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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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