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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

1. ตัวอยางอุจจาระ
ตัวอยางอุจจาระไดจากผู ป วยที่แพทยสั่งตรวจอุจจาระในหองปฏิบัติการทาง

จุลทรรศนศาสตรคลินิก โรงพยาบาลสงขลานครินทร ในป พ.ศ. 2540 จํ านวน 317
ตัวอยาง
2. เชื้อโปรโตซัวในลํ าไสที่ใชในการทดลอง

2.1 เชื้อ E. histolytica แยกไดจากตัวอยางอุจจาระของผูปวยเด็กอายุ 10 เดือน จาก
โรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช (Eh1) 1  ตัวอยาง และผูปวยอายุ 22 ป ที่มีอาการ
ถายเปนมูกเลือดจากโรงพยาบาลสงขลานครินทร (Eh2) 1 ตัวอยาง

2.2 เชื้อ B. hominis แยกไดจากตัวอยางอุจจาระของผูปวยจากโรงพยาบาลสงขลา
นครินทร 10  ตัวอยาง
3. สมุนไพรที่ใชในการทดลอง

3.1 ผักขมหนาม (Amaranthus spinosus Linn.) สวนที่ใชในการวิจัยคือ ราก (ที่มา:
เก็บมาจากบริเวณเขตเทศบาลนครเมืองสงขลาและบริเวณใกลเคียงในจังหวัดสงขลา 
เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2540)

3.2 เบญกานี (Quercus infectoria Olivier) สวนที่ใชในการวิจัยคือ สวนที่เปนรัง
หนอนกอนกลมๆ เรยีกวา ลูกเบญกานี (ที่มา: ซื้อมาจากรานขายสมุนไพรในเขตเทศบาล
นครเมืองสงขลา จังหวัดสงขลา เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2540)
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3.3 ดีปลี (Piper longum Linn.) สวนที่ใชในการวิจัยคือ ผล (ที่มา: ซื้อมาจากร
ขายสมุนไพรในเขตเทศบาลนครเมืองสงขลา จังหวัดสงขลา เดือนพฤศจิกายน พ
2540)

3.4 ผักเบี้ยใหญ (Portulaca oleracea Linn.) สวนที่ใชในการวิจัย คือ ทั้งตน (ท
เก็บมาจากบริเวณเขตเทศบาลนครเมืองสงขลาและบริเวณใกลเคียงในจังหวัดสงข
เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2540)

3.5 ชะพลู (Piper sarmentosum Roxb.) สวนที่ใชในการวิจัย คือ ราก (ที่มา: เก็บ
จากบริเวณอํ าเภอนาหมอม จังหวัดสงขลา เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2540)

3.6 ชิงชาชาลี (Tinospora cordifolia Forman.) สวนที่ใชในการวิจัย คือ ลํ าตนห
เถา (ที่มา: ซื้อมาจากรานขายสมุนไพรในเขตเทศบาลนครเมืองสงขลา จังหวัดสงข
เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2540)
4. อาหารเลี้ยงเชื้อ Boeck-Drbohlav (ภาคผนวก ก)
5. สารเคมีและสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ

calcium chloride (CaCl2) ของบริษัท BDH
calf bovine donor serum ของบริษัท Starrate
disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) ของบริษัท Merck
dimethyl sulfoxide (DMSO) ของบริษัท Riedel
absolute methanol ของบริษัท BDH
potassium chloride (KCl) ของบริษัท Merck
potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) ของบริษัท BDH
sodium chloride (NaCl) ของบริษัท Merck
แปงขาวเจา (rice starch) ของบริษัท Difco
ยา penicillin G sodium และ streptomycin sulphate ของบริษัท Sigma
ยา metronidazole ของบริษัท Sigma
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อุปกรณ

1. กลองจุลทรรศน (Microscopy) ของ Olympus
2. เครื่องแกวสํ าหรับการวิจัยทางจุลชีววิทยา
3. เครื่องเขยา (Mixer) ของ Scientific Industries, Inc., U.S.A.
4. เครื่องชั่ง (Electronic Balance) ของ Sartorius, Germany
5. เครื่องทํ าใหแหงแบบเยือกแข็ง (Lyophilizer) ของ Flexi-Dry
6. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) ของ Radiometer Copenhagen
7. ตูบมเชื้อ (Incubator) ของ Heraeus GmbH, Germany
8. ตูเย็น (Refrigerator) ของ Sanyo, Thailand
9. ตูอบแหง (Hot Air Oven) ของ Heraeus GmbH, Germany
10. ไมโครไปเปต (Micropipette) ของ Eppendorf
11. Pastuer Pipette
12. หมอนึ่งไอนํ้ า (Autoclave) ของ Tomy Seiko Co. Ltd., Japan
13. อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ของ Eyela Tokla Rikakikai Co. Ltd., Japan
14. เครื่อง Evaporater ของ Switzerland

วิธีการ

2.1 การสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดลอง
นํ ารากผักขมหนาม ตนผักเบี้ยใหญ และ รากชะพลู มาลางใหสะอาดและลางครั้ง

สุดทายดวยนํ้ ากลั่น นํ ามาหั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ แลวนํ าไปตากและอบที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส จนแหงสนิท

นํ าลูกเบญกานี ผลดีปลี และเถาชิงชาชาลี ที่ซื้อมาจากรานขายสมุนไพรมาลางให
สะอาดและลางครั้งสุดทายดวยนํ้ ากลั่น แลวนํ าไปตากและอบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส จนแหงสนิท
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จากนั้นนํ าสมุนไพรแตละชนิด มาปนดวยเครื่องปนใหเปนผงละเอียด นํ าผงของ
สมุนไพรหอดวยผากอซแชใน absolute methanol ในสัดสวนสมุนไพรตอ absolute
methanol เปน 1:3 โดยนํ้ าหนัก นาน 7 วัน รินสวนที่เปนของเหลวไปกรองดวยกระดาษ
กรอง Whatman เบอร 1 จากนั้นนํ าของเหลวที่กรองไดไประเหย absolute methanol ออก
ดวยเครื่อง evaporator กากสมุนไพรที่เหลือนํ าไปแชตอดวย absolute methanol ทํ าเชน
เดียวกับการแชครั้งแรกทํ าซํ้ าเชนนี้ 3 ครั้ง แลวนํ าของเหลวไปทํ าใหแหงอีกครั้งดวย
เครื่อง lyophilizer นํ าสารสกัดที่ไดทั้งหมดของสมุนไพรแตละชนิดเก็บไวที่อุณหภูมิ -20
องศาเซลเซียสจนกวาจะใชในการทดลอง

2.2 เปรียบเทียบวิธีตรวจหาโปรโตซัวในลํ าไสดวยวิธีสเมียรโดยตรง กับวิธีเพาะเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงโปรโตซัวในหลอดทดลอง

2.2.1 การตรวจหาโปรโตซัวในลํ าไสดวยวิธีสเมียรโดยตรง
หยดนํ้ าเกลือความเขมขน 0.85% ลงบนสไลด ประมาณ 1- 2 หยด ปาย

อุจจาระขนาดเทาหัวไมขีดไฟลงบนสไลดแลวเกลี่ยใหผสมกับนํ้ าเกลือที่หยดไวแลวปด
ทับดวย cover glass (22Χ22 มลิลิเมตร) นํ าไปตรวจหาโปรโตซัวในลํ าไสดวยกลอง
จุลทรรศนกํ าลังขยาย 10Χ และ 40Χ  (Zaman and Khan, 1994) ทํ าการตรวจตัวอยางละ 2
ซํ้ า บันทึกผล

2.2.2 การตรวจหาโปรโตซัวในลํ าไสดวยวิธีเพาะเลี้ยง
นํ าหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวแลว (ภาคผนวก ก) วางไวในอุณหภูมิ

หองจนหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อมีอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหองแลวจึงใสซีรั่ม (calf bovine 
donor serum) เปน 10% ของสารละลาย PBS (phosphate buffer saline) pH 7.4 ที่มีใน
หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อและใสแปงขาวเจา (rice starch) ที่ปราศจากเชื้อลงไปในหลอด
อาหารเลี้ยงเชื้อประมาณหลอดละ 25 มิลลิกรัม แลวนํ าตัวอยางอุจจาระที่ตองการตรวจ
ขนาดเทาหัวไมขีดไฟใสลงไปในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวตัวอยางละ 2 หลอด 
ปดฝาใหแนน นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง นํ าไปตรวจหา
โปรโตซัวในลํ าไสโดยใช pastuer pipette ที่ปราศจากเชื้อดูดสารละลาย PBS ในหลอด
อาหารเลี้ยงเชื้อตรงบริเวณสวนลางของหลอดหยดลงบนสไลด 1-2 หยด ปดทับดวย
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cover glass (22Χ22 มลิลิเมตร) นํ าไปตรวจหาโปรโตซัวดวยกลองจุลทรรศนกํ าลังขยาย 
10Χ และ 40Χ ท ําการตรวจหลอดละ 2 ครั้ง บันทึกผลและนํ าโปรโตซัวที่ตรวจพบมาเพาะ
เลี้ยงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อหลอดใหมเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป

นํ าผลการตรวจทั้ง 2 วิธีมาทํ าการทดสอบหาความแตกตางทางสถิติ สถิติที่
ใชในการทดสอบ คือ Z-test

2.3 ศึกษาการเติบโตของ E. histolytica และ B. hominis ในหลอดทดลอง
นํ า E. histolytica และ B. hominis ที่เพาะเลี้ยงไวในขอ 2.2.2 ถายใสลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อหลอดใหม จํ านวน 2 หลอด โดยคํ านวณใหไดจํ านวนเชื้อเริ่มตนในแตละหลอด
เทากับ 1x104 เซลลตอมิลลิลิตร บมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อบมครบ
ทุกๆ 4 ชั่วโมง จึงนํ าแตละหลอดมานับจํ านวนเชื้อ โดยการเขยาสวน PBS ในหลอด
อาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากันแลวจึงใช pastuer pipette ดูดเชื้อหยดลงบน haemocytometer
นับจํ านวนโปรโตซัวดวยกลองจุลทรรศนกํ าลังขยาย 10Χ และ 40Χ นับจํ านวนเชื้อหลอด
ละ 2 ซํ้ า นับและคํ านวณจํ านวนเชื้อเปน เซลลตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) บันทึกจํ านวน
เซลลที่นับไดกับเวลาเขียนเปนกราฟแสดงการเติบโตของเชื้อ

2.4 ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรและยาเมโทรนิดาโซลตอโปรโตซัวในลํ าไสใน
หลอดทดลอง (ดัดแปลงจาก Zierdt et al., 1983)

2.4.1 การเตรียมสารสกัดสมุนไพรและยาเมโทรนิดาโซลที่ความเขมขนตางๆ ที่
ใชในการทดลอง

ชั่งสารสกัดสมุนไพรแตละชนิดที่เตรียมไวแลวในขอ 2.1 อยางละ 500
มลิลิกรัม ผสมกับ dimethyl sulfoxide (DMSO) จํ านวน 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวจึง
ใสสารละลาย PBS (pH 7.4) จํ านวน 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันใชสารละลายที่เตรียมไว
นี้เปน stock ในการเตรียมสารสกัดสมุนไพรที่ความเขมขนตางๆ ที่ตองการใชในการ
ทดลอง ความเขมขนที่ใชในการทดลอง คือ 2,000, 1,500, 1,000, 750, 500, 250 และ 100
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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นํ ายาเมโทรนิดาโซล 200 มลิลกิรัม ผสมกับสารละลาย PBS (pH 7.4)
จํ านวน 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันใชเปน stock ในการเตรียมยาที่ความเขมขนตางๆ ที่
ตองการใชในการทดลอง ความเขมขนที่ใชในการทดลอง คือ 20, 10, และ 5 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร

2.4.2 การเตรียมเชื้อโปรโตซัวในลํ าไสเพื่อใชในการทดลอง
นํ า E. histolytica และ B. hominis ที่ไดจากการตรวจอุจจาระมาถายลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ เพาะเลี้ยงจนกระทั่งมีจํ านวนมากพอที่จะนํ ามาทดสอบ โดยการเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเชื้อทุก 24 ชั่วโมง สํ าหรับ E. histolytica และใสแปงขาวเจา เปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเชื้อทุก 48 ชั่วโมง สํ าหรับ B. hominis และไมใสแปงขาวเจา

2.4.3 การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรตอโปรโตซัวในลํ าไสในหลอด
ทดลอง

2.4.3.1 การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรตอ E. histolytica ใน
หลอดทดลอง

นํ าหลอดอาหารที่เตรียมไวสํ าหรับเพาะเลี้ยง E. histolytica (ภาคผนวก ก) 
ซึ่งมีสารละลายที่เปนสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ จํ านวน 3 มิลลิลิตร จํ านวน 4 ชุด 
ท ําการทดลองชุดละ 2 ซํ้ า คือ ชุดที่ 1 หลอดทดลอง PBS ชดุที่ 2 หลอดควบคุม DMSO 
ชดุที่ 3 หลอดทดลองยาเมโทรนิดาโซล และชุดที่ 4 หลอดทดลองสารสกัดสมุนไพร จาก
นั้นใสเชื้อ E. histolytica ที่ตองการทดลอง (Eh1 และ Eh2) ใสในหลอดทดลอง จํ านวน 
1x104 เซลลตอมิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร และใสสารที่ตองการทดลอง หลอดละ 1 
มลิลลิิตร (ชุดที่1 ใสสารละลาย PBS, ชุดที่ 2 ใสสารละลาย DMSO, ชดุที่ 3 ใสเมโทรนิ
ดาโซล และชุดที่ 4 ใสสารสกัดสมุนไพรที่ความเขมขนตางๆ ที่ใชในการทดลอง) นํ าไป
บมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวจึงดูดเชื้อจากหลอด
ทดลองแตละหลอดมาตรวจหาเชื้อและนับจํ านวนเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนกํ าลังขยาย 
10x โดยใช hemocytometer นบัซํ ้าหลอดละ 2 ครั้ง การทดลองจากชุดที่ 2 และ 3 นํ า
จํ านวนเชื้อที่นับไดแตละครั้งมารวมกันแลวคิดเปนคาเฉลี่ยนํ ามาคํ านวณเปน เซลลตอ
มิลลิลิตร และมาเปรียบเทียบกับจํ านวนเชื้อในหลอดควบคุม DMSO บันทึกผลการ
ทดลองและรายงานผล สวนการทดลองชุดที่ 1 และ 2 นํ าจํ านวนเชื้อที่นับไดแตละครั้งมา
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รวมกันแลวคิดเปนคาเฉลี่ยนํ ามาคํ านวณเปน เซลลตอมิลลิลิตร บันทึกผลการทดลองเพื่อ
นํ ามาเปรียบเทียบจํ านวนเชื้อของการทดลองชุดที่ 1 และ 2

2.4.3.2 การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรตอ B. hominis ในหลอด
ทดลอง

นํ าหลอดอาหารที่เตรียมไวสํ าหรับเพาะเลี้ยง B. hominis (ภาคผนวก ก) ซึ่ง
มีสารละลายที่เปนสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ จํ านวน 3 มิลลิลิตร จํ านวน 4 ชุด ทํ า
การทดลองชุดละ 2 ซํ้ า คือ ชุดที่ 1 หลอดทดลอง PBS, ชดุที่ 2 หลอดควบคุม DMSO, ชุด
ที ่3 หลอดทดลองยาเมโทรนิดาโซล และชุดที่ 4 หลอดทดลองสารสกัดสมุนไพร ทํ าการ
ทดลองกับเชื้อ B. hominis จํ านวน 10 ตัวอยาง (Bh1, Bh2, Bh3, Bh4, Bh5, Bh6, Bh7, Bh8, 
Bh9และ Bh10) ทํ าการทดลองและรายงานผลตามขั้นตอนเชนเดียวกับขอ 2.4.3.1

การรายงานผลใชวิธีตามการรายงานผลของ Zierdt et al., (1983) ดังนี้
(1) ในหลอดทดลองใดมีจํ านวนเชื้อต่ํ ากวาหลอดควบคุม 50-100 เทา ถือวาสาร

สกัดสมุนไพรจากหลอดนั้นสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได (Inhibitory)
(2) ในหลอดทดลองใดมีจํ านวนเชื้อต่ํ ากวาหลอดควบคุม 5-50 เทา ถือวาสารสกัด

สมุนไพรจากหลอดนั้นสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดบางสวน (Moderate ly 
inhibitory)

(3) ในหลอดทดลองใดมีจํ านวนเชื้อต่ํ ากวาหลอดควบคุม 0-5 เทา ถือวาสารสกัด
สมุนไพรจากหลอดนั้นไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได (Not inhibitory)

การรายงานคา Minimum Parasiticidal Concentration (MPC)  ดังนี้
ถาหลอดไหนตรวจไมพบเชื้อใหนํ าตะกอนมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

หลอดใหมที่ไมมีสารสกัดสมุนไพรแลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง 
แลวนํ าตะกอนมาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน เพื่อหาคา Minimum Parasiticidal 
Concentration (MPC) ซึ่งก็คือคาความเขมขนตํ่ าสุดของสารสกัดสมุนไพรหรือยาที่
สามารถฆาเชื้อไดหมด
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2.5 การทดลองหาความเปนไปไดในการดื้อยาสมุนไพรของโปรโตซัวในลํ าไสใน
หลอดทดลอง

นํ า B. hominis จากหลอดทดสอบที่ตรวจไมพบเชื้อดวยกลองจุลทรรศน แตเมื่อ
นํ ามาเพาะเลี้ยงโดยการถายเชื้อลงในอาหารปกติแลวเชื้อสามารถเจริญไดมาเพาะเลี้ยงจน
มีปริมาณเพียงพอ แลวนํ ามาทดสอบกับสมุนไพรเดิมอีกครั้ง พรอมทั้งตรวจนับและ
รายงานผลเชนเดียวกับการทดลองขอ 2.4.3 นํ าคาความเขมขนตํ่ าสุดของสารสกัด
สมุนไพรและยาเมโทรนิดาโซลที่สามารถยับยั้งการเจริญและฆาเชื้อโปรโตซัวในลํ าไส
ไดมาเปรียบเทียบกับคาที่ไดจากการทดลองจากขอ 2.4.3

การแปรผลคาความเขมขนตํ่ าสุดของสารสกัดสมุนไพรและยาเมโทรนิดาโซล
ที่สามารถยับยั้งการเจริญและฆาเชื้อโปรโตซัวในลํ าไสจากผลการทดลองครั้งที่ 2 มีคา
มากกวาคาความเขมขนตํ่ าสุดของสารสกัดสมุนไพรและยาเมโทรนิดาโซลที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญและฆาเชื้อโปรโตซัวในลํ าไสจากผลการทดลองครั้งที่ 1 มากกวา 1 ความ
เขมขนที่ใชในการทดลองถือวาเชื้อมีความเปนไปไดในการดื้อยา
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