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บทคดัย่อ 
 

  Streptococcus mutans เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความส าคัญในการก่อโรคฟันผุใน
มนุษย ์โรคฟันผพุบไดบ่้อยในเด็กโดยเฉพาะในประเทศก าลงัพฒันา จึงท าให้มีความจ าเป็นท่ีจะตอ้ง
หาวิธีป้องกันและผลิตภัณฑ์ท่ีมีประสิทธิภาพ ปลอดภัย ราคาไม่แพง การใช้ผลิตภัณฑ์จากพืช
สมุนไพรจึงเป็นทางเลือกหน่ึง  จากวิจัยก่อนหน้าน้ีพบว่าสารสกัดจากกระทุ (Rhodomyrtus 
tomentosa) มีฤทธ์ิดีในการตา้นแบคทีเรียแกรมบวก ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจาก
กระทุในการตา้นเช้ือ S. mutans และการมีผลต่อคุณสมบติัการก่อโรคของเช้ือ S. mutans ท่ีแยกได้
จากน ้ าลายของผูป่้วยโรคฟันผ ุจากการศึกษาฤทธ์ิเบ้ืองตน้โดยวิธี disk diffusion พบว่า 80% ของเช้ือ 
S. mutans (n=10) ไวต่อสารสกดัดว้ยเอทานอล และ 90% ไวต่อสารสกดัดว้ยอะซิโตน เมื่อหาค่า
ความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ียบัย ั้งการเจริญ (MIC) และการฆ่าเช้ือได ้(MBC) พบว่าสารสกดัดว้ยอะซิโตนให้
ค่า MIC และ MBC อยู่ระหว่าง 16-256 µg/ml ขณะท่ีสารสกดัดว้ยเอทานอลให้ค่า MIC และ MBC 
อยู่ระหว่าง 32->1,024 µg/ml จากการศึกษา time-kill พบว่าสารสกดัดว้ยเอทานอลและอะซิโตนท่ี
ความเขม้ขน้เท่ากบั 4MIC สามารถลดเช้ือลงไดอ้ยา่งนอ้ย 90% ภายในเวลา 24 ชัว่โมง จากการศึกษา
ผลของสารสกดัต่อ biofilm ของเช้ือ พบว่าท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั sub-MIC (1-8 µg/ml) สารสกัด
ดว้ยอะซิโตนสามารถยบัย ั้งการสร้าง biofilm ไดอ้ย่างมีนัยส าคญั โดยผลการยบัย ั้งจะข้ึนกบัความ
เขม้ขน้ของสารสกดั ส่วนการศึกษาผลของสารสกดัต่อ biofilm ท่ีพฒันาเต็มท่ีแลว้พบว่า หลงัจากเติม
สารสกดัดว้ยอะซิโตนลงไปใน biofilm สารสกดัสามารถลดการมีชีวิตรอดของเช้ือภายใน biofilm 
ได ้โดยความสามารถในการลดการมีชีวิตรอดของเช้ือภายใน biofilm ข้ึนกบัความเขม้ขน้ของสาร
สกดั เม่ือศึกษา biofilm ท่ีพฒันาเต็มท่ีแลว้ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด พบว่าสาร
สกัดดว้ยอะซิโตนท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 64MIC สามารถท าลายแผ่น biofilm ท่ีพฒันาเต็มท่ีได ้
นอกจากน้ีสารสกดัดว้ยอะซิโตนท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 128 µg/ml ยงัสามารถลดการสร้างกรดลงได้
อย่างมีนัยส าคญั สารสกดัจากกระทุจึงน่าจะมีประโยชน์ในการน าไปใช้ควบคุมการสร้างคราบ
จุลินทรียแ์ละป้องกนัการเกิดโรคฟันผ ุ
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ABSTRACT 
 

  Streptococcus mutans is the main pathogen responsible for the development of 
dental caries in humans, especially for young people in developing countries. There is a global 
need for alternative preventions and products for dental caries that are safe, economical and 
effective. Rhodomyrtus tomentosa extracts showed strong antibacterial activity on Gram-positive 
bacteria. Therefore, this study evaluated the effects of extracts from R. tomentosa leaf on bacterial 
viability and the virulence factors of S. mutans isolated from oral cavity. Preliminary screening for 
antibacterial activity of the extracts was performed by paper disk agar diffusion method. The 
diameter of inhibition zones indicated that 80% and 90% of S. mutans isolates (n=10) were 
susceptible to ethanol and acetone extracts, respectively. Minimal inhibitory concentration (MIC) 
and minimal bactericidal concentration (MBC) was determined by broth microdilution method. 
The MIC and MBC of the acetone extract were 16-256 µg/ml while those of the ethanol extracts 
ranged from 32 to >1,024 µg/ml. The result from time-kill study indicated that the ethanol and 
acetone extracts at a concentration of 4MIC could reduce the bacterial number by 90% within 24 
h. At sub-MIC levels (1-8 µg/ml), the acetone extract significantly inhibited the biofilm formation 
by S. mutans. The inhibitory effect was concentration-dependent. The ability of acetone extract to 
kill mature biofilms was assessed. The viability of 24 h S. mutans biofilm was decreased after 
treatment with the acetone extract. The ability to kill mature biofilm occurred in a dose-dependent 
manner. Scanning electron microscopy clearly confirmed that treatment with acetone extract at 
64MIC could detroyed the organism in the established biofim. In addition, the acetone extract at a 
concentration of 128 µg/ml significantly reduced the acid production by S. mutans. These result 
suggeste that the extract of R. tomentosa might be useful for the control of dental plaque formation 
and subsequent dental caries development. 
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concentration (MBC) of the extract from Rhodomyrtus tomentosa against  
clinical isolates of Streptococcus mutans (n=10). 

3. Adherence of Streptococcus mutans isolates (n=10) in the microtiter plate by  36 
crystal violet staining of potential biofilms and measuring absorbance at 590 nm. 

4. Effects of sub-inhibitory concentrat ions of acetone extract from Rhodomyrtus  38 
tomentosa and chlorhexidine on the growth of Streptococcus mutans at 24 h. The 
 bacterial growth was quantif ied by measuring absorbance  at 600 nm. The 
 results showed a signif icant difference  between the tests and the control  
(*P < 0.05). 

5. Effects of  sub-inhibitory concentrations of acetone extract from Rhodomyrtus  39 
tomentosa and chlorhexidine on the biofilm formation by Streptococcus mutans   
at 24 h.The biofilm formation was quantif ied  by crystal violet staining  
and measuring  absorbance at 590 nm. The results showed a significant  
difference between the tests and the control (*P < 0.05). 

6. Effects of acetone extract from Rhodomyrtus tomentosa (MIC=16-64 µg/ml) and  41 

chlorhexidine (MIC=0.25-0.5 µg/ml) on 24 h old biofilm of Streptococcus mutans 

 (n=10). The biofilm was quantified by rezasurin and measuring absorbance at 570 

and 600 nm. The results showed a significant difference between the tests and the 

 control (*P < 0.05). 

7. Acid production by Streptococcus mutans isolates (NPRC 801-810) after 24 h.  43 
 
 
 
 



10 

 

 

รายการรูป 
 

รูปที่           หน้า 
1. Streptococcus mutans ATCC 25175 growing on tryptic soy agar (a) and   3 

blood agar (b). 
2. Dental caries levels (Decayed, Missing and Filled Teeth (DMFT) index  5 

among 12-year-olds worldwide, December 2004. 
3. Changing levels of dental caries experience (Decayed, Missing and Filled Teeth 5 

 (DMFT) index) among 12-year olds in developed and developing countries. 
4. Revised model of Gtf-glucan-mediated bacterial adherence and cariogenic  7 

 biofilm development. 
5. (a–c) Cariogenic biofilm formation (d) If biofilm remains on tooth surfaces with  8 

frequent consumption of high-carbohydrate diet (especially sucrose), the amount  
of EPS and extent of acidification of the matrix will be increased. Such conditions 
cause biochemical, ecological and structural changes favoring the survival and  
dominance of highly acid stress-tolerant organisms in cohesive and firmly  
attached biofilms. The low-pH environment at the tooth-biofilm interface  
results in enhanced demineralization of enamel. 

6. (a-c) This model explain the rapid accumulation of cariogenic plaque in the  9 
presence of sucrose (and starch hydrolysates), even if the initial S. mutans 
population is numerically low. (d) Such conditions elicit biochemical, ecological, 
and structural changes that favor the survival and dominance of highly acid- 
stress-tolerant organisms in these cohesive and firmly attached biofilms. The  
low-pH environment at the tooth-biofilm interface promotes demineralization  
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บทที่ 1 

บทน ำ 

บทน ำต้นเร่ือง  
Streptococcus mutans เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีพบไดโ้ดยทัว่ไปในช่องปากโดยเฉพาะท่ีผิวฟัน 

และเป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุหลกัในการท าใหเ้กิดโรคฟันผ ุโดยเฉพาะในเด็กและวยัรุ่น เพราะเช้ือ
สามารถสร้าง extracellular polysaccharide (EPS) ไดท้ั้งแบบละลายน ้ า (soluble) และไม่ละลายน ้ า 
(insoluble) จากการใชน้ ้ าตาล sucrose ซ่ึงเป็นสาเหตุหลกัในการก่อให้เกิดคราบจุลินทรีย ์(plaque 
formation) หรือ biofilm ท่ีผิวฝัน นอกจากน้ี S. mutans ยงัสามารถสร้างกรดจากการใชน้ ้ าตาลและ
ทนกรดไดดี้ จึงท าใหส้ามารถอยูร่อดไดใ้นสภาวะท่ีมีค่า pH ต ่า กรดท่ีเช้ือสร้างข้ึนภายในช่องปากจะ
ไปสลายผวิฟันเป็นผลใหเ้กิดฟันผตุามมา (Loesche, 2007) 

การป้องกนัการเกิดฟันผุสามารถท าไดห้ลายวิธี ไดแ้ก่ การใชน้ ้ าตาลเทียมทดแทนน ้ าตาล 
sucrose การใช ้fluoride การใช ้sealants เคลือบหลุมร่องฟัน การใชส้ารป้องกนัการก่อคราบจุลินทรีย์
หรือ biofilm เช่น ผลิตภณัฑ์น ้ ายาบว้นปากท่ีมี chlorhexidine เป็นส่วนประกอบ แต่ในการป้องกนั
การเกิดโรคฟันผนุั้นตอ้งใชต้น้ทุนสูง ซ่ึงจากรายงานพบว่า 10% ของรายจ่ายภายในประเทศเก่ียวขอ้ง
กบัการดูแลรักษาฟัน (Petersen, 2005) และในปัจจุบนัพบว่าเช้ือก่อโรคในช่องปากหลายชนิดมี
ความสามารถในการด้ือยาเพ่ิมข้ึน และยาปฏิชีวนะหลายชนิดเร่ิมใช้ไม่ได้ผล เช่น penicillin, 
erythromycin, tetracycline, cephalosporins และ metronidazole (Bidault, et al., 2007) อีกทั้งยงัมี
ผลขา้งเคียงจากการใชย้า เช่น อาการอาเจียน ทอ้งเสีย และมีคราบสีเกิดข้ึนท่ีฟัน หลายประเทศจึงตอ้ง
หาผลิตภณัฑท่ี์ใชใ้นการรักษาโรคในช่องปากท่ีมีความปลอดภยั ไม่มีผลขา้งเคียง มีประสิทธิภาพดี
ในการรักษา และราคาถกู (Palombo, 2011) จากการศึกษาพบว่ามีการใชพ้ืชสมุนไพรในการป้องกนั
และรักษาโรคมาเป็นเวลานานในทัว่ทุกมุมโลก โดยเฉพาะร้อยละ 80 ของประชากรในประเทศก าลงั
พฒันาใชพ้ืชสมุนไพรในการดูแลสุขภาพ (Kim, 2005) การเลือกใชผ้ลิตภณัฑ์ท่ีมีส่วนผสมของสาร
จากธรรมชาติท่ีแยกไดจ้ากพืชในการป้องกนัโรคฟันผจึุงเป็นทางเลือกท่ีดีแทนท่ีการใชย้าหรือสารท่ี
สงัเคราะห์ข้ึนมาจากกระบวนการทางเคมี (Prabu, et al., 2006) 

งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียของสารสกดัจากใบกระทุเพื่อ
น ามาใชเ้ป็นสารควบคุมการเกิดคราบจุลินทรียแ์ละป้องกนัการเกิดโรคฟันผุ โดยทดสอบกับเช้ือ      
S. mutans และศึกษาการออกฤทธ์ิชองสารสกดัต่อกลไกการก่อโรคของเช้ือ S. mutans 
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กำรตรวจเอกสำร 
 

1. Streptococcus mutans 
1.1 ลกัษณะทัว่ไป 
S. mutans เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม (Gram-positive cocci) ขนาด 0.5-0.75 µm 

เรียงตวัเป็นสายสั้นๆหรือสายยาวปานกลาง ถา้เพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีสภาวะเป็นกรดหรือ
อาหารแข็งเซลลจ์ะมีรูปร่างเป็นแท่งสั้นๆ ขนาด 1.5-3.0 µm โดย เฉพาะ เ ช้ือ ท่ีแยกไดจ้ากช่อง
ปากจะพบรูปร่างแบบน้ีได้บ่อย แบคทีเรียชนิดน้ีไม่สามารถเคล่ือนท่ีได ้(non-motile) เมื่อทดสอบ 
catalase ให้ผลลบ ถา้เพาะเล้ียงบนอาหาร  blood agar (BA) และบ่มในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 
(anaerobic) เป็นเวลา 2 วนั โคโลนีจะมีสีขาวหรือสีเทา รูปร่างกลมหรือไม่แน่นอน (irregular) ขนาด 
0.5-1.0 µm (Figure 1) บางคร้ังโคโลนีจะค่อนขา้งแข็ง มีแนวโนม้ท่ีจะเกาะติดบนผวิอาหาร ไม่สลาย
เมด็เลือดแดง (alpha or non-hemolytic) แต่มีโอกาสพบ beta-hemolytic บนอาหารท่ีมีส่วนผสมของ 
sucrose เช่น mitis salivarius agar (MSA) หรือ tryptone, yeast extract, cystine (TYC) agar ซ่ึง
โคโลนีจะมีรูปร่างขรุขระ กองทบักนั ขนาด 1.0 µm บ่อยคร้ังจะพบโคโลนีมีลกัษณะคลา้ยเม็ดบีดส์, 
droplets หรือของเหลว ซ่ึงเกิดจากเช้ือสร้าง extracellular polysaccharide หรือ glucan ท่ีไม่สามารถ
ละลายน ้ าไดอ้ยูร่อบๆโคโลนี  แต่บางคร้ังจะพบเป็นแบบเรียบๆ หรือเป็นเมือก (Sneath, et al., 1986) 

S.mutans ส่วนใหญ่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นสภาวะท่ีมีอากาศ หรือมี N2+CO2 หรือ CO2 
เป็นหลกั แต่จะเจริญได้ดีในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ อุณหภูมิท่ีท าให้เช้ือสามารถเจริญไดดี้คือ 37 ๐C 
และสามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิสูงสุด 45๐C และต ่าสุด 10๐C (Sneath, et al., 1986) 

 

           
Figure 1: Streptococcus mutans ATCC 25175 growing on tryptic soy agar (a) and blood agar (b) 
 

 

(b) (a) 
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1.2 ความส าคญัทางการแพทย ์
จากงานวิจยัจ  านวนมากพบว่าเช้ือ S. mutans มีบทบาทส าคญัในการเร่ิมตน้ท าใหเ้กิดโรคฟัน

ผ ุและสามารถแยกเช้ือชนิดน้ีไดบ่้อยในผูป่้วยท่ีมีฟันผหุรือรอยโรคฟันผุ และเม่ือให้สัตวท์ดลองกิน
น ้ าตาล sucrose เป็นอาหาร พบว่าเช้ือสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดฟันผใุนสัตวท์ดลอง ซ่ึงเหตุผลเหล่าน้ี
เป็นส่ิงยืนยนัว่าเช้ือ S. mutans มีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดโรคฟันผุท่ีผิวฟันและรากฟัน 
(Takahashi & Nyvad, 2010) 

 
2. โรคฟันผุ  

โรคฟันผเุป็นโรคท่ีพบบ่อยในช่องปาก จดัเป็นโรคติดเช้ือท่ีมีสาเหตุจากแบคทีเรียประจ าถ่ิน
ในช่องปาก โรคฟันผุเกิดจากการท าลายเน้ือเยื่อของฟันเฉพาะท่ี โดยเกิดการสูญเสียแร่ธาตุ 
(demineralization) จากภาวะความเป็นกรดท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายอาหารจ าพวกคาร์โบไฮเดรตของ
แบคทีเรียบางชนิดในคราบจุลินทรีย์ (dental plaque) หรือ biofilm ได้แก่ mutans streptococci         
(S. mutans และ S. sobrinus) และ lactobacilli (Loesche, 2007)  

ทางการแพทยใ์ชด้ชันีของฟันผุถอนอุด (DMF index: Decayed, Missing and Filled index) 
ในการบ่งช้ีสภาวะของโรคฟันผุ โดย D หมายถึงจ านวนฟันท่ีผุ M หมายถึงจ านวนฟันท่ีถูกถอน
เน่ืองจากฟันผุ และ F หมายถึงจ านวนฟันท่ีถูกอุดเน่ืองจากฟันผุ จากขอ้มูลการส ารวจโรคฟันผุใน
ประเทศต่างๆ ทัว่โลก องคก์ารอนามยัโลก (WHO) ไดก้  าหนดเกณฑ์ของฟันผุถอนอุด (DMF scale) 
ของเด็กอายุ 12 ปี เพื่อจดักลุ่มบุคคลตามความรุนแรงของโรคฟันผุ โดยถา้ค่า DMFT (Decayed, 
Missing and Filled Teeth) อยู่ในระหว่าง 0.0-1.1 หมายถึงภาวะฟันผุอยู่ในขั้นต ่า หากอยู่ระหว่าง 
2.78-4.4 แสดงว่าฟันผอุยูใ่นขั้นปานกลาง และหากค่า DMFT เท่ากบัหรือมากกว่า 6.6 ถือว่าภาวะฟัน
ผอุยูใ่นขั้นสูง ซ่ึงภาวะของโรคฟันผขุองแต่ละประเทศแสดงดงัรูป (Figure 2) จากขอ้มลูขององค์การ
อนามยัโลกพบว่าร้อยละ 68 ของประเทศเหล่านั้น มีค่า DMFT นอ้ยกว่า 3 แสดงว่าภาวะฟันผขุองเด็ก
อาย ุ12 ปี ในประเทศต่างๆ รวมทั้งประเทศไทยจดัอยูใ่นขั้นต ่าถึงปานกลาง ซ่ึงความชุกของโรคฟันผุ
จะเพ่ิมข้ึนมากในประเทศก าลงัพฒันาหรือประเทศอุตสาหกรรมดงัแสดงใน Figure 3 (Petersen, 
2005) 
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Figure 2: Dental caries levels (Decayed, Missing and Filled Teeth (DMFT) index among 12-year-
olds worldwide, December 2004 (Petersen, 2005). 
 

 

Figure 3: Changing levels of dental caries experience (Decayed, Missing and Filled Teeth 
(DMFT) index among 12-year olds in developed and developing countries (Petersen, 2005). 
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3.  กลไกกำรก่อโรคฟันผุของเช้ือ S. mutans  
3.1 Adhesion 
ความสามารถในการยดึเกาะของเช้ือ S. mutans เป็นปัจจยัหลกัในการเกิดคราบจุลินทรียห์รือ

biofilm ท่ีผวิฟันซ่ึงจะเกิดฟันผตุามมา โดยจะข้ึนกบัปัจจยัหลกั 3 ประการ ดงัน้ี 
3.1.1 Sucrose-independent adhesion  
เป็นการยดึเกาะโดยใชโ้ปรตีนท่ีเรียกว่า antigen I/II เป็นโปรตีนท่ีมีขนาด 185 กิโลดาลตนั 

โปรตีนชนิดน้ีสามารถพบไดใ้นเช้ือ streptococci ท่ีอยู่ในช่องปากสายพนัธุ์อ่ืนๆ ไดด้ว้ย (Ma, et al., 
1991) โดยมีช่ือเรียกต่างกนัออกไป เช่น P1, Spa, P, Sr, Pac และ antigen B โปรตีนในกลุ่ม antigen 
I/II จะมีโครงสร้างบางส่วนท่ีเหมือนกนั แต่มีบางส่วนท่ีต่างกนั จึงท าใหค้วามสามารถในการยดึเกาะ
กบัโปรตีนต่างๆ ในน ้ าลายแตกต่างกนัไปข้ึนกบัชนิดของเช้ือ (Petersen, et al., 2002) ส่วนส าคญัของ
โปรตีน antigen I/II ท่ีใชย้ึดเกาะกบัโปรตีนอ่ืนๆในน ้ าลาย คือ alanine-rich และ proline-rich ซ่ึงจะ
ยดึเกาะกบัเยื่อผิวหรือ pellicle ท่ีเป็นส่วนส าคญัในการเกิดคราบจุลินทรีย ์(Yu, et al., 1997) และมี
รายงานการศึกษาพบว่า เช้ือ S. mutans สายพนัธุก์ลาย P1 ท่ีไม่สามารถสร้างโปรตีน antigen I/II จะมี
ความสามารถในการยดึเกาะกบั hydroxyapatite ท่ีเคลือบน ้ าลายไดล้ดลง การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า
หากเช้ือขาดโปรตีน antigen I/II เช้ือจะยึดเกาะกบัโปรตีนในน ้ าลายท่ีเคลือบบนผิว hydroxyapatite 
ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของฟันไดล้ดลง นอกจากน้ียงัพบว่าการขาดโปรตีน P1 จะท าให้การสร้าง 
biofilm ในหลอดทดลองผดิไป ซ่ึงอาจมีผลใหก้ารก่อโรคเปล่ียนไปเช่นกนั เช่น อาจจะก่อโรคลดลง
หรือไม่ก่อโรคเลยก็ได ้(Lee, et al., 1989) 

3.1.2 Sucrose-dependent adhesion 
S. mutans เป็นแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม ์glucosyltransferase (GTF) จากการใช้น ้ าตาล 

sucrose เพื่อการสังเคราะห์ glucan โดยการย่อยสลาย sucrose เป็น glucose และ fructose และ 
glucose เช่ือมต่อกนัเป็น polymer ของ glucan ซ่ึงใน S. mutans มียีน gtf 3 ชนิดท่ีควบคุมการสร้าง 
glucan ไดแ้ก่ 

1) gtfB โดยทัว่ไปเรียกว่า gtfI ควบคุมการสังเคราะห์ glucan ชนิดท่ีไม่ละลายน ้ า (insoluble 
glucan) ท่ีมีโครงสร้างเป็นก่ิงกา้นของ alpha-1,3 glycosidic 

2) gtfC โดยทัว่ไปเรียกว่า gtfIS ควบคุมการสังเคราะห์ glucan ทั้งชนิดท่ีไม่ละลายน ้ าและ
สามารถละลายน ้ า (soluble glucan) ได ้ส่วนมากเป็น glucan ท่ีมีโครงสร้างเป็นเส้นตรงของ alpha-
1,6 glycosidic 

3) gtfD โดยทัว่ไปเรียกว่า gtfS ควบคุมการสงัเคราะห์ glucan ชนิดท่ีสามารถละลายน ้ าได ้มี
โครงสร้างเป็นเสน้ตรงของ alpha-1,6 glycosidic 
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glucan มีความส าคญัในการท าให้เช้ือ S. mutans ยึดเกาะและตั้งถ่ินฐาน (colonization) บน
ผวิฟันได ้รวมทั้งเป็นตวักลางใหแ้บคทีเรียชนิดอ่ืนมาเกาะติดและรวมตวักนัท่ีผิวฟันดว้ย (Figure 4) 
จึงก่อใหเ้กิดเป็นคราบจุลินทรียห์รือ biofilm ท่ียากต่อการก าจดัออก (Bowen & Koo, 2011) 

3.1.3 Glucan binding protein (GBP) 
เป็นโปรตีนท่ียึดเกาะอยู่กบั glucan ซ่ึง S. mutans มีโปรตีนน้ี 3 ชนิด คือ GBP A, GBP B 

และ GBP D โปรตีนเหล่าน้ีมีความส าคญัในการสร้าง biofilm ของเช้ือและมีส่วนในการก่อโรคฟันผ ุ
(Banas & Vickerman, 2003, Matsumura, et al., 2003) 

 

 
Figure 4: Revised model of Gtf-glucan-mediated bacterial adherence and cariogenic biofilm 
development (Bowen & Koo, 2011). 

3.2 Acidogenicity  
S. mutans มีความสามารถในการสร้างกรดจากการใช้น ้ าตาลโดยผ่านกระบวนการ 

glycolytic และการหมกั (fermentation) ไดก้รดต่างๆ ไดแ้ก่ lactic, formic, propionic, butyric และ 
acetic acid นอกจากน้ียงัไดเ้อทานอล ปริมาณกรดท่ีสร้างไดจ้ะแตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัสภาวะในการ
เจริญเติบโต  ในสภาวะท่ีมี glucose จ  านวนมากจะไดก้รด lactic เป็นส่วนใหญ่ (Paes Leme, et al., 
2006) จากรายงานการศึกษาพบว่า S. mutans ท่ีมีเอนไซม ์lactate dehydrogenase (LDH) ลดลง 
ความสามารถในการก่อโรคฟันผุจะลดลง และหากขาดเอนไซม ์LDH อย่างส้ินเชิง S.mutans ก็จะ
ตายในท่ีสุด เพราะว่าในขั้นตอนการเปล่ียนจาก pyruvate ไปเป็นกรด lactic และไดพ้ลงังานออกมา
จ าเป็นตอ้งอาศยัเอนไซม ์LDH การขาดเอนไซมช์นิดน้ีจึงมีผลต่อการสร้างกรดและการอยู่รอดของ  
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S. mutans ดว้ย (Hillman, et al., 1996) จึงมีรายงานการน าสายพนัธุ์ของเช้ือท่ีถูกท าให้ขาดเอนไซม ์
LDH มาใชรั้กษาและป้องกนัโรคฟันผ ุเพราะเช้ือไม่สามารถสร้างกรดไปสลายผวิฟันได ้การมีเช้ืออยู่
ก็จะไม่เกิดฟันผ ุ(Hillman, 2002) S. mutans มีความสามารถในการสร้างกรดไดม้ากกว่า streptococci 
สายพนัธุอ่ื์นๆ ภายในช่องปาก เน่ืองจากเช้ือสามารถสร้างกรดไดม้ากในสภาวะท่ี pH เป็นกลาง (pH 
7) และยงัคงความสามารถในการสร้างกรดไดใ้นสภาวะท่ีเป็นกรด (pH 5) ในขณะท่ี streptococci 
สายพนัธุ์อ่ืนๆ จะสร้างกรดไดล้ดลง (de Soet, et al., 2000) ดงันั้นการสร้างกรดของเช้ือ S. mutans 
ในคราบจุลินทรียห์รือ biofilm จะท าให้สภาวะแวดลอ้มใน biofilm มีความเป็นกรดมาก จึงเป็น
สภาวะท่ีเหมาะสมใหต้วัเช้ือเองและแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆท่ีสร้างกรดและทนกรดไดเ้จริญเติบโตเพ่ิม
จ านวน (Figure 5) และหากสภาพความเป็นกรดใน biofilm มี pH ต ่ากว่า 5.5 จะท าให้เกิด
กระบวนการสูญเสียแร่ธาตุและเกิดฟันผตุามมา (Loesche, 1986) 

 

 
Figure 5 (a–c) Cariogenic biofilm formation (d) If biofilm remains on tooth surfaces with frequent 
consumption of high-carbohydrate diet (especially sucrose), the amount of EPS and extent of 
acidification of the matrix will be increased. Such conditions cause biochemical, ecological and 
structural changes favoring the survival and dominance of highly acid stress-tolerant organisms in 
cohesive and firmly attached biofilms. The low-pH environment at the tooth-biofilm interface 
results in enhanced demineralization of enamel (Jeon, et al., 2011). 
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3.3  Aciduricity หรือ acid-tolerance 
S. mutans มีความสามารถในการทนกรด จึงสามารถมีชีวิตรอดไดใ้น biofilm แมว้่าสภาพ 

pH ใน biofilm จะต ่ากว่า 4.0 (Figure 6) และแบคทีเรียท่ีสร้างกรดและทนกรดสายพนัธุ์อ่ืนๆ ยงั
สามารถเจริญเติบโตไดด้ว้ย (Svensater, et al., 1997, McNeill & Hamilton, 2003) โดยความสามารถ
ในการทนกรดข้ึนกบักลไกต่างๆ ดงัน้ี 

 

 
 
Figure 6: (a-c) This model explain the rapid accumulation of cariogenic plaque in the presence of 
sucrose (and starch hydrolysates), even if the initial S. mutans population is numerically low. (d) 
Such conditions elicit biochemical, ecological, and structural changes that favor the survival and 
dominance of highly acid-stress-tolerant organisms in these cohesive and firmly attached biofilms. 
The low-pH environment at the tooth-biofilm interface promotes demineralization of enamel (Koo, 
et al., 2013).  
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3.3.1 การรักษาสภาพกรด-ด่างในเซลล ์
S. mutans สามารถทนกรดได้โดยการขับกรดออกจากเซลล์ผ่านผนังเซลล์จากการใช้

เอนไซม์ ATPase หรือ F-ATPase เน่ืองจากกรดมีความเป็นพิษต่อการท างานของเซลล์ ท าให้
ความสามารถในการทนกรดข้ึนกบัระดบัเอนไซม ์F-ATPase ซ่ึงมีความแตกต่างกนัใน streptococci 
สายพนัธุ์ต่างๆ ในช่องปาก (Bender, et al., 1986) ถา้ระดบัเอนไซม ์ F-ATPase เพ่ิมข้ึนจะท าให้
สภาวะความเป็นกรดในเช้ือ S. mutans ลดต ่าลง pH เพ่ิมข้ึน และมีการเปล่ียนแปลงท่ีเยือ่หุม้เซลลเ์พ่ือ
ลดการน าเขา้ของประจุบวกรวมทั้งขบัสารท่ีเป็นกรดออกสู่ภายนอกเซลล ์(Figure 7) เช้ือจึงสามารถ
รักษาสภาพความเป็นกรด-ด่างได ้(Matsui & Cvitkovitch, 2010) 

 

 
Figure 7: Acid tolerance mechanisms utilized by Streptococcus mutans 
Roman numerals denote the particular aspect of acid tolerance each component is involved in: (i) 
the protection and repair of macromolecules; (ii) alterations of metabolic pathways; (iii) secondary 
metabolism; (iv) cell density, biofilm formation and regulatory systems; and (v) intracellular pH 
homeostasis. AP: Apurinic-apyrimidinic; LGL: Lactoylglutathione lyase; pHi: Intracellular pH; 
pHo: External pH; RR: Response regulator (Matsui & Cvitkovitch, 2010). 
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3.3.2 การเหน่ียวน าการท างานของ DNA และการสร้างโปรตีน 
สภาวะความเป็นกรดมีผลในการเหน่ียวน าการท างานของยีนบางตวัและการท างานของ

เอนไซม์ ไดแ้ก่ การมีผลต่อเอนไซม์ท่ีใชส้ร้างกรด lipoteichoic และเอนไซม์เคล่ือนยา้ยโปรตีน 
(protein translocation) เอนไซมเ์หล่าน้ีมีบทบาทส าคญัในการสร้างเยื่อหุ้มเซลล ์สภาวะความเป็น
กรดจึงมีผลต่อโครงสร้างของเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรีย (Figure 7) เช่น ในสภาวะท่ีค่า pH ลดลงต ่า
กว่า 5.0 จะท าใหล้ดประสิทธิภาพในการเพ่ิมกลุ่ม D-alanine esters มีผลท าใหโ้ครงสร้างเยือ่หุม้เซลล์
เปล่ียนแปลงไป เกิดการเพ่ิมการส่งออกประจุบวกมากข้ึน pH จึงลดต ่าลง (Hanna, et al., 2001, 
Matsui & Cvitkovitch, 2010) 

 
4. กำรป้องกนัและควบคุมโรคฟันผุ 

สารป้องกนัโรคฟันผสุ่วนใหญ่อยูใ่นรูปของสารเคมี ซ่ึงเป็นสารท่ีใชค้วบคุมคราบจุลินทรีย์
บริเวณเหนือเหงือก สารเหล่าน้ีเม่ือผสมลงไปในผลิตภณัฑบ์างอยา่งท่ีใชป้้องกนัโรคในช่องปาก เช่น 
ในน ้ ายาบว้นปาก ถา้มีในปริมาณท่ีสูงเกินไปพบว่าจะเป็นพิษต่อเซลลใ์นช่องปากและเป็นสาเหตุของ
การเกิดมะเร็งในช่องปากโดยเฉพาะน ้ ายาบว้นปากท่ีมีส่วนผสมของเอทานอล (Knoll-Kohler & 
Stiebel, 2002, Rodrigues, et al., 2007, Lachenmeier, 2008, McCullough & Farah, 2008) ตวัอย่าง
สารเคมีท่ีใชป้้องกนัโรคฟันผ ุเช่น 

1) Chlorhexidine จดัเป็นสารตา้นคราบจุลินทรียแ์ละตา้นเหงือกอกัเสบท่ีมีมาตรฐานสูงสุด 
(Matthijs & Adriaens, 2002) 

กลไก 
chlorhexidine รวมตวักบั mucin ในน ้ าลายท าให้ลดการสร้างแผ่นคราบน ้ าลาย และยบัย ั้ง

การเกาะกลุ่มของแบคทีเรียในคราบจุลินทรียโ์ดยท าใหผ้นงัเซลลข์องแบคทีเรียร่ัว และส่วนประกอบ
ของเซลลต์กตะกอน (Fine, 1988) Chlorhexidine สามารถซึมผ่านคราบจุลินทรียห์รือ biofilm ได้
ดีกว่า Listerine® เน่ืองจากสารจะจบักบัเน้ือเยือ่ในช่องปาก และจะปล่อยออกมาชา้ๆ หลงัจากบว้นท้ิง 
ท าให้เกิดผลการต้านแบคทีเรียยาวนานหลายชั่วโมงโดยไม่ท าให้เช้ือประจ าถ่ิน (oral flora) 
เปล่ียนแปลง  แต่สารน้ีมีผลเสียคือ มีการติดสีท่ีฟันและล้ินจากการใชน้ ้ ายาบว้นปาก chlorhexidine 
และมีอาการเจ็บท่ีเยือ่เมือกในช่องปาก (Netuschil, et al., 1995) 
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2) Cetylpyridinium chloride (CPC) 
กลไก 
CPC มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งคราบจุลินทรียป์านกลาง โดยสารจะซึมผา่นผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย

ได้มาก ลด metabolism ของเซลล์และเปล่ียนแปลงการยึดเกาะของแบคทีเรียท่ีผิวฟัน CPC มี
คุณสมบติัคลา้ย chlorhexidine ท่ีเป็นประจุบวกจึงจบักบัเน้ือเยือ่ในช่องปากไดดี้ แมว้่าในช่วงแรกจะ
มีการคงอยูใ่นช่องปากไดดี้กว่าและมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียใกลเ้คียงกบั chlorhexidine แต่จะ
มีประสิทธิผลต ่ากว่า chlorhexidine ในการยบัย ั้งคราบจุลินทรียแ์ละป้องกนัเหงือกอกัเสบ เน่ืองจาก
สารน้ีหลุดออกจากเน้ือเยือ่ในช่องปากเร็ว และมีขอ้เสียคือ ติดสีท่ีฟันและแสบร้อนท่ีเน้ือเยื่อในช่อง
ปาก (Roberts & Addy, 1981)  

3) Phenolic related essential oils- Listerine® 
กลไก 
Listerine® จะไปเปล่ียนแปลงผนังเซลล ์และยบัย ั้งการสร้างเอนไซมข์องแบคทีเรีย ท าให้

ช่วยในการลดคราบจุลินทรียแ์ละเหงือกอกัเสบได ้Listerine® ท่ีนิยมใชแ้พร่หลายจะประกอบดว้ย 
thymol, eucalyptol, mentol และ methylsalicylate แต่มีขอ้เสียคือ ท าให้รู้สึกแสบร้อนและขม เพราะ 
Listerine® มีแอลกอฮอลสู์งถึงร้อยละ 25 ซ่ึงจะมีผลเสียต่อสุขภาพ (Gordon, et al., 1983) 

4) ฟลอูอไรด ์
กลไก 
หากมีการใชฟ้ลอูอไรดร์ะหว่างกระบวนการสร้างผวิเคลือบฟันของเด็ก ฟลอูอไรดจ์ะแทนท่ี

กลุ่มไฮโดรซิลเกิดการสร้างฟลูออโรอะพาไทต์ซ่ึงละลายในกรดไดย้ากกว่าไฮดรอกซีอะพาไทต ์
นอกจากน้ีฟลอูอไรดช่์วยในกระบวนการคืนแร่ธาตุ (remineralization) ของฟันผุระยะแรกในรอยผุ
ซ่ึงเกิดท่ีผวิเคลือบฟันและเน้ือฟัน นอกจากน้ีฟลอูอไรดย์งัขดัขวางการสร้างคราบจุลินทรีย ์โดยการ
ขดัขวางกระบวนการต่างๆ ท่ีจุลินทรียใ์ช้ในการสร้างอาหารและคราบจุลินทรีย ์แต่ฟลูออไรด์มี
ขอ้เสียคือ เกิดการตกกระท่ีฟันถา้ด่ืมน ้ าท่ีมีฟลูออไรด์ปริมาณมาก ปัจจุบนัจึงผสมอยู่ในรูปของยาสี
ฟัน น ้ ายาบว้นปาก เพ่ือป้องกนัการตกกระ (Islam, et al., 2007) 

เน่ืองจากโรคฟันผุเป็นปัญหาทางดา้นสาธารณะสุขท่ีส าคัญของเด็กนักเรียนในประเทศ
พฒันาและก าลงัพฒันา โดยเฉพาะประเทศก าลงัพฒันาจะมีการดูแลรักษาสุขภาพช่องปากค่อนขา้งต ่า
เพราะการถูกจ ากดัดา้นงบประมาณในการดูแลรักษา สถานท่ีรักษาและบุคลากรทางการแพทยไ์ม่
เพียงพอ หลายประเทศจึงต้องหาแนวทางการป้องกันและการรักษาโรคฟันผุท่ีมีประสิทธิภาพ 
ปลอดภยั และประหยดั ผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติจึงเป็นทางเลือกท่ีดีในการพฒันามาใชก้บัช่องปาก 
เพราะมีผลขา้งเคียงกบัผูใ้ชต้  ่าเมื่อเทียบกบัสารเคมีท่ีสังเคราะห์ข้ึนมา มีงานวิจยัจ  านวนมากท่ีศึกษา
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เก่ียวกับฤทธ์ิของสารสกัดจากพืชในการต้านแบคทีเรียก่อโรคฝันผุ เช่น  ฤทธ์ิของสารสกดัจาก 
Caesalpinia ferrea (Sampaio, et al., 2009), Allium sativum (Bakri & Douglas, 2005) Harungana 
madagascariensis (Moulari, et al., 2006), Helichrysum italicum (Nostro, et al., 2004) และเมล็ด
องุ่นแดง (Smullen, et al., 2007) ซ่ึงมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือ S. mutans นอกจากน้ีสารสกดัจากพืชหลาย
ชนิดยงัมีฤทธ์ิต่อกลไกการก่อโรคของเช้ือชนิดน้ี ไดแ้ก่ มีฤทธ์ิลดการผลิตกรด ลดการสร้างเอนไซม ์
GTF รวมทั้ง glucan ท่ีมีผลต่อการสร้างคราบจุลินทรียห์รือ biofilm ของแบคทีเรีย เช่น สารสกดัจาก 
Dryopteris crassirhizoma (Ban, et al., 2012), Aralia continentalis (Lee, et al., 2011), Polygonum 
cuspidatum (Song, et al., 2006, Ban, et al., 2010), Plectranthus barbatus, P. ecklonii (Figueiredo, 
et al., 2010), Rosmarinus officianalis, Salvia officianalis, Camellia sinensis (Smullen, et al., 2012) 
และ Vaccinium macrocarpon (Yamanaka, et al., 2004) 

 

5 กระทุ 

กระทุมีช่ือเรียกทางวิทยาศาสตร์คือ  Rhodomyrtus tomentosa (Aiton) Hassk จดัอยู่ในวงศ ์
Myrtaceae  มี ช่ือสามญัท่ีเรียกกนัทัว่ไป ไดแ้ก่ ทุ พรวด กระทุ กาทุ งา้ย ชวด ปุ้ย มูติง และกามูติง 
ส่วนช่ือสามญัในภาษาองักฤษท่ีเรียกกนั ไดแ้ก่ downy myrtle, downy rose myrtle, rose myrtle, hill 
gooseberry, hill guava, isenbery bush และ ceylon hill 

 

 
Figure 8: Rhodomyrtus tomentosa 
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5.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์และการกระจายพนัธุ ์
  กระทุเป็นไมป่้าท่ีข้ึนเองตามธรรมชาติและสามารถน ามาเพาะปลูกได ้ เจริญเติบโตไดดี้ใน
ดินทราย มกัจะข้ึนในเขตภูมิประเทศท่ีติดทะเล เขตภูมิอากาศโซนร้อนถึงก่ึงโซนร้อน เป็นไมพุ้่ม
เขียวชอุ่มทั้งปี ความสูงประมาณ 2-3 m ใบเป็นใบเด่ียวรูปไข่ปลายมน ยาว 5-8 cm กวา้ง 1.5-4 cm 
หน้าใบเป็นมันสีเขียวเข้ม ส่วนหลังใบสีนวลมีขนละเอียดปกคลุม โดยมีเส้นใบนูนสามเส้น 
ประกอบดว้ยเสน้กลางใบ 1 เสน้ และเสน้ขอบใบ 2 เสน้ กา้นใบยาวประมาณ 5 mm เป็นเหล่ียมมีขน  
กระทุมีดอกเป็นดอกเด่ียวหรือเป็นช่อกระจุกซอ้นท่ีง่ามใบหรือปลายก่ิง ฐานรองดอกรูปถว้ย โคน
กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนัเป็นรูปกรวย ปลายแยก 5 แฉก ผิวมีขนนุ่มหนาแน่น กลีบดอก 5 กลีบ รูปร่าง
ค่อนขา้งกลม ขนาด 1.5-2 cm สีชมพ ูดา้นนอกมีขนสีขาว สีของดอกกระทุเป็นสีชมพูกุหลาบ กลีบ
ดอกชั้นเดียว มีสีชมพูอ่อนถึงแก่ในช่อเดียวกนั ขนาดดอกกลม เส้นผ่าศูนยก์ลางประมาณ 2-3 cm 
ส่วนผลจะเป็นรูปกลมถึงเกือบกลม ขนาด 9-10 mm ผิวมีขนคลา้ยก ามะหยี่ ผลอ่อนมีสีเขียวแลว้จะ
ค่อยๆสุกกลายเป็นสีแดงจนสุกจดักลายเป็นสีม่วงอมด า  เน้ือผลสีชมพแูดง ภายในมีเมลด็จ  านวนมาก 
เมล็ดรูปไต สีน ้ าตาลอ่อน ผลรับประทานได ้รสหวาน (กรมอุทยานแห่งชาติสัตวป่์าและพนัธุ์พืช, 
2548) กระทุเป็นไมท้อ้งถ่ินทางเอเชียตะวนัออกเฉียงใตร้วมทั้งประเทศไทย  ซ่ึงพบไดบ่้อยบนดิน
ทราย บริเวณชายฝ่ังทะเลทั้งสองดา้นทางใตข้องไทย และจงัหวดัตราดในภาคตะวนัออก ความเป็น
กรดด่างของดินอยูร่ะหว่าง 4.0-10.0 ซ่ึงเฉล่ียคือ 5.8  (Winotai, et al., 2005) พืชชนิดน้ีสามารถทน
ความเค็มและเกร็ดน ้ าแข็งได ้สามารถทนอุณหภูมิไดถึ้ง -7๐C และยงัสามารถปรับตวักบัไฟป่า อีกทั้ง
เจริญเติบโตไดดี้หลงัจากเกิดไฟไหมป่้า   

การปลกู ขณะน้ียงัไม่มีการปลกูกระทุเพ่ือประโยชน์ทางการคา้ มีเพียงการปลกูกระทุไวเ้พื่อ
เป็นการเก็บรวบรวมพนัธุแ์ละตกแต่งสถานท่ี ในมลรัฐฮาวายและฟลอริดาของประเทศสหรัฐอเมริกา
และประเทศมาเลเซียกระทุถือว่าเป็นวชัพืชหลกัหรือร้ายแรง  มีรายงานการส ารวจเบ้ืองตน้เก่ียวกบั
สตัวกิ์นพืชต่อพืชชนิดน้ีตั้งแต่เดือนเมษายน 2001 ถึงเดือนพฤษภาคม 2002 เพื่อท่ีจะรวบรวมขอ้มูล
ต่าง ๆ เก่ียวกบัการกระจาย, ลกัษณะทางชีววิทยา และ การใชเ้ป็นตวัควบคุมทางชีวภาพ (Winotai, et 
al., 2005) 

ส่วนท่ีสามารถน าไปใชเ้ป็นยาตามต ารับยาแผนโบราณ ไดแ้ก่ ผลใชรั้กษาโรคบิดและโรค
ทอ้งร่วง ใบและรากตม้แกท้อ้งร่วง ปวดทอ้ง และใชห้ลงัสตรีคลอดบุตร   

2.2 สารประกอบท่ีแยกไดจ้ากกระทุ 
 สารประกอบต่างๆท่ีแยกไดจ้ากกระทุเป็นสารในกลุ่ม triterpenoids และ steroids ไดแ้ก่ 
lupeol, beta-amylin, beta-amyrenonol, betulin, friedelin, alpha-amyrin และ  taraxerol (Hui, et al., 
1975) ส่วนสารในกลุ่ม triterpenoids มีสาร 2 ชนิด ไดแ้ก่ hopenediol และ oleananolides  (Hui & Li, 
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1976) นอกจากน้ีสามารถแยกสารในกลุ่ม tannins ไดด้ว้ย คือ tomintosin และแยกสารกลุ่มน้ีไดจ้าก
ใบและรากไดแ้ก่ pedunculansin, casuariin และ  castalagin (Liu, et al., 1998) ใบของกระทุสามารถ
แยกได้สาร flavones glycosides และ ellagitannin  ส่วนสารสกัดดว้ยเอทิลอะซิเตตจากใบกระทุ
สามารถแยกไดส้าร rhodomyrtone (Figure 9) (Dachriyanus, et al., 2002) อีกทั้งยงัแยกไดส้าร 
Rhodomyrtosone A-D (Figure 10) ในสารสกดัดว้ยอะซิโตน (Hiranrat & Mahabusarakam, 2008) 
และแยกไดส้าร tomentosone A และ B จากสารสกดั CH2Cl2 ซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม acylphloroglucinol 
(Hiranrat, et al., 2012) สารประกอบในกลุ่ม flavonoids ท่ีสกดัจากผลของกระทุ ไดแ้ก่ gallocatechin 
gallate, qurecein-pentoside, anthocyanins, carotenoids และ vitamin C และยงัพบว่าสารสกดัจากผล
กระทุมีคุณสมบติัเป็น antioxidant ในผลของกระทุมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 5.7% และไขมนั 5.1 
% (Huang, et al., 2010) 
 

 
 

Figure 9: Structure of rhodomyrtone (Dachriyanus, et al., 2002) 
 
 

 
 
Figure 10: Structure of Rhodomyrtosone A-D (Hiranrat & Mahabusarakam, 2008) 
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2.3 ฤทธ์ิของสารสกดัจากใบกระทุต่อแบคทีเรีย 
 การศึกษาฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียของสารสกดัจากใบกระทุพบว่า สาร rhodomyrtone มีฤทธ์ิใน

การตา้น Escherichia coli และ Staphylococcus aureus (Dachriyanus, et al., 2002) สารสกดัดว้ยเอ

ทานอลจากใบกระทุมีฤทธ์ิใน การย ับย ั้ งแบคที เ รี ย แกรมบวกได้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมลบ 

(Voravuthikunchai, et al., 2007) สารสกัดด้วยเอทานอลจากใบกระทุมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ 

staphylococci ท่ีแยกไดจ้ากรอยสิว โดยค่า minimal inhibitory concentration (MIC) อยู่ในช่วง 32-

1,024 µg/ml ค่า MIC50 และ MIC90 ต่อเช้ือ coagulase-positive staphylococci คือ 64 และ 512  µg/ml 

ตามล าดบั ส่วนค่า MIC50 และ MIC90 ต่อเช้ือ coagulase-negative staphylococci คือ 64 และ 256  

µg/ml ตามล าดบั และผลการทดลอง time-kill พบว่าท่ี 4MIC สามารถลดปริมาณเช้ือ staphylococci 

ลงได ้3 log จากปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ภายในเวลา 6-8 ชัว่โมง (Saising, et al., 2008) นอกจากน้ีสารสกดั

จากกระทุยงัมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Streptococcus agalactiae ท่ีแยกไดจ้ากปลานิล (Na-Phatthalung, et al., 

2013) สารสกดัจากกระทุยงัสามารถยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ในเช้ือ S. pyogenes ท่ีความเขม้ขน้ 

0.24-7.81  µg/ml นอกจากน้ียงัมีฤทธ์ิเป็น antiquorum sensing ในเช้ือ Chromobacterium violaceum 

(Limsuwan & Voravuthikunchai, 2008) และมีฤทธ์ิท่ีดีในการยบัย ั้งเช้ือ S. pyogenes ท่ีแยกไดจ้ากผู ้

ติดเช้ือชนิดน้ีท่ีทางเดินหายใจส่วนบน (Limsuwan & Voravuthikunchai, 2013) การศึกษาฤทธ์ิของ 

rhodomyrtone ท่ีแยกจากสารสกดัใบกระทุพบว่า สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียกรัมบวกได ้เช่น Bacillus 

subtilis, B. cereus, E. feacalis, S. sureus, methcillin-resistant S. aureus (MRSA), S. epidermidis,    

S. gordonii, S. mutans, S. pneumonia, S. pyogenes และ S. salivareus ซ่ึงมีค่า MIC อยู่ในช่วง  0.39- 

0.78  µg/ml ซ่ึงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งดีกว่าเม่ือเทียบกบัยา vancomycin ท่ีมีค่า MIC ท่ี 1.25  

µg/ml (Limsuwan, et al., 2009) นอกจากน้ี rhodomyrtone ยงัสามารถลดการสร้างสารสีของเช้ือ      

S. aureus (Leejae, et al., 2013) และท าใหค้วามสามารถในการรอดชีวิตของเช้ือ epidemic meticillin-

resistant S. aureus (EMRSA) และเช้ือ vancomycin-resistant enterococcal (VRE) ลดลง (Leejae, et 

al., 2013) การศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัเอทานอลจากใบกระทุต่อการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ท่ีแยกไดจ้าก

อาหารพบว่ามีค่า MIC และ minimal bactericidal concentration (MBC) อยูใ่นช่วง 16-64 และ32-256 

µg/ml ตามล าดบั ส่วนสาร rhodomyrtone มีค่า MIC และ MBC ต่อเช้ือน้ีท่ี 0.5 และ 2-8  µg/ml 

ตามล าดบั (Voravuthikunchai, et al., 2010) สารสกดัดว้ยเอทานอลจากกระทุและ rhodomyrtone ยงั

มีฤทธ์ิตา้น Propionibacterium acnes โดย MIC90 อยู่ท่ี 32 และ 0.5 µg/ml ตามล าดบั และใน
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การศึกษา time-kill สารสกดัดว้ยเอทานอลและ rhodomyrtone สามารถลดเช้ือน้ีลงได ้99% ภายใน 

72 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั (Saising & Voravuthikunchai, 2012) นอกจากน้ีสารสกดัดว้ยเมทา

นอลจากใบกระทุสามารถยบัย ั้งการผลิตไนตริกออกไซดซ่ึ์งเป็นสารส่ือกลางในการเกิดการอกัเสบได ้

(Jeong, et al., 2013) และการน า rhodomyrtone ไป formulate ใน liposome พบว่ามีฤทธ์ิดีกว่า topical 

drugs ในการตา้น S. sureus และ S. epidermidis (Chorachoo, et al., 2013) 
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วตัถุประสงค์ 

1. ศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากใบกระทุในการตา้นเช้ือก่อโรคฟันผ ุS. mutans 
2. ศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากใบกระทุต่อกลไกการก่อโรคฟันผขุองเช้ือ S. mutans 
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บทที่ 2 

วสัดุ อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

วสัดุ 

1. แบคทีเรีย 

S. mutans NPRC 801-810 (แยกไดจ้ากน ้ าลาย) 
S. mutans ATCC 25175 

2. อาหารเลีย้งเช้ือ        บริษัทผู้ผลติ 

Blood Agar (BA)       Merck   
Brain Heart Infusion Broth (BHI)      Merck 
Mueller-Hinton Agar (MHA)      Difco   

3. ยาปฏิชีวนะ        บริษัทผู้ผลติ 

Ampicillin         Oxoid 
Azithromycin         Oxoid 
Clariomycin        Oxoid  
Clindamycin         Oxoid 
Erythromycin        Oxoid 
Imepenem         Oxoid 
Penicillin         Oxoid 
Penicillin G        Oxoid  
Teicoplanin        Oxoid  
Tetracycline         Oxoid  
Vancomycin         Oxoid 
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4. สารเคม ีและส่วนประกอบในอาหารเลีย้งเช้ือ    บริษัทผู้ผลติ 

Absolute ethanol (C2H5OH)      Merck 
Chlorhexidine        Sigma-Aldrich 
Crystal violet        Sigma-Aldrich 
Dimethyl sulfoxide (DMSO)      RCI Labscan 
Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)     Merck 
Glucose         UNIVAR 
Magnesium chloride (MgCl2)      Merck 
Potassium chloride (KCl)      Merck 
Potassium hydroxide (KOH)      Merck 
Rezasurin        Sigma-Aldrich 
Sodium chloride (NaCl)       Merck 
Sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4)     Merck 
Sodium hydroxide (NaOH)      Labscan 
Sucrose         UNIVAR 
 
อุปกรณ์         บริษัทผู้ผลติ 

Autoclave        Tomy 
Balance         Sartorius 
Beaker         Pyrex 
Centrifuge        eppendorf 
Centrifuge tube        Corning 
Duran bottle        Duran 
Eppendorf        eppendorf 
Filter paper disc        Whatman 
Hot air oven        Binder   
Hot plate stirrer        Lab. Companion 
Incubator        Thermo 
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Larminar air flow cabinet      Gelman 
 

อุปกรณ์ (ต่อ)        บริษัทผู้ผลติ 

Light microscope       Olympus 
Micropipette        eppendorf 
Microplate reader        Bio-Tek  
Microtiter plate แบบ 96 well      Nunc 
Microtiter plate แบบ 6 well      Nunc 
Multichannel micropipette      Finnpipette 
Petri dish        Anumbra 
pH meter        Sartorius 
Refrigerator        Sanyo 
Scanning electron microscope      Quanta 
Spectrophotometer        Thermo 
Test tube        Pyrex 
Venier caliper        Whale 
Vortex mixer        Vortex Genie 2 
Water bath        Julabo 
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วธิีการทดลอง 

1. เช้ือ S. mutans 
ในการทดสอบใชเ้ช้ือ S. mutans ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าลายจ านวน 10 สายพนัธุ์ (NPRC 801-810) 

และ S. mutans ATCC 25175 ซ่ึงเป็นสายพนัธุม์าตรฐาน 
2. สารสกดัจากใบกระทุ 

สารสกดัดว้ยอะซิโตนและเอทานอลจากใบกระทุไดค้วามอนุเคราะห์จากสถานวิจยัความ
เป็นเลิศดา้นผลิตภณัฑธ์รรมชาติ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
โดยละลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) เก็บไวท่ี้ -20๐C 
3.  การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุต่อการต้านเช้ือ S. mutans โดยวิธี disc diffusion 

(CLSI, 2009) 
3.1 การเตรียมเช้ือ 

  เล้ียงเช้ือบนอาหาร blood agar (BA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24-48 ชัว่โมง 
เลือกเช้ือมา 3-5 colony เล้ียงในอาหาร brain heart infusion broth (BHI) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% 
CO2 นาน 16-18 ชัว่โมง ปรับความขุ่นให้ไดเ้ท่ากบั McFarland no. 0.5 ดว้ย 0.85% normal saline 
solution (0.85% NSS) จะมีเช้ือประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml 

3.2 การเตรียมสารสกดั 
  ละลายสารสกดัใน DMSO ให้มีความเขม้ขน้ 250 mg/ml หยดสารสกดั 10 µl ลงบนแผ่น 
disc ปราศจากเช้ือ ท้ิงไวใ้หแ้หง้ จะไดส้ารสกดัความเขม้ขน้ 2.5 mg/disc 

3.3 การทดสอบ 
            ใช ้cotton swab จุ่มเช้ือจากขอ้ 3.1 น ามาเกล่ียใหท้ัว่ผวิหน้าอาหาร Mueller-Hinton agar ผสม 
5% เลือด วางแผ่นยามาตรฐาน ได้แก่  penicillin, ampicillin, clindamycin, erythromycin, 
tetracycline, vancomycin, teicoplanin, imepenem, clariomycin และ azithromycin และแผ่นสาร
สกดั โดยแต่ละแผน่ห่างกนัประมาณ 15-20 mm และห่างจากขอบจานเล้ียงเช้ือประมาณ 15 mm บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีม ี5% CO2 นาน 24 ชัว่โมง 
 ใชเ้ช้ือสายพนัธุ์มาตรฐาน S. mutans ATCC 25175 ทดสอบกบัยาปฏิชีวนะเพื่อใช้เป็น 
control และแผน่ disc ท่ีมี DMSO เป็น negative control 

3.4 การอ่านผล 
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            วดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของวงใส (inhibition zone) โดยใช ้vernier caliper ส าหรับการ
ทดสอบกับแผ่นยามาตรฐานน าค่าท่ีได้เปรียบเทียบกับตารางมาตรฐาน CLSI ซ่ึงจะแสดงผล 3 
ลกัษณะ ดงัน้ี 
 Susceptible (S)   เช้ือมีความไวต่อยาท่ีใชท้ดสอบ 
 Intermediate (I)  เช้ือมีความไวปานกลางต่อยาท่ีใชท้ดสอบ 
 Resistant (R)  เช้ือด้ือยาท่ีใชท้ดสอบ 

4.  การทดสอบหาค่า MIC และ MBC โดยวธิี broth microdilution (CLSI, 2009) 
             4.1 การเตรียมเช้ือ 
            เล้ียงเช้ือบนอาหาร BA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24-48 ชัว่โมง เลือกเช้ือมา 3-5 
colony เล้ียงในอาหาร BHI บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีม ี5% CO2 นาน 16-18 ชัว่โมง ปรับความขุ่นให้ได้
เท่ากบั McFarland no. 0.5 หลงัจากนั้นน าไปเจือจางให้มีเช้ือประมาณ 1.0 x 106 CFU/ml ดว้ย BHI 
broth 

4.2  การเตรียมสารสกดั 
            เตรียมสารสกดัจาก stock solution ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้เป็น 10 เท่า ของความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี
ต้องการ โดยการน าสารสกัดมาละลายด้วยตัวท าละลาย DMSO ส่วนยา penicillin G และ 
chlorhexidine ละลายกบัน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ 

4.3 การทดสอบหาค่า MIC 
ท าการเจือจางสารสกดัแบบล าดบัสองกบั 10% DMSO ให้มีความเขม้ขน้ 1,024-0.5 µg/ml 

ใน microtiter plate แบบ 96 หลุม ใหม้ีปริมาตรหลุมละ 20 µl ดูด BHI broth ใส่หลุมละ 80 µl ดูดเช้ือ
จากขอ้ 4.1 ใส่ลงในแต่ละหลุม หลุมละ 100 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนับ่มท่ีสภาวะเดียวกนันาน 24 ชัว่โมง  
            การอ่านผล บันทึกความเข้มข้นต ่าสุดของสารสกัด ท่ีเช้ือแบคทีเรียไม่สามารถเปล่ียนสี 
resazurin (สีน ้ าเงิน) เป็น resorufin (สีชมพ)ู 

       ในการทดสอบหาค่า MIC positive control จะเป็นยา penicillin G และ chlorhexidine ส่วน 
negative control จะเป็น 1% DMSO กบัเช้ือแบคทีเรีย 

4.4 การทดสอบหาค่า MBC 
ดูดเช้ือจากทุกหลุมท่ีไม่เปล่ียนสี resazurin จากการทดสอบหาค่า MIC มา 10 µl หยดลงบน

อาหาร BA น าไปบ่มท่ีสภาวะเดียวกนั 
  การอ่านผล บนัทึกความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดั ท่ีเช้ือแบคทีเรียไม่สามารถเจริญไดเ้ป็นค่า 

MBC 
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  หาค่า MIC50 และ MIC90 ของสารสกดั, rhodomyrtone, chlorhexidine และ penicillin G ซ่ึง 
MIC50 คือความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือได ้50% ของจ านวนสายพนัธุ์ท่ีทดสอบ และ MIC90 
คือความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือได ้90% ของจ านวนสายพนัธุท่ี์ทดสอบ 
5.  การทดสอบฤทธิ์การฆ่าเช้ือของสารสกดัจากใบกระทุโดยวธิี Time-Kill Study (Lorian, 1991) 

 5.1 การเตรียมเช้ือ 
   เตรียมเช้ือเช่นเดียวกนักบัขอ้ 4.1 
  5.2 การเตรียมสารสกดั 
  เตรียมสารสกดัเพื่อให้ไดค้วามเข้มขน้เป็น 10 เท่าของความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีตอ้งการ คือ 

1/2MIC, MIC, 2MIC และ 4MIC  
5.3 การทดสอบ 
ดูดสารสกดัแต่ละความเขม้ขน้ 500 µl ใส่ในหลอดทดลองท่ีมี BHI broth อยู่ 2 ml เติมเช้ือ

จากขอ้ 5.1 ปริมาตร 2.5 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นบัจ านวนโคโลนีท่ีเวลา 0, 4, 8, 12, 16, 
20 และ 24 ชัว่โมง โดยเม่ือครบก าหนดเวลาจะดูดมาเจือจางในอตัราส่วน 1:10 กบั 0.85% NSS ท า
การ drop plate ลงบนอาหาร BA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24-48 ชัว่โมง และใช ้
chlorhexidine เป็น positive control 

5.4 การวิเคราะห์ผล 
            นบัจ  านวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึนในช่วง 5-25 โคโลนี เขียนกราฟระหว่าง log จ  านวนโคโลนีกบั
เวลา  
6. การคัดเลือกสายพันธ์ุของเช้ือ S. mutans ที่สร้าง biofilm (Stepanović, et al., 2000, Merritt, et 

al., 2005) 
6.1 การเตรียมเช้ือ 

            เล้ียงเช้ือบนอาหาร BA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24-48 ชัว่โมง เลือกเช้ือมา 3-5 
colony เล้ียงในอาหาร BHI ท่ีเติม 0.25% sucrose (SBHI) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24 
ชัว่โมง ปรับความขุ่นใหไ้ดเ้ท่ากบั McFarland no. 0.5 หลงัจากนั้นน าไปเจือจางใหมี้เช้ือประมาณ 1.0 
x 106 CFU/ml ดว้ย SBHI broth 

6.2 การทดสอบ 
 ดูดเช้ือจากขอ้ 6.1 มา 100 µl ใส่ลงใน 96- well microtiter plate ท่ีมี SBHI หลุมละ 100 µl 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24 ชัว่โมง ลา้งเซลลด์ว้ย  200 µl phosphate buffer solution 
(PBS pH 7.2) 2 คร้ัง เขยา่ microtiter plate เพ่ือเอาแบคทีเรียท่ีไม่มีการเกาะติดออก ตั้งท้ิงไวใ้ห้แห้งท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง เติม 1% crystal violet 200 µl ท้ิงไว ้30 นาที ลา้งออกดว้ยน ้ า 4 คร้ังและท้ิงไว้
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ใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง น าไปเติม DMSO 200 µl ท้ิงไว ้1 คืน วดัค่าการดูดกลืนแสง (optical 
density: OD) ท่ี 590 nm ใช ้SBHI เป็น negative control 

6.3 การวิเคราะห์ผล 
พิจารณาความสามารถในการสร้าง biofilm ของเช้ือแต่ละสายพนัธุจ์ากความสามารถในการ

เกาะติดของเช้ือ (adherent capability) โดยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของเช้ือแต่ละสายพนัธุ ์
(OD) กบัค่าการดูดกลืนแสงของ negative control (ODC) ซ่ึงแบ่งเป็น 4 ระดบั คือ 

1. OD < ODC  ไม่มีการเกาะติด (non-adherent) 
2. ODC < OD ≤ 2ODC การเกาะติดนอ้ย (weakly adherent) 
3. 2ODC < OD ≤ 4ODC การเกาะติดปานกลาง (moderately adherent) 
4. 4ODC < OD  การเกาะติดมาก (strongly adherent) 

7. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากใบกระทุต่อการสร้าง biofilm ของเช้ือ S. mutans (Yanti, et al., 
2009) 
 7.1 การเตรียมเช้ือ 
              เตรียมเช้ือเหมือนขอ้ 6.1 

7.2 การเตรียมสารสกดั 
เตรียมสารสกดัจาก stock solution เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเป็น 10 เท่าของความเข้มข้น

สุดทา้ยท่ีตอ้งการ คือ 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC และ 1/16MIC 
7.3 การทดสอบ 
ท าการเจือจางสารสกดัแบบล าดบัสองกบั 10% DMSO ใน microtiter plate แบบ 96 หลุม ให้

มีปริมาตรหลุมละ 20 µl ดูด SBHI ใส่หลุมละ 80 µl และเช้ือจากขอ้ 7.1 ลงไป 100 µl บ่มท่ีสภาวะ
เดียวกนั นาน 24 ชัว่โมง น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 nm เพื่อวดัการเจริญเติบโต หลงัจากนั้น
ลา้งเซลลด์ว้ย 200 µl PBS 2 คร้ัง เขยา่ microtiter plate เพ่ือเอาแบคทีเรียท่ีไม่มีการเกาะติดออก ตั้งท้ิง
ไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง เติม 1% crystal violet 200 µl ท้ิงไว ้30 นาที ลา้งออกดว้ยน ้ าและ
ท้ิงไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง น าไปเติม DMSO 200 µl เขย่าเบาๆ วดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 
590 nm เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงมี 1% DMSO แทนสารสกัด และใช ้chlorhexidine เป็น 
positive control  

7.4 การวิเคราะห์ผล 
วิเคราะห์ความแตกต่างของการสร้าง biofilm ของเช้ือแบคทีเรียเม่ือทดสอบกบัสารสกดัท่ี

ความเขม้ขน้ต่าง ๆ กบัชุดควบคุมโดยใช ้one-way ANOVA (P<0.05) 
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8. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากใบกระทุต่อเช้ือ S. mutans ที่อยู่ภายใน biofilm (Saising, et al., 
2011) 
 8.1 การเตรียมเช้ือ 
             เตรียมเช้ือเหมือนขอ้ 6.1 

8.2 การเตรียมสารสกดั 
เตรียมสารสกดัจาก stock solution เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเป็น 10 เท่าของความเข้มข้น

สุดทา้ยท่ีตอ้งการ คือ MIC, 2MIC, 4MIC, 8MIC, 16MIC, 32MIC และ 64MIC 
 8.3 การทดสอบ 

ดูดเช้ือจากขอ้ 8.1 มา 100 µl ใส่ลงใน microtiter plate ท่ีมี SBHI อยู่ 100 µl บ่มท่ีสภาวะ
เดียวกนั นาน 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เช้ือสร้าง biofilm หลงัจากครบก าหนดเวลาเอาอาหารเล้ียงเช้ือออก 
ลา้งดว้ย PBS 2 คร้ัง เติมอาหารเล้ียงเช้ือ 180 µl และสารสกดัในแต่ละความเขม้ขน้หลุมละ 20 µl บ่ม
ท่ีสภาวะเดียวกนั นาน 24 ชัว่โมง ลา้งดว้ย PBS 2 คร้ัง เติม SBHI หลุมละ 200 µl และเติม 0.25% 
rezasurin หลุมละ 20 µl น าไปบ่ม 1-2 ชัว่โมง และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD 570 nm และ 
600 nm ท าการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมซ่ึงมี 1% DMSO แทนสารสกดั และใช ้
chlorhexidine เป็น positive control  

 8.4 การวิเคราะห์ผล 
วิเคราะห์ความแตกต่างของปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิตรอดภายใน biofilm เมื่อทดสอบกบัสารสกดั

ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กบัชุดควบคุมโดยใช ้one-way ANOVA (P<0.05) 
8.5 การดูลกัษณะของเช้ือท่ีอยูภ่ายใน biofilm บนผวิแกว้โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscopy: SEM)  

การทดสอบ 

ดูดเช้ือใส่ใน microtiter plate แบบ 6 หลุมท่ีมีแผ่นแก้วอยู่ในหลุม เพ่ือให้เช้ือสร้าง 
biofilm บน แผน่แกว้ เติมอาหาร SBHI น าไปบ่มท่ีสภาวะเดียวกนันาน 24 ชัว่โมง หลงัจากบ่มลา้ง
ดว้ย PBS 2 คร้ัง เติมสารสกดัแต่ละความเขม้ขน้และเติมอาหารลงไป บ่มท่ีสภาวะเดียวกนั นาน 24 
ชัว่โมง น า disc มาลา้งดว้ย PBS 3 คร้ัง fix ดว้ย 2% glutaraldehyde ใน PBS นาน 2 ชัว่โมง ลา้งดว้ย 
PBS และ post-fixed ใน 4% osmium tetroxide ใน PBS นาน 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นลา้งดว้ยน ้ ากลัน่
ปราศจากเช้ือ น าตวัอย่างไปเอาน ้ าออก (dehydrate) ดว้ย ethanol ความเขม้ขน้แตกต่างกนั (50–100 
%) ติดบน aluminium ท าใหแ้หง้ และ coat ดว้ยทองค า จากนั้นน าตวัอยา่งไปดูภายใตก้ลอ้ง SEM 
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9. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกระทุต่อการสร้างกรดของเช้ือ S. mutans (Song, et al., 
2006) 

9.1 การคดัเลือกสายพนัธุข์องเช้ือ S. mutans ท่ีสร้างกรดมากท่ีสุด 
 เล้ียงเช้ือบนอาหาร BA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24-48 ชัว่โมง เลือกเช้ือมา 3-

5 colony เล้ียงในอาหาร SBHI บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีม ี5% CO2 นาน 24 ชัว่โมง น ามาวดัค่า pH ดว้ย 
pH meter 

9.2 การเตรียมเช้ือ 
 เล้ียงเช้ือบนอาหาร BA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24-48 ชัว่โมง เลือกเช้ือมา 3-

5 colony เล้ียงในอาหาร BHI บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 12 ชัว่โมง (log phase) ท าการ
เก็บเซลล์ โดยการน าไปหมุนเหวี่ยง (4,000 x g นาน 5 นาที) น าเซลลท่ี์ไดล้า้งดว้ย 2 mM salt 
solution ท่ีมี 150 mM potassium chloride (KCl) และ 5 mM magnesium chloride (MgCl2) น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD 550 nm ใหม้ีค่า OD = 1.22 

9.3 การเตรียมสารสกดั 
เตรียมสารสกดัจาก stock solution เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเป็น 10 เท่าของความเข้มข้น

สุดทา้ยท่ีตอ้งการ คือ MIC, 2MIC, 4MIC และ 8MIC 
9.4 การทดสอบ 
น าเซลลแ์บคทีเรียท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 9.1 มา 1 ml ผสมกบัสารสกดัแต่ละความเขม้ขน้ปริมาณ 

1 ml และเติม 2% glucose  2 ml เติม 0.01 M potassium hydroxide (KOH) เพื่อปรับให้ pH เท่ากบั 
7.2-7.4 ปฏิกิริยาจะเร่ิมตั้งแต่มีการผสมสารสกดัและ glucose จึงติดตามการลดลงของกรดโดยใช ้pH 
meter ภายในช่วงเวลา 30 นาที และใช ้chlorhexidine เป็น positive control  

9.4 การวิเคราะห์ผล 
วิเคราะห์ค่า pH ท่ีแตกต่างกนัในแต่ละช่วงเวลาเวลาเมื่อทดสอบกบัสารสกดัท่ีความเขม้ขน้

ต่าง ๆ กบัชุดควบคุมโดยใช ้one-way ANOVA (P<0.05) 
9.5 การนบัจ านวนเช้ือ 

       นับจ านวนเช้ือหลังจากเติมสารเพ่ือดูว่าสารมีผลในการฆ่าเช้ือด้วยหรือไม่ โดยนับ
จ านวนโคโลนีท่ีเวลา 0 และ 30 นาที เมื่อครบก าหนดเวลาจะดูดมาเจือจางในอตัราส่วน 1:10 กบั 
0.85% NSS ท าการ drop plate ลงบนอาหาร BA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C ท่ีมี 5% CO2 นาน 24-48 ชัว่โมง 
และใช ้chlorhexidine เป็น positive control 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

1. ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากใบกระทุต่อการต้านเช้ือ S. mutans โดยวธิี disc diffusion  

 จากการทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองตน้ของสารสกดัจากใบกระทุในการตา้นเช้ือ S. mutans (Table 1) 

พบว่าสารสกดัดว้ยเอทาอลและอะซิโตนมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ 80 % และ 90 % ตามล าดบั โดยมีขนาดเส้น

ผ่านศูนยก์ลางของ inhibition zone ระหว่าง 7-14 mm และเมื่อทดสอบกับสายพนัธุ์มาตรฐาน           

S. mutans ATCC 25175 ขนาดของ inhibition zone มีค่าเท่ากบั 11.6 และ 10 mm ตามล าดบั และจาก

การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรียพบว่า ทุกสายพนัธุไ์วต่อยาปฏิชีวนะทุกชนิดท่ี

ใชท้ดสอบ 

Table 1: Inhibitory effects of Rhodomyrtus tomentosa leaf extract on Streptococcus mutans 
isolates (n=10) by agar disc diffusion method 

Range of the zone          Numbers of isolates (%) 
of inhibition (mm)    Ethanol extract   Acetone extract 

≤ 6     2 (20)     1 (10) 
7-10     7 (70)    8 (80) 
11-14     1 (10)    1 (10) 

S. mutans ATCC 25175: Inhibition zone were 11.6 and 10.0 mm, respectively. 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as negative control. 
Diameter of paper disk is 6 mm. 
100% of the isolates were susceptible to test antibiotics. 
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2. ผลการทดสอบหาค่า MIC และ MBC โดยวธิี broth microdilution 

     จากการทดสอบหาค่า MIC ของสารสกดัจากใบกระทุ (Table 2) พบว่าสารสกดัดว้ยเอทา
นอลใหค่้า MIC อยูใ่นช่วง 32->1,024 µg/ml และสารสกดัดว้ยอะซิโตนให้ค่า MIC อยู่ในช่วง 16-64 
µg/ml โดยสารสกดัดว้ยเอทานอลมีค่า MIC50 และ MIC90 เท่ากับ 128 µg/ml และ 1,024 µg/ml 
ตามล าดบั ส่วนสารสกดัดว้ยอะซิโตน, chlorhexidine และยา penicillin G มีค่า MIC50 และ MIC90 
เท่ากนั คือ 32 µg/ml, 0.5 µg/ml และ 0.0156 µg/ml ตามล าดบั ส าหรับ S. mutans ATCC 25175 ค่า 
MIC ของสารสกดัทั้งสองชนิด chlorhexidine และ penicillin G มีค่าเท่ากบั 64, 32, 0.5 และ 0.0156 
µg/ml ตามล าดบั

  

 

Table 2: The minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration 
(MBC) of the extract from Rhodomyrtus tomentosa against clinical isolates of Streptococcus 
mutans (n=10) 

Antibacterial        Clinical isolates of    MIC range           MBC range        MIC/MBC of 
agents                          S. mutans      (µg/ml)       (µg/ml)        S. mutans 

            MIC50          MIC90                        ATCC 25175 
           (µg/ml)        (µg/ml)                                                               (µg/ml) 

Ethanol extract        128              1,024    32->1,024            128->1,024            64/256 
Acetone extract          32              32    16-64                   32-256        32/64 
Chlorhexidine            0.5              0.5             0.25-1                  0.5-2                      0.5/1 
Penicillin G               0.0156         0.0156       0.0156-0.0156     0.0156-0.0312      0.0156-0.0156 

 

MIC50 = Minimum Inhibitory Concentration required to inhibit the growth of 50% of organisms. 
MIC90 = Minimum Inhibitory Concentration required to inhibit the growth of 90% of organisms. 
 
 

 

 

 



 

 29 

 

 

3. ผลการทดสอบฤทธิ์ในการฆ่าเช้ือของสารสกดัจากใบกระทุโดยวธิี Time-Kill Study 
จากการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากใบกระทุต่อเช้ือ S. mutans จ  านวน 4 สายพนัธุ์ และ        

S. mutans ATCC 25175 โดยวิธี Time-kill study พบว่าสกดัด้วยเอทานอลท่ีความเขม้ขน้ 4MIC 
สามารถลดเช้ือทั้ง 4 สายพนัธุ ์(Figure 11a-14a) ลงไดอ้ยา่งนอ้ย 2 log เม่ือเทียบกบัเวลาเร่ิมตน้ภายใน
เวลา 24 ชัว่โมง และให้ผลเช่นเดียวกนัเม่ือทดสอบดว้ยสารสกดัดว้ยอะซิโตนในสายพนัธุ์ NPRC 
806 และ NPRC 810 (Figure 3b และ 4b) ยกเวน้สายพนัธุ์ NPRC 801 และ NPRC 803 (Figure 11b 
และ 12b) ท่ีความเขม้ขน้ 2MIC และ 4MIC สารสกดัดว้ยอะซิโตนสามารถลดเช้ือลงไดอ้ย่างน้อย 2 
log ภายในเวลา 20-24 ชัว่โมง ส่วน chlorhexidine ท่ีความเขม้ขน้ 2MIC และ 4MIC สารสามารถลด
เช้ือสายพนัธุ์ NPRC 801, NPRC 803 และ NPRC 810 (Figure 11c, 12c และ 14c) ลงไดอ้ย่างน้อย 2 
log ภายใน 12 ชัว่โมง ยกเวน้สายพนัธุ์ NPRC 806 chlorhexidine ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัสามารถลด
เช้ือลงไดอ้ยา่งนอ้ย 2 log ภายในเวลา 20-24 ชัว่โมง  

ผลของสารสกดัจากใบกระทุต่อเช้ือ S. mutans ATCC 25175 พบว่าสารสกดัดว้ยเอทานอล 
(Figure 15a) ท่ีความเขม้ขน้ 4MIC สามารถลดเช้ือลงไดอ้ย่างน้อย 2 log ภายในเวลา 20-24 ชัว่โมง 
เม่ือเทียบกบัเวลาเร่ิมตน้ ส่วนสารสกดัดว้ยอะซิโตนท่ีความเขม้ขน้ 2MIC และ 4MIC สามารถลดเช้ือ
ลงไดอ้ย่างน้อย 2 log ภายในเวลา 16-24 ชัว่โมง ส าหรับ chlorhexidine ท่ีความเขม้ขน้ 2MIC และ 
4MIC สารสามารถลดเช้ือลงไดอ้ยา่งนอ้ย 2 log ภายในเวลา 16 ชัว่โมง และ 8 ชัว่โมง ตามล าดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Time-kill curves of Streptococcus mutans NPRC 801 after treatment with ethanol 
extract, MIC= 128 µg/ml (a), acetone extract, MIC = 32 µg/ml (b), from Rhodomyrtus tomentosa, 
and chlorhexidine, MIC = 0.5 µg/ml (c). 1/2MIC (♦), MIC (▲), 2MIC (●), 4MIC (■), and 
control (□). 
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Figure 12: Time-kill curves of Streptococcus mutans NPRC 803 after treatment with ethanol 
extract, MIC= 32 µg/ml (a), acetone extract, MIC = 16 µg/ml (b), from Rhodomyrtus tomentosa, 
and chlorhexidine, MIC = 0.5 µg/ml (c). 1/2MIC (♦), MIC (▲), 2MIC (●), 4MIC (■), and 
control (□).  
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Figure 13: Time-kill curves of Streptococcus mutans NPRC 806 after treatment with ethanol 
extract, MIC= 64 µg/ml (a), acetone extract, MIC = 16 µg/ml (b), from Rhodomyrtus tomentosa, 
and chlorhexidine, MIC = 0.5 µg/ml (c). 1/2MIC (♦), MIC (▲), 2MIC (●), 4MIC (■), and 
control (□).  
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Figure 14: Time-kill curves of Streptococcus mutans NPRC 810 after treatment with ethanol 
extract, MIC= 64 µg/ml (a), acetone extract, MIC = 16 µg/ml (b), from Rhodomyrtus tomentosa, 
and chlorhexidine, MIC = 0.5 µg/ml (c). 1/2MIC (♦), MIC (▲), 2MIC (●), 4MIC (■), and 
control (□).  
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Figure 15: Time-kill curves of Streptococcus mutans ATCC 25175 after treatment with ethanol 
extract, MIC= 64 µg/ml (a), acetone extract, MIC = 32 µg/ml (b), from Rhodomyrtus tomentosa, 
and chlorhexidine, MIC = 0.5 µg/ml (c). 1/2MIC (♦), MIC (▲), 2MIC (●), 4MIC (■), and 
control (□). 
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4. ผลการคดัเลอืกสายพนัธ์ุของเช้ือ S. mutans ที่สร้าง biofilm 
จากการทดสอบหาเช้ือท่ีสามารถสร้าง biofilm ได ้จากเช้ือ S. mutans จ  านวน 10 สายพนัธุ ์

(Table 3) โดยแบ่งเช้ือเป็น 4 กลุ่มตามระดบัการเกาะติด คือ ไม่มีการเกาะติด เกาะติดน้อย เกาะติด
ปานกลาง และเกาะติดมาก พบว่าทุกสายพนัธุ์สร้าง biofilm อยู่ในระดบัการเกาะติดมาก (100%) 
ส่วน S. mutans ATCC 25175 มีระดบัการเกาะติดนอ้ย (Figure 16) 
Table 3: Adherence of Streptococcus mutans isolates (n=10) in the microtiter plate by crystal 
violet staining of potential biofilms and measuring absorbance at 590 nm. 
Classified          Isolates (%) 
non-adherent          0 (0) 
weakly adherent         0 (0) 
moderately adherent        0 (0) 
strongly adherent        10 (100%) 

 

 
Figure 16: Screening for biofilm formation of Streptococcus mutans isolates (NPRC 801-810) to 
96-well microtiter plate by crystal violet staining of potential biofilms and measuring absorbance 
at 590 nm. 
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5. ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากใบกระทุต่อการสร้าง biofilm ของเช้ือ S. mutans 
จากการคดัเลือกเช้ือ S. mutans ท่ีสามารถสร้าง biofilm ได ้พบว่าเช้ือทุกสายพนัธุ์สามารถ

สร้าง biofilm ในระดบัท่ีมีการเกาะติดสูง (strongly adherent) จึงน าทั้ง 10 สายพนัธุ์ มาทดสอบฤทธ์ิ
ของสารสกัดจากใบกระทุท่ีความเข้มข้น 1/2MIC, 1/4MIC, 1/8MIC และ 1/16MIC ต่อการ
เจริญเติบโต (Table 4) และการสร้าง biofilm (Table 5) 

จากการทดลองพบว่าสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 1/2MIC มีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
อย่างมีนัยส าคญัเมื่อเทียบกบัชุดควบคุม (P<0.05) จ  านวน 9 สายพนัธุ์ รวมทั้งสายพนัธุ์มาตรฐาน      
S. mutans ATCC 25175 ยกเวน้สายพนัธุ์ NPRC 808 ส่วนท่ีความเขม้ขน้ 1/4MIC มีผลยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ 2 สายพนัธุ์ คือ NPRC 801 และ NPRC 804 ส าหรับ chlorhexidine ท่ีความเขม้ขน้ 
1/2MIC สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือไดจ้  านวน 4 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ NPRC 801, NPRC 802, 
NPRC 805 และ NPRC 807 รวมทั้งสายพนัธุ์มาตรฐานดว้ย ดงันั้นท่ีความเขม้ขน้ท่ีมีการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือ จะไม่ใชท้ดสอบดูผลการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของสารทั้ง 2 ชนิด 

ผลการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของสารสกัดด้วยอะซิโตนจากใบกระทุ พบว่าสารสกัด
สามารถยบัย ั้งการสร้าง biofilm อย่างมีนัยส าคญัเมื่อเทียบกบัชุดควบคุมไดทุ้กสายพนัธุ์รวมทั้งสาย
พนัธุม์าตรฐาน ในขณะเดียวกนั chlorhexidine สามารถยบัย ั้งการสร้าง biofilm ไดอ้ย่างมีนัยส าคญั
เพียง 5 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ NPRC 801, NPRC 803, NPRC 805, NPRC 807 และ NPRC 810 รวมทั้งสาย
พนัธุม์าตรฐาน (Table 5) 
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Table 4: Effects of sub-inhibitory concentrat ions of acetone extract from Rhodomyrtus  
tomentosa and chlorhexidine on the growth of Streptococcus mutans at 24 h. The bacterial 
growth was quantif ied by measuring absorbance  at 600 nm. The results showed a  
signif icant difference  between the tests and the control (*P < 0.05). 

Isolates  Agents               Growth (%) 
1/2MIC  1/4MIC  1/8MIC  1/16MIC 

NPRC 801 A 51.7±7.0* 73.6±12.0* 87.1±13.2 106.0±7.1 
C 65.9±4.3* 81.9±2.7  84.4±4.4  87.3±4.2 

NPRC 802 A 70.0±2.5* 93.2±11.2 90.8±8.9  98.1±7.3 
C 77.2±7.8* 87.6±13.7 86.3±11.9 90.9±9.3 

NPRC 803 A 66.8±2.5* 90.7±11.8 93.2±3.5  96.8±0.9 
C 85.5±13.4 94.0±6.8  91.8±13.1 97.1±4.7 

NPRC 804 A  67.9±5.6* 74.9±11.2* 93.1±11.1 105.8±5.6 
C 85.7±3.3  91.7±3.8  91.8±4.1  95.7±6.1 

NPRC 805 A  57.9±9.4* 85.4±5.1  89.6±11.3 93.8±2.3 
   C 75.7±6.0* 83.6±9.1  85.1±5.0  94.4±8.8 

NPRC 806 A 47.4±10.9* 83.6±0.9  101.0±5.5 107.1±6.3 
C 87.5±9.0  85.2±10.1 90.5±4.8  93.5±4.9 

NPRC 807 A 46.8±2.4* 81.4±11.3 91.9±9.1  105.2±4.7 
C 72.9±0.5* 89.4±4.2  86.4±5.4  89.2±9.4 

NPRC 808 A 82.0±6.5  89.7±9.8  97.7±11.4 96.6±8.7 
C 91.4±12.7 93.4±7.1  91.7±10.3 103.0±4.8 

NPRC 809 A 29.5±5.2* 85.6±10.1 93.3±13.8 100.1±3.7 
C 95.6±10.7 91.9±0.9  90.5±2.5  96.9±5.1 

NPRC 810 A 36.8±1.4* 88.3±8.2  83.0±8.6  91.6±5.3 
C 94.2±3.7  97.1±9.2  95.2±8.2  104.6±6.6 

ATCC 25175 A 65.5±7.9* 84.4±6.9  93.4±5.2  102.1±3.5 
C 45.9±2.9* 91.2±7.3  89.9±6.8  101.5±3.7 

A, acetone extract; C, chlorhexidine 
NPRC 802, 803, 806 and 810: MIC value=16 µg/ml 
ATCC 25175, NPRC 801, 804, 807, 808 and 809: MICvalue=32 µg/ml  
NPRC 805: MIC value=64 µg/ml 
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Table 5: Effects of  sub-inhibitory concentrations of acetone extract from Rhodomyrtus  
tomentosa and chlorhexidine on the biofilm formation by Streptococcus mutans at 24 h. 
The biofilm formation was quantif ied  by crystal violet staining and measuring   
absorbance at 590 nm. The results showed a significant difference between the tests and 
the control (*P < 0.05). 

Isolates  Agents      Biofilm formation (%) 
1/2MIC  1/4MIC  1/8MIC  1/16MIC 

NPRC 801 A 66.1±5.2* 75.6±11.5* 75.1±12.7* 89.9±10.4 
C 77.7±13.6* 75.8±5.4* 83.3±7.2  84.1±9.3 

NPRC 802 A 69.6±2.5* 77.3±10.3* 77.9±8.1* 84.0±4.4 
C 78.2±8.4* 92.6±7.3  91.4±11.1 100.3±4.3 

NPRC 803 A 70.4±1.8* 71.6±6.9* 86.4±5.8  86.4±2.0 
C 78.7±3.8* 81.6±9.8  81.5±12.6 87.9±5.0 

NPRC 804 A 57.6±4.9* 72.1±2.6* 78.6±0.4* 83.6±2.4 
C 86.2±4.8  85.6±3.8  90.8±9.7  89.0±7.7 

NPRC 805 A 65.8±8.8* 71.8±7.9* 77.8±2.1* 82.2±8.5 
C 74.1±8.0* 79.8±4.5* 83.9±4.3  84.1±6.5 

NPRC 806 A 63.8±13.1* 73.2±7.7* 80.1±5.0* 82.0±2.3 
C 82.1±10.0 81.3±12.8 82.2±6.6  84.8±13.7 

NPRC 807 A 58.8±10.7* 76.9±2.5* 83.0±2.9  85.6±5.2 
C 48.6±6.4* 76.4±0.5* 88.2±4.2  92.1±10.7 

NPRC 808 A 61.1±10.3* 72.5±8.4* 83.2±5.8  89.0±1.5 
C 82.4±0.4  91.9±6.1  91.5±5.0  97.6±7.8 

NPRC 809 A 20.3±5.7* 60.6±10.7* 76.8±4.4* 87.9±12.5 
   C 84.8±9.2  86.1±3.5  87.4±5.1  91.1±1.8 

NPRC 810 A 59.6±3.9* 70.3±8.5* 89.1±6.5  97.9±10.7 
   C 71.3±7.1* 71.6±5.9* 71.7±5.2* 76.2±7.2*  

ATCC 25175 A 29.9±0.1* 57.2±1.5* 66.7±2.2* 74.8±1.5* 
C 25.1±0.5* 39.2±3.0* 46.3±2.2* 47.8±2.9* 

           A, acetone extract; C, chlorhexidine 
NPRC 802, 803, 806 and 810: MIC value=16 µg/ml 
ATCC 25175, NPRC 801, 804, 807, 808 and 809: MICvalue-32 µg/ml  
NPRC 805: MIC value-64 µg/ml 
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6. ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากใบกระทุต่อ biofilm ของเช้ือ S. mutans  
จากการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยอะซิโตนจากใบกระทุต่อเช้ือ S. mutans ท่ีอยู่ภายใน 

biofilm อาย ุ24 ชัว่โมง (Table 6) พบว่าเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัเพ่ิมข้ึน เช้ือท่ีอยูภ่ายใน biofilm 
จะมีเปอร์เซ็นการรอดชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคญัเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (P<0.05) โดยสารสกัด
สามารถลดเปอร์เซ็นการรอดชีวิตของเช้ือไดทุ้กสายพนัธุ์ รวมทั้งสายพนัธุ์มาตรฐาน S. mutans 
ATCC 25175 และยงัพบว่าสารสกดัทุกความเขม้ขน้ (MIC-64MIC) สามารถลดการรอดชีวิตของเช้ือ
ได ้8 สายพนัธุ ์ยกเวน้สายพนัธุ์ NPRC 807 และ NPRC 810 โดยเฉพาะสายพนัธุ์ NPRC 807 มีเพียง
ความเขม้ขน้ท่ี 32MIC และ 64MIC ท่ีเช้ือมีเปอร์เซ็นการรอดชีวิตลดลง ส่วน chlorhexidine ส่วน
ใหญ่มีเพียงความเขม้ขน้ท่ี 64 MIC เท่านั้นท่ีมีผลใหมี้เปอร์เซ็นการรอดชีวิตลดลงอยา่งมีนัยส าคญัใน
ทุกสายพนัธุ ์ 

6.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากใบกระทุต่อ biofilm ของเช้ือ S. mutans ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด 

โครงสร้าง biofilm ของเช้ือ S mutans NPRC 804 อาย ุ24 ชัว่โมง เม่ือถูกใส่สารสกดัดว้ยอะ
ซิโตนจากใบกระทุ (Figure 17c, 17d) ท่ีความเขม้ขน้ 64MIC สังเกตเห็นว่าปริมาณเช้ือลดลงเม่ือ
เทียบกบัชุดควบคุม (Figure 17a, 17b) ซ่ึงจะเห็นว่าในชุดควบคุมมีกลูแคนท่ีท าให้เช้ือเกาะติดเป็น
จ านวนมากและมีความหนา โดยกลูแคนจะถูกท าลายลงเมื่อ biofilm ถูกใส่ chlorhexidine (Figure 
17e, 17f) และสารสกดั เป็นผลใหเ้ช้ือท่ีเกาะติดอยูห่ลุดออกไปดว้ย 
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Table 6: Effects of acetone extract from Rhodomyrtus tomentosa (MIC=16-64 µg/ml) and chlorhexidine (MIC=0.25-0.5 µg/ml) on 24 h old biofilm of  

Streptococcus mutans (n=10). The biofilm was quantified by rezasurin and measuring absorbance at 570 and 600 nm. The results showed a significant  

difference between the tests and the control (*P < 0.05). 

Isolates  Agents       viability (%) 

   

  MIC      2MIC               4MIC       8MIC  16MIC  32MIC  64MIC   

 

NPRC 801 A 74.2±6.2* 73.0±11.9* 67.0±7.8* 54.6±12.8* 50.3±6.9* 40.2±3.9* 38.8±2.9* 

   C 99.4±5.7  99.7±7.3  100.9±6.2 100.3±10.2 100.7±9.3 100.7±5.5 47.5±6.8* 

NPRC 802 A 58.2±2.5* 50.0±5.7 * 45.1±2.4* 42.6±2.5* 40.7±7.8 * 41.2±6.4* 36.8±0.9*  

   C 105.0±0.3 106.7±8.9 102.6±5.8 97.4±4.2  79.2±6.2* 78.9±7.7* 43.8±4.7*  

NPRC 803 A 73.1±6.7* 63.9±2.7* 58.1±4.7* 59.0±5.3 * 54.3±8.5* 55.1±8.4* 47.2±3.6*  

   C 96.1±1.0  96.3±2.1  91.4±3.1  86.4±1.6  86.1±5.9  84.7±0.7  51.9±3.0*  

NPRC 804 A 63.2±3.2* 58.1±6.6* 54.1±3.3* 47.3±8.1* 48.3±3.7* 46.3±7.9* 40.2±7.6*  

   C 100.8±3.2 100.3±8.1 104.1±3.6 101.3±7.9 103.8±6.6 104.4±7.6 39.5±3.3* 

NPRC 805 A 67.5±2.4* 68.5±4.4* 62.3±5.4* 64.3±5.2* 63.5±4.5* 60.4±4.2* 48.2±5.4*  

   C 109.8±9.6 90.6±6.6  79.8±2.4* 70.5±2.5* 71.7±3.7 * 55.1±10.5* 39.2±0.8*  

NPRC 806 A 66.6±2.4* 65.4±2.4* 61.2±7.0* 63.2±0.5* 60.1±1.2* 61.6±2.1* 45.6±3.4*  

   C 104.3±2.2 98.3±1.9  102.9±1.9 101.5±8.6 100.0±6.0 87.0±6.2  58.5±6.3 * 

NPRC 807 A 97.4±4.9  99.4±10.9 84.1±3.8  85.4±2.5  84.8±3.2  77.2±3.5* 78.6±7.2* 

   C 104.2±7.2 94.5±1.7  89.0±20.1 90.5±14.9 83.7±7.9  82.5±8.1  34.2±1.1*  

NPRC 808 A 58.6±3.4* 55.1±6.5* 51.1±4.0 * 49.6±1.8* 42.3±0.4* 42.3±0.7* 45.8±3.5*  

   C 102±6.1  94.2±6.3  99.3±6.1  90.0±12.1 89.5±6.0  78.1±5.8* 36.8±2.6* 

NPRC 809 A 63.1±5.6* 66.1±13.6* 63.2±12.6* 55.6±1.1* 57.7±6.0* 49.9±4.7* 44.5±6.7*  

   C 107.0±1.9 107.2±11.0 105.8±4.1 104.4±9.2 97.3±3.7  68.4±13.4* 35.9±9.0 * 

NPRC 810 A 83.2±2.5  76.4±4.9* 75.0±7.3* 61.2±4.8* 53.6±4.9* 51.9±10.3* 44.8±1.7* 

   C 108.1±9.2 108.1±9.3 102.4±4.2 103.3±9.6 93.9±4.1  90.9±1.5  31.6±3.4*  

ATCC 25175 A 81.0±29.7 81.0±14.3 80.5±2.4 * 74.2±2.8* 58.3±2.5* 42.8±8.1* 38.3±2.1*   

   C 108.5±4.0 105.0±9.4 81.5±1.8 * 32.7±14.5* 27.9±9.6* 18.9±1.7* 19.7±3.9* 

 

A, acetone extract; C, chlorhexidine
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Figure 17: Scanning electron micrographs of Streptococcus mutans NPRC 804 after treated with 
antibacterial agents. (a, b) control; (c, d) 24 h biofilm treated with acetone extract from Rhodomyrtus 
tomentosa; (e, f) 24 h biofilm treated with chlorhexidine. 
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7. ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากใบกระทุต่อการสร้างกรดของเช้ือ S. mutans 
จากการคดัเลือกเช้ือ S. mutans เพื่อหาสายพนัธุ์ท่ีสร้างกรดไดม้ากท่ีสุด (Table 7) พบว่า ทุกสาย

พนัธุม์ีความสามารถในการสร้างกรดไดสู้ง แต่ S. mutans NPRC 801 มีค่า pH ต ่าสุด จึงถูกเลือกไปทดสอบ
ฤทธ์ิของสารสกดัจากใบกระทุต่อการสร้างกรด 

ผลการทดลองฤทธ์ิของสารสกดัดว้ยอะซิโตนจากใบกระทุต่อการสร้างกรดของเช้ือ            S. 
mutans NPRC 801 (Figure 18a) พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 4MIC และ 8MIC สารสกดัสามารถลดการสร้างกรด
ลงไดอ้ย่างมีนัยส าคญัเมื่อเทียบกบัชุดควบคุม ส่วน chlorhexidine (Figure 18b) ท่ีความเขม้ขน้ 8MIC สาร
สามารถลดการสร้างกรดลงไดอ้ย่างมีนัยส าคญั ส าหรับเช้ือแบคทีเรียสายพนัธุ์มาตรฐาน S. mutans ATCC 
25175 (Figure 19) พบว่าไดใ้หผ้ลการทดลองเช่นเดียวกนั แต่เม่ือน าเช้ือทั้ง 2 สายพนัธุ์ (Figure 20) ท่ีถูกเติม
สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 8MIC เมื่อเวลาผา่นไป 30 นาที พบว่าสารสกดัท าใหจ้  านวนเช้ือลดลง 1log เมื่อเทียบ
กบัจ านวนเช้ือท่ีเวลา 0 นาที ดงันั้นท่ีความเขม้ขน้ 4MIC เท่านั้นท่ีสารสกดัจากกระทุสามารถลดปริมาณการ
สร้างกรดลงไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั ส่วน chlorhexidine ท่ีความเขม้ขน้ 8MIC ไม่ท าใหจ้  านวนเช้ือลดลง 

 
 Table 7: Acid production by Streptococcus mutans isolates (NPRC 801-810)  
 after 24 h. 

Isolates pH 
NPRC 801 
NPRC 802 
NPRC 803 
NPRC 804 
NPRC 805 
NPRC 806 
NPRC 807 
NPRC 808 
NPRC 809 
NPRC 810 
S. mutans ATCC 25175 

3.71 
3.88 
3.94 
3.80 
3.97 
3.96 
3.91 
3.96 
3.85 
3.89 
4.11 
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  (b) 

 

Figure 18: Effects of acetone extract from Rhodomyrtus tomentosa (a) and chlorhexidine (b) on acid 
production by Streptococcus mutans NPRC 801 for 30 min incubation. MIC (■), 2MIC (▲), 4MIC (●), 
8MIC (♦), and control (□). The results showed a significant difference between the tests and the 
control (*P < 0.05). 
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Figure 19: Effects of acetone extract from Rhodomyrtus tomentosa (a) and chlorhexidine (b) on acid 
production by Streptococcus mutans ATCC 25175 for 30 min incubation. MIC (■), 2MIC (▲), 4MIC 
(●), 8MIC (♦), and control (□). The results showed a significant difference between the tests and the 
control (*P < 0.05). 
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           (a) 

 

         (b) 

 

Figure 20: Effects of acetone extract from Rhodomyrtus tomentosa and chlorhexidine on the number of 
viable Streptococcus mutans NPRC 801 (a) and Streptococcus mutans ATCC 25175 (b) cells after 
incubation time 0 min (□) and 30 min (■). 
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บทที่ 4 

วจิารณ์ 

ช่องปากของมนุษยเ์ป็นท่ีอยู่อาศยัของจุลินทรียม์ากกว่า 750 ชนิด ประมาณ 50% สามารถ
บ่งช้ีได้ว่าเป็นเช้ือชนิดใด โดยเม่ือมีสภาวะท่ีเหมาะสมจะสามารถเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็วและ
ก่อใหเ้กิดโรคในช่องปากได ้เช่น โรคปริทนัต์ และโรคฟันผุ (Jenkinson & Lamont, 2005) โดยโรค
ฟันผเุป็นโรคติดเช้ือเร้ือรังท่ีมีสาเหตุหลกัมาจากแบคทีเรีย เช้ือแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส าคญัในการท า
ให้เกิดโรคคือ S. mutans (Ban, et al., 2010) การป้องกนัโรคฟันผุไม่นิยมใชย้าปฏิชีวนะ เพราะยา
ปฏิชีวนะส่วนใหญ่ใชรั้กษาโรคปริทนัต์อกัเสบซ่ึงมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียแกรมลบ (Roberts & 
Mullany, 2010) จากการทดสอบความไวของเช้ือ S. mutans ต่อยาปฏิชีวนะโดยวิธี disc diffusion 
พบว่า S. mutans ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าลายในช่องปากมีความไวต่อยาทุกชนิด (Table 1) และเช้ือไม่ด้ือต่อ
ยา penicillin G (Table 2) ท่ีใชเ้ป็นชุดควบคุม โดยให้ค่า MIC50 และ MIC90 เท่ากนัคือ 0.0156 µg/ml 
ซ่ึงค่า MIC breakpoint อยู่ท่ี 0.12 µg/ml (CLSI, 2009) ซ่ึงให้ผลสอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหน้าน้ีท่ี 
penicillin G ให้ค่า MIC m 0.031 µg/ml (Limsuwan, et al., 2009) การท่ีเช้ือ S. mutans มีความไวต่อ
ยาปฏิชีวนะทุกชนิด เน่ืองจากไม่มีการใชย้าในการป้องกนัและรักษาโรคฟันผุ แต่มีการใชส้ารเคมี 
เช่น chlorhexidine และ fluoride ในการป้องกนัโรคฟันผุ ดงันั้นจากการทดสอบจึงไม่พบเช้ือด้ือต่อ
ยาปฏิชีวนะ 

การป้องกนัการเกิดโรคฟันผทุ าไดโ้ดยการควบคุมการเกิดคราบจุลินทรียท่ี์ผิวฟัน สารเคมีท่ี
ผสมในน ้ ายาบว้นปากจึงเป็นท่ีนิยมในการน ามาป้องกนัการเกิดคราบจุลินทรีย ์เช่น chlorhexidine 
(Sreenivasan & Gaffar, 2002) จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่า chlorhexidine ให้ค่า MIC50 และ MIC90 ต่อ
เช้ือ S. mutans เท่ากนัคือ 0.5 µg/ml (Table 2)  ซ่ึงเช้ือท่ีทดสอบทั้งหมดไมด้ื้อต่อ chlorhexidine 
เพราะค่า MIC breakpoint ของ chlorhexidine ≤ 1 µg/ml (Jarvinen, et al., 1993) แต่จากรายงานก่อน
หนา้น้ีแสดงใหเ้ห็นว่า chlorhexidine มีความเป็นพิษต่อเซลลถ์า้ใชใ้นปริมาณมากหรือความเขม้ขน้
สูง และมีผลขา้งเคียง เช่นการติดสีท่ีฟัน รสชาติไม่ดีท าให้แสบปากขณะบว้นปาก (Chang, et al., 
2001, Beaudouin, et al., 2004) ปัจจุบนัจึงมีการศึกษาสารสกดัจากพืชเพื่อน ามาประยุกต์ใชใ้นช่อง
ปากมากข้ึนเพ่ือเป็นทางเลือกหน่ึงในการตา้นเช้ือ S. mutans และป้องการโรคฟันผุ เช่น น ้ ายาบว้น
ปากผสมสารสกดัจากกระเทียม (Chavan, et al., 2010) และสารสกดัจากพืชสมุนไพรอ่ืนๆ (Lauten, 
et al., 2005, Carounanidy, et al., 2007, Haffajee, et al., 2008, Srikanth, et al., 2008) มีรายงาน



47 

 

 

การศึกษาพืชหลายชนิด พบว่า มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือก่อโรคฟันผุ เช่น สารสกดัดว้ยเอทานอลจาก 
Piper cubeba มีฤทธ์ิดีในการตา้นเช้ือ Streptococcus salivarius และ Streptococcus mitisโดยให้ค่า 
MIC = 90-200 µg/ml (Silva, et al., 2007) สารสกดัดว้ยเอทานอลจาก Aristolochia cymbifera มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเช้ือ S. mutans และ Lactobacillus casei ท่ี MIC = 0.1-4.0 mg/ml (Alviano, et al., 2008) ใน
การศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากใบกระทุต่อเช้ือ S. mutans ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าลายในช่องปากจ านวน 10 
สายพนัธุ์ พบว่าสารสกดัดว้ยเอทานอลจากใบกระทุให้ค่า MIC50 ท่ี 128 µg/ml แต่ให้ค่า MIC90 ท่ี 
1,024 µg/ml ซ่ึงเป็นค่าท่ีสูงกว่าเมื่อเทียบกบัสารสกดัดว้ยอะซิโตนท่ีให้ค่า MIC อยู่ระหว่าง 16-64 
µg/ml  MBC อยู่ระหว่าง 32-256 µg/ml และให้ค่า MIC50 และ MIC90 เท่ากนัคือ 32 µg/ml (Table 2) 
จากรายงานการศึกษาก่อนหน้าน้ีสารสกดัจากกระทุสามารถตา้นเช้ือ S. mutans ได ้โดยให้ค่า MIC 
และ MBC เท่ากนั คือ 62.5 µg/ml ขณะท่ี rhodomyrtone ซ่ึงเป็นสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากสารสกดัใบ
กระทุพบว่ามีฤทธ์ิตา้นเช้ือ S. mutans, S. salivarius และ Streptococcus gordonii โดยให้ค่า MIC อยู่
ระหว่าง 0.19-0.39 µg/ml ซ่ึงเป็นค่าท่ีต ่ากว่าค่า MIC ของ chlorhexidine (Limsuwan, et al., 2009) 
สารสกดัจากกระทุจึงมีฤทธ์ิท่ีดีในการยบัย ั้งและฆ่าเช้ือ S. mutans ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษา time-
kill ท่ีพบว่า สารสกดัมีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ S. mutans โดยสารสกดัดว้ยอะซิโตนสามารถลดเช้ือลงได้
อยา่งนอ้ย 2 log ภายในเวลา 20-24 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้ 2MIC และ 4MIC (Figure 11b-14b) ขณะท่ี
สารสกดัดว้ยเอทานอลสามารถลดเช้ือลงไดอ้ย่างน้อย 2 log ภายในเวลา 24 ชัว่โมงท่ีความเขม้ขน้ 
4MIC (Figure 11a-14a) ซ่ึงการศึกษา time-kill เป็นการดูปริมาณความเขม้ขน้ของสารในการฆ่า
แบคทีเรียโดยข้ึนกบัเวลาและปริมาณความเขม้ขน้ของสารตา้นจุลินทรีย ์จากผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าความเขม้ขน้ของสารสกดัเพ่ิมข้ึนเวลาท่ีใชใ้นการฆ่าเช้ือก็จะสั้นลง เช่นเดียวกนักบัการศึกษา 
time-kill ของเช้ือ S. mutans กบั Dodonaea viscose,  Rheedia brasiliensis และ Glycyrrhiza sp. 
(Almeida, et al., 2008, Ahn, et al., 2012, Naidoo, et al., 2012) ท่ีฤทธ์ิการฆ่าเช้ือข้ึนกบัความเขม้ขน้
และเวลา โดยความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสูงข้ึนท าใหเ้วลาท่ีใชฆ่้าเช้ือสั้นลงไปดว้ย 

ปัจจยัส าคญัในการก่อโรคฟันผแุละโรคอ่ืนๆ ในช่องปากโดยเฉพาะโรคปริทนัต์คือ การก่อ
คราบจุลินทรียท่ี์ผิวฟันและบริเวณเหนือเหงือกของเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงจะเป็นปัจจยัแรกท่ีจะน าไปสู่
การเกิดโรคในช่องปาก (Marsh, 2006) มีรายงานการศึกษาจ านวนมากยืนยนัว่า S. mutans เป็น
แบคทีเรียชนิดแรกท่ีเร่ิมสร้างคราบจุลินทรีย ์เน่ืองจากเช้ือสร้างเอนไซม ์glucosyltransferase จากการ
ใชน้ ้ าตาล sucrose เอนไซมช์นิดน้ีจะไปสังเคราะห์ glucan หรือ extracellular polysaccharide มายึด
เกาะท่ีผวิฟันท าใหย้ากแก่การก าจดัออก (Bowen & Koo, 2011) glucan จึงเป็นตวักลางให้แบคทีเรีย
ชนิดอื่นมายดึเกาะรวมกนัเกิดเป็นคราบจุลินทรียท่ี์มีความหนาและมีจุลินทรียท่ี์หลากหลาย (Colby & 
Russell, 1997) การยบัย ั้งการเกาะติดหรือการยบัย ั้งการสร้าง biofilm จึงเป็นเหตุผลส าคญัในการ
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ยบัย ั้งการเกิดโรคฟันผ ุงานวิจยัน้ีไดค้ดัเลือกเช้ือ S. mutans ท่ีสร้าง biofilm โดยดูท่ีระดบัการเกาะติด
กบัพ้ืนผวิของ 96-well microtiter plate  พบว่าเช้ือสร้าง biofilm ในระดบัการเกาะติดมากทุกสายพนัธุ ์
และจากการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากกระทุต่อการสร้าง biofilm พบว่า สารสกดัดว้ยอะซิโตนจาก
กระทุท่ีความเขม้ข้น sub-MIC สามารถยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของเช้ือ     S. mutans ได้อย่างมี
นยัส าคญัในเช้ือทุกสายพนัธุท่ี์ทดสอบ งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัเช้ือแบคทีเรียฟันผุส่วนใหญ่มุ่งเน้นไป
ท่ีการใชส้ารสกดัจากพืชในการยบัย ั้งการเกาะติดและการยบัย ั้งการสร้างเอนไซมข์องเช้ือ S. mutans 
ไดแ้ก่ การใชส้ารสกดัดว้ยเมทานอลจากพืช D. crassirhizoma ท่ีความเขม้ขน้ sub-MIC ในการยบัย ั้ง
การเกาะติดและการสร้างเอนไซม ์glucosyltransferase ท าให้สามารถลดการสร้าง glucan ชนิดท่ีไม่
ละลายน ้ าลงไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั (Ban, et al., 2012) Xu และคณะไดศึ้กษาฤทธ์ิของสารสกดัจากใบชา
ต่อการสร้าง biofilm พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 15.6 µg/ml สารสกดัสามารถยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของ
เช้ือ S. mutans ไดอ้ยา่งนอ้ย 90% (Xu, et al., 2011) ดงันั้นการป้องกนัการยึดเกาะของแบคทีเรียกบั
พ้ืนผวิซ่ึงเป็นระยะเร่ิมแรกของการพฒันา biofilm หรือป้องกนัการสังเคราะห์ glucan โดยเอนไซม ์
glucosyltransferase จะท าให้แบคทีเรียยึดเกาะพ้ืนผิวฟันไดน้้อยลง (Palombo, 2011) ส่งผลให้เกิด 
biofilm หรือ คราบจุลินทรียน์้อยลงดว้ย การยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของสารสกดัจากกระทุอาจจะ
เป็นผลจากการท่ีสารสกดัไปยบัย ั้งการสร้างเอนไซม ์glucosyltransferase จากการใชน้ ้ าตาล sucrose 
ท่ีเติมลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือท าให ้glucan ท่ีสร้างมีปริมาณลดลง จ  านวนเช้ือท่ีเกาะติดจึงลดน้อยลง 
หรือสารสกัดอาจจะไปยบัย ั้งการสร้างโปรตีนท่ียึดเกาะกบั glucan (GBPs) ท าให้เช้ือมายึดเกาะ 
glucan ไดน้อ้ย biofilm จึงค่อนขา้งบางไม่หนา อีกทั้งสารสกดัอาจจะไปยบัย ั้งการสร้าง antigen I/II
ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีเป็นส่วนส าคญัในการก่อรูปเป็นคราบจุลินทรียท่ี์ผิวฟัน จึงท าให้การก่อ biofilm ท่ี
พ้ืนผวิ microtiter plate นอ้ยตามไปดว้ย แต่อยา่งไรก็ตามการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากพืชต่อการ
สร้าง biofilm ในช่องปากร่วมกนัของเช้ือหลายสายพนัธุ์พบว่ามีน้อยมากเม่ือเทียบกบัการศึกษาใน
เช้ือชนิดเดียว (Yanti, et al., 2009) เน่ืองจากการศึกษา biofilm ของเช้ือหลายสายพนัธุ์นั้นมีความ
เหมาะสมต่อการศึกษากบัสารตา้น biofilm มากกว่าเมื่อต้องน าไปใช้รักษาโรคท่ีเกิดจากคราบ
จุลินทรีย ์ซ่ึงจากการศึกษาฤทธ์ิของ panduratin A ท่ีแยกไดจ้าก Kaempferia pandurata ต่อ biofilm 
ของเช้ือ S. mutans, Streptococcus sanguis และ Actinomyces viscosus ท่ีสร้าง biofilm ร่วมกัน 
เน่ืองจากเช้ือทั้ง  3 ชนิด เป็นแบคทีเรียแรกเร่ิมท่ีมีการเกาะติดท่ีผิวฟัน พบว่า เม่ือความเขม้ขน้ของ 
paduratin A เพ่ิมข้ึน ประสิทธิภาพในการป้องกนัการสร้าง biofilm ก็เพ่ิมข้ึนดว้ย โดยท่ีความเขม้ขน้ 
8 µg/ml สามารถยบัย ั้งการสร้าง biofilm ไดม้ากกว่า 50% ซ่ึงให้ผลดีกว่า chlorhexidine ท่ีความ
เขม้ขน้เท่ากนั (Yanti, et al., 2009) 
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เมื่อแบคทีเรียอยูใ่นสภาวะ biofilm จะมีความสามารถในการด้ือต่อสารตา้นจุลินทรียม์ากกว่า
สภาวะ planktonic เน่ืองจากอาจจะมีการถ่ายโอนยีนด้ือยาระหว่างแบคทีเรียภายใน biofilm อาจท า
ให้มีการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีน การท าหน้าท่ีของเอนไซมเ์ปล่ียนแปลงไป หากเป็น
เอนไซมท่ี์เก่ียวกบัเมแทบอลิซึม การเมแทบอไลตข์องแบคทีเรียอาจลดลงท าให้ความไวต่อสารตา้น
จุลินทรียล์ดลง (Li, et al., 2002) และความหนาของ biofilm ยงัช่วยป้องกนัการผ่านของสารตา้น
จุลินทรียเ์ขา้สู่ภายใน biofilm สารตา้นจุลินทรียจึ์งมีผลตอแบคทีเรียท่ีอยู่ภายนอก biofilm เท่านั้น 
หรือสารอาจถกูจบัไวโ้ดยแบคทีเรียภายนอก biofilm ท าใหแ้บคทีเรียท่ีอยูภ่ายในส่วนลึกของ biofilm 
ไม่ไดรั้บสารตา้นจุลินทรีย ์(Gilbert, et al., 1997) ตวัอยา่งเช่น เช้ือ Streptococcus sobrinus ในสภาวะ 
biofilm มีค่าการยบัย ั้งการเจริญของ chlorhexidine และเอมีนฟลูออไรด์สูงกว่าในสภาวะ planktonic 
ถึง 300 และ 75 เท่า ตามล าดบั (Shani, et al., 2000) ในการก าจดั biofilm ของเช้ือ Streptococcus 
sanguis ตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ของ chlorhexidine มากกกว่าค่า MIC ถึง 50 เท่า (Larsen & Fiehn, 1996) 
และ biofilm ท่ีมีอายุมาก (72 ชัว่โมง) จะด้ือต่อ chlorhexidine ไดม้ากกว่า biofilm ท่ีทีอายุน้อย (24 
ชัว่โมง) (Millward & Wilson, 1989) การศึกษาในเวลาต่อมาพบว่า chlorhexidine มีผลต่อ biofilm 
อายุ 24-48 ชัว่โมง เฉพาะผิวภายนอกของ biofilm เท่านั้น ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาฤทธ์ิของสาร
สกดัจากกระทุและ chlorhexidine ต่อ biofilm อายุ 24 ชัว่โมงของเช้ือ S. mutans ซ่ึงพบว่าท่ีความ
เขม้ขน้ MIC-32MIC ของ chlorhexidine ไม่มีผลต่อ biofilm ของเช้ือและจ านวนเช้ือใน biofilm อย่าง
มีนัยส าคญั นอกจากความเขม้ขน้ท่ี 64MIC เท่านั้นท่ีสามารถท าให้ปริมาณของ biofilm ท่ียึดเกาะ
พ้ืนผวิและจ านวนเช้ือลดลงไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงจากภาพถ่ายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่งกราด จะเห็น glucan เกาะติดกบัพ้ืนผิวบางลง ขณะท่ี biofilm และเช้ือบางส่วนหลุดออกไป ซ่ึง
ตรงกนัขา้มกบัการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากกระทุท่ีมีผลต่อ biofilm ของเช้ือ S. mutans พบว่า 
สารสกดัสามารถลดปริมาณการรอดชีวิตของเช้ือภายใน biofilm ลงไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัในเช้ือทุกสาย
พนัธุ์ โดยมี 8 สายพนัธุ์ท่ีทุกความเขม้ขน้ของสารสกดัสามารถลดปริมาณการรอดชีวิตของเช้ือได ้
สารสกดัจึงมีความสามารถในการผา่นเขา้ไปเพ่ือฆ่าเช้ือใน biofilm ไดดี้  

เน่ืองจากคราบจุลินทรียห์รือ biofilm เป็นจุดเร่ิมตน้ในการน าไปสู่โรคฟันผุ แต่ส่ิงส าคัญ

ท่ีสุดคือ การสร้างกรดของเช้ือ S .mutans  ท่ีอยูภ่ายใน biofilm ท่ีจะไปสลายผวิฟันและท าใหเ้กิดฟันผุ

ในท่ีสุด (Marsh, 2009) การสร้างกรดของเช้ือ S. mutans เกิดจากการเมแทบอไลต์อาหารประเภท

น ้ าตาลไปเป็นกรดอินทรีย ์โดยเฉพาะกรดแลคติก ท าให้ pH ภายใน biofilm ลดต ่าลง โดย pH ท่ีท า

ให้เกิดการสลายผิวฟันได ้คือ pH ท่ีต  ่ากว่า 5 (Takahashi & Nyvad, 2011) ขณะเดียวกนัน ้ าลายเป็น

ปัจจยัส าคญัในการควบคุม pH ในช่องปาก และมีอิทธิพลต่อแบคทีเรียในช่องปาก pH ในช่องปากมี
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ค่าเฉล่ียอยูร่ะหว่าง 6.75-7.25 หลงัการรับประทานอาหาร pH ในช่องปากจะเป็นกรด แต่ในสภาวะท่ี

มีปริทนัต์อกัเสบน ้ าลายจะมี pH เป็นด่าง ประมาณ 7.8 แบคทีเรียส่วนใหญ่ท่ีตรวจพบในช่องปาก

สามารถเจริญเติบโตในสภาวะ pH เป็นกลาง อยา่งไรก็ตามหากสภาวะ pH ในช่องปากเปล่ียนแปลง

ไป ความสามารถในการด ารงชีวิตอยูข่องแบคทีเรียก็แตกต่างกนัออกไป ข้ึนอยูก่บัชนิดของแบคทีเรีย

นั้น ๆ เช่น แบคทีเรียกลุ่ม mutans streptococci จะเจริญได้ในสภาวะ pH ต ่ ากว่า 5 และ 

Porphyromonas gingivalis เจริญได ้pH เป็นด่าง (Marsh, 2003) ซ่ึงจากรายงานการศึกษาพบว่ามีพืช

บางชนิดท่ี pH 7.0 และ 5.5 ไม่ไดมี้ผลให้การออกฤทธ์ิของสารสกดัเปล่ียนแปลงไป เช่น สารสกดั

จาก garlic, cinnamon, yucca, anise, oregano, และ capsicum (Cardozo, et al., 2005) โดยปกติ

สภาวะในช่องปากมีค่า pH เป็นกลาง จึงไม่ส่งผลต่อการออกฤทธ์ิของสารสกดัเม่ือน าไปใชใ้นช่อง

ปาก แมว้่าสภาวะน ้ าลายในช่องปากจะมีค่า pH เป็นกรดเน่ืองจากเกิดฟันผกุ็ตาม จากการทดลองฤทธ์ิ

ของสารสกดัดว้ยอะซิโตนจากกระทุต่อการสร้างกรดของเช้ือ S. mutans พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 4MIC 

สามารถลดการสร้างกรดลงไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัเมื่อเทียบกบัชุดควบคุม สารสกดัท าให ้pH ท่ีเช้ือสร้าง

ไดสู้งกว่า pH 5 ส่วนสาเหตุท่ีท าให ้pH เพ่ิมข้ึนนั้น อาจเน่ืองมาจากสารสกดัไปมีผลต่อกระบวนการ 

glycolytic pathway ท าใหป้ริมาณการสร้างกรดลดลง (Ban, et al., 2012) ค่า pH จึงเพ่ิมข้ึน โดยสาร

สกดัไม่ไดมี้ผลลดจ านวนแบคทีเรียในช่วงเร่ิมตน้ สารสกดัจากพืชท่ีมีรายงานผลต่อการลดการสร้าง

กรดของเช้ือ S. mutans เช่น สารสกดัดว้ยเมทานอลจาก Dodonaea viscosa var. angustifolia ท าให้

การผลิตกรดของเช้ือท่ีอยูใ่นสภาวะ planktonic ลดลงแต่ไม่มีผลต่อการสร้างกรดของ S. mutans ท่ีอยู่

ในสภาวะ biofilm (Mrudula, et al., 2013) และสารสกดัจาก Emblica officinalis ท่ีมีฤทธ์ิท าให้การ

สร้างกรดของเช้ือ S. mutans ลดลง (Sadaf, et al., 2012) 

การเลือกใชส้ารสกดัดว้ยอะซิโตนจากใบกระทุในการทดสอบการยบัย ั้งการสร้าง biofilm 

และการสร้างกรดของ เช้ือ  S. mutans เน่ืองจากสารสกดัดว้ยอะซิโตนให้ค่า MIC ต ่ากว่าสารสกดั

ดว้ยเอทานอล และจากรายงานการศึกษาพบว่าอะซิโตนใชเ้ป็นส่วนประกอบในเคร่ืองส าอาง เช่น 

น ้ ายาลา้งเลบ็ และอาหารหลายชนิด เช่น อาหารแปรรูป เคร่ืองด่ืม ขนมอบ และขนมหวาน โดยการ

ใชอ้ะซิโตนท่ีความเขม้ขน้ 5-8 mg/l ไดรั้บการยอมรับว่ามีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค (Miller & 

Bazzano, 1965) แมว้่าอะซิโตนท่ีระดบัความเขม้ขน้สูงมากจะส่งผลระคายเคืองต่อดวงตาและอวยัวะ

อ่ืน ๆ เมื่อสูดดมหรือไปสัมผสั เช่น ถา้สูดดมอะซิโตนท่ีความเขม้ขน้ 1,000 ppm จะท าให้เกิดการ
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ระคายเคืองต่อดวงตาและล าคอเป็นเวลานอ้ยกว่า 1 ชัว่โมง จึงไดรั้บการยอมรับว่าอะซิโตนไม่ไดเ้ป็น

สารก่อมะเร็ง และก่อใหเ้กิดการกลายพนัธุห์รือก่อใหเ้กิดความกงัวลว่ามีพิษเร้ือรังต่อระบบประสาท 

(Ruddick, 1972, Likhodii, et al., 2003, Vujasinovic, et al., 2007) ดงันั้นการน าสารสกดัดว้ยอะซิ

โตนไปประยกุตใ์ชก้บัร่างกายมนุษยจึ์งมีความปลอดภยัสูงและเป็นท่ียอมรับ 
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บทที่ 5 

สรุป 

1. สารสกดัดว้ยอะซิโตนจากใบกระทุท่ีความเขม้ขน้ 16-64 µg/ml มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง และท่ี
ความเขม้ขน้ 32-256 µg/ml มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือ S. mutans 

2. สารสกดัจากใบกระทุท่ีความเขม้ขน้ 4MIC สามารถลดจ านวนเช้ือ S. mutans ลงไดอ้ย่าง
นอ้ย 2 log ภายในเวลา 24 ชัว่โมง 

3. S. mutans ทุกสายพนัธุท่ี์แยกไดจ้ากน ้ าลายในช่องปากมีความสามารถในการสร้าง biofilm 
โดยดูจากระดบัการยดึเกาะ จดัอยูใ่นระดบัการยดึเกาะมาก (strongly adherent) 

4. สารสกดัดว้ยอะซิโตนจากใบกระทุท่ีความเขม้ขน้ sub-MIC มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการยึดเกาะ
พ้ืนผวิหรือยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของเช้ือ S. mutans ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั 

5. สารสกัดด้วยอะซิโตนจากใบกระทุท่ีความเข้มข้น MIC-64MIC มีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ           
S. mutans ภายใน biofilm อาย ุ24 ชัว่โมง  

6. สารสกดัดว้ยอะซิโตนจากใบกระทุท่ีความเขม้ขน้ 4MIC สามารถลดการสร้างกรดลงได้
อยา่งมีนยัส าคญัในเช้ือ S. mutans ATCC 25175 และ S. mutans NPRC 801  
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Table 1: Inhibitory effects of Rhodomyrtus tomentosa leaf extracts and antibiotics on Streptococcus mutans isolates  
(n=10) by agar disc diffusion method 

 
Isolates      Inhibition zone (mm) 
   P AMP IPM DA TE AZM CLR E VA TEC A* E* 
NPRC 801 31.2 41.1 48.4 31.7 36.7 29.1 35.0 34.2 22.1 22.0 8.0 8.1 
NPRC 802 33.4 43.4 48.0 36.0 35.1 32.1 37.2 37.1 27.1 19.1 8.2 - 
NPRC 803 42.7 40.0 48.6 33.7 36.0 31.1 34.0 35.1 25.1 19.2 7.2 9.6 
NPRC 804 33.3 42.1 50.7 35.5 37.1 29.1 38.1 36.1 26.1 17.0 8.0 10.1 
NPRC 805 30.0 45.7 51.6 38.0 39.2 34.1 38.2 38.1 28.0 22.1 8.0 10.2 
NPRC 806 46.0 42.6 47.9 42.0 44.2 34.1 39.1 42.3 28.1 17.1 12.1 7.1 
NPRC 807 34.5 44.2 49.5 34.6 39.5 32.0 37.1 37.1 25.1 19.0 10.1 8.1 
NPRC 808 33.7 46.0 52.0 35.0 44.0 33.1 40.2 38.2 27.1 21.0 8.1 - 
NPRC 809 30.0 42.0 47.2 31.2 32.0 31.1 37.2 36.2 24.2 19.2 7.2 12.0 
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Table 1: (Continued) 
Isolates      Inhibition zone (mm) 
   P AMP IPM DA TE AZM CLR E VA TEC A* E* 
NPRC 810 34.0 44.9 44.8 33.8 37.1 33.1 38.8 36.1 24.0 20.1 - 9.5 
S. mutans  40.0 38.6 49.5 34.8 33.2 30.1 38.0 36.1 24.1 17.1 9.0 11.1 
ATCC 
25175 

 
P=Penicillin; AMP=Ampicillin; IMP=Imepenem; DA=Clindamycin; TE=Tetracycline; AZM=Azithromycin 
CLR=Clariomycin; E=Erythromycin; VA=Vancomycin; TEC=Teiciplanin 
A*=Acetone extract; E*=Ethanol extract 
-=No zone 
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Table 2 The minimal inhibitory concentration (MIC)  and minimal bactericidal  
concentration (MBC) of the extract  from Rhodomyrtus tomentosa against clinical  
Isolates of Streptococcus mutans (n=10) 
 
Isolates     MIC/MBC (µg/ml) 
  Ethanol extract Acetone extract Chlorhexidine PenicillinG 
NPRC 801 128/512  32/64  0.5/0.5  0.0156/0.0156 
NPRC 802 1,024/>1,024 16/32  0.5/0.5  0.0156/0.0156 
NPRC 803 32/128  16/32  0.5/0.5  0.0156/0.0312 
NPRC 804 128/1,024 32/32  0.5/1  0.0156/0.0156 
NPRC 805 1,024/>1,024 64/256  0.25/0.5  0.0156/0.0156 
NPRC 806 64/512  16/64  0.5/1  0.0156/0.0156 
NPRC 807 1,024/>1,024 32/64  0.5/1  0.0156/0.0156 
NPRC 808 >1,024/ND 32/256  0.5/2  0.0156/0.0312 
NPRC 809 512/>1,024 32/64  0.5/0.5  0.0156/0.0156 
NPRC 810 64/256  16/64  0.5/1  0.0156/0.0312 
S. mutans  64/256  32/64  0.5/1  0.0156/0.0156 
ATCC 25175  

 
ND=Not determined 
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
 

Table 3: Zone diameter and minimal inhibitory concentration (MIC) interpretive standards for 
Streptococcus spp. Viridans group. 

Test/report 
group 

Antimicrobial 
agent 

Disk 
content 

Zone diameter 
breakpoints 

MIC Interpretive 
standard 
(µg/ml) 

S I R S I R 
PENICILLINS 

A Penicillin - - - - ≤ 0.12 0.25-2 ≥ 4 
A Ampicillin - - - - ≤ 0.25 0.5-4 ≥ 8 

CEPHEMS (including cephalosporins I, II, III and IV) 
B Cefepime 30 µg ≥ 24 22-23 ≤ 21 ≤ 1 2 ≥ 4 
B Cefotaxime 30 µg ≥ 28 26-27 ≤ 25 ≤ 1 2 ≥ 4 
B Ceftriaxone 30 µg ≥ 27 25-26 ≤ 24 ≤ 1 2 ≥ 4 

CARBAPENEMS 
O Ertapenem - - - - ≤ 1 - - 
O Meropenam  - - - - ≤ 0.5 - - 

 
 
Table 3:  (Continued) 
Test/report 

group 
Antimicrobial 

agent 
Disk 

content 
Zone diameter 

breakpoint (mm) 
MIC Interpretive 

standard 
(µg/ml) 

S I R S I R 

GLYCOPEPTIDES 
B Vancomycin 30 µg ≥ 17 - - ≤ 1 - - 

LIPOPEPTIDES 
O Deptomycin - - - - ≤ 1 - - 

MACROLIDES 
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C Erythromycin 15 µg ≥ 21 16-20 ≤ 15 ≤ 0.25 0.5 ≥ 1 
O Azithromycin 15 µg ≥ 18 14-17 ≤ 13 ≤ 0.5 1 ≥ 2 
O Clarithromycin 15 µg ≥ 21 17-20 ≤ 16 ≤ 0.25 0.5 ≥ 1 
O Dirithromycin 15 µg ≥ 18 14-17 ≤ 13 ≤ 0.5 1 ≥ 2 

TETRACYCLINES 
O Tetracycline 30 µg ≥ 23 19-22 ≤ 18 ≤ 2 4 ≥ 8 

FLUOROQUINOLONES 
O Levofloxacin 5 µg ≥ 17 14-16 ≤ 13 ≤ 2 4 ≥ 8 
C Ofloxacin 5 µg ≥ 16 13-15 ≤ 12 ≤ 2 4 ≥ 8 

Table 3:  (Continued) 
Test/report 

group 
Antimicrobial 

agent 
Disk 

content 
Zone diameter 

breakpoint (mm) 
MIC Interpretive 

standard 
(µg/ml) 

S I R S I R 

FLUOROQUINOLONES 
O Gatifloxacin 5 µg ≥ 21 18-20 ≤ 17 ≤ 1 2 ≥ 4 
O Grepafloxacin 5 µg ≥ 19 16-18 ≤ 15 ≤ 0.5 1 ≥ 2 
O Trovafloxacin 10 µg ≥ 19 16-18 ≤ 15 ≤1 2 ≥ 4 

PHENICOLS 
C Chloramphenicol 30 µg ≥ 21 18-20 ≤ 17 ≤ 4 8 ≥ 16 

LINCOSAMIDES 
C Clindamycin 2 µg ≥ 19 16-18 ≤ 15 ≤ 

0.25 
0.5 ≥ 1 

STREPTOGRAMINS 
O Quinupristin-

dalfopristin 
15 µg ≥ 19 16-18 ≤ 15 ≤ 1 2 ≥ 4 

OXAZOLIDINONES 
C Linezolid 30 µg ≥ 21 -  ≤ 2 - - 

 


