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บทคัดยอ 

  ในการศึกษานี้ ไดทําการตรวจสอบหาเชื้อ EHEC และ STEC จากโรงพยาบาล

หาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี จากผลการตรวจหาเชื้อในตัวอยางผูปวยทองรวงจํานวน 1,022 ไอ

โซเลท ท่ีแยกมาไดจาก rectal swabs จํานวน 592 ตัวอยาง เปนระยะเวลา 18 เดือน ไมพบ 

EHEC/STEC ในทุกตัวอยางท่ีทดสอบ อยางไรก็ตาม สามารถพบ E. coli O157 ไดจํานวน 1 ไอโซ

เลท (สายพันธุ PSU120) จากผูปวยทองรวงเพศชายอายุ 48 ป เชื้อ PSU120 นี้ ไมมียีน stx และ 

eae แตมียีน escV ท่ีเปนปจจัยสําคัญท่ีกอใหเกิดทองรวงในผูปวย ยืนยันผลการไมมี stx phage โดย

การตรวจสอบยีน Q ท่ีสําคัญของเชื้อ พบวา PSU120 ไมมียีน Q933 และ Q21 เชื้อดื้อตอยาตานจุลชีพ

หลายชนิดและพบวาเชื้อมีกิจกรรมการแทรกโดย prophages ชนิดอ่ืนๆ เม่ือตรวจสอบลายพิมพ 

DNA ของ PSU120 โดยวิธี pulsed-field gel electrophoresis เทียบกับเชื้ออีก 2 สายพันธุคือ E. 

coli O157:H7 สายพันธุ PSU2 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวในอําเภอหาดใหญ และ E. coli O157:H7 สาย

พันธุ EDL933 ท่ีแยกไดจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกาพบวา PSU120 มีความคลายในสวนของ

พันธุกรรมถึง 88.6% ทําใหคาดวาเชื้อ PSU120 เปนเชื้อท่ีมียีน stx มากอน และสูญเสีย stx ไป

ระหวางการติดเชื้อในมนุษย จากการไมพบผูปวยจาก EHEC/STEC จึงทําการตรวจหาปริมาณของเชื้อ 

EHEC/STEC ใน เนื้อสัตว โดยวิธี MPN-PCR พบปริมาณ EHEC และ STEC ในเนื้อสัตวชนิดตางๆใน

ระดับต่ํา ซ่ึงอาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหไมสามารถพบเชื้อจากผูปวยได นอกจากนี้ ทําการเก็บเชื้อ 

UPEC จากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ตจํานวน 113 ตัวอยาง เม่ือตรวจยีนกอโรคพบผลบวกตอยีน pap, 

afa, และ hlyA เปน 12%, 7%, และ 14% ตามลําดับ ผลการดื้อยาปฏิชีวนะพบวาเชื้อดื้อตอ 

tetracycline มากท่ีสุดท่ี 77% และดื้อตอยา cotrimoxazole ท่ี 68% เชื้อไวตอยา nitrofurantoin 

โดยพบอัตราการดื้อยาเพียง 1% และเชื้อ UPEC 54% จัดเปน ESBL producer อีกดวย  

 

คําสําคัญ: Escherichia coli O157, diarrhea, Shiga toxin, Retailed Meat, uropathogenic 
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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 

 

ความสําคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 

 ในปจจุบัน การระบาดของโรคอาหารเปนพิษ (food-borne diseases) เกิดข้ึน

อยางกวางขวางซ่ึงการระบาดนั้นเปนผลมาจากการปนเปอนเชื้อจุลินทรียท่ีมีปจจัยในการกอโรคท่ี

สําคัญ สวนใหญเปนเชื้อในกลุม enterobacteriaceae โดยปกติแลว เชื้อ E. coli  เปนเชื้อแบคทีเรีย

ประจําถ่ินในลําไสของมนุษยและสัตวเลือดอุนหลายชนิด (Griffin et al., 1995) อยางไรก็ตาม เชื้อ   

E. coli บางสายพันธุสามารถกอใหเกิดการติดเชื้ออยางรุนแรงจนถึงแกชีวิตได Shiga toxin-

producing E. coli (STEC) คือเชื้อท่ีสามารถสรางสารพิษท่ีเรียกวา Shiga toxin (Stx) แบงยอยได

เปน 2 ชนิดคือ Shiga toxin 1 (Stx1) และ Shiga toxin 2 (Stx2) โดยเฉพาะ Stx2 นั้นมีความ

รุนแรงมากกวา Stx1 ประมาณหนึ่งพันเทา กอใหเกิดไตวายเฉียบพลันและเกิดอาการ hemolytic 

uremic syndrome (HUS) จนกระท่ังเสียชีวิตได STEC ท่ีมียีน eae ซ่ึงทําหนาท่ีเก่ียวกับการเกาะติด

ของเชื้อกับเซลลเจาบานเรียกวา enterohemorrhagic E. coli (EHEC)  ซ่ึงเปน E. coli กลุมท่ี

สามารถกอความรุนแรงไดมากท่ีสุดในกลุมของ E. coli ท่ีกอใหเกิดอาการทองรวง (Nataro and 

Kaper, 1998) เปนเชื้อสาเหตุท่ีกอการระบาดในหลายประเทศท่ัวโลก (Dundas et al., 2001; 

Rangel et al., 2005) EHEC ซีโรทัยป O157:H7 เปนซีโรทัยปท่ีมีความสําคัญมากท่ีสุด เพราะ

กอใหเกิดการระบาดอยางกวางขวาง อยางไรก็ตาม กวา 30 ปท่ีผานมาตั้งแตมีการระบาดของเชื้อ    

E. coli O157:H7 ครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกา ยังไมมีการพบการติดเชื้อ E. coli O157 จาก

ผูปวยทองรวงในประเทศไทยเลยแมแตรายเดียว 

ปญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งท่ีมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อ E. coli 

ก็คือการติดเชื้อ E. coli ในระบบอ่ืนๆ นอกเหนือจากการกอโรคในระบบทางเดินอาหาร เรียกเชื้อ

เหลานี้วา extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) เชื้อ E. coli  ท่ีปนเปอนจากลําไสสูระบบ

ทางเดินปสสาวะและกอโรคได เรียกวา uropathogenic E. coli (UPEC) และจัดเปนสมาชิกของเชื้อ

กลุม ExPEC การติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะนั้นเปนโรคท่ีพบในผูหญิงบอยกวาในผูชาย  

เนื่องจากลักษณะทางกายวิภาคของผูหญิงเอ้ือใหเกิดการติดเชื้อไดงายกวา และจากรายงานหลายชิ้น

ระบุไววา ในชวงชีวิตของผูหญิงจะมีการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะอยางนอย 1 ครั้ง ภาวะติด

เชื้อในระบบทางเดินปสสาวะเปนภาวะท่ีพบไดบอยมากในโรงพยาบาลตางๆ สามารถพบอุบัติการณได

ในคนทุกชวงอายุ โดยจะพบมากในผูสูงอายุท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลและไดรับการใสสายสวน

ปสสาวะ เชื้อ UPEC เหลานี้มีปจจัยกอโรคท่ีเก่ียวของกับการเกาะติดมากมาย ทําใหสามารถยึดติดกับ

อวัยวะตางๆท่ีเปนสวนประกอบของระบบทางเดินปสสาวะไดดี ยิ่งไปกวานั้น มีรายงานการดื้อตอยา

ปฏิชีวนะของเชื้อ UPEC เปนจํานวนมากอีกดวย 

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


จากความสําคัญของเชื้อท้ังสองกลุมนี้ การศึกษานี้จึงมุงตรวจหาเชื้อ STEC และ 

EHEC รวมถึง EHEC ซีโรทัยป O157 จากตัวอยางผูปวยทองรวงในโรงพยาบาลเขตภาคใต ศึกษาถึง

ปจจัยการกอโรคของเชื้อ รวมถึงความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อท่ีแยกไดกับเชื้อท่ีเคยมีการ

รายงานมากอนหนา นอกจากนี้ยังทําการศึกษาปจจัยกอโรคและลักษณะแบบแผนการดื้อยาปฏิชีวนะ

ของเชื้อ UPEC ท่ีแยกไดจากโรงพยาบาลในเขตภาคใต อันจะนําไปสูการไดรับขอมูลท่ีเปนประโยชน

สําหรับประชากรในเขตนี้ตอไป 

 

ทฤษฎีและหลักการ 

สวนท่ี 1 Enterohemorrhagic และ Shiga toxin-producing Escherichia coli  

1.1 ลักษณะท่ัวไป (general characteristics) 

  Escherichia  coli จัดอยูในวงศ Enterobacteriaceae เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูป

แทง มีขนาด 1.1-1.5 x 2.0-6.0 µm จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวๆหรือเซลลคู สามารถเจริญไดท้ังใน

สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) เคลื่อนท่ีโดย peritrichous 

flagella ไมสรางสปอร สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 10-40 ºC อุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับการเจริญ 

คือ 35-37 ºC ซ่ึงเปนอุณหภูมิของสัตวเลือดอุนแบคทีเรียในกลุมนี้มีท้ัง normal microbiota และ 

pathogen สามารถกอโรคไดท้ังในคนและสัตว คาความเปนกรดดางท่ีสามารถเจริญไดอยูท่ี 7-7.5 

mol% G+C ของDNA มีคาระหวาง 48 ถึง 52 (Tm) และเปนแบคทีเรียท่ีจัดอยูในกลุม โคลิฟอรม 

(coliform) ประเภท fecal  colilorm  ซ่ึงเปนโคลิฟอรมท่ีพบในอุจจาระของมนุษยและสัตวเลือดอุน 

จึงใชเปนดัชนีชี้สุขลักษณะของอาหาร และน้ํา 

อนุกรมวิธานของเช้ือ 

 Domain  : Bacteria 

 Kingdom  : Eubacteria 

 Phylum  : Proteobacteria 

 Class  : Gammaproteobacteria  

           Order  :         Enterobacteriales 

 Family  : Enterobacteriaceae 

 Genus  : Escherichia 

 Species  : Escherichia coli  

 

 

 



 

 

 

 

รูปท่ี 1 ลักษณะรูปรางของเชื้อ E. coli ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Rocky 

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

 

1.2 แหลงท่ีอยู (natural habitats) 

  E. coli เปนแบคทีเรียประจําถ่ินท่ีพบไดท่ัวไปในลําไสคนและสัตวเลือดอุนและพบ 

E. coli หลายสายพันธุเปน normal  flora ในลําไสของคนและมีประโยชนในการผลิตวิตามิน K2 

(Conly  and Stein, 1992) นอกจากนี้ยังชวยปองกันแบคทีเรียท่ีสามารถกอโรคภายในลําไสได พบ

เชื้อ E. coli จํานวนมากในอุจจาระประมาณ 106-109 CFU/g ในทารกหลังคลอดพบวาสามารถตรวจ

พบเชื้อนี้หลังจาก 40 ชั่วโมงในลําไสของทารก ซ่ึงสวนใหญจะไมกอโรคในคน อยางไรก็ตามมีเชื้อ E. 

coli บางสายพันธุท่ีมีความสามารถกอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารและระบบอ่ืนของรางกายได

ท้ังในคนและสัตว โดยสวนใหญพบวามีการปนเปอนของเชื้อลงในอาหารและน้ําดื่ม 

 

1.3  ลักษณะของแอนติเจน (antigenic structure) 

แอนติเจนของ E. coli มีอยูหลายชนิด คือ somatic antigen (O-antigen) เปน

สารประกอบ lipopolysaccharide พบอยูในชั้นของผนังเซลล มีคุณสมบัติทนความรอนถึง 121 

องศาเซลเซียสทนกรดออนและแอลกอฮอล 

Capsule antigen (K-antigen) เปนสารประกอบ polysaccharide มักพบหอหุม

เซลล เชน capsule, fimbriae ท่ีหุมตัวแบคทีเรีย  

Flagella antigen (H-antigen) เปนสวนของ flagella ประกอบดวยโปรตีนท่ี

เรียกวา flagellin ถูกทําลายท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส สายพันธุท่ีไมเคลื่อนท่ีจะไมพบ H-

antigen  

O, K และ H antigens มีคุณสมบัติทางกายภาพและภูมิคุมกันวิทยาท่ีแตกตางกัน 

ดังนั้นในการจําแนก serotype ของเชื้อรวมถึงการตรวจสอบทางระบาดวิทยาสามารถใชแอนติเจน

เหลานี้เปนตัวบงชี้ได 

1.4 คุณสมบัติทางดานชีวเคมีและการเจริญ (biochemical features and growth) 

  E. coli มีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีหลากหลาย จึงนิยมใชคุณสมบัตินี้เปนหลักในการ

จําแนกเชื้อ E. coli ออกจากเชื้อตัวอ่ืนๆในวงศ enterobacteriaceae ซ่ึงอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีนิยมใช



ไดแก MacConkey agar (MCA) ลักษณะโคโลนีของ E. coli บน MacConkey agar (MCA) ซ่ึงเปน 

differential medium มีสีชมพู (lactose fermenter) และเม่ือเพาะเลี้ยงบน Eosin methylene 

blue agar (EMB) ซ่ึงเปน selective medium จะใหโคโลนีสีดํามีลักษณะสะทอนแสงแวววาวท่ี

เรียกวา metallic sheen ผลการทดสอบ IMViC test เปน + + - - หรือ  - + - - ซ่ึงแตกตางจาก 

Enterobacter และ Klebsiella ซ่ึงใหผลเปน - - + + สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการจําแนกเชื้อ

ในวงศ Enterobacteriaceae เบื้องตนนั้นนิยมใชคุณสมบัติการหมักน้ําตาลท่ีแตกตางกันของเชื้อ

โดยเฉพาะอยางยิ่งน้ําตาล lactose นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาเชื้อ E. coli ไดดวยวิธีทางโมเลกุล 

ซ่ึงใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเขาไปจับดีเอ็นเอตนแบบ (Jouini et al., 2007) 

 

1.5 E. coli กอโรค (pathogenic E. coli strains) 

E. coli สวนใหญไมใชจุลินทรียกอโรค แตบางสายพันธุทําใหเกิดโรคในระบบ

ทางเดินอาหาร แบงไดเปน 6 กลุม (Giron et al., 1991) คือ 

1. Enteropathogenic E.coli (EPEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการ

เกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสโดยใชพิลไล (pili) และอินทิมิน (intimin) ซ่ึงเปนการเกาะติดเยื่อหุม

ชั้นนอก (outer membrane adhesion) ทําใหเกิดการเกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสดวยเชื้อท่ีจับกลุม

กันเปนกระจุกจนเกิดเปนลักษณะท่ีเรียกวา ไมโครโคโลนี (microcolony) 

2. Enteroaggregative E. coli (EAEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการ

เกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสโดยใชฟมเบรีย (fimbriae) ทําใหเกิดการเกาะติดเซลลเยื่อบุผิวลําไสดวย

เชื้อท่ีเรียงตอกันจนเต็มพ้ืนผิวคลายกับการเรียงกอนอิฐและอาจมีการสรางสารพิษรวมดวย 

3. Enteroinvasive E. coli (EIEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือ

ความสามารถในการเขาเซลลเยื่อบุผิวลําไสแลวหลบหลีกจากฟาโกโซม (phagosome) จนสามารถ

แบงตัวขยายจํานวนและกระจายไปยังเซลลขางเคียงซ่ึงกลไกนี้มีความคลายคลึงกับการกอโรคของเชื้อ 

Shigella spp. 

4. Enterotoxigenic E. coli (ETEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการสราง

สารพิษและการมีฟมเบรีย (fimbriae) เปนจํานวนมากสารพิษท่ีสรางจากเชื้อกอโรคนี้มี2 ชนิดไดแก

สารพิษท่ีไมทนตอความรอน (heat-labile enterotoxin) สารพิษนี้คลายกับสารพิษท่ีสรางจากเชื้อ 

Vibrio cholerae ซ่ึงเปนสาเหตุของอหิวาตกโรคและสารพิษท่ีทนตอความรอน (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- = ไมเกิด gas 

      A/A = acid slant / acid butt 

 

5. Diffusely adherent E. coli (DAEC) ความสามารถในการกอโรคของเชื้อกลุมนี้

ยังไมเปนท่ีแนชัด ผูปวยมักมีอาการถายเปนน้ํา หรือเหลวแบบอาหารไมยอย โดยสวนใหญเชื้อกลุมนี้

พบในเด็กวัยกอนเรียนมากกวาในเด็กทารก การเพาะแยกเชื้อกลุมนี้ สามารถทําไดโดยนําเชื้อมา

ทดสอบการเกาะติดแบบ diffusely adherence กับเซลลเพาะเลี้ยงชนิด HEp-2 หรือ HeLa ซ่ึงเปน

วิธีมาตรฐานในการวินิจฉัยเชื้อ DAEC 

6. Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) มีปจจัยการติดเชื้อรุนแรงท่ีสําคัญคือการ

สรางสารพิษท่ีสามารถทําลายเซลลเวอโร (vero cell) ซ่ึงเรียกวาเวอโรทอกซิน (verotoxin)               

มีลักษณะโครงสรางและการออกฤทธิ์เชนเดียวกับสารพิษท่ีสรางจากเชื้อ Shigella dystenteriae 



สารพิษชนิดนี้ภายหลังจึงเรียกวา Shiga toxin ในการระบุวาเปน EHEC นั้นนอกจากจะพบยีน stx

แลว ยังตองพบยีน eae ซ่ึงเปนยีนสรางโปรตีน intimin ท่ีใชในการเกาะติดของแบคทีเรียกับเซลลเจา

บานอีกดวย สวนเชื้อท่ีมีเพียงแคยีน stx จะถูกเรียกวาเปน Shiga toxin-producing E. coli (STEC) 

ปจจุบันพบเชื้อ STEC มากกวา 100 ซีโรทัยปท่ีกอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษมีอาการลําไสใหญอักเสบมี

เลือดออก (hemorrhagic colitis) คือมีอาการปวดเกร็งอยางรุนแรงในชองทองถายเปนเลือดสดไมมี

ไขหรือมีไขต่ํา ผูปวยบางราย เชน เด็กเล็กและผูสูงอายุมีความเสี่ยงสูงท่ีจะเกิดอาการ แทรกซอนท่ี

เรียกวา hemolytic uremic syndrome (HUS)  สามารถสรางสารพิษชนิดเอนเทอโรฮีโมไลซิน 

(enterohaemolysin) ซ่ึงมีผลตอภาวะเม็ดเลือดแดงแตกและไตวายทําใหเสียชีวิตได ผูติดเชื้อท่ีไมมี

อาการแสดงของโรคสามารถถายทอดเชื้อใหผูอ่ืนได เชื้อ STEC ท่ีมีรายงานวาเปนสาเหตุการระบาด

ของโรคอาหารเปนพิษท่ีพบบอย เชน O26, O111 และ O145 เปนตน แตเชื้อท่ีมีความสําคัญมาก

ท่ีสุดคือเชื้อ E. coli ซีโรทัยป O157 ซ่ึงสามารถพบไดวาจัดอยูในท้ังกลุมของ STEC และ EHEC 

 

1.6 E. coli O157 

E. coli O157 มีความสําคัญของการระบาดในหลายประเทศท่ัวโลกรวมท้ัง

สหรัฐอเมริกาและญี่ปุน E. coli O157 เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะคลายกับ E. coli  ท่ัวๆไป 

แตลักษณะสําคัญท่ีใชแยกสายพันธุ E. coli O157 คือ ไมมีการหมักน้ําตาล sorbitol ซ่ึงใน    E. coli 

O157 มีการหายไปของยีนท่ีใชน้ําตาล sorbitol (Karmali et al., 1983) E. coli O157 สวนใหญมี

ยีน stx1 หรือ stx2หรืออาจพบท้ังคูก็ได ซ่ึงใชในการผลิต Stx ดังนั้นเชื้อ EHEC ท่ีสรางShiga toxin 

ไดนี้หรือเรียกวา “Shiga toxin-producing E. coli (STEC)” หรือ “Verotoxin-producing E. coli 

(VTEC)” ซ่ึงเปนปจจัยความรุนแรงในสายพันธุ O157  

E. coli O157 นั้นพบการกอโรคครั้งแรกมีการระบาดของโรคทองรวงในป ค.ศ. 

1982 (Riley et al., 1983) ซ่ึงการระบาดนั้นพบวามีการปนเปอนเชื้อในแฮมเบอเกอรเนื้อวัวซ่ึงปรุง

ก่ึงสุกก่ึงดิบ ในเวลาเดียวกัน Karmali และคณะ ก็ไดแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของการติดเชื้อ 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 ไดรับรายงานระหวางป 1982 และ 2002 (Rangel et al., 

2005) สวนท่ีเกิดในรัฐ Minesota พบวาเกิดจากเนื้อดิบเปนพาหะของโรค  และมีการระบาดของ E. 

coli O157:H7 ใน Colorado พบวาผูปวยท่ีบริโภคเนื้อดิบ 7 วันกอนเริ่มมีอาการ ในป 2008  มี

ผูปวยใน Colorado ท่ีรักษาในโรงพยาบาลพบวาเกิดจากการกินเนื้อดิบท่ีมีการปนเปอนเชื้อซ่ึงมี 5 



ราย ตอมาพัฒนาไปเปน HUS นําไปสูโรคไตวายฉับพลัน (Karmali et al., 1983) ในยุโรปกลาง 

สก็อตแลนดมีคนจํานวนมากเสียชีวิตจากการติดเชื้อ E. coli O157:H7 (Dundas et  al., 2001) การ

ระบาดของโรคนี้เกิดจากการปนเปอนของเนื้อท่ีนํามาทําอาหารซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเชื้อใน

ผูสูงอายุ และตอมาการติดเชื้อมีการแพรกระจายไปยังคนจํานวนมากทุกเพศทุกวัย 

ในประเทศญี่ปุน มีการระบาดของ O157 ในป ค.ศ. 1996 การระบาดใหญของเชื้อ 

E. coli O157 เกิดข้ึนในเมือง Sakai จังหวัด Osaka เด็กประถมศึกษามากกวา 6,000 คน มีสาเหตุมา

จากการรับประทานถ่ัวงอกและหัวไชเทา 

 

1.8 การติดตอ (routes of transmission) 

ทางของการสงผานการติดเชื้อมีหลายทาง เชน อาหาร นม น้ําดื่ม การติดตอจากคน

สูคน และติดตอทางหองปฏิบัติการ การปนเปอนของผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจาก

เนื้อสัตวนี้ สามารถเกิดข้ึนไดท่ีบาน จากการปรุงอาหารหรือการสัมผัสกับอาหาร จากผลิตภัณฑ   เนื้อ

วัว ท่ีมีการระบาดของเชื้อ E. coli O157:H7 ในนมและชีส ซ่ึงอาจพบในน้ําผลไมท่ีผานการฆาเชื้อ ใน

ไสกรอกท่ีผสมเนื้อหมู ในเนื้อวัว ในเนื้อกวางปา และนม (Feng, 2000; Kassenborg et al., 2004) 

การติดตอจากคนสูคนในครอบครัว ศูนยดูแลเด็ก การติดตอจากคนสูคนสวนใหญจะเกิดการติดเชื้อ

จากการไมปฏิบัติตามสุขลักษณะท่ีเหมาะสมสวนในสัตวนั้นจะไมไดรับอันตรายจาก E. coli ท่ีสราง 

Stx หรือถาไดรับผลกระทบก็นอยมากเนื่องจากในลําไสของสัตวเหลานั้นไมสรางตัวรับ (receptor) 

ตอ Stx ดังนั้นสัตวเหลานี้จึงเปนพาหะท่ีสําคัญของ EHEC 

 

1.9 พยาธิกําเนิดและพยาธิสภาพ (pathogenesis and pathology) 

E. coli O157 เปนหนึ่งในเชื้อ diarrheagenic E. coli กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงซ่ึง

การติดเชื้อโดย E. coli O157 เกิดข้ึนโดยการบริโภคอาหารหรือน้ํา หรือการสัมผัสกับพ้ืนผิวท่ีมีการ

ปนเปอนเชื้อ E. coli O157 มีความสามารถในการกอโรคสูง ปริมาณการติดเชื้อต่ําสุดของเชื้อท่ีทําให

เกิดอาการ ซ่ึงเพียงแค 101-102 CFU 

E. coli O157 สามารถคงอยูไดในผลิตภัณฑเปนเวลาอยางนอย 9 เดือนท่ีเก็บไวใน

ชองแชแข็ง (ต่ํากวา 20 °C) ทนตอความแหง กรด และผลิตภัณฑอาหารท่ีเปนกรด เชน มายองเนส 

และไสกรอก E. coli O157:H7 ท่ีมีอยูตามธรรมชาติสามารถอยูรอดไดนาน 2 สัปดาหในน้ําจืด 

(CFSPH, 2009) 

 

1.10 ปจจัยท่ีเกี่ยวของกับการกอโรค (virulence factors) 

  1.10.1 Shiga toxins 



        Shiga toxin (Stx) หรือ Verocytotoxin นั้นเปนปจจัยรุนแรงท่ีสําคัญของ E. 

coli   ในการผลิตสารพิษShiga toxin มีรายงานครั้งแรกใน Shigella dysenteriae (Neisser and 

Shiga, 1903) ในป 1903 และมีชื่ออยางเปนทางการวา VT1สารพิษนี้ทําใหเกิดผลกระทบตอ Vero 

cell  ในป  1977 Konowalchunk และคณะแสดงใหเห็นถึงการผลิต Stx จากสายพันธุหนึ่งของ E. 

coli ซ่ึงสารพิษนี้ถูกเรียกกอนหนานี้วา Shiga-like toxin อยางไรก็ตามการตั้งชื่อวา Shiga-like 

toxin และ Verotoxin ถูกเปลี่ยนชื่อใหเปน Shiga toxin เพ่ือเลี่ยงความสับสน 

Shiga toxins ประกอบดวย 2 subunits คือ A subunit และ B subunit  

 A subunit มี 32KDa protein ซ่ึงประกอบดวย 28 KDa ของ A1 subunit และ 4 

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

จํานวน 1 หนวยออกจาก 28s ribosomal RNA สงผลในการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน แตเชื้อจะใช 

A2 subunit ซ่ึงมีหนาท่ีเปนสะพานท่ีจะเชื่อมโยงของ subunit A1 กับ B subunit ดวยกัน   

 B subunit มี 35KDa protein เปน pentamer ประกอบดวย 5 โปรตีนท่ี

เหมือนกัน ซ่ึงมีขนาด 7 KDa การจับกันระหวาง Stx กับ globotriaosylceramide (Gb3) บน 

plasma membrane receptor สําหรับ Stx ชวยในการนําเขาของ Stx เขาสู cytoplasm โดย 

endocytosis (รูปท่ี 2) เดิมแลว Stx1 และ Stx2 มีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีคลายกันใน A และ B subunit 

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

ความสามารถในการผลิต Stx1และ Stx2 ของสายพันธุ ท่ีคัดแยกไดจะมีการ

ตรวจสอบในการวินิจฉัยการติดเชื้อในกลุมของ EHEC ซ่ึงความสามารถในการผลิต Stx1 และStx2 

มักจะถูกตรวจสอบโดยวิธี PCR ในการตรวจสอบหายีน stx1 และยีน Stx2 หรือโดยวิธีทางภูมิคุมกันใน

การตรวจสอบ Stx1และ Stx2 ซ่ึงสําหรับวิธีการตรวจหาภูมิคุมกันของ Stx1 และ Stx2 คือวิธี 

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

ตรวจหายีน stx จะถูกรายงานโดยใชวิธีทาง PCR และในการตรวจสอบ Stx toxin จะถูกรายงานโดย

ใชวิธี RPLA ในการตรวจสอบ Stx1 และ Stx2 

 



 
 

รูปท่ี 2 กลไกการทําลายเซลลโดย Shiga toxins (ดัดแปลงจาก Jackson et al., 1987) 

 

ในเขตภาคใตของประเทศไทย จากขอมูลกอนหนานี้ (Sukhumungoon et al., 

2011; Sukhumungoon et al., 2011) แสดงใหเห็นวา เชื้อ STEC/EHEC ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวนั้น มี

ยีน stx อยู และยังสามารถสรางสารพิษชิกาท็อกซินไดในระดับสูงอีกดวย (Sukhumungoon et al., 

2011) อยางไรก็ตาม สําหรับซีโรทัยป O157:H7 พบผลการทดลองท่ีตรงกันขามคือ เชื้อ EHEC 

O157:H7 ท่ีพบท้ังหมด มียีน stx แตไมสามารถสรางสารพิษชิกา   ท็อกซินไดเลย จึงเรียก E. coli 

O157 สายพันธุดังกลาววา Stx2-negative strain (Koitabashi et al., 2006) จากการทดลองของ 

Koitabashi และคณะ (2006) พบวา E. coli O157:H7 สายพันธุท่ีแยกไดจากเนื้อวัวและมูลวัวใน



ประเทศไทยมียีน stx2 แตสามารถสราง Stx2 ไดในปริมาณนอยมาก หรือไมสามารถสรางไดเลย จาก

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ Q ยีน รวมถึงโปรโมเตอรของ stx ยีนในเชื้อ E. coli O157:H7 

สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงใชเปนตัวแทนของเชื้อ O157:H7 ท่ีเปน Stx2-negative strain พบวา Q ยีน

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

เปอรเซ็นต (รูปท่ี 3) ในทางตรงขาม Q ยีนของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 นั้นมีความ

เหมือนกับ Q ยีนของ phage 933W (Q933) ท่ีแทรกอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 

เพียง 52 เปอรเซ็นตเทานั้น (รูปท่ี 3) Q933 พบวาเปนโปรตีนท่ีมี anti-termination activity สูงซ่ึงจะ

ชวยนําพา RNA polymerase ผานจุดสิ้นสุดการสราง mRNA (terminator) ไดดีทําใหมีการสราง 

Stx ไดมาก แต Q21 พบวามี anti-termination activity ต่ําทําใหมีการสราง Stx ไดนอย หรือไมได

เลย การศึกษาของ Koitabashi และคณะ (2006) สอดคลองกับการศึกษาของ Lejeune และคณะ 

(2004) ท่ีพบวา Q933 และ Q21 ถือเปน markers สําหรับ E. coli O157:H7 ท่ีมีความรุนแรงในการ

กอโรค และไมรุนแรงในการกอโรคตามลําดับ 

 นอกจากนั้นพบวา โปรโมเตอรของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 เม่ือนํามา

เทียบกับโปรโมเตอรของแบคเทอริโอฝาจ 933W แลวพบวา เกิดการเปลี่ยนแปลงของเบสในสายพันธุ 

Thai-12 ไป 2 นิวคลีโอไทด โดยตําแหนงแรกเกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีตําแหนง -35 มีการเปลี่ยนจาก

เบส C เปน A สวนอีกตําแหนง เกิดการเปลี่ยนแปลงใกลกับตําแหนง -10 โดยมีการเปลี่ยนจากเบส G 

เปน A ยิ่งไปกวานั้นพบวาเกิดการแทรกเขามาของ Thymine จํานวน 1 นิวคลีโอไทดท่ีตําแหนง

ระหวาง 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) 

 

จากขอมูลดังกลาวทําใหเชื่อไดวา การท่ี E. coli O157:H7 ท่ีมียีน stx2 แตไมสามารถสราง Stx2 ได

นั้น เปนเพราะ Q ยีน มีความสามารถในการเกิด anti-terminator ต่ํา ประกอบกับโปรโมเตอรของ 

stx-phage นั้นไมสามารถทํางานไดเนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทดในตัวโปรโมเตอร

และตําแหนงใกลกับ ribosome binding site 

ดังนั้น จึงมีการทํา PCR เพ่ือใชตรวจสอบการไมสามารถสราง Stx เรียกวา Toxin-

non-producing (TNP) PCR โดยออกแบบ oligonucleotide primers ข้ึนโดยใชนิวคลีโอไทดใน

สวนของ Q ยีนรวมถึงบริเวณโปรโมเตอรของ E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ี

ไมสามารถสราง Stx2 ไดมาเปนตนแบบ (รูปท่ี 4) ปฏิกิริยา PCR ท่ีใชทดสอบมี 4 ปฏิกิริยาคือ TNP-

A, TNP-B, TNP-C และ TNP-D ถาผลการทดสอบใหผลบวกท้ัง 4 ปฏิกิริยาถือวาเชื้อ E. coli O157 

สายพันธุท่ีทดสอบไมสามารถสราง Stx2 ได 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4 ตําแหนงจีโนมของ stx2-phage ท่ีแทรกตัวอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ท่ี 

primers ท่ีใชในการทํา TNP-PCR สามารถเขาจับได (ดัดแปลงจาก Koitabashi et al., 2006) 

1.10.2 Intimin 

         Intimin คือ outer membrane protein ท่ีไดจาก eae gene อยูใน 

pathogenicity island เรียกวา locus of enterocyte effacement (LEE) ยีนนี้ไดรับการตรวจพบ

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

1998) ในระยะแรกของการเกิดโรคนั้น Intimin ของแบคทีเรียจะชวยในการเกาะติดกับเยื่อหุมเซลล

ของเซลลเจาบานโดยจะจับกับ 90 KDa  ตรงตําแหนงของ intimin receptor (Tir) (Hartland et 

al., 1999) ซ่ึง intimin จะจับกับ epithelial cells และจะทําลายโครงสรางของbrush border 

microvilli เรียกวา attaching และ effacing (A/E) lesion (Frankel et al., 1998) ปกติแลวเซลล



เจาบานจะไมมี receptor สําหรับ intimin แต EHEC O157:H7 มีการแสดงใหเห็นวามันสามารถ 

insert Tir เขาสู membrane ของเซลลเจาบานได 

 

1.10.3 escV 

          Type III secretion system จัดเปน marker ของปจจัยกอความรุนแรงใน

แบคทีเรียแกรมลบ ประกอบดวยโปรตีนอยางนอย 16 ชนิด เชน escC (outer membrane 

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

เปนยีนหนึ่งท่ีสําคัญท่ีใชในการบงชี้การมี type III secretion system แลว ในเชื้อ EHEC พบวา 

Type III secretion system ตั้งอยูบน locus of enterocyte effacement (LEE) pathogenicity 

island ขนาดประมาณ 35 กิโลเบส (McDaniel and Kaper, 1997)  ซ่ึงเปน กลุมยีนขนาดใหญท่ี

สามารถสงผานไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ โดยวิธี horizontal gene transfer ไดอีกดวยมีรายงานการ

พบยีน escV นี้บอยครั้งในเชื้อกลุม EPEC และ EHEC 

 

1.11 การวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ (laboratory diagnosis) 

  การวินิจฉัยโรคนั้นอาศัยอาการทางคลินิก นอกจากอาศัยอาการท่ีตรวจพบแลวยัง

ตองอาศัยการตรวจสนับสนุนจากหองปฏิบัติการดวย ตัวอยางสงตรวจคือ อุจจาระซ่ึงจะพบเชื้อ

จํานวนมากในอุจจาระท่ีมีมูกเลือด แตเชื้อจะตายไดงายเม่ืออยูนอกรางกาย ดังนั้นการเก็บอุจจาระสง

ตรวจตองใชอุจจาระท่ีถายใหมๆ รีบสงหองปฏิบัติการเพ่ือเพาะเชื้อโดยเร็วท่ีสุด แตหากไมสามารถสง

หองปฏิบัติการไดจะตองใสเชื้อไวใน Transport medium เชน buffered saline การแยกเชื้อท่ี

สําคัญมีดังนี้ 

  การแยกเชื้อจากอุจจาระควรเพาะลงอาหารเลี้ยงเชื้อทันที เพราะเชื้ออาจตายงายถา

แหงหรือท้ิงไวนานเกินไป อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชสําหรับแยกเชื้อ E. coli จากสิ่งสงตรวจหรือท่ีไดจาก 

rectal swab ไดแก MacConkey agar (MCA) และ Eosin methylene blue agar (EMB) ลักษณะ

โคโลนีของเชื้อ E. coli บนอาหาร MCA จะใหโคโลนีสีชมพูเนื่องจากการ ferment น้ําตาล lactose 

ขณะท่ีโคโลนีบนอาหาร EMB จะใหโคโลนีสีดํามีลักษณะสะทองแสงแวววาวเรียกวา metallic sheen 

ในทศวรรษท่ีผานมาความแตกตางของ E. coli O157 กับ E. coli อ่ืนๆ ถูกกําหนด

จากสีของโคโลนีบน sorbitol MacConkey agar (SMAC) เพราะ E. coli O157 ไมสามารถใช 

sorbitol ได potassium tellerite และ cifixime สามารถเติมลงไปใน SMAC ซ่ึงจะไปยับยั้ง

แบคทีเรียอ่ืนๆได เรียกวาอาหาร cefixime tellurite (CT)-SMAC  

 



         
 

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

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

โคโลนีกลม สีชมพู (หมักน้ําตาล sorbitol) ขอบเรียบ  

 

 โคโลนีของ E. coli O157 ท่ีข้ึนบนอาหาร SMAC จะไมมีสี โดยอาศัยหลักการท่ีเชื้อ 

O157:H7 ไมสามารถใชน้ําตาลซอรบิทอล (sorbitol) ได ซ่ึงจะไมใหผลผลิตเปนกรด ทําใหไมมีการ

เปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร แตเชื้อชนิดอ่ืนสามารถใชน้ําตาลซอรบิทอลได เม่ือเกิดกรดจากการใช

น้ําตาลข้ึน กรดนั้นจะไปเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรใหเปนสีชมพู อาหารอีกชนิดคือ CHROMagarO157 

ซ่ึงมีการพัฒนาเพ่ือแยกความแตกตางของ E. coli O157 กับเชื้อ E. coli อ่ืนๆ โดยอาศัยหลักการท่ีวา 

เอนไซมบางชนิดของเชื้อสามารถสลายสาร chromogens ท่ีมีอยูในอาหารแลวใหผลผลิตท่ีเปน

อนุภาคของสีท่ีไมละลายน้ํา ซ่ึงโคโลนี ของ E. coli O157 จะใหสีมวงอมชมพู (mauve colony) และ

มีขอบสีขาว (รูปท่ี 6)  

 หลังจากท่ีแยกโคโลนีท่ีสงสัยไดแลว นําโคโลนีท่ีสงสัยมาทดสอบเพ่ือตรวจยืนยันเชื้อ 

โดยใชวิธีทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) และหาซีโรทัยป โดยใชการทําปฏิกิริยากับ

แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ O และ H antigen การตรวจหาสารพิษสามารถใชวิธีทางอณูพันธุศาสตรเชน 

พีซีอาร (PCR) หรือวิธีทางอิมมูโนวิทยาเชนอิไลซา (ELISA) หรือการทดสอบพิษในเซลลเพาะเลี้ยง 

(cell cytotoxic assay) โดยใชเซลลเวอโร (Vero cell) หรือเซลลฮีลา (Hela cell)   การตรวจ

เหลานี้อาจใหผลไมสอดคลองกันไดบาง โดยพบวาเชื้อ O157 มียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ Stx2 

แตไมสามารถสราง Stx2 ได (Koitabashi et al., 2006) นอกจากนี้เชื้อ EHEC สายพันธุ O157 ท่ี

สามารถใชน้ําตาล sorbitol แลวใหโคโลนีสีชมพู ก็อาจพบไดเชนกัน 



 

                    
 

รูปท่ี 6 CHROM agar O157 สําหรับการคัดแยกความแตกตางของเชื้อ E. coli O157 ซ่ึงใหโคโลนีสี

มวงอมสีชมพู (เครื่องหมายดอกจัน) สวนแบคทีเรียตัวอ่ืนๆจะใหโคโลนีสีท่ีแตกตางออกไปหรือถูก

ยับยั้งใหไมเจริญ 

 

การตรวจหา Shiga toxin จากตัวอยางโดยตรงโดยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ปจจุบันมีชุด

น้ํายาท่ีใชเทคนิคทางอิมมูโนวิทยาจําหนายในทองตลาด เชน enzyme immunoassay (EIA), latex 

agglutination, reversed passive latex agglutination เปนตนวิธี reverse passive latex 

agglutibation (RPLA) มีหลักการโดยใช Stx antibody ท่ีเคลือบเม็ด latex ไว มาทําปฏิกิริยากับ 

Stx ในตัวอยาง ถาในตัวอยางท่ีตรวจสอบมี Stx อยู ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนคือ จะเกิดการจับกันระหวาง 

Stx antibody กับ Stx ท่ีอยูในตัวอยาง เกิดการเกาะกลุมเปนรางแห (lattice structure) ข้ึน เม่ือบม

ปฏิกิริยาไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 20 ชั่วโมง จะเห็นการเกาะกลุมของปฏิกิริยาท่ีเปนรางแหนั้นแผท่ี

กนหลุม microtiter plate กนหลุมรูปตัววี (v) สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา แตถาในตัวอยางไมมี 

Stx จะไมเกิดปฏิกิริยา และเม็ด latex ท่ีเคลือบดวย antibody ตอ Stx จะตกลงไปกระจุกตัวกันท่ีกน

หลุมท่ีทดสอบ (รูปท่ี 7) 

 

1.12 การรักษา (treatment)  

โรคท่ีเกิดจากเชื้อ E. coli ท่ีพบไดบอยท่ีสุดคือ โรคอุจจาระรวง ดังนั้นการรักษาจึง

ตองใชยาท่ีไปออกฤทธิ์ตอเชื้อ E. coli  โดยตรง เชน ampicillin และ kanamycin แตพบวาเด็กสวน

ใหญจะมีเชื้อ E. coli  ท่ีดื้อตอยา ampicillin และ kanamycin ซ่ึงเชื้อเหลานี้จะทําหนาท่ี

เปรียบเสมือนแหลงของยีนดื้อยาท่ีสามารถถายทอดไปใหเชื้อกอโรคตัวอ่ืนๆ เชน Shigella, 

Salmonella รวมท้ัง E. coli ชนิดอ่ืนท่ีกอโรคดวย (Tauxe et al., 1989)  

 



    
รูปท่ี 7 ภาพประกอบการทดสอบของ RPLA ผลบวก (Positive) สามารถเห็นการเกาะกลุมเปน

รางแหและผลลบ (Negative) จะเห็นเม็ด latex ตกลงไปกระจุกตัวกันท่ีกนหลุม  

 

อยางไรก็ตาม การใชยาปฏิชีวนะบางชนิดในการรักษาอาจเพ่ิมความเสี่ยงตอการเสียชีวิตของผูปวยได 

เชนยาในกลุมท่ีมีผลตอ DNA ของเชื้อ ยาในกลุมเหลานี้ ไปทําลาย DNA ของเชื้อ เม่ือเชื้อเกิดการ

ซอมแซม DNA (DNA repair) ก็จะเปนการกระตุนให stx phage ท่ีแทรกตัวอยูใน DNA ของเชื้อ เกิด

การเพ่ิมจํานวนมากข้ึน สงผลใหมีแมพิมพในการสราง Stx มากยิ่งข้ึน ผูปวยจะมีอาการแยลงและมี

อัตราการเสียชีวิตสูงข้ึนตามมา จากการศึกษาในหนูโดยใชยากลุม quinolone พบวามีอัตราการตาย

เพ่ิมมากข้ึน (Zhang, 2000) โดยพบวามีการหลั่งของ Shiga toxin มากข้ึน และเปนการเพ่ิมอัตรา

เสี่ยงในการเกิด HUS จากการศึกษาพบวาในผูปวย HUS ในกลุมท่ีไดรับยาปฏิชีวนะเกิดอาการ HUS 

มากกวากลุมผูปวยท่ีไมไดรับยาปฏิชีวนะอยางไรก็ตามพบวาผูปวยดังกลาวมีอาการรุนแรงมากอน

ไดรับการรักษาแลว (Carter et al., 1987) แตขัดแยงกับการศึกษาของ Takeda และคณะ ซ่ึงได

ศึกษาขอมูลยอนหลังในการระบาดใหญท่ีเมือง Sakai ประเทศญี่ปุน เม่ือป ค.ศ. 1996 พบวาผูปวยท่ี

ไดรับ การรักษาดวย fosfomycin ภายใน 3 วันแรกของโรคเกิดภาวะแทรกซอนและเกิด HUS นอย

กวากลุมท่ีไดรับการรักษาท่ีชากวา (Tilden et al., 1996) จากขอมูลขางตน จะเห็นไดวา 

fosfomycin ไมไดเปนยาท่ีมีผลตอ DNA โดยตรง จึงอาจใหผลท่ีดีในการรักษา แต quinolone มี

กลไกยับยั้งการคลายเกลียวและการจําลองตัวเองของ DNA ของเชื้อ ซ่ึงเปนผลโดยตรงตอ DNA  จึง

ใหผลท่ีแยในการรักษา ดังนั้นในการเลือกใชยาปฏิชีวนะจึงจําเปน และตองเลือกยาท่ีไมสงผลใหเกิด

การเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอฝาจภายในเซลลของแบคทีเรีย จึงจะสามารถใหผลการรักษาไดดี  

 

1.13 การปองกันและควบคุม (prevention and control) 

  โรคติดเชื้อ E. coli O157:H7 สวนใหญแลวเกิดจากการรับประทานเนื้อวัว หรือ

ผลิตภัณฑท่ีทําจากเนื้อวัวท่ีปรุงไมสุก โดยเฉพาะเนื้อบดหรือกินผลิตภัณฑนมโคท่ีไมไดผานการพาส



เจอรไรซหรือผลิตภัณฑเนื้อของสัตวเค้ียวเอ้ือง หรือสัตวฟนแทะบางชนิด ดังนั้น การรับประทาน

อาหารท่ีทําจากเนื้อสัตวดังกลาวตองประกอบอาหารใหสุกเสียกอน ควรเตรียมอาหารดวยวิธีท่ี

ปลอดภัย ไมมีการปะปนกันระหวางวัตถุดิบกับอาหารปรุงสุกแลว ลางมือและอุปกรณทําครัวทุกครั้ง 

นมและน้ําผลไมควรดื่มเฉพาะท่ีพาสเจอรไรซแลว ลางมือทุกครั้งหลังจากสัมผัสตัวสัตวจําพวกโค มี

สุขอนามัยท่ีดีในการใชหองสวม เปนตน 

 

สวนท่ี 2 Uropathogenic Escherichia coli 

2.1 E. coli ท่ีกอโรคในระบบทางเดินปสสาวะ Uropathogenic E. coli (UPEC) 

 การกอโรคในคนนั้นนอกจากจะกอโรคกับระบบทางเดินอาหารแลวยังมี E. coli สาย

พันธุอ่ืนๆท่ีไมกอโรคในระบบทางเดินอาหาร แตจะสามารถแสดงความสามารถในการกอโรคไดเม่ืออยู

ในอวัยวะอ่ืนนอกระบบทางเดินอาหาร E. coli เหลานี้เรียกวา extraintestinal pathogenic E. coli 

(ExPEC) การกอโรค เชน กอใหเกิดเยื่อหุมสมองอักเสบในเด็กแรกเกิด (Neonatal meningitis E. 

coli; NMEC) หรือการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ(UTI - Urinary Tract Infections) โดย

แบคทีเรียนี้จะเกาะติดกับผนังของกระเพาะปสสาวะซ่ึงทําใหเกิด กระเพาะปสสาวะอักเสบ (cystitis) 

กรวยไตอักเสบ (pyelitis) และเชื้ออาจจะลุกลามเขาสูกระแสเลือดเกิดเปน septicemia อาจถึงแก

ชีวิตได 

Extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) คือ เชื้อ E. coli ท่ีกอโรคนอก

ระบบทางเดินอาหารและลําไส การติดเชื้อท่ีสําคัญโดย E. coli กลุมนี้ ไดแก uropathogenic E. coli  

(UPEC) การติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะสามารถเกิดไดจากเชื้อหลายชนิด แตพบวาการติดเชื้อ

สวนใหญกวา 80% เกิดจาก E. coli กลไกการกอโรคแสดงดังรูปท่ี 2 คือ E. coli สวนใหญมักจะ

ปนเปอนมาจากระบบทางเดินอาหารเม่ือเขาสูระบบทางเดินปสสาวะเชื้อจะเกาะติดท่ีเซลลเยื่อบุทําให

เกิดการรวมตัวกันคลาย biofilm เรียกวา intracellular bacterial communities (IBCs) เม่ือ

แบคทีเรียใน IBC ออกมานอกเซลลก็จะสามารถเขาสูเซลลชั้นตอๆไปของระบบทางเดินปสสาวะและ

อาจมีความเสี่ยงตอการติดเชื้อของไตถาไมไดรับการรักษา   

 

2.2 ปจจัยกอโรคของ UPEC  

 2.2.1 P fimbriae (pap) 

  กระบวนการท่ีสําคัญท่ีสุดในการกอโรคของ uropathogens คือข้ันตอนการเกาะติด

กับเซลล uroepithelium ปจจัยกอการเกาะติดท่ีสําคัญคือ P fimbriae โดยมีบทบาทในการกอโรค

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

et al., 1995; Vaisanen et al., 1981) จากการศึกษาพบวา P fimbriae สามารถเพ่ิมการ 



colonization ในสวน tubular epithelium ได (Bien et al., 2012) P fimbriae ยังแสดงบทบาทท่ี

สําคัญท่ีสุดในผูปวยปลูกถายไต โดยเฉพาะอยางยิ่ง มีการพบวา acute allograft injury อันเกิดจาก 

UPEC ซ่ึงมีการแสดงออกของโปรตีน P fimbriae ในสวนของ upper UTI 

  2.2.2 Afa adhesion (afa) 

  ปจจัยการกอการเกาะติดท่ีสําคัญอีกชนิดคือ Afa adhesion ซ่ึงเปนหนึ่งในสมาชิก

ของ Afa family Afa adhesion สรางมาจาก afa gene จากการศึกษาพบวา UPEC ซ่ึงมีการ

แสดงออกของโปรตีน Afa adhesion มีความสามารถในการกอการติดเชื้อแบบเรื้อรังหรือกอการติด

เชื้อซํ้าได (Le Bouguénec, 2005) จากการศึกษากอนหนานี้แสดงใหเห็นวา UPEC สามารถบุกรุก

เซลล uroepithelium ได โดยใช AfaD และ AfaE adhesins เพ่ือหลีกเลี่ยงการตรวจจับของระบบ

ภูมิคุมกันและยาปฏิชีวนะ ดวยสาเหตุนี้อาจสามารถอธิบายการเกิดการติดเชื้อซํ้าและการกอโรคแบบ

เรื้อรังของ UPEC ได (Dhakal et al., 2008) 

  2.2.3 α-haemolysin (hlyA)  

  ในสวนของปจจัยกอโรคชนิด secreted virulence factor ของ uropathogens 

นั้น hlyA gene ซ่ึงจะสรางโปรตีน α-haemolysin มีความเก่ียวของกับการเกิดการติดเชื้อในระบบ

ทางเดินปสสาวะ เชน pyelonephritis (Johnson, 1991) HlyA ทําหนาท่ีเปน pore-forming toxin 

ซ่ึงจัดเปนสมาชิกของ RTX toxin family โดยสารพิษชนิดนี้มีการพบไดอยางแพรหลายในแบคทีเรีย 

แกรมลบ ท่ีสามารถกอโรคได จากการศึกษากอนหนานี้พบวา ณ ความเขมขนของสารพิษต่ําๆ 

สามารถชักนําใหเกิด apoptosis ของ neutrophils, T lymphocyte และ เซลลไตได จึงทําใหเกิด

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

Chen et al., 2006) ยิ่งไปกวานั้น ณ สารพิษความเขมขนสูง ยังสามารถเปนสาเหตุใหเกิดการแตก

สลายของเม็ดเลือดแดงไดอีกดวย สงผลใหเชื้อสามารถเดินทางขามผนังเยื่อเมือกกอการแตกสลายของ

เซลลในระบบภูมิคุมกันได (Johnson, 1991) ประมาณ 50% ของการเกิดอาการซํ้าซอนของ 

pyelonephritis เกิดจาก HlyA (Bien et al., 2012) โดยเฉพาะอยางยิ่งเชื้อ E. coli ท่ีสามารถผลิต 

HlyA ได นั้นสามารถทําใหเกิดรอยโรคถาวรท่ีไต ซ่ึงเปนอาการท่ีเกิดจาก complication 

(Jakobsson et al., 1994) 

 

2.3 การดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือ uropathogens   

  เชื้อ uropathogens ท่ีพบจากการศึกษาในประเทศตางๆนั้น มีการดื้อยาปฏิชีวนะ

หลายชนิด แตชนิดของยาปฏิชีวนะท่ีพบไดบอยจากหลายการศึกษาวาเชื้อมีการดื้อยา ไดแก 

tetracycline และ cotrimoxazole ในการศึกษาท่ี Popular Diagnostic Centre ในประเทศบัง

คลาเทศในป ค.ศ. 2006 พบวา เชื้อ uropathogenic E. coli เชื้อจะดื้อตอ tetracycline มากท่ีสุด 



โดยมีอัตราการดื้อยาตั้งแต 74 ถึง 84% (Lina et al., 2007) สวนในประเทศแถบตะวันตก จาก

การศึกษาในประเทศเนเธอแลนด den Heijer และคณะ (2010) รายงานวา uropathogenic E. coli 

มีการดื้อ cotrimoxazole ในสัดสวน 16%  

 ขณะท่ีชนิดของยาปฏิชีวนะท่ีมีการดื้อยานอยท่ีสุดคือ nitrofurantoin โดยจาก

การศึกษาในประเทศเนเธอแลนดในป ค.ศ. 2009 พบวาเชื้อ E. coli ท้ังหมด 489 ไอโซเลทท่ีนํามา

ตรวจสอบนั้น ไวตอ nitrofurantoin ท้ังหมด (den Heijer et al., 2010) การศึกษาท่ีใหผล

สอดคลองกับงานของ den Heijer และคณะ (2010) มาจากการศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะของ 

Mohajeri และคณะ (2014) โดยทําการศึกษาเชื้อ extended spectrum-beta lactamase 

(ESBL)-producing E. coli ท่ีแยกไดจากผูปวยนอกของโรงพยาบาลในประเทศอิหราน ระหวางเดือน

กุมภาพันธ ค.ศ. 2012 ถึงเดือน กุมภาพันธ ค.ศ. 2013 พบวา เชื้อดื้อ nitrofurantoin เพียง 4.1% 

ยิ่งไปกวานั้นจากรายงานของ Liu และคณะ (2011) ท่ีศึกษา ESBL-producing E. coli ณ Taipei 

Medical University hospital ระหวางเดือนกรกฎาคม ค.ศ. 2008 ถึงเดือนธันวาคม ค.ศ. 2009 ได

แสดงใหเห็นวา 79.1% ของ ESBL-producing E. coli นั้นไวตอ nitrofurantoin อีกดวย กลไกการ

ออกฤทธิ์ของ nitrofurantoin นั้นมีความซับซอน โดยเอนไซม nitroreductase จะเปลี่ยน 

nitrofurantoin เปนสารออกฤทธิ์ท่ีเปน electrophile สารนี้จะไปออกฤทธิ์กับ ribosomal protein 

รวมถึงสารโมเลกุลใหญอ่ืนๆเชน DNA หรือ RNA แมวาจากการศึกษาท่ีผานมาพบวาเชื้อ E. coli จะ

ไวตอ nitrofurantoin และยาปฏิชีวนะชนิดนี้เปนยาท่ีใชในการรักษา non-complicated cystitis 

อยางไดผล อยางไรก็ตาม การใช nitrofurantoin ในการรักษาตองใหยาจํานวน 4 doses ตอวัน และ

ผลขางเคียงของยาตอผูปวยก็มีใหเห็นเดนชัดเชนกัน (Amábile-Cueras and Arredondo-García, 

2011)   
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ผลการทดลอง 

 

สวนท่ี 1 การตรวจสอบ EHEC/STEC ในผูปวยทองรวง และการหาปริมาณ EHEC/STEC จาก

ตัวอยางเนื้อสัตว 

1.1 การแยกและจําแนกเช้ือ EHEC และ STEC จากผูปวย 

จากการแยกเชื้อ EHEC และ STEC จากผูปวยทองรวงท่ีไดรับมาจากโรงพยาบาล

หาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี ในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 จนถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2557 

รวมเวลา 18 เดือน โดยใชอาหาร sorbitol MacConkey agar (SMAC) สามารถแยกเชื้อไดจํานวน 

1,022 ไอโซเลท จาก 592 ตัวอยาง ไดโคโลนีสีชมพูจํานวน 712 โคโลนี และไดโคโลนีไมมีสี จํานวน 

310 โคโลนี (ตารางท่ี 2) โคโลนีท่ีไมมีสี (colorless colony) เปนตัวแทนในการตรวจหาเชื้อ E. coli 

O157 เนื่องจาก E. coli O157 ไมสามารถหมักน้ําตาล sorbitol ได จึงใหโคโลนีท่ีไมมีสี สวนโคโลนีสี

ชมพู เปนตัวแทนในการหาเชื้อ E. coli ซีโรทัยปอ่ืนๆ  

 

ตารางท่ี 2 จํานวนไอโซเลทท่ีแยกไดจาก rectal swabs ของผูปวยท่ีไดรับมาจากโรงพยาบาล

หาดใหญและโรงพยาบาลปตตานีในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2555 จนถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2557 

 

โรงพยาบาล จํานวนไอโซเลทโคโลนีสีชมพู 

บน SMAC 

จํานวนไอโซเลทโคโลนีไมมีสี 

บน SMAC 

โรงพยาบาลหาดใหญ 518 310 

โรงพยาบาลปตตานี 194 - 

รวม 712 310 

 

1.2 การตรวจสอบยีนกอโรคของเช้ือโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

ในการศึกษานี้ ทําการตรวจสอบยีน stx1, stx2 และ eae โดยวิธี PCR โดยใช 

primers ท่ีจําเพาะตอยีนดังกลาว (ตาราง S1) จากผลการตรวจสอบ ไมพบยีนดังกลาว ในทุกๆไอโซ

เลท แสดงใหเห็นวา ไมมีผูปวยทองรวงรายใดในชวง 18 เดือนท่ีตรวจสอบเกิดภาวะทองรวงจากเชื้อ

ในกลุม STEC และ EHEC   
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1.3 การตรวจสอบซีโรทัยป O157 ของเช้ือท่ีแยกไดโดยวิธี polymerase chain reaction 

(PCR)   

สําหรับการตรวจสอบซีโรทัยป O157 นั้น เชื้อทุกไอโซเลทถูกตรวจสอบซีโรทัยป

อยางคราวๆ โดยวิธี PCR (Maurer et al., 1999) โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอยีน rfbO157 กอน 

จากนั้นนําเชื้อท่ีใหผลบวกโดยวิธี PCR แลว ไปทําการยืนยันผลโดยวิธี agglutination โดยใช

แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอซีโรทัยป O157 จากผลการศึกษาพบวา มีเชื้อจํานวน 1 ไอโซเลท ท่ีใหผลบวก

ตอยีน rfbO157 โดยวิธี PCR ใหชื่อสายพันธุนี้วา PSU120  

 

1.4 การตรวจสอบชนิดของ Q gene โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

จากผลการตรวจสอบยีน Q 2 ชนิด ท่ีมีรายงานวาสามารถใชเปนยีนบงชี้ความ

รุนแรงของเชื้อ คือ Q933 ซ่ึงเปนยีน Q ท่ีมักพบในเชื้อท่ีมีความรุนแรงสูง และยีน Q21 ซ่ึงเปนยีนท่ีมัก

พบใน E. coli O157 สายพันธุท่ีไมรุนแรง พบวา E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ไมมียีนท้ังสอง

ชนิดอยู (ตารางท่ี 3) แสดงใหเห็นวา ไมมีแบคเทอริโอฝาจ stx ท่ีสําคัญแทรกอยูในจีโนมของ PSU120  

 

1.5 การตรวจสอบตําแหนงการแทรกของ prophage  

  ทําการตรวจสอบยีนท่ีมีรายงานวา เปนตําแหนงท่ีแบคเทอริโอฝาจใชในการแทรก

จีโนมจํานวน 5 ตําแหนง วายังมีความสมบูรณดีอยูหรือไม หรือมีการแทรกตัวของ prophage ชนิด

อ่ืนๆอยูหรือไม การตรวจสอบทําโดยวิธี PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะสําหรับยีนท่ีตองการ

ตรวจสอบ (ตาราง S1) ในกรณีท่ียีนท่ีตรวจสอบไมมีแบคเทอริโอฝาจแทรกอยู การดําเนินไปของ

ปฏิกิริยา PCR จะเกิดไดตามปกติและใหผลผลิต PCR ออกมาได แตถายีนใดมีแบคเทอริโอฝาจแทรก

อยู จะไมสามารถใหผลผลิต PCR ออกมาไดเนื่องจากตําแหนงท่ีทําการเพ่ิมจํานวน DNA นั้น มีขนาด

ใหญเกินกวาท่ีปฏิกิริยา PCR จะดําเนินการสําเร็จ จากผลการทดลองพบวา เชื้อ E. coli O157 สาย

พันธุ PSU120 นั้น มียีน Z2577, yecE และ wrbA ท่ียังคงมีสภาพปกติ สวนยีน sbcB และ yehV 

นั้น มี prophages ชนิดอ่ืนๆแทรกยีนโนมอยูแลว (ตารางท่ี 3) 

   

1.6 การตรวจสอบการดื้อตอยาปฏิชีวนะโดยวิธี disk diffusion method  

ทําการตรวจสอบการดื้อตอยาปฏิชีวนะในเชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 

โดยใชยาปฏิชีวนะตามมาตรฐานของ 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) จากผลการทดลองพบวา เชื้อ PSU120 เปนเชื้อ

ท่ีดื้อยาหลายชนิด (multi-drug resistant strain) เนื่องจากดื้อยาปฏิชีวนะอยางนอย 3 กลุม (ตาราง

ท่ี 3) โดยพบวาเชื้อสามารถดื้อตอยา 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; -, ตรวจไมพบ 
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1.7 การหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเช้ือโดยวิธี pulsed-field gel electrophoresis  

  ในการทดลองนี้ ไดทําการเปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ E. coli 

O157 สายพันธุ PSU120 กับเชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ PSU2 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมีจีโนทัยปเปน 

stx1
-, stx2

+ และ eae+ ซ่ึงจีโนทัยปแบบนี้ พบไดบอยท่ีสุดใน E. coli O157 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัว

ในชวงทศวรรษท่ีผานมา นอกจากนี้ยังใชเชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ซ่ึงเปนสายพันธุ

กอโรครุนแรงท่ีแยกไดจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกาในป ค.ศ. 1982 เพ่ือเปรียบเทียบอีกดวย 

เชื้อสายพันธุ EDL933 มีจีโนทัยปเปน stx1
+, stx2

+ และ eae+ จากการตรวจสอบโดยวิธี PFGE พบวา 

สายพันธุ PSU120 มีความคลายทางพันธุกรรมกับกลุมของ PSU2 และ EDL933 ถึง 88.6% (รูปท่ี 8) 

ซ่ึงถือวาเปนความคลายของลําดับนิวคลีโอไทดในอัตราท่ีสูง แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดท่ี E. coli 

O157 สายพันธุ PSU120 จะมีความเก่ียวของกับสายพันธุท่ีพบไดท่ัวไปในเนื้อวัวอยาง PSU2 และ

แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดท่ี PSU120 อาจเปนสายพันธุท่ีมี stx มากอน แตเกิดการสูญเสีย stx 

ไประหวางการติดเชื้อในมนุษย 

 

รูปท่ี 8  Dendrogram ท่ีไดจากลายพิมพ DNA โดยวิธี pulsed-field gelelectrophoresis ของ E. 

coli O157 สายพันธุ PSU120 เทียบกับสายพันธุ PSU2 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัว และสายพันธุ EDL933 

ท่ีแยกไดจากผูปวยทองรวงแบบมีมูกเลือด 

   

1.8 การตรวจหาปริมาณของ EHEC และ STEC จากเนื้อสัตวประเภทตางๆ โดยวิธี most 

probable number-polymerase chain reaction (MPN-PCR) 

  ทําการเก็บตัวอยางเนื้อวัวดิบ เนื้อไกดิบและเนื้อหมูดิบ ท่ีวางจําหนายในตลาดสด

เขต อ.หาดใหญ จ.สงขลา ชวงเดือนเมษายน พ.ศ. 2556 ถึงตุลาคม พ.ศ. 2556 จํานวน 30 ตัวอยาง 

(เนื้อสัตวชนิดละ 10 ตัวอยาง) มาตรวจหาปริมาณดวยวิธี MPN-PCR พบวา ปริมาณของ STEC ท่ีมี

ยีน stx1 และ stx2 ในเนื้อวัวมีคาเทากับ 16 และ 27 MPN/กรัม ตามลําดับ สวน EHEC นั้นไม

สามารถพบไดจากเนื้อวัว ในสวนของเนื้อหมูและเนื้อไกดิบนั้น พบเชื้อ STEC และ EHEC ในปริมาณท่ี
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นอยกวาเนื้อวัวดิบ อยางไรก็ตาม พบ EHEC 1 ตัวอยาง จากเนื้อไกในปริมาณ 3 MPN/กรัม       

(ตารางท่ี 4) จากขอมูลนี้แสดงใหเห็นถึงการปนเปอนของ EHEC และ STEC ในเนื้อดิบในปริมาณนอย 

 

ตารางท่ี 4 ปริมาณ (MPN/กรัม) ของเชื้อ EHEC และ STEC ในเนื้อสัตวดิบ 

 

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, คา MPN ท่ีนอยท่ีสุดท่ีพบในจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก; max, คา MPN ท่ีมากท่ีสุดท่ีพบใน

จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก 

 

  ในการตรวจหาปริมาณเชื้อจากเนื้อสัตวดิบจํานวน 30 ตัวอยางขางตนนี้ ไมพบเชื้อท่ี

มีผลบวกตอยีน O157 เลย (< 3 MPN/g) ท้ังๆท่ีจากรายงานกอนหนาสามารถพบ E. coli O157 ได

ในปริมาณท่ีคอนขางมาก ดังนั้นเพ่ือยืนยันผลในระดับหนึ่งวาการทดสอบโดยวิธี MPN-PCR เปนไป

โดยถูกตอง และเพ่ือยืนยันวา E. coli O157 ไมมีการปนเปอนในเนื้อวัวท่ีตรวจสอบในชวงเวลาท่ีผาน

มาเม่ือตรวจสอบโดยวิธี MPN-PCR จริง จึงทําการแยกเชื้อ E. coli O157 โดยวิธี 

immunomagnetic separation (IMS) ทันทีหลังเสร็จสิ้นการตรวจสอบเชิงปริมาณ โดยทําการ

ตรวจสอบเนื้อวัวโดยวิธีนี้จํานวน 32 ตัวอยาง ผลการทดลองพบวาใน 31 ตัวอยางแรก ซ่ึงใชเวลาใน

การเก็บตัวอยางเหลานี้ในชวงประมาณ 4 เดือนหลังจากการทํา MPN-PCR เสร็จสิ้นนั้น ไมพบ E. coli 

O157 เลย แสดงใหเห็นวา ผลการตรวจหา E. coli O157 เชิงปริมาณโดยวิธี MPN-PCR ท่ีใหผลเปน

ลบนั้น นาจะถูกตองแลว อยางไรก็ตาม ในชวงปลายเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 พบวาสามารถเริ่ม 

ตรวจพบ E. coli O157 ได โดยสามารถแยก E. coli O157 ออกมาไดจากตัวอยางเนื้อวัว             



7 
 
 

 

1 ตัวอยางจํานวน 6 ไอโซเลทเชื้อท้ังหมดไวตอยาปฏิชีวนะ ceftriaxone (30µg), 

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

(5 µg), ceftazidime (30 µg), imipenem (10 µg) (ตารางท่ี 5) คาดวาเชื้อท้ังหมดมีกําเนิดมาจาก

โคลนเดียวกัน 

 

ตารางท่ี 5 ขอมูลของ E. coli O157 จํานวน 6 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากตัวอยางเนื้อวัวในชวงปลาย

เดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 

+, ตรวจพบ; -, ตรวจไมพบ 

 

สวนท่ี 2 Uropathogenic Escherichia coli  

2.1 การแยกเช้ือ UPEC 

เชื้อ  UPEC ในการศึกษานี้ ไดรับมาจากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ต ในชวงเดือน 

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

113 ตัวอยาง) ซ่ึงเปนเชื้อท่ีแยกมาจาก midstream urine หรือจากผูปวยท่ีติดเชื้อโดยมีความ

เก่ียวของกับการใชสายสวนทอปสสาวะ (catheter urine) ของผูปวยตามวอรดตางๆ เชื้อไดรับการ

บงชี้วาเปน E. coli โดยวิธีทางชีวเคมี จํานวนและรายละเอียดของเชื้อท่ีแยกได ดังแสดงในตาราง

การศึกษาขอมูลสถิติประชากร (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 การตรวจสอบยีนกอโรคตางๆของเช้ือ 

การตรวจสอบยีนตางๆของเชื้อทําโดยวิธี PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอยีนนั้นๆ 

ขอมูลของชนิดของยีนท่ีตรวจและ primers แสดงในตารางท่ี S1 จากผลการตรวจสอบพบวา สามารถ

พบยีน pap ไดจากเชื้อ UPEC จํานวน 14 ไอโซเลท (12%) พบยีน afa จํานวน 8 ไอโซเลท (7%) 

และพบยีน hlyA จํานวน 16 ไอโซเลท (14%) (ตารางท่ี 7) เชื้อท่ีมียีนกอโรคเหลานี้มีท้ังหมด 27 ไอ

โซเลท โดยลักษณะตางๆของเชื้อไดแสดงไวในตารางท่ี 9 

 

2.3 การตรวจสอบการดื้อตอยาปฏิชีวนะโดยวิธี disk diffusion method 

ทําการตรวจหาการดื้อตอยาปฏิชีวนะในเชื้อท่ีแยกไดทุกไอโซเลท โดยใชยาปฏิชีวนะ 

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

ตรวจสอบพบวา เชื้อ UPEC ดื้อยา tetracycline มากท่ีสุดจํานวน 85 ไอโซเลท (77%) และดื้อ 

cotrimoxazole รองลงมาท่ี 76 ไอโซเลท (68%) สวนยาตานจุลชีพท่ีเชื้อไวมากท่ีสุด คือ 

nitrofurantoin โดยพบวาเชื้อจํานวน 1 ไอโซเลท (1%) เทานั้นท่ีดื้อตอยาชนิดนี้ สวน imipenem 

เชื้อดื้อเพียง 5 ไอโซเลท (5%) (ตารางท่ี 8)  

  การตรวจสอบเชื้อท่ีสามารถสราง ESBL ทําโดยเปรียบเทียบการใชยาตานจุลชีพ

ชนิด amoxicillin กับ amoxicillin ผสมกับ clavulanic acid โดยวิธี disk diffusion โดยมีเกณฑวา 

ถามี clear zone ของยา amoxicillin+clavulanic acid มากกวา clear zone ของยา amoxicillin 

เพียงอยางเดียว มากกวาหรือเทากับ 5 มิลลิเมตร ถือวาใหผลบวกในการสราง ESBL ผลการ

ตรวจสอบพบวา เชื้อ UPEC จํานวน 52 ไอโซเลท (46%) สามารถสราง ESBL ได (รูปท่ี 9) 
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ตารางท่ี 6 ขอมูลสถิติประชากร (demographic data) ของผูปวยท่ีติดเชื้อ UPEC จากโรงพยาบาล

วชิระภูเก็ต ในชวงเดือนกุมภาพันธ 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  ยีนท่ีเก่ียวของกับการกอโรคของเชื้อ E. coli จากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ต 

 

 จํานวนเชื้อท่ีใหผลบวกตอยีนกอโรค (%) 

ยีน pap afa hlyA 

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

 

       

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 8 แบบแผนการดื้อตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ 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 ยีนกอโรคและแบบแผนการดื้อยาตานจุลชีพของ 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, ไวตอยาตาน

จุลชีพท้ังหมดท่ีทําการทดสอบ 
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รูปท่ี 9 สัดสวนของเชื้อ UPEC ท่ีสราง ESBL ในผูปวยท่ีติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ จาก

โรงพยาบาลภูเก็ต  
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การวิเคราะหผลการทดลอง 

 

  ผลการตรวจสอบหาเชื้อ EHEC/STEC จากตัวอยาง rectal swabs จากผูปวย

ทองรวงในโรงพยาบาลหาดใหญ และโรงพยาบาลปตตานี แสดงใหเห็นวา ไมสามารถพบยีนกอโรค 

stx1, stx2 และ eae ในทุกไอโซเลท และจากขอมูลการไมพบยีนกอโรคดังกลาว ประกอบกับ

ระยะเวลาในการตรวจสอบเชื้อเปนระยะเวลานาน 1 ปครึ่ง แสดงใหเห็นวา EHEC/STEC อาจไมได

เปนเชื้อท่ีมีบทบาทสําคัญในการกอโรคในเขตอําเภอหาดใหญและอําเภอเมือง จังหวัดปตตานี จาก

รายงานการตรวจสอบการมีเชื้อ EHEC/STEC ในภูมิภาคอ่ืนของประเทศไทยนั้น พบวา Leelaporn 

และคณะ (2000) ไดมีการตรวจสอบหาเชื้อ STEC ในชวงป พ.ศ. 2540 ถึง 2541 ในเขต

กรุงเทพมหานคร โดยในการทดลองครั้งนั้น สามารถพบ STEC ซีโรทัยปท่ีไมใชกลุม O157 ไดจํานวน 

4 ไอโซเลท จากผูปวย 2 ราย (มีซีโรทัยปเปน O26:H-, O111:H- , O125:H21 และ O128:H2) ท่ีนา

แปลกใจคือสามารถตรวจพบ E. coli O157 จากเด็กชายอายุ 2 ขวบ ท่ีใชเปนกลุมควบคุม ซ่ึงมี

สุขภาพแข็งแรง ไมมีอาการทองรวง อยางไรก็ตามการตรวจพบ E. coli O157 จากรายงานของ 

Leelaporn และคณะนั้น ไมไดแยกเชื้อจากผูท่ีมีอาการทองรวง ดังนั้น ในการศึกษานี้ ท่ีสามารถแยก

เชื้อ E. coli O157 ไดจากผูปวยทองรวง (PSU120) จึงถือไดวาเปนรายงานครั้งแรก แมจะไมมียีน stx 

ก็ตาม 

 เชื้อ PSU120 นี้ ถึงแมจะไมมียีน stx และ eae แตพบวาเชื้อมียีน escV ซ่ึงเปนยีนท่ีเปน

องคประกอบของ Type III secretion system (T3SS) ซ่ึงเปนปจจัยกอโรคท่ีสําคัญมากอยางหนึ่ง 

โดย T3SS นี้ ตั้งอยูในสวนของ Locus of Enterocyte Effacement (LEE) pathogenicity Island 

ซ่ึงเปนกลุมของยีนกอโรคท่ีสําคัญท่ีมีรายงานการพบใน E. coli กลุม EHEC และ EPEC อีกท้ังเชื้อสาย

พันธุนี้ เม่ือตรวจสอบขอมูลกลับไป พบวาแยกไดมาจากผูปวยเพศชาย อายุ 48 ป ท่ีไดรับการรักษาใน

โรงพยาบาลหาดใหญ ในวันท่ี 13 พฤษภาคม พ.ศ. 2556 และจากขอมูลบงชี้วา ผูปวยชายท่ีมีอาการ

ทองรวงรายนี้ ตรวจไมพบเชื้อกอโรคในระบบทางเดินอาหารชนิดอ่ืนๆเลย นอกจาก E. coli O157 

สายพันธุนี้ ดังนั้น จึงเชื่อไดวา การเกิดภาวะทองรวงในผูปวยรายนี้เกิดจาก E. coli O157 สายพันธุ 

PSU120 เปนสาเหตุ และ escV นาจะมีบทบาทบางสวนในการกอโรค 

 จากขอมูลกอนหนาของ PSU120 ซ่ึงไมพบยีน stx จึงไดมีความพยายามตรวจสอบใหแนใจ

วาไมมียีนชนิดนี้อยูจริง เนื่องจาก stx เปนยีนของแบคเทอริโอฝาจท่ีแทรกเขาไปในจีโนมของ E. coli 

และ ณ สวน upstream ของยีน stx จะมีสวนท่ีเรียกวายีน Q ซ่ึงมีกิจกรรมของ late 

antitermination activity ทําหนาท่ีสงเสริมให RNA polymerase เคลื่อนท่ีผานจุดสิ้นสุดของ

กระบวนการ transcription (terminator) ทําใหเกิดการสรางสารพิษ Stx ไดในปริมาณมาก ดังนั้น 
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ในการทดลองนี้ ถาไมพบยีน Q ของ stx phages ท่ีสําคัญ ก็อาจจะสามารถสรุปไดวา ไมมี stx อยู

จริง จากผลการตรวจสอบการมี ยีน Q ไมพบยีนดังกลาวใน E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ซ่ึงผล

การทดลองนี้ สอดคลองกับการไมพบ stx เนื่องจากยีน Q  

 ใน E. coli สายพันธุหนึ่งๆ สามารถมีแบคเทอริโอฝาจหลายชนิดแทรกอยู และการแทรก

ของแบคเทอริโอฝาจนั้น เปนปจจัยหลักท่ีทําใหเกิดการวิวัฒนาการของเชื้อ E. coli รวมถึงการทวี

ความรุนแรงในการกอโรคของเชื้ออีกดวย จากผลของการตรวจสอบยีนท่ีมีรายงานการแทรกของ stx2 

phage พบวาท่ีตําแหนง sbcB และ yehV มี prophage อ่ืนๆแทรกอยู ขอมูลนี้การพบ prophages 

อ่ืนๆแทรกอยูในยีนของ E. coli PSU120 แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการไดรับ หรือสูญเสีย stx2 

phage ได และแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการไดรับแบคเทอริโอฝาจอ่ืนๆท่ีอาจทําใหเชื้อมีความ

รุนแรงมากข้ึนในอนาคต 

 จากขอมูลท่ีวาไมสามารถตรวจพบ EHEC/STEC ไดเลยในการศึกษาครั้งนี้ มีความสอดคลอง

กับการศึกษาของ Kalnauwakul และคณะ (2007) ท่ีไดตรวจสอบหาเชื้อจากผูปวยทองรวงท่ีรับการ

ตรวจในโรงพยาบาลสงขลานครินทรระหวางเดือนกันยายน พ.ศ. 2542 ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2543 

จํานวน 530 ตัวอยาง พบวา ไมมีการพบ STEC และ EHEC O157 ในสวนของการไมพบ EHEC 

O157 ในการทดลองครั้งนั้น อาจมีสาเหตุสวนหนึ่งมาจาก ผูวิจัยไดมุงตรวจสอบโคโลนีท่ีไมมีสีท่ีข้ึนบน

ผิวหนาของอาหาร sorbitol MacConkey agar และโคโลนีสีมวงอมชมพู (mauve colony) ท่ีข้ึนบน

ผิวหนาของอาหาร CHROMagar O157 เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ท่ีพบจากการศึกษา

ครั้งนี้ พบวามีลักษณะท่ีแตกตางจาก E. coli O157 ท่ัวไป คือจะใหสีของโคโลนีบนอาหาร sorbitol 

MacConkey agar เปนสีชมพู (สามารถใชน้ําตาลซอรบิทอลได) และใหสีของโคโลนีบนอาหาร 

CHROMagar O157 เปนสีฟา ซ่ึงผลการทดลองนี้ ตรงกับแนวความคิดของคณะผูวิจัยท่ีคาดไวในตอน

แรกวา การท่ีไมมีการพบ E. coli O157 จากตัวอยางผูปวยทองรวงในประเทศไทยมากอนเลย

นับตั้งแตมีการระบาดของเชื้อซีโรทัยปนี้ครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในป พ.ศ. 2525 สวนหนึ่งมี

ความเปนไปไดวา เชื้อ O157 นั้น อาจใหลักษณะของโคโลนีบนอาหาร sorbotol MacConkey agar 

เปนสีชมพูก็เปนได  ซ่ึงตลอดมา นักวิจัยจํานวนมากตางพุงเปาไปท่ีการตรวจสอบโคโลนีท่ีจําเพาะ

สําหรับซีโรทัยป O157 จึงทําใหโคโลนีสีชมพูถูกมองขามไป จึงเปนท่ีมาถึงการศึกษาในครั้งนี้ ท่ีมีการ

คัดเลือกเชื้อท่ีจะนํามาทดสอบในการศึกษานี้ครอบคลุมถึง 2 สวน คือคัดเลือกเชื้อท้ังในสวนท่ีเปน

โคโลนีท่ีมีสีชมพูและโคโลนีไมมีสีมาตรวจสอบ   

 จากรายงานของ Stackebrandt et al. (2002) กําหนดวาความคลายของ DNA ท่ี 70% นั้น 

เปนท่ียอมรับในการจัดจําแนกระดับ species ในการศึกษานี้ ลายพิมพ DNA ของเชื้อ E. coli O157 

สายพันธุ PSU120 นั้น พบวามีความคลายคลึงกับเชื้อ E. coli O157 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวมากถึง 



3 
 
 

 

88.6% ซ่ึงจัดวามีความสัมพันธทางพันธุกรรมในระดับสูงมาก อยางไรก็ตาม เชื้อ E. coli O157 สาย

พันธุ PSU120 นั้นไมมียีน stx และ eae เลย จากขอมูลดังกลาว มีความเปนไปไดวา เชื้อ E. coli 

O157 สายพันธุ PSU120 อาจจะเคยมี stx และ eae มากอน แตเม่ือเขาไปในรางกายของมนุษยแลว 

มีปจจัยบางอยางทําใหสูญเสียยีนดังกลาวไป จากการศึกษาของ Bielaszewska และคณะ (2007) ได

แสดงใหเห็นวา EHEC O26 ท่ีแยกไดจากอุจจาระของเด็กในครั้งแรกหลังจากเกิดอาการทองรวงใหมๆ 

ยังสามารถพบยีน stx ไดอยู แตหลังจากนั้นไมนาน เม่ือเก็บเชื้อจากอุจจาระของเด็กคนเดิมมาตรวจ

อีกครั้ง กลับพบวา EHEC O26 นั้น ไดสูญเสียยีน stx ไปแลว โดยผลของลายพิมพ DNA ท่ีไดจากวิธี 

PFGE แสดงใหเห็นลายพิมพ DNA ของเชื้อท่ีเก็บครั้งแรกและครั้งหลังนั้นมีลายพิมพเกือบเหมือนกัน

ทุกประการ ยิ่งไปกวานั้น จากงานวิจัยของ Mellmann และคณะ (2008) ก็ไดแสดงใหเห็น

ปรากฏการณท่ีคลายกัน โดยพบปรากฏการณการไดรับ และสูญเสียยีน stx2 ในเชื้อ E. coli 

O157:NM (non-motile)  

 จากขอมูลกอนหนานี้มีรายงานท่ีแสดงใหเห็นวา สามารถแยกเชื้อ STEC รวมถึง EHEC 

O157:H7 ไดเปนจํานวนมากจากเนื้อสัตว โดยเฉพาะเนื้อวัว (Sukhumungoon et al., 2011a; 

Sukhumungoon et al., 2011b; Sukhumungoon et al., 2013) และจากขอมูลของ 

EHEC/STEC จากผูปวยในสวนท่ี 1.7 ท่ีแสดงใหเห็นวา เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 มี

ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีแสดงออกผานทางลายพิมพ DNA คลายกับเชื้อ O157 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวถึง 

88.6% (รูปท่ี 8) จึงมีความเปนไปไดสูงวา เชื้อท่ีแยกไดจากมนุษยนั้น เกิดจากการรับประทานเนื้อสัตว

ท่ีปนปอนเชื้อเขาไป อยางไรก็ตาม ในระยะเวลากวา 1 ปครึ่งท่ีไดตรวจสอบหา EHEC/STEC จาก

ตัวอยางท่ีไดจากมนุษยนั้น ไมพบเชื้อท่ีเปน EHEC/STEC เลย จึงไดมีความพยายามท่ีจะสํารวจกลับไป

ยังแหลงของเชื้อ ท่ีสําคัญอีกครั้ ง โดยทําการตรวจสอบในเชิงปริมาณของการปนเปอนของ 

EHEC/STEC ในเนื้อสัตว ผูวิจัยตั้งสมมติฐานเอาไววา ถามีการปนเปอนของ STEC ในเนื้อสัตวใน

ปริมาณท่ีสูงพอ ก็อาจจะเปนสาเหตุท่ีจะเพ่ิมโอกาสและปริมาณของเชื้อ เขาสูรางกายมนุษยไดมากข้ึน 

จนสามารถกอโรคในมนุษยได จึงไดทําการตรวจสอบ หาปริมาณ EHEC/STEC ท่ีปนเปอนในเนื้อสัตว

ชนิดตางๆ โดยเปนการตรวจสอบในเบื้องตน จากผลการตรวจสอบหาการปนเปอนของ EHEC/STEC 

ในเนื้อสัตวแสดงใหเห็นวามีการปนเปอน EHEC และ STEC ในเนื้อสัตวท่ีจําหนายอยูในเขตอําเภอ

หาดใหญจริง อยางไรก็ตาม ปริมาณ STEC ท่ีตรวจพบนั้นมีปริมาณต่ํา โดยจากการทดลองพบวา 

สามารถตรวจพบ EHEC ไดจากเนื้อไกเพียง 1 ตัวอยาง โดยมีปริมาณเทากับ 3 MPN/g และไมพบ 

EHEC ในตัวอยางเนื้อสัตวชนิดอ่ืนๆเลย (ตารางท่ี 4) ในสวนของ STEC นั้น พบมากท่ีสุดในเนื้อวัว 

โดยใหคาเทากับ 27 MPN/g สวนคาการปนเปอนของ STEC ท่ีพบไดนอยท่ีสุดนั้น เปนคาของเนื้อไก 

โดยใหคาเทากับ 3 MPN/g (ตารางท่ี 4) ดังนั้น จากปริมาณการปนเปอนของ EHEC/STEC ท่ีนอยนี้ 



4 
 
 

 

อาจสามารถอธิบายการไมพบผูปวยทองรวงท่ีเกิดจาก EHEC/STEC ไดบางสวน ความเปนไปไดอ่ืนๆท่ี

สามารถอธิบายการไมพบผูปวยท่ีเกิดจาก EHEC/STEC ไดมีการรายงานไวเชนกัน เชน ในกรณีของ 

O157 นั้น ไดมีการตรวจพบระดับแอนติบอดีตอซีโรทัยปนี้แลวในกลุมประชากรไทยถึงประมาณรอย

ละ 20 (Vuddhakul et al., 2000) การมีแอนติบอดีในรางกายของมนุษยสามารถปกปองรางกาย

จากการติดเชื้อได  

 การไมพบ O157 จากการตรวจตัวอยางเนื้อสัตวเปนระยะเวลานานในการศึกษานี้ เปน

เรื่องท่ีนาแปลกใจ เนื่องจาก E. coli O157 เปนเชื้อท่ีพบไดบอยและสามารถแยกเชื้อออกมาไดจาก

เนื้อสัตวเปนจํานวนมากจากเขตอําเภอหาดใหญในชวงทศวรรษท่ีผานมา อยางไรก็ตามมีรายงานท่ี

บงชี้ถึงปจจัยท่ีอาจมีผลตอการตรวจพบ E. coli O157 เชน จากงานวิจัยของ Kudva และคณะ 

(1996) นั้น แสดงใหเห็นวาอุณหภูมิมีผลตอการพบ E. coli O157:H7 ในแกะ ยิ่งไปกวานั้น การ

ระบาดของ E. coli O157 ก็อาจมีความเก่ียวของกับฤดูอีกดวย นอกจากนี้ วิธีการชําแหละเนื้อสัตวท่ี

ไมไดมาตรฐานก็เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีจะสงผลใหเจอเชื้อในเนื้อสัตวไดมาก เนื่องจากเชื้อ E. coli O157 

เปนเชื้อท่ีอาศัยอยูในลําไสของสัตว จําพวกโค กระบือ และสัตวเค้ียวเอ้ืองตางๆ ดังนั้น ระหวางการ

ชําแหละ เชื้อสามารถปนเปอนจากลําไสไปยังสวนของเนื้อสัตวได 

 สําหรับเชื้อ UPEC ในการศึกษานี้ พบวาเชื้อดื้อตอยา tetracycline ในอัตราท่ีมากท่ีสุดคือ 

77% และเชื้อดื้อยา cotriumoxazole เปนอันดับท่ี 2 เทากับ 68% การศึกษานี้ พบวาสอดคลองกับ

การศึกษาในกรุงดากา ประเทศบังคลาเทศ ท่ีพบวามีการดื้อ tetracycline ในอัตรา 74-84% (Lina 

et al., 2007) การอนุญาตใหมีการจายยาปฏิชีวนะจํานวนมากในประเทศกําลังพัฒนาเหลานี้ อาจเปน

สาเหตุหนึ่งท่ีทําใหมีการดื้อยาของเชื้อ UPEC ในปริมาณท่ีสูง เนื่องจากในประเทศท่ีพัฒนาแลวอยาง

ประเทศเนเธอรแลนดพบการดื้อยา cotrimoxazole เพียง 16% เทานั้น  

 ยาปฏิชีวนะชนิด nitrofurantoin นั้นปจจุบันพบวายังมีประสิทธิภาพในการรักษาการติด

เชื้อ UPEC ไดดี ในประเทศเนเธอรแลนดจากการศึกษาของ den Heijer และคณะ (2010) พบวา 

เชื้อท่ีไดจากผูปวยท่ีติดเชื้อแบบ uncomplicated UTI ยังไวตอ nitrofurantoin ถึง 100% 

สอดคลองกับในการศึกษานี้ท่ีพบวาเชื้อจากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ตเพียงแค 1% (1 ไอโซเลท) เทานั้น

ท่ีดื้อตอ nitrofurantoin อยางไรก็ตาม การใช nitrofurantoin ในการรักษามีขอเสียคือมีผลขางเคียง

และตองใหยาจํานวน 4 ครั้งตอวัน (Amabile-Cueras and Arredondo-Garcia, 2011) 
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สรุปผลการทดลอง 

 

1. จากการตรวจหาเชื้อ EHEC/STEC จากผูปวยทองรวงจากโรงพยาบาลหาดใหญและโรงพยาบาล

ปตตานี เปนเวลา 18 เดือน ไมพบเชื้อ EHEC/STEC เลย แสดงใหเห็นวาเชื้อ EHEC/STEC เปนเชื้อท่ี

ไมมีบทบาทในการกอโรคในเขตดังกลาว 

 

2. สามารถพบเชื้อ E. coli O157 จํานวน 1 สายพันธุ คือสายพันธุ PSU120 จากผูปวยชายอายุ 48 ป 

ท่ีเขารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลหาดใหญ เชื้อ PSU120 ไมมียีน stx และ eae แตมียีน escV ซ่ึงคาด

วาเปนหนึ่งในปจจัยท่ีกอใหเกิดอาการทองรวงในผูปวยรายนี้ และเชื้อ PSU120 นี้มีการดื้อยาตานจุล

ชีพ 4 ชนิดคือ erythromycin, cephalothin, methicillin และ vancomycin 

 

3. เชื้อ PSU120 เม่ือตรวจสอบความสัมพันธุทางพันธุกรรมโดยวิธี PFGE พบวามีความคลายกับกลุม

ของ E. coli O157:H7 สายพันธุ PSU2 ท่ีแยกไดจากเนื้อวัวทางภาคใตของไทย และ E. coli 

O157:H7 สายพันธุ EDL933 ท่ีแยกไดจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา ถึง 88.6% รวมถึงการ

พบวาเชื้อสายพันธุ PSU120 สามารถเกิดกิจกรรมของการแทรกของแบคเทอริโอฝาจได (active in 

phage integration) ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดวาเชื้อ PSU120 อาจเปนเชื้อท่ีเคยมียีน stx มากอน

แตสูญเสีย stx ไปในระหวางการติดเชื้อในมนุษย 

 

4. จากการไมพบ ETEC/STEC จากผูปวย จึงไดตรวจสอบเชิงปริมาณจากแหลงเก็บกักเชื้อ 

(reservoir) คือเนื้อสัตวโดยเฉพาะเนื้อวัว โดยวิธี MPN-PCR พบวา มีปริมาณเชื้อ EHEC/STEC ใน

เนื้อสัตวในปริมาณนอย ซ่ึงการพบเชื้อในเนื้อสัตวท่ีนอยนี้ อาจเปนเหตุผลหนึ่งท่ีสามารถอธิบายการไม

พบ EHEC/STEC ในผูปวยได 

 

5. เชื้อ UPEC ท่ีไดมาจากโรงพยาบาลวชิระภูเก็ตมียีนกอโรค pap, afa, และ hlyA ในอัตรา 12, 7, 

และ 14 เปอรเซ็นตตามลําดับ  

 

6. เชื้อ UPEC ท่ีมียีน pap, afa, และ hlyA สวนใหญเปนเชื้อท่ีดื้อยาหลายชนิด (multi-drug 

resistant strain) โดยมีการดื้อยาสูงสุด 6 ชนิด ยาปฏิชีวนะชนิด tetracycline เปนชนิดท่ีเชื้อด้ือ

มากท่ีสุดในอัตราเทากับ 77% สวน cotrimoxazole เชื้อดื้อรองลงมาเทากับ 68% และจากจํานวน

เชื้อท้ังหมดในการศึกษานี้ พบวาเปน 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

In Thailand, early report from Suthienkul et al. [20] ACKNOWLEDGMENT
described the presence of STEC in vegetables, meats,
cattle and farm animals. Beef samples also reflected the This work was supported in part by Faculty of
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Supplementary Data 

ตารางท่ี S1 Oligonucleotide primers ท่ีใชในการศึกษา  

 

 

 

 

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


2 
 
 

 

ตารางท่ี S1 (ตอ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้  

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 
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9. การตรวจหายีน pap โดยวิธี PCR 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังนี้ 

สวนผสม 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 

  

ตัวอยางเนื้อวัว 

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 ตัวอยางเนื้อหมู 

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 ตัวอยางเนื้อหมู 

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 ตัวอยางเนื้อไก 

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 ตัวอยางเนื้อไก 

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 


