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ประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง (Lawsonia inermis)

ในการยัับยั้้�งเช้ื้�อแบคทีีเรีียที่่�แยกได้้จากโรคเต้้านมอัักเสบในโคนม
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Abstract

	 Backgrounds: Henna (Lawsonia inermis) is one of Thai herbal plants which can be easily found 

and its leaves have ability to inhibit both bacteria and fungi. There is currently no research using 

Henna leaves crude extract to inhibit bacteria that cause mastitis in dairy cattle resulting in major 

economic losses. Therefore, the objective of this experiment is to study the antimicrobial activities 

of crude extract from Henna (Lawsonia inermis) leaves on bacteria isolated from mastitis in dairy cattle. 

	 Methods: Fresh Henna leaves were dried in sunlight. Dried leaves were grinded into powder. 

Extraction of the powder was performed by using 95% ethanol in the ratio 1:5 w/v. The crude extract 

was heated to evaporate its liquid content until a dark brown viscous mass occurred (Henna crude 

extracts) and weighed to calculate the percentage yield. Henna crude extracts were then investigated 

for their antimicrobial activities on Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 

29213 by agar well diffusion method. One hundred and forty-seven bacterial isolated from mastitis 

in dairy cattle were tested by the same method and the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) values 

were determined by broth microdilution assay.

	 Results: The yield of the crude extract was 2% of the dry weight of Henna. The antimicrobial 

activities on Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 were found to  

inhibit. The average inhibition zone of Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus 

spp., Staphylococcus aureus, coagulase-negative staphylococci (CNS), Escherichia coli, Pseudomonas 

spp., Aeromonas spp. and Klebsiella spp. were 16.66±2.33, 14.61±1.29, 15.00±2.36, 24.60±2.64, 

23.48±3.92, 15.91±2.76, 15.25±0.50, 16.20±1.92 and 15.30±1.30 mm, respectively. While the MIC of 

these bacteria were 256-512, 64-256, 32-512, 32-128, 16-128, 128-256, 64-128, 128-256 and 128-512 

µg/ml, respectively.

	 Conclusions: The results indicated that Henna crude extracts can inhibit the growth of all  

bacteria used in this study. This Information can be useful to develop herbal products used to            

inhibit the bacteria that cause mastitis in dairy cattles.
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บทคััดย่่อ

	ที่่� มาของการศึึกษา: เทีียนกิ่่�ง (Lawsonia                   

inermis) เป็็นพืชสมุุนไพรไทยที่่�หาได้้ง่่ายและมีีฤทธ์ิ์�ใน

การยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา ปััจจุบัันยัังไม่่มีงาน

วิิจััยที่่�นำำ�สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งมาใช้้ในการยับยั้้�ง

เชื้้�อแบคทีเรีียที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคเต้้านมอักเสบ ซ่ึ่�งเป็็น

โรคที่่�ก่่อให้้เกิิดความเสีียหายในอุตสาหกรรมการเลี้้�ยง

โคนม การศึึกษาครั้้� งนี้้� มีี วััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษา

ประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งในการ

ยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�แยกได้้จากโรคเต้้านมอักเสบใน

โคนม

	วิ ธีีการ: นำำ�ใบสดเทีียนกิ่่�งมาตากแห้้ง บดเป็็นผง

ละเอีียด สกััดสารจากผงใบเทีียนกิ่่�ง โดยใช้้ 95% เอทานอล

ในอัตราส่่วน 1:5 ระเหยตัวสกััดออกด้้วยความร้อนจนได้้

สารลัักษณะเหนีียวข้้นสีน้ำำ��ตาลเข้้ม ชั่่�งน้ำำ��หนัักหาร้้อยละ

ของสารสกััดหยาบ ทดสอบประสิิทธิิภาพของสารสกััด

หยาบจากใบเทีียนกิ่่�งกัับเชื้้�อแบคทีเรีียอ้างอิิงมาตรฐาน 

Escherichia coli ATCC 25922 และ Staphylococcus 

aureus ATCC 29213 โดยวิิธีี agar well diffusion             

จากนั้้�นนำำ�ไปทดสอบกัับเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�แยกได้้จาก              

น้ำำ��นมโคที่่�เป็็นโรคเต้้านมอักเสบ จำำ�นวน 147 isolates 

ด้้วยวิธีีเดีียวกัันและหาค่่าความเข้้มข้นต่ำำ��สุดของสารสกััด

หยาบที่่�สามารถยัับยั้้�งการเจริญเติิบโตของเชื้้�อได้้ (MIC) 

ด้้วยวิธีี broth microdilution

	 ผล: ได้้ผลผลิตของสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง

เท่่ากัับ 2% ของน้ำำ��หนัักแห้้ง นำำ�ไปทดสอบกัับเชื้้�อ

แบคทีเรีียอ้างอิิงมาตรฐาน Escherichia coli ATCC 

25922 และ Staphylococcus aureus ATCC 29213 

พบว่่ามีีเส้้นผ่่าศููนย์์กลางของบริิเวณยับยั้้�ง เมื่่�อนำำ�ไป

ทดสอบประสิิทธิิภาพในการยับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�แยกได้้

จากโรคเต้้านมอักเสบในโคนม พบว่่าสารสกััดหยาบจาก

ใบเทีียนกิ่่�งมีีฤทธ์ิ์�ยัับยั้้�งต่่อเชื้้�อ Streptococcus uberis, 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus spp., 

Staphylococcus aureus, coagulase-negative 

staphylococci (CNS),  Escherichia coli,  Pseudom-

monas spp., Aeromonas spp. และ Klebsiella spp. 

ได้้ทั้้�งหมด โดยเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของบริิเวณยัับยั้้�งเฉลี่่�ย

เท่่ากัับ 16.66±2.33, 14.61±1.29, 15.00±2.36, 

24.60±2.64, 23.48±3.92, 15.91±2.76, 15.25±0.50, 

16.20±1.92 และ 15.30±1.30 mm ตามลำำ�ดับ เมื่่�อ

ทดสอบหาค่่าความเข้้มข้นต่ำำ��สุดของสารสกััดหยาบที่่�

สามารถยับยั้้�งการเจริญเติิบโตของเชื้้�อได้้ (MIC) โดยวิธีี 

broth microdilution พบว่่ามีีค่่า MIC ต่่อเชื้้�อดัังกล่่าว 

อยู่่�ในช่่วง 256-512, 64-256, 32-512, 32-128, 16-128, 

128-256, 64-128, 128-256 และ 128-512 µg/ml           

ตามลำำ�ดับ

	 สรุุป: จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�พบว่่าสารสกััดหยาบ

จากใบเทีียนกิ่่�งมีีประสิิทธิิภาพในการยับยั้้�งการเจริญ

เติิบโตของเชื้้�อแบคทีเรีียได้้ทั้้�งเชื้้�ออ้้างอิิงมาตรฐานและ

เชื้้�อกลุ่่�มที่่�เป็็นสาเหตุุของการเกิิดโรคเต้้านมอักเสบใน

โคนม ข้้อมููลนี้้�จะเป็็นประโยชน์ในการพัฒนาผลิตภััณฑ์์

สมุุนไพรที่่�ใช้้ในการยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�เป็็นสาเหตุุของ

โรคเต้้านมอักเสบในโคนมต่่อไป

คำำ�สำำ�คััญ: โรคเต้้านมอักเสบ, โคนม, สารสกััดหยาบจาก

ใบเทีียนกิ่่�ง, การยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีีย

บทนำำ�

	 เทีียนกิ่่�ง (Lawsonia inermis) หรืือที่่�รู้้�จัักกัันใน

ชื่่�อเฮนนา (Henna) ( Gupta, 2003) เป็็นพืชในวงศ์์                 

Lythraceae มีีถิ่่�นกำำ�เนิิดในประเทศอิินเดีีย ศรีลัังกา         

และตะวัันออกกลาง  (Sharma et al., 2016) โดยจััดเป็็น

ไม้้พุ่่�มกึ่�งเลื้้�อยขนาดกลาง มีีความสููงของต้้นประมาณ             

3-6 เมตร ลำำ�ต้นแตกกิ่่�งก้้านเป็็นพุ่่�มกว้้าง ขยายพันธุ์์�ด้้วย

วิิธีีการเพาะเมล็ด เจริญเติิบโตได้้เร็็ว ขึ้้�นได้้ดีีในดิน               

ทุุกชนิดที่่�มีีความชื้้�นต่ำำ��ถึึงปานกลาง และชอบแสงแดด

แบบเต็็มวัน (วิทย์์, 2542) ในประเทศไทยยัังไม่่พบแหล่่ง

การปลููก แต่่มีการเพาะพัันธุ์์�ขายตามร้านขายพันธุ์์�ไม้้          

ใบเทีียนกิ่่�งมีีสารประกอบสำำ�คัญได้้แก่่ Naphthoquinone 

(Lawsone) ซ่ึ่�งเป็็นสารที่่�มีีความปลอดภััยสูง ไม่่มีความ

เป็็นพิษกัับคน (คณะเภสััชศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยมหิดล, 

2539) จึึงนิิยมนำำ�มาใช้้อย่่างกว้้างขวางในวงการเครื่่�อง

สำำ�อาง เช่่น การทำำ�ยาย้้อมผม การเขีียนลายตามผิวหนััง 

ผลิตภััณฑ์์บำำ�รุงผิิว เป็็นต้น นอกจากนี้้�ยัังพบว่่าสาร         

ดัังกล่่าวมีีฤทธ์ิ์�ในการยับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียและเชื้้�อรา  
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( Uddin et al., 2013) มีีรายงานการนำำ�สารสกััดจาก      

ใบเทีียนกิ่่�งมาใช้้ในการยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�เป็็นสาเหตุุ

ของการเกิิดโรค เช่่น การศึึกษาของ  Kathem et al. 

(2008) พบว่่าสารสกััดจากใบเทีียนกิ่่�งมีีประสิิทธิิภาพใน

การยับยั้้�งเชื้้�อ Staphylococcus aureus, coagulase- 

negative staphylococci (CNS), ß-hemolytic             

streptococci และ Pseudomonas aeruginosa ซ่ึ่�ง

เป็็นเชื้้�อที่่�แยกได้้จากผู้้�ป่วยโรคผิวหนััง จากการศึึกษาของ

วิิทย์์ (2542) พบว่่าการสกััดใบเทีียนกิ่่�งสดด้้วยแอลกอฮอล์์

จะได้้สารที่่�เรีียกว่่า Lawsone ที่่�ความเข้้มข้นต่ำำ��สุด 1,000 

µg/ml สามารถใช้้เป็็นสารออกฤทธ์ิ์�ในการฆ่่าเชื้้�อรา         

หรืือเชื้้�อโรคได้้หลายประเภท เช่่น Brucella spp.,   

Escherichia coli , Micrococcus pyogenes,                               

Salmonella spp., Staphylococcus spp. และ  

Streptococcus spp. แต่่สารนี้้�ไม่่มีฤทธ์ิ์�ในการฆ่่าเชื้้�อ 

Candida albicans และเชื้้�อ  P. aeruginosa นอกจากนี้้�

ยัังมีีการศึึกษาของ  Gull et al. (2013) พบว่่าสารในกลุ่่�ม 

Naphthoquinone ซ่ึ่�งมีีสาร Lawsone เป็็นองค์์

ประกอบหลัักมีีประสิิทธิิภาพในการยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีีเรีีย

แกรมบวก ได้้แก่่ Bacillus subtilis, S. aureus, และ          

S. epidermidis และยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียแกรมลบ ได้้แก่่ 

E. coli, S. Typhi, Klebsiella spp. และ Shigella sonnei 

	 โรคเต้้านมอักเสบ (Mastitis) เป็็นโรคที่่�ทำำ�ให้้ผนัง

ของท่่อนมและเซลล์ผลิตน้ำำ��นมเสีียหาย ส่่งผลให้้ปริิมาณ

และคุุณภาพน้ำำ��นมลดลง ( Bhushan, 2000; Guimaraes 

et al., 2017) สร้้างความสูญเสีียทางเศรษฐกิิจให้้กัับ

เกษตรกรผู้้�เลี้้�ยงโคนมเป็็นอย่่างมาก จากการศึึกษาทาง

ระบาดวิทยาของโรคเต้้านมอักเสบในประเทศไทยของ 

 Leelahapongsathon et al. (2014) พบว่่าเชื้้�อ

แบคทีีเรีียก่่อโรคเต้้านมอักเสบที่่�เป็็นปัญหาหลััก ได้้แก่่

เชื้้�อ Streptococcus agalactiae (7.1%), S. uberis 

(9.4%), S. dysgalactiae (4.0%) และ Streptococcus 

spp. (16.7%)  นอกจากนี้้�ยัังพบว่่าเชื้้�อ S. aureus, CNS 

และ E. coli เป็็นสาเหตุุของการเกิิดโรคได้้ ( Bradley et al., 

2007) การใช้้ยาปฏิิชีีวนะเป็็นวิธีีที่่�ได้้รัับการยอมรัับใน

การรัักษา อย่่างไรก็ตามการใช้้ยาปฏิิชีีวนะก่่อให้้เกิิด

ปััญหาการตกค้้างในน้ำำ��นมและการดื้้�อยาของเชื้้�อ  ปััจจุบััน

ยัังไม่่พบงานวิจััยที่่�นำำ�สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งมาใช้้

ในการยับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคเต้้านม

อัักเสบในโคนม การวิิจััยนี้้�จึึงเป็็นการศึึกษาประสิิทธิิภาพ

ของสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งในการยับยั้้�งเชื้้�อ

แบคทีเรีียที่่�แยกได้้จากโรคเต้้านมอักเสบในโคนม  ซ่ึ่�ง

ข้้อมููลนี้้�จะเป็็นประโยชน์์และเป็็นข้อมููลเบื้้�องต้้นในการ

พััฒนาผลิตภััณฑ์์สมุุนไพรที่่�ใช้้ยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�เป็็น

สาเหตุุให้้เกิิดโรคเต้้านมอักเสบในโคนมได้้ต่่อไป 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

การเตรีียมสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง

	 เตรีียมสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง ด้้วยวิธีีสกััด

ที่่�ดััดแปลงจาก  Kathem et al. (2008) โดยนำำ�ใบเทีียนกิ่่�งสด

ที่่�ได้้จากศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสััตวแพทย์์ภาคตะวัันตก 

จ.ราชบุรีี ตากแดดให้้แห้้ง บดเป็็นผงละเอีียด นำำ�มาสกััด

ด้้วย 95% เอทานอล ในอัตราส่่วน 1:5 โดยชั่่�งผงใบเทีียน

กิ่่�ง 50 กรััม ผสมกับ 95% เอทานอล ปริิมาตร 250 ml 

ผสมให้้เข้้ากัันด้้วยเครื่่�องกวนสารละลาย เป็็นเวลา 24 

ชั่่�วโมง ปั่่�นแยกตะกอนด้้วยเครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยง นำำ�ส่่วนใส

มากรองด้้วยกระดาษ Whatman เบอร์์ 1 แล้้วระเหย 

95% เอทานอล ออกด้้วยความร้อน โดยวางในอ่่างน้ำำ��

ควบคุุมอุณหภููมิิที่่� 50 °C จนได้้สารสกััดหยาบ นำำ�ไปชั่่�ง         

น้ำำ��หนััก เพื่่�อหา % yield จากสููตร น้ำำ��หนัักของสารสกััด

หยาบหารด้้วยน้ำำ��หนัักแห้้งของใบเทีียนกิ่่�งที่่�ใช้้สกััดแล้้ว

คููณด้้วย 100 จากนั้้�นเตรีียมสารละลายของสารสกััด

หยาบความเข้้มข้น 2,000 µg/ml โดยชั่่�งสารสกััดหยาบ 

0.1 กรััม ใส่่ลงในขวด วััดปริิมาตรขนาด 50 ml ละลาย

ด้้วยน้ำำ��กลั่่�นจนครบปริิมาตร ผสมให้้เข้้ากัันเก็็บใส่่ขวด

แก้้วสีีชา แช่่ในตู้้�เย็็นอุณหภููมิิ 4 °C ไม่่ควรเก็็บไว้้นานเกิิน 

1 เดืือน เพื่่�อรอนำำ�ไปทดสอบการยับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียต่่อไป

การเตรีียมตััวอย่่างเช้ื้�อทดสอบ

	 เชื้้�อแบคทีเรีียอ้างอิิงมาตรฐาน E. coli ATCC 

25922 และ S. aureus ATCC 29213 รวมทั้้�งเชื้้�อที่่�          

แยกได้้จากน้ำำ��นมโคที่่�เป็็นโรคเต้้านมอักเสบ ในพื้้�นที่่�เขต 7 

ระหว่่างเดืือนตุลาคม 2560 - กัันยายน 2561 จำำ�นวน 

147 isolates ได้้แก่่เชื้้�อ S. uberis 25 isolates,                            

S. agalactiae 9 isolates, Streptococcus spp. 38 

isolates, S. aureus 20 isolates, CNS 30 isolates,          

E. coli 11 isolates, Pseudomonas spp. 4 isolates,                  
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Aeromonas spp. 5 isolates และ Klebsiella spp.             

5 isolates โดยนำำ�เชื้้�อทั้้�งหมดจากตู้้�แช่่แข็็ง -20 °C ใส่่ใน

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ โดยเชื้้�อกลุ่่�ม Streptococci นำำ�มาเพาะ

ลงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB)+5% Laked 

horse blood (Oxoid, England) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C 

เป็็นเวลา 18-24 ชั่่�วโมง แล้้วนำำ�มา streak ลงบนอาหาร 

Blood Agar (Oxoid, England) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C  

เป็็นเวลา 18-24 ชั่่�วโมง เพื่่�อให้้เกิิดโคโลนีีเดี่่�ยว ส่่วนเชื้้�อ

กลุ่่�มอื่่�น ๆ นำำ�มาเพาะลงในอาหาร Tryptic Soy Broth 

(TSB) (Oxoid, England) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C เป็็นเวลา 

18-24 ชั่่�วโมง แล้้วนำำ�มา streak ลงบนอาหาร Trypticase 

soy agar (TSA) (Oxoid, England) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C 

เป็็นเวลา 18-24 ชั่่�วโมง เพื่่�อให้้เกิิดโคโลนีีเดี่่�ยว สำำ�หรัับ 

นำำ�ไปทดสอบต่่อไป  

การทดสอบประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจากใบ

เทีียนกิ่่�งในการยัับยั้้�งเช้ื้�อ

	 ทดสอบประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจากใบ

เทีียนกิ่่�งในการยับยั้้�งเชื้้�อ ด้้วยวิธีี Agar well diffusion 

ดััดแปลงจากวิิธีีของ ปิยนุช และคณะ (2016) กัับเชื้้�อ

อ้้างอิิงมาตรฐาน E. coli ATCC 25922 และ S. aureus 

ATCC 29213 เต รีียมเชื้้� อใ ห้้ มีีความขุ่่�น เท่่า กัับ                               

Mcfarland No. 0.5 หรืือ ประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml 

โดยใช้้ 0.85% normal saline solution (NSS) ในการ

เจืือจาง โดยใช้้ไม้้พัันสำำ�ลี (cotton swab) ชุุบเชื้้�อป้้าย

เชื้้�อลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Mueller Hinton Agar               

(Oxoid, England) กระจายเชื้้�อให้้ทั่่�วผิิวหน้้าอาหารเลี้้�ยง

เชื้้�อด้้วยวิธีี Three dimension swab ทิ้้�งไว้้ประมาณ  

3-5 นาทีี ให้้ผิิวหน้้าของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแห้้ง เจาะอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อด้้วย Sterile cork borer ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 

6 mm จานละ 2 หลุุม ปิิเปตสารสกััดหยาบใบเทีียนกิ่่�ง

ปริิมาตร 40 µl ลงในหลุุมที่่�เจาะไว้้ ใช้้แผ่่น Gentamicin 

(CN) 10 µg และ Ampicillin (AMP) 10 µg เพื่่�อเป็็นตัว

ควบคุุมคุุณภาพการทดสอบเท่่านั้้�น (ศุกลรััตน์์ และคณะ, 

2550) จากนั้้�นทำำ�การทดสอบกัับเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�แยกได้้

จากโรคเต้้านมอักเสบในโคนม โดยป้ายเชื้้�อแบคทีเรีีย

กลุ่่�ม Streptococci ลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Blood Agar 

(Oxoid, England) ส่่วนเชื้้�อ Staphylococcus spp.,           

E. coli, Pseudomonas spp., Aeromonas spp. และ 

Klebsiella spp. ป้้ายลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Mueller 

Hinton Agar (Oxoid, England) เจาะอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

จานละ 3 หลุุม แล้้วปิิเปตสารละลายของสารสกััดหยาบ

ใบเทีียนกิ่่�ง ปริิมาตร 40 µl ลงในหลุุม 2 หลุุม และอีีกหน่ึ่�ง

หลุุมใช้้ 95% เอทานอล เป็็น negative control (สุทธิิจิิต, 

2019) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C เป็็นเวลา 18-24 ชั่่�วโมง             

วััดขนาดเสนผานศููนย์์กลางบริิเวณยับยั้้�ง (inhibition 

zone) ของเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�นํํามาทดสอบ นำำ�ค่่าที่่�ได้้มาหา

ค่่าเฉลี่่�ยและค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน รายงานผลเป็็น         

ค่่าเฉลี่่�ย ± ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD)

หาค่าความเข้้มข้้นต่ำำ��สุุดของสารสกััดหยาบจากใบ

เทีียนกิ่่�งที่่�สามารถยัับยั้้�งการเจริิญเติิบโตของเช้ื้�อได้้ 

Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

 	 หาค่่า MIC ด้้วยวิธีี broth microdilution ตาม

มาตรฐาน Clinical and Laboratory Standards                  

Institute (CLSI, 2016) ใน 96 microwell plates ที่่�

ระดัับความเข้้มข้น 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 

64, 128, 256 และ 512 µg/ml จากความเข้้มข้นของสาร

สกััดหยาบใบเทีียนกิ่่�ง 2,000 µg/ml โดยเติิมเชื้้�อแต่่ละ

ชนิดที่่�ปรัับความเข้้มข้นเท่่ากัับ 1×106 CFU/ml ลงใน

แต่่ละหลุุมปริิมาตร 10 µl บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C เป็็นเวลา 

18-24 ชั่่�วโมง อ่่านผลความเข้้มข้นต่ำำ��สุดของสารสกััดที่่�

ยัับยั้้�งการเจริญเติิบโตของเชื้้�อ โดยดูความขุ่่�นของอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อแต่่ละหลุุมในเพลท

ผลและวิิจารณ์์

	 ผงจากใบเทีียนกิ่่�งแห้้งที่่�สกััดด้้วย 95% เอทานอล 

ในอัตราส่่วน 1:5 จะได้้สารสกััดหยาบที่่�มีีลัักษณะเหนีียว

ข้้นสีน้ำำ��ตาลเข้้ม น้ำำ��หนัักผลผลิต (%yield) เท่่ากัับ 2% 

ของน้ำำ��หนัักแห้้ง ซ่ึ่�งสอดคล้องกัับการศึึกษาของ Al-Daamy 

et al. (2016) ที่่�พบว่่าการสกััดใบเทีียนกิ่่�งแห้้งด้้วย 70%             

เอทานอล ในอัตราส่่วน 1:5 ให้้ %yield เท่่ากัับ 2%            

เช่่นเดีียวกััน และการศึึกษาของ นุุศวดีีและสมใจ (2010)  

พบว่่าการใช้้ 95% เอทานอลมีประสิิทธิิภาพดีีที่่�สุุด                    

ในการสกััดสารออกจากพืืชสมุุนไพร และไม่่มีีฤทธ์ิ์�ในการ

ยัับยั้้�งเชื้้�อเมื่่�อใช้้เป็็น negative control จากตารางที่่� 1 

เมื่่�อนำำ�สารสกััดหยาบไปทดสอบประสิิทธิิภาพในการ
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ยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีีย โดยวิธีี Agar well diffusion กัับเชื้้�อ

อ้้างอิิงมาตรฐาน E. coli ATCC 25922 พบเส้้นผ่่าน

ศููนย์์กลางของบริิเวณยับยั้้�งเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 16.00±0.00 

mm ควบคุุมคุุณภาพการทดสอบด้้วย CN 10 µg และ 

Amp 10 µg พบขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของบริิเวณ

ยัับยั้้�งเท่่ากัับ 18.00±0.00 และ 19.00±0.00 mm ตาม

ลำำ�ดับ เมื่่�อทดสอบกัับเชื้้�อ S. aureus ATCC 29213 พบ

เส้้นผ่่านศููนย์์กลางของบริิเวณยัับยั้้� ง เฉลี่่� ย เท่่า กัับ 

20.00±0.00 mm ทดสอบกัับ CN 10 µg และ AMP 10 

µg พบเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของบริิเวณยัับยั้้�งเท่่ากัับ 

21.00±0.00  และ 34.00±0.00 mm ตามลำำ�ดับ (รููปที่่�        

1 และ 2) ซ่ึ่�งตามเกณฑ์์การควบคุุมคุุณภาพของ CLSI 

(2016) เมื่่�อทดสอบด้้วย CN 10 µg และ AMP 10 µg 

สำำ�หรัับ ATCC 25922 จะต้้องมีีเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของ

บริิเวณยับยั้้�ง ที่่� 19-26 mm และ 16-22 mm ส่่วน 

ATCC 29213 จะอยู่่�ที่่� 19-27 mm และ 27-35 mm  

ตามลำำ�ดับจากผลการทดสอบพบว่่าการควบคุุมคุุณภาพ

ของเชื้้�ออ้้างอิิงมาตรฐาน ATCC 29213 อยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�

กำำ�หนดส่่วน ATCC 25922 เฉพาะที่่�ทดสอบด้้วย CN 10 µg  

ให้้ค่่าต่ำำ��กว่่าเกณฑ์์เล็็กน้้อย อย่่างไรก็ตามการทดสอบนี้้�

เป็็นเพีียงการทดสอบประสิิทธิิภาพของสารสกััดเบื้้�องต้้น

ว่่ามีีฤทธ์ิ์�ยัับยั้้�งเชื้้�อหรืือไม่่ ซ่ึ่�งพบว่่ามีีบริิเวณยับยั้้�งเกิิดขึ้้�น 

แสดงให้้เห็็นว่่าสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งมีีฤทธ์ิ์�ยัับยั้้�ง

เชื้้�อแบคทีเรีีย สามารถนำำ�ไปทดสอบกัับเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�

แยกจากน้ำำ��นมโคที่่�เป็็นโรคเต้้านมอักเสบได้้ และเพื่่�อ

พิิสููจน์ว่่าสารสกััดมีประสิิทธิิภาพในการยังยั้้�งเชื้้�อได้้จริง

จึึงต้้องนำำ�ไปหาค่่า MIC ในขั้้�นตอนต่่อไป

	 การทดสอบประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจาก

ใบเทีียนกิ่่�งในการยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�แยกจากน้ำำ��นมโค

ที่่�เป็็นโรคเต้้านมอักเสบ ด้้วยวิธีี Agar well diffusion  

จากตารางที่่� 2 พบว่่าสารสกััดหยาบใบเทีียนกิ่่�งความเข้้มข้น 

2,000 µg/ml มีีฤทธ์ิ์�ยัับยั้้�งเชื้้�อ S. uberis, S. agalactiae, 

Streptococcus spp., S. aureus, CNS, E. coli, Pseud-

domonas spp., Aeromonas spp. และ Klebsiella 

spp. ได้้ทุุกตััวอย่่าง โดยมีขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางเฉลี่่�ย

ของบริิเวณยับยั้้�งเท่่ากัับ 16.66±2.33, 14.61±1.29, 

15.00±2.36, 24.60±2.64, 23.48±3.92, 15.91±2.76, 

15.25±0.50, 16.20±1.92 และ 15.30±1.30 mm           

ตามลำำ�ดับ และการใช้้ 95% เอทานอล เป็็น negative 

control ไม่่เกิิดบริิเวณยับยั้้�งการเจริญเติิบโตของเชื้้�อ           

(ภาพที่่� 3-8) แสดงว่่าสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง

สามารถยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียได้้ทั้้�งแกรมบวกและแกรมลบ

ที่่�นำำ�มาศึึกษาในครั้้�งนี้้� ซ่ึ่�งสอดคล้้องกัับการศึึกษาของ 

 Nivetha and Vetha (2019) ที่่�พบว่่าสารสกััดหยาบจาก

ใบเทีียนกิ่่�งที่่�ความเข้้มข้น 2,000 µg/ml สามารถยับยั้้�งเชื้้�อ 

E. coli, K. pneumoniae, S. sonnei, P. aeruginosa, 

Enterobacter spp., P. mirabillis, Enterococcus 

spp. และ S. aureus ได้้ โดยวิธีี Agar well diffusion 

นอกจากนี้้�ยัังมีีการศึึกษาของ  Gull et al. (2013)  

รายงานว่่าสารสกััดจากใบเทีียนกิ่่�งสามารถยับยั้้�งเชื้้�อ

แบคทีเรีียแกรมบวก ได้้แก่่ S. aureus, B. subtilis และ 

S. epidermidis และยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียแกรมลบ ได้้แก่่   

E. coli, S. Typhi, Klebsiella spp. และ Shigella โดย

วิิธีี disc diffusion และมีีการศึึกษาของ  Ponugoti 

เชื้อแบคทีเรียอ้างอิง

มาตรฐาน

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง
(inhibition zone)

(ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน; mm)

สารสกัดหยาบ 
ใบเทียนกิ่ง CN 10 µg AMP 10 µg 

E. coli ATCC 25922 16.00±0.00 18.00±0.00 19.00±0.00

S. aureus ATCC 29213 20.00±0.00 21.00±0.00 34.00±0.00

ตารางที่่� 1 ประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งต่่อการยับยั้้�ง
เชื้้�อแบคทีเรีียอ้างอิิงมาตรฐาน โดยวิธีี Agar well diffusion เมื่่�อทดสอบ
สารสกััดหยาบใบเทีียนกิ่่�ง 2,000 µg/ml, CN 10 µg และ AMP 10 µg 

ตารางที่่� 2 ประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งต่่อการ

ยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียชนิดต่่าง ๆ ที่่�แยกได้้จากน้ำำ��นมโคที่่�เป็็น

เชื้อแบคทีเรีย

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง 
(inhibition zone)

(ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน; mm)

สารสกัดหยาบ             
ใบเทียนกิ่ง

95% เอทานอล

S. uberis (n=25) 16.66±2.33 NI

S. agalactiae (n=9) 14.61±1.29 NI

Streptococcus spp. (n=38) 15.00±2.36 NI

S. aureus (n=20) 24.60±2.64 NI

CNS (n=30) 23.48±3.92 NI

E. coli (n=11) 15.91±2.76 NI

Pseudomonas spp. (n=4) 15.25±0.50 NI

Aeromonas spp. (n=5) 16.20±1.92 NI

Klebsiella spp. (n=5) 15.30±1.30 NI

หมายเหตุุ: n = จำำ�นวนตัวอย่่าง, NI = No inhibition zone
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(2017) รายงานว่่าสารสกััดจากใบเทีียนกิ่่�งสามารถยัับยั้้�ง

เชื้้ �อแบคทีีเรีียแกรมบวก S. aureus และยัับยั้้ �งเชื้้ �อ

แบคทีเรีียแกรมลบ ได้้แก่่ E. coli,  P. aeruginosa โดย 

วิิธีี broth microdilution ซ่ึ่�งการศึึกษาทั้้�งสองนี้้� แม้้

เป็็นการศึึกษาถึึงความสามารถในการยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีีย

ที่่�ต่่างวิิธีีกััน แต่่ก็เป็็นการแสดงถึึงประสิิทธิิภาพของ          

สารสกััดจากใบเทีียนกิ่่�งในการยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียใน

กลุ่่�มที่่�ทำำ�การศึึกษาเช่่นเดีียวกััน

	 การหาค่่า MIC โดยวิธีี broth microdilution          

พบว่่ามีีค่่า MIC ของเชื้้�อ S. uberis, S. agalactiae, 

Streptococcus spp., S. aureus, CNS, E. coli,              

Pseudomonas spp., และ Aeromonas spp. อยู่่�ใน

ช่่วงระหว่่าง 256-512, 64-256, 32-512, 32-128,             

16-128, 128-256, 64-128 และ 128-256 μg/ml            

ตามลำำ�ดับ ส่่วนเชื้้�อ Klebsiella spp. พบค่่า MIC ที่่� 128 

และ 512 µg/ml (ตารางที่่� 3) ซ่ึ่�งไม่่มีเชื้้�อถููกยัับยั้้�งที่่� 256 

µg/ml ทั้้�งนี้้�อาจเป็็นเพราะเชื้้�อที่่�ใช้้ทดสอบเป็็นเชื้้�อที่่�ต่่าง                 

isolates กััน คุุณสมบัติิในการถูกยัับยั้้�งที่่�ระดัับความ           

เข้้มข้นต่่าง ๆ จึึงแตกต่่างกััน หรืืออาจเกิิดจากตััวอย่่าง

เชื้้�อที่่�ใช้้ทดสอบมีีจำำ�นวนน้อย ทำำ�ให้้ไม่่มีเชื้้�อที่่�ถููกยัับยั้้�งที่่�

ค่่า MIC ดัังกล่่าว ในการศึึกษานี้้�ยัังพบว่่ามีีค่่า MIC ต่่อเชื้้�อ 

CNS ต่ำำ��ที่่�สุุด อยู่่�ในช่่วง 16-128 µg/ml และมีีค่่า MIC          

ต่่อเชื้้�อ S. uberis สููงที่่�สุุด อยู่่�ในช่่วง 256-512 µg/ml 

ทั้้�งนี้้�ค่่า MIC ที่่�ได้้ค่่อนข้างสููง เนื่่�องจากเป็็นสารสกััดหยาบ

ที่่�ยัังไม่่ได้้แยกสารที่่�ออกฤทธ์ิ์�ให้้มีีความบริิสุุทธ์ิ์� และเชื้้�อที่่�

ใช้้ทดสอบเป็็นเชื้้�อที่่�แยกได้้จากโรคเต้้านมอักเสบใน

โคนม ซ่ึ่�งจากการศึึกษาของ  Suriyasathaporn (2011) 

พบว่่าเชื้้�อแยกได้้จากโรคเต้้านมอักเสบ เริ่่�มดื้้�อต่่อยา

ปฏิิชีีวนะ เนื่่�องจากผลของการใช้้ยาปฏิิชีีวนะในการ

รัักษาเป็็นระยะเวลานาน นอกจากนี้้�ยัังพบการศึึกษาของ 

 Kathem et al. (2008) พบว่่าการสกััดใบเทีียนกิ่่�งแห้้ง

ด้้วยเอทานอลมีประสิิทธิิภาพในการยับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีีย

ได้้ทั้้�งแกรมบวกและแกรมลบ ซ่ึ่�งเป็็นเชื้้�อที่่�แยกได้้จาก            

ผู้้�ป่วยโรคผิิวหนััง โดยมีีค่่า MIC ต่่อเชื้้�อ ß-hemolytic 

streptococci (n=5) อยู่่�ในช่่วง 0.125-0.150 µg/ml, 

CNS (n=5) อยู่่�ในช่่วง 0.125-0.175 µg/ml, S. aureus 

(n=5) และ P. aeruginosa (n=5) มีีค่่า MIC อยู่่�ในช่่วง 

0.500-0.570 µg/ml ซ่ึ่�งการศึึกษาได้้ค่่า MIC ที่่�แตกต่่าง

ตารางที่่� 3  ค่่าความเข้้มข้นต่ำำ��สุดของสารสกััดหยาบที่่�สามารถยัับยั้้�ง

การเจริญเติิบโตของเชื้้�อได้้ โดยวิธีี broth microdilution

แบคทีเรีย ค่า MIC (ug/ml)

16 32 64 128 256 512

S. uberis
(n=25)

- - - - 24 
(96.00%)

1
(4.00%)

S. agalactiae
(n=9)

- - 5
(55.56%)

1
(11.11%)

3
(33.33%)

-

Streptococcus spp. 
(n=38)

- 5
(13.16%)

3
(7.90%)

2
(5.26%)

27
(71.05%)

1
(2.63%)

S. aureus
(n=20)

- 5
(25.00%)

12
(60.00%)

3
(15.00%)

- -

CNS
(n=30)

2
(6.67%)

6
(20.00%)

11
(36.67%)

11
(36.76%)

- -

E. coli
(n=11)

- - - 7
(63.64%)

4
(36.36%)

-

Pseudomonas spp. 
(n=4)

- - 3
(75.00%)

1
(25.00%)

- -

Aeromonas spp.
(n=5)

- - - 3
(60.00%)

2
(40.00%)

-

Klebsiella spp.
(n=5)

- - - 3
(60.00%)

- 2
(40.00%)

หมายเหตุุ: n = จำำ�นวนตัวอย่่าง, - = ไม่่มีเชื้้�อที่่�ถููกยัับยั้้�ง

กัับการศึึกษาครั้้�งนี้้� เนื่่�องจากเชื้้�อที่่�ใช้้ทดสอบเป็็นเชื้้�อที่่�

แยกได้้จากแหล่่งที่่�มาต่่างกััน ทำำ�ให้้คุุณสมบัติิของเชื้้�อที่่�ใช้้

ทดสอบมีีความแตกต่่างกัันด้้วย อย่่างไรก็ตามจากผลการ

ศึึกษาสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�งครั้้�งนี้้� แสดงให้้              

เห็็นว่่าใบเทีียนกิ่่� งมีีประสิิทธิิภาพในการยับยั้้� งเชื้้�อ

แบคทีเรีียที่่�เป็็นสาเหตุุของการเกิิดโรคเต้้านมอักเสบใน

โคนม ทั้้�งนี้้�เนื่่�องจากในส่่วนของใบเทีียนกิ่่�งจะมีีสารที่่�เป็็น

องค์์ประกอบหลััก เรีียกว่่า Lawsone (2-hydroxy-1, 

4-napthoquinone) อยู่่�ประมาณ 0.5-1.5%  (Chaudhary 

et al., 2010) และมีีสารอื่่�น ๆ ได้้แก่่ mannite, tannic 

acid, mucilage และ gallic acid รวมกันในรูปของ            

สารผสม ซ่ึ่�งสารเหล่่านี้้�มีีคุุณสมบัติิในการออกฤทธ์ิ์�ยัับยั้้�ง

เชื้้�อแบคทีเรีียได้้ โดยอาศััยกลไกของไฮดรอกซิิลอิสระ

จำำ�นวนมากเข้้าไปรวมตัวกัับคาร์์โบไฮเดรตและโปรตีน  

ในผนังเซลล์ของเชื้้�อแบคทีเรีีย ทำำ�ให้้เอนไซม์ของเชื้้�อ                

ถููกยัับยั้้�งการทำำ�งาน  เชื้้�อจึึงไม่่สามารถเจริิญเติิบโตได้้

(Mastanaiah et al., 2011) ดัังนั้้�นข้อมููลที่่�ได้้จากการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงมีีประโยชน์ในการนำำ�ไปประยุุกต์์ใช้้ หรืือ

ศึึกษาพััฒนาผลิตภััณฑ์์สมุุนไพรที่่�ใช้้ยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีีย

ที่่�เป็็นสาเหตุุของการเกิิดโรคเต้้านมอักเสบในโคนมได้้
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หมายเหตุุ: 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, CN = Gentamicin 10 µg,
	   AMP = Ampicillin 10 µg

หมายเหตุุ: 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, CN = Gentamicin 10 µg,
	   AMP = Ampicillin 10 µg

รููปที่่� 4 Inhibition zone ของเชื้้�อ CNS

หมายเหตุุ : 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, control = 95% เอทานอล หมายเหตุุ : 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, control = 95% เอทานอล

รููปที่่� 1 Inhibition zone ของเชื้้�อ E. coli ATCC 25922 รููปที่่� 2 Inhibition zone ของเชื้้�อ S. aureus ATCC 29213

รููปที่่� 3 Inhibition zone ของเชื้้�อ S. agalactiae
หมายเหตุุ : 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, control = 95% เอทานอล หมายเหตุุ : 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, control = 95% เอทานอล

หมายเหตุุ : 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, control = 95% เอทานอล หมายเหตุุ : 1–2 = สารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง, control = 95% เอทานอล

รููปที่่� 7 Inhibition zone ของเชื้้�อ Aeromonas spp. รููปที่่� 8 Inhibition zone ของเชื้้�อ Klebsiella spp.

รููปที่่� 5 Inhibition zone ของเชื้้�อ E. coli    รููปที่่� 6 Inhibition zone ของเชื้้�อ Pseudomonas spp.
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สรุุปผลและข้้อเสนอแนะ

	 การศึึกษาครั้้�งนี้้�เป็็นการศึึกษาเบื้้�องต้้นในการ

ทดสอบประสิิทธิิภาพของสารสกััดหยาบจากใบเทีียนกิ่่�ง

ในการยับยั้้�งเชื้้�อแบคทีเรีียที่่�แยกได้้จากน้ำำ��นมโคที่่�เป็็น

โรคเต้้านมอักเสบ ซ่ึ่�งเป็็นสารสกััดหยาบที่่�ยัังไม่่ผ่่าน

กระบวนการทำำ�ให้้บริิ สุุทธ์ิ์�  ผลการศึึกษาพบว่่ามีี

ประสิิทธิิภาพในการยัับยั้้�งเชื้้�อได้้ทั้้�งเชื้้�ออ้้างอิิงมาตรฐาน

และเชื้้�อกลุ่่�มที่่�เป็็นสาเหตุุของการเกิิดโรคเต้้านมอักเสบ 

แสดงให้้เห็็นว่่าในสารสกััดหยาบมีีสารออกฤทธ์ิ์�ในการ

ยัับยั้้�งเชื้้�อ ดัังนั้้�นควรมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมเพื่่�อให้้ทราบถึึง

ประสิิทธิิภาพของสารที่่�ออกฤทธ์ิ์�ในการยัับยั้้�งเชื้้�อ โดย

แยกสารออกฤทธิ์์�ให้้บริิสุุทธ์ิ์� เพื่่�อเตรีียมเป็็นผลิตภััณฑ์์ใน

รููปแบบต่่าง ๆ เช่่น สเปรย์์ฉีีด ผลิตภััณฑ์์จุ่่�มเต้้า ซ่ึ่�ง

เกษตรกรจะสามารถนำำ�ไปใช้้ได้้ง่่ายและมีีประสิิทธิิภาพ

ในการยัับยั้้�งเชื้้�อที่่�เป็็นสาเหตุุของการเกิิดโรคเต้้านม

อัักเสบในโคนมต่่อไป

กิิตติิกรรมประกาศ
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