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กิตติกรรมประกาศ

ในการน้ีขาพเจาขอขอบพระคุณผูใหทุน คือ ทุนเงินรายไดมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ที่ไดให
ความกรุณาจัดสรรทุนการวิจัยในคร้ังน้ีมาให ทําใหสามารถดําเนินการวิจัยไดอยางราบร่ืนคลองตัว 
ตลอดจนขอบพระคุณเจาหนาท่ีของสํานักวิจัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร รวมถึงเจาหนาท่ีใน
หนวยงานท่ีเก่ียวของทุกทานท่ีไดใหคําแนะนําในการดําเนินการดานตางๆดวยดีมาตลอด

ขอบพระคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินท ท่ีไดใหการ
สนับสนุนดานการวิจัย ไมวาจะเปนดานการเงิน รวมถึงเคร่ืองมือท่ีจําเปนสําหรับการวิจัย 

ขอบพระคุณ ศ.ดร.วราภรณ วุฑฒะกุล ท่ีไดใหคําแนะนํา และเปนเสมือนผูวางรากฐานใหขาพเจา
เดินไดอยางม่ันคงย่ิงข้ึน 

ขอบพระคุณผูทรงคุณวุฒิทุกทานท่ีไดกรุณาอานขอเสนอโครงการวิจัย รวมถึงทานผูทรงคุณวุฒิท่ี
ไดกรุณาอานรายงานการวิจัยฉบับราง พรอมขอแนะนําท่ีเปนประโยชน เพ่ือการทําวิจัยท่ีดีขึ้นตอไปใน
อนาคต ขอบพระคุณคุณพอและคุณแมท่ีใหกําลังใจเสมอมา และขอขอบคุณผูท่ีมีพระคุณทานอ่ืนๆทุก
ทานท่ีไมไดกลาวไว ณ ท่ีน้ี

ภารนัย สุขุมังกูร
  ตุลาคม 2557



2

บทคัดยอ

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) และ Shiga toxin-producing E. coli เปน
แบคทีเรียชนิดท่ีมีความสําคัญในการกอโรคในระบบทางเดินอาหารเปนอยางย่ิง โดยเฉพาะ EHEC 
O157:H7 อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการพบเช้ือชนิดน้ีในผูปวยอุจจาระรวงในประเทศไทย ใน
การศึกษาน้ี จึงไดทําการตรวจสอบความชุกของ EHEC และ STEC ในตัวอยางอุจจาระของผูท่ีปวยดวย
อาการทองรวงในโรงพยาบาลหาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี ผลการทดลองพบวา ในเช้ือท่ีแยกได
จํานวน 1,021 ไอโซเลท จาก 359 ตัวอยาง ท่ีเก็บไดในชวงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2556 จนถึงเดือน 
เมษายน พ.ศ. 2557 ไมพบ EHEC และ STEC เลย อยางไรก็ตาม ในการศึกษาน้ี พบเช้ือ E. coli ซี
โรทัยป O157 จํานวน 1 ไอโซเลท (สายพันธุ PSU120) เชื้อ PSU120 นี้ ไมมีจีน stx และ eae แตมีจีน 
escV ซ่ึงเปนจีนองคประกอบใน Type III secretion system (T3SS) ซึ่งจีนนี้อยูบน Locus of enterocyte 
effacement (LEE) pathogenicity Island ซ่ึงพบบอยในกลุมของแบคทีเรียจําพวก EHEC และ 
enteropathogenic E. coli (EPEC) อกีท้ังไมพบเช้ืออ่ืนๆในตัวอยางตรวจนอกจากเช้ือ PSU120 จึงเชื่อ
ไดวาเช้ือ PSU120 เปนตนตอของการเกิดทองรวงในผูปวยรายนี้ การตรวจสอบลักษณะตางๆของเช้ือ 
PSU120 เพิ่มเติมพบวา เชื้อ PSU120 ไมมีทั้งจีน Q933 และ Q21 การไมมีจีน2 ชนิดน้ี สอดคลองกับการไม
พบจีน stx เน่ืองจากจีน Q เปนจีนของ stx-phage เม่ือทําการตรวจหาตําแหนงท่ีพบบอยวา stx2-phage 
มักจะเขาไปแทรกตัวอยู พบวาตําแหนง sbcB และ yehV มี prophages อ่ืนไปแทรกตัวอยูแลว แสดงให
เห็นวา เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 น้ี มีความสามารถในการรับสารพันธุกรรมจากส่ิงมีชีวิต
อ่ืนๆได และสามารถพัฒนาจนกอโรคไดในอนาคต เม่ือตรวจแบบแผนการด้ือยาตานจุลชีพในเช้ือ 
PSU120 พบวา เชื้อด้ือตอยา penicillinG, streptomycin, methicillin และ vancomycin จากขอมูลความ
คลายกันในสวนของสารพันธุกรรมของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 กับเชื้อ E. coli O157:H7 
สายพันธุ EDL933 และ PSU2 รวมถึงความสามารถในการไดรับและสูญเสียสารพันธุกรรมของเช้ือ จึง
อาจเปนไปไดวา เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เดิมทีอาจมีจีน stx แตสูญเสีย stx ระหวางการติด
เช้ือในมนุษย จากการศึกษากอนหนาท่ีใหผลการพบ EHEC/STEC อยางประปราย ทําใหคาดวานาจะพบ 
EHEC/STEC ในตัวอยางผูปวยท่ีเกิดอาการทองรวงไดบาง แตผลการศึกษาน้ันไมสอดคลองกับการไม
พบ EHEC/STEC เลยในการศึกษาน้ี จึงไดทําการทดสอบหา EHEC/STEC ในเชิงปริมาณในตัวอยาง
เน้ือสัตวท่ีวางขายในเขตอําเภอหาดใหญ เน่ืองจากพบวาเน้ือสัตวดิบโดยเฉพาะเน้ือวัวเปนพาหะท่ีสําคัญ
ท่ีสุดท่ีกอใหเกิดการติดเช้ือ EHEC/STEC ในมนุษย จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวามีการปนเปอนของ 
EHEC/STEC ในเน้ือสัตวในปริมาณนอย โดยพบ EHEC ในเน้ือไกเพียง 1/30 ตัวอยาง (3.3 %) โดยให
คา การปนเปอนเทากับ 3 MPN/g สําหรับ STEC พบคาการปนเปอนมากท่ีสุดในเน้ือวัวเพียง 27 MPN/g 
ในขณะท่ีพบคาการปนเปอนนอยท่ีสุดในเน้ือไดเทากับ 3 MPN/g ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดวา ความชุก
ของ EHEC/STEC ในตัวอยางเน้ือดิบท่ีเปนพาหะท่ีสําคัญของเช้ือน้ันมีการปนเปอนของเช้ือนอย จึงเปน
สาเหตุหน่ึงของการไมพบ EHEC/STEC ในตัวอยางจากผูปวยทองรวงในเขตน้ี
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Abstract

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) และ Shiga toxin-producing E. coli play crucial 
role in human gastroenteritis, especially serotype O157:H7. Due to the lack of reports about 
EHEC and STEC infections in Thailand, in this study, prevalence of EHEC/STEC was conducted 
in Hat-Yai and Pattani Hospitals using rectal swabs from diarrheal patients. A total of 1,021 
suspected isolates from 359 samples collected during May, 2013 to April, 2014, were 
investigated and showed no positive isolate for EHEC/STEC. However, only one E. coli O157 
(designated PSU120) was isolated from a 48 year-old man. This isolate lacked stx and eae but 
possessed escV, the gene component in Type III secretion system located on Locus of 
enterocyte effacement (LEE) pathogenicity Island. Moreover, no other pathogen was found in the 
sample that PSU120 was collected. Thus, it is believed that E. coli O157 strain PSU120 is an 
etiologic agent for diarrhea. Further characterization of PSU120 was performed and found that 
PSU120 did not possess Q933 and Q21. This result is corresponded to the lack of stx since Q gene 
is a gene of stx2-phage responsible for antitermination activity. Intactness of integration sites for 
stx2-phages was examined and showed that sbcB and yehV may have already occupied by 
prophages. This suggested that PSU120 was active in horizontal gene transfer. Antimicrobial 
susceptibility test exhibited that PSU120 was resistant to penicillinG, streptomycin, methicillin 
and vancomycin. DNA fingerprint revealed that PSU120 showed 88.6% similarity with E. coli
O157:H7 strain EDL933 and PSU2. We tempted to speculate that PSU120 was originally 
possessed stx but lost the gene after establishing infection. Our previous studies showed the 
sporadic detections of STEC serotype other than O157. This made the possibility of STEC 
occurrence in diarrheal patients in this area but from the data above they showed the 
inconsistent results. Thus, the investigation of EHEC/STEC in the aspect of quantity was carried 
out because beef was shown to be an important vehicle for EHEC/STEC. The results showed 
the natural contamination of EHEC/STEC from raw meat in low amounts. It was found that 
EHEC was found in only one chicken sample (3.3%) as 3 MPN/g. For STEC, the highest 
contamination value was found in beef as 27 MPN/g and the lowest in chicken meat as 3 MPN/g. 
Therefore, there was a possibility that because of low EHEC/STEC contamination in raw meats, 
an important EHEC/STEC vehicles, no EHEC/STEC detection in diarrheal patients in this area.
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บทที่ 1
บทนํา

ในปจจุบัน การระบาดของโรคอาหารเปนพิษ (food-borne diseases) เกิดข้ึนอยางกวางขวาง ซ่ึง
การระบาดน้ันสวนหน่ึงเปนผลมาจากการปนเปอนเช้ือแบคทีเรียกอโรคในอาหาร ทําใหเกิดอาการ
ทองรวง จากขอมูลของกรมควบคุมโรค ประเทศสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control and 
Prevention, CDC) ระบุวา โรคทองรวงน้ัน กอใหเกิดการเสียชีวิตในเด็กท่ัวโลกในอัตราประมาณรอยละ                           
10 (CDC, 2005) เช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรคทองรวงเหลาน้ันสวนใหญจะเปนเช้ือแบคทีเรียท่ีจัดอยูในตระกูล
Enterobacteriaceae 

   Escherichia coli เปนแบคทีเรียแกรมลบ ซึ่งเปนสมาชิกหนึ่งในตระกูล Enterobacteriaceae ท่ีมี
ความสําคัญตอการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยแบงชนิดตามคุณสมบัติท่ีทําใหเกิดโรคไดเปน 6
ชนิด คือ enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. coli (EPEC), enteroinvasive E.
coli (EIEC), enteroaggregative E. coli (EAEC),  enterohemorrhagic E. coli (EHEC) และ diffusely 
adhearent E. coli (DAEC) (Nataro and Kaper, 1998) จากขอมูลการระบาด ปจจัยกอโรคของตัวเช้ือ 
อาการของผูปวยท่ีติดเช้ือ รวมไปถึงจํานวนของผูเสียชีวิตท่ีเกิดจากเช้ือ EHEC ช้ีใหเห็นวา EHEC เปน 
E. coli ชนิดท่ีมีความรุนแรงท่ีสุด และเปนเช้ือสาเหตุท่ีกอการระบาดในหลายประเทศท่ัวโลก (Dundas et 
al., 2001; Rangel et al., 2005)

EHEC ซีโรทัยป O157:H7 เปน ซีโรทัยป ท่ีมีความสําคัญมากท่ีสุด เพราะกอใหเกิดการระบาด
อยางกวางขวางท่ัวโลก EHEC ซีโรทัยป O157:H7 เปน normal microbiota อยูในลําไสของสัตวเค้ียว
เอื้อง เชน โค กระบือ กวาง ฯลฯ ดังน้ันเน้ือสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวเหลาน้ี อาจมีการปนเปอนเช้ือและ
เขาสูรางกายมนุษยผานทางอาหารได อีกท้ังเช้ือเหลาน้ีมี infectious dose ต่ํา ประมาณ 102 cells เทานั้น 
และสามารถทนสภาวะในระบบทางเดินอาหารไดเปนอยางดี จึงสามารถท่ีจะเหลือรอดไปกอโรคท่ีลําไสได

สําหรับในประเทศไทยน้ัน จากงานวิจัยกอนหนาน้ีซ่ึงเปนการตรวจหาเช้ือ E. coli O157 ใน
ตัวอยางเน้ือวัว สามารถตรวจพบเช้ือ E. coli O157:H7 ไดเปนจํานวนมาก (Suthienkul et al., 1990; 
Vuddhakul et al., 2000; Sukhumungoon et al., 2011a) และพบมาตลอดในชวงระยะเวลา 10 ปท่ีผาน
มา อีกท้ังสามารถพบแอนติบอดีตอ O157 ไดสูงในประชากรไทยอีกดวย (Vuddhakul et al., 2000) นั่น
แสดงใหเห็นวา ประชากรไทยมีการไดรับเช้ือท่ีมี  O157 antigen แลว ย่ิงไปกวาน้ัน ประชากรไทยในแถบ
ภาคใตเปนประชากรท่ีมีการนับถือมุสลิมเปนจํานวนมาก จึงมีความเปนไปไดอยางสูงท่ีจะเกิดการ
ปนเปอนเช้ือจากเน้ือวัวดิบ เน้ือแพะดิบ ไปยังเคร่ืองมือเคร่ืองใชและอาหารได อยางไรก็ตาม ตลอดเวลา
เกือบ 30 ปท่ีผานมาต้ังแตมีการระบาดของ O157 คร้ังแรก ยังไมมีรายงานการกอโรคโดยเช้ือ O157 ใน
ประเทศไทยเลย ดังน้ัน การศึกษาในคร้ังน้ี จึงมุงหวังเพ่ือตรวจหา EHEC รวมถึง Shiga toxin-producing 
Escherichia coli (STEC) ซีโรทัยปตางๆจากตัวอยางอุจจาระของผูท่ีเกิดอาการอุจจาระรวง รวมถึง ซี
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โรทัยป O157 อยางละเอียดเปนเวลานานเพียงพอท่ีจะสรุปไดวามีการกอโรคโดยเช้ือ STEC ในประชากร
ในเขตภาคใตหรือไม ย่ิงไปกวาน้ันยังมุงศึกษา virulent factors ของ EHEC/STEC ที่แยกได เพื่อใชเปน
แนวทางในการปองกันและควบคุมการระบาดของเช้ือชนิดน้ีตอไป
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วัตถุประสงค

1. เพ่ือแยกเช้ือ EHEC/STEC จากผูมีอาการอุจจาระรวงในเขตอําเภอหาดใหญ
2. เพื่อตรวจสอบจีน stx1, stx2, eae, rfbO157 ของ EHEC/STEC ทีแ่ยกไดโดยเทคนิค polymerase 
chain reaction
3. ตรวจหาเคร่ืองหมายความรุนแรงในการกอโรค ของ EHEC/STEC โดยวิธีการตรวจชนิดของจีน Q
(Q933 หรือ Q21)
4. ตรวจสอบซีโรทัยปของเช้ือโดยวิธี polymerase chain reaction และวิธี agglutination assay
5. สราง antibiogram pattern ของเชื้อที่แยกได
6. เพ่ือศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม ระหวางสายพันธุ EHEC/STEC ทีแ่ยกไดจากผูปวยโดยวิธี 
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) แลวเปรียบเทียบลายพิมพ DNA
7. เพ่ือตรวจหาเช้ือ EHEC/STEC รวมถึงเช้ือซีโรทัยป O157 ในเชิงปริมาณ จากตัวอยางเน้ือสัตวท่ี
จําหนายในเขตอําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา
8. เพื่อแยกเชื้อ EHEC/STEC O157 จากตัวอยางเน้ือสัตวโดยวิธี immunomagnetic separation
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บทที่ 2
บทตรวจเอกสาร

2.1 การคนพบ E. coli O157:H7
E. coli O157:H7 นั้น พบการระบาดคร้ังแรกในป ค.ศ. 1982 โดยสามารถแยกเช้ือไดจากผูปวย

ลําไสอักเสบท่ีมีอาการทองเสียแบบเปนมูกเลือด จากการรับประทานแฮมเบอเกอรเน้ือวัวท่ีสุกๆดิบๆ 
(Riley et al., 1983) นับต้ังแตการพบการติดเช้ือ EHEC O157:H7 คร้ังแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาเม่ือป 
1982 เปนตนมา ก็พบการระบาดของเช้ือเพ่ิมมากข้ึนเร่ือยๆทุกๆป จากการสํารวจการติดเช้ือ EHEC 
O157:H7 ในประเทศสหรัฐอเมริกา ต้ังแตป 1982 จนถึงป 2002 พบวาในแตละปมีผูท่ีติดเช้ือ EHEC 
O157:H7 เฉลี่ย 73,000 ราย เขารับการรักษาตัวท่ีโรงพยาบาล 2,168 ราย และเสียชีวิตจํานวน 61 ราย 
(Rangel et al., 2005) นอกจากน้ี ยังพบการระบาดในทวีปยุโรป (Dundas et al., 2001) รวมถึงประเทศ
ญ่ีปุนอีกดวย (Watanabe et al., 1999) 

นอกจาก E. coli O157:H7 ท่ีมีความสําคัญมากในการกอใหเกิดอาการของโรคท่ีรุนแรงในมนุษย
แลว เชื้อ EHEC/STEC ซีโรทัยปอ่ืนๆ ก็สามารถมีบทบาทสูงในการกอโรคเชนกัน เชน ซีโรทัยป O26, 
O111, O145 เปนตน

2.2 การระบาดของเช้ือ O157:H7 ในประเทศไทย
นับเปนเวลากวา 30 ป ต้ังแตมีการรายงานของการติดเช้ือ E. coli O157:H7 คร้ังแรกในประเทศ

สหรัฐอเมริกา แตยังไมมีการพบการติดเช้ือชนิดน้ีในผูปวยทองรวงในประเทศไทยเลยแมแตรายเดียว 
ในชวงกวา 30 ปท่ีผานมาน้ี มีความพยายามจากนักวิจัยหลายกลุมในประเทศไทย Seriwatana et al. 
(1988) ใชวิธี colony hybridization ท่ีจําเพาะกับจีน stx1 และ stx2 ในการตรวจสอบเช้ือจากลําไสจาก
ผูปวยทองรวงท้ังแบบท่ีมี และไมมีมูกเลือดในชวงป ค.ศ. 1980-1987 พบวาใหผลลบตอจีน stx ทั้งหมด 
ยกเวน 1 ไอโซเลทท่ีพบวาเปน S. dysenteriae ในปถัดมา Brown et al. (1989) ใช probe ท่ีจําเพาะตอ 
stx1 และ stx2 ในการตรวจหา STEC ในเด็กอายุนอยกวา 5 ขวบท่ีมีอุจจาระรวงเปนมูกเลือด รวมถึง
ทารก (อายุไมเกิน 6 เดือน) ที่มีอุจจาระรวง ผูปวยเหลาน้ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลพระมงกุฎเกลา 
และโรงพยาบาลเด็ก กรุงเทพมหานคร จากผลการตรวจหา STEC จากเด็กจํานวน 4 ราย จาก 54 รายที่
มีอุจจาระแบบมีมูกเลือด และพบ STEC จากเด็ก 3 ราย จาก 50 ราย จากกลุมควบคุม อยางไรก็ตาม 
จากกลุมเด็กทารกจํานวน 115 ราย รวมถึงกลุมควบคุมอีก 119 รายน้ัน ไมพบ STEC 

ในป ค.ศ. 2003 Leelaporn et al. ตรวจหา diarrheagenic E. coli จากผูปวยทองรวงจํานวน 
314 ราย ท่ีไดจากผูปวยทองรวงแบบมีมูกเลือด แบบไมมีมูกเลือด และจากกลุมควบคุม โดยวิธี 
multiplex-PCR พบ STEC จํานวน 2 ไอโซเลทที่มี stx1 จากเด็กท่ีทองรวงแบบไมมีมูกเลือด เช้ือท้ังสอง
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ไอโซเลทมีผลการทดสอบซีโรทัยปเปน O26:H- และ O111:H- อยางไรก็ตาม เปนท่ีนาสนใจวา สามารถ
พบ E. coli O157:H7 จากเด็กในกลุมควบคุมท่ีมีสุขภาพดี และมีจีน stx1 และ stx2v

ในป ค.ศ. 2004 Ratchtrachanchai et al. รายงานการตรวจสอบตัวอยางอุจจาระจากเด็กไทย
จํานวน 2100 รายจากท่ัวประเทศ ท่ีทําการตรวจสอบระหวางป ค.ศ. 1996-2000 พบ STEC เพียง 1 ไอ
โซเลทจากจํานวนท้ังส้ิน 2,629 ไอโซเลท และเช้ือมีจีน stx1 stx2 และ eae

ดังนั้น พอที่จะสรุปไดวา การพบ E. coli O157:H7 ในประเทศไทยน้ันไมสามารถท่ีจะพบได และ
การพบ STEC จากตัวอยางผูปวยทองรวงในประเทศไทยก็มีรายงานนอยมาก การพบ antibody ที่
จําเพาะตอ O157 ในคนไทยในปริมาณสูง (Vuddhakul et al., 2000) อาจสามารถอธิบายการพบการติด
เชื้อ O157 ในอัตราท่ีตํ่าในประเทศไทย

2.3 ปจจัยกอโรคของเชื้อ
        ในการจัดจําแนกวาเช้ือ E. coli สายพันธุใดเปน EHEC นั้น ทําไดโดยตรวจหาจีนกอโรค 2 ชนิด
คือ stx (ไมวาจะมีเพียง stx1 หรือ stx2 หรือมีทั้งคู) และมีจีน eae สวนการจัดจําแนกวาเปน STEC น้ัน 
สามารถตรวจสอบโดยการพบเพียงจีน stx เทานั้น 

Shiga toxin-producing E. coli (STEC) คือ E. coli ท่ีสามารถสราง Shiga toxin โดยสรางจากจีน 
stx แบงออกเปน 2 ชนิด คือ stx1 และ stx2 โดยแบงตามลักษณะความแตกตางทาง DNA sequences 
ของจีน และการไมเกิดปฏิกิริยาขามกันทางอิมมิวโนวิทยา Shiga toxin ประกอบดวย 2 subunits คือ
subunit A ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีประกอบดวยหนวยยอยอีก 2 หนวยคือ A1 ขนาด 28 กิโลดาลตัน และ A2 
ขนาด 4 กิโลดาลตัน และ subunit B ขนาด 35 กิโลดาลตัน (B subunit เปน pentamer ประกอบดวย
หนวยยอย 5 หนวยขนาด 7 กิโลดาลตันท่ีเหมือนกัน)
 A1 subunit มีกิจกรรมของเอนไซม N-glycosidase ทําหนาที่ดึงกรดอะมิโน alanine 1 โมเลกุล
ออกจาก 28s ribosomal RNA ยังผลใหเกิดการหยุดการสรางโปรตีน นําไปสูการตายของเซลล A2 
subunit ทําหนาท่ีเปนสวนเช่ือมตอระหวาง A1 subunit และ B subunit โปรตีนในสวน A subunit 
สามารถเขาสูเซลลไดโดย Shiga toxin ใชสวน B subunit ในการเกาะกับ receptor บนผิวเซลลท่ีช่ือวา 
globotriaosylceramide (Gb3)
 EHEC คือ STEC ที่มีจีน eae ซ่ึงเปนจีนท่ีใชเปนแมแบบสรางโปรตีน intimin ซ่ึงเปนปจจัย
กอใหเกิดการเกาะติดท่ีผนังลําไสของเช้ือกับโฮสต เปน outer membrane โปรตีน ท่ีถูกสรางมาจากจีน 
eae ซ่ึงมีตําแหนงอยูในสวนของ Locus of enterocyte effacement (LEE) จีน eae นี้พบไดทั้ง EPEC 
และ EHEC รวมไปถึง Citrobacter rodentium และ Hafnia alvei (Nataro and Kaper, 1998) ในชวง
ระยะเร่ิมแรกของการเกิดพยาธิสภาพน้ัน intimin จะชวยในการเกาะติดระหวางเซลลแบคทีเรียกับเซลล
เจาบาน โดยแบคทีเรียจะแทรกโปรตีนท่ีมีขนาด 90 กิโลดาลตันท่ีช่ือวา Translocation of intimin 
receptor (Tir) เขาไปยังเย่ือหุมเซลลของเซลลเจาบานกอน จากนั้น จึงใชโปรตีน intimin จับกับโปรตีน 
Tir ท่ีแทรกเขาไปกอนหนา ทําใหเกิดการเกาะติดของแบคทีเรียอยางแนบแนนกับเซลลเจาบาน หลังจาก
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น้ันจึงเกิดการสงสัญญาณทําใหเกิดการรวมตัวกันของ โปรตีน actin ใตเย่ือหุมเซลล การรวมตัวของ actin 
สงผลใหเกิดการนูนข้ึนของเย่ือหุมเซลล เรียกวา pedestal ยกตัวเซลลของแบคทีเรียข้ึนเกิดลักษณะ 
ตามมาดวยการเกิดการทําลายเซลล microvilli  ลักษณะพยาธิสภาพท่ีเกิดข้ึนเรียกวา attaching and 
effacing (A/E) lesion เม่ือเกิดการทําลายเซลลลําไสทําใหเกิดการถายอุจจาระแบบเปนมูกเลือด และ Stx 
ท่ีเช้ือสรางบางสวนอาจผานเขาไปในระบบไหลเวียนโลหิตเกิดพยาธิสภาพอ่ืนๆได หลังจากการติดเช้ือ 
ผูปวยจะมีอาการทางพยาธิวิทยาคือ อุจจาระรวงเปนมูกเลือด (Haemorrhagic colitis; HC) ซ่ึงจะสามารถ
ตรวจพบเช้ือจากอุจจาระน้ันได นอกจากนี้ อาจจะมีอาการท่ีรุนแรงตามมา เนื่องจาก Shiga toxin เขาสู
กระแสโลหิต สารพิษทําลาย endothelial cells ท่ีบุภายในหลอดเลือด ทําใหเกร็ดเลือดเกิดการเกาะกลุม
สงผลใหเม็ดเลือดแดงถูกทําลายจากแรงดันท่ีเพ่ิมข้ึนอันเน่ืองมาจากการเกาะกลุมของเกร็ดเลือด ที่สําคัญ
สารพิษจะถูกนําพาไปยังอวัยวะท่ีมีตัวรับ (receptor) สารพิษอยู เชน สมอง (Ergonul et al., 2003)  และ
ไต ทําใหเกิดไตวาย (Hemolytic uremic syndrome; HUS) (Karmali et al., 1983) และเสียชีวิตไดใน
ท่ีสุด          

E. coli O157 ที่มีจีน stx อาจสรางสารพิษ Stx ไดนอย หรือไมสามารถสรางสารพิษ Stx ได 
เน่ืองจากความบกพรองของจีนในแบคเทอริโอฝาจ 2 ประการคือ การมีกิจกรรมของ Q จีนตํ่าซ่ึงสงผลให
มีการสราง messenger RNA (mRNA) ของจีน stx นอยหรือไมมีเลย อีกประการหน่ึงคือ ความบกพรอง
ของ promoter ของจีน stx เอง (Koitabashi et al., 2006) การทดสอบการสราง Stx ทําได 2 วิธีคือ การ
ตรวจสอบกิจกรรมของ Q จีน โดยตรวจสอบการมีจีน Q ของแบคเทอริโอฝาจ 21 ซึ่งเปน จีน Q ชนิดที่มี
กิจกรรม anti-termination ต่ํา โดยวิธี Toxin-non-producing PCR ซ่ึงเปนการทดสอบเบ้ืองตน ถาผล 
PCR ใหผลบวกแสดงวาแบคทีเรียน้ันมีจีน Q ของแบคเทอริโอฝาจ 21 ซ่ึงจะสามารถอนุมานไดวานาจะมี
การสราง Stx นอย หรือไมสรางเลย อีกวิธีคือ การตรวจหา Stx โปรตีนโดยตรงโดยวิธี immunoassay 
เชน Reverse passive latex agglutination (RPLA) assay เปนตน แมวา E. coli O157:H7 จะเปน ซี
โรทัยปท่ีมีความสําคัญและมีความเก่ียวของกับการเกิดโรค HUS แต E. coli ซีโรทัยปอ่ืนท่ีไมใช 
O157:H7 (non-O157) ไดแสดงใหเห็นวาสามารถสราง Stx และกอโรคไดในมนุษยเชนกัน (Bettelheim 
et al., 1990; Fey et al., 2000; Schmidt et al., 1999) จากรายงานของ Fey (2000) ซ่ึงทําการศึกษา E. 
coli non-O157 ในสหรัฐอเมริกา แสดงใหเห็นวา ความชุกของการเกิดโรคโดย E. coli non-O157 นั้นมี
อัตราการเกิดใกลเคียงกับ E. coli O157 ย่ิงไปกวาน้ัน จากการศึกษาใน แคนาดา ยุโรป หรือออสเตรเลีย 
ก็พบวา ความชุกของการเกิดโรคโดย E. coli non-O157 มีความใกลเคียงหรืออาจจะจํานวนมากกวาการ
เกิดโรคโดย E. coli O157  ในการระบาดแตละคร้ังของ E. coli non-O157 น้ัน ซีโรทัยปท่ีมีบทบาทในการ
กอโรคไดแกซีโรทัยป O111, O103, O26 และ O145 (Schmidt et al., 1999) ในป 2006 มีการรายงาน
ผูปวยท่ีติดเช้ือ E. coli O104:H4 ท่ีประเทศเกาหลี โดยผูปวยมีอาการของ HUS (Bae et al., 2006) ยิ่ง
ไปกวานั้น ในป 2011 ท่ีผานมา มีรายงานการระบาดของเช้ือ E. coli O104:H4 ซ่ึงเปน E. coli สายพันธุ
ใหม ระบาดทั่วทวีปยุโรป จากรายงานของ Robert Koch Institute พบวา E. coli ท่ีพบเปนสายพันธุผสม
ระหวาง enterohemorrhagic E. coli และ enteroaggregative E. coli (EAEC) โดยเช้ือสามารถสราง 
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Stx2 ได แตไมสามารถสราง Stx1 และ intimin protein ได สวนปจจัยการกอโรคอ่ืนๆ เชนปจจัยกอการ
เกาะติดน้ันเช้ือไดรับมาจาก EAEC

Hemorrhagic colitis 
HC คืออาการของลําไสท่ีเกิดการอักเสบจนมีภาวะเลือดออกในลําไส HC ท่ีมีสาเหตุจากการติด

เชื้อ E. coli O157 มีการรายงานในชวงป ค.ศ.1982 โดยพบในผูปวยมีอาการทองรวงเปนมูกเลือดท่ี
รับประทานแฮมเบอรเกอรเน้ือวัวท่ีปรุงสุกๆดิบๆ (Riley et al., 1983) ลักษณะสําคัญของการเกิด HC ก็
คืออาการทองรวงแบบมีมูกเลือดปน (bloody diarrhea) การมีไขตํ่าๆ (low-grade fever) รวมดวยอาจพบ
ได (Wells et al., 1982) อาการทองรวงแบบมีมูกเลือดน้ัน อาจเกิดตามหลังอาการทองรวงเปนนํ้าหลาย
วัน ปจจัยท่ีสําคัญท่ีกอใหเกิด HC คือ Stx โดยพบรายงานหลายฉบับท่ีแสดงใหเห็นถึงผลของชิกาทอกซิ
นตอการเหน่ียวนําใหเกิดการสะสมของเหลวในลําไสและการกอใหเกิดการทําลายเซลลในระบบลําไส 

ในสวนของผลของชิกาทอกซินตอการเหน่ียวนําใหเกิดการสะสมของของเหลวในลําไสน้ัน พบวา 
ชิกาทอกซินสามารถทําลายเซลลเย่ือบุลําไสท่ีอยูสวนปลายของวิลลัส (absorptive villus tip epithelial 
cells) ท่ีทําหนาท่ีดูดซึมสารอาหารและของเหลวเขาสูรางกาย แตชิกาทอกซินไมไดทําลายเซลลสวน 
crypt ของวิลลัสท่ีทําหนาท่ีขับของเหลวออกเน่ืองจากเซลลสวนน้ีมีตัวรับของชิกาทอกซินนอย ดังน้ันจึง
สงผลใหมีผลตางของการขับของเหลวออกมากกวาการดูดซึมของเหลวกลับเขารางกาย จึงเกิดภาวะมี
ของเหลวสะสมในชองวางของลําไส สงผลใหเกิดภาวะทองรวงไดในท่ีสุด นอกจากน้ียังพบอีกวาชิกาทอก-
ซินไมไดทําใหเกิดอาการทองเสียโดยใชกลไกการเหน่ียวนําใหเกิดการขับไอออนของคลอไรดดังเชนท่ีเกิด
โดย heat labile-enterotoxin (LT) ท่ีเปนปจจัยกอโรคใน ETEC 

เม่ือเช้ือแบคทีเรียทําลายเซลลเย่ือบุลําไสไปเปนจํานวนมาก การทําลายเซลลลุกลามออกไปเปน
วงกวาง และลึกลงไปในระดับของเน้ือเย่ือเก่ียวพัน (connective tissue) มีการทําลายเสนเลือดฝอย 
(capillary vessel) ที่อยูในเน้ือเย่ือเก่ียวพันน้ัน ยังผลใหเกิดภาวะเลือดออกในลําไสได ดวยสาเหตุน้ีจึงทํา
ใหเกิดภาวะถายเปนมูกเลือดตามมา

Hemolytic uremic symdrome 
HUS เปนสาเหตุหลักของการเกิดไตวายเฉียบพลัน (acute renal failure) ในเด็กท่ัวโลก การระบุวาเปน
ภาวะ HUS น้ัน สามารถระบุไดโดยการตรวจพบ 3 อาการคือ 

1. Microangiopathic hemolytic anemia 
2. Thrombocytopenia
3. Acute renal failure (ARF)
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HUS นั้น สามารถแบงออกเปน 2 ชนิด โดยอาศัยความเก่ียวของหรือไมเก่ียวของกับการเกิดอาการ
ทองเสีย 

Typical HUS (tHUS) เปนชนิดท่ีเกิดหลังจากมีอาการทองเสียนํามากอน (prodrome of 
diarrhea) (D+HUS) การเกิด HUS ในเด็กสวนใหญน้ันพบวาเปน tHUS โดยสาเหตุของการเกิดภาวะ 
tHUS น้ี เกือบท้ังหมดเกิดจากการติดเช้ือ Shiga toxin-producing E. coli โดยเฉพาะอยางย่ิงซีโรทัยป 
O157:H7 ในผูปวยที่ติดเชื้อ E. coli O157:H7 น้ัน พบวาผูปวยรอยละ 6-9 จะมีการพัฒนาของโรคตอไป
จนเกิดภาวะ tHUS ไดภายในระยะเวลาประมาณ 5-10 วันหลังจากติดเช้ือในระบบทางเดินอาหาร ภาวะ
ไตวายเฉียบพลันน้ันมีความรุนแรงของการเกิดต้ังแตมีการพบเลือดปนมากับปสสาวะ (haematuria) มี
การพบโปรตีนปนมากับปสสาวะ (มากกวา 150 มิลลิกรัมตอวัน) (proteinuria) และการเกิดการขับ
ปสสาวะนอยข้ันรุนแรง (severe oliguria) การเกิดไตวายเฉียบพลันโดยมีการปสสาวะนอยกวา 100 
มิลลิลิตรตอวันหรือไมมีการปสสาวะเลย (anuria) น้ัน สามารถพบไดประมาณรอยละ 40 และมีความ
จําเปนท่ีตองเขารับการรักษาโดยวิธีการฟอกไต (dialysis)

Atypical HUS (aHUS) เปน HUS ชนิดท่ีไมเก่ียวของกับการเกิดทองเสีย (D-HUS) ภาวะ 
aHUS น้ีสามารถพบไดประมาณ 10% ของการเกิด HUS ทั้งหมดในเด็ก สาเหตุท่ีแนนอนของการเกิด 
aHUS น้ันในบางรายยังไมทราบสาเหตุท่ีแนชัด อยางไรก็ตาม จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาการเกิด 
aHUS น้ัน เกิดในสภาวะท่ีผูปวยมีการติดเช้ือ Streptococcus pneumoniae มากอน จากการศึกษาของ 
Nathanson and Deschenes (2001) ไดแสดงใหเห็นวาผูปวยเด็กจํานวน 9 ราย จากทั้งหมด 11 รายที่มี
ภาวะ HUS ท่ีมีความเก่ียวของกับการติดเช้ือ S. pneumoniae จะเกิดภาวะ ARF อยางรุนแรง 
นอกจากน้ันพบวา จากผูปวยท้ังหมด พบผูปวย 5 รายท่ีมีการพัฒนาของโรคจนกลายเปนภาวะท่ีไต
สูญเสียหนาท่ีการทํางานไป (chronic renal failure) และ 3 รายท่ีมีการพัฒนาของโรคจนเขาสูภาวะไต
วาย (end-stage renal disease) ในระยะเวลา 4-11 ปตอมา ซ่ึงเม่ือเขาสูภาวะน้ีแลว ผูปวยตองการการ
ฟอกไตจนกวาจะไดรับการผาตัดเปล่ียนไต (kidney transplantation) นอกจากความเก่ียวของระหวาง 
aHUS กับการติดเชื้อ S. pneumoniae แลว ปจจัยอ่ืนท่ีพบ เชน การติดเชื้อ Human immunodeficiency 
virus (HIV) ปจจัยทางพันธุกรรมของตัวผูปวยเองซ่ึงมีการบกพรองในสวนของจีนสราง factor H (FH) 
(FH เปนไกลโคโปรตีนท่ีอยูในพลาสมาในระบบไหลเวียนโลหิตของมนุษย ทําหนาท่ีควบคุมการกระตุน
ระบบคอมพลีเมนท), ความบกพรองในปฏิกิริยาเคมีท่ีเก่ียวกับวิตามิน B12 เปนตน

การพบอาการเพียงแค 2 อาการจากทั้งหมด 3 อาการของการเกิด HUS ตามปกติ คือ มีการพบ 
ARF รวมกับ hemolytic anemia หรือ มีการพบ ARF รวมกับ thrombocytopenia เรียกภาวะน้ีวา 
Incomplete HUS 
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2.4 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการแยกเช้ือ E. coli O157
เน่ืองจากเช้ือ E. coli O157:H7 เปนเช้ือท่ีมีความสําคัญมากท่ีสุดในกลุม EHEC/STEC ดังนั้น

ในชวงทศวรรษท่ีผานมาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกแยะความแตกตางระหวางเช้ือ E. 
coli O157 ออกจากเช้ือ non-O157 คือ sorbitol MacConkey agar (SMAC) (March and Ratnam, 
1986) ซ่ึงเปนอาหารท่ีมีพ้ืนฐานมาจากอาหาร MacConkey agar แตเปล่ียนมาใสนํ้าตาล sorbitol แทน
นํ้าตาล lactose 

http://www.oxoid.com/omd/library/fullsize/CM0813.jpg
http://www.jsunitech.com/product/culture/images/O157.jpg

รูปท่ี 1 โคโลนีไมมีสีของเชื้อ E. coli O157 บนอาหาร SMAC (A) และโคโลนีสีมวงอมชมพูของเชื้อ E. 
coli O157 บนอาหาร CHROMagar O157 (B)

เน่ืองจากมีรายงานวา E. coli O157 สวนใหญ ไมสามารถใชนํ้าตาล sorbitol ได ทําใหมีการแสดงโคโลนี
บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีสีออกมา สวน E. coli อื่นๆ สามารถใชน้ําตาล sorbitol ได (Bielaszewska and 
Karch, 2001) โดยอาศัยการท่ีเช้ือ O157 ไมสามารถใชนํ้าตาล sorbitol ไดน้ีเองทําใหอาหาร SMAC เปน
อาหารท่ีมีประสิทธิภาพและเพ่ิมโอกาสในการแยกเช้ือ E. coli อาหารอีกชนิดท่ีมีความสําคัญตอการแยก
เชื้อ E. coli O157 คือ CHROM O157 agar ซ่ึงจะใหสีของโคโลนีของ O157 เปนสีมวงอมชมพู เน่ืองจาก
เช้ือไมมีเอนไซม เบตากลูโคโรนิเดส (รูปท่ี 1)

สําหรับอาหาร CHROMagar น้ี ไดมีการคิดคนพัฒนาสูตรอาหารท่ีมีความจําเพาะตอการแยกเช้ือ 
STEC ซีโรทัยปอ่ืนนอกเหนือจาก O157 อีกดวย และพบวาใหประสิทธิภาพในการแยกเช้ือท่ีดี
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วิธี immunomagnetic separation (IMS) เปนวิธีท่ีใชกันอยางแพรหลายในการแยกเช้ือตางๆ 
เน่ืองจากเปนวิธีท่ีชวยเพ่ิมความเปนไปไดในการแยกเช้ือท่ีตองการไดอยางมีประสิทธิภาพ วิธี IMS น้ี
สามารถประยุกตใชรวมกับวิธีอ่ืนๆเพ่ือชวยในการแยกเช้ือท่ีตองการไดอยางหลากหลาย เชนการใชวิธี 
IMS รวมกับการใชอาหารเล้ียงเช้ือจําเพาะ หรือใชรวมกับวิธี Flow Cytometry เปนตน หลักการของวิธีนี้
คือ ใชเม็ดแมเหล็กเคลือบดวยแอนติบอด้ีตอ O157 antigen แลวนําไปผสมกับเช้ือท่ีเพ่ิมจํานวนในอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลวแลว ถาในตัวอยางทดสอบ มีเช้ือ E. coli O157 เชื้อจะถูกจับโดยแอนติบอด้ีท่ีเคลือบบนเม็ด
แมเหล็ก หลังจากน้ันทําการดึงดูดเม็ดแมเหล็กท่ีกระจายอยูในอาหารเล้ียงเช้ือกลับมาโดยใชแทงแมเหล็ก
ดูด จะทําใหไดเชื้อ E. coli O157 ท่ีเกาะอยูท่ีเม็ดแมเหล็กกลับมาดวย เม่ือนําเม็ดแมเหล็กท่ีมีเช้ือเหลาน้ัน
ไปเกล่ียบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ ก็จะทําใหสามารถแยกเช้ือ E. coli O157 ออกมาได

2.5 Stx2-negative strains
ในเขตภาคใตของประเทศไทย จากขอมูลกอนหนาน้ี (Sukhumungoon et al., 2011a; 

Sukhumungoon et al., 2011b) แสดงใหเห็นวา เชื้อ STEC/EHEC ท่ีแยกไดจากเน้ือวัวนั้น มีจีน stx อยู 
และยังสามารถสรางสารพิษชิกาทอกซินไดในระดับสูงอีกดวย (Sukhumungoon et al., 2011b) อยางไรก็
ตาม สําหรับซีโรทัยป O157:H7 พบผลการทดลองท่ีตรงกันขามคือ เช้ือ EHEC O157:H7 ท่ีพบท้ังหมด 
มีจีน stx แตไมสามารถสรางสารพิษชิกาทอกซินไดเลย จึงเรียก E. coli O157 สายพันธุดังกลาววา Stx2-
negative strain (Koitabashi et al., 2006) จากการทดลองของ Koitabashi และคณะ (2006) พบวา E. 
coli O157:H7 สายพันธุท่ีแยกไดจากเน้ือวัวและมูลวัวในประเทศไทยมีจีน stx2 แตสามารถสราง Stx2 ได
ในปริมาณนอยมาก หรือไมสามารถสรางไดเลย จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ Q จีน รวมถึง
โปรโมเตอรของ stx จีนในเชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงใชเปนตัวแทนของเช้ือ O157:H7 
ท่ีเปน Stx2-negative strain พบวา Q จีนของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 มีความเหมือนกับ Q จีน
ของแบคเทอริโอฝาจ 21 (Q21) ถึง 95 เปอรเซ็นต ในทางตรงขาม Q จีนของ stx-phage ในสายพันธุ 
Thai-12 น้ันมีความเหมือนกับ Q จีนของ phage 933W (Q933) ที่แทรกอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ 
EDL933 เพียง 52 เปอรเซ็นตเทาน้ัน (รูปที่ 2) Q933 พบวาเปนโปรตีนท่ีมี anti-termination activity สูงซ่ึง
จะชวยนําพา RNA polymerase ผานจุดส้ินสุดการสราง mRNA (terminator) ไดดี ทําใหมีการสราง Stx 
ไดมาก แต Q21 พบวามี anti-termination activity ต่ําทําใหมีการสราง Stx ไดนอย หรือไมไดเลย 
การศึกษาของ Koitabashi และคณะ (2006) สอดคลองกับการศึกษาของ Lejeune และคณะ (2004) ที่
พบวา Q933 และ Q21 ถือเปน markers สําหรับ E. coli O157:H7 ท่ีมีความรุนแรงในการกอโรค และไม
รุนแรงในการกอโรคตามลําดับ

นอกจากน้ันพบวา โปรโมเตอรของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 เม่ือนํามาเทียบกับโปรโม
เตอรของแบคเทอริโอฝาจ 933W แลวพบวา เกิดการเปล่ียนแปลงของเบสในสายพันธุ Thai-12 ไป 2     
นิวคลีโอไทด โดยตําแหนงแรกเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีตําแหนง -35 มีการเปล่ียนจากเบส C เปน A สวน
อีกตําแหนงเกิดการเปล่ียนแปลงใกลกับตําแหนง -10 โดยมีการเปล่ียนจากเบส G เปน A ย่ิงไปกวาน้ัน 
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พบวาเกิดการแทรกเขามาของ Thymine จํานวน 1 นิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงระหวาง ribosome binding 
site กับ start codon จากขอมูลดังกลาวทําใหเช่ือไดวา การท่ี E. coli O157:H7 ที่มีจีน stx2 แตไมสามารถ
สราง Stx2 ไดนั้น เปนเพราะ Q จีน มีความสามารถในการเกิด anti-terminator ต่ํา ประกอบกับโปรโม
เตอรของ stx-phage น้ันไมสามารถทํางานไดเน่ืองจากเกิดการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดในตัวโปรโม
เตอรและตําแหนงใกลกับ ribosome binding site

รูปท่ี 2 การเปรียบเทียบความเหมือนของ Q จีนของ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 และ Thai-12 
เม่ือเทียบกับแบคเทอริโอฝาจ 21 (ดัดแปลงจาก Koitabashi et al., 2006)

ดังนั้น จึงมีการทํา PCR เพ่ือใชตรวจสอบความสามารถในการไมสามารถสราง Stx เรียกวา Toxin-non-
producing (TNP) PCR โดยออกแบบ oligonucleotide primers ข้ึนโดยใชนิวคลีโอไทดในสวนของ Q จีน
รวมถึงบริเวณโปรโมเตอรของ E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีไมสามารถสราง 
Stx2 ไดมาเปนตนแบบ (รูปที่ 3) ปฏิกิริยา PCR ที่ใชทดสอบมี 4 ปฏิกิริยาคือ TNP-A, TNP-B, TNP-C 
และ TNP-D ถาผลการทดสอบใหผลบวกท้ัง 4 ปฏิกิริยาถือวาเชื้อ E. coli O157 สายพันธุท่ีทดสอบไม
สามารถสราง Stx2 ได
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รูปท่ี 3 ตําแหนงจีโนมของ stx2-phage ท่ีแทรกตัวอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ที่ primers 
ท่ีใชในการทํา TNP-PCR สามารถเขาจับได (ดัดแปลงจาก Koitabashi et al., 2006)

2.6 stx2 phage integration sites
เนื่องจากการปรากฏของจีน stx2 ในเช้ือ EHEC/STEC น้ัน เกิดจากการท่ี stx2 phage เขาไป

แทรกอยูรวมกับจีโนมของแบคทีเรีย โดยในแบคทีเรียน้ัน จีนท่ีเหมาะสมท่ี stx2 phage จะเขาไปแทรกอยู
มีการรายงานไวจํานวน 5 ตําแหนงดวยกันคือ wrbA (สราง quinilone oxidoreductase) (Toth et al., 
2003), yecE (unknown function) (DeGreve et al., 2002), yehV (transcriptional regulator) (Shaikh 
and Tarr, 2003), sbcB (exonuclease I) (Onishi et al., 2002), และ Z2577 (oxidoreductase) (Koch 
et al., 2003) จีนท่ีเปนตําแหนงในการแทรกของ stx2 phage  สวนใหญแลวเปน housekeeping genes 
การแทรกของ stx2 phage น้ันทําใหเกิดการวิวัฒนาการของ EHEC/STEC โดยมีรายงานระบุวาการ
แทรกของ phage นั้น จัดเปนปจจัยท่ีสําคัญท่ีทําใหเกิดความหลากหลายของสายพันธุของ E. coli
O157:H7 (Ooka et al., 2009) กระบวนการแทรกเขาสูจีโนมของแบคทีเรียโดย stx2 phage นั้น เกิดผาน
กระบวนการ transposition หรือ site-specific recombination ในการบวนการแทรกตัวของ stx2 phage 
น้ัน เม่ือบุกรุกเขาไปในแบคทีเรียแลว stx2 phage จะแทรกเขาไปในตาํแหนงท่ีเหมาะสมกับตัวมันท่ีสุด
กอน (primary site) ถาตําแหนงท่ีเหมาะสมกับมันท่ีสุดมี phage ตัวอ่ืนแทรกอยูกอนแลว phage ตัวท่ีเขา
มาภายหลังจะไปแทรกยังตําแหนงท่ีเหมาะสมกับมันเปนลําดับถัดไป (Serra-Moreno et al., 2007) 
รายงานจากประเทศสเปนระบุวา จีนที่เปน primary site สําหรับการแทรกตัวของ stx phage ใน E. coli 
O157:H7 คือ yehV อยางไรก็ตาม จากการศึกษาของ Sukhumungoon and Nakaguchi (2013) ซ่ึงทํา
การตรวจสอบ integration site ของเชื้อ O157:H7 ท่ีแยกไดจากเน้ือสัตวในประเทศไทยในชวงระหวาง 
1998-2012 จํานวน 41 สายพันธุ พบวา primary integration site คือ sbcB นอกจากน้ัน จากรายงาน
ของ Mellmann et al. (2008) แสดงใหเห็นวา stx2 phage ชอบที่จะแทรกเขาไปในจีน yecE ของ E. coli
O157:H7 สายพันธุท่ีสามารถหมักนํ้าตาล sorbitol ได ดังนั้น จากขอมูลทั้งหมดนี้ สอดคลองกับผล
การศึกษาท่ีระบุวา ในเซลลเจาบานท่ีตางสายพันธุกัน stx2 phage จะแทรกเขาไปในจีนท่ีแตกตางกันไป
ดวย (Serra-Moreno et al., 2007) อยางไรก็ตาม มีรายงานวา stx phage สามารถเกิดการสูญหายจาก
เซลลแบคทีเรียไดในระหวางเกิดการติดเช้ือในมนุษย คาดวาเกิดการบับค้ันโดยระบบภูมิคุมกันของ
รางกาย
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2.7 Molecular typing
2.7.1 Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

RFLP เปนเทคนิคท่ีใชหลักการท่ีวา จีโนมสายยาวของจุลินทรียโดนตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ
กลายเปน DNA สายท่ีส้ันลงจํานวนมาก โดยจุลินทรียสายพันธุเดียวกันเม่ือถูกตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ
แลวหน่ึงๆ จะใหแบบแผนของ DNA ที่มีขนาดเทาๆกัน เมื่อนํามาแยก DNA ท่ีถูกตัดแลวดังกลาวโดยใช
วิธี agarose gel electrophoresis โดยใชแรงดันไฟฟาและเวลาท่ีเหมาะสมแลว จะทําใหไดรูปแบบของ 
DNA ท่ีถูกตัดใน agarose เปนรูปแบบเดียวกัน ในทางตรงกันขาม จุลินทรียตางสายพันธุกันก็จะให
รูปแบบของ DNA ใน agarose gel ท่ีตางกัน ดวยวิธีน้ี จึงทําใหสามารถแยกความแตกตางและจัดลําดับ
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของจุลินทรียได ขอเสียของวิธีนี้ก็คือ การสกัด DNA ออกมาจากเซลล
แบคทีเรียน้ัน มีความเส่ียงตอการฉีกขาดของ DNA ท่ีสกัดไดจากแรงกระทําทางกายภาพภายนอก สงผล
ให DNA เกิดแตกหักในบางตําแหนงโดยท่ีไมสามารถควบคุมและทราบได ผลท่ีเกิดข้ึนก็คือ จะเกิด
ลักษณะแบบแผน DNA ท่ีปรากฏใน agarose gel electrophoresis ที่แตกตางออกไป ทั้งๆที่เปน
แบคทีเรียสายพันธุเดียวกัน

2.7.2 Arbitarily-Prime Polymerase chain reaction (AP-PCR)
AP-PCR ใชหลักการของการทํา PCR ทั่วไป แต primer ท่ีใชเปน primer ท่ีมีขนาดส้ัน ประมาณ 

10 นิวคลีโอไทดเทาน้ัน และใชอุณหภูมิในสวนของ annealing temperature ท่ีตํ่ามาก เพื่อทีว่า primer 
สายส้ันๆน้ัน สามารถไปจับกับ DNA ตนแบบไดหลายตําแหนง เมื่อเขาสูขั้นตอน extension แลว จะทํา
ใหได amplicons ท่ีมีขนาดหลากหลาย ข้ึนกับตําแหนงท่ี primer สายส้ันๆน้ันไปเกาะ จุลินทรียท่ีเปนสาย
พันธุเดียวกันก็จะถูกเกาะโดย primers ที่ตําแหนงเดียวกัน ได amplicons ขนาดเทาๆกัน เม่ือนําไป
ตรวจสอบ amplicons จะทําใหไดรูปแบบ DNA ใน agarose gel ท่ีเปนรูปแบบเดียวกัน จุลินทรียท่ีเปน
คนละสายพันธุจะใหรูปแบบ DNA ใน agarose gel ตางกัน จึงทําใหสามารถแยกความแตกตางและ
จัดลําดับความสัมพันธทางพันธุกรรมของจุลินทรียได วธีิน้ีมีขอดอยก็คือ การใช DNA แมแบบท่ีตองสกัด
ออกมา DNA แมแบบดังกลาวก็อาจจะแตกหักไดในข้ันตอนการสกัด อีกท้ัง การใช primer สายส้ันๆใน
ปฏิกิริยา PCRที่จําเพาะ การเปล่ียนแปลงข้ันตอนและเวลาในการทํา PCR แตละคร้ังเพียงเล็กนอย อาจ
สงผลใหเกิดมีแถบ DNA ท่ีเปล่ียนไปจากเดิมได ความนาเช่ือถือของวิธีน้ีจึงตํ่ากวาวิธีอ่ืนๆ 

2.7.3 IS-printing
Insertion sequence คือกลุมของสารพันธุกรรมท่ีมีขนาดเล็ก และเคล่ือนท่ีไปมาภายในจีโนมของ

แบคทีเรียได ขนาดของ insertion sequence น้ันหลากหลาย โดยมีขนาดต้ังแตรอยถึงหลายพันคูเบส 
และปกติมักจะมีการแสดงออกของจีนเปนเอนไซม transposase ซึ่งชวยในการเคล่ือนท่ีไปมาของ 
insertion sequence 
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ใน E. coli O157 นั้น พบวา ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือข้ึนกับการท่ีมีแบคเทอริโอ
ฝาจและ insertion sequence ไปแทรกอยูตรงตําแหนงตางๆในจีโนมของแบคทีเรีย ดังน้ันในการหา
ความสัมพันธของแบคทีเรียแตละสายพันธุ สามารถทําไดโดยการหาตําแหนงของ insertion sequence 
วิธี IS-printing อาศัยการท่ีแบคทีเรียมี insertion sequence 629 (IS629) อยูในจีโนมของมัน สามารถ
ตรวจสอบ โดยใชวิธี PCR ในการตรวจสอบจํานวนของ IS629  primers ท่ีใชในการตรวจสอบ มีจํานวน
ท้ังส้ิน 32 คู แบงออกเปน 2 เซ็ท เซ็ทละ 16 คู (Ooka et al., 2009) สามารถตรวจสอบ IS629 จํานวน 
32 ตําแหนง ถาแบคทีเรียเปนสายพันธุเดียวกันก็จะให amplicons ที่เพิ่มจํานวนจาก IS629 ขนาดและ
จํานวนเทากัน ถาเปนคนละสายพันธุก็จะใหจํานวน IS629 ที่ถูก amplify ออกมาไมเทากัน เมื่อนําไป
ตรวจสอบโดยวิธี agarose gel electrophoresis จึงทําใหไดรูปแบบ DNA ไมเหมือนกันไปดวย

2.7.4 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
ในการตรวจสอบลายพิมพ DNA (DNA fingerprinting) โดยใชวิธี RFLP นั้น จําเปนที่จะตองสกัด 

DNA ของจุลินทรียออกมาใหอยูในหลอดทดลองกอน โดยใชสารเคมีหรือวิธีทางกายภาพ จากน้ันจึงคอย
นํามาตัดใหกลายเปน DNA สายส้ันลงดวยเอนไซมตัดจําเพาะ อยางไรก็ตามการสกัด DNA ออกมาจาก
เซลลของจุลินทรีย ไมอาจหลีกเล่ียงการฉีกขาดของสาย DNA โดยปจจัยทางกายภาพขณะสกัดได ทําให
รูปแบบลายพิมพ DNA ท่ีออกมามีความผิดพลาดเกิดขึ้นได และไมสะทอนความสัมพันธทางพันธุกรรมท่ี
แทจริงระหวางจุลินทรียท่ีตรวจสอบ เพราะฉะน้ันเพ่ือหลีกเล่ียงการฉีกขาดของ DNA ที่สกัดออกมาจาก
เซลลจุลินทรีย วิธี PFGE จึงถูกนํามาใช

วิธี PFGE น้ัน อาศัยการฝงเซลลของจุลินทรียใน agarose กอน แลวทําลายเซลล        จุลินทรีย
ดวยความรอนประมาณ 50 – 55 องศาเซลเซียส และ proteinase K ทําใหเม่ือทําลายเซลลของจุลินทรีย
แลว จีโนมของจุลินทรียจะถูกฝงอยูใน agarose gel โดยไมถูกแรงภายนอกมากระทําใหเกิดการฉีกขาด 
เมื่อใส agarose gel ลงไปในหลอดทดลองท่ีมีเอนไซมตัดจําเพาะแลว เอนไซมตัดจําเพาะน้ันจะแทรกซึม
ผาน agarose gel เขาไปตัดจีโนมของจุลินทรียภายใน agarose gel น่ันเอง เม่ือนําไปผานกระแสไฟฟา 
จะทําใหไดลายพิมพ DNA ท่ีมีความนาเช่ือถือ เพราะลายพิมพ DNA ท่ีเกิดข้ึน เกิดจากการตัดของ
เอนไซมตัดจําเพาะเทาน้ัน มิไดเกิดจากการถูกทําใหฉีกขาดโดยแรงกระทําภายนอก เพราะฉะน้ัน วิธี 
PFGE จึงถือเปนวิธีมาตรฐานท่ีมีความนาเช่ือถือมากท่ีสุดในขณะน้ี
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    บทท่ี 3
เช้ือแบคทีเรีย วัสดุอุปกรณและสารเคมี

3.1 แบคทีเรีย
ในการตรวจหาจีน stx1, stx2, eae, O157 ซีโรทัยป H7 ซีโรทัยป และ Q933 น้ัน เชื้อที่ใชเปน

เช้ือสายพันธุมาตรฐานคือ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ซ่ึงไดรับการอนุเคราะหจาก 
ศาสตราจารย ดร. มิตซูอากิ นิชิบูชิ จาก Center for Southeast Asian Studies มหาวิทยาลัยเกียวโต 
ประเทศญ่ีปุน E. coli สายพันธุ Thai-12 ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร.วราภรณ วุฑฒะกุล คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

3.2 อาหารเล้ียงเช้ือ
-Luria Bertani broth (LB broth) (Novagen, Germany)
-Luria Bertani agar (LA) (Novagen, Germany)
-Tryptic soy broth (TSB) (Merck, Germany) 
-Sorbitol MacConkey agar (SMAC) (Merck, Germany)
-CHROMagar O157 (CHROMagar, Paris, France)
-Mueller Hinton agar (MHA) (Difco, France)

3.3 สารเคมีและชุดทดสอบ
-Immunomagnetic separation kit (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway)
-DNA purification kit (Geneaid, Taiwan)
-Suspension buffer [100 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0]
-TE buffer [10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH8.0]
-Lysis buffer [50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH 8.0, 1% Sarcosyl]
-Agarose
-Proteinase K
-TBE buffer
-Xba I and Not I restriction endonuclease (New England Biolabs, USA)
-Oligonucleotide primers (ดังแสดงในตารางท่ี 1)
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3.4 อุปกรณ
-Microbiological loop
-Autoclave machine
-Petri-dishes
-Microbiological safety carbinet class II
-Autopipette
-Test tube
-Incubator 37ºC
-Water bath 42ºC
-Thermal cycler
-UV-transilluminator
-Vernier caliper
-Gel electrophoresis set
-CHEF DRIII pulsed-field gel electrophoresis system (Bio-rad, USA)
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ตารางท่ี 1  Oligonucleotide primers ท่ีใชในการศึกษา

Primer’s name Sequences (5’to 3’) Gene Annealing 
temperature

Amplicon 
size (bp)

Reference

EVT-1
EVT-2

CAACACTGGATGATCTCAG
CCCCCTCAACTGCTAATA

stx1 55 350 Sukhumungoon et 
al, 2011

EVS-1
EVS-2

ATCAGTCGTCACTCACTGGT
CCAGTTATCTGACATTCTG

stx2 50 404 Sukhumungoon et 
al, 2011

AE-19
AE-20

CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA
TCAGCGTGGTTGGATCAACCT

eae 55 1,087 Gannon et al, 
1993

O157-F
O157-R

CGTGATGATGTTGAGTTG
AGATTGGTTGGCATTACTG

rfbO157 50 400 Maurer et al, 1999

FlicH7-F
FlicH7-R

GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC
CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

fliCH7 57 625 Gannon et al, 
1997

hlyA-F
hlyA-R

AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA

hlyA 55 1,177 Yamamoto et al, 
1995

QEf-1
QEr-2

ATGCGGATCCACACTGGCGATAAAGAAGGG
ATGCGGATCCTCGACTGCGTGGCAATGTAA

Q933 55 567 Koitabashi et al, 
2006

QDf-1
QDr-2

ATGCGGATCCAAATCTCACATTGATTCAGG
ATGCGGATCCATAGTGTTGCTCATTTGCTC

Q21 51 561 Koitabashi et al, 
2006

escV-F
escV-R

GGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG
CCTTTTACAAACTTCATCGCC

escV 45 534 Müller et al, 2006
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ตารางท่ี 1  (ตอ)
Primer’s name Sequences (5’to 3’) Gene Annealing 

temperature
Amplicon 
size (bp)

Reference

Z2577-F
Z2577-R

AACCCCATTGATGCTCAGGCTC
TTCCCATTTTACACTTCCTCCG

Z2577 53 909 Koch et al, 2003

sbcB1
sbcB2

CATGATCTGTTGCCACTCG
AGGTCTGTCCGTTTCCACTC

sbcB 50 1,800 Ohnishi et al, 
2002

wrbA1
wrbA2

ATGGCTAAAGTTCTGGTG
CTCCTGTTGAAGATTAGC

wrbA 47 600 Toth et al, 2003

Primer A
Primer B

AAGTGGCGTTGCTTTGTGAT
AACAGATGTGTGGTGAGTGTCTG

yehV 50 340 Shaikh and Tarr, 
2003

EC10
EC11

GCCAGCGCCGAGCAGCACAATA
GGCAGGCAGTTGCAGCCAGTAT

yecE 60 400 DeGreve et al, 
2002

uidA-F
uidA-R

ATCACCGTGGTGACGCATGTCGC
CACCACGATGCCATGTTCATCTGC

uidA 55 486 Heninger et al, 
1999
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บทที่ 4
วิธีการทดลอง

4.1 เก็บตัวอยาง 
  ทําการเก็บตัวอยางอุจจาระจากโรงพยาบาลหาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี โดยเก็บจาก rectal 

swabs ท่ีไดจากผูมีอาการอุจจาระรวง มาปายลงบนอาหารแข็งท่ีจําเพาะสําหรับการแยกเช้ือในข้ันตอไป 
สําหรับขอบเขตการวิจัยและระยะเวลาในการแยกเช้ือน้ัน ทําการเก็บตัวอยางต้ังแตเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 
2556 ถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2557 โดยทําการตรวจสอบไมตํ่ากวา 300 ตวัอยาง

4.2 การแยกเช้ือ 
นํา rectal swabs จากผูปวย มาปายลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ Sorbital MacConkey agar 

(SMAC) แลว streak เช้ือเพ่ือใหไดโคโลนีเด่ียว โดยทําการบมเช้ือท่ี streak แลวไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 ชม. จากน้ันทําการคัดเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีเปนโคโลนีท่ีไมมีสี (colorless colony) 
จํานวน 3 โคโลนีตอ 1 ตัวอยาง เพื่อเปนตัวแทนในการตรวจหาเชื้อ E. coli O157 และทําการเลือกโคโลนีสี
ชมพู จํานวน 3 โคโลนีตอ 1 ตัวอยาง เพ่ือเปนตัวแทนในการหาเช้ือ EHEC/STEC ซีโรทัยปอ่ืนๆ ในสวน
ของการเก็บเช้ือท้ังซีโรทัยป O157 และ non-O157 ทําไดโดย นําโคโลนีเด่ียวๆท่ีแยกมาได มาทําการเลี้ยง
ในอาหารเหลว Tryptic Soy broth (TSB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยบมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
ชม. โดยมีรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศเทากับ 150 รอบตอนาที จากนั้น นําเช้ือปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปผสมกับ 20% glycerol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายของ glycerol เทากับ 10%) 
แลวเก็บเปน stock เช้ือไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือรอทําการทดสอบตอไป

4.3 การตรวจสอบจีนตางๆของเช้ือ
4.3.1 การเตรียม DNA template สําหรับปฏิกิริยา PCR

นําเช้ือโคโลนีเด่ียว มาทําการเล้ียงในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยบมไวท่ี 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 6 ชม. โดยมีรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศเทากับ 150 รอบตอนาที จากน้ัน นําเชื้อ
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ไปตมเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปแชนํ้าแข็งทันที 5 นาที จากน้ัน ปนเหว่ียงเศษ
เซลลใหตกท่ี 11,000 x g เปนเวลา 10 นาที เม่ือเศษเซลลตกแลว ดูดเฉพาะสวน supernatant ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ํา deionized water ปราศจากเช้ือปริมาตร 90 ไมโครลิตร จะได DNA template 
สําหรับปฏิกิริยา PCR ในการตรวจหาจีนตางๆตอไป 
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4.3.2 ทดสอบการมีจีน stx (Sukhumungoon et al., 2011a)
นํา template ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตรใสลงไปในองคประกอบ PCR ท่ีประกอบดวย 1X GoTaq

reaction buffer, 0.4 µM of each specific primer (EVT-1 และ EVT-2 หรือ EVS-1 และ EVS-2), 0.1 mM 
of dNTPs, 0.5 unit GoTaq DNA polymerase การทํา PCR นั้น ทําโดยมีปฏิกิริยาดังตอไปนี้ pre-heated 
ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากน้ันเร่ิมวงจรการทํา PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที annealing 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที (สําหรับจีน stx2 ใช 
annealing temperature ที่ 50 องศาเซลเซียส) และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยาถูกดําเนินตอท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรม
หลังจากทํา PCR โดยการแยกช้ินสวนสารพันธุกรรมในกระแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 
โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลวอานแถบสารพันธุกรรมโดยยอมดวย ethidium bromide ถาเช้ือท่ีทดสอบมีจีน 
stx1 จะใหแถบ DNA ขนาด 350 bp สวน stx2 จะใหแถบ DNA ขนาด 404 bp เชื้อ E. coli O157:H7 สาย
พันธุ EDL933 ถูกใชเปนเช้ือควบคุมแสดงการมีจีน stx1 และ stx2

4.3.3 ทดสอบการมีจีน eae (Sukhumungoon et al., 2011a)
นํา template ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตรใสลงไปในองคประกอบ PCR ท่ีประกอบดวย 1X GoTaq

reaction buffer, 0.4 µM of each specific primer (AE-19 และ AE-20), 0.1 mM of dNTPs, 0.5 unit 
GoTaq DNA polymerase การทํา PCR น้ัน ทําโดยมีปฏิกิริยาดังตอไปน้ี pre-heated ท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากน้ันเร่ิมวงจรการทํา PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 นาที annealing 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1 นาที จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยาถูกดําเนินตอท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรม
หลังจากทํา PCR โดยการแยกช้ินสวนสารพันธุกรรมในการแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 
โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลวอานแถบสารพันธุกรรมโดยยอมดวย ethidium bromide ถาเชื้อที่ทดสอบมีจีน
eae จะใหแถบ DNA ขนาด 1,087 bp เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ถูกใชเปนเช้ือควบคุมแสดง
การมีจีน eae

4.3.4 การทดสอบการสรางสารพิษทางออมโดยวิธีการตรวจสอบชนิดของจีน Q (Koitabashi et al., 
2006)  

จีน Q933 และ Q21 ไดรับการตรวจสอบโดยวิธี PCR ในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตร ที่
ประกอบดวย 1X GoTaq reaction buffer, 0.4 µM of each specific primer (qEf-1 และ qEr-2 สําหรับ 
Q933; qDf-1 และ qDr-2 สําหรับ Q21), 0.1 mM of dNTPs, 0.5 unit GoTaq DNA polymerase การทํา PCR 
น้ัน ทําโดยมีปฏิกิริยาดังตอไปน้ี pre-heated ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากนั้นเริ่ม
วงจรการทํา PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที annealing 55 องศา
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เซลเซียสเปนเวลา 1 นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยา
ถูกดําเนินตอท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรมหลังจากทํา PCR โดยการแยก
ช้ินสวนสารพันธุกรรมในการแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลว
อานแถบสารพันธุกรรมโดยยอมดวย ethidium bromide

4.3.5 การตรวจสอบซีโรทัยปของเช้ือ (Sukhumungoon et al., 2011a)
สําหรับการตรวจสอบซีโรทัยป O157 นั้น จะถูกตรวจสอบซีโรทัยปอยางคราวๆ โดยวิธี PCR 

(Maurer et al., 1999) ท่ีใช primers ที่จําเพาะตอ O157 antigen กอน (ตารางท่ี 1) ถาเช้ือไอโซเลทใดท่ี
ใหผลลบตอ O157 antigen โดยวิธี PCR ถือวาเปน non-O157 จากน้ัน นําเช้ือท่ีทดสอบคราวๆโดยวิธี 
PCR แลว ไปทําการยืนยันผลโดย agglutination assay โดยใช antibody ตอซีโรทัยปน้ันๆในการตรวจสอบ 

สภาวะการทํา PCR และสวนประกอบในปฏิกิริยา PCR ที่ใชมีดังนี้ นํา template ปริมาตร 1.5
ไมโครลิตรใสลงไปในองคประกอบ PCR ท่ีประกอบดวย 1X GoTaq reaction buffer, 0.4 µM of each 
specific primer, 0.1 mM of dNTPs, 0.5 unit GoTaq DNA polymerase การทํา PCR นั้น ทําโดยมี
ปฏิกิริยาดังตอไปน้ี pre-heated ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากน้ันเร่ิมวงจรการทํา 
PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที annealing 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยาถูกดําเนินตอท่ี 72 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรมหลังจากทํา PCR โดยการแยกช้ินสวนสารพันธุกรรม
ในการแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลวอานแถบสารพันธุกรรม
โดยยอมดวย ethidium bromide เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ถูกใชเปนเช้ือควบคุมแสดงการมี
แอนติเจน O157

สําหรับการเตรียมเช้ือเพ่ือตรวจสอบซีโรทัยป agglutination assay นั้น ทําไดโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชม. จากนั้น นําเชื้อที่ไดไปปนเหวี่ยงเพื่อ
เก็บตัวเซลล โดยปนเหวี่ยงที่ 11,000 x g เปนเวลา 5 นาที นําตัวเซลลท่ีไดไปลางดวย NSS 2 ครั้ง แลวทํา
การ suspend เซลลใน NSS จากน้ันนําเซลลท่ีลางแลวไปเขาเคร่ือง autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส ที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลา นําเซลลออกมาแลวต้ังไวท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 ชม. เพ่ือใหเศษเซลลตกไปท่ีกนหลอด ดูดสวนใสออก แลวนําเฉพาะสวนท่ียังขุนดวยเศษเซลล
มาทําปฏิกิริยากับ specific antibody ตอ somatic O- antigen ตอไป

4.4 การตรวจสอบการด้ือตอยาปฏิชีวนะโดยวิธี disk diffusion method (CLSI, 2014)
ทําการตรวจหาการด้ือตอยาปฏิชีวนะในเช้ือท่ีแยกไดทุกไอโซเลท โดยใชยาปฏิชีวนะ 11 ชนิด ดังนี้ 

erythromycin (15 μg), gentamicin (10 μg), chloramphenicol (30 μg), cephalothin (30 μg),
ceftazidime (30 μg), tetracycline (30 μg), methicillin (5 μg), ampicillinand (10 μg), streptomycin (10 
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μg), kanamycin (30 μg) and vancomycin (30 μg) การทดสอบใชเช้ือ E. coli ATCC 25922 เปนเชื้อ
ควบคุม ในการทดสอบ ทําการเล้ียงเช้ือแตละไอโซเลทในอาหาร TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมเชื้อที่ 37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ช่ัวโมง โดยใหรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศกับเช้ือ ท่ี 150 รอบตอนาทีเพ่ือใชเปน 
starter จากนั้นทําการ sub-culture ลงในอาหาร TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตรอีกคร้ังแลว บมเชื้อที่ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 6 ชั่วโมง โดยใหรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศกับเช้ือ ที่ 150 รอบตอนาที แลวนําเชื้อที่
ไดมาปรับปริมาณของเช้ือใหไดเทากับ 0.5 McFarland Turbidity Standards (ประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml) 
(McFarland Densitometer, Biosan, Latvia) แลวใชไมพันสําลีปราศจากเช้ือ จุมเชื้อที่ปรับปริมาณแลว 
นํามาเกล่ียบนผิวหนาอาหาร Mueller Hinton agar (MHA) ใหท่ัวผิวหนา จากน้ัน นําแผนยาปฏิชีวนะมาวาง
ลงบนผิวหนา Mueller Hinton agar ท่ีปายเช้ือแลว นําจานอาหารท่ีวางแผนยาแลวไปบม ที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัด clear zone ที่เกิดขึ้นดวย vernier caliper แลวนําคา clear zone ท่ีวัดได
ไปเท่ียบกับคามาตรฐาน การวัดความไวตอยา vancomycin อางอิงจาก CLSI (2007)

4.5 การตรวจสอบ Insertion locus 
ในการทดสอบหา integration site ของ stx2-phages ในเชื้อ E. coli น้ัน ทําการทดสอบโดยใชวิธี 

PCR ในการเพ่ิมจํานวนจีนท่ีเปนเปาหมายในการแทรกจีโนมของ โดยมีจีน stx2-phages เปาหมายดังน้ี 
wrbA gene (Patridge et al., 2006), yecE gene (Recktenwald et al., 2002), yehV gene (Yokoyama et 
al., 2000), Z2577 (Koch et al., 2003), and sbcB gene (Ohnishi et al., 2002). ในการแปลผลนั้น ถาจีน
ดังกลาวมีจีโนมของ stx2-phages แทรกอยู จะทําใหขนาดของจีนน้ันใหญข้ึนจนไมสามารถเพ่ิมจํานวนดวย
วิธี PCR ได แตถาไมมี phage แทรกอยู จีนยังคงเปนปกติ ทําใหมีการเพ่ิมจํานวนจีนดังกลาวดวยวิธี PCR 
ได E. coli O157:H7 สายพันธุ PSU25 ท่ีแยกไดจากเน้ือวัวในการทดลองกอนหนาน้ี ถูกใชเปน positive 
control สําหรับจีน wrbA และ yehV  สวน E. coli สายพันธุ EDL933 ใชเปน positive control สําหรับจีน 
yecE yehV และ Z2577 สวนประกอบของปฏิกิริยาดังแสดงในสวนของ 4.3.2 การตรวจหา stx ทุกประการ
ยกเวน primers ท่ีใชในแตละปฏิกิริยา (primers ดังแสดงในตารางที่ 1)

4.6 Pulsed-field gel electrophoresis (Sukhumungoon et al., 2011a)
ทําการเล้ียงเช้ือท่ีจะใชทดสอบในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยบมเช้ือท่ี 37 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 18 ช่ัวโมงโดยไมมีการเขยาเพ่ือใหอากาศ นําเช้ือปริมาตร 500 ไมโครลิตรมาใสในหลอด 
1.5 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหว่ียงท่ี 10,000 x g เปนเวลา 5 นาที จากนั้น นําตะกอนเซลลท่ีไดไป 
resuspend ใน suspension buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวเติม 1% agarose ท่ีตมจนหลอมละลาย
ดวย TE buffer แลวปลอยใหอุนประมาณ 50 องศาเซลเซียสแลวปริมาตร 150 ไมโครลิตรลงไป เมื่อผสมกัน
ดีแลว ทําการหยอดสารผสมน้ันลงไปในเบา (plug mold) แลวปลอยให agarose แข็งตัว แลวนํา agarose ที่
แข็งตัวแลวไปใสในหลอดทดลองท่ีมี Lysis buffer ท่ีผสมกับ proteinase K (ความเขมขนสุดทาย 20 mg/ml) 
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แลว นําหลอดทดลองไปบมท่ี 50 องศาเซลเซียสขามคืนเพ่ือใหเซลลแบคทีเรียแตกออกและโปรตีนสลายไป 
เม่ือครบเวลา นําชิ้น agarose gel (plug) มาลาง 3 คร้ังดวย TE buffer โดยลางคร้ังละ 30 นาที ข้ันตอไป 
นํา plug มาตัดใหช้ิน plug มีขนาด 3x5 มิลลิเมตร นําชิ้น plug ท่ีตัดแลวไปแชไวใน restriction buffer 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรเปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวยายช้ิน plug ไปใสในหลอดทดลองหลอดใหมท่ีมี 
restriction buffer ใหมปริมาตร 300 ไมโครลิตรที่เติม XbaI จํานวน 50 ยูนิต นําหลอดทดลองไปบมท่ี 37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปเขาเคร่ือง CHEF DRIII puled-field gel electrophoresis
โดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเคร่ืองดังน้ี 

-แรงดันไฟฟา 6 volts/cm
-มุมการใหกระแสไฟฟา 120 องศา
-Pulse time 2.5-30.0 วินาที
-การรันเจลที่ 14 องซาเซลเซียส
-เวลาท่ีใชท้ังหมด 19 ชั่วโมง

เม่ือครบเวลา นําเจลท่ีดําเนินการเสร็จแลวไปยอมเอธิเดียมโบรไมด 5 นาที และลางสีออกดวยนํ้ากล่ันเปน
เวลา 30 นาที แลวจึงถายรูปผลการทดลอง

4.7 การพิสูจนเอกลักษณของเชื้อโดย uidA gene
           ในการทดลองน้ี เม่ือแยกเช้ือจากผูปวยไดแลว ทําการพิสูจนเอกลักษณการเปน E. coli โดย
ตรวจสอบการมีจีน uidA ท่ีมีความจําเพาะตอเช้ือ E. coli โดยวิธี PCR (ตารางที่ 1)    

4.8 การรับรองจริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย
       การวิจัยในคร้ังน้ี ไดมีการเสนอโครงการตอคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย คณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และโครงการไดรับการรับรองเรียบรอยแลวกอนเร่ิมทําการวิจัย 
หมายเลขใบรับรอง EC: 56-225-19-2-3
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สวนที่ 2 การหาปริมาณ EHEC และ STEC ในเน้ือสัตวโดยวิธี Most probable number (MPN)-
polymerase chain reaction และการแยกเช้ือ EHEC/STEC จากเน้ือสัตวโดยวิธี immunomagnetic 
separation 

เน้ือสัตวท่ีใชในการตรวจสอบน้ี ทําการเก็บตัวอยางจากรานขายเน้ือสัตวในเขตอําเภอหาดใหญ
จํานวน 8 จุด โดยทําการเก็บตัวอยาง ต้ังแตเดือนเมษายน จนถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556

4.9 MPN-PCR 
นําเนื้อสัตว 25 กรัม มาบดผสมกับ TSB ปริมาตร 225 มิลลิลิตร แลวนําเฉพาะสวนของเหลว 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดแกวทดลอง ที่มี TSB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จะไดความเจือจางที่ 10-1

ทําการเจือจางตอใหไดความเจือจางท่ี 10-2 และ 10-3 โดยทําความเจือจางละ 3 ซ้ํา (MPN แบบ 3 หลอด) 
นําหลอดทดลองท้ังหมดไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชม เมื่อครบกําหนดเวลา ดูดเช้ือท่ีบมแลว
หลอดละ 1 มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ทําทุกหลอด แลวนําหลอดท้ังหมดไปตม
เปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นลงทันทีในกระติกนํ้าแข็ง นําหลอดท้ังหมดไปปนเหว่ียง ท่ี 11,000 x g เปน
เวลา 10 นาที เพ่ือแยกเศษเซลลออก นําเฉพาะสวน supernatant ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ากล่ัน 
deionized water ท่ีปราศจากเช้ืออีก 90 ไมโครลิตร จะได DNA แมแบบสําหรับทํา PCR ตรวจหาจีน stx1, 
stx2, eae, และ rfbO157 ตอไป การตรวจพบ amplicons ในจีนตางๆ จะถูกใชในการแปลผลรวมกับวิธี 
MPN-PCR การหาคา MPN/g ของเชื้อ ทาํไดโดยการเปดตาราง MPN แบบ 3 หลอด เน้ือสัตวท้ังหมดท่ีใช
ในการทดลองสวนน้ีคือ 30 ตัวอยาง จากเน้ือสัตว 3 ชนิดท่ีนิยมบริโภค คือ เน้ือวัว เน้ือหมู และเน้ือไก

ในตัวอยางใดท่ีพบจีน stx1, stx2 หรือทั้ง stx1 และ stx2 แตไมพบ eae ตัวอยางน้ีจัดวามี STEC 
ปนเปอน สวนตัวอยางใดท่ีพบ stx ควบคูกับ eae ตัวอยางน้ันจัดวามีเช้ือ EHEC ปนเปอนอยู

4.10 การแยกเช้ือ E. coli O157 จากตัวอยางเน้ือสัตว
ช่ังเน้ือสัตวจํานวน 50 กรัม แลวนํามาบดผสมกับ TSB ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ใหเขากันดีเปนเวลา 

1 นาที จากนั้น นําเฉพาะสวนที่เปนของเหลว ไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชม เมื่อครบ
กําหนดเวลา นําเช้ือท่ีบมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปใสลงในหลอดทดลองท่ีมี TSB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แลว
นําไปบมตอท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชม เพ่ือเพ่ิมจํานวนของ E. coli O157 ใหมากข้ึน 
(กรณีที่มีเชื้อ O157 ปนเปอน การบมท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสนี้ จะทําใหเช้ือ E. coli สายพันธุอ่ืนๆ มี
การเพ่ิมจํานวนท่ีลดลง แตจะไมสงผลกระทบตอการเจริญของ E. coli O157) เม่ือครบ 2 ชม นําเชื้อที่บม
แลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปผสมกับ magnetic beads ท่ีจําเพาะตอ O157 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวบม
ไวในสภาวะท่ีมีการเขยาเปนคร้ังคราว บมเปนเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง ดูด magnetic beads ดวยแทง
แมเหล็ก แลวเท อาหารเหลวสวนเกินท้ิง ทําการลาง magnetic beads ดวย Phosphate buffer saline 
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(PBS) pH 7.4 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ัง แลวกระจาย magnetic beads ใน PBS pH 7.4 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวใช microbiological loop ทําการ streak สารแขวนลอย magnetic beads บน
อาหารแข็ง sorbitol MacConkey agar นําจานอาหารแข็งไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ชม แลว
คัดเลือกโคโลนีท่ีไมมีสี เพ่ือนําไปทดสอบการเปน E. coli O157 รวมถึงตรวจสอบจีนกอโรคตอไป
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บทที่ 5
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง

5.1 สวนท่ี 1
5.1.1 การตรวจหา EHEC/STEC จากผูปวยทองรวงและลักษณะตางๆของเช้ือ

จากการตรวจสอบหาเช้ือ EHEC/STEC จากตัวอยาง rectal swabs จากผูปวยทองรวงใน
โรงพยาบาลหาดใหญ และโรงพยาบาลปตตานี สามารถแยกเช้ือไดท้ังหมด 1,021 ไอโซเลท (ไอโซเลทที่เปน
โคโลนีไมมีสีจํานวน 310 ไอโซเลท และโคโลนีท่ีมีสีชมพูจํานวน 711 ไอโซเลท) จากจํานวน 359 ตัวอยาง 
ทําการตรวจสอบจีนกอโรคในทุกไอโซเลทเพื่อจัดจําแนกวา เชื้อที่ไดนั้น จัดเปน EHEC หรือ STEC ดังนีค้ือ 
stx1, stx2, eae และ rfbO157 ผลการทดสอบแสดงใหเห็นวา ไมสามารถพบจีนกอโรค stx1, stx2 และ eae
ในทุกไอโซเลท และจากขอมูลการไมพบจีนกอโรคดังกลาว ประกอบกับระยะเวลาในการตรวจสอบเช้ือเปน
ระยะเวลานาน 1 ป แสดงใหเห็นวาผูปวยจากโรคทองรวงท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลหาดใหญ ไมไดมี
สาเหตุมาจากเช้ือใน pathotype EHEC และ/หรือ STEC ในสวนของโรงพยาบาลปตตานีน้ัน ไดเก็บเชื้อมา
เปนระยะเวลา 3 เดือน จึงอาจจะยังไมสามารถสรุปไดอยางชัดเจนวาผูปวยโรคทองรวงในเขตปตตานี มี
ความเก่ียวของกับการติดเช้ือ EHEC หรือ STEC จริงหรือไม การเก็บตัวอยางจากโรงพยาบาลในเขต
ปตตานีเปนระยะเวลาท่ียาวนานกวาน้ี อาจสามารถทาํใหไดขอมูลท่ีสรุปไดชัดเจนย่ิงข้ึนกวาน้ี

ในการตรวจสอบการมีเช้ือ EHEC/STEC ในภูมิภาคอ่ืนของประเทศไทยน้ัน พบวา Leelaporn และ
คณะ (2000) ไดมีการตรวจสอบในชวงป พ.ศ. 2540 ถึง 2541 ในเขตกรุงเทพมหานคร โดยในการทดลอง
คร้ังน้ัน สามารถพบ STEC ซีโรทัยปท่ีไมใช O157 ไดจํานวน 4 ไอโซเลท จากผูปวย 2 ราย (มีซีโรทัยปเปน 
O26:H-, O111:H- , O125:H21 และ O128:H2) อยางไรก็ตาม ในการศึกษาน้ี สามารถตรวจพบ E. coli
จํานวน 1 ไอโซเลท ที่มีจีน rfbO157 (PSU120) และเม่ือนําไปยืนยันผลการเปน E. coli O157 โดยวิธี 
agglutination พบวา E. coli สายพันธุ PSU120 น้ี ใหผลบวกตอ O157 ซีโรทัยป  (ตารางที่ 2)

เชื้อ PSU120 น้ี พบวา ถึงแมจะไมมีจีน stx และ eae แตเช้ือมีจีน escV ซ่ึงเปนจีนองคประกอบของ 
Type III secretion system (T3SS) ซ่ึงเปนปจจัยกอโรคท่ีสําคัญมากอยางหน่ึง (ตารางที่ 2) โดย T3SS น้ี 
ต้ังอยูในสวนของ Locus of Enterocyte Effacement (LEE) pathogenicity Island ซ่ึงเปนกลุมของจีนกอ
โรคท่ีสําคัญท่ีมีรายงานการพบใน E. coli กลุม EHEC และ EPEC อีกท้ังในตัวอยางตรวจน้ี ไมพบแบคทีเรีย
กอโรคชนิดอ่ืนๆเลย นอกจาก E. coli O157 จึงอาจเช่ือไดวา การเกิดภาวะทองรวงในตัวอยางน้ีเกิดจาก E. 
coli O157 สายพันธุ PSU120 เปนสาเหตุ 

จากผลการตรวจสอบการมี จีน Q ไมพบจีนดังกลาวใน E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ซึ่งผลการ
ทดลองน้ี สอดคลองกับการไมพบ stx เน่ืองจากจีน Q เปนจีนของ stx2 phage ทําหนาท่ีสรางโปรตีน Q ที่ทํา
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หนาท่ีเปนปจจัยตานการหยุดสรางสาย mRNA ของ stx2 phage (Late anti-terminator) ดังนั้น เม่ือไมพบ 
stx จึงไมพบจีน Q นอกจากนี้ จากผลของการตรวจสอบจีนท่ีมีรายงานการแทรกของ stx2 phage พบวาที่
ตําแหนง sbcB และ yehV มี prophage อื่นๆแทรกอยู ปรากฏการณนี้ แสดงใหเหน็ถึงความสามารถในการ
ไดรับ หรือสูญเสีย stx2 phage ได (ตารางที่ 2)

ขอมูลท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ี ในสวนของ EHEC/STEC น้ัน พบวามีขอมูลท่ีสอดคลองกับ
การศึกษาของ Kalnauwakul และคณะ (2007) ที่ในการศึกษาน้ันไดตรวจสอบความเก่ียวของของ EHEC 
O157 และ STEC ในตัวอยางอุจจาระของผูปวยท่ีรับการตรวจในโรงพยาบาลสงขลานครินทรระหวางเดือน
กันยายน พ.ศ. 2542 ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ.  2543 จํานวน 530 ตัวอยาง พบวา ไมมีการพบ STEC และ 
EHEC O157 ในสวนของการไมพบ EHEC O157 ในการทดลองคร้ังน้ัน อาจมีสาเหตุสวนหน่ึงมาจาก ผูวิจัย
ไดมุงตรวจสอบโคโลนีท่ีไมมีสีท่ีข้ึนบนผิวหนาของอาหาร sorbitol MacConkey agar และโคโลนีสีมวงอม
ชมพู (mauve colony) ท่ีข้ึนบนผิวหนาของอาหาร CHROMagar O157

เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ท่ีพบจากการศึกษาคร้ังน้ี พบวามีลักษณะท่ีแตกตางจาก E. 
coli O157 ทั่วไป คือจะใหสีของโคโลนีบนอาหาร sorbitol MacConkey agar เปนสีชมพู และใหสีของโคโลนี
บนอาหาร CHROMagar O157 เปนสีฟา ซ่ึงผลการทดลองน้ี ตรงกับแนวความคิดของคณะผูวิจัยที่
ต้ังสมมติฐานไวในตอนแรกวา การที่ไมมีการพบ E. coli O157 จากตัวอยางผูปวยทองรวงในประเทศไทยมา
กอนเลยนับต้ังแตมีการระบาดของเช้ือซีโรทัยปน้ีคร้ังแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในป พ.ศ. 2525 มีความ
เปนไปไดวา เช้ือ O157 น้ัน อาจใหลักษณะของโคโลนีบนอาหาร sorbotol MacConkey agar เปนสีชมพูก็
เปนได ซ่ึงในความเปนจริงการตรวจสอบ E. coli O157 จะตรวจโคโลนีท่ีไมมีสี ทําใหในการตรวจสอบเช้ือ
จากผูปวย โคโลนีสีชมพูถูกมองขามไป จึงเปนท่ีมาถึงการศึกษาในคร้ังน้ี ที่มีการคัดเลือกเช้ือท่ีจะนํามา
ทดสอบในการศึกษาน้ีครอบคลุมถึง 2 สวน คือคัดเลือกเช้ือท้ังในสวนท่ีเปนโคโลนีท่ีมีสีชมพูและไมมีสีมา
ตรวจสอบ 

จากขอมูลท้ังหมดเก่ียวกับการตรวจพบ E. coli O157 จากตัวอยางท่ีไดจากมนุษยในประเทศไทย 
พบวามีรายงานจากการศึกษาของ Leelaporn และคณะ (2003) เทานั้น และการตรวจพบคร้ังน้ัน เปนการ
พบ E. coli O157:H7 จากเด็กชายอายุ 2 ขวบ ท่ีใชเปนกลุมควบคุม ซ่ึงมีสุขภาพแข็งแรง ไมมอีาการ
ทองรวง ดังน้ัน จากการศึกษาของผูวิจัยในรายงานฉบับน้ี ถือเปนคร้ังแรกในประเทศไทย ท่ีมีการแยกเช้ือ E. 
coli O157 จากผูปวยทองรวงได 

5.1.2 ลายพิมพ DNA ของเชื้อ
ลายพิมพ DNA ของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 นัน้ พบวามีความคลายคลึงกับเช้ือ E. 

coli O157 ท่ีแยกไดจากเน้ือวัวมากถึง 88.6% (รูปที่ 4) อยางไรก็ตาม เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 
นั้นไมมีจีน stx และ eae เลย จากขอมูลดังกลาว ทําใหคิดไดวา เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เคยมี 
stx และ eae มากอน แตเม่ือเขาไปในรางกายของมนุษยแลว มีปจจัยบางอยางทําใหสูญเสียจีนดังกลาวไป 
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จากการศึกษาของ Bielaszewska และคณะ (2007) ไดแสดงใหเห็นวา EHEC O26 ท่ีแยกไดจากอุจจาระ
ของเด็กในคร้ังแรกหลังจากเกิดอาการทองรวงใหมๆ  ยังมีจีน stx อยู หลังจากน้ันไมนาน เม่ือเก็บเช้ือจาก
อุจจาระของเด็กคนเดิมอีกคร้ัง กลับพบวา EHEC O26 น้ัน ไดสูญเสียจีน stx ไปแลว โดยผลของลายพิมพ 
DNA ที่ไดจากวิธี PFGE แสดงใหเห็นลายพิมพ DNA ของเช้ือท่ีเก็บคร้ังแรกและคร้ังหลังน้ันมีลายพิมพ
เกือบเหมือนกันทุกประการ ยิ่งไปกวานั้น จากงานวิจัยของ Mellmann และคณะ (2008) ก็ไดแสดงใหเห็น
ปรากฏการณท่ีคลายกัน โดยพบปรากฏการณไดรับ และสูญเสียจีน stx2 ในเชื้อ E. coli O157:NM (non-
motile) จากขอมูลความคลายกันในสวนของสารพันธุกรรมของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 กับ
เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 และ PSU2 รวมถึงความสามารถในการไดรับและสูญเสียสาร
พันธุกรรมของเชื้อ จึงอาจเปนไปไดวา เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เดิมทีอาจมีจีน stx แตสูญเสีย 
stx ระหวางการติดเช้ือในมนุษย

5.1.3 ความไวตอยาของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120
เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 พบวาด้ือตอยาตานจุลชีพ 4 ชนิดดวยกันคือ erythromycin, 

cephalothin, methicillin และ vancimycin (ตารางที่ 2) ในการทดลองนี้ ไดลองทดสอบความไวของเช้ือตอ
ยา ทั้งหมด 11 ชนิด รวมถึงยา methicillin และ vancomycin ท่ีไมไดใชในการทดสอบท่ัวไปสําหรับ E. coli
อีกดวย อยางไรก็ตามการพบการด้ือตอยา methicillin และ vancomycin ในการศึกษานี้ ทําใหไดประเด็นที่
จะตองพิจารณาตอไปวา เชื้อ E. coli O157 ท้ังหมดท่ีแยกไดน้ันมีปจจัยภายในท่ีด้ือตอยา 2 ชนิดนี้ทั้งหมด
หรือไม (intrinsic factor for methicillin and vancomycin resistance) เพราะในอนาคต หากมีอุบัติการณ
ของการติดเช้ือเหลาน้ีในมนุษย แบบแผนการด้ือยาท่ีไดตรวจสอบไวในการศึกษาน้ี จะมีประโยชนสําหรับ
การเลือกยารักษาท่ีเหมาะสมตอไป

5.2 สวนท่ี 2
5.2.1 การหาปริมาณ EHEC/STEC จากเน้ือสัตวโดยวิธี MPN-PCR และการแยกเช้ือ E. coli O157 
โดยวิธี immunomagnetic separation

จากขอมูลกอนหนาน้ีมีรายงานท่ีแสดงใหเห็นวา สามารถแยกเช้ือ STEC รวมถึง EHEC O157:H7 
ไดเปนจํานวนมากจากเน้ือสัตว โดยเฉพาะเน้ือวัว (Sukhumungoon et al., 2011a; Sukhumungoon et al., 
2011b; Sukhumungoon et al., 2013) และจากขอมูลในสวนท่ี 5.1 ทีแ่สดงใหเห็นวา เชื้อ E. coli O157 
สายพันธุ PSU120 มีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีแสดงออกผานทางลายพิมพ DNA คลายกับเชื้อ O157 ที่แยก
ไดจากเน้ือวัวถึง 88.6% จึงมีความเปนไปไดสูงวา เช้ือท่ีแยกไดจากมนุษยน้ัน เกิดจากการรับประทาน
เน้ือสัตวท่ีปนปอนเช้ือเขาไป อยางไรก็ตาม ในระยะเวลากวา 1 ปท่ีไดตรวจสอบหา EHEC/STEC จาก
ตัวอยางท่ีไดจากมนุษยน้ัน ไมพบเช้ือท่ีเปน EHEC/STEC เลย จึงไดมีความพยายามท่ีจะสํารวจกลับไปยัง
แหลงของเช้ือท่ีสําคัญอีกคร้ัง โดยทําการตรวจสอบในเชิงปริมาณการปนเปอนของ EHEC/STEC ใน
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เนื้อสัตว ผูวิจัยต้ังสมมติฐานเอาไววา ถามีการปนเปอนของ STEC ในเน้ือสัตวในปริมาณท่ีสูงพอ ก็อาจจะ
เปนสาเหตุท่ีจะเพ่ิมโอกาสและปริมาณของเช้ือ เขาสูรางกายมนุษยไดมากข้ึน จนสามารถกอโรคในมนุษยได 
จึงไดทําการตรวจสอบ หาปริมาณ EHEC/STEC ที่ปนเปอนในเน้ือสัตวชนิดตางๆ โดยเปนการตรวจสอบใน
เบื้องตน จากการตรวจสอบหาการปนเปอนของ EHEC/STEC ในเน้ือสัตวโดยแสดงผลในเชิงปริมาณ ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวามีการปนเปอน EHEC และ STEC ในเน้ือสัตวท่ีจําหนายอยูในเขตอําเภอ
หาดใหญจริง อยางไรก็ตาม ปริมาณ STEC ท่ีตรวจพบน้ัน มีปริมาณไมสูงมากนัก โดยจากการทดลอง
พบวา สามารถตรวจพบ EHEC ไดจากเน้ือไกเพียง 1 ตัวอยาง โดยมีปริมาณเทากับ 3 MPN/g และไมพบ 
EHEC ในตัวอยางเน้ือสัตวชนิดอื่นๆเลย (ตารางที่ 3) ในสวนของ STEC นั้น พบมากที่สุดในเนื้อวัว โดยให
คาเทากับ 27 MPN/g สวนคาการปนเปอนของ STEC ท่ีพบไดนอยท่ีสุดน้ัน เปนคาของเน้ือไก โดยใหคา
เทากับ 3 MPN/g (ตารางท่ี 3) ดังนั้น จากปริมาณการปนเปอนของ EHEC/STEC ที่นอยนี้ อาจสามารถ
อธิบายการไมพบผูปวยทองรวงท่ีเกิดจาก EHEC/STEC เลยไดบางสวน ความเปนไปไดอ่ืนๆท่ีสามารถ
อธิบายการไมพบผูปวยท่ีเกิดจาก EHEC/STEC ไดมีการรายงานไวเชนกัน เชน ในกรณีของ O157 นั้น ได
มีการตรวจพบระดับแอนติบอดีตอซีโรทัยปน้ีแลวในกลุมคนท่ีไดรับการตรวจถึงประมาณรอยละ 20 
(Vuddhakul et al., 2000) การมีแอนติบอดีในรางกายของมนุษยสามารถปกปองรางกายจากการติดเช้ือได

ในการตรวจสอบหาปริมาณของ EHEC/STEC ที่ปนเปอนในเนื้อสัตวโดยวิธี MPN-PCR จํานวน 30 
ตัวอยางนี้ ไมพบการปนเปอนของ E. coli O157 เลย อยางก็ตาม เน่ืองจากมีรายงานการพบ O157 ใน
เน้ือสัตวโดยเฉพาะเน้ือวัวอยางสมํ่าเสมอ การไมพบ O157 ในการทํา MPN-PCR คร้ังน้ี เปนเร่ืองท่ีนาแปลก
ใจ จึงไดมีความพยายามในการตรวจหา E. coli O157 อยางตอเนื่อง โดยใชวิธี immunomagnetic 
separation เพ่ือแยกเช้ือ E. coli O157 จากตัวอยางเน้ือวัวอีก 32 ตัวอยางเพ่ือยืนยันวาผลของวิธี MPN-
PCR มีความถูกตอง จากผลการทดลองพบวา ไมสามารถแยกเช้ือไดเลยในชวง 31 ตัวอยางแรก แต
สามารถแยกเช้ือ E. coli O157 ไดจํานวน 6 ไอโซเลท จากตัวอยางเน้ือไดสําเร็จในตวัอยางสุดทาย (ต.ย.ท่ี 
32) ในชวงปลายเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 (ตารางที่ 4) เชื้อทั้ง 6 ไอโซเลท มีแบบแผนของการมีจีนกอโรคท่ี
เหมือนกัน และแบบแผนของจีนกอโรคน้ัน พบวาตรงกับท่ีเคยมีรายงานไวใน E. coli O157:H7 สวนใหญท่ี
เคยแยกไดในรายงานกอนหนาน้ี (Vuddhakul et al., 2000; Sukhumungoon et al., 2011a, 
Sukhumungoon et al., 2011b) จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา การท่ีไมพบ E. coli O157 ในชวงของ
การทํา MPN-PCR นั้น นาจะเปนขอมูลท่ีถูกตองแลว เน่ืองจากเม่ือใชวิธีการแยกเช้ือโดยเทคนิคท่ีจําเพาะก็
ใหผลท่ีสอดคลองกัน คือไมสามารถแยกเช้ือไดไปจนกระท่ังถึงปลายเดือนตุลาคม (ไมพบเช้ือเลยจนกระท่ัง
ถึงตัวอยางที่ 32) จากการศึกษาหลายชิ้น ไดแสดงใหเห็นวา การปรากฏของเช้ือ E. coli O157 น้ัน 
เก่ียวของกับหลายปจจัย เชน จากงานวิจัยของ Kudva และคณะ (1996) น้ัน แสดงใหเห็นวาอุณหภูมิมีผล
ตอการพบ E. coli O157:H7 ในแกะ ย่ิงไปกวาน้ัน การระบาดของ E. coli O157 ก็มีความเก่ียวกันกับฤดูอีก
ดวย นํ้าฝนสามารถเปนพาหะในการพา E. coli O157 ออกจากฟารมเล้ียงกระจายไปเปนวงกวาง วิธีการ
ชําแหละเน้ือสัตวท่ีไมไดมาตรฐานทางสุขลักษณะก็เปนอีกปจจัยหน่ึงท่ีจะทําใหสามารถเจอเช้ือไดมาก 
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เนื่องจากเชื้อ E. coli O157 เปนเช้ือท่ีอาศัยอยูในลําไสของสัตว จําพวกโค กระบือ และสัตวเค้ียวเอ้ืองตางๆ 
ดังน้ัน เช้ือสามารถปนเปอนจากลําไสไปยังสวนของเน้ือสัตวได 
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ตารางที่ 2 ลักษณะของ E. coli O157 สายพันธุ PSU120

Virulence genesStrain Source of 
sample stx1 stx2 eae escV hlyA

O157/non-O157 Q933/Q21 Insertion site 
occupied

Antibiogram pattern

PSU120 48 year-old male - - - + - +/- -/- sbcB, yehV E, KF, MET, Va
E, erythromycin; KF, cefalothin; MET, methicillin; Va, vancomycin.

รูปที่ 4 เดนโดรแกรมแสดงคาความคลายกัน (% similarity) ของเชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU2, PSU933 และ PSU120 ลายพิมพ DNA ไดมา
โดยวิธี PFGE โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI เดนโดรแกรมถูกสรางโดยวิธี unweighted pair-group method of arithmetic average (UPGMA) 
โดยโปรแกรม BioNumerics software version 7.0 (Appied maths, Belgium).
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ตารางที่ 3 ปริมาณการปนเปอน (MPN/g) ของ EHEC และ STEC ในเน้ือสัตวท่ีจําหนายในเขตอําเภอ
หาดใหญในชวงเดือนเมษายน ถึง ตุลาคม พ.ศ. 2556

MPN/gType of meat Pathotype No. of positive 
sample 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, Minimum MPN value; Max, Maximum MPN value

   
รูปที่ 5 ตัวอยางของ amplicons ท่ีไดจากการทํา PCR โดยใชเชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 
ตรวจแถบ DNA โดยวิธี agarose gel electrophoresis (420 bp rfbO157, 350 bp stx1, 404 bp stx2, และ 
1,087 bp eae). เลน M คือ 2-log DNA ladder.



36

ตารางที่ 4 ขอมูลของ E. coli O157 จํานวน 6 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากตัวอยางเน้ือวัว

                

Virulence geneStrain Origin Date (month/yr)
stx1 stx2 eae

O157/non-O157

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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บทที่ 6
สรุปผลการทดลอง

ขอมูลเก่ียวกับการมีอยูและความเก่ียวของของเช้ือ EHEC/STEC ในการกอโรคทองรวง รวมถึงโรค
แทรกซอนท่ีเกิดจากการติดเช้ือเหลาน้ีเปนส่ิงท่ีมีความสําคัญมาก เน่ืองจากเช้ือเหลาน้ีสามารถกอความ
รุนแรงในระดับท่ีทําใหเสียชีวิตได ขอมูลดังกลาวในประเทศไทยมีอยูนอย โดยเฉพาะขอมูลในเขตภาคใตของ
ประเทศไทย การศึกษาในคร้ังน้ี แสดงใหเห็นวาในขณะน้ีน้ัน ยังพบความเก่ียวของของเช้ือ EHEC/STEC 
กับการกอโรคทองรวงในประชากรในเขตจังหวัดสงขลาและจังหวัดปตตานี การตรวจไมพบเช้ือน้ันอาจเกิด
จากเช้ือท่ีปนเปอนมากับอาหารน้ันมีปริมาณนอยมาก ย่ิงไปกวาน้ัน วิธีการปรุงอาหาร รวมถึงสุขอนามัยใน
การประกอบอาหารยังสามารถลดการไดรับเช้ือเขาไปในรางกายได อยางไรก็ตาม ในการศึกษา นี้ ไดตรวจ
พบเช้ือ E. coli O157 จากผูปวยทองรวงไดเปนคร้ังแรกในประเทศไทย เช้ือดังกลาวมีความคลายคลึงทาง
พันธุกรรมกับเช้ือ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ซ่ึงมีความรุนแรงถึง 88.6% แมวาจะไมเจอจีนกอ
โรคท่ีสําคัญอยาง stx และ eae ในเช้ือสายพันธุน้ี แตจีนกอโรคอ่ืนๆ เชน escV ยังสามารถกอใหเกิดโรคได 
ยิ่งไปกวานั้น เช้ือยังด้ือยาตานจุลชีพหลายชนิดอีกดวย การพบการแทรกตัวของ prophages ในจีนตางๆ
ของ E. coli O157 รวมถึงการพบ LEE pathogenicity Island แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการไดรับจีน
กอโรคท่ีสําคัญของเช้ือ ดังนั้น การตรวจสอบหาเช้ือ EHEC/STEC ในตัวอยางอาหารและจากผูปวย จึงควร
ทําอยางตอเน่ือง ซ่ึงจะทําใหไดขอมูลท่ีสําคัญเพ่ือจัดการกับการระบาดของเช้ือท่ีสามารถเกิดไดในอนาคต

จากขอมูลความคลายกันในสวนของสารพันธุกรรมของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 กับ
เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 และ PSU2 รวมถึงความสามารถในการไดรับและสูญเสียสาร
พันธุกรรมของเชื้อ จึงอาจเปนไปไดวา เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เดิมทีอาจมีจีน stx แตสูญเสีย 
stx ระหวางการติดเช้ือในมนุษย
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