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ประสิทธิภาพของน้้ามันหอมระเหยพลูต่อเช้ือยีสต์มาลาสซีเซีย พาไคเดอมาติส ท่ีคัดแยกจาก

รอยโรคผิวหนังอักเสบของสุนัข 
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บทคัดย่อ: การดื้อต่อยาต้านเช้ือราของยีสต์ท่ีก่อโรคผิวหนังในสุนัขเป็นปัญหาส าคัญอย่างยิ่งในคลินิก ท าให้
การศึกษาสารท่ีมีฤทธิ์ต้านเช้ือยีสต์เพื่อใช้ส่งเสริมการรักษาโรคผิวหนังอักเสบเนื่องมาจากมาลาสซีเซียในสุนัขจึง
มีความส าคัญ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ของน้ ามันหอมระเหยพลูในการต้านเช้ือยีสต์ 
Malassezia pachydermatis ท่ีคัดแยกจากรอยโรคผิวหนังอักเสบของสุนัข โดยวิธี broth microdilution 
ศึกษาฤทธิ์การท าลายเช้ือต่อหน่วยเวลาด้วยวิธี time kill test และวิเคราะห์หาสารองค์ประกอบหลักทางเคมี
ของน้ ามันหอมระเหยด้วยวิธี gas chromatography/mass spectrophotometry (GC/MS) ผลการศึกษา
พบว่าน้ ามันหอมระเหยพลูประกอบด้วยสารองค์ประกอบหลัก คือ eugenol ในสัดส่วนร้อยละ 32.82 รองลงมา 
คือ eugenol acetate, 4-allyl-1,2-diacetoxybenzene และ p-chavicol ซึ่งพบในสัดส่วนร้อยละ 26.51, 
15.85 และ 7.45 ตามล าดับ โดยน้ ามันหอมระเหยพลูมีฤทธิ์ สูงในการยับยั้ งและท าลายเช้ือยีสต์ M. 
pachydermatis ซึ่ งมี ค่า minimum inhibition concentration (MIC) เท่ากับ 0.66 µg/ml และมี ค่ า 
minimum fungicidal concentration (MFC) อยู่ในช่วง 0.66-1.32 µg/ml ฤทธิ์การท าลายเช้ือต่อหน่วยเวลา
พบว่าความเข้มข้น 8 เท่าของค่า MIC มีฤทธิ์สูงสุด รองลงมาเป็นความเข้มข้น 4 เท่า ของค่า MIC ซึ่งท าลายเช้ือ
ได้มากกว่าร้อยละ 99.9 และร้อยละ 90 ท่ีเวลา 30 นาที ตามล าดับ โดยฤทธิ์ดังกล่าวอาจเป็นผลมาจากสารท่ี
เป็นองค์ประกอบหลักและขึ้นกับท้ังความเข้มข้นและเวลา ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าน้ ามันหอมระเหยพลูมี
ศักยภาพในการน ามาพัฒนาเป็นต ารับยาต้านเช้ือ M. pachydermatis ได้ โดยต้องมีการศึกษาความเข้มข้นและ
รูปแบบต ารับยาท่ีเหมาะสม พร้อมท้ังมีการทดสอบประสิทธิภาพของต ารับยาในสัตว์ทดลองเพิ่มเติม 
 
ค้าส้าคัญ: ฤทธิ์ต้านเช้ือมาลาสซีเซีย ผิวหนังอักเสบในสุนัข น้ ามันหอมระเหย พลู 
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Abstract: Resistance to antifungal drugs is a very important problem in the treatment of yeast 
infections in dogs. Therefore, it is important to study new substances to promote the 
treatment of Malassezia dermatitis in dogs. The aim of this study was to evaluate the 
antifungal activity of betel vine essential oil against Malassezia pachydermatis isolated from 
skin lesions of canine dermatitis by broth microdilution method and time kill test. The 
essential oil was analyzed for its chemical properties by gas chromatography/mass 
spectrometry (GC/MS). The GC/MS analysis revealed that eugenol was the major component 
of the tested betel vine essential oil (32.82%) followed by eugenol acetate (26.51%), 4-allyl-
1,2-diacetoxybenzene (15.85%) and p-chavicol (7.45%). The results of antifungal testing 
demonstrated that betel vine essential oil had high antifungal activity against all tested M. 
patchydermatis isolates, with minimum inhibition concentration (MIC) and minimum fungicidal 
concentration (MFC) values equal to 0.66 and 0.66-1.13 µg/ml, respectively. The time-kill assay 
showed that a concentration of 8 times the MIC had the highest activity followed by 4 times 
the MIC, which eradicated tested microorganisms within 30 minutes by more than 99.9% and 
90%, respectively. These activities appear to be dependent on dose and time and might be 
affected by the chemical constituents. These results revealed that betel vine essential oil has 
the potential to be developed as a drug for use against M. pachydermatis. Further studies to 
determine the suitable concentration and formulation, and for in vivo antifungal efficacy are 
required. 
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บทน้า 
เ ช้ื อ ยี ส ต์ ม าลาสซี เ ซี ย  พ า ไ ค เดอมา ติส 

(Malassezia pachydermatis) เป็นสาเหตุหนึ่งท่ี
ก่อให้เกิดปัญหาโรคผิวหนังในสัตว์ เช่น โรคหูช้ันนอก
อักเสบในสุนัข (otitis externa) นอกจากนั้นยังท าให้
เกิดโรคผิวหนังอักเสบบริเวณต่างๆ ซึ่งบริเวณท่ีพบได้
บ่อย คือ ใต้ราวคอ หน้าท้อง ขาหนีบ ใบหน้า ซอกนิว้ 
และบริเวณรอยพับของผิวหนัง โดยเช้ือดังกล่าวเมื่อ
ก่อโรคจะท าให้สุนัขมีอาการคัน ขนร่วง ผิวหนังเป็น
ปื้ น แ ด ง  มี สี เ ข้ ม ขึ้ น  มี ส ะ เ ก็ ด ค ล้ า ย ไ ล เ ค น 
(lichenification) ไขมันเยิ้มและมีก ล่ิน เหม็นหืน 
(musty seborrheic odor) (Crespo et al., 2002; 
Kumar et al. , 2002; Cafarchia et al. , 2005 
Yurayart et al., 2011) การรักษาส่วนใหญ่นิยมให้
ยาต้านเช้ือรา itraconazole รูปแบบรับประทาน 
ร่วมกับยาทาภายนอก เช่น ครีม ขี้ผ้ึง สเปรย์ และ
แชมพู โดยแชมพูเป็นรูปแบบการรักษาภายนอกท่ี
นิยมใช้มากท่ีสุด ซึ่งมีวัตถุประสงค์ในการลดจ านวน
เช้ือยีสต์ท่ีอยู่บนผิวหนังบริเวณรอยโรค โดยส่วนใหญ่
มี ส า ร อ อ ก ฤ ท ธิ์ ส า คั ญ  ไ ด้ แ ก่  miconazole, 
ketoconazole และ chlorhexidine เป็นต้น ซึ่งยา
ต้านเช้ือราหลายชนิดมักท าให้เกิดผลไม่พึงประสงค์
จากการใช้ยา อาทิ การระคายต่อผิวหนัง เกิดความ
เป็นพิษเมื่อสัตว์กินเข้าไปโดยไม่ต้ังใจ และอาจมีการ
แพ้ต่อยา เป็นต้น (Wiebe, 2015) 

การด้ือต่อยาต้านเช้ือราของเช้ือราและยีสต์ท่ี
ก่อโรคผิวหนังในสัตว์นั้น เป็นปัญหาส าคัญอย่างยิ่งใน
คลินิก เนื่องจากส่งผลให้การรักษาประสบความ
ล้มเหลว เกิดการติดเช้ืออย่างเรื้อรังหรือท าให้เกิดการ
เป็นโรคซ้ า (recurrent) นอกจากนี้การถ่ายทอดเช้ือ
ด้ือยาดังกล่าวจากสัตว์สู่คน ยังส่งผลให้เกิดปัญหา
ส าคัญในทางสาธารณสุขอีกด้วย (Nakano et al., 

2005; Fan et al., 2006; Nijima et al., 2011) จาก
ปัญหาดังกล่าวท าให้การศึกษาหายาหรือสารท่ีมีฤทธิ์
ต้านเช้ือยีสต์ เพื่อใช้ทดแทนหรือส่งเสริมการรักษา
โรคผิวหนังอักเสบเนื่องมาจากมาลาสซีเซียในสุนัขจึง
มีความส าคัญ โดยเฉพาะสารสกัดจากพืชสมุนไพรซึ่ง
มีหลายรายงานการวิจัยท่ีพบว่า พืชสมุนไพรหลาย
ชนิดมีฤทธิ์ ในการต้านเช้ือจุลชีพได้ดี และยังไม่มี
รายงานการด้ือต่อสารสกัดสมุนไพรของเช้ือจุลชีพ
เหล่านั้น นอกจากนี้สารบางชนิดจากสมุนไพรยังมี
ฤทธิ์ในการต้านอักเสบ (Ali et al., 2015; Dagli et 
al., 2015) และต้านอนุมูลอิสระอีกด้วย (Adorjan 
and Buchbauer, 2010; Nguyen et al., 2018) 

พ ลู  (Piper betle, Linn. )  เ ป็ นพื ช ใน ว ง ศ์
พริกไทย (Piperaceae) มีช่ือสามัญในภาษาอังกฤษ
ว่า betel vine เป็นสมุนไพรท่ีหาได้ง่ายในทุกภูมิภาค
ของประ เทศ ไทย  ส่ วน ใบมี ก ล่ินหอม เฉพาะ 
ประกอบด้วยน้ ามันหอมระเหย โดยจากการศึกษา
ของ Row and Ho (2009) ในการศึกษาขนาดของ
การยับยั้ง (clear zone) ของน้ ามันหอมระเหยพลูต่อ
เช้ือ M. pachydermatis พบว่าน้ ามันหอมระเหยพลู
มีฤทธิ์สูงในการยับยั้งการเจริญของเช้ือดังกล่าว ซึ่ง
ส อ ด ค ล้ อ ง กั บ ร า ย ง า น ก า ร ศึ ก ษ า ข อ ง 
Asawapattanakul et al.  ( 2013)  ท่ี ห า ค่ าคว าม
เข้มข้น ต่ า สุด ท่ีสามารถยับยั้ ง เ ช้ือ  (minimum 
inhibition concentration; MIC)  แ ล ะ ค่ า ค ว าม
เข้มข้น ต่ า สุด ท่ีสามารถท าลายเ ช้ือ (minimum 
fungicidal concentration; MFC) ของน้ ามันหอม
ระเหยพลู กานพลูและตะไคร้แกง ต่อเ ช้ือ M. 
pachydermatis ท่ีคัดแยกจากช่องหูท่ีอักเสบของ
สุนัข พบว่าน้ ามันหอมระเหยพลูมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด 
โดยมีค่า MIC และ MFC เท่ากับ 0.03-0.5 และ 0.03-
1 µl/ml ตามล าดับ นอกจากนั้นยังมีรายงานพบว่า
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น้ ามันหอมระเหยพลูมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีดีอีก
ด้วย (Aiemsaard et al., 2010) แต่เนื่องจากข้อมูล
การศึกษาประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหยพลูใน
การต้านเช้ือและท าลายเช้ือ M. pachydermatis ท่ี
แยกจากรอยโรคผิวหนังอักเสบของสุนัขยังมีน้อย 
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ คณะผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นศึกษา
ประสิทธิภาพของน้ ามันหอมระเหยพลูในการต้านเช้ือ
ยีสต์ M. pachydermatis ท่ีคัดแยกได้จากรอยโรค
ผิวหนังอักเสบของสุนัข เพื่อเป็นฐานข้อมูลงานวิจัย
ด้านสมุนไพร และการพัฒนาต ารับยาจากน้ ามันหอม
ระเหยพลูในการรักษาโรคผิวหนังอักเสบเนื่องมาจาก
มาลาสซีเซียในสัตว์เล้ียงต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
เชื้อที่ใช้ส ำหรับทดสอบและกำรเพำะเชื้อ 

เช้ือยีสต์ M. pachydermatis ถูกคัดแยกจาก
ผิวหนังสุนัขท่ีได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคผิวหนัง
อักเสบเนื่องมาจากมาลาสซีเซียจากห้องปฏิบัติการ
พ ย า ธิ ชี ว วิ ท ย า  ค ณ ะ สั ต ว แ พ ท ย ศ า ส ต ร์  
มหาวิทยาลัยขอนแก่น สุนัขท่ีใช้เป็นสุนัขไม่ระบุสาย
พันธุ์ คละเพศ มีอายุต้ังแต่ 2-10 ปี ซึ่งมีรอยโรคดัง
แสดงในภาพท่ี 1A คัดแยกเช้ือโดยใช้ไม้พันส าลี
ปราศจากเช้ือ เช้ือยีสต์จะถูกน ามาคัดแยกด้วยการ
เพาะในอาหาร Sabouraud’s dextrose agar (SDA) 
( Becton Dickinson, France)  ท่ี มี ย า ป ฏิ ชี ว น ะ 
chloramphenicol และ  cycloheximide (Sigma 
Aldrich, Germany) ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 และ
จะถูกน ามาย้อมด้วยสี lactophenol cotton blue 
จากนั้นน าไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
ท่ีก า ลั งขยาย  400 -1 ,000  เ ท่ า  เ ช้ือยี ส ต์  M. 
pachydermatis จะมีรูปร่างเป็นวงรีหรือรูปไข่ และ
พบการแตกหน่อของเซลล์โดยท่ัวไป (ภาพท่ี 1B) 

(ดัดแปลงจาก da Silva Nascente et al. , 2009; 
Markey et al., 2013; Usman et al., 2013) 
 
กำรศึกษำองค์ประกอบทำงเคมีของน้ ำมันหอม
ระเหยพลู  
น้ ามันหอมระเหยพลูท่ีใช้ทดสอบจัดซื้อจาก Thai-
China flavours and fragrances industry Co. , 
Ltd., Thailand ซึ่งสกัดด้วยวิธีกล่ันด้วยไอน้ าจากใบ
พลูแก่จัดท่ีเพาะปลูกในประเทศไทย น้ ามันหอม
ระเหยพลูดังกล่าวจะถูกศึกษาองค์ประกอบทาง 
 

 
ภาพที่ 1 รอยโรคผิวหนังอักเสบเนื่องมาจากมาลาสซี
เซียท่ีต าแหน่งแนวสันหลังของสุนัข (A) และรูปร่าง
เซลล์ของเช้ือ M. pachydermatis ท่ีคัดแยกจาก
รอยโรคดังกล่าว เมื่ อย้อมด้วยสี lactophenol 
cotton blue และตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสงก าลังขยาย 1,000 เท่า (B) 
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เคมี ด้วยเทคนิค gas chromatography (Agilent, 
China) / mass spectrophotometry ( Agilent, 
USA) เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของน้ ามันหอมระเหย 
ด้วยคอลัมน์ DB-5ms (ขนาด 0.25 µm x 25 mm x 
30 m) ซึ่งถูกเคลือบด้วย silica capillary column 
และใช้ Helium (He) เป็น carrier gas ด้วยอัตราเร็ว 
1 mm ต่อน า ที  ปริ ม าณ ท่ีฉี ด คื อ  2 µ l โ ดยมี  
โปรแกรมควบคุมอุณหภูมิดังนี้ อุณหภูมิเริ่มต้นของ
คอลัมน์ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และเพิ่ม
เป็น 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ซึ่งเพิ่ม
อุณหภูมิด้วยอัตราเร็วคือ 3 องศาเซลเซียสต่อนาที 
จากนั้นเพิ่มเป็น 270 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 17 
นาที ด้วยอัตราเร็ว 5 องศาเซลเซียสต่อนาที โดยใช้
เวลาในการวิเคราะห์ 44 นาที จากนั้น เปรียบเทียบ
กับ mass spectrum ของ Wiley 7n. MS Search 
ของสารมาตรฐาน และน ามาเทียบกับค่า Linear 
Retention Index (LRI)  ท่ี ไ ด้จากสาร n-alkanes 
(C10-C23) (Sigma Aldrich, Germany) (ดัดแปลง
มาจาก Aiemsaard et al. , 2010; Amelia et al. , 
2017) 
กำรศึกษำฤทธิ์ในกำรต้ำนเชื้อยีสต์ Malassezia 
pachydermatis ของน้ ำมันหอมระเหยพลู  

การหา ค่า  MIC และ  MFC ด้วยวิ ธี  broth 
microdilution method ตามวิธีการท่ีเคยศึกษาโดย 
da Silva Nascente et al. (2009) ซึ่งมีการดัดแปลง
เล็กน้อย ดังนี้  น้ ามันหอมระเหยพลูจะถูกน ามา
ละลายในตัวท าละลาย (สารละลายผสมของ 5% 
tween- 80; Ajax Finechem Pty Ltd, Australia 
และ 5% ethyl alcohol; Merck, Germany) ให้ได้
ความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหย 42.25 µg/ml 
จากนั้นเติมลงใน microplate ก้นกลมชนิด 96 หลุม 
(Corning Incorporated, USA) ซึ่งมีอาหารเล้ียงเช้ือ 

Sabouraud’ s dextrose broth ( SDB)  ( Becton 
Dickinson, France) ปริมาตร 50 µl จากนั้นท าการ
เจือจางแบบ two-fold dilution แล้วเติมเช้ือยีสต์ 
M.  pachydermatis ท่ี มี ค ว าม เข้ มข้ น  106- 107 
CFU/ml ปริ มาตร  50 µl ลง ไปในหลุมทดสอบ 
จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
48 ช่ัวโมง ความเข้มข้นต่ าสุดของน้ ามันหอมระเหยใน
หลุมท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือซึ่งสังเกตได้
ด้วยตาเปล่าได้ (อาหารเล้ียงเช้ือมีลักษณะใสเนื่องจาก
เช้ือยีสต์ถูกยับยั้งการเจริญเติบโตและได้ท าการ
เปรียบเทียบกับหลุมควบคุมผลลบ) ถือว่าเป็นค่า MIC 
จากนั้นน าไปหาค่า MFC ด้วยการถ่ายเช้ือจากทุก
หลุม ซึ่งเริ่มจากหลุมท่ีเป็นค่า MIC ไปด้านหลุมท่ีมี
ความเข้มข้นมากกว่า ลงใน SDA แล้วน าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง ความ
เข้มข้นต่ าสุดของน้ ามันหอมระเหยท่ีไม่พบการเจริญ
ของเช้ือบนอาหาร SDA ถือว่าเป็นค่า MFC หลุมท่ีมี
เฉพาะเช้ือยีสต์และอาหารเล้ียงเช้ือถูกใช้เป็นหลุม
ค ว บ คุ ม ผลลบ  ใ ช้ ย า  ketoconazole ( Sigma-
Aldrich, Germany) เป็นยาต้านเช้ือรามาตรฐานใน
การทดลอง ทุกการทดลองท า 3 ซ ้า  
ก ำ ร ศึ ก ษ ำ ฤ ท ธิ์ ท ำ ล ำ ย เ ชื้ อ  Malassezia 
pachydermatis ต่อหน่วยเวลำของน้ ำมันหอม
ระเหยพลู 

ศึกษาฤทธิ์ท าลายเช้ือ M. pachydermatis 
ต่อหน่วยเวลาของน้ ามันหอมระเหยพลู ด้วยวิธี time 
kill test ตามการศึกษาของ Ernst et al. (2002) 
โ ด ย มี ก า ร ดั ด แ ป ล ง  ดั ง นี้  ผ สม เ ช้ื อ ยี ส ต์  M. 
pachydermatis ความเข้มข้น 106-107 CFU/ml 
ปริมาตร 100 µl กับน้ ามันหอมระเหยพลูปริมาตร 
900 µl โดยให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของน้ ามันหอม
ระเหย เท่ากับ 1, 2, 4 และ 8 เท่าของค่า MIC (0.66, 
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1.32, 2.64 และ 5.28 µg/ml ตามล าดับ) พร้อมกับ
เริ่มจับเวลาทันที ของผสมจะถูกน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาท่ีก าหนด คือ 30 
นาที 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ของผสมจะถูกน ามานับ
จ านวนเช้ือท่ีมีชีวิตด้วยวิธี pour plate technique 
(Department of medical sciences, 2014)  โ ดย
ใช้อาหาร SDA 
สถิติที่ใช้ในกำรวิจัย 

ความแตกต่างระหว่างฤทธิ์ต้านเช้ือท่ีทดสอบ
ของน้ ามันหอมระเหยพลูกับยาต้านเช้ือรามาตรฐาน 
และความแตกต่างของฤทธิ์ ในการท าลายเช้ือท่ี
ทดสอบของน้ ามันหอมระเหยพลูความเข้มข้นต่างๆ 
ถูกวิเคราะห์โดยใช้สถิ ติ One-Way ANOVA ด้วย
โปรแกรม SPSS (SPSS Inc., USA; KKU license) ท่ี
ระดับความเช่ือมั่น 95% 

 
ผลการศึกษา 

จากการตรวจน้ ามันหอมระเหยพลูด้วยเทคนิค 
GC/MS เพื่อหาสารองค์ประกอบหลัก พบว่าสาร
องค์ประกอบหลักของน้ ามันหอมระเหยพลู ท่ีใช้

ทดสอบ คือ eugenol ซึ่งพบในสัดส่วนร้อยละ 32.82 
ร อ ง ล ง ม า  คื อ  eugenol acetate, 4- allyl- 1,2-
diacetoxybenzene และ p-chavicol ซึ่งพบร้อยละ 
26.51, 15.85 และ 7.45 ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบ
สารองค์ประกอบอื่น ๆ ในสัดส่วนเล็กน้อย ดังแสดง
ในตารางท่ี 1 

การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเช้ือ M. pachydermatis 
ของน้ ามันหอมระเหยพลูแสดงในตารางท่ี 2 พบว่า 
น้ ามันหอมระเหยพลูและ ketoconazole มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญของเช้ือท่ีทดสอบใกล้เคียงกัน 
โดยไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) โดยค่า 
MFC ของน้ ามันหอมระเหยพลูมีค่าเป็น 1-2 เท่าของ
ค่า MIC เช่นเดียวกับ ketoconazole เมื่อน าน้ ามัน
หอมระเหยพลูมาทดสอบฤทธิ์ท าลายเช้ือยีสต์ต่อ
หน่วยเวลาพบว่าน้ ามันหอมระเหยพลูมีฤทธิ์สูงในการ
ท าลายเช้ือท่ีทดสอบ ซึ่งความเข้มข้น 8 เท่าของค่า 
MIC (5.28 µg/ml) มีฤทธิ์ในการท าลายเช้ือได้มาก
ท่ีสุด (P<0.05) โดยสามารถท าลายเช้ือได้มากกว่า
ร้อยละ 99.9 (3-log reduction) ท่ีเวลา 30 นาที 
และท าลายเช้ือได้ร้อยละ 99.99 (4-log reduction)  

ตารางที่ 1 องค์ประกอบทางเคมีของน้ ามันหอมระเหยพลูท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี gas chromatography/mass 
spectrophotometry 

Retention time (นาที) องค์ประกอบทางเคมี % Area 

9.57 p-chavicol 7.45 

10.02 Eugenol 32.82 
10.73 Trans-carryophyllene 3.79 
11.40 Alpha-amorphene 4.10 
11.52 Cubelene 1.55 
11.69 Delta-amorphene 1.92 
11.92 Eugenol acetate 26.51 
13.25 4-allyl-1-2diacetoxybenzene 15.85 
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ท่ีเวลา 3 ช่ัวโมง ขณะท่ีความเข้มข้น 4 เท่า ของค่า 
MIC (2.64 µg/ml) มีฤทธิ์รองลงมา โดยท าลายเช้ือ
ได้ร้อยละ 90, 99 (2-log reduction) และ 99.99 ท่ี
เวลา 30 นาที, 3 และ 4 ช่ัวโมง ตามล าดับ ส่วนความ

เข้มข้น 1 และ 2 เท่าของค่า MIC (0.66 และ 1.32 
µg/ml)  มี ฤทธิ์ ในการท าลาย เ ช้ือ ใก ล้ เ คียงกัน 
(P>0.05) โดยสามารถท าลายเช้ือได้ร้อยละ 90 ท่ี
เวลา 3 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 2) 

 
ตารางที ่2 ค่า minimum inhibitory concentrations (MICs) และ minimum fungicidal concentrations 
(MFCs) ของน้ ามันหอมระเหยพลูและ ketoconazole ต่อเช้ือ Malassezia pachydermatis ท่ีคัดแยกจาก
สุนัข (n=26) 

สารท่ีทดสอบ 
ความเข้มข้น 

MICs (µg/ml) MFCs (µg/ml) 
Betel vine oil  0.66a 0.66-1.32a 
Ketoconazole 0.25-0.50a 0.50-1.00a 

aสัญลักษณ์ตัวยกท่ีเหมือนกันในแต่ละคอลัมน์แสดงถึงการไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) 
 

  
ภาพที่ 2 ผลการทดสอบ time-kill test ของน้ ามันหอมระเหยพลูต่อเช้ือ M. pachydermatis โดยค่าท่ีแสดง
ในแผนภาพเป็นค่าเฉล่ียของการทดสอบ 3 ซ้ า ของเช้ือจ านวน 12 ตัวอย่าง ซึ่งความเข้มข้นของสารท่ีทดสอบ
ได้แก่ 1 MIC = 0.66 µg/ml, 2 MIC = 1.32 µg/ml, 4 MIC = 2.64 µg/ml และ 8 MIC = 5.28 µg/ml 
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วิจารณ์ 
จากการศึกษาองค์ประกอบหลักทางเคมีของ

น้ ามันหอมระเหยพลูด้วยเทคนิค GC/MS พบว่า
น้ ามันหอมระเหยพลูท่ีทดสอบมีสาร eugenol ใน
สัดส่วนร้อยละ 32.82 สาร eugenol acetate ร้อย
ละ 26.51 และสาร 4-allyl-1,2-diacetoxybenzene 
ร้อยละ 15.85 ซึ่งมีความสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Aiemsaard et al. (2010) และ Asawapattanakul 
et al. (2013) ท่ีรายงานว่าน้ ามันหอมระเหยพลูมีสาร 
eugenol เป็นสารองค์ประกอบหลัก (ร้อยละ 38.7 
และ 38.65 ตามล าดับรายงานการศึกษา) ในขณะท่ี
การศึกษาของ Sugumaran et al. (2011) พบผลท่ี
แตกต่างออกไป โดยพบว่าสาร 5-(2-propenyl)- 
1,3-benzodioxole เป็นสารองค์ประกอบหลักของ
น้ ามันหอมระเหยพลูมีปริมาณเท่ากับร้อยละ 25.67 
รองลงมาเป็น eugenol ร้อยละ 18.27 ส่วนรายงาน
ของ Mohottalage et al. (2007) พบว่าสาร safrole 
เป็นสารองค์ประกอบหลักของสารสกัดพลูมีปริมาณ
เท่ากับร้อยละ 52.7 และพบ eugenol ในสัดส่วน
ร้อยละ 6.4 ซึ่งความแตกต่างของผลการศึกษาท่ีได้
ของบางรายงานอาจเนื่องมาจากแหล่งท่ีมาของพลู 
ซึ่งรวมถึงสภาพภูมิประเทศ และวิธีการเพาะปลูกพลู 
นอกจากนี้วิธีการเก็บรักษา วิธีการสกัดและวิเคราะห์
สารส าคัญ ก็เป็นปัจจัยส าคัญท่ีอาจท าให้เกิดความ
แตกต่างเหล่านี้ได้ (Ravindran and Pillai, 2004) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของน้ ามันหอม
ระเหยพลู ในการยับยั้ งการเจริญของเ ช้ือ M. 
pachydermatis ท่ีแยกได้จากรอยโรคผิวหนังอักเสบ
ใน สุนั ข  ด้ ว ยวิ ธี  broth microdilution method 
พบว่าน้ ามันหอมระเหยพลูมีประสิทธิภาพสูงในการ
ต้านเช้ือ M. pachydermatis ท่ีใช้ทดสอบ โดยมีค่า 
MIC และ MFCs อยู่ในช่วง 0.66-1.13 µg/ml ซึ่ง

รายงานการศึกษาของ Asawapattanakul et al. 
(2013) ท่ีเคยศึกษาประสิทธิภาพของน้ ามันหอม
ระเหยพลูจากแหล่งท่ีมาเดียวกันกับงานวิจัยนี้ แต่
ทดสอบกับเช้ือ M. pachydermatis ท่ีแยกได้จาก
ช่องหูของสุนัข ให้ค่า MICs และ MFCs ท่ีแตกต่าง
จากผลการศึกษาปัจจุบัน โดยค่า MICs ของรายงาน
ดังกล่าวอยู่ในช่วง 0.03-0.53 µg/ml ส่วนค่า MFCs 
อ ยู่ ใ น ช่ ว ง  0. 03- 1. 07 µg/ ml ซึ่ ง อ า จ เ ป็ น ผล
เนื่องมาจากตัวอย่างเช้ือท่ีเก็บมาจากต าแหน่งบนตัว
ของสุนัข ช่วงเวลา และสถานท่ีท่ีแตกต่างกัน ถึงแม้ว่า
จะเป็นน้ ามันหอมระเหยพลูท่ีมีแหล่งท่ีมาเดียวกันก็
อาจท าให้ผลการทดลองแตกต่างกันได้ นอกจาก
รายงานดังกล่าวแล้วยังมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ของ
น้ ามันหอมระเหยพลูและน้ ามันหอมระเหยท่ีมีสาร 
eugenol เป็นองค์ประกอบหลักในการต้านเช้ือจุลชีพ
ชนิดอื่น ๆ อาทิ รายงานการศึกษาของ Kaypetch 
and Thaweboon (2018) พบว่าน้ ามันหอมระเหย
พลูมี ค่า MICs ต่อเ ช้ือ Candida spp. ท่ีเป็นเ ช้ือ
มาตรฐานและเช้ือท่ีคัดแยกจากช่องปากของมนุษย์ 
อยู่ ในช่วง 0.39-0.78 µl/ml ซึ่งใกล้เคียงกับผล
การศึกษาของงานวิจัยนี้ แต่แตกต่างเล็กน้อยกับ
รายงานของ Aiemsaard and Punareewattana 
(2017) ท่ีท าการศึกษาฤทธิ์ต้านเช้ือราของน้ ามันหอม
ระเหยกานพลูต่อเช้ือราผิวหนังท่ีแยกจากสุนัข ได้แก่ 
Trichophyton mentagrophyte, Microsporum 
canis และ M. gypseum พบว่ามีค่า MICs อยู่ในช่วง 
0. 21- 0. 43, 0. 21- 0. 43 แ ละ  0. 43- 0. 86 µg/ ml 
ตามล าดับ และมีค่า MFCs เท่ากับ 0.43, 0.43 และ 
0.86 µg/ml ตามล าดับ ซึ่งฤทธิ์ในการต้านเช้ือจุลชีพ
ของน้ ามันหอมระเหยพลูมาจากสารส าคัญท่ีเป็น
องค์ประกอบ ได้แก่ eugenol ท่ีเป็นสารองค์ประกอบ
หลัก ท่ีมี สัด ส่วน สูง ท่ี สุด  และอาจมาจาก สาร
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อง ค์ประกอบอื่ น ๆ  เ ช่น  hydroxychavicol ท่ี มี
รายงานพบว่ามีฤทธิ์ในการต้านเช้ือจุลชีพ ซึ่งสารท้ัง
สองอาจให้ผลในการต้านเช้ือร่วมกัน โดยสารดังกล่าว
จะโน้มน าให้เกิดการแตกท าลายของผนังเซลล์และ
เย่ือหุ้มเซลล์ของเช้ือจุลชีพ ท าให้เกิดการเสียสมดุลใน
การควบคุมสารเข้าออกเซลล์ นอกจากนี้ eugenol 
ยังสามารถยับยั้งการสร้าง ergosterol ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์
ของเช้ือยีสต์ Candida spp. ได้อีกด้วย ส่งผลให้เช้ือ
จุลชีพตายในท่ีสุด (Ali et al. 2010; Thosar et al. 
2013; Mamilla et al. 2015) 

จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ฤ ท ธิ์ ท า ล า ย เ ช้ื อ  M. 
pachydermatis ต่อหน่วยเวลาของน้ ามันหอม
ระเหยพลูท่ีทดสอบ แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ดังกล่าวของ
น้ ามันหอมระเหยพลูขึ้นกับท้ังความเข้มข้นและเวลา 
โดยท่ีความเข้มข้น 1 และ 2 เท่าของค่า MIC มีค่า D-
value เท่ากับ 3 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นเวลาท่ีน้ ามันหอม
ระเหยพลูใช้ในการท าลายเช้ือได้ร้อยละ 90 หรือ 1-
log reduction ขณะท่ีความเข้มข้น 4 เท่าของค่า 
MIC มีค่า D-value เท่ากับ 30 นาที ส่วนความเข้มข้น 
8 เท่าของค่า MIC มีค่า D-value น้อยกว่า 30 นาที 
จากการสืบค้นรายงานการวิ จัยอื่น ๆ ยังไม่พบ
รายงานท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษาเวลาท่ีใช้ในการ
ท าลายเช้ือของน้ ามันหอมระเหยพลูต่อเ ช้ือ M. 
pachydermatis ท่ีแยกได้จากสุนัข อย่างไรก็ตามมี
บางงานวิจัยท่ีศึกษาเกี่ยวกับสารสกัดหรือสารส าคัญ
ของพลูในการท าลายเช้ือยีสต์ท่ีก่อโรคชนิดอื่น ๆ 
ไ ด้แก่  การ ศึกษาของ Ali et al.  (2010) พบว่ า 
hydroxychavicol ท่ี ส กั ด จ า ก พ ลู ด้ ว ย ก า ร ใ ช้
คลอ โ รฟอร์ ม เป็ น ตั วท า ละลาย  ( chloroform 
extraction) ความเข้มข้น 1,000 µg/ml มีค่า D-
value ต่อเช้ือ C. albicans ATCC90028 อยู่ในช่วง 
4-6 ช่ัวโมง และท าลายเช้ือได้ร้อยละ 99.9 และ 

99.999 (5-log reduction) ท่ีเวลา 8 และ 10 ช่ัวโมง 
ตามล า ดับ ขณะท่ีความเข้มข้น  2 ,000 µg/ml 
สามารถท าลายเช้ือดังกล่าวได้มากกว่าร้อยละ 99 
และ 99.999 ท่ี เวลา 30 นาที และ 1 ช่ัว โมง 
ตามล าดับ นอกจากนี้ รายงานการศึกษาของ Ali et 
al. (2016) ยังพบว่าสาร hydroxychavicol ท่ีสกัด
จากพลู ความเข้มข้น 500 และ 1,000 µg/ml 
สามารถท าลายเช้ือได้มากกว่าร้อยละ 99  ท่ีเวลา 4 
และ 2 ช่ัวโมง ตามล าดับ ขณะท่ีสามารถท าลายเช้ือ
ได้มากกว่าร้อยละ 99.99999 (7-log reduction) ท่ี
เวลา 24 และ 6 ช่ัวโมง ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจาก
งานวิจัยนี้ ท่ีใช้น้ ามันหอมระเหยพลูท่ีสกัดด้วยการ
กล่ันไอน้ า ซึ่งเป็นวิธีการสกัดท่ีให้น้ ามันหอมระเหยท่ี
มีคุณภาพและความแรงสูง ส่งผลท่ีดีต่อการท าลาย
เช้ือ นอกจากนั้นสารในกลุ่ม eugenol ของน้ ามัน
หอมระเหยมีรายงานว่าเป็นสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
และท าลายเช้ือท่ีดี (Park et al., 2007; Mamilla et 
al. 2015) ซึ่งพบเป็นปริมาณสูงในน้ ามันหอมระเหย
พลูท่ีท าการศึกษาในครั้งนี้ และปริมาณของสารกลุ่ม 
chavicol ก็พบในน้ ามันหอมระเหยพลูนี้เช่นกันท าให้
มีฤทธิ์ ในการต้านเช้ือท่ีดีกว่า อีกท้ังเช้ือท่ีท าการ
ทดสอบก็เป็นเช้ือต่างชนิดกัน จึงท าให้ประสิทธิภาพ
ในการท าลายเช้ือแตกต่างกันด้วยเช่นกัน 

โดยสรุป น้ ามันหอมระเหยพลูท่ีใช้ในการ
ทดสอบในการศึกษานี้ ประกอบด้วยสารองค์ประกอบ
หลัก ได้แก่ eugenol, eugenol acetate, 4-allyl-
1,2- diacetoxybenzene แ ล ะ  p- chavicol โ ด ย
น้ ามันหอมระเหยพลูมีฤทธิ์ สู ง ในการต้านการ
เจริญเติบโตและท าลายเช้ือยีสต์ M. pachydermatis 
ท่ีคัดแยกจากรอยโรคผิวหนังอักเสบในสุนัข ซึ่งฤทธิ์
ดังกล่าวมาจากสารท่ีเป็นองค์ประกอบหลักและ
ขึ้นกับท้ังความเข้มข้นและเวลาท่ีสารสัมผัสกับเช้ือท่ี
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ทดสอบ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าน้ ามันหอมระเหยพลูมี
ศักยภาพในการน ามาพัฒนาเป็นต ารับยาส าหรับต้าน
เช้ือ M. pachydermatis ได้ โดยต้องมีการศึกษา
ความเข้มข้นของน้ ามันหอมระเหยพลูและรูปแบบ
ต ารั บยา ท่ี เหมาะสม พร้ อม ท้ั งมี การทดสอบ
ประสิทธิภาพของต ารับยาในการรักษาโรคท่ีเกิดจาก
เช้ือดังกล่าวในสัตว์ทดลองเพิ่มเติม 
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