
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

องค์ประกอบทางพฤกษเคมีและผลกระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีนดื้อยาหลักใน
เชื้อ fluconazole-resistant Candida albicans ที่แยกได้ทางคลินิก 

 

นายพิชญพงศ์ คีรีเดช  

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุลชีววิทยาทางการแพทย์และวิทยาภูมิคุ้มกัน ภาควิชาเวช

ศาสตร์การธนาคารเลือดและจุลชีววิทยาคลินิก 
คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ปีการศึกษา 2562 
ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHYTOCHEMICAL COMPOSITIONS AND ANTIFUNGAL EFFECT OF CAJUPUT OIL ON 
EXPRESSION OF MAJOR RESISTANCE GENES IN FLUCONAZOLE-RESISTANT CANDIDA 

ALBICANS CLINICAL ISOLATES 
 

Mr. Pitchayaphong Keereedach 
 

A  Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Molecular Science of Medical Microbiology and 

Immunology 
Department of Transfusion Medicine and Clinical Microbiology 

FACULTY OF ALLIED HEALTH SCIENCES 
Chulalongkorn University 

Academic Year 2019 
Copyright of Chulalongkorn University 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

หัวข้อวิทยานิพนธ ์ องค์ประกอบทางพฤกษเคมีและผลกระทบของน้า้มันเสมด็ขาว
ต่อการแสดงออกของยีนดื้อยาหลักในเชื้อ fluconazole-
resistant Candida albicans ที่แยกได้ทางคลินิก 

โดย นายพชิญพงศ์ คีรีเดช 
สาขาวชิา วิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจลุชีววิทยาทางการแพทย์และ

วิทยาภูมิคุ้มกัน 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เขมาภรณ์ บุญบา้รุง 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม อาจารย์ ดร.กาญจนา หริ่มเพ็ง 

  
 

คณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั อนุมัติให้นับวทิยานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึง่ของ
การศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

  
   

 

คณบดีคณะสหเวชศาสตร ์

 (รองศาสตราจารย์ ดร.ปาลนี อัมรานนท)์  
  

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
    ประธานกรรมการ 

 (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปาหนนั รัฐวงศ์จิรกุล)  
   

 

อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 

 (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เขมาภรณ์ บุญบ้ารุง)  
   

 

อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม 

 (อาจารย์ ดร.กาญจนา หริ่มเพ็ง)  
   

 

กรรมการ 

 (อาจารย์ ดร.รัชนีพร ติยะวิสุทธิศ์รี)  
   

 

กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 

 (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วิมล จนัทร์แจ่ม)  
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ค 

บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 พิชญพงศ์ คีรีเดช : องค์ประกอบทางพฤกษเคมีและผลกระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีนดื้อยาหลกั

ในเชื้อ fluconazole-resistant Candida albicans ที่แยกได้ทางคลินิก. ( PHYTOCHEMICAL COMPOSITIONS 
AND ANTIFUNGAL EFFECT OF CAJUPUT OIL ON EXPRESSION OF MAJOR RESISTANCE GENES IN 
FLUCONAZOLE-RESISTANT CANDIDA ALBICANS CLINICAL ISOLATES) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.เขมาภรณ์ 
บุญบ้ารุง, อ.ที่ปรึกษาร่วม : อ. ดร.กาญจนา หริ่มเพ็ง 

  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านเชื้อรา  Candida albicans ของน้้ามัน

เสม็ดขาวจากใบและกิ่งอ่อนของ Melaleuca cajuputi Powell ที่พบในพื้นที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย รวมทั้งประเมินผล
กระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการดื้อยาฟลูโคนาโซลในเชื้อราทดสอบ  การวิเคราะห์
องค์ประกอบทางพฤกษเคมีด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโตรมิทรี (gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS) 
พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีองค์ประกอบหลัก 6 ชนิด ได้แก่ 1,8-Naphthyridine derivatives (ร้อยละ 10.46), alpha-Pyrone (ร้อย
ละ 10.11), Terpinolene (ร้อยละ 9.26), gamma-Terpinene (ร้อยละ 8.00), trans-Caryophyllene (ร้อยละ 6.36) และ 
beta-Elemene (ร้อยละ 5.09) จากการทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวในการยับยั้ง C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อ
ยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท ด้วยวิธี Disc diffusion พบว่าดิสก์บรรจุน้้ามันเสม็ดขาว ขนาด 1 ไมโครลิตรต่อดิสก์ แสดง
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 6.67 ± 0.58 ถึง 
10.00 ± 0.00 มิลลิเมตร เมื่อท้าการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่้าสุดของน้้ามันเสม็ดขาวที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ (minimal 
inhibitory concentration, MIC) แ ล ะ ฆ่ า เชื้ อ ท ด ส อ บ  (minimum fungicidal concentration, MFC) ด้ ว ย วิ ธี  Broth 
macrodilution พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวแสดงฤทธิ์ฆ่าเช้ือราทดสอบทุกไอโซเลท โดยมีค่า MIC และ MFC อยู่ในช่วง 0.31-1.25 และ 
0.63-2.5 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ การทดสอบการเสริมฤทธิ์กันของสารผสมน้้ามันเสม็ดขาวและยาฟลูโคนาโซลในการต้าน
เช้ือราทดสอบด้วยวิธี Checkerboard microdilution พบว่าสารผสมดังกล่าวมีการเสริมฤทธิ์กันในการยับยั้งเชื้อราทดสอบส่วน
ใหญ่ (ร้อยละ 60) โดยค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาวจะลดลงประมาณ 8-64 และ 8-16 เท่า ตามล้าดับ และมีค่า
ดัชนีชี้วัดประสิทธิภาพร่วม (fractional inhibitory concentration index, FICI) อยู่ในช่วง 0.144 ถึง 0.189 ข้อมูลนี้ชี้ให้เห็นว่า
น้้ามันเสม็ดขาวน่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องในการปรับเปลี่ยนกลไกการดื้อยาฟลูโคนาโซลของเช้ือรา  ซ่ึงจากการประเมินผลกระทบของ
น้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการดื้อยาฟลูโคนาโซล ได้แก่ CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ด้วย
วิธี qRT-PCR และวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณสัมพันธ์ด้วยวิธี 2-∆∆Ct พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น ½MIC สามารถลดระดับ
การแสดงออกของยีน MDR1 ในเช้ือทดสอบทุกไอโซเลทที่มียีนดื้อยานี้ ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) การศึกษาครั้งนี้จึง
แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการน้าน้้ามันเสม็ดขาวมาใช้ในการรักษาแบบผสมผสาน เพื่อแก้ปัญหาการดื้อยาของ C. albicans 
อย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
# # 5976758937 : MAJOR MOLECULAR SCIENCE OF MEDICAL MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY 
KEYWORD: CAJUPUT OIL, ANTIFUNGAL, CANDIDA ALBICANS, FLUCONAZOLE RESISTANT 
 Pitchayaphong Keereedach : PHYTOCHEMICAL COMPOSITIONS AND ANTIFUNGAL EFFECT OF 

CAJUPUT OIL ON EXPRESSION OF MAJOR RESISTANCE GENES IN FLUCONAZOLE-RESISTANT CANDIDA 
ALBICANS CLINICAL ISOLATES. Advisor: Asst. Prof. Dr. KHAEMAPORN BOONBUMRUNG, Ph.D. Co-
advisor: Dr. Karnjana Hrimpeng, Ph.D. 

  
The purposes of this research were to investigate the phytochemical constituents and antifungal 

effect of Cajuput oil, from leave and twigs of Melaleuca cajuputi Powell naturally growing in the East of 
Thailand, against clinical isolates of fluconazole-resistant Candida albicans. Initially, the Cajuput oil 
constituents were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The results showed the 
presence of 6 major components including 1,8-Naphthyridine derivatives (10.46%), alpha-Pyrone (10.11%), 
Terpinolene (9.26%), gamma-Terpinene (8.00%), trans-Caryophyllene (6.36%) and beta-Elemene (5.09%). The 
antifungal activities of Cajuput oil against 16 clinical isolates of fluconazole-resistant C. albicans were screened 
by the disc diffusion method. An inhibitory result showed that the discs impregnated with the oil 1 µl/disc 
could reveal an inhibitory effect against all tested isolates with inhibition zone diameter in range of 6.67 ± 0.58 
to 10.00 ± 0.00 mm. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) 
of the oil against the tested fungi were further determined through the broth macrodilution technique. The 
Cajuput oil exerted a fungicidal effect against all the tested microorganisms with the MIC and the MFC values 
in the range of 0.31 to 1.25 and 0.63 to 2.5 µl/mL, respectively. Besides, the synergistic effect of the 
combination mixture of the Cajuput oil and fluconazole against the tested fungi were also explored by the 
checkerboard microdilution technique. As a result, the combined use of fluconazole and Cajuput oil exhibited 
a synergy effect on majority (60%) of the tested isolates with the fractional inhibitory concentration indexes 
(FICI) in range of 0.144 to 0.189. This data suggests that the Cajuput oil may involve at least in part in the 
modulation of fluconazole-resistant mechanism of C. albicans. Hence, the effect of cajuput oil on the mRNA 
expression of the drug-resistant associated genes, namely CDR1, CDR2, MDR1 and ERG11, was quantified by 
qRT-PCR technique and analyzed relative gene expression data with the 2-∆∆Ct method. Interestingly, it was 
found that the sub-MIC was statistic significantly reduced the MDR1 expression levels among the MDR1-
bearing C. albicans (p < 0.05). This study brought to light new information about the potential use of Cajuput 
oil in combination with the existing non-effective antifungal agent to combat the drug resistance in C. albicans. 
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กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบับสมบูรณ์นี้ส้าเร็จลุล่วงตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ทุกประการ เนื่องจากได้รับ
ความกรุณาอย่างสูงจากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เขมาภรณ์  บุญบ้ารุง อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 
และอาจารย์ ดร.กาญจนา  หริ่มเพ็ง อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ทั้งการให้ความอนุเคราะห์ 
ช่วยเหลือ สนับสนุนด้านวิชาการและด้านปฏิบัติการ ตลอดจนการแก้ไขข้อบกพร่องและให้ค้าปรึกษา
ด้วยความเอาใจใส่อย่างดียิ่ง ผู้วิจัยตระหนักถึงความทุ่มเทและความตั้งใจจริง จึงขอกราบขอบพระคุณ
เป็นอย่างสูงไว้ ณ ที่นี้ 

ขอกราบขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์  ดร.ปาหนัน  รัฐวงศ์จิรกุล ประธานกรรมการ 
อาจารย์ ดร.รัชนีพร  ติยะวิสุทธิ์ศรี กรรมการ และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วิมล  จันทร์แจ่ม กรรมการ
ผู้ทรงคุณวุฒิภายนอก ที่กรุณาสละเวลามาเป็นกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ในครั้งนี้  พร้อมทั้งการ
ตรวจสอบ ให้ข้อเสนอแนะและข้อสังเกตต่าง ๆ ท้าให้ผู้วิจัยได้พัฒนาแนวความคิดและไตร่ตรองปัญหา
ต่าง ๆ ได้อย่างรอบคอบมากยิ่งขึ้น และขอกราบขอบพระคุณคณาจารย์อันผู้วิจัยมิได้เอ่ยนาม ที่กรุณา
อบรมสั่งสอนและให้ความรู้แก่ผู้วิจัย รวมถึงผู้แต่งหนังสือต้าราให้ผู้วิจัยได้ใช้ค้นคว้าและอ้างอิง จนท้าให้
วิทยานิพนธ์ฉบับสมบูรณ์นี้ส้าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 

ขอขอบคุณภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือดและจุลชีววิทยาคลินิก คณะสหเวชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ที่เอ้ือเฟ้ือ
สถานที่และวัสดุอุปกรณ์ส้าหรับใช้ในปฏิบัติการทดลอง และขอขอบพระคุณ คุณค้ารณ  เลียดประถม 
หัวหน้ากลุ่มวิจัยและพัฒนาการป่าไม้ ส้านักจัดการทรัพยากรป่าไม้ กรมป่าไม้ คุณสกลรัตน์  เมืองโคตร 
คุณวรนาฎ  จงโยธา และคุณเกศวลี  อุดมเดช ที่ให้ความช่วยเหลือและอ้านวยความสะดวกในด้านต่าง ๆ 
เป็นอย่างด ี

อนึ่ง ผู้วิจัยหวังว่าวิทยานิพนธ์ฉบับสมบูรณ์นี้จะเป็นข้อมูลพ้ืนฐานส้าคัญที่ก่อให้เกิดประโยชน์
ต่อสังคมและประเทศชาติ จึงขอมอบความดีทั้งหมดนี้แก่คณาจารย์ผู้ประสิทธิประสาทวิชาความรู้ และ
ขอมอบความกตัญญูกตเวทิตาคุณแด่บิดา มารดา และผู้มีพระคุณทุกท่าน ส้าหรับข้อบกพร่องต่าง ๆ ที่
อาจเกิดขึ้นนั้น ผู้วิจัยขอน้อมรับผิดแต่เพียงผู้เดียว พร้อมทั้งยินดีรับฟังค้าแนะน้าจากทุกท่านที่ได้ศึกษา 
เพ่ือประโยชน์ในการพัฒนางานวิจัยที่มีคุณภาพสูงสืบต่อไป 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
“โรคติดเชื้อแคนดิดา (Candidiasis)” จัดเป็นกลุ่มของโรคติดเชื้อราที่เป็นสาเหตุของภาวะ

ความเจ็บป่วยและเสียชีวิตในมนุษย์ที่ส้าคัญมากชนิดหนึ่ง มีอาการและอาการแสดงที่หลากหลาย 

ตั้งแต่การติดเชื้อบริเวณผิวหนัง เยื่อบุ อวัยวะภายใน และการติดเชื้อในกระแสเลือด (1) มักก่อให้เกิด

พยาธิสภาพในกลุ่มผู้ป่วยที่มีความบกพร่องของระบบภูมิคุ้มกัน ได้แก่ ผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกัน

เป็นระยะเวลานาน ผู้ป่วยที่ได้รับยาเคมีบ้าบัดในการรักษาโรคมะเร็ง ผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะ

หรือไขกระดูก รวมถึงผู้ป่วยเบาหวาน และผู้ป่วยติดเชื้อเอชไอวี นอกจากนี้ยังสามารถก่อให้เกิดพยาธิสภาพ

ในกลุ่มผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันปกติได้เมื่อมีปัจจัยโน้มรับโรคบางอย่าง เช่น การได้รับอุบัติเหตุมีบาดแผล

ปนเปื้อนดินหรือสูดส้าลักน้้าสกปรก (2) สภาพแวดล้อมบริเวณอวัยวะต่าง ๆ ของร่างกายเปลี่ยนแปลงไป 

เช่น  มีการอับชื้นสะสมของผิวหนังบริเวณซอกพับ ขาหนีบ เล็บ ช่องคลอด และอวัยวะเพศ หรือ  

มีสิ่งสกปรกหมักหมมบริเวณช่องปาก เป็นต้น (3) 

สาเหตุหลักของโรคติดเชื้อแคนดิดาเกิดจากการติดเชื้อ Candida albicans ซึ่งเป็นเชื้อ

ประจ้าถิ่นที่พบได้ทั่วไปบริเวณผิวหนังและเยื่อเมือกในระบบทางเดินหายใจส่วนบน ระบบทางเดิน

อาหาร ระบบย่อยอาหาร และระบบสืบพันธุ์ (3) ในผู้ที่มีปัจจัยโน้มรับโรค C. albicans สามารถบุกรุก

เข้าไปเจริญและก่อให้เกิดพยาธิสภาพในบริเวณต่าง ๆ ของร่างกายได้หลากหลาย โดยอาจเจริญเฉพาะ

บริเวณผิวหนังหรือบุกรุกเข้าสู่อวัยวะภายในได้ จึงจัดเป็นเชื้อราก่อโรคฉวยโอกาส ลักษณะทางคลินิก

ของโรคติดเชื้อแคนดิดาสามารถแบ่งตามต้าแหน่งที่มีการติดเชื้อได้ 3 ชนิด คือ 1) โรคผิวหนังจากเชื้อ

แคนดิดา ได้แก่ การติดเชื้อบริเวณผิวหนังที่เปียกชื้นและมีการเสียดสี เช่น ซอกรักแร้ ใต้ราวนม ขาหนีบ 

ก้น และการติดเชื้อบริเวณเล็บมือเล็บเท้า (4) 2) โรคติดเชื้อแคนดิดาของเยื่อบุผิวและชั้นใต้เยื่อบุผิว 

ได้แก่ การติดเชื้อบริเวณช่องปาก หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ล้าไส้เล็ก ล้าไส้ใหญ่ และช่องคลอด เป็น

ต้น และ 3) โรคติดเชื้อแคนดิดาของอวัยวะภายใน ได้แก่ การติดเชื้อบริเวณทางเดินปัสสาวะ เยื่อบุ

ช่องท้อง และการติดเชื้อในกระแสเลือด รวมทั้งการติดเชื้อชนิดแพร่กระจายเข้าสู่ระบบประสาท

ส่วนกลาง สมองและเยื่อหุ้มสมอง เยื่อบุและลิ้นหัวใจ ข้อ กระดูก และกล้ามเนื้อ เป็นต้น (1)  
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การติดเชื้อแคนดิดาบริเวณเนื้อเยื่อภายนอกร่างกาย เช่น ผิวหนังและเยื่อบุ นอกจากจะส่งผล

โดยตรงต่อรูปลักษณ์แล้ว ยังมีผลกระทบต่อคุณภาพชีวิตของผู้ติดเชื้อจากอาการคัน เจ็บ หรือแสบร้อน 

และอาจเกิดการติดเชื้อชนิดอ่ืนแทรกซ้อนในต้าแหน่งที่เกิดพยาธิสภาพได้ แม้ว่าจะเป็นการติดเชื้อที่ 

ไม่รุนแรง สามารถรักษาให้หายได้ แต่อาจใช้ระยะเวลาการรักษานานอย่างน้อย 4 สัปดาห์ หรือบางชนิด

อาจต้องได้รับการรักษาต่อเนื่องนานหลายเดือน และมีโอกาสกลับมาเป็นซ้้าได้เสมอเมื่อไม่สามารถ

ควบคุมปัจจัยเสี่ยงต่อการติดเชื้อได้ ส้าหรับการติดเชื้อแคนดิดาที่ลุกลามสู่อวัยวะภายใน เป็นการติด

เชื้อที่รุนแรง เชื้อตอบสนองต่อยาได้น้อย และมีข้อจ้ากัดในการใช้ยาฆ่าเชื้อราที่ปริมาณสูง เนื่องจาก

ผลข้างเคียงของยา จึงท้าให้ผู้ติดเชื้อมีโอกาสเสียชีวิตได้สูงมาก อย่างไรก็ตาม แม้ว่าโรคติดเชื้อแคนดิดา

จะมีความส้าคัญด้านการแพทย์และการสาธารณสุขเป็นอย่างมาก เนื่องจากการรักษาต้องใช้ระยะ

เวลานานและใช้ยาที่มีราคาค่อนข้างสูง ท้าให้ผู้ติดเชื้อส่วนใหญ่มีภาวะสุขภาพ สถานภาพทาง

เศรษฐกิจและสังคม และวิถีการด้าเนินชีวิตที่เสื่อมถอยลง แต่เชื้อรากลับเป็นกลุ่มจุลชีพที่มีรายงาน

การศึกษาค่อนข้างน้อยและโรคติดเชื้อราก็มักถูกมองข้าม พบว่ารายงานสถานการณ์โรคติดเชื้อราส่วนใหญ่

มาจากข้อมูลการวิจัยภายในสถาบัน (single center study) หรือข้อมูลการเฝ้าระวังเฉพาะกลุ่ม

เฉพาะพ้ืนที่ (sentinel surveillance) ซึ่งอาจไม่ครอบคลุมในวงกว้าง (3) 

อุบัติการณ์ของโรคติดเชื้อแคนดิดามีแนวโน้มสูงขึ้นในหลายประเทศทั่วโลก ทั้งในกลุ่มประเทศ

ที่พัฒนาแล้วและก้าลังพัฒนา ส้าหรับในทวีปเอเชียมีรายงานความชุกของการติดเชื้อแคนดิดาสูง 

โดยเฉพาะกลุ่มประเทศในภูมิภาคเอเชียใต้และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เนื่องจากปัจจั ยด้านสภาพ

ภูมิอากาศแบบร้อนชื้นเหมาะส้าหรับการเจริญเติบโตของเชื้อรา ประกอบกับปัจจัยด้านสภาพสังคม 

ในปัจจุบันอยู่ในช่วงเปลี่ยนผ่านเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุโดยสมบูรณ์ และกลุ่มประชากรส่วนใหญ่มีภาวะ

ยากจนและขาดแคลน ไม่มีความม่ันคงทางเศรษฐกิจ ขาดโอกาสทางการศึกษา ขาดการดูแลสุขอนามัย 

และไม่สามารถเข้าถึงการบริการทางการแพทย์และการพยาบาลที่เหมาะสมได้ อีกทั้งพบการใช้ยา

ปฏิชีวนะอย่างไม่สมเหตุสมผลและการใช้ยาในกลุ่มสเตียรอยด์ผิดวัตถุประสงค์ของการรักษา และ        

ผู้ให้บริการด้านการแพทย์และการพยาบาลไม่ตระหนักถึงการใช้ยาปฏิชีวนะท่ีถูกต้องและเหมาะสมกับ

โรค ส่งผลให้ประชากรมีความไวต่อการติดเชื้อราเพ่ิมมากข้ึน นอกจากนี้การเกิดภัยพิบัติทางธรรมชาติ

ยังก่อให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อราก่อโรค และท้าให้อัตราการเกิดโรคติดเชื้อรามีแนวโน้มสูงขึ้น

ในอนาคต ทั้งการติดเชื้อราบริเวณผิวหนังและการติดเชื้อราแบบลุกลามสู่อวัยวะภายใน  ที่พบว่ามี

อัตราการป่วยและการเสียชีวิตสูงสุด (4) 
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สมาคมโรคติดเชื้อแห่งสหรัฐอเมริกาหรือ Infectious Diseases Society of America (IDSA) 

ระบุว่าโรคติดเชื้อแคนดิดาในกระแสเลือด (Candidemia) มีอุบัติการณ์เป็นอันดับ 3 หรือ 4 ของการติดเชื้อ

ในกระแสเลือดในโรงพยาบาลหลายแห่งของสหรัฐอเมริกา (5) และมีรายงานว่าภาวะติดเชื้อแคนดิดา

ในกระแสเลือดที่เกิดจากการติดเชื้อ C. albicans เป็นโรคติดเชื้อราที่เป็นปัญหามากท่ีสุดเป็นอันดับ 1 

ในหลายประเทศท่ัวโลก และมีอัตราการเสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 46-75 และ C. albicans ยังเป็นสาเหตุ

ที่ท้าให้เกิดภาวะพิษจากการติดเชื้อรา (Septicemia) ที่พบมากที่สุดถึงร้อยละ 80 ของโรคติดเชื้อรา

ภายในโรงพยาบาล (2, 6) ส้าหรับในทวีปเอเชีย จากการศึกษาของ Tan B และคณะในปี พ.ศ. 2558 

พบว่ามีรายงานอุบัติการณ์ของโรคติดเชื้อแคนดิดาสูงกว่าประเทศฝั่งซีกโลกตะวันตก โดยในประเทศ

อินเดีย สิงคโปร์ และไทย พบอุบัติการณ์ของโรคติดเชื้อแคนดิดาแบบลุกลามคิดเป็นสัดส่วน 4.53, 

2.93 และ 1.31 รายต่อหนึ่งพันประชากรในโรงพยาบาล ตามล้าดับ และคาดว่าจะมีความรุนแรง  

มากขึ้นในอนาคต (7) ส้าหรับประเทศไทย โรคติดเชื้อแคนดิดาเป็นหนึ่งในสาเหตุส้าคัญของการติดเชื้อ

แทรกซ้อนในโรงพยาบาล โดยเฉพาะการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะของผู้ใส่สายสวนปัสสาวะ 

(8) และส่วนมากพบการติดเชื้อ C. albicans ของอวัยวะภายในที่ท้าให้ผู้ป่วยมีอัตราการเสียชีวิตสูงถึง

ร้อยละ 40 (2) นอกจากนี้ พบว่าโรคผิวหนังที่เกิดจากเชื้อแคนดิดา และโรคติดเชื้อแคนดิดาของเยื่อบุผิว

และชั้นใต้เยื่อบุผิว เป็นโรคที่สามารถพบได้บ่อยที่สุดในประเทศไทย โดยมีการติดเชื้อเพ่ิมมากข้ึนและ 

มีการติดเชื้อซ้้าซากได้เรื่อย ๆ (4) จากการศึกษาระบาดวิทยาของการติดเชื้อแคนดิดาบริเวณผิวหนัง

และเยื่อบุในคลินิกโรคผิวหนัง โรงพยาบาลศิริราช ในปี พ.ศ. 2559 พบว่าผู้ป่วยที่มีภาวะติดเชื้อ 

แคนดิดาบริเวณผิวหนัง เล็บ และเยื่อบุช่องปาก ร้อยละ 59.6 เกิดจากการติดเชื้อ C. albicans และ

ต้องใช้ระยะเวลาในการรักษาจนหาย เฉลี่ยประมาณ 211 วัน (9) และพบว่าผู้ป่วยหญิงที่เข้ารับการ

รักษาในคลินิกสูตินรีเวชกรรม ร้อยละ 75 เคยประสบอาการคันบริเวณช่องคลอดหรือการอักเสบของ

ช่องคลอดอย่างน้อยหนึ่งครั้งในชีวิต ซึ่งส่วนใหญ่ร้อยละ 80-92 เกิดจากการติดเชื้อ C. albicans (10) 

โดยร้อยละ 5-10 ของผู้ป่วยดังกล่าว สามารถกลับมาติดเชื้อราแคนดิดาซ้้าได้ตั้งแต่ 4 ครั้งต่อปีขึ้นไป  

ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาการรักษาและควบคุมในระยะยาว (11) จากการศึกษาความชุกของการติดเชื้อราที่

เล็บเท้าในผู้ป่วยเบาหวาน ที่แผนกผู้ป่วยนอกและเวชปฏิบัติทั่วไป โรงพยาบาลสมเด็จพระบรมราชเทวี 

ณ ศรีราชา ในปี พ.ศ. 2557 พบว่าร้อยละ 20.9 ของผู้ป่วยเบาหวานที่มีลักษณะเล็บเท้าผิดปกติจะมี

ภาวะติดเชื้อราที่เล็บเท้า และร้อยละ 22.2 เกิดจากการติดเชื้อ C. albicans (12)  
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จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นจะเห็นได้ว่าโรคติดเชื้อแคนดิดาส่งผลให้ผู้ป่วยมีภาวะสุขภาพ 

สถานภาพทางเศรษฐกิจและสังคม และวิถีการด้าเนินชีวิตที่เสื่อมถอยลง เนื่องจากการรักษาโรคต้อง

ใช้ระยะเวลานานและต้องใช้ยาที่มีราคาค่อนข้างสูง จึงมักพบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่เข้ารับการรักษาเฉพาะ

ช่วงแรก ๆ หรือเข้ารับการรักษาไม่สม่้าเสมอ ท้าให้การใช้ยาไม่ต่อเนื่อง จนเกิดการติดเชื้ อเรื้อรังที่

รักษาได้ยากขึ้น นอกจากนี้ยังมีผู้ป่วยติดเชื้อแคนดิดาอีกจ้านวนมากที่เมื่อมีการติดเชื้อแล้ว นิยมซื้อยา

ทาหรือรับประทานเองโดยไม่ได้เข้ารับการรักษาอย่างถูกต้อง อาจเกิดอาการแพ้ยา เกิดการติดเชื้อ

เรื้อรัง หรือการแพร่กระจายไปสู่บุคคลอ่ืนได้ และยังส่งผลให้ ข้อมูลระบาดวิทยาของโรคติดเชื้อ  

แคนดิดาไม่ครอบคลุมในวงกว้างและมีอยู่อย่างจ้ากัดต่อกลุ่มประชากร (13) 

ยาในกลุ่ม polyenes และกลุ่ม azoles เป็นยาต้านเชื้อราที่ถูกเลือกน้ามาใช้ในการรักษาโรค

ติดเชื้อแคนดิดาบ่อยที่สุด แต่เนื่องด้วยขีดจ้ากัดของยาในกลุ่ม polyenes ในการบริหารยา การดูดซึม

และผลข้างเคียงของยา ท้าให้ปัจจุบันนิยมใช้ยากลุ่ม azoles ในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดา ยากลุ่ม 

azoles มีการพัฒนาเป็นล้าดับเริ่มจากกลุ่ม imidazoles ได้แก่ clotrimazole, miconazole และ 

ketoconazole ต่อมาเป็นกลุ่ม triazoles ได้แก่ fluconazole, itraconazole และ voriconazole 

ยากลุ่มนี้ถูกน้ามาใช้อย่างแพร่หลาย มีข้อดีคือ ประสิทธิภาพสูง มีความปลอดภัยในการบริหารยา       

มีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยน้อยกว่ายากลุ่ม polyenes และยังสามารถบริหารยาเข้าสู่ร่างกายได้           

ทั้งทางการรับประทานและการฉีดเข้าหลอดเลือดด้า ท้าให้อัตราการใช้ยากลุ่ม azoles ในการรักษา

มากขึ้น โดยเฉพาะยา fluconazole และพบว่าการใช้ยาต้านเชื้อราในปัจจุบัน เป็นไปอย่างไม่ถูกต้อง

และไม่สมเหตุสมผล ไม่ว่าจะเป็นระยะเวลาและจ้านวนครั้งของการให้ยา เนื่องจากผู้ป่วยมักเข้ารับ

การรักษาไม่สม่้าเสมอหรือไม่ต่อเนื่อง และผู้ป่วยติดเชื้อนิยมซื้อยาทาหรือรับประทานเองโดยไม่ได้เข้า

รับการรักษาอย่างถูกต้อง ท้าให้เชื้อ C. albicans มีการพัฒนาการดื้อยาต้านเชื้อราขึ้น (13) 

การดื้อยาของเชื้อ C. albicans เป็นปัญหาที่พบมากขึ้นในการรักษาผู้ป่วยติดเชื้อแคนดิดา 

โดยเฉพาะการดื้อยากลุ่ม azoles เช่น ketoconazole, itraconazole และ fluconazole การดื้อยา

ส่งผลโดยตรงให้เชื้อมีความรุนแรงในการก่อโรคเพ่ิมขึ้น ท้าให้อาการของโรครุนแรงขึ้น ระยะเวลาใน

การรักษานานขึ้น โดยไม่สามารถเพ่ิมปริมาณยาได้ เนื่องจากความเป็นพิษต่อเซลล์มนุษย์ และ

เนื่องจากชนิดของยาต้านเชื้อรามีจ้ากัด การดื้อยาจึงท้าให้การรักษาล้มเหลวและอาจรักษาไม่หายด้วย

ยาปฏิชีวนะเดิม และด้วยวิธีการบริหารยา fluconazole มีความหลากหลายในแต่ละประเทศ จึงพบว่า 

C. albicans ที่แยกได้จากผู้ป่วยมีแนวโน้มดื้อยา fluconazole เพ่ิมขึ้นและอาจมีการแพร่กระจาย

คุณสมบัติการดื้อยาไปสู่ Candida spp. สปีชีส์อ่ืน ๆ ได้ (2) ในปี พ.ศ. 2560 Uppuluri P และคณะ 
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รายงานว่าผู้ป่วยติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องปากที่ดื้อต่อยา fluconazole มีระยะเวลาที่เคยได้รับยา

ต้านเชื้อรากลุ่ม azoles มานาน และมีการติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องปากแบบเป็น ๆ หาย ๆ ซึ่ง

สัมพันธ์กับการรักษาที่ล้มเหลวด้วยยา fluconazole (1) และในปี พ.ศ. 2562 ศูนย์ควบคุมและป้องกัน

โรคแห่งสหรัฐฯ หรือ Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ได้จัดอันดับ drug-

resistant Candida spp. อยู่ในระดับภัยคุกคามร้ายแรง ที่เป็นปัญหาส้าคัญและต้องด้าเนินการแก้ไข

อย่างรวดเร็วเพ่ือป้องกันการลุกลาม เช่นเดียวกับแบคที เรียดื้อยาชนิด อ่ืน  (14) นอกจากนี้           

เมื่อพิจารณาค่าจุดตัดความไวของยา (clinical breakpoints, CBP) ตามมาตรฐาน Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) พบว่าในปี พ.ศ. 2551 CLSI ได้ก้าหนดค่า CBP ของยา 

fluconazole ต่อเชื้อ Candida spp. ทุกสปีชีส์อยู่ที่ 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อมาในปี พ.ศ. 2555 

CLSI ได้ก้าหนดค่า CBP ของยา fluconazole ที่จ้าเพาะต่อเชื้อ Candida spp. แต่ละสปีชีส์ ส้าหรับ

เชื้อ C. albicans อยู่ที่ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (15) แสดงให้เห็นถึงความส้าคัญของการวินิจฉัย 

เชื้อ  Candida ในระดับสปีชีส์  โดยเฉพาะเชื้อ C. albicans ที่มีการก้าหนดค่า CBP ของยา 

fluconazole ที่บ่งชี้ว่าเชื้อไวต่อยาลดลง ซึ่งแสดงให้ เห็นถึงแนวโน้มการดื้อยาที่ส้าคัญที่อาจ        

เพ่ิมมากข้ึนต่อไปในอนาคต  

กลไกการดื้อยา fluconazole ของเชื้อ C. albicans ที่ส้าคัญและมีรายงานการศึกษามากท่ีสุด 

คือการลดความเข้มข้นของยาภายในเซลล์ ท้าให้ความเข้มข้นของยาไม่เพียงพอที่จะยับยั้งการเจริญ

หรือฆ่าเชื้อได้ ส่วนใหญ่เกิดจากการเพ่ิมการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ที่จะ

ส่งผลถึงการเพ่ิมผลิตผลของยีนด้วย (16) โดย CDR1 และ CDR2 เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออก

ของโปรตีน Cdr1 และ Cdr2 ซึ่งเป็นกลุ่มโปรตีน ATP-binding cassette (ABC) transporters 

บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีหน้าที่ขนส่งสารเข้าและออกจากเซลล์ และ MDR1 เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการ

แสดงออกของโปรตีน Mdr1 คือ Major facilitator superfamily (MFS) transporters ซึ่งเป็นกลุ่ม

โปรตีนที่แทรกอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีหน้าที่ขนส่งสารเข้าและออกจากเซลล์เช่นเดียวกัน และพบว่า

เชื้อ fluconazole-resistance C. albicans สายพันธุ์คลินิกมีการแสดงออกของโปรตีน Cdr1, Cdr2 

และ Mdr1 ในระดับสูง (17-19) ส้าหรับ ERG11 เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของโปรตีนที่

เป็นเอนไซม์ 14α-demethylase ใช้ในการสังเคราะห์ ergosterol ซึ่งเป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้ม

เซลล์และเป็นบริเวณเป้าหมายในการออกฤทธิ์ของยาในกลุ่ม azoles และพบว่าเมื่อเชื้อ C. albicans 

มีการเพ่ิมการแสดงออกของยีน ERG11 มากข้ึนจึงท้าให้เกิดโปรตีนที่เป็น 14α-demethylase เพ่ิมขึ้น

และจ้าเป็นต้องใช้ยาในปริมาณมากขึ้น เพ่ือให้การจับกันระหว่างยากับเอนไซม์มีความสมดุล (17, 18) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 6 

จากผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างแบบแผนความไวต่อยาในกลุ่ม azoles กับการแสดงออกของ

ยีนดื้อยา พบว่าเชื้อ azole-resistance C. albicans มีการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 

และ ERG11  เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  เมื่ อเปรียบเทียบกับ azole-susceptible            

C. albicans (20) และมีหลายรายงานการศึกษาท่ีให้ผลสอดคล้องกัน (21-26) 

จากข้อมูลข้างต้น พบว่ามีข้อจ้ากัดในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาหลายประการ เช่น ยาต้าน

เชื้อราที่มีประสิทธิภาพมีจ้ากัดและมีผลข้างเคียงค่อนข้างรุนแรง การรักษาโรคใช้ระยะเวลานาน  

สามารถเกิดการกลับซ้้าได้ และอุบัติการณ์ของเชื้อดื้อยาที่เพ่ิมสูงขึ้น รวมถึงการเข้าถึงยาต้านเชื้อรา  

ชนิดใหม่ของผู้ป่วยยังมีข้อจ้ากัดด้านสิทธิการรักษาและเป็นยาที่มีราคาสูง ดังนั้น การคิดค้นสารจาก

ธรรมชาติชนิดใหม่ที่ มี ฤทธิ์ยับยั้ งการท้ างานของยีน  CDR1, CDR2, MDR1 ที่ ถอดรหัส เป็ น 

transporter proteins บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์เชื้อรา และยีน ERG11 ที่ถอดรหัสเป็นเอนไซม์ 14α-

demethylase ในกระบวนการสังเคราะห์ ergosterol ของเชื้อรา จึงอาจน้าไปสู่ความส้าเร็จในการ

จัดการปัญหาเชื้อดื้อยาและการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาต่อไปในอนาคต 

“พืชสมุนไพร” มีความส้าคัญควบคู่กับสังคมไทยมาอย่างยาวนาน คนไทยมีการสั่งสมภูมิปัญญา

และองค์ความรู้เกี่ยวกับการใช้สมุนไพรเพ่ือวัตถุประสงค์ท่ีหลากหลาย ตั้งแต่เครื่องประกอบในอาหาร 

ผลิตภัณฑ์ดูแลความงาม ยารักษาโรค และการดูแลสุขภาพของคนในชุมชนด้วยศาสตร์การแพทย์

พ้ืนบ้าน ในปัจจุบันพบว่าความต้องการใช้สมุนไพรเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว ทั้งการบริโภคเพ่ือสร้างเสริม

และดูแลสุขภาพ การแปรรูปเพ่ือสร้างมูลค่าเพ่ิม และน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท อาทิ 

อุตสาหกรรมเกษตรแปรรูป อุตสาหกรรมผลิตยาแผนไทย และอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์สมุนไพร

รูปแบบต่าง ๆ เช่น สารสกัดจากสมุนไพร เครื่องส้าอาง และผลิตภัณฑ์สปา (27) โดยมีการศึกษาวิจัย

จ้านวนมากที่พบว่าสารสกัดหรือน้้ามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพรหลายชนิดมีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งจุลชีพได้กว้าง ซึ่งอาจไม่ได้เกิดจากสารพฤกษเคมีที่ส้าคัญเพียงชนิดเดี ยว แต่อาจเกิดจากการ

ท้างานของสารประกอบหลายชนิดร่วมกัน และพบว่าสารพฤกษเคมีในสมุนไพรนั้นเป็นแหล่งของสาร

ต้านจุลชีพที่ส้าคัญ (28)  

ภาคตะวันออกของประเทศไทยเป็นภูมิภาคที่มีความอุดมสมบูรณ์และมีความหลากหลาย  

ทางชีวภาพสูง เนื่องจากลักษณะภูมิประเทศที่ประกอบด้วยพ้ืนที่ชายฝั่งทะเล ภูเขา ป่าดิบชื้น และที่ราบ

การเกษตร ท้าให้มีความหลากหลายของพันธุ์พืชในพ้ืนที่ต่าง ๆ โดยพบว่าเสม็ดขาวหรือ Cajuput 

tree เป็นไม้ต้นชนิดหนึ่งที่พบกระจายพันธุ์ตามธรรมชาติ บริเวณขอบป่าพรุ ป่าชายทะเล หรือป่า 

ชายเลน รวมพ้ืนที่ประมาณ 3,578.18 ไร่ (29) เสม็ดขาวสามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาพแวดล้อมที่
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หลากหลาย ทั้งดินกรด ดินเค็ม น้้าท่วมขัง และแห้งแล้ง ขยายพันธุ์ได้ง่ายด้วยการเพาะเมล็ด สามารถ

ปลูกในที่น้้าท่วมไม่ถึง พื้นที่พรุเสื่อมโทรม หรือพ้ืนที่ที่มีน้้าขังได้ ซึ่งส่วนใหญ่เป็นพ้ืนที่รกร้างว่างเปล่า

ที่พืชเกษตรและไม้ป่าชนิดอ่ืนเจริญเติบโตได้ไม่ดีหรือให้ผลผลิตที่ไม่คุ้มค่า การใช้ประโยชน์ส่วนใหญ่

เป็นการใช้ประโยชน์จากเนื้อไม้ เนื่องจากเนื้อไม้เสม็ดขาวมีความคงทนต่อสภาพเปียกชื้นและน้้าเค็มได้

ดี และใบสดน้ามากลั่นเป็นน้้ามันหอมระเหยได้ มีกลิ่นคล้ายการบูร เรียกว่า น้้ามันเสม็ดหรือ น้้ามันเขียว 

(Cajuput oil) มีคุณสมบัติทางยาคล้ายน้้ามันยูคาลิปตัส นิยมใช้ในการรักษาโรคแบบพ้ืนบ้าน แก้

อาการปวดเมื่อย ไขข้ออักเสบ ปวดหัว ปวดหู ปวดฟัน ยารักษาโรคผิวหนัง รักษาสิว ใช้ฆ่าเชื้อโรค ฆ่า

แมลง ใช้ภายในเป็นยากระตุ้นขับลม แก้อาการเกร็งของกล้ามเนื้อในกระเพาะและล้าไส้ จุกเสียด 

ท้องอืด ขับเสมหะ หลอดลมอักเสบ และขับพยาธิ เป็นต้น (30) พบว่าองค์ประกอบ     หลายชนิด

ของน้้ามันเสม็ดขาว มีฤทธิ์ไล่หรือฆ่าแมลง เช่น มด ยุง ปลวก และเพลี้ยได้ดี และมีรายงานว่าสามารถ

ฆ่าแบคทีเรียหลายชนิดได้ดี นอกจากนี้จากการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราท้าลายไม้ร่วมกับกลุ่มสาร

ป้องกันรักษาเนื้อไม้ พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวออกฤทธิ์ฆ่า เชื้อราท้าลายไม้ได้ดี (31, 32) และจาก

การศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของน้้ามันเสม็ดขาวในประเทศอินเดีย พบว่ามีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียและเชื้อราที่แยกได้ทางคลินิกหลายชนิด ได้แก่ Acinetobacter spp., Escherichia coli, 

Klebsiella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Aspergillus niger 

เป็นต้น (33)  

 จากข้อมูลข้างต้น ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแคนดิดาของน้้ามันเสม็ดขาวในพ้ืนที่

ภาคตะวันออกของประเทศไทย เพื่อโอกาสในการพัฒนาผลิตภัณฑ์พ้ืนบ้านและพัฒนาเศรษฐกิจชุมชน 

ที่สอดรับกับโครงการพัฒนาระเบียงเศรษฐกิจพิ เศษภาคตะวันออกหรือ Eastern Economic 

Corridor (EEC) ภายใต้นโยบายไทยแลนด์ 4.0 ตามวัตถุประสงค์หลักของ EECi คือส่งเสริมให้เกิดการ

วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีและนวัตกรรม โดยมุ่งเน้นการวิจัยเพ่ือต่อยอดไปสู่การใช้งานจริง และยัง

สอดรับกับแผนแม่บทแห่งชาติ ว่าด้วยการพัฒนาสมุนไพรไทย ฉบับที่ 1 พ.ศ. 2560-2564 ที่เน้นการ

พัฒนางานวิจัยสมุนไพรไทย เพ่ือสร้างการยอมรับและความมั่นใจเชื่อมต่อสู่การน้าไปใช้ประโยชน์ได้จริง

อย่างกว้างขวาง รวมทั้งการน้อมน้าแนวพระราชด้าริของสมเด็จพระกนิษฐาธิราชเจ้า กรมสมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ที่ว่า “ไม้เสม็ด คนอ่ืนเขามองว่า เป็นไม้เส็งเคร็ง แต่ข้อเท็จจริง 

เป็นไม้ที่มีประโยชน์มาก หากท้าดี ๆ จะเป็นการเพ่ิมมูลค่า สร้างงาน สร้างรายได้ ในราษฎรได้มาก” 

มาปฏิบัติ เพ่ือให้การใช้ประโยชน์ป่าเสม็ดขาวในภาคตะวันออกของประเทศไทยเป็นไปอย่างคุ้มค่า

และยั่งยืนสืบต่อไป 
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1.2 ค าถามของการวิจัย 

 (1)  เชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ใช้ทดสอบเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลหรือไม่ และ

เชื้อดื้อยาดังกล่าวมียีนที่เก่ียวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซลหรือไม ่

 (2)  น้้ามันเสม็ดขาวจากใบและกิ่งอ่อนของ Melaleuca cajuputi Powell ที่พบในพ้ืนที่    

ภาคตะวันออกของประเทศไทย ประกอบด้วยสารพฤกษเคมีชนิดใดและมีสารใดเป็น

องค์ประกอบหลัก 

 (3)  น้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต้านเชื้อราและมีการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซลหรือไม่ และ

น้้ามันเสม็ดขาวส่งผลกระทบต่อระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในเชื้อ 

C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลมากน้อยเพียงใด 
 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 (1) ศึกษารูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก และยีนที่

เกี่ยวข้องกับการดื้อยาของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

 (2) ศึกษาองค์ประกอบทางพฤกษเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวจากใบและกิ่งอ่อนของ M. cajuputi 

Powell ที่พบในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของประเทศไทย  

 (3) ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราของน้้ามันเสม็ดขาว ประสิทธิภาพในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล 

และประเมินผลกระทบต่อระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในเชื้อ C. albicans 

สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
 

1.4 สมมติฐานของการวิจัย 

 (1) เชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ใช้ทดสอบร้อยละ 50 ดื้อยาฟลูโคนาโซล และเชื้อดื้อยา

ดังกล่าวมียีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ที่เก่ียวข้องกับการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

 (2) น้้ามันเสม็ดขาวจากใบและกิ่งอ่อนของ M. cajuputi Powell ที่พบในพ้ืนที่ภาคตะวันออก

ของประเทศไทย ประกอบด้วยสารพฤกษเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลักไม่แตกต่างจาก

น้้ามันเสม็ดขาวจากแหล่งอ่ืน 

 (3) น้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต้านเชื้อรา มีการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล และมีผลกระทบ 

ต่อระดับการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ในเชื้อ C. albicans 

สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
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1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย 
 

 
 
1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 (1) ทราบรูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื ้อ C. albicans สายพันธุ ์คลินิก และ

รูปแบบการมียีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยา

ฟลูโคนาโซล 

 (2) ทราบองค์ประกอบทางพฤกษเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวจากใบและก่ิงอ่อนของ M. cajuputi 

Powell ที่พบในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของประเทศไทยซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ส้าคัญ 
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 (3) น้้ามันเสม็ดขาวจากใบและกิ่งอ่อนของ M. cajuputi Powell จะมีฤทธิ์ต้านเชื้อราที่เป็น

สาเหตุหลักของโรคติดเชื้อแคนดิดาในระดับสูง โดยอาจส่งผลต่อระดับการแสดงออกของ

ยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยา

ฟลูโคนาโซล ซึ่งอาจน้าไปสู่ความส้าเร็จในการจัดการปัญหาเชื้อดื้อยาและการรักษาโรค

ติดเชื้อแคนดิดาต่อไปในอนาคต 

 (4) ทราบข้อมูลพื้นฐานเกี ่ยวกับการออกฤทธิ ์ของน้้ามันเสม็ดขาวจากใบและกิ่งอ่อนของ     

M. cajuputi Powell เ พื ่อ โอก าส ในการพ ัฒ นาผล ิตภ ัณ ฑ ์พื ้น บ ้านและพ ัฒ น า

เศรษฐกิจชุมชนที่สอดรับกับโครงการพัฒนาระเบียงเศรษฐกิจพิเศษภาคตะวันออก (EEC) 

ภายใต้นโยบาย ไทยแลนด์ 4.0 และแผนแม่บทแห่งชาติ ว่าด้วยการพัฒนาสมุนไพรไทย 

ฉบับที่ 1 พ.ศ. 2560-2564 รวมทั้งเพ่ือให้การใช้ประโยชน์ป่าเสม็ดขาวในภาคตะวันออก

ของประเทศไทยเป็นไปอย่างคุ้มค่าและยั่งยืนสืบต่อไป 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 อนุกรมวิธานของเชื้อ C. albicans 
เชื้ อ C. albicans ถูกค้นพบครั้ งแรกในปี  พ.ศ. 2382 โดย Bernhard von Langenbeck 

ศัลยแพทย์ชาวเยอรมันได้ค้นพบจุลชีพที่มีลักษณะเป็นเส้นใยคล้ายเชื้อรา อาศัยอยู่ในบริเวณชั้น   

เยื่อเมือกของหลอดอาหารในผู้ป่วยที่เป็นไข้ไทฟอยด์หรือไข้รากสาดน้อย และได้ตั้งสมมติฐานว่าภาวะ  

ที่มีการติดเชื้อราดังกล่าว อาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคด้วย เมื่อมีการติดเชื้อ

แคนดิดาบริเวณต่าง ๆ ของร่างกายจะท้าให้เกิดฝ้าขาวในบริเวณที่มีการติดเชื้อ จึงเรียกจุลชีพนี้ว่า    

C. albicans โดย candida/ candidus (Latin) หมายถึ ง  สี ขาวแพรวพ ราว  และ  albicans/ 

albicare (Latin) หมายถึง ท้าให้ขาว (34) ทั้งนี้สามารถจ้าแนกชั้นทางชีววิทยาของเชื้อ C. albicans 

ได้ดังตารางที่ 1  
 

 ตารางท่ี 1 การจ้าแนกชั้นทางชีววิทยาของเชื้อ C. albicans (36) 
โดเมน (domain) Eukaryote 
อาณาจักร (kingdom) Fungi 
อาณาจักรย่อย (subkingdom) Dikarya 
ไฟลัม (phylum) Ascomycota 
ไฟลัมย่อย (subphylum) Saccharomycotina 
ชั้น (class) Saccharomycetes 
ชั้นย่อย (subclass) Saccharomycetidae 
อันดับ (order) Saccharomycetales 
วงศ์ (family) Metschnikowiaceae 
สกุล (genus) Candida 
ชนิด (species) albicans 

 

2.2 ลักษณะท่ัวไปของเชื้อ C. albicans 
C. albicans จัดเป็นเชื้อราเซลล์เดียว จ้าพวกยีสต์  ที่สามารถเปลี่ยนแปลงรูปร่างได้

หลากหลาย (ภาพที่ 1) ตั้งแต่ยีสต์เซลล์ (yeast cell) รูปร่างกลมรี คล้ายรูปไข่ (oval shaped)        

มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3-5 ไมโครเมตร มีการสืบพันธุ์โดยการแตกหน่อ (budding)    
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พบเป็นเซลล์เล็ก ๆ ติดกับเซลล์แม่ เรียกว่า เซลล์หน่อ (budding yeast cells/ blastospores/ 

blastoconidia) ซึ่งเซลล์ที่แตกหน่อออกไปจะหลุดออกจากเซลล์แม่และเจริญแตกหน่อต่อไปอีก    

ในบางสภาวะยังพบการสร้างสายราเทียม (pseudohyphae) และสายราแท้ (true hyphae) โดย

สายราเทียมเกิดจากเซลล์หน่อที่ยืดยาวออกและเรียงต่อกันในลักษณะคล้ายสายรา ไม่มีผนังกั้น 

(septum) แต่มีรอยคอด (constriction) ที่ชัดเจนบริเวณรอยต่อระหว่างเซลล์หรือบริเวณที่มีการ 

แตกหน่อด้านข้าง (side budding) และสายราแท้เกิดจากการสร้างท่องอก (germ tube) ของเซลล์

ยีสต์ที่ยืดยาวออกและมีผนังกั้นเซลล์เกิดขึ้น สายราแท้มีขนาดความกว้างประมาณ 2-10 ไมโครเมตร 

ความยาวไม่จ้ากัด โดยเมื่อสายรายาวขึ้นจะไขว้รวมกันเป็นกลุ่ม เรียกว่ากลุ่มสายรา (mycelium) 

นอกจากนี้ C. albicans ยังสามารถสร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศที่มีลักษณะเฉพาะ เรียกว่า คลาไมโด-

สปอร์ (chlamydospore) รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ มีผนังหนากว่ายีสต์เซลล์ และเกิดบริเวณกลาง

เซลล์หรือปลายเส้นใย (3, 37) ทั้งนี้สมบัติในการเปลี่ยนแปลงรูปร่างได้หลากหลายของ C. albicans 

ดังกล่าว เป็นการตอบสนองต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมหรือภาวะต่าง ๆ ในร่างกายของโฮสต์ 

เช่น อุณหภูมิในร่างกาย (37 องศาเซลเซียส) ซีรัม อัตราการแลกเปลี่ยนแก๊สในร่างกายที่สูงขึ้น สภาพ

ความเป็นด่างที่สูงกว่า 6.5 ภาวะขาดแคลนสารอาหาร และฮอร์โมนต่าง ๆ ในร่างกาย เป็นต้น ซึ่งการ

เปลี่ยนแปลงรูปร่างส่งผลให้ C. albicans สามารถทนต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดีและเป็น

ปัจจัยความรุนแรงจนสามารถก่อโรคได้ (35) 
 

 
 

ภาพที่ 1 ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของ C. albicans (36) 
 

C. albicans เป็นเชื้อประจ้าถิ่นที่สามารถพบได้ทั่วไป บริเวณผิวหนังและเยื่อเมือกในระบบ

ทางเดินหายใจส่วนบน ระบบทางเดินอาหาร ระบบย่อยอาหาร และระบบสืบพันธุ์ ซึ่งจัดเป็นเชื้อราก่อโรค

ฉวยโอกาส (opportunistic pathogens) เนื่องจากในภาวะร่างกายมีภูมิคุ้มกันปกติ เชื้อจะมีชีวิตอยู่
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อย่างสมดุลร่วมกับจุลชีพชนิดอ่ืนโดยไม่ก่อโรคในรูปยีสต์เซลล์ แต่ถ้ามีปัจจัยที่ท้าให้สภาพแวดล้อม

เปลี่ยนแปลงไปและท้าลายสมดุลธรรมชาติ เช่น ร่างกายมีภูมิต้านทานลดลง (ในกลุ่มผู้ป่วยที่ทานยา

ประเภทคอร์ติโซนและสเตียรอยด์ หรือยารักษามะเร็ง ผู้ป่วยเบาหวาน และผู้ป่วยที่มีภูมิต้านทาน

บกพร่อง) มีการเปลี่ยนแปลงสภาพความเป็นกรดด่าง (สตรีมีครรภ์หรือผู้ป่วยที่ทานยาปฏิชีวนะ) หรือ

มีการอับชื้นสะสมบริเวณอวัยวะต่าง ๆ เป็นต้น เชื้อจะเจริญเพ่ิมจ้านวนมากกว่าปกติหรือมีการ

เปลี่ยนแปลงรูปร่างโดยการสร้างท่องอก คล้ายสายราเทียม และฉวยโอกาสก่อโรคได้ (3) 

C. albicans สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อราที่อุณหภูมิประมาณ 20-40 องศา

เซลเซียส ในสภาวะที่มีค่าความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 2-8 ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ชนิดแข็งท่ีเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 24-48 ชั่วโมง มีสีขาวขุ่นหรือสีขาวครีม ทึบแสง ผิวมันวาว รูปร่าง

กลมนูน ขอบเรียบ และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-3 มิลลิเมตร เมื่อเพาะเลี้ยงต่อไปเป็น

ระยะเวลาหลายวัน เชื้ออาจเจริญเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นหรือมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง ท้าให้ลักษณะของ

โคโลนีแผ่ขยายออกหรือเปลี่ยนแปลงไป ดังภาพที่ 2 (35) 
 

   
 

ภาพที่ 2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ C. albicans บนอาหาร SDA ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (35) 
a) ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง   b) และ c) ระยะเวลามากกว่า 48 ช่ัวโมง 

 

2.3 ปัจจัยความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อ C. albicans 

C. albicans มีคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงรูปร่างได้หลากหลาย ตั้งแต่ยีสต์เซลล์ สายราเทียม 

และสายราแท้ ซึ่งจัดเป็นภาวะพหุสัณฐาน (polymorphism) ทางพันธุกรรมที่ท้าให้ภายในประชากร

เดียวกันของสปีชีส์ สามารถมีฟีโนไทป์ที่แตกต่างกันได้ตั้งแต่สองฟีโนไทป์ขึ้นไป  และพบว่าการ

เปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นยีสต์เซลล์และสายราแท้จัดเป็นปัจจัยความรุนแรงในการก่อโรคที่ส้าคัญของ

เชื้อ C. albicans ท้าให้เชื้อมีความสามารถในการก่อโรคเพ่ิมขึ้น โดยเชื้อจะสามารถบุกรุกเข้าสู่ชั้น
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ผิวหนังและเยื่อเมือกและก่อให้เกิดการติดเชื้อได้เพ่ิมขึ้น เมื่ออยู่ในรูปสายราแท้ และเชื้อจะสามารถ

แพร่กระจายได้ดีกว่าในรูปยีสต์เซลล์ นอกจากนี้ ยังพบว่าเชื้อจะเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นสายราเทียมได้

ในบางสภาวะที่มีสารอาหารอยู่อย่างจ้ากัดหรือสภาวะที่มีการก่อตัวเป็นไบโอฟิล์ม  (37) และพบว่ามี

หลายปัจจัยที่ส่งผลให้เชื้อมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง ได้แก่ มีการเปลี่ยนแปลงสภาพความเป็นกรดด่าง 

อุณหภูมิ ระดับคาร์บอนไดออกไซด์ ปริมาณสารอาหาร หรือเมื่อมีการสัมผัสกับสารเคมีบางประเภท 

เช่น farnesol, tyrosol และ dodecanol เป็นต้น (38)  

ส้าหรับปัจจัยความรุนแรงในการก่อโรคที่ส้าคัญที่ช่วยให้เชื้อสามารถเกาะติดกับเซลล์ ของ

โฮสต์หรือพ้ืนผิวอ่ืนได้ดี พบว่าบนผิวเซลล์ของ  C. albicans จะประกอบด้วยกลุ่มของโปรตีน 

adhesins ได้แก่ agglutinin-like sequence (ALS) protein ที่ประกอบด้วย Als1-7 และ Als9 จาก

รายงานการศึกษาพบว่ามีการแสดงออกของโปรตีน Als3 ที่ถูกถอดรหัสโดยยีน ALS3 ในสายราแท้

ระหว่างการติดเชื้อบริเวณเยื่อบุช่องปากและเยื่อบุช่องคลอด ท้าให้เชื้อมีความรุนแรงในการก่อโรค

เพ่ิมขึ้น (39) ซึ่งนอกจากโปรตีน Als3 จะมีคุณสมบัติเป็น adhesins แล้ว ยังสามารถท้าหน้าที่เป็น 

invasins ช่วยให้เชื้อสามารถบุกรุกเข้าสู่เนื้อเยื่อภายในและก่อโรคที่รุนแรงขึ้นได้ โดยโปรตีน Als3 

และ invasins ชนิดอ่ืน เช่น Ssa1 จะจับกับ E-cadherin บน epithelial cells และ N-cadherin 

บน endothelial cells แล้วเหนี่ยวน้าให้เกิดการกลืนกินเชื้อเข้าสู่เซลล์ของโฮสต์ (40) และพบว่าเชื้อ 

C. albicans ยังสามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่ม hydrolases ได้แก่ proteases, phospholipases และ 

lipases ซึ่งจัดเป็นหนึ่งในปัจจัยความรุนแรงในการก่อโรคที่ส้าคัญ ท้าให้เชื้อสามารถบุกรุกเข้าสู่เซลล์

ของโฮสต์และดูดซึมสารอาหารจากสิ่งแวดล้อมภายนอกได้ (41) นอกจากปัจจัยดังกล่าว C. albicans 

ยังมีคุณสมบัติในการก่อตัวเป็นไบโอฟิล์มบนผิวเยื่อบุ บริเวณสายสวนหรือพ้ืนผิววัสดุอ่ืนได้ ซึ่งจัดเป็น

ปัจจัยความรุนแรงในการก่อโรคชนิดหนึ่งของการติดเชื้อ เนื่องจากเซลล์ที่อยู่ภายในชั้นของไบโอฟิล์ม 

จะมีความทนทานต่อยาต้านเชื้อราชนิดต่าง ๆ มากกว่าเซลล์ อิสระ เช่น amphotericin B, 

fluconazole, itraconazole และ ketoconazole เป็นต้น (42)  

 

2.4 พยาธิก าเนิดของโรคติดเชื้อแคนดิดา 

C. albicans เป็นเชื้อประจ้าถิ่นที่มีชีวิตอยู่อย่างสมดุลร่วมกับแบคทีเรียและเชื้อราชนิดอ่ืน

บนผิวหนังและเยื่อบุต่าง ๆ ในร่างกาย โดยไม่ก่อให้เกิดอันตรายใด ๆ แต่ถ้ามีปัจจัยที่ท้าให้สมดุลตาม

ธรรมชาติถูกท้าลาย เชื้อจะเพ่ิมจ้านวนขึ้นอย่างรวดเร็วและท้าให้เกิดโรคติดเชื้อแคนดิดาได้ (3) 

ส้าหรับแนวทางการแพร่กระจายของเชื้อ C. albicans จากแหล่งต่าง ๆ ไปสู่ต้าแหน่งของการติดเชื้อ

ที่ส้าคัญ ได้แก่ 
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1. การแพร่กระจายของเชื้อจากภายใน (endogenous source) คือการแพร่ของเชื้อจาก

แหล่งหนึ่งไปสู่อีกแหล่งหนึ่งในร่างกาย เกิดขึ้นเมื่อมีปัจจัยที่เอ้ือต่อการเพ่ิมจ้านวนหรือการเคลื่อนย้าย

ของเชื้อ โดยเฉพาะเชื้อในระบบทางเดินอาหารหรืออวัยวะสืบพันธุ์ เช่น เมื่อผู้ป่วยได้รับยาต้าน

แบคทีเรียที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้างเป็นระยะเวลานานจะท้าลายภาวะสมดุลของเชื้อประจ้าถิ่น 

(normal flora) ท้าให้เชื้อราเพ่ิมจ้านวนมากขึ้น หรือเมื่อผู้ป่วยได้รับยาเคมีบ้าบัดจนเกิดแผลทะลุ

บริเวณเยื่อบุล้าไส้ ท้าให้เชื้อสามารถเคลื่อนย้ายจากล้าไส้ไปสู่เยื่อบุช่องท้องหรือกระแสเลือดได้ (43) 

2. การแพร่กระจายของเชื้อจากแหล่งภายนอก (exogenous source) มักเป็นการแพร่ของ

เชื้อจากคนไปสู่คนโดยการสัมผัส คล้ายกับการแพร่กระจายของแบคทีเรียในโรงพยาบาล เช่น จาก

ผู้ป่วยรายหนึ่งไปสู่ อีกรายหนึ่งผ่านสิ่งของที่สัมผัสผู้ป่วยร่วมกัน หรือโดยมือของบุคลากรทาง

การแพทย์ที่ปนเปื้อนเชื้อ โดยเชื้อจะเจริญบนผิวหนังหรือเยื่อบุและก่อโรคในผู้ป่วยที่มีปัจจัยเสี่ยง หรือ

กรณีโรคติดเชื้อราแคนดิดาในทารกแรกเกิดท่ีได้รับเชื้อจากช่องคลอดของมารดา เป็นต้น (44, 45) 

 ภายหลังจากมีการแพร่กระจายของเชื้อเข้าสู่เนื้อเยื่อหรืออวัยวะภายในร่างกาย ส้าหรับผู้ป่วย

ที่มีภูมิคุ้มกันปกติ ร่างกายจะมีกลไกในการป้องกันหรือท้าลายเชื้อ เช่น แนวกั้นต่าง ๆ (barriers) ของ

ร่างกายทั้งผิวหนังและเยื่อเมือกของระบบทางเดินอาหาร ระบบทางเดินปัสสาวะ และอวัยวะสืบพันธุ์ 

รวมทั้งเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล อีโอซิโนฟิล และโมโนไซต์  ที่สามารถท้าลายสายราเทียมและ 

เซลล์หน่อได้ดี (46) จึงไม่อาจก่อให้เกิดโรคในผู้ป่วยกลุ่มนี้ แต่เมื่อมีปัจจัยที่เอ้ือต่อการเพ่ิมจ้านวนหรือ

การเคลื่อนย้ายของเชื้อก็อาจเกิดโรคได้ เช่น ในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันปกติที่มีแผล บริเวณผิวหนังหรือ

เยื่อเมือก ร่วมกับความชื้น ท้าให้เกิดการเปื่อยหรือหลุดลอกของเนื้อเยื่อปกคลุม น้าไปสู่โรคติดเชื้อ

แคนดิดาบริเวณรักแร้ ขาหนีบ ช่องปาก และช่องคลอดได้ ส้าหรับผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันอ่อนแอ

หรือผิดปกติจะท้าให้กลไกการป้องกันดังกล่าวบกพร่อง จึงเกิดการติดเชื้อหรือเกิดโรคง่ายขึ้น เช่น 

ภาวะติดเชื้อราแคนดิดาในกระแสเลือดในผู้ป่วยมะเร็งที่มีภาวะเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลต่้าจากการ

ได้รับยาเคมีบ้าบัด หรือภาวะหลอดอาหารอักเสบติดเชื้อรุนแรงในผู้ป่วยเอดส์ที่มีภาวะภูมิคุ้มกัน

บกพร่อง เป็นต้น โรคติดเชื้อแคนดิดาจึงจัดเป็นโรคที่เป็นปัญหาส้าคัญ เนื่องจากมีขอบเขตการเกิดโรค

ได้กว้างมาก เกิดได้ทั้งโรคที่ไม่รุนแรง โรคเฉพาะที่ โรคของอวัยวะภายนอก โรคติดเชื้อฉวยโอกาสของ

อวัยวะภายใน และโรคติดเชื้อชนิดลุกลามที่รุนแรงถึงชีวิต รวมถึงสามารถเกิดได้ทั้งในผู้ป่วยที่มีภาวะ

ภูมิคุ้มกันบกพร่องและผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันปกติด้วย (2) โดยปัจจัยที่มีผลต่อการก่อโรคของเชื้อ 

C. albicans ประกอบด้วย 
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 1. ลักษณะทางกายวิภาคของผิวหนังในส่วนต่าง ๆ ของร่างกายที่ต่างกัน เช่น ผิวหนัง

บริเวณที่อับชื้น ซอกพับของผิวหนังและเยื่อบุ เป็นบริเวณที่มักพบการติดเชื้อราแคนดิดามากกว่า

บริเวณท่ีแห้ง 

 2. ภูมิต้านทานของร่างกาย จัดเป็นส่วนส้าคัญในการก่อโรค ผู้ป่วยโรคเบาหวาน โรคติดเชื้อ

เอชไอวีหรือโรคเอดส์ ผู้ที่ใช้ยากลุ่มคอร์ติโคสเตียรอยด์หรือยาฆ่าเชื้อติดต่อกันเป็นระยะเวลานาน 

ผู้ป่วยที่ได้รับการรักษามะเร็งด้วยรังสีบ้าบัดหรือเคมีบ้าบัด ซึ่งส่งผลให้ภูมิคุ้มกันต่้าลงและเกิดการติด

เชื้อแคนดิดาได้มากข้ึน 

 3. ลักษณะของผู้ป่วย เช่น เด็กทารกและผู้สูงอายุ  สตรีตั้งครรภ์ ผู้ที่มีน้้าหนักมาก และ      

ผู้ที่สวมใส่เสื้อผ้ารัดแน่นอับชื้น จะมีความเสี่ยงสูงในการติดเชื้อแคนดิดา (47) 

 

2.5 โรคติดเชื้อแคนดิดาที่ส าคัญและพบได้บ่อยในปัจจุบัน 
C. albicans เป็นเชื้อราก่อโรคฉวยโอกาสที่เป็นสาเหตุหลักของโรคติดเชื้อแคนดิดา สามารถ

บุกรุกเข้าไปเจริญและก่อให้เกิดพยาธิสภาพในร่างกายได้หลากหลาย อาจเจริญเฉพาะบริเวณผิวหนัง

หรือบุกรุกเข้าสู่อวัยวะภายใน ลักษณะทางคลินิกของโรคติดเชื้อแคนดิดาสามารถแบ่งตามต้าแหน่งที่มี

การติดเชื้อได้ 3 ชนิด คือ 1. โรคผิวหนังจากเชื้อแคนดิดา (cutaneous candidiasis) ได้แก่ การติด

เชื้อบริเวณผิวหนังที่เปียกชื้นและมีการเสียดสี (intertrigo) เช่น ซอกรักแร้ ใต้ราวนม ขาหนีบ ก้น 

และการติดเชื้อบริเวณเล็บมือเล็บเท้า (4) 2. โรคติดเชื้อแคนดิดาของเยื่อบุผิวและชั้นใต้เยื่อบุผิว 

(mucosal and submucosal candidiasis) ได้แก่  การติดเชื้ อบริ เวณช่องปาก หลอดอาหาร 

กระเพาะอาหาร ล้าไส้เล็ก ล้าไส้ใหญ่ และช่องคลอด เป็นต้น และ 3. โรคติดเชื้อแคนดิดาของอวัยวะ

ภายใน (systemic candidiasis) ได้แก่ การติดเชื้อบริเวณทางเดินปัสสาวะ เยื่อบุช่องท้อง และการ

ติดเชื้อในกระแสเลือด รวมทั้งการติดเชื้อชนิดแพร่กระจายเข้าสู่ระบบประสาทส่วนกลาง สมองและ

เยื่อหุ้มสมอง เยื่อบุและลิ้นหัวใจ ข้อ กระดูก และกล้ามเนื้อ เป็นต้น (1) ส้าหรับโรคติดเชื้อแคนดิดา  

ที่มีรายงานการศึกษาและมีความถ่ีของการเกิดโรคค่อนข้างสูงมีดังนี้ 
 

 2.5.1 โรคผิวหนังจากเชื้อแคนดิดา (cutaneous candidiasis) 

  โรคผิวหนังจากเชื้อแคนดิดา เป็นโรคผิวหนังที่พบได้บ่อยในบริเวณรอยพับของ

ผิวหนัง เช่น รักแร้ ใต้ราวนม ขาหนีบ และง่ามก้น ซึ่งเป็นบริเวณที่อับชื้น เช่นเดียวกับในเด็กอ่อนที่มัก

พบในบริเวณซอกคอ ขาหนีบ และบริเวณผ้าอ้อมห่อ สาเหตุหลักของการเกิดโรคมักเกิดจากการอับชื้น
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และการเปื่อยของผิวหนัง กอปรกับสภาพอากาศแบบร้อนชื้นในประเทศไทยอาจท้าให้มีเหงื่อหรือ

ปัสสาวะอับชื้นอยู่ตลอดเวลา ท้าให้เชื้อราสามารถเจริญได้ดี นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอ่ืนที่ส่งผลให้เกิด

การติดเชื้อราได้ง่าย เช่น ความอ้วน โรคเบาหวาน และการได้รับยาปฏิชีวนะหรือยากดภูมิคุ้มกัน เป็นต้น 

โรคผิวหนังจากเชื้อแคนดิดาที่พบบ่อยครั้ง ได้แก่ 

  1. โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณซอกพับ (candidal intertrigo) ซึ่งมีการเสียดสีและ

อับชื้น (ซอกรักแร้ ใต้ราวนม ก้น และขาหนีบ) มักเกิดจากเชื้อ C. albicans ท้าให้เกิดผื่นแดงขนาดใหญ่ 

มีขุยบาง ๆ บางครั้งแฉะและเปื่อย และจะพบผื่นแดงหรือตุ่มหนองขนาดเล็กกระจายออกจากรอยผื่นใหญ่ 

ในรายที่เป็นโรคติดเชื้อเรื้อรัง ผิวหนังบริเวณท่ีเป็นโรคจะหนาขึ้นและมีสีคล้้า ผู้ป่วยจะมีอาการคันและ

แสบ พบได้บ่อยในคนอ้วนและผู้ป่วยเบาหวาน (48) 

  2. โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณซอกนิ้วมือหรือนิ้วเท้า (interdigital candidiasis) 

มักท้าให้ผิวหนังมีอาการตายเป็นฝ้าสีขาวแล้วหลุดลอกออกไป เห็นพ้ืนส่วนล่างเป็นสีแดงสด ผู้ป่วย   

มีอาการเจ็บและคัน พบได้บ่อยในคนที่ท้างานอยู่กับน้้าตลอดทั้งวัน เช่น แม่ค้า แม่บ้าน และลูกจ้าง 

ซักผ้า เป็นต้น (49) 

  3. โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณเล็บมือเล็บเท้า (candidal paronychia) ท้าให้

ผิวหนังบริเวณหมวกเล็บบวมแดง ไม่ติดกับแผ่นเล็บ อาจมีหนองใต้หมวกเล็บลามไปตามเนื้อเล็บ ท้าให้

เล็บหนาแข็งและขรุขระ ในรายที่เป็นเรื้อรัง เล็บที่งอกออกมาใหม่จะมีร่องขรุขระ (50) 

  4. ผื่นผ้าอ้อม (diaper rash) พบได้บ่อยในเด็กทารก เกิดจากการติดเชื้อแคนดิดา

บริเวณผิวหนังที่ขอบผ้าอ้อมกดทับและมีการอับชื้น ท้าให้เกิดผื่นแดงที่มีอาการคันและแสบ (51) 
 

 2.5.2 โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องปาก (oropharyngeal candidiasis) 

โรคติดเชื้อแคนดิดาในช่องปาก เป็นโรคติดเชื้อราแคนดิดาประเภทที่พบบ่อยที่สุดใน

ปัจจุบัน ผู้ป่วยอาจไม่มีอาการใด ๆ หรือรู้สึกหนาหนาในปากและรับรู้รสอาหารน้อยลง มักตรวจพบ

ตะกอน เยื่อหรือปื้นสีขาวบริเวณเยื่อบุแก้มและเพดานปาก พบได้บ่อยในผู้ป่วยเอดส์ ผู้ป่วยมะเร็ ง 

และผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกัน มักวินิจฉัยโรคได้จากลักษณะทางคลินิกเป็นส้าคัญ โดยอาจท้าการ

ขูดบริเวณรอยโรคเพ่ือตรวจยีสต์เซลล์หรือสายราเทียมด้วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 

(KOH) และให้การรักษาด้วยยา clotrimazole 1 เม็ด อมวันละ 4 ครั้ง หรือ nystatin อมวันละ 4 ครั้ง 

เป็นเวลา 7-10 วัน ถ้าไม่ได้ผลจึงใช้ยาต้านเชื้อราชนิดกินที่ใช้รักษาโรคในหลอดอาหาร (2, 52) 
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 2.5.3 โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณหลอดอาหาร (esophageal candidiasis) 

 โรคติดเชื้อแคนดิดาในหลอดอาหาร พบบ่อยในผู้ป่วยเอดส์มะเร็งเม็ดเลือดขาวหรือ

ต่อมน้้าเหลืองที่ได้รับยาเคมีบ้าบัด ผู้ป่วยมีอาการกลืนเจ็บกลืนล้าบาก กลืนติดเจ็บหน้าอก ส่วนน้อย

คลื่นไส้อาเจียน วินิจฉัยโดยการตรวจพบฝ้าในปากร่วมกับอาการกลืนเจ็บ การส่องกล้องตรวจหลอด

อาหาร esophagoscopy จะช่วยยืนยันการวินิจฉัย หากตรวจพบเยื่อขาวในหลอดอาหาร อาจขูด

ตรวจด้วยสารละลายโปแตสเซียมไฮดรอกไซด์ และให้การรักษาด้วยยา fluconazole 200 มิลลิกรัม 

ในวันแรก และ 100 มิลลิกรัม วันละครั้งจนครบ 14 วัน ให้ผลเช่นเดียวกับการรักษาด้วยยา 

itraconazole ชนิดแขวนตะกอน 200 มิลลิกรัม วันละครั้ง นาน 14 วัน ในรายที่ดื้อต่อการรักษาให้

ใช้ยา amphotericin B ขนาด 0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน ฉีดเข้าหลอดเลือดด้าวันละ 1 ครั้ง 

นาน 14 วัน และในผู้ป่วยเอดส์ควรให้ยา fluconazole ขนาด 100-150 มิลลิกรัมต่อวัน รับประทาน

สัปดาห์ละ 1 ครั้ง เพ่ือป้องกันการกลับมาเป็นซ้้าในระยะยาว (2, 53) 
 

 2.5.4 โรคติดเชื้อแคนดิดาในระบบทางเดินปัสสาวะ (genitourinary candidiasis) 

 โรคติดเชื้อแคนดิดาในระบบทางเดินปัสสาวะ จัดเป็นโรคติดเชื้อราที่ส้าคัญและสามารถ

พบได้บ่อยที่สุด มักเกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะและระบบอวัยวะสืบพันธุ์ ในเพศหญิงจะมี

การติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องคลอดและปากช่องคลอด (vaginal และ vulvovaginal candidiasis) 

ซึ่งเป็นสาเหตุที่พบบ่อยอันดับ 2 ของการอักเสบในช่องคลอด เชื้อที่พบบ่อยที่สุด คือ C. albicans 

รองลงมาคือ C. glabrata ในผู้ป่วยที่มีปัจจัยเสี่ยงของการติดเชื้อรา เช่น ผู้ป่วยที่อยู่ในช่วงตั้งครรภ์ 

ซึ่งร่างกายจะมีระดับฮอร์โมนเอสโตรเจนสูงขึ้นและท้าให้ปริมาณสารไกลโคเจนที่จะถูกย่อยเป็นน้้าตาล

กลูโคสในช่องคลอดสูงขึ้น เป็นสาเหตุให้เชื้อรามีการเจริญเติบโตดีขึ้น ผู้ป่วยโรคเบาหวาน ผู้ที่ได้รับยา

ปฏิชีวนะเป็นเวลานาน ซึ่งจะท้าลายภาวะสมดุลของเชื้อต่าง ๆ ในช่องคลอด ท้าให้เชื้อราเพ่ิมปริมาณ

ขึ้น ผู้ที่ได้รับยาในกลุ่มสเตียรอยด์ ท้าให้ภูมิคุ้มกันโรคลดลง ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องหรือโรคเอดส์ 

และผู้ที่สวมใส่กางเกงที่คับมากและอยู่ในที่ที่มีอากาศร้อนชื้น เป็นต้น อาการแสดงของโรค เช่น     

ผื่นแดงคัน แสบร้อนบริเวณปากช่องคลอด มีตกขาวสีขาวครีมข้นที่ผนังช่องคลอดและอาจลามมาถึง

ปากช่องคลอดและขาหนีบได้ บางครั้งอาจมีอาการปัสสาวะขัดหรือมีอาการเจ็บขณะมีเพศสัมพันธ์ 

นอกจากนี้ พบว่าผู้ป่วยเพศหญิงที่เข้ารับการรักษาในหน่วยบริการสุขภาพระดับปฐมภูมิ เช่น สถานี

อนามัย เฉลี่ยประมาณร้อยละ 40 ประสบปัญหาติดเชื้อราแคนดิดาบริเวณช่องคลอด  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 19 

 ในเพศชายจะมีการติดเชื้อแคนดิดาบริเวณองคชาติและหนังหุ้มปลาย (balanitia 

และ balanoposthitis) โดยพบการติดเชื้อ Candida spp. ได้ประมาณร้อยละ 30-35 ของผู้ป่วยที่มี

การติดเชื้อบริเวณองคชาติและหนังหุ้มปลาย อาการแสดงของโรค เช่น ผื่นขาวหรือแดงบริเวณ

องคชาติและอาจแพร่กระจายไปยังถุงอัณฑะ ก้น และต้นขา เป็นแผลถลอก หรืออาจมีตุ่มหนอง

บริเวณองคชาติได้ บางครั้งมีอาการเจ็บหรือแสบร้อนขณะมีเพศสัมพันธ์ ในผู้ป่วยเบาหวาน ผื่นจะบวม

แดงมากและเป็นแผลถลอกได้ นอกจากนี้ยังพบการติดเชื้อแคนดิดาบริเวณผิวหนังใกล้อวัยวะเพศ 

(candida intertrigo) ได้บ่อย เช่น บริเวณขาหนีบและร่องก้น เนื่องจากผิวหนังบริเวณนี้มีความ

อบอุ่นและอับชื้น ท้าให้มีโอกาสติดเชื้อง่าย อาการของโรคเป็นผื่นแดง ขอบเขตชัดเจน คัน เปื่อยลอก 

และมักมีตุ่มแดงขนาดเล็กหรือตุ่มหนองกระจายอยู่บริเวณขอบของผื่น (54) 

 การรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาในระบบทางเดินปัสสาวะขึ้นอยู่กับต้าแหน่งผื่น โรค

ประจ้าตัวของผู้ป่วย ภาวะภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย ความไวต่อยาต้านเชื้อรา และปัจจัยอ่ืน ๆ โดยการ

รักษามาตรฐานส้าหรับผื่นผิวหนังบริเวณอวัยวะเพศ คือการใช้ยาทา imidazole cream กรณีการ

อักเสบรุนแรงอาจใช้ยาทาที่มีส่วนผสมของคอติโคสเตียรอยด์ร่วมด้วย ในเพศหญิงที่มีการติดเชื้อ

บริเวณช่องคลอดและปากช่องคลอดสามารถรักษาโดยใช้ยา clotrimazole ชนิดเหน็บช่องคลอด 

หรือยา fluconazole ชนิดรับประทานได้ ในเพศชายที่มีการติดเชื้อบริเวณองคชาติและหนังหุ้มปลาย 

สามารถรักษาโดยใช้ยาทา clotrimazole cream หรือยา fluconazole ชนิดรับประทาน กรณีผู้ป่วย

มีผื่นเป็นบริเวณกว้างหรือมีภาวะภูมิคุ้มกันผิดปกติ และไม่ตอบสนองต่อยาทา ควรรักษาโดยยา 

ketoconazole, itraconazole หรือ fluconazole ชนิดรับประทาน ส้าหรับปัญหาที่พบได้บ่อยใน

การรักษาโรคติดเชื้อบริเวณช่องคลอดและปากช่องคลอดคือ การติดเชื้อซ้้าซาก ( recurrent 

vulvovaginal candidiasis) ซึ่งต้องให้การรักษาอย่างต่อเนื่องและใช้ระยะเวลานานกว่า 6 เดือน เมื่อ

หยุดยาแล้วต้องสังเกตอาการต่อไปเรื่อย ๆ และพบว่าร้อยละ 50 ของผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อซ้้าซาก

สามารถกลับมาเป็นได้อีกเรื่อย ๆ ไม่สามารถรักษาโรคให้หายขาดได้ เนื่องจากเชื้ออาจเกิดการดื้อยา

สูงขึ้น ซึ่งส่งผลให้ผู้ป่วยส่วนใหญ่มีภาวะสุขภาพ สถานภาพทางเศรษฐกิจและสังคม และวิถีการด้าเนิน

ชีวิตที่เสื่อมถอยลง (2, 11) 
 

 2.5.5 โรคติดเชื้อแคนดิดาในช่องท้อง (intra-abdominal candidiasis หรอื IAC) 

  ภาวะติดเชื้อแคนดิดาในช่องท้อง เป็นภาวะติดเชื้อที่ส้าคัญที่ไม่สามารถระบุต้าแหน่ง 

ชัดเจนได้ มักมีสาเหตุเริ่มต้นมาจากการติดเชื้อราแคนดิดาในระบบทางเดินอาหาร และพบว่าข้อมูล
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การศึกษาเกี่ยวกับ IAC มีอยู่อย่างจ้ากัดในปัจจุบัน เนื่องจากรายงานการศึกษาทางระบาดวิทยา   

ส่วนใหญ่ให้ความส้าคัญกับภาวะติดเชื้อแคนดิดาในกระแสเลือด (candidemia) (2) อย่างไรก็ตามยังมี

รายการศึกษาพบว่า IAC จัดเป็นภาวะเยื่อบุช่องท้องอักเสบ (peritonisis) ที่เกิดจากการติดเชื้อ

เฉพาะที่หรือทั่วช่องท้องก็ได้ อาจเป็นการติดเชื้อของน้้าภายในช่องท้อง (primary peritonitis) การ

อักเสบติดเชื้อจากการทะลุของอวัยวะในช่องท้อง (secondary peritonitis) การติดเชื้อระบบทางเดิน

น้้าดี (biliary infections) ฝีในช่องท้อง (intra-abdominal abscesses) หรือภาวะเนื้อตายของตับอ่อน

จากการติดเชื้อ (infected pancreatic necrosis) (55) IAC เป็นการติดเชื้อแคนดิดาชนิดลุกลามที่มี

ความชุกของการติดเชื้อสูง โดยเฉพาะผู้ป่วยในหออภิบาลผู้ป่วยหนัก และพบว่าสาเหตุหลักของภาวะ

ติดเชื้อราแทรกซ้อนภายในช่องท้องหลังการผ่าตัด ประมาณร้อยละ 65-82 เกิดจาก C. albicans (56) 

นอกจากนี้ พบว่าผู้ป่วยมีอัตราการเสียชีวิตสูงจากการเกิด IAC เนื่องจากข้อจ้ากัดด้านการวินิจฉัยโรค 

ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีความไวและความจ้าเพาะต่้า และการตรวจพบเชื้อในสิ่งส่งตรวจที่มาจาก

บริเวณที่ไม่ปลอดเชื้ออาจไม่ได้บ่งชี้ว่าเชื้อนั้นจะเป็นสาเหตุของอาการและอาการแสดงของผู้ป่วย 

เนื่องจากเชื้อนั้นอาจเป็นเชื้อประจ้าถิ่นได้ แต่สามารถบอกได้เพียงว่าผู้ป่วยอาจติดเชื้อราชนิดลุกลาม 

ซึ่งภาวะ IAC เป็นการติดเชื้อที่รุนแรงและถึงขั้นเสียชีวิต หากไม่ได้รับการรักษาหรือได้รับการรักษาช้า 

ดังนั้นการตรวจทางห้องปฏิบัติการด้วยวิธีการที่มีความไวและความจ้าเพาะสูงจึงมีความส้าคัญมาก 

เพ่ือให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาอย่างทันท่วงที (5) 
 

 2.5.6 โรคติดเชื้อแคนดิดาเรื้อรังในหลายอวัยวะ (hepatosplenic candidiasis หรือ HSC) 

ภาวะติดเชื้อแคนดิดาเรื้อรังในหลายอวัยวะ พบได้บ่อยในผู้ป่วยที่มีภาวะเม็ดเลือดขาวต่้า 

(neutropenia) โดยเฉพาะผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉียบพลัน (acute leukemia) มีรายงาน

การศึกษา พบอุบัติการณ์ของโรค HSC และอัตราการเสียชีวิตลดลงอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากมีการให้ 

ยาต้านเชื้อราเพ่ือป้องกันโรคในระยะแรกและการใช้ยาต้านเชื้อราชนิดใหม่ เช่น ยากลุ่ม lipid 

formulation amphotericin B แต่อย่างไรก็ตาม การให้ยา fluconazole เพ่ือป้องกันโรคในผู้ป่วยที่

มีภาวะเม็ดเลือดขาวต่้า ท้าให้เชื้อพัฒนาเกิดการดื้อยาขึ้นและผู้ป่วยมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อดื้อยา

เพ่ิมข้ึน (2, 6) 
 

 2.5.7 โรคติดเชื้อแคนดิดาในทารกแรกเกิด (neonatal candidiasis) 

  จากรายงานการศึกษาพบว่าในประเทศสหรัฐอเมริกามีอัตราเด็กเกิดใหม่ถึง 4 ล้าน

คนต่อปี มีอัตราการคลอดก่อนก้าหนดเฉลี่ยประมาณร้อยละ 11.4 ของการคลอดทั้งหมด มีอัตราทารก

แรกเกิดที่มีน้้าหนักตัวน้อย (low birth weight, LBW) (ต่้ากว่า 2,500 กรัม) เฉลี่ยประมาณร้อยละ 8 และ
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มีอัตราทารกแรกเกิดที่มีน้้าหนักตัวน้อยมาก (very low birth weight, VLBW) (ต่้ากว่า 1,500 กรัม) 

เฉลี่ยประมาณร้อยละ 1.4 รวมทั้งสิ้นประมาณร้อยละ 20.8 หรือ 750,000 คนต่อปี ซึ่งจัดเป็นกลุ่ม

ประชากรที่มีความไวต่อการเกิดโรคค่อนข้างสูง (57) และพบว่าทารกที่เข้ารับการรักษาในหออภิบาล

ทารกแรกเกิดภาวะวิกฤต (neonatal intensive care unit, NICU) มีการติดเชื้อ Candida spp. ใน

เดือนแรกเฉลี่ยประมาณร้อยละ 75 ของทารกที่เข้ารับการรักษาทั้งหมด โดยทารกอาจได้รับเชื้อโดยตรง

ทางช่องคลอดในระหว่างการคลอด การสัมผัสกับผิวหนังมารดาหรือผู้ดูแล หรือจากการปนเปื้อนผ่าน

เข็มให้สารละลายทางหลอดเลือดด้า (intravenous catheter) และพบว่าเชื้อราที่เป็นสาเหตุส้าคัญ

ของการติดเชื้อในทารกแรกเกิดคือ C. albicans (58) ส้าหรับการรักษาหรือป้องกันภาวะติดเชื้อ

แคนดิดาในทารกแรกเกิด พบว่าการให้ยา fluconazole เพ่ือป้องกันโรคติดเชื้อราแคนดิดาชนิด

ลุกลามในทารกแรกเกิดสามารถลดอัตราการเสียชีวิตของทารกแรกเกิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดย

ระยะเวลาของการให้ยารักษาจะปรับใช้ตามแนวทางการรักษาการติดเชื้อในเด็กและผู้ใหญ่ ซึ่งไม่มี

แนวทางการรักษาที่เฉพาะส้าหรับทารกแรกเกิด (5) และพบว่าการให้ยา nystatin ทางช่องปาก 

สามารถลดอัตราการติดเชื้อแคนดิดาชนิดลุกลามในทารกที่คลอดก่อนก้าหนดได้  (59) อย่างไรก็ตาม 

การให้ยาต้านเชื้อราเพ่ือป้องกันโรคในทารกแรกเกิด เช่น ยา fluconazole อาจน้าไปสู่การเกิดเชื้อ 

ดื้อยาเพิ่มสูงขึ้นได ้
 

 2.5.8 โรคติดเชื้อแคนดิดาที่สัมพันธ์กับการสอดใส่สายสวน (catheter-associated  

  disseminated candidiasis) 

 โรคติดเชื้อแคนดิดาที่สัมพันธ์กับการสอดใส่สายสวน ได้แก่ สายสวนหลอดเลือดด้า

ส่วนกลาง (central venous catheter, CVC) อุปกรณ์สอดใส่หลอดเลือดด้าอ่ืน ๆ (intravascular 

devices, IVDs) และสายสวนปัสสาวะ เป็นต้น โดยผู้ป่วยที่ใส่คาสายสวนปัสสาวะอาจมีความเสี่ยงต่อ

การติดเชื้อแคนดิดาในระบบทางเดินปัสสาวะเพ่ิมขึ้น ส่วนผู้ป่วยที่ใส่คาสายสวนหลอดเลือดด้าจะมี

ความเสี่ยงต่อการติดเชื้อแคนดิดาในกระแสเลือดหรือการติดเชื้อแคนดิดาชนิดลุกลามเข้าสู่อวัยวะ

ภายในได้ ซึ่งจัดเป็นภาวะการติดเชื้อที่รุนแรง ท้าให้การรักษาเป็นไปค่อนข้างยาก ใช้ระยะเวลานาน 

และผู้ป่วยมีอัตราการเสียชีวิตที่เพ่ิมสูงขึ้น จากรายงานการศึกษา พบว่าอุปกรณ์ที่สอดใส่ทางหลอด

เลือดด้าจัดเป็นปัจจัยเสี่ยงที่ส้าคัญที่สามารถก่อให้เกิดภาวะติดเชื้อแคนดิดาในกระแสเลือดได้  (60) 

โดยพบว่าผู้ป่วยที่ใส่คาสายสวนหลอดเลือดด้าส่วนกลาง ประมาณร้อยละ 50-70 มีการติดเชื้อแคนดิดา

ในกระแสเลือด (61) การติดเชื้อดังกล่าวอาจมีความสัมพันธ์กับความสามารถของเชื้อในการสร้างไบโอฟิล์ม

บนอุปกรณ์ที่สอดใส่ทางหลอดเลือดด้าต่าง ๆ ได้ (6)  
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2.6 ระบาดวิทยาของโรคติดเชื้อแคนดิดา 

โรคติดเชื้อแคนดิดาเป็นกลุ่มของโรคติดเชื้อราที่เป็นสาเหตุของภาวะความเจ็บป่วยและ

เสียชีวิตในมนุษย์ที่ส้าคัญ มีอาการและอาการแสดงที่หลากหลาย ตั้งแต่การติดเชื้อบริเวณผิวหนัง เยื่อบุ 

อวัยวะภายใน และการติดเชื้อราในกระแสเลือด เป็นต้น (1) สามารถพบการติดเชื้อได้ทุกภูมิภาคทั่วโลก 

ความชุกของโรคนี้เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วภายหลังจากมีการใช้ยาต้านจุลชีพอย่างแพร่หลายตั้งแต่ 1940 

โดยลักษณะทางคลินิกของโรคมีการพัฒนาและรุนแรงเพ่ิมขึ้น มีการติดเชื้อของอวัยวะภายในที่พบได้

บ่อยขึ้น พบได้ทั้งการติดเชื้อในชุมชนและการติดเชื้อในโรงพยาบาล ส่วนใหญ่เกิดจาก C. albicans 

รองลงไปได้แก่ C. tropicalis, C. parapsilosis และ C. glabrata เป็นต้น กลุ่มหลังจัดเป็น non-

albicans ที่เริ่มพบการติดเชื้อได้มากขึ้น (7) สมาคมโรคติดเชื้อแห่งสหรัฐอเมริกา หรือ Infectious 

Diseases Society of America (IDSA) ระบุว่าการติดเชื้อแคนดิดาในกระแสเลือด มีอุบัติการณ์เป็น

อันดับ 3 หรือ 4 ของการติดเชื้อในกระแสเลือดในโรงพยาบาลหลายแห่งของสหรัฐอเมริกา (5) จากรายงาน

การศึกษาของ Brown GD. และคณะ (62) และการศึกษาของ Hoffmann-Santos H. และคณะ (63) 

ระบุว่าภาวะติดเชื้อแคนดิดาในกระแสเลือดที่เกิดจากเชื้อ C. albicans เป็นโรคติดเชื้อราที่เป็นปัญหา

มากที่สุดเป็นอันดับ 1 ในหลายประเทศทั่วโลก โดยพบอัตราการติดเชื้อประมาณ 4-14 รายต่อแสน

ประชากร และมีอัตราการเสียชีวิตสูงที่สุดประมาณร้อยละ 46-75 และเชื้อ C. albicans ยังเป็นสาเหตุ

ที่ท้าให้เกิดภาวะเลือดเป็นพิษจากการติดเชื้อรา (fungal sepsis) ที่พบมากที่สุดประมาณร้อยละ 80 

ของโรคติดเชื้อราภายในโรงพยาบาล และร้อยละ 15 ของโรคติดเชื้อภายในโรงพยาบาลทั้งหมด (2, 6) 

ส้าหรับในทวีปเอเชีย พบว่าอุบัติการณ์ของโรคติดเชื้อแคนดิดาอยู่ในช่วง 0.16-4.53 รายต่อหนึ่งพัน

ประชากรในโรงพยาบาล และ 11.7 รายต่อหนึ่งพันประชากรในหออภิบาลผู้ป่วยหนัก  ซึ่งสูงกว่า

ประเทศฝั่งซีกโลกตะวันตก โดยในประเทศอินเดีย สิงคโปร์ และไทย พบอุบัติการณ์ของโรคติดเชื้อ

แคนดิดาแบบลุกลามอยู่ที่ 4.53, 2.93 และ 1.31 รายต่อหนึ่งพันประชากรในโรงพยาบาล ตามล้าดับ 

และคาดว่าจะมีความรุนแรงมากขึ้นในอนาคต (7) ส้าหรับในประเทศไทย โรคติดเชื้อแคนดิดาเป็น 

หนึ่งในสาเหตุส้าคัญของการติดเชื้อแทรกซ้อนในโรงพยาบาล โดยเฉพาะการติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปัสสาวะของผู้ใส่สายสวนปัสสาวะ (catheter-associated urinary tract infection, CAUTI) (8) 

และพบว่าในประเทศไทย โรคติดเชื้อราแคนดิดาเป็นโรคที่พบได้มาก 1 ใน 5 ของผู้ป่วยที่มีภาวะ

ภูมิคุ้มกันบกพร่อง ส่วนใหญ่เกิดจาก C. albicans รองลงไป ได้แก่ C. tropicalis, C. glabrata,    

C. parapsilosis และ C. krusei เป็นต้น ซึ่งเป็นการติดเชื้อแคนดิดาของอวัยวะภายในแบบฉวยโอกาส

และมีอัตราการเสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 40 ของผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อแคนดิดาทั้งหมด (2) อย่างไรก็ตาม 
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พบว่าโรคผิวหนังที่เกิดจากเชื้อแคนดิดาเป็นโรคท่ีสามารถพบได้บ่อยที่สุดในประเทศไทย มีการติดเชื้อ

เพ่ิมมากขึ้นและมีการติดเชื้อซ้้าได้เรื่อย ๆ เนื่องจากปัจจัยด้านสภาพภูมิอากาศแบบร้อนชื้นของ

ประเทศไทย และสภาพสังคมปัจจุบันที่เข้าสู่สังคมผู้สูงอายุ ท้าให้สัดส่วนประชากรผู้สูงอายุซึ่งอาจมี

ภาวะภูมิคุ้มกันต่้าเพ่ิมมากขึ้น จึงมีโอกาสติดเชื้อแคนดิดาได้ง่ายขึ้น โรคผิวหนังที่เกิดจากเชื้อแคนดิดา

ที่พบบ่อย ได้แก่ โรคติดเชื้อราแคนดิดาบริเวณซอกพับที่มีการเสียดสีและอับชื้น โรคติดเชื้อแคนดิดา

บริเวณซอกนิ้วมือหรือนิ้วเท้า โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณเล็บมือเล็บเท้า และผื่นผ้าอ้อมในเด็กทารก 

เป็นต้น และโรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณเยื่อบุที่พบบ่อย ได้แก่ โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณเยื่อบุช่องปาก

และทางเดินอาหาร โรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องคลอดและปากช่องคลอด และโรคติดเชื้อแคนดิดา

บริเวณองคชาติและหนังหุ้มปลาย เป็นต้น (4) จากการศึกษาระบาดวิทยาของการติดเชื้อแคนดิดา

บริเวณผิวหนังและเยื่อบุในคลินิกโรคผิวหนัง โรงพยาบาลศิริราช พบว่าผู้ป่วยที่มีภาวะติดเชื้อราแคนดิดา

บริเวณผิวหนัง เล็บ และเยื่อบุช่องปาก ประมาณร้อยละ 59.6 เกิดจากการติดเชื้อ C. albicans และ

ต้องใช้ระยะเวลาในการรักษาจนหายเฉลี่ยประมาณ 211 วัน (9) และพบว่าผู้ป่วยหญิงที่เข้ารับการ

รักษาในคลินิกสูตินรีเวชกรรม ประมาณร้อยละ 75 เคยประสบอาการคันบริเวณช่องคลอดหรือการ

อักเสบของช่องคลอดอย่างน้อยหนึ่งครั้งในชีวิต ซึ่งส่วนใหญ่ประมาณร้อยละ 80-92 เกิดจากการติดเชื้อ 

C. albicans (10) โดยร้อยละ 5-10 ของผู้ป่วยดังกล่าว สามารถกลับมาติดเชื้อราแคนดิดาซ้้าได้ 

ตั้งแต่ 4 ครั้งต่อปีขึ้นไป ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาการรักษาและควบคุมในระยะยาว (11) และจาก

การศึกษาความชุกของการติดเชื้อราที่เล็บเท้าในผู้ป่วยเบาหวาน ที่แผนกผู้ป่วยนอกและเวชปฏิบัติ

ทั่วไป โรงพยาบาลสมเด็จพระบรมราชเทวี ณ ศรีราชา พบว่าร้อยละ 20.9 ของผู้ป่วยเบาหวานที่มี

ลักษณะเล็บเท้าผิดปกติ จะมีภาวะติดเชื้อราที่เล็บเท้า และประมาณร้อยละ 22.2 เกิดจากการติดเชื้อ  

C. albicans ซึ่งมีความสัมพันธ์กับภาวะการดูแลเท้าที่ไม่เหมาะสม เช่น การไม่ล้างเท้าหรือการเช็ด

เท้าไม่แห้งสนิท (12) จะเห็นได้ว่าโรคติดเชื้อราแคนดิดาส่งผลให้ผู้ป่วยมีภาวะสุขภาพ สถานภาพทาง

เศรษฐกิจและสังคม และวิถีการด้าเนินชีวิตที่เสื่อมถอยลง เนื่องจากการรักษาโรคต้องใช้ระยะ

เวลานานและต้องใช้ยาที่มีราคาค่อนข้างสูง จึงมักพบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่เข้ารับการรักษาเฉพาะช่วงแรก 

หรือเข้ารับการรักษาไม่สม่้าเสมอ ท้าให้การใช้ยาไม่ต่อเนื่อง จนเกิดการติดเชื้อเรื้อรังที่รักษาได้ยากขึ้น 

นอกจากนี้ยังมีผู้ป่วยติดเชื้อแคนดิดาอีกจ้านวนมากที่เมื่อมีการติดเชื้อแล้ว นิยมซื้อยาทาหรือ

รับประทานเองโดยไม่ได้เข้ารับการรักษาอย่างถูกต้อง อาจเกิดอาการแพ้ยา เกิดการติดเชื้อเรื้อรังหรือ

การแพร่กระจายไปสู่บุคคลอ่ืนได้ และยังส่งผลให้ข้อมูลทางระบาดวิทยาของโรคติดเชื้อแคนดิดา     

ไม่ครอบคลุมในวงกว้างและมีอยู่อย่างจ้ากัดต่อกลุ่มประชากร (13) 
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2.7 ยาต้านเชื้อราที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาในปัจจุบันและข้อจ ากัด 
 ยาต้านเชื้อราจัดเป็นยาต้านจุลชีพกลุ่มหนึ่งที่มีความส้าคัญในปัจจุบัน เนื่องจากโรคติดเชื้อรา

เป็นโรคท่ีพบได้บ่อยและเพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะโรคติดเชื้อแคนดิดา แต่ยาต้านเชื้อราที่มีประสิทธิภาพ

นั้นมีน้อยและมีผลข้างเคียงสูง ซึ่งเป็นผลมาจากลักษณะโครงสร้างของเซลล์พ้ืนฐานของเชื้อราที่เป็น

สิ่งมีชีวิตในกลุ่มยูคาริโอต (eukaryotic organisms) เช่นเดียวกับมนุษย์ กระบวนการทางชีวเคมีที่เกิด

ในเซลล์เชื้อราจึงไม่แตกต่างกับกระบวนการที่พบในเซลล์มนุษย์ ความแตกต่างในระดับเซลล์ของเชื้อรา

และมนุษย์ที่ส้าคัญคือ 1) เซลล์เชื้อรามีผนังเซลล์ ในขณะที่เซลล์มนุษย์ไม่มีผนังเซลล์ และ 2) ชนิด

ของ sterol ที่เป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ โดยเซลล์เชื้อราเป็น ergosterol แต่ในเซลล์มนุษย์

เป็น cholesterol ดังนั้นเป้าหมายหลักในการออกฤทธิ์ของยาต้านเชื้อราที่ถูกคิดค้นและพัฒนามาใช้

ในการรักษาในปัจจุบันมีตั้งแต่การรบกวนการสร้างและการท้างานของเยื่อหุ้มเซลล์ การยับยั้งการ

สร้างผนังเซลล์ และการยับยั้งการท้างานของกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลล์ ได้แก่ การสังเคราะห์

กรดนิวคลีอิก และการสังเคราะห์โปรตีน เป็นต้น (64, 65) 

ยาต้านเชื้อราที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อราแคนดิดาในปัจจุบันสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม 

ตามกลไกการออกฤทธิ์ของยาต่อโครงสร้างของเชื้อราที่แตกต่างกัน ได้แก่ polyenes, azoles, 

pyrimidine analog และ echinocandins ดังตารางที่ 2 และภาพท่ี 3 
 

ตารางท่ี 2 ยาต้านเชื้อราที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาในปัจจุบัน (66, 67) 

กลุ่มยาต้านเชื้อรา กลไกการออกฤทธิ์ ชนิดของยาต้านเชื้อรา 

Polyenes ยับยั้งการสร้าง ergosterol ที่เป็น

องค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์ 

amphotericin B และ nystatin 

Azoles ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ 14α-

demethylase ในกระบวนการ 

สังเคราะห์ ergosterol 

ketoconazole, fluconazole, 

itraconazole, voriconazole 

และ posaconazole 

Pyrimidine analog ยับยั้งการสังเคราะห์ DNA และ RNA 

ของเชื้อรา 

flucytosine 

Echinocandins ยับยั้งการสร้าง 1,3-β-glucan ที่เป็น 

องค์ประกอบหลักของผนังเซลล์ 

micafungin, anidulafungin 

และ caspofungin 
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ภาพที่ 3 เป้าหมายหลักในการออกฤทธิ์ของยาที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาในปัจจุบัน (68) 
 a) กลุ่ม echinocandins ยับยั้งการสร้าง 1,3-β-glucan องค์ประกอบหลักของผนังเซลล ์

 b) กลุ่ม azoles ยับยั้งการสร้าง ergosterol และการท้างานของเยื่อหุ้มเซลล ์ 

 c) กลุ่ม polyenes รบกวนการสรา้ง ergosterol ของเยื่อหุ้มเซลล ์

 d) กลุ่ม pyrimidine analog ยังยั้งการสังเคราะห์ DNA และ RNA ของเชื้อรา 
 

 2.7.1 ยากลุ่ม Polyenes 

 polyenes เป็นกลุ่มยาต้านเชื้อราจากธรรมชาติ ผลิตโดยเชื้อ Streptomyces spp. 

ปัจจุบันสามารถแยกสารกลุ่มนี้ได้มากกว่า 60 ชนิด แต่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มนุษย์ค่อนข้างสูง     

จึงมีเพียงไม่กี่ชนิดเท่านั้นที่ถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทางคลินิก สารในกลุ่ม polyenes ที่นิยมใช้กันอย่าง

แพร่หลาย ได้แก่ amphotericin B, nystatin และ candicidin D เป็นต้น ยากลุ่ม polyenes มี

โครงสร้างเป็นวงแหวนแมคโครไลด์ขนาดใหญ่ (macrolide ring) ที่ประกอบด้วยอะตอมคาร์บอนที่

เชื่อมต่อกันเป็นวงแหวนด้วยพันธะเอสเทอร์ ซึ่งมีขนาดของวงที่แตกต่างกันออกไป ขนาดโครงสร้างที่

เป็นวงในยากลุ่ม polyenes ที่พบได้บ่อยมีอยู่ 2 ขนาด คือ ขนาด 26 อะตอม ได้แก่ natamycin 

และขนาด 36 อะตอม ได้แก่ amphotericin B, nystatin และ candicidin D ซึ่งภายในวงแหวน

แมคโครไลด์จะปรากฏพันธะคู่อยู่ตั้งแต่ 4-7 พันธะ มีลักษณะเป็นพันธะคู่สลับพันธะเดี่ยวในรูปแบบ

คอนจูเกต (conjugated system) ซึ่งมีการคอนฟอร์เมชัน (conformation) ของโมเลกุลเป็นทรานส์-

ไอโซเมอร์ (trans-isomer) ที่มีความเสถียรกว่าซิส-ไอโซเมอร์ (cis-isomer) จึงท้าให้โครงสร้างส่วนที่

เป็นพันธะคู่แบบคอนจูเกตมีลักษณะแบนราบและมีคุณสมบัติชอบลิพิดสูง (high lipophilicity) จาก

การศึกษาฤทธิ์ของยากลุ่ม polyenes พบว่าสารที่มีจ้านวนของพันธะคู่แบบคอนจูเกตมาก จะเป็นสาร 
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ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อราที่ดี ดังนั้นสารที่มีจ้านวนพันธะคู่แบบคอนจูเกตเท่ากับ 7 จะเป็นสารที่มีฤทธิ์ต้าน

เชื้อราสูงที่สุดและมีความเป็นพิษต่อเซลล์มนุษย์ต่้าที่สุดด้วย และอีกด้านหนึ่งของวงแหวนแมคโครไลด์ 

ตรงข้ามกับด้านที่เป็นพันธะคู่แบบคอนจูเกตประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) จ้านวนมาก 

(6-14 หมู่) ส่วนนี้ของโครงสร้างของสารจะมีลักษณะไม่ค่อยเป็นระเบียบและมีคุณสมบัติชอบน้้า 

(hydrophilic) นอกจากนี้ยากลุ่ม polyenes ยังมีส่วนประกอบที่เป็นอนุพันธ์ของน้้าตาลที่มีหมู่อะมิโน 

(amino sugar) แทนที่หมู่ไฮดรอกซิล ได้แก่ mycosamine มาต่อกับวงแหวนแมคโครไลด์ด้วยพันธะ

ไกลโคซิดิก เพ่ือลดความเป็นพิษต่อเซลล์มนุษย์ รวมทั้งเพ่ิมคุณสมบัติชอบน้้าและฤทธิ์ทางชีวภาพของ

ยา (6, 64) (ภาพที่ 4) 

จากโครงสร้างของยากลุ่ม polyenes ดังกล่าวข้างต้น จะเห็นได้ว่ายากลุ่มนี้

ประกอบด้วยโครงสร้างที่มีคุณสมบัติเป็น amphiphilic molecule ประกอบด้วยส่วนที่ไม่ชอบน้้า 

(hydrophobic) และส่วนที่ชอบน้้า ท้าให้ยากลุ่ม polyenes มีขีดจ้ากัดในการละลายทั้งในน้้าและใน

ตัวท้าละลายอินทรีย์ เมื่ออยู่ในตัวท้าละลายสารมักเกิดเป็นสารแขวนตะกอนของไมเซลล์ (micelles) 

มากกว่าที่จะเป็นสารละลายที่แท้จริง นอกจากนี้ส่วนโครงสร้างที่เป็นพันธะคู่แบบคอนจูเกตยังท้าให้สารมี

ความคงตัวต่้า เนื่องจากอาจถูกกระตุ้นจากแสง ท้าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ได้ (6, 64) 

(ภาพที่ 5) 
 

 
ภาพที่ 4 โครงสร้างของยาต้านเชื้อรากลุ่ม polyenes (64) 
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ภาพที่ 5 โครงสร้างของยาต้านเชื้อรากลุ่ม polyenes ที่มีคุณสมบัติเป็น 
amphiphilic molecule ประกอบดวยส่วนที่ไม่ชอบน้้าและชอบน้้า (64) 

 

กลไกการออกฤทธิ์ของยาต้านเชื้อราในกลุ่ม polyenes เกิดจากการที่สารจับกับ 

ergosterol ที่เป็นองค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อรา โดยหันโครงสร้างด้านที่เป็นพันธะคู่

แบบคอนจูเกตซึ่งมีคุณสมบัติไม่ชอบน้้าหรือชอบลิพิด เข้าจับกับโครงสร้างส่วนที่ชอบลิพิดของ 

ergosterol และด้านที่มีหมู่ไฮดรอกซิลจะหันออกมาด้านตรงข้าม เมื่อยากลุ่ม polyenes จ้านวน 5-

10 โมเลกุล เข้าจับกับเยื่อหุ้มเซลล์ในลักษณะนี้ ด้านที่มีหมู่ไฮดรอกซิลจะท้าให้เกิดเป็นรูเปิดเล็ก ๆ ใน

เยื่อหุ้มเซลล์ ท้าให้คุณสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์เปลี่ยนไป เกิดการรั่วไหลของสาร monovalent cation 

และ divalent cation เช่น โซเดียม โพแทสเซียม แคลเซียม และสารเมแทบอไลต์อ่ืน ๆ ออกสู่

ภายนอกเซลล์ ส่งผลให้เซลล์ตายในที่สุด (6, 64) (ภาพที่ 6) 
 

 
ภาพที่ 6 กลไกการออกฤทธิ์ของยาต้านเชื้อราในกลุ่ม polyenes (64) 
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ดังนั้นยากลุ่ม polyenes อาจออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อรา (fungicidal) หรือยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อรา (fungistatic) ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของยาในกระแสเลือด ถ้าความเข้มข้นสูง 

จะมีฤทธิ์ฆ่าเชื้อรา แต่ถ้าความเข้มข้นต่้าก็จะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา และเนื่องจากยามี

ความจ้าเพาะกับสารพวก sterol ต่้า นอกจากยาจะจับกับ ergosterol ของเชื้อราแล้ว ยังสามารถ   

จับกับ cholesterol ในเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์มนุษย์ได้อีกด้วย ยากลุ่มนี้จึงมีความเป็นพิษต่อเซลล์

มนุษย์สูง โดยเฉพาะอย่างยิ่งพิษท่ีเกิดต่อไต (64) 

amphotericin B หรือ amphotericin B deoxycholate (AmBd) เป็ นยาในกลุ่ ม 

polyenes ที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้างและสามารถรักษาการติดเชื้อราในร่างกายที่รุนแรงได้ แต่

ปัญหาที่ส้าคัญของ AmBd คือภาวะพิษต่อไต โดยพบว่าผู้ป่วยที่ได้รับยา AmBd ร้อยละ 53 มีค่า

ซีรัมครีเอตินินเพ่ิมขึ้นเท่าตัว และร้อยละ 15 ต้องได้รับการล้างไต นอกจากนี้ AmBd ยังส่งผลให้เกิด

การสูญเสียเกลือแร่โพแทสเซียม และแมกนีเซียมออกทางปัสสาวะ ท้าให้เกลือแร่ทั้ง 2 ชนิดในเลือดต่้า 

ภาวะเลือดเป็นกรดชนิด anion gap และยังกระตุ้นให้ร่างกายหลั่งสาร cytokines หลายชนิด เช่น 

prostaglandin E2 ท้าให้ผู้ป่วยมีอาการไข้และหนาวสั่นหลังได้รับยา จากการศึกษาการกระจายตัว

ของยาในร่างกายมนุษย์พบว่า AmBd ถูกดูดซึมได้ไม่ดีในระบบทางเดินอาหาร เมื่อยาเข้าสู่กระแสเลือด

จะถูกเปลี่ยนโครงสร้างทางเคมีที่ไต และร่างกายต้องใช้เวลาประมาณ 24 ชั่วโมง ในการก้าจัดยา

ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ ออกจากกระแสเลือด ซึ่งตัวยาที่เหลือต้องใช้เวลาในการก้าจัดต่ออีก

ประมาณ 15 วัน ผ่านทางปัสสาวะและอุจจาระ (64) จากผลข้างเคียงดังกล่าวท้าให้มีการพัฒนา

รูปแบบยาที่เป็นสารประกอบเชิงซ้อนของไขมัน (lipid formulation) เพ่ือให้มีการดูดซึมที่ดีขึ้นและ

ให้มีอาการข้างเคียงน้อยลง ได้แก่ liposomal amphotericin B (LAmB), amphotericin B lipid 

complex (ABLC) และ amphotericin B colloidal dispersion (ABCD) อย่างไรก็ตามรูปแบบยาที่

เป็นสารประกอบเชิงซ้อนของไขมันเหล่านี้ก็ยังมีราคาสูงและขับออกทางไตได้น้อยกว่า AmBd (69) 

nystatin เป็นยาในกลุ่ม polyenes อีกหนึ่งชนิดที่มักใช้รักษาการติดเชื้อแคนดิดา

บริเวณช่องปาก ผิวหนัง หลอดอาหาร และอวัยวะเพศหญิง จากการศึกษาด้านเภสัชจลนศาสตร์พบว่า 

nystatin ไม่สามารถดูดซึมเข้าสู่ร่างกายผ่านเยื่อเมือกหรือทางเดินอาหาร และเมื่อปริมาณ nystatin 

ในกระแสเลือดเพ่ิมสูงขึ้น จะก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อร่างกายได้ จึงไม่พบการบริหารยาเข้าสู่ร่างกาย

โดยการฉีดเข้าหลอดเลือดด้า มีเฉพาะรูปแบบยาน้้าแขวนตะกอนส้าหรับรับประทาน ยาทาบริเวณ

ผิวหนัง และยาเหน็บช่องคลอดเท่านั้น (64) 
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จากข้อมูลดังกล่าว จะเห็นได้ว่ายาในกลุ่ม polyenes มีข้อจ้ากัดหลายประการ ทั้งสมบัติ

ในการละลาย ความคงตัวของสาร หรือความเป็นพิษของสาร จึงได้เกิดความพยายามในการพัฒนา

เทคนิคการเตรียมต้ารับยาหรือการปรับเปลี่ยนโครงสร้างของสาร เพ่ือแก้ไขข้อจ้ากัดของยาต่อไป 
 

2.7.2 ยากลุ่ม Azoles 

azoles จัดเป็นยาต้านเชื้อรากลุ่มใหญ่และมีความส้าคัญมากในปัจจุบัน โดย 

azoles เป็นสารประกอบเฮเทอโรไซคลิก (heterocyclic compounds) ที่มีโมเลกุลเป็นวงแหวน 

(aromatic systems) ขนาด 5 อะตอมที่ต่างชนิดกัน (heteroatom) สามารถจ้าแนกตามโครงสร้างได้เป็น 

2 กลุ่มย่อยคือ imidazole ที่มีอะตอมไนโตรเจนอยู่ในวงแหวน จ้านวน 2 อะตอม และ triazole ที่มี

อะตอมไนโตรเจนอยู่ในวงแหวน จ้านวน 3 อะตอม เป็นต้น อนุพันธ์ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อราที่ดีจะมีหมู่

แทนที่ (R) ที่ประกอบด้วยวงอะโรมาติก 2-3 วง ต่อกับวงอิมิดาโซล (imidazole ring) หรือวงไตร   

เอโซล (triazole ring) ซึ่งวงอะโรมาติกที่เป็นหมู่แทนที่นั้นต้องมีอย่างน้อย 1 วง เป็นธาตุแฮโลเจน 

(halogen) (64) (ภาพที่ 7) 

 
ภาพที่ 7 โครงสร้างของยาต้านเชื้อรากลุ่ม azoles (64) 

 

กลไกการออกฤทธิ์ของยาต้านเชื้อราในกลุ่ม  azoles เกิดจากการขัดขวาง

กระบวนการสังเคราะห์ ergosterol ที่เป็นองค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์เชื้อรา ยาจะไปยังยั้ง

การท้างานของเอนไซม์ 14α-demethylase (CYP51A1: cytochrome P450, family 51, subfamily A, 

polypeptide 1) ซึ่งเป็นกลุ่มของเอนไซม์ cytochrome P450 ที่ท้าหน้าที่เปลี่ยน lanosterol เป็น 

ergosterol ในยูคาริโอติกเซลล์ โดยเอนไซม์ 14α-demethylase จะท้าหน้าที่ก้าจัดหมู่เมทิลที่

ต้าแหน่ง 14α ออกจากโครงสร้างของ 14-methylated sterol ซึ่งกลไกในการเกิดปฏิกิริยาดังกล่าว

จะเกิดผ่านปฏิกิริยาการเติมหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxylation) และปฏิกิริยาออกซิเดชันที่หมู่เมทิลที่

ต้าแหน่ง 14α โดยเปลี่ยนจากไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) เป็นแอลกอฮอล์ (alcohol) แอลดีไฮด์ 

(aldehyde) และกรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acids) ตามล้าดับ จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยาการก้าจัด 

(elimination) เกิดเป็นพันธะคู่ที่ต้าแหน่ง 14 และ 15 โดยมีกรดฟอร์มิก (formic acid) เกิดขึ้นเป็น
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ผลผลิตร่วม (by-product) (ภาพที่ 8) เมื่อการท้างานของเอนไซม์ 14α-demethylase ถูกยับยั้ง  

จะส่งผลให้เชื้อราสังเคราะห์ ergosterol ในเยื่อหุ้มเซลล์ได้น้อยลง และเกิดการสะสมของ 14-

methylated sterol  ซึ่งมีลักษณะรูปร่างและคุณสมบัติทางกายภาพที่แตกต่างกับ ergosterol     

จึงท้าให้การท้างานของเยื่อหุ้มเซลล์ผิดปกติไป ความแข็งแรงของเซลล์ลดลง เพ่ิมคุณสมบัติในการ  

ซึมผ่านของสาร ท้าให้เกิดการรั่วไหลของสารออกสู่ภายนอกเซลล์ จนกระท่ังเซลล์แตกในที่สุด (6, 64) 
 

 
ภาพที่ 8 กระบวนการสังเคราะห์ ergosterol ที่เป็นองค์ประกอบหลักของ 

เยื่อหุ้มเซลล์เชื้อรา โดยการท้างานของเอนไซม์ 14α-demethylase (64) 
 

จากการศึกษายาต้านเชื้อราที่เป็นอนุพันธ์ของ imidazole พบว่ากลไกในการยับยั้ง

การท้างานของเอนไซม์ 14α-demethylase เกิดจากการที่สารไปยับยั้ง cytochrome P450 ซึ่งเป็น   

โคเอนไซม์ (coenzyme) ที่ส้าคัญในการท้างานของเอนไซม์ 14α-demethylase โดยอะตอม

ไนโตรเจนที่ต้าแหน่ง 3 ของวงอิมิดาโซลจะไปจับกับเฟอร์ริกไอออน (Fe3+) ใน cytochrome P450 

แล้วเกิดการยับยั้งไม่ให้ cytochrome P450 เข้าจับกับอะตอมออกซิเจน ท้าให้ cytochrome P450 

ไม่สามารถเข้าไปร่วมท้างานกับเอนไซม์ 14α-demethylase ได้ ส่วนหมู่แทนที่ที่มาต่อกับอะตอม

ไนโตรเจนที่ต้าแหน่ง 1 บนวงอิมิดาโซลนั้นจะเป็นส่วนที่จับกับอะโปโปรตีน (apoproteins) ของ 

cytochrome P450 เพ่ือช่วยท้าให้มีความเสถียรในการจับกับcytochrome P450 มากข้ึน ส่งผลกับ

ความแรงและความจ้าเพาะของยาต่อเชื้อราเมื่อเทียบกับเซลล์มนุษย์ (6, 64) (ภาพที่ 9) 
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ภาพที่ 9 กลไกในการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ 14α-demethylase (64) 

 

ยาในกลุ่ม azoles เป็นยาต้านเชื้อราที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้าง กลไกในการ

ออกฤทธิ์ค่อนข้างคล้ายคลึงกัน สิ่งที่แตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัดระหว่างยาภายในกลุ่มนี้คือ คุณสมบัติ

ทาง เภสัชจลศาสตร์ของยา ซึ่งจ้าแนกตามโครงสร้างเป็นอนุพันธ์ของ imidazole และอนุพันธ์ของ 

triazole ดังนี้ 

1. อนุพันธ์ของ imidazoles ถูกพัฒนาโครงสร้างมาจากสาร phenacylimidazole 

ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อรากลุ่ม dermatophytes ได้ โดยการเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชัน (functional groups) จาก

หมู่คาร์บอนิล (carbonyl group) ให้เป็นเบนซิลเอมีน (benzylamine) ส่งผลให้สารมีฤทธิ์เพ่ิมขึ้น

และมีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้างขึ้น (ภาพที่ 10) 

 
ภาพที่ 10 การพัฒนาโครงสร้างยากลุ่มอนุพันธ์ของ imidazole (64) 

 

เมื่อมีการพัฒนาโครงสร้างของยาตามหลักไอโซสเตียร์ ( isostere) โดยเปลี่ยน

โครงสร้างของสารจากเบนซิลเอมีน (-NH-) เป็นเบนซิลอีเทอร์ (-O-) พบว่าได้ยาต้านเชื้อราชนิดทาภายนอก

ที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้าง เช่น econazole, miconazole และ isoconazole (ภาพที่ 11) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 32 

จากนั้นมีการสังเคราะห์ยาต้านเชื้อรากลุ่มอนุพันธ์ของ imidazole ขึ้นมามากมาย 

โดยอาจเปลี่ ยนส่วนที่ เป็น เบนซิล อีเทอร์  (-O-CH2-Ph) เป็น เอริล อีเทอร์  (-O-CH2-Ar) ได้แก่ 

fenticonazole, tioconazole และ sertaconazole เป็นต้น และเปลี่ยนส่วนเบนซิลอีเทอร์เป็น 

เบนซิลไทโออีเทอร์  (-S-CH2-Ph) ได้แก่ sulconazole เป็นต้น (6, 64) (ภาพที่ 11) 

นอกจากนี้ยังมียาต้านเชื้อราอีกหลายชนิดที่มีการพัฒนาให้มีโครงสร้างคล้ายกับสาร 

ที่กล่าวมาข้างต้น ได้แก่ butoconazole, oxiconazole, clotrimazole และ bifonazole เป็นต้น 

โดย butoconazole จะมีโครงสร้างคล้ายกับ sulconazole ต่างกันที่ต้าแหน่งของไทโออีเทอร์

เปลี่ยนมาอยู่ระหว่างวงอิมิดาโซลและวงเบนซีล ส่วน oxiconazole เป็นสารที่ได้จากการเปลี่ยน

โครงสร้างจากเบนซิลอีเทอร์หรือเบนซิลไทโออีเทอร์ เป็นออกซีม (oxime, C=N-O) และยังมีการ

ปรับ เปลี่ ยนหมู่ แทนที่ ที่ มาต่อกับวงอิมิดาโซล เป็ นหมู่ เอริลมี เทน  (arylmethane) ได้ เป็ น 

clotrimazole และ bifonazole (6, 64) (ภาพที่ 11) 
 

 
ภาพที่ 11 โครงสร้างยากลุ่มอนุพันธ์ของ imidazole (64) 
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สารที่กล่าวมาข้างต้นทั้งหมดเป็นยาต้านเชื้อราที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้าง แต่มี

ข้อจ้ากัดที่ส้าคัญ คือ สารมีชีวปริมาณการออกฤทธิ์จากการรับประทานค่อนข้างต่้า เนื่องจากมักถูก 

เมแทบอลิซึมในร่างกายได้อย่างรวดเร็ว และมีความเป็นพิษต่อร่างกายสูง ท้าให้ไม่สามารถใช้เป็นยา

ต้านเชื้อราชนิดรับประทานได้ จึงมีการบริหารยาโดยใช้เป็นยาต้านเชื้อราชนิดทาภายนอกเท่านั้น 

ต่อมาจึงมีการออกแบบและสังเคราะห์อนุพันธ์ ketal ของ phenacylimidazole เกิดเป็นวงแหวน

ใหม่จากการรวมโครงสร้าง phenacylimidazole ที่มีหมู่คาร์บอนิล 1 หมู่  เข้ากับโครงสร้าง 

chlorphenesine ที่มีหมู่ไฮดรอกซิล 2 หมู่ ท้าให้ได้สารที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้งกลุ่ม 

dermatophytes และกลุ่ม candida ได ้(5, 64) 

อนุพันธ์ ketal ที่สังเคราะห์ได้ยังคงเป็นยาต้านเชื้อราที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้าง 

เช่นเดียวกับยาต้านเชื้อราที่เป็นอนุพันธ์ของ imidazole ตัวอ่ืน ๆ ที่กล่าวมาข้างต้น แต่ที่น่าสนใจ

ส้าหรับสารกลุ่มนี้คือ สามารถให้โดยการรับประทานได้ อย่างไรก็ตามสารกลุ่มนี้ส่วนใหญ่ยังคงมีความ

เป็นพิษสูง และจากการศึกษาต่อมาพบว่าหากหมู่แทนที่ในโครงสร้างเป็นวงเฮเทอโรไซคลิกที่มี 

อะตอมไนโตรเจน เช่น วงไพโรลิดีน (pyrrolidine) วงมอร์โฟลีน (morpholine) และวงพิเพอราซีน 

(piperazine) จะท้าให้สารที่ได้มีฤทธิ์สูงขึ้น และมีความเป็นพิษต่้ากว่าหมู่แทนที่ชนิดอ่ืน จากการศึกษานี้

ท้าให้ค้นพบยา ketoconazole ที่มีหมู่แทนที่เป็นหมู่เอซิลพิเพอราซีน (acylpiperazine) ซึ่งเป็นยา

ต้านเชื้อราที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้างตัวแรกที่สามารถให้โดยการรับประทานได้  นอกจากนี้ 

ketoconazole ยังมีการคอนฟอร์เมชันของโมเลกุลเป็น cis-ketoconazole และ trans-ketoconazole 

และพบว่าไอโซเมอร์แบบ cis มีฤทธิ์ต้านเชื้อราสูง เนื่องจากสามารถจับกับ cytochrome P450 ของ

เชื้อราได้มากกว่าไอโซเมอร์แบบ trans (6, 64) (ภาพท่ี 12) 
 

 
ภาพที่ 12 โครงสร้างของยา ketoconazole (64) 
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ถึงแม้ว่า ketoconazole จะเป็นยาต้านเชื้อราที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้างที่สามารถ

รับประทานได้ แต่คุณสมบัติทางเภสัชจลศาสตร์ของยาก็ยังไม่น่าพึงพอใจ เนื่องจากยาไม่สามารถผ่าน

ตัวกรองกั้นระหว่างเลือดและสมอง (blood brain barrier) ได้ มีความเป็นพิษต่อตับ และมีผลต่อ

ระดับฮอร์โมนในร่างกายโดยเฉพาะเทสโทสเตอโรน (testosterone) ที่ลดลง น้าไปสู่การมีเต้านมโต

และหย่อนสมรรถภาพทางเพศ ข้อจ้ากัดดังกล่าว มีสาเหตุจากการที่ยามีความจ้าเพาะในการจับกับ 

cytochrome P450 ของเชื้อรายังไม่สูงพอ จึงสามารถจับและยับยั้ งการท้างานของ cytochrome 

P450 ของมนุษย์ได้และท้าให้เกิดความผิดปกติในกระบวนการทางชีวเคมีต่าง ๆ ในร่างกายได้ (6) 

2. อนุพันธ์ของ triazoles เป็นกลุ่มยาที่ถูกค้นพบจากการพัฒนาโครงสร้างของยา 

ketoconazole เป็นยาต้านเชื้อราที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้างและมีความจ้าเพาะต่อเชื้อรา

มากกว่ากลุ่มอนุพันธ์ของ imidazole จึงมีความเป็นพิษและมีผลต่อระดับฮอร์โมนในร่างกายมนุษย์

น้อยกว่า ได้แก่ itraconazole, saperconazole และ terconazole เป็นต้น (ภาพที่ 13) 

แม้ว่า itraconazole จะเป็นยาต้านเชื้อราที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้างและ

สามารถบริหารยาเข้าสู่ร่างกายโดยการรับประทานได้ แต่สารมีความสามารถในการละลายน้้าต่้า จึงท้าให้

มีชีวปริมาณออกฤทธิ์ที่ไม่แน่นอนและไม่สามารถเตรียมขึ้นมาในรูปแบบยาฉีดได้ ดังนั้นจึงเกิดการ

พัฒนาเพ่ือให้ได้สารที่มีคุณสมบัติชอบน้้าเพ่ิมขึ้น โดยการเปลี่ยนหมู่แฮโลเจนที่ต่อกับวงเบนซีลจาก

คลอรีน (chlorine) เป็นฟลูออรีน (fluorine) ท้าให้ได้ saperconazole ซึ่งเป็นยาชนิดรับประทานที่

ละลายน้้าได้ดี มีชีวปริมาณออกฤทธิ์ดีกว่า itraconazole และสามารถบริหารยาเข้าสู่ร่างกายโดยการ

ฉีดเข้าหลอดเลือดด้าได้  แต่ในระหว่างการทดลองทางคลินิก พบว่ามีรายงานการเกิดมะเร็งในมดลูก

ของสัตว์ทดลอง จึงยกเลิกการน้ายาดังกล่าวมาใช้ในมนุษย์ ส่วน terconazole เป็นยาที่ถูกดูดซึมจาก

ทางเดินอาหารได้น้อย ไม่สามารถบริหารยาเข้าสู่ร่างกายโดยการรับประทานได้ จึงน้ามาใช้เป็นยา

ต้านเชื้อราชนิดทาภายนอกเท่านั้น (70) 

นอกจากยาในกลุ่ม triazoles จะมีความเป็นพิษต่อร่างกายต่้ ากว่ายาในกลุ่ ม 

imidazoles แล้ว ยากลุ่มนี้ยังมีฤทธิ์สูงกว่าและมีขอบเขตการออกฤทธิ์ที่กว้างกว่า แต่สารที่พัฒนาขึ้น

มาก็ยังไม่สามารถผ่านเข้าสู่สมองได้ จึงมีการพัฒนาต่อไปจนค้นพบยาต้านเชื้อราที่มีโครงสร้างเป็น 

bis-triazole ได้แก่  fluconazole ซึ่ งเป็นยาชนิดรับประทานที่มีขอบเขตการออกฤทธิ์กว้าง

เช่นเดียวกับ ketoconazole และ itraconazole แต่มีฤทธิ์สูงกว่า ketoconazole 10-100 เท่า และ

สามารถผ่านเข้าสู่สมองได้ดีมาก นอกจากนี้ fluconazole ยังสามารถละลายน้้าได้ดีและสามารถ

บริหารยาเข้าสู่ร่างกายโดยการฉีดเข้าหลอดเลือดด้าได้  และเมื่อมีการพัฒนาโครงสร้างของ 

fluconazole ต่ อ ไป  จึ งท้ า ให้ ได้ ส ารต้ าน เชื้ อ ราที่ มี ฤท ธิ์ สู งขึ้ น  ได้ แก่  voriconazole และ 

ravuconazole เป็นต้น (70, 71) (ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 13 โครงสร้างยากลุ่มอนุพันธ์ของ triazoles (64) 

 

2.7.3 ยากลุ่ม Pyrimidine analog 

กลุ่มยาอนุพันธ์ของไพริมิดีน (pyrimidine analog) ได้แก่ flucytosine หรือ 5-

fluorocytosine (5-FC) เป็นกลุ่มยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง DNA และ RNA ของเชื้อรา ซึ่งมีความไว

ต่อเชื้อราแคนดิดาเกือบทุกสายพันธุ์ โดยในระยะแรกยา 5-FC ถูกพัฒนาขึ้นมาเพ่ือใช้เป็นยารักษา

โรคมะเร็ง แต่จากการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบว่าไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง 

แต่เมื่อบริหารยาเข้าสู่ร่างกาย ยาจะถูกน้าเข้าสู่เซลล์ของเชื้อราและเปลี่ยนเป็น 5-fluorouracil (5-FU) 

โดยเอนไซม์ cytosine deaminase ในเซลล์เชื้อรา จากนั้น 5-FU ที่เกิดขึ้นจะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูป

น้้ าตาลฟอสเฟต 5-fluorouracil-ribose monophosphate (5-FUMP), 5-fluorouracil-ribose 

diphosphate (5-FUDP) และ 5-fluorouracil-ribose triphosphate (5-FUTP) ตามล้าดับ เนื่องจาก 

5-FUTP ที่เกิดขึ้นเป็นสารแอนตีเมแทบอไลต์ของ uracil-ribose triphosphate (UTP) ในการสร้าง 

RNA ของเชื้อรา จึงท้าให้เกิดการยับยั้งกระบวนการสร้าง RNA ของเชื้อรา นอกจากนี้ บางส่วนของ 

5-FUMP จะถูกเปลี่ ยน เป็น  5-fluorouracil-2-deoxyribose monophosphate (5-FUdRP) ซึ่ ง

ส ามารถยับ ยั้ งการท้ างานของเอน ไซม์  thymidylate synthetase ในการ เปลี่ ยน  uracil-

deoxyribose monophosphate (dUMP) เป็ น  thymidine-deoxyribose monophosphate 

(dTMP) ซึ่งเป็นขั้นตอนส้าคัญในการสร้าง DNA ของเชื้อรา จึงท้าให้เกิดการยับยั้งกระบวนการสร้าง 

DNA ของเชื้อราได้อีกด้วย (64) 

ยา 5-FC มีความเป็นพิษต่อเซลล์มนุษย์น้อยมาก เนื่ องจากสารค่อนข้างมี

ความจ้าเพาะในการถูกน้าเข้าเซลล์ของเชื้อรามากกว่าเซลล์มนุษย์ และเซลล์มนุษย์ไม่มีเอนไซม์ 

cytosine deaminase ดังนั้นการเกิดพิษต่อเซลล์จากการเปลี่ยน 5-FC เป็น 5-FU จะเกิดในเซลล์
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ของเชื้อราเป็นส่วนใหญ่ อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียในล้าไส้บางชนิดสามารถเปลี่ยน 5-FC เป็น 5-FU ได้ 

จึงท้าให้มีโอกาสที่จะเกิดอาการพิษจากการใช้ยาในคนได้ ในปัจจุบันมีการบริหารยา 5-FC เข้าสู่

ร่างกายโดยการรับประทานเท่านั้น ยาถูกดูดซึมได้ดีในทางเดินอาหารและถูกขับออกทางไตเป็นหลัก

โดยไม่เปลี่ยนแปลงรูป ยาเข้าสู่น้้าไขสันหลังและสารน้้าในตาได้ดี แต่มีข้อเสียคือ หากน้ามาใช้เป็นยาเดี่ยว 

เชื้อจะเกิดการดื้อยาอย่างรวดเร็ว ดังนั้น 5-FCf มักถูกน้ามาใช้ร่วมกับยาอ่ืนในการรักษาการติดเชื้อใน

เยื่อหุ้มสมองหรือในตา ผลข้างเคียงท่ีส้าคัญ ได้แก่ ภาวะพิษต่อตับ และการกดไขกระดูก เป็นต้น (5) 
 

2.7.4 ยากลุ่ม Echinocandins 

echinocandins เป็นกลุ่มยาที่มี โครงสร้างเป็น lipopeptide ที่มีลักษณะเป็น 

cyclic hexapeptide ออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการสร้าง 1,3-β-glucan ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ของกลูโคส 

ที่เป็นส่วนประกอบส้าคัญของผนังเซลล์เชื้อรา ท้าให้ผนังเซลล์เชื้อรามีความเปราะบางและถูกท้าลาย

ได้ง่ายขึ้น การค้นคว้าสารกลุ่มนี้ เริ่มจากการค้นพบฤทธิ์ของ echinocandin B ซึ่งเป็นสารจาก

ธรรมชาติที่สามารถยับยั้งเชื้อราได้ดี แต่คุณสมบัติในการละลายไม่ดีและขอบเขตในการออกฤทธิ์

ค่อนข้างแคบ จึงมีการพัฒนาโครงสร้างของ echinocandin B เพ่ือให้ได้สารที่มีขอบเขตในการออกฤทธิ์

กว้างและมีคุณสมบัติในการละลายที่ดีขึ้น ได้แก่ cilofungin, caspofungin, anidulafungin และ 

micafungin เป็นต้น อย่างไรก็ตามสาร cilofungin มีความเป็นพิษสูง จึงไม่ถูกน้ามาใช้เป็นยา ส่วนสาร 

caspofungin, anidulafungin และ micafungin ได้รับการรับรองจากองค์การอาหารและยาของ

ประเทศสหรัฐอเมริกาให้ใช้เป็นยาต้านเชื้อราได้เฉพาะรูปแบบยาฉีด (72) 

ยากลุ่ม echinocandins มีผลข้างเคียงน้อย สามารถกระจายตัวเข้าสู่น้้าไขสันหลัง

และสารน้้าในตาได้ สามารถสลายตัวได้เองโดยไม่ต้องอาศัยเอนไซม์ ถูกขับออกมาในปัสสาวะต่้า และ

ไม่ต้องปรับลดขนาดยาตามการท้างานของไต (5) แต่มีปัญหาในการบริหารยา เนื่องจากยากลุ่มนี้จะมี

การบริหารยาเข้าสู่ร่างกายโดยการฉีดเข้าหลอดเลือดด้าเท่านั้น ไม่สามารถบริหารยาในรูปแบบอื่นได้ 
 

2.7.5 แนวทางการบริหารยาต้านเชื้อราที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาในปัจจุบัน 

ยาต้านเชื้อราที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาในปัจจุบัน มีวิธีการบริหารยาที่

แตกต่างกัน เพ่ือให้เหมาะสมต่อการรักษา ชีวปริมาณการออกฤทธิ์ของยาแต่ละประเภท ระดับความ

รุนแรงของโรค และระดับภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยแต่ละราย รวมถึงการตอบสนองและการดื้อยาของเชื้อ

ก่อโรค โดยสามารถแบ่งแนวทางการบริหารยาออกได้เป็น 2 รูปแบบ (ตารางท่ี 3) ดังนี้ 
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1. ยาต้านเชื้อราที่ใช้ภายนอก (topical drugs) (74) เป็นการบริหารยาในรูปแบบ 

ยาทาภายนอก เพ่ือรักษาโรคติดเชื้อราบริเวณผิวหนังชั้นตื้น ผิวหนังชั้นนอก เส้นผม ขน และเล็บ 

2. ยาต้านเชื้อราที่มีผลทั่วร่างกาย (systemic drugs) (68) เป็นการบริหารยาเข้าสู่

ร่างกายโดยการรับประทาน (oral) และการฉีดเข้าหลอดเลือดด้า (injection) นิยมใช้ในการรักษาการ

ติดเชื้อราบริเวณอวัยวะภายในร่างกาย หรือรักษาการติดเชื้อราที่ค่อนข้างดื้อยาและไม่ตอบสนองต่อ

การรักษาโดยการใช้ยาในรูปแบบยาทาภายนอก อีกทั้งสามารถใช้รักษาการติดเชื้อราบริเวณผิวหนัง

ชั้นตื้นที่มีการติดเชื้อลุกลามปริมาณมากได้  
 

ตารางท่ี 3 รูปแบบและชนิดของยาต้านเชื้อราที่ใช้รักษาโรคติดเชื้อแคนดิดาในปัจจุบัน (67, 73) 

รูปแบบยา ชนิดของยาต้านเชื้อรา 
ยาต้านเชื้อราที่ใช้ภายนอก  polyenes: nystatin 

 azoles: clotrimazole, ketoconazole, econazole และ 
miconazole 

 allylamines: terbinafine และ naftifine 

ยาต้านเชื้อราที่มีผลทั่วร่างกาย 

 แบบรับประทาน 

 แบบฉีด 

 polyenes: amphotericin B 

 azoles: itraconazole, fluconazole, ketoconazole และ 
voriconazole 

 pyrimidine analog: flucytosine 

 echinocandins: micafungin, anidulafungin และ 
caspofungin 

 

2.8 ปัญหาการดื้อยาของเชื้อ C. albicans 
 เนื่องจากความก้าวหน้าของเทคโนโลยีทางการแพทย์ในปัจจุบัน เช่น การปลูกถ่ายอวัยวะ ซึ่ง

ผู้ป่วยจะมีภาวะภูมิคุ้มกันต่้าจากการได้รับยากดภูมิคุ้มกัน ประกอบกับสถานการณ์ทางเศรษฐกิจและ

สังคมโลกที่เปลี่ยนแปลงไป เช่น การเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุ รวมทั้งภาวะสุขภาพและวิถีการด้าเนินชีวิต

ของมนุษย์ที่เสื่อมถอยลง ท้าให้มนุษย์มีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อรามากข้ึน โดยเฉพาะเชื้อราฉวยโอกาส 

เช่น โรคติดเชื้อราแคนดิดา (1) และเนื่องจากข้อจ้ากัดด้านการรักษาโรคติดเชื้อราแคนดิดาหลาย

ประการ เช่น ยาต้านเชื้อราที่มีประสิทธิภาพมีจ้ากัดและมีผลข้างเคียงค่อนข้างรุนแรง การรักษาโรค  
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ใช้ระยะเวลานานและสามารถกลับมาเป็นซ้้าได้ รวมถึงการเข้าถึงยาต้านเชื้อราชนิดใหม่ของผู้ป่วยยังมี

ข้อจ้ากัดด้านสิทธิการรักษาและเป็นยาที่มีราคาสูง (7) ส่งผลให้สถานการณ์ด้านการรักษาโรคติดเชื้อ

แคนดิดาและการใช้ยาต้านเชื้อราในปัจจุบัน เป็นไปอย่างไม่ถูกต้องและไม่สมเหตุสมผล ซึ่งผู้ป่วยติดเชื้อ

มักเข้ารับการรักษาไม่สม่้าเสมอหรือไม่ต่อเนื่อง และผู้ป่วยติดเชื้อนิยมซื้อยาทาหรือรับประทานเอง 

โดยไม่ได้เข้ารับการรักษาอย่างถูกต้อง (13) ท้าให้เชื้อ C. albicans มีการพัฒนาแนวทางการดื้อยา

ต้านเชื้อราขึ้น โดยเฉพาะการดื้อยาในกลุ่ม azoles ซึ่งเป็นยาต้านเชื้อรากลุ่มใหญ่และถูกเลือกน้ามาใช้ 

ในการรักษาโรคติดเชื้อราแคนดิดาบ่อยที่สุด 

 ยาในกลุ่ม polyenes และ azoles เป็นยาต้านเชื้อราที่ถูกเลือกน้ามาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ

แคนดิดาบ่อยที่สุด แต่เนื่องด้วยขีดจ้ากัดของยาในกลุ่ม polyenes ในการบริหารยา การดูดซึมและ

ผลข้างเคียงของยา ท้าให้ปัจจุบันนิยมใช้ยากลุ่ม azoles ในการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดา ยากลุ่ม 

azoles มีการพัฒนาเป็นล้าดับเริ่มจากกลุ่ม imidazoles ได้แก่ clotrimazole, miconazole และ 

ketoconazole ต่อมาเป็นกลุ่ม triazoles ได้แก่ fluconazole, itraconazole และ voriconazole 

ยากลุ่มนี้ถูกน้ามาใช้อย่างแพร่หลาย มีข้อดีคือ ประสิทธิภาพสูง มีความปลอดภัยในการบริหารยา มี

ผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยน้อยกว่ายากลุ่ม polyenes และยังสามารถบริหารยาเข้าสู่ร่างกายได้ทั้งทางการ

รับประทานและการฉีดเข้าหลอดเลือดด้า ท้าให้อัตราการใช้ยากลุ่ม azoles ในการรักษามากขึ้นและ

เป็นไปอย่างไม่สมเหตุสมผล ประกอบกับผลกระทบของการใช้ยาในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง ไม่ว่า

จะเป็นระยะเวลาของการให้ยา จ้านวนครั้งของการให้ยา การตอบสนองต่อยา และอัตราการตายของ

ผู้ป่วยที่เกิดขึ้นจากการรักษา ส่งผลให้อุบัติการณ์การดื้อยาของเชื้อ C. albicans ในผู้ป่วยมีจ้านวน

เพ่ิมสูงขึ้น การดื้อยาของเชื้อ C. albicans นั้นพบได้ทั้งจากการรับเชื้อดื้อยามาโดยตรง (primary 

resistance) และการดื้อยาในภายหลัง (secondary resistance) (74) จากการศึกษาความสอดคล้อง 

ของการดื้อยาในผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อแคนดิดาแบบลุกลาม ทั้งในหลอดทดลองและในสัตว์ทดลอง 

พบว่าสาเหตุหลักที่ท้าให้เชื้อเกิดการดื้อยาคือ ความรุนแรงของการติดเชื้อซึ่งท้าให้สภาวะการ

ตอบสนองต่อการรักษาลดลง และการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อบริเวณช่องปาก ผิวเยื่อบุ และบริเวณที่

คาสายสวน ที่ท้าให้เชื้อมีความต้านทานต่อยาเพ่ิมขึ้น แม้ว่าเชื้อนั้นอาจเป็นสายพันธุ์ที่ไวต่อยา (42) 

อย่างไรก็ตามจากหลายรายงานการศึกษาท้าให้สามารถสรุปปัจจัยที่ท้าให้เชื้อเกิดการดื้อยาได้ ดังนี้ 

1. ปัจจัยที่เกี่ยวกับเชื้อรา ได้แก่ ปริมาณเชื้อ สายพันธุ์ของเชื้อ การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ

ยีสต์เป็นราสาย ความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ และความสามารถในการสร้างกลไกการ

ตอบสนองหรือก้าจัดยา เป็นต้น 
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2. ปัจจัยที่เกี่ยวกับยาต้านเชื้อรา ได้แก่ ปริมาณของยา คุณสมบัติของยาในการยับยั้งหรือ

ฆ่าเชื้อรา จ้านวนครั้งของการให้ยา การสะสมของยา เภสัชจลนศาสตร์ของยา (pharmacokinetics) 

และอันตรกิริยาระหว่างยา (drug-drug interaction) เป็นต้น 

3. ปัจจัยที่เกี่ยวกับผู้ป่วย เช่น สภาวะการตอบสนองต่อการรักษา ต้าแหน่งที่เกิดพยาธิสภาพ 

ความรุนแรงของการติดเชื้อ และการที่มีสิ่งแปลกปลอมเข้าสู่ร่างกาย เช่น การคาสายสวน เป็นต้น 
 

 การดื้อยาของเชื้อ C. albicans เป็นปัญหาที่พบมากขึ้นในการรักษาผู้ป่วยติดเชื้อแคนดิดา 

โดยเฉพาะการดื้อยากลุ่ม azoles เช่น ketoconazole, itraconazole และ fluconazole ที่ถูกเลือก

น้ามาใช้ในการรักษาบ่อยที่สุด การดื้อยาส่งผลโดยตรงให้เชื้อมีความรุนแรงในการก่อโรคเพ่ิมข้ึน ท้าให้

อาการของโรครุนแรงขึ้น ระยะเวลาในการรักษานานขึ้น โดยไม่สามารถเพ่ิมปริมาณยาได้ เนื่องจาก

ความเป็นพิษต่อเซลล์มนุษย์ และเนื่องจากชนิดของยาต้านเชื้อรามีจ้ากัด การดื้อยาจึงท้าให้การรักษา

ล้มเหลวและอาจรักษาไม่หายได้ด้วยการใช้ยาปฏิชีวนะเดิม และด้วยวิธีการบริหารยา fluconazole 

มีความหลากหลายในแต่ละประเทศ จึงพบว่า C. albicans ที่แยกได้จากผู้ป่วยมีแนวโน้มของการดื้อ

ยา fluconazole เพ่ิมขึ้นและอาจมีการแพร่กระจายคุณสมบัติในการดื้อยาไปสู่เชื้อ Candida spp. 

สายพันธุ์อ่ืนได้ (2) มีรายงานปัญหาโรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องปากและหลอดอาหารที่รักษา     

ไม่ได้ผลเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2533 ซึ่งการรักษาที่ไม่ได้ผลอาจตีความได้ว่าเป็นการรักษาด้วย     

ยาต้านเชื้อราในขนาดและระยะเวลาที่เหมาะสมไม่ได้ผล และไม่สามารถเพ่ิมปริมาณยาได้ เนื่องจาก

ความเป็นพิษต่อเซลล์มนุษย์ โดยเฉพาะยา fluconazole ซึ่งโรคติดเชื้อแคนดิดาที่ดื้อต่อการรักษา  

มักพบในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง เช่น ผู้ป่วยเอดส์ และพบว่ามีอุบัติการณ์การเกิดโรคติดเชื้อ

แคนดิดาบริเวณช่องปากที่ดื้อต่อยา fluconazole ในผู้ป่วยเอดส์ ต่อมาจึงมีการรักษาแบบ highly 

active antiretroviral therapy (HAART) คือ ต้องใช้ยา 3 ตัวรวมกันหรือมากกว่านั้น เพ่ือรักษาโรค

แทรกซ้อนที่เกิดจากเชื้อฉวยโอกาสด้วย เช่น เชื้อราและเชื้อวัณโรค อย่างไรก็ตาม การรักษาที่ไม่ค่อยได้ผล 

ส่วนหนึ่งอาจเกิดจากการดูดซึมของยาไม่ดีพอหรืออันตรกิริยาระหว่างยาต่าง ๆ ก็ได้ และมีรายงาน

พบว่าผู้ป่วยติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องปากที่ดื้อต่อยา fluconazole มีระยะเวลาที่เคยได้รับยาต้าน

เชื้อรากลุ่ม azoles มานาน และมีรายงานว่าการติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องปากแบบเป็น ๆ หาย ๆ 

มีความสัมพันธ์กับการรักษาที่ล้มเหลวด้วยยา fluconazole (1) แม้ว่าการดื้อยา fluconazole ของ

เชื้อ C. albicans จะเพ่ิมมากขึ้นแต่การรักษาที่ล้มเหลวอาจเกิดจากสาเหตุอ่ืนได้ เช่น การใช้ยาอย่าง

ไม่สมเหตุสมผล ภาวะภูมิคุ้มกันต่้า และปัญหาการดูดซึมยาไม่เพียงพอ เป็นต้น (42) จากการศึกษา 
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ในผู้ป่วยติดเชื้อเอชไอวี จ้านวน 154 ราย เป็นระยะเวลา 2 เดือน พบว่าผู้ป่วยประมาณครึ่งหนึ่งมีการ

ติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องปาก และ 1 ใน 4 ของผู้ป่วยกลุ่มนี้ได้รับการรักษาด้วยยากลุ่ม azoles  

อยู่ก่อนแล้ว โดยเชื้อ C. albicans เป็นสาเหตุของการติดเชื้ออันดับ 1 ประมาณร้อยละ 83 ของเชื้อ 

ที่แยกได้ทั้งหมด และเชื้อส่วนใหญ่ที่แยกได้จากผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาด้วยยากลุ่ม azoles มาก่อนแล้ว 

เป็นสายพันธุ์ที่ดื้อต่อยา fluconazole อย่างไรก็ตามอาจพบสายพันธุ์ดื้อยา fluconazole ได้ในผู้ป่วย

ที่ไม่เคยได้รับการรักษาด้วยยากลุ่ม azoles มาก่อน ซึ่งอาจได้รับเชื้อสายพันธุ์ดื้อยามาจากผู้ป่วย    

ติดเชื้อแคนดิดาคนอ่ืนผ่านทางสารคัดหลั่งต่าง ๆ ได ้(6) 

จากรายงานของศูนย์ควบคมุและป้องกันโรคแห่งสหรัฐฯ หรือ Centers for Disease Control 

and Prevention (CDC) ระบุว่าเชื้อ Candida spp. ที่สามารถก่อให้เกิดโรคติดเชื้อในมนุษย์มีมากกว่า 

20 ชนิด และชนิดที่พบมากที่สุดคือ C. albicans นอกจากนี้ CDC ยังจัดอันดับ Fluconazole-

resistant Candida spp. อยู่ในภัยคุกคามร้ายแรง ที่เป็นปัญหาส้าคัญและต้องด้าเนินการแก้ไขอย่าง

รวดเร็วเพ่ือป้องกันการลุกลาม เช่นเดียวกับแบคทีเรียดื้อยาชนิดอ่ืน เช่น Multidrug-resistant 

Acinetobacter, Drug-resistant Campylobacter, Extended spectrum β-lactamase producing 

Enterobacteriaceae (ESBLs), Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa, Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ Drug-resistant tuberculosis (14)   

 ในการทดสอบความไวของเชื้อ C. albicans ต่อยาต้านเชื้อราสามารถด้าเนินการได้ตามแนว

ปฏิบัติมาตรฐานของ Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) หรือ European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) เป็นวิธีการวัดอัตราการลดการ

เจริญเติบโตของเชื้อราในหลอดทดลอง เมื่อทดสอบด้วยยาต้านเชื้อราที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน    

ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวหรืออาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง และสามารถแสดงค่าความเข้มข้นต่้าสุดของ

ยาต้านเชื้อราที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้ (minimum inhibition concentration, MIC) 

ซึ่งสะท้อนถึงการออกฤทธิ์ของยาต้านเชื้อรา อย่างไรก็ตาม ผลการทดสอบความไวของ C. albicans 

ต่อยาต้านเชื้อราอาจไม่สอดคล้องกับการตอบสนองทางคลินิกได้ เนื่องจากเป็นการทดสอบการดื้อยา

ในหลอดทดลอง (in vitro resistance) แต่หากพบการดื้อยาในหลอดทดลองก็ท้าให้สามารถ

คาดการณ์ได้ว่าอาจเกิดการดื้อยาในสัตว์ทดลองหรือในร่างกายได้ ( in vivo resistance) หลาย

รายงานการวิจัยได้ท้าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการรักษาทางคลินิกกับผลการทดสอบความไว

ของเชื้อต่อยาและการศึกษาด้านพันธุกรรมของเชื้อ (in vitro) ท้าให้มีรายงานเพิ่มมากข้ึนและสามารถ
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สรุปเกณฑ์การแปลผล (interpretive criteria) ในการทดสอบความไวของเชื้อ Candida spp. ต่อ 

ยาต้านเชื้อราได้ 2 รูปแบบ คือ ค่าจุดตัดทางระบาดวิทยา (epidemiological cutoff, ECOFF) และ  

ค่าจุดตัดความไวของยา (clinical breakpoints, CBP) โดยค่า ECOFF เป็นค่าเกณฑ์ตัดสินผลบวก  

ที่ได้จากตัวแทนประชากรในกลุ่ม wild-type ท้าให้สามารถจ้าแนกสายพันธุ์ non-wild-type ที่อาจ

แสดงกลไกการดื้อยาต้านเชื้อราอย่างจ้าเพาะในหลอดทดลองได้ และค่า CBP เป็นค่าที่ได้จากการ

วิเคราะห์ ปัจจัยทางคลินิกต่าง ๆ ร่วมด้วย ได้แก่ เภสัชจลศาสตร์ของยา กลไกการดื้อยา และการ

ตอบสนองทางคลินิก (75) ท้าให้สามารถจ้าแนกเชื้อสายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาและไวต่อยาได้จากการ

ประเมินค่า MIC ของยาได้ 

นอกจากนี้  เมื่อพิจารณาค่า CBP ตามมาตรฐาน CLSI พบว่าในปี พ.ศ. 2551 CLSI ได้

ก้าหนดค่า CBP ของยา fluconazole ต่อเชื้อ Candida spp. ทุกสปีชีส์ อยู่ที่  8 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ต่อมาในปี พ.ศ. 2555 CLSI ได้ก้าหนดค่า CBP ของยา fluconazole ที่จ้าเพาะต่อ 

Candida spp. แต่ละสปีชีส์ ส้าหรับ C. albicans อยู่ที่ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (15) แสดงให้เห็น

ความส้าคัญของการวินิจฉัยเชื้อ Candida spp. ในระดับสปีชีส์ โดยเฉพาะเชื้อ C. albicans ที่มีการ

ก้าหนดค่า CBP ของยา fluconazole ที่บ่งชี้ว่าเชื้อไวต่อยาลดลง และแสดงถึงแนวโน้มการดื้อยาที่

เพ่ิมมากข้ึนต่อไปในอนาคต  

 

2.9 กลไกการดื้อยาของเชื้อ C. albicans 
การดื้อยาของเชื้อ C. albicans เกิดขึ้นได้จากหลายปัจจัย ทั้งปัจจัยที่เกี่ยวกับเชื้อรา ยาต้าน

เชื้อราและผู้ป่วย ดังกล่าวข้างต้น โดยเฉพาะปัญหาการดื้อยากลุ่ม azoles เช่น ketoconazole, 

itraconazole และ fluconazole ที่ถูกเลือกน้ามาใช้ในการรักษาบ่อยที่สุด การดื้อยาส่งผลโดยตรง

ให้เชื้อมีความรุนแรงในการก่อโรคเพ่ิมขึ้น ท้าให้อาการของโรครุนแรงขึ้น ระยะเวลาในการรักษานานขึ้น 

ตลอดจนไม่สามารถรักษาให้หายได้ด้วยยาปฏิชีวนะเดิม ส้าหรับกลไกการดื้อยากลุ่ม azoles ของเชื้อ 

C. albicans ในปัจจุบันสามารถจ้าแนกได้ 3 ประเภท ได้แก่ 1) การลดความเข้มข้นของยาภายใน

เซลล์ ท้าให้ความเข้มข้นของยาไม่เพียงพอที่จะยับยั้งการเจริญหรือฆ่าเชื้อได้ 2) การเปลี่ยนแปลง

บริเวณที่เป็นเป้าหมายของยา ท้าให้ยาไม่สามารถจดจ้าบริเวณนั้นได้ และ 3) การเปลี่ยนแปลง

กระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ (metabolic bypasses) (ภาพท่ี 14) รายละเอียดดังนี้  
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ภาพที่ 14 กลไกการดื้อยากลุ่ม azoles ของเชื้อ C. albicans (16, 76) 

(1) การลดความเข้มข้นของยาภายในเซลล์ โดยการเพิ่ม ABC และ MFS transporters protein 

(2) การเปลี่ยนแปลงบริเวณที่เป็นเป้าหมายของยา (3) การเพิ่ม Erg11p ที่เป็นเป้าหมายของยา และ  

(4) การเปลี่ยนแปลงกระบวนการเมแทบอลิซึม โดยขัดขวางการสร้าง toxic sterol ภายในเซลล์   

 

2.9.1 การลดความเข้มข้นของยาภายในเซลล์  

 2.9.1.1  ATP-binding cassette (ABC) transporters 

 ATP-binding cassette (ABC) transporters คือกลุ่มโปรตีนบริเวณเยื่อ

หุ้มเซลล์ที่มีหน้าที่ขนส่งสารเข้าและออกจากเซลล์โดยใช้พลังงานแบบปฐมภูมิ (primary active 

transport) คือการขนส่งสารโดยอาศัยพลังงานจากกระบวนการจับยึดเหนี่ยวและการสลาย ATP 

(ATP binding and hydrolysis) โดยตรง โครงสร้างหลักของ ABC transporters ประกอบด้วย     

4 sub-domains ได้ แ ก่  2  transmembrane domains (TMDs) แ ล ะ  2 nucleotide-binding 

domains (NBDs) (ภาพที่ 15) โดย TMDs เป็นโปรตีนที่แทรกอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ มีหน้าที่จับกับ

สารหรือยาและน้าส่งออกนอกเซลล์ ในขณะที่ NBDs จะเป็นโปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์  มีหน้าที่
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สังเคราะห์พลังงานผ่านกระบวนการจับยึดเหนี่ยวและการสลาย ATP และส่งต่อพลังงานไปยัง TMDs 

ซึ่งเป็นกลไกการขนส่งสารผ่านเยื่อหุ้มเซลล์แบบใช้พลังงาน (active transport) และเนื่องจาก NBDs 

ประกอบด้วย ATP-binding site และกรดอะมิโนที่จ้าเพาะในการจับกับ ATP จึงพบว่าโปรตีนในส่วน 

NBDs จะมีล้าดับกรดอะมิโนที่ค่อนข้างจ้าเพาะและเป็นบริเวณอนุรักษ์  (highly conserved amino 

acid motifs) (77-79) ส้าหรับกลไกการท้างานของ ABC transporters เริ่มขึ้นเมื่อมีการจับกัน

ระหว่าง small hydrophobic substrate molecules ที่ต้าแหน่ง NBDs กับบริเวณ high affinity 

site ด้านในของ plasma membrane ท้าให้ substrate ผ่านออกนอกเซลล์ได้ ซึ่งเป็นกระบวนการ

ส้าคัญที่เชื้อดื้อยาหลายชนิดใช้เพ่ือลดความเข้มข้นของยาภายในเซลล์ (78) 

 ABC proteins ที่พบได้บ่อยที่สุดและมีความสัมพันธ์กับการดื้อยาทาง

คลินิกของ C. albicans คือ Cdr1 และ Cdr2 (17-19, 80) จัดเป็น full-size ABC transporters ที่

ประกอบด้วย 2 TMDs และ 2 NBDs ซึ่งแต่ละ TMDs จะประกอบด้วย 6 transmembrane spans 

(TMSs) ต่อกันท้าให้เกิดช่องผ่าน (transport channel) บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (ภาพที่ 15) Cdr1 และ 

Cdr2 เป็น ABC proteins ประเภท pleiotropic drug resistance (PDR) ท้าให้มีการดื้อยามากกว่า

หนึ่งชนิดและมีความจ้าเพาะในการจับกับ substrate ได้กว้าง โดยพบว่า S. cerevisiae ที่มีการ

แสดงออกของโปรตีน  Cdr1 และ Cdr2 จะเกิดการดื้ อต่อยา fluconazole, ketoconazole, 

miconazole, itraconazole, rhodamine 6G, chlorhexidine, cerulenin และสารอ่ืนอีกหลายชนิด  

(78) และพบว่าเชื้อ azole-resistant C. albicans ที่แยกได้ทางคลินิก มีการแสดงออกของโปรตีน 

Cdr1 และ Cdr2 ในระดับสูง (17-19) จากหลายรายงานการศึกษา พบว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับการ

แสดงออกของโปรตีน Cdr1 และ Cdr2 คือ CDR1 และ CDR2 โดยมีหลายรายงานการศึกษาที่แสดงถึง

ความสัมพันธ์ของยีนดังกล่าวกับการเกิด multiple azole resistance (Itraconazole, ketoconazole 

และ fluconazole) เช่น เมื่อใส่พลาสมิดที่มี CDR1 และ CDR2 สูงในเชื้อ S. cerevisiae ที่ delete 

ยีนนี้แล้ว พบว่าเชื้อมีการดื้อยาสูงขึ้น และพบว่าหน้าที่ของ CDR1 และ CDR2 ใน C. albicans คล้ายกับ 

PDR5 ในเชื้อ S. cerevisiae ด้วย (26, 81) 

 นอกจากนี้ยังพบว่ายีน TAC1 ที่ท้าหน้าที่กระตุ้นกระบวนการถอดรหัส 

(transcriptional activators) ของยีน CDR มีบทบาทส้าคัญในกลไกการดื้อยาของเชื้อ C. albicans 

โดย Tac1p เป็น โปรตีนกลุ่ ม  zinc-finger Tac1p จะจับกับ  drug response element (DRE) 

บริเวณที่มีส่วนซ้้าของเบส CGG 2 ครั้ง ต้าแหน่งของยีนนี้อยู่ใกล้กับบริเวณ mating-type-like (MTL) 

locus จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างยีน TAC1 กับการดื้อยาในการทดลอง โดยท้าการกระตุ้น
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เชื้อ non TAC1-C. albicans ด้วย homozygous clinical azole-resistant strain (DSY296) ที่มี 

TAC1 allele พบว่าเชื้อที่ถูกกระตุ้นมีการแสดงออกของ CDR1 และ CDR2 เพ่ิมสูงขึ้น (82) เมื่อ

ศึกษาด้วยวิธี  Microarray และ Northern blot พบว่า TAC1 ท้าให้ เกิด overexpression ของ 

azole-resistant strains โดย upregulate ของ CDR1 และ CDR2 (83) และสามารถควบคุมการ

แสดงออกของยีนอื่นได้อีก เช่น RTA3, IFU5, HSP12 และ PDR16 (82, 84)  
 

 
ภาพที่ 15 โครงสร้างของ ATP-binding cassette (ABC) transporters (85) 

 

 2.9.1.2  Major facilitator superfamily (MFS) transporters 

 Major facilitator superfamily (MFS) transporters คือกลุ่มโปรตีนที่

แทรกอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ มีหน้าที่ขนส่งสารเข้าและออกจากเซลล์โดยใช้พลังงานแบบทุติยภูมิ 

(secondary active transport) คือการขนส่งสารสองชนิดที่อาศัยพลังงานโดยทางอ้อม เป็นพลังงาน

ที่สะสมไว้ในขณะที่สารตัวหนึ่งถูกขนส่งตาม electrochemical gradient ท้าให้เกิดพลังงานขึ้น เพ่ือ

ใช้ขนส่งสารอีกตัวหนึ่งที่ถูกขนส่งต้าน electrochemical gradient เกิดได้ทั้งแบบทิศทางเดียวกัน 

(symporter) และแบบทิศทางตรงกันข้าม (antiporter) โครงสร้างหลักของ MFS transporters 

ประกอบด้วย 12 หรือ 14 TMSs (ภาพที่ 16) จากหลายรายงานการศึกษาพบ MFS transporters 

กว่า 95 ชนิดในเชื้อ C. albicans และสามารถจ้าแนกได้ 4 families ได้แก่ SP (sugar porter), DHA1 

(drug:H+ antiporter 1), DHA2 (drug:H+ antiporter 2) และ ACS (anion:cation symporter) (86) 
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 MFS proteins ที่พบได้บ่อยที่สุดและมีความสัมพันธ์กับการดื้อยาทาง

คลินิกของ C. albicans คือ Mdr1 ที่ประกอบด้วย 12 TMSs ต่อกันท้าให้เกิดช่องผ่านบริเวณเยื่อหุ้ม

เซลล์ (ภาพที่ 16) จัดเป็น MFS transporters กลุ่ม DHA1 ท้าหน้าที่เป็น proton antiporters ช่วย

ขั บ ส ารกลุ่ ม  hydrophobic compounds ออกจาก เซลล์  ได้ แก่  benomyl, methorexate, 

cycloheximide, benztriazoles, 4-nitroquinoline-N-oxide, fluconazole และ sulfometuron methyl 

เป็นต้น (32, 33) จากหลายรายงานการศึกษา พบว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของโปรตีน 

Mdr1 คือ MDR1 และพบว่า azole-resistant C. albicans ที่แยกได้ทางคลินิกมีการแสดงออกของ

โปรตีน Mdr1 ในระดับสูง ซึ่งการแสดงออกของ Mdr1 มีความสัมพันธ์กับความสามารถในการลด

ความเข้มข้นของยาภายในเซลล์ ยิ่งมีการแสดงออกของ Mdr1 มาก เชื้อจะสามารถขับยาออกนอก

เซลล์ได้มากและท้าให้การรักษาไม่ได้ผล  อย่างไรก็ตามมีรายงานว่า MFS multidrug efflux 

transporters มีความสามารถในการจับกับ  substrate ได้ แคบกว่า  ABC multidrug efflux 

transporters (78) และเนื่องจาก Mdr1 มีคุณสมบัติไม่ชอบน้้าน้อยกว่า Cdr1 และมีบริเวณที่จ้าเพาะกับ 

substrate น้อยกว่า Cdr1 ท้าให้สามารถขับยา fluconazole และ ketoconazole ออกจากเซลล์ได้ 

แต่ไม่สามารถขับยา miconazole หรือ itraconazole ออกจากเซลล์ได้ (4, 87) การสร้าง MFS 

multidrug efflux transporters Mdr1 จึงจัดเป็นกลไกการดื้อยา fluconazole ที่ส้าคัญอีกกลไก

หนึ่งของ C. albicans นอกเหนือจากการเปลี่ยนแปลงบริเวณเป้าหมายของยาและการสร้าง ABC 

multidrug efflux transporters Cdr1 และ Cdr2 

 
ภาพที่ 16 โครงสร้างของ Major facilitator superfamily (MFS) transporters (85) 
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 2.9.1.3  Overexpression of ERG11 gene 

 กลไกการดื้อยาในกลุ่มยูคาริโอติกเซลล์ส่วนใหญ่เกิดจากการเพ่ิมการ

แสดงออกของยีนซึ่งจะส่งผลถึงการเพ่ิมการท้างานของโปรตีนด้วย ส้าหรับยากลุ่ม azoles ที่ออกฤทธิ์

โดยการจับกับเอนไซม์  14α-demethylase จึงท้ าให้ เกิดการยับยั้ งกระบวนการสังเคราะห์ 

ergosterol ที่เป็นองค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์เชื้อรา ซึ่งเอนไซม์ดังกล่าวถูกถอดรหัสโดยยีน 

ERG11 ในกรณีนี้เมื่อเชื้อ C. albicans เพ่ิมการแสดงออกของยีน ERG11 มากข้ึนจึงท้าให้เกิดโปรตีน

ที่เป็นเอนไซม์ 14α-demethylase เพ่ิมขึ้นด้วย และจ้าเป็นต้องใช้ยาในปริมาณมากขึ้น เพ่ือให้การ

จับกันระหว่างยากับเอนไซม์มีความสมดุล (17, 18) (ภาพที่ 14) 
 

2.9.2 การเปลี่ยนแปลงบริเวณท่ีเป็นเป้าหมายของยา 

การเปลี่ยนแปลงบริเวณที่เป็นเป้าหมายของยาจัดเป็นกลไกหนึ่งที่ท้าให้เชื้อเกิดการ

ดื้อยากลุ่ม azoles และ echinocandins โดยเฉพาะยาในกลุ่ม azoles บริเวณที่เป็นเป้าหมายของ

ยากลุ่ม azoles คือ เอนไซม์ 14α-demethylase ซึ่งถูกถอดรหัสโดยยีน ERG11 ในกรณีของ C. albicans 

อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสของยีน ERG11 (mutation of ERG11 gene) มีผลให้ล้าดับ

กรดอะมิโนและโครงสร้างของเอนไซม์ 14α-demethylase เปลียนแปลงไปจากเดิม ท้าให้ยาเข้าจับ

กับบริเวณเป้าหมายได้น้อยลงหรือไม่สามารถเข้าจับกับบริเวณเป้าหมายได้ จากหลายรายงานการ 

ศึกษา พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงล้าดับกรดอะมิโนในโครงสร้างได้หลายต้าแหน่ง อย่างไรก็ตาม ผลที่เกิด

จากการเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสของยีน ERG11 อาจส่งผลให้เชื้อเกิดการดื้อยาในระดับแตกต่างกัน 

ขึ้นอยู่กับความจ้าเพาะของโครงสร้างของยาที่สามารถจับกับบริเวณเป้าหมายได้ โดยพบว่าการ

เปลี่ยนแปลงล้าดับเบสของยีน ERG11 ส่งผลให้เชื้อดื้อยา fluconazole ในระดับสูง และดื้อยา 

posaconazole ในระดับต่้า (88, 89) (ภาพที่ 14) 
 

2.9.3 การเปลี่ยนแปลงกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ 

การเปลี่ยนแปลงกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์เป็นกลไกการดื้อยาของเชื้อ   

C. albicans กลไกหนึ่งที่มีรายงานการศึกษาเพ่ิมมากขึ้น เกิดจากการเปลี่ยนแปลงกระบวนการ

สังเคราะห์ ergosterol โดยการยับยั้งการท้างานของยีน ERG3 ที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของ

โปรตีน Erg3p เมื่อยา fluconazole จับกับเอนไซม์ 14α-demethylase จะเกิดการสะสมของ 14-

methylated sterol ที่มีลักษณะรูปร่างและสมบัติทางกายภาพที่แตกต่างกับ ergosterol และ
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โปรตีน Erg3p จะท้าหน้าที่เปลี่ยนสารดังกล่าวไปเป็น toxic sterol ที่เป็นพิษต่อเซลล์ (ภาพที่ 2.14) 

ดังนั้นถ้าเซลล์สูญเสียการท้างานของยีน ERG3 หรือ Erg3p สารที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์จะลดลงและ

เชื้อจะเกิดการดื้อยาเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตามในกระบวนการสังเคราะห์ ergosterol ให้สมบูรณ์ได้นั้น 

ต้องอาศัยยีนหลายชนิดในการท้างาน การยับยั้งการท้างานของยีน ERG3 จึงเป็นเพียงหนึ่งใน

สมมติฐานและพบว่าเชื้อต่างสปีชีส์อาจให้ผลแตกต่างกันได้ (90, 91) 
 

 จากการศึกษาการแสดงออกของยีน  MDR1 และ CDR2 ใน fluconazole-resistant         

C. albicans จ้านวน 40 ไอโซเลท ที่แยกได้จากผู้ป่วยโรคติดเชื้อแคนดิดาบริเวณปากช่องคลอดที่มี

การติดเชื้อแบบซ้้าซาก ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบย้อนกลับ (reverse transcription 

-polymerase chain reaction, RT-PCR) โดยยีน multi-drug resistance (MDR) และยีน candida 

drug resistance (CDR) เป็นยีนหลักที่ท้าให้  C. albicans เกิดการดื้อยา ผลการศึกษาพบว่า 

fluconazole-resistance C. albicans ที่แยกได้มีการแสดงออกของยีน CDR2 จ้านวน 35 ไอโซเลท 

(ร้อยละ 87.5) มีการแสดงออกของยีน MDR1 จ้านวน 32 ไอโซเลท (ร้อยละ 80) และมีการแสดงออก

ทั้งยีน CDR2 และ MDR1 จ้านวน 30 ไอโซเลท (ร้อยละ 75) แสดงให้เห็นถึงอัตราการแสดงออกของ

ยีน CDR2 และ MDR1 ที่สูงกว่าปกติใน fluconazole-resistant C. albicans ซึ่งอาจเป็นสาเหตุ    

ที่ท้าให้การรักษาล้มเหลวและส่งผลให้ผู้ป่วยมีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง ดังนั้นการรักษาด้วยสารธรรมชาติ

หรือสารสังเคราะห์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของยีนดังกล่าว อาจน้าไปสู่ความส้าเร็จในการรักษาโรค

ติดเชื้อแคนดิดาบริเวณช่องคลอด โดยเฉพาะในรายที่มีการติดเชื้อแบบซ้้าซากหรือแบบเรื้อรัง       

ต่อไป (21) 

 ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างแบบแผนความไวต่อยาในกลุ่ม azoles กับการแสดงออก

ของยีน CDR1, CDR2, MDR1 (ถอดรหัสเป็น transporter proteins บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์เชื้อรา) และ

ยีน ERG11 (ถอดรหัสเป็นเอนไซม์ 14α-demethylase บริเวณเป้าหมายของยากลุ่ม azoles) ในเชื้อ 

C. albicans จ้านวน 120 ไอโซเลท ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยติดเชื้อแคนดิดา ประกอบด้วย 

azole-resistance C. albicans จ้ านวน  60 ไอ โซ เลท  และ azole-susceptible C. albicans 

จ้านวน 60 ไอโซเลท ด้วยเทคนิค RT-qPCR พบว่า azole-resistance C. albicans มีการแสดงออก

ของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ

azole-susceptible C. albicans (20) 
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 จากการศึ กษาการแสดงออกของยีน  CDR1, CDR2, MDR1, ERG11 และ  FLU1 ใน 

fluconazole-resistance C. albicans ที่มีการกลายพันธุ์ของยีน ERG11 ที่ต้าแหน่ง G487T และ 

T916C จ้านวนรวม 14 ไอโซเลท ซึ่งแยกได้จากผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องและมีการติดเชื้อ

แคนดิดาแบบฉวยโอกาส ด้วยเทคนิค RT-qPCR โดยยีนดังกล่าวเป็นยีนหลักที่ท้าให้ C. albicans 

เกิดการดื้อยาหลายชนิด ผลการศึกษาพบว่า fluconazole-resistance C. albicans ที่แยกได้ทุก  

ไอโซเลทมีการแสดงออกของยีน CDR1 และ CDR2 สูงขึ้นและบางไอโซเลทมีการแสดงออกของยีน 

MDR1, FLU1 และ ERG11 ระดับสูง เมื่อเทียบกับสายพันธุ์มาตรฐาน แสดงให้เห็นว่าการที่ C. albicans 

มีการแสดงออกของยีน CDR1 และ CDR2 สูงขึ้นกว่าปกติ ประกอบกับมีการกลายพันธุ์ของยีน 

ERG11 อาจเป็นกลไกหลักส้าคัญท่ีท้าให้เกิดการดื้อยา fluconazole และยาชนิดอ่ืน ๆ (22) 

 นอกจากนี้ จากหลายรายงานการศึกษา พบว่าระดับการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, 

MDR1 และ ERG11 มีความสัมพันธ์กับการดื้อยาของเชื้อ C. albicans (18, 23, 24) และยังพิสูจน์ให้

เห็นว่าการเพ่ิมการแสดงออกของยีนที่ถอดรหัสเป็น transporter proteins มีผลให้ C. albicans ดื้อ

ต่อยา fluconazole สูงขึ้นถึงร้อยละ 85 เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ wild type (25) รวมทั้งพบว่า

เมื่อมีการก้าจัดส่วนของยีนที่ถอดรหัสเป็น transporter proteins ดังกล่าว จะสามารถลดระดับการ

ดื้อยาของเชื้อ C. albicans ลงได้ (26) ดังนั้น การคิดค้นสารจากธรรมชาติชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ

ท้างานของยีน CDR1, CDR2, MDR1 ที่ถอดรหัสเป็น transporter proteins บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์และ

ยีน ERG11 ที่ถอดรหัสเป็นเอนไซม์ 14α-demethylase ในกระบวนการสังเคราะห์ ergosterol ของ

เชื้อรา จึงอาจน้าไปสู่ความส้าเร็จในการจัดการปัญหาเชื้อดื้อยาและการรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดา

ต่อไปในอนาคต 

 

2.10 เสม็ดขาว (Cajuput tree) 
 เสม็ดขาว (Cajuput tree) มึชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Melaleuca cajuputi Powell, synonym: 

M. leucadendron Linn., M. leucadendra Linn. var. minor Duthie เป็นพืชสกุลเสม็ดในวงศ์ 

Myrtaceae เช่นเดียวกับยูคาลิปตัส (Eucalyptus globulus Labill.) พืชในวงศ์นี้สามารถพบได้   

ทั่วโลกประมาณ 95 สกุล 3,600 ชนิด กระจายอยู่กว้างขวางในเขตร้อน โดยเฉพาะฝั่งซีกโลกใต้ใน

ทวีปออสเตรเลียและโอเซียเนีย แต่มีเพียงชนิดเดียวที่แพร่กระจายสู่ทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และ

ประเทศอินเดีย คือ เสม็ดขาว ลักษณะทั่วไป ไม้ต้น ไม่ผลัดใบ มีขนาดเล็กถึงขนาดกลางประมาณ   
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5-25 เมตร เรือนยอดแคบ พุ่มทรงสูง เปลือกชั้นในสีน้้าตาลอ่อน เปลือกนอกสีขาวถึงน้้าตาลเทา 

เปลือกเป็นแผ่นบาง เรียงซ้อนกันเป็นปึกหนา ลอกออกได้เป็นแผ่น ใบ ใบเดี่ยว เรียงสลับ แผ่นใบรูป

หอกโค้งเล็กน้อย ขนาดความกว้างประมาณ 1.5-4 เซนติเมตร และยาว 5-10 เซนติเมตร ขอบใบ

เรียบ เนื้อใบหนากรอบ สีเขียวอมเทา ผิวใบเกลี้ยง มีเส้นใบหลัก 5-7 เส้น ออกจากโคนจรดปลายใบ 

ใบอ่อนมีขนคล้ายเส้นไหมปกคลุม ดอก ดอกเป็นช่อเชิงลดคล้ายหางกระรอก ออกตามซอกใบหรือ

ใกล้ปลายกิ่ง ขนาดประมาณ 7.5-15 เซนติเมตร สีขาว มีขนเล็กน้อย มีก้านเกสรเพศผู้ยาวพ้นกลีบ

ดอกเป็นพู่ ผล ผลแห้งแตก รูปถ้วย ขนาดเล็กประมาณ 0.4 เซนติเมตร มีสีน้้าตาลอมเทา ภายในมี

เมล็ดขนาดเล็กอยู่จ้านวนมาก (92-94) ดังภาพที่ 17 

 
ภาพที่ 17 ลักษณะทั่วไปของเสม็ดขาว (92) 

 

 เสม็ดขาวมักขึ้นกระจายพันธุ์รวมกันเป็นกลุ่มใหญ่ในพ้ืนที่ชุ่มน้้าเป็นบริเวณกว้างในภาคใต้

และภาคตะวันออกของประเทศไทย ตามขอบป่าพรุ ป่าชายทะเล และป่าชายเลนที่น้้าท่วมถึงน้อย ใน

ภาคใต้ขึ้นในป่าพรุรวมพ้ืนที่ประมาณ 343,441.33 ไร่ จังหวัดที่พบมากที่สุดคือ จังหวัดนราธิวาส 

พ้ืนที่ประมาณ 137,446.88 ไร่ รองลงมาคือ จังหวัดนครศรีธรรมราช พ้ืนที่ประมาณ 118,412.51 ไร่ 

และยังพบในจังหวัด สงขลา ปัตตานี พัทลุง สุราษฎร์ธานี ตรัง และชุมพร ส่วนในภาคตะวันออกข้ึนใน

ป่าพรุรวมพ้ืนที่ประมาณ 3,578.18 ไร่ (29) เสม็ดขาวสามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาพแวดล้อมที่

หลากหลาย ทั้งดินกรด ดินเค็ม น้้าท่วมขัง และแห้งแล้ง ขยายพันธุ์ได้ง่ายด้วยการเพาะเมล็ด สามารถ

ปลูกในที่น้้าท่วมไม่ถึง พ้ืนที่พรุเสื่อมโทรม หรือพ้ืนที่ที่มีน้้าขังได้ โดยไม่จ้าเป็นต้องท้าโคก ซึ่งสภาพ

พ้ืนที่ที่ไม้เสม็ดขาวสามารถเจริญเติบโตได้ดีเหล่านี้ส่วนใหญ่เป็นพ้ืนที่รกร้างว่างเปล่าที่ พืชเกษตรและ
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ไม้ป่าชนิดอ่ืนเจริญเติบโตได้ไม่ดีหรือให้ผลผลิตที่ไม่คุ้มค่า ในอดีตชาวบ้านไม่นิยมน้าเสม็ดขาวมาใช้

ประโยชน์ แต่ปัจจุบันพบว่าหลายหน่วยงานในหลายพ้ืนที่ของกรมป่าไม้ ได้เริ่มท้าการศึกษา และวิจัย 

เกี่ยวกับไม้เสม็ดขาวเพ่ิมมากข้ึน ประกอบกับการน้อมน้าพระราชด้าริของสมเด็จพระกนิษฐาธิราชเจ้า 

กรมสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ที่ว่า “ไม้เสม็ด คนอื่นเขามองว่าเป็นไม้เส็งเคร็ง 

แต่ข้อเท็จจริง เป็นไม้ที่มีประโยชน์มาก หากท้าดี ๆ จะเป็นการเพ่ิมมูลค่า สร้างงาน สร้างรายได้ ใน

ราษฎรได้มาก” ตลอดจนมีการถ่ายทอดองค์ความรู้และบริการวิชาการแก่คนในชุมชน ให้ได้ตระหนัก

ถึงความส้าคัญของป่าเสม็ดขาวที่มีอยู่ในท้องถิ่นของตนมาใช้ให้เกิดประโยชน์อย่างคุ้มค่าและยั่งยืน  

รวมทั้งการพัฒนาเป็นพื้นที่สวนป่าเศรษฐกิจต่อไป (29, 94) 

 การใช้ประโยชน์ส่วนใหญ่เป็นการใช้ประโยชน์จากเนื้อไม้ เนื่องจากเนื้อไม้เสม็ดขาวมีความ

คงทนต่อสภาพเปียกชื้นและน้้าเค็มได้ดี จึงสามารถน้ามาใช้ท้าเสาเข็ม สร้างบ้าน ท้าเฟอร์นิเจอร์  รั้ว 

และถ่าน ส่วนเปลือกต้นใช้มุงหลังคาหรือห่อก้อนไต้ส้าหรับใช้จุดไฟ ใบน้ามาต้มดื่มแทนน้้าชาหรือ

น้ามาใช้เป็นอาหารสัตว์ ใบ ดอกและยอดอ่อนมีรสเผ็ดใช้รับประทานเป็นผักจิ้มกับน้้าพริก และใบสด

น้ามากลั่นน้้ามันหอมระเหยได้ มีกลิ่นคล้ายการบูร เรียกว่า น้้ามันเสม็ดหรือน้้ามันเขียว (Cajuput oil) 

มีคุณสมบัติทางยาคล้ายน้้ามันยูคาลิปตัส นิยมใช้ในการรักษาโรคแบบพ้ืนบ้าน แก้อาการปวดเมื่อย  

ไขข้ออักเสบ ปวดศรีษะ ปวดฟัน รักษาโรคผิวหนัง สิว ฆ่าเชื้อโรค ฆ่าแมลง หรือใช้ภายในเป็นยา

กระตุ้นขับลม แก้จุกเสียด ท้องอืด ขับเสมหะ และขับพยาธิ เป็นต้น และน้าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ที่

มีมูลค่าเพ่ิมได้อีกหลายอย่าง เช่น สบู่เหลวล้างหน้า สเปรย์ไล่ยุง ฆ่าปลวก ป้องกันทาก ธูปกันยุง และ

แชมพูสุนัข เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบว่าในประเทศเวียดนามจะใช้ป่าเสม็ดเป็นที่กักเก็บน้้า เพ่ือช่วย

ปรับปรุงคุณภาพน้้าที่เป็นกรดให้มีความเป็นกรดลดลงก่อนน้าไปใช้ปลูกข้าว (29, 30) 

 น้้ามันหอมระเหย เป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติขั้นทุติยภูมิที่ พืชสร้างขึ้นด้วยองค์ประกอบ

ทางพฤกษเคมีที่หลากหลาย ซึ่งส่วนใหญ่มีกระบวนการชีวสังเคราะห์มาจากหน่วยไอโซพรีน 

(isoprene unit) 2-3 หน่วย เกิดเป็นสารกลุ่มโมโนเทอร์พีน (monoterpene) เซสควิเทอร์พีน 

(sesquiterpene) และสังเคราะห์มาจากกรดชิคิมมิคเกิดเป็นสารกลุ่มฟีนิลโปรเพน (phenyl-

propane) โดยพืชแต่ละสายพันธุ์จะประกอบด้วยชนิดและปริมาณขององค์ประกอบทางพฤกษเคมี   

ที่แตกต่างกัน ซึ่งส่งผลให้พืชแต่ละสายพันธุ์มีคุณสมบัติทางชีวภาพและมีกลิ่นที่เฉพาะตัว เช่น กุหลาบ 

กระดังงา ยูคาลิปตัส และลาเวนเดอ เป็นต้น พืชแต่ละสายพันธุ์จะสร้างและสะสมสารหอมระเหย

เหล่านี้ไว้ในเซลล์พิเศษ ต่อมหรือท่อ ภายในส่วนใดส่วนหนึ่งของพืชแตกต่างกันออกไป เช่น ต่อมบน

ผิวใบ เปลือก ดอก เปลือกผลไม้ และเมล็ด เป็นต้น จากการศึกษาพบว่ามีการน้าน้้ามันหอมระเหยมา
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ใช้ประโยชน์ด้านการบ้าบัดรักษาทางสุคนธบ้าบัดหรือการดูแลสุขภาพแบบองค์รวมมาอย่างยาวนาน 

ทั้งการใช้ในการป้องกันและรักษาการติดเชื้อ การยับยั้งและฆ่าเชื้อ การฟ้ืนฟูสภาพผิวหนัง ต้านการ

อักเสบ ต้านไวรัส การท้าความสะอาดแผล การกระตุ้นหรือช่วยผ่อนคลาย และช่วยท้าให้สดชื่นหรือ

ท้าให้สงบมีสมาธิ ซึ่งปัจจุบันมีวิธีการพิสูจน์สรรพคุณของน้้ามันหอมระเหยและสร้างความเชื่อมั่น  

ตามหลักการแพทย์แผนปัจจุบันมากมาย ท้าให้เกิดการยอมรับและใช้ประโยชน์จากน้้ามันหอมระเหย

อย่างแพร่หลายในรูปแบบที่ต่างกัน เช่น ผลิตภัณฑ์ส้าหรับการนวด สูดดม หรือสปา ผลิตภัณฑ์

เครื่องส้าอางและความงาม และใช้ในอุตสาหกรรมยา เป็นต้น (95) 

 จากหลายรายงานการศึกษาพบว่าพืชในสกุลเสม็ด (Melaleuca spp.) หลายชนิด เมื่อน้า

ส่วนของใบ (leaves) กิ่งอ่อน (twigs) หรือกิ่งใหญ่ที่แตกจากล้าต้น (branches) มากลั่นด้วยน้้าหรือ

ไอน้้าจะให้น้้ามันหอมระเหยที่ประกอบด้วยชนิดและปริมาณของสารพฤกษเคมีแตกต่างกันขึ้นอยู่กับ

สายพันธุ์ และแหล่งที่ปลูก เช่น น้้ามันทีทรี (tea tree oil) จากสายพันธุ์ M. alternifolia ในประเทศ

ออสเตรเลียมีองค์ประกอบหลักส้าคัญคือ terpinen-4-ol และน้้ ามัน niaouli จากสายพันธุ์           

M. quinquenervia ในประเทศออสเตรเลีย มีองค์ประกอบหลักเป็น nerolidol และ 1,8-cineole 

ส่วนน้้ามันเสม็ด (cajuput oil) จากใบและกิ่งอ่อนของสายพันธุ์ M. cujuputi ที่พบและมีจ้าหน่ายใน

ประเทศมาเลเซีย จะมีองค์ประกอบหลักเป็น alpha-pinene, myrcene, limonene และ 1,8-

cineole เป็ นต้น  (96) โดยพบว่าน้้ ามันหอมระเหยจากพืชในสกุล  Melaleuca spp. จะมี

องค์ประกอบหลักส้าคัญได้หลายชนิด เช่น alpha-pinene, myrcene, limonene, 1,8-cineole, 

cymene, terpinen-4-ol และ terpineol เป็นต้น และน้้ามันเสม็ดที่มีมูลค่าทางการตลาดสูงจะต้อง

ประกอบด้วยสาร terpinen-4-ol อยู่ระหว่างร้อยละ 35-48 และ 1,8-cineole ไม่เกินร้อยละ 10 

ตามมาตรฐานสากล International Organization for Standardization หรือ ISO 4730:2017 

(97) อย่างไรก็ตาม น้้ามันเสม็ดที่มีปริมาณสารดังกล่าวน้อยหรือไม่มีเลย อาจประกอบด้วยสาร  

พฤกษเคมีชนิดอ่ืนที่มีคุณสมบัติทางชีวภาพที่ต่างออกไปได้ 

 นอกจากนี้ จากการศึกษา tea tree oil จากใบ กิ่งอ่อน และกิ่งใหญ่ที่แตกจากล้าต้นของพืช

สายพันธุ์ M. alternifolia ในประเทศไต้หวัน พบว่าน้้ามันหอมระเหยที่กลั่นได้จากส่วนของพืชที่

แตกต่างกัน จะประกอบด้วยสารพฤกษเคมีชนิดเดียวกัน แต่ปริมาณผลผลิตของน้้ามันหอมระเหยที่ได้

จะแตกต่างกัน โดยใบพืชจะให้ผลผลิตมากที่สุด รองลงมาคือกิ่งอ่อน และกิ่งใหญ่ที่แตกจากล้าต้น 

ตามล้าดับ อันเป็นผลมาจากใบพืชประกอบด้วยต่อมผลิตน้้ามันบนผิวใบจ้านวนมาก จึงให้ผลผลิต

น้้ามันหอมระเหยมากที่สุด (98) 
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 จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวที่เก็บจากพ้ืนที่ป่าพรุในจังหวัด

นราธิวาส ประเทศไทย ด้วยเทคนิค Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) พบว่า

องค์ประกอบที่พบมากท่ีสุดคือ terpinolene (ร้อยละ 24.74) และรองลงมาคือ gamma-terpinene 

(ร้อยละ 22.84) ซึ่งอาจไม่ใช่สารที่มีมูลค่าสูงทางการตลาด เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมีของน้้ามัน

เสม็ดขาวจะมีความผันแปรขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมที่เจริญเติบโต (99) แต่องค์ประกอบหลายชนิด

ของน้้ามันเสม็ดที่สกัดได้ในการทดลองนี้ มีฤทธิ์ไล่หรือฆ่าแมลง เช่น มด ยุง ปลวก และเพลี้ยได้ดี และ

มีรายงานว่าสามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดได้ดีด้วย นอกจากนี้จากการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา

ท้าลายไม้ร่วมกับกลุ่มสารป้องกันรักษาเนื้อไม้ พบว่าน้้ามันเสม็ดที่ได้ออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อราท้าลายไม้ได้ดี 

(31, 32) และจากการศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของน้้ามันเสม็ดขาวในประเทศอินเดีย พบว่ามีฤทธิ์ยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิดที่แยกได้ทางคลินิก ได้แก่ Acinetobacter spp., 

Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa แ ล ะ 

Aspergillus niger (33) จึงมีความเป็นไปได้ที่จะศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของน้้ามันเสม็ดขาวจาก    

สายพันธุ์ M. cajuputi Powell ในภาคตะวันออกของประเทศไทย เพ่ือโอกาสในการพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์พ้ืนบ้านและเพ่ือให้การใช้ประโยชน์ป่าเสม็ดขาวเป็นไปอย่างคุ้มค่าและยั่งยืนต่อไป  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการด าเนินงานวิจัย 

 

3.1 เครื่องมือ อุปกรณ์ อาหารเลี้ยงเชื้อ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

รายการ บริษัทผู้ผลิต ประเทศผู้ผลิต 
เครื่องมือ   

1. ตู้ชีวนิรภัย ระดับ 2 (biological safety cabinet 
Class II) รุ่น LabGard® ES model NU-543E 
และรุ่น LabGard® ES model NU-440-400E 

NuAire, Inc. สหรัฐอเมริกา 

2. ตู้บ่มเชื้อ/ตู้บ่มเพาะเชื้อ (incubator)  
รุ่น Memmert BM400 

Memmert เยอรมนี 

3. เครื่องชั่งน้้าหนักดิจิตอล ทศนิยม 2 ต้าแหน่ง  
(analytical balance) รุ่น PB602 

METTLER 
TOLEDO 

สหรัฐอเมริกา 

4. เครื่องชั่งน้้าหนักดิจิตอล ทศนิยม 4 ต้าแหน่ง  
รุ่น METTLER AT200 

METTLER 
TOLEDO 

สหรัฐอเมริกา 

5. อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  
รุ่น GFL 1083 

Gesellschaft für 
Labortechnik mbH 

เยอรมนี 

6. เครื่องให้ความร้อนหลอดทดลอง (heating block) 
รุ่น SHT 1D 

Stuart Scientific อังกฤษ 

7. เครื่องเขย่าสารแบบสั่น (vortex mixer)  
รุ่น Vortex-Genie 2 model. G560E 

Scientific 
Industries, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

8. เครื่องเขย่าสารแบบสั่น (vortex mixer)  
รุ่น IKA® MS1 Minishaker 

IKA Works, Inc. เยอรมนี 

9. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ 
(refrigerated centrifuge) รุ่น 5424 R 

Eppendorf AG เยอรมนี 

10. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนขนาดเล็ก (mini 
centrifuge) รุ่น TT-6000 Mini-Centrifuge 

Hercuvan Lab 
Systems 

มาเลเซีย 

11. เครื่องวัดการดูดกลืนแสงชนิดนาโน (NanoDrop 
Micro-UV/Vis Spectrophotometer)  
รุ่น NanoDrop OneC 

Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 
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รายการ บริษัทผู้ผลิต ประเทศผู้ผลิต 

12. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง 
(thermal cycler) รุ่น Mastercycler® nexus 

Eppendorf AG เยอรมนี 

13. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาวะจริง  
(real-time PCR) รุ่น CFX96 Touch™ 

BIO-RAD 
Laboratories Inc 

สหรัฐอเมริกา 

14. เครื่องจ่ายไฟฟ้ากระแสตรง (DC power supply)  
รุ่น ENDURO™ 300V Power Supplies 

Labnet Inter-
national, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

15. ชุดรันเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (gel electrophoresis 
set) รุ่น ViPro Horizontal Unit APHU00 

Vivantis 
Technologies 

มาเลเซีย 

16. ถังรันเจลอิเล็กโทรโฟริซิสขนาดเล็ก (electro-
phoresis chamber) รุ่น MINI SUBTM DNA CELL 

BIO-RAD 
Laboratories Inc 

สหรัฐอเมริกา 

17. เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (gel 
documentation) รุ่น Omega Fluor™ Plus 

Gel Company, 
Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

18. เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter)  
รุ่น 913 pH Meter 

Metrohm AG สวิตเซอร์แลนด์ 

19. เตาอบไมโครเวฟ (microwave oven)  
รุ่น R-220 และรุ่น R-219 

SHARP ญี่ปุ่น 

20. ตู้เย็นไฟฟ้า (refrigerator)  
รุ่น R-Z190S 

HITACHI ญี่ปุ่น 

21. ตู้เย็นไฟฟ้า  
รุ่น GR-B171Z 

TOSHIBA ญี่ปุ่น 

22. ตู้เย็นแช่แข็งไฟฟ้า (freezer) รุ่น MF-U14E-W MITSUBISHI 
ELECTRIC 

ญี่ปุ่น 

23. ตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Shaker 
Incubator) รุ่น New Brunswick INNOVA  
4300 Series 

New Brunswick 
Scientific 

สหรัฐ 

24. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อไอน้้าความดันสูง (autoclave) 
รุ่น WiseClave® WAC-60 

Daihan Scientific เกาหลีใต้ 

25. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อไอน้้าความดันสูง 
รุ่น TOMY SS-325 

Tomy Seiko 
 

ญี่ปุ่น 
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รายการ บริษัทผู้ผลิต ประเทศผู้ผลิต 
อุปกรณ์   
1. เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติชนิดปรับปริมาตร 

(autopipette) ขนาด 0.1-2, 0.5-10, 2-20,  
20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร 

METTLER 
TOLEDO 
Rainin™ 

สหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องควบคุมการดูดจ่ายสารละลาย (pipette aid) 
รุ่น S1 Pipette Filler 

Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

3. ปิเปตพลาสติกปราศจากเชื้อ (sterile-disposable 
serological pipette) ขนาด 10 และ 25 มิลลิลิตร 

Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

4. จานเพาะเลี้ยงเชื้อพลาสติก (plastic petri dish)  
ขนาด 90 x 15 มิลลิเมตร 

Bibby Sterilin 
Ltd. 

สหราชอาณาจักร 

5. ไมโครไทเทอร์เพลท (96-well polystyrene 
round bottom microtiter plates) 

Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

6. หลอดไมโครเซนติฟิวก์ (microcentrifuge tube) 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

Axygen Inc. สหรัฐอเมริกา 

7. หลอดไมโครเซนติฟิวก์ (PCR tube, flat cap) 
ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

KIRGEN 
Bioscience Inc. 

สาธารณรัฐ
ประชาชนจีน 

8. ไมโครปิเปตทิป (micropipette tip) 
ขนาด 10, 100, 1000 ไมโครลิตร 

METTLER 
TOLEDO 

สหรัฐอเมริกา 

9. พาราฟิล์มแบบม้วน (Parafilm) ขนาดกว้าง 4 นิ้ว  
ยาว 125 ฟุต 

Parafilm® M สหรัฐอเมริกา 

10. หลอดทดลองฝาเกลียว (test tube screw cap) 
ขนาด 16x150 มิลลิเมตร 

Pyrex®  
Corning Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

11. หลอดทดลอง พร้อมฝาปิด (test tube)  
ขนาด 16x150 มิลลิเมตร 

Pyrex®  
Corning Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

12. หลอดทดลอง ขนาด 12x75 มิลลิเมตร Pyrex®  
Corning Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

13. หลอดทดลองฝาเกลียว ก้นแบน (test tube screw 
cap, flat bottom) ขนาด 25x50 มิลลิเมตร 

Pyrex®  
Corning Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

14. กระดาษตาปลา ส้าหรับชุบสารปฏิชีวนะ 
(antibiotic assay discs) ขนาด 6 มิลลิเมตร 

Whatman® สหราชอาณาจักร 
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รายการ บริษัทผู้ผลิต ประเทศผู้ผลิต 

15. ไม้พันส้าลีปราศจากเชื้อ ความยาว 6 นิ้ว 
(sterile cotton swab) 

Qcare ไทย 

16. ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask)  
ขนาด 100 มิลลิลิตร 

DURAN® 
SCHOTT AG 

เยอรมนี 

17. ขวดแก้วฝาเกลียว (laboratory bottle screw 
cap) ขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 

DURAN® 
SCHOTT AG 

เยอรมนี 

18. กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 100, 250 และ  
500 มิลลิลิตร 

Kartell S.p.A. 
-LABWARE 

อิตาลี 

อาหารเลี้ยงเชื้อ   

1. อาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) HiMedia 
Laboratories 

อินเดีย 

2. อาหาร Sabouraud dextrose broth (SDB) Difco™ สหรัฐอเมริกา 

3. อาหาร Brilliance™ Candida agar (BCA) Oxiods สหรัฐอเมริกา 
4. อาหาร RPMI 1640 Medium, Powder Gibco® แคลิฟอร์เนีย 

5. อาหาร Mueller-Hinton agar (MHA) Difco™ สหรัฐอเมริกา 
ยาและสารเคมี   

1. ดิสก์ยาฟลูโคนาโซล (fluconazole discs) 
ขนาด 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

HiMedia 
Laboratories 

อินเดีย 

2. ยาฟลูโคนาโซลชนิดผง (fluconazole 98.0%) TCI America™ สหรัฐอเมริกา 

3. สารละลายกลีเซอรอล (glycerol)  
AnalaR NORMAPUR® ACS 

VWR 
International 

สหรัฐอเมริกา 

4. แบเรียมคลอไรด์ (barium chloride) Univar Solutions สหรัฐอเมริกา 

5. กรดซัลฟิวริก (sulfuric acid) Merck KGaA เยอรมนี 
6. Tris base (Trizma® base) Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

7. Boric acid for electrophoresis Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
8. Ethylenediaminetetraacetic acid  

disodium salt (EDTA) 
Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

9. Lysis buffer Invitrogen™ PureLink™  
(Tris-HCl, EDTA and SDS) 

Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 
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รายการ บริษัทผู้ผลิต ประเทศผู้ผลิต 
10. TE buffer Invitrogen™ PureLink™  

(Tris-EDTA buffer) 
Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

11. สารละลาย RNase A Invitrogen™ Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

12. โซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride) Univar Solutions สหรัฐอเมริกา 
13. สารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl 

Alcohol (25:24:1) pH 8.0 
Research 
Organics, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

14. สารละลายเอทานอล (ethanol)  
absolute for analysis 

Merck KGaA เยอรมนี 

15. 5X FIREPol® Master Mix 
(FIREPol® DNA polymerase, 5x Reaction 
Buffer B, 12.5 mM MgCl2, 1 mM dNTPs) 

Solis BioDyne สาธารณรัฐ
เอสโตเนีย 

16. อะกาโรส (LE Agarose for gel electrophoresis) QP Products สหรัฐอเมริกา 
17. สีย้อมสารพันธุกรรม Safe-Green™  

(6X loading dye) 
Applied 
Biological 
Materials Inc. 

แคนาดา 

18. ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) Solis BioDyne สาธารณรัฐ
เอสโตเนีย 

19. 3-Morpholinopropanesulfonic Acid  
(MOPS for buffer solutions)  

AppliChem 
GmbH 

เยอรมนี 

20. D (+)-Glucose monohydrate Merck KGaA เยอรมนี 
21. สารละลาย Dimethyl sulfoxide (DMSO) Merck KGaA เยอรมนี 
22. Methylene blue for microscopy Certistain® Merck KGaA เยอรมนี 
23. TRIsure™ reagent Bioline USA Inc. สหรัฐอเมริกา 
24. คลอโรฟอร์ม (chloroform) Merck KGaA เยอรมนี 
25. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) Merck KGaA เยอรมนี 
26. One-Step BrightGreen qRT-PCR kit 

- BrightGreen qPCR MasterMix-Low ROX (2X) 
- qRT-PCR Enzyme Mix (50X) 
- Nuclease-free H2O 

Applied 
Biological 
Materials Inc. 

แคนาดา 
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3.2 เชื้อทดสอบท่ีใช้ในการวิจัย 
3.2.1 แหล่งที่มาและการเก็บรักษาเชื้อทดสอบ 

  (1) เชื้อทดสอบที่ใช้ในการศึกษานี้ ประกอบด้วยเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 
จ้านวน 28 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 ได้รับความอนุเคราะห์
จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
  (2) น้าเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans สายพันธุ์คลินิกและ C. albicans ATCC 90028
มาเพาะเลี้ยงลงบนจานอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   
 (3) เตรียม working stock โดยถ่ายโอนเชื้อทดสอบจากข้อ 3.2.1 (2) เพาะเลี้ยงใน
หลอดอาหาร SDA slant แล้วน้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง
หลังจากเชื้อเจริญน้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
  (4) เตรียม permanent stock culture โดยถ่ายโอนเชื้อทดสอบจากข้อ 3.2.1 (2) 
เพาะเลี้ยงลงในหลอดอาหาร Sabouraud dextrose broth (SDB) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใช้ปิเปตถ่ายเชื้อปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโคร-
เซ็นตริฟิวก์ปราศจากเชื้อ เติมสารละลายกลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมให้
อยู่ในรูปของเซลล์แขวนลอย น้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 

3.2.2 การเตรียมกล้าเชื้อเพื่อใช้ในการศึกษา 
 (1) ถ่ายโอนเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และ 
C. albicans ATCC 90028 จาก working stock ลงบนจานอาหาร SDA แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ  
35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 (2) เขี่ยเชื้อทดสอบจากจานอาหาร SDA ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ปราศจากเชื้อ 
0.85 เปอร์เซ็นต์ ปรับความขุ่นให้เท่ากับความขุ่นของสารมาตรฐาน 0.5 McFarland จะได้ปริมาณ
เชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
 (3) ตรวจสอบขนาดของกล้าเชื้อ (inoculum size) ด้วยวิธีการ drop plate โดยน้า
แขวนลอยกล้าเชื้อที่ปรับความขุ่นแล้ว มาเจือจางแบบ ten-fold dilution ให้ได้ระดับการเจือจาง
ตั้งแต่ 10-1-10-4 ท้าการตรวจสอบปริมาณเซลล์ของกล้าเชื้อจากระดับความเจือจาง 10-2-10-4 โดย   
ปิเปตแขวนลอยกล้าเชื้อจากแต่ละระดับความเจือจาง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหาร 
SDA (ท้าซ้้าระดับความเจือจางละ 3 ครั้ง) แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง เพ่ือตรวจนับจ้านวนโคโลนีที่เจริญบนผิวหน้าอาหารและค้านวณปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้น 
(ภาคผนวก ง) 
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3.3 วิธีการวิจัย  
3.3.1 การเตรียมน้ ามันเสม็ดขาวโดยวิธีการกลั่นด้วยน้ า (hydro-distillation)  

 (1) การเก็บตัวอย่างพืช (harvesting) โดยลงพ้ืนที่เก็บเสม็ดขาว เฉพาะส่วนใบ (leaves) 

และกิ่งอ่อน (twigs) ในพื้นที่ป่าชุมชน ต้าบลท่าช้าง อ้าเภอเมืองจันทบุรี จังหวัดจันทบุรี (พ้ืนที่บริจาค

ให้มูลนิธิชัยพัฒนา) โดยได้รับความอนุเคราะห์การขออนุญาตเก็บตัวอย่างพืชการน้าทางเข้าพ้ืนที่ และ

การเก็บตัวอย่างพืช จากโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุร ี

 (2) การตรวจสอบเอกลักษณ์และยืนยันชนิดของพืช (identification) โดยตรวจสอบ

เอกลักษณ์และยืนยันชนิดของตัวอย่างเสม็ดขาวที่เก็บได้ จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของใบ โดย

ได้รับความอนุเคราะห์ตรวจสอบเอกลักษณ์และยืนยันชนิดของพืช จากโครงการพัฒนาป่าไม้ ศูนย์

รักษาการพัฒนาอา่วคุ้งกระเบนอันเนื่องมาจากพระราชด้าริ จังหวัดจันทบุรี กรมป่าไม้ 

 (3) การกลั่นน้้ามันหอมระเหย (distillation) โดยน้าใบและกิ่งอ่อนของต้นเสม็ดขาวที่

เก็บได้มาผึ่งในที่ร่มข้ามคืน และชั่งบันทึกน้้าหนัก จากนั้นน้าชิ้นส่วนดังกล่าวใส่ลงในหม้อกลั่น แล้ว

เติมน้้าให้ท่วมตัวอย่าง แต่ไม่เกิน 3 ใน 4 ของความจุหม้อกลั่น ปิดฝาหม้อกลั่นให้แน่นสนิท ต่อท่อ

ระบบน้้าหล่อเย็นในส่วนท่อควบแน่น และต้มน้้าในหม้อกลั่น โดยใช้แก๊สให้ความร้อนปานกลาง 

อุณหภูมิประมาณ 65-70 องศาเซลเซียส แล้วเปิดสวิตซ์ควบคุมระบบน้้าหล่อเย็น น้้ามันหอมระเหย

จากพืชจะระเหยไปพร้อมกับไอน้้า แล้วกลั่นตัวพร้อมกับหยดน้้าลงในภาชนะรองรับ เกิดการแยกชั้น

จนสามารถแยกน้้ามันออกมาได้ สังเกตปริมาณน้้ามันหอมระเหยที่เพ่ิมขึ้นในภาชนะรองรับอย่าง

สม่้าเสมอ ท้าการกลั่นเป็นเวลา 2-3 วัน หรือจนกว่าปริมาตรน้้ามันหอมระเหยไม่เพ่ิมขึ้น และปิด

เครื่องกลั่น (95) โดยได้รับความอนุเคราะห์เครื่องกลั่นขนาดใหญ่ระดับชุมชน  และการควบคุมการ

กลั่นจากคุณค้ารณ เลียดประถม นักวิชาการป่าไม้ช้านาญการ หัวหน้ากลุ่มวิจัยและพัฒนาการป่าไม้ 

ส้านักจัดการทรัพยากรป่าไม้ กรมป่าไม้ 

 (4) การค้านวณหาร้อยละของผลผลิตที่ได้ (% yield) โดยบันทึกน้้าหนักน้้ามันเสม็ดขาว

ที่ได้ และค้านวณหาปริมาณของน้้ามันเสม็ดขาว ตามสูตรดังนี้ 

 
 

 

 (5) การเก็บรักษาน้้ามันหอมระเหย (storage) โดยเก็บรักษาน้้ามันเสม็ดขาวไว้ในที่มืด 

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 

% yield   = น้้าหนักของน้้ามันหอมระเหยที่ได้ (กรมั) x 100 
    น้้าหนักของพืชตัวอย่าง (กรัม) 
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3.3.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางพฤกษเคมี (chemical composition) ของน้ ามัน
เสม็ดขาวโดยวิธี Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 

 วิเคราะห์องค์ประกอบทางพฤกษเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวด้วยเครื่อง  HP-5989 MS 
Engine (HewlettPackard) ณ ศูนย์ปฏิบัติการวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
หลักการท้างานของเครื่องประกอบด้วย 2 ส่วน คือ 1) ส่วนของเครื่อง GC ท้าหน้าที่ในการแยก
องค์ประกอบของสารที่สามารถระเหยกลายเป็นไอได้เมื่อถูกความร้อน อาศัยหลักของความสามารถใน
การละลายที่แตกต่างกันขององค์ประกอบในตัวอย่างที่มีต่อเฟสนิ่ง (stationary phase) และเฟส
เคลื่อนที่ (mobile phase) และ 2) ส่วนของเครื่อง MS ท้าหน้าที่เป็น detector ในการตรวจวัด
องค์ประกอบที่มีอยู่ในสารตัวอย่าง อาศัยกลไกคือ โมเลกุลขององค์ประกอบที่ถูกแยกออกมาจากสาร
ตัวอย่างโดยเครื่อง GC จะถูกไอออไนซ์ในสภาวะสุญญากาศ แล้วตรวจวัดออกมาเป็นเลขมวลเทียบกับ
ฐานข้อมูลอ้างอิง (library) จากนั้นแปลผลออกมาเป็นโครมาโตแกรมและชื่อขององค์ประกอบ โดยมี
การตั้งค่าการท้างานและสภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์น้้ามันเสม็ดขาว ดังนี้ 

(1) ชนิด Capillary Column คือ HP-5MS (ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25 มิลลิเมตร 
ความยาว 30 เมตร ฟิล์มหนา 0.25 ไมโครเมตร) เฟสนิ่ง คือ (5%-phenyl)-methylpolysiloxane 
และเฟสเคลื่อนที่ คือ ก๊าซฮีเลียม อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที และมีอัตราส่วนปริมาณสาร
ตัวอย่างที่ระบายออกต่อปริมาณสารตัวอย่างที่ฉีดเข้าคอลัมน์ (split ratio) เท่ากับ 40:1 

(2) อุณหภูมิของส่วนฉีดสาร เท่ากับ 280 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิของเครื่อง
ตรวจวัดสัญญาณ เท่ากับ 260 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิของ Column เริ่มต้นจาก 40 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที แล้วเพ่ิมขึ้นในอัตรา 4 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 200 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิขึ้นในอัตรา 20 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 
280 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที 

(3) วิธีการท้าให้สารแตกตัวเป็นไอออน (mass ionization) ชนิด Electron Impact (EI) 
ที่ปล่อยอิเล็กตรอนออกมาด้วยพลังงานที่คงที่ประมาณ 70 อิเล็กตรอนโวลต์ (eV) และมีช่วงมวลใน
การวิเคราะห์ข้อมูล (mass range) คือ 30-500 หน่วยมวลอะตอม (atomic mass unit, amu) 
 

3.3.3 การตรวจสอบยืนยันชนิดของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก โดยเทคนิคทาง
จุลชีววิทยาและอณูชีววิทยา 

 (1) ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic morphology) 
ของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และ C. albicans ATCC 90028 ได้แก่ 
รูปร่าง ลักษณะการเรียงตัวของเซลล์  การแตกหน่อ (budding) และการสร้างสายราเทียม 
(pseudohyphae)  
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 (2) ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่า (macroscopic morphology) 

ของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และ C. albicans ATCC 90028 บน

อาหาร SDA และอาหาร Candida Chromogenic agar ได้แก่ ลักษณะและสีโคโลนี 

 (3) ตรวจสอบยืนยันชนิดของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท 

และ C. albicans ATCC 90028 โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ เมอเรส (Polymerase chain 

reaction, PCR) 

  (3.1) สกัดดี เอ็น เอจากเชื้ อทดสอบ  โดยวิธี ฟีนอล -คลอโรฟอร์ม  (phenol-

chloroform) ตามรายงานการศึกษาของ Moore D. และ Dowhan D. (100)  

   (ก) เตรียมเชื้อส้าหรับทดสอบ โดยถ่ายโอนเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans 

สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และ C. albicans ATCC 90028 จาก working stock ลงใน

ขวดอาหาร SDB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 240 รอบต่อนาที  

   (ข) ปิเปตน้้าเลี้ยงเชื้อจากขวดอาหาร SDB ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ น้าไปปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบน (supernatant) ทิ้งและเก็บเฉพาะตะกอนเซลล์ (pellet) 

   (ค) แข วน ลอย ตะก อน เซลล์ ใน ส ารล ะล าย  lysis buffer (Tris-HCl        

ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ค่าพีเอช 8.0, EDTA ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ และ SDS ความ

เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสารแบบสั่น (vortex 

mixer) เป็นเวลา 15 วินาที 

   (ง) ท้าให้เซลล์แตกด้วยเทคนิคแช่แข็งและละลาย (freeze-thaw) โดยน้า

หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หรือจนกว่า

สารละลายเปลี่ยนสถานะเป็นน้้าแข็ง จากนั้นน้าออกมาละลายในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (water 

bath) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที   

   (จ) เติมสารละลาย RNase A (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาหลาย ๆ ครั้ง และน้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

   (ฉ) เติมสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาประมาณ 30 ครั้ง และน้าไปปั่นตกตะกอนแยกเศษเซลล์ที่ 12,000 

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบนที่ประกอบด้วย  

ดีเอ็นเอ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์หลอดใหม่ 
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   (ช) เติมสารละลายฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (25: 24: 1) 

ค่าพีเอช 8.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาประมาณ 50 ครั้ง แล้ว

น้าไปปั่นตกตะกอนแยกโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตที่ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบนที่ประกอบด้วยดีเอ็นเอ ปริมาตรประมาณ 100 

ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์หลอดใหม่ 

   (ซ) ตกตะกอนดีเอ็นเอในส่วนใสที่แยกได้ โดยเติมเอทานอล ความเข้มข้น 

100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาหลาย ๆ ครั้ง แล้ว

น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และน้าไปปั่นตกตะกอนที่ 12,000 รอบต่อ

นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบนทิ้งและเก็บเฉพาะ

ส่วนตะกอนดีเอ็นเอ 

   (ด) ล้างตะกอนดีเอ็นเอ โดยเติมเอทานอล ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาหลาย ๆ ครั้ง และน้าไปปั่นตกตะกอนที่ 

12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบนทิ้ง 

เก็บเฉพาะส่วนตะกอน และเปิดฝาหลอดทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที เพื่อระเหยเอทานอลออก 

   (ต) ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดย  

ปิเปตสารละลายขึ้นลงหลาย ๆ ครั้ง และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือท้าการวิเคราะห์ต่อไป 

   (ถ) ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 260 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงชนิดนาโน (NanoDrop) (ค่าการดูดกลืนแสง

เท่ากับ 1 หมายถึง ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และตรวจสอบ

คุณภาพของดีเอ็นเอ โดยการหาอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

ต่อ 280 นาโนเมตร (260: 280 nm ratio) ซึ่งดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์จะมีอัตราส่วนของค่าดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 260: 280 เท่ากับ 1.8-2.0 
 

  (3.2) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

   (ก) เตรียมไพรเมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อยีน 26S rRNA ของ C. albicans

ตามรายงานของ Mannarelli BM. และคณะ (101) โดยมีรายละเอียด ดังนี้  

ยีน ไพรเมอร์ ล าดับเบส 
ผลิตผล 

PCR 

GenBank 

accession no. 

26S 

rRNA 

Forward 5’-TGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG-3’ 175 bp U45776 

Reverse 5’-AAGATCATTATGCCAACATCCTAGGTAAA-3’   
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   (ข) เตรียมสารละลาย PCR master mix ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  
PCR master mix ปริมาตร ความเข้มขน้ 

- 5X FIREPol® Master Mix 4 ไมโครลิตร 1X 

- Forward Primer (10 ไมโครโมลาร์) 1 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร ์

- Reverse Primer (10 ไมโครโมลาร์) 1 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร ์

- DNA template (10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร - 

- น้้ากลั่นปราศจาก DNase 13 ไมโครลิตร - 
            
 

   (ค) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมใน

หลอดทดลอง (Thermal Cycler) โดยมีสภาวะการท้าปฏิกิริยา ดังนี้ 
ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา รอบ 

- Initial Denaturation 95 องศาเซลเซียส 4  นาที 1 รอบ 

- Denaturation 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที 

35 รอบ - Annealing 67 องศาเซลเซียส 1  นาที 

- Extension 72 องศาเซลเซียส 20 วินาที 

- Final Extension 72 องศาเซลเซียส 4  นาที 1 รอบ 
 

 

  (3.3) วิเคราะห์ผลิตผล PCR ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

   (ก) เตรียมอะกาโรสเจล ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่งผงอะกาโรส 

จ้านวน 2 กรัม ผสมกับสารละลาย 0.5x TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น้าไปต้มจนได้

สารละลายใส และตั้งไว้ให้อุณหภูมิลดลงอยู่ที่ประมาณ 50 องศาเซลเซียส 

   (ข) เทอะกาโรสเจลที่เตรียมไว้ลงใน casting plate ที่วาง comb ไว้แล้ว  

ตั้งทิ้งไว้ให้แผ่นเจลแข็งตัวและค่อย ๆ ดึง comb ออก จะได้หลุมส้าหรับหยดสารทดสอบ 

   (ค) น้าแผ่นอะกาโรสเจลที่ได้ไปวางใน electrophoresis tank และเติม

สารละลาย 0.5x TBE buffer ให้ท่วมแผ่นอะกาโรสเจล 

   (ง) ผสมสีย้อม Safe-Green™ กับผลิตผล PCR ในอัตราส่วน 5:1 แล้วหยด

ลงในหลุมและหยด 100 bp DNA ladder เพ่ือเป็น marker มาตรฐานในการเปรียบเทียบขนาดของ

ผลิตผล PCR 

   (จ) ต่อขั้วไฟฟ้าและท้าการแยกดีเอ็นเอ โดยใช้กระแสไฟฟ้าคงที่ 90 โวลต์ 

เป็นเวลาประมาณ 70 นาที หรือจนกระทั่งสีย้อมเคลื่อนที่ลงมาบริเวณปลายแผ่นอะกาโรสเจล     

ห่างจากขอบล่างประมาณ 1 เซนติเมตร จึงปิดเครื่อง 
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   (ฉ) น้าแผ่นอะกาโรสเจลที่ได้ไปตรวจดูผลิตผล PCR ภายใต้แสงสีฟ้า (Blue 

Light) และถ่ายภาพด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel Documentation) 
 

  (3.4) คัดเลือกเฉพาะเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก เพื่อใช้ในการทดสอบต่อไป 
 

3.3.4 การศึกษารูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 
โดยวิธี Broth microdilution ตามมาตรฐานของ CLSI 2017 (อ้างอิงจากเอกสาร 
CLSI M60, M27-A3 และ M27-S4) 

  (1) เตรียมกล้าเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 27 ไอโซเลท 

และ C. albicans ATCC 90028 (ตามวิธีในข้อ 3.2.2) จะได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 106 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นน้ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:50 ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 

0.2% Glucose) และเจือจางอีกครั้งในอัตราส่วน 1:20 ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% 

Glucose) จะได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

  (2) เตรียมยาฟลูโคนาโซลความเข้มข้นเริ่มต้น 12,800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย

สารละลาย DMSO ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ และน้ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:100 ด้วยอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ให้มีความเข้มข้นเป็น 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากนั้นน้ามาเจือจางแบบ two-fold dilution ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) 

ให้มีความเข้มข้นตั้ งแต่  128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล้าดับ 

  (3) ทดสอบหาค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซล (15, 102, 103) 

   (3.1) ปิเปตยาฟลูโคนาโซลในแต่ละระดับความเจือจาง (ข้อ 3.3.4 (2)) ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร และกล้าเชื้อที่เจือจางในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) (ข้อ 

3.3.4 (1)) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบ จะได้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณเชื้อเริ่มต้น

ประมาณ 0.5-2.5 x 103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และมียาฟลูโคนาโซลความเข้มข้นตั้งแต่ 64, 32, 16, 8, 

4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.13 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 

   (3.2) บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

   (3.3) อ่านผลค่า MIC คือค่าความเข้มข้นต่้าสุดของยาฟลูโคนาโซลที่สามารถยับยั้ง

ทดสอบได้ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง และแปลผลตามเกณฑ์ที่ CLSI (2017) ก้าหนด คือ MICFLC ≤ 2 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จัดเป็นเชื้อที่ไวต่อยา, MICFLC = 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จัดเป็นเชื้อที่ไวต่อยา

ลดลง และ MICFLC ≥ 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จัดเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยา (ท้าการทดลอง 3 ครั้ง) 
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  (4) การควบคุมคุณภาพของการทดสอบหาค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซล 
   (4.1) ชุดควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ (Quality control of system) คือ 
เชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 โดยค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลต่อสายพันธุ์
มาตรฐานต้องอยู่ในเกณฑ์ตามที่ CLSI (2017) ก้าหนด คือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

  (4.2) ชุดควบคุมการเจริญ (growth control) คือชุดกล้าเชื้อที่เจือจางในอาหาร 
RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 
   (4.3) ชุดควบคุมสารละลาย (solvent control) คือชุดกล้าเชื้อทดสอบที่เจือจางใน
อาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปริมาตร 990 ไมโครลิตร ผสมสารละลาย 
DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
   (4.4) ชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ (sterility control) คือชุดอาหาร RPMI-1640 

(w/MOPS + 0.2% Glucose) ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 
 

 (5) คัดเลือกเฉพาะเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน  
16 ไอโซเลท เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 
 

3.3.5 การตรวจหายีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์
คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 (1) สกัดดีเอ็นเอจากเชื้อทดสอบ โดยวิธีฟีนอล-คลอโรฟอร์ม เช่นเดียวกับข้อ 3.3.3 (3.1) 
 (2) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
  (2.1) เตรียมไพรเมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 
ของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล ตามรายงานของ Ricardo E. และคณะ 

(17) โดยมีรายละเอียด ดังนี้  

ยีน ไพรเมอร์ ล าดับเบส 
ผลิตผล 
PCR 

GenBank 
accession no. 

CDR1 Forward 5’-TGCCAAACAATCCAACAA-3’ 112 bp X77589 

 Reverse 5’-CGACGGATCACCTTTCATACGA-3’   

CDR2 Forward 5’-AAGGTTTTGATGCTACTGC-3’ 125 bp U63812 

 Reverse 5’-GTCGGACATGTGGCTCAAA-3’   

MDR1 Forward 5’-GTGTTGGCCCATTGGTTTTCAGTC-3’ 114 bp X53823 

 Reverse 5’-CCAAAGCAGTGGGGATTTGTAG-3’   

ERG11 Forward 5’-GGTGGTCAACATACTTCTGCTTC-3’ 137 bp X13296 

 Reverse 5’-GTCAAATCATTCAAATCACCACCT-3’   
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  (2.2) เตรียมสารละลาย PCR master mix ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 

PCR master mix ปริมาตร ความเข้มขน้ 

- 5X FIREPol® Master Mix 4 ไมโครลิตร 1X 

- Forward Primer (10 ไมโครโมลาร์) 

  ส้าหรับยีน CDR1, CDR2 และ ERG11 

  ส้าหรับยีน MDR1 

 

1 ไมโครลิตร 

1.4 ไมโครลิตร 

 

0.5 ไมโครโมลาร ์

0.7 ไมโครโมลาร ์

- Reverse Primer (10 ไมโครโมลาร์) 

  ส้าหรับยีน CDR1, CDR2 และ ERG11 

  ส้าหรับยีน MDR1 

 

1 ไมโครลิตร 

1.4 ไมโครลิตร 

 

0.5 ไมโครโมลาร ์

0.7 ไมโครโมลาร ์

- DNA template (10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร - 

- น้้ากลั่นปราศจาก DNase 

  ส้าหรับยีน CDR1, CDR2 และ ERG11 

  ส้าหรับยีน MDR1 

 

13 ไมโครลิตร 

12.2 ไมโครลิตร 

 

- 

- 
 

            

  (2.3) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอด

ทดลอง (Thermal Cycler) โดยมีสภาวะการท้าปฏิกิริยา ดังนี้ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา รอบ 

- Initial Denaturation 95 องศาเซลเซียส 4  นาที 1 รอบ 

- Denaturation 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที 

35 รอบ 

- Annealing 

 ส้าหรับยีน CDR1 และ MDR1  

 ส้าหรับยีน CDR2 

 ส้าหรับยีน ERG11 

 

58 องศาเซลเซียส 

55 องศาเซลเซียส 

60 องศาเซลเซียส 

1  นาที 

- Extension 72 องศาเซลเซียส 20 วินาที 

- Final Extension 72 องศาเซลเซียส 4  นาที 1 รอบ 
 

 

 (3) วิเคราะห์ผลิตผล PCR ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ข้อ 3.3.3 (3.3) 

 (4) คัดเลือกตัวแทนของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลที่มี

รูปแบบของยีนดื้อยาแตกต่างกัน กลุ่มละ 1-2 ไอโซเลท เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 
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3.3.6 การศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราของน้ ามันเสม็ดขาวในการยับยั้งการเจริญของ C. albicans 
สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
3.3.6.1 ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้ ามันเสม็ดขาวในการยับยั้งการเจริญ

ของ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยวิธี Disk 
diffusion ตามมาตรฐานของ CLSI 2017 (อ้างอิงจากเอกสาร CLSI M60, 
M44-A2 และ M44-S3) 

   (1) เตรียมกล้าเชื้อส้าหรับทดสอบ ได้แก่ C. albicans สายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อต่อ

ยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท และ C. albicans ATCC 90028 (ตามวิธีในข้อ 3.2.2) จะได้

ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  

   (2) เตรียมดิสก์บรรจุน้้ามันเสม็ดขาว โดยเตรียมน้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้น

200 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ด้วยสารละลาย DMSO ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ แล้วน้ามาเจือจาง

ในอัตราส่วน 1:4 ให้มีความเข้มข้นเป็น 50 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร จากนั้นปิเปตน้้ามันเสม็ดขาวที่

ระดับความเข้มข้น 200 และ 50 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นดิสก์

ขนาด 6 มิลลิเมตร จะได้ดิสก์บรรจุน้้ามันเสม็ดขาวขนาด 4 และ 1 ไมโครลิตรต่อดิสก์ ตามล้าดับ 

   (3) เตรียมดิสก์บรรจุสารละลาย DMSO โดยปิเปตสารละลาย DMSO ความ

เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นดิสก์ขนาด 6 มิลลิเมตร 

    (4) ทดสอบความไวของน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อทดสอบ (15, 104, 105) 

    (4.1) ใช้ไม้พันส้าลีปราศจากเชื้อจุ่มลงในหลอดกล้าเชื้อ บิดพอหมาด และ

น้ าไปป้ ายบน ผิ วหน้ าอาห าร  Mueller-Hinton agar (w/2% Glucose + Methylene blue)    

(MH-GMB) เป็นแนว 3 ระนาบ 

     (4.2) ปล่อยทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที เพ่ือให้ผิวหน้าอาหารแห้ง (ไม่เกิน 15 นาที) 

    (4.3) วางแผ่นดิสก์ท่ีเตรียมไว้ และดิสก์ยาฟลูโคนาโซล บนผิวหน้าอาหาร 

MH-GMB ที่ป้ายเชื้อทดสอบ 

     (4.4) น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

    (4.5) อ่านผลโดยการตรวจวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณ   

ยับยั้งเชื้อ (inhibition zone) (ท้าการทดลอง 3 ครั้ง) 
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    (5) การควบคุมคุณภาพของการทดสอบความไวของน้้ามันเสม็ดขาว 

    (5.1) ชุดควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ (Quality control of system) 

คือ เชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 โดยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง

เชื้อของยาฟลูโคนาโซล (ขนาด 10 ไมโครกรัม) ต่อสายพันธุ์มาตรฐานต้องอยู่ในเกณฑ์ตามที่ CLSI 

(2017) ก้าหนดคือ 27-38 มิลลิเมตร จึงจะอ่านผลการทดสอบความไวของน้้ามันเสม็ดขาวได้ 

    (5.2) ชุดควบคุมผลบวก (positive control) ส้าหรับการทดสอบใช้ดิสก์

ยาฟลูโคนาโซล ขนาด 10 ไมโครกรัม 

    (5.3) ชุดควบคุมผลลบ (negative control) ส้าหรับการทดสอบใช้ดิสก์

บรรจุสารละลาย DMSO ขนาด 20 ไมโครลิตรต่อดิสก ์
 

3.3.6.2 ศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ (minimal 
inhibitory concentration, MIC) และค่าความเข้มข้นต่ าสุดที ่สามารถ
ฆ่าเชื้อราได้ (minimum fungicidal concentration, MFC) ของน้ ามัน
เสม็ดขาวต่อเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดย
วิธี Broth macrodilution ตามมาตรฐานของ CLSI 2017 (อ้างอิงจาก
เอกสาร CLSI M60, M27-A3 และ M27-S4) 

   (1) เตรียมกล้าเชื้อส้าหรับทดสอบ ได้แก่ C. albicans สายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อต่อ

ยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท และ C. albicans ATCC 90028 (ตามวิธีในข้อ 3.2.2) จะได้

ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นน้ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:100 

ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) จะได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 104 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร และเจือจางอีกครั้งในอัตราส่วน 1:20 ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% 

Glucose) เพ่ือให้ได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 0.5-2.5 x 103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

   (2) เตรียมน้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้น 500 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ด้วย

สารละลาย DMSO ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ และน้ามาเจือจางแบบ two-fold dilution ด้วย

อาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 500, 250, 125, 62.5, 

31.25, 15.63, 7.81 และ 3.91 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 
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   (3) เตรียมยาฟลูโคนาโซลความเข้มข้นเริ่มต้น 12,800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ด้วยสารละลาย DMSO ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ และน้ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:2 ด้วยอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ให้มีความเข้มข้นเป็น 6,400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากนั้นน้ ามาเจือจางแบบ two-fold dilution ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% 

Glucose) ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 6,400, 3,200, 1,600, 800, 400, 200, 100, 50, 25 และ 12.5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 

   (4) ทดสอบหาค่า MIC ของน้้ามันเสม็ดขาว (15, 102, 103) 

    (4.1) ปิเปตน้้ามันเสม็ดขาวในแต่ละระดับความเจือจาง (ข้อ 3.3.6.2 (2)) 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และกล้าเชื้อที่เจือจางในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) 

(ข้อ 3.3.6.2 (1)) ปริมาตร 990 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง จะได้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้้ามันความ

เข้มข้นตั้งแต่ 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 0.16, 0.08 และ 0.04 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 

    (4.2) บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

    (4.3) อ่านผลค่า MIC คือค่าความเข้มข้นต่้าสุดของน้้ามันเสม็ดขาวที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได้ท่ีระยะเวลา 48 ชั่วโมง (ท้าการทดลอง 3 ครั้ง) 
 

   (5) ทดสอบหาค่า MFC ของน้้ามันเสม็ดขาว (15, 102, 103) 

    (5.1) ปิเปตสารละลายในหลอดทดสอบที่ระดับค่า MIC เป็นต้นไปท่ีไม่พบ

การเจริญของเชื้อทดสอบ (ข้อ 3.3.6.2 (4)) หยดลงผิวหน้าอาหาร SDA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

    (5.2) บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

    (5.3) อ่านผลค่า MFC คือค่าความเข้มข้นต่้าสุดของน้้ามันเสม็ดขาวที่

สามารถฆ่าเชื้อได้ ซึ่งจะไม่พบการเจริญของเชื้อทดสอบบนผิวหน้าอาหาร SDA (ท้าการทดลอง 3 ครั้ง) 
 

   (6) ทดสอบหาค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซล 

    (6.1) ปิเปตยาฟลูโคนาโซลในแต่ละระดับความเจือจาง (ข้อ 3.3.6.2 (3)) 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และกล้าเชื้อที่เจือจางในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) 

(ข้อ 3.3.6.2 (1)) ปริมาตร 990 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง จะได้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาความ

เข้มข้นตั้งแต่ 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.13 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 

    (6.2) บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

    (6.3) อ่านผลค่า MIC คือค่าความเข้มข้นต่้าสุดของยาฟลูโคนาโซลที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได้ท่ีระยะเวลา 48 ชั่วโมง (ท้าการทดลอง 3 ครั้ง) 
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   (7) การควบคุมคุณภาพของการทดสอบหาค่า MIC และค่า MBC  

    (7.1) ชุดควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ (Quality control of system) 

คือ เชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 โดยค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลต่อสายพันธุ์

มาตรฐานต้องอยู่ในเกณฑ์ตามที่ CLSI (2017) ก้าหนดคือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

    (7.2) ชุดควบคุมการเจริญ (growth control) คือชุดกล้าเชื้อที่เจือจางใน

อาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

    (7.3) ชุดควบคุมสารละลาย (solvent control) คือชุดกล้าเชื้อทดสอบที่

เจือจางในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปริมาตร 990 ไมโครลิตร ผสม

สารละลาย DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

    (7.4) ชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ (sterility control) คือชุดอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

    (7.5) ชุดควบคุมสารทดสอบ (compound control) คือชุดอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปราศจากเชื้อที่มีน้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้นตั้งแต่ 5, 

2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 0.16, 0.08 และ 0.04 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 
 

3.3.7 การศึกษาประสิทธิภาพของน้ ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล

ต่อเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยวิธี Checkerboard 

microdilution 

  (1) เตรียมกล้าเชื้อส้าหรับทดสอบ ได้แก่ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยา      

ฟลูโคนาโซลที่มีรูปแบบของยีนดื้อยาแตกต่างกัน จ้านวน 5 ไอโซเลท  และ C. albicans ATCC 

90028 (ตามวิธีในข้อ 3.2.2) จะได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้น

น้ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:50 ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) และเจือจาง

อีกครั้งในอัตราส่วน 1:20 ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) จะได้ปริมาณเชื้อ

เริ่มต้นประมาณ 1-5 x 103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

  (2) เตรียมยาฟลูโคนาโซลความเข้มข้นเริ่มต้น 12,800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย

สารละลาย DMSO ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ และน้ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:50 ด้วยอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ให้มีความเข้มข้นเป็น 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากนั้นน้ามาเจือจางแบบ two-fold dilution ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) 

ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 และ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 
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  (3) เตรียมน้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้นเริ่มต้น 500 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ด้วย

สารละลาย DMSO ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ และน้ามาเจือจางในอัตราส่วน 1:100 ด้วยอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ให้มีความเข้มข้นเป็น 5 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร จากนั้น

น้ามาเจือจางแบบ two-fold dilution ด้วยอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ให้มี

ความเข้มข้นตั้งแต่ 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31 และ 0.16 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 

  (4) ทดสอบหาค่า MIC ของน้้ามันเสม็ดขาวร่วมกับยาฟลูโคนาโซล (106) 

  (4.1) ปิเปตยาฟลูโคนาโซลในแต่ละระดับความเจือจาง (ข้อ 3.3.7 (2)) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร น้้ามันเสม็ดขาวในแต่ละระดับความเจือจาง (ข้อ 3.3.7 (3)) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ

กล้าเชื้อที่เจือจางในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) (ข้อ 3.3.7 (1)) ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบ จะได้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 0 .5-2.5 x 103 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร และมีสารผสมระหว่างยากับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 

  
DRUG A Fluconazole (ug/mL) 
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  (4.2) บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

  (4.3) อ่านผลค่า MIC คือค่าความเข้มข้นต่้าสุดของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ด

ขาวที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได้ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง (ท้าการทดลอง 3 ครั้ง) 

  (5) ประเมินประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล

ด้วยดัชนีชี้วัดประสิทธิภาพร่วม (fractional inhibitory concentration index, FICI) ตามสูตรดังนี้  

 

 

 

 

ค่า FICI  = FIC(A) + FIC(B) 
= [A]/MIC(A) + [B]/MIC(B) 

โดย [A] คือ ค่า MIC ของสาร A ในสารผสมระหว่างสาร A และสาร B 
 [B] คือ ค่า MIC ของสาร B ในสารผสมระหว่างสาร A และสาร B 
 MIC(A) คือ ค่า MIC ของสาร A และ MIC(B) คือ ค่า MIC ของสาร B 
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  (6) แปลผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยา   

ฟลูโคนาโซลจากค่าดัชนีชี้วัด FICI ดังนี้ (107) 

 

 

 
 

  (7) การควบคุมคุณภาพของการทดสอบประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการ    

เสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล 

   (7.1) ชุดควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ (Quality control of system) คือ 

เชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 โดยค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลต่อสายพันธุ์

มาตรฐานต้องอยู่ในเกณฑ์ตามที่ CLSI (2017) ก้าหนดคือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

   (7.2) ชุดควบคุมการเจริญ (growth control) คือชุดกล้าเชื้อที่เจือจางในอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

   (7.3) ชุดควบคุมสารละลาย (solvent control) คือชุดกล้าเชื้อที่เจือจางในอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปริมาตร 990 ไมโครลิตร ผสมสารละลาย DMSO 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

   (7.4) ชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ (sterility control) คือชุดอาหาร RPMI-1640 

(w/MOPS + 0.2% Glucose) ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

   (7.5) ชุดควบคุมสารทดสอบ (compound control) คือชุดอาหาร RPMI-1640 

(w/MOPS + 0.2% Glucose) ปราศจากเชื้อที่มีน้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้นตั้งแต่ 1.25, 0.63, 0.31, 

0.16, 0.08 และ 0.04 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 
 

3.3.8 การศึกษาผลกระทบของน้ ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีน  CDR1, CDR2, 
MDR1 และ ERG11 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลไทม์ย้อนกลับ (quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction, qRT-PCR) 

  (1) สกัดอาร์เอ็นเอจากเชื้อทดสอบ ด้วยวิธี TRIsure reagent (108) 

  (1.1) เตรียมเชื้อส้าหรับทดสอบ โดยถ่ายโอนเชื้อทดสอบ ได้แก่  C. albicans    

สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลที่มีรูปแบบของยีนดื้อยาแตกต่างกัน จ้านวน 5 ไอโซเลท และ  

 FICI ≤ 0.5   = เสริมฤทธิ์กัน (synergistic) 
 0.5 < FICI ≤ 1.0 = มีแนวโนมเสริมฤทธิ์กัน (additive) 
 1.0 < FICI ≤ 4.0  = ฤทธิ์ไม่แตกต่างจากการใช้สารตวัเดียว (indifferent) 
 FICI > 4.0   = ฤทธิ์ต้านกัน (antagonistic) 
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C. albicans ATCC 90028 จาก working stock ลงในขวดอาหาร SDB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แล้ว

น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะเขย่า 240 รอบต่อนาที 

แล้วท้าการทดสอบด้วยน้้ามันเสม็ดขาว โดยแบ่งเป็นกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (untreated) 

และกลุ่มทดสอบที่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC (treated) 

เป็นเวลา 90 นาท ี

  (1.2) ปิเปตน้้าเลี้ยงเชื้อจากขวดอาหารทดสอบ ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ น้าไปปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสทิ้งและเก็บเฉพาะส่วนตะกอนเซลล์ 

  (1.3) ละลายตะกอนเซลล์ ในสารละลาย TRIsure reagent ปริมาตร 1,000 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยปิเปตสารละลายขึ้นลงหลาย ๆ ครั้ง และท้าให้เซลล์แตกด้วยเทคนิค   

แช่แข็งและละลาย โดยน้าหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 นาที หรือจนกว่าสารละลายเปลี่ยนสถานะเป็นน้้าแข็ง จากนั้นน้าออกมาละลายในอ่างน้้าควบคุม

อุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาท ี

  (1.4) เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับ

หลอดไปมาหลาย ๆ ครั้ง และตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน้าไปปั่นตกตะกอนแยกโปรตีนและ

เศษเซลล์ที่ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วปิเปตเก็บเฉพาะ

ส่วนใสด้านบนที่ประกอบด้วยอาร์เอ็นเอใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์หลอดใหม่ 

  (1.5) ตกตะกอนอาร์เอ็นเอในส่วนใสที่แยกได้ โดยเติมไอโซโพรพานอล อุณหภูมิ    

-20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที และน้าไปปั่นตกตะกอนที่ 

12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบนทิ้ง

และเก็บเฉพาะส่วนตะกอนอาร์เอ็นเอ 

  (1.6) ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอ โดยเติมเอทานอล ความเข้มข้น  75 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาหลาย ๆ ครั้ง และน้าไปปั่นตกตะกอนที่ 

7,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบนทิ้ง เก็บ

เฉพาะส่วนตะกอนอาร์เอ็นเอ และเปิดฝาหลอดทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที เพ่ือระเหยเอทานอลออก 

  (1.7) ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ ด้วยน้้ากลั่นปราศจาก RNase ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร โดยปิเปตสารละลายขึ้นลงหลาย ๆ ครั้ง ตั้งไว้ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในอ่างน้้า

ควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 10 นาที และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือท้าการวิเคราะห์ต่อไป 
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  (1.8) ตรวจสอบปริมาณอาร์เอ็นเอ โดยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

260 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงชนิดนาโน (ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 1 หมายถึง ความ

เข้มข้นของสารละลายอาร์เอ็นเอ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และตรวจสอบคุณภาพของอาร์เอ็นเอ 

โดยการหาอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ต่อ 280 นาโนเมตร 

(260 : 280 nm ratio) ซึ่งอาร์เอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์จะมีอัตราส่วนอยู่ที่ 2.0 

 (2) สังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ (complementary DNA, cDNA) และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ต้นแบบ โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลไทม์ย้อนกลับ (OneStep qRT-PCR) 

  (2.1) เตรียมไพรเมอร์ที่มีความจ้าเพาะต่อยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 

ของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล และยีน ACT1 ที่มีการแสดงออกอย่าง

สม่้าเสมอในทุกเซลล์ (housekeeping gene) ซึ่งใช้เป็นยีนอ้างอิง (reference gene) ตามรายงาน

ของ Ricardo E. และคณะ (17) โดยมีรายละเอียด ดังนี้  

ยีน ไพรเมอร์ ล าดับเบส 
ผลิตผล 

PCR 

GenBank 

accession no. 

CDR1 Forward 5’-TGCCAAACAATCCAACAA-3’ 112 bp X77589 

 Reverse 5’-CGACGGATCACCTTTCATACGA-3’   

CDR2 Forward 5’-AAGGTTTTGATGCTACTGC-3’ 125 bp U63812 

 Reverse 5’-GTCGGACATGTGGCTCAAA-3’   

MDR1 Forward 5’-GTGTTGGCCCATTGGTTTTCAGTC-3’ 114 bp X53823 

 Reverse 5’-CCAAAGCAGTGGGGATTTGTAG-3’   

ERG11 Forward 5’-GGTGGTCAACATACTTCTGCTTC-3’ 137 bp X13296 

 Reverse 5’-GTCAAATCATTCAAATCACCACCT-3’   

ACT1 Forward 5’-AAGAATTGATTTGGCTGGTAGAGA-3’ 179 bp X16377 

 Reverse 5’-TGGCAGAAGATTGAGAAGAAGTTT-3’   
 

 

  (2.2) เตรียมสารละลาย qRT-PCR master mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ดังนี้ 
PCR master mix ปริมาตร ความเข้มขน้ 

- BrightGreen qPCR MasterMix-Low ROX (2X) 5 ไมโครลิตร 1X 

- qRT-PCR Enzyme Mix (50X) 0.2 ไมโครลิตร 1X 

- Forward Primer (10 ไมโครโมลาร์) 

  ส้าหรับยีน CDR1, CDR2, ERG11 และ ACT1 

  ส้าหรับยีน MDR1 

 

0.5 ไมโครลิตร 

0.7 ไมโครลิตร 

 

0.5 ไมโครโมลาร ์

0.7 ไมโครโมลาร ์
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PCR master mix ปริมาตร ความเข้มขน้ 

- Reverse Primer (10 ไมโครโมลาร์) 
  ส้าหรับยีน CDR1, CDR2, ERG11 และ ACT1 
  ส้าหรับยีน MDR1 

 
0.5 ไมโครลิตร 
0.7 ไมโครลิตร 

 
0.5 ไมโครโมลาร ์
0.7 ไมโครโมลาร ์

- Total RNA (10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร - 
- น้้ากลั่นปราศจาก Nuclease 
  ส้าหรับยีน CDR1, CDR2, ERG11 และ ACT1 
  ส้าหรับยีน MDR1  

 
2.8 ไมโครลิตร 
2.4 ไมโครลิตร 

 
- 
- 

 

            

  (2.3) สังเคราะห์ซีดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมในสภาพจริง (real-time PCR) โดยมีสภาวะการท้าปฏิกิริยา ดังนี้ (109) 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา รอบ 

- cDNA Synthesis 42 องศาเซลเซียส 15 นาที 1 รอบ 
- Pre-Denaturation 95 องศาเซลเซียส 4  นาที 1 รอบ 
- Denaturation 95 องศาเซลเซียส 20 วินาที 

35 รอบ 
- Annealing/Elongation 
 ส้าหรับยีน CDR1, MDR1 และ ACT1 
 ส้าหรับยีน CDR2 
 ส้าหรับยีน ERG11 

 
58 องศาเซลเซียส 
55 องศาเซลเซียส 
60 องศาเซลเซียส 

1  นาที 

- Melting Curve  65-95 องศาเซลเซียส Increment 0.5 องศาเซลเซยีส/วนิาที 
 

 

 (3) วิเคราะห์ผลเชิงปริมาณสัมพันธ์ (relative quantification) เพ่ือศึกษาระดับการ

แสดงออกของยีนด้วยวิธี 2-∆∆Ct (110) โดยท้าการเปรียบเทียบระหว่างยีนเป้าหมาย (target gene) 

และยีนอ้างอิง (reference gene) และแสดงผลเป็นสัดส่วนความเปลี่ยนแปลง (fold change) 

ระหว่างกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (calibrator) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่

ระดับความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC เป็นเวลา 90 นาท ีตามสูตรดังนี้ 

 

 

 
 

(4) วิเคราะห์ melting curve เพ่ือยืนยันผลิตผล PCR (ท้าการทดลอง 2 ครั้ง) 
 

               Relative Quantification   =   2-∆∆Ct 
            โดย  ∆∆Ct  คือ ∆Ct sample - ∆Ct calibrator 
                     ∆Ct  คือ Ct target - Ct reference 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4 
ผลการวิจัยและการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

4.1 ผลการเตรียมน้ ามันเสม็ดขาวโดยวิธีการกลั่นด้วยน้ า 
เมื่อน้าใบ (leaves) และกิ่งอ่อน (twigs) ของต้นเสม็ดขาว น้้าหนัก 6,050.00 กรัม มาสกัด

น้้ามันหอมระเหยด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า โดยใช้ เครื่องกลั่นขนาดใหญ่ระดับชุมชน พบว่าได้น้้ามัน

เสม็ดขาวหนักประมาณ 21.26 กรัม มีลักษณะเป็นของเหลวใส สีเหลืองอ่อน ปราศจากตะกอนและ

สารแขวนลอย และมีกลิ่นเฉพาะตัวของใบเสม็ดขาว ดังภาพที่ 18 และได้ปริมาณผลผลิตคิดเป็น   

ร้อยละ 0.35 โดยมวล (%W/W) ดังตารางที่ 4 
 

 

   
 

ภาพที่ 18 ลักษณะน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้ 
 

ตารางท่ี 4 ปริมาณน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้ 

ส่วนของพืช 
น้ าหนักพืช 

(กรัม) 

ชนิดของ 

ตัวท าละลาย 

น้ าหนักน้ ามัน

ที่ได้ (กรัม) 

ร้อยละผลผลิต 

(%W/W) 
หมายเหตุ 

ใบและ 

กิ่งอ่อน 
6,050.00 น้้า DW 21.26 0.35 

ของเหลวใส สีเหลืองอ่อน 

ปราศจากตะกอน และสาร

แขวนลอย มีกลิ่นเฉพาะตัว 
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4.2 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางพฤกษเคมีของน้ ามันเสม็ดขาว โดยเทคนิค GC-MS 

เมื่อน้าตัวอย่างน้้ามันเสม็ดขาวมาวิเคราะห์องค์ประกอบทางพฤกษเคมี โดยเทคนิค GC-MS 

พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีองค์ประกอบทางเคมี จ้านวน 99 ชนิด  (ตารางที่  7) ซึ่งแสดงโดย GC 

fingerprint ดังภาพ ที่  19 เมื่อพิจารณาร้อยละพ้ืนที่ ใต้พีค (peak area) พบว่าน้้ ามันเสม็ดขาวมี

องค์ประกอบหลัก 6 ชนิด ได้แก่ 1) 1,8-Naphthyridine, 1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-2,2,4a,7,7-

pentamethyl-, 8-oxide  2) alpha-Pyrone 3) Terpinolene 4) gamma-Terpinene 5) trans-

Caryophyllene และ 6) beta-Elemene โดยมีปริมาณคิดเป็นร้อยละ 10.46, 10.11, 9.26, 8.00, 

6.36 และ 5.09 ตามล้าดับ (ตารางที่ 5) อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบองค์ประกอบทางเคมี 15 ชนิด 

ของน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้จากใบและกิ่งอ่อนของ M. cajuputi Powell กับน้้ามันทีทรีที่สกัดได้จาก

ใบของ M. alternifolia ตามมาตรฐานสากล International Organization for Standardization 

หรือ ISO 4730:2017 พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้มีองค์ประกอบทางเคมี จ้านวน 8 ชนิด เป็นไป

ตามมาตรฐานสากล ได้แก่ 1) Terpinolene 2) alpha-Pinene 3) Sabinene 4) Aromadendrene 

5) delta-Cadinene 6) Limonene 7) Globulol และ 8) Viridiflorol และจ้านวน 7 ชนิด ไม่เป็นไป

ตามมาตรฐานสากล ได้แก่ 1) Terpinen-4-ol 2) gamma-Terpinene 3) alpha-Terpinene 4) 1,8-

Cineole 5) p-Cymene 6) alpha-Terpineol และ 7) Ledene ดังตารางที่ 6 

 
ภาพที่ 19 GC fingerprint ของน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้ 
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ตารางท่ี 5 องค์ประกอบหลักทางเคมีในน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้ 

No 
Retention 
Time (min) 

Peak Area (%) Possible Compounds CAS number 

1 35.05, 35.42, 
35.56 

10.46 1,8-Naphthyridine, 1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahydro-2,2,4a,7,7-pentamethyl-, 8-oxide 

069340-71-2 

2 38.28 10.11 alpha-Pyrone 065077-06-7 
3 17.76, 17.87 9.26 Terpinolene 000586-62-9 

4 16.63, 16.73 8.00 gamma-Terpinene 000099-85-4 
5 29.51 6.36 trans-Caryophyllene 000087-44-5 

6 28.55 5.09 beta-Elemene 000515-13-9 
 

ตารางที่ 6 เปรียบเทียบองค์ประกอบทางพฤกษเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้จาก ใบและ  
กิ ่งอ ่อนของ M. cajuputi Powell ก ับน้้าม ันท ีทรีที ่สก ัดได ้จากใบของ M. alternifolia ตาม
มาตรฐานสากล (International Organization for Standardization, ISO 4730:2017) 

Compounds 

ISO 4730:2017 standard  

(น้ ามันทีทรีที่สกัดได้จากใบของ M. alternifoliaa) 
น้ ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้
จากใบและกิ่งอ่อนของ  
M. cajuputi Powell Minimum (%) Maximum (%) 

 Terpinen-4-ol 35.00 48.00 1.04 

 gamma-Terpinene 14.00 28.00 8.00 
 alpha-Terpinene 6.00 12.00 2.30 
 1,8-Cineole <0.01 10.00 ND 

 p-Cymene 0.50 8.00 0.10 
 Terpinolene 1.50 5.00 9.26 

 alpha-Terpineol 2.00 5.00 0.34 
 alpha-Pinene 1.00 4.00 2.71 
 Sabinene <0.01 3.50 0.26 
 Aromadendrene 0.20 3.00 0.57 

 Ledene 0.10 3.00 ND 
 delta-Cadinene 0.20 3.00 0.84 

 Limonene 0.50 1.50 1.08 
 Globulol <0.01 1.00 0.68 
 Viridiflorol <0.01 1.00 1.37 

หมายเหตุ:  a หมายถึง น้้ามันทีทรีที่สกดัไดจ้ากใบ (leaves) และกิ่งขนาดเล็ก (branchlets) ของทีทรี  

  M. alternifolia โดยวิธีการสกัดดว้ยไอน้้า 
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ตารางท่ี 7 องค์ประกอบทางพฤกษเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้ 
Peak 
No. 

Retention 
Time (min) 

Peak  
Area (%) 

Possible Compounds 
CAS 

number 
Quality of 

Identification 
1 10.72 1.69 Norsabinane 058037-87-9 94 
2 11.05 2.71 alpha-Pinene 000080-56-8 96 
3 12.66 0.26 Sabinene 003387-41-5 97 
4 12.71 0.25 beta-Pinene 018172-67-3 97 
5 13.51 0.42 Myrcene 000123-35-3 96 
6 14.05 1.85 alpha-Phellandrene 000099-83-2 94 
7 14.19 0.15 3-Carene 013466-78-9 96 
8 14.61 2.27 alpha-Terpinene 000099-86-5 98 
9 14.99 2.44 o-Cymene 000527-84-4 95 
10 15.12 1.08 Limonene 000138-86-3 91 
11 15.48 0.04 alpha-Ocimene 006874-10-8 96 
12 16.05 0.06 beta-Ocimene 003779-61-1 96 
13 16.63 7.98 gamma-Terpinene 000099-85-4 97 
14 16.73 0.01 gamma-Terpinene 000099-85-4 96 
15 17.76 6.35 Terpinolene 000586-62-9 98 
16 17.87 2.91 Terpinolene 000586-62-9 98 
17 18.09 0.15 Linalool 000078-70-6 97 
18 18.41 0.02 1,3,8-p Menthatriene 021195-59-5 91 
19 18.78 0.06 2-Cyclohexene-1-ol 029803-81-4 95 
20 19.25 0.03 Mentha-1,4,8-triene 000000-00-0 83 
21 19.46 0.05 1-Terpineol 000586-82-3 98 
22 19.65 0.07 1-Methoxy-1,3-cyclohexadiene 002161-90-2 78 
23 20.93 0.51 Terpinen-4-ol 000562-74-3 96 
24 20.98 0.53 Terpinen-4-ol 000562-74-3 98 
25 21.31 0.10 p-Cymene 001197-01-9 90 
26 21.47 0.34 alpha-Terpineol 010482-56-1 91 
27 21.57 0.02 cis-Piperitol 016721-38-3 81 
28 21.81 0.04 alpha-Terpinene 000099-86-5 98 
29 22.01 0.03 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-

(1-methylethyl)-, cis- 
016721-38-3 86 

30 22.56 0.02 tert-Butylbenzene 000098-06-6 49 
31 23.07 0.14 2-Isopropyl-4-methoxypyrimidine 064958-53-8 83 
32 23.15 0.02 Citral 000106-26-3 93 
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Peak 
No. 

Retention 
Time (min) 

Peak  
Area (%) 

Possible Compounds 
CAS 

number 
Quality of 

Identification 
33 23.56 0.02 3-Methylene-2,6-heptanedione 000000-00-0 22 
34 24.26 0.05 6,6-Dimethylhepta-2,4-diene 000000-00-0 43 
35 24.62 0.04 1-Methylbicyclo (4.1.0) heptane 002439-79-4 49 
36 24.94 0.02 3,3,5,5-Tetramethylcyclopentene 038667-10-6 45 
37 25.37 0.02 Cyclohexanol, 2-methylene-, (S)- 061187-70-0 58 
38 25.58 0.01 2,3,4-Trimethylthiophene 001795-04-6 38 
39 25.90 0.03 2-Acetylthiophene 000088-15-3 46 
40 26.02 0.06 2,6-Octadienoic acid, 3,7-

dimethyl-, methyl ester 
002349-14-6 76 

41 26.42 0.06 Bicycloelemene 000000-00-0 98 
42 26.70 0.02 3-(p-Anisoylhydrazono)-N-(2-

ethylphenyl) butyramide 
000000-00-0 43 

43 26.84 0.04 alpha-Cubebene 017699-14-8 99 
44 27.20 0.13 Eugenol 000097-53-0 98 
45 27.39 0.02 alpha-Zingiberene 000495-60-3 93 
46 27.74 0.43 Alpha-Copaene 003856-25-5 99 
47 28.04 0.25 Cyclohexane 000515-13-9 98 
48 28.17 0.04 Cyclohexane 000515-13-9 86 
49 28.55 5.09 beta-Elemene 000515-13-9 99 
50 28.91 0.17 Methyl Eugenol 000093-15-2 98 
51 29.51 6.36 trans-Caryophyllene 000087-44-5 99 
52 29.57 0.16 beta-Gurjunene 017334-55-3 96 
53 29.71 0.06 beta-Panasinsene 000000-00-0 93 
54 29.82 0.17 alpha-Gurjunene 000489-39-4 99 
55 29.93 0.08 alpha-Gurjunene 000489-39-4 99 
56 30.47 3.64 Humulene 006753-98-6 98 
57 30.55 0.35 Aromadendrene 000489-39-4 99 
58 30.75 0.09 Bicyclo [5.3.0] decane 000000-00-0 93 
59 30.80 0.03 Cyclohexane 000515-13-9 99 
60 31.01 0.49 gamma-Selinene  000515-17-3 98 
61 31.32 3.54 Germacrene D 023986-74-5 99 
62 31.41 0.70 beta-Eudesmene 017066-67-0 99 
63 31.51 0.16 1H-Cyclopropa[a]naphthalene 017334-55-3 97 
64 31.79 3.26 Bicyclogermacrene 100762-46-7 98 
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Peak 
No. 

Retention 
Time (min) 

Peak  
Area (%) 

Possible Compounds 
CAS 

number 
Quality of 

Identification 
65 31.83 0.20 Isohomogenol 000093-16-3 95 
66 32.12 2.65 Allo-Aromadendrene 025246-27-9 81 
67 32.21 0.16 Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-

octahydro-7-methyl-4-
methylene-1-(1-methylethyl)-, 
(1.alpha,4a.beta., 8a.alpha.) 

039029-41-9 98 

68 32.31 0.04 Bicyclo [4.4.0] dec-1-ene, 2-
isopropyl-5-methyl-9-methylene- 

000000-00-0 90 

69 32.48 0.84 delta-Cadinene 000483-76-1 98 
70 32.69 0.06 Naphthalene, 1,2,3,4,6,8a-

hexahydro-1-isopropyl-4,7-
dimethyl- 

016728-99-7 98 

71 32.82 0.03 alpha-Cadinene 000000-00-0 97 
72 33.25 0.07 Caryophyllene oxide 001139-30-6 90 
73 33.40 0.01 1-Methylidene-2b-

hydroxymethyl-3,3-dimethyl- 
4a-(3-methylbut-2-enyl)-
cyclohexane 

000000-00-0 95 

74 33.49 0.05 Eremophilene 010219-75-7 95 
75 33.74 0.38 Palustrol 005986-49-2 98 
76 34.22 2.22 Caryophyllene oxide 001139-30-6 78 
77 34.35 0.68 Globulol 000489-41-8 99 
78 34.63 1.37 Viridiflorol 000552-02-3 99 
79 34.95 2.04 Ledol 000577-27-5 99 
80 35.05 0.57 1,8-Naphthyridine, 

1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-
2,2,4a,7,7-pentamethyl-, 8-oxide 

069340-71-2 90 

81 35.42 6.32 1,8-Naphthyridine, 
1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-
2,2,4a,7,7-pentamethyl-, 8-oxide 

069340-71-2 90 

82 35.56 3.57 1,8-Naphthyridine, 
1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-
2,2,4a,7,7-pentamethyl-, 8-oxide 

069340-71-2 90 

83 35.67 0.25 1-(2-Hydroxy-3,4-
dimethylphenyl) ethanone 

000000-00-0 58 
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Peak 
No. 

Retention 
Time (min) 

Peak  
Area (%) 

Possible Compounds 
CAS 

number 
Quality of 

Identification 
84 35.73 0.15 Cadina-1,4-diene 000000-00-0 64 
85 35.82 0.08 alpha-Elemene 005951-67-7 95 
86 35.99 0.48 Isospathulenol 000000-00-0 99 
87 36.10 0.85 tau-Muurolol 019912-62-0 93 
88 36.16 0.26 Copaene 003856-25-5 97 
89 36.29 0.22 Aromadendrene 000489-39-4 99 
90 36.54 2.48 alpha-Cadinol 000481-34-5 96 
91 36.65 0.05 Oplopenone 028305-60-4 91 
92 36.81 0.23 Crotonaldehyde 003155-71-3 66 
93 36.96 0.01 6-(t-Butyl)-2,2,4-trimethyl-2H-

thiopyran 
142397-01-1 64 

94 37.02 0.02 Ethanone 127940-12-9 64 
95 37.17 0.04 4-Bromo-1-naphthylamine 002298-07-9 83 
96 37.29 0.04 trans-Carveol 001197-07-5 46 
97 38.28 10.11 alpha-Pyrone 065077-06-7 72 
98 38.42 0.36 6-Isopropenyl-4,8a-dimethyl-

1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-
naphthalen-2-ol 

000000-00-0 97 

99 38.65 0.07 2,6,10-Dodecatrienal, 3,7,11-
trimethyl-, (E,E) 

004128-17-0 98 

100 38.85 0.03 beta-Lonone 000079-77-6 70 
101 39.06 0.01 alpha-Cedrene epoxide 000000-00-0 70 
102 39.24 0.03 Benzyl benzoate 000120-51-4 98 
103 39.65 0.78 2,4-Dimethoxy-6-methyl-3-(1-

methylethyl) phenol 
(Espintanol) 

000000-00-0 90 

104 40.44 0.02 2,4-Dimethoxy-6-methyl-3-(1-
methylethyl) phenol 

000000-00-0 90 

105 41.10 0.04 2,6,10-Dodecatrienal, 3,7,11-
trimethyl-, (E,E) 

004128-17-0 98 

106 42.20 0.28 Eugenin 000000-00-0 91 
107 44.63 0.90 2-Cyclohexen-1-one, 3-hydroxy-

5,5-dimethyl- 
093719-18-7 87 

108 45.19 0.88 4-Ethyl-3-(3-hydroxyphenyl) 
hex-4-en-1-ol 

000000-00-0 83 
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Peak 
No. 

Retention 
Time (min) 

Peak  
Area (%) 

Possible Compounds 
CAS 

number 
Quality of 

Identification 
109 45.70 1.82 7-Methylcyercene 000000-00-0 86 
110 48.03 0.04 Phytol isomer 000000-00-0 95 
111 54.53 0.03 Diethylhexyl phthalate (DEHP) 000117-81-7 86 
112 57.48 0.02 N-Methyl-1-

adamantaneacetamide 
000000-00-0 60 

 

 
4.3 ผลการตรวจสอบยืนยันชนิดของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก โดยเทคนิคทางจุลชีววิทยา

และอณูชีววิทยา 
เมื่อน้าเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท (แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ

ประเภทเสมหะ จ้านวน 11 ไอโซเลท และปัสสาวะ จ้านวน 17 ไอโซเลท) และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน 

C. albicans ATCC 90028 มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) และท้าการ

ตรวจสอบลักษณะจุลสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลทเป็นเซลล์

ยีสต์ที่มีหลายลักษณะเซลล์ ตั้งแต่เซลล์เดี่ยว (unicellular) รูปร่างกลมรีคล้ายรูปไข่ (oval shaped) 

(ภาพที่  20a) เซลล์หน่อ (budding yeast cells/ blastospores/ blastoconidia) และสายราเทียม 

(pseudohyphae) ซึ่งเกิดจากเซลล์หน่อยืดยาวออกและเรียงต่อกันในลักษณะคล้ายสายรา ไม่มีผนังกั้น 

(septum) แต่มีรอยคอด (constriction) ที่ชัดเจนบริเวณรอยต่อระหว่างเซลล์ (ภาพท่ี 20b) 
 

 
 

ภาพที่ 20 ลักษณะจุลสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 
a) เซลล์เดี่ยว (unicellular) หรือเซลล์หน่อ (budding yeast cells) 

b) สายราเทียม (pseudohyphae) 
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จากการตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่า บนอาหาร SDA พบว่าเชื้อ

ทดสอบส่วนใหญ่มีลักษณะโคโลนีสีครีมขุ่น ทึบแสง มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-3 มิลลิเมตร 

รูปร่างกลม นูน ขอบเรียบ ผิวมันวาว มีความหนืดคล้ายเนยเหลว (ภาพที่ 21a) และบางไอโซเลท     

มีลักษณะโคโลนีสีครีมขุ่น ทึบแสง รูปร่างกลม นูน ขอบหยัก ผิวขรุขระ และมีความหนืดมากจนเป็น

เส้นสายขณะใช้เข็มเขี่ยแตะขึ้นมา (ภาพที่  21b) ซึ่งเป็นลักษณะการเจริญของยีสต์บนอาหาร      

เลี้ยงเชื้อราชนิดแข็ง เมื่อท้าการตรวจสอบยืนยันชนิดของเชื้อ  C. albicans บนอาหาร Brilliance 

Candida Agar (BCA) โดยอาศัยหลักการที่เอ็นไซม์ hexosaminidase และ alkaline phosohatase 

จากเชื้อทดสอบไปย่อยสลาย chromogenic substrate ในอาหาร BCA ท้าให้เกิดสีของโคโลนี

แตกต่างกัน ผลการทดลองพบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลทให้โคโลนีสีเขียวบนอาหาร BCA (ภาพที่ 21c) 

(ภาคผนวก จ) แสดงให้เห็นว่าเชื้อสายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน      

ที่น้ามาทดสอบเป็นเชื้อ C. albicans อย่างไรก็ตาม การจ้าแนกสีโคโลนีของเชื้อ C. albicans และ  

C. dubliniensis บนอาหาร BCA ยังเป็นไปได้ยาก เนื่องจากสปีชีส์มีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรม

อย่างมาก (closely related species) และให้โคโลนีสีเขียวใกล้เคียงกัน จึงต้องด้าเนินการทดสอบ

ยืนยันชนิดของเชื้อ C. albicans ด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาต่อไป  
 

 
 

ภาพที่ 21 ลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 
 a) โคโลนีสีครีมขุ่น ทึบแสง รูปร่างกลม นูน ขอบเรียบ ผิวมันวาว บนอาหาร SDA 

 b) โคโลนีสีครีมขุ่น ทึบแสง รูปร่างกลม นูน ขอบหยัก ผิวขรุขระ บนอาหาร SDA 

 c) โคโลนีสีเขียวบนอาหาร BCA 
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และจากการตรวจสอบยืนยันชนิดของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก ด้วยเทคนิคปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) เพ่ือเพ่ิมจ้านวนยีน 26S rRNA ของเชื้อ   

C. albicans โดยใช้ 26S rRNA specific primers และน้า DNA amplicon มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส โดยใช้อะกาโรส ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ และเปรียบเทียบขนาดของ

แถบ DNA กับชุดควบคุมผลบวกและ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส พบว่ามีแถบ DNA ของผลิตผล 

PCR ขนาดเท่ากับ 175 คู่เบส เกิดขึ้นในปฏิกิริยาที่ 1-3 และปฏิกิริยาที่ 5-28 (ภาพที่ 22 และภาพที่ 23) 

แสดงให้ เห็นว่าเชื้อทดสอบในปฏิกิริยาดังกล่าว จ้านวน 27 ไอโซเลท เป็น C. albicans จริง 

นอกจากนี้ ยังพบว่าในปฏิกิริยาที่ 4 ไม่มีแถบ DNA ของผลิตผล PCR เกิดขึ้น (ภาพที่ 22) สันนิษฐาน  

ได้ว่าเชื้อทดสอบในปฏิกิริยานี้อาจเป็นเชื้อ C. dubliniensis ซึ่ งจัดอยู่ ในกลุ่ม non-albicans 

Candida 
 

 

 

ภาพที่ 22 ผลิตผล PCR ของยีน 26S rRNA ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 
Lane L คือ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส, Lane + คือ ชุดควบคุมผลบวกของยีน 26S rRNA 
Lane 1-14 คือ ผลิตผล PCR ในปฏิกิริยาที่ 1-14, Lane - คือ ชุดควบคุมผลลบท่ีไม่มี DNA ตั้งต้น 
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ภาพที่ 23 ผลิตผล PCR ของยีน 26S rRNA ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 
Lane L คือ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส, Lane + คือ ชุดควบคุมผลบวกของยีน 26S rRNA 

Lane 15-28 คือ ผลิตผล PCR ในปฏิกิริยาที่ 15-28, Lane - คือ ชุดควบคุมผลลบท่ีไมม่ี DNA ตั้งต้น 

 

4.4 ผลการศึกษารูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 
โดยวิธี Broth microdilution 

จากการศึกษารูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 

27 ไอโซเลท โดยวิธี Broth microdilution ด้วยยาฟลูโคนาโซลที่ระดับความเข้มข้น 64, 32, 16, 8, 

4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 

0.2% Glucose) พบว่า C. albicans สายพันธุ์คลินิก เป็นเชื้อที่ไวต่อยาฟลูโคนาโซล (susceptible, S) 

โดยมีค่า MICFCZ ≤2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ้านวน 11 ไอโซเลท (คิดเป็นร้อยละ 40.74) และเป็น

เชื้อที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล (resistant, R) โดยมีค่า MICFCZ ≥8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ้านวน 16  

ไอโซเลท (คิดเป็นร้อยละ 59.26) ตามล้าดับ (ภาพท่ี 24) 

ส้าหรับชุดควบคุมคุณภาพของระบบการทดสอบ ซึ่งใช้ C. albicans ATCC 90028 เป็น  

เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานในการทดสอบโดยวิธี Broth microdilution ด้วยยาฟลูโคนาโซลที่ระดับความ

เข้มข้น 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร 

RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) พบว่ายาฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ     
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C. albicans ATCC 90028 โดยมีค่า MICFCZ อยู่ในช่วง 0.5-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นไปตาม

เกณฑ์มาตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนดคือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และชุดควบคุมการเจริญหรือชุดควบคุมสารละลาย คือ ชุดกล้าเชื้อทดสอบที่เจือจางใน

อาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose + 0.5% DMSO) พบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท 

สามารถเจริญได้ในอาหารดังกล่าว และในชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ  คือ ชุดอาหาร RPMI-1640 

(w/MOPS + 0.2% Glucose) ปราศจากเชื้อ พบว่าไม่มีการเจริญของเชื้อปนเปื้อนในการทดสอบทุกชุด  
 

 
ภาพที่ 24 รูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 

  S หมายถึง susceptible หรือเช้ือมีความไวต่อยาฟลูโคนาโซล 

  SDD หมายถึง susceptible dose dependent หรือเช้ือมีความไวต่อยาฟลูโคนาโซล  

     โดยขึ้นกับปริมาณยาที่ได้รับ 

  R หมายถึง resistant หรือเช้ือดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

 

4.5 ผลการตรวจหายีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก
ที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

จากการตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา จ้านวน 4 ชนิด ได้แก่ CDR1, CDR2, MDR1 

และ ERG11 ของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท ด้วย 
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เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนดังกล่าว และน้าผลิตผล PCR มา

วิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยใช้อะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ และเปรียบเทียบ

ขนาดของแถบ DNA กับชุดควบคุมผลบวกและ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส ผลการตรวจหายีน 

CDR1 พบว่ามีแถบ DNA ของผลิตผล PCR ขนาดเท่ากับ 112 คู่เบส เกิดขึ้นในปฏิกิริยาที่  1-9 

ปฏิกิริยาที่ 12 และปฏิกิริยาที่ 16 (ภาพที่ 25) ผลการตรวจหายีน CDR2 พบว่ามีแถบ DNA ของ

ผลิตผล PCR ขนาดเท่ากับ 125 คู่เบส เกิดขึ้นในปฏิกิริยาที่ 1-9 และปฏิกิริยาที่ 16 (ภาพที่ 26)     

ผลการตรวจหายีน MDR1 พบว่ามีแถบ DNA ของผลิตผล PCR ขนาดเท่ากับ 114 คู่เบส เกิดขึ้นใน

ปฏิกิริยาที่ 1-12 และปฏิกิริยาที่ 15-16 (ภาพที่ 27) และผลการตรวจหายีน ERG11 พบว่ามีแถบ 

DNA ของผลิตผล PCR ขนาดเท่ากับ 137 คู่เบส เกิดข้ึนในทุกปฏิกิริยา (ภาพที่ 28) 

 

 
ภาพที่ 25 ผลิตผล PCR ของยีน CDR1 ใน C. albicans สายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

 Lane L คือ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส, Lane 1 คือผลิตผล PCR ในปฏิกิริยาที่ 1 ของ 

 C. albicans S7/1 ที่ใช้เป็นชุดควบคุมผลบวกของยีน CDR1, Lane 2-17 คือผลิตผล PCR  

 ในปฏิกิริยาที่ 2-17, Lane - คือชุดควบคุมผลลบท่ีไม่มี DNA ตั้งต้น 
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ภาพที่ 26 ผลิตผล PCR ของยีน CDR2 ใน C. albicans สายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
 Lane L คือ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส, Lane 1 คือผลิตผล PCR ในปฏิกิริยาที่ 1 ของ 
 C. albicans S7/1 ที่ใช้เป็นชุดควบคุมผลบวกของยีน CDR2, Lane 2-17 คือผลิตผล PCR  
 ในปฏิกิริยาที่ 2-17, Lane - คือชุดควบคุมผลลบท่ีไม่มี DNA ตั้งต้น 
 

 

ภาพที่ 27 ผลิตผล PCR ของยีน MDR1 ใน C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
 Lane L คือ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส, Lane 1 คือผลิตผล PCR ในปฏิกิริยาที่ 1 ของ 
 C. albicans S7/1 ที่ใช้เป็นชุดควบคุมผลบวกของยีน MDR1, Lane 2-17 คือผลิตผล PCR  
 ในปฏิกิริยาที่ 2-17, Lane - คือชุดควบคุมผลลบท่ีไม่มี DNA ตั้งต้น 
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ภาพที่ 28 ผลิตผล PCR ของยีน ERG11 ใน C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
 Lane L คือ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส, Lane 1 คือผลิตผล PCR ในปฏิกิริยาที่ 1 ของ 

 C. albicans S7/1 ที่ใช้เป็นชุดควบคุมผลบวกของยีน ERG11, Lane 2-17 คือผลิตผล PCR  

 ในปฏิกิริยาที่ 2-17, Lane - คือชุดควบคุมผลลบท่ีไม่มี DNA ตั้งต้น 
 

จากผลการตรวจหายีนดังกล่าวข้างต้น พบว่าเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล    

ทั้ง 16 ไอโซเลท มียีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยสามารถพบยีน CDR1 ได้ใน     

เชื้อทดสอบ จ้านวน 11 ไอโซเลท (ร้อยละ 68.75) สามารถพบยีน CDR2 ได้ในเชื้อทดสอบ จ้านวน 

10 ไอโซเลท (ร้อยละ 62.5) สามารถพบยีน MDR1 ได้ในเชื้อทดสอบ จ้านวน 14 ไอโซเลท (ร้อยละ 

87.5) และพบยีน ERG11 ได้ในเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท (ร้อยละ 100) (ตารางที่ 8) และสามารถ

จ้าแนกรูปแบบการมียีนที่เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมคุณสมบัติในการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้ 4 รูปแบบ 

ได้แก่ รูปแบบที่ 1 ประกอบด้วย CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 รูปแบบที่ 2 ประกอบด้วย 

CDR1, MDR1 และ ERG11 รูปแบบที่  3 ประกอบด้วย MDR1 และ ERG11 และรูปแบบที่  4 

ประกอบด้วย ERG11 เพียงยีนเดียว (ตารางที่ 9) นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบระดับค่า MICFLC       

ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาฟลูโคนาโซลที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ ที่ระดับนัยส้าคัญ

ทางสถิติ  0.05 โดยทดสอบสถิติ  H ด้วยวิธีของครัสคาล-วัลลิส (Kruskal-Wallis H test) ซึ่ งมี

สมมติฐานหลัก (H0) ว่าเชื้อทดสอบที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ มีระดับค่า MICFLC       

ไม่แตกต่างกัน และมีสมมติฐานรอง (H1) ว่าเชื้อทดสอบที่มีรูปแบบของยีนต่างกัน อย่างน้อย            
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2 รูปแบบที่มีระดับค่า MICFLC แตกต่างกัน พบว่าได้ค่า p-value = 0.27 ซึ่งมากกว่าระดับนัยส้าคัญ  

ทางสถิติ จึงยอมรับสมมติฐานหลัก แสดงว่าเชื้อทดสอบที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ       

มีระดับค่า MICFLC ไม่แตกต่างกัน (ภาคผนวก ญ) 
 

ตารางท่ี 8 ความถี่ในการตรวจพบยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลใน C. albicans 
สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

ยีนที่ตรวจพบ 
Positive isolates  

(ร้อยละ) 
Negative Isolates 

(ร้อยละ) 
รวม  

(ร้อยละ) 
CDR1 11 (68.75) 5 (31.25) 16 (100.0) 
CDR2 10 (62.5) 6 (37.5) 16 (100.0) 
MDR1 14 (87.5) 2 (12.5) 16 (100.0) 
ERG11 16 (100.0) 0 (0.0) 16 (100.0) 

 

ตารางท่ี 9 รูปแบบการมียีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลใน C. albicans สายพันธุ์คลินิก
ที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

รูปแบบ ยีนที่ตรวจพบ เชื้อทดสอบ ค่า MICFLC (ug/mL) 

1 CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11  C. albicans S7/1 
 C. albicans S8/1 
 C. albicans S9/1 
 C. albicans S10/1 
 C. albicans S14/1 
 C. albicans S15/1 
 C. albicans U6/1 
 C. albicans U6/2 
 C. albicans U7/1 
 C. albicans U25/1 

8 
16 
≥64 
≥64 
8 

≥64 
≥64 
≥64 
≥64 
≥64 

2 CDR1, MDR1 และ ERG11  C. albicans U15/1 ≥64 
3 MDR1 และ ERG11  C. albicans U8/1 

 C. albicans U11/1 
 C. albicans U21/1 

16 
16 
16 

4 ERG11  C. albicans U15/2 
 C. albicans U19/1 

32 
32 
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4.6 ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราของน้ ามันเสม็ดขาวในการยับย้ังการเจริญของเชื้อ C. albicans 
สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 
4.6.1 ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้ ามันเสม็ดขาวในการยับยั้งการเจริญของ

เชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยวิธี Disc diffusion 
จากการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวในการยับยั้งการเจริญของ 

C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน 

C. albicans ATCC 90028 โดยวิธี Disc diffusion บนอาหาร MHA + GMB พบว่าดิสก์บรรจุน้้ามัน

เสม็ดขาวขนาด 1 ไมโครลิตรต่อดิสก์ แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท โดยมี

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 6.67 ± 0.58 ถึง 10.00 ± 0.00 

มิลลิเมตร และเมื่อใช้ดิสก์ทดสอบที่บรรจุน้้ามันเสม็ดขาวเพ่ิมขึ้นเป็น 4 ไมโครลิตรต่อดิสก์ ขนาด   

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อจะกว้างมากขึ้น อยู่ระหว่าง 7.67 ± 0.58 ถึง 12.33 ± 1.53 

มิลลิเมตร (ตารางที่ 10) นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อใช้ดิสก์ทดสอบที่บรรจุน้้ามันเสม็ดขาวเพ่ิมขึ้นเป็น

ล้าดับตั้งแต่ 1, 2, 4 และ 20 ไมโครลิตรต่อดิสก์ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อจะมี

ขนาดกว้างมากขึ้นตามปริมาณของน้้ามันเสม็ดขาว (ภาพท่ี 29) 

ส้าหรับชุดควบคุมผลบวก ซึ่งใช้ดิสก์ยาฟลูโคนาโซลขนาด 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์  พบว่า

ยาฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล

ทั้ง 16 ไอโซเลทอยู่ในระดับต่้า โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 

8.67 ± 0.58 ถึง 17.33 ± 1.15 มิลลิเมตร และท้าให้ยืนยันผลได้ว่าเป็นเชื้อดื้อยาจริง นอกจากนี้ ในชุด

ควบคุมคุณภาพของระบบการทดสอบ ซึ่งใช้ C. albicans ATCC 90028 เป็นเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน

ในการทดสอบโดยวิธี Disc diffusion ด้วยดิสก์ยาฟลูโคนาโซลขนาด 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์  บน

อาหาร MHA + GMB พบว่ายาฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. albicans ATCC 

90028 โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยเท่ากับ 32.00 ± 2.00 มิลลิเมตร 

เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนดคือ 27-38 มิลลิเมตร (ตารางที่ 10) และชุด

ควบคุมผลลบ ซึ่งใช้ดิสก์บรรจุสารละลาย DMSO 20 ไมโครลิตรต่อดิสก์ พบว่าดิสก์บรรจุสารละลาย 

DMSO ไม่แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท (ตารางที่ 10) 

เมื่อท้าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อ

ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาว โดยการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 93 

(Pearson product-momemt correlation) ที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ 0.05 พบว่าได้ค่า r = - 0.151 

และค่า sig. (2-tailed) =0.578 ซึ่งมากกว่าระดับนัยส้าคัญทางสถิติ จึงยอมรับสมมติฐานหลัก แสดงว่า

ขนาดบริเวณยับยั้งเชื้อของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาวไม่มีความสัมพันธ์กัน (ภาคผนวก ญ) 
 

ตารางท่ี 10 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อของน้้ามันเสม็ดขาวและยาฟลูโคนาโซล
ในการยับยั้งเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

ล าดับ เชื้อทดสอบ 

ค่าเฉลี่ยขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของบริเวณยับย้ังเชื้อ  
± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (มิลลิเมตร) * 

น้ ามันเสม็ดขาว 
(1 ไมโครลิตร) 

น้ ามันเสม็ดขาว 
(4 ไมโครลิตร) 

DMSO 
(20 ไมโครลิตร) 

ยาฟลูโคนาโซล 
(10 ไมโครกรัม) 

แปลผล
ความไว 

1 C. albicans S7/1 8.00 ± 0.00 11.33 ± 0.58 NZ 12.67 ± 0.58 R 
2 C. albicans S8/1 8.00 ± 0.00 11.33 ± 0.58 NZ 13.33 ± 3.06 R 
3 C. albicans S9/1 8.00 ± 0.00 10.00 ± 0.00 NZ 13.67 ± 1.15 R 
4 C. albicans S10/1 9.00 ± 1.00 10.33 ± 0.58 NZ 10.00 ± 0.00 R 
5 C. albicans S14/1 9.33 ± 1.15 11.00 ± 1.00 NZ 13.00 ± 0.00 R 
6 C. albicans S15/1 9.00 ± 0.00 11.67 ± 0.58 NZ 8.67 ± 0.58 R 
7 C. albicans U6/1 8.00 ± 0.00 10.67 ± 0.58 NZ 17.33 ± 0.58 S-DD 
8 C. albicans U6/2 10.00 ± 0.00 12.33 ± 1.53 NZ 17.33 ± 1.15 S-DD 
9 C. albicans U7/1 7.67 ± 0.58 10.33 ± 0.58 NZ 13.00 ± 1.73 R 
10 C. albicans U8/1 6.67 ± 0.58 7.67 ± 0.58 NZ 13.67 ± 0.58 R 
11 C. albicans U11/1 8.00 ± 0.00 10.33 ± 0.58 NZ 13.33 ± 1.53 R 
12 C. albicans U15/1 8.33 ± 0.58 12.00 ± 0.00 NZ 12.67 ± 0.58 R 
13 C. albicans U15/2 8.00 ± 0.00 10.33 ± 0.58 NZ 12.33 ± 1.15 R 
14 C. albicans U19/1 7.67 ± 0.58 11.33 ± 0.58 NZ 11.67 ± 0.58 R 
15 C. albicans U21/1 8.00 ± 0.00 10.00 ± 0.00 NZ 17.00 ± 1.00 S-DD 
16 C. albicans U25/1 8.33 ± 0.58 12.00 ± 1.00 NZ 10.33 ± 1.15 R 
17 C. albicans ATCC  

90028 (Reference) 
7.00 ± 0.00 11.33 ± 0.58 NZ 32.00 ± 2.00  

หมายเหตุ:  * หมายถึง ค่าท่ีไดม้าจากการทดลอง 3 ครั้ง 

 NZ หมายถึง ไม่พบบริเวณยับยั้งเช้ือ โดยขนาดเส้นผา่นศูนย์กลางดิสกเ์ท่ากับ 6 มิลลิเมตร 

 S-DD หมายถึง susceptible-dose dependent หรือเชื้อมีความไวต่อยาฟลูโคนาโซล  

             โดยขึ้นกับปริมาณยาที่ไดร้ับ 

 R หมายถึง resistant หรือเช้ือดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

  หมายถึง เป็นไปตามเกณฑม์าตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนด 
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ภาพที่ 29 ผลการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาว โดยวิธี Disc diffusion 

 
4.6.2 ผลการศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ (MIC) และค่าความ

เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเชื้อราได้ (MFC) ของน้ ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อ C. albicans 
สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยวิธี Broth macrodilution 
จากการทดสอบหาค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวต่อ C. albicans สายพันธุ์

คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 

90028 โดยวิธี Broth macrodilution ด้วยน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น 5, 2.5, 1.25, 0.63, 

0.31, 0.16, 0.08 และ 0.04 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 

0.2% Glucose) พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลทุกไอโซเลท

และสายพันธุ์มาตรฐานใกล้เคียงกัน โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.31-1.25 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร และ 

มีค่า MFC อยู่ในช่วง 0.63-2.5 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 11) นอกจากนี้ยังพบว่าค่า MIC และ 

MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวมีค่าไม่แตกต่างกัน (ไม่เกิน 4 เท่า) แสดงให้เห็นว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต้าน

เชื้อราแบบฆ่าเชื้อรา (fungicidal effect) 

ส้าหรับชุดควบคุมคุณภาพของระบบการทดสอบ ซึ่งใช้ C. albicans ATCC 90028 เป็น 

เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานในการทดสอบโดยวิธี Broth macrodilution ด้วยยาฟลูโคนาโซลที่ระดับความ

เข้มข้น 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.13 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร RPMI-

1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) พบว่ายาฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. albicans 

ATCC 90028 โดยมีค่า MICFLC อยู่ในช่วง 0.5-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ 

CLSI (2017) ก้าหนด คือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 11) 
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และชุดควบคุมการเจริญหรือชุดควบคุมสารละลาย คือ ชุดกล้าเชื้อทดสอบที่เจือจางใน

อาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose + 1% DMSO) พบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท 

สามารถเจริญได้ในอาหารดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ต้านเชื้อราเกิดจากฤทธิ์ของน้้ามันเสม็ดขาวจริง 

และในชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ คือชุดอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) 

ปราศจากเชื้อ ไม่พบการเจริญของเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท 

นอกจากนี้ เมื่อท้าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและ

น้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาฟลูโคนาโซล โดยการวิเคราะห์

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน ที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ 0.05 พบว่าได้ค่า r = 0.38 และ     

ค่า sig. (2-tailed) = 0.146 ซึ่งมากกว่าระดับนัยส้าคัญทางสถิติ จึงยอมรับสมมติฐานหลัก แสดงว่า 

ค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาวไม่มีความสัมพันธ์กัน (ภาคผนวก ญ) 

 

ตารางท่ี 11 ค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยา
ฟลูโคนาโซล 

ล าดับ เชื้อทดสอบ 
ค่า MIC ของ 

น้ ามันเสม็ดขาว* 
(ไมโครลิตร/มิลลิลิตร) 

ค่า MFC ของ 
น้ ามันเสม็ดขาว* 

(ไมโครลิตร/มิลลิลิตร) 

ค่า MIC ของ 
ยาฟลูโคนาโซล* 

(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 

1 C. albicans S7/1 1.25 1.25 8 
2 C. albicans S8/1 1.25 1.25 16 

3 C. albicans S9/1 1.25 1.25 ≥64 
4 C. albicans S10/1 1.25 1.25 ≥64 

5 C. albicans S14/1 1.25 1.25 8 
6 C. albicans S15/1 1.25 1.25 ≥64 
7 C. albicans U6/1 1.25 1.25 ≥64 
8 C. albicans U6/2 1.25 1.25 ≥64 
9 C. albicans U7/1 1.25 1.25 ≥64 

10 C. albicans U8/1 1.25 1.25 16 
11 C. albicans U11/1 0.31 0.63 16 
12 C. albicans U15/1 1.25 1.25 ≥64 
13 C. albicans U15/2 0.31-0.63 0.63 32 

14 C. albicans U19/1 0.31 0.63 32 
15 C. albicans U21/1 0.63 1.25 16 
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ล าดับ เชื้อทดสอบ 
ค่า MIC ของ 

น้ ามันเสม็ดขาว* 
(ไมโครลิตร/มิลลิลิตร) 

ค่า MFC ของ 
น้ ามันเสม็ดขาว* 

(ไมโครลิตร/มิลลิลิตร) 

ค่า MIC ของ 
ยาฟลูโคนาโซล* 

(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 
16 C. albicans U25/1 1.25 1.25 ≥64 

17 C. albicans ATCC  
90028 (Reference) 

1.25 1.25 0.5-1  (  ) 

หมายเหตุ:  * หมายถึง ค่าท่ีไดม้าจากการทดลอง 3 ครั้ง 

  หมายถึง เป็นไปตามเกณฑม์าตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนด 

 

4.7 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของน้ ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซลต่อ   
C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยวิธี Checkerboard microdilution 

จากการศึกษาประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซลต่อ

เชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์

มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 โดยวิธี Checkerboard microdilution ด้วยสารผสมระหว่าง

ยาฟลูโคนาโซลที่ระดับความเข้มข้น 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.12 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และน้้ามันเสม็ดขาวที ่ระดับความเข้มข้น 1.25, 0.63, 0.31, 0.16, 0.08 และ 0.04 

ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) และ 

แปลผลจากค่าดัชนีชี้วัดประสิทธิภาพร่วม (Fractional Inhibitory Concentration Index, FICI) 

พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซลในการยับยั้งเชื้อ C. albicans สายพันธุ์

คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ C. albicans S7/1, C. albicans U6/2 

และ C. albicans U15/1 โดยมีค่า FICI เท่ากับ 0.189, 0.159 และ 0.144 ตามล้าดับ และไม่พบ

การเสริมฤทธิ์ร่วมกันระหว่างน้้ามันเสม็ดขาวและยาฟลูโคนาโซลในการยับยั้งเชื ้อ  C. albicans 

สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ C. albicans U8/1 และ C. albicans 

U19/1 และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 โดยมีค่า FICI เท่ากับ 1.032, 2 และ 

1.004 ตามล้าดับ (ตารางที่ 12) 

ส้าหรับชุดควบคุมคุณภาพของระบบการทดสอบ ซึ่งใช้ C. albicans ATCC 90028 เป็นเชื้อ

สายพันธุ์มาตรฐานในการทดสอบโดยวิธี Broth microdilution ด้วยยาฟลูโคนาโซลที่ระดับความ

เข้มข้น 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 
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ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) พบว่ายาฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการ

เจริญของเชื ้อ C. albicans ATCC 90028 โดยมีค่า MICFLC เท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนดคือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 12) 

และชุดควบคุมการเจริญหรือชุดควบคุมสารละลาย คือชุดกล้าเชื้อทดสอบที่เจือจางใน

อาหารRPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose + 1% DMSO) พบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท 

สามารถเจริญได้ในอาหารดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ต้านเชื้อราเกิดจากฤทธิ์ของน้้ามันเสม็ดขาวจริง 

และในชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ คือชุดอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) 

ปราศจากเชื้อ ไม่พบการเจริญของเชื้อทดสอบทุกไอโซเลท 

 

ตารางที่ 12 ประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซลต่อเชื้อ  
C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

ล าดับ เชื้อทดสอบ 
รูปแบบยีน 

ที่ตรวจพบ 
สารทดสอบ 

ค่า MIC 

alone 

ค่า MIC 

combine 
ค่า FIC ค่า FICI * แปลผล 

1 C. albicans 

S7/1 

CDR1, CDR2, 

MDR1, ERG11 

ฟลูโคนาโซล 8 1 0.125 
0.189 Synergistic 

น้้ามันเสม็ดขาว 1.25 0.08 0.064 

2 C. albicans 

U6/2 

CDR1, CDR2, 

MDR1, ERG11 

ฟลูโคนาโซล 64 2 0.031 
0.159 Synergistic 

น้้ามันเสม็ดขาว 1.25 0.16 0.128 

3 C. albicans 

U15/1 

CDR1, MDR1, 

ERG11 

ฟลูโคนาโซล 64 1 0.016 
0.144 Synergistic 

น้้ามันเสม็ดขาว 1.25 0.16 0.128 

4 C. albicans 

U8/1 

MDR1, ERG11 ฟลูโคนาโซล 16 16 2 
1.032 Indifferent 

น้้ามันเสม็ดขาว 1.25 0.04 0.032 

5 C. albicans 

U19/1 

ERG11 ฟลูโคนาโซล 32 32 1 
2 Indifferent 

น้้ามันเสม็ดขาว 0.31 0.31 1 

6 C. albicans  

ATCC 90028 

- ฟลูโคนาโซล 0.5 0.25 0.5 
1.004 Indifferent 

น้้ามันเสม็ดขาว 1.25 0.63 0.504 

หมายเหตุ: * หมายถึง ค่าท่ีไดม้าจากการทดลอง 3 ครั้ง 

 Synergistic หมายถึง สารผสมระหว่างยาและน้้ามันเสม็ดขาวมีการเสริมฤทธิร์่วมกัน (FICI ≤ 0.5) 

 Indifferent หมายถึง สารผสมมีฤทธิ์ไม่แตกตา่งจากการใช้สารตัวเดียว (1.0 < FICI ≤ 4.0)  
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4.8 ผลการศึกษาผลกระทบของน้ ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 

และ ERG11 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล โดยเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลไทม์ย้อนกลับ (qRT-PCR) 

จากการศึกษาผลกระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 

และ ERG11 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลท ที่มี

รูปแบบของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมคุณสมบัติในการดื้อต่อยาต่างกัน ด้วยเทคนิค  qRT-PCR และ

วิเคราะห์ผลเชิงปริมาณสัมพันธ์ (relative quantification) เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของยีน

ดังกล่าว ด้วยวิธี 2-∆∆Ct โดยท้าการเปรียบเทียบระหว่างยีนเป้าหมายและยีนอ้างอิง (normalization) 

และแสดงผลเป็นสัดส่วนความเปลี่ยนแปลง (fold change) ระหว่างกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับน้้ามันเสม็ด

ขาว (calibrator) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ 

⅛MIC เป็นเวลา 90 นาที (treated) ผลการทดสอบพบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 

ไม่ส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของยีน CDR1 และ CDR2 ในเชื้อทดสอบ โดยระดับการแสดงออก

ของยีน CDR1 และ CDR2 ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 

อย่างไรก็ตาม น้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น ½MIC กลับมีประสิทธิภาพในการลดระดับการ

แสดงออกของยีน MDR1 ในเชื้อทดสอบได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุม และที่ระดับความเข้มข้นดังกล่าว ยังสามารถลดระดับการแสดงออกของยีน ERG11 ใน

เชื้อทดสอบได้ทุกไอโซเลท แต่ระดับการแสดงออกของยีน ERG11 ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ  

ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) นอกจากนี้ พบว่าระดับการแสดงออกของยีน MDR1 และ 

ERG11 จะมีแนวโน้มลดลงตามปริมาณความเข้มข้นของน้้ามันเสม็ดขาวที่เพ่ิมขึ้น ดังภาพที่ 30 ถึง

ภาพที่ 34 

ส้าหรับการตรวจสอบยืนยันผลิตผล PCR ของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11  

ที่ได้จากปฏิกิริยา qRT-PCR ด้วยวิธีการวิเคราะห์ melting curve พบว่าผลิตผล PCR ของยีนแต่ละ

ชนิดมีลักษณะ peak สูงสุดของอุณหภูมิหลอมละลาย (melting temperature, Tm) เฉพาะตัว

แตกต่างกันและเกิดเป็น peak เดียวที่อุณหภูมิสูง (ภาคผนวก ฌ) 
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ภาพที่ 30 ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซลใน C. albicans S7/1 

 ระหว่างกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (untreated) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับ 
 น้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC เป็นเวลา 90 นาที (treated) 
 ∗ หมายถึง ระดับการแสดงออกของยีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p < 0.05) 

 
 

 
ภาพที่ 31 ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซลใน C. albicans U6/2 

 ระหว่างกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (untreated) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับ 
 น้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC เป็นเวลา 90 นาที (treated) 
 ∗ หมายถึง ระดับการแสดงออกของยีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p < 0.05) 
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ภาพที่ 32 ระดับการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซลใน C. albicans U15/1 

 ระหว่างกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (untreated) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับ 
 น้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC เป็นเวลา 90 นาที (treated) 
 ∗ หมายถึง ระดับการแสดงออกของยีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p < 0.05) 

 
 

 
ภาพที่ 33 ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซลใน C. albicans U8/1 

 ระหว่างกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (untreated) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับ 
 น้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC เป็นเวลา 90 นาที (treated) 
 ∗ หมายถึง ระดับการแสดงออกของยีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p < 0.05) 
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ภาพที่ 34 ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซลใน C. albicans U19/1 

 ระหว่างกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (untreated) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับ 
 น้้ามันเสม็ดขาวความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC เป็นเวลา 90 นาที (treated) 
 ∗ หมายถึง ระดับการแสดงออกของยีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p < 0.05) 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
เมื่อน้าใบและกิ่งอ่อนของต้นเสม็ดขาวสายพันธุ์ M. cajuputi Powell ในพ้ืนที่ป่าชุมชน 

ต้าบลท่าช้าง อ้าเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี มาสกัดน้้ามันหอมระเหยด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า พบว่า     

ได้น้้ามันเสม็ดขาวที่มีลักษณะเป็นของเหลวใส สีเหลืองอ่อน ปราศจากตะกอนและสารแขวนลอย     

มีกลิ่นเฉพาะตัว และได้ปริมาณผลผลิตคิดเป็นร้อยละ 0.35 โดยมวล (%W/W) เมื่อท้าการวิเคราะห์

องค์ประกอบทางเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวด้วยเทคนิค GC-MS พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้           

มีองค์ประกอบหลัก 6 ชนิด ได้แก่ 1,8-Naphthyridine derivatives (ร้อยละ 10.46), alpha-

Pyrone (ร้อยละ 10.11), Terpinolene (ร้อยละ 9 .26), gamma-Terpinene (ร้อยละ 8 .00), 

trans-Caryophyllene (ร้อยละ 6.36) และ beta-Elemene (ร้อยละ 5.09) 

ผลการตรวจสอบลักษณะจุลสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชื้อ C. albicans   

สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 พบว่า

เชื้อทดสอบทุกไอโซเลทเป็นยีสต์เซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเชื้อ C. albicans จากการตรวจสอบลักษณะ

สัณฐานวิทยาที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่าบนอาหาร SDA พบว่าเชื้อทดสอบมีลักษณะการเจริญของเชื้อ  

C. albicans เมื่อท้าการตรวจสอบยืนยันชนิดของเชื้อ  C. albicans บนอาหาร BCA พบว่าเชื้อ

ทดสอบทุกไอโซเลทให้โคโลนีสีเขียว แสดงให้เห็นว่าเชื้อสายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และเชื้อ

สายพันธุ์มาตรฐานที่น้ามาทดสอบเป็นเชื้อ C. albicans อย่างไรก็ตาม เมื่อท้าการตรวจสอบยืนยัน

ชนิดของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส พบว่าเชื้อสายพันธุ์

คลินิก จ้านวน 27 ไอโซเลท (ร้อยละ 96.43) เป็นเชื้อ C. albicans จริง และเชื้อสายพันธุ์คลินิกอีก  

1 ไอโซเลท (ร้อยละ 3.57) ไม่ใช่ C. albicans  

ผลการศึกษารูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 

27 ไอโซเลท โดยวิธี Broth microdilution ตามมาตรฐานของ CLSI (2017) ด้วยยาฟลูโคนาโซล

ที่ระดับความเข้มข้น 0.12-64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% 

Glucose) พบว่าเชื้อสายพันธุ์คลินิกเป็นเชื้อที่ไวต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 11 ไอโซเลท (ร้อยละ 

40.74) และเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท (ร้อยละ 60.71) 
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ผลการตรวจหายีนที่เก่ียวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 4 ชนิด ได้แก่ CDR1, CDR2, 

MDR1 และ ERG11 ของเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท ด้วยเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส พบว่าเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลทุกไอโซเลทมียีน

ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซล โดยมีความถี่ในการตรวจพบยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ 

ERG11 คิดเป็นร้อยละ 68.75, 62.5, 87.5 และ 100 ตามล้าดับ และสามารถจ้าแนกรูปแบบการมียีน

ที่เก่ียวข้องกับการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้ 4 รูปแบบ ได้แก่ รูปแบบที่ 1 ประกอบด้วย CDR1, CDR2, 

MDR1 และ ERG11 รูปแบบที่ 2 ประกอบด้วย CDR1, MDR1 และ ERG11 รูปแบบที่ 3 ประกอบด้วย 

MDR1 และ ERG11 และรูปแบบที่ 4 ประกอบด้วย ERG11 เพียงยีนเดียว  

จากการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อ

ยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท โดยวิธี Disc diffusion พบว่าดิสก์บรรจุน้้ามันเสม็ดขาว ขนาด 

1 ไมโครลิตรต่อดิสก์ (5 %V/V) แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล

ทุกไอโซเลท โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 6.67 ± 0.58 ถึง 

10.00 ± 0.00 มิลลิเมตร และเมื่อใช้ดิสก์ทดสอบที่บรรจุน้้ามันเสม็ดขาวเพ่ิมขึ้นเป็น 4 ไมโครลิตรต่อ

ดิสก์ (20 %V/V) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อจะมีขนาดกว้างขึ้นเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 

7.67 ± 0.58 ถึง 12.33 ± 1.53 มิลลิเมตร แสดงให้เห็นว่าน้้ามันเสม็ดขาวประกอบด้วยสารออกฤทธิ์

ส้าคัญต่อเชื้อทดสอบ และยังพบว่าเมื่อใช้ดิสก์ทดสอบที่บรรจุน้้ามันเสม็ดขาวเพ่ิมขึ้นเป็นล้าดับตั้งแต่ 

1, 2, 4 และ 20 ไมโครลิตรต่อดิสก์ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อจะมีขนาดกว้าง  

มากข้ึนตามปริมาณของน้้ามันเสม็ดขาว และจากการทดสอบหาค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาว

ต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท โดยวิธี Broth macrodilution 

พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลทุกไอโซเลทใกล้เคียงกัน  

โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.31-1.25 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร (0.031-0.125 %V/V) และมีค่า MFC  

อยู่ในช่วง 0.63-2.5 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร (0.063-0.25 %V/V) นอกจากนี้ยังพบว่าค่า MIC และ 

MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวมีค่าไม่แตกต่างกัน (ไม่เกิน 4 เท่า) แสดงให้เห็นว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต้าน

เชื้อราแบบฆ่าเชื้อรา (fungicidal effect) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล   

ต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลทที่มีรูปแบบของยีนที่เกี่ยวข้องกับ 

การดื้อต่อยาต่างกัน และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 โดยวิธี Checkerboard 
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microdilution พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวและยาฟลูโคนาโซลมีการท้างานแบบเสริมฤทธิ์ร่วมกันในการ

ยับยั้งเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ S7/1, U6/2 และ U15/1 

โดยมีค่า FICI เท่ากับ 0.189, 0.159 และ 0.144 ตามล้าดับ และไม่พบการเสริมฤทธิ์ร่วมกันระหว่าง

น้้ามันเสม็ดขาวและยาฟลูโคนาโซลในการยับยั้งเชื้อ  C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยา         

ฟลูโคนาโซล จ้านวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ U8/1 และ U19/1 และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans 

ATCC 90028 โดยมีค่า FICI เท่ากับ 1.032, 2 และ 1.004 ตามล้าดับ 

จากการศึกษาผลกระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 

และ ERG11 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลทที่มีรูปแบบของยีน     

ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาต่างกัน โดยใช้เทคนิค qRT-PCR และวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณสัมพันธ์  

ด้วยวิธี 2-∆∆CT พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น ½MIC มีประสิทธิภาพในการลดระดับ   

การแสดงออกของยีน MDR1 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้อย่างมีนัยส้าคัญ      

ทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p < 0.05) และยังสามารถลดระดับการแสดงออกของยีน ERG11 ได้        

แต่ระดับการแสดงออกของยีน ERG11 ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ

ที่ระดับ 0.05 (p > 0.05) โดยระดับการแสดงออกของยีน MDR1 และ ERG11 มีแนวโน้มลดลง   

ตามปริมาณความเข้มข้นของน้้ามันเสม็ดขาวที่เพ่ิมขึ้น และพบว่าน้้ามันเสม็ดขาวไม่สามารถลด     

การแสดงออกของยีน CDR1 และ CDR2 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้ โดยระดับ

การแสดงออกของยีน CDR1 และ CDR2 ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบไม่มีความแตกต่างกัน    

ทางสถิติท่ีระดับนัยส้าคัญ 0.05 (p > 0.05)  

 
5.2 อภิปรายผลการวิจัย 

จากการสกัดน้้ามันหอมระเหยจากใบและกิ่งอ่อนของต้นเสม็ดขาว M. cajuputi Powell   

ในพ้ืนที่ป่าชุมชน ต้าบลท่าช้าง อ้าเภอเมือง จังหวัดจันทบุรี ด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า พบว่าน้้ามัน         

หอมระเหยที่ได้มีลักษณะเป็นของเหลวใส สีเหลืองอ่อน ปราศจากตะกอนและสารแขวนลอย มีกลิ่น

เฉพาะตัว และได้ปริมาณผลผลิตคิดเป็นร้อยละ 0.35 โดยมวล (%W/W) ซึ่งปริมาณผลผลิตที่ได้นี้มีค่า

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Petrachaianan T. และคณะ ที่สกัดน้้ามันหอมระเหยจากใบเสม็ดขาว  

M. cajuputi Powell ในพ้ืนที่จังหวัดนครนายก ด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า และได้ปริมาณผลผลิตคิดเป็น

ร้อยละ 0.31 โดยปริมาตรต่อน้้าหนักแห้ง (%V/W) (111) และการศึกษาของ Brophy JJ. และคณะ 
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ที ่สกัดน้้ามันหอมระเหยจากใบเสม็ดขาว M. cajuputi Powell ในพ้ืนที่ท้าการเขตรักษาพันธุ์   

สัตว์ป่าพรุโต๊ะแดง อ้าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส ด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า และได้ปริมาณผลผลิต

คิดเป็นร้อยละ 0.42 โดยมวล (%W/W) (30) แต่ปริมาณผลผลิตที่ได้ ในการศึกษานี้ค่อนข้างมีค่า    

ต่้ากว่าการศึกษาของ Kim JH. และคณะ ซึ่งสกัดน้้ามันหอมระเหยจากใบเสม็ดขาวสาย M. cajuputi 

Powell ในพ้ืนที่แตกต่างกัน 6 แห่งในจังหวัดนราธิวาส ด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า และได้ปริมาณผลผลิต

คิดเป็นร้อยละ 0.56-0.97 โดยมวล (%W/W) (112) 

จากข้อมูลดังกล่าว จะเห็นได้ว่าเมื่อน้าพืชชนิดเดียวกันมาสกัดน้้ามันหอมระเหยด้วยวิธีการ

เดียวกัน อาจได้ปริมาณผลผลิตที่ใกล้เคียงกันหรือแตกต่างกันได้ เช่นเดียวกับการศึกษาของ กฤษนัยน์ 

เจริญจิตร และคณะ พบว่าปริมาณน้้ามันหอมระเหยที่สกัดได้จากใบเสม็ดขาว M. cajuputi Powell 

ในพ้ืนที่ป่าเสม็ดเสื่อมโทรม ต้าบลสนามไชย อ้าเภอนายายอาม จังหวัดจันทบุรี และพ้ืนที่ป่าเสม็ด

สมบูรณ์ตามธรรมชาติ ตาบลบ่อ อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี มีความแตกต่างกัน โดยคิดเป็นร้อยละ 

0.81 และ 0.15 โดยมวล (%W/W) ตามล้าดับ ซึ่งอาจขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมที่พืชเจริญเติบโต 

(113) และการศึกษาของ มะลิวัลย์ หฤทันธนา และคณะ พบว่าปริมาณน้้ามันหอมระเหยที่สกัดได้จาก

ใบเสม็ดขาว M. cajuputi Powell ในพ้ืนที่แตกต่างกัน 4 แห่ง ได้แก่ 1) พ้ืนที่ป่าชายหาด อ้าเภอไชยา 

จังหวัดสุราษฎร์ธานี 2) พ้ืนที่ราบดินทราย อ้าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี 3) พ้ืนที่ป่าเสม็ด

ธรรมชาติ อ้าเภอสิเกา จังหวัดตรัง และ 4) พ้ืนที่ป่าละเมาะมีน้้าขัง อ้าเภอแกลง จังหวัดระยอง มี

ความแตกต่างกัน โดยคิดเป็นร้อยละ 0.85, 1.01, 0.50 และ 1.36 โดยมวล (%W/W) ตามล้าดับ (114) 

ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากชนิดและองค์ประกอบทางพฤกษเคมีและปริมาณน้้ามันหอมระเหยที่เก็บสะสมในพืช

มีความแปรปรวนสูง เมื่อสกัดน้้ามันหอมระเหยด้วยวิธีการและตัวท้าละลายเดียวกัน ปริมาณน้้ามัน

หอมระเหยและสารพฤกษเคมีที่ออกมาอาจแตกต่างกัน โดยจะแปรเปลี่ยนไปตามหลายปัจจัย ได้แก่ 

ชนิดและส่วนของพืช สภาพแวดล้อมในการเจริญเติบโต ปริมาณการผลิตต่อมน้้ามันและการเก็บสะสม

น้้ามันในพืช รวมทั้งช่วงเวลาและอายุในการเก็บเกี่ยวที่เหมาะสม เป็นต้น (95) นอกจากนี้ ปริมาณ

น้้ามันหอมระเหยที่ได้อาจขึ้นอยู่กับวิธีการสกัดที่แตกต่างกัน โดยในการศึกษานี้ท้าการสกัดแยกน้้ามัน

หอมระเหยด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวกรวดเร็ว ต้นทุนต่้า ไม่ต้องใช้สารเคมี 

เหมาะส้าหรับพืชที่ผลิตต่อมน้้ามันไว้ในใบ และท้าให้ได้น้้ามันหอมระเหยปริมาณมากท่ีสุด สอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Kiran V. และคณะ ได้ศึกษาวิธีการกลั่นน้้ามันหอมระเหยจากพืชสกุลเพลาร์โกเนียม 

พบว่าวิธีการกลั่นด้วยน้้าจะได้ปริมาณน้้ามันหอมระเหยมากกว่าวิธีการกลั่นด้วยน้้าและไอน้้า หรือ
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วิธีการกลั่นด้วยไอน้้า (115) และการศึกษาของ โอฬาร ตัณฑวิรุฬห์ และคณะ ได้ท้าการเปรียบเทียบ

วิธีการสกัดน้้ามันหอมระเหยจากใบและกิ่งอ่อนของต้นทีทรี M. alternifolia ในพ้ืนที่แปลงทดลอง

บ้านทับเบิก อ้าเภอหล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์ ด้วยวิธีการกลั่นด้วยน้้า การกลั่นด้วยน้้าและไอน้้า และ

การกลั่นด้วยไอน้้า พบว่าได้ปริมาณน้้ามันหอมระเหยคิดเป็นร้อยละ 2.84, 2.81 และ 1.80 โดยมวล 

(%W/W) ตามล้าดับ ซึ่งวิธีการกลั่นด้วยน้้าจะท้าให้ได้ปริมาณน้้ามันหอมระเหยมากท่ีสุด (116) 

เมื่อท้าการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้จากเสม็ดขาว         

M. cajuputi Powell พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้มีองค์ประกอบหลัก 6 ชนิด ได้แก่ 1,8-

Naphthyridine derivatives (ร้อยละ 10 .46), alpha-Pyrone (ร้อยละ 10.11), Terpinolene 

(ร้อยละ 9.26), gamma-Terpinene (ร้อยละ 8.00), trans-Caryophyllene (ร้อยละ 6.36) และ 

beta-Elemene (ร้อยละ 5.09) ซึ่งองค์ประกอบหลักที่พบในการศึกษานี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ 

กฤษนัยน์ เจริญจิตร และคณะ ที่พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้จากใบเสม็ดขาว M. cajuputi    

Powell ในพื้นที่ป่าเสม็ดเสื่อมโทรม ต้าบลสนามไชย อ้าเภอนายายอาม จังหวัดจันทบุรี มีองค์ประกอบ

หลัก 3 ชนิด ได้แก่  1,8-Naphthyridine derivatives (ร้อยละ 21.29), Benzaldehyde, 2,4,5 

trimethoxy 3 ,6  dimethyl (ร้ อ ย ล ะ  20.45) แ ล ะ  trans-Caryophyllene (ร้ อ ย ล ะ  14.21) 

เช่นเดียวกับน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้จากใบเสม็ดขาว M. cajuputi Powell ในพ้ืนที่ป่าเสม็ดสมบูรณ์

ตามธรรมชาติ ตาบลบ่อ อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี ที่พบองค์ประกอบหลัก 3 ชนิด ได้แก่          

1,8-Naphthyridine derivatives (ร้อยละ 29.20), trans-Caryophyllene (ร้อยละ 11.92) และ 

alpha-Terpinolene (ร้อยละ 6.46) (113) และองค์ประกอบหลักบางชนิดที่พบในการศึกษานี้ยัง

สอดคล้องกับการศึกษาในพืชชนิดเดียวกันของ Petrachaianan T. และคณะ ที่พบ Terpinolene  

(ร้อยละ 21.61), gamma-Terpinene (ร้อยละ 17.81) และ trans-Caryophyllene (ร้อยละ 12.22) 

เป็นองค์ประกอบหลักในน้้ามันหอมระเหยจากเสม็ดขาวในพื้นที่จังหวัดนครนายก (111) และการศึกษา

ของ Brophy JJ. และคณะ ที่พบ Terpinolene (ร้อยละ 24.74) และ gamma-Terpinene (ร้อยละ 

22.84) เป็นองค์ประกอบหลักในน้้ามันหอมระเหยจากเสม็ดขาวในพ้ืนที่ท้าการเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่า

พรุโต๊ะแดง อ้าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส (30)รวมทั้งการศึกษาของ Kim JH. และคณะ ที่พบ 

beta-Elemene (ร้อยละ 6.57-14.01) และ Terpinolene (ร้อยละ 2.67-7.92) เป็นองค์ประกอบหลัก

ในน้้ามันจากเสม็ดขาวในพ้ืนที่อ้าเภอสุไหงโกลก จังหวัดนราธิวาส และพบ Terpinolene (ร้อยละ 

11.67-18.34), gamma-Terpinene (ร้อยละ 8.44-15.09) และ p-Cymene (ร้อยละ 6.82-14.97) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 107 

เป็นองค์ประกอบหลักในน้้ามันจากเสม็ดขาวในพ้ืนที่อ้าเภอสุไหงปาดีและอ้าเภอตากใบ จังหวัด

นราธิวาส (112) แต่องค์ประกอบหลักที่พบในการศึกษานี้ไม่สอดคล้องกับงานวิจัยในพืชชนิดเดียวกัน

ของ Retnosari S. และคณะ ที่พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้จากใบเสม็ดขาว M. cajuputi ในพ้ืนที่

เมืองมาลัง เกาะบูรู และเมืองเมราอูเก สาธารณรัฐอินโดนีเซีย มีองค์ประกอบหลักเป็น 1,8-Cineole 

(ร้อยละ 41.60-59.90) และ alpha-Terpineol (ร้อยละ 4.85-18.19) (117) และการศึกษาในพืช

สกุลเดียวกันแต่ต่างสปีชีส์กันของ โอฬาร ตัณฑวิรุฬห์ และคณะ พบว่าน้้ามันหอมระเหยจากต้นทีทรี 

M. alternifolia ในพ้ืนที่แปลงทดลองบ้านทับเบิก อ้าเภอหล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์ มีองค์ประกอบ

หลักเป็น terpinen-4-ol (ร้อยละ 33.68-35.93) และ 1,8-cineole (ร้อยละ 6.73-10.92) (116) 

จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้น จะเห็นได้ว่าพืชสปีชีส์เดียวกันหรือสปีชีส์ใกล้เคียงกันอาจให้น้้ามัน

หอมระเหยที่มีองค์ประกอบทางเคมีเหมือนกันหรือแตกต่างกันได้ แต่ตามมาตรฐานสากล  ISO 

4730:2017 ก้าหนดให้น้้ามันหอมระเหยจากพืชสกุล Melaleuca spp. ที่มีคุณภาพและมีมูลค่าสูง

ทางเศรษฐกิจต้องมีองค์ประกอบหลักเป็น terpinen-4-ol อยู่ระหว่างร้อยละ 35.00-48.00 และ 1,8-

cineole น้อยกว่าร้อยละ 10.00 (97) เมื่อท้าการเปรียบเทียบองค์ประกอบทางเคมี 15 ชนิด ของ

น้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้ในการศึกษานี้ กับตามมาตรฐานสากล ISO 4730:2017 ของน้้ามันทีทรี      

ที่สกัดได้จากทีทรี M. alternifolia พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้มีปริมาณขององค์ประกอบทางเคมี

ที่ เป็นไปตามมาตรฐานสากล จ้านวน 8 ชนิด ได้แก่ Terpinolene, alpha-Pinene, Sabinene, 

Aromadendrene, delta-Cadinene, Limonene, Globulol และ Viridiflorol และไม่เป็นไปตาม

มาตรฐานสากล จ้านวน 7 ชนิด ได้แก่ Terpinen-4-ol, gamma-Terpinene, alpha-Terpinene, 

1,8-Cineole, p-Cymene, alpha-Terpineol และ Ledene ถึงแม้ว่าน้้ามันเสม็ดขาว ที่สกัดได้จะมี

ปริมาณขององค์ประกอบทางเคมีที่เป็นไปตามมาตรฐานสากลถึง 8 ชนิด แต่กลับพบสารที่บ่งชี้

คุณภาพและมีมูลค่าสูงทางเศรษฐกิจ ได้แก่ Terpinen-4-ol และ 1,8-Cineole ในปริมาณน้อย

หรือไม่พบเลย เช่นเดียวกับงานวิจัยอ่ืนที่ศึกษาองค์ประกอบหลักของน้้ามันหอมระเหยที่สกัดได้จาก

เสม็ดขาว M. cajuputi Powell ในพ้ืนที่ต่าง ๆ ของประเทศไทย (30, 111-113) 

โดยชนิดและปริมาณขององค์ประกอบทางเคมีในน้้ามันหอมระเหยอาจแปรเปลี่ยนได้ตาม

หลายปัจจัย ได้แก่ ชนิดและส่วนของพืช สภาพแวดล้อมในการเจริญเติบโต ช่วงเวลาและอายุในการ

เก็บเกี่ยวที่เหมาะสม รวมถึงอาจเกี่ยวข้องกับปัจจัยด้านชนิดย่อย (subspecies) ได้ มีรายงานว่า 
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น้้ามันหอมระเหยจากเสม็ดขาว M. cajuputi subsp. cajuputi ที่พบในสาธารณรัฐอินโดนีเซีย จะมี

องค์ประกอบหลักเป็น 1,8-Cineole (ร้อยละ15-60), Globulol (ร้อยละ 0.2-9), Viridiflorol (ร้อย

ละ 0.2-10) และ Spathulenol (ร้อยละ 0.4-30) เช่นเดียวกับน้้ามันหอมระเหยจาก M. alternifolia 

ที่พบในประเทศออสเตรเลีย ส่วนน้้ามันหอมระเหยจากเสม็ดขาว M. cajuputi subsp. cumingiana 

ที่พบทั่วไปในประเทศไทยและสาธารณรัฐสังคมนิยมเวียดนาม จะมีองค์ประกอบหลักเป็น gamma-

Terpinene (ร้อยละ 14-17) และ Terpinolene (ร้อยละ 10-23) (117) จึงสันนิษฐานได้ว่าสาเหตุ   

ที่ตรวจพบสาร Terpinen-4-ol และ 1,8-Cineole ในปริมาณน้อยหรือไม่พบเลยในน้้ามันเสม็ดขาว  

ที่สกัดได้ในการศึกษานี้ น่าจะเกิดจากปัจจัยด้านชนิดย่อยของเสม็ดขาว อย่างไรก็ตาม การตรวจพบ

สารดังกล่าวในปริมาณน้อยหรือไม่พบเลย ก็ไม่ได้เป็นตัวบ่งชี้ว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้จะไม่มีฤทธิ์

ทางชีวภาพใด ๆ เนื่องจากน้้ามันเสม็ดขาวที่สกัดได้นี้ประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ส้าคัญทางชีวภาพ

หลากหลาย ได้แก่ 1,8-Naphthyridine derivatives ซึ่งมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่น่าสนใจ เช่น ต้าน

การอักเสบ (anti-inflammatory) ระงับความเจ็บปวด (analgesic) ยาระงับประสาทที่เกี่ยวข้องกับ

พฤติกรรมก้าวร้าว (anti-aggressive) ลดความดันโลหิต (antihypertensive) ป้องกันอาการแพ้ 

(antiallergic) ต้านมะเร็งและเนื้องอก (anticancer & antitumor) รวมถึงต้านแบคทีเรียและเชื้อรา 

(antibacterial & antifungal) เป็นต้น (118) alpha-Pyrone ที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพ (antimicrobial) 

ต้านเนื้องอก และมีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic activity) (119) และ beta-Elemene ซึ่งมีฤทธิ์

ส้าคัญในการต้านการแบ่งตัวของเซลล์ มะเร็ง (antiproliferative effect) และนิยมใช้เป็นยาเคมีบ้าบัด 

(chemotherapeutic agents) (120) นอกจากนี้ ยังประกอบด้วยสาร Terpinolene, gamma-

Terpinene และ trans-Caryophyllene ที่มีรายงานการออกฤทธิ์ต้านเชื้อราหลายชนิด (121, 122)  

การตรวจสอบชนิดของเชื้อสายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน 

C. albicans ATCC 90028 ด้วยวิธีการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์และ

สัณฐานวิทยาที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่าบนอาหารเลี้ยงเชื้อราชนิดแข็ง เป็นวิธีการศึกษาเชื้อราเบื้องต้น

ทางจุลชีววิทยาที่ท้าให้สามารถตรวจสอบและระบุชนิดของเชื้อราได้จากลักษณะเซลล์และโคโลนี     

ที่จ้าเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง แต่เนื่องจากเชื้อสกุล Candida อาจมีลักษณะเซลล์ที่ใกล้เคียง

กันได้และ C. albicans เองมีลักษณะเซลล์และโคโลนีที่หลากหลาย วิธีการนี้จึงมีความจ้าเพาะต่้า 

ต้องอาศัยการสันนิษฐานและเปรียบเทียบร่วมกัน โดยสามารถบ่งชี้ได้เพียงเบื้องต้นว่าเชื้อทดสอบ    
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อาจเป็น Candida spp. แต่ต้องอาศัยการทดสอบอ่ืนร่วมด้วยเพื่อให้สามารถอ่านผลในระดับสปีชีส์ได้ 

(35) การตรวจสอบยืนยันชนิดของเชื้อ Candida spp. บนอาหาร Brilliance Candida Agar (BCA) 

เป็นวิธีการทดสอบการสร้างสีของโคโลนีบนอาหาร  Chromogenic Candida agar โดยอาศัย

หลักการที่ เอ็นไซม์  hexosaminidase และ alkaline phosphatase จากเชื้อจะไปย่อยสลาย 

chromogenic substrate 2 ชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้าให้เชื้อแต่ละชนิดเกิดสีโคโลนีแตกต่างกัน   

ในการศึกษานี้พบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลทให้โคโลนีสีเขียวบนอาหาร BCA จึงท้าให้สามารถแปลผล  

ได้ว่าเชื้อทดสอบเป็นเชื้อ C. albicans อย่างไรก็ตาม วิธีการดังกล่าวเป็นวิธีการจ้าแนกชนิดเชื้อ

เบื้องต้น (presumptive identification method) และรายงานผล Candida แบบ presumptive 

identification C. albicans เท่านั้น เนื่องจากเชื้อ Candida spp. อ่ืน ๆ ที่มีความใกล้ชิดกันทาง

พันธุกรรมอย่างมากกับเชื้อ C. albicans เช่น C. dubliniensis จะมีลักษณะเซลล์และลักษณะโคโลนี

คล้ายกับเชื้อ C. albicans รวมทั้งเชื้อ C. dubliniensis และ C. albicans ยังสร้างโคโลนีสีเขียว

ใกล้เคียงกันบนอาหาร Chromogenic Candida agar จึงท้าให้การแปลผลชนิดของเชื้อผิดพลาดได้ 

(123) จากข้อมูลข้างต้น จะเห็นได้ว่าวิธีการระบุชนิดของเชื้อ C. albicans ในเบื้องต้นทางจุลชีววิทยา

เพียงอย่างเดียวอาจไม่เหมาะสมในการอ่านผลในระดับสปีชีส์ โดยเฉพาะกรณีที่เชื้อมีความใกล้ชิดกัน

ทางพันธุกรรมอย่างมาก อาจท้าให้ผลการจ้าแนกชนิดเชื้อเป็นไปอย่างล่าช้าหรือผิดพลาดได้ 

เมื่อน้าเชื้อทดสอบที่ได้รับการระบุชนิดเบื้องต้นด้วยวิธีการทางจุลชีววิทยาแล้วว่าเป็น 

presumptive identification C. albicans มาตรวจสอบยืนยันด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

เพ่ือเพ่ิมจ้านวนยีน 26S rRNA ในบริเวณโดเมน D1/D2 ของเชื้อ C. albicans และวิเคราะห์ผลิตผล 

PCR ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส แล้วเปรียบเทียบขนาดของแถบ DNA กับชุดควบคุม

ผลบวก และ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส ซึ่งผลิตผล PCR ของยีน 26S rRNA จะมีขนาดเท่ากับ 

175 คู่เบส ผลการทดสอบพบว่าเชื้อสายพันธุ์คลินิก จ้านวน 27 ไอโซเลท (ร้อยละ 96.43) เป็นเชื้อ  

C. albicans จริง และเชื้อสายพันธุ์คลินิกอีก 1 ไอโซเลท (ร้อยละ 3.57) ไม่ใช่ C. albicans โดยเชื้อ

ดังกล่าวอาจเป็นเชื้อ C. dubliniensis ที่จัดอยู่ในกลุ่ม Candida non-albicans ซึ่งต้องท้าการทดสอบ   

ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ้าเพาะต่อสารพันธุกรรมของเชื้อ C. dubliniensis 

ต่อไป ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Mannarelli BM. และ Kurtzman CP. ที่พบว่า

สามารถจ้าแนกชนิดของเชื้อ C. albicans ได้อย่างถูกต้องและแม่นย้า ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่   

พอลิเมอเรส โดยการเพิ่มจ้านวนยีน 26S rRNA ในบริเวณโดเมน D1/D2 ของเชื้อ C. albicans (101) 
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เช่นเดียวกับงานวิจัยของ เอนก ภู่ทอง และคณะ และ Sandra AM. และคณะ ที่ท้าการศึกษาวิธีการ

จ้าแนกชนิด Candida spp. ด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาเปรียบเทียบกับเทคนิคทางจุลชีววิทยา และ

แสดงให้เห็นว่าวิธีการทางอณูชีววิทยาเป็นวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมที่จ้าเพาะต่อเชื้อโดยตรง      

มีความไวและความจ้าเพาะสูง และท้าให้สามารถจ้าแนกชนิดของเชื้อ C. albicans ได้อย่างถูกต้อง

และแม่นย้ากว่าวิธีการเบื้องต้นทางจุลชีววิทยา (124, 125) 

จากการศึกษารูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อสายพันธุ์คลินิก จ้านวน 27 ไอโซเลท 

โดยวิธี Broth microdilution ตามมาตรฐานของ CLSI (2017) ด้วยยาฟลูโคนาโซลที่ระดับความ

เข้มข้น 0.12-64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) และ

อ่านผลการทดสอบโดยดูการเจริญของเชื้อที่ตกตะกอนพร้อมเปรียบเทียบกับชุดควบคุมต่าง ๆ ในชุด

ควบคุมคุณภาพของระบบการทดสอบซึ่งใช้เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานในการทดสอบ พบว่ายาฟลูโคนาโซล

แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน โดยมีค่า MICFCZ อยู่ในช่วง 0.5-1 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนดคือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

แสดงให้เห็นว่าระบบการทดสอบข้างต้นมีความน่าเชื่อถือและสามารถอ่านผลการทดลองได้ 

ส้าหรับชุดควบคุมการเจริญหรือชุดควบคุมสารละลาย คือ ชุดกล้าเชื้อทดสอบที่เจือจาง      

ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ผสมกับสารละลาย 0.5% DMSO พบว่า    

เชื้อทดสอบทุกไอโซเลทสามารถเจริญได้ในอาหารดังกล่าว แสดงว่าสารละลาย 0.5% DMSO ที่ใช้เป็น

ตัวท้าละลายยาฟลูโคนาโซลไม่มีผลต่อการเจริญของเชื้อทดสอบหรือฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ

ทดสอบไม่ใช่ผลบวกปลอมที่เกิดจากตัวท้าละลาย นอกจากนี้ ในชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ คือ      

ชุดอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) ปราศจากเชื้อ ไม่พบการเจริญของจุลินทรีย์ใด ๆ 

ในชุดการทดสอบของเชื้อทุกไอโซเลท แสดงให้เห็นว่าไม่มีการปนเปื้อนเกิดขึ้นในระบบการทดสอบ  

ผลการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อสายพันธุ์คลินิก จ้านวน 27 ไอโซเลท พบว่า 

เชื้อสายพันธุ์คลินิกเป็นเชื้อที่ไวต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 11 ไอโซเลท (ร้อยละ 40.74) และเป็นเชื้อ

ที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท (ร้อยละ 59.26) จะเห็นได้ว่าเชื้อทดสอบในการศึกษานี้ 

มีอัตราการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลสูงกว่าไวต่อยาฟลูโคนาโซล ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Bergman S. 

และคณะ เกี่ยวกับข้อมูลการตรวจความไวต่อยาต้านเชื้อราของเชื้อ Candida spp. ที่แยกได้จาก   

สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในของศูนย์การแพทย์เนแบรสกาในสหรัฐอเมริกา ตามมาตรฐานของ CLSI (2017) 

พบว่าเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก มีอัตราการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลสูงถึงร้อยละ 97.2 (126) 
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เช่นเดียวกับการศึกษาของ Zaidi KU. และคณะ ที่ท้าการศึกษารูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของ

เชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 200 ไอโซเลท โดยวิธี Broth microdilution และพบอัตรา

การดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลถึงร้อยละ 56.5 (127) อย่างไรก็ตาม เชื้อทดสอบในการศึกษานี้ เป็นเชื้อที่ 

สุ่มเลือกมาจากเชื้อสายพันธุ์คลินิกทีไ่ด้รับจากโรงพยาบาลสมเด็จพระบรมราชเทวี ณ ศรีราชา จังหวัด

ชลบุรี และเก็บรักษาไว้ในห้องปฏิบัติการ (stock culture) ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยบูรพา ซึ่งแยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่ เข้ารับการรักษาด้วยภาวะติดเชื้อรา      

แทรกซ้อนหรือการติดเชื้อซ้้า จึงอาจพบเชื้อที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้สูงถึงร้อยละ 59.26 นอกจากนี้ 

จากรายงานของ Hitkova HY. และคณะ ได้ท้าการศึกษารูปแบบความไวต่อยาต้านเชื้อราของเชื้อ   

C. albicans สายพันธุ์คลินิก จากโรงพยาบาลระดับตติยภูมิในสาธารณรัฐบัลแกเรีย พบว่าเชื้อ       

C. albicans สายพันธุ์คลินิกจะมีอัตราการดื้อยาในกลุ่มเอโซลสูงที่สุด โดยเฉพาะยาฟลูโคนาโซล และ

สันนิษฐานว่าการดื้อยาในกลุ่มเอโซลอาจเกิดจากการพัฒนากลไกการดื้อยาหลายกลไกร่วมกัน เช่น 

การเปลี่ยนแปลงบริเวณเป้าหมายของยาโดยการเกิดมิวเทชันเฉพาะที่ (point mutation) การเพ่ิม

การแสดงออกของยีนที่เป็นบริเวณเป้าหมายของยา (ERG11) รวมทั้งการเพ่ิมการแสดงออกของยีนที่มี

ผลต่อการขนส่งยาออกนอกเซลล์ (CDR1, CDR2 และ MDR1) (128) ซึ่งกลไกการเพ่ิมการแสดงออก

ของยีนดังกล่าว อาจส่งผลให้เชื้อ C. albicans มีอัตราการดื้อยาในกลุ่มเอโซลเพ่ิมสูงขึ้นและอาจ

พัฒนาให้เกิดการดื้อยาข้ามกลุ่มได้ 

ในการตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 4 ชนิด ได้แก่ CDR1, CDR2, 

MDR1 และ ERG11 ของเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท ด้วยเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส และน้าผลิตผล PCR มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส แล้ว

เปรียบเทียบขนาดของแถบ DNA กับชุดควบคุมผลบวกและ DNA มาตรฐานชนิด 100 คู่เบส พบว่า

เชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลทุกไอโซเลทมียีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

โดยมีความถี่ในการตรวจพบยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 คิดเป็นร้อยละ 68.75, 62.5, 

87.5 และ 100 ตามล้าดับ จะเห็นได้ว่า ERG11 เป็นยีนที่มีความถี่ในการตรวจพบมากท่ีสุด เนื่องจาก 

ERG11 เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของเอนไซม์ 14α-demethylase ที่ใช้ในการสังเคราะห์ 

ergosterol ซึ่งเป็นส่วนประกอบส้าคัญในเยื้อหุ้มเซลล์ของเชื้อรา จึงสามารถตรวจพบได้ในเชื้อ

ทดสอบทุกไอโซเลท ส้าหรับ CDR1, CDR2 และ MDR1 เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของ  
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โปรตีน Cdr1, Cdr2 และ Mdr1 ที่แทรกอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์มีหน้าที่ขนส่งสารเข้าและออกจาก

เซลล์ และอาจมีการแสดงออกที่แตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์  (17, 18) จึงสามารถตรวจพบได้ในเชื้อ

ทดสอบบางไอโซเลท ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Monapathi ME. และคณะ ที่ท้าการตรวจหายีน 

CDR1, CDR2 และ MDR1 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 37 ไอโซเลท และ

ตรวจพบยีนดังกล่าวในเชื้อทุกไอโซเลท โดยมีความถี่ในการตรวจพบคิดเป็นร้อยละ 97.28, 97.28 

และ 78.38  ตามล้าดับ (129)  

นอกจากนี้ ในการศึกษานี้ได้จ้าแนกรูปแบบการมียีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล 

เป็น 4 รูปแบบ ได้แก่ รูปแบบที่ 1 ประกอบด้วย CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 รูปแบบที่ 2 

ประกอบด้วย CDR1, MDR1 และ ERG11 รูปแบบที่ 3 ประกอบด้วย MDR1 และ ERG11 และ

รูปแบบที่ 4 ประกอบด้วย ERG11 เพียงยีนเดียว และท้าการเปรียบเทียบระดับค่า MICFLC ในเชื้อสายพันธุ์

ดื้อยาที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ ที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ  0.05 พบว่าเชื้อสายพันธุ์   

ดื้อยาที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ มีระดับค่า MICFLC ไม่แตกต่างกัน ซึ่งอาจขึ้นอยู่กับ

ระดับการแสดงของแต่ละยีนในแต่ละไอโซเลท อย่างไรก็ตาม จากผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง

แบบแผนความไวต่อยาในกลุ่ม azoles กับการแสดงออกของยีนดื้อยา พบว่า C. albicans สายพันธุ์

ที่ดื้อต่อยาในกลุ่ม azoles จะมีการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 เพ่ิมสูงขึ้น

อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ C. albicans สายพันธุ์ที่ไวต่อยาในกลุ่ม azoles 

(20) และยังมีอีกหลายรายงานการศึกษาที่ให้ผลสอดคล้องกัน (18, 21-26) ดังนั้น การตรวจพบยีน 

CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลในการศึกษานี้ จึงท้าให้

สันนิษฐานได้ว่ายีนดังกล่าวอาจเป็นกลไกส้าคัญที่ท้าให้เชื้อดื้อต่อยาในกลุ่ม azoles และการยับยั้งการ

ท้างานของยีนเหล่านี้อาจส่งผลให้เชื้อกลับมาไวต่อยาในกลุ่ม azoles ได้อีกครั้ง 

จากการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อ

ยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท โดยวิธี Disc diffusion ผลการทดสอบในชุดควบคุมคุณภาพ

ของระบบการทดสอบ ซึ่งใช้เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานและทดสอบด้วยดิสก์ยาฟลูโคนาโซล  พบว่ายา   

ฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

บริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยเท่ากับ 32.00 ± 2.00 มิลลิเมตร เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ CLSI (2017) 

ก้าหนดคือ 27-38 มิลลิเมตร แสดงให้เห็นว่าระบบการทดสอบข้างต้นมีความน่าเชื่อถือและสามารถ

อ่านผลการทดลองได้ 
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ส้าหรับชุดควบคุมผลบวกซึ่งใช้ดิสก์ยาฟลูโคนาโซล พบว่ายาฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้ง 

การเจริญของเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลทุกไอโซเลทอยู่ในระดับต่้า โดยมีขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 8.67 ± 0.58 ถึง 17.33 ± 1.15 มิลลิเมตร และ

ชุดควบคุมผลลบ พบว่าดิสก์บรรจุสารละลาย DMSO ไม่แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ  

ทุกไอโซเลท แสดงให้เห็นว่าสารละลาย DMSO ที่ใช้เป็นตัวท้าละลายน้้ามันเสม็ดขาวไม่มีผลต่อการ

เจริญของเชื้อทดสอบและฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบเกิดจากฤทธิ์ของน้้ามันเสม็ดขาวจริง 

นอกจากนี้ ผลการทดสอบในชุดควบคุมผลบวกยังท้าให้สามารถยืนยันผลได้ว่าเชื้อทดสอบมีการดื้อต่อ

ยาฟลูโคนาโซลจริง โดยจัดเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 13 ไอโซเลท และเป็นเชื้อที่ไวต่อ

ยาฟลูโคนาโซลลดลง จ้านวน 3 ไอโซเลท อย่างไรก็ตาม การตรวจสอบรูปแบบความไวต่อยาของเชื้อ 

Candida spp. ด้วยวิธี Disc diffusion อาจไม่เหมาะสมเมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน Broth microdilution 

เนื่องจากเกิดความคลาดเคลื่อนได้จากหลายปัจจัย เช่น ค่า pH และความหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ความชื้นบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ ขนาดของกล้าเชื้อทดสอบ อุณหภูมิและระยะเวลาการบ่มเชื้อ 

รวมถึงอัตราการเจริญของเชื้อราบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (130) แต่มีบางรายงานการศึกษา

ที่ท้าการตรวจสอบรูปแบบความไวต่อยาของเชื้อ Candida spp. ด้วยวิธี Disc diffusion (131) ซึ่งผล

การศึกษาของ Mashad NE. และคณะ พบว่าวิธีการตรวจสอบรูปแบบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของ

C. albicans ด้วยวิธี Disc diffusion และวิธี Broth microdilution ให้ผลที่สอดคล้องกันประมาณ

ร้อยละ 81 (132) และ Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ก็ระบุให้สามารถใช้

วิธีดังกล่าวในการตรวจสอบเบื้องต้นทางห้องปฏิบัติการได้ เนื่องจากด้าเนินการได้สะดวก รวดเร็ว 

คุ้มค่า และทันต่อการรักษาผู้ป่วยในเบื้องต้น (104)  

ผลการการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาว พบว่าดิสก์บรรจุน้้ามัน

เสม็ดขาวขนาด 1 ไมโครลิตรต่อดิสก์ (5 %V/V) แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อ

ต่อยาฟลูโคนาโซลทุกไอโซเลท โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 

6.67 ± 0.58 ถึง 10.00 ± 0.00 มิลลิเมตร และเมื่อใช้ดิสก์ทดสอบที่บรรจุน้้ามันเสม็ดขาวเพ่ิมขึ้นเป็น 

4 ไมโครลิตรต่อดิสก์ (20 %V/V) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อจะมีขนาดกว้างขึ้น

เฉลี่ยอยู่ระหว่าง 7.67 ± 0.58 ถึง 12.33 ± 1.53 มิลลิ เมตร แสดงให้ เห็นว่าน้้ ามันเสม็ดขาว

ประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ส้าคัญต่อเชื้อทดสอบ และยังพบว่าเมื่อใช้ดิสก์ทดสอบที่บรรจุน้้ามันเสม็ด

ขาวเพ่ิมขึ้นเป็นล้าดับตั้งแต่ 1, 2, 4 และ 20 ไมโครลิตรต่อดิสก์ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณ

ยับยั้งเชื้อจะมีขนาดกว้างมากขึ้นตามปริมาณของน้้ามันเสม็ดขาว ท้าให้ทราบว่าขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อจะแปรผันตรงกับปริมาณของน้้ามันเสม็ดขาว 
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 เมื่อเปรียบเทียบจากผลงานวิจัยของ ภัทรมาศ เรืองสวัสดิ์ และคณะ ที่ท้าการตรวจกรอง      

ฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวชนิดเดียวกัน ด้วยวิธี Disc diffusion พบว่าดิสก์       

บรรจุน้้ามันเสม็ดขาว (25 %V/V) แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์มาตรฐาน 

โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อประมาณ 8.33 ± 0.57 มิลลิเมตร (133) และ

งานวิจัยที่ทดสอบในพืชสกุลเดียวกัน เช่น  Agarwal V. และคณะ พบว่าดิสก์บรรจุน้้ามันทีทรี         

M. alternifolia (100 %) แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก โดยมี

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อประมาณ 11.00 มิลลิเมตร (134) และ Devkatte AN และ

คณะ พบว่าดิสก์บรรจุน้้ ามันทีทรี M. alternifolia (100 % ) แสดงฤทธิ์ยับยั้ งการเจริญของ          

เชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้ออยู่ระหว่าง 

11.00-24.00 มิลลิเมตร (135) จะเห็นได้ว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่ใช้ในการศึกษานี้แสดงฤทธิ์ต้านเชื้อราใน

ระดับสูงเมื่อเปรียบเทียบกับผลที่ได้จากการศึกษาดังกล่าว ทั้งนี้อาจเกิดจากชนิดของพืช องค์ประกอบ

ทางเคมี หรือความสามารถของสารในการแพร่ออกไปสู่ตัวกลางที่เป็นวุ้นได้แตกต่างกัน จึงท้าให้ขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อต่างกันได้กว้างขึ้น อย่างไรก็ตาม การตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อ

ราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวด้วยวิธี Disc diffusion ถือเป็นการทดสอบกึ่งคุณภาพที่สามารถบอก

ผลได้เบื้องต้นว่าเชื้อมีความไวต่อการทดสอบหรือไม่ และท้าให้สามารถประมาณได้ว่าน้้ามันเสม็ดขาว

มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อได้ดี เพียงใด ดังนั้นจึงต้องตรวจสอบยืนยันผลด้วยการหาค่า         

ความเข้มข้นต่้าสุดของน้้ามันเสม็ดขาวที่สามารถยับยั้งเชื้อหรือฆ่าเชื้อได้ต่อไป 

ในการทดสอบหาค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยา 

ฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท โดยวิธี Broth macrodilution ผลการทดสอบในชุดควบคุม

คุณภาพของระบบการทดสอบ ซึ่งใช้เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานและทดสอบด้วยยาฟลูโคนาโซล พบว่ายา

ฟลูโคนาโซลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน โดยมีค่า MICFLC อยู่ในช่วง 0.5-1 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนด คือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่าระบบการทดสอบข้างต้นมีความน่าเชื่อถือและสามารถอ่านผลการทดลองได้ 

ส้าหรับชุดควบคุมการเจริญหรือชุดควบคุมสารละลาย พบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลทสามารถเจริญได้

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารละลาย 1% DMSO แสดงให้เห็นว่าสารละลาย DMSO ที่ใช้เป็นตัวท้าละลายยา

ฟลูโคนาโซลไม่มีผลต่อการเจริญของเชื้อทดสอบและฤทธิ์ต้านเชื้อเกิดจากฤทธิ์ของน้้ามันเสม็ดขาวจริง 
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และชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ พบว่าไม่มีการเจริญของจุลินทรีย์ใด ๆ ในชุดการทดสอบของเชื้อ    

ทุกไอโซเลท แสดงให้เห็นว่าไม่มีการปนเปื้อนเกิดขึ้นในระบบการทดสอบ  

ผลการทดสอบหาค่า MIC และ MFC พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิก     

ที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลทุกไอโซเลทใกล้เคียงกัน โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.31-1.25 ไมโครลิตร      

ต่อมิลลิลิตร (0.031-0.125 %V/V) และมีค่า MFC อยู่ในช่วง 0.63-2.5 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร 

(0.063-0.25 %V/V) นอกจากนี้ยังพบว่าค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวมีค่าไม่แตกต่างกัน 

(ไม่เกิน 4 เท่า) แสดงให้เห็นว่าน้้ามันเสม็ดขาวมีฤทธิ์ต้านเชื้อราแบบฆ่าเชื้อรา (fungicidal effect) 

เมื่อเปรียบเทียบจากงานวิจัยที่ทดสอบด้วยพืชในสกุลเดียวกัน เช่น Lohakachornpan P. และ 

Rangsipanuratn W. พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวจาก M. leucadendron Linn. ที่มีองค์ประกอบหลักเป็น 

Terpinolene (ร้อยละ 29.21), alpha-Terpinene (ร้อยละ 22.55), gamma-Carene (ร้อยละ 

8.53) และ alpha-Phellandrene (ร้อยละ 7.61) แสดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ C. albicans ATCC 10231 

โดยมีค่า MIC เท่ากับ 0.63 %V/V (136) Mondello F. และคณะ พบว่าน้้ามันทีทรีจาก M. alternifolia 

ที่มีองค์ประกอบหลักเป็น Terpinen-4-ol (ร้อยละ 42.35), gamma-Terpinene (ร้อยละ 20.65) 

และ alpha-Terpinene (ร้อยละ 9.76) แสดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยา

ฟลูโคนาโซล โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.25-0.5 %V/V (137) และ Agarwal V. และคณะ พบว่า

น้้ามันทีทรีจาก M. alternifolia แสดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก โดยมีค่า MIC 

และ MFC เท่ากับ 0.73 และ 0.86 %V/V ตามล้าดับ (134) จะเห็นได้ว่าน้้ามันหอมระเหยจากพืช

สกุลเดียวกันอาจมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ C. albicans ได้แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดและ

สัดส่วนขององค์ประกอบหลักทางเคมี ซึ่งน้้ามันเสม็ดขาวในการศึกษานี้ประกอบด้วยองค์ประกอบ

หลัก  6 ชนิ ด  ได้ แก่  1,8-Naphthyridine derivatives, alpha-Pyrone, Terpinolene, gamma-

Terpinene, trans-Caryophyllene และ beta-Elemene ที่อาจพบปริมาณน้อยหรือไม่พบในน้้ามัน

เสม็ดขาวจากการศึกษาอ่ืน แต่มีรายงานการศึกษาพบว่า 1,8-Naphthyridine derivatives เป็นสาร

ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ C. albicans และ Cryptococcus neoformans เนื่องจากมี

สมบัติความไม่ชอบน้้า (hydrophobicity) ท้าให้สามารถแทรกเข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์และท้าลายความ

สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane integrity) ได้ (118) เช่นเดียวกับ trans-Caryophyllene ที่

มีสมบัติเป็นสารต้านเชื้อราชนิดละลายได้ดีในไขมัน (121) อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาเปรียบเทียบ

ฤทธิ์ต้านเชื้อราของน้้ามันทีทรีจาก M. alternifolia และสาร Terpinen-4-ol พบว่าน้้ามันทีทรี      



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 116 

ที่ประกอบด้วยองค์ประกอบทางเคมีหลายชนิดสามารถลดการเจริญของเชื้อ C. albicans ได้ดีกว่า

สารบริสุทธิ์เพียงชนิดเดียว (138) จึงสันนิษฐานได้ว่าฤทธิ์ต้านเชื้อราของน้้ามันเสม็ดขาวอาจเกิดจาก

การท้างานขององค์ประกอบทางเคมีหลายชนิดร่วมกัน และสารส้าคัญเหล่านี้อาจมีกลไกการออกฤทธิ์

หลากหลายที่อาจเสริมฤทธิ์ของยาฟลูโคนาโซลได้ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซลต่อ

เชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลทที่มีรูปแบบของยีนที่เกี่ยวข้องกับการ 

ด้ือต่อยาต่างกัน โดยวิธี Checkerboard microdilution ผลการทดสอบในชุดควบคุมคุณภาพของ

ระบบการทดสอบ ซึ่งใช้เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานและทดสอบด้วยยาฟลูโคนาโซล พบว่ายาฟลูโคนาโซล

แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน โดยมีค่า MICFLC เท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนด คือ 0.25-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

แสดงให้เห็นว่าระบบการทดสอบข้างต้นมีความน่าเชื่อถือและสามารถอ่านผลการทดลองได้ ส้าหรับ

ชุดควบคุมการเจริญหรือชุดควบคุมสารละลาย พบว่าเชื้อทดสอบทุกไอโซเลทสามารถเจริญได้ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารละลาย 1% DMSO แสดงให้เห็นว่าสารละลาย DMSO ที่ใช้เป็นตัวท้าละลาย

สารทดสอบไม่มีผลต่อการเจริญของเชื้อทดสอบและฤทธิ์ต้านเชื้อราเกิดจากฤทธิ์ของสารทดสอบจริง 

และชุดควบคุมภาวะปลอดเชื้อ พบว่าไม่มีการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ใด ๆ ในชุดการทดสอบของเชื้อ

ทุกไอโซเลท แสดงให้เห็นว่าไม่มีการปนเปื้อนเกิดขึ้นในระบบการทดสอบ  

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการเสริมฤทธิ์ร่วมกัน พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวและยาฟลูโคนาโซล

มีการท้างานแบบเสริมฤทธิ์ร่วมกันในการยับยั้งเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน    

3 ไอโซเลท ได้แก่  S7/1, U6/2 (ตรวจพบยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11) และ U15/1 

(ตรวจพบยีน CDR1, MDR1 และ ERG11) โดยค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาว     

จะลดลงประมาณ 8-64 และ 8-16 เท่า ตามล้าดับ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Zhang J. และคณะ ที่พบว่า

น้้ามันเสม็ดขาวจาก M. leucadendra และยาฟลูโคนาโซลมีการท้างานแบบเสริมฤทธิ์ร่วมกันในการ

ยับยั้งเชื้อ C. albicans โดยค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาวจะลดลง 4 และ 10 เท่า 

ตามล้าดับ (139) จะเห็นได้ว่าประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของยาฟลูโคนาโซลดีขึ้นเมื่อใช้งานร่วมกับ

น้้ามันเสม็ดขาว ซึ่งอาจเป็นผลมาจากองค์ประกอบทางเคมีในน้้ามันเสม็ดขาวช่วยเสริมกลไกการ

ท้างานของยาฟลูโคนาโซล โดยอาจมีกลไกการออกฤทธิ์ที่บริเวณเป้าหมายเดียวกับยา คือ ยังยั้งการ

ท้างานของเอนไซม์ 14α-demethylase ที่ถอดรหัสโดยยีน ERG11 ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการ
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ขัดขวางกระบวนการสังเคราะห์ ergosterol ที่เป็นองค์ประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์เชื้อราเพ่ิมมากขึ้น 

หรืออาจมีกลไกการออกฤทธิ์ต่อกลุ่มโปรตีนขนส่งบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น Cdr1, Cdr2 และ Mdr1 

ซึ่งเสริมให้ยาท้างานได้ดีขึ้น อย่างไรก็ตาม เมื่อทดสอบในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล  

จ้านวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ U8/1 (ตรวจพบยีน MDR1 และ ERG11) และ U19/1 (ตรวจพบเฉพาะยีน 

ERG11) และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐานที่ไวต่อยาฟลูโคนาโซล พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวและยาฟลูโคนาโซล

ออกฤทธิ์ไม่ต่างจากการใช้สารตัวเดียว 

จากการศึกษาด้านเภสัชจลนศาสตร์และชีวโมเลกุล พบว่ากลไกการออกฤทธิ์ร่วมกันของสาร

ต้านจุลชีพ แบ่งออกเป็น 4 รูปแบบ ได้แก่ 1) การเสริมฤทธิ์กันโดยมีบริเวณเป้าหมายในการออกฤทธิ์

หลายต้าแหน่ง เช่น บริเวณเอนไซม์, ซับสเตรด (substrates), สารเมแทบอไลต์ (metabolites), 

ตัวรับต่าง ๆ (receptors), ช่องไอออนบนเยื่อหุ้มเซลล์ (ion channels), โปรตีนขนส่ง (transport 

proteins), DNA/RNA, ไรโบโซม (ribosomes) หรือกลไกทางเคมีเชิงฟิสิกส์อ่ืน ๆ 2) ผลทางด้าน

เภสัชจลนศาสตร์  โดยเพ่ิมการละลาย อัตราการดูดซึม และเพ่ิมชีวปริมาณการออกฤทธิ์ 

(bioavailability) 3) ออกฤทธิ์โดยตรงกับกลไกการดื้อยาของจุลชีพ และ 4) ช่วยก้าจัดหรือช่วยลด

ผลข้างเคียงของยา (140) ดังนั้น องค์ประกอบทางเคมีของน้้ามันเสม็ดขาวในการศึกษานี้อาจมีบริเวณ

เป้าหมายในการออกฤทธิ์หลากหลายที่เสริมให้ยาฟลูโคนาโซลท้างานดีขึ้นได้ ซึ่งมีรายงานการศึกษา

พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวจาก M. leucadendra ท้าให้ส่วนของเยื่อหุ้มเซลล์เจริญเข้าไปในไซโทพลาสซึม 

(cytoplasm) และเกิดโครงสร้าง mesosome-like structures ที่ท้าลายความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์

ในเชื้อ C. albicans ได้ (139) และพบว่าสาร 1,8-Naphthyridine derivatives ที่เป็นองค์ประกอบ

หลักของน้้ามันเสม็ดขาวในการศึกษานี้ สามารถแทรกเข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์และท้าลายความสมบูรณ์ของ

เยื่อหุ้มเซลล์ในเชื้อ C. albicans และ Cryptococcus neoformans ได้ (118) นอกจากนี้ ยังพบว่า

สารกลุ่ม monoterpenes ที่พบเป็นส่วนใหญ่ในน้้ามันเสม็ดขาว สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน 

CDR1 และ  MDR1 ใน Candida spp. สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้ (141) ดังนั้นจึงมีการ

ทดสอบผลกระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีนที่ เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา            

ฟลูโคนาโซลต่อไป 

จากการศึกษาผลกระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 

และ ERG11 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลทที่มีรูปแบบของยีน      

ที่เกี่ยวข้องกับการ ดื้อต่อยาต่างกัน โดยใช้เทคนิค qRT-PCR และวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณสัมพันธ์ด้วย

วิธี 2-∆∆Ct ของ Applied Biosystems (110) ซึ่งเป็นวิธีการศึกษาเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของ
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ยีนเป้าหมายและยีนอ้างอิง แล้วแสดงผลเป็นสัดส่วนความเปลี่ยนแปลงระหว่างกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ

น้้ามันเสม็ดขาวและกลุ่มทดสอบที่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว ส้าหรับการตรวจสอบยืนยันผลิตผล PCR ของ

ยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ที่ได้จากปฏิกิริยา qRT-PCR ด้วยวิธีการวิเคราะห์ melting 

curve พบว่าผลิตผล PCR ของยีนแต่ละชนิดมีลักษณะ peak สูงสุดของอุณหภูมิหลอมละลาย 

(melting temperature, Tm) เฉพาะตัวแตกต่างกันและเกิดเป็น peak เดียวที่อุณหภูมิสูง แสดงให้

เห็นว่าผลิตผล PCR ที่ได้เป็นของยีนที่ต้องการจริง รวมทั้งไพรเมอร์ที่ใช้ในแต่ละปฏิกิริยามีความ

เหมาะสมและมีความจ้าเพาะสูง เนื่องจากไม่ท้าให้เกิดผลบวกปลอมจากผลิตผลที่ไม่จ้าเพาะ (non-

specific products) หรือการจับกันเองของไพรเมอร์ (primer-dimers) ซึ่งจะให้ peak ขนาดกว้างที่

อุณหภูมิต่้า  

ผลการทดสอบ พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น ½MIC มีประสิทธิภาพในการลด

ระดับการแสดงออกของยีน MDR1 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้อย่างมีนัยส้าคัญ

ทางสถิติที่ระดับ 0.05 (p < 0.05) และยังสามารถลดระดับการแสดงออกของยีน ERG11 ได้ แต่

ระดับการแสดงออกของยีน ERG11 ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ   

(p > 0.05) โดยระดับการแสดงออกของยีน MDR1 และ ERG11 มีแนวโน้มลดลงตามปริมาณความ

เข้มข้นของน้้ามันเสม็ดขาวที่เพ่ิมขึ้น แต่พบว่าน้้ามันเสม็ดขาวไม่สามารถลดการแสดงออกของยีน 

CDR1 และ CDR2 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้ โดยระดับการแสดงออกของยีน 

CDR1 และ CDR2 ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) ทั้งนี้

พบว่ายีนเป้าหมายแต่ละชนิดอาจมีระยะเวลารับสัมผัสสารที่เหนี่ยวน้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับ

การแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันได้ ในการศึกษานี้ กลุ่มทดสอบจะได้รับการทดสอบด้วยน้้ามัน 

เสม็ดขาวเป็นระยะเวลา 90 นาที เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Ricardo E. และคณะ (17) อย่างไรก็ตาม 

ยังไม่มีรายงานการศึกษาผลกระทบต่อการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ของ

น้้ามันเสม็ดขาวหรือน้้ามันหอมระเหยจากพืชสายพันธุ์อ่ืนในวงศ์เดียวกัน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็นการ

รายงานผลกระทบของน้้ามันเสม็ดขาวต่อการแสดงออกของยีนดังกล่าวเป็นครั้งแรก 

เมื่อเปรียบเทียบจากงานวิจัยที่ทดสอบด้วยสารสกัดจากพืชชนิดอ่ืน เช่น Khajeh E. และ

คณะ พบว่าสารสกัดเอทานอลจาก Echinophora platyloba ที่ระดับค่า MIC (64 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร) สามารถลดการแสดงออกของยีน CDR1 และ CDR2 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 

ที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับนัยส้าคัญ α = 0.05 (142) และ Aslani P. 

และคณะ พบว่าสารสกัดเอทานอลจาก E. platyloba ที่ระดับค่า MIC (64 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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สามารถลดการแสดงออกของยีน ERG11 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล

ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับนัยส้าคัญ α = 0.05 แต่ไม่สามารถลดการแสดงออกของยีน 

MDR1 ได้ (143) แสดงให้เห็นถึงผลกระทบต่อยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ที่แตกต่างจาก

ผลการศึกษานี้ อาจเนื่องมาจากชนิดขององค์ประกอบทางเคมีที่ต่างกัน และมีรายงานการศึกษาพบว่า

สารกลุ่ม Monoterpenes 2 ชนิด ได้แก่ Thymol และ Carvacrol แสดงฤทธิ์ยับยั้งการแสดงออก

ของยีน CDR1 และ MDR1 ในเชื้อ Candida spp. สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล (141) จึง

สันนิษฐานได้ว่าองค์ประกอบหลักของน้้ามันเสม็ดขาวในการศึกษานี้ที่เป็นสารกลุ่ม Monoterpenes 

ได้แก่ Terpinolene และ gamma-Terpinene อาจเป็นสารออกฤทธิ์ส้าคัญต่อการแสดงออกของยีน 

MDR1 ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล และยังมีรายงานการศึกษาว่าการยับยั้งการ

ท้างานของยีน MDR1 ในเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จะท้าให้เชื้อมี

ความไวต่อยาต้านเชื้อราหลายชนิดเพ่ิมขึ้น (144) ดังนั้น การใช้น้้ามันเสม็ดขาวจึงส่งผลให้เชื้อดื้อยา

กลับมาไวต่อยาฟลูโคนาโซลอีกครั้ง และท้าให้การรักษาโรคติดเชื้อแคนดิดามีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

อย่างไรก็ตาม งานวิจัยนี้ เป็นการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของน้้ามันเสม็ดขาวที่เกิดจากการควบคุม

การแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัส (transcription) โดยการตรวจวัดระดับ mRNA ของยีน  

ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาของเชื้อ C. albicans และพบว่าสามารถลดระดับ mRNA ของยีน MDR1 

และ ERG11 ได้ ซึ่งน้้ามันเสม็ดขาวอาจมีกลไกการออกฤทธิ์โดยควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับ

การแปลรหัส (translation) เพ่ือสังเคราะห์โปรตีนชนิดอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา หรือมีการ     

ออกฤทธิ์ที่ต้าแหน่งอ่ืน จึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือทราบถึงกลไกการออกฤทธิ์ของน้้ามันเสม็ดขาว

ที่ครอบคลุมและชัดเจนมากยิ่งขึ้น 

นอกจากนี้ จากรายงานการศึกษาความปลอดภัยและความเป็นพิษของการใช้น้้ามันทีทรี   

จาก M. alternifolia ซึ่งเป็นพืชสกุลเดียวกับเสม็ดขาว พบว่าน้้ามันทีทรีถูกน้ามาใช้ในรูปแบบของ  

ยาแผนโบราณเพ่ือรักษาภาวะติดเชื้อบริเวณผิวหนังและเยื่อเมือกชนิดต่าง ๆ ที่หลากหลาย โดยมีค่า

ระดับความเป็นพิษต่อร่างกายของมนุษย์ (median lethal dose, LD50) เท่ากับ 1.9-2.6 มิลลิลิตรต่อ

กิโลกรัม ซึ่งอาจก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อร่างกายของมนุษย์ได้เมื่อกลืนกินในปริมาณสูง แต่จะไม่

ก่อให้เกิดอาการแพ้หรือการระคายเคืองต่อผิวหนังเมื่อใช้ในปริมาณที่เหมาะสม (145) ดังนั้น จึงเป็น

แนวทางหนึ่งที่น่าสนใจในการพัฒนาต่อยอดงานวิจัยเชิงลึก หรือการต่อยอดผลงานวิจัยสู่เชิงพาณิชย์ 

เพ่ือน้าน้้ามันเสม็ดขาวมาใช้ทดแทนหรือใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะเดิมที่ใช้ไม่ได้ผลในการรักษาโรคติดเชื้อ

แคนดิดา และน้าไปสู่การแก้ปัญหาเชื้อดื้อยาต้านเชื้อราอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 
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5.3 ข้อเสนอแนะ 
 5.3.1 น้้ ามัน เสม็ดขาวที่ สกัดได้จาก ใบและกิ่ งอ่อนของ M. cajuputi Powell ใน พ้ืนที่        

ภาคตะวันออก ของประเทศไทยในการศึกษานี้  ประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ส้าคัญหลายชนิดที่อาจ

แตกต่างจากพ้ืนที่อ่ืน ซึ่งสารส้าคัญแต่ละชนิดอาจมีกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันได้ จึงควรมี

การศึกษาเปรียบเทียบกลไกการออกฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์แต่ละชนิด เพ่ือประโยชน์ในการออกแบบ

สารต้านเชื้อราชนิดใหม่ทดแทนยาต้นแบบหรือใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะเดิมที่ใช้ไม่ได้ผลในการรักษา  

โรคติดเชื้อราแคนดิดาได้  
 

 5.3.2 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของน้้ามันเสม็ดขาวที่เกิดจากการควบคุมการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในระดับการถอดรหัสเท่านั้น ซึ่งน้้ามันเสม็ดขาวอาจมีกลไก

การออกฤทธิ์โดยควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับการแปลรหัสเพ่ือสังเคราะห์โปรตีนชนิดอ่ืน    

ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา หรือมีการออกฤทธิ์ที่ต้าแหน่งอ่ืน จึงควรมีการศึกษากลไกการออกฤทธิ์

เพ่ิมเติม เพ่ือทราบประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวที่ชัดเจนและครอบคลุมมากยิ่งขึ้น 
 

 5.3.3 เนื่องด้วยข้อมูลการศึกษาความเป็นพิษของน้้ามันเสม็ดขาวจาก M. cajuputi Powell  

มีอยู่อย่างจ้ากัดและอาจไม่เพียงพอที่จะสรุปถึงปริมาณท่ีเหมาะสมและปลอดภัยได้ จึงควรมีการศึกษา

ความเป็นพิษในเซลล์ของสัตว์ทดลองก่อนน้าไปใช้กับมนุษย์ 
 

 5.3.4 ด้วยข้อจ้ากัดของยาต้านเชื้อราในปัจจุบัน ที่มีราคาแพงและมีผลข้างเคียงจากการใช้     

ในปริมาณสูง ดังนั้น การพัฒนาต่อยอดการวิจัยทางคลินิกเชิงลึกเพ่ือพัฒนาน้้ามันเสม็ดขาวเป็นสาร

ต้านเชื้อราชนิดใหม่ อาจท้าให้อัตราการใช้ยาต้านเชื้อราลดลง ผู้ป่วยมีโอกาสเข้าถึงสารต้านเชื้อราที่มี

คุณภาพและประสิทธิผลในการรักษาเท่าเทียมกับยาต้นแบบได้เพ่ิมมากขึ้น รวมทั้งสามารถลดภาระ

ค่าใช้จ่ายด้านยาของระบบสาธารณสุขของประเทศไทยได้ 
 

 5.3.5 การต่อยอดผลงานวิจัยน้้ามันเสม็ดขาวสู่การใช้ประโยชน์ เชิงพาณิชย์ เช่น การพัฒนา

ผลิตภัณฑ์น้้ามันเสม็ดขาวเพ่ือบ้าบัด รักษา หรือบรรเทาอาการของโรคติดเชื้อรา รวมถึงผลิตภัณฑ์เพ่ือ

ความงามและการดูแลรักษาผิว ที่จะท้าให้สามารถใช้ประโยชน์จากต้นเสม็ดขาวในพ้ืนที่ป่าชุมชนได้

อย่างคุ้มค่า และน้าไปสู่การพัฒนาชุมชนท้องถิ่นในภาคตะวันออกอย่างยั่งยืนสืบต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
เอกสารรับรองผลการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ และ 

ใบรับรองการอนุมัติให้ด าเนินการวิจัยด้านความปลอดภัยทางชีวภาพ 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

 

1. อาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) 

  ชั่งอาหาร SDA ปริมาณ 65.0 กรัม ต่อปริมาตรน้้า 1 ลิตร หลอมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน

ด้วยไมโครเวฟ น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วน้าออกมาแช่ในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ เพ่ือให้อุณหภูมิ

ลดลงประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส จากนั้นเทใส่จานเพาะเชื้อปราศจากเชื้อประมาณ 20 มิลลิลิตร 

รอให้อาหารแข็งและผิวหน้าแห้ง จึงน้ามาใช้ได้ หรือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2. อาหาร Sabouraud dextrose broth (SDB)  

  ชั่งอาหาร SDB ปริมาณ 30.0 กรัม ต่อปริมาตรน้้า 1 ลิตร หลอมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน

ด้วยไมโครเวฟ และน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

3. อาหาร Brilliance™ Candida agar (BCA) 

  ชั่งอาหาร BCA ปริมาณ 15.6 กรัม ต่อปริมาตรน้้ากลั่นปราศจากเชื้อ 500 มิลลิลิตร ลงใน

ขวดอาหารปราศจากเชื้อ ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ (aseptic technique) แล้วหลอมให้ละลายเป็น   

เนื้อเดียวกันด้วยไมโครเวฟ จากนั้นเทใส่จานเพาะเชื้อปราศจากเชื้อประมาณ 20 มิลลิลิตร รอให้

อาหารแข็งและผิวหน้าแห้ง จึงน้ามาใช้ได้ หรือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

4. อาหาร RPMI 1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) 

  ชั่งอาหาร RPMI 1640 powder ปริมาณ 10.4 กรัม ละลายในน้้าปริมาตร 900 มิลลิลิตร 

ผสมกับ MOPS ปริมาณ 34.53 กรัม (0.165M) และ glucose ปริมาณ 2.0 กรัม (0.2%) แล้วปรับ 

pH 7.0 ด้วยสารละลาย NaOH (6M) และปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 1000 มิลลิลิตร จากนั้น

น้าไปกรองก้าจัดเชื้อ (sterile filtration) ด้วยหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร จึงน้ามาใช้ได้ หรือเก็บ

ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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5. อาหาร Mueller-Hinton agar (MHA) (w/2% Glucose + Methylene blue) 

  ชั่งอาหาร MHA ปริมาณ 38.0 กรัม ต่อปริมาตรน้้า 1 ลิตร หลอมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน

ด้วยไมโครเวฟ ผสมกับ Methylene blue (0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และ glucose ปริมาณ 20.0 กรัม 

(2%) แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และน้าออกมาแช่ในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ เพ่ือให้อุณหภูมิลดลง

ประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส จากนั้นเทใส่จานเพาะเชื้อปราศจากเชื้อประมาณ 20 มิลลิลิตร รอให้

อาหารแข็งและผิวหน้าแห้ง จึงน้ามาใช้ได้ หรือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

6. ยาฟลูโคนาโซล (fluconazole 98.0% potency) 

  ชั่งยาฟลูโคนาโซล ปริมาณ 13.0612 มิลลิกรัม ละลายในสารละลาย DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

เพ่ือให้ได้ยาฟลูโคนาโซลความเข้มข้นเริ่มต้น 12800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เนื่องจากยาฟลูโคนาโซล 

ปริมาณ 1 มิลลิกรัม จะมีปริมาณตัวยาออกฤทธิ์อยู่ที่ 980 ไมโครกรัม 

 

7. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 

  ชั่งโซเดียมคลอไรด์ปริมาณ 8.5 กรัม ต่อปริมาตรน้้า 1 ลิตร คนให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 
8. สารมาตรฐาน McFarland No. 0.5 

  ปิเปตสารละลายกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร  และ

สารละลายแบเรียมคลอไรด์ 1.175 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 9.95 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว 

ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร โดยต้องมีค่าอยู่ในช่วง 

0.08-0.10 จึงน้ามาใช้ในการทดสอบ 
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9. สารละลาย 6M NaOH  

 ชั่งสาร NaOH ปริมาณ 240.0 กรัม ต่อปริมาตรน้้า 1 ลิตร หลอมให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันด้วย

ไมโครเวฟ และน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

10. สารละลาย 0.5M EDTA  

  ชั่งสาร EDTA ปริมาณ 18.612 กรัม ละลายในน้้าปริมาตร 80 มิลลิลิตร แล้วปรับ pH 8.0 

ด้วยสารละลาย 6M NaOH และปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร 

 

11. สารละลาย 5X TBE buffer  

  ชั่ งสาร Tris base ปริมาณ  54.0 กรัม  และ Boric acid ปริมาณ 27.5 กรัม ผสมกับ

สารละลาย 0.5M EDTA (pH 8.0) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 1000 

มิลลิลิตร จากนั้นน้าไปกรองด้วยหัวกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร จึงน้ามาใช้ในการทดสอบ 

 
12. อะกาโรสเจล ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์  
  ชั่งผงอะกาโรส ปริมาณ 2.0 กรัม ผสมกับสารละลาย 0.5X TBE buffer ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร น้าไปต้มจนได้สารละลายใส และตั้งไว้ให้อุณหภูมิลดลงอยู่ที่ประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
จากนั้นเทลงใน casting plate ที่วาง comb ไว้ แล้วตั้งทิ้งไว้ให้แผ่นเจลแข็งตัวและค่อย ๆ ดึง comb 
ออก จึงได้แผ่นอะกาโรสเจลที่มีหลุมส้าหรับหยดสารทดสอบ 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 
ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 26SrRNA,  

CDR1, CDR2, MDR1, ERG11 และ ACT1  
 

จากการตรวจวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 26S rRNA, CDR1, CDR2, MDR1, 

ERG11 และ ACT1 ในเชื้อทดสอบ ด้วยวิธีการ binary sequencing โดยบริษัท Macrogen ประเทศ

เกาหลีใต้ แล้วน้าผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับข้อมูลสารพันธุกรรมในฐานข้อมูล 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

ไดผ้ลดังนี้ 

1. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 26S rRNA 

เมื่อน้าผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 26S rRNA ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans 

ATCC 90028, C. albicans S7/1 และ C. albicans U6/2 มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI พบว่า

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมีความเหมือนกับยีน 26S rRNA ในเชื้อ C. albicans ถึงร้อยละ 99 ดังแสดง

ตัวอย่างในภาพที่ A1 

 

      
 

ภาพที่ A1 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 26S rRNA ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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2. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CDR1 

เมื่อน้าผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CDR1 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans S7/1 

และ C. albicans U6/2 มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมีความ

เหมือนกับยีน CDR1 ในเชื้อ C. albicans ถึงร้อยละ 93 ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ A2 

 

    
 

ภาพที่ A2 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CDR1 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ 
 

3. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CDR2 

เมื่อน้าผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CDR2 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans S7/1 

และ C. albicans U6/2 มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมีความ

เหมือนกับยีน CDR2 ในเชื้อ C. albicans ถึงร้อยละ 98 ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ A3 

 

    
 

ภาพที่ A3 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CDR2 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ 
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4. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MDR1 

เมื่อน้าผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MDR1 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans S7/1 
และ C. albicans U6/2 มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมีความ
เหมือนกับยีน MDR1 ในเชื้อ C. albicans ถึงร้อยละ 100 ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ A4 

 

   
 

ภาพที่ A4 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MDR1 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ 
 

5. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ERG11 

เมื่อน้าผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ERG11 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans S7/1 
และ C. albicans U6/2 มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวมีความ
เหมือนกับยีน ERG11 ในเชื้อ C. albicans ถึงร้อยละ 100 ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ A5 

 

   
 

ภาพที่ A5 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ERG11 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ 
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6. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ACT1 

เมื่อน้าผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ACT1 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans 

ATCC 90028 และ C. albicans S7/1 มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์

ดังกล่าวมีความเหมือนกับยีน ACT1 ในเชื้อ C. albicans ถึงร้อยละ 98 ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ A6 
 

 

    
 

ภาพที่ A6 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ACT1 ในตัวอย่างเชื้อทดสอบ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ง 
ผลการตรวจสอบขนาดของกล้าเชื้อทดสอบ 

 

  เมื่อน้าหลอดกล้าเชื้อทดสอบที่ท้าการปรับความขุ่นให้เท่ากับความขุ่นของสารมาตรฐาน 0.5 

McFarland แล้ว (คาดว่าจะมีปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) มาตรวจสอบ

ขนาดของกล้าเชื้อ (inoculum size) โดยวิธีการเจือจางแบบ ten-fold dilution ที่ระดับความเจือจาง 

10-1-10-4 และปิเปตกล้าเชื้อที่ระดับความเจือจาง 10-2-10-4 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจาน

อาหาร SDA เพ่ือตรวจนับจ้านวนโคโลนีที่เจริญบนผิวหน้าอาหารและค้านวณปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้น 

พบว่าที่ระดับความเจือจาง 10-3 มีเชื้อเจริญบนผิวหน้าอาหารประมาณ 10-50 โคโลนี แสดงให้เห็นว่า

ในหลอดกล้าเชื้อทดสอบมีกล้าเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1-5 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จริง ดังภาพที่ A7 
 

 
ภาพที่ A7 ผลการตรวจสอบขนาดกล้าเชื้อทดสอบ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก จ 
ผลการตรวจสอบชนิดของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 

โดยเทคนิคทางจุลชีววิทยา 
 

เมื่อน้าเชื้อทดสอบ ได้แก่ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 ไอโซเลท และ C. albicans 
ATCC 90028 มาศึกษาลักษณะจุลสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic morphology) 
และลักษณะสัณฐานวิทยาที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่า (macroscopic morphology) บนอาหาร Sabouraud 
Dextrose Agar (SDA) และอาหาร Brilliance Candida Agar (BCA) ได้ผลดังตารางที่ A1  
 

ตารางที่ A1 ผลการตรวจสอบยืนยันชนิดของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก โดยเทคนิคทางจุลชีววิทยา 

ล ำดับ เชื้อทดสอบ สิ่งส่งตรวจ 
ลักษณะ 

จุลสัณฐำนวิทยำ 
ลักษณะสัณฐำนวิทยำที่สังเกตได้ด้วยตำเปล่ำ 

SDA BCA 
1 C. albicans 

S1/1 
เสมหะ  

 
 

 

 
 

 

 
 

2 C. albicans 
S2/1 

เสมหะ 

 

 

 
 

 

 
 

3 C. albicans 
S3/1 

เสมหะ 

 

 

 
 

 

 
 

4 C. albicans 
S5/1 

เสมหะ 
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ล ำดับ เชื้อทดสอบ สิ่งส่งตรวจ 
ลักษณะ 

จุลสัณฐำนวิทยำ 
ลักษณะสัณฐำนวิทยำที่สังเกตได้ด้วยตำเปล่ำ 

SDA BCA 
5 C. albicans 

S6/1 
เสมหะ 

  

 

 
 

6 C. albicans 
S7/1 

เสมหะ 

  

 

 
 

7 C. albicans 
S8/1 

เสมหะ 

  

 

 
 

8 C. albicans 
S9/1 

เสมหะ 

  

 

 
 

9 C. albicans 
S10/1 

เสมหะ 

  

 

 
 

10 C. albicans 
S14/1 

เสมหะ 

  

 

 
 

11 C. albicans 
S15/1 

เสมหะ 
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ล ำดับ เชื้อทดสอบ สิ่งส่งตรวจ 
ลักษณะ 

จุลสัณฐำนวิทยำ 
ลักษณะสัณฐำนวิทยำที่สังเกตได้ด้วยตำเปล่ำ 

SDA BCA 
12 C. albicans 

U2/1 
ปัสสาวะ 

  

 

 
 

13 C. albicans 
U6/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

14 C. albicans 
U6/2 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

15 C. albicans 
U7/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

16 C. albicans 
U8/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

17 C. albicans 
U9/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

18 C. albicans 
U10/1 

ปัสสาวะ 
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ล ำดับ เชื้อทดสอบ สิ่งส่งตรวจ 
ลักษณะ 

จุลสัณฐำนวิทยำ 
ลักษณะสัณฐำนวิทยำที่สังเกตได้ด้วยตำเปล่ำ 

SDA BCA 
19 C. albicans 

U11/1 
ปัสสาวะ 

  

 

 
 

20 C. albicans 
U15/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

21 C. albicans 
U15/2 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

22 C. albicans 
U17/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

23 C. albicans 
U17/2 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

24 C. albicans 
U19/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

25 C. albicans 
U21/1 

ปัสสาวะ 
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ล ำดับ เชื้อทดสอบ สิ่งส่งตรวจ 
ลักษณะ 

จุลสัณฐำนวิทยำ 
ลักษณะสัณฐำนวิทยำที่สังเกตได้ด้วยตำเปล่ำ 

SDA BCA 
26 C. albicans 

U23/1 
ปัสสาวะ 

  

 

 
 

27 C. albicans 
U24/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

28 C. albicans 
U25/1 

ปัสสาวะ 

  

 

 
 

29 C. albicans  
ATCC 90028 

- 

  

 

 
 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ฉ 
ผลการทดสอบความไวตอ่ยาฟลูโคนาโซลของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก 

 

จากการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิก จ้านวน 28 

ไอโซเลท โดยวิธี Broth microdilution ด้วยยาฟลูโคนาโซลที่ระดับความเข้มข้น 64, 32, 16, 8, 4, 

2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 

0.2% Glucose) โดยท้าการทดลอง 3 ครั้ง ได้ผลดังตารางที่ A2 และภาพที่ A8-A11 
 

ตารางท่ี A2 ผลการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของ C. albicans สายพันธุ์คลินิก  

ล ำดับ เชื้อทดสอบ 
ค่ำ MIC ของยำฟลูโคนำโซล (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แปลผล 

ควำมไวต่อยำ 1 2 3 Range 

1 C. albicans S1/1 2 2 2 2 S 

2 C. albicans S2/1 0.5 0.5 0.5 0.5 S 

3 C. albicans S3/1 2 4 2 2-4 S 

4 C. albicans S6/1 2 2 2 2 S 

5 C. albicans S7/1 8 8 8 8 R 

6 C. albicans S8/1 16 16 16 16 R 

7 C. albicans S9/1 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 R 

8 C. albicans S10/1 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 R 

9 C. albicans S14/1 8 8 8 8 R 

10 C. albicans S15/1 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 R 

11 C. albicans U2/1 1 2 1 1-2 S 

12 C. albicans U6/1 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 R 

13 C. albicans U6/2 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 R 

14 C. albicans U7/1 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 R 

15 C. albicans U8/1 16 16 16 16 R 

16 C. albicans U9/1 0.5 0.5 0.5 0.5 S 

17 C. albicans U10/1 0.5 0.5 0.5 0.5 S 

18 C. albicans U11/1 16 16 16 16 R 

19 C. albicans U15/1 ≥64 ≥64 ≥ 64 ≥64 R 
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ล ำดับ เชื้อทดสอบ 
ค่ำ MIC ของยำฟลูโคนำโซล (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แปลผล 

ควำมไวต่อยำ 1 2 3 Range 

20 C. albicans U15/2 32 32 32 32 R 

21 C. albicans U17/1 0.5 1 0.5 0.5-1 S 

22 C. albicans U17/2 0.5 0.5 0.5 0.5 S 

23 C. albicans U19/1 32 32 32 32 R 

24 C. albicans U21/1 16 16 16 16 R 

25 C. albicans U23/1 1 1 1 1 S 

26 C. albicans U24/1 1 1 1 1 S 

27 C. albicans U25/1 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 R 

28 C. albicans ATCC  

90028 (Reference) 

1 0.5 1 0.5-1  

หมายเหตุ: S หมายถึง susceptible หรือเช้ือมีความไวต่อยาฟลูโคนาโซล  (MICFLC ≤ 2) 

 SDD หมายถึง susceptible dose dependent หรือเช้ือมีความไวต่อยาฟลูโคนาโซล 

             โดยขึ้นกับปริมาณยาที่ไดร้ับ (MICFLC = 4) 

 R หมายถึง resistant หรือเช้ือดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล (MICFLC ≥ 8) 

  หมายถึง เป็นไปตามเกณฑม์าตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนด 

 

 
ภาพที่ A8 ผลการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อทดสอบ (90% inhibition) 
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ภาพที่ A9 ผลการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อทดสอบ (90% inhibition) 

 

 
ภาพที่ A10 ผลการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อทดสอบ (90% inhibition) 

 

 
ภาพที่ A11 ผลการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อทดสอบ (90% inhibition) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ช 
ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้ ามันเสม็ดขาว 

 

จากการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

C. albicans สายพันธุ์คลินิกท่ีดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน 

C. albicans ATCC 90028 โดยวิธี Disc diffusion ด้วยดิสก์บรรจุน้้ามันเสม็ดขาวขนาด 1 และ 4 

ไมโครลิตรต่อดิสก์ บนอาหาร MHA + GMB โดยท้าการทดลอง 3 ครั้ง ได้ผลดังตารางที่ A3 และ 

ภาพที่ A12 
 

ตารางท่ี A3 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อของน้้ามันเสม็ดขาว 

ล ำดับ เชื้อทดสอบ 

ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของบริเวณยบัยั้งเชื้อ (มิลลิเมตร) 

น้ ำมันเสม็ดขำว 

(1 ไมโครลิตร) 

น้ ำมันเสม็ดขำว 

(4 ไมโครลิตร) 

DMSO 

(20 ไมโครลติร) 

1 2 3 Mean ± S.D. 1 2 3 Mean ± S.D. 1 2 3 

1 C. albicans S7/1 8 8 8 8.00 ± 0.00 11 12 11 11.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

2 C. albicans S8/1 8 8 8 8.00 ± 0.00 12 11 11 11.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

3 C. albicans S9/1 8 8 8 8.00 ± 0.00 10 10 10 10.00 ± 0.00 NZ NZ NZ 

4 C. albicans S10/1 8 10 9 9.00 ± 1.00 10 11 10 10.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

5 C. albicans S14/1 8 10 10 9.33 ± 1.15 10 12 11 11.00 ± 1.00 NZ NZ NZ 

6 C. albicans S15/1 9 9 9 9.00 ± 0.00 11 12 12 11.67 ± 0.58 NZ NZ NZ 

7 C. albicans U6/1 8 8 8 8.00 ± 0.00 11 10 11 10.67 ± 0.58 NZ NZ NZ 

8 C. albicans U6/2 10 10 10 10.00 ± 0.00 14 12 11 12.33 ± 1.53 NZ NZ NZ 

9 C. albicans U7/1 8 7 8 7.67 ± 0.58 11 10 10 10.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

10 C. albicans U8/1 6 7 7 6.67 ± 0.58 7 8 8 7.67 ± 0.58 NZ NZ NZ 

11 C. albicans U11/1 8 8 8 8.00 ± 0.00 10 10 11 10.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

12 C. albicans U15/1 8 8 9 8.33 ± 0.58 12 12 12 12.00 ± 0.00 NZ NZ NZ 

13 C. albicans U15/2 8 8 8 8.00 ± 0.00 10 11 10 10.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

14 C. albicans U19/1 8 7 8 7.67 ± 0.58 12 11 11 11.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

15 C. albicans U21/1 8 8 8 8.00 ± 0.00 10 10 10 10.00 ± 0.00 NZ NZ NZ 

16 C. albicans U25/1 9 8 8 8.33 ± 0.58 12 13 11 12.00 ± 1.00 NZ NZ NZ 

17 C. albicans  

ATCC 90028 
7 7 7 7.00 ± 0.00 12 11 11 11.33 ± 0.58 NZ NZ NZ 

หมายเหตุ: NZ หมายถึง ไม่พบบริเวณยับยั้งเช้ือ โดยขนาดเส้นผา่นศูนย์กลางดิสกเ์ท่ากับ 6 มิลลิเมตร 
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ภาพที่ A12 ผลการตรวจกรองฤทธิ์ต้านเชื้อราเบื้องต้นของน้้ามันเสม็ดขาวในการยับยั้งเชื้อทดสอบ 

           โดยวิธี Disc diffusion 

นอกจากนี้ จากการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลของเชื้อ  C. albicans สายพันธุ์

คลินิกที่ดื ้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 

90028 (ชุดควบคุมผลบวก) โดยวิธี Disc diffusion ด้วยยาฟลูโคนาโซลขนาด 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

บนอาหาร MHA + GMB โดยท้าการทดลอง 3 ครั้ง ได้ผลดังตารางที่ A4 และภาพท่ี A13 
 

ตารางท่ี A4 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อของยาฟลูโคนาโซล 

ล ำดับ เชื้อทดสอบ 
ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของบริเวณยบัยั้งเชื้อ (มิลลิเมตร) 

แปลผลควำมไวต่อยำ 
1 2 3 Mean ± S.D. 

1 C. albicans S7/1 13 13 12 12.67 ± 0.58 R 

2 C. albicans S8/1 16 10 14 13.33 ± 3.06 R 

3 C. albicans S9/1 15 13 13 13.67 ± 1.15 R 

4 C. albicans S10/1 10 10 10 10.00 ± 0.00 R 

5 C. albicans S14/1 13 13 13 13.00 ± 0.00 R 

6 C. albicans S15/1 9 8 9 8.67 ± 0.58 R 

7 C. albicans U6/1 17 18 17 17.33 ± 0.58 SDD 

8 C. albicans U6/2 18 18 16 17.33 ± 1.15 SDD 

9 C. albicans U7/1 15 12 12 13.00 ± 1.73 R 

4 ul 

4 ul 4 ul 

4 ul 

1 ul 

1 ul 
1 ul 

1 ul 

DMSO DMSO 

DMSO DMSO 
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ล ำดับ เชื้อทดสอบ 
ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของบริเวณยบัยั้งเชื้อ (มิลลิเมตร) 

แปลผลควำมไวต่อยำ 
1 2 3 Mean ± S.D. 

10 C. albicans U8/1 14 13 14 13.67 ± 0.58 R 

11 C. albicans U11/1 15 13 12 13.33 ± 1.53 R 

12 C. albicans U15/1 13 12 13 12.67 ± 0.58 R 

13 C. albicans U15/2 13 13 11 12.33 ± 1.15 R 

14 C. albicans U19/1 12 12 11 11.67 ± 0.58 R 

15 C. albicans U21/1 17 18 16 17.00 ± 1.00 SDD 

16 C. albicans U25/1 11 11 9 10.33 ± 1.15 R 

17 C. albicans ATCC  

90028 (Reference) 
32 34 30 32.00 ± 2.00  

 

หมายเหตุ: S หมายถึง susceptible หรือเช้ือมีความไวต่อยาฟลูโคนาโซล (≥18 มิลลเิมตร) 

 SDD หมายถึง susceptible dose dependent หรือเช้ือมีความไวต่อยาฟลูโคนาโซล 

             โดยขึ้นกับปริมาณยาที่ได้รับ (14-17 มิลลิเมตร) 

 R หมายถึง resistant หรือเช้ือดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล (<14 มิลลิเมตร) 

  หมายถึง เป็นไปตามเกณฑม์าตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนด 

 

 
ภาพที่ A13 ผลการทดสอบความไวต่อยาฟลูโคนาโซลต่อเชื้อทดสอบ โดยวิธี Disc diffusion 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ซ 
ผลการศึกษาหาค่า MIC และ MFC ของน้ ามันเสมด็ขาว และ 

ประสิทธิภาพในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล 
 

จากการทดสอบหาค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อ C. albicans สายพันธุ์

คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน C. albicans ATCC 90028 

โดยวิธี Broth macrodilution ด้วยน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 

0.16, 0.08 และ 0.04 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% 

Glucose) โดยท้าการทดลอง 3 ครั้ง ได้ผลดังตารางที่ A5 และภาพท่ี A14 
 

ตารางท่ี A5 ค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาว  

ล ำดับ เชื้อทดสอบ 
ค่ำ MIC ของน้ ำมันเสม็ดขำว 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ค่ำ MFC ของน้ ำมันเสมด็ขำว 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
1 2 3 MIC Range 1 2 3 MFC Range 

1 C. albicans S7/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
2 C. albicans S8/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
3 C. albicans S9/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
4 C. albicans S10/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
5 C. albicans S14/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
6 C. albicans S15/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
7 C. albicans U6/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
8 C. albicans U6/2 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
9 C. albicans U7/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
10 C. albicans U8/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
11 C. albicans U11/1 0.31 0.31 0.31 0.31 0.63 0.63 0.63 0.63 
12 C. albicans U15/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
13 C. albicans U15/2 0.31 0.31 0.63 0.31-0.63 0.63 0.63 0.63 0.63 
14 C. albicans U19/1 0.31 0.31 0.31 0.31 0.63 0.63 0.63 0.63 
15 C. albicans U21/1 0.63 0.63 0.63 0.63 1.25 1.25 1.25 1.25 
16 C. albicans U25/1 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 
17 C. albicans ATCC 90028 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 

18 C. albicans ATCC 90028 
(*Reference) 

0.5 1 0.5 0.5-1  (  ) - - - - 

หมายเหตุ:  * Reference  หมายถึง ชุดควบคุมคุณภาพของระบบการทดสอบ (ทดสอบด้วยยาฟลูโคนาโซล)  
   หมายถึง เป็นไปตามเกณฑม์าตรฐานที่ CLSI (2017) ก้าหนด 
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ภาพที่ A14 ผลการทดสอบหาค่า MIC และ MFC ของน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อทดสอบ 
 

นอกจากนี ้ จากการศึกษาประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยา     
ฟลูโคนาโซลต่อเชื้อ C. albicans สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลท ที่มี
รูปแบบของยีนดื้อยาแตกต่างกัน โดยวิธี Checkerboard microdilution ด้วยสารผสมระหว่างยา
ฟลูโคนาโซลที่ระดับความเข้มข้น 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.12 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และน้้ามันเสม็ดขาวที ่ระดับความเข้มข้น 1.25 , 0.63, 0.31, 0.16, 0.08 และ 0.04 
ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ในอาหาร RPMI-1640 (w/MOPS + 0.2% Glucose) โดยท้า
การทดลอง 3 ครั้ง ได้ผลดังภาพที่ A15 
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ภาพที่ A15 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของน้้ามันเสม็ดขาวในการเสริมฤทธิ์ร่วมกับยาฟลูโคนาโซล 

ต่อเชื้อทดสอบ โดยวิธี Checkerboard microdilution 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ฌ 
ผลการตรวจสอบยืนยันผลิตผล PCR ของยีน CDR1, CDR2,  

MDR1 และ ERG11 ที่ได้จากปฏิกิริยา qRT-PCR 
 

จากการตรวจสอบยืนยันผลิตผล PCR ของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ที่ได้จาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลไทม์ย้อนกลับ (qRT-PCR) ด้วยวิธีการวิเคราะห์ melting curve 
พบว่าผลิตผล PCR ของยีนแต่ละชนิดมีลักษณะ peak สูงสุดของอุณหภูมิหลอมละลาย (melting 
temperature, Tm) เฉพาะตัวแตกต่างกันและเกิดเป็น peak เดียวที่อุณหภูมิสูง แสดงให้เห็นว่า
ผลิตผล PCR ที่ได้เป็นของยีนที่ต้องการจริง ดังภาพที่ A16 

 

  
 

  
 

  
 

ภาพที่ A16 ผลการวิเคราะห์ melting curve ของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 
 

CDR2 

MDR1 CDR1 ACT1 
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ภาคผนวก ญ 
ผลการทดสอบทางสถิต ิ

 

1. การศึกษาความแตกต่างของระดับค่า MICFLC ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล

ที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ 

เมื่อเปรียบเทียบระดับค่า MICFLC ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาฟลูโคนาโซลที่มีรูปแบบของ

ยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ ที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ 0.05 โดยการทดสอบสถิติ H ด้วยวิธีของครัสคาล-

วัลลิส (Kruskal-Wallis H test) ซึ่งมีสมมติฐานการทดสอบ ดังนี้ 
 

H0: เชื้อทดสอบที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ มีระดับค่า MICFLC  

 ไม่แตกต่างกัน (Ho: μ1 = μ2 = μ3 = μ4) 

H1: เชื้อทดสอบที่มีรูปแบบของยีนต่างกัน อย่างน้อย 2 รูปแบบที่มีระดับค่า MICFLC  

 แตกต่างกัน (Ha: μi ≠ μj) 
 

ผลการทดสอบสมมติฐาน พบว่าได้ค่า p-value = 0.27 ซึ่งมากกว่าระดับนัยส้าคัญทางสถิติ 

จึงยอมรับสมมติฐานหลัก แสดงว่าเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลที่มีรูปแบบของยีนต่างกัน

ทั้ง 4 รูปแบบ มีระดับค่า MICFLC ไม่แตกต่างกัน ดังภาพที่ A17 

 

 
 

ภาพที่ A17  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับค่า MICFLC ในเชื้อสายพันธุ์คลินิก 

 ที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซลที่มีรูปแบบของยีนต่างกันทั้ง 4 รูปแบบ 
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2. การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างขนาดบริเวณยับยั้งเชื้อของยาฟลูโคนาโซลและน้ ามันเสม็ดขาว 
เมื่อท้าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดบริเวณยับยั้งเชื้อ ( inhibition zone) ของยา

ฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาวในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาฟลูโคนาโซล 

จ้านวน 16 ไอโซเลท ที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ 0.05 โดยการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบ

เพียร์สัน (Pearson product-momemt correlation) ซึ่งมสีมมติฐานการทดสอบ ดังนี้ 
 

H0: ไม่มีสหสัมพันธ์ระหว่างขนาดบริเวณยับยั้งเชื้อของยาฟลูโคนาโซล 

 และน้้ามันเสม็ดขาว, r = 0 

H1: มีสหสัมพันธ์ระหว่างขนาดบริเวณยับยั้งเชื้อของยาฟลูโคนาโซล 

 และน้้ามันเสม็ดขาว, r ≠ 0 
 

ผลการทดสอบสมมติฐาน พบว่าได้ค่า r = - 0.151 และค่า sig. (2-tailed) =0.578 ซึ่งมากกว่า

ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ จึงยอมรับสมมติฐานหลัก คือ r มีค่าเท่ากับ 0 จึงสรุปได้ว่าขนาดบริเวณยับยั้ง

เชื้อของยาฟลูโคนาโซลและน้้ ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาฟลูโคนาโซลไม่มี

ความสัมพันธ์กัน ดังภาพที่ A18 
 

 

 

ภาพที่ A18  ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดบริเวณยับยั้งเชื้อ 

ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาว 
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3. การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้ ามันเสม็ดขาว 

เมื่อท้าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาว 

ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 16 ไอโซเลท ที่ระดับ

นัยส้าคัญทางสถิติ 0.05 โดยการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson product-

momemt correlation) ซึ่งมีสมมติฐานการทดสอบ ดังนี้ 
 

H0: ไม่มีสหสัมพันธ์ระหว่างค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาว, r = 0 

H1: มีสหสัมพันธ์ระหว่างค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาว, r ≠ 0 
 

ผลการทดสอบสมมติฐาน พบว่าได้ค่า r = 0.38 และค่า sig. (2-tailed) = 0.146 ซึ่งมากกว่า

ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ จึงยอมรับสมมติฐานหลัก คือ r มีค่าเท่ากับ 0 จึงสรุปได้ว่าค่า MIC ของยา 

ฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาวต่อเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อยาฟลูโคนาโซลไม่มีความสัมพันธ์กัน     

ดังภาพที่ A19 

 

 
 

ภาพที่ A19  ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า MIC ของยาฟลูโคนาโซลและน้้ามันเสม็ดขาว 
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4. การศึกษาความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 

ในเชื้อสายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล เมื่อได้รับน้ ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น 

½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC 

  เมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน CDR1, CDR2, MDR1 และ ERG11 ในเชื ้อ 

สายพันธุ์คลินิกที่ดื้อต่อยาฟลูโคนาโซล จ้านวน 5 ไอโซเลทที่มีรูปแบบของยีนต่างกัน โดยเปรียบเทียบ

ระหว่างกลุ่มที่ไม่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาว (pre-test) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับ

ความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC (post-test) ที่ระดับนัยส้าคัญทางสถิติ  0.05 โดยท้าการ

ทดสอบสถิติที ด้วยวิธี Paired Sample t-test ซึ่งมีสมมติฐานการทดสอบ ดังนี้ 

 

H0: ระดับการแสดงออกของยีน X ในเชื้อสายพันธุ์ Y ก่อนและหลังได้รับน้้ามันเสม็ดขาว 

 ที่ระดับความเข้มข้น Z ไม่แตกต่างกัน (Ho: μpre-test - μpost-test = 0) 

H1: ระดับการแสดงออกของยีน X ในเชื้อสายพันธุ์ Y ก่อนและหลังได้รับน้้ามันเสม็ดขาว 

 ที่ระดับความเข้มข้น Z แตกต่างกัน (Ha: μpre-test - μpost-test ≠ 0) 

 

โดย X แทน ยีน CDR1, CDR2, MDR1 หรือ ERG11  

 Y แทน เช้ือสายพันธุ์ S7/1, U6/2, U15/1, U8/1 หรือ U19/1 

 Z แทน ระดับความเข้มข้น ½MIC, ¼MIC และ ⅛MIC  

 

ผลการทดสอบสมมติฐาน พบว่า (1) กรณีได้ค่า p-value มากกว่าระดับนัยส้าคัญทางสถิติ  

ที่ระดับ 0.05 จะยอมรับสมมติฐานหลัก แสดงว่าระดับการแสดงออกของยีน X ในเชื้อสายพันธุ์ Y 

ก่อนและหลังได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น Z ไม่แตกต่างกัน และ (2) กรณีได้ค่า p-value 

น้อยกว่าระดับนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 จะปฏิเสธสมมติฐานหลัก แสดงว่าระดับการแสดงออก

ของยีน X ในเชื้อสายพันธุ์ Y ก่อนและหลังได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้น Z แตกต่างกัน

อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 ดังภาพที่ A20-A33 
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ภาพที่ A20  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน CDR1 

 ใน C. albicans S7/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 

ภาพที่ A21  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน CDR2 

ใน C. albicans S7/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
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ภาพที่ A22  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน MDR1 

ใน C. albicans S7/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 

ภาพที่ A23  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน ERG11  

ใน C. albicans S7/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
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ภาพที่ A24  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน CDR1 

 ใน C. albicans U6/2 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 

ภาพที่ A25  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน CDR2 

ใน C. albicans U6/2 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ   
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ภาพที่ A26  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน MDR1 

ใน C. albicans U6/2 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 

ภาพที่ A27  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน ERG11 

 ใน C. albicans U6/2 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ   
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ภาพที่ A28  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน CDR1 

ใน C. albicans U15/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 

ภาพที่ A29  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน MDR1 

ใน C. albicans U15/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ   
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ภาพที่ A30  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน ERG11 

ใน C. albicans U15/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 

ภาพที่ A31  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน MDR1 

ใน C. albicans U8/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ   
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ภาพที่ A32  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน ERG11  

ใน C. albicans U8/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 

ภาพที่ A33  ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับการแสดงออกของยีน ERG11 

ใน C. albicans U19/1 เมื่อได้รับน้้ามันเสม็ดขาวที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
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