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ABSTRACT 

The objective of this study was to compare the presence of hemolytic activity and cylA gene expression of 

Enterococcus faecalis (E. faecalis) strains isolated from endodontic-periodontal lesions showing the same (Ef.S) 

and different (Ef.D) genotype. A total of 54 strains, 36 strains of Ef.S and 18 strains of Ef.D, were examined 

for hemolytic activity on blood agar plate, the presence of the cylA gene using polymerase chain reaction 

(PCR), and cylA gene expression levels by real-time PCR. Results showed that Ef.S strains exhibited a higher 

hemolytic activity Med = 0 (0,5.33) mm. compared to the Ef.D strains Med = 0 (0,4.63) mm. Moreover, the 

gene expression of Ef.S strains Med = 0.93 (0,6670.4) folds of induction was higher than in the Ef.D strains 

Med = 1.33 (0.41,1376.4) folds of induction. Additionally, all strains (100%) presented the cylA gene. Our study 

concluded that Ef.S strains showed a high virulence factors compared to Ef.D and it may be associated with 

the high severity of the disease. 
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ฟีโนไทป์และการแสดงออกของยีน cylA ของเช้ือเอนเทอโรคอคคสั ฟีคาลิสท่ี

แยกจากคลองรากฟันของคน 
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บทคดัย่อ 

การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อเปรยีบเทยีบความสามารถในการย่อยสลายเมด็เลอืดแดง และระดบัการแสดงออกของยนี 

cylA ของเชื้อ Enterococcus faecalis (E. faecalis) ที่แยกจากรอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัต์ที่มี

ลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมอืนกนั (Ef.S) และต่างกนั (Ef.D) โดยเชือ้ E. faecalis ทัง้หมดจาํนวน 54 สายพนัธุ ์แบง่เป็น 

Ef.S 36 สายพนัธุ์ และ Ef.D 18 สายพนัธุ์ นํามาศกึษาถงึความสามารถในการย่อยสลายเมด็เลอืดแดง การมยีนี cylA 

และระดบัการแสดงออกของยนี โดยทดสอบการย่อยสลายเซลล์เมด็เลอืดแดงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทเีรยีชนิดผสม

เลอืด ตรวจหายนี cylA ดว้ยเทคนิค PCR และศกึษาระดบัการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค PCR แบบเรยีลไทม์ ผล

การศกึษาพบว่าในการศกึษาความสามารถในการย่อยสลายเซลล์เมด็เลอืดแดงเชื้อ Ef.S มค่ีามธัยฐาน = 0 (0,5.33) 

mm ซึ่งมีแนวโน้มในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงที่สูงกว่าเชื้อ Ef.D ค่ามธัยฐาน = 0 (0,4.63) mm เมื่อนํามาศึกษา

ความสามารถในการแสดงออกของยีน พบว่าเชื้อ Ef.S มีค่ามัธยฐาน = 0.93 (0,6670.4) folds of induction ซึ่งมี

แนวโน้มระดบัการแสดงออกทีส่งูกว่าเชือ้ Ef.D ทีม่คี่ามธัยฐาน = 1.33 (0.41,1376.4) folds of induction และพบว่าเชือ้

ทัง้หมดมยีนี cylA สรุปการศกึษาน้ีแสดงใหเ้หน็ว่า เชือ้ Ef.S มปัีจจยัก่อโรคทีส่งูกว่าเชือ้ Ef.D และอาจส่งผลใหร้อยโรค

ร่วมน้ีมคีวามรุนแรงมากขึน้ 

คาํสาํคญั: ยนี cylA, การย่อยสลายเมด็เลอืดแดง, การแสดงออกของยนี, เชื้อเอนเทอโรคอคคสั ฟีคาลสิ, รอยโรคร่วม

ระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัตอ์กัเสบ 
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บทนํา 

รอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัต ์(endodontic-periodontal lesions) เป็นรอยโรคทีเ่กดิจากการตดิเชือ้

ของเน้ือเยื่อในและเน้ือเยื่อรอบรากฟันในฟันซี่เดยีวกนั (Simring et al., 1964) กลุ่มเชื้อทีท่ําใหเ้กดิโรคเน้ือเยื่อในนัน้มี

ความคล้ายกับเชื้อที่เป็นสาเหตุของโรคปริทันต์ โดยเชื้อเอนเทอโรคอคคสั ฟีคาลิส (Enterococcus faecalis หรือ  

E. faecalis) กเ็ป็นหน่ึงในกลุ่มเชือ้น้ี 

เชื้อ E. faecalis เป็นเชื้อแบคทเีรยีแกรมบวก สามารถดํารงชพีอยู่ได้ทัง้ในสภาวะที่มหีรอืไม่มอีอกซิเจน (facultative 

anaerobe) สามารถพบได้ทัง้ในคลองรากฟันที่มกีารติดเชื้อปฐมภูม ิ(primary infection) ในรอยโรคปรทินัต์ปฐมภูม ิ

(primary periodontal lesions) (Souto et al., 2008) 

จากการศกึษาของ พรชนก ศรสีงัข ์(2565) ไดศ้กึษาถงึความชุกของเชือ้ E. faecalis ในรอยโรคร่วมระหว่างเน้ือเยื่อใน

และโรคปรทินัต์อกัเสบ โดยแยกเชื้อ E. faecalis จากผู้ป่วย พบว่า มผีู้ป่วย 6 จาก 21 ราย (ร้อยละ 28.6) ที่พบเชื้อ  

E. faecalis ทัง้ในคลองรากฟันและร่องลกึปรทินัต ์และพบว่า เชือ้เหล่าน้ีสามารถแยกได ้2 ลกัษณะ คอื เชือ้ทีม่ลีกัษณะ

ทางพนัธุกรรมเหมอืนกนัทัง้ในคลองรากฟันและร่องลึกปริทนัต์ และเชื้อที่มลีกัษณะทางพนัธุกรรมในคลองรากฟัน

ต่างกนักบัในร่องลึกปริทนัต์ จงึเป็นที่น่าสนใจว่าความเหมอืนหรือความต่างกันของลกัษณะทางพนัธุกรรมน้ี อาจมี

ความสมัพนัธก์บัความสามารถในการก่อโรคของเชือ้ E. faecalis ดว้ยหรอืไม่  

ปัจจยัในการก่อโรคเชื้อ E. faecalis มดีว้ยกนัหลายปัจจยั เช่น สามารถสรา้งถิน่ฐานในรูปแบบของแผ่นคราบชวีภาพ 

(biofilm) ทําให้ต้านทานขบวนการฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) แอนติบอดี (antibodies) และสารต้านจุลชีพ 

(antimicrobial) สามารถทนต่อสภาวะทีไ่ม่เอื้อต่อการเจรญิเตบิโตของเชื้อแบคทเีรยี สามารถหลัง่เอนไซม์ย่อยโปรตีน 

เช่น เอนไซม์ไลติก (lytic enzyme) ไซโตไลซนิ (cytolysin) ซึ่งพบว่า cytolysin activator gene (cylA) เป็นหน่ึงในยนี

ก่อโรคทีส่าํคญัของเชือ้ E. faecalis โดยยนี cylA สามารถกระตุน้ใหเ้กดิกระบวนการย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดง ทาํให้

เกดิการทําลายเน้ือเยื่อและเซลล์โฮสต ์และส่งผลใหเ้กดิการอกัเสบและการตดิเชือ้ของอวยัวะปรทินัตไ์ด ้จากการศกึษา

พบว่า เชือ้ E. faecalis สายพนัธุท์ีย่่อยสลายเมด็เลอืดแดงสามารถปรบัตวัมชีวีติอยู่ไดใ้นสภาวะไม่พึง่ออกซเิจนไดอ้กีดว้ย 

ยนี cylA นัน้มฟีีโนไทป์ทีส่าํคญัซึง่อาจเกีย่วขอ้งกบัการตดิเชือ้ในรอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัต ์หรอื

อาจมผีลเอื้อใหเ้ชือ้ E. faecalis สามารถปรบัตวัและดํารงชวีติอยู่ได ้ผูว้จิยัจงึมคีวามสนใจทีจ่ะศกึษาถงึการมยีนีก่อโรค 

(virulence genes) ฟีโนไทป์ (phenotypes) และการแสดงออก (expression) ของยนี cylA ของเชื้อ E. faecalis ทีแ่ยก

จากรอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัตท์ีม่ลีกัษณะทางพนัธุกรรมเหมอืนกนั (Ef.S) และต่างกนั (Ef.D) 

 

การทบทวนวรรณกรรม 

รอยโรคร่วมระหวา่งเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัต์เป็นรอยโรคทีเ่กดิจากการตดิเชือ้ของเน้ือเยื่อในและเน้ือเยื่อรอบรากฟัน

ในฟันซี่เดยีวกนั (Simring et al., 1964) โดยอาจเกดิจากรอยโรคเน้ือเยื่อในก่อนหรอืเกดิจากรอยโรคของเน้ือเยื่อรอบ

รากฟันก่อน หรอืเกดิจากทัง้รอยโรคของเน้ือเยื่อในและจากรอยโรคของอวยัวะปรทินัต์ทีแ่ยกกนัและมกีารพฒันาของ

รอยโรคทัง้สองจนมารวมกนั (Simon et al., 1972) โดยเน้ือเยื่อในและอวยัวะปรทินัตม์ชีอ่งทางตดิต่อถงึกนัไดห้ลายทาง 

เช่น apical foramen, lateral canals และ accessory canal เป็นตน้ 

ดงันัน้หากมกีารตายของเน้ือเยื่อใน แบคทเีรยีและสารพษิจะผ่านออกสู่อวยัวะปรทินัตท์าํใหเ้กดิรอยโรคทีป่ลายรากฟัน

หรอืกระดกูรอบรากฟันได ้ในทางกลบักนัหากโรคปรทินัตอ์กัเสบลุกลามมากและทาํลายอวยัวะปรทินัตจ์นถงึรปูลายราก

ฟัน เชื้อโรคจากโรคปรทินัต์อกัเสบอาจมผีลทําใหเ้กดิการตดิเชื้อของเน้ือเยื่อในได ้(Langeland et al., 1974) ช่องทาง

ดงักล่าวจงึมบีทบาทสาํคญัทีท่าํใหแ้บคทเีรยีและสารพษิสามารถผ่านเขา้ออกระหว่างภายในคลองรากฟันและอวยัวะปริ

ทนัต ์ทาํใหเ้กดิรอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัตข์ึน้ 

เอนเทอโรคอคคสั ฟีคาลสิ (E. faecalis) เป็นเชือ้หน่ึงทีส่ามารถพบไดท้ัง้จากร่องลกึปรทินัต ์และคลองรากฟันของฟันที่

มรีอยโรคร่วมระหว่างโรคปรทินัต์และเน้ือเยื่อใน (Kipioti et al., 1984; Rovai et al., 2019) โดยเชื้อ E. faecalis เป็น
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แบคทเีรยีแกรมบวกรูปทรงกลม อาจพบในลกัษณะเซลล์เดี่ยว เซลล์คู่ หรอืมกีารยดืและเรยีงตวัเป็นสายสัน้ ไม่สรา้ง

สปอร์ สามารถดํารงชพีได้ทัง้ในสภาวะที่มอีอกซิเจนหรอืไม่มอีอกซิเจนจงึจดัเป็นแบคทเีรยีที่อยู่ในกลุ่ม facultative 

anaerobic ส่วนใหญ่ไม่เคลื่อนทีแ่ละไม่ย่อยสลายเมด็เลอืด มขีนาดเสน้ผ่านศูนย์กลาง 0.5 ถงึ 1 ไมโครเมตร สามารถ

เจรญิไดด้ ีในอุณหภูมติัง้แต่ 10 ถงึ 45 องศาเซลเซยีส และอยู่ในอุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส ไดน้าน 30 นาท ีรวมถงึ

ทนต่อสภาวะทีม่คีวามเขม้ขน้เกลอืหรอืมคีวามเป็นด่างสงู (Tendolkar et al., 2003)  

cytolysin activator gene (cylA) เป็นยีนก่อโรคที่พบบ่อยของเชื้อ E. faecalis โดยเป็นยีนที่สามารถกระตุ้นให้เกิด

กระบวนการย่อยสลายเซลล์เมด็เลอืดแดง ทําใหเ้กดิการทาํลายเน้ือเยื่อและเซลล์โฮสต์และมคีวามเป็นพษิต่อเซลลบ์าง

ชนิด (Zhu X et al., 2010) โดยเซลล์เป้าหมายของไซโตไลซนิ คอื เมด็เลอืดแดงโพลมีอร์โฟนิวเคลยีร์ นิวโตรฟิล แมค

โครฟาจ และแบคทเีรยีชนิดแกรมบวก (Kayaoglu & Ørstavik, 2004) 

บทบาทสําคญัของยนี cylA คอื การกระตุ้นใหเ้กดิกระบวนการย่อยสลายเซลล์เมด็เลอืดแดง โดยมรีายงานของ Jett et 

al. (1994) ว่า เชื้อ E. faecalis สายพนัธุ์ที่ย่อยสลายเมด็เลอืดแดงจะเพิม่จํานวนและสร้างอาณานิคมบรเิวณเน้ือเยื่อ

เหงอืกจงึมผีลต่อการเปลี่ยนแปลงสมดุลของระบบนิเวศ และยบัยัง้การเจรญิเติบโตของเชื้อสเตร็ปโตคอคไค รวมถงึ

แบคทเีรยีแกรมบวกชนิดอื่นซึง่เป็นแบคทเีรยีประจาํถิน่ทีอ่าศยัอยู่ในบรเิวณดงักล่าว ซึง่จะส่งเสรมิใหแ้บคทเีรยีชนิดแก

รมลบ รูปร่างแท่ง มกีารเพิม่จํานวนและสรา้งอาณานิคม จงึส่งผลใหเ้กดิการอกัเสบและการตดิเชื้อของอวยัวะ ปรทินัต์ 

การศกึษาของ Kayaoglu et al. (2004) พบว่า เชื้อ E. faecalis สายพนัธุ์ที่ย่อยสลายเมด็เลอืดแดงสามารถปรบัตวัมี

ชวีติอยู่ไดใ้นสภาวะไม่พึง่ออกซเิจน (anaerobe) ไดร้วมถงึเอื้อต่อการสรา้งแผ่นคราบชวีภาพในคลองรากฟัน จงึอาจมี

แนวโน้มทีจ่ะเกดิการตดิเชือ้เพิม่ขึน้ การศกึษาของ Ike et al. (1987) พบว่า รอ้ยละ 60 ของการตดิเชือ้ทางหลอดเลอืด 

(parenteral infections) เกิดจาก E. faecalis สายพนัธุ์ที่ย่อยสลายเมด็เลอืดแดงและยงัพบว่า E. faecalis สายพนัธุ์ที่

ย่อยสลายเมด็เลอืดแดงมกีารดื้อต่อยาปฏชิวีนะหลายชนิด (multiple drug resistance) ได้มากกว่าสายพนัธุ์ทีไ่ม่ย่อย

สลายเมด็เลอืดแดง จากการศกึษาขา้งต้นแสดงใหเ้หน็ว่า ทัง้การดื้อยาปฏชิวีนะและการย่อยสลายเมด็เลอืดแดง อาจมี

ผลทาํใหเ้ชือ้ E. faecalis สายพนัธุท์ีย่่อยสลายเมด็เลอืดแดงมคีวามรุนแรงในการก่อโรคไดม้ากขึน้ 

สมมติฐานการวิจยั 

เชื้อ Enterococcus faecalis ที่มีลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมอืนกนั (Ef.S) และต่างกัน (Ef.D) จะมีฟีโนไทป์ และการ

แสดงออกของยนี cylA แตกต่างกนั 

กรอบแนวคิดการวิจยั 

ตวัแปรอสิระ (X)  ตวัแปรตาม (Y) 

E. faecalis with same genotypes (Ef.S)  
1) Phenotypic Analysis: Hemolytic activity test 

2) cylA Gene Detection using PCR 

3) cylA Gene expression using Real-time PCR  

  

E. faecalis with difference genotypes (Ef.D)  

ภาพท่ี 1 กรอบแนวคดิ 

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

การวจิยัน้ีเป็นการวจิยัเชงิทดลองในห้องปฏิบตักิาร เชื้อแบคทเีรยีที่ใช้ในการศกึษา จะใช้เชื้อ E. faecalis สายพนัธุ์

มาตรฐาน ATCC 19433 และสายพนัธุท์ีแ่ยกไดจ้ากคลนิิกโดยนํามาจากโครงการวจิยัเรื่อง “ความชุกของเชือ้ พอไฟโร

โมแนส จงิจวิาลสิ ฟิวโซแบคทเีรยีม นิวคลเีอทมั และเอนเทอโรคอคคสั ฟีคาลสิทีแ่ยกจากรอยโรคร่วม ระหว่างโรคปริ

ทนัต์และเน้ือเยื่อใน โดยวธิกีารเพาะเลี้ยงเชือ้และ Real-Time PCR” โดย พรชนก ศรสีงัข ์และคณะ (2565) ซึ่งพบเชือ้ 

E. faecalis ทัง้หมด 54 strains แบ่งเป็น Ef.S 36 strains และ Ef.D 18 strains 
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1) ความสามารถในการย่อยสลายของเซลล์เมด็เลอืดแดงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดผสมเลอืด (ลกัษณะทางฟีโนไทป์ของ

ยนี cylA) (ดดัแปลงจากการศกึษาของ Sedgley et al. (2005)) 

ปรบัความเขม้ขน้ของเชื้อ E. faecalis ใหม้คีวามเขม้ขน้ประมาณ 108 ซเีอฟยตู่อมลิลลิติร (CFU/ml) (ปรบัค่า OD600 

nm = 0.2) แล้วจงึนําเชื้อทีป่รบัความเขม้ขน้แล้ว ปรมิาตร 5 ไมโครลติร หยดบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดผสมเลอืด สาย

พนัธุ์ตัวอย่างละ 2 ซ้ํา โดยใช้เชื้อสายพนัธุ์มาตรฐาน Staphylococcus aureus ATCC 29213 เป็นกลุ่มควบคุมบวก

เน่ืองจากสามารถย่อยสลายเซลล์เมด็เลอืดแดงได ้บ่มเชื้อทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้

ตรวจสอบการย่อยสลายของเซลลเ์มด็เลอืดแดง  

แปลผลโดยวดัวงใสรอบโคโลนี (clear halo) วดัเส้นผ่านศูนย์กลางในแนวนอนและแนวตัง้ของบรเิวณย่อยสลายเมด็

เลอืดแดง และวดัเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีในแนวนอนและแนวตัง้หน่วยเป็นมิลลิเมตร โดยใช้ไม้บรรทดัความ

ละเอียด 0.1 เซนติเมตร อ่านค่าด้วยสายตา แล้วนํามาคํานวณโดยใช้สูตรคํานวณขนาดวงใสรอบโคโลนี (ภาพที่ 2) 

ทดสอบซ้ํา 3 ครัง้ 

 

 
ภาพท่ี 2 การวดัวงใสรอบโคโลนี (clear halo) 

 

สตูรคาํนวณขนาดวงใสรอบโคโลนี = 
 

โดย R1 คอื เสน้ผ่านศูนยก์ลางในแนวนอนของการย่อยสลายเมด็เลอืดแดง 

R2 คอื เสน้ผ่านศูนยก์ลางในแนวตัง้ของการย่อยสลายเมด็เลอืดแดง 

r1 คอื เสน้ผ่านศูนยก์ลางของโคโลนีในแนวนอน 

r2 คอื เสน้ผ่านศนูยก์ลางของโคโลนีในแนวตัง้ 

 

2) ตรวจหายนีก่อโรค cylA โดยวธิ ีPCR (ดดัแปลงจากการศกึษาของ Sedgley et al. (2005)) 

นําเชื้อมาสกดัดเีอน็เอโดยใชชุ้ดสกดัดเีอน็เอและทําตามขัน้ตอนของบรษิทัผูผ้ลติแนะนํา จากนัน้ตรวจสอบ DNA ทีไ่ด้

ดว้ยวธิเีจลอเิลก็โทรโฟเรซสิ และนํา DNA ทีส่กดัไดม้าตรวจหายนี cylA ดว้ยเทคนิค PCR โดยในงานวจิยัน้ีใชนิ้วคลโีอ

ไทด์ไพร์เมอร์ทีจ่ําเพาะ (nucleotide primers) ดงัตารางที ่1 เพื่อเพิม่ปรมิาณยนี cylA ดว้ยเครื่องเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ 

โดยสารละลายทีใ่ชใ้นปฏิกริยิา PCR ประกอบดว้ย MgCl2, Taq DNA polymerase, forward primer, reverse primer, 

dNTP, DNA template, Buffer และน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้ กําหนดใหม้ปีรมิาตรสุทธ ิ25 ไมโครลติร และใชส้ารสกดัดเีอน็

เอ 20 µg/ml และใชส้ายพนัธุ์มาตรฐานเชื้อ E. faecalis ATCC 19433 เป็นกลุ่มควบคุมบวก ตรวจสอบ PCR product 

ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช้อะกาโรสเจลความเขม้ขน้ร้อยละ 2 ที่ 80 โวลต์ ในสารละลาย Tris-acetate-EDTA 

buffer (1X TAE) ซึ่งจะย้อมเจลดงักล่าวด้วย สารละลายเอธเิดยีมโบรไมด์ (ethidium bromide) ตรวจดูแถบสดีเีอ็นเอ

ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตจากเครื่องใหกํ้าเนิดแสงยวูสีําหรบัวเิคราะหเ์จล เพื่อตรวจหายนี cylA และรายงานเป็นรอ้ย

ละของเชือ้ E. faecalis สายพนัธุต์วัอย่างทีม่ยีนี cylA ทาํซ้ํา 2 ครัง้ 
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ตารางท่ี 1 นิวคลโีอไทดไ์พรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นการตรวจหายนี cylA 

ไพรเมอร ์ ลาํดบัเบส คู่เบส (bp) Tm *** (°C)  เอกสารอ้างอิง 

cylAF  5’-GGTTATGCATCAGATCTCTCAA-3’ 81 58 Gilmore et al., 1994 

cylAR  5’-CTGTATATAATCTACTTTTTCAGA 

AGATAATTC-3’  

 

3) ตรวจหาการแสดงออกของยนีก่อโรค cylA ดว้ยวธิ ีreal-time PCR (ดดัแปลงจากการศกึษาของ Wang et al. (2011)) 

นําเชื้อ E. faecalis มาสกดัอาร์เอน็เอดว้ยชุดสกดัอาร์เอน็เอ ตรวจสอบปรมิาณและคุณภาพของอารเ์อน็เอตวัอย่างดว้ย

เครื่องวดัการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) และความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) ปรบั

ความเขม้ขน้เริม่ต้นของอาร์เอ็นเอเท่ากบั 20 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เพื่อศกึษาค่า mRNA ของยนี cylA ด้วยเครื่อง 

Real-Time PCR ไพรเมอร์จําเพาะที่ใช้ตรวจสอบดงัตารางที่ 1 และใช้สายพนัธุ์มาตรฐาน E. faecalis ATCC 19433 

(gene+) เป็นกลุ่มควบคุมบวก รวมถึงยีน16s rRNA (forward primer: 5’-CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG-3’และ 

reverse primer: 5’-CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC3’) ใช้เป็นยีนอ้างอิง โดยปฏิกิริยา quantitative real-time 

PCR ใช้สารทัง้หมด 20 ไมโครลติร ซึ่งประกอบด้วย 10 พโิกโมลาร์ forward primer และ reverse primer อย่างละ 1 

ไมโครลติร Reverse transcriptase enzyme ปรมิาตร 0.125 ไมโครลติรอาร์เอน็เอแม่แบบ 20 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

น้ํายา One-Step Real-time qPCR ปริมาตร 11.5 ไมโครลิตร RNase-free water ปริมาตร 5.5 ไมโครลิตร นําค่า 

threshold cycles (CT) มาวเิคราะหค่์า mRNA ของยนีก่อโรค  

คาํนวณไดจ้ากสตูร ΔΔCT = (CTcylA-CT16s rRNA) Sample A-(CTControl-CT16s rRNA) Sample O  

(Sample A: เชื้อ E. faecalis แต่ละสายพันธุ์ตัวอย่าง; Sample O: สายพันธุ์มาตรฐาน E. faecalis ATCC 19433 

(cylA+)) ซึง่ค่าการแสดงออกของยนีจะออกมาเป็นจาํนวนเท่า 2-ΔΔCT ทาํซ้ํา 2 ครัง้ 

4) การวเิคราะหข์อ้มลู จะใชส้ถติพิรรณนาและใชส้ถติเิชงิวเิคราะห ์โดยรายงานเป็นรอ้ยละของจาํนวนเชือ้ E. faecalis ที่

มฟีีโนไทป์ของยนี cylA รายงานรอ้ยละของจํานวนเชื้อ E. faecalis ที่มยีนี cylA และในการเปรยีบเทยีบฟีโนไทป์และ

การแสดงออกของยนี cylA ของเชื้อ Ef.S และ Ef.D จะใชส้ถติ ิMann-Whitney U test ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 

เน่ืองจากขอ้มลูทีไ่ดม้กีารแจกแจงแบบไม่ปกต ิ

 

ผลการวิจยั 

การทดสอบการย่อยสลายของเซลลเ์มด็เลือดแดงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดผสมเลือด 

พบว่า เชือ้ Ef.S และ Ef.D สามารถย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดงได ้รอ้ยละ 30.56 (11/36 สายพนัธุ)์ และรอ้ยละ 27.78 

(5/18 สายพนัธุ)์ ตามลําดบั (ภาพที ่3) โดยเชือ้ Ef.S มคี่า Med = 0 (0,5.33) mm มแีนวโน้มในการย่อยสลายเมด็เลอืด

แดงทีส่งูกว่าเชือ้ Ef.D ค่า Med = 0 (0,4.63) mm แมว้่าจะไมม่คีวามแตกต่างกนัอย่างมนัียสาํคญัทางสถติ ิเมื่อวเิคราะห์

โดยใชส้ถติ ิMann-Whitney U test [Med (Min,Max)] (ตารางที ่2) 

 

ตารางท่ี 2 เปรยีบเทยีบความสามารถในการย่อยสลายเมด็เลอืดแดง การมยีนี cylA และระดบัการแสดงออกของยนี 

cylA ของเชือ้ Ef.S และ Ef.D 

ปัจจยัก่อโรค 
เชื้อสายพนัธุต์วัอย่าง 

Ef.S Ef.D 

ค่าความสามารถในการย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดง (mm.) 0 (0,5.33) 0 (0,4.63) 

การมยีนี cylA (%) 100 100 

ระดบัการแสดงออกของยนี cylA (folds of induction) 0.93 (0,6670.4) 1.33 (0.41,1376.4) 
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A  B 

ภาพท่ี 3 A เชือ้ E. faecalis ทีส่ามารถย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดงได ้B เชือ้ E. faecalis ทีไ่มส่ามารถย่อยสลายเซลล์

เมด็เลอืดแดงได ้

 

การตรวจหายีนก่อโรคด้วยเทคนิค PCR 

พบว่า เชือ้ Ef.S และ Ef.D ทีแ่ยกจากรอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัต ์ทัง้หมดมยีนี cylA (36/36 สายพนัธุ์) 

และ (18/18 สายพนัธุ)์ ตามลําดบั (ตารางที ่2) 

การแสดงออกของยีนก่อโรค cylA ด้วยวิธี real-time PCR 

พบว่า เชื้อ Ef.S มค่ีา Med = 0.93 (0,6670.4) folds of induction มแีนวโน้มระดบัการแสดงออกของยนีที่สูงกว่าเชื้อ 

Ef.D ค่า Med = 1.33 (0.41,1376.4) folds of induction แม้ว่าจะไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนัียสําคญัทางสถติ ิเมื่อ

วเิคราะหโ์ดยใชส้ถติ ิMann-Whitney U test [Med (Min,Max)] (ตารางที ่2) 

 

สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

การตรวจหาฟีโนไทป์ของยนี cylA กล่าวคอื การทดสอบการย่อยสลายของเซลล์เมด็เลอืดแดงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

ผสมเลอืด โดยวดัวงใสรอบโคโลนี พบว่า เชื้อ Ef.S มแีนวโน้มในการย่อยสลายเมด็เลอืดแดงทีสู่งกว่าเชือ้ Ef.D แต่ไม่มี

ความแตกต่างกนัอย่างมนัียสําคญัทางสถติ ิในการตรวจหายนีก่อโรคดว้ยเทคนิค PCR พบว่า เชื้อ Ef.S และ Ef.D ที่

แยกจากรอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและโรคปริทนัต์ มียีน cylA ทุกสายพนัธุ์ ร้อยละ 100 ซึ่งสอดคล้องกับ

การศกึษาก่อนหน้า (Zhu et al., 2010; หทยัภทัร วงศ์หริญัเดชา, 2563) ส่วนการทดสอบการแสดงออกของยนี cylA 

ดว้ยวธิ ีreal-time PCR พบว่าเชือ้ Ef.S (0.93 (0,6670.4) folds of induction จะมแีนวโน้มระดบัการแสดงออกของยนีที่

สูงกว่าเชื้อ Ef.D (1.33 (0.41,1376.4) folds of induction แต่ไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนัียสําคญัทางสถิติ ซึ่งการ

ทดสอบไดใ้หผ้ลทีเ่ป็นไปในแนวทางเดยีวกนัว่า เชื้อ Ef.S มแีนวโน้มในการย่อยสลายเมด็เลอืดแดงและการแสดงออก

ของยีน cylA ที่สูงกว่าเชื้อ Ef.D ซึ่งได้ยืนยันสมมติฐานการวิจัยที่ว่า เชื้อ Ef.S และ Ef.D จะมีฟีโนไทป์ และการ

แสดงออกของยนี cylA แตกต่างกนั โดยอาจเป็นผลมาจากการทีม่ลีกัษณะทางพนัธุกรรมทีเ่หมอืนกนัของเชือ้ Ef.S ซึ่ง

เป็นตวับ่งบอกว่าเชือ้ทีพ่บในคลองรากฟันและในร่องลกึปรทินัตเ์ป็นตวัเดยีวกนั กล่าวคอื เชือ้ Ef.S สามารถเคลื่อนทีไ่ปมา 

และแทรกผ่านช่องทางติดต่อต่างๆในรอยโรคร่วมระหว่างเน้ือเยื่อในและโรคปรทินัต์ได้ และสามารถก่อให้เกิดพยาธิ

สภาพในทัง้สองเน้ือเยื่อได ้จงึมแีนวโน้มในการมปัีจจยัก่อโรคทีม่ากกว่าเชือ้ Ef.D ซึง่เชือ้ดงักล่าวอาจมคีวามสมัพนัธก์บั

การก่อโรคทีรุ่นแรง 

และเป็นทีน่่าสนใจว่าเชือ้ E. faecalis ทีศ่กึษาทัง้หมดลว้นมยีนี cylA ทุกสายพนัธุ ์แต่กลบัมกีารย่อยสลายของเซลล์เมด็

เลอืดแดงเพยีงร้อยละ 29.63 (16/54 สายพนัธุ์) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามเีชื้อ E. faecalis บางสายพนัธุ์ที่มยีนีแต่ไม่แสดง 

ฟีโนไทป์ออกมาและเพื่อใหเ้กดิความเขา้ใจในปรากฎการณ์ดงักล่าวมากขึน้ จงึตอ้งมาดทูีค่่าการแสดงออกของยนี cylA 
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โดยหากพจิารณาเพยีงปัจจยัการย่อยสลายเมด็เลอืดแดงโดยไม่คํานึงลกัษณะทางพนัธุกรรมที่เหมอืนกนั (Ef.S) และ

ต่างกนั (Ef.D) ในคลองรากฟันและร่องลกึปรทินัต์ จะพบว่าเชือ้กลุ่มทีส่ามารถย่อยสลายเมด็เลอืดแดงได ้(Hemolysis) 

จะมรีะดบัการแสดงออกของยนี cylA มากกว่าเชื้อที่ไม่สามารถย่อยสลายเมด็เลอืดแดงได้ (Non-Hemolysis) อย่างมี

นัยสําคญัทางสถิติ โดยเชื้อ E. faecalis ที่มีค่าการแสดงออกของยีนตํ่าหรือไม่พบการแสดงออกของยีนเลย จะไม่

สามารถย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดงได ้และเชือ้ E. faecalis ทีม่ค่ีาการแสดงออกของยนีสงู จะสามารถย่อยสลายเซลล์

เมด็เลอืดแดงได ้ซึง่ระดบัการแสดงออกของยนี cylA กบัความสามารถในการย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดงนัน้เป็นไปใน

แนวทางเดยีวกนั จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่า กระบวนการผลติสารไซโตไลซนิเพื่อย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดแดงนัน้ 

จําเป็นต้องอาศัยยีนที่่ เกี่ยวข้องทัง้ 5 ยีน (Hällgren A et al., 2009) ซึ่งอยู่ภายใน cyl operon โดยมียีน cylLL และ 

cylLS เป็นสารตัง้ตน้เพื่อผลติสารไซโตไลซนิ ยนี cylM มหีน้าทีด่ดัแปลงโปรตนีหลงัจากผลติสารไซโตไลซนิ ยนี cylB มี

หน้าทีข่นส่งสารไซโตไลซนิ และยนี cylA มหีน้าทีก่ระตุน้ไซโตไลซนิใหเ้กดิการย่อยสลาย เซลลเ์มด็เลอืดแดง (Eaton & 

Gasson, 2001) ดงันัน้ จากการศกึษาน้ีจงึคาดการณ์ว่า เชือ้ E. faecalis ทีม่ยีนี cylA แต่ไม่สามารถย่อยสลายเซลลเ์มด็

เลอืดแดงได ้อาจม ีcyl operon ไม่ครบทัง้ 5 ยนี จงึทาํใหเ้ชือ้ E. faecalis ไม่สามารถย่อยสลายเซลลเ์มด็เลอืดได ้อกีทัง้

ผูว้จิยัไม่ไดศ้กึษา cyl operon ครบทุกยนี จงึไม่สามารถทราบถงึยนี cyl ตวัอื่นได ้

ข้อเสนอแนะในการวิจยัครัง้ต่อไป 

ควรศกึษายนีก่อโรคชนิดอื่นเพิม่เตมิ เช่น asa1, ace, esp และ gelE รวมถงึศกึษาฟีโนไทป์และการแสดงออกของยนี

นัน้ๆ ดว้ย รวมถงึศกึษาปัจจยัการก่อโรคอื่นๆ เช่น การดือ้ยาปฏชิวีนะชนิดต่างๆ เพื่อใหเ้กดิความเขา้ใจในบทบาทของ

กลไกการก่อโรคอย่างเป็นระบบและสามารถอธบิายถึงปรากฏการณ์ต่างๆได้ดยีิง่ขึ้น นอกจากน้ีถือเป็นองค์ความรู้

สําหรบัการคน้ควา้และพฒันาสารต้านจุลชพีที่สามารถกําจดัการตดิเชื้อทีม่สีาเหตุมาจาก E. faecalis ได้อย่างตรงจุด

และมปีระสทิธภิาพมากขึน้ นําไปสู่การวางแผนการรกัษาทีเ่หมาะสมกบัฟันทีม่รีอยโรคร่วมระหว่างโรคเน้ือเยื่อในและ

โรคปรทินัต ์เพื่อใหก้ารรกัษาคลองรากฟันมอีตัราความสาํเรจ็ทีส่งูขึน้ 
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