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3.1 ������

���
�
�������
�

������ 
        ��������	��
 ��

 ��� ��������������	������� (Cross-sectional study) �����������������!"
#�$%���&�&��"���
���%��'���("�	� ).�.2552 *�� ��'�����+�	� ).�.2553 ����
�"(%������%��
������ 51 	� 

3.2  

��������
��� !�����
� 
        �"(%������%���
, �����% ��#������������ �-! ��% �����#.�%�
,��������������������������              

	/&�����)����0��1 �.������"���$
��#.�%������	���"'���"(%������%����� �2����	���0&���
���-! ������%���������� (convenience sampling) �"&2��������������������)��1-! ��$
,��$�3
��������������1 (periodontist) #.���������4����'
�������� ���	�������1����0������'
���� 

�	
�	

����
 
        ��	��� ����1����0������'
 ���� .���*�� ��	�
,�
������"�������&��� ����1����
�% ��"��         
�������1�����%�.�'���%���� 3 ��""����� �
���0!3�0
��&������������&��������&�������1�����%�                          
1 ��""����� �����%�����"& 30 �������.�%���
�.��#�$%����� �"&��)*%�����0
�0��"���/&
������0!3�0
���&�!�����5�� (AAP, 1999) 

3.3 �
"#$

��������

��� !�����
��%&
��� ��
�
��������
�



���
�
 
3.3.1 ������.��#����	���"'���"(%������%�������%������� (Inclusion criteria) �
����

                                 

1. -! ��% ���
0(���)������� 2�%�
��	����&�� �$%� ���&�!��	( �������)�%��  
     (immunodeficiency diseases) ��	���.��� (diabetes mellitus) �"&�
��&���� 
    �������)��1�
,����2��������8�$
��&�%���������� 

2. �
���(�����%� 20 �
 ��
�2� 

3. �
������5��#�$%�������%������ 20 9
, 
4. 2�%0!��(.�
,    



 
 

3.3.2 ������.��#����	���"'���"(%������%������������� (Exclusion criteria) ����

      
1. -! ��% ����
�	���1 
2. -! ��
,�
��&�������2��������8�$
��&���#��&�&��"� 3 ��'���
,-%���� 

3. -! ��
,2���������!�.����
�"���"&�������	�������1#�: ���#��&�&��"� 3 ��'���
,-%����  
            

3.4 

��	
��"%�
�!�����
�
        ���������%���
,#$�#����	����/0��.������������

  	 ����/2�����0!�� (115) 
                   
 
 
 

�0, �1  = 0��0%��#����)��$'
�������������
,-%���� 

Z�/2 = 	%�����;���������� Z �
,�&���	���	"���	"',��$����
, 1 (Type I error) �
, � ����
,                 
           � =0.05 �����
� Z� =1.96 

Z� = 	%�����;���������� Z �
,�&���	���	"���	"',��$����
, 2 (Type II error) �
, � ����
,                 
           � =0.20 �����
� Z� =0.84 

k = 	%�0����&0��<�= ���	���������� 

      	����/������������%�����-"����������� Krisanaprakornkit �"&	/& (50) ����

     
���	����/  

n = (1.96 + 0.84)2 [1(1 - 1) + 0.417(1 – 0.417)] / (1 – 0.417)2 

= 5.607 

= 6 

c = 1 + (1.96 + 0.84)2 [1(1 - 1)/ 6 + 0.417(1 – 0.417) / 6 + 12(12 + 0.4172)]  
/ (1 – 0.417)2 

= 29.01 
����#$����������%����%������ 30 	� 0��.����$'
�)��125������0 �������"�0 

n = (1.96 + 0.84)2 [0.917(1 – 0.917) + 0.583(1 – 0.583)] / (0.917 – 0.583)2

 
= 22.43 

= 23 

c = 1 + (1.96 + 0.84)2 [0.917(1 – 0.917)/ 23 + 0.583(1 – 0.583) / 23 + 

12(0.9172 + 0.5832)] / (0.917 – 0.583)2 

n = (Z�/2 + Z�)2 [�0(1 - �0) + �1(1 - �1)] / (�0 - �1) 2 

c =1+(Z�/2 + Z�)2 [�0(1 - �0)/n +�1(1 - �1)/n + k2(�0
2 + �1

2)] / (�0 - �1)2 
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= 84.96 
����#$����������%����%������ 85 	� 0��.����$'
���������""� 5��129�<
� 

3.5 

�%���� �!�

��������

�"�
�� 

�'���
�$(����) 
        ��������������

 2��������)����/����������	/&�������)�����10��<�= 0��0����)�"&�� �����
�����������-! �*!������ 	/&�����)����0��1 �.������"���$
��#.�% ���2����������(������',�����
, 
27 �("�	� ).�.2552 -! ������%����������2���������!" �"&	���<����*�����*(��&0�	1 ��
�������
�������%��"&��
�� )�������2��"�$',�#�.���0'����������	���0��	�#� (informed consent) 

 
3.6  

�!���(*
'������������!$ 
        �������"���/&���	"���� 9�, ���&������� 

3.6.1 0���&�������1 �"(%������%���(�	�2������������0���&����������1 ���#$��	�',���'� 

        �����������1 (periodontal probe) $��� PCPUNC 15 (Hu- friedy, Chicago,   
        Illinois, USA) �"&������0���&�������1#� 6 � ���.�%��%�5��.��,�9
, #�����.�%�  
        ��������#�"��"�� ��������   ��������2�"�"��  ����"�
�2�"�"��  ����"�
� ����"�
� 

        #�"��"��   �������5���&����������5��#�$%������(�9
, ������ 5������9
,0(�����  

        (third molar) ���#$����������0���&�������1  �
,2�����0��������������� 	/& 

        �����)����0��1 �.������"���$
��#.�% 
 

                                                             
 

�!��
, 2 �0���������0���&�������1#� 6 � ���.�%��%�9
, (���������	 www.biodenix.com)  
        
3.6.2  �%��"���������1 (Probing depth: PD)                                                                            

                   �%��"���������1�&�������������#$��	�',���'������������10������2�#��%��"����� 
 ����1�
,��������������"���	�',���'������������10�
�0(���� ��/�(�"��0(�����%��"��                
                   �������1  (base of pocket) �"&�%��	%��&�&	���"������%��"���������1���	�',���'� 

                   �����������1#��&���)��
����.�'�� (free gingival margin) ���������	%���� � 

                   � ��������� .�%����� ���""����� ����0��#��!��
, 3 
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���
� 3   ������
��������
���
������$��� PCPUNC 15 �
��
�
�������	1 ��������
                                      
(���������	 www.biodenix.com) 
 
        #�����������	"����-! ������&#$���
��������
���
�������
��
�
�������	 1 ��������
���� !
� "��#����������%��	"'��5���"&�	"'�����5����� ��(�������� ��������
�� ������
���
������
����$�	������	�������%�� (long axis) ������
���
� 4  

 

                                                                 
                                                    


���
� 4 ����	�
�����
��������
���
������ (���������	 www. gumbleeding.com) 
 

3.6.3 �.�'���%� (Gingival recession)  

                   �������#$��	�',���'������������1� ���&�&����(��������	'� ����%��	"'��5�� 

                   �"&�	"'�����5�� (cemento-enamel junction) *������.�'�� ��/
�
,�
�.�'���%�           
                	%�����"%���
	%���� ���� ��%#���/
�
,����.�'����!%0!���%��(�������� 	%��.�'���%�������                    
                   	%���� �"� ������#�����.�%���
������
,� ���������%��"���������1 ������	%���� ������� 

                   ���� .�%����� ���""�����  
 

3.6.4  ���0!3�0
����������&��������&�������1 (Clinical attachment level: CAL)  

                   ��� �	%��
,2�����������	%�����%��"���������1�"&�.�'���%� ������	%���� �����������  

                   .�%����� ���""����� ����0��#��!��
, 5  
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���
� 5 ��&
	�
�"���'���0!3�0
����������&��������&�������1 (CAL) ���	%�	���"�� 

����%��"���������1 (A) �������&�&����.�'���%� (B) (���������	 www.dent.ucla.edu) 
 
 

3.6.5  ��$�
�.�'������0� (Gingival index) ��� Löe (1967) (116) ����0��#��!��
, 5                              

                   0 = �.�'������  
                   1 = �.�'������0��"������ ���0
����.�'���
�����"
,����"��"������ �.�'�����  
                           �"������ 2�%�
�(��"'��������."�����#$��	�',���'�����������10������2�  
 

2 = �.�'������0�����"�� ����.�'���
0
����"&��� �
�(��"'��������."�����#$� 
        �	�',���'�����������10������2�  

3 = �.�'������0��(���� ����.�'���
0
����"&�����%���.��2��$�� �
��������
�(� 

        �"'�������',�#$��	�',���'�����������10������2� 

3.6.6  ��$�
	����("����
�1 (Plaque index) ��� Silness & Löe (1964) (117) (�!��
, 
6)                                        

0 = 2�%)�	����("����
�1  
1 = 2�%)�	����("����
�1��',������������"%� ��%��',�#$��	�',���'������������10����*  
        ��
,���� 

2 = �
	����("����
�1�
,0����*�.��2����������"%�  

3 = �
	����("����
�1�
,0����*�.��#������/�����-��5�� 
 

A
B
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                                  �!��
, 6 �0����$�
�.�'������0� �"&��$�
	����("����
�1 
 
3.7 

�+�
�*
'���(��',��
 
 
        ���."���������#�$%������"�� .��)��%�-! ��% ���
�% ��"����� ����1�����%�.�' ���%����           
5 ��""�����.�' �)�	���-�������',�:#�$%������
,������������)�,�����������)*%�����0
                   
�����)��1�
,� ������������	"�������0%�*%����)���0
�)������ ��������#$�#�����!�&������
"&"�������&�!�����5�� �)',�#$���� �����!"��&����)�,������% ���������������	"����                 
�)',����0!%��������4����	�"&#$�#���&����������-� ������������������1�"&��3.�#�                
$%������',�: ���-! ��% ���%�2� 

 
3.8 

��
-�!�����
���
����������$ (plaque sampling) 
        -! ���������������������%��	����("����
�1���."������������	"������� ���"� 1 0����.1 ������
����"'����� ��/���������%��	����("����
�1 �������.�%��
,�
�%��"���������1�'
��"&"�� �%��������
#$�����!"�����)*%�����0
 �)',��!������"�������&�������1�%������ ������������%������%��"�����
����1�'
��"&"������2�%��!%#�5��9
,��
������)',��� ������������'
 ������$'
���	�
��
�����%��"�����
����1�
,�%�����    �����%��	����("����
�1�&*!���������(�����.�%���',���� �2����	���"���
,� ��.��
����&��������%�����������"&��%������� � 2 �"(%� ����

  

1.  �"(%��
,�
�%���������1�'
� (shallow site) 	'� ��� ��/�
,�
�%��"���������1������%�.�'� 

     ��%���� 4 ��""�����                                                                                       
2.  �"(%��
,�
�%���������1"�� (deep site) 	'� ��� ��/�
,�
�%��"���������1�����%�.�'���%����           
      6 ��""�����  

%�.�!��

��
-�!�����
���
����������$ (subgingival plaque sample) 
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1.  �%��������������%��	����("����
�1  �����
�"����� ��/�
,�����������#.��.�� ������  
      	����("����
�1 �"&.����
�"���.�'��.�'�� ���#$�	������ (curette)  

2.  ������������%��	����("����
�1#���.�'�� �&0����&���9���
,��������$'
� (sterile  

     paper  point) "�2�#��%��"���������1#�����.�%��
,�"'��2������&����2�%��!%#�5��9
, 
      ��
����������������.�%��
,������%������ 1 9
, �"&��
���&���9��2����� 20 �����
  
3.  �����&���9���
,���������%�������%"&����.�%�#0%"�#�."�����������%������ 1.5    

     ��""�"��� �
,����( sterile phosphate buffer saline: PBS �����/ 1.0 ��""�"��� ���   

     �����%��	����("����
�1#���.�'���&*!����������� (pooled subgingival plaque) ��� 

      ���#0%."������"(%�����%���������1�
,�'
�.�'�"�� �"&����2���
,�(/.�!�� -20 ����  
      �9"�9
�0 ����%��&�����#$����	��&.1�%�2� 
 

3.9 

�!����
�/&���0���!�

�  
3.9.1 

�(
������-���%������������

��
����������$1!&�/���
 
        �
�����������	�
��
 �#������%��*!�0������#$�$(�0����
������0�������!� QIAamp DNA 

Mini-kit (Qiagen®,Valencia, CA, USA) ���	����&������������-! �-"�� ����


1.  ���."�����������%��	����("����
�1#���.�'���
,����2���
,�(/.�!�� -20 �����9"�9
�0              
      ��
�#.�"&"��#���
����� ���2����%������	�',��-0�0��"&"�� (vortex) ��� ���"� 1 ���
  
2.  �!������%��0��"&"��������� 200 $�(�
���
 �����#�����)�)����15 ���� 1.5   

     ��""�"���         
3.  ��������%��0��"&"���������
���������#�
�)� (centrifuge) 10,000 
��������
 ��* ����� 
       10 ���
 
4.  �!������%��0��"&"��0%������
� �."'�0%���
,���&���2��  
5.  ������
����) ATL buffer �
����
 180 $�(�
���
 ��� Proteinase K �
����
 20  

           $�(�
���
 +���#!��!�	��(�)��
����-0�0��"&"�� 

6.  ���2�� ��������",���������'#-��� (water bath) �
� 56 ��.��/��/
)� ��* ����� 90 ���
   
        �����
�#������,��"���
����)��	����)���!�)�����	�',��-0�0��"&"���(� 20 ���
         
7.   ������
����) AL buffer �
����
 200 $�(�
���
 +���#!��!�	��          
8.  ���2�� ���	���������� (heat box) ��'#-����
� 70 ��.��/��/
)� ��* ����� 10 ���
        
9.  ����0��"&"��������" (absolute ethanol) ������� 200 2��	�"��� -0�#.��������  

10.  �!�0��"&"����
�.��"�#� spin column �
,�������."����"������ 2 ��""�"���  
            (collection tube)  
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11.  ���2���,��.�
,�������	�',����,����&����
, 8,000 ����%����
 ��� ���"� 1 ���
 ��
�0%��  
        #0#� collection tube �"&��"
,��#0%#�."����"��#.�% 
12.  ����0��"&"�� AW1 buffer ������� 500 2��	�"��� "�#� spin column  

13.  ���2���,��.�
,���
, 8,000 ����%����
 ��� ���"� 1 ���
 ��
�0%��#0#� collection tube   
        �"&��"
,��#0%#�."����"��#.�% 
14.  ����0��"&"�� AW2 buffer ������� 500 2��	�"��� "�#� spin column  

15.  ���2���,��.�
,���
, 14,000 ����%����
 ��� ���"� 3 ���
 ��
�0%��#0#� collection tube   
            #0%"�#� spin column �
,�������#�����)�)����15 ���� 1.5 ��""�"��� 

16.  ����0��"&"�� AE buffer ������� 200 2��	�"��� ��
�2���
,�(/.�!��.��� ��� 3 ���
           
17.  ���2���,��.�
,���
, 8,000 ����%����
 ��� ���"� 1 ���
 
18.  ���0��"&"���
,2��9�, ���&��������
�����������	�
��
� �0����"�$�� !���1�	�
�)���	(/�             

             (0������
��0����
��������������)����
��������

)���,��
�
��*����������
�

)�)���
�� 
              	����"�$��
��#��$'
�)��125������0 �������"�0 �"&�$'
���������""� 5��129�<
�  
              �%�2� 

 
3.9.2  ����������2�.�'��$34,�, ��( ������
��( ����2�.�����������
 4��$35�����	�
��
�
�

�
���������
������ 

�
�������
,0������	����("����
 �1#���.�'��*!����������.��
�����������	�
��
 ����#$�  
ubiquitous primer �)',�����0���%�#�0��0����
�������
�
�����������	�
��
���!%�����%�������
����0��.��$'
�)��125������0 �������"�0 �"&�$'
���������""� 5��129�<
� ����2)�����1�
,
�4)�&���&�������	�
��
���%"&$����%�2�  "��������2)�����1�
,#$�#����������

���#�������
, 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

!
�
���� 4  �0��2)�����1� ���)�&����$'
 �)��125������0 �������"�0 �$'
 ���������""�                  
5��129�<
� �"&��	�
��
���,�2� 

 
Periopathogens Primer pairs (5’-3’) Base position 
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(amplicon length in bp) 
P. gingivalis AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG  

ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT  
729-1,132 (404) 

T. forsythia GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA  
TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T  

120-760 (641) 

Ubiquitous primer GAT TAG ATA CCC TGG TAG TCC AC  
CCC GGG AAC GTA TTC ACC G  

786-1,387 (602) 

 
 

#��������8�������"!��9%�)"������0 �
������
��0���%��:#.�2��	�����������
,�.��&0�9�, �
��&�������  

1.  �
���9
2������	"
��29�12��5�0�5� (dNTP; Fermentas, Burlington, Ont.,  

      Canada) 	���������� 0.2 ��""���"��1  
2.  10x PCR buffer (Qiagen®,Valencia, CA, USA) 	���������� 1.5 ��""���"��1              
3.  ���29�1�
�������)"������0 (Taq DNA polymerase; Qiagen®,Valencia, CA,   
      USA) 	���������� 1.25 �!���  
4.  	!%2)�����1� ���)�&�%��$'
���	�
��
��
,������������ 	���������� 1 ��""���"��1 ���                  

           2)�����1�
,#$���� ��
�#�0%�� 16S rRNA 9�,����������$�
�0%�� ������������������ 

            ��� Ashimoto �"&	/& (1996) ����0��#�������
, 4 

5.  ��� reaction mixture �
,���
��2��#�������� 45 2��	�"��� -0�����
��������� 
      �����%��	����("����
�1  ������� 5 2��	�"���

        #���������#$��
�������
,��� ����	��	(���� (positive control) ������ ��
����������;�� 

2����% P.gingivalis -ATCC 33277 �"&T.forsythia - ATCC 43037 (ATCC®, Manassas, 

VA, USA)  �"&���	��	(�"� (negative control) 2����% ��
 ��"�,� (sterile distilled water) 
 

3.9.3 �0�
����
��
,5�,'��� ���( 
        ���0��"&"��-0��
,���
��2��#0%#��	�',������8����� ��"!��9%�)"������0 (Thermal cycler; 

Eppendorf Mastercycler® Gradient, Germany) ��������
��(/.�!�����$��������	�
��
�            
�
,������������ ��������������������� Ashimoto �"&	/& (1996) ����

     
 1.  

�!�������-���%�����������,��12&  ubiquitous primer:  

1.  Initial denaturation step �(/.�!�����,�����
, 98 �����9"�9
�0 ��� ���"� 2 ���
  
2.  �������������0���
��������"
��	!%��������� (denaturation) �
,�(/.�!�� 96 ���� 

      �9"�9
�0 ��� ���"� 1 ���
 ����������������2)� ����1����
��������%��� (primer  
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      annealing) �
,�(/.�!�� 60 �����9"�9
�0 ��� ���"� 1 ���
 �"&���0���	��&.1�
������ 

      0��#.�%�%����2)�1����1 (extension) �
,�(/.�!�� 72 �����9"�9
�0 ��� ���"� 1 ���
  
      ���9�
 ���	�� 36 ��� 

3.  �(/.�!��0(����� (final step) �
, 72 �����9"�9
�0 ��� ���"� 10 ���
  
 

2.  �2�.�'��$34,�, ��( ������
��( ����2�.�����������
 4��$35���� 

1.  �(/.�!�����,�����
, 95 �����9"�9
�0 ��� ���"� 2 ���
  
2.  �������������0���
��������"
��	!%��������� �
,�(/.�!�� 95 �����9"�9
�0  

     ��� ���"� 30 �����
 ����������������2)�1����1����
��������%��� �
,�(/.�!�� 60 ���� 

      �9"�9
�0 ��� ���"� 1 ���
 �"&���0���	��&.1�
������0��#.�%�%����2)�1����1 �
,
�(/.�!��  
      72 �����9"�9
�0 ��� ���"� 1 ���
 ���9�
 ���	�� 36 ��� 

3.  �(/.�!��0(������
, 72 �����9"�9
�0 ��� ���"� 2 ���
 

3.9.4 

�����
��/$6�6��!�

�0�
����
��
,5�,'��� ���( 
1.  ���-"-"���
,2������+�������"!��9%�)"������0 ������������<
���"	����5��9
0  

          (Electrophoresis) ��������0��" (1.5% agarose gel electrophoresis) �
,-0�  
          ethidium bromide �����/ 0.5 2��	������%�2��	�"��� ����(���"�&�
���#$��*� 

            �
������������� 1 kb DNA ladder (Fermentas, Burlington, Ont., Canada) #0%2�� 
            �)',�#$���
����������*��
�������
,����0�� 

2.  ���������0��"0%���!���#���0��("����2����"��)',�����0����������*��
������ 

                  �����%�� ��
������*��
����������������#$��"&�����������	�',��*%����)��")���� 

                 ����������	��&.1��)�(%� UVP  Auto-Chemi and Software Labworks 4.5 (AC1  
               Auto Darkroom Set-up & Operating Instruction, UK)  
 
      
 
 
        
3.10  

������
�/$%&� ���
�(+�!� 
        ������	��&.1����!"#$��������0�������!����0*��� Statistical Package for Social Science 

(SPSS) version 16.0 �"&�
������	��&.1#� 2 �!��������

  
        1.  ������	��&.1���#$�0*����$��)��/�� (Descriptive statistics)   
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        �0������!"��,�2� �"&0���&��� ����1����"(%������%�� 2����%  �)� ���( � �����5���
,             
�."'���!%#�$%����� 	%��4"
,�#���%"&�&����%��"���������1  	%��4"
,�������0!3�0
����������&���
�����&�������1 �0����� ������� ����"& 	%��4"
,��"&0%����
,���������;�� 	%���<�;���"&             
	%�)�0��	��2��1 	���*
,������)��$'
�)��125������0 �������"�0�"&�$'
���������""�                
5��129�<
�  ����0����� �	%�	���*
,�"&����"& 

        2.  ������	��&.1���#$�0*����$����(��� (Inferential statistics)  
        �)',����
����
��	���$(��$'
�)��125������0 �������"�0�"&�$'
���������""� 5��129�<
� 
#���%"&�"(%�����%��"���������1�
,�'
�.�'�"���"&#���%"&�(		" ���#$�0*��� McNemar test ���
���.��	�������%����%���
���0��	�3���0*����
, p� 0.05 

        �)',����
����
��	�������%��������$

� �����	"���� �$%� �%��"���������1 ���0!3�0
��&������
������&��������&�������1 ��$�
�.�'������0� ��$�
	����("����
�1 �&.�%���"(%��
,����)��"&2�%
)��$'
�)��125������0 �������"�0�"&�$'
���������""� 5��129�<
����#$�0*��� Mann Whitney 

U test ������.��	�������%����%���
���0��	�3���0*����
, p� 0.05 
 
3.11  (+
����12& 1�

������ 

1. 	"���������������$�
��
 �
, 5 	/&�����)����0��1 �.������"���$
��#.�% 
2. 	 "� �� � �� / ?� � �� � � �  0 � � � � �� �� � � �� � � �  	 / & �� � � � ) � � � � 0 � �1 

�.������"���$
��#.�% 
3. .����8���������!��1�����  	/&�����)����0��1 �.������"���$
��#.�% 

27 



 


