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บทคดัย่อ  

Streptococcus mitis พบไดท้ัว่ไปในช่องปาก เช้ือน้ีเป็นหน่ึงในเช้ือกลุ่มแรกท่ีมาตั้งรกรากบนผิวฟันซ่ึงมีส่วน

ในการสร้างไบโอฟิลม์ระยะเร่ิมตน้ การศึกษาไม่นานน้ีแสดงให้เห็นว่า Streptococcus sanguinis และ S. mitis ถูกพบ

มากในรอยโรคฟันผรุะยะเร่ิมตน้ ซ่ึงอาจทาํให้เกิดรอยโรคในระยะเร่ิมตน้ไดเ้ม่ือมีเช้ือกลุ่มก่อโรคฟันผใุนปริมาณนอ้ย 

มีหลักฐานสนับสนุนว่า S. sanguinis อาจทําให้เกิดโรคฟันผุได้ แต่ S. mitis ยงัมีข้อมูลท่ีจํากัด การศึกษาน้ีจึงมี

วตัถุประสงคเ์พ่ือตรวจสอบความสามารถของ S. mitis ในการผลิตกรดและสร้างไบโอฟิลม์ในภาวะท่ีมีนํ้ าตาลซูโครส

ซ่ึงสัมพนัธ์กบัการเกิดฟันผุ โดยทาํการทดลองเล้ียง S. mitis ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว  Brain-Heart-Infusion (BHI, 

กลุ่มควบคุม) และในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว BHI ท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสร้อยละ 1 เป็นเวลา 36 ชัว่โมง จากนั้นตรวจการ

ผลิตกรด และ การสร้างไบโอฟิลม์ โดยการวดัค่าความเป็นกรดด่างและมวลไบโอฟิลม์ตามลาํดบั ผลการทดลองพบว่า 

ค่าความเป็นกรดด่างของ S. mitis ในภาวะท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสเท่ากบั 4.6 ในขณะท่ีมวลไบโอฟิลม์มีระดบัตํ่ามาก สรุปได้

ว่า S. mitis สามารถลดค่าความเป็นกรดด่างไดใ้นระดบัตํ่ากว่าค่าความเป็นกรดด่างวิกฤตของสารเคลือบฟัน (ค่าความ

เป็นกรดด่างเท่ากบั 5.5) แต่มีความสามารถจาํกดัในการสร้างไบโอฟิลม์ในภาวะท่ีมีนํ้าตาลซูโครส  

 

คาํสําคญั: Streptococcus mitis  นํา้ตาลซูโครส  การผลิตกรด ไบโอฟิล์ม 

 

mailto:6187286320@student.chula.ac.th


งานประชุมวิชาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัรังสิต ประจาํปี ๒๕๖๔  

https://rsucon.rsu.ac.th/proceedings ๓๐ เมษายน ๒๕๖๔ 

200 

 
เอกสารสืบเน่ืองจากการประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลยัรังสิต ประจาํปี 2564 

เผยแพร่ออนไลน์: ลิขสิทธ์ิ © 2559-2564 มหาวิทยาลยัรังสิต 

Abstract  

Streptococcus mitis is commonly found in the oral cavity. It is one of early colonizers contributing to initial 

biofilm formation. A recent study showed that Streptococcus sanguinis and S. mitis were predominantly found in 

early carious lesions; therefore, they may initiate caries when there are low numbers of caries pathogens. Somes 

evidence support the role of S. sanguinis in causing caries, but limited data are available on S. mitis. This study aims 

to examine the ability of S. mitis to produce acid and form biofilm in the presence of sucrose, which is related to 

caries formation. S. mitis was cultured for 36 hours in Brain-Heart-Infusion (BHI) broth, (a control) and in BHI broth 

containing 1 %  sucrose. After that, the acid production and the biofilm formation were examined by measuring the 

pH and biofilm mass respectively. The pH of S. mitis in the presence of sucrose was 4 .6  whereas the biofilm mass 

was detected at a very low level. In conclusion, S. mitis decreased pH to the level lower than the critical pH of 

enamel (pH = 5.5); however, it had a limited ability to form biofilm in the presence of sucrose. 

 

Keywords: Streptococcus mitis, Sucrose, Acid Production, Biofilm 

 

1.  บทนํา  

โรคฟันผเุป็นโรคท่ีพบไดใ้นทุกช่วงวยั แต่ในเด็กเลก็โรคฟันผสุ่งผลกระทบกบัพฒันาการของเด็กในหลาย ๆ 

ดา้น (Sheiham, 2006) ซ่ึงกระบวนการเกิดฟันผุเร่ิมจากการบริโภคนํ้ าตาลซูโครสท่ีมากเกินไป โดยเช้ือแบคทีเรียใน

ช่องปากสามารถนาํซูโครสไปใชเ้ป็นพลงังานเพ่ือเพิ่มจาํนวน โดยใหก้รดออกมาเป็นผลพลอยได ้และยงัสามารถนาํไป

สร้างไบโอฟิลม์ไดอี้กดว้ย (Takahashi, 2015; Takahashi & Nyvad, 2011; Xu et al, 2018) ซ่ึงกรดท่ีถูกปล่อยออกมาน้ี

จะสะสมในไบโอฟิล์มท่ีเกาะติดผิวฟัน หากไม่กาํจดัไบโอฟิล์มออก กรดท่ีสะสมจะส่งผลให้ค่าความเป็นกรดด่าง

ภายในไบโอฟิลม์ลดตํ่าลง ทาํใหเ้กิดการสลายแร่ธาตุของฟัน (Pitts et al., 2017) จนทาํใหเ้กิดรอยโรคฟันผใุนท่ีสุด  

ปกติหลงัการแปรงฟันไม่นานเช้ือแบคทีเรียในช่องปากจะเร่ิมมาเกาะบนผิวฟัน เพ่ือสร้างไบโอฟิลม์ โดยเช้ือ

กลุ่มแรก คือ mitis group streptococci ซ่ึงมักพบเช้ือ S. mitis, Streptococcus oralis และ S. sanguinis เป็นต้น (Diaz, 

Chalmers et al., 2006; Ihara, Takeshita et al., 2019) โดยทัว่ไปเช้ือในกลุ่มน้ีพบไดใ้นสภาวะช่องปากของเดก็ท่ีไม่มีฟัน

ผุ  แต่จากการศึกษาของ Jurczak และคณะพบว่าในเด็กท่ีมีรอยโรคฟันผุเร่ิมตน้ หรือท่ีเรียกว่า “white spot lesion” มี

สดัส่วนของเช้ือ mitis group streptococci ในปริมาณสูง (S. sanguinis ร้อยละ 56 และ S. mitis ร้อยละ 31) ในขณะท่ีเช้ือ

ก่อโรคฟันผุกลบัพบน้อยกว่า (S. mutans ร้อยละ 9 และ Lactobacillus rhamnosus ร้อยละ 4) ซ่ึงผูวิ้จยัไดอ้ภิปรายไวว้่า 

ในกรณีน้ีการละลายแร่ธาตุจากผิวฟันอาจมาจากเช้ือกลุ่ม mitis group ได้แก่ S. sanguinis หรือ S. mitis (Jurczak, 

Kościelniak et al., 2015) 

S. sanguinis และ S. mitis  อยูใ่นกลุ่มเช้ือแบคทีเรียในช่องปากท่ีสามารถยอ่ยสลายนํ้าตาลกลูโคสไปเป็นไพรู

เวท และพลงังานผา่นกระบวนการไกลโคไลซิส ในภาวะท่ีมีนํ้ าตาลเกิน เช่นในระหว่างม้ืออาหารไพรูเวทท่ีไดน้ี้จะถูก
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ยอ่ยสลายไปเป็นแลคเตท และจะถูกขบัออกนอกเซลลข์องเช้ือในรูปกรดแลคติก (Takahashi, 2015) มีหลายการศึกษา

ก่อนหน้าท่ีแสดงให้เห็นว่าถึงความสามารถของ S. sanguinis ในการผลิตกรดในสภาวะท่ีมีนํ้ าตาลซูโครส (Aizawa, 

Miyasawa-Hori et al., 2009; Lozano, Díaz-Garrido et al., 2019) นอกจากน้ียงัพบว่าเม่ือเล้ียงเช้ือกลุ่ม non-mutans 

streptococci ซ่ึงประกอบด้วย S. sanguinis, S. mitis และ Streptococcus gordonii ในสภาวะกรด เช้ือทั้ งสามชนิด

สามารถปรับตวัให้ทนกรด และผลิตกรดไดม้ากข้ึน (Takahashi and Yamada, 1999) สําหรับการสร้างไบโอฟิล์ม มี

การศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่า S. sanguinis สามารถสร้างไบโอฟิลม์ไดใ้นสภาวะท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสร้อยละ 1 (Liu. Stone  

et al., 2017) ซ่ึงกลไกการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ S. sanguinis มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือก่อโรคอย่าง S. mutans โดย

พบว่า S. sanguinis สร้างเอนไซม์กลูโคซิสแทรนสเฟอเรส พี ซ่ึงมีลาํดบักรดอะมิโนคลา้ยคลึงกบัเอนไซม์กลูโคซิส

แทรนสเฟอเรสท่ีพบใน S. mutans และสามารถสร้างกลูแคนไดท้ั้งชนิดท่ีละลายนํ้ า และไม่ละลายนํ้ าซ่ึงชนิดหลงัน้ีมี

บทบาทสาํคญัในการสร้างไบโอฟิลม์ แต่การควบคุมการทาํงานของเอนไซมมี์ความซบัซอ้นกว่าของ S. mutans (Liu et 

al., 2017) สาํหรับเช้ือ S. mitis มีขอ้มูลการผลิตกรดในสภาวะท่ีมีนํ้ าตาลซูโครส และกลูโคส (Aizawa, Miyasawa-Hori  

et al., 2009) และยงัพบว่าในสภาวะท่ีเป็นกรด S. mitis สามารถปรับตวัให้ทนต่อกรด และยงัผลิตกรดไดจ้ากกลูโคส 

(Takahashi and Yamada, 1999) แต่ยงัไม่มีขอ้มูลเก่ียวกบัการใชน้ํ้ าตาลซูโครสในการสร้างไบโอฟิลม์  ดงันั้นการศึกษา

น้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสามารถในการผลิตกรด และการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ S. mitis ในสภาวะท่ีมี

นํ้าตาลซูโครส 

  

2.  วตัถุประสงค์ 

1) เพ่ือศึกษาความสามารถในการผลิตกรดของเช้ือ S. mitis ในสภาวะท่ีมีนํ้าตาลซูโครส 

2) เพ่ือศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือ S. mitis ในสภาวะท่ีมีนํ้าตาลซูโครส 

 

3.   วธีิดําเนินการวจิัย  

3.1 สายพันธ์ุแบคทีเรียท่ีใช้และสภาวะการเจริญเติบโต 

Streptococcus mitis ATCC 49456 ถูกเพาะเล้ียงในอาหารชนิดเหลว Brain-Heart-Infusion (BHI) บ่มในตูอ้บ

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 ในเคร่ืองเขยา่ ท่ี 240 rpm จนไดเ้ช้ือท่ีมีค่าดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600nm) อยูใ่นช่วง 0.4-0.6 (ระยะแบ่งตวั) ซ่ึงจะมีจาํนวนของเช้ือประมาณ 108 ซีเอฟ

ยตู่อมิลลิลิตร 

 

3.2 วิธีการ/การทดลอง  

 3.2.1 การสร้างไบโอฟิล์ม 

นาํเช้ือท่ีอยูใ่นระยะแบ่งตวัจากขอ้ 3.1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร มาป่ันแยกเซลล ์แลว้นาํเซลลท่ี์ไดม้าเล้ียงในอาหาร

เล้ียงเช้ือ BHI ชนิดเหลวท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสอยูร้่อยละ 1 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร (จาํนวนเช้ือประมาณ  2x108 ซีเอฟยตู่อ
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มิลลิลิตร) และเตรียมเช้ือแบบเดียวกนัในอาหารเล้ียงเช้ือ BHI ชนิดเหลวเป็นกลุ่มควบคุม โดยเล้ียงในไมโครเวลเพลท 

24 หลุม บ่มในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 36 ชัว่โมง จากนั้นจึง

นาํไปวดัค่าความเป็นกรดด่าง และวดัมวลไบโอฟิลม์ 

3.2.2 การวัดค่าความเป็นกรดด่าง 

การวดัค่าความเป็นกรดด่างดดัแปลงจากการศึกษาของ Lozano และคณะ โดยหลงัจากอบเล้ียงเช้ือครบ 36 

ชัว่โมง ดูดอาหารเล้ียงเช้ือจากกลุ่มทดสอบท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ BHI ท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสอยูร้่อยละ 1 และกลุ่มท่ีเล้ียง

ใน BHI ซ่ึงเป็นกลุ่มควบคุม มาวดัค่าความเป็นกรดด่าง โดยใช้พีเอช มิเตอร์ (Compact pH Meter, Horiba, Japan) 

(Lozano, Díaz-Garrido et al., 2019) ทาํการทดลองซํ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง การวดัค่าความเป็นกรดด่างเป็นการวดัทางออ้มท่ี

แสดงถึงการผลิตกรดของเช้ือ 

3.2.3 การวัดมวลไบโอฟิล์ม 

หลงัจากอบเล้ียงเช้ือครบ 36 ชัว่โมง ทาํการดูดอาหารเล้ียงเช้ือเหลวออกให้เหลือเพียงไบโอฟิล์มท่ีกน้หลุม 

จากนั้นลา้งด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลีน (phosphate buffered saline) ท่ีมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4 

ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เป็นจาํนวน 3 คร้ัง เติมเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาณ 500 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบ บ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที เพ่ือตรึงไบโอฟิลม์ให้ติดกน้หลุม จากนั้นดูดออกแลว้เติมสียอ้มคริสตลัไวโอเลต็ร้อยละ 

0.1 โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาณ 500 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นลา้งดว้ยนํ้ าประปาให้สี

ส่วนเกินหลุดออก และเติมกรดอะซิติกร้อยละ 30 โดยปริมาตรต่อปริมาตร  ปริมาณ 1  มิลลิลิตรลงในหลุมทดสอบ บ่ม

ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เพ่ือสกดัสีท่ียอ้มติดไบโอฟิลม์ นาํสีท่ีสกดัไดไ้ปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 

นาโนเมตร  (OD520nm) โดยใชก้รดอะซิติกร้อยละ 30 โดยปริมาตรต่อปริมาตรเป็นสารละลายท่ีไม่มีตวัอยา่ง (blank) ทาํ

การทดลองซํ้าทั้งหมด 3 คร้ัง ความเขม้สีท่ีวดัไดจ้ะแปรผนัตรงกบัปริมาณของมวลไบโอฟิลม์ 

 

4.  ผลการวจิัยและวเิคราะห์ผล  

4.1 ผลการทดสอบการวัดค่าความเป็นกรดด่าง  

 ความเป็นกรดด่างของเช้ือ S. mitis ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสมีค่าเฉล่ียเท่ากับ 4.6 (ค่าเบ่ียงเบน

มาตรฐานเท่ากบั 0.014) ในขณะท่ีกลุ่มควบคุม (ไม่มีนํ้ าตาลซูโครส) มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 5.1 (ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากบั 

0.028) (รูปท่ี 1) จากผลการทดลองจะเห็นวา่ค่าความเป็นกรดด่างของทั้งสองกลุ่มตํ่ากว่าค่าความเป็นกรดด่างวิกฤตของ

ผิวเคลือบฟัน (ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.5) ซ่ึงเป็นค่าท่ีเร่ิมเกิดการละลายแร่ธาตุของผิวเคลือบฟัน โดยผลการ

ทดสอบน้ีมีความสอดคลอ้งกับการศึกษาก่อนหน้าท่ีพบว่า S. mitis บางสายพนัธุ์ผลิตกรดได้ในสภาวะท่ีมีนํ้ าตาล

กลูโคส (de Soet, Nyvad et al., 2000) ค่าความเป็นกรดด่างท่ีลดตํ่าลงน้ีเป็นผลจากการย่อยสลายนํ้ าตาลของเช้ือผ่าน

กระบวนการไกลโคไลซิส และไดก้รดแลคติกเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการท่ีเกิดในสภาวะท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสใน

ปริมาณมากดงัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ (Takahashi, 2015) และการท่ีเช้ือสร้างกรดไดน้ี้ทาํให้สภาวะแวดลอ้มในไบโอฟิล์ม

เปล่ียนเป็นกรดส่งผลให้เกิดการสลายแร่ธาตุในระยะแรก และมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของเช้ือไปเป็นเช้ือก่อโรคซ่ึง
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ทนกรด และผลิตกรดไดเ้ร็วกว่า และทาํให้เกิดรอยโรคท่ีรุนแรงมากข้ึนได ้(Takahashi, 2015, de Soet,  Nyvad et al., 

2000) สาํหรับกลุ่มควบคุมท่ีไม่มีนํ้ าตาลซูโครส แต่ค่าความเป็นกรดด่างยงัลดตํ่าลงนั้น อาจเป็นผลจากอาหารเล้ียงเช้ือ 

BHI มีส่วนประกอบเป็นนํ้ าตาลกลูโคสอยู่ร้อยละ 0.2 ซ่ึงเช้ือสามารถนาํนํ้ าตาลกลูโคสไปใชไ้ดโ้ดยผ่านกระบวนการ

ไกลโคไลซิสเช่นกนั (Takahashi, 2015)  

 
รูปท่ี 1 ค่าความเป็นกรดด่างของเช้ือ Streptococcus mitis ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ BHI ผสมนํ้าตาลซูโครสร้อยละ 1 และอาหารเล้ียงเช้ือ 

BHI อยา่งเดียว (กลุม่ควบคุม) เป็นเวลา 36 ชัว่โมง 

 

4.2 ผลการทดสอบการวัดปริมาณมวลไบโอฟิล์ม 

จากการวดัค่าการดูดกลืนแสงของสีคริสตลัไวโอเล็ตท่ีสกัดพบว่า S. mitis ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนํ้ าตาล

ซูโครส มีค่าเฉล่ียของค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.11 (ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากบั 0.023) ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมมีค่า

การดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.08 (ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากบั 0.020) (รูปท่ี 2) ซ่ึงเป็นค่าท่ีอยูน่อกค่าท่ีเคร่ืองวดัจะสามารถ

วดัไดค้่าท่ีถูกตอ้ง (0.1-1)  แสดงใหเ้ห็นวา่ในสภาวะท่ีมีนํ้ าตาลซูโครสเช้ือ S. mitis แทบจะไม่สร้างไบโอฟิลม์ ซ่ึงอาจจะ

อธิบายไดจ้ากผลการศึกษาก่อนหน้าน้ีท่ีทาํการสํารวจยีน gtf  ซ่ึงสร้างเอนไซม์กลูโคซิลทรานเฟอร์เรสไปยอ่ยนํ้ าตาล

ซูโครสแลว้ไดก้ลูแคนอนัเป็นองคป์ระกอบสาํคญัของไบโอฟิลม์ พบวา่ S. mitis ไม่มียนี gtf   (Xu et al., 2018)  
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รูปท่ี 2 ค่ามวลไบโอฟิลม์ของเช้ือ Streptococcus mitis ท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ BHI ผสมนํ้าตาลซูโครสร้อยละ 1 และอาหารเล้ียงเช้ือ BHI 

อยา่งเดียว (กลุ่มควบคุม) เป็นเวลา 36 ชัว่โมง 

 

 แต่การท่ีพบเช้ือ S. mitis ในคราบจุลินทรียร์ะยะเร่ิมตน้ไดน้ั้นเน่ืองมาจากสภาวะจริงในช่องปาก ไบโอฟิลม์

ประกอบไปดว้ยเช้ือมากกว่าหน่ึงชนิด ถึงแม ้S. mitis จะสร้างไบโอฟิลม์เองไม่ไดโ้ดยตรงแต่สามารถเกาะกบัเช้ืออ่ืน ๆ 

และเกาะบนผิวฟันโดยอาศยัเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรดท่ี์สร้างจากเช้ืออ่ืนท่ีอยูร่่วมกนัในไบโอฟิลม์ ดงัรายงานก่อนหนา้ท่ี

พบว่า S. mitis มีโปรตีนบนผิวเซลลท่ี์สามารถจบักบัเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายนํ้ าตาลซูโครสของ

เช้ือ S. mutans ทําให้เกิดการเกาะรวมกลุ่มกันข้ึน (Harth-Chu, Alves et al., 2019) นอกจากน้ีการยึดเกาะของเช้ือ

สามารถเกิดข้ึนไดใ้นสภาวะท่ีไม่มีนํ้ าตาลซูโครสเช่นกนั  ดงัท่ีการศึกษาก่อนหนา้แสดงให้เห็นว่า S. mitis สามารถจบั

กบัอะไมเลสในนํ้าลายโดยใช ้saliva-binding proteins เพ่ือเกาะบนผิวฟัน และใชเ้ส้นใยพวกไกลโคโปรตีนบนผิวเซลล์

ในการจบักบัเช้ืออ่ืน ๆ (Nobbs, Lamont et al., 2009)  

 

5.  สรุปผลการศึกษา  

จากการศึกษาน้ีพบว่า S. mitis สามารถผลิตกรดโดยทาํให้ค่าความเป็นกรดด่างลดลงตํ่ากว่าค่าความเป็นกรด

ด่างวิกฤตของผิวเคลือบฟัน แต่สร้างไบโอฟิล์มไดป้ริมาณตํ่ามากในสภาวะท่ีมีซูโครส ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีทาํให้

ได้รับข้อมูลเพ่ิมเติมเก่ียวกับการใช้นํ้ าตาลซูโครสต่อการผลิตกรดและสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ S. mitis เพ่ือเป็น

แนวทางในการศึกษาและป้องกนัการเกิดโรคฟันผตุ่อไป 
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