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บทคัดย่อ

	 การติดเชื้อที่เกี่ยวข้องกับสิ่งปลูกฝังเป็นภาวะแทรกซ้อนหนึ่งที่พบได้ในผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาด้วยรากฟันเทียม โดยสาเหตุท่ี

ส�ำคญัเกดิจากการยดึตดิของเช้ือจลุชีพและการสร้างไบโอฟิล์มบนสิง่ปลกูฝังไทเทเนยีม มหีลายการศกึษาพยายามปรบัปรงุคณุสมบติัพืน้ผวิ

ของไทเทเนียมด้านการต้านเชื้อจุลชีพ การท�ำให้เกิดฟิล์มบางหลายชั้นของโพลีอิเล็กโตรไลต์หรือพีอีเอ็มฟิล์ม เป็นเทคนิคหนึ่งที่ใช้ในการ

ปรับปรงุคณุสมบตัทิางพืน้ผวิของชวีวสัด ุเซอรซินีเป็นไกลโคโปรตนีทีผ่ลติจากหนอนไหม มคีณุสมบตัใินการส่งเสรมิกระบวนการออสซโิอ

อินทีเกรชันและมีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้ คือ ปรับปรุงคุณสมบัติด้านการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของพื้นผิว

ไทเทเนยีมโดยการใช้สารสกดัเซอรซินีทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5 และ 10 โดยมวลต่อปรมิาตร เคลอืบบนไทเทเนยีมด้วยวธิพีอีเีอม็ฟิล์ม

ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ ทดสอบการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส

และแคนดิดา อัลบิแคนส์ ด้วยวิธีวัดการสร้างไบโอฟิล์มและกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดหรือเอสอีเอ็ม ผลการศึกษาพบว่า

ไทเทเนียมที่เคลือบด้วยสารสกัดเซอริซีนไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ ที่ 24 ชั่วโมง ร้อยละการมีชีวิตของเชื้อ

แคนดิดา อัลบิแคนส์ ที่อยู่ในไบโอฟิล์มลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติบนพื้นผิวไทเทเนียมที่เคลือบด้วยสารสกัดเซอริซินเมื่อเปรียบเทียบ

กบักลุม่ทีไ่ม่ได้เคลอืบ ขณะทีไ่ม่พบความแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติขิองร้อยละการมชีีวติของเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส ท่ีอยูใ่น

ไบโอฟิล์มในทกุกลุม่ ผลท่ีได้จากการวเิคราะห์เอสอีเอม็สอดคล้องกบัผลทีไ่ด้จากวธิวีดัการสร้างไบโอฟิล์ม สรปุได้ว่าไทเทเนยีมทีเ่คลือบด้วย

สารสกัดเซอริซีนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5 และ 10 โดยมวลต่อปริมาตร ด้วยวิธีพีอีเอ็มฟิล์มสามารถลดการสร้างไบโอฟิล์มของ

เชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์บนพื้นผิวไทเทเนียม ผลที่ได้นี้แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของเทคนิคนี้เพื่อเป็นทางเลือกในการลดภาวะแทรกซ้อน

จากการติดเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ในผู้ป่วยที่ผ่าตัดทางทันตกรรมรากฟันเทียม 
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Abstract

บทนำ�

	 Implant-related infection is a complication that could be found in patients receiving dental implant treatment.

It is mainly caused by microbial adhesion and biofilm formation on titanium-base implants. Many studies tried to 

improve titanium surface properties to achieve antimicrobial activity. Polyelectrolyte multilayer (PEM) film is one of

the methods used to modify biomaterial surface properties. Sericin, a glycoprotein produced by silkworm, is capable

of promoting osseointegration process and possesses antimicrobial activity. The objective of this study is to improve 

anti-biofilm activity of titanium surface, using sericin extracts at concentrations of 0.1, 0.5, 1, 5 and 10 % w/v coating 

on titanium surface by PEM film technique. The cytotoxicity test was performed on primary human osteoblasts. The 

anti-biofilm activity against Staphylococcus aureus and Candida albicans was determined by biofilm formation assay 

and scanning electron microscope (SEM). The results showed that titanium coated with sericin extracts showed no 

toxic effect on osteoblasts at 24 hours incubation period. The percentage of Candida albicans cell viability in biofilm 

was significantly reduced on sericin-coated titanium surface compared to uncoated group, whereas no significant 

difference of Staphylococcus aureus cell viability was found. The results from SEM analysis corresponded to the 

results from the biofilm formation assay. In conclusion, coating titanium surfaces with sericin extract at concentrations 

of 0.1, 0.5, 1, 5 and 10 % w/v by PEM film technique could reduce Candida albicans biofilm formation on titanium 

surface. These findings suggested the potential of this technique as an alternative way to reduce complication from 

Candida albicans infection in patients receiving implant treatment.
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	 ไทเทเนียมและไทเทเนียมอัลลอยด์เป็นชีววัสดุปลูกฝัง 

(implanted biomaterials) ที่ได้รับความนิยมทั้งทางการแพทย์

และทันตกรรม เช่น ใช้เป็นสิ่งปลูกฝังออร์โทพีดิกส์ (orthopedic 

implant) และรากฟันเทยีม (dental implant) เนือ่งจากมคุีณสมบตัิ

ทางกลและเคมีที่ดี มีความต้านทานต่อการสึกกร่อนและมีความ

เข้ากันได้ทางชวีภาพ (biocompatibility) กบัเนือ้เยือ่ในร่างกาย1 

ปัจจบุนัมีความพยายามปรบัปรงุคุณสมบตัขิองไทเทเนยีมอย่างต่อเนือ่ง

โดยมุ่งเน้นให้สามารถท�ำหน้าทีไ่ด้หลากหลาย ทัง้การเพิม่คณุสมบตัิ

ด้านการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactivity) เพื่อตอบสนองอย่าง

จ�ำเพาะเจาะจงต่อการเกาะกลุม่ (colonization) ของเซลล์ชนดิต่าง ๆ

เช่น เซลล์สร้างกระดกู (osteoblasts) เซลล์สร้างเส้นใย (fibroblasts) 

และแมกโครแฟจ (macrophage) ให้การเกดิกระดกูเชือ่มประสาน
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หรือกระบวนการออสซโิออนิทเีกรชัน่ (osseointegration) ได้เรว็ขึน้
รวมถงึต้องสามารถต่อต้านการสร้างแผ่นคราบชวีภาพหรือไบโอฟิล์ม
(biofilm formation) และต่อสูก้บัการตดิเช้ือบนพืน้ผวิไทเทเนยีม2

	 การติดเชื้อบริเวณผิวรากฟันเทียมเป็นภาวะแทรกซ้อน
ที่สามารถพบได้บ่อย นอกจากจะเกิดจากความบกพร่องเกี่ยวกับ 
ความสามารถของระบบภมูคิุม้กนั (compromised immune ability)
ทีบ่ริเวณรอยต่อระหว่างกระดกูและเนือ้เยือ่แล้ว การสร้างไบโอฟิล์ม
บนพื้นผิวรากฟันเทียมถือว่ามีบทบาทส�ำคัญในการเริ่มต้นของ
กระบวนการตดิเชือ้3 ในช่องปากมภีาวะแวดล้อมจลุภาคทีม่คีวาม
ซบัซ้อนของเชือ้จลุชพี มแีนวโน้มทีจ่ะยดึตดิ (adhesion) กบัพืน้ผวิ
ใด ๆ ก็ตามที่เหมาะสมและสร้างไบโอฟิล์มขึ้นมาได้4 มีรายงานว่า
การเกดิเนือ้เยือ่รอบส่ิงปลกูฟันอกัเสบ (peri-implantitis) มคีวาม
สมัพันธ์กบัเชือ้จลุชีพก่อโรคปรทินัต์ ได้แก่ เชือ้แอกกรเีกรทแิบคเทอร์
แอคทิโนมัยซีเทมโคมิแทนส์ (Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans) พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas 
gingivalis) แทนเนอเรลลา ฟอร์ซัยเธีย (Tannerella forsythia) 
และทรีโพนมีา เดนทโิคล่า (Treponema denticola)4,5 และมรีายงาน
ว่าผู้ป่วยที่สูญเสียฟันจากโรคปริทันต์และแทนที่ฟันที่สูญเสียไป
โดยการใส่รากฟันเทียมมโีอกาสสงูทีจ่ะเกิดเนือ้เยือ่รอบสิง่ปลกูฟัน
อักเสบ5 อย่างไรก็ตามการเกิดเนื้อเยื่อรอบสิ่งปลูกฟันอักเสบยังมี
ความสมัพันธ์กบัเชือ้จลุชีพทีไ่ม่ได้พบทัว่ไปในโรคปรทินัต์อกัเสบด้วย
ได้แก่ เชือ้ในสกุลสแตฟฟิโลคอคคสั (Staphylococcus species) เช่น 
สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส (Staphylococcus aureus; S. aureus)
และสแตปฟิโลคอคคสั อพีเิดอร์มิดสิ (Staphylococcus epidermidis) 
และเชือ้ในสกลุแคนดดิา (Candida species) เช่น แคนดดิา อลับแิคนส์
(Candida albicans; C. albicans)4,5 โดยพบว่า เช้ือสแตปฟิโลคอคคสั 
ออเรียส และแคนดดิา อลับแิคนส์ เป็นเชือ้จลุชพีทีพ่บได้บ่อยในผูป่้วย
ทีเ่กดิเนือ้เยือ่รอบสิง่ปลกูฟันอกัเสบ5,6 มรีายงานว่าเชือ้สแตปฟิโลคอคคัส
ออเรียส มคีวามสามารถในการจบัทีส่งูและจ�ำเพาะ (high and specific
affinity) กบัพืน้ผวิไทเทเนยีม เป็นตัวเริ่มต้นในการสร้างไบโอฟิล์ม
และเป็นสาเหตุที่พบได้บ่อยในการตดิเช้ือทีเ่ก่ียวข้องกบัสิง่ปลกูฝัง 
(implant-related infection)7 ขณะทีแ่คนดดิา อลับแิคนส์ เป็นจลุชพี
ก่อโรคแบบฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) ที่พบได้ใน 
ไบโอฟิล์มบนพื้นผิวรากฟันเทียม และสามารถพัฒนาต่อให้เกิด
เนือ้เยือ่รอบสิง่ปลกูฟันอกัเสบได้6 นอกจากนีแ้คนดดิา อลับแิคนส์
ที่อยู่ในไบโอฟิล์มยังมีอิทธิพลต่อการเพ่ิมการเกาะกลุ่มของเช้ือ
จุลชีพชนิดอื่นในไบโอฟิล์ม8 และท�ำให้เช้ือจุลชีพทีอ่ยูใ่นไบโอฟิล์ม
เกิดการดือ้ต่อยาต้านจลุชพีทีใ่ช้ในการรกัษาการติดเชือ้มากยิง่ขึน้9,10 
ดงันัน้อาจกล่าวได้ว่าเชือ้สแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส และแคนดิดา 
อัลบิแคนส์เป็นจุลชีพก่อโรคที่มีบทบาทส�ำคัญต่อการเกิดเน้ือเย่ือ
รอบสิ่งปลูกฟันอักเสบและการติดเชื้อของรากฟันเทียม

	 การสร้างไบโอฟิล์มทีเ่ริม่ต้นทันทหีลังจากการยดึตดิของ
เช้ือจุลชีพเป็นเหตุการณ์ส�ำคัญที่ท�ำให้เกิดการติดเช้ือที่เกี่ยวข้อง
กบัส่ิงปลูกฝัง ดงันัน้การป้องกนัการสร้างไบโอฟิล์มโดยการเตรยีม
พื้นผิวชีววัสดุให้มีคุณสมบัติต้านเชื้อจุลชีพถือเป็นวิธีการที่ดีที่สุด
ในการหลีกเลี่ยงการแพร่กระจายของจุลชีพก่อโรคและการเสื่อม
สภาพของวสัด ุ(material deterioration)11 ในทศวรรษท่ีผ่านมา
มกีารศึกษาจ�ำนวนมากรายงานความสามารถในการปรบัเปล่ียนพืน้ผิว
ของวสัดปุลูกฝังไทเทเนยีม (titanium-based implant) เพือ่ส่งเสรมิ
การเกิดกระบวนการออสซิโออินทีเกรชั่น ลดการยึดติดของเชื้อ
จุลชีพ ต้านการสร้างไบโอฟิล์มและท�ำให้เกิดประสิทธิภาพในการ
ฆ่าเช้ือจลุชีพ2,3,11-13 เช่น การเคลือบพืน้ผิวไทเทเนยีมด้วยธาตโุลหะ
อนนิทรย์ีทีมี่คุณสมบตัใินการต้านเช้ือจลุชีพ (inorganic antimicrobial
metal elements) ได้แก่ เงนิ (Ag; silver) ทองแดง (Cu; copper) 
หรือสังกะสี (Zn; zinc) โดยวิธีสปัตเตอริง (sputtering) หรือ
การพ่นเคลือบด้วยพลาสมา (plasma spray) แม้ว่าวิธีการนี้จะมี
ประสิทธิภาพในการต้านเชื้อจุลชีพ อย่างไรก็ตามวิธีการนี้จ�ำเป็น
ต้องใช้เครือ่งมอืทีม่รีาคาแพง นอกจากนีก้ารปลดปล่อยไอออนของ
โลหะ (metallic ions release) จากชัน้ทีเ่คลอืบอาจจะท�ำให้เกดิ
ความเป็นพิษกับเซลล์และเนื้อเยื้อข้างเคียงได้2

	 วธิที�ำให้เกดิฟิล์มบางหลายชัน้ของโพลอิีเลก็โตรไลต์หรอื
พอีเีอม็ฟิล์ม (polyelectrolyte multilayer (PEM) film technique) 
เป็นวธิหีนึง่ทีใ่ช้ในการปรบัปรงุพืน้ผวิของวสัด ุทีใ่ช้หลักการของการ
ดดูซับเป็นชัน้ต่อชัน้ (layer by layer) ของสารละลายโพลีอเิล็กโตรไลต์
ที่มีประจุตรงกันข้าม ส่งผลให้เกิดแรงดึงดูดไฟฟ้าสถิตต่อกัน 
(electrostatic interaction) โดยชัน้ของโพลอีเิลก็โตรไลต์เหล่านี้
สามารถจดัระเบยีบได้ด้วยตวัเอง (electrostatic self-assembly)
และท�ำให้เกิดเป็นแผ่นฟิล์มหลายชัน้ระดบันาโนเมตร14 ทีส่ามารถ
ควบคุมความหนาของพอีเีอม็ฟิล์มได้และเลือกใช้สารทีมี่คุณสมบตัิ
เป็นโพลอีเิลก็โตรไลต์ได้หลากหลาย เช่น ดเีอน็เอ โปรตนี โมเลกลุ
ชีวภาพ และโพลิเมอร์ชีวภาพ วิธีนี้มีข้อดี คือ ท�ำได้ง่าย รวดเร็ว 
สามารถท�ำซ�ำ้ได้ ราคาไม่แพง มคีวามเสถยีร ไม่มข้ีอจ�ำกดัของรปูร่าง
ชีววสัดทุีน่�ำมาเคลือบ มปีระสิทธิภาพในการสร้างพืน้ผิวทีม่คีวามไว
ทางชีวภาพ และสามารถน�ำไปพัฒนาพื้นผิววัสดุเพื่อใช้ประโยชน์
ในด้านต่าง ๆ ได้มากมาย15 มีหลายการศึกษาท�ำการปรับปรุง
คุณสมบัติด้านการต้านเชื้อจุลชีพของพื้นผิวรากฟันเทียมด้วยวิธ ี
พอีเีอ็มฟิล์ม16,17 เช่น Wong และคณะ ในปี 201017 พบว่าเจนต้ามยัซนิ
(gentamycin) และไดโคลฟีแนก (diclofenac) ในพีอีเอ็มฟิล์มที่
เคลอืบบนไทเทเนยีมสามารถต้านการยดึตดิและมีประสทิธภิาพใน
การฆ่าเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส ได้โดยไม่เกิดความเป็นพิษ
ต่อเซลล์สร้างกระดกูของหนชูนดิเอม็ซ3ีท3ี-อ1ี (MC3T3-E1 cells)
ในปี 2019 Rodríguez และคณะ16 พบว่าบต้ีา-เปปไทด์ (β-peptide)
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ไคโตซาน (chitosan) และกรดไฮอะลูโรนิก (hyaluronic acid) 
ในพีอีเอ็มฟิล์มมีประสิทธิภาพในการต้านเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส 
ออเรียส และส่งเสริมการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์สร้างกระดูก 
เอ็มซี3ที3-อี1
	 เซอริซีน (sericin) คือ ไกลโคโปรตีนธรรมชาติที่สร้าง
จากหนอนไหม (silkworm) พบได้ประมาณร้อยละ 25-30 ของ
โปรตีนไหม เป็นโปรตีนก้อนกลมที่ละลายน�้ำได้ (water soluble 
globular protein family)18 มีคุณสมบัติชอบน�้ำ (hydrophilic) 
อสณัฐาน (amorphous) และลกัษณะคล้ายกาว ท�ำหน้าทีใ่นการ
ยึดโปรตีนเส้นไหมไฟโบรอิน (silk fibroin protein) เข้าด้วยกัน
เพื่อสร้างเป็นรังไหม ในอดีตเซอริซีนถือว่าเป็นของเสียที่เกิดจาก
กระบวนการผลติเส้นใยไหม อย่างไรกต็ามในปัจจบุนัพบว่าเซอรซินิ
มีคุณสมบัติที่ดีทางชีวภาพหลายด้าน เช่น มีความเข้ากันได้ทาง
ชวีภาพกบัเนือ้เยือ่ มคีณุสมบตัต้ิานอนมูุลอสิระ (anti-oxidation)19

ช่วยในการหายของแผล (wound healing)20 การต้านเช้ือจลุชพี13,21

ป้องกนัรงัสยีวูี22 การต้านมะเรง็22 และส่งเสรมิให้เกดิกระบวนการ
สร้างกระดกู23 จงึมกีารน�ำเอาเซอรซีินมาใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวาง
ทั้งทางการแพทย์ ยา และอุตสาหกรรมด้านความสวยงาม18,24,25

	 เซอริซนีมกีารน�ำมาใช้ในการปรบัปรงุพืน้ผวิของไทเทเทยีม
เช่น Zhang และคณะในปี 200813 ปรบัปรงุพืน้ผวิไทเทเนยีมด้วย
กรดโพลเีมทาครลิกิ (poly(methacrylic acid)) และเซอรซินีท่ีได้
จากไหมบอมบิกซ์ มอไร (Bombyx mori) พบว่าสามารถส่งเสริม
การเพ่ิมจ�ำนวนของเซลล์ (cell proliferation) การท�ำงานของเอนไซม์
อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase activity) และ
เพิม่การสะสมของแคลเซียม (calcium deposition) ได้ นอกจากนี้
ยังมีประสิทธิภาพในการลดการยึดติดของเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส 
ออเรียส และสแตปฟิโลคอคคสั อพีเิดอร์มดิสิ ได้มากกว่ากลุม่ควบคุม
ไทเทเนยีม ในปี 2013 Nayak และคณะ23 ท�ำการตรงึพืน้ผวิไทเทเนยีม
ด้วยเซอริซีนที่ได้จากไหมทาซาร์ แอนเทอเรีย มายลิทตา (Tasar 
silkworm, Antherea mylitta) จากนัน้น�ำมาทดสอบการท�ำงาน 
ของเซลล์ไลน์สร้างกระดูกหนเูอม็จ-ี63 (MG-63 cells) พบว่าไทเทเนยีม
ทีต่รึงพ้ืนผวิด้วยเซอริซนีสามารถส่งเสรมิการยดึตดิของเซลล์ การเพิม่
จ�ำนวนของเซลล์ และการแสดงออกของยนีโบนไซอะโลโปรตนี (bone
sialoprotein) ออสตโีอแคลซิน (osteocalcin) และเอนไซม์อัลคาไลน์
ฟอสฟาเตส เมื่อเปรียบเทียบกับไทเทเนียมที่ไม่ได้ปรับปรุงพื้นผิว 
	 ในปัจจบุนัมกีารศกึษาเพยีงเลก็น้อยทีใ่ช้เซอรซีินในการ
ปรับปรุงพื้นผิวของไทเทเนียมเพื่อส่งเสริมการท�ำงานของเซลล์
สร้างกระดกูและต้านเชือ้จลุชพี13,23 นอกจากนีย้งัไม่มกีารศึกษาใด
ทีใ่ช้เซอริซนีในการปรบัปรงุพืน้ผวิของไทเทเนยีมด้วยวธิพีอีเีอม็ฟิล์ม
เพือ่ศกึษาผลการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้จุลชพี ดงันัน้การ
ศกึษาน้ีจึงศกึษาคณุสมบติัของเซอรซินีทีเ่คลอืบบนแผ่นไทเทเนยีม

ด้วยวิธีพีอีเอ็มฟิล์ม ในด้านการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ
สแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส และแคนดิดา อัลบิแคนส์ เพื่อหวังผล
ในการลดการติดเชื้อที่เกี่ยวข้องกับส่ิงปลูกฝัง ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่ง
ของความล้มเหลวของรากฟันเทียม 

1. การเตรียมแผ่นไทเทเนียม
	 แท่งไทเทเนยีม (commercial pure titanium grade II,
KVM Heating Element Co., Lt., Pathumthani, Thailand) 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร ถูกตัดให้มีความหนา 3 
มิลลิเมตร และขัดให้เรียบทั้งสองด้านด้วยกระดาษทรายน�้ำความ
ละเอยีด 500 800 และ 1000 ด้วยเครือ่งขดัพืน้ผวิวสัด ุ(variable 
speed grinder polisher, Ecomet 3, Buehler, Illinois, USA) 
จากนั้นท�ำความสะอาดด้วยน�้ำไร้ประจุ (deionized water) ภาย
ใต้เคร่ืองท�ำความสะอาดระบบอลัตราโซนคิ (ultrasonic cleaner,
Vibraclean 300, MDT biologic company, New Yok, USA) 
10 นาที 2 ครั้ง ตามด้วยอะซิโตนและเอทานอลอย่างละ 10 นาที 
เพื่อก�ำจัดไขมัน28 และล้างด้วยน�้ำไร้ประจุ 5 นาที
2. การเคลอืบไทเทเนยีมด้วยสารสกดัเซอรซินีทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ
ด้วยวิธีท�ำให้เกิดพีอีเอ็มฟิล์ม
	 เตรียมสารละลายโพลีไดอัลลิวไดแมททิวแอมโมเนียม 
คลอไรด์หรือพีแด็ดแม็ค (poly(diallyldimethylammonium 
chloride), PDADMAC, Aldrich, Missouri, USA) และสารละลาย
โพลโีซเดยีม-4-สไตรนีซลัโพเนทหรอืพเีอสเอส (poly(sodium 4-
styrene sulfonate), PSS, Aldrich) ให้มีความเข้มข้น 10 มลิลโิมลาร์
ในโซเดยีมคลอไรด์เข้มข้น 0.1 โมลาร์ และเตรยีมสารละลายสารสกดั
เซอรซินีทีไ่ด้จากไหมบอมบกิซ์ มอไร (Bombyx mori, sericin extract
powder, Specialty Natural Product®, Chonburi, Thailand)
ให้ได้ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อปริมาตร จากนัน้น�ำมาเจอืจาง
ต่อให้ได้ความเข้มข้นร้อยละ 5 1 0.5 และ 0.1 โดยมวลต่อปรมิาตร
	 การท�ำให้เกิดพีอีเอ็มฟิล์มบนแผ่นไทเทเนียม โดยจุ่ม
ไทเทเนียมทีเ่ตรยีมไว้ลงไปในสารละลายชนดิต่าง ๆ  บนเครือ่งเขย่า
แบบหมนุเป็นวงกลม (orbital shaker, PSU-10i, Grant Instrument
(Cambridge) Ltd, Cambridge, UK) เริ่มจากจุ่มไทเทเนียมลง
ในสารละลายพีแด็ดแม็คซึ่งเป็นสารละลายที่มีประจุบวก 5 นาที 
ล้างด้วยน�ำ้ไร้ประจ ุ3 ครัง้ ครัง้ละ 2 นาท ีแล้วจุม่ต่อในสารละลาย 
พเีอสเอส ซึง่เป็นสารละลายทีมี่ประจลุบ เป็นเวลา 5 นาท ีล้างด้วย
น�ำ้ไร้ประจุ 3 ครัง้ ครัง้ละ 2 นาท ีท�ำการจุม่สลบัไปมาจนถงึชัน้ท่ี 9 
ซึง่เป็นช้ันพแีดด็แม็คอยูด้่านบนสุด26 จากนัน้น�ำไปจุม่ในสารละลาย
สารกดัเซอรซีินทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5 หรอื 10 โดยมวลต่อ
ปรมิาตร 30 นาท ีล้างด้วยน�ำ้ไร้ประจ ุ3 ครัง้ ครัง้ละ 2 นาท ีทิง้ไว้ให้แห้ง

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ
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	 ก่อนน�ำชิน้งานไปทดสอบในขัน้ตอนต่อไป น�ำชิน้งานไป
ท�ำให้ปราศจากเช้ือทัง้สองด้านด้วยแสงอลัตราไวโอเลต (ultraviolet)
ทีไ่ด้จากตูก้รองอากาศปราศจากเชือ้ (airstream class II biological
safety cabinet, Esco Lifesciences (Thailand) Co., Ltd, Bangkok,
Thailand) ด้านละ 30 นาที27

3. การเพาะเลีย้งเซลล์สร้างกระดกูปฐมภมิูของมนษุย์ (primary 
human osteoblast cell culture)
	 น�ำเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ที่ได้จากการตัด
ปุ่มกระดูก (torectomy) ขากรรไกรบนหรือล่างที่ขัดขวางการใส่
ฟันเทียมท่ีเหลือจากโครงการวิจัยเลขท่ี HE612210 ซ่ึงผ่านการ 
รบัรองจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในมนษุย์ มหาวทิยาลัย
ขอนแก่น มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มที่มี 
ฟีนอลเรด (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with
phenol red, Gibco, New York, USA) ทีม่กีารเตมิแอลกลตูามนี
(L-glutamine, GlutaMaxTM supplement, Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts, USA) ความเข้มข้นร้อยละ 1 ยาต้าน
ปฏิชีวนะและยาต้านเชื้อรา (antibiotic-antimycotic, Thermo
Fisher Scientific) ความเข้มข้นร้อยละ 1 และซรีมัท่ีได้จากลกูอ่อนวัว
(fetal bovine serum, FBS, HyCloneTM FBS, HyClone, Utah,
USA) ร้อยละ 15 ในสภาวะควบคมุทีม่คีาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 
5 อากาศร้อยละ 95 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในการศึกษานี้
ใช้เซลล์รุน่ (passage) ที ่5 ถึง 6 จากอาสาสมคัร 3 ราย
4. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของ
มนุษย์ต่อสารสกัดเซอริซีนท่ีเคลือบบนแผ่นไทเทเนียม โดยวิธี
เอ็มทีที (MTT assay)
	 น�ำชิน้ตวัอย่างทีป่ราศจากเชือ้ของทัง้ 7 กลุม่ ได้แก่ กลุม่
ไทเทเนียมที่ไม่ได้เคลือบซ่ึงเป็นกลุ่มควบคุม (control group) 
กลุม่ไทเทเนยีมทีเ่คลอืบด้วยพแีดด็แมก็และพเีอสเอส 9 ชัน้ ทีม่ช้ัีน

พแีดด็แมค็อยูบ่นสุด กลุ่มไทเทเนยีมทีเ่คลือบด้วยสารสกดัเซอรซินี
ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5 และ 10 โดยมวลต่อปริมาตร 
กลุ่มละ 3 ชิ้น ใส่ลงไปในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 หลุม (24-well 
tissue culture plate, 24-well TCP, Corning, NY, USA) หลมุละ
1 ชิน้ ท�ำการหว่านเซลล์สร้างกระดกูในปริมาณ 5x104 เซลล์ต่อหลมุ 
บนชิ้นงานตัวอย่าง และบนจานเลี้ยงเซลล์ ซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุม 
แบบลบ (negative control) ทิ้งไว้ 10 นาที จากนั้นเติมอาหาร
เลี้ยงเซลล์ 500 ไมโครลิตรต่อหลุม และเพาะเล้ียงต่อเป็นวลา 
24 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก ล้างด้วยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เซลายน์หรือพีบีเอส (phosphate buffer 
saline, PBS) ใส่สารละลายเอ็มทีที ((3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-dipheyl tetrazolium bromide), MTT, USB Corporation,
Ohio, USA) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มที่ปราศจากฟีนอลเรด (DMEM without 
phenol red, Gibco) หลุมละ 300 ไมโครลิตร แล้วน�ำไปเพาะเลีย้ง
ต่อ 30 นาท ีเมือ่ครบเวลาดูดสารละลายเอม็ทีทีทิง้ ล้างด้วยพบีีเอส
และใส่สารละลายไดเมทลิซลัฟอกไซด์หรอืดเีอม็เอสโอ (dimethyl
sulfoxide, DMSO, Merck, Darmstadt, Germany) หลุมละ 
500 ไมโครลติร น�ำไปเขย่าให้ผลกึออกให้หมด จากนัน้ดดูสารละลาย
ที่ได้ในขั้นตอนสุดท้ายไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) 
ด้วยเครือ่งวดัค่าดดูกลนืแสงในไมโครเพลต (microplate reader, 
Varioskan Flash, Thermo Fisher scientific) ที่ความยาวคลื่น 
570 นาโนเมตร ภายในเวลา 30 นาที จากนั้นน�ำค่าการดูดกลืน
แสงทีไ่ด้มาค�ำนวณร้อยละการมชีีวติรอดของเซลล์เปรยีบเทียบกบั
ไทเทเนยีมทีไ่ม่ได้เคลือบทีเ่ป็นกลุ่มควบคุมตามสมการที ่1 การศกึษา
ครัง้นีใ้นแต่ละการทดลองใช้ตวัอย่าง 3 ชิน้ต่อกลุม่ และท�ำการทดลองซ�ำ้
3 ครัง้ แต่ละครัง้ใช้เซลล์สร้างกระดกูจากอาสาสมคัรคนละราย

ร้อยละการมชีวิีตของเซลล์ =  ค่าเฉลีย่ของค่าการดดูกลนืแสงของกลุม่ทีเ่พาะเลีย้งบนไทเทเนยีมทีเ่คลอืบด้วยสารต่าง ๆ x 100   สมการที ่1

	 	 	         ค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มที่เพาะเลี้ยงบนไทเทเนียมที่ไม่ได้เคลือบ

5. การเตรียมเชื้อจุลชีพ

	 เตรียมเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส สายพันธุ์ ATCC 

25923 DMST 8840 และแคนดิดา อัลบิแคนส์ สายพันธุ์ ATCC 

10231 DMST 5815 โดยการถ่ายเชือ้ (streak) จากแหล่งเกบ็เชือ้

(stock culture) ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดวุ้นทริปติกซอย 

(Tryptic soy agar, Soyabean Casein Digest Medium (Tryptone

Soya Broth), HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbi, India)

แล้วบ่มในตูบ่้มเชือ้อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง

จากนัน้เข่ียเชือ้ 1 โคโลนใีส่ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ชนดิเหลวทรปิตกิซอย

(Tryptic soy broth) น�ำมาบ่มในตูบ่้มเพาะเชือ้ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เม่ือครบตามเวลาท�ำการปรับปริมาณเช้ือ โดยปรับปริมาณเชื้อ

สแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส ให้ได้เท่ากับ 108 โคโลนีฟอร์มมิงยูนิต
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ต่อมิลลิลิตรหรือซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร (colony forming unit per 

milliliter; CFU/ml) และเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ให้ได้เท่ากับ 

106 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร โดยน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer, DU 730, 

Beckman Coulter Inc., California, USA) ทีค่วามยาวคลืน่ 600 

นาโนเมตร ให้มีค่าความเข้มแสง (optical density, OD) เท่ากับ 

0.1 เท่ากันทั้ง 2 เชื้อ28

6. การทดสอบประสทิธภิาพการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้

จลุชพีของสารสกดัเซอรซินีทีเ่คลือบบนไทเทเนยีมด้วยวิธวีดัการ

สร้างไบโอฟิล์ม (biofilm formation assay)

	 ท�ำการดูดเชื้อแต่ละชนิดที่เตรียมไว้ จ�ำนวน 5 มิลลิลิตร 

ใส่ลงในหลอดทดลอง ตามด้วยชิ้นงาน 1 ชิ้นต่อ 1 หลอดทดลอง 

แล้วน�ำไปบ่มเพาะเชือ้ในเครือ่งเขย่าแบบหมนุเป็นวงกลม 24 ชัว่โมง

เพือ่ส่งเสริมให้เกดิการยดึตดิของเชือ้ (adhesion phase) บนชิน้งาน

และเกดิเป็นไบโอฟิล์ม (biofilm phase) ขึน้ เมือ่ครบก�ำหนดเวลา

ดดูอาหารเลีย้งเชือ้ออก ล้างด้วยพบีเีอส 5 มลิลลิติร 3 ครัง้ เพือ่ก�ำจดั

เชื้อจุลชีพที่ไม่ได้ยึดติด (non-adherent cells) บนชิ้นงานออก 

จากนั้นใส่พีบีเอสลงไปในหลอดทดลอง 5 มิลลิลิตร ท�ำการปิดฝา

หลอดทดลองแล้วห่อหุ้มส่วนฝาหลอดทดลองด้วยแผ่นพาราฟิล์ม

(Parafilm M® Laboratory Film, California, USA) น�ำหลอดทดลอง

ทัง้หมดไปส่ันในเคร่ืองอลัตราโซนคิเป็นเวลา 20 นาท ีแล้วน�ำไปสัน่

ต่อในเครือ่งผสมสารวอร์เทคซ์ (vortex mixer, Vortex-Genie®2,  

NewYork, USA) 1 นาท ีเพือ่ท�ำให้จลุชพีทีอ่ยูใ่นไบโอฟิล์มหลดุออก

จากช้ินงาน29 จากนัน้ท�ำการดดูพบีเีอสทีม่เีช้ือจลุชีพแขวนลอยอยู่

จ�ำนวน 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซน็ตริฟิวก์ (microcen-

trifuge tube) ขนาด 1.5 มลิลลิติร ทีม่พีบีเีอสอยู ่900 ไมโครลติร 

จากนัน้ท�ำให้เจอืจางลงครัง้ละ 10 เท่า (ten-fold serial dilution) 

จนถึงความเข้มข้นที่ 10-6 ท�ำการหยดเชื้อแต่ละชนิดของแต่ละ

ความเข้มข้นลงจานเพาะเชื้อ (drop plate technique) หยดละ

10 ไมโครลิตร จ�ำนวน 3 หยด ต่อความเข้มข้น น�ำไปบ่มเพาะ

เชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท�ำการนับจ�ำนวนโคโลนีใน

แต่ละจานเพาะเชือ้ โดยจะเลือกนบัทีร่ะดบัความเข้มข้นทีมี่โคโลนี

แยกออกจากกันอย่างชัดเจนและอยู่ในช่วง 3-30 โคโลนีต่อหยด 

น�ำจ�ำนวนโคโลนจีากทัง้ 3 หยด ทีร่ะดบัความเข้มข้นเดียวกนัมาหา

จ�ำนวนโคโลนเีฉลีย่ จากนัน้ค�ำนวณหาค่าการเจรญิเตบิโตของเชือ้

บนจานเพาะเชือ้ในหน่วยซเีอฟยตู่อมลิลลิติร (สมการที ่2) จากนัน้

น�ำค่าทีไ่ด้ไปค�ำนวณร้อยละการมีชวีติของเชือ้จลุชพีทีอ่ยูใ่นไบโอฟิล์ม

โดยเทียบกับกลุ่มควบคุม (สมการที่ 3) ในแต่ละการทดลองจะใช้

ชิ้นตัวอย่าง 3 ชิ้นต่อกลุ่ม ท�ำการทดลองซ�้ำ 3 ครั้ง 

จ�ำนวนเชื้อจุลชีพ (CFU/ml) =	  จํานวนโคโลนีเฉลี่ย X ระดับความเจือจาง	 	    	 	     สมการที่ 2

         	 	 	        ปริมาตรของเชื้อจุลชีพที่ใส่ลงไปในจานเพาะเชื้อ (ml)

ร้อยละการมชีวีติของเชือ้จลุชพีในไบโอฟิล์ม =  จ�ำนวนเชือ้จลุชพี (CFU/ml) ของกลุม่ไทเทเนยีมทีเ่คลอืบด้วยสารต่าง ๆ  x 100       สมการที่ 3

        			   	 	  จ�ำนวนเชือ้จุลชพี (CFU/ml) ของกลุม่ไทเทเนยีมท่ีไม่ได้เคลอืบ

7. ตรวจสอบรูปร่างและปรมิาณของเช้ือจลุชพีด้วยกล้องจลุทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด

	 น�ำช้ินตัวอย่างแต่ละช้ินท่ีผ่านการฆ่าเช้ือใส่ลงในหลอด

ทดลองที่มีเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส เท่ากับ 108 ซีเอฟยูต่อ 

มิลลิลิตร หรือมีเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ เท่ากับ 106 ซีเอฟยูต่อ 

มลิลลิติร จ�ำนวน 5 มลิลลิติร ไปบ่มเพาะเช้ือในเครือ่งเขย่าแบบหมนุ

เป็นวงกลม ในตูบ่้มเชือ้ 24 ช่ัวโมง จากน้ันดดูอาหารเลีย้งเช้ือออก

ล้างด้วยพีบเีอส 1 ครัง้ ท�ำการตรงึเซลล์ (fixation) ด้วยสารละลาย

กลตูารัลดไิฮด์ (glutaraldehyde, Aldrich) ร้อยละ 3 นาน 30 นาที 

ล้างด้วยพีบีเอส 2 ครั้ง น�้ำไร้ประจุอีก 3 ครั้ง และทิ้งไว้ให้แห้งที ่

อณุหภมูห้ิอง จากนัน้น�ำช้ินงานตวัอย่างมาฉาบด้วยทองร้อยละ 99.9

เพื่อตรวจสอบรูปร่างและปริมาณของเช้ือผ่านกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope, 

SEM, S-3000N, HITACHI, Tokyo, Japan) ในแต่ละการทดลอง

จะใช้ชิ้นตัวอย่าง 3 ชิ้นต่อกลุ่ม ท�ำการทดลองซ�้ำ 3 ครั้ง 

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ

	 น�ำข้อมลูทีไ่ด้จากการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์และ

การต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือจุลชีพบนแผ่นไทเทเนียมที่

เคลือบด้วยสารสกดัเซอรซินีด้วยวธิพีอีเีอม็ฟิล์มมาวเิคราะห์ข้อมลู

ทางสถิติ โดยทดสอบการแจกแจงของข้อมูลด้วยสถิติทดสอบ 

โคลโมโกรอฟ-สเมอร์นอฟ (Kolmogorov-Smirnov test) พบว่า

ข้อมูลมีการแจกแจงแบบปกติ จึงท�ำการวิเคราะห์ข้อมูลต่อด้วย
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การวเิคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way analysis 

of variance, one-way ANOVA) และการเปรียบเทียบพหุคูณ 

(multiple comparison) ด้วยวิธีบอนเฟอร์โรนี (Bonferroni) 

ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 โดยโปรแกรมเอสพีเอสเอส (SPSS® 22.0 

for window) 

1. ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภมูขิอง

มนุษย์ต่อสารสกัดเซอริซีนที่เคลือบบนแผ่นไทเทเนียม 

	 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์สร้างกระดกูต่อสารสกดั

เซอริซนีทีเ่คลอืบบนไทเทเนยีมด้วยวธิพีีอเีอม็ฟิล์มท่ีความเข้มข้นร้อยละ

0.1 0.5 1 5 และ 10 โดยมวลต่อปรมิาตร ทีเ่วลา 24 ช่ัวโมง (รปูที ่1) 

	 พบว่ากลุ่มไทเทเนียมที่เคลือบด้วยสารสกัดเซอริซีนทุก

ความเข้มข้นมีค่าเฉล่ียร้อยละการมีชีวิตของเซลล์น้อยกว่ากลุ่ม

ไทเทเนียมที่ไม่ได้เคลือบ แต่มีค่ามากกว่ากลุ่มที่เพาะเลี้ยงบน

จานเลี้ยงเซลล์ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุมแบบลบ อย่างไรก็ตามไม่พบ

ความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉล่ียร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ท่ี

เพาะเล้ียงบนช้ินงานไทเทเนียมของทุกกลุ่มการทดลอง แสดงให้

เห็นว่าสารสกัดเซอริซีนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1-10 โดยมวล

ต่อปริมาตร ที่เคลือบบนไทเทเนียมด้วยวิธีพีอีเอ็มฟิล์มไม่มีความ

เป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ ดังนั้นจึงใช้ความ

เข้มข้นของสารสกัดเซอริซีนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1-10 โดย

มวลต่อปรมิาตร ในการทดสอบความสามารถในการต้านการสร้าง 

ไบโอฟิล์มของเชื้อจุลชีพ

ผลการศึกษา

รูปที่ 1	 ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ต่อสารสกัดเซอริซีนที่เคลือบบนแผ่นไทเทเนียมด้วยพีอีเอ็มฟิล์ม ที่เวลาเพาะเลี้ยง 
	 24 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3)
	 ตัวย่อ: TCP,จานเลี้ยงเซลล์; Ti, แผ่นไทเทเนียม; PDADMAC,แผ่นไทเทเนียมที่เคลือบด้วยพีแด็ดแม็ค
Figure 1  Percentage of primary human osteoblast cell variability on sericin coated on titanium by PEM film technique at 
	 24 hours incubation. Data were presented as the mean + SD (n=3). 
	 Abbreviations: TCP, Tissue culture plate; Ti, Titanium disc; PDADMAC, PDADMAC coated on titanium disc

2. ผลการทดสอบประสทิธภิาพการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของ

เชื้อจุลชีพของสารสกัดเซอริซีนที่เคลือบบนไทเทเนียม

	 การศกึษาการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้สแตปฟิโล

คอคคสั ออเรียส (รูปที ่2A) พบว่าไทเทเนยีมทีไ่ม่ได้เคลอืบมค่ีาร้อยละ

การมชีวีติของเชือ้ทีอ่ยูใ่นไบโอฟิล์มมากทีส่ดุและมค่ีาใกล้เคยีงกลุม่

ที่เคลือบด้วยพีแด็ดแม็คอยู่ชั้นบนสุด ส่วนกลุ่มท่ีเคลือบด้วยสาร

สกัดเซอริซีนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5 และ 10 โดยมวล

ต่อปรมิาตร มค่ีาร้อยละการมชีวิีตของเชือ้น้อยกว่ากลุม่ไทเทเนยีม

ที่ไม่ได้เคลือบและกลุ ่มที่เคลือบด้วยพีแด็ดแม็คอยู ่ชั้นบนสุด 

อย่างไรก็ตามไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติในทุก

กลุ่มการทดลอง แสดงให้เห็นว่าสารสกัดเซอริซีนท่ีความเข้มข้น

ร้อยละ 0.1-10 โดยมวลต่อปริมาตรที่เคลือบบนไทเทเนียมด้วย

วิธีพีอีเอ็มฟิล์มไม่มีประสิทธิภาพในการต้านการสร้างสแตปฟิโล

คอคคัส ออเรียส ไบโอฟิล์มเมื่อเปรียบเทียบกับแผ่นไทเทเนียมที่

ไม่ได้เคลือบ

	 การศกึษาการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้แคนดดิา 

อัลบิแคนส์ (รูปที่ 2B) พบว่าไทเทเนียมที่ไม่ได้เคลือบมีค่าร้อยละ

การมีชีวิตของเช้ือที่อยู่ในไบโอฟิล์มมากที่สุด และมีค่าแตกต่าง

อย่างไม่มีนัยส�ำคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ีเคลือบด้วยพีแด็ดแม็คอยู่

ชัน้บนสดุ ขณะทีก่ลุม่ทีเ่คลอืบด้วยสารสกดัเซอรซินีทีค่วามเข้มข้น

ร้อยละ 0.1 0.5 1 5 และ 10 โดยมวลต่อปรมิาตร มค่ีาร้อยละการ

มีชีวิตของเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ที่อยู่ในไบโอฟิล์ม แตกต่างกัน
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อย่างไม่มนียัส�ำคญัทางสถติ ิแต่มค่ีาแตกต่างจากกลุม่ไทเทเนยีมที่

ไม่ได้เคลือบและกลุ่มที่เคลือบด้วยพีแด็ดแม็คอยู่ชั้นบนสุดอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ ผลที่ได้นี้อาจกล่าวได้ว่าสารสกัดเซอริซีนที่

ความเข้มข้นร้อยละ 0.1-10 โดยมวลต่อปริมาตรที่เคลือบอยู่บน

แผ่นไทเทเนียมด้วยวิธีพีอีเอ็มฟิล์มมีประสิทธิภาพในการต้านการ

สร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ เมื่อเปรียบเทียบกับ

แผ่นไทเทเนียมที่ไม่ได้เคลือบ

รูปที่ 2	 ร้อยละการมีชีวิตของเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส (A) และแคนดิดา อัลบิแคนส์ (B) ในไบโอฟิล์ม ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 	
	 (n=3) a แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มไทเทเนียมที่ไม่ได้เคลือบกับกลุ่มอื่นๆ b แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัย	
	 ส�ำคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มไทเทเนียมที่มีพีแด็ดแม็กอยู่บนสุดกับกลุ่มอื่นๆ (p<0.05)
	 ตัวย่อ: TCP,จานเลี้ยงเซลล์; Ti, แผ่นไทเทเนียม; PDADMAC,แผ่นไทเทเนียมที่เคลือบด้วยพีแด็ดแม็ค
Figure 2	 Percentage of microbial viability of Staphylococcus aureus biofilm(A) and Candida albicans (B) in biofilm. Data were pre	
	 sented as the mean + SD (n=3). a indicates significant difference between uncoated Ti group and other groups. b indicates 
	 significant difference between PDADMAC coated on Ti group and other groups (p<0.05).
	 Abbreviations: TCP, Tissue culture plate; Ti, Titanium disc; PDADMAC, PDADMAC coated on titanium disc

3. ผลการตรวจสอบการรูปร่างและปริมาณของเชื้อจุลชีพด้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด

	 การตรวจสอบรปูร่างและปรมิาณของเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั

ออเรียส (รูปที ่3) และแคนดดิา อลับแิคนส์ (รูปที ่4) ทีอ่ยูใ่นไบโอฟิล์ม

บนไทเทเนยีมทีม่กีารเตรยีมพืน้ผวิทีแ่ตกต่างกนั ที ่24 ชัว่โมง พบว่า

การเปลีย่นแปลงพ้ืนผิวของไทเทเนยีมโดยการเคลอืบด้วยพีแดด็แมค็

ชั้นบนสุดและเซอริซีนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ไม่มผีลต่อรปูร่างปกติ

ของเชือ้ทัง้สองชนดิ เมือ่ตรวจสอบด้วยเอสอเีอม็ พบว่า เชื้อสแตป-

ฟิโลคอคคัส ออเรียส ยังคงแสดงรูปร่างกลมที่จับตัวกันเป็นกลุ่ม 

เหมือนกนัในทกุพ้ืนผวิ ส่วนแคนดดิา อลับิแคนส์ พบทัง้เซลล์รปูร่าง

ค่อนข้างกลมของยสีต์ (yeast) และรปูร่างเป็นสาย (filamentous)

แบบซูโดไฮฟี (pseudo-hyphae) และไฮฟี (hyphae) อย่างไรก็ตาม

พืน้ผิวทีแ่ตกต่างกนัส่งผลให้มปีรมิาณเชือ้ในไบโอฟิล์มแตกต่างกนั

โดยพบว่าปรมิาณเชือ้ในไบโอฟิล์มของทัง้ 2 ชนิด เป็นไปในทศิทาง

เดยีวกนั โดยกลุม่ไทเทเนียมทีไ่ม่ได้เคลอืบสารใด ๆ  มปีรมิาณของ

เชื้อทั้งสองชนิดหนาแน่นใกล้เคยีงกนักบักลุม่ไทเทเนยีมทีเ่คลอืบ 

พแีดด็แมค็ช้ันบนสดุ แต่มคีวามหนาแน่นมากกว่ากลุม่ไทเทเนยีมท่ี

ถกูเคลอืบด้วยสารสกดั เซอริซีนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยเฉพาะ 
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รูปที่ 3	 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส ไบโอฟิล์ม ที่ก�ำลังขยาย 3000x และ 5000x
	 ตัวย่อ: TCP,จานเลี้ยงเซลล์; Ti,แผ่นไทเทเนียม; PDADMAC,แผ่นไทเทเนียมที่เคลือบด้วยพีแด็ดแม็ค
Figure 3	 Scanning electron micrograph of Staphylococcus aureus biofilm at 3000x and 5000x magnification
	 Abbreviations: TCP, Tissue culture plate; Ti, Titanium disc; PDADMAC, PDADMAC coated on titanium disc

ในเชือ้แคนดดิา อลับแิคนส์ จะเหน็ความแตกต่างอย่างชดัเจน ส่วน

ไทเทเนียมที่ถูกเคลือบด้วยสารสกัดเซอริซีนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ไม่มีความแตกต่างของปรมิาณของเช้ือสแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส  

และแคนดดิา อลับแิคนส์ ที่ชัดเจน ซึ่งผลที่ได้จากตรวจสอบด้วย 

เอสอีเอ็มสอดคล้องกับผลที่ได้จากวิธีวัดการสร้างไบโอฟิล์ม
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รูปที่ 4	 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของแคนดิดา อัลบิแคนส์ ไบโอฟิล์ม ที่ก�ำลังขยาย 1000x  และ 3000x 
	 ตัวย่อ: TCP,จานเลี้ยงเซลล์; Ti,แผ่นไทเทเนียม; PDADMAC,แผ่นไทเทเนียมที่เคลือบด้วยพีแด็ดแม็ค
Figure 4	 Scanning electron micrograph of Candida albicans biofilm at 1000x and 3000x magnification
	 Abbreviations: TCP, Tissue culture plate; Ti, Titanium disc; PDADMAC, PDADMAC coated on titanium disc
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บทวิจารณ์

	 การติดเชื้อที่เกี่ยวข้องกับสิ่งปลูกฝังเป็นสาเหตุอย่าง

หนึ่งที่น�ำไปสู่ความล้มเหลว ไทเทเนียมและไทเทเนียมอัลลอยย์

ที่ใช้ท�ำส่ิงปลูกฝังทางการแพทย์มีคุณสมบัติเข้ากันได้ทางชีวภาพ

กับเนื้อเยื่อของร่างกาย ดังน้ันหลังจากฝังสิ่งปลูกฝังไทเทเนียม

เข้าไปในกระดูกจะเกิดการสร้างชั้นของโปรตีนปกคลุมผิวส่ิงปลูก

ฝัง ท�ำให้เกดิสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการยดึตดิและเจรญิเตบิโตของ

เซลล์ทีเ่กีย่วข้องกบัการสร้างกระดกูรอบสิง่ปลกูฝัง ในทางตรงข้าม

กจ็ะเกดิสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเกาะกลุม่ของเชือ้จลุชพีด้วยและ

เกดิไบโอฟิล์มขึน้มาได้ภายใน 30 นาที3,12 การก่อตัวของไบโอฟิล์ม

มีบทบาทส�ำคัญในการเริ่มและการลุกลามของการติดเชื้อรอบ ๆ 

สิ่งปลูกฝัง30 โดยจะท�ำลายเน้ือเยื่อท่ีอยู่ข้างเคียง น�ำไปสู่การเกิด

หลอดเลือดมากที่ไม่ดี (poor vascularization) สิ่งปลูกฝั่งหลวม

(loosening) หรือแยกออก (detachment) หรือเกิดการเคลื่อน

ต�ำแหน่ง (dislocation) ในที่สุดก็ส่งผลให้เกิดความล้มเหลว

ของส่ิงปลูกฝัง31 นอกจากน้ีการติดเชื้อท่ีเก่ียวข้องกับไบโอฟิล์ม

บนอุปกรณ์การแพทย์ท�ำให้เกิดปัญหาต่อการรักษามากยิ่งขึ้น 

เนื่องจากเชื้อจุลชีพที่อยู่ในไบโอฟิล์มจะดื้อต่อยาต้านจุลชีพ และ

พบบ่อยคร้ังว่ามีความจ�ำเป็นที่จะต้องเอาสิ่งปลูกฝังเหล่าน้ีออก10 

ดังนั้นการป้องกันการสร้างไบโอฟิล์มโดยการเตรียมพื้นผิววัสดุให้

มีคุณสมบัติต้านเชื้อจุลชีพถือเป็นวิธีการที่ดีที่สุดในการหลีกเลี่ยง

การแพร่กระจายของจุลชีพก่อโรคและการเสื่อมสภาพของวัสดุ11

	 การศึกษาครั้งน้ีเป็นการศึกษาแรกท่ีท�ำการเตรียมแผ่น

ไทเทเนยีมทีเ่คลอืบด้วยสารสกัดเซอรซีินทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ด้วยวธิี

พอีเีอม็ฟิล์ม เพ่ือทดสอบประสทิธภิาพในการต้านการสร้างไบโอฟิล์ม

ของเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส และแคนดดิา อลับแิคนส์ แม้ว่า

จะมรีายงานว่าการเกิดเนือ้เยือ่รอบสิง่ปลกูฟันอกัเสบมคีวามสมัพนัธ์

กบัจุลชพีก่อโรคปริทนัต์ อย่างไรกต็ามการเกดิเนือ้เยือ่รอบสิง่ปลกูฟัน

อักเสบยังมีความสัมพันธ์เชื้อจุลชีพที่ไม่ได้พบทั่วไปในโรคปริทันต์

อักเสบด้วย ได้แก่ เชื้อในสกุลสแตฟฟิโลคอคคัส  และเชื้อในสกุล

แคนดิดา ในการศึกษาครั้งนี้เลือกใช้เชื้อจุลชีพ 2 ชนิด คือเช้ือ

สแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส และแคนดิดา อัลบิแคนส์ เนื่องจากมี

การศกึษาพบว่าเชือ้สแตปฟิโลคอคคัส ออเรยีส มคีวามสามารถใน

การยดึตดิกบัพืน้ผวิไทเทเนยีม เป็นตวัเริม่ต้นในการสร้างไบโอฟิล์ม

และพบได้บ่อยในการติดเช้ือชีววัสดุท่ีเป็นโลหะท้ังสิ่งปลูกฝัง 

ออร์โทพีดิกส์ และรากฟันเทียม7 นอกจากน้ีจากการศึกษาของ  

Kronstrom และคณะ ในปี 200032 อ้างว่าเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส 

ออเรยีส มคีวามสมัพนัธ์กบัการเกดิความล้มเหลวของกระบวนการ

ออสซโิออนิทีเกรชัน่ จากการตรวจพบปริมาณซีรัมอมิมิวโนกลอบวิลนิจี

แอนตบิอดไีตเตอร์ (serum IgG antibody titers) ต่อเช้ือสแตปฟิ

โลคอคคัส ออเรียส ในผู้ป่วยที่การเกิดความล้มเหลวของกระบวน

การออสซโิออนิทเีกรชัน่ในระยะทีส่องของการผ่าตดัรากฟันเทยีม 

(stage-two implant surgery) มากกว่าอย่างมีนัยส�ำคัญทาง

สถิติเม่ือเปรียบเทียบกับผู้ป่วยที่ประสบความส�ำเร็จของกระบวน

การออสซิโออินทีเกรช่ันในการใส่รากฟันเทียม ซ่ึงเป็นการบ่งชี้

ถงึกระบวนการในการป้องกนัเพือ่ต่อต้านต่อการตดิเชือ้สแตปฟิโล

คอคคัส ออเรียส ในปี 2014 Persson และคณะ5 พบปริมาณของ

เช้ือสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส ในต�ำแหน่งที่เกิดเน้ือเยื่อรอบสิ่ง

ปลูกฟันอกัเสบมากกว่าอย่างมนียัส�ำคัญทางสถติเิมือ่เปรยีบเทยีบ

กับต�ำแหน่งรากฟันเทียมที่มีสุขภาพดี (healthy implant site) 

ส่วนแคนดดิา อลับแิคนส์ เป็นเช้ือราทีพ่บบ่อยทีสุ่ดในช่องปาก10 และ

สามารถพบได้ในคนทีม่สุีขภาพช่องปากทีด่ ีเชือ้แคนดดิา อลับแิคนส์

สามารถยดึตดิและเกดิการสร้างไบโอฟิล์มขึน้มาได้กบัทกุส่วนของ

ส่วนประกอบของรากฟันเทียม (dental implant components) 

โดยเฉพาะส่วนฟิกซ์เจอร์ (fixture) ที่พบว่ามีการสร้างไบโอฟิล์ม

ของเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ มากกว่าและหนากว่าชิ้นส่วนอืน่ ๆ 

เช่น หลกัยดึสิง่ปลกูฝัง (implant abutment) ในปี 2019 Alrabiah

และคณะ6 พบว่าไบโอฟิล์มใต้เหงือกในต�ำแหน่งที่เกิดเนื้อเยื่อ

รอบสิ่งปลูกฟันอักเสบจะมีเชื้อในสกุลแคนดิดา มากกว่าต�ำแหน่ง

รากฟันเทียมที่มีสุขภาพดีอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดยแคนดิดา 

อัลบิแคนส์ เป็นจุลชีพก่อโรคในสกุลแคนดิดาที่พบมากที่สุดใน

โครงสร้างของไบโอฟิล์ม มีหลายการศึกษาที่รายงานถึงอิทธิผล

ของเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ที่เจริญเติบโตอยู่ในไบโอฟิล์ม เช่น 

Janus และคณะ ในปี 20178 พบว่าในสภาวะมีอากาศ (aerobic 

condition) เชื้อแคนดดิา อลับแิคนส์ทีอ่ยู่ในไบโอฟิล์มจะสง่เสริม

ให้เกดิการเกาะกลุม่กนัของเชือ้จุลชพีชนดิอืน่ ๆ  ซึง่ได้แก่ เชือ้สกลุ

พรีโวเทลลา (Prevotella species) และสกุลฟูโซแบคทีเรียม 

(Fusobacterium species) ได้มากกว่าในไบโอฟิล์มที่ไม่มีเชื้อ

แคนดดิา อลับแิคนส์ อยู ่ดงันัน้ผู้วจิยักลุ่มนีจ้งึสรปุว่าเชือ้แคนดดิา 

อัลบิแคนส์ สามารถเปลี่ยนแปลงชีวนิเวศจุลชีพหรือไมโครไบโอม 

(microbiome) ของแบคทีเรีย โดยการเพิ่มจ�ำนวนของแบคทีเรีย

ที่ไม่ต้องการอากาศ (anaerobic bacteria) ในระยะเริ่มต้นของ 

การเกิดไบโอฟิล์มได้ ในทางกลับกันเชื้อแบคทีเรีย ได้แก่ สเตรป

โตคอคคัส แซงกวินิส (Streptococcus sanguinis) และสเตรป

โตคอคคัส มิวแทนส์ (Streptococcus mutans) ที่เจริญเติบโต

ร่วมกบัแคนดดิา อลับแิคนส์ ไบโอฟิล์มบนไทเทเนยีมก็มอีทิธพิลต่อ

การควบคมุความรุนแรง (virulence) ของเช้ือแคนดดิา อลับแิคนส์ 
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โดยแสดงให้เห็นจากการเพิ่มการเจริญเติบโตของไฮฟี (hyphal 

development) และเพิ่มการแสดงออกของยีนส์ที่เกี่ยวข้องกับ

ความรุนแรงของแคนดิดา อัลบิแคนส์ หลายชนิด33 มีรายงานว่า

แคนดิดา อัลบิแคนส์ ที่เจริญเติบโตอยู่ในไบโอฟิล์มจะมีความดื้อ

ต่อยาต้านเชื้อราฟลูโคนาโซล (antifungal fluconazole) 100 

เท่าหรือมากกว่า และมคีวามดือ้ต่อยาต้านเชือ้ราแอมโฟเทอรซินิ บี

(antifungal amphotericin B) มากกว่า 20-30 เท่า เมือ่เปรยีบเทยีบ

กบัเซลล์อสิระ (planktonic cells)10 นอกจากนีแ้คนดดิา อลับแิคนส์

ที่อยู่ร่วมกันกับเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส ในไบโอฟิล์มจะส่ง

ผลให้เชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส มลีกัษณะฟีโนไทป์ (phenotype)  

แตกต่างไปจากไบโอฟิล์มทีม่เีชือ้สแตปฟิโลคอคคัส ออเรยีส เพยีง

ชนิดเดียว และมีผลให้เชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส มีความดื้อ

ต่อยาแวนโคไมซนิ (vancomycin) มากขึน้9 จากทีก่ล่าวมาข้างต้น

จะเหน็ว่าทัง้เชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส และแคนดดิา อลับแิคนส์

มคีวามสมัพันธ์กบัการเกิดการตดิเชือ้ของรากฟันเทยีมและเป็นเชือ้

ที่ท�ำให้เกิดปัญหาต่อการรักษามากยิ่งขึ้น

	 ก่อนเร่ิมต้นศกึษาประสทิธภิาพการต้านการสร้างไบโอฟิล์ม

ของเชือ้จลุชพีของสารสกดัเซอรซินีทีเ่คลอืบบนไทเทเนยีมด้วยวธิ ี

พีอีเอ็มฟิล์มได้ท�ำการทดสอบก่อนว่าไทเทเนียมที่ท�ำการเตรียม

ด้วยวิธีนี้มีความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกหรือไม่ ในการศึกษา

ครั้งนี้เลือกใช้เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ในการทดสอบ

แทนการใช้เซลล์ทีไ่ด้จากสิง่มชีวีติชนดิอืน่ เช่น หน ูเนือ่งจากต้องการ

ลดปัจจยัความแตกต่างของเซลล์และต้องการเชือ่มโยงผลท่ีได้ไปยงั

การใช้งานทางคลินิก ส่วนการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ใน

การศึกษานี้เลือกใช้วิธีเอ็มทีที เนื่องจากวิธีนี้เป็นการวัดความเป็น

พษิและความมชีวีติของเซลล์จากการวดักระบวนการเมตาบอลิสม

ของเซลล์ (cellular metabolic activity) ที่ได้รับการยอมรับ 

ท�ำได้ง่าย ราคาไม่แพง และมีความแม่นย�ำในการท�ำซ�้ำสูง (high 

reproducibility) แต่วิธีน้ีต้องระมัดระวังการถูกรบกวนโดยสาร

ที่มีสีอื่น ๆ วิธีเอ็มทีทีอาศัยหลักการว่าเซลล์ที่มีชีวิตจะใช้เอนไซม์ 

ไมโตคอนเดรียดไีฮโดรจเีนส (mitochondrial dehydrogenase) 

เปลี่ยนสารละลายเอ็มทีทีสีเหลืองท่ีเป็นเกลือเตทตราโซเลียม 

(tetrazolium salt) ให้เป็นผลกึฟอร์มาซาน (formazan) ทีม่สีีม่วง

ไม่ละลายน�ำ้แต่สามารถละลายได้ในตัวท�ำละลาย เช่น ดเีอม็เอสโอ

ท�ำให้ได้สารละลายสีม่วงน�้ำเงินที่น�ำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงและ

ค�ำนวณร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์34

	 ผลการทดสอบความมชีวีติของเซลล์สร้างกระดกูปฐมภูมิ

ของมนุษย์ที่ 24 ชั่วโมง แม้ว่าสารสกัดเซอริซีนที่เคลือบบนแผ่น

ไทเทเนียมด้วยวิธีพีอีเอ็มฟิล์มที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5

และ 10 โดยมวลต่อปรมิาตร มค่ีาเฉลีย่ร้อยละการมชีวีติของเซลล์

น้อยกว่ากลุ่มไทเทเนียมที่ไม่ได้เคลือบ อย่างไรก็ตามไม่พบความ

แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ นอกจากน้ียังพบว่ากลุ ่ม

ไทเทเนียมที่เคลือบด้วยสารสกัดเซอริซีนมีค่าเฉล่ียร้อยละการ

มีชีวิตของเซลล์ค่ามากกว่า 50 และมีค่าสูงกว่ากลุ่มของเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงอยู่บนถาดเลี้ยงเซลล์ซ่ึงเป็นกลุ่มควบคุมแบบลบและ

ใช้เป็นมาตรฐานทั่วไปในการเลี้ยงเซลล์ ผลที่ได้นี้แสดงให้เห็นว่า

ไทเทเนียมท่ีเคลือบด้วยสารสกัดเซอริซีนด้วยวิธีพีอีเอ็มฟิล์มที่

ความเข้มข้นร้อยละ 0.1-10 โดยมวลต่อปรมิาตร ไม่มคีวามเป็นพษิ

ต่อเซลล์สร้างกระดูก ดังนั้นจึงสามารถใช้สารสกัดเซอริซีนที่

ความเข้มข้นร้อยละ 0.1-10 โดยมวลต่อปริมาตร ในการศึกษา

ประสิทธิภาพในการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อจุลชีพในขั้น

ตอนต่อไปได้

	 การทดสอบการต้านเชื้อจุลชีพสามารถท�ำได้หลายวิธี 

เช่น วิธีดิสดิฟฟิวชั่น (disc diffusion method)35 วิธีไทม์คิลลิ่ง 

(time killing assay)35 และวธิวีดัการสร้างไบโอฟิล์ม29 ในการศกึษา

คร้ังนีเ้ลอืกใช้วธิวีดัการสร้างไบโอฟิล์มในการทดสอบการต้านเชือ้

จุลชีพ ซึ่งวิธีนี้ประกอบไปด้วยหลายขั้นตอน ได้แก่ การท�ำให้เกิด

การยดึตดิของเชือ้จุลชีพ จากน้ันท�ำการบ่มเพาะเช้ือต่อเพือ่ให้เกดิ

การสร้างไบโอฟิล์ม เมือ่ถงึระยะเวลาทีก่�ำหนดท�ำการล้างเชือ้ท่ีไม่

ได้ยดึตดิออก ตามด้วยการท�ำให้จลุชพีทีอ่ยูใ่นไบโอฟิล์มหลุดออก 

จากชิ้นงาน จากนั้นท�ำการเจือจางสารละลายพีบีเอส ที่ได้ที่มีเชื้อ

จุลชีพแขวนลอยอยู่และน�ำไปบ่มเพาะเชื้อ เม่ือครบตามก�ำหนด

เวลาจงึท�ำการนบัจ�ำนวนโคโลนใีนแต่ละจานเพาะเชือ้เพือ่ค�ำนวณ

หาค่าการเจริญเติบโตของเช้ือต่อไป จะเห็นว่าวิธีการนี้ได้จ�ำลอง

ให้มีไบโอฟิล์มเกดิขึน้ซึง่เป็นการเลยีนแบบการเกดิไบโอฟิล์มก่อนที่

จะเกดิการติดเช้ือบนส่ิงปลูกฝังในมนุษย์ แต่วิธีการน้ีก็มีข้อจ�ำกัด

เนือ่งจากไม่สามารถทราบได้ว่าในขัน้ตอนการเขย่าและส่ันช้ินงาน

เพือ่ให้เชือ้จุลชีพอยูใ่นไบโอฟิล์มหลุดออกจากช้ินงานนัน้เช้ือจลุชพี

ทีห่ลดุออกจากชิน้งานหมดหรอืไม่ อย่างไรก็ตามในการศกึษา

ครัง้นีไ้ด้มกีารควบคมุระยะเวลาทีใ่ช้ในการเขย่าและสัน่ชิน้งานให้

เท่ากนัทกุกลุ่มทดลอง ร่วมกบัผลทีไ่ด้จากเอสอเีอม็ท่ีพบว่าเชือ้จลุชพี

ทีอ่ยูบ่นชิน้งานในทกุกลุม่การทดลองมปีรมิาณไม่มากนกั จงึคดิว่า

ระยะเวลาที่ใช้ในการเขย่าและสั่นเพื่อเอาเชื้อจุลชีพออกกตามวิธี

และระยะเวลาทีก่�ำหนดไว้น่าจะท�ำให้เช้ือหลุดออกได้หมด อย่างไร

กต็ามถ้าต้องการยนืยนัว่าระยะเวลาทีใ่ช้ในการเขย่าและส่ันตามที่

ก�ำหนดไว้ในการศกึษานีเ้พียงพอต่อการท�ำให้เชือ้หลดุออกจากชิน้

งานหมดหรือไม่ อาจตรวจสอบได้โดยการน�ำชิ้นงานภายหลังจาก

การการเขย่าไปตรวจสอบด้วยเอสอีเอ็ม

	 ผลทีไ่ด้จากการศกึษาประสทิธภิาพในการต้านการสร้าง

ไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพครัง้นี ้พบว่าสารสกดัเซอรซินีทีเ่คลอืบบน
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แผ่นไทเทเนยีมด้วยวธิพีีอเีอม็ฟิล์มทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5

และ 10 โดยมวลต่อปรมิาตร ไม่มผีลต่อการต้านการยดึตดิของเชือ้

สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส แต่มปีระสทิธภิาพในการต้านการสร้าง

ไบโอฟิล์มของเชือ้แคนดดิา อลับแิคนส์ เมือ่เทยีบกับแผ่นไทเทเนยีม

ทีไ่ม่ได้เคลอืบ จากการทบทวนวรรณกรรมทีผ่่านมามกีารศกึษาเพยีง

เล็กน้อยทีร่ายงานถงึผลของเซอรซินีต่อประสทิธภิาพในการต้านเช้ือ

สแตปฟิโลคอคคัส ออเรียสและเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์13,20,21,36 

โดยผลของเซอริซีนต่อการต้านเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ที่ได้จาก

การศกึษาคร้ังนีส้อดคล้องกับ Ahamad และ Vootla ในปี 201821 

ทีพ่บว่าสารสกดัเซอริซีนทีไ่ด้มาจากไหมทาซาร์ แอนเทอเรยี มายลิทตา

ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.0025-0.01 โดยมวลต่อปริมาตร มีความ

สามารถในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเช้ือแคนดดิา อลับแิคนส์

และสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส อย่างไรก็ตามผลท่ีได้เกี่ยวกับ

ประสทิธภิาพของสารสกดัเซอรซีินต่อการต้านเช้ือสแตปฟิโลคอคคสั

ออเรียส ยงัมคีวามขดัแย้งกนัในปัจจบุนั เช่น Senakoon และคณะ

ในปี 200936 พบว่าสารสกดัเซอรซินีทีไ่ด้จากไหมป่าอรีีห่รอืซาเมยี

รซิไิน (Eri silkworm, Samia ricini) ทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 0.002-

0.004 โดยมวลต่อปริมาตร มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตและการ

แบ่งเซลล์ (cell division) ของเช้ือสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส 

โดยท�ำให้เยือ่หุม้เซลล์ของเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส มรีปูร่าง

ที่ผิดปกติและสูญเสียการท�ำหน้าที่ไป สอดคล้องกับ Ahamad 

และ Vootla21 ทีก่ล่าวไว้ข้างต้นและยงัสอดคล้องกบั Zhang และคณะ

ในปี 200813 ทีร่ายงานประสทิธภิาพในการต้านการยดึตดิของเชือ้

สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส บนไทเทเนยีมทีท่�ำการปรบัปรงุโดยตรงึ

พืน้ผวิด้วยการใช้กรดโพลเีมทาครลิกิร่วมกับเซอรซีินทีไ่ด้จากบอมบกิซ์ 

มอไร ทีม่คีวามเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยมวลต่อปรมิาตร ว่าสามารถ

ลดการยึดติดของเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส ได้มากกว่ากลุ่ม

ควบคุมไทเทเนียม อย่างไรก็ตามผู้วิจัยกลุ่มนี้อ้างว่าประสิทธิภาพ

ในการต้านการยดึตดิของเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส บนพืน้ผิว

ไทเทเนียมทีป่รับปรุงนีเ้ป็นผลมาจากกรดโพลเีมทาครลิกิทีเ่คลอืบ

อยู่ชัน้ล่างมากกว่าผลจากเซอรซินีทีอ่ยูช่ัน้บน ซึง่ตรงกันข้ามกบัผล

ที่ได้จากการศึกษาในครั้งน้ี ท่ีพบว่าการใช้พีแด็กแม็ค พีเอสเอส 

และสารสกดัเซอรซินีจากไหมบอมบกิซ์ มอไร ทีค่วามเข้มข้นร้อยละ

0.1 - 10 โดยมวลต่อปรมิาตร ในการปรับปรงุพืน้ผวิแผ่นไทเทเนียม

ด้วยวธิพีอีเีอม็ฟิล์มไม่มปีระสทิธภิาพในการต้านการสร้างไบโอฟิล์ม

ของเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส รวมถงึแผ่นไทเทเนยีมทีม่ชีัน้พี

แดด็แมค็อยูบ่นสดุก่อนทีจ่ะเคลอืบด้วยเซอรซีินก็ไม่มีประสทิธภิาพ

ในการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส 

เช่นกนั โดยผลทีไ่ด้ในการศกึษาครัง้นีส้อดคล้องกบัการศกึษาของ 

Liu และคณะ ในปี 201820 ทีพ่บว่าวสัดทุ�ำแผล (wound dressing)

ทีไ่ด้จากการผสมเซอรซินีความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลต่อปรมิาตร

เข้าไปในวุน้ (agar) ไม่มผีลต่อเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส ในด้าน

การต้านเช้ือแบคทเีรยีและการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเช้ือแบคทเีรยี

(bacteriostatic activity) การที่ผลการศึกษาที่ผ่านมามีความ 

แตกต่างกัน ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากเซอริซีนที่ใช้ในการทดสอบได้

มาจากไหมต่างสายพนัธุกั์น วธิกีารสกดัเซอริซีนต่างกนั ความเข้มข้น

ของเซอรซีินทีใ่ช้แตกต่างกนั รวมถงึการน�ำเอาเซอรซินีมาประยกุต์

ใช้ด้วยวธิทีีต่่างกนั นอกจากนีย้งัมคีวามแตกต่างกนัในวธิกีารทดสอบ

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ และวิธีการค�ำนวณประสิทธิภาพในการ

ต้านเชือ้และการเจริญเตบิโตของเช้ือจลุชพี ซึง่ปัจจยัทัง้หมดเหล่าน้ี

อาจท�ำให้ได้ผลการทดลองที่ได้แตกต่างกันไป

	 ความเข้มข้นของสารสกัดเซอริซินที่ใช้ในการศึกษานี้

แม้ว่าจะมีค่ามากกว่าการศึกษาก่อนหน้านี้ของ Ahamad และ 

Vootla21 และการศกึษาของ Senakoon และคณะ36 แต่จะเหน็ว่า

ทัง้สองกลุม่การศกึษานีใ้ช้สารละลายสารสกดัเซอรซินีทดสอบกบั

เชือ้จลุชพีโดยตรง ต่างจากการศกึษาของ Zhang และคณะ13 และ

การศึกษาของ Liu และคณะ20 ทีม่กีารใช้สารสกดัเซอรซินีเข้าไปใน

วสัดทุีต้่องการทดสอบก่อนทีจ่ะน�ำมาทดสอบกับเช้ือจลุชพี ซึง่พบ

ว่าความเข้มข้นของสารสกัดเซอริซีนที่ใช้อยู่ในช่วงร้อยละ 0.5-2 

โดยมวลต่อปริมาตร ซึ่งก็มีค่าเพิ่มมากขึ้นกว่าสองการศึกษาแรก 

ในการศกึษาครัง้นีเ้ลอืกใช้ความเข้มข้นร้อยละ 0.1-10 โดยมวลต่อ

ปริมาตร ซึ่งมีช่วงที่คาบเกี่ยวกับการศึกษาของ Zhang และคณะ 

และ Liu และคณะ นอกจากนีค้วามเข้มข้นของสารสกดัเซอรซินีที่

ใช้ในการศกึษาครัง้นีเ้ป็นความเข้มข้นของสารละลายของสารสกดั

เซอรซินีทีใ่ช้ในการเคลอืบเพือ่ท�ำให้เกดิพอีเีอม็ฟิล์ม แต่ไม่ใช่ความ

เข้มข้นของสารสกัดเซอริซินที่เคลือบอยู่บนแผ่นไทเทเนียม ซึ่งจะ

มีปริมาณของสารสกัดเซอริซีนน้อยกว่าในสารละลายที่ใช้ในการ 

เตรียมพีอีเอ็มฟิล์มมาก เน่ืองจากโดยทั่วไปแล้วพีอีเอ็มฟิล์มท่ี

เคลือบอยู่บนวัสดุจะมีความหนาระดับนาโนเมตร14 ดังนั้นแม้ว่า

ความเข้มข้นของสารละลายสารสกดัเซอรซิินทีเ่ตรยีมในการศกึษานี้

จะมคีวามเข้มข้นมากกว่าการศกึษาก่อนหน้านีแ้ต่ความเข้มข้นหรอื

ปรมิาณของเซอรซินิทีอ่ยูใ่นพอีเีอม็ฟิล์มอาจจะมคีวามแตกต่างกนั 

เพียงเล็กน้อย ซึ่งปริมาณของสารสกัดเซอริซีนที่แท้จริงท่ีอยู่ใน 

พีอีเอ็มฟิล์มบนไทเทเนียมจ�ำเป็นต้องศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต

	 ในการศึกษาครัง้นีพ้บว่าประสิทธภิาพในการต้านการเกดิ

ไบโอฟิล์มของแคนดดิา อลับแิคนส์ บนไทเทเนยีมทีเ่คลอืบด้วยสารสกัด

เซอริซีนที่ความเข้มข้นที่ต่างกันไม่แสดงผลออกมาตามขนาดของ

ความเข้มข้นที่ใช้ (dose-dependent effect) ทั้งที่ความเข้มข้น 

ของสารละลายของสารสกดัเซอรซินีทีใ่ช้มค่ีาต่างกนัถงึ 100 เท่า 

น่าจะมาจากเหตผุลทีค่วามเข้มข้นหรือปรมิาณของเซอรซิินทีอ่ยูใ่น
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พีอีเอ็มฟิล์มทุกความเข้มข้นอาจมีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย 

แม้ว่าผลทีไ่ด้จากการศกึษาในหลอดทดลอง (in vitro) ครัง้น้ีพบว่า

สารสกัดเซอริซีนที่เคลือบบนไทเทเนียมมีประสิทธิภาพในการลด

จ�ำนวนการมชีวีติของเชือ้แคนดดิา อลับแิคนส์ ได้ถึงประมาณร้อยละ

50 และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ อย่างไรก็ตาม

การลดลงในระดบันีย้งัไม่สามารถก�ำจัดเชือ้ได้หมด และยงัไม่ทราบ

แน่ชัดว่ามีความแตกต่างในทางคลินิกหรือไม่ ดังนั้นจ�ำเป็นต้อง

ท�ำการศึกษาเพิ่มทางคลินิกต่อในอนาคต

	 มีรายงานว่ากรดอะมิโน (amino acid) หลายชนิด เช่น 

อาร์จนินี (arginine) และไลซนี (lysine) มปีระสทิธิภาพในการต้านเชือ้

จลุชพีหลายชนดิ เช่น เชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส สแตปฟิโลคอคคัส

อพิีเดอร์มดิสิ เอสเชอรเิชยี โคไล (Escherichia coli) และแคนดดิา

อลับแิคนส์37,38 เซอริซนีเป็นไกลโคโปรตนีทีป่ระกอบด้วยกรดอะมโิน

ทีส่�ำคญั 18 ชนดิ โดยพบกรดอะมิโนชนิดเซอรนี (serine) มากทีส่ดุ

ประมาณร้อยละ 31  ตามมาด้วยไกลซีน (glycine) ร้อยละ 19.1 

และกรดแอสพาร์ติก (aspartic acid) ร้อยละ 17.8 ส่วนอาร์จินีน

และไลซีนพบเพียงเล็กน้อย คือ ร้อยละ 3.9 และ 2.7 ตามล�ำดับ39  

การศึกษาครั้งนี้ให้ข้อมูลว่าสารสกัดเซอริซีนท่ีเคลือบบนแผ่น

ไทเทเนยีมด้วยวธิที�ำให้เกดิพอีเีอม็ฟิล์มทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 0.1-10

โดยมวลต่อปริมาตร ไม่ส่งผลต่อเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส 

ทั้งน้ีอาจเกิดจากอาร์จินีนและไลซีนที่พบในเซอริซีนที่ใช้ในการ

ศกึษานีม้ปีรมิาณทีน้่อยเกนิกว่าทีจ่ะส่งผลต่อเชือ้สแตปฟิโลคอคคัส

ออเรียส หรืออาจเกิดจากสัดส่วนของอาร์จินีนและไลซีนในสาร

สกัดเซอริซินที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีไม่เอื้อต่อการต้านการสร้าง 

ไบโอฟิล์มของเชื้อสแตปฟิโลคอคคัส ออเรียส จากการศึกษาของ 

Borman และคณะ ในปี 201740 รายงานว่าสดัส่วนของอาร์จนินีและ

ไลซนีมผีลต่อประสทิธภิาพในการฆ่าเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส 

โดยสายเปปไทด์ทีม่อีาร์จนินี 3 ตวั และ ไลซีน 1 ตวั จะมปีระสิทธภิาพ

ในการฆ่าเชือ้สแตปฟิโลคอคคสั ออเรยีส แต่จะให้ผลตรงกันข้ามถ้า

แทนทอีารจ์นินีด้วยไลซนี ในการศกึษานีพ้บว่าสารสกดัเซอรซินีที ่

เคลอืบบนแผ่นไทเทเนยีมด้วยวธิที�ำให้เกิดพอีเีอม็ฟิล์มทีค่วามเข้มข้น

ร้อยละ 0.1-10 โดยมวลต่อปริมาตร มีประสิทธิภาพในการต้าน

การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ อย่างไรก็ตามใน

การศึกษาครั้งนี้ยังไม่ทราบถึงกลไกที่แน่ชัดในการต้านการสร้าง

แคนดิดา อัลบิแคนส์ ไบโอฟิล์มของสารสกัดเซอริซีนที่เคลือบบน 

แผ่นไทเทเนียมด้วยวิธีพีอีเอ็มฟิล์ม แต่คาดว่าน่าจะเกิดจากกรด

อะมิโนที่อยู่ในสารสกัดเซอริซีน โดยเฉพาะกรดอะมิโนชนิดไลซีน

และอาร์จนินิท่ีสามารถทะลผุ่านผนงัเซลล์ (cell wall) และเยือ้หุม้ 

เซลล์ (cell membrane) ของแคนดดิา อลับแิคนส์ ไปจบักบัเยือ้หุม้

ไมโทคอนเดรีย (mitochondrial membrane) ส่งผลให้ไมโทคอนเดรยี 

เกดิความเสียหาย (mitochondrial damage) ในทีสุ่ดกเ็กดิการตาย

ของเซลล์แบบทีม่กีารตัง้โปรแกรมไว้แล้วหรอืทีเ่รยีกว่า อะพอบโทซสิ

(cell apoptosis)41 อย่างไรกต็ามจ�ำเป็นต้องท�ำการศกึษาเพิม่เตมิ

ในอนาคตเพือ่ให้ทราบถงึกลไกการต้านการสร้างแคนดดิา อลับแิคนส์

ไบโอฟิล์มของสารสกดัเซอรซินีทีเ่คลือบบนแผ่นไทเทเนยีมด้วยวธิี

พีอีเอ็มฟิล์มที่แน่ชัด เพื่อที่จะน�ำสารสกัดเซอริซีนมาประยุกต์ใช้

ให้ได้ประสิทธิภาพมากที่สุดในการป้องกันการติดเช้ือในผู้ป่วย

ผ่าตัดฝังรากฟันเทียม

	 สารสกัดเซอริซีนที่เคลือบบนแผ่นไทเทเนียมด้วยวิธี 

พีอีเอ็มฟิล์มที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 0.5 1 5 และ 10 โดยมวล 

ต่อปริมาตร ไม่มีประสิทธิภาพในการต้านการสร้างไบโอฟิล์มของ 

เช้ือสแตปฟิโลคอคคัส ออเรยีส แต่สามารถต้านการสร้างไบโอฟิล์ม

ของเชือ้แคนดิดา อลับแิคนส์ ได้เมือ่เทยีบกับแผ่นไทเทเนยีมทีไ่ม่ได้

เคลือบ โดยความเข้มข้นของเซอรซินีในช่วงร้อยละ 0.1-10 โดยมวล

ต่อปรมิาตร มผีลต่อร้อยละการมชีวีติของเชือ้ แคนดดิา อลับแิคนส์

ในไบโอฟิล์มไม่แตกต่างกัน

	 คณะผู้ท�ำการวิจัยขอขอบคุณคณะทันตแพทยศาสตร ์

มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่สนับสนุนทุนวิจัยและเอื้อเฟื้อสถานที่

การท�ำวิจัยในครั้งนี้
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