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การสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ Helicobacter pylori สามาถก่อใหเ้กดิการตดิเชื้อเรือ้รงัในชัน้เยื่อเมอืกกระเพาะ

อาหารของผูป้่วยซึ่งยากต่อการรกัษาและสามารถกลบัมาตดิเชื้อซํ้าได ้ปจัจุบนัยงัไม่ทราบถงึกลไกที่แน่ชดัในการควบคุม
การสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ในขณะทีแ่ฟลเจลลามสีว่นเกีย่วขอ้งกบัการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้แบคทเีรยีหลาย
ชนิด จากการศกึษาก่อนหน้าน้ีพบวา่โปรตนีกลุ่มควบคุมการเคลื่อนที ่ประกอบดว้ยโปรตนี FlgL, FlgE, FlgD, FlaA และ 
FliD มกีารแสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ในเชือ้ H. pylori ทีด่าํรงอยูใ่นสภาวะของไบโอฟิลม์ การศกึษาครัง้น้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษา
บทบาทของกลุ่มยนีแฟลเจลลาทีค่วบคุมโปรตนีดงักล่าวขา้งตน้ในการควบคุมการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori โดยทาํ
การสรา้งเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี flgL, flgE, flgD, flaA และ fliD ดว้ยเทคนิค inverse PCR mutagenesis 
ศกึษาการเคลื่อนทีแ่ละการยดึเกาะของเชือ้กบัเซลลเ์ยื่อบุผวิของมนุษยด์ว้ยวธิ ีmotility assay และ adhesion assay โดย
การยอ้มสเีซลลเ์ชือ้ดว้ยส ีfluorescein isothiocyanate ตามลาํดบั นอกจากน้ีไดท้าํการประเมนิการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ 
H. pylori ดว้ยวธิ ีpellicle assay ทาํการวดัปรมิาณไบโอฟิลม์ทีเ่ชือ้ H. pylori สรา้งขึน้โดยทาํการยอ้มไบโอฟิลม์ดงักล่าว
ดว้ยส ีcrystal violet และศกึษาโครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ของเชือ้ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด จาก
การศกึษาสามารถสรา้งเชือ้ทีม่ยีนี fliD กลายพนัธุไ์ดเ้พยีงสายพนัธุเ์ดยีว พบว่ายนี fliD ไมส่ง่ผลกระทบต่อความสามารถ
ของเชือ้ H. pylori ในการยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื่อบุผวิกล่องเสยีง HEp-2 และการสรา้งไบโอฟิลม์ แต่การกลายพนัธุข์องยนี
ดงักล่าวส่งผลให้เชื้อเคลื่อนที่ได้ลดลง สร้างไบโอฟิล์มช้าลง และยงัส่งผลต่อโครงสรา้งที่สมบูรณ์ของไบโอฟิล์มที่เชื้อ H. 
pylori สรา้งขึน้อกีดว้ย โดยเชือ้ทีม่ยีนี fliD กลายพนัธุเ์กาะกลุ่มกนัอย่างหลวมๆ ภายในโครงสรา้งไบโอฟิลม์ และพบการ
เชื่อมกนัระหวา่งตวัเชือ้ดว้ยเสน้ใยจาํนวนน้อยเมื่อเปรยีบเทยีบกบัลกัษณะไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน 
ATCC43504 ทีไ่ม่มกีารกลายพนัธุ ์นอกจากน้ีเชือ้ H. pylori ทีม่ยีนี fliD กลายพนัธุม์แีฟลเจลลาทีส่ ัน้กว่าปกต ิ ผลจาก
การศกึษาในครัง้น้ีถอืเป็นหลกัฐานขัน้ต้นที่แสดงใหเ้หน็ว่ายนี fliD มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการสรา้งไบโอฟิล์ม และจําเป็น
สาํหรบัการเคลื่อนทีข่องเชือ้ H. pylori 
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Helicobacter pylori biofilm formation is considered as a cause of difficult-to-treat, chronic and recurrent 

infections in gastric mucosa of patients. However, the regulation of H. pylori biofilm formation is still poorly 
understood. Flagella contribute to a biofilm formation by many bacteria.  Previous study has shown an 
upregulation of movement controlling proteins during H. pylori biofilm mode of growth, including FlgL, FlgE, FlgD, 
FlaA and FliD. Here, role of flagellar genes in a regulation of biofilm formation of H. pylori was investigated. H. 
pylori flgL, flgE, flgD, flaA and fliD mutants were constructed by inverse PCR mutagenesis. Bacterial mobility and 
adhesion to human epithelial cells were assessed by motility assay and fluorescein isothiocyanate staining 
adhesion assay, respectively. Biofilm formation was evaluated both by pellicle assay and quantitatively by crystal 
violet staining. The cyto-architecture of biofilm was photographed by scanning electron microscopy. Only fliD 
mutant could be successfully constructed here. We observed no significantly different levels of bacterial adhesion 
and biofilm formation between the wild-type ATCC 43504 and the fliD mutant H. pylori. Apart from a poor motility, 
the fliD mutant had a slightly delayed biofilm formation as well as a remarkable incomplete cyto-architecture of 
biofilm. Bacterial cells residing in biofilm of the fliD mutant, compared to that of wild-type, showed a loose 
accumulation with less apparent cross-linking fibrils. Furthermore, most of the mutant cells had truncated flagella. 
This study provided preliminary evidences of fliD that potentially regulated biofilm formation and also was 
required for motility of H. pylori. Further works are being required in order to elucidate a precise molecular 
mechanism regulating biofilm formation of H. pylori. 
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1. บทสรปุผูบ้ริหาร  
เชื้อ Helicobacter pylori เป็นสาเหตุสาํคญัของโรคในระบบทางเดนิอาหาร อาทเิช่น โรคกระเพาะอาหาร 

อกัเสบ โรคแผลในกระเพาะอาหาร มะเรง็ในกระเพาะอาหาร และมะเรง็ของ mucosa-associated lymphoid tissue 
(MALT) เชือ้สามารถผลติไบโอฟิลม์ซึง่มสีว่นช่วยใหเ้ชือ้สามารถทนต่อสภาพแวดลอ้มทีเ่ป็นพษิและไมพ่งึประสงค ์ทํา
ใหเ้ชือ้ดํารงอยู่ในตวัผูป้่วยไดเ้ป็นระยะเวลานาน เกดิการตดิเชื้อเรือ้รงั และทําใหก้ารรกัษาลม้เหลวตามมา  ผูว้จิยัได้
ศกึษากลุ่มยนีแฟลเจลลา ไดแ้ก่ ยนี ยนี  flgL, flgE, flgD, flaA และ fliD ถงึบทบาทต่อการควบคุมการสรา้งไบโอฟิลม์
ของเชือ้ H. pylori เน่ืองจากจากการศกึษาทีผ่่านมาทางดา้น proteomics พบการแสดงออกของโปรตนีเหล่าน้ีในเชือ้ที่
ดาํรงอยู่ในสภาวะไบโอฟิลม์ อยา่งไรกต็ามเมื่อทาํใหเ้ชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 กลายพนัธุแ์ลว้ 
พบวา่มเีพยีงเชือ้หน่ึงสายพนัธุท์ีป่ระสบความสาํเรจ็ในขัน้ตอนดงักล่าว ไดแ้ก่ เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี 
fliD เมื่อนําเชือ้ดงักล่าวไปทดสอบการสรา้งไบโอฟิลม์โดยเปรยีบเทยีบกบัเชือ้สายพนัธุม์าตรฐาน พบวา่ H. pylori สาย
พนัธุท์ีม่กีารกลายของยนี fliD สามารถสรา้งไบโอฟิลม์ไดใ้นปรมิาณทีไ่มแ่ตกต่างจากเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน 
ATCC43504 แต่การกลายพนัธุข์องยนี fliD มผีลต่อการชะลอการสรา้งไบโอฟิลม์และการพฒันาโครงสรา้งทีส่มบรูณ์
ของไบโอฟิลม์ นอกจากน้ีการกลายพนัธุข์องยนี fliD มผีลต่อการเคลื่อนทีท่ีล่ดลงของเชือ้ H. pylori แต่ไมพ่บวา่มผีลต่อ
การยดึเกาะต่อเซลลเ์ยื่อบุกล่อง HEp-2 อยา่งไรกต็ามขอ้มลูทีไ่ดจ้ากการศกึษาในครัง้น้ียงัไมเ่พยีงพอทีจ่ะอธบิายกลไก
ในการควบคุมการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ไดอ้ยา่งครบถว้น และยงัตอ้งการการศกึษาเพิม่เตมิในอนาคต 
 

2. วตัถปุระสงคง์านวิจยั   
2.1 เพือ่สรา้งเชือ้ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลา ไดแ้ก่ flgL, flgE, flgD, flaA และ fliD     
2.2 เพือ่ศกึษาบทบาทของยนีแฟลเจลลาในการควบคุมการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori 
 

3. ระเบียบวิธีวิจยั 
3.1 การเพาะเลีย้งเชือ้ 
 เพาะเลีย้งเชือ้ H. pylori ATCC43504 บน Brain Heart Infusion (BHI) agar ทีม่สีว่นผสมของเลอืดแกะ 7% fetal 

bovine serum 10 % และยาปฏชิวีนะ ไดแ้ก่ ยา vancomycin, amphotericin B, polymyxcin B และ trimethoprim บ่มใน

สภาวะทีม่อีากาศเจอืจาง (N2 85 % O2 5 % และ CO2 10 %)  ที ่37 °C เป็นเวลา 3 วนั เพื่อใชใ้นการทดสอบต่างๆ ในขัน้
ต่อไป 

 
3.2 การสรา้งเชือ้ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี flgL, flgE, flgD, flaA และ fliD ดว้ยเทคนิค Inverse PCR mutagenesis  

3.2.1 การสกดั chromosomal DNA ของเชือ้ H. pylori ATCC43504  

นําโคโลนีของเชือ้ H. pylori ทีม่อีายุ 3 วนัมาสกดั chromosomal DNA ดว้ยชุดสกดั QIAGEN DNeasy® 

Blood & Tissue ตามขัน้ตอนทีบ่รษิทัผูผ้ลติแนะนํา และเกบ็ DNA ทีส่กดัไดท้ีอุ่ณหภมู ิ-20°C จนกวา่จะนําไปใช ้ 
 
3.2.2 การเพิม่จาํนวนยนี flgL, flgE, flgD, flaA และ fliD ดว้ยเทคนิค PCR 

DNA ทีส่กดัไดข้า้งตน้ถกูนําไปเพิม่ปรมิาณดว้ยเทคนิค PCR ดว้ย primers ทีจ่าํเพาะต่อยนี flgL, flgE, 
flgD, flaA และ fliD ซึง่มรีายละเอยีดของ primers และขนาด PCR products ของแต่ละยนีดงัรายละเอยีดทีแ่สดงใน 
ตารางที ่1 ปฏกิริยิา PCR ของแต่ละยนีในปรมิาตร 100 μl ประกอบไปดว้ย DNA ตัง้ตน้ 400 ng, forword primer 

และ reverse primer ปรมิาณอยา่งละ 1 μmol, 200 μM dNTP, 10×  PCR buffer, 2 mM MgCl2 และ Taq DNA 
polymerase 1.25 units ทาํปฏกิริยิาภายใตอุ้ณหภมูแิละระยะเวลาดงัแสดงในตารางที ่2 ตรวจสอบผลทีเ่กดิขึน้โดย
นํา PCR product ทีไ่ดไ้ปแยกบน 1.5% agarose gel electrophoresis โดยใช ้100-bp DNA ladder เป็น marker  

 



 

 
ตารางท่ี 1: Primers ทีจ่าํเพาะต่อยนีแต่ละชนิดของเชือ้ H. pylori ATCC43504 และขนาดของ PCR product 
 

Gene 
Primer 
name Primer sequences (5'-3') 

Product 
sizes 
(bp) 

Inverse 
PCR        
primer 
name Primer sequence (5'-3') 

Product 
size 
(bp) 

flgL flgLF ACCAAGAAAGCGCGACTAAA 687 InflgLF GGAGATCTCCGCTATTCCACTT 682 

flgLR CGCTCGCGTTATTAGTGGGG InflgLR GGAGATCTTCTCGCTCAACTTGG 

flgE flgEF GAGCAAAACGGCTATCAAGC 199 InflgEF GGAGATCTATCCTGAAATCGCGA 194 

flgER CGATTAAAGCTTGCCCTGAG InflgER GGAGATCACTGAACGCTCCTAA 

flgD flgDF ATTCGGTGAGCATGATAGGC 247 InflgDF GGAGATCGGACTTACTTTTGTT 242 

flgDR ACTTTTTCGCCCTTTTCGTT InflgDR GGAGATCAATCGCTGGCACTCC 

flaA flaAF GCGGATAAGGCTATGGATGA 842 InflaAF GGAGATCTACAGGCGTTAAAGCC 818 

flaAR GAGTCAGAAGCCGAAACGAC InflaAR GGAGATCTTTCTGCTAACACGCC 

fliD fliDF GCTACCAATGGCGAAGTGAT 292 InfliDF GGAGATCTATCCACGCTCACTAA 274 

  fliDR CTTTTTGGATTGCGGTGTTT   InfliDR GGAGATCTTAGACTCGGTTGTCT   
 
 
 
ตารางท่ี 2 : ปฏกิริยิาและอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการทาํ PCR การทาํ inverse PCR mutagenesis และการทาํ    
                colony PCR 

 

 

ขัน้ตอน 

อุณหภมูแิละเวลา 

PCR IPCRM colony PCR จาํนวน
รอบ 

Pre-Denature 93 ˚C, 5 นาท ี 95 ˚C, 1 นาท ี 93 ˚C, 5 นาท ี 1 

Denature 93 ˚C, 1 นาท ี 95 ˚C, 15 วนิาท ี 93 ˚C, 1 นาท ี  

35 

 

Annealing 55 ˚C, 1 นาท ี 55 ˚C, 15 วนิาท ี 50 ˚C, 1 นาท ี

Extension 72 ˚C, 1 นาท ี 72 ˚C, 2 นาท ี 72 ˚C, 1 นาท ี

Final extension 72 ˚C, 10 นาท ี - 72 ˚C, 10 นาท ี 1 

Hold temp 4 - 

 
 
 



 

3.2.3 การโคลนยนีเขา้สู ่pGEM®-T Easy vector 

นํา PCR product ของแต่ละยนีทีเ่พิม่จาํนวนไดด้งัขา้งตน้ โคลนเขา้สู ่ pGEM®-T Easy vector ตาม
ขัน้ตอนทีแ่นะนําโดยบรษิทัผูผ้ลติ ใช ้ PCR product ของแต่ละยนีปรมิาณ 10 μg ทาํปฏกิริยิา ligation ทีม่ี

สว่นประกอบของ pGEM® T-Easy vector 50  ng, 2 × rapid ligation buffer, T4 DNA ligase 3 units ภายใต้

ปรมิาตรสทุธ ิ 10 μl และ incubate ขา้มคนืที ่4°C นํา ligation product โคลนเขา้สู ่E. coli DH5-α competent 
cells ดว้ยวธิ ี heat-shock transformation และคดัเลอืก competent cells ทีม่พีลาสมดิบรรจุอยูด่ว้ย blue/white 
colony screening assay บน Luria-Bertani (LB) agar ทีม่ ีamplicillin 100 units/ml, IPTG 32 μl/ml และ X-gal 
40 μl/ml โคโลนีทีม่กีารโคลนยนีเขา้สู ่competent cells ไดส้าํเรจ็จะมสีขีาว จยนืยนัความถกูตอ้งของยนีทีถ่กูโคลน
เขา้ไปดว้ยวธิ ีcolony PCR amplification ดว้ย primers ทีจ่าํเพาะต่อ T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’) 
และ SP6 (5’-ATTTAGGTGACACTATAG-3’) ยนืยนัความถกูตอ้งของผลจากการทดสอบดงักลา่วดว้ยการนํามา
แยกบน 1.5% agarose gel electrophoresis เลอืกโคโลนีของ competent cells ทีใ่หผ้ลบวกจากการยนืยนั
ทดสอบขา้งตน้ มาทาํการเพิม่จาํนวน โดยเพาะเลีย้งใน LB broth ปรมิาตร 10 ml ทีม่ ี amplicillin 100 units/ml 

ทาํการ incubate ทีอุ่ณหภมู ิ 37°C พรอ้มเขยา่ที ่200 rpm เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนัน้ป ัน่ที ่ 4,000 rpm, 10 
นาท ี เพือ่แยกเอาสว่นน้ําใสทิง้ และนําสว่นตะกอนไปแยกพลาสมดิดว้ย QIAprep Spin Miniprep Kit ตามขัน้ตอน
ทีบ่รษิทัผูผ้ลติแนะนํา ตรวจสอบความถกูตอ้งของพลาสมดิทีม่ยีนีทีโ่คลนเขา้ไปอกีครัง้ดว้ยการตดัดว้ยเอนไซม์

จาํเพาะ NotI ซึง่จะใหช้ิน้สว่นทีถ่กูตดัจาํเพาะสองชิน้สว่น คอืสว่นของยนีทีโ่คลนเขา้ไปและสว่นของ pGEM®-T 
Easy vector  ซึง่มขีนาด 3,015 bp  ผลจากการทดสอบยนืยนัความถูกตอ้งดงักลา่วถูกนํามาแยกบน 1% 

agarose gel electrophoresis พลาสมดิทีส่กดัไดน้ี้ถกูเกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20°C จนกวา่จะนําไปใช ้ 
 

3.2.4 การทาํ inverse PCR mutagenesis 
พลาสมดิทีม่ยีนีบรรจุอยูจ่ากขัน้ตอนดา้นบน ถูกนํามาทาํ inverse PCR mutagenesis โดยใช ้primer ดงั

รายละเอยีดทีแ่สดงในตารางที ่ 1 ซึง่ผลผลติจากการทํา inverse PCR mutagenesis จะไดย้นีทีม่เีบสหายไป
จาํนวน 5-18 คู่เบส และมตีําแหน่งตดัจาํเพาะของเอนไซมต์ดัจําเพาะ Bglll ปรากฎอยูบ่รเิวณกลางยนี ปฏกิริยิา 
inverse PCR mutagenesis ประกอบดว้ยพลาสมดิทีม่ยีนีจากขัน้ตอนดา้นบนปรมิาณ 400 ng  forward primer 
และ reverse primer อยา่งละ 20 μmol สารละลาย MyFi mix ความเขม้ขน้ 2 เท่า ซึง่ประกอบดว้ย MyFi DNA 
polymerase, dNTPs และ MgCl2  ปรมิาตร 50 μl ปรบัใหม้ปีรมิาตรสดุทา้ยเท่ากบั 100 μl ดว้ยน้ํากลัน่บรสิทุธิ ์ทาํ
ปฏกิริยิาภายใตอุ้ณหภูมแิละระยะเวลาดงัแสดงในตารางที ่2 นําผลผลติ inverse PCR mutagenesis ปรมิาตร 15 
μl มาตรวจสอบบน 1.5% agarose gel electrophoresis  โดยเทยีบขนาดกบัดเีอน็เอมาตรฐานขนาด 10 kb 
ผลผลติ inverse PCR mutagenesis สว่นทีเ่หลอืปรมิาตร 85 μl  ถูกนํามาทาํใหบ้รสิทุธิด์ว้ยชุด FavorPrep™ 
Gel/PCR Purification Kit ตามขัน้ตอนของบรษิทัผูผ้ลติดงัทีไ่ดอ้ธบิายในขา้งตน้ นําผลผลติ inverse PCR 
mutagenesis มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Bglll ความเขม้ขน้ 20 เท่า ในปรมิาตรรวม 100 μl  บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 

°C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ตรวจสอบชิน้สว่นของผลผลติ inverse PCR mutagenesis ทีถู่กตดับน 1.5% agarose 
gel electrophoresis  โดยเทยีบขนาดกบัดเีอน็เอมาตรฐานขนาด 10 kb  

นําผลผลติ inverse PCR mutagenesis ทีถู่กตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ Bglll ปรมิาณ 80 ng มาทาํ
ปฏกิริยิา self-ligation โดยใชส้ารละลาย ligation buffer ความเขม้ขน้ 10 เท่า และเอนไซม ์T4 DNA ligase ความ
เขม้ขน้ 9 ยนิูต ปรบัปรมิาตรสุดทา้ยใหเ้ป็น 50 μl ดว้ยน้ํากลัน่บรสิทุธิป์ราศจากเชือ้ บ่มเพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิา  

self-ligation ที ่ 4 °C ขา้มคนื ผลผลติจากปฏกิริยิา self-ligation ปรมิาตร 5 μl จะถูกนําเขา้สู ่E. coli DH5-α 
competent cells ปรมิาตร 50 μl ดว้ยวธิ ีheat-shock transformation และคดัเลอืก competent cells ทีม่พีลาสมดิ
ทีม่ผีลผลติจากปฏกิริยิา self-ligation บรรจุอยูด่ว้ยวธิ ี blue/white colony screening assay ยนืยนัความถูกตอ้ง



 

ของพลาสมดิทีถู่กโคลนเขา้ไปดว้ยวธิ ี colony PCR amplification และ restriction enzyme analysis ตาม
รายละเอยีดทีก่ลา่วไวข้า้งตน้ 

 
3.2.5 การทาํ inverse PCR mutagenesis 

นําผลผลติจาก inverse PCR mutagenesis ของยนีต่างๆ ทีอ่ยูใ่นพลาสมดิมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

BglII ความเขม้ขน้ 20 เทา่ บม่ทีอุ่ณหภมู ิ37 °C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง นําผลผลติพลาสมดิทีถู่กตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จาํเพาะ Bglll ปรมิาณ 80 ng มาทาํปฏกิริยิา ligation โดยใชส้ารละลาย ligation buffer ความเขม้ขน้ 10 เทา่ 
kanamycin resistance cassette ความเขม้ขน้ 10.4 ng/μl และเอนไซม ์ T4 DNA ligase ความเขม้ขน้ 9 เท่า 
ปรบัปรมิาตรสดุทา้ยใหเ้ป็น 50 μl ดว้ยน้ํากลัน่บรสิทุธิป์ราศจากเชือ้ บม่เพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิา ligation ทีอุ่ณหภมู ิ4 

°C ขา้มคนื นําผลผลติจากปฏกิริยิา ligation ปรมิาตร 5 μl เขา้สู ่E. coli DH5-α competent cells ปรมิาตร 50 μl 
ดว้ยวธิ ีheat-shock transformation และคดัเลอืก competent cells ทีม่พีลาสมดิทีม่ผีลผลติจากปฏกิริยิา ligation 
บรรจุอยูด่ว้ยวธิ ี blue/white colony screening assay ยนืยนัความถกูตอ้งของพลาสมดิทีถ่กูโคลนเขา้ไปดว้ยวธิ ี
colony PCR amplification และ restriction enzyme analysis ตามรายละเอยีดทีก่ลา่วไวข้า้งตน้ 

 
3.2.6 การนําพลาสมดิทีม่ยีนีกลายพนัธุเ์ขา้สูเ่ซลลข์องเชือ้ H. pylori ดว้ยเทคนิค natural transformation 

เกลีย่เชือ้ H. pylori สายพนัธุ ์ATCC 43504 ปรมิาณหน่ึงลปู (ประมาณ 108 ถงึ 109 เซลล)์ ลงบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ brain heart infusion agar ทีแ่ชเ่ยน็ ทีม่สีว่นผสมของเลอืดแกะ 7% fetal bovine serum 10 % ใหม้ี

เสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 10 mm บม่ที ่ 37 °C เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ภายใตส้ภาวะออกซเิจนเจอืจาง  

ปิเปตพลาสมดิทีม่ยีนีกลายพนัธุป์รมิาณ 2 μg ลงบนเชือ้และบม่ที ่ 37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ภายใตส้ภาวะ
ออกซเิจนเจอืจาง จากนัน้ขดูเอาเชือ้ทัง้หมดทีข่ ึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้มาละลายในอาหารเลีย้งเชือ้ brain heart 
infusion broth ปรมิาตร 500 μl และปิเปตเชือ้ปรมิาตร 100 μl ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ Brain Heart Infusion (BHI) 
agar ทีม่สีว่นผสมของเลอืดแกะ 7% fetal bovine serum 10 % และยาปฏชิวีนะ ไดแ้ก่ ยา vancomycin, 

amphotericin B, polymyxcin B และ trimethoprim และมยีา kanamycin 20 μg/ml บม่เชือ้ที ่37 °C เป็นเวลา 3-
5 วนั ภายใตส้ภาวะออกซเิจนเจอืจาง ทดสอบยนืยนัความสาํเรจ็ในการทาํ natural transformation ดว้ยวธิ ีPCR 
โดยสกดั DNA ของเชือ้ ใชป้รมิาณ DNA ตัง้ตน้ 400 ng ในปฏกิริยิาซึง่มปีรมิาตรรวม 100 μl ประกอบดว้ย 
forward primer และ reverse primer ปรมิาณอยา่งละ 50 pmol dNTPs ความเขม้ขน้ 200 μl/ml PCR buffer 
ความเขม้ขน้ 1 เทา่  MgCl2 ความเขม้ขน้ 25 μmol/ml และเอนไซมT์aq DNA polymerase ความเขม้ขน้ 1 ยนิูต 
ปฏกิริยิาเกดิขึน้ภายใตอุ้ณหภมูแิละระยะเวลาตามทีแ่สดงในตารางที ่ 2 โดยใชน้ํ้ากลัน่ปราศจากเชือ้เป็นตวัอยา่ง
ควบคุมลบ นําผลผลติ PCR ปรมิาตร 20 μl มาตรวจสอบบน 1.5% agarose gel electrophoresis โดยใช ้100-bp 

DNA ladder เป็น marker สง่ DNA ของเชือ้ไปวเิคราะหล์าํดบัเบสดว้ยเทคนิค Sanger DNA sequencing ซึง่มี
บรษิทั Bioneer Sequencing Service จาํกดั ประเทศเกาหลใีต ้เป็นผูท้าํการวเิคราะห ์โดยใช ้DNA ปรมิาตร 100 
μl และ forward primer และ reverse primer ปรมิาณอยา่งละ 50 pmol ในการวเิคราะหล์าํดบัเบส 

 

3.3 การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนทีข่องเชือ้โดย Motility assay 
เชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลาทีม่ ี

อายุ 3 วนั ถูกนํามาเจอืจางในอาหารเลีย้งเชือ้ Brucella broth ปรบัเชือ้ใหม้คีวามเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 108 CFU/ml ปิเปต
สารละลายของเชือ้ปรมิาตร 3 μl ใสใ่นอาหารเลีย้งเชือ้ 3% Brucella soft agar ทีม่สีว่นผสมของ heat-inactivated fetal 

bovine serum 5 % บม่ทีอุ่ณหภมู ิ37 °C เป็นเวลา 5 วนั ภายใตส้ภาวะออกซเิจนเจอืจาง สงัเกตการเคลื่อนทีข่องเชือ้โดยดู



 

จากความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นวงกวา้งรอบจุดที่ปิเปตเชื้อลงไป วดัเสน้ผ่านศูนย์กลางและคํานวณพื้นที่ของวงที่
สงัเกตเหน็ ขนาดของพืน้ทีว่งแปรผนัตรงกบัระยะทางในการเคลื่อนทีข่องเชือ้ การทดลองดงักล่าวทาํทัง้หมด 3 ครัง้ในช่วง
เวลาทีแ่ตกต่างกนั ซึง่แต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้าและหาคา่เฉลีย่ 
 

3.4 การทดสอบความสามารถของเชือ้ในการยดึเกาะต่อเซลลเ์ยื่อบุกลอ่งเสยีง HEp-2 โดยเทคนิค Adhesion assay 

นําเซลลเ์ยื่อบุกล่องเสยีง (human laryngeal epithelial cells; HEp-2 cells) ทีเ่ลีย้งใน T75 tissue culture flask 
จนมคีวามหนาแน่นประมาณ 90 % ไปเพาะเลีย้งในจานเลีย้งเซลลแ์บบ 6 หลุมทีม่อีาหารเลีย้งเซลล ์ dulbecco’s modified 
of eagle’s medium (DMEM) ผสมกบั fetal bovine serum ความเขม้ขน้ 10 % และยาตา้นเชือ้ราและเชือ้แบคทเีรยีความ
เขม้ขน้ 1 % บรรจุอยูห่ลุมละ 2 μl และม ีcoverslip เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 18 mm อยูท่ีก่น้หลุม ปรบัปรมิาณใหม้เีซลลบ์รรจุอยู่

ในหลุมๆ ละ 3 ลา้นเซลล ์บ่มที ่37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ภายใตส้ภาวะทีม่ก๊ีาซคารบ์อนไดออกไซค ์5 % และความชืน้ 
95 % จากนัน้ดดูอาหารเลีย้งเซลลท์ิง้และลา้งเซลลด์ว้ย dulbecco’s phosphate buffer saline ปรมิาตร 2 มลิลลิติร จาํนวน 
2 ครัง้ เตมิอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM ซึง่มเีชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีาร
กลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลาทีถู่กยอ้มดว้ย fluorescein isothiocyanate เจอืจางอยู ่ปรมิาตรหลุมละ 2 มลิลลิติร เชือ้ในแต่

ละหลุมมคีวามเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 108 CFU/ml บ่มที ่37 °C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ภายใตส้ภาวะทีม่ก๊ีาซคารบ์อนไดออก
ไซค ์5 % และความชืน้ 95 % เมื่อครบเวลาบ่มเชือ้ ดดูอาหารเลีย้งเซลลใ์นแต่ละหลุมทิง้เพื่อกําจดัเชือ้ทีไ่มไ่ดย้ดึเกาะเซลล ์
และลา้งเซลลด์ว้ย dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS) ปรมิาตร 2 μl จาํนวน 3 ครัง้ วดัปรมิาณแสงฟลอูอเรส
เซนซท์ีเ่ปล่งจากตวัเชือ้ H. pylori ทีเ่กาะบนเซลลเ์ยื่อบุกล่องเสยีง HEp-2 ดว้ยเครื่อง fluorescence microplate reader 
(บรษิทั Biotek Synergy Mx จาํกดั สหรฐัอเมรกิา) โดยแสงฟลอูอเรสเซนซถ์ูกกระตุน้ทีค่วามยาวคลื่น 485 nm และถูก
ตรวจวดัทีค่วามยาวคลื่น 528 nm ปรมิาณแสงฟลอูอเรสเซนซท์ีว่ดัไดแ้ปรผนัตรงกบัจาํนวนทีเ่ชือ้ H. pylori ยดึเกาะเซลล์
เยื่อบุกล่องเสยีง HEp-2 การทดลองดงักล่าวทาํทัง้หมด 3 ครัง้ในช่วงเวลาทีแ่ตกต่างกนั ซึ่งแต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้าและหา
ค่าเฉลีย่ หลุมทีม่เีฉพาะเซลลเ์ยื่อบุกล่องเสยีง HEp-2 ถูกเตรยีมควบคู่ไปกบัหลุมทีเ่พาะเลีย้งเซลลก์บัเชือ้ เพื่อใชว้ดัเป็นค่า
แบคกราวดข์องการทดสอบในแต่ละครัง้ 

 
3.5 การสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ในหลอดทดลอง  

3.5.1 การสรา้งไบโอฟิลม์ดว้ยเทคนิค pellicle assay 
เจอืจางเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์อง

ยนีแฟลเจลลาทีม่อีาย ุ3 วนั ในหลอดทดลองทีม่อีาหารเลีย้งเชือ้ brain heart infusion broth ปรมิาตร 10 ml ซึง่มี
สว่นผสมของ 2% β-cyclodextrin (BCD)  ปรบัใหเ้ชือ้มคีวามเขม้ขน้สดุทา้ยเทา่กบั 108 CFU/ml ตัง้หลอดทดลอง

ทิง้ไวใ้นสภาวะอยูก่บัที ่บม่ทีอุ่ณหภมู ิ37 °C เป็นเวลา 7 วนั ภายใตส้ภาวะออกซเิจนเจอืจาง 
 

3.5.2 การวดัปรมิาณการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori เชงิกึง่ปรมิาณ 
ศกึษาการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และเชือ้ H. pylori สาย

พันธุ์ ที่ มีก า รกลายพันธุ์ ข อ งยีนแฟล เจลลา ใน เชิ ง คุณภาพ  โดยสัง เ กตลักษณะ 
ไบโอฟิลม์ทีเ่ชือ้ H. pylori สรา้งขึน้ ไดแ้ก่  pellicle (คอืลกัษณะของไบโอฟิลม์ทีจ่บัตวัเป็นกลุ่ม ลอยบนผวิน้ํา
บรเิวณระหวา่งของเหลวและอากาศ และไมส่ามารถยดึเกาะบนผวิแกว้) และ attached biofilm (คอืเซลลแ์บคทเีรยี
ทีเ่กาะบนผวิแกว้บรเิวณระหวา่งของเหลวและอากาศ) และบนัทกึผลทุกวนัเป็นระยะเวลา 7 วนั โดยบนัทกึระดบั
การสรา้งไบโอฟิลม์ทัง้ในรปูแบบของ pellicle และ attached biofilm ดงัน้ี absent (-) หมายถงึ ไมส่ามารถสงัเกต
เหต็การสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ทัง้ 2 รปูแบบดงัทีก่ล่าวขา้งตน้ just visible (+) หมายถงึ พบการสรา้ง pellicle 
หรอื attached biofilm เป็นเยื่อบางๆ intermediate (++) หมายถงึ พบการสรา้ง pellicle ปกคลุมบรเิวณสว่นกลาง



 

ของพืน้ผวิของเหลว หรอืพบการสรา้ง attached biofilm ขนาดบาง extensive (+++) หมายถงึ พบการสรา้ง 
pellicle ปกคลุมทัว่ทัง้พืน้ผวิของเหลว หรอืพบการสรา้ง attached biofilm ขนาดหนา การทดลองดงักล่าวทํา
ทัง้หมด 3 ครัง้ในชว่งเวลาทีแ่ตกต่างกนั ซึง่แต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้า 

 
3.5.3 การวดัปรมิาณการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori เชงิปรมิาณโดยเทคนิคการยอ้มส ีcrystal violet 

ศกึษาการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และเชือ้ H. pylori สาย
พนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลาในเชงิปรมิาณ ดว้ยเทคนิคการยอ้มส ี crystal violet ภายหลงัจากการ
เพาะเลีย้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ดว้ยเทคนิค pellicle assayในหลอดทดลองครบ 7 วนั ดดูสารละลาย
ทัง้หมดในหลอดทิง้ คงเหลอืแต่สว่นของไบโอฟิลม์ทีเ่กาะขา้งพืน้ผวิแกว้ของหลอดทดลอง หรอื attached biofilm 
ลา้งไบโอฟิลม์ดว้ยบฟัเฟอร ์ phosphate buffer saline ปรมิาตร 11 ml จาํนวน 2 ครัง้ นําหลอดทดลองไปอบให้

แหง้ทีอุ่ณหภูม ิ60 °C เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้เตมิ 0.1% crystal violet  ปรมิาตร 11 ml ลงไปในหลอดทดลอง 
ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 5 นาทเีพื่อใหไ้บโอฟิลม์ตดิส ีดดูส ีcrystal violet ทิง้และนําหลอดทดลองไปอบให้

แหง้ทีอุ่ณหภูม ิ60 °C เป็นเวลา 15 นาท ีจากนัน้ลา้งไบโอฟิลม์ดว้ยบฟัเฟอร ์phosphate buffer saline ปรมิาตร 
11 ml จาํนวน 3 ครัง้ เตมิสารละลายเอทานอลต่ออะซโีตนในอตัราสว่น 80 ต่อ 20 ปรมิาตร 11 ml และตัง้หลอด
ทดลองทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 1 นาท ีจากนัน้ดดูสารละลายของสทีีถู่กชะออกมาใสใ่น cuvette และนําไปวดั
ทีค่่าการดดูกลนืแสงเท่ากบั 570 nm ดว้ยเครื่องวดัความเขม้ของแสง (spectrophotometer; บรษิทั Hitachi จาํกดั 
ประเทศญี่ปุ่น) หลอดทดลองทีม่แีต่อาหารเลีย้งเชือ้ brain heart infusion broth ปรมิาตร 10 ml ซึง่มสีว่นผสมของ 
2% β-cyclodextrin ถูกเตรยีมควบคู่ไปกบัหลอดทดลองทีใ่สเ่ชือ้ เพื่อใชว้ดัเป็นค่าแบคกราวดข์องการทดสอบใน
แต่ละครัง้ ค่าความเขม้ของแสงทีว่ดัไดแ้ปรผนัตรงกบัปรมิาณไบโอฟิลม์ทีเ่ชือ้สรา้งขึน้ ปรมิาณไบโอฟิลม์ของเชือ้
ถูกแสดงโดยค่าความเขม้ของแสงของหลอดทดลองทีม่เีชือ้หกัลบกบัค่าความเขม้ของแสงของหลอดทดลองทีไ่ม่มี
เชือ้ การทดลองดงักลา่วทาํทัง้หมด 3 ครัง้ในชว่งเวลาทีแ่ตกต่างกนั ซึง่แต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้าและหาคา่เฉลีย่  

 

3.6 การวเิคราะห์โครงสรา้งไบโอฟิล์มของเชื้อดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron 
microscopy; SEM) 

3.6.1 การเตรยีมสิง่ตวัอยา่งสาํหรบัการวเิคราะหด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด 

ศกึษาโครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และเชือ้ H. 
pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด โดยเตรยีม
ตวัอยา่งสิง่สง่ตรวจดงัน้ี เพาะเลีย้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ทัง้สองสายพนัธุ ์ ดว้ยเทคนิค pellicle assayใน
หลอดทดลอง ใหม้อีายตุัง้แต่ 1 ถงึ 7 วนั เมื่อครบกําหนดระยะเวลาการบ่มเชือ้ ดดูเกบ็ pellicle ตัง้แต่วนัที ่1 ถงึ 7 
ใสใ่นหลอดใหม ่ สาํหรบัหลอดทดลองทีไ่มม่กีารสรา้ง pellicle ใหด้ดูเกบ็เชือ้ทีล่อยอยูอ่ยา่งอสิระทีก่น้หลอดใสใ่น
หลอดทดลองใหม ่นําทัง้ pellicle และเชือ้ทีล่อยอยูอ่ยา่งอสิระไปป ัน่ตกตะกอนทีค่วามเรว็ 3,000 รอบต่อนาทเีป็น
เวลา 5 นาท ีจากนัน้เทสว่นอาหารเลีย้งเชือ้แบบเหลวทิง้และลา้งตะกอนดว้ยบฟัเฟอร ์PBS ปรมิาตร 1 ml จาํนวน 
2 ครัง้ จากนัน้สง่สิง่ตวัอยา่งทัง้หมดไปทาํการวเิคราะหด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด 

  
3.6.2 การวเิคราะหโ์ครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด 

สิง่ตวัอยา่งทีเ่ตรยีมในขัน้ตอน 3.6.1 ถูกทําการวเิคราะหล์กัษณะโครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด ณ ศูนยเ์ครื่องมอืวจิยัวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ี จุฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยั ประเทศไทย ทาํการตรงึสิง่ตวัอยา่งดว้ยสารละลาย 2.5% glutaraldehyde, 0.1% PBS pH 7.2 เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ลา้งสิง่ตวัอยา่งดว้ยบฟัเฟอร ์PBS จาํนวน 2 ครัง้ ตามดว้ยน้ํากลัน่อกี 1 ครัง้ ดดูสารละลาย



 

ของเหลวทัง้หมดทิง้ ทาํการขจดัน้ําออกจากสิง่ตวัอยา่งโดยผ่านเอทานอลทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี 30, 50, 70 
และ 90 % ตามลาํดบั ลาํดบัละ 10 นาท ีและทีค่วามเขม้ขน้ 100 % จาํนวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีนําสิง่ตวัอยา่งไป
ทาํใหแ้หง้ทีจุ่ดวกิฤตและวางบนแท่น เคลอืบสิง่ตวัอยา่งดว้ยทองและแพลเลเดยีม ทาํการบนัทกึภาพสามมติขิอง
โครงสรา้งไบโอฟิลม์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (รุน่ JSM-7610F บรษิทั JEOL จาํกดั ประเทศ
ญีปุ่น่) 

 
3.7 การวเิคราะหท์างสถติ ิ

 ความแตกต่างของคา่เฉลีย่ของการทดสอบต่างๆ ระหวา่งเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 และสาย
พนัธุท์ีม่ยีนี fliD กลายพนัธุถ์ูกวเิคราะหท์างสถติโิดย Student’s t-test โดยค่า p-value ทีร่ะดบัมากกวา่หรอืเท่ากบั 0.05 จะ
ถอืวา่มคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญั 

 
4. ผลการวิจยั 

4.1 เชือ้ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี flgL, flgE, flgD, flaA และ fliD ดว้ยเทคนิค Inverse PCR mutagenesis 
 จากการสรา้งเชือ้ใหม้กีารกลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลา ไดแ้ก่ ยนี flgL, flgE, flgD, flaA และ fliD ดว้ยเทคนิค 

Inverse PCR mutagenesis มเีพยีงเชือ้สายพนัธุเ์ดยีวทีป่ระสบความสาํเรจ็ในการศกึษาครัง้น้ี ไดแ้ก่ เชือ้ทีม่ยีนี fliD กลาย
พนัธุ ์และไดต้ัง้ชื่อวา่เชือ้ H. pylori สายพนัธุ ์VT 124 ซึง่สามารถยนืยนัความสาํเรจ็ของการสรา้งการกลายพนัธุข์องเชือ้น้ี 
ดว้ยการนํา DNA ทีส่กดัไดไ้ปทาํฏกิริยิา PCR โดยใช ้  primer ทีจ่าํเพาะต่อยนี fliD ไดแ้ก่ fliD forward primer และ fliD 
reverse primer ดงัทีแ่สดงรายละเอยีดในตารางที ่1 และใชด้เีอน็เอของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 
เป็นตวัควบคุมบวก และน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้เป็นตวัควบคุมลบ ทาํปฏกิริยิา PCR ตามขัน้ตอนในขอ้ 3.2.2 ตรวจสอบ
ผลผลติ PCR บน 1.5% agarose gel electrophoresis โดยใช ้10 kb ladder เป็น marker พบแถบ DNA ของผลผลติ PCR 

ของยนี fliD ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุม์ขีนาดเท่ากบั 1,290 bp ขณะทีย่นี fliD ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุ์
มาตรฐาน ATCC 43504 มขีนาดเท่ากบั 292 bp ดงัทีแ่สดงในรปูที ่1 ผลผลติ PCR ของยนี fliD ของเชือ้ทัง้สองสายพนัธุ ์
ถูกสง่ไปวเิคราะหล์าํดบัเบสทีด่ว้ยเทคนิค Sanger DNA sequencing โดยบรษิทั Bioneer Sequencing Service จาํกดั 
ประเทศเกาหลใีต ้และนําผลมาเปรยีบเทยีบกบัลาํดบัเบสของเชือ้  H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 26695 (GenBank 
accession number HP0752) เพื่อวเิคราะหห์าลาํดบัเบสของยนี fliD ดว้ยโปรแกรม BioEdit Version 7.1.3 ผลการ
วเิคราะหพ์บวา่ลาํดบัเบสของยนี fliD ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 มคีวามสอดคลอ้งกบัลาํดบัเบส
อา้งถงึ 96 % ขณะทีล่าํดบัเบสของยนี fliD ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุ ์ มคีวามสอดคลอ้งกบัลาํดบัเบสอา้งองิ 
99 % 

 
 

 



 

 
รปูท่ี 1 : ผลผลติ PCR จากการเพิม่ปรมิาณ DNA ของยนี fliD ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุ ์    
          ของยนี fliD และเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 ดว้ยเทคนิค PCR ตรวจสอบ 
          ผลผลติ PCR บน 1.5% agarose gel electrophoresis โดยใช ้10 kb ladder เป็น marker แถวที ่1  

          คอืผลผลติ PCR ของยนี fliD เชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 แถวที ่2 คอืผลผลติ  
          PCR ของยนี fliD ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุ ์แถวที ่3 คอืตวัควบคุมลบ 

 
 

4.2 ความสามารถในการเคลื่อนทีข่องเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD 
 เปรยีบเทยีบการเคลื่อนทีร่ะหว่างเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD กบัเชือ้ H. pylori สายพนัธุ์

มาตรฐาน ATCC 43504 บนอาหารเลีย้งเชือ้ 0.3% Brucella soft agar ภายหลงัการบ่มที ่ 37 °C เป็นเวลา 5 วนัภายใต้
สภาวะออกซเิจนเจอืจาง พบวา่เชือ้ทัง้สองสายพนัธุส์ามารถเคลื่อนทีไ่ด ้ ซึง่สามารถสงัเกตไดจ้ากวงทีเ่กดิขึน้จากการทีเ่ชือ้
เคลื่อนทีอ่อกจากจุดเริม่ตน้บนผวิของอาหารเลีย้งเชือ้ วดัเสน้ผ่าศนูยก์ลางของวงดงักล่าวเพื่อคาํนวณขนาดของพืน้ทีใ่นการ
เคลื่อนทีข่องเชือ้โดยมหีน่วยเป็น mm2 ขนาดของพืน้ทีใ่นการเคลื่อนทีผ่นัตรงกบัระยะทางในการเคลื่อนทีข่องเชือ้ พบวา่เชือ้ 
H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD เคลื่อนทีไ่ดส้ ัน้กวา่เชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 อยา่งมนียัสาํคญั 
(p-value เทา่กบั 0.013) โดยทีเ่ชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD มขีนาดพืน้ทีข่องวงทีเ่ชือ้เคลื่อนทีเ่ท่ากบั 28.56 
mm2 ขณะทีเ่ชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 มขีนาดของของพืน้ทีข่องวงทีเ่ชือ้เคลื่อนทีเ่ท่ากบั  48.83  mm2 
ดงัทีแ่สดงในรปูที ่2  
 

 
 

รปูท่ี 2 : ขนาดพืน้ที่ในการเคลื่อนทีเ่ชือ้ H. pylori สายพนัธุ์มาตรฐาน ATCC 43504 และเชื้อ  
                   H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD กราฟแท่งสดีําแสดงพืน้ทีใ่นการเคลื่อนทีข่องเชื้อ  
                   H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) กราฟแท่งสขีาวแสดงพืน้ทีใ่นการ 
             เคลื่อนทีข่องเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD (VT124) พืน้ทีใ่นการเคลื่อนที ่ (mm2)  
             คํานวณจากเสน้ผ่าศูนยก์ลางของวงทีส่งัเกตเหน็ ขนาดของพืน้ทีใ่นการเคลื่อนทีแ่ปรผนัตรงกบั 
             ระยะทางในการเคลื่อนทีข่องเชือ้ การทดลองดงักล่าวทาํทัง้หมด 3 ครัง้ในช่วงเวลาทีแ่ตกต่างกนั  
             ซึง่แต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้าและนํามาหาค่าเฉลีย่ เครื่องหมาย error bar หมายถงึค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน 
             จากคา่เฉลีย่ *หมายถงึ p-value ทีร่ะดบั 0.013 ซึง่ถอืวา่มคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญั 

 



 

4.3 ความสามารถในการยดึเกาะต่อเซลลเ์ยือ่บุผวิกลอ่งเสยีง HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD 
 เปรยีบเทยีบการยดึเกาะต่อเซลลเ์ยื่อบุผวิกล่องเสยีง HEp-2 ระหวา่งเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD 
กบัเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 ภายหลงัการเพาะเลีย้งเชือ้ทัง้สองสายพนัธุท์ีถู่กยอ้มดว้ย fluorescein 
isothiocyanate รว่มกบัเซลลเ์ยื่อบุผวิกล่องเสยีง HEp-2 วดัปรมิาณแสงฟลอูอเรสเซนซซ์ึ่งแปรผนัตรงกบัจาํนวนเชือ้ H. 
pylori ทีย่ดึเกาะเซลลเ์ยื่อบุกล่องเสยีง HEp-2 พบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD สามารถยดึเกาะต่อเซลล์
เยื่อบุผวิ HEp-2 ซึง่วดัไดเ้ท่ากบั 354.5 และเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 วดัไดเ้ท่ากบั 390 นําค่าทีไ่ด้
จากการวดัปรมิาณแสงฟลอูอเรสเซนซม์าคาํนวณเป็นเปอรเ์ซน็ตข์องการยดึเกาะโดยเทยีบกบัการยดึเกาะของเชือ้ H. pylori 
สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 พบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD สามารถยดึเกาะต่อเซลลเ์ยื่อบุผวิ 
HEp-2 ไมแ่ตกต่างจากเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 (p-value มากกวา่ 0.05) โดยทีเ่ชือ้ H. pylori ทีม่ี
การกลายพนัธุข์องยนี fliD มเีปอรเ์ซน็ตข์องการยดึเกาะเท่ากบั 97.80 % เมื่อเทยีบกบัเปอรเ์ซน็ตข์องการยดึเกาะของเชือ้ 
H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 ทีเ่ทา่กบั  100  % ดงัทีแ่สดงในรปูที ่3 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รปูท่ี 3 : การยดึเกาะต่อเซลลเ์ยื่อบุกล่องเสยีง HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504  
                 และเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD  กราฟแทง่สดีาํแสดงเปอรเ์ซน็ตก์ารยดึเกาะของเชือ้  
                      H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) กราฟแท่งสขีาวแสดงเปอรเ์ซน็ตก์าร 
               ยดึเกาะของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD (VT124) เปอรเ์ซน็ตข์องการยดึเกาะของ 
                เชือ้ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD คาํนวณจากปรมิาณแสงฟลอูอเรสเซนซท์ีว่ดัได ้
               จากตวัเชือ้โดยเทยีบกบัเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 การทดลองดงักล่าวทํา 
               ทัง้หมด 3 ครัง้ในช่วงเวลาทีแ่ตกต่างกนั ซึง่แต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้า และนํามาหาค่าเฉลีย่ เครื่องหมาย  
               error bar หมายถงึคา่เบีย่งเบนมาตรฐานจากคา่เฉลีย่ 

 

 

4.4 ความสามารถในการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD  

 เมื่อเปรยีบเทยีบการสรา้งไบโอฟิลม์ของเเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และเชือ้ H. pylori ทีม่ี
การกลายพนัธุข์องยนี fliD ดว้ยเทคนิค pellicle assay พบวา่เชือ้ทัง้สองสายพนัธุส์ามารถสรา้งไบโอฟิลม์ ณ บรเิวณรอยต่อ
ระหวา่งของเหลวกบัอากาศ (air-liquid interface) โดยพบไบโอฟิลม์ 2 ลกัษณะ ไดแ้ก่ pellicle ซึง่หมายถงึไบโอฟิลม์ทีจ่บั
ตวัเป็นกลุ่มลอยบนพืน้ผวิของเหลวเชือ้ และ attached biofilm ซึง่หมายถงึไบโอฟิลม์ทีเ่กาะกบัผวิแกว้ดา้นในหลอดทดลอง 



 

รปูที ่4 แสดงไบโอฟิลม์ทัง้ 2 ลกัษณะทีเ่ชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลาย

พนัธุข์องยนี fliD สรา้งขึน้ โดยบนัทกึภาพไบโอฟิลม์ ณ วนัที ่7 ของการบม่เชือ้ที ่37 °C 

 

 

 

 

 

 

  
 

 
รปูท่ี 4 : ลกัษณะไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ์มาตรฐาน ATCC43504 และเชื้อ  
                   H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD  ทีส่รา้งขึน้ ณ วนัที ่7 ของการเพาะเลีย้งดว้ยเทคนิค  

                                  pellicle assay ลกูศรเสน้ทบึแสดงตาํแหน่งของ pellicle หมายถงึไบโอฟิลม์ทีจ่บัตวัเป็นกลุม่ลอย   
                                 บนพืน้ผวิของเหลวบรเิวณรอยต่อระหวา่งของเหลวกบัอากาศ ลกูศรเสน้ประแสดงตําแหน่งของ  
                                 attached biofilm หมายถงึไบโอฟิล์มที่เกาะกบัผวิแก้วดา้นในหลอดทดลองบรเิวณรอยต่อ 
                                ระหวา่งของเหลวกบัอากาศ   
  

 

เมื่อเปรยีบเทยีบการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori เชงิกึง่ปรมิาณระหวา่งเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์อง
ยนี fliD กบัเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 ภายหลงัเพาะเลีย้งเชือ้ทัง้สองสายพนัธุด์ว้ย pellicle assay 
โดยสงัเกตและบนัทกึระดบัไบโอฟิลม์ทัง้ในลกัษณะของ pellicle และ attached biofilm ทุกวนัเป็นระยะเวลา 7 วนั พบวา่
เชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 เริม่สรา้ง  pellicle และ attahced biofilm ในวนัที ่ 3 ของการบ่ม และ
สามารถสรา้ง pellicle และ attached biofilm ทีส่มบรูณ์ในวนัที ่4 ของการบ่ม ขณะทีเ่ชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์อง
ยนี fliD เริม่สรา้ง pellicle และ attahced biofilm ในวนัที ่4 ของการบ่ม ตารางที ่3 แสดงระดบัของไบโอฟิลม์ทัง้ 2 ลกัษณะ
ทีบ่นัทกึไดใ้นแต่ละวนัของเชือ้ H. pylori ทัง้สองสายพนัธุ ์

เมื่อเปรยีบเทยีบการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori เชงิปรมิาณระหวา่งเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี 
fliD กบัเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 ภายหลงัเพาะเลีย้งเชือ้ทัง้สองสายพนัธุด์ว้ย pellicle assay เป็น
เวลา 7 วนั วดัปรมิาณการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori โดยการยอ้ม attached biofilm ดว้ยส ีcrystal violet และวดัค่า
การดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 570 nm ค่าความเขม้ของแสงทีว่ดัไดแ้ปรผนัตรงกบัปรมิาณไบโอฟิล์มทีเ่ชือ้สรา้งขึน้ 
ปรมิาณไบโอฟิล์มของเชื้อคํานวณจากค่าความเขม้ของแสงของหลอดทดลองที่มเีชื้อหกัลบกบัค่าความเขม้ของแสงของ
หลอดทดลองทีเ่ป็นแบคกราวด ์พบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD มปีรมิาณไบโอฟิลม์ทีส่รา้งขึน้ไมแ่ตกต่าง
จากเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 (p-value มากกวา่ 0.05) โดยทีเ่ชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์อง
ยนี fliD มปีรมิาณของไบโอฟิลม์ทีว่ดัไดเ้ท่ากบั 0.442 ขณะทีเ่ชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 มปีรมิาณ
ของไบโอฟิลม์ทีว่ดัไดเ้ทา่กบั 0.414 ดงัทีแ่สดงในรปูที ่5 
 

VT124 ATCC43504 



 

ตารางท่ี 3 : ระดบัของ pellicle และ attached biofilm ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 และ 
      เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD ทีถู่กสงัเกตและบนัทกึในแต่ละวนั รวมระยะเวลา 7  วนั 
             ของการเพาะเลีย้งดว้ยเทคนิค pellicle assay 

วนัที ่ เชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน   
ATCC 43504 

เชือ้ H. pylori ทีม่กีาร 
กลายพนัธุข์องยนี fliD 

pellicle attached biofilm pellicle attached biofilm 

1 - - - - 

2 - - - - 

3 + + - - 

4 +++ +++ +++ +++ 

5 +++ +++ +++ +++ 

6 +++ +++ +++ +++ 

7 +++ +++ +++ +++ 

หมายเหตุ: (-) หมายถงึ ไมส่ามารถสงัเกตเหต็การสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ทัง้ 2 รปูแบบดงัทีก่ล่าวขา้งตน้ (+) หมายถงึ พบการสรา้ง 
pellicle หรอื attached biofilm เป็นเยือ่บางๆ (++) หมายถงึ พบการสรา้ง pellicle ปกคลุมบรเิวณสว่นกลางของพืน้ผวิของเหลว หรอื
พบการสรา้ง attached biofilm ขนาดบาง (+++) หมายถงึ พบการสรา้ง pellicle ปกคลุมทัว่ทัง้พืน้ผวิของเหลว หรอืพบการสรา้ง 
attached biofilm ขนาดหนา เกณฑด์งักล่าวอา้งองิมาจากงานวจิยัของ Pattiyathanee และคณะ (Effect of curcumin on 
Helicobacter pylori biofilm formation., African Journal of Biotechnology. 2009;8(19):5106-15.)  การทดลองดงักล่าวทาํทัง้หมด 
3 ครัง้ ซึง่แต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้า 

 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
     
   
  

รปูท่ี 5 : ปรมิาณไบโอฟิล์มของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ์มาตรฐาน ATCC43504 และเชื้อ  
                          H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD กราฟแท่งสดีําแสดงปรมิาณไบโอฟิลม์ของเชือ้ H.              
                          pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC 43504 (ATCC43504) กราฟแท่งสขีาวแสดงปรมิาณไบโอ 
                     ฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD (VT1244) ปรมิาณไบโอฟิลม์ของเชือ้ 
                     คํานวณจากค่าความเขม้ของแสงของหลอดทดลองที่มเีชื้อหกัลบกบัค่าความเขม้ของแสงของ 



 

                    หลอดทดลองทีเ่ป็นแบคกราวด ์การทดลองดงักล่าวทาํทัง้หมด 3 ครัง้ในช่วงเวลาทีแ่ตกต่างกนั  
                    ซึง่แต่ละครัง้ทาํ 2 ซํ้า และนํามาหาค่าเฉลีย่ เครื่องหมาย error bar หมายถงึค่าเบีย่งเบน 
                    มาตรฐานจากคา่เฉลีย่ 

 
 

4.5 ลกัษณะโครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD  
เปรยีบเทยีบลกัษณะโครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ระหวา่งเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุ์

ของยนี fliD กบัเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด ภายหลงัการ
เพาะเลีย้งเชือ้ทัง้สองสายพนัธุด์ว้ย pellicle assay และเกบ็ pellicle ของเชือ้ทีส่รา้งขึน้ในแต่ละวนั ตัง้วนัที ่1 ถงึวนัที ่7 ของ
การบ่ม โดยเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 สามารถเกบ็ pellicle ของวนัที ่ 3 ถงึ 7 ของการบ่ม และ
สามารถเกบ็เชือ้ทีล่อยอยูอ่ยา่งอสิระแทนการเกบ็ pellicle ของวนัที ่ 1 และ 2 ของการบ่ม ขณะทีเ่ชือ้  H. pylori ทีม่กีาร
กลายพนัธุข์องยนี fliD สามารถเกบ็ pellicle ของวนัที ่4 ถงึ 7 ของการบม่ และสามารถเกบ็เชือ้ทีล่อยอยูอ่ยา่งอสิระแทนการ
เกบ็ pellicle ของวนัที ่1 ถงึ 3 ของการบม่ พบวา่รปูรา่งของเชือ้ H. pylori ทัง้สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 (รปูที ่6A ถงึ 
6G) และสายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD (รปูที ่6H ถงึ 6N) มลีกัษณะเปลีย่นจากรปูแทง่ไปเป็นรปูกลมเมื่อไบโอฟิลม์
มอีายุมากขึน้ เมื่อสงัเกตลกัษณะโครงสรา้งสามมติขิองเชือ้ตัง้แต่วนัที ่1 ถงึวนัที ่7 พบวา่เชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน 
ATCC 43504 ไมพ่บลกัษณะโครงสรา้งของไบโอฟิลม์ในวนัที ่1 ถงึวนัที ่2 ดงัแสดงในรปูที ่6A และ 6B และเชือ้ H. pylori 
สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD ไมพ่บลกัษณะโครงสรา้งของไบโอฟิลม์ในวนัที ่1 ถงึวนัที ่3 ดงัแสดงในรปูที ่6H ถงึ 
6J โดยเซลลข์องเชือ้ทัง้สองสายพนัธุท์ีเ่กบ็มาศกึษา ณ วนัดงักลา่วเป็นเซลลเ์ชือ้ทีล่อยอยูอ่ยา่งอสิระ 

ลกัษณะโครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์สามารถพบไดใ้นเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 ในวนัที ่
3 ถงึวนัที ่ 7 ดงัแสดงในรปูที ่ 6C และ 6G โดยเชือ้มรีปูรา่งกลมและเกาะกลุ่มกนัอยา่งหนาแน่นภายใตโ้ครงสรา้งของ 
extracellular matrix ทีม่รีปูรา่งไมแ่น่นอนซึง่เชื่อมต่อกนัดว้ยเสน้ใยละเอยีด และมคีวามหนาแน่นของโครงสรา้งไบโอฟิลม์
เพิม่ขึน้เมื่อไบโอฟิลม์มอีายุมากขึน้ ขณะทีเ่ชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD มโีครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ที่
แตกต่างออกไป กล่าวคอืเชือ้มรีปูร่างกลมเกาะเป็นกลุ่มหลวมอยู่แบบกระจายและมปีรมิาณเสน้ใยทีเ่ชื่อมต่อแต่ละเซลลท์ี่
น้อยกวา่เชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 ดงัแสดงในรปูที ่6K และ 6N   นอกจากน้ียงัพบความแตกต่างของ
ลกัษณะโครงสรา้งสามมติขิองรปูรา่งเซลลจ์ากโคโลนีของเชือ้ H. pylori ทีม่อีายุ 3 วนัทัง้สองสายพนัธุ ์ โดยเชือ้ H. pylori 
สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 มเีซลลท์ีเ่ป็นแท่งยาวและมแีฟลเจลลาเป็นสายยาวจาํนวนมาก (รปูที ่ 7A) ขณะทีเ่ชือ้  
H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD มเีซลลท์ีเ่ป็นแทง่สัน้และมแีฟลเจลลาเป็นสายสัน้ (รปูที ่7B)    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  



 

รปูท่ี 6 : ภาพสามมติขิองไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 และเชือ้ H. pylori ที ่
          มกีารกลายพนัธุข์องยนี fliD ในช่วงระยะเวลาต่างๆ จากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด  
          กําลงัขยาย 10,000 เท่า (A) และ (B) คอืเซลลเ์ชือ้ทีล่อยอยูอ่ยา่งอสิระซึง่ไดจ้ากการเพาะเลีย้งไบโอ 
          ฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 ณ วนัที ่1 และวนัที ่2 ตามลาํดบั (C) ถงึ  
          (G) คอื pellicle  ซึ่งไดจ้ากการเพาะเลีย้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน  
           ATCC43504 ณ วนัที ่3 ถงึวนัที ่7 ตามลาํดบั (H) ถงึ (J) คอืเซลลเ์ชือ้ทีล่อยอยูอ่ยา่งอสิระซึง่ไดจ้าก 
          การเพาะเลีย้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD ณ วนัที ่ 1 ถงึวนัที ่ 3  
          ตามลาํดบั (K) ถงึ (N) คอื pellicle  ซึง่ไดจ้ากการเพาะเลีย้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ทีม่กีาร 
          กลายพนัธุข์องยนี fliD ณ วนัที ่4 ถงึวนัที ่7 ตามลาํดบั ขนาดของวตัถุทีเ่หน็ในภาพเทยีบไดก้บัสเกล     
          ขนาด 1 μm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 7 : ภาพสามมติขิองรปูรา่งเซลลจ์ากโคโลนีของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 และเชือ้  
                     H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD ทีม่อีายุ 3 วนัจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่ง 
               กราดกาํลงัขยาย 10,000 เทา่ (A) และ (B) คอืเซลลจ์ากโคโลนีของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน  
              ATCC43504 และเชือ้ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD ทีม่อีายุ 3 วนัตามลาํดบั  
              ขนาดของวตัถุทีเ่หน็ในภาพเทยีบไดก้บัสเกล ขนาด 1 μm 

 
 

5. สรปุผลและอภิปรายผล 
 สบืเน่ืองมาจากความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรยีมีส่วนช่วยให้เชื้อสามารถทนทานต่อสภาวะ
แวดลอ้มทีต่รงึเครยีดต่างๆ และยงัป้องกนัตวัเชือ้จากการออกฤทธิข์องยาปฏชิวีนะ สง่ผลใหเ้ชือ้ดือ้ต่อยาปฏชิวีนะและทาํใหก้าร
รกัษาการตดิเชือ้เป็นไปไดย้ากขึน้  นอกจากน้ียงัพบวา่การทีเ่ชือ้ H. pylori สามารถสรา้งไบโอฟิลม์ไดใ้นขณะทีอ่ยูใ่นรา่งกายของ
มนุษย ์(1) เป็นส่วนสาํคญัทีอ่าจทําใหเ้กดิการตดิเชื้อเรือ้รงัหรอืการรกัษาทีล่ม้เหลวตามมา (2)  มรีายงานว่าพบไบโอฟิลม์ของ
เชือ้ H. pylori ในแหล่งน้ําทัว่ไปตามธรรมชาต ิและยงัสามารถพบไดใ้นระบบการจดัการน้ําประปาและน้ําดื่ม (3) จงึอาจเป็น
สาเหตุของการตดิเชือ้ดงักล่าวจากสิง่แวดลอ้มสูค่นทางหน่ึง ปจัจุบนัไดม้กีารคน้พบและอธบิายกลไกในระดบัโมเลกุลซึง่ควบคุม
การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ เช่น  การสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ  
Staphylococcus aureus และ S. epidermidis ถูกควบคุมโดย icaADBC operon ซึง่มหีน้าทีค่วบคุมการสงัเคราะห ์ poly N-
acetylglucosamine ทีเ่ป็นองคป์ระกอบหลกัทีม่คีวามจาํเป็นของไบโอฟิลม์ของเชือ้ดงักล่าว (4,5) ขณะทีก่ารสรา้งไบโอฟิลม์ของ
เชือ้ V. cholera ถูกควบคุมโดยระบบ quorum sensing ทาํใหเ้กดิการแสดงออกของยนีต่างๆ ทีค่วบคุมการสงัเคราะห ์



 

exopolysacchalide อาทเิช่น ยนี hapR และยนี vpsR (6) อยา่งไรกต็ามการศกึษายนีทีม่คีวามเกีย่วขอ้งในการควบคุมการ
สรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ยงัมจีาํกดัและไมส่ามารถนํามาอธบิายกลไกในระดบัโมเลกุลทีค่วบคุมการสรา้งไบโอฟิลม์ของ
เชือ้ H. pylori ทีเ่กดิขึน้ไดอ้ยา่งชดัเจน  
 ความสามารถในการยดึเกาะกบัพืน้ผวิต่างๆ เป็นสิง่จาํเป็นในการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้แบคทเีรยีบางสายพนัธุ ์ (7) จาก
การศกึษาทีผ่า่นมาพบวา่แฟลเจลลาไมเ่พยีงแต่มหีน้าทีค่วบคุมการเคลื่อนทีข่องเชือ้แบคทเีรยี แต่ยงัมสีว่นชว่ยในการสมัผสักบั
พืน้ผวิทาํใหเ้กดิการยดึเกาะระหวา่งเชือ้แบคทเีรยีกบัพืน้ผวินัน้ๆ (8) โปรตนี flagellin เป็นโปรตนีหลกัทีส่าํคญัของแฟลเจลลา
ของเชือ้แบคทเีรยีและมคีุณสมบตัชิว่ยยดึเกาะทีก่บัเซลลเ์ยือ่บุผวิของลาํไส ้ (9) นอกจากน้ียงัพบวา่ 
แฟลเจลลามสีว่นชว่ยในการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้แบคทเีรยีในบางสายพนัธุ ์ อาทเิชน่ เชือ้ Vibrio spp. (8) และเชือ้ 
Aeromonas spp. (10) การศกึษาครัง้น้ีมวีตัถุประสงคส์รา้งเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลา ไดแ้ก่ ยนี  flgL, 
flgE, flgD, flaA และ fliD ดว้ยเทคนิค inverse PCR mutagenesis เพือ่ศกึษาบทบาทของยนีแฟลเจลลาทีม่ผีลต่อการควบคุม
การสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori อยา่งไรกต็ามกระบวนการสรา้งเชือ้ทีม่ยีนี flgL, flgE, flgD, flaA ยงัไมป่ระสบความสาํเรจ็ 
เน่ืองมาจากไมส่ามารถทาํการ tramsform พลาสมดิทีม่ยีนีดงักลา่วกลายพนัธุเ์ขา้สูเ่ชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน 
ATCC43504 ได ้ดงันัน้จงึมเีพยีงเชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD เพยีงสายพนัธุเ์ดยีวทีถ่กูนํามาใชใ้นการทดลองน้ี 
 ยนี fliD มหีน้าทีใ่นการควบคุมการสรา้งโปรตนี FliD หรอืโปรตนี HAP2 มชีื่อเรยีกอกีอยา่งวา่ capping protein หุม้อยู่
บรเิวณสว่นปลายสดุของเสน้แฟลเจลลาของเชือ้แบคทเีรยี (11)   มคีวามสาํคญัในการกระตุน้กระบวนการพอลเิมอไรเซชนัของ
โปรตนี flagellin ก่อใหเ้กดิเรยีงตวักนัเป็นสายฟิลาเมนทท์ีส่มบรูณ์ในการสรา้งแฟลเจลลาของเชือ้แบคทเีรยี เชือ้ Vibrio 
parahaemolyticus ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD พบวา่เชือ้สามารถเคลื่อนทีไ่ดแ้ต่มอีตัราทีช่า้ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่ลีกัษณะ
กึง่แขง็กึง่เหลว (12)  ในปี คศ. 1999 Kim และคณะ (11) ไดท้าํการศกึษาความสมัพนัธข์องยนี fliD ของเชือ้ H. pylori ในการ
ควบคุมการเคลื่อนทีแ่ละการอยูอ่าศยัในชัน้เยือ่เมอืกของกระเพาะอาหาร พบวา่เชือ้ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี 
fliD มแีฟลเจลลาทีม่ลีกัษณะรปูรา่งผดิปกต ิกลา่วคอืมแีฟลเจลลาทีส่ ัน้ลงและกระเปราะทีอ่ยูต่รงสว่นปลายของแฟลเจลลาหายไป
สง่ผลใหเ้ชือ้ไมส่ามารถเคลื่อนทีไ่ด ้(13) ในการศกึษาครัง้น้ีพบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD มคีวามสามารถใน
การเคลื่อนทีล่ดลงอยา่งมนียัสาํคญั และภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราดแสดงใหเ้หน็ถงึแฟลเจลลาของ
เชือ้ทีม่ขีนาดสัน้ลงเมือ่เปรยีบเทยีบกบัเชือ้สายพนัธุม์าตรฐานทีไ่มม่กีารกลายพนัธุ ์ ทัง้น้ีอาจมสีาเหตุมาจากการทีเ่ชือ้ไมส่ามารถ
ผลติโปรตนี FliD ทาํใหม้ผีลต่อกระบวนการพอลเิมอไรเซชนัของโปรตนี flagellin และเกดิการเรยีงตวัของสายฟิลาเมนทท์ีไ่ม่
สมบรูณ์ในการสรา้งแฟลเจลลาของเชือ้แบคทเีรยี  
 นอกจากหน้าทีใ่นการเคลื่อนทีแ่ลว้ ยนี fliD ยงัมสีว่นช่วยในการยดึเกาะของเชือ้แบคทเีรยีบางสายพนัธุ ์ (14) 
อยา่งไรกต็ามจากการศกึษาพบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD สามารถยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื่อบุกลอ่งเสยีง HEp-2 
ไดใ้นปรมิาณทีไ่มแ่ตกต่างจากเชือ้สายพนัธุม์าตรฐานทีไ่มม่กีารกลายพนัธุ ์ขอ้มลูจากการศกึษาในหลอดทดลองทีผ่า่นมาของเชือ้ 
Clostidium difficille ทีม่ยีนี fliD กลายพนัธุ ์พบวา่เชือ้ดงักลา่วยงัสามารถยดึเกาะบนเซลลเ์ยื่อบุผวิเซลลล์าํไสไ้ดด้ขีึน้ (15) โดย
อาจเกดิจากการทีเ่ชือ้เคลื่อนทีไ่ดช้า้ลงเน่ืองมาจากการสรา้งแฟลเจลลาทีไ่มส่มบรูณ์เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเชือ้สายพนัธุป์กต ิ จงึมี
โอกาสสมัผสักบัเซลลเ์ยือ่บุผวิไดน้านขึน้และสามารถยดึเกาะเซลลเ์ยือ่บุผวินัน้ได ้ (16)  ในทางกลบักนัการศกึษาในสตัวท์ดลอง
กลบัพบวา่โปรตนี FliD ไมม่คีวามเกีย่วขอ้งกบัการยดึเกาะบรเิวณลาํไสข้องหนูแฮมสเตอร ์ เน่ืองจากพบวา่เชือ้ C. difficille ทีม่ี
การกลายพนัธุข์องยนี fliD และเชือ้สายพนัธุป์กตสิามารถยดึเกาะบรเิวณลาํไสไ้ดไ้มแ่ตกต่างกนั (16) ดงันัน้ในการศกึษาครัง้น้ี
โปรตนี FliD ของเชือ้ H. pylori อาจไมม่ปีจัจยัในการชว่ยยดึเกาะกบัพืน้ผวิของเซลลเ์ยื่อบุกลอ่งเสยีง HEp-2 นอกจากน้ี Clyne 
และคณะในปี ค.ศ. 2000 ไดท้าํการศกึษาความสมัพนัธข์องแฟลเจลลาของเชือ้ H. pylori กบัการยดึเกาะบนเซลลเ์ยือ่บุผวิ
กระเพาะอาหาร พบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี flaA และ/หรอื flaB ซึง่ควบคุมการสรา้งโปรตนี flagellin ยงั
สามารถยดึเกาะบนเซลลเ์ยื่อบุผวิกระเพาะอาหารได ้ (17) เชน่เดยีวกบัการศกึษาของ Pattiyathanee ในปี ค.ศ. 2009 ซึง่พบวา่
การกลายพนัธุข์องยนี flaA ของเชือ้ H. pylori ไมส่ง่ผลกระทบต่อการยดึเกาะของเชือ้บนเซลลเ์ยือ่บุผวิกระเพาะอาหาร (18) 
อยา่งไรกต็ามจากการศกึษาดงักลา่วของ Clyne และคณะในปี ค.ศ. 2000 พบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี flhA 
ซึง่มหีน้าทีค่วบคุมการสงัเคราะหแ์ฟลเจลลา สง่ผลใหเ้ชือ้ดงักลา่วยดึเกาะบนเซลลเ์ยือ่บุผวิกระเพาะอาหารของมนุษยล์ดลงอยา่ง



 

มนียัสาํคญัทางสถติ ิ ดงันัน้การยดึเกาะของเชือ้ H. pylori ต่อเซลลเ์ยือ่บุผวิอาจถกูควบคุมดว้ยยนี flhA แต่แฟลเจลลาอาจไมม่ี
บทบาทโดยตรงในการควบคุมการยดึเกาะของเชือ้ H. pylori (17) การกลายพนัธุข์องยนี fliQ  ซึง่มคีวามจาํเป็นในกระบวนการ
สรา้งแฟลเจลลาและการเคลื่อนทีข่องเชือ้ H. pylori (19) สง่ผลใหก้ารยดึเกาะของเชือ้ H. pylori บนเซลลเ์ยือ่บุผวิกล่องเสยีง 
HEp-2 (18) และเซลลเ์ยือ่บุผวิกระเพาะอาหาร AGS (19) ลดลงอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิดงันัน้ยนี flhA และ fliQ อาจทาํงาน
รว่มกนัในการควบคุมการยดึเกาะของเชือ้ H. pylori บนเซลลเ์ยือ่บุผวิกระเพาะอาหาร   

ในการศกึษาครัง้น้ีพบวา่เชือ้ H. pylori สามารถสรา้งไบโอฟิลม์ไดใ้นหลอดทดลองเมื่อทาํการเพาะเลีย้งดว้ยเทคนิค 
pellicle assay ซึ่ ง สอดคล้อ งกับ ง านวิจัยที่ ผ่ านมาที่ ส ามา รถพบการสร้ า ง 
ไบโอฟิล์มของเชื้อแบคทีเรียบางสายพันธุ์ เมื่อ เพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคดังกล่าว (20) รูปแบบของ 
ไบโอฟิลม์ทีเ่ชือ้ H. pylori สรา้งขึน้สามารถพบไดท้ัง้ pellicle และ attached biofilm โดยเกดิขึน้บรเิวณรอยต่อระหวา่ง
ของเหลวกบัอากาศ (20) ลกัษณะของไบโอฟิลม์เกดิขึน้ในการศกึษาครัง้น้ียงัสามารถพบไดใ้นเชือ้ Campylobacter jejuni 
(21)  เชือ้ Pseudomonas aeruginosa (22) และเชือ้ V. parahaemolyticus (23) พบวา่ยนี fliD มสีว่นเกีย่วขอ้งกบัการ
สรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้แบคทเีรยีบางสายพนัธุ ์ผลการศกึษาการแสดงออกของยนีทีผ่า่นมาแสดงใหเ้หน็วา่ในช่วงเริม่ตน้ของ
สรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ P. aeruginosa มกีารแสดงออกของยนี fliD มากขึน้  (24) ขณะทีเ่ชือ้ Cronobacter sakazakii ทีม่ี
การกลายพนัธุข์องยนี fliD มปีรมิาณไบโอฟิลม์ทีล่ดลง 9 % เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเชือ้สายพนัธุป์กตทิีไ่มม่กีารกลายพนัธุ์
ภายหลงัการวดัปรมิาณไบโอฟิลม์ดว้ยเทคนิคการยอ้มส ี crystal violet (25) นอกจากยนี fliD แลว้  ยนีอื่นๆ  ทีอ่ยูบ่น  fliD 
operon ไดแ้ก่  ยนี  flaG และ  fliS ยงัมสี่วนเกี่ยวขอ้งกบัการสรา้งไบโอฟิล์มของเชือ้แบคทเีรยีบางสายพนัธุ์เช่นกนั  มี
การศกึษาพบวา่เมื่อเกดิการกลายพนัธุข์องยนีทัง้สองสง่ผลใหเ้ชือ้  C. jejuni สรา้ง pellicle ไดล้ดลง (21)  อยา่งไรกต็ามการ
กลายพนัธุข์องยนี  fliS กลบัสง่ผลใหเ้ชือ้ Yersinia pseudotuberculosis สามารถสรา้งไบโอฟิลม์ไดม้ากขึน้บนพืน้ผวิของ
หนอนตวักลม (26) ในการศกึษาน้ีเมื่อศกึษาการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori เชงิกึง่ปรมิาณโดยสงัเกตลกัษณะไบโอ
ฟิลม์ทีเ่ชือ้สรา้งขึน้ ไดแ้ก่ pellicle และ attached biofilm ดว้ยเทคนิค pellicle assay พบวา่เชือ้ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีาร
กลายพนัธุข์องยนี fliD สรา้งไบโอฟิลม์ทัง้สองลกัษณะชา้กวา่เชือ้สายพนัธุม์าตรฐานทีไ่มม่กีารกลายพนัธุ ์ 1 วนั โดยเริม่
สงัเกตเหน็การสรา้ง pellicle และ attached biofilm ในวนัที ่4 ของการเพาะเลีย้ง ขณะทีเ่ชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน 
ATCC43504 เริม่สงัเกตเหน็ลกัษณะไบโอฟิลม์ทัง้สองในวนัที ่ 3 ของการเพาะเลีย้ง สอดคลอ้งกบัการสรา้งไบโอฟิลม์ของ
เชือ้ C. jejuni ทีย่นีแฟลเจลลา ไดแ้ก่ ยนี fliA ยนี flaA ยนี flaB และยนี flaG ถูกยบัยัง้การทาํงาน พบวา่เชือ้ดงักล่าวยงัคง
สรา้ง pellicle ได ้ แต่เริม่สรา้งชา้กวา่เชือ้ C. jejuni สายพนัธุป์กต ิ (21) ขณะทีก่ารศกึษาการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. 
pylori เชงิปรมิาณดว้ยเทคนิคการยอ้มส ีcrystal violet ภายหลงัจากการเพาะเลีย้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ดว้ยเทคนิค 
pellicle assay ในหลอดทดลองครบ 7 วนั พบวา่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD มปีรมิาณไบโอฟิลม์ทีส่รา้งขึน้
ไมแ่ตกต่างจากเชือ้สายพนัธุม์าตรฐานทีไ่มม่กีารกลายพนัธุ ์ อยา่งไรกต็ามมกีารศกึษาการกลายพนัธุข์องยนีอื่นๆ  ของเชือ้ 
H. pylori ไดแ้ก่  ยนี  clpA ยนี ppk และยนี hpaA  พบวา่เชือ้ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนีดงักล่าวสรา้งไบโอฟิลม์ไดไ้มแ่ตกต่าง
กบัเชือ้สายพนัธุป์กต ิ (7)  นอกจากน้ีการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้  H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนีแฟลเจลลาบางชนิด
ไดแ้ก่ยนี  flgR ยนี  fliQ และยนี  flaA พบวา่การกลายพนัธุข์องยนี  flgR สง่ผลใหเ้ชือ้  H. pylori  สรา้งไบโอฟิลม์ลดลง  ขณะที่
การกลายพนัธุข์องยนี fliQ และยนี flaA ไมม่ผีลต่อการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ดงักล่าว(18)   การกลายพนัธุข์องยนี fliD ของ
เชือ้ H. pylori ในการศกึษาน้ีอาจสง่ผลใหม้กีารสรา้งสายฟิลาเมนทข์องแฟลเจลลาทีไ่มส่มบรูณ์ (27) จงึมผีลต่อการสรา้งไบ
โอฟิลม์ของเชือ้ทีช่า้ลง 

การศกึษาครัง้น้ีไดใ้ชก้ลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราดทําการศกึษาโครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิล์มของ
เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุข์องยนี fliD เปรยีบเทยีบกบัสายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 ผลของการศกึษาแสดงให้
เหน็ถงึลกัษณะเซลลข์องเชือ้ทีเ่รยีงตวัเกาะกลุ่มกนัอยู่ในไบโอฟิลม์และถูกปกคลุมดว้ย extracellular matrix เชื่อมต่อกนั
ดว้ยเสน้ใยละเอยีด ซึง่ถอืเป็นลกัษณะสาํคญัของโครงสรา้งไบโอฟิลม์ทีเ่จรญิเตม็ที ่ (7) ลกัษณะโครงสรา้งสามมติขิองไบโอ
ฟิล์มดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการศกึษาที่ผ่านมา (28) ภาพที่บนัทกึไดจ้ากกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราดจาก
การศกึษาในครัง้น้ีแสดงใหเ้หน็โครงสรา้งสามมติขิองไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐานทีไ่มม่กีารกลายพนัธุ ์



 

ซึง่ภายในประกอบไปดว้ยเซลลข์องเชือ้รปูรา่งกลม เกาะกนัเป็นกลุ่มแน่น ฝงัตวัภายใต ้ extracellular matrix และเชื่อมต่อ
กนัดว้ยเสน้ใยละเอยีดเป็นจาํนวนมาก ในทางตรงกนัขา้มการกลายพนัธุข์องยนี fliD สง่ผลต่อโครงสรา้งสามมติขิองไบโอ
ฟิลม์ทีส่มบูรณ์ของเชือ้ H. pylori ในระดบัเซลล ์ กล่าวคอืเซลลข์องเชือ้มกีารเกาะกลุ่มกนัแบบหลวมๆ ถูกปกคลุมดว้ย 
extracellular matrix ทีไ่มห่นาแน่น และเชื่อมต่อกนัดว้ยเสน้ใยละเอยีดจาํนวนน้อย แมว้า่เชือ้ H. pylori ทีม่กีารกลายพนัธุ์
ของยนี fliD ยงัคงสามารถสรา้งไบโอฟิลม์ได ้ แต่พบวา่การกลายพนัธุข์องยนี fliD มผีลต่อการพฒันาโครงสรา้งทีส่มบรูณ์
ของไบโอฟิลม์ จากการศกึษาก่อนหน้าพบความสมัพนัธร์ะหว่างยนี napA กบัการพฒันาโครงสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. 
pylori เมื่ อทํ า ให้ เ กิดการกลายพันธุ์ ข อ งยีน  napA ส่ งผล ให้ โ ค ร งสร้ า งของ 
ไบโอฟิล์มจับกันแบบหลวมเมื่อเทียบกับไบโอฟิล์มของเชื้อสายพนัธุ์ปกติ ซึ่งเกิดจากเซลล์ของเชื้อดังกล่าวสูญเสีย
ความสามารถในการยดึเกาะระหวา่งกนัภายในไบโอฟิลม์ (29) 

การศกึษาครัง้น้ีแสดงใหเ้หน็ถงึบทบาทของยนี fliD ต่อการเคลื่อนที ่การยดึเกาะต่อเซลลเ์ยื่อบุผวิและการสรา้งไบ
โอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ยนี fliD มหีน้าทีค่วบคุมการสรา้งโปรตนี FliD ซึง่มคีวามสาํคญัในการสรา้งแฟลเจลลาทีส่มบรูณ์
ของเชือ้แบคทเีรยี การกลายพนัธุข์องยนี fliD มผีลต่อการเคลื่อนทีท่ีล่ดลงของเชือ้ H. pylori แต่ไมพ่บวา่มผีลต่อการยดึเกาะ
ต่อเซลลเ์ยื่อบุกล่อง HEp-2 อยา่งไรกต็ามแมว้า่เชือ้ H. pylori สายพนัธุท์ีม่กีารกลายของยนี fliD สามารถสรา้งไบโอฟิลม์ได้
ในปรมิาณทีไ่มแ่ตกต่างจากเชือ้ H. pylori สายพนัธุม์าตรฐาน ATCC43504 แต่พบวา่การกลายพนัธุข์องยนี fliD มผีลต่อการ
ชะลอการสรา้งไบโอฟิลม์และการพฒันาโครงสรา้งทีส่มบูรณ์ของไบโอฟิลม์ ทัง้น้ีโปรตนี FliD มแีน้วโน้มทีส่ามารถถูก
นํามาใชเ้ป็นเป้าหมายใหมส่าํหรบัการพฒันายาหรอืวคัซนีเพื่อใชร้กัษาหรอืป้องกนัการตดิเชือ้ H. pylori ทีม่สีาเหตุมาจาก
การสรา้งไบโอฟิลม์ได ้ อย่างไรกต็ามขอ้มลูทีไ่ดจ้ากการศกึษาในครัง้น้ียงัไม่เพยีงพอทีจ่ะอธบิายกลไกในการควบคุมการ
สรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ H. pylori ไดอ้ยา่งครบถว้น และยงัตอ้งการการศกึษาเพิม่เตมิในอนาคต 
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Abstract 1 

Objective: To investigate the impact of the fliD gene on the biofilm formation of H. pylori. 2 

Methods: H. pylori fliD mutant was constructed using inverse PCR mutagenesis. The 3 

mobility of the bacteria and its adhesion ability to human epithelial cells were assessed using 4 

a motility assay and a fluorescein isothiocyanate staining adhesion assay, respectively. The 5 

formation of its biofilm was evaluated using a pellicle assay and a crystal violet staining 6 

assay. The cyto-architecture of the biofilm was documented with scanning electron 7 

microscopy. 8 

Results: It was found that there was no significant difference in the levels of bacterial 9 

adhesion and the biofilm formation between the wild-type ATCC 43504 and the fliD mutant. 10 

Apart from a poor motility, the fliD mutant had a slightly delayed formation of its biofilm and 11 

an incomplete cyto-architecture of its biofilm. The bacterial cells residing in the biofilm of 12 

the fliD mutant showed a loose accumulation with less apparent cross-linking fibrils. Most of 13 

the mutant cells had truncated flagella.  14 

Conclusions: This study provides the preliminary evidences that fliD potentially regulates 15 

biofilm formation and is required for the motility of H. pylori. Further studies need to be 16 

performed in order to develop fliD as a novel target for vaccine or antimicrobial agent in 17 

future. 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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1. Introduction  1 

Half of the world’s population, especially in developing countries, is colonized by the 2 

microaerophilic, spiral-shaped bacterium Helicobacter pylori [1, 2]. Without treatment, the 3 

bacterial infection can develop into various upper gastrointestinal disorders, such as chronic 4 

gastritis, peptic ulcer disease, gastric mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma, 5 

and gastric cancer [3, 4]. The bacteria were recognized as the first bacterial carcinogens and 6 

were classified by the International Agency for Research on Cancer, which is part of World 7 

Health Organization, as a class I carcinogen in 1994 [5].  8 

Flagella-driven movement is important for the initial colonization of the stomach 9 

mucosa and is needed for full infection [6]. Flagella also play an important role in swarming, 10 

adhesion and biofilm formation by many bacteria [7-9]. To start the process of biofilm 11 

formation, some bacteria contact surfaces using flagella, resulting in cell-to-surface adhesion 12 

involving negative electrostatic reactions. Thus, flagella are thought to be one of the initial 13 

factors used by some bacterial species for cell-to-surface adhesion and biofilm formation 14 

[10]. 15 

H. pylori has an alternative life style as a biofilm. This bacterium enables to form 16 

biofilms both in vitro, including in the human body [9, 11, 12]. The biofilm formation of H. 17 

pylori seems to be a protective strategy for the bacteria. For example, H. pylori living in 18 

biofilms can survive the host immune defence mechanisms and conquer environmental 19 

stresses, such as the highly acidic conditions in the human stomach and reactive oxygen 20 

species from phagocytic cells. Furthermore, biofilms promote bacterial survival of 21 

antimicrobial drug treatment, resulting in drug resistance, therapeutic failure and chronic 22 

infections in human [11-13].  23 

The fliD gene encodes a 76 kDa flagellar capping protein called FliD or HAP2. The 24 

fliD operon of H. pylori contains the flaG, fliD, and fliS genes that are under the control of a 25 
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σ
28

-dependent promoter [14]. The HAP2 protein controls the polymerization of endogenous 1 

flagellin, which forms a filament [15]. Based on studies of mice infected with an H. pylori 2 

fliD mutant, the FliD protein is an important protein for the in vivo colonization and the 3 

formation of functional flagella [14, 16]. 4 

Biofilm growth is most likely an important virulence factor in some bacteria and the 5 

specific molecular mechanisms controlling the formation of those bacterial biofilms have 6 

been thoroughly explored. However, in H. pylori, the precise molecular mechanisms of 7 

biofilm formation are still unclear. Various genes that are important for the biofilm formation 8 

by other bacteria do not seem to be involve in the biofilm formed by H. pylori [17]. A 9 

proteomic analysis recently reported that the flagellar protein complex, which includes FliD, 10 

is up-regulated in H. pylori during the mode of biofilm growth, compared with the expression 11 

of the complex during the planktonic growth mode [18]. Thus, the FliD protein may be an 12 

important factor for the formation of the biofilm of H. pylori. In the present study, a H. pylori 13 

fliD mutant was constructed to investigate the mutant’s in vitro biofilm formation in 14 

comparison with that of the wild type. The biofilm architectures of both bacteria were 15 

assessed using scanning electron microscopy. Flagella not only control bacterial motility but 16 

also promote surface adhesion [8], and both processes are related to the formation of biofilms 17 

by other bacteria [10, 19]. Thus, our study also appraised the motility and the adhesive 18 

activity of the fliD mutant.  19 

 20 

2. Materials and Methods 21 

2.1 Bacterial strains and growth conditions   22 

The H. pylori strain ATCC 43504 (American Type Culture Collection, Manassas, 23 

VA, USA) was grown on brain-heart infusion (BHI) agar (Oxoid Limited, Cheshire, UK) 24 
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supplemented with 7% (v/v) sheep blood at 37 ˚C for 3 days under microaerobic conditions 1 

(N2: 85%, O2: 5%, CO2: 10%) using a gas generating kit (Mitsubishi, Japan).  2 

2.2 PCR amplification for H. pylori fliD gene   3 

H. pylori chromosomal DNA was extracted using the DNeasy Blood & Tissue Kit 4 

(QIAGEN, Venlo, Netherlands) following the manufacturer’s instructions. The chromosomal 5 

DNA of H. pylori was used as the template for the amplification of fliD by PCR using the 6 

following fliD gene-specific primers: fliDF forward primer 5’-7 

GCTACCAATGGCGAAGTGAT-3’ and fliDR reverse primer 5’- 8 

CTTTTTGGATTGCGGTGTTT-3’. The PCR amplification was performed in 100 μl reaction 9 

mixtures containing 400 ng of the DNA template, 50 pmol of each specific gene primer, 200 10 

μM of each deoxynucleotide triphosphate, 1x PCR buffer, 25 μM MgCl2, and 1 U of Taq 11 

DNA polymerase under following conditions: 35 cycles of amplification (94 °C for 15 sec, 12 

50 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min) and a final extension at 72 °C for 7 min. Sterile 13 

distilled water was used as the negative control. The amplified PCR product was analyzed by 14 

electrophoresis using a 1.5% agarose gel containing ethidium bromide. 15 

2.3 Construction of H. pylori isogenic fliD mutant 16 

A defined isogenic H. pylori ATCC 43504 mutant was constructed as described 17 

previously with some modification [20]. Briefly, the fliD amplified product was introduced 18 

into a pGEM
®
 T-Easy vector (Promega Corporation, Madison, WI, USA) and then 19 

transformed into Escherichia coli DH5α competent cells (New England Biolabs Inc., 20 

Ipswich, MA, USA). The transformants were grown on Luria-Bertani (LB) agar containing 21 

100 µg/ml of ampicillin at 37 °C for 16 h. The positive colonies were distinguished by a 22 

blue/white colony screening assay. An 18-bp deletion and a unique BglII site were introduced 23 

into the cloned fliD gene fragment using inverse PCR mutagenesis (IPCRM) with the 24 

following primers: InfliD forward 5’-GGAGATCTATCCACGCTCACTAA-3’ and InfliD 25 
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reverse 5’- GGAGATCTTAGACTCGGTTGTCT-3’. The mutagenesis product was inserted 1 

into a 1-kb kanamycin resistant (kan
R
) cassette with a BglII restriction site (kanamycin 2 

resistant cassette: Tn903) [21], synthesized from GeneArt
® 

(Invitrogen, Grand Island, NY, 3 

USA) in the same orientation as the mutated gene. The constructed plasmid was introduced 4 

into H. pylori ATCC 43504 using a natural transformation. A double-crossover mutant was 5 

selected after 3 to 5 days of growth on complete BHI agar containing 20 µg/ml kanamycin. 6 

Successful recombination was assessed using PCR amplification with the fliD gene specific 7 

primers and gene sequencing (Bioneer Sequencing Service, South Korea). 8 

2.4 Motility assay 9 

Three-day old colonies of wild-type H. pylori and the fliD mutant were suspended in 10 

BHI broth, and the final bacterial concentrations were adjusted equivalently for an optical 11 

density of 0.2 at 600 nm. An amount of 3 µl of the bacterial suspensions was spotted onto soft 12 

agar plates containing 0.3% (w/v) agar, 5% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum and 13 

2.8% (w/v) Brucella broth (Oxoid Limited, Cheshire, UK) [22]. The plates were incubated at 14 

37 °C under microaerobic condition for 5 days. The diameter of the area of outward 15 

migration was measured using vernier calipers. The results are expressed as the mean of the 16 

area over the zone of migration (in mm
2
). The experiments were performed in duplicate on 17 

three separated occasions. 18 

2.5 Adhesion assay by FITC staining   19 

The ability of H. pylori to adhere to HEp-2 cells was assessed by FITC staining. The 20 

HEp-2 cells at 3 x 10
6
 cells/well in complete Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; 21 

Gibco, Carlsbad, CA, USA) were incubated in 6-well plates (Nunc; Thermo Fisher Scientific, 22 

Inc, USA) with sterile coverslips at the bottom of each well. The cells were left to adhere for 23 

24 h at 37 °C under an atmosphere of 5% CO2. The HEp-2 cells were washed twice with 24 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS; Gibco, Carlsbad, CA, USA). Three-day old 25 
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colonies of wild-type H. pylori and fliD mutant were suspended in DMEM, and the final 1 

bacterial concentrations were adjusted equivalently to an optical density of 0.2 at 600 nm. 2 

The bacterial suspensions were then incubated with 0.1% (w/v) FITC (Sigma-Aldrich 3 

Chemical Co, St. Louis, MO, USA) and suspended in DMSO for 1 h under microaerobic 4 

condition at 37 °C in the dark. The FITC-labeled bacteria were washed three times with 5 

DMEM containing 0.1% Tween 20 (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, USA) using 6 

centrifugation. The HEp-2 cells were co-cultivated with 0.1% (w/v) FITC-labeled H. pylori at 7 

a density of 3 x 10
8
 CFU/ml per well for 2 h at 37 °C under an atmosphere of 5% CO2. 8 

Subsequently, the co-cultures were washed three times with DPBS. The number of H. pylori 9 

cells adhering to the HEp-2 cells was measured using a microplate reader (Biotek Synergy 10 

Mx, USA) with an excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 528 nm. 11 

The wild-type strain values represented the control of 100% adhesion, and the mutant strain 12 

was calculated as the percent adhesion of the control. The experiments were performed in 13 

duplicate on three separate occasions. 14 

2.6 Biofilm culture condition 15 

The H. pylori biofilm was established in vitro using a pellicle formation assay as 16 

previously described [18, 23]. Briefly, 3-day-old colonies of wild-type H. pylori and the fliD 17 

mutant were suspended in 10 ml of BHI broth supplemented with 2% (w/v) ß-cyclodextrin 18 

(Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, MO, USA) in sterile glass test tubes. The final 19 

bacterial concentrations were adjusted equivalently to an optical density of 0.2 at 600 nm. 20 

The test tubes were left to stand for 7 days without shaking under microaerobic conditions at 21 

37 °C.  22 

2.7 Examination of biofilm formation  23 

The biofilm characteristics were described as follows: freely floating bacterial cells 24 

that formed at an air-liquid interface were designated as a pellicle, and bacterial cells attached 25 
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over the interior surface of glass test tube at an air-liquid interface were denoted as an 1 

attached biofilm. The development of the biofilm was examined as a blind test and scored 2 

daily over 7 days of incubation, as described by our previous study [23]. The levels of biofilm 3 

formation, either as a pellicle or an attached biofilm, were scored as follows: (-) neither form 4 

of biofilm was present; (+) a thin pellicle or a finely attached biofilm; (++) an accumulated 5 

pellicle or a thinly attached biofilm; or (+++) a mature pellicle covering the entire liquid 6 

surface or a dense attached biofilm. Experiments were performed in duplicate on three 7 

separate occasions.  8 

2.8 Quantification of biofilm formation 9 

The H. pylori biofilm was quantified using a crystal violet staining technique as 10 

previously described [23]. The broth suspension was removed after allowing the formation of 11 

the biofilm over 7 days. The glass-attached biofilm was rinsed twice with PBS and dried at 12 

60 °C for 30 min. The attached biofilm was stained with 0.1% (w/v) crystal violet for 5 min 13 

at room temperature, washed with PBS three times, and dried at 60 °C for 15 min. The bound 14 

crystal violet was eluted with ethanol/acetone at 80:20 (v/v) for 1 min.  The solution was 15 

transferred into 96-well plates, and the absorbance at 570 nm was measured using a 16 

spectrophotometer (Biotek Synergy Mx, USA). The level of the biofilm formation was 17 

determined by subtracting the mean optical density (OD) value of the blank from the value of 18 

the test samples. The BHI broth supplemented 2% (w/v) ß-cyclodextrin served as a blank 19 

control. Experiments were performed in duplicate on three separate occasions.  20 

2.9 Scanning Electron Microscopic analysis 21 

In order to observe the 3-dimensional structure among the different ages of bacterial 22 

biofilm, the bacteria were grown for 1 to 7 days using a pellicle formation assay as described 23 

above. After a defined incubation period, the culture broth was filtered through a Whatman
®
 24 

grade No.1 filter paper to isolate the pellicle for biofilm structural analysis using scanning 25 
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electron microscopy (SEM). If no apparent pellicle was observed, the planktonic cells were 1 

collected instead. The SEM was performed by the Scientific and Technological Research 2 

Equipment Center, Chulalongkorn University, Thailand. Briefly, the isolated pellicle was 3 

transferred to a vial, washed with PBS to remove the loosely attached bacteria, and fixed with 4 

2.5% (v/v) glutaraldehyde in 0.1 M PBS at pH 7.2. The samples were successively 5 

dehydrated through a graded series of ethanol washes with a 10-min incubation per step as 6 

follows: 30%, 50%, 70%, 90% and 100% thrice; (v/v). The samples were dried, coated with 7 

gold-palladium, and were examined with SEM (JEOL, Japan). Three-day old colonies of 8 

wild-type H. pylori and the fliD mutant grown on complete BHI agar were also collected for 9 

SEM analysis. 10 

2.10 Statistical analysis 11 

The differences in the means of the results of the motility assay, the adhesion assay, 12 

and the crystal violet staining technique between wild-type H. pylori and the fliD mutant 13 

were analyzed by Student’s t-test. The probability value of P ≤ 0.05 was considered 14 

significantly different. 15 

 16 

3. Results 17 

3.1 Construction of H. pylori fliD mutant by inverse PCR mutagenesis 18 

Our study focused on the fliD gene, which encodes the filament capping protein 19 

known to control the polymerization of endogenous flagellin into a filament [14]. To 20 

investigate the possible role of the H. pylori fliD gene in biofilm formation, a H. pylori fliD 21 

mutant was constructed by alleic replacement. The kan
R 

cassette containing the kanamycin 22 

phosphotransferase gene that confers kanamycin resistance was cloned into the unique Bglll 23 

site situated in the middle of the fliD gene engineered by inverse PCR mutagenesis. The 24 

constructed plasmid was transformed into the wild-type H. pylori by a natural transformation. 25 
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PCR analysis using the primers fliDF and fliDR confirmed that a double recombination event 1 

had successfully occurred. PCR experiments with the primers fliDF and fliDR consistently 2 

amplified a single band of 292 and 1292 bp from the wild-type H. pylori and the fliD mutant 3 

chromosomal DNA, respectively. Sequencing analysis confirmed that a 1.29-kb fragment 4 

contained the 1-kb kan
R 

cassette. 5 

 6 

3.2 In vitro characteristics of the H. pylori fliD mutant 7 

When grown on complete BHI agar, the colony morphology and the growth rate of 8 

the fliD mutant showed no significant difference when compared with the wild-type strain. 9 

The impact of the fliD mutation on cell motility was investigated through observations of the 10 

cell movement through Brucella soft agar plates. The area over the zone of migration was 11 

measured after an incubation period of 5 days, and the results are presented in units of mm
2
. 12 

The zone of migration of the fliD mutant (28.56 mm
2
) was significantly smaller than the 13 

wild-type H. pylori strain (49.83) (P = 0.013). 14 

The adhesion of H. pylori to a surface seems to be the initial step for the biofilm 15 

formation of bacteria. A cell-to-cell adhesion assay was used to investigate the adhesive 16 

properties of the two H. pylori strains. The FITC-labeled wild-type strain and the fliD mutant 17 

strain were separately incubated with human HEp-2 cells. The adhesive activity of the wild-18 

type cells was shown as 100%, and the percent adhesion of the fliD mutant relative to the 19 

wild-type control was 97.75%. The mutation had no significant effect on the ability of H. 20 

pylori to attach to the human cells.  21 

 22 

3.3 Biofilm formation by the fliD mutant 23 
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The biofilm formation at the air-liquid interface observed in the culture tube has two 1 

distinct characteristics that were designated as a pellicle or an attached biofilm. Figure 1 2 

shows the pellicle and the attached biofilm formed by the wild-type H. pylori strain and the 3 

fliD mutant strain after 7 days of culture. The biofilm development of the wild-type strain 4 

was first observed on day 3 and quickly became extensive on day 4 (Table 1). The biofilm 5 

formation of the fliD mutant was delayed by one day for both the pellicle and the attached 6 

biofilm. Both strains of H. pylori produced extensive biofilms at the end of the incubation 7 

period. Moreover, after 7 days of incubation, the adherent bacterial community considered as 8 

a biofilm was examined quantitatively by staining with crystal violet, and the absorbance was 9 

measured at 570 nm. The level of the formation of the biofilms was expressed as the mean of 10 

the blank OD at 570 nm subtracted from the mean of the tested ODs at 570 nm. The mutation 11 

had no significant effect on the biofilm production of H. pylori. The mean absorbance values 12 

obtained from the fliD mutant and the wild-type strain were 0.414±0.051 and 0.442±0.040, 13 

respectively.  14 

 15 

 16 

Figure 1. Photograph of day 7 biofilm formed by wild-type and fliD mutant H. pylori.  17 

The culture test tubes display the mature biofilms. Two biofilm characteristics were observed 18 
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at the air-liquid interface, including the pellicle (white arrow) and the attached biofilm (black 1 

arrow).  The score of both types of biofilms shown is +++ extensive. 2 

 3 

Table 1. Biofilm formation by the wild-type and fliD mutant H. pylori strains cultured 4 

as measured by the pellicle formation assay and examined over 7 days.  5 

Days 

Wild-type ATCC 43504 fliD Mutant 

Pellicle* 
Attached* 

biofilm 
Pellicle 

Attached 

biofilm 

1 - - - - 

2 - - - - 

3 + + - - 

4 +++ +++ +++ +++ 

5 +++ +++ +++ +++ 

6 +++ +++ +++ +++ 

7 +++ +++ +++ +++ 

 6 

*(-) Neither form of biofilm was present; (+) Thin pellicle or a finely attached biofilm; (++) Accumulated 7 

pellicle or a thinly attached biofilm; (+++) A mature pellicle covering the entire liquid surface or a densely 8 

attached biofilm. Experiments were performed in duplicate on three separate occasions. 9 

 10 

3.4 SEM analysis 11 

The 3-dimensional structure of the H. pylori biofilm was analyzed using SEM. The 12 

bacterial morphology of both wild-type (Figures 2A to G) and fliD mutant H. pylori strains 13 

(Figures 2H to N) changed from bacilli to cocci in the older biofilm cultures. There was no 14 

biofilm formation for the wild-type strain at days 1 and 2 (Figures 2A and B) and for the fliD 15 



12 

 

mutant strain at days 1 through 3 (Figures 2H to J), which agrees with the results found in 1 

Table 1. The pellicle architectures of the wild-type strain at days 3-7 (Figures 2C to G) were a 2 

dense accumulation of bacteria within an amorphous extracellular matrix that seemed to 3 

connect with each other through cross-linking fibrils. Although the biofilm architecture of the 4 

mutant strain appeared slightly dissimilar when compared with that of the wild-type strain, 5 

the fibril connections were lesser and had a loose accumulation (Figures 2K to N). Moreover, 6 

the wild-type cells were more rounded and more clumped (Figure 2E and F), whereas the fliD 7 

mutant cells were slightly dispersed and evenly distributed (Figure 2L and M). Many mature 8 

flagella were observed among the wild-type cells (Figure 3A), while fewer amounts of 9 

flagella with truncated fragments were observed among the fliD mutant cells (Figure 3B). 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 
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Figure 2. Scanning electron microscopic photomicrographs of the pellicle biofilm 1 

development of the wild-type and fliD mutant H. pylori strains at a magnification of 2 

10,000X. Planktonic cells taken from the wild-type strain from cultures at (A) day 1 and (B) 3 

day 2. (C-G) The pellicle cells of the wild-type strain taken from cultures at days 3-7, 4 

respectively. (H-J) The planktonic cells of the fliD mutant strain taken from cultures at days 5 

1-3, respectively. (K-N) The pellicle cells of the fliD mutant strain taken from cultures at 6 

days 4-7, respectively. Bars: 1 µm.   7 

 8 

 9 

 10 

Figure 3.  Scanning electron microscopic photomicrographs of wild-type and fliD 11 

mutant H. pylori cells at a magnification of 10,000X. Bacterial cells of (A) the wild-type 12 

strain and (B) the fliD mutant strain from 3 day old colonies derived from complete BHI agar. 13 

Bars, 1 µm. 14 

 15 

4. Discussion  16 

Bacteria in the natural environment usually live in complex communities of 17 

microorganisms by attaching and proliferating on various surfaces and producing a matrix 18 

containing extracellular polymeric substances (EPS) to embed themselves in, called biofilms 19 

[11]. There are similar processes of biofilm formation in many bacteria and H. pylori. The 20 

bacteria initially attach irreversibly or reversibly to surfaces. Then, the bacterial cells 21 
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proliferate to form microcolonies within their own biofilms. The growth of biofilms can be 1 

either the proliferation of the bacteria within the biofilm or the attachment of other free living 2 

or planktonic cells, whereas the single cells can disperse from the biofilm and form new 3 

biofilms elsewhere, depending on the presence of suitable condition, including proper 4 

nutrient sources or attachment surfaces [11, 12]. Thus, the adherence to a surface is always 5 

one of the initial steps in the formation of biofilms. The bacteria use their flagella to make 6 

contact with the surfaces, leading to cell-to-surface adhesion [8, 10]. In many bacteria, 7 

flagellin acts as a bacterial adhesin that is required for its adhesion to epithelial cell [24]. 8 

Flagella are not restricted to only the control of bacterial motility but are also involved in the 9 

adhesion and biofilm formation of Vibrio spp., E. coli, and Aeromonas spp. [19, 25, 26]. The 10 

molecular mechanisms of many bacteria that control biofilm formation have been explored. 11 

Poly-N-acetylglucosamine (PIA/PNAG), synthesized by the icaADBC operon has been 12 

shown to be required for the biofilm production of Staphylococcus aureus and 13 

Staphylococcus epidermidis [27, 28]. A quorum sensing system regulates the biofilm 14 

formation of Vibrio cholerae by directly controlling the expression of the EPS biosynthesis 15 

genes, including hapR and vpsR [29]. However, the specific molecular mechanisms that 16 

control the biofilm formation of H. pylori remains unclear.  17 

The fliD gene is important for flagellin polymerization during the flagellar 18 

biosynthesis of bacteria [30]. FliD, or HAP2, also known as a distal capping protein, is 19 

encoded by the fliD gene and localizes to the end of the flagellar filament. FliD plays a role in 20 

promoting the polymerization of flagellin subunits by capping the flagellin monomers at the 21 

distal end of the filament [31]. Salmonella typhimurium mutant strains that lack FliD were 22 

found to be non-motile and produce unassembled filament protein. The polymerization of 23 

flagellin is recovered when the FliD protein was added exogenously to the fliD mutant, 24 

resulting in the construction of complete flagella [32,33]. In contrast, Vibrio 25 
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parahaemolyticus fliD mutant strains reveal different phenotypes. The fliD mutant strains 1 

showed slow motility on a semisolid plate [34]. In a study done by Kim et al., the fliD gene 2 

was assessed for a regulatory role in the motility and colonization of the strain in gastric 3 

mucosa [14]. It was found that the H. pylori KCTC0217BP isogenic fliD mutant strain 4 

possessed atypical flagellar morphogenesis and incomplete flagellar elongation with an 5 

absence of the terminal bulb at the end of the flagellin, resulting in non-motility [14]. The 6 

fliD mutant strain had fragile, short flagella and truncated flagellar fragments [35]. In our 7 

study, the fliD mutant H. pylori strain likely had truncated flagella. Although it still retained 8 

its motility, but a mutation of the fliD gene seemed to significantly diminish the movement of 9 

H. pylori. 10 

The fliD gene was found to be involved in mucin adhesion by Pseudomonas 11 

aeruginosa. The P. aeruginosa fliD mutant strain was not able to adhere to mucin, but when 12 

the fliD gene was reinserted, the adhesive phenotype is restored [36]. In addition, FliD is an 13 

important factor for the adhesion of Clostridium difficille [37] and the colonization of gastric 14 

mucosa of the host mice by H. pylori [14]. However, our data showed that when tested with 15 

an in vitro adherence model, the mutation of the fliD gene had no significant effect on the 16 

adhesion of H. pylori to HEp-2 cells compared with the adhesion of the wild-type strain. A 17 

previous study demonstrated that H. pylori strains with mutations in flaA and/or flaB did not 18 

have impaired adherence to gastric epithelial cells [38]. While the fliD gene encodes for the 19 

flagellar capping protein, flaA and flaB encode for the major flagellar components. The 20 

results of a previous study combined with the results of our present study suggests that the 21 

genes involved in the regulation of the H. pylori structural components may not play a role in 22 

promoting the adherence of H. pylori to epithelial cells. 23 

The fliD gene may contribute to the biofilm formation of many bacteria. Some 24 

evidence shows that the fliD gene expression is highly up-regulated during the early stage of 25 
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the biofilm formation of P. aeruginosa [39]. In Cronobacter sakazakii, a mutation of the fliD 1 

gene dramatically reduced the amount of biofilm, which was only 9% of the wild-type 2 

amount as detected by the crystal violet assay [35]. FliD has been found to be up-regulated in 3 

mature H. pylori biofilm cells in comparison with their planktonic counterparts [18]. In this 4 

present study, the H. pylori fliD mutant strain showed no significant reduction in the amount 5 

of biofilm as determined by the crystal violet assay compared with that of the wild-type 6 

strain. Both strains of H. pylori produced extensive amounts of biofilm at the end of the 7 

incubation period, when the biofilms were stained by the crystal violet. Nevertheless, the 8 

pellicle or the attached biofilm of the fliD mutant strain were one day slower in their 9 

formation than those observed for the wild-type strain. The inactivation of the flagellar genes, 10 

including fliA, flaA, flaB, and flaG, result in a delay in the pellicle formation of 11 

Campylobacter jejuni [40]. Because of this, we suggest that the fliD gene may play a critical 12 

role in promoting pellicle formation as well as in the initial attachment of H. pylori to a solid 13 

surface during biofilm formation. We noticed that there was a correlation between the level 14 

of pellicle and the attached biofilm during biofilm formation. Although a quantification of 15 

biofilm formation by a crystal violet staining assay was performed only with the attached 16 

biofilm compartment, this could be a representative level of biofilm in this study. 17 

The biofilm structures of both wild-type and filD mutant H. pylori strains were 18 

documented by SEM. The development of the biofilm formation of H. pylori mimics our 19 

previous report, beginning with individual bacteria adhering to the abiotic surface, its 20 

extension into microcolonies and the formation of a 3-dimensional structure [23]. SEM 21 

revealed that the wild-type biofilm consisted of a dense accumulations of cells covering with 22 

an abundant extracellular matrix and cross-linked fibrils, which is considered as a hallmark of 23 

a mature biofilm structure [17]. On the contrary, a mutation of the fliD gene affected the H. 24 

pylori biofilm at a cyto-architecture level. The fliD mutant biofilm had loosely aggregated 25 
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cells with a small amount of extracellular matrix and fibril connections. We postulate that the 1 

fliD gene may play a role in the maturation of the biofilm structure in H. pylori. 2 

Our study concludes that the fliD gene is implicated in H. pylori biofilm development 3 

and structure. Protection against H. pylori biofilm infection will provide prophylactic 4 

benefits, particularly in developing countries with high prevalence of H. pylori infection.  5 

FliD protein may be a candidate as a novel target for drug or vaccine development. It is 6 

known that biofilm formation of bacteria depends on the stimulation or suppression by 7 

environmental factors or gene complexes, which are involved in adhesion, quorum sensing, 8 

and stress response [41]. Further study is required in order to elucidate a precise mechanism 9 

regulating biofilm formation in H. pylori.  10 
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