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เชื Êอแบคทีเรีย  Helicobacter pylori เป็นเชื ÊอทีÉพบได้ในกระเพาะอาหารของประชากรทัÉวโลกมากถึงร้อยละ 50

โดยร้อยละ 80-95 ของผู้ ป่วยทีÉมีแผลในกระเพาะอาหารหรือลําไส้จะมีการติดเชื Êอนี Ê และยงัพบว่ามีความสัมพันธ์กับ
การเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหารด้วย ซึÉง International Agency for Research on Cancer ได้จัดให้เชื Êอนี Êเป็น
สารก่อมะเร็งในมนุษย์ การศึกษานี Êมีวัตถุประสงค์เพืÉอเพาะเลี Êยงและจําแนกเชื Êอ H. pylori ในห้องปฏิบัติการจาก
สิÉงสง่ตรวจชิ Êนเนื Êอกระเพาะอาหารของผู้ ป่วยทีÉเข้ารับการรักษาในสถาบนัมะเร็งแหง่ชาติ ในชว่งเดือน มีนาคม พ.ศ. 2560

ถึงเดือน มกราคม พ.ศ. 2561 จํานวน 205 ราย โดยทําการทดสอบด้วยวิธี rapid urease test เพืÉอตรวจหาเชื Êอ
ผลการศึกษาพบว่าให้ผลบวกในการทดสอบ คือ พบเชื Êอ H. pylori ในสิÉงส่งตรวจ จํานวน 83 ราย เมืÉอนําตวัอย่าง
ชิ Êนเนื Êอมาเพาะเลี Êยงในห้องปฏิบตัิการบนอาหารเลี Êยงเชื Êอชนิดพิเศษ สามารถเพาะเลี Êยงเชื Êอจนสงัเกตเห็นการเจริญของ
โคโลนีได้ทั Êงหมด 70 ไอโซเลท เมืÉอทดสอบเชื ÊอทีÉเพาะเลี Êยงได้ตามคณุสมบตัิของเชื Êอ H. pylori พบวา่ทั Êง 70 ไอโซเลท
มีการติดสีของแบคทีเรียแกรมลบ และให้ผลบวกต่อการทดสอบการผลิตเอนไซม์ oxidase, catalase และ urease
แสดงให้เห็นว่าเชื Êอทั Êง 70 ไอโซเลททีÉเพาะเลี Êยงได้เป็นเชื Êอ H. pylori เนืÉองจากเชื Êอนี Êตายง่าย ดังนั Êนจึงจําเป็นต้อง
ทําการเพาะเลี Êยงอย่างรวดเร็ว โดยทัÉวไปไมเ่กิน 2 ชัÉวโมง การเพาะเลี Êยงเชื Êอมีความจําเพาะ 100 เปอร์เซ็นต์ แตค่วามไว
ค่อนข้างตํÉา  โดยขึ Êนอยู่กับระยะเวลาในการนําส่งตัวอย่าง สภาวะในการเพาะเลี Êยงเชื Êอ การปนเปืÊอนด้วยเชื ÊออืÉน
ตลอดจนประสบการณ์ของผู้ ทําการแยกเชื Êอ อย่างไรก็ตามวิธีการนี Êเป็นวิธีเดียวทีÉทําให้ได้เชื ÊอบริสทุธิÍทีÉสามารถนําไป
ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะและสารออกฤทธิÍทางชีวภาพ เพืÉอเลือกใช้ยาปฏิชีวนะและสารออกฤทธิÍทางชีวภาพทีÉ
เหมาะสมในการรักษาเพืÉ อช่วยลดปัญหาการดื Êอยาของเชื Êอ และศึกษาต่อยอดถึงความเป็นไปได้ในการพัฒนา
สารประกอบในสมนุไพรเพืÉอนํามาใช้ในการรักษาการติดเชื Êอ H. pylori (วารสารโรคมะเร็ง 2561;38:66-74)
คําสําคญั: Helicobacter pylori แผลในกระเพาะอาหาร การเพาะเลี Êยงเชื Êอแบคทีเรีย สิÉงสง่ตรวจชิ Êนเนื Êอ

1 กลุ่มงานวิจัย 2 ศูนย์ส่องกล้องระบบทางเดินอาหาร สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ กรุงเทพมหานคร řŘŜŘŘ
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Abstract Over 50% of the world's population is infected with Helicobacter pylori. Initial reports

from all over the world indicate that ~ 95% of duodenal ulcers and 85% of gastric ulcers occur in

the presence of H. pylori infection. Chronic infection with this pathogen is associated with the

development of peptic ulcers and is linked to an increased risk of gastric cancer. The role of H. pylori

in gastric cancer was first announced by the International Agency for Research on Cancer

(IARC), when they labeled H. pylori a class I carcinogen. The present study was conducted to

isolate H. pylori from tissue biopsies. Samples were collected from the stomach antrum or corpus

during the period March 2017 to January 2018. Biopsy samples were confirmed by rapid urease

test (RUT). The results showed that 83 samples were positive for H. pylori. Biopsies (n = 83)

collected during endoscopic examinations were cultivated for 3-7 days using a growth medium selective

for H. pylori. About 70 bacterial cultures from the biopsy samples were isolated as positive

cultures. All isolates were stained with Gram-negative bacteria. The bacterial culture isolates

also showed positive results using oxidase, catalase, and urease tests. H. pylori are fastidious

microorganisms. The culture is 100% specific, but sensitivity is low. Several factors are involved

in successful H. pylori cultivation, including method, time, procedure for tissue processing,

composition of culture media, contamination of biopsy forceps, and the requirement of specific

microbiological expertise. However, this method is currently the only way to obtain pure cultures for

selecting antibiotics and biological compounds to reduce drug resistance. Further investigations

should focus on developing biological compounds for the treatment of H. pylori infection. (Thai

Cancer J 2018;38:66-74)
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บทนาํ
โรคกระเพาะอาหาร ทางการแพทย์หมายถึง

โรคแผลเปบติค (peptic ulcer) จะเกิดบริเวณชั Êน mucosa

ในกระเพาะอาหารหรือลําไส้เล็กส่วนต้น แผลอาจจะ

ลกึลงไปถึงชั Êน muscularis mucosa และมกีระบวนการ

อกัเสบเกิดขึ Êนตามมา ซึÉงมกัจะเป็นผลจากการสญูเสีย

สมดลุระหวา่งปัจจยัทีÉทําให้เกิดแผล (aggressive fac-

tors) กบัปัจจยัในการป้องกนั (defensive factors) ใน

ทางเดินอาหาร โดยปัจจยัทีÉทําให้เกิดแผลเป็นปัจจยัทีÉ

จะส่งเสริมให้เกิดการทําลายเยืÉอบุกระเพาะอาหาร

เช่น กรด (HCl) เอนไซม์เปปซิน ความเครียด การติดเชื Êอ

H. pylori การดืÉมสรุา การสบูบหุรีÉ และยาในกลุม่ต้าน

การอกัเสบทีÉไม่ใช่สเตียรอยด์ ส่วนปัจจยัในการป้องกนั

เป็นปัจจยัทีÉซ่อมแซมหรือป้องกนัเยืÉอบกุระเพาะอาหาร

จากการถกูทําลาย เช่น การหลัÉงเมือกตา่ง ๆ การหลัÉง

ไบคาร์บอเนต โดยพบวา่ร้อยละ 80 ของผู้ป่วยสว่นใหญ่

จะประสบปัญหาการเป็น ๆ หาย ๆ คือ หลงัจากรักษา

แผลให้หายแล้วมกัจะกลบัมาเป็นแผลซํ Êาอกี ในอดีตมี

ความเชืÉอว่าโรคกระเพาะเป็นผลมาจากการทีÉกระเพาะ

อาหารมีกรดมากหรือเยืÉอบกุระเพาะอาหารไมแ่ข็งแรง

แตปั่จจุบนัเป็นทีÉทราบแล้วว่าเชื Êอแบคทีเรีย H. pylori

เป็นสาเหตสุาํคญัทีÉทําให้เกิดโรคแผลในกระเพาะอาหาร
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และลาํไส้เล็กสว่นต้น โดยเชื Êอนี Êถกูค้นพบตั Êงแต่ปี ค.ศ.

1979 จนกระทัÉงปี ค.ศ. 1982 จึงสามารถแยกเชื Êอได้

เป็นครั Êงแรกจากชิ Êนเนื Êอในกระเพาะอาหารของผู้ ป่วย

โรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื Êอรัง1 H. pylori เป็น

แบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นเกลียว หรือรูปคล้ายตวั S

จากการตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนพบว่า

มคีวามยาว 2-4 ไมโครเมตร กว้าง 0.5-1 ไมโครเมตร

ม ีflagella ประมาณ 2-6 เส้น พบเพียงข้างใดข้างหนึÉง

ของเซลล์ (lophotrichous flagella) เชื Êอเจริญเติบโตได้

ในสภาวะทีÉมีอากาศน้อย (microaerophilic)2

จากการศึกษาพบว่าการเป็นโรคกระเพาะ

อาหารอกัเสบชนิดเรื Êอรัง (chronic gastritis) มีความ

สมัพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหาร3 ซึÉงองค์การ

อนามัยโลกโดยผู้ แทนนานาชาติสําหรับการวิจัยโรค

มะเร็ง หรือ International Agency for Research on

Cancer (IARC) ได้จัดเชื Êอ H. pylori เป็น group I

carcinogen หรือสารก่อมะเร็งในมนุษย์ (carcino-

genic to humans) เชื Êอ H. pylori สามารถก่อให้เกิด

พยาธิสภาพทางคลินิกได้หลายรูปแบบ ปัจจัยทาง

ความรุนแรงของโรคทีÉสําคัญได้แก่ เอนไซม์ urease

ซึÉงจะเปลีÉยนยูเรียไปเป็นแอมโมเนียและคาร์บาเนต

เมืÉ อคาร์บาเนตเกิดกระบวนการไฮโดรไลซิสได้เป็น

แอมโมเนีย (NH
3
) กับคาร์บอนิกแอซิด (H

2
CO

3
)

ไฮดรอกไซด์อิออน (OH-) ทีÉเกิดจากการเปลีÉยนแอมโมเนีย

เป็นแอมโมเนียมอิออน สามารถทําปฏิ กิ ริยากับ

โปรตอน (proton; H+) ทีÉเกิดจากกรดในกระเพาะอาหาร

ทําให้เกิดเป็นนํ Êา และไปเพิÉม pH ภายในกระเพาะ

อาหารให้เหมาะสมต่อการอยู่รอดและเจริญของเชื Êอ

ทําให้เชื Êอไมถ่กูทําลาย  พยาธิสภาพทีÉเกิดตามมา คือ

เชื Êอจะกระตุ้นให้เม็ดเลือดขาวชนิดต่าง ๆ มารวมกัน

บริเวณเซลล์เยืÉอบุกระเพาะอาหาร เมด็เลือดขาวเหลา่นี Ê

จะหลัÉงสารไซโตไคน์ ทําให้เซลล์เยืÉอบกุระเพาะอาหารเกิด

การอกัเสบ เมืÉอผ่านไประยะหนึÉงเซลล์เยืÉอบกุระเพาะ

อาหารทีÉเกิดการอกัเสบจะเกิดการตาย ทําให้พยาธิสภาพ

พัฒนาไปเป็นโรคแผลในกระเพาะอาหาร ในคนไข้ทีÉ

เป็นโรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื ÊอรังทีÉ มี ปัจจัยทั Êง

ภายในและภายนอกทีÉเหมาะสม พยาธิสภาพสามารถ

พฒันาไปเป็นมะเร็งในกระเพาะอาหารได้4

การรักษาการติ ดเชื Êอหรือการกํา จัดเชื Êอ

แบคทีเรีย H. pylori สามารถลดความเสีÉยงในการเกิด

มะเร็งกระเพาะอาหารได้ โดยการกําจดัเชื Êอก่อนทีÉจะ

เกิดการเปลีÉยนแปลงพยาธิสภาพของเยืÉอบุกระเพาะ

อาหาร สง่ผลให้การรักษามะเร็งกระเพาะอาหารได้ผลดี

และรักษาหายขาด5,6 แตใ่นประเทศไทยยงัไมม่นีโยบาย

การตรวจคดักรองหรือตรวจค้นหามะเร็งกระเพาะอาหาร

ในประชากร เนืÉองจากประเทศไทยมีอตัราการติดเชื Êอ

H. pylori ค่อนข้างสูงแต่มีอุบัติการณ์การเกิดมะเร็ง

กระเพาะอาหารตํÉา การรักษาโรคกระเพาะอาหารอกัเสบ

จากการติดเชื Êอ H. pylori ทีÉทํากนัอยูใ่นปัจจบุนัจะใช้ยา

ลดกรดร่วมกบัยาปฏิชีวนะซึÉงมีราคาแพง และบางครั Êง

พบวา่มีการดื Êอยาของเชื Êอเกิดขึ Êน ซึÉงเป็นปัจจยัทีÉสําคญั

ทีÉสุดทีÉ ทําให้การรักษาล้มเหลว นอกจากนี Êองค์การ

อนามยัโลก (WHO) ได้ประกาศรายชืÉอเชื ÊอแบคทีเรียทีÉ

ดื Êอตอ่ยาปฏิชีวนะ โดยได้มกีารจดัแบ่งเชื ÊอแบคทีเรียทีÉ

ดื Êอยาออกเป็น 3 กลุ่ม ตามระดับความเร่งด่วนของ

ความต้องการยาใหม ่และได้จดัให้เชื Êอ H. pylori อยูใ่น

กลุ่มความเร่งด่วน "สูง" ของความต้องการยาใหม่7

การศกึษาวิจยันี Êจงึมวีตัถปุระสงค์เพืÉอทําการเพาะเลี Êยง
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และจําแนกเชื Êอแบคทีเรีย H. pylori ในห้องปฏิบตัิการ

จากสิÉงส่งตรวจชิ Êนเนื Êอกระเพาะอาหารของผู้ ป่วยเพืÉอ

คดัแยกให้ได้เชื ÊอบริสทุธิÍทีÉสามารถนําไปศกึษาต่อยอด

ในการทดสอบความไวตอ่ยาปฏิชีวนะและสารออกฤทธิÍ

ทางชีวภาพในห้องปฏิบตักิาร และใช้ศกึษาความเป็นไปได้

ในการพฒันาสารประกอบในสมนุไพรเพืÉอนํามาใช้ใน

การรักษาภาวะการติดเชื Êอ H. pylori ในอนาคต

วสัดุและวิธีการ
กลุม่ตวัอย่าง

กลุม่ตวัอยา่งทีÉใช้ได้รับมาจากศลัยแพทย์ทีÉทําการ

ผ่าตดัสอ่งกล้อง โดยตดัชิ Êนเนื Êอบริเวณกระเพาะอาหาร

หรือบริเวณลําไส้เล็กส่วนต้นของผู้ ป่วยทีÉ เข้ารับการ

รักษาทีÉศนูย์สอ่งกล้องระบบทางเดินทางอาหาร สถาบนั

มะเร็งแหง่ชาติ ระหวา่งเดือน มีนาคม พ.ศ. 2560 ถึง

เดือน มกราคม พ.ศ. 2561 จํานวน 205 ราย ซึÉงกลุม่

ตวัอย่างทีÉได้รับมานั Êนจะถกูแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ

ชิ Êนเนื Êอสว่นแรกนําไปทดสอบการผลิตเอนไซม์ (rapid

urease test) และชิ Êนเนื Êอสว่นทีÉสองจะนําไปเพาะเลี Êยง

บนอาหารเลี Êยงเชื Êอพิเศษในห้องปฏิบตัิการ

ผู้ ป่วยทีÉใช้ในการศึกษานี Êเป็นผู้ทีÉมีอาย ุ20 ปี

บริบรูณ์ขึ Êนไป มีอาการของโรคแผลในกระเพาะอาหาร

ไมเ่คยได้รับการรักษาหรือกําจดัเชื Êอ H. pylori มาก่อน

และไม่เคยได้รับยาทีÉอาจมีผลต่อการศึกษาในรอบ 4

สปัดาห์ก่อนการศกึษา เช่น ยาปฏิชีวนะตา่ง ๆ ยากลุม่

ต้านการอกัเสบทีÉไมใ่ช่สเตียรอยด์ (NSAIDs) ยากลุม่

glucocorticoids ยากลุ่ม proton pump inhibitors

ยากลุม่ H
2
-blocker รวมถึงยาสมนุไพรชนิดตา่ง ๆ

การวิจยันี Êได้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจยัในคน สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ

การทดสอบการผลติเอนไซม ์ (rapid urease
test)

Rapid urease test (RUT) คือ การตรวจหา

เอนไซม์ urease ทีÉผลิตขึ Êนโดยเชื Êอ H. pylori ในชิ Êนเนื ÊอทีÉ

สง่ตรวจ ด้วยการใช้ชดุทดสอบ Campylobacter-like

organism test (CLO test) โดยการนําชิ Êนเนื ÊอทีÉสะกิด

จากผิวกระเพาะของผู้ ป่วย หยอดลงไปหลุมของชุด

ทดสอบ CLO test ทีÉมีสารยูเรียอยู่ จากนั Êนเอนไซม์

urease ของเชื Êอจะทําการย่อยยเูรียให้เป็นแอมโมเนีย

กบัก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ โดยแอมโมเนียจะมีความ

เป็นดา่งและทําให้เกิดการเปลีÉยนสีของชดุทดสอบจาก

สีเหลืองเป็นสีชมพอูมแดง เป็นการบ่งชี Êวา่มกีารติดเชื Êอ

H. pylori ในกระเพาะอาหาร

การเพาะเลีÊ ยงเชืÊ อแบคทเีรียจากชิÊ นเนืÊ อสด
การเพาะเลี Êยงเชื Êอ H. pylori ในห้องปฏิบตักิาร

จากสิÉงสง่ตรวจทีÉเป็นชิ Êนเนื ÊอกระเพาะอาหารทีÉถกูตดัออก

มาจากผู้ป่วย นําชิ Êนเนื Êอมาบด และเกลีÉยลงบนผิวหน้า

อาหารแข็ง Columbia agar base ทีÉมีการเติมสาร

พิเศษและเติมสารต้านจลุชีพชนิดอืÉน ๆ  และมเีลือดแกะ

ผสมอยู ่7 เปอร์เซน็ต์ จากนั Êนนําจานเพาะเชื Êอใสล่งไป

ใน anaerobic jar ทีÉ บรรจุ  CampyGenTM
2.5L®

เพืÉอให้ได้สภาวะทีÉมีปริมาณออกซิเจนน้อย แล้วนําไป

บ่มทีÉอณุหภมิู 37
oC เป็นเวลา 3-7 วนั จนสงัเกตเห็น

การเจริญของเชื Êอเป็นโคโลนีได้
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การยอ้มสีแบบแกรม
การย้อมสีแบบแกรมเป็นวิ ธีการเบื Êองต้น

ในการจํา แนกแบคที เรียออกเป็น 2  กลุ่ ม ได้ แก่

แบคที เรียแกรมบวก (gram-positive bacteria)

และแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria)

ขั Êนตอนการย้อมสีแกรม โดยหยดสี crystal violet

ให้ทว่มรอยเชื Êอบนสไลด์แก้ว ทิ Êงไว้นาน 30 วินาที แล้ว

ล้างนํ Êาและเทนํ Êาออกให้หมด จากนั Êนหยด gram iodine

30 วินาที แล้วล้างนํ Êา จากนั Êนล้างสีออกด้วยแอลกอฮอล์

95% โดยเอยีงแผ่นกระจกไปมาประมาณ 5-10 วินาที

แล้วล้างนํ Êา จากนั Êนย้อมทบัด้วยสี safranin-o ทิ Êงไว้

15 วินาที เทสีทิ Êงแล้วล้างนํ Êาและซบัให้แห้งก่อนดดู้วย

กล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย 100x แบคทีเรียทีÉ เป็น

แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีนํ Êา เงิน ส่วนแบคทีเรีย

แกรมลบจะติดสีแดง

การทดสอบคุณสมบตัทิางชีวเคมีของเชืÊ อ H.

pylori

การทดสอบการสรา้งเอนไซม ์catalase

ผู้วิจยัใช้ลปูแตะโคโลนีของเชื ÊอแบคทีเรียทีÉจะ

ทดสอบมาป้ายลงบนสไลด์ทีÉสะอาด แล้วหยด 3%

H
2
O

2
 ลงบนเชื ÊอทีÉอยูบ่นสไลด์ ถ้ามีฟองอากาศเกิดขึ Êน

แสดงว่าแบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ catalase

การทดสอบการสรา้งเอนไซม ์oxidase

การทดสอบเริÉมด้วยการหยด 1% tetramethyl-

p-phenylenediamine dihydrochloride ลงบน

กระดาษกรองทีÉปราศจากเชื Êอ แล้วใช้ลปูแตะโคโลนีของ

เชื ÊอแบคทีเรียทีÉจะทดสอบมาขีดลงบนกระดาษกรองนั Êน

ถ้ามีสมีว่งหรือสีนํ Êาเงินเข้มเกิดขึ Êนตามรอยขีด แสดงว่า

แบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ oxidase

การทดสอบการสรา้งเอนไซม ์urease

ผู้วิจยัใช้ลปูแตะโคโลนีของเชื ÊอแบคทีเรียทีÉจะ

ทดสอบไปเลี Êยงบน slant ของ urea agar ในหลอดแก้ว

ถ้าอาหารเปลีÉยนสีจากสีเหลืองเป็นสีชมพู แสดงว่า

แบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ urease

ผลการศึกษา
จากการศึกษานี Êผู้ วิจัยได้นําตวัอย่างชิ Êนเนื Êอ

บริเวณกระเพาะอาหารหรือบริเวณลําไส้เล็กส่วนต้น

ของผู้ ป่วยทีÉ เข้ารับการรักษาทีÉศูนย์ส่องกล้องระบบ

ทางเดินอาหาร จํานวน 205 ราย มาทดสอบ โดยการ

ตรวจหาเอนไซม์ urease ทีÉผลิตขึ Êนโดย H. pylori ใน

ชิ Êนเนื ÊอทีÉสง่ตรวจ ซึÉงทดสอบได้ด้วยชดุทดสอบ CLO test

จากผลการทดสอบ พบเชื Êอ H. pylori ในสิÉงสง่ตรวจ

ชิ Êนเนื Êอ จํานวน 83 ราย โดยผู้ป่วยสว่นใหญ่อยูใ่นชว่ง

อายุ 41-60 ปี และพบว่าร้อยละ 62 เป็นเพศหญิง

ดงัแสดงในตารางทีÉ ř

ตารางทีÉ ř จํานวนและร้อยละของผู้ ป่วยทีÉใช้ในการ
ศกึษา แบ่งตามเพศและอายุ

      ผู้ป่วย จาํนวน (ราย) ร้อยละ

เพศ

ชาย 77 38
หญิง 126 62

อายุ (ปี)

<40   25 12
41-60 109 54
>60   70 34
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จากการเพาะเลี Êยงในห้องปฏิบัติการโดยนํา

ตวัอย่างชิ Êนเนื ÊอทีÉแสดงผลการทดสอบ CLO test พบวา่

มีเชื Êอ H. pylori อยู่ในชิ Êนเนื Êอจํานวน 83 ราย นํามา

เพาะเลี Êยงบนอาหารเลี Êยงเชื Êอพิเศษ พบว่าเห็นการ

เจริญของเชื Êอแบคทีเรียจนเป็นโคโลนีได้ทั Êงหมด 70

ไอโซเลท (รูปทีÉ 1)

เมืÉอย้อมสีแกรมและดลูกัษณะของเชื Êอภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ พบว่าทั Êง 70 ไอโซเลททีÉแยกได้จาก

เพาะเลี Êยงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ และมีรูปร่างเกลียว

หรือคล้ายตัวเอส (รูปทีÉ  2) และเมืÉอนํามาทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื Êอ ได้แก่ การทดสอบ

การสร้างเอนไซม์ oxidase, catalase และ urease

เพืÉอบ่งชี Êว่าเป็นเชื Êอ H. pylori จากผลการทดสอบ

พบว่าทั Êง 70 ไอโซเลททีÉ แยกได้ให้ผลบวกต่อการ

ทดสอบทางชีวเคมีดงักลา่ว

รูปทีÉ ř ลกัษณะโคโลนีของเชื Êอ H. pylori บนอาหาร
เลี Êยงเชื Êอโคโลนีมีขนาดเลก็ โปร่งแสง

รูปทีÉ Ś ลกัษณะของเชื Êอภายใต้กล้องจลุทรรศน์
gram-negative curved rods

วิจารณแ์ละสรุป
การศึกษานี Êผู้ วิจัยได้นําชิ Êนเนื ÊอทีÉตดัมาจาก

บริเวณกระเพาะอาหารหรือบริเวณลําไส้เลก็สว่นต้นของ

ผู้ป่วยทีÉเข้ามารับการรักษาทีÉศนูย์สอ่งกล้องระบบทางเดิน

ทางอาหาร สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ เมืÉอนําชิ Êนเนื Êอไป

ทดสอบด้วยชดุทดสอบ CLO test เพืÉอตรวจหาเอนไซม์

urease ทีÉผลิตขึ Êนโดยเชื Êอ H. pylori ในชิ Êนเนื ÊอทีÉสง่ตรวจ

จํานวน 205 ตวัอย่าง สามารถตรวจพบเชื Êอ H. pylori

ในสิÉงสง่ตรวจชิ Êนเนื Êอจํานวน 83 ตวัอย่าง ซึÉงการทดสอบ

การผลิตเอนไซม์ urease นี Êเป็นการใช้คุณสมบตัิของ

เอนไซม์ urease ทีÉเชื Êอ H. pylori ผลิตขึ Êนโดยเอนไซม์

urease จะยอ่ยสลายยเูรียได้เป็นแอมโมเนีย ตรวจพบได้

โดยการทําปฏิกิริยาการสลายยูเรียและเปลีÉยนสีของ

phenol red ซึÉงเป็น indicator จากสีเหลืองเป็นสแีดง

ซึÉงเป็นการแสดงให้เห็นว่าชิ Êนเนื Êอนั Êนมีเชื Êอ H. pylori8

โดยเมืÉอผู้ ป่วยต้องทําการส่องกล้องอยู่แล้ว วิธีนี Êเป็น

วิธีทีÉนิยมมากทีÉสดุ สามารถแสดงผลได้รวดเร็วภายใน

1-2 ชัÉวโมง และยงัเป็นวิธีทีÉสะดวกรวดเร็วกว่าวิธีการ

ตรวจหาเชื Êอด้วยการย้อมสีเซลล์และเนื ÊอเยืÉอ (histology)

และวิธีการเพาะเลี Êยง (culture)9 วธีิการทดสอบการผลิต

เอนไซม์ urease นี Êมีความจําเพาะสงูร้อยละ 95-100

แตม่คีวามไวเพียงร้อยละ 85-95 ทั Êงนี Êขึ Êนอยูก่บัจํานวน
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เชื Êอบนชิ Êนเนื Êอนั Êน โดยทัÉวไปจะให้ผลบวกเมืÉอมีจํานวน

เชื Êอ 104 cells ขึ Êนไป10-12

การเพาะเลี Êยงเชื Êอ H. pylori ในห้องปฏิบตักิาร

จากสิÉงส่งตรวจทีÉเป็นชิ Êนเนื ÊอกระเพาะอาหารทีÉถูกตัด

มาจากผู้ ป่วย ในการศกึษานี ÊเมืÉอนํามาเลี Êยงบนอาหาร

เลี Êยงเชื ÊอทีÉมกีารเติมสารพิเศษ พบวา่สามารถคดัแยกเชื Êอ

ได้ทั Êงหมด 70 ไอโซเลทจากสิÉงสง่ตรวจชิ Êนเนื Êอจํานวน

83 ตวัอย่าง เชื Êอ H. pylori เป็นเชื ÊอทีÉตายได้ง่าย จึง

จําเป็นต้องทําการเพาะเลี Êยงอย่างรวดเร็ว โดยทัÉวไป

ไม่ เกิน 2 ชัÉ วโมง เชื Êอต้องการออกซิ เจนน้อยใน

การเจริญเติบโต สภาวะทีÉใช้ในการเลี Êยงเชื Êอ H. pylori

ต้องเป็นสภาวะทีÉมีอากาศน้อย (80-90% N
2
,5-10%

CO
2
 และ 5-10% O

2
 ) หากเป็นสภาวะมีอากาศเชื Êอจะ

ไมเ่จริญและตาย13 เชื Êอ Helicobacter จะเจริญได้ดีทีÉ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เชื Êอ H. pylori มีการ

เคลืÉอนทีÉคล้ายเกลียวสว่าน แต่ถ้าหากเลี Êยงไว้เป็น

เวลานาน พบวา่จะมกีารเปลีÉยนแปลงไปเป็น coccoid

forms คือ จะเห็นรูปร่างเป็นตวั U ทีÉเกิดจากการจบักนั

ของปลายทั Êงสองข้างของเชื Êอ H. pylori 14

ผลทีÉ ได้จากการเพาะเชื Êอและตรวจด้ วย

กล้องจุลทรรศน์จะช่วยในการจําแนกเชื Êอเบื Êองต้นได้

แต่ต้องทดสอบเพิÉมเติมเพืÉอยืนยันความถูกต้อง ซึÉง

วิธีทางชีวเคมีนี Êช่วยจําแนกชนิดของแบคทีเรียได้ถึง

ระดบัจีนสัหรือสปีชีส ์ เนืÉองจากแบคทีเรียแตล่ะชนิดจะ

มเีอนไซม์ทีÉใช้ในการยอ่ยสลายอาหารและสร้างชีวโมเลกลุ

ทีÉแตกตา่งกนัในแตล่ะชนิด ผลผลิตทีÉเกิดจากการยอ่ยสลาย

อาหารและชีวโมเลกลุทีÉแบคทีเรียสร้างขึ Êนจงึไมเ่หมอืนกนั

ด้วย ดงันั Êนจึงให้ผลการทดสอบกับปฏิกิริยาชีวเคมีทีÉ

ใช้ทดสอบแตกต่างกัน ซึÉ งเป็นลักษณะทีÉ ใช้ในการ

จําแนกและพิสจูน์ชนิดของแบคทีเรียทีÉนิยมใช้กนัอยา่ง

แพร่หลาย ลกัษณะทางชีวเคมขีองเชื Êอ H. pylori พบวา่

การสลายนํ Êาตาล (sugar catabolism) ไม่สามารถ

ทําได้ทั Êงการ oxidation และ fermentation แตพ่บการ

oxidation ได้บ้างในเชื Êอ H. pylori บางสายพันธ์ุ15

ซึÉ งจากการทดสอบการจําแนกแบคทีเรียโดยอาศัย

ปฏิกิริยาทางชีวเคมี เพืÉอบ่งชี Êว่าเป็นเชื Êอ H. pylori

พบวา่ให้ผลบวกตอ่การทดสอบการผลติเอนไซม์ oxidase

เอนไซม์ catalase และเอนไซม์ urease16 การทดสอบ

การผลิตเอนไซม์ oxidase เป็นการทดสอบการมี

เอนไซม์ cytochrome oxidase โดยปกติจะใช้รีเอเจนต์

ทีÉไม่มีสี แต่จะมีสีเมืÉอถูกออกซิไดซ์ เมืÉอถูกออกซิไดซ์

รี เอเจนต์เหล่านี Êจะมี สีม่วงหรือนํ Êา เงินเข้ม ดังนั Êน

แบคทีเรียทีÉมีเอนไซม์ oxidase จะสามารถออกซิไดซ์

รีเอเจนต์เหล่านี Êทําให้เห็นเป็นสีนํ Êาเงินเข้ม ส่วนการ

ทดสอบการผลิตเอนไซม์ catalase เป็นการทดสอบเพืÉอ

จําแนกแบคทีเรียทีÉสามารถผลิตเอนไซม์ catalase

ซึÉงปกติในขบวนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน อะตอม

ของไฮโดรเจนจะรวมตวักบัออกซิเจนทําให้เกิดไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ ซึÉงเป็นอนัตรายต่อเซลล์ แต่แบคทีเรีย

สว่นใหญ่สามารถผลิตเอนไซม์ catalase เพืÉอยอ่ยสลาย

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้แตกออกเป็นก๊าซออกซิเจน

และนํ Êา ดังนั Êนการทดสอบว่าแบคทีเรียผลิตเอนไซม์

ชนิดนี Êหรือไม ่ ทําได้โดยการหยดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

ลงบนโคโลนี ถ้าเกิดฟองอากาศแสดงว่าให้ผลบวก

สว่นการทดสอบการผลิตเอนไซม์ urease เป็นการทดสอบ

ความสามารถของเชื Êอในการสร้างเอนไซม์ urease เพืÉอ

ยอ่ยสลายยเูรียให้เป็นแอมโมเนียและคาร์บอนไดออกไซด์

โดยอาหารทีÉใช้ทดสอบจะมยีเูรียเป็นสว่นประกอบและ
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มี phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ ถ้าเชื Êอสามารถสร้าง

เอนไซม์ได้ จะสลายยเูรียทําให้อาหารเปลีÉยนเป็นสีชมพู

การตรวจเพาะเชื Êอจากชิ Êนเนื Êอของกระเพาะ

อาหาร (culture) เป็นวิธีมาตรฐานและมีความจําเพาะ

สงูสดุ (specificity 100%) ทีÉบ่งชี Êถึงการติดเชื Êอ H. pylori

แต่วิธีการนี Êจัดเป็นวิธีทีÉมีความไวตํÉาในการตรวจหา

เชื Êอโดยมีความไว (sensitivity) เพียงร้อยละ 24-85

ทีÉเป็นเช่นนี ÊเนืÉองจากเชื Êอ H. pylori เป็นเชื ÊอทีÉเพาะเลี Êยง

ยาก อาศัยเวลานาน ต้องใช้ห้องปฏิบัติการ และ

ผู้ เชีÉยวชาญพิเศษ17 โดยเชื Êอจะเจริญอยู่ได้ในสภาวะ

ทีÉมีออกซิเจนตํÉาเท่านั Êน อย่างไรก็ตามวิธีการนี Êเป็น

วิธีการเดียวทีÉ ทําให้ได้เชื ÊอบริสุทธิÍ  ทีÉสามารถนําไป

ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะและสารออกฤทธิÍทาง

ชีวภาพได้18,19 นอกจากนี Êยงัสามารถนําเชื Êอ H. pylori

ทีÉแยกได้จากห้องปฏิบตักิารนํามาตอ่ยอดงานวิจยั เชน่

ใช้ศึกษาความเป็นไปได้ในการพฒันาสารประกอบใน

สมนุไพรเพืÉอนํามาใช้ในการรักษาภาวะการติดเชื Êอ H.

pylori
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