
16                                        วารสารเทคนิคการแพทย์และกายภาพบ าบัด  ปีที่ 29 ฉบับที่ 1  มกราคม – เมษายน 2560 

 

ว า ร ส า ร  

เ ทคนิ คก ารแพท ย์และก ายภ าพบ าบั ด                    นิ พน ธ์ต้นฉบับ  
JOURNAL OF MEDICAL TECHNOLOGY AND PHYSICAL THERAPY        ORIGINAL ARTICLE 

 
ผลของน ้ำมันหอมระเหยตะไคร้ต่อกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของ Candida albicans: 

กำรศึกษำเบื องต้น 
 

            พรรนิภา ศิริเพิ่มพูล*, ศิริลักษณ์ เบ้านอก 
 

Received: November 12, 2016 
Revised: December 16, 2016 

Accepted: December 21, 2016 
 
บทคัดย่อ 
 ในปัจจุบันเป็นที่ทราบกันดีว่าน้ ามันหอมระเหยตะไคร้มีฤทธิ์ในการยับยั้ง Candida ที่อยู่ในรูปของเซลล์อิสระได้แต่
ยังทราบไม่มากนักเกี่ยวกับผลของน้ ามันชนิดนี้ในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ Candida albicans รายงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ Candida albicans ATCC90028 ซึ่งเป็น
เชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน และเชื้ออีกสองสายพันธุ์คือ C. albicans No.2 และ C. albicans No.4 ซึ่งแยกได้จากผู้ป่วย  โดย
ทดสอบประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่าค่า MIC (0.5xMIC; 0.015%,ปริมาตร/
ปริมาตร) 1xMIC, 2xMIC และ 4xMIC ในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อโดยวิธีการย้อมด้วยสี crystal violet พบว่า
น้ ามันหอมระเหยตะไคร้สามารถรบกวนการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อได้ตั้งแต่ระยะแรก โดยผลการยับยั้งการสร้างไบ โอฟิล์ม
เป็นแบบขึ้นกับความเข้มข้นของสาร ระยะเวลาสัมผัสสาร และสายพันธุ์ของเชื้อ อย่างไรก็ตามน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ไม่
สามารถยับยั้งการเกาะติดและการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อได้อย่างสมบูรณ์ 
 
ค้ำส้ำคัญ: น้ ามันหอมระเหยตะไคร้, Candida albicans, ไบโอฟิล์ม 
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Abstract 
 Specific anti-Candida activity against planktonic forms of lemongrass essential oil is well 
established nowadays. However, limited information is known about the effect of this oil on biofilm 
formation of Candida albicans. The aim of this study was to investigate the effect of lemongrass 
essential oil on biofilm formation of one reference and two clinical strains of Candida albicans namely 
C. albicans ATCC 90028, C. albicans No.2 and C. albicans No.4. The effect of sub-MICs of the oil 
(0.5xMIC; 0.015%,v/v), 1xMIC, 2xMIC and 4xMIC on the ability of Candida to form biofilm at 2, 4 and 24 
hrs  was determined by crystal violet assay. The results showed that lemongrass essential oil was able to 
interfere biofilm formation starting from the initial phase. The effect of the oil on initial cell attachment 
and biofilm eradication revealed in dose, exposure time and strain dependent manner. However, 
complete inhibition of cell attachment and biofilm eradication were not achieved.  
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บทน้ำ 
  Candida albicans เป็นเชื้อก่อโรคประเภทเชื้อ
ฉวยโอกาสในมนุษย์สามารถท าให้เกิดอาการโรคได้หลาย
แบบนับตั้งแต่การติดเชื้อเฉพาะที่บริเวณผิวหนังจนกระทั่ง
ถึงการติดเชื้อแบบกระจายทั่วกายเชื้อนี้จัดเป็นสาเหตุของ
โรคติดเชื้อราที่พบได้บ่อยที่สุดในมนุษย์ (1)ในปัจจุบันพบว่า
การก่อโรคของ C. albicans เกี่ยวข้องกับการเจริญเป็นไบ
โอฟิล์มของเชื้อ(2-4) การสร้างไบโอฟิล์มจัดเป็นปัจจัยความ
รุนแรงในการก่อโรคชนิดหนึ่งของการติดเชื้อราเนื่องจาก
เซลล์ที่อยู่ภายในชั้นของไบโอฟิล์ม (Sessile cells) มีความ
ทนทานต่อยาต้านเชื้อราชนิดต่างๆเช่น amphotericin B, 
fluconazole, itraconazole และ ketoconazole มากกว่า
เซลล์อิสระ (Planktonic cells)(5) น้ ามันหอมระเหยเป็นสาร
ธรรมชาติได้มาจากพืชที่มีกลิ่นหอมและมีรายงานวิจัยว่า
น้ ามันหอมระเหยหลายชนิดมีประสิทธิภาพในการต้าน
แบคทีเรียและต้านเชื้อรารวมทั้งน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ซึ่ง
มีฤทธิ์ต้านเซลล์อิสระของ C. albicans ด้วย(6-10) ดังนั้น
การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของ
น้ ามันหอมระเหยตะไคร้ในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มใน
ระยะต่างๆของ C. albicans เพ่ือเป็นข้อมูลประกอบการ
น าน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์
ส าหรับรักษาการติดเชื้อ C. albicans โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
การติดเชื้อที่บริเวณเยื่อเมือกและการติดเชื้อแบบกระจาย
ทั่วกายที่สัมพันธ์กับการสร้างไบโอฟิล์ม 
 
วัสดุและวิธีกำร 
1. เชื อทดสอบ 

 C. albicans ATCC 90028 ซึ่งเป็นเชื้อสายพันธุ์
ม าตรฐาน  (กรมวิทยาศาสตร์ การแพทย์ กระทรว ง
สาธารณสุขนนทบุรี) และ C. albicans No.2, C. 
albicans No.4 เป็นเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยและมี
ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มได้ดี (หน่วยจุลชีววิทยา
คลิ นิ ก โ ร งพยาบาลศรี นคริ นทร์ คณะแพทยศาสตร์
มหาวิทยาลัยขอนแก่น)  

2. น ้ำมันหอมระเหยตะไคร้  

 TCFF®, ความถ่วงจ าเพาะ 0.8826  

3. กำรหำค่ำ Minimum Inhibitory Concentration 
(MIC) ของน ้ำมันหอมระเหยตะไคร้ต่อ Planktonic cells 
ของ Candida albicans โดยวิธี Microbroth dilution 
assay( 11 )  

 ท าการทดสอบโดยเจือจางน้ ามันหอมระเหยตะไคร้
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรแบบ serial twofold dilution 
ด้วย RPMI1640  ผสม L-glutamine และ 0.165M 
morpholinepropane sulfonic acid (MOPS) 
(BioWhittaker®) ใน 96-well Microtiter plate (Cell 
star®) ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.5%-0.0075% (ปริมาตร/
ปริมาตร) แต่ละความเข้มข้นท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง  และ
เตรียมหลุม diluents control ซึ่ งประกอบด้วย 
RPMI1640 กับตัวท าละลายน้ ามันหอมระเหย (1% DMSO) 
และหลุม negative control ซึ่งประกอบด้วย RPMI1640 
จากนั้นเติมเชื้อ C. albicans ที่มีจ านวนเชื้อเริ่มต้น
ประมาณ 1-5×103 CFU/มิลลิลิตร ลงไปทุกหลุม หลุมละ 
100 ไมโครลิตร (ยกเว้นหลุม negative control เติม 
RPMI1640 แทน) น า microtiter plate ไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ aerobic นาน 24 ชั่วโมงอ่าน
ค่า MIC จากความเข้มข้นต่ าสุดของน้ ามันหอมระเหยตะไคร้
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ (อาหารในหลุมทดสอบ
ใส)และทดสอบชุดควบคุมคุณภาพการทดสอบคือ C. 
albicans ATCC 90028 กับยา fluconazole ในช่วงความ
เข้มข้น 2.0, 1.0,0.5, 0.25 และ 0.125 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตรด้วยวิธีการเช่นเดียวกัน 

4. กำรเลี ยงเชื อให้สร้ำงไบโอฟิล์ม 

 เติมเซลล์แขวนลอยของ C. albicans ATCC 90028, 
C.albicans No. 2 และC. albicans No.4 ปริมาณ 1x106 
CFU/ml ในอาหาร RPMI 1640 (BioWhittaker ®) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลุมของ 96-well 
microtiter plate (Cell star®) แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสตามระยะเวลาต่างๆ 
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5. กำรหำปริมำณไบโอฟิล์มโดยวิธี Crystal violet 
assay(12)  

 ล้างไบโอฟิล์ม 3 ครั้งด้วย 0.01M PBS ตรึงด้วย
absolute methanol นาน 10 นาทีย้อมด้วย 1% crystal 
violet นาน 20 นาทีก่อนน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 570 nm ด้วยเครื่องmicrotiterplate 
ELISA reader (SPECTOSTAR NANO®) 

6. กำรทดสอบประสิทธิภำพของน ้ำมันหอมระเหยตะไคร้
ในกำรยับยั งกำรสร้ำงไบโอฟิล์มในระยะต่ำงๆ ของเชื อ 

แบ่งการทดลองออกเป็น 2 สภาวะคือสภาวะที่ไม่มีน้้ามัน
หอมระเหยตะไคร้โดยเติมเซลล์แขวนลอยของ C. albicans 
ATCC 90028, C. albicans No. 2 และ C. albicans No. 
4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรและตัวท้าละลายของน้้ามันหอม
ระเหยตะไคร้ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในหลุม microtiter 
plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2, 4 และ 
24 ชั่วโมงแล้วล้าง 3 ครั้งด้วย PBS pH 7.0 ก่อนน้าไป
ย้อมไบโอฟิล์มด้วยวิธี crystal violet assay(11) ส่วนสภาวะ
ที่มีน้้ามันหอมระเหยตะไคร้ท้าโดยเติมเซลล์แขวนลอย
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรรวมกับน้้ามันหอมระเหยตะไคร้
ความเข้มข้น 0x, 0.5x, 1x, 2x และ 4x MIC ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบบ่มที่อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 2, 4 และ 24 ชั่วโมงแล้วย้อมไบโอฟิล์ม
ตามวิธีดังกล่าวมาแล้ว (ท้าการทดสอบ 3 ซ้้า) 
 
ผลกำรศึกษำ 
1. ค่ำ Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
ของน ้ำมันหอมระเหยตะไคร้ต่อ Planktonic cells ของ
Candida albicans 
 ในการทดสอบประสิทธิภาพของน้้ามันหอมระเหย
ตะไคร้ต่อ Planktonic cell ของ C. albicans ครั้งนี้
ควบคุมคุณภาพโดยทดสอบเชื้อ C. albicans ATCC 
90028 กับยา fluconazole และพบว่า C. albicans 
ATCC 90028 มีค่า MIC ของยา fluconazole เท่ากับ 1 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร อยู่ในช่วงที่ถูกต้องตามมาตรฐานการ

ทดสอบของ NCCLS(10) ซึ่งก้าหนดไว้ว่าค่า MIC 
fluconazole ของเชื้อ C. albicans ATCC 90028 อยู่
ในช่วง 0.25-1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และเมื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพของน้้ามันหอมระเหยตะไคร้ต่อ Planktonic 
cells ของ C. albicans พบว่า Planktonic cells ของ C. 
albicans ทั้งสาม isolates มีค่า MIC เท่ากันคือ 0.03 % 
(ปริมาตร/ปริมาตร) 
2. กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของเชื อ 
 เมื่อน้าเชื้อ C. albicans ATCC 90028 และ C. 
albicans No. 2, C. albicans No. 4 ซึ่งเป็นเชื้อที่แยกได้
จากผู้ป่วยมาเลี้ยงให้สร้างไบโอฟิล์มในอาหาร RPMI1640 
นาน 24 ชั่วโมงใน 96-well microtiter plate รูปที่ 1
พบว่าเชื้อทั้งสามสายพันธุ์สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้โดยเชื้อ
C.albicans No.4 สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ดีที่สุด
รองลงมาเป็น C. albicans No. 2 และ C. albicans 
ATCC 90028 ตามล้าดับ 

 
รูปที่ 1 ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของ C. 
albicans ATCC 90028, C. albicans No. 2 และ C. 
albicans No. 4 ในอาหาร RPMI1640 ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
3. ประสิทธิภำพของน ้ำมันหอมระเหยตะไคร้ในกำรยับยั ง
กำรสร้ำงไบโอฟิล์มของเชื อในระยะต่ำงๆ 
 จากการน้าน้้ามันหอมระเหยตะไคร้มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ C. 
albicans ATCC 90028, C. albicans No.2 และ C. 
albicans No.4 พบว่าในสภาวะปกติที่เติมตัวท้าละลาย
แทนน้้ามันหอมระเหยนั้นเชื้อทั้งสามสายพันธุ์สามารถ
เกาะติดพ้ืนผิว microtiter plate และสร้างไบโอฟิล์มได้
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เพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องตามระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้นกล่าวคือใน
เวลา 2 ชั่วโมงเซลล์สามารถเกาะติดพ้ืนผิวและสร้างไบโอ
ฟิล์มได้ปริมาณ 26.63, 30.85 และ 49.40% (ตามล าดับ)
และเพ่ิมเป็น 48.32, 43.91 และ 49.06% (ตามล าดับ)
ภายในเวลา 4 ชั่วโมงเมื่อเทียบกับปริมาณไบโอฟิล์มที่ 24 
ชั่วโมงแสดงดังรูปที ่2 
 

 
 

รูปที่ 2 ปริมาณการสร้างไบโอฟิล์ม (OD570 nm) ของเชื้อ
C. albicans เมื่อเลี้ยงในอาหาร RPMI1640 สภาวะที่เติม
ตัวท าละลายน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ระยะเวลาต่างๆนาน 24 ชั่วโมง 

ตำรำงท่ี 1 เปอร์เซ็นต์การลดลงของไบโอฟิล์ม C. albicans ทั้งสามสายพันธุ์หลังบ่มรวมกับน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ที่ระดับ 
ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกันนาน 24 ชั่วโมง 

ความเข้มข้นของ 
น้ ามันหอมระเหยตะไคร้ 

 
ระยะเวลาบ่ม 

 
เปอร์เซ็นต์การลดลงของไบโอฟิล์ม* 

(%,ปริมาตร/ปริมาตร)  (ชั่วโมง) C. albicans ATCC90028 C. albicans No. 2 C. albicans No. 4 

0.5x MIC 
(0.015) 

2 
4 
24 

63.46 ±2.17pqr 

69.75 ± 1.47mnop 

71.02 ± 4.50mno 

38.85± 1.63t 

58.63± 1.76r 

82.36 ± 1.27efghij 

60.72 ± 4.8qr 
70.91 ± 3.61mno 
79.07± 5.25ghijkl 

1x MIC 
(0.03) 

2 
4 
24 

64.05 ± 3.0opqr 
72.25 ±1.97klmn 
76.69 ± 2.53jklm 

48.31 ±1.80s 
71.86 ± 2.57lmn 
93.34 ± 1.47abcd 

65.94 ±3.09nopq 
80.69 ± 1.79fghij 
83.00 ± 5.10efghij 

2x MIC 
(0.06) 

2 
4 
24 

68.15 ± 5.79nop 
81.0 ± 1.34fghij 
86.76± 1.75cdef 

71.36 ± 2.47mn 
84.63± 1.73efghi 

96.22± 1.16a 

79.00 ±1.09ijkl 
87.63 ± 1.36bcdef 
93.68 ± 1.38abc 

4x MIC 
(0.12) 

2 
4 
24 

69.54 ± 4.82nop 
81.81± 1.17fghij 
86.76± 1.75defgh 

69.59 ± 3.5nop 
86.49 ± 1.49defg 
96.56 ± 1.38a 

79.31±1.30hijk 
89.66 ± 1.69abcde 
94.17± 1.43ab 

หมายเหตุ  * ตัวอักษร a-t ที่แตกต่างกัน หมายถึงมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)
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 จากตำรำงที่ 1 ซึ่งเป็นผลการศึกษาเปอร์เซ็นต์
การลดลงของไบโอฟิล์ม C. albicans ทั้งสามสายพันธุ์หลัง
บ่มรวมกับน้้ามันหอมระเหยตะไคร้ความเข้มข้นและ
ระยะเวลาแตกต่างกัน พบว่าเมื่อบ่มเชื้อ C. albicans 
ATCC 90028 ซึ่งเป็นเชื้อที่สร้างไบโอฟิล์มได้น้อยรวมกับ
น้้ามันหอมระเหยตะไคร้ความเข้มข้นที่แตกต่างกันคือ 0.5x 
MIC, 1x MIC, 2x MIC และ 4x MIC เป็นเวลา 2 ชั่วโมงนั้น 
น้้ามันหอมระเหยตะไคร้สามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มของ
เชื้อในระยะแรกเริ่มนี้ได้เท่ากับ 63-69% ซึ่งไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติ(ANOVA, p<0.05) แต่เชื้อ C. albicans No.2 ซึ่ง
เป็นเชื้อที่แยกได้ใหม่จากผู้ป่วยและสร้างไบโอฟิล์มได้ดีนั้น
น้้ามันหอมระเหยตะไคร้สามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มได้
เพ่ิมขึ้นแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติตามความ
เข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยที่เพ่ิมขึ้นตั้งแต่ 0.5x MIC ถึง 
2x MIC และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหย
ตะไคร้ไปอีกเป็น 4x MIC พบว่าสามารถลดการสร้างไบโอ
ฟิล์มในระยะแรกนี้ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติกับน้้ามันหอมระเหยที่ระดับความเข้มข้น 2x MIC 
(ตำรำงที่ 1) ส่วนเชื้อ C. albicans No. 4 นั้น น้้ามันหอม
ระเหยตะไคร้ความเข้มข้น 0.5x และ 1x MIC สามารถลด
การสร้างไบโอฟิล์มในระยะแรกได้ 60-65% ซึ่งไม่แตกต่าง
กันทางสถิติ แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหย
เป็น 2x MIC พบว่าสามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มได้เพ่ิมขึ้น
เป็น 79 เปอร์เซ็นต์ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับ
ผลของน้้ามันที่ระดับความเข้มข้น 0.5x และ 1x MIC แต่ไม่
แตกต่างจากผลของน้้ามันหอมระเหยความเข้มข้น 4 xMIC 
 เมื่อบ่มน้้ามันหอมระเหยตะไคร้รวมกับเชื้อ
ทดสอบต่อไปจนครบเวลา 4 ชั่วโมงพบว่าน้้ามันหอมระเหย
สามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อได้เพ่ิมขึ้นตามความ
เข้มข้นของสาร โดยปริมาณไบโอฟิล์มของ C. albicans  
No.2 และ C. albicans No.4 ลดลงมากขึ้นตามความ
เข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติตั้งแต่
ที่ระดับความเข้มข้น 0.5x MIC จนถึง 2x MIC แต่เมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยต่อไปเป็น 4x MIC การ

ลดลงของไบโอฟิล์มไม่แตกต่างจากการรับสัมผัสน้้ามันหอม
ระเหยความเข้มข้น 2x MIC  ส่วน C. albicans ATCC 
40028 นั้นการเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยจาก 
0.5x MIC เป็น 1x MIC สามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มได้ไม่
แตกต่างกันทางสถิติ แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามันหอม
ระเหยเป็น 2x MIC พบว่าสามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มได้
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ANOVA, p<0.05) และเมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยต่อไปเป็น 4x MIC 
ความสามารถในการลดการสร้างไบโอฟิล์มไม่แตกต่างจากที่
ระดับความเข้มข้น 2x MIC 
  เมื่อติดตามผลการลดลงของไบโอฟิล์มต่อไปจน
ครบเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามัน
หอมระเหยจาก 0.5x MIC จนถึง1x MIC สามารถลดการ
สร้างไบโอฟิล์มของ C. albicans ATCC90028 และ C. 
albicans No.4 ได้ไม่แตกต่างกันทางสถิติ และเมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยเป็น 2x MIC สามารถลด
การสร้างไบโอฟิล์มได้มากกว่าที่ระดับความเข้มข้น 0.5x 
MIC และ 1x MIC อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ANOVA, p< 
0.05) แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยต่อไป
เป็น 4x MIC พบว่าประสิทธิภาพการยับยั้งเพ่ิมขึ้นอีก
เล็กน้อยไม่แตกต่างจากที่ระดับความเข้มข้น 2x MIC  ส่วน
ผลการทดสอบกับเชื้อ และ C. albicans No.2 นั้นพบว่า
การเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยจาก 0.5x MIC 
เป็น 1x MIC นั้นสามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อได้
เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ANOVA, p< 0.05) แต่
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของน้้ามันหอมระเหยต่อไปเป็น 2x 
MIC และ 4X MIC ประสิทธิภาพการยับยั้งเพ่ิมขึ้นไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติจากการรับสัมผัสน้้ามัน
หอมระเหยที่ระดับความเข้มข้น 1x MIC 
 
สรุปและวิจำรณ์ผลกำรศึกษำ 
  จากการศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอ
ฟิล์มของเชื้อ C. albicans ทั้งสามสายพันธุ์ในอาหาร RPMI 
1640 นาน 24 ชั่วโมงเมื่อย้อมไบโอฟิล์มด้วยสี crystal 
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violet และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นา
โนเมตรพบว่าเชื้อที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้สามารถสร้างไบโอ
ฟิล์มได้แตกต่างกันไปโดยเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยคือ  C. 
albicans No.4 และ C.  albicans No.2 สร้างไบโอฟิล์ม
ได้ดีกว่า C. albicans ATCC 90028 การสร้างไบโอฟิล์ม
ของ C. albicans เป็นขบวนการที่ประกอบด้วยหลาย
ขั้นตอน เริ่มตั้งแต่ขั้นตอนแรกหรือที่เรียกว่า cell-surface 
adhesion เริ่มเมื่อเซลล์ยีสต์เกาะติดกับพ้ืนผิว จากนั้นจึง
เจริญเพ่ิมจ านวนยึดเกาะกับเซลล์ข้างเคียงที่ยึดเกาะกับ
พ้ืนผิวอยู่ก่อนแล้ว เกิดเป็นหย่อมขนาดเล็กของเซลล์ 
(microcolony) จึงเรียกระยะนี้ว่า “cell-cell cohesion”
จากนั้นเซลล์ยีสต์จึ งเจริญอย่างรวดเร็ว  สร้างสายรา 
(hyphae) พร้อมกับสร้างและปล่อยสารโพลิเมอร์ออกมา
ห่อหุ้มเซลล์ไว้ ท าให้เกิดเป็นโครงสร้างสามมิติที่ซับซ้อน (13) 
ส่วนสาเหตุที่ท าให้ยีสต์ทั้งสามสายพันธุ์ที่ใช้ในการศึกษานี้
สร้างไบโอฟิล์มได้แตกต่างกัน ภายใต้สภาวะการเลี้ยงแบบ
เดียวกัน อาจเนื่องมาจากความสามารถในการเจริญเป็นเส้น
ใย (hyphae) ของยีสต์แต่ละสายพันธุ์แตกต่างกัน ดัง
รายงานการศึกษาของ Baillie & Douglas(14 ) ซึ่งพบว่า C. 
albicans ทั้งชนิดที่กลายพันธุ์ไปเป็นแบบที่ไม่สามารถสร้าง
เส้นใยและแบบที่สร้างได้เฉพาะเส้นใยรานั้น ยังสามารถ
สร้างไบโอฟิล์มได้ แต่ลักษณะไบโอฟิล์มต่างกันกล่าวคือไบ
โอฟิล์มของยีสต์ที่กลายพันธุ์ไปเป็นแบบที่ไม่สามารถสร้าง
เส้นใยนั้นมีลักษณะบางกว่า ประกอบไปด้วยชั้นล่างที่มีเซลล์
ยีสต์อัดแน่นอยู่เท่านั้น  แต่ไบโอฟิล์มของยีสต์ที่สร้างได้
เฉพาะเส้นใยรานั้นมีความหนามากกว่าประกอบด้วยเส้นใย
ราซ้อนทับกันอย่างหนาแน่น โดยไม่มีชั้นยีสต์ด้านล่าง 

 ในการหาปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มของ C. 
albicans ทั้งสามสายพันธุ์ในอาหาร RPMI1640 ที่เติมตัว
ท าละลาย ของน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ (1%DMSO) พบว่า
เชื้อทั้งสามสายพันธุ์ยังคงสามารถในการเกาะติด เจริญ และ
สร้างไบโอฟิล์มได้และดีกว่าการเลี้ยงในสภาวะที่ไม่เติมตัวท า
ละลายน้ ามัน  ทั้ งนี้อาจเนื่องมาจาก DMSO ช่วยเพ่ิม 
plasma membrane fluidity ของเชื้อทดสอบ ท าให้

สารอาหารเข้าถึงเซลล์ของเชื้อทดสอบได้มากขึ้น จึงท าให้
เชื้อเจริญและสร้างไบโอฟิล์มได้ดีกว่า  

 ในการทดสอบประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหย
ตะไคร้ในการรบกวนการสร้างไบโอฟิล์มของ C. albicans
แต่ละ สายพันธุ์นั้นพบว่าความเข้มข้นต่ าสุดของน้ ามันหอม
ระเหยที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Planktonic cells 
ของเชื้อทุกสายพันธุ์ ได้ มีค่า เท่ากันคือเท่ากับ 0.03% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) และเมื่อน าน้ ามันหอมระเหยที่มีความ
เข้มข้นแตกต่างกันตั้งแต่ 0.5x, 1x, 2x และ 4x MIC เติมลง
ในอาหารเหลวและบ่มรวมกับเชื้อแต่ละสายพันธุ์ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ระยะเวลาแตกต่างกันคือ 2, 4 และ 24 
ชั่วโมง แล้วตรวจดูปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มโดยการย้อม
ด้วยสี crystal violet  เมื่อน าผลจากการศึกษามาวิเคราะห์
ทางสถิติพบว่าปัจจัยทั้งสามซึ่งได้แก่ ความเข้มข้นของน้ ามัน
หอมระเหย สายพันธุ์เชื้อทดสอบ และระยะเวลาสัมผัสสาร
ต่างมีอิทธิพลร่วมกัน (interaction) ต่อเปอร์เซนต์การลดลง
ของไบโอฟิล์มที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 และเมื่อท าการ
ทดสอบหาความแตกต่างระหว่างปัจจัยด้วยวิธี Tukey test 
พบว่าการใช้น้ ามันหอมระเหยความเข้มข้น 4x MIC บ่มรวม
กับเชื้อ C. albicans No.2 นาน 24 ชั่วโมง หรือการใช้
น้ ามันหอมระเหยความเข้มข้น 2x MIC บ่มรวมกับเชื้อ C. 
albicans No.2 นาน 24 ชั่วโมง นั้นสามารถลดการสร้างไบ
โอฟิล์มได้ดีท่ีสุดที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อเทียบกับอิทธิพล
ร่วมรูปแบบอ่ืน ๆ  
  น้ ามันหอมระเหยตะไคร้เป็นสารอินทรีย์ที่ได้มา
จากตะไคร้แกง (Cymbopogon citrates (DC) Stapf) 
ประกอบด้วยสารส าคัญที่มีฤทธิ์ยับยั้งราและแบคทีเรีย 
ได้แก่ Geranial (Citral A) และ Neral (Citral A) ใน
ปริมาณที่แตกต่างกันตั้ งแต่   40.7-75.4%(15-16) ทั้ งสาร 
citral และน้ ามันหอมระเหยตะไคร้ต่างมีฤทธิ์ที่คล้ายกันต่อ
เชื้อรา จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องกราดของ Khan et al(17) พบว่าน้ ามันหอมระเหย
ตะไคร้แกงออกฤทธิ์รบกวนความสมบูรณ์รูป (integrity) 
ของเยื่อหุ้มเซลล์ที่อยู่ภายในไบโอฟิล์มของ C. albicans
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ส่งผลให้ผิวเซลล์เหี่ยวและตายไปในที่สุด ส่วน citral นั้น
ออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อราเนื่องจากมีความสามารถในการจับกับ 
tryptophan ที่เป็นองค์ประกอบของเซลล์ราเกิดเป็น
สารประกอบที่มีสมบัติในการถ่ายเทประจุจากเซลล์รา ท้าให้
ราตายในที่สุด(18)อย่างไรก็ตามน้้ามันหอมระเหยตะไคร้ที่ใช้
ในการศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถลดเปอร์เซ็นต์การสร้างไบโอ
ฟิล์มของเชื้อทั้งสามสายพันธุ์ได้อย่างสมบูรณ์แม้ใช้ที่ระดับ
ความเข้มข้น 4x MIC ระยะเวลาบ่มนาน 24 ชั่วโมง 
  ผลการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าน้้ามันหอม
ระเหยตะไคร้สามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มของ C. 
albicans ทั้ง 3 สายพันธุ์ ได้แก่ C. albicans ATCC 
90028, C. albicans No.2 และ C. albicans No.4 ได้ดี
ตั้งแต่ขั้นตอนแรกของการเกาะติดของเชื้อกับพ้ืนผิววัสดุ 
โดยสายพันธุ์ของเชื้อ ระยะเวลาสัมผัสสาร และความเข้มข้น
ของน้้ามันหอมระเหยตะไคร้มีอิทธิพลร่วมกันในการลดการ
สร้างไบโอฟิล์มของ C. albicans โดยน้้ามันหอมระเหยที่
ระดับความเข้มข้น 1x MIC (0.03% ปริมาตร/ปริมาตร) 
สามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มได้  64-93% แตกต่างกัน
ตามสายพันธุ์ของเชื้อ และระยะเวลาในการบ่ม ดังนั้นน้้ามัน
หอมระเหยจากตะไคร้จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ
และมีศักยภาพส้าหรับการพัฒนาเป็นสารหรือยารักษาโรค
ติดเชื้อ C. albicans ที่สัมพันธ์กับการสร้างไบโอฟิล์ม 
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