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บทคัดยอ 
 เ ช้ือพอรไฟโรโมแนส จิง จิวาลิส เปน
แบคทีเรียท่ีมีความสัมพันธกับโรคปริทันต สามารถ
พบไดภายในชองปาก ในปจจุบันมีการรายงานวา
สามารถพบเช้ือชนิดนี้ในอวัยวะตางๆ ของรางกาย
และมีความสัมพันธกับโรคทางระบบอื่นๆ รวมถึง
การคลอดกอนกําหนด การศึกษานี้มีวัตถุประสงค
เพื่อตรวจหาเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในรก
ของหญิง ต้ังครรภ  ทําการเก็บช้ินรกจากหญิง
ต้ังครรภท่ีคลอดตามเกณฑปกติ 10 คนและหญิง
ต้ังครรภท่ีคลอดกอนกําหนด 10 คนหลังคลอด 
จากนั้นนํารกมาสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย นําไป
ทดสอบการพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ผลการศึกษา
พบวาสามารถตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิ
วาลิส ในรกของหญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอนกําหนด 
และในรกของหญิงต้ังครรภท่ีคลอดตามเกณฑปกติ 
โดยไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P > 0.05)  

คําสําคัญ: พอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส, การคลอด
กอนกําหนด, รก 

Abstract  
 Porphyromonas gingivalis is bacteria which 
is significant to the periodontal disease and can be 
found in oral cavity.  Current studies suggest that 
Porphyromonas gingivalis can be found in the other 
organs and associated with many systemic diseases 
and also preterm delivery. The aim of this study was 
to identify the presence of Porphyromonas gingivalis 
in placenta.  Placentas were collected from 10 
normal delivery pregnants and 10 preterm delivery 
pregnants.  The placentas were processed for DNA 
extraction and Porphyromonas gingivalis was 
detected using with polymerase chain reaction 
using specific primers. The results show a presence
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of Porphyromonas gingivalis in preterm placenta 
and normal term placenta with none statistic 
significant (P > 0.05) 

Keywords:  Porphyromonas gingivalis, Preterm 
delivery, Placenta 

บทนํา 
เ ช้ื อ พ อ ร ไ ฟ โ ร โ ม เ เ น ส  จิ ง จิ ว า ลิ ส 

(Porphyromonas Gingivalis) เปนแบคทีเรียแกรม
ลบไมพึ่ งออกซิ เจนในการเจริญเติบโต (gram 

negative anaerobe bacteria) พบไดมากในชองปาก
ของคนเปนโรคปริทันตอักเสบ แบคทีเรียชนิดนี้
ไดรับการศึกษาแลววาเปนสาเหตุของการเกิดโรค
ปริทันต[1] โดยมีปจจัยกอโรค (virulence factor) 
ตางๆ ท่ีสามารถสงผลตอระบบภูมิ คุมกันของ
รางกาย[2] เชน แคปซูล (capsule) ท่ีหอหุมผนัง
เซลลของเช้ือแบคทีเรียชนิดนี้ มีความสามารถใน
การตอตานการจับกินของเม็ดเลือดขาว ไลโปโพลี
แซคคาไรดบนผนังเซลลของเช้ือพอรไฟโรโมเเนส 
จิงจิวาลิส สามารถกระตุนเม็ดเลือดขาวชนิดโมโน
ไซต (monocyte) หรือแมโครฟาจ (macrophage) 
ใหเกิดการสรางสารส่ือกลางการอักเสบข้ึนมา[3] 
นอกเหนือกจากนี้แลว ยังมีความสามารถในการ
สรางเอนไซมยอยสลายโปรตีน (proteinase) ในการ
ทําลายเนื้อเยื่อ[4] ซึ่งจะสงผลใหเกิดการทําลาย
อวัยวะปริทันตท่ีคํ้าจุนฟน และสงผลใหเกิดการ
สูญเสียฟนตอไป ในปจจุบันมีการศึกษาไดรายงาน
วา เช้ือพอรไฟโรโมเเนส จิงจิวาลิส นอกจากจะมี
ความสัมพันธกับพยาธิกําเนิดของโรคปริทันตแลว 
ยังมีความสัมพันธกับโรคทางระบบอื่นๆ ไดแก 
โรคเบาหวานชนิดท่ี 2[5]  โรคหัวใจและหลอดเลือด
[6] โรครูมาตอยด[7] และการคลอดกอนกําหนดและ
เด็กแรกเกิดน้ําหนักตํ่ากวาเกณฑ [8] เนื่องจาก
ความกาวหนาทางวิทยาศาสตร ทําใหสามารถ
ตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในอวัยวะ
อื่นๆ นอกเหนือจากภายในชองปาก และมีการ
ต้ั ง ส ม ม ติ ฐ า น ก า ร ศึ ก ษ า ว า เ ช้ื อ ช นิ ด นี้  มี
ความสัมพันธกับโรคในอวัยวะอื่นๆ เชนกัน 
การศึกษาไดรายงานวาสามารถตรวจพบดีเอ็นเอ

ของเช้ือพอรไฟโรโมเเนส จิงจิวาลิส ในน้ําเล้ียงไข
ขอ (synovial fluid) ของผูปวยโรครูมาตอยด[9] และ
อธิบายไววา เ ช้ือพอรไฟโรโมแนส จิง จิวาลิส 
สามารถสร า ง เ อน ไซม  PADs หรื อ  peptidyle 

arginine deiminase ท่ี มี ค ว า ม เ กี่ ย ว ข อ ง กั บ
กระบวนการแปลสัญญาณพันธุกรรม ทําให  
arginine หรื อ  methylarginine เ ป ล่ี ยน ไป เ ป น 
citrulline โปรตีนชนิดนี้จะมีความเกี่ยวเนื่องกับ
กระบวนการ citrullination ท่ีมีสวนสําคัญในการ
กระตุนใหเกิดโรคภูมิตานตนเอง (autoimmune 

disease)[10] และยังมีการศึกษาท่ีแสดงการตรวจพบ
เช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีล้ินหัวใจ หลอด
เลือดเล้ียงหัวใจและส่ิงสะสมบนผนังหลอดเลือด
หัวใจของผูปวยโรคหัวใจและหลอดเลือด[11] และ
ยังสามารถตรวจพบเช้ือชนิดนี้ไดจากเนื้อเยื่อผนัง
หลอดเลือดโปงพอง (aneurysmal wall) ของผูปวย
หลอดเลือดแดงใหญโปงพองบริเวณชองทอง 
(abdominal aortic aneurysm)[12] Yoneda และคณะ
ในป 2012 ไดตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวา
ลิส จากช้ินเนื้อตับของผูปวยโรคตับชนิด non-

alcoholic fatty liver disease ( NAFLD)  แ ล ะ ไ ด
รายงานวา เช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส เปน
หนึ่งในเช้ือกอโรคปริทันตท่ีสงผลตอการพัฒนาและ
ลุกลามของโรคตับชนิด NAFLD ถึง 2.615 เทา[13] 
นอกจากนี้ การศึกษาของ Singhrao และคณะในป 
2015 ไดรายงานวาเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 
มีความสัมพันธกับโอกาสการเกิดโรคอัลไซเมอรได 
โดยไดอธิบายไววา เมื่อมีการติดเช้ือพอรไฟโร
โมแนส จิง จิวาลิสในชองปากแลว เ ช้ือชนิดนี้
สามารถผานไปยังระบบไหลเวียนโลหิตไปสูสมอง 
เช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส สามารถกระตุน
ระบบภูมิคุมของรางกายในบริเวณสมองและทําให
เกิดการทําลายเซลลประสาทในสมอง[14] การศึกษา
การตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ใน
อวัยวะรองรับการต้ังครรภและสงผลตอการคลอด
กอนกําหนดนั้น เริ่มทํางานศึกษาในสัตวทดลอง
กอน โดยทําการฝงเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 
เขาไปใตผิวหนังหรือบริเวณหลอดเลือดดําของ
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สัตวทดลองท่ีกําลังต้ังครรภอยู ผลการศึกษาพบวา
เช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มีการแพรกระจาย 
ผานระบบหลอดเลือดจากบริเวณฝง ไปยังรก 
มดลูก น้ําคร่ํา และตัวออน (fetus) นอกจากนั้นแลว
ยังสงผลใหเกิดความผิดปกติของตัวออนในครรภ
สัตวทดลอง เชน การสลายตัว น้ําหนักของตัวออน
ในครรภสัตวทดลองนอยกวาปกติ[15-17] การศึกษา
ในมนุษยเปนการศึกษาเชิงระบาดวิทยา โดยมี
การศึกษาของ León และคณะในป 2007 รายงาน
การพบเช้ือพอรไฟโรโมเเนส จิงจิวาลิส ในน้ําคร่ํา
หญิ ง ต้ั งครรภ ท่ีคลอดก อนกํ าหนด [ 18] และ
การศึกษาของ Ercan และคณะในป 2015 สามารถ
ตรวจพบยีน 16S rDNA ของเช้ือพอรไฟโรโมแนส 
จิงจิวาลิส ในน้ําคร่ําของหญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอน
กําหนด[19] 

สวนการศึกษาในรกของมนุษย Barak และ
คณะในป 2007 ไดรายงานการพบเช้ือพอรไฟโร
โมแนส  จิงจิวาลิส ในเนื้อเยื่อรกของหญิงต้ังครรภ
ท่ีไดรับการวินิจฉัยวาครรภเปนพิษ (preclampsia) 

และตองทําการผาตัดคลอด [20] การศึกษาของ 
Swati และคณะในป 2012 ทําการศึกษาหญิง
ต้ังครรภท่ีมีความดันโลหิตสูงในชวงต้ังครรภและ
ตองรับการผาตัดคลอด สามารถตรวจพบเช้ือพอร
ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสในรกได 70% ของจํานวน
หญิงต้ังครรภ ท่ีผิดปกติเหลานั้น [21] ในป 2013 
Chaparro และคณะไดนําเสนอการตรวจพบเช้ือ
พอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในรกจากหญิงต้ังครรภ
ท่ีมีความดันโลหิตสูงและครรภ เปนพิษในชวง
ต้ังครรภเชนกัน[22] การศึกษาของ Katz และคณะ 
ในป 2009 ไดรายงานวา พบเช้ือพอรไฟโรโมเเนส 
จิงจิวาลิส ในรกของหญิงต้ังครรภ ท่ีคลอดกอน
กําหนดมากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อทํา
การเปรียบเทียบกับรกจากหญิงต้ังครรภท่ีคลอด
ต า ม เ ก ณฑ ป ก ติ ด ว ย วิ ธี อิ ม มู โ น ฮี ส โ ต เ ค มี  
(immunohistochemistry)[23] 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบวามี
การศึกษาท่ีตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนสจิงจิวาลิส 
ในอวัยวะตางๆ ของรางกายและสงผลตอการเกิด

โรคข้ึน นอกเหนือจากนั้น ยังสามารถตรวจพบเช้ือ
พอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในอวัยวะรองรับการ
ต้ังครรภและสงผลตอการต้ังครรภและการคลอดท่ี
ผิดปกติในรูปแบบตางๆ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค
เพื่อศึกษาเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในรก
หญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอนกําหนด โดยกอนหนานี้ 
มีเพียงการศึกษาเดียวท่ีรายงานการตรวจพบเช้ือ
พอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในรกหญิงต้ังครรภท่ี
คลอดกอนกําหนดโดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ดังนั้น
การศึกษานี้จึงเปนการศึกษาท่ีสนับสนุนการศึกษา
กอนหนานี้วา สามารถตรวจพบเช้ือพอรไฟโร
โมแนส จิงจิวาลิส ในรกหญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอน
กําหนด โดยใชวิธีการทางวิทยาศาสตรท่ีแตกตาง
กันออกไป โดยมีสมมติฐานวาสามารถตรวจพบเช้ือ
พอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในรกจากหญิงต้ังครรภ
ได และสามารถตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิ
วาลิส ในรกของหญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอนกําหนด
มากกวาในรกของหญิงต้ังครรภท่ีคลอดตามเกณฑ
ปกติ 

วัสดุอุปกรณและวิธีการศึกษา 
สถานท่ีทําการศึกษา ณ โรงพยาบาล

ส ง เสริม สุขภาพ ศูนยอนามัย ท่ี  1 เ ชียง ใหม  
(โรงพยาบาลแมและเด็ก) ระยะเวลาทําการศึกษา 
สิงหาคม 2559 - กุมภาพันธ 2560 โดยตัวอยางรก
ท้ังหมด 20 ช้ิน ทําการเก็บมาจากประชากรกลุม
ตัวอยางหญิงต้ังครรภท่ีเขารวมงานวิจัย 20 ราย 
หญิงต้ังครรภทุกรายไดฝากครรภและทําการคลอด
ท่ีโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพศูนยอนามัยท่ี 1 อ.
เมือง จ.เชียงใหม ตัวอยางช้ินรก 10 ช้ิน ไดมาจาก
กลุมตัวอยางหญิงต้ังครรภท่ีคลอดตามเกณฑปกติ 
10 ราย (รก 1 ช้ิน / 1 ราย) และตัวอยางช้ินรก 10 
ช้ิน ไดมาจากกลุมหญิง ต้ังครรภ ท่ีคลอดกอน
กําหนด 10 ราย (รก 1 ช้ิน / 1 ราย) การกําหนด
เกณฑการคลอดกอนกําหนดอางอิงจากการวินิจฉัย
ขององคการอนามัยโลกดังนี้[24] 
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จําแนกการเกิดตามอายุท่ีอยูในครรภ
หญิงต้ังครรภ 

1. การคลอดกอนกําหนด (Preterm labor) 

หมายถึงการคลอดทารกกอนอายุครรภ 37 สัปดาห  
2. การคลอดตามกํ าหนด ( Full term or 

Mature labor) หมายถึงการคลอดทารกท่ีมีอายุ
ครรภต้ังแต 37 สัปดาหถึง 41 สัปดาห 

เกณฑขอกําหนดหญิงต้ังครรภท่ีสามารถ
เก็บรกได 

1. มีอายุ 20 – 35 ป 
2. ไมพบภาวะต้ังครรภแบบแฝด 
3. ไมมีประวัติการคลอดกอนกําหนด 
4. ไม เคยไดรับการรักษาดวยยาเชน ยา

ประเภทสเตียรอยด ยาปฏิชีวะ ยาตานการอักเสบ
ชนิดไมใชสเตียรอยดภายในระยะเวลา 3 เดือน
กอนเขารวมงานวิจัย 

5. เปนโรคทางระบบและมีปจจัยเส่ียงตางๆ 
ท่ี ทํ า ใ ห มี โ อ ก า สคลอ ด ก อ น กํ า ห น ด ไ ด แก  
โรคเบาหวาน โรคความดันโลหิตสูง 

6. มีประวั ติ สูบบุหรี่ และด่ืมแอลกอฮอล
ระหวางการต้ังครรภ 

การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อรก (placenta 
tissue) 

ภายหลังหญิงต้ังครรภท่ีไดเขารวมงานวิจัย
คลอด พยาบาลวิชาชีพประจําหองคลอด ใชมีด
ผาตัดเบอร 15 ทําการสุมตัดเนื้อเยื่อรกภายหลัง
คลอด โดยตัดช้ินเนื้อรกในตําแหนงท่ีใกลกับทารก 
1 ช้ินและตําแหนงท่ีใกลกับหญิงต้ังครรภ 1 ช้ิน 
จากนั้นลางเนื้อเยื่อรกดวยน้ํ าเกลือ (normal 
saline solution) และวางบนผากอซ (gauze) 
เพื่อซับน้ําเกลือออกกอนนําไปใสในหลอดเก็บ
ตัวอยางและเก็บรักษาท่ีกลองควบคุมความเย็น 
(รูป 1) 

 
รูป 1 ตัวอยางรก (A) และการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อ

รกในหลอดเก็บตัวอยาง (B) 

ทันตแพทยผูวิจัยจะนําเนื้อเยื่อรกท่ีไดมา
ตัดเปนช้ินใหมีขนาดโดยประมาณ 1 ลูกบาศก
เซนติเมตร ทําการตัดเนื้อเยื่อรกดานท่ีใกลกับทารก
และดานท่ีใกลกับหญิงต้ังครรภตําแหนงละ 1 ช้ิน 
นําเนื้อเยื่อท่ีไดไปใสในหลอดเก็บตัวอยางปลอดเช้ือ
ขนาด 1.5 มิลลิลิตรแลวนําไปเก็บไวในอุณหภูมิ -
20 องศา เพื่อรอการสกัดดีเอ็นเอและวิเคราะห
ตอไป (รูป 2)  
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รูป 2 ช้ินเนื้อรกขนาด 1 ลูกบาศกเซนติเมตรนําไป
ใสลงในหลอดเก็บตัวอยางปลอดเช้ือ (A) หลอด

เก็บตัวอยางปลอดเช้ือพรอมช้ินเนื้อรก (B) 

 ข้ันตอนการตรวจหาเ ช้ือพอร ไฟ โร
โมแนส จิงจิวาลิส ในหองปฏิบัติการ 

วิธีการสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียจากรก 
ในการสกัดแยกดีเอ็นเอแบคทีเรียจากรก

จะใชชุดสกัดดีเอ็นเอของ QIAamp® DNA Mini Kit 

(Qiagen®, Valencia, CA, USA) (รูป 3) 

 

รูป 3 ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป QIAamp® DNA 
Mini Kit (Qiagen®, Valencia, CA, USA)                    

(แหลงท่ีมา qiagen.com) 

การสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียจากช้ินรกจะมีวิธีการ
ตามท่ีผูผลิตกําหนด มีวิธีโดยยอดังนี้ 

1. หลังจากนําช้ินรกไปแชในไนโตรเจนเหลว
ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสแลว จะนําช้ินรกท่ี
อยู ในตําแหนงใกลกับมารดา 1 ช้ินและจาก
ตําแหนงใกลกับทารก 1 ช้ิน ไปบดในโกรงบดสาร 

(mortar and pestle) ใหละเอียด แลวนําช้ินเนื้อ
ท้ังหมดมาผสมรวมกัน นําช้ินเนื้อท่ีบดและผสม
แลวแบงสวนออกมาใหมีน้ําหนัก 25 มิลลิกรัม    
( รู ป  4)  นํ า ไ ป ใ ส ใ น ห ลอ ด เ อ พ เ พ น ด อ ร ฟ 
(eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

 

 

 
รูป 4 รกท่ีถูกนําไปแชในอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส (A) รกถูกนํามาบดดวยโกรงบดสาร 

(mortar and pestle) (B) 

2. เติม Buffer ALT ลงไป 180 ไมโครลิตร 
เติม Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร นําไป
เขยาบนเครื่องผสมสารเปนเวลา 15 วินาที บมใน
อ างน้ํ าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ  56 องศา
เซลเซียส นําข้ึนมาเขยาบนเครื่องผสมสารทุกๆ 20 
นาทีในชวงระหวางการบมในอางน้ํ าควบคุม
อุณหภูมิ การยอยเนื้อเยื่อจะใชเวลาประมาณ       
1 - 3 ช่ัวโมง  

3. นําไปปนเหวี่ยงเพื่อไมใหมีสวนผสมใดๆ 
ติดบริเวณฝาปดหลอดเอพเพนดอรฟ คอย ๆ เติม 
Buffer AL ลงไป 200 ไมโครลิตร แลวนําไปเขยา
บนเครื่องผสมสารอีกครั้งเปนเวลา 15 วินาที นําไป
แชในกลองควบคุม (heat box) อุณหภูมิ 70 องศา
เปนเวลา 10 นาที  

4. เ ติม  ethanol (90  –  100  %)  ลง ไป
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําสวนผสมท่ีไดไปเขยา
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ดวยเครื่องผสมสารอีกครั้งเปนเวลา 15 วินาที นํา
สวนผสมท่ีไดใสลงไปในหลอด QIAamp mini spin 

column ท่ีเสียบไวในหลอดเก็บตัวอยางขนาด 2 
มิลลิลิตร ปดฝาแลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 6000 ×g 
(8000 rpm) เปนเวลา 1 นาที นํา QIAamp mini 

spin column ออกมาใสในหลอดเก็บตัวอยางขนาด 
2 ไมโครลิตรใหม ท้ิงสวนของเหลวในหลอดเก็บ
ตัวอยางเกาไป  

5. เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย  Buffer AW1  5 0 0 
ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 6000 × g (8000 
rpm)  เปน เวลา 1 นาที นํ า  QIAamp mini spin 

column ออกมาใสในหลอดเก็บตัวอยางขนาด 2 
ไมโครลิตรใหมอีกครั้ง  

6. เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย  Buffer AW2  5 0 0 
ไมโครลิตรลงไป นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วสูงสุด 
20,000 × g (14,000 rpm) เปนเวลา 3 นาที เมื่อ
ครบกําหนดเวลา นํา QIAamp mini spin column 

ออกมาใสใน collection tube ขนาด 2 ไมโครลิตร
อันใหมอีกครั้ง แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว
สูงสุดอีกครั้งเปนเวลา 1 นาที นํา QIAamp mini 

spin column มาใสลงในหลอดเอพเพนดอรฟขนาด 
1.5 มิลลิลิตร 

7. เติมสารละลาย Buffer AE หรือน้ํากล่ัน
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 1 
นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี 6000 ×g (8000 rpm) 
เปนเวลา 1 นาที จะไดดีเอ็นเอออกมา นําไปแชไว

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อรอการทดสอบ
ในข้ันตอนตอไป 

 การตรวจหาเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิ
วาลิส ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 
การเตรียมสวนผสม reaction mixture เพื่อใหได
ความเขมขนท่ีเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาประกอบ
ไปดวย 

1. ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซตไตรฟอสเฟส 
(dNTP; Ferments, Burlington, Ont., Canada) ความ
เขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 

2.  10x PCR buffer ( Qiagen®, Valencia, 

CA, USA) ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร 
3. เอนไซมดีเอ็นเอโพลิเมอเรส (Taq DNA 

polymerase; Qiagen®, Valencia, CA, USA.)  ความ
เขมขน 1.25 ยูนิต  

4. คูไพรเมอรจําเพาะตอเช้ือแบคทีเรียท่ี
ทําการศึกษาความเขมขน 1 มิลลิโมลาร โดยไพร
เมอรท่ีใชเปนยีนในสวน 16S rRNA ของแบคทีเรีย
ท่ัวไป (ubiquitous bacteria) และไพรเมอรท่ีมี
ความเฉพาะเจาะจงกับยีน 16S rRNA ของเช้ือพอร
ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส นํามาขยายช้ินสวน อางอิง
ตามการ ศึกษาของ Ashimoto และคณะในป  
1996[25] (ตาราง 1)  

5.  นํ า  reaction mixture ท่ี เตรียมได ใน
ปริมาตร 45 ไมโครลิตร ผสมกับดีเอ็นเอจาก
ตัวอยางตางๆ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

 
ตาราง 1 ไพรเมอรจําเพาะของเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และเช้ือแบคทีเรียท่ัวไป (Ashimoto และคณะ 
1996) 

Periopathogen Primer pairs (5’ – 3’) 
Base position 

(amplicon length in bp) 
P. gingivalis AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG 

ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT 
729 - 1,132 (404) 

Ubiquitous primer GAT TAG ATA CCC TGG TAG TCC AC 
CCC GGG AAC GTA TTC ACC G 

786 - 1,387 (602) 
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ชุดควบคุมผลบวก (positive control) ใชการอางอิง
ดีเอ็นเอของเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส สาย
พันธุ  ATCC 33277 ชุดควบคุมผลลบ (negative 

control) ไดแกน้ํากล่ันปลอดเช้ือ (sterile deionized 
water) 

การทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสเพื่อ
ขยายสัญญานดีเอ็นเอเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิ
วาลิส 

1. นําสารละลายท่ีเตรียมไวใสลงในเครื่องทํา
ปฏิ กิ ริ ย า ลูก โซ โพ ลิ เมอ เร ส (Thermal cycler; 
Eppendorf Master cycler® Gradient, Geramany) 
(รูป  5)  โดยทําการ ต้ังอุณหภูมิตามชนิดของ
แบคทีเรียท่ีตองการศึกษา อางอิงการศึกษาของ 
Ashimoto และคณะในป 1996  

 

รูป 5 เครื่อง Mastercycler Gradient thermal 
cycler (Eppendorf, Germany) 

2. Ubiquitous primer เ ริ่ มต นด วย ข้ันตอน 
Initial denaturing  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 2 นาที จากนั้นทําการแยกเกลียวสายคู
ของ ดี เอ็น เอใหออกจากกัน  (denaturing)  ท่ี
อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที ตาม
ดวยการจับของไพรเมอรและดีเอ็นเอแมแบบ 
(primer annealing) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 1 นาที และการสังเคราะหดีเอ็นเอสาย
ใหมตอจากไพรเมอร (extension) ท่ีอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ทําซ้ําจนครบ 36 

รอบ อุณหภูมิ สุดทาย (final step) ท่ี  72 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  

3. เช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส เริ่มตน
ดวยข้ันตอน Initial denaturing ท่ีอุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที จากนั้นจะเปน
อุณหภูมิท่ีจะทําใหสายคูของดีเอ็นเอแยกออกจาก
กันท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที จะมีการจับกัน
ของไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสเปน เวลา 1 นาที และมีการ
สังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอร ท่ี
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที ทําซ้ํา
จนครบท้ังหมด 36 รอบ โดยมีอุณหภูมิสุดทายท่ี 
72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที 

การวิเคราะหผลผลิตของปฏิกิริยาลูกโซ
โพลิเมอเรส 

ทําการแยกผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซ
โพลิเมอเรสดวยเครื่องแยกกระแสไฟฟาบนเจล 
(agarose gel) รอยละ 1.2 ใน Tris boric acid EDTA 

(TBE) ท่ี  80 โวลต  (รูป 6) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นยอมสีแถบผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซโพลิ
เมอเรสดวย Ethidium bromide (EtBr2) 15 นาที 
แลวลางแผนเจลดวยน้ําสะอาด นําแผนเจลไปสอง
หาแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต เทียบ
กับแถบดีเอ็นเออางอิง โดยใชดีเอ็นเอ 1 kb DNA 
ladder ( Fermentas, Burlington, Ont, Canada) 

จากนั้นทําการบันทึกภาพดวยเครื่องถายภาพ
พรอมโปรแกรมวิเคราะหภาพรุน UVP Auto-Chemi 
and Software LAbwork 4. 5 ( AC1 Auto Darkroom 
Set-up & Operating Instruction, UK)  

 

รูป 6 เครื่องแยกผลิตภัณฑ PCR ดวยกระแสไฟฟา 
(แหลงท่ีมา bio-rad.com) 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

การ วิ เ ค ร าะห ข อ มู ลทา ง ส ถิ ติ จะ ใช
โปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ Statistical Package for 

Social Science ( SPSS)  version 23. 0 ทํ า ก า ร
วิเคราะหโดยใชสถิติเชิงพรรณนาแสดงความถ่ีเปน
รอยละการตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 
ในรก ของกลุมหญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอนกําหนด
และกลุมหญิงต้ังครรภท่ีคลอดตามเกณฑปกติ และ
ทําการวิเคราะหโดยใชสถิติเชิงอนุมานเพื่อทําการ
เปรียบเทียบการตรวจพบเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิ
วาลิส ในรก ระหวางกลุมหญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอน
กําหนดและกลุมหญิงต้ังครรภท่ีคลอดตามเกณฑ
ปกติโดยใชสถิ ติ  Fisher’s exact test กําหนด
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี P < 
0.05 

ผลการศึกษา 
  

 

รูป 7 แถบดีเอ็นเอของเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวา
ลิส ในรกจากกลุมหญิง ต้ังครรภ ท่ีคลอดกอน
กําหนด ขนาด 404 คูเบส จากดีเอ็นเอตัวอยาง
เทียบกับตัวควบคุมบวก 

ชองท่ี 1 แสดงแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
(DNA ladder) 404 คูเบส 

ชองท่ี 2 แสดงตัวควบคุมลบท่ีไมมีเช้ือ
แบคทีเรีย (น้ํากล่ันปลอดเช้ือ) 

ชองท่ี 3 แสดงตัวควบคุมบวกท่ีมีเช้ือพอร
ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

ชองท่ี 4-13 แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีเปนผล
ของปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสเพื่อตรวจหาเช้ือพอร

ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ของกลุมตัวอยางลําดับท่ี   
1-10  

จากภาพเอกาโรสเจล พบวากลุมตัวอยาง
ท่ี 2, 3, 4, 7 และ 9 สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
เช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีมีขนาด 404       
คูเบส 

 

รูป 8 แถบดีเอ็นเอของเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวา
ลิส ในรกจากกลุมหญิงต้ังครรภท่ีคลอดตามเกณฑ
ปกติ ขนาด 404 คูเบส จากดีเอ็นเอตัวอยางเทียบ
กับตัวควบคุมบวก 

ชองท่ี 1 แสดงแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
(DNA ladder) 404 คูเบส 

ชองท่ี 2 แสดงตัวควบคุมลบท่ีไมมีเช้ือ
แบคทีเรีย (น้ํากล่ันปลอดเช้ือ) 

ชองท่ี 3 แสดงตัวควบคุมบวกท่ีมีเช้ือพอร
ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

ชองท่ี 4-13 แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีเปนผล
ของปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสเพื่อตรวจหาเช้ือพอร
ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ของกลุมตัวอยางลําดับท่ี 1-
10 

จากภาพเอกาโรสเจล พบวากลุมตัวอยาง
ท่ี 3 สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอเช้ือพอรไฟโร
โมแนส จิงจิวาลิส ท่ีมีขนาด 404 คูเบส 
 จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส สามารถ
ตรวจพบดีเอ็นเอเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ใน
รกจากกลุมหญิงต้ังครรภท่ีคลอดกอนกําหนด รอย
ละ 50 (5 ราย) ตรวจพบดีเอ็นเอเช้ือพอรไฟโร
โมแนส จิงจิวาลิส ในรกจากกลุมหญิงต้ังครรภท่ี
คลอดตามเกณฑปกติ รอยละ 10 (1 ราย) จากสถิติ 
Fisher ‘s exact test พบวา การตรวจพบเช้ือพอรไฟ
โรโมแนส จิงจิวาลิส ในรกจากกลุมหญิงต้ังครรภท่ี
คลอดกอนกําหนดและจากกลุมหญิงต้ังครรภ ท่ี
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คลอดตามเกณฑปกติไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติท่ี P = 0.141 
 

 

รูป 9 แผนภูมิแทงแสดงขอมูลเปนรอยละการตรวจ
พบดีเอ็นเอเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในรก
จากกลุมหญิงต้ังครรภคลอดกอนกําหนดท้ังหมด 
10 ราย และกลุมหญิงต้ังครรภคลอดตามเกณฑ
ปกติ 10 ราย 

วิจารณและสรุปผล 
การคลอดกอนกําหนดมีสาเหตุจากหลาย

ปจจัยเชน เช้ือชาติ โภชนาการ การสูบบุหรี่ การ
ด่ืมแอลกอฮอลสถานะทางสังคม ความเครียด[26-30] 

แตปจจัยท่ีมีผลมากท่ีสุดคือการติดเช้ือบริเวณ
มดลูกระหวางต้ังครรภ ซึ่งถือเปนภาวะแทรกซอน
ท่ีสําคัญท่ีทําใหเกิดการคลอดกอนกําหนด[31-32] 

การศึกษาตางๆ มีการสันนิษฐานวาการติดเช้ือ
บริเวณมดลูกเกิดไดจาก 4 เสนทางดวยกันไดแก 1. 
การติดเช้ือแบคทีเรียจากชองคลอดไปยังถึงมดลูก 
2. การติดเช้ือแบคทีเรียจากภายในชองทองและ
สงผานทอนําไข (fallopian tubes) ไปยังมดลูก 3. 
มีการติดเช้ือแบคทีเรียในอวัยวะอื่นๆ แบคทีเรีย
แพรผานกระแสโลหิตมายังรกและมดลูก 4. การ
ติดเช้ือแบคทีเรียจากการตรวจครรภเชนการเจาะ
ตรวจน้ําคร่ํา[33] ดังนั้นจึงเปนไปไดวาเช้ือพอรไฟโร
โมแนส จิงจิวาลิส ซึ่งเปนเช้ือกอโรคปริทันตและ
สามารถตรวจพบไดงายในชองปาก สามารถแพร
ผานเสนเลือดขนาดเล็กไปยังรกและมดลูก สงผลให
เกิดการคลอดกอนกําหนดได การศึกษานี้สามารถ
ตรวจพบดีเอ็นเอเช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ใน
รกของหญิงต้ังครรภ แตการตรวจพบเช้ือพอรไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส ในรกของหญิงต้ังครรภท่ีคลอด
กอนกําหนดไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับในรกหญิงต้ังครรภท่ี
คลอดตามเกณฑปกติ ซึ่งแตกตางจากการศึกษา
กอนหนานี้[20-23] การศึกษาอื่นๆ ยังสามารถตรวจ
พบเช้ือแบคทีเรียกอโรคปริทันตชนิดตางๆ ในรก
เชน แอคทิโนบาซิลัส แอคทิโนมัยซีเต็มโคมิแทนส 
แทนเนอเรลลา ฟอรซิเทีย ทรีโพนีมา เดนติโคลา 
ฟวโซแบคทีเรียม นิวคลีเอตัม และ พรีโวเทลลา 
อินเตอรมีเดีย ซึ่งมีความสัมพันธกับการต้ังครรภ
และคลอดท่ีผิดปกติแบบตางๆ [34,35]  ท้ังนี้ยังมี
การศึกษาท่ีสามารถตรวจหาเช้ือกอโรคปริทันตใน
น้ําคร่ําซึ่งมีความเกี่ยวเนื่องกับรกในหญิงต้ังครรภท่ี
คลอดกอนกําหนด ดังเชนการศึกษาของ Ercan 

และคณะในป 2015 ทําการตรวจหายีน 16S rDNA 

ของเช้ือแบคทีเรียกอโรคปริทันตในน้ําคร่ําของ
หญิงต้ังครรภ ผลการศึกษา พบเช้ือพอรไฟโร
โมแนส จิงจิวาลิส แทนเนอเรลลา ฟอรซิเทีย แคม
ไพโรแบคเตอร เรคตัส ในน้ําคร่ําของหญิงต้ังครรภ
ท่ีคลอดกอนกําหนด[19] การศึกษานี้ทําการศึกษา
เช้ือกอโรคปริทันตพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 
เพี ย ง ชนิ ด เ ดี ย ว เท านั้ น  จ ากข อ จํ ากั ดด าน
งบประมาณ ดังนั้นถาสามารถทําการตรวจหาเช้ือ
กอโรคปริทันตชนิดอื่นๆ ไดในรก จะสามารถ
สันนิษฐานความเปนไปไดวาเช้ือกอโรคปริทันตจาก
ในชองปากหญิงต้ังครรภ สามารถแพรกระจาย
มายังรกและอาจสงผลให เกิดการคลอดกอน
กําหนดได  

สรุปผลงานการศึกษา สามารถตรวจพบ
เช้ือพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในรกหญิงต้ังครรภ
ท่ีคลอดกอนกําหนดและในรกหญิงต้ังครรภท่ีคลอด
ตามเกณฑปกติ โดยไมมีความแตกตางอยางมี
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