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บทคัดย่อ 

Escherichia coli จัดเป็นเชื้อแบคทีเรียประจำถ่ิน อาศัยอยู่ในลำไส้ของมนุษย์และสัตว์ส่วนใหญ่เป็นเชื้อ

ที่ไม่ก่อให้เกิดโรค แต่บางสายพันธุ์ก่อให้เกิดโรค เช่น โรคอุจจาระร่วงเฉียบพลัน หรือ การติดเชื้อที่ระบบทางเดิน

ปัสสาวะ (Urinary tract infection; UTI) จากการศึกษารูปแบบกระจายของเชื้อ Escherichia coli จากผู้ป่วยใน (Clinical 

samples) ของโรงพยาบาลพะเยาจำนวน 76 ตัวอย่าง ตั้งแต่เดือนตุลาคม ค.ศ.2017 ถงึเดือนมกราคม ค.ศ.2018 โดย

ใชเ้ทคนิค multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MLVA) พร้อมทั้งการตรวจสอบปัจจัย Virulence 

gene ที่สัมพันธ์กับการเกิดกลุ่มเชื้อที่ก่อให้เกิดโรค Urinary tract infection (UTI) และ การติดเชื้อในไก่ Pathogenic E. 

coli (APEC) ผลการศึกษาพบว่าการติดเชื้อ E. coli พบได้จากตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยผู้หญิงอายุมากกว่า  40 ปี 

38% จัดอยู่ในกลุ่ม B2 ของระบบ Clermont ประมาณ 36.8% มีการดื้อยาตั้งแต่สี่ชนิดขึ้นไป 77.68% การแบ่งความ

รุนแรงของการดื้อยาแบบ ESBL พร้อมกับยากลุ่ม Quinoline จำนวน 76 ตัวอย่าง พบเชื้อดื้อยาทั้งสองกลุ่ม จำนวน 

30 ตัวอย่างถูกจัดอยู่ใน clade 1 ซึ่งมีความสัมพันธ์กับเชือ้ E. coli สายพันธุ์ ST131 การศึกษารูปแบบการกระจายของ 

เชือ้ E. coli โดยใชเ้ทคนิค MLVA พบการกระจายสูงของเชื้อ E. coli จำนวน 4 กลุ่ม กลุ่มที่หนึ่ง (clade X) จัดอยู่ในกลุ่ม 

B2 สัมพันธ์กับการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ (UTI) และกลุ่มที่สอง (clade Y) จัดอยู่ในกลุ่ม B2 และสัมพันธ์กับ 

UTI และ การติดเชื้อในไก่ Pathogenic E. coli (APEC) กลุ่มที่ 3 และ 4 คือเชื้อ E. coli สายพันธ์ุ ST131 อยู่ใน subtype 

C (clade131_A) ซึ่งแบ่งเป็น subtype C1M27, C1nM27 และ C2 และ subtype A (clade131_A) E. coli สายพันธุ ์ST131 

มักพบยีน CTXm1 หรือ CTXm9 เป็นสาเหตุของการดื้อยาแบบ ESBL และพบการเกดิมิวเทชั่นที่ตำแหน่ง gyrA83 และ 

gyrA87 ส่งผลทำให้เกดิการดื้อยากลุ่ม Quinolone และพบว่า clade131_B ดื้อยากลุ่ม Quinolone น้อยกว่า clade131_A 

เนื่องจากว่าในบาง isolate ไม่พบการเกิดมิวเทชั่นที่ตำแหน่ง gyrA83 ทำให้เกิดการดื้อยา ciprofloxacin เพียงชนิด

เดียว และข้อมูลการกระจายของเชื้อ E. coli ทั้ง 4 กลุ่ม ในปี ค.ศ.2016 ถึงปี ค.ศ.2018 พบว่า clade 131_A มีการ

ระบาดทั้งปี โดยในช่วงปี ค.ศ.2016 (n=4) และลดลงในปี ค.ศ.2017 (n=3) และใน clade131_B มีการกระจายในบาง

ช่วงของปี เดือนมกราคม ธันวาคม และกรกฎคม (n=6) นอกจากนี้ยังพบการกระจายของที่ clade X (n=9) มีระบาด

ในช่วงต้นปีของทุกปีตั้งแต่เดือนมกราคม ค.ศ.2015 ถึงเดือนมกราคม ค.ศ.2018 ส่วน clade Y (n=4) มีการระบาด

ในช่วงเดือนตุลาคม ค.ศ.2017 ถึงเดือนมกราคม ค.ศ.2018 สรุปงานวิจัยนี้สามารถใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาคือ 

Clermont ST131 typing และ MLVA เพื่อนำมาใช้วิเคราะห์ถึงกลุ่มสายพันธุ์ที่ต่างกัน รวมถึงการระบาดของกลุ่มสาย

พันธุ ์ที่ต่างกันเชื้อ E. coli ที่ได้รับจากโรงพยาบาลพะเยาราม ได้อย่างรวดเร็ว 
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ABSTRACT 

Escherichia coli is a normal flora that lives in the intestines of humans and most animals. Most 

strains do not harm humans, but some strains cause infection. such as urinary tract infection (Urinary tract 

infection; UTI). The study aimed to characterize different strains, antibiotic resistance, some virulent profiles, and 

their distribution pattern of 76 clinical isolated of Escherichia coli derived from Phayao Hospital from October 2017 

to January 2018.  Clemont method, ST131 multiplex analysis and multiple-locus variable number tandem repeat 

analysis (MLVA) was performed to rapid type the isolated E. coli. Virulent gene multiplex assay was performed 

to characterize those causing either Urinary tract infection (UTI) or pathogenic E. coli (APEC) in chickens. Results 

showed that most E. coli infection was from urine samples of female patients over 40 years of age. They were 

identified as group B2 (38%) of the clement system with approximately 36.8% resistant to at least one drug and 

77.68% to four or more types of drugs. From 76 samples, 30 samples classified as clade 1, were classified as 

E. coli strain ST131 and resistant to both ESBL along with three types of quinolones. Different strains were 

characterized using the MLVA technique with an interesting prevalence of 4 groups (strains). Both group one and 

two (clade X and y) were identified as group B2 and causing UTI while clade X was additionally assigned to 

pathogenic E. coli (APEC) causing infections in chickens. Groups 3 and 4 were E. coli strain ST131 belonging to 

subtype C (clade131_A), which is divided into subtypes C1M27, C1nM27 and C2 and subtype A (clade131_A). 

Often, E. coli strain ST131 harbored both CTXm1 or CTXm9 genes as the cause of ESBL drug resistance and 

mutated gyrA83 and gyrA87 which cause resistance to quinolone drugs. However, often found with no mutation 

at the gyrA83 position, E. coli strain ST131 subtype A was resistant to only ciprofloxacin. 
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ชีวเคมี มหาวิทยาลัยพะเยา ที่ให้คำปรึกษาและอำนวยความสะดวกในการดำเนินงานวิจัย สถานที่ 

เครื่องมือและอุปกรณ์ซึ่งเป็นสว่นสำคัญในการขับเคลื่อนงานวิจัยจน สำเร็จลุล่วงไปด้วยด ี

ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และตา ที่สนับสนุนข้าพเจ้าเสมอมา ขอบคุณเพื่อน

ร่วมชั้นที่คอยให้คำปรึกษา รวมถึงขอขอบคุณตัวข้าพเจ้า และขอขอบคุณทุกท่านที่คอยสนับสนุน

ให้กำลังใจเสมอมา จนวิทยานิพนธ์เลม่นี้สำเร็จลุล่วงไปด้วยดี ข้าพเจ้าหวังเป็นอย่างยิ่งว่าข้อมูลใน

วิทยานิพนธ์เลม่นี้ จะมีประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจนำองค์ความรู้ไปต่อยอดในอนาคต 
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บทที่ 1  

บทนำ  

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญ 

เชื้อ Escherichia coli หรือ E. coli เป็นเชื้อประจำถิ่นที่พบได้ในลำไส้ส่วนล่างของ

มนุษย์และสัตว์ ซึ่งโดยปกติเชื้อชนิดนี้ไม่ก่อให้เกิดอันตราย แต่จะมีบางสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค

ทั้งในระบบทางเดินอาหาร (intestinal infection) เช่น อุจจาระร่วง อาหารเป็นพิษ เป็นต้น  

และเกิดโรคนอกระบบทางเดินอาหาร (extra-intestinal infection) เช่น ติดเชื ้อในทางเดิน

ปัสสาวะ การก่อโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบในเด็กทารกแรกเกิด เป็นต้น ซึ่งมนุษย์สามารถได้รับ

เชื้อจากการที่มีสัตว์เป็นพาหะ และเกิดการแพร่กระจายไปสู่มนุษย์ในรูปแบบการปนเปื้อนใน

อาหาร และสิ่งแวดล้อม โดยอาจได้รับเชือ้จากการทานอาหารที่ไม่ถูกสุขลักษณะ  

 การติดเช ื ้อ E. coli ที ่ก ่อโรค (Diarrheagenic Escherichia coli) พบได้มากขึ ้นใน

ปัจจุบันแพทย์จะทำการรักษาโดยให้ยาต้านจุลชีพ หรือยาปฏิชีวนะในการรักษาผู้ป่วยที่มีการ

ติดเชื ้อ และยาที ่ใช้ในการรักษาส่วนใหญ่จะอยู ่ในกลุ ่ม เบต้า-แลคแตม (Beta-lactams)  

และกลุ่มยาคิวโนโลน (Quinolone) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง และทำลายเชื้อแบคทีเรีย  

(Kim, et al., 2009) แต่เมื่อมีการใช้ยาปฏิชีวนะที่เพิ่มมากขึ้น จึงทำให้เชื้อมีแนวโน้มที่จะเกิด

อัตราการดื้อยาปฏิชีวนะที่เพิ่มสูงขึน้ 

    ในปัจจุบันเชือ้ E. coli มีอัตราการดื้อยาที่เพิ่มขึน้ เนื่องจากเกิดการใช้ยาปฏิชีวนะที่ไม่

เหมาะสม หรือใช้เกินความจำเป็น (พีรพัฒน์ ปัญญาดี และคณะ, 2561) ซึ่งพบว่าเชื้อชนิดนี้

ก่อให้เกิดการติดเชื้อทั้งในโรงพยาบาลไปจนถึงการติดเชื้อในชุมชน จากการศึกษาข้อมูลเบื้องต้น

ของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุขกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ในปี พ.ศ. 2561 จากข้อมูล

การติดเชื้อในโรงพยาบาลจำนวน 92 แห่ง ในภาคเหนือของประเทศไทย พบว่ามีผู้ป่วยติดเชื้อ  

E. coli เป ็นจำนวน 98 ,720 ราย และมีการติดเชื ้อ E. coli ในโรงพยาบาลจังหวัดพะเยา  

ปี พ.ศ.2560 พบว่ามีการติดเชื้อจำนวน 1,921 ราย (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2019) ซึ่งส่วนใหญ่จะพบว่ามีการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ 

โดยสายพันธุ์ของเชื้อ E. coli ที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อ คือ E. coli สายพันธุ์ ST131 ซึ่งพบว่ามีการ

ดื้อยาปฏิชีวนะ จึงทำให้เป็นปัญหาสำคัญต่อสุขภาพ และการรักษาของมนุษย์ เมื่อเกิดการติดเชื้อ

จะทำใหใ้ช้เวลานานในการรักษาจนถึงอาจก่อใหเ้กิดการเสยีชีวิตได้ (Yasufumi, et al., 2017)                      



 

 

 2 

กระบวนการตรวจสอบเชือ้โดยวิธีมาตรฐาน Disk diffusion  เป็นวิธทีี่ใช้ในการตรวจสอบ

เชื้อที่ก่อให้เกิดโรค ซึ่งใช้ในการตรวจสอบฤทธิ์ของยาต้านจุลชีพในการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของแบคทีเรีย (สถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข (สวรส) คณะแพทศาสตร์ศิริราชพยาบาล 

องค์การเภสัชกรรม (inter natio nal development r esearch center X :IDRC. 2557) เนื่องจากเป็น

วิธีที่ใช้เวลาประมาณ 4-6 วันในการตรวจสอบจึงหาวิธีที่รวดเร็ว และใช้เวลาน้อยกว่าในการ

ตรวจสอบจึงนำมาสู่วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้คือเพื่อศึกษาการตรวจเชื้อ E. coli ที่ได้จาก

โรงพยาบาลจังหวัดพะเยา โดยใช้เทคนิค M u l t i p l e - l o c u s  V a r i a b l e - N u m b e r  T a n d e m  R e p e a t 

An alysis หรือ MLVA และการตรวจสอบ Vir ulence gene เพื่อศกึษาการแพร่กระจายและความ

รุนแรงของเชื้อ E. coli ในโรงพยาบาลพะเยาราม จังหวัดพะเยา 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. การจัดกลุ ่มของเชื ้อ Escherichia coli โดยใช้เทคนิค Multiple-locus Variable-

Number Tandem Repeat Analysis หรือ MLVA  

2. การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเชื้อ E. coli สายพันธุ์ต่างๆ และ Virulence gene  

ที่เก่ียวของกับการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ (UTI) และการก่อโรคในไก่ 

3. ตรวจสอบความชุกของเชื้อ E. coli ที่ทำให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ 

(UTI) ของจังหวัดพะเยา ประเทศไทย 

1.3 สมมติฐาน 

 1 . เทคน ิ ค  Multiple-locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis หร ื อ  MLVA 

สามารถการจัดกลุ่มของเชื้อ E. coli ได้ 

            2. เชื้อ E. coli ที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ และการเกิดโรคในไก่ 

สามารถบ่งชีโ้ดย Virulence gene ได้ 

            3. เทคนิคทางอณูชีววิทยาสามารถนำมาใช้ตรวจสอบความชุกของเชื้อ E. coli กลุ่มที่

เก่ียวข้องกับการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะของจังหวัดพะเยา ประเทศไทย 
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1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตัวอย่างเชือ้ E. coli ที่เก็บไว้ในกลเีซอรอล -20°C ที่ได้

ปัสสาวะ เลือด หนอง เสมหะ และอุจจาระ 

จากผู้ป่วยในของโรงพยาบาลพะเยาราม (N = 76) 

 

ข้อมู    วิเคราะห์ข้อมูลพืน้ฐานและข้อมูล

การดื้อยาที่ได้รับจากโรงพยาบาล

พะเยาราม 

              ตรวจสอบเชือ้ Escherichia coli โดยใช้เทคนิคทางอณูชีววทิยา  

       สกัดดีเอ็นเอ 

          การจัดกลุ่มเชื้อ Escherichia coli 

- Clermont 

- ST131 subclade 

- MLVA 

           Genotype 

          การตรวจสอบ virulence gene  

-         virulence gene UTI 

- virulence gene chickens 

          การตรวจสอบยีนดื้อยา 

-        - Beta-lactam 

- Quinolone 

          Phenotype 

การตรวจสอบเชื้อดื้อยาแบบ ESBL  

-เท       เทคนิค NDP test 
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1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 

          สามารถจัดกลุ่มของเชื้อ Escherichia coli โดยเทคนิค Multiple-locus Variable-Number 

Tandem Repeat Analysis (MLVA) และศึกษาการกระจายของเชื้อ Escherichia coli ที่ทำให้เกิด

การติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ จำนวน 76 ตัวอย่าง จากผู้ป่วยในของโรงพยาบาลพะเยาราม 

จังหวัดพะเยา ประเทศไทย  

 

 

 

 



 

 

 

บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 เชื้อแบคทีเรยีประจำถิ่น (normal flora)  

 เชื้อแบคทีเรียประจำถิ่น คือเชื้อที่สามารถพบได้ทั่วไปในร่างการของมนุษย์  ซึ่งส่วน

ใหญ่ไม่ก่อให้เกิดโรค เมื่ออยู่ในลำไส้ใหญ่จะเป็นตัวช่วยยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

ก่อโรค (pathogen) ช่วยย่อยอาหารที่มนุษย์ย่อยไม่ไดห้รือย่อยได้ไม่หมด ช่วยดูดซึมสารอาหาร

และสร้างวิตามินที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียประจำถิ่น เช่น แบคทีเรีย

กลุ่ม Enterobacteriaceae,  Bacillus s p p . ,  Lactobacillus s p p . ,  เป็นต้น ซึ่งเชื้อ E. coli เป็นส่วน

หนึ่งในเชื้อแบคทีเรียประจำถิ่น แต่เมื่อเชื้อชนิดนี้มีการปนเปื้อนในอาหารและเครื่องดื่มจะ

ก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงเฉยีบพลัน (Acute Diarr hea) นอกจากนี้เมื่อมีการติดเชื้อที่อวัยวะอื่นๆ

ของร่างกายจะก่อให้เกิดได้ เช่น การติดเชื้อในทางเดินปัสสาวะ (U r i n a r y  t r a c t  i n f e c t i o n s )  

โรคเยื่อหุม้สมองอักเสบ (Menin gitis) และการติดเชื้อในกระแสเลอืด (Septicemia) เป็นต้น  

2.2 โรคติดต่อจากสัตว์สู่คน (Zoonoses)  

            โรคติดต่อจากสัตว์สู่คน คือ โรคที่เกิดจากการติดเชื้อระหว่างคนและสัตว์ได้ ซึ่งเชื้อ

นั้นอาจเป็นเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัส รวมทั้งปรสิตของสัตว์ ผู้ป่วยอาจได้รับเชื้อผ่านการ

รับประทานเนื้อสัตว์ที่ปนเปื้อน เช่น สุกร โค กระบือ ไก่ เป็ด เป็นต้น หรือมาจากสัตว์เลี้ยง   

โดยสัมผัสกับสัตว์เลี้ยง จึงมีความเสี่ยงที่จะได้รับ ผ่านการการสัมผัส การหายใจ ตัวอย่างของ

โรค เช่น โรคไข้เลือดออก โรคเชื้อราจากผิวหนังแมว โรคพิษสุนัขบ้า เป็นต้น  (L a g e r s t r o m  K .  

et al., 2021 ) 

 การแพร่กระจายลงสิ่งแวดล้อมเกิดจากสัตว์ที่มีเชื้อที่อาจก่อให้เกิดโรคหรือได้รับเชื้อ

จากสัตว์ชนิดอ่ืนๆ จะสามารถแพร่กระจายเชื้อลงสูส่ภาพแวดล้อม และมนุษย์ได้  

 กระบวนการผลิตเนื้อสัตว์ทางเศรษฐกิจสามารถกระตุ้นการแพร่เชื้อเป็นวงกว้างได้                

เช่น ไก่ หมู การปนเปื้อนของเชื้อเพียงนิดเดียวสามารถกระจายเชื้อเป็นวงกว้างได้ ซึ่งอาจ

ก่อให้เกิดการระบาดของโรคได้อย่างรวดเร็ว (ภาพที่ 1) เช่น โรคท้องร่วงเฉียบพลันจากการ

ปนเปื้อนของเนื้อสด          
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ภาพท่ี 1 การแพร่กระจายของเชื้อจากสัตวส์ู่คน 

ที่มา: Lager strom  KM and  H adly EA . 2021 

2.3 จุลชีววทิยาของ Escherichia coli 

Escherichia coli หรือ E. coli ถูกค้นพบโดยชาวกุมารแพทย์ชาวเยอรมัน-ออสเตรีย         

ทีโอดอร์ เอสเชอริช (Theodor Escherich) เป็นแบคทีเรียที่จัดอยู ่ในวงศ์ Enterobacteriaceae  

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะรูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) (ภาพที่ 2) สามารถเจริญเติบโต

ได้ดีทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) ไม่มีการสร้างสปอร์ 

(non-spore forming) สายพันธุ์ส ่วนใหญ่เคลื ่อนที ่ ได ้โดยใช้  Peri-thichous flagella สภาวะที่

เหมาะสมต่อการเจริญ คือที่อุณหภูมิ 35-37 ºC ซึ่งแบคทีเรียในกลุ่มนี้เป็นทั้ง normal micro 

biota และ pathogen (Hammadi, et al., 2021) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 ลักษณะของเชื้อ Escherichia coli 

ที่มา: Hammadi, et al., 2021 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1980/enterobacteriaceae
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2.4 ระบาดวทิยาและการติดเชื้อของ E. coli (Epidemiology and E. coli Infection) 

สัตว์และคนเมื ่อได้รับเชื ้อแบคทีเรีย E. coli ผ่านทางการบริโภคอาหารหรือ 

น้ำเชือ้จะเขา้ไปอาศัยอยู่บริเวณของลำไส้ใหญ่ เชื้อ E. coli ที่สามารถทำให้เกิดโรคจะสามารถ

แพร่กระจายออกสู่สิ่งแวดล้อมรวมถึงน้ำดื่มและอาหารผ่านทางอุจจาระของสัตว์ จึงมีผลทำ

ให้มีการปนเปื้อนและเกิดการติดเชื้อของผู้ป่วย (Caractera. 2004) เนื่องจากการกินอาหารที่

ไม่ผ่านการปรุงสุก หรือเครื่องดื่มที่ไม่ผ่านกระบวนการพาสเจอร์ไรซ์ เช่น ผัก ผลไม้ นมดิบ 

น้ำผลไม้ เนื้อบด หรือคนที่สัมผัสกับสัตว์ที่ได้รับเชื้อก่อโรค (ภาพที่ 3) ซึ่งเชื้อ E. coli ดังกล่าว

ทำให้เกิดโรคท้องเสีย (acute diarrhea) ซึ่งจะมีอาการถ่ายเหลวเป็นน้ำ อาเจียนหรืออาจมีไข้ 

ซึ่งการกระจายของเชื้อดังกล่าวอาจทำใหเ้กิดการระบาดในประชากรได้อย่างรวดเร็ว (Ganesh 

Adhikari. 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 การแพร่กระจายและการระบาดของเชื้อ E. coli 

ที่มา: Ganesh Adhikari. 2016 
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2.5 กลไกการตดิเชื้อโดยทั่วไปของเชื้อ E. coli (pathogenicity of E. coli infection)  

 การติดเช ื ้อของเช ื ้อ E. col i  ของคนหรือสัตว ์สามารถทำให้เก ิดการท้องเส ีย  

(a c u t e  d i a r r h e a )  และเชื้อจะเข้าสู่ระบบทางเดินอาหาร ซึ่งจะเข้าไปอาศัยอยู่บริเวณลำไส้ใหญ่

และเข้าไปเกาะติดกับผนังเซลล์ของลำไส้ใหญ่ จากนั้นแบคทีเรียจะใช้สารแอดฮีซิน ( A d h e s i n ) 

ไปจับกับรีเซพเตอร์ (R e c e p t o r )  ของลำไส้ใหญ่ และทำการปล่อยสารท็อกซิน (T o x i n s )  ทำให้

เซลลเ์ยื่อบุลำไส้เกิดการขับน้ำมากกว่าปกติ ร่างกายเกิดภาวะขาดน้ำ (Dehydratio n)  (ภาพที่ 4) 

และในบางกรณีเชื้ออาจเข้าสู่กระแสเลือดได้ทำให้ก่อให้เกิดความรุนแรงมากขึ้น  ( R o u s s e l  C .  

et al. , 201 7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 กลไกการตดิเชื้อโดยทั่วไปของ Escherichia coli 

ที่มา: Ro ussel C. et al. , 201 7 
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2.6 โรคที่เกดิจากการตดิเชื้อ E. coli  

 โรคที่เกิดจากการติดเชื้อ E. coli ส่วนใหญ่มักทำให้เกิดโรคท้องเสียเฉียบพลัน (A c u te 

d i a r r h e a )  คือ กลุ่มอาการที่มีการถ่ายอุจจาระเหลวหรือเป็นน้ำ อาจมีอาการอาเจียนหรือไข้

ร่วมด้วย เชื้อ E. coli ปกติจะพบได้ในลำไส้ของมนุษย์และสัตว์ และไม่ก่อให้เกิดโรค (normal flora) 

แต่เชื้อ E. coli บางประเภททำให้เกิดโรคที่มีความรุนแรงมากขึ้น ผู้ที่ได้รับเชื้อจะก่อให้เกิด

อาการคลื่นไส้อาเจยีน มีไข้ต่ำร่วมดว้ย และอาจรุนแรงถึงข้ันมีอาการปวดบิด ถ่ายเป็นมูกเลือด

และมีอาการแทรกซ้อน หรือเมื่อมีการติดเชื้อที่ส่วนอื่นๆของร่างกาย เช่น เกิดโรคติดเชื้อที่

ระบบทางเดินปัสสาวะ (U r i n a r y  T r a c t  I n f e c t i o n :  U T I )  และที่เยื่อหุ้มสมองของทารกทำให้เกิด

โรคเยื่อหุม้สมองอักเสบในเด็กทารกแรกเกิด (Neonatal menin gitis E. coli : NMEC) เป็นต้น  

 นอกจากนี้เชื้อ E. coli ยังก่อให้เกิดโรคในสัตว์ได้ เช่น สุกร ไก่ เป็ด นก เป็นต้น โดยเมื่อ  

มีการติดเชื้อในสุกรจะมีอาการท้องเสยีถ่ายเป็นน้ำ เบื่ออาหาร ซึมและตาย ส่วนในสัตว์ปีก จะมี

อาการตาอักเสบ ถุงลมอักเสบ เยื่อหุ้มหัวใจอักเสบ ถ้ามีการติดเชื้อเฉพาะแห่งจะทำให้เกิด

อาการเยื่อหุม้ข้ออักเสบ กระดูกและไขกระดูกอักเสบ ติดเชื้อในลำไส ้เป็นต้น 

2.7 การจัดกลุ่มเชื้อ E. coli ตามลักษณะอาการและกลไกของเชื้อ (Classification of E. coli) 

 เชื้อ E. coli เป็นเชือ้ประจำถิ่น (normal flora) หรอื commensal E. coli ที่พบได้ในระบบ

ทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์ซึ่งไม่ก่อให้เกิดโรค แต่บางสายพันธุ์ของเชื้อ E. coli ก่อให้เกิด

โรค (pathogenic E. coli) แบ่งเป็นเชื้อ E. coli ที่ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร (intestinal 

infection) ก่อให้เกิดโรคท้องร่วงเฉียบพลัน และเชื้อ E. coli ที่ก่อโรคนอกระบบทางเดินอาหาร 

(extra-intestinal infection) ก่อให้เกิดติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ (UPEC) และเยื้อหุ้มสมอง

อักเสบในเด็ก (NMEC) ดังแสดงในภาพที่ 5 
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Escherichia coli  pathotypes

E. coli

Commensal 

E. coli

Pathogenic   

E. coli

Extraintestinal E. coli

• Uropathogenic E. coli (UPEC)

• Neonatal Meningitis E. coli (NMEC)

• Avain pathogenic E.coli (APEC)

Extraintestinal E. coli

• Enterotoxigenic E. coli (ETEC)

• Enteropathogenic E. coli (EPEC)

• Enterohaemorrhagic E. coli (EHEC)

• Enteroinvasive E. coli (EIEC)

• Enteroaggregative E. coli (EAEC)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5 การแบง่กลุ่มของเชื้อ E. coli  

ดัดแปลงมาจาก: Nishant Nandanwar. 2013 
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 2.7.1 กลุ่มเชื้อ E. coli ที่ก่อให้เกดิโรคในระบบทางเดนิอาหาร (Intestinal infection)         

  Pathogenic E. coli สามารถแบ่งตามลักษณะอาการและกลไกการเกิดโรค แบ่งเป็น 5 กลุ่ม ดังนี้  

1) Enterotoxigenic E. coli (ETEC)  

ETEC เป็นสายพันธุ์ที่ทำให้เกิดอาการท้องร่วงในมนุษย์ ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่มีการ

สร้างเอนเทอโรทอกซิน (Enterotoxin) และการมีฟิมเบรีย (Fimbria) ตัวอย่างซีโรไทป์ ได้แก่ 

O6:H16, O8:H9, O15:11, O85:H7, O63:H12 ฯลฯ 

กลไกการเกิดโรคของเชื ้อ E. coli ชนิด ETEC จะมีการสร้างสารพิษที่ชื ่อว่า  

เอนเทอโร ทอกซิน 2 ชนิด ได้แก่ ชนิดทนความร้อน ( heat-stable toxin : ST) และชนิดไม่ทน

ความร้อน ( heat-labile toxin : LT) เชื้อจะมีฟิมเบรียชนิด mannose-resistance (MR fimbriae) 

เกาะติดกับผนังลำไส้ (colonization factor) และหลั ่ง ST กระตุ ้นเอนไซม์กัวนิเลตไซเคลส 

(guanylate cyclase) ใหส้ร้าง cyclic guanosine monophosphate (cGMP) (Mariaulfa, et al., 2019) 

ทำให้มีการขับสารเกลือแร่และน้ำเข้าสู่ลำไส้ และ LT-I จะไปกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์กัว

นิเลตไซเคลส ทำให้เก ิดการเปลี ่ยน adenosine triphosphate (ATP) เป ็น cyclic adenosine 

monophosphate (cAMP) ส่งผลให้เกิด การขับสารเกลือแร่ และน้ำออกสู่ลำไส้ใหญ่ในปริมาณ

มาก (ภาพที่ 6) ผู้ป่วยมีอาการอุจจาระร่วงเป็นน้ำคล้ายอหิวาตกโรค ปวดท้องรุนแรง และมีไข้

ต่ำ อาการอาจจะรุนแรงแต่ไม่ถึงกับเสียชีวิต (Chattaway, Marie. 2015) 

  

 

 

 

 

 
 

 

ภาพท่ี 6 กลไกการเกิดโรค Enterotoxigenic E. coli (ETEC) 

ดัดแปลงมาจาก: Chattaway, Marie. 2015 
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2) Enteropathogenic E. coli (EPEC) 

     EPEC เป็นสาเหตุของโรคอุจจาระร่วงในเด็กทารก (infantile diarrhea) เป็นสายพันธุ์ที่

เกาะติดเซลล์เยื่อบุผิวลำไส้ใหญ่โดยใช้พิไล (pili) และมีการสร้างอินทิมิน (intimin) ตัวอย่าง 

ซีโรไทป์ เช่น O26:H11, O55:H6, O88:H25, O157:H8, O127:H2 ฯลฯ 

  กลไกการเกิดโรคเกิดจาก EPEC adherence factor (EAF) เกาะติด Hep-2 cells 

ยีน eae บนโครโมโซมที่ควบคุมการสร้างโปรตีนอินทิมิน ( intimin) ทำให้เซลล์สามารถเกาะติด

ผนังของลำไส้ใหญ่ และเกิดการเรียงตัวใหม่ของไซโทสเคลีทัน (cytoskeleton) และสายแอกทิน 

(filamentous actin) ภายใต้บริเวณที ่แบคทีเร ียเกาะอยู ่  ทำให้เก ิดการทำลายไมโครวิไล 

(microvilli) จนเกิดรอยราบเรียกว่า attaching and effacing lesion เรียกกลไกนี้ว่า attachment 

and effacement (ภาพท ี่  7 )  (Mariaulfa, et al., 2019) ผ ู ้ป ่วยเก ิดอาการ ม ี ไข ้  หนาวสั่น  

ปวดศรีษะ อาเจียน ปวดท้อง อุจจาระร่วงเป็นน้ำมีมูกปน มีอาการขาดน้ำ และช็อค เนื่องจาก

เซลล์ขับน้ำออกในปริมาณมาก อาจทำให้เกิดการเสียชีวิตเนื ่องจากภาวะอาการขาดน้ำ 

(Chattaway, Marie. 2015) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 7 กลไกการเกิดโรค Enteropathogenic E. coli (EPEC) 

ดัดแปลงมาจาก: Chattaway, Marie. 2015 
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3) Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) 

EHEC หรือ Shiga toxin-producing E. coli (STEC) เป็นเชื้อที่มีการสร้าง Verotoxin 

ที่สามารถทำลาย Vero cell ซึ่งจะคล้ายกับสารพิษของเชื้อ Shigella spp. ตัวอย่างซีโรไทป์ เช่น 

O113:H21, O118:H12, O128:H2 และ O157:H7 

กลไกการเกดิโรคเกิดจากสารพิษที่เชื้อสร้างขึ้นคล้ายกับสารพิษที่สร้างจากเชื้อ 

Shigella spp. (ภาพที่ 8) ) (Mariaulfa, et al., 2019) ทำให้เกิดความเสียหายใหแ้ก่เยื่อบุของลำไส้ 

อุจจาระร่วงเป็นน้ำจนถึงถ่ายเป็นเลือด (hemorrhagic colitis) มีอาการปวดท้องอย่างรุนแรง 

อาเจียน มีไข้ แต่บางรายสารพิษอาจไปทำลายไตจะมีอาการ hemolytic uremic syndrome (HUS) 

แทรกซ้อน คือ โลหิตจาง (hemolytic anemia) เกล็ดเลือดต่ำ (thrombocytopenia) และไตวาย

เฉียบพลัน (acute renal failure) (Chattaway, Marie. 2015) 

 

ภาพท่ี 8 กลไกการเกิดโรค Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) 

ดัดแปลงมาจาก: Chattaway, Marie. 2015 

4) Enteroinvasive E. coli (EIEC)  

EIEC เป็นกลุ่มเชื้อ E. coli ที่สามารถเข้าสู่เซลล์เยื่อบุลำไส้ใหญ่และหลบเลี่ยง

การถูกทำลายโดย phagosome จึงทำให้สามารถแบ่งตัวและกระจายไปยังเซลล์อื่น ๆ ตัวอย่าง    

ซีโรไทป์ได้แก่ O115, O121, O135, O136 O143, O144 ฯลฯ  

กลไกการเกิดโรคเกิดจากเชื้อสามารถผ่านเข้าไปในเซลล์ของผนังลำไส้ใหญ่ทำ

ให้มีการแบ่งตัวและเพิ่มจำนวนที่ชั้นเยื่อเมือก (mucosa, submucosa) ทำลายเซลล์จนตายและ

บุกรุก ไปยังเซลล์ข้างเคียง (ภาพที่ 9) (Mariaulfa et al. 2019) ผู้ป่วยมักเป็นเด็กทำให้มีอาการมี

ไข้ ปวดทอ้ง อุจจาระมีมูกและเลือดปน (Chattaway, Marie. 2015) 

 



 

 

 14 

 

ภาพท่ี 9 กลไกการเกิดโรค Enteroinvasive E. coli (EIEC) 

ดัดแปลงมาจาก: Chattaway, Marie. 2015 

5) Enteroaggregative E. coli (EAEC) 

    EAEC คือ เชื้อที่สามารถเกาะติดเซลล์เยื่อบุผิวของลำไส้โดยใช้ fimbriae ทำให้

เชื้อเรียงต่อกันคล้ายกับก้อนอิฐ (biofilm) ก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงเรื้อรังในเด็กและผู้ใหญ่    

ตัวอย่างซีโรไทป์ ไดแ้ก่ O3:H2, O15:H8, O44:H18, O86, O111:H12 และ O125:H9  

                      กลไกการเกิดโรคเกิดจากการจับกับเซลล์แบบ (aggregative adherence 

pattern) เชื้อมีการปล่อยสารพิษและกระตุ้นการอักเสบของลำไส้เป็นพิษต่อเยื่อเมือกในลำไส้

โดยมี พลาสมิดควบคุมการสร้างฟิมเบรียชนิด aggregative adherence fimbriae I และมีการ

สร้าง ShET1, Pic, EAST1 และ Pet (ภาพที่ 10) (Chattaway, Marie. 2015) 

 
 

ภาพท่ี 10 กลไกการเกดิโรค Enteroaggregative E. coli (EAEC) 

ดัดแปลงมาจาก: Chattaway, Marie. 2015 
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             เชื้อ E. coli สามารถแบ่งตามคุณสมบตัทิี่ทำใหเ้กิดโรคเป็น 5 กลุ่ม มีกลไกที่ก่อให้เกิด

โรคและอาการทีแ่ตกตา่งกัน และมีลักษณะของความรนุแรง ที่แตกต่างกันดัง (ตารางที่ 1)  

ตารางที่ 1 กลไกการเกดิโรคและลักษณะความรุนแรงเชื้อ E. coli 5 กลุ่ม 

ดัดแปลงมาจาก: Jane, et al., 1885 
 

2.7.2 กลุ่มเชื้อ E. coli ที่ก่อโรคนอกระบบทางเดนิอาหาร (extra-intestinal infection) 

 เชื้อ E. coli ที่ก่อให้เกิดโรคนอกระบบทางอาหาร เกิดจากเชื้อมีการเคลื่อนที่จากลำไส้

ใหญ่เข้าสู่อวัยวะอื่น ๆ ภายในร่างกายทำให้เกิดการติดเชื้อ ดังนี้ 

1) การติดเชื้อท่ีระบบทางเดินปัสสาวะ (Urinary Tract Infection: UTI)   

 Urinary Tract Infection (UTI) คือ การติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ ซึ่งเกิดจาก

เชื้อ E. coli ที่อาศัยอยู่ในลำไส้ใหญ่ และอุจจาระ เกิดการเคลื่อนที่ไปยังทางเดินปัสสาวะ กระเพาะ

ปัสสาวะ จากนั้นเชื้อจะมีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว ทำให้ตรวจพบเชื้อในปัสสาวะ (Bacteriuria) 

นอกจากนี้เชื้อยังสามารถเคลื่อนที่ไปยังไตและเข้าสู่ระบบเลอืดได ้(Balayneh Regasa. 2018)  

     กลไกการติดเชื้อคือกลุ่มเชื้อ E. coli จะมีการสร้างแอดฮีซินพีพิไล สำหรับเกาะ

เซลล์เยื่อบุทางเดินปัสสาวะ (uroepithelial cell) และมีแอลฟาฮีโมไลซิน (alpha hemolysin) ทำลาย

เม็ดเลอืดแดงและแอโรแบกทิน (aerobactin) เป็นตัวแย่งจับกับธาตุเหล็กจากเซลล์เจ้าบ้าน (ภาพที่ 11) 

ซึ่งเมื่อผู้ป่วยไดร้ับเชื้อจะทำใหเ้กิดอาการกระเพาะปัสสาวะอักเสบ (Flores-Mireles, et al., 2015) 

Strain Lesion Signs Virulence Characteristic

Enterotoxigenic E. coli Adhere using fimbria and Diarrhea LT and ST production

 (ETEC) produce heat-labile (LT)

and/or heat - stable (ST) toxins

Enteropathogenic E. coli Lesion Watery diarrhea eaeA  gene (encodes intimin)

(EPEC) Attaching and effacing lesions

(effacement of microvilli and

pedestal formation)

Enterohaemorrhagic E. coli Produce Shiga-like toxins Diarrhea, hemorrhagic Shiga-like toxin production, see

(EHEC) (verotoxin) that cause vascular colitis, hemolytic-uremic also EPEC

endothelial damage also produce syndrom

attaching and effacins lesions

Enteroinvasive E. coli Actively invade colonie epithelail Large bowel diarrhea Plasmid-encoded invasion genes

(EIEC) cells such as ipaH

Enteroaggregative E. coli Adhere to intestinal epithelium Presistant watery diarrhea aggR  gene

(EAEC) via fimbriae and aggregate in in humans

bricklike fashion
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ภาพท่ี 11 กลไกการติดเชื้อระบบทางเดินปัสสาวะ 

ที่มา: Flores-Mireles, A. 201 5 

2) การติดเชื ้อที ่เยื ่อหุ ้มสมองของเด็กทารกจากเชื ้อ E. coli หรือ Neonatal 

meningitis E. coli (NMEC)  

      NMEC ทำให้เกิดการติดเชื้อของเยื้อหุ้มสมองในเด็กแรกเกิดทำให้เกิดโรคเยื่อ

หุ้มสมองอักเสบ ซึ่งเด็กทารกแรกเกิดได้รับจากมารดาเข้าสู่ระบบทางเดินหายใจหรือทางเดิน

อาหารของทารก  

      NMEC สามารถสร้างแอนติเจนชนิดเค 1 (K1 capsule antigen) ที่ช่วยป้องกันการ

ถูกกินจากเซลล์เม็ดเลือดขาว และการถูกทำลายจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย จากนั้นจะผ่าน

ผนังลำไส้เข้าสู่กระแสเลือดไปยังเยื้อหุ้มสมอง (ภาพที่ 12) อาการไข้สูง คอแข็ง คลื่นไส้อาเจียน 

ความดันต่ำ การรักษาโดยการใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่มเบต้าแลกแตมส ์(Beta-lactams) แตห่ลังจากการ

รักษาอาจเกิดอาการแทรกซ้อน เช่น หูหนวก ชัก หรือตาบอด (Zaniel, et al., 2021) 
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ภาพท่ี 12 กลไกการเกดิโรคเยื้อหุ้มสมองอกัเสบในเด็ก 

ที่มา: Zainel Abdulwahed, et al., 2021 

3) การติดเชื้อของสัตว์ปกีจากเชื้อ E.coli (Avian Pathogenic Escherichia coli :APEC) 

Avian Pathogenic Escherichia coli: APEC เป็นเชื ้อ E. coli ที ่ก่อให้เกิดโรคใน

สัตว์ปีก และสามารถติดเชื้อได้ทางระบบทางเดินหายใจกระจายเข้าสู่ ปอด เส้นเลือดและ

กระจายไปยัง ตับ หัวใจ สมอง ทำให้สัตว์ที่มีการติดเชื้อตายในที่สุด (ภาพที่ 13) (Jiangang Hu, 

et al., 2022) 

 

 

ภาพท่ี 13 กลไกการตดิเชื้อในสัตว์ปีก 

ที่มา: Jiangang Hu, et al., 2022 
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2.8  การจัดกลุ่มของเชื้อ Escherichia coli ตามความแตกต่างของเชื้อ  

การจัดกลุ ่มของเช ื ้อ Escherichia coli สามารถแบ่งตามความแตกต่างของเช ื ้อ 

เช่น ความแตกต่างของแอนติเจนหรือลักษณะความแตกต่างของดีเอ็นเอ 

2.8.1 การแบ่งกล ุ ่มของเช ื ้อ E. coli ตามความแตกต่างของแอนติเจน 

(phenotyping classification) 

        แอนติเจน ค ือ สารช ีวโมเลกุลที ่อย ู ่บร ิเวณผนังเซลล์ของเช ื ้อแบคทีเร ีย   

แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ somatic antigen (O-antigen ) เป็นสารประกอบ lipopolysaccharide 

พบอยู่ในชั ้นของผนังเซลล์, Capsule antigen (K-antigen) เป็นสารประกอบ polysaccharide  

มักพบห่อหุ ้มเซลล์ เช่น capsule, envelope และ Flagella antigen (H-antigen) เป็นส่วนของ 

flagella ประกอบด้วย protein ที่เรียกว่า flagellin (ภาพที่ 14) เชื้อที่แตกต่างกันจะมีลักษณะของ

แอนติเจน O,H และ K ที่แตกต่างกัน (กฤติกา ดำมุนี, 2558) 

        ตัวอย่างการเรียกชื่อ E. coli ตามรูปแบบที่แตกต่างต่างกันของแอนติเจน เขียนได้ 

ดังนี้   O1:K13:H1, O2:K1:H4, O1:K1:H7, O6:K5:H1 

 

 

ภาพท่ี 14 การแบ่งกลุม่เชื้อ Escherichia coli ตามคุณสมบัตขิองแอนตเิจน 

ที่มา: Caractéra, et al., 2004 
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ตารางแสดงความสัมพันธ์ของการเรียกชื่อเชื้อ E. coli ตามความแตกต่างของแอนติเจน และการ

เรียกชื่อตามกลไกของการเกิดโรค ดังแสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 ความสัมพนัธ์ของกลุ่ม E. coli ที่แบ่งตามอาการและความแตกต่างของแอนติเจน 

 
ที่มา: Leila C Campos, et al., 2004 

2.8.2 การแบ ่งของเช ื ้อ Escherichia coli โดยใช ้ เทคนิคทางอณูว ิทยา  

(Genotyping classification) 

             เชื้อ E. coli มีความหลายหลายทางดีเอ็นเอสามารถใช้เทคนิคทางอณูวิทยาเพื่อใช้ในการ

จัดกลุ่มของเชื้ออีโคไล เช่น เทคนิค Clemont, Multilocus Sequence Type (MLST), Pulsed-field 

gel Electrophoresis (PFGE), Multiple-locus Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) 

และ Whole genome sequencing (WGS) 

   1) เทคนิค Clermont 

      เทคนิค Clermont เป็นการตรวจวิเคราะห์ทางอณูวิทยา ที่อาศัยความแตกต่าง

ของยีน 3 ชนิด คือ chuA, yjaA และ DNA fragment TSPE4.C2 โดยยีน chuA ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยว

ของกับการขนส่ง heme ใน enterohemorrhagic O157: H7 E. coli ส่วน yjaA เป็นยีนที่ระบุอยู่ใน

จีโนมของ E. coli K-12 และ TSPE4.C2 เป็น DNA fragment (Clermont, et al., 2000) 

ซึ่งเทคนิคนี้จะสามารถแบ่งกลุ่มของเชื้อ E. coli โดยใช้ไพรเมอร์ (specific primer) 3 คู่ 

ซึ่งสามารถแบ่งกลุ่มของเชื้อ E. coli ออกไดเ้ป็น 4 กลุ่ม คือ A, B1, B2 และ D (ภาพที่ 15) 
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ภาพท่ี 15 การจัดกลุ่มของเชื้อ Escherichia coliโดยใช้เทคนิค Clermont 

ที่มา: Clermont, et al., 2000 

2) เทคนิค Multilocus Sequence Type หรือ MLST  

                     เทคน ิค Multilocus Sequence Type หร ือ MLST เป ็นว ิธ ีทางอณูว ิทยาท ี่

แบ่งกลุ่ม E. coli ออกเป็น sequence type หรือ ST อาศัยความแตกต่างของลำดับเบสของ 7 ยีน 

(housekeeping gene) ขนาด 450-500 คู่เบส ซึ่งในแต่ละสายพันธุ์ของแบคทีเรียจะมีอัลลีลที่

ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน ซึ่งจะถูกระบุเป็น allelic profile และกำหนดเป็น sequence 

type, ST (BioMérieux SA, et al., 2024) ดังแสดงในภาพที่ 16  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 16 ความแตกต่างของแบคทีเรียที่มี sequence type ต่างกัน 

ที่มา: BioMérieux SA, et al., 2024 
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3) เทคนิค Pulsed-field Gel Electrophoresisหรือ PFGE 

เทคนิค Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ

สูงใช้ในการแยกและวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยจะอาศัยการทำงานของ restriction enzyme ในการ

ตัดย่อยชิ้นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรียในตำแหน่งที่เฉพาะเจาะจง ซึ่งทำให้เกิดดีเอ็นเอหลาย

ขนาด โดยการแยกขนาดของดีเอ็นเอจะอาศัยการสลับของสนามไฟฟ้าทั้งสองด้าน จากนั้นจึง

นำมาสร้างเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอเฉพาะของเชื้อ (PFGE-pattern) (Yan, et al., 2012) ดังแสดงใน

ภาพที่ 17 แตเ่ทคนิคนี้ใช้เวลานาน และค่าวัสดุอุปกรณ์ที่ใช้มรีาคาแพง  

 
 

ภาพท่ี 17 ความแตกต่างของแบคทีเรียที่มรีูปแบบลายพิมพ์ดีเอน็เอที่แตกต่างกัน 

ที่มา: Yan, et al., 2012 

4) เทคนคิ Multiple-locus Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA)  

          เทคน ิค  Multiple-locus Variable Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) 

เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรีย โดยวิเคราะห์จากความ

แตกต่างของจำนวน variable number tandem repeat (VNTR) คือบริเวณ DNA ที่มีการเรียงตัว

ของลำดับเบสจำนวนสั้นๆ ซึ ่งมีลักษณะความแตกต่างของก็อปปี้ ในจีโนมของแบคทีเร ีย 

(Caméléna, et al., 2019) ตัวอย่างเทคนิคที่วิเคราะห์รูปแบบการเรียงตัวและจำนวนของ VNTR 

7 ตำแหน่งที่แตกต่างกันซึ่งสามารถทำให้เกิดรูปแบบของดีเอที่แตกต่างกัน ดังแสดงในภาพที่ 18 

ซึ่งเทคนิคนีจ้ะมีประสทิธิภาพมากขึน้เมื่อมกีารวิเคราะห์ VNTR หลายตำแหน่ง  
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ภาพท่ี 18 ลักษณะรูปแบบของเชื้อแบคทีเรียโดยใช้เทคนคิ MLVA 

ที่มา: Caméléna, et al., 2019 

5) เทคนิค Whole genome sequencing (WGS) 

เทคนิค Whole genome sequencing (WGS) เป็นการวิเคราะหล์ำดับเบสทั้งหมดของ 

DNA ทั้งจีโนม (genome) ซึ่งมีความยาวถึง 5 ลา้นลำดับเบส วิธีนีเ้ป็นวิธีที่ทำให้ได้ข้อมูลยันทั้งหมด

ของดีเอ็นเอ (Reid, et al., 2020) เช่น ยีนดื้อยา Virulence gene และ พลาสมิด ซึ่งวิธีนี ้เป็นการ 

typing ของแบคทีเรียที่ดีที่สุดในปัจจุบัน และสามารถนำมาเปรียบเทียบกับแบคทีเรียที่มีสายพันธุ์ที่

ใกล้เคียงกัน ปัจจุบันนี้เริ่มเป็นที่นิยม เนื่องจากราคาที่ถูกลง และได้ข้อมูลครบถ้วน ดังแสดงใน 

ภาพที่ 19 

 
 

ภาพที่ 19 phylogenetic tree ที่ได้จากการทำ Whole genome sequencing (WGS) ของเชื้อ E. coli 

ที่มา: Cameronc J. Reid J. C. et al., 2020     
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2.9 ความสัมพันธ์ระหว่างความรุนแรงของโรคและ Virulence gene  

Virulence gene เป็นยีนที่ทำให้เชื ้อ E. coli สามารถก่อให้เกิดโรคได้ การแบ่งของ 

virulence gene สามารถแบ่งได้ตามหน้าที่ของโปรตีน ได้ดังนี้ 

1) Adhesion เป็นโปรตีนที่ช่วยในการยึดเกาะของแบคทีเรียกับเซลล์โฮสต์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับยีน 

papC, fimH, tsh (Oliveira S. E. et al., 2019) 

2) Protectins /capsule เป็นโปรตีนที่ช่วยในการปกป้องเชื้อแบคทีเรียจากการถูกกินของเซลล์

เม็ดเลอืดขาว (anti phagocytosis) ซึ่งเกี่ยวข้องกับยีน kpsMTII, kpsMTIII (Hasan N. R. et al., 2022) 

3) Serum resistance เป็นโปรตีนที่ทำให้เชื้อแบคทีเรียสามารถอยู่ในกระแสเลอืดได้โดยไม่

ถูกทำลาย ซึ่งเกี่ยวข้องกับยีน iss, traT (Oliveira S. E. et al., 2019) 

4) Iron-related เป็นโปรตีนที่ในการแย่งจับกับธาตุเหล็กกับ heme หรือ iron chelating 

protein ของเซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งเกี่ยวข้องกับยีน iucC, iron, fyuA, i, iucD, irp2, iutA, sitA (AvilaOliveira 

ESI, et al., 2019) 

  5) Toxins เป ็นโปรต ีนท ี่ ม ีทำหน ้าท ี่ ทำลายเซลล์  ซ ึ ่ ง เก ี ่ ยวข ้องก ับย ีน  vat, astA 

(AvilaOliveira ESI, et al., 2019) 

 6) Colicins เป็นโปรตีนที่ทำหน้าที่ในการทำลายแบคทีเรียชนิดอื่น ซึ่งเกี่ยวข้องกับยีน 

cvaA, cvaB (AvilaOliveira ESI, et al., 2019) 

 7) Miscellaneous เป็นโปรตีนที่ผลิตมาเพื่อทำหน้าที่อื่น ๆ ซึ่งเกี่ยวข้องกับยีน ompT, cvaC 

(Oliveira S. E. et al., 2019) (AvilaOliveira ESI, et al., 2019) 

8) Heamolysin เป็นโปรตีนที่มีการสร้างรูพรุน ทำให้เยื้อหุม้เซลล์เสียหาย ซึ่งเกี่ยวข้องกับ

ยีน hylF (Kanokporn Pantong. 2021) 

โดย virulence gene จำนวน 4 ยีน คือ yfcV, vat, fyuA และ chuA มีความสัมพันธก์ับเชื้อ 

E. coli กลุ่ม UPEC ที่ได้จากผู้ป่วยติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ และเชื้อ E. coli กลุ่มอื่นๆ จำนวน 458 

ตัวอย่าง และได้มกีารพัฒนาวิธ ีmultiplex PCR เพื่อทำการตรวจสอบเชือ้ E. coli กลุ่ม UPEC ซึ่งพบ 

4 ยีนดังกล่าว (Rachel R Spurberk, et al., 2012)  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษา virulence gene จำนวน 5 ยีน คือ iutA, hlyF, iss, iroN, และ 

ompT มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคในสัตว์ปีก โดยศึกษาเชื้อ E. coli กลุ่ม APEC จำนวน 124 

ตัวอย่าง โดย 5 ยีนดังกล่าวถูกนำมาพัฒนาวิธี multiplex PCR เพื่อใช้ในการตรวจสอบ (Stromberg 

ZR. 2017)     
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2.10 แนวทางการรักษาการติดเชื้อ E. coli (Treatment E. coli infection) 

      เชื้อ E. coli เป็นเชือ้ที่สามารถก่อให้เกิดโรคไดเ้มื่อมีการปนเปื้อนในอาหารและเครื่องดื่ม 

หรือมีการติดเชื้อที่ส่วนอื่นๆของร่างกาย  

   การติดเชื้อ E. coli มักเกิดในระบบทางเดินอาหารจะทำให้เกิดอาการท้องเสีย โดยจะแบ่ง

ออกเป็น 3 ระดับ คือ ท้องร่วงเฉียบพลัน (acute diarrhea) หมายถึงท้องร่วงที่เป็นมาไม่เกิน 7 วัน 

ท้องร่วงยืดเยื้อ (prolonged diarrhea) หมายถึงท้องร่วงที่เป็นนาน 8-13 วัน ท้องร่วงเรือ้รัง (chronic 

or persistent diarrhea) หมายถึงท้องร่วงที่เป็นนานตั้งแต่ 14 วันขึน้ไป  

    ขั้นตอนการรักษาจะประเมินสภาวะการขาดน้ำ ในกรณีที่มีอาการุนแรง ในระยะเวลา     

7 วัน อาการไม่ดีขึ้น หลังจากนั้นจะส่งตรวจอุจจาระเพื่อหาเชื้อที่เป็นสาเหตุ และจะรักษาอาการ

ขาดน้ำโดยใหส้ารน้ำทางปาก หรอืใหส้ารน้ำผ่านทางหลอดเลือดดำ  

   การรักษาโดยให้ยาแก้อาเจียน ยาแก้ท้องเสีย เช่น Racecadotril, Diosmectite (ในเด็กอายุ 

2 ปีขึน้ไป) Kaolin, Activated charcoal เป็นต้น หรือการใหโ้พรไบโอติก หรือธาตุสังกะสีในการรักษา 

แต่ถ้าการรักษาข้างต้นอาการยังไม่ดีข ึ ้นจึงต้องมีการรักษาด้วยยาปฏิช ีวนะร่วมด้วย คือ  

ยากลุ่ม quinolones หรือยากลุ่ม Beta-lactam (ภาพที่ 20)(สมาคมกุมารเวชศาสตร์ทางเดินอาหาร

และตับ. 2562) 



 

 

 25 

 

ภาพท่ี 20 แนวทางการรักษาโรคติดเชื้อ Escherichia coli 

ดัดแปลงมาจาก: สมาคมกุมารเวชศาสตร์ทางเดินอาหารและตับ. 2562 
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2.11 การรักษาโดยใช้ยาปฏิชวีนะ (Antibiotic treatment) 

ยาปฏิชีวนะ เป็นกลุ่มยาที่ออกฤทธิ์ในการฆ่าหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย

หรือป้องกันการติดเชื้อของแบคทีเรีย เช่น ยากลุ่ม Beta-lactam, ยากลุ่ม Quinolone เป็นต้น 

ยากลุ่ม Beta-lactam เป็นยาปฏิชีวนะที่มีสูตรโครงสร้างประกอบด้วยวงแหวน beta-

lactam ring และ thiazolidine ring ซึ่งเป็นโครงสร้างทางเคมีที่เหมือนกัน แต่มีความแตกต่างกัน

ตรงที่ side chain group เป็น ยากลุ่มหนึ่งที่มีการใช้อย่างแพร่หลาย สามารถแบ่งย่อยเป็นหลาย

กลุ่ม ได้แก่  penicillin, cephalosporins, imipenem และ clavulanate ดังแสดงในภาพที ่21 

  การออกฤทธิ์ของยากลุ ่ม Beta-lactams ออกฤทธิ์ยับยั ้งกระบวนการสร้างผนังเซลล์ 

(Peptidoglycan) โดยยาจะเข้าไปจับกับ binding-protein ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซม์ transpeptidase และ 

carboxypeptidase ที่ทำหน้าที่สร้าง peptide cross-bridge ในขั้นตอนสุดท้ายของการสังเคราะห์ 

peptidoglycan เมื่อเอนไซม์นี้ไม่สามารถทำงานได้จึงทำให้ผนังเซลล์ไม่แข็งแรง และเซลล์แตก  

ในที่สุด (ณรงค์ นวลเมือง และ อักษรากร คำมาสุข, 2561) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 21 โครงสร้างของยากลุม่ Beta-lactams 

ที่มา: Gurudas Khilnani and Ajeet Kumar Khilnani. 2019 

 

 

 

 

https://www.researchgate.net/profile/Gurudas-Khilnani?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoiX2RpcmVjdCJ9fQ
https://www.researchgate.net/profile/Ajeet-Kumar-Khilnani?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoiX2RpcmVjdCJ9fQ
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   ยากลุ ่ม Quinolone และ Fluoroquinolone ยาปฏิชีวนะที ่ออกฤทธิ ์ย ับยั ้งกระบวนการ

สังเคราะห์สายดเีอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียและเหนี่ยวนำให้เกิดการตายของเซลล์  

ยา Fluoroquinolone โดยเป็นยาปฏิชีวนะที ่มีการปรับปรุงโดยใส่อะตอม fluorine (F)        

ในตำแหน่งที่ 6 ของโครงสร้างวงแหวน (ภาพที่ 22) เพื่อให้มีฤทธิ์กว้างขวางขึ้นโดยกลไกลการ

ทำงานจะยับยั้งกระบวนการ DNA replication โดยไปขัดขวางการสังเคราะห์เอมไซม์ DNA gyrase 

(topoisomerase II) และ topoisomerase IV ของแบคทีเรีย (Bhanot, et al., 2001) 

การออกฤทธิ์ของยากลุ่มนี้จะฆ่าเชื้อแบคทีเรียหรือยับยั้งการเจริญเติบโต โดยยับยั้ง

เอนไซม์ DNA gyrase (topoisomerase I) และ topoisomerase IV ของแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซม์ DNA 

gyrase (topoisomerase II) เป็น tetrameric enzyme ประกอบด้วยโปรตีนหน่วยย่อย (sub unit)  

4 หน่วยประกอบกัน คือ gyrA และ gyrB อย่างละ 2 หน่วย ซึ่งถูกสร้างจากยีน gyrA และ gyrB 

ตามลำดับ เอนไซม์ topoisomerase IV ประกอบด้วยหน่วยย่อย 4 หน่วย (tetrameric enzyme) 

ได้แก่ ParC และ ParE อย่างละ 2 หน่วยซึ ่งสร้างจากยีน parC และ parE เอนไซม์สองชนิดนี้

เก่ียวข้องกับการเจริญ และการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรีย (Drlica, et al., 1997) 

 
 

ภาพท่ี 22 โครงสร้าง fluoroquinolone 

ที่มา: Maria Maslinska. 2013 
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ยากลุ ่ม Quinolone สามารถแบ่งออกเป ็นแต่ละร ุ ่น (generation) ( Girish Bilagi. 2020) 

ดังตารางที่ 3 โดยปัจจุบันแพทย์จะนิยมใช้ยา Norfloxacin และยา levofloxacin เพื่อการรักษาโรคที่

เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย เช่น โรคท้องร่วงเฉียบพลัน โรคติดเชื้อในทางเดินระบบปัสสาวะและอวัยวะ

สบืพันธุ์ 

ตารางที่ 3 การจำแนกกลุ่มยา Quinolone 

 

ดัดแปลงมาจาก: Girish Bilagi. 2020 

2.12 การเกดิขึ้นและการถ่ายทอดยีนดื้อยา (Antibiotic resistance gene) 

การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย คือ ปรากฏการณ์ที่เชื้อสามารถอยู่รอดได้ในสภาวะที่มียา

ปฏิชีวนะ ซึ่งอาจเกิดจากยีนหรือการเปลี่ยนแปลงของยีนที่ทำให้ยาไม่สามารถทำงานได้  โดยยีนจะ

สร้างโปรตีนที่ส่งผลให้เชื้อทนต่อยาปฏิชีวนะ ซึ่งปัจจัยดังกล่าวอาจอยู่บนโครโมโซม หรือพลาสมิด

เพื่อเป็นปัจจัยเสริมในการอยู่รอดของแบคทีเรีย และถ่ายทอดลักษณะไปยังรุ่นต่อ ๆ ไป ซึ่งกลไก

การเกดิข้ึนของเชื้อดื้อยาของแบคทีเรียที่ดือ้ยาสามารถพบได้ 2 รูปแบบ คือ 

                 การดื้อยาในรูปแบบ intrinsic resistance เป็นแบคทีเรียเกิดยีนดื ้อยาที ่เกิดจากการ      

มิวเทชั่น (mutation) ของแบคทีเรียเอง และการดื้อยาในรูปแบบ acquired resistance สามารถเกิด

ได้จากแบคทีเรียได้รับยีนดื้อยามาจากแบคทีเรียเซลล์อื่น (horizontal gene transfer) ซึ่งอาจจะเป็น

แบคทีเรียในสปีชีส์เดียวกัน ต่างสปีชีส์ (species) หรือต่างจีนัสกัน โดยแบคทีเรียสามารถรับยีนดื้อ

ยาในรูปแบบ horizontal gene transfer 3 รูปแบบ คือ  
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1) ทรานสฟอร์เมชัน (transformation)   

เป็นการเคลื่อนย้ายสารพันธุกรรมหรือ DNA จากแบคทีเรียเซลล์หนึ่งไปยังแบคทีเรียอีก

เซลล์หนึ่งในสภาวะที่เหมาะสม และเซลล์ผูร้ับที่เหมาะสม เรียกว่า competent cell  

2) ทรานสดักชัน (transduction)  

เป็นการเคลื่อนย้ายสารพันธุกรรมหรือ DNA จากแบคทีเรียเซลล์หนึ่งไปยังแบคทีเรียอีก

เซลล์หนึ่งโดยอาศัยไวรัสที่เรียกว่าแบคเทอริโอฟาจ (bacteriophage)  

3) คอนจูเกชัน (conjugation) 

เป็นการถ่ายลักษณะพันธุกรรมจากเซลล์หนึ่งไปยังอีกเซลล์หนึ่ง ซึ่งเซลล์ผู้รับ และ

เซลล์ผู ้ให้จะต้องอยู่ใกล้กันหรือติดกันโดยจะทำการเคลื่อนย้ายสารพันธุกรรมผ่านท่อเล็ก ๆ  

ที่ออกมาจากเซลล์ผู ้ให้ที ่เรียกว่า sex pili หรือ F pili (ดร.สุนัดดา โยมญาติ. 2556; จักรพงษ์  

สนีามะ, 2561) 

 

 
 
 

ภาพท่ี 23 การดื้อยาแบบ intrinsic resistance 

ที่มา: Kulengowski, et al., 2016 
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2.13 รูปแบบกลไกของการดื้อยาปฏิชวีนะ  

การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย เกดิจากกระบวนการได้หลายรูปแบบ ดังนี้ 

1) การเปลี่ยนแปลงตำแหน่งเป้าหมายของยาปฏิชีวนะ (drug target alteration) โดยแบคทีเรีย 

มกีารเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบ หรือโครงสร้างของเป้าหมาย เพื่อไม่ให้ยาปฏิชีวนะสามารถจับและ

ออกฤทธิ์ได ้เช่น การดื้อยาในกลุ่ม Quinolone 

2) การลดการนำผ่านยาเข้าสู่เซลล์ (reduction of drug permeability) ลดการซึมผ่านของ   

เมมเบรนที่ล้อมรอบเซลล์แบคทีเรีย จงึทำให้ยาปฏิชีวนะผ่านเขา้สู่เซลล์ไดน้้อยลง 

                 3) การขับยาออกนอกเซลล์ (efflux pump) เกิดจากการทำงานร่วมกันของโปรตีนหลายชนิด 

เพื่อทำการขับยาออกภายนอกเซลล์ เพื่อป้องกันไม่ให้ยาผ่านเข้าภายในเซลล์ ทำให้ยาไม่สามารถ

ออกฤทธิ์ไดซ้ึ่งเป็นการลดคาวามเข้มขน้ของยาปฏิชีวนะภายในเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย         

4) การสร ้างเอนไซม์มาทำลายหรือเปล ี ่ยนโครงสร ้างยา (Enzymatic inactivation or 

modification of antibiotic) แบคทีเรียจะทำการสร้างเอนไซม์เพื ่อทำการย่อยหรือเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างของยาปฏิชีวนะ ทำให้ไม่สามารถของฤทธิ์ได้ เช่น การดื้อยาในกลุ่ม Beta-lactam    

(ภาพที่ 24) (Gowda, et al., 2023)  

 

ภาพท่ี 24 กลไกของการด้ือยาปฏิชวีนะ 

ที่มา: Gowda, et al., 2023 
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2.13.1 รูปแบบกลไกการดื้อยากลุ่ม Beta-lactam  

เชื้อแบคทีเรียจะสร้างเอนไซม์ beta-lactamases มาทำลายโครงสร้างของยากลุ่ม      

Beta-lactam โดยเอนไซม์จะเข้าสลายพันธะเอไมด์ระหว่างโมเลกุลคาร์บอน และไนโตรเจนซึ่ง

เป็นส่วนหนึ่งของวงแหวน beta-lactam ส่งผลให้วงแหวนเปิดออก และโครงสร้างของยาเสีย 

จึงทำให้ไม่สามารถออกฤทธิ์ทำลายเชื้อแบคทีเรียได้ การจัดกลุ่มของออกเป็น 2 ระบบหลัก

ประกอบด้วยระบบของ Amber (Amber classification) และตามระบบของ Bush และคณะ (Bush-

Jacoby-Medeiros classification) รูปแบบที่น่าสนใจ คือ แบคทีเรียที่มีการดื้อยาแบบ ESBL ซึ่งพบมา

ในประเทศไทย โดยเกิดจากยีนที่มีการสร้างเอนไซม์ Beta-lactamase จัดอยู่ในกลุ่ม 2be ของ Bush-

jacoby Medeiros และกลุ่ม A ของ Amber (ตารางที่ 4) 

ตารางที่ 4 การแบง่ clade การดื้อยากลุ่ม Beta-lactam 

ที่มา: Avneet Saini, et al., 2012 
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2.13.2 รูปแบบการดื้อยากลุ่ม quinolone  

เชื้อแบคทีเรียเกิดกระบวนการมิวเทชั่น (mutation) ที่ตำแหน่งของยีนที่สร้าง

เอนไซม์ DNA gyrase หรือ topoisomerase IV ทำให้ลำดับกรดอะมิโนในตำแหน่ง quinolone 

resistance determining region (QRDR) เปลี่ยนไปจากเดิม หรือการเกิดการกลายพันธุ์ของยีน

เป้าหมาย เช่น QnrA, QnrB, QnrS, gyrA, gyrB และ ParC ซึ ่งการกลายพันธุ ์ของยีนดื ้อยา

สามารถถ่ายทอดแบบ horizontal ผ่านทางพลาสมิดได้  

2.14 การป้องกันการติดเชื้อ E. coli (Prevention of E. coli infection)  

 โรคติดเชื้อ E. coli ส่วนใหญ่เกิดจากการรับประทานอาหารที่ไม่ถูกสุขลักษณะ เช่น การทาน

อาหารที่ไม่ผ่านการปรุงสุก หรือผลิตภัณฑ์ที่ไม่ผ่านการพาสเจอร์ไรซ์ อาหารที่หมดอายุ อาหารที่

ปนเปื้อน และน้ำที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ ดังนั้นจึงควรรับประทานอาหารที่ผ่านการปรุงสุก และผลิตภณัฑ์

ที่ผ่านการพาสเจอร์ไรซ์และไม่ปะปนกันระหว่างอาหาหารที่ปรุงสุกและวัตถุดิบ นอกจากนี้เชื้อ E. coli 

ยังก่อให้การติดเชื้อในระบบอื่นๆของร่างกาย ควรล้างมือทุกครั้ง เมื่อมีการสัมผัสสัตว์จำพวก โค แมว 

สุนัข ไก่ เป็ด และมีสุขอนามัยที่ดีในการใช้ห้องสว้ม เป็นต้น (Cập nhật lúc. 2021) 

2.15 การแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ที่มีคุณสมบัติการดื้อยาหลายขนาน  

ปัจจุบันการแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ที่มีการดื้อยาปฏิชีวนะมีอัตราเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งเป็น

สาเหตุที่ก่อให้เกิดโรคระบบทางเดินอาหาร และระบบอื่น ๆ นอกจากนี้ยังเป็นปัญหาในการรักษา

ผู้ป่วยในของโรงพยาบาล  

การแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ทั่วโลก พบว่ามีการเชือ้ E. coli ประมาณ 57 ลา้นคน และใน

บางกรณีทำให้เกิดเสียชีวิต ส่วนใหญ่เกิดจากเชื ้อ E. coli ที ่มีอัตราการดื ้อยาปฏิชีวนะ เช่น 

Fluroquinolone, carbapenem และ cephalosporin เป็นต้น ซึ่งเป็นปัญหาในการรักษาทางการแพทย์

ในปัจจุบัน (Mohsen Naghavi. 2022) 

การระบาดของเชื้อ E. coli ในประเทศสหรัฐอเมริกา ตั้งแต่ปี 1998 ถึง 2007 พบว่าเชื้อ      

E. coli มีอัตราการระบาดสูงสุดประมาณ 69% ซึ่งมีสาเหตุมาจากการปนเปื้อนในอาหารประมาณ 

18%, น้ำและการติดเชื้อจากสัตว์สู่คนหรือคนสู่คนประมาณ 14% โดยศูนย์ควบคุมและป้องกันโรค 

(CDC) ประเมนิการติดเชื้อ E. coli มีประมาณ 265,000 รายต่อปี และมีการติดเชื้อ E. coli สายพันธุ์ 

O157:H7 ซึ่งเป็นเชื้อที่มีการติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ  Urinary Tract Infection: UTI ประมาณ 

95,400 รายต่อปี (ภาพที่ 25) (Matthew A. Croxen, et al., 2013) 
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การแพร่ระบาดของเชื ้อ E. coli ในโรงพยาบาล 92 แห่งของประเทศไทย ปี พ.ศ.2561 

ระหว่างเดือน มกราคม-ธันวาคม พบว่ามีอัตราการติดเชื ้อ 98,720 ราย มีอัตราการดื ้อยา 

cefotaxime 55.0%, Amoxicillin clavulanic acid 68.2%, imipenem 96.3%, ertapenem 96.4%, 

meropenem 96.7%, levofloxacin 44.7% และciprofloxacin 39.6%                                   

การติดเชื้อ E. coli ในโรงพยาบาลพะเยา ปี 2560 ระหว่างเดือน มกราคม-มิถุนายน พบว่ามี

อัตราการติดเชื ้อ 1,921 ราย มีอัตราการดื้อยา cefotaxime 64.2%, Amoxicillin clavulanic acid 

79.3%, imipenem 97.4%, ertapenem 94.9 %, meropenem 97.0%, levofloxacin 65.1% และ 

ciprofloxacin 43.9% (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2562) 

การศึกษาการระบาดของเชื้อ E. coli ที่มีอัตราการดื้อยาที่เพิ่มสูงขึน้ เกิดจากการปนเปื้อนใน

อาหาร น้ำดื่ม สภาพแวดล้อม และการติดต่อจากสัตว์สู่มนุษย์ นอกจากนี้ยังพบอัตราการเสียชีวิต

ของเด็กที ่มีอายุน้อยกว่า 5 ปี จากการติดเชื ้อ E. coli ที ่มีการดื ้อยาสูงในประเทศแอฟริกา  

และอเมริกาใต้  

 

 
 

ภาพท่ี 25 การเสียชวีติจากการตดิเชื้อ E. coli ของประเทศในภูมภิาคต่างๆ ของโลก 

ที่มา: Matthew A. Croxen, et al., 2013 

 

 



 

 

 

บทที่ 3  

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

3.1 วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคม ี

3.1.1. อาหารเลี้ยงเชือ้ 

        1)  Nutrient Broth (OXOID) 

        2)  MacConkey Agar (HIMEDIA) 

3.1.2. สารเคม ี

 1) สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 

           1.1) 10X Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer pH 8.3       

           1.2) CTAB/NaCl solution 

           1.3) Lysozyme 

           1.4) 10% SDS/proteinase K 

           1.5) NaCl 

           1.6) Chloroform/isoamyl alcohol 

          1.7) Isopropanol 

           1.8) Ethanol 

 2) สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบ ESBL  

          2.1) Phenol red powder 

          2.2) Cefotaxime 

           2.3) NaCl pH 7.8 

           2.4) Solution R 

           2.5) B-PER 

           2.6) 1X TE buffer 

           2.7) น้ำกลั่น 
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 3) สารเคมีสำหรับการทำ PCR 

           3.1) 5x Blend master mix buffer (solid biodyne) 

                          3.2) น้ำปราศจาก DNase (Invitrogen)    

         4) สารเคมีสำหรับ run Agarose Electrophoresis 

                           4.1) Agarose gel  

                           4.2) 6X loading dye  

                           4.3) Red safe  

                           4.4) 1X TAE buffer  

                           4.5) 100 bp DNA marker (Solis BioDyne) 

                               4.6) ViSafe Red Gel Stain (Vivantis) 

                               4.7) 6x Loading dye (Vivantis)   

3.1.3. เครื่องมือ และอุปกรณ์ 

               1) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และการเลี้ยงเชื้อ         

          1.1) Erlenmeyer flask ขนาด 1000 ml และ 500 ml 

          1.2) จานเล้ียงเชือ้พลาสติก (NEST®) 

          1.3) ไมจ้ิม้ฟัน 

          1.4) ตู้บ่มเชื้อ (incubator) (Memmert) 

      2) อุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดดเีอ็นเอ 

          2.1) ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) (Memmert)      

                    2.2) เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) (Eppendorft รุ่น 5430)   

                             2.3) เครื่องเขย่าผสม (Vortex) (Bionen)  

      3) อุปกรณ์ที่ใช้ในการทำ PCR 

                             3.1) เครื่อง PCR ( BIO-RAD) 

                             3.2) Microcentrifuge tube (NEST®) 

                             3.3) น้ำที่ปราศจาก DANase (invitrogen) 

                         3.4) เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง (Mettler Toledo) 

            3.5) เครื่องถ่ายภาพเจล (BIO-RAD รุ่น XR+)     

  4) อุปกรณ์ที่ทั่วไป 

          4.1) Microcentrifuge tube ( NEST® ) 

           4.2) ไมโครปิเปต ขนาด 10 µl 200 µl และ 1000 µl (DISCOVERY COMFORT) 
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              4.3) ทิป (ขนาด 10 µl 200 µl และ 1000 µl) ( NEST® ) 

          4.4) Centrifuge tube ขนาด 50 ml ( NEST® ) 

3.2 การเตรียมตัวอย่างและการทำดีเอ็นเอบรสิุทธิ์ 

3.2.1 ตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย 

    ตัวอย่างเชื้อ E. coli ที่ทำการคัดแยกเชื้อแล้ว จำนวน 76 ตัวอย่าง คือ ปัสสาวะ

จำนวน 43 ตัวอย่าง อุจจาระจำนวน 10 ตัวอย่าง น้ำหนองจำนวน 11 ตัวอย่าง เสมหะจำนวน  

2 ตัวอย่าง และเลือดจำนวน 10 ตัวอย่าง ซึ่งเก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยในของโรงพยาบาลพะเยา

ราม ในปี พ.ศ. 2558-2561 โดยทางโรงพยาบาลทำการคัดแยกเชื้อ Escherichia coli และทำ

การทดสอบการดื้อยาหลายชนิด ตัวอย่างที่ไดจ้ึงเป็นเชื้อ Escherichia coli ทั้งหมด  

เชื้อ E. coli ที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นตัวอย่างที่เหลือเก็บมาจากงานวิจัยใจก่อนหน้านี้  

ที่ได้รับการตีพิมพ์ในหัวข้อ The complete analysis of Salmonella serotype and the current occurrence 

of drug resistant situation of Salmonella spp. in Amphoe Mueang Phayao District ซ ึ ่ ง ได ้ร ั บการ

อนุมัติโดยคณะกรรมการจริยธรรมมหาวิทยาลัยพะเยา อนุมัติเลขที่ 57 02 04 0020 

3.2.2 การเตรียมเชื้อเพื่อทำการสกัดดเีอ็นเอ 

            ตัวอย่างเชื ้อ E. coli ที ่ทราบฟีโนไทป์ที ่ม ีการเก็บในอาหาร NB broth ที ่มี 20%  

กลีเซอรอล ในตู้ -20 °C นำมาเลี้ยงในอาหาร nutrient broth ปริมาณ 1000 µl จากนั้นนำมา 

streak ลงในจานเล ี ้ยงเช ื ้อท ี ่ม ีอาหาร MacConkey agar นำไปบ ่มท ี ่ต ู ้  incubator 37 °C  

นาน 16-18 ชั ่วโมง (overnight) และจากนั้นทำการคัดเลือกโคโลนีเดี ่ยวไปเลี ้ยงในอาหาร 

nutrient broth ปริมาณ 1,000 µl ในหลอด microcentrifuge tube 1.5 µl (เพื่อเพิ่มจำนวนของ

เชื ้อ E. coli ที่จะนำไปสกัดดีเอ็นเอ) แล้วนำไปบ่มที่  ตู ้ incubator 37 °C นาน 16-18 ชั ่วโมง 

(overnight) 

3.2.3 การทำทดสอบ Extended-Spectrum Beta-Lactamases (ESBL) (NDP test)  

        เอนไซม ์ESBL เป็นเอนไซมท์ี่พบในแบคทีเรียรูปแทง่แกรมลบ มีฤทธิ์ย่อยสลายยาก

ลุ่ม beta-lactam ได้หลายชนิด เช่น penicillin, oxyimino cephalosporin (3rd generation  cephalosporin) 

และ aztreonam เชื้อถูกนำมาเลี้ยงในอาหาร NB broth และบ่มไว้ที่ 37 ºC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

นำไปทำการปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสออก(supernatant)  

ล้างด้วย 1XTE buffer ประมาณ 700 µl ทำการ vortex และนำไปปั ่นเหวี ่ยงที ่ 1,000 rpm  

เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสออก(supernatant) จากนั้นทำการเติม B-PERII ปริมาตร 100 µl  

ทำการ vortex และเติม Solution R + Cefotaxime 100 µl และอ่านผล (ผลบวก คือ สารจะ

เปล่ียนจากสีแดงเป็นเหลอืง)  
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1.2.4 การสกัดดีเอ็นเอ 

          นำเชื้อที่ได้จากการเตรียมเชื้อ มาทำการปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) ที่ 9,000 rpm 

นาน 3 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง และลา้งตะกอนเซลล์ซำ้สองครั้ง โดยใช้ 1XTE Buffer ปริมาณ 

600 µl และทำการ vertex จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 9,000 rpm นาน 3 นาที และเทส่วนใสทิ้ง 

จากนั้นทำการแตกเซลล์ โดยเติม 1XTE Buffer ปริมาณ 400 µl บ่มที่ 80 °C เป็นเวลา 20 นาที 

จากนั้นเติม 10 mg/ml lysozyme ปริมาตร 50 µl ทำการ vortex และ shaking ที่ 37 ºC เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม 10% SDS/proteinase K ปริมาตร 75 µl ทำการ vortex และ incubate 

ที่ 65 ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นทำการตกตะกอนโปรตีนเพื่อแยกดีเอ็นเอ โดยการเติม 5M 

NaCl ปริมาตร 100 µl และ CTAB/NaCl solution ปริมาตร 100 µl ทำการ vortex และ incubate 

ที่ 65 ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม Chloroform/isoamyl alcohol (24 : 1) ทำการ vortex  

10 วินาที และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 rpm เป็นเวลา 8 นาที ใช้ปิเปตดูดส่วนใสด้านบนย้ายไป

ที่ microcentrifuge tube และเติม isopropanol 650 µl ทำการพลิกหลอดขึ ้นลงอย่างระวัง  

และนำไปเก็บที่ -20 ºC เป็นเวลา 30 นาที ถูกนำมาแยกดเีอ็นเอบริสุทธิ์โดยการนำไปปั่นเหวี่ยง

ที่11,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง(supernatant) และเติม 70% ethanol  

ที่เย็น หมุนหลอด 2-3 ครั้ง เพื่อล้างดีเอ็นเอ จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 rpm เป็นเวลา  

5 นาท ี  เทส ่วนใสท ิ ้ ง  (supernatant) นำหลอดไปไว ้ ในต ู ้  incubate ท ี ่  37  ºC เป ็นเวลา  

15 นาที และนำดเีอ็นที่สกัดได้ไปเก็บไว้ที่ -20 ºC 

3.3 การตรวจหายีนด้ือยา  

 3.3.1 การตรวจสอบยีนดื้อยา blaCTX, blaTEM, blaOXA 

                   การวิเคราะห์ PCR ซึ่งส่วนผสมของ PCR 10 µl ประกอบด้วย DNA ปริมาตร 1 µl 

ไพร์เมอร์ สำหรับ blaCTX ,blaTEM , blaOXA (ตารางที่ 5) ready-to-use PCR mix ปริมาตร 

0.2 µl และปรับดว้ยน้ำที่ปราศจาก DNase โดยสภาวะการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ (PCR condition) 

ประกอบด้วย 

  ขั้นแรก: Pre-denaturation ที่ 95 ºC เป็นเวลา 15 นาที จำนวน 1 รอบ  

  ขั้นที่สอง: Denaturation ที่ 94 ºC เป็นเวลา 30 วินาที  

                     Annealing ที่ 62 ºC เป็นเวลา 60 วินาที       จำนวน 30 รอบ 

                     Extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 60 วินาที  

  ขั้นที่สาม: Final extension ที่ 70 ºC เป็นเวลา 10 นาที จำนวน 1 รอบ 
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จากนั ้นเมื ่อได้ PCR product แล้วให้นำไปรัน 1% agarose gel electrophoresis 70 โวลต์  

เป็นเวลา 2 ชั่วโมง นำเจลที่รันเสร็จแลว้ไปถ่ายภาพโดยใช้เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-RAO รุ่น XR+) 

3.3.2 การตรวจสอบยีนดื้อยา Quinolone (gyrA83, gyrA87) 

    การวิเคราะห์ PCR ซึ่งส่วนผสมของ PCR 10 µl ประกอบด้วย DNA ปริมาตร 1 µl  

ไพร์เมอร์สำหรับการตรวจสอบยีนดื้อยากลุ่ม Quinolone (ตารางที่ 5) ready-to-use PCR mix 

ปริมาตร 0.4 µl และ ปรับด้วยน้ำที ่ปราศจาก DNase โดยสภาวะการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  

(PCR condition) ประกอบด้วย 

ขั้นแรก: Pre-denaturation ที่ 95 ºC เป็นเวลา 5 นาที จำนวน 1 รอบ  

ขั้นที่สอง: Denaturation ที่ 92 ºC เป็นเวลา 25 วินาที  

           Annealing ที่ 64 ºC เป็นเวลา 60 วินาที           จำนวน 30 รอบ 

                     Extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 150 วินาที  

ขั้นที่สาม: Final extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 10 นาที จำนวน 1 รอบ 

จากนั้นเมื่อได้ PCR product แลว้ใหน้ำไปรัน 2% agarose gel electrophoresis 70 โวลต์ 

เป็นเวลา 2 ชั่วโมง นำเจลที่รันเสร็จแลว้ไปถ่ายภาพโดยใช้เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-RAO รุน่ XR+) 

 3.4 การจัดกลุ่มของเชื้อ Escherichia coli 

 3.4.1 เทคนิค Clermont 

                  ซึ่งส่วนผสมของ PCR 10 µl ประกอบด้วย DNA ปริมาตร 1 µl ไพร์เมอร์สำหรับ

การจัดกลุ่มเชื้อ E. coli โดยใช้เทคนิค Clermont (ตารางที่ 5) ready-to-use PCR mix ปริมาตร 

1 µl และปรับด้วยน้ำที่ปราศจาก DNase โดยสภาวะการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR condition) 

ประกอบด้วย 

   ขั้นแรก: Pre-denaturation ที่ 94 ºC เป็นเวลา 5 นาที จำนวน 1 รอบ  

  ขั้นที่สอง: Denaturation ที่ 94 ºC เป็นเวลา 30 วินาที  

                    Annealing ที่ 55 ºC เป็นเวลา 30 วินาที          จำนวน 30 รอบ 

          Extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 30 วินาที  

   ขั้นที่สาม: Final extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 7 นาที จำนวน 1 รอบ 
 

   จากนั้นเมื่อได้ PCR product แล้วให้นำไปรัน 2.5% agarose gel electrophoresis 70 โวลต์ 

เป็นเวลา 3 ชั่วโมง นำเจลที่รันเสร็จแลว้ไปถ่ายภาพโดยใช้เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-RAO รุ่น XR+) 
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3.4.2 เทคนคิ Multiple-locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis (MLVA) 

      ซึ่งส่วนผสมของ PCR 10 µl ประกอบด้วย DNA ปริมาตร 1 µl ไพร์เมอร์สำหรับ

การจัดกลุ่มเชื้อ E. coli โดยใช้เทคนิค MLVA (ตารางที่ 5) ready-to-use PCR mix โดยไพรเมอร์

แต่ละคู่ใส่ปริมาตรที่ต่างกันคือ 0.05 µl และ 0.8 µl ปรับดว้ยน้ำที่ปราศจาก DNase โดยสภาวะ

การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ (PCR condition) ประกอบด้วย 

   ขั้นแรก: Pre-denaturation ที่ 95 ºC เป็นเวลา 10 นาที จำนวน 1 รอบ  

   ขั้นที่สอง: Denaturation ที่ 94 ºC เป็นเวลา 30 วินาที  

            Annealing ที่ 55 ºC เป็นเวลา 90 วินาที         จำนวน 30 รอบ 

          Extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 90 วินาที  

   ขั้นที่สาม: Final extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 10 นาที จำนวน 1 รอบ 

   จากนั ้นเมื ่อได้ PCR product แล้วให้นำไปรัน 3% agarose gel electrophoresis 70 

โวลต์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง นำเจลที่รันเสร็จแล้วไปถ่ายภาพโดยใช้เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-RAO 

รุ่น XR+) จากนั้นทำ phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม gel J  

 3.4.3 การ PCR subtyping ของเชื้อ Escherichia coli ST131 

                       ซึ่งส่วนผสมของ PCR 10 µl ประกอบด้วย DNA ปริมาตร 1 µl ไพร์เมอร์สำหรับ 

subtype เชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 (ตารางที่ 5) ready-to-use PCR mix โดยไพรเมอร์แต่ละ

คู่ใส่ปริมาตรที่ต่างกันคือ 0.2, 0.15, 0.08, 0.1, 0.25 และ 0.2 µl ตามลำดับ ปรับด้วยน้ำที่

ปราศจาก DNase โดยสภาวะการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ (PCR condition) ประกอบด้วย 

  ขั้นแรก: Pre-denaturation ที่ 95 ºC เป็นเวลา 10 นาที จำนวน 1 รอบ  

  ขั้นที่สอง: Denaturation ที่ 98 ºC เป็นเวลา 10 วินาที  

                 Annealing ที่ 57 ºC เป็นเวลา 20 วินาที         จำนวน 30 รอบ 

          Extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 40 วินาที  

  ขั้นที่สาม: Final extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 7 นาที จำนวน 1 รอบ 

จากนั้นเมื่อได้ PCR product แล้วให้นำไปรัน 2.5% agarose gel electrophoresis 70 โวลต์ 

เป็นเวลา 3 ชั่วโมง นำเจลที่รันเสร็จแลว้ไปถ่ายภาพโดยใช้เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-RAO รุ่น XR+) 

 3.4.4 การตรวจสอบ virulence gene 

       การวิเคราะห์ PCR ซึ่งส่วนผสมของ PCR 10 µl ประกอบด้วย DNA ปริมาตร 1 µl 

ไพร์เมอร์สำหรับการตรวจสอบ virulence gene (ดังตารางที ่  5) ready-to-use PCR mix 

ปริมาตร 0.1 µl ปรับดว้ยน้ำที่ปราศจาก DNase โดยสภาวะการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ โดยสภาวะ

การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ (PCR condition) ประกอบด้วย 
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  ขั้นแรก: Pre-denaturation ที่ 95 ºC เป็นเวลา 2 นาที จำนวน 1 รอบ  

  ขั้นที่สอง: Denaturation ที่ 94 ºC เป็นเวลา 30 วินาที  

                 Annealing    ที่ 63 ºC เป็นเวลา 30 วินาที            จำนวน 25 รอบ 

                   Extension     ที่ 68 ºC เป็นเวลา 180 วินาที  

  ขั้นที่สาม: Final extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 10 นาที จำนวน 1 รอบ 

จากนั ้นเมื ่อได้ PCR product แล้วให้นำไปรัน 2% agarose gel electrophoresis 70 โวลต์  

เป็นเวลา 2 ชั่วโมง นำเจลที่รันเสร็จแลว้ไปถ่ายภาพโดยใช้เครื่องถ่ายภาพเจล (Bio-RAO รุ่น XR+) 

3.5 การวเิคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม Gel J 

                       การวิเคราะห์ผลโดยการทำ DNA fingerprint เป็นการเปรียบเทียบรูปแบบของ 

ดีเอ็นเอ ในการวิเคราะห์นี ้เราใช้โปรแกรม Gel J เนื ่องจากเป็นโปรแกรมวิเคราะห์ DNA 

fingerprint โดยคุณสมบัติของโปรแกรม Gel J คือกลไกการจับ lane และ band ของดีเอ็นเอที่

แม่นยำ โปรแกรมแกรม Gel J ได้รับการพัฒนาจากแอปพลิเคชัน JAVA อาศัย JAVA Library  

เป็นโปรแกรมที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ ซึ่งมฟีังก์ชันการประมวลภาพ

และการวิเคราะห์คลัสเตอร์  

            ขั้นตอนการใช้โปรแกรม Gel j แบ่งออกเป็น 5 ขั้นตอน 

ขั้นตอนที่ 1 ทำการอัพโหลดรูปภาพเจลโดยโปรแกรมจะรองรับแบบภาพมาตรฐานทั่วไป

รวมถ ึง tiff, jpeg, PNG, gif และ bmp จากน ั ้นทำการครอบร ูปภาพในส ่วนท ี ่ต ้องการ  

และสามารถปรับความสว่างหรือความเขม้ของรูปภาพเจล 

ขั้นตอนที่ 2 ตรวจจับเลนของโปรแกรม Gel j จะทำการแบ่งเลนอัตโนมัติ แต่ในบางกรณี

โปรแกรมอาจมีความคาดเคลื่อนของการตัดแบ่งเลน เนื่องจากความสว่างและความเข้มของ

รูปภาพเจล โดยเมื่อมีการตัดแบ่งเลนคลาดเคลื่อนสามารถปรับแต่งการแบ่งเลนได้ 

ขั้นตอนท่ี 3 ทำการเลือกเลนของ DNA Marker และระบุขนาดของ DNA Marker 

ขั้นตอนที่ 4 กาตรวจจับแบนด์ของโปรแกรม จะทำการตรวจจับแบนด์อัตโนมัติของภาพเจล 

แต่ในขั้นตอนนี้อาจมีความคลาดเคลื่อนของการตรวจจับแบนด์ แต่สามารถใช้วิธี Manual  

เพื่อเพิ่มแบนด์ที่โปรแกรมไม่สามารถตรวจจับได้ จากนั้นทำการบันทึกรูปภาพและถูกจัดเก็บลง

ในฐานข้อมูลของโปรแกรม (ภาพที่ 26) 

ขั้นตอนที่ 5 การสร้าง Dendrogram ซึ่งในขั้นตอนนี้สามารถเลือกหลายรูปภาพที่ถูกจัดเก็บไว้

ในฐานข้อมูลมาทำการสร้าง Phylogenetic tree ได้ ซึ่งในโปรแกรมนี้สามารถใส่ข้อมูลพื้นฐาน

ของแต่ละตัวอย่างได้ เช่น เพศ, อายุ, สายพันธุ์, การดื้อยา ฯ (Heras J. et al., 2015) 
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ภาพท่ี 26 หน้าต่างหลักของโปรแกรม Gel j และรูปแบบของ Dendrogram 

ที่มา: Heras J. et al., 2015 
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ตารางที่ 5 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศึกษา 

primer          Gene s     sequence (5’—3’)           Amplicon  

         size (bps) 

Primer  

Conc.(µM) 

Reference 

Escherichia coli typing       

Multriplex 1 (phylogenetic group)       

fliB_f ChuA GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 1   

fliB_r   TGCCGCCAGTACCAAAGACA   1 Clermont et al  

gyrB_f YjaA TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 1 (2000) 

gyrB_r   ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC   1   

ycfQ_f tsp4.c2  GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 1   

ycfQ_r   CGCGCCAACAAAGTATTACG   1   

Monoplex 1 (ST131)       

ST131_f   GACTGCATTTCGTCGCCATA 310 0.2 Doumith et al  

ST131_r   CCGGCGGCATCATAATGAAA   0.2 (2015) 

Mutriplex 2 (ST131 clade)       

A_f Clade A TGACGGGACGTGAGCAAATTA 707 0.15   

A_r   AGTCAGACCTAGCCACCCTT   0.15   

ST131M_f   AGCAACGATATTTGCCCATT 580 0.15   

ST131M_r   GGCGATAACAGTACGCCATT   0.15   

B_f clade B CAACGTTGAAGCAGTGTATGAG 442 0.08   

B_r   TGACAATCGACGGCTTTAGA   0.08 Matsumura  

C1_f Clade C1 GGCCCCACAAATTGCTT 337 0.1 et al (2017) 

C1_r   CGCACCTCCGATACCAAA   0.1   

C1-M27_f Clade C1-M27  TGAATCAAAGGTCCGAGCTG 232 0.08   

C1-M27_r   TATGGCTGGCAGATGCTTTA   0.08   

C2_f Clade C2  ACGGATTCAGGTAGACGATT 164 0.25    
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primer          Gene sequence (5’—3’) Amplicon  

 size (bps)         

Primer  

Conc.(µM) 

Reference 

C2_r   CCTCACCAAAGTTGCGATTAC   0.25   

C_f    Clade C CGCTGGCCAGTTATCTGAAAT    103 0.2   

C_r    CCTTTCACCAACTGGGTTACT   0.2   

Antibiotic resistance gene       

Multiplex 3 (beta - lactam)     

TEM_f blaTEM CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 0.2   

TEM_r   CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC   0.2 Nelson et al (2006) 

OXA_f blaOXA GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564 0.2   

OXA_r   GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG   0.2   

Multiplex 4 (CTXm1, CTXm9) 

CTX 1_f blaCTX-M1 TTAGGAARTGTGCCGCTGYYA 668 0.2   

CTX 1_r   CGATATCGTTGGTGGTRCCAT   0.2 Ogutu O James  

CTX 9_f blaCTX-M9 TCAAGCCTGCCGATCTGGT 561 0.2 et al (2015) 

CTX 9_r   TGATTCTCGCCGCTGAAG   0.2   

Momoplex 2       

CMY_f blaCMY GTTCAGGAGAAAACGCTCCA 87 0.2 Geyer N. C and 

CMY_r   CCAGCCTAATCCCTGGTACA   0.2 Hanson D. N (2020) 

Multiplex 5 (fluoroquinolone)  

gyrA_f  gyrA TACACCGGTCAACATTGAGG 647      0.4   

gyrA_r   TTAATGATTGCCGCCGTCGG        0.4 Onseedaeng  

gyrA83_f  gyrA83 TACCATCCCCATGGTGACTC 440      0.4 et al (2016) 

gyrA87_r  gyrA87 GCCATGCGGACAATCGTGTC 255      0.4   

Multiplex 6 Multiple-locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis 

ECMLV1-f ECMLV1 TCCCTGGACAAACCAGGACTG 162-1,597 0.1 

 

 

  

ตารางที่ 5 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศึกษา (ต่อ) 



 

 

 44 

primer          Gene Sequence (5’—3’)         Amplicon  

 size 

(bps) 

Primer  

Conc.(µM) 

Reference 

ECMLV1-r1   CGTGCGGACTTATGAGAAAG   0.1   

ECMLV1-r2   CGTGCGGGCTTATGAAAAAG   0.5   

ECMLV2-f ECMLV2 GAAACAGGCCCAGGCTACAC 575-869 0.05   

ECMLV2-r   CTGGCGCTGGTTATGGGTAT   0.05 Dahyot S. 

ECMLV3-f ECMLV3 TTCAGGAAATGGATAAAGTAGT 616-1,157 0.8 et al (2018) 

ECMLV3-r   GGGAGTATGCGGTCAAAAGC   0.8   

ECMLV4-f ECMLV4 ACAACCGGCTGGGGCGAATCC 413-539 0.05   

ECMLV4-r   GTCAGCAAATCCAGAGAAGGCA    0.05  

ECMLV5-f ECMLV5 GCGGCGCTGAAGAAGAAAGC 375-438 0.05   

Multiplex 7 Virulence gene Urinary Tract Infection   

Vat - f vat TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT 1100 0.1   

Vat - r   GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT    0.1  

fyuA - f fyuA GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT 850 0.1   

fyuA - r   TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA                     0.1 Rachel et al  

chuA – f chuA CTGAAACCATGACCGTTACG 652 0.1           (2012) 

chuA – r   TTGTAGTAACGCACTAAACC   0.1   

yfcV - f yfcV ACATGGAGACCACGTTCACC 292 0.1   

yfcV - r   GTAATCTGGAATGTGGTCAGG   0.1   

Multiplex 8 Virulence gene in chickens  

R8-f iron AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT 553 0.3   

R8-r   GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT  0.3  

R9-f OmpT TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 495 0.3   

R9-r   TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC  0.3  

R10-f hlyF GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC  450 0.3  

R10-r   GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG  0.3          

ตารางที่ 5 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศึกษา (ต่อ) 
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primer          Gene Sequence (5’—3’)         Amplicon  

 size 

(bps) 

Primer  

Conc.(µM) 

Reference 

R11-f           iss CAGCAACCCGAACCACTTGATG                  323 0.3  

R11-r   AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA   0.3  

R12-f iutA GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302 0.3  

R12-r   CGTCGGGAACGGGTAGAATCG   0.3  

ตารางที่ 5 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศึกษา (ต่อ) 



 

 

 

บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

 

ผลการทดลองที่ 1 ผลการวเิคราะห์กลุ่มประชากรของเชื้อ E. coli ที่ใช้ในการศึกษา 

ตัวอย่างของเช ื ้อ E. coli ที ่ใช ้ในการศึกษาครั ้งน ี ้ท ั ้งหมดจำนวน 76 ตัวอย่าง  

เป็นตัวอย่าง (Specimen type) ที่เก็บได้จากผู้ป่วยในของโรงพยาบาลจังหวัดพะเยา ตั้งแต่เดือน

พฤษภาคม 2015–มกราคม 2018 คือ ปัสสาวะ (urine) จำนวน 43 ตัวอย่าง อุจจาระ (stool) 

จำนวน 10 ตัวอย่างน้ำหนอง (pus) จำนวน 11 ตัวอย่าง เสมหะ (sputum) จำนวน 2 ตัวอย่าง 

และเลือด (blood) จำนวน 10 ตัวอย่าง (ตารางที่ 5) และข้อมูลพื้นฐาน เช่น อายุ, เพศของผู้ปว่ย, 

ปีที่ได้รับการรักษา รวมไปถงึรูปแบบการดื้อยาของเชื้อดังแสดงใน (แสดงในภาคผนวก)  

ตารางที่ 5 แสดงกลุ่มตัวอย่างของเชื้อ E. coli ต่างๆ จำนวน 76 ตัวอย่าง จากโรงพะเยาบาล

พะเยาราม ปี ค.ศ.2015-ค.ศ.2018 

 
 

 

 

 

specimen Number of Isolate

ปัส ส าว ะ (urine) 43

เลื อ ด  (blood) 10

น ้า หน อ ง  (pus) 12

อุ จจาระ (stool) 9

เส มหะ (sputum) 2

รว ม(Total) 76
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เชื้อ E. coli จากตัวอย่างจำนวน 76 ตัวอย่าง จากการเก็บข้อมูลพบว่าส่วนใหญ่ตัวอย่าง

ที่ได้จะมาจากผู้ป่วยที่มีอายุ > 40 ปี ประมาณ 62% และในกลุ่มตัวอย่างที่พบมากที่สุด  

คือผูป้่วยที่มอีายุ > 40 ปีและเป็นเพศหญงิประมาณ 37% ดังแสดงใน (ภาพที่ 27)  

 

ภาพท่ี 27 กลุ่มตัวอยา่งประชากรของเชือ้ E. coli 

ผลการทดลองที่ 2 การแบ่งเชื้อ E. coli ตามช่วงอายุและกลุ่มตัวอย่าง (Specimen type) 

ของเชื้อ E. coli ทั้งหมด  

  ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มตัวอย่างและช่วงอายุ พบว่าเชื้อ E. coli ที่แยกได้จาก

ผู้ป่วยในของโรงพยาบาลจังหวัดพะเยา เมื่อทำการแบ่งช่วงอายุออกเป็น 3 ช่วง คือ อายุ <2 ปี      

อายุ 2-40 ปี และอายุ >40 ป ีพบว่าตัวอย่างที่ไดร้ับส่วนใหญ่มาจากปัสสาวะของผูป้่วยที่มอีายุ

มากกว่า 40 ปี ประมาณ 38% ตามมาด้วยตัวอย่างจากเลือดประมาณ 10% เมื่อเปรียบเทียบ

กับตัวอย่างทั้งหมด และนอกจากนี้ยังพบตัวอย่างจากอุจจาระในผู้ป่วยที่มอีายุ < 2 ปี ประมาณ 

11% ในขณะที่ไม่พบตัวอย่างของอุจจาระในผู้ป่วยที่มี อายุ > 40 ปีขึน้ไป ดังแสดงในภาพที่ 28 
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ภาพท่ี 28 เชื้อ E. coli แบ่งตามช่วงอายุ และกลุ่มตัวอย่าง (Specimen type) 

ผลการทดลองที่ 3 ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มตัวอย่างของเชื้อ E. coli กับการแบ่งกลุ่ม 

โดยเทคนคิ Clermont 

  ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มตัวอย่างกับการแบ่งกลุ่มโดยวิธ ีClermont พบว่าเชื้อ E. coli 

จำนวน 76 ตัวอย่าง เมื่อถูกจัดกลุ่มโดยวิธ ีClermont ซึ่งวิธนีี้ทำการจัดกลุ่มโดยอาศัยยีน chuA, 

yjaA และ DNA fragment TspE4.c2 (Clermont, et al., 2000) พบว่าเชื้อ E. coli ดังกล่าว จำแนก

ได้เป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่ม A จำนวน 15 ตัวอย่าง กลุ่ม B1 จำนวน 8 ตัวอย่าง กลุ่ม B2 จำนวน 

43 ตัวอย่าง และกลุ่ม D จำนวน 7 ตัวอย่าง (ภาพที่ 29) ผลแสดงให้เห็นถึงเชื้อ E. coli ในกลุ่ม 

B2 พบในตัวอย่างของปัสสาวะประมาณ 36.8% และพบในตัวอย่างเลือดประมาณ 9.2%  

ส่วนในตัวอย่างอุจจาระจะพบในเด็กที่มีอายุน้อยกว่า 2 ปี ประมาณ 6.5% และเป็นเชื้อ E. coli   

กลุ่ม A เป็นหลัก 
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ภาพท่ี 29 การแบ่งกลุ่มตัวอย่างของเชื้อ E. coli โดยใช้เทคนิค Clermont 

ผลการทดลองที่ 4 การตรวจสอบคุณสมบัติการดื้อยาแบบ Extended-Spectrum Beta-

Lactamases (ESBL) หรือ (NDP test) 

การตรวจสอบการดื้อยาแบบ ESBL โดยใช้วิธี NDP test ซึ่งอาศัยหลักการของเชื้อที่มี

การดื้อยาแบบ ESBL จะมีการสร้างเอนไซม์ beta-lactamase เพื่อมาทำลายโครงสร้างของยา 

จากตัวอย่างของเชื้อ E. Coli จำนวน 76 ตัวอย่าง มาทำการทดสอบคุณสมบัติการดื้อยาแบบ 

ESBL โดยวิธ ีNDP test กระบวนการคือ เชื้อที่มีการดื้อยาแบบ ESBL จะมีการสร้างเอนไซม์เพื่อ

มาย่อยสลายยา cefotaxime เกิดกระบวนการไฮโดรไลซิสทำให้สารมีความเป็นกรดเปลี่ยนจาก

สารสแีดงเป็นสารสเีหลอืง ดังแสดงใน (ภาพที่ 30) จากการศึกษาพบว่าตัวอย่างของเชื้อ E. coli 

ทั ้งหมด 76 ตัวอย่าง มีการดื ้อยาแบบ ESBL คือดื ้อต่อยา Cefotaxime, Ceftriaxone และ 

Ceftazidime จำนวน 36 ตัวอย่าง ประมาณ 47.3% 

0

5

10

15

20

25

30

A B1 B2 D

จ า
นว

น 

ตัวอย่าง (specimen)

Clermont Group N = 76

urine blood pus stool sputum

10
.5

%
2.

6%
2.

6%

6.
5%

2.
6%

1.3
% 3.
9%

1.3
%

36
.8

%

9.
2%

6.
5%

3.
9%

2.
6%

6.
5%

2.
6%



 

 

 50 

 

ภาพท่ี 30 ผลของการทดสอบ NDP test ที่มีต่อเชื้อที่มีการดื้อยาและไม่ดื้อยาแบบ ESBL 

ผลการทดลองที่ 5 การศึกษาเชื้อ E. coli ที่มีการดื้อยาสองกลุ่มพร้อมกัน คือ ESBL และ

กลุ่ม quinolone              

           การตรวจสอบที่มีรูปแบบการดื้อยาหลาย เชื้อ E. coli ที่ได้รับการจำแนกจากตัวอย่าง

ของผู ้ป ่วยของโรงพยาบาลจังหว ัดพะเยา ถ ูกทดสอบคุณลักษณะการดื ้อยาด้วยวิธ ี  

disk diffusion จำนวน 9 ชน ิด กล ุ ่มยา Beta-lactams 4 ชน ิด ค ือ Ampicillin, Cefotaxime, 

Ceftazidime และCeftriaxone กลุ ่มยา Quinolone 3 ชนิด คือ Norfloxacin, Ciprofloxacin และ 

Levofloxacin นอกจากนี้ยังมียา trimethoprim และ Gentamicin   

   ในกลุ ่มประชากรที ่เราศึกษาพบว่าเชื ้อ E. coli มีการดื ้อยาตั ้งแต่ 4 ชนิดขึ ้นไป 

ประมาณ 77.65% สังเกตได้ว่าในเชื้อ E. coli ที่มีการดื้อยาตั้งแต่ 6 ชนิดขึ้นไปมีลักษณะการดื้อ

ยาในกลุ่ม Beta-lactams และกลุ่มยา Quinolone มากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ นอกจากนี้จะสังเกต

ได้ว่าในกลุ่มที่มีการดื้อยาตั้งแต่ 4 ชนิดขึ้นไปยังมีการดื้อยา trimethoprim และ gentamicin สูง 

ดังแสดงใน (ภาพที่ 31)  

Negative Positive 
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ภาพท่ี 31 การศึกษาคณุสมบัติของเชื้อ E. coli ที่ดื้อยาในกลุ่ม ESBL และกลุม่ quinolone 

 

ผลการทดลองที ่ 6 รูปแบบความรุนแรงของการดื ้อยาที ่แตกต่างกัน (Antibiotic 

resistance pattern)  

ผลการวิเคราะห์รูปแบบการดื้อยาที่แตกต่างกัน โดยทำการตรวจสอบลักษณะการ  

ดื้อยา 9 ชนิด ดว้ยวิธี disk diffusion จากการศึกษาพบว่าเชื้อ E. coli มีรูปแบบการดื้อยา จำนวน 

31 รูปแบบ แบ่งได้เป็น 4 clade ตามลักษณะความรุนแรงของการดื้อยา คือ Clade1 ประเมิน

จากการดื้อยากลุ่ม beta-lactams และ Quinolone พร้อมกันโดย จำนวน 10 รูปแบบ Clade2 

คือ clade ที่ดื้อต่อยากลุ่ม beta-lactams เป็นหลัก จำนวน 5 รูปแบบ Clade 3 คือ clade ที่ดื้อ

ต่อยากลุ่ม Quinolone เป็นหลัก จำนวน 10 รูปแบบ และ Clade 4 คือ clade ที่ไม่ดื้อต่อยาทั้ง

กลุ่มยา beta-lactams และยากลุ่ม Quinolone จำนวน 6 รูปแบบ  

พบว่าในกลุ่มเชื้อ E. coli ที่ใช้ในการศึกษา ประมาณ 39.65% มีการดื้อยาทั้ง 2 ชนิด

พร้อมกัน ใน clade 1 จำนวน 30 ตัวอย่าง ต่อมา clade 3 จำนวน 19 ตัวอย่าง มีการดื้อยา  

กลุ่ม Quinolone เพยีงอย่างเดียว และมีการดื้อยาแบบ ESBL เพยีงอย่างเดียวใน clade 2 จำนวน  

13 ตัวอย่าง ส่วนใน clade 4 จำนวน 15 ตัวอย่าง ไม่มีการดื้อยาในทั้งสองกลุ่ม ดังแสดงใน 

(ตารางที่ 6)  
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*Other: เช้ือมีการดือ้ยา Trimethoprim หรือยา Gentamicin และดื้อทั้งใน    Trimethoprim และ Gentamicin 
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ตารางที่ 6 การศึกษาคุณลักษณะการดื้อยาของเชื้อ E. coli 
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pattern-1 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 13
pattern-2 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 80% 5
pattern-3 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 1
pattern-4 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 1
pattern-5 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 50% 2
pattern-6 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 50% 2
pattern-7 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 50% 2
pattern-8 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 1
pattern-9 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 1
pattern-10 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 1
pattern-11 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 4
pattern-12 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 2
pattern-13 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 50% 4
pattern-14 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 1
pattern-15 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 100% 2
pattern-16 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 13% 9
pattern-17 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 0% 1
pattern-18 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 0% 1
pattern-19 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 0% 2
pattern-20 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 0% 1
pattern-21 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 0% 1
pattern-22 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ 0% 1
pattern-23 ▄ ▄ ▄ ▄ 0% 1
pattern-24 ▄ ▄ ▄ 0% 1
pattern-25 ▄ ▄ 0% 1
pattern-26 ▄ ▄ 0% 1
pattern-27 ▄ ▄ 0% 2
pattern-28 ▄ ▄ 0% 1
pattern-29 ▄ 0% 1
pattern-30 ▄ 0% 5
pattern-31 0% 5
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            หมายเหตุ: ▄  หมายถึง มีลักษณะการดือ้ยา 

   * ยากลุ่ม Beta-lactam คือ Ampicillin, Cefotaxime, Ceftazidime, และ Ceftriaxone 

                          * ยากลุ่ม Quinolone คือ Norfloxacin, Ciprofloxacin และ Levofloxacin  
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จากการศึกษาตัวอย่างประชากรพบว่าในแต่ละ clade เราจะพบเชื ้อ E. coli พบว่า ใน  

clade 1 มีการดื้อยาทั้งแบบ ESBL และยากลุ่ม Quinolone สูงอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งพบใน clade 1 

จำนวน 30 ตัว เป็นเชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 จำนวน 14 ตัว (47%) นอกจากนี้ยังพบว่ามีเชื้อ  

E. coli สายพันธุ์ ST131 ใน clade 2 จำนวน 4 ตัวอย่าง ซึ่งมีการดื้อยาแบบ ESBL clade 2 จำนวน 4 

ตัวอย่าง ซึ่งมีการดื้อยาแบบ ESBL แต่ไม่มีการดื้อ Quinolone ดังแสดงใน (ตารางที่ 7) 

ตารางที่ 7 ความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบความรุนแรงของการดื้อยาแบบ ESBL และกลุ่มยา 

Quinolone กับ เชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 

 

ผลการทดลองที่ 7 การ subtype ของเชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 

จากการศึกษากลุ่มเชื้อ E. coli เราพบว่าเชื้อ E. coli ที่พบส่วนใหญ่เป็นกลุ่ม B2 มาทำ

การวิเคราะห์หาเชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 โดยใช้วิธี multiplex PCR ซึ่งแบ่งสายพันธุ์ 131  

เป็น subtype ได้เป็น 4 กลุ่มคือ A C1M27 C1nonM27 และ C2 จากตัวอย่างทั้งหมด 76 ตัวอย่าง 

พบเชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 จำนวน 20 ตัวอย่าง โดยพบใน subtype A จำนวน 7 ตัวอย่าง 

subtype C1M27 จำนวน 5 ตัวอย่าง subtype C1nonM27 จำนวน 2 ตัวอย่าง และ subtype C2 

จำนวน 6 ตัวอย่าง โดยในกลุ่ม A มีขนาดแบน 707 bps กลุ่ม C1M27 มีขนาดแบน 337 bps 

และ 232 bps กลุ ่ม C1nonM27 มีขนาดแบน 337 bps  และกลุ ่ C2 มีขนาดแบน 164 bps       

ดังแสดงใน (ภาพที่ 32) 
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ภาพท่ี 32 แสดงลักษณะรูปแบบแบนดเีอ็นที่แตกต่างกันที่บ่งชี้ subtype ของเชื้อ E. coli       

สายพันธุ์ ST131 เทียบกับ 100 bp DNA marker (Solis BioDyne) 

 

ผลการทดลองที่ 8 การสร้าง phylogenetic tree ของกลุม่ E. coli จำนวน 76 ตัวอย่าง 

โดยใช้เทคนิค MLVA และ Virulence gene (Molecular typing and Subtyping)  

              จากการศึกษาเชื้อ E. coli จำนวน 76 ตัวอย่าง มาทำการศึกษาการแพร่กระจายและ

ความรุนแรงของเชื ้อ E. coli โดยเทคนิค MLVA ได้ 7 fragment บนอะกาโรสเจลอิเล็กโทร 

โฟรีซิส (Gel Electrophoresis) ในรูปแบบที่แตกต่างกันแบ่งเป็น cluster ได้จำนวน 50 รูปแบบ 

และการตรวจสอบ virulence gene โดยมีการกระจายที่สนใจอยู่ 4 รูปแบบโดยทุกเคลดมี

รูปแบบการกระจายของแบนที่เหมือนกันและมีการกระจายตัวของรูปแบบสูง  คือ clade X, 

clade Y, clade131_A และ clade131_3 โดย 2 รูปแบบแรกยังไม่ได้มีการวิเคราะห์ว่าอยู่ใน  

ST ใด และอกี 2 รูปแบบเป็นรูปแบบของ ST131 แต่ในทั้ง 4 รูปแบบนีอ้ยู่ในกลุ่มของ B2  

จากการศึกษาพบว่าใน clade X จำนวน 9 ตัวอย่าง และ clade Y จำนวน 4 ตัวอย่าง 

พบว่ามีย ีนที ่เกี ่ยวข้องกับ UTI ถึง 4 ยีน เราเลยคาดว่าน่าจะเป็นเชื ้อ E. coli สายพันธุ์  

UTI โดย clade Y น่าจะมีความเกี่ยวข้องกับเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่พบในไก่เป็นโรค ส่วน ST131 

จำนวน 20 ตัวอย่าง แบ่งออกเป็น 2  clade คือ clade131_A จำนวน 13 ตัวอย่าง และ 

clade131_B จำนวน 7 ตัวอย่าง เป็น clade ที่วิเคราะห์และว่าเป็น ST131 พบว่ามีการดื้อยาทั้ง
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แบบ ESBL และยากลุ่ม Quinolone ใน 2 clade พบ virulence gene ที่สัมพันธ์กับการติดเชื้อที่

ระบบทางเดินปัสสาวะ ประมาณ 3 ยีน ขาด vat และพบ virulence gene ที ่เกี ่ยวข้องกับ 

ไก่ 1 ยีน คือ IRON  

ดังน ั ้นเช ื ้อ E. coli สายพันธ ุ ์  ST131 ในการศึกษานี ้จะถูกจ ัดเป ็น UTI และไม่มี

ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคในไก่ และใน 2  clade ดังกล่าวสามารถถูกแบ่งเป็น subtype 

แตกต่างกันสามารถก่อให้เกิดรูปแบบของ MLVA ที่แตกต่างกันได้ 2 clade ใน clade131_A พบ 

subtype กลุ่ม C1 และ C2 ส่วนใน clade131_B พบ subtype กลุ่ม A ดังแสดงใน (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8 การจัดกลุ่มของเชื้อ E. coli โดยใช้เทคนิค MLVA 

34 E1 A
250 E2 A IRON
183 A fyuA IRON
171 A Vat, fyuA IutA
564 E4 B2 fyuA IRON, ompT, HlyF, ISS, IutA
12 E5 A fyuA
101 E6 A
556 E7 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
30 E8 B2  fyuA, chuA, yfcv IRON
460 E9 D fyuA, chuA IRON
59 E10 D  fyuA, chuA, yfcv
233 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
569 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat Iss
574 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat Iss
247 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
245 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
174 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat
173 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IutA
170 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
159 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
197 E12 B1 fyuA IRON
175 E13 D fyuA, chuA IutA
97 E14 B2 Vat, fyuA, chuA, yfcv
186 E15 A
100 E16 B2 Vat, chuA, yfcV IutA
522 E17 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
544 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON, ompT, HlyF, ISS, IutA
543 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON, ompT, HlyF, ISS, IutA
584 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON, ompT, HlyF, ISS, IutA
534 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
531 E20 B2  fyuA, chuA, yfcv,Vat IRON
373 E21 B2 ST131 C1M27  fyuA, chuA, yfcv Iss
58 B2 ST131 C2  fyuA, chuA, yfcv IRON
77 B2 ST131 C1M27  fyuA, chuA, yfcv IRON
571 B2 ST131 C1M27  fyuA, chuA, yfcv Iss
346 E23 B2 ST131 C2  fyuA, chuA, yfcv IRON
198 E24 B2 ST131 A  fyuA, chuA, yfcv ompT, Iss
438 B2 ST131 C1NM27 fyuA, chuA, yfcV IutA
456 B2 ST131 c2 fyuA, chuA, yfcV IutA
430 B2 ST131 C2 fyuA, chuA, yfcV IutA
455 B2 ST131 C1M27 fyuA, chuA, yfcV IutA
459 B2 ST131 C2 fyuA, chuA, yfcV IutA
404 B2 ST131 C1M27 fyuA, chuA, yfcV IutA
301 B2 ST131 C2 fyuA, chuA, yfcV IutA
537 E26 B2  fyuA, chuA, yfcv IRON
530 B2  fyuA, chuA
524 B2  fyuA, chuA
274 E28 B1 fyuA IRON
303 E29 B1 fyuA IRON
202 E30 B1 fyuA IRON
8 E31 B1 fyuA, yfcv

117 E32 B1 fyuA IRON
57 E33 B1
555 E34 B2   chuA, yfcv
14 E35 A fyuA

304 E36 D   chuA, yfcv IRON
266 E37 B2 ST131 C2  fyuA, chuA, yfcv IRON
196 E38 B2 Vat, fyuA, chuA, yfcv
109 E39 D   chuA
285 E40 A fyuA
540 E41 B1 fyuA
33 E42 A fyuA
364 E43 A fyuA, chuA IRON
74 E44 A A IRON
182 B2 ST131 A fyuA, chuA, yfcV IutA
181 B2 ST131 A fyuA, chuA, yfcV IutA
517 E46 A fyuA IRON, ompT, HlyF, ISS, IutA
503 B2 ST131 A fyuA, chuA, yfcV IutA
502 B2 ST131 A fyuA, chuA, yfcV IutA
441 B2 ST131 A fyuA, chuA, yfcV IutA
176 B2 ST131 A fyuA, chuA, yfcV IutA
291 E48 D Vat, fyuA, chuA, yfcv IRON
366 D fyuA, chuA IRON
15 A fyuA
13 E50 A fyuA

E3

E47

E49

E11

E19

E22

E25

E27

E45

Subclade ST131 virulence gene UTI virulence gene chickenstian number Cluster Group ST type clade
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ผลการทดลองที่ 9 ศึกษารูปแบบของเชื้อ E. coli ที่มีการกระจายสูง และลักษณะของยีนดื้อยา  

การว ิเคราะห์ความสัมพันธ ์ระหว่างร ูปแบบที ่แตกต่างกันของ MLVA (cluster)  

กับ genotype ของยีนดื้อยา การศึกษานี้มุ่งเน้นที่จะตรวจสอบยีนดื้อยาของเชื้อ E. coli ในกลุ่ม 

Beta-lactam และกลุ่มยา Quinolone โดยใช้วิธี Multiplex PCR  

การตรวจสอบความสอดคล้องกันระหว่าง Phenotype และ genotype การดื้อยาของ

เชื้อ E. coli  การศึกษานี้พบว่าการดื้อยาในรูปแบบ ESBL และแบบ Quinolone ในphonotype ของการ

ดื้อยากลุ่ม Quinolone ถ้ามีการเกิด mutation ที่ตำแหน่ง gyrA83 และ gyrA87 ทำให้เกิดการ

ดื ้อยาทั ้ง 3 ชนิด คือ Norfloxacin, Ciprofloxacin และ Levofloxacin แต่ถ้าไม่เกิด mutation  

ที่ตำแหน่ง gryA83 มักไม่เกิดการดื้อยาหรือเกิดการดื้อยาเพยีงบางตัวเท่านั้น พบว่าใน clade x 

มีการดื้อยากลุ ่ม Quinolone เป็นส่วนใหญ่เนื ่องจากเกิดการ mutation ในทั ้ง gyrA83 และ 

gyrA87 ส่วน clade Y ไม่พบว่ามีการดื้อยาในกลุ่ม Quinolone แต่มีการเกิด mutation ที่ตำแหน่ง 

gyrA87 ส่วนใน clade131_A พบว่ามีเกิด mutation ที่ gryA83 และ gryA87 การดื้อยาทั้งแบบ 

ESBL และยากลุ่ม Quinolone ส่วนในกรณีของ clade131_ B พบว่ามีการดื้อยากลุ่ม Quinolone 

เพียงชนิดเดียวคือ Ciprofloxacin เนื่องจากไม่มีการเกิด mutation ที่ตำแหน่ง gyrA83 แต่มียีน 

gyrA87 

  การดื ้อยาแบบ ESBL พบว่ามีความสัมพันธ์ก ับยีน 4 ชนิด คือ CTXm1, CTXm9,  

TEM และ cmy ซึ่งพบว่าในกรณีของ clade x และ clade Y ไม่พบการดื้อยาแบบ ESBL และไม่

พบยีนทั ้ง 4 ยันดังกล่าว ส่วนใน clade131_A พบความสัมพันธ์ของการดื้อยากับ subtype  

กลุ่ม C2 ซึ่งจะมียีน CTXm1 ในขณะที่ subtype กลุ่ม C1nonM27 อาจจะมียีน CTXm9 และใน 

clade131_B พบ subtype กลุ่ม A สามารถมียีนได้ 2 รูปแบบ คือ CTXm1 หรือ CTXm9 ดังแสดง

ใน (ตารางที่ 9) ซึ่งเราทำการสรุปลักษณะการดื้อยาและความสัมพันธ์ของยีนดื้อโดยแบ่งตาม 

clade จำนวน 4 clade ดังแสดงใน (ตารางที่ 10) 
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ตารางที่ 9 การศึกษาคุณสมบัติยีนที่เกี่ยวข้องกับคุณสมบัติการดื้อยาของเชื้อ E. coli 
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34 E1 A ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
250 E2 A ● ● cmy ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
183 A ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
171 A ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
564 E4 B2 ● ▄
12 E5 A ● ● TEM cmy ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
101 E6 A ● ● TEM CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
556 E7 B2
30 E8 B2 TEM ▄ ▄
460 E9 D CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
59 E10 D ● ● TEM CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
233 B2 ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
569 B2 ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄
574 B2 ● TEM ▄ ▄
247 B2 ● ● TEM  ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
245 B2 ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
174 B2 ● ● TEM  ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
173 B2 ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
170 B2 ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
159 B2 ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
197 E12 B1 ● ● CTXm9 cmy ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
175 E13 D TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
97 E14 B2 TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
186 E15 A cmy ▄
100 E16 B2 TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
522 E17 B2 ● ▄ ▄
544 B2 ● ▄ ▄
543 B2 ● ▄ ▄
584 B2 ●
534 B2 ● ▄
531 E20 B2 ● ▄
373 E21 B2 ST131 C1M27 ● ● TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
58 B2 ST131 C2 ● ● OXA CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
77 B2 ST131 C1M27 ● ● CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
571 B2 ST131 C1M27 ● ● CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
346 E23 B2 ST131 C2 ● ● OXA CTXm1 cmy ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
198 E24 B2 ST131 A ● ● TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
438 B2 ST131 C1NM27 ● ● TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
456 B2 ST131 c2 ● ● CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
430 B2 ST131 C2 ● ● OXA CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
455 B2 ST131 C1M27 ● ● CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
459 B2 ST131 C2 ● ● OXA CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
404 B2 ST131 C1M27 ● ● CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
301 B2 ST131 C2 ● ● OXA CTXm1 ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
537 E26 B2 ● ▄
530 B2 ▄ ▄ ▄
524 B2
274 E28 B1 ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄
303 E29 B1 ● ● TEM cmy ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
202 E30 B1 TEM CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
8 E31 B1 ● ● TEM cmy ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

117 E32 B1 ● ● nd ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
57 E33 B1 TEM CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
555 E34 B2 ● ▄
14 E35 A TEM CTXm1 cmy ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

304 E36 D ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
266 E37 B2 ST131 C2 ● ● OXA ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
196 E38 B2 cmy ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
109 E39 D ● ● TEM OXA CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
285 E40 A TEM CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
540 E41 B1 ●
33 E42 A CTXm1 mcr 1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
364 E43 A ● ● OXA CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
74 E44 A A ● ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
182 B2 ST131 A ● ● TEM CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
181 B2 ST131 A ● ● TEM CTXm1 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
517 E46 A ● TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
503 B2 ST131 A ● TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
502 B2 ST131 A ● TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
441 B2 ST131 A ● ● TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
176 B2 ST131 A TEM CTXm9 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
291 E48 D nd ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
366 D TEM ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
15 A CTXm1 mcr 3 ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄
13 E50 A TEM CTXm1 cmy ESBL ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

E3

E47

E49
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E27

E45
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Antibiotic resistant
Genotype

Phenotype

Subclade ST131cladeST typeGroupClusterstian number

            หมายเหตุ: ● หมายถึง มียีน  gyrA83 และ gyrA87 

                           ▄ หมายถึง มีลักษณะการดื้อยา Ampicillin Cefotaxime Ceftazidime Ceptriaxone, Norfloxacin 

Ciprofloxacin Levofloxacin Trimethoprim และ Gentamicin 

                            *Clad หมายถึง การแบ่งตามการกระจายที่พบในการใช้เทคนิค MLVA ดังแสดงในตารางที่ 8 
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ตารางที่ 10 แสดงคุณลักษณะของยีนดื้อยา และการด้ือยาของเชือ้ E. coli  

 

 

  

  

 

ผลการทดลองที่ 10 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเชื ้อ E. coli ตามการจัดกลุ่มของ 

Clermont และ virulence gene ที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อในระบบทางเดนิปัสสาวะ (UTI) 

        ความสัมพันธ์ของเชื้อ E. coli ที่เกี่ยวข้องกับ Virulence gene ที่ก่อให้เกิดโรค UTI พบว่า

เชื้อ E. coli ในกลุ่ม B2 ทั้งหมดจำนวน 41 ตัวอย่าง มี virulence gene 3-4 ยีน ประมาณ 89.1% 

ซึ่งพบว่าตัวอย่างในกลุ่ม B2 จำนวน 4 ตัว มี virulence gene อย่างน้อย 1 ยีน ประมาณ 8.6% 

จากข้อมูลบ่งชี้ไดว้่าเชื้อ E. coli กลุ่ม B2 เป็นกลุ่มเชื้อที่น่าจะสัมพันธ์กับเชื้อ E. coli ที่ทำให้เกิดการ

ติดเชื้อระบบทางเดินปัสสาวะ (UTI) นอกจากนี้ในกลุ่ม D จำนวน 7 ตัวอย่าง พบ Virulence gene  

2-3 ยีน ประมาณ 9.2% ซึ่งจากการทดลองนี้เราพบว่าเชื้อ B2 และ D น่าจะเป็นเชื้อที่สัมพันธ์กับ 

UTI ดังแสดงใน (ตารางที่ 11) 

 

 

 

 

 

 

clade Number of Isolate ST subST131 gyrA83 gyrA87 TEM OXA CTXm1 CTXm9 cmy
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clade x 8 ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

2 ● ● ▄ ▄ ▄ ▄

clade y 4 ● ▄ ▄

clade 131_A 3 131 C1M27 ● ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

4 C2 ● ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

4 C1M27 ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

1 C2 ● ● ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

1 C2 ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

clade 131_B 2 131 A ● ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

1 A ● ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

2 A ● ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

1 A ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

1 A ● ● ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄ ▄

Antibiotic resistanceAntibiotic resistance gene

            หมายเหตุ: ● หมายถึง มียีน  gyrA83 gyrA87 TEM OXA CTXm1 CTAXm9 และ cmy 

                           ▄ หมายถึง มีลักษณะการดือ้ยา 

                            *Clad หมายถึง การแบ่งตามการกระจายที่พบในการใช้เทคนิค MLVA ดังแสดงในตารางที่ 8 
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ตารางที่ 11 การแสดงคุณสมบัติของเชื้อ E. coli ที่เกี่ยวกับ virulence UTI 

 
 

 

 

ผลการทดลองที่ 11 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเชื้อ E. coli ตามการจัดกลุ่มของ 

Clermont และ virulence gene ที่ก่อโรคในไก ่

              จากการศึกษาพบว่าเชื้อ E. coli ที่มีความสัมพันธ์กับ V i r u l e n c e  g e n e  ที่ก่อให้เกิด

โรคในไก่ โดยดูจาก V i r u l e n c e  ที่สำคัญ 5 ตัว คือ IRON,  OMPT,  HlyF และ IutA เราพบว่าใน

กลุ่ม A  พบ 1 ตัวอย่าง ที่มียีนทั้ง 5 ตัว อยู่ใน c l u s t e r  E46 และยังพบในกลุ่ม B2 จำนวน 5 คือ 

c l u s t e r  E4 จำนวน 1 ตัวอย่าง และ E19 จำนวน 4 ตัวอย่าง ซึ่งจัดอยู่ใน C l a d e  X  ที่เราสนใจ  

ดังแสดงใน (ตารางที่ 8) ในการทดลองนีพ้บว่าเชือ้ E. coli สว่นใหญไ่มพ่บยีนหรือมียีนอย่างน้อย  

1 ยีน ที่มีความสัมพันธ์กับ V i r u l e n c e  g e n e  ก่อโรคในไก่ ประมาณ 70 ตัวอย่าง หรือประมาณ 

92% ซึ ่งสรุปได้ว่าตัวอย่างเชื ้อ E. coli ที ่ทำการศึกษาอาจจะได้รับมาจากไก่ที ่เกิดโรค  

ดังแสดงใน (ตารางที่ 12) 

 

 fyuA chuA yfcv Vat

A ■ E3,E5,E35,E40,E42,E43,E46,E49,E50 9

■ ■ E3 1

E6,E15,E44 5

B1 ■ E12,E28,E29,E30,E32,E41 6

■ ■ E31 1

E33 1

B2 ■ ■ ■ ■ E7,E11,E14,E17,E18,E19,E20,E38 19

■ ■ ■ E8,E21,E22,E23,E24,E25,E26,E45,E47 22

■ ■ ■ E16 1

■ ■ E27 2

■ ■ E34 1

■ E4 1

D ■ ■ ■ ■ E48 1

■ ■ ■ E10 1

■ ■ E9,E13,E49 3

■ ■ E36 1

■ E39 1

clermont group
virulence gene UTI

cluster MLVA Number of Isolate

           หมายเหตุ: ▄ หมายถึง มียีน fyuA chuA yfcv Vat 

                           *Cluster หมายถึง การแบ่งตามความคล้ายคลึงกันของเทคนิค MLVA ดังแสดงในตารางที่ 8 
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ตารางที่ 12 การแสดงคุณสมบัติของเชื้อ E. coli ที่เกี่ยวกับ virulence gene ที่ก่อโรคไก่ 

 

 

 

ผลการทดลองที่ 12 การแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ในกลุ่มที่มีการแพร่กระจายสูง 

 จากการศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อ E. coli โดยใช้วิธี MLVA เราพบกลุ่มของเชื้อ  

E. coli ที่มีการแพร่กระจายสูง และมีรูปแบบคลา้ยคลึงกัน เช่น ลักษณะการดื้อยา ลักษณะของ 

Virulence gene ที่เหมือนกัน ซึ่งใน clade X เราพบว่าเป็นกลุ่มที่มีการดื้อยากลุ่ม Quinolone  

แต่ไม่ด้ือยากลุ่ม ESBL เราคาดว่าเชือ้ E. coli ใน clade X มาจากการติดเชื้อ UTI แต่ไม่ได้มาจาก

โรคที่เกิดในไก่ clade Y คือกลุ่มที่ไม่มีการดื้อยาทั้งในยากลุ่ม Quinolone และยากลุ่ม ESBL  

คาดว่าได้รับยีนมาจากทั้งในการติดเชื ้อ UTI และมาจากโรคที่เกิดในไก่ clade131_A และ 

clade131_B เป็น clade ที่มีการดื้อยาทั้งใน beta-lactams และยากลุ่ม Quinolone คาดว่าในเชื้อ 

E. coli ทั้งสองกลุ่มนี้มาจากเชื้อ E. coli ที่ทำให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ (UTI) 

 การแพร่กระจายเชื้อ E. coli ช่วงเวลาที่แตกต่างกันที่มีการแพร่กระจายสูง ซึ่งเราแบ่ง

ได้เป็น 4 clade คือ clade X, clade Y, clade131_A และ clade131_B  พบว่าเชื ้อ E. coli ในทั ้ง  

4 clade ที่เราสนใจเป็นเชื้อ E. coli กลุ่ม B2 ซึ่ง clade X พบว่ามีการระบาดในช่วงต้นปีของทุกปี 

IRON ompT HlyF ISS IutA

A ■ ■ ■ ■ ■ E46 1

■ E2,E3,E43,E44 4

■ E3 1

E1,E5,E6,E15,E35,E40,E42,E49,E50 9

B1 ■ E12,E28,E29,E30,E32 5

E8,E33,E41 3

B2 ■ ■ ■ ■ ■ E4,E19 5

■ E7,E8,E11,E17,E19,E22,E23,E26,E37 14

■ ■ E24 1

■ E11,E21,E22,E24 4

■ E11,E16,E25,E45 15

E11,E14,E20,E27,E34,E38 7

D ■ E9,E36,E48,E49 4

■ E13 1

E10,E39 2

Number of IsolateClermont group
Virulence gene Chicken

cluster MLVA

            หมายเหตุ: ▄ หมายถึง มียีน IRON ompT HlyF ISS และ IutA 

    *Cluster หมายถึง การแบ่งตามความคล้ายคลึงกันของเทคนิค MLVA ดังแสดงในตารางที่ 8 
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ตั ้งแต่ เดือนมกราคม ค.ศ. 2015 ถึงเดือนมกราคม ค.ศ. 2018 และมีการดื ้อยาในกลุ่ม 

Quinolone ส่วนclade Y พบว่ามีการระบาดในช่วงเดือนตุลาคม ปี ค.ศ. 2017 ถึงเดือนมกราคม 

ปี ค.ศ. 2018 และพบ Virulence gene ที่สัมพันธ์กับเชื้อ E. coli ที่ทำให้เกิดการติดเชื้อในระบบ

ทางเดินปัสสาวะและมีความสัมพันธ์กับ Virulence gene ก่อโรคในไก่ ส่วนในการระบาดของ 

clade131_A เป็นเชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 มี subtype ในกลุ่ม C1 และ C2 เราจะสังเกตได้ว่า

มีการระบาดทั้งปีและมีความชุกในช่วงปี 2016 และลดน้อยลงในปี 2017 กรณีของ clade131_B 

เป็นเชื ้อ E. coli สายพันธุ ์ ST131 มี subtype ในกลุ่ม A เราพบว่ามีการระบาดในช่วงเดือน

มกราคมปี 2016 เดือนธันวาคม ปี ค.ศ. 2016และเดือนกรกฎาคม ปี ค.ศ. 2017 ดังแสดงใน 

(ภาพที่ 33) 
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ภาพท่ี 33 การแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ที่มีการกระจายสูง 4 clade ในแต่ละช่วงเวลา 

 

 

 

 

 

 

         หมายเหต:ุ จำนวนตวัอย่าง (วนัที่,เพศ,ชนิดตัวอย่าง,อายุ)     

                         F : female M : male U : urine Sp : sputum B : blood P : pus St : stool 
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บทที่ 5  

สรุปผลและอภิปรายผลการทดลอง 

 

 การศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ที่ได้รับตัวอย่างมาจากผู้ป่วยในของ

โรงพยาบาลจังหวัดพะเยาราม จำนวน 76 ตัวอย่าง ตั ้งแต่เดือนมกราคม ปี ค.ศ. 2015 

ถึงเดือน มกราคม ปี ค.ศ. 2018 พบว่าเชื้อ E. coli ที่ได้รับมาจากผู้ป่วยในของโรงพยาบาล

พะเยารามมีอัตราการดื้อยาต่อยาปฏิชีวนะเป็นจำนวนมาก โดยเชื้อส่วนใหญ่เป็นเชื้อดื้อยา

ปฏิชีวนะหลายขนาน ยากลุ่มแรกที่พบว่าเชื้อมีการดื้อยาปฏิชีวนะ คือยา cephalosporin และยา 

fluoroquinolone เป็นยาที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในโรงพยาบาลของรัฐในประเทศไทย (Lestari, et 

al., 2012) การตรวจสอบเชื้อ E. coli ที่มีลักษณะการดื้อยาปฏิชีวนะและความรุนแรงของโรค   

ในปัจจุบันวิธีมาตรฐานที่ใช้ในการตรวจสอบเชื้อ E. coli ที่มีลักษณะการดื้อยาเป็นวิธีที่ใช้ระยะ

เวลานาน ผู้วิจัยจึงใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาซึ่งเป็นวิธีที่มคีวามรวดเร็วเพื่อระบุเชื้อที่มียีนดื้อยา

ปฏิชีวนะ และสายพันธุ์ที่มีความรุนแรง เพื่อให้การรักษาที่มีประสิทธิภาพและการเฝ้าระวังทาง

ระบาดวิทยา จากการศึกษาในครั้งนี้การตรวจยีนดื้อยาปฏิชีวนะมีความสอดคล้องกันกับการ

ตรวจสอบการดื้อยาด้วยวิธีมาตรฐาน ซึ่งจากการศึกษานี้พบว่าเชื้อ E. coli ในผู้ป่วยส่วนใหญ่

มาจากตัวอย่างของปัสสาวะ และเป็นสาเหตุสำคัญที่ทำให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปัสสาวะในภาคเหนือของประเทศไทย (Parikumsil, et al., 2017) จากการศึกษาก่อนหน้านี้

พบว่าเชื้อ E. coli เป็นแบคทีเรียที่มีการติดเชื้อเพิ่มขึ้นในปัจจุบัน จึงทำการศึกษาโดยทำการจัด

กลุ่มของเชื้อ E. coli ซึ่งวิธีมาตรฐานที่ใช้ในปัจจุบันเป็นการดูความแตกต่างของ O antigen,  

H antigen และ K antigen ของเชื้อ E. coli แต่วิธีนีใ้ช้เวลานาน การศึกษาครั้งนีจ้ึงทำการจัดกลุ่ม

ของเชื ้อ E. coli โดยใช้เทคนิค Clermont อาศัยความแตกต่างของยีน chuA, yjaA และ DNA 

fragment TSPE4.C2 ซึ่งสามารถจัดกลุ่มของเชื้อ E. coli ได้เป็น 4 กลุ่ม คือ A, B1, B2 และ D 

(Clermont, et al., 2000) โดยสามารถเทียบเคียงได้ก ับการศึกษาในประเทศอิหร ่านพบ

ความสัมพันธ์ของเชื้อ E. coli ที่มีความรุนแรงของโรค โดยศึกษารูปแบบการดื้อยาปฏิชีวนะและ 

virulence gene ในเชื ้อ E. coli สายพันธุ ์ที ่ก ่อให้เกิดการติดเชื ้อในระบบทางเดินปัสสาวะ 

Uropathogenic E. coli (UPEC) พบว่าเชื้อ E. coli ดังกล่าวอยู่ในกลุ่มของ B2 และ D ซึ่งในกลุ่มนี้

มีลักษณะการดื้อยาปฏิชีวนะมากกว่ากลุ่มอื่น (Halaji, et al., 2022)  
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นอกจากนี้ยังมีวิธีมาตรฐานที่ใช้ในการ typing และ subtyping ของเชื้อ E. coli คือ 

Pulsed-field gel–electrophoresis (PFGF) เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและความแม่นยำสูง แต่วิธีนี้

ใช้เวลานานและมีความยุ่งยาก โดยมีรายงานการศึกษาในเชื้อ E. coli ที่มีการผลิตเอนไซม์ 

Beta-lactamase ในผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะในประเทศอิหร่าน พบว่าวิธี

มาตรฐาน PFGF มีประสิทธิภาพมากกว่าเทคนิค MLVA แต่อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้สามารถ

นำมาใช้สำหรับการศึกษาทางระบาดวิทยาได้  ซึ ่งเป็นวิธีที ่มีความรวดเร็ว ราคาถูก และ

วิเคราะห์ผลได้ง่าย (Dolatyar, et al., 2021) ในการศึกษานี้จึงเปรียบเทียบวิธี Pulsed-field  

gel–electrophoresis ก ั บ  Multi-locus variable number of tandem repeat analysis (MLVA)  

ในการศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อ พบว่าการใช้เทคนิค MLVA สามารถนำมาใช้ศึกษาการ

ระบาดของเชื ้อ E. coli ได้เหมือนกันกับงานวิจัยในประเทศอิหร่าน ในกรณีของเชื ้อ E. coli  

สายพันธุ์ ST131 เป็นสายพันธุ์ที่มีการแพร่ระบาดสูงทั่วโลก ซึ่งเป็นเชื้อที่มีการดื้อยาทั้งในกลุ่ม

เบต้าแลคแตม และยากลุ่มฟลูออโลควิโนโลน (Finn, et al., 2020) การศึกษาในครั้งนี้เชื ้อ  

E. coli จากตัวอย่างของปัสสาวะพบเชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 จำนวน 20 ตัวอย่าง จาก 43 

ตัวอย่าง หรือประมาณ 46 % ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยในปี 2016 พบว่าเชื้อ E. coli สายพันธุ์ 

ST131 ที่มียีน blaCTXm-9 สูงกว่า เชื้อ E. coli ที่ยีน blaCTXm-1 และมีอัตราการติดเชื้อที่เพิ่ม

สูงขึ้น (Matsumura, et al., 2016; Birgy, et al., 2017; Ghosh, et al., 2017) โดยประเทศไทย

ก่อนหน้านี้ พบว่าการแพร่กระจายของเชื้อ E. coli สายพันธุ์ ST131 ที่มียีน blaCTXm-9 มีต้น

กำเนิดมาจากฟาร์มสัตว์ปีก เกษตรกร และสิ่งแวดล้อม (Tansawai, et al., 2019) ซึ่งเชื้อ E. coli  

สายพันธุ์ ST131 สามารถ subtype ได้ 4 กลุ่ม คือ A, C2, C1M27 และ C1nonM27 บ่งชี้ถึงการ

แพร่กระจายในอนาคตของเชื้อ E. coli กลุ่ม C1 ในภาคเหนือของประเทศไทย ในขณะที่ประเทศ

ญี่ปุ่นพบกลุ่ม C1M27 ซึ่งเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขของประเทศญี่ปุ่น เนื่องจากพบว่ามี

การแพร่กระจายของพลาสมิดที่มีความรุนแรง (blaCTX-M-27) (Matsuo, et al., 2020) และ 

ST131 กลุ ่ม C2 ที่ม ีย ีน blaOXA อาจเป็น nosocomial และมาจากโคลน SEA-C2 ในเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ (Chen, et al., 2019)  

การศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ในกลุ่มตัวอย่างของผู้ป่วยในโรงพยาบาล

จังหวัดพะเยา มาทำการตรวจสอบ Virulence gene จำนวน 5 ยีน ได้แก่ iutA, hlyF, iss, iroN 

และ ompT ซึ ่งพบในสัตว์ปีกที ่เป็นโรค ซึ ่งผู ้วิจัยพบ virulence gene ดังกล่าวในเชื ้อ E. coli  

กลุ่ม B2 จำนวน 19 ตัวอย่าง ซึ่งอาจจะได้มาจากอุจจาระของไก่ หรืออาจมีการติดเชื้อมาจาก

สัตว์ปีก เนื่องจากมีการศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อ E. coli (APEC) จากอุจจาระของไก่ที่เกิด

โรค จำนวน 124 ตัวอย่าง พบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่าง Virulence gene และการแพร่กระจาย   
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จากสัตว์สู ่มนุษย์ได้ (Stromberg ZR, et al., 2017) นอกจากนี ้เรายังศึกษาความสัมพันธ์ 

Virulence gene กับ UTI พบว่า เชื้อ E. coli ส่วนใหญ่คาดว่าเป็นเชื้อที่ทำให้เกิดการติดเชื ้อที่

ระบบทางเดินปัสสาวะ โดยสังเกตจากการพบ virulence gene จำนวน 3-4 ยีนที่มคีวามสัมพันธ์

กับเชื้อ E. coli ที่ก่อให้เกิด UTI ดังการศึกษากลุ่มเชื้อ E. coli จำนวน 4 กลุ่ม ที่แตกต่างกัน และ

ถูกพิสูจน์ว่าเป็นเชื้อ UTI โดยใช้ 4 virulence gene เป็น gene marker (Rachel R, et al., 2012) 

งานวิจัยนี ้สามารถจัดกลุ ่มของ E. coli ที ่แตกต่างกันและมีความสอดคล้องกับ ST type  

อย่างง่ายและรวดเร็ว โดยใช้วิธี MLVA analysis และการใช้ virulence เพื่อยนืยันกลุ่มเชื้อ E. coli 

ต่าง ๆ เช่น กลุ่ม UTI และทำให้เกิดโรคในสัตว์ปีก โดยเทคนิค PCR ที่ศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็น

ถึงประโยชน์ของวิธีทางอณูชีววิทยาที่รวดเร็วและง่ายต่อการระบุยีนที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะและเชื้อ 

E. coli ที่มีความรุนแรงที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจทางคลินิกซึ่งน่าจะช่วยในการรักษาที่เหมาะสม

และทันท่วงที เพื่อศึกษาลักษณะการแพร่กระจายของเชื้อ ที่ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ในภูมิภาค

ต่าง ๆ ของประเทศไทย 
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