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กิตติกรรมประกาศ

ในการน้ีขาพเจาขอขอบพระคุณผูใหทุน คือ ทุนเงินรายไดมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ที่ไดให
ความกรุณาจัดสรรทุนการวิจัยในคร้ังน้ีมาให ทําใหสามารถดําเนินการวิจัยไดอยางราบร่ืนคลองตัว 
ตลอดจนขอบพระคุณเจาหนาท่ีของสํานักวิจัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร รวมถึงเจาหนาท่ีใน
หนวยงานท่ีเก่ียวของทุกทานท่ีไดใหคําแนะนําในการดําเนินการดานตางๆดวยดีมาตลอด

ขอบพระคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินท ท่ีไดใหการ
สนับสนุนดานการวิจัย ไมวาจะเปนดานการเงิน รวมถึงเคร่ืองมือท่ีจําเปนสําหรับการวิจัย 

ขอบพระคุณ ศ.ดร.วราภรณ วุฑฒะกุล ท่ีไดใหคําแนะนํา และเปนเสมือนผูวางรากฐานใหขาพเจา
เดินไดอยางม่ันคงย่ิงข้ึน 

ขอบพระคุณผูทรงคุณวุฒิทุกทานท่ีไดกรุณาอานขอเสนอโครงการวิจัย รวมถึงทานผูทรงคุณวุฒิท่ี
ไดกรุณาอานรายงานการวิจัยฉบับราง พรอมขอแนะนําท่ีเปนประโยชน เพ่ือการทําวิจัยท่ีดีขึ้นตอไปใน
อนาคต ขอบพระคุณคุณพอและคุณแมท่ีใหกําลังใจเสมอมา และขอขอบคุณผูท่ีมีพระคุณทานอ่ืนๆทุก
ทานท่ีไมไดกลาวไว ณ ท่ีน้ี

ภารนัย สุขุมังกูร
  ตุลาคม 2557
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บทคัดยอ

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) และ Shiga toxin-producing E. coli เปน
แบคทีเรียชนิดท่ีมีความสําคัญในการกอโรคในระบบทางเดินอาหารเปนอยางย่ิง โดยเฉพาะ EHEC 
O157:H7 อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานการพบเช้ือชนิดน้ีในผูปวยอุจจาระรวงในประเทศไทย ใน
การศึกษาน้ี จึงไดทําการตรวจสอบความชุกของ EHEC และ STEC ในตัวอยางอุจจาระของผูท่ีปวยดวย
อาการทองรวงในโรงพยาบาลหาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี ผลการทดลองพบวา ในเช้ือท่ีแยกได
จํานวน 1,021 ไอโซเลท จาก 359 ตัวอยาง ท่ีเก็บไดในชวงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2556 จนถึงเดือน 
เมษายน พ.ศ. 2557 ไมพบ EHEC และ STEC เลย อยางไรก็ตาม ในการศึกษาน้ี พบเช้ือ E. coli ซี
โรทัยป O157 จํานวน 1 ไอโซเลท (สายพันธุ PSU120) เชื้อ PSU120 นี้ ไมมีจีน stx และ eae แตมีจีน 
escV ซ่ึงเปนจีนองคประกอบใน Type III secretion system (T3SS) ซึ่งจีนนี้อยูบน Locus of enterocyte 
effacement (LEE) pathogenicity Island ซ่ึงพบบอยในกลุมของแบคทีเรียจําพวก EHEC และ 
enteropathogenic E. coli (EPEC) อกีท้ังไมพบเช้ืออ่ืนๆในตัวอยางตรวจนอกจากเช้ือ PSU120 จึงเชื่อ
ไดวาเช้ือ PSU120 เปนตนตอของการเกิดทองรวงในผูปวยรายนี้ การตรวจสอบลักษณะตางๆของเช้ือ 
PSU120 เพิ่มเติมพบวา เชื้อ PSU120 ไมมีทั้งจีน Q933 และ Q21 การไมมีจีน2 ชนิดน้ี สอดคลองกับการไม
พบจีน stx เน่ืองจากจีน Q เปนจีนของ stx-phage เม่ือทําการตรวจหาตําแหนงท่ีพบบอยวา stx2-phage 
มักจะเขาไปแทรกตัวอยู พบวาตําแหนง sbcB และ yehV มี prophages อ่ืนไปแทรกตัวอยูแลว แสดงให
เห็นวา เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 น้ี มีความสามารถในการรับสารพันธุกรรมจากส่ิงมีชีวิต
อ่ืนๆได และสามารถพัฒนาจนกอโรคไดในอนาคต เม่ือตรวจแบบแผนการด้ือยาตานจุลชีพในเช้ือ 
PSU120 พบวา เชื้อด้ือตอยา penicillinG, streptomycin, methicillin และ vancomycin จากขอมูลความ
คลายกันในสวนของสารพันธุกรรมของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 กับเชื้อ E. coli O157:H7 
สายพันธุ EDL933 และ PSU2 รวมถึงความสามารถในการไดรับและสูญเสียสารพันธุกรรมของเช้ือ จึง
อาจเปนไปไดวา เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เดิมทีอาจมีจีน stx แตสูญเสีย stx ระหวางการติด
เช้ือในมนุษย จากการศึกษากอนหนาท่ีใหผลการพบ EHEC/STEC อยางประปราย ทําใหคาดวานาจะพบ 
EHEC/STEC ในตัวอยางผูปวยท่ีเกิดอาการทองรวงไดบาง แตผลการศึกษาน้ันไมสอดคลองกับการไม
พบ EHEC/STEC เลยในการศึกษาน้ี จึงไดทําการทดสอบหา EHEC/STEC ในเชิงปริมาณในตัวอยาง
เน้ือสัตวท่ีวางขายในเขตอําเภอหาดใหญ เน่ืองจากพบวาเน้ือสัตวดิบโดยเฉพาะเน้ือวัวเปนพาหะท่ีสําคัญ
ท่ีสุดท่ีกอใหเกิดการติดเช้ือ EHEC/STEC ในมนุษย จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวามีการปนเปอนของ 
EHEC/STEC ในเน้ือสัตวในปริมาณนอย โดยพบ EHEC ในเน้ือไกเพียง 1/30 ตัวอยาง (3.3 %) โดยให
คา การปนเปอนเทากับ 3 MPN/g สําหรับ STEC พบคาการปนเปอนมากท่ีสุดในเน้ือวัวเพียง 27 MPN/g 
ในขณะท่ีพบคาการปนเปอนนอยท่ีสุดในเน้ือไดเทากับ 3 MPN/g ดังนั้น จึงมีความเปนไปไดวา ความชุก
ของ EHEC/STEC ในตัวอยางเน้ือดิบท่ีเปนพาหะท่ีสําคัญของเช้ือน้ันมีการปนเปอนของเช้ือนอย จึงเปน
สาเหตุหน่ึงของการไมพบ EHEC/STEC ในตัวอยางจากผูปวยทองรวงในเขตน้ี
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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

ในปจจุบัน การระบาดของโรคอาหารเปนพิษ (food-borne diseases) เกิดข้ึนอยางกวางขวาง ซ่ึง
การระบาดน้ันสวนหน่ึงเปนผลมาจากการปนเปอนเช้ือแบคทีเรียกอโรคในอาหาร ทําใหเกิดอาการ
ทองรวง จากขอมูลของกรมควบคุมโรค ประเทศสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control and 
Prevention, CDC) ระบุวา โรคทองรวงน้ัน กอใหเกิดการเสียชีวิตในเด็กท่ัวโลกในอัตราประมาณรอยละ                           
10 (CDC, 2005) เช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรคทองรวงเหลาน้ันสวนใหญจะเปนเช้ือแบคทีเรียท่ีจัดอยูในตระกูล
Enterobacteriaceae 

   Escherichia coli เปนแบคทีเรียแกรมลบ ซึ่งเปนสมาชิกหนึ่งในตระกูล Enterobacteriaceae ท่ีมี
ความสําคัญตอการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยแบงชนิดตามคุณสมบัติท่ีทําใหเกิดโรคไดเปน 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) จากขอมูลการระบาด ปจจัยกอโรคของตัวเช้ือ 
อาการของผูปวยท่ีติดเช้ือ รวมไปถึงจํานวนของผูเสียชีวิตท่ีเกิดจากเช้ือ EHEC ช้ีใหเห็นวา EHEC เปน 
E. coli ชนิดท่ีมีความรุนแรงท่ีสุด และเปนเช้ือสาเหตุท่ีกอการระบาดในหลายประเทศท่ัวโลก (Dundas et 
al., 2001; Rangel et al., 2005)

EHEC ซีโรทัยป O157:H7 เปน ซีโรทัยป ท่ีมีความสําคัญมากท่ีสุด เพราะกอใหเกิดการระบาด
อยางกวางขวางท่ัวโลก EHEC ซีโรทัยป O157:H7 เปน normal microbiota อยูในลําไสของสัตวเค้ียว
เอื้อง เชน โค กระบือ กวาง ฯลฯ ดังน้ันเน้ือสัตวและผลิตภัณฑจากสัตวเหลาน้ี อาจมีการปนเปอนเช้ือและ
เขาสูรางกายมนุษยผานทางอาหารได อีกท้ังเช้ือเหลาน้ีมี infectious dose ต่ํา ประมาณ 102 cells เทานั้น 
และสามารถทนสภาวะในระบบทางเดินอาหารไดเปนอยางดี จึงสามารถท่ีจะเหลือรอดไปกอโรคท่ีลําไสได

สําหรับในประเทศไทยน้ัน จากงานวิจัยกอนหนาน้ีซ่ึงเปนการตรวจหาเช้ือ E. coli O157 ใน
ตัวอยางเน้ือวัว สามารถตรวจพบเช้ือ E. coli O157:H7 ไดเปนจํานวนมาก (Suthienkul et al., 1990; 
Vuddhakul et al., 2000; Sukhumungoon et al., 2011a) และพบมาตลอดในชวงระยะเวลา 10 ปท่ีผาน
มา อีกท้ังสามารถพบแอนติบอดีตอ O157 ไดสูงในประชากรไทยอีกดวย (Vuddhakul et al., 2000) นั่น
แสดงใหเห็นวา ประชากรไทยมีการไดรับเช้ือท่ีมี  O157 antigen แลว ย่ิงไปกวาน้ัน ประชากรไทยในแถบ
ภาคใตเปนประชากรท่ีมีการนับถือมุสลิมเปนจํานวนมาก จึงมีความเปนไปไดอยางสูงท่ีจะเกิดการ
ปนเปอนเช้ือจากเน้ือวัวดิบ เน้ือแพะดิบ ไปยังเคร่ืองมือเคร่ืองใชและอาหารได อยางไรก็ตาม ตลอดเวลา
เกือบ 30 ปท่ีผานมาต้ังแตมีการระบาดของ O157 คร้ังแรก ยังไมมีรายงานการกอโรคโดยเช้ือ O157 ใน
ประเทศไทยเลย ดังน้ัน การศึกษาในคร้ังน้ี จึงมุงหวังเพ่ือตรวจหา EHEC รวมถึง Shiga toxin-producing 
Escherichia coli (STEC) ซีโรทัยปตางๆจากตัวอยางอุจจาระของผูท่ีเกิดอาการอุจจาระรวง รวมถึง ซี
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โรทัยป O157 อยางละเอียดเปนเวลานานเพียงพอท่ีจะสรุปไดวามีการกอโรคโดยเช้ือ STEC ในประชากร
ในเขตภาคใตหรือไม ย่ิงไปกวาน้ันยังมุงศึกษา virulent factors ของ EHEC/STEC ที่แยกได เพื่อใชเปน
แนวทางในการปองกันและควบคุมการระบาดของเช้ือชนิดน้ีตอไป
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วัตถุประสงค

1. เพ่ือแยกเช้ือ EHEC/STEC จากผูมีอาการอุจจาระรวงในเขตอําเภอหาดใหญ
2. เพื่อตรวจสอบจีน stx1, stx2, eae, rfbO157 ของ EHEC/STEC ทีแ่ยกไดโดยเทคนิค polymerase 
chain reaction
3. ตรวจหาเคร่ืองหมายความรุนแรงในการกอโรค ของ EHEC/STEC โดยวิธีการตรวจชนิดของจีน Q
(Q933 หรือ Q21)
4. ตรวจสอบซีโรทัยปของเช้ือโดยวิธี polymerase chain reaction และวิธี agglutination assay
5. สราง antibiogram pattern ของเชื้อที่แยกได
6. เพ่ือศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม ระหวางสายพันธุ EHEC/STEC ทีแ่ยกไดจากผูปวยโดยวิธี 
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) แลวเปรียบเทียบลายพิมพ DNA
7. เพ่ือตรวจหาเช้ือ EHEC/STEC รวมถึงเช้ือซีโรทัยป O157 ในเชิงปริมาณ จากตัวอยางเน้ือสัตวท่ี
จําหนายในเขตอําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา
8. เพื่อแยกเชื้อ EHEC/STEC O157 จากตัวอยางเน้ือสัตวโดยวิธี immunomagnetic separation
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บทที่ 2
บทตรวจเอกสาร

2.1 การคนพบ E. coli O157:H7
E. coli O157:H7 นั้น พบการระบาดคร้ังแรกในป ค.ศ. 1982 โดยสามารถแยกเช้ือไดจากผูปวย

ลําไสอักเสบท่ีมีอาการทองเสียแบบเปนมูกเลือด จากการรับประทานแฮมเบอเกอรเน้ือวัวท่ีสุกๆดิบๆ 
(Riley et al., 1983) นับต้ังแตการพบการติดเช้ือ EHEC O157:H7 คร้ังแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาเม่ือป 
1982 เปนตนมา ก็พบการระบาดของเช้ือเพ่ิมมากข้ึนเร่ือยๆทุกๆป จากการสํารวจการติดเช้ือ EHEC 
O157:H7 ในประเทศสหรัฐอเมริกา ต้ังแตป 1982 จนถึงป 2002 พบวาในแตละปมีผูท่ีติดเช้ือ EHEC 
O157:H7 เฉลี่ย 73,000 ราย เขารับการรักษาตัวท่ีโรงพยาบาล 2,168 ราย และเสียชีวิตจํานวน 61 ราย 
(Rangel et al., 2005) นอกจากน้ี ยังพบการระบาดในทวีปยุโรป (Dundas et al., 2001) รวมถึงประเทศ
ญ่ีปุนอีกดวย (Watanabe et al., 1999) 

นอกจาก E. coli O157:H7 ท่ีมีความสําคัญมากในการกอใหเกิดอาการของโรคท่ีรุนแรงในมนุษย
แลว เชื้อ EHEC/STEC ซีโรทัยปอ่ืนๆ ก็สามารถมีบทบาทสูงในการกอโรคเชนกัน เชน ซีโรทัยป O26, 
O111, O145 เปนตน

2.2 การระบาดของเช้ือ O157:H7 ในประเทศไทย
นับเปนเวลากวา 30 ป ต้ังแตมีการรายงานของการติดเช้ือ E. coli O157:H7 คร้ังแรกในประเทศ

สหรัฐอเมริกา แตยังไมมีการพบการติดเช้ือชนิดน้ีในผูปวยทองรวงในประเทศไทยเลยแมแตรายเดียว 
ในชวงกวา 30 ปท่ีผานมาน้ี มีความพยายามจากนักวิจัยหลายกลุมในประเทศไทย Seriwatana et al. 
(1988) ใชวิธี colony hybridization ท่ีจําเพาะกับจีน stx1 และ stx2 ในการตรวจสอบเช้ือจากลําไสจาก
ผูปวยทองรวงท้ังแบบท่ีมี และไมมีมูกเลือดในชวงป ค.ศ. 1980-1987 พบวาใหผลลบตอจีน stx ทั้งหมด 
ยกเวน 1 ไอโซเลทท่ีพบวาเปน S. dysenteriae ในปถัดมา Brown et al. (1989) ใช probe ท่ีจําเพาะตอ 
stx1 และ stx2 ในการตรวจหา STEC ในเด็กอายุนอยกวา 5 ขวบท่ีมีอุจจาระรวงเปนมูกเลือด รวมถึง
ทารก (อายุไมเกิน 6 เดือน) ที่มีอุจจาระรวง ผูปวยเหลาน้ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลพระมงกุฎเกลา 
และโรงพยาบาลเด็ก กรุงเทพมหานคร จากผลการตรวจหา STEC จากเด็กจํานวน 4 ราย จาก 54 รายที่
มีอุจจาระแบบมีมูกเลือด และพบ STEC จากเด็ก 3 ราย จาก 50 ราย จากกลุมควบคุม อยางไรก็ตาม 
จากกลุมเด็กทารกจํานวน 115 ราย รวมถึงกลุมควบคุมอีก 119 รายน้ัน ไมพบ STEC 

ในป ค.ศ. 2003 Leelaporn et al. ตรวจหา diarrheagenic E. coli จากผูปวยทองรวงจํานวน 
314 ราย ท่ีไดจากผูปวยทองรวงแบบมีมูกเลือด แบบไมมีมูกเลือด และจากกลุมควบคุม โดยวิธี 
multiplex-PCR พบ STEC จํานวน 2 ไอโซเลทที่มี stx1 จากเด็กท่ีทองรวงแบบไมมีมูกเลือด เช้ือท้ังสอง
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ไอโซเลทมีผลการทดสอบซีโรทัยปเปน O26:H- และ O111:H- อยางไรก็ตาม เปนท่ีนาสนใจวา สามารถ
พบ E. coli O157:H7 จากเด็กในกลุมควบคุมท่ีมีสุขภาพดี และมีจีน stx1 และ stx2v

ในป ค.ศ. 2004 Ratchtrachanchai et al. รายงานการตรวจสอบตัวอยางอุจจาระจากเด็กไทย
จํานวน 2100 รายจากท่ัวประเทศ ท่ีทําการตรวจสอบระหวางป ค.ศ. 1996-2000 พบ STEC เพียง 1 ไอ
โซเลทจากจํานวนท้ังส้ิน 2,629 ไอโซเลท และเช้ือมีจีน stx1 stx2 และ eae

ดังนั้น พอที่จะสรุปไดวา การพบ E. coli O157:H7 ในประเทศไทยน้ันไมสามารถท่ีจะพบได และ
การพบ STEC จากตัวอยางผูปวยทองรวงในประเทศไทยก็มีรายงานนอยมาก การพบ antibody ที่
จําเพาะตอ O157 ในคนไทยในปริมาณสูง (Vuddhakul et al., 2000) อาจสามารถอธิบายการพบการติด
เชื้อ O157 ในอัตราท่ีตํ่าในประเทศไทย

2.3 ปจจัยกอโรคของเชื้อ
        ในการจัดจําแนกวาเช้ือ E. coli สายพันธุใดเปน EHEC นั้น ทําไดโดยตรวจหาจีนกอโรค 2 ชนิด
คือ stx (ไมวาจะมีเพียง stx1 หรือ stx2 หรือมีทั้งคู) และมีจีน eae สวนการจัดจําแนกวาเปน STEC น้ัน 
สามารถตรวจสอบโดยการพบเพียงจีน stx เทานั้น 

Shiga toxin-producing E. coli (STEC) คือ E. coli ท่ีสามารถสราง Shiga toxin โดยสรางจากจีน 
stx แบงออกเปน 2 ชนิด คือ stx1 และ stx2 โดยแบงตามลักษณะความแตกตางทาง DNA sequences 
ของจีน และการไมเกิดปฏิกิริยาขามกันทางอิมมิวโนวิทยา Shiga toxin ประกอบดวย 2 subunits คือ
subunit A ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีประกอบดวยหนวยยอยอีก 2 หนวยคือ A1 ขนาด 28 กิโลดาลตัน และ A2 
ขนาด 4 กิโลดาลตัน และ subunit B ขนาด 35 กิโลดาลตัน (B subunit เปน pentamer ประกอบดวย
หนวยยอย 5 หนวยขนาด 7 กิโลดาลตันท่ีเหมือนกัน)
 A1 subunit มีกิจกรรมของเอนไซม N-glycosidase ทําหนาที่ดึงกรดอะมิโน alanine 1 โมเลกุล
ออกจาก 28s ribosomal RNA ยังผลใหเกิดการหยุดการสรางโปรตีน นําไปสูการตายของเซลล A2 
subunit ทําหนาท่ีเปนสวนเช่ือมตอระหวาง A1 subunit และ B subunit โปรตีนในสวน A subunit 
สามารถเขาสูเซลลไดโดย Shiga toxin ใชสวน B subunit ในการเกาะกับ receptor บนผิวเซลลท่ีช่ือวา 
globotriaosylceramide (Gb3)
 EHEC คือ STEC ที่มีจีน eae ซ่ึงเปนจีนท่ีใชเปนแมแบบสรางโปรตีน intimin ซ่ึงเปนปจจัย
กอใหเกิดการเกาะติดท่ีผนังลําไสของเช้ือกับโฮสต เปน outer membrane โปรตีน ท่ีถูกสรางมาจากจีน 
eae ซ่ึงมีตําแหนงอยูในสวนของ Locus of enterocyte effacement (LEE) จีน eae นี้พบไดทั้ง EPEC 
และ EHEC รวมไปถึง Citrobacter rodentium และ Hafnia alvei (Nataro and Kaper, 1998) ในชวง
ระยะเร่ิมแรกของการเกิดพยาธิสภาพน้ัน intimin จะชวยในการเกาะติดระหวางเซลลแบคทีเรียกับเซลล
เจาบาน โดยแบคทีเรียจะแทรกโปรตีนท่ีมีขนาด 90 กิโลดาลตันท่ีช่ือวา Translocation of intimin 
receptor (Tir) เขาไปยังเย่ือหุมเซลลของเซลลเจาบานกอน จากนั้น จึงใชโปรตีน intimin จับกับโปรตีน 
Tir ท่ีแทรกเขาไปกอนหนา ทําใหเกิดการเกาะติดของแบคทีเรียอยางแนบแนนกับเซลลเจาบาน หลังจาก
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น้ันจึงเกิดการสงสัญญาณทําใหเกิดการรวมตัวกันของ โปรตีน actin ใตเย่ือหุมเซลล การรวมตัวของ actin 
สงผลใหเกิดการนูนข้ึนของเย่ือหุมเซลล เรียกวา pedestal ยกตัวเซลลของแบคทีเรียข้ึนเกิดลักษณะ 
ตามมาดวยการเกิดการทําลายเซลล microvilli  ลักษณะพยาธิสภาพท่ีเกิดข้ึนเรียกวา attaching and 
effacing (A/E) lesion เม่ือเกิดการทําลายเซลลลําไสทําใหเกิดการถายอุจจาระแบบเปนมูกเลือด และ Stx 
ท่ีเช้ือสรางบางสวนอาจผานเขาไปในระบบไหลเวียนโลหิตเกิดพยาธิสภาพอ่ืนๆได หลังจากการติดเช้ือ 
ผูปวยจะมีอาการทางพยาธิวิทยาคือ อุจจาระรวงเปนมูกเลือด (Haemorrhagic colitis; HC) ซ่ึงจะสามารถ
ตรวจพบเช้ือจากอุจจาระน้ันได นอกจากนี้ อาจจะมีอาการท่ีรุนแรงตามมา เนื่องจาก Shiga toxin เขาสู
กระแสโลหิต สารพิษทําลาย endothelial cells ท่ีบุภายในหลอดเลือด ทําใหเกร็ดเลือดเกิดการเกาะกลุม
สงผลใหเม็ดเลือดแดงถูกทําลายจากแรงดันท่ีเพ่ิมข้ึนอันเน่ืองมาจากการเกาะกลุมของเกร็ดเลือด ที่สําคัญ
สารพิษจะถูกนําพาไปยังอวัยวะท่ีมีตัวรับ (receptor) สารพิษอยู เชน สมอง (Ergonul et al., 2003)  และ
ไต ทําใหเกิดไตวาย (Hemolytic uremic syndrome; HUS) (Karmali et al., 1983) และเสียชีวิตไดใน
ท่ีสุด          

E. coli O157 ที่มีจีน stx อาจสรางสารพิษ Stx ไดนอย หรือไมสามารถสรางสารพิษ Stx ได 
เน่ืองจากความบกพรองของจีนในแบคเทอริโอฝาจ 2 ประการคือ การมีกิจกรรมของ Q จีนตํ่าซ่ึงสงผลให
มีการสราง messenger RNA (mRNA) ของจีน stx นอยหรือไมมีเลย อีกประการหน่ึงคือ ความบกพรอง
ของ promoter ของจีน stx เอง (Koitabashi et al., 2006) การทดสอบการสราง Stx ทําได 2 วิธีคือ การ
ตรวจสอบกิจกรรมของ Q จีน โดยตรวจสอบการมีจีน Q ของแบคเทอริโอฝาจ 21 ซึ่งเปน จีน Q ชนิดที่มี
กิจกรรม anti-termination ต่ํา โดยวิธี Toxin-non-producing PCR ซ่ึงเปนการทดสอบเบ้ืองตน ถาผล 
PCR ใหผลบวกแสดงวาแบคทีเรียน้ันมีจีน Q ของแบคเทอริโอฝาจ 21 ซ่ึงจะสามารถอนุมานไดวานาจะมี
การสราง Stx นอย หรือไมสรางเลย อีกวิธีคือ การตรวจหา Stx โปรตีนโดยตรงโดยวิธี immunoassay 
เชน Reverse passive latex agglutination (RPLA) assay เปนตน แมวา E. coli O157:H7 จะเปน ซี
โรทัยปท่ีมีความสําคัญและมีความเก่ียวของกับการเกิดโรค HUS แต E. coli ซีโรทัยปอ่ืนท่ีไมใช 
O157:H7 (non-O157) ไดแสดงใหเห็นวาสามารถสราง Stx และกอโรคไดในมนุษยเชนกัน (Bettelheim 
et al., 1990; Fey et al., 2000; Schmidt et al., 1999) จากรายงานของ Fey (2000) ซ่ึงทําการศึกษา E. 
coli non-O157 ในสหรัฐอเมริกา แสดงใหเห็นวา ความชุกของการเกิดโรคโดย E. coli non-O157 นั้นมี
อัตราการเกิดใกลเคียงกับ E. coli O157 ย่ิงไปกวาน้ัน จากการศึกษาใน แคนาดา ยุโรป หรือออสเตรเลีย 
ก็พบวา ความชุกของการเกิดโรคโดย E. coli non-O157 มีความใกลเคียงหรืออาจจะจํานวนมากกวาการ
เกิดโรคโดย E. coli O157  ในการระบาดแตละคร้ังของ E. coli non-O157 น้ัน ซีโรทัยปท่ีมีบทบาทในการ
กอโรคไดแกซีโรทัยป O111, O103, O26 และ O145 (Schmidt et al., 1999) ในป 2006 มีการรายงาน
ผูปวยท่ีติดเช้ือ E. coli O104:H4 ท่ีประเทศเกาหลี โดยผูปวยมีอาการของ HUS (Bae et al., 2006) ยิ่ง
ไปกวานั้น ในป 2011 ท่ีผานมา มีรายงานการระบาดของเช้ือ E. coli O104:H4 ซ่ึงเปน E. coli สายพันธุ
ใหม ระบาดทั่วทวีปยุโรป จากรายงานของ Robert Koch Institute พบวา E. coli ท่ีพบเปนสายพันธุผสม
ระหวาง enterohemorrhagic E. coli และ enteroaggregative E. coli (EAEC) โดยเช้ือสามารถสราง 
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Stx2 ได แตไมสามารถสราง Stx1 และ intimin protein ได สวนปจจัยการกอโรคอ่ืนๆ เชนปจจัยกอการ
เกาะติดน้ันเช้ือไดรับมาจาก EAEC

Hemorrhagic colitis 
HC คืออาการของลําไสท่ีเกิดการอักเสบจนมีภาวะเลือดออกในลําไส HC ท่ีมีสาเหตุจากการติด

เชื้อ E. coli O157 มีการรายงานในชวงป ค.ศ.1982 โดยพบในผูปวยมีอาการทองรวงเปนมูกเลือดท่ี
รับประทานแฮมเบอรเกอรเน้ือวัวท่ีปรุงสุกๆดิบๆ (Riley et al., 1983) ลักษณะสําคัญของการเกิด HC ก็
คืออาการทองรวงแบบมีมูกเลือดปน (bloody diarrhea) การมีไขตํ่าๆ (low-grade fever) รวมดวยอาจพบ
ได (Wells et al., 1982) อาการทองรวงแบบมีมูกเลือดน้ัน อาจเกิดตามหลังอาการทองรวงเปนนํ้าหลาย
วัน ปจจัยท่ีสําคัญท่ีกอใหเกิด HC คือ Stx โดยพบรายงานหลายฉบับท่ีแสดงใหเห็นถึงผลของชิกาทอกซิ
นตอการเหน่ียวนําใหเกิดการสะสมของเหลวในลําไสและการกอใหเกิดการทําลายเซลลในระบบลําไส 

ในสวนของผลของชิกาทอกซินตอการเหน่ียวนําใหเกิดการสะสมของของเหลวในลําไสน้ัน พบวา 
ชิกาทอกซินสามารถทําลายเซลลเย่ือบุลําไสท่ีอยูสวนปลายของวิลลัส (absorptive villus tip epithelial 
cells) ท่ีทําหนาท่ีดูดซึมสารอาหารและของเหลวเขาสูรางกาย แตชิกาทอกซินไมไดทําลายเซลลสวน 
crypt ของวิลลัสท่ีทําหนาท่ีขับของเหลวออกเน่ืองจากเซลลสวนน้ีมีตัวรับของชิกาทอกซินนอย ดังน้ันจึง
สงผลใหมีผลตางของการขับของเหลวออกมากกวาการดูดซึมของเหลวกลับเขารางกาย จึงเกิดภาวะมี
ของเหลวสะสมในชองวางของลําไส สงผลใหเกิดภาวะทองรวงไดในท่ีสุด นอกจากน้ียังพบอีกวาชิกาทอก-
ซินไมไดทําใหเกิดอาการทองเสียโดยใชกลไกการเหน่ียวนําใหเกิดการขับไอออนของคลอไรดดังเชนท่ีเกิด
โดย heat labile-enterotoxin (LT) ท่ีเปนปจจัยกอโรคใน ETEC 

เม่ือเช้ือแบคทีเรียทําลายเซลลเย่ือบุลําไสไปเปนจํานวนมาก การทําลายเซลลลุกลามออกไปเปน
วงกวาง และลึกลงไปในระดับของเน้ือเย่ือเก่ียวพัน (connective tissue) มีการทําลายเสนเลือดฝอย 
(capillary vessel) ที่อยูในเน้ือเย่ือเก่ียวพันน้ัน ยังผลใหเกิดภาวะเลือดออกในลําไสได ดวยสาเหตุน้ีจึงทํา
ใหเกิดภาวะถายเปนมูกเลือดตามมา

Hemolytic uremic symdrome 
HUS เปนสาเหตุหลักของการเกิดไตวายเฉียบพลัน (acute renal failure) ในเด็กท่ัวโลก การระบุวาเปน
ภาวะ HUS น้ัน สามารถระบุไดโดยการตรวจพบ 3 อาการคือ 

1. Microangiopathic hemolytic anemia 
2. Thrombocytopenia
3. Acute renal failure (ARF)
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HUS นั้น สามารถแบงออกเปน 2 ชนิด โดยอาศัยความเก่ียวของหรือไมเก่ียวของกับการเกิดอาการ
ทองเสีย 

Typical HUS (tHUS) เปนชนิดท่ีเกิดหลังจากมีอาการทองเสียนํามากอน (prodrome of 
diarrhea) (D+HUS) การเกิด HUS ในเด็กสวนใหญน้ันพบวาเปน tHUS โดยสาเหตุของการเกิดภาวะ 
tHUS น้ี เกือบท้ังหมดเกิดจากการติดเช้ือ Shiga toxin-producing E. coli โดยเฉพาะอยางย่ิงซีโรทัยป 
O157:H7 ในผูปวยที่ติดเชื้อ E. coli O157:H7 น้ัน พบวาผูปวยรอยละ 6-9 จะมีการพัฒนาของโรคตอไป
จนเกิดภาวะ tHUS ไดภายในระยะเวลาประมาณ 5-10 วันหลังจากติดเช้ือในระบบทางเดินอาหาร ภาวะ
ไตวายเฉียบพลันน้ันมีความรุนแรงของการเกิดต้ังแตมีการพบเลือดปนมากับปสสาวะ (haematuria) มี
การพบโปรตีนปนมากับปสสาวะ (มากกวา 150 มิลลิกรัมตอวัน) (proteinuria) และการเกิดการขับ
ปสสาวะนอยข้ันรุนแรง (severe oliguria) การเกิดไตวายเฉียบพลันโดยมีการปสสาวะนอยกวา 100 
มิลลิลิตรตอวันหรือไมมีการปสสาวะเลย (anuria) น้ัน สามารถพบไดประมาณรอยละ 40 และมีความ
จําเปนท่ีตองเขารับการรักษาโดยวิธีการฟอกไต (dialysis)

Atypical HUS (aHUS) เปน HUS ชนิดท่ีไมเก่ียวของกับการเกิดทองเสีย (D-HUS) ภาวะ 
aHUS น้ีสามารถพบไดประมาณ 10% ของการเกิด HUS ทั้งหมดในเด็ก สาเหตุท่ีแนนอนของการเกิด 
aHUS น้ันในบางรายยังไมทราบสาเหตุท่ีแนชัด อยางไรก็ตาม จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาการเกิด 
aHUS น้ัน เกิดในสภาวะท่ีผูปวยมีการติดเช้ือ Streptococcus pneumoniae มากอน จากการศึกษาของ 
Nathanson and Deschenes (2001) ไดแสดงใหเห็นวาผูปวยเด็กจํานวน 9 ราย จากทั้งหมด 11 รายที่มี
ภาวะ HUS ท่ีมีความเก่ียวของกับการติดเช้ือ S. pneumoniae จะเกิดภาวะ ARF อยางรุนแรง 
นอกจากน้ันพบวา จากผูปวยท้ังหมด พบผูปวย 5 รายท่ีมีการพัฒนาของโรคจนกลายเปนภาวะท่ีไต
สูญเสียหนาท่ีการทํางานไป (chronic renal failure) และ 3 รายท่ีมีการพัฒนาของโรคจนเขาสูภาวะไต
วาย (end-stage renal disease) ในระยะเวลา 4-11 ปตอมา ซ่ึงเม่ือเขาสูภาวะน้ีแลว ผูปวยตองการการ
ฟอกไตจนกวาจะไดรับการผาตัดเปล่ียนไต (kidney transplantation) นอกจากความเก่ียวของระหวาง 
aHUS กับการติดเชื้อ S. pneumoniae แลว ปจจัยอ่ืนท่ีพบ เชน การติดเชื้อ Human immunodeficiency 
virus (HIV) ปจจัยทางพันธุกรรมของตัวผูปวยเองซ่ึงมีการบกพรองในสวนของจีนสราง factor H (FH) 
(FH เปนไกลโคโปรตีนท่ีอยูในพลาสมาในระบบไหลเวียนโลหิตของมนุษย ทําหนาท่ีควบคุมการกระตุน
ระบบคอมพลีเมนท), ความบกพรองในปฏิกิริยาเคมีท่ีเก่ียวกับวิตามิน B12 เปนตน

การพบอาการเพียงแค 2 อาการจากทั้งหมด 3 อาการของการเกิด HUS ตามปกติ คือ มีการพบ 
ARF รวมกับ hemolytic anemia หรือ มีการพบ ARF รวมกับ thrombocytopenia เรียกภาวะน้ีวา 
Incomplete HUS 
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2.4 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการแยกเช้ือ E. coli O157
เน่ืองจากเช้ือ E. coli O157:H7 เปนเช้ือท่ีมีความสําคัญมากท่ีสุดในกลุม EHEC/STEC ดังนั้น

ในชวงทศวรรษท่ีผานมาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกแยะความแตกตางระหวางเช้ือ E. 
coli O157 ออกจากเช้ือ non-O157 คือ sorbitol MacConkey agar (SMAC) (March and Ratnam, 
1986) ซ่ึงเปนอาหารท่ีมีพ้ืนฐานมาจากอาหาร MacConkey agar แตเปล่ียนมาใสนํ้าตาล sorbitol แทน
นํ้าตาล lactose 

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

รูปท่ี 1 โคโลนีไมมีสีของเชื้อ E. coli O157 บนอาหาร SMAC (A) และโคโลนีสีมวงอมชมพูของเชื้อ E. 
coli O157 บนอาหาร CHROMagar O157 (B)

เน่ืองจากมีรายงานวา E. coli O157 สวนใหญ ไมสามารถใชนํ้าตาล sorbitol ได ทําใหมีการแสดงโคโลนี
บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีสีออกมา สวน E. coli อื่นๆ สามารถใชน้ําตาล sorbitol ได (Bielaszewska and 
Karch, 2001) โดยอาศัยการท่ีเช้ือ O157 ไมสามารถใชนํ้าตาล sorbitol ไดน้ีเองทําใหอาหาร SMAC เปน
อาหารท่ีมีประสิทธิภาพและเพ่ิมโอกาสในการแยกเช้ือ E. coli อาหารอีกชนิดท่ีมีความสําคัญตอการแยก
เชื้อ E. coli O157 คือ CHROM O157 agar ซ่ึงจะใหสีของโคโลนีของ O157 เปนสีมวงอมชมพู เน่ืองจาก
เช้ือไมมีเอนไซม เบตากลูโคโรนิเดส (รูปท่ี 1)

สําหรับอาหาร CHROMagar น้ี ไดมีการคิดคนพัฒนาสูตรอาหารท่ีมีความจําเพาะตอการแยกเช้ือ 
STEC ซีโรทัยปอ่ืนนอกเหนือจาก O157 อีกดวย และพบวาใหประสิทธิภาพในการแยกเช้ือท่ีดี
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วิธี immunomagnetic separation (IMS) เปนวิธีท่ีใชกันอยางแพรหลายในการแยกเช้ือตางๆ 
เน่ืองจากเปนวิธีท่ีชวยเพ่ิมความเปนไปไดในการแยกเช้ือท่ีตองการไดอยางมีประสิทธิภาพ วิธี IMS น้ี
สามารถประยุกตใชรวมกับวิธีอ่ืนๆเพ่ือชวยในการแยกเช้ือท่ีตองการไดอยางหลากหลาย เชนการใชวิธี 
IMS รวมกับการใชอาหารเล้ียงเช้ือจําเพาะ หรือใชรวมกับวิธี Flow Cytometry เปนตน หลักการของวิธีนี้
คือ ใชเม็ดแมเหล็กเคลือบดวยแอนติบอด้ีตอ O157 antigen แลวนําไปผสมกับเช้ือท่ีเพ่ิมจํานวนในอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลวแลว ถาในตัวอยางทดสอบ มีเช้ือ E. coli O157 เชื้อจะถูกจับโดยแอนติบอด้ีท่ีเคลือบบนเม็ด
แมเหล็ก หลังจากน้ันทําการดึงดูดเม็ดแมเหล็กท่ีกระจายอยูในอาหารเล้ียงเช้ือกลับมาโดยใชแทงแมเหล็ก
ดูด จะทําใหไดเชื้อ E. coli O157 ท่ีเกาะอยูท่ีเม็ดแมเหล็กกลับมาดวย เม่ือนําเม็ดแมเหล็กท่ีมีเช้ือเหลาน้ัน
ไปเกล่ียบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ ก็จะทําใหสามารถแยกเช้ือ E. coli O157 ออกมาได

2.5 Stx2-negative strains
ในเขตภาคใตของประเทศไทย จากขอมูลกอนหนาน้ี (Sukhumungoon et al., 2011a; 

Sukhumungoon et al., 2011b) แสดงใหเห็นวา เชื้อ STEC/EHEC ท่ีแยกไดจากเน้ือวัวนั้น มีจีน stx อยู 
และยังสามารถสรางสารพิษชิกาทอกซินไดในระดับสูงอีกดวย (Sukhumungoon et al., 2011b) อยางไรก็
ตาม สําหรับซีโรทัยป O157:H7 พบผลการทดลองท่ีตรงกันขามคือ เช้ือ EHEC O157:H7 ท่ีพบท้ังหมด 
มีจีน stx แตไมสามารถสรางสารพิษชิกาทอกซินไดเลย จึงเรียก E. coli O157 สายพันธุดังกลาววา Stx2-
negative strain (Koitabashi et al., 2006) จากการทดลองของ Koitabashi และคณะ (2006) พบวา E. 
coli O157:H7 สายพันธุท่ีแยกไดจากเน้ือวัวและมูลวัวในประเทศไทยมีจีน stx2 แตสามารถสราง Stx2 ได
ในปริมาณนอยมาก หรือไมสามารถสรางไดเลย จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ Q จีน รวมถึง
โปรโมเตอรของ stx จีนในเชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงใชเปนตัวแทนของเช้ือ O157:H7 
ท่ีเปน Stx2-negative strain พบวา Q จีนของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 มีความเหมือนกับ Q จีน
ของแบคเทอริโอฝาจ 21 (Q21) ถึง 95 เปอรเซ็นต ในทางตรงขาม Q จีนของ stx-phage ในสายพันธุ 
Thai-12 น้ันมีความเหมือนกับ Q จีนของ phage 933W (Q933) ที่แทรกอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ 
EDL933 เพียง 52 เปอรเซ็นตเทาน้ัน (รูปที่ 2) Q933 พบวาเปนโปรตีนท่ีมี anti-termination activity สูงซ่ึง
จะชวยนําพา RNA polymerase ผานจุดส้ินสุดการสราง mRNA (terminator) ไดดี ทําใหมีการสราง Stx 
ไดมาก แต Q21 พบวามี anti-termination activity ต่ําทําใหมีการสราง Stx ไดนอย หรือไมไดเลย 
การศึกษาของ Koitabashi และคณะ (2006) สอดคลองกับการศึกษาของ Lejeune และคณะ (2004) ที่
พบวา Q933 และ Q21 ถือเปน markers สําหรับ E. coli O157:H7 ท่ีมีความรุนแรงในการกอโรค และไม
รุนแรงในการกอโรคตามลําดับ

นอกจากน้ันพบวา โปรโมเตอรของ stx-phage ในสายพันธุ Thai-12 เม่ือนํามาเทียบกับโปรโม
เตอรของแบคเทอริโอฝาจ 933W แลวพบวา เกิดการเปล่ียนแปลงของเบสในสายพันธุ Thai-12 ไป 2     
นิวคลีโอไทด โดยตําแหนงแรกเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีตําแหนง -35 มีการเปล่ียนจากเบส C เปน A สวน
อีกตําแหนงเกิดการเปล่ียนแปลงใกลกับตําแหนง -10 โดยมีการเปล่ียนจากเบส G เปน A ย่ิงไปกวาน้ัน 
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พบวาเกิดการแทรกเขามาของ Thymine จํานวน 1 นิวคลีโอไทดท่ีตําแหนงระหวาง ribosome binding 
site กับ start codon จากขอมูลดังกลาวทําใหเช่ือไดวา การท่ี E. coli O157:H7 ที่มีจีน stx2 แตไมสามารถ
สราง Stx2 ไดนั้น เปนเพราะ Q จีน มีความสามารถในการเกิด anti-terminator ต่ํา ประกอบกับโปรโม
เตอรของ stx-phage น้ันไมสามารถทํางานไดเน่ืองจากเกิดการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดในตัวโปรโม
เตอรและตําแหนงใกลกับ 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 เพ่ือใชตรวจสอบความสามารถในการไมสามารถสราง Stx เรียกวา Toxin-non-
producing (TNP) PCR โดยออกแบบ oligonucleotide primers ข้ึนโดยใชนิวคลีโอไทดในสวนของ Q จีน
รวมถึงบริเวณโปรโมเตอรของ E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีไมสามารถสราง 
Stx2 ไดมาเปนตนแบบ (รูปที่ 3) ปฏิกิริยา PCR ที่ใชทดสอบมี 4 ปฏิกิริยาคือ TNP-A, TNP-B, TNP-C 
และ TNP-D ถาผลการทดสอบใหผลบวกท้ัง 4 ปฏิกิริยาถือวาเชื้อ E. coli O157 สายพันธุท่ีทดสอบไม
สามารถสราง Stx2 ได
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รูปท่ี 3 ตําแหนงจีโนมของ stx2-phage ท่ีแทรกตัวอยูใน E. coli O157:H7 สายพันธุ Thai-12 ที่ primers 
ท่ีใชในการทํา TNP-PCR สามารถเขาจับได (ดัดแปลงจาก Koitabashi et al., 2006)

2.6 stx2 phage integration sites
เนื่องจากการปรากฏของจีน stx2 ในเช้ือ EHEC/STEC น้ัน เกิดจากการท่ี stx2 phage เขาไป

แทรกอยูรวมกับจีโนมของแบคทีเรีย โดยในแบคทีเรียน้ัน จีนท่ีเหมาะสมท่ี stx2 phage จะเขาไปแทรกอยู
มีการรายงานไวจํานวน 5 ตําแหนงดวยกันคือ wrbA (สราง 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) จีนท่ีเปนตําแหนงในการแทรกของ stx2 phage  สวนใหญแลวเปน housekeeping genes 
การแทรกของ stx2 phage น้ันทําใหเกิดการวิวัฒนาการของ EHEC/STEC โดยมีรายงานระบุวาการ
แทรกของ phage นั้น จัดเปนปจจัยท่ีสําคัญท่ีทําใหเกิดความหลากหลายของสายพันธุของ E. coli
O157:H7 (Ooka et al., 2009) กระบวนการแทรกเขาสูจีโนมของแบคทีเรียโดย stx2 phage นั้น เกิดผาน
กระบวนการ transposition หรือ site-specific recombination ในการบวนการแทรกตัวของ stx2 phage 
น้ัน เม่ือบุกรุกเขาไปในแบคทีเรียแลว stx2 phage จะแทรกเขาไปในตาํแหนงท่ีเหมาะสมกับตัวมันท่ีสุด
กอน (primary site) ถาตําแหนงท่ีเหมาะสมกับมันท่ีสุดมี phage ตัวอ่ืนแทรกอยูกอนแลว phage ตัวท่ีเขา
มาภายหลังจะไปแทรกยังตําแหนงท่ีเหมาะสมกับมันเปนลําดับถัดไป (Serra-Moreno et al., 2007) 
รายงานจากประเทศสเปนระบุวา จีนที่เปน primary site สําหรับการแทรกตัวของ stx phage ใน E. coli 
O157:H7 คือ yehV อยางไรก็ตาม จากการศึกษาของ Sukhumungoon and Nakaguchi (2013) ซ่ึงทํา
การตรวจสอบ integration site ของเชื้อ O157:H7 ท่ีแยกไดจากเน้ือสัตวในประเทศไทยในชวงระหวาง 
1998-2012 จํานวน 41 สายพันธุ พบวา primary integration site คือ sbcB นอกจากน้ัน จากรายงาน
ของ Mellmann et al. (2008) แสดงใหเห็นวา stx2 phage ชอบที่จะแทรกเขาไปในจีน yecE ของ E. coli
O157:H7 สายพันธุท่ีสามารถหมักนํ้าตาล sorbitol ได ดังนั้น จากขอมูลทั้งหมดนี้ สอดคลองกับผล
การศึกษาท่ีระบุวา ในเซลลเจาบานท่ีตางสายพันธุกัน stx2 phage จะแทรกเขาไปในจีนท่ีแตกตางกันไป
ดวย (Serra-Moreno et al., 2007) อยางไรก็ตาม มีรายงานวา stx phage สามารถเกิดการสูญหายจาก
เซลลแบคทีเรียไดในระหวางเกิดการติดเช้ือในมนุษย คาดวาเกิดการบับค้ันโดยระบบภูมิคุมกันของ
รางกาย
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2.7 Molecular typing
2.7.1 Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

RFLP เปนเทคนิคท่ีใชหลักการท่ีวา จีโนมสายยาวของจุลินทรียโดนตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ
กลายเปน DNA สายท่ีส้ันลงจํานวนมาก โดยจุลินทรียสายพันธุเดียวกันเม่ือถูกตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ
แลวหน่ึงๆ จะใหแบบแผนของ DNA ที่มีขนาดเทาๆกัน เมื่อนํามาแยก DNA ท่ีถูกตัดแลวดังกลาวโดยใช
วิธี agarose gel electrophoresis โดยใชแรงดันไฟฟาและเวลาท่ีเหมาะสมแลว จะทําใหไดรูปแบบของ 
DNA ท่ีถูกตัดใน agarose เปนรูปแบบเดียวกัน ในทางตรงกันขาม จุลินทรียตางสายพันธุกันก็จะให
รูปแบบของ DNA ใน agarose gel ท่ีตางกัน ดวยวิธีน้ี จึงทําใหสามารถแยกความแตกตางและจัดลําดับ
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของจุลินทรียได ขอเสียของวิธีนี้ก็คือ การสกัด DNA ออกมาจากเซลล
แบคทีเรียน้ัน มีความเส่ียงตอการฉีกขาดของ DNA ท่ีสกัดไดจากแรงกระทําทางกายภาพภายนอก สงผล
ให DNA เกิดแตกหักในบางตําแหนงโดยท่ีไมสามารถควบคุมและทราบได ผลท่ีเกิดข้ึนก็คือ จะเกิด
ลักษณะแบบแผน DNA ท่ีปรากฏใน agarose gel electrophoresis ที่แตกตางออกไป ทั้งๆที่เปน
แบคทีเรียสายพันธุเดียวกัน

2.7.2 Arbitarily-Prime Polymerase chain reaction (AP-PCR)
AP-PCR ใชหลักการของการทํา PCR ทั่วไป แต primer ท่ีใชเปน primer ท่ีมีขนาดส้ัน ประมาณ 

10 นิวคลีโอไทดเทาน้ัน และใชอุณหภูมิในสวนของ annealing temperature ท่ีตํ่ามาก เพื่อทีว่า primer 
สายส้ันๆน้ัน สามารถไปจับกับ DNA ตนแบบไดหลายตําแหนง เมื่อเขาสูขั้นตอน extension แลว จะทํา
ใหได amplicons ท่ีมีขนาดหลากหลาย ข้ึนกับตําแหนงท่ี primer สายส้ันๆน้ันไปเกาะ จุลินทรียท่ีเปนสาย
พันธุเดียวกันก็จะถูกเกาะโดย primers ที่ตําแหนงเดียวกัน ได amplicons ขนาดเทาๆกัน เม่ือนําไป
ตรวจสอบ amplicons จะทําใหไดรูปแบบ DNA ใน agarose gel ท่ีเปนรูปแบบเดียวกัน จุลินทรียท่ีเปน
คนละสายพันธุจะใหรูปแบบ DNA ใน agarose gel ตางกัน จึงทําใหสามารถแยกความแตกตางและ
จัดลําดับความสัมพันธทางพันธุกรรมของจุลินทรียได วธีิน้ีมีขอดอยก็คือ การใช DNA แมแบบท่ีตองสกัด
ออกมา DNA แมแบบดังกลาวก็อาจจะแตกหักไดในข้ันตอนการสกัด อีกท้ัง การใช primer สายส้ันๆใน
ปฏิกิริยา PCRที่จําเพาะ การเปล่ียนแปลงข้ันตอนและเวลาในการทํา PCR แตละคร้ังเพียงเล็กนอย อาจ
สงผลใหเกิดมีแถบ DNA ท่ีเปล่ียนไปจากเดิมได ความนาเช่ือถือของวิธีน้ีจึงตํ่ากวาวิธีอ่ืนๆ 

2.7.3 IS-printing
Insertion sequence คือกลุมของสารพันธุกรรมท่ีมีขนาดเล็ก และเคล่ือนท่ีไปมาภายในจีโนมของ

แบคทีเรียได ขนาดของ insertion sequence น้ันหลากหลาย โดยมีขนาดต้ังแตรอยถึงหลายพันคูเบส 
และปกติมักจะมีการแสดงออกของจีนเปนเอนไซม transposase ซึ่งชวยในการเคล่ือนท่ีไปมาของ 
insertion sequence 
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ใน E. coli O157 นั้น พบวา ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือข้ึนกับการท่ีมีแบคเทอริโอ
ฝาจและ insertion sequence ไปแทรกอยูตรงตําแหนงตางๆในจีโนมของแบคทีเรีย ดังน้ันในการหา
ความสัมพันธของแบคทีเรียแตละสายพันธุ สามารถทําไดโดยการหาตําแหนงของ insertion sequence 
วิธี IS-printing อาศัยการท่ีแบคทีเรียมี insertion sequence 629 (IS629) อยูในจีโนมของมัน สามารถ
ตรวจสอบ โดยใชวิธี PCR ในการตรวจสอบจํานวนของ IS629  primers ท่ีใชในการตรวจสอบ มีจํานวน
ท้ังส้ิน 32 คู แบงออกเปน 2 เซ็ท เซ็ทละ 16 คู (Ooka et al., 2009) สามารถตรวจสอบ IS629 จํานวน 
32 ตําแหนง ถาแบคทีเรียเปนสายพันธุเดียวกันก็จะให amplicons ที่เพิ่มจํานวนจาก IS629 ขนาดและ
จํานวนเทากัน ถาเปนคนละสายพันธุก็จะใหจํานวน IS629 ที่ถูก amplify ออกมาไมเทากัน เมื่อนําไป
ตรวจสอบโดยวิธี agarose gel electrophoresis จึงทําใหไดรูปแบบ DNA ไมเหมือนกันไปดวย

2.7.4 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
ในการตรวจสอบลายพิมพ DNA (DNA fingerprinting) โดยใชวิธี RFLP นั้น จําเปนที่จะตองสกัด 

DNA ของจุลินทรียออกมาใหอยูในหลอดทดลองกอน โดยใชสารเคมีหรือวิธีทางกายภาพ จากน้ันจึงคอย
นํามาตัดใหกลายเปน DNA สายส้ันลงดวยเอนไซมตัดจําเพาะ อยางไรก็ตามการสกัด DNA ออกมาจาก
เซลลของจุลินทรีย ไมอาจหลีกเล่ียงการฉีกขาดของสาย DNA โดยปจจัยทางกายภาพขณะสกัดได ทําให
รูปแบบลายพิมพ DNA ท่ีออกมามีความผิดพลาดเกิดขึ้นได และไมสะทอนความสัมพันธทางพันธุกรรมท่ี
แทจริงระหวางจุลินทรียท่ีตรวจสอบ เพราะฉะน้ันเพ่ือหลีกเล่ียงการฉีกขาดของ DNA ที่สกัดออกมาจาก
เซลลจุลินทรีย วิธี PFGE จึงถูกนํามาใช

วิธี PFGE น้ัน อาศัยการฝงเซลลของจุลินทรียใน agarose กอน แลวทําลายเซลล        จุลินทรีย
ดวยความรอนประมาณ 50 – 55 องศาเซลเซียส และ proteinase K ทําใหเม่ือทําลายเซลลของจุลินทรีย
แลว จีโนมของจุลินทรียจะถูกฝงอยูใน agarose gel โดยไมถูกแรงภายนอกมากระทําใหเกิดการฉีกขาด 
เมื่อใส agarose gel ลงไปในหลอดทดลองท่ีมีเอนไซมตัดจําเพาะแลว เอนไซมตัดจําเพาะน้ันจะแทรกซึม
ผาน agarose gel เขาไปตัดจีโนมของจุลินทรียภายใน agarose gel น่ันเอง เม่ือนําไปผานกระแสไฟฟา 
จะทําใหไดลายพิมพ DNA ท่ีมีความนาเช่ือถือ เพราะลายพิมพ DNA ท่ีเกิดข้ึน เกิดจากการตัดของ
เอนไซมตัดจําเพาะเทาน้ัน มิไดเกิดจากการถูกทําใหฉีกขาดโดยแรงกระทําภายนอก เพราะฉะน้ัน วิธี 
PFGE จึงถือเปนวิธีมาตรฐานท่ีมีความนาเช่ือถือมากท่ีสุดในขณะน้ี
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    บทท่ี 3
เช้ือแบคทีเรีย วัสดุอุปกรณและสารเคมี

3.1 แบคทีเรีย
ในการตรวจหาจีน stx1, stx2, eae, O157 ซีโรทัยป H7 ซีโรทัยป และ Q933 น้ัน เชื้อที่ใชเปน

เช้ือสายพันธุมาตรฐานคือ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ซ่ึงไดรับการอนุเคราะหจาก 
ศาสตราจารย ดร. มิตซูอากิ นิชิบูชิ จาก Center for Southeast Asian Studies มหาวิทยาลัยเกียวโต 
ประเทศญ่ีปุน E. coli สายพันธุ Thai-12 ไดรับความอนุเคราะหจาก 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 ท่ีใชในการศึกษา

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



21

ตารางท่ี 1  (ตอ)
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 เก็บตัวอยาง 
  ทําการเก็บตัวอยางอุจจาระจากโรงพยาบาลหาดใหญและโรงพยาบาลปตตานี โดยเก็บจาก rectal 

swabs ท่ีไดจากผูมีอาการอุจจาระรวง มาปายลงบนอาหารแข็งท่ีจําเพาะสําหรับการแยกเช้ือในข้ันตอไป 
สําหรับขอบเขตการวิจัยและระยะเวลาในการแยกเช้ือน้ัน ทําการเก็บตัวอยางต้ังแตเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 
2556 ถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2557 โดยทําการตรวจสอบไมตํ่ากวา 300 ตวัอยาง

4.2 การแยกเช้ือ 
นํา rectal swabs จากผูปวย มาปายลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ Sorbital MacConkey agar 

(SMAC) แลว streak เช้ือเพ่ือใหไดโคโลนีเด่ียว โดยทําการบมเช้ือท่ี streak แลวไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 ชม. จากน้ันทําการคัดเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีเปนโคโลนีท่ีไมมีสี (colorless colony) 
จํานวน 3 โคโลนีตอ 1 ตัวอยาง เพื่อเปนตัวแทนในการตรวจหาเชื้อ E. coli O157 และทําการเลือกโคโลนีสี
ชมพู จํานวน 3 โคโลนีตอ 1 ตัวอยาง เพ่ือเปนตัวแทนในการหาเช้ือ EHEC/STEC ซีโรทัยปอ่ืนๆ ในสวน
ของการเก็บเช้ือท้ังซีโรทัยป O157 และ non-O157 ทําไดโดย นําโคโลนีเด่ียวๆท่ีแยกมาได มาทําการเลี้ยง
ในอาหารเหลว Tryptic Soy broth (TSB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยบมไวท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
ชม. โดยมีรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศเทากับ 150 รอบตอนาที จากนั้น นําเช้ือปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปผสมกับ 20% glycerol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายของ glycerol เทากับ 10%) 
แลวเก็บเปน stock เช้ือไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือรอทําการทดสอบตอไป

4.3 การตรวจสอบจีนตางๆของเช้ือ
4.3.1 การเตรียม DNA template สําหรับปฏิกิริยา PCR

นําเช้ือโคโลนีเด่ียว มาทําการเล้ียงในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยบมไวท่ี 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 6 ชม. โดยมีรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศเทากับ 150 รอบตอนาที จากน้ัน นําเชื้อ
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ไปตมเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปแชนํ้าแข็งทันที 5 นาที จากน้ัน ปนเหว่ียงเศษ
เซลลใหตกท่ี 11,000 x g เปนเวลา 10 นาที เม่ือเศษเซลลตกแลว ดูดเฉพาะสวน supernatant ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ผสมกับน้ํา deionized water ปราศจากเช้ือปริมาตร 90 ไมโครลิตร จะได DNA template 
สําหรับปฏิกิริยา PCR ในการตรวจหาจีนตางๆตอไป 
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4.3.2 ทดสอบการมีจีน stx (Sukhumungoon et al., 2011a)
นํา template ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตรใสลงไปในองคประกอบ PCR ท่ีประกอบดวย 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 ทําโดยมีปฏิกิริยาดังตอไปนี้ pre-heated 
ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากน้ันเร่ิมวงจรการทํา PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที annealing 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที (สําหรับจีน stx2 ใช 
annealing temperature ที่ 50 องศาเซลเซียส) และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยาถูกดําเนินตอท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรม
หลังจากทํา PCR โดยการแยกช้ินสวนสารพันธุกรรมในกระแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 
โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลวอานแถบสารพันธุกรรมโดยยอมดวย ethidium bromide ถาเช้ือท่ีทดสอบมีจีน 
stx1 จะใหแถบ DNA ขนาด 350 bp สวน stx2 จะใหแถบ DNA ขนาด 404 bp เชื้อ E. coli O157:H7 สาย
พันธุ EDL933 ถูกใชเปนเช้ือควบคุมแสดงการมีจีน stx1 และ stx2

4.3.3 ทดสอบการมีจีน eae (Sukhumungoon et al., 2011a)
นํา template ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตรใสลงไปในองคประกอบ PCR ท่ีประกอบดวย 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 ทําโดยมีปฏิกิริยาดังตอไปน้ี pre-heated ท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากน้ันเร่ิมวงจรการทํา PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 นาที annealing 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1 นาที จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยาถูกดําเนินตอท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรม
หลังจากทํา PCR โดยการแยกช้ินสวนสารพันธุกรรมในการแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 
โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลวอานแถบสารพันธุกรรมโดยยอมดวย ethidium bromide ถาเชื้อที่ทดสอบมีจีน
eae จะใหแถบ DNA ขนาด 1,087 bp เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ถูกใชเปนเช้ือควบคุมแสดง
การมีจีน eae

4.3.4 การทดสอบการสรางสารพิษทางออมโดยวิธีการตรวจสอบชนิดของจีน Q (Koitabashi et al., 
2006)  

จีน Q933 และ Q21 ไดรับการตรวจสอบโดยวิธี PCR ในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตร ที่
ประกอบดวย 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 ทําโดยมีปฏิกิริยาดังตอไปน้ี pre-heated ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากนั้นเริ่ม
วงจรการทํา PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที annealing 55 องศา
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เซลเซียสเปนเวลา 1 นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยา
ถูกดําเนินตอท่ี 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรมหลังจากทํา PCR โดยการแยก
ช้ินสวนสารพันธุกรรมในการแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลว
อานแถบสารพันธุกรรมโดยยอมดวย ethidium bromide

4.3.5 การตรวจสอบซีโรทัยปของเช้ือ (Sukhumungoon et al., 2011a)
สําหรับการตรวจสอบซีโรทัยป O157 นั้น จะถูกตรวจสอบซีโรทัยปอยางคราวๆ โดยวิธี PCR 

(Maurer et al., 1999) ท่ีใช primers ที่จําเพาะตอ O157 antigen กอน (ตารางท่ี 1) ถาเช้ือไอโซเลทใดท่ี
ใหผลลบตอ O157 antigen โดยวิธี PCR ถือวาเปน non-O157 จากน้ัน นําเช้ือท่ีทดสอบคราวๆโดยวิธี 
PCR แลว ไปทําการยืนยันผลโดย agglutination assay โดยใช antibody ตอซีโรทัยปน้ันๆในการตรวจสอบ 

สภาวะการทํา PCR และสวนประกอบในปฏิกิริยา PCR ที่ใชมีดังนี้ นํา template ปริมาตร 1.5
ไมโครลิตรใสลงไปในองคประกอบ PCR ท่ีประกอบดวย 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
ปฏิกิริยาดังตอไปน้ี pre-heated ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที จากน้ันเร่ิมวงจรการทํา 
PCR โดยทํา denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที annealing 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 35 รอบ ปฏิกิริยาถูกดําเนินตอท่ี 72 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 นาที ตรวจหาสารพันธุกรรมหลังจากทํา PCR โดยการแยกช้ินสวนสารพันธุกรรม
ในการแสไฟฟาโดยใช 1% agarose ความดันไฟฟา 90 โวลท เปนเวลา 1 ชม. แลวอานแถบสารพันธุกรรม
โดยยอมดวย ethidium bromide เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ถูกใชเปนเช้ือควบคุมแสดงการมี
แอนติเจน O157

สําหรับการเตรียมเช้ือเพ่ือตรวจสอบซีโรทัยป agglutination assay นั้น ทําไดโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชม. จากนั้น นําเชื้อที่ไดไปปนเหวี่ยงเพื่อ
เก็บตัวเซลล โดยปนเหวี่ยงที่ 11,000 x g เปนเวลา 5 นาที นําตัวเซลลท่ีไดไปลางดวย NSS 2 ครั้ง แลวทํา
การ suspend เซลลใน NSS จากน้ันนําเซลลท่ีลางแลวไปเขาเคร่ือง autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส ที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลา นําเซลลออกมาแลวต้ังไวท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 ชม. เพ่ือใหเศษเซลลตกไปท่ีกนหลอด ดูดสวนใสออก แลวนําเฉพาะสวนท่ียังขุนดวยเศษเซลล
มาทําปฏิกิริยากับ specific antibody ตอ somatic O- antigen ตอไป

4.4 การตรวจสอบการด้ือตอยาปฏิชีวนะโดยวิธี disk diffusion method (CLSI, 2014)
ทําการตรวจหาการด้ือตอยาปฏิชีวนะในเช้ือท่ีแยกไดทุกไอโซเลท โดยใชยาปฏิชีวนะ 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) การทดสอบใชเช้ือ E. coli ATCC 25922 เปนเชื้อ
ควบคุม ในการทดสอบ ทําการเล้ียงเช้ือแตละไอโซเลทในอาหาร TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมเชื้อที่ 37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ช่ัวโมง โดยใหรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศกับเช้ือ ท่ี 150 รอบตอนาทีเพ่ือใชเปน 
starter จากนั้นทําการ sub-culture ลงในอาหาร TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตรอีกคร้ังแลว บมเชื้อที่ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 6 ชั่วโมง โดยใหรอบการเขยาเพ่ือใหอากาศกับเช้ือ ที่ 150 รอบตอนาที แลวนําเชื้อที่
ไดมาปรับปริมาณของเช้ือใหไดเทากับ 0.5 McFarland Turbidity Standards (ประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml) 
(McFarland Densitometer, Biosan, Latvia) แลวใชไมพันสําลีปราศจากเช้ือ จุมเชื้อที่ปรับปริมาณแลว 
นํามาเกล่ียบนผิวหนาอาหาร Mueller Hinton agar (MHA) ใหท่ัวผิวหนา จากน้ัน นําแผนยาปฏิชีวนะมาวาง
ลงบนผิวหนา Mueller Hinton agar ท่ีปายเช้ือแลว นําจานอาหารท่ีวางแผนยาแลวไปบม ที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัด clear zone ที่เกิดขึ้นดวย vernier caliper แลวนําคา clear zone ท่ีวัดได
ไปเท่ียบกับคามาตรฐาน การวัดความไวตอยา vancomycin อางอิงจาก CLSI (2007)

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

PCR ในการเพ่ิมจํานวนจีนท่ีเปนเปาหมายในการแทรกจีโนมของ โดยมีจีน stx2-phages เปาหมายดังน้ี 
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 ถาจีน
ดังกลาวมีจีโนมของ stx2-phages แทรกอยู จะทําใหขนาดของจีนน้ันใหญข้ึนจนไมสามารถเพ่ิมจํานวนดวย
วิธี PCR ได แตถาไมมี phage แทรกอยู จีนยังคงเปนปกติ ทําใหมีการเพ่ิมจํานวนจีนดังกลาวดวยวิธี PCR 
ได E. coli O157:H7 สายพันธุ PSU25 ท่ีแยกไดจากเน้ือวัวในการทดลองกอนหนาน้ี ถูกใชเปน positive 
control สําหรับจีน wrbA และ yehV  สวน E. coli สายพันธุ EDL933 ใชเปน positive control สําหรับจีน 
yecE yehV และ Z2577 สวนประกอบของปฏิกิริยาดังแสดงในสวนของ 4.3.2 การตรวจหา stx ทุกประการ
ยกเวน primers ท่ีใชในแตละปฏิกิริยา (primers ดังแสดงในตารางที่ 1)

4.6 Pulsed-field gel electrophoresis (Sukhumungoon et al., 2011a)
ทําการเล้ียงเช้ือท่ีจะใชทดสอบในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยบมเช้ือท่ี 37 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 18 ช่ัวโมงโดยไมมีการเขยาเพ่ือใหอากาศ นําเช้ือปริมาตร 500 ไมโครลิตรมาใสในหลอด 
1.5 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหว่ียงท่ี 10,000 x g เปนเวลา 5 นาที จากนั้น นําตะกอนเซลลท่ีไดไป 
resuspend ใน suspension buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวเติม 1% agarose ท่ีตมจนหลอมละลาย
ดวย TE buffer แลวปลอยใหอุนประมาณ 50 องศาเซลเซียสแลวปริมาตร 150 ไมโครลิตรลงไป เมื่อผสมกัน
ดีแลว ทําการหยอดสารผสมน้ันลงไปในเบา (plug mold) แลวปลอยให agarose แข็งตัว แลวนํา agarose ที่
แข็งตัวแลวไปใสในหลอดทดลองท่ีมี Lysis buffer ท่ีผสมกับ proteinase K (ความเขมขนสุดทาย 20 mg/ml) 
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แลว นําหลอดทดลองไปบมท่ี 50 องศาเซลเซียสขามคืนเพ่ือใหเซลลแบคทีเรียแตกออกและโปรตีนสลายไป 
เม่ือครบเวลา นําชิ้น agarose gel (plug) มาลาง 3 คร้ังดวย TE buffer โดยลางคร้ังละ 30 นาที ข้ันตอไป 
นํา plug มาตัดใหช้ิน plug มีขนาด 3x5 มิลลิเมตร นําชิ้น plug ท่ีตัดแลวไปแชไวใน restriction buffer 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรเปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวยายช้ิน plug ไปใสในหลอดทดลองหลอดใหมท่ีมี 
restriction buffer ใหมปริมาตร 300 ไมโครลิตรที่เติม XbaI จํานวน 50 ยูนิต นําหลอดทดลองไปบมท่ี 37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปเขาเคร่ือง CHEF DRIII puled-field gel electrophoresis
โดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเคร่ืองดังน้ี 

-แรงดันไฟฟา 6 volts/cm
-มุมการใหกระแสไฟฟา 120 องศา
-Pulse time 2.5-30.0 วินาที
-การรันเจลที่ 14 องซาเซลเซียส
-เวลาท่ีใชท้ังหมด 19 ชั่วโมง

เม่ือครบเวลา นําเจลท่ีดําเนินการเสร็จแลวไปยอมเอธิเดียมโบรไมด 5 นาที และลางสีออกดวยนํ้ากล่ันเปน
เวลา 30 นาที แลวจึงถายรูปผลการทดลอง

4.7 การพิสูจนเอกลักษณของเชื้อโดย uidA gene
           ในการทดลองน้ี เม่ือแยกเช้ือจากผูปวยไดแลว ทําการพิสูจนเอกลักษณการเปน E. coli โดย
ตรวจสอบการมีจีน uidA ท่ีมีความจําเพาะตอเช้ือ E. coli โดยวิธี PCR (ตารางที่ 1)    

4.8 การรับรองจริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย
       การวิจัยในคร้ังน้ี ไดมีการเสนอโครงการตอคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย คณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และโครงการไดรับการรับรองเรียบรอยแลวกอนเร่ิมทําการวิจัย 
หมายเลขใบรับรอง EC: 56-225-19-2-3
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สวนที่ 2 การหาปริมาณ EHEC และ STEC ในเน้ือสัตวโดยวิธี Most probable number (MPN)-
polymerase chain reaction และการแยกเช้ือ EHEC/STEC จากเน้ือสัตวโดยวิธี immunomagnetic 
separation 

เน้ือสัตวท่ีใชในการตรวจสอบน้ี ทําการเก็บตัวอยางจากรานขายเน้ือสัตวในเขตอําเภอหาดใหญ
จํานวน 8 จุด โดยทําการเก็บตัวอยาง ต้ังแตเดือนเมษายน จนถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556

4.9 MPN-PCR 
นําเนื้อสัตว 25 กรัม มาบดผสมกับ TSB ปริมาตร 225 มิลลิลิตร แลวนําเฉพาะสวนของเหลว 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดแกวทดลอง ที่มี TSB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จะไดความเจือจางที่ 10-1

ทําการเจือจางตอใหไดความเจือจางท่ี 10-2 และ 10-3 โดยทําความเจือจางละ 3 ซ้ํา (MPN แบบ 3 หลอด) 
นําหลอดทดลองท้ังหมดไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชม เมื่อครบกําหนดเวลา ดูดเช้ือท่ีบมแลว
หลอดละ 1 มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร ทําทุกหลอด แลวนําหลอดท้ังหมดไปตม
เปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นลงทันทีในกระติกนํ้าแข็ง นําหลอดท้ังหมดไปปนเหว่ียง ท่ี 11,000 x g เปน
เวลา 10 นาที เพ่ือแยกเศษเซลลออก นําเฉพาะสวน supernatant ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ากล่ัน 
deionized water ท่ีปราศจากเช้ืออีก 90 ไมโครลิตร จะได DNA แมแบบสําหรับทํา PCR ตรวจหาจีน stx1, 
stx2, eae, และ rfbO157 ตอไป การตรวจพบ amplicons ในจีนตางๆ จะถูกใชในการแปลผลรวมกับวิธี 
MPN-PCR การหาคา MPN/g ของเชื้อ ทาํไดโดยการเปดตาราง MPN แบบ 3 หลอด เน้ือสัตวท้ังหมดท่ีใช
ในการทดลองสวนน้ีคือ 30 ตัวอยาง จากเน้ือสัตว 3 ชนิดท่ีนิยมบริโภค คือ เน้ือวัว เน้ือหมู และเน้ือไก

ในตัวอยางใดท่ีพบจีน stx1, stx2 หรือทั้ง stx1 และ stx2 แตไมพบ eae ตัวอยางน้ีจัดวามี STEC 
ปนเปอน สวนตัวอยางใดท่ีพบ stx ควบคูกับ eae ตัวอยางน้ันจัดวามีเช้ือ EHEC ปนเปอนอยู

4.10 การแยกเช้ือ E. coli O157 จากตัวอยางเน้ือสัตว
ช่ังเน้ือสัตวจํานวน 50 กรัม แลวนํามาบดผสมกับ TSB ปริมาตร 450 มิลลิลิตร ใหเขากันดีเปนเวลา 

1 นาที จากนั้น นําเฉพาะสวนที่เปนของเหลว ไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชม เมื่อครบ
กําหนดเวลา นําเช้ือท่ีบมปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปใสลงในหลอดทดลองท่ีมี TSB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แลว
นําไปบมตอท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชม เพ่ือเพ่ิมจํานวนของ E. coli O157 ใหมากข้ึน 
(กรณีที่มีเชื้อ O157 ปนเปอน การบมท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสนี้ จะทําใหเช้ือ E. coli สายพันธุอ่ืนๆ มี
การเพ่ิมจํานวนท่ีลดลง แตจะไมสงผลกระทบตอการเจริญของ E. coli O157) เม่ือครบ 2 ชม นําเชื้อที่บม
แลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปผสมกับ magnetic beads ท่ีจําเพาะตอ O157 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวบม
ไวในสภาวะท่ีมีการเขยาเปนคร้ังคราว บมเปนเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง ดูด magnetic beads ดวยแทง
แมเหล็ก แลวเท อาหารเหลวสวนเกินท้ิง ทําการลาง magnetic beads ดวย Phosphate buffer saline 
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(PBS) pH 7.4 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ัง แลวกระจาย magnetic beads ใน PBS pH 7.4 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวใช microbiological loop ทําการ streak สารแขวนลอย magnetic beads บน
อาหารแข็ง sorbitol MacConkey agar นําจานอาหารแข็งไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ชม แลว
คัดเลือกโคโลนีท่ีไมมีสี เพ่ือนําไปทดสอบการเปน E. coli O157 รวมถึงตรวจสอบจีนกอโรคตอไป



29

บทที่ 5
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง

5.1 สวนท่ี 1
5.1.1 การตรวจหา EHEC/STEC จากผูปวยทองรวงและลักษณะตางๆของเช้ือ

จากการตรวจสอบหาเช้ือ EHEC/STEC จากตัวอยาง rectal swabs จากผูปวยทองรวงใน
โรงพยาบาลหาดใหญ และโรงพยาบาลปตตานี สามารถแยกเช้ือไดท้ังหมด 1,021 ไอโซเลท (ไอโซเลทที่เปน
โคโลนีไมมีสีจํานวน 310 ไอโซเลท และโคโลนีท่ีมีสีชมพูจํานวน 711 ไอโซเลท) จากจํานวน 359 ตัวอยาง 
ทําการตรวจสอบจีนกอโรคในทุกไอโซเลทเพื่อจัดจําแนกวา เชื้อที่ไดนั้น จัดเปน EHEC หรือ STEC ดังนีค้ือ 
stx1, stx2, eae และ rfbO157 ผลการทดสอบแสดงใหเห็นวา ไมสามารถพบจีนกอโรค stx1, stx2 และ eae
ในทุกไอโซเลท และจากขอมูลการไมพบจีนกอโรคดังกลาว ประกอบกับระยะเวลาในการตรวจสอบเช้ือเปน
ระยะเวลานาน 1 ป แสดงใหเห็นวาผูปวยจากโรคทองรวงท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลหาดใหญ ไมไดมี
สาเหตุมาจากเช้ือใน pathotype EHEC และ/หรือ STEC ในสวนของโรงพยาบาลปตตานีน้ัน ไดเก็บเชื้อมา
เปนระยะเวลา 3 เดือน จึงอาจจะยังไมสามารถสรุปไดอยางชัดเจนวาผูปวยโรคทองรวงในเขตปตตานี มี
ความเก่ียวของกับการติดเช้ือ EHEC หรือ STEC จริงหรือไม การเก็บตัวอยางจากโรงพยาบาลในเขต
ปตตานีเปนระยะเวลาท่ียาวนานกวาน้ี อาจสามารถทาํใหไดขอมูลท่ีสรุปไดชัดเจนย่ิงข้ึนกวาน้ี

ในการตรวจสอบการมีเช้ือ EHEC/STEC ในภูมิภาคอ่ืนของประเทศไทยน้ัน พบวา Leelaporn และ
คณะ (2000) ไดมีการตรวจสอบในชวงป พ.ศ. 2540 ถึง 2541 ในเขตกรุงเทพมหานคร โดยในการทดลอง
คร้ังน้ัน สามารถพบ STEC ซีโรทัยปท่ีไมใช O157 ไดจํานวน 4 ไอโซเลท จากผูปวย 2 ราย (มีซีโรทัยปเปน 
O26:H-, O111:H- , O125:H21 และ O128:H2) อยางไรก็ตาม ในการศึกษาน้ี สามารถตรวจพบ E. coli
จํานวน 1 ไอโซเลท ที่มีจีน rfbO157 (PSU120) และเม่ือนําไปยืนยันผลการเปน E. coli O157 โดยวิธี 
agglutination พบวา E. coli สายพันธุ PSU120 น้ี ใหผลบวกตอ O157 ซีโรทัยป  (ตารางที่ 2)

เชื้อ PSU120 น้ี พบวา ถึงแมจะไมมีจีน stx และ eae แตเช้ือมีจีน escV ซ่ึงเปนจีนองคประกอบของ 
Type III secretion system (T3SS) ซ่ึงเปนปจจัยกอโรคท่ีสําคัญมากอยางหน่ึง (ตารางที่ 2) โดย T3SS น้ี 
ต้ังอยูในสวนของ Locus of Enterocyte Effacement (LEE) pathogenicity Island ซ่ึงเปนกลุมของจีนกอ
โรคท่ีสําคัญท่ีมีรายงานการพบใน E. coli กลุม EHEC และ EPEC อีกท้ังในตัวอยางตรวจน้ี ไมพบแบคทีเรีย
กอโรคชนิดอ่ืนๆเลย นอกจาก E. coli O157 จึงอาจเช่ือไดวา การเกิดภาวะทองรวงในตัวอยางน้ีเกิดจาก E. 
coli O157 สายพันธุ PSU120 เปนสาเหตุ 

จากผลการตรวจสอบการมี จีน Q ไมพบจีนดังกลาวใน E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ซึ่งผลการ
ทดลองน้ี สอดคลองกับการไมพบ stx เน่ืองจากจีน Q เปนจีนของ stx2 phage ทําหนาท่ีสรางโปรตีน Q ที่ทํา
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หนาท่ีเปนปจจัยตานการหยุดสรางสาย mRNA ของ stx2 phage (Late anti-terminator) ดังนั้น เม่ือไมพบ 
stx จึงไมพบจีน Q นอกจากนี้ จากผลของการตรวจสอบจีนท่ีมีรายงานการแทรกของ stx2 phage พบวาที่
ตําแหนง sbcB และ yehV มี prophage อื่นๆแทรกอยู ปรากฏการณนี้ แสดงใหเหน็ถึงความสามารถในการ
ไดรับ หรือสูญเสีย stx2 phage ได (ตารางที่ 2)

ขอมูลท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ี ในสวนของ EHEC/STEC น้ัน พบวามีขอมูลท่ีสอดคลองกับ
การศึกษาของ Kalnauwakul และคณะ (2007) ที่ในการศึกษาน้ันไดตรวจสอบความเก่ียวของของ EHEC 
O157 และ STEC ในตัวอยางอุจจาระของผูปวยท่ีรับการตรวจในโรงพยาบาลสงขลานครินทรระหวางเดือน
กันยายน พ.ศ. 2542 ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ.  2543 จํานวน 530 ตัวอยาง พบวา ไมมีการพบ STEC และ 
EHEC O157 ในสวนของการไมพบ EHEC O157 ในการทดลองคร้ังน้ัน อาจมีสาเหตุสวนหน่ึงมาจาก ผูวิจัย
ไดมุงตรวจสอบโคโลนีท่ีไมมีสีท่ีข้ึนบนผิวหนาของอาหาร sorbitol MacConkey agar และโคโลนีสีมวงอม
ชมพู (mauve colony) ท่ีข้ึนบนผิวหนาของอาหาร CHROMagar O157

เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 ท่ีพบจากการศึกษาคร้ังน้ี พบวามีลักษณะท่ีแตกตางจาก E. 
coli O157 ทั่วไป คือจะใหสีของโคโลนีบนอาหาร sorbitol MacConkey agar เปนสีชมพู และใหสีของโคโลนี
บนอาหาร CHROMagar O157 เปนสีฟา ซ่ึงผลการทดลองน้ี ตรงกับแนวความคิดของคณะผูวิจัยที่
ต้ังสมมติฐานไวในตอนแรกวา การที่ไมมีการพบ E. coli O157 จากตัวอยางผูปวยทองรวงในประเทศไทยมา
กอนเลยนับต้ังแตมีการระบาดของเช้ือซีโรทัยปน้ีคร้ังแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในป พ.ศ. 2525 มีความ
เปนไปไดวา เช้ือ O157 น้ัน อาจใหลักษณะของโคโลนีบนอาหาร sorbotol MacConkey agar เปนสีชมพูก็
เปนได ซ่ึงในความเปนจริงการตรวจสอบ E. coli O157 จะตรวจโคโลนีท่ีไมมีสี ทําใหในการตรวจสอบเช้ือ
จากผูปวย โคโลนีสีชมพูถูกมองขามไป จึงเปนท่ีมาถึงการศึกษาในคร้ังน้ี ที่มีการคัดเลือกเช้ือท่ีจะนํามา
ทดสอบในการศึกษาน้ีครอบคลุมถึง 2 สวน คือคัดเลือกเช้ือท้ังในสวนท่ีเปนโคโลนีท่ีมีสีชมพูและไมมีสีมา
ตรวจสอบ 

จากขอมูลท้ังหมดเก่ียวกับการตรวจพบ E. coli O157 จากตัวอยางท่ีไดจากมนุษยในประเทศไทย 
พบวามีรายงานจากการศึกษาของ Leelaporn และคณะ (2003) เทานั้น และการตรวจพบคร้ังน้ัน เปนการ
พบ E. coli O157:H7 จากเด็กชายอายุ 2 ขวบ ท่ีใชเปนกลุมควบคุม ซ่ึงมีสุขภาพแข็งแรง ไมมอีาการ
ทองรวง ดังน้ัน จากการศึกษาของผูวิจัยในรายงานฉบับน้ี ถือเปนคร้ังแรกในประเทศไทย ท่ีมีการแยกเช้ือ E. 
coli O157 จากผูปวยทองรวงได 

5.1.2 ลายพิมพ DNA ของเชื้อ
ลายพิมพ DNA ของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 นัน้ พบวามีความคลายคลึงกับเช้ือ E. 

coli O157 ท่ีแยกไดจากเน้ือวัวมากถึง 88.6% (รูปที่ 4) อยางไรก็ตาม เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 
นั้นไมมีจีน stx และ eae เลย จากขอมูลดังกลาว ทําใหคิดไดวา เช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เคยมี 
stx และ eae มากอน แตเม่ือเขาไปในรางกายของมนุษยแลว มีปจจัยบางอยางทําใหสูญเสียจีนดังกลาวไป 



31

จากการศึกษาของ Bielaszewska และคณะ (2007) ไดแสดงใหเห็นวา EHEC O26 ท่ีแยกไดจากอุจจาระ
ของเด็กในคร้ังแรกหลังจากเกิดอาการทองรวงใหมๆ  ยังมีจีน stx อยู หลังจากน้ันไมนาน เม่ือเก็บเช้ือจาก
อุจจาระของเด็กคนเดิมอีกคร้ัง กลับพบวา EHEC O26 น้ัน ไดสูญเสียจีน stx ไปแลว โดยผลของลายพิมพ 
DNA ที่ไดจากวิธี PFGE แสดงใหเห็นลายพิมพ DNA ของเช้ือท่ีเก็บคร้ังแรกและคร้ังหลังน้ันมีลายพิมพ
เกือบเหมือนกันทุกประการ ยิ่งไปกวานั้น จากงานวิจัยของ Mellmann และคณะ (2008) ก็ไดแสดงใหเห็น
ปรากฏการณท่ีคลายกัน โดยพบปรากฏการณไดรับ และสูญเสียจีน stx2 ในเชื้อ E. coli O157:NM (non-
motile) จากขอมูลความคลายกันในสวนของสารพันธุกรรมของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 กับ
เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 และ PSU2 รวมถึงความสามารถในการไดรับและสูญเสียสาร
พันธุกรรมของเชื้อ จึงอาจเปนไปไดวา เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เดิมทีอาจมีจีน stx แตสูญเสีย 
stx ระหวางการติดเช้ือในมนุษย

5.1.3 ความไวตอยาของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120
เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 พบวาด้ือตอยาตานจุลชีพ 4 ชนิดดวยกันคือ erythromycin, 

cephalothin, methicillin และ vancimycin (ตารางที่ 2) ในการทดลองนี้ ไดลองทดสอบความไวของเช้ือตอ
ยา ทั้งหมด 11 ชนิด รวมถึงยา methicillin และ vancomycin ท่ีไมไดใชในการทดสอบท่ัวไปสําหรับ E. coli
อีกดวย อยางไรก็ตามการพบการด้ือตอยา methicillin และ vancomycin ในการศึกษานี้ ทําใหไดประเด็นที่
จะตองพิจารณาตอไปวา เชื้อ E. coli O157 ท้ังหมดท่ีแยกไดน้ันมีปจจัยภายในท่ีด้ือตอยา 2 ชนิดนี้ทั้งหมด
หรือไม (intrinsic factor for methicillin and vancomycin resistance) เพราะในอนาคต หากมีอุบัติการณ
ของการติดเช้ือเหลาน้ีในมนุษย แบบแผนการด้ือยาท่ีไดตรวจสอบไวในการศึกษาน้ี จะมีประโยชนสําหรับ
การเลือกยารักษาท่ีเหมาะสมตอไป

5.2 สวนท่ี 2
5.2.1 การหาปริมาณ EHEC/STEC จากเน้ือสัตวโดยวิธี MPN-PCR และการแยกเช้ือ E. coli O157 
โดยวิธี immunomagnetic separation

จากขอมูลกอนหนาน้ีมีรายงานท่ีแสดงใหเห็นวา สามารถแยกเช้ือ STEC รวมถึง EHEC O157:H7 
ไดเปนจํานวนมากจากเน้ือสัตว โดยเฉพาะเน้ือวัว (Sukhumungoon et al., 2011a; Sukhumungoon et al., 
2011b; Sukhumungoon et al., 2013) และจากขอมูลในสวนท่ี 5.1 ทีแ่สดงใหเห็นวา เชื้อ E. coli O157 
สายพันธุ PSU120 มีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีแสดงออกผานทางลายพิมพ DNA คลายกับเชื้อ O157 ที่แยก
ไดจากเน้ือวัวถึง 88.6% จึงมีความเปนไปไดสูงวา เช้ือท่ีแยกไดจากมนุษยน้ัน เกิดจากการรับประทาน
เน้ือสัตวท่ีปนปอนเช้ือเขาไป อยางไรก็ตาม ในระยะเวลากวา 1 ปท่ีไดตรวจสอบหา EHEC/STEC จาก
ตัวอยางท่ีไดจากมนุษยน้ัน ไมพบเช้ือท่ีเปน EHEC/STEC เลย จึงไดมีความพยายามท่ีจะสํารวจกลับไปยัง
แหลงของเช้ือท่ีสําคัญอีกคร้ัง โดยทําการตรวจสอบในเชิงปริมาณการปนเปอนของ EHEC/STEC ใน
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เนื้อสัตว ผูวิจัยต้ังสมมติฐานเอาไววา ถามีการปนเปอนของ STEC ในเน้ือสัตวในปริมาณท่ีสูงพอ ก็อาจจะ
เปนสาเหตุท่ีจะเพ่ิมโอกาสและปริมาณของเช้ือ เขาสูรางกายมนุษยไดมากข้ึน จนสามารถกอโรคในมนุษยได 
จึงไดทําการตรวจสอบ หาปริมาณ EHEC/STEC ที่ปนเปอนในเน้ือสัตวชนิดตางๆ โดยเปนการตรวจสอบใน
เบื้องตน จากการตรวจสอบหาการปนเปอนของ EHEC/STEC ในเน้ือสัตวโดยแสดงผลในเชิงปริมาณ ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวามีการปนเปอน EHEC และ STEC ในเน้ือสัตวท่ีจําหนายอยูในเขตอําเภอ
หาดใหญจริง อยางไรก็ตาม ปริมาณ STEC ท่ีตรวจพบน้ัน มีปริมาณไมสูงมากนัก โดยจากการทดลอง
พบวา สามารถตรวจพบ EHEC ไดจากเน้ือไกเพียง 1 ตัวอยาง โดยมีปริมาณเทากับ 3 MPN/g และไมพบ 
EHEC ในตัวอยางเน้ือสัตวชนิดอื่นๆเลย (ตารางที่ 3) ในสวนของ STEC นั้น พบมากที่สุดในเนื้อวัว โดยให
คาเทากับ 27 MPN/g สวนคาการปนเปอนของ STEC ท่ีพบไดนอยท่ีสุดน้ัน เปนคาของเน้ือไก โดยใหคา
เทากับ 3 MPN/g (ตารางท่ี 3) ดังนั้น จากปริมาณการปนเปอนของ EHEC/STEC ที่นอยนี้ อาจสามารถ
อธิบายการไมพบผูปวยทองรวงท่ีเกิดจาก EHEC/STEC เลยไดบางสวน ความเปนไปไดอ่ืนๆท่ีสามารถ
อธิบายการไมพบผูปวยท่ีเกิดจาก EHEC/STEC ไดมีการรายงานไวเชนกัน เชน ในกรณีของ O157 นั้น ได
มีการตรวจพบระดับแอนติบอดีตอซีโรทัยปน้ีแลวในกลุมคนท่ีไดรับการตรวจถึงประมาณรอยละ 20 
(Vuddhakul et al., 2000) การมีแอนติบอดีในรางกายของมนุษยสามารถปกปองรางกายจากการติดเช้ือได

ในการตรวจสอบหาปริมาณของ EHEC/STEC ที่ปนเปอนในเนื้อสัตวโดยวิธี MPN-PCR จํานวน 30 
ตัวอยางนี้ ไมพบการปนเปอนของ E. coli O157 เลย อยางก็ตาม เน่ืองจากมีรายงานการพบ O157 ใน
เน้ือสัตวโดยเฉพาะเน้ือวัวอยางสมํ่าเสมอ การไมพบ O157 ในการทํา MPN-PCR คร้ังน้ี เปนเร่ืองท่ีนาแปลก
ใจ จึงไดมีความพยายามในการตรวจหา E. coli O157 อยางตอเนื่อง โดยใชวิธี immunomagnetic 
separation เพ่ือแยกเช้ือ E. coli O157 จากตัวอยางเน้ือวัวอีก 32 ตัวอยางเพ่ือยืนยันวาผลของวิธี MPN-
PCR มีความถูกตอง จากผลการทดลองพบวา ไมสามารถแยกเช้ือไดเลยในชวง 31 ตัวอยางแรก แต
สามารถแยกเช้ือ E. coli O157 ไดจํานวน 6 ไอโซเลท จากตัวอยางเน้ือไดสําเร็จในตวัอยางสุดทาย (ต.ย.ท่ี 
32) ในชวงปลายเดือนตุลาคม พ.ศ. 2556 (ตารางที่ 4) เชื้อทั้ง 6 ไอโซเลท มีแบบแผนของการมีจีนกอโรคท่ี
เหมือนกัน และแบบแผนของจีนกอโรคน้ัน พบวาตรงกับท่ีเคยมีรายงานไวใน E. coli O157:H7 สวนใหญท่ี
เคยแยกไดในรายงานกอนหนาน้ี (Vuddhakul et al., 2000; Sukhumungoon et al., 2011a, 
Sukhumungoon et al., 2011b) จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา การท่ีไมพบ E. coli O157 ในชวงของ
การทํา MPN-PCR นั้น นาจะเปนขอมูลท่ีถูกตองแลว เน่ืองจากเม่ือใชวิธีการแยกเช้ือโดยเทคนิคท่ีจําเพาะก็
ใหผลท่ีสอดคลองกัน คือไมสามารถแยกเช้ือไดไปจนกระท่ังถึงปลายเดือนตุลาคม (ไมพบเช้ือเลยจนกระท่ัง
ถึงตัวอยางที่ 32) จากการศึกษาหลายชิ้น ไดแสดงใหเห็นวา การปรากฏของเช้ือ E. coli O157 น้ัน 
เก่ียวของกับหลายปจจัย เชน จากงานวิจัยของ Kudva และคณะ (1996) น้ัน แสดงใหเห็นวาอุณหภูมิมีผล
ตอการพบ E. coli O157:H7 ในแกะ ย่ิงไปกวาน้ัน การระบาดของ E. coli O157 ก็มีความเก่ียวกันกับฤดูอีก
ดวย นํ้าฝนสามารถเปนพาหะในการพา E. coli O157 ออกจากฟารมเล้ียงกระจายไปเปนวงกวาง วิธีการ
ชําแหละเน้ือสัตวท่ีไมไดมาตรฐานทางสุขลักษณะก็เปนอีกปจจัยหน่ึงท่ีจะทําใหสามารถเจอเช้ือไดมาก 
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เนื่องจากเชื้อ E. coli O157 เปนเช้ือท่ีอาศัยอยูในลําไสของสัตว จําพวกโค กระบือ และสัตวเค้ียวเอ้ืองตางๆ 
ดังน้ัน เช้ือสามารถปนเปอนจากลําไสไปยังสวนของเน้ือสัตวได 
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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 เดนโดรแกรมแสดงคาความคลายกัน (% similarity) ของเชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU2, PSU933 และ PSU120 ลายพิมพ DNA ไดมา
โดยวิธี PFGE โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI เดนโดรแกรมถูกสรางโดยวิธี unweighted pair-group method of arithmetic average (UPGMA) 
โดยโปรแกรม BioNumerics software version 7.0 (Appied maths, Belgium).
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ตารางที่ 3 ปริมาณการปนเปอน (MPN/g) ของ EHEC และ STEC ในเน้ือสัตวท่ีจําหนายในเขตอําเภอ
หาดใหญในชวงเดือนเมษายน 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 ตัวอยางของ amplicons ท่ีไดจากการทํา PCR โดยใชเชื้อ 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.
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ตารางที่ 4 ขอมูลของ E. coli O157 จํานวน 6 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากตัวอยางเน้ือวัว

                

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

ขอมูลเก่ียวกับการมีอยูและความเก่ียวของของเช้ือ EHEC/STEC ในการกอโรคทองรวง รวมถึงโรค
แทรกซอนท่ีเกิดจากการติดเช้ือเหลาน้ีเปนส่ิงท่ีมีความสําคัญมาก เน่ืองจากเช้ือเหลาน้ีสามารถกอความ
รุนแรงในระดับท่ีทําใหเสียชีวิตได ขอมูลดังกลาวในประเทศไทยมีอยูนอย โดยเฉพาะขอมูลในเขตภาคใตของ
ประเทศไทย การศึกษาในคร้ังน้ี แสดงใหเห็นวาในขณะน้ีน้ัน ยังพบความเก่ียวของของเช้ือ EHEC/STEC 
กับการกอโรคทองรวงในประชากรในเขตจังหวัดสงขลาและจังหวัดปตตานี การตรวจไมพบเช้ือน้ันอาจเกิด
จากเช้ือท่ีปนเปอนมากับอาหารน้ันมีปริมาณนอยมาก ย่ิงไปกวาน้ัน วิธีการปรุงอาหาร รวมถึงสุขอนามัยใน
การประกอบอาหารยังสามารถลดการไดรับเช้ือเขาไปในรางกายได อยางไรก็ตาม ในการศึกษา นี้ ไดตรวจ
พบเช้ือ E. coli O157 จากผูปวยทองรวงไดเปนคร้ังแรกในประเทศไทย เช้ือดังกลาวมีความคลายคลึงทาง
พันธุกรรมกับเช้ือ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 ซ่ึงมีความรุนแรงถึง 88.6% แมวาจะไมเจอจีนกอ
โรคท่ีสําคัญอยาง stx และ eae ในเช้ือสายพันธุน้ี แตจีนกอโรคอ่ืนๆ เชน escV ยังสามารถกอใหเกิดโรคได 
ยิ่งไปกวานั้น เช้ือยังด้ือยาตานจุลชีพหลายชนิดอีกดวย การพบการแทรกตัวของ prophages ในจีนตางๆ
ของ E. coli O157 รวมถึงการพบ LEE pathogenicity Island แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการไดรับจีน
กอโรคท่ีสําคัญของเช้ือ ดังนั้น การตรวจสอบหาเช้ือ EHEC/STEC ในตัวอยางอาหารและจากผูปวย จึงควร
ทําอยางตอเน่ือง ซ่ึงจะทําใหไดขอมูลท่ีสําคัญเพ่ือจัดการกับการระบาดของเช้ือท่ีสามารถเกิดไดในอนาคต

จากขอมูลความคลายกันในสวนของสารพันธุกรรมของเช้ือ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 กับ
เชื้อ E. coli O157:H7 สายพันธุ EDL933 และ PSU2 รวมถึงความสามารถในการไดรับและสูญเสียสาร
พันธุกรรมของเชื้อ จึงอาจเปนไปไดวา เชื้อ E. coli O157 สายพันธุ PSU120 เดิมทีอาจมีจีน stx แตสูญเสีย 
stx ระหวางการติดเช้ือในมนุษย
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