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ฤทธิ์ต้าน Candida albicans ของสารสำ�คัญจากผลยอ

บทคัดย่อ

	 	 ผลยอเปน็พชืสมนุไพรในตำ�รบัยาโบราณของไทยทีม่รีายงานวา่ใช้ ไดผ้ลในการรกัษาโรคตดิเชือ้แบคทเีรยีและโรคตดิเชือ้

ราต่าง ๆ  รวมทั้งโรคติดเชื้อรา Candida และเพื่อยืนยันถึงฤทธิ์ดังกล่าวจึงได้ศึกษาฤทธิ์ต้าน C. albicans จำ�นวน 4 สายพันธุ์ 

(TISTR 5239, TISTR 5779,  BCC 6120 และ Clinical isolate) ของสารสำ�คัญที่ได้จากผลยอในท้องถิ่นภาคใต้ของไทย 

ทัง้ทีเ่ปน็สารสำ�คญัจากผลยอสกุ  และจากการสกดัผงยอและแผน่ยอดว้ยเอธานอล 80 % จากผลห่าม เมื่อศกึษาโดยวธิี agar 

well diffusion และวิธี broth microdilution พบว่าสารสำ�คัญจากผลยอทุกรูปแบบที่มีระดับความเข้มข้น 120 หรือ 240 

มลิลกิรมั/มลิลลิติร แสดงฤทธิต์า้นเชือ้รา C. albicans ทกุสายพนัธุท์ีน่ำ�มาศกึษา ใหค้า่บรเิวณใสของการยบัยัง้เชือ้ราอยู่ในชว่ง 

14.0 + 0.0 ถึง 20.0 + 0.0 มม. และ 18.0 + 0.0 ถึง 23.5 + 0.5 มม. ตามลำ�ดับ เมื่อศึกษาโดยวิธี agar well diffusion 

ซึ่งให้ค่าบริเวณใสของการยับยั้งเชื้อราใกล้เคียงกับยาเคมีต้านเชื้อรา amphotericin B (10 มคก./มล), ketoconazole (15 

มคก./มล.), nystatin (50 มคก./มล.) และ fluconazole (25 มคก./มล.) สำ�หรับการทดสอบโดยวิธี broth microdilution 

พบว่าสารสำ�คัญที่ได้จากผลยอทุกรูปแบบสามารถฆ่าเชื้อรา C. albicans ทุกสายพันธุ์ที่ศึกษา โดยมีระดับความเข้มข้นตํ่าสุด

ที่สามารถทำ�ลายเชื้อราอยู่ในช่วง 0.94 ถึง 15.00 มก./มล. นอกจากนี้ยังพบว่าสารสำ�คัญที่ได้จากผลยอแสดงฤทธิ์ร่วมกับยา

เคมีต้านเชื้อรา amphotericin B ในการต้านเชื้อรา C. albicans  ได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงน่าจะมีความเป็นไปได้ที่จะนำ�สาร

สำ�คญัที่ไดจ้ากผลยอไปใชร้ว่มกบัยาเคมตีา้นเชือ้ราเพื่อใชเ้ปน็แนวทางในการรกัษาโรคตดิเชือ้ราในคลนิกิไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ

ต่อไปในอนาคต
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Anti-Candida albicans activity of active substances derived from Morinda 

citrifolia fruit

Abstract

		  Morinda citrifolia (Yor in Thai) fruit is a kind of herb used in a traditional Thai medicine recipe. It 

has been reported to treat bacterial infections and/or fungal diseases, including candidiasis. The antimicrobial 

activity, especially anti-Candida activity was examined by means of agar well diffusion method and broth 

microdilution method, using 4 strains of C. albicans (TISTR 5239, TISTR 5779, BCC 6120 and clinical 

isolate) as indicating strains.  The M. citrifolia fruit from southern region of Thailand was collected and used 

as source of active substances (AS), classified as 1) AS derived from ripe M. citrifolia fruit  2) AS derived 

from powder-M.citrifolia fruit extracted with 80 % ethanol and 3) AS derived from sheet-M. citrifolia fruit 

extracted with 80 % ethanol.  It indicated that all types of AS from M. citrifolia fruit at a concentration of 

120 or 240 mg/ml could inhibit the growth of C. albicans with an inhibition zone in the range of 14.0 + 0.0 

to 20.0 + 0.0 mm and 18.0 + 0.0 to 23.5 + 0.5 mm, respectively when they were tested by agar well diffu-

sion method.  The inhibition zone was appeared as closely as the inhibition zone obtained by antifungal drugs; 

amphotericin B (10 μg/ml), ketoconazole (15 μg/ml), nystatin (50 μg/ml) and fluconazole (25 μg/ml). The 

minimum fungicidal concentration (MFC) against C. albicans obtained in the range of 0.94 to 15.00 mg/ml 

when tested by the broth microdilution method. Interestingly, it was also found that all types of AS derived 

from M. citrifolia fruit and amphotericin B showed synergistically effect against C. albicans. It implied that AS 

derived from M. citrifolia fruit may be efficacially used in combination  with antifungal drug for therapeutic 

or prophylaxis activity of fungal infections in the clinical trial.
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บทนำ�

	 	 เชื้อรา Candida ที่ก่อโรคในมนุษย์มีประมาณ 11 

สปีชีส์ และที่พบเป็นสาเหตุหลักของโรคติดเชื้อรา คือ Can-

dida albicans ซึ่งเป็นเชื้อราที่พบในคนปกติที่บริเวณเยื่อบุ 

ในช่องปาก ลำ�คอ ลำ�ไส้ และอวัยวะสืบพันธุ์ของเพศหญิง 

โดยจะไม่ก่อโรคในผู้ที่มีสุขภาพดี แต่ในผู้ที่ได้รับการรักษา

ด้วยยากดภูมิคุ้มกัน  รังสีบำ�บัด  เคมีบำ�บัด  และผู้ที่ใช้สาย

สวนเป็นเวลานาน  รวมถึงในผู้ป่วยโรคเอดส์   สามารถก่อ

ให้เกิดโรคได้กับเนื้อเยื่อหรืออวัยวะต่าง ๆ ของร่างกายและ

เปน็สาเหตขุองโรคตดิเชือ้ราฉวยโอกาสในโรงพยาบาลในกลุม่

อาการของโรค candidiasis
(1, 2)

 นอกจากนี้เชื้อรา Candida 

ยังทำ�ให้เกิดการติดเชื้อในช่องปากให้ลักษณะทางคลินิกคือ  

ฝ้าขาวในช่องปาก (oral thrush)  มักพบได้ในทารกเนื่องจาก

ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อยังไม่เพียงพอ  ส่วนรายที่ใส่ฟันปลอม   ฟัน

ปลอมอาจทำ�ให้เกิดแผลขึ้นก่อน จากนั้นเชื้อรา Candida 

ที่มีอยู่ในช่องปากเจริญลุกลามก่อโรคขึ้นเรียกว่า  denture 

stomatitis (chronic atrophic candidosis)  มีการอักเสบ

ของเนื้อเยื่อชั้นใต้เยื่อบุ เกิดแผลอักเสบเรื้อรังที่รอยต่อของ

ขอบเหงือกกับฟันปลอม มักมีอาการเจ็บเล็กน้อยและแสบ

เมื่อรับประทานอาหารรสจัด
(3)
   โดยที่การควบคุมและรักษา

โรคตดิเชือ้รา Candida ยงัมขีอ้จำ�กดัของยาเคมตีา้นเชือ้ราที่

มปีระสทิธภิาพ  ซึง่มคีวามเปน็พษิและผลติจากสารเคมมีรีาคา

สูง
(4, 5)

 และหากรักษาด้วยยาเคมีต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน

อาจทำ�ให้เกดิปญัหาเชือ้ดือ้ยาและส่งผลให้เกดิการตดิเชือ้ซํา้ 

รวมถึงส่งผลข้างเคียงต่อตับและไต
(6)
  จึงได้มีความพยายาม

หาแนวทางเลือกใหม่ในการรักษาโรคติดเชื้อรา Candida 

ด้วยสมุนไพรชนิดต่าง ๆ เช่น  มีวิจัยพบว่าพืชสมุนไพรหลาย

ชนิดของประเทศอิหร่านมีฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans ได้

อย่างค่อนข้างมีประสิทธิภาพ
(4)
 แต่พืชสมุนไพรดังกล่าวนั้น

หาได้ยากหรือบางชนิดไม่มีอยู่ในประเทศไทย อย่างไรก็ตาม

มีวิจัยอยู่บ้างเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans ของพืช

สมุนไพรในตำ�รับยาโบราณของประเทศไทยและพบว่าส่วน

ตา่งๆ ของพชืสมนุไพรแสดงฤทธิต์า้นเชือ้รา รวมทัง้แบคทเีรยี

แตกตา่งกนัออกไป โดยทีฤ่ทธิต์า้น จลุชพีของสารสกดัจากผล

ยอมาจากองค์ประกอบของ phenolic ร่วมกับ acubin, L-

asperuloside, alizarin, scopoletin, และ anthraquinones  

อื่นๆ
(6)
 และยงัพบวา่สารสำ�คญัจากผลยอสกุมฤีทธิต์า้นเชือ้รา 

C. albicans ไดอ้ยา่งคอ่นขา้งมปีระสทิธภิาพ โดยมผีลตอ่การ

เปลี่ยนแปลงรูปร่างของเชื้อรา C. albicans จากเซลล์ยีสต์

ไปเป็นเซลล์ราสาย (filamentous form) และที่น่าสนใจคือ

ผลยอแกแ่ละสกุรวมทัง้วธิกีารตา่งๆ ทีน่ำ�ไปใช้ในการสกดัสาร

สำ�คญัจากผลยอทำ�ให้ ไดส้ารสำ�คญัออกฤทธิใ์นการตา้นจลุชพี

ไดแ้ตกตา่งกนั
(7)
 อยา่งไรกต็ามนอกจากวธิกีารสกดัสารสำ�คญั

จากผลยอจะทำ�ให้ ได้สารออกฤทธิ์แตกต่างกันแล้วยังขึ้นอยู่

กับสารออกฤทธิ์ที่มีอยู่ภายในผลยอมีความแตกต่างกันใน

แตล่ะภมูภิาคของโลก
(6)
 รวมทัง้ผลยอในแตล่ะฤดกูาลกอ็าจจะ

มสีารออกฤทธิท์ีแ่ตกตา่งกนัทัง้ในดา้นปรมิาณสารสำ�คญัและ/

หรอืชนดิของสารสำ�คญัทีส่กดัไดจ้ากผลยอ ซึง่อาจเปน็ผลให้

สารสกัดจากผลยอออกฤทธิ์ในการต้านจุลชีพได้แตกต่างกัน

แมจ้ะสกดัดว้ยวธิเีดยีวกนักต็าม  อกีทัง้ในประเทศไทยมเีพยีง

รายงานการศึกษาถึงฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดผลยอ
(8)
 

แต่รายงานการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านเชื้อรายังมีอยู่

นอ้ย
(6)
  ดว้ยเหตผุลดงักลา่วขา้งตน้จงึทำ�ใหม้คีวามสนใจศกึษา

ผลยอในทอ้งถิน่ภาคใตข้องประเทศไทยทีเ่กบ็เกีย่วในชว่งคาบ

เกี่ยวของปลายฤดูร้อนถึงต้นฤดูฝน (เมษายน–กรกฎาคม) 

เพื่อนำ�ไปสกัดหาสารสำ�คัญออกฤทธิ์เดี่ยวในการต้านเชื้อรา 

C. albicans  พรอ้มทัง้ศกึษาเปรยีบเทยีบฤทธิร์ว่มกบัยาเคมี

ในการออกฤทธิ์ต้านเชื้อราดังกล่าวเพื่อให้ ได้ข้อมูลทางด้าน

วทิยาศาสตรม์าสนบัสนนุเกีย่วกบัการใชผ้ลยอในการรกัษาโรค

ตดิเชือ้รา รวมทัง้อาจนำ�ไปประยกุต์ใชง้านจรงิได้ในคลนิกิเพื่อ

ทดแทนการใช้ยาเคมีอย่างมีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการศึกษา

1.	 ผลยอ

	 	 เก็บผลยอสุกและผลยอห่ามจากจังหวัดพัทลุง 

ประเทศไทย ไปล้างด้วยนํ้าให้สะอาดและแยกส่วนที่ไม่

ต้องการทิ้งไป ได้แก่ ใบ และขั้วผล เป็นต้น

2.	 เชื้อราทดสอบ (test fungi)

	 	 เชือ้รา Candida albicans จำ�นวน 4 สายพนัธุ ์ไดแ้ก ่

TISTR 5239, TISTR 5779 (Thailand Institute of Sci-

entific and Technological Research), BCC 6120 (BIO-

TEC Culture Collection) และเชื้อที่แยกได้จากช่องปากผู้

ปว่ย (clinical isolate) (โรงพยาบาลมหาราชนครศรธีรรมราช 

จังหวัดนครศรีธรรมราช  ประเทศไทย) เชื้อราทุกสายพันธุ์นำ�

ไปทดสอบดูการถูกยับยั้งการเจริญด้วยสารสำ�คัญจากผลยอ

โดยวิธีการซึมผ่านของสารเข้าเนื้อวุ้น (agar well diffusion) 

และโดยวิธีเจือจางในอาหารเหลว (microbroth dilution)
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3.	 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

	 	 Sabouraud dextrose (SD) (Difco, Detroit, MI) 

ใชเ้พาะเลีย้งเชือ้ราและ/หรอืใชท้ดสอบความไวของเชือ้ราตอ่

สารที่ใชท้ดสอบ [สารสำ�คญัจากผลยอสกุ สารสำ�คญัที่ไดจ้าก

การสกัดผลยอห่าม (ผงยอและแผน่ยอ) และยาเคมีตา้นเชือ้

รา], Plasma ใชเ้พื่อดกูารสรา้งทอ่งอก (germ tube) ของเชือ้

รา C. albicans, Milk agar (Difco, Detroit, MI) ใช้เพื่อ

ดูการสร้างโคนิเดียป่อง (chlamydoconidia)  ของเชื้อรา C. 

albicans

4.	 ยาเคมีต้านเชื้อรา   

	 	 ketoconazole, amphotericin B, nystatin, fluco-

nazole (Sigma-Aldrich, USA)

5.	 สารเคมีอื่น ๆ

	 	 dimethylsulfoxide (DMSO) (Fluka, Switzerland), 

99.8 % ethanol (analytical grade) (Merck, Germany)       

6.	 อุปกรณ์และเครื่องมือ

	 	 เครื่องปัน่นํา้ผลไม ้(Sharp, Thailand), hot air oven 

(Memmert, Germany), lyophilizer (EYELA, USA), 

microtiter plate ชนดิกน้แบน (Nunc), spectrophotometer 

(Thermo spectronic), เครื่องปัน่เหวีย่งแบบควบคมุอณุหภมู ิ

(Eppendorf centrifuge 5804 R),  เครื่องบ่มเพาะเชื้อแบบ

เขย่าได้ (Cocono CH30), กล้องจุลทรรศน์ (Olympus),  

หมอ้นึง่ฆา่เชือ้ความดนัไอนํา้ (Tomy–pressure steam steri-

lizer ES-315)

7.	 การทดสอบยืนยันกลุ่มเชื้อ

	 	 แยกเพาะเลี้ยงเชื้อรา C. albicans ทั้ง 4 สายพันธุ์

ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง SD พร้อมทั้งตรวจดูลักษณะโคโลนี

และรูปร่างของเชื้อราทั้งหมดภายใต้กล้องจุลทรรศน์  รวมทั้ง

ดูการสร้างท่องอกและโคนิเดียป่อง(9)  จากนั้นแยกแบ่งเก็บ

เชื้อราลงใน 15 % glycerol ที่อุณหภูมิ -20 °ซ เพื่อรอนำ�

ไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

8.	 การเตรียมสารสำ�คัญจากผลยอ

		  8.1	 สารสำ�คัญจากผลยอสุก
 (6)

	 	 	 ล้างผลยอสุกดว้ยนํ้ากลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้น

นำ�ไปแช่ใน 70 % แอลกอฮอล์  เป็นเวลา 10 นาที และล้าง

ออกดว้ยนํา้กลัน่ปราศจากเชือ้  อบใหแ้หง้ในตูอ้บลมรอ้น (hot 

air oven) ที่อุณหภูมิ 50 
o
ซ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนำ�

ไปเกบ็ใสถ่งุพลาสตกิทีป่ราศจากเชือ้ตัง้ทิง้ไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้ง  3 

วนั เพื่อใหน้ํา้จากผลยอสกุไหลออกมา และหบีผลยอสกุดว้ย

เครื่องหบีนํา้ผลไม ้แลว้กรองกากหยาบออกดว้ยผา้ขาวบาง จาก

นัน้นำ�นํา้ที่ไดจ้ากผลยอสกุไปปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 10,000 

รอบต่อนาที  เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
o
ซ นำ�ส่วนใส ไป

ทำ�ระเหดิแหง้ (lyophilized)  จนไดเ้ปน็ผงยอสกุแลว้นำ�ไปเกบ็

รักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 
o
ซ (หากไม่ได้ ใช้งานในทันที)

	 	 	 เตรียมผงยอสุกที่ระดับความเข้มข้น 120, 

240, 480 มก./มล โดยใช้ 10 % DMSO เป็นตัวทำ�ละลาย 

และทำ�ให้ปราศจากเชื้อโดยการกรองด้วยเยื่อกรองที่ทนต่อ 

DMSO ที่มีขนาดรูผ่าน 0.45 ไมโครเมตร (มคม.) นำ�ไปเก็บ

รกัษาไวท้ีอ่ณุหภมู ิ-20 °ซ เพื่อรอนำ�ไปทดสอบในขัน้ตอนตอ่ไป

	 	 8.2	 สารสำ�คญัจากผงยอแหง้ทีส่กดัดว้ยเอธานอล
(7)

	 	 	 ฝานผลยอห่ามให้เป็นชิ้นบางๆ อบไว้ ในตู้อบ

ลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 
o
ซ ใช้เวลาประมาณ 3 วัน จนแผ่นยอ

แห้ง  จากนั้นนำ�ไปปั่นให้เป็นผงละเอียดด้วยเครื่องปั่นนํ้าผล

ไม้แล้วชั่งผงยอแห้ง 200 กรัม นำ�ไปแช่ไว้ ในเอธานอล:นํ้า 

(อัตราส่วน 80:20) ปริมาตร 600 มล. ในขวดขนาดบรรจุ 

1,000 มล. นำ�ไปวางไว้ที่อุณหภูมิ 4 
o
ซ เป็นเวลา 3 วัน  และ

เขยา่ทกุ ๆ  12 ชัว่โมง เพื่อสกดัสารสำ�คญัจากผงยอแหง้  จาก

นัน้นำ�ไปกรองเอากากหยาบออกดว้ยผา้ขาวบางแลว้นำ�สว่นใส

ที่ได้ ไประเหยเอาแอลกอฮอลอ์อกทีอ่ณุหภมู ิ80 
o
ซ เปน็เวลา 

1 วัน ในตู้อบลมร้อน ก็จะได้สารสกัดผงยอเอธานอล 80% 

แล้วนำ�ไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 
o
ซ (หากไม่ได้ ใช้งานใน

ทันที)

	 	 	 เตรยีมสารสกดัผงยอเอธานอล 80 %  ทีร่ะดบั

ความเขม้ขน้ 120, 240, 480 มก./มล. โดยใช ้10 % DMSO 

เป็นตัวทำ�ละลาย และทำ�ให้ปราศจากเชื้อโดยการกรองด้วย

เยื่อกรองที่ทนต่อ DMSO ที่มีขนาดรูผ่าน 0.45 มคม. นำ�

ไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 °ซ เพื่อรอนำ�ไปทดสอบในขั้น

ตอนต่อไป

	 	 8.3	 สารสำ�คญัจากแผน่ยอแหง้ทีส่กดัดว้ยเอธานอล

	 	 	 เตรียมแผ่นยอเช่นเดียวกันกับข้อ 8.2 แต่ไม่

ต้องนำ�ไปปั่นให้เป็นผงแห้ง จากนั้นทำ�การสกัดแผ่นยอแห้ง

และเกบ็รกัษาไวเ้ชน่เดยีวกนักบัวธิใีนขอ้ 8.2  เรยีกสารสำ�คญั

ที่ไดว้า่สารสกดัแผน่ยอเอธานอล 80% เตรยีมให้ ไดค้วามเขม้

ข้นเช่นเดียวกันกันข้อ 8.2

9.	 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans ของสาร 

	 สำ�คัญจากผลยอ   

		  9.1	 โดยวิธี agar well diffusion 

	 	 	 เตรียมสารแขวนลอยเชื้อราแต่ละสายพันธุ์จาก
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โคโลนีในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง SD ให้มีความขุ่นเทียบ

เท่ากับ McFarland standard No. 1 แล้วนำ�ไปป้ายให้ทั่ว

พื้นผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง SD ทิ้งไว้ ให้ผิวหน้าแห้ง  

จากนั้นเจาะอาหารเลี้ยงเชื้อให้เป็นหลุมด้วยทิปขนาด 1,000 

ไมโครลิตร (มค.ล.) ด้วยเทคนิคปราศจากเชื้อ หยอดสาร

สำ�คัญที่เตรียมไดจ้ากข้อ 8. ลงในแตล่ะหลุมของอาหารเลี้ยง

เชื้อดังกล่าวปริมาตรหลุมละ 100 มค.ล. ตั้งทิ้งไว้ ในตู้เย็นที่

อุณหภูมิ 4 °ซ เป็นเวลา 2 ชม. จนสารทดสอบซึมผ่านเข้า

เนื้ออาหารเลี้ยงเชื้อจนหมดแล้วนำ�ไปบ่มเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูม ิ

37 °ซ เป็นเวลา  18-24 ชม. สังเกตวงใสรอบหลุมอาหาร

เลี้ยงเชื้อ (inhibition zone) ทำ�การทดลองซํ้าสองซํ้า และ

รายงานเป็นค่าเฉลี่ย + ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

	 	 	 หยดสารละลายยาเคมีต้านเชื้อรา   ketocona-

zole (15 มคก./มล.),  amphotericin B (10 มคก./มล.),  

nystatin (50 มคก./มล.) และ fluconazole (25 มคก./มล.) 

ลงในหลมุของจานอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ SD ขา้งตน้ เพื่อเปรยีบ

เทียบฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans

	 	 9.2	 โดยวิธี microbroth dilution

        		 เตรียมสารแขวนลอยเชื้อรา  C. albicans  

แต่ละสายพันธุ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SD ให้มีปริมาณเชื้อ

เทา่กบั 10
6
 เซลลต์อ่มลิลลิติร เพื่อรอนำ�ไปทดสอบฤทธิเ์ดีย่ว

ของสารสำ�คัญที่เตรียมได้จากผลยอ

 	 	 	 ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SD (ความเข้มข้น 2 

เทา่) ใสล่งในหลมุที ่2-10 หลมุละ 100 มค.ล. จากนัน้ดดูสาร

สำ�คญัทีเ่ตรยีมไดจ้ากผลยอแยกใสล่งในหลมุที่ 1 และหลมุที่ 

2 หลมุละ 100 ไมโครลติร (มค.ล.)  แลว้ผสมสารทดสอบให้

เขา้กนัในหลมุที่ 2 จากนัน้ดดูสารละลายในหลมุที่ 2 ปรมิาตร 

100 มค.ล.ไปใส่ในหลุมที่ 3 และทำ�เช่นเดียวกันจนถึงหลุมที่ 

9 ให้ดูดสารผสมทิ้งไป 100 มค.ล.   เติมสารแขวนลอยเชื้อ

ราที่เตรียมไว้ในเบื้องต้นใส่ลงไปในทุกหลุมๆ ละ 100 มค.ล. 

แล้วนำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  บันทึก

ค่าความเข้มข้นตํ่าสุดในการยับยั้งเชื้อรา (minimal inhibitory  

concentration: MIC) โดยดูหลุมทดสอบสุดท้ายที่ใส และ

บนัทกึคา่ความเขม้ขน้ตํา่สดุในการทำ�ลายเชือ้รา (minimal fun-

gicidal concentration: MFC) โดยดูการเจริญในจานอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็ง SD เมื่อทดสอบโดยวิธีขีดเชื้อ (streak plate)  

	 	 	 ทำ�การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans  

ของยาเคมีต้านเชื้อรา  ketoconazole (120 มคก./มล.),  

amphotericin B (320 มคก./มล.),  nystatin (400 มคก./

มล.) และ fluconazole (200 มคก./มล.) และบันทึกผลการ

ทดลองเชน่เดยีวกนักบัการทดสอบดว้ยสารสำ�คญัทีเ่ตรยีมได้

จากผลยอ 

10.	การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans ของสาร 

	 สำ�คัญจากผลยอร่วมกับยา amphotericin B โดยวิธี  

	 microbroth dilution 

	 	 เตรยีมสารแขวนลอยเชือ้รา C. albicans  แตล่ะสาย

พนัธุ์ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว SD ใหม้ปีรมิาณเชือ้เทา่กบั 106 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร เพื่อรอนำ�ไปทดสอบฤทธิ์ร่วม

	 	 เตรียมสารละลายผสมระหว่างสารสำ�คัญที่เตรียมได้

จากผลยอกับยาเคมีต้านรา  amphotericin B ในอัตราส่วน 

50:50 โดยใช้ความเข้มข้นของสารสำ�คัญจากผลยอตั้งต้น

เท่ากับ 480 มก./มล. และความเข้มข้นของยาเคมีต้านรา 

amphotericin ที่มีความเข้มข้นเป็น 2 เท่าของค่า MIC ที่

บันทึกได้จากข้อ 9.2

	 	 ทำ�การทดลองเช่นเดียวกับข้อ 9.2 แต่เปลี่ยนสาร

ทดสอบเป็นสารผสมระหว่างสารสำ�คัญที่เตรียมได้จากผลยอ

กบัยาเคมตีา้นรา amphotericin B ในอตัราสว่น 50:50 เพื่อดู

ฤทธิร์ว่มหรอืการเสรมิฤทธิก์นัในการตา้นเชือ้รา C. albicans  

ผลการศึกษา

1.	 การทดสอบฤทธิ์เดี่ยวของสารสำ�คัญจากผลยอในการ

ต้านเชื้อรา  C. albicans 

	 	 1.1	 โดยวิธี agar well diffusion 

	 	 	 สารสำ�คัญจากผลยอสุกและที่ได้จากการสกัด

ผงยอห่ามและแผ่นยอห่ามด้วย 80 % เอธานอล เมื่อนำ�มา

ทดสอบฤทธิเ์ดีย่วต้านเชือ้รา C. albicans โดยวธิ ีagar well 

diffusion พบวา่สารสำ�คญัจากผลยอทกุรปูแบบทีม่คีวามเขม้

ข้น 120 และ 240 มก./มล. มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans 

ทุกสายพันธุ์ที่นำ�มาศึกษา โดยพบว่าหากใช้สารสำ�คัญจากผล

ยอทีร่ะดบัความเขม้ขน้สงูจะใหค้า่บรเิวณใสของการยบัยัง้เชือ้ 

(inhibition zone) กว้างกว่าที่ระดับความเข้มข้นที่ตํ่ากว่า ซึ่ง

ให้ค่า inhibition zone ระหว่าง 14.0 + 0.0 ถึง 23.5 + 0.5 

มม. ซึ่งเป็นค่าที่อยู่ในช่วงของฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans  

ทีว่ดัไดจ้ากยาเคมตีา้นเชือ้ราทีน่ำ�มาทดสอบ เปรยีบเทยีบ  ดงั

แสดงใน ตารางที่ 1  
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	 	 1.2	 โดยวิธี microbroth dilution

สารสำ�คญัจากผลยอสกุ และที่ไดจ้ากการสกดัผงยอและแผน่

ยอดว้ย 80 % เอธานอล เมื่อนำ�มาทดสอบฤทธิเ์ดีย่วตา้นเชือ้

รา C. albicans โดยวิธี microbroth dilution พบว่าสาร

สำ�คัญจากผลยอทุกรูปแบบมีฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans 

ทุกสายพันธุ์ที่นำ�มาศึกษา  โดยพบว่าสารสำ�คัญจากผลยอทั้ง 

3 รูปแบบ ให้ค่า MIC และ MFC เป็นค่าเดียวกันอยู่ในช่วง 

0.94-15.00 มก./มล.  ซึง่เปน็คา่ความเขม้ขน้ทีส่งูกวา่ยาเคมี

ต้านรา ดังแสดงใน ตารางที่  2 

2.	 ทดสอบการเสริมฤทธิ์ของสารสำ�คัญจากผลยอและ 

	 ยาเคมีต้านเชื้อรา amphotericin B ในการต้านเชื้อรา  

	 C. albicans โดยวิธี microbroth dilution

	 	 สารสำ�คัญจากผลยอทั้ง 3 รูปแบบแสดงฤทธิ์ร่วมกับ

ยาเคมีต้านเชื้อรา amphotericin B ในการออกฤทธิ์ต้านเชื้อ

รา C. albicans ทุกสายพันธุ์ที่นำ�มาศึกษา  โดยสารสำ�คัญ

จากผลยอให้ค่า MIC และ MFC เป็นค่าเดียวกันอยู่ในช่วง 

15.00-30.00 มก./มล.สว่นยาเคมตีา้นเชือ้รา amphotericin 

B ใช้ความเข้มข้นลดลงจาก 0.08  มคก./มล. (ตารางที่ 2) 

เป็น 0.02-0.04 มคก./มล. ดังแสดงใน ตารางที่ 3

 

วิจารณ์ผลการศึกษา

	 	 “candidiasis” สามารถรกัษาไดด้ว้ยยาเคมตีา้นเชือ้รา  

fluconazole, nystatin, ketoconazole, itraconazole, am-

photericin B แต่มักพบว่ามีผลข้างเคียง จึงได้มีการศึกษา

เกีย่วกบัสารปฏชิวีนะจากจลุนิทรยี์
(1,2)
 สารปฏชิวีนะจากเชือ้รา

ที่อาศัยอยู่กับพืช (endophytic fungi)
(10)
 รวมถึงสารสำ�คัญ

จากสมุนไพรต่างๆ ที่สามารถออกฤทธิ์ปฏิชีวนะต้านเชื้อรา

ดังกล่าว
(4)
 ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้นำ�เอาเชื้อราในกลุ่ม C. 

albicans จำ�นวน 4 สายพันธุ์ ได้แก่ TISTR 5239, TISTR 

5779, BCC 6120 และสายพันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วยจากโรง

พยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช จังหวัดนครศรีธรรมราช 

ประเทศไทย มาใชเ้ปน็เชือ้ราดชัน ี(indicating strain) ในการ 

ทดสอบการถูกยับยั้งการเจริญหรือถูกทำ�ลายโดยสารสำ�คัญ

จากผลยอที่เก็บรวบรวมมาจากภาคใต้ของประเทศไทย 

(จังหวัดพัทลุง) ในช่วงต้นฤดูร้อนในเดือนเมษายน และได้

ทดสอบยืนยันเชื้อราในเบื้องต้นด้วยการย้อมสีแกรม รวมถึง

การสรา้งลกัษณะทีส่ำ�คญัของเชือ้รา C. albicans เชน่ การสรา้ง

ท่องอก (germ tube) และการสร้าง โคนิเดียป่อง (chlamy-

doconidia)
(7, 9)

	 	 การทดสอบฤทธิ์ของสารสำ�คัญจากสมุนไพรในการ

ต้านเชื้อรา C. albicans มีอยู่มากมายทั้งต่างประเทศและ

ในประเทศไทย
(4, 6)

 ซึ่งเบื้องต้นพบว่าสมุนไพรที่นำ�มาศึกษา

สามารถแสดงฤทธิ์ปฏิชีวนะต้านเชื้อรา C. albicans ได้แตก

ตา่งกนัออกไป   สำ�หรบัในประเทศไทยมรีายงานวา่สารสำ�คญั

ที่ได้จากการสกัดด้วย 95 % เอธานอลของข่า  (Alpinnia 

officinaarum ) กระชาย (Boesenbergia pundurata)  

ฝรั่ง (Psidium guajava) ใบบัวบก (Centella aisiatica) 

และกล้วยนํ้าว้า  (Musa sapientum) ที่ความเข้มข้น 0.30 

มก./มล. ถึง 6.25 มก./มล. มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans 

(11)  
หรือแม้แต่สารสำ�คัญจากผลยอสุกที่ความเข้มข้น 60 

มก./มล. ก็มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans ได้เช่นเดียวกัน
(6)
 

ซึ่งผลยอเป็นพืชสมุนไพรในตำ�รับยาโบราณของประเทศไทย

และมีสรรพคุณในการรักษาโรคต่าง ๆ มากมาย   เช่น ฤทธิ์

ลดการอักเสบ และบรรเทาปวด
(12)
 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

(13)
 

และการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน
(14)
 รวมไปถึงการรักษาโรคติด

เชื้อได้หลายชนิดทั้งโรคติดเชื้อแบคทีเรียและโรคติดเชื้อรา 

เช่น โรคติดเชื้อรา Candida
(15)
 อย่างไรก็ตามข้อมูลเกี่ยว

กับสรรพคุณของผลยอส่วนใหญ่มักเป็นการโฆษณาที่ดูเกิน

ความเป็นจริงเพื่อหวังผลในทางการค้า  ซึ่งที่จริงแล้วยังคงมี

รายงานการวจิยัทางวทิยาศาสตรอ์ยูน่อ้ยที่ได้ใหค้วามสนใจใน

การศกึษาคณุสมบตัติา่ง ๆ  ของสารสกดัจากผลยอ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งฤทธิ์ในทางเภสัชวิทยาที่เชื่อกันว่ายอเป็นสมุนไพร

ชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพในการนำ�ไปพัฒนาและใช้ ในทางการ

แพทยส์งูทำ�ให้ ไมเ่ปน็ทีแ่พรห่ลายในการนำ�ผลยอไปใชม้ากนกั  

ดังนั้นจึงได้มีการทดลองศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ต่างๆ ของผลยอ

อย่างกว้างขวางรวมทั้งฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เพื่อให้ ได้ข้อมูลทาง

วิทยาศาสตร์มาสนับสนุนสำ�หรับการนำ�ไปใช้งานได้จริง  โดย

พบวา่สารสำ�คัญจากผลยอสุกมีฤทธิ์ปานกลางในการต้านเชื้อ

แบคทเีรยีรปูแทง่แกรมลบเปน็สว่นใหญ ่เชน่ Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella Typhosa 

และ Salmonella paradys
(16)
 และสารสกัดจากผลยอด้วย

เอธานอล  เมธานอล และเอททิลอะซิเตท มีฤทธิ์ในการต้าน

จุลินทรีย์ ได้แตกต่างกันออกไปและจะแสดงฤทธิ์ต้านเชื้อรา

สาย Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 หรือ 

Aspergillus niger  ATCC 6275 และรายีสต์ Candida 

albicans ATCC 10231 ไดด้กีวา่แบคทเีรยี E. coli ATCC 

25922 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923
(17)
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ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาในครั้งนีท้ีพ่บว่าสารสำ�คญัที่ไดจ้าก

ผลยอสกุ รวมทัง้สารสำ�คญัทีไ่ดจ้ากผลยอหา่มทัง้ทีเ่ปน็ผงแหง้

และแผ่นแห้งที่ถูกสกัดด้วย 80 % เอธานอลมีฤทธิ์ต้านเชื้อ

รา C. albicans ทั้ง 4 สายพันธุ์ (TISTR 5239, TISTR 

5779, BCC 6120, clinical isolate) ทีน่ำ�มาใชเ้ปน็เชือ้ดชันี

ได้ใกลเ้คยีงกนั ดงัแสดงใน ตารางที ่1 และ 2   แตส่ารสำ�คญั

จากผลยอที่ใช้ต้านเชื้อรา C. albicans มีความแตกต่างกัน

ในงานวิจัยที่ทำ�ต่างสถานที่ ต่างเวลากัน ดังเช่นรายงานของ 

Jainkittivong และ  Butsarakamruha (2009) ทีศ่กึษาฤทธิ์

ต้านเชื้อรา C. albicans ของสารสกัดจากผลยอได้รายงาน

ว่าสารสำ�คัญจากผลยอสุกเพียง 60 มก./มล. สามารถออก

ฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. albicans
(6)
   ในขณะที่การศึกษาในครั้ง

นี้ต้องใช้สารสำ�คัญจากผลยอสุกความเข้มข้น 120 มก./มล. 

หรือ 240 มก./มล. ในการต้านเชื้อรา C. albicans  ซึ่งอาจ

เนื่องมาจากภมูภิาคและฤดกูาลของผลยอทีเ่กบ็มาทำ�วจิยัรวม

ทั้งอาจเนื่องมาจากเชื้อรา C. albicans ที่ใช้ทดสอบต่างสาย

พันธุ์กัน   แต่อย่างไรก็ตามสารสำ�คัญจากผลยอสุกที่ความ

เข้มข้นข้างต้นอาจเทียบเคียงฤทธิ์ได้เท่ากับยาเคมีต้านเชื้อรา  

amphotericin B (10 มค.ก./มล), ketoconazole (15 มคก./มล.),  

nystatin (50 มคก./มล.) และ fluconazole (25 มคก./มล.)  

โดยให้ inhibition zone ใกล้เคียงกันอยู่ในช่วง 14.0 + 0.0 

ถึง 32.0 + 1.0 มม. (ตารางที่ 1) เมื่อทดสอบโดยวิธี agar 

well diffusion

	 	 ยาเคมตี้านเชือ้ราที่ใชร้กัษาโรคตดิเชือ้ราสามารถแบง่

ออกไดเ้ปน็ 2  กลุม่ตามลกัษณะการนำ�ไปใชง้านไดแ้กช่นดิรบั

ประทานหรอืฉดี (systemic antifungal) และชนดิใชภ้ายนอก 

(topical antifungal) โดยส่วนใหญ่ออกฤทธิ์ต้านเชื้อราโดย

รบกวนกระบวนการสร้าง ergosterol ซึ่งเป็น องค์ประกอบที่

สำ�คัญของเซลล์เมมเบรนของเชื้อรา
(18,19)

 แต่มักพบมีอาการ

ข้างเคียงไม่พึงประสงค์หากใช้เป็นระยะเวลานาน
(4-6)
  ดังนั้น

เพื่อลดการใชย้าเคมตีา้นเชือ้ราทีม่ผีลขา้งเคยีงคอ่นขา้งสงูและ

มีราคาแพง จึงได้ทดลองหาฤทธิ์ร่วมหรือส่งเสริมกันระหว่าง

สารสำ�คัญจากผลยอกับยาเคมีต้านเชื้อรา  amphotericin B  

ในการต้านเชื้อรา C. albicans  โดยพบว่าสารสำ�คัญจากผล

ยอทกุรูปแบบแสดงฤทธิ์เดีย่วในการตา้นเชือ้รา C. albicans 

ได้ค่อนข้างดีโดยให้ค่าความเข้มข้นตํ่าสุดที่ยับยั้งและทำ�ลาย

เชื้อราเท่ากับ 0.94 ถึง 15.00 มก./มล. (ตารางที่ 2) เมื่อ

ทดสอบโดยวิธี microbroth dilution และสารสำ�คัญจากผล

ยอที่ระดับความเข้มข้น 15.00 มก./มล. หรือ 30.00 มก./

มล. สามารถลดระดับความเข้มข้นของยาเคมีต้านเชื้อรา 

amphotericin B ลงได้จาก 0.08 มคก./มล. (ตารางที่ 2) 

เหลือเพียง 0.02-0.04 มคก./มล. (ตารางที่ 3) แสดงให้เห็น

ว่ามีการแสดงฤทธิ์ร่วมหรือส่งเสริมกันของสารสำ�คัญจากผล

ยอและยาเคมีต้านเชื้อรา amphotericin B ในการออกฤทธิ์

ต้านเชื้อรา C. albicans  โดยอาจเกิดจากสารสำ�คัญจากผล

ยอไปช่วยส่งเสริมการส่งผ่านยาเคมีต้านเชื้อราเข้าไปภายใน

เซลล์ของเชื้อราได้มากขึ้น หรือมีกลไกการออกฤทธิ์ที่คล้าย

กันจึงร่วมกันทำ�งานได้ดีขึ้น
(20-22)

 และสอดคล้องกับงานวิจัย

ของวิสาตรีและจิราภรณ์ (2549) ที่ได้รายงานว่าสารสกัด

สมุนไพรสามารถแสดงฤทธิ์ร่วมกับยาต้านจุลชีพในการต้าน

แบคทีเรียแกรมลบและยีสต์ ได้เป็นอย่างดีและมีแบบแผนที่

แตกต่างกันเฉพาะตัวในสมุนไพรแต่ละชนิด
(7)
  นอกจากนี้ยัง

มีรายงานว่าสารปฏิชีวนะต่าง ๆ ที่สกัดได้จากเชื้อราที่อาศัย

รว่มอยูก่บัพชื กส็ามารถแสดงฤทธิร์ว่มกบัยาเคมตีา้นเชือ้ราใน

กลุ่มแอโซล (azole) ในการต้านเชื้อรา C. albicans ได้ด้วย

เชน่กนั
(10) 
อยา่งไรกต็ามควรมกีารศกึษาเพิม่เตมิถงึระดบัความ

เขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของทัง้สารสำ�คญัจากผลยอและยาเคมตีา้น

เชือ้ราที่สามารถนำ�ไปใชง้านไดจ้ริงทางการรักษาโรคตดิเชื้อรา

โดยอาจเลือกใช้วิธีการรับประทานผลยอสุกหรือเลือกใช้สาร

สำ�คัญจากผลยอสุกไปใช้ ได้ โดยตรงหรืออาจนำ�ไปประยุกต์

ใช้เป็นนํา้ยาบ้วนปากหรือกลั้วปากแทนที่จะใช้สารสำ�คัญที่ได้

จากการสกัดด้วยสารสกัดที่เป็นสารเคมีที่อาจก่อให้เกิดพิษ

แกผู่ป้ว่ยได้
(6)
 และควรใช้ในระดบัความเขม้ขน้ของสารสำ�คญั

จากผลยอทีเ่หมาะสมไมก่อ่ใหเ้กดิการทำ�ลายเนือ้เยื่อหรอืฤทธิ์

ไมพ่งึประสงคอ์ื่นๆ
(14, 15)

 เพื่อประโยชน์ในการนำ�เอาสมนุไพร

ลูกยอไปใช้ให้เกิดประโยชน์ได้อย่างสูงสุด 

สรุปผลการศึกษา

	 	 สารสำ�คัญที่ได้จากผลยอทั้ง 3 รูปแบบ ได้แก่ สาร

สำ�คัญจากผลยอสุก สารสำ�คัญที่ได้จาก ผงยอสกัดเอธานอล 

80 % และสารสำ�คัญที่ได้จากแผ่นยอสกัดเอธานอล 80 % 

แสดงฤทธิ์เดี่ยวในการต้านเชื้อรา Candida albicans ทุก

สายพันธุ์ที่นำ�มาศึกษา (TISTR 5239 TISTR 5779 BCC 

6120 และ clinical isolate) โดยพบว่าหากใช้ในในระดับ

ความเข้มข้นที่สูงจะมีฤทธิ์ในการต้านเชื้อรา C. albicans ที่

ดกีวา่เมื่อใช้ในระดบัความเขม้ขน้ทีต่ํา่กวา่เมื่อทดสอบทัง้ในวธิ ี

agar well diffusion และวธิ ีbroth microdilution นอกจาก

นี้ยังพบว่าสารสำ�คัญจากผลยอแสดงฤทธิ์ร่วมหรือส่งเสริม
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ฤทธิ์กับยาเคมีต้านเชื้อรา  amphotericin B ในการต้านเชื้อ

รา C. albicans ซึ่งอาจจะช่วยลดปริมาณการใช้ยาเคมีต้าน

เชื้อราที่มีผลข้างเคียงสูงเพื่อให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้ป่วย

โรคติดเชื้อราได้และอาจนำ�ไปใช้เป็นแนวทางในการรักษาโรค

ติดเชื้อราในคลินิกได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต
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