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บทคดัย่อ 

 
Enterococcus faecalis ถูกพบไดบ้่อยในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่

มีรอยโรคปลายราก และจากการศึกษาที่ผา่นมามีขอ้มูลที่จ  ากดัเก่ียวกบัความชุกของเช้ือ E. faecalis 
ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากในประเทศไทย ดงันั้นการศึกษาน้ี
มีวตัถุประสงคเ์พือ่ศึกษาความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่
มีรอยโรคปลายรากดว้ยวิธี real-time PCR และการเพาะเล้ียงเช้ือ  โดยท าการเก็บ 36 ตวัอยา่งจาก
คลองรากฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก น าไปเพาะเล้ียงบนอาหาร 
blood agar และ selective medium ส าหรับเช้ือ enterococci เพือ่หาเช้ือ E. faecalis ซ่ึงเช้ือดงักล่าวถูก
วินิจฉัยโดยการตรวจสอบลักษณะโคโลนี คุณสมบตัิเฉพาะทางชีวเคมีและวิธีทางโมเลกุลและ
บนัทึกปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและเช้ือ E. faecalis ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าความชุกของเช้ือ 
E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากเป็นร้อยละ 33.3 (11/33 
ซ่ี) ดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือและร้อยละ 88.9 (32/36 ซ่ี) ดว้ยวิธี real-time PCR นอกจากน้ียงัพบเช้ือ E. 
faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดง 13 จาก 49 สายพนัธุ์ (ร้อยละ 26.5) โดยเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ด
เลือดแดงพบในฟันที่มีรูเปิดทางหนองไหลและมีอาการเม่ือเคาะ (ร้อยละ 100) ในขณะที่เช้ือ E. 
faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดงพบลกัษณะอาการดงักล่าวเพียงร้อยละ 12.5 สรุปไดว้่าการติดเช้ือ
ภายในคลองรากฟันยงัคงเป็นสาเหตุหลกัของฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรค
ปลายราก โดยพบความชุกของเช้ือ E. faecalis ร้อยละ 33.3 และร้อยละ 88.9 ดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือ
และวิธี real-time PCR ตามล าดบั และเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงมีแนวโน้มสัมพนัธ์กบั
อาการแสดงทางคลินิกที่รุนแรงกว่า เป็นไปไดว้่าสายพนัธุ์ดงักล่าวมีปัจจยัการก่อโรคที่รุนแรงกว่า
เช้ือ E. faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดงซ่ึงตอ้งศึกษาเพือ่ยนืยนัต่อไป 
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ABSTRACT 
 
  Enterococcus faecalis is commonly found in failed root canal treated teeth with 
periradicular lesions, and there is limited information about the prevalence of E. faecalis in failed 
root canal treated teeth with periradicular lesions in Thailand. Therefore, the objective of this 
study was to examine the prevalence of E. faecalis in failed root canal treated teeth with 
periradicular lesions by real-time PCR and cultivation. Thirty-six samples were collected from 36 
root canals with periradicular lesions. All samples were cultured on blood agar and selective 
medium for detection of enterococci. E. faecalis was identified by colonial morphology, 
biochemical properties and molecular method, and a number of total bacteria and E. faecalis were 
recorded. Results showed that the prevalence of E. faecalis in the failed root canal treated teeth 
with periradicular lesions was 33.3% (11/33 samples) by cultivation and 88.9% (32/36 samples) 
by real-time PCR. Moreover, the hemolytic E. faecalis strains were found in 13 of 49 strains 
(26.5%). The hemolytic E. faecalis strains were found to be related to the teeth with sinus tract 
opening and sensitive/pain to percussion (100%) while only 12.5% of the non-hemolytic strains 
were found in such conditions. In conclusion, intraradicular infection was still the main cause of 

the failed root canal treated teeth with periradicular lesions and the prevalence of E. faecalis was 
33.3% and 88.9% by culture and real-time PCR, respectively. The hemolytic E. faecalis strains 
were related to more severe clinical symptoms. This may be due to the hemolytic strains having 
more virulence factors than non-hemolytic strains, further investigations are needed.  
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ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันทีมี่รอยโรคปลายราก (n = 36)  
เม่ือตรวจหาโดยการเพาะเล้ียงเช้ือและวธีิ real-time PCR                22 

6 ร้อยละของเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดง                 24 
7  ขอ้มูลของผูป่้วยและซ่ีฟันที่พบเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดง    

เปรียบเทียบกบัเช้ือ E. faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดง                25 
8 ความไวของการเพาะเล้ียงเช้ือและวธีิ real-time PCR                40 
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รายการภาพประกอบ 

รูปที ่  หน้า 

1 Enterococci จะเห็นเป็นโคโลนีใสร่วมกบัมี zone สีด าบน EnterococcoselTM Agar 15 
2 A. (1) โซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 6.5, (2) bile esculin  

ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 และ (3) motility media ตามล าดบั  
B. (1) bromocresol purple indicator ในโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 6.5  
จะเปล่ียนเป็นสีเหลืองเม่ือมีการเจริญของจุลินทรียท์ี่ทนเกลือ  
(2) Enterococci จะยอ่ยสลาย esculin ท าใหอ้าหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีด าและ  
(3) จุลินทรียช์นิดเคล่ือนที่ไม่ไดจ้ะเจริญอยา่งจ ากดัภายใน stab-line    16 

3 ความจ าเพาะของไพร์เมอร์ต่อเช้ือ E. faecalis โดยมีกลุ่มควบคุมแบบบวก (+)  
คือเช้ือ E. faecalis ATCC 19433 และกลุ่มควบคุมแบบลบ (-) คือ เช้ือ S. sanguinis  
ATCC 10556 และเช้ือ E. faecalis ในตวัอยา่งที่ไดจ้ากคลองรากฟัน   21 

4 Enterococci ที่แยกไดจ้ากฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟัน    
ที่มีรอยโรคปลายรากโดยการเพาะเล้ียงเช้ือบน EnterococcoselTM Agar  23 

5 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ E. faecalis บนอาหาร blood agar      
ชนิดไม่สลายเม็ดเลือดแดง (non-hemolytic) และสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic)           23 

6  กราฟมาตรฐานของเช้ือ E. faecalis      39 
7   กราฟมาตรฐานของแบคทีเรียทั้งหมด      39 
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บทที ่1 

บทน า 

บทน าต้นเร่ือง  

การรักษาคลองรากฟันมีจุดมุ่งหมายเพื่อก าจดัการติดเช้ือภายในคลองรากฟันและ
ป้องกนัการติดเช้ือซ ้ าโดยการอุดคลองรากฟัน อยา่งไรก็ตามสาเหตุหลกัที่ท  าให้การรักษาคลองราก
ฟันล้มเหลวซ่ึงท าให้เน้ือเยือ่รอบปลายรากฟันยงัคงอักเสบหลงัการรักษา (posttreatment apical 
periodontitis ) นั้นมีสาเหตุจากการคงอยูข่องเช้ือภายหลงัการรักษา (persistent infection) หรือการ
ติดเช้ือซ ้ าของคลองรากฟันที่ได้ก  าจัดเช้ือไปแล้ว (secondary infection) 1, 2 โดยพบว่าเช้ือ 
Enterococcus faecalis เป็นเช้ือที่พบไดบ้่อยในฟันที่รักษาคลองรากฟันแลว้2-10 นอกจากน้ียงัสามารถ
เจอเช้ือในกลุ่มStreptococcus, Dialister, Fusobacterium, Filifactor, Parvimonas, Prevotella, 
Propionibacterium, Pseudoramidobacter  และ Candida spp. ในฟันที่รักษาคลองรากฟันแล้ว
เช่นกนั2-4, 6, 10-14 

เน่ืองจากเช้ือ E. faecalis พบไดบ้่อยในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มี
รอยโรคปลายรากจึงมีการกล่าวว่าเช้ือชนิดน้ีอาจมีส่วนเก่ียวขอ้งในการเกิดพยาธิสภาพปลายรากที่
ด้ือต่อการรักษา สันนิษฐานว่าเกิดจากเช้ือ E. faecalis สามารถทนต่อกระบวนการฆ่าเช้ือและ
สามารถปรับตวัเขา้กบัสภาวะแวดลอ้มที่ไม่เหมาะสมของคลองรากฟันที่เกิดขึ้นหลงักระบวนการ
รักษาได้ โดยเช้ือ E. faecalis สามารถเจริญเติบโตได้ทั้ งในสภาวะที่มีหรือไม่มีออกซิเจน 
(facultative anaerobes) สามารถทนต่อแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (calcium hydroxide) ซ่ึงเป็นสาร
มาตรฐานที่ใส่ในคลองรากฟัน15และสามารถอยู่ภายในคลองรากฟันแบบชนิดเดียว (single 
infection)10 โดยไม่ตอ้งรับสารอาหารจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน อีกทั้งยงัสามารถแทรกซึมเขา้ไปในท่อ
เน้ือฟันได ้(dentinal tubules)16, 17นอกจากน้ีเช้ือ E. faecalis ยงัสามารถสร้างแผ่นชีวภาพ (biofilm) ที่
ช่วยท าใหส้ามารถทนต่อกระบวนการฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) แอนติบอดีและยาตา้นจุลชีพ
ไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัจุลินทรียอ่ื์นที่ไม่สามารถสร้างแผน่ชีวภาพ18 

ความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ล้มเหลวจากการรักษาคลองรากฟันมีผล
รายงานที่หลากหลาย อยูใ่นช่วงร้อยละ 24 – 772-5, 8, 10, 13, 19, 20 แต่ก็มีบางการศึกษาที่ไม่พบเช้ือ E. 
faecalis ในฟันที่รักษาคลองรากฟันแล้วร่วมกับมีรอยโรคปลายรากเช่นกัน14, 21  ความชุกของ
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จุลินทรียใ์นคลองรากฟันที่แตกต่างกันน้ี อาจเกิดจากเทคนิคที่ใช้ในการศึกษา ขนาดของกลุ่ม
ตวัอย่างที่แตกต่างกัน หรือความแตกต่างทางภูมิศาสตร์ เป็นตน้ ในส่วนของความแตกต่างทาง
ภูมิศาสตร์นั้นมีรายงานสนบัสนุนวา่ อาจส่งอิทธิพลต่อส่วนประกอบของจุลินทรียใ์นช่องปากและ
การสร้างแผ่นคราบจุลินทรีย ์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพ (colonization) ซ่ึงปัจจยัที่เก่ียวขอ้งกบัการ
สร้างแผ่นคราบจุลินทรีย ์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพนั้นประกอบดว้ย กลไกการป้องกนัของร่างกาย 
พนัธุกรรม และปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้ม ไม่วา่จะเป็นคุณภาพของน ้ าที่ใชบ้ริโภค ความเครียด การสูบ
บุหร่ี ความถ่ีในการพบทนัตแพทย ์นิสยัการรับประทานอาหาร สภาพภูมิอากาศ เป็นตน้ 22 

ขอ้จ ากดัของการเพาะเล้ียงเช้ือในการศึกษาความชุกของเช้ือ E. faecalis คือ ตอ้งใช้
เวลามาก  ตอ้งควบคุมสภาวะระหว่างการสุ่มตวัอยา่งและการขนส่งไปตรวจสอบความมีชีวิตของ
จุลินทรีย ์และผลที่ไดข้ึ้นกบัประสบการณ์ของผูเ้พาะเล้ียง ในทางตรงขา้ม PCR นั้น ช่วยในการแยก
จุลินทรีย์ได้อย่างรวดเร็วทั้ งสายพันธุ์ที่ เพาะเล้ียงได้และเพาะเล้ียงไม่ได้ด้วยความจ าเพาะ 
(specificity) และความไว (sensitivity) สูง 23 มีการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการเพาะเล้ียงเช้ือและ
วธีิการศึกษาระดบัโมเลกุล พบวา่วธีิการศึกษาระดบัโมเลกุลนั้นมีความไวในการตรวจพบจุลินทรีย์
จากตวัอยา่งทางคลินิกมากกวา่การเพาะเล้ียงเช้ือ7, 9, 24, 25 และวิธี real-time PCR ถูกพฒันาขึ้นมาเพื่อ
วดัปริมาณที่มีอยูจ่ริงของจุลินทรียใ์นตวัอยา่ง 

 จากการศึกษาที่ผ่านมายงัไม่มีข้อมูลที่เพียงพอเก่ียวกับความชุกของเช้ือ E. 
faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากในประเทศไทย จึงเป็น
ที่มาในการศึกษาคร้ังน้ี 
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การทบทวนวรรณกรรม   

การคงอยู่ของรอยโรคปลายราก (Persistent apical periodontitis) 
  ความส าเร็จของการรักษาคลองรากฟันในฟันที่ติดเช้ือ มีการรายงานอยูใ่นช่วงร้อย
ละ 76-86 26-29 โดยสาเหตุหลกัที่ท  าใหก้ารรักษาคลองรากฟันลม้เหลวคือการคงอยูข่องเช้ือภายหลงั
การรักษาคลองรากฟัน หรือการติดเช้ือซ ้ าของคลองรากฟันที่ไดก้  าจดัเช้ือไปแลว้1 การควบคุมการ
ปลอดเช้ือไม่เพยีงพอ การออกแบบโพรงเขา้สู่คลองรากฟันไม่ดี การหลงเหลือบางคลองรากที่ไม่ได้
รับการรักษา การท าความสะอาดคลองรากฟันไม่เพียงพอ และการร่ัวซึมของวสัดุอุดชัว่คราวหรือ
ถาวร เป็นปัญหาที่พบบ่อยซ่ึงน าไปสู่การคงอยูข่องรอยโรคปลายราก แมว้่าจะปฏิบติัตามขั้นตอน
อยา่งรอบคอบมากที่สุดก็ยงัมีโอกาสที่จะเกิดการคงอยูข่องรอยโรคปลายรากได ้อาจเป็นเพราะกาย
วิภาคของระบบคลองรากฟันที่มีความซับซ้อนซ่ึงท าให้บางส่วนของคลองรากฟันไม่ถูกท าความ
สะอาดและไม่สามารถอุดไดด้ว้ยเคร่ืองมือ วสัดุ และเทคนิคที่มีในปัจจุบนั  นอกจากน้ียงัมีปัจจยัจาก
ภายนอกระบบคลองรากฟันที่สามารถขดัขวางการการหายของรอยโรคหลงัการรักษาได้ สาเหตุที่
ท  าใหเ้กิดการคงอยูข่องรอยโรคปลายรากหลงัการรักษาคลองรากฟัน แบ่งไดเ้ป็นสาเหตุที่เกิดจาก
จุลินทรีย ์(microbial causes) และที่ไม่ไดเ้กิดจากจุลินทรีย ์(non-microbial causes)1, 30 
  สาเหตุจากจุลินทรีย ์พบว่าการมีอยู่ของเช้ือภายในคลองรากฟัน (intraradicular 
infection) เป็นสาเหตุหลกัที่ท  าให้เกิดการคงอยูข่องรอยโรคปลายรากหลงัการรักษาคลองรากฟัน 
โดยจุลินทรียท์ี่พบในคลองรากฟันที่ไดรั้บการรักษาคลองรากฟันมาแลว้นั้นส่วนใหญ่เป็นแกรม
บวก (gram-positive) รูปร่างกลม(cocci) ท่อน(rod) หรือ filaments เช่น Actinomyces, Enterococcus 
และ Propionibacterium3, 4, 10, 13 เป็นตน้ และการติดเช้ือภายนอกรากฟัน (extraradicular infection) 
ซ่ึงเช้ือจุลินทรียท์ี่มกัเก่ียวขอ้งคือ Actinomyces และ Propionibacterium31, 32 
  สาเหตุที่ไม่ได้เกิดจากจุลินทรีย ์เช่น วสัดุอุดคลองรากฟันหรือวสัดุอ่ืนๆ เกิน
ออกไปนอกปลายราก ท าให้เกิดปฏิกิริยาต่อตา้นส่ิงแปลกปลอม (foreign body reaction) ซ่ึงการ
สะสมของแมกโครแฟจ (macrophages) รอบๆกตัทาเพอร์ชา (gutta percha) อาจเป็นปัจจยัที่ท  าให้
การหายของรอยโรครอบปลายรากแย่ลงในฟันที่รักษาคลองรากแล้วและมีวสัดุเกินออกไป33 
cholesterol crystals ซ่ึงเกิดจาก inflammatory cell ที่ตายแลว้จะไประคายเคืองต่อเน้ือเยือ่รอบปลาย
ราก34  การเป็นถุงน ้ าปลายรากฟัน (cyst apical periodontitis) พบว่า pocket cysts ซ่ึงเป็นถุงน ้ าที่มี
ทางเช่ือมต่อกบัคลองรากฟัน สามารถหายไดห้ลงัจากการรักษาคลองรากฟัน แต่หากเป็นถุงน ้ าชนิด 
true cyst ซ่ึงมีลกัษณะเป็น self-sustaining ไม่ขึ้นกบัการติดเช้ือภายในคลองรากฟัน ถุงน ้ าชนิดน้ีมี
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โอกาสหายนอ้ยหากรักษาดว้ยวธีิการรักษาคลองรากฟันเพยีงอยา่งเดียว35  หรือในบางกรณีที่
ยงัคงมีเงาด าบริเวณปลายรากฟัน อาจเป็นเพราะมีการหายแบบแผลเป็น (scar tissue healing)36 
การติดเช้ือภายในคลองรากฟัน (Intraradicular infection) 

การติดเช้ือภายในคลองรากฟันสามารถแบ่งออกได ้3 ประเภท ตามระยะเวลาที่
เช้ือจุลินทรียเ์ขา้มาในคลองรากฟันคือ (1) การติดเช้ือปฐมภูมิ (primary infection) เกิดจากจุลินทรีย์
ที่บุกรุกเขา้มาและตั้งรกรากในเน้ือเยือ่ในที่ตายแลว้ (2) การติดเช้ือซ ้ าของคลองรากฟันที่ไดก้  าจดั
เช้ือไปแลว้ เกิดจากจุลินทรียท์ี่ไม่ปรากฏในการติดเช้ือปฐมภูมิ แต่เขา้สู่คลองรากฟันภายหลงัการ
รักษา และ (3) การคงอยูข่องเช้ือภายหลงัการรักษา เป็นจุลินทรียก์ลุ่มเดียวกบัการติดเช้ือปฐมภูมิ 
หรือเช้ือที่เขา้สู่คลองรากฟันภายหลงัการรักษาซ่ึงด้ือต่อกระบวนการฆ่าเช้ือ และสามารถทนต่อ
สภาวะขาดแคลนอาหารในคลองรากฟันที่อุดแลว้ได้37 

จุลินทรียท์ี่พบได้บ่อยในการติดเช้ือปฐมภูมิ ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียที่ไม่ใช้
ออกซิเจน (anaerobic) พบไดท้ั้งแกรมลบ (gram-negative) และแกรมบวก การศึกษาแบคทีเรียใน
การติดเช้ือปฐมภูมิ มีความแตกต่างกันในแต่ละการศึกษา เช่น Fusobacterium  nucleatum,  
Treponema denticola, Porphyromonas endodontalis, Streptococcus spp. เป็นตน้2, 8, 23, 38, 39 

การติดเช้ือซ ้ าของคลองรากฟันที่ได้ก  าจัดเช้ือไปแล้วและการคงอยู่ของเช้ือ
ภายหลงัการรักษา เป็นสาเหตุหลกัที่ท  าให้การรักษาคลองรากฟันลม้เหลว2, 4, 8, 10, 40 โดยแบคทีเรีย
เหล่าน้ีมกัอยูใ่นส่วนที่เขา้ถึงไดย้ากและด้ือต่อกระบวนการรักษา แต่อยา่งไรก็ตามความหลากหลาย
และความหนาแน่นของเช้ือจะลดลงหลงัการรักษาคลองรากไปแลว้ 39, 41โดยจ านวนของเช้ือที่ด้ือต่อ
การรักษาเหล่าน้ีอยูใ่นช่วง 102-105 ต่อตวัอยา่ง ในขณะที่จ  านวนของเช้ือในการติดเช้ือปฐมภูมิ จะอยู่
ในช่วง 103-108 ต่อตวัอยา่ง    

จากหลายการศึกษาแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่ด้ือต่อการรักษานั้นส่วนใหญ่เป็น
ชนิดแกรมบวก ชนิดที่สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจนหรือชนิดที่ไม่
ใชอ้อกซิเจน เช่น Streptococcus, Parvimonas micra, Propionibacterium spp., Pseudoramibacter 
alactolyticus, Actinomyces spp,, Lactobacillus spp., E. faecalis, และ Olsenella uli เป็นตน้2, 42, 43 จะ
เห็นว่าแบคทีเรียแกรมบวกทนต่อการฆ่าเช้ือในกระบวนการรักษาและสามารถปรับตวัให้อยู่ใน
สภาวะแวดลอ้มที่ไม่เหมาะสมของคลองรากฟันที่ไดรั้บการอุดคลองรากฟันแลว้ 
จุลินทรีย์ในฟันที่รักษาคลองรากฟันแล้ว 

จากหลายการศึกษาทั้งดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือและวิธีการศึกษาระดบัโมเลกุล แสดง
ให้เห็นว่าเช้ือ E. faecalis เป็นเช้ือที่พบไดบ้่อยที่สุดในฟันที่รักษาคลองรากฟันมาแล้ว2-10, 39  จึง
เป็นไปไดว้า่เช้ือชนิดน้ีมีส่วนเก่ียวขอ้งในการเกิดพยาธิสภาพปลายรากที่ด้ือต่อการรักษา  
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Enterococcus faecalis (E. faecalis) 
Enterococci เป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มี

ออกซิเจน ชนิดแกรมบวก รูปร่างกลม catalase-negative ไม่สร้างสปอร์ (non spore forming) สาย
พนัธุส่์วนใหญ่ไม่สลายเม็ดแดง (non-hemolytic) และเป็นแบคทีเรียที่เคล่ือนที่ไม่ได ้(non-motile)  

เช้ือ E. faecalis เป็นเช้ือที่พบไดใ้นช่องปาก ทางเดินอาหารของมนุษย ์สตัว ์น ้ าและ
อาหาร44 สามารถอยูร่อดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสไดน้านถึง 30 นาที เจริญเติบโตไดใ้นช่วง pH 
4.6 - 9.9 อีกทั้งเช้ือ E. faecalis ยงัสามารถทนและเจริญเติบโตในเกลือน ้ าดี (bile salts)ที่มีความ
เขม้ขน้ร้อยละ40 และโซเดียมคลอไรด ์(sodium chloride) ความเขม้ขน้ร้อยละ 6.5 ได้45 พบวา่เช้ือ E. 
faecalis มีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือภายในคลองรากฟันถึงร้อยละ 80 - 90 และ Enterococcus 
spp. มกัแยกไดจ้ากคลองรากฟันที่ไดรั้บการรักษาไปแลว้16, 46 

เช้ือ E. faecalis สามารถมีชีวติรอดอยูไ่ดใ้นฟันที่ท  าการรักษาคลองรากฟันแลว้ ซ่ึง
ตอ้งสามารถทนต่อกระบวนการฆ่าเช้ือและสามารถปรับตวัเขา้กบัสภาวะแวดลอ้มที่ไม่เหมาะสม
ของคลองรากฟันที่เกิดขึ้นหลงักระบวนการรักษาได ้สันนิษฐานว่าเกิดจากการที่เช้ือ E. faecalis 
สามารถเจริญเติบโตได้ทั้ งในสภาวะที่ มีหรือไม่มีออกซิเจน  มีความสามารถในการทนต่อ
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ซ่ึงเป็นสารมาตรฐานที่ใส่ในคลองรากฟันที่มีภาวะเป็นด่างสูง เน่ืองจากเช้ือ 
E. faecalis มีระบบการน าโปรตอนเขา้สู่เซลล์ท  าให้คงระบบความเป็นกรดด่างภายในเซลล์ได ้ 
ส่งผลใหเ้ซลลอ์ยูใ่นสภาวะสมดุล15 เช้ือ E. faecalis สามารถแทรกซึมเขา้ไปในท่อเน้ือฟันได้16, 17 ซ่ึง
ท าให้สามารถรอดพน้จากการโดนก าจดัด้วยการขยายคลองรากฟันและน ้ ายาล้างคลองรากฟัน 
นอกจากน้ีเช้ือ  E. faecalis ยงัมีความสามารถในการสร้างแผน่ชีวภาพที่ช่วยท าใหเ้ช้ือสามารถทนต่อ 
กระบวนการฟาโกไซโทซิส แอนติบอดีและยาตา้นจุลชีพไดม้ากถึง 1 ,000 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบั
จุลินทรียอ่ื์นที่ไม่สามารถสร้างแผน่ชีวภาพ18 อีกทั้งเช้ือ E. faecalis  สามารถอยูภ่ายในคลองรากฟัน
แบบชนิดเดียวไดโ้ดยไม่ตอ้งรับสารอาหารจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน10  
ความชุกของเช้ือ E. faecalis   
  ความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันพบอยู่
ในช่วงร้อยละ24-7719 จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่าความชุกของเช้ือ E. faecalis มีความ
หลากหลายในแต่ละการศึกษา ดังตารางที่  1 ซ่ึงอาจเกิดจากหลายปัจจัย เช่น ความไวและ
ความจ าเพาะของเคร่ืองมือที่ใชใ้นการศึกษา วธีิการเก็บตวัอยา่ง นอกจากน้ี Baumgartner และคณะ22

ไดเ้สนอวา่อิทธิพลทางภูมิศาสตร์อาจเป็นปัจจยัที่ส าคญัอีกอยา่งหน่ึงที่ท  าให้เกิดความแตกต่างของ
จุลินทรียใ์นช่องปาก 
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ตารางที่ 1 ความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรค
ปลายราก 

ผู้แต่ง, ปี ประเทศ วิธีการศึกษา ความชุกของเช้ือ E. faecalis 
Molander et al. 19983 สวเีดน Culture 32/68 (47%) 
Sundqvist et al. 199810 สวเีดน Culture 9/24 (38%) 
Peciuliene et al. 200020 ลิทวัเนีย Culture 14/20 (70%) 
Hancock et al. 200113 อเมริกาเหนือ Culture 10/33 (30.3%) 
Pinheiro et al. 20034 บราซิล Culture 27/51 (53%) 
Pinheiro et al. 200347 บราซิล Culture 11/24 (46%) 
Siqueira & Rocas 20042 บราซิล PCR 17/22 (77%) 
Gomes et al. 200439 บราซิล Culture 6/19 (32%) 
Rocas et al. 20045 บราซิล PCR 20/30 (67%) 
Rocas et al. 20048 เกาหลี PCR 9/14 (64%) 
Fouad et al. 200548 อเมริกา PCR 8/37 (22%) 

Gomes et al. 200624 บราซิล 
PCR 

Culture 
38/50 (76%) 
21/50 (42%) 

Sedgley et al.20069 สวเีดน 
qPCR 

Culture 
43/48 (89.6%) 

4/48 (8.3%) 

Zoletti et al. 20067 บราซิล 
PCR 

Culture 
18/23 (78%) 
3/23 (13%) 

Williams et al. 200625 อเมริกา 
qPCR 

Culture 
6/14 (43%) 
2/14 (14%) 

Rocas & Siqueira 20126 บราซิล qPCR 11/29 (38%) 
Cheung et al. 200114 จีน Culture ไม่พบเช้ือ E. faecalis 

Rolph et al. 200121 
สหราช
อาณาจกัร 

PCR ไม่พบเช้ือ E. faecalis 
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การจ าแนกเช้ือจุลินทรีย์ (Methods for microbial identification) 
การเพาะเลีย้งเช้ือ 
   การเพาะเล้ียงเช้ือเป็นวิธีมาตรฐานที่ได้รับการยอมรับมาอย่างยาวนาน ในการ
ยืนยนัวินิจฉัยชนิดของแบคทีเรีย การเพาะเล้ียงเช้ือเป็นกระบวนการที่จดัสรรสารอาหารและ
สภาพแวดลอ้มใหเ้อ้ือต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์เช่น อุณหภูมิ ความช้ืน ความดนับรรยากาศ 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็นตน้ 
  ขั้นตอนที่เก่ียวขอ้งในการศึกษาจุลินทรียด์ว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือ เร่ิมตน้จากการเก็บ
ตวัอยา่ง  น าส่งไปยงัห้องปฏิบติัการ น าสารตวัอยา่งมาป่ัน ท าให้เจือจาง และเพาะเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือภายใตส้ภาวะและเวลาที่เหมาะสม หลงัจากนั้นจ าแนกแบคทีเรียตามลกัษณะ phenotype 
เช่น ลกัษณะของโคโลนี รูปร่างของเซลล์ การยอ้มแกรม (gram staining) ทดสอบลักษณะทาง
ชีวเคมี วิเคราะห์ end-production โดยใชก้๊าซลิควิดโครมาโทกราฟี เป็นตน้ ซ่ึงมีขอ้ดีและขอ้จ ากดั 
ดงัตารางที่ 2  

ตารางที่ 2 ขอ้ดีและขอ้จ ากดัของการเพาะเล้ียงเช้ือ23 

ข้อดี ข้อจ ากัด 
- สามารถจ าแนกเช้ือไดห้ลายชนิด 
- ศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือที่แยก

ออกมาได ้
 

- ตอ้งใชเ้วลามาก   
- ผลที่ไดข้ึ้นกบัประสบการณ์ของผูเ้พาะเล้ียง 
- มีความไวต ่า (low sensitivity) 
- ต้อ งควบคุมสภาวะระหว่ า งขนส่งไป

ตรวจสอบ 
- ไม่สามารถเพาะเล้ียงเช้ือจ านวนมากได ้
- ยากในการจ าแนกเช้ือที่มีลกัษณะไม่ชดัเจน

หรือมีลกัษณะที่เบี่ยงเบนไปจากปกติ  

จากขอ้จ ากดัของการเพาะเล้ียงเช้ือ จึงมีการพฒันาวิธีการศึกษาระดบัโมเลกุลขึ้น 
โดย 16S rRNA gene (rDNA) ถูกพฒันาเพื่อจ  าแนกแบคทีเรียที่ไม่สามารถเพาะเล้ียงได ้
(uncultivable bacteria) รวมทั้งจ  าแนกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเล้ียงไดแ้ต่มีลกัษณะที่เบี่ยงเบนไป
จากปกติ ซ่ึง 16S rRNA sequencing สามารถใหข้อ้มูลที่ชดัเจนไดแ้มต้วัอยา่งเช้ือจะมีปริมาณนอ้ย23 
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การศึกษาระดับโมเลกลุ 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  PCR คือ กระบวนการส าหรับเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA)โดยอาศยัหลกัการ DNA 
replication มี 3 ขั้นตอน คือ (1) denaturation เป็นขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอที่เป็นเกลียวคู่ ดว้ยการเพิ่ม
อุณหภูมิอยา่งชา้ๆจนกลายเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว อุณหภูมิที่ใชอ้ยูใ่นช่วง 90-95 องศาเซลเซียส (2) 
annealing เป็นขั้นตอนการลดอุณหภูมิลงอยา่งชา้ๆและใส่ไพร์เมอร์ (primer) ลงไปในระบบ เพื่อให้
เกิดการเกาะแบบเขา้คู่กนัของเบส (complementary base pair) ระหว่างไพร์เมอร์กบัแม่แบบดีเอ็นเอ 
โดยอุณหภูมิที่ใชอ้ยูใ่นช่วง 37-60 องศาเซลเซียส และ (3) extension  เป็นขั้นตอนการใส่ดีเอ็นเอโพ
ลีเมอเรส (DNA polymerase) ลงไปในระบบ เพื่อให้เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่หรือเพิ่ม
ปริมาณของดีเอ็นเอให้มากขึ้น โดยอุณหภูมิที่ใชอ้ยูใ่นช่วง 72-75 องศาเซลเซียส วิธี PCR แยกเช้ือ
ไดอ้ยา่งรวดเร็วมีความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ(specificity) มากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบั
การเพาะเล้ียงเช้ือ9, 23-25, 49 อยา่งไรก็ตามวิธี PCR นั้นไม่สามารถวดัปริมาณของเช้ือที่มีอยูจ่ริงใน
ตวัอยา่ง ดงันั้นวิธี real-time PCR จึงถูกพฒันาขึ้นมาเพื่อแกไ้ขขอ้จ ากดัของวิธี PCR แบบธรรมดา 
ท าใหส้ามารถติดตาม exponential phase ไดอ้ยา่งแม่นย  า ซ่ึงน าไปสู่การวดัปริมาณได ้   
วิธี real-time PCR  
  วิธี real-time PCR มีคุณสมบติัในการวดัปริมาณผลิตภณัฑ์ที่เกิดขึ้นตลอดทั้ง
ปฏิกิริยา สารเคมีที่ใชส้ าหรับ amplifying และการตรวจจบัดีเอ็นเอเป้าหมายนั้น มี 3 ชนิดดว้ยกนั 
คือ SYBR-Green, TaqMan และ molecular beacon 
  SYBR-Green เป็นวิธีที่ง่ายที่สุดและราคาไม่แพงประกอบด้วย สียอ้มเรืองแสง 
(fluorescent) ที่จบักบัดีเอ็นเอเกลียวคู่   ระหว่างขั้นตอน extension ปริมาณของสียอ้มที่จบักบัดีเอ็น
เอเกลียวคู่ที่ถูกสร้างขึ้นใหม่ก็จะเพิม่มากขึ้น 23 ซ่ึงมีขอ้ดีและขอ้จ ากดัดงัตารางที่ 3  
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ตารางที่ 3 ขอ้ดีและขอ้จ ากดัของการศึกษาระดบัโมเลกุล23 

ข้อดี ข้อจ ากัด 

-     จ  าแนกแบคทีเรียที่ไม่สามารถเพาะเล้ียงได ้ - ค่าใชจ่้ายสูงกวา่ 
และแบคทีเรียที่สามารถเพาะเล้ียงได้แต่มี
ลกัษณะที่เบี่ยงเบนไปจากปกติ 

- มีความไวและความจ าเพาะสูง 
- รวดเร็ว 
- สามารถตรวจไดแ้มมี้การใชย้าปฏิชีวนะ 
- ตรวจหาเช้ือจุลินทรียท์ี่ตายแลว้ได ้

 

 

วตัถุประสงค์  

เพือ่ศึกษาความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟัน
ที่มีรอยโรคปลายรากดว้ยวธีิ real-time PCR และ การเพาะเล้ียงเช้ือ 
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บทที ่2 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการวจิยั 

เช้ือทีใ่ช้ในการศึกษา 

1. เช้ือ Enterococcus faecalis ATCC 19433 (American Type Culture Collection, USA) 
2. เช้ือ Escherichia coli ATCC 25922 (American Type Culture Collection, USA) 
3. เช้ือ Streptococcus sanguinis ATCC 10556  (American Type Culture Collection, USA) 
 

วสัดุ 

1. Gates Glidden drills 
2. K-files และ/หรือ H-files หรือ rotary NiTi instruments 
3. น ้ าเกลือ 
4. กระดาษซบัรูปกรวยแหลม (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) 
5. หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube)  
6. RTF (reducing transport fluid) 
7. PBS (phosphate-buffered saline) 
8. Brain-heart infusion agar (Becton, Dickinson and Company, USA) 
9. EnterococcoselTM Agar (Becton, Dickinson and Company, USA) 
10. Blood agar (Becton, Dickinson and Company, USA) 
11. อาหารที่มีส่วนประกอบของโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 6.5  (6.5% NaCl medium) 
12. อาหารที่มีส่วนประกอบของ bile esculin ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 (40% bile esculin medium) 
13. Motility test medium (Becton, Dickinson and Company, USA) 
14. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(hydrogen peroxide) ความเขม้ขน้ร้อยละ 30 
15. ชุดยอ้มแกรมแบคทีเรีย (Himedia, India) 
16. เอนไซม ์lysozyme (Amesco, USA) 
17. ชุดสกดัดีเอ็นเอ (PureDireX DNA extraction kit, Bio-Helix Co.,Ltd., Taiwan) 
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18. น ้ ายา real-time PCR (SensiFAST™SYBR kit, Bioline Reagent Ltd., California, USA) 
 

อปุกรณ์ 

1. เคร่ืองวดัความยาวราก (Root ZX; J Morita USA,Inc, Irvine, Calif) 
2. เคร่ืองเขยา่สาร (Vortex: New York, USA) 
3. Autopipette ขนาด 10, 100, 200, 1000 ไมโครลิตร 
4. ตูบ้่มเพาะเช้ือขนาด 400 ลิตร (Binder; Scientific promotion Co., LTD., USA) 
5. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง (Mettler Toledo, USA) 
6. เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (MIKRO 200; Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Germany) 
7. เคร่ืองเพิม่ปริมาณสารพนัธุกรรม (PCR Machine) 
8. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (PowerPacTM Basic Power supply; Bio-Rad, USA) 
9. ชุดถ่ายภาพจากเจล (EC Imaging system W/410 Camera; Ultra-Violet products LTD., UK) 
10. เคร่ือง real-time PCR (CFX96 TouchTM Real-Time PCR detection system; Bio-Rad, USA)  
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วธีิด าเนินการ 

การศึกษาน้ีผ่านการพิจารณาในคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะทันต
แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ รหสัโครงการ คือ EC6110-36-P-LR 

1. การคดัเลือกผู้ป่วย (Patient selection) 
 ผูป่้วยที่ได้รับการส่งต่อเพื่อรักษาคลองรากฟันซ ้ า (nonsurgical root canal 

retreatment) จากการรักษาคลองรากฟันที่ลม้เหลวโดยประเมินทางคลินิกและ/หรือภาพรังสี ก่อน
เขา้ร่วมการศึกษาผูป่้วยตอ้งให้ความยินยอมเป็นลายลกัษณ์อกัษร โดยมีเกณฑ์ในการคดัเขา้ของผู ้
ร่วมวจิยัดงัน้ี  

- ฟันแทท้ี่มีการสร้างรากฟันโดยสมบูรณ์และไดรั้บการรักษาคลองรากฟันเสร็จส้ิน  
แลว้อยา่งนอ้ย 1 ปี     

- ฟันที่ไดรั้บการรักษาคลองรากฟันมาแลว้และมีรอยโรคปลายรากเม่ือประเมินจาก 
ภาพรังสี ร่วมกบัไม่มีหรือมีอาการแสดงทางคลินิก เช่น พบรูเปิดทางหนองไหล  
(sinus tract opening) รูเปิดหนองผ่านทางร่องลึกปริทนัต ์(deep narrow pocket) 
เจ็บเม่ือกัด (pain on biting) เคาะเจ็บ (pain to percussion) มีอาการกดเจ็บ 
(tenderness to palpation) เป็นตน้    

- สามารถใส่แผน่ยางกนัน ้ าลายได ้
- ซ่ีฟันที่เลือกตอ้งไม่มีร่องลึกปริทนัตเ์กิน 4 มิลลิเมตร 

เกณฑใ์นการคดัออกคือ  
- ไม่มีวสัดุบูรณะที่ส่วนตวัฟัน  

ในกรณีฟันหลายรากให้เลือกคลองรากที่มีวสัดุอุดคลองรากฟันที่มีความสัมพนัธ์
กบัรอยโรคปลายรากและ/หรือคลองรากที่มีขนาดใหญ่ที่สุด 

2. ขนาดกลุ่มตัวอย่าง (Sample size) 
 จากการศึกษาก่อนหนา้9 พบความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการ

รักษาคลองรากฟันดว้ยวิธี real-time PCR และการเพาะเล้ียงเช้ือร้อยละ 89.6 และ 8.3 ตามล าดับ 
ก าหนดจ านวนกลุ่มตวัอยา่งส าหรับการประมาณอัตราส่วน (determination of sample size for 
estimating proportions) ดงัสมการ50  

𝑛 =
𝑧2𝑝𝑞

𝑑2  
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จ านวนกลุ่มตวัอยา่งที่เหมาะสมจากการใช ้วิธี real-time PCR เพื่อหาความชุกของ
เช้ือค  านวณไดด้งัน้ี  

z = 1.96 
d = 0.10 
p = 0.896 
q = 0.104 

𝑛 =
(1.96)2 (0.896)(0.104)

(0.10)2  

𝑛 = 36 

จ านวนกลุ่มตวัอยา่งที่เหมาะสมจากการใช ้วธีิการเพาะเล้ียงเช้ือหาความชุกของเช้ือ
ค  านวณไดด้งัน้ี 

z = 1.96 
d = 0.10 
p = 0.083 
q = 0.917 

𝑛 =
(1.96)2 (0.083)(0.917)

(0.10)2  

𝑛 = 30 

ดงันั้น จ  านวนกลุ่มตวัอยา่งที่ตอ้งการเพือ่ศึกษาความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟัน
ที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันคือ 36 ตวัอยา่ง ซ่ึงยดึตามจ านวนที่ค  านวณไดจ้ากวิธี real-time 
PCR  

3. การเก็บตัวอย่าง (Sample collection)  
 ก่อนท าการเก็บตัวอย่าง ข้อมูลที่อาจมีส่วนเก่ียวข้องกับจุลินทรียท์ี่ตรวจพบ 

(microbial finding) ของผูป่้วยแต่ละคนจะถูกบนัทึกในแบบฟอร์ม   
- ขอ้มูลทัว่ไป ไดแ้ก่ เพศ อาย ุซ่ีฟัน  
- อาการแสดงทางคลินิก ประกอบดว้ย ลกัษณะของอาการปวด สภาพของเน้ือเยื่อ

รอบๆซ่ีฟัน รูเปิดทางหนองไหล  เจบ็เม่ือกดั เคาะเจบ็หรือเสียว มีอาการกดเจบ็  
- ลกัษณะการบูรณะส่วนตวัฟันเช่นอุดดว้ยเรซินคอมโพสิต อะมลักมัหรือครอบฟัน 

เป็นตน้ และคุณภาพของวสัดุบูรณะ โดยจะประเมินเป็น Good เม่ือคุณภาพของ
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วสัดุบูรณะอยูใ่นเกณฑดี์ และประเมินเป็น Poor เม่ือคุณภาพของวสัดุบูรณะไม่เป็น
ที่น่าพอใจ เช่น พบฟันผซุ ้ าใตว้สัดุบุรณะ วสัดุบูรณะแตก ช ารุด เป็นตน้  

- ขอ้มูลจากภาพถ่ายรังสี ประเมินคุณภาพของวสัดุอุดคลองรากฟัน ช่องว่างระหว่าง
วสัดุอุดคลองรากฟัน ระยะห่างของวสัดุอุดคลองรากฟันกับปลายรากฟัน โดย
แบ่งเป็น อยูใ่นช่วง 0 - 2 มิลลิเมตรจากปลายรากฟัน มากกวา่ 2 มิลลิเมตรจากปลาย
รากฟัน และวสัดุเกินออกไปนอกปลายรากฟัน รวมถึงลักษณะของเน้ือเยื่อรอบ
ปลายรากฟัน 
การเก็บตวัอยา่งเร่ิมจาก ก าจดัแผ่นคราบจุลินทรียบ์ริเวณซ่ีฟันและใส่แผ่นยางกัน

น ้ าลาย ท าความสะอาดบริเวณท างานดว้ยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเขม้ขน้ร้อยละ 30 และท า
ให้ปราศจากเช้ือดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรท ์ (sodium hypochlorite) ความเขม้ขน้ร้อยละ 2.5 ตาม
ดว้ยโซเดียมไทโอซัลเฟต (sodium thiosulphate) ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 เพื่อหยดุการท างานของ
โซเดียมไฮโปคลอไรท์51 

กรอเปิดทางเข้าสู่คลองรากฟันด้วยหัวกรอคาร์ไบด์หรือหัวกรอกากเพชรแบบ
ความเร็วสูงจนพบวสัดุอุดคลองรากฟัน ร้ือกตัตาเปอร์ชาดว้ย Gates Glidden drills, K-files และ/
หรือ H-files หรือ rotary NiTi instrumentsโดยไม่ใชต้วัท าละลายใดๆ ตรวจสอบภายในคลองราก
ฟันโดยใช้แว่นขยายและ/หรือการถ่ายภาพรังสีเพื่อยืนยนัว่าร้ือกัตตาเปอร์ชาออกทั้งหมดแล้ว 
จากนั้นใส่น ้ าเกลือ (sterile saline solution) ปริมาณ 20 ไมโครลิตรเขา้สู่คลองรากฟัน ตะไบผนัง
คลองรากฟันโดยรอบ (circumferential filing) ดว้ย #25  H-files ในทิศทางขึ้นลงจ านวน 20 คร้ังที่
ระดบัสั้นกวา่ปลายราก 1 มิลลิเมตร ซ่ึงประเมินจากภาพรังสีและ/หรืออุปกรณ์หย ัง่ปลายราก (Root 
ZX; J Morita USA,Inc, Irvine, Calif) ใส่กระดาษซับรูปกรวยแหลมขนาดกลาง (Dentsply 
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) 2 ช้ินพร้อมกนัที่ระดบัเดียวกนัเป็นเวลา 30 วินาที เพื่อดูดซับ
ของเหลวในคลองรากฟัน แล้วน ากระดาษซับรูปกรวยแหลม 2 ช้ินใส่ในหลอดพลาสติก 
(microcentrifuge tube) ที่บรรจุ RTF (reducing transport fluid) 1 มิลลิลิตรเพื่อน าไปวิเคราะห์โดย
ตอ้งน าไปยงัหอ้งปฏิบตัิการภายใน 3 ชัว่โมง 
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4. การเพาะเลีย้งแบคทีเรีย (Culture procedure) 
  น าตวัอยา่งจากคลองรากฟันมาเขยา่ในเคร่ืองผสมเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน า 20 
ไมโครลิตรของแต่ละตวัอยา่งมาเจือจาง (10-fold serial dilution) ดว้ย phosphate-buffered saline น า
ตวัอยา่ง (undiluted) และตวัอยา่งที่เจือจางแลว้อยา่งละ 10 ไมโครลิตรมาเพาะเล้ียงบน brain-heart 
infusion agar เติมเลือดและวิตามินเค เพื่อหาแบคทีเรียทั้งหมด (total bacteria) และน าตวัอยา่ง 100 
ไมโครลิตรมา spread บน EnterococcoselTM Agar เพือ่ใชค้ดัเลือก enterococci เพาะเล้ียงในสภาวะที่
ไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobically) ด้วยไนโตรเจนร้อยละ 80 ไฮโดรเจนร้อยละ 10 และ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 10 เป็นเวลา 48 ชัว่โมงที่ 37 องศาเซลเซียส และแบคทีเรียทั้งหมดจะ
ถูกนบั 

โคโลนีที่ถูกระบุวา่เป็น enterococci จะเห็นเป็นโคโลนีใสร่วมกบัมี zone สีด า เกิด
จากการยอ่ยสลาย bile esculin (รูปที่ 1) จะถูกน าไปท าให้เป็นโคโลนีเด่ียวๆ (single colony) โดย
การ streak บนอาหาร blood agar ที่เตรียมขึ้นใหม่ คุณลกัษณะที่ใชร้ะบุว่าเป็นเช้ือ E. faecalis คือ 
แกรมบวม รูปร่างกลม catalase-negative เป็นแบคทีเรียชนิดที่เคล่ือนที่ไม่ได ้และสามารถเจริญใน
อาหารที่มีส่วนประกอบของโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ร้อยละ 6.5 และเกลือน ้ าดีที่ความเขม้ขน้
ร้อยละ 40 ดงัรูปที่ 2 น าเช้ือที่ให้ผลชีวเคมีดงัที่ไดก้ล่าวไปแลว้มายนืยนัดว้ยวิธี PCR โดยใช ้ไพร์
เมอร์ที่จ  าเพาะต่อเช้ือ E. faecalis  เก็บตวัเช้ือที่คดัแยกได้ใน skim milk ที่อุณหภูมิ –80 องศา
เซลเซียส  

 

รูปที่ 1 Enterococci จะเห็นเป็นโคโลนีใสร่วมกบัมี zone สีด าบน EnterococcoselTM Agar 
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รูปที่ 2 A. (1) โซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 6.5, (2) bile esculin ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 
และ (3) motility media ตามล าดบั  
B. (1) bromocresol purple indicator ในโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ร้อยละ 6.5 จะ
เปล่ียนเป็นสีเหลืองเม่ือมีการเจริญของจุลินทรียท์ี่ทนเกลือ (2) Enterococci จะยอ่ยสลาย 
esculin ท าให้อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีด าและ (3) จุลินทรียช์นิดเคล่ือนที่ไม่ไดจ้ะ
เจริญอยา่งจ ากดัภายใน stab-line  

5. การบ่งช้ีของเช้ือ E. faecalis ด้วยวิธี PCR 
5.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
น าตวัอยา่งเช้ือจากขอ้ 4 ที่คาดวา่จะเป็นเช้ือ E. faecalis มาท าการสกดัดีเอ็นเอดว้ย

ชุดสกดัดีเอ็นเอ (PureDireX DNA extraction kit) น าดีเอ็นเอที่ไดม้าหาตรวจสอบปริมาณโดยใชว้ิธี 
ดว้ยอิเล็กโตรโฟริสิส (electrophoresis)  

5.2 วิธี PCR 
การระบุเช้ือ E. faecalis โดยใช ้PCR amplification ของล าดบั16S rRNA gene ที่

จ  าเพาะต่อเช้ือ E. faecalis  (5’-GTTTATGCCGCATGGCATAAGAG-3’และ5’-CCGTCAGGGG 
ACGTTCAG-3’)2 

ปฏิกิริยา PCR ใชส้ารทั้งหมด 50 ไมโครลิตรซ่ึงประกอบดว้ย 5 ไมโครลิตรของ 
สารสกดัดีเอ็นเอ ไพร์เมอร์ 1 ไมโครโมลาร์ 10x PCR buffer 5 ไมโครลิตร,  แมกนีเซียมคลอไรด์ 
(magnesium chloride) 2 มิลลิโมลาร์ 1.25 U ของ Tag DNA polymerase (Invitrogen, Canada) และ 
0.2 มิลลิโมลาร์ของแต่ละ deoxynucleoside triphosphate (Invitrogen, Canada) โดยใช ้5 ไมโครลิตร
ของสารสกดัดีเอ็นเอจากเช้ือ E. faecalis ATCC 19433 เป็นกลุ่มควบคุมแบบบวก และกลุ่มควบคุม
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แบบลบคือ เช้ือ S. sanguinis ATCC 10556  การท างานของ PCR ประกอบดว้ย การแยกสายดีเอ็นเอ
เกลียวคู่ออกจากกนั (denaturation) ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ตามดว้ย 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที หลงัจากนั้น 35 รอบของการจบัของไพร์เมอร์กบัดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) 
ส าหรับเช้ือ E. faecalis ใชอุ้ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสาย
ใหม่ต่อจากไพร์เมอร์ (extension) ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 
นาที เป็นขั้นตอนสุดทา้ย (final step) วิเคราะห์ PCR amplicons ดว้ยอิเล็กโตรโฟริสิสในอะกาโรส
เจล (agarose gel) ความเขม้ขน้ร้อยละ1.5 - 2 ที่ 80 โวลตใ์น Tris-acetate-EDTA buffer ซ่ึงเจลดงัก
ล่าวจะถูกยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นเวลา 30 นาที และน าไปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 

6.   การหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและเช้ือ E. faecalis โดยใช้วิธี real-time PCR  
  น าตวัอย่างจากคลองรากฟันที่เหลือจากขอ้ 3 มาสกัดดีเอ็นเอเพื่อหาปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดและปริมาณเช้ือ E. faecalis โดยใชว้ธีิ real-time PCR  

6.1 การท ากราฟมาตรฐานของการศึกษา  
การศึกษาน้ีใชเ้ช้ือ  E. faecalis ATCC 19433 ส าหรับท ากราฟมาตรฐานของเช้ือ E. 

faecalis และเช้ือ E. coli ATCC 25922 ส าหรับท ากราฟมาตรฐานของแบคทีเรียทั้งหมด โดยท าการ
ปรับความเขม้ขน้ของเช้ือ E. faecalis ATCC 19433 ใหไ้ดป้ริมาณ 101-1010 CFU/mL และเช้ือ E. coli 
ATCC 25922  ใหไ้ดป้ริมาณ 101-1014 CFU/mL น าตวัอยา่งดงักล่าวมาสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดัดีเอ็น
เอ แลว้น าดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตรมาเติมในน ้ ายา real-time (SensiFAST™SYBR kit, Bioline Reagent 
Ltd., California, USA) ซ่ึงมีไพร์เมอร์จ าเพาะต่อเช้ือที่ศึกษา ได้แก่ total bacteria (5’-
TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’ และ 5’-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3’)52 และ 
เช้ือ E. faecalis (5’-GTTTATGCCGCATGGCATAAGAG-3’ และ 5’-CCGTCAGGGGACGTTC 
AG-3’)2 น าเขา้เคร่ือง real-time PCR (CFX96 TouchTM Real-Time PCR detection system Bio-Rad, 
USA) ซ่ึงมีปฏิกิริยาดงัน้ี  95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ตามดว้ย 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 นาที หลังจากนั้ น 40 รอบของ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที ตามด้วย annealing 
temperatures ซ่ึงจะมีความแตกต่างกนัของเช้ือที่ศึกษา ประกอบดว้ย 60 องศาเซลเซียส ส าหรับ total 
bacteria และเช้ือ E. faecalis เป็นเวลา 20 วินาที ตามดว้ย polymerizing temperature ที่ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 25 วนิาที เพือ่หา threshold cycle (Ct)  หลงัจากนั้นน าค่าปริมาณเช้ือที่นับไดแ้ละ
ค่า Ct ที่ไดม้าท ากราฟมาตรฐาน  
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6.2 การหาปริมาณเช้ือในตัวอย่างที่เก็บได้จากคลองรากฟัน 
สารสกดัดีเอ็นเอปริมาณ  5  ไมโครลิตร ในน ้ ายา real-time (Sensi-FAST™SYBR 

kit, Bioline Reagent Ltd., California, USA) ที่มีไพร์เมอร์ที่จ  าเพาะต่อเช้ือที่ศึกษาดงัที่ไดก้ล่าวไป 
แลว้ในขอ้ 6.1 น าเขา้เคร่ือง real-time PCR (CFX96 TouchTM Real-Time PCR detection system 
(Bio-Rad, USA) ตามปฏิกิริยาดงัที่ไดก้ล่าวไปแลว้ หลงัจากนั้นน าค่า Ct ที่ไดม้าค  านวณตามสูตรที่
ไดจ้ากกราฟมาตรฐานขา้งตน้ 

7.    การวิเคราะห์ข้อมูล   
7.1 ความชุกของเช้ือ E. faecalis รายงานเป็นอตัราร้อยละของตวัอยา่งที่พบ 
7.2 ปริมาณเช้ือ E. faecalis และแบคทีเรียทั้งหมดรายงานเป็น log CFU/mL 
7.3 ความสัมพนัธ์ของปริมาณเช้ือ E. faecalis ที่ไดจ้ากการเพาะเล้ียงเช้ือและวิธี 

real-time PCR โดยใช ้Spearman's rho  
7.4 ความสมัพนัธข์องปัจจยัต่างๆ เช่น เพศ ซ่ีฟัน อาการ รูเปิดทางหนองไหล เคาะ

เจบ็หรือเสียว คุณภาพของวสัดุบูรณะ คุณภาพของวสัดุอุดคลองรากฟัน ระยะห่างของวสัดุอุดคลอง
รากฟันกบัปลายรากฟันกบัการพบเช้ือ E. faecalis โดยใช ้Chi-Square  
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บทที ่3 

ผลการด าเนินงานวจิยั 

ข้อมูลของกลุ่มตัวอย่าง 

ตวัอยา่งที่ไดจ้ากคลองรากฟันทั้งหมด 36 ซ่ี ซ่ึงไดจ้ากฟันหน้าจ านวน 12 ซ่ี ฟัน
กรามน้อยจ านวน 10 ซ่ี และฟันกรามจ านวน 14 ซ่ี ผูป่้วยมีอายตุั้งแต่ 22 - 68 ปี อายเุฉล่ีย 46.25 ±  
13.32 ปี โดยแบ่งเป็นเพศหญิงจ านวน  22 คน เพศชาย 14 คน ซ่ึงผูป่้วยส่วนใหญ่ไม่มีอาการปวด
ก่อนท าการรักษา มีเพียง 2 ซ่ีจากตวัอย่างทั้งหมด 36 ซ่ีที่มีอาการปวด พบรูเปิดทางหนองไหล
จ านวน 26 ซ่ี มีอาการเสียวหรือปวดเม่ือเคาะจ านวน 13 ซ่ี บูรณะดว้ยครอบฟันจ านวน 10 ซ่ี ที่เหลือ
บูรณะส่วนตวัฟันดว้ยวสัดุอุด โดยคุณภาพของวสัดุบูรณะอยูใ่นเกณฑดี์ มีเพียง 3 ซ่ีที่พบฟันผุซ ้ าใต้
วสัดุบูรณะ เม่ือประเมินระยะห่างของวสัดุอุดคลองรากฟันกบัปลายรากฟันจากภาพรังสี โดยอยู่
ในช่วง 0 – 2 มิลลิเมตร จ านวน 31 ซ่ี ห่างมากกว่า  2 มิลลิเมตรจ านวน 5 ซ่ี เส้นผ่าศูนยก์ลางของ
รอยโรคปลายรากมีขนาดตั้งแต่ 2-13 มิลลิเมตร เฉล่ีย 5 มิลลิเมตร (ตารางที่ 4) 

ตารางที่ 4 จ านวนซ่ีฟันตวัอยา่งที่พบเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่
มีรอยโรคปลายรากและขอ้มูลของผูป่้วย (n = 36) 

   

Cultivation  
(n = 11) 

Real-time PCR  
(n = 32) 

Sex 
Male 14 5 12 

Female 22 6 20 

Tooth 
Anterior 12 5 10 
Posterior 24 6 22 

Symptoms 
No 34 11 31 

Yes 2 0 1 
Sinus tract 
opening 

No 26 8 23 
Yes 10 3 9 
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ตารางที ่4    (ต่อ) 

   
Cultivation  

(n = 11) 
Real-time PCR  

(n = 32) 

Percussion 
Negative 23 7 20 
Positive 11 3 10 

Pain 2 1 2 
Restoration* Intracoronal 26 6 23 

 
Extracoronal 10 5 9 

Quality of 
restoration** 

Good 33 10 29 
Poor 3 1 3 

Void in the root 
filling 

No 24 5 20 
Yes 12 6 12 

Apical limit of the 
root filling 

0-2 mm 31 10 27 
>2 mm 5 1 5 

* Intracoronal restoration คือ การบูรณะส่วนตวัฟันดว้ยการอุดดว้ยวสัดุต่างๆ เช่น เรซินคอมโพสิต 
อะมลักมั เป็นตน้ Extracoronal restoration คือ การบูรณะส่วนตวัฟันดว้ยครอบฟัน 
** Good คือ คุณภาพของวสัดุบูรณะอยูใ่นเกณฑดี์ Poor คือคุณภาพของวสัดุบูรณะไม่เป็นที่น่าพอใจ 
เช่น พบฟันผซุ ้ าใตว้สัดุบูรณะ วสัดุบูรณะแตก ช ารุด เป็นตน้ 

การตรวจสอบความจ าเพาะของไพร์เมอร์ 
ไพร์เมอร์ถูกน ามาหาความจ าเพาะก่อนใช้งาน โดยน าล าดับของไพร์เมอร์เข้า

โปรแกรมส าหรับตรวจสอบไพร์เมอร์ พบว่าสามารถจบักบั template ของเช้ือ E. faecalis ATCC 
19433 ไดร้้อยละ 100 ไพร์เมอร์ที่เลือกให้ขนาด PCR product 310 bp น าไปทดสอบความจ าเพาะ
บน gel analysis ซ่ึงสามารถตรวจจบัเช้ือ E. faecalis ATCC 19433 ซ่ึงเป็นกลุ่มควบแบบบวกได ้
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมแบบลบโดยในการศึกษาน้ีเลือกใช้เช้ือ S. sanguinis ATCC 10556 
เน่ืองจากเช้ือชนิดน้ีสามารถพบไดบ้่อยในช่องปาก ดงัรูปที่ 3 
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รูปที่ 3 ความจ าเพาะของไพร์เมอร์ต่อเช้ือ E. faecalis โดยมีกลุ่มควบคุมแบบบวก (+) คือ เช้ือ  
E. faecalis ATCC 19433 และกลุ่มควบคุมแบบลบ (-) คือ เช้ือ S. sanguinis ATCC 
10556  และเช้ือ E. faecalis ในตวัอยา่งที่ไดจ้ากคลองรากฟัน 

การเปรียบเทียบความชุกและปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดและเช้ือ E. faecalis ด้วยการเพาะเลี้ยง
เช้ือและวิธี real-time PCR 

การตรวจหาแบคทีเรียทั้งหมดในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอย
โรคปลายรากจากจ านวนตวัอยา่งทั้งหมด 36 ซ่ี น ามาตรวจดว้ย 2 วิธีคือ การเพาะเล้ียงเช้ือและวิธี 
real-time PRC โดยพบว่าเม่ือตรวจดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือสามารถตรวจพบแบคทีเรียได ้33 ซ่ี (ร้อย
ละ 91.7) ในขณะที่เม่ือตรวจดว้ยวิธี real-time PRC สามารถตรวจพบแบคทีเรียไดท้ั้ง 36 ซ่ี (ร้อยละ
100)  

เม่ือท าการตรวจหาเช้ือ E. faecalis โดยการเพาะเล้ียงเช้ือ สามารถตรวจพบไดใ้น
ตวัอยา่ง 11 ซ่ีจาก 33 ซ่ี (ร้อยละ 33.3) และเม่ือตรวจดว้ยวิธี real-time PRC สามารถตรวจพบไดใ้น
ตวัอยา่ง 32 ซ่ีจาก 36 ซ่ี (ร้อยละ 88.9) ดงัแสดงในตารางที่ 5 



22 

จากขอ้มูลพบว่าวิธี real-time PCR เป็นเทคนิคที่มีความไวมากกว่าการเพาะเล้ียง
เช้ือร้อยละ 84.3 เม่ือพจิารณาถึงปริมาณเช้ือที่ตรวจไดพ้บว่าการเพาะเล้ียงเช้ือพบแบคทีเรียทั้งหมด
เฉล่ีย 3.1 ± 1.0 log CFU/mL และเช้ือ E. faecalis เฉล่ีย 2.9 ± 1.1 log CFU/mL เม่ือตรวจดว้ยวิธี 
real-time PRC พบแบคทีเรียทั้งหมดเฉล่ีย 5.9 ± 1.5 log CFU/mL และเช้ือ E. faecalis เฉล่ีย 4.0 ± 
2.1 log CFU/mL นอกจากน้ีปริมาณเช้ือ E. faecalis จากการเพาะเล้ียงเช้ือและวิธี real-time PCR มี
ความสัมพนัธ์ในเชิงบวกอยา่งมีนัยส าคญัโดยมีค่า p =  0.000, r = 0.753 กล่าวคือหากปริมาณเช้ือ
จากการเพาะเล้ียงเช้ือมาก ปริมาณเช้ือจากวธีิ real-time PCR ก็จะมากเช่นกนั และขอ้มูลจากวิธี real-
time PCR พบเช้ือ E. faecalis ต่อปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดตั้งแต่ 0.3 – 1.0 เฉล่ียเป็น 0.6 ต่อ
แบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจพบในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก ดัง
แสดงในตารางที่ 5 

นอกจากน้ีพบว่าปัจจยัต่างๆเช่น เพศ ซ่ีฟัน อาการ รูเปิดทางหนองไหล เคาะเจ็บ
หรือเสียว คุณภาพของวสัดุบูรณะ คุณภาพของวสัดุอุดคลองรากฟัน ระยะห่างของวสัดุอุดคลองราก
ฟันกบัปลายรากฟันไม่มีความสมัพนัธอ์ยา่งมีนยัส าคญักบัการพบเช้ือ E. faecalis 

ตารางที่ 5   ความชุกและปริมาณของแบคทีเรียและเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษา
คลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก (n = 36) เม่ือตรวจหาโดยการเพาะเล้ียงเช้ือและวิธี 
real-time PCR  

  
Cultivation Real-time PCR 

Prevalence 
Total bacteria 33/36 (91.7%) 36/36 (100%) 

E. faecalis 11/33 (33.3%) 32/36 (88.9%) 

Cell numbers  
(log CFU/mL) 

Total bacteria 3.1 ± 1.0 5.9 ± 1.5 
E. faecalis 2.9 ± 1.1 4.0 ± 2.1 

E. faecalis : total bacteria  (min - max) 0.5 - 1.0 0.3 - 1.0 
E. faecalis : total bacteria  (mean) 0.8 0.6 
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หลงัจากท าการแยกเช้ือ E. faecalis จากตวัอยา่งที่เก็บไดโ้ดยการเพาะเล้ียงเช้ือบน 
EnterococcoselTM Agar (รูปที่ 4) สามารถเก็บแยกเช้ือได ้49 สายพนัธุ์ น าเช้ือดงักล่าวมาเพาะเล้ียง
บนอาหาร blood agar พบว่า 13 จาก 49 สายพนัธุ์สามารถสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic) (รูปที่ 5) 
ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 26.5 โดยเช้ือ E. faecalis  ดงักล่าวแยกได้จากผูป่้วย 3 คนจากผูป่้วย 11 คนที่
สามารถแยกเช้ือไดจ้ากการเพาะเล้ียงเช้ือคิดเป็นร้อยละ 27.3 (ตารางที ่6)   

รูปที่ 4 Enterococci ที่แยกไดจ้ากฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก
โดยการเพาะเล้ียงเช้ือบน EnterococcoselTM Agar 

รูปที่ 5   ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ E. faecalis บนอาหาร blood agar ชนิดไม่สลายเม็ดเลือดแดง  
(non-hemolytic) และสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic) 

 

Non-hemolytic Hemolytic 
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ตารางที่ 6 ร้อยละของเช้ือ  E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดง 

E. faecalis 
Isolates (%) 

n = 49 
Case (%)* 

n = 11 

Hemolytic 13/49 (26.5%) 3/11 (27.3%) 
Non-hemolytic 36/49 (73.5%) 9/11 (81.8%) 

* มี 1 ตวัอยา่งที่พบเช้ือ E. faecalis ทั้งทีส่ลายเม็ดเลือดแดงและไม่สลายเม็ดเลือดแดง 

จากขอ้มูลของผูป่้วยและซ่ีฟันที่พบเช้ือ E. faecalis จากการเพาะเล้ียงเช้ือ พบว่า
ปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดและเช้ือ E. faecalis ไม่แตกต่างกนัทั้งในกลุ่มที่เช้ือ E. faecalis ที่สลาย
เม็ดเลือดแดงและไม่สลายเม็ดเลือดแดง ทุกตวัอยา่งที่สามารถแยกเช้ือ E. faecalis ไดน้ั้นพบว่าได้
จากผูป่้วยที่ไม่มีอาการปวด เช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงพบในฟันที่มีรูเปิดทางหนองไหล
ร้อยละ 100 (2/2 ซ่ี) ซ่ึงมากกว่าที่พบในกลุ่มที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดง (ร้อยละ 12.5) และเช้ือ E. 
faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงทั้งหมดไดม้าจากซ่ีฟันที่มีอาการเม่ือเคาะ เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มที่
เช้ือ E. faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดงซ่ึงพบมีอาการเม่ือเคาะเพยีงร้อยละ 12.5 นอกจากน้ียงัพบว่า
รอยโรคที่ปลายรากฟันมีขนาดเฉล่ีย 8.3 มิลลิเมตรในกลุ่มที่เช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดง ซ่ึง
มีขนาดใหญ่กวา่ในกลุ่มที่เช้ือ E. faecalis  ที่ไม่สลายเม็ดเลือดไดโ้ดยมีขนาดเฉล่ีย 3.9 มิลลิเมตร ดงั
แสดงในตารางที่ 7   นอกจากน้ีมี 1 ตวัอยา่งที่พบเช้ือ E. faecalis ทั้งที่สลายเม็ดเลือดแดงและไม่
สลายเม็ดเลือดแดง โดยมีจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและเช้ือ E. faecalis โดยการเพาะเล้ียงเช้ือ 2.5 
และ 1.5 log CFU/mL ตามล าดบั และโดยวิธี real-time PCR 4.9 และ 3.4 log CFU/ mL ตามล าดบั 
ซ่ึงไดม้าจากผูป่้วยที่ไม่มีอาการก่อนการรักษา มีอาการเม่ือเคาะแต่ไม่พบรูเปิดทางหนองไหล และมี
รอยโรคปลายรากขนาด 2 มิลลิเมตร 
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ตารางที่ 7 ขอ้มูลของผูป่้วยและซ่ีฟันที่พบเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงเปรียบเทียบกบัเช้ือ 
E. faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดง 

   
E. faecalis 

   

Hemolytic  
(n = 2) 

Non-hemolytic 
 (n=8) 

Cell numbers  
(log CFU/mL) 

Cultivation 
Total bacteria 4.0 ± 0.0 3.6 ± 1.3 

E. faecalis 2.9 ± 1.0 3.1 ± 1.0 

Real-time PCR 
Total bacteria 8.3 ± 0.0 7.6  ± 1.0 

E. faecalis 7.5 ±0.4 6.4 ± 1.2 
Sinus tract opening 

 
No - 7/8 (87.5%) 

 
 

Yes 2/2 (100%) 1/8 (12.5%) 
Percussion 

 
Negative - 7/8 (87.5%) 

 
 

Positive / Pain 2/2 (100%) 1/8 (12.5%) 
Diameter of lesion (mm)  8.3 3.9 
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บทที ่4 

บทวจิารณ์ 

จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าเช้ือ E. faecalis พบไดบ้่อยในฟันที่ลม้เหลวจากการ
รักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก2-10 และมีโอกาสที่จะพบเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลว
จากการรักษาคลองรากฟันมากกวา่ในฟันที่เป็นการติดเช้ือปฐมภูมิถึง 9 เท่า5 สนันิษฐานว่าเกิดจาก
เช้ือ E. faecalis สามารถทนต่อกระบวนการรักษาคลองรากฟันตามมาตรฐานได ้โดยสามารถทน
ต่อแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ซ่ึงเป็นสารมาตรฐานที่ใส่ในคลองรากฟัน15 มีความไวต ่าต่อน ้ ายา
โซเดียมไฮโปคลอไรทท์ี่ใชล้า้งคลองรากฟัน53และคลินดามยัซิน (clindamycin)54 สามารถแทรก
ซึมเขา้ไปในท่อเน้ือฟัน 16, 17 ท าใหส้ามารถหลบเล่ียงจากการก าจดัดว้ยเคร่ืองมือขยายคลองรากฟัน 
นอกจากน้ีเช้ือ E. faecalis สามารถทนอยูใ่นสภาพแวดลอ้มที่มีอาหารจ ากดัไดเ้ป็นเวลาหลายเดือน 
โดยจุลินทรียท์ี่อาศยัอยูใ่นคลองรากฟันที่ไดรั้บการอุดคลองรากฟันแลว้นั้นไดรั้บสารอาหารจาก
ของเหลวภายในท่อเน้ือฟันและเน้ือเยือ่รอบปลายรากฟัน55 ซ่ึงเป็นสารลกัษณะคลา้ยซีร่ัมที่ไดรั้บ
จากกระดูกและเน้ือเยื้อเก่ียวพนัโดยรอบและอาจมีส่วนช่วยในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์16 
นอกจากน้ีเช้ือ E. faecalis ยงัมีการแสดงออกของยีนที่ช่วยในการปรับตัวให้เขา้กับสภาวะ
แวดลอ้มต่างๆได้56 

การศึกษาความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟัน
ที่มีรอยโรคปลายรากโดยส่วนใหญ่จะท าด้วยการเพาะเล้ียงเช้ือหรือวิธีการศึกษาระดับโมเลกุล 
จากหลายการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่วธีิการศึกษาระดบัโมเลกุลนั้นมีความไวและประสิทธิภาพใน
การตรวจหาเช้ือ E. faecalis มากกว่าการเพาะเล้ียงเช้ือ7, 9, 23, 25, 49, 57 Real-time PCR เป็นเทคนิคที่มี
ความไวสูง สามารถตรวจจบัดีเอ็นเอจากเช้ือที่ตายแล้วและเช้ือที่มีชีวิตที่สามารถเพาะเล้ียงได ้
รวมถึงเช้ือที่มีชีวิตแต่ไม่สามารถเพาะเล้ียงได้9 โดยเฉพาะแบคทีเรียที่มีลักษณะ phenotype 
เบี่ยงเบนไปจากปกติ เป็นเทคนิคที่ท  าไดร้วดเร็วและมีการปนเป้ือนต ่า58 สามารถระบุเช้ือและ
ปริมาณไดอ้ยา่งแม่นย  า แต่อยา่งไรก็ตามการศึกษาเช้ือ E. faecalis ดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือจะช่วยให้
เขา้ใจลกัษณะ phenotype ร่วมถึงพยาธิก าเนิดที่ก่อใหเ้กิดโรคในคลองรากฟันไดม้ากยิง่ขึ้น 

จากผลการศึกษาคร้ังน้ีพบความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่ลม้เหลวจากการ
รักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากร้อยละ 33.3 (11/33 ซ่ี) เม่ือตรวจดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือแต่
เม่ือท าการตรวจดว้ยวธีิ real-time PCR พบความชุกของเช้ือที่สูงกว่าคือร้อยละ 88.9 (32/36 ซ่ี) ซ่ึง
ใกลเ้คียงกบัหลายๆการศึกษาที่ท  าการศึกษาในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอย
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โรคปลายรากเช่นเดียวกัน โดยมีการรายงานความชุกของเช้ือ E. faecalis จากการเพาะเล้ียงเช้ือ
ตั้งแต่ร้อยละ 30.3 – 473, 10, 13, 24, 39, 47 และร้อยละ 64 – 89.6 จากวิธี PCR และ real-time PCR2, 5, 7-9, 24 
อย่างไรก็ตามผลการศึกษาน้ีแตกต่างกับผลการศึกษาของ Fouad และคณะ48และ Rocas และ 
Siqueira 6 ที่ใชว้ธีิการศึกษาระดบัโมเลกุลแต่พบความชุกของเช้ือ E. faecalis เพียงร้อยละ 22 และ 
38 ตามล าดบั นอกจากน้ียงัมีบางการศึกษาที่ไม่พบเช้ือ E. faecalis เลย14, 21 ความชุกของเช้ือ E. 
faecalis ที่แตกต่างกนัน้ีอาจเกิดจาก วิธีการเก็บตวัอยา่ง ขั้นตอนในห้องปฏิบติัการที่แตกต่างกัน 
ความแตกต่างทางภูมิศาสตร์22, 59 ลกัษณะการร่ัวของวสัดุบูรณะส่วนตวัฟัน อาหารที่รับประทานที่
แตกต่างระหว่างกลุ่มประชากร48, 60, 61 นอกจากน้ีวิธีการและขั้นตอนในการรักษาคลองรากฟันก็
อาจมีผลต่อการพบเช้ือ E. faecalis เช่น ชนิดของน ้ ายาลา้งคลองรากฟัน สารมาตรฐานที่ใส่ใน
คลองรากฟัน โดยในประเทศไทยใช้แคลเซียมไฮดรอกไซด์เป็นสารมาตรฐานที่ใส่ในคลองราก
ฟัน อาจมีผลต่อความชุกของเช้ือ E. faecalis ไดม้ากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัประเทศอ่ืนๆที่อาจใช้
สารใส่ในคลองรากฟันที่แตกต่างไป เช่น ไอโอดีนโพแทสเซียมไอโอไดด์ (iodine potassium-
iodide) ซ่ึงมีรายงานวา่สามารถก าจดัเช้ือ E. faecalis ไดดี้กวา่แคลเซียมไฮดรอกไซด์62 

ในการศึกษาน้ีไม่สามารถแยกแบคทีเรียดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือในฟันที่ลม้เหลวจาก
การรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก 3 ซ่ีจาก 36 ซ่ี คิดเป็นร้อยละ 8.3 ซ่ึงการศึกษาที่ผ่าน
มาพบว่าไม่สามารถแยกแบคทีเรียจากบางตวัอย่างไดเ้ช่นกนั โดยไม่สามารถแยกแบคทีเรียดว้ย
วธีิการเพาะเล้ียงเช้ืออยูใ่นช่วงร้อยละ 15 - 563, 4, 10, 13, 14, 20, 46 ทั้งน้ีอาจเกิดจากหลายสาเหตุ เช่น การ
ที่เช้ืออยูใ่นท่อเน้ือฟันหรืออยูใ่นต าแหน่งที่กระดาษซบัรูปกรวยแหลมไม่สามารถเก็บเช้ือได ้วสัดุ
อุดคลองรากที่เหลือภายในคลองรากฟันไปปิดกั้นไม่ให้น ้ าเกลือที่ใชใ้นการเก็บตวัอยา่งเขา้ถึง
บริเวณที่มีเช้ืออยู่3 หรือการทีเ่ช้ือสมัผสักบัอากาศระหวา่งการเก็บตวัอยา่งหรือการเพาะเล้ียงเช้ือซ่ึง
อาจไปท าลายเช้ือกลุ่มที่ไม่ใชอ้อกซิเจน63 ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีไดพ้ยายามลดขอ้จ ากดัเหล่าน้ีโดย
มีการตะไบผนงัคลองรากฟันโดยรอบเพือ่ใหมี้โอกาสไดเ้ช้ือที่อยูท่่อเน้ือฟันออกมามากขึ้นและน า
ตวัอยา่งจากคลองรากฟันที่ไดไ้ปยงัห้องปฏิบตัิการโดยทนัทีเพื่อช่วยลดความเส่ียงที่แบคทีเรียจะ
ถูกท าลายระหวา่งการน าส่ง  

การที่ไม่สามารถแยกเช้ือ E. faecalis จากคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากดว้ย
การเพาะเล้ียงเช้ือและวธีิ real-time PCR จากบางตวัอยา่งไดน้ั้น มีความเป็นไปไดท้ี่รอยโรคปลาย
รากที่เกิดขึ้นอาจไม่มีความสมัพนัธก์บัการติดเช้ือภายในคลองรากฟันซ่ึงเป็นสาเหตุหลกัของการ
รักษาคลองรากฟันที่ลม้เหลว รอยโรคปลายรากดงักล่าวอาจเป็นถุงน ้ าปลายรากฟัน (periapical 
cyst) ปฏิกิริยาของร่างกายต่อส่ิงแปลกปลอม (foreign body reaction) หรือเป็นการติดเช้ือภายนอก
คลองรากฟันซ่ึงส่วนมากจะเก่ียวขอ้งกบัเช้ือชนิดอ่ืนก็เป็นได้30  
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จากขอ้มูลปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดและเช้ือ E. faecalis ผลจากวิธี real-time 
PCR พบเช้ือ E. faecalis ต่อปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดไดต้ั้งแต่ร้อยละ 24.7 - 95.7 เฉล่ียเป็นร้อยละ
64.3 ซ่ึงใกล้เคียงกับการศึกษาของ Sedgley และคณะ9 และ Rocas และคณะ6 ซ่ึงพบเช้ือ E. 
faecalis ต่อปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดอยูใ่นช่วงร้อยละ 0.14 – 100 นอกจากน้ียงัพบว่าปริมาณของ
เช้ือ E. faecalis ต่อปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ไดจ้ากการเพาะเล้ียงเช้ือเฉล่ียคือ 0.8 ซ่ึงสูงกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัที่ไดจ้ากวิธี real-time PCR คือ 0.6 ทั้งน้ีอาจเกิดจากความไวในการตรวจพบเช้ือ
ของแต่ละวิธี โดยวิธี PCR นั้นสามารถตรวจพบแบคทีเรียในตวัอยา่งไดแ้ม้มีปริมาณเพียง 1-10 
เซลล ์แต่หากใชว้ธีิการเพาะเล้ียงเช้ือตอ้งมีแบคทีเรียปริมาณ 104 -105 เซลล์ถึงจะสามารถตรวจพบ
ได้และตอ้งมีแบคทีเรียปริมาณ 103 เซลล์จึงจะสามารถตรวจพบเช้ือได้เม่ือเลือกใช้ selective 
media49 ดงันั้นปริมาณเช้ือ E. faecalis ในตวัอยา่งตอ้งมีปริมาณมากถึงจะสามารถตรวจพบดว้ย
การเพาะเล้ียงเช้ือ และวธีิ real-time PCR ที่มีความไวสูง สามารถตรวจจบัดีเอ็นเอที่หลงเหลืออยู ่ดี
เอ็นเอจากเช้ือที่ตายแลว้และจากเช้ือที่มีชีวิตที่สามารถเพาะเล้ียงไดแ้ละไม่สามารถเพาะเล้ียงได้9 
จึงท าใหป้ริมาณของเช้ือ E. faecalis ต่อปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ไดจ้ากการเพาะเล้ียงเช้ือสูงกว่า
วธีิ real-time PCR  

เม่ือน าเช้ือ E. faecalis ที่แยกไดจ้าก selective media มาเพาะเล้ียงบนอาหาร blood 
agar แลว้น าไปยนืยนัดว้ยการตรวจทางชีวเคมีคือ motility test ซ่ึงเช้ือ E. faecalis จะเจริญอยา่ง
จ ากดัภายใน stab-line และสามารถเจริญบนอาหารที่มีส่วนประกอบของโซเดียมคลอไรด์ความ
เขม้ขน้ร้อยละ 6.5 และบนอาหารที่มีส่วนประกอบของเกลือน ้ าดีที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 ได ้และ
น าเช้ือดงักล่าวมายนืยนัทางโมเลกุลดว้ยวธีิ PCR โดยใช ้ไพร์เมอร์ที่จ  าเพาะต่อเช้ือ E. faecalis จาก
เช้ือที่แยกได้ทั้งหมดพบว่ามี 13 จาก 49 สายพนัธุ์ที่สลายเม็ดเลือดแดงคิดเป็นร้อยละ 26.5 ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Semedo และคณะ64 ซ่ึงพบเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงจาก
ตวัอยา่งทางคลินิกร้อยละ 33 และการศึกษาของ Sedgley และคณะ65 พบเช้ือ E. faecalis ที่สลาย
เม็ดเลือดแดงจากตวัอยา่ง oral rinse ของผูป่้วยที่มีประวตัิการรักษาคลองรากฟันร้อยละ 36.4 
อยา่งไรก็ตาม Reynaud af Geijersstam และคณะ66 พบเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงจาก
คลองรากฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากเพยีงร้อยละ 9 

จากการศึกษาของ Ike และคณะ67 พบว่าสายพนัธุ์ที่สลายเม็ดเลือดแดงแสดง
ลกัษณะของการด้ือยาไดบ้่อยกว่าสายพนัธุ์ที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดงแสดงให้ว่าเช้ือ E. faecalis ที่
สลายเม็ดเลือดแดงอาจก่อให้เกิดโรคที่มีความรุนแรงมากกว่าเช้ือ E. faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือด
แดง ซ่ึงเช้ือ E. faecalis ทั้ง 13 สายพนัธุ์ที่สลายเม็ดเลือดแดงน้ีแยกไดจ้ากฟันที่มีอาการเม่ือเคาะ 
และพบรูเปิดทางหนองไหลทั้งหมด เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มที่เช้ือ E. faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือด
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แดงพบไดใ้นฟันที่มีอาการดงักล่าวเพยีงร้อยละ 12.5  เช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงเกิดจาก 
cytolysin ซ่ึงเป็น toxin ที่พบไดใ้นเช้ือ E. faecalis โดย cytolysin จะถูกผลิตออกมามากขึ้นเม่ืออยู่
ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน และปัจจยัทางสภาพแวดลอ้มของบริเวณที่มีการติดเช้ือจะกระตุน้การ
ท างานของยนีชนิดน้ี68 ความสมัพนัธร์ะหวา่งชนิดของเช้ือ E. faecalis กบัอาการและความรุนแรง
ของโรคจึงเป็นหัวข้อที่ควรศึกษาในรายละเอียดต่อไป นอกจากน้ีมีหน่ึงตวัอย่างที่พบเช้ือ E. 
faecalis ทั้งที่สลายเม็ดเลือดแดงและไม่สลายเม็ดเลือดแดง ซ่ึงไดจ้ากซ่ีฟันที่มีอาการเม่ือเคาะ แต่
ไม่พบรูเปิดทางหนองไหล สอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่าอาสาสมคัรหน่ึงคนสามารถ
พบเช้ือ E. faecalis ไดห้ลายสายพนัธุ์66, 69 

เม่ือน าปัจจยั เพศ ซ่ีฟัน อาการ รูเปิดทางหนองไหล เคาะเจบ็หรือเสียว คุณภาพของ
วสัดุบูรณะ คุณภาพของวสัดุอุดคลองรากฟัน ระยะห่างของวสัดุอุดคลองรากฟันกบัปลายรากฟัน
พบว่าไม่มีความสัมพนัธ์อย่างมีนัยส าคัญกับความชุกของเช้ือ E. faecalis ซ่ึงสอดคล้องกับ
การศึกษาอ่ืนๆ7, 70 และขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของรอยโรคปลายรากก็ไม่ไดมี้ความสัมพนัธ์กบั
ปริมาณเช้ือ E .faecalis แมว้่าใน primary apical periodontitis จ านวนสายพนัธุ์และปริมาณเช้ือจะ
มีความสมัพนัธเ์ชิงบวกกบัขนาดของรอยโรคปลายราก ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Peciuliene 
และคณะ46 ที่กล่าววา่ความแตกต่างของปริมาณเช้ือไม่ไดส้ะทอ้นถึงขนาดของรอยโรคปลายราก
ในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก 

การศึกษาน้ีสามารถแยกเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงจากฟันที่ลม้เหลวจาก
การรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก และมีการบนัทึกขอ้มูลเก่ียวกบัซ่ีฟัน อาการแสดงทาง
คลินิกและลักษณะของเน้ือเยื่อรอบปลายรากฟันของซ่ีฟันดังกล่าว ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อ
การศึกษาปัจจยัการก่อโรค (virulence factor) และความสามารถในการเกิดโรค (pathogenesis) 
ต่อไป ราก  มีค่อนขา้งจ ากดั  
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บทที ่5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิยั 

การติดเช้ือภายในคลองรากฟันยงัคงเป็นสาเหตุหลักของฟันที่ล้มเหลวจากการ
รักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก โดยการศึกษาน้ีพบความชุกของเช้ือ E. faecalis ในฟันที่
ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากร้อยละ 33.3 (11/33 ซ่ี) ดว้ยการเพาะเล้ียง
เช้ือและร้อยละ 88.9 (32/36 ซ่ี) ดว้ยวิธี real-time PCR แสดงให้เห็นว่าเช้ือ E. faecalis อาจมีส่วน
เก่ียวข้องและเป็นสาเหตุของฟันที่ล้มเหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายราก 
นอกจากน้ียงัพบเช้ือ E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงคิดเป็นร้อยละ 26.5 (13/49 สายพนัธุ์) และเช้ือ 
E. faecalis ที่สลายเม็ดเลือดแดงมีแนวโน้มสัมพนัธ์กบัอาการแสดงทางคลินิกที่รุนแรงกว่า เป็นไป
ไดว้่าสายพนัธุ์ดงักล่าวมีปัจจยัการก่อโรคที่รุนแรงกว่าเช้ือ E. faecalis ที่ไม่สลายเม็ดเลือดแดง ซ่ึง
ตอ้งท าการศึกษาเพือ่ยนืยนัต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

เพื่อให้มีความเขา้ใจบทบาทของจุลินทรียใ์นฟันที่ล้มเหลวจากการรักษาคลองราก
ฟันที่มีรอยโรคปลายรากมากขึ้น ควรมีการศึกษาจุลินทรียช์นิดอ่ืนๆที่อยูใ่นคลองรากฟันร่วมดว้ย 
นอกจากน้ีเช้ือ E. faecalis ที่แยกได้จากการเพาะเล้ียงเช้ือ ควรน าไปศึกษาปัจจยัการก่อโรคและ
ความสามารถในการเกิดโรคเพือ่ใหเ้กิดความเขา้ใจเช้ือ E. faecalis มากยิง่ขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

 

รูปที่ 6 กราฟมาตรฐานของเช้ือ E. faecalis 

 

 

รูปที่ 7   กราฟมาตรฐานของแบคทีเรียทั้งหมด 
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ภาคผนวก ข 
ตารางที่ 8   ความไวของการเพาะเล้ียงเช้ือและวธีิ real-time PCR 

Case 

Cultivation 
Real-time  

PCR 
Sensitivity 

E. faecalis  
(log CFU/mL) 

E. faecalis 
 (log CFU/mL) 

Cultivation 
Real-time  

PCR 
% Sensitivity of real-time PCR 

 above cultivation 

1 0.0 2.0 0.0 100 100.0 
2 0.0 2.2 0.0 100 100.0 
3 4.0 8.6 46.0 100 54.0 
4 0.0 3.7 0.0 100 100.0 
5 2.0 4.3 47.0 100 53.0 
6 0.0 2.8 0.0 100 100.0 
7 0.0 2.2 0.0 100 100.0 
8 2.8 6.4 44.0 100 56.0 
9 3.9 7.9 48.7 100 51.3 
12 3.3 6.9 48.1 100 51.9 
13 4.6 6.6 70.2 100 29.8 
14 0.0 1.5 0.0 100 100.0 
16 0.0 2.1 0.0 100 100.0 
17 0.0 1.5 0.0 100 100.0 
18 0.0 1.6 0.0 100 100.0 
19 0.0 1.6 0.0 100 100.0 
21 0.0 2.4 0.0 100 100.0 
22 0.0 2.7 0.0 100 100.0 
23 0.0 4.8 0.0 100 100.0 
24 0.0 3.6 0.0 100 100.0 
25 0.0 2.7 0.0 100 100.0 
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ตารางที่ 8  (ต่อ)      

Case 

Cultivation 
Real-time  

PCR 
Sensitivity 

E. faecalis  
(log CFU/mL) 

E. faecalis 
 (log CFU/mL) 

Cultivation 
Real-time 

PCR 
% Sensitivity of real-time PCR  

above cultivation 

26 1.8 7.0 26.3 100 73.7 
27 3.6 5.9 60.7 100 39.3 
28 0.0 2.6 0.0 100 100.0 
29 0.0 2.5 0.0 100 100.0 
30 1.5 3.4 43.5 100 56.5 
31 0.0 2.4 0.0 100 100.0 
32 2.4 5.6 43.8 100 56.2 
33 1.7 6.9 24.7 100 75.3 
34 0.0 4.7 0.0 100 100.0 
35 0.0 4.5 0.0 100 100.0 
36 0.0 4.6 0.0 100 100.0 

Mean 
   

84.3 
หมายเหตุ: มี 4 ตวัอยา่งที่ถูกตดัออกเน่ืองจากไม่พบเช้ือ E. faecalis ดว้ยวธีิ real-time PCR  
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ภาคผนวก ค 
หนังสือรับรองผ่านการพิจารณาและได้รับความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมในการวิจัย 
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หนังสือแจ้งผลการพิจารณาแก้ไขเปลี่ยนแปลง/เพิ่มเติมโครงการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

ประวตัิผู้เขยีน 

ช่ือ สกลุ   นางสาวภทัรมน  ประไพสิทธ์ิ 
รหัสประจ าตัวนักศึกษา 5910820012 
วุฒิการศึกษา 

  วุฒิ      ช่ือสถาบัน    ปีที่ส าเร็จการศึกษา 
ทนัตแพทยศาสตรบณัฑิต  มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์   2556 
 
ทุนการศึกษา  

ทุนอุดหนุนการวิจัยเพื่อวิทยานิพนธ์ปีงบประมาณ 2561 จากบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

ทุนอุดหนุนการวิจัยเพื่อวิทยานิพนธ์ปีงบประมาณ 2561 จากกองทุนวิจัย  
คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

 
ต าแหน่งและสถานที่ท างาน 

ทนัตแพทยช์ านาญการ กลุ่มงานทนัตกรรม โรงพยาบาลระโนด อ าเภอระโนด 
จงัหวดัสงขลา 

 
การตีพิมพ์เผยแพร่ผลงาน 
ภทัรมน ประไพสิทธ์ิ, รว ีเถียรไพศาล, เกวลิน ธรรมสิทธ์ิบูรณ์. ความชุกของเช้ือเอนเทอโรคอคคสั 

ฟีคาลิสในฟันที่ลม้เหลวจากการรักษาคลองรากฟันที่มีรอยโรคปลายรากดว้ยการ
เพาะเล้ียงเช้ือ. การประชุมเสนอผลงานวจิยัระดบัชาติมหาวิทยาลยัสุโขทยัธรรมาธิราช คร้ัง
ที่ 9; วนัศุกร์ที่ 29 พฤศจิกายน 2562; ณ อาคารเฉลิมพระเกียรติ 80 พรรษา 
มหาวทิยาลยัสุโขทยัธรรมาธิราช. นนทบุรี, ประเทศไทย; 2562: 1872-86 
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