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บทนํา 

 

ความสําคัญ และทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย 

โรคฟันผุและโรคปริทนัตอ์กัเสบเกิดจากคราบจุลินทรีย ์ซ่ึงประกอบดว้ยจุลินทรียจ์าํนวนมากท่ีจบั

กลุ่มกนัและยดึเกาะท่ีบริเวณฟัน   ขอบเหงือกและใตเ้หงือก  ซ่ึงเรียกวา่ไบโอฟิล์ม (biofilm) จุลินทรียเ์หล่าน้ี

ยึดเกาะกบัผิวเคลือบฟันและเคลือบรากฟันโดยมีสารโพลีเมอร์ของนํ้ าตาลกลูโคสเป็นตวัช่วยให้เกิดการจบั

กลุ่มของจุลินทรีย ์และทาํให้กลุ่มจุลินทรียเ์หล่าน้ียึดเกาะกบัผิวเคลือบฟันและเคลือบรากฟัน โรคฟันผุและ

โรคปริทนัตอ์กัเสบเป็นโรคท่ีตอ้งไดรั้บการรักษา เพราะก่อให้เกิดความเจ็บปวดและมีผลกระทบต่อการบด

เค้ียว ซ่ึงมีผลต่อสุขภาพโดยรวมของบุคคลนั้น แมว้า่โรคฟันผุและโรคปริทนัตอ์กัเสบจะสามารถป้องกนัได้

ดว้ยการทาํความสะอาดช่องปากอยา่งสมํ่าเสมอและถูกวิธี แต่โรคฟันผุและโรคปริทนัตอ์กัเสบยงัเป็นปัญหา

ท่ีสําคญัยิ่งทางทนัตสาธารณสุขของไทย   จากรายงานผลการสํารวจสภาวะทนัตสุขภาพแห่งชาติ คร้ังท่ี 6 

พ.ศ. 2549-50 ของกรมอนามยั  กระทรวงสาธารณสุขพบวา่ ประชากรร้อยละ 96 มีฟันผุ และร้อยละ 84 มี

โรคปริทนัตอ์กัเสบ โดยเฉพาะประชาชนในเขตชนบทท่ีห่างไกล   ในการรักษาอนามยัช่องปากและป้องกนั

การเกิดคราบจุลินทรีย ์  ในสมยัโบราณมีวธีิทาํความสะอาดฟันโดยใชก่ิ้งไมบ้างชนิดมาสีฟัน [1] เช่น ก่ิงข่อย 

ซ่ึงในปัจจุบนัน้ีประชาชนท่ีอยู่ในถ่ินทุรกนัดารและห่างไกลความเจริญบางพื้นท่ียงัคงทาํความสะอาดฟัน

โดยการใชก่ิ้งข่อยสีฟัน 

 ข่อยเป็นพืชสมุนไพรในตระกูล Moraceae มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Streblus asper Lour หรือ Streblus 

lactescens Blanco หรือ Carius Lactescens Blanco ข่อยเป็นพืชสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณหลายอยา่งเช่น ใน

อินเดียใชน้ํ้ าตม้จากเปลือกข่อยเป็นยาแกไ้ข ้รักษาโรคบิด ทอ้งร่วง ไซนสั แกพ้ิษ และฆ่าเช้ือโรคท่ีบาดแผล

[2] ยางจากตน้ข่อยสามารถฆ่าเช้ือได ้รากใชเ้ป็นยาแกบิ้ด ใชพ้อกบริเวณท่ีเกิดฝีและใชแ้กพ้ิษงู [3] นํ้าตม้จาก

เปลือกใช้ทาํความสะอาดบาดแผล รักษาโรคผิวหนัง แก้พยาธิผิวหนัง ยางจากต้นข่อยใช้เป็นยาระงับ

ประสาทและแกป้วดบวม เมล็ดเป็นยาอายวุฒันะ แกท้อ้งร่วง ริดสีดวง เลือดกาํเดา นํ้ าสกดัจากข่อย ใชเ้ป็นยา

ฆ่าเช้ือและช่วยกระตุน้การหดตวัของกลา้มเน้ือ นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติัยบัย ั้งการเกิดมะเร็งอีกดว้ย [4] 

 ในภาคเหนือของไทยใชใ้บข่อยอบไฟใหเ้หลืองกรอบ ชงนํ้าต่างใบชา เพื่อใชเ้ป็นยาระบายทอ้ง ขบั

ปัสสาวะ แกไ้ตพิการ และเป็นยาบาํรุงหวัใจ สาํหรับประโยชน์ของข่อยต่อช่องปากท่ีมีรายงาน เช่น ใน

อินเดียใชก่ิ้งข่อยอ่อนทุบให้น่ิมใชเ้ป็นไมสี้ฟัน ทาํใหฟั้นแน่นทน ในประเทศอ่ืนๆใชน้ํ้าตม้จากเปลือกข่อย

ตม้กบัเกลือ เป็นยาอมแกเ้หงือกอกัเสบ ในประเทศไทยพบวา่มีการใชก่ิ้งข่อยสีฟัน ใชน้ํ้ายางจากตน้ข่อยผสม

เกลือใส่ฟันหรือถูบริเวณท่ีปวดฟัน เหงือกบวม จะแกอ้าการเจบ็ปวดได ้[5,6] 

ข่อยมีคุณสมบติัในการฆ่าเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ โดยสามารถฆ่าจุลินทรียใ์นช่องปากและทางเดินอาหาร

ได ้ [7]  จึงนาํมาใชเ้ป็นยาแกบิ้ดและทอ้งร่วง สําหรับแบคทีเรียต่างๆ ท่ียบัย ั้งการเจริญไดเ้ท่าท่ีมีรายงานคือ 

ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีทาํให้เกิดบิด (Shigella dysenteriae) ไทฟอยด์ (Samonella typhi) [8] 
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ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียส่วนใหญ่ในคลองรากฟันและเช้ือก่อโรคปริทนัต ์ [9,10] มีฤทธ์ิฆ่า

เช้ือกลุ่ม Streptococci โดยเฉพาะ Streptococcus mutans ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีมีบทบาทสําคญัในการทาํให้เกิด

แผ่นคราบจุลินทรียแ์ละโรคฟันผุ [7,11-14] นอกจากน้ีสารสกดัข่อยยงัไม่มีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ ไม่พบพิษ

เฉียบพลนัเม่ือทดสอบในหนูถีบจกัรท่ีไดรั้บสารสกดัจากใบข่อยทางปากหรือฉีดเขา้ช่องทอ้ง ในปริมาณ 50 

และ 500 มิลลิกรัมต่อนํ้ าหนกัตวัหน่ึงกิโลกรัม ไม่มีพิษก่ึงเฉียบพลนัในหนูขาวเม่ือให้สารสกดัจากใบข่อย

ทางปากในปริมาณ 50 มิลลิกรัมต่อนํ้าหนกัตวัหน่ึงกิโลกรัม วนัละคร้ังทุกวนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ [15]   

รายงานของนกัวิจยัไทยหลายกลุ่มไดพ้ิสูจน์ความสามารถของสารสกดัข่อยในการยบัย ั้งการเจริญ

ของเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ (Streptococcus mutans) ทั้งในหลอดทดลอง [7,11,12]  และการทดสอบ

ในช่องปาก [11,14] สุวิมล ทวีชยัศุภพงษ ์และคณะ [11] ไดร้ายงานผลการใชน้ํ้ าบว้นปากผสมสารสกดัจาก

ใบข่อยในอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพดี ซ่ึงพบวา่สามารถลดปริมาณเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ ในช่องปาก

ได ้โดยไม่ทาํให้ปริมาณเช้ือจุลินทรียโ์ดยรวมในช่องปากเปล่ียนแปลง  ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณ

แคลเซียม ค่าความเป็นกรด-ด่าง และความจุบพัเฟอร์ของนํ้ าลาย นอกจากน้ียงัพบวา่การบว้นปากดว้ยสาร

สกดัจากใบข่อยเชา้-เยน็โดยไม่แปรงฟันเป็นเวลา 4  วนัติดต่อกนั สามารถลดการอกัเสบของเหงือกไดอ้ยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบัการบว้นปากดว้ยนํ้ากลัน่ [16]   

สุวิมล ทวีชยัศุภพงษ ์และคณะไดท้าํการศึกษาต่อเน่ืองในอาสาสมคัรท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบโดย

ใชส้ารละลายของสารสกดัจากใบข่อยฉีดลา้งในร่องลึกปริทนัตภ์ายหลงัการขดูหินนํ้ าลายและเกลารากฟัน ก็

พบวา่สามารถลดการอกัเสบของเหงือก และลดเช้ือก่อโรคปริทนัตไ์ด ้[17]  กลุ่มผูว้ิจยัจึงไดพ้ฒันาสารสกดั

จากใบข่อยเป็นเจลสาํหรับใส่ในร่องลึกปริทนัต ์(อนุสิทธิบตัรเลขท่ี 2141, พ.ศ. 2548) และทาํการทดสอบใน

อาสาสมคัรพบวา่มีความปลอดภยัทางคลินิก สามารถลดการอกัเสบของเหงือกและสามารถลดเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas gingivalis) ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคปริทนัตไ์ด ้ [18] เม่ือศึกษากลไกการออก

ฤทธ์ิ พบวา่สารสกดัจากใบข่อยมีฤทธ์ิในการตา้นการอกัเสบและสามารถยบัย ั้งการแสดงออกของยีนไซโค

ลออกซีจีเนส-2 (COX-2) และ อินเตอร์ลิวคิน-1 เบตา้ (IL-1β) ในเซลล์โมโนไซต ์(monocyte) ได ้ [19] 

นอกจากน้ียงัพบว่าสารสกัดจากใบข่อยมีคุณสมบติัในการลดการยึดเกาะของเช้ือแคนดิดา อลับิแคนส์ 

(Candida albicans) ต่อเซลล์เยื่อบุผิวกระพุง้แกม้และฟันปลอมชนิดอะคริลิก (denture acrylic) ไดด้ว้ย 

[20,21] 

แมจ้ะมีรายงานการศึกษาท่ีพบวา่สารสกดัจากใบข่อยสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตหรือทาํลายเช้ือ

แบคทีเรียท่ีก่อโรคฟันผุและโรคปริทนัต์ได ้แต่การศึกษาดงักล่าวขา้งตน้ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของสาร

สกดัจากใบข่อยต่อเช้ือท่ีอยูใ่นรูป planktonic cells ไม่ใช่เช้ือท่ีอยูใ่นรูปแบบไบโอฟิล์ม เน่ืองจากมีรายงาน

การศึกษามากมายท่ีบ่งช้ีวา่ เช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างไบโอฟิล์มและเจริญเติบโตอยูภ่ายในไบโอฟิล์มมี

ความตา้นทานต่อ antibodies, antibiotics และ antibacterial agents ต่างๆไดดี้กวา่แบคทีเรียชนิดเดียวกนัท่ีอยู่

เป็น planktonic cells [22,23] ดงันั้นหากสามารถยบัย ั้งหรือลดการสร้างไบโอฟิลม์ได ้จะสามารถลดการเกิด

โรคฟันผแุละโรคปริทนัตอ์กัเสบหรือทาํใหก้ารดาํเนินโรคชา้ลง  โครงการวิจยัท่ีเสนอน้ีเป็นการวิจยัต่อเน่ือง
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เพื่อขยายการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งหรือลดการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ

ก่อโรคในช่องปาก เพื่อให้ได้ขอ้มูลพื้นฐานในการพฒันาสมุนไพรข่อยเป็นผลิตภณัฑ์ในดา้นการรักษา

สุขภาพช่องปากในเชิงพาณิชยต่์อไป 

 

วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งหรือลดการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือก่อโรคใน

ช่องปาก 

 

วรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 

 

1. พยาธิกาํเนิดของโรคปริทนัต์อกัเสบและจุลชีพทีเ่กีย่วข้อง  

โรคปริทนัต์อกัเสบเป็นสภาวะท่ีมีการอกัเสบของอวยัวะต่าง ๆ ท่ีรองรับฟัน ซ่ึงเช่ือว่ามีสาเหตุมา

จากเช้ือแบคทีเรียท่ีอยูใ่นคราบจุลินทรียท่ี์สะสมอยูท่ี่ผิวฟันเป็นเวลานาน ในปี ค.ศ. 1976 มีผูเ้สนอวา่โรคปริ

ทนัต์มีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรียท่ีไม่จาํเพาะเจาะจง (non specific plaque hypothesis) ซ่ึงนาํเสนอโดย 

Walter  Loesche [24]   กล่าววา่โรคปริทนัตมี์สาเหตุจากสารพิษซ่ึงสร้างจากเช้ือจุลชีพทุกชนิดท่ีอยูใ่นคราบ

จุลินทรีย ์ขณะเดียวกนัก็มีการศึกษาและยืนยนัว่าโรคปริทนัต์มีสาเหตุจากเช้ือแบคทีเรียท่ีจาํเพาะ (specific 

hypothesis) ซ่ึงอาจเป็นเช้ือแบคทีเรียตวัใดตวัหน่ึง หรือกลุ่มของเช้ือท่ีจาํเพาะก็ได ้ดงันั้นจึงมีการคน้ควา้เพื่อ

ศึกษาวา่เช้ือแบคทีเรียตวัใดหรือกลุ่มเช้ือใดท่ีเป็นสาเหตุท่ีแทจ้ริงของโรคปริทนัต ์โดยใช้วิธีการต่าง ๆ  เขา้

ช่วยในการศึกษาคน้ควา้ เช่น วิธีทางจุลชีววิทยา (microbiology) ชีวเคมี (biochemistry) ตลอดจนวิธีการทาง

ระบบภูมิคุม้กนัวทิยา (immunology)  

การศึกษาในปัจจุบนัพบวา่มีเช้ือแบคทีเรียมากกวา่ 500 ชนิด ท่ีมีความสามารถเกาะกลุ่ม (colonize) 

ในคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือก [25] การจาํแนกลกัษณะของเช้ือแบคทีเรียแต่ละกลุ่มนั้นสามารถจาํแนกจาก

ปริมาณของเช้ือท่ีตรวจพบและชนิดของเช้ือต่าง ๆ  ท่ีอาศยัอยูร่วมกนั  Socransky ไดจ้าํแนกเช้ือแบคทีเรีย

ออกเป็นกลุ่มสีต่าง ๆ  ด้วยวิธีการตรวจแยกสารดีเอ็นเอ (DNA –hybridization) และพบว่ากลุ่มสีแดงท่ี

ประกอบไปดว้ยเช้ือ พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส   แทเนอเรลลา  ฟอไซเทนซิสและเช้ือ ทริปโพนีมา เดนติ

โคลา (Treponema denticola) เป็นกลุ่มท่ีน่าสนใจ เน่ืองจากประกอบไปดว้ยเช้ือแบคทีเรียท่ีสัมพนัธ์กบัการมี

เลือดออกของเหงือก ซ่ึงเป็นตวัช้ีวดัท่ีสาํคญัทางคลินิกเม่ือมีการทาํลายของอวยัวะปริทนัตเ์กิดข้ึน [26] 

การตดัสินวา่เช้ือแบคทีเรียใดเป็นเช้ือก่อโรคปริทนัตน์ั้น ตอ้งอาศยัหลกัเกณฑ์ในการพิจารณา โดย 

Scransky และ Haffajee [26]  ได้อธิบายถึงเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรคปริทนัต์นั้นจะตอ้งมี

คุณลกัษณะท่ีมีความสัมพนัธ์ต่อตาํแหน่งท่ีเกิดโรค โดยพบมากในตาํแหน่งนั้นและพบเช้ือแบคทีเรียได้

ก่อนท่ีจะเกิดการดาํเนินของโรค เช้ือก่อโรคสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เม่ือกาํจดัเช้ือ
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ดงักล่าวแลว้ทาํให้หายจากโรคปริทนัต์  เม่ือทดลองในสัตวท์ดลองตอ้งแสดงให้เห็นความสามารถในการ

เหน่ียวนาํใหเ้กิดโรคปริทนัตอ์กัเสบและสามารถทาํลายเน้ือเยื่อได ้ 

ในปัจจุบนัเป็นท่ียอมรับกนัวา่เช้ือแบคทีเรียท่ีสัมพนัธ์กบัโรคปริทนัต์อกัเสบประกอบดว้ยเช้ือแอก 

กริเกทิแบกเทอร์  แอคทิโนมยัชิเทมโคมิแทนส์และเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส เน่ืองจากเช้ือทั้งสองมี

ความสาํคญัในการเกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบแบบเร้ือรังและแบบรุนแรง โดยท่ีเช้ือ พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

มีส่วนท่ีเป็นอันตรายและทําให้เกิดโรคปริทันต์อักเสบได้ ได้แก่ส่วนคาร์โบไฮเดรตของผนังเซลล ์

(carbohydrate capsule) ซ่ึงสามารถป้องกนัขบวนการออบโซไนเซชัน่ (opsonization) ในระบบคอมพลีเมนท ์

(complement) ทาํใหส้ามารถต่อตา้นการกลืนกินของเซลล์ (phagocytosis) และการฆ่าโดยเซลล์นิวโทรฟิลล์

ไดแ้ละยงัมีไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide) ท่ีไม่เป็นพิษแต่สามารถยบัย ั้งขบวนการเคโมแทซีส 

(chemotaxis) นอกจากนั้นมีเมมเบรน เวสซิคลั (membrane vesicle) ไวส้ําหรับเก็บเอ็นไซม์โปรติเอส 

(protease) ซ่ึงเอนไซมน้ี์ทาํใหมี้การลดระดบัของอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) คอมพลีเมนทแ์ละเส้น

ใยคอลลาเจนส่วนอนัตรายท่ีเกิดจากเช้ือ แอกกริเกทิแบกเทอร์  แอคทิโนมยัชิเทมโคมิแทนส์ คือ ลิวโคทอก

ซิน (leucotoxin)  ซ่ึงเป็นไซโทไลซิน (cytolysins) ชนิดหน่ึง  ทอกซินน้ีจะเขา้ไปรบกวนทั้งระบบภูมิคุม้กนั

แบบไม่จาํเพาะ (nonspecific immune response) และระบบภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะของร่างกาย (specific 

immune response)  ทาํให้เซลล์บวมและมีการร่ัวซึม และยงัมีไลโพโพลีแซคคาไรด์ ซ่ึงทาํให้เกิดการละลาย

ตวัของกระดูกเบา้ฟันและขดัขวางการทาํงานของเซลลนิ์วโทรฟิลลไ์ด ้[27] 

 

2. ไบโอฟิล์ม  (Biofilm) 

ไบโอฟิล์ม ประกอบดว้ยโคโลนีขนาดเล็ก (microcolonies) จาํนวนมากของแบคทีเรียประมาณ 15-

20 %  โดยปริมาตร และโคโลนีขนาดเล็กในไบโอฟิลม์มีการรวมตวักนัของแบคทีเรียหลายสายพนัธ์ุ ซ่ึง

กระจายอยู่ในโครงสร้างของไบโอฟิล์ม (matrix) หรือ ไกลโคแคลลิกซ์ (glycocalyx)  ซ่ึงมี 75-80% โดย

ปริมาตรของไบโอฟิลม์  และภายในไบโอฟิลม์มีช่องวา่ง (water channel) ระหวา่ง โคโลนีขนาดเล็ก  ซ่ึงเป็น

ทางผา่นของสารอาหารหรือสารอ่ืน ๆ เป็นระบบไหลเวยีน เพื่อท่ีสารอาหารจะแพร่กระจายจากช่องวา่งไปท่ี

โคโลนี นอกจากน้ียงัพบว่าลกัษณะของไบโอฟิล์มมีหลากหลายรูปแบบ ซ่ึงรูปแบบเหล่าน้ีถูกกาํหนดโดย

แรงเฉือน (shear force) ของการไหลผ่านของของเหลวในไบโอฟิล์ม เช่นหากมีแรงเฉือนตํ่า  (low shear 

force)  ทาํใหไ้บโอฟิลม์ มีลกัษณะแท่งและบานเป็นดอกเห็ด ส่วนแรงเฉือนมาก  (high shear force) ทาํให้ไบ

โอฟิลม์ มีลกัษณะยืน่ยาว [28] 

โรคปริทนัต์เป็นโรคติดเช้ือมีสาเหตุจากเช้ือจุลชีพ  (micro-organism) ท่ีอยู่ในคราบจุลินทรียซ่ึ์ง 

เกาะกลุ่ม (colonize) บนผวิฟันหรือใตข้อบเหงือก คราบจุลินทรียป์ระกอบดว้ยจุลชีพ 70% อีก 30% เป็นสาร

ไกลโคโปรตีนของนํ้าลายหรือนํ้ าเหลืองเหงือก เซลล์ตายของเยื่อบุผิว ชีวพิษคายออก (exotoxin) ของเช้ือจุล

ชีพและเม็ดเลือดขาว เช้ือจุลชีพเหนือเหงือกจะยึดกบัเคลือบฟัน (enamel) และเยื่อบุผิวช่องปาก ส่วนจุลชีพ

ใตเ้หงือกจะยึดกบัเคลือบรากฟันและเยื่อบุผิวร่องลึกปริทนัต ์หรือลอยตวัอยูใ่นนํ้ าเหลืองเหงือก นอกจากน้ี
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จุลชีพใตเ้หงือกอาจแทรกซึมเขา้ในเหงือก เอ็นยึดปริทนัต ์(periodontal ligament) และท่อเน้ือฟัน (dentinal 

tubule) ได ้

จากการศึกษาทางจุลชีววิทยาของคราบจุลินทรีย ์จุลชีพกลุ่มแรกท่ีพบเป็นชนิดสเตร็ปโตคอกคสั

แซงกิส (Streptococcus sanguis) สเตร็ปโตคอกคสัไมทิส (Streptococcus mitis) และแอกทิโนไมซิส 

(Actinomyces ) หลงัจากนั้น 1-2 วนัจะพบจุลชีพใชอ้อกซิเจน (aerobe) และจุลชีพไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobe) 

ชนิดรูปกลม (coccus) ติดสีแกรมลบ และรูปแท่ง (rod) ติดสีแกรมบวกและแกรมลบ มากกวา่จุลชีพรูปกลม

ติดสีแกรมบวก ต่อมาในวนัท่ี 2 - 4 พบจุลชีพรูปเส้น (filament) และจุลชีพรูปกระสวย (fusiform) และติดสี

แกรมลบมากกวา่แกรมบวก แต่จุลชีพรูปกลมลดลง เม่ือถึงวนัท่ี 5-10 พบจุลชีพรูปเกลียว (spiral) เพิ่มข้ึน 

และจุลชีพไม่ใชอ้อกซิเจนเป็นส่วนใหญ่ ปัจจุบนัไดเ้รียกจุลชีพท่ีอยูร่วมกนัในคราบจุลินทรียว์า่ ไบโอฟิลม์  

 

3. การใช้สมุนไพรในการรักษาโรคในช่องปากและโรคปริทนัต์ 

จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่ามีสมุนไพรไทยหลายชนิดท่ีออกฤทธ์ิทาํลายเช้ือแบคทีเรียก่อโรคบาง

ชนิดได ้โดยไดมี้ผูท้าํการศึกษาเก่ียวกบัประสิทธิภาพของยาสีฟันสมุนไพร ปณิดา อินนาจนัทร์ และคณะ 

[29]  ศึกษาถึงประสิทธิภาพของยาสีฟันทัว่ไปและยาสีฟันสมุนไพรทั้งไทยและต่างประเทศในการยบัย ั้ง

เช้ือสเตร็บโตคอกคสั มิวแทนส์ พบวา่ยาสีฟันแต่ละชนิดมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือไม่

แตกต่างกนั ทาํนองเดียวกนั  Moran  และ Addy  [30] ทาํการทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียของยาสีฟัน

บางชนิดท่ีขายในทอ้งตลาด พบวา่ยาสีฟันเกือบทั้งหมดมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ ยกเวน้ยา

สีฟันท่ีมีส่วนผสมของเอมีนฟลูออไรด์ Mullally [31] ไดศึ้กษาถึงประสิทธิภาพของยาสีฟันสมุนไพรในการ

ควบคุมคราบจุลินทรียแ์ละเหงือกอกัเสบ เปรียบเทียบกบัยาสีฟันทัว่ ๆ ไป พบวา่ยาสีฟันสมุนไพรกบัยาสีฟัน

ท่ีผสมฟลูออไรด์มีประสิทธิภาพในการลดคราบจุลินทรียแ์ละเหงือกอกัเสบไม่แตกต่างกนั  การท่ียาสีฟัน

สามารถทาํลายเช้ือจุลินทรียไ์ด้นั้น นอกจากจะเป็นผลมาจากส่วนประกอบในยาสีฟันท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งหรือ

ทาํลายเช้ือดงัท่ีกล่าวไปแลว้นั้น ความเขม้ขน้ของยาสีฟันและระยะเวลาท่ียาสีฟันสัมผสักบัเช้ือก็เป็นปัจจยัที

มีผลต่อประสิทธิภาพของยาสีฟันดว้ยเช่นกนั  มีหลายการศึกษาท่ีพยายามหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของยา

สีฟันท่ีจะใชใ้นการแปรงฟันและเวลาท่ีเหมาะสมในการแปรงฟัน เช่นการศึกษาของบุญนิตยแ์ละเทอดพงษ ์

[32] ไดท้าํการศึกษาพบวา่องค์ประกอบของยาสีฟันมีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือสเตร็ปโตคอกคสั  มิว

แทนส์ โดยส่วนประกอบท่ีเป็นดีเทอร์เจนต ์(detergent) ไดแ้ก่โซเดียมลารีลซลัเฟต (sodium laryl sulfate) ซ่ึง

เป็นโมเลกุลท่ีเป็นประจุลบสามารถยึดเกาะกบัโมเลกุลของโปรตีนไดดี้และเป็นสารท่ีนิยมผสมในยาสีฟัน

กนัมาก และยงัพบวา่การใชย้าสีฟัน 0.5 กรัม หรือยาวประมาณ 1 เซนติเมตร น่าจะเพียงพอในการลดเช้ือ 

สเตร็ปโตคอกคสั  มิวแทนส์ ในช่องปากลงได ้นอกจากการศึกษาเก่ียวกบัยาสีฟันสมุนไพรชนิดต่าง ๆ แลว้

ยงัมีรายงานท่ีพบว่าสมุนไพรหลายชนิดมีฤทธ์ิทาํลายเช้ือแบคทีเรีย ไดแ้ก่ กานพลู กระเทียม กระเจ๊ียบ คูณ 

ทบัทิม บวับก ผกัคราดหวัแหวน พญายอ ฟ้าทะลายโจรและมะระข้ีนก นอกจากน้ีสมุนไพรบางชนิด เช่น ผกั

คราดหวัแหวนทั้งตน้ใชรั้กษาอาการปวดเหงือกและฟันได ้ส่วนพญายอมีการใชแ้อลกอฮอล์สกดัสารจากใบ 
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พบวา่มีฤทธ์ิลดการอกัเสบ สารสกดัดว้ยนํ้ามีฤทธ์ิตา้นไวรัสท่ีทาํให้เกิดโรคเริมท่ีอวยัวะเพศและริมฝีปาก ใบ

ของฟ้าทะลายโจรใชล้ดการอกัเสบ เพิ่มการหลัง่นํ้าลาย 

 

4. สมุนไพรข่อย 

4.1  ขอ้มูลทัว่ไปดา้นพฤกษศาสตร์และเภสัชวทิยา 

 ข่อยเป็นพืชในวงศ ์Moraceae  มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Streblus  asper  Lour หรือ Streblus  lactescens  

Blanco หรือ Carius  lactescens  Blanco [8] ช่ืออ่ืน ๆ ท่ีรู้จกัไดแ้ก่ Bra-Inka, Bernikka, Koi, Rudi Schwri, 

Serut, Shakotaka ช่ือพื้นเมืองคือ ส้มพอ (เลย), สะนาย (เขมร), ตองบะแน่ (กะเหร่ียง)   ข่อยเป็นไมย้ืนตน้ท่ีมี

ขนาดค่อนขา้งใหญ่  มีลาํตน้สูง  5 - 15  เมตร  ใบเด่ียว เรียงสลบั รูปไข่ รูปวงรี  กวา้ง 2-4 เซนติเมตร ผิวใบ

สาก ดอกช่อ ออกท่ีซอกใบ แยกเพศอยู่คนละตน้ ช่อดอกตวัผูเ้ป็นช่อกลม กา้นสั้ น ช่อดอกตวัเมียออกเป็น

กระจุก กา้นดอกค่อนขา้งยาว มี  2 – 4 ช่อ  มีสีเหลืองแกมเขียวหรือเกือบขาว  ผลสดเป็นรูปไข่ เม่ือสุกสี

เหลือง ผลยาว 8 – 10  มิลลิเมตร เปลือกของผลจะอ่อนนุ่ม  เมล็ดลกัษณะคล้ายพริกไทยสีขาวยาว  5 – 6  

มิลลิเมตร ข่อยพบได้ทัว่ ๆ ไป ตามพื้นท่ีราบ พบตามป่าเบญจพรรณ  เจริญได้ดีตามริมแม่นํ้ าลาํคลอง

ตลอดจนท่ีลุ่มและช้ืนแฉะ  ทนต่อสภาพดินฟ้าอากาศไดดี้  แต่การเจริญชา้กวา่พืชอ่ืน ๆ  ข่อยเป็นพืชท่ีมีถ่ิน

กาํเนิดตั้งแต่อินเดีย ประทศจีนตอนใต ้ตะวนัออกของหมู่เกาะฟิลิปปินส์ มาเลเซีย พม่า ไทย    ข่อยมีการปลูก

แพร่หลายในประเทศไทย นิยมมาปลูกเป็นไมป้ระดบัหรือสร้างเป็นร้ัวบา้นมากกวา่ประโยชน์ดา้นสมุนไพร 

ข่อยเป็นพืชท่ีนาํมาใชป้ระโยชน์ทางดา้นสมุนไพรหลายประเทศดว้ยกนั  เช่นในอินเดียใชน้ํ้ าตม้จาก

เปลือกข่อยเป็นยาแกไ้ข ้ โรคบิด  และทอ้งร่วง  รักษาไซนสั  และแกพ้ิษ  ยางจากตน้ข่อยสามารถฆ่าเช้ือได ้ 

รากใช้เป็นยาแก้บิดและใช้พอกบริเวณท่ีเกิดฝี  ชาวฮินดูใช้ก่ิงข่อยสีฟันทาํให้ฟันทนทานและใช้ฆ่าแมลง  

ส่วนในประเทศอ่ืน ๆ  ไดน้าํใบข่อยไปใชท้าํความสะอาดเคร่ืองมือเคร่ืองใชต้่าง ๆ  นํ้ าตม้จากเปลือกใชท้าํ

ความสะอาดแผลและรักษาโรคผวิหนงั  ยางจากตน้ข่อยใชแ้กป้วดประสาทหรือเป็นยาระงบัประสาทและแก้

ปวดบวม  เมล็ดใชแ้กท้อ้งร่วง  ริดสีดวง  และเลือดกาํเดา  รากใชแ้กล้มบา้หมู  นํ้ าสกดัจากข่อยใชเ้ป็นยาฆ่า

เช้ือและช่วยกระตุน้การหดตวัของกลา้มเน้ือ  นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติัยบัย ั้งการเกิดมะเร็งอีกดว้ย  สําหรับ

ในประเทศไทยนั้นไดมี้การใชป้ระโยชน์จากข่อยกนัมาก  เช่น  ในแถบจงัหวดัเชียงใหม่  ใชแ้ก่นข่อยหัน่เป็น

ฝอยเล็ก ๆ  มวนเป็นบุหร่ีสูบแกริ้ดสีดวงจมูก  ในภาคเหนือใชใ้บข่อยอบไฟให้เหลืองกรอบ  ชงนํ้ าต่างใบชา  

เพื่อใช้เป็นยาระบายทอ้งอ่อน ๆ  ขบัปัสสาวะ  แกไ้ตพิการและเป็นยาบาํรุงหัวใจ  เมล็ดรับประทานเป็นยา

อายุวฒันะ  บาํรุงธาตุ  เจริญอาหาร  แกท้อ้งอืดทอ้งเฟ้อและขบัลม  เปลือกตน้ข่อยแกพ้ิษในกระดูกและเส้น

เอน็  แกโ้รคฟัน  โรคผวิหนงัและริดสีดวงทวาร เน้ือตน้ข่อยแกริ้ดสีดวงจมูก  รากตน้ข่อยช่วยรักษาบาดแผล

ใหแ้หง้  นอกจากน้ียงันาํเปลือกตน้ข่อยใชท้าํกระดาษเรียกวา่สมุดข่อย  กระดาษและสมุดน้ีเก็บไวไ้ดน้านถึง  

100  ปี  โดยแมลงไม่กดักิน  เพราะเปลือกข่อยมีฤทธ์ิเบ่ือเมาจึงฆ่าแมลงได ้ นอกจากน้ีนํ้ ายางตน้ข่อยผสม

เกลือใส่ท่ีฟันหรือถูบริเวณท่ีปวดฟันหรือเหงือกบวมจะแกอ้าการเจบ็ปวดน้ีได ้  [5,6] 
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4.2 สารเคมีท่ีสาํคญัในข่อย 

 สารเคมีท่ีสําคญัท่ีพบในข่อยจะแตกต่างกนัไปตามวิธีการสกดั [7]  วิธีท่ีใช้ในการสกดัสารเท่าท่ีมี

รายงาน  ไดแ้ก่  การสกดัดว้ยไดเอธิลอีเธอร์และโครมาโตกราฟี  สาํหรับสารเคมีต่าง ๆ  ท่ีได ้ มีดงัน้ี 

 1.  แอสเปอร์โรไซด์  มีสูตรโมเลกุล  C31  H48  O9  มีช่ือทางเคมีวา่ 3 – digitoxigenin – 2,  3 – di – O 

– methyl – D – glycopyranoside 

 2.  สเตรบโบลไซด ์ มีสูตรโมเลกุล  C31  H46  O10  มีช่ือทางเคมีวา่ 3 – strophanthidin – 2, 3 – di – O 

– methyl – D – fucopyranoside) 

 3.  คามาโลไซด ์ มีสูตรโมเลกุล  C31  H48  O9 

 4.  อินโดรไซด ์ มีสูตรโมเลกุล  C31  H46  O10 

 5.  ลคัคโ์นไซด ์ มีสูตรโมเลกุล  C31  H46 O10 

นอกจากน้ียงัมีสารท่ียงัวเิคราะห์ไม่ไดอี้กหลายชนิด  ซ่ึงมีสูตรโมเลกุลเป็น C31  H48  O10 , C31  H46  O10 

 ข่อยนอกจากจะมีประโยชน์ดงักล่าวมาแลว้ยงัอาจทาํให้เกิดอนัตรายไดเ้ช่นกนั  จากการเตรียมสาร

สกดัจากข่อยแลว้ฉีดเขา้เส้นเลือดของแมวจะมี  LD50  เท่ากบั  10.5  มิลลิกรัม  ต่อนํ้ าหนกัแมว  1  กิโลกรัม  

ถา้หากนาํสารอลัฟาและเบตา้ – อนัแซททูเรเตตแลคโตน  ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยคลอโรฟอร์ม  ฉีดเขา้หนู  จะ

มี  LD50  เท่ากับ  4.8  มิลลิกรัม  ต่อนํ้ าหนักตัว  1  กิโลกรัม  โดยสารน้ีจะมีผลต่อกล้ามเน้ือเรียบและ

กลา้มเน้ือหวัใจ  ตลอดจนมีผลต่อระดบัความดนัโลหิต  หนูจะมีอาการชกักระตุกก่อนตาย [8]   

4.3  ประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยต่อเช้ือจุลชีพ 

 ข่อยมีคุณสมบติัในการฆ่าเช้ือจุลชีพไดดี้  โดยสามารถฆ่าจุลชีพในช่องปากและทางเดินอาหารไดจึ้ง

นาํมาใชเ้ป็นยาแก้บิดและทอ้งร่วง [33]    สําหรับเช้ือแบคทีเรียท่ีสารสกดัจากใบข่อยสามารถยบัย ั้งการ

เจริญเติบโตไดดี้เท่าท่ีมีรายงาน  ไดแ้ก่  เช้ือแบคทีเรียท่ีทาํให้เกิดโรคบิด  (Shigella  dysenteriae)  และ

ไทฟอยด ์ (Salmonella  typhi) [7]   

 เทอดพงษ ์ ตรีรัตน์ และ บุญนิตย ์ทวีบูรณ์ [32]  พบวา่สารสกดัจากใบข่อยใน  100 %  เอธานอล

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือในกลุ่มสเตร็ปโตคอกคสั  ไดแ้ก่  เช้ือ  S.  mutans  และ  S.  salivarius 

จากการศึกษาผลของการใช้ยาสีฟันท่ีผสมสารสกดัจากใบข่อยในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ  S.  

mutans  ในนํ้าลาย โดยสมเกียรติ  เหลืองไพรินทร์ &  สุรัตน์  ลีนะศิริมากุล [14] พบวา่เม่ือใชย้าสีฟันท่ีผสม

สารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ร้อยละ  0.1 และ 0.2 โดยนํ้ าหนกั ในการแปรงฟันวนัละ  2  คร้ัง สามารถ

ลดจาํนวนเช้ือไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัภายในสัปดาห์ท่ี  1  และ 3 ตามลาํดบั และจาํนวนเช้ือจะเพิ่มข้ึนเม่ือหยุดใช้

ยาสีฟันผสมสารสกดัจากใบข่อย  สุวิมล  ทวีชยัศุภพงษ ์และคณะ [11]  ไดท้ดสอบผลการใชน้ํ้ ายาบว้นปาก

ผสมสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 80 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่การบว้นปากดว้ยนํ้ ายาบว้นปากผสม

สารสกดัจากใบข่อยสามารถลดเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ในช่องปากไดอ้ยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือ

เปรียบเทียบกบัการบว้นปากดว้ยนํ้ากลัน่ โดยไม่ทาํให้ปริมาณเช้ือจุลินทรียโ์ดยรวมในช่องปากเปล่ียนแปลง

และไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณแคลเซียม ค่าความเป็นกรด-ด่างและความจุบพัเฟอร์ของนํ้ าลาย อีก
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ทั้ งการศึกษาในลําดับต่อมาในปี ค.ศ. 2002 [10] ศึกษาผลของสารสกัดจากใบข่อยต่อการยบัย ั้ งการ

เจริญเติบโตและทาํลายเช้ือจุลชีพท่ีเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจน  5  ชนิดในหอ้งปฏิบติัการ ไดแ้ก่ เช้ือพอร์ไฟ

โรโมแนส  จิงจิวาลิส, พรีโวเทลลา อินเตอร์มีเดีย, แอกติโนมยัซิส นาสลนัดิอยั (Actinomyces naeslundii), 

แอก กริ เก ติแบ ค เตอร์  แอก ติโนมัย ซิ เท มค อมิ แท นส์  แล ะเ ป็ ป โตส เตร็ป โตค อค คัส  ไ มค รอส 

(Peptostreptococcus micros) โดยการแพร่ของสารสกดัผา่นกระดาษกรอง ผลการศึกษาพบว่า การใช้สาร

สกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 250 และ 500 มิลลิกรัม ต่อมิลลิลิตร มีฤทธ์ิตา้นต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ

แบคทีเรีย ทั้ง 5 ชนิด จากผลการทดลองแสดงค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส แอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์, เป็ปโตสเตร็ปโตคอคคสั  ไมครอส, 

พรีโวเทลลา อินเตอร์มีเดีย และแอกติโนมยัซิส นาสลนัดิอยั คือ 3.91, 7.81, 15.62, 31.25 และ 125 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั และความเขม้ขน้ตํ่าสุดท่ีสามารถทาํลายเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส แอกกริเกติ

แบคเตอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์ และเป็ปโตสเตร็ปโตคอคคสั  ไมครอส คือ 31.25, 15.62, 62.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั แต่ไม่สามารถทาํลายเช้ือพรีโวเทลลา อินเตอร์มีเดีย และแอกติโนมยัซิส 

นาสลนัดิอยั  

4.4  ตาํรับเจลผสมสารสกดัจากใบข่อย  ความปลอดภยัทางคลินิกและผลทางคลินิก 

จากการศึกษาของอญัชนา ลุนพรม [34]  ซ่ึงเป็นงานวิจยัเก่ียวกบัการพฒันาตาํรับเจลผสมสารสกดั

จากใบข่อยเพื่อนาํมาใช้ร่วมกบัการรักษาโรคปริทนัต์อกัเสบ และการทดสอบความปลอดภยัทางคลินิกใน

อาสาสมคัรท่ีไม่เป็นโรคปริทนัต์อกัเสบ ผลการศึกษาพบว่าความเขม้ขน้ของสารสกดัข่อยท่ีน้อยท่ีสุดท่ี

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์ (MIC) มีค่าเท่ากบั 7.81 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และความเขม้ขน้ของสารสกดัข่อยท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถทาํลายเช้ือแอกกริเกติแบก

เทอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์ (MBC) มีค่าเท่ากบั 15.62 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และผลการทดสอบความ

ปลอดภยัในการใช้ทางคลินิกในกลุ่มอาสาสมคัรสุขภาพดีจาํนวน 40 คน โดยได้ทาํการทดสอบการ

เกิดปฏิกิริยาของเจลผสมสารสกดัจากใบข่อยกบัผิวหนงั (skin irritation test) พบวา่ค่าความแดงของผิวหนงั

บริเวณท่ีทดสอบเปรียบเทียบกบัผวิหนงัปกติพบความแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ และไม่พบความ

ผิดปกติหรืออาการไม่พึงประสงค์ใด ๆ เกิดข้ึนกบัอาสาสมคัร นอกจากน้ีเม่ือทดสอบความปลอดภยัทาง

คลินิกโดยการใส่เจลผสมสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ร้อยละ 24 ลงในร่องเหงือกของอาสาสมคัรท่ีไม่

เป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบและมีสุขภาพแข็งแรงภายในช่วงเวลา 6 สัปดาห์ ผลการศึกษายืนยนัวา่ ไม่พบอาการ

ขา้งเคียงหรืออาการไม่พึงประสงค์ใด ๆ  ในผูป่้วย  ระดบัการเจ็บเหงือกและระดบัการเสียวฟันมีแนวโน้ม

ลดลงเร่ือย ๆ จึงสรุปไดว้า่ เจลผสมสารสกดัจากใบข่อยมีความปลอดภยัทางคลินิก  

จากการศึกษาของอรวรรณ อภินทนาพงศ ์ [18] ซ่ึงเป็นการศึกษาเก่ียวกบัความปลอดภยัทางคลินิก 

ผลทางคลินิกและทางจุลชีววทิยาของการใชเ้จลผสมสารสกดัจากใบข่อยใส่ลงในร่องลึกปริทนัตร่์วมกบัการ

ขดูหินนํ้าลายและเกลารากฟันในผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรัง ผลการศึกษาพบวา่ไม่มีอาการขา้งเคียงใด ๆ 

ในอาสาสมคัรทั้ง 2 กลุ่ม และค่าความลึกของร่องลึกปริทนัต ์ระดบัการยึดเกาะอวยัวะปริทนัต ์ร้อยละการมี
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เลือดออกของเหงือก มีค่าลดลงอยา่งมีนยัสําคญัในสัปดาห์ท่ี 6 และ 12 เม่ือเปรียบเทียบกบัสัปดาห์ท่ี 0 ใน

อาสาสมคัรทั้ง 2 กลุ่ม และกลุ่มท่ีขูดหินนํ้ าลายเกลารากฟันร่วมกบัการใช้เจลผสมสารสกดัจากใบข่อย 

สามารถลดเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัท่ีสัปดาห์ท่ี 6 และ 12 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม

ท่ีขดูหินนํ้าลายและเกลารากฟันเพียงอยา่งเดียว 

 

ระเบียบวธีิการวจิยัและอุปกรณ์การวจิยั 

 

1. อุปกรณ์การวจัิย 

1. เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (Applied Biosystem 7500 Fast Instrument, PE Applied 

bisystem, USA) 

2. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) (Hermle Z200A, Hermle Labortechnik, Germany) 

3. Vortex mixer (vortex-genie 2TM, Scientific industrial, USA) 

4. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

5. เคร่ืองเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic disintegrator) (MSE Ltd., London, UK) 

6. เคร่ือง shaker (Shaker 25, Compact Rocker, National Labnet Company, USA) 

7. หลอดทดลอง (test tube) และชั้นวางหลอดทดลอง 

8. ปิเปตอตัโนมติัขนาดเล็ก (semiautomatic micropipette) และ plastic tip 

9. ตูอ้บ ( Incubator) 

10. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง 

11. ตะเกียงแอลกอฮอล ์(alcohol lamp) 

12. หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 

13. เคร่ืองชัง่สาร 

14. เคร่ืองแกว้ ไดแ้ก่ บีกเกอร์ (beaker) ขวดรูปชมพู ่(flask) กระบอกตวง (cylinder) 

15. ตูดู้ดอากาศ (hood) 

16. เคร่ืองกรองจุลินทรีย ์

17. นาฬิกาจบัเวลา 

18. ชุดตรวจประกอบด้วย กระจกส่องปาก (mouth mirror) ท่ีคีบสําลี (cotton plier) และ

เอก็ซพลอเรอร์ EXD 5 (Hu –friedy , Chicago, Illinois, USA)  

19. เคร่ืองมือตรวจปริทนัต ์(periodontal probe) ชนิด PCPUNC 15 (Hu- friedy, Chicago, Illinois, 

USA)  

20. กระดาษรูปกรวย (paper point) และสาํลีท่ีปราศจากเช้ือ 
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เคมีภัณฑ์ 

1. Ringer solution  

2. Thioglycolate medium  

3. Trypticase-soy broth 

4. Instagene mixer (BIO_RAD®)7   

5. ชุดพีซีอาร์ (applied biosystemTM, USA) 

6. TaqMan® Gene Expression Assays   

7. Tween 80   

8. ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (phosphate buffer) 

9. Ethyl alcohol 

 

2. ระเบียบวธีิวจัิย 

วธีิการดําเนินการวจัิย 

ได้นําเสนอโครงร่างวิจยัเพื่อขอรับการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจยัในมนุษย ์

มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

การสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือก่อโรคในช่องปากในการศึกษาน้ีจะใชรู้ปแบบของไบโอฟิล์มใตเ้หงือก

ในหลอดทดลอง (in vitro subgingival biofilm model) ตามวิธีท่ีรายงานโดย Sedlacek และคณะ [35] ซ่ึงนาํ

คราบจุลินทรียแ์ละนํ้าลายจากอาสาสมคัรมาสร้างไบโอฟิลม์ในหลอดทดลอง   

 

2.1  การคัดเลอืกอาสาสมัคร (subjects)  

อาสาสมคัรในการศึกษาน้ี เป็นผูป่้วยท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบท่ีเขา้มารักษาในคลินิกภาควชิา

ปริทนัตวทิยา  คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น จาํนวน 5 คน 

ข้อกาํหนดในการคัดเลอืกของอาสาสมัคร (inclusion criteria) 

1. ผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรังของภาควชิา ปริทนัตวทิยา  คณะทนัตแพทยศาสตร์

มหาวทิยาลยัขอนแก่น  

2. มีฟันท่ีมีร่องลึกปริทนัต ์ตั้งแต่ 5 มิลลิเมตร  อยา่งนอ้ย 4 ซ่ี ยกเวน้ฟันกรามแทซ่ี้ท่ีสาม  

3. มีสุขภาพดีไม่มีโรคทางระบบ 

4. มีอายอุยูใ่นช่วง 20-60 ปี  

5. มีความเตม็ใจในการเขา้ร่วมโครงการวจิยั  
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ข้อกาํหนดในการคัดเลอืกออกของอาสาสมัคร(Exclusion criteria) 

1. มีโรคทางระบบ 

2. ไดรั้บยาปฏิชีวนะหรือยาตา้นการอกัเสบท่ีไม่ใช่กลุ่มสเตียรอยด ์(NASID) เพื่อการรักษา

อ่ืนๆ ในช่วงเวลา 3 เดือน ท่ีผา่นมา 

3. สูบบุหร่ี 

4. อยูใ่นภาวะตั้งครรภห์รือใหน้มบุตร 

5. ไดรั้บนํ้ายาบว้นปากท่ีเป็น antiseptic ในช่วง 3 เดือน ท่ีผา่นมา 

6. ไดรั้บการใส่ยาหรือสารใด ๆ ลงไปในร่องเหงือกในช่วง 6 เดือนท่ีผา่นมา 

7. มีประวติัแพส้ารสกดัจากใบข่อยและนํ้ามนัตะไคร้ 

8. ใส่เคร่ืองมือจดัฟันหรือฟันปลอม 

อาสาสมคัรไดรั้บการตรวจช่องปากโดยผูว้ิจยัคนเดียวตลอดการศึกษา อาสาสมคัรท่ีถูกคดัเลือกจะ

ถูกเก็บตวัอยา่งคราบจุลินทรียแ์ละนํ้ าลาย ตามวิธีซ่ึงจะกล่าวต่อไปในหวัขอ้ 2.3 และ 2.4 หลงัจากเก็บคราบ

จุลินทรีย ์ และนํ้าลายแลว้ อาสาสมคัรไดรั้บการแนะนาํวธีิดูแลอนามยัช่องปาก จากนั้นอาสาสมคัรไดรั้บการ

ขดูหิน นํ้าลายทั้งปาก 

 

2.2  การวดัค่าทางคลนิิก  

อาสาสมคัรแต่ละคนจะไดรั้บการอธิบายจากผูว้จิยัใหท้ราบถึงรายละเอียดของงานวจิยั  พร้อมทั้ง 

ลงช่ือแสดงความยนิยอมก่อนการเขา้ร่วมวจิยั จากนั้นผูว้จิยัจะทาํการตรวจช่องปากเพื่อวดัค่าทางคลินิกดงัน้ี 

2.2.1 ความลกึร่องลกึปริทนัต์  (probing depth, PD) 

วดัโดยการใช้เคร่ืองมือตรวจปริทนัต์ชนิด PCPUNC 15 ของบริษทั Hu-Fridy (Chicago, 

USA) เป็นค่าจากขอบเหงือกถึงจุดลึกสุดของร่องลึกปริทนัตเ์ป็นมิลลิเมตร โดยวดั 6 ตาํแหน่งในฟันแต่ละซ่ี 

คือ ดา้นใกลก้ลางใกลแ้กม้ (mesio – buccal)  ดา้นก่ึงกลางใกลแ้กม้ (mid-buccal)  ดา้นไกลกลางใกลแ้กม้ 

(disto-buccal)  ดา้นใกลก้ลางใกลล้ิ้น (mesio – lingual) ดา้นก่ึงกลางใกลล้ิ้น (mid-lingual)  ดา้นไกลกลาง

ใกลล้ิ้น (disto-lingual) วดัเฉพาะฟันท่ีทาํการเก็บคราบจุลินทรีย ์ 

2.2.2  การสูญเสียการยดึเกาะของอวยัวะปริทนัต์ (clinical attachment loss, CAL) 

  วดัโดยใชเ้คร่ืองมือตรวจปริทนัต ์วดัจากรอยต่อของเคลือบรากฟันถึงจุดลึกสุดของร่องลึกปริ

ทนัต ์ทั้ง 6 ตาํแหน่งในฟันแต่ละซ่ีท่ีทาํการเก็บคราบจุลินทรีย ์ 

  2.3  การเกบ็ตัวอย่างคราบจุลินทรีย์จากอาสาสมัคร  

  เก็บคราบจุลินทรียจ์ากอาสาสมคัร โดยสอดกระดาษรูปกรวย (paper point) 1 อนัท่ีปราศจากเช้ือ ลง

ในร่องเหงือก แลว้ลากในแนวขนานกบัผวิฟัน จากนั้นนาํออกมาใส่ใน thioglycolate medium ท่ีมีปริมาตร 1 

มิลลิลิตร นาํไปทาํใหค้ราบจุลินทรียก์ระจายตวัออกโดยผา่นเคร่ืองเสียงความถ่ีสูง (sonically dispersed) 30 

วนิาที ก่อนนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
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2.4  การเกบ็นํา้ลาย 

เก็บนํ้าลายแบบไม่กระตุน้ (unstimulated saliva) โดยใหอ้าสาสมคัรกลั้วปากดว้ยนํ้าก่อน จากนั้น

เก็บนํ้าลายทุกๆ 1 นาทีในบีกเกอร์ท่ีปลอดเช้ือจนไดป้ริมาตร 5 มิลลิลิตร นาํนํ้าลายไปเจือจาง (1:10) ดว้ย 

Ringer solution ท่ีมี 0.05% cysteine จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ท่ี 2,000xg, 4oC เป็นเวลา 10 นาที 

นาํส่วนท่ีเป็นนํ้าใส (supernatant) ไปผา่นเคร่ืองกรองขนาด 0.2 ไมครอนเพื่อใหป้ลอดเช้ือ  

 

2.5 การตรวจหาปริมาณเช้ือสเตร็ปโตคอคคัส มิวแทนส์ และพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลสิ ในคราบ

จุลนิทรีย์โดยวธีิปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส  (polymerase Chain Reaction, PCR) 

นาํคราบจุลินทรียส่์วนหน่ึงจากท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 2.3  มาแยกสกดัดีเอ็นเอแลว้ตรวจหาปริมาณเช้ือ 

สเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ และพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  ตามวิธีท่ีรายงานโดย Hata และคณะในปี 

2006 [36] Ashimoto และคณะในปี 1996 [37] 

วธีิการ 

(1) นาํคราบจุลินทรียส่์วนหน่ึงจากท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 2.3  มาใส่ในไมโครเซ็นติฟิว ทิวบ ์ 

(2) ป่ันเหวีย่งไมโครเซ็นติฟิว ทิวบ ์ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

(3) นาํนํ้ าส่วนบนทิ้งไป โดยไม่กระทบกระเทือนตะกอน 7(pellet) 7 ดา้นล่าง แลว้เติม อินสตาจีน

มิกเซอร์ 7(Instagene mixer)7 ลงไป 120 ไมโครลิตร จากนั้นนาํไปอุ่นท่ี 56 oC  เป็นเวลา 15-30 

นาที 

(4) นาํไปเขยา่เป็นเวลา 10 วินาที และตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 oC  เป็นเวลา  8 นาที 

(5) นาํไปเขยา่เป็นเวลา 10 วินาที แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2-

3 นาที ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ะนาํมาเป็น ดีเอน็เอ ตน้แบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

(6) เตรียมสารท่ีใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิตชุดพีซีอาร์  

 (7) เลือกคู่ไพร์เมอร์ 7(primer pair) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 เลือกอุณหภูมิและจาํนวนรอบตามวิธีท่ี

รายงานโดย Hata และคณะในปี 2006 [36] Ashimoto และคณะในปี 1996 [37]   ใชดี้เอ็นเอ

ตน้แบบ 5 ไมโครลิตร โดยใชว้งจรเร่ิมตน้ (initial cycle) อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

2  นาที ตามดว้ยการปรับเปล่ียนอุณหภูมิ  36 รอบ ซ่ึงประกอบดว้ย 1) 94 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 วินาที 2) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที 3) 72องศาเซลเซียส 2 นาที  

และใชอุ้ณหภูมิสุดทา้ยท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที   

(8) นาํผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากกระบวนการพีซีอาร์ มาวิเคราะห์ในอะกาโรสเจล อิเล็คโตรโฟลิซิสร้อยละ 

1.5 
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ตารางท่ี 1  แสดงคู่ไพร์เมอร์ และลาํดบัเบสของเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ และพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิ

วาลิส 

 

Bacteria Sequence of primer (5΄-3΄) Amplicon size (bp) 

S. mutans 

 

 

P.gingivalis 

5’-AGCCATGCGCAATCAACAGGTT-3’ 

5’-CGCAACGCGAACATCTTGATCAG-3’ 

 

5’-CCTACGTGTACGGACAGAGCTATA-3’ 

5’-AGGATCGCTCAGCGTAGCATT-3’ 

415 

 

 

71 

 

2.6 การเตรียมสารสกดัจากใบข่อย 

 เตรียมสารสกดัใบข่อยตามวิธีท่ีรายงานโดยสุวิมล ทวีชยัศุภพงษแ์ละคณะ [11] โดยการนาํใบข่อย

แหง้บดใหล้ะเอียด และแช่ใน 50% เอธานอลเป็นเวลา 1 สัปดาห์ กวนส่วนผสมน้ีเป็นระยะ  แยกส่วนใสออก

โดยการกรองและการป่ันเหวี่ยง กาํจดัเอธานอลในส่วนท่ีเป็นสารละลายโดยการระเหยในเคร่ือง rotar 

evaporator และระเหิดแหง้โดยเคร่ือง lyophilizer  

เตรียมสารละลายจากสารสกดัจากใบข่อย โดยการละลายสารสกดัข่อยในนํ้ ากลัน่ นาํสารละลายท่ี

ได้ผ่านเคร่ืองเสียงความถ่ีสูงเป็นเวลา 15 นาทีเพื่อให้การละลายสมบูรณ์ข้ึน จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 5,400 rpm. ท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 20 นาที นาํสารละลายท่ีไดผ้า่นเคร่ืองกรองขนาด 0.2 ไมครอน

เพื่อใหป้ลอดเช้ือ เก็บสารละลายน้ีในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 10 oC 

 

2.7  การศึกษาผลของสารสกัดจากใบข่อยต่อการยบัยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือก่อโรคในช่องปาก 

การทดสอบจะทาํตามวิธีท่ีรายงานโดย Walker และคณะ [38] โดยจะมีการปรับวิธีการมาศึกษาใน 

96-well flat-bottomed microtitre plate  การเตรียม microtitre plate  ทาํตามวิธีท่ีรายงานโดย Rukayadi และ

คณะ [39] คือนาํ  10% ของนํ้ าลายท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 2.4 มาใส่ใน 96-well flat-bottomed microtitre plate ใน

ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร นาํไปเขยา่เบาๆท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ชัว่โมง เม่ือครบกาํหนดเวลา ดูด

นํ้าลายท่ีเหลือในแต่ละหลุมออก ทิ้ง plate ไวค้า้งคืนเพื่อใหแ้หง้ (air-dried)  

นาํ microtitre plate ท่ีเตรียมไวม้าทาํการทดสอบผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งการ

สร้างไบโอฟิลม์ โดยทาํการทดสอบ 2 model 

Model 1 

นาํสารสกดัจากใบข่อย ท่ีมีความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาทาํการเจือจางดว้ยอาหารเล้ียง

เช้ือชนิดเหลว (trypticase-soy broth) ให้มีความเขม้ขน้ลดลงทีละสองเท่า (two fold serial dilution) ใน 
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microtitre plate โดยให้มีปริมาตรในแต่ละหลุม = 150 ไมโครลิตร หลุมท่ีเป็นหลุมควบคุม ใส่เฉพาะอาหาร

เล้ียงเช้ือ แลว้เติมคราบจุลินทรียท่ี์เตรียมไวใ้นขอ้ 2.3 ลงไปในปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร นาํไป

เพาะเล้ียงใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 oC  เป็นเวลา 2, 4 และ 8 วนั โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทุก 2 

วนั  

หมายเหตุ ใช ้microtitre plate 2 ชุดในแต่ละวนั 

 

Model 2 

นาํสารสกดัจากใบข่อย ท่ีมีความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาทาํการเจือจางดว้ยอาหารเล้ียง

เช้ือชนิดเหลว (trypticase-soy broth) ให้มีความเขม้ขน้ลดลงทีละสองเท่า (two fold serial dilution) ใน 

microtitre plate โดยให้มีปริมาตรในแต่ละหลุม = 150 ไมโครลิตร หลุมท่ีเป็นหลุมควบคุม ใส่เฉพาะอาหาร

เล้ียงเช้ือ แลว้เติมคราบจุลินทรียท่ี์เตรียมไวใ้นขอ้ 2.3 ลงไปในปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร นาํไป

เพาะเล้ียงใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 oC  เป็นเวลา  2, 4 และ 8 วนั โดยทุก 2 วนั จะเปล่ียนอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีมีสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆดงัเช่นท่ีเตรียมในวนัแรก 

หมายเหตุ ใช ้microtitre plate 2 ชุดในแต่ละวนั 

เม่ือครบเวลา 2, 4 และ 8 วนั ของการทดสอบทั้งสองแบบ  นาํ microtitre plate  ทั้ง 2 ชุด มาทาํการ

หาปริมาณของไบโอฟิล์มยกเวน้แถว D1-12 และ H1-12 โดยดูดสารละลายในแต่ละหลุมออก แลว้ลา้งแต่ละ

หลุมดว้ย 50 mM PBS (pH 7.2)  ท่ีปราศจากเช้ือ (sterile)  ในปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร โดยลา้งหลุม

ละ 2 คร้ังเพื่อกาํจดัเช้ือท่ีไม่เกาะกบั plate  จากนั้นทิ้ง plate จากนั้นใส่ 1% (v/v) crystal violet ลงไปใน

ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร ทิ้งไว ้15 นาที เม่ือครบเวลา 15 นาที ลา้งสีส่วนเกินออก จากนั้นเติม 33% 

glacial acetic acid ปริมาตรหลุมละ 150 ไมโครลิตร และนาํไปเขา้เคร่ืองเขยา่ plate (MICROMIXER Mx2, 

FINE PCR®, Korea) เป็นเวลา 45 นาที แลว้นาํสารละลายในแต่ละหลุมจาํนวน 100 ไมโครลิตร ไปใส่ใน 

plate ใหม่  วดั optical density (OD) ในแต่ละหลุมท่ี 595 นาโนเมตรด้วยเคร่ือง microplate reader 

(Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 

ทาํการทดสอบซํ้ า 3 คร้ัง แลว้นาํค่า OD595 ท่ีไดจ้ากการทดสอบมาคาํนวณหาค่าเฉล่ียร้อยละของการ

ยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์ม (%inhibition) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 1- (OD ของกลุ่มทดลอง / OD ของกลุ่มควบคุม) x 

100 และนาํมาหาความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มไดร้้อยละ 50 

(IC50)  และ 80 (IC80) 
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2.8   การศึกษาผลของสารสกัดจากใบข่อยต่อปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และแบคทีเรีย

ทั้งหมดทีอ่ยู่ในไบโอฟิล์มโดยวธีิเรียล ไทม์ พซีีอาร์ (real-time PCR) 

 ในวนัท่ี 2, 4 และ 8 ของการทดสอบทั้งสองแบบ  นาํ microtitre plate อีก 1 ชุดท่ีเหลือ มาตรวจหา

ปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และแบคทีเรียทั้งหมดท่ีอยูใ่นไบโอฟิล์มโดยวิธีเรียล ไทม ์พีซีอาร์

ตามวธีิท่ีรายงานโดย Morillo และคณะในปี 2004 [40] และ  Mangala และคณะในปี 2002 [41]  

วธีิการ 

(1) นาํคราบจุลินทรียม์าใส่ในไมโครเซ็นติฟิว ทิวบ ์ท่ีใส่นํ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ 100 ไมโครลิตร  

(2) เขยา่ดว้ยเคร่ือง vortex (Daigger & company, Illinois, USA) 1 นาที 

(3) นาํไปทาํใหไ้บโอฟิลมก์ระจายตวัออกโดยผา่นเคร่ืองเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic 

disintegrator)(MSE Ltd., London, UK) 60 วนิาที และผา่นเคร่ืองแยกสารโดยใชค้ล่ืนความถ่ี 

(soniprep 150, MSE, UK) 30 วนิาที ก่อนนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

(4) ป่ันเหวีย่งไมโครเซ็นติฟิว ทิวบ ์ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

(5) นาํนํ้ าส่วนบนทิ้งไป โดยไม่กระทบกระเทือนตะกอน 7(pellet) 7 ดา้นล่าง แลว้เติม อินสตาจีน

มิกเซอร์ 7(Instagene mixer; BIO_RAD®) 7  ลงไป 120 ไมโครลิตร จากนั้นนาํไปอุ่นท่ี 56 oC  

เป็นเวลา 15-30 นาที 

(6) นาํไปเขยา่เป็นเวลา 10 วนิาที และตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 oC  เป็นเวลา  8 นาที 

(7) นาํไปเขยา่เป็นเวลา 10 วินาที แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2-

3 นาที ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ะนาํมาเป็น ดีเอน็เอ ตน้แบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

(8) เตรียมสารท่ีใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ตามคาํแนะนาํของผูผ้ลิตชุดพีซีอาร์ (applied biosystemTM ) 

เลือกคู่ไพร์เมอร์ 7(primer pair) ดงัแสดงในตารางท่ี 2 เลือกอุณหภูมิและจาํนวนรอบตามวิธีท่ีรายงาน

โดย Morillo และคณะในปี 2004 [40] และ Mangala และคณะในปี 2002 [41] ทาํ เรียล ไทม ์พีซีอาร์โดยใช ้

taqman probe ในการวดัปริมาณผลผลิต พีซีอาร์ โดยทาํการผสมดีเอ็นแม่แบบ 2 ไมโครลิตร,  taqman probe 

5 ไมโครลิตร,  TaqMan® Gene Expression Assays  0.5 ไมโครลิตร และ RNase-free water 2.5 ไมโครลิตร 

ตามคาํแนะนาํของบริษทัผูผ้ลิต นาํเขา้เคร่ืองเทอร์โมไซเคลอ (Applied Biosystem 7500 Fast Instrument ,PE 

Applied bisystem,USA) โดยเลือกโปรแกรมเทอร์โมไซคลิง (thermocycling  program) โดยใชว้งจรเร่ิมตน้ 

(initial cycle) อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที ตามดว้ยการปรับเปล่ียนอุณหภูมิ  40 รอบ ซ่ึง

ประกอบดว้ย 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที ทาํการ

อ่านค่าท่ีไดแ้ละบนัทึกผล 
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ตารางที ่2 แสดงคู่ไพร์เมอร์ และลาํดบัเบสของเช้ือ พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และแบคทีเรียโดยรวม   

Bacteria Sequence of primer (5΄-3΄) Amplico

n size 

(bp) 

P. gingivalis 

 

 

 

Total bacteria 

 

5’-CCTACGTGTACGGACAGAGCTATA-3’ 

5’-AGGATCGCTCAGCGTAGCATT-3’ 

FAM   5’-TCGCCCGGGAAGAACTTGTCTTCA-3’ NFQ 

 

5’-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’ 

5’-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3’ 

FAM  5’-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’  TAMRA 

 

 71 

 

 

466  

  

2.9   การวเิคราะห์ข้อมูล    

 วิเคราะห์ผลดว้ยสถิติเชิงอนุมาน (Inferential Statistics) โดยใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism version 

5.4 ในการวิเคราะห์ผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยท่ีมีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการ

ยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกในหลอดทดลอง รวมทั้งผลต่อการลดเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

และแบคทีเรียทั้งหมดท่ีอยูใ่นไบโอฟิล์ม โดยกาํหนดค่าระดบันยัสําคญั (α) เท่ากบั 0.05 ใชส้ถิติ Kruskal-

Wallis test ร่วมกบั Dunn's Multiple Comparison Test เน่ืองจากขอ้มูลมีการแจกแจงไม่ปกติ  
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ผลการวจิยั 

 

1. ข้อมูลพืน้ฐานของอาสาสมัคร 

การศึกษาคร้ังน้ีไดมี้การตรวจคดัเลือกผูป่้วยเพื่อเขา้ร่วมการศึกษาจาํนวน 5 คน อาสาสมคัรทุกคนมี

ร่องลึกปริทนัตต์ั้งแต่ 4 มิลลิเมตร ข้ึนไปอยา่งนอ้ย 4 ซ่ี ยกเวน้ฟันกรามแทซ่ี้ท่ีสาม อาสาสมคัรมีสุขภาพดีไม่

มีโรคทางระบบ ขอ้มูลพื้นฐานของอาสาสมคัรแสดงในตารางท่ี 3   นอกจากน้ีเม่ือทาํการตรวจหาเช้ือพอร์ไฟ

โรโมแนส จิงจิวาลิส และสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ ในคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกท่ีเก็บจากอาสาสมคัร ดว้ย

วธีิปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตามวธีิของ Ashimoto และคณะในปี 1996 [37] พบวา่อาสาสมคัรทุกคนมีเช้ือ

พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส แต่ไม่พบเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์   

 

ตารางที ่3 ขอ้มูลพื้นฐานของอาสาสมคัรทั้งหมด (N=5) 

 

อาสาสมัคร เพศ อายุ ค่าเฉลีย่ร่องลกึปริทนัต์และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

       (มิลลเิมตร) 

คนที ่1 หญิง 37 4±0 

คนที ่2 หญิง 35 5±0 

คนที ่3 หญิง 45 4.3±0.6 

คนที ่4 หญิง 35 4±0 

คนที ่5 หญิง 40 4.3±0.6 

 

2.  ประสิทธิภาพของสารสกัดจากใบข่อยต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มใต้เหงือกจากคราบจุลินทรีย์ของ

อาสาสมัคร 

ประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรีย์ของ

อาสาสมคัรทั้งหมด (N=5) แสดงดงั รูปท่ี 1  หากพิจารณาผลการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มโดยดูจากค่า มธัย

ฐาน พบวา่ ในวนัท่ี 2 สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 10 - 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยบัย ั้ง

การสร้างไบโอฟิลม์ไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 ในวนัท่ี 4 และ 8 ในกลุ่มท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทุก 2 วนั โดยไม่

ใส่สารสกดัจากใบข่อย (model 1) พบวา่สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 40 - 90 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 ส่วนในวนัท่ี 4 และ 8 ในกลุ่มท่ีเปล่ียน



18 
 
อาหารเล้ียงเช้ือพร้อมใส่สารสกดัจากใบข่อยทุก 2 วนั (model 2)  พบวา่สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้

ตั้งแต่ 10 - 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ไดม้ากกวา่ร้อยละ 50  

 

 
รูปที ่1 แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อย (SAE) ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์ม

ใตเ้หงือกในหลอดทดลอง (N=5) เส้นก่ึงกลางของ box plot แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box 

คือ เปอร์เซ็นตไ์ทลท่ี์ 25 และ 75 ของขอ้มูล 

 

จากรูปท่ี 1 จะเห็นไดว้า่ สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยบัย ั้ง

การสร้างไบโอฟิลม์จากคราบจุลินทรียข์องอาสาสมคัรทุกราย ไม่วา่จะทดสอบใน model ใดก็ตาม แต่หากใช้

ความเขม้ขน้ตํ่ากวา่ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดัจากใบข่อยจะไม่สามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์ม

จากคราบจุลินทรียข์องอาสาสมคัรทุกราย นอกจากน้ียงัอาจกระตุน้ให้เกิดการสร้างไบโอฟิล์มเพิ่มข้ึนจาก

คราบจุลินทรียข์องอาสาสมคัรบางรายดว้ย 

 จากการวิเคราะห์ทางสถิติ เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มระหว่าง

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกดัจากใบข่อยในวนัท่ี 2 วนัท่ี 4 ในกลุ่มท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทุก 2 วนั โดย

ไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย (model 1) วนัท่ี 4 ในกลุ่มท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือพร้อมใส่สารสกดัจากใบข่อย

ทุก 2 วนั (model 2)  วนัท่ี 8 ในกลุ่มท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทุก 2 วนั โดยไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย (model 

1) และวนัท่ี 8 ในกลุ่มท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือพร้อมใส่สารสกดัจากใบข่อยทุก 2 วนั (model 2) พบความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเฉพาะบางความเขม้ขน้ดงัแสดงในตารางท่ี 4-8 
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เม่ือนําสารสกัดจากใบข่อยแต่ละความเข้มข้นมาทําการวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มในแต่ละ model พบวา่สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มในวนัท่ี 2 แตกต่างจากวนัท่ี 4 model 

1 และวนัท่ี 4 model 1 แตกต่างจากวนัท่ี 8 model 2 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) ส่วน model อ่ืนๆ 

ไม่พบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ดงัแสดงในตารางท่ี 9 

สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการสร้างไบ

โอฟิลม์ในวนัท่ี 2 แตกต่างจากวนัท่ี 4 model 1 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 10 

สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง

การสร้างไบโอฟิลม์ในวนัท่ี 2 แตกต่างจากวนัท่ี 4 model 1 และวนัท่ี 8 model 1 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P 

< 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 11-12 

สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ข้น 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ

สร้างไบโอฟิล์มในวนัท่ี 2 แตกต่างจากวนัท่ี 4 model 1 และวนัท่ี 8 model 1 แตกต่างจาก model 2 อยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 13 

สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ข้น 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ

สร้างไบโอฟิล์มในวนัท่ี 2 แตกต่างจากวนัท่ี 8 model 1 และวนัท่ี 8 model 1 แตกต่างจาก model 2 อยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 14 

สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ข้น 60 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ

สร้างไบโอฟิล์มในวนัท่ี 2 แตกต่างจากวนัท่ี 8 model 2 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 15 

เม่ือใชส้ารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง

การสร้างไบโอฟิลม์ในทุก model ไดแ้ตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ ดงัแสดงในตารางท่ี 16 
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ตารางที ่4  แสดงการวิเคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อย (SAE) ระหว่างความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ในวนัท่ี 2  

 

Concentration of SAE Difference in rank sum P-value 

0.5 vs 5 mg/ml -12.3 ns 

0.5 vs 10 mg/ml -41.4 ns 

0.5 vs 20 mg/ml -52.4 ns 

0.5 vs 30 mg/ml -56.1 ns 

0.5  vs 40 mg/ml -93.3 <0.05 

0.5  vs 60 mg/ml -120.6 <0.05 

0.5 vs 90 mg/ml -145.0 <0.05 

5 vs 10 mg/ml -29.1 ns 

5 vs 20 mg/ml -40.1 ns 

5 vs 30 mg/ml -43.8 ns 

5 vs 40 mg/ml -81.0 <0.05 

5 vs 60 mg/ml -108.3 <0.05 

5 vs 90 mg/ml -132.7 <0.05 

10 vs 20 mg/ml -11.0 ns 

10 vs 30 mg/ml -14.7 ns 

10 vs 40 mg/ml -51.9 <0.05 

10 vs 60 mg/ml -79.2 <0.05 

10 vs 90 mg/ml -103.6 <0.05 

20 vs 30 mg/ml -3.7 ns 

20 vs 40 mg/ml -40.9 ns 

20 vs 60 mg/ml -68.1 <0.05 

20 vs 90 mg/ml -92.6 <0.05 

30 vs 40 mg/ml -37.2 ns 

30 vs 60 mg/ml -64.4 <0.05 

30 vs 90 mg/ml -88.9 <0.05 

40 vs 60 mg/ml -27.3 ns 

40 vs 90 mg/ml -51.7 <0.05 

60 vs 90 mg/ml -24.4 ns 

ns = not significant difference 
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ตารางที ่5  แสดงการวิเคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยระหวา่งความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรียข์อง

อาสาสมคัรทั้ง 5 คน ในวนัท่ี 4 ในกรณีท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทุก 2 วนั โดยไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย 

(model 1) 
 

Concentration of SAE Difference in rank sum P-value 

0.5 vs 5 mg/ml -3.9 ns 

0.5 vs 10 mg/ml -15.7 ns 

0.5 vs 20 mg/ml -29.2 ns 

0.5 vs 30 mg/ml -38.2 <0.05 

0.5 vs 40 mg/ml -54.6 <0.05 

0.5 vs 60 mg/ml -47.4 <0.05 

0.5 vs 90 mg/ml -60 <0.05 

5 vs 10 mg/ml -11.8 ns 

5 vs 20 mg/ml -25.3 ns 

5 vs 30 mg/ml -34.3 ns 

5 vs 40 mg/ml -50.7 <0.05 

5 vs 60 mg/ml -43.5 <0.05 

5 vs 90 mg/ml -56.06 <0.05 

10 vs 20 mg/ml -13.5 ns 

10 vs 30 mg/ml -22.5 ns 

10 vs 40 mg/ml -38.9 <0.05 

10 vs 60 mg/ml -31.7 <0.05 

10 vs 90 mg/ml -44.3 <0.05 

20 vs 30 mg/ml -9.0 ns 

20 vs 40 mg/ml -25.4 ns 

20 vs 60 mg/ml -18.2 ns 

20 vs 90 mg/ml -30.8 <0.05 

30 vs 40 mg/ml -16.4 ns 

30 vs 60 mg/ml -9.1 ns 

30 vs 90 mg/ml -21.7 ns 

40 vs 60 mg/ml 7.2 ns 

40 vs 90 mg/ml -5.4 ns 

60 vs 90 mg/ml -12.6 ns 

ns = not significant difference 
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ตารางที ่6  แสดงการวิเคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยระหวา่งความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรียข์อง

อาสาสมคัรทั้ง 5 คน ในวนัท่ี 4 ในกรณีท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือพร้อมใส่สารสกดัจากใบข่อยทุก 2 วนั 

(model 2)   

Concentration of SAE Difference in rank sum p-value 

0.5 vs 5 mg/ml -5.8 ns 

0.5 vs 10 mg/ml -12.8 ns 

0.5 vs 20 mg/ml -11.4 ns 

0.5 vs 30 mg/ml -17.5 ns 

0.5 vs 40 mg/ml -42.2 <0.05 

0.5 vs 60 mg/ml -47.7 <0.05 

0.5 vs 90 mg/ml -56.9 <0.05 

5 vs 10 mg/ml -7.0 ns 

5 vs 20 mg/ml -5.6 ns 

5 vs 30 mg/ml -11.7 ns 

5 vs 40 mg/ml -36.3 ns 

5 vs 60 mg/ml -41.9 <0.05 

5 vs 90 mg/ml -51.1 <0.05 

10 vs 20 mg/ml 1.4 ns 

10 vs 30 mg/ml -4.7 ns 

10 vs 40 mg/ml -29.3 ns 

10 vs 60 mg/ml -34.9 <0.05 

10 vs 90 mg/ml -44.1 <0.05 

20 vs 30 mg/ml -6.1 ns 

20 vs 40 mg/ml -30.8 ns 

20 vs 60 mg/ml -36.3 <0.05 

20 vs 90 mg/ml -45.5 <0.05 

30 vs 40 mg/ml -24.7 ns 

30 vs 60 mg/ml -30.2 <0.05 

30 vs 90 mg/ml -39.4 <0.05 

40 vs 60 mg/ml -5.5 ns 

40 vs 90 mg/ml -14.7 ns 

60 vs 90 mg/ml -9.2 ns 

ns = not significant difference 
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ตารางที ่7  แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยระหวา่งความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบจุลินทรียข์อง

อาสาสมคัรทั้ง 5 คน ในวนัท่ี 8 ในกรณีท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือทุก 2 วนั โดยไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย 

(model 1) 

 

Concentration of SAE Difference in rank sum P-value 

5 vs 10 mg/ml -5.381 ns 

5 vs 20 mg/ml -6.967 ns 

5 vs 30 mg/ml -14.67 ns 

5 vs 40 mg/ml -26.22 ns 

5 vs 60 mg/ml -37.08 <0.05 

5 vs 90 mg/ml -45.51 <0.05 

10 vs 20 mg/ml -1.586 ns 

10 vs 30 mg/ml -9.286 ns 

10 vs 40 mg/ml -20.84 ns 

10 vs 60 mg/ml -31.70 <0.05 

10 vs 90 mg/ml -40.13 <0.05 

20 vs 30 mg/ml -7.700 ns 

20 vs 40 mg/ml -19.26 ns 

20 vs 60 mg/ml -30.12 <0.05 

20 vs 90 mg/ml -38.55 <0.05 

30 vs 40 mg/ml -11.56 ns 

30 vs 60 mg/ml -22.42 ns 

30 vs 90 mg/ml -30.85 <0.05 

40 vs 60 mg/ml -10.86 ns 

40 vs 90 mg/ml -19.29 ns 

60 vs 90 mg/ml -8.429 ns 

ns = not significant difference 
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ตารางที ่8  แสดงการวิเคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยระหวา่งความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรียข์อง

อาสาสมคัรทั้ง 5 คน ในวนัท่ี 8 ในกรณีท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือพร้อมใส่สารสกดัจากใบข่อยทุก 2 วนั 

(model 2) 
 

Concentration of SAE Difference in rank sum P-value 

0.5 vs 5 mg/ml -7.8 ns 

0.5 vs 10 mg/ml -19.0 ns 

0.5 vs 20 mg/ml -27.6 ns 

0.5 vs 30 mg/ml -36.7 ns 

0.5 vs 40 mg/ml -46.6 <0.05 

0.5 l vs 60 mg/ml -25.7 ns 

0.5 vs 90 mg/ml -43.7 <0.05 

5 vs 10 mg/ml -11.2 ns 

5 vs 20 mg/ml -19.7 ns 

5 vs 30 mg/ml -28.9 ns 

5 vs 40 mg/ml -38.8 <0.05 

5 vs 60 mg/ml -17.8 ns 

5 vs 90 mg/ml -35.9 <0.05 

10 vs 20 mg/ml -8.6 ns 

10 vs 30 mg/ml -17.7 ns 

10 vs 40 mg/ml -27.6 ns 

10 vs 60 mg/ml -6.7 ns 

10 vs 90 mg/ml -24.7 ns 

20 vs 30 mg/ml -9.2 ns 

20 vs 40 mg/ml -19.1 ns 

20 vs 60 mg/ml 1.9 ns 

20 vs 90 mg/ml -16.2 ns 

30 vs 40 mg/ml -9.9 ns 

30 vs 60 mg/ml 11.1 ns 

30 vs 90 mg/ml -7.0 ns 

40 vs 60 mg/ml 20.9 ns 

40 vs 90 mg/ml 2.9 ns 

60 vs 90 mg/ml -18.1 ns 

ns = not significant difference 
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ตารางที ่9  แสดงการวิเคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

 

 

ns   =  not significant difference       

    

ตารางที ่10 แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4  model 1 17.58 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4  model 2 0.8485 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 1 9.182 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี8   model 2 1.848 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4 model 2 -16.73 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8  model 1 -8.400 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8  model 2 -15.73 ns 

วนัท่ี 4  model 2 vs วนัท่ี 8 model 1 8.333 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 2 1.000 ns 

วนัท่ี 8 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -7.333 ns 

ns   =  not significant difference      

 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 1 19.4 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4d model 2 2.0 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8  model 1 10.9 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8  model 2 0.7 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4  model 2 -17.3 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8  model 1 -8.5 ns 

วนัท่ี 4  model 1 vs วนัท่ี 8  model 2 -18.7 <0.05 

วนัท่ี 4  model 2 vs วนัท่ี 8 model 1 8.8 ns 

วนัท่ี 4  model 2 vs วนัท่ี 8  model 2 -1.3 ns 

วนัท่ี 8 model 1  vs วนัท่ี 8 model 2 -10.2 ns 
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ตารางที ่11 แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 1  26.8 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 2  8.2 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 1 21.9 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 2 9.6 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4 model 2 -18.7 ns 

วนัท่ี 4 model 1  vs วนัท่ี 8 model 1 -5.0 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -17.2 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 1 13.7 ns 

วนัท่ี 4  model 2 vs วนัท่ี 8 model 2 1.4 ns 

วนัท่ี 8 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -12.3 ns 

ns   =  not significant difference      

 

ตารางที ่12 แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 1  22.7 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 2 14.8 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 1 26.0 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 2 7.0 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4 model 2 -7.9 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 1  3.3 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -15.7 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 1  11.2 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 2 -7.9 ns 

วนัท่ี 8 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -19.0 ns 

ns   =  not significant difference      
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ตารางที ่13 แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 1 10.8 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 2 11.2 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 1 23.2 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 2 -2.9 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4  model 2 0.4 ns 

วนัท่ี 4 model 1  vs วนัท่ี 8 model 1  12.4 ns 

วนัท่ี 4 model 1  vs วนัท่ี 8 model 2 -13.7 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 1  12.0 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 2 -14.1 ns 

วนัท่ี 8 model 1  vs วนัท่ี 8 model 2 -26.1 <0.05 

ns   =  not significant difference     

 

ตารางที ่14 แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 1 3.8 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 2 1.3 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 1 24.0 <0.05 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 2 -3.2 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4 model 2 -2.5 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8  model 1 20.2 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -7.0 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 1 22.7 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 2 -4.6 ns 

วนัท่ี 8 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -27.2 <0.05 

ns   =  not significant difference      
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ตารางที ่15 แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 60 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 1 18.9 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 2 12.9 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 1 16.4 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 2 26.8 <0.05 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4 model 2 -6.0 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 1 -2.5 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 7.9 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 1 3.5 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 2 13.9 ns 

วนัท่ี 8 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 10.4 ns 

ns   =  not significant difference,      

 

ตารางที ่16 แสดงการวเิคราะห์สถิติโดยใช ้Dunn's Multiple Comparison Test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์จากคราบ

จุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้ง 5 คน ระหวา่ง model ต่าง ๆ 

Model Difference in rank sum P-value 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 1 13.7 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 4 model 2 -2.0 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 1 -0.4 ns 

วนัท่ี 2 vs วนัท่ี 8 model 2 13.5 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 4 model 2 -15.7 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี8 model 1 -14.2 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 2 -0.3 ns 

วนัท่ี 4 model 1 vs วนัท่ี 8 model 1 1.6 ns 

วนัท่ี 4 model 2 vs วนัท่ี 8 model 2 15.5 ns 

วนัท่ี 8 model 1 vs วนัท่ี 8  model 2 13.9 ns 

ns   =  not significant difference,      
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จากการคาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใต้

เหงือกในหลอดทดลองไดร้้อยละ 50   พบวา่ ในวนัท่ี 2, 4 model 1, 4 model 2, 8 model 1, และ 8 model 2  

สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 8.4, 30.3, 33.4, 34.3 และ 31.9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยบัย ั้งการ

สร้างไบโอฟิลม์ไดร้้อยละ 50 ตามลาํดบั  ดงัแสดงในตารางท่ี 17  

 

ตารางที่ 17 ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกในหลอด

ทดลองไดร้้อยละ 50  ในแต่ละ model (n=5) 

วนัท่ี 2 4  model 1 4 model 2 8 model 1 8 model 2 

IC50 (mg/ml) 8.4 30.3 33.4 34.3 31.9 

95% Confidence 

Intervals 7.2 - 9.8 17.5 -  52.5 22.1 -  50.4 24.5 -  50.0 5.5 -  186.1 

 

4.  ผลของสารสกัดจากใบข่อยต่อปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด ที่อยู่

ในไบโอฟิล์มโดยวธีิเรียล ไทม์ พซีีอาร์ (real-time PCR) 

 4.1 ผลของสารสกดัจากใบข่อยความเข้มข้น 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อปริมาณเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลสิ อยู่ในไบโอฟิล์มเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีไ่ม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย 

จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือก

ในหลอดทดลอง (รูปท่ี 1) จะเห็นไดว้า่ สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถ

ยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรียข์องอาสาสมคัรทุกราย จึงไดน้าํคราบจุลินทรียห์ลงัสัมผสักบั

สารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรมาตรวจหาปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวา

ลิส ในไบโอฟิลม์ ผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในไบโอฟิล์มจาก

คราบจุลินทรียข์องอาสาสมคัรทั้งหมด (N=5) แสดงดงั รูปท่ี 2  หากพิจารณาโดยดูจากค่ามธัยฐาน พบว่า 

ปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ลดลงในทุก model หลงัสัมผสักบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 

90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และแตกต่างกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อยอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 

(P < 0.05) 
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รูปที่ 2 แสดงค่ามธัยฐาน ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสท่ีอยูใ่นไบโอฟิลม์

หลงัจากสัมผสักบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในระยะเวลาต่างๆ เปรียบเทียบ

กบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย (N=5) 

 

4.2 ผลของสารสกดัจากใบข่อยความเข้มข้น 90 มิลลกิรัมต่อมิลลิลิตรต่อปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดที่อยู่

ในไบโอฟิล์มเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีไ่ม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย  

ผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดในไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรียข์อง

อาสาสมคัรทั้งหมด (N=5) แสดงดงั รูปท่ี 3  หากพิจารณา โดยดูจากค่ามธัยฐาน พบวา่ ปริมาณเช้ือแบคทีเรีย

ทั้งหมด เพิ่มข้ึนในวนัท่ี 2 แต่ในวนัท่ี 4 และ 8 ปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดลดลงในทุก model หลงัสัมผสั

กบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แมว้า่จะแตกต่างกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่สาร

สกดัจากใบข่อยอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ  
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รูปที่ 3 แสดงค่ามธัยฐาน ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดท่ีอยู่ในไบโอฟิล์มหลงัจาก

สัมผสักบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในระยะเวลาต่าง ๆ เปรียบเทียบกบักลุ่ม

ควบคุมท่ีไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย (N=5)  
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อภปิรายผล 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาเพื่อให้ทราบถึงประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งการ

สร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกในหลอดทดลอง    ในอาสาสมคัรท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบ 5 คน โดยนาํตวัอยา่ง

คราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกมาทาํการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือก่อโรคในช่องปากใน microtitre plate ตามวิธีท่ี

รายงานโดย Walker และ sedlacek  [38] เน่ืองจากการศึกษาของ Walker และ sedlacek  ในปี ค.ศ. 2007 ได้

ทาํการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกในห้องปฏิบติัการโดยนาํตวัอยา่งคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกจากผูป่้วยโรคปริ

ทนัต์อกัเสบและผูป่้วยท่ีไม่มีประวติัเป็นโรคปริทนัต์ พบว่าไบโอฟิล์มท่ีเกิดข้ึนในห้องปฏิบติัการ มีความ

คลา้ยคลึงทางสายพนัธ์ุของเช้ือร้อยละ 69 และความคลา้ยคลึงทางสัดส่วนของเช้ือร้อยละ 57 กบัตวัอยา่ง

คราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกเร่ิมตน้ท่ีเก็บจากผูป่้วยโรคปริทนัต์อกัเสบ  ส่วนไบโอฟิล์มท่ีเกิดข้ึนจากตวัอย่าง

คราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกของผูป่้วยท่ีไม่มีประวติัเป็นโรคปริทนัตพ์บมีความคลา้ยคลึงทางสายพนัธ์ุของเช้ือ

ร้อยละ 81 และความคลา้ยคลึงทางสัดส่วนของเช้ือร้อยละ 70   กบัตวัอยา่งคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกเร่ิมตน้  

ในการศึกษาน้ีไดเ้ลือกเก็บตวัอยา่งจากคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกของอาสาสมคัรท่ีเป็นโรคปริทนัต์

อกัเสบท่ีมีร่องลึกปริทนัต ์4-6  มิลลิเมตร  ผลจากการเก็บตวัอยา่งจากคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกจากอาสาสมคัร

ท่ีมีร่องลึกปริทนัต ์4-6  มิลลิเมตร ทั้ง 5 คน ไม่พบวา่มีเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์  ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก

เช้ือจุลชีพในคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกจะใชโ้ปรตีนจากนํ้ าเหลืองเหงือกเป็นแหล่งพลงังานหลกัทาํให้มียเูรีย

เกิดข้ึนจากการเมทาบอลิซึมส่งผลใหส้ภาวะแวดลอ้มบริเวณใตเ้หงือกมีสภาวะเป็นเบส [42] ทาํให้ลดการอยู่

รอดของเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ในร่องเหงือกซ่ึงเป็นเช้ือท่ียอ่ยสลายนํ้ าตาลเป็นพลงังานและชอบ

สภาวะท่ีเป็นกรด [43] 

  การศึกษาผลของสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือก

ในหลอดทดลองในการศึกษาน้ีไดท้าํการวดัปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มโดยทาํการยอ้มสีดว้ย crystal  violet 

และนาํมาวดัค่า OD ดว้ยเคร่ือง microplate reader เน่ืองจากวิธีน้ีเป็นวิธีท่ีใช้กนัทัว่ไปในการศึกษาเชิงก่ึง

ปริมาณ (semi- quantitative) ของไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียและเช้ือรา [44,45] 

ในการศึกษาผลของสารต่อการทาํลายเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสและเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดท่ี

อยูใ่นไบโอฟิล์มไดใ้ชว้ิธีเรียล ไทม ์พีซีอาร์ (real-time PCR) ในการตรวจปริมาณเช้ือ แมว้า่วิธีการตรวจหา

เช้ือท่ีใชโ้ดยทัว่ไปมีหลายวธีิไดแ้ก่ การเพาะเช้ือ วธีิทางชีวเคมี วธีิทางอิมมูโนโลจิคลัและดีเอ็นเอ โพรบ ไฮบิ

ไดรเซชนั (DNA probe hybridization) แต่วธีิเหล่าน้ีมีขอ้จาํกดัท่ีความจาํเพาะ ความไว และ / หรือค่อนขา้งใช้

เวลานาน ปัจจุบนัไดมี้การนาํวธีิพีซีอาร์มาใชต้รวจหาเช้ือสเตร็ปโตคอคคสั มิวแทนส์ เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส 

จิงจิวาลิสและเช้ือก่อโรคอ่ืน ๆ ในคราบจุลินทรีย ์และพบวา่พีซีอาร์เป็นวิธีท่ีมีความไวและความจาํเพาะสูง 

สาํหรับไพรเมอร์ท่ีใชต้รวจหาเช้ือในการศึกษาน้ีไดถู้กทดสอบในการศึกษาก่อนหนา้น้ีแลว้วา่ สามารถตรวจ

พบเช้ือ แมจ้ะมีปริมาณเช้ือตํ่าสุดท่ีวธีีพีซีอาร์จะสามารถตรวจพบเช้ือไดคื้อ 25- 100  เซลล ์[37] 
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 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกใน

หลอดทดลองจากรูปท่ี 1 แสดงใหเ้ห็นวา่วนัท่ี 2 , วนัท่ี 4 และ 8 ในกลุ่มท่ีเปล่ียนอาหารเล้ียงเช้ือพร้อมใส่สาร

สกดัจากใบข่อยทุก 2 วนั (model 2)  พบวา่สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 10 - 90 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 ส่วนในวนัท่ี 4 และ 8 ในกลุ่มท่ีเปล่ียน

อาหารเล้ียงเช้ือทุก 2 วนั โดยไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อย (model 1) พบวา่สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้

ตั้งแต่ 40 - 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มไดม้ากกวา่ร้อยละ 50  การท่ีสารสกดั

จากใบข่อยมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกในหลอดทดลอง อาจเน่ืองจากสารสกดั

จากใบข่อยมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญและฆ่าเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และ แอกกริเกติ

แบคเตอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์ ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคปริทนัตท่ี์พบในไบโอฟิล์มใตเ้หงือก [26] โดยผล

การศึกษาของ สุวมิล  ทวชียัศุภพงษ ์และคณะในปี ค.ศ. 2002 [10]  พบวา่ค่า MIC ของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส 

จิงจิวาลิส และ แอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์ คือ 3.91 และ 7.81 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามลาํดบั และค่า MBC ของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และ แอกกริเกติแบคเตอร์ แอกติโนมยัซิเทม

คอมิแทนส์ คือ 31.25 และ 15.62  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั   ซ่ึงจากผลการตรวจปริมาณเช้ือโดยวิธี

เรียล ไทม ์พีซีอาร์ ในการศึกษาน้ีก็ช่วยยืนยนัประสิทธิภาพของสารสกดัจากใบข่อยในการตา้นเช้ือดงักล่าว 

เน่ืองจากพบว่าสารสกัดจากใบข่อยสามารถลดปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสและแบคทีเรีย

โดยรวมในไบโอฟิล์มใตเ้หงือกในหลอดทดลองเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่มีสารสกดัจากใบข่อย  

อยา่งไรก็ตาม หากพิจารณาเปอร์เซ็นตไ์ทล์ท่ี 25 ของ box plot จากรูปท่ี 1 จะเห็นไดว้า่สารสกดัจากใบข่อย

ในความเขม้ขน้ท่ีตํ่ากวา่ 90 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร อาจกระตุน้ให้เกิดการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรียใ์ต้

เหงือกของอาสาสมคัรบางคนมากข้ึนได ้ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือกของอาสาสมคัรแต่ละ

คน มีปริมาณและชนิดของเช้ือจุลชีพแตกต่างกนั ซ่ึงสารสกดัจากใบข่อย อาจไม่สามารถยบัย ั้งหรือทาํลาย

เช้ือจุลชีพได้ทั้ งหมด จึงทาํให้เช้ือจุลชีพท่ีสารสกัดจากใบข่อยไม่สามารถยบัย ั้งหรือทาํลายได้ มีการ

เจริญเติบโตข้ึน ผลการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบัการทบทวนวรรณกรรมของ Kaplan ในปี ค.ศ. 2001 [46] ท่ี

แสดงให้เห็นว่าความเขม้ขน้ท่ีตํ่ากวา่  MIC  ของยาปฏิชีวนะสามารถเหน่ียวนาํให้เกิดการสร้างไบโอฟิล์ม

ของแบคทีเรียในหลอดทดลองได ้ ดงันั้นหากนาํสารสกดัจากใบข่อยมาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีใช้ในทาง

คลินิกอาจจะตอ้งระวงัในกรณีท่ีใช้ในความเขม้ขน้ท่ีตํ่าซ่ึงอาจกระตุน้ให้มีการสร้างไบโอฟิล์มเพิ่มข้ึนใน

ผูป่้วยบางรายได ้

จากการวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกในหลอดทดลองของสาร

สกดัจากใบข่อยท่ีแสดงใน  ตารางท่ี  4 – 16  พบวา่ความเขม้ขน้ท่ี 90 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพ

ยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์ม ในวนัท่ี 2, 4 (model 1 และ model 2) และ 8 (model 1 และ model 2) ไดแ้ตกต่าง

กนัอยา่งไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ แสดงให้เห็นว่าการใส่สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 90 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร  ตั้งแต่เร่ิมตน้เพียงคร้ังเดียวมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งไบโอฟิลม์คงอยูไ่ดจ้นถึงวนัท่ี 8  นอกจากน้ี

สารสกดัจากใบข่อยยงัสามารถลดปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสรวมทั้งแบคทีเรียโดยรวมในไบโอ



34 
 
ฟิล์มใตเ้หงือกในหลอดทดลองได ้ดงันั้นหากจะนาํสารสกดัจากใบข่อยไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์ทางทนัต 

กรรมเพื่อนาํมาใชร่้วมกบัการขูดหินนํ้ าลายและเกลารากฟัน น่าจะเลือกสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 

90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  เพราะในทางปฏิบติัจริงจะสามารถนดัผูป่้วยกลบัมาใส่สารสกดัจากใบข่อยสัปดาห์

ละคร้ังได ้อยา่งไรก็ตามจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ อรวรรณ ในปี พ.ศ. 2550 [18] และพรพรรณ ในปี 

พ.ศ. 2551 [47] ซ่ึงไดท้าํการศึกษาการใชเ้จลผสมสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ร้อยละ 20 -24 ใส่ลงไปใน

ร่องลึกปริทนัต์ร่วมกบัการขูดหินนํ้ าลายและเกลารากฟันในผูป่้วยโรคปริทนัต์อกัเสบเร้ือรังพบว่ามีความ

ปลอดภยัทางคลินิก ไม่มีอาการขา้งเคียงใด ๆ ในอาสาสมคัร และการศึกษาของ อรวรรณ [18] ยงัพบวา่กลุ่ม

ทดสอบท่ีใส่เจลผสมสารสกดัจากใบข่อยลงไปในร่องลึกปริทนัตร่์วมกบัการขดูหินนํ้าลายและเกลารากฟันมี

การเปล่ียนแปลงของความลึกร่องลึกปริทนัต์ ระดบัการยึดเกาะอวยัวะปริทนัต์  และการมีเลือดออกของ

เหงือกในสัปดาห์ท่ี 6 และ 12 ไปในทางท่ีดีข้ึนมากกวา่อาสาสมคัรกลุ่มควบคุม แมว้า่จะแตกต่างกนัอยา่งไม่

มีนัยสําคญัทางสถิติ นอกจากน้ียงัพบการลดลงของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสในอาสาสมคัรกลุ่ม

ทดสอบมากกวา่กลุ่มควบคุมทั้งในสัปดาห์ท่ี 6 และ 12 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  (P < 0.001) 

เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยต่อการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ใตเ้หงือกในหลอด

ทดลอง ในวนัท่ี 2, 4 และ 8 พบวา่ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั สารท่ีทดสอบมีแนวโนม้ในการยบัย ั้งการสร้างไบ

โอฟิล์มไดล้ดลงเม่ือเวลาเพิ่มข้ึน แสดงว่าเช้ือในไบโอฟิล์มมีการด้ือต่อสารท่ีใช้ทดสอบเพิ่มข้ึนเม่ือไบไอ

ฟิล์มมีอายุมากข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Sedlacek และWalker ปี ค.ศ. 2007 [35] ท่ีแสดงให้เห็น

วา่ไบโอฟิลม์มีการด้ือต่อยาปฏิชีวนะเพิ่มข้ึนเม่ือไบโอฟิล์มเจริญเติบโตเต็มท่ี (mature) และจะมีการด้ือต่อยา

ปฏิชีวนะสูงสุดเม่ือไบโอฟิล์มอยูใ่นสภาวะท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีและคงท่ีแลว้ (steady-state phase of biofilm 

growth)  นอกจากน้ีการท่ีไบโอฟิล์มด้ือต่อยาอาจเน่ืองจากยามีการแพร่เขา้ไปในไบโอฟิล์มช้าหรือไม่

สมบูรณ์  สารอาหารและของเสียในไบโอฟิล์มสามารถส่งผลต่อการเปล่ียนสภาวะแวดลอ้มซ่ึงอาจทาํให้ยา

ไม่สามารถออกฤทธ์ิไดเ้ต็มท่ี  รวมทั้งอตัราการเจริญเติบโตของเช้ือในโบโอฟิล์มลดลงส่งผลให้ฤทธ์ิของยา

ต่อเช้ือในไบโอฟิลม์ลดลงดว้ย [48] 

 เม่ือเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยต่อการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีอยูใ่นไบโอฟิล์มใน

การศึกษาน้ีกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยต่อการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีอยู่ในรูปแบบแพลงโทนิก 

เซลล ์ในการศึกษาก่อนหนา้พบวา่แมใ้ชค้วามเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่ค่า MBC ของแพลงโทนิกเซลล์ก็ยงัไม่สามารถ

ทาํลายเช้ือท่ีอยูใ่นไบโอฟิล์มได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Mah และ O’Toole ในปี ค.ศ.  2001 [49] ท่ี

แสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือท่ีอยูใ่นไบโอฟิล์มมีความตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะสูงกวา่เช้ือท่ีอยูใ่นรูปแบบแพลงโทนิก 

เซลล ์ประมาณ 10-1000 เท่า เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูใ่นไบโอฟิล์มมีคุณสมบติัท่ีแตกต่างจากแพลง

โทนิก เซลล ์และยงัมีการส่ือสารกนั โดยการหลัง่โมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของ

ยนีหลายกลุ่มซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการด้ือยา  
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สรุปผลการศึกษา 

 

ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากใบข่อยสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มใตเ้หงือกใน

หลอดทดลองได ้ โดยหากใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อย 90 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตั้งแต่เร่ิมตน้

เพียงคร้ังเดียวมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิล์มจากคราบจุลินทรียข์องอาสาสมคัรทุกคนได้

มากกว่าร้อยละ 80 จนถึงวนัท่ี 8   รวมทั้งยงัสามารถลดปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในไบโอ

ฟิลม์ไดแ้ตกต่างกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ใส่สารสกดัจากใบข่อยอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

  



36 
 

เอกสารอ้างองิ 

[1]  Lewis W. Plants used as chewing sticks. J Prevent Dent 1980;6:71-3.  

[2]  Mukherjee K, Roy L. Chemical examination of Streblus asper leaves. Int J Crude Drug Res 

1983;21:189-90.  

[3]  Kapoor S, Kapoor L. Medicinal plant wealth of the karimnaga district of andhra pradesh. Bull Med 

Ethnobot Res 1980;1:120-44.  

[4]  Wasuwat S. A list of Thai medical plants. Bangkok. project Research report 1967; 1.  

[5]  อุทัยวรรณ กาญจนกามล และคณะ “การศึกษาประสิทธิภาพของไม้ข่อยและไม้สีฟันคนทาใน

โครงการอนามยัช่องปากของเด็กไทยในชนบท” รายงานการวจิยั  พ.ศ.2526.  

[6]  ข่าวสาํนกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ. เร่ืองสมุนไพร 2538;26 : 23. 

[7]  โสพิศ  วงศค์าํ และคณะ “การศึกษาผลของสารสกดัข่อยต่อเช้ือจุลินทรียใ์นช่องปาก” รายงานการวิจยั 

คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 2538. 

[8]  บญัญติั  สุขศรีงาม “สมุนไพรเพื่อสุขภาพดีถว้นหนา้ก่อนปี 2543” ใกลห้มอ หนา้ 70-2.  

[9]  Taweechaisupapong S, Leela-aphiradee N, Laoprom P, Khamenkhan P. Effects of Koi (Streblus 

asper) on root canal bacteria. KDJ 2000;3:41-7. 

[10]  Taweechaisupapong S, Singhara S, Choopan T. Antimicrobial effect of Streblus asper leaf extract 

on selected anaerobic bacteria. J Dent Assoc Thai 2002;52:227-34. 

[11]  Taweechaisupapong S, Wongkham S, Chareonsuk S, Suparee S, Srilalai P, Chaiyarak S. Selective 

activity of Streblus asper on Mutans streptococci. J Ethnopharmacol 2000;70:73-9. 

[12]  Triratana T, Thaweboon B. The testing of crude extracts of Streblus asper (Koi) against 

Streptococcus mutans and Streptococcus salivarius. J Dent Assoc Thai 1987;37:119-25. 

[13]  Wongkham S, Laupattarakasaem P, Pienthaweechai K, Areejitranusorn P, Wongkham C, 

Techanitiswad T. Antimicrobial activity of Streblus asper leaf extract. Phytother Res 2001;15:119-

21. 

[14]  สมเกียรติ เหลืองไพรินทร์ และสุรัตน์  ลีนะศิริมากุล. ผลของยาสีฟันผสมสารสกดัจากใบข่อยต่อการ

ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสเตร็พโตคอกคสั มิวแทนส์ในนํ้ าลาย รายงานการวิจยัระดบัปริญญา ภาควิชา

ชีววทิยาช่องปาก  คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น พ.ศ. 2534. 

[15]  Wongkham S, Pienthaweechai K, Laupattarakasaem P, Areejitranusorn P, Wongkham C, 

Jantamonkol K, et al. Bacterocodal activity of Streblus asper. Second Thai-French Symposium on 

Plant Molecular Biology. 1996:362-74. 



37 
 
[16]  Taweechaisupapong S, Wongkham S, Rattanathongkom A, Singhara S, Choopan T, Suparee S. 

Effect of mouthrinse containing Streblus asper leaf extract on gingivitis and plaque formation. J 

Dent Assoc Thai 2002;52:383-91. 

[17]  Taweechaisupapong S, Intaranongpai K, Suwannarong W, Pitiphat W, Chatrchaiwiwatana S, Wara-

aswapati N. Clinical and microbiological effects of subgingival irrigation with Streblus asper leaf 

extract in chronic periodontitis. J Clin Dent 2006;17:67-71. 

[18]  อรวรรณ อภินทนาพงศ์ ความปลอดภยัทางคลินิก ผลทางคลินิกและทางจุลชีววิทยาของการใช้เจล

ผสมสารสกดัจากใบข่อยใส่ลงไปในร่องลึกปริทนัต์ร่วมกับการขูดหินนํ้ าลายและเกลารากฟันใน

ผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรัง  วทิยานิพนธ์ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาปริทนัตวิทยา  

ขอนแก่น: บณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัขอนแก่น; 2550.  

[19]  Sripanidkulchai B, Junlatat J, Wara-Aswapati N, Hormdee D. Anti-inflammatory effect of Streblus 

asper leaf extract in rats and its modulation on inflammation-associated genes expression in RAW 

264.7 macrophage cells. J Ethnopharmacol 2009;124:566-70. 

[20]  Taweechaisupapong S, Choopan T, Singhara S, Chatrchaiwiwatana S, Wongkham S. In vitro 

inhibitory effect of Streblus asper leaf-extract on adhesion of Candida albicans to human buccal 

epithelial cells. J Ethnopharmacol 2005;96:221-6. 

[21]  Taweechaisupapong S, Klanrit P, Singhara S, Pitiphat W, Wongkham S. Inhibitory effect of 

Streblus asper leaf-extract on adhesion of Candida albicans to denture acrylic. J Ethnopharmacol 

2006;106:414-7. 

[22]  Donlan RM. Role of biofilms in antimicrobial resistance. Asaio J 2000;46:S47-52. 

[23]  Donlan RM, Costerton JW. Biofilms: survival mechanisms of clinically relevant microorganisms. 

Clin Microbiol Rev 2002;15:167-93. 

[24]  Locshe W. Chemotherapy of dental plaque infections. Oral Sci Rev 1976;9:65. 

[25]  Nishihara. T, Koseki. T. Microbial etiology of periodontitis. Periodontology 2000 2004;36:14-26. 

[26]  Socransky SS, Haffajee AD, Cugini MA, Smith C, Kent RL, Jr. Microbial complexes in subgingival 

plaque. J Clin Periodontol. 1998;25:134-44. 

[27]  รวี เถียรไพศาล ความรู้เก่ียวกบัแบคทีเรียกลุ่มสร้างสารสีดาํและความสําคญัทางคลินิกในปัจจุบนั. J 

Dent Assoc Thai 1998;48:56-60. 

[28]  Socransky S, Haffajee A. Dental biofilms:difficult therapeutic targets. Periodontology 2000 

2002;28:12-55. 



38 
 
[29]  ปณิดา อินนาจนัทร์. ประสิทธิภาพการยบัย ั้งสเตร็ปโตคอกคสั มิวแทนส์ สายพนัธ์จีเอส-5 ใน

ห้องปฏิบติัการของยาสีฟันจาํหน่ายทัว่ไป. วิทยานิพนธ์ประกาศนียบตัร ภาควิชาปริทนัตวิทยา คณะ

ทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหิดล; 2542. 

[30]  Moran J, Addy M, Newcombe R. Comparison of an herbal toothpaste with a fluoride toothpaste on 

plaque and gingivitis. Clin Prev Dent 1991;13:12-5. 

[31]  Mullally BH, James JA, Coulter WA, Linden GJ. The efficacy of a herbal-based toothpaste on the 

control of plaque and gingivitis. J Clin Periodontol 1995;22:686-9. 

[32]  เทอดพงษ์  ตรีรัตน์ และ บุญนิตย ์ทวีบูรณ์. ผลของยาสีฟันต่อการเจริญเติบโตของเสตร็ปโตคอกคสั 

มิวแทนส์. ว.ทนัต 2531: 10-4. 

[33]  การใช้สมุนไพรอิสานเพื่อการสาธารณสุขมูลฐาน. มหาสารคาม: มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 

วทิยาเขตมหาสารคาม 2529. 

 [34]  อญัชนา ลุนพรม. การพฒันาตาํรับเจลผสมสารสกดัจากใบข่อย  เพื่อใชร่้วมกบัการรักษาโรคปริทนัต์

อกัเสปและการตรวจสอบความปลอดภยัทางคลินิก. [วิทยานิพนธ์ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 

สาขาวชิาปริทนัตวทิยา] ขอนแก่น : บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัขอนแก่น, 2548. 

[35]  Sedlacek MJ, Walker C. Antibiotic resistance in an in vitro subgingival biofilm model. Oral 

Microbiol Immunol 2007;22:333-9. 

[36]  Hata S, Hata H, Miyasawa-Hori H, Kudo A, Mayanagi H. Quantitative detection of Streptococcus 

mutans in the dental plaque of Japanese preschool children by real-time PCR. Lett Appl Microbiol 

2006;42:127-31. 

[37]  Ashimoto A, Chen C, Bakker I, Slots J. Polymerase chain reaction detection of 8 putative 

periodontal pathogens in subgingival plaque of gingivitis and advanced periodontitis lesions. Oral 

Microbiol Immunol 1996;11:266-73. 

[38]  Walker C, Sedlacek MJ. An in vitro biofilm model of subgingival plaque. Oral Microbiol Immunol 

2007;22:152-61. 

[39]  Rukayadi Y, Kim KH, Hwang JK. In vitro anti-biofilm activity of macelignan isolated from 

Myristica fragrans Houtt. against oral primary colonizer bacteria. Phytother Res 2008;22:308-12. 

[40]  Morillo J, Lau L, Sanz M, Herrera D, Silva A. Quantitative real-time PCR based on single copy 

gene sequence for detection of Actinobacillus actinomycetemcomitans and Porphyromonas 

gingivalis. J Periodont Res 2003;38:518–24. 

 [41]  Mangala A, Nadkarni F, Elizabeth M, Jacques. NA, Neil H. Determination of bacterial load by real-

time PCR using a broad-range (universal) probe and primers set. Microbiol 2002;148:257-66. 



39 
 
[42]  Abbas F, Degener JE, Harmsen HJM, Winkelhoff  van AJ, Mei vander HC, R. G. Bacterial growth. 

In : Microbial dynamics in subgingival biofilms. Scholma Druk, Bedum, The Netherlands. 2010:18. 

[43]  Tanzer JM, Livingston J, Thompson AM. The microbiology of primary dental caries in humans. J 

Dent Educ 2001;65:1028-37. 

[44]  Lowdin E, Odenholt-Tornqvist I, Bengtsson S, Cars O. A new method to determine postantibiotic 

effect and effects of subinhibitory antibiotic concentrations. Antimicrob Agents Chemother 

1993;37:2200-5. 

[45]  Scalarone G, Mikami Y, Kurita N, Ichihara Y, Yazawa K, Miyaji M. Turbidometric 

characterization of the postantifungal effect: comparative studies with amphotericin B, 5-

fluorocytosine and miconazole on Candida albicans. Mycoses 1991;34:297-302. 

[46]  Kaplan JB. Antibiotic-induced biofilm formation. Int J Artif Organs 2011;34:737-51. 

[47]  พรพรรณ ก่อเกียรติ. ความปลอดภยัทางคลินิก ผลทางคลินิกและทางจุลชีววิทยาของการใชเ้จลผสมสารสกดัจากใบ

ข่อยใส่ลงในร่องลึกปริทนัต์ของฟันกรามร่วมกบัการขูดหินนํ้ าลายและเกลารากฟันในผูป่้วยโรคปริทนัต์อกัเสบ

เ ร้ื อ รั ง .  วิ ท ย า นิ พ น ธ์ ป ริ ญ ญ า วิ ท ย า ศ า ส ต ร ม ห า บัณ ฑิ ต  ส า ข า วิ ช า ป ริ ทัน ต วิ ท ย า   บัณ ฑิ ต วิ ท ย า ลัย  

มหาวทิยาลยัขอนแก่น; 2551.  

[48]  Naoko T, Kazuyuki I, Tetsuo K, Katsuji O. Susceptibility of Actinobacillus actinomycetemcomitans 

to six antibiotics decreases as biofilm matures. J Antimicrob Chemother 2007;59:59-65.  

[49]  Mah T, O'Toole G. Mechanisms of biofilm resistance to antimicrobial agents. Trends Microbiol 

2001;9:34-9. 

 

 

  



40 
 
รายนามและสถานที่ทํางานของคณะผู้วจิยั 

 

1. รศ. ดร. ทพญ. สุวมิล  ทวชียัศุภพงษ ์

ภาควชิาวนิิจฉยัโรคช่องปาก คณะทนัตแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น ขอนแก่น 40002 

2. ผศ. ดร. ทพ. สมเกียรติ  เหลืองไพรินทร์ 

ภาควชิาชีววทิยาช่องปาก  คณะทนัตแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น ขอนแก่น 40002 

3. ผศ. ทพญ. วราภรณ์  สุวรรณรงค ์ 

ภาควชิาปริทนัตวทิยา คณะทนัตแพทยศาสตร์  

มหาวทิยาลยัขอนแก่น ขอนแก่น 40002 

 

 

 


	วรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง
	เคมีภัณฑ์
	1. ข้อมูลพื้นฐานของอาสาสมัคร

