
อัญญรัตน์ แพงจันทร์1, สุทธิพลินทร์ สุวรรณกุล2, คุณเมตตจิตต์ นวจินดา3

1นิสิตปริญญาโท สาขาวิชาวิทยาเอ็นโดดอนต์ ภาควิชาทันตกรรมบูรณะ
คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร

2สาขาวิชาปริทันตวิทยา ภาควิชาทันตกรรมป้องกัน คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร
3สาขาวิชาวิทยาเอ็นโดดอนต์ ภาควิชาทันตกรรมบูรณะ คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร

Anyarat Paengchan1, Suttipalin Suwannakul2, Khun Mettachit Nawachinda3

1Graduate student, Program in Endodontology, Department of Restorative Dentistry,
Faculty of Dentistry, Naresuan University

2Department of Preventive Dentistry, Faculty of Dentistry, Naresuan University
3Department of Restorative Dentistry, Faculty of Dentistry, Naresuan University

ชม. ทันตสาร 2561; 39(3) : 103-115
CM Dent J 2018; 39(3) : 103-115

Corresponding Author:

สุทธิพลินทร์ สุวรรณกุล
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ภาควิชาทันตกรรมป้องกัน
คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

Suttipalin Suwannakul
Assistant Professor, Dr., Department of Preventive Dentistry,
Faculty of Dentistry, Naresuan University, 
Phitsanulok, 65000, Thailand
E-mail: oomdent@hotmail.com

บทคัดย่อ
 วัตถุประสงค์: เพื่อเปรียบเทียบการรั่วซึมของ

แบคทีเรียผ่านวัสดุอุดคลองรากฟันในระยะเวลาต่างกัน

โดยแบบจ�าลองดัดแปลงการรั่วซึมแบคทีเรีย

 วธิกีารศกึษา: ฟันกรามน้อยล่างแท้รากเดยีว 170 ซี่ 

แบ่งเป็นกลุ่มทดลอง 6 กลุ่ม (กลุ่มละ 25 ซี่) กลุ่มควบคุม 

2 กลุ่ม (กลุ่มละ 10 ซี่) ประกอบแบบจ�าลองดัดแปลง 

การรั่วซึมแบคทีเรีย โดยทดสอบกับเชื้อเอนเทอโรคอกคัส 

ฟีคาลสิ สงัเกตผลการขุน่ของอาหารเลีย้งเชือ้ในแบบจ�าลอง

Abstract
 Objective: To evaluate the bacterial leakage of 

root canal fillings over time using the modified 

bacterial leakage model.

 Material and methods: One hundred and 

seventy mandibular premolars were divided into 6 

experimental (n=25) and 2 control groups (n=10). 

170 leakage apparatus were set up using Enterococcus 

faecalis as a microbial marker. The models were 

การประเมินการรั่วซึมแบคทีเรียของวัสดุอุดคลองรากฟัน
ตามระยะเวลาโดยแบบจําลองดัดแปลงการรั่วซึมแบคทีเรีย

Evaluation of Bacterial Leakage of Root Canal Fillings 
over Time Using Modified Bacterial Leakage Model
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บทน�า
 การรัว่ซมึในส่วนตวัฟัน (coronal leakage) เป็นสาเหตุ

ส�าคญัทีท่�าให้เกดิความล้มเหลวในการรกัษาคลองรากฟัน(1,2) 

คลองรากฟันที่ได้รับการอุดเกิดการปนเปื้อนได้จากหลาย

สาเหตุ เช่น การบูรณะส่วนตัวฟันภายหลังการรักษา 

คลองรากฟันล่าช้า ความหนาของวัสดุอุดชั่วคราวที่เหลือ 

ไม่เพียงพอและเกิดการรัว่ซมึได้ นอกจากนัน้การแตกหกัของ

วัสดุบูรณะและตัวฟัน การเตรียมคลองรากฟันเพื่อเป็นที่อยู่

ของเดือยฟัน (post space)(2) การมีรอยผุกลับซ�้า (recurrent 

caries) จนถงึวสัดอุดุคลองรากฟัน วสัดบุรูณะหรอืครอบฟัน

ทีบ่ริเวณขอบไม่แนบสนทิหรอืไม่สามารถทนต่อแรงบดเคีย้ว

ได้ กเ็ป็นสาเหตทุีท่�าให้ฟันทีไ่ด้รบัการรกัษาคลองรากฟันแล้ว

มกีารตดิเช้ือกลบัข้ึนใหม่(1,3) จากการตดิตามผลการรกัษาทาง

คลินกิและภาพถ่ายรงัสฟัีนทีม่คีณุภาพของการรกัษารากฟัน

ทีด่แีต่มกีารบรูณะส่วนตวัฟันทีไ่ม่เหมาะสม พบว่ามกีารอกัเสบ

ของเนือ้เยือ่รอบปลายราก (apical periodontitis) ร้อยละ 29 

จนถึงร้อยละ 55.9(4-6) และโอกาสในการหายของเนือ้เยือ่รอบ

ปลายรากของฟันที่มีคุณภาพของการรักษารากฟันที่ด ี

ร่วมกบัการบรูณะส่วนตวัฟันทีเ่หมาะสมนัน้จะสงูกว่าฟันทีมี่

คุณภาพของการรักษาที่ดีเพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง(7)

 วิธีการตรวจสอบการรั่วซึมในฟันที่ได้รับการรักษา

รากฟันสามารถท�าได้หลายวิธี เช่น การใช้สีย้อม (dye 

penetration) การใช้สารกัมมันตภาพรังสี (radioactive 

isotope) การใช้แบคทีเรยีหรอืผลผลติของเช้ือ (bacteria and 

ทุกวันเป็นระยะเวลา 7, 10, 15, 30, 45 และ 60 วัน  

ตรวจสอบแบคที เ รี ย ท่ีพบบนพื้ นผิ วสั มผั สที่ ผนั ง 

คลองรากฟันและในท่อเน้ือฟันด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

 ผลการศกึษา: กลุม่ควบคุมบวกพบว่าแบบจ�าลองขุ่น

ทั้งหมดโดยเริ่มตั้งแต่วันที่ 1 กลุ ่มทดลองพบเชื้อซึม 

ผ่านออกไปนอกปลายรากฟัน 1 ซี่ในกลุ่ม 45 วัน (ร้อยละ 

5.26) และไม่พบการขุ่นของแบบจ�าลองอื่นตลอดระยะ

เวลาติดตามผล ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราดพบแบคทีเรียที่พื้นผิวสัมผัสระหว่างผนัง 

คลองรากฟันและวัสดุอุด และท่อเนื้อฟันข้างเคียงใน 

คลองรากฟันส่วนต้น ส่วนกลาง และส่วนปลายในฟันท่ี

ตรวจสอบทุกกลุ่ม

 สรุป: แบบจ�าลองดัดแปลงการรั่วซึมแบคทีเรียพบ

เชือ้ซึมผ่านออกไปนอกปลายรากฟันทีไ่ด้รบัการอดุเพยีง 1 

ซี่ในช่วงระยะเวลาติดตามผลต้ังแต่ 7 ถึง 60 วัน แต่

ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

พบแบคทีเรียตลอดคลองรากฟันในทุกกลุ่มถึงแม้แบบ

จ�าลองไม่มีการขุ่นก็ตาม

ค�าส�าคัญ: การรั่วซึมส่วนตัวฟัน การรั่วซึมระดับจุลภาค 

แบบจ�าลองการรัว่ซมึแบคทเีรยี เอนเทอโรคอกคสั ฟีคาลสิ

observed daily for turbidity of the broth in the middle 

and lower chambers for 7, 10, 15, 30, 45 and 60 days. 

The scanning electron microscope (SEM) was used 

to observe the presence of bacteria at the interface of 

the root canals.

 Results: All six positive controls leaked after 

day 1, one obturated tooth of the 45-day group 

(5.26%) leaked, while the others showed no turbidity. 

The SEM images revealed bacteria accumulated at 

the interface between root canal wall and root canal 

fillings as well as in tubular dentine in all groups. 

 Conclusions: The modified bacterial leakage 

model showed only 1 obturated tooth leaked in the 

period from 7 to 60 days. However the SEM revealed 

that E. faecalis was present at the interface along the 

root even when the model did not show turbidity.

Keywords: coronal leakage, microleakage, bacterial 

leakage model, Enterococcus faecalis
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byproduct penetration) การเคลื่อนที่ของของเหลว (fluid 

filtration model) และวิธกีารทางไฟฟ้าเคม ี(electrochemical)(8) 

แต่พบว่าผลของแต่ละวิธีไม ่สัมพันธ ์กัน นอกจากนั้น 

การประเมินการรั่วซึมของคลองรากฟันที่มีการสัมผัสกับ

สภาพแวดล้อมในช่องปากยังท�าได้ยาก ต่อมาได้มีการน�า

แบบจ�าลองการรั่วซึมของแบคทีเรียและน�้าลาย ซึ่งเป็นการ

จ�าลองสถานการณ์ทางคลินิกที่เกิดขึ้นจริงมาใช้(9-11) วิธีการ

ทดสอบการรั่วซึมด้วยแบคทีเรียโดยแบบจ�าลองแบบ 

สองห้อง (two-chamber model) คิดค้นโดย Mortensen 

และคณะในปี 1965 และน�ามาใช้ในการศกึษาการรัว่ซมึทาง

เอ็นโดดอนติกส์โดย Goldman และคณะในปี 1980 แบบ

จ�าลองประกอบด้วยสองส่วน คือแบบจ�าลองส่วนบน/ส่วน

ปนเป้ือน (upper/ contaminated chamber) และแบบจ�าลอง

ส่วนล่าง (lower chamber) ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อ

ตรวจสอบการปนเปื้อนของเชื้อที่ซึมผ่านฟันออกไปนอก

ปลายราก รอยต่อระหว่างแบบจ�าลองส่วนบนกับฟันและ

แบบจ�าลองส่วนล่างผนกึด้วยขีผ้ึง้เหนยีว (sticky wax) หรอื

กาวไซยาโนอะไครเลต (cyanoacrylate)(12) แต่การศกึษาโดย

แบบจ�าลองการรัว่ซมึแบคทเีรยีแบบสองห้องพบว่ามข้ีอผดิพลาด

ทางระบบ คือไม่สามารถควบคุมการร่ัวซึมระหว่างส่วนบน

และส่วนล่างของแบบจ�าลองได้ ท�าให้ผลการศกึษาท่ีผ่านมา

มคีวามแตกต่างกนัมากและส่งผลต่อความน่าเชือ่ถอืของการ

ทดลอง(12) Lertjantarangkool(13) ได้ท�าการปรับปรุงแบบ

จ�าลองแบบสองห้อง เรียกว่าแบบจ�าลองดัดแปลงการรั่วซึม

แบคทีเรีย (modified bacterial leakage model) โดยเพิ่ม

แบบจ�าลองส่วนกลาง (middle chamber) ระหว่างรอยต่อ

ของแบบจ�าลองส่วนบนและส่วนล่าง เพื่อให้สามารถตรวจ

สอบการรั่วที่เกิดขึ้นบริเวณรอยต่อของฟันกับหลอดทดลอง

ส่วนบน ท�าให้สามารถคัดชิ้นงานที่มีการรั่วจากภายนอกฟัน

ออกและได้ผลการทดลองมีความน่าเชื่อถือยิ่งขึ้น 

 ถงึแม้ว่ามกีารศกึษาทีเ่กีย่วข้องกบัการรัว่ซมึในส่วนตวั

ฟันมากมาย(9,11,13-19) แต่เนื่องจากความแตกต่างของวิธี 

การศึกษาและผลการศึกษาท่ีผ่านมา ท�าให้ข้อพจิารณาระยะ

เวลาที่เหมาะสมในการรักษาคลองรากฟันซ�้าหลังจากมีการ

สัมผัสกับน�้าลายในช่องปากแตกต่างกันไป ระยะเวลาตั้งแต่

เกดิการร่ัวซึมของน�า้ลายหรอืแบคทเีรยีจากส่วนตวัฟันจนถงึ

ปลายรากฟันและก่อให้เกิดพยาธิสภาพซึ่งต้องท�าการรักษา

คลองรากฟันซ�า้ยงัไม่มข้ีอสรปุท่ีชดัเจนในปัจจบัุน การศกึษา

นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาการรัว่ซมึของเชือ้ E. faecalis ใน

คลองรากฟันท่ีได้รบัการอดุในระยะเวลาท่ีแตกต่างกนัโดยใช้

แบบจ�าลองดัดแปลงการรั่วซึมแบคทีเรีย 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ
การเตรียมฟันที่ใช้ในการทดลอง
 การศึกษานี้ผ ่านการรับรองจากคณะกรรมการ

จริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

(หมายเลขโครงการ 512/59) ฟันที่ใช้ในการศึกษาเป็นฟัน

กรามน้อยล่างแท้รากเดียว ปลายรากปิด ไม่มีรอยผุบริเวณ

รากฟันหรือรอยผุทะลุโพรงประสาทฟัน ไม่มีรอยร้าว ไม่มี

การละลายตัวของผิวรากฟัน มีหนึ่งคลองรากตรวจสอบโดย

ภาพถ่ายรังสีในแนวใกล้แก้ม-ใกล้ลิ้น และแนวใกล้กลาง- 

ไกลกลาง มคีวามโค้งของรากฟันไม่เกนิ 20 องศาโดยการวดั

ด้วยวิธีของ Schneider(20) จ�านวน 170 ซ่ี แช่ในโซเดียม 

ไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้นร้อยละ 5.25 (5.25% sodium 

hypoclorite; NaOCl) 40 นาที(21) ล้างด้วยน�้ากลั่น 10 นาที

และเก็บฟันไว้ในสารละลายไทมอลความเข้มข้นร้อยละ 0.1 

(0.1% thymol solution) ที่อุณหภูมิห้องจนกว่าจะท�าการ

ทดลอง

 คัดแยกฟันเพื่อเป็นกลุ่มควบคุมบวกและกลุ่มควบคุม

ลบอย่างละ 10 ซี่ ฟันที่เหลือ 150 ซี่จัดเป็นกลุ่มทดลอง 6 

กลุ่ม กลุ่มละ 25 ซี่ ฟันกลุ่มควบคุมบวกและกลุ่มทดลอง

ท�าการกรอเปิดทางเข้าสู ่คลองรากฟันให้ได้รูปร่างตาม

อดุมคต ิโดยใช้หวักรอกากเพชรรปูกลมและหวักรอกากเพชร

รูปสอบปลายทู่ ล้างคลองรากฟันด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์

ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 วดัความยาวท�างานโดยใช้ไฟล์ชนดิ

เค (K-Flexofile®, Densply Maillefer, Ballaigues, 

Switzerland) ขนาด 10 ผ่านทะลุพอดีรูเปิดปลายรากฟัน  

ลดความยาว 1 มิลลิเมตรเพื่อใช้เป็นความยาวในการท�างาน 

ฟันทีม่รีเูปิดปลายรากฟันกว้างโดยไฟล์ขนาด 30 เกนิออกไป

นอกรูเปิดปลายรากฟันจะถูกคัดออกและเตรียมฟันใหม่

ทดแทน ท�าการขยายคลองรากฟันด้วยไฟล์ชนิดเคจนถึง

เบอร์ 40 เป็นมาสเตอร์เอพิคัลไฟล ์ (master apical file; 

MAF) จากนั้นขยายคลองรากฟันด้วยวิธีสเตปแบค (step-

back technique)(22) จนถึงไฟล์ขนาด 70 ล้างคลองรากฟัน
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ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 ปริมาตร 

1 มิลลิลิตรทุกคร้ังที่มีการเปลี่ยนขนาดเคร่ืองมือ น�าฟัน

ทัง้หมดทีข่ยายคลองรากฟันเรยีบร้อยแล้วมาลองกตัทาเพอร์

ชาแท่งเอก (master cone) โดยกัตทาเพอร์ชาแท่งเอกต้องมี

ความแนบบริเวณปลายรากอย่างน้อย 1 มิลลิเมตร และมี

ความยาวเท่ากับความยาวท�างาน ตรวจสอบจากการมีแรง

ต้านขณะดึงขึ้น (tug back) และการถ่ายภาพรังสี ล้างคลอง

รากฟันครั้งสุดท้ายด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น

ร้อยละ 2.5 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตามด้วย อีดีทีเอ 

(ethylenediaminetetraacetic acid; EDTA) ความเข้มข้น

ร้อยละ 17 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรเป็นเวลา 3 นาทีเพื่อก�าจัด

ชั้นสเมียร์ (smear layer)(23) ซับคลองรากให้แห้งด้วยแท่ง

กระดาษซับ จากนั้นน�าฟันทั้งหมดท�าให้ปราศจากเชื้อโดย

เครื่องอบฆ่าเชื้อชนิดอุณหภูมิต�่าด้วยแก๊สเอทิลีน ออกไซด์ 

(ethylene oxide) ที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

36 ชั่วโมง

 การอุดคลองรากฟันท�าภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้

กรองอากาศ (laminar air flow cabinet) ฟันกลุ่มทดลองที่

ลองแท่งกัตทาเพอร์ชาแท่งเอก อุดคลองรากฟันด้วยกัตทา

เพอร์ชา (Densply Maillefer, Tulsa, OK, USA) และรูต

คะแนลซีลเลอร์ชนิดเอเอชพลัส (AH Plus, Densply De 

Trey, Konstanz, Germany) ด้วยวธิแีลตเทอรัลคอมแพคช่ัน 

(lateral compaction)(24) ตัดกัตทาเพอร์ชาด้วยความร้อน

และใช้รูตคะแนลพลกัเกอร์กดอดักตัทาเพอร์ชาในแนวดิง่ให้

แน่นที่ระดับรอยต่อระหว่างเคลือบฟันและเคลือบรากฟัน 

(CEJ) ปรับความยาวของวัสดุอุดให้เท่ากับ 12 มิลลิเมตร  

ตรวจสอบความแน่นของวัสดุอุดคลองรากฟันด้วยการถ่าย

ภาพรังสีในแนวด้านแก้ม-ด้านลิ้น และด้านใกล้กลาง-ไกล

กลาง  โดยถ่ายภาพรังสีขณะฟันอยู่ในหลอดทดลองที่ผ่าน

การอบฆ่าเชื้อแล้ว กลุ่มควบคุมบวกลองกัตทาเพอร์ชาแท่ง

เอกและอุดคลองรากฟันด้วยวิธีเดียวกันโดยไม่ใช้รูตคะแนล

ซีลเลอร์ หลังจากอุดคลองรากฟันแล้วน�าฟันทั้งหมดที่ใช้ใน

การทดลองเก็บในผ้าโปร่งชุบน�้าเกลือ เก็บในตู ้ควบคุม

อณุหภมู ิ(incubator) ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 

3 วนั เพือ่ให้รูตคะแนลซลีเลอร์แขง็ตวัเตม็ทีแ่ละหมดฤทธิใ์น

การยับยั้งเชื้อจุลชีพ(25)

การเตรยีมแบบจ�าลองดัดแปลงการรัว่ซมึแบคทีเรีย 
 เตรียมแบบจ�าลองดัดแปลงการรั่วซึมของแบคทีเรีย

ตามการศึกษาของ Lertjantarangkool(13) ดังนี้ แบบจ�าลอง

ส่วนบน น�าหลอดเซ็นทริฟิวจ ์(centrifuge tube) ขนาด 15 

มิลลิลิตร ตัดบริเวณส่วนปลายออก กรอแต่งให้พอดีกับส่วน

ป่องสุดของฟันแต่ละซี่ เพื่อให้สามารถใส่ฟันที่เตรียมไว้ผ่าน

ส่วนบนของหลอดแล้วส่วนรากฟันทัง้หมดยืน่ออกมาด้านนอก 

น�าหลอดเซ็นทริฟิวจ์ขนาด 50 มิลลิลิตรตัดส่วนกลางของ

หลอดท่ีบริเวณระดับมาตรวัด 25 มิลลิลิตร กรอแต่งส่วน

ปลายหลอดให้พอดกีบับรเิวณกึง่กลางของรากฟันเพือ่ใช้เป็น

แบบจ�าลองส่วนกลาง ส่วนอีกครึ่งหนึ่งของหลอดท่ีถูกตัด

พร้อมฝาจะน�ามาใช้เป็นแบบจ�าลองส่วนล่าง และเจาะรู

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2 มิลลิเมตรใต้ต่อขอบหลอด

ประมาณ 7 มลิลเิมตร ซึง่รเูปิดนีใ้ช้ในการน�าอาหารเลีย้งเชือ้

เข้าและออกจากหลอดทดลองล่าง และเตรียมฝาปิดของ 

หลอดทดลองกลางโดยกรอฝาปิดหลอดเซ็นทริฟิวจ์ขนาด  

50 มิลลิลิตรตรงกลางให้เป็นรูปวงกลมขนาดพอดีกับหลอด

ทดลองบน เจาะรูขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 2 

มลิลิเมตรทีด้่านข้างเพือ่ใช้ในการน�าอาหารเลีย้งเชือ้เข้าและ

ออกจากแบบจ�าลองส่วนกลาง

 แบบจ�าลองแต่ละชุดประกอบด้วย 1) หลอดทดลอง

บนพร้อมฝา 2) หลอดทดลองกลางพร้อมฝา 3) หลอดทดลอง

ล่างพร้อมฝา น�าอุปกรณ์ทั้งหมดบรรจุซองปลอดเชื้อเพื่อน�า

ไปอบฆ ่าเ ช้ือโดยเค ร่ืองนึ่ งฆ ่า เ ช้ือด ้วยแรงดันไอน�้ า 

(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที

 ประกอบแบบจ�าลองด้วยความระมัดระวังภายใต้

สภาวะปลอดเชื้อในตู้กรองอากาศ โดยน�าฟันทั้งหมดผึ่งผิว

รากฟันให้แห้งแล้วเคลอืบยาทาเลบ็ (Revlon Inc., New York, 

NY, USA) สองชัน้โดยรอบ เว้นระยะ 3 มลิลเิมตรจากปลาย

รากฟัน โดยทาน�้ายาเคลือบเล็บลักษณะนี้เหมือนกันทั้งใน

กลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุมบวกและกลุ่มควบคุมลบ(12) น�า

หลอดทดลองบนยดึกบัฟันบรเิวณคอฟันด้วยข้ีผึง้เหนยีวและ

กาวไซยาโนอะไครเลตทาทับบนขีผ้ึง้เหนยีวและโดยรอบรอยต่อ 

ท้ิงไว้ให้กาวแห้งข้ามคืน จากนั้นน�าหลอดทดลองส่วนกลาง

พร้อมฝาปิดประกอบเข้ากับหลอดทดลองส่วนบนและท้ิงไว้

ให้กาวแห้งข้ามคืน จากนั้นน�าแบบจ�าลองส่วนบนและส่วน

กลางทีย่ดึกบัฟันเรยีบร้อยแล้วมาประกอบกบัหลอดทดลอง
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ล่าง ยึดปิดรอยต่อระหว่างหลอดทั้งสองด้วยขี้ผึ้งเหนียวและ

กาวไซยาโนอะไครเลต บรรจอุาหารเลีย้งเชือ้ชนดิเหลวเบรน

ฮาร์ทอินฟิวชัน (brain heart infusion broth; BHI broth) 

ในหลอดทดลองกลางและล่างผ่านรูเปิดที่เตรียมไว้ โดยให้

ปลายรากฟันอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อประมาณ 1-2 มิลลิเมตร  

ปิดรอยต่อของแบบจ�าลองท้ังหมดและฝาปิดด้วยพาราฟิน 

(paraffin) จะได้แบบจ�าลองที่เตรียมส�าเร็จแล้วดังภาพที่ 1 

จากนั้นน�าแบบจ�าลองทั้งหมดมาบ่มในตู้บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียสในสภาวะทีมี่ออกซิเจนเป็นเวลา 2 วนั เพือ่

ทดสอบความปราศจากเชือ้ แบบจ�าลองทีพ่บว่าอาหารเลีย้ง

เชื้อขุ่นจะถูกคัดออกจากการทดลอง 

 

รูปที่ 1 แบบจ�าลองดดัแปลงการรัว่ซมึแบคทเีรยีประกอบด้วย 

3 ส่วน แบบจ�าลองส่วนบนบรรจุสารละลายเชื้อ  

E. feacalis แบบจ�าลองส่วนกลางและแบบจ�าลอง 

ส่วนล่างบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวเบรนฮาร์ท 

อินฟิวชัน

Figure 1 The modified bacterial leakage model consists 

of 3 chambers. The upper chamber is filled with 

E. faecalis culture, the middle and lower 

chambers contain the BHI broth.

การเตรียมแบคทีเรีย  
 แบคทีเรยีท่ีน�ามาทดสอบ คอืเช้ือ E. faecalis (สายพนัธ์ุ 

ATCC 29212) จัดซ้ือจากศูนย์เก็บรักษาและรวบรวม 

สายพนัธุจ์ลุนิทรย์ีทางการแพทย์ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ 

ปรับค่าความขุ่นมาตรฐาน (optional density; OD) เท่ากับ 

0.10 วดัด้วยเครือ่งสเปกโทรโฟโตมเิตอร์ (spectrophotometer) 

ท่ีความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ซ่ึงจะได้สารละลายที่มี

จ�านวนแบคทีเรียประมาณ 108 CFU/mL(26)

 ใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายแบคทีเรียที่เตรียมไว้

ปรมิาตร 5 มลิลลิิตรใส่ลงในหลอดทดลองบนซ่ึงอยูส่่วนบนสุด

ของแบบจ�าลอง น�าแบบจ�าลองทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจน เชื้อแบคทีเรียใน

หลอดทดลองบนจะถกูเปลีย่นทกุ 7 วนัภายใต้สภาวะปลอดเชือ้

 การทดลองแบ่งกลุ่มตามระยะเวลาท่ีติดตามผลดังนี้ 

กลุ่มทดลอง กลุ่มที่ 1 ระยะเวลา 7 วัน กลุ่มที่ 2 ระยะเวลา 

10 วัน กลุ่มที่ 3 ระยะเวลา 15 วัน กลุ่มที่ 4 ระยะเวลา 30 

วัน กลุ่มที่ 5 ระยะเวลา 45 วัน กลุ่มที่ 6 ระยะเวลา 60 วัน 

กลุ่มควบคุมบวกและกลุ่มควบคุมลบ ระยะเวลา 60 วัน

 การติดตามผลการทดลองจะสังเกตและบันทึกผล 

ทุก 24 ชั่วโมง โดยสังเกตและบันทึกผลการขุ่นของอาหาร

เลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองกลางและหลอดทดลองล่าง  

การเตรียมการทดลองและอ่านผลท�าโดยผู้ทดลองคนเดียว

ตลอดการทดลอง ถ้ามีการขุ่นในหลอดทดลองกลางจะ 

บ่งบอกว่ามกีารรัว่ซมึเกดิขึน้ระหว่างแบบจ�าลองส่วนบนและ

ส่วนกลาง ซึง่แบบจ�าลองท่ีขุ่นนีจ้ะถูกคดัออกจากการทดลอง 

และไม่เตรียมแบบจ�าลองใหม่ขึ้นมาทดแทน

 เมื่อพบว่าหลอดทดลองล่างขุ่นจะตรวจสอบโดย น�า

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ขุ่นเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดวุ้น (brain 

heart infusion agar; BHI agar) และบ่มท่ีอณุหภมู ิ37 องศา

เซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อดู

ลักษณะของเช้ือบนอาหารวุ ้น จากนั้นน�าไปทดสอบ

คุณสมบัติของเชื้อ E. feacalis โดยการย้อมสี (gram stain)  

และเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนดิเหลวเบรนฮาร์ทอนิฟิวชนัที่

มีสารละลายเกลือเข้มข้นร้อยละ 6.5 (6.5% NaCl BHI) 

บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสในสภาวะทีม่อีอกซเิจนเป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง เมือ่สิน้สดุระยะเวลาการทดลองในแต่ละกลุม่ 

หลอดทดลองกลางและหลอดทดลองล่างที่อาหารเลี้ยงเชื้อ
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ยงัคงใสจะถกูน�าไปเพาะเช้ือเพ่ือยนืยนัผลด้วยวธีิการเดยีวกนั

การตรวจสอบโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ 

ส่องกราด (scanning electron microscope; SEM)  

 เมื่อสิ้นสุดระยะเวลาติดตามผลในแต่ละกลุ่ม สุ่มเลือก

ฟันในกลุ่มควบคุมบวกและควบคุมลบอย่างละ 1 ซี่ ฟันจาก

แบบจ�าลองทีย่งัคงใสตลอดระยะเวลาสังเกตกลุม่ละ 3 ซ่ี และ

ฟันที่มีการซึมผ ่านของเชื้อออกไปนอกปลายรากฟัน 

ซึ่งพบการขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อในแบบจ�าลองส่วนล่าง  

เพื่อน�าไปตรวจสอบแบคทีเรียที่พบในคลองรากฟันด้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

 น�าฟันมาล้างด ้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

(phosphate buffer saline; PBS) ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 

จากนั้นใช้หัวกรอกากเพชรรูปจาน (diamond disc) กรอผิว

ฟันด้านใกล้แก้มและด้านใกล้ล้ินในแนวยาว (longitudinal 

section) โดยให้อยู่กึ่งกลางของด้าน ด้านละ 1 แนว ระวัง 

ไม่ให้กรอถึงคลองรากฟัน ล้างฟันด้วยสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์อีกคร้ัง แบ่งฟันออกเป็น 2 ส่วนโดยใช้สิ่วและ 

ค้อน ฟันแต่ละซี่จะเลือกคร่ึงที่มีความสมบูรณ์มากกว่ามา

ตรวจสอบ 

 น�าชิ้นฟันตัวอย่างแช่สารละลายกลูทาราลดีไฮด ์

ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 (2.5% glutaraldehyde) ตามด้วย

สารละลายออสเมียม เททร็อกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 

(2% osmium tetroxide in PB) จากนั้นน�าชิ้นตัวอย่างไป

ขจัดน�้าด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50, 70, 80, 90 

และ 100 ตามล�าดบั ท�าให้แห้งโดยแช่ในสารละลายเอทานอล 

บรสิทุธิต่์อเฮกซะเมทลิไดซิลาเซน (hexamethyldisilazene: 

HMDS) อัตราส่วน 2:1, 1:1 และ 1:2 ตามล�าดับ จากนั้น

แช่เฮกซะเมทลิไดซลิาเซนทิง้ไว้ข้ามคืนจนชิน้งานแห้ง น�าชิน้

งานเคลือบผิวหน้าด้วยทอง เก็บในตู้ดูดความชื้นก่อนน�าไป

ตรวจสอบแบคทีเรียบนพื้นผิวผนังคลองรากฟันและ 

ท่อเนื้อฟันด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(LEO1455vp, LEO Electron, Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany) ภายใต้ก�าลังขยายสูง 1000 3000 และ 5000 

เท่า ที่ระดับคอฟัน (cervical) กลางรากฟัน (middle) และ

ปลายรากฟัน (apical) บริเวณละ 9 ต�าแหน่งที่แตกต่างกัน

ผลการศึกษา
ผลการทดสอบการรั่วซึมแบคทีเรีย
 แบบจ�าลองท่ีประกอบเรียบร้อยแล้วบ่มที่อุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มีออกซิเจนเป็นเวลา 2 คืน 

ก่อนเริม่การทดลอง พบอาหารเลีย้งเชือ้ขุน่ทัง้ในหลอดทดลอง

ส่วนกลาง และ/หรอืหลอดทดลองส่วนปลายซึง่แสดงถงึการ

ปนเปื้อนขณะประกอบแบบจ�าลองและถูกคัดออก 34 ชิ้น 

คงเหลือแบบจ�าลองท่ีปราศจากการปนเปื้อนท้ังหมดท่ีใช้ใน

การทดลอง 136 ชิ้น 

 แบบจ�าลองที่เหลือ 136 ชิ้นติดตามผลเป็นระยะเวลา 

7, 10, 15, 30, 45 และ 60 วนั ระหว่างตดิตามผลพบอาหาร

เลีย้งเช้ือในหลอดทดลองกลางมกีารขุ่นในขณะท่ีหลอดทดลอง

ตารางที่ 1 การรั่วซึมของคลองรากฟันที่ได้รับการอุดภายหลังสัมผัสเชื้อเอนเทอโรคอกคัส ฟีคาลิสตามระยะเวลา

Table 1 The leakage of the obturated root canal after exposed to E. faecalis over time.

Control/ test 
group

Observation 
Period (days)

n No leakage (%) Leakage 
(%)

Range
(days)

Group 1   7 days 18 18 (100) 0 (0)

Group 2 10 days 19 19 (100) 0 (0)

Group 3 15 days 19 19 (100) 0 (0)

Group 4 30 days 17 17 (100) 0 (0)

Group 5 45 days 19   18 (94.74)     1 (5.26) Day 44

Group 6 60 days 17 18 (100) 0 (0)

Negative control 60 days  8 8 (100) 0 (0)

Positive control 60 days  6 0 (0)    6 (100) 1,2,5,22
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ล่างยังคงใสอยู่ ซึ่งแสดงถึงการร่ัวระหว่างรอยต่อของแบบ

จ�าลองส่วนบนซ่ึงมเีช้ือ E. faecalis และแบบจ�าลองส่วนกลาง

จ�านวน 13 ชิน้ คิดเป็นร้อยละ 9.56 แบบจ�าลองทีพ่บการรัว่ซมึ

ในหลอดทดลองกลางถูกคัดออกจากการทดลอง

 ผลการทดลองโดยแบบจ�าลองดัดแปลงการรั่วซึม

แบคทีเรยี พบว่าในกลุม่ท่ี 1, 2, 3, 4, และ 6 และกลุม่ควบคมุ

ลบ อาหารเลี้ยงเช้ือในหลอดทดลองกลางและล่างยังคงใส

ตลอดระยะเวลาทีท่�าการทดลอง พบการขุ่นของอาหารเลีย้ง

เชื้อในหลอดทดลองล่างในกลุ่มที่ 5 ซึ่งติดตามผลเป็นระยะ

เวลา 45 วนัจ�านวน 1 ชิน้คดิเป็นร้อยละ 5.26 ในขณะทีก่ลุม่

ควบคุมบวกซึ่งอุดคลองรากฟันโดยไม่ใช้รูตคะแนลซีลเลอร์

นั้นพบว่าหลอดทดลองล่างขุ่นทั้งหมดตั้งแต่วันที่ 1 จนถึง 

วันที่ 22 ดังตารางที่ 1

 เมื่อสิ้นสุดระยะเวลาติดตามผล น�าอาหารเลี้ยงเชื้อใน

แบบจ�าลองส่วนกลางและส่วนล่างเพาะในอาหารวุน้ จากนัน้

ทดสอบด้วยการย้อมแกรมและการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มีเกลือเข้มข้นร้อยละ 6.5 ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน 

อาหารเลี้ยงเชื้อจากแบบจ�าลองส่วนล่างของกลุ่มควบคุม

บวกและแบบจ�าลองที่มีการขุ่นในกลุ่มที่ 5 นั้นพบเชื้อเจริญ

บนอาหารวุ้น มีลักษณะโคโลนีสีขาวค่อนข้างกลม ย้อมติด 

สีม่วง และสามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือ ซึ่ง

เป็นคุณสมบัติของเชื้อ E. faecalis แต่อาหารเลี้ยงเชื้อจาก

หลอดทดลองส่วนกลางที่ใสนั้นไม่พบเชื้อบนอาหารวุ้นเลย 

ส�าหรับกลุ่มควบคุมลบและกลุ่มทดลองที่เหลือซึ่งอาหาร

เลีย้งเชือ้ยงัคงใสตลอดระยะเวลาตดิตามผล ไม่พบเชือ้เจรญิ

บนอาหารวุ้นเช่นกัน ในขณะท่ีแบบจ�าลองท่ีหลอดทดลอง

กลางขุ่นซึ่งถูกคัดออกนั้น เมื่อลองน�ามาเพาะเชื้อพบว่าเชื้อ

ที่เจริญบนอาหารวุ้นมีลักษณะเช่นเดียวกันกับที่พบในกลุ่ม

ควบคุมบวก

รูปที่ 2 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเลกตรอนส่องกราดแสดง

เชือ้เอนเทอโรคอกคสั ฟีคาลสิ (ลกูศรสขีาว) ทีร่อยต่อ

ระหว่างผนังคลองรากฟันและวัสดุอุด และที่ท่อ 

เนื้อฟัน (ลูกศรสีด�า) ในบริเวณคลองรากฟันส่วนต้น 

(a) ส่วนกลาง (b) และส่วนปลาย (c) ของกลุม่ทดลอง 

(กลุม่ 1-6) กลุม่ควบคมุบวก และฟันทีเ่ชือ้ซมึผ่านออก

ไปนอกปลายรากฟัน ส่วนกลุ ่มควบคุมลบไม่พบ

แบคทีเรียในท่อเนื้อฟัน ภายใต้ก�าลังขยาย 5000 เท่า

Figure 2 The SEM images show E. faecalis (white arrows) 

present at the interface between the root canal 

wall and the root canal filling as well as in the 

dentinal tubules (black arrows) of the coronal 

(a), middle (b) and apical (c) parts of the root 

of Groups 1-6,   the positive control and the tooth 

that had turbidity in the lower chamber.  The 

SEM images show no bacterial present in the 

negative control (5000x magnification).
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ผลการตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด
 หลังจากสิ้นสุดระยะเวลาศึกษา สุ่มฟันในกลุ่มควบคุม

บวก กลุ่มควบคุมลบอย่างละ 1 ซี่ กลุ่มทดลองกลุ่มละ 3 ซี่ 

ตรวจสอบโดยภาพถ่ายจากกล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบ

ส่องกราดพบแบคทีเรียรูปร่างค่อนข้างกลมอยู่บนพื้นผิว

สัมผัส (interface) ระหว่างผนังคลองรากฟันและวัสดุอุดใน

กลุม่ควบคมุบวกและกลุม่ทดลองทกุกลุม่ โดยจะพบเชือ้มาก

ที่ระดับคลองรากฟันส ่วนต้นและส่วนกลาง ส�าหรับ 

คลองรากฟันส่วนปลายพบเชื้อเช่นเดียวกันแต่น้อยกว่า 

คลองรากฟันส่วนบน รวมทั้งยังพบเชื้อที่ท่อเนื้อฟันด้านข้าง

ของผนังคลองรากฟันทั้งสองข้างด้วย ส�าหรับฟันที่เช้ือม ี

การซึมผ่านออกไปนอกปลายรากฟันนัน้พบแบคทเีรยีตลอด

คลองรากฟันในลักษณะเดียวกันกับที่พบในกลุ่มทดลอง  

ส่วนกลุ่มควบคุมลบไม่พบแบคทีเรียตลอดคลองรากฟัน

ที่ท�าการตรวจสอบ (รูปที่ 2)

บทวิจารณ์
 การศึกษาน้ีแสดงผลการแทรกซึมของแบคทีเรียผ่าน

วัสดุอุดคลองรากฟันโดยใช้แบบจ�าลองดัดแปลงการรั่วซึม

แบคทีเรียที่ระยะเวลาตั้งแต่ 7 ถึง 60 วัน ฟันที่อุดโดยไม่ใช่

รูตคะแนลซลีเลอร์ในกลุม่ควบคมุบวกพบอาหารเลีย้งเชือ้ใน

แบบจ�าลองส่วนล่างมีการขุ่นตั้งแต่วันที่ 1 ซึ่งเป็นการยืนยัน

ผลการศึกษาของ Torabinejad และคณะ(11) และ Khayat 

และคณะ(9) ว่ารตูคะแนลซลีเลอร์ช่วยเพ่ิมความแนบสนทิของ

การอดุคลองรากฟัน (apical seal) ในขณะทีก่ลุม่ควบคมุลบ

ซึ่งเป็นฟันที่ไม่ได้กรอเปิดทางเข้าสู่คลองรากฟันไม่มีการขุ่น

ของอาหารเลี้ยงเชื้อในแบบจ�าลอง เป็นการยืนยันว่าแบบ

จ�าลองไม่มีการปนเปื้อนตลอดการทดลอง

 การศึกษาการร่ัวซึมของคลองรากฟันท่ีได้รับการอุดท่ี

ผ่านมานัน้ใช้แบบจ�าลองการรัว่ซมึแบคทเีรยีแบบสองห้องซึง่

แต่ละการศึกษาให้ผลที่แตกต่างกัน(16-18,27) เน่ืองจากการ

ออกแบบการทดลองมคีวามแตกต่างทัง้ในแง่ของวสัดุและวธิี

การอุดคลองรากฟัน แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ รวมทั้งผลการ

ทดลองทีไ่ด้มคีวามแตกต่างกนัมากและน�ามาเปรียบเทยีบกนั

ได้ยาก การทบทวนอย่างเป็นระบบพบว่าการทดลองที่ผ่าน

มายังมีการออกแบบกลุ่มควบคุมลบไม่เหมาะสมเพียงพอ 

และการแทรกซึมของแบคทีเรียในการทดลองสามารถ 

เกิดขึ้นผ่านรอยต่อระหว่างฟันและแบบจ�าลองส่วนบน 

นอกเหนือจากผ่านทางคลองรากฟันท่ีได้รับการอุด อีกทั้ง 

ผลการรั่วซึมที่ได้จากแบบจ�าลองเป็นผลทางจุลชีววิทยา 

(microbiology) ซึง่เป็นวธิท่ีีไวต่อการทดสอบมากกว่าวธิกีาร

ทางจลุกายวิภาคศาสตร์ (histology) และพบว่าไม่สอดคล้อง

กับผลการสังเกตที่พบทางคลินิก(12) 

 การศกึษานีใ้ช้แบบจ�าลองดดัแปลงการรัว่ซมึแบคทีเรยี

ตามการศึกษาของ Lertjantarangkool (13) ซึ่ งท� า 

การปรับปรุงแบบจ�าลองแบบสองห้อง โดยเพิ่มแบบจ�าลอง

ส่วนกลาง (middle chamber) ระหว่างรอยต่อของแบบ

จ�าลองส่วนบนและส่วนล่าง เพือ่ตรวจจบัการรัว่ของแบคทเีรยี

ผ่านรอยต่อระหว่างหลอดทดลองส่วนบนกบัฟัน ผลการศกึษา

นี้พบว่าแบบจ�าลองดัดแปลงการร่ัวซึมแบคทีเรียสามารถ

ตรวจจับการขุ่นในหลอดทดลองส่วนกลาง 13 ชิ้นจากแบบ

จ�าลองทั้งหมด 136 ชิน้ คดิเปน็ร้อยละ 9.55 และพบการขุน่

ของอาหารเลีย้งเชือ้ในแบบจ�าลองส่วนล่างเพยีง 1 ชิน้ในกลุม่

ทีต่ดิตามผลระยะเวลา 45 วนั คดิเป็นร้อยละ 5.26 สอดคล้อง

กับผลการศึกษาของ Lertjantarangkool(13) ที่สามารถ 

ตรวจจับการรั่วซึมที่แบบจ�าลองส่วนกลางได้ร้อยละ 11.11 

และมีการขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อในแบบจ�าลองล่างเพียง  

1 ซี่ (ร้อยละ 6.25) ในคลองรากฟันที่ได้รับการอุดซึ่งมีการ

สัมผัสเช้ือเป็นระยะเวลา 60 วัน ถึงแม้ว่าการศึกษานี้ไม่ได้

ท�าการทดลองเปรียบเทียบกับแบบจ�าลองแบบสองห้องเดิม 

แต่การพบอาหารเลี้ยงเชื้อในแบบจ�าลองส่วนกลางขุ่นใน

ขณะท่ีแบบจ�าลองส่วนล่างยังคงใสอยู่นั้น แสดงให้เห็นว่า

แบบจ�าลองดัดแปลงนี้สามารถตรวจจับการรั่วของแบบ

จ�าลองนอกตัวฟ ันได ้  สอดคล ้องกับการศึกษาของ 

Rechenberg และคณะซ่ึงพบแบคทีเรียท่ีรอยต่อระหว่าง 

ชัน้เคลอืบฟันและขีผ้ึง้เหนยีวทีใ่ช้ยดึฟันกับแบบจ�าลองแบบ

สองห้อง โดยพบเช้ือท่ีบริเวณนี้ท้ังในกลุ่มทดลองและกลุ่ม

ควบคุมลบซึ่งแสดงว่าการรั่วของแบบจ�าลองเกิดข้ึนที่

ภายนอกรากฟัน(28) 

 เมื่อพิจารณาการศึกษาก่อนหน้าที่มีการออกแบบ 

การทดลองท่ีคล้ายกัน คือใช้แบบจ�าลองแบบสองห้อง 

ตรวจสอบการรั่วซึมของวัสดุอุดคลองรากฟันกัตทาเพอร์ชา

ร่วมกบัรตูคะแนลซลีเลอร์ชนดิเอเอชพลสัภายหลงัสัมผสัเชือ้ 
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E.feacalis ที่ผ่านมา ผลการศึกษาจะรายงานการขุ่นของ

แบบจ�าลองส่วนล่างตั้งแต่ร้อยละ 25 จนถึง 100 ในระยะ

เวลา 30 และ 60 วนั(17,18,29,30) เช่น การศกึษาของ Timpawat 

และคณะพบการขุน่ของแบบจ�าลองส่วนล่างภายหลงัวัสดอุดุ

คลองรากฟันมกีารสมัผสัเชือ้ร้อยละ 25 ในระยะเวลา 30 วนั 

และร้อยละ 31.3 ที่ระยะเวลา 60 วัน(17) Yücel และคณะ

พบแบบจ�าลองเริ่มเกิดการขุ่นต้ังแต่วันที่ 3 โดยพบแบบ

จ�าลองมกีารขุน่ร้อยละ 85 ในระยะเวลา 30 วนั และเกดิการ

ขุ่นของแบบจ�าลองส่วนล่างทั้งหมดในระยะเวลา 60 วัน(18) 

จะเห็นว่าจ�านวนร้อยละของแบบจ�าลองแบบสองห้องเดิมท่ี

อาหารเล้ียงเชือ้เกดิการขุน่นัน้มากกว่าการทดลองนี ้เนือ่งมา

จากแบบจ�าลองดัดแปลงที่ใช้สามารถตรวจจับการขุ่นของ

หลอดทดลองส่วนกลางและคัดออกจากการทดลอง ดังนั้น

ผลการศึกษาการรัว่ซึมของฟันทีไ่ด้รับการอดุโดยแบบจ�าลอง

แบคทีเรียแบบสองห้องที่ผ่านมาอาจเกิดจากการรั่วซึมของ

แบบจ�าลองด้วยส่วนหนึ่ง และการรั่วซึมผ่านคลองรากฟัน

ที่แท้จริงอาจเกิดขึ้นน้อยกว่าที่รายงาน 

 ผลการศึกษาการร่ัวซึมของวัสดุอุดคลองรากฟัน 

โดยแบบจ�าลองการรั่วซึมแบคทีเรียที่ผ่านมาเป็นการสังเกต

ผลทางจุลชีววิทยาจากการขุ ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ในแบบจ�าลองส่วนล่าง แต่ความลึกของการแทรกซึมของ

แบคทเีรยีเข้าไปในท่อเนือ้ฟันนัน้ขึน้กบัระยะเวลาในการบ่ม 

(incubation time) ธรรมชาตขิองผวิฟัน (nature of dentine 

surface) และสภาวะของท่อเน้ือฟัน(31) จึงออกแบบการ

ทดลองโดยให้ฟันมกีารสมัผสัเชือ้ในระยะเวลาทีแ่ตกต่างกนั 

และตรวจสอบการแทรกซึมของเชื้อจากส่วนตัวฟันไปยัง 

ส่วนปลายรากฟันในแต่ละระยะเวลาด้วยภาพถ่ายจาก

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ผลจากแบบ

จ�าลองในการศกึษาน้ีพบว่ามกีารแทรกซึมของแบคทเีรยีผ่าน

วัสดุอุดคลองรากฟันท่ีมีการสัมผัสเชื้อเพียง 1 ช้ินงานใน

ระยะเวลาตดิตามผลต้ังแต่ 7 ถงึ 60 วนั อาจเนือ่งมาจากการ

ศึกษานี้เลือกใช้เฉพาะฟันที่มีการอุดคลองรากฟันได้แนบ

สนิท (hermatic seal) ซึง่ตรวจสอบด้วยภาพถ่ายรงัสทีัง้ด้าน

ใกล้กลาง-ไกลกลาง และด้านใกล้แก้ม-ใกล้ลิ้น ส่วนการพบ

แบคทีเรียแทรกซึมผ่านออกไปนอกปลายรากฟันและท�าให้

อาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองส่วนล่างขุ่นจ�านวน 1 ซี่นั้น 

อาจเนือ่งจากจากความไม่แนบสนิทของวสัดุอดุคลองรากฟัน

และรูตคะแนลซีลเลอร์ ซ่ึงไม่สามารถตรวจสอบได้จาก

ภาพถ่ายรังสีท�าให้เกิดช่องว่างซ่ึงอาหารเลี้ยงเชื้อและ

แบคทีเรียสามารถแทรกซึมผ่านช่องว่างเหล่านี้ออกไปยัง

นอกปลายรากฟันได้(27) 

 ภาพถ่ายจากกล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนของฟันซึง่เป็น

ตัวแทนของแต่ละกลุ่มที่มีระยะเวลาติดตามผล 7 ถึง 60 วัน

นั้น พบแบคทีเรียบนพื้นผิวสัมผัสผนังคลองรากฟันและ

ภายในท่อเนื้อฟันด้านข้างของคลองรากฟันส่วนต้น  

ส่วนกลาง และส่วนปลาย ถึงแม้ว่าฟันท่ีน�ามาตรวจสอบ 

จะไม่พบการขุ่นของอาหารเลี้ยงเช้ือในแบบจ�าลองส่วนล่าง

กต็าม แสดงให้เหน็ว่าผลจากแบบจ�าลองการรัว่ซมึแบคทเีรยี

และผลทางจุลชีววิทยาไม่สัมพันธ์กัน ผลการศึกษานี้

สอดคล้องกับการศึกษา ของ Brosco และคณะในปี 2010 

ซึง่ตดิตามผลการรัว่ซมึไปยงัปลายรากฟันของเชือ้ E. faecalis 

ในระยะเวลา 120 วนั พบแบบจ�าลองส่วนล่างขุ่นทัง้หมด 50 

ชิ้นจาก 154 ชิ้น (ร้อยละ 32.4) แต่เมื่อน�าไปตรวจสอบทาง

จลุชวีวทิยาด้วยการย้อมสบีราวน์แอนด์เบรนน์ (Brown and 

Brenn) กลับพบแบคทีเรียในคลองรากฟันถึง 188 ซี่คิดเป็น

ร้อยละ 76.6(32) และการศกึษาของ Kwang และ Abbott ซึง่

ใช้แบบจ�าลองแบบสองห้องติดตามผลระยะเวลา 90 วัน  

พบว่าแบบจ�าลองส่วนล่างขุ่น 8 ชิ้นจากทั้งหมด 16 ช้ิน  

(ร้อยละ 50) แต่เมื่อตรวจสอบแบคทีเรีย Streptococcus 

gordonii ที่ปรากฏในคลองรากฟันด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบแบคทีเรียที่ผิวสัมผัสระหว่าง

ผนังคลองรากฟันและวัสดุอุด รวมทั้งท่อเนื้อฟันข้างเคียง 

จ�านวน 9 ซี่จากฟันที่น�ามาตรวจสอบ 10 ซี่(33) แสดงว่าแบบ

จ�าลองทีไ่ม่มกีารขุ่นของอาหารเลีย้งเชือ้ซึง่นยิามว่าเป็นแบบ

จ�าลองไม่พบการซึมผ่านของแบคทีเรียออกไปนอกปลาย

รากฟัน แต่ในความเป็นจริงแล้วยังคงพบแบคทีเรียภายใน

คลองรากฟันจากการตรวจสอบด้วยวิธกีารอืน่(32) การพบเช้ือ

บนพืน้ผวิผนงัคลองรากฟันและท่อเนือ้ฟันข้างเคยีงแสดงให้

เห็นว่าเมื่อแบคทีเรียแทรกซึมไปตามรอยต่อระหว่างผนัง

คลองรากฟันและวัสดุอุดคลองรากฟันแล้ว จะสามารถ

แทรกซึมเข้าไปในท่อเนื้อฟันข้างเคียงได้(33) ซ่ึงการพบ 

เชือ้แบคทเีรียในท่อเนือ้ฟันนัน้ส่วนหนึง่อาจเนือ่งมาจากการ

ก�าจัดชั้นสเมียร์ มีการศึกษาพบว่าในฟันที่ท�าการก�าจัด 

ช้ันสเมียร์นั้น เช้ือ E. faecalis จะสามารถแทรกซึมจาก 
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คลองรากฟันเข้าไปในท่อเนื้อฟันได้ 300-400 ไมครอน(34) 

อย่างไรก็ตาม การตรวจสอบแบคทีเรียในคลองรากฟันด้วย

กล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราดซึง่มกี�าลงัขยายสงู 

สามารถตรวจสอบรูปร่างลักษณะ (morphology) ของ

แบคทีเรียได้ชัดเจนกว่าการตรวจสอบโดยการใช้สีย้อม  

แต่ท้ังสองวิธีก็ยังไม่สามารถบอกถึงความมีชีวิตของเช้ือท่ี 

พบได้(33) ดังนั้นยังไม่สามารถทราบได้ว่าแบคทีเรียที่ปรากฏ

ในคลองรากฟันในแต่ละระยะเวลาที่ท�าการศึกษานั้นเป็น

แบคทีเรียที่ยังมีชีวิตอยู่หรือไม่

 ในทางคลินิก Ricucci และคณะ ในปี 2009 พบว่าฟัน

ที่มีการรั่วซึมในส่วนตัวฟันสัมพันธ์กับการพบเชื้อแบคทีเรีย

ในคลองรากฟันส่วนต้น แต่ไม่จ�าเป็นว่าจะต้องพบเช้ือใน

คลองรากฟันส่วนปลายทั้งหมด โดยฟันท่ีเกิดการรั่วซึมใน

ส่วนตัวฟันเนื่องจากฟันหรือวัสดุบูรณะแตกหักหรือเกิดการ

ผุซ�้าเป็นเวลานานจ�านวน 49 ซี่ พบแบคทีเรียอยู่เฉพาะ

บรเิวณหน่ึงส่วนสามของคลองรากฟันส่วนต้นและท่อเนือ้ฟัน

ข้างเคียง มเีพยีง 1 ซีท่ีพ่บแบคทเีรยีทีค่ลองรากฟันส่วนปลาย

ด้วย แต่พบการตอบสนองต่อการอกัเสบ (mild inflammatory 

response) ในเนื้อเยื่อปลายรากฟันได้ถึงหนึ่งในสามของฟัน

ที่ตรวจสอบทั้งหมด(35) เช่นเดียวกับอีกการศึกษาของ 

Ricucci และคณะในปี 2003 พบว่าฟันของผูป่้วยทีม่กีารร่ัวซมึ

ในส่วนตวัฟันตัง้แต่ 3 เดือนขึน้ไป จ�านวน 32 ซีพ่บแบคทีเรยี

ท่ีคลองรากฟันส่วนต้นจ�านวนมาก แต่พบเชือ้ในคลองรากฟัน

ส่วนกลางและส่วนปลายเพียง 2 ซี่เท่านั้น แต่อย่างไรก็ตาม

มีฟันจ�านวน 7 ซี่ที่พบเซลล์อักเสบมารวมตัวกันอยู่ที่บริเวณ

ปลายรากฟัน(36) ถึงแม้ว่าในทางคลินิกแล้ว คลองรากฟันที่

วัสดุอุดมีการสัมผัสเชื้อระยะเวลาหน่ึงจะยังไม่พบการ

เปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อรอบปลายรากฟันในภาพถ่ายรังสี 

และไม่พบแบคทีเรียแทรกซึมไปยังคลองรากฟันส่วนปลาย

หรือออกนอกปลายรากฟันดังที่พบในการศึกษาการรั่วซึม

ต่าง ๆ ก็ตาม แต่ยังคงพบว่ามีแบคทีเรียที่อยู่ในท่อเนื้อฟันที่

มีการติดเชื้อในบริเวณข้างเคียง(35,36) ดังนั้นแบคทีเรียและ

ผลผลิตที่เป็นพิษอาจแทรกซึมไปยังเนื้อเยื่อบริเวณปลาย

รากฟันและก่อให้เกดิการอกัเสบของเนือ้เยือ่ปลายรากฟันใน

ที่สุด(32)

 อย่างไรก็ดีการน�าผลการศึกษาเกี่ยวกับการรั่วซึมของ

วัสดุอุดคลองรากฟันไปประยุกต์ใช้ในทางคลินิกต้องมีการ

แปลผลอย่างระมัดระวังและพิจารณาถึงปัจจัยที่เกี่ยวข้อง 

รวมท้ังความแตกต่างของสภาวะทางคลินิกและการทดลอง

ในห้องปฏิบัติการด้วย เน่ืองจากในทางคลินิกมีปัจจัยที่มี

ความซับซ้อนและควบคุมไม่ได้ เช่น กายวิภาคของฟัน 

อิทธิพลจากเนื้อเยื่อและของเหลวบริเวณปลายรากฟัน  

การเปลีย่นแปลงอณุหภมูใินช่องปาก ความดนัภายในช่องปาก 

และความหลากหลายของเชื้อในช่องปากเป็นต้น(37) แบบ

จ�าลองดัดแปลงการรั่วซึมแบคทีเรียนี้สามารถก�าจัด

ความคลาดเคลื่อนที่เกิดจากการรั่วของแบบจ�าลองและให้

ผลการทดลองท่ีน่าเช่ือถือ แต่มีข้ันตอนการเตรียมแบบ

จ�าลองท่ีมีโอกาสเกิดการปนเปื้อนระหว่างประกอบแบบ

จ�าลองได้มากเช่นกัน การศกึษาในอนาคตอาจพิจารณาปรบั

ขั้นตอนที่มีผลต่อการทดลอง เช่น การใช้อะคริลิกเรซินหรือ

ซิลิโคนในการประกอบฟันเข้ากับหลอดทดลอง และการ

ท�าการปลอดเชื้อแบบจ�าลองภายหลังการประกอบอีกคร้ัง

ด ้ วยแก ๊ ส เอ ทิลีนออกไซด ์หรื อฉายรั งสี แกมมา (12 )  

การทดสอบด้วยเชือ้หลายชนดิซึง่มศีกัยภาพในการก่อโรคได้

มากกว่าการติดเชื้อเพียงชนิดเดียว และเชื้อที่มีโอกาสพบใน

ฟันทีม่กีารตดิเชือ้และต้องรกัษาคลองรากฟันซ�า้หรือสภาวะ

ที่พบในช่องปากจะมีแบคทีเรียหลายชนิดอยู่ร่วมกัน(38,39)  

รวมทั้งการทดสอบภายใต้สภาวะที่มีแรงบดเคี้ยวซึ่งพบว่ามี

อทิธพิลต่อความแนบตามขอบของวสัดแุละการแทรกซมึของ

สีย้อมและแบคทีเรีย(40)

บทสรุป
 การรั่วซึมของคลองรากฟันท่ีได ้รับการอุดด ้วย 

กตัทาเพอร์ชาร่วมกบัรตูคะแนลซลีเลอร์ชนดิเอเอชพลสัโดย

วิธีแลตเทอรัลคอมแพคชัน เมื่อทดสอบด้วยแบบจ�าลอง

ดัดแปลงการรั่วซึมแบคทีเรียที่ระยะเวลา 7 ถึง 60 วันพบว่า

มีแบคทีเรียซึมผ่านออกไปนอกคลองรากฟันซึ่งท�าให้แบบ

จ�าลองส่วนล่างขุ่นเพียง 1 ซี่ในกลุ่มที่ติดตามผลระยะเวลา 

45 วนั แต่จากภาพถ่ายจากกล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบ

ส่องกราดพบแบคทเีรยีแทรกซึมไปตามพืน้ผวิสมัผสัระหว่าง

ผนงัคลองรากฟันและวสัดุอดุและสามารถแทรกซึมเข้าไปใน

ท่อเนือ้ฟัน โดยพบเชือ้ได้ทัง้ส่วนต้น ส่วนกลาง และส่วนปลาย

รากฟันในทุกกลุ่มทดลอง ถึงแม้จะยังไม่พบการขุ่นของ

อาหารเลีย้งเชือ้ในแบบจ�าลองกต็าม ถงึแม้ว่าผลการศกึษานี้
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จะยังไม่สามารถแสดงถึงภาพที่แท้จริงในทางคลินิกและ 

ยังไม่สามารถบอกความแตกต่างของการแทรกซึมของ

แบคทีเรียผ่านวัสดุอุดคลองรากฟันภายในระยะเวลา

ที่ท�าการทดลองได้ แต่ผลการศึกษาก็แสดงให้เห็นว่าเม่ือมี

การสัมผัสกับเชื้อแล้ว แบคทีเรียจะแทรกซึมไปตามรอยต่อ

ระหว่างผนังคลองรากฟันและวัสดุอุดรวมถึงท่อเนื้อฟัน 

ข้างเคียง ซ่ึงแสดงถึงความส�าคัญในการบูรณะส่วนตัวฟัน 

ภายหลังการรักษาคลองรากฟันให้มีความแนบสนิทดีเพื่อ

ป้องกันไม่ให้เกิดการรั่วซึมในส่วนตัวฟัน
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