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ระยะเวลาโครงการ: 16/03/2552 – 15/03/2554 
 

Candidiasis เปนโรคติดเชื้อ Candida albicans ที่พบไดบอยในผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง และ
ปจจุบันพบวามีแนวโนมการด้ือยา fluconazole ของ C. albicans  มากขึ้น การศึกษาตัวยาชนิดใหม 
สําหรับนํามาใชในการรักษาการติดเชื้อราดังกลาวโดยเฉพาะจากสมุนไพรจึงเปนที่นาสนใจยิ่ง ดังนั้น 
งานวิจัยน้ี จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาฤทธิ์ของ cinnamaldehyde จากอบเชยตอการเจริญและปจจัย
ความรุนแรงในการกอโรคของ C. albicans จากการศึกษาพบวา cinnamaldehyde มีคา minimum 
inhibitory concentration (MIC) ตอ C. albicans เทากับ 125 μg/ml โดยมีการออกฤทธิ์เปนแบบ  
fungicidal activity และที่ sub-inhibitory concentration cinnamaldehyde สามารถยับยั้งการสรางทอ
งอก proteinase และ phospholipase activity รวมทั้ง การเกาะติดเซลลของ C. albicans โดยมีฤทธิ์
แปรผันตามความเขมขน (dose-dependent manner) การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา cinnamaldehyde 
จากอบเชยมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและปจจัยความรุนแรงในกอโรคที่สําคัญของ C. albicans ในหลอด
ทดลองได  
คําสําคัญ: Candida albicans สมุนไพร ปจจัยความรุนแรงในการกอโรค ฤทธิ์ยับยั้ง 
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Abstract 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Project Code: 5280131 
Project Title:  The inhibitory effect of active ingredient derived from Thai medicinal plant 

against pathogenic C. albicans  
Investigator:  Anek Pootong, Department of Medical Technology, Faculty of Allied Health 

Sciences, Thamasat University. 
E-mail:  tae0047@gmail.com  
Project Period: 16/03/2009-15/03/2011 

 
Candidiasis caused by Candida albicans is one of the common infectious diseases 

found in immunocompromised patients. Azole group is a common drug used for treatment, 
leading to develop drug resistance. Thus, new-developing drugs, including those from natural 
products such as medicinal plant are necessary. In this study, we evaluated the inhibitory 
effects of cinnamaldehyde on pathogenic C. albicans. The results revealed that the 
cinnamaldehyde possessed antifungal activities against C. albicans. The minimum inhibitory 
concentration (MIC) of cinnamaldehyde was 125 μg/ml with fungicidal activity. At sub-
inhibitory concentration, cinnamaldehyde reduced germ tube formation, proteinase and 
phospholipase activities and cell adhesion of C. albicans with dose dependent manner. This 
study showed that cinnamaldehyde has a potent in vitro activity against C. albicans and can 
inhibit the activities of virulence factors. 
Keyword: Candida albicans, Medicinal plant, Cinnamaldehyde, Virulence factor, Inhibitory 
effect
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สารบัญตาราง 
 

 หนา 
ตารางที่ 1 Minimum inhibitory concentration (MIC) และ Minimum fungicidal 

concentration (MFC) ของสารสกัดหยาบจากกระชายและน้ํามันหอมระเหย
จากอบเชย  

19 

ตารางที ่2 องคประกอบของน้ํามันหอมระเหยจากอบเชยทีว่ิเคราะหดวยวธิี GC/MS 20 
ตารางที ่3 การทดสอบการสรางทองอกของ C. albicans (n=22) ในสภาวะที่มี 

Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ ดวยวธิี Crystal violet based 
method (Abe et. al., 1994) 

22 

ตารางที่ 4 Phospholipase activity (Pz) ของ C. albicans ที่เพาะบน EYA-T ทีมี่ 
Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ  

24 

ตารางที่ 5 Proteinase activity ของ C. albicans ที่เพาะบน BSA-T ที่ 
Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ  

25 

ตารางที่ 6 การเกาะติดเซลลเยื่อบขุอง Candida albicans ที่ผานการบมในสภาวะที่ 
Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ  

 

26 
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สารบัญรูปภาพ 
 

 หนา 
รูปที่ 1 การเจริญของ C. albicans ATCC 10231 ใน SDB-T ที่มี Cinnamaldehyde ที่

ความเขมขนตางๆ 

21 

รูปที่ 2  Germ tube formation of C. albicans in the presence of 0 (a), 31.25 (b) and 
62.5 mg/ml Cinnamaldehyde (c) 

22 

รูปที่ 3 Phospholipase activity of C. albicans in the presence of 0 μg/ml (a), 31.25 

μg/ml (b) and 62.5 μg/ml l (c)  cinnamaldehyde 

23 

รูปที่ 4 Proteinase activity of C. albicans in the presence of 0 μg/ml (a), 31.25 
μg/ml (b) and 62.5 μg/ml l (c) cinnamaldehyde 

24 

รูปที่ 5 การเกาะติดเซลลเยื่อบุของ Candida albicans ATCC 10231 ที่ผานการบมใน
สภาวะที่ Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน เทากับ 0 (a). และ 31.25 mg/ml (b) 

25 

รูปที่ 6 SDS-PAGE gel ของโปรตีนที่สกัดแยกจาก C. albicans ATCC 10231 ที่บมไวใน
ภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ ซ่ึงยอมดวยสี Coomassie 
Brilliant Blue R250 

27 

รูปที่ 7 Western blot analysis ของโปรตีนที่สกัดแยกจากเซลล C. albicans ATCC 
10231 ที่บมไวในภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ ซ่ึงวิเคราะห
ดวย polyclonal anti-C. albicans antiserum 

28 
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บทนํา 
 
Candida albicans เปนยีสตที่พบเปนเชื้อประจําถิ่น (Normal flora) ตามสวนตางๆ ของ

รางกายมนุษย สามารถกอใหเกิดการติดเชื้อได เชน การติดเชื้อบริเวณเยื่อเมือกในชองปากและลําคอ 
(Oropharyngeal candidiasis) ชองคลอด (Vaginal candidiasis) และหลอดอาหาร (Esophageal 
candidiasis) ในผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง นอกจากน้ี ยังสามารถแพรกระจายสูระบบ
หมุนเวียนเลือดกอใหเกิดการติดเชื้อในกระแสโลหิต (Candidiamia) และเขาสูอวัยวะภายใน กอใหเกิด 
Systemic candidiasis ซ่ึงเปนสาเหตุของการเสียชีวิตในผูปวยได  

ในปจจุบัน Amphotericin B เปนยารักษาโรคติดเชื้อราที่มีประสิทธิภาพ แตมีผลขางเคียง 
(side effect) ตอไตและระบบเลือด โดยอาจทําใหเกิดภาวะหัวใจเตนผิดจังหวะ และเกิดอาการแพอยาง
รุนแรงได จึงนิยมยาในกลุม Azole โดยเฉพาะ Fluconazole ในการรักษา แตดวยขอจํากัดของยาที่มี
อยางจํากัด อุบัติการณการด้ือยาของ C. albicans ตอ Azole จึงสูงมากยิ่งขึ้น ดังน้ัน การศึกษาคนควา
สารตาน C. albicans ชนิดใหมที่มีประสิทธิภาพและสามารถนําไปพัฒนาเปนยาไดจึงมีความสําคัญ  

ดังน้ัน การศึกษานี้ จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรและฤทธิ์ของ
สารสําคัญของสมุนไพรไทยตอการเจริญและปจจัยการกอโรคของ C. albicans  
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การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวของ 
 
1 Candida albicans 
Candida albicans เปนเชือ้รา (fungi) ประเภทยีสต (yeast) พบเปนเชื้อประจําถิ่นในระบบ

ทางเดินอาหารของคนปกตติั้งแตปาก หลอดอาหารจนถึงลําไสใหญ นอกจากนี้ยังพบในชองคลอดของ
สตรีไดอีกดวย อยางไรก็ตาม พบวาเชื้อ C. albicans สามารถกอโรคได C. albicans จัดอยูในวงศ 
Cryptococcaeae โดยยีสตสกุล Candida จะมีรูปรางกลมหรือรี เซลลมีขนาดประมาณ 2-3 x 1-4 
ไมโครเมตร เพ่ิมจํานวนดวยการแตกหนอ (budding) อุณหภูมิที่เหมาะตอการเพ่ิมจํานวนของเชื้อ คือ
ที่ 37 องศาเซลเซียส เซลลยีสตจะอยูแบบโดดเด่ียวหรือเปนสายและสามารถสรางไดทั้งสายราแท 
(hypae) และสายราเทียม (pseudohypae) ซ่ึงบางครั้งอาจเรียกวา yeast-like fungi เชื้อ Candida 
albicans สามารถแบงจําแนกไดเปนหลายสายพันธยอย (subtype) ที่พบไดบอยคอืสายพันธยอย 153 
157 และ 357 

 
1.1 การกอโรคของ Candida albicans 
C. albicans สามารถกอโรคตามสวนตางๆ ของรางกาย โดยมีอาการที่แตกตางออกไปขึ้นกับ

การติดเชื้อน้ันเกิดกับสวนใดของรางกาย การติดเชื้อบริเวณเยื่อเมือกในชองปากและลําคอ 
(Oropharyngeal infection) เปน candidiasis ที่พบไดบอย อาการโดยทั่วไปจะรูสึกไมสบายในชอง
ปากและลําคอรอน การรับรสแปลกไปและปรากฏเยื่อขาวๆหรือเหลืองออน (pseudomembranous) 
เกาะติดบริเวณลิ้นและกระพุงแกมเรียกวา ซาง (thrush) สามารถลอกออกไดแตอาจจะทําใหเลือดออก 
นอกจากนี้แลวอาจมีอาการของการอักเสบเปนรอยแดงๆ (erythrematous form) ในผูปวยบางรายอาจ
ปรากฏรอยแตกบริเวณมุมปากและมีการอักเสบรวมดวย (angular cheilitis) บางครั้งเชื้อ C. albicans 
จะลุกลามลึกเขาไปถึงผิวของชั้นมิวคัส (mucous membrane) ทําใหเห็นเปนปนสีขาวๆ (leukoplakia-
like) ซ่ึงไมสามารถลอกออกได อีกรูปแบบหนึ่งของรอยโรคคือเปนแผล (ulcerative lesion) ซ่ึงมักเปน
แบบเรื้อรัง Oropharyngeal candidiasis น้ีพบไดบอยในผูปวยเอดสที่มีจํานวน CD4+ T lymphocytes 
ตํ่ากวา 100 (Klein et al., 1984) และอาการติดเชื้อลักษณะดังกลาวจะทําการรักษายากขึ้นเม่ือมีระดับ 
CD4+ T lymphocytes นอยกวา 10 

การติดเชื้อ C. albicans ที่บริเวณชองคลอด กอใหเกิด Vaginal candidiasis เม่ือมีการติดเชื้อ
จะปรากฏอาการที่เรียกวา ตกขาวขึ้น โดยมีกลิ่นและเมือกขาวออกมาก ผูปวยมักมีรูสึกรอนและคันที่
อวัยวะเพศ ปสสาวะบอย เม่ือมีเพศสัมพันธจะเจ็บมากและเปนสิ่งบงชี้แรกเร่ิมของการมีระบบ
ภูมิคุมกันถดถอย ในกลุมของผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรองจะมีอาการคอนขางรุนแรงและพบ
ไดสม่ําเสมอ (Rhoads et al., 1987) แตในกลุมคนปกติ จะพบเปนครั้งคราว (sporadic) และอาการไม
รุนแรงเพียงแตกอใหเกิดความรําคาญ นอกจากน้ียังพบวา vaginal candidiasis มักจะเกิดกับคนใน
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กลุมสตรีตั้งครรภ ซ่ึงมีสวนเกี่ยวของกับการขาดธาตุเหล็ก หรือสตรีปกติในชวงระยะสุดทายของรอบ
เดือน  

C. albicans สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อบริเวณผิวหนัง ขาหนีบ รักแร ใตเตานม หรือตาม
รอยพับยนของผิงหนัง ซ่ึงจะปรากฏรอยผื่นแดงอยางชัดเจน อาจจะมีลักษณะคลายรอยผุกรอนที่เชื้อ
ราลุกลามเขาไปผสมกับเยื่อเมือกสีขาวในผูชายที่มีการติดเชื้อบริเวณขาหนีบมักจะมีการลุกลามไปถึง
ผิวหนังของถุงอัณฑะ นอกจากน้ี จะพบการติดเชื้อ Candida ที่บริเวณซอกเล็บ โดยเฉพาะในผูที่ตอง
สัมผัสน้ําเปนประจํา เชน แมคา คนลางจาน ทําใหบริเวณดังกลาวเปยกชื้นตลอดเวลา  

การติดเชื้อ C. albicans ที่หลอดอาหาร (esophageal candidiasis) เปนภาวะที่รุนแรงกวา
และมักพบไดในผูปวยภูมิคุมกันบกพรอง โดยผูปวยจะรูสึกเจ็บมาก การกลืนอาหารเปนไปดวยความ
ลําบาก เจ็บหนาอกและคลื่นไส เกิดเมือกขาว (pseudomembrane) ที่เกิดจากเช้ือ C. albicans ขึ้น ซึ่ง
อาจจะทําใหมีการอุดตันของทางเดินหลอดอาหารได เชื้อ C. albicans ยังสามารถแพรกระจาย ลงไป
ถึงกระเพาะอาหารและลําไส ซ่ึงพบไดไมบอยนัก โดยกอใหเกิดแผลขึ้นที่ mucous membrane การติด
เชื้อบริเวณนี้การวินิจฉัย esophageal candidiasis น้ันทําไดคอนขางลําบาก จึงทําใหผูปวยมักไมคอย
ไดรับการรักษาและการกลืนยากนี้ทําใหผูปวยรับประทานอาหารไดนอย ซ่ึงเปนปจจัยหน่ึงที่ทําให
ผูปวยมีน้ําหนักตัวลดลง (Wilcox and Karowe, 1994; Lopez et al., 1992) 

สวน Systemic candidiasis เปนการติดเชื้อ C. albicans ของอวัยวะภายในของรางกาย เชน 
ที่ระบบประสาท หัวใจ ตับและขอตอ โดยเชื้อเขามาถึงอวัยวะภายในไดสองทางคือการรับเชื้อ C. 
albicans เขากระแสโลหิตโดยตรงผานทางเข็มฉีดยาที่ไมสะอาด ซ่ึงมักพบในผูปวยที่มีประวตัิการฉีด
ยาเสพติดและผานทางการแพรกระจาย (disseminate) จากรอยโรคที่มีอยูกอนแลวหรือมาจากอุปกรณ
สอดใส เชน Foley catheter หากเชื้อยีสตสามารถแพรกระจายไปถึงไต และทําใหเกิดภาวะไตอักเสบ 
อยางไรก็ตาม ไมวาเชื้อ C. albicans จะแพรกระจายมาจากทางใด การติดเชื้อของอวัยวะภายใน
ดังกลาวนับเปนการคุกคามตอชีวติของผูติดเชื้อโดยตรง 

 
1.2 Virulence factors of C. albicans 
เชื้อจุลชีพกอโรคทุกๆชนิดจะมีการพัฒนากลไกตางๆ เพ่ือใชในการสรางนิคม (colonization) 

การกอใหเกิดการติดเชื้อ (infection) รวมทั้งเพ่ือใชในการหลบหลีกระบบภูมิคุมกันของโฮสท สําหรับ
การกอโรคของเชื้อ C. albicans น้ัน ปจจัยที่มีผลตอรูปแบบการแสดงออกของปจจัยความรุนแรงจะ
ขึ้นอยูกับชนิดของการติดเชื้อ ตําแหนงที่กอโรค และปฏิกิริยาตอบสนองทางธรรมชาติของตัวโฮสทเอง 
โดยในการกอโรคชนิดใดชนิดหน่ึง อาจตองอาศัยใชหลายๆ ปจจัยความรุนแรงรวมกัน ในขณะที่ปจจัย
ความรุนแรงชนิดใดชนิดหน่ึงก็ไมจําเปนสําหรับทุกๆประเภทของโรค Candidiasis โดยปจจัยความ
รุนแรงในการกอโรคของเชื้อ C. albicans ที่สําคัญ คือ 1) cell adhesion 2) morphogenesis และ 3) 
extracellular hydrolytic enzyme production 

-Cell adhesion  
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การเกาะของเชื้อ C. albicans  กับเซลลของโฮสทนับเปนจุดเร่ิมของการกอโรค candidiasis 
และนับเปนปจจัยหน่ึงที่สําคัญในการกอโรคของเชื้อ C. albicans (Calderone and Braun, 1991) จาก
การศึกษาพบวาเชื้อกอโรค C. albicans ที่เพาะแยกไดจากผูปวย จะสามารถเกาะกับเซลลเยื่อบุได
ดีกวาเชื้อ C. albicans ที่เพาะแยกจากคนติดเชื้อที่ไมแสดงอาการ การเกาะติดกับเซลลเยื่อบุของเชื้อ 
C. albicans  น้ันเกิดจากการจับกันอยางจําเพาะของ candidal adhesin (agglutinin-like sequence; 
ALS, hypha-specific cell wall protein; Hwp1p, integrin; INT1 และ α-1,2-mannosyltransferase 
gene; MNT1) กับ extracellular matrix proteins (ECM) ของเซลลโฮสท เชน fibronectin (FN), 
laminin, fibrinogen  และ  collagen type I, IV  ปจจัยเชน  fungal cell surface hydrophobicity, the 
phenotype of C. albicans, pH, temperature, pregnancy, diabetes และ oral contraceptive usage 
ลวนมีผลตอการเกาะติดของเชื้อ C. albicans  ทั้งสิ้น 

- Morphogenesis 

Morphogenesis หมายถึงการเปลี่ยนรูปรางเซลล จากรูปหน่ึงไปอีกรูปหน่ึง (yeast cell    
filamentous shape)  ซ่ึงเชื้อ C. albicans จัดเปนเชื้อราที่มีคุณสมบัติดังกลาว โดยเซลลยีสตจะเปลี่ยน
รูปไปเปนทั้งสายราแทหรือสายราเทียมนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลายๆประการ เชน อุณหภูมิ ความเปน
กรดดาง ความสมบูรณของแหลงอาหาร เปนตน เชื้อ C. albicans สามารถเจริญได ทั้งในรูปของเซลล
และสายราแท รวมทั้งลักษณะเซลลที่กํ้าก่ึง ซ่ึงก็คือ เซลลราเทียม (psuedohyphea) และยังวาพบอีก
วาเชื้อสามารถเปลี่ยนไปเปน Chlamydospore ไดอีกดวย ลักษณะ Morphogenesis ของเชื้อน้ี พบวา
เปนอีกปจจัยหน่ึงที่มีผลตอความสามารถในการกอโรคของเชื้อ C. albicans (Whiteway and 
Bachewich, 2007) โดยเชื้อ C. albicans ที่อยูในรูปของสายราแทจะมีความสามารถในเกาะเซลลเยื่อ
บุและกอโรคไดดีกวา (Lo et al., 1997) แตในขณะที่เซลลยีสตจะทนตอการถูกทําลายโดยระบบ
ภูมิคุมกันและมีบทบาทสําคัญที่ทําใหเชื้อมีการกระจายตัวจากหลอดเลือดเขาสูอวัยวะภายในได  

-Extracellular hydrolytic enzyme production  
Secreted aspartyl proteinase (SAP)  
Secreted aspartyl proteinases หรือ SAP เปน extracellular proteinases สามารถแบงออก

ไดเปน 10 ชนิดคือ SAP 1  ถึง SAP 10 ถูกควบคุมการแสดงออกโดย multi sap gene family 
(Monod et al., 1994) SAPs เปนโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 35 ถึง 50 kDa โดยพบวา Sap1 to Sap6 
สามารถทํางานไดในสภาวะความเปนกรดดางที่เหมาะสมในชวง 2.0 - 7.0 คือ Sap1 ถึง Sap3  
เหมาะที่ pH values แต Sap4 ถึง Sap6 ทํางานไดในสภาวะที่มีคาความเปนกดดางที่สูงกวา  ซ่ึงนาจะ
เปนปจจัยหน่ึงที่ทําให  C. albicans สามารถดํารงชีพและกอใหเกิดพยาธิสภาพในหลายระบบ เชน 
เน้ือเยื่อเมือก ผิวหนัง และในอวัยวะภายในได นอกจากน้ียังพบวา SAPs สามารถตัดพันธะโปรตีน 
(peptide bonds) ในตําแหนงที่แตกตางกัน (Fusek et al., 1994) 
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SAP สามารถยอยโปรตีนของโฮสทไดหลายชนิดนอกจากจะนําไปใชเปนแหลงไนโตรเจนแลว
ยังพบวาทําใหเชื้อสามารถเกาะติดเซลลและลุกลามเนื้อเยื่อของโฮสทไดงายขึ้น เชน SAP2 สามารถ
ยอยโปรตีนมิวซิน (mucin) ที่อยูบนผิวเยื่อเมือก (Colina et al., 1996) และ secretory 
immunoglobulin A (IgA) (Ruchel, 1986)  extracellular matrix เชน keratin, collagen และ 
vimentin ชวยใหเชื้อสามารถลุกลามและแพรกระจายเขาสูกระแสเลือดได SAP ยังสามารถสลาย 
salivary lactoferrin, lactoperoxidase, เอ็นไซม cathepsin D ที่พบในเม็ดเลือดขาว และโปรตีน 
complement เพ่ือหลบหนีระบบการปองกันตัวเองของโฮสท (Kaminishi et al., 1995) รวมทั้ง α2-
macroglobulin และ cystatin A ซ่ึงเปนโปรตีนที่ยับยั้งการทํางานของ proteinase อีกดวย นอกจากน้ี 
SAP2 ยังสามารถกระตุนใหรางกายของโฮสทเกิดการอักเสบ โดยการกระตุนใหมีสลายตัวของโมเลกุล
ตั้งตนของ interleukin-1β ใหเปน interleukin-1β มากขึ้น และสามารถกระตุนการทํางานของ 
Hageman factor ซ่ึงเปนเอ็นไซมชนิด serine proteinase ทําใหมีกระตุนโปรตีน bradykinin ในระบบ 
inflammatory kinin system สูงขึ้น สงผลใหเกิดการอักเสบและมี vascular permeability สูงขึ้นตามมา 
(Kaminishi et al., 1990) นอกจากน้ีพบวาโปรตีน SAPs ยังแสดงบทบาทสําคัญรวมกับปจจัยความ
รุนแรงอ่ืนๆ เชน adhesion และ morphogenesis เปนตน   

Phospholipase (PL) 
ฟอสโฟไลเปส (Phospholipase) จัดเปนกลุมของเอ็นไซมที่สามารถสลาย (hydrolyze) พันธะ

เอสเตอรในโมเลกุลกลีเซอโรฟอสโฟไลปด (glycerophospholipid) เอ็นไซม Phospholipase สามารถ
แบงไดออกเปนกลุมๆ เชน A, B, C, และ D ซ่ึงแบงตามตามความสามารถในการสลายพันธะเอสเตอร
ที่ตําแหนงจําเพาะที่ตางกัน จากการทบทวนวรรณกรรม พบวาเอ็นไซม Phospholipase ที่สรางโดย
เชื้อ C. albicans ที่สําคัญคือ candidal phospholipase B (caPLB) (Leidich et al., 1998) ซ่ึงสามารถ
สลายพันธะเอสเตอรไดทั้งแบบ lysophospholipase (Lyso-PL) และ lysophospholipase-
transacylase (LPTP) (Takahashi et al., 1991) 

จากการศึกษาความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อ C. albicans ในเซลลเยื่อยุเพาะเลี้ยงพบวา 
เชื้อ C. albicans ที่มีการสรางเอ็นไซม Phospholipase ในปริมาณสูงจะมีความสามารถในการเกาะติด
และทําลายเซลลไดมากกวา (Barrett-Bee et al., 1985) และพบวา นํ้าเลี้ยงเชื้อดังกลาว 
(supernatant) มีความสามารถในการทําลายเซลลเยื่อบุไดดีกวานํ้าเลี้ยงเช้ือจากเชื้อที่ไมมีสราง
เอ็นไซม PLB นอกจากน้ีการศึกษาเปรียบเทียบการลุกล้ําเซลล (cell penetration) กับเชื้อที่ไมมีสราง
เอ็นไซมดังกลาว พบวา เชื้อ C. albicans ที่สราง PLB สามารถทําลายเชลลและมีการลุกล้ําไดดีกวา
อยางชัดเจน โดยการทําลายผนังเซลลเยื่อบุเปนผลใหเซลลไดรับความเสียหาย (Leidich et al., 1998)  
จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวา caPLB มีสวนชวยใหเชื้อสามารถเกาะ ลุกล้ําและทําลายเซลลของ
โฮสท แตอยางไรก็ดีจะพบวาเชื้อที่เพาะแยกจากเลือด (hematologenous dissemination)ของผูปวย 
สราง caPLB ไดมากกวา (Ibrahim et al., 1995) แมวาทั้งเซลลยีสตและราแทของเชื้อ C. albicans จะ
สามารถสราง caPLB ไดก็ตาม แตเซลลราแทของเชื้อจะสามารถสราง caPLB ไดในปริมาณที่มากกวา 
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ซ่ึงจะสัมพันธกับความรุนแรงในการกอโรค ที่พบวาเซลลสายราแทของเชื้อ C. albicans สามารถกอ
โรคไดรุนแรงกวาเซลลยีสต 

นอกจาก น้ี  ผลิ ต ภัณฑที่ เ กิ ดขึ้ น จ ากการสลาย โม เล กุลกลี เ ซอ โ รฟอสโฟไลป ด 
(glycerophospholipid) ของ caPLB เชน lipid และ  สารอนุพันธ lipid  สามารถกระตุนการทํางานของ 
protein kinase C ซ่ึงสงผลในการกระตุนขบวนการ cell signaling และมีผลตอ physiology ของเซลล
โฮสท (Oishi et al., 1988) นอกจากน้ียังพบวา candidal phospholipase สามารถกระตุนขบวนการ
อักเสบไดอีกดวย  

 
1.3 การรักษาโรค candidiasis 
เน่ืองจาก candidiasis ปรากฎอาการไดคอนขางกวาง และระดับความรุนแรงแตกตางกันไป 

ดังน้ันการรักษาจึงมีแนวทางมุงไป 2 รูปแบบ คือ การรักษาแบบเฉพาะที่ (local) และ การรักษาทั้ง
ระบบทั่วรางกาย (systemic) 

การรักษาแบบเฉพาะที่ เปนทางเลือกแรกที่ใชกับ candidiasis บริเวณ ชองคลอด ผิวหนัง 
ชองปากและลําคอ โดยยาที่ใชมีทั้งในรูป ยาบวนปาก ยาเม็ดอม ยาเหน็บและครีม ตัวยาออกฤทธิ์ที่ใช
มีดวยกันหลายชนิด เชน nystatin, clotrimazole, econazole, ketoconazole และ amphotericin B ยา
เม็ดอมใชสําหรับอมใหละลายในปากอยางชาๆ 3-5 คร้ังตอวัน ยาอมที่มีสวนประกอบของ 
clotrimazole อาจจะทําใหระดับเอ็นไซม SGOP สูงขึ้นประมาณ 15 % อาการขางเคียงอ่ืนที่อาจพบได
เชน มีการระคายเคืองในชองปาก คลื่นไส  สวนครีมหรือยาทาเฉพาะที่เหมาะสําหรับผูที่มีรอยโรคที่
ผิวหนัง สามารถใชทาบริเวณมุมปาก ผิวหนัง เพดานในชองปาก (palate) โดยอาจอาการขางเคียงที่
พบไดหลังทายา เชน ผูปวยรูสึกรอน ระคายเคือง เปนผื่นและผิวหนังลอก เปนตน ครีมบางชนิดมี
สวนประกอบ ของ corticosterol รวมดวยเพื่อลดการอักเสบ อาจจะทําใหมีอาการคันและผิวหนังแหง
รวมดวย  

การรักษาแบบทั้งระบบทั่วราง จะใชกับผูปวย candidiasis บริเวณหลอดอาหาร และท่ี
แพรกระจายไปตามอวัยวะภายในตางๆ หรือในกรณีที่การใหยารักษาแบบเฉพาะที่แลวไมไดผล ยาที่
ใชไดแก ketoconazole, fluconazole ซ่ึงใหผลการรักษาที่ดีกวา แตในปจจุบันพบวา มีแนวโนมการด้ือ
ยา fluconazole สูงขึ้น (Baily et al., 1994) 

 
2 สมุนไพรกับการรักษาโรค  candidiasis 
สมุนไพร หมายถึง พืชที่ใชทําเปนเคร่ืองยาในการรักษาอาการอันผิดปกติของรางกาย ซ่ึงมี

การใชกันมาตั้งแตอดีตกาลจนปจจุบัน ชีวิตประจําวันของคนไทยนั้นผูกพันกับสมุนไพรอยูเสมอเพราะ
นอกจากจะใชสมุนไพรเปนยาแลว สมุนไพรหลายชนิดยังใชเปนอาหารประจําวันดวยเชน ขิง ขา 
กระเทียม ตะไคร กระเพรา เปนตน สวนของพืชสมุนไพรที่นํามาใช (ราก ลําตน ใบ ดอก และผล) 
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อาจจะมีคุณสมบัติหรือสรรพคุณในการรักษาที่แตกตางกันไป และการใชพืชสมุนไพรพบวามี
ผลขางเคียงหรือตกคางนอยมาก เน่ืองจากเปนสารที่ไดจากธรรมชาติ  

เน่ืองจากอุบัติการณของเชื้อจุลชีพรวมถึง C. albicans ที่เกิดการด้ือยาปฏิชีวนะที่เพ่ิมสูงขึ้น 
(Boken et al.,1993) อีกทั้งอาการขางเคียงที่ไมพ่ึงประสงคจากการใชยาปฏิชีวนะ จึงทําใหมีการศึกษา
คนควายาชนิดใหมๆจากพืชสมุนไพรเพ่ิมสูงขึ้นและพบวาสมุนไพรหลายชนิดมีผลในการยับยั้งเชื้อจุล
ชีพได ซ่ึงในประเทศไทยไดมีการนําสมุนไพรที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรามาใชเปนยาทาภายนอกหรือครีม
สําหรับแผลในชองปากเพ่ือใชรักษาโรคที่เกิดจากเช้ือ C. albicans  บางแลว (ชญานิศ ศรชัยธวัชวงศ
และคณะ, 2006) แตยังไมมีการศึกษาเก่ียวกับฤทธิ์ของสมุนไพรที่มีผลตอการแสดงออกของปจจัยกอ
โรคของเชื้อ C. albicans แตอยางใด ดังน้ันงานวิจัยที่ศึกษาเก่ียวกับฤทธิ์ของสมุนไพรที่ในการยับยั้ง
ปจจัยกอโรคของเชื้อ Candida จึงกอใหเกิดประโยชนเพ่ือใชเปนขอมูลสนับสนุนการใชสมุนไพรในการ
รักษาโรค candidiasis และเปนขอมูลเบื้องตนเพ่ือใชในการศึกษาสารออกฤทธิ์จากสมุนไพรตอไป 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
สมุนไพร 
สมุนไพรที่ใชในการศึกษานี้มีรายงานการศึกษาระบุถึงฤทธิ์ยับยั้งในการเจริญของ C. albicans 

ประกอบดวย กระเจ๊ียบแดง กระชาย ชะเอม ขม้ินชันและอบเชย (Banerjee et al., 1978; Quale et 
al., 1996; Yaya et al., 2008; Phongpaichit et al., 2005) โดยทําการเตรียมตัวอยางสมุนไพรตาม
การศึกษากอนหนาน้ี โดยเตรียมสารสกัดหยาบกระเจ๊ียบแดง กระชายและชะเอม ทําโดยนําพืช
สมุนไพรที่ผานการตากแหง มาบดดวยโกรง จากน้ันเติม 95% ethanol ปริมาตรเปน 2 เทาของ
นํ้าหนักสมุนไพร (mg/ml) และเก็บในขวดสีชามีฝาปดสนิท บมไวที่อุณหภูมิ 25C เปนเวลา 7 วัน 
จากน้ันกรองกากออกโดยใชกระดาษกรอง Whatman No. 3 แลว นําสารละลายดังกลาวไปการอบให
แหงที่อุณหภูมิ 42oC เก็บสารสกัดหยาบดังกลาวไวในขวดมีฝาปดที่อุณหภูมิ -20oC จนกวาจะนํามาใช 
และทําการเจือจางสารสกัดหยาบดังกลาวดวย Dimethylesulfoxide (DMSO) ใหไดความเขมขนที่
ตองการ สําหรับ ขม้ินและอบเชย ใชสารสกัดในรูปของน้ํามันหอมระเหย (บริษัท ทรอปปกาไลฟ จํากัด 
ประเทศไทย)   

 

C. albicans  
C. albicans ที่ใชในการศึกษาเปนเชื้อที่เพาะแยกไดจากตัวอยางเลือด (Blood culture/ 

Hemoculture) จํานวน 20 สายพันธุ และเชื้อ C. albicans ATCC 10231 และ 90028 รวมจํานวน
ทั้งสิ้น 22 ตัวอยาง ทําการพิสูจนแยกชนิดโดยใช การทดสอบการสรางทองอก (Germ tube test) การ
ทดสอบสีโคโลนีของ Candida บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Chomogenic Candida Agar การทดสอบการใช
สารประกอบคารบอนในสภาวะที่มีออกซิเจน (Carbon assimilation test) และการจําแนกชนิด 
Candida ดวยเทคนิค PCR-RFLP ตามวิธีของ Mirhendi และคณะ (2006) และเพาะเลี้ยงเชื้อบน 
Sabouraud dextrose agar (Oxiods, USA) (แลวบมที่อุณหภูมิ 37C เปนเวลา 48 ชั่วโมง กอน
นําไปทดสอบ และเพาะเลี้ยงไวเปนเวลา 1 อาทิตย โดย sub-culture ทุกๆ 3 วัน 

 
การทดสอบการยับย้ังการเจริญของ C. albicans ดวยวิธี Agar disc diffusion  
กระจาย C. albicans ที่มีความขุนเทากับ McFarland No. 0.5 (1×106 cfu/ml) บนอาหารแข็ง 

SDA ดวยไมพันสําลีปราศจากเชื้อ จากน้ันวางแผน Sterilized paper disc ขนาด 6 mm ที่มีสารสกัด
สมุนไพรและสารสําคัญ (active ingredients) ปริมาณ 5 mg และบมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 48 
ชั่วโมง อานผลโดยวัดเสนผาศูนยกลางของ Inhibition zone ที่เกิดขึ้น  
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การทดสอบความเขมขันที่ต่ําที่สุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ C. albicans  
(Minimal inhibition concentration; MIC) และความเขมขันที่ต่ําที่สุดที่สามารถฆาเชื้อ C. 
albicans (Minimal fungicidal concentration; MFC) ของสารสกัดสมุนไพรและสารสําคัญ 

เจือจางสารสกัดสมุนไพรและสารสําคัญในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Saboraud dextrose broth ที่
มี 0.02% Tween-20 (SDB-T) ใหไดความเขมขันตางๆ ดวยวธิี serial two-fold dilution หลังจากเติม
เชื้อ C. albicans  ที่มีความเขมขนเทากับ  5 x 103  CFU/ml ปริมาตร 0.5 ml แลวบมที่อุณหภูมิ 37oC 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยทาํ cell control และ media control ควบคู เพ่ือใชเปรียบเทียบความขุนและ
ควบคุมการปราศจากเชื้อ (sterility) ตามลําดับ อานผลคา MIC ของสารสกัดสมุนไพรและสารสําคัญ
(mg/ml) จากหลอดที่มีความเขมขันทีต่่ําที่สุดที่อาหารเลี้ยงเชื้อที่ยังคงใสอยู และเพื่อหาคา MFC ของ
สารสกัดสมุนไพรและสารสาํคัญ นําหลอดทดลองที่อาหารเลี้ยงเชื้อยังใสอยูมาปนตกตะกอนที ่2,000 x 
g 10 นาที (Hettich zentrigugen, ROTOFIX 32, Germany) เทสวนใสทิ้งและกระจายตะกอนบน 
SDA ดวย sterile spreader บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง อานคา MFC ไดจากหลอด
ทดสอบท่ีมีความเขมขันที่ต่าํที่สุดของสารสกัดสมุนไพรและสารสําคญัที่ไมพบการเจริญของเชื้อ ทํา
การทดสอบแบบควบคู (duplicate) ในแตละคร้ังและทาํการทดสอบซํ้า 3 คร้ัง  

 
การศึกษาองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยดวย Gas chromatography-

mass spectrometry (GC-MS) 
ทําการวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหอมระเหยโดยใช Gas chromatography mass 

spectrometer (GC/MS) ที่มีคอลัมนชนิด capillary HP5MS (length 30 m × I.D. 0.25 mm × film 
thickness 0.25 μm) ทําการฉีดเขาเคร่ืองแบบ direct injection ปริมาตร 0.4 μl แบบ split mode 
(split ratio, 100:1 v/v) อุณหภูมิ injection เทากับ 250 °C ใชฮีเลียมเปนตัวพา และ ionization 
voltage 70 eV ใช mass range ตั้งแต 50-500 m/z อุณหภูมิ detector 250 °C แปรผลโดย เทียบกับ 
library ของ Wiley 275 ที่มี quality match มากกวารอยละ 85 

 
การทดสอบ Antifungal killing time  
ทําการทดสอบ Antifungal killing time ตามวธิีของ Cantón และคณะ (2004) โดยเพาะ C. 

albicans ATCC 10231 ที่ความเขมขนเทากับ 5 ×104 cfu/ml ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SDB-T ที่มี 
Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตั้งแต 0 ถึง 250 μg/ml บมไวทีอุ่ณหภูมิ 37C จากน้ัน ดูดอาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาตร 10 μl ทีช่ั่วโมง 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24 และ 48 แลวกระจายบนอาหารแข็ง SDA 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง นับจํานวน Colony ที่เกิดขึ้นและนําคาไปคํานวณหา
ความเขมขนของเชื้อในหนวย cfu/ml โดยทําการทดสอบแบบควบคู (duplicate) ในแตละคร้ังและทํา
การทดสอบซ้ํา 2 คร้ัง 
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การทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอการสรางทองอกของ C. albicans   
ทําการเพาะ C. albicans ที่ความเขมขนเทากับ 5 ×104 cfu/ml ลงในหลมุของ 96-flat-

microtiter plate ที่มี Fetal bovine serum (Gibco BRL, USA) และ Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน
สุดทายเทากับ 0 (control), 0.25 และ 0.5×MIC หลังจากบมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 37oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง
แลว นําไปยอมดวย Crystal violet ตามวธิ ีAbe (Abe et. al., 1994) โดยมีรายละเอียดดังน้ี หลังจาก
เทสารละลายทิ้งและลางหลมุทดสอบดวย 70% ethanol ปริมาตร  100 μl แลว ลางเซลลยสีตที่ไม
สรางทองอกออกดวย 0.25% Sodium dodecyl sulfate (SDS; Ajax Finechem, Australia) ปริมาตร 
200 μl จํานวน 1 คร้ัง และลางดวยน้ํากลั่นเปนจํานวน 3 คร้ัง ยอมเซลลที่สรางทองอกที่เกาะติดบน
หลุมทดสอบดวย 0.01% Crystal violet (Sigma, USA) ปริมาตร 100 μl เปนเวลา 15 นาที จากน้ัน 
กําจัดสีและลางหลุมทดสอบดวยน้ํากลั้น และ 0.25% SDS จํานวน 3 และ 2 คร้ัง ตามลําดับ นําไปลาง
อีก 2 คร้ังดวยน้ํากลั้น หลงัจาก ตากหลุมทดสอบใหแหงแลว ทําการชะสีดวย Isopropanol ที่มี 0.04 
N HCl เปนองคประกอบ ปริมาตร 200 μl จากน้ัน เติม  0.25% SDS ปริมาตร 50 μl ถายสารละลาย
ลง Microtiter well ใหม นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ดวยเครื่อง ELISA reader (Dynex, USA) 
โดยทําการทดสอบแบบควบคู (duplicate) ในแตละคร้ังและทําการทดสอบซํ้า 3 คร้ัง  

 
การทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอ Proteinase และ Phospholipase activity  
ทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอ Proteinase และ Phospholipase activity โดย

ดัดแปลงวิธีการของ Baboni และคณะ (2009) โดยใช Bovine serum albumin agar-0.02% Tween-
80 (BSA-T) และ Egg yolk agar-0.02% Tween-80 (EYA-T) ตามลําดับ หยด C. albicans ที่ความ
เขมขนประมาณ 106 cfu/ml ปริมาตร 5 μl ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 
0 (control), 0.25 และ 0.5×MIC จากน้ัน บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 2 และ5 วัน สําหรับการ
ทดสอบ Proteinase และ Phospholipase activity ตามลําดับ อานผล Activity ไดจาก Precipitation 
zone (Pz) ซ่ึงเปนอัตราสวนของเสนผาศูนยกลางของวงฝารอบโคโลนี (Opaque zone)  ตอ
เสนผาศูนยกลางของโคโลนี ทําการทดสอบซํ้า 2 คร้ังโดยเปนอิสระตอกัน  

 
การทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอการเกาะติดเซลลเยื่อบุของ C. albicans 

ดวย Epithelium cell adhesion assay     
การทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอการเกาะติดเซลลเยื่อบขุอง C. albicans ดวย 

Epithelium cell adhesion assay กระทําโดยดัดแปลงวิธีการทดสอบของ Taweechaisupapong และ
คณะ (2005) โดยเพาะ C. albicans ATCC 10231 และ 25922 ภายใตสภาวะทีมี่ Cinnamaldehyde 
ที่ความเขมขนตางๆ ที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันทําการปนลางเซลลยีสตดวย Sterile 
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0.85% NaCl จํานวน 2 คร้ังแลวปรบัความเขมขนเซลลยีสตกัน HEC รวมกับ (อัตราสวน HEC : 
yeast เทากับ 1:100) โดยเขยาเซลลที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จากน้ันลางเอา C. albicans ที่ไมเกาะเซลลเยื่อบุออกโดยใชเยื่อกรอง 12 μm Pore size (Millipore, 
USA) และน้ําเกลือปราศจากเช้ือ ปริมาตร 50 ml จากน้ัน ถายเซลลลงบนสไลดแกวและปลอยใหแหง 
ทําการ Fix ดวย Methanol หลังจากยอมตัวอยางดวยสีแกรมแลว นับเซลลยีสตที่เกาะอยูบนเซลลเยื่อ
บุ 100 เซลล ภายใตกลองจุลทรรศน ทาํการทดสอบแบบควบคู (duplicate) ในแตละคร้ังและทําการ
ทดสอบซํ้า 2 คร้ัง รายงานผลเปน คาเฉลี่ยของจํานวนเชื้อ C. albicans ที่เกาะอยูบนเซลลตอเซลลเยื่อ
บุ 100 เซลล 

การศึกษาเบื้องตนเก่ียวกับฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรตอที่มีการแสดงออกของโปรตีน 
(in vivo expression) ของเชื้อ C. albicans  

ทําการบมเพาะเชื้อ C. albicans ATCC 10231 ที่ความเขมขน 5x104 cfu/ml ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว SDB ที่มี Cinnamaldehyde ที่มีความเขมขนเทากับ 0, 0.25 และ 0.5xMIC บมไวที่อุณหภูมิ 
37C เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากน้ันเก็บเก่ียวเซลลยีสตดวยการปนเหวี่ยงที่ 5,000 x g เปนเวลา 10 
นาที และทําการปนลางเชลล 2 คร้ัง ดวย NSS  หลังจากเจือจางเซลลยีสตใน PBS, pH 7.4-0.5% 
tween 20 แลว ทําใหเซลลยีสตแตกโดยใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง นําไปตกตะกอนเศษเซลลออกดวยการ
ปนเหวี่ยงที่ 12,000 x g ที่อุณหภูมิ  4 oC เปนเวลา 10 นาที นําสารละลายสวนใสดานบน 
(supernatant) ไปทดสอบหาความเขมขนของโปรตีนโดยใช Bradford’s solution โดยเปรียบเทียบ
ความเขมขนกับโปรตีนมาตรฐานที่ทราบความเขมขนแลว จากนั้นนํา supernatant ดังกลาวผสมกับ 
sample loading reducing buffer ที่ประกอบดวย  sodium dodecyl sulfate (SDS) และ -
mercaptoethanol หลังจาก incubated ที่ 95C เปนเวลา 5 นาที ปนแยกสวนผสมดังกลาวที่ 12,000 
x g เปนเวลา 5 นาทีเพ่ือกําจัดสวนที่ไมละลายออกไป จากน้ันใสและแยกโปรตีนแตละตัวอยาง 
ปริมาณ 5 ไมโครกรัมในแตละหลุมของ 12% SDS-polyacrylamide gel หลังจากน้ันแยกโปรตีนดวย 
SDS-PAGE แลว gel สวนหนึ่งนําไปยอมแถบโปรตีนบน gel ดวยสี Coomassie Brilliant Blue R250 
โดยอีกสวนหนึ่งทําการถายโอนแถบโปรตีนลงบน nitrocellulose membrane (NC) ทําการวิเคราะห
แถบโปรตีนดวย polyclonal antiserum ที่จําเพาะกับเชื้อ C. albicans โดยบมที่อุณหภูมิ 25 °C เปน
เวลา 1 ชั่วโมง หลังจากน้ันลาง NC ดังกลาวดวย PBS, pH 7.4-0.05% Tween-20 แลวยอม ดวย 
diluted-goat anti-mouse immunoglobulin ที่ติดฉลากดวย horseradish peroxidase (HRP) ที่
อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากลาง NC ดวย PBS, pH 7.4-0.05% Tween-20 แลว เติม 
substrate ของ HRP คือ 0.03% H2O2 ใน 2,6-dichloroindophenol (DCIP) ใชเวลา 3-5 นาทีในการ
ทําปฏิกิริยาและหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมดังกลาวโดยการลาง NC หลาย ๆ คร้ังดวยน้ํากลั่น จากน้ัน
เปรียบเทียบแถบโปรตีนทั้งบน SDS-PAGE และ Western blot analysis ของ C. albicans ที่บมเพาะ
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เชื้อภายใตภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ เพ่ือสํารวจความแตกตางในการ
แสดงออกโปรตีนของเชื้อดังกลาวภายใตทั้งสองสภาวะที่แตกตางกัน 

 
การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 
เปรียบเทียบการสรางทองอก Phospholipase และ Proteinase activity ของ C. albicans ใน

ภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ ดวย Wilcoxon Signed Rank test และวิเคราะหผล
ของ Cinnamaldehyde ตอการเกาะติดเซลลเยื่อบุของ C. albicans ดวย Friedman ranks test โดย
กําหนดความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p< 0.05  
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ผลการทดลอง 
 

ความสามารถของสารสกัดสมุนไพรในการยับย้ังการเจริญและการฆา C. albicans  
หลังจาก ทําการวางแผนกระดาษกรองเสนผาศูนยกลาง 6 มม. ที่มีสารสกัดสมุนไพร ปริมาณ 

5 mg ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่กระจายเชื้อ C. albicans ทั้ง 22 สายพันธุ บมทีอุ่ณหภูมิ 37oC เปน
เวลา 48 ชั่วโมง พบวา ไมเกิด Clear zone รอบ disc ที่มีสารสกัดหยาบจากกระเจี๊ยบแดง ชะเอม และ
นํ้ามันหอมระเหยจากขม้ินชัน แตพบวาเกิด Clear zone รอบ disc ที่มีสารสกัดหยาบจากกระชายและ
นํ้ามันหอมระเหยจากอบเชยโดยมีขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยเทากับ 10  0.5 และ 17.4  1.0 
mm ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารสกัดหยาบจากกระชายและอบเชยมีฤทธิใ์นการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ C. albicans ได จากการทดสอบความเขมขันที่ต่ําที่สุดทีส่ามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ C. 
albicans  (Minimal inhibition concentration; MIC) ของสารสกัดสมุนไพรดวย Broth dilution 
method พบวาสารสกัดหยาบจากกระชายและน้ํามันหอมระเหยจากอบเชยสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ C. albicans ได โดยมีคา MIC เทากับ 2 และ 1 mg/ml และ MFC เทากับ 2 และ 1 mg/ml 
ตามลําดับ (ตารางที่ 1)  

 
ตารางที่ 1 Minimum inhibitory concentration (MIC) และ Minimum fungicidal 

concentration (MFC) ของสารสกัดหยาบจากกระชายและน้ํามันหอมระเหยจากอบเชย 
 

สารสกัด MIC (mg/ml) MFC (mg/ml) 
กระชาย 2 2 
อบเชย 1 1 

 
ผูวิจัยไดคัดเลอืกนํ้ามันหอมระเหยจากอบเชยสําหรับทดสอบฤทธิใ์นการยับยั้งปจจัยการกอ

โรคของ C. albicans ตอไป 
 
องคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยจากอบเชย  
การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของน้ํามันหอมระเหยจากอบเชย ดวยเทคนิค GC-MS 

พบวา Cinnamaldehyde เปนสารประกอบหลักประมาณ 87 % สําหรับสารประกอบชนิดอ่ืนๆ ตรวจ
พบไดในปริมาณนอย ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 องคประกอบของน้ํามันหอมระเหยจากอบเชยที่วิเคราะหดวยวิธี GC/MS 

 
ผลการทดสอบ 

รายการ Retention time 
(RT) 

% Area % Match 

2-propanal, 3-phenyl 23.24 87.11 98 
α-Copaene 28.33 2.38 99 
Trans-α-bergamotene 30.78 0.27 91 
Trans-caryophyllene 30.99 1.43 99 
Naphthalene,1,2,4a,5,6,8a-hexahydro 
4,7-dimethyl-1-1(1-methylethyl)-,(1. α-
,4a α-,8a α) 

37.81 0.52 95 

-Cadiene 39.59 1.12 99 
Naphthalene,1,2,4a,7-hexahydro-1,6-
dimethyl-4-(1-methylethyl) 

47.30 0.52 92 

Hexadecanoic acid, trimethylsilylester 59.6 0.32 98 
 

 
 
ความสามารถของ Cinnamaldehyde ในการยับย้ังการเจริญและการฆา C. albicans  
จากการทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนของ Cinnamaldehyde (Sigma, USA) ในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ C. albicans ดวยวิธี Agar disc diffusion method พบวา Cinnamaldehyde 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. albicans ทั้ง 22 ตัวอยางได และดวยวิธี broth dilution method 
พบวา Cinnamaldehyde มีคา MIC และ MFC เทากับ 125 μg/ml จากการเพาะเลี้ยง C. albicans 
ATCC 10231 ที่ความเขมขน 5×104 cfu/ml ในอาหาร SDB-T ที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน
ตั้งแต 0 ถึง 0.125 mg/ml พบวา ที่ความเขมขน เทากับ MIC (125 μg/ml) Cinnamaldehyde 
สามารถฆา C. albicans ได ซ่ึงแสดงใหเห็นวา Cinnamaldehyde มีการออกฤทธิ์แบบ Fungicidal 
activity ดังแสดงในรูปที่ 1 
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รูปที่ 1 การเจริญของ C. albicans ATCC 10231 ใน SDB-T ที่มี Cinnamaldehyde ที่ความ
เขมขนตางๆ 
 
 
 
ฤทธ์ิของ Cinnamaldehyde ตอการสรางทองอกของ C. albicans  
จากการทดสอบความสามารถของ Cinnamaldehyde ในการยับยั้งการสรางทองอก (germ 

tube formation) ของ C. albicans โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ C. albicans ในสภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่
ความเขมขนเทากับ 0, 31.25 และ 62.5 μg/ml ซ่ึงมีคาเทากับ 0, 0.25 และ 0.5xMIC ตามลําดับ 
พบวา Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนนอยกวา MIC สามารถยับยั้งการสรางทองอกได ดังแสดงใน
รูปที่ 2 
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                    a                             b                                c 

 
รูปที่ 2 Germ tube formation of C. albicans in the presence of 0 (a), 31.25 (b) and 

62.5 mg/ml Cinnamaldehyde (c) 
 
 
เม่ือทําการทดสอบการสรางทองอกดวย Crystal violet based method พบวา C. albicans ทั้ง 

22 สายพันธุ ที่เพาะใน Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนเทากับ 0, 31.25 และ 62.5 μg/ml สรางทอ
งอกไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) โดยมี OD 570 nm ไดเฉลี่ยประมาณ 0.45 (Range: 
0.25-0.62) 0.30 (Range: 0.14-0.44) และ 0.18 (Renge: 0.11-0.25) ตามลําดับ (ตารางที่ 2) แสดง
ใหเห็นวา Cinnamaldehyde ยับยั้งการสรางทองอกของ C. albicans โดยแปรผันตามความเขมขน 
(Dose-dependent manner) 

 
ตารางที่ 3 การทดสอบการสรางทองอกของ C. albicans (n=22) ในสภาวะที่มี 

Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ ดวยวธิี Crystal violet based method (Abe et. al., 1994) 
 

OD570  Cinnamaldehyde 
(μg/ml) Mean ± SD Range 

0 0.45 ± 0.11 (0.25-0.62) 
31.25 0.30 ± 0.09* (0.14-0.44) 
62.5 0.18 ± 0.04* (0.11-0.25) 
* p<0.01  
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ฤทธ์ิของ Cinnamaldehyde ตอ Phospholipase และ Proteinase activity  
จากการทดสอบความสามารถในการสราง Phospholipase และ Proteinase ของเชื้อที่ใชใน

การทดสอบ พบวา C. albicans จากสิ่งสงตรวจ จํานวน 14 สายพันธ และสายพันธอางอิง สามารถ
สราง Phospholipase และ Proteinase ได  ดังน้ัน ในการทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอ 
Phospholipase และ Proteinase activity จึงใชเชื้อในการทดสอบทั้งสิ้น 16 สายพันธ เม่ือเพาะ C. 
albicans บนอาหาร EYA-T ที่ไมมี Cinnamaldehyde พบมี Opaque zones เกิดขึ้นรอบโคโลนี (รูปที่ 
3) โดยมี Phospholipase activity (Pz) เฉลี่ย1.98 (Range: 1.17-2.48) ในขณะที่ C. albicans ที่เพาะ
บนอาหารที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 31.25 และ 62.5 μg/ml มี Phospholipase activity 
เทากับ 1.65 (Range: 1.00-2.50) และ 1.40 (Range: 1.00-2.00) ตามลําดับ โดย Activity ลดลงอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) (ตารางที่ 4) 

 
 
 

a                                              b                                             c 

 
 

รูปที่ 3 Phospholipase activity of C. albicans in the presence of 0 μg/ml (a), 31.25 

μg/ml (b) and 62.5 μg/ml l (c)  cinnamaldehyde 
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ตารางที่ 4 Phospholipase activity (Pz) ของ C. albicans ที่เพาะบน EYA-T ที่มี 
Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ  

 
Phospholipase activity (n=16) Cinnamaldehyde 

(μg/ml) Mean ± SD Range 
0 1.98 ± 0.46 (1.17-2.48) 

31.25 1.65 ± 0.49* (1.00-2.50) 
62.5 1.40 ± 0.38* (1.00-2.00) 

* p<0.01  
 
 
 
สําหรับการทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอ Proteinase activity ของ C. albicans 

พบวา C. albicans ที่เพาะบนอาหารที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 0, 31.25 และ 62.5 μg/ml 
มี Opaque zones เกิดขึ้นรอบโคโลนี (รูปที่ 4) โดยมี Activity (Pz) เฉลี่ย เทากับ 2.17 (Range: 1.80-
2.45), 1.93 (Range: 1.64-2.27) และ 1.45 (Range: 1.00-2.10) ตามลําดับ ซ่ึง Activity ลดลงอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.1 (ตารางที่ 6) 

 
a                                              b                                             c 

 
รูปที่ 4 Proteinase activity of C. albicans in the presence of 0 μg/ml (a), 31.25 μg/ml 

(b) and 62.5 μg/ml (c) cinnamaldehyde 
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ตารางที่ 5 Proteinase activity ของ C. albicans ที่เพาะบน BSA-T ที่ Cinnamaldehyde ที่
ความเขมขนตางๆ  

 
Proteinase activity (n=16) Cinnamaldehyde 

 (μg/ml) Mean ± SD Range 
0 2.17 ± 0.21 (1.80-2.45) 

31.25 1.92 ± 0.17* (1.64-2.27) 
62.5 1.45 ± 0.27* (1.00-2.10) 

* p<0.01  
 

 
การทดสอบฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอการเกาะติดเซลลเยื่อบุดวย Epithelium 

cell adhesion assay  
หลังจากทําการทดสอบการเกาะติดเซลลเยื่อบุของ C. albicans ATCC 10231 และ 90028 

โดยบม HEC กับ C. albicans ที่ผานการเพาะใน Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนเทากับ 0, 31.25 
และ 62.5 μg/ml แลว พบวา C. albicans ATCC 10231 และ 90028 ที่เกาะอยูบนเซลลเยื่อบุ 100 
เซลลจํานวนลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 6)  

 
 
 

a b 

  
 

รูปที่ 5 การเกาะติดเซลลเยื่อบุของ Candida albicans ATCC 10231 ที่ผานการบมในสภาวะ
ที่ Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน เทากับ 0 (a). และ 31.25 μg/ml (b) 
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ตารางที่ 6 การเกาะติดเซลลเยื่อบุของ Candida albicans ที่ผานการบมในสภาวะที่ 
Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ  

 

Yeast cell / 100 HEC (Mean ± SD) 
Cinnamaldehyde 

(μg/ml) 
C. albicans ATCC 

10231 
C. albicans ATCC 90028  

0 226 ± 8.49 57 ± 4.24 
31.25 68 ± 4.24* 34 ± 5.66* 
62.5 16.5 ± 2.12* 9 ± 1.41* 

 

 
การศึกษาเบื้องตนเก่ียวกับฤทธิ์ของ Cinnamaldehyde ตอที่มีการแสดงออกของ

โปรตีน (in vivo expression) ของC. albicans  

หลังบมเพาะเช้ือ C. albicans ATCC 10231 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว SDB-T ที่มีและไมมี 

Cinnamaldehyde หลังจากเก็บเก่ียวเซลล สกัดแยกโปรตีนของเชื้อ C. albicans และทําการแยก

โปรตีนดวย SDS-PAGE แลว สวนหนึ่งทําการยอมสีแถบโปรตีน โดยอีกสวนหนึ่งทําการถายโอนแถบ

โปรตีนลงบน nitrocellulose membrane เพ่ือวิเคราะหแถบโปรตีนดวย polyclonal antiserum ที่

จําเพาะกับ C. albicans ATCC 10231 ดวยเทคนิค Western blot analysis จากการศึกษาเบื้องตน

พบวา จํานวนและความเขมของแถบโปรตีนบน SDS-PAGE gel ของเชื้อ C. albicans ATCC 10231 

ในภาวะที่มีและไมมี Cinnamaldehyde ไมมีความแตกตางกัน (รูปที่ 6) นอกจากน้ี จากการวิเคราะห

แถบโปรตีนดวยเทคนิค Western blot โดยใช polyclonal anti-C. albicans antiserum ซ่ึงก็ไมพบ

ความแตกตางเชนกัน (รูปที่ 7) 
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รูปที่ 6 SDS-PAGE gel ของโปรตีนที่สกัดแยกจาก C. albicans ATCC 10231 ที่บมไวใน

ภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ ซ่ึงยอมดวยสี Coomassie 

Brilliant Blue R250  

 

        M      1        2      3    

 

 

M; Standard protein marker 
Lane 1; โปรตีนจากเซลลในภาวะที่ไมมี Cinnamaldehyde 
Lane 2; โปรตีนจากเซลลในภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 62.5 μg/ml 
Lane 3; โปรตีนจากเซลลในภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 31.25 μg/ml 
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รูปที่ 7 Western blot analysis ของโปรตีนที่สกัดแยกจากเซลล C. albicans ATCC 10231 

ที่บมไวในภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนตางๆ ซ่ึงวิเคราะหดวย 

polyclonal anti-C. albicans antiserum 

 

                       M        1         2        3       

 

 

M; Standard protein marker 
Lane 1; โปรตีนจากเซลลในภาวะที่ไมมี Cinnamaldehyde 
Lane 2; โปรตีนจากเซลลในภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 62.5 μg/ml 

Lane 3; โปรตีนจากเซลลในภาวะที่มี Cinnamaldehyde ที่ความเขมขน 31.25 μg/ml 
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วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 

จากการศึกษากอนหนาน้ี พบวา Cinnamaldehyde สามารถยับยั้งการเจริญของ Candida 
spp. รวมทั้งแบคทีเรียและราชนิดตางๆ ได (Unlu et. al., 2011; Shreaz et. al., 2011) จากการศึกษา
คร้ังน้ี พบวา Cinnamaldehyde มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญและฆา C. albicans ได โดยมี
คา MIC และ MFC เทากับ 125 μg/ml และจากการทดสอบ Antifungal killing time พบวา 
Cinnamaldehyde มีการออกฤทธิ์เปนแบบ Fungicidal ขณะที่ยาในกลุม Azole ยับยั้งการเจริญแตไม
สามารถฆา C. albicans ได (Fungistatic activity) (Hawser et. al., 1999) ซ่ึงมีผลทําใหเชื้อสามารถ
พัฒนากลไกการด้ือยาทั้งแบบจําเพาะตอยาชนิดน้ันๆ และแบบไมจําเพาะ (specific and cross-
resistance) ไดในที่สุด (Parks et. al., 1996) 

การเกาะติดเซลล การสรางทองอกและการสราง hydrolytic ernzyme เปน Virulence factor 
ที่สําคัญของ C. albicans  โดยการเกาะติดเซลลของโฮสทของ C. albicans  เกิดจากการจับกันอยาง
จําเพาะของ Candidal adhesin ชนิดตางๆ กับ extracellular matrix proteins (ECM) ของเซลลโฮสท 
เปนจุดเร่ิมของการกอโรค candidiasis การสรางทองอกเปนการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเชื้อจาก
เซลลยีสตเด่ียว (Unicellular yeast form) เปนสายรา (Filamentous form) หรือที่เรียกวา 
Morphogenesis มีความสําคัญตอความสามารถในการเกาะติดเยื่อบุ (Adhesion) (Kimura et. al., 
1980) และการลุกลามของเชื้อเขาไปในเนื้อเยื่อ (Mechanical invasion)  และสําหรับ Phospholipase 
และ aspartyl proteinases มีบทบาทสําคัญในการลุกลามของเชื้อ โดยทําลายเนื้อเยื่อและผนังเซลล
เยื่อบุสงผลใหเซลลไดรับความเสียหาย (Leidich et. al., 1998) ในการศึกษานี้ พบวา 
Cinnamaldehyde ที่ Sub-inhibitory concentration สามารถยับยั้งการเกาะติดเซลล การสรางทองอก
และการสราง Phospholipase และ Proteinases ของ C. albicans ในหลอดทดลองได ดังนั้น 
Cinnamaldehyde อาจชวยลดโอกาสการติดเชื้อและการแพรกระจายของเชื้อดังกลาวไปสูอวัยวะหรือ
ระบบตางๆ ในผูติดเชื้อได  

Cinnamaldehyde และสารอนุพันธสามารถยับยั้งการทํางานของ Plasma membrane-
ATPase (PM-ATPase) ของ C. albicans ได จึงทําใหเกิดการคั่งของ H+ ภายในเซลล ทําใหมีความ
เปนกรดดางภายในเซลล (Intracellular pH) ลดลง สงผลใหผนังเซลลไดรับความเสียหาย และการ
ทํางานของ PM-ATPase ที่ลดลง (Shreaz et. al., 2010; 2011) อาจสงผลใหมีการหลั่ง 
Phospholipase และ Proteinase ออกสูภายนอกเซลลที่ตองอาศัยการทํางานของ PM-ATPase  
ลดลงได นอกจากน้ี Candida sp. ที่เพาะในสภาวะที่มี Cinnamaldehyde และสารอนุพันธน้ัน มี
รูปแบบของ Sterol ในผนังเซลล (Cell membrane) เปลี่ยนแปลงไป โดยมีสัดสวนของ Ergosterol 
ลดลง จึงคาดวา Cinnamaldehyde และสารอนุพันธออกฤทธิ์โดยการยับยั้งการสังเคราะห Ergosterol 
(Ergosterol biosynthesis) ของเชื้อ แตไมทราบกลไกที่แนชัด (Shreaz et. al., 2011; Rajput and 
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Karuppayil, 2013) Cell surface hydrophobicity (CSH) มีความสําคัญตอความสามารถในการ
เกาะติดเซลลโฮสตของ C. albicans จากการศึกษาของ Khan และ Ahmed (2012) พบวา 
Cinnamaldehyde สงผลให C. albicans มี CSH ลดลง อาจเปนเหตุให C. albicans ที่ผานการบมใน 
Cinnamaldehyde สามารถในการเกาะติดกับเซลลเยื่อบุลดลง (p< 0.05) ได 

จากการศึกษาความพิษของ Cinnamaldehyde ตอเซลล H9c2 rat cardiac myoblasts ใน
หลอดทดลอง พบวา Cinnamaldehyde ที่ความเขมขนเทากับ MIC มีความเปนพิษไมแตกตางจาก 
Fluconazole  (Shreaz et. al., 2011) และจากการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากอบเชยและ 
Cinnamaldehyde ในการรักษาโรค Oral candidiasis ในสัตวทดลอง การปายบริเวณที่ติดเชื้อดวยเจล
ทั้งที่มีสารสกัดจากอบเชยและ Cinnamaldehyde สามารถลดการติดเชื้อ C. albicans ในชองปากได
อยางมีประสิทธิภาพ  (Taguchi et. al., 2011) แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของ Cinnamaldehyde ใน
การพัฒนาหรือนําไปประยุกตเปน Anticandida agent ไดในอนาคต อยางไรก็ตาม กลไกการออกฤทธิ์
ของ Cinnamaldehyde จากอบเชยตอปจจัยความรุนแรงในการกอโรคดังที่ไดกลาวไปแลวน้ัน ยังตอง
มีการศึกษาตอไป  
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The study of antifungal activities of Cinnamaldehyde against 
pathogenic Candida albicans 

 
Abstract 

Candidiasis caused by Candida albicans is one of the common infectious diseases 
found in immunocompromised patients. Azole group is a common drug used for treatment, 
leading to develop drug resistance. Thus, new-developing drugs, including those from natural 
products are necessary. In this study, we evaluated the antifungal effects of cinnamaldehyde 
on pathogenic C. albicans. The results revealed that the cinnamaldehyde possessed 
antifungal activities against C. albicans. The minimum inhibitory concentration (MIC) of 
cinnamaldehyde was 125 μg/ml with fungicidal activity. At sub-inhibitory concentration, 
cinnamaldehyde reduced germ tube formation, proteinase and phospholipase activities with 
dose dependent manner. This study showed that cinnamaldehyde has a potent in vitro activity 
against C. albicans and can inhibit the activities of virulence factors. 
Keyword: Candida albicans, cinnamaldehyde, Virulence factors 

 
Introduction 

C. albicans, a yeast-like fungus, was found as normal flora of mucous tissue in 
healthy persons. However, it is also found as an opportunistic pathogen able to cause a 
variety of infections, ranging from superficial to life threatening in case of septicemia.  

Candidiasis was still cause of morbidity and mortality with unacceptably high rates. 
The major reasons are the limited number of antifungal drugs and also used widespread to 
treat infections, leading to the development of drug-resistance. (White et. al., 1998) Thus, the 
search of new and effective natural products showing antifungal activity against C. albicans is 
likely to overcome this problem.   

Cinnamon is a spice that has been used since ancient times for medicinal purposes. 
The benefits of cinnamon have been determined. Previous study demonstrated that cinnamon 
could reduce serum glucose and lipids in people with type 2 diabetes. (Khan et. al., 2003) 
and also suppress cancer proliferation by induce cell death through regulating pro-apoptotic 
molecule. (Kwon et. al., 2010) Cinnamon extract exhibit the antimicrobial activity such 
bacteria, virus and also fungi. (Mastura et. al., 1999; Premanathan et. al., 2000; Shan et. al., 
2007) Cinnamaldehyde, a major active ingredient of cinnamon, have immense medical 
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potential. In this study, we have tested the antifungal activities of cinnamaldehyde against the 
growth and virulence factors of pathogenic C. albicans.   

 
Material and Methods  

C. albicans strain 
Twenty clinical isolates of C. albicans from blood culture and 2 reference stains 

(ATCC 10231 and 90028) were used in this study. The strains were cultured on Sabouraud 
dextrose agar (SDA: 2% peptone, 4% dextrose, 1.5% agar) and incubated at 37C for 48 h 
before use. 

Cinnamaldehyde  
Cinnamaldehyde was purchased from Sigma (USA).  
 Determination of anti-candidal activity of cinnamaldehyde by agar disc diffusion  
The antifungal activity of cinnamaldehyde against C. albicans was performed on SDA. 

A 0.5 McFarland suspension of C. albicans in sterile 0.85% NSS was swabbed in three 
directions on SDA. These inoculated plates were left to dry for 5 min. Then, sterilized paper 
disc (6 mm diameter) with 5 mg of cinnamaldehyde were placed on the plates. The plate was 
incubated at 37C for 48 h. Zone diameters (in millimeters) for the zone of complete inhibition 
were determined.  

 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 
fungicidal concentration (MFC) of cinnamaldehyde  

MIC and MFC of cinnamaldehyde against C. albicans  were determined by the broth 
macrodilution technique. Briefly, cinnamaldehyde solution was two-fold serially diluted with 
Sabouraud-dextrose broth with Tween-80 (SDB-T: 2% peptone, 4 % dextrose, 0.02% Tween 
80). An equal volume of yeast suspension (1104 cfu/ml) was added and the suspensions 
were incubated at 37C for 48 h. The minimum inhibitory concentration (MIC) was 
determined visually and defined as the lowest concentration of the cinnamaldehyde that 
inhibit growth of yeast cells, as indicated by the absence of turbidity. Sub-culturing from the 
optically clear tubes was performed to determine the MFC. All experiments were repeated on 
three independent experiments with duplicate determinations. 

Time kill analysis of cinnamaldehyde  
Time-kill analysis of cinnamaldehyde was conducted as previously described. (Cantón 

et. al., 2004) Briefly, C. albicans ATCC 10231 was added to SDB-T containing 
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cinnamaldehyde to final concentration at 5105 cfu/ml. The suspensions were incubated 
37C and the viability of yeast cell was determined at 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24 and 48 h by colony 
count method. The experiments were repeated on two separate occasions with duplicate. 

Anti-candidal activity of cinnamaldehyde on germ tube formation of C. albicans 
by crystal violet based technique 

To determine the effect of cinnamaldehyde on germ tube formation, a cell suspension 
(1105 cfu/ml) of C. albicans  isolates was prepared and 0.1 ml was added to the wells of 96-
flat-microtiter plate containing fetal bovine serum (Gibco BRL, USA) and cinnamaldehyde to 
final concentration at 10% and 0 (control), 1/4, 1/2 and 1MIC, respectively. The wells 
without yeast cell were set up as blank. After incubation at 37C for 2 h, plate was processed 
as described elsewhere. (Abe et. al., 1994) Briefly, the medium in the wells was discarded 
and washed once with 100 μl of 70% ethanol. Yeast cell without germ tube were removed by 
washing once with 200 μl of 0.25% sodium dodecyl sulfate (SDS; Ajax Finechem, Australia) 
and three times with distilled water. Germ tubes forming cell attached to the wells were 
stained with 100 μl of 0.01% crystal violet (Sigma, USA) for 15 min. The dye solution was 
removed and the plate was washed three times with water, once with 0.25% SDS, and twice 
more with water. After the plates were dried, 200 μl of Isopropanol containing 0.04 N HCl and 
50 μl of 0.25% SDS were added to the wells and mixed briefly. The absorbance at 570 nm 
was determined by using an ELISA reader (Dynex, USA). The experiments were repeated on 
three separate occasions with duplicate. 

Anti-candidal activity of cinnamaldehyde on proteinase and phospholipase 
activities 

Effect of cinnamaldehyde on proteinase and phospholipase activities of C. albicans 
were determined by using modified method of Baboni. (2009) A cell suspension (1106 

cfu/ml) was prepared and 5 μl was spotted on bovine serum albumin agar and egg yolk agar 
containing 0.02% Tween-80 with either 0 (control), 1/4, 1/2 or 1MIC of cinnamaldehyde. 
Inoculated plates were incubated in moist chamber at 37 oC for 2 and 5 days, respecivetly. 
Proteinase and phospholipase activity were determined as Pz, when Pz was ratio of the 
diameter of precipitation zone with colony to the colony diameter. The experiment was 
repeated on two separate occasions.  

 
Statistic analysis 
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Germ tube formation, phospholipase and proteinase activity of C. albicans in present 
of 0 0.25 and 0.5× MIC of cinnamaldehyde were analyzed using Wilcoxon Signed Rank test.  
A probability values < 0.05 was considered significant.  
 
Results 

Antifungal activity of cinnamaldehyde against C. albicans  
By disc diffusion method, cinnamaldehyde exhibited the anti-candidal activity with the 

average zone of inhibition of 60 mm at 5 mg/disc. The MIC and MFC of cinnamaldehyde 
against C. albicans were 125 μg/ml.   

Killing time  

Within 2 h of incubation at 37C, cinnamaldehyde at the MIC had not effect on the 
viability of the yeast cell. But it was proved to be rapidly fungicidal within 12 hours because of 
the viability deceased more than 3 of log10 (cfu/ml). While at 1/2MIC (62.5 μg/ml) was 
fungistatic (Figure 1). 
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Figure 1 The killing time plot of C. albicans incubated in SDB-T containing several 

concentration of cinnamaldehyde  
 
Effect of cinnamaldehyde on germ tube formation of C. albicans  
Germ tube formation of C. albicans yeast cell treated with several concentration of 

cinnamaldehyde was determined by microscopy (Figure 2) and crystal violet based method. 
C. albicans incubated in fetal bovine serum contain cinnamaldehyde resulted in a significant 
decrease (p< 0.01) in OD570 from 0.45 (Range: 0.25-54.3) of control to 0.30 (Range: 0.14-
0.44) and 0.18 (Renge: 0.11-0.25) at 31.25 and 62.5 μg/ml, respectively. Inhibitory effect of 
cinnamaldehyde was dose-dependent manner (Table 1). 
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                    a                             b                                c 

 
Figure 2 Germ tube formations of C. albicans in the presence of 0 (a), 31.25 (b) and 

62.5 mg/ml cinnamaldehyde (c) 
 
Table 1 Inhibitory effect of cinnamaldehyde on germ tube formation of C. albicans 

determined by crystal violet based method (Abe et. al., 1994) 
 

OD570  Cinnamalde
hyde (μg/ml) Mean ± SD Range 

0 0.45 ± 0.11 (0.25-0.62) 
31.25 0.30 ± 0.09* (0.14-0.44) 
62.5 0.18 ± 0.04* (0.11-0.25) 

* p<0.01  
 
Effect of cinnamaldehyde on proteinase and phospholipase activities 
The antifungal activity of cinnamaldehyde on proteinase and phospholipase activities 

of C. albicans was determined by spotting the yeast cell on BSA and EYA containing several 
concentration of cinnamaldehyde. The average of proteinase and phospholipase activity (Pz) 
of C. albicans (n=16) unexposed to cinnamaldehyde was 2.17 (Range: 1.80-2.45) and 1.98 
(Range: 1.17-2.48), respectively. While, activities of yeast exposed to cinnamaldehyde at 
31.25 and 62.5 μg/ml were 2.17 (Range: 1.80-2.45) and 1.93 (Range: 1.64-2.27) for 
proteinase and 1.65 (Range: 1.00-2.50) and 1.40 (Range: 1.00-2.00) for phospholipase, 
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respectively. It reveals that cinnamaldehyde could reduce the activities of proteinase ans 
phospholipase of C. albicans with dose dependent manner (p< 0.01). (Table 2) 

  
Table 2 Proteinase and phospholipase activity (Pz) of C. albicans (n=16) in presence 

of cinnamaldehyde  
 

Proteinase activity (n=16) Phospholipase activity (n=16) Cinnamaldehyde 
(μg/ml) Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD Range 

0 2.17 ± 0.21 1.98 ± 0.46 1.98 ± 0.46 (1.17-2.48) 
31.25 1.92 ± 0.17* 1.65 ± 0.49* 1.65 ± 0.49* (1.00-2.50) 
62.5 1.45 ± 0.27* 1.40 ± 0.38* 1.40 ± 0.38* (1.00-2.00) 
* p<0.01  

 
Discussion 
Cinnamon was used as spice and food preservative due to it was safe when 

consumed and it could inhibit the growth of molds, yeast and bacteria. Moreover, cinnamon 
extract exert a blood glucose-suppressing effect. (Khan et. al., 2003) Thus, it was used as 
diabetic supplement for diabetic mellitus patients. Cinnamaldehyde was completely inhibiting 
both sensitive and resistant strain of Helicobacter pylori and reported to exhibit antibacterial 
activity against Pseudomonas aeruginosa by damaging the cellular membrane leading to cell 
death. (Bouhdid et. al., 2010) In this study, Broth dilution method and killing time analysis 
showed that MIC of cinnamaldehyde was fungicidal. Fungicidal activity is considered as a 
desirable quality for antifungal agents as it causes killing, as compared with arrest of the 
growth by fungistatic agents. While, most of azole drugs are fungistatic that fail to completely 
eliminate yeast, leading acquired resistance of C. albicans to azole. (Parks and Casey, 1996) 

Previous studies revealed that the exposure to sub-inhibitory concentrations of garlic 
extract, date extract and Streblus asper leaf-extract inhibited Candida germination. 
(Ghannoum, 1990; Abu-Elteen, 2000; Taweechaisupapong et. al., 2005) In this study, sub-
inhibitory concentration of cinnamaldehyde could also reduce germ tube formation of C. 
albicans. Since, germ tube formation and hydrolytic enzyme including phospholipase and 
proteinase were important virulence factors for tissue adhesion and invasion of C. albicans 
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(Leidich et. al., 1998; Whiteway et. al., 2007) Thus, the inhibition of those virulence factors by 
cinnamaldehyde might reduce the severity of the Candidiasis.   

According to results of previously study, cinnamaldehyde was found as the major 
component of cinnamon oil and also exhibit antimicrobial activity against human bacteria and 
fungi (Unlu et. al., 2011; Shreaz et. al., 2011) Moreover, it was purposed that cinnamaldehyde 
has effect the ergosterol biosynthetic pathway and cause cell membrane damage. (Shreaz et. 
al., 2011; Rajput and Karuppayil, 2013) However, the certain mechanism is needed to be 
studied.  

 
Conclusion 

Cinnamaldehyde exhibited the rapidly fungicidal activity and could inhibit the hyphal 
form growth and hydrolytic enzyme secretion of pathogenic C. albicans, indicating that 
cinnamaldehyde has potential to use as antifungal therapy. 
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