
บทนํา 

 

การเกดิโรคตดิเชือ้ในระบบต่างๆ ของร่างกาย มสีาเหตุจากจุลนิทรยีห์ลากหลายชนิด จุลนิทรยีบ์างชนิด

อาจมอียู่ในระบบของร่างกายโดยไม่ก่อโรค แต่เมื่อมเีหตุใหไ้ปอยู่ในต่างระบบหรอืร่างกายมปีญัหาความพร่องใน

ระบบภูมคิุม้กนัขึน้ จุลนิทรยีเ์หล่านัน้กก็่อใหเ้กดิโรคได ้การคน้หายาปฏชิวีนะหรอืยาตา้นเชือ้เพื่อใชใ้นโรคตดิเชือ้

เหล่านัน้จงึมคีวามสาํคญั โดยตอ้งคาํนึงถงึชนิดของเชือ้ทีก่อ่โรคในระบบนัน้ๆ และตอ้งมคีวามปลอดภยัต่อผูใ้ชด้ว้ย 

การศกึษาคน้ควา้หาตวัยาใหม่ๆ  จากแหล่งธรรมชาต ิเชน่ สมุนไพร มโีอกาสไดย้าหรอืสารตน้แบบใหม่ๆ ในการใช้

ต้านเชื้อ ชาวพม่ามกีารใช้ผลลําพูเป็นยาพอก และชาวอนิโดนีเซียพอกลําพูทีบ่ดและผสมกบัเกลือแล้วบรเิวณ

บาดแผลหรอืแผลฟกชํ้า ซึ่งคาดว่าอาศยัฤทธิท์ีเ่กี่ยวเนื่องกบัการยบัยัง้เชื้อโรคจากลําพูด้วย การศกึษาในครัง้นี้

มุง่เน้นการศกึษาฤทธิต์า้นเชือ้จุลนิทรยีข์องสารสกดัจากสว่นต่างๆ ของลาํพ ูประเมนิความแรงของฤทธิท์างชวีภาพ

เพือ่พจิารณานําสารสกดัสว่นทีม่ฤีทธิใ์นระดบัทีน่่าสนใจมาเตรยีมเป็นผลติภณัฑ ์ 

ในการเตรยีมผลติภณัฑ ์ปญัหาหนึ่งทีพ่บเสมอคอืการปนเป้ือนของจุลนิทรยี ์ซึง่สว่นใหญ่มาจากวตัถุดบิที่

ใช้ การเตรยีมที่ไม่ถูกสุขลกัษณะ และสิง่แวดล้อม รวมทัง้การปนเป้ือนขณะใช้งาน ในกระบวนการจึงมกัมกีาร

ควบคมุปรมิาณเชือ้ปนเป้ือนตามขอ้กาํหนดมาตรฐานทีบ่งัคบัใชใ้นแต่ละประเทศ แต่วธิมีาตรฐานทีก่าํหนดไวอ้าจไม่

เหมาะสมกบัผลติภณัฑแ์ต่ละชนิด โดยเฉพาะผลติภณัฑท์ีม่สีารต้านเชื้ออยู่ในสตูรตํารบั หรอืมคีวามเป็นกรดด่าง

หรอืความดนัออสโมติคที่มผีลต่อการเจรญิของเชื้อในสภาวะการทดสอบที่ใช้ การวิจยันี้จึงรวมการประเมนิวิธี

ตรวจสอบจุลนิทรยีป์นเป้ือนในผลติภณัฑ ์เพือ่ใหค้รอบคลุมการพฒันาผลติภณัฑโ์ดยรวม  

 

ทบทวนวรรณกรรม 

จากการทบทวนวรรณกรรมปรากฏว่ามกีารนําลาํพมูาศกึษาวจิยัน้อยมาก จากการศกึษาในเบือ้งตน้ของทมี

วจิยันี้ พบว่าสารสกดัจากผลของลาํพมูฤีทธิต์า้นเชือ้แบคทเีรยีและเชือ้ราได้ (ธวชัชยั, 2549) ทาํใหเ้ป็นทีน่่าสนใจวา่ 

น่าจะมผีลต่อจลุนิทรยีช์นดิอืน่ๆ ทีม่ปีญัหาทางการแพทยห์รอืเป็นปญัหาต่อสขุภาพเชน่กนั และสว่นอืน่ๆ ของลาํพู

อาจมฤีทธิท์าํนองเดยีวกนัในระดบัทีน่่าจะนํามาใชป้ระโยชน์ได ้ การพฒันาสารสกดัจากลาํพมูาใชป้ระโยชน์ในเชงิ

ผลติภณัฑท์ีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้โรคหรอืฤทธิป้์องกนัการตดิเชือ้ มคีวามน่าสนใจอยา่งมาก เชน่การ

ใชร้ว่มกบัฤทธิป์กป้องเซลลแ์ละตา้นอนุมลูอสิระทาํเป็นผลติภณัฑป้์องกนัเชือ้โรคและสมานแผลใหห้ายเรว็ขึน้ หรอื

ใชใ้นรปูแบบผลติภณัฑเ์ครือ่งสาํอางเพือ่ป้องกนัและลบรอยสวิ เป็นตน้  ในการศกึษานี้ในชว่งแรกไดเ้ปรยีบเทยีบกา

ฆา่เชือ้กบัสารสกดัจากดอกโศกน้ํา ซึง่เป็นสารสกดัดอกโศกน้ําทีต่ม้ดว้ยน้ําในสดัสว่นดอกโศกต่อน้ํา 1:4 และตม้

เป็นเวลา 30 นาท ีกอ่นผา่นการ spray drying ทีส่ภาวะ inlet air temperature 150°ซ และ outlet air temperature 

80°ซ อตัราการป้อนสาร 1 มล/นาท ีเนื่องจากคณะผูว้จิยัไดพ้บสารสกดันี้มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้โรคเชน่กนั จงึนํามาใชใ้น

การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เชือ้โรครว่มดว้ยกบัการทดสอบฤทธิด์งักล่าวของสารสกดัจากลาํพ ู

 

Periodontal disease เป็นสภาวะของโรคทีม่กีารทาํลายของเยื่อหุม้ฟนัหรอืเกดิจากเยื่อหุม้ฟนัอกัเสบ  ซึง่

มสีาเหตุมาจากการตดิเชือ้แบคทเีรยีทาํใหเ้กดิการทาํลายของ Periodontal ligament มกีารสญูเสยี alveolar bone 

ซึง่เป็นโครงสรา้งทีช่่วยในการคํ้าจุนฟนั ทาํใหม้รี่องฟนั (periodontal pocket) เกดิขึน้  การรกัษาจําเป็นตอ้งยบัยัง้

การเจรญิเตบิโตของเชือ้แบคทเีรยีบรเิวณร่องฟนัทีเ่ป็นสาเหตุทําใหเ้กดิโรค การรกัษา Periodontal disease ใน

ปจัจุบนันี้จะใชว้ธิกีารรกัษาดว้ยยาปฏชิวีนะโดยบรหิารยาทาง systemic แต่กลบัพบว่ามกีารกลบัมาเป็นซํ้าของโรค

ไดเ้นื่องมาจากความเขม้ขน้ของยาทีบ่รเิวณ periodontal pocket ไม่เพยีงพอในการรกัษา และระดบัความเขม้ขน้
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ของยาในเลอืดลดลงตํ่ากว่าระดบัทีใ่หผ้ลการรกัษาอยา่งรวดเรว็ (sub-therapeutic level) ซึง่เป็นผลทาํใหเ้กดิการดือ้

ยาของเชือ้ นอกจากนัน้การบรหิารยาทาง systemic ยงัสง่ผลใหเ้กดิ side effect จากยาอย่างมากดว้ย เช่นการเกดิ 

hypersensitivity และ gastrointestinal intolerance ขอ้เสยีเหล่านี้ทําใหเ้ป็นทีน่่าสนใจในการใชย้ารกัษาแบบ

เฉพาะที ่(localized therapy) เพื่อทาํใหม้รีะดบัความเขม้ขน้ของยาที ่pocket site เพยีงพอต่อการรกัษา ทาํใหเ้พิม่

ประสทิธภิาพในการรกัษาและลด side effect จากยาลงได ้(Schwach-bdellaoui และคณะ, 2000)  

 

การทดสอบฤทธิต์า้นเชือ้จุลนิทรยีข์องสารสกดัมหีลายวธิทีีเ่ลอืกใชไ้ด้ (Reynold และ Meikle, 1997) อาจ

ใชว้ธิ ีAgar diffusion method ซึ่งดูผลจากวงกว้างของการยบัยัง้เชื้อจากจุดกลางทีม่สีารสกดัอยู่ วธิ ีDilution 

method ดูผลการยบัยัง้เชื้อของสารสกดัที่ความเขม้ข้นต่างๆ กนัในอาหารเลี้ยงเชื้อ และวิธี Bioautographic 

method ซึง่มกีารแยกสารสกดัดว้ย TLC plates แลว้ราดทบัดว้ยเชือ้ทดสอบเพือ่ดูผลการยบัยัง้เชือ้ทีต่ําแหน่งต่างๆ 

ของสารสกดัทีแ่ยกได ้สองวธิแีรกเป็นวธิทีีน่ิยมใชใ้นการทดสอบฤทธิเ์บือ้งตน้ ส่วนวธิหีลงัมกัใชเ้พื่อเป็นแนวทางใน

การเลอืกวธิแียกสารสกดัทีม่คีุณสมบตัติา้นเชื้อโดยพจิารณาจากความสมัพนัธ์ของ inhibition spot กบั solvent 

system ทีใ่ช ้แต่มขีอ้จํากดัใน Bioautographic method เนื่องจากจุลนิทรยีท์ดสอบทีใ่ชต้อ้งสามารถเจรญิไดด้ใีน

สภาวะทดสอบทีใ่ช ้จงึไมเ่หมาะในการทดสอบกบัเชือ้จุลนิทรยีท์ีเ่จรญิยากหรอืม ีgeneration time สงู ปจัจุบนัมกีาร

พฒันาวธิวีเิคราะห์โดยใชเ้ครื่องมอืในการอ่านผลโดยตรงเพื่อลดความคลาดเคลื่อนของการอ่านผลโดยผูท้ดลอง 

เช่นการใช ้microtiter plate-based assay method โดยใชเ้ครื่องวดัความขุน่ในการเจรญิของเชือ้ทีเ่วลาเหมาะสม

แทนการอา่นผลแบบ all-or-none ทีเ่คยใชด้ัง้เดมิ (Lorian, 1991) 

ชนิดของเชือ้จุลนิทรยีท์ีนํ่ามาใชใ้นการทดสอบฤทธิต์า้นเชือ้ ควรเลอืกใหเ้ป็นตวัแทนของกลุ่มทีส่นใจ โดยมี

สายพนัธุม์าตรฐาน (เช่นมหีมายเลข ATCC) อยู่ดว้ย สายพนัธุ์ทีน่ิยมใชเ้ป็นตวัแทนของแบคทเีรยีแกรมบวกไดแ้ก ่

Staphylococcus aureus ATCC 25923 และแบคทเีรยีแกรมลบไดแ้ก่ Escherichia coli ATCC 25922 หากมกีารใช้

สายพนัธุ์ทีแ่ยกได้จากผูป้่วยกค็วรทดสอบแบบแผนการตอบสนองต่อยาปฏชิวีนะของเชื้อนัน้ๆ ก่อนใช ้เพื่อเป็น

ประโยชน์ในการเลอืกใชใ้หเ้หมาะสมและวเิคราะห์ผลไดถู้กต้อง การทดสอบควรมเีชือ้ทีม่กีารเจรญิทีใ่หล้กัษณะ 

biofilm อยู่ดว้ย เช่น Staphylococcus aureus เนื่องจากการเกดิ biofilm เป็นปจัจยัหนึ่งทีเ่ชือ้ตอบสนองต่อยาตา้น

เชื้อและเกดิการดื้อยา เชือ้ทีใ่ชใ้นการทดสอบฤทธิเ์บื้องต้นของสารในการตา้นเชื้อราในการทดลองนี้คอื Candida 

albicans (Lorin, 1991; Reynold และ Meikle, 1997; Csey และคณะ, 2004) 

อาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ชใ้นการทดสอบฤทธิต์า้นเชือ้ ควรเลอืกชนิดทีไ่ม่รบกวนการออกฤทธิข์องสารสกดั และ

สามารถใหเ้ชือ้ทดสอบเจรญิไดด้ว้ย อาหารทีน่ิยมใชส้าํหรบัแบคทเีรยีไดแ้ก่ Mueller-Hinton (MH) medium และ 

Tryptic soy medium ส่วนการทดสอบกบัเชือ้รานิยมใช ้Sabouraud dextrose medium โดยอาจอยู่ในรปูอาหาร

เหลว (broth) หรอือาหารแขง็ (agar) ขึน้อยู่กบัวธิกีารทดสอบทีใ่ช้ (Lorian, 1991; Reynold และ Meikle, 1997; 

Csey และคณะ, 2004) 

ในการเตรยีมผลติภณัฑ ์ปญัหาหนึ่งทีพ่บเสมอคอืการปนเป้ือนของจุลนิทรยี ์ซึง่ส่วนใหญ่มาจากวตัถุดบิที่

ใช ้การเตรยีมทีไ่มถ่กูสขุลกัษณะ และสิง่แวดลอ้ม รวมทัง้การปนเป้ือนขณะใชง้าน วตัถุดบิทีเ่ป็นผงแหง้ไดจ้ากการ

สงัเคราะหจ์ะมจีุลนิทรยีป์นเป้ือนในปรมิาณน้อยและส่วนใหญ่เป็นพวก aerobes ในรปูสปอร ์ส่วนวตัถุดบิทีไ่ดจ้าก

ธรรมชาตจิะมปีรมิาณจุลนิทรยีป์นเป้ือนปรมิาณมากและสว่นใหญ่เป็นแบคทเีรยีแกรมบวกทีส่รา้งสปอรแ์ละราเสน้ใย 

(moulds) บางครัง้อาจมโีคลฟิอรม์และแบคทเีรยีแกรมลบดว้ย สารต่างๆเช่น  gums, dispersing agents, sugars 

และ flavors สามารถเป็นตวักลางนําจุลนิทรยีไ์ปปนเป้ือนในผลติภณัฑไ์ด ้ น้ําและสารละลายทีไ่ม่ใชส้ารกนับูด 

หากเตรยีมไมเ่หมาะสมและเกบ็ไมถ่กูตอ้ง จะเป็นแหล่งสาํคญัของจุลนิทรยี ์แบคทเีรยีแกรมลบทีพ่บในน้ํากลัน่ไดแ้ก ่
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Acinetobacter, Achromobacter, Enterobacter, Flavobacterium และ Pseudomonas  จุลนิทรยีท์ีป่กตพิบในลําไส้

เชน่ E. coli และ Salmonella แมต้อ้งการ host ในการเจรญิเตบิโตกย็งัสามารถอยูใ่นน้ําเสยีไดร้ะยะหนึ่ง จุลนิทรยีท์ี่

พบบ่อยในน้ําไดแ้ก่ Pseudomonas spp. ซึง่แมถู้กทาํลายไดท้ี ่60°C 5 นาท ี แต่ crude enzyme ของจุลนิทรยีก์็

ยงัทาํงานไดแ้มผ้่านการตม้ที ่80°C 10 นาท ีนอกจากนัน้ การปนเป้ือนจุลนิทรยีจ์ากผูป้ฏบิตังิาน เป็นสิง่สาํคญัที่

ตอ้งระวงัเชน่กนั  ในสภาพการเคลื่อนไหวปกตจิะมสีว่นของผวิหนงัหลุดออกมา 104 เซลล์ต่อนาท ีซึง่ส่วนใหญ่จะม ี

skin flora ตดิมาด้วย  จุลนิทรยี์ทีพ่บส่วนใหญ่เป็น micrococci ทีไ่ม่ทาํใหเ้กดิโรค  diphtheroids  และ 

staphylococci  บางครัง้อาจเจอ Staphylococus aureus ดว้ย  ถา้สุขอนามยัไม่ดกีอ็าจเจอเชือ้อื่น เช่น E. coli และ 

Salmonella การเปิดตวัอยา่งใช ้อาจมจีุลนิทรยีป์นเป้ือนได ้ สว่นใหญ่มาจากผูใ้ชย้า และบางส่วนเกดิจากการเจรญิ

ของจุลนิทรยีท์ีม่อียู่แล้วในยาเตรยีม ผลของจุลนิทรยีป์นเป้ือนในผลติภณัฑ ์ ทาํใหเ้กดิการบูดเสยีของผลติภณัฑ ์

และทาํใหเ้กดิโรคจากจุลนิทรยีน์ัน้ การเตรยีมผลติภณัฑม์กัมกีารนําสารกนับูดหรอืวตัถุกนัเสยีมาใชเ้พื่อลดปญัหา

การบูดเสียของผลิตภัณฑ์ แต่เชื้อจุลินทรีย์บางชนิดก็ยังมีความสามารถทําลายสารกันบูดได้ เช่นเชื้อกลุ่ม 

pseudomonads และพบว่า Acinetobacter, Moxarella  และ Nocardia กส็ามารถใชส้ารประกอบพวก 

chlorhexidine, cetrimide, phenolics, phenylethyl alcohol, benzoic acid, benzalkonium chloride และ p-

hydroxybenzoate ได้เช่นกนั ดงันัน้ จากปญัหาเรื่องจุลินทรยี์ปนเป้ือนเหล่านี้ ในกระบวนการผลติจึงมกัมกีาร

ควบคมุปรมิาณเชือ้ปนเป้ือนตามขอ้กาํหนดมาตรฐานทีบ่งัคบัใชใ้นแต่ละประเทศ แต่วธิกีารทดสอบอาจมผีลรบกวน

จากฤทธิย์บัยัง้เชื้อของตวัอย่าง หากเชื้อทีป่นเป้ือนอยู่ในรูปสปอร์กจ็ะไม่สามารถให้ผลการตรวจสอบทีถู่กต้อง

ได้ (Pul และคณะ, 2006)  การวจิยันี้จงึรวมการพฒันาและประเมนิวธิตีรวจสอบจุลนิทรยีป์นเป้ือนในสารสกดัไวด้ว้ย

(Collins และคณะ, 1989; Denyer และ Baird, 1990; Bloomfield และคณะ, 1998) 

 

คาํสาํคญั:  

(ภาษาไทย) ลาํพ,ู การยบัยัง้เชือ้จุลนิทรยี ์

(ภาษาองักฤษ) Sonneratia caseolaris, antimicrobial activity 
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วิธีดาํเนินการวิจยั 
 

สารเคมี 

1. Gallic acid (Sigma-Aldrich Chemic GmbH เมอืง Buchs ประเทศ Spain) 

2. N-methyl pyrrolidone (NMP) (Solubilizer N) (Sigma-Aldrich Chemic GmbH ประเทศ Switzerland) 

3. สารละลาย Ethanol (Merck KGa A เมอืง Darmstadt ประเทศ Germany) 

4. SDA (Difcotm Sabouraud Dextrose Agar: Becton, Dickenson and Company Sparks) 

5. SDB (Difcotm Sabouraud Dextrose Broth: Becton, Dickenson and Company Sparks) 

6. TSA (Difcotm Tryptic Soy Agar(Soybean-casein Digest Agar): Becton, Dickenson and Company, 

Sparks, MD, USA) 

7. TSB (Difcotm Tryptic Soy Broth(Soybean-casein Digest Agar): Becton, Dickenson and Company, 

Sparks, MD, USA) 

8. ยา ampicillin disc 10 µg (OXOID – Antimicrobial Susceptibility test discs, Oxoid Limited เมอืง 

Hampshire ประเทศ England) 

9. ยา ceftazidime disc 10 µg (OXOID – Antimicrobial Susceptibility test discs, Oxoid Limited เมอืง 

Hampshire ประเทศ England) 

10. สารสกดัดอกโศกน้ําทีต่ม้ดว้ยน้ําในสดัสว่นดอกโศกต่อน้ํา 1:4 และตม้เป็นเวลา 30 นาทกีอ่นผา่นการ 

spray drying ทีส่ภาวะ inlet air temperature 150°ซ และ outlet air temperature 80°ซ อตัราการป้อน

สาร 1 มล/นาท ี

11. สารสกดัจากลาํพชูนิดต่างๆ 

12. Sterile phosphate buffer pH 7.2 

13. Tetrathionate broth/ selenite F broth (for Salmonella) 

14. MacConkey/EMB agar (for E. coli) 

15. Mannitol salt/ VJ agar (for S. aureus) 

16. Cetrimide agar/ Pseudomonas agar P & F (for P. aeruginosa) 

17. XLD agar (for Salmonella) 

18. MYP agar (for Bacillus หรอื Clostridium) 

19. Cooked meat medium (& hard paraffin) (for Clotridium) 

 

เคร่ืองมือท่ีใช้ 

1. ตูเ้ยน็อณุหภมู ิ4 °C ยีห่อ้ Sanden intercool 

2. ตูอ้บ Climatic chamber รุน่ KBF 240 บรษิทั Binder GmbH Bergsh 

3. เครือ่ง Vortex-2 ของบรษิทั Scientific industries,inc เมอืง New York ประเทศ USA 

4. Autoclave (REXALL-LS-ZD: Rexall industries co; Ltd, Kaohsiug ประเทศใตห้วนั) 
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ขัน้ตอนการดาํเนินงานวิจยั 

การทดสอบหาการปนเป้ือนเช้ือโรคของสารสกดั  

วิธีการ 

1. ชัง่สารสกดัตวัอยา่ง มา 10 กรมั เพือ่เจอืจางในสดัสว่น 1:10, 1:100, 1:1000 ดว้ยสารละลาย 

Sterile phosphate buffer pH 7.2  

2. นําสารละลายทีเ่จอืจาง มาตรวจหาจลุนิทรยีโ์ดยวธิกีารต่างๆ ดงันี้ 

2.1 Pour plate method 

- ปิเปตตวัอยา่งแต่ละสารละลายเจอืจางนัน้ 1 มล ใสใ่นจานเพาะเชือ้ทีอ่บฆา่เชือ้แลว้ โดยทาํ

กบัสารเจอืจางจาํนวน 2 จาน และทาํกลุ่มควบคมุโดยใช ้ สารละลาย Sterile phosphate 

buffer pH 7.2 จานละ 1 มล จาํนวน 2 จาน 

- ใช ้ SDA ทีห่ลอมเหลวแลว้และอุน่อยูใ่นอา่งน้ําทีค่วบคมุอณุหภมูไิวท้ี ่ 45°ซ มาเทลงจาน

เพาะเชือ้ทีม่ตีวัอยา่งทีปิ่เปตใสไ่ว ้ปิดฝาจานแลว้หมนุ เพือ่ผสมตวัอยา่งและอาหารใหเ้ขา้กนั 

-ทิง้ไวใ้หอ้าหารแขง็ตวัแลว้จงึนําไปบ่มเลีย้งทีอ่ณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 4-6 วนั 

- นบัจาํนวนโคโลนแีละบนัทกึลกัษณะโคโลนีเดีย่วแต่ละชนดิ 

-คาํนวณหาปรมิาณจลุนิทรยีใ์นสารตัง้ตน้ โดยระบุอาหารเลีย้งทีใ่ช ้

 

2.2 Spread plate method 

-ใชส้ารละลายเจอืจาง 0.1 มล หยดบนผวิหน้า TSA โดยทาํกบัสารเจอืจางจาํนวน 2 จาน และ

ทาํกลุ่มควบคมุโดยใช ้สารละลาย Sterile phosphate buffer pH 7.2 จานละ 1 มล จาํนวน 2 

จาน 

- ใช ้loop หรอืแทง่แกว้รปูตวั L ชว่ยเกลีย่ใหส้ารละลายกระจายทัว่ผวิหน้าอาหาร 

-นําไปบ่มเลีย้งที ่32-35°ซ เป็นเวลา 48 ชม. 

-นบัจาํนวนโคโลนีในแต่ละจานอาหาร บนัทกึผลทกุความเขม้ขน้ 

-คาํนวณหาปรมิาณเชือ้ในสารสกดัตัง้ตน้  

 

2.3 Most probable number estimate 

-ปิเปตแต่ละสารละลายใสใ่นหลอดทมี ี TSB อยู ่ 9 มล. โดยใสส่ารละลายละ 3 หลอดๆละ 1 

มล. และทาํหลอดควบคมุจาํนวน 3 หลอด 

-นําไปบ่มเลีย้งที ่32-35°ซ เป็นเวลา 48 ชม.  

- บนัทกึจาํนวนหลอด TSB ทีขุ่น่ในแต่ละสารละลายทีเ่จอืจางมา และลกัษณะการขุน่ของแต่ละ

หลอด และหาคา่ Most Probable Number (MPN) โดยเปรยีบเทยีบกบัคา่อา้งองิของการ

ทดสอบแบบ Multiple Tube Method 
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การตรวจหาเช้ือจลิุนทรียอ์นัตรายในสารสกดั  

วิธีการ 

A. การตรวจหา Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. coli 

- ชัง่ตวัอยา่งสารสกดั 10 กรมั เพือ่ทาํการเจอืจางในสดัสว่น 1:10 โดยใช ้Sterile phosphate buffer pH 

7.2  

- ปิเปตมา 10 มล ใสใ่น TSB 100 มล นําเขา้บ่มที ่32-35°ซ เป็นเวลา 24 ชม. 

- เขีย่มาจาํนวน 1 loop เพือ่ใสใ่นอาหารเลีย้งเชือ้เฉพาะสาํหรบัเชือ้แต่ละชนิด โดยใหไ้ดโ้คโลนีทีแ่ยกกนั

ในอาหารเหล่านัน้ เพือ่ใหอ้า่นผลไดถ้กูตอ้ง นําเขา้บ่มที ่32-35°ซ เป็นเวลา 24 ชม. 

- อา่นผลการทดสอบ บนัทกึและแปรผล  

 

B. การตรวจหา Salmonella, Bacillus anthracis 

- ชัง่ ตย สารสกดั 10 กรมั ใสใ่น TSB 100 มล. นําเขา้บ่มที ่32-35°ซ เป็นเวลา 12-18 ชม. 

- แลว้นํามา 50 ไมโครลติร เพือ่เตมิลงใน tetrathionate broth และ/หรอื selenite F broth นําเขา้บ่มที ่

32-35°ซ เป็นเวลา 18-24 ชม. 

- จาก TSB ใหนํ้ามาแยกเชือ้ใน MYP agar medium นําเขา้บม่ที ่32-35°ซ เป็นเวลา 18-24 ชม. 

- อา่นผลการทดสอบ ยอ้มแกรม บนัทกึผล 

 

C. การตรวจหา Clostridium 

- ชัง่ ตย สารสกดั 10 กรมั ใสใ่น Cooked meat medium 100 มล. โดยทาํ 2 ซํ้า 

- นําชดุหนึ่งมาตม้ 80°ซ เป็นเวลา 10 นาท ีแลว้ทาํใหเ้ยน็โดยเรว็ 

- ปิดทบัอาหารทัง้สองหลอดดว้ยพาราฟิน แลว้นําเขา้บ่มที ่35-37°ซ เป็นเวลา 18-24 ชม. 

- ดผูล หากไมเ่หน็ผลการเปลีย่นแปลงในอาหาร ใหบ้่มต่อจนถงึ 4 วนั โดยดผูลซํ้าทกุวนั 

- บนัทกึการเกดิกาซ และผลการยอ้มแกรม และบนัทกึผลการทดสอบ 

 

ผลการทดสอบหาการปนเป้ือนเช้ือโรคในสารสกดัชนิดต่างๆ  

พบว่าสารสกดัทีใ่ชใ้นการทดลองนี้ เมือ่นํามาทดสอบหาการปนเป้ือนเชือ้โรค มกีารตรวจสอบปรมิาณเชือ้

แบคทเีรยีปนเป้ือนทัง้หมด 300 cfu/g โดยมเีชือ้ราและยสีตป์นเป้ือน <10 cfu/g และไมพ่บเชือ้กอ่โรคต่าง ๆ 

ไดแ้ก ่S. aurues, E. coli,  P. aeruginosa. Salmonella spp., Clostridium spp. ในปรมิาณตวัอยา่ง 10 กรมั 
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การเปรียบเทียบเทคนิคการทดสอบการยบัยัง้เช้ือด้วยวิธี agar diffusion 

รายละเอยีดเกีย่วกบัตวัอยา่งทีใ่ชท้ดสอบการยบัยัง้เชือ้ S. aureas, E. coli และ C. albicans ดว้ยวธิ ีagar 

diffusion แสดงในตารางที ่1 

 

ตารางที ่1 รายละเอยีดเกีย่วกบัตวัอยา่งทีใ่ชท้ดสอบ 

ตวัอยา่ง 
น้ําหนกัทีช่ ัง่จรงิ(g) ตวัทาํละลาย เชือ้ทดสอบ วธิกีารลงเชือ้ 

ชดุที1่ ชดุที ่2 

DMSO 
- S. aureas 

- E. coli 

- C. albicans 

(เทยีบ Macfaland) 

-spread 

plate 

-swab test 

-over lare 

สารสกดัดอก

โศกสดทีผ่า่น

การ spray dry 

 

0.1009 0.1004 

สารสกดัจาก

เมลด็ลาํพทูีไ่ด้

จากการผา่น 

soxhlet โดย

ใช ้MeOH 

0.1005 0.1008 

Gallic acid 0.1005 0.1006 

Amp 
แผน่ยาสาํเรจ็รปู 

caz 

 

1. ขัน้การเตรียมสารทดสอบ 

 

1. การเตรยีม 0.2% DMSO ในน้ํา (เตรยีมปรมิาตร 100 ml) 

 

น้ํากลัน่ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ ปรมิาตร 100 ml + DMSO 200 ul  

 

2. การเตรยีมสารสกดัความเขม้ขน้ 1 % w/v (เตรยีมปรมิาตร 10 ml) 

-เตรยีมชดุที ่1 

 

ชัง่สารสกดัหนกัประมาณ 0.1000 g  +  0.2 % DMSO ในน้ํา 10 ml 

 

 

Sonicate นาน 45 นาท ี

-เตรยีมชดุที ่2 

 

ชัง่สารสกดัหนกัประมาณ 0.1000 g +  DMSO 20 ul  + น้ํากลัน่ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ 2 ml 
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Sonicate นาน 30 นาท ี

 

 

เตมิน้ํากลัน่ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ ปรมิาตร 8 ml  

 

 

Sonicate นาน 20 นาท ี

3. การเตรยีมน้ําเกลอื 0.9 %  

 

ชัง่ NaCl หนกั 0.9 กรมั  +  น้ํากลัน่ 100 ml 

 

 

นําไป autoclave  

 

4. การเตรยีมเชือ้ทดสอบ 

4.1 นําเชือ้ทีต่อ้งการทดสอบมาทาํใหเ้กดิ isolate colony  จะใชว้ธิ ีspread plate หรอื streak plate กไ็ด้

แลว้บ่มที ่37 oC 

 

-E. coli และ S. aureas     ทาํใน    TSA plate   

- C. albicans         ทาํใน   SDA plate  
**หมายเหตุ เชือ้ S.aureas และ C.albicans   ควรบ่ม 2 คนื เพือ่ใหไ้ด ้colony ทีใ่หญ่ขึน้ ส่วน E.coli บ่มเพยีง 1 คนื 

 

4.2   นําเชือ้ลง MHB โดยการใช ้loop หรอื needle แตะบรเิวณสว่นยอดของ colony มาลงใน MHB โดย 

1 หลอดอาหารเหลว อาจใชป้ระมาณ 2-3 colony ซึง่แต่ละ colony จะแตะเพยีง 1 ครัง้เทา่นัน้ 

 

4.3 นําเชือ้ทีล่ง MHB แลว้ไปเขยา่ที ่37 oC ประมาณ 4 ชัว่โมง 

 

4.4 นําเชือ้จาก 4.3  มาเจอืจางดว้ยน้ําเกลอื 0.9% ใหม้คีวามขุน่เทยีบเทา่กบั Macfaland โดย 

- E. coli และ S. aureas     ใหเ้ทยีบกบั Macfaland  เบอร ์0.5 

- C. albicans         ใหเ้ทยีบกบั Macfaland  เบอร ์1.0 
**เช้ือทีเ่จือจางแล้วจะใช้เป็นหลอดความเข้มข้นเช้ือเริม่ต้นสาํหรบัการทดลองครัง้น้ี 

 

4.5 นําเชือ้จาก 4.4 ไปลง MHA โดยวธิ ี 

- spread plate  

- swab   

- over  lare  (pore plate) 

 

4.6 ขัน้ตอนการลงเชือ้บน MHA แต่ละวธิทีาํดงัต่อไปนี้ 

4.6.1 การ spread plate (เตรยีม เชือ้ละ 2 plate) 
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Pipette เชือ้จาก 4.4 ปรมิาตร 0.1 ml ลงบน MHA 

 

 

ใชแ้ทง่แกว้รปูตวั L เป็นตวั spread 

4.6.2 การ swab เชือ้(เตรยีมเชือ้ละ 3 plate) 

จุ่มไม ้swab ลงในหลอดเชือ้ 4.4 แลว้รดีเอาน้ําออกใหห้มาดบรเิวณขา้งหลอด 

 

 

นําไม ้swab มาลากลงบนอาหารโดยหมนุจานอาหาร 3 ครัง้ ครัง้ละ 60 oC 

(จุ่มเพยีง 1 ครัง้ต่อ 1 plate ) 

4.6.3 การ over lare (poure plate)(เตรยีมเชือ้ละ 2 plate) 

  เตรยีมอาหารวุน้เหลวในหลอดทดลองปรมิาตร 20 ml (อุน่อยูใ่น water bath 55-60 oC) 

 

 

Pipette เชือ้จาก 4.4 มา 0.5 ml ใสล่งในอาหารวุน้เหลวโดยใช ้pipette ปลายตดัแลว้หมนุหลอดใหเ้ขา้

กนั 

 

 

ดดูเชือ้ทีผ่สมอาหารวุน้เหลวแลว้ลง MHA เพลทละ 4 ml แลว้เอยีงใหอ้าหารวุน้เหลวกระจายทัว่

ผวิหน้าอยา่งสมํ่าเสมอ 

 

5. ขัน้การดาํเนินการ 

 

5. ขัน้ตอนการดาํเนินการทดสอบ 

5.1  ทาํแผน่วางตาํแหน่ง cup ดงันี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S 

ctrl G 

Amp caz 

L 
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S  = สารสกดัดอกโศกสดทีผ่า่นการ spray dry 

L  = สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการผา่น soxhlet โดยใช ้MeOH 

G  = gallic acid 

Ctrl  = 0.2 % DMSO ในน้ํา 

Amp = ampicillin 

Caz  = ceftazidime 

**หมายเหตุ     Amp และ Caz เป็นแผน่สาํเรจ็รปู 

5.2 วาง cup ลงบน plate ทีล่งเชือ้แต่ละวธิอียา่งละ 2 ซํ้าดงัแผนภาพขา้งบนใหอ้ยูใ่นตาํแหน่ง

เดยีวกนัทกุ plate  

5.3 ใสส่ารสกดัชดุที ่1 ปรมิาตร 300 ul/cup แลว้คอ่ยวางแผน่ยาสาํเรจ็รปู (สารสกดัตอ้งเขยา่ใหเ้ขา้

กนัขณะหยอด) 

5.4 สาํหรบัชดุที ่2 ทาํเหมอืนขอ้ 5.1-5.2 แต่เปลีย่นเป็นยาชดุที ่2 

5.5 นํา plate ของ swab ทีเ่หลอือกีเชือ้ละ 1 plate มาวาง cup ตามแผนภาพต่อไปนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S1  = สารสกดัดอกโศกสดทีผ่า่นการ spray dry 

S2  = สารสกดัดอกโศกสดทีผ่า่นการ spray dry 

L1  = สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการหมกัดว้ย MeOH 

L2  = สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการผา่น soxhlet โดยใช ้MeOH 

G  = gallic acid 

     Ctrl  = 0.2 % DMSO ในน้ํา 

 **หมายเหตุ 1    = สารทดสอบชดุที ่1 

    2 = สารทดสอบชดุที ่2  

 

S1 

G 

L2 S2 

L1 

ctrl 
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   5.6  รอใหส้ารสกดัตกตะกอนกอ่นแลว้คอ่ยหยอดลง cup ละ 300 ul 

 5.7 วาง plate ทีใ่สส่ารทดสอบแลว้ไวข้า้งนอกประมาณ ครึง่ชัว่โมง 

5.8 นํา plate ทีว่าง cup และใสส่ารสกดัทัง้หมดไปบ่มที ่37 oC นาน 1 คนื 

5.9  นําออกตรวจสอบ clear zone   

5.10  ใช ้loop หรอื needle แตะบรเิวณทีเ่ป็น clear zone ไป streak ลงบน  plate agar ใหมอ่าจเป็น    

TSA, SDA หรอื MHA กไ็ด ้เพือ่ตรวจสอบว่า สารทดสอบทีท่าํใหเ้กดิ clear  zone  นัน้  

ถา้    

-ไมเ่กดิ colony  ในอาหารใหม ่แสดงว่าสารทดสอบนัน้ มฤีทธิใ์นการฆา่เชือ้ 

-เกดิ colony ในอาหารใหม ่แสดงว่าสารทดสอบนัน้ ไมม่ฤีทธิใ์นการฆา่เชือ้แต่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เชือ้

เทา่นัน้ 

 

 

ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
ผลการวดัเส้นผ่านศนูยก์ลางของ clear zone 

จากการทดสอบสารทดสอบกบัเชือ้ทดสอบพบว่าการเกดิ clear zone เป็นดงันี้ (ตารางที ่2 และ 3) 

1. สารสกดัดอกโศกสดท่ีผ่านการ spray dry  ทาํใหเ้กดิ clear zone ไดเ้ฉพาะเชือ้ S. aureas  วดัเสน้ผา่น

ศนูยก์ลางไดเ้ฉลีย่จากการลงเชือ้ทัง้ 3 วธิ ีไดป้ระมาณ 1 cm 

2. สารสกดัจากเมลด็ลาํพท่ีูได้จากการผา่น soxhlet โดยใช้ MeOH ทาํใหเ้กดิ clear zone ไดก้บัเชือ้ S. 

aureas และ C. albicans วดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางไดเ้ฉลีย่จากทัง้ 3 วธิ ีไดป้ระมาณ 1.27 cm  และ 1.75 cm 

ตามลาํดบั  

3. gallic acid  ทาํใหเ้กดิ clear zone เฉพาะเชือ้ S. aureas  วดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางไดเ้ฉลีย่จากการลงเชือ้ทัง้ 

2 วธิ ีไดป้ระมาณ 1 cm  (วธิกีารลงเชือ้แบบ over lare ไมพ่บ clear zone) 

4. Amp  ทาํใหเ้กดิ clear zone ไดด้กีบัเชือ้ S. aureas  โดยเหน็ clear zone ไดใ้นทัง้ 3 วธิลีงเชือ้ โดยวดั

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเฉลีย่ไดป้ระมาณ 3.31 cm  สว่นเชือ้ E. coli พบ clear zone เฉพาะวธิกีารลงเชือ้

แบบ spread plate และ swab test ซึง่มขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเฉลีย่ไดป้ระมาณ 0.98 cm (ในแบบ over 

lare ไมพ่บ) และสาํหรบัเชือ้ C. albicans ไมพ่บ cler zone ในทกุวธิกีารลงเชือ้ 

5. caz  ทาํใหเ้กดิ clear zone ไดก้บัเชือ้ S. aureas  โดยเหน็ clear zone ไดใ้นทัง้ 3 วธิลีงเชือ้ โดยวดัขนาด

เสน้ผา่นศนูยก์ลางเฉลีย่ไดป้ระมาณ 2.37 cm  สว่นเชือ้ E. coli พบ clear zone ในวธิกีารลงเชือ้แบบ 

spread plate และ swab test ซึง่มขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางเฉลีย่ไดป้ระมาณ 2.55cm สว่นในแบบ over 

lare พบว่าจะเหน็ clear zone มขีนาดใหญ่กว่า 2 วธิแีรกซึง่วดัไดป้ระมาณ  3.35 cm  และสาํหรบัเชือ้ C. 

albicans ไมพ่บ cler zone ในทกุวธิกีารลงเชือ้ 

           จากผลการทดลองจะเหน็ว่าการละลายสารทัง้ 2 วธินีัน้ใหผ้ลการทดสอบไมแ่ตกต่างกนั แต่วธิกีารลงเชือ้ที่

ต่างกนัในบางสารทดสอบจะใหผ้ลทีต่่างกนั 

**หมายเหต ุ: เนื่องจากขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของแต่ละสารทดสอบในแต่ละเชือ้ทดสอบมขีนาดใกลเ้คยีงกนั จงึ

นํามาเฉลีย่รวมกนั, และในการทดสอบ gallic acid ดว้ยวธิ ีover layer สขีอง gallic acid จะออ่นมาก 

 

           จากการทดสอบกบัสารทดสอบเมือ่ตกตะกอน (ใชส้ว่นใสในการนํามาทดสอบ) กบัเชือ้ทดสอบพบว่าการ

เกดิ clear zone เป็นดงัตารางที ่4-6 โดยในการทดสอบกบัเชือ้ E. coli และ C. albicans ไมพ่บ clear zone และพบ
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การยบัยัง้ในเชือ้ S. aureas ซึง่ clear zone ทีเ่กดิของแต่ละสารทดสอบทีต่กตะกอนทีไ่ดน้ัน้ใกลเ้คยีงกบัสารทดสอบ

ทีย่งัไมต่กตะกอน แสดงว่า สารทดสอบไมว่่าจะทดสอบขณะมตีะกอนหรอืหลงัตกตะกอนแลว้ไมแ่ตกต่างกนัสาํหรบั

เชือ้ S. aureas และ E. coli สาํหรบัเชือ้ C. albicans จากทีเ่คยเหน็ clear zone ของสารสกดัเมลด็ลาํพ ูกลบัไมเ่หน็

ในการทดลองนี้ สาํหรบัการไมเ่หน็ clear zone ของเชือ้ C. albicans ของสารทดสอบเมลด็ลาํพอูาจเป็นเพราะว่า

สารทีม่ฤีทธิน่์าจะลอยอยูใ่กล้ๆ  กบัตะกอนสว่นขา้งบนทีเ่ป็นสว่นใสนัน้น่าจะเป็นเพยีงแคต่วัทาํละลายเทา่นัน้ สว่น

การนําอาหารเลีย้งเชือ้บรเิวณ clear zone ไปลงใน media ใหม ่เพือ่ทดสอบว่า สารทดสอบมฤีทธิใ์นการฆา่เชือ้

หรอืยบัยัง้เชือ้ ไดผ้ลการทดสอบดงันี้ 

 

1. สาํหรบัเชื้อ S. aureas  พบว่าสารสกดัดอกโศกสดทีผ่า่นการ spray dry และสารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้าก

การผา่น soxhlet โดยใช ้MeOH มเีชือ้ขึน้ แสดงว่า มฤีทธิแ์คย่บัยัง้เชือ้ สว่น Amp, Caz และ gallic acid ไมม่ี

เชือ้ขึน้ แสดงวา่ มฤีทธิใ์นการฆา่เชือ้ 

 

2. สาํหรบัเชื้อ E. coli พบว่า Amp และ Caz มฤีทธิ ์ในการฆา่เชือ้ 

 

3. สาํหรบัเชื้อ C. albicans พบว่าสารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการผา่น soxhlet โดยใช ้MeOH มฤีทธิแ์ค่

ยบัยัง้เชือ้ 

 

ตารางที ่2 ผลการทดสอบการยบัยัง้เชือ้โรคของสารทดสอบชดุที ่1 

 

 

 

 

 

วิธีลงเช้ือ รปูเช้ือทดสอบ 

1.spread plate 

S. aureas E. coli C .albicans 

   

2. swab test 

   

3. over layer 
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ตารางที ่3  ผลการทดสอบการยบัยัง้เชือ้โรคของสารทดสอบชดุที ่2 

 

 

ตารางที ่4  ผลการทดสอบการยบัยัง้เชือ้โรคของสารทดสอบชดุที ่1 และ 2 เมือ่สารทดสอบตกตะกอนแลว้นํา

สว่นใสมาทดสอบ 

เช้ือ รปู 

S. aureas 

 

E. coli 

 

C. albicans 

 
 

 

 

วิธีลงเช้ือ รปูเช้ือทดสอบ 

1. spread plate 

S. aureas E. coli C. albicans 

   

2. swab test 

   

3. over layer 
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ตารางที ่5 ผลการยบัยัง้เชือ้โรคของสารสกดัทีท่ดสอบเมือ่สารทดสอบยงัไมต่กตะกอน (สารทดสอบชดุที ่1) 

สารทดสอบชดุที ่1/ วธิ ีspread plate      

เชือ้ทดสอบ 

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ clear zone (cm) 

สารสกดัดอกโศกสด 

ทีผ่า่นการ spray dry 

 

สารสกดัจาก 

เมลด็ลาํพทูีไ่ด ้

จากการผา่น soxhlet  

โดยใช ้MeOH gallic acid Amp Caz ctrl 

S.aureas. 1.1 1.2 0.9 2.8 2.2 / 

E.coli / / / 0.9 2.5 / 

C.albicans / 1.9 / / / / 

       

สารทดสอบชดุที ่1/ วธิ ีswab test      

เชือ้ทดสอบ 

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ clear zone (cm) 

สารสกดัดอกโศกสด 

ทีผ่า่นการ spray dry 

 

สารสกดัจาก 

เมลด็ลาํพทูีไ่ด ้

จากการผา่น soxhlet  

โดยใช ้MeOH gallic acid Amp Caz ctrl 

S.aureas. 1.1 1.4 1.1 3.5 2.4 / 

E.coli / / / 1 2.6 / 

C.albicans / 1.7 / / / / 

       

สารทดสอบชดุที ่1/ วธิ ีover lare      

เชือ้ทดสอบ 

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ clear zone (cm) 

สารสกดัดอกโศกสด 

ทีผ่า่นการ spray dry 

 

สารสกดัจาก 

เมลด็ลาํพทูีไ่ด ้

จากการผา่น soxhlet  

โดยใช ้MeOH gallic acid Amp Caz ctrl 

S.aureas. 1 1.2 / 3.6 2.6 / 

E.coli / / / / 3.5 / 

C.albicans / 1.7 / / / / 

/   หมายถึง  ไม่พบ clear zone 
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ตารางที ่6  ผลการยบัยัง้เชือ้โรคของสารสกดัทีท่ดสอบเมือ่สารทดสอบยงัไมต่กตะกอน (สารทดสอบชดุที ่2) 

สารทดสอบชดุที ่2/ วธิ ีspread plate      

เชือ้ทดสอบ 

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ clear zone (cm) 

สารสกดัดอกโศกสด 

ทีผ่า่นการ spray dry 

 

สารสกดัจาก 

เมลด็ลาํพทูีไ่ด ้

จากการผา่น soxhlet  

โดยใช ้MeOH gallic acid Amp Caz ctrl 

S. aureas. 1 1.2 0.9 3 2.1 / 

E. coli / / / 1 2.5 / 

C. albicans / 1.8 / / / / 

       

สารทดสอบชดุที ่2/ วธิ ีswab test      

เชือ้ทดสอบ 

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ clear zone (cm) 

สารสกดัดอกโศกสด 

ทีผ่า่นการ spray dry 

 

สารสกดัจาก 

เมลด็ลาํพทูีไ่ด ้

จากการผา่น soxhlet  

โดยใช ้MeOH gallic acid Amp Caz ctrl 

S .aureas. 1.1 1.4 1.1 3.5 2.4 / 

E. coli / / / 1 2.6 / 

C. albicans / 1.7 / / / / 

       

สารทดสอบชดุที ่2/ วธิ ีover lare      

เชือ้ทดสอบ 

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ clear zone (cm) 

สารสกดัดอกโศกสด 

ทีผ่า่นการ spray dry 

 

สารสกดัจาก 

เมลด็ลาํพทูีไ่ด ้

จากการผา่น soxhlet  

โดยใช ้MeOH gallic acid Amp Caz ctrl 

S. aureas. 1.1 1.2 / 3.5 2.5 / 

E. coli / / / / 3.2 / 

C. albicans / 1.7 / / / / 
/   หมายถึง  ไม่พบ clear zone 
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การทดสอบฤทธ์ิการต้านเช้ือจลิุนทรียข์องสารสกดัจากส่วนต่างๆ ของลาํพ ู 

คดัเลอืกจุลนิทรยี ์3 ชนิดเพื่อทาํการศกึษาเป็นเบือ้งตน้ก่อนการทดสอบกบัจุลนิทรยีอ์ื่นๆ  ไดแ้ก่ Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli และ Candida albicans เพื่อเป็นตวัแทนของแบคทเีรยีแกรมบวก แบคทเีรยีแกรมลบ และรา 

ตามลาํดบั 

วิธีการศึกษา 

 1. เตรยีมจุลนิทรยีท์ดสอบ 

1.1 ตรวจสอบความถกูตอ้งเบือ้งตน้ ของชนิดจลุนิทรยีท์ีใ่ช ้ 

- ทาํการแยกเชือ้ใหบ้รสิทุธิบ์น agar plate โดยแบคทเีรยีใช ้Tryptic soy agar และราใช ้

Sabouraud dextrose agar บม่ที ่35-37 องศา เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง

ตามลาํดบั 

- ยอ้มแกรม  

- ตรวจสอบคณุสมบตัดิว้ย biochemical tests 

S. aureus ใช ้Mannitol salt agar และ coagulase test 

E. coli ใช ้MacConkey agar, TSI, Indole test และ Citrate test 

C. albicans ตรวจ germ tube test 

 

1.2 การเตรยีมความเขม้ขน้เชือ้ทดสอบ 
- แยกชือ้ทดสอบใหไ้ด ้isolate colonies   

E. coli และ S. aureus     ทาํใน TSA plate บ่มที ่35-37 oC เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 
  C. albicans        ทาํใน SDA plate บ่มที ่35-37 oC เป็นเวลา   48   ชัว่โมง 

- นําเชือ้ลง MHB โดย การใช ้loop หรอื needle แตะบรเิวณสว่นยอดของ colony มาลงใน MHB 
โดย 1 หลอดอาหารเหลว อาจใชป้ระมาณ 2-3 colony ซึง่แต่ละ colony จะแตะเพยีง 1 ครัง้
เทา่นัน้ 

- นําเชือ้ทีล่ง MHB แลว้ไปเขยา่ที ่37 oC ประมาณ 4 ชัว่โมง (C. albicans บ่ม overnight) 
- เจอืจางเชือ้ดว้ยน้ําเกลอื 0.9% ใหม้คีวามขุน่เทยีบเทา่กบั McFarland โดย 

E. coli และ S. aureas     ใหเ้ทยีบกบั McFarland  เบอร ์0.5 
 C. albicans          ใหเ้ทยีบกบั McFarland  เบอร ์1.0 

**เชื้อทีเ่จอืจางแลว้จะใชเ้ป็นหลอดความเขม้ขน้เชื้อเริม่ตน้สาํหรบัการทดลองครัง้นี้ 
- นําเชือ้ไปลง MHA โดยวธิ ีswab  

 จุ่มไม ้swab ลงในหลอดเชือ้ แลว้รดีเอาน้ําออกใหห้มาดบรเิวณขา้งหลอด 
 

นําไม ้swab มาลากลงบนอาหารโดยหมนุจานอาหาร 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทาํมมุ 60 
องศา (จุ่มเพยีง 1 ครัง้ต่อ 1 plate) 
 
2. การเตรยีมตวัอยา่งสารสกดั (1.0% w/v, 10 ml)  

ชัง่สารสกดัหนกัประมาณ 0.1000 g + DMSO 20 ul + น้ํากลัน่ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ 2 ml 
 

Sonicate นาน 30 นาท ี
 

เตมิน้ํากลัน่ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ ปรมิาตร 8 ml  
 

Sonicate นาน 20 นาท ี
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3. การทดสอบ  
 3.1 ทดสอบความไวของจุลนิทรยีท์ดสอบทีใ่ช ้(S. aureus และ E. coli) 

-  ทาํแผน่วางตาํแหน่ง cup ดงันี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- วาง cup ลงบน plate ทีล่งเชือ้แต่ละวธิอียา่งละ 2 ซํ้า ดงัแผนภาพขา้งบนใหอ้ยูใ่นตาํแหน่ง

เดยีวกนัทกุ plate  

- ใสส่ารสกดัลงใน cup ปรมิาตร 300 ul/cup และวาง antibiotic disc (Ampicillin และ 

Ceftazidime)  

- วาง plate ทิง้ไวใ้นอณุหภมูหิอ้งประมาณครึง่ชัว่โมง 

- นําเขา้บ่มที ่35-37 oC 18-24 ชัว่โมง 

- ตรวจสอบ clear zone   

 

3.2 ทดสอบฤทธิส์ารสกดัต่อจลุนิทรยีท์ดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S 

ctrl G 

    Amp Caz 

L L =สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการผา่น soxhlet 

โดยใช ้MeOH 

S = สารสกดัดอกโศกสดทีผ่า่นการ spray dry  

G = gallic acid 

Ctrl = 0.2 % DMSO ในน้ํา 

Amp = ampicillin 

Caz = ceftazidime  

5 

  3 2 

   4   1 

6 

7 
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หมายเลข 
สารสกดัจากส่วนต่างๆ ของลาํพ ูท่ีสกดัด้วยการ

หมกัด้วย MeOH  

1 ทีหุ่ม้ดอก (P0) 

2 เมลด็ (S0) 

3. รากอากาศ (E0) 

4 เกสร (T0) 

5 เนื้อผล (F0) 

6 ปีกผล (C) 

7 ใบ (L) 

 

− วาง cup ลงบน plate ทีล่งเชือ้ดงัแผนภาพขา้งบน ทาํ 3 ซํา้โดยใหแ้ต่ละ cup อยูใ่นตาํแหน่ง

เดยีวกนั  

− รอใหส้ารสกดัตกตะกอนกอ่นแลว้คอ่ยหยอดลง cup ละ 300 ul 

− วาง plate ทิง้ไวใ้นอณุหภมูหิอ้งประมาณครึง่ชัว่โมง 

− นําเขา้บ่มที ่35-37 oC 18-24 ชัว่โมง 

− ตรวจสอบ clear zone   

− ทดสอบฤทธิส์ารทดสอบ ว่ามฤีทธิฆ์า่เชือ้หรอืเพยีงยบัยัง้เชือ้ โดยใช ้loop หรอื needle แตะ

บรเิวณทีเ่ป็น clear zone ไป streak ลงบน agar plate ใหม ่

 

ผลการทดสอบ  

การตรวจสอบคณุสมบตัจิลุนิทรยีท์ดสอบทีใ่ช ้จากผลในตารางที ่7 และ 8 สรปุไดว้า่จลุนิทรยีท์ัง้ 3 ชนิดให้

ลกัษณะทางกายภาพและชวีเคมตีรงตามชนิดของสายพนัธุน์ัน้ๆ และแบคทเีรยีทัง้ 2 ชนดิมคีวามไวต่อการทดสอบ 

antimicrobial susceptibility ไดท้ดสอบสารสกดัดอกโศกดว้ยเพราะเป็นสารสกดัทีม่ฤีทธิท์ีน่่าสนใจอกีชนิดหนึ่งใน

การทดสอบฤทธิเ์บือ้งตน้ของสารสกดัจากดอกไมช้นิดรบัประทานได ้

 

ตารางที ่7 คณุสมบตัขิองเชือ้ทีใ่ช ้ 

Microorganism Gram staining Biochemical tests 

S. aureus Gram positive cocci, 

grape-like cluster 

MSA:- Yellow colonies, round and convex, media 

surrounding change to yellow. 

Coagulase test:- positive. 

E. coli Gram negative 

bacilli, scatter in 

single cell 

MacConkey:- pink colonies, opaque, with pink 

precipitin surrounded in agar. 

TSI:- A/A with gas 

Indole test:- positive 

Citrate test:- negative 

C. albicans Oval shape with 

strong Gram positive 

Germ tube test:- positive 
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ตารางที ่8 คา่เฉลีย่ของ clear zone ในการทดสอบความไวของเชือ้ 

Test organism 

Average clear zone diameter (mm) 

สารสกดั

ดอกโศกสด 

ทีผ่า่นการ 

spray dry   

สารสกดัจากเมลด็ลาํพ ู

ทีไ่ดจ้ากการผา่น  

soxhlet โดยใช ้MeOH G Amp Caz ctrl 

S. aureus. 11 14 11 35 24 / 

E. coli / / / 10 26 / 

C. albicans / 17 / - - / 

       

หมายเหตุ - หมายถงึ  ไมไ่ดท้ดสอบ    

 / หมายถงึ ไมพ่บ clear zone    

จากการสุม่สารสกดัมาทดสอบฤทธิย์บัยัง้เชือ้โดยใช ้ agar diffusion method ผลการทดลองในตารางที ่ 9 

และ 10 สรปุผลจากการทดสอบวธินีี้ไดว้า่ สารสกดัจากลาํพ ู มผีลยบัยัง้ถงึฆา่เชือ้ S. aureus ยกเวน้สารสกดัจาก

เนื้อผล และ ปีกผลทีไ่มพ่บฤทธิย์บัยัง้เชือ้ แต่สารสกดัเหลา่นี้ไมม่ฤีทธิย์บัยัง้ E. coli แต่อยา่งใดในการทดสอบวธินีี้ 

ผลการทดสอบกบัรา ยงัมไิดสุ้ม่ทดสอบกบัสารสกดัในแต่ละสว่นของพชื แต่สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีใ่ชสุ้ม่ทดสอบ

ฤทธิเ์ทยีบกบัสารสกดัอืน่ๆ พบว่ามฤีทธิย์บัยัง้ C. albicans ทัง้นี้ การทดสอบดงักล่าวปรมิาณเชือ้ทดสอบทีใ่ชย้งั

มไิดป้รบัมาตรฐานกบัสารตา้นเชือ้รามาตรฐาน จงึยงัไมส่ามารถชีบ้่งไดว้่า สารสกดัดงักล่าวมผีลต่อเชือ้ราดกีว่า

แบคทเีรยี จากผลการทดลองในรปูที ่1 และตารางที ่9 แสดงว่า สารสกดัจากแต่ละสว่นของลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกั

กบัเมธานอลมคีวามหลากหลายและใหข้อบเขต (spectrum) ในการฆา่เชือ้แตกต่างกนัไปดว้ย (ตารางที ่ 10) โดย

พบว่าสารสกดัจากหลายสว่นของลาํพมูฤีทธิฆ์า่เชือ้ได ้ ฤทธิต่์อเชือ้ทีไ่ดใ้นการทดลองอาจมาจากสารชนดิเดยีวหรอื

มากกว่า ตอ้งมกีารทดสอบต่อไป การทดสอบทีเ่ริม่ดาํเนินการนี้ ไดท้ดลองกบั agar diffusion method ซึง่มคีวาม

จาํกดักบัสารทีไ่มล่ะลายน้ําหรอืละลายไดย้าก สว่นของพชืทีไ่มพ่บฤทธิย์บัยัง้เชือ้จงึควรทดสอบกบัวธิอีืน่

ประกอบดว้ย กอ่นทีจ่ะสรปุวา่ ไมม่สีารออกฤทธิ ์ ดงันัน้ในการทดลองต่อไปไดท้ดสอบฤทธิต่์อเชือ้แบคทเีรยีหลาย

สายพนัธุด์ว้ยวธิ ีbroth microdilution method 

เช้ือทดสอบ 

S. aureas E. coli 

 

 
 

 

 

รปูที ่1 Clear zone diameter จากการยบัยัง้เชือ้โรคของสารสกดัจากสว่นต่างๆของลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ย

เมธานอล 
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ตารางที ่9  คา่เสน้ผา่นศนูยก์ลางการยบัยัง้เชือ้โรคของสารสกดัสว่นต่างๆ ของลาํพ ู

  Average clear zone diameter (mm) 

หมายเลข สารสกดั 
S. aureas E. coli 

1 2 3 average SD 1 2 3 average SD 

1 ทีหุ่ม้ดอก 12 12 12 12 0.00 

ไมพ่บ clear zone 

2 เมลด็ 12 12 10 11.33 1.15 

3 หน่อ 11 11 11 11 0.00 

4 เกสร 14 14 14 14 0.00 

5 เนื้อผล 
ไมพ่บ clear zone 

6 เปลอืกและปีกผล 

7 ใบ 11 12 12 11.67 0.58 

 

จากผลการทดลองในตารางที ่ 9 แสดงว่าสารสกดัจากแต่ละสว่นของลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกักบัเมธานอลมี

ความหลากหลายและใหข้อบเขต (spectrum) ในการฆา่เชือ้แตกต่างกนัไปดว้ย โดยพบว่าสารสกดัจากหลายสว่น

ของลาํพมูฤีทธิฆ์า่เชือ้ได ้ ฤทธิต่์อเชือ้ทีไ่ดใ้นการทดลองอาจมาจากสารชนดิเดยีวหรอืมากกว่า ตอ้งมกีารทดสอบ

ต่อไป การทดสอบทีเ่ริม่ดาํเนนิการนี้ ไดท้ดลองกบั agar diffusion method ซึง่มคีวามจาํกดักบัสารทีไ่มล่ะลายน้ํา

หรอืละลายไดย้าก สว่นของพชืทีไ่มพ่บฤทธิย์บัยัง้เชือ้จงึควรทดสอบกบัวธิอีืน่ประกอบดว้ย กอ่นทีจ่ะสรปุวา่ ไมม่ี

สารออกฤทธิ ์ดงันัน้ในการทดลองต่อไปไดท้ดสอบฤทธิต่์อเชือ้แบคทเีรยีหลายสายพนัธุด์ว้ยวธิ ีbroth microdilution 

method 

 

ตารางที ่10 คา่เสน้ผา่นศนูยก์ลางการยบัยัง้เชือ้โรคของสารสกดัสว่นต่างๆของลาํพภูายหลงัยา้ยมายงัตวักลางใหม ่

หมายเลข สารสกดัจากลาํพ ู
S. aureas 

ผล 
ขึน้ ไมข่ึน้ 

1 ทีหุ่ม้ดอก (P0)  * มฤีทธิฆ์า่เชือ้ 

2 เมลด็ (S0) *  มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้ 

3 รากอากาศ (E0)  * มฤีทธิฆ์า่เชือ้ 

4 เกสร (T0)  * มฤีทธิฆ์า่เชือ้ 

7 ใบ (L0)  * มฤีทธิฆ์า่เชือ้ 
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การศึกษาฤทธ์ิต้านจลุชีพของสารสกดัจากลาํพดู้วยวิธี broth microdilution method 

 

 วธิกีารศกึษาฤทธิต์า้นจลุชพีนัน้ โดยทัว่ไปนิยมใชว้ธิ ีagar diffusion method เชน่วธิ ีagar well diffusion 

method และ disc diffusion method เนื่องจากวธิดีงักล่าวทาํงา่ย สะดวก ใชเ้วลาน้อย และสามารถอา่นผลไดจ้าก

ตาเปล่าดว้ยการวดั inhibition zone  แต่สามารถทดสอบความไวของเชือ้ไดแ้ต่ในเชงิคณุภาพและเชงิกึง่ปรมิาณ

เทา่นัน้ สาํหรบัการศกึษาสารสกดัจากธรรมชาตดิว้ยวธินีี้ ยงัมขีอ้จาํกดัในดา้นการละลายของสาร ความสามารถใน

การแพรข่องสาร รวมไปถงึขนาดโมเลกลุของสาร กล่าวคอืสารสกดัจากธรรมชาตแิต่ละชนิดนัน้ มคีวามสามารถใน

การละลายในตวัทาํละลายไดแ้ตกต่างกนั โดยสว่นมากจะละลายไดน้้อยในตวัทาํละลายแบบมขี ัว้  เป็นผลทาํให้

ความสามารถในการแพรบ่น agar ของแต่ละสารแตกต่างกนั  ดว้ยเหตุนี้ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ inhibition 

zone จงึไมแ่ปรผนัตรงตามฤทธิต์า้นจุลชพีในสารสกดัธรรมชาต ิ ดงันัน้การศกึษาฤทธิต์า้นจุลชพีของสารสกดัจาก

ธรรมชาตนิัน้ ควรเลอืกใชว้ธิทีีเ่หมาะสม เชน่วธิ ีbroth microdilution method (Sader และคณะ, 2006) เนื่องจาก

วธินีี้มขีอ้ดคีอื สามารถทราบความไวของเชือ้ต่อสารทดสอบทัง้ในเชงิคณุภาพและเชงิปรมิาณ  ประหยดัปรมิาณ

ตวัอยา่งทดสอบ การอา่นผลถกูตอ้ง โดยอา่นผลไดจ้ากการดคูวามขุน่ของอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยตาเปลา่หรอืวดัคา่

การดดูกลนืแสง ซึง่ความขุน่ของอาหารเลีย้งเชือ้จะแปรผกผนักบัฤทธิต์า้นจุลชพี นอกจากนี้ยงัสามารถบอกไดถ้งึคา่ 

minimal inhibitory concentration (MIC) ของสารไดท้นัท ี 

 

Broth microdilution method  

วสัดแุละอปุกรณ์ 

1. ตวัอยา่งสารสกดัจากตน้ลาํพ ู 

• สารสกดัจากสว่นใบลาํพ ู(L), รากอากาศ (E), ทีหุ่ม้ดอก (P), เกสร (T), เนื้อผล (F), ปีกผล (C) และ 

เมลด็ (S) ทีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ยเมธานอล  

• สารสกดัจากสว่นใบลาํพทูีส่กดัดว้ยการผา่นสารทาํละลายทีล่ะชนดิผา่น soxhet ดว้ย hexane (L1), 

dichloromethane (L2), ethyl acetate (L3) และ เมธานอล (L4) ตามลาํดบั 

• สารสกดัจากสว่นทีหุ่ม้ดอกลาํพทูีส่กดัดว้ยการผา่น soxhet ดว้ย hexane (P1), dichloromethane 

(P2), ethyl acetate (P3) และ เมธานอล (P4) ตามลาํดบั 

• สารสกดัจากสว่นเมลด็ลาํพทูีส่กดัดว้ยการผา่น soxhet ดว้ย hexane (S1), dichloromethane (S2), 

ethyl acetate (S3) และ เมธานอล (S4) ตามลาํดบั 

2. 96 well plates (Flat bottom with lid) (Corning Incorporated, USA)  

3. Muller Hinton broth / Muller hinton agar (Becton Dickinson, USA) 

4. Pipette / tips 

5. 0.85% NaCl 

6. DMSO 

7. Chloramphenicol (Sigma-aldrich, USA) 

8. เครือ่งวดัความขุน่ (Colorimeter) (Biomerieux, France) 

9. Microorganisms 

ใชเ้ชือ้ทดสอบทัง้หมด 12 สายพนัธุ ์แบ่งเป็นเชือ้ในกลุ่มแกรมบวกและแกรมลบ รวมไปถงึเชือ้สาย

พนัธุด์ือ้ยา โดยแสดงดงัในตารางที ่11 และ 12 
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ตารางที ่11 เชือ้ทดสอบแกรมบวกทีใ่ชใ้นการทดลอง 

Microorganisms แกรมบวก ท่ีมา 

Drug sensitive 

strains 

- Staphylococcus aureus ATCC 29213 

- Bacillus subtilis ATCC 6633 

- Bacillus megaterium ATCC 19213 

-กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์

-กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์

-กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์

Drug resistance 

strains 

- Staphylococcus aureus ATCC 43300 

(MRSA) 

-Enterococcus faecalis* 

-Enterococcus faecium* 

* มแีนวโน้มดือ้ยา 

-กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์

 

-โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา้ 

-โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา้ 

 

  ตารางที ่12 เชือ้ทดสอบแกรมลบทีใ่ชใ้นการทดลอง 

Microorganisms แกรมลบ ท่ีมา 

Drug sensitive 

strains 

- Escherichia coli  ATCC 25922 

- Pseudomonas aeruginosa  ATCC 

27853 

 

-กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์

-กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์

Drug resistance 

strains 

- Escherichia coli  ESBL 

- Pseudomonas aeruginosa  ( multidrug 

resistance ) 

- Klebsiella pneumoniae 

- Acinetobacter baumannii 

-โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา้ 

-โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา้ 

 

-โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา้ 

-โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา้ 

   

วิธีการทดลอง 

1.  ปรบัความขุน่เริม่ตน้ของเชือ้ดว้ย 0.85% NaCl ใหไ้ดเ้ท่ากบั 0.5 Macfarland  (108 cfu/ml) เจอืจาง
ปรมิาณเชือ้ใหไ้ด ้106 cfu/ml 

2.    ใส ่Muller Hinton broth 40 µl ลงในหลุม 96 well plates  
3. ใสต่วัอยา่งสารสกดัทีท่าํละลายดว้ย DMSO ความเขม้ขน้ 2 mg/ml ใสล่งในหลุมแรกปรมิาตร 40 µl 

ทาํการผสม จากนัน้ดดูสารละลาย ปรมิาตร 40 µl ใสใ่นหลมุที ่2 แลว้ทาํการเจอืจางแบบอนุกรม 2 
เทา่ในหลุมถดัไป  

4. ใสเ่ชือ้ 106 cfu/ml ปรมิาตร 20 µl ในแต่ละหลุม  ปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 100 µlในทกุหลุม โดยการ
เตมิ Muller Hinton broth  

5. กาํหนดใหก้ารทดสอบในแต่ละตวัอยา่งสารสกดัตอ้งม ี
ชดุควบคมุผลบวก ไดแ้ก ่อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Muller Hinton ผสมเชือ้ทดสอบ  
ชดุควบคมุผลลบ ไดแ้ก ่อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Muller Hinton ผสมตวัอยา่งสารสกดั  
ชดุควบคมุมาตรฐาน ไดแ้ก ่อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Muller Hinton ผสมเชือ้ทดสอบ และยามาตรฐาน 
ในทีน่ี้ใชย้า Chloramphenicol ทีค่วามเขม้ขน้เริม่ตน้ 2 mg/ml 

6. บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37˚C นาน 18-24 ชัว่โมง  อา่นผลชดุควบคมุมาตรฐานและเทยีบความถกูตอ้งกบัคา่
มาตรฐานของ CLSI (2010) 
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ผลบวก : เกดิความขุน่ของเชือ้ในหลุม โดยเทยีบกบัชดุควบคมุผลบวก 
ผลลบ : ไมเ่กดิความขุน่ของเชือ้ในหลุม โดยเทยีบกบัชดุควบคมุผลลบ 
การอา่นคา่ MIC  = คา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัในหลุมสดุทา้ยทีไ่มเ่กดิความขุน่ของเชือ้ในหลุม   

7. ทาํการทดสอบหาคา่ Minimal Bactericidal Concentration (MBC) จากหลุมทีไ่ดผ้ลลบ  โดยนําน้ํา

เลีย้งเชือ้ไปหยดลงบน Muller Hinton agar และ บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37˚C นาน 18-24 ชัว่โมง และอา่นผล
โดย 
เชือ้เจรญิ  : ตวัอยา่งสารสกดัไมม่สีารออกฤทธิฆ์า่เชือ้ทดสอบไดท้ีค่วามเขม้ขน้นัน้ 
เชือ้ไมเ่จรญิ  : ตวัอยา่งสารสกดัมสีารออกฤทธิฆ์า่เชือ้ทดสอบไดท้ีค่วามเขม้ขน้นัน้ 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดอง  

 

จากการเปรยีบเทยีบคา่ MIC จากชดุควบคมุมาตรฐานกบัมาตรฐานของ CLSI ปี 2010 ของเชือ้ทดสอบ 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 และ Escherichia coli  ATCC 25922 พบว่าคา่ทีไ่ดอ้ยูใ่นชว่งมาตรฐานที ่

CLSI ยอมรบัได ้ ตวัอยา่งสารสกดั S4, P4 และ L4 มสีารออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ทดสอบได้

ใกลเ้คยีงกนั แต่ใน S 1-3 , P 1-3 และ L 1-3 ไมม่สีารออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ทดสอบ ดงัในตาราง

ที ่13 และเหน็ไดว้่าตวัอยา่งสารสกดั S4 , P4 และ L4 มสีารออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ทดสอบแกรม

ลบไดด้กีว่าแกรมบวกเลก็น้อย และสามารถฆา่เชือ้ทดสอบแกรมลบไดด้ ี ยกเวน้เชือ้ Klebsiella pneumoniae 

ในขณะทีไ่มส่ามารถฆา่เชือ้ทดสอบแกรมบวกได ้ยกเวน้ Bacillus megaterium  

 

ฤทธิต่์อเชือ้แบคทเีรยีแกรมลบสว่นใหญ่เป็นแบบการฆา่เชือ้โรค ขณะทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเตบิโตสาํหรบัเชือ้

แบคทเีรยีแกรมบวก ยกเวน้เชือ้ B. megaterium ซึง่สารสกดัแสดงฤทธิก์ารฆา่เชือ้โรค ดงัแสดงในตารางที ่ 14 คา่ 

MIC และ MBC  สาํหรบัสารสกดัเมธานอลภายหลงัทีไ่ดท้ีผ่า่นการสกดัดว้ยเมธานอล ไดคลอโรมเีทน และ ethyl 

acetate มากอ่นแลว้ ใหผ้ลคลา้ยกบัการสกดัดว้ยการหมกัเมธานอลในสารสกดัสว่นใหญ่ทีส่กดัจากเมลด็และทีหุ่ม้

ดอก แสดงว่าการสกดัดว้ย hexane, dichloromethane และ ethyl acetate ไมไ่ดส้กดัสารออกฤทธิอ์อกไป อยา่งไร

กต็ามฤทธิก์ารฆา่เชือ้ของสารสกดัจากใบต่อเชือ้แกรมลบลดลงจาก 0.2 เป็น 0.4 mg/ml ใน 4/5 กรณี ดงัแสดงใน

ตารางที ่15 

 

 จากตารางที ่14 ตวัอยา่งสารสกดั S4, P4 และ L4 ใหผ้ลคลา้ยกบัผลของตวัอยา่งสารสกดั S4 , P4 และ 

L4 ทีท่ดสอบในครัง้แรก สาํหรบัตวัอยา่งสารสกดัลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ยเมธานอล คอื L (ใบ), E (หน่อ), S 

(เมลด็), P (ทีหุ่ม้ดอก), T (เกสร), F (เนื้อผล) และ C (ปีกผล) ทัง้หมดมสีารออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้

แกรมบวกและแกรมลบได ้แต่มสีารออกฤทธิฆ์า่เชือ้  แกรมลบ Escherichia coli  ATCC 25922, Escherichia coli  

ESBL, Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa (multidrug resistance), 

Klebsiella pneumoniae และ Acinetobacter baumannii ไดย้กเวน้ตวัอยา่งสารสกดัจากเนื้อผล (F) ไมส่ามารถฆา่ 

Klebsiella pneumoniae ได ้ สาํหรบัฤทธิใ์นการฆา่เชือ้ทดสอบแกรมบวก พบว่าตวัอยา่งสารสกดัจากใบ (L) 

สามารถฆา่เชือ้แกรมบวก Staphylococcus aureus ไดท้ัง้สายพนัธุม์าตรฐานและสายพนัธุด์ือ้ยา ในขณะทีต่วัอยา่ง

สารสกดัอืน่ๆ ไมส่ามารถฆา่เชือ้แกรมบวกได ้

พบคา่ MIC ของสารทีส่กดัลาํพทูัง้ 7 สว่นทีส่กดัดว้ยเมธานอล  แต่ MBC มคีา่ทีแ่ตกต่างกนัไปดงัแสดงใน

ตารางที ่15 ทัง้นี้พบฤทธิก์ารฆา่เชือ้กลุ่มแกรมลบไดท้ัง้หมด ทัง้เชือ้ทีไ่วต่อยา (E. coli and P. aeruginosa) และ
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กลุ่มทีด่ือ้ยา (MDR (ESBL-producing E. coli, MDR-P. aeruginosa, and PDR- A. baumannii) strains)) อยา่งไร

กต็ามพบฤทธิฆ์า่เชือ้แกรมบวกเฉพาะจากสารสกดัของใบลาํพตู่อเชือ้ทีด่ือ้ยา  และสารสกดัจากใบ เมลด็ และราก

อากาศลาํพ ู ต่อเชือ้ B. megaterium และ S. aureus แต่ไมม่ฤีทธิต่์อ B. subtilis เชือ้ทีด่ือ้ต่อยา และเชือ้ทีไ่วต่อยา

ตามลาํดบั  สาํหรบัสว่นทีเ่หลอืจะพบเฉพาะการแสดงฤทธิก์ารยบัยัง้การเตบิโต  (bacteriostatic effect) ต่อเชือ้แก

รมบวก   

จากขอ้มลูขา้งตน้ จากผลของคา่ MBC และ MIC ต่อเชือ้ทดสอบต่างๆ สามารถแบ่งสว่นต่างๆ ของลาํพใูน

การยบัยัง้เชือ้โรคไดเ้ป็น 3 กลุ่มดงันี้   

กลุ่มที ่1 ประกอบดว้ยสว่นของใบ ซึง่แสดงฤทธิฆ์า่เชือ้ (anti-bactericidal activity) ทีแ่รงต่อเชือ้สองชนิดที่

ไวต่อยาคอื B. megaterium และ S. aureus  และเชือ้แกรมบวกทีด่ือ้ยา (MRSA)  

กลุ่มที ่2 ประกอบดว้ยสารสกดัจากรากอากาศ และเมลด็ ทีส่ามารถฆา่เชือ้แกรมบวก คอื B. megaterium 

และหยดุการเตบิโตของเชือ้  (bacteriostatic effect) ต่อเชือ้แกรมบวกทีนํ่ามาทดสอบ  

กลุ่มที ่3 ประกอบดว้ยสารสกดัจากเกสร ทีหุ่ม้ดอก เนื้อผล และปีกผล ซึง่ยบัยัง้การเตบิโต (bacteriostatic 

activity) ต่อเชือ้แกรมบวกทัง้หมด   

 

จากภาพรวมของการทดลองนี้สารสกดัจากลาํพมูผีลต่อเชือ้แบคทเีรยีทัง้แกรมบวกและลบ รวมทัง้ชนิดที่

ดือ้ต่อยาดว้ย  สารสกดัมฤีทธิฆ์า่เชือ้โรค (bactericidal action) ต่อเชือ้แกรมลบดกีว่าเชือ้แกรมบวก และพบว่าสว่น

ทีส่กดัดว้ยเมธานอลแสดงฤทธิไ์ดโ้ดยการสกดัมากอ่นดว้ยสารทาํละลายอืน่ไมค่อ่ยมต่ีอฤทธิด์งักล่าวนกั ซึง่แสดงว่า

สารทีแ่สดงฤทธิต่์อเชือ้เหล่านี้ไดค้อ่นขา้งเป็นสารทีช่อบน้ํา แมว้า่สว่นต่างๆ ของลาํพทูัง้เจด็สว่นสามารถสดงฤทธิ ์

ต่อเชือ้ไดแ้ต่กม็รีะดบัความแรงแตกต่างกนั  โดยพบฤทธิท์ีด่ใีนสารสกดัจากใบลาํพทูีส่กดัดว้ยเมธานอล ซึง่เป็นสว่น

ทีเ่กบ็เกีย่วไดง้า่ยและมเีพิม่ทดแทนใบเดมิไดจ้ากการแตกใบใหม ่ สารประกอบทีแ่สดงฤทธิด์งักลา่วอาจมาจากสารฟ

ลาโวนอยดใ์นพชืนี้ โดยทัว่ไปมกัพบว่าสารสกดัจากพชืมกัมฤีทธิต่์อเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกมากกว่าแกรมลบ (Paz 

และคณะ, 1995; Vlietinck และคณะ, 1995; Kudi และคณะ, 1999; Palombo และ Semple, 2001) ดงันัน้ผลทีไ่ด้

จากการวจิยันี้จงึน่าสนใจทีส่ารสกดัจากลาํพสูว่นใหญ่มผีลต่อเชือ้แกรมลบทีด่กีว่า ซึง่สามารถอธบิายไดว้่าสารทีม่ ี

ผลต่อเชือ้แบคทเีรยีคอ่นขา้งมขี ัว้น้อย และละลายน้ําไดไ้มด่ ี(Parekh และคณะ, 2006)           สว่นประกอบทีเ่ป็น

เมมเบรนภายนอกของเชือ้แบคทเีรยีแกรมลบเป็นสารประกอบประเภท lipopolysaccharide ทาํใหผ้นงัเซลไมค่อ่ย

ยอมใหส้ารทีช่อบไขมนัผา่นได ้   และ porin-based pores มลีกัษณะเป็นตวักัน้ขวางทีเ่ฉพาะเจาะจง และจาํกดั

ขนาดโมเลกลุทีป่ระมาณ 600 Da (Nikaido และ Vaara, 1985) ขณะทีเ่ชือ้แกรมบวกไวต่อสารทีม่ขี ัว้ตํ่าเนื่องจากผวิ

นอกของเซลเป็น peptidoglycan ซึง่เป็นตวักัน้ขวางการซมึผา่นของสาร ทีไ่มค่อ่ยมปีระสทิธภิาพ (Scherrer และ 

Gerhardt, 1971; Arias และคณะ, 2004) สาํหรบัสารสกดัจากลาํพทูีส่กดัดว้ยเมธานอลคอ่นขา้งเป็นสารทีม่ขี ัว้ดงันัน้

จงึมปีระสทิธภิาพต่อเชือ้แกรมลบมากกว่าเชือ้แกรมบวก โดยมสีารมากกว่าหนึ่งชนิดในการออกฤทธิท์ีเ่ป็น

องคป์ระกอบในการออกฤทธิฆ์า่เชือ้โรคแกรมลบและยบัยัง้การเตบิโตของเชือ้แกรมบวก  
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ตารางท่ี 13 การยบัยัง้เชือ้โรคต่างๆทีท่ดสอบดว้ยวธิ ีbroth microdilution method ของสารสกดัจากลาํพ ู (S (1-4), P (1-4) 

และ L (1-4)) 

 
    Test bacterial strains  

    

Gram-positive 

 

Gram-negative 

         

Samplesb MIC/MBC    Drug-sensitive       Drug-resistant       Drug- sensitive         Drug-resistant   

  (mg/ml) 
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S1 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

S2 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

S3 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

S4 

   MIC 0.4 0.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

   MBC NA 0.2 NA NA NA NA 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

P1 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

P2 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

P3 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

P4 

   MIC 0.4 0.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

   MBC NA NA NA NA NA NA 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

L1 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

L2 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

L3 

   MIC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

   MBC NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

L4 

   MIC 0.2 0.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

   MBC NA 0.2 0.4 0.4 NA NA 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

 
aData are shown as the representative values from one trial, and represent that seen from 3 replications per trial 

and 3 independent trials. (NA = Non Active) 
bSamples, coded as X1-4, represent the sequential extracts of hexane (1), dichloromethane (2), ethyl acetate (3) 

and methanol (4) from the seeds (S),  calyx (P) and leaves (L) of the crabapple mangrove tree. 
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NA = non active 

ตารางท่ี 14 การยบัยัง้เชือ้โรคต่างๆทีท่ดสอบดว้ยวธิ ีbroth microdilution method ของสารสกดัจากลาํพ ูS4 , P4 และ L4  

ซึง่ทาํการทดสอบซํ้า 

 

Samples 

 

MIC/MBC 

(mg/ml) 

Microorganisms 

Gram-positive Gram-negative 
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S4 
   MIC 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 0.4 

   MBC NA NA NA NA NA 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 NA 0.4 

P4 
   MIC 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

   MBC NA NA NA NA 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 NA NA 

L4 
   MIC 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

   MBC 0.4 0.4 NA NA NA 0.2 0.4 0.4 0.4 0.4 NA 0.4 
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ตารางท่ี 15 การยบัยัง้เชือ้โรคต่างๆ ทีท่ดสอบดว้ยวธิ ีbroth microdilution method ของสารสกดั  L, E, S, P, T, F และ C 

ซึง่เป็นสว่นต่างๆของลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ยเมธานอล 

Samplesb MIC/MBC Test bacterial strains  

(mg/ml) 

                        Gram-positive      

             

                      Gram-negative     

         

 Drug-sensitive Drug-resistant Drug-sensitive 

 

Drug-resistant 
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. c
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 ( 
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. b

au
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L 

MIC 0.2 0.2 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

MBC NA 0.2 0.4 0.4 NA NA 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

E 

MIC 0.2 0.2 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

MBC NA 0.2 NA NA NA NA 0.2 0.2 0.4 0.4 0.4 

S 

MIC 0.4 0.2 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

MBC NA 0.2 NA NA NA NA 0.2 0.2 0.4 0.4 0.4 

P 

MIC 0.4 0.2 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

MBC NA NA NA NA NA NA 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

T 

MIC 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

MBC NA NA NA NA NA NA 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

F 

MIC 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 

MBC NA NA NA NA NA NA 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

C 

MIC 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

MBC NA NA NA NA NA NA 0.2 0.2 0.4 0.4 0.4 

Chloramc MIC 0.0015 0.0015 0.0062 0.0062 0.0062 0.0062 0.0062 0.025 0.0062 0.1 NA 

CLSId MIC - - 

0.002-

0.016 - - - 

0.002- 

0.008 - - - - 

 
aData are shown as the representative values from one trial, and represent that seen from 3 replications per trial 

and 3 independent trials. 
bSamples are the ethanolic extracts from the leaf (L), pneumatophore (E), seed (S), calyx (P), stamen (T), fruit 

(F) and calyx (C) of the crabapple mangrove tree  
cChloram: Chloramphenical 
dCLSI: Clinical Laboratory Standard Institute  

 

สรปุ  

สรปุไดว้า่สารสกดัจากสว่นต่างๆ ของลาํพมูสีารออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ไดท้ัง้แกรมบวก

และแกรมลบ และสามารถฆา่เชือ้แกรมลบไดด้กีว่าแกรมบวก สารทีส่กดัดว้ยเมธานอลจากสว่นต่างๆของลาํพแูสดง

ฤทธิย์บัยัง้เชือ้โรคแบคทเีรยีทัง้เชือ้แกรมบวกและลบ สารสกดัจากใบทีส่กดัดว้ยเมธานอลแสดงฤทธิไ์ดด้แีละ

สามารถฆา่เชือ้แบคทเีรยีทีด่ือ้ต่อยาคอื MDR Gram-positive (MRSA) และ Gram-negative pathogens (ESBL-

producing E. coli, MDR-P. aeruginosa and the PDR- A. baumannii)  
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การศึกษาฤทธ์ิในการยบัยัง้เช้ือแบคทีเรียในช่องปากและความเป็นพิษต่อเซลลเ์พาะเล้ียงไฟโบรบาสจาก

เน้ือเย่ือเหงือกของสารสกดัลาํพ ู

 

1 ฤทธ์ิในการยบัยัง้เช้ือแบคทีเรียในช่องปาก 

 

1. ทดสอบความไวของจุลนิทรยี ์

 

1.1 การเตรยีมตวัอยา่ง เตรยีมสารตวัอยา่งใหม้คีวามเขม้ขน้เริม่ตน้ 10 มลิลกิรมั/มลิลลิติร  โดยละลายดว้ย 

dimethylsulfoxide (DMSO)  ทัง้นี้สารสกดัจากลาํพทูีนํ่ามาใชใ้นการทดสอบไดแ้ก ่

• สารสกดัจากสว่นใบลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ยเมธานอล (L0)  

• สารสกดัจากสว่นใบลาํพทูีส่กดัดว้ยการผา่น soxhet ดว้ยเมธานอล (L4)  

• สารสกดัจากทีหุ่ม้ดอกลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ยเมธานอล (P0)  

• สารสกดัจากทีหุ่ม้ดอกลาํพทูีส่กดัดว้ยการผ่าน soxhlet ดว้ยเมธานอล (P4)  

• สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ยเมธานอล (S0)  

• สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีส่กดัดว้ยการผ่าน soxhlet ดว้ยเมธานอล (S4)  

 

1.2 ชนิดของเชือ้แบคทเีรยีและเชือ้รา เชือ้แบคทเีรยีทีนํ่ามาทดสอบกบัแบคทเีรยีทีเ่ป็น normal flora ในชอ่ง

ปาก ไดแ้ก ่ 12Streptococcus sobrinus, Streptococcus milleri group, Streptococcus salivarius NO1, Streptococcus 

salivarius NO2, Streptococcus mitis  โดยมเีชือ้กลุ่มกอ่โรค ไดแ้ก ่12Streptococcus mutans ATCC 27175 

 

1.3 วธิกีาร Disk diffusion susceptibility testing ตามวธิขีอง NCCLS1 โดยใชเ้ชือ้ใน Mueller Hinton 

broth ทีม่คีวามขุน่ 0.10 ทีค่วามยาวคลืน่ 625 nm ทาํการ spread บน Mueller Hinton agar  ทิง้ไวใ้ห ้ absorb 

นาน 10 นาท ี กอ่นทีจ่ะวางแผน่ disks ทีม่สีารตวัอยา่งปรมิาตร 10 ไมโครลติร วางลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่เีชือ้ 

โดยใช ้negative control :DMSO 10 ไมโครลติร และ positive control คอื vancomycin 30 ไมโครกรมั/disc ใชว้ธิี

นี้ เพือ่คดัเลอืกตวัอยา่งทีม่ฤีทธิต์า้นจลุนิทรยี ์กอ่นทีจ่ะนําไปหาคา่ MIC โดยวธิ ีBroth microdilution method ต่อไป 

 

1.4 การทดสอบความไวของเชือ้จุลนิทรยีต่์อสารทดสอบ ทาํวธิ ีBroth microdilution testing  ตามวธิขีอง 

NCCLs2  การอา่นผล อา่นคา่ความเขม้ขน้ตํ่าสดุของสารสกดัทีส่ามารถยบัยัง้การเตบิโตของเชือ้จุลนิทรยีไ์ดเ้ป็นคา่ 

MIC  โดยอา่นความขุน่ดว้ยเครือ่ง microplate reader ทีค่วามยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร โดยเปรยีบเทยีบความขุน่

กบั positive control ทีม่เีชือ้ (ไมม่สีารทดสอบ) โดยอา่นคา่ความเชม้ขน้ของสารทีม่คีา่ความขุน่ตํ่ากว่าความขุน่ของ

หลุม positive control  >  90 เปอรเ์ซน็ต ์เป็นคา่ MIC  
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ผลการทดสอบและอภิปรายผล 

จากการทดสอบสารตวัอยา่งทัง้หมดดว้ยวธิ ีdisk diffusion พบว่าสารไมส่ามารถยบัยัง้เชือ้ 12Streptococcus 

mitis และ 12Streptococcus mutans ATCC 27175 โดยสารสกดัทกุชนิดมผีลยบัยัง้เชือ้ 12Streptococcus 

sobrinus, Streptococcus  milleri group ยกเวน้สาร S4 สาํหรบัสารสกดัทกุชนิดมผีลยบัยัง้เชือ้ 12Streptococcus 

salivarius NO1, Streptococcus salivarius NO2 (ตารางที ่16) 

 จากการทดสอบดว้ยวธิ ี broth microdilution method สารสกดัมคีวามสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของ

เชือ้ในชอ่งปากกลุ่มทีเ่ป็นเชือ้ประจาํถิน่สว่นใหญ่ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ >1000 µg/ml ยกเวน้ P0 มคีวามสามารถใน

การยบัยัง้เชือ้ 12Streptococcus salivarius NO1, Streptococcus salivarius NO2  โดยมคีา่ MIC ทีร่ะดบัความ

เขม้ขน้ 125 และ 62.5 µg/ml ตามลาํดบั สาํหรบั S0 มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ Streptococcus salivarius 

NO2  โดยมคีา่ MIC ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 1000 µg/ml  สาํหรบั L0 และ L4  มคีวามสามารถในการยบัยัง้

เชือ้ Streptococcus salivarius NO2  โดยมคีา่ MIC ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 3.9063 และ 62.5 µg/ml ตามลาํดบั 

(ตารางที ่17) 

 

ตารางที ่16 การยบัยัง้เชือ้โรคของสารสกดัจากลาํพดูว้ยการทดสอบดว้ยวธิ ีdisk diffusion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Note: ความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งทีท่ดสอบ 1000 ไมโครกรมัต่อแผน่ดสิต ์

 

 

 

 

 

  

 

Sample Zone of  Inhibition (mm) 

S.
 m

ille
ri 

gr
ou

p 

S.
 m

iti
s 

S.
 s

al
iv

ar
iu

s 
N

01
 

S.
 s

al
iv

ar
iu

s 
N

02
 

S.
 m

ut
an

s 
AT

C
C

 

27
17

5 
 

S.
 s

ob
rin

us
 

L0 11 < 8 14 16 < 8 13 

L4 16 < 8 14 17 < 8 15 

P0 12 < 8 14 16 < 8 13 

P4 10 < 8 14 15 < 8 12 

S0   11   < 8    15   16   < 8   12 

S4  < 8   < 8   10   11   < 8   <8  
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ตารางที ่17  คา่ MIC การยบัยัง้เชือ้โรคของสารสกดัจากลาํพจูากการทดสอบวธิ ีMicrodilution method  
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

นอกจากนี้ไดท้าํการทดสอบฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีสายพนัธุอ์ ืน่ของสารสกดัลาํพ ูคอื สว่นทีหุ่ม้ดอกทีส่กดั

ดว้ยเมธานอลดว้ยการหมกั (PO) และผา่น soxhlet ในสว่นเมธานอล (PO hM หรอื P4) และ สว่นเมลด็ทีส่กดัดว้ย

เมธานอลดว้ยการหมกั (SO) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sample MIC (µg/ml) 
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L0 > 1000 > 1000 1000 3.9063 > 1000 > 1000 

L4 > 1000 > 1000 > 1000 62.50 > 1000 > 1000 

P0 > 1000 > 1000 125 62.50 > 1000 > 1000 

P4 > 1000 > 1000 > 1000 125.00 > 1000 > 1000 

S0 > 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000 

S4 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 
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การทดสอบฤทธ์ิ Anti-leptospira 

วตัถุประสงค ์

1. ศกึษาฤทธิต์า้นจุลชพีของสารสกดัสมนุไพรต่อเชือ้เลปโตสไปราสายพนัธุอ์า้งองิ 

2. ศกึษาฤทธิต์า้นจุลชพีของสารสกดัสมนุไพรต่อเชือ้เลปโตสไปราทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ย 

 

วธิทีดสอบ 

1)   เตรยีมสารสกดัจากลาํพสูว่นต่างๆ คอื PO, PO hM และ SO โดยเจอืจางดว้ยสารละลาย DMSO ความ

เขม้ขน้ 5% ใหไ้ดส้ารสกดัในความเขม้ขน้ในชว่ง 5 mg/mL-0.01mg/mL 

2)   เชือ้จุลชพีทีใ่ชใ้นการทดสอบ: Leptospira inteerogans 

สายพนัธุอ์า้งองิ 13 สายพนัธ ์คอื : Serogroup: Australis, Autumnalis, Canicola, Cynopteri, 

Bataviae, Javanica, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Hebdomadis, Panama, Pyrogenes, 

Sejroe, Shermanii รวมทัง้ Clinical isolates จาํนวน 5 สายพนัธุ ์

3) วธิทีีใ่ชใ้นการทดสอบ: 

Broth microdilution 

Broth macrodilution Technique 

4) วเิคราะหข์อ้มลู 

คาํนวณคา่ Minimal bacteriocidal concentration (MBC) 90/50 

Minimal inhibition concentration (MIC) 90/50 

 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 จากผลการทดสอบพบว่าสารสกดัยบัยัง้เชือ้ทดสอบไดด้งัตารางที ่18 โดย สาร PO และ SO ยบัยัง้เชือ้

ไดบ้ง้ทัง้สองกลุ่ม แต่ P4 ไมย่บัยัง้เชือ้ใดเลย ทัง้นี้แสดงว่าสารสกดัลาํพสูองชนิดแรกออกฤทธิย์บัยัง้เชือ้กลุ่มนี้ได้

บางสายพนัธุ ์

 

ตารางที ่18 การยบัยัง้เชือ้ Leptospira inteerogans ของสารสกดัจากลาํพ ู

สมนุไพร 
Reference strains Clinical isolates 

ฤทธิย์บัยัง้ ฤทธิท์าํลายเชือ้ ฤทธิย์บัยัง้ ฤทธิท์าํลายเชือ้ 

PO 3/13 1 mg/mL 0/13 1 mg/mL 3/5 1.5 mg/mL 1/5 1.25 mg/mL 

SO 5/13 1 mg/mL 1/13 1 mg/mL 5/5 
1.75 

mg/mL 
2/5 1.66 mg/mL 

P4 0/5 2.5 mg/mL 0/5 2.5 mg/mL 0/5 2.5 mg/mL 0/5 2.5 mg/mL 

 

ตารางที ่19  ฤทธิท์าํลายเชือ้ (MBC) และฤทธิย์ ัง้ยัง้การเจรญิ (MIC) ของสารสกดัจากลาํพ ู

No. สารสกดั MIC MBC 

1 PO 1.1 1.3 

2 SO 1 1 

3 P4 1.3 1.3 
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การศึกษาฤทธ์ิของสมุนไพรในการต้านเช้ือ Salmonella และ Shigella 

 

วตัถุประสงค ์

1.ศกึษาฤทธิต์า้นจุลชพีของสารสกดัสมนุไพรต่อเชือ้ Salmonella และ Shigella 

 

วธิทีดสอบ 

 

ขัน้ตอนการทดสอบฤทธิข์องสมนุไพรดว้ยเทคนิค agar dilution 

ทาํละลายสมนุไพรดว้ย DMSO 

 

 

สมนุไพร 0.3 กรมั/DMSO 2.5 ml (120 mg/ml) 

  

 

เจอืจางสมนุไพรดว้ย DMSO อตัราสว่น 1:1 จนไดค้วามเขม้ขน้ที ่60, 30, 15 mg/ml 

 

 

เจอืจางสมนุไพรแต่ละความเขม้ขน้ในอาหารเลีย้งเชือ้อตัราสว่นสมนุไพร 0.5 ml/MU agar 19.5 ml (ความเขม้ขน้

สดุทา้ยที ่3, 1.5, 0.75, 0.375 mg/ml) 

 

 

ทดสอบกบัเชือ้ Salmonella & Shigella โดยใชป้รมิาณเชือ้ที ่104-105 

 

 

ประเมนิเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ทัง้หมดทีใ่ชท้ดสอบ 

 

 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

สารสกดัทีส่ามารถยัง้ Salmonella และ Shigella ทีค่วามเขม้ขน้ 3 mg/ml โดย 

SO ยบัยัง้เชือ้ Salmonella 94 % / Shigella 88 % 

 P4 ยบัยัง้เชือ้ Salmonella 85.3 % / Shigella 100 % 

 P1  ไมส่ามารถยบัยัง้ได ้

อยา่งไรกต็ามระดบัความเขม้ขน้ดงักล่าวคอ่นขา้งสงูมากถงึจะทาํใหเ้ปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้สงูดงักล่าวได ้โดย

ฤทธิด์งักล่าวขึน้กบัความเขม้ขน้ของสารทดสอบ  
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  %Inhibition 

 
 

Conc. (mg/ml) 

 

รปูที ่2  ผลการศกึษาฤทธิข์องสมนุไพรต่อเชือ้ Salmonella 100 สายพนัธุ ์(สมนุไพร SO, P4 และ P1 ที ่3 mg/ml 

มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เชือ้ทีท่ดสอบทัง้หมดเป็น 94, 35 และ 0 % ตามลาํดบั) 

 

               %Inhibition 

 
Conc. (mg/ml) 

 

รปูที ่3 ฤทธิข์องสารสกดัต่อเชือ้ Shigella 100 สายพนัธุ ์(สมนุไพร P4, SO และ P1 ที ่3 mg/ml มฤีทธิใ์นการ

ยบัยัง้เชือ้ทีท่ดสอบทัง้หมดเป็น 99, 88 และ 0% ตามลาํดบั) 

 

ตารางที ่20  ฤทธิข์อง P4 ต่อเชือ้ Salmonella & Shigella 34 สายพนัธุ ์

Salmonella 

สมนุไพร 
ฤทธิใ์นการยบัยัง้เชือ้จากการทดสอบกบัเชือ้ 34 สายพนัธ ์(%) 

3 mg/ml 1.5 mg/ml 0.75 mg/ml 0.375 mg/ml 

P4 85.3 23.5 0 0 

Shigella 

สมนุไพร 
ฤทธิใ์นการยบัยัง้เชือ้จากการทดสอบกบัเชือ้ 34 สายพนัธ ์(%) 

3 mg/ml 1.5 mg/ml 0.75 mg/ml 0.375 mg/ml 

P4 100 97.1 94.1 94.1 
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รปูที ่4   ฤทธิข์องสารสกดั P4 ต่อเชือ้ Salmonella & Shigella 34 สายพนัธุ ์

− ที ่3 mg/ml สามารถยบัยัง้ Salmonella และ Shigella ได ้85.3% และ 100% ตามลาํดบั 

− 1.5 mg/ml คอืความเขม้ขน้สดุทา้ยทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ Salmonella ได ้23.5% 

− ที ่0.375 mg/ml คอืความเขม้ขน้สดุทา้ยทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ Shigellaได ้94.1% 
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การทดสอบฤทธ์ิสารสกดัสมนุไพรต่อเช้ือวณัโรค  

 

วตัถุประสงค ์

1. ทดสอบฤทธิต์า้นเชือ้วณัโรค (Mycobacterium tuberculosis) ของสารสกดัจากลาํพ ู

2. ศกึษาความเขม้ขน้ของสารสกดัจากลาํพทูีม่ฤีทธิต์า้นเชือ้วณัโรค 

 

วสัดุอปุกรณ์ วธิกีาร 

1. สารสกดัสมนุไพร 

2. สารเปรยีบเทยีบซึง่เป็น Anti-TB drug คอื Isoniazid (INH) และ Rifampin (RIE) 

3. เชือ้ทีใ่ชท้ดสอบ M. tuberculosis H37Ra  

Clinical isolates: Sensitive-, MDR-strains 

      4. Antimycobacterial assays ทัง้นี้อา้งองิวธิกีารทดสอบจาก Suksamrarn (1995, 2003, 2004) 

 

การเตรียมสารละลายสมนุไพร 

 
Antimycobacterial assay (Anti-tuberculosis assay) 

1. Microplate Alamar Blue Assay (MABA) 

Rapid screening method 

2. Rapid liquid based culturing (Becton MGIT 960 system) 

Quantitative detection of bacterial growth 

3. Conventional solid based culturing 

Agar proportional test 

 

 

 

สารสกดัสมุนไพร 

ของแขง็ ของเหลว 

ชัง่ 10 mg 

ละลายดว้ย DMSO 1 ml 

Stock ความเขม้ขน้สมุนไพร 10 mg/ml 

วดัปริมาตร และคาํนวณในหน่วย mg/ml 

เจือจางสารสกดัสมุนไพรดว้ย DMSO 

Stock ความเขม้ขน้สารสกดั 10 mg/ml 

http://www.jstage.jst.go.jp/search/?typej=on&typep=on&typer=on&d3=au&dp3=Sunit+Suksamrarn&ca=999999&alang=all&rev=all&pl=20&search=%8C%9F%8D%F5%8E%C0%8Ds
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Microplate Alamar Blue Assay (MABA) 

(Resazurin reduction test) 

ALAMARBLUETM: (Rezasurin fluorescence dye) 

 Fluorometric/colorimetric growth indicator 

− ตรวจการมชีวีติโดยวเิคราะหข์บวนการ Redox ทีเ่กดิขึน้ในเซลลท์ีม่ชีวีติทาํให ้Alamar Blue 

เปลีย่นแปลงจากสน้ํีาเงนิเป็นสชีมพอูอ่นเรอืงแสง และสามารถตรวจสอบปฏกิริยิาดว้ยตาเปล่า 

หรอืวดัปรมิาณสารเรอืงแสงไดด้ว้ย Fluorescence detector 

Resazurin (Blue and nonfluorescent) 

 

Resorufin (Pink and highly fluorescent) 

 

Preparing of M. tuberculosis inoculum 

Number of M. tuberculosis cells (H37Ra) 

M. tuberculosis cell density (MacFarland No.1) 

10 folds dilution 

10-1, 10-2, 10-3, …, 10-6 of cell density 

 

100 ul of each cell dilutions 

 

7H11 Agar plate count culture 

M. tuberculosis cell density MacFarland No. 1 มจีาํนวนเชือ้วณัโรค M. tuberculosis H37Ra ทีเ่จรญิบนอาหาร 

7H11 ประมาณ 4.6 × 106 CFU 

 
รปูที ่5  Microplate Alamar Blue Assay (MABA): จาํนวนเซลและการตรวจสอบการเปลีย่นแปลงของส ี 

อา่นผลวเิคราะหก์ารเจรญิเตบิโตของเซลลด์ว้ยปฏกิริยิาของ Alamar blue 

* Cell density ของ Mac No.1 ภายใน 24 ชัว่โมง 

* Cell densityของ Mac No.1 เจอืจาง 10 เทา่ อา่นผลวนัที ่7 
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ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

จากภาพรวมการทดสอบทีไ่ดแ้ละแสดงใน ตารางที ่21-23 และรปูที ่7 สมนุไพรทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 5 และ 

10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ไมม่ผีลยบัยัง้เชือ้วณัโรค (4.6 × 10-5) เมือ่เทยีบกบัฤทธิข์องยา INH และ RIF ในการศกึษา

นี้ใชเ้ครือ่ง BACTECTM MGITTM 960 System ซึง่ใชว้ดัสาํหรบั Mycobacteria Detection and Susceptibility 

Testing 

 

 
รปูที ่6  BACTECTM MGITTM 960 Indicator System 

 

ตารางที ่21 Plate count colony 

วนัทีเ่ลีย้งใน MGIT CFU Growth Unit 

0 5.7 × 106 0 

3 1.0 × 107 367.0 

4 14.3 × 107 1345.5 

5 3.79 × 107 1533.0 

 

ตารางที ่22 การยบัยัง้เชือ้ดว้ย BACTEC MGIT 960 : Antimycobacterial activity 

M. tuberculosis H37Ra 

Medicinal plants 

100 ug/ml 

Growth Index (inhibition) 

2 days 3 days 

1. DMSO 

2. SO 

3. P4 

4. P1 

4.5 

6.5 

7 

3.5 

671 

657 

608 

545 
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รปูที ่7 ฤทธิส์ารสกดัลาํพ ู(100 ug/ml) ต่อการตา้นเชือ้วณัโรค M. tuberculosis H37Ra 

 

ตารางที ่23 การยบัยัง้เชือ้วณัโรค (TB*) ของสารสกดัจากลาํพ ู

Extract % inhibition 

SO 5.1 

P1 7.0 

P4 21.3 

* M. tuberculosis H37Ra / ใชค้วามเขม้ขน้สมนุไพรในการทดสอบ 100 mg/ml 
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สมนุไพรต้านแบคทีเรียสาเหตขุองโรคติดเช้ือระบบทางเดินหายใจ และโรคติดเช้ือในโรงพยาบาล 

Antimicrobial Activity of Medicinal Plant against Bacteria, the Cause of Respiratory Tract Hospital 

Infection 

 

วตัถุประสงค ์

1. ทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยีสาเหตุของโรคตดิเชือ้ระบบทางเดนิหายใจ และโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาลของ

สารสกดัจากลาํพ ู

2. ศกึษาความเขม้ขน้ของสารสกดัจากลาํพทูีม่ฤีทธิต์า้นแบคทเีรยีสาเหตุของโรคตดิเชือ้ระบบทางเดนิหายใจ 

และโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 

 

วสัดุอปุกรณ์ วธิกีาร 

1. สารสกดัสมนุไพร 

2. สารเปรยีบเทยีบซึง่เป็น Anti-TB drug คอื Isoniazid (INH) และ Rifampin (RIE) 

3. เชือ้ทีใ่ชท้ดสอบเป็นเชือ้สายพนัธุต่์างๆ ดงันี้ 

 

Respiratory tract infection 

Streptococcus pneumoniae (25) penicillin R (19), I (5) 

Streptococcus pyogenes (50) 

Haemophilus influenzae (50) serotype: b, not b 

Neisseria meningitides (50) serogroup A, B, C, Y, W135 

Burkholderia pseudomallei (51) 

Moraxella catarrhalis (50) 

 

Hospital Infection 

Acinetobacter baumannii (50) penicillin R (19), I (5) 

Pseudomonas aeruginosa (51) 

Burkholderia cepacia  (42) serotype: b, not b 

Klebsiella pneumoniae (51) ESBL pos (36), ESBL neg (15) 

Staphylococcus aureus  (50) MRSA, MSSA 

 

การเตรยีมสารละลายสมนุไพร โดยการทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ กบัเชือ้แบคทเีรยีสายพนัธุต่์างๆ โดย

ตวัเลขในวงเลบ็เป็นจาํนวนสายพนัธุข์องแบคทีเ่รยีแต่ละชนดินัน้ๆ 
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ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

ผลการทดสอบพบวา่สารสกดัจากลาํพแูต่ละชนดิมฤีทธิต์า้นแบคทเีรยีกอ่โรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาลและ

แบคทเีรยีสาเหตุของโรคตดิเชือ้ระบบทางเดนิหายใจแตกต่างกนั ทัง้นี้แสดงผลในรปูที ่8 และ 9 ตามลาํดบั โดย  

คา่ MIC90ของสารสกดัจากลาํพตู่อแบคทเีรยีกอ่โรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาล และแบคทเีรยีสาเหตุของโรคตดิเชือ้

ระบบทางเดนิหายใจ ทดสอบในชว่งความเขม้ขน้ 1050-1500 ug/ml และ 375-1500 ug/ml ตามลาํดบั โดยคา่ MIC 

ต่อเชือ้โรคในภาพรวมคอื 0.06-128 ug/ml 

0
150
300
450
600
750
900

1050
1200
1350
1500
1650

ug/m l

P.aeruginosa 1500 1500 1500 1500

K. pneumoniae 1500 1500 1500 1500

A. baumannii 1415 1500 1366 1500

B. cepacia 1238 1423 1342 1500

SO PO P4 P1

 
รปูที ่8  MIC90 ของสารสกดัต่อแบคทเีรยีกอ่โรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาลทดสอบในชว่ง 1050-1500 ug/ml 

0
150
300
450
600
750
900

1050
1200
1350
1500
1650

ug/m l

S. pneumoniae 1234 678

B. pseudomallei 707 1500 750 1500

K. pneumoniae 1500 1500 1500 1500

SO PO P4 P1

 
รปูที ่9  MIC90 ของสารสกดัต่อแบคทเีรยีสาเหตุของโรคตดิเชือ้ระบบทางเดนิหายใจทดสอบในชว่ง 375-1500 

ug/ml 
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สรุปผลการทดลอง 

สารสกดัลาํพทูีใ่ชใ้นการทดลองนี้มกีารปนเป้ือนเชือ้โรคในระดบัตํ่าซึง่น่าจะเนื่องมาจากสารไดผ้า่นการหมกั

ในสารทาํละลายมากอ่นทาํใหท้าํลายเชือ้ไปได ้ โดยไมพ่บเชือ้กอ่โรคต่าง ๆ ไดแ้ก ่S. aurues, E. coli, P. 

aeruginosa. Salmonella spp., Clostridium spp. ในปรมิาณตวัอยา่ง 10 กรมั จากการศกึษาดว้ยวธิ ี agar 

diffusion สารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการผา่น soxhlet โดยใช ้ MeOH ทาํใหเ้กดิ clear zone ไดก้บัเชือ้ S. 

aureas และ C. albicans สาํหรบั gallic acid  ทาํใหเ้กดิ clear zone เฉพาะเชือ้ S. aureas  วธิกีารลงเชือ้ทีต่่างกนั 

(spread plate, swab test และ over layer) ในบางสารทดสอบจะใหผ้ลทีต่่างกนั สาํหรบัเชือ้ S. aureas  พบวา่สาร

สกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการผา่น soxhlet โดยใช ้MeOH มฤีทธิแ์คย่บัยัง้เชือ้ สว่น gallic acid มฤีทธิใ์นการฆา่

เชือ้ สาํหรบัเชื้อ C. albicans พบว่าสารสกดัจากเมลด็ลาํพทูีไ่ดจ้ากการผา่น soxhlet โดยใช ้MeOH มฤีทธิแ์คย่บัยัง้

เชือ้ สารสกดัจากแต่ละสว่นของลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกักบัเมธานอลมคีวามหลากหลายและใหข้อบเขตในการฆา่

เชือ้แตกต่างกนัไปดว้ย โดยพบว่าสารสกดัจากหลายสว่นของลาํพมูฤีทธิฆ์า่เชือ้ได ้จากผลการทดสอบดว้ยวธิ ีbroth 

dilution พบว่าสารสกดัทีเ่ตรยีมดว้ยสารทาํละลายทีม่คีวามเป็นขัว้ตํ่ากว่าเมธานอลในการทดลองนี้ไมค่อ่ยแสดงฤทธิ ์

ยบัยัง้เชือ้โรค ขณะทีส่ารสกดัทีไ่ดจ้ากการหมกัดว้ยเมธานอลมสีารออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ทดสอบ

แกรมลบไดด้กีว่าแกรมบวกเลก็น้อย และสามารถฆา่เชือ้ทดสอบแกรมลบไดด้ ี ในขณะทีไ่มส่ามารถฆา่เชือ้ทดสอบ

แกรมบวกได ้ ฤทธิต่์อเชือ้แบคทเีรยีแกรมลบสว่นใหญ่เป็นแบบการฆา่เชือ้โรค ขณะทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเตบิโตสาํหรบั

เชือ้แบคทเีรยีแกรมบวก สาํหรบัสารสกดัเมธานอลภายหลงัทีไ่ดท้ีผ่า่นการสกดัดว้ย เฮกเซน ไดคลอโรมเีทน และ 

ethyl acetate มากอ่นแลว้ ใหผ้ลคลา้ยกบัการสกดัดว้ยการหมกัเมธานอลในสารสกดัสว่นใหญ่ทีส่กดัจากเมลด็และที่

หุม้ดอก สาํหรบัตวัอยา่งสารสกดัลาํพทูีส่กดัดว้ยการหมกัดว้ยเมธานอล คอื L (ใบ), E (หน่อ), S (เมลด็), P (ทีหุ่ม้

ดอก), T (เกสร), F (เนื้อผล) และ C (ปีกผล) ทัง้หมดมสีารออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้แกรมบวกและแก

รมลบได ้ แต่มสีารออกฤทธิฆ์า่เชือ้  แกรมลบ Escherichia coli  ATCC 25922, Escherichia coli  ESBL, 

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa (multidrug resistance), Klebsiella 

pneumoniae และ Acinetobacter baumannii ได ้ยกเวน้ตวัอยา่งสารสกดัจากเนื้อผล (F) ไมส่ามารถฆา่ Klebsiella 

pneumoniae ได ้สาํหรบัฤทธิใ์นการฆา่เชือ้ทดสอบแกรมบวก พบว่าตวัอยา่งสารสกดัจากใบ (L) สามารถฆา่เชือ้แก

รมบวก Staphylococcus aureus ไดท้ัง้สายพนัธุม์าตรฐานและสายพนัธุด์ือ้ยา ในขณะทีต่วัอยา่งสารสกดัอืน่ๆ ไม่

สามารถฆา่เชือ้แกรมบวกได ้คา่ MIC ของสารทีส่กดัลาํพทูัง้ 7 สว่นทีส่กดัดว้ยเมธานอล  แต่ MBC มคีา่ทีแ่ตกต่าง

กนัไป ทัง้นี้พบฤทธิก์ารฆา่เชือ้กลุ่มแกรมลบไดท้ัง้หมด ทัง้เชือ้ทีไ่วต่อยา (E. coli and P. aeruginosa) และกลุ่มที่

ดือ้ยา (MDR (ESBL-producing E. coli, MDR-P. aeruginosa, and PDR- A. baumannii) strains)) อยา่งไรกต็าม

พบฤทธิฆ์า่เชือ้แกรมบวกเฉพาะจากสารสกดัของใบลาํพตู่อเชือ้ทีด่ือ้ยา  และสารสกดัจากใบ เมลด็ และรากอากาศ

ลาํพ ู ต่อเชือ้ B. megaterium และ S. aureus แต่ไมม่ฤีทธิต่์อ B. subtilis ชนิดเชือ้ทีด่ือ้ต่อยา และเชือ้ทีไ่วต่อยา

ตามลาํดบั  สาํหรบัสว่นทีเ่หลอืจะพบเฉพาะการแสดงฤทธิก์ารยบัยัง้การเตบิโตต่อเชือ้แกรมบวก สารสกดัจากลาํพู

สว่นใหญ่มคีวามสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ในชอ่งปากกลุ่มทีเ่ป็นเชือ้ประจาํถิน่สว่นใหญ่ทีร่ะดบัความ

เขม้ขน้ >1000 µg/ml สว่นทีหุ่ม้ดอกทีส่กดัดว้ยเมธานอลดว้ยการหมกั (PO) และผา่น soxhlet ในสว่นเมธานอล 

PO hM และ สว่นเมลด็ทีส่กดัดว้ยเมธานอลดว้ยการหมกั (SO) มผีลต่อเชือ้ Leptospira inteerogans, Salmonella 

และ Shigella แบบขึน้กบัความเขม้ขน้สารสกดั แต่สารสกดัทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 5 และ 10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ไม่

มผีลยบัยัง้เชือ้วณัโรคหรอืยบัยัง้ไดน้้อยมากต่อเชือ้วณัโรค (Mycobacterium tuberculosis) H37Ra สาํหรบัการ

ยบัยัง้แบคทเีรยีสาเหตุของโรคตดิเชือ้ระบบทางเดนิหายใจและโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาลของสารสกดัจากลาํพู

พบว่ามคีา่ MIC คอ่นขา้งสงู 
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กติติกรรมประกาศ: ขอขอบคณุ คณุ วมิล เพชรกาญจนาพงศ ์ปรด.(เทคนิคการแพทย)์ คณุ ปิยะดา หวงัรุง่ทรพัย ์

วทม.(อายรุศาสตรเ์ขตรอ้น)  คณุ วไิล แสงปาก วทบ.(เทคโนโลยชีวีวทิยา)  ในคาํแนะนําในการทดสอบฤทธิ ์Anti-

leptospira ขอขอบคณุ คณุ อรณุ บ่างตระกลูนนท ์นางสาวศรรีตัน์ พรเรอืงวงศ ์นายชยัวฒัน์ พลูศรกีญ่จน์ และ นาง

กรวรรณ นพพรพรรณ จาก WHO National Salmonella and Shigella Center ในคาํแนะนําในการทดสอบฤทธิ ์

ของสารสกดัในการตา้นเชือ้ Salmonella และ Shigella ขอขอบคณุ คณุ เบญจวรรณ เพชรสขุศริ ิ ฝา่ยไมโคร

แบคทเีรยี สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรส์าธารณสขุกรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์ ในคาํแนะนําในการทดสอบฤทธิส์าร

สกดัสมนุไพรต่อเชือ้วณัโรค ขอขอบคณุ คณุ สรุางค ์เดชศริเิลศิ, ประภาวด ีตษิยาธคิม, ปิตมิน พลวชิยั, สมใจ ไผ่

สมบรูณ์, เสาวลกัษณ์ ศรภีกัด,ี ดสิพงษ ์ วุฒเิวทย,์ อรทยั ทองมะล,ิ สไบ อนิทโชต ิ สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์

สาธารณสขุกรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์ ในคาํแนะนําในการทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยีสาเหตุของโรคตดิเชือ้ระบบ

ทางเดนิหายใจ และโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาล รวมทัง้ขอขอบคณุสตัวแพทยหญงิ ดร. เยาวภา พงษส์วุรรณ และ

นายแพทยป์ฐม สวรรคป์ญัญาเลศิ สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรส์าธารณสขุ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์
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ประวติัและผลงานของผูวิ้จยั  
 

ประวติัและผลงานของผูวิ้จยั 
 

1.  ช่ือ - สกลุ   (ภาษาไทย). นางสาวจนัทนา เวสพนัธ ์

(ภาษาองักฤษ).  Ms. Chantana Wessapan 

2. วนั เดือน ปีเกิด 14 มนีาคม 2498 

3. ตาํแหน่งทางวิชาการปัจจบุนั   ผูช้ว่ยศาสตราจารย ์ 

4. หน่วยงานและท่ีอยู่ท่ีติดต่อได้ 

 สถานท่ีทาํงาน ภาควชิาชวีเภสชัศาสตร ์คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยัศลิปากร วทิยาเขตพระราชวงั 

                                 สนามจนัทร ์นครปฐม  73000 โทรศพัท:์ 034 255800 โทรสาร: 034 

 ท่ีอยู่ปัจจบุนั     99/5 ถนนสวนตะไคร ้ตาํบลสนามจนัทร ์อาํเภอเมอืง นครปฐม 73000 

5. ประวติัการศึกษา  

ปริญญาโท   สาขา จุลชวีวทิยา  M.Sc. (Microbiology) 2529 คณะเภสชัศาสตร ์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ปริญญาตรี      เภสชัศาสตรบณัฑติ  2522 คณะเภสชัศาสตร ์ มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่

 

6. วิทยานิพนธร์ะดบับณัฑิตศึกษา (ช่ือเร่ือง/ปีท่ีดาํเนินการทัง้ระดบัปริญญาโทและปริญญาเอก) 

-  ระดบัปริญญาโท     

   Antimicrobial preservative effectiveness of ophthalmic solutions used in Thailand.   

 

7. สาขาวิชาท่ีมีเช่ียวชาญ 

o Biological activity research 

o Microbial standard development of products 

 

8. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศ 

8.1 งานวิจยัท่ีทาํเสรจ็แล้ว 

-โครงการพฒันาตาํรบัยาสฟีนัผสมสมนุไพรของชมุชนปฐมอโศก สนบัสนุนจากกระทรวงสาธารณสขุ 2547 (ผู้ร่วม

วิจยั)  

-โครงการพฒันาคณุภาพผลติภณัฑส์ขุภาพชมุชน : เครือ่งสาํอางผสมพชืสมนุไพร  สนบัสนุนจากกระทรวงสาธารณสขุ 

2548 (ผู้ร่วมวิจยั) 

 

8.2 Publications 

     - 

 

8.3 Proceedings and Presentations 
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1. Asavapichayont  P , Kongmuang S, Wessapan C, Chinpaisal C, and Nawanopparatsakul S. 

(2004). “Development of herbal toothpaste formulation for a local community in Nakorn pathom 

province” The 20th FAPA Congress, Bangkok, Thailand, 30 November -3 December 2004. 

2. Panomsuk S, Wessapan C, Ngawhirunpat T, and Opanasopit P. (2004). “The effect of 

preservatives and gamma radiation on the physical and chemical stability of gel bases.” การประชมุ

วชิาการเภสชักรรมประจาํปี 2547, กรงุเทพ, 26-27 มนีาคม 2547. 

3. Phaechamud T, Vesapun C, Kraisit P, et. al. (2004) "Ya Hom in dosage form of buccal tablet" The 

10th World Congress on Clinical Nutrition. Phuket, Thailand, 30 Nov-3 Dec 2004. 

 

8.4 งานวิจยัท่ีกาํลงัทาํ 

 - ฤทธิก์ารตา้นเชือ้จุลนิทรยี ์ของสารสกดัจากเปลอืกมงัคดุ (Anti-microbial activity of the extracts from fruit 

hull of mangosteen) เป็นโครงการยอ่ยที ่5 จากชดุโครงการวจิยั การพฒันาสารสกดัมาตรฐานจาก

เปลอืกผลมงัคดุและการประยกุตใ์ชใ้นอตุสาหกรรมยาและเครือ่งสาํอาง งบประมาณสนบัสนุนโครงการ

พฒันายาจากสมนุไพรไทย 2549 (หวัหน้าโครงการย่อย) (ทาํวจิยัลุลว่งประมาณ 50%) 

 

 

ประวติัและผลงานของผูร่้วมวิจยั 
 

1.  ช่ือ - สกลุ   (ภาษาไทย). นางชลุ ียมภกัด ี

(ภาษาองักฤษ).  Mrs. Chulee Yompakdee 

2. วนั เดือน ปีเกิด 18 พฤศจกิายน 2506 

3. ตาํแหน่งทางวิชาการปัจจบุนั   ผูช้ว่ยศาสตราจารย ์ 

4. หน่วยงานและท่ีอยู่ท่ีติดต่อได้ 

 สถานท่ีทาํงาน ภาควชิาจลุชวีวทิยา  

   คณะวทิยาศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

   ถ.พญาไท แขวงวงัใหม ่เขตปทมุวนั กรงุเทพฯ    

โทรศพัท:์ 02-2185070 โทรสาร: 02-2527576 

   Email: chulee.y@chula.ac.th 

 ท่ีอยู่ปัจจบุนั     หอพกัวทิยนิเวศน์ จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

   ถ.พญาไท แขวงวงัใหม ่เขตปทมุวนั กรงุเทพฯ 

5. ประวติัการศึกษา  

ปริญญาเอก   Ph.D. (Fermentation Technology), Osaka University, Japan, 2539 

ปริญญาโท   วท.ม (จุลชวีวทิยา), มหาวทิยาลยัมหดิล, 2531 

ปริญญาตรี      วท.บ (เทคนิคการแพทย)์, มหาวทิยาลยัเชยีงใหม,่ 2528 

 

6. วิทยานิพนธร์ะดบับณัฑิตศึกษา (ช่ือเร่ือง/ปีท่ีดาํเนินการทัง้ระดบัปริญญาโทและปริญญาเอก) 

-  ระดบัปริญญาโท     
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Monoclonal neutralizing neurotoxin of venom from snake Naja naja siamensis ปีทีด่าํเนินการเสรจ็ พ.ศ. 

2531 

-  ระดบัปริญญาเอก    

A complex system for inorganic phosphate transport in Saccharomyces cerevisiae ปีทีด่าํเนินการเสรจ็ พ.ศ. 

2539 

 

7. สาขาวิชาท่ีมีเช่ียวชาญ 

• Molecular Biology of Yeasts 

• Yeast Biotechnology 

- Development of yeast-based assay for drug discovery 

- Genetic Engineered yeast for biotechnology applications 

• Molecular mechanism of bioactive compounds 

• Biological activities of natural products 

 

8. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศ 

8.1 งานวิจยัท่ีทาํเสรจ็แล้ว 

• Anti microbial resistant compound from Zanthoxylum limonella Alston. 

• Biological activity of Pinostrobin from Boesenbergia pandurata, a calcium signaling pathway 

inhibitor in Saccharomyces cerevisiae 

• Resazurin microtitre plate method for screening of anti-microbial resistance from Thai medicinal 

plants 

• Microbial population and quality of Sato: comparision between the use of Loogpang and the 

mixed pure cultures isolated from the Loogpang 

• Yeast species and their roles in aroma compound production in Sato 

 

8.2 Publications 

1. Tangjitjaroenkun J, Chavasiri W, Thunyaharn S, Yompakdee C. 2012.Bactericidal effects and time-kill 

studies of the essential oil from the fruits of Zanthoxylum limonella on multi-drug resistant bacteria. J 

Essent Oil Res. In press.  

 

2. Boonkerd, S., Yompakdee, C., Miyakawa, T. and Chavasiri, W. 2011. Screening of Thai medicinal 

plants for inhibitor of Ca2+signaling using a yeast cell growth-based assay. RJPBCS. 2(2): 549-557. 

 

3. Wangkangwan W, Boonkerd S, Chavasiri W, Sukapirom K, Pattanapanyasat K, Kongkathip N, 

Miyakawa T, Yompakdee C. (2009). Pinostrobin from Boesenbergia pandurata is an inhibitor of Ca2+-

signal-mediated cell-cycle regulation in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Biosci. Biotechnol. 

Biochem. 73 (7): 1679-1682.  

http://www.jstage.jst.go.jp/browse/bbb/73/7/_contents
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4. Mickle K L, Ramanathan S, Oliva A, Chaudari A, Yompakdee C, Scott D, Rosebrock A, Leatherwood J 

and Huberman J. (2007). Checkpoint- Independence of Most DNA Replication Origins in fission 

yeast. BMC Molecular Biology  8:112.  

 

5. Yompakdee C and Huberman  JA (2004). Enforcement of Late Replication Origin Firing by Clusters of 

Short G-rich DNA Sequences. J Biol Chem. 279(40):42337-42344.  

 

6. Yompakdee C, Ogawa N, Harashima S, Oshima Y (1996).  A putative membrane protein, Pho88p, 

involved in inorganic phosphate transport in Saccharomyces cerevisiae.  Mol Gen Genet 251 : 580-590 

 

7. Yompakdee C, Bun-ya M, Shikata K, Ogawa N, Harashima S, Oshima Y (1996).  A putative new 

membrane protein, Pho86p, in the inorganic phosphate uptake system of Saccharomyces cerevisiae.  

Gene 171: 41-47 

 

8. Bun-ya M, Shikata K, Nakade S, Yompakdee C, Harashima S, Oshima Y (1996).  Two new genes, 
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