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บทคัดย่อ
 วตัถปุระสงค์: Prevotella baroniae เป็นเช้ือแอนแอ- 

โรบส์ซ่ึงเพิ่งมีการค้นพบและตั้งชื่อใหม่ การจ�าแนกเชื้อยัง

ท�าได้ยาก และต้องใช้เวลานาน การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์

เพื่อออกแบบและทดสอบไพรเมอร์จ�าเพาะที่สามารถน�าไป

ใช้จ�าแนกเช้ือ P. baroniae ได้อย่างรวดเร็วด้วยวธีิปฏิกริยิา

ลูกโซ่โพลีเมอเรส และศึกษาอุบัติการณ์ของการพบเชื้อดัง

กล่าวในฟันที่ติดเชื้อของประชากรไทย

	 วิธีการ: ท�าการออกแบบและสังเคราะห์ไพรเมอร์ แล้ว

ทดสอบความจ�าเพาะและความไวของไพรเมอร์นี้ในการ

ตรวจพบเชื้อ P. baroniae ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลี- 

เมอเรส จากนั้นน�าสิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วยที่มีคลองรากฟัน

ติดเช้ือ 56 รายมาสกัดแยกดีเอ็นเอ แล้วใช้เป็นแม่พิมพ์

เพื่อตรวจหาเชื้อ P. baroniae ในแต่ละสิ่งส่งตรวจด้วยวิธี

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์จ�าเพาะดังกล่าว 

Abstract
 Objectives: Prevotella baroniae is an anaer-

obic bacterium that has recently been discovered 

and named. Identification of this new species is 

still difficult and time-consuming. The aims of this 

study were to generate and test a pair of specific 

primers for rapid detection of P. baroniae by poly-

merase chain reaction (PCR) and to investigate the 

incidence of this new candidate endodontic patho-

gen in endodontic infections in Thai population.

 Methods: A pair of P. baroniae-specific prim-

ers was developed. The specificity and sensitivity 

of the primers were tested in PCR. Genomic DNA 

was isolated from samples collected from 56 pa-

tients who had endodontic infections and then the 
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ค�านวณอุบัติการณ์ของการพบเชื้อ P. baroniae ในสิ่งส่ง

ตรวจ และวิเคราะห์ผลด้วย Chi-Square test
 ผลการทดลอง: ไพรเมอร์ท่ีออกแบบนัน้มีความจ�าเพาะ

ต่อเชื้อ P. baroniae อย่างมาก โดยตรวจพบการสร้างสาย

ดีเอ็นเอใหม่ที่มีขนาด 838 คู่เบสจากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลี

เมอเรสเมื่อใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ P. baroniae เป็นดีเอ็นเอ

แม่พิมพ์เท่านั้น โดยปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ P. baroniae 
ที่น้อยที่สุดที่ตรวจพบได้โดยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสใน

สภาวะที่ใช้ ในการทดลองนี้คือ 0.75 พิโคกรัม เม่ือศึกษา

จากส่ิงส่งตรวจพบเชื้อ P. baroniae ในผู้ป่วยที่มีคลอง

รากฟันติดเชื้อ 12/56 ราย (21.43%)  เป็นผู้ป่วยที่มีอาการ

ทางคลินิกแบบเฉียบพลัน 6/24 ราย (25.00%) และไม่มี

อาการทางคลินิก 6/32 ราย (18.75%) ซึ่งอุบัติการณ์นี้ไม่

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ

 สรปุ: ผลการศกึษานีแ้สดงให้เหน็ว่าการใช้วธิปีฏิกริยิา

ลกูโซ่โพลเีมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์จ�าเพาะท่ีออกแบบใหม่นีม้ี

ประสิทธิภาพดีในการตรวจหาเชื้อ P. baroniae จากสิ่งส่ง

ตรวจ ซึ่งจากการศึกษานี้ตรวจพบเชื้อ P. baroniae ได้ใน

คลองรากฟันที่ติดเชื้อ โดยมีอุบัติการณ์ไม่แตกต่างกันใน 

ผู้ป่วยที่มีอาการทางคลินิกแบบเฉียบพลันหรือเรื้อรัง

ค�าส�าคัญ: Prevotella baroniae คลองรากฟันที่ติดเชื้อ 

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส เชื้อแอนแอโรบส์

DNA was used as template in PCR. The presence 

of P. baroniae in the samples was investigated us-

ing the species-specific primers. The incidence of 

P. baroniae was then calculated and analyzed with 

Chi-Square test.

 Results: P. baroniae-specific primers detected 

the target with no cross-reactivity. The specific 

fragment of approximately 848-bp was amplified 

only when the DNA of P. baroniae was used as 

template in the PCR reactions. Sensitivity test-

ing showed that the estimated detection limit for 

the primers was 0.75 picogram of P. baroniae 

DNA. Overall, P. baroniae was detected in 12/56 

(21.43%) of the samples. It was found in 6/24 

(25.00%) of patients with acute symptoms and 

6/32 (18.75%) of those with no symptoms. How-

ever, there was no significant difference between 

their occurrence and clinical symptoms. 

 Conclusions: Our results show that the PCR 

assay is effective for detecting P. baroniae from 

clinical specimens. Our findings confirm that this 

species is associated with endodontic infections. 

However, no significant association of this species 

with clinical symptoms was found.

Keywords: Prevotella baroniae, Endodontic in-

fection, Polymerase chain reaction, Anaerobic 

bacteria

บทน�า
 โรคฟันผุเป็นโรคติดเชื้อชนิดหนึ่งที่เกิดจากเชื้อในช่อง

ปาก ซ่ึงส่งผลให้เน้ือฟันถกูท�าลาย หากไม่ได้รับการรักษาอาจ

มีการลุกลามของการติดเชื้อเข้าสู่ภายในฟันท�าให้เกิดสภาวะ

เนื้อเยื่อในฟันอักเสบ (Pulpitis) และหากมีการลุกลามของ

แบคทเีรีย หรอืผลผลิตของแบคทีเรียออกไปนอกปลายรากฟัน

จะท�าให้เกิดสภาวะเนื้อเยื่อปริทันต์ปลายรากอักเสบ (Api-
cal periodontitis) อาการแสดงของสภาวะเนื้อเยื่อปริทันต์

ปลายรากอักเสบนั้นอาจเป็นแบบเฉียบพลัน (Acute) คือมี

อาการปวดหรือบวมบริเวณรอบปลายราก หรืออาจมีอาการ

แบบเรื้อรัง (Chronic) คือไม่มีอาการปวดหรือบวม แต่มี

การท�าลายของเนื้อเยื่อรอบปลายรากฟันซึ่งตรวจพบได้จาก

ภาพถ่ายรังสี(1)

 การติดเช้ือในคลองรากฟันมีลักษณะเป็นพลวัต คือใน

แต่ละช่วงเวลาอาจพบแบคทีเรียต่างชนิดและมีปริมาณแตก

ต่างกัน ทั้งนี้อาจเป็นเพราะมีการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อม



ชม. ทันตสาร ปีที่ 36 ฉบับที่ 1 ม.ค.-มิ.ย. 2558 CM Dent J Vol. 36 No. 1 January-June 201525

ในคลองรากฟัน เช่น ปริมาณออกซิเจนและแหล่งอาหารของ

แบคทีเรีย โดยในการติดเชื้อของคลองรากฟันครั้งแรก (Pri-
mary endodontic infection) จะมลีกัษณะส�าคญัคอื เป็นการ

ตดิเชือ้แบคทเีรยีหลายชนดิร่วมกนั (Mixed infection) เชือ้
ที่พบส่วนใหญ่เป็นเชื้อชนิดที่เจริญได้ในสภาวะที่ไร้ออกซิเจน 

(Anaerobic bacteria) ซึง่อาจมีเชือ้ทีแ่ตกต่างกนัถงึ 10-20 

สปีชีส์ (Species)(2) มีปริมาณแตกต่างกัน 103-108 เซลล์(3)  

อย่างไรก็ตาม ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัดว่าเชื้อชนิดใดที่เป็น

สาเหตุหลัก หรือมีบทบาทส�าคัญในการติดเชื้อดังกล่าว แต่

เชื่อว่าเชื้อที่พบได้บ่อยและพบในปริมาณมากจากสิ่งส่งตรวจ

น่าจะมีบทบาทส�าคัญในการเกิดโรค

 ในปี 2002 แสงอุษา และคณะ(4) เพาะเลี้ยงเชื้อที่แยก

ได้จากหนองรอบปลายรากฟันของผู้ป่วยที่มีอาการปวดบวม

อย่างรุนแรง พบว่า เชื้อชนิดท่ีพบได้บ่อยที่สุด คือเช้ือชนิด

หนึ่งซึ่งอยู่ใน สกุล Prevotella แต่ไม่สามารถจ�าแนกเชื้อดัง

กล่าวได้จนถึงระดับสปีชีส์ เนื่องจากยังไม่เคยมีรายงานเกี่ยว

กับเชื้อชนิดนี้มาก่อน ต่อมาในปี 2005 Downes และคณะ(5) 

ตีพิมพ์บทความเกีย่วกบัเชือ้ Prevotella baroniae ทีเ่พิง่ถกู

ค้นพบและต้ังชื่อใหม่ ซึ่งในปัจจุบันยังไม่สามารถจ�าแนกได้

ด้วยวิธีอื่นนอกจากวิธีทางอณูชีววิทยาโดยอาศัยข้อมูลเกี่ยว

กับการเรยีงตัวของล�าดบัเบสในยนี 16S rRNA (16s rRNA 
gene) เท่านั้น เมื่อเปรียบเทียบการเรียงตัวของล�าดับเบส

ของยีนดังกล่าวจากเชื้อ P. baroniae และเชื้อ  Prevotella 

จากการศึกษาของแสงอุษา และคณะ ด้วยวิธีวิเคราะห์ล�าดับ

เบสดีเอ็นเอ (Gene sequencing) พบว่ามีความเหมือนกัน 

(Homology) 99-100 เปอร์เซน็ต์ นอกจากนีผ้ลของลกัษณะ

ทางชีวเคมีก็สอดคล้องกัน ดังนั้นเชื้อ Prevotella ที่พบจาก

หนองรอบปลายรากฟันจากการศึกษาของแสงอุษา และคณะ

จึงน่าจะเป็นเชื้อ P. baroniae
 ปัจจุบันมีรายงานการพบเชื้อ P. baroniae ในช่องปาก

ของผู้ป่วยที่มีอาการเนื้อเยื่อปริทันต์ปลายรากอักเสบทั้งแบบ

เฉยีบพลนั(4,6,7) แบบเร้ือรัง(8-10) และแบบท่ีรักษาคลองรากฟัน

ไปแล้วมีการตดิเชือ้ซ�า้(11,12) ซึง่จากข้อมลูเหล่านีแ้สดงให้เหน็

ว่าเชือ้ P. baroniae อาจมส่ีวนเก่ียวข้องในการเป็นเช้ือก่อโรค

ในฟันและเนื้อเยื่อรอบปลายรากฟัน

 เนือ่งจากในปัจจบัุนยงัไม่มีรายงานถึงอบุติัการณ์ของการ

ติดเชื้อ P. baroniae ในฟันของประชากรไทยมาก่อน คณะผู้

วจิยัจงึมีความสนใจทีจ่ะพฒันาวธิกีารทีร่วดเร็วส�าหรบัจ�าแนก

เชื้อ P. baroniae โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อ 1) ออกแบบและ

ทดสอบไพรเมอร์จ�าเพาะ ที่สามารถน�าไปใช้จ�าแนกเชื้อ P. 
baroniae ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction; PCR) 2) ศกึษาอบุตักิารณ์ของการตดิเชือ้ 

P. baroniae ในฟันของประชากรไทยภาคเหนือกลุ่มหนึ่ง

วิธีการทดลอง
 การออกแบบและทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์

จ�าเพาะ (Specific primers) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส

 ไพรเมอร์จ�าเพาะต่อเชื้อ P. baroniae ท่ีได้ออกแบบ

และน�ามาทดสอบในการศึกษานี้มีล�าดับเบสดังนี้ ฟอร์เวิร์ด 

ไพรเมอร์ (Forward primer): 5′-CCTCCACTTTGGA-
CATCTTTG-3′ (21 คู่เบส) รีเวอร์ส ไพรเมอร ์(Reverse 
primer): 5′-CATCATCTCTGAATCGTACGTCT-3′ 
(23 คู่เบส) ซ่ึงการออกแบบไพรเมอร์จ�าเพาะดังกล่าวท�าได้

โดยน�าข้อมูลล�าดับเบสดีเอ็นเอในยีน 16S rRNA ของเชื้อ 

P. baroniae (Genbank accession number AY840553) 
และเชือ้อืน่ๆ ทีพ่บได้บ่อยในช่องปากจากฐานข้อมลูยนี (Gen-
Bank) มาเปรียบเทียบกันด้วยโปรแกรม Clustal W เพื่อ

ค้นหาช่วงของดีเอ็นเอที่มีความจ�าเพาะของเชื้อ P. baroniae 
แล้วน�าไปออกแบบไพรเมอร์จ�าเพาะ แล้วทดสอบคุณสมบัติ

เบ้ืองต้นของไพรเมอร์จ�าเพาะที่ออกแบบไว้ด้วยโปรแกรม 

Primer 3:WWW Primer tool จากนั้นน�าล�าดับเบสของ

ไพรเมอร์จ�าเพาะไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลยีน แล้วจึงน�า

ไปสังเคราะห์ต่อไป 

 การทดสอบประสทิธภิาพของไพรเมอร์จ�าเพาะ ท�าโดยน�า

ดีเอ็นเอของเชื้อ P. baroniae ทั้งสายพันธุ์มาตรฐาน (Stan-
dard strain) และสายพันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วย (Clinical 
strains) ตลอดจนดีเอ็นเอของเช้ือสปีชีส์อ่ืน และสกุลอื่น

ซึ่งพบได้บ่อยในฟันที่ติดเช้ือ ดังนี้ Prevotella loeschii 
(ATCC15930), Prevotella oralis (ATCC 33269), 
Prevotella intermedia (ATCC 25611), Prevotella 
melaninogenicus (ATCC 25845), Porphyromonas 
asaccharolyticus (ATCC 25260), Porphyromonas 
gingivalis (ATCC 33277), Porphyromonas endodon-
talis (ATCC 35406), Bacteroides ureolyticus (ATCC 
33387), Actinomyces naeslundii (ATCC 12104), 
Actinomyces viscosus (ATCC 15987), Actinomyces 
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actinomycetemcomitans (ATCC 29522), Fusobacte-
rium necrophorum (ATCC 25285), Fusobacterium 
nucleatum (ATCC 25586), Streptococcus mutans 
serotype c, Streptococcus gordonii (clinical strain), 
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Veillonella 
parvula (ATCC 10790), Escherichia coli (ATCC 
25922), Eubacterium lentum (ATCC 25559), Tan-
nerella forsythus (ATCC 43037), Peptostreptococcus 
magnus (ATCC 14955) มาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA 
template) ในปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 

 ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสที่ใช้ทดสอบประสิทธิภาพ

ของไพรเมอร์จ�าเพาะ เตรียมข้ึนจากสารละลายปริมาตร 25 

ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบไปด้วยไพรเมอร์จ�าเพาะ 0.4 µM 
แมกนีเซียมคลอไรด์ 2 mM เอนไซม์ AmpliTaq Gold 
DNA Polymerase, LD (Applied Biosystems, Cali-
fornia, USA) 1.25 U สารผสมของดอีอกซเีบสไตรฟอสเฟส 
(Deoxy base triphosphate) ทั้ง 4 ชนิด (dNTP; dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP) อย่างละ 0.2 mM และดีเอ็นเอ

ต้นแบบ 75-100 พโิคกรัมในสารละลายบฟัเฟอร์ GeneAmp 
10X PCR Gold (Applied Biosystems, California, 
USA) จากนั้นน�าหลอดทดลองเข้าเครื่องเทอร์มอลไซเคลอร์ 

(Master-cycler Gradient, Eppendorf, Hamburg,  
Germany) โดยเริ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  

5 นาที ต่อจากนั้นเพิ่มจ�านวนสารพันธุกรรมโดยใช้อุณหภูมิที่

ต่างกัน 3 อุณหภูมิเป็นจ�านวน 35 รอบ ดังนี้ อุณหภูมิ 95°C 

15 วินาที อุณหภูมิ 60°C 15 วินาที และอุณหภูมิ 72°C  

60 วินาที หลังจากนั้นแช่สารละลายที่อุณหภูมิ 72°C เป็น

เวลา 10 นาที แล้วน�าไปตรวจสอบว่ามีการสร้างดีเอ็นเอสาย

ใหม่ที่เกิดจากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (PCR product) 
หรือไม่โดยน�าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสข้างต้นปริมาตร 10 

ไมโครลิตรมาวิเคราะห์หาชิน้ส่วนดเีอน็เอท่ีมขีนาดจ�าเพาะด้วย

วิธเีจลอเิลกโตรโฟรซีสิ (Gel electrophoresis) ในวุน้อะกา- 

โรส (Agarose gel) ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยใช้วิธีการ

เคลื่อนสู่ขั้วไฟฟ้าแบบแนวนอน และใช้สารละลายกรดทริส  

บอรกิ อดีทีีเอหรอืทีบอี ี(Tris boric acid EDTA; TBE) เป็น

ตัวน�ากระแสไฟฟ้า โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 

โวลต์ เป็นเวลา 40 นาท ีแล้วย้อมให้เหน็แถบดเีอน็เอด้วยสาร 

SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA) และ

บันทึกภาพด้วยเครื่องบันทึกภาพภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

(UVP, Cambridge, England) หากพบว่ามีการสร้างสาย

ดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 838 คู่เบส แสดงว่าให้ผลบวกต่อ

ปฏิกริยิาลกูโซ่โพลเีมอเรส นอกจากนียั้งใช้ดเีอ็นเอจากทกุเชือ้

ข้างต้นมาท�าปฏิกริิยาลกูโซ่โพลเีมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์สากล 

(Universal primers) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจหาดีเอ็นเอ

ของแบคทีเรียได้ทุกชนิดเป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive 
control)  ส่วนกลุ่มควบคุมเชิงลบ (Negative control) จะ
ไม่มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอใดๆ ในปฏิกิริยาเลย

 การทดสอบความไวของไพรเมอร์จ�าเพาะท�าโดยใช้

ดเีอน็เอจากเชือ้ P. baroniae จ�านวน 1x101-1x108 เซล (10-
fold dilution) มาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกริยิาลกูโซ่โพลี-

เมอเรส เพือ่หาว่าต้องมปีรมิาณดเีอน็เอของเชือ้ P. baroniae 
น้อยที่สุดเท่าใดที่จะให้ผลบวกต่อปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอ- 

เรสได้ 

 การเก็บสิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วย

 สิ่งส่งตรวจทั้งหมดในการศึกษานี้ได้เก็บจากผู ้ป่วย

จ�านวน 56 คน อายุระหว่าง15-64 ปี เป็นผู้ป่วยที่มารับการ

รักษาคลองรากฟันที่คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย

เชียงใหม่ ในระหว่างเดือนมนีาคม พ.ศ. 2550 ถงึเดอืนมนีาคม 

พ.ศ. 2551 โดยเก็บสิ่งส่งตรวจจากฟันรากเดียวที่ได้รับการ

วินิจฉัยว่ามีการตายของเนื้อเยื่อใน (Pulp necrosis) และ

มีอาการอักเสบของเนื้อเยื่อรอบปลายรากฟันร่วมด้วย (โดย

มีอาการปวดเม่ือเคาะ หรือบวม หรือมีรอยโรคปลายรากใน

ภาพถ่ายรังสี) และไม่ได้รับประทานยาปฏิชีวนะก่อนการเก็บ

สิง่ส่งตรวจ ผูป่้วยทัง้หมดได้รบัทราบข้อมลูของการวจิยันีแ้ละ

ได้แสดงความจ�านงยินยอมเข้าร่วมการวิจัยเป็นลายลักษณ์

อักษร โดยยินยอมให้เก็บตัวอย่างหนอง หรือของเหลวใน

คลองรากฟันก่อนการรักษาโดยแบ่งผู้ป่วยออกตามอาการ

แสดงเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มอาการแบบเฉียบพลัน (Symp-
tomatic) คอืมอีาการปวดร่วมกบัมีการอกัเสบ หรอืบวมของ

เนื้อเยื่อรอบปลายรากฟันจ�านวน 24 คน และกลุ่มไม่มีอาการ

แบบเฉียบพลัน (Asymptomatic) จ�านวน 32 คน

 การเกบ็ตวัอย่างในผูป่้วยทีม่อีาการบวมร่วมด้วยนัน้ เริม่

จากการฉีดยาชาเฉพาะที ่(Local infiltration) หรอืการฉดียา

ชาเส้นประสาทอนิฟีเรยี อลัวโีอล่า (Inferior alveolar nerve 
block) แล้วให้ผู้ป่วยอมกลัว้ปากด้วยสารละลายคลอร์เฮกซดินี  
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(Chlorhexidine) ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 เป็นเวลา 30 

วินาที จากนั้นกันน�้าลายบริเวณเนื้อเยื่อที่บวมด้วยก้อน

ส�าลี เช็ดด้วยสารละลายโพวิโดน ไอโอดีน (Povidone  
iodine) ให้ชุ่มอกี 1 นาทแีล้วเชด็ให้แห้ง ใช้แท่งกระดาษซบัที่

ปราศจากเชื้อ (Sterile paper point) ป้ายบริเวณเนื้อเยื่อที่

ท�าความสะอาดแล้ว จากนัน้น�าแท่งกระดาษซบัไปเพาะเลีย้งใน 

อาหารเหลวไธโอกลยัคอลเลท (Thioglycollate broth) เพือ่

เป็นการตรวจสอบว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรียในช่อง

ปากในบริเวณที่เก็บตัวอย่าง (ซึ่งตัวอย่างใดให้ผลบวกในขั้น

ตอนนี้จะถูกตัดออกจากการทดลอง) จากนั้นใช้เข็มขนาด 16 

ที่ต่อกับหลอดแก้ว (Syringe) เจาะดูดหนองจากบริเวณท่ี

บวม บันทึกปริมาณหนอง และน�าตัวอย่างหนองที่ได้นั้นเก็บ

ไว้ในหลอดทีบ่รรจขุองเหลวส�าหรับเกบ็รักษาเชือ้ (Reduced 
Transport Fluid) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วเก็บไว้ที่

อุณหภูมิ - 20°C จนกว่าจะน�าไปตรวจสอบต่อไป

 การเก็บตัวอย่างในผูป่้วยท่ีไม่มอีาการบวม ท�าโดยการใช้

แผ่นยางกนัน�า้ลาย (Rubber dam) สวมท่ีฟันก่อนเพือ่ป้องกนั

การปนเป้ือนจากแบคทีเรียในช่องปาก ท�าความสะอาดฟันด้วย

สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) 
ความเข้มข้นร้อยละ 3 และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (sodium 
hypochlorite) ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 เป็นเวลา 30 วินาที 

แล้วจงึกรอฟันเพือ่ก�าจดัเนือ้ฟันส่วนทีผ่อุอกให้หมด ท�าความ

สะอาดฟันอีกคร้ังด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ แล้วล้างด้วย

สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต (sodium thiosulfate) ที่

ปราศจากเชื้อความเข้มข้นร้อยละ 5 (w/v) เพื่อท�าลายฤทธิ์

ของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ จากนัน้เชด็ผวิฟันให้แห้ง

ด้วยส�าลีปราศจากเชื้อ ทดสอบความสะอาดของพื้นผิวโดย

ใช้แท่งกระดาษซับเช็ดที่ผิวฟันแล้วน�าไปเพาะเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ (ซึ่งตัวอย่างใดให้ผลบวกในขั้นตอนนี้จะถูกตัดออก

จากการทดลอง) จากนั้นกรอฟันโดยไม่ใช้น�้าด้วยหัวกรอที่

ปราศจากเชือ้จนทะลเุข้าสูโ่พรงเนือ้เยือ่ใน  ฉดีน�า้เกลอืเข้าไป

ในคลองรากเล็กน้อย ใช้ตะไบ (File) ใส่ลงในคลองรากฟัน

ให้สั้นกว่าความยาวฟันในภาพถ่ายรังสีประมาณ 1 มิลลิเมตร 

แล้วเคลื่อนตะไบให้สัมผัสกับผนังคลองรากฟันโดยรอบ แล้ว

ใช้แท่งกระดาษซับที่ปราศจากเชื้อใส่ไว้ ในคลองรากฟันส่วน

ปลายเพื่อเก็บตัวอย่างเชื้อเป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นน�าแท่ง

กระดาษซบัใส่ในหลอดท่ีบรรจขุองเหลวส�าหรับเกบ็รกัษาเชือ้

ปรมิาตร 500 ไมโครลติร แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมู ิ-20°C จนกว่า

จะน�าไปตรวจสอบต่อไป

 การหาเชื้อจากสิ่งส่งตรวจด้วยวิธี PCR

 น�าสิ่งส่งตรวจท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20°C มาสกัดแยก

ดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียที่อยู่ในสิ่งส่งตรวจด้วยน�้ายาแยก

ดีเอ็นเอส�าเร็จรูป QIAamp minikit (Qiagen, Chats-
worth, California) ตามวิธีที่บริษัทผู้ผลิตแนะน�า จาก

นั้นน�าสารสกัดดีเอ็นเอที่ได้มาทดสอบว่ามีดีเอ็นเอของเชื้อ  

P. baroniae อยู่ในสิง่ส่งตรวจหรอืไม่ โดยท�าปฏกิริิยาลกูโซ่โพ-

ลเีมอเรสดงักล่าวข้างต้นด้วยไพรเมอร์จ�าเพาะ และใช้ดีเอน็เอที่

สกดัจากสิง่ส่งตรวจ 1 นาโนกรมัเป็นดเีอ็นเอต้นแบบ นอกจาก

นี้ยังทดสอบกับปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสโดยใช้ ไพร- 

เมอร์สากลด้วย เพื่อตรวจสอบว่ามีแบคทีเรียใดๆ อยู่ในสิ่ง 

ส่งตรวจหรือไม่ จากนั้นตรวจสอบหาดีเอ็นเอสายใหม่ท่ีเกิด

จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสด้วยวิธีเจลอิเลกโตรโฟรีซิส

 การตรวจสอบล�าดับเบสของดีเอ็นเอสายใหม่ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส

 สุ่มน�าชิ้นส่วนดีเอ็นเอสายใหม่ที่เกิดจากปฏิกิริยาลูกโซ ่

โพลีเมอเรสจากสิ่งส่งตรวจจ�านวน 5 รายไปวิเคราะห์ล�าดับ

เบสดเีอ็นเอ แล้วน�ามาเปรยีบเทยีบกบัข้อมลูล�าดบัเบสดเีอน็เอ

ของเชื้อ P. baroniae โดยวิธี Blast (www.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) ว่ามีความเหมือนกัน (Homology) หรือไม่

 การวิเคราะห์ทางสถิติ

 อุบัติการณ์ของการพบเชื้อ P. baroniae ในสิ่งส่งตรวจ

จะถูกบันทึกเป็นร้อยละของจ�านวนสิ่งส่งตรวจท่ีพบเช้ือ แล้ว

แยกตามการมีอาการแบบเฉียบพลันหรือไม่มีอาการแสดง

ทางคลินิก จากนั้นใช้โปรแกรม SPSS version 16.0 for 
Windows (IBM, Chicago, IL, USA) วิเคราะห์หาความ

สมัพนัธ์ของอุบตักิารณ์พบเช้ือ P. baroniaee กบัอาการแสดง

ทางคลินิกด้วย Chi-Square test โดยจะพิจารณาว่ามีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญเมื่อค่า p<0.05

ผลการทดลอง
 ผลการออกแบบและทดสอบไพรเมอร์จ�าเพาะต่อเชื้อ  

P. baroniae
 เมือ่น�าดเีอน็เอของเชือ้ต่างๆ ทีพ่บได้บ่อยในช่องปากมา
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ทดสอบกับไพรเมอร์จ�าเพาะด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 

พบว่าไพรเมอร์นั้นมีความจ�าเพาะต่อเชื้อ P. baroniae มาก 

เนือ่งจากไม่พบการสร้างดเีอน็เอสายใหม่ทีม่ขีนาด 838 คู่เบส

เมื่อทดสอบกับดีเอ็นเอของเชื้อชนิดอื่นๆ เลยนอกจากเชื้อ  

P. baroniae เท่านั้น (รูป 1A) ซึ่งผลการทดสอบดีเอ็นเอของ

เช้ือทุกชนิดกับไพรเมอร์สากลพบว่าทุกเช้ือให้ผลบวกโดยมี

การสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ขนาด 1482 คู่เบส (รูป 1B) ยกเว้น

กลุ่มควบคุมลบซึ่งไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบอยู่ในปฏิกิริยาเลย

 ผลการทดสอบความไวของไพรเมอร์จ�าเพาะในการตรวจ

หาเชื้อ P. baroniae พบว่า ปริมาณเชื้อ P. baroniae ที่น้อย

ทีส่ดุทีจ่ะตรวจพบได้โดยปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเีมอเรสในสภาวะ

ที่ใช้ ในการทดลองนี้คือ ประมาณ 0.75 พิโคกรัม หรือเทียบ

เท่าได้กับเชื้อประมาณ 103 เซลล์ (รูปที่ 2) 

รูปที่ 1 แสดงชิ้นส่วนดีเอ็นเอสายใหม่จากปฏิกิริยาลูกโซ่

โพลีเมอเรสเมื่อใช้ดีเอ็นเอจากเชื้อต่างๆ มา

ทดสอบกบัไพรเมอร์จ�าเพาะ (รูป A) และไพรเมอร์ 

สากล (รูป B) 

Figure 1 PCR products generated from bacterial 
DNA when tested with specific primers (A) 
and universal primers (B)

M: แถบดีเอ็นเอท่ีทราบขนาด (DNA Markers) 1:  
P. baroniae (standard strain) 2-4: P. baroniae (clini-
cal strain) 5-25: P. loeschii, P. oralis, P. intermedia,  
P. melaninogenicus, P. asaccharolyticus, P. gingi-
valis, P. endodontalis, B. ureolyticus, A. naeslundii,  
A. viscosus, A. actinomycetemcomitans, F. necropho-
rum, F. nucleatum, S. mutans, S. gordonii, E. faecalis, 
V. parvula, E. coli, E. lentum, T. forsythus, P. magnus 
ตามล�าดับ 26: กลุ่มควบคุมลบ (Negative control)

รูปที่ 2 แสดงช้ินส่วนดีเอ็นเอสายใหม่จากปฏิกิริยาลูกโซ่

โพลีเมอเรสเมื่อใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ P. baroni-
aeปริมาณต่างๆ มาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ

Figure 2 PCR products generated from different 
amount of P. baroniae DNA template

M: แถบดีเอ็นเอท่ีทราบขนาด (DNA Markers) 108-

1 ปริมาณดีเอ็นเอจากเชื้อ 108- 1 เซลล์ตามล�าดับ–กลุ่ม

ควบคุมลบ

 ผลการตรวจหาเชื้อ P. baroniae จากสิ่งส่งตรวจ

 เมื่อน�าสิ่งส่งตรวจที่แยกได้จากผู้ป่วยจ�านวน 56 ราย (มี

อาการแบบเฉยีบพลนั 24 ราย และไม่มอีาการแบบเฉยีบพลนั 

32 ราย) มาสกดัแยกดเีอน็เอแล้วน�ามาตรวจหาเชือ้แบคทเีรยี

โดยใช้ไพรเมอร์สากลและไพรเมอร์จ�าเพาะด้วยปฏกิริยิาลกูโซ่

โพลีเมอเรส พบว่ามีเช้ือแบคทีเรียอยู่ในทุกสิ่งส่งตรวจ โดย

ตรวจพบการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ขนาด 1482 คู่เบสในทุก

สิ่งส่งตรวจเมื่อทดสอบกับไพรเมอร์สากล ซ่ึงแสดงให้เห็น

ว่าดีเอ็นเอที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจนั้นไม่มีสารยับยั้ง (inhi- 
bitors) ต่อการท�าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส นอกจากนี้ยัง

ตรวจพบการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ขนาด 838 คู่เบสซึ่งแสดง

ว่ามีเชื้อ P. baroniae ในสิ่งส่งตรวจจ�านวน 12 ราย จาก 

56 ราย (21.43%) ซึ่งเมื่อน�าดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้ดังกล่าว
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ไปวิเคราะห์หาล�าดับเบสดีเอ็นเอ แล้วน�าไปเปรียบเทียบกับ

ล�าดับเบสดีเอน็เอของเชือ้ P. baroniae พบว่ามคีวามเหมอืน

กันร้อยละ 99-100 

 จากสิง่ส่งตรวจทัง้ 12 รายทีต่รวจพบว่ามเีชือ้ P. baroniae  
นั้น มี 6 รายเป็นสิ่งส่งตรวจที่เก็บจากผู้ป่วยที่มีอาการแบบ

เฉยีบพลนั (25.00%) และอกี 6 รายเป็นสิง่ส่งตรวจทีเ่กบ็จาก

ผู้ป่วยที่ไม่มีอาการแบบเฉียบพลัน (18.75%) ซึ่งความแตก

ต่างของอบุติัการณ์ของการพบเชือ้ P. baroniae ในผูป่้วยทีม่ี

อาการแบบเฉียบพลนัหรือไม่มอีาการทางคลนิกินัน้ไม่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ

วิจารณ์ผลการทดลอง
 ในทศวรรษท่ีผ่านมามีการน�าวิธีทางอณูชีววิทยามาใช้

ในการจ�าแนกเชื้อ ท�าให้สามารถตรวจพบแบคทีเรียที่เพาะ

เล้ียงยากได้ เช่น P. baroniae, Tannerella forsythia, 
Filifactor alocis, Olsenella uli, Dialister species และ 

Treponema species(4,13-16) วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส

เป็นวิธีการทางอณูชีววิทยาวิธีการหนึ่งที่สามารถสร้างชิ้นส่วน

ดเีอ็นเอขึน้ใหม่จากดเีอน็เอต้นแบบจ�านวนน้อยภายในเวลาอัน

รวดเร็วได้ โดยในปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสจะมีการใช้ไพร-

เมอร์ 1 คู่ท่ีมีความจ�าเพาะต่อเชือ้ท่ีต้องการตรวจหา โดยไพร- 

เมอร์จะจบักบัดเีอน็เอแม่พมิพ์ในบริเวณทีไ่ด้ออกแบบไว้ จาก

นัน้จะมกีารเพิม่จ�านวนดเีอน็เอเฉพาะส่วนนัน้เกดิเป็นดเีอน็เอ

สายใหม่ที่มีขนาดจ�าเพาะขึ้น 

 ในการศึกษาครั้งนี้ได้ออกแบบและทดสอบไพรเมอร์

จ�าเพาะเพื่อใช้ตรวจหาเชื้อ P. baroniae ในปฏิกิริยาลูกโซ่

โพลีเมอเรส และพบว่ามคีวามจ�าเพาะต่อเชือ้สงูมาก ดงัจะเหน็

ได้จากการพบดีเอ็นเอขนาดจ�าเพาะเม่ือทดสอบกับดีเอ็นเอ

ของเชื้อ P. baroniae เท่านั้น ซ่ึงถึงแม้ว่าในการทดลองนี้

จะไม่ได้ทดสอบกับเชื้อทุกชนิดในช่องปาก แต่ผลจากการ

เปรยีบเทยีบล�าดบัเบสของไพรเมอร์จ�าเพาะกบัฐานข้อมลูด้วย

วธิ ีBlast ก็ไม่พบว่ามคีวามเหมอืนกบัเชือ้ทีเ่คยมรีายงานการ

พบในช่องปากเลย นอกจากนี้ยังพบว่าปริมาณดีเอ็นเอน้อย

ทีส่ดุทีจ่ะตรวจพบได้โดยปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเีมอเรสในสภาวะ

ที่ใช้ ในการทดลองนี้คือ ประมาณ 0.75 พิโคกรัม หรือเทียบ

เท่าได้กับเชื้อ P. baroniae ประมาณ 103 เซลล์ ซึ่งถือว่ามี

ความไวมากกว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อโดยทั่วไปถึง 10-100 เท่า 

ดังนั้นจึงเหมาะที่จะน�าไปใช้ตรวจหาเชื้อในสิ่งส่งตรวจได้

 ในการทดลองนี้ได้ตรวจสอบความถูกต้องของชิ้นส่วน

ดีเอ็นเอสายใหม่ที่สังเคราะห์ได้จากไพรเมอร์จ�าเพาะใน

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส โดยนอกจากจะดูจากการมีขนาด

ที่ใกล้เคียงกับขนาดที่ค�านวณไว้แล้ว ยังได้น�าชิ้นส่วนดีเอ็นเอ

สายใหม่ที่สังเคราะห์ได้ไปวิเคราะห์ล�าดับเบสดีเอ็นเอ แล้วน�า

ไปเปรียบเทียบกับล�าดับเบสดีเอ็นเอของเชื้อ P. baroniae 
ซึ่งก็พบว่ามีความเหมือนกันถึงร้อยละ 99-100 ซึ่งโดยทั่วไป

เกณฑ์ที่ใช้ ในการพิจารณาว่าเป็นเช้ือสปีชีส์เดียวกันนั้น จะ

ต้องมีล�าดับเบสดีเอ็นเอเหมือนกันมากกว่าร้อยละ 99 ขึ้นไป
(16,17) ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลี- 

เมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์จ�าเพาะนี้สามารถใช้ตรวจหาเชื้อ  

P. baroniae จากสิง่ส่งตรวจได้อย่างมปีระสทิธภิาพ ซึง่วธีิการ

นีจ้ะทราบผลได้ภายในไม่กีช่ั่วโมง ในขณะทีก่ารวเิคราะห์ล�าดบั

เบสดีเอ็นเอนั้นแม้ว่าจะถือเป็นวิธีมาตรฐานที่เชื่อถือได้มาก

ที่สุดแต่ก็ต้องใช้เวลานานกว่ามาก ต้องใช้เครื่องมือจ�าเพาะ

และใช้งบประมาณค่อนข้างสูง อย่างไรก็ตาม ในการน�าไปใช้

จ�าแนกเชื้อนั้น เมื่อตรวจพบการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่จาก

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส หากต้องการตรวจยืนยันความ

ถูกต้องของการจ�าแนกเชื้อ สามารถใช้วิธีตัดด้วยเอนไซม์ตัด

ต่อจ�าเพาะซ่ึงสามารถใช้ยืนยันผลได้โดยใช้เวลาน้อย โดย

ในการศึกษาน�าร่องพบว่าหากน�าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สังเคราะห์

ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสน้ีไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดต่อ

จ�าเพาะชนิด EcoRV จะเกิดเป็นสายดีเอ็นเอสองเส้นที่มี

ขนาดประมาณ 300 และ 500 คู่เบส ซ่ึงก็เป็นอีกวิธีหนึ่งที่

จะสามารถน�ามาตรวจสอบยืนยันว่าเป็นเชื้อ P. baroniae 
ได้ ซึ่งจะช่วยประหยัดเวลาและงบประมาณกว่าวิธีวิเคราะห์

ล�าดับเบสดีเอ็นเอ

 การศึกษาครั้งนี้พบเชื้อ P. baroniae จาก 21.43% 

ของสิ่งส่งตรวจทั้งหมด ซึ่งใกล้เคียงกับการรายงานผลของ 

Rocas และคณะ(19) ท่ีศึกษาในประชากรบราซิลจ�านวน 52 

ราย ซึ่งได้พบเชื้อใน 35% ของสิ่งส่งตรวจ โดยมีอุบัติการณ์

ของการพบเช้ือในกรณีที่มีอาการแบบเฉียบพลันไม่ต่างจาก

แบบเรื้อรังอย่างมีนัยส�าคัญ แต่มีแนวโน้มที่จะพบเชื้อในกรณี

ที่มีการอักเสบแบบเรื้อรังมากกว่า แต่จากการศึกษาในกลุ่ม

ประชากรไทยภาคเหนือครั้งนี้พบว่ามีความแตกต่างออกไป 

คอืมีแนวโน้มทีจ่ะพบเชือ้ในกรณทีีม่กีารอกัเสบแบบเฉยีบพลนั

มากกว่าแบบเรื้อรัง อย่างไรก็ตาม ความแตกต่างระหว่าง

ทั้งสองกลุ่มนี้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ โดยปกติแล้ว
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รายงานการศึกษาอุบัติการณ์ของเชือ้ใดๆ ในพืน้ท่ีทีม่ลีกัษณะ

ทางภูมิศาสตร์แตกต่างกันอาจพบเชื้อในอุบัติการณ์ที่เหมือน

กนัหรอืแตกต่างกนัอย่างมาก ท้ังนีส่้วนหนึง่อาจเป็นผลมาจาก

วธีิการทีใ่ช้ในการจ�าแนกเชือ้ ความไวและความจ�าเพาะของวิธี

ที่ใช้ตรวจหาและจ�าแนกแบคทีเรีย วิธีเก็บตัวอย่าง ความแตก

ต่างทางภูมิศาสตร์ และความแตกต่างของเกณฑ์ทางคลินิกที่

ใช้วินิจฉัยโรค ในการศึกษานี้และการศึกษาของ Rocas และ

คณะ(19) ต่างก็ใช้วิธีการทางอณูชีววิทยาโดยอาศัยการเรียง

ตัวของยีน 16S rRNA มาใช้ในการจ�าแนกเชื้อ ซึ่งถึงแม้จะ

มีรายละเอียดแตกต่างกันแต่ก็ให้ผลใกล้เคียงกันในประชากร

ทั้งสองกลุ่ม 

 จากข้อมลูทีผ่่านมาซึง่มีรายงานการพบเชือ้ P. baroniae 
ท้ังในช่องปากของผู้ป่วยที่มีอาการเนื้อเยื่อปริทันต์ปลายราก

อักเสบทั้งแบบเฉียบพลัน(4,6,7) แบบเรื้อรัง(8-10) และแบบที่

รักษาคลองรากฟันไปแล้วมีการติดเชื้อซ�้า(11,12) และยังพบ

ว่าเป็นเชื้อกลุ่ม Prevotella ที่พบได้บ่อยที่สุดสปีชีส์หนึ่งใน

การติดเชื้อของฟัน(4,6-8) แสดงให้เห็นว่าเชื้อ P. baroniae 
อาจมีส่วนเก่ียวข้องในการเป็นเชื้อก่อโรคในฟันและเนื้อเยื่อ

รอบปลายรากฟัน ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาต่อไปถึงความ

สามารถก่อโรค (Pathogenicity) ตลอดจนการตอบสนอง

ต่อการรักษาด้วยยาต้านจุลชีพ (Antimicrobial agents) 
ซ่ึงปัจจบุนัยงัมข้ีอมลูน้อยมากเกีย่วกบัการก่อโรค หรือปัจจยั

ก่อโรคของเชือ้นี ้มรีายงานว่าเชือ้ P. baroniae สามารถเกาะ

กลุ่ม (Coaggregation) กับเชื้ออื่นๆ ที่แยกได้จากคลอง

รากฟันเดยีวกนั(20) ซ่ึงแสดงให้เหน็ว่าเชือ้น่าจะมีความสามารถ

ในการสร้างเแผ่นชีวมวล (Biofilm) ร่วมกับเชื้ออื่นได้ และมี

รายงานว่าเชื้อ P. baroniae มียีนที่สามารถสร้างเอนไซม์ไน

โตรอิมิดาโซล รีดักเทส (Nitroimidazole reductase) ซึ่ง

สามารถท�าให้เช้ือดื้อต่อยาเมโทรไนดราโซล (Metronida-
zole) ซ่ึงเป็นยาทีน่ยิมใช้ในการรักษาการตดิเชือ้แอนแอโรบส์

ได้(21)

 กล่าวโดยสรุป ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการใช้วิธี

ปฏิกริยิาลกูโซ่โพลเีมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์จ�าเพาะทีอ่อกแบบ

ใหม่นีม้ปีระสทิธภิาพและความน่าเชือ่ถือสงูในการตรวจหาและ

จ�าแนกเชือ้ P. baroniae จากสิง่ส่งตรวจ นอกจากนีย้งัพบว่า

เช้ือ P. baroniae อาจจะมคีวามเกีย่วข้องกบัการเกดิโรคของ

เนื้อเยื่อในและเนื้อเยื่อปริทันต์ปลายราก 

กิตติกรรมประกาศ
 การศึกษานี้ได้รับทุนสนับสนุนจากคณะทันตแพทย- 

ศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่

เอกสารอ้างอิง
1. Siqueira JF Jr. Endodontic infections: concepts, 

paradigms, and perspectives. Oral Surg Oral Med 
Oral Pathol Oral Radiol Endod 2002 Sep; 94: 
281-293.

2. Sundqvist G. Bacteriological studies of necrotic 
dental pulps. Odontological Dissertations no.7, 
Umea, Sweden: University of Umea, 1976.

3. Siqueira JF Jr, Rôças IN. Exploiting molecular 
methods to explore endodontic infections: Part 
2--Redefining the endodontic microbiota. J En-
dod 2005; 31: 488-498.

4. Khemaleelakul S, Baumgartner JC, Pruksakorn 
S. Identification of bacteria in acute endodontic 
infections and their antimicrobial susceptibility. 
Oral Surg Oral med Oral Pathol Oral Radiol 
Endod 2002; 94: 746-755.

5. Downes J, Sutcliffe I, Tanner ACR, Wade WG. 
Prevotella marshii sp. nov. and Prevotella baroni-
ae sp. nov., isolated from the human oral cavity. 
Int J Syst Evol Microbiol 2005; 55: 1551-1555.

6. Sakamoto M, Rôças IN, Siqueira JF Jr, Benno Y. 
Molecular analysis of bacteria in asymptomatic 
and symptomatic endodontic infections. Oral 
Microbiol Immunol 2006; 21: 112-122.

7. Siqueira JF Jr, Rôças IN. The microbiota of acute 
apical abscesses. J Dent Res 2009; 88: 61-65. 

8. Rôças IN, Siqueira JF Jr. Root canal microbiota 
of teeth with chronic apical periodontitis. J Clin 
Microbiol 2008; 46: 3599-3606. 



ชม. ทันตสาร ปีที่ 36 ฉบับที่ 1 ม.ค.-มิ.ย. 2558 CM Dent J Vol. 36 No. 1 January-June 201531

9.  Vickerman MM, Brossard KA, Funk DB, Je-
sionowski AM, Gill SR. Phylogenetic analysis 
of bacterial and archaeal species in symptomatic 
and asymptomatic endodontic infections. J Med 
Microbiol 2007; 56: 110-118.

10. Sakamoto M, Siqueira JF Jr, Rôças IN, Benno 
Y. Bacterial reduction and persistence after end-
odontic treatment procedures. Oral Microbiol 
Immunol 2007; 22: 19-23.

11. Sakamoto M, Siqueira JF Jr, Rôças IN, Benno Y. 
Molecular analysis of the root canal microbiota 
associated with endodontic treatment failures. 
Oral Microbiol Immunol 2008; 23: 275-281.

12. Rôças IN, Hülsmann M, Siqueira JF Jr. Micro-
organisms in root canal-treated teeth from a 
German population. J Endod 2008; 34: 926-931. 

13. Baumgartner JC, Khemaleelakul SU, Xia T. 
Identification of spirochetes (treponemes) in end-
odontic infections. J Endod 2003; 29: 794-797.

14. Gomes BP, Jacinto RC, Pinheiro ET, Sousa EL, 
Zaia AA, Ferraz CC, Souza-Filho FJ. Molecular 
analysis of Filifactor alocis, Tannerella forsythia, 
and Treponema denticola associated with prima-
ry endodontic infections and failed endodontic 
treatment. J Endod 2006; 32: 937-940. 

15. Munson MA, Pitt-Ford T, Chong B, Weightman 
A, Wade WG. Molecular and cultural analysis 
of the microflora associated with endodontic 
infections. J Dent Res 2002; 81: 761-766.

16. Siqueira JF Jr, Rôças IN. Dialister pneumosintes 
can be a suspected endodontic pathogen. Oral 
Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 
2002; 94: 494-498.

17. Maeda H, Fujimoto C, Haruki Y, Maeda T, et al. 
Quantitative real-time PCR using TaqMan and 
SYBR Green for Actinobacillus actinomycetem-
comitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 
intermedia, tetQ gene and total bacteria. FEMS 
Immunol Med Microbiol 2003; 39: 81-86.

18. Lyons SR, Griffen AL, Leys EJ. Quantitative 
real-time PCR for Porphyromonas gingivalis 
and total bacteria. J Clin Microbiol 2000; 38: 
2362-2365.

19. Rôças IN, Siqueira JF Jr. Prevalence of new can-
didate pathogens Prevotella baroniae, Prevotel-
la multisaccharivorax and as-yet-uncultivated 
Bacteroidetes clone X083 in primary endodontic 
infections. J Endod 2009; 35: 1359-1362. 

20. Khemaleelakul S, Baumgartner JC, Pruksakorn 
S. Autoaggregation and coaggregation of bacteria 
associated with acute endodontic infections. J 
Endod 2006; 32: 312-318.

21. Alauzet C, Mory F, Teyssier C, Hallage H, Carlier 
JP, Grollier G, Lozniewski A. Metronidazole 
resistance in Prevotella spp. and description of a 
new nim gene in Prevotella baroniae. Antimicrob 
Agents Chemother 2010; 54: 60-64. 




