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บทคดัย่อ 
  

  ความล้มเหลวในการรักษาคลองรากฟันมีสาเห ตุจากการติดเช้ือระยะยาว 
(persistent infection) และติดเช้ือซ ้ าในคลองรากฟัน (secondary infection)  เช้ือท่ีสัมพนัธ์กบัความ
ลม้เหลวท่ีเกิดข้ึนคือเช้ือเอนเทอโรคอคคสั ฟีคาลิส (Enterococcus faecalis) และ เช้ือแคนดิดา อลับิ
แคนส์ (Candida  albicans)  ปัจจุบนัสารในกลุ่ม bisbiguanide ท่ีน ามาใช้เพื่อก าจดัเช้ือกลุ่มน้ี คือ 
คลอร์เฮกซิดีน (Chlorhexidine, CHX)  แต่ยงัมีขอ้จ ากดัไม่สามารถใช้ร่วมกบัโซเดียมไฮโปคลอร์
ไรด์ (NaOCl) ซ่ึงเป็นสารท่ีนิยมใชใ้นการลา้งคลองรากฟันได ้สารในกลุ่ม bisbiguanide ตวัอ่ืน ๆ ท่ี
น ามาใช้ในทางด้านวิทยาศาสตร์สุขภาพได้แก่ อะเลกซิดีน (Alexidine, ALX) และ ออคทินิดีน 
(Octenidine, OCT)   ดงันั้นการน าสารกลุ่มน้ีมาพฒันาเป็นยาใส่ในคลองรากฟันเพื่อเป็นทางเลือก
ในการลดขอ้จ ากดัของการใช้ CHX ร่วมกบั NaOCl  จ  าเป็นตอ้งศึกษาคุณสมบติัพื้นฐานของสาร
ก่อนน ามาใชจ้ริงในทางคลินิก วตัถุประสงคใ์นการศึกษาน้ีคือ การศึกษาคุณสมบติัในการตา้นต่อ
เช้ือจุลชีพ (antimicrobial activity) ในสภาวะ planktonic ต่อเช้ือ E. faecalis และ C. albicans ของ
สาร CHX, ALX และ OCT ด้วยวิธี Agar diffusion และ Broth microdilution ซ่ึงประกอบด้วยการ
หาค่าปริมาณต ่าสุดท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง (minimum inhibition concentration, MIC) และปริมาณ
ต ่าสุดท่ีฆ่าเช้ือจุลินทรีย ์(minimum bactericidal concentration, MBC) และเลือกสารระหว่าง ALX 
และ OCT มาเปรียบเทียบกบั CHX ในการศึกษาคุณสมบติัในดา้นอ่ืน ๆ ประกอบดว้ย การศึกษา
ประสิทธิภาพในการตา้น biofilm ต่อเช้ือ E. faecalis และ C. albicans  ดว้ยวิธี MTT assay    ศึกษา
การปลดปล่อยสาร (drug releasing) เม่ือน ามาผสมกบั P407 โดยหาอตัราส่วนผสมของสาร P407 ท่ี
เหมาะสม ศึกษารูปแบบการปลดปล่อยสารในรูปแบบของสารผสมกบั P407 และ ศึกษาความเป็น
พิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์นู (cytotoxicity)  ผลการศึกษาพบวา่สารทุกชนิดมีประสิทธิภาพในการ
ตา้นเช้ือในรูปแบบ planktonic ทั้ง    E. faecalis และ C. albicans สังเกตไดจ้ากโซนยบัย ั้งของสาร
ทั้ง 3 ชนิด ทั้งน้ี OCT ให้ค่า MIC และ MBC ท่ีต  ่าท่ีสุดทั้งในเช้ือ E. faecalis และ C. albicans   (E. 
faecalis: 0.24 และ 0.49 µg/ml, C. Albicans: 0.29 และ 0.49 µg/ml ตามล าดบั) เม่ือเปรียบเทียบกบั 
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ALX   (E. faecalis :2.44 และ 4.30 µg/ml, C. Albicans: 2.44 และ 4.39 µg/ml ตามล าดบั) และ CHX         
(E. faecalis: 4.88 และ 9.77 µg/ml, C. Albicans: 9.77 และ 19.53 µg/ml ตามล าดับ) การทดสอบ
ประสิทธิภาพในการตา้น biofilm OCT มีประสิทธิภาพในการตา้น biofilm ของเช้ือทั้ง 2 ชนิดได้
ดีกวา่ CHX ทั้งการยบัย ั้งการสร้าง และการตา้นเช้ือท่ีอยูใ่นสภาวะ biofilm โดยค่าต ่าสุดในการยบัย ั้ง
การสร้าง biofilm และ การก าจดัเช้ือท่ีอยู่ในสภาวะ biofilm ต่อเช้ือ E. faecalis คือ 62.5 และ 125 
µg/ml  และส าหรับเช้ือ     C. albicans  คือ 62.5 และ 312.5 µg/ml  ตามล าดับ สัดส่วน P407 ท่ี
เหมาะสมในการน าไปเตรียมเป็นสารผสม CHX และ OCT คือ 16% w/w สารผสม P407 กบั CHX 
และ OCT เม่ือพิจารณาจากค่า R2 สารทั้ง 2 ชนิดและทุกความเขม้ขน้มีรูปแบบการปลดปล่อยเป็นไป
ตามแบบจ าลองของ Higuchi มากท่ีสุด และมีกลไกการปลดปล่อยร่วมกนัสองรูปแบบคือ diffusion 
และ erosion  ความเป็นพิษต่อเซลล์ สารทั้งสองชนิดมีความเป็นพิษต่อเซลล์เยื่อบุช่องปาก L929  
โดย OCT ทุกความเขม้ขน้และทุกช่วงเวลา ท่ีใชท้ดสอบให้ค่าความเป็นพิษท่ีต ่ากวา่ CHX เล็กนอ้ย  
ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ OCT สามารถน ามาใชเ้ป็นทางเลือกในการก าจดัเช้ือในคลองรากฟัน
ได ้
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ABSTRACT 
 

 Failure in endodontic treatment is commonly caused by persistent or secondary  
infection.  Enterococcus faecalis (E.  faecalis)  and Candida albicans (C.  albicans)  have been 
shown to be related to failed cases.  Chlorhexidine (CHX) is bisbiguanide agent that used for 
eliminating of these two pathogens. The limitation of CHX is the interaction with Sodium 
hypochorite (NaOCl), causing gold standard irrigant in root canal treatment. Recently, other 
bisbiguanide agents have been applied in medical field consists of Alexidine (ALX)  and 
Octenidine (OCT) . Therefore, these agents can be developed as an alternative for reducing the 
limitation of CHX. The aim of this in vitro study was carried out to study the antimicrobial 
efficacy of 3 bisbiguanide agents (CHX, ALX and OCT)  against these two pathogens.  The 
antimicrobial activity was performed by using agar diffusion and broth microdilution methods. 
Minimum inhibition concentration (MIC)  and minimum bactericidal concentration (MBC)  were 
determined. Antibiofilm efficacy was examined by using MTT assay. Drug releasing was studied 
for the suitable proportion of poloxamer 407 (P407) containing in these bisbiguanide agents by 
measuring gelation temperature and to study the model of drug releasing. The toxicity of these 
bisbiguanide agents to fibroblast cell (L929)  was tested by MTT assay. The results revealed that 
both E.  faecalis and C.  albicans were susceptible to all tested agents with variable degrees of 
inhibition zone.  OCT gave the lowest action MIC and MBC against E.  faecalis and C.  albicans 
(E. faecalis: 0.24 and 0.49 µg/ml, C. Albicans: 0.29 and 0.49 µg/ml, respectively) compared with 
ALX (E. faecalis: 2.44 and 4.30 µg/ml, C. Albicans: 2.44 and 4.39 µg/ml, respectively), and CHX 
(E. faecalis:  4.88 and 9.77 µg/ml, C. Albicans: 9.77 and 19.53 µg/ml, respectively). OCT was 
more efficient than CHX in inhibiting and eradicating of biofilms.  The minimum concentrations 
of OCT in biofilm inhibition and eradication against E.  faecalis were 62.5 and 125 µg/ml, C. 
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albicans were 62.5 and 125 µg/ml. The appropriate proportion of P407 with CHX and OCT was 
16%. The kinetic of 16% P407 with all concentration of CHX and OCT was followed by 
Higuchi’s model and the releasing mechanism analyzed by Korsmeyer-Peppas model that 
consisted of erosion and diffusion. All test concentrations and time intervals, OCT expressed 
slightly lower toxicity than CHX when tested with L929.  These results suggested that OCT 
might be alternatively used for root canal disinfection. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   (9) 

 
 
 
 

 
 

กติติกรรมประกาศ 

 
  การศึกษาฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงไดด้ว้ยความกรุณาและความช่วยเหลือจากอาจารยท่ี์
ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ศาสตราจารย  ์ดร.รวี เถียรไพศาล ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.เกวลิน ธรรมสิทธ์ิ
บูรณ์ และรองศาสตราจารย ์ดร.นิมิตร วรกุล ผูใ้ห้ค  าปรึกษา อ านวยความสะดวกในดา้นเคร่ืองมือ 
สถานท่ี และค าแนะน าในการท าวทิยานิพนธ์เป็นอยา่งดี  
  ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณคณะกรรมการสอบโครงร่างวิทยานิพนธ์ทุกท่านท่ีได้
กรุณาให้ค  าช้ีแนะท่ีเป็นประโยชน์เพื่อให้วิทยานิพนธ์มีความสมบูรณ์ยิ่งข้ึน และขอขอบพระคุณ
บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ ผูส้นบัสนุนทุนอุดหนุน การท า
วิจยัคร้ังน้ี ขอขอบคุณหน่วยบัณฑิตศึกษาและนักศึกษาหลังปริญญาสาขาวิทยาเอ็นโดดอนต์ 
ภาควิชาทันตกรรมอนุรักษ์ คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ทุกท่านท่ี
ช่วยเหลือและอ านวยความสะดวกในทุกๆ ดา้น  
  ขอขอบพระคุณนายแพทย์สาธารณสุขจงัหวดันครศรีธรรมราช  ผูอ้  านวยการ
โรงพยาบาลมหาราช นครศรีธรรมราช ท่ีสนบัสนุนทุนการลาศึกษาต่อของขา้พเจา้ 
  ขอขอบพระคุณผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.อนุชิต ชินาจริยวงศ์ ผูใ้ห้ค  าแนะน าในการ
วเิคราะห์สถิติ และใหค้  าแนะน าท่ีดีในการเขียนรายงานวทิยานิพนธ์ 
  สุดทา้ยน้ีขอขอบพระคุณบิดา มารดา และทุกคนในครอบครัวท่ีคอยสนบัสนุนและ
เป็นก าลังใจแก่ข้าพเจ้าเสมอมา ขอขอบพระคุณคณาจารย์และบุคลากรทุกท่านในภาควิชา               
ทนัตกรรมอนุรักษ ์คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ท่ีใหค้  าปรึกษา ช้ีแนะและ
ให้ก าลงัใจทั้งดา้นการเรียนและการท าวิทยานิพนธ์เสมอมา คุณงามความดีท่ีเกิดจากการวิจยัคร้ังน้ี 
ขอมอบแด่บุพการีและคณาจารยทุ์กท่านท่ีเป็นผูป้ระสิทธ์ิประสาทวิชาตั้งแต่เร่ิมตน้การศึกษาของ
ขา้พเจา้  
 

ศิรยา   ศิลปรัสมี 

 

 

 

 



   (10) 

 
 
 
 

 
 

สารบัญ 

 
 หน้า 
กิตติกรรมประกาศ (9) 
สารบญั (10) 
รายการตาราง (11) 
รายการแผนภาพ 
สัญลกัษณ์และค ายอ่ 

(13) 
(14) 

บทท่ี   
1. 1. บทน า 1 

      - บทน าตน้เร่ือง 1 
      - การทบทวนวรรณกรรม 3 
      - วตัถุประสงค ์  12 

2. 2. วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิการด าเนินงาน 13 
3. 3. ผลการวจิยั 26 
4. 4. บทวจิารณ์ 38 
5. 5. บทสรุปและขอ้เสนอแนะ 44 

เอกสารอา้งอิง 46 
ภาคผนวก 53 
ประวติัผูเ้ขียน 61 

                     

        

 

    

 

 

 



   (11) 

 
 
 
 

 
 

 

รายการตาราง 

ตารางที่  หน้า 
1 ชนิดของ poloxamer 10 
2 ปริมาณสาร Chlorhexidine digluconate (CHX-DG) ท่ีใชผ้สมเพื่อใหไ้ดส้ารละลาย 

Chlorhexidine  (CHX) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
15 

3 ปริมาณสาร สาร Alexidine dihydrochloride (ALX-DH) ท่ีใชผ้สมเพื่อใหไ้ด้
สารละลาย Alexidine (ALX) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

15 

4 ปริมาณสาร Octenidine dihydrochloride (OCT-DH) ท่ีใชผ้สมเพื่อใหไ้ดส้ารละลาย 
Octenidine (OCT) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

16 

5 ชนิดและความเขม้ขน้ของสารท่ีผสม poloxamer 407  ในสัดส่วนต่าง ๆ เพื่อใชห้า
ค่า gelation temperature 

21 

6 ฤทธ์ิของสาร Chlorhexidine (CHX), Alexidine (ALX) และ Octenidine (OCT) ใน
การยบัย ั้งเช้ือ Candida albicans และ Enterococcus faecalis ดว้ยวธีิ agar diffusion 

26 

7 ฤทธ์ิของสาร Chlorhexidine (CHX), Alexidine (ALX)  และ octenidine (OCT) ใน
การยบัย ั้งเช้ือ Candida albicans และ Enterococcus faecalis ดว้ยค่าความเขม้ขน้
ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ (MIC, µg/ml) และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุด
ท่ีสามารถฆ่าเช้ือ (MBC, µg/ml) 

28 

8 ค่า R2 และค่า K ในแต่ละแบบจ าลอง ของสารผสมท่ีปลดปล่อยออกมา 35 
9 ค่า n ของสารผสมแต่ละชนิดท่ีปลดปล่อยออกมาตามแบบจ าลองของ Korsmeyer-

Peppas  
36 

10 เปอร์เซ็นตค์วามเขม้ขน้ต ่าสุดของสาร Chlorhexidine (CHX) และ Octenidine 
(OCT) ในการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ต่อเช้ือ Enterococcus faecalis และ Candida 
albicans  (biofilm inhibition < 100 ) 

57 

11 
 
 

12 

เปอร์เซ็นตค์วามเขม้ขน้ต ่าสุดของสาร Chlorhexidine (CHX) และ Octenidine 
(OCT) ในการยบัย ั้งการตา้นเช้ือท่ีอยูใ่นรูป biofilm ต่อเช้ือ Enterococcus faecalis 
และ Candida albicans    (biofilm eradication < 100 ) 
ค่าเฉล่ีย T sol-gel (oC) ของโพลอกซาเมอร์เจลท่ีผสม Chlorhexidine (CHX)  และ 
Octenidine (OCT) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

57 
 
 

58 



   (12) 

 
 
 
 

 
 

   

รายการตาราง (ต่อ) 
 

ตารางที่  หน้า 
13 ร้อยละของ cell viability ของสาร Chlorhexidine (CHX)  ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อ

เซลลไ์ฟโบรบลาสตห์นู  L929 ในระยะเวลาต่าง ๆ   
60 

14 ร้อยละของ cell viability ของสาร Octenidine (OCT)  ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อเซลล์
ไฟโบรบลาสตห์นู  L929 ในระยะเวลาต่าง ๆ   
 

60 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   (13) 

 
 
 
 

 
 

รายการแผนภาพประกอบ 

รูปที่  หน้า 
1 โครงสร้างทางเคมีของ Chlorhexidine (CHX) 6 
2 โครงสร้างทางเคมีของ Parachloroaniline  (PCA) 7 
3 
4 
5 
6 
7 
 

8 
9 
 
 

10 
 
 
 

11 
12 

 
13 

 
14 

 
15 

 
16 

 

โครงสร้างทางเคมีของ Alexidine (ALX) 
โครงทางเคมีของ Octenidine (OCT) 
ลกัษณะโครงสร้างของ Poloxamer 
ค่า Gelation temperature ของ Poloxamer 407 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
ขั้นตอนการทดสอบดว้ยวธีิ Agar diffusion ของสารทดสอบต่อเช้ือ  
Enterococcus faecalis (E. faecalis) และ Candida albicans (C. albicans) 
ขั้นตอนการหาค่า gelation temperature  
เปอร์เซ็นตค์่าเฉล่ียและค่าความคลาดเคล่ือนของสาร Chlorhexidine (CHX) 
และ  Octenidine (OCT) ในการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ต่อเช้ือ Enterococcus 
faecalis (E. faecalis)และCandida albicans (C. albicans) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 เปอร์เซ็นตค์่าเฉล่ียและค่าความคลาดเคล่ือนของสาร Chlorhexidine (CHX) 
และ Octenidine (OCT) ในการยบัย ั้งสภาวะท่ีเป็น biofilm ต่อเช้ือ 
Enterococcus faecalis (E. faecalis)และ Canida albicans (C. albicans) ท่ีความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ 
ค่า T sol-gel (oC) ของ P407 ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
ค่า T sol-gel (oC) ของสารผสม P407 กบั Chlorhexidine (CHX) ท่ีความเขม้ขน้
ต่าง ๆ 
ค่า T sol-gel (oC) ของสารผสม P407 กบั Octenidine (OCT) ท่ีความเขม้ขน้ 
ต่าง ๆ 
ปริมาณและเปอร์เซ็นตก์ารปลดปล่อย Chlorhexidine (CHX) ของสารผสม 
P407 16 % w/w ณ เวลาต่าง ๆ 
ปริมาณและเปอร์เซ็นตก์ารปลดปล่อย Octenidine (OCT) ของสารผสม P407 
16 % w/w ณ เวลาต่าง ๆ 
ค่าร้อยละของ cell viability ของ Chlorhexidine (CHX) และ Octenidine 
(OCT) ณ ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

8 
9 

10 
11 
17 

 
21 
29 

 
 

30 
 

 
 

31 
32 

 
32 

 
33 

 
34 

 
37 

 



   (14) 

 
 
 
 

 
 

สัญลกัษณ์และค าย่อ 

 

CHX   =   Chlorhexidine 

ALX   =   Alexidine 

OCT   =   Octenidine 

SDW   =   Sterile distilled water 

CHX-DG  =   Chlorhexidine digluconate 

ALX-DH  =   Alexidine dihydrochloride 

OCT-DH  =   Octenidine dihydrochloride   

 



 1 

บทที ่1 

บทน ำ 
 

บทน ำต้นเร่ือง 

 
ฟันเป็นอวยัวะหน่ึงท่ีมีความส าคญัในการบดเค้ียวอาหาร หากมีการติดเช้ือหรือ

ไดรั้บอุบติัเหตุบริเวณฟันโดยไม่ไดท้ าการรักษาต่อเน่ือง ส่งผลใหเ้กดิการติดเช้ือในโพรงประสาท
และคลองรากฟัน การติดเช้ือบริเวณคลองรากฟันมีสาเหตุจากเน้ือเยื่อในโพรงประสาทฟันอกัเสบใน
ระยะเร่ิมตน้ หากปล่อยท้ิงไวท้ าใหเ้น้ือเยื่อในโพรงประสาทฟันตายและเกดิพยาธิสภาพบริเวณปลาย
รากฟัน การรักษาคลองรากฟันจึงเป็นวิธีหน่ึงเพื่อป้องกนัไม่ใหสู้ญเสียฟันธรรมชาติ และใชง้านใน
การบดเค้ียวไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ดงันั้นวตัถุประสงคข์องการรักษาคลองรากฟันมีไวเ้พื่อเกบ็ฟัน
ธรรมชาติให้นานท่ีสุดเท่าท่ีจะท าได้  การก  าจัดเช้ือภายในคลองรากฟันดว้ยการใช้เคร่ืองมือ 
(mechanical instrumentation) ร่วมกบัการลา้งคลองรากฟัน (irrigation) ดว้ยสารท่ีมีฤทธ์ิในการตา้น
เช้ืออาจไม่เพียงพอต่อการก  าจดัเช้ือท่ีอยู่อย่างหนาแน่นและอาศัยอยู่ในบริเวณท่ีซับซ้อนทางกาย
วิภาคของคลองรากฟัน  ดงันั้นการใชส้ารท่ีมีฤทธ์ิตา้นเช้ือใส่ในคลองรากฟัน (intracanal medication) 
เพื่อยบัย ั้งการเจริญเติบโตและก  าจดัเช้ือท่ีอยู่ในคลองรากฟันระหว่างการนัดหมายกบัทนัตแพทย์จึง
เป็นส่ิงท่ีจ าเป็น  สารท่ีนิยมใส่ในคลองรากฟันคือ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Calcium hydroxide, 
Ca(OH)2) เน่ืองจากผสมง่าย  ราคาถูก1  และมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือในคลองรากฟัน  

ปัจจุบนัการรักษาคลองรากฟันให้ผลส าเร็จในการรักษาท่ีสูงคือ 74 – 98%2, 3  แต่
อย่างไรกต็ามยงัพบอุบติัการณ์ของการรักษาคลองรากฟันท่ีลม้เหลว สาเหตุหลกัของความลม้เหลว
คือการติดช้ือในระยะยาว (persistent infection)  และการติดเช้ือซ ้ า (secondary infection)  เช้ือ
แบคทีเรีย Enterococcus faecalis (E. faecalis) เป็นเช้ือท่ีพบบ่อยท่ีสุด เน่ืองจากสามารถทนอยู่ใน
สภาวะท่ีมีความเป็นเบสไดดี้4 และมีระบบการน าประจุบวกเขา้สู่เซลล ์ ท าใหค้งระบบความเป็นกรด
เบสภายในเซลลไ์ด ้ ส่งผลให้เช้ืออยู่ในสภาวะสมดุล5, 6, 7, 8 นอกจากเช้ือแบคทีเรียยงัพบเช้ือราบาง
ชนิด  เช้ือรา Candida albicans (C. albicans) เป็นเช้ือราท่ีพบมากท่ีสุด9  เน่ืองจาก C. albicans ทนต่อ
ภาวะความเป็นเบสของ Ca(OH)2 ท่ีอยู่ในคลองรากฟันได ้10  ปัจจุบนัมีการใชส้ารอีกชนิดหน่ึงคือ
สารคลอร์เฮกซิดีน (Chlorhexicine, CHX) ในผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือในระยะยาวและติดเช้ือซ ้ า 
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 CHX เป็นสารตา้นเช้ือท่ีจดัอยู่ในกลุ่ม bisbiguanide มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือจุลชีพได้
หลายชนิด โดยเฉพาะเช้ือ E. faecalis และ C. albicans  แต่การใช ้CHX ในการรักษาคลองรากฟันยงั
มีขอ้จ ากดั หากใช ้CHX ร่วมกบัโซเดียมไฮโปคลอร์ไรด ์(Sodium Hypochlorite, NaOCl) ซ่ึงเป็นสาร
ท่ีนิยมน ามาใช้ล ้างคลองรากฟันโดยทั่วไปนั้ น กอ่ให้เกดิปฏิกริิยาเป็นตะกอนสีส้ม เรียกว่า 
parachloroaniline (PCA)11  ตะกอนน้ีมีผลต่อการติดสีของเน้ือฟัน12  ลา้งออกยากท าให้มีผลต่อการ
ปิดผนึกของวสัดุอุดคลองรากฟัน13  ยิ่งกว่านั้นยงัมีความเป็นพิษและเป็นสารกอ่มะเร็งในสัตวท์ด  
ลอง14    เพื่อลดขอ้จ ากดัดงักล่าวจึงน าสารในกลุ่ม bisbiguanide ชนิดอื่นมาเป็นทางเลือก ปัจจุบนัสาร
ในกลุ่มน้ีท่ีน ามาใชใ้นทางวิทยาศาสตร์สุขภาพ ไดแ้ก ่อะเลกซิดีน (Alexidine, ALX) และ ออคทินิ
ดีน (Octenidine, OCT)    มีการศึกษาว่า ALX ฆ่าเช้ือ E. faecalis ไดดี้กว่า CHX 15   ส่วน OCT เป็น
สารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบบกวา้ง (broad spectrum) สามารถยบัย ั้งไดท้ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและ
แกรมลบ รวมทั้ ง เช้ือรา C. albicans16  แต่ย ังไม่มีการศึกษาใดเปรียบเทียบประสิทธิภาพและ
คุณสมบติัของสารทั้ง 2 ชนิดน้ีไดอ้ย่างชดัเจน 

สารในกลุ่ม bisbiguanide มีประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือท่ีดี แต่การท่ีสารอยู่ใน
รูปแบบสารละลายไม่สามารถน ามาใชเ้ป็นยาส าหรับใส่ในคลองรากฟันได ้ จ าเป็นตอ้งพฒันาสารใน

กลุ่ม bisbiguanideให้คงสภาพอยู่ภายในคลองรากฟัน และรักษาระดบัความเขม้ขน้ของสารตลอด
ช่วงเวลาท่ีรักษา การพฒันาให้สารกลุ่มน้ีให้อยู่ในรูปแบบของเจลจึงเป็นแนวทางท่ีเหมาะสม สาร 
Poloxamer 407 (P 407) เป็นสารชนิดหน่ึงท่ีมีคุณสมบติัดงักล่าว เน่ืองจากเป็นเจลเบสท่ีมีราคาท่ีไม่
สูง หาใชไ้ดง่้าย ไม่มีความเป็นพิษ  และยงัมีลกัษณะพิเศษคือเป็นของเหลวท่ีอุณหภูมิต ่า และเปลี่ยน
สถานะเป็นเจลก ึ่งแขง็เม่ือมีอุณหภูมิสูงข้ึน ดงันั้นหากน ามาในใชช่้วงท่ีอุณหภูมิต ่าช่วยให้สารใน

กลุ่มน้ีใหลแผ่เขา้สู่คลองรากฟันไดง่้าย และเม่ืออยู่ในร่างกายซ่ึงอุณหภูมิสูงข้ึน17สารผสม P 407 
เปลี่ยนสถานะเป็นเจล ท าใหส้ามารถคงสภาพอยู่ในคลองรากฟันไดน้าน จึงเป็นท่ีมาของการศึกษา
คร้ังน้ี   โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตา้นเช้ือของสารในกลุ่ม bisbiguanide (CHX, ALX และ 
OCT) ในดา้นคุณสมบติัของสารในกลุ่ม bisbiguanide ในการปลดปล่อยสารและเมื่อน ามามาผสม
กบั Poloxamer 407 (P 407)  รวมทั้งความเป็นพิษของสารในกลุ่ม bisbiguanide กอ่นน ามาพฒันาเป็น

ยาท่ีใส่ในคลองรากฟัน 
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กำรทบทวนวรรณกรรม  

 

กำรติดเช้ือบริเวณคลองรำกฟัน สามารถแบ่งไดต้ามลกัษณะทางกายวิภาค ประกอบดว้ย  

1. Intraradicular infection คือ การท่ีเช้ือสามารถด ารงอยู่ไดภ้ายในคลองรากฟัน สามารถแยก
ย่อยการติดเช้ือไดอ้อกเป็น 3 ลกัษณะตามระยะเวลาท่ีเช้ือเขา้ไปสู่คลองรากฟัน ดงัน้ี  

a) Primary intraradicular infection เช้ือแบคทีเรียท่ีพบเป็นเช้ือท่ีเขา้สู่คลองราก
ฟัน เป็นสาเหตุเบ้ืองตน้ท าให้เกดิการตายของเน้ือเยื่อในโพรงประสาทฟัน ซ่ึงมีสาเหตุจากเช้ือ
แบคทีเรียทั้งชนิดแกรมลบหลายชนิด ไดแ้ก ่ Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas, Prevotella, 
Tannerella, Treponema, Campylobacter และ Veillonella และชนิดแกรมบวก ไดแ้ก ่Parvimonas, 
Filifactor, Pseudoramibacter, Actinomyces, Peptostreptococcus, Streptococcus, Pripionibacterium  
และ Eubacterium  ปัจจุบนัมีการศึกษาเก ีย่วกบัเช้ือท่ีอยู่ในโพรงประสาทฟันมากข้ึน และใชเ้ทคนิคท่ี
ทนัสมยัมากข้ึน ท าใหพ้บเช้ือใหม่ๆ เพิ่มข้ึน ในฟันท่ีเน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันตายร่วมกบัมีรอยโรค
ปลายรากฟันและไม่มีอาการปวด มกัพบเช้ือ Dialister invisus และในกรณีท่ีติดเช้ือในโพรงประสาท
ฟันมีพยาธิสภาพปลายรากฟันและมีอาการมักพบเช้ือ Treponema denticola18 แต่อย่างไรกต็าม
อุบติัการณ์การพบเช้ือในคลองรากฟันแบบ primary infection นั้นยงัมีความหลากหลาย ข้ึนอยู่กบั
การศึกษา และเทคนิคท่ีใชใ้นการทดสอบ18, 19  สารใชล้า้งคลองรากฟันกลุ่มน้ีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
และใชก้นัอย่างแพร่หลายคือ NaOCl  

b) Secondary infection เช้ือแบคทีเรียท่ีพบไม่ใช่เช้ือแบคทีเรียกลุ่มแรก แต่เป็น
เช้ือแบคทีเรียท่ีเขา้มาภายหลงัหรือระหว่างการรักษาคลองรากฟันท่ีเกดิการปนเป้ือนของเ ช้ือ
แบคทีเรีย19  เช่น มีการปนเป้ือนของเช้ือ E. faecalis ท่ีอยู่ในน ้ าลายแลว้เขา้ไปในคลองรากฟันขณะท่ี
ท าการรักษา 

c) Persistent infection เช้ือแบคทีเรียท่ีท าใหเ้กดิการติดเช้ือแบบถาวร อาจเป็นเช้ือ
ท่ีท าให้เกดิ primary infection หรือ secondary infection ท่ียงัคงมีชีวิตอยู่ในคลองรากฟัน ภายหลงั
จากการรักษาคลองรากฟัน และสามารถทนต่อสารตา้นเช้ือท่ีใชใ้นระหว่างการรักษา  ทั้ง secondary 
และ persistent infection นั้นเป็นสาเหตุส าคญัสาเหตุหน่ึงท่ีท าให้การรักษาคลองรากฟันเกดิความ
ลม้เหลว (endodontic treatment failure)  ซ่ึง E. faecalis เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีพบบ่อยท่ีสุดในกรณีการ
รักษาคลองรากฟันลม้เหลว19 นอกจากน้ียงัพบเช้ือรา C. albicans อีกดว้ย 19 
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2. Extraradicular infection ถึงแมว่้าส่วนใหญ่เช้ือโรคท่ีอยู่ภายในคลองรากฟันมีผลท าให้เกดิ
พยาธิสภาพบริเวณปลายรากฟัน การรักษาคลองรากฟันโดยการก  าจดัเช้ือภายในคลองรากฟันให้
ผลการรักษาท่ีประสบความส าเร็จสูง เน่ืองจากเน้ือเยื่อบริเวณปลายรากฟันมีกลไกในการป้องกนั
ตวัเองจากเช้ือโรค  แต่อย่างไรกต็ามเช้ือบางชนิดสามารถบุกรุกเขา้ไปยงัเน้ือเยื่อบริเวณปลายรากฟัน
ได ้ จึงเป็นสาเหตุหน่ึงของการรักษาคลองรากฟันท่ีลม้เหลว ส่วนใหญ่เป็นเช้ือแบคทีเรียในสกุล 
Actinomyces  และเช้ือ Propionibacterium propionigum เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถตา้น
ต่อกระบวนการ phagocytosis ได้19  ดงันั้นหากเกดิ persistent infection จาก extraradicular infection 
การรักษาคลองรากฟันซ ้ าร่วมกบัการท า endodontic microsurgery จึงเป็นทางเลือกหน่ึงของการ
รักษาพยาธิสภาพของฟันท่ีประสบความส าเร็จ20 

เช้ือจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุ ใหเ้กดิพยาธิสภาพในการรักษาคลองรากฟัน มีทั้งท่ีอยู่ใน

กลุ่มแบคทีเรียและเช้ือรา 

 

เช้ือแบคทเีรีย Enterococcus faecalis 

Enterococcus species เป็นเช้ือกลุ่ม facultative anaerobes แกรมบวก รูปร่างกลม 
หรือรี  เจริญเติบโตได้ทั้ งในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจนได้ กระจายตัวทั่วไปใน

ธรรมชาติ ในภาวะท่ีขาดออกซิเจนมีการเจริญเติบโตแบบ fermentation21  E. faecalis เป็นเช้ือประจ า
ถิ่น ในรอยโรค secondary infection และ persistent endodontic infection22, 23  ปัจจุบนัยงัไม่ทราบแน่
ชดัถึงกระบวนการท่ีเช้ือชนิดน้ีท่ีท าใหร้อยโรคบริเวณปลายรากฟันไม่หาย แต่มีสมมุติฐานท่ีเป็นไป

ได้ 24   

a)   เป็น primary colonizer ในฟันท่ีมีการติดเช้ือของระบบคลองรากฟัน และ
เช้ือจุลินทรียมี์ชีวิตอยู่ไดแ้มไ้ดรั้บการรักษาคลองรากฟันแลว้ เน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีด ารงชีวิตอยู่ไดใ้น

สภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม เช่น สภาวะเป็นเบสสูง  

b) เป็นเช้ือฉวยโอกาสท่ีเขา้มาภายหลงัการรักษาคลองรากฟันแลว้ (opportunistic 
canal invaders)  มีหลายการศึกษาพบปริมาณ E. faecalis ต ่าในการติดเช้ือในคลองรากฟันคร้ังแรก 
(primary infection) และแทบไม่ปรากฏในรอยโรคฟันผุ  ในการเกบ็น ้ าลายมนุษยม์าทดสอบหา  E. 
faecalis  ตรวจพบ E. faecalis ร้อยละ 21.8 และไม่ปรากฏในผูท่ี้มีสุขภาพช่องปากท่ีดี แสดงใหเ้ห็น

ว่า  E. faecalis ไม่ไดเ้ป็นเช้ือประจ าถิ่น ท่ีปรากฏอยู่ตลอดเวลาในช่องปาก24 
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 เช้ือ E.  faecalis สามารถเจริญเติบโตในคลองรากฟันท่ีไดรั้บการรักษาแลว้เน่ืองจาก 

a)  สามารถคงอยู่ในสภาวะท่ีขาดอาหารไดเ้ป็นเวลานาน โดยสามารถคงอยู่ใน
สภาวะท่ีขาดอาหาร (glucose-limited และ phosphate-limited media) นานกว่า 4 เดือน  หากมีซีร่ัม

ออกมาจากกระดูกเบา้ฟัน (alveolar bone) และเอน็ยึดปริทนัต ์ (periodontal ligament) เพียง 1% เช้ือ

สามารถมีชีวิตและเจริญเติบโตได ้25 

b)  สามารถเขา้ไปในท่อเน้ือฟัน (dentinal tubule)22, 5, 26  และผลิตเอนไซม์ serine 
protease gelatinase และ collagen-binding protein เพื่อการยึดเกาะกบั type I collagen ในเน้ือฟัน  

หากมีส่วนประกอบของซีร่ัมจากเน้ือเยื่อรอบปลายรากฟัน เป็นปัจจยัช่วยส่งเสริมใหเ้กดิการยึดเกาะ

กบั collagen ไดดี้ข้ึน ในขณะท่ีซีร่ัมท าหนา้ท่ียบัย ั้งการยึดเกาะของเช้ือ S. gordonii และ  S. mutans 22 

c)  สามารถสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) ท าให้ตา้นการเกดิ phagocytosis ของระบบ

ภูมิคุ ้มกนัของร่างกายมนุษย์ ยา หรือสารท่ีมีฤทธ์ิต้านเช้ือได้มากกว่าปกติถึง 1,000 เท่า โดย                    
E. faecalis ในคลองรากฟันสามารถสร้างเป็น biofilm ไดใ้นระยะเวลาเพียง 2 วนั แมว่้ามีการใส่สาร
ตา้นเช้ือ (intracanal medication) หรือไม่กต็าม และเม่ือเวลาผ่านไป 86 วนั เช้ือยงัคงสามารถมีชีวิต

อยู่ได ้27 

d)  สามารถทนต่อสภาวะเป็นเบสสูง เน่ืองจาก E. faecalis คงระดบัความเป็นกรด
เบสภายในเซลลใ์ห้เกดิความสมดุลไดด้ว้ยกระบวนการน าโปรตอนเขา้สู่เซลล ์ (proton pump) ผ่าน
ทางเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อให้ค่าระดบัความเป็นกรดเบสในเซลล์ต ่าลง สอดคลอ้งกบัท่ี Ca(OH)2 ไม่มี

ประสิทธิภาพเพียงพอต่อการก  าจดัเช้ือชนิดน้ี 4 

 

เช้ือรำ Candida albicans 

นอกจากเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของการติดเช้ือและเกดิพยาธิสภาพบริเวณปลาย

รากฟันเช้ือราเป็นจุลินทรียอ์ีกกลุ่มท่ีเป็นสาเหตุดงักล่าวดว้ย ในคลองรากฟันท่ีไดรั้บการรักษาแลว้ยงั
มีช้ือรากลุ่ม Candida ถึง 18% 19  Waltimo และคณะ (1999) ไดศึ้กษาชนิดของเช้ือท่ีเกดิข้ึนภายใน
ของรากฟันของผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ือซ ้ า (secondary infection) และติดเช้ือในระยะยาว (persistent 
infection)  จ  านวนทั้ งหมด 692 ราย มีเช้ือราคิดเป็น 47 ราย และเป็นเช้ือรา Candida albicans                
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(C. albicans) มากท่ีสุด10  Sundqvist  และคณะ (1998) รายงานว่า  C. albicans สามารถบุกรุกเขา้ไป

ใน dentinal tubules ไดแ้ต่ชา้กว่า  E. faecalis  และ ทนต่อ Ca(OH)29 

สารยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม bisbiguanide ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีประกอบดว้ย 

Chlorhexidine (CHX),  Alexidine (ALX) และ Octinidine (OCT) 

 

Chlorhexidine (CHX) 

CHX เป็นสารกลุ่ม bisbiguanide ท่ีมีประจุบวก  มีสูตรโครงสร้างดงัรูปท่ี 1 มีฤทธ์ิ

ยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียแ์บบ broad spectrum มีผลท าลายองคป์ระกอบส าคญัของเยื่อหุม้เซลลแ์บคทีเรียท่ี
เป็นไขมนั ท่ีความเขม้ขน้ต ่า CHX มีฤทธ์ิยบัย ั้งแบบ bacteriostatic เน่ืองจากมีผลเฉพาะบริเวณเยื่อหุม้
เซลล ์และท่ีความเขม้ขน้สูงมีฤทธ์ิ bactericidal เน่ืองจากมีผลท าใหเ้ซลลเ์ช้ือแบคทีเรียแตกกลายเป็น
ตะกอนของโปรตีน และกรดนิวคลิอิก10 CHX มีประสิทธิภาพในการก  าจดัเช้ือ E.  faecalisไดดี้5, 6, 9, 26  
การศึกษาของ Gomes และคณะ (2001) ในหอ้งปฏิบติัการไดเ้ปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตา้น

เช้ือ E. faecalis ของสาร NaOCl ความเขม้ขน้ 0.5%, 1.0%, 2.5%, 4.0% และ 5.25% และสาร CHX 
ความเขม้ขน้ 0.2%, 1.0% และ 2.0% ในรูปแบบสารละลายและเจลเบส สารทุกชนิดท่ีทดสอบมี
ความสามารถในการก  าจดัเช้ือ E. faecalis ได ้โดยระยะเวลาในการตา้นเช้ืออย่างมีประสิทธิภาพ

ข้ึนอยู่กบัความเขม้ขน้ของสาร 28  

 

 

รูปที ่1 โครงสร้างทางเคมีของ Chlorhexidine (CHX)28 

 

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi6qpi60JrZAhUX4o8KHfx1DOQQjRx6BAgAEAY&url=http://flipper.diff.org/apptagsaccount/files/1120&psig=AOvVaw1ucmg7XysgxBkTaXMWb8Ci&ust=1518327380440294
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CHX นอกจากมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแลว้ยงัมีคุณสมบติัคงฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพ 
(antimicrobial substantivity)  เน่ืองจากโมเลกุลของ CHX เป็นประจุบวกสามารถจับกบัเน้ือฟัน  
ดงันั้นหลงัจากท่ีลา้ง CHX ออกไป CHXยงัคงฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพ29   ระยะเวลาของการคงฤทธ์ิมี
ความแตกต่างกนัไปตามรูปแบบการศึกษา รูปแบบของสาร และระยะเวลาท่ีสารสัมผสักบัเน้ือฟัน 
จากการศึกษาของ White และคณะ (1997) ในห้องปฏิบติัการโดยใชฟั้นมนุษยใ์หผ้ลว่า การใช ้2% 

CHX เป็นน ้ ายาลา้งคลองรากฟันสามารถคงฤทธ์ิไม่ต ่ากว่า 72 ชัว่โมง30 ต่อมาไดม้ีการศึกษาเก ีย่วกบั
การคงฤทธ์ิของ CHX ในหอ้งปฏิบติัการ  CHX สามารถคงฤทธ์ิไดถ้ึง 3 สัปดาห์31, 4 สัปดาห์32  และ 
12 สัปดาห์33 การศึกษาทางคลินิก CHX คงฤทธ์ิไดน้าน  48 ชัว่โมง34  นอกจกน้ี Komorowski และ
คณะ (2000) ได้ศึกษาจากฟันวัวด้วยการใส่ CHX ในคลองรากฟันเป็นระยะเวลา 7 วัน ท าให้
ความสามารถในการคงฤทธ์ิอยู่ไดต้ลอดระยะเวลา 21 วนั  จึงเป็นสรุปใหใ้ช ้CHX เป็น intracanal 

medication อย่างนอ้ย 7 วนั31 ถึงแมว่้า CHX มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือท่ีดีแต่ไม่มีคุณสมบติัในการละลาย
เน้ือเยื่อเหมือนกบั NaOCl นอกจากน้ีหากน า CHX มาใชร่้วมกบั NaOCl ยงัมีขอ้จ ากดัเน่ืองจาก CHX 
ท าปฏิกริิยากบั NaOCl ไดต้ะกอนสีส้ม เรียกว่า parachloroaniline  (PCA) PCAท าให้เกดิการติดสี
ของเน้ือฟัน12 ลา้งออกยาก มีผลต่อการปิดผนึก (seal) ของวสัดุอุดคลองรากฟัน13 มีความเป็นพิษ และ

เป็นสารกอ่มะเร็งในสัตวท์ดลอง14  PCA มีโครงสร้างดงัรูปท่ี 2 

 

รูปที ่2 โครงสร้างทางเคมีของ Parachloroaniline (PCA)4 

 

 นอกจาก CHX ท าปฏิกริิยากบั NaOCl แลว้  CHX ยงัสามารถท าปฏิกริิยากบั EDTA 
ซ่ึงเป็นสารอีกชนิดหน่ึงท่ีนิยมใชใ้นการลา้งคลองรากฟัน เกดิเป็นตะกอนเกลือสีขาวแต่ไม่ไดเ้ป็น

ตะกอนของ PCA ตะกอนท่ีเกดิข้ึนน้ียงัไม่ทราบแน่ชดัว่าเป็นตะกอนชนิดใด และยงัไม่ไดมี้การศึกษา
ถึงความเป็นพิษของตะกอนชนิดน้ี35   ดว้ยขอ้จ ากดัน้ีจึงน าสารในกลุ่ม bisbiguanide ตวัอื่นมาศึกษา
เพิ่มเติมเพื่อเป็นทางเลือก ปัจจุบนัไดน้ าสาร bisbiguanide มาใชใ้นงานสาขาวิทยาศาสตร์สุขภาพมาก

ข้ึน เช่น อะเลกซิดีน (Alexidine, ALX) และ ออคทินิดีน (Octenidine, OCT) 
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Alexidine (ALX) 

ALX เป็นสารในกลุ่ม bisbiguanide มีโครงสร้างใกลเ้คียงกบั CHX ต่างกนัตรงท่ี
ส่วนปลายของโครงสร้างเป็น ethylhexyl group ดงัรูปท่ี 3 ดว้ยเหตุน้ี ALX มีความสามารถในการจบั
กบั lipopolysaccharide บนท่ีอยู่บนผนังเซลล์เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ และ lipoteichoic acid บน
แบคทีเรียชนิดแกรมบวกไดดี้และเร็วกว่า CHX36, 15  ALX เร่ิมน ามาใชใ้นดา้นวิทยาศาสตร์สุขภาพ 
โดยพฒันาเป็นน ้ ายาบว้นปากและน ้ ายาลา้ง contact lens ในเวลาต่อมาไดศึ้กษาถึงประสิทธิภาพใน

การฆ่าเช้ือท่ีอยู่ในคลองรากฟันมากข้ึน และการใช ้1% ALX ในเวลา 5 และ 10 นาที สามารถฆ่าเช้ือ 
E. faecalis ได ้ไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญักบั 2% CHX37 ความเขม้ขน้ของ ALX ท่ีมีความสามารถ
ตา้นการสร้างและฆ่าเช้ือ E. faecalis ในรูปแบบของ biofilm คือ  0.03-2%38 การศึกษาของ Barrios 
และคณะ (2013) พบว่า ALX สามารถคงฤทธ์ิในการตา้นจุลชีพ (Antimicrobial substantivity)ได้
โดยเฉพาะเช้ือ E. faecalis  เมื่อใช ้ALX 1-2% ลา้งในคลองรากฟันเป็นระยะเวลา 1 นาที และใหผ้ล

ในการคงฤทธ์ิไดดี้กว่า 2% CHX37  ถึงแมว่้ามีการศึกษาไม่มากนกัเก ีย่วกบัประสิทธิภาพในการตา้น
เช้ือราของ ALX แต่โครงสร้างของ ALX มีประจุบวกเช่นเดียวกบั CHX จึงท าใหส้ามารถจบั plasma 
membrane ของเช้ือราได ้  ปฏิกริิยาระหว่าง ALX กบั NaOCl เกดิ แต่เป็นตะกอนสีเหลืองไม่ใช่ PCA 

แต่ยงัไม่ทราบแน่ชดัว่าเป็นสารชนิดใด39 

 

รูปที ่3 โครงสร้างทางเคมีของ Alexidine (ALX)4 

 

Octinidine (OCT)   

OCT เป็นสารในกลุ่ม bisbiguanide และเป็นประจุบวกเช่นเดียวกบั CHX และ ALX   
เป็นอนุพนัธ์ของ bispyridine มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดห้ลายชนิด (broad spectrum efficacy) ทั้ง

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjEiuGv0ZrZAhVEMo8KHbx8CIwQjRx6BAgAEAY&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Alexidine&psig=AOvVaw10JsmBRxamw-ltmZCdU_ak&ust=1518327637337543
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ชนิดแกรมบวกและ แกรมลบรวมทั้งเช้ือรา C. albicans16 กลไกการฆ่าเช้ือเกดิจากการท าลายผนงั
เซลล์ และเยื่อหุ้มเซลล์  OCT ในรูปแบบ octenidine hydrochloride ถูกพัฒนาข้ึนจาก Sterlig 
Winthrop Research Institute มี สู ตรทาง เคมี เ ป็น [N,N’ - (1,10 decanediyl-1[4H]  -pyridinyl-4-
pylidene)bis (1-octanamine)  dihydrochloride]  ดังโครงสร้าง รูปท่ี  4  และได้น ามาใช้ในทาง
วิทยาศาสตร์สุขภาพหลายแขนง โดยในช่วงแรกใชเ้ป็นสารฆ่าเช้ือบริเวณผิวหนงัท่ีไหมแ้ละใชใ้น

การลา้งแผลในผูป่้วยรายท่ีมีแผลเร้ือรัง  ทางทนัตกรรมเร่ิมจากการพฒันาเป็นน ้ ายาบว้นปากเพราะมี
คุณสมบัติในการต้านการสะสมของแผ่นคราบจุลินทรีย์40 มีหลายการศึกษายืนยนัว่า OCT มี
ประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือไดห้ลายชนิดและดีกว่า CHX  Slee และคณะ (1983) ใหข้อ้สรุปว่า OCT 
สามารถฆ่าเช้ือ S. mutan,  S. sanguis, A. viscosus และ A. naeslundii ท่ีอยู่ในคราบจุลินทรีย์ได้
รวดเร็วกว่า CHX อย่างมีนยัส าคญั41   ส าหรับการเปรียบเทียบผลของสาร OCT ต่อการตา้นเช้ือจุลชีพ

ชนิดต่าง ๆ พบว่า Octenisept® (0.1% OCT) มีผลในการตา้นการยึดเกาะและตา้นฤทธ์ิของเช้ือ S. 
sanguinis มากท่ีสุดเมื่อเทียบกบั 0.13% Olaflur® (Amide fluoride), 0.1% CHX, chitosan และ 0.9% 
NaCl42  และยงัสามารถก  าจดัเช้ือ S. aureus, E. faecalis และ C. albicans ไดใ้นระยะเวลา 15 วินาที 43  
เมื่อน า CHX และ OCT  มาเป็นยาใส่ในคลองรากฟันในระยะเวลา 4 สัปดาห์ ใหป้ระสิทธิภาพในการ
ตา้นเช้ือ E. faecalis ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ44  การศึกษาในแบบจ าลองฟันเมื่อ

เปรียบเทียบ 0.1% OCT และ 2% CHX ในการใชเ้ป็นน ้ ายาลา้งคลองรากฟันพบว่าท่ีระยะเวลา 2 นาที 
0.1% OCT ให้ผลในการยบัย ั้งเช้ือ E. faecalis ไดม้ากกว่า 2% CHX อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ45, 46  
การศึกษาทางดา้น cytotoxicity พบว่า OCT มีความเป็นพิษต ่าต่อเซลล ์fibroblast และ เซลล ์epithelial  
เมื่อเทียบกบั CHX47 อย่างไรกต็าม ยงัไม่มีการศึกษาถึง antimicrobial substantivity ของ OCT และ

ปฏิกริิยาท่ีเกดิข้ึนระหว่าง OCT และ NaOCl 

   

รูปที ่4 โครงสร้างทางเคมีของ Octinidine (OCT) 48 

เจลเบสท่ีน ามาใส่เพื่อใหส้ารในกลุ่ม bisbiguanide ทั้ง 3 ชนิดคงรูปอยู่ในคลองราก

ฟันได ้คือ Poloxamer 407 (P407) 

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj9sNDig5vZAhVKYo8KHfrHBngQjRx6BAgAEAY&url=https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Octenidine_dihydrochloride.png&psig=AOvVaw0BG2a-YflDl3-N9emqbwZj&ust=1518341035951159
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Poloxamer 407 (P 407) 

Poloxamer เป็นสารสีขาว ไม่มีกลิ่นและรส (odorless and tasteless) เรียกช่ือได้

หลายอย่าง เช่น Lutrol, Monolan, Pluronic และ Poloxalkol เป็นตน้ มีช่ือทางเคมี คือ α-Hydro-ω-
hydroxypoly(oxyehtylene)poly(oxypropylene) มีหลายชนิด (grade) แต่ละชนิดมีส่วนประกอบหลกั

เหมือนกนั ต่างกนัท่ีปริมาณของ propylene และ ethylene oxides ท่ีใส่ในกระบวนการผลิต49 ลกัษณะ

ของโครงสร้างแสดงดงัรูปท่ี 5 

 

 

 

รูปที ่5 ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของ Poloxamer 49 

 

การเรียกช่ือ Poloxamer โดยเรียก Poloxamer แลว้ตามดว้ยตวัเลข 3 ตวั ซ่ึง 2 ตวัแรก
น ามาคูณ 100 ไดเ้ป็นน ้ าหนกัของโมเลกุล polyoxypropylene โดยประมาณ และตวัเลขตวัสุดทา้ยเมื่อ

น ามาคูณ 10 จะไดน้ ้ าหนกัโดยเปอร์เซ็นตข์อง polyoxyethylene ชนิดและน ้ าหนกัแสดงดงัตารางท่ี 1 

 

ตำรำงที ่1 ชนิดของ Poloxamer49 

Poloxamer Physical form A b Average molecular weight 

124 Liquid 12 20 2,090-2,360 

188 Solid 80 27 7,680-9,510 

237 Solid 64 37 6,840-8,830 

338 Solid 141 44 12,700-17,400 

407 Solid 101 56 9,840-14,600 

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjKivC_05vZAhVKo48KHc8IDcoQjRx6BAgAEAY&url=http://www.drugfuture.com/Pharmacopoeia/USP32/pub/data/v32270/usp32nf27s0_m66210.html&psig=AOvVaw2VReb9f1NqEdPo4GRb9NAb&ust=1518362568517868
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  Poloxamer เ ป็นสาร ท่ีไม่ มี ประ จุ  ( nonionic polyoxyethylene-polyoxypropylene 
copolymer) โครงสร้างประกอบดว้ย 2 ส่วนคือ ส่วนของ polyoxyethylene มีคุณสมบติัละลายน ้ า 
(hydrophilic) และส่วนของ polyoxypropylene มีคุณสมบติัไม่ละลายน ้ า (hydrophobic) หากอุณหภูมิ
เปลี่ยนแปลง Poloxamer สามารถเปลี่ยนสถานะระหว่างเหลวและเจลได ้(sol-gel transition) คือ ท่ี
อุณหภูมิต ่ามีลกัษณะเป็น aqueous solution และเปลี่ยนสถานะเป็น hydrogel เม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน  

ทั้งน้ีการเปลี่ยนแปลงสถานะข้ึนอยู่กบัความชนิดและเขม้ขน้ของสาร ดงัแสดงในรูปท่ี 6  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่6  ค่า Gelation temperature ของ Poloxamer 407 (P 407) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ50 

Poloxamer ท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาน้ีคือ Poloxamer 407 (P407) ปัจจุบนัไดน้ า  P407 
มาใชใ้นดา้นการแพทยห์ลายอย่าง อาทิ ใชเ้ป็นสาร เพื่อเคลือบยาเมด็ และเป็นตวัน ายาเขา้สู่ร่างกาย 
(drug delivery) เช่น ท่ีความเขม้ขน้ 0.001-0.85% w/v ใชก้บัดวงตา (ocular delivery system)51  น ามา
ผสมกบัยาชา lidocaine เพื่อเพิ่มระยะเวลาในการออกฤทธ์ิ52 น ามาผสมยาแกป้วด ibuprofen เพื่อใช้
ในรูปแบบยาฉีดเพื่อบรรเทาอาการอกัเสบ นอกจากน้ี P407 สามารถผ่านส่วนของเยื่อหุม้สมองชั้น

ดูรา (dural membrane)ได้53 ในทางทนัตกรรม ในปี 2010 Wannachaiyasit และ Phaechamud  ได้
ศึกษาการพฒันา chlorhexidine gel ส าหรับฆ่าเช้ือในช่องปาก (mouth antiseptic) โดยใช ้Poloxamer 
407 (Lutrol F127) เป็นเจลเบส ความเขม้ขน้ Poloxamer ร้อยละ 25 %w/w ช่วยชะลอการปลดปล่อย 
chlorhexidine ใหอ้อกมาอย่างชา้ๆ54 ในการศึกษาความเป็นพิษในสัตว์ทดลอง (สุนขั และกระต่าย) 
พบว่าการให ้ poloxamerท่ีความเขม้ขน้ 5% w/v และ 10% w/v  ในตา เหงือก และผิวหนงั ไม่ท าให้

เกดิการระคายเคือง (nonirritating) หรือการแพ ้(nonsensitizing) แกส่ัตวท์ดลอง49 
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วตัถุประสงค์กำรวจัิย 

เน่ืองจากสารในกลุ่ม bisbiguanide มีประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือท่ีสัมพนัธ์กบัการ
เกดิ secondary และ persistent infection ในคลองรากฟันไดเ้ป็นอย่างดี  การน าสารกลุ่มน้ีมาพฒันา
เป็นยาใส่ในคลองรากฟันเพื่อเป็นทางเลือกในการลดขอ้จ ากดัของการใช ้ CHX จ าเป็นตอ้งเลือกสาร
ท่ีเหมาะสมและศึกษาคุณสมบติัพื้นฐานของสารกอ่นน ามาใชจ้ริงในทางคลินิกดงันั้นวตัถุประสงค์
ในการศึกษาน้ีคือ 

1.  เลือกสารในกลุ่ม bisbiguanide ท่ีเหมาะสมโดยเปรียบเทียบจากการศึกษาคุณสมบติัในการตา้น
ต่อเช้ือจุลชีพ ในสภาวะ planktonic ต่อเช้ือ E. faecalis และ C. albicans ของสาร CHX, ALX และ 
OCT โดยพิจารณาเลือกสารระหว่าง  ALX และ OCT มาเปรียบเทียบกบั CHX และน ามาศึกษา
คุณสมบติัในดา้นอื่น ๆในวตัถุประสงคข์อ้ถดัไป 

2.  ศึกษาความสามารถในการตา้นต่อไบโอฟิลม์ (antibiofilm activity) ต่อเช้ือ E. faecalis  และ C. 
albicans   

3.  ศึกษาการปลดปล่อยสาร (drug releasing) เมื่อน ามาผสมกบั P407 โดย 
a)   หาอตัราส่วนผสมของสาร P407 กบัสาร ALX หรือ OCT และสาร CHX  
b)  ศึกษารูปแบบการปลดปล่อยสารในรูปแบบของสารผสมกบั P407 

   4. ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์นู (cytotoxicity) 
 

สมมุติฐำนกำรศึกษำ 

สารตา้นจุลชีพ ALX หรือ OCT  และ CHX มีคุณสมบติัในการตา้นจุลชีพ  การตา้น
ต่อ biofilm การปลดปล่อยสารในรูปแบบของเจลเมื่อสมกบั P407 และความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบร 

บลาสตห์นู L929 ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 

ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

สามารถเลือกสารในกลุ่ม bisbiguanide (ระหว่าง ALX และ OCT) มาพฒันาเป็นยา

ใส่ในคลองรากฟันไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพเพื่อลดขอ้จ ากดัของการใช ้CHX ร่วมกบั NaOCl  
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บทที ่2 

วสัดุ อปุกรณ์ และวิธีกำรด ำเนินงำน 

วสัดุ 

1. Poloxamer 407 (P 407, Lutrol®F 127, BASF, Germany) 
2. สารเคมี 

a) น ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ 
b) สารละลาย 
- CHX  (chlorhexidine digluconate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Switzerland) 
- ALX (alexidine dihydrochloride, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Switzerland) 
- OCT (octenidine dihydrochloride, Alfa Aesa, United Kingdom) 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือ 
a) Brain heart infusion: Becton, Dickinson & Co, Sparks, MD 37 g /l 
b) Blood agar base: RCI Labscan Asia Co., Ltd 40 g /l 

4. อาหารส าหรับไฟโบรบลาสต ์(GIBCO BRL Products, Invitrogen Co., USA) 
5. candle jar 
6. ภาชนะส าหรับใส่สารทดสอบและอาหารเลี้ ยงเช้ือ: petri plate (dish), glass bottles, beaker, 

flasks  (Pyrex, USA) 
 

อุปกรณ์ 
1. เคร่ืองชัง่ Digital ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Sartorius analytic รุ่น E5500s, Scientific promotion Co., 

LTD, USA) 
2. water-bath (รุ่น WNE 45 SC, Memert, UK)  
3. shaking incubator (LSI-3016R, LabTech®, Korea) 
4. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (microplate reader Expert Plus รุ่น G020151: Asyshitech, Germany) 
5. เคร่ืองเขย่าสาร (Vortex: New York, USA 
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6. ตูบ่้มเพาะเช้ือขนาด 400 ลิตร (Binder; Scientific promotion Co., LTD, USA) 
7. ตูอ้บความร้อนสูง (Hot air oven: Memmert, Germany) 
8. ตูแ้ช่เยน็ -20◦C (Whirlpool, USA) 
9. ตูเ้ยน็ทัว่ไปส าหรับอุณภูมิ -4◦C (Whirlpool, USA) 
10. หมอ้น่ึงควบคุมความดนัไอน ้ า (Autoclave: Tomy, Tokyo, Japan) 
 

วธีิกำรด ำเนินงำน 
 
การด าเนินงานประกอบดว้ย 4 การทดลองไดแ้ก ่
1. การทดสอบประสิทธิภาพในการต้านเช้ือจุลชีพของสาร CHX, ALX และ OCT ในสภาวะ   

planktonic 
2. การทดสอบประสิทธิภาพของสารต่อการยบัย ั้งเช้ือในรูปแบบ biofilm ดว้ยวิธี MTT assay  
3. การศึกษาการปลดปล่อยของสารท่ีผสมกบั P407 
4. การศึกษาความเป็นพิษของสารต่อการเจริญเติบโตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์นู 

 
1. กำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรต้ำนเช้ือจุลชีพของสำร CHX, ALX และ OCT ในสภำวะ 
planktonic 

เป็นการทดสอบความไวในการตา้นเช้ือในสภาวะ planktonic ของเช้ือ E. faecalis 
และ C. albicans ต่อ CHX, ALX และ OCT ตามวิธีมาตรฐานของ Clinical and Laboratory Standard 
Institute (CLSI) 55 ประกอบดว้ย 2 วิธี คือ  วิธี Agar diffusion และวิธี Broth microdilution 

 
a) วธีิ Agar diffusion  
กำรเตรียมสำร  
กลุ่มสารตวัอย่างท่ีใชใ้นการทดสอบในการศึกษา  Agar diffusion มีทั้งหมดดงัน้ี 
กลุ่มควบคุม ประกอบดว้ย sterile distill water (SDW)  และ17% P407 w/w  
กลุ่มทดสอบ ประกอบดว้ย 

1) CHX ความเขม้ขน้ 2%, 1%และ 0.5% w/v 
2) ALX ความเขม้ขน้ 2%, 1%และ 0.5% w/v 
3) OCT ความเขม้ขน้ 0.2%, 0.1%และ 0.05% w/v 
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วธีิกำรเตรียมสำรทดสอบ 
  กำรเตรียม 17% P407 โดยชัง่สาร P407 ใหไ้ดป้ริมาณ 0.34 g ใส่ลงในขวดส าหรับ

ผสมสารละลาย เติม  sterile distill water (STDW) ลงไปในขวดท่ีมีสาร  P407 ปริมาณ  2 g น า
สารละลายท่ีผสมแช่ตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมงกอ่นน ามาทดสอบ 

  กำรเตรียม CHX ด้วยการเจือจางสารละลาย  20% Chlorhexidine digluconate 
(CHX-DG) ซ่ึงเป็นของเหลว ให้ได้ความเข้มข้นท่ี  2%, 1% และ 0.5% ในขวดแกว้ส าหรับเกบ็
สารละลายปริมาณ 2 ml ในแต่ละความเขม้ขน้ท าการผสมดงัแสดงในตารางท่ี 2 

 
ตำรำงที่ 2   ปริมาณสาร  Chlorhexidine digluconate (CHX-DG) ท่ีใช้ผสมเพื่อให้ได้สารละลาย  

Chlorhexidine  (CHX) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
 

ควำมเข้มข้น ปริมำณ CHX-DG (µl) ปริมำณ SDW (µl) ปริมำณโดยรวม(µl) 
2% CHX 200 1800 2000 
1% CHX 100 1900 2000 

0.5% CHX 50 1950 2000 
 

  กำรเตรียมสำรละลำย ALX  ชัง่สาร Alexidine dihydrochloride (ALX-DH) ซ่ึงมี
ลกัษณะเป็นผง เติมสาร DMSO เพื่อเป็นตวัท าละลาย ละลายใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยใหไ้ดป้ริมาณ
ตามท่ีแสดงไวใ้นตารางท่ี 3 หลงัจากนั้นเติม SDW ไดป้ริมาณ 2 ml 

 
ตำรำงที ่3    ปริมาณสาร สาร Alexidine dihydrochloride (ALX-DH) ท่ีใชผ้สมเพื่อใหไ้ดส้ารละลาย 

Alexidine (ALX) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
 

ควำมเข้มข้น ปริมำณ ALX-DH (g) ปริมำณ DMSO (µl) 
2% ALX 0.04 100 
1% ALX 0.02 100 

0.5% ALX 0.01 100 
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  กำรเตรียมสำรละลำย OCT เตรียมจากสาร Octenidine dihydrochloride (OCT-
DH) ซ่ึงเป็นของเหลว ท าการผสมเช่นเดียวกบั ALX แต่ใช ้ethanol เป็นตวัท าละลาย ปริมาณของสาร
ท่ีใชใ้นการผสม และปริมาณของ ethanol แสดงในตารางท่ี 4 

 
ตำรำงที่ 4    ปริมาณสาร Octenidine dihydrochloride (OCT-DH) ท่ีใชผ้สมเพื่อให้ไดส้ารละลาย  

Octenidine (OCT) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
 

ควำมเข้มข้น ปริมำณ OCT-DH (g) ปริมำณ ethanol (µl) 
0.2% OCT 0.004 100 
0.1% OCT 0.002 100 
0.05% OCT 0.001 100 

 
  กำรเตรียมเช้ือและกำรทดสอบ 
    เช้ือ Enterococcus faecalis  
ใช ้E. faecalis ชนิด ATCC 19433 โดยเตรียมอาหารเลี้ ยงเช้ือ Brain Heart Infusion 

agar (BHA) ท่ีปราศจากเช้ือ จ านวน 20 ml ตม้ใหเ้หลว และน ามาตั้งใหอุ้่น เติมเช้ือ E. faecalis ปรับ
ใหมี้ปริมาณเช้ือ 9 x 108 CFU/ml (ปรับค่า OD600nm= 0.1) จ านวน 1000 µl ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ BHA 
ท่ีอุ่นแลว้   เทลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีวงแหวนโลหะขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 6 mm จ านวน 4 วงวาง
อยู่โดยมีระยะห่างเท่ากนัและเทใหค้วามหนาของวุน้สม ่าเสมอ รอจนอาหารเลี้ยงเช้ือแขง็ น าวงแหวน
โลหะออกเพื่อสร้างหลุมส าหรับบรรจุสารท่ีตอ้งการทดสอบ  ท่ีไดก้ล่าวไวใ้นขั้นตอนการเตรียมสาร 
โดยในแต่ละกลุ่มทดลองใชส้ารหลุมละ 80 µl  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใน 
candle jar  แปลผลดว้ยการวดัเส้นผ่านศูนยก์ลางของโซนยบัย ั้ง (inhibition zone) โดยท าการทดสอบ
ทั้งหมด 3 คร้ังในแต่ละคร้ังท า 2 ซ ้ า 
 

    เช้ือ Candida albicans  
ใช ้C. albicans ชนิด ATCC 90028 ท าเช่นเดียวกบัการทดสอบเช้ือ E. faecalis โดย

เปลี่ยนเป็น ปรับใหมี้ปริมาณเช้ืออยู่ในช่วง 1.0 x 106 CFU/ml (ปรับค่า OD600nm= 0.2) ปริมาณ 500 µl 
ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Sabouraud dextrose agar (SDA) และน าไปบ่มในสภาวะ aerobic   

ในขั้นตอนการทดสอบดว้ยวิธี Agar diffusion สามารถสรุปเป็นแผนภาพไดด้งัรูปท่ี 
7 ดงัน้ี 
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รูปที ่ 7  ขั้นตอนการทดสอบดว้ยวิธี Agar diffusion ของสารทดสอบต่อเช้ือ  Enterococcus faecalis 

(E. faecalis) และ Candida albicans (C. albicans) 
 

b) วธีิ Broth microdilution 
ท าการทดสอบวิธีน้ีเพื่อทดสอบความไวของสารต่อเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบเป็นการ

ทดสอบเพื่อวิเคราะห์ในเชิงปริมาณ มีหลกัการคือการเจือจางของสารละลายตา้นจุลชีพและท าการ
เพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อดูความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบ โดยหาปริมาณ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ (MIC: Minimum Inhibitory Concentration)   
และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถฆ่าเช้ือ (MBC: Minimum Bacterial Concentration) มีวิธีการ
ทดสอบดงัน้ี 

  กำรเตรียมสำรทดสอบ 
สารท่ีน ามาใชใ้นการทดสอบน้ีประกอบดว้ย 2% CHX, 2%ALX และ 0.2% OCT 

w/v การเตรียมสารทดสอบมีวิธีการเตรียมเช่นเดียวกบัในการทดสอบดว้ยวิธี Agar diffusion 
 
 
 

 
เทลงในถาด
เล้ียงเช้ือ 

 

หยดสารท่ีตอ้งการทดสอบ
หลุมละ 80 µl 

บม่เช้ือลงใน 

สภาวะท่ีเหมาะสม 

 

วดัขนาดโซนยบัย ั้งท่ี
เกิดข้ึน 
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    กำรเตรียมเช้ือและกำรทดสอบ 
      เช้ือ Enterococcus faecalis  
ใช ้E. faecalis ชนิด ATCC 19433 เช่นเดียวกบัวิธี Agar diffusion เตรียมสารอาหาร

เลี้ยงเช้ือชนิดเหลว Brain Heart Infusion (BHI) ท่ีผ่านกระบวนการปราศจากเช้ือปริมาณ  100 µl  เติม
ลงในถาดพลาสติกเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม (round-bottomed 96-well polystyrene microtiter plate) 
เติมสารละลายท่ีตอ้งการทดสอบดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ในขั้นตอนการเตรียมสารทดสอบ ท าเป็นแบบ 
serial-two-fold dilution หลุมละ 100 µl สุดทา้ยเตรียมเช้ือท่ีตอ้งการจะเติม ปรับเช้ือใหไ้ดป้ระมาณ 
1.5x108CFU/ml (ปรับค่า OD600nm=  0.01)   โดยเติมเช้ือลงไปในหลุม หลุมละ 100 µl ดงันั้นจึงได้
ปริมาณสุดทา้ยของแต่ละหลุมคือ  200 µl ส าหรับหลุมท่ีเป็นตวัควบคุมบวกใหเ้ติมเช้ือแบคทีเรียและ
อาหารเลี้ยงเช้ือโดยไม่ผสมสารทดสอบ หลุมควบคุมลบใหเ้ติมเฉพาะอาหารเลี้ยงเช้ือ ท าการบ่มโดย
ภายใน candle jar และเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ 37oC  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารแต่ละ
ชนิดท่ีไม่มีการเจริญเติบโตของเช้ือ (ไม่ขุ่น) คือค่า MIC ของสาร หลงัจากนั้นน าสารละลายในหลุมท่ี
ไม่มีการเจริญเติบโตของเช้ือทุกหลุมจ านวน 10 µl ไปเลี้ ยงบนอาหารเลี้ ยงเช้ือชนิดแข็งผสมเลือด 
(blood agar) ท าการบ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีไม่มีการ
เจริญเติบโตของเช้ือคือค่า MBC โดยในแต่ละสารท า 3 คร้ัง และในแต่ละคร้ังท า 2 ซ ้ าเพื่อหาค่าเฉลี่ย  

      เช้ือ Candida albicans  
ใช ้C. albicans ชนิด ATCC 90028 ท าเช่นเดียวกบัการทดสอบเช้ือ E. faecalis แต่

เปลี่ยนสารอาหารเลี้ ยงเช้ือชนิดเหลวเป็น Sabouraud Dextrose Broth (SDB) และในขั้นตอนการใส่
เช้ือ ปรับปริมาณเช้ือ C. albicans ใหไ้ด ้1.0 x 103 CFU/ml (ปรับค่า OD600nm= 0.02) และในขั้นตอน
สุดทา้ยเมื่อหาค่า MBC ตอ้งน าสารทดสอบไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด SDA 
 

c) เกณฑ์ในกำรพิจำรณำเลือกสำรระหว่ำง ALX และ OCT เพ่ือน ำมำเปรียบเทยีบ
กบั CHX 

เน่ืองจากวตัถุประสงคใ์นการศึกษาคร้ังน้ี คือการเลือกสารท่ีเหมาะสมในการน ามา
พฒันาต่อเพื่อเป็นสารท่ีน ามาใส่ในคลองรากฟัน จึงจ าเป็นตอ้งเลือกสารตวัใดตวัหน่ึงระหว่าง ALX 
และ OCT ท่ีมีคุณสมบติัในการตา้นเช้ือท่ีดีกว่า เพื่อมาเปรียบเทียบกบั CHX ในการศึกษาถดัไป มี
เกณฑ์ในการพิจารณา ดงัน้ี  

ในการทดสอบ Agar diffusion ตอ้งมี inhibition zone และในการทดสอบดว้ยวิธี 
Broth microdilution สารท่ีทดสอบจะตอ้งใหค้่า MIC และMBC นอ้ยท่ีสุด 
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2. กำรทดสอบประสิทธิภำพของสำรต่อกำรยับยั้งเช้ือในรูปแบบ biofilm ด้วยวธีิ MTT assay  
เป็นการทดสอบประสิทธิภาพในการตา้น  biofilm โดยประยุกต์มาจากวิธี Broth 

microdilution56, 57, 58 ซ่ึงประกอบดว้ย 2 การทดลองย่อย คือ การทดสอบประสิทธิภาพของสารต่อการ
ยบัย ั้งการสร้าง biofilm  และการทดสอบประสิทธิภาพของสารต่อการก  าจดัเช้ือในสภาวะ biofilm 

a) กำรทดสอบประสิทธิภำพของสำรต่อกำรยับยั้งกำรสร้ำง biofilm (Inhibition of 
biofilm formation) 

การทดสอบน้ีเป็นการทดสอบการยบัย ั้งการฟอร์มตวัเป็น biofilm ของเช้ือจุลินทรีย์ 
ทดสอบโดยใส่สารท่ีตอ้งการทดสอบลงไปในถาดพลาสติกเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม ชนิดกน้แบน 
(flat-bottomed 96-well polystyrene microtiter plate)  พร้อมกบัเช้ือท่ีตอ้งการศึกษา เพื่อประเมิน
ประสิทธิภาพประเมินการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ดว้ยวิธี MTT assay มีหลกัการคือ สาร MTT ไปท า
ปฏิกริิยากบัสารเมตาบอไลค์ท่ีผลิตจากเซลลข์องเช้ือจุลินทรียท่ี์มีชีวิต โดยการกระท าของ enzyme 
dehydrogenase โดยสารสีเหลืองของสาร  tetrazolium MTT เปลี่ยนเป็นตะกอนสีม่วงจากสาร 
formazan จากนั้นท าการวดัปริมาณตะกอน formazan ท่ีเกดิข้ึนดว้ยเคร่ือง spectrophotometer โดย
ค่าท่ีไดแ้ปรผนัตามปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิตในสภาวะ biofilm เพื่อใชค้  านวณปริมาณเช้ือท่ีมีชีวิต 

  กำรเตรียมสำร  
เตรียมสารละลายตา้นจุลชีพท่ีตอ้งการทดสอบใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ดงัท่ีไดก้ล่าวไวใ้น

ขั้นตอนการทดสอบแบบวิธี Broth microdilution และเตรียมสารละลาย MTT  ให้ไดค้วามเขม้ขน้
เร่ิมตน้เท่ากบั 5 mg/ml ในสารละลาย buffer ท่ีปราศจากเช้ือ 

  กำรเตรียมเช้ือ 
เตรียมเช้ือโดยเลี้ยงเช้ือแต่ละชนิดในอาหารชนิดเหลวดงัท่ีไดก้ล่าวไวใ้นวิธี Broth 

microdilution  
  กำรทดสอบ  
เตรียมสารตา้นจุลชีพ สารอาหารเลี้ยงเช้ือ และเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบท่ีเช่นเดียวกบั

วิธี Broth  microdilution แต่สารอาหารเลี้ ยงเช้ือ ต้องเติม 1%ของ  mucin เพื่อให้เช้ือมีการสร้าง 
biofilm  เติมสารอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีผสม mucin ลงใน ถาดพลาสติกเลี้ยงเซลลช์นิด 96 หลุม ชนิดกน้
แบน (flat-bottomed 96-well polystyrene microtiter plate) ปริมาณหลุมละ 100 µl หลงัจากนั้นเติม
สารตา้นจุลชีพท่ีตอ้งการทดสอบลงไปในหลุมแรกปริมาณ 100 µl เจือจางสารตา้นจุลชีพดว้ยวิธี
ลดลงคร้ังละ 2 เท่า (two-fold serial dilution)  สุดท้ายเติมเช้ือท่ีต้องการทดสอบหลุมละ 100 µl 
ส าหรับหลุมท่ีเป็นตวัควบคุมบวกให้เติมเฉพาะเช้ือโดยไม่มีส่วนผสมของสารตา้นจุลชีพ เพื่อยืนยนั
ว่าเช้ือสามารถเจริญไดใ้นอาหารเลี้ยงเช้ือ ส่วนหลุมท่ีเป็นตวัควบคุมลบใส่เฉพาะอาหารเลี้ยงเช้ือท่ี
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ผสม 1% mucin เพื่อตรวจสอบการปนเป้ือน  หลงัจากนั้นจึงบ่มเช้ือในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีอุณหภูมิ  
37oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาท่ีก  าหนด ท าการลา้งเซลลท่ี์อยู่ในสภาวะ planktonic  ออก
ดว้ยสารละลาย phosphate buffer pH 7.0  หลงัจากนั้นใส่สาร MTT  20 µl ลงในถาดเลี้ยงเซลล์ชนิด 
96 หลุมท่ีไดเ้ตรียมไว ้แลว้น าไปบ่มท่ี 37oC  เป็นเวลา 3 ชัว่โมงในท่ีมืด เม่ือครบก  าหนดเวลา ดูด
สารละลายท้ิงและลา้งสีตะกอนดว้ย 100% DMSO ปริมาณ 100 µl แลว้น าไปบ่มท่ี 37oC   เป็นเวลา 
15 นาที และดูดสารละลาย 90 µl ใส่ในถาดพลาสติกเลี้ยงเซลล์กน้แบนชนิด 96 หลุมอนัใหม่ แลว้
น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  570 nm  น าค่าท่ีไดจ้ากการทดสอบไปลบกบัหลุมท่ีเป็นตวั
ควบคุมบวกท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีเท่ากนั แลว้น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้าง biofilm 
จากสูตร 

% Inhibition = [1-(A570 of the test/A570 of non-treated control)] x 100% 
หาค่าความเขม้ขน้ท่ีต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการสร้างเป็น biofilm ได ้100% 

 
b) กำรทดสอบประสิทธิภำพของสำรต่อกำรก ำจัดเช้ือในสภำวะที่เป็น biofilm 

(Eradication of biofilm formation) 
การทดสอบน้ีเพื่อทดสอบการก  าจดัเช้ือท่ีอยู่ในสภาวะท่ีเป็น biofilm ของสารท่ี

ตอ้งการทดสอบ วิธีการทดสอบเช่นเดียวกนักบัการประเมินการยบัย ั้งการสร้าง biofilm แต่ต่างกนัท่ี
การทดสอบน้ีตอ้งทดสอบหลงัจากเช้ือท่ีอยู่ในสภาวะ biofilm  แลว้ 24 ชัว่โมง เตรียมโดยใส่เช้ือลง
ในถาดพลาสติกเลี้ยงเซลลก์น้แบนชนิด 96 หลมุ(flat-bottomed 96-well polystyrene microtiter plat)
บ่มเช้ือในสภาวะท่ีเหมาะเพื่อให้อยู่ในสภาวะ biofilm กอ่นท่ี 24 ชัว่โมง แลว้ค่อยเติมสารต้าน
จุลินทรีย์แต่ละชนิดลงไป และท าการทดสอบ  MTT ต่อ ค่าดูดกลืนแสงท่ีไดน้ ามาค านวณเป็น
เปอร์เซ็นตก์ารก  าจดัเช้ือในสภาวะ biofilm โดยมีสูตรดงัน้ี  

% Eradication = (1-(A570 of the test/A570 of non-treated control)) x 100% 
หาค่าความเขม้ขน้ท่ีต ่าสุดต่อการก  าจดัเช้ือท่ีอยู่ในสภาวะ biofilm ได ้100% 

 
3. ศึกษำกำรปลดปล่อยของสำรทีผ่สมกบั P407 

a) หำค่ำ Gelation temperature ของสำรใน P407 

การทดลองน้ีประกอบดว้ย 2 การทดลองย่อย ไดแ้ก ่การหาค่า Gelation temperature 
ของสารตา้นจุลชีพท่ีผสมใน P407    การศึกษารูปแบบการปลดปล่อยสารตา้นจุลชีพในรูปแบบของ
เจลเมื่อผสมกบั P407  โดยวิเคราะห์สมการการปลดปล่อย และกลไกการปลดปล่อยสารตา้นจุลชีพ
เมื่อผสมกบั P407 
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ตำรำงที่ 5    ชนิดและความเขม้ขน้ของสารท่ีผสม poloxamer 407  ในสัดส่วนต่าง ๆ  เพื่อใชห้าค่า 

gelation temperature 

สำร ควำมเข้มข้นสำร (%w/w) P 407 (%w/w) 

CHX 0.5, 1., 2.0  

ALX 0.5, 1.0, 2.0 15, 15.5, 16, 16.5, 17 

OCT 0.05, 0.1, 0.2  

 
เตรียมสารตา้นจุลชีพท่ีตอ้งการทดสอบโดยละลาย P407 ดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ 

หลงัจากนั้นน าสารละลาย P407 เกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าผสม
กบัสารละลาย CHX, ALX และ OCT ให้ไดค้วามเขม้ขน้ตามตารางท่ี 5 โดยสาร ALX ใช ้DMSO 
เป็นตวัท าละลายปริมาณ 100 µl ในทุกความเขม้ขน้ สาร OCT ใช ้Ethanol เป็นตวัท าละลาย ปริมาณ  
100 µl ในทุกความเขม้ขน้เช่นกนั   หลงัจากนั้นน าสารท่ีผสมไดไ้ปหาค่า Gelation temperature ของ
กลุ่มตวัอย่าง โดยน าตวัอย่างมา 2 g ใส่ vial  น า vial ไปแช่น ้ าท่ีอุณหภูมิเร่ิมตน้ 25oC ในเคร่ือง water 
bath  หลงัจากนั้นเพิ่มอุณหภูมิข้ึน 0.5oC ทุก 10 นาที โดยกอ่นเพิ่มอุณหภูมิใหพ้ลิก vial 90 องศากอ่น 
ค่า gelation temperature คือ อุณหภูมิท่ีพลิก vial  90 องศาแลว้ตวัอย่างไม่มีการไหล ดงัรูปท่ี 8  

 

 
 

รูปที ่8 ขั้นตอนการหาค่า gelation temperature 
(อุณหภูมิท่ีพลิก vial 90 องศาแลว้ตวัอย่างไมม่ีการไหล) 

เลือกความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมคือสารตา้นจุลชีพท่ีผสม P407 เมื่ออยู่ในอุณหภูมิหอ้ง
ตอ้งมีสภาพในรูปแบบของของเหลว และมีเปลี่ยนรูปเป็นเจลท่ีอุณหภูมิต ่ากว่าอุณหภูมิร่างกาย
เลก็นอ้ย (เหลวท่ีอุณหภูมิ 25 - 28oC และเป็นเจลท่ีอุณหภูมิ 33 – 36oC) เมื่อไดค้วามเขม้ขน้ของ P407 
ท่ีเหมาะสมแลว้ ก  าหนดใหค้่าความเขม้ขน้ของสารตา้นจุลชีพท่ีผสม P 407 เป็น X% 
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b) กำรศึกษำรูปแบบกำรปลดปล่อยสำรต้ำนจุลชีพจำกเจลทีเ่ตรียมขึน้ 
เมื่อไดค้วามเขม้ขน้ของ P407 ท่ีเป็นเจลในช่วงอุณหภูมิต ่ากว่าอุณหภูมิ ร่างกาย

เล็กน้อยแลว้จึงน ามาวิเคราะห์การปลดปล่อยสารตา้นจุลชีพแต่ละชนิดจากเจลท่ีเตรียมข้ึน โดยน า
ตวัอย่างปริมาณ 2 g ใส่ใน vial ท าใหเ้ป็นเจลกอ่นท่ีอุณหภูมิ 37oC ใช ้ SDW เป็น medium ปริมาตร 5 
ml  จากนั้นน า  vial ใส่ในเคร่ือง shaking incubator หมุนดว้ยความเร็วรอบ 30 rpm ควบคุมอุณหภูมิ
ท่ี 37oC  เกบ็ตวัอย่างปริมาตร  2  ml  ท่ีเวลา  0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36,  48, 60 และ 72 ชัว่โมง  และ
เติม distilled water ดว้ยปริมาตรเท่ากนั หลงัจากเกบ็ตวัอย่างปริมาตร น าตวัอย่างท่ีเกบ็ไดไ้ปวดั
ปริมาณของ CHX และ ALX หรือ OCT ท่ีถูกปลดปล่อยออกมา ดว้ยเคร่ือง microplate reader Expert 
Plus โดยอาศยัหลกัการความสามารถของสารในแต่ละชนิดดูดกลืนแสงไดดี้ในช่วงความยาวคลื่นท่ี
ไม่เท่ากนั  ดงันั้นปริมาณของสารในแต่ละชนิดท่ีถูกปลดปล่อยออกมาจะแปรผนัตามค่าดูดกลืนแสง 
น าไปค านวณเพื่อหาความเขม้ขน้ของสารท่ีปลดปล่อยออกมาในช่วงเวลาต่าง ๆ  โดย CHX ดูดกลืน
แสงท่ียาวคลื่น 253 nm33  ALX ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 237 nm และ OCT ดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 285 nm 59 

 
c) กำรศึกษำรูปแบบและกลไกกำรปลดปล่อยสำรจำกเจลที่เตรียมขึ้นเม่ือผสมกบั 

P407  
    กำรวเิครำะห์รูปแบบกำรปลดปล่อย  
รูปแบบการปลดปล่อยของสารตา้นจุลชีพชนิดต่าง ๆท่ีผสม P407 มีความเป็นไปได ้

จากแบบจ าลอง 3 รูปแบบดงัสมการ(59) 
    1) Zero-order model: อตัราการปลดปล่อยยาท่ีไม่ข้ึนกบัความเขม้ขน้ ดงัสมการ

            C = ko t 
          C   คือ ความเขม้ขน้ของสารท่ีปลดปล่อยออกมา 

                        Ko คือ ค่าคงท่ีของสมการ zero order (หน่วย ความเขม้ขน้/เวลา) 
                        t     คือ เวลา 

โดยใชข้อ้มูลระหว่าง ร้อยละความเขม้ขน้สะสมของยาท่ีถูกปลดปล่อยออกมา (%
cumulative drug release) กบั เวลา (time) 

2) First order model: อตัราการปลดปล่อยยาข้ึนกบัความเขม้ขน้ท่ีเหลือ ดงัสมการ
            ln C = lnC0-k1t 

          C คือ ความเขม้ขน้ของสารท่ีเหลือภายในเจล 
          Co คือ ความเขม้ขน้ของสารเร่ิมตน้ 
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                                     k1 คือ ค่าคงท่ีของสมการ first order 
                                     t   คือ เวลา 

โดยใชข้อ้มูลระหว่าง ln ของร้อยละความเขม้ขน้สะสมของปริมาณยาท่ีเหลืออยู่ (ln 
cumulative of % drug remaining) กบั เวลา (time) 

3) Higuchi model: อธิบายการปลดปล่อยยาโดยการแพร่ (Fickian diffusion) จาก
ระบบท่ีไม่ละลายน ้ า (insoluble matrix) เทียบกบัรากท่ีสองของเวลา (square root of time) ดงัสมการ
            C = kht1/2 

          C คือ ความเขม้ขน้ของสารท่ีปลดปล่อยออกมา 
                        kh คือ ค่าคงท่ีของสมการ Higuchi 

                                      t คือ เวลา 
โดยใชข้อ้มูลระหว่าง ร้อยละความเขม้ขน้สะสมของยาท่ีถูกปลดปล่อยออกมา (% 

cumulative drug release) กบั รากท่ีสองของเวลา (square root of time) 
สุดทา้ยเลือกสมการท่ีอธิบายรูปแบบการปลดปล่อยสาร CHX และ ALX หรือ OCT

ไดใ้กลเ้คียงกบัผลการทดลองมากท่ีสุด  โดยพิจารณาจากค่า R2  
 

d)  กำรวเิครำะห์กลไกกำรปลดปล่อยจำกเจลทีเ่ตรียมขึน้ ทีผ่สมกบั P407 59, 60 
การวิเคราะห์กลไกการปลดปล่อยสารตา้นจุลชีพแต่ละสูตรท่ีผสม P407 โดยใช ้

Korsmeyer-Peppas model ซ่ึงมีสมการดงัน้ี 
Mt/Mα = ktn                                    Log (Mt/Mα) = logk + nlogt 

  โดยท่ี Mt/Mα คือ    fraction of drug release 
                         t           คือ    release time 
                                     k          คือ    diffusion rate constant 
            n          คือ    release exponent 

 กลไกการปลดปล่อยสารตา้นจุลชีพพิจารณาจากค่า n โดยเกณฑ์ดงัน้ี 
                 n = 0.5   มีกลไกการปลดปล่อยแบบ Fickian diffusion 
                              0.5 < n > 1.0   มีกลไกการปลดปล่อยแบบ Anomalous หรือ non-Fickian transport 
                              n = 1.0   มีกลไกการปลดปล่อยแบบ Zero-order (time-independent) 
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4. กำรศึกษำควำมเป็นพษิของสำรต่อกำรเจริญเติบโตของเซลล์ไฟโบรบลำสต์หนู 
เซลล์ท่ีใชใ้นการทดสอบคือ เซลล์ไฟโบรบลาสตห์นู  L929 ซ่ึงถูกเลี้ ยงในภาชนะ

ขนาด  75  ตารางเซนติเมตรส าหรับเลี้ยงเซลล ์ดว้ยอาหารส าหรับไฟโบรบลาสต ์ (fibroblast growth 
medium) ซ่ึงในอาหารปริมาณ 500 ml ประกอบดว้ย  

a)  Dulbecco's modified media (DMEM) 90% จ านวน 450 ml 
b)  Fetal bovine serum 10% จ านวน 50 ml  
c)   Medium supplement: 100 IU/ml penicillin และ100 µg/ml streptomycin ปริมาณ 

5 ml  
ท าการบ่มเซลล์ ในตูบ่้มท่ีมีความช้ืนสัมพทัธ์ 90%   คาร์บอนไดออกไซด์ 5%  ท่ี

อุณหภูมิ  37oC น าเซลล์ออกจากภาชนะเลี้ ยงเม่ือเซลลมี์ปริมาณร้อยละ  80-90 ของภาชนะส าหรับ
เลี้ ยงเซลล์ขนาด 75 ตารางเซนติเมตร  หลงัจากนั้นจึงดูดอาหารเลี้ ยงเซลล์เดิมออก และใส่ PBS 
จ านวน 5 ml แล้วท าการดูดออกมาเพื่อลา้งโดยใช้ PBS 2 คร้ัง ใส่ 0.25%  trypsinizing solution 
จ านวน 1 ml และท าการบ่มในตูป้ระมาณ 8-10นาที ใส่อาหารเลี้ยงเซลล ์ในภาชนะเลี้ยงปริมาณ 5 ml 
ลา้งเซลลใ์หห้ลุดจากภาชนะ และใช ้ pipette ดูดข้ึนลง เพื่อใหเ้ซลลไ์ม่เกาะกนั  หลงัจากนั้นน า cell 
suspension ไปใส่ในหลอดขนาด 15 ml และป่ันดว้ยความเร็ว 1,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา  5 
นาที หลงัจากนั้นจึงดูดส่วน supernatant ท้ิง เหลือส่วนตะกอนของเซลลท่ี์กน้ประมาณ  100 µl ใส่
อาหารเลี้ยงเซลลจ์ านวน 1 ml  นบัจ านวนเซลลท่ี์เลี้ยงได ้และท าการเลี้ยงเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ L929  
จ านวน  1×104 เซลล์ต่อหลุม ในถาดพลาสติกเลี้ ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม (round-bottomed 96-well 
polystyrene microtiter plate) ภายในตูบ่้มเป็นเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง  ลา้งเซลลใ์นแต่ละหลุมดว้ย
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 1 คร้ัง กอ่นท่ีจะใส่สารทดสอบหลุมละ 200 µl ความเขม้ขน้ละ 3 หลุม
โดยมีสารทดสอบ ประกอบดว้ย น ้ ากลัน่ สารตา้นจุลชีพ CHX และALX หรือ OCT ท่ีความเขม้ขน้ท่ี
ใชใ้นการทดลองขา้งตน้ ดงัแสดงในตารางท่ี 2-4 ท าการทดลองทั้งหมด 3 คร้ัง คร้ังละ 2 ซ ้ า   

 เมื่อเวลาผ่านไป 0.5, 1, 3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง วดัปริมาณเซลลท่ี์มีชีวิต โดยวดัการ
เกดิ bio-reduction ของสีสังเคราะห์ tetrazolium 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetra- 
zolium bromide (MTT) เป็น formazan product  และใชส้ารละลาย DMSO เป็นตวัท าละลายของ 
formazan product ท าการวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตรตามสูตร 

% cell viability    =    (OD of control – OD of sample) × 100 
                                      OD of control 

เพื่อหาความเขม้ขน้ท่ีสูงท่ีสุดท่ีไม่มีผลเปลี่ยนแปลงอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์
ไฟโบรบลาสต ์L929 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  
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กำรวเิครำะห์ทำงสถติิ 
1.  การทดสอบประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือแบคทีเรียต่อสาร CHX, ALX และ OCT ในการทดสอบ
ความไวในการตา้นเช้ือในสภาวะ planktonic cell ดว้ยวิธี Agar diffusion และ Broth microdilution 
วิเคราะห์โดยใชส้ถิติเชิงพรรณนาโดยเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์
โดยใชส้ถิติ Kruskul-Wallis test ค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ p value < 0.05 และถา้
หากพบความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติใหท้ดสอบเปรียบเทียบคู่ความแตกต่างโดยใช ้Mann-
Whitney U test 
2.  การทดสอบประสิทธิภาพของสาร ต่อการก  าจดัเช้ือในสภาวะ biofilm โดยเปรียบเทียบปริมาณ
การก  าจดัเช้ือของสาร (% inhibition, % eradication) ในรูปแบบ biofilm และการวิเคราะห์ทางสถิติ
โดยใช ้Mann-Whitney U test เปรียบเทียบฤทธ์ิของสารระหว่างท่ีชุดท่ีใส่สารทดสอบ(ชุดทดสอบ) 
และชุดท่ีไม่ใส่สารทดสอบ (ชุดควบคุมลบ) 
3.  การเตรียมสาร CHX และ ALX หรือ OCT ใน P407 ท่ีเหมาะสม เป็นการวิเคราะห์ขอ้มูลเชิง
คุณภาพโดยน าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองมาพิจารณาเลือกความเข้มขน้ P407 ท่ีเหมาะสม โดย
พิจารณาจากค่า Gelation temperature ท่ีต ่ากว่าอุณหภูมิร่างกายเลก็นอ้ย  
4.  การปลดปล่อยสาร 

a) รูปแบบกำรปลดปล่อยสำร วิเคราะห์โดยใช ้regression analysis เพื่อใชใ้นการ
พิสูจน์ว่า รูปแบบการปลดปล่อยยามีความเหมาะสมกบัสมการในแบบจ าลองจาก 3 สมการท่ีได้
กล่าวไวใ้นขอ้ 3.3 โดยพิจารณาจากค่า R2 ของแต่ละสมการท่ีมีค่าใกลเ้คียง 1 มากท่ีสุด 

b) กลไกกำรปลดปล่อยสำร วิเคราะห์โดยค านวนจาก Korsmeyer-Peppas model 
ซ่ึงไดก้ล่าวรายละเอียดการแปลผลไวใ้นขอ้ d) 
5.  การศึกษาความเป็นพิษของสาร CHX และ ALX หรือ OCT  ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ 
วิเคราะห์โดยใช้สถิติ ใช้ Mann-Whitney U test เปรียบเทียบค่าความมีชีวิติของเซลล์ในแต่ละ
ช่วงเวลา (ชุดทดสอบ) และชุดท่ีไม่ใส่สารทดสอบ (ชุดควบคุมลบ) 
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บทที ่ 3 
 

ผลกำรวจัิย 

 

ประสิทธิภำพในกำรต้ำนเช้ือจุลชีพของสำร CHX, ALX และ OCT ในสภำวะ planktonic  
 

การทดสอบดว้ยวิธี Agar diffusion พบว่า 17% P407 ไม่ท าให้เกดิโซนยบัย ั้ง แต่
ส าหรับสารทดสอบ ทั้ง CHX, ALX และ OCT ท่ีทุกความเขม้ขน้มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของเช้ือ ทั้ง E. faecalis และ C. albicans โดยจะใหโ้ซนยบัย ั้งอยู่ในช่วงระหว่าง 11-24 มิลลิเมตร เมื่อ
ทดสอบทางสถิติโดยใช ้Kruskul-Wallis test พบว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติของ
สารท่ีน ามาทดสอบ (p<0.05) 

เมื่อทดสอบกบัเช้ือ C.albicans พบว่า  2% CHX และ 1% CHX ใหค้่าเฉลี่ยของโซน
ยบัย ั้งสูงสุดคือ 24 + 0.16 และ 24 + 0.19 mm ตามล าดบั ส าหรับ CHX ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีใช้
ทดสอบ พบว่า 0.5% CHX ใหโ้ซนยบัย ั้งท่ีนอ้ยกว่า 1% และ 2% CHX ดงัตารางท่ี 6  สารALX และ 
OCT ขนาดของโซนยบัย ั้งข้ึนอยู่กบัค่าความเขม้ขน้คือยิ่งความเขม้ขน้ของสารมากค่าเฉลี่ยของโซน
ในการยบัย ั้งมากข้ึน เมื่อเปรียบเทียบแต่ละคู่โดยใช ้Mann-Whitney U test พบว่ามีสารทดสอบต่าง
ชนิดกนัมีความแตกต่างกนั และในสารชนิดเดียวกนัแตกต่างกนัเกอืบทุกความเขม้ขน้  (p<0.05) ดงั
ตารางท่ี 6 

เม่ือทดสอบกบัเช้ือ  E. faecalis พบว่า 2% และ 1% CHX ใหค่้าเฉลี่ยของโซนยบัย ั้ง
สูงสุด คือ 20 + 0.1 และ 20 + 0.0 mm ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบในสารชนิดเดียวกนัพบในสารชนิด
เดียวกนัให้ขนาดของโซนยบัย ั้งเท่ากนัเป็นส่วนใหญ่ และเมื่อเปรียบเทียบแต่ละคู่โดยใช ้Mann-
Whitney U test สารต่างชนิดกนัมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่ในสาร
ชนิดเดียวจะไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ในแต่ละความเขม้ขน้ (p<0.05) ดงัตารางท่ี 6 
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ตำรำงที่ 6   ฤทธ์ิของสาร Chlorhexidine (CHX), Alexidine (ALX) และ Octenidine (OCT) ในการ

ยบัย ั้งเช้ือ Candida albicans และ Enterococcus faecalis ดว้ยวิธี agar diffusion 

ชนิดของสำร 
ขนำดเฉลีย่ของโซนกำรยับยั้ง (mm) * 

Candida albicans Enterococcus faecalis 

SDW (control) 

17% P407 

0 + 0.00a 

0 + 0.00a 

0 + 0.00a 

0 + 0.00a 

2% CHX 24 + 0.16b 20 + 0.10b 

1% CHX 24 + 0.19b 20 + 0.00b 

0.5% CHX 22 + 0.19c 19 + 0.10b 

2% ALX 14 + 0.16d 12 + 0.13c 

1% ALX 14 + 0.13d 12 + 0.10 c 

0.5% ALX 12 + 0.14e 12 + 0.00 c 

0.2%  OCT 14 + 0.25d 11 + 0.10d 

0.1% OCT 13 + 0.25f 11 + 0.16 d 

0.05% OCT 11 + 0.25g 11 + 0.13d 

*ค่าเฉลี่ยในสดมภเ์ดียวกนัท่ีมีตวัอกัษร (a-g) ต่างกนัมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 (p < 0.05) โดยวิธี Mann-Whitney U test 
 

ความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ (MIC) และความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีใช้
ในการฆ่าเช้ือ (MBC) ของสารทั้งสามชนิด เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างในแต่ละคู่โดยใช ้ Mann-
Whitney U test ของเช้ือในแต่ละชนิดพบว่าสารทุกชนิดให้ค่าท่ีแตกต่างกนัทั้งค่า MIC และ MBC 
(p<0.05)  สารท่ีให้ค่าต ่าสุดคือ  OCT, ALX และ CHX ตามล าดับ  แสดงให้เห็นว่า OCT ให้
ประสิทธิภาพท่ีดีท่ีสุดโดยมีค่า MIC และMBC คือ 0.29 + 0.01 และ 0.49 + 0.00 µg/ml  ตามล าดบัใน
เช้ือ C. albicans และ ส าหรับเช้ือ E. faecalis คือ 0.24 + 0.00 และ 0.49 + 0.00 µg/ml ตามล าดบั ดงั
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แสดงในตารางท่ี 7 และในสารทดสอบสารในแต่ละชนิดทุกชนิดใหค้่า MIC น้อยกว่า MBC แสดง
ใหเ้ห็นว่า สารทั้งสามชนิดมีฤทธิในการยบัย ั้งเช้ือแบบ static ดงันั้นสารท่ีจะน ามาทดสอบในขั้นตอน
ต่อไป จึงเลือก OCT เพื่อเปรียบเทียบกบั CHX 

 
ตำรำงที ่7    ฤทธ์ิของสาร Chlorhexidine (CHX), Alexidine (ALX)  และ octenidine (OCT) ในการ

ยบัย ั้งเช้ือ Candida albicans และ Enterococcus faecalis ดว้ยค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดใน
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ (MIC, µg/ml) และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถ

ฆ่าเช้ือ (MBC, µg/ml) 

 ค่ำเฉลีย่ของควำมเข้มข้นของสำรต่อเช้ือชนิดต่ำง ๆ (µg/ml) 

ชนิดของสำร Candida albicans Enterococcus faecalis 

 MIC MBC MIC MBC 

CHX 9.77 + 0.00 19.53 + 0.00 4.88 + 0.00 9.77 + 0.00 

ALX 2.44 + 0.00 4.39 + 0.91 2.44 + 0.00 4.39 + 0.91 

OCT 0.29 +0.01 0.49 + 0.00 0.24 + 0.00 0.49 + 0.00 

 
ประสิทธิภำพของสำร CHX และ OCT ต่อ biofilm  

การทดลองในหัวขอ้น้ี แบ่งเป็น การทดสอบการยบัย ั้งการสร้าง biofilm และการ
ก  าจดัเช้ือในสภาวะ biofilm  
 
  ประสิทธิภำพของ CHX และ OCT ต่อกำรยับยั้งกำรสร้ำง biofilm (Inhibition of biofilm 
formation) 

สาร CHX และ OCT มีประสิทธิภาพต่อการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของเช้ือ E. 
faecalis และ C. albicans ความเขม้ขน้ของสารเพิ่มมากข้ึนให้เปอร์เซ็นต์ในการยบัย ั้งสูงข้ึน โดย 
OCT ใหป้ระสิทธิภาพท่ีดีกว่า CHX ดงัแผนภูมิแท่งในรูปท่ี 9 ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสาร OCT และ 
CHX ท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ของเช้ือ E. faecalis ได ้100 % คือ 62.5 และ 1,250 µg/ml 
ตามล าดบั ส าหรับเช้ือ C. albicans คือ 62.5 และ 312.5 µg/ml ตามล าดบั หากเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุมท่ีไม่ใส่สารทดสอบ โดยใช ้Mann-Whitney U test พบว่าทุกความเขม้ขน้ท่ีใชท้ดสอบมีความ
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แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05)  
เมื่อเปรียบเทียบความเขม้ขน้ต ่าสุดของสาร  CHX ท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งการสร้าง 

biofilm ได ้100% ของเช้ือ E. faecalis มีค่าสูงกว่า C. albicans แสดงใหเ้ห็นว่า CHX ก  าจดั E. faecalis 
ไดน้้อยกว่า C. albicans ในขณะท่ี OCT ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีมี 100% มีค่าเท่ากนัต่อเช้ือทั้งสอง
ชนิดนอกจากน้ีค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีมี 100% inhibition of biofilm formation ต่อเช้ือทั้งสองชนิด 
OCT ต ่ากว่า CHX หลายเท่า 

 
 

 
 
รูปที ่9   เปอร์เซ็นตค์่าเฉลี่ยและค่าความคลาดเคลื่อนของสาร Chlorhexidine (CHX) และ Octenidine 

(OCT) ในการย ับย ั้ งการสร้าง  biofilm ต่อเช้ือ Enterococcus faecalis (E. faecalis) และ
Candida albicans (C. albicans) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 
  ประสิทธิภำพของ CHX และ OCT ต่อกำรก ำจดัเช้ือในสภำวะ biofilm (Eradication of biofilm) 

ประสิทธิภาพของสาร CHX และ OCT ต่อการก  าจดัเช้ือในสภาวะ biofilm  สารทั้ง 
2ชนิด สามารถยบัย ั้งเช้ือท่ีอยู่ในรูปแบบ biofilm   ผลท่ีไดเ้ป็นท านองเดียวกนักบัการทดสอบการ
ยบัย ั้งการสร้าง biofilm  ดงัรูปท่ี 10 ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสาร OCT และ CHX ท่ีมีผลต่อการยบัย ั้ง 
biofilm ของเช้ือ E. faecalis ได ้100 % คือ 125 และ 2,500 µg/ml ตามล าดบั และส าหรับเช้ือ C. 



 30 

albicans คือ 125 และ 625 µg/ml ตามล าดบั หากเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ใส่สารทดสอบ โดย
ใช ้Mann-Whitney U test ทุกความเขม้ขน้ท่ีใชท้ดสอบมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05)  

 
 

รูปที ่10 เปอร์เซ็นตค์่าเฉลี่ยและค่าความคลาดเคลื่อนของสาร Chlorhexidine (CHX) และ Octenidine  
(OCT) ในการยบัย ั้งสภาวะท่ีเป็น biofilm ต่อเช้ือ Enterococcus faecalis  (E. faecalis)และ 
Canida albicans (C. albicans) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 
กำรปลดปล่อยของสำร CHX และ OCT ทีผ่สมกบั P407 

การทดลองในหวัขอ้น้ีแบ่งเป็น การหาค่า gelation temperature ของ P407 ท่ีสัดส่วน
ต่าง ๆ เพื่อเลือกสัดส่วนท่ีเหมาะสมกอ่นน าไปใชจ้ริงในการรักษาคลองรากฟัน  รวมทั้งศึกษา
รูปแบบและกลไกการปลดปล่อยสารตา้นจุลชีพท่ีผสมกบั P407  
 
  Gelation temperature ของ Poloxamer 407 ทีสั่ดส่วนต่ำง ๆ  

จากการหาค่า T sol-gel ของ P407 ท่ีมีความเขม้ขน้ 15, 15.5, 16, 16.5 และ 17 %w/w  

ปริมาณความเขม้ขน้ของ P407 ท่ีมากข้ึนค่า gelation temperature ลดลงดงักราฟในรูปท่ี 11  
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นอกจากน้ียงัพบว่า P 407 ในความเข้มขน้ต่าง ๆ  ท่ีรูปแบบเจลเมื่อน ามาเขย่า
เลก็นอ้ย และสังเกตดว้ยตา เจลท่ีมีสัดส่วนของ P407 นอ้ยจะมีลกัษณะท่ีน่ิมกว่าเจลท่ีมีสัดส่วนของ 

P407 ท่ีสูงกว่า 

 

 

 

รูปที ่11  ค่า T sol-gel (oC) ของ P407 ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 

  Gelation temperature ของสำรผสม CHX และ OCT ในสัดส่วนต่ำง ๆ  

  โดยภาพรวมพบว่าค่า T sol-gel  ของสารผสม P407 กบัสารทั้งสองชนิด คือ CHX 

และ OCT  ลดลงเมื่อสัดส่วนของ P407 เพิ่มมากข้ึน และเม่ือเปรียบเทียบสารผสมในแต่ละชนิด 
พบว่าค่า T sol gel  มีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารผสม CHX และ OCT เพิ่มข้ึน ดงั

แสดงรายละเอียดในกราฟเส้นของรูปท่ี 12 และ 13 
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รูปที ่12 ค่า T sol-gel (oC) ของสารผสม P407 กบั Chlorhexidine (CHX) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 

 

รูปที ่13  ค่า T sol-gel (oC)  ของสารผสม P407 กบั Octenidine (OCT) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง 

 

ส าหรับเกณฑ์ในการพิจารณาสัดส่วนของ P407 ท่ีเหมาะสมพิจารณาจากค่า T sol-
gel  ท่ีสูงกว่าอุณหภูมิหอ้ง (อุณหภูมิหอ้งจะอยู่ในช่วงระหว่าง 26 – 30oC) และต ่ากว่าอุณหภูมิร่างกาย 
(37oC) เล็กน้อย ดังนั้ นสารผสม P407 ควรจะมีค่า T sol-gel อยู่ในช่วงระหว่าง 30 – 35oC เมื่อ
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พิจารณาจากผลการทดลองตามกราฟเส้นในรูปท่ี 10 และ 11 สัดส่วนของ P407 ท่ีสามารถน ามาใช้
ในการศึกษารูปแบบการปลดปล่อยสารไดน้ั้น คือ 15 – 16 % w/w แต่พบว่า P407 ในสัดส่วนท่ีนอ้ย
จะมีลกัษณะของเจลท่ีน่ิมกว่า เพื่อลดปัญหาการสูญเสียของหน้าเจลในขั้นตอนการศึกษาการ

ปลดปล่อยของสาร จึงเลือกสัดส่วนของ P407 ท่ี 16% w/w 

 

  กำรศึกษำรูปแบบกำรปลดปล่อยสำรต้ำนจุลชีพจำกเจลทีเ่ตรียมขึน้ 

การปลดปล่อยสารตา้นจุลชีพจากเจลท่ีเตรียมข้ึนโดยใช ้ P407 16% w/w สาร CHX 

ทุกความเขม้ขน้ มีการปล่อยสารออกมาทุกช่วงเวลาท่ีท าการทดสอบ (30 นาที – 72 ชัว่โมง) และมี
ปริมาณการปลดปล่อย      (µg) การปลดปล่อยสารอย่างรวดเร็วในช่วง 12 ชัว่โมงแรก และปล่อยชา้

ลงเมื่อเวลาผ่านไป12 ชัว่โมง ดงัรูปท่ี 14 

 

 

 

รูปที ่14 ปริมาณและเปอร์เซ็นตก์ารปลดปล่อย Chlorhexidine (CHX) ของสารผสม P407 16 % w/w 
ณ เวลาต่าง ๆ 

 

ส าหรับสารผสม OCT ในทุกความเขม้ขน้มีการปล่อยสารออกมาทุกช่วงเวลาท่ีท า
การทดสอบ มีการปลดปล่อยสารออกมามากในช่วง 12 ชัว่โมงแรกไปและค่อยๆ ลดลง โดย 0.2% 
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OCT ถูกปลดปล่อยออกมามากท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกบั 0.1%และ 0.05% OCT ตามล าดบัดงัแสดง

ในรูปท่ี 15 

 

รูปที ่15 ปริมาณและเปอร์เซ็นตก์ารปลดปล่อย Octenidine (OCT) ของสารผสม P407 16% w/w  ณ 

เวลาต่าง ๆ 

 

กลไกกำรปลดปล่อยจำกเจลทีเ่ตรียมขึน้ (CHX และ OCT ทีผ่สมกบั P407) 

การวิเคราะห์รูปแบบการปลดปล่อยสารจากค่า R2 และค่า K ของแต่ละแบบจ าลอง 
(ตารางท่ี 8)  สารผสมทุกชนิดและทุกความเขม้ขน้มีรูปแบบการปลดปล่อยใกลเ้คียงกบัแบบจ าลอง
ของ Higuchi  นัน่คือ ร้อยละความเขม้ขน้สะสมของสารท่ีถูกปลดปล่อยออกมา (% cumulative drug 
release) แปรผนัโดยตรงกบั รากท่ีสองของเวลา (square root of time)   
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ตำรำงที ่8  ค่า R2 และค่า K ในแต่ละแบบจ าลอง ของสารผสมท่ีปลดล่อยออกมา 

 

ชนิดของสำรผสม 

ค่ำ R2 ของแต่ละแบบจ ำลอง ค่ำ K ของแต่ละแบบจ ำลอง 

First 

order 

Zero 

order 

Higuchi First order 

(/hr) 

Zero order 

(mg/hr) 

Higuchi 

(mg/hr1/2) 

P407 + 0.5% CHX 0.9912 0.9409 0.9961 0.0189 0.1 0.9433 

P407 + 1% CHX 0.9448 0.8407 0.9576 0.0201 0.1968 1.9235 

P407 + 2% CHX 0.9664 0.8812 0.9753 0.0194 0.3951 3.8104 

P407 + 0.05% OCT 0.9667 0.9560 0.9962 0.0349 0.0121 0.1135 

P407 + 0.1% OCT 0.9648 0.9094 0.9843 0.023 0.0197 0.1878 

P407 + 0.2% OCT 0.9833 0.9312 0.9908 0.0485 0.0538 0.5088 

 
สมกำรกลไกกำรปลดปล่อยจำกเจลทีเ่ตรียมขึน้ด้วย  Korsmeyer-Peppas model 

 ส าหรับแบบจ าลองของสมการน้ีเป็นการประเมินรูปแบบของการปลดปล่อยสาร
จากเจลท่ีเตรียมข้ึนโดยดูจากค่า n ท่ีไดโ้ดยใชเ้กณฑ์ดงัน้ี 
                 n = 0.5   มีกลไกการปลดปล่อยแบบ Fickian diffusion 
                              0.5 < n >1.0 มีกลไกการปลดปล่อยแบบ Anomalous หรือ non-Fickian transport 
                              n = 1.0   มีกลไกการปลดปล่อยแบบ Zero-order (time-independent) 
ซ่ึงจากการแทนค่าปริมาณของสารท่ีปลดปล่อยออกมาจากแบบจ าลองน้ีพบว่าสารผสมแต่ละชนิดจะ
ใหค้่า n ดงัตารางท่ี 9 น้ี 

ค่า n ในแบบจ าลองของ Korsmeyer-Peppas ของสารผสมทุกชนิดอยู่ในช่วง
ระหว่าง 0.5 - 1 แสดงว่า สารผสมท่ีท าการทดสอบมีกลไกการปลดปล่อยเป็นแบบ Anomalous หรือ 

non-Fickian transport 
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ตำรำงที ่9  ค่า n ของสารผสมแต่ละชนิดท่ีปลดปล่อยออกมาตามแบบจ าลองของ Korsmeyer-Peppas  
 

สำรผสม ค่ำ n จำกแบบจ ำลองของ Korsmeyer-Peppas 

P407 + 0.5% CHX 0.6296 

P407 + 1% CHX 0.6045 

P407 + 2% CHX 0.6450 

P407 + 0.05% OCT 0.5573 

P407 + 0.1% OCT 0.5868 

P407 + 0.2% OCT 0.6104 

 
ควำมเป็นพษิของสำรต่อกำรเจริญเติบโตของเซลล์ไฟโบรบลำสต์หนู L929 

ผลของการศึกษาความเป็นพิษของสาร CHX และ OCT ต่อการเจริญเติบโตของ
เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องหนู  L929 ท่ีเวลา 30 นาที  1, 3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง โดยพิจารณาค่าความ

เป็นพิษดูจากเปอร์เซ็นความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์หนู  L929     สารทั้ง 2 ชนิดมีผลต่อการ
เจริญเติบโตของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม การวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช ้
Mann-Whitney U test เพื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ใน

สารทุกชนิด ทุกความเขม้ขน้ และทุกช่วงเวลาท่ีทดสอบ (p <0.05)  

เมื่อเปรียบเทียบในสารชนิดเดียวกนั ณ ช่วงเวลาเดียวกนัในระดบัความเขม้ขน้ท่ีสูง
กว่า  มีความเป็นพิษสูงกว่า ขณะท่ีความเขม้ขน้เท่ากนั หากใชเ้วลาสัมผสัท่ีนานกว่า (ณ ช่วงเวลาท่ี
นานกว่า) สารแสดงความเป็นพิษสูงกว่า สังเกตไดจ้ากค่าความมีชีวิตของเซลลล์ดลงเมื่อเวลาผ่านไป

ดงัแสดงในรูปท่ี 16   

ในทุกความความเขม้ขน้ของสารทั้ง 2 ชนิดท่ีใชท้ดสอบใหค้่าความมีชีวิตของเซลล์
ไฟโบรบลาสตข์องหนู  L929 ลดลงเกนิ 50 % ตั้งแต่เร่ิมทดสอบท่ี 30 นาทีแรก และลดลงไปเร่ือย ๆ 

จนต ่ากว่า 10%  เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง  
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รูปที่ 16   ค่าร้อยละของ cell viability ของ Chlorhexidine (CHX) และOctenidine (OCT) ณ ความ

เขม้ขน้ต่าง ๆ 
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บทที ่ 4 
 

บทวจิำรณ์ 

 
เป็นท่ีทราบกนัดีว่าเช้ือ E. faecalis และ C. albicans เป็นเช้ือสาเหตุท่ีท าใหเ้กดิความ

ลม้เหลวในการรักษาคลองรากฟัน สารท่ีสามารถตา้นเช้ือกลุ่มน้ีไดดี้คือ CHX 61, 62 อย่างไรกต็าม 
CHX มีขอ้จ ากดัไม่สามารถใชร่้วมกบั NaOCl ซ่ึงเป็นน ้ ายาท่ีใชล้า้งคลองรากฟันได ้ เพื่อให้เกดิ

ทางเลือกและหลีกเลี่ยงขอ้จ ากดัจึงมีการศึกษาน้ีเกดิข้ึน ผลการศึกษาน้ี  สารทั้ง 3 ชนิด คือ CHX, 
ALX และ OCT มีคุณสมบติัในการตา้นเช้ือ  C. albicans และ   E. faecalis ไดดี้  จากผลการทดลอง
ดว้ยวิธี Agar diffusion สารทั้งหมดท่ีใชใ้นการทดสอบใหโ้ซนในการยบัย ั้ง   ส าหรับค่า MIC และ 
MBC สารท่ีให้ค่าต ่าสุดคือ  OCT, ALX และ CHX ตามล าดบั โดย OCT ใชป้ริมาณความเขม้ขน้ท่ี
น้อยกว่า CHX 20 - 40 เท่า  และ น้อยกว่า  ALX  2 - 4 เท่า แม้ย ังไม่มีการศึกษาเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของสารทั้งสามชนิดดว้ยกนั แต่กมี็หลายการศึกษาท่ีเปรียบเทียบ OCT และ ALX ให้
ประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือไดดี้กว่า CHX  และสารอื่น ๆ ท่ีใชใ้นการรักษาคลองรากฟันคือ NaOCl 
และ Ca(OH)2  จากรายงานของ Kim และคณะ (2013)  1% ALX มีประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือ         
E. faecalis ไม่แตกต่างกบั 2% CHX 63   Lucena และคณะ (2013) ไดน้ า 5% CHX-gel, 5% OCT-gel 
และ Ca(OH)2 มาใส่ในคลองรากฟันท่ีท าให้ติดเช้ือ E. faecalis เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ให้ผลคือ 

5% OCT-gel มีประสิทธิภาพท่ีดีท่ีสุด44 และการศึกษาของ Tirali และคณะ (2009) เปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือ S. aureus, E. faecalis, และ C. albicans ของสาร 100% Octenicept® 
(0.1%OCT), 50% Octenicept® (0.05%OCT), 5.25% NaOCl และ 2.5% NaOCl โดยดูการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือต่อหน่ึงหน่วยเวลาดว้ยวิธี  Time-kill curves assay ไดส้ารท่ีใหป้ระสิทธิภาพไดดี้
ท่ีสุด คือ 100% Octenicept® (0.1% OCT), 50% Octenicept® (0.05%OCT), 5.25% NaOCl และ 2.5% 

NaOCl ตามล าดบั และเมื่อการทดสอบ MIC,MBC ของสารทดสอบทั้ง 3 ชนิด Octenicept® (OCT) 

ใหค้่าท่ีดีท่ีสุด 64 

นอกจากการศึกษาคุณสมบติัในการตา้นเช้ือในรูปแบบ planktonic แลว้ จ าเป็นตอ้ง

ศึกษาในรูปแบบขอบ biofilm เพิ่มเติม เน่ืองจากว่าในคลองรากฟัน เช้ือแบคทีเรียอยู่อาศัยกนัใน
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รูปแบบของ biofilm เมื่อเปรียบเทียบกบัสภาวะท่ีเป็น planktonic เช้ือท่ีอยู่ในรูปแบบของ  biofilm 
สามารถคงอยู่ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสมไดดี้กว่า และทนต่อสารตา้นเช้ือไดม้ากกว่าเช้ือท่ีอยู่ในสภาวะ
ท่ีเป็น planktonic ได ้10-1,000 เท่า จึงเป็นท่ีมาในการศึกษาคร้ังน้ีถึงประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือท่ี

อยู่ในรูปแบบ biofilm  

การทดสอบประสิทธิภาพในการตา้น  biofilm ของการศึกษาน้ีดว้ยวิธี MTT assay 
ซ่ึงเป็น metabolic assay วิธีหน่ึง สาร MTT เป็นสารท่ีมีสีเหลืองจบักบัเอนไซมดี์ไฮโดรจิเนสซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์เก ีย่วกบักระบวนการสร้างพลงังานเมื่อ NADP เปลี่ยนเป็น NADPH เกดิปฏิกริิยากบัสาร 
MTT เปลี่ยนเป็นสารสีม่วง (Formazan) ท าใหท้ราบปริมาณของเซลลท่ี์มีชีวิตท่ีอยู่ในรูปแบบ biofilm 
ได ้65  ในปัจจุบนัมีการพฒันาวิธีการวดัความมีชีวิตของเซลล์เช้ือแบคทีเรียท่ีอยู่ในรูปแบบของ 
biofilm ด้วยวิธี Confocal laser  scanning microscopic analysis โดยมีหลักการ คือ การใช้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิด confocal ในการศึกษาการเกดิ biofilm โดยใชเ้ลเซอร์ในการสแกนเช้ือท่ีถูกเคลือบ
ดว้ยฟลูออเรสเซ็นและใชค้อมพิวเตอร์ช่วยในการแปลผล ท าให้สามารถแปลผลภาพในรูปแบบท่ี
เป็น  3 มิติท่ีมีความซับซ้อนได้ นอกจากท าให้ทราบปริมาณของเช้ือแบคทีเรียท่ีอยู่ในรูปแบบ  
biofilm ท่ีมีชีวิต ยงัใหเ้ห็นภาพการเกาะกลุ่มของเช้ือ และคุณลกัษณะของ biofilm แบบ 3 มิติอีกดว้ย 
แต่วิธีน้ีจ  าเป็นตอ้งอาศยักลอ้งจุลทรรศน์ชนิด Confocal laser scanning ซ่ึงมีราคาท่ีสูง และมีขั้นตอน
ในการทดสอบท่ีซบัซอ้น ผูท้  าการทดสอบตอ้งมีความรู้และประสบการณ์ ประกอบกบัวตัถุประสงค์
ในการศึกษาคร้ังน้ีต้องการทราบเพียงคุณสมบติัเบ้ืองต้นในการต้าน biofilm ของสารในกลุ่ม 
bisbiguanide  ซ่ึงการทดสอบดว้ยวิธี MTT assay สามารถท าไดส้ะดวกและง่ายในห้องทดลอง และ
ในปัจจุบนัยงัมีหลาย ๆ การศึกษาท่ียงักล่าวถึงและใชวิ้ธีน้ีอยู่56 

การทดสอบความสามารถในการตา้นเช้ือจุลชีพในสภาวะ biofilm เมื่อเปรียบเทียบ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดระหว่าง  CHX และ OCT ทั้งความสามารถในการยบัย ั้งการสร้าง biofilm และ

ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือในสภาวะท่ีเป็น biofilm ได ้100% นั้น ไดผ้ลการทดสอบว่า การใช ้
OCT ปริมาณนอ้ยกว่า CHX ประมาณ 5 และ 20 เท่าตามล าดบั ทั้งในเช้ือ C. albicans และ E. faecalis  
ท าให้OCT มีคุณสมบัติในการต้านเช้ือในรูปแบบ biofilm ได้ดีกว่า CHX อย่างชัดเจน ให้ผล
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Bukhary และคณะ (2017)  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการก  าจดั 
biofilm ในเช้ือ E. faecalis ในช้ินฟันมนุษย์ระหว่าง Octenicept® (0.1% OCT), 1% ALX และ 2% 

CHX พบว่า Octenicept® (0.1% OCT) ใหป้ระสิทธิภาพสูงสุด66 
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เม่ือเปรียบเทียบผลการตา้นเช้ือในสภาวะ planktonic ตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ของ CHX 
และ OCT ท่ีสูงข้ึนหลายเท่าเพื่อก  าจดัเช้ือในสภาวะท่ีเป็น biofilm ได ้ แต่อย่างไรกต็ามความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีรวมถึงความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการศึกษาอื่น ๆ ท่ีกล่าวไดไ้วข้า้งตน้ยงัคง
สูงกว่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีใชต้า้น biofilm ได ้100% ดงันั้นการเลือกปริมาณความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม
ของ OCT ในการน ามาใชใ้นการรักษาคลองรากฟันจริงมีแนวโนม้ท่ีจะมีความเขม้ขน้ท่ีต ่ากว่าความ

เขม้ขน้ท่ีเลือกน ามาใชใ้นการศึกษาน้ีซ่ึงตอ้งศึกษาเพิ่มเติมต่อไปในอนาคต 

การพฒันาสาร CHX และ OCT เป็นยาใส่ในคลองรากฟันจ าเป็นตอ้งเติมสาร
บางอย่างใหอ้ยู่ในรูปแบบเจลเพื่อใหต้วัยาคงสภาพอยู่ในคลองรากฟันได ้ปัจจุบนัมีบริษทัผูผ้ลิต ผลิต 

CHX ในรูปแบบเจลส าเร็จรูป (Consepsis®  V) เมื่อมกีารศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตา้น
เช้ือ E. faecalis ท่ีอยู่ในแบบจ าลองฟันท่ีติดเช้ือ Consepsis®  V มีคุณสมบติัดอ้ยกว่า Ca(OH)2ท่ีผสมกบั 
polymer ชนิดต่าง ๆ เช่น propylene glycol (PG), methycellulose (MC) เน่ืองจากความหนืดของ 
Consepsis®  V ท าใหต้วัยาไหลแผ่ไปยงั dentinal tubules และบริเวณต่าง ๆ ของคลองรากฟันไดไ้ม่
ทัว่ถึงทั้ง ๆ ท่ี Consepsis®  V มีประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือ E. faecalis ไดดี้กว่า Ca(OH)267  

นอกจากน้ียงัมี  polymer ท่ีน ามาใชใ้นทางเภสัชเพื่อน ามาพฒันาเป็นระบบน าส่งยา และอยู่ในรูปแบบ
เจล เช่น Hydroxypropyl Methylcellulose (HPMC) และ Polyethylene glycol (PEG)  แต่อย่างไรกต็าม 
P407 มีคุณสมบติัพิเศษท่ีเหนือกว่า polymer ตวัอื่น ๆ  คือ ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นของเหลว แต่เมื่ออยู่ใน
อุณหภูมร่ิางกาย มีลกัษณะเป็นเจล ดงันั้นในขณะท่ีน ามาใชง้านมีคุณสมบติัเป็นของเหลว ท าใหต้วัยา
สามารถใหแ้ผ่ไปยงับริเวณต่าง ๆ รวมทั้ง dentinal tubules ไดดี้ และคงสภาพในรูปแบบเป็นเจลเมื่อ

อยู่ในคลองรากฟันซ่ึงมีอุณหภมูิเท่ากบัอุณหภูมิร่างกาย  

 เกณฑ์ในการพิจารณาความเขม้ขน้ของ P407 เพื่อใชใ้นการทดสอบการปลดปล่อย
สารนั้นจ าเป็นตอ้งพิจารณาจากค่า T sol-gel ของสารผสมท่ีมีค่าต ่ากว่าอุณหภูมิของร่างกายเล็กน้อย  
ค่าท่ีเหมาะควรอยู่ระหว่าง 30-35oC การพฒันาสาร CHX และ OCT มาผสมกบั P407 พบว่าส่งผลต่อ

ค่า T sol-gel ของ P407  คือมีผลท าให้ค่า T sol-gel สูงข้ึน  จากการทบวนวรรณกรรมยงัไม่พบ
การศึกษาท่ีใหข้อ้สรุปว่า CHX มีผลต่อ T sol-gel ของ P407  แต่ในการศึกษาน้ีช้ีใหเ้ห็นว่า CHX มีผล
ท าให ้T sol-gel สูงข้ึน และแปรผนัตามค่าความเขม้ขน้ของ CHX  นอกจากน้ี OCT มีผลต่อ T sol-gel 
ของสารผสม P407 เช่นกนั แมว่้าความเขม้ขน้ของ OCT ท่ีน าไปผสมกบั P407 เป็นปริมาณท่ีนอ้ยคือ 
0.2%, 0.1% และ 0.05%  (น้อยกว่า CHX ประมาณ 10 เท่า) แต่ในการเตรียมสารผสม OCT ตอ้งใช ้
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ethanol เป็นตัวท าละลายเพื่อให้ OCT ละลายได้มากข้ึน (ส่วนผสม OCT ในการศึกษาคร้ังน้ีมี  
ethanol เป็นองค์ประกอบ 2.5%)  จึงมีความเป็นไปได้ท่ีท าให้ T sol-gel เพิ่มสูงข้ึน เน่ืองจาก 
แอลกอฮอล์มีผลท าให้ลด  hydrophobic interactionได้ ดังนั้ นแอลกอฮอล์อาจมีผลท าให้ลด 
hydrophobic interaction ท่ีอยู่ รอบ ๆ โมเลกุลของ  P407 ท่ี เ ป็นส่วน  hydrophobic ได้ส่งผลให้
กระบวนการกอ่ตวักลายเป็นเจลเกดิไดย้ากข้ึน68 จากผลการศึกษาคร้ังน้ีไดส้ัดส่วนท่ีเหมาะสมของ 

P407 คือ 15 - 16% w/w แต่เน่ืองจากสัดส่วนของ P407 ท่ีนอ้ยจะไดเ้จลท่ีมีลกัษณะท่ีน่ิมกว่า ดงันั้น

เพื่อใหเ้จลคงรูปร่างไดดี้ จึงเลือกสัดส่วนของ P407 ท่ี 16% w/w 

การศึกษารูปแบบปลดปล่อยสาร CHX และ OCT ในสารผสม P407  เมื่อพิจารณา

จากค่า R2พบว่าทุกความเขม้ขน้ของสารทุกชนิดมีการปลดปล่อยเป็นแบบ Higuchi โดยอตัราการ
แพร่แปรผนัตามรากท่ีสองของเวลา หากวิเคราะห์สมการ Korsmeyer-Peppas เพื่อดูกลไกการ
ปลดปล่อยสารพบว่าสารทุกความเขม้ขน้ มีค่าอยู่ในช่วงมากกว่า 0.5 แต่น้อยกว่า 1 แสดงถึงกลไก
การปลดปล่อยเป็นแบบ Anomalous หรือ non-Fickian transport นั่นคือสารผสม P407 มีกลไกการ
ปลดปล่อยร่วมกนัมากกว่า 1 รูปแบบ ดงันั้นเม่ือพิจารณาปริมาณการปลดปล่อยสารจากกราฟเส้นดงั

แสดงในรูปท่ี 12 และ13 พบว่าในช่วง 12 ชัว่โมงแรกสารผสมทั้ง 2 ชนิด มีการปลดล่อยของสารใน
ทุกความเขม้ขน้ออกมาในปริมาณท่ีสูงสังเกตไดจ้ากกราฟเส้นมีความชนัมากกว่าในช่วง  12-72 
ชัว่โมง แสดงใหเ้ห็นว่าโมเลกุลของสาร CHX และ ALX ถูกปลดปล่อยออกมาจากการแพร่ผ่านผิว
เจลไปยงัน ้ าท่ีอยู่บนผิวเจลร่วมกบัมีการกร่อนของผิวหน้าเจล เมื่อเวลาผ่านไปอตัราการปลดปล่อย
ของสารทั้ง 2  ชนิดลดลงเน่ืองจากสารท่ีอยู่บริเวณผิวหนา้เจลหมดไปจึงท าใหก้ารปลดปล่อยของ
สารในช่วงหลงัอยู่ในรูปแบบการแพร่เพียงอย่างเดียว 59  จึงท าให้สรุปไดว่้าในการศึกษาคร้ังน้ีการ

ปลดปล่อยของสารจะอยู่ในรูปแบบของการแพร่และการสึกกร่อนของผิวหนา้เจล แต่อย่างไรกต็าม
การศึกษาน้ีไม่สามารถเปรียบเทียบเหตุการณ์ท่ีเกดิข้ึนจริงภายในช่องปากได ้ เน่ืองจากใน 24 ชัว่โมง 
ฟันธรรมชาติไม่ไดม้ีการขยบัตลอดเวลา โดยจะมีการขยบัเฉพาะเวลาพูดและรับประทานอาหาร
เท่านั้น ดงันั้นการกร่อนของผิวหนา้เจลอาจมีนอ้ยกว่าในการศึกษาคร้ังน้ี หรืออาจมีการปลดปล่อย

สารในรูปแบบ diffusion เพียงอย่างเดียว  

ผลการศึกษาความเป็นพิษของ CHX และ OCT ต่อการเจริญเติบโตของเซลลไ์ฟ-  
โบรบลาสตห์นู L929 พบว่าสารทั้งสองชนิดมีความเป็นพิษต่อเซลล ์  เมื่อเวลาผ่านไปเพียง 30 นาที 
% cell viability ลดลงเกนิ 50% จนเมื่อเวลาผ่านไปถึง24 ชัว่โมง % cell viability จะลดลงจนต ่ากว่า 
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10%  ทั้ง CHX และ OCT มีความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์นู  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ  
Babish และคณะ (1995) ท่ี ศึกษาในห้องปฏิบติัการไดข้อ้สรุปว่า CHX มีความเป็นพิษต่อเซลล์
เหงือกของมนุษยโ์ดยความเป็นพิษข้ึนอยู่กบัระยะเวลาท่ี CHX สัมผสักบัเซลล ์และความเขม้ขน้ของ
สาร  การศึกษาของ Ö nç ag และคณะ (2003) ไดเ้ปรียบเทียบสารท่ีใชใ้นการลา้งคลองรากฟัน ซ่ึง
ประกอบดว้ย 5.25% NaOCl  และ 2% CHX โดยการฉีดสารเขา้ไปใตผ้ิวหนงัของหนูทดลอง และ

ตรวจดูปริมาณเซลลท่ี์อกัเสบใหผ้ลว่า 2% CHX ท าใหเ้กดิเซลลอ์กัเสบนอ้ยกว่า 5.25% NaOCl  ถึง 3 
เท่า69 ถึงแมว่้าไม่มีการศึกษาถึงความเป็นพิษของ OCT ต่อเซลลภ์ายในช่องปาก แต่จากการศึกษาน้ี 
OCT มีความเป็นพิษต่อเซลลเ์ช่นกนั แต่อย่างไรกต็ามการรักษาคลองรากฟันถือเป็นการท าในระบบ
ปิด โอกาสท่ีเซลลจ์ะสัมผสัโดยตรงกบัตวัสารท่ีใชท้ าเป็นยาใส่ในคลองรากฟัน หรือน ้ ายาลา้งคลอง
รากฟันมีน้อย เห็นไดจ้ากปัจจุบนัสารท่ีใส่ไปในคลองรากฟันเพื่อลา้ง คือ  NaOCl ซ่ึงทุก ๆ  ความ

เขม้ขน้ท่ีน ามาใชล้า้งคลองรากฟันมีความเป็นพิษต่อเซลล์เช่นกนั ดงันั้นทนัตแพทยจึ์งควรใช้อย่าง
ระมดัระวงั  หากเปรียบเทียบความเป็นพิษระหว่าง CHX และ OCT  OCT มีความเป็นพิษท่ีนอ้ยกว่า 
เน่ืองจากความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีใชค้วามเขม้ขน้ของ OCT ท่ีน้อยกว่า CHX ถึง 10 เท่า 
เหตุผลท่ีเลือกใชค้วามเขม้ขน้ท่ีนอ้ยกว่าเน่ืองจากการศึกษากอ่นหน้าน้ีพบว่าประสิทธิภาพในการ

ตา้นเช้ือของ 2% CHX ไม่แตกต่างกบั 0.1% OCT ดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 

ส าหรับขอ้จ ากดัของการใชร่้วมกนัระหว่าง CHX และ NaOCl ท าให้มีการศึกษาน้ี
เกดิข้ึนเพื่อเป็นทางเลือกหน่ึง ในปัจจุบนัยงัไม่ไดมี้การศึกษาท่ีชดัเจนเก ีย่วกบัปฏิกริยาท่ีเกดิข้ึน
ระหว่าง OCT และ NaOCl แต่ Thaha และคณะ (2017) ไดท้ าการศึกษาปฏิกริยาท่ีเกดิข้ึนระหว่าง 
Octenisept®(มีองค์ประกอบหลักคือ  0.1% OCT dihydrichloride และ 2% phynoxyethanol ) และ 

NaOCl  พบว่าตะกอนท่ีไดเ้ป็นตะกอนสีขาวคลา้ยน ้ านมซ่ึงเป็น phynoxyethanol ท่ีไม่ละลาย เมื่อน า 
Octenisept® ไปลา้งร่วมกบั NaOCl บนช้ินฟันมนุษย ์พบว่าตะกอนสีขาวมีอย่างเบาบางและติดอยู่ใน
บริเวณ  dentinal tubules น้อยกว่าตะกอน ท่ีเกดิจาก  CHX ผสมกบั NaOCl นอกจากน้ี ตะกอน 
phynoxyethanol สามารถละลายใน  ethanol และ chloroform อีกทั้ งย ังสามารถล้างออกด้วยวิธี 
passive ultrasonic อีกดว้ย70  ดงันั้นการน า OCT มาใชใ้นการรักษาคลองรากฟันจึงถือเป็นทางเลือก

หน่ึงท่ีน่าสนใจและน ามาศึกษาต่อในอนาคต 

แต่อย่างไรกต็ามการศึกษาน้ียงัมีขอ้จ ากดัในการท า Agar diffusion ของสารท่ีน ามา
ศึกษาถึงแมว่้าสารทุกชนิดใหโ้ซนยบัย ั้ง  โดย CHX ให้โซนในการยบัย ั้งมากกว่า ALX และ OCT 
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ตามล าดบั แต่ประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือของสารทั้ง 3 ชนิดกลบัมี OCT ท่ีให้ประสิทธิภาพท่ีดี
ท่ีสุดและมากกว่า ALX และ CHX ตามล าดบั เน่ืองจากปัจจยัท่ีมีผลต่อขนาดของโซนยบัย ั้งนั้นไม่ได้
ข้ึนอยู่กบัประสิทธิภาพของสารในการตา้นเช้ือจุลชีพเพียงอย่างเดียว ยงัคงมีหลายปัจจยัท่ีเก ีย่วขอ้ง
ไม่ว่าจะเป็นความเขม้ขน้ของสารโดยในสารชนิดเดียวกนัถา้ความเขม้ขน้สูงข้ึนมกัมีแนวโนม้ให้
โซนในการยบัย ั้งท่ีกวา้งกว่า ในส่วนของมวลโมเลกุลของสารแต่ละชนิดสารท่ีมีมวลโมเลกุลมากมกั

มีอตัราการแพร่ของสารในเจลไดช้า้กว่าสารท่ีมีมวลโมเลกุลท่ีเลก็กว่า71  ดงันั้นเม่ือพิจารณามวล
โมเลกุลของ CHX, ALX และ OCT คือ 578.368, 581.72 และ 623.84 g/mol 66, 67, 68 ตามล าดบั จึงมีผล
ท าให ้OCT แพร่ผ่านเจลไดช้า้กว่า CHX และ ALX ดงันั้นการทดสอบดวยวิธี Agar diffusion จึงให้
ขอ้สรุปไดว่้า สารทั้ง 3 ชนิดมีประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือ E. faecalis และ C. albicans เพียงอย่าง
เดียว แต่ยงัไม่สามารถสรุปไดว่้าสารชนิดไหนใหป้ระสิทธิภาพในการตา้นเช้ือไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงจ าเป็นท่ี

จะตอ้งทดสอบประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือวิธีอื่นร่วมดว้ย คือ การหาค่า MIC และ MBC   

ภายใตข้อ้จ ากดัของการศึกษาน้ีท าให้สรุปไดว่้า OCT เป็นสารชนิดหน่ึงท่ีน ามา
ประยุกต์ใชเ้ป็นทางเลือกในการรักษาคลองรากฟันไดท้ั้งในรูปแบบของสารละลาย และสารผสม 

P407 แต่อย่างไรกต็ามการศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการ ดงันั้นหากพฒันาไปใช้
ในทางคลินิกจ าเป็นท่ีจะตอ้งศึกษาเพิ่มเติมโดยจ าลองเหตุการณ์ท่ีใกลเ้คียงกบัความเป็นจริงมากข้ึน 

เช่น ท าในแบบจ าลองฟัน และศึกษาต่อในทางคลินิก 
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บทที ่5 
 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
บทสรุป 
 

ภายใตข้อ้จ ากดัจากการศึกษาของการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการคร้ังน้ีสรุปไดว่้า 

1.  ทุกความเข้มข้นของสารทั้ ง  3 ชนิด (CHX, ALX และ  OCT) ท่ีทดสอบมี
ประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือ E. faecalis และ C. albicans ในสภาวะ planktonic สารท่ีใหฤ้ทธ์ิในการ
ตา้นเช้ือไดดี้ท่ีสุดคือ OCT, ALX และ CHX ตามล าดบั 

2. สาร CHX และOCT มีประสิทธิภาพในการตา้นเช้ือ E. faecalis และ C. albicans 
ในรูปแบบของ biofilm โดย OCT ใหป้ระสิทธิภาพท่ีดีกว่า CHX 

3. การปลดปล่อยของสาร 
   a)  สัดส่วน P407 ท่ีเหมาะสมเพื่อเตรียมเป็นสารผสม CHX และ OCT คือ 16%  
   b)  สารผสม P407 กบั CHX และ OCT มีรูปแบบการปลดปล่อยร่วมกนัสอง

รูปแบบคือ diffusion และ erosion  
4.  สาร CHX และ OCT มีความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์นู L929  โดย CHX 

ใหค้่าความเป็นพิษท่ีสูงกว่า OCT ในทุกช่วงเวลาท่ีทดสอบ 

 

ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของสาร

ตา้นจุลชีพในกลุ่ม bisbiguanide และพฒันาสารผสม OCT กบั P407 เพื่อน ามาใชเ้ป็นยาใส่ในคลอง
รากฟัน หากน าไปทดสอบในช่องปากอาจใหผ้ลท่ีแตกต่างจากการทดสอบคร้ังน้ี เน่ืองจากคลองราก
ฟันเป็นระบบท่ีซับซ้อน การอยู่อาศัยของเช้ือภายในคลองรากฟันมีความหลากหลาย  ส าหรับ
การศึกษาการปลดปล่อยของสารไม่อาจจ าลองสภาพความเป็นจริงได ้ ซ่ึงผลท่ีไดจ้ากการศึกษาเป็น
เพียงการศึกษาเบ้ืองตน้ถึงกลไกการปลดปล่อยของตวัสารเท่านั้น  นอกจากน้ีการศึกษาความเป็นพิษ
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ของสารต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์นู  L929 นั้นเป็นการทดสอบโดยใหส้ารสัมผสักบัเซลลโ์ดยตรง มี
ความแตกต่างจากสภาวะความเป็นจริง ทั้งน้ีการรักษาคลองรากฟันอยู่ในระบบปิด โอกาสท่ีสาร
สัมผสักบัเซลลม์ีนอ้ย ยงัจ าเป็นท่ีจะตอ้งศึกษาคุณสมบติัของสารผสม P407 เพิ่มเติมกอ่นน ามาใชจ้ริง
ทั้งในแง่ของอายุการใชง้าน รูปแบบในการน าไปใช ้ และความคงสภาพของสารผสม P407 แต่
อย่างไรกต็ามการศึกษาคร้ังน้ีสามารถน าองคค์วามรู้มาเป็นพื้นฐานในการศึกษาเพื่อพฒันามาใชใ้น

ผูป่้วยจริงต่อไป 
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ภำคผนวก 1 
 

กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเช้ือและสำรเคมี 
 
1. Saboraud,s dextrose agar (SDA; KEMMAR) 

ส่วนประกอบต่อลติร 
Dextrose  40   กรัม 
Casein   10   กรัม 
Agar   15  กรัม 
วธีิเตรียม (ส าหรับ Sabouard,s dextrose agar commercial product) 

a. ชัง่อาหารตามฉลากขา้งบรรจุภณัฑ์ เติมน ้ ากลัน่ลงไปตามปริมาตรท่ีตอ้ง
เตรียม จากนั้นปรับ pH ประมาณ 5.6 + 0.2 

b. น าเขา้ autoclave ท่ี 121๐C ท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
c. รอใหเ้ยน็ท่ี 45-50๐C เทลงจากอาหารเลี้ยงเช้ือ รอใหอ้าหารแขง็ตวัเกบ็ใน

ตูเ้ยน็ 
** ควรทดสอบคุณภาพของอาหารว่าไม่มีการปนเป้ือนกอ่นการใชง้าน 

2. Brain heart infusion agar (BHI Agar; Bacto) 
ส่วนประกอบต่อลติร 
Calf Brain Infusion 7.7   กรัม 
Beef Heart Infusion 9.8  กรัม 
Peptose Peptone  10.0  กรัม 
Dextrose  2.0 กรัม 
Sodium Chloride 5.0  กรัม 
Disodium Phosphate 2.5 กรัม 
สารเพิ่มเติม 
Agar (Difo)  15 กรัม 
Yeast Extract (Bacto) 5.0 กรัม 
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วธีิเตรียม (ส าหรับ Brain Heart Infusion Agar commercial product) 

a. ชัง่อาหารตามฉลากขา้งบรรจุภณัฑ์และเติมวุน้ลงไปตามสัดส่วนท่ีก  าหนด 
เติมน ้ ากลัน่ลงไปตามปริมาตรท่ีตอ้งเตรียม จากนั้นปรับ pH ประมาณ 7.4 
+ 0.2 

b. น าเขา้ autoclave ท่ี 121๐C ท่ีความดนั 45 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
c. รอใหเ้ยน็ท่ี 45-50๐C เทลงจากอาหารเลี้ยงเช้ือ รอใหอ้าหารแขง็ตวัเกบ็ใน

ตูเ้ยน็ 
** ควรทดสอบคุณภาพของอาหารว่าไม่มีการปนเป้ือนกอ่นการใชง้าน 

3. Brain heart infusion Broth (BHI Broth; Bacto) 
ส่วนประกอบต่อลติร 
Calf Brain Infusion 7.7   กรัม 
Beef Heart Infusion 9.8  กรัม 
Peptose Peptone  10.0  กรัม 
Dextrose  2.0 กรัม 
Sodium Chloride 5.0  กรัม 
Disodium Phosphate 2.5 กรัม 
วธีิเตรียม (ส าหรับ Brain Heart Infusion Broth commercial product) 

a. ชัง่อาหารตามฉลากขา้งบรรจุภณัฑ์ เติมน ้ ากลัน่ลงไปตามปริมาตรท่ีตอ้ง
เตรียม จากนั้นปรับ pH ประมาณ 7.4 + 0.2 

b. น าเขา้ autoclave ท่ี 121๐C ท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
c. รอใหเ้ยน็ตวัลงแลว้เกบ็ในตูเ้ยน็ 

** ควรทดสอบคุณภาพของอาหารว่าไม่มีการปนเป้ือนกอ่นการใชง้าน 
4. Blood agar (BA) 

ส่วนประกอบต่อลติร 
Heart Infusion  10   กรัม 
Meat Peptone  10   กรัม 
Sodium Chloride 5.0  กรัม 
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Agar   15  กรัม 
 
วธีิเตรียม (ส าหรับ Blood agar base commercial product) 

a. ชัง่อาหารตามฉลากขา้งบรรจุภณัฑ์ เติมน ้ ากลัน่ลงไปตามปริมาตรท่ีตอ้ง
เตรียม จากนั้นปรับ pH ประมาณ 7.3 + 0.2 

b. น าเขา้ autoclave ท่ี 118-121๐Cท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 
นาที 

c. รอให้เย็นท่ี 45-50๐C เติม sterile expired human blood ในอตัราส่วน 5% 
โดยปริมาตร เข่าวอาหารท่ีเตรียมเบา ๆ ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 

d. เทลงในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ รอใหอ้าหารแขง็ตวัและเกบ็ตูเ้ยน็ 
** ควรทดสอบคุณภาพของอาหารว่าไม่มีการปนเป้ือนกอ่นการใชง้าน 

5. Saboraud,s dextrose broth (SDB; Difco) 
ส่วนประกอบต่อลติร 
Dextrose  40   กรัม 
Casein   10   กรัม 
Animal tissue  15  กรัม 
วธีิเตรียม (ส าหรับ Sabouard,s dextrose broth commercial product) 

a. ชัง่อาหารตามฉลากขา้งบรรจุภณัฑ์ เติมน ้ ากลัน่ลงไปตามปริมาตรท่ีตอ้ง
เตรียม จากนั้นปรับ pH ประมาณ 5.6 + 0.2 

b. น าเขา้ autoclave ท่ี 121๐C ท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
c. รอใหอ้าหารเยน็ตวัลงแลว้เกบ็ในตูเ้ยน็ 

** ควรทดสอบคุณภาพของอาหารว่าไม่มีการปนเป้ือนกอ่นการใชง้าน 
6. Phosphate buffer saline (PBS); pH 7.0 

ส่วนประกอบ 
Sodium chloride   6 กรัม 
Ortho-phosphoacetic acid 5 กรัม 
วธีิเตรียม 

a. ชัง่สารเคมีตามปริมาตรขา้งตน้ เติมน ้ ากลัน่ 750 มิลลิลิตร ปรับ pH ดว้ย 
NaOH หรือ HCl ใหไ้ด ้7.0 

b. น าเขา้ autoclave ท่ี 121๐C ท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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c. รอใหเ้ยน็ลงแลว้เกบ็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 
 

ภำคผนวก 2 
 

ข้อมูลผลกำรศึกษำ 
 
ตำรำงที่ 10  เปอร์เซ็นต์ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสาร Chlorhexidine (CHX) และ Octenidine (OCT) 

ในการยบัย ั้งการสร้าง biofilm ต่อเช้ือ Enterococcus faecalis และ Candida albicans  

(biofilm inhibition < 100 ) 

 Enterococcus faecalis Candida albicans 

ชนิดของสำร ควำมเข้มข้น (µg/ml) ควำมเข้มข้น (µg/ml) 

CHX 1250 312.5 

OCT 625 625 

 
ตำรำงที่ 11  เปอร์เซ็นต์ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสาร Chlorhexidine (CHX) และ Octenidine (OCT) 

ในการยบัย ั้งการตา้นเช้ืท่ีอยู่ในรูป biofilm ต่อเช้ือ Enterococcus faecalis และ Candida 

albicans    (biofilm eradication < 100 ) 

 Enterococcus faecalis Candida albicans 

ชนิดของสำร ควำมเข้มข้น (µg/ml) ควำมเข้มข้น (µg/ml) 

CHX 2500 1250 

OCT 0125 125 
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ตำรำงที่ 12 ค่าเฉลี่ย T sol-gel (oC) ของโพลอกซาเมอร์เจลท่ีผสม  Chlorhexidine (CHX)  และ 

Octenidine (OCT) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  

ควำมเข้มข้น (%w/w) Gelation temperature 

(º C) 

 

SD P407 CHX OCT 

15.0 - - 33.67 0.41 

15.5 - - 31.00 0.00 

16.0 - - 29.00 0.32 

16.5 - - 27.00 0.00 

17.0 - - 25.83 0.26 

15.0 2 - 38.42 0.41 

15.5 2 - 37.08 0.00 

16.0 2 - 35.92 0.32 

16.5 2 - 34.00 0.00 

17.0 2 - 31.83 0.26 

15.0 1 - 34.83 0.26 

15.5 1 - 32.83 0.26 

16.0 1 - 30.92 0.20 

16.5 1 - 30.75 0.27 

17.0 1 - 29.75 0.42 

15.0 0.5 - 34.08 0.66 

15.5 0.5 - 32.08 0.20 
16.0 0.5 - 30.00 0.00 

16.5 0.5 - 28.92 0.20 

17.0 0.5 - 27.00 0.00 
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15.0 - 0.2 35.00 0.32 

15.5 - 0.2 34.08 0.20 

ควำมเข้มข้น (%w/w) Gelation temperature 

(º C) 

 

SD P407 CHX OCT 

16.0 - 0.2 34.50 0.00 

16.5 - 0.2 33.08 0.20 

17.0 - 0.2 32.83 0.41 

15.0 - 0.1 34.17 0.26 

15.5 - 0.1 32.92 0.20 

16.0 - 0.1 31.00 0.00 

16.5 - 0.1 30 0.32 

17.0 - 0.1 28.33 0.26 

15.0 - 0.05 35.00 0.32 

15.5 - 0.05 34.08 0.20 

16.0 - 0.05 33.75 0.27 

16.5 - 0.05 33.08 0.20 

17.0 - 0.05 31.25 0.27 
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ตำรำงที ่13  ร้อยละของ cell viability ของสาร Chlorhexidine (CHX)  ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อเซลล์

ไฟโบรบลาสตห์นู  L929 ในระยะเวลาต่าง ๆ 

ควำมเข้มข้น
(µg/ml) 

% cell viability ± SD 

30 นำที 1 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 
 

24 ช่ัวโมง 
 

20,000 13.57 (1.09) 11.63 (0.66) 10.04 (1.16) 8.12 (0.90) 6.04 (2.14) 0 

10,000 20.03 (3.14) 15.56 (0.69) 13.66 (1.56) 11.63 (2.34) 7.86 (1.57) 0 

5,000 25.67 (6.62) 20.20 (4.39) 14.19 (1.34) 13.19 (0.34) 9.67 (1.51) 6.54(0.87) 

2,500 39.42 (12.43) 32.54 (6.16) 19.15 (1.71) 16.89 (2.02) 11.38 (1.99) 7.95 (1.23) 

1,250 52.32 (7.43) 32.33 (9.61) 27.61 (5.65) 18.22 (3.42) 14.68 (5.69) 9.63 (1.29) 

625 66.52 (2.88) 40.12 (1.87) 46.59 (8.86) 31.03 (4.18) 24.45 (9.36) 12.75 (2.34)  

312.5 71.69 (20.48) 53.95 (0.79) 44.62 (0.82) 32.88 (3.51) 23.82 (4.99) 13.08 (3.46) 

 

 ตำรำงที ่14 ร้อยละของ cell viability ของสาร Octenidine (OCT)  ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆต่อเซลล์ไฟ

โบรบลาสตห์นู  L929 ในระยะเวลาต่าง ๆ   

ควำมเข้มข้น 
(µg/ml) 

% cell viability ± SD 

30 นำที 1 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 
 

24 ช่ัวโมง 
 

2,000 17.57 (2.24) 16.63 (3.66) 15.49 (1.49) 11.43 (1.72) 8.06 (0.54) 0 

1,000 22.59 (4.24) 19.56 (2.33) 16.75 (2.13) 13.83 (3.01) 9.63 (0.97) 3.01 (0.02) 

500 28.36 (6.43) 20.20 (3.96) 17.63 (0.97) 15.14 (0.72) 10.37 (2.82) 7.87(1.53) 

250 42.28 (9.64) 37.98 (10.60) 20.15 (1.97) 17.78 (1.28) 12.13 (2.39) 9.05 (0.73) 

125 54.26 (10.35) 39.67 (11.65) 29.61 (5.12) 19.84 (2.76) 15.77 (0.94) 10.74 (1.34) 

62.5 66.83 (2.88) 52.12 (3.64) 48.59 (6.08) 33.12 (5.64) 29.26 (4.63) 13.45 (1.84) 

31.25 74.69 (23.95) 59.95 (9.12) 49.84 (2.24) 36.72 (4.13) 32.16 (5.01) 15.07 (2.13) 
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