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บทคัดย่อ
	 วัตถุประสงค์: เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมา

แบบนอน-เทอร์มอลท่ีความดนับรรยากาศในการก�าจดัแผ่น

ชีวภาพของราแคนดิดาอัลบิแคนส์

 วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ: เป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติ

การ ราแคนดิดาอัลบิแคนส์สายพันธุ์ ATCC 10231 และ

สายพันธุ์คลินิก 2 สายพันธุ์ แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 

5 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มควบคุม กลุ่มที่ 2, 3, 4 และ 5 

เป็นกลุม่ทดลองท่ีน�าจลุชพีไปสมัผสัพลาสมา เป็นเวลา 2, 5, 

8 และ 10 นาที ตามล�าดับ เพื่อหาระยะเวลาที่น้อยที่สุดที่

สามารถก�าจดัราได้อย่างมปีระสทิธภิาพ วดัการเจรญิเตบิโต

ของจุลชีพโดยวิธีนับจ�านวนโคโลนีที่ปรากฏ และวิธีเอ็มทีที 

Abstract
 Objectives: To investigate the efficacy of non- 
thermal atmospheric pressure plasma on killing 
Candida albicans biofilm.
 Methods: Candida albicans (ATCC 10231 
and 2 clinical strains) divided into 5 groups. The  
untreated culture was designated as control group. 
The rest groups were treated by non-thermal atmo-
spheric pressure plasma for 2, 5, 8 and 10 minutes 
were designated as test groups 1, 2, 3 and 4 respec- 
tively. To investigate the least exposure time on 
killing yeast cells, the quantity of yeast cells was 
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จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมาแบบนอน-เทอร์

มอลที่ความดันบรรยากาศ ในการก�าจัดแผ่นชีวภาพของ 

ราแคนดิดาอลับแิคนส์ท้ัง 3 สายพนัธุ ์บนแผ่นเรซนิอะครลิกิ

 ผลการศึกษา: การทดสอบพบว่าปริมาณราแคนดิดา

อัลบิแคนส์สายพันธุ์ ATCC 10231 และสายพันธุ์คลินิกใน

กลุม่ทดลองลดลงอย่างมนียัส�าคญั (p < 0.05) หลงัสมัผสั

กับพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลทีค่วามดนับรรยากาศเป็น

เวลา 8 นาที โดยพลาสมาสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ของราสายพันธุ์ ATCC 10231 และสายพันธุ์คลินิกได้

ร้อยละ 92.30, 88.35 และ 88.92 ตามล�าดับ เมื่อวิเคราะห์

ปริมาณจุลชีพโดยวิธีนับจ�านวนโคโลนี แต่ยับยั้งได้เพียง 

ร้อยละ 26-51 เมื่อวิเคราะห์โดยวิธีเอ็มทีที นอกจากนี้

พลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลที่ความดันบรรยากาศมี

ประสิทธิภาพในการก�าจัดหรือต้านแผ่นชีวภาพของกลุ่ม

ทดลองของราทัง้ 3 สายพนัธุ ์ได้อย่างมนียัส�าคญั (p < 0.05)  
เม่ือแผ่นชีวภาพราแคนดิดาอัลบิแคนส์บนแผ่นเรซินอะคริ

ลิกได้สัมผัสกับพลาสมาเป็นเวลา 8 นาที

 สรุป: พลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลท่ีความดัน

บรรยากาศมีประสทิธภิาพในการก�าจดัหรือต้านแผ่นชวีภาพ

ของราแคนดิดาอัลบิแคนส์บนแผ่นเรซินอะคริลิกได้อย่างมี

นยัส�าคญั เมือ่แผ่นชวีภาพนัน้ได้สัมผสักับพลาสมาเป็นเวลา

ไม่ต�่ากว่า 8 นาที 

ค�ำส�ำคัญ: พลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลที่ความดัน

บรรยากาศ แผ่นชีวภาพ แคนดิดาอัลบิแคนส์

examined by colony counting and MTT assays. In 
addition, biofilm of all strains of Candida albicans 
was formed individually on acrylic resin before  
exposed to non-thermal atmospheric pressure  
plasma. Viability of the biofilms was investigated 
by colony counting method.
 Results: Candida albicans cultures of ATCC 
10231 and 2 clinical strains were significantly  
reduced after exposed to non-thermal atmospheric 
pressure plasma for 8 minutes. (p < 0.05) By colony 
counting, the growth of the reference and clinical 
strains were inhibited by 92.30, 88.35 and 88.92%  
respectively. Contradictorily, by MTT assay method,  
the plasma exposure reduced the growth of Candida  
albicans cells by 26-51% approximately. Addi-
tionally, non-thermal atmospheric pressure plasma 
exposure for 8 minutes reduced Candida albicans 
biofilms formed on acrylic resin greatly (p < 0.05).
 Conclusion: Non-thermal atmospheric pres-
sure plasma exposure for 8 minutes have demon-
strated efficiency in killing Candida albicans bio-
films established on acrylic resin.

Keywords: non-thermal atmospheric pressure 
plasma, biofilm, Candida albicans

บทน�า
 ในปี พ.ศ.2564 ประเทศไทยจะเข้าสู่ “สังคมสูงอายุ

อย่างสมบูรณ์” (complete aged society) เมื่อมีประชากร

ผู้สูงอายุร้อยละ 20 ของประชากรทั้งหมด(1) อุบัติการณ์เกิด

โรคปากอักเสบเหตุฟันเทียม (denture stomatitis) มีความ

สัมพันธ์กับกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีอายุเพิ่มข้ึนท่ีใส่ฟันเทียมถอดได้ 

ความชุกของการเกิดปากอักเสบเหตุฟันเทียมพบได้ตั้งแต ่

ร้อยละ 15 ถึงร้อยละ 70(2) การศึกษาในประเทศไทยจากกลุม่

ตวัอย่างอาย ุ60 ปีขึน้ไป พบว่ามคีวามชกุของปากอกัเสบเหตุ

ฟันเทยีมในผู้ใส่ฟันเทียมบางส่วนถอดได้และฟันเทียมทัง้ปาก

ร้อยละ 16.6 และร้อยละ 10.5 ตามล�าดับ(3)

 ปากอักเสบเหตุฟันเทียมเป็นรอยโรคสีแดงขอบเขต

ชัดเจนบริเวณเย่ือเมือกช่องปากบริเวณที่สัมผัสกับฐานฟัน

เทียมถอดได้ มีสาเหตุหลักจากการมีอนามัยฟันเทียมท่ีไม่ดี 

เกิดการสะสมของแผ่นชีวภาพบนพื้นผิวฟันเทียมเอื้อต่อการ

เกาะตดิของเช้ือราโดยเฉพาะราแคนดดิาอัลบแิคนส์ (Candida  
albicans)(2,4) วิธีการป้องกันปากอักเสบเหตุฟันเทียมวิธี

หนึ่งได้แก่ การดูแลอนามัยฟันเทียม(2,5) ซึ่งท�าได้โดยวิธีการ

ท�าความสะอาดทางกล วิธีการท�าความสะอาดทางเคมี วิธี

ท�าความสะอาดทางกลร่วมกับทางเคมี และวิธีการท�าความ

สะอาดทางเลือกอ่ืน การท�าความสะอาดทางกลร่วมกับทาง

เคมเีป็นวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพดทีีส่ดุในการก�าจดัแผ่นชวีภาพ(6,7)  
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ออกซิเจนที่ไวต่อปฏิกิริยาคือ อนุมูลอิสระที่มีออกซิเจนหรือ

ไนโตรเจน ซ่ึงเกิดขึ้นภายหลังจากปฏิกิริยาระหว่างพลาสมา

กับของเหลวในเนื้อเยื่อ(17,18) เป็นอนุมูลที่ไม่เสถียร เกิด

ปฏิกิริยาเพอร์ออกซิเดชั่นได้อย่างรวดเร็วกับ โปรตีน ไขมัน 

หรือดีเอ็นเอ และจะเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ท�าลายโครงสร้างของ

เซลล์ท�าให้เซลล์ตายได้(27) ส่วนรงัสอีลัตราไวโอเลต็ทีเ่กดิจาก

พลาสมาพบว่าไม่ใช่กลไกหลกัในการฆ่าเชือ้จลุชีพ แต่ช่วยเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการท�าลายจุลชีพของพลาสมา(14,28)

 ทางทันตกรรมมีการน�าพลาสมาที่มีประสิทธิภาพในการ

ฆ่าแบคทีเรียและรามาใช้ ในงานรักษาคลองรากฟัน เป็นต้น 

และพบว่าพลาสมาสามารถฆ่าเชื้อราโดยเฉพาะราแคนดิดา- 

อัลบิแคนส์ เนื่องจากเยื่อหุ้มเซลล์ของราแคนดิดาอัลบิ- 

แคนส์เกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพภายหลังได้รับ

พลาสมา(19,20) ส่วนการศึกษาเกี่ยวกับผลของพลาสมาต่อ

แผ่นชีวภาพของราแคนดิดาอัลบิแคนส์ท่ีมักก่อตัวบนวัสดุฟัน

เทียมยังมีค่อนข้างน้อย ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาในประเด็นนี้ 

โดยมีวัตถุประสงค์ท�าการทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมา

แบบนอน-เทอร์มอลท่ีความดันบรรยากาศในการก�าจัดแผ่น

ชีวภาพของราแคนดิดาอัลบิแคนส์ที่ก่อตัวบนวัสดุฟันเทียม 

หากพลาสมามีประสิทธิภาพในการก�าจัดแผ่นชีวภาพของรา

แคนดดิาอลับแิคนส์ได้ อาจสามารถน�ามาพฒันาและประยกุต์

ใช้ส�าหรับการดูแลอนามยัฟันเทยีมเพือ่ป้องกนัโรคปากอักเสบ

เหตุฟันเทียมต่อไป

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ
 วิจัยแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่ 1 การทดสอบหาระยะ

เวลาท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถก�าจัดราแคนดิดาอัลบิแคนส์ได้ไม่

น้อยกว่าร้อยละ 80 ด้วยพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลทีค่วาม

ดนับรรยากาศ และส่วนที ่2 การทดสอบการก�าจดัแผ่นชวีภาพ

ของราแคนดิดาอัลบิแคนส์บนแผ่นเรซินอะคริลิกชนิดบ่มตัว

ด้วยความร้อนด้วยพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลที่ความดัน

บรรยากาศ

 การเตรยีมเครือ่งก�าเนดิพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลที่

ความดันบรรยากาศ

 เครื่องแหล่งก�าเนิดพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลที่

ความดันบรรยากาศท่ีใช้ ในการวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจาก

มหาวิทยาลัยแม่โจ้ และหัวก�าเนิดพลาสมาแบบเส้นยาว 80 

มลิลเิมตร จากมหาวทิยาลยัวลยัลกัษณ์ โครงสร้างหวัพลาสมา

การท�าความสะอาดทางกลช่วยก�าจัดแผ่นชีวภาพ ส่วนการใช้

สารเคมีช่วยเสริมในบริเวณที่การท�าความสะอาดทางกลเข้า

ไม่ถึง เป็นวิธีที่เหมาะส�าหรับผู้สูงอายุหรือผู้พิการท่ีมีปัญหา

การใช้มือ ข้อเสียของการท�าความสะอาดด้วยสารเคมีคือบาง

ชนิดมีฤทธิ์กัดกร่อนฟันเทียมท่ีเป็นโลหะ และบางชนิดเกิด

การติดสีที่ฟันเทียม วิธีการท�าความสะอาดทางเลือกอื่นได้แก่

การใช้เครื่องอัลตราโซนิก(8) การใช้เครื่องไมโครเวฟ(9) การ

ใช้เครื่องพลาสมา(10,11) หรือการปรับเปลี่ยนวัสดุท�าฐานฟัน

เทียมให้มีฤทธิ์ต้านจุลชีพ(12)

 ปัจจุบันพลาสมาได้รับความสนใจจากหลากหลายสาขา 

โดยเฉพาะด้านชีววิทยาทางการแพทย์ พลาสมาแบบนอน- 

เทอร์มอลทีค่วามดนับรรยากาศ (non-thermal atmospheric  
pressure plasma) เป็นพลาสมาที่นิยมน�ามาใช้ประโยชน์

และศึกษาวิจัยเนื่องจากมีอุณหภูมิพลาสมาต�่าคือน้อยกว่า 

40 องศาเซลเซียส(13) เกิดในสภาวะความดันบรรยากาศ

และไม่เกิดอนัตรายต่อเนือ้เยือ่ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม(14,15) 

แบ่งประเภทออกเป็นพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลทีค่วามดนั

บรรยากาศชนิดไดอิเล็กทริกแบริเออร์ดิสชาร์จ (dielectric 
barrier discharge; DBD) และพลาสมาแบบนอน-เทอร์

มอลที่ความดันบรรยากาศชนิดเจ็ท (non-thermal atmo-
spheric pressure plasma jet, NAPPJ)(16,17) ปฏิกิริยา

ของพลาสมาต่อสิง่มชีวิีตเกดิจากอนภุาคท่ีมปีระจ ุรงัสอีลัตรา

ไวโอเลต็ สารประกอบไนโตรเจนทีไ่วต่อปฏกิริิยา เช่นไนตรกิ- 

ออกไซด์ (NO) ไนโตรเจนไดออกไซด์ (NO2) เพอร์ออกซีไน-

ไทรต์ (ONOO-) และสารประกอบออกซเิจนทีไ่วต่อปฏกิริยิา 

เช่นออกซิเจนอะตอม (O) ไฮดรอกซิลเรดิคอล (OH-) 
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) ซเูปอร์ออกไซด์แอนไอออน  

(O2
-) และโอโซน (O3)(18) การศึกษาผลของพลาสมาต่อ

จุลชีพหรือเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมพบว่า พลาสมามี

ฤทธ์ิต้านจุลชีพ(19-21) กระตุน้การแบ่งตวัของเซลล์(22,23) และ 

กระตุ ้นการตายของเซลล์โดยขึ้นกับปริมาณพลาสมาและ

ระยะเวลา(14,16,24) จาก 2 กระบวนการที่ส�าคัญ คือปฏิกิริยา

ระหวา่งพลาสมากับของเหลวในเนือ้เยื่อ(18) และสารประกอบ

ไนโตรเจนและออกซิเจนที่ไวต่อปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมาภาย 

หลงั(17,18) อนภุาคท่ีมีประจเุป็นตัวเร่ิมปฏกิิริยาในกระบวนการ 

เพอร์ออกซิเดชั่น (peroxidation process) มีเป้าหมายอยู่

ที่เยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งเป็นบริเวณที่จะสังเกตเห็นผลกระทบของ

พลาสมาในล�าดับแรก(14,25,26) สารประกอบไนโตรเจนและ
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ท�าด้วยวัสดุพอลิเอทิลลีน (polyethylene) และขึ้นรูปด้วย

เครื่องพิมพ์ 3 มิติ โดยขั้วไฟฟ้าแบบเส้นอยู่ด้านล่างสุด ใช้

แก๊สอาร์กอนอัตราการไหล 5 ลิตรต่อนาที เพื่อสร้างพลาสมา 

จ่ายไฟฟ้ากระแสตรงขาเข้า 20 โวล์ต 1 แอมแปร์ เปลี่ยน

เป็นไฟฟ้ากระแสสลับขาออกเพื่อสร้างพลาสมาความถี่ 125 

กิโลเฮิรตซ์ 3.6 กิโลโวล์ต 20 มิลลิแอมแปร์ ท�าการวัดค่าโดย 

P6015A Tektronix high voltage probe และ P6021A 
Tektronix current probe โดยระยะของตัวอย่างห่างจาก

แหล่งก�าเนิดพลาสมา 2 เซนติเมตร 

 1. การทดสอบหาระยะเวลาทีน้่อยทีส่ดุที่ใช้ในการก�าจดั

ราแคนดิดาอัลบิแคนส์ได้อย่างมีประสิทธิภาพด้วยพลาสมา

แบบนอน-เทอร์มอลท่ีความดันบรรยากาศ โดยการหาปรมิาณ

ของราจากการนับจ�านวนโคโลนีที่ปรากฏและโดยวิธีเอ็มทีที 

(MTT assay)
 กำรเตรียมรำแคนดิดำอัลบิแคนส์

 ราแคนดิดาอัลบิแคนส์สายพันธุ์ ATCC 10231 (จาก

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย) และ

สายพนัธุค์ลนิกิ 2 สายพนัธุ ์(จากผูป่้วยโรคปากอกัเสบเหตุฟัน

เทยีมทีม่ารับการรกัษาท่ีคณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยั

เชียงใหม่ โดยไม่ได้แยกสายพนัธ์ุ) ท�าการเพาะเลีย้งราแคนด-ิ

ดาอัลบิแคนส์ทั้ง 3 สายพันธุ์ ในอาหารเลี้ยงจุลชีพแบบเหลว 

(Sabouraud Dextrose Broth; SDB) ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนท�าการทดสอบ

 งานวิจัยได้ผ่านการรับรองโครงการศึกษาวิจัยในมนุษย์ 

จากคณะกรรมการพิทักษ์สิทธิ์ สวัสดิภาพและป้องกัน

ภยันตรายของผู้ถกูวจิยั คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยั

เชียงใหม่ เอกสารเลขท่ี 6/2561 และผ่านการรับรองการ

อนุมัติให้ด�าเนินการวิจัยด้านความปลอดภัยทางชีวภาพ จาก

คณะกรรมการความปลอดภัยทางชีวภาพระดับส่วนงานชุด

ท่ี 5 มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ (Approval No. CMUIBC 
A-0561005)
 1.1  กำรหำปริมำณของรำโดยกำรนับจ�ำนวนโคโลนีที่

ปรำกฏ(29)

 น�าราแคนดิดาอลับแิคนส์ทีเ่ตรียมไว้มาปรับความขุน่เริม่

ต้นในหลอดทดลองให้มีความเข้มข้นของเชือ้ประมาณ 1x106 

หน่วยก่อรปูโคโลนต่ีอมลิลลิติร (CFU/ml) น�ามาเจอืจางด้วย

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (phosphate-buffered 
saline; PBS) จนได้ความเข้มข้นของเชือ้ประมาณ 103 หน่วย

ก่อรูปโคโลนีต่อมิลลิลิตร จ�านวน 2 มิลลิลิตร น�าเชื้อ 100 

ไมโครลิตร มาเกลี่ยให้ท่ัวผิวหน้าอาหารเลี้ยงจุลชีพแบบวุ้น 

(Sabouraud Dextrose Agar; SDA) ในจานเพาะเล้ียง

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร จ�านวน 15 จาน แบ่ง

กลุ่มทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 3 จาน กลุ่มที่ 1 เป็น 

กลุม่ควบคมุทีไ่ม่ผ่านพลาสมา กลุ่มที ่2, 3, 4 และ 5 เป็นกลุม่

ทดลองที่น�าไปสัมผัสพลาสมาเป็นเวลา 2, 5, 8 และ 10 นาที 

ตามล�าดบั น�าจานเพาะเลีย้งทัง้ 15 จานบ่มเพาะทีอุ่ณหภูม ิ37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ�านวนโคโลนีของรา

ที่ปรากฏ เพื่อหาระยะเวลาน้อยท่ีสุดที่ใช้ก�าจัดราได้ไม่น้อย

กว่าร้อยละ 80 ท�าการทดลองซ�้า 3 ครั้งในราทั้ง 3 สายพันธุ์

 1.2 กำรหำปริมำณของรำโดยวิธีเอ็มทีที(29)

 น�าราแคนดดิาอัลบแิคนส์ทีเ่ตรยีมมาปรบัความขุ่นเริม่ต้น

ด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ในหลอดทดลองให้มี

ความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 1x107 หน่วยก่อรูปโคโลนีต่อ

มิลลิลิตร น�าเชื้อ 1 มิลลิลิตร จ�านวน 15 หลอด ปั่นเหวี่ยงที่ 

10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้เชื้อตกตะกอน 

แบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 3 หลอด กลุ่มที่ 

1 เป็นกลุ่มควบคุมที่ไม่สัมผัสพลาสมา กลุ่มที่ 2, 3, 4 และ 5 

เป็นกลุ่มทดลอง เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ 25 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ดูดเชื้อออกมา 25 ไมโครลิตร ใส่

ในจานเพาะเลี้ยงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3.5 เซนติเมตร น�า

กลุ่มทดลองไปสัมผัสพลาสมาที่ระยะห่าง 2 เซนติเมตร เป็น

เวลา 2, 5, 8 และ 10 นาทีตามล�าดับ จากนั้นเติมอาหารเลี้ยง

จุลชีพแบบเหลว (SDB) 100 ไมโครลิตร ลงในจานเพาะ

เลี้ยงเพื่อชะเซลล์เชื้อราที่ติดกับจานเพาะเลี้ยง ดูดเชื้อ 100 

ไมโครลติร จากจานเพาะเลีย้ง ใส่ในหลอดใหม่ เตมิสาร 3-(4, 
5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ในกลุ่มทดลองทั้ง 5 กลุ่ม ห่อด้วย

ฟอยล์ป้องกนัแสงตัง้ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง 3 ชัว่โมง จากนัน้น�า

ไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้

เซลล์ตกตะกอน ดูดอาหารเลี้ยงจุลชีพแบบเหลว (SDB) ที่

แยกชั้นออก เติมน�้ากลั่น 100 ไมโครลิตร น�าไปปั่นเหวี่ยงที่ 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ดูดน�้ากลั่นที่แยกชั้น

ออก เหลือเฉพาะเซลล์ราท่ีตกตะกอน เติมไดเมทิลซัลฟอก

ไซด์ (dimethyl sulfoxide; DMSO) 70 ไมโครลิตร เพื่อ

ละลายสารฟอร์มาซาน (formazan) ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็น
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เวลา 3 นาที ดูดสารละลายใส่ลงในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 

หลุม น�าไปวัดค่าดดูกลนืแสงด้วยเคร่ือง ElISA microplate 
reader ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เพื่อหาปริมาณของ

เซลล์ที่มีชีวิต 

 2. การทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมาแบบนอน- 

เทอร์มอลที่ความดันบรรยากาศในการก�าจัดแผ่นชีวภาพของ

ราแคนดิดาอัลบิแคนส์บนแผ่นเรซินอะคริลิกชนิดบ่มตัวด้วย

ความร้อน

 กำรเตรียมแผ่นเรซินอะคริลิกชนิดบ่มตัวด้วยควำมร้อน

 เตรียมแผ่นเรซินอะคริลิกชนิดบ่มตัวด้วยความร้อนรูป

ทรงกระบอก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร หนา 2 

มิลลิเมตร (Vertex™ Heat-curing acrylics, Nether-
lands, lot No. XK253P04) แช่ในน�า้กลัน่ทีอ่ณุหภมู ิ37±1 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50±2 ชั่วโมง เพื่อก�าจัดมอนอเมอร์

ตกค้าง(30) ท�าการปราศจากเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน�้าท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอน�้า 15 ปอนด์ต่อ 

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที

 กำรเตรียมน�้ำลำย(31)

 เก็บน�้าลายในสภาวะไม่ถูกกระตุ้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

น�ามาปั่นที่แรงหมุนเหวี่ยง 1500xg เป็นเวลา 15 นาที ให้

เศษอาหารตกตะกอน ใช้ปิเปตต์ดดูน�า้ลายส่วนท่ีเป็นของเหลว

เหนอืตะกอนกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 ไมครอน (micro-
pore membrane filter; Minisart®) เพื่อกรองจุลชีพออก

จากน�้าลาย 

 กำรสร้ำงแผ่นชวีภำพของรำแคนดดิำอลับแิคนส์บนแผ่น

เรซินอะคริลิก(32)

 น�าแผ่นเรซินอะคริลิกแช่ในน�้าลายปริมาตร 200 

ไมโครลติร ในจานเพาะเลีย้งชนดิ 96 หลุม เป็นเวลา 2 ชัว่โมง

เพือ่สร้างคราบน�า้ลาย ดดูน�า้ลายออกและเตมิราแคนดดิาอลั-

บแิคนส์จ�านวน 100 ไมโครลติร (มเีชือ้ประมาณ 1x102 หน่วย

ก่อรูปโคโลนี) บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 90 นาท ี เพือ่ให้เกดิการยดึตดิของจลุชพี ดดูสารละลาย

ออก ล้างแผ่นเรซนิอะคริลกิด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์

ซาไลน์ 200 ไมโครลิตร จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงจุลชีพแบบ

เหลว (SDB)  200 ไมโครลิตร บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อสร้างแผ่นชีวภาพบนแผ่น

เรซินอะคริลิก

 กำรหำปรมิำณของแผ่นชีวภำพของรำแคนดดิำอัลบแิคนส์ 

บนแผ่นเรซินอะคริลิก(8)

 แบ่งกลุ่มแผ่นเรซินอะคริลกิที่มีแผ่นชีวภาพของราแคน- 

ดิดาอัลบิแคนส์ ออกเป็นกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง น�าไป

ผ่านพลาสมาโดยวธิทีีอ่ธบิายในการทดสอบหาระยะเวลาทีน้่อย

ที่สุดที่ใช้ ในการก�าจัดแคนดิดาอัลบิแคนส์ได้ไม่น้อยกว่าร้อย

ละ 80 จากนัน้น�าแผ่นเรซนิอะครลิกิใส่ในหลอดทีม่อีาหารเลีย้ง

จลุชพีแบบเหลว (SDB) 1 มลิลลิติร เขย่าด้วยเครือ่งเขย่าเป็น

เวลา 3 นาท ีเพือ่ให้แผ่นชีวภาพหลดุออกจากแผ่นเรซินอะครลิกิ 

และกระจายตัว ดูดจุลชีพออกมา 100 ไมโครลิตร เกลี่ยให้

กระจายทั่วอาหารเลี้ยงจุลชีพแบบวุ้น (SDA) บ่มเพาะที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ�านวน

โคโลนีของราท่ีปรากฏ ท�าการทดลองซ�้า 3 ครั้งในราทั้ง 3 

สายพันธุ์

 นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงของแผ่นชีวภาพราแคนดิดา

อลับแิคนส์บนแผ่นเรซนิอะครลิกิหลงัได้รบัพลาสมา ถกูศกึษา

โดยสงัเกตภายใต้กล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราดที่

ก�าลังขยาย 500 และ 5,000 เท่า

ผลการศึกษา
 ข้อมลูจาก optical emission spectrum (OES) พบองค์

ประกอบหลักของพลาสมาที่เกิดจากแก๊สอาร์กอน อัตราการ

ไหล 5 ลิตรต่อนาที ประกอบด้วยอาร์กอนที่มีความยาวคลื่น 

750 นาโนเมตร ออกซิเจนอะตอมที่มีความยาวคลื่น 777 

นาโนเมตร ไนโตรเจนที่มคีวามยาวคลืน่ 337 นาโนเมตร และ

ไฮดรอกซิลเรดิคอลที่มีความยาวคลื่น 308 นาโนเมตร (รูปที่ 

1) อนภุาคทีเ่กดิเป็นตวัเริม่ปฏกิริยิาในกระบวนการเพอร์ออก- 

ซิเดชั่นมีเป้าหมายอยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์(14,25,26) 

 1. การทดสอบหาระยะเวลาทีน้่อยทีส่ดุที่ใช้ในการก�าจดั

ราแคนดิดาอัลบิแคนส์ได้อย่างมีประสิทธิภาพด้วยพลาสมา

แบบนอน-เทอร์มอลที่ความดันบรรยากาศ โดยวิธีนับจ�านวน

โคโลนีที่ปรากฏและโดยวิธีเอ็มทีที

 1.1 กำรหำปริมำณของรำโดยกำรนับจ�ำนวนโคโลนีที่

ปรำกฏ

 ปริมาณราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม

ทดลองน�าเสนอเป็นค่าเฉลี่ยจ�านวนโคโลนี±ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน 
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รูปที่ 1   Optical emission spectrum  ของพลำสมำแบบนอน-เทอร์มอลที่ควำมดันบรรยำกำศที่เกิดจำกแก๊สอำร์กอน อัตรำกำรไหล 5 ลิตร

ต่อนำที

Figure 1	 Optical	emission	spectrum	of	Ar	plasma	at	gas	flow	5	standard	liter	per	minute.

รูปที่ 2 ผลของระยะเวลำต่อกำรเจริญเติบโตของรำแคนดิดำอัลบิแคนส์ทั้ง 3 สำยพันธุ์ เมื่อสัมผัสกับพลำสมำแบบนอน-เทอร์มอลที่ควำม

ดันบรรยำกำศ หำปริมำณของรำโดยกำรนับจ�ำนวนโคโลนีที่ปรำกฏ

Figure 2 Exposure times of non-thermal atmospheric pressure plasma affecting on the growth of Candida albicans cultures 

examined	by	colony	counting.

*The	mean	difference	is	significant	at	the	0.05	level.
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 ความแตกต่างระหว่างกลุ่มการทดลองและกลุ่มควบคุม 

วิเคราะห์ทั้ง 2 กลุ่ม ด้วยความแปรปรวนทางเดียว (One 
way ANOVA) หากมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทาง

สถิติระหว่างทั้ง 2 กลุ่ม (p < 0.05) จึงน�าข้อมูลมาท�าการ

เปรียบเทียบพหุคูณ (Multiple comparison) ด้วยดันเน็ต

ทีทรี (Dunnett T3) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 จากการ

ศกึษาพบว่าปรมิาณของราแคนดดิาอลับแิคนส์ทัง้ 3 สายพนัธุ์ 

ลดลงอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเม่ือจุลชีพสัมผัสกับพลาสมา

เป็นเวลา 8 หรือ 10 นาที โดยร้อยละ 88-99 ของการเจริญ

เตบิโตของราแคนดดิาอลับิแคนส์ท้ัง 3 สายพนัธ์ุ ถูกยบัยัง้หลงั

สัมผัสพลาสมาเป็นเวลา 8 หรือ 10 นาที (รูปที่ 2)

  1.2 กำรหำปริมำณของรำโดยวิธีเอ็มทีที

 ปริมาณราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม

ทดลองน�าเสนอเป็นค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสง±ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน วิเคราะห์ทั้ง 2 กลุ่ม ด้วยความแปรปรวนทางเดียว 

หากมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติระหว่างทั้ง 2 

กลุม่ (p < 0.05) จงึน�าข้อมลูมาท�าการเปรียบเทยีบพหคุณู ที่

ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 หลงัการสมัผสักบัพลาสมาแบบ

นอน-เทอร์มอลที่ความดันบรรยากาศ ปริมาณของราแคน- 

ดิดาอลับิแคนส์ทัง้ 3 สายพนัธุ ์ลดลงอย่างมนียัส�าคญัทางสถติิ 

โดยร้อยละ 26-51 ของการเจริญเติบโตของราแคนดิดาอัล- 

บิแคนส์ทั้ง 3 สายพันธุ์ ถูกยับยั้งหลังสัมผัสพลาสมาเป็นเวลา 

2, 10 หรือ 5 นาที ตามล�าดับ (รูปที่ 3) 

 การทดสอบโดยการนับจ�านวนโคโลนีที่ปรากฏ จากการ

วิเคราะห์ค่าสถิติระยะเวลาท่ีน้อยที่สุดที่สามารถก�าจัดราได้

อย่างมีประสิทธิภาพ คือ 8 นาที 

	 2.	 การทดสอบประสิทธิภาพของพลาสมาแบบนอน- 

เทอร์มอลท่ีความดันบรรยากาศในการก�าจัดแผ่นชีวภาพของ

ราแคนดิดาอัลบิแคนส์บนแผ่นเรซินอะคริลิกชนิดบ่มตัวด้วย

ความร้อน

 จากตารางที่ 1 แสดงค่าเฉลี่ย logarithm (CFU/ml) 
±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของราทั้ง 3 สายพันธุ์ ในกลุ่ม

ควบคุมและกลุ่มทดลองที่ได้รับพลาสมาเป็นเวลา 8 นาที 

พบว่าสามารถก�าจัดหรือต้านแผ่นชีวภาพของราแคนดิดา- 

อัลบแิคนส์ได้ลดลงประมาณ 2-log10 ถงึ 4-log10 (ตารางที ่1)

 นอกจากนีภ้าพจากกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่อง

กราดที่ก�าลังขยาย 500 เท่า พบว่าลักษณะแผ่นชีวภาพของ

กลุม่ควบคมุมกีารสร้างสายราแท้งอกออกจากยสีต์เซลล์ (รปูที่ 

4 A) ส่วนกลุม่ทดลองทีไ่ด้รบัพลาสมาเป็นเวลา 8 นาท ีพบว่า

โครงสร้างแผ่นชวีภาพถกูท�าลาย มกีารลดลงของจ�านวนเซลล์

รูปที่ 3 ผลของระยะเวลำต่อกำรเจริญเติบโตของรำแคนดิดำอัลบิแคนส์ทั้ง 3 สำยพันธุ์ เมื่อสัมผัสกับพลำสมำแบบนอน-เทอร์มอลที่ควำม

ดันบรรยำกำศ หำปริมำณของรำโดยวิธีเอ็มทีที

Figure 3 Exposure times of non-thermal atmospheric pressure plasma affecting on the growth of Candida albicans examined by 

MTT	assays.

*The	mean	difference	is	significant	at	the	0.05	level.
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ตารางที่ 1 ประสิทธิภำพของพลำสมำแบบนอน-เทอร์มอลที่ควำมดันบรรยำกำศในกำรก�ำจัดหรือต้ำนแผ่นชีวภำพของรำแคนดิดำอัลบิแคนส์ 3 

สำยพันธุ์ บนแผ่นเรซินอะคริลิก

Table 1		 Efficiency	of	non-thermal	atmospheric	pressure	plasma	on	biofilm	formed	by	3	strains	of	Candida	albicans	on	acrylic	

resin	samples.

กลุ่มการทดลอง
ค่าเฉลี่ย	logarithm (CFU/ml)	±	ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สายพันธุ์		ATCC 10231 สายพันธุ์คลินิกที่	1 สายพันธุ์คลินิกที่	2

กลุ่มควบคุม 4.85±0.27 5.26±0.33 5.56±0.19

กลุ่มที่สัมผัสพลาสมาเป็นเวลา8 นาที 0.94±0.95* 2.79±0.63* 2.60±1.53*

Reduction factor (RF) 3.91 2.47 2.96

*The	mean	difference	is	significant	at	the	0.05	level.

รูปที่ 4 ภำพจำกกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำดของ

แผ่นชวีภำพของรำแคนดดิำอัลบแิคนส์สำยพนัธุค์ลนิกิที ่1 

ในกลุ่มควบคุม (A, C) และกลุ่มทดลองที่ได้รับพลำสมำ

เป็นเวลำ 8 นำที (B, D) (ที่ก�ำลังขยำย 500 เท่ำ และ 

5,000 เท่ำ)

Figure 4  SEM photographs of 1st clinical strain Candida 

albicans	biofilm	in	the	control	group	(A,	C)	and	8	

minutes plasma treatment group (B, D) under mag-

nifications	x500	and	x5000.

A

C

B

D

และสายรา (รปูที ่4 B) และท่ีก�าลงัขยาย 5,000 เท่า ภาพแสดง

ให้เห็นว่าโครงสร้างเซลล์ราที่อยู่ด้านบนของกลุ่มทดลองถูก

ท�าลายอย่างรนุแรงเมือ่เปรียบเทียบกับกลุม่ควบคุม โดยเซลล์

ราที่อยู่ด้านล่างยังมีลักษณะเซลล์ปกติ (รูปที่ 4 C และ D)

บทวิจารณ์
 จากการศกึษาประสทิธภิาพของพลาสมาแบบนอน-เทอร์

มอลทีค่วามดนับรรยากาศในการก�าจดัหรือต้านราแคนดดิาอัล

บิแคนส์ทั้ง 3 สายพันธุ์ ในสภาวะที่เป็นเซลล์เดี่ยว (plankto- 
nic cell) โดยการหาปริมาณของราด้วยการนบัจ�านวนโคโลนี

และวิธีเอ็มทีที พบว่าราแคนดิดาอัลบิแคนส์ทั้ง 3 สายพันธุ์  

มีจ�านวนลดลงตามระยะเวลาที่ได้รับพลาสมามากขึ้น แต่วิธี

เอ็มททีมีีค่าร้อยละการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้น้อยกว่า

การนับจ�านวนโคโลนี ซึ่งเกิดจากจ�านวนจุลชีพเริ่มต้นที่ใช้ ใน

การทดสอบของวิธีเอ็มทีทีนั้นมีมากกว่า

 พลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลท่ีความดันบรรยากาศมี

ประสิทธิภาพในการก�าจัดหรือต้านแผ่นชีวภาพของราแคน- 

ดิดาอัลบิแคนส์ทั้ง 3 สายพันธุ์ บนแผ่นเรซินอะคริลิก โดย

พลาสมาสามารถก�าจัดหรือต้านแผ่นชีวภาพของราแคนดิดา-

อลับแิคนส์สายพนัธุ ์ATCC 10231 (ลดลงประมาณ 4-log10) 

ได้มากกว่าสายพันธุ์คลินิกทั้ง 2 สายพันธุ์ (ลดลงประมาณ 

2-log10 หรือ 3-log10) ผลที่ได้อาจแสดงให้เห็นว่าราแคน- 

ดิดาอัลบิแคนส์สายพันธุ์ ATCC 10231 น่าจะไวต่อพลาสมา

เมื่อเทียบกับสายพันธุ์คลินิก การศึกษาน้ีไม่ได้บ่งบอกความ

รุนแรงในการก่อโรคระหว่างสายพันธุ์ ส่วนระยะเวลา 8 นาที 

ท่ีใช้การทดสอบอาจจะไม่ใช่เวลาทีเ่หมาะสมทีส่ดุในการก�าจดั

หรือต้านแผ่นชีวภาพ เนื่องจากสภาวะของเชื้อในการทดสอบ

ส่วนท่ี 1 เป็นเซลล์เดี่ยว เม่ือน�ามาใช้ ในการทดสอบส่วนท่ี 

2 เชื้อมีการสร้างแผ่นชีวภาพ มีปริมาณจุลชีพเริ่มต้นมากขึ้น 

นอกจากนีผ้ลการศกึษานีม้คีวามสอดคล้องกบัการศกึษาอืน่ๆ 

โดย Matthes และคณะ(10) และ Wang และคณะ(11) แม้จะ

ให้ประสิทธิภาพระดับที่แตกต่างกัน 

 Matthes และคณะ(10) ได้ศึกษาเก่ียวกับประสิทธิภาพ

ของพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลท่ีความดันบรรยากาศชนิด
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ไดอิเล็กทริกแบริเออร์ดิสชาร์จ ของราสายพันธุ์ ATCC 
10231 ในการก�าจดัแผ่นชวีภาพบนแผ่นเรซนิอะครลิกิ ใช้แก๊ส

อาร์กอนที่อัตราการไหล 0.05 ลิตรต่อนาที ใช้ไฟฟ้ากระแส

สลบัความถี ่40 กโิลเฮริตซ์ 10 กโิลโวล์ต พบว่าสามารถก�าจดั

แผ่นชีวภาพได้แตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส�าคัญทาง

สถิติที่เวลา 1, 5 และ 10 นาที ส่วน Wang และคณะ(11) ได้

ศึกษาประสิทธิภาพของพลาสมาแบบนอน-เทอร์มอลท่ีความ

ดันบรรยากาศชนิดเจ็ท ของราสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 
10231 ในการก�าจัดแผ่นชีวภาพบนแผ่นเรซินอะคริลิก ใช้

แก๊สอาร์กอนและแก๊สออกซิเจนร้อยละ 2 ที่อัตราการไหล 5 

ลิตรต่อนาที ใช้ไฟฟ้ากระแสสลับความถี่ 10 กิโลเฮิรตซ์ 18 

กโิลโวลต์ พบว่าสามารถก�าจดัแผ่นชวีภาพได้แตกต่างกบักลุม่

ควบคุมอย่างมีนยัส�าคญัทางสถติทิีเ่วลา 1, 2, 4, 6 และ 8 นาที 

โดยไม่ปรากฏโคโลนขีองราแคนดิดาอลับแิคนส์หลังจากสัมผสั

พลาสมาเป็นเวลา 8 นาท ีส่วนประสทิธภิาพของพลาสมาแบบ

นอน-เทอร์มอลท่ีความดนับรรยากาศในการก�าจดัแผ่นชีวภาพ

ของราแคนดิดาอัลบิแคนส์ที่แตกต่างนั้นน่าจะขึ้นอยู่กับหลาย

ปัจจัย เช่น ลักษณะการผลิตพลาสมา ชนิดและปริมาณของ

แก๊ส กระแสไฟฟ้า ระยะห่างระหว่างพลาสมากับจุลชีพ ระยะ

เวลาทีไ่ด้รับพลาสมา ปริมาณจลุชพีเร่ิมต้นในการทดลอง และ

วิธีการหาปริมาณจุลชีพ เป็นต้น

 ในการศึกษาภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราดที่ก�าลังขยาย 5,000 เท่า พบโครงสร้างเซลล์รา 

แคนดิดาอัลบิแคนส์ท้ัง 3 สายพันธุ์ ถูกท�าลายอย่างรุนแรง 

หลังสัมผัสพลาสมาเป็นเวลา 8 นาที ซึ่งสอดคล้องกับหลาย

การศึกษา(11,19,20,33) แต่จากภาพยงัพบเซลล์ราท่ีรปูร่างเซลล์

ปกติอยู่ด้านล่างของแผ่นชีวภาพ (รูปที่ 4 D) หลักฐานใน

ปัจจุบันเชื่อว่าอนุภาคที่เกิดจากพลาสมาเป็นตัวเริ่มปฏิกิริยา

ในกระบวนการเพอร์ออกซิเดชั่นมีเป้าหมายอยู ่ที่เยื่อหุ้ม 

เซลล์(14,25,26) อนุภาคที่มีประจุจะมีผลโดยตรงก่อให้เกิดแรง

ทางไฟฟ้า ท�าให้เกดิแรงดงึทีเ่ยือ่หุม้เซลล์จนเกดิการแตกของ

เยื่อหุ้มเซลล์(16,25) โดยเกิดขึ้นกับเซลล์ราที่อยู่ด้านบนของ

แผ่นชีวภาพ ส�าหรับเซลล์ราที่อยู่ด้านล่างของแผ่นชีวภาพ จะ

ได้รับผลกระทบโดยอ้อมจากปฏิกิริยาระหว่างพลาสมากับ

ของเหลวในเน้ือเยื่อเกิดเป็นอนุมูลอิสระที่ไม่เสถียร(17,18) มี

ผลกระทบต่อการส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ และสามารถเกิด

ปฏิกิริยาเพอร์ออกซิเดชั่นได้อย่างรวดเร็วกับโปรตีน ชั้นไข

มัน หรือดีเอ็นเอ เป็นสาเหตุที่ท�าให้เซลล์ตายได้(27) ถึงแม้ว่า

รูปร่างของเซลล์รายังมีลักษณะปกติ

บทสรุป
 ภายใต้ข้อจ�ากัดของการทดลอง สรุปได้ว่าพลาสมาแบบ

นอน-เทอร์มอลที่ความดันบรรยากาศมีประสิทธิภาพในการ

ก�าจัดหรือต้านแผ่นชีวภาพของราแคนดิดาอัลบิแคนส์ทั้งสาย

พันธุ์ ATCC 10231 และสายพันธุ์คลินิกอย่างมีนัยส�าคัญ 

ดังนั้นการน�าพลาสมามาใช้ ในการควบคุมแผ่นชีวภาพของรา

แคนดิดาอัลบิแคนส์จึงอาจเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการดูแล

อนามัยฟันเทียม เพื่อป้องกันการเกิดโรคปากอักเสบเหตุฟัน

เทียม อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับระยะ

เวลาที่เหมาะสม และความปลอดภัยในการน�าไปใช้กับผู้ป่วย 

เป็นต้น ก่อนน�าไปใช้ทางคลินิก
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