
 

Thai Pharmaceutical and Health Science Journal, Vol. 5 No. 4, Oct. – Dec. 2010   279 

Original Article 
 

ฤทธิ์ตานจุลชีพของสารสกดัขาลิงตอเชือ้ Enterococcus faecalis  
ท่ีเจริญแบบไบโอฟลม  

 

สุภารัตน จันทรเหลือง*, สยมพล อาลัย, เวทย ศรีละคร และ นพวัฒน เพ็งคําศรี   
คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี อ.วารินชําราบ จ.อุบลราชธานี 34190 
* Corresponding author: suparatkha@hotmail.com 
 

บทคัดยอ    
วัตถุประสงค: เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานจุลชีพเบื้องตนของสารสกัดขาลิง (Alpinia conchigera) ชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol ตอเชื้อที่เปนตัวแทนของ
เชื้อแกรมบวก แกรมลบ เชื้อท่ีเจริญโดยไมใชออกซิเจน เชื้อรา และ Enterococcus faecalis (E. faecalis) รวมทั้งศึกษาฤทธ์ิตานเชื้อ E.  faecalis ที่เจริญแบบ
อิสระและแบบไบโอฟลม รวมถึงศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการออกฤทธิ์ฆาเชื้อ วิธีการศึกษา: สกัดสารจากเหงาขาลิงโดยวิธี percolation ดวย hexane, ethyl 
acetate และ methanol ตามลําดับ ศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพเบื้องตนของสารสกัดดวย agar disc diffusion assay หาคาความเขมขนต่ําสุดที่มีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อ และ
ฆาเชื้อ  E. faecalis ดวย agar dilution assay ศึกษาฤทธิ์ในการฆาเชื้อและเวลาสัมผัสสารทดสอบของเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม ผลการศึกษา: สาร
สกัดทุกชั้นมีฤทธ์ิตอเชื้อ Staphylococcus aureus (S. aureus) โดยสารสกัดชั้น hexane มีฤทธ์ิแรงที่สุด สารสกัดมีฤทธ์ิออนตอเชื้อ Escherichia coli  (E. coli) 
และ Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa) แตไมมีฤทธ์ิตอเชื้อ Candida albicans (C. albicans) สารสกัดชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol มี
ฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. faecalis โดยมีคา inhibition zone เทากับ 11.52 ± 0.07, 9.87 ± 1.04 และ 7.27 ± 2.57 มม. ตามลําดับ คา MIC ตอเชื้อ E. 
faecalis ของสารสกัดชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol เทากับ 25.0, 12.5 และ 50.0 มก./มล. ตามลําดับ คา MBC ตอเชื้อที่เจริญแบบอิสระเทากับ 
50.0, 50.0 และ 100.0 มก./มล. ตามลําดับ และเพิ่มขึ้นเปน > 125.0, 125.0 และ 250 มก./มล. ตามลําดับ เม่ือเชื้อมีการเจริญแบบไบโอฟลม นอกจากนี้ ยังพบวา
ตองใชสารสกัดชั้น ethyl acetate (125.0 มก./มล.) และช้ัน methanol (250.0 มก./มล.) เปนเวลา 4 และ 6 ชั่วโมง ตามลําดับ จึงสามารถฆาเชื้อ E. faecalis ท่ี
เจริญแบบไบโอฟลมได สรุป: สารสกัดขาลิงมีฤทธ์ิฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระและใชความเขมขนที่สูงขึ้นเพื่อฆาเชื้อที่เจริญแบบไบโอฟลม   
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บทนํา 

§การติดเชื้ อในคลองรากฟนเปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอ
ความสําเร็จในการรักษาคลองรากฟน วิธีกําจัดเชื้อแบคทีเรียจาก
คลองรากฟนหลังจากการเอาเนื้อเยื่อ (pulp) ออกแลว ที่ใชใน
ปจจุบัน คือ การใชน้ํายาสวนลางคลองรากฟน การขยายคลองราก
ฟน และการใสยาในคลองรากฟน กอนที่จะอุดฟนดวยสารเฉื่อย1,2 
น้ํายาสวนลางคลองรากฟนที่นิยมใชในปจจุบันคือ  EDTA 17%, 
chlorhexidine 2% และ sodium hypochlorite 1.3%  อยางไรก็
ตามมีรายงานความลมเหลวในการรักษาคลองรากฟนที่เกิดจาก
การติดเชื้อซ้ําสูงถึงรอยละ 10 - 203 พบวาสวนใหญยังมีการ
อักเสบและการติดเชื้อในคลองรากฟน4 นอกจากนี้ยังพบวา 1 ใน  
8 ของผูปวยที่ใชยาปฏิชีวนะกอนการรักษาคลองรากยังคงพบเชื้อ 
E. faecalis5 โดยเชื้อ E. faecalis นี้เปนแบคทีเรียแกรมบวกที่
เจริญในทางเดินอาหารของมนุษย ซึ่งเปนสายพันธุที่กําจัดยาก6 
การเจริญของเช้ือแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ รวมถึง E. faecalis 

                                                 
 
§ 
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บนผิวรากฟนมีลักษณะแบบยึดเกาะกลุมกันเปนเยื่อบาง หรือ ไบ
โอฟลม (biofilm) ซึ่งจะเพ่ิมการดื้อตอยารักษาอาการในชอง
ปากมากขึ้น7  

พืชในตระกูลขา (Alpnia sp.) เปนพืชที่คนไทยใชประโยชน
แพรหลายทั้งเปนอาหารและยาสมุนไพร มีการศึกษาฤทธิ์ทาง
เภสัชวิทยาของพืชตระกูลขาอยางกวางขวาง โดยเฉพาะการตาน
เช้ือจุลชีพ8 เชน การศึกษาของ Rao และคณะพบวาสารสกัด
หยาบจากเหงาขามีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด 
ดังนี้ Bacillus subtilis (B. subtilis), Staphylococcus epidermidis 
(S. epidermidis), S. aureus และ E. faecalis โดยมีคา MBC 
เทากับ 0.16, 0.04, 0.16 และ 0.32 มก./มล. ตามลําดับ และ
แบคทีเรียแกรมลบเชน E. coli, Klebsiella pneumoniae (K. 
pneumoniae), Ps. aeruginosa และ Salmonella  typhimurium 
(S. typhimurium) เปนตน โดยมีคา MBC ตามลําดับดังนี้ 0.01, 
0.32, 0.08 และ 1.28 มก./มล.9 ขาลิง (Alpinia conchigera Griff) 
เปนพืชในสกุลเดียวกับขา มีสรรพคุณรักษาอาการปวดทอง จุก
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เสียดแนนเฟอ ทองผูก แมลงกัดตอย วิงเวียนศีรษะ ฝหนอง กลาก
เกลื้อน ขับพยาธิในลําไส สตรีอยูไฟใชกินหลังคลอด10 และโรค
หนองในจากเชื้อ Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae)11 
สารประกอบสําคัญในน้ํามันหอมระเหยที่สกัดจากใบขาลิง ไดแก 
1’-acetoxychavicol acetate, chavicol, chavicol acetate 1-
hydroxy, cinnamyl alcohol, 4-acetoxy acetate, cymene para, 
heptan-3-one 5-hydroxy-7-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-1-
phenyl, heptane-3-5-dione-1-7-diphenyl, kaempferide12 และ
จากผลการศึกษาของ Ibraham และคณะ (2009) สารประกอบ
หลักในน้ํามันหอมระเหยที่สกัดจากเหงา คือ 1,8-cineole, β-bisa-
bolene, β-sesquiphellandrene และ β-elemene8 ผลศึกษาฤทธิ์
ตานเช้ือจุลชีพของน้ํามันหอมระเหยจากขาลิงพบวามีฤทธิ์ตอ Sal-
monella enteritidis (S. enteritidis), S. typhimurium, E. coli, 
Clostridium perfringens (C.  perfringens) และ Campylobacter 
jejuni (C. jejuni)13 และพบวามีฤทธิ์ตอ Ps. aeruginosa, Ps. 
cepacia, S. aureus  และ S. epidermidis8  

อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานฤทธิ์ของสารสกัดขาลิงตอเช้ือ E. 
faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลมซึ่งเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหการ
รั กษาคลองรากฟนล ม เหลว  ดั งนั้ นการศึกษา วิจั ยนี้ จึ งมี
วัตถุประสงคเพ่ือศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพจากสารสกัดขาลิงตอ
เช้ือ E. faecalis ที่เจริญเติบโตแบบยึดเกาะกลุมกันเปนเยื่อบาง 
ซึ่งเปนการนําเอาสมุนไพรทองถิ่นมาใชประโยชนดานทันตกรรม 
และอาจนําไปศึกษาตอยอดเพ่ือพัฒนาเปนผลิตภัณฑทางทันต- 
กรรมในอนาคตตอไป   

 

วิธีการศึกษา  

1) วัสดุอุปกรณ  

เช้ือจุลินทรียที่ใชในการทดสอบ คือ E. coli (ATCC 25922), 
S. aureus (ATCC 25927), Ps. aeruginosa (ATCC 27853), C. 
albicans (ATCC 10231) และ  E. faecalis (ATCC 29212) ได
จากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัย
อุบลราชธานี เหงาขาลิงสดเก็บจากอําเภอสวนผึ้ง จังหวัดราชบุรี 
ระหวางเดือนธันวาคม 2551 ถึงมกราคม 2552 อาหารเลี้ยงเช้ือที่
ใชในการศึกษา ไดแก Tryptic Soy Agar (TSA), Tryptic Soy 
Broth (TSB), Mueller Hinton Agar (MHA) (บริษัท Merck, 
สหรัฐอเมริกา) Sabouraud Dextrose Agar: SDA (Merck) 
สารละลาย EDTA 17%, chlorhexidine 2% และ sodium 
hypochlorite 5% (ผลิตภัณฑของคณะทันตแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) ampicillin disc ความแรง 10 
ไมโครกรัม/ดิสก (บริษัท Dickinson, ประเทศสหรัฐ อเมริกา) 
nitrocellulose membrane (เสนผานศูนยกลาง 10 มม.) (บริษัท 

Millipore Corp., ประเทศสหรัฐอเมริกา) สารเคมีที่ใชสําหรับ
การศึกษานี้สั่งซื้อจากบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา และ
เปนสารเคมีเกรดมาตรฐานสําหรับการทดลอง  

    
2) การเตรียมสารสกัดขาลิง  

ลางเหงาขาลิงใหสะอาดหั่นเปนชิ้นเล็ก อบที่ 45 °C เปนเวลา 
3 วันจนแหง บดละเอียดดวยเครื่องบดสมุนไพร ช่ังน้ําหนักผงแหง 
1 กิโลกรัม หอดวยผาขาวบางใสลงในคอลัมน เติมตัวทําละลาย 
hexane พอทวม ปดฝาทิ้งไว 24 ช่ัวโมง เก็บสารละลายที่ไดและ
ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมสารสกัดที่ไดทั้งหมดกรองผานกระดาษกรอง 
Whatman No. 2 ทําใหแหงดวย rotary evaporator (Buchi, 
สวิตเซอรแลนด) จากนั้นชั่งน้ําหนักเพ่ือคํานวณปริมาณสารสกัดที่
ได หลังจากนั้นผึ่งผงสมุนไพรที่เหลือใหแหง และสกัดดวยวิธี
เดียวกันแตเปล่ียนตัวทําละลายเปน ethyl acetate และ methanol 
ตามลําดับ  

   

3) การทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพ  

การทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพเบื้องตน   

การทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพดวยวิธี agar disc diffusion14 โดย
การเตรียมสวนสกัดหยาบขาลิงช้ัน hexane, ethyl acetate และ 
methanol ใน 95% ethanol ใหไดความเขมขนตาง ๆ โดยสาร
ทดสอบมาตรฐานที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพที่ใช ไดแก chlorhexidine 
(2% หรือ 20 มก./มล.), EDTA (17% หรือ 170 มก./มล.) และ 
sodium hypochlorite (2.5% หรือ 25 มก./มล.) กรองสารละลาย
ทั้งหมดดวยแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (Millipore Corp., 
สหรัฐอเมริกา) จากนั้นหยดสารละลายชนิดตาง ๆ ดังกลาว ใน
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบน sterile paper disc ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 5 มม. โดยหยด 25 ไมโครลิตรแลวทิ้งใหแหง 
แลวหยดอีกดานดวย 25 ไมโครลิตรที่เหลือแลวปลอยใหแหง ใช 
ampicillin disc ความแรง 10 มคก./ดิสก เปน positive control   

เตรียมเชื้อแบคทีเรียทุกชนิดใหไดความเขมขนของเช้ือมีความ
ขุนใกลเคียงกับ McFarland No. 0.5 จากนั้นใชไมพันสําลีที่ฆาเชื้อ
แลวจุมเชื้อและกระจายเชื้อใหทั่วบน MHA plate แลววาง paper 
disc หรือ disc ตัวทําละลายของสารฆาเชื้อมาตรฐานและสารสกัด
ขาลิงที่เตรียมไดลงบน plate จากนั้นเพาะบมที่อุณหภูมิ 37 °C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงสําหรับเชื้อแบคทีเรีย และที่ 25 °C 48 ช่ัวโมง
สําหรับเชื้อรา อานผลโดยการวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณใส 
(clear zone หรือ inhibition zone) ที่เกิดข้ึน สารทดสอบที่มี
บริเวณใสมากกวา 5 มม. ถือวามีฤทธิ์ตานจุลชีพ15 คํานวณคา 
antimicrobial index (AI) จากสูตร (ขนาดเสนผานศูนยกลางของ 
clear zone – 5)/5 16  
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การศึกษาคา MIC และ MBC ตอเชื้อ E. faecalis โดยวิธี 
agar dilution assay17  

เตรียมสารสกัดขาลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ 
methanol และสารมาตรฐานทั้งสามชนิดที่ความเขมขนตาง ๆ  
แบบ two fold dilution ใน MHA slant หยดเชื้อ E. faecalis ที่
ความขุนใกลเคียงกับ McFarland No. 0.5 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
ลงบนผิวอาหาร บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง อาน
ผลโดยสังเกตความเขมขนตํ่าสุดที่มองไมเห็นเชื้อข้ึนซึ่งถือเปนคา 
MIC หลังจากนั้นถายเชื้อจากหลอดที่ไมเห็นการเจริญของเช้ือ
ทั้งหมดโดยใชไมพันสําลีชุบน้ําเกลือปายบนผิวอาหาร และนําไป
ปายบน MHA plate บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ความเขมขนที่ไมมีการเจริญของเชื้อหรือมีจํานวนโคโลนีนอยกวา 
5 ถือวาความเขมขนนั้นเปนคา MBC18  

 
การทดสอบฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ท่ีเจริญแบบไบโอฟลม19  

จําลองการเจริญของเช้ือแบบไบโอฟลมโดยหยดเชื้อที่ความขุน
ใกลเคียงกับ McFarland No. 0.5 ลงบน nitrocellulose mem-
brane ขนาดเสนผาศูนยกลาง 10 มม. บน TSA นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทดสอบฤทธิ์ฆา
เช้ือโดยถายเชื้อที่เจริญแบบไบโอฟลมลงในหลอดที่มีสารสกัดขา
ลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol และสารมาตรฐาน
ทั้งสามชนิดที่ความเขมขนตาง ๆ ใน TSB นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําหลอดทดลองไป sonicate 5 
นาที เพ่ือใหเช้ือหลุดออกจาก nitrocellulose membrane และ
กระจายตัวดี จากนั้นเจือจางสารละลาย 10 เทา กระจายเชื้อบน 
MHA plate แลวนําไปบมที่ 37 °C นาน 24 ช่ัวโมง นับจํานวน
โคโลนีตอ plate โดย plate ที่มีจํานวนโคโลนีนอยกวา 5 ถือวามี
ฤทธิ์ฆาเชื้อที่เจริญแบบไบโอฟลม  

 
การศึกษาเวลาสัมผัสสารที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ท่ีเจริญ
แบบไบโอฟลม20  

จําลองการเจริญของเช้ือแบบไบโอฟลมดวยวิธีดังกลาวขางตน 
บมเช้ือที่ เจริญแบบไบโอฟลมในหลอดที่มีสารสกัดขาลิงชั้น 
hexane, ethyl acetate และ methanol และสารมาตรฐานทั้งสาม
ชนิดที่ความเขมขนตํ่าสุด ที่ฆาเชื้อแบบไบโอฟลมที่ไดจากขอ 2.3 
แตละหลอดบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลาแตกตางกันดังนี้ 0.5, 
1, 2, 4, 6, 8, 16 และ 24 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดเวลาแลวถาย
แผนไบโอฟลมลงในหลอดทดลองที่มีเฉพาะ TSB เพ่ือ sonicate 
แยกกระจายเชื้อ และ spread plate เพ่ือนับจํานวนโคโลนีตอ 
plate โดย plate ที่มีจํานวนโคโลนีนอยกวา 5 และใชเวลาสั้นที่สุด

ถือวาเปนเวลาที่เหมาะสมในการออกฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ที่
เจริญแบบไบโอฟลม   

 

ผลการศึกษา   

สกัดสารจากเหงาขาลิงดวยตัวทําละลาย 3 ชนิด คือ hexane, 
ethyl acetate และ methanol ดวยวิธี percolation หลังจากระเหย
ตัวทําละลายออกดวย rotary evaporator แลวไดสารสกัดที่มี
ลักษณะขนหนืดสีน้ําตาลดํา ปริมาณของสารสกัดชั้น hexane, 
ethyl acetate และ methanol คิดเปนรอยละ 4.06, 2.17 และ 
6.55 ของน้ําหนักผงแหงตามลําดับ เรียกสารสกัดเหลานี้วา สาร
สกัดหยาบขาลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol  

   

ฤทธ์ิตานจลุชพีเบื้องตน    

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดขาลิงทั้ง 3 ช้ันไมมีฤทธิ์ตานเช้ือ 
C. albicans แตมีฤทธิ์ตานเช้ือ S. aureus, E. coli, Ps. Aeru-
ginosa และ E. faecalis โดยสารสกัดขาลิงชั้น hexane มีฤทธิ์ตาน  

  
ตารางที่ 1 Inhibition zone และ antimicrobial index ของสาร

ทดสอบตอเช้ือตาง ๆ ใน agar disc diffusion assay    

เชื้อทดสอบ สารทดสอบ 
ฤทธิ์ตานจุลชีพ 

Diameter of 
clear zone (มม.) 

Antimicro-
bial index 

S. aureus Ampicillin (10.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
- methanol (50.0 มก./มล.) 

42.33 ± 14.25 
 

21.44 ± 11.45 
23.96 ± 12.48 
16.97 ± 8.60 

7.47 ± 0.34 
 

3.29 ± 1.11 
3.79 ± 1.05 
2.39 ± 0.93 

E. coli Ampicillin (10.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.)  
- methanol (50.0 มก./มล.) 

21.74 ± 1.14 
 

6.20 ± 0.72 
NA 

5.14 ± 0.25 

3.35 ± 0.23 
 

0.24 ± 0.14 
NA 

0.03 ± 0.05 

Ps. 
aeruginosa 

Tetracycline(30.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
- methanol (50.0 มก./มล.) 

26.67 ± 1.88 
 

6.53 ± 0.44 
7.03 ± 1.84 
5.12 ± 0.21 

4.33 ± 0.38 
 

0.31 ± 0.09 
0.41 ± 0.37 
0.02 ± 0.04 

C. albicans Amphotericin B (125.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane (50.0 มก./มล.) 
- ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
- methanol (50.0 มก./มล.) 

16.43 ± 0.32 
 

NA 
NA 
NA 

2.29 ± 0.06 
 

NA 
NA 
NA 

E. faecalis Ampicillin (10.0 มคก./disc) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 
  - hexane (50.0 มก./มล.) 
  - ethyl acetate (50.0 มก./มล.) 
  - methanol (50.0 มก./มล.) 

30.28 ± 5.85 
 

11.52 ± 0.07 
9.87 ± 1.04 
7.27 ± 0.57 

5.06 ± 1.17 
 

1.30 ± 0.01 
0.97 ± 0.21 
0.45 ± 0.11 

หมายเหตุ: ถือวาสารทดสอบมีฤทธิ์ตานจุลชีพเมื่อเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone > 5 
มม. หรือมี AI > 0; NA = No activity  
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เช้ือเรียงจากสูงไปตํ่าดังนี้ S. aureus, E. faecalis, Ps. Aeru-
ginosa และ E. coli สารสกัดขาลิงชั้น ethyl acetate ใหผล
เชนเดียวกันแตไมมีฤทธิ์ตอ E. coli ในขณะที่สารสกัดขาลิงชั้น 
methanol มีฤทธิ์ตานเชื้อในลักษณะเดียวกันแตมีฤทธิ์ออนที่สุด 
(ตารางที่ 1)   
 

ฤทธ์ิตานเชื้อ E. faecalis  

คา MIC และ MBC ตอเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระโดย
วิธี agar dilution assay   

ในการศึกษาคา MIC และ MBC ของสารทดสอบตอเช้ือ E. 
faecalis ที่เจริญแบบอิสระดวยวิธี agar dilution assay พบวาสาร
สกัดขาลิงจากชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol สามารถ
หยุดการเจริญเติบโตของเชื้อไดที่ความเขมขน 25.0, 12.5 และ 
50.0 มก./มล. ตามลําดับ และใชความเขมขนที่สูงข้ึนเปน 75.0, 
37.5 และ 100.0 มก./มล. ตามลําดับเพ่ือฆาเชื้อ เชนเดียวกันกับ 
EDTA, chlorhexidine และ sodium hypochlorite มีคา MIC 1.25, 
0.625 และ 1.25 มก./มล. ตามลําดับ และมีคา MBC สูงข้ึนเปน 
2.50, 0.625 และ 5.0 มก./มล. ตามลําดับ (ตารางที่ 2)  
 

ฤทธ์ิฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม 

สารสกัดขาลิงชั้น hexane, ethyl acetate และ methanol มี
ฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม โดยความเขมขนที่
มีฤทธิ์ฆาเชื้อจากสารสกัดชั้น hexane, ethyl acetate และ 
methanol คือ > 125.0, 125.0 และ 250.0 มก./มล. ตามลําดับ ซึ่ง
คิดเปน > 1.67, 3.33 และ 2.5 เทาของคา MBC ตอเช้ือที่เจริญ
แบบอิสระ โดยความเขมขนที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อของสารมาตรฐาน 
chlorhexidine และ sodium hypochlorite ตํ่ากวาที่พบในสารสกัด 
คือ 3.125 และ 25 มก./มล. ซึ่งคิดเปน 5 เทาของคา MBC ตอเช้ือ
ที่เจริญแบบอิสระของ chlorhexidine และ sodium hypochlorite 
และ > 5 เทาสําหรับ EDTA (ตารางที่ 3)   
 

เวลาสัมผัสสารที่ เหมาะสมในการออกฤทธิ์ฆาเชื้อ  E. 
faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม  

สารสกัดขาลิงชั้น ethyl acetate (125.0 มก./มล.) และ 
methanol (250.0 มก./มล.) มีฤทธิ์ในการฆาเชื้อ E. faecalis ที่
เจริญยึดเกาะกันเปนกลุมบนเยื่อบาง แตตองใชเวลาในการสัมผัส
สารถึง 4 และ 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ ในขณะที่ chlorhexidine 
(3.125 มก./มล.) และ sodium hypochlorite (25.0 มก./มล.) เริ่ม
ออกฤทธิ์ฆาเชื้อที่เวลา 2 และ 4 ช่ัวโมง ตามลําดับ (ตารางที่ 4) 

ตารางที่ 2 คา Minimum inhibitory concentration (MIC) และ
minimum bactericidal concentration (MBC) ของสาร
ทดสอบตอเช้ือ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระ   

สารทดสอบ 
Agar dilution assay 

MIC (มก./มล.) MBC (มก./มล.) 
EDTA 
Chlorhexidine 
Sodium hypochlorite 
สารสกัดขาลิงช้ันตาง ๆ  

- hexane 
- ethyl acetate 
- methanol 

1.25  
0.625 
1.25 

 
25.0 
12.5 
50.0 

2.5 
0.625 
5.0 

 
50.0 
50.0 
100.0 

     
ตารางที่ 3 คา Minimum bactericidal concentration (MBC) ของ

สารทดสอบตอเช้ือ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม 

สารทดสอบ 
MBC for E. faecalis biofilm 

(มก./มล.) 
EDTA 
Chlorhexidine 
Sodium hypochlorite 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- hexane 
- ethyl acetate 
- methanol 

> 12.5 
3.125 
25.0 

 
> 125 
125.0 
250.0 

    
ตารางที่ 4 คา Contact time (ช่ัวโมง) ของสารทดสอบตอเช้ือ E. 

faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม  

สารทดสอบ 
Contact time 

(ชั่วโมง) 
Chlorhexidine (3.125 มก./มล.) 
Sodium hypochlorite (25.0 มก./มล.) 
สารสกัดขาลิงช้ัน 

- ethyl acetate (125.0 มก./มล.) 
- methanol (250.0 มก./มล.) 

2 
4 
 
4 
6 

   
วิจารณและสรุปผลการศึกษา  

การใชน้ํายาลางคลองรากฟนหรือใสยาในคลองรากฟนเพ่ือ 
ชวยกําจัดเชื้อแบคทีเรียที่เหลือตกคางหลังจากขยายคลองรากฟน 
มีจุดประสงคเพ่ือชวยลดการอักเสบของเนื้อเยื่อรอบปลายรากฟน 
และชวยใหคลองรากแหง น้ํายาลางคลองรากฟนที่ดีควรมีฤทธิ์ 
ตานเชื้อจุลินทรียไดดีและไมเปนพิษ หรือระคายเคืองตอเนื้อเยื่อ
รอบปลายรากฟน21 E. faecalis เปนแบคทีเรียแกรมบวกชนิดหนึ่ง
ที่พบวาเปนสาเหตุการติดเชื้อซ้ําในการรักษาคลองรากฟน22-24 E. 
faecalis อาศัยในคลองรากฟนทั้งแบบอิสระและแบบไบโอฟลม ซึ่ง
เปนรูปแบบการอยูรวมกันของแบคทีเรียในสภาวะที่มีอาหารจํากัด 
ซึ่งการอยูรวมกันแบบนี้เปนสาเหตุที่ทําใหเช้ือมีความตานทานตอ
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สารตานแบคทีเรีย25,26 ในการศึกษานี้ไดสกัดสารจากเหงาขาลิง
ดวยวิธี percolation ซึ่งเปนวิธีสกัดสารแบบตอเนื่องที่ทําให
สารสําคัญไมสลายตัวเพราะความรอน และเปนวิธีที่งายและ
สะดวก  

ขาลิงเปนพืชในสกุลเดียวกับขา (Alpinia sp.) ซึ่งเปนสกุลที่มี
การศึกษาฤทธิ์ตานจุลชีพจํานวนมาก แตการศึกษาฤทธิ์ตานจุลชีพ
ของขาลิงยังมีไมมากนัก มีการศึกษาของ Wannissorn และคณะ
ในป 2005 พบวาน้ํามันหอมระเหยที่สกัดไดจากเหงาขาลิงโดยการ 
กลั่ น ด ว ยน้ํ า  มี ฤทธิ์ ยั บ ยั้ ง ก า ร เ จ ริญ เ ติ บ โตของ เ ชื้ อ  S. 
typhimurium, S. enteritidis, E. coli, C. perfringens และ C. jejuni 
เมื่อทดสอบดวยวิธี disc diffusion assay13 แตผลการศึกษาครั้งนี้
พบวาเฉพาะสารสกัดขาลิงในช้ัน hexane เทานั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เช้ือ E.coli อยางออน ทั้งนี้เนื่องมาจากการใชวิธีการสกัดตางกัน 
ทําใหไดสารสําคัญที่ตางกัน และในการศึกษานี้ไมไดสกัดน้ํามัน
หอมระเหย ซึ่งเปนสวนที่มีสารสําคัญที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพ ทําให
ฤทธิ์ที่ไดจากการศึกษานี้ออนกวา  

น้ํามันหอมระเหยจากขาลิงมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญอยางออนตอ 
Ps. aeruginosa, Ps. cepacia และ S. epidermidis รวมถึงเชื้อรา
กลุม dermatophyte ไดแก Microsporum canis, Trichophyton 
mentagrophytes และ Trichophyton rubrum8 ซึ่งสอดคลองกับผล
การศึกษาในครั้งนี้ ที่พบวาสารสกัดขาลิงมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ Ps. 
aeruginosa อยางออน และไมมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ C. albicans แต
สารสกัดขาลิงจากสารสกัดทุกชั้นมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. aureus และ 
E. faecalis ผลการศึกษาที่ไดแสดงใหเห็นวาในเหงาขาลิงมี
สารสําคัญที่มีฤทธิ์ตานเช้ือจุลชีพ โดยสารสําคัญในสารสกัดจะ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยทําลายเซลลเมมเบรนของเซลล
แบคทีเรียทําใหของเหลวไหลเขาออกเซลลได เนื่องจากแบคทีเรีย
แกรมลบมี outer membrane ปกคลุมช้ันเซลลเมมเบรนอีกที  
องคประกอบของ outer membrane สวนใหญเปนลิพอพอลิ
แซ็กคาไรดหลายชนิดที่ควบคุมการผานเขาและออกของสารตาง 
ๆ เปนจุดที่ทําใหแบคทีเรียแกรมลบทนตอการทําลายโดยสาร
ปฏิชีวนะ สารซักฟอก โลหะหนัก สี และเอนไซมในทางเดินอาหาร 
เปนตน ซึ่งสารประกอบหลักที่มีในน้ํามันหอมระเหยที่สกัดจากใบ 
ของขาลิงคือ 1,8-cineole, β-bisabolene, β-sesquiphellandrene 
และ β-elemene8 ซึ่งอาจเปนสารที่มีผลยับยั้งแบคทีเรีย  

สารสกัดขาลิงทั้งสามสวนมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเช้ือ E. 
faecalis ที่เจริญแบบอิสระเมื่อทดสอบดวย disc diffusion assay 
ผลการทดสอบพบวาสารสกัดขาลิงชั้น hexane มีฤทธิ์แรงกวา 
ethyl acetate และ methanol ตามลําดับ การหาคา MIC และ 
MBC ของสารทดสอบตอเช้ือ E. faecalis ที่เจริญแบบอิสระดวยวิธี 
agar dilution assay พบวาสารสกัดขาลิงช้ัน hexane, ethyl 
acetate และ methanol มีคา MIC เทากับ 25.0, 12.5 และ 50.0 
มก./มล. ตามลําดับ และคา MBC เทากับ 50.0, 50.0 และ 100.0 

มก./มล. ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาในการทดลองนี้ สารสกัดขาลิง
จากชั้น ethyl acetate มีฤทธิ์แรงกวาที่พบในช้ัน hexane และ 
methanol ตามลําดับ ซึ่งผลการศึกษาสวนนี้ ตางจากผลที่ไดจาก
การศึกษาดวยวิธี agar disc diffusion ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
ความสามารถในการละลายของสารสําคัญในสารสกัดชั้น hexane 
ซึ่งเปนสารที่ไมมีข้ัว สารสําคัญอาจตกตะกอนเมื่ออยูในอาหาร
เหลว ทําใหคา MIC และ MBC ที่ไดสูงกวาความเปนจริง แสดงวา
สารสําคัญที่มีฤทธิ์ตานเช้ือจุลชีพในเหงาขาลิงเปนสารพวกที่มีข้ัว
เล็กนอยจนถึงไมมีข้ัว สวนสารที่ใชในทางทันตกรรม ซึ่งไดแก 
EDTA, chlorhexidine และ sodium hypochlorite นั้น ผลการ 
ศึกษาในครั้งนี้พบคา MIC เทากับ 1.25, 0.625 และ 1.25 มก./มล. 
ตามลําดับ และคา MBC เทากับ 2.50, 0.625 และ 5.0 มก./มล. 
ตามลําดับ จะเห็นวาคา MBC ของสารดังกลาวต่ํากวาความเขม 
ขนที่ใชในคลินิก แตสาเหตุที่ยังพบการติดเชื้อหลังการรักษาคลอง
รากฟนอาจเนื่องมาจากระยะเวลาในการสัมผัสยาของเชื้อยังไม
นานเพียงพอ27  

การติดเชื้อซ้ําในการรักษาคลองรากฟนที่พบจากการใช 
สารเหลานี้ในการสวนลางคลองรากฟน อาจเนื่องจากระยะเวลาใน
การสัมผัสสารไมนานพอ หรือเปนเชื้อ E. faecalis สายพันธุด้ือยา 
หรือการที่เช้ือ E. faecalis มีการเจริญแบบไบโอฟลม ซึ่งเปน
ลักษณะการเติบโตของ E. faecalis ที่พบบอย ไบโอฟลมทําให
ความสามารถซึมผานของยาเขาไปในเชื้อลดลง และอัตราเมแทบอ
ลิซึมและการเติบโตของเช้ือในไบโอฟลมจะต่ํากวาปกติ เนื่องจาก
อาหารจํากัด ซึ่งทําใหการออกฤทธิ์ของยาลดลงดวย28 การที่ยาไม
สามารถฆาเชื้อที่อยูช้ันในของไบโอฟลมเปนสาเหตุใหเช้ือที่เจริญ
แบบไบโอฟลมทนตอยาตานจุลชีพได 100 - 1000 เทา29 หรือเพ่ิม
การดื้อตอยารักษาอาการในชองปากมากขึ้น7 สารสกัดขาลิงช้ัน 
ethyl acetate และ methanol มีคา MBC ตอเช้ือ E. faecalis ที่
เจริญแบบไบโอฟลมดังนี้ 125.0 และ 250 มก./มล. ซึ่งคิดเปน 2.5 
เทาของคา MBC ของเชื้อที่เจริญแบบอิสระ สวนสารสกัดขาลิงชั้น 
hexane ที่ความเขมขน 125.0 มก./มล. ยังไมสามารถฆาเชื้อที่
เจริญแบบไบโอฟลมได  เนื่ องจากขอจํ ากัดในการละลาย 
เชนเดียวกันกับสารมาตรฐาน chlorhexidine และ sodium 
hypochlorite ทั้งนี้ ความเขมขนที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อของสารทั้งสอง คือ 
3.125 และ 25 มก./มล. ตามลําดับ ซึ่งคิดเปน 5 เทาของคา MBC 
ตอเชื้อที่เจริญแบบอิสระ อธิบายไดวาการที่เช้ือเจริญแบบไบโอ
ฟลมนั้นเปนกลไกหนึ่ง ที่เช้ือในธรรมชาติมักใชปรับตัวเพ่ือการอยู
รอดในสภาวะที่มีอาหารจํากัด หรือเพ่ือทนตอการปองกันตนเอง
ทางภูมิคุมกันของโฮสท30  

การสรางไบโอฟลมของแบคทีเรียตองอาศัยยีนควบคุมการ
สราง ซึ่งยีนนั้นเกิดจากการกลายพันธุของยีนปกติในสภาวะ
ดังกลาวขางตน ทั้งนี้ แบคทีเรียที่รวมกลุมเกาะกันเปนแบบไบโอ
ฟลมหากมีจํานวนมากกวา 1,000 ตัว จะทําใหเช้ือสามารถดื้อทั้ง
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ตอการกลืนกินสิ่งแปลกปลอม แอนติบอด้ี และยาปฏิชีวนะ ซึ่ง
กลไกการดื้อนี้ สัมพันธกับการเขาจับของสารตานจุลชีพกับ
โครงขายที่เปนสารจําพวกโพลีแซคคาไรดที่ลอมรอบกลุมของ
แบคทีเรียที่เกิดไดชาลง นอกจากนี้ ยังมีการปรับเปล่ียนของ
สารอาหารที่อยูรอบ ๆ เชน ความเปนกรด-ดาง ความเขมขนของ
เกลือ (salinity) และความเขมขนของสารออสโมล (osmorality) ซึ่ง
ทําใหมีผลตอการเกาะติดของเชื้อ การเขาถึงเช้ือของยา เปนตน31 
ทําใหทนตอสารตานจุลชีพ และปริมาณสารอาหารที่จํากัดทําใหลด
กระบวนการเมแทบอลิซึมและลดอัตราการเจริญเติบโต ซึ่งเปน
สาเหตุหนึ่งที่ทําใหยาตานจุลชีพออกฤทธิ์ไดนอยลง  

นอกจากนี้แลว แบคทีเรียสวนที่อยู ช้ันในของไบโอฟลม
สามารถสรางสปอร และมีช้ันปองกันอยางแข็งแรง ดังนั้นชั้นนอก
ของไบโอฟลมจึงเปนชั้นที่ปองกันสวนที่อยูภายในไมใหถูกทําลาย 
ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิดการดื้อยา7,32 ดังนั้น คา MBC ของเชื้อที่เจริญ
แบบไบโอฟลมจึงสูงกวาเชื้อที่เจริญแบบอิสระ สารสกัดขาลิงชั้น 
ethyl acetate (125.0 มก./มล.) และช้ัน methanol (250.0 มก./
มล.) มีฤทธิ์ในการฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม แต
ตองใชเวลาในการสัมผัสสารนาน 4 และ 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
ในขณะที่ chlorhexidine (3.125 มก./มล.) และ sodium hypo-
chlorite (25.0 มก./มล.) มีฤทธิ์ฆาเชื้อที่เวลา 2 และ 4 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ ทั้งนี้ อาจเปนเพราะการที่ยาตานจุลชีพจะออกฤทธิ์ได
ตองใชเวลามากขึ้นในการแทรกซึมเขาสูช้ันในไบโอฟลม เพ่ือ
ทําลายเชื้อที่อยูในใจกลางไบโอฟลม ซึ่งผลการศึกษาสอดคลองกับ
ผลการศึกษาของ Abdullah และคณะที่ศึกษาระยะเวลาในการ
สัมผัสกับน้ํายาฆาเชื้อที่ใชในคลินิกทันตกรรม คือ chlorhexidine 
0.2%, EDTA 17% และ sodium hypochlorite 3% ของเชื้อ E. 
faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลม เทียบกับเชื้อที่เจริญแบบอิสระโดย
ใหเวลาสัมผัสสารนานสูงสุด 60 นาที ผลการศึกษาพบวา 
chlorhexidine 0.2% และ sodium hypochlorite 3% สามารถฆา
เช้ือที่เจริญแบบอิสระไดที่เวลา 15 และ 1 นาที ตามลําดับ 
chlorhexidine 0.2% และ sodium hypochlorite 3% สามารถลด
จํานวนโคโลนีลงอยางมีนัยสําคัญตามเวลาสัมผัสสารที่เพ่ิมข้ึน แต
พบวาเฉพาะ sodium hypochlorite 3% เทานั้นที่สามารถฆาเชื้อ 
E. faecalis ที่เจริญแบบไบโอฟลมไดเมื่อเวลาสัมผัสสารเทากับ 2 
นาที20 โดยการศึกษาของ Abdullah และคณะนั้นแตกตางจาก
การศึกษาของ Gomes และคณะ22 ที่พบวา chlorhexidine 0.2% 
และ sodium hypochlorite 4% สามารถฆาเชื้อไดเมื่อเวลาสัมผัส
สารเทากับ 30 วินาที และ 5 นาที ตามลําดับ  

เมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาของ Abdullah และคณะ และ 
Gomes และคณะกับการศึกษานี้ ก็พบความแตกตางเชนกัน โดย 
chlorhexidine (3.125 มก./มล.) และ sodium hypochlorite (25.0 
มก./มล.) มีฤทธิ์ฆาเชื้อที่เวลา 2 และ 4 ช่ัวโมงตามลําดับ เห็นได
วาเวลาในการสัมผัสสารแลวมีฤทธิ์ฆาเชื้อ E. faecalis ที่เจริญ

แบบไบโอฟลมที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้ นานกวาผลจากการศึกษา
ทั้งสองดังกลาวขางตน เนื่องจากมีความแตกตางในหลายดาน เชน 
จํานวนเชื้อเริ่มตน การเตรียมเชื้อแบบไบโอฟลม ชนิดอาหารเล้ียง
เช้ือที่ใช ข้ันตอนและวิธีการนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ และที่สําคัญ
คือ ในการเตรียมสารทดสอบตาง ๆ ในการศึกษาครั้งนี้ใช TSB 
เปนตัวทําละลาย ซึ่งทําใหเช้ือมีแหลงอาหาร และความหนืดของ
สารละลายมีผลตอการแทรกซึมหรือการออกฤทธิ์ของสารทดสอบ
ดวย ซึ่งตางจากการทดลองของ Abdullah และคณะ20 ที่ใช
สารละลายฟอสเฟตเปนตัวทําละลาย ดังนั้นในการศึกษาครั้งตอไป
ควรเลือกตัวทําละลายที่สามารถละลายสารไดดีที่สุดเพ่ือลดปญหา
จากปจจัยดังกลาว และเนื่องจากสารสกัดขาลิงที่ใชในการศึกษาใน
ครั้งนี้เปนสารสกัดหยาบ จึงทําใหตองใชสารในปริมาณสูง ดังนั้น
ควรแยกสกัดสารสกัดใหไดสวนสกัดที่บริสุทธิ์มากขึ้นในการศึกษา
ครั้งตอไป และจากผลการศึกษานี้ยังไมสามารถที่จะนําสารสกัด
จากเหงาขาลิงไปใชในทางคลินิกไดเนื่องจากยังขาดขอมูล
การศึกษาทางดานความปลอดภัย สารสําคัญออกฤทธิ์และการทํา
ใหบริสุทธิ์ แตเปนขอมูลพ้ืนฐานในการสนับสนุนการใชสมุนไพร
และการศึกษาตอไป 
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ABSTRACT  
Objective: To preliminarily study antimicrobial activity of Kha-ling (Alpinia conchigera) extract in hexane, ethyl acetate, and methanol against the 
representative gram positive, gram negative and anaerobe bacteria, fungus and Enterococcus faecalis as well as to evaluate its activity  on E. 
faecalis growing in a form of either planktonic or biofilm including optimal time for its antimicrobial activity.  Methods: Rhizomes of Kha-ling were 
extracted by percolation with hexane, ethyl acetate, and methanol, respectively. The antimicrobial effect of various extracts was first investigated 
using agar disc diffusion assay. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were determined by agar 
dilution method. The MBC and contact time of various extracts on E. faecalis biofilm were also investigated. Results: All extracts inhibited S. aureus 
of which hexane extract has the highest activity. They had weak effects on E. coli and P. aeruginosa, and no activity on C. albicans. All hexane, 
ethyl acetate, and methanol extracts inhibited E. faecalis that grew in a planktonic form with inhibition zones of 11.52 ± 0.07, 9.87 ± 1.04 และ 7.27 ± 
2.57 mm, respectively. MICs were 25.0, 12.5 และ 50.0 mg/mL for hexane, ethyl acetate, and methanol extracts, respectively.  MBC of hexane, ethyl 
acetate, and methanol extracts were 50.0, 50.0, and 100.0 mg/mL, which were increased to >125.0, 125.0, and 250.0 mg/mL, respectively in E. 
faecalis biofilms. In addition, ethyl acetate (125.0 mg/mL) and methanol (250.0 mg/mL) extracts showed bactericidal effects when incubated with E. 
faecalis biofilms for 4 and 6 hours, respectively. Conclusion: Kha-ling extracts showed bactericidal activity against E. faecalis growing in planktonic 
form as well as biofilm form with higher concentration required.  
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