื้อใน 329 เชื้อคิดเป็นร้อยละ 72.95 (ตารางที่ 7) 
 เมื่อศึกษาเพิ่มเติมการดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ในเชื้อ multidrug-resistant P. aeruginosa 
ที่คัดเลือกมา ไม่พบเชื้อที่ดื้อต่อยา doripenem เพียงชนิดเดียวเลย แต่พบลักษณะการดื้อยาแบบ co-
resistance ต่อยา doripenem และ imipenem เพียง 1 สายพันธุ์และco-resistance ต่อยา 
doripenem และ meropenem 25 สายพันธุ์ (ตารางที่ 8) 
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ตารางท่ี 6 อัตราการดื้อต่อยาชนิดต่างๆ ของ MDR P. aeruginosa ที่เก็บรวบรวมได้ 

Type of 
Hospital 

Region of 
Thailand 

Hospital IMP MEM DOR PIP CTZ CIP GM 

University 
Hospital 

Central Ramathibodi Hospital 90.91 84.85 48.48 93.94 90.91 87.88 69.70 
Central Siriraj Hospital 51.85 74.07 22.22 88.89 88.89 88.89 88.89 

Northeast Srinagarind Hospital 59.18 77.55 61.22 67.35 100.00 97.96 71.43 
North Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital 54.55 78.18 58.18 38.18 100.00 100.00 96.36 
South Songklanagarind Hospitlal 47.62 61.90 42.86 61.90 100.00 100.00 90.48 

Tertiary 
Hospital 

Northeast Sappasithiprasong Hospital 48.00 50.00 32.00 80.00 100.00 90.00 94.00 
South Suratthani Hospital 37.04 48.15 18.52 85.19 96.30 92.59 85.19 
East Chonburi Hospital 22.58 54.84 0.00 100.00 80.65 74.19 77.42 
East Rayong Hospital 25.00 52.78 27.78 77.78 97.22 100.00 94.44 

 
 

Average 
  

 
49.54 

 
65.65 

 
37.69 

 
74.16 

 
95.74 

 
93.01 

 
 

85.71 
 

 
IMP, imipenem; MEM, meropenem; DOR, doripenem; PIP, piperacillin; CTZ, ceftazidime; CIP, ciprofloxacin; GM, gentamicin 
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ตารางท่ี 7 อัตราการดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ของ MDR P. aeruginosa ที่เก็บรวบรวมได้ 
 
Type of Hospital Region of Thailand Hospital MDR (N) CR-MDR (N) CR-MDR Ratio 

University 
Hospital 

Central Ramathibodi Hospital 33 31 93.94 
Central Siriraj Hospital 27 22 81.48 
Northeast Srinagarind Hospital 49 41 83.67 
North Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital 55 44 80.00 
South Songklanagarind Hospitlal 21 15 71.43 

Tertiary  
Hospital 

Northeast Sappasithiprasong Hospital 50 32 64.00 
South Suratthani Hospital 27 16 59.26 
East Chonburi Hospital 31 20 64.52 
East Rayong Hospital 36 19 52.78 

 
Total / Average   329 240 

 
72.95 
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ตารางท่ี 8 อัตราการดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์แบบเดี่ยวและแบบร่วมของ MDR P. aeruginosa ที่เก็บรวบรวมได้ 
 

Type  
of  

Hospital 

Region  
of 

Thailand 
Hospital 

Number of strains to carbapenems 
Mono-resistance Bi-resistance 

All 
IMP MEM DOR IMP+MEM IMP+DOR MEM+DOR 

University
Hospital 

Central Ramathibodi Hospital 3 1 0 11 0 0 16 
Central Siriraj Hospital 2 8 0 6 0 0 6 
Northeast Srinagarind Hospital 3 3 0 5 0 9 21 
North Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital 0 4 0 7 1 10 21 
South Songklanagarind Hospitlal 2 4 0 0 0 1 8 

Tertiary 
Hospital 

Northeast Sappasit Prasong Hospital 7 5 0 4 0 3 13 
South Surat Thani Hospital 3 6 0 2 0 0 5 
East Chonburi Hospital 3 13 0 4 0 0 0 
East Rayong Hospital 0 8 0 1 0 2 8 

IMP, imipenem; MEM, meropenem; DOR, doripenem  
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 3.2 การจ าแนกสายพันธุ์ของ multidrug-resistant P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาในกลุ่ม 
          คาร์บาพีเนมส์ 

 
เมื่อน าแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ที่เป็น multidrug-resistant P. aeruginosa ที่

คัดเลือกมาจาก 240 เชื้อในทั้งหมด 329 เชื้อมาจ าแนกสายพันธุ์ตามความเหมือนและความแตกต่างทาง 
genotypic ด้วยวิธี pulsed-field gel electrophoresis พบว่า มี 130 สายพันธุ์ที่มีความเหมือนกันถึงร้อย
ละ 95 (รูปที่ 4) และมีเพียง 5 สายพันธุ์ที่พบการกระจายตัวในโรงพยาบาลมากกว่า 1 แห่ง ในจ านวนนี้มี 3 
สายพันธุ์ที่พบระหว่างโรงพยาบาลในภูมิภาคเดียวกัน อีก 1 สายพันธุ์พบได้ในโรงพยาบาลในตา่งภูมิภาคและ
อีกสายพันธุ์พบใน 3 โรงพยาบาลจาก 3 ภูมิภาค (ตารางที่ 9) 

จากผลการทดลองนี้ที่พบความแตกต่างถึง 130 สายพันธุ์จาก 240 เชื้อ แสดงถึงการกระจายตัว 
(clonal diversity) ของแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ที่เป็น multidrug-resistant P. 
aeruginosa ในประเทศไทยที่ค่อนข้างสูง และมีการระบาดของเชื้อสายพันธุ์เดียวกันระหว่างภูมิภาคค่อนข้าง
ต่ าเพียง 5 ใน 130 สายพันธุ์  
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รูปที่ 4 ผล fingerprint ของวิธี Pulsed-field gel electrophoresis ของเชื้อ multidrug-resistant  

 P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์  
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ตารางท่ี 9 การแพร่กระจายตัวของสายพันธุ์ระหว่างโรงพยาบาลจากการวิเคราะห์ผล PFGE  

Type of 
Hospital 

Hospital 
CR-
MDR 
(N) 

Selected 
clone (N) 

Clonal 
dissemination 

PFGE clone number (amount of existing clones) 

University 
Hospital 

Ramathibodi Hospital 22 17 1.29 
19(4), 9(2), 52(2),  
10, 12, 16, 17, 20, 87, 93, 107, 116, 117, 120, 125, 128, 129 

Siriraj Hospital 31 24 1.29 
79(5), 75(3), 55(2),  
3, 21, 24, 40, 44, 45, 50, 51, 57, 58, 62, 74, 76, 85, 86, 90, 92, 107, 108, 111, 122 

Srinagarind Hospital 41 20 2.05 
38(9), 53(5), 65(3), 81(3), 104(3), 103(2), 106(2), 110(2),  
14, 47, 54, 61, 63, 66, 68, 77, 105, 109, 121, 130 

Maharaj Nakorn Chiang Mai 
Hospital 

44 18 2.44 
112(8), 114(5), 33(4), 22(3), 29(3), 31(3), 32(3), 15(2), 30(2), 84(2), 113(2),  
13, 23, 26, 27, 28, 34, 115 

Songklanagarind Hospitlal 15 11 1.36 
11(3), 46(2), 47(2), 
2, 18, 36, 48, 49, 64, 82, 88 

Tertiary 
Hospital 

Sappasithiprasong Hospital 32 18 1.78 
6(4), 4(3), 8(3), 5(2), 67(2), 96(2), 99(2), 100(2), 119 (2), 127(2) 
7, 69, 95, 97, 98, 102, 124, 126  

Suratthani Hospital 16 10 1.60 
35(3), 101(3), 1(2), 2(2),  
36, 37, 59, 60, 91, 94 

Chonburi Hospital 20 10 2.00 
77(4), 78(4), 70(2), 72(2), 80(2), 83(2), 
25, 43, 71, 123 

Rayong Hospital 19 8 2.38 
39 (11), 56(2),  
41, 42, 47, 73, 89, 118 

*underline indicated the selected clones which were found in more than one hospital. 
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 3.3 กลไกการดื้อยาของ multidrug-resistant P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาในกลุ่ม 
         คาร์บาพีเนมส์ 
 

การดื้อยาของ P. aeruginosa นั้นประกอบไปด้วยกลไกการดื้อยาหลายแบบ ดังนั้น แบคทีเรียที่
ดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ที่เป็น multidrug-resistant P. aeruginosa ที่คัดเลือกมาทั้งหมด 130 สาย
พันธุ์จะถูกน ามาศึกษากลไกการดื้อยาหลักที่ส าคัญ ได้แก่ การลดการน าเขา้เซลล์ของยาโดยโปรตีน OprD การ
เปลี่ยนแปลงที่ efflux pump และการสรา้งเอนไซม์ β-lactamases โดยส าหรับโปรตีน OprD และ efflux 
pump ท าการศึกษาที่ transcription level ด้วยวิธ ี Real-time reverse transcriptase polymerase 
chain reaction (RT-PCR) โดยใช้ยีน rpsl ซึ่งเป็นโปรตีนหนึ่งในส่วนประกอบของไรโบโซม ท าหน้าที่เป็น 
housekeeping gene ในการทดลองนี้ 

 
3.3.1 การลดการน าเข้าเซลล์ของยาโดยโปรตีน OprD 
 
ในการศึกษานี้เป็นการศึกษาในระดับ Transcriptioin โดยจะประเมินปริมาณของ oprD mRNA 

ของแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ที่เป็น multidrug-resistant P. aeruginosa ที่คัดเลือกมาด้วย
วิธี RT-PCR เทียบกับ P. aeruginosa PAO1 และใช้ P. aeruginosaoprD เป็น negative control (รูปที่ 
5) เกณฑ์ตัดสินผลบวกเม่ือระดับของ oprD mRNA ต่ ากว่า 0.5 เท่าเมื่อเทียบกับ P. aeruginosa PAO1 (รูป
ที่ 6) 

จากผลการทดลองพบวา่ร้อยละ 92.86 ของแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ที่เป็น 
multidrug-resistant P. aeruginosa ที่น ามาทดสอบพบการลดลงของ oprD mRNA ในขณะที่เชื้อที่เหลือมี
ปริมาณ oprD mRNA ในระดับใกล้เคียงกับ wild-type strain (รูปที่ 7) ซึ่งผลการทดลองท่ีได้เป็นการยืนยัน
สมมติฐานที่แสดงให้เห็นว่า การลดลงของปริมาณ oprD ที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรียนั้นเป็นกลไกท่ีพบได้มาก
ที่สุดซึ่งมีผลต่อการดื้อต่อยาในกลุ่มกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ นอกจากนี้ ยังพบวา่ ปริมาณของ oprD ที่ลดลงมีผลต่อ
ความไวต่อยา imipenem เป็นอย่างยิ่ง ดังจะเห็นได้จากการลดลงของปริมาณ oprD mRNA ใน imipenem 
resistant strains เมื่อเทียบกับ imipenem susceptible strains ที่มีปริมาณ oprD mRNA ใกล้เคียงกับ 
wild type PAO1 (ตารางที่ 10) 

นอกจากนี้ยังพบการเกิด cross resistance ใน 6 สายพันธุ์ที่เป็น imipenem-sensitive, 
meropenem and doripenem-resistant clones โดยเชื้อ 1 สายพันธุ์พบวา่ดื้อต่อ piperacillin และมี
ปริมาณ oprD mRNA ใกล้เคียงกับ wild type PAO1 ในขณะที่อีก 5 สายพันธุ์ไวต่อ piperacillin และมีการ
ลดลงของปริมาณ oprD mRNA (ตารางที่ 11) 
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รูปที่ 5 ผลของ RT-PCR เมื่อทดสอบกับ oprD primers: 
             P. aeruginosa PAO1 (A) และ P. aeruginosa oprD (B)  

Lane 1 : RT-PCR product of (A) with primers of rpsl  
Lane 2 : RT-PCR product of (A) with primers of oprD 
Lane M : 100 bp DNA Ladder  
Lane 3 : RT-PCR product of (B) with primers of rpsl  
Lane 4 : RT-PCR product of (B) with primers of oprD 
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รูปที่ 6 กราฟการวิเคราะห์ผล RT-PCR products ของ rpsl (A) and oprD (B) จากเชื้อ P. 

aeruginosa PAO1 และ P. aeruginosa oprD ที่แสดงต าแหน่งลูกศร คือ oprD จาก P. 
aeruginosa oprD 

  

A 

B 
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รูปที่ 7 กราฟการวิเคราะห์ผล RT-PCR products ของ rpsl (A) and oprD (B) จากเชื้อ P. 
aeruginosa PAO1, P. aeruginosa clinical isolates และ P. aeruginosa oprD ที่แสดง
ต าแหน่งลูกศร คือ oprD  

  

A 

B 

A 

B 
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ตารางท่ี 10  จ านวนเชื้อ P. aeruginosa แบ่งตามการแสดงออกของยีนดื้อยาและความไวต่อยาในกลุ่ม

คาร์บาพีเนมส์ 

 

 Transcription level of gene 

oprD mexXY  mexAB-oprM 

- - / - + - / B + - / B + 

Imipenem non-susceptible 94 6 29 71 6 94 

Imipenem susceptible 23 3 9 17 4 22 

Meropenem non-susceptible 102 9 32 79 9 102 

Meropenem susceptible 15 0 6 9 1 14 

Doripenem non-susceptible 62 5 19 48 5 62 

Doripenem susceptible 55 4 19 40 5 54 

 

--,  (oprD) expression ratio <0.1 fold. 

-,  (oprD) expression ratio between 0.1-0.5 fold,  

(mexXY) expression ration <5 fold, and  

(mexAB-oprM) expression ratio <2 fold 

B,  Baseline expression: 

(mexXY) expression ratio between 5-10 fold, and  

(mexAB-oprM) expression ratio between 2-3 fold. 

+,  (oprD) expression ratio >0.5, 

Overexpression:  

(mexXY) expression ration >10 fold, and  

(mexAB-oprM) expression ratio >3 fold 
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ตารางท่ี 11 จ านวนเชื้อ P. aeruginosa แบ่งตามการแสดงออกของยีนดื้อยาและการเกิด cross 

resistance ของยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ 

 Transcription level of gene 

oprD mexXY mexAB-oprM 

 - - / - + - / B + - / B + 

Imipenem  non-susceptible while meropenem and 

doripenem susceptible 
15 0 6 9 1 14 

Meropenem non-susceptible while imipenem and 

doripenem susceptible 
18 2 6 14 3 17 

Imipenem and meropenem non-susceptible while 

doripenem susceptible 
22 2 7 17 1 23 

Meropenem and doripenem non-susceptible while 

imipenem susceptible 
5 1 3 3 1 5 

All carbapenems non-susceptible 61 4 16 49 4 61 

 

--,  (oprD) expression ratio <0.1 fold. 

-,  (oprD) expression ratio between 0.1-0.5 fold,  

(mexXY) expression ration <5 fold, and  

(mexAB-oprM) expression ratio <2 fold 

B,  Baseline expression: 

(mexXY) expression ratio between 5-10 fold, and  

(mexAB-oprM) expression ratio between 2-3 fold. 

+,  (oprD) expression ratio >0.5, 

Overexpression:  

(mexXY) expression ration >10 fold, and  

(mexAB-oprM) expression ratio >3 fold 
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  3.3.2 การเปลี่ยนแปลงที่ efflux pump 
 
  การขับยาออกโดยอาศัย efflux pump ส าหรับ P. aeruginosa ก็เป็นอีกกลไกหนึ่งที่มีผล
ต่อความไวของเชื้อต่อยาที่ใช้การรักษา P. aeruginosa มีปั้มขับยาออกหลายชนิด แต่ที่พบได้บ่อยและมีผลต่อ
การรักษามาก คือ MexAB-oprM, MexXY และ MexCD-oprJ ซึ่งในการศึกษานี้ได้ท าการศึกษายีน mexAB-
oprM and mexXY และ mexCD-oprJ โดยวัดปริมาณ mRNA เทียบกับ P. aeruginosa PAO1 และใช้ P. 
aeruginosa mexAB-oprM, P. aeruginosa mexAB-oprM-mexXY, and P. aeruginosa 
mexCD-oprJ เป็น negative control ด้วยวิธ ี real-time reverse transcriptase polymerase chain 
reaction PCR products จาก primers จ าเพาะต่อยีน mexAB-oprM and mexXY และยีน mexCD-oprJ 
แสดงดังรูปที่ 8-9 โดยใช้ยีน rpsl ซึ่งเป็นโปรตีนหนึ่งในส่วนประกอบของไรโบโซม ท าหน้าที่เป็น 
housekeeping gene และท าการประเมินผลด้วย MxPro-Mx3000P software เกณฑ์การตัดสินผลบวก
ส าหรับ mexAB-oprM mRNA เมื่อปริมาณ mRNA เพ่ิมขึ้น 3 เท่า เกณฑ์การตัดสินผลลบเมื่อปริมาณ mRNA 
ลดลง 2 เท่าเมื่อเทียบกับ P. aeruginosa PAO1 และเกณฑ์การตัดสินผลบวกส าหรับ mexXY mRNA เมื่อ
ปริมาณ mRNA เพ่ิมขึ้น 10 เท่า เกณฑ์การตัดสินผลลบเมื่อปริมาณ mRNA ลดลง 5 เท่าเม่ือเทียบกับ P. 
aeruginosa PAO1  
  จากผลการทดลองพบว่า 116 สายพันธุ์ของเชื้อที่ท ามาทดสอบให้ผลเป็นบวกต่อการสร้าง 
mexAB-oprM mRNA 6 สายพันธุ์พบการสร้างในช่วง borderline และอีก 4 สายพันธุ์มีระดับการสร้างยีนนี้
ใกล้เคียงกับ P. aeruginosa PAO1 จะเห็นได้ว่าเชื้อส่วนใหญ่มีกลไกการดื้อยาด้วยการสร้างปั้ม mexAB-
oprM mRNA ถึงร้อยละ 92.06 แต่ก็ยังพบได้น้อยกว่ากลไกการดื้อยาโดยลดการสร้าง oprD ส่วนการขับยา
ออกด้วยปั้ม MexXY นั้น พบได้ในเชื้อทั้งหมด 88 สายพันธุ์คิดเป็นร้อยละ 69.84 และพบ 18 สายพันธุ์จัดอยู่
ในช่วง borderline 22 สายพันธุ์ให้ผลเป็นลบ 
  มีรายงานว่าการสร้าง MexCD-OprJ ที่เพ่ิมขึ้นมีความสัมพันธ์กับความไวของเชื้อต่อยาใน
กลุ่ม -lactams รวมทั้ง imipenem ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงท าการศึกษาปริมาณ mexCD-oprJ ใน 23 สาย
พันธุ์ที่ไวต่อ imipenem ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการลดลงของ oprD mRNA แต่ไม่พบการเพิ่มขึ้นของปริมาณ 
mRNA ของ mexCD-oprJ ในเชื้อทั้งหมด (รูปที่ 10-13)  
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รูปที่ 8 ปริมาณ mRNA ของ P. aeruginosa PAO1 และสายพันธุ์อื่นๆ 

Lane 1 : Total RNA extraction of P. aeruginosa before treated with DNase 

Lane 2 : Total RNA extraction of P. aeruginosa treated with DNase 

Lane 3 : Total RNA extraction of P. aeruginosa mexAB-oprM before treated with DNase 

Lane 4 : Total RNA extraction of P. aeruginosa mexAB-oprM treated with DNase 

Lane 5 : Total RNA extraction of P. aeruginosa mexAB-oprM-mexXY before treated with 

DNase 

Lane 6 : Total RNA extraction of P. aeruginosa mexAB-oprM-mexXY treated with DNase 

Lane 7 : 100 bp DNA Ladder 

Lane 8, 10  : Total RNA extraction of P. aeruginosa clinical isolated before treated with DNase 

Lane 9, 11 : Total RNA extraction of P. aeruginosa clinical isolated treated with DNase 
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รูปที่ 9 mRNA จาก RT-PCR ของ P. aeruginosa PAO1 และสายพันธุ์อื่นๆ 

Lane 1 : RT-PCR product of (A) with primers of mexB  

Lane 2 : RT-PCR product of (A) with primers of mexY 

Lane 3 : RT-PCR product of (A) with primers of rpsl 

Lane 4 : RT-PCR product of (B) with primers of mexB 

Lane 5 : RT-PCR product of (B) with primers of mexY  

Lane 6 : RT-PCR product of (B) with primers of rpsl 

Lane 7  : RT-PCR product of (C) with primers of mexB 

Lane 8 : RT-PCR product of (C) with primers of mexY  

Lane 9 : RT-PCR product of (C) with primers of rpsl 

Lane M : 100 bp DNA Ladder  
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รูปที่ 10 Dissociation curves ของ RT-PCR products จาก mexAB-oprM (A), mexXY (B), and rpsl (C) 

 

  

A 

B 

C 



 

43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11 ผล RT-PCR ของ P. aeruginosa 

 

 Lane 1 : RT-PCR product of (A) with primers of rpsl  

 Lane 2 : RT-PCR product of (A) with primers of mexD 

 Lane M : 100 bp DNA Ladder  

 Lane 3 : RT-PCR product of (B) with primers of rpsl 

 Lane 4 : RT-PCR product of (B) with primers of mexD 
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รูปที่ 12 Dissociation curves ของ RT-PCR products จาก rpsl (A) and mexCD-oprJ (B)   

A 

B 
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รูปที่ 13 Scattered plot of relative quantitative ของ mexAB-oprM and mexMY 

 

 

mexAB-oprM mexXY 
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(fold) 
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  3.3.3 การสร้างเอนไซม์ metallo β-lactamases 
 
  ในการศึกษาการสร้างเอนไซม์ metallo β-lactamases ของเชื้อยังไม่มีวิธีมาตรฐานใน
การศึกษา แต่วิธี double disc synergy เป็นวิธีที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย วิธีนี้อาศัยการพิจารณาความ
แตกต่างของการตอบสนองของเชื้อต่อยากลุ่ม β-lactams และ metallo β-lactamases inhibitors โดยยา
ที่ใช้ได้แก่ ceftazidime หรือ imipenem กับ EDTA หรือ thiol compounds เช่น 2-mercaptopropionic 
acid (2-MPA)  ในการศึกษานี้ PFGE selected P. aeruginosa clones จะถูกน ามาทดสอบด้วยวิธี double 
disc synergy (รูปที่ 14) และตรวจสอบการปรากฎของยีน metallo β-lactamases ด้วยวิธี PCR  
  ผลการทดลองพบว่า 36 สายพันธุ์ให้ผลบวก  โดยสามารถจัดแบ่งตามลักษณะ inhibition 
zone ที่เกิดขึ้นเป็น 2 กลุ่ม คือ 

1. clearly positive:   
oval shape, corkscrew shape, or bended inhibition zone  พบ 24 สายพันธุ์ 

2. weakly positive:   
small difference of zone enhancement พบ 12 สายพันธุ์ 

          ซึ่งสายพันธุ์ที่ให้ผลบวกได้น ามาตรวจยืนยันด้วยวิธี PCR อีกครั้ง และสรุปได้ว่าพบแบคทีเรีย
ที่ดื้อต่อยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ที่เป็น multidrug-resistant P. aeruginosa ที่สร้างเอนไซม์ metallo β-
lactamases ทั้งหมดร้อยละ 27.69 
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รูปที่ 14 การศึกษาการสร้างเอนไซม์ metallo β-lactamases ของเชื้อด้วยวิธี double disc synergy 

A : Double disc synergy test of P. aeruginosa PAO1 (control)  

B - F : Double disc synergy test of PFGE selected P. aeruginosa clinical isolates which gave the 

positive result 

  

C D 

E F 

A B 
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  3.3.4 การสร้างเอนไซม์ AmpC cephalosporinase 
   
  AmpC cephalosporinase เป็นเอนไซม์ท่ีสร้างขึ้นโดยยีน ampC ที่อยู่บนโครโมโซมของ 
 P. aeruginosa การสร้างเอนไซม์ชนิดนี้ในปริมาณที่มากกว่าปกติมีผลต่อความไวของเชื้อต่อยาในกลุ่ม  
-lactam อย่างไรก็ตาม ความสัมพันธ์ของเอนไซม์นี้กับยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์ยังไม่ทราบแน่ชัด มีรายงาน
ว่า P. aeruginosa ที่ไม่สามารถสร้าง AmpC cephalosporinase ไดม้ีความไวต่อยา imipenem และ 
doripenem เพ่ิมข้ึน แต่ไม่มีผลกับยา meropenem 
  ในการศึกษาการสร้างเอนไซม์ AmpC cephalosporinase ของ PFGE selected  
P. aeruginosa clones ด้วยวิธี disc diffusion โดยเกณฑ์ตัดสินผลบวกจะพิจารณาจาก inhibition zone ที่
เพ่ิมข้ึนอย่างน้อย 10 มม. เมื่อมีการเติม  cloxacillin เทียบกับการใช้แผ่นยา ceftazidime ชนิดเดียว 
  จากผลการทดลองพบว่า มี P. aeruginosa clinical isolates เพียง 5 สายพันธุ์ที่แยกได้ให้
ผลบวกจากการเพ่ิมการสร้างเอนไซม์ AmpC cephalosporinase ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 3.96 โดยทั้ง 5 สายพันธุ์
ล้วนแต่ดื้อต่อ ceftazidime มีเพียงสายพันธุ์เดียวที่ไวต่อยา imipenem และ piperacillin (รูปที่ 15) 
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รูปที่ 15 การศึกษาการสร้างเอนไซม์ AmpC cephalosporinase ด้วยวิธี disc diffusion 

A    :    Enlargement of inhibition zone affect from cloxacillin was found in P. aeruginosa clone 

B : Cloxacillin was found uneffect to ceftazidime resistance. Double disc synergy test of PFGE 

selected P. aeruginosa clone 

  

B 

A 
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ตารางท่ี 12 สรุปผลการทดสอบกลไกดื้อยาของ P. aeruginosa สายพันธุ์ต่างๆ 

 

Group 
Clone  
No. 

mexAB 
-oprM 

mexXY oprD 
mexCD-

oprJ 
AmpC 

Antibiotic susceptibility 

IM
I 

M
EM

 

DOR 

PIP 

CTZ 

CIP 

GEN 

A 2 + + --     R R R S R R R 
 3 + + --     R I I R I S S 
 5 + + --     R R R R R R R 
 11 + + --     R R R R R R R 
 17 + + --     R R S R R R R 
 21 + + --     R R R R R R R 
 22 + + --     R I S R R R R 
 23 + + --     R R R R R R R 
 24 + + --     R R R R S R R 
 28 + + --     R R R S R R R 
 30 + + --     R R R S R R R 
 31 + + --     R R S S R R R 
 32 + + --     R R R R R R R 
 35 + + --     R R R R R R R 
 36 + + --     R R R R R R R 
 37 + + --     R R S R R R R 
 39 + + --     R R R R R R R 
 41 + + --     R R R R R R R 
 42 + + --     R R R R R R R 
 44 + + --     I R R R R R R 
 46 + + --     R R R R R R R 
 47 + + --     R R R R R R R 
 48 + + --     R S S R R R R 
 51 + + -     R I S R R I R 
 52 + + --     R R R R R R R 
 53 + + --     R R R R R R R 
 54 + + --     R R R R R R R 
 57 + + --     R I S R R R R 
 58 + + --     R I I R R S S 
 59 + + --     I S S R R I S 
 61 + + --     R R R R R R S 
 62 + + --     R I S R R R R 
 63 + + --     I S S S R R R 
 64 + + --     R S S R R S R 
 69 + + --     I R R R R R R 
 70 + + --     R I S R R S R 
 73 + + --     R R R R R R R 
 81 + + -     R I I R R R R 
 82 + + --     R R R R R R R 
 84 + + -     R R S R R R R 
 86 + + --     R R S S R R R 
 87 + + --     R R S R R S R 
 88 + + --     R R R R R R R 
 89 + + --     R I S R R R R 
 90 + + -     R R I R R S S 
 96 + + --     R S S R R R R 
 97 + + --     R S S R R R R 
 101 + + --     R R R R R R R 

A 103 + + --     R R R R R R S 
(cont.) 104 + + --     R R R R R R S 

 105 + + --     R R R R R R S 
 106 + + --     R R R R R R S 
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Group 
Clone  
No. 

mexAB 
-oprM 

mexXY oprD 
mexCD-

oprJ 
AmpC 

Antibiotic susceptibility 

IM
I 

M
EM

 

DOR 

PIP 

CTZ 

CIP 

GEN 

 107 + + --     R R R R R R R 
 108 + + --     R R R S R R S 
 109 + + --     R R R R R R S 
 110 + + --     R R R R R R S 
 114 + + --     R R R R R R R 
 115 + + --     R R R S R R R 
 119 + + --     R I S R R R R 
 128 + + --     R R S R S I S 
 120 + + -     R S S R R S R 
 129 + + --     R S S R S S S 
 130 + + -     I R R R R R R 
 1 + + -- 0.120   S R S R R R R 
 7 + + -- 0.009   S R S R R R R 
 9 + + -- 0.032   S R S R R R R 
 10 + + -- 0.053   S R S R R R R 
 13 + + -- 0.132   S I S S R R R 
 14 + + -- 0.094   S I I S R R R 
 15 + + -- 0.176   S I S S R R R 
 16 + + -- 0.028   S R S S S I R 
 20 + + -- 0.036   S R S R R R R 
 25 + + -- 0.121   S I S R R R R 
 27 + + -- 0.148   S R S S R R R 
 29 + + -- 0.021   S R R S R R R 
 56 + + -- 0.205   S R S S R R R 
 121 + + -- 0.059   S R S S R R R 
 75 + + --   + R R R R R R S 
 91 + + --   + R S S R R S S 
 125 + + --   + R R S R I I S 
B 4 + B --     R R R R R R R 
 6 + - --     R R R R R R R 
 19 + B --     I R S R R R R 
 26 + B --     I R S R R R R 
 55 + B --     R I S R R R R 
 60 + - --     R R I R R R R 
 67 + B --     R R R R R R R 
 71 + - --     R S S R R S R 
 72 + - --     R R S R R S R 
 76 + B --     R S S R S R R 
 79 + B -     R R R R R R R 
 85 + B --     R S S R I S S 
 94 + B --     R R R R S R S 
 95 + B --     I S S R R R R 
 111 + B -     R R I R R R I 
 112 + - --     R R R R R R R 
 113 + B --     R R R R R R R 
 116 + - --     R R R R R R R 
 117 + B --     R R R S R R R 
 122 + - --     R R S R S R R 
 126 + - --     R R S R R R R 
B 127 + B --     R S S R R R S 

(cont.) 18 + B -- 0.045   S R S S R R R 
 34 + B -- 0.125   S R R S R R R 
 38 + B -- 0.028   S R R S R R R 
 43 + - -- 0.337   S I S R R R R 
 40 + - -- 0.017   S R S R R R R 
 49 + - -- 0.013   S R S S R R R 
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Group 
Clone  
No. 

mexAB 
-oprM 

mexXY oprD 
mexCD-

oprJ 
AmpC 

Antibiotic susceptibility 

IM
I 

M
EM

 

DOR 

PIP 

CTZ 

CIP 

GEN 

C 8 B - -     I R R R R R R 
 45 B - --     R R R R R R R 
 50 B - --     R R R R R R R 
 83 - - --     R I S R R R R 
 98 - - --     I S S R R R R 
 102 B - --     R R I R R R R 
 123 - - -     S R S R R R R 
 12 B - -- 0.002   S R S S R R R 
 33 - - -- 0.146 + S R R S R R R 

D 65 + + +     R R R R R R R 
 66 + + +   + R I S R R S S 
 74 + + +     R R R R R R R 
 77 + + +     R R I R I R S 
 78 + + +     S R S R S R S 
 92 + + +     R R S R R R R 
 99 + + +     S R R R R R R 
E 80 B + +     S R S R R R R 
F 100 + B +     I R R R R R R 

Other 68           R R R R R R R 
 93           R R R R R R R 
 118           I R I R R R S 
 124           R R R S R R R 
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3.4 การทดสอบความไวของ P. aeruginosa ต่อน้ ามันหอมระเหย 

 การทดสอบความไวของ P. aeruginosa PAO1 ต่อน้ ามันหอมระเหยทั้ง 17 ชนิด พบว่า น้ ามันหอม
ระเหยจากเปลือกอบเชย ตะไคร้ และ กานพลู (ดอกตูม) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของ P. aeruginosa ไดดี้ 
โดยมีค่า MIC เท่ากับร้อยละ 0.225, 1.8 และ 1.8 (v/v) ตามล าดับ ส่วนค่า MBC ของน้ ามันหอมระเหยจาก
เปลือกอบเชยมีค่าร้อยละ 0.225 v/v ซึ่งเท่ากับค่า MIC แสดงถึงฤทธิ์ bactericidal ที่ดีมาก ส่วนค่า MBC 
ของน้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้และกานพลู (ดอกตูม) นั้นมากกว่าร้อยละ 1.8 v/v ส าหรับน้ ามันหอมระเหย
อีก 14 ชนิดมีค่า MIC และ MBC มากกว่าร้อยละ 1.8 v/v (ตารางที ่13) 
 นอกจากนี้ยังท าการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อ P. aeruginosa PAO1 ของสารส าคัญกลุ่มเทอร์ปีนจาก
น้ ามันหอมระเหยที่มีจ าหน่ายทางการค้า พบว่า (19)-(-)-D-pinene และ eugenol ให้ค่า MIC ที่ดีที่สุด คือ 
ร้อยละ 0.45 และ 0.9 v/v ตามล าดับ (ตารางที ่14) 
 
 
ตารางท่ี 13 ค่า MIC และ MBC ของน้ ามันหอมระเหย 17 ชนิดต่อ P. aeruginosa PAO1  
 
น้ ามันหอมระเหย MIC (%v/v) MBC (%v/v) 
พลู betel vine oil > 1.8 > 1.8 
เปลือกอบเชย cinnamon bark oil 0.225 0.225 
ตะไคร้หอม citronella oil > 1.8 > 1.8 
กานพลู-ดอกตูม clove oil 1.8 >1.8 
กานพลู-  ใบ clove leaf oil > 1.8 > 1.8 
ข่า galanga oil > 1.8 > 1.8 
ใบฝรั่ง guava leaf oil > 1.8 > 1.8 
แมงลัก hairy basil oil > 1.8 > 1.8 
กะเพรา holy basil oil > 1.8 > 1.8 
ผิวมะกรูด kaffir lime oil > 1.8 > 1.8 
ใบมะกรูด kaffir lime leaf oil > 1.8 > 1.8 
มะนาว lemon oil  > 1.8 > 1.8 
ตะไคร้ lemongrass oil 1.8 >1.8 
กระชาย finger root oil  > 1.8 > 1.8 
ไพล plai oil  > 1.8 > 1.8 
โหระพา sweet basil oil  > 1.8 > 1.8 
ขม้ิน turmeric oil > 1.8 > 1.8 
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ตารางท่ี 14 ค่า MIC และ MBC ของสารส าคัญกลุ่มเทอร์ปีนจากน้ ามันหอมระเหย ต่อ P. aeruginosa  
               PAO1  
 

Active compounds MIC (%v/v) MBC (%v/v) 
γ-terpinene > 0.9 > 0.9 
citronellal > 0.9 > 0.9 
± linalool > 0.9 > 0.9 
D-limonene > 0.9 > 0.9 
(19)-(-)-D-pinene 0.45 > 0.9 
eugenol 0.9 > 0.9 
α-terpinene > 0.9 > 0.9 
(-)-trans-caryophyllene > 0.9 > 0.9 
citral > 0.9 > 0.9 
methyl chavicol > 0.9 > 0.9 
methyl eugenol > 0.9 > 0.9 
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จากผลการทดลองข้างต้น จึงคัดเลือกน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย ตะไคร ้ และกานพลู (ดอก

ตูม) มาทดสอบความไวของ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยาที่คัดเลือกมาจากกลไกการดื้อยาต่างๆ  20 สาย
พันธุ์ พบว่า น้ ามันเปลือกอบเชยมีฤทธิ์ต้านเชื้อดีที่สุด โดยมีค่า MIC ระหว่างร้อยละ 0.0562-0.225 v/v และ
ค่า  CTM ระหว่างร้อยละ 0.1125-1.8 v/v รองลงมาคือ น้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้ มีค่า MIC ระหว่างร้อย
ละ 0.45-1.8 v/v และค่า MBC ระหว่างร้อยละ 0.9 หรือมากกว่า 1.8 v/v ส่วนน้ ามันหอมระเหยจากกานพลู 
(ดอกตูม) มีค่า MIC ระหว่างร้อยละ 0.9 หรือมากกว่า 1.8 v/v และค่า MBC ตั้งแตร่้อยละ 1.8 v/v (ตารางที ่
15) 
 
ตารางท่ี 15  ค่า MIC และ MBC (%v/v) ของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย ตะไคร้ และ 
                กานพลู (ดอกตูม) ต่อ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา 20 สายพันธุ์ 
 
Clinical  
PA Strains 

cinnamon bark oil clove oil lemongrass oil 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

PA CM08 0.1125 0.225 >1.8 >1.8 0.9 0.9 
PA CM14 0.225 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 
PA CM30 0.1125 0.225 >1.8 >1.8 1.8 1.8 
PA CM45 0.225 0.225 1.8 >1.8 1.8 1.8 
PA KK09 0.1125 0.225 1.8 >1.8 0.9 1.8 
PA KK16 0.225 0.225 >1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA UB12 0.1125 0.225 1.8 >1.8 0.9 1.8 
PA UB28 0.1125 0.1125 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA CH08 0.1125 0.225 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA CH32 0.1125 0.225 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA RY04 0.1125 0.1125 0.9 >1.8 0.45 1.8 
PA RY05 0.1125 0.225 >1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA RA12 0.1125 0.225 1.8 >1.8 0.9 >1.8 
PA RA15 0.1125 0.225 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA SI13 0.1125 0.1125 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA SI33 0.1125 0.225 1.8 >1.8 0.9 >1.8 
PA SK20 0.225 0.225 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA SK35 0.225 0.225 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
PA SR21.8 0.1125 0.225 1.8 >1.8 0.9 >1.8 
PA SR28 0.0562 0.225 1.8 >1.8 1.8 >1.8 
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เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบความไวของ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา 20 สายพันธุ์ต่อน้ ามัน
หอมระเหยจากเปลือกอบเชย ตะไคร้ และกานพลู )ดอกตูม(  ในการศึกษานี้กับการศึกษาของ Mayaud L และ
คณะ (2008) ซึ่งระบุค่า MIC ของน้ ามันหอมระเหยทั้งสามชนิดข้างต้นต่อ P. aeruginosa ATCC และ ESBL 
strains ดังนี้ น้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยมีค่า MIC ที่ร้อยละ 0.24 ± 0.08 v/v พบว่าผลการทดลอง
สอดคล้องกัน ขณะที่ผลการทดสอบน้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้และกานพลู (ดอกตูม) มีค่า MIC มากกว่าร้อย
ละ 10 v/v นั้นมีความแตกต่างกัน ซึ่งอาจเกิดจากวิธีการทดสอบ ซึ่งการศึกษานี้ใช้วิธี broth microdilution 
ส่วนการศึกษาของ Mayaud L และคณะ (2008) ใช้วธิี agar dilution และอีกปัจจัยหนึ่งน่าจะเกิดจาก
สารส าคัญที่เป็นองค์ประกอบในน้ ามันหอมระเหยที่ต่างกันทั้งชนิดและปริมาณ เนื่องจากแหล่งวัตถุดิบและ
กระบวนการในการสกัดที่แตกต่างกัน โดยการศึกษาของ Mayaud L และคณะ (2008) ระบถุึงสารส าคัญของ
น้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้ คือ E-citral และ Z-citral เป็นร้อยละ 40.04 และ 28.87 ตามล าดับ ส่วน
สารส าคัญของน้ ามันหอมระเหยจากกานพลู (ดอกตูม) คือ eugenol และ eugenol acetate เป็นร้อยละ 
75.52 และ 12.25 ตามล าดับ ส าหรับการศึกษานี้ น้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้มี E-citral และ Z-citral ร้อย
ละ 52.88 และ 38.13ตามล าดับ ส่วนน้ ามันหอมระเหยจากกานพลู (ดอกตูม) มีเฉพาะ eugenol ร้อยละ
96.24 จึงมีความเป็นไปได้ที่ปริมาณสารส าคัญในน้ ามันหอมระเหยที่มากกว่า จะท าให้ค่า MIC ในการศึกษานี้
น้อยกว่า 
 เมื่อเปรียบเทียบผล MIC และ MBC ของเชื้อทั้ง 20 สายพันธุ์ ซึ่งมีรูปแบบการดื้อยาที่ต่างกันทั้งหมด 
พบว่าค่า MIC และ MBC ใกล้เคียงกัน อาจเกิดมาการมีกลไกการดื้อยาบางอย่างที่เหมือนกัน จึงท าให้มีความ
ไวต่อน้ ามันหอมระเหยใกล้เคียงกัน 
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3.5 การทดลองหาสารออกฤทธิ์ในน้ ามันหอมระเหย โดยวิธี bioautography  
 
การแยกสารเคมีซึ่งองค์ประกอบของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยด้วยวิธี TLC เทียบกับสาร

มาตรฐานคือ ซินนามาลดีไฮด์ (cinnamaldehyde) และยูจีนอล (eugenol) จากนั้นค านวณค่า Rf ได้ดังนี้ 
สารมาตรฐานซินนามาลดีไฮด์ Rf 0.464 และสารมาตรฐานยูจีนอล Rf 0.416 (รูปที่ 16) การทดลองหาสาร
ออกฤทธิ์ในน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยด้วยวิธี bioautography พบวงใส (clear zone) ที่ต าแหน่ง Rf 
ระหว่าง 0.412-0.576 (รูปที่ 17) ดังนั้นผลการจากทดลองคาดว่าสารสาคัญที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อ P. 
aeruginosa ของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย คือ ซินนามาลดีไฮด์ และยูจีนอล  
 
 

 
 

 
รูปที่ 16 TLC chromatogram ของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยภายใต้แสง UV ความยาวคลื่น  
         254 และ 366 นาโนเมตร และแสงขาว  

1 = สารละลายน้ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย 
2 = สารละลายมาตรฐาน eugenol  
3 = สารละลายมาตรฐาน cinnamaldehyde  
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รูปที่ 17 ต าแหน่ง clear zone (Rf 0.412-0.576) ของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยท่ีได้จากการ        
ทดลอง bioautography เทียบกับแผ่น TLC ซึ่งเป็น Reference  

 
1 = cinnamon bark oil 
2 = eugenol; Rf 0.416 
3 = cinnamaldehyde; Rf 0.464)  
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 ซินนามาลดีไฮด์เป็นสารกลุ่ม aromatic aldehyde พบได้ประมาณร้อยละ 60-70 ในน้ ามันหอม
ระเหยจากเปลือกอบเชย ซึ่งมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียที่ดี เนื่องจากเป็นสารที่มีอิเล็กโตรเนกาติวิตี 
(electronegativity) สูง ท าให้มีผลต่อกระบวนการถ่ายทอดอิเล็คตรอน และท าปฏิกิริยากับสารประกอบ
ไนโตรเจนที่สาคัญเช่น โปรตีนและสารพันธุกรรมของเชื้อ จึงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ 
นอกจากนี้ในน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยยังพบยูจีนอลได้ประมาณร้อยละ 5-7 ยูจีนอลเป็นสารในกลุ่ม 
phenol จากการศึกษาพบว่าสารในกลุ่มนี้สามารถยับยั้งหรือฆ่าเชื้อได้ ทั้งนี้ข้ึนกับความเข้มข้นของ นอกจากนี้
ยังมีผลการศึกษาซึ่งแสดงว่ายูจีนอลมีฤทธิ์ยับยั้ง P. aeruginosa ดังนั้นสารเคมีซึ่งเป็นองค์ประกอบหลายชนิด
ในน้ ามันหอมระเหย อาจออกฤทธิ์ร่วมกันในการต้านการเจริญเติบโตของเชื้อได้ โดยรวมแล้วน้ ามันหอมระเหย
ออกฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเชื้อ โดยท าให้เกิดการรวมตัวกันของสารต่างๆในไซโตพลาสซึม และท าลาย
เซลล์เมมเบรนของเชื้อ ท าให้เกิดการรั่วของสารภายในเซลล์ออกมาภายนอกและเซลล์ตายในที่สุด  

 
3.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อด้วยวิธี Gaseous contact 

 
ด้วยคุณสมบัติการระเหยง่ายของน้ ามันหอมระเหย จึงอาจน าไปใช้ประโยชน์ในการลดการเจริญของ 

P. aeruginosa ในรูปยาพ่น หรือในรูป nabulizer ที่เข้าสู่ระบบทางเดินหายใจโดยตรง ดังนั้น การทดลองนี้จึง
มุ่งเน้นฤทธิ์ต้านเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานและสายพันธุ์ดื้อยา 20 สายพันธุ์ พบว่า น้ ามันหอมระเหยจากเปลือก
อบเชยให้ค่า MID ที่ 1-2 mg/L ส่วนสารออกฤทธิ์ คือ ซินนามาลดีไฮด์ (cinnamaldehyde) นั้นให้ค่า MID ที่ 
0.5-1 mg/L และยูจีนอล (eugenol) ให้ค่า MID มากกว่า 2 mg/L จะเห็นได้ว่าสารออกฤทธิ์ในสภาวะระเหย
ที่ดีที่สุดคือ ซินนามาลดีไฮด์   (ตารางท่ี 16)
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ตารางท่ี 16 ค่า MID ของน้ ามันหอมระเหยและสารออกฤทธิ์ 
 

 
 
 
 
 

Strains Cinnamon bark oil 
 (mg/L) 

Cinnamaldehyde 
(mg/L) 

Eugenol 
(mg/L) 

Lemongrass  oil 
 (mg/L) 

Clove oil 
(mg/L) 

2 1 0.5 2 1 0.5 2 1 0.5 2 1 0.5 2 1 0.5 
PAO 1 - + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

UB 07 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

UB 21 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

UB 40 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

UB 48 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

KK 04 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

KK 08 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

RY 02 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

RY 14 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

RA 30 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

CH 08 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Si 04 - - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Si 14 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

CM 15.2 - - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

CM  25 - - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
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)ต่อ(  

Strains Cinnamon bark oil 
(mg/L) 

Cinnamaldehyde 
(mg/L) 

Eugenol 
(mg/L) 

Lemongrass  oil 
 (mg/L) 

Clove oil 
(mg/L) 

2 1 0.5 2 1 0.5 2 1 0.5 2 1 0.5 2 1 0.5 
CM 27.2 - - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

CM 28.2 - - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- - + - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

SR 27 - + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

RA 37 - + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

RY 12 - + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
- + + - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
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3.7 ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโต P. aeruginosa ของ cinnamon bark oil และ 
cinnamaldehyde 

 
 การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ P. aeruginosa ที่ระยะเวลาต่างๆ ของ 
cinnamon bark oil และ cinnamaldehyde ที่ความเข้มข้นเท่ากับ MIC, 2 และ 4 เท่าของ MIC โดยใช้วิธ ี
time killing assay และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานและสายพันธุ์ดื้อยามาท าการทดสอบ จากผลการทดลอง 
พบว่า cinnamon bark oil สามารถลดปริมาณและท าลาย P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐานได้ภายใน
เวลา 2 ชม. ที่ความเข้มข้นเท่ากับ MIC ส่วน cinnamaldehyde ใช้เวลาเพียง 1.3 ชม. (รูปที่ 18) ในขณะที่
ผลของสารทั้งสองชนิดต่อเชื้อสายพันธุ์ดื้อยาเป็นไปในทางที่สอดคล้องกันแต่ใช้เวลาในการท าลายเชื้อนานขึ้น 
คือ cinnamon bark oil ใช้เวลา 4 ชม. ส่วน cinnamaldehyde ใช้เวลาเพียง 2 ชม. ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 
MIC ซึ่งผลการทดลองพบว่าสารทั้งสองสามารถท าลายเชื้อลงได้ถึง 106 cfu/ml ซึ่งฤทธิ์ในการท าลายเชื้อ
ดังกล่าวแปรผันตามความเข้มข้นของสารทดสอบที่เพ่ิมมากขึ้น ดังจะเห็นได้จากท่ี 4 เท่าของ MIC สารทั้งสอง
สามารถท าลายเชื้อได้ภายในเวลา 1 ชม. 
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รูปที่ 18  ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโต P. aeruginosa ของ cinnamon 

bark oil และ cinnamaldehyde ด้วยวิธีTime-Killing assay ต่อ PAO1 (A) และ MDR-PA 

KK 16 (B) ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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3.8 การศึกษาการเสริมฤทธิ์กันของยาต้านจุลชีพกับ cinnamon bark oil/cinnamaldehyde 

  
 การศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ P. aeruginosa แบบเสริมฤทธิ์กันของยา
ต้านจุลชีพกับ cinnamon bark oil หรือ cinnamaldehyde โดยท าการทดสอบกับเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน
และสายพันธุ์ดื้อยา จากผลการทดลอง พบว่า colintin ให้ผลเสริมฤทธิ์กับ cinnamon bark oil ที่ร้อยละ 
16.7 และเสริมฤทธิ์กับ cinnamaldehyde ที่ร้อยละ 10 นอกจากนี้ยังพบการเสริมฤทธิ์กันของ 
meropenem และ cinnamon bark oil ที่ร้อยละ 3.3 แต่ไม่พบการต้านฤทธิ์กันของ cinnamon bark oil 
หรือ cinnamaldehyde กับยาทั้ง 7 ชนิดที่ใช้ในการรักษาการติดเชื้อ P. aeruginosa เลย (ตารางที่ 17) 
 

ตารางท่ี 17 ผลการทดสอบการเสริมฤทธิ์กันของยาต้านจุลชีพ 7 ชนิดกับ cinnamon bark  
oil/cinnamaldehyde ต่อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยา 30 สายพันธุ์ 

 

Combinations 
Interaction activity 

SYN ADD ANT ND 

COL +CIN 16.7(5) 83.3(25) - - 

COL +CMD 10(3) 90(27) - - 

MER +CIN 3.3(1) 96.7(29) - - 

MER +CMD - 100(30) - - 

IMI +CIN - 100(30) - - 

IMI + CMD - 100(30) - - 

DOR +CIN - 100(30) - - 

DOR + CMD - 100(30) - - 

CIP +CIN - 100(30) - - 

CIP + CMD - 100(30) - - 

PIP +CIN - 100(30) - - 

PIP+ CMD - 100(30) - - 

CEF +CIN - 46.7(14) - 53.3(16) 

CEF+ CMD - 46.7(14) - 53.3(16) 

 

SYN : synergy, ADD : additivity, ANT : antagonist and ND : not detected, FICI could not calculated due to MIC of the drug 

more than 2048 µg/ml 
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สรุปผลการทดลอง 
 

ในการศึกษานี้ มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาแนวโน้มการดื้อยาระดับโมเลกุลของ Pseudomonas 
aeruginosa ในประเทศไทย รวมถึงการคัดกรองหาน้ ามันหอมระเหยและสารออกฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหย
จากสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา ซึ่งจากผลการทดลองสรุปได้ว่า  

จากการเก็บรวบรวม P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลายขนานจาก 9 โรงพยาบาลระดับตติยภูมิทั่ว
ประเทศไทยตั้งแต่ปีค.ศ. 2007-2009 โดยจากทั้งหมด 329 สายพันธุ์พบเป็น P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยาหลาย
ขนานรวมทั้งยากลุ่มคาร์บาพีเนมส์ร้อยละ 72.95 ผลการทดลองพบการดื้อต่อยา ceftazidime ในอัตราที่สูง
ที่สุด เมื่อเปรียบเทียบยาในกลุ่มคาร์บาพีเนมส์พบการดื้อยา meropenem มากที่สุดกว่าร้อยละ 50 ในทุก
โรงพยาบาลยกเว้นเพียงหนึ่งโรงพยาบาล ผลจากวิธี PFGE พบว่ามี 130 สายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกันถึงร้อย
ละ 95 ส าหรับกลไกการดื้อยาที่พบในเชื้อเหล่านี้ในอัตราที่สูงที่สุด คือ การลดการสร้าง oprD mRNA (ร้อยละ 
92.86) ตามมาด้วยการเพิ่มการสร้าง mexAB-oprM mRNA (ร้อยละ 92.06) และ mexXY mRNA (ร้อยละ 
63.49) กลไกการดื้อยาที่พบน้อยที่สุด คือ การสร้าง  AmpC β-lactamase ซึ่งเป็นเอนไซม์กลุ่ม serine β-
lactamases พบเพียงร้อยละ 3.97  

จากนั้นท าการคัดกรองหาน้ ามันหอมระเหยและสารออกฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหยจากสมุนไพรที่มี
ฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา โดยศึกษาฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหย 17 ชนิด ได้แก่ กะเพรา 
กระชาย กานพลู (ดอกตูมและใบ) ขม้ิน ข่า ตะไคร้ ตะไคร้หอม ใบฝรั่ง พลู ไพล มะกรูด (ผลและใบ) มะนาว 
แมงลัก โหระพา และเปลือกอบเชยกับ P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐาน จากนั้นจึงคัดเลือกน้ ามันหอม
ระเหยที่มีฤทธิ์ดี 2-3 ชนิด น ามาทดสอบกับ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา 20 สายพันธุ์ ซึ่งแยกได้จากผู้ป่วย 
เพ่ือหาน้ ามันหอมระเหยที่ออกฤทธิ์ดีที่สุด จากนั้นจึงทดสอบสารออกฤทธิ์โดยแยกสารซึ่งเป็นองค์ประกอบใน
น้ ามันหอมระเหยด้วยวิธี TLC โดยใช ้system เป็น toluene : ethyl acetate (93:7) แล้วทดสอบสารออก
ฤทธิ์ด้วยวิธี bioautography ผลการทดลองพบว่า น้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย ตะไคร้ และกานพลู 
(ดอกตูม) มีฤทธิ์ต้าน P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐานดีที่สุดเป็นสามล าดับแรก และน้ ามันหอมระเหยจาก
เปลือกอบเชยมีฤทธิ์ดีที่สุดในการต้าน P. aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยาทั้ง 20 สายพันธุ์ โดยมีค่า MIC ระหว่าง
ร้อยละ 0.0562-0.225v/v และค่า MBC ระหว่างร้อยละ 0.1125-1.8v/v จากการทดลองคาดว่าสารออกฤทธิ์
ของน้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชย คือ ซินนามาลดีไฮด์ และยูจีนอล นอกจากนี้ เมื่อท าการทดสอบใน
สภาวะระเหยในระบบปิด พบว่า น้ ามันหอมระเหยจากเปลือกอบเชยให้ค่า MID ที่ 1-2 mg/L ส่วนสารออก
ฤทธิ์ คือ ซินนามาลดีไฮด์ ให้ค่า MID ดีที่สุดที่ 0.5-1 mg/L กับ P. aeruginosa สายพันธุ์มาตรฐานและ P. 
aeruginosa สายพันธุ์ดื้อยา 20 สายพันธุ์ 

นอกจากนีเ้มื่อท าการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ P. aeruginosa แบบ
เสริมฤทธิ์กันของยาต้านจุลชีพกับ cinnamon bark oil หรือ cinnamaldehyde โดยท าการทดสอบกับเชื้อ
สายพันธุ์มาตรฐานและสายพันธุ์ดื้อยา พบว่า colintin ให้ผลเสริมฤทธิ์กับ cinnamon bark oil ได้ดีที่สุดคิด
เป็นที่ร้อยละ 16.7 และยังพบการเสริมฤทธิ์กับ cinnamaldehyde คิดเป็นร้อยละ 10 แต่ไม่พบการต้านฤทธิ์
กันของน้ ามันหอมระเหยและยาต้านจุลชีพที่ทดสอบทั้ง 7 ชนิดเลย 
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