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บทคัดยอ 

  ในการศึกษานี้ ไดทําการตรวจสอบหาเชื้อ EHEC และ STEC จากโรงพยาบาล

หาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี จากผลการตรวจหาเชื้อในตัวอยางผูปวยทองรวงจํานวน 1,022 ไอ

โซเลท ท่ีแยกมาไดจาก rectal swabs จํานวน 592 ตัวอยาง เปนระยะเวลา 18 เดือน ไมพบ 

EHEC/STEC ในทุกตัวอยางท่ีทดสอบ อยางไรก็ตาม สามารถพบ E. coli O157 ไดจํานวน 1 ไอโซ

เลท (สายพันธุ PSU120) จากผูปวยทองรวงเพศชายอายุ 48 ป เชื้อ PSU120 นี้ ไมมียีน stx และ 

eae แตมียีน escV ท่ีเปนปจจัยสําคัญท่ีกอใหเกิดทองรวงในผูปวย ยืนยันผลการไมมี stx phage โดย

การตรวจสอบยีน Q ท่ีสําคัญของเชื้อ พบวา PSU120 ไมมียีน Q933 และ Q21 เชื้อดื้อตอยาตานจุลชีพ

หลายชนิดและพบวาเชื้อมีกิจกรรมการแทรกโดย prophages ชนิดอ่ืนๆ เม่ือตรวจสอบลายพิมพ 

DNA ของ PSU120 โดยวิธี pulsed-field gel electrophoresis เทียบกับเชื้ออีก 2 สายพันธุคือ E. 

coli O157:H7 สายพันธุ PSU2 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวในอําเภอหาดใหญ และ E. coli O157:H7 สาย

พันธุ EDL933 ท่ีแยกไดจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกาพบวา PSU120 มีความคลายในสวนของ

พันธุกรรมถึง 88.6% ทําใหคาดวาเชื้อ PSU120 เปนเชื้อท่ีมียีน stx มากอน และสูญเสีย stx ไป

ระหวางการติดเชื้อในมนุษย จากการไมพบผูปวยจาก EHEC/STEC จึงทําการตรวจหาปริมาณของเชื้อ 

EHEC/STEC ใน เนื้อสัตว โดยวิธี MPN-PCR พบปริมาณ EHEC และ STEC ในเนื้อสัตวชนิดตางๆใน

ระดับต่ํา ซ่ึงอาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหไมสามารถพบเชื้อจากผูปวยได นอกจากนี้ ทําการเก็บเชื้อ 

UPEC จากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ตจํานวน 113 ตัวอยาง เม่ือตรวจยีนกอโรคพบผลบวกตอยีน pap, 

afa, และ hlyA เปน 12%, 7%, และ 14% ตามลําดับ ผลการดื้อยาปฏิชีวนะพบวาเชื้อดื้อตอ 

tetracycline มากท่ีสุดท่ี 77% และดื้อตอยา cotrimoxazole ท่ี 68% เชื้อไวตอยา nitrofurantoin 

โดยพบอัตราการดื้อยาเพียง 1% และเชื้อ UPEC 54% จัดเปน ESBL producer อีกดวย  
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ABSTRACT 

This study investigated the presence of EHEC/STEC from patients in 

Hat-Yai and Pattani Hospitals. A total of 1,022 bacterial isolates from 592 samples, 

collected in 18 months time interval, were examined for being of EHEC/STEC. The 

results revealed no EHEC/STEC detected. However, one E. coli O157 (designated 

PSU120) lacking stx and eae, was found in a 48 year-old male patient. PSU120 

possessed escV that can play a pivotal role in causing diarrhea. PSU120 did not carry 

Q933 and Q21. In addition, PSU120 was found to be a multi-drug resistant strain and 

active in horizontal gene transfer by phage integration. DNA fingerprint generated by 

pulsed-field gel electrophoresis of PSU120 compared to an E. coli O157:H7 strain 

PSU2 isolated from beef, and E. coli O157:H7 strain EDL933 from a patient in United 

States showed the high degrees of homology as 88.6%. We are tempted to speculate 

that PSU120 was originally stx+ and loss the gene after establishing infection. 

Quantification of EHEC/STEC in raw meat was performed by MPN-PCR technique. The 

results exhibited the low level of EHEC/STEC contamination in all meat types, 

explaining, in part, the lack of EHEC/STEC in patients. In addition, in this study, a total 

of 113 UPEC samples were collected from Vachira Phuket Hospital. Virulence genes, 

pap, afa, and hlyA, were detected in 12%, 7%, and 14%, respectively. UPEC strains in 

this study were found to be resistant to tetracycline the most (77%), followed by 

cotrimoxazole (68%). Nitrofurantoin effectively inhibited UPEC strains which showed 

only 1% resistance. Additionally, Fifty-four percent of UPEC in this study were ESBL 

producer. 
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บทนํา 

 

ความสําคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 

 ในปจจุบัน การระบาดของโรคอาหารเปนพิษ (food-borne diseases) เกิดข้ึน

อยางกวางขวางซ่ึงการระบาดนั้นเปนผลมาจากการปนเปอนเชื้อจุลินทรียท่ีมีปจจัยในการกอโรคท่ี

สําคัญ สวนใหญเปนเชื้อในกลุม enterobacteriaceae โดยปกติแลว เชื้อ E. coli  เปนเชื้อแบคทีเรีย

ประจําถ่ินในลําไสของมนุษยและสัตวเลือดอุนหลายชนิด (Griffin et al., 1995) อยางไรก็ตาม เชื้อ   

E. coli บางสายพันธุสามารถกอใหเกิดการติดเชื้ออยางรุนแรงจนถึงแกชีวิตได Shiga toxin-

producing E. coli (STEC) คือเชื้อท่ีสามารถสรางสารพิษท่ีเรียกวา Shiga toxin (Stx) แบงยอยได

เปน 2 ชนิดคือ Shiga toxin 1 (Stx1) และ Shiga toxin 2 (Stx2) โดยเฉพาะ Stx2 นั้นมีความ

รุนแรงมากกวา Stx1 ประมาณหนึ่งพันเทา กอใหเกิดไตวายเฉียบพลันและเกิดอาการ hemolytic 

uremic syndrome (HUS) จนกระท่ังเสียชีวิตได STEC ท่ีมียีน eae ซ่ึงทําหนาท่ีเก่ียวกับการเกาะติด

ของเชื้อกับเซลลเจาบานเรียกวา enterohemorrhagic E. coli (EHEC)  ซ่ึงเปน E. coli กลุมท่ี

สามารถกอความรุนแรงไดมากท่ีสุดในกลุมของ E. coli ท่ีกอใหเกิดอาการทองรวง (Nataro and 

Kaper, 1998) เปนเชื้อสาเหตุท่ีกอการระบาดในหลายประเทศท่ัวโลก (Dundas et al., 2001; 

Rangel et al., 2005) EHEC ซีโรทัยป O157:H7 เปนซีโรทัยปท่ีมีความสําคัญมากท่ีสุด เพราะ

กอใหเกิดการระบาดอยางกวางขวาง อยางไรก็ตาม กวา 30 ปท่ีผานมาตั้งแตมีการระบาดของเชื้อ    

E. coli O157:H7 ครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกา ยังไมมีการพบการติดเชื้อ E. coli O157 จาก

ผูปวยทองรวงในประเทศไทยเลยแมแตรายเดียว 

ปญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งท่ีมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อ E. coli 

ก็คือการติดเชื้อ E. coli ในระบบอ่ืนๆ นอกเหนือจากการกอโรคในระบบทางเดินอาหาร เรียกเชื้อ

เหลานี้วา extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) เชื้อ E. coli  ท่ีปนเปอนจากลําไสสูระบบ

ทางเดินปสสาวะและกอโรคได เรียกวา uropathogenic E. coli (UPEC) และจัดเปนสมาชิกของเชื้อ

กลุม ExPEC การติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะนั้นเปนโรคท่ีพบในผูหญิงบอยกวาในผูชาย  

เนื่องจากลักษณะทางกายวิภาคของผูหญิงเอ้ือใหเกิดการติดเชื้อไดงายกวา และจากรายงานหลายชิ้น

ระบุไววา ในชวงชีวิตของผูหญิงจะมีการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะอยางนอย 1 ครั้ง ภาวะติด

เชื้อในระบบทางเดินปสสาวะเปนภาวะท่ีพบไดบอยมากในโรงพยาบาลตางๆ สามารถพบอุบัติการณได

ในคนทุกชวงอายุ โดยจะพบมากในผูสูงอายุท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลและไดรับการใสสายสวน

ปสสาวะ เชื้อ UPEC เหลานี้มีปจจัยกอโรคท่ีเก่ียวของกับการเกาะติดมากมาย ทําใหสามารถยึดติดกับ

อวัยวะตางๆท่ีเปนสวนประกอบของระบบทางเดินปสสาวะไดดี ยิ่งไปกวานั้น มีรายงานการดื้อตอยา

ปฏิชีวนะของเชื้อ UPEC เปนจํานวนมากอีกดวย 

http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0


จากความสําคัญของเชื้อท้ังสองกลุมนี้ การศึกษานี้จึงมุงตรวจหาเชื้อ STEC และ 

EHEC รวมถึง EHEC ซีโรทัยป O157 จากตัวอยางผูปวยทองรวงในโรงพยาบาลเขตภาคใต ศึกษาถึง

ปจจัยการกอโรคของเชื้อ รวมถึงความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อท่ีแยกไดกับเชื้อท่ีเคยมีการ

รายงานมากอนหนา นอกจากนี้ยังทําการศึกษาปจจัยกอโรคและลักษณะแบบแผนการดื้อยาปฏิชีวนะ

ของเชื้อ UPEC ท่ีแยกไดจากโรงพยาบาลในเขตภาคใต อันจะนําไปสูการไดรับขอมูลท่ีเปนประโยชน

สําหรับประชากรในเขตนี้ตอไป 

 

ทฤษฎีและหลักการ 

สวนท่ี 1 Enterohemorrhagic และ Shiga toxin-producing Escherichia coli  

1.1 ลักษณะท่ัวไป (general characteristics) 

  Escherichia  coli จัดอยูในวงศ Enterobacteriaceae เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูป

แทง มีขนาด 1.1-1.5 x 2.0-6.0 µm จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวๆหรือเซลลคู สามารถเจริญไดท้ังใน

สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) เคลื่อนท่ีโดย peritrichous 

flagella ไมสรางสปอร สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 10-40 ºC อุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับการเจริญ 

คือ 35-37 ºC ซ่ึงเปนอุณหภูมิของสัตวเลือดอุนแบคทีเรียในกลุมนี้มีท้ัง normal microbiota และ 

pathogen สามารถกอโรคไดท้ังในคนและสัตว คาความเปนกรดดางท่ีสามารถเจริญไดอยูท่ี 7-7.5 

mol% G+C ของDNA มีคาระหวาง 48 ถึง 52 (Tm) และเปนแบคทีเรียท่ีจัดอยูในกลุม โคลิฟอรม 

(coliform) ประเภท fecal  colilorm  ซ่ึงเปนโคลิฟอรมท่ีพบในอุจจาระของมนุษยและสัตวเลือดอุน 

จึงใชเปนดัชนีชี้สุขลักษณะของอาหาร และน้ํา 

อนุกรมวิธานของเช้ือ 

 Domain  : Bacteria 

 Kingdom  : Eubacteria 

 Phylum  : Proteobacteria 

 Class  : Gammaproteobacteria  

           Order  :         Enterobacteriales 

 Family  : Enterobacteriaceae 

 Genus  : Escherichia 

 Species  : Escherichia coli  

 

 

 



 

 

 

 

รูปท่ี 1 ลักษณะรูปรางของเชื้อ E. coli ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Rocky 

Mountain Laboratories, NIAID, NIH, date of image production is unknown) 

 

1.2 แหลงท่ีอยู (natural habitats) 

  E. coli เปนแบคทีเรียประจําถ่ินท่ีพบไดท่ัวไปในลําไสคนและสัตวเลือดอุนและพบ 

E. coli หลายสายพันธุเปน normal  flora ในลําไสของคนและมีประโยชนในการผลิตวิตามิน K2 

(Conly  and Stein, 1992) นอกจากนี้ยังชวยปองกันแบคทีเรียท่ีสามารถกอโรคภายในลําไสได พบ

เชื้อ E. coli จํานวนมากในอุจจาระประมาณ 106-109 CFU/g ในทารกหลังคลอดพบวาสามารถตรวจ

พบเชื้อนี้หลังจาก 40 ชั่วโมงในลําไสของทารก ซ่ึงสวนใหญจะไมกอโรคในคน อยางไรก็ตามมีเชื้อ E. 

coli บางสายพันธุท่ีมีความสามารถกอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารและระบบอ่ืนของรางกายได

ท้ังในคนและสัตว โดยสวนใหญพบวามีการปนเปอนของเชื้อลงในอาหารและน้ําดื่ม 

 

1.3  ลักษณะของแอนติเจน (antigenic structure) 

แอนติเจนของ E. coli มีอยูหลายชนิด คือ somatic antigen (O-antigen) เปน

สารประกอบ lipopolysaccharide พบอยูในชั้นของผนังเซลล มีคุณสมบัติทนความรอนถึง 121 

องศาเซลเซียสทนกรดออนและแอลกอฮอล 

Capsule antigen (K-antigen) เปนสารประกอบ polysaccharide มักพบหอหุม

เซลล เชน capsule, fimbriae ท่ีหุมตัวแบคทีเรีย  

Flagella antigen (H-antigen) เปนสวนของ flagella ประกอบดวยโปรตีนท่ี

เรียกวา flagellin ถูกทําลายท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส สายพันธุท่ีไมเคลื่อนท่ีจะไมพบ H-

antigen  

O, K และ H antigens มีคุณสมบัติทางกายภาพและภูมิคุมกันวิทยาท่ีแตกตางกัน 

ดังนั้นในการจําแนก serotype ของเชื้อรวมถึงการตรวจสอบทางระบาดวิทยาสามารถใชแอนติเจน

เหลานี้เปนตัวบงชี้ได 

1.4 คุณสมบัติทางดานชีวเคมีและการเจริญ (biochemical features and growth) 

  E. coli มีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีหลากหลาย จึงนิยมใชคุณสมบัตินี้เปนหลักในการ

จําแนกเชื้อ E. coli ออกจากเชื้อตัวอ่ืนๆในวงศ enterobacteriaceae ซ่ึงอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีนิยมใช



ไดแก MacConkey agar (MCA) ลักษณะโคโลนีของ E. coli บน MacConkey agar (MCA) ซ่ึงเปน 

differential medium มีสีชมพู (lactose fermenter) และเม่ือเพาะเลี้ยงบน Eosin methylene 

blue agar (EMB) ซ่ึงเปน selective medium จะใหโคโลนีสีดํามีลักษณะสะทอนแสงแวววาวท่ี

เรียกวา metallic sheen ผลการทดสอบ IMViC test เปน + + - - หรือ  - + - - ซ่ึงแตกตางจาก 

Enterobacter และ Klebsiella ซ่ึงใหผลเปน - - + + สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการจําแนกเชื้อ

ในวงศ Enterobacteriaceae เบื้องตนนั้นนิยมใชคุณสมบัติการหมักน้ําตาลท่ีแตกตางกันของเชื้อ

โดยเฉพาะอยางยิ่งน้ําตาล lactose นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาเชื้อ E. coli ไดดวยวิธีทางโมเลกุล 

ซ่ึงใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเขาไปจับดีเอ็นเอตนแบบ (Jouini et al., 2007) 

 

1.5 E. coli กอโรค (pathogenic E. coli strains) 

E. coli สวนใหญไมใชจุลินทรียกอโรค แตบางสายพันธุทําใหเกิดโรคในระบบ

ทางเดินอาหาร แบงไดเปน 6 กลุม (Giron et al., 1991) คือ 

1. Enteropathogenic E.coli (EPEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการ

เกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสโดยใชพิลไล (pili) และอินทิมิน (intimin) ซ่ึงเปนการเกาะติดเยื่อหุม

ชั้นนอก (outer membrane adhesion) ทําใหเกิดการเกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสดวยเชื้อท่ีจับกลุม

กันเปนกระจุกจนเกิดเปนลักษณะท่ีเรียกวา ไมโครโคโลนี (microcolony) 

2. Enteroaggregative E. coli (EAEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการ

เกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสโดยใชฟมเบรีย (fimbriae) ทําใหเกิดการเกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสดวย

เชื้อท่ีเรียงตอกันจนเต็มพ้ืนผิวคลายกับการเรียงกอนอิฐและอาจมีการสรางสารพิษรวมดวย 

3. Enteroinvasive E. coli (EIEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือ

ความสามารถในการเขาเซลลเยื่อบุผิวลําไสแลวหลบหลีกจากฟาโกโซม (phagosome) จนสามารถ

แบงตัวขยายจํานวนและกระจายไปยังเซลลขางเคียงซ่ึงกลไกนี้มีความคลายคลึงกับการกอโรคของเชื้อ 

Shigella spp. 

4. Enterotoxigenic E. coli (ETEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการสราง

สารพิษและการมีฟมเบรีย (fimbriae) เปนจํานวนมากสารพิษท่ีสรางจากเชื้อกอโรคนี้มี2 ชนิดไดแก

สารพิษท่ีไมทนตอความรอน (heat-labile enterotoxin) สารพิษนี้คลายกับสารพิษท่ีสรางจากเชื้อ 

Vibrio cholerae ซ่ึงเปนสาเหตุของอหิวาตกโรคและสารพิษท่ีทนตอความรอน (heat-stable 

enterotoxins) 

ตารางท่ี 1 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ E. coli (Forbes et al., 2002) 

 

การทดสอบ ผล 



lactose fermentation + 

indole production + 

methyl red + 

Voges-Proskauer - 

citrate utilization - 

motility test + 

lysine decarboxylase test + 

TSI A/A , G+ 

H2S - 

urea hydrolysis - 

acetate utilization + 

cetrimide - 

ONPG test + 

phenylalanine deaminase - 

sucrose fermentation + 

mannitol fermentation + 

glucose fermentation + 

dextrose fermentation + , G+ 

nitrate reduction + , G- 

          G+ = เกิด gas , G- = ไมเกิด gas 

      A/A = acid slant / acid butt 

 

5. Diffusely adherent E. coli (DAEC) ความสามารถในการกอโรคของเชื้อกลุมนี้

ยังไมเปนท่ีแนชัด ผูปวยมักมีอาการถายเปนน้ํา หรือเหลวแบบอาหารไมยอย โดยสวนใหญเชื้อกลุมนี้

พบในเด็กวัยกอนเรียนมากกวาในเด็กทารก การเพาะแยกเชื้อกลุมนี้ สามารถทําไดโดยนําเชื้อมา

ทดสอบการเกาะติดแบบ diffusely adherence กับเซลลเพาะเลี้ยงชนิด HEp-2 หรือ HeLa ซ่ึงเปน

วิธีมาตรฐานในการวินิจฉัยเชื้อ DAEC 

6. Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการ

สรางสารพิษท่ีสามารถทําลายเซลลเวอโร (vero cell) ซ่ึงเรียกวาเวอโรทอกซิน (verotoxin)               

มีลักษณะโครงสรางและการออกฤทธิ์เชนเดียวกับสารพิษท่ีสรางจากเชื้อ Shigella dystenteriae 



สารพิษชนิดนี้ภายหลังจึงเรียกวา Shiga toxin ในการระบุวาเปน EHEC นั้นนอกจากจะพบยีน stx

แลว ยังตองพบยีน eae ซ่ึงเปนยีนสรางโปรตีน intimin ท่ีใชในการเกาะติดของแบคทีเรียกับเซลลเจา

บานอีกดวย สวนเชื้อท่ีมีเพียงแคยีน stx จะถูกเรียกวาเปน Shiga toxin-producing E. coli (STEC) 

ปจจุบันพบเชื้อ STEC มากกวา 100 ซีโรทัยปท่ีกอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษมีอาการลําไสใหญอักเสบมี

เลือดออก (hemorrhagic colitis) คือมีอาการปวดเกร็งอยางรุนแรงในชองทองถายเปนเลือดสดไมมี

ไขหรือมีไขต่ํา ผูปวยบางราย เชน เด็กเล็กและผูสูงอายุมีความเสี่ยงสูงท่ีจะเกิดอาการ แทรกซอนท่ี

เรียกวา hemolytic uremic syndrome (HUS)  สามารถสรางสารพิษชนิดเอนเทอโรฮีโมไลซิน 

(enterohaemolysin) ซ่ึงมีผลตอภาวะเม็ดเลือดแดงแตกและไตวายทําใหเสียชีวิตได ผูติดเชื้อท่ีไมมี

อาการแสดงของโรคสามารถถายทอดเชื้อใหผูอ่ืนได เชื้อ STEC ท่ีมีรายงานวาเปนสาเหตุการระบาด

ของโรคอาหารเปนพิษท่ีพบบอย เชน O26, O111 และ O145 เปนตน แตเชื้อท่ีมีความสําคัญมาก

ท่ีสุดคือเชื้อ E. coli ซีโรทัยป O157 ซ่ึงสามารถพบไดวาจัดอยูในท้ังกลุมของ STEC และ EHEC 

 

1.6 E. coli O157 

E. coli O157 มีความสําคัญของการระบาดในหลายประเทศท่ัวโลกรวมท้ัง

สหรัฐอเมริกาและญี่ปุน E. coli O157 เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะคลายกับ E. coli  ท่ัวๆไป 

แตลักษณะสําคัญท่ีใชแยกสายพันธุ E. coli O157 คือ ไมมีการหมักน้ําตาล sorbitol ซ่ึงใน    E. coli 

O157 มีการหายไปของยีนท่ีใชน้ําตาล sorbitol (Karmali et al., 1983) E. coli O157 สวนใหญมี

ยีน stx1 หรือ stx2หรืออาจพบท้ังคูก็ได ซ่ึงใชในการผลิต Stx ดังนั้นเชื้อ EHEC ท่ีสรางShiga toxin 

ไดนี้หรือเรียกวา “Shiga toxin-producing E. coli (STEC)” หรือ “Verotoxin-producing E. coli 

(VTEC)” ซ่ึงเปนปจจัยความรุนแรงในสายพันธุ O157  

E. coli O157 นั้นพบการกอโรคครั้งแรกมีการระบาดของโรคทองรวงในป ค.ศ. 

1982 (Riley et al., 1983) ซ่ึงการระบาดนั้นพบวามีการปนเปอนเชื้อในแฮมเบอเกอรเนื้อวัวซ่ึงปรุง

ก่ึงสุกก่ึงดิบ ในเวลาเดียวกัน Karmali และคณะ ก็ไดแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของการติดเชื้อ E. 

coli O157 และการเกิดภาวะ HUS (Karmali et al., 1983)  

 

1.7 ระบาดวิทยาของ E. coli O157 (epidemiology) 

มีการรายงานพบการติดเชื้อ E. coli O157 ท่ัวโลกซ่ึงในสหรัฐอเมริกามีการระบาด

รวม 350 คน จาก 49 รัฐท่ีเกิดจาก O157 ไดรับรายงานระหวางป 1982 และ 2002 (Rangel et al., 

2005) สวนท่ีเกิดในรัฐ Minesota พบวาเกิดจากเนื้อดิบเปนพาหะของโรค  และมีการระบาดของ E. 

coli O157:H7 ใน Colorado พบวาผูปวยท่ีบริโภคเนื้อดิบ 7 วันกอนเริ่มมีอาการ ในป 2008  มี

ผูปวยใน Colorado ท่ีรักษาในโรงพยาบาลพบวาเกิดจากการกินเนื้อดิบท่ีมีการปนเปอนเชื้อซ่ึงมี 5 



ราย ตอมาพัฒนาไปเปน HUS นําไปสูโรคไตวายฉับพลัน (Karmali et al., 1983) ในยุโรปกลาง 

สก็อตแลนดมีคนจํานวนมากเสียชีวิตจากการติดเชื้อ E. coli O157:H7 (Dundas et  al., 2001) การ

ระบาดของโรคนี้เกิดจากการปนเปอนของเนื้อท่ีนํามาทําอาหารซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเชื้อใน

ผูสูงอายุ และตอมาการติดเชื้อมีการแพรกระจายไปยังคนจํานวนมากทุกเพศทุกวัย 

ในประเทศญี่ปุน มีการระบาดของ O157 ในป ค.ศ. 1996 การระบาดใหญของเชื้อ 

E. coli O157 เกิดข้ึนในเมือง Sakai จังหวัด Osaka เด็กประถมศึกษามากกวา 6,000 คน มีสาเหตุมา

จากการรับประทานถ่ัวงอกและหัวไชเทา 

 

1.8 การติดตอ (routes of transmission) 

ทางของการสงผานการติดเชื้อมีหลายทาง เชน อาหาร นม น้ําดื่ม การติดตอจากคน

สูคน และติดตอทางหองปฏิบัติการ การปนเปอนของผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจาก

เนื้อสัตวนี้ สามารถเกิดข้ึนไดท่ีบาน จากการปรุงอาหารหรือการสัมผัสกับอาหาร จากผลิตภัณฑ   เนื้อ

วัว ท่ีมีการระบาดของเชื้อ E. coli O157:H7 ในนมและชีส ซ่ึงอาจพบในน้ําผลไมท่ีผานการฆาเชื้อ ใน

ไสกรอกท่ีผสมเนื้อหมู ในเนื้อวัว ในเนื้อกวางปา และนม (Feng, 2000; Kassenborg et al., 2004) 

การติดตอจากคนสูคนในครอบครัว ศูนยดูแลเด็ก การติดตอจากคนสูคนสวนใหญจะเกิดการติดเชื้อ

จากการไมปฏิบัติตามสุขลักษณะท่ีเหมาะสมสวนในสัตวนั้นจะไมไดรับอันตรายจาก E. coli ท่ีสราง 

Stx หรือถาไดรับผลกระทบก็นอยมากเนื่องจากในลําไสของสัตวเหลานั้นไมสรางตัวรับ (receptor) 

ตอ Stx ดังนั้นสัตวเหลานี้จึงเปนพาหะท่ีสําคัญของ EHEC 

 

1.9 พยาธิกําเนิดและพยาธิสภาพ (pathogenesis and pathology) 

E. coli O157 เปนหนึ่งในเชื้อ diarrheagenic E. coli กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงซ่ึง

การติดเชื้อโดย E. coli O157 เกิดข้ึนโดยการบริโภคอาหารหรือน้ํา หรือการสัมผัสกับพ้ืนผิวท่ีมีการ

ปนเปอนเชื้อ E. coli O157 มีความสามารถในการกอโรคสูง ปริมาณการติดเชื้อต่ําสุดของเชื้อท่ีทําให

เกิดอาการ ซ่ึงเพียงแค 101-102 CFU 

E. coli O157 สามารถคงอยูไดในผลิตภัณฑเปนเวลาอยางนอย 9 เดือนท่ีเก็บไวใน

ชองแชแข็ง (ต่ํากวา 20 °C) ทนตอความแหง กรด และผลิตภัณฑอาหารท่ีเปนกรด เชน มายองเนส 

และไสกรอก E. coli O157:H7 ท่ีมีอยูตามธรรมชาติสามารถอยูรอดไดนาน 2 สัปดาหในน้ําจืด 

(CFSPH, 2009) 

 

1.10 ปจจัยท่ีเกี่ยวของกับการกอโรค (virulence factors) 

  1.10.1 Shiga toxins 



        Shiga toxin (Stx) หรือ Verocytotoxin นั้นเปนปจจัยรุนแรงท่ีสําคัญของ E. 

coli   ในการผลิตสารพิษShiga toxin มีรายงานครั้งแรกใน Shigella dysenteriae (Neisser and 

Shiga, 1903) ในป 1903 และมีชื่ออยางเปนทางการวา VT1สารพิษนี้ทําใหเกิดผลกระทบตอ Vero 

cell  ในป  1977 Konowalchunk และคณะแสดงใหเห็นถึงการผลิต Stx จากสายพันธุหนึ่งของ E. 

coli ซ่ึงสารพิษนี้ถูกเรียกกอนหนานี้วา Shiga-like toxin อยางไรก็ตามการตั้งชื่อวา Shiga-like 

toxin และ Verotoxin ถูกเปลี่ยนชื่อใหเปน Shiga toxin เพ่ือเลี่ยงความสับสน 

Shiga toxins ประกอบดวย 2 subunits คือ A subunit และ B subunit  

 A subunit มี 32KDa protein ซ่ึงประกอบดวย 28 KDa ของ A1 subunit และ 4 

KDa ของ A2 subunit ซ่ึง A1 subunit มี N-glycosidase มีความสามารถในการดึง alanine 

จํานวน 1 หนวยออกจาก 28s ribosomal RNA สงผลในการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน แตเชื้อจะใช 

A2 subunit ซ่ึงมีหนาท่ีเปนสะพานท่ีจะเชื่อมโยงของ subunit A1 กับ B subunit ดวยกัน   

 B subunit มี 35KDa protein เปน pentamer ประกอบดวย 5 โปรตีนท่ี

เหมือนกัน ซ่ึงมีขนาด 7 KDa การจับกันระหวาง Stx กับ globotriaosylceramide (Gb3) บน 

plasma membrane receptor สําหรับ Stx ชวยในการนําเขาของ Stx เขาสู cytoplasm โดย 

endocytosis (รูปท่ี 2) เดิมแลว Stx1 และ Stx2 มีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีคลายกันใน A และ B subunit 

(Jackson et al., 1987) ประมาณ 55 และ 57% ตามลําดับ  

ความสามารถในการผลิต Stx1และ Stx2 ของสายพันธุ ท่ีคัดแยกไดจะมีการ

ตรวจสอบในการวินิจฉัยการติดเชื้อในกลุมของ EHEC ซ่ึงความสามารถในการผลิต Stx1 และStx2 

มักจะถูกตรวจสอบโดยวิธี PCR ในการตรวจสอบหายีน stx1 และยีน Stx2 หรือโดยวิธีทางภูมิคุมกันใน

การตรวจสอบ Stx1และ Stx2 ซ่ึงสําหรับวิธีการตรวจหาภูมิคุมกันของ Stx1 และ Stx2 คือวิธี 

reversed passive latex agglutination (RPLA) (Karmali et al., 1983) ซ่ึงการรายงานการ

ตรวจหายีน stx จะถูกรายงานโดยใชวิธีทาง PCR และในการตรวจสอบ Stx toxin จะถูกรายงานโดย

ใชวิธี RPLA ในการตรวจสอบ Stx1 และ Stx2 

 



 
 

รูปท่ี 2 กลไกการทําลายเซลลโดย Shiga toxins (ดัดแปลงจาก Jackson et al., 1987) 

 

ในเขตภาคใตของประเทศไทย จากขอมูลกอนหนานี้ (Sukhumungoon et al., 

2011; Sukhumungoon et al., 2011) แสดงใหเห็นวา เชื้อ STEC/EHEC ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวนั้น มี

ยีน stx อยู และยังสามารถสรางสารพิษชิกาท็อกซินไดในระดับสูงอีกดวย (Sukhumungoon et al., 

2011) อยางไรก็ตาม สําหรับซีโรทัยป O157:H7 พบผลการทดลองท่ีตรงกันขามคือ เชื้อ EHEC 

O157:H7 ท่ีพบท้ังหมด มียีน stx แตไมสามารถสรางสารพิษชิกา   ท็อกซินไดเลย จึงเรียก E. coli 

O157 สายพันธุดังกลาววา Stx2-negative strain (Koitabashi et al., 2006) จากการทดลองของ 

Koitabashi และคณะ (2006) พบวา E. coli O157:H7 สายพันธุท่ีแยกไดจากเนื้อวัวและมูลวัวใน



ประเทศไทยมียีน stx2 แตสามารถสราง Stx2 ไดในปริมาณนอยมาก หรือไมสามารถสรางไดเลย จาก

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ Q ยีน รวมถึงโปรโมเตอรของ stx ยีนในเชื้อ E. coli O157:H7 

สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงใชเปนตัวแทนของเชื้อ O157:H7 ท่ีเปน Stx2-negative strain พบวา Q ยีน

ของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 มีความเหมือนกับ Q ยีนของแบคเทอริโอฝาจ 21 (Q21) ถึง 95 

เปอรเซ็นต (รูปท่ี 3) ในทางตรงขาม Q ยีนของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 นั้นมีความ

เหมือนกับ Q ยีนของ phage 933W (Q933) ท่ีแทรกอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 

เพียง 52 เปอรเซ็นตเทานั้น (รูปท่ี 3) Q933 พบวาเปนโปรตีนท่ีมี anti-termination activity สูงซ่ึงจะ

ชวยนําพา RNA polymerase ผานจุดสิ้นสุดการสราง mRNA (terminator) ไดดีทําใหมีการสราง 

Stx ไดมาก แต Q21 พบวามี anti-termination activity ต่ําทําใหมีการสราง Stx ไดนอย หรือไมได

เลย การศึกษาของ Koitabashi และคณะ (2006) สอดคลองกับการศึกษาของ Lejeune และคณะ 

(2004) ท่ีพบวา Q933 และ Q21 ถือเปน markers สําหรับ E. coli O157:H7 ท่ีมีความรุนแรงในการ

กอโรค และไมรุนแรงในการกอโรคตามลําดับ 

 นอกจากนั้นพบวา โปรโมเตอรของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 เม่ือนํามา

เทียบกับโปรโมเตอรของแบคเทอริโอฝาจ 933W แลวพบวา เกิดการเปลี่ยนแปลงของเบสในสายพันธุ 

Thai-12 ไป 2 นิวคลีโอไทด โดยตําแหนงแรกเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีตําแหนง -35 มีการเปลี่ยนจาก

เบส C เปน A สวนอีกตําแหนง เกิดการเปลี่ยนแปลงใกลกับตําแหนง -10 โดยมีการเปลี่ยนจากเบส G 

เปน A ยิ่งไปกวานั้นพบวาเกิดการแทรกเขามาของ Thymine จํานวน 1 นิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง

ระหวาง ribosome binding site กับ start codon  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



รูปท่ี 3 การเปรียบเทียบความเหมือนของ Q ยีนของ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 และ 

Thai-12 เม่ือเทียบกับแบคเทอริโอฝาจ 21 (ดัดแปลงจาก Koitabashi et al., 2006) 

 

จากขอมูลดังกลาวทําใหเชื่อไดวา การท่ี E. coli O157:H7 ท่ีมียีน stx2 แตไมสามารถสราง Stx2 ได

นั้น เปนเพราะ Q ยีน มีความสามารถในการเกิด anti-terminator ต่ํา ประกอบกับโปรโมเตอรของ 

stx-phage นั้นไมสามารถทํางานไดเนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทดในตัวโปรโมเตอร

และตําแหนงใกลกับ ribosome binding site 

ดังนั้น จึงมีการทํา PCR เพ่ือใชตรวจสอบการไมสามารถสราง Stx เรียกวา Toxin-

non-producing (TNP) PCR โดยออกแบบ oligonucleotide primers ข้ึนโดยใชนิวคลีโอไทดใน

สวนของ Q ยีนรวมถึงบริเวณโปรโมเตอรของ E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ี

ไมสามารถสราง Stx2 ไดมาเปนตนแบบ (รูปท่ี 4) ปฏิกิริยา PCR ท่ีใชทดสอบมี 4 ปฏิกิริยาคือ TNP-

A, TNP-B, TNP-C และ TNP-D ถาผลการทดสอบใหผลบวกท้ัง 4 ปฏิกิริยาถือวาเชื้อ E. coli O157 

สายพันธุท่ีทดสอบไมสามารถสราง Stx2 ได 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4 ตําแหนงจีโนมของ stx2-phage ท่ีแทรกตัวอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ท่ี 

primers ท่ีใชในการทํา TNP-PCR สามารถเขาจับได (ดัดแปลงจาก Koitabashi et al., 2006) 

1.10.2 Intimin 

         Intimin คือ outer membrane protein ท่ีไดจาก eae gene อยูใน 

pathogenicity island เรียกวา locus of enterocyte effacement (LEE) ยีนนี้ไดรับการตรวจพบ

ใน EPEC และ EHECรวมท้ังใน Citrobacter rodentium และ Hafnia alvei (Nataro and Kaper, 

1998) ในระยะแรกของการเกิดโรคนั้น Intimin ของแบคทีเรียจะชวยในการเกาะติดกับเยื่อหุมเซลล

ของเซลลเจาบานโดยจะจับกับ 90 KDa  ตรงตําแหนงของ intimin receptor (Tir) (Hartland et 

al., 1999) ซ่ึง intimin จะจับกับ epithelial cells และจะทําลายโครงสรางของbrush border 

microvilli เรียกวา attaching และ effacing (A/E) lesion (Frankel et al., 1998) ปกติแลวเซลล



เจาบานจะไมมี receptor สําหรับ intimin แต EHEC O157:H7 มีการแสดงใหเห็นวามันสามารถ 

insert Tir เขาสู membrane ของเซลลเจาบานได 

 

1.10.3 escV 

          Type III secretion system จัดเปน marker ของปจจัยกอความรุนแรงใน

แบคทีเรียแกรมลบ ประกอบดวยโปรตีนอยางนอย 16 ชนิด เชน escC (outer membrane 

secretin), escN (cytoplasmic ATPase), escV (inner membrane protein) escV นั้นนอกจาก

เปนยีนหนึ่งท่ีสําคัญท่ีใชในการบงชี้การมี type III secretion system แลว ในเชื้อ EHEC พบวา 

Type III secretion system ตั้งอยูบน locus of enterocyte effacement (LEE) pathogenicity 

island ขนาดประมาณ 35 กิโลเบส (McDaniel and Kaper, 1997)  ซ่ึงเปน กลุมยีนขนาดใหญท่ี

สามารถสงผานไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ โดยวิธี horizontal gene transfer ไดอีกดวยมีรายงานการ

พบยีน escV นี้บอยครั้งในเชื้อกลุม EPEC และ EHEC 

 

1.11 การวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ (laboratory diagnosis) 

  การวินิจฉัยโรคนั้นอาศัยอาการทางคลินิก นอกจากอาศัยอาการท่ีตรวจพบแลวยัง

ตองอาศัยการตรวจสนับสนุนจากหองปฏิบัติการดวย ตัวอยางสงตรวจคือ อุจจาระซ่ึงจะพบเชื้อ

จํานวนมากในอุจจาระท่ีมีมูกเลือด แตเชื้อจะตายไดงายเม่ืออยูนอกรางกาย ดังนั้นการเก็บอุจจาระสง

ตรวจตองใชอุจจาระท่ีถายใหมๆ รีบสงหองปฏิบัติการเพ่ือเพาะเชื้อโดยเร็วท่ีสุด แตหากไมสามารถสง

หองปฏิบัติการไดจะตองใสเชื้อไวใน Transport medium เชน buffered saline การแยกเชื้อท่ี

สําคัญมีดังนี้ 

  การแยกเชื้อจากอุจจาระควรเพาะลงอาหารเลี้ยงเชื้อทันที เพราะเชื้ออาจตายงายถา

แหงหรือท้ิงไวนานเกินไป อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชสําหรับแยกเชื้อ E. coli จากสิ่งสงตรวจหรือท่ีไดจาก 

rectal swab ไดแก MacConkey agar (MCA) และ Eosin methylene blue agar (EMB) ลักษณะ

โคโลนีของเชื้อ E. coli บนอาหาร MCA จะใหโคโลนีสีชมพูเนื่องจากการ ferment น้ําตาล lactose 

ขณะท่ีโคโลนีบนอาหาร EMB จะใหโคโลนีสีดํามีลักษณะสะทองแสงแวววาวเรียกวา metallic sheen 

ในทศวรรษท่ีผานมาความแตกตางของ E. coli O157 กับ E. coli อ่ืนๆ ถูกกําหนด

จากสีของโคโลนีบน sorbitol MacConkey agar (SMAC) เพราะ E. coli O157 ไมสามารถใช 

sorbitol ได potassium tellerite และ cifixime สามารถเติมลงไปใน SMAC ซ่ึงจะไปยับยั้ง

แบคทีเรียอ่ืนๆได เรียกวาอาหาร cefixime tellurite (CT)-SMAC  

 



         
 

รูปท่ี 5 A, เชื้อ E. coli O157:H7 บนอาหาร sorbitol MacConkey agar โคโลนีกลม สีครีม       

(ไมหมักน้ําตาล sorbitol) ขอบเรียบ; B, เชื้อ E. coli non-O157 บน sorbitol MacConkey agar 

โคโลนีกลม สีชมพู (หมักน้ําตาล sorbitol) ขอบเรียบ  

 

 โคโลนีของ E. coli O157 ท่ีข้ึนบนอาหาร SMAC จะไมมีสี โดยอาศัยหลักการท่ีเชื้อ 

O157:H7 ไมสามารถใชน้ําตาลซอรบิทอล (sorbitol) ได ซ่ึงจะไมใหผลผลิตเปนกรด ทําใหไมมีการ

เปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร แตเชื้อชนิดอ่ืนสามารถใชน้ําตาลซอรบิทอลได เม่ือเกิดกรดจากการใช

น้ําตาลข้ึน กรดนั้นจะไปเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรใหเปนสีชมพู อาหารอีกชนิดคือ CHROMagarO157 

ซ่ึงมีการพัฒนาเพ่ือแยกความแตกตางของ E. coli O157 กับเชื้อ E. coli อ่ืนๆ โดยอาศัยหลักการท่ีวา 

เอนไซมบางชนิดของเชื้อสามารถสลายสาร chromogens ท่ีมีอยูในอาหารแลวใหผลผลิตท่ีเปน

อนุภาคของสีท่ีไมละลายน้ํา ซ่ึงโคโลนี ของ E. coli O157 จะใหสีมวงอมชมพู (mauve colony) และ

มีขอบสีขาว (รูปท่ี 6)  

 หลังจากท่ีแยกโคโลนีท่ีสงสัยไดแลว นําโคโลนีท่ีสงสัยมาทดสอบเพ่ือตรวจยืนยันเชื้อ 

โดยใชวิธีทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) และหาซีโรทัยป โดยใชการทําปฏิกิริยากับ

แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ O และ H antigen การตรวจหาสารพิษสามารถใชวิธีทางอณูพันธุศาสตรเชน 

พีซีอาร (PCR) หรือวิธีทางอิมมูโนวิทยาเชนอิไลซา (ELISA) หรือการทดสอบพิษในเซลลเพาะเลี้ยง 

(cell cytotoxic assay) โดยใชเซลลเวอโร (Vero cell) หรือเซลลฮีลา (Hela cell)   การตรวจ

เหลานี้อาจใหผลไมสอดคลองกันไดบาง โดยพบวาเชื้อ O157 มียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ Stx2 

แตไมสามารถสราง Stx2 ได (Koitabashi et al., 2006) นอกจากนี้เชื้อ EHEC สายพันธุ O157 ท่ี

สามารถใชน้ําตาล sorbitol แลวใหโคโลนีสีชมพู ก็อาจพบไดเชนกัน 



 

                    
 

รูปท่ี 6 CHROM agar O157 สําหรับการคัดแยกความแตกตางของเชื้อ E. coli O157 ซ่ึงใหโคโลนีสี

มวงอมสีชมพู (เครื่องหมายดอกจัน) สวนแบคทีเรียตัวอ่ืนๆจะใหโคโลนีสีท่ีแตกตางออกไปหรือถูก

ยับยั้งใหไมเจริญ 

 

การตรวจหา Shiga toxin จากตัวอยางโดยตรงโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ปจจุบันมีชุด

น้ํายาท่ีใชเทคนิคทางอิมมูโนวิทยาจําหนายในทองตลาด เชน enzyme immunoassay (EIA), latex 

agglutination, reversed passive latex agglutination เปนตนวิธี reverse passive latex 

agglutibation (RPLA) มีหลักการโดยใช Stx antibody ท่ีเคลือบเม็ด latex ไว มาทําปฏิกิริยากับ 

Stx ในตัวอยาง ถาในตัวอยางท่ีตรวจสอบมี Stx อยู ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนคือ จะเกิดการจับกันระหวาง 

Stx antibody กับ Stx ท่ีอยูในตัวอยาง เกิดการเกาะกลุมเปนรางแห (lattice structure) ข้ึน เม่ือบม

ปฏิกิริยาไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ชั่วโมง จะเห็นการเกาะกลุมของปฏิกิริยาท่ีเปนรางแหนั้นแผท่ี

กนหลุม microtiter plate กนหลุมรูปตัววี (v) สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา แตถาในตัวอยางไมมี 

Stx จะไมเกิดปฏิกิริยา และเม็ด latex ท่ีเคลือบดวย antibody ตอ Stx จะตกลงไปกระจุกตัวกันท่ีกน

หลุมท่ีทดสอบ (รูปท่ี 7) 

 

1.12 การรักษา (treatment)  

โรคท่ีเกิดจากเชื้อ E. coli ท่ีพบไดบอยท่ีสุดคือ โรคอุจจาระรวง ดังนั้นการรักษาจึง

ตองใชยาท่ีไปออกฤทธิ์ตอเชื้อ E. coli  โดยตรง เชน ampicillin และ kanamycin แตพบวาเด็กสวน

ใหญจะมีเชื้อ E. coli  ท่ีดื้อตอยา ampicillin และ kanamycin ซ่ึงเชื้อเหลานี้จะทําหนาท่ี

เปรียบเสมือนแหลงของยีนดื้อยาท่ีสามารถถายทอดไปใหเชื้อกอโรคตัวอ่ืนๆ เชน Shigella, 

Salmonella รวมท้ัง E. coli ชนิดอ่ืนท่ีกอโรคดวย (Tauxe et al., 1989)  

 



    
รูปท่ี 7 ภาพประกอบการทดสอบของ RPLA ผลบวก (Positive) สามารถเห็นการเกาะกลุมเปน

รางแหและผลลบ (Negative) จะเห็นเม็ด latex ตกลงไปกระจุกตัวกันท่ีกนหลุม  

 

อยางไรก็ตาม การใชยาปฏิชีวนะบางชนิดในการรักษาอาจเพ่ิมความเสี่ยงตอการเสียชีวิตของผูปวยได 

เชนยาในกลุมท่ีมีผลตอ DNA ของเชื้อ ยาในกลุมเหลานี้ ไปทําลาย DNA ของเชื้อ เม่ือเชื้อเกิดการ

ซอมแซม DNA (DNA repair) ก็จะเปนการกระตุนให stx phage ท่ีแทรกตัวอยูใน DNA ของเชื้อ เกิด

การเพ่ิมจํานวนมากข้ึน สงผลใหมีแมพิมพในการสราง Stx มากยิ่งข้ึน ผูปวยจะมีอาการแยลงและมี

อัตราการเสียชีวิตสูงข้ึนตามมา จากการศึกษาในหนูโดยใชยากลุม quinolone พบวามีอัตราการตาย

เพ่ิมมากข้ึน (Zhang, 2000) โดยพบวามีการหลั่งของ Shiga toxin มากข้ึน และเปนการเพ่ิมอัตรา

เสี่ยงในการเกิด HUS จากการศึกษาพบวาในผูปวย HUS ในกลุมท่ีไดรับยาปฏิชีวนะเกิดอาการ HUS 

มากกวากลุมผูปวยท่ีไมไดรับยาปฏิชีวนะอยางไรก็ตามพบวาผูปวยดังกลาวมีอาการรุนแรงมากอน

ไดรับการรักษาแลว (Carter et al., 1987) แตขัดแยงกับการศึกษาของ Takeda และคณะ ซ่ึงได

ศึกษาขอมูลยอนหลังในการระบาดใหญท่ีเมือง Sakai ประเทศญี่ปุน เม่ือป ค.ศ. 1996 พบวาผูปวยท่ี

ไดรับ การรักษาดวย fosfomycin ภายใน 3 วันแรกของโรคเกิดภาวะแทรกซอนและเกิด HUS นอย

กวากลุมท่ีไดรับการรักษาท่ีชากวา (Tilden et al., 1996) จากขอมูลขางตน จะเห็นไดวา 

fosfomycin ไมไดเปนยาท่ีมีผลตอ DNA โดยตรง จึงอาจใหผลท่ีดีในการรักษา แต quinolone มี

กลไกยับยั้งการคลายเกลียวและการจําลองตัวเองของ DNA ของเชื้อ ซ่ึงเปนผลโดยตรงตอ DNA  จึง

ใหผลท่ีแยในการรักษา ดังนั้นในการเลือกใชยาปฏิชีวนะจึงจําเปน และตองเลือกยาท่ีไมสงผลใหเกิด

การเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอฝาจภายในเซลลของแบคทีเรีย จึงจะสามารถใหผลการรักษาไดดี  

 

1.13 การปองกันและควบคุม (prevention and control) 

  โรคติดเชื้อ E. coli O157:H7 สวนใหญแลวเกิดจากการรับประทานเนื้อวัว หรือ

ผลิตภัณฑท่ีทําจากเนื้อวัวท่ีปรุงไมสุก โดยเฉพาะเนื้อบดหรือกินผลิตภัณฑนมโคท่ีไมไดผานการพาส



เจอรไรซหรือผลิตภัณฑเนื้อของสัตวเค้ียวเอ้ือง หรือสัตวฟนแทะบางชนิด ดังนั้น การรับประทาน

อาหารท่ีทําจากเนื้อสัตวดังกลาวตองประกอบอาหารใหสุกเสียกอน ควรเตรียมอาหารดวยวิธีท่ี

ปลอดภัย ไมมีการปะปนกันระหวางวัตถุดิบกับอาหารปรุงสุกแลว ลางมือและอุปกรณทําครัวทุกครั้ง 

นมและน้ําผลไมควรดื่มเฉพาะท่ีพาสเจอรไรซแลว ลางมือทุกครั้งหลังจากสัมผัสตัวสัตวจําพวกโค มี

สุขอนามัยท่ีดีในการใชหองสวม เปนตน 

 

สวนท่ี 2 Uropathogenic Escherichia coli 

2.1 E. coli ท่ีกอโรคในระบบทางเดินปสสาวะ Uropathogenic E. coli (UPEC) 

 การกอโรคในคนนั้นนอกจากจะกอโรคกับระบบทางเดินอาหารแลวยังมี E. coli สาย

พันธุอ่ืนๆท่ีไมกอโรคในระบบทางเดินอาหาร แตจะสามารถแสดงความสามารถในการกอโรคไดเม่ืออยู

ในอวัยวะอ่ืนนอกระบบทางเดินอาหาร E. coli เหลานี้เรียกวา extraintestinal pathogenic E. coli 

(ExPEC) การกอโรค เชน กอใหเกิดเยื่อหุมสมองอักเสบในเด็กแรกเกิด (Neonatal meningitis E. 

coli; NMEC) หรือการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ(UTI - Urinary Tract Infections) โดย

แบคทีเรียนี้จะเกาะติดกับผนังของกระเพาะปสสาวะซ่ึงทําใหเกิด กระเพาะปสสาวะอักเสบ (cystitis) 

กรวยไตอักเสบ (pyelitis) และเชื้ออาจจะลุกลามเขาสูกระแสเลือดเกิดเปน septicemia อาจถึงแก

ชีวิตได 

Extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) คือ เชื้อ E. coli ท่ีกอโรคนอก

ระบบทางเดินอาหารและลําไส การติดเชื้อท่ีสําคัญโดย E. coli กลุมนี้ ไดแก uropathogenic E. coli  

(UPEC) การติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะสามารถเกิดไดจากเชื้อหลายชนิด แตพบวาการติดเชื้อ

สวนใหญกวา 80% เกิดจาก E. coli กลไกการกอโรคแสดงดังรูปท่ี 2 คือ E. coli สวนใหญมักจะ

ปนเปอนมาจากระบบทางเดินอาหารเม่ือเขาสูระบบทางเดินปสสาวะเชื้อจะเกาะติดท่ีเซลลเยื่อบุทําให

เกิดการรวมตัวกันคลาย biofilm เรียกวา intracellular bacterial communities (IBCs) เม่ือ

แบคทีเรียใน IBC ออกมานอกเซลลก็จะสามารถเขาสูเซลลชั้นตอๆไปของระบบทางเดินปสสาวะและ

อาจมีความเสี่ยงตอการติดเชื้อของไตถาไมไดรับการรักษา   

 

2.2 ปจจัยกอโรคของ UPEC  

 2.2.1 P fimbriae (pap) 

  กระบวนการท่ีสําคัญท่ีสุดในการกอโรคของ uropathogens คือข้ันตอนการเกาะติด

กับเซลล uroepithelium ปจจัยกอการเกาะติดท่ีสําคัญคือ P fimbriae โดยมีบทบาทในการกอโรค

แบบ ascending UTI และ pyelonephritis ในมนุษย (Leffer and Svanborg-Eden, 1981; Plos 

et al., 1995; Vaisanen et al., 1981) จากการศึกษาพบวา P fimbriae สามารถเพ่ิมการ 



colonization ในสวน tubular epithelium ได (Bien et al., 2012) P fimbriae ยังแสดงบทบาทท่ี

สําคัญท่ีสุดในผูปวยปลูกถายไต โดยเฉพาะอยางยิ่ง มีการพบวา acute allograft injury อันเกิดจาก 

UPEC ซ่ึงมีการแสดงออกของโปรตีน P fimbriae ในสวนของ upper UTI 

  2.2.2 Afa adhesion (afa) 

  ปจจัยการกอการเกาะติดท่ีสําคัญอีกชนิดคือ Afa adhesion ซ่ึงเปนหนึ่งในสมาชิก

ของ Afa family Afa adhesion สรางมาจาก afa gene จากการศึกษาพบวา UPEC ซ่ึงมีการ

แสดงออกของโปรตีน Afa adhesion มีความสามารถในการกอการติดเชื้อแบบเรื้อรังหรือกอการติด

เชื้อซํ้าได (Le Bouguénec, 2005) จากการศึกษากอนหนานี้แสดงใหเห็นวา UPEC สามารถบุกรุก

เซลล uroepithelium ได โดยใช AfaD และ AfaE adhesins เพ่ือหลีกเลี่ยงการตรวจจับของระบบ

ภูมิคุมกันและยาปฏิชีวนะ ดวยสาเหตุนี้อาจสามารถอธิบายการเกิดการติดเชื้อซํ้าและการกอโรคแบบ

เรื้อรังของ UPEC ได (Dhakal et al., 2008) 

  2.2.3 α-haemolysin (hlyA)  

  ในสวนของปจจัยกอโรคชนิด secreted virulence factor ของ uropathogens 

นั้น hlyA gene ซ่ึงจะสรางโปรตีน α-haemolysin มีความเก่ียวของกับการเกิดการติดเชื้อในระบบ

ทางเดินปสสาวะ เชน pyelonephritis (Johnson, 1991) HlyA ทําหนาท่ีเปน pore-forming toxin 

ซ่ึงจัดเปนสมาชิกของ RTX toxin family โดยสารพิษชนิดนี้มีการพบไดอยางแพรหลายในแบคทีเรีย 

แกรมลบ ท่ีสามารถกอโรคได จากการศึกษากอนหนานี้พบวา ณ ความเขมขนของสารพิษต่ําๆ 

สามารถชักนําใหเกิด apoptosis ของ neutrophils, T lymphocyte และ เซลลไตได จึงทําใหเกิด

การลอกหลุด (exfoliation) ของเซลล uroepithelium (Jonas et al., 1993; Russo et al., 2005; 

Chen et al., 2006) ยิ่งไปกวานั้น ณ สารพิษความเขมขนสูง ยังสามารถเปนสาเหตุใหเกิดการแตก

สลายของเม็ดเลือดแดงไดอีกดวย สงผลใหเชื้อสามารถเดินทางขามผนังเยื่อเมือกกอการแตกสลายของ

เซลลในระบบภูมิคุมกันได (Johnson, 1991) ประมาณ 50% ของการเกิดอาการซํ้าซอนของ 

pyelonephritis เกิดจาก HlyA (Bien et al., 2012) โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อ E. coli ท่ีสามารถผลิต 

HlyA ได นั้นสามารถทําใหเกิดรอยโรคถาวรท่ีไต ซ่ึงเปนอาการท่ีเกิดจาก complication 

(Jakobsson et al., 1994) 

 

2.3 การดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือ uropathogens   

  เชื้อ uropathogens ท่ีพบจากการศึกษาในประเทศตางๆนั้น มีการดื้อยาปฏิชีวนะ

หลายชนิด แตชนิดของยาปฏิชีวนะท่ีพบไดบอยจากหลายการศึกษาวาเชื้อมีการดื้อยา ไดแก 

tetracycline และ cotrimoxazole ในการศึกษาท่ี Popular Diagnostic Centre ในประเทศบัง

คลาเทศในป ค.ศ. 2006 พบวา เชื้อ uropathogenic E. coli เชื้อจะดื้อตอ tetracycline มากท่ีสุด 



โดยมีอัตราการดื้อยาตั้งแต 74 ถึง 84% (Lina et al., 2007) สวนในประเทศแถบตะวันตก จาก

การศึกษาในประเทศเนเธอแลนด den Heijer และคณะ (2010) รายงานวา uropathogenic E. coli 

มีการดื้อ cotrimoxazole ในสัดสวน 16%  

 ขณะท่ีชนิดของยาปฏิชีวนะท่ีมีการดื้อยานอยท่ีสุดคือ nitrofurantoin โดยจาก

การศึกษาในประเทศเนเธอแลนดในป ค.ศ. 2009 พบวาเชื้อ E. coli ท้ังหมด 489 ไอโซเลทท่ีนํามา

ตรวจสอบนั้น ไวตอ nitrofurantoin ท้ังหมด (den Heijer et al., 2010) การศึกษาท่ีใหผล

สอดคลองกับงานของ den Heijer และคณะ (2010) มาจากการศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะของ 

Mohajeri และคณะ (2014) โดยทําการศึกษาเชื้อ extended spectrum-beta lactamase 

(ESBL)-producing E. coli ท่ีแยกไดจากผูปวยนอกของโรงพยาบาลในประเทศอิหราน ระหวางเดือน

กุมภาพันธ ค.ศ. 2012 ถึงเดือน กุมภาพันธ ค.ศ. 2013 พบวา เชื้อดื้อ nitrofurantoin เพียง 4.1% 

ยิ่งไปกวานั้นจากรายงานของ Liu และคณะ (2011) ท่ีศึกษา ESBL-producing E. coli ณ Taipei 

Medical University hospital ระหวางเดือนกรกฎาคม ค.ศ. 2008 ถึงเดือนธันวาคม ค.ศ. 2009 ได

แสดงใหเห็นวา 79.1% ของ ESBL-producing E. coli นั้นไวตอ nitrofurantoin อีกดวย กลไกการ

ออกฤทธิ์ของ nitrofurantoin นั้นมีความซับซอน โดยเอนไซม nitroreductase จะเปลี่ยน 

nitrofurantoin เปนสารออกฤทธิ์ท่ีเปน electrophile สารนี้จะไปออกฤทธิ์กับ ribosomal protein 

รวมถึงสารโมเลกุลใหญอ่ืนๆเชน DNA หรือ RNA แมวาจากการศึกษาท่ีผานมาพบวาเชื้อ E. coli จะ

ไวตอ nitrofurantoin และยาปฏิชีวนะชนิดนี้เปนยาท่ีใชในการรักษา non-complicated cystitis 

อยางไดผล อยางไรก็ตาม การใช nitrofurantoin ในการรักษาตองใหยาจํานวน 4 doses ตอวัน และ

ผลขางเคียงของยาตอผูปวยก็มีใหเห็นเดนชัดเชนกัน (Amábile-Cueras and Arredondo-García, 

2011)   
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ผลการทดลอง 

 

สวนท่ี 1 การตรวจสอบ EHEC/STEC ในผูปวยทองรวง และการหาปริมาณ EHEC/STEC จาก

ตัวอยางเนื้อสัตว 

1.1 การแยกและจําแนกเช้ือ EHEC และ STEC จากผูปวย 

จากการแยกเชื้อ EHEC และ STEC จากผูปวยทองรวงท่ีไดรับมาจากโรงพยาบาล

หาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี ในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 จนถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2557 

รวมเวลา 18 เดือน โดยใชอาหาร sorbitol MacConkey agar (SMAC) สามารถแยกเชื้อไดจํานวน 

1,022 ไอโซเลท จาก 592 ตัวอยาง ไดโคโลนีสีชมพูจํานวน 712 โคโลนี และไดโคโลนีไมมีสี จํานวน 

310 โคโลนี (ตารางท่ี 2) โคโลนีท่ีไมมีสี (colorless colony) เปนตัวแทนในการตรวจหาเชื้อ E. coli 

O157 เนื่องจาก E. coli O157 ไมสามารถหมักน้ําตาล sorbitol ได จึงใหโคโลนีท่ีไมมีสี สวนโคโลนีสี

ชมพู เปนตัวแทนในการหาเชื้อ E. coli ซีโรทัยปอ่ืนๆ  

 

ตารางท่ี 2 จํานวนไอโซเลทท่ีแยกไดจาก rectal swabs ของผูปวยท่ีไดรับมาจากโรงพยาบาล

หาดใหญและโรงพยาบาลปตตานีในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 จนถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2557 

 

โรงพยาบาล จํานวนไอโซเลทโคโลนีสีชมพู 

บน SMAC 

จํานวนไอโซเลทโคโลนีไมมีสี 

บน SMAC 

โรงพยาบาลหาดใหญ 518 310 

โรงพยาบาลปตตานี 194 - 

รวม 712 310 

 

1.2 การตรวจสอบยีนกอโรคของเช้ือโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

ในการศึกษานี้ ทําการตรวจสอบยีน stx1, stx2 และ eae โดยวิธี PCR โดยใช 

primers ท่ีจําเพาะตอยีนดังกลาว (ตาราง S1) จากผลการตรวจสอบ ไมพบยีนดังกลาว ในทุกๆไอโซ

เลท แสดงใหเห็นวา ไมมีผูปวยทองรวงรายใดในชวง 18 เดือนท่ีตรวจสอบเกิดภาวะทองรวงจากเชื้อ

ในกลุม STEC และ EHEC   
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1.3 การตรวจสอบซีโรทัยป O157 ของเช้ือท่ีแยกไดโดยวิธี polymerase chain reaction 

(PCR)   

สําหรับการตรวจสอบซีโรทัยป O157 นั้น เชื้อทุกไอโซเลทถูกตรวจสอบซีโรทัยป

อยางคราวๆ โดยวิธี PCR (Maurer et al., 1999) โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอยีน rfbO157 กอน 

จากนั้นนําเชื้อท่ีใหผลบวกโดยวิธี PCR แลว ไปทําการยืนยันผลโดยวิธี agglutination โดยใช

แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอซีโรทัยป O157 จากผลการศึกษาพบวา มีเชื้อจํานวน 1 ไอโซเลท ท่ีใหผลบวก

ตอยีน rfbO157 โดยวิธี PCR ใหชื่อสายพันธุนี้วา PSU120  

 

1.4 การตรวจสอบชนิดของ Q gene โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

จากผลการตรวจสอบยีน Q 2 ชนิด ท่ีมีรายงานวาสามารถใชเปนยีนบงชี้ความ

รุนแรงของเชื้อ คือ Q933 ซ่ึงเปนยีน Q ท่ีมักพบในเชื้อท่ีมีความรุนแรงสูง และยีน Q21 ซ่ึงเปนยีนท่ีมัก

พบใน E. coli O157 สายพันธุท่ีไมรุนแรง พบวา E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ไมมียีนท้ังสอง

ชนิดอยู (ตารางท่ี 3) แสดงใหเห็นวา ไมมีแบคเทอริโอฝาจ stx ท่ีสําคัญแทรกอยูในจีโนมของ PSU120  

 

1.5 การตรวจสอบตําแหนงการแทรกของ prophage  

  ทําการตรวจสอบยีนท่ีมีรายงานวา เปนตําแหนงท่ีแบคเทอริโอฝาจใชในการแทรก

จีโนมจํานวน 5 ตําแหนง วายังมีความสมบูรณดีอยูหรือไม หรือมีการแทรกตัวของ prophage ชนิด

อ่ืนๆอยูหรือไม การตรวจสอบทําโดยวิธี PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะสําหรับยีนท่ีตองการ

ตรวจสอบ (ตาราง S1) ในกรณีท่ียีนท่ีตรวจสอบไมมีแบคเทอริโอฝาจแทรกอยู การดําเนินไปของ

ปฏิกิริยา PCR จะเกิดไดตามปกติและใหผลผลิต PCR ออกมาได แตถายีนใดมีแบคเทอริโอฝาจแทรก

อยู จะไมสามารถใหผลผลิต PCR ออกมาไดเนื่องจากตําแหนงท่ีทําการเพ่ิมจํานวน DNA นั้น มีขนาด

ใหญเกินกวาท่ีปฏิกิริยา PCR จะดําเนินการสําเร็จ จากผลการทดลองพบวา เชื้อ E. coli O157 สาย

พันธุ PSU120 นั้น มียีน Z2577, yecE และ wrbA ท่ียังคงมีสภาพปกติ สวนยีน sbcB และ yehV 

นั้น มี prophages ชนิดอ่ืนๆแทรกยีนโนมอยูแลว (ตารางท่ี 3) 

   

1.6 การตรวจสอบการดื้อตอยาปฏิชีวนะโดยวิธี disk diffusion method  

ทําการตรวจสอบการดื้อตอยาปฏิชีวนะในเชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 

โดยใชยาปฏิชีวนะตามมาตรฐานของ CLSI จํานวน 11 ชนิด ดังนี้ ampicillin (10 µg), ceftazidime 

(30 µg), cephalothin (30 µg), chloramphenicol (30 µg), erythromycin (15 µg), 

gentamicin (10 µg), kanamycin (30 µg), methicillin (5 µg), streptomycin (10 µg), 
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tetracycline (30 µg) และ vancomycin (30 µg) จากผลการทดลองพบวา เชื้อ PSU120 เปนเชื้อ

ท่ีดื้อยาหลายชนิด (multi-drug resistant strain) เนื่องจากดื้อยาปฏิชีวนะอยางนอย 3 กลุม (ตาราง

ท่ี 3) โดยพบวาเชื้อสามารถดื้อตอยา cephalothin, erythromycin, methicillin และ 

vancomycin 
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   ตารางท่ี 3 ลักษณะของ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 

 

Strain Source of  

sample 

Virulence genes O157/non-O157 Q933/Q21 Insertion site  

occupied 

aAntibiogram 

pattern 
stx1 stx2 eae escV hlyA 

PSU120 48 year-old male - - - + - b+/- -/- sbcB, yehV E, KF, MET, Va 

     aE, erythromycin; KF, cephalothin; MET, methicillin; Va, vancomycin. 
    b+, ตรวจพบ; -, ตรวจไมพบ 
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1.7 การหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเช้ือโดยวิธี pulsed-field gel electrophoresis  

  ในการทดลองนี้ ไดทําการเปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ E. coli 

O157 สายพันธุ PSU120 กับเชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ PSU2 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมีจีโนทัยปเปน 

stx1
-, stx2

+ และ eae+ ซ่ึงจีโนทัยปแบบนี้ พบไดบอยท่ีสุดใน E. coli O157 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัว

ในชวงทศวรรษท่ีผานมา นอกจากนี้ยังใชเชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ซ่ึงเปนสายพันธุ

กอโรครุนแรงท่ีแยกไดจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกาในป ค.ศ. 1982 เพ่ือเปรียบเทียบอีกดวย 

เชื้อสายพันธุ EDL933 มีจีโนทัยปเปน stx1
+, stx2

+ และ eae+ จากการตรวจสอบโดยวิธี PFGE พบวา 

สายพันธุ PSU120 มีความคลายทางพันธุกรรมกับกลุมของ PSU2 และ EDL933 ถึง 88.6% (รูปท่ี 8) 

ซ่ึงถือวาเปนความคลายของลําดับนิวคลีโอไทดในอัตราท่ีสูง แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดท่ี E. coli 

O157 สายพันธุ PSU120 จะมีความเก่ียวของกับสายพันธุท่ีพบไดท่ัวไปในเนื้อวัวอยาง PSU2 และ

แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดท่ี PSU120 อาจเปนสายพันธุท่ีมี stx มากอน แตเกิดการสูญเสีย stx 

ไประหวางการติดเชื้อในมนุษย 

 

รูปท่ี 8  Dendrogram ท่ีไดจากลายพิมพ DNA โดยวิธี pulsed-field gelelectrophoresis ของ E. 

coli O157 สายพันธุ PSU120 เทียบกับสายพันธุ PSU2 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัว และสายพันธุ EDL933 

ท่ีแยกไดจากผูปวยทองรวงแบบมีมูกเลือด 

   

1.8 การตรวจหาปริมาณของ EHEC และ STEC จากเนื้อสัตวประเภทตางๆ โดยวิธี most 

probable number-polymerase chain reaction (MPN-PCR) 

  ทําการเก็บตัวอยางเนื้อวัวดิบ เนื้อไกดิบและเนื้อหมูดิบ ท่ีวางจําหนายในตลาดสด

เขต อ.หาดใหญ จ.สงขลา ชวงเดือนเมษายน พ.ศ. 2556 ถึงตุลาคม พ.ศ. 2556 จํานวน 30 ตัวอยาง 

(เนื้อสัตวชนิดละ 10 ตัวอยาง) มาตรวจหาปริมาณดวยวิธี MPN-PCR พบวา ปริมาณของ STEC ท่ีมี

ยีน stx1 และ stx2 ในเนื้อวัวมีคาเทากับ 16 และ 27 MPN/กรัม ตามลําดับ สวน EHEC นั้นไม

สามารถพบไดจากเนื้อวัว ในสวนของเนื้อหมูและเนื้อไกดิบนั้น พบเชื้อ STEC และ EHEC ในปริมาณท่ี
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นอยกวาเนื้อวัวดิบ อยางไรก็ตาม พบ EHEC 1 ตัวอยาง จากเนื้อไกในปริมาณ 3 MPN/กรัม       

(ตารางท่ี 4) จากขอมูลนี้แสดงใหเห็นถึงการปนเปอนของ EHEC และ STEC ในเนื้อดิบในปริมาณนอย 

 

ตารางท่ี 4 ปริมาณ (MPN/กรัม) ของเชื้อ EHEC และ STEC ในเนื้อสัตวดิบ 

 

Type of meat  Pathotype No. of positive 

sample 

MPN/g 
amin max 

Beef  EHEC 0 <3 <3 

 stx1-habouring E. coli 7 <3 16 

 stx2-habouring E. coli 8 <3 27 

Pork EHEC 0 <3 <3 

 stx1-habouring E. coli 6 <3 11 

 stx2-habouring E. coli 3 <3 15 

Chicken EHEC 1 <3 3 

 stx1-habouring E. coli 3 3 9.3 

 stx2-habouring E. coli 1 <3 3 
amin, คา MPN ท่ีนอยท่ีสุดท่ีพบในจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก; max, คา MPN ท่ีมากท่ีสุดท่ีพบใน

จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก 

 

  ในการตรวจหาปริมาณเชื้อจากเนื้อสัตวดิบจํานวน 30 ตัวอยางขางตนนี้ ไมพบเชื้อท่ี

มีผลบวกตอยีน O157 เลย (< 3 MPN/g) ท้ังๆท่ีจากรายงานกอนหนาสามารถพบ E. coli O157 ได

ในปริมาณท่ีคอนขางมาก ดังนั้นเพ่ือยืนยันผลในระดับหนึ่งวาการทดสอบโดยวิธี MPN-PCR เปนไป

โดยถูกตอง และเพ่ือยืนยันวา E. coli O157 ไมมีการปนเปอนในเนื้อวัวท่ีตรวจสอบในชวงเวลาท่ีผาน

มาเม่ือตรวจสอบโดยวิธี MPN-PCR จริง จึงทําการแยกเชื้อ E. coli O157 โดยวิธี 

immunomagnetic separation (IMS) ทันทีหลังเสร็จสิ้นการตรวจสอบเชิงปริมาณ โดยทําการ

ตรวจสอบเนื้อวัวโดยวิธีนี้จํานวน 32 ตัวอยาง ผลการทดลองพบวาใน 31 ตัวอยางแรก ซ่ึงใชเวลาใน

การเก็บตัวอยางเหลานี้ในชวงประมาณ 4 เดือนหลังจากการทํา MPN-PCR เสร็จสิ้นนั้น ไมพบ E. coli 

O157 เลย แสดงใหเห็นวา ผลการตรวจหา E. coli O157 เชิงปริมาณโดยวิธี MPN-PCR ท่ีใหผลเปน

ลบนั้น นาจะถูกตองแลว อยางไรก็ตาม ในชวงปลายเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 พบวาสามารถเริ่ม 

ตรวจพบ E. coli O157 ได โดยสามารถแยก E. coli O157 ออกมาไดจากตัวอยางเนื้อวัว             
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1 ตัวอยางจํานวน 6 ไอโซเลทเชื้อท้ังหมดไวตอยาปฏิชีวนะ ceftriaxone (30µg), 

trimethoprim/sulfamethoxazole (1.25+23.75 µg), norfloxacin (10 µg), ciprofloxacin     

(5 µg), ceftazidime (30 µg), imipenem (10 µg) (ตารางท่ี 5) คาดวาเชื้อท้ังหมดมีกําเนิดมาจาก

โคลนเดียวกัน 

 

ตารางท่ี 5 ขอมูลของ E. coli O157 จํานวน 6 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากตัวอยางเนื้อวัวในชวงปลาย

เดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 

+, ตรวจพบ; -, ตรวจไมพบ 

 

สวนท่ี 2 Uropathogenic Escherichia coli  

2.1 การแยกเช้ือ UPEC 

เชื้อ  UPEC ในการศึกษานี้ ไดรับมาจากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ต ในชวงเดือน 

กุมภาพันธ พ.ศ. 2556 ถึงเดือน กันยายน พ.ศ. 2559 รวม 8 เดือน จํานวนท้ังสิ้น 113 ไอโซเลท (จาก 

113 ตัวอยาง) ซ่ึงเปนเชื้อท่ีแยกมาจาก midstream urine หรือจากผูปวยท่ีติดเชื้อโดยมีความ

เก่ียวของกับการใชสายสวนทอปสสาวะ (catheter urine) ของผูปวยตามวอรดตางๆ เชื้อไดรับการ

บงชี้วาเปน E. coli โดยวิธีทางชีวเคมี จํานวนและรายละเอียดของเชื้อท่ีแยกได ดังแสดงในตาราง

การศึกษาขอมูลสถิติประชากร (ตารางท่ี 6) 

 

 

 

 

Strain Origin Date (month/yr) Virulence gene O157/non-O157 

stx1 stx2 eae 

TP-30-1 เนื้อวัว ตุลาคม/2556 - + + +/- 

TP-30-2 เนื้อวัว ตุลาคม/2556 - + + +/- 

TP-30-3 เนื้อวัว ตุลาคม/2556 - + + +/- 

TP-30-4 เนื้อวัว ตุลาคม/2556 - + + +/- 

TP-30-5 เนื้อวัว ตุลาคม/2556 - + + +/- 

TP-30-6 เนื้อวัว ตุลาคม/2556 - + + +/- 
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2.2 การตรวจสอบยีนกอโรคตางๆของเช้ือ 

การตรวจสอบยีนตางๆของเชื้อทําโดยวิธี PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอยีนนั้นๆ 

ขอมูลของชนิดของยีนท่ีตรวจและ primers แสดงในตารางท่ี S1 จากผลการตรวจสอบพบวา สามารถ

พบยีน pap ไดจากเชื้อ UPEC จํานวน 14 ไอโซเลท (12%) พบยีน afa จํานวน 8 ไอโซเลท (7%) 

และพบยีน hlyA จํานวน 16 ไอโซเลท (14%) (ตารางท่ี 7) เชื้อท่ีมียีนกอโรคเหลานี้มีท้ังหมด 27 ไอ

โซเลท โดยลักษณะตางๆของเชื้อไดแสดงไวในตารางท่ี 9 

 

2.3 การตรวจสอบการดื้อตอยาปฏิชีวนะโดยวิธี disk diffusion method 

ทําการตรวจหาการดื้อตอยาปฏิชีวนะในเชื้อท่ีแยกไดทุกไอโซเลท โดยใชยาปฏิชีวนะ 

7 ชนิด ดังนี้ ceftaxime (30 µg), ceftazidime (30 µg), cotrimoxazole (25 µg), imipenem 

(10 µg), nitrofurantoin (300 µg), norfloxacin (10 µg) และ tetracycline (30 µg) ผลการ

ตรวจสอบพบวา เชื้อ UPEC ดื้อยา tetracycline มากท่ีสุดจํานวน 85 ไอโซเลท (77%) และดื้อ 

cotrimoxazole รองลงมาท่ี 76 ไอโซเลท (68%) สวนยาตานจุลชีพท่ีเชื้อไวมากท่ีสุด คือ 

nitrofurantoin โดยพบวาเชื้อจํานวน 1 ไอโซเลท (1%) เทานั้นท่ีดื้อตอยาชนิดนี้ สวน imipenem 

เชื้อดื้อเพียง 5 ไอโซเลท (5%) (ตารางท่ี 8)  

  การตรวจสอบเชื้อท่ีสามารถสราง ESBL ทําโดยเปรียบเทียบการใชยาตานจุลชีพ

ชนิด amoxicillin กับ amoxicillin ผสมกับ clavulanic acid โดยวิธี disk diffusion โดยมีเกณฑวา 

ถามี clear zone ของยา amoxicillin+clavulanic acid มากกวา clear zone ของยา amoxicillin 

เพียงอยางเดียว มากกวาหรือเทากับ 5 มิลลิเมตร ถือวาใหผลบวกในการสราง ESBL ผลการ

ตรวจสอบพบวา เชื้อ UPEC จํานวน 52 ไอโซเลท (46%) สามารถสราง ESBL ได (รูปท่ี 9) 
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ตารางท่ี 6 ขอมูลสถิติประชากร (demographic data) ของผูปวยท่ีติดเชื้อ UPEC จากโรงพยาบาล

วชิระภูเก็ต ในชวงเดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2556 ถึง เดือนกันยายน พ.ศ. 2556 

 

Category Number of isolates (%) 

Escherichia coli  

(n = 113) 

Sex  

Male 

Female 

 

32 (28) 

81 (72) 

Age 

  ≤15 

  16-30 

  31-45 

  46-60 

  ≥ 61 

 

15 (13) 

6 (5) 

4 (4) 

13 (12) 

75 (66) 

Hospital unit 

Outpatient 

  OPD 

  ER 

Inpatient 

  Internal medicine 

  ICU 

  Surgery 

  Pediatric 

 

 

6 (5) 

7 (6) 

 

76 (67) 

2 (2) 

9 (8) 

13 (12) 

Specimen 

 Midstream urine 

 Catheter urine 

 

63 (56) 

50 (44) 
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ตารางท่ี 7  ยีนท่ีเก่ียวของกับการกอโรคของเชื้อ E. coli จากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ต 

 

 จํานวนเชื้อท่ีใหผลบวกตอยีนกอโรค (%) 

ยีน pap afa hlyA 

14 (12) 8 (7) 16 (14) 

 

       

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 8 แบบแผนการดื้อตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ UPEC จากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ต 

 

Bacterial 

species 

Number of positive isolates/Total isolates (%) 

CTX CAZ SXT IPM F NOR TE 

Escherichia 

coli 

57/110 

(52) 

54/110 

(49) 

76/111 

(68) 

5/111 

(5) 

1/113 

(1) 

65/113 

(58) 

85/110 

(77) 

CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; SXT, cotrimoxazole; IPM, imipenem; F, 

nitrofurantoin; NOR, norfloxacin; TE, tetracycline 
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ตารางท่ี 9 ยีนกอโรคและแบบแผนการดื้อยาตานจุลชีพของ UPEC จากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ต 

 

Strain aSource of  

sample 

Ward Virulence gene pattern bAntibiogram pattern 

pap afa hlyA 

PSU90  MU OPD + - + TE 

PSU91 CU Medicine - + - CTX, CAZ, SXT, NOR, TE 

PSU92 CU Medicine - + - SXT, TE 

PSU93 MU Pediatrics + - + SXT, TE 

PSU94 CU OPD + - + cS 

PSU95 MU Medicine + - - SXT, TE 

PSU96 CU Medicine + - + CTX, CAZ, NOR 

PSU139 MU Medicine - - + CTX, CAZ, NOR, TE 

PSU140 CU Medicine + - + NOR, TE 

PSU141 CU ER - - + CTX, CAZ, SXT, IPM, NOR, TE 

PSU142 MU Medicine - + - CTX, CAZ, SXT, TE 

PSU143 CU Medicine - - + CTX, CAZ, SXT, NOR, TE 

PSU144 MU Pediatrics - - + S 

PSU145 CU Pediatrics - - + SXT, TE 

PSU146 CU Pediatrics - + - CTX, SXT 

PSU147 MU Medicine - + - SXT 

PSU148 MU Medicine + - + CAZ, SXT, TE 

PSU149 MU Medicine + - + CTX, CAZ, SXT, NOR, TE 

PSU150 MU Pediatrics + - - SXT 

PSU151 MU Medicine + - + CTX, CAZ, NOR, TE 

PSU152 CU Surgery - + - CTX, CAZ, SXT, NOR, TE 

PSU153 MU Medicine + - - SXT, NOR, TE 

PSU154 CU Pediatrics + - + CTX, CAZ, TE 

PSU155 MU Medicine + - + SXT 

PSU156 CU Medicine - + - CTX, CAZ, SXT, NOR, TE 

PSU157 MU Medicine - + - SXT, TE 

PSU158 MU Pediatrics + - + SXT, TE 
aMU, midstream urine; CU, catheter urine. bCTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; SXT, 

cotrimoxazole; IPM, imipenem; F, nitrofurantoin; NOR, norfloxacin; TE, tetracycline. cS, ไวตอยาตาน

จุลชีพท้ังหมดท่ีทําการทดสอบ 
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รูปท่ี 9 สัดสวนของเชื้อ UPEC ท่ีสราง ESBL ในผูปวยท่ีติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ จาก

โรงพยาบาลภูเก็ต  
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การวิเคราะหผลการทดลอง 

 

  ผลการตรวจสอบหาเชื้อ EHEC/STEC จากตัวอยาง rectal swabs จากผูปวย

ทองรวงในโรงพยาบาลหาดใหญ และโรงพยาบาลปตตานี แสดงใหเห็นวา ไมสามารถพบยีนกอโรค 

stx1, stx2 และ eae ในทุกไอโซเลท และจากขอมูลการไมพบยีนกอโรคดังกลาว ประกอบกับ

ระยะเวลาในการตรวจสอบเชื้อเปนระยะเวลานาน 1 ปครึ่ง แสดงใหเห็นวา EHEC/STEC อาจไมได

เปนเชื้อท่ีมีบทบาทสําคัญในการกอโรคในเขตอําเภอหาดใหญและอําเภอเมือง จังหวัดปตตานี จาก

รายงานการตรวจสอบการมีเชื้อ EHEC/STEC ในภูมิภาคอ่ืนของประเทศไทยนั้น พบวา Leelaporn 

และคณะ (2000) ไดมีการตรวจสอบหาเชื้อ STEC ในชวงป พ.ศ. 2540 ถึง 2541 ในเขต

กรุงเทพมหานคร โดยในการทดลองครั้งนั้น สามารถพบ STEC ซีโรทัยปท่ีไมใชกลุม O157 ไดจํานวน 

4 ไอโซเลท จากผูปวย 2 ราย (มีซีโรทัยปเปน O26:H-, O111:H- , O125:H21 และ O128:H2) ท่ีนา

แปลกใจคือสามารถตรวจพบ E. coli O157 จากเด็กชายอายุ 2 ขวบ ท่ีใชเปนกลุมควบคุม ซ่ึงมี

สุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการทองรวง อยางไรก็ตามการตรวจพบ E. coli O157 จากรายงานของ 

Leelaporn และคณะนั้น ไมไดแยกเชื้อจากผูท่ีมีอาการทองรวง ดังนั้น ในการศึกษานี้ ท่ีสามารถแยก

เชื้อ E. coli O157 ไดจากผูปวยทองรวง (PSU120) จึงถือไดวาเปนรายงานครั้งแรก แมจะไมมียีน stx 

ก็ตาม 

 เชื้อ PSU120 นี้ ถึงแมจะไมมียีน stx และ eae แตพบวาเชื้อมียีน escV ซ่ึงเปนยีนท่ีเปน

องคประกอบของ Type III secretion system (T3SS) ซ่ึงเปนปจจัยกอโรคท่ีสําคัญมากอยางหนึ่ง 

โดย T3SS นี้ ตั้งอยูในสวนของ Locus of Enterocyte Effacement (LEE) pathogenicity Island 

ซ่ึงเปนกลุมของยีนกอโรคท่ีสําคัญท่ีมีรายงานการพบใน E. coli กลุม EHEC และ EPEC อีกท้ังเชื้อสาย

พันธุนี้ เม่ือตรวจสอบขอมูลกลับไป พบวาแยกไดมาจากผูปวยเพศชาย อายุ 48 ป ท่ีไดรับการรักษาใน

โรงพยาบาลหาดใหญ ในวันท่ี 13 พฤษภาคม พ.ศ. 2556 และจากขอมูลบงชี้วา ผูปวยชายท่ีมีอาการ

ทองรวงรายนี้ ตรวจไมพบเชื้อกอโรคในระบบทางเดินอาหารชนิดอ่ืนๆเลย นอกจาก E. coli O157 

สายพันธุนี้ ดังนั้น จึงเชื่อไดวา การเกิดภาวะทองรวงในผูปวยรายนี้เกิดจาก E. coli O157 สายพันธุ 

PSU120 เปนสาเหตุ และ escV นาจะมีบทบาทบางสวนในการกอโรค 

 จากขอมูลกอนหนาของ PSU120 ซ่ึงไมพบยีน stx จึงไดมีความพยายามตรวจสอบใหแนใจ

วาไมมียีนชนิดนี้อยูจริง เนื่องจาก stx เปนยีนของแบคเทอริโอฝาจท่ีแทรกเขาไปในจีโนมของ E. coli 

และ ณ สวน upstream ของยีน stx จะมีสวนท่ีเรียกวายีน Q ซ่ึงมีกิจกรรมของ late 

antitermination activity ทําหนาท่ีสงเสริมให RNA polymerase เคลื่อนท่ีผานจุดสิ้นสุดของ

กระบวนการ transcription (terminator) ทําใหเกิดการสรางสารพิษ Stx ไดในปริมาณมาก ดังนั้น 
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ในการทดลองนี้ ถาไมพบยีน Q ของ stx phages ท่ีสําคัญ ก็อาจจะสามารถสรุปไดวา ไมมี stx อยู

จริง จากผลการตรวจสอบการมี ยีน Q ไมพบยีนดังกลาวใน E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ซ่ึงผล

การทดลองนี้ สอดคลองกับการไมพบ stx เนื่องจากยีน Q  

 ใน E. coli สายพันธุหนึ่งๆ สามารถมีแบคเทอริโอฝาจหลายชนิดแทรกอยู และการแทรก

ของแบคเทอริโอฝาจนั้น เปนปจจัยหลักท่ีทําใหเกิดการวิวัฒนาการของเชื้อ E. coli รวมถึงการทวี

ความรุนแรงในการกอโรคของเชื้ออีกดวย จากผลของการตรวจสอบยีนท่ีมีรายงานการแทรกของ stx2 

phage พบวาท่ีตําแหนง sbcB และ yehV มี prophage อ่ืนๆแทรกอยู ขอมูลนี้การพบ prophages 

อ่ืนๆแทรกอยูในยีนของ E. coli PSU120 แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการไดรับ หรือสูญเสีย stx2 

phage ได และแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการไดรับแบคเทอริโอฝาจอ่ืนๆท่ีอาจทําใหเชื้อมีความ

รุนแรงมากข้ึนในอนาคต 

 จากขอมูลท่ีวาไมสามารถตรวจพบ EHEC/STEC ไดเลยในการศึกษาครั้งนี้ มีความสอดคลอง

กับการศึกษาของ Kalnauwakul และคณะ (2007) ท่ีไดตรวจสอบหาเชื้อจากผูปวยทองรวงท่ีรับการ

ตรวจในโรงพยาบาลสงขลานครินทรระหวางเดือนกันยายน พ.ศ. 2542 ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2543 

จํานวน 530 ตัวอยาง พบวา ไมมีการพบ STEC และ EHEC O157 ในสวนของการไมพบ EHEC 

O157 ในการทดลองครั้งนั้น อาจมีสาเหตุสวนหนึ่งมาจาก ผูวิจัยไดมุงตรวจสอบโคโลนีท่ีไมมีสีท่ีข้ึนบน

ผิวหนาของอาหาร sorbitol MacConkey agar และโคโลนีสีมวงอมชมพู (mauve colony) ท่ีข้ึนบน

ผิวหนาของอาหาร CHROMagar O157 เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ท่ีพบจากการศึกษา

ครั้งนี้ พบวามีลักษณะท่ีแตกตางจาก E. coli O157 ท่ัวไป คือจะใหสีของโคโลนีบนอาหาร sorbitol 

MacConkey agar เปนสีชมพู (สามารถใชน้ําตาลซอรบิทอลได) และใหสีของโคโลนีบนอาหาร 

CHROMagar O157 เปนสีฟา ซ่ึงผลการทดลองนี้ ตรงกับแนวความคิดของคณะผูวิจัยท่ีคาดไวในตอน

แรกวา การท่ีไมมีการพบ E. coli O157 จากตัวอยางผูปวยทองรวงในประเทศไทยมากอนเลย

นับตั้งแตมีการระบาดของเชื้อซีโรทัยปนี้ครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในป พ.ศ. 2525 สวนหนึ่งมี

ความเปนไปไดวา เชื้อ O157 นั้น อาจใหลักษณะของโคโลนีบนอาหาร sorbotol MacConkey agar 

เปนสีชมพูก็เปนได  ซ่ึงตลอดมา นักวิจัยจํานวนมากตางพุงเปาไปท่ีการตรวจสอบโคโลนีท่ีจําเพาะ

สําหรับซีโรทัยป O157 จึงทําใหโคโลนีสีชมพูถูกมองขามไป จึงเปนท่ีมาถึงการศึกษาในครั้งนี้ ท่ีมีการ

คัดเลือกเชื้อท่ีจะนํามาทดสอบในการศึกษานี้ครอบคลุมถึง 2 สวน คือคัดเลือกเชื้อท้ังในสวนท่ีเปน

โคโลนีท่ีมีสีชมพูและโคโลนีไมมีสีมาตรวจสอบ   

 จากรายงานของ Stackebrandt et al. (2002) กําหนดวาความคลายของ DNA ท่ี 70% นั้น 

เปนท่ียอมรับในการจัดจําแนกระดับ species ในการศึกษานี้ ลายพิมพ DNA ของเชื้อ E. coli O157 

สายพันธุ PSU120 นั้น พบวามีความคลายคลึงกับเชื้อ E. coli O157 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวมากถึง 
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88.6% ซ่ึงจัดวามีความสัมพันธทางพันธุกรรมในระดับสูงมาก อยางไรก็ตาม เชื้อ E. coli O157 สาย

พันธุ PSU120 นั้นไมมียีน stx และ eae เลย จากขอมูลดังกลาว มีความเปนไปไดวา เชื้อ E. coli 

O157 สายพันธุ PSU120 อาจจะเคยมี stx และ eae มากอน แตเม่ือเขาไปในรางกายของมนุษยแลว 

มีปจจัยบางอยางทําใหสูญเสียยีนดังกลาวไป จากการศึกษาของ Bielaszewska และคณะ (2007) ได

แสดงใหเห็นวา EHEC O26 ท่ีแยกไดจากอุจจาระของเด็กในครั้งแรกหลังจากเกิดอาการทองรวงใหมๆ 

ยังสามารถพบยีน stx ไดอยู แตหลังจากนั้นไมนาน เม่ือเก็บเชื้อจากอุจจาระของเด็กคนเดิมมาตรวจ

อีกครั้ง กลับพบวา EHEC O26 นั้น ไดสูญเสียยีน stx ไปแลว โดยผลของลายพิมพ DNA ท่ีไดจากวิธี 

PFGE แสดงใหเห็นลายพิมพ DNA ของเชื้อท่ีเก็บครั้งแรกและครั้งหลังนั้นมีลายพิมพเกือบเหมือนกัน

ทุกประการ ยิ่งไปกวานั้น จากงานวิจัยของ Mellmann และคณะ (2008) ก็ไดแสดงใหเห็น

ปรากฏการณท่ีคลายกัน โดยพบปรากฏการณการไดรับ และสูญเสียยีน stx2 ในเชื้อ E. coli 

O157:NM (non-motile)  

 จากขอมูลกอนหนานี้มีรายงานท่ีแสดงใหเห็นวา สามารถแยกเชื้อ STEC รวมถึง EHEC 

O157:H7 ไดเปนจํานวนมากจากเนื้อสัตว โดยเฉพาะเนื้อวัว (Sukhumungoon et al., 2011a; 

Sukhumungoon et al., 2011b; Sukhumungoon et al., 2013) และจากขอมูลของ 

EHEC/STEC จากผูปวยในสวนท่ี 1.7 ท่ีแสดงใหเห็นวา เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 มี

ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีแสดงออกผานทางลายพิมพ DNA คลายกับเชื้อ O157 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวถึง 

88.6% (รูปท่ี 8) จึงมีความเปนไปไดสูงวา เชื้อท่ีแยกไดจากมนุษยนั้น เกิดจากการรับประทานเนื้อสัตว

ท่ีปนปอนเชื้อเขาไป อยางไรก็ตาม ในระยะเวลากวา 1 ปครึ่งท่ีไดตรวจสอบหา EHEC/STEC จาก

ตัวอยางท่ีไดจากมนุษยนั้น ไมพบเชื้อท่ีเปน EHEC/STEC เลย จึงไดมีความพยายามท่ีจะสํารวจกลับไป

ยังแหลงของเชื้อ ท่ีสําคัญอีกครั้ ง โดยทําการตรวจสอบในเชิงปริมาณของการปนเปอนของ 

EHEC/STEC ในเนื้อสัตว ผูวิจัยตั้งสมมติฐานเอาไววา ถามีการปนเปอนของ STEC ในเนื้อสัตวใน

ปริมาณท่ีสูงพอ ก็อาจจะเปนสาเหตุท่ีจะเพ่ิมโอกาสและปริมาณของเชื้อ เขาสูรางกายมนุษยไดมากข้ึน 

จนสามารถกอโรคในมนุษยได จึงไดทําการตรวจสอบ หาปริมาณ EHEC/STEC ท่ีปนเปอนในเนื้อสัตว

ชนิดตางๆ โดยเปนการตรวจสอบในเบื้องตน จากผลการตรวจสอบหาการปนเปอนของ EHEC/STEC 

ในเนื้อสัตวแสดงใหเห็นวามีการปนเปอน EHEC และ STEC ในเนื้อสัตวท่ีจําหนายอยูในเขตอําเภอ

หาดใหญจริง อยางไรก็ตาม ปริมาณ STEC ท่ีตรวจพบนั้นมีปริมาณต่ํา โดยจากการทดลองพบวา 

สามารถตรวจพบ EHEC ไดจากเนื้อไกเพียง 1 ตัวอยาง โดยมีปริมาณเทากับ 3 MPN/g และไมพบ 

EHEC ในตัวอยางเนื้อสัตวชนิดอ่ืนๆเลย (ตารางท่ี 4) ในสวนของ STEC นั้น พบมากท่ีสุดในเนื้อวัว 

โดยใหคาเทากับ 27 MPN/g สวนคาการปนเปอนของ STEC ท่ีพบไดนอยท่ีสุดนั้น เปนคาของเนื้อไก 

โดยใหคาเทากับ 3 MPN/g (ตารางท่ี 4) ดังนั้น จากปริมาณการปนเปอนของ EHEC/STEC ท่ีนอยนี้ 
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อาจสามารถอธิบายการไมพบผูปวยทองรวงท่ีเกิดจาก EHEC/STEC ไดบางสวน ความเปนไปไดอ่ืนๆท่ี

สามารถอธิบายการไมพบผูปวยท่ีเกิดจาก EHEC/STEC ไดมีการรายงานไวเชนกัน เชน ในกรณีของ 

O157 นั้น ไดมีการตรวจพบระดับแอนติบอดีตอซีโรทัยปนี้แลวในกลุมประชากรไทยถึงประมาณรอย

ละ 20 (Vuddhakul et al., 2000) การมีแอนติบอดีในรางกายของมนุษยสามารถปกปองรางกาย

จากการติดเชื้อได  

 การไมพบ O157 จากการตรวจตัวอยางเนื้อสัตวเปนระยะเวลานานในการศึกษานี้ เปน

เรื่องท่ีนาแปลกใจ เนื่องจาก E. coli O157 เปนเชื้อท่ีพบไดบอยและสามารถแยกเชื้อออกมาไดจาก

เนื้อสัตวเปนจํานวนมากจากเขตอําเภอหาดใหญในชวงทศวรรษท่ีผานมา อยางไรก็ตามมีรายงานท่ี

บงชี้ถึงปจจัยท่ีอาจมีผลตอการตรวจพบ E. coli O157 เชน จากงานวิจัยของ Kudva และคณะ 

(1996) นั้น แสดงใหเห็นวาอุณหภูมิมีผลตอการพบ E. coli O157:H7 ในแกะ ยิ่งไปกวานั้น การ

ระบาดของ E. coli O157 ก็อาจมีความเก่ียวของกับฤดูอีกดวย นอกจากนี้ วิธีการชําแหละเนื้อสัตวท่ี

ไมไดมาตรฐานก็เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีจะสงผลใหเจอเชื้อในเนื้อสัตวไดมาก เนื่องจากเชื้อ E. coli O157 

เปนเชื้อท่ีอาศัยอยูในลําไสของสัตว จําพวกโค กระบือ และสัตวเค้ียวเอ้ืองตางๆ ดังนั้น ระหวางการ

ชําแหละ เชื้อสามารถปนเปอนจากลําไสไปยังสวนของเนื้อสัตวได 

 สําหรับเชื้อ UPEC ในการศึกษานี้ พบวาเชื้อดื้อตอยา tetracycline ในอัตราท่ีมากท่ีสุดคือ 

77% และเชื้อดื้อยา cotriumoxazole เปนอันดับท่ี 2 เทากับ 68% การศึกษานี้ พบวาสอดคลองกับ

การศึกษาในกรุงดากา ประเทศบังคลาเทศ ท่ีพบวามีการดื้อ tetracycline ในอัตรา 74-84% (Lina 

et al., 2007) การอนุญาตใหมีการจายยาปฏิชีวนะจํานวนมากในประเทศกําลังพัฒนาเหลานี้ อาจเปน

สาเหตุหนึ่งท่ีทําใหมีการดื้อยาของเชื้อ UPEC ในปริมาณท่ีสูง เนื่องจากในประเทศท่ีพัฒนาแลวอยาง

ประเทศเนเธอรแลนดพบการดื้อยา cotrimoxazole เพียง 16% เทานั้น  

 ยาปฏิชีวนะชนิด nitrofurantoin นั้นปจจุบันพบวายังมีประสิทธิภาพในการรักษาการติด

เชื้อ UPEC ไดดี ในประเทศเนเธอรแลนดจากการศึกษาของ den Heijer และคณะ (2010) พบวา 

เชื้อท่ีไดจากผูปวยท่ีติดเชื้อแบบ uncomplicated UTI ยังไวตอ nitrofurantoin ถึง 100% 

สอดคลองกับในการศึกษานี้ท่ีพบวาเชื้อจากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ตเพียงแค 1% (1 ไอโซเลท) เทานั้น

ท่ีดื้อตอ nitrofurantoin อยางไรก็ตาม การใช nitrofurantoin ในการรักษามีขอเสียคือมีผลขางเคียง

และตองใหยาจํานวน 4 ครั้งตอวัน (Amabile-Cueras and Arredondo-Garcia, 2011) 
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สรุปผลการทดลอง 

 

1. จากการตรวจหาเชื้อ EHEC/STEC จากผูปวยทองรวงจากโรงพยาบาลหาดใหญและโรงพยาบาล

ปตตานี เปนเวลา 18 เดือน ไมพบเชื้อ EHEC/STEC เลย แสดงใหเห็นวาเชื้อ EHEC/STEC เปนเชื้อท่ี

ไมมีบทบาทในการกอโรคในเขตดังกลาว 

 

2. สามารถพบเชื้อ E. coli O157 จํานวน 1 สายพันธุ คือสายพันธุ PSU120 จากผูปวยชายอายุ 48 ป 

ท่ีเขารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลหาดใหญ เชื้อ PSU120 ไมมียีน stx และ eae แตมียีน escV ซ่ึงคาด

วาเปนหนึ่งในปจจัยท่ีกอใหเกิดอาการทองรวงในผูปวยรายนี้ และเชื้อ PSU120 นี้มีการดื้อยาตานจุล

ชีพ 4 ชนิดคือ erythromycin, cephalothin, methicillin และ vancomycin 

 

3. เชื้อ PSU120 เม่ือตรวจสอบความสัมพันธุทางพันธุกรรมโดยวิธี PFGE พบวามีความคลายกับกลุม

ของ E. coli O157:H7 สายพันธุ PSU2 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวทางภาคใตของไทย และ E. coli 

O157:H7 สายพันธุ EDL933 ท่ีแยกไดจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา ถึง 88.6% รวมถึงการ

พบวาเชื้อสายพันธุ PSU120 สามารถเกิดกิจกรรมของการแทรกของแบคเทอริโอฝาจได (active in 

phage integration) ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดวาเชื้อ PSU120 อาจเปนเชื้อท่ีเคยมียีน stx มากอน

แตสูญเสีย stx ไปในระหวางการติดเชื้อในมนุษย 

 

4. จากการไมพบ ETEC/STEC จากผูปวย จึงไดตรวจสอบเชิงปริมาณจากแหลงเก็บกักเชื้อ 

(reservoir) คือเนื้อสัตวโดยเฉพาะเนื้อวัว โดยวิธี MPN-PCR พบวา มีปริมาณเชื้อ EHEC/STEC ใน

เนื้อสัตวในปริมาณนอย ซ่ึงการพบเชื้อในเนื้อสัตวท่ีนอยนี้ อาจเปนเหตุผลหนึ่งท่ีสามารถอธิบายการไม

พบ EHEC/STEC ในผูปวยได 

 

5. เชื้อ UPEC ท่ีไดมาจากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ตมียีนกอโรค pap, afa, และ hlyA ในอัตรา 12, 7, 

และ 14 เปอรเซ็นตตามลําดับ  

 

6. เชื้อ UPEC ท่ีมียีน pap, afa, และ hlyA สวนใหญเปนเชื้อท่ีดื้อยาหลายชนิด (multi-drug 

resistant strain) โดยมีการดื้อยาสูงสุด 6 ชนิด ยาปฏิชีวนะชนิด tetracycline เปนชนิดท่ีเชื้อด้ือ

มากท่ีสุดในอัตราเทากับ 77% สวน cotrimoxazole เชื้อดื้อรองลงมาเทากับ 68% และจากจํานวน

เชื้อท้ังหมดในการศึกษานี้ พบวาเปน ESBL producer ถึง 54%  
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Abstract. E. coli serotype O157 is well known to cause serious illnesses in humans. 
However, there has been no case report to date of this serotype in Thailand. In this 
study, we report for the first time E. coli O157 (designated as PSU120) isolated from 
a stool sample among 228 diarrheal swab samples at Hat Yai Hospital, Songkhla 
Province, Thailand. This PSU120 was identified as being stx-negative and lacked 
eae but carried escV, a marker for the locus of enterocyte effacement. Of the five 
reported integration sites frequently occupied by stx phages, the sbcB and yehV 
loci were occupied, suggesting that PSU120 is active in horizontal genetic transfer. 
Antimicrobial susceptibility assay revealed that E. coli O157 strain PSU120 was 
resistant to cephalothin, erythromycin, methicillin and vancomycin. Using pulsed-
field gel-electrophoresis to compare the genetic relatedness of E. coli O157 strain 
PSU120 to two other E. coli O157 strains, namely, the well-established EHEC strain 
EDL933 and PSU2, a surrogate of E. coli O157:H7 whose genotype stx1

-, stx2
+, eae+ 

is frequently obtained from the environment in this area during the last decade, 
revealed 88.6% in similarity. We suggest that PSU120 was originally stx+ but lost 
the gene after establishing infection.

Keywords: Escherichia coli O157, diarrhea, Shiga toxin, Thailand

outbreaks in several countries around the 
world (Michino et al, 1999; Dundas et al, 
2001; Rangel et al, 2005). More than 40 se-
rotypes of STEC have been reported to be 
involved with severe forms of the disease 
in humans (Paton and Paton, 1996), includ-
ing hemorrhagic colitis (HC) (Riley et al,  
1983) and hemolytic uremic syndrome 
(HUS) (Karmali et al, 1983).

STEC is capable of producing Shiga 
toxin 1 (Stx1), Shiga toxin 2 (Stx2) or 

INTRODUCTION

Shiga toxin-producing Escherichia coli 
(STEC) is a food-borne pathogen, which is 
frequently associated with food poisoning 
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both. Stx is the principal virulence factor 
in STEC. It is internalized into eukary-
otic cells by binding to a cellular receptor 
globotriaosylceramide (Gb3) (de Sablet 
et al, 2008) and once Stx is present in the 
cytoplasm, it exerts the elimination of 
an adenine residue from 28S ribosomal 
RNA, resulting in inhibition of cytoplas-
mic proteins biosynthesis and cell death 
(Nataro and Kaper, 1998). The most im-
portant STEC serotype causing outbreaks 
worldwide is O157:H7. Typical EHEC 
O157:H7 carries one of the stx genes (stx1 
and stx2) or both genes and eae (encoding 
intimin which influences the establish-
ment of bacterial adherence to the intes-
tinal epithelial cells) (Gannon et al, 1993). 
Besides the antigenic determinants in the 
bacterial cell wall, the somatic O-antigen, 
E. coli also possesses flagella which are 
associated with the bacterial movement. 
Flagella organelle is constituted by fla-
gella proteins which carry the antigenic 
determinants for the H-antigens and are 
used to be one of E. coli epidemiological 
data. To date, at least 53 H-antigen types in 
E. coli have been documented (Wang et al, 
2000) and with the epidemiological data 
of E. coli O157, H7 antigen was the most 
frequently observed to be accompanied 
with the somatic O157 antigen.

It has been demonstrated that the 
genes coding for Stxs are found in lyso-
genic lambdoid bacteriophages (Schmidt, 
2001). In stx2 phage genome, stx2 gene 
is located downstream of Q gene which 
codes for Q protein responsible for the 
late antitermination activity. Strong anti-
termination activity is demonstrated by 
the possession of Q933 type, contributing to 
the large amount of Stx production while 
the possession of Q21 leads to the weak 
antitermination activity and low amount 
of Stx (LeJeune et al, 2004; Koitabashi et al,  
2006). Thus, the presence of Q933 type is 

able to use as a virulence marker in E. coli 
O157:H7 (LeJeune et al, 2004).

Infection by  enterohemorrhagic 
Escherichia coli (EHEC) O157:H7 was first 
reported in 1982 in the United States 
(Karmali et al, 1983; Riley et al, 1983). 
Many types of food have been described 
as being etiologic agents of E. coli O157:H7 
infection, including ground beef, raw 
milk, unpasteurized apple cider, and 
salad, which lead to sporadic cases and 
outbreaks (Michino et al, 1999; Hilborn  
et al, 2000; Dundas et al, 2001; Jay et al, 
2004; Guh et al, 2010; Xiong et al, 2012). 
However, infection by this pathogen has 
rarely been reported from developing 
countries. 

We report, for the first time, the isola-
tion of E. coli O157 strain from stool of a di-
arrheal patient in southern Thailand and 
the investigation of its principal virulence 
genes including other important charac-
teristics, as well as its genomic properties 
by pulsed-field gel-electrophoresis.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains
A total of 560 E. coli isolates from 

228 diarrheal rectal swabs were col-
lected from patients admitted to Hat Yai 
Hospital, Songkhla Province and Pattani 
Hospital, Pattani Province, Thailand from 
October 2012 to September 2013. Swabs 
were inoculated on Sorbitol MacConkey 
agar to obtain isolated colonies. Both 
sorbitol fermenters (SF) and sorbitol-non-
fermenters (SNF) were selected and kept 
stock at -80ºC for further investigations. 
Further characterization of the positive 
isolate on the extra differential medium, 
CHROMagar O157 (CHROMagar, Paris, 
France) was carried out. The protocol was 
approved by the Ethics Committee of the 
Faculty of Medicine, Prince of Songkla 
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University, Thailand (EC code 56-225-
19-2-3).
Detection of virulence genes 

The principal virulence genes, stx1, 
stx2, eae, escV [marker for type III secretion 
system (T3SS) located in the locus of en-
terocyte effacement, LEE], and hlyA were 
investigated by PCR using oligonucleotide 
primers (Table 1). In brief, PCR amplifica-
tion was performed in a 25 µl reaction 
mixture consisting of 0.08 mM dNTPs, 
0.4 µM each primer pair, 3.0 mM MgCl2, 
0.5 U GoTaq DNA polymerase (Promega, 
Madison, WI), 1X GoTaq green buffer and 
2.0 µl of DNA template. Thermal cycling 
(conducted using T100TM Thermal cycler, 
Bio-Rad, Hercules, CA) consisted of a pre-
heat step at 95ºC for 3 minutes followed by 
35 cycles of 94ºC for 1 minute, annealing 
temperature for each primer pair (Table 
1) for 1 minute, and 72ºC for 1 minute. 
The amplicons were separated by 1.0% 
agarose gel-electrophoresis, stained with 
ethidium bromide and visualized using 
UV-transilluminator system (Syngene, 
Los Altos, LA).
Serotyping of E. coli O157 strain

E. coli O157 genotyping was per-
formed by PCR using O157-F and O157-R 
oligonucleotide primers (Table 1) (Maurer 
et al, 1999). PCR amplification was per-
formed in a 25 µl reaction mixture and 
analyzed as described above. This was 
confirmed by agglutination assay using 
anti-O157 antibody (Denka Seiken, To-
kyo, Japan). The presence of fliCH7 was 
investigated by PCR as described above 
using the oligonucleotide primers shown 
in Table 1.
Investigation of Q933 and Q21 

PCR amplification of Q933 and Q21 
were performed using oligonucleotide 
primer pair qEf-1/qEr-2, and qDf-1/qDr-
2, respectively (Koitabashi et al, 2006). E. 

coli O157:H7 strain EDL933 (O’Brien et al, 
1983) and E. coli O157:H7 strain Thai-12 
(Vuddhakul et al, 2000), were used as the 
positive controls for detecting Q933 and 
Q21, respectively. The amplification was 
carried out in a total volume of 20 µl, com-
posed of 0.1 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl2, 
0.1 µM each primer pair, 1X GoTaq DNA 
polymerase buffer, and 0.5 U GoTaq DNA 
polymerase. Thermal cycling conditions 
were as follows: 95ºC for 2 minutes; 35 
cycles of 94ºC for 30 seconds, 55ºC for Q933 
or 51ºC  for Q21, for 30 seconds, and 72ºC 
for 2 minutes; and a final step of 72ºC for 5 
minutes and standing  at 10ºC. Amplicons 
were analyzed as described above.

PCR amplification of insertion locus
PCR was performed for amplifica-

tion of each insertion locus using specific 
primers (Table 1). In brief, a single colony 
of each strain was grown in 3 ml of Luria-
Bertani (LB) broth (Difco, Sparks, MD) for 
18 hours at 37ºC with shaking. One ml ali-
quot of culture was boiled for 10 minutes 
and immediately immersed on ice for 5 
minutes prior to centrifugation at 11,000g 
for 5 minutes.  The supernatant was used 
as DNA template in subsequent PCR. This 
was performed using GoTaq Flexi system 
(Promega, Madison, WI). The amplicons 
were analyzed as described above. If the 
PCR exhibited no amplicon, it was attri- 
buted to an insertion of a prophage, result-
ing in a fragment too large to be amplified 
by PCR approach (Mellmann et al, 2008). 

Antimicrobial susceptibility test 
E. coli O157 was determined for anti-

microbial susceptibility by a disk diffusion 
method (CLSI, 2013). Eleven antimicrobial 
agents (Oxoid, Hamshire, UK) were used: 
ampicillin (10 µg), ceftazidime (30 µg), 
cephalothin (30 µg), chloramphenicol (30 
µg), erythromycin (15 µg), gentamicin 
(10 µg), kanamycin (30 µg), methicillin  
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Primer	 Sequence (5’to 3’)	 Gene	 Annealing 	 Amplicon 	 Reference
			   temperature	 size (bp)

EVT-1	 CAACACTGGATGATCTCAG	 stx1	 55	 350	 Sukhumungoon
EVT-2	 CCCCCTCAACTGCTAATA	  			   et al, 2011
EVS-1	 ATCAGTCGTCACTCACTGGT	 stx2	 50	 404	 Sukhumungoon
EVS-2	 CCAGTTATCTGACATTCTG	 			    et al, 2011
AE-19	 CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA	 eae	 55	 1,087	 Gannon 
AE-20	 TCAGCGTGGTTGGATCAACCT	 			   et al, 1993
O157-F	 CGTGATGATGTTGAGTTG	 rfbO157	 50	 400	 Maurer et al, 
O157-R	 AGATTGGTTGGCATTACTG	 			   1999
FlicH7-F	 GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC	 fliCH7	 57	 625	 Gannon
FlicH7-R	 CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC	  			   et al, 1997
escV-F	 GGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG	 escV	 45	 534	 Müller et al, 
escV-R	 CCTTTTACAAACTTCATCGCC				    2006
hlyA-F	 AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT	 hlyA	 55	 1,177	 Yamamoto
hlyA-R	 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 				    et al, 1995
QEf-1	 ATGCGGATCCACACTGGCGATAAAGAAGGG	 Q933	 55	 567	 Koitabashi 
QEr-2	 ATGCGGATCCTCGACTGCGTGGCAATGTAA	 			   et al, 2006
QDf-1	 ATGCGGATCCAAATCTCACATTGATTCAGG	 Q21	 51	 561	 Koitabashi 
QDr-2	 ATGCGGATCCATAGTGTTGCTCATTTGCTC	 			   et al, 2006
Z2577-F	 AACCCCATTGATGCTCAGGCTC	 Z2577	 53	 909	 Koch et al, 2003
Z2577-R	 TTCCCATTTTACACTTCCTCCG	
sbcB1	 CATGATCTGTTGCCACTCG	 sbcB	 50	 1,800	 Ohnishi et al, 2002
sbcB2	 AGGTCTGTCCGTTTCCACTC	
EC10	 GCCAGCGCCGAGCAGCACAATA	 yecE	 60	 400	 DeGreve et al, 
EC11	 GGCAGGCAGTTGCAGCCAGTAT				    2002	
wrbA1	 ATGGCTAAAGTTCTGGTG	 wrbA	 47	 600	 Toth et al, 2003
wrbA2	 CTCCTGTTGAAGATTAGC	
Primer A	 AAGTGGCGTTGCTTTGTGAT	 yehV	 50	 340	 Shaikh and Tarr,
Primer B	 AACAGATGTGTGGTGAGTGTCTG	 			   2003

Table 1
Oligonucleotides used in the study.

(5 µg), streptomycin (10 µg), tetracycline 
(30 µg), and vancomycin (30 µg). Vanco-
mycin susceptibility was judged by the 
criterion of CLSI (2007). Clear zone was 
measured using a Vernier caliper. E. coli 
ATCC 25922 was used as a control micro-
organism.
Pulsed-field gel electrophoresis

E. coli O157 genome was digested 
with FastDigest XbaI restriction endonu-
clease (Thermo Scientific, Rockford, IL) at 
37ºC for 1 hour. The DNA fragments were 

separated by 1.0% agarose gel-electro-
phoresis in 0.5X TBE buffer using CHEF 
DR III system (Bio-rad, Hercules, CA) at 
14ºC. Electrophoresis was performed at 6 
V/cm, field angle 120º. The initial and final 
switch time was 2.2 and 54.2 seconds, re-
spectively. Overall run time was 19 hours. 
After electrophoresis, the gel was stained 
with ethidium bromide and recorded. 
The 48.5 kb Lambda phage was used as a 
molecular size standard marker. Dendro-
gram was constructed using unweighted 
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pair-group method of arithmetic average 
(UPGMA) (BioNumerics software version 
7.0, Applied Maths, Sint-Martens-Latem, 
Belgium).

RESULTS

Five hundred sixty E. coli isolates 
were obtained including SF and SNF, 
from stool swabs of 228 diarrheal patients 
who visited Hat Yai Hospital, Songkhla 
Province, South Thailand. One isolate 
(designated PSU120) was found to be E. 
coli O157 and the investigation of fliCH7 
showed that PSU120 carried H-antigen 
other than H7 type. PSU120 was isolated 
from a 48 year-old man on 17 May 2013, 
and no other enteric pathogen was de-
tected by standard examinations from the 
diarrheal sample of this patient, indicat-
ing the diarrhea resulted from infection 
solely by PSU120. PSU120 was a SF isolate 
and formed a blue colony on CHRO-
MagarO157 which reflected an atypical 
characteristic. The isolate lacked stx1, stx2, 
eae, and hlyA and was negative also for 
the presence of Q933 and Q21, antitermina-
tors of stx phages, probably supporting 
the absence of the stx genes (Table 2). A 
marker for T3SS, escV, located in the LEE 
was determined and displayed the pre- 
sence of this gene. Of the 11 antimicrobial 
agents tested, PSU120 strain was resistant 
to cephalothin, erythromycin, methicil-
lin and vancomycin (Table 2). Five E. coli 
O157 genetic loci which have frequently 
been reported to be integrated by stx-
phages, were examined for the observa-
tion of stx-phage occupancy. The results 
demonstrated that sbcB and yehV were 
found to be occupied by prophages while 
yecE, wrbA, and Z2577 were not (Table 2).

Comparison of genetic relatedness 
among clinical, E. coli O157:H7 strain 
EDL933 and PSU120, and environmental 
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O157:H7 strain PSU2 by pulsed-field 
gel-electrophoresis was performed. Den-
drogram constructed based upon the un-
weighted pair-group method of arithmetic 
average using BioNumerics software ver-
sion 7.0 revealed that the environmental  
E. coli O157:H7 strain PSU2 and EHEC 
strain EDL933 showed similar DNA 
fingerprints with their similarities being 
97.6% by a pulsed-field gel-electropho-
retic analysis (Fig 1). These strains and 
PSU120 relatively displayed the closely 
relatedness (88.6% similarity). Thus, it 
was suggested the high degree of similar-
ity among these O157 strains. 

DISCUSSION

Despite that E. coli O157:H7 strain 
PSU120 was the sole possible enteric 
pathogen of the diarrheal patient, the ab-
sence of the principal virulence determi-
nants, stx1 and stx2, makes understanding 
of the role of PSU120 difficult. Prevalence 
of stx+ E. coli O157 in marketed beef in 
the study area (Vuddhakul et al, 2000; 
Sukhumungoon et al, 2011) and a similar 
example in the United States suggest-
ing such strains may be descended from 
EHEC O157 by the loss of the stx gene dur-
ing infection (Mellmann et al, 2008). E. coli 
O157:H7 strain PSU2 with  stx1

--stx2
+-eae+ 

genotype represents the most frequently 
found environmental E. coli O157 strains 
isolated in this area for a decade and the 
well-established EHEC strain EDL933 
(stx1

+-stx2
+-eae+) showed 97.6% similarity 

in DNA profiles based on pulsed-field 
gel-electrophoresis. These strains and 
PSU120 displayed the closely relatedness 
(88.6% similarity) (Fig 1).  In addition, in 
PSU120, sbcB and yehV were found to be 
occupied by prophages, while yecE, wrbA, 
and Z2577 were not, suggesting PSU120 
is capable of horizontal genetic transfer. 
Thus, we are tempted to speculate PSU120 
was originally stx+ but lost the gene after 
establishing infection.

Vancomycin resistance in E. coli has 
not been reported frequently. However, 
E. coli O157 isolates collected from 200 
children in Baghdad, Iraq, were shown 
to be resistant to vancomycin as well as 
erythromycin and polymyxin B (Shebib 
et al, 2003). Osaili et al (2013) detected 40 
O157:H7 isolates which were resistant 
to vancomycin from slaughtered cattle 
in Amman City, Jordan, with MIC more 
than 512 µg/ml. Dissemination of vanco-
mycin resistance can be occurred through 
horizontal gene transfer. In enterococci, 
the most common resistance genotype is 
vanA, which is harbored by the transpos-

 Fig 1–Pulsed-field gel-electrophoresis -based dendrogram of E. coli O157 isolated from clinical and 
environmental samples in southern Thailand. Genomes of E. coli O157 strains were digested 
with XbaI and separated as described in Materials and Methods. The hierarchical clustering 
was constructed using unweighted pair-group method of arithmetic average (UPGMA) and 
BioNumerics software version 7.0 (Applied Maths, Belgium).
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able element, Tn1546, allowing the spread 
of vancomycin resistance to other bacteria 
through integration of Tn1546-containing 
vanA into conjugative plasmid (Woodford, 
2001).

The very infrequent infection by E. 
coli O157 is probably related to strong 
acquired immunity to the O157 antigen, 
for which cross-reacting antigen in other 
bacterial species in the environment are 
known (Vuddhakul et al, 2000; Voravuthi-
kunchai et al, 2005). In one study carried 
out in the central part of Thailand in 1997 
and 1998, an E. coli O157:H7 strain har-
boring stx1 and stx2v was isolated from a 
stool specimen obtained from a healthy 
two-year old child and exhibited no toxic-
ity to Vero cells (Leelaporn et al, 2003). A 
large number of diarrheal specimens were 
investigated by standard method and by 
immunomagnetic beads specific to O157 
antigen in southern Thailand, but EHEC 
O157 was not detected (Kalnauwakul et al, 
2007). To further examine the hypothesis 
that there is no patient infected by EHEC 
O157 in Thailand, the study was carried 
out in southern Thailand. It is generally 
presumed that there is more possibility of 
isolating EHEC O157 from clinical speci-
mens in northern than southern Thailand 
because people in northern Thailand 
consume traditional foods containing raw 
meat (beef or buffalo), whereas the people 
in southern Thailand are mostly Muslims 
who thoroughly cook meat (beef and 
goat). Nevertheless, E. coli O157 carrying 
stx and eae are present at high frequen-
cies in beef sold in markets in southern 
Thailand (Vuddhakul et al, 2000; Sukhu-
mungoon et al, 2011). It is not surprising 
that we reported here for the first time 
the isolation of an E. coli O157 strain from 
stool of a patient with diarrhea admitted 
to a hospital in Thailand. Although the 
isolate was stx-negative, it carried im-

portant pathogenicity marker gene, the 
escV gene, a marker for Type III secretion 
system. At any rate, we concluded that 
this is the first report on human infection 
by E. coli O157 in Thailand.
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Abstract: Meats are apparently found to be the crucial vehicle for the transfer of Shiga toxin-producing E. coli
(STEC) to human. The existence of STEC including the enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) in meats
was reported worldwide. However, the information in terms of quantity of STEC and EHEC were insufficient in
Thailand. In this study, the preliminary investigation of STEC and EHEC quantity in meats was carried out by
most probable number-polymerase chain reaction (MPN-PCR) method. In the screening process, a total of 30
(beef, pork and chicken) meat samples purchased from various fresh market in Hat-Yai city, were investigated.
The highest amount of STEC was found in beef samples as 27 MPN/g while the lowest amount of STEC was
found in chicken meat sample as 3 MPN/g. Only one chicken meat sample revealed the existence of EHEC as
3 MPN/g. No EHEC was found in beef and pork samples. The presence of E. coli O157 was also examined by
the isolation method using immunomagnetic separation specific to O157 serotype and it displayed the
consistent results to the MPN-PCR method. These results exhibited the baseline data on the STEC and EHEC
quantity in meats sold in Southern Thai area and may suggest the high prevalence of pathogenic E. coli
carrying virulence genes which may be resulted in pathogenesis to human. 

Key words: EHEC  STEC  Retailed Meat  Thailand  Shiga Toxin

INTRODUCTION September 26, 2006, a total of 183 persons from 26 States

Diarrheal disease plays a pivotal role as the public were reported to Centers for Disease Control and
health concern. Diarrheal disease accounts for 11 % of Prevention (CDC). Ninety-five persons (52%) were
child deaths worldwide. It kills more than malaria, measles hospitalized and 29 (16%) displayed hemolytic uremic
or even AIDS [1]. Amongst six different Escherichia coli syndrome (HUS). One dead case was reported and the
pathotypes, enterohemorrhagic E. coli (EHEC) displays fresh Spinach was reported to be a source of outbreak [5].
the most devastating effects to the host [2]. This resulted One study from Ethelberg et al. [6] reported the outbreak
in part from the main virulence factors of this pathotype, of STEC O26:H11 isolated from organic fermented beef
Shiga toxins (Stx). Shiga toxin-producing E. coli (STEC) sausage in Denmark in 2007. The bacteria carried stx  and
carries stx  and/or stx . EHEC is a subset of STEC [3] eae but not stx . No cases of HUS reported.1 2

which carries an extra gene, eae coding for intimin In the central part of Thailand in 2003, the presence
responsible for bacterial attachment [4]. of STEC infection was investigated at Bamrasnaradura

To date, several food-borne outbreaks caused by Infectious Diseases hospital. In that period, 119 non-
STEC have been recorded. In United States, as of bloody and 92 bloody diarrheal  patients  were  examined

which infected by an outbreak E. coli O157:H7 strain,

1

2
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for STEC. Five STEC were detected from three patients.
They belonged to serotype O26:H , O111:H , O128:H2,- -

O125:H21 including one O157:H7 isolates from normal
control group [7].

Based upon our previous studies, that aimed to
investigate E. coli O157:H7 from beef, few STEC were also
observed [8,9]. However, the information in term of STEC
quantity is still deficient. This encouraged us to quantify
the amount of EHEC and STEC in retailed meat samples in
this area to gain the preliminary information that is useful
for further investigation of EHEC and STEC in the future.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection: In order to obtain the baseline data on Fig. 1: PCR assay detecting 420 bp rfbO157, 350 bp stx ,
the EHEC and STEC quantity, a total of 62 samples 404 bp stx  and 1,087 bp eae genes. Lane 1, 2, 3
comprising three types of meats, beef (Most probable and 4, E. coli O157:H7 strain EDL933; lane M, 2-
number-polymerase chain reaction (MPN-PCR), n=10; log DNA ladder.
Immunomagnetic separation (IMS), n= 32), pork (MPN-
PCR; n= 10), chicken (MPN-PCR; n=10), were purchased One milliliter from each dilution was transferred into
from various local markets in Hat-Yai city, Songkhla, triplicate MPN tubes and incubated at 37°C for 24 h. One
Thailand between April 2013 and October 2013. The milliliter of culture from the turbid tube was then subjected
samples were collected once a week to ensure that the to PCR template prepared by boiling method [11]. The
meats were from different batches. All purchased samples boiled bacterial culture were immersed on ice for 10 min
were processed within 2 h. prior to be centrifuged at 11,000 × g for 5 min. Decimal

Most Probable Number-Polymerase Chain Reaction Four genes, stx , stx , eae and rfbO157, were investigated
(MPN-PCR) Method: MPN-PCR was performed as for the detection of EHEC and STEC by simplex PCR
described by Chang et al. [10] with slight modifications. (GoTaq Flexi system, Promega) (Figure 1). The
Briefly, twenty five grams of meat were homogenized with oligonucleotide primers used in this study including the
225 ml of tryptic soy broth (TSB). The liquid portion was condition for PCR were described in Table 1 and Table 2.
used to perform the three-tube MPN, 100 fold and 1,000 PCR amplification was carried out in 25 µl reaction mixture
fold  dilutions    from    the    prepared    stomacher   fluids. comprising 1X GoTaq Flexi green buffer, 3.0 mM  MgCl ,

1

2

dilution of boiled supernatant was used as PCR template.
1 2

2

Table 1: Oligonucleotide primers used in this study
Primer Sequence (5’ to 3’) Target gene Amplicon size Reference
EVT-1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC
EVT-2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA stx 350 bp [8]1

EVS-1 ATCAGTCGTCACTCACTGGT
EVS-2 CCAGTTATCTGACATTCTG stx 404 bp [8]2

AE-19 CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA
AE-20 TCAGCGTGGTTGGATCAACCT eae 1,087 bp [24]
O157-F CGTGATGATGTTGAGTTG
O157-R AGATTGGTTGGCATTACTG rfbO157 420 bp [25]

Table 2: PCR profiles for virulence genes amplification. 
PCR conditions

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Profile name Pre-heat Denaturation Annealing Extension Final extension
stx 95°C, 3 min 94°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C, 50 sec 72°C, 5 min1

stx 95°C, 3 min 94°C, 1 min 50°C, 1 min 72°C, 50 sec 72°C, 5 min2

eae 95°C, 3 min 94°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C, 1.15 min 72°C, 5 min
rfbO157 95°C, 3 min 94°C, 1 min 45°C, 1 min 72°C, 50 sec 72°C, 5 min
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0.1 mM dNTPs, 0.4 µM each primer pair, 0.5 unit of GoTaq RESULTS AND DISCUSSION
DNA polymerase and 2 µl of DNA template. After 35
amplification cycles, the amplicons were observed by 1% The estimation of STEC in raw food samples
agarose gel electrophoresis and stained by ethidium especially meats is important for the public health. Several
bromide. For amplification of stx , stx , eae and rfbO157 studies reported the virulence characteristics of STEC1 2

genes, E. coli O157:H7 strain EDL933 was used as a isolated from raw food materials in many areas throughout
positive control strain. the world [14-17]. Moreover, certain reports described the

Isolation of E. coli O157:H7 from Meat Samples by of foods contaminated with many STEC serotypes
Immunomagnetic Separation (IMS) Technique:  Fifty including serotype O157:H7 [6,14,17].
grams of beef were homogenized with 450 ml of TSB. The In this study, in order to quantify the amount of
liquid portion was separated and incubated at 37°C for 6 EHEC and STEC in meat samples, MPN-PCR method was
h as a first enrichment step. Second enrichment process performed. Although the presence of stx and/or stx

simultaneously with the presence of eae in the same
process into 10 ml of TSB and incubated at 42°C for 2 h turbid tube, could not be interpreted directly that there
[12]. One milliliter of culture was treated with 20 µl of were any E. coli cells which carry these genes together,
immunomagnetic beads coated with antibody specific to in this study, it was attributed that the samples which
O157 antigen (Dynabeads, Oslo, Norway). After gentle exhibited these genes pattern, were EHEC and the samples
mixing, the beads were recovered through washing steps that exhibited only stx and/or stx gene only without eae
using phosphate buffer saline pH 7.4 and spread on gene were considered as STEC. In this investigation, the
CHROMagar O157 (CHROMagar Microbiology, Paris, results revealed that the highest amount of EHEC in meats
France). The plates were incubated at 37°C for 18 h. was 3 MPN/g, which appeared in one chicken meat
Mauve colonies were selected for virulence genes sample. No EHEC was found in beef and pork samples.
examination as described above. The highest quantity of STEC was found in beef samples

Antimicrobial Susceptibility Test: All E. coli strains were lowest amount of STEC was found in chicken meat sample
determined for the antimicrobial susceptibility by disk as 3 MPN/g (stx -habouring E. coli) (Table 3). 
diffusion method [13]. The six common antimicrobial Poultry has been shown to be a potential reservoir for
agents used in this experiment were as followed: EHEC. In Turkey, 190 fresh chicken carcasses were
ceftriaxone (30 µg), trimethoprim/sulfamethoxazole examined for E. coli O157:H7 and showed that 2 of 190
(1.25+23.75 µg), norfloxacin (10 µg), ciprofloxacin (5 µg), (1.05%) carried O157:H7. Those two isolates were capable
ceftazidime (30 µg) and imipenem (10 µg). Clear zone was of producing Stx1 and Stx2 [18]. Additionally, one study
measured by Vernier caliper. Antimicrobial disks were from Dipineto et al. [19] revealed that 26 of 720 (3.61%)
purchased from Oxoid (UK). E. coli ATCC 25922 was used cloacal swab samples from layer hens farms in Italy,
as a control strain. carried  EHEC  serotype  O157:H7.  In  the  present  study,

infections and outbreaks resulted from the consumption

1 2

was performed by transferring 1 ml from first enrichment

1 2

as 27 MPN/g (stx -habouring E. coli) (Table 3). The2

2

Table 3: Quantity (MPN/g) of EHEC and STEC in retailed meats.

                            MPN/g

-----------------------------------------------------

Type of meat Pathotype No. of positive sample min maxa

Beef EHEC 0 <3 <3

stx -habouring E. coli 7 <3 161

stx -habouring E. coli 8 <3 272

Pork EHEC 0 <3 <3

stx -habouring E. coli 6 <3 111

stx -habouring E. coli 3 <3 152

Chicken EHEC 1 <3 3

stx -habouring E. coli 3 3 9.31

stx -habouring E. coli 1 <3 32

Min, Minimum MPN value; Max, Maximum MPN valuea
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EHEC was observed in only one chicken meat sample (3 stress, population density, geographical region and
MPN/g) which was considered very low. The low quantity season [23]. In 2008 and 2010, 24 E. coli O157:H7 were
of EHEC was also observed in Thailand in the past isolated from 14 beef samples [8,9]. Contrary, the attempt
decade. There was only 1 out of 107 (0.93%) chicken in 2012 and 2013 revealed that 13 E. coli O157:H7 were
samples, exhibited the possession of Stx [20]. Although isolated from only three beef samples. In this study, a
poultry has been clearly shown to be the natural reservoir range of approximately six months was applied for
of EHEC in many areas of the world, poultry may not be isolation and quantification of STEC including E. coli
the potential reservoir of EHEC in Thailand. O157. However, in this six months interval, only one

Beef and beef products have been known to be isolate from one beef sample was obtained. Thus, in this
contaminated by STEC serotype O157:H7 and non-O157 study, we also observed the similar phenomenon as
with different contamination rates. Hussein [21] described Kudva et al. [23] and both MPN-PCR and IMS
the global assessment of STEC on beef throughout the approaches were considered to demonstrate the
past three decades. The prevalence rates of STEC non- corresponding results. 
O157 in ground beef, sausage, various retail cuts and
whole carcasses were ranged from 2.4 to 30%, 17 to 49.2%, CONCLUSION
11.4 to 49.6% and 1.7 to 58%, respectively. In addition, the
corresponding  prevalence rates of O157 serotype were Retailed meat represents a risky source for EHEC and
0.1 to 54.2%, 0.1 to 4.4%, 1.1 to 36.0% and 0.01 to 43.4%, STEC in Hat-Yai city, Songkhla, Thailand that threaten
respectively. In the current study, the beef retail cuts were human health through the food chain. Low hygienic
examined as the surrogate reflecting the prevalence rate of performance of the butchers and cookers may transfer
STEC in beef in this area. Seven of 10 (70%) and 8 of 10 these types of bacteria to the consumers. Thus, the
(80%) beef samples were shown to carry stx  and stx - campaign for good practice in cooking should be1 2

habouring E. coli, respectively, by MPN-PCR (Table 3). announced to the public. Meanwhile, the high
The maximal amount of stx -habouring E. coli was 16 surveillance frequency of EHEC and STEC in common1

MPN/g and the maximal amount of stx -habouring E. coli fresh meat types is encouraged to be performed to2

was 27 MPN/g. The similar trend of the results was prevent the outbreaks by these E. coli pathotypes in this
observed in porcine group as 11 MPN/g and 15 MPN/g area.
for stx  and stx -habouring E. coli, respectively (Table 3).1 2
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Supplementary Data 

ตารางท่ี S1 Oligonucleotide primers ท่ีใชในการศึกษา  

 

 

 

 

Gene 
Primer’s 

name 
Sequences (5’3’) 

Amplicon 

size (bp) 
References 

stx1 EVT-1 

EVT-2 

CAACACTGGATGATCTCAG 

CCCCCTCAACTGCTAATA 

349 Sukhumungoon 

et al., 2011 

stx2 EVS-1 

EVS-2 

ATCAGTCGTCACTCACTGGT 

CCAGTTATCTGACATTCTG 

404 Sukhumungoon 

et al., 2011 

eae AE-19 

AE-20 

CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA 

TCAGCGTGGTTGGATCAACCT 

1,087 Sukhumungoon 

et al., 2011 

rfbO157 O157-F 

O157-R 

CGTGATGATGTTGAGTTG 

AGATTGGTTGGCATTACTG 

400 Maurer et al., 

1999 

Q933 qEf-1 

qEr-2 

ATGCGGATCCACACTGGCGATAAAGAAGGG

ATGCGGATCCTCGACTGCGTGGCAATGTAA 

567 Koitabashi et 

al., 2006 

Q21 qDf-1 

qDr-2 

ATGCGGATCCAAATCTCACATTGATTCAGG 

ATGCGGATCCATAGTGTTGCTCATTTGCTC 

561 Koitabashi et 

al., 2006 

pap pap3 

pap4 

GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 

AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 

336 Yamamoto et 

al, 1995 

afa afa1              

afa2 

GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 

CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG                                     

750 Le Bouguénec 

et al, 1992 

hlyA hly1                 

hly2 

AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT  

ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 

1,177 Yamamoto et 

al, 1995 

yja 
YjaA.1        

YjaA.2  

TGAAGTGTCAGGAGACGCTG                          

ATG GAGAATGCGTTCCTCAAC 
211 

Clermont et al., 

2000 

TspE4.C2 

 

TSPE4.C2- F 

TSPE4.C2-R 

AGTAATGTCGGGGCATTCAG 

TCGCGCCAACAAAGTATTACG 
152 

Clermont et al., 

2000 

chuA 
ChuA.1 

ChuA.2 

GACGAACCAACGGTCAGGAT 

TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
279 

Clermont et al., 

2000 

https://www.facebook.com/jerome.lebouguenec.7
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ตารางท่ี S1 (ตอ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene 
Primer’s 

name 
Sequences (5’ 3’) 

Amplicon 

size (bp) 
References 

escV escV-F 

escV-R 

GGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG 

CCTTTTACAAACTTCATCGCC 

534 Müller et al, 

2006 

Z2577 Z2577-F 

Z2577-R 

AACCCCATTGATGCTCAGGCTC 

TTCCCATTTTACACTTCCTCCG 

909 Koch et al, 

2003 

sbcB sbcB1 

sbcB2 

CATGATCTGTTGCCACTCG 

AGGTCTGTCCGTTTCCACTC 

1,800 Ohnishi et al, 

2002 

yecE EC10 

EC11 

GCCAGCGCCGAGCAGCACAATA 

GGCAGGCAGTTGCAGCCAGTAT 

400 DeGreve et al, 

2002 

wrbA wrbA1 

wrbA2 

ATGGCTAAAGTTCTGGTG 

CTCCTGTTGAAGATTAGC 

600 Toth et al, 

2003 

yehV Primer A 

Primer B 

AAGTGGCGTTGCTTTGTGAT 

AACAGATGTGTGGTGAGTGTCTG 

340 Shaikh and Tarr, 

2003 
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วิธีการทดลองเพ่ิมเติม 

1. การตรวจหายีน stx1 โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

EVT-1Primer (10 µM) 1.0 

EVT-2Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 1  

Annealing 55 1 35 

Extension 72 1  

Final Extension 72 5 1 
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2. การตรวจหายีน stx2 โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้  

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

EVS-1Primer (10 µM) 1.0 

EVS-2Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 1  

Annealing 50 1 35 

Extension 72 1  

Final Extension 72 5 1 
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3. การตรวจหายีน eae โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

AE-19Primer (10 µM) 1.0 

AE-20Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 1  

Annealing 55 1 35 

Extension 72 1.15  

Final Extension 72 5 1 
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4. การตรวจหายีน rfbO157 โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

O157-F Primer (10 µM) 1.0 

O157-R Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 40 sec  

Annealing 50 30 sec 30 

Extension 72 30 sec  

Final Extension 72 5 1 
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5. การตรวจหายีน escV โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

escV-F Primer (10 µM) 1.0 

µM escV-R Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 1  

Annealing 45 1 35 

Extension 72 1  

Final Extension 72 5 1 
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6. การตรวจหายีน hlyA โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

hlyA-F Primer (10 µM) 1.0 

hlyA-R Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 1  

Annealing 55 1 35 

Extension 72 1  

Final Extension 72 5 1 
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7. การตรวจหายีน Q933 โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

QEf-1 Primer (10 µM) 1.0 

QEr-2 Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 2 1 

Denature 94 30 sec  

Annealing 55 30 sec 30 

Extension 72 2  

Final Extension 72 5 1 
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8. การตรวจหายีน Q21 โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

QDf-1 Primer (10 µM) 1.0 

QDr-2 Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 2 1 

Denature 94 30 sec  

Annealing 51 30 sec 30 

Extension 72 2  

Final Extension 72 5 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 
 

 

9. การตรวจหายีน pap โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

pap3Primer (10 µM) 1.0 

pap4Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 1  

Annealing 60 40 sec 35 

Extension 72 1  

Final Extension 72 5 1 
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10. การตรวจหายีน afa โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 

MgCl2 (25 mM) 3.0 

dNTPs (2 mM) 1.0 

afa1Primer (10 µM) 1.0 

afa2Primer (10 µM) 1.0 

GoTaq DNA polymerase (0.5 unit) 0.1 

GoTaq buffer (5X) 5.0 

Template DNA  2.0 

Water 11.9 

Total volume 25.0 

  

สภาวะสําหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา(min) จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 1 

Denature 94 1  

Annealing 60 40 sec 35 

Extension 72 1  

Final Extension 72 5 1 
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วัน/เดือน/ป 

  

ตัวอยางเนื้อวัว 

stx1 

MPN/g 

stx2 

MPN/g 

O157 

MPN/g 

eae 

MPN/g 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 

28-พ.ค.-56 1 1 1 0 7.4 0 1 2 9.2 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

15-มิ.ย.-56 2 0 0 0 <3 1 1 0 7.4 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 4 0 0 1 3 0 0 2 6 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 5 0 2 0 6.2 2 1 0 15 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

24-มิ.ย.-56 6 0 0 1 3 2 0 0 9.2 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 7 0 0 0 <3 0 0 1 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 8 1 0 0 3.6 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 9 0 0 1 3 0 0 1 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 10 1 3 0 16 2 1 2 27 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

วัน/เดือน/ป ตัวอยางเนื้อหมู 

stx1 

MPN/g 

stx2 

MPN/g 

O157 

MPN/g 

eae 

MPN/g 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 

17-มิ.ย.-56 11 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 12 0 0 0 <3 0 1 0 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 13 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

ตารางท่ี 10 ปริมาณ (MPN/กรัม) ของเชื้อ EHEC และ STEC ในเนื้อวัว, เนื้อหมู, เนื้อไก 
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วัน/เดือน/ป ตัวอยางเนื้อหมู 

stx1 

MPN/g 

stx2 

MPN/g 

O157 

MPN/g 

eae 

MPN/g 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 

15-ก.ค.-56 14 1 0 0 3.6 2 1 0 15 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 15 0 0 0 <3 0 1 0 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

5-ส.ค.-56 16 1 0 2 11 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 17 0 1 0 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 18 0 0 1 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 19 1 0 2 11 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 20 0 1 0 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

วัน/เดือน/ป ตัวอยางเนื้อไก 

stx1 

MPN/g 

stx2 

 

O157 

MPN/g 

eae 

MPN/g 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 

15-ก.ค.-56 21 0 0 0 <3 0 0 1 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 22 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 24 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

3-ส.ค.-56 25 0 2 1 9.3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 26 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 27 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 
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วัน/เดือน/ป ตัวอยางเนื้อไก 

stx1 

MPN/g 

stx2 

 

O157 

MPN/g 

eae 

MPN/g 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001 

 28 0 0 1 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 29 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 

 30 0 0 1 3 0 0 0 <3 0 0 0 <3 0 1 0 3 


