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ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือดของเชื้อ Streptococcus suis 

หทัยรัตน ธนัญชัย, และ ขวัญจิต ดวงสงค
ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม

วัตถุประสงค  เพื่อศึกษาความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลล และนิวโทรฟล ของเชื้อ 
Streptococcus suis (S. suis) ซีโรไทป 2 และซีโรไทป 14 สายพันธุที่แยกไดจากผูปวยที่ติดเชื้อ S. suis 
เทียบกับสายพันธุที่แยกไดจากสุกรปกติและสุกรปวย

วิธีการศึกษา  ทําการศึกษาความเปนพิษตอเซลลโดยนําเชื้อ S. suis สายพันธุตาง ๆ ที่ยังมีชีวติ  เชื้อที่ถูก
ทําลายดวยความรอน และสวนใสของอาหารเลี้ยงเช้ือ (culture supernatant) มาทําการบมรวมกับเซลล
เม็ดเลือดขาว โมโนนิวเคลียรเซลล หรือนิวโทรฟล  จากน้ันตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลโดยวัดการทํางาน 
ของเอนไซม lactate dehydrogenase (LDH) ที่หลั่งออกมาจากเซลลที่ตาย

ผลการศึกษา  จากการศึกษาพบวาเชื้อ S. suis ซีโรไทป 2 และ ซีโรไทป 14 ที่มีชีวิตสายพันธุที่แยกไดจาก
ผูปวย รวมถึงสวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อ มีความเปนพิษตอโมโนนิวเคลียรเซลลสูงกวาสายพันธุที่แยกได
จากสุกรปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   ถึงแมวาจะเปนเชื้อสายพันธุที่ไมมีการสราง suilysin  สวนเชื้อที่
ถูกทําลายดวยความรอนน้ันไมพบวามีความเปนพิษตอเซลลหรือมีความเปนพิษนอยมาก นอกจากนั้นยัง
พบวาเช้ือ S. suis ที่มีชีวิตบางสายพันธุก็ยังมีความเปนพิษตอนิวโทรฟลดวยเชนกัน  

สรุปผลการศึกษา  ในการศึกษาเบ้ืองตนน้ีพบวาเชื้อ S. suis และสวนใสของอาหารเล้ียงเชื้อสามารถทําให
เกิดการตายของเม็ดเลือดขาวทั้งชนิดโมโนนิวเคลียรเซลลและนิวโทรฟล ปจจุบันพบวาเซลลโฮสทที่ตายจะ
มีการหลั่ง damage-associated molecular pattern (DAMP) ออกมาภายนอกเซลล  ซึ่งโมเลกุลของ 
DAMP  นี้สามารถกระตุนใหมีการหลั่ง proinfl ammatory cytokine จากเซลลในระบบภูมิคุมกัน ดวย
เหตุนี้ความสามารถของเช้ือท่ีทําใหเกิดการตายของเซลลเม็ดเลือดขาวอาจเปนปจจัยหน่ึงที่ชวยสงเสริม
การกอโรคของเชื้อ  เชนการกอใหเกิดภาวะ streptococcal toxic shock syndrome (STSS)  ซึ่งเปนผล
มาจากการหล่ัง proinfl ammatory cytokine จากเซลลในระบบภูมิคุมกันเปนจํานวนมากเม่ือมีการติด
เชื้อในกระแสเลือด  เชียงใหมเวชสาร 2559;55(ฉบับเสริม 1):55-65.
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56 เชียงใหมเวชสาร  2559;55(ฉบับเสริม 1):

บทนํา
Streptococcus suis (S. suis) เปนเชื้อกอโรค

ที่ติดตอจากสัตวมาสูคน กอใหเกิดอาการเยื่อหุม
สมองอักเสบและการติดเชื้อในกระแสเลือด รวมไป
ถึง streptococcal toxic shock syndrome (STSS)
 ในคนทีส่มัผสัใกลชดิกบัสกุรทีต่ดิเช้ือ หรอืผลติภณัฑ
จากสุกรที่ปนเปอนเชื้อ[1] สามารถจําแนกเชื้อโดย
อาศัยความแตกตางของ capsular polysaccha-
rides ออกไดเปน 33 ซีโรไทป โดยเช้ือซีโรไทป 2 
เปนสายพันธุที่พบไดบอยที่สุดท่ีกอใหเกิดการติด
เช้ือในคน[1-3] นอกจากเช้ือซีโรไทป 2 แลว ในประเทศ
ไทยยังมีรายงานผูปวยที่ติดเชื้อ S. suis ซีโรไทป 14  
จํานวน 12 ราย[4]   

ปจจัยที่ทําใหเชื้อ S. suis กอโรครุนแรงยังไมมี 
การจําแนกอยางแนชัด การท่ีเช้ือมีการสรางแคปซูล
ทําใหหลบหลีกจากการถูกกินโดยแมคโครฟาจ  แต
เชื้อ S. suis บางสายพันธุที่ไมกอโรคตามธรรมชาติ
ก็มีการสรางแคปซูลเชนกัน ดังนั้นเชื้อจึงนาจะมี
ปจจัยอื่นที่สําคัญในการกอโรค[5] มีรายงานวา sui-
lysin (SLY), muramidase-released protein 
(MRP) และ extracellular factor (EF) เปนปจจัย
ในการกอโรคของเช้ือ  ท่ีนาสนใจคือเช้ือ S. suis ซีโร
ไทป 2 สายพันธุกอโรคที่แยกไดจากประเทศในทวีป
ยุโรปพบการสรางโปรตีนทั้ง 3 ชนิด (MRP+, EF+, 
SLY+) แตกลับไมพบการสรางในสายพันธุกอโรคที่
แยกไดจากอเมริกา (MRP-, EF-, SLY-) ฟโนไทปที่
พบทั้งสองแบบนี้ยังมียีโนไทปที่ตางกันดวย[6] ดังนั้น
กลไกการกอใหเกิดพยาธิสภาพของเชื้อ 2 กลุมนี้
อาจแตกตางกัน[7]  อีกท้ังการวิเคราะหโปรตีนท่ีหล่ัง
จากเชื้อ S. suis ซีโรไทป 2 สายพันธุ sly+ ที่กอโรค
รุนแรง SH-08 และไมรุนแรง SH-YH07 ยังแสดงให
เห็นวาเช้ือสายพันธุ SH-08 เทาน้ันท่ีมีการหล่ัง suily-
sin ออกมาในสวนใสของอาหารเล้ียงเชื้อ (culture 

supernatant)[8]  

Septic shock เปนภาวะที่เกิดข้ึนภายหลังจาก
ที่มีการติดเชื้อในกระแสเลือด สาเหตุเกิดจากการ
กระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกันโดยสวนประกอบ
ของเชื้อ ทําใหมีการหลั่งของ proinfl ammatory 
cytokine ตาง ๆ เปนจํานวนมาก เปนผลใหมีการ
ทําลายเนื้อเยื่อ เกิดภาวะเปนกรด ความดันโลหิต
ลดตํ่าลง  อวัยวะตาง ๆ ไมทํางาน  และรุนแรงถึง
ขั้นเสียชีวิตได[9] นอกจากสวนประกอบของเช้ือแลว 
ปจจุบันพบวาโปรตีนบางชนิดที่หลั่งมาจากเซลล
โฮสทที่บาดเจ็บหรือตายดวยกระบวนการเนโครซิส 
(necrosis) หรือที่เรียกวา damage-associated 
molecular pattern (DAMP) สามารถกระตุน
เซลลในระบบภูมิคุมกันใหมีการหลั่ง proinfl am-
matory cytokine ไดเชนเดียวกัน[10,11] แมวาเชื้อ 
S. suis จะสามารถกอใหเกิดภาวะ septic shock 
ได แตกลไกการกอใหเกิดภาวะนี้ยังไมทราบแนชัด  
เน่ืองจากไมพบวาเช้ือมีการสรางซุปเปอรแอนติเจน[12] 

ดวยเหตุนี้จึงเปนไปไดวาความเปนพิษตอเซลลของ
เชื้อ โดยเฉพาะเซลลเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด 
จะสงผลใหมีการหลั่งของ DAMP ออกมาภายนอก
เซลล และทําหนาที่เปนปจจัยเสริมในการกระตุน
เซลลในระบบภูมิคุมกันใหมีการหลั่งของ proin-
fl ammatory cytokine ออกมาจํานวนมาก จนนํา
ไปสูภาวะ septic shock ได  

วัตถุประสงคของการศึกษา
เพื่อศึกษาความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว

ชนิดนิวโทรฟลและโมโนนิวเคลียรเซลลของเชื้อ        
S. suis ซีโรไทป 2 และซีโรไทป 14 สายพันธุที่แยก
ไดจากผูปวยที่ติดเชื้อ S. suis เทียบกับสายพันธุที่
แยกไดจากสุกรปกติและสุกรปวย 
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วิธีการศึกษา
เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการศึกษา 
เช้ือ S. suis ซีโรไทป 2 และซีโรไทป 14 สายพันธุ

ที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ เปนสายพันธุที่แยกได
จากผูปวยท่ีติดเช้ือ S. suis ท่ีแสดงอาการแตกตางกัน 
สายพันธุที่แยกไดจากสุกรปกติและจากสุกรปวย  
ดังแสดงในตารางที่ 1 

การเตรียมเช้ือ S. suis เพ่ือใชในการทดสอบ
ทาํการเพาะเลี้ยงเชื้อ S. suis ทั้ง 9 สายพันธุ ใน

อาหารเหลว Todd-Hewitt broth (THB) (Oxoid, 
UK) 10 มล. ขามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 oซ ภายใตสภาวะ 
5% CO

2
 จากน้ันปรับความขุนของเช้ือดวย THB 

ใหไดความขุน 0.05 ที่ OD 600 นม. ดูดเชื้อจํานวน 
500 มคล. ใสลงในหลอดทดลองใหมที่มี THB 10 
มล. แลวนําไปบมเพาะตอท่ีอุณหภูมิ 37 oซ ภาย
ใตสภาวะ 5% CO2 ประมาณ 3-6 ชั่วโมงจนได
ความขุน 0.4 ที่คา OD 600 นม. (เชื้อประมาณ 
108 colony forming unit/มล.) จากนั้นทําการ
ลางและปรับปริมาณของเชื้อดวยอาหารเลี้ยงเซลล 

RPMI1640 (Gibco, USA) การเตรียมเชื้อตายทํา
โดยการนําเชื้อไปตมที่อุณหภูมิ 60 oซ เปนเวลา 45 
นาที จากน้ันทําการลางและปรับปริมาณของเช้ือดวย
RPMI1640   สําหรับสวนใสของอาหารเลี้ยงเซลล  
เตรียมโดยปนเชื้อแบคทีเรียใหตกตะกอนที่ความ 
เร็ว 10,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 
5 นาที  เก็บสวนใสของอาหารเล้ียงเชื้อเพื่อนําไปใช
ในการทดสอบ   

การแยกเซลลเม็ดเลือดขาว
ทําการเจาะเลือดจากอาสาสมัคร 3 คนใสในสาร

กันเลือดแข็งตัว แลวนํามาแยกเซลลเม็ดเลือดขาวนิว- 
โทรฟลและโมโนนิวเคลียรเซลล (peripheral blood 
mononuclear cell) ดวยวิธี Ficoll-Hypaque 
gradient centrifugation โดยใชสารละลาย Poly-
morphprepTM (AXIS-SHIELD, Norway) และ
สารละลาย LymphoprepTM (AXIS-SHIELD, Norway) 
ตามลําดับ  การศึกษานี้ไดผานการรับรองจริยธรรม
การวิจัยในมนุษยจากคณะกรรมการจริยธรรมการ
วิจัย คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

ตารางท่ี 1. สายพันธุของเชื้อ S. suis ซีโรไทป 2 และ ซีโรไทป 14 ที่นํามาใชในการศึกษา

สายพันธุ ซีโรไทป แหลงที่มาของเช้ือ ยีนที่สัมพันธกับการกอโรค

TSK 10.4
P1/7
LPH 210/53
LPH 12
MNCM 10
MNCM 51
MNCM 55
TD 2.2
MNCM 07

2
2
2
2
2
2
2
14
14

แยกจากสุกรปกติ
แยกจากสุกรปวย meningitis/สุกรเสียชีวิต
แยกจากผูปวย septicemia
แยกจากผูปวย septic shock/ผูปวยเสียชีวิต
แยกจากผูปวย septicemia
แยกจากผูปวย septicemia/ผูปวยเสียชีวิต
แยกจากผูปวย septic shock/ผูปวยเสียชีวิต
แยกจากสุกรปกติ
แยกจากผูปวย meningitis/ผูปวยเสียชีวิต
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cps2J+/sly+/epf+/mrp+

cps2J+/sly+/epf+/mrp+

cps2J+/sly-/epf-/mrp+

cps2J+/sly-/epf-/mrp+

cps2J+/sly-/epf-/mrp+

cps2J+/sly-/epf-/mrp+

cps1J+/sly+/epf+/mrp+

cps1J+/sly+/epf+/mrp+

cps2J, capsule gene; sly, suislysin gene; epf, extracellular factor gene; mrp, muranidase-released protein
+, positive; -, negative
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หนังสือรับรองจริยธรรมการวิจัยในมนุษยเลขท่ี 
429/2011

การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว 
(cytotoxicity test)  

การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว
ทําโดยตรวจวัดการทํางานของเอนไซม lactate 
dehydrogenase (LDH) ที่หลั่งออกมาจากเซลล
ที่ถูกทําลายดวยชุดทดสอบ Cytotoxicity Detec-
tion Kit plus (LDH) (Roche Applied Science, 
Germany) ตามขั้นตอนที่บริษัทแนะนําดังนี้ นํา
เซลลเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟลหรือโมโนนิวเคลียร
เซลลที่แยกไดมาปรับปริมาณเซลลดวย RPMI1640 
ใหเปน 2x105 เซลลตอมล.  สวนเช้ือ S. suis ที่มี
ชีวิต และเชื้อที่ถูกฆาดวยความรอน นํามาปรับ
ปริมาณของเชื้อใหเปน 4x107 เซลลตอมล. นําเซลล
เม็ดเลือดขาวมาเพาะเล้ียงรวมกับเช้ือ S. suis ท่ีมีชีวิต
ที่ปริมาณ  MOI 200 เช้ือที่ถูกฆาดวยความรอน
ดวยปริมาณเดียวกัน หรือสวนใสของอาหารเลี้ยง
เชื้อ ในถาดหลุม 96 หลุม โดยใหมีปริมาตรสุดทาย
เปน 100 มคล. นําถาดหลุมไปปนที่ 800 g เปน
เวลา 10 นาที  จากนั้นนาํถาดหลุมไปบมที่อุณหภูมิ 
37 oซ ภายใตสภาวะ 5% CO

2
 เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

ครบเวลาเติมสารละลายซับสเตรทหลุมละ 100 
มคล. บมถาดหลุมที่อุณหภูมิ 25 oซ เปนเวลา 5-10 
นาที นําถาดหลุมไปปนที่ความเร็ว 2,300 g เปน
เวลา 20 นาที จากนั้นดูดสวนใส 50 มคล. ไปวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 492 นม. นําคาการดูดกลืนแสง
ท่ีไดคํานวณหาเปอรเซนต ความเปนพิษตอเซลลโดย
คํานวณจากสูตร

Cytotoxicity (%)  =    
Experimental value–Low control x 100
           High control–Low control

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ
ทําการทดสอบที่อิสระจากกัน 3 ครั้ง จากนั้น

ทําการวิเคราะหความแตกตางของผลการทดสอบที่
ไดโดยใช Student’s unpaired t-test   หากไดคา 
p นอยกวา 0.05 ถือวาความแตกตางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ 

ผลการศึกษา
ผลการทดสอบความเปนพิษตอโมโนนิวเคลียร

เซลล
ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียร

เซลลของเช้ือ S. suis ทําโดยตรวจวัดจากการทํางาน
ของเอนไซม LDH ที่หลั่งออกมาจากเซลลที่ถูก
ทําลาย พบวาเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยหรือ
สุกรปวย และสายพันธุที่แยกไดจากสุกรปกติที่ยังมี
ชีวิตอยู มีความเปนพิษตอเม็ดเลือดขาวโมโนนิว
เคลียรเซลล  แตเมื่อเชื้อถูกทําลายดวยความรอนจะ
มีความเปนพิษตอเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลล
ลดลงอยางชัดเจน (ตารางท่ี 2 และ รูปที่ 1)  โดยเชื้อ 
S. suis ซีโรไทป 2 สายพันธุที่แยกไดจากสุกรปวย 
P1/7 (รอยละ 46.16) และสายพันธุที่แยกไดจาก
ผูปวย LPH210/53 (รอยละ 28.98), LPH12 (รอย
ละ 41.25), MNCM10 (รอยละ 52.95), MNCM51 
(รอยละ 45.69) และ MNCM55 (รอยละ 48.68)  
สามารถทําลายเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลได
มากกวาเชื้อ S. suis ซีโรไทป 2 สายพันธุที่แยกได
จากสุกรปกติคือ TSK10.4 (รอยละ 16.40) อยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ  (ตารางท่ี 2 และรูปที่  1) ใน
ทํานองเดียวกัน เชื้อ S. suis ซีโรไทป 14 สายพันธุ
ที่แยกไดจากผูปวย MNCM07 (รอยละ 52.64) 
สามารถทําลายเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลได
มากกวาเชื้อ S. suis ซีโรไทป 14 สายพันธุที่แยกได
จากสุกรปกติคือ TD2.2 (รอยละ 20.75) อยางมีนัย
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ตารางท่ี 2. ความเปนพิษตอเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลของเช้ือ S. suis ที่มีชีวิต  เชื้อที่ถูก
ทําลายดวยความรอน  หรือสวนใสของอาหารเลี้ยงเช้ือ

สายพันธุของเชื้อ ซีไรไทป/sly รอยละความเปนพิษตอโมโนนิวเคลียรเซลล

เชื้อมีชีวิต เชื้อที่ถูกทําลายดวย
ความรอน

สวนใสของอาหาร
เล้ียงเช้ือ

TSK 10.4
P1/7
LPH210/53
LPH 12
MNCM 10
MNCM 51
MNCM 55
TD 2.2
MNCM 07

2/sly-
2/sly+

2/sly+

2/sly-

2/sly-

2/sly-

2/sly-

14/sly+

14/sly+

16.40±1.36
46.61±2.11
28.98±3.30
41.25±3.98
52.95±3.62
45.69±2.67
48.68±4.21
20.75±0.72
52.64±1.85

0.88±0.18
2.00±0.16
1.73±0.25
4.53±1.17
15.65±2.11
6.27±0.61
13.32±2.29
1.35±0.16
3.56±0.24

1.11±0.45
11.97±0.91
6.84±0.67
28.42±5.59
37.46±3.26
31.14±1.73
33.82±2.32
9.48±0.53
21.98±1.61

รูปที่ 1.  ความเปนพิษตอเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลของเช้ือ S. suis สายพันธุตาง ๆ โดยการเพาะเล้ียงเม็ดเลือด
ขาวโมโนนิวเคลียรเซลลรวมกับเชื้อที่ยังมีชีวิต (live bacteria)  เชื้อที่ถูกทําลายดวยความรอน (heat-killed)  และสวน
ใสของอาหารเล้ียงเชื้อ (culture supernatant) จากน้ันตรวจวัดการทํางานของเอนไซม LDH  (ผลการทดลองไดจากการ
ทดสอบ 3 ครั้ง)    คํานวณความแตกตางทางสถิติระหวางเช้ือสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยและสายพันธุที่แยกไดจากสุกร
ปวย กับเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากสุกรปกติโดย  Student’s unpaired t test

* p <0.0001,  ** p =0.0002,  ¶ p =0.0003,  §p =0.0005
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สําคัญทางสถิติ  (ตารางที่ 2 และรูปท่ี  1)    
ปจจัยหน่ึงที่สงเสริมความสามารถในการกอโรค

ของเชื้อ S. suis คือการที่เชื้อสามารถสรางและหลั่ง
สาร suilysin ซึ่งมีความเปนพิษตอเซลลเยื่อบุ (epi-
thelial cell)[13], brain microvessel endothelial 
cell[14,15] และเซลลแมคโครฟาจ[16] เนื่องจากเช้ือ
สายพันธุที่แยกไดจากผูปวยนั้นมีบางสายพันธุที่
ไมมียีนที่ควบคุมการสรางสาร suilysin จึงนาสนใจ
วานอกเหนือจาก suilysin แลว เช้ือมีการสรางและ
หลั่งสารอื่นที่มีความเปนพิษตอเซลลหรือไม  เมื่อนํา
เม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลมาบมรวมกับสวน
ใสของอาหารเล้ียงเช้ือที่ไดจากการเพาะเล้ียงเช้ือ 
S. suis สายพันธุตาง ๆ พบวาสวนใสของอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อ S. suis ซีโรไทป 
2 สายพันธุที่ไมมีการสราง suilysin ไดแก สายพันธุ 
LPH12 (รอยละ 28.42), MNCM10 (รอยละ 
37.46),  MNCM51 (รอยละ 31.14) และ MNCM55 
(รอยละ 33.82) มีความเปนพิษตอเม็ดเลือดขาว
โมโนนิวเคลียรเซลลสูงกวาสายพันธุ TSK10.4 (รอย
ละ 1.11) ที่แยกไดจากสุกรปกติ อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติเชนกัน  (ตารางที่ 2 และรูปท่ี 1)  นอกจาก
นั้นยังพบวาสวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดจาก
การเพาะเล้ียงเช้ือ S. suis ซีโรไทป 14 สายพันธุ
ที่แยกไดจากผูปวย MNCM07 (รอยละ 21.98)  มี
ความเปนพิษตอเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลล
สูงกวา เชื้อ S. suis ซีโรไทป 14 สายพันธุที่แยกได
จากสุกรปกติคือ TD2.2 (รอยละ 9.48) อยางมีนัย
สําคัญทางสถิติ  แมวาเชื้อทั้งสองสายพันธุจะมียีนที่
ควบคุมการสราง suilysin เชนเดียวกัน  

ผลการทดสอบความเปนพิษตอนิวโทรฟล
นอกจากเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลแลว 

เม็ดเลือดขาวที่พบมากในกระแสเลือดคือนิวโทร
ฟล ในการศึกษาครั้งนี้จึงสนใจที่จะทดสอบความ

เปนพิษของเชื้อ S. suis ตอเซลลเม็ดเลือดขาวกลุม
นี้ดวยเชนกัน จากผลการทดสอบพบวาเชื้อ S. suis 
ซีโรไทป 2 ที่มีชีวิตบางสายพันธุ ไดแก P1/7 (รอย
ละ 19.67), LPH210/53 (รอยละ 14.56) และ 
MNCM10 (รอยละ 15.72) มีความเปนพิษตอนิว-
โทรฟลสูงกวาเชื้อ S. suis ซีโรไทป 2 สายพันธุที่
แยกไดจากสุกรปกติคือ TSK10.4 (รอยละ 16.40) 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 3 และรูปที่ 2) 
ในทํานองเดียวกัน เชื้อ S. suis ซีโรไทป 14 สาย
พันธุที่แยกไดจากผูปวย MNCM07 (รอยละ 21.95) 
สามารถทําลายนิวโทรฟลไดมากกวาเชื้อ S. suis 
ซีโรไทป 14 สายพันธุท่ีแยกไดจากสุกรปกติคือ TD2.2 
(รอยละ 4.36) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (ตาราง
ที่ 3 และรูปที่  2) นอกจากน้ียังพบวาสวนใสของ
อาหารเล้ียงเชื้อจากสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยมี
ความเปนพิษตอนิวโทรฟลสูงกวาสายพันธุที่แยก
ไดจากสุกรปกติ แมความแตกตางจะไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางท่ี 3 และรูปที่  2)  อยางไรก็ตามทั้ง
เชื้อ S. suis ที่มีชีวิตและสวนใสของอาหารเล้ียงเชื้อ
นั้นก็มีความเปนพิษตอนิวโทรฟลนอยกวาเม็ดเลือด
ขาวโมโนนิวเคลียรเซลลอยางเห็นไดชัดเจน (ตาราง
ที่ 3 และรูปที่ 2)   

อภิปรายผลการศึกษา
S. suis เปนเชื้อกอโรคที่ติดตอจากสัตวมาสูคน  

กอใหเกิดอาการเย่ือหุมสมองอักเสบ และการติด
เช้ือในกระแสเลือด รวมไปถึง STSS ในคนที่สัมผัส
ใกลชิดกับสุกรที่ติดเช้ือ หรือผลิตภัณฑจากสุกรท่ีปน
เปอนเช้ือ อยางไรก็ตามกลไกในการกอใหเกิดพยาธิ
สภาพของเชื้อยังไมทราบแนชัด[1]  

DAMP เปนโมเลกุลที่หลั่งมาจากเซลลโฮสทที่
บาดเจ็บหรือตายดวยกระบวนการเนโครซิส และ
สามารถกระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกันใหมีการ
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ตารางท่ี 3. ความเปนพิษตอนิวโทรฟลของเชื้อ S. suis ที่มีชีวิต  เชื้อที่ถูกทําลายดวยความรอน  หรือ
สวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สายพันธุของเชื้อ ซีไรไทป/sly รอยละความเปนพิษตอนิวโทรฟล

เชื้อมีชีวิต เช้ือที่ถูกทําลายดวย
ความรอน

สวนใสของอาหาร
เล้ียงเช้ือ

TSK 10.4
P1/7
LPH210/53
LPH 12
MNCM 10
MNCM 51
MNCM 55
TD 2.2
MNCM 07

2/sly-

2/sly +

2/sly+
2/sly-

2/sly-

2/sly-

2/sly-

14/sly+

14/sly+

5.53±2.41
19.67±3.35
14.56±4.48
6.94±3.05
15.72±3.41
7.88±3.05
10.69±3.89
4.36±1.99
21.95±3.34

0.73±0.61
1.95±0.45
1.73±0.25
0.60±0.23
1.69±0.25
0.88±0.45
0.92±0.52
0.40±0.30
1.46±0.56

2.70±0.33
7.62±4.50
5.20±3.46

16.16±10.20
23.84±14.44
19.94±14.30
21.46±14.70
1.03±0.76
10.74±7.01

รูปที่ 2.  ความเปนพิษตอนิวโทรฟลของเชื้อ S. suis สายพันธุตาง ๆ โดยการเพาะเล้ียงเซลลเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟลรวม
กับเชื้อที่ยังมีชีวิต (live bacteria)  เชื้อที่ถูกทําลายดวยความรอน (heat-killed)  และสวนใสของอาหารเล้ียงเชื้อ (cul-
ture supernatant)  จากน้ันตรวจวัดการทํางานของเอนไซม LDH  (ผลการทดลองไดจากการทดสอบ 3 ครั้ง)  คํานวณ
ความแตกตางทางสถิติระหวางเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยและสายพันธุที่แยกไดจากสุกรปวย  กบัเช้ือสายพันธุที่แยก
ไดจากสุกรปกติโดย  Student’s unpaired t test

* p <0.05,  ** p =0.0004,  ¶ p =0.0014
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หลั่ง proinfl ammatory cytokine ได ตัวอยาง
ของ DAMP ไดแก high-mobility group box 
1 (HMGB1)[10,11,17,18] การศึกษาโดย Wang และ
คณะ[19] พบวา HMGB1 มีบทบาทสําคัญที่ทําให
เกิดการตายของสัตวทดลองที่ถูกเหนี่ยวนําใหเกิด 
endotoxemia และการศึกษาในผูที่มีการติดเชื้อ
ในกระแสเลือด พบวาผูปวยที่มีอาการรุนแรงจะมี
ระดับของ HMBG1 ในซีรั่มเพิ่มสูงขึ้น เมื่อเทียบกับ
ซีรั่มของคนปกติ[19-21] ปจจัยหนึ่งที่ทําใหเช้ือ S. suis 
กอโรครุนแรงคือการที่เชื้อสามารถสราง suilysin ที่
มีความเปนพิษตอ Porcine brain microvascular 
endothelial cell[14],  Human brain microvas-
cular endothelial cells[15]  หรือ Murine macro-
phage cell line (J774)[16]  ซึ่งการตายของเซลล
นั้นก็สามารถทําใหมีการหลั่ง HMGB1 ออกมา
ได[17] การศึกษาคร้ังนี้ไดทําการทดสอบความเปน
พิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลของ
เชื้อ S. suis ซีโรไทป 2  และซีโรไทป 14 สายพันธุ
ที่แยกจากผูปวยที่มีอาการรุนแรงหรือจากสุกรปวย 
และเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากสุกรปกติ ซึ่งพบวา
เชื้อมีชีวิตสายพันธุที่แยกไดจากคนหรือสุกรที่แสดง
อาการของโรคสามารถทําลายเซลลเม็ดเลือดขาว
โมโนนิวเคลียรเซลลไดมากกวาสายพันธุที่แยกได
จากสุกรปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงให
เห็นวาเช้ือ S. suis ท่ีมีชีวิตสามารถรุกรานเขาสูเซลล
เม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลไดเชนเดียวการ
รุกรานเขาสู endothelial cell และแมคโครฟาจ  
เนื่องจากการทดสอบโดยใชเชื้อ S. suis มีชีวิตสาย
พันธุที่ไมมีการสราง suilysin  ก็มีความเปนพิษตอ
เม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลเชนเดียวกับสาย
พันธุที่มีการสราง suilysin ซึ่งผลที่ไดนี้ตางจากการ
ศึกษากอนหนาที่พบวาเชื้อ S. suis สายพันธุที่ไมมี
การสราง suilysin ที่แยกไดจากสุกรไมมีความเปน
พิษตอ murine macrophage cell line[16] หรือ 

human brain microvascular endothelial 
cells[15] ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาเซลลแตละชนิดมี
ความไวตอการถูกทําลายโดยเชื้อ S. suis แตกตาง
กัน  หรือเชื้ออาจมีการสรางสารอื่นที่เปนพิษตอเม็ด
เลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลล  ดังจะเห็นไดจากการ
ที่สวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อของเชื้อ S. suis สาย
พันธุที่ไมมีการสราง suilysin ก็มีความเปนพิษตอ
เม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลดวย   การที่เม็ด
เลือดขาวโมโนนิวเคลียรเซลลถูกทําลายนี้อาจเปน
ผลใหมีการปลอย DAMP เชน HMGB1 ออกมาจาก
เซลล แลวกระตุนใหโมโนไซต  แมคโครฟาจ และ
เดนดริติกเซลล หลั่ง proinfl ammatory cytokine 
ตาง ๆ ท่ีจะสงเสริมใหเกิดกลุมอาการท็อกซิกช็อกข้ึน  

การกอใหเกิดอาการเย่ือหุมสมองอักเสบและ
การติดเช้ือในกระแสเลือด เช้ือ S. suis จําเปนตองมี
ชีวิตรอดอยูในกระแสเลือด  นิวโทรฟลเปนเม็ดเลือด
ขาวที่พบมากที่สุดในกระแสเลือดและเปนดานแรก
ในการทําลายเชื้อจุลชีพ ดวยเหตุนี้นิวโทรฟลอาจ
จะมีบทบาทในการเกิดพยาธิสภาพท่ีพบในการติด
เชื้อ S. suis  เนื่องจากพบนิวโทรฟลและโมโนไซต
มาชุมนุมบริเวณเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อ[22] Chabot-Roy 
และคณะ[23] ทําการศึกษาโดยใชนิวโทรฟลที่แยก
จากสุกร พบวา  เชื้อ S. suis ซีโรไทป 2 สายพันธุ
ที่สราง suilysin ทั้งท่ีมีแคปซูลและไมมีแคปซูลมี
ความเปนพิษตอนิวโทรฟลอยางมาก ในขณะท่ีสาย
พันธุที่ไมมีการสราง suilysin ทั้งที่มีแคปซูลและ
ไมมีแคปซูล นั้นไมมีความเปนพิษตอนิวโทรฟลเลย 
ผลการทดสอบท่ีไดนี้แสดงใหเห็นวาความเปนพิษ
ตอเซลลของเชื้อ S. suis นาเปนผลมาจาก suilysin 
การศึกษาครั้งนี้ไดทดสอบความเปนพิษของเชื้อ S. 
suis ตอนิวโทรฟลที่แยกจากคน พบวาเชื้อ S. suis 
สายพันธุที่นํามาทดสอบมีความเปนพิษตอนิวโทร
ฟลของคนในระดับตํ่า ๆ ทั้งนี้เนื่องจากวาเชื้อที่นํา
มาทําการศึกษาทุกสายพันธุมีการสรางแคปซูลและ
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บางสายพันธุไมมีการสราง suilysin  อยางไรก็ตาม
จะเห็นไดวาเช้ือสายพันธุที่มียีนท่ีควบคุมการสราง 
suilysin จะมีความเปนพิษตอนิวโทรฟลสูงกวาเชื้อ
สายพันธุที่ไมมียีนที่ควบคุมการสราง suilysin ซึ่ง
สอดคลองกับผลการศึกษากอนหนานี้ที่ทดสอบโดย
ใชนิวโทรฟลที่แยกจากสุกร    

ผลการทดสอบดวยสวนใสของอาหารเลี้ยงเช้ือ
ที่พบวา สวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อจากสายพันธุ
ที่ไมมีการสราง suilysin มีความเปนพิษตอนิวโทร
ฟลเชนเดียวกับโมโนนิวเคลียรเซลล  ดังนั้นอาจเปน
ไปไดวาเช้ือ S. suis สายพันธุที่นํามาศึกษาคร้ังนี้นา
จะมีการสรางสารอ่ืนท่ีมีความเปนพิษตอเม็ดเลือด
ขาวทั้งสองกลุม   จึงนาสนใจที่จะทําการศึกษาตอ
ไปวาในเช้ือสามารถสรางสารอ่ืนที่มีความเปนพิษ
ตอเซลลเม็ดเลือดขาวหรือไม

สรุปผลการศึกษา
ในการศึกษาเบื้องตนนี้พบวาเชื้อ S. suis และ

สวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถทําใหเกิดการ
ตายของเม็ดเลือดขาวท้ังชนิดโมโนนิวเคลียรเซลล
และนิวโทรฟล ปจจุบันพบวาเซลลโฮสทที่ตายจะมี
การหล่ัง DAMP ออกมาภายนอกเซลล  ซึ่งโมเลกุล
ของ DAMP นี้สามารถกระตุนใหมีการหลั่ง proin-
fl ammatory cytokine จากเซลลในระบบภูมิคุมกัน  
ดวยเหตุนี้ความสามารถของเช้ือท่ีทําใหเกิดการ
ตายของเซลลเม็ดเลือดขาวอาจจะเปนปจจัยหนึ่งท่ี
ชวยสงเสริมการกอโรคของเชื้อ  เชน การกอใหเกิด
ภาวะ STSS  ซึ่งเปนผลมาจากการหล่ัง proinfl am-
matory cytokine จากเซลลในระบบภูมิคุมกัน
เปนจํานวนมากเมื่อมีการติดเชื้อในกระแสเลือด    
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Cytotoxic effect of Streptococcus suis on peripheral white blood 
cells

Hathairat Thananchai,  and Kwanjit Duangsonk 

Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Chiang Mai University

Objective To investigate cytotoxicity of Streptococcus suis (S. suis) serotype 2 and sero-
type 14 isolated from  healthy pigs, diseased pig and S. suis infected patients to peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) and neutrophils.

Method Cytotoxicity of S. suis  to  PBMCs or neutrophils were performed by measurement 
of lactate dehydrogenase (LDH) activity.

Results The results demonstrated that live bacterial strains isolated from patients and 
their culture supernatants were found to be more cytotoxic to PBMCs than strains isolated 
from healthy pigs signifi cantly.  Interestingly, the suilysin-negative strains were cytotoxic 
as the suilysin-positive strains, whereas heat-killed bacteria had little or no toxic effect on 
both types of leukocytes.  In addition, cytotoxicity to neutrophils was also observed in 
some bacterial strains.    

Conclusion Our preliminary study showed that S. suis and their culture supernatant were 
toxic to both mononuclear cells and neutrophils. We postulated that the ability of bac-
teria to stimulate the secretion of proinfl ammatory cytokines from immune cells in com-
bination with the ability to cause cell death which will result in the secretion of damage-
associated molecular patterns (DAMPs) may be involved in streptococcal toxic shock 
syndrome (STSS) caused by S. suis infection.  Since DAMP also stimulates the release 
of proinfl ammatory cytokines from immune cells.  Chiang Mai Medical Journal 2016; 
55(Suppl 1):55-65.

Keywords: Streptococcus suis, toxic shock syndrome, neutrophil, peripheral blood mono-
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