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การจำ�แนก lipooligosaccharide biosynthesis loci และ heat-stable serotypes 

ของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ที่แยกได้จากผู้ป่วยโรคอุจจาระร่วงในเด็ก 

อายุน้อยกว่า 5 ปี  ในโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ ประเทศไทย

บทคัดย่อ

	 	 เชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน ที่แยกได้จากผู้ป่วยเด็กอายุน้อยกว่า 5 ปีที่มีอาการอุจจาระร่วงของโรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ จำ�นวน 26 ตัวอย่าง ถูกจำ�แนก class ด้วย lipooligosaccharide (LOS) biosynthesis loci  

โดยเทคนิค PCR และจำ�แนก heat-stable (HS)  ซีโรทัยป์ ด้วยเทคนิค passive hemagglutination พบว่าเชื้อแคมไพโลแบค

เตอร์ เจจูไน 23 ตัวอย่าง สามารถจำ�แนก LOS ได้ 4 class ได้แก่ B2 (10 ตัวอย่าง), H (10 ตัวอย่าง), B1 (2 ตัวอย่าง) 

และ C (1 ตัวอย่าง) และไม่สามารถจำ�แนกได้ 3 ตัวอย่างส่วนการจำ�แนก HS ซีโรทัยป์ พบว่า 20 ตัวอย่างสามารถจำ�แนก

ได้ 8 ซีโรทัยป์ ในขณะที่ 6 ตัวอย่างไม่สามารถจำ�แนกได้ ซีโรทัยป์ HS: 1,44 และ HS: 5 พบได้ใน LOS class B2 จาก

การศึกษาพบว่าการจำ�แนก LOS class และ HS ซีโรทัยป์ อาจจะช่วยพยากรณ์โรคในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ C. jejuni ได้ และ HS 

ซีโรทัยป์น่าจะมีความจำ�เพาะต่อ class ของ LOS

คำ�สำ�คัญ:	 Lipooligosaccharide (LOS) biosynthesis loci, Heat-stable (HS)  ซีโรทัยป์, แคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน
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Classification of lipooligosaccharide biosynthesis loci and heat-stable 

serotypes of  Campylobacter jejuni isolates from diarrheal children less 

than 5 years of age  in Thammasat Chalermprakiet Hospital Thailand

Abstract

	 	 A total of 26 C. jejuni isolates from diarrheal children under 5 years in Thammasat Chalermprakiet 

Hospital were classified into different groups by lipooligosaccharide (LOS) loci using PCR assay and heat-stable 

(HS) serotypes using passive hemagglutination technique. Based on LOS loci, 23 isolates were classified into 4 

classes, B2 (10 isolates), H (10 isolates), B1 (2 isolates) and C (1 isolate).  However, 3 isolates could not be 

classified by LOS loci. For HS serotypes, 20 isolates were classified as 8 serotypes, whereas 6 isolates were 

nontypeable. Serotypes HS: 1,44 and HS: 5 were found in LOS class B2. It was found that classification of 

LOS loci and HS serotypes may provide a prognosis of patients infected with C. jejuni and HS serotypes were 

probably specific to LOS classes.
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บทนำ�

		  แคมไพโลแบคเตอร์ (Campylobacter) เป็นสาเหตุ

ของโรคอุจจาระร่วงเฉียบพลันที่พบบ่อยในมนุษย์
(1)

 โดย

เฉพาะเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ เจจูไน (C. jejuni )
(2)
 ซึ่งเป็น

สาเหตุสำ�คัญในกลุ่มเด็กอายุ 1 ถึง 5 ปี การติดเชื้อส่วนใหญ่

เกดิจากการบรโิภคเนือ้สตัวป์กีดบิๆ สกุ ๆ  หรอืดื่มนมทีไ่มผ่า่น

การฆ่าเชื้อ หรือดื่มนํ้าที่ปนเปื้อน เชื้อจะสร้างสารพิษ Cyto-

lethal distending toxins (CDT) ซึ่งสามารถทำ�ลายเซลล์

เยื่อบุผนังลำ�ไส้ของสัตว์เลือดอุ่น
(3)
 สารพิษชนิดนี้ถูกกำ�หนด

โดยยีน cdtA, cdtB และ cdtC หลังจากติดเชื้อ C. jejuni 

ผู้ป่วยบางรายอาจเกิดภาวะแทรกซ้อนที่เกี่ยวข้องกับภาวะ

ภูมิคุ้มกันต่อตนเองหรือเกิดโรค Guilain-Barré syndrome 
(GBS)  จากรายงานในประเทศญี่ปุ่นพบเชื้อ C. jejuni  ในผู้

ป่วยโรค  GBS เป็นจำ�นวนมากถึงร้อยละ 30.4
(4)
 GBS เป็น

โรคที่มีความผิดปกติของเส้นประสาทส่วนปลายโดยสาเหตุ

เกิดจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายทำ�ลายเส้นประสาทส่วน

ปลายของตนเอง เนื่องจาก lipooligosaccharide (LOS) ที่

อยูบ่รเิวณผนงัเซลลข์องเชือ้ C. jejuni มโีครงสรา้งคลา้ยกบั

ส่วนของ ganglioside (GM1) ในเซลล์ประสาทของมนุษย์ 

เมื่อผู้ป่วยติดเชื้อ Campylobacter ร่างกายสร้าง antibody 

เข้าทำ�ลาย LOS ของตัวเชื้อ และ ganglioside ของมนุษย์  

ทำ�ใหเ้สน้ประสาทสว่นปลายของอวยัวะเหลา่นัน้สญูเสยีหนา้ที่

การทำ�งาน เกดิอาการกลา้มเนือ้ออ่นแรง ชา เดนิเซ เปน็ตน้
(5)
 

LOS ของเชื้อ นอกจากจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค 

GBS แลว้ ยงัใชใ้นการจำ�แนกความหลากหลายของสายพนัธุ์

ได้อีกด้วย โดย Parker และ คณะ ได้จำ�แนกกลุ่ม LOS ซึ่ง

กำ�หนดความแตกต่างของแต่ละกลุ่มจากความหลากหลาย

ของกลุ่มยีน
(6)
 โดยจำ�แนก LOS ออกเป็น 6 class ได้แก่ A, 

B, C, D, E และ F  class E สามารถแยกย่อยออกได้อีก 

2 class คือ H และ G  ซึ่งใน class H ไม่มียีน 26e หรือ 

28e ส่วน class G พบเฉพาะยีน 3e เท่านั้น การจัด LOS 

class จากเชื้อทั้งหมด 123 ตัวอย่าง สามารถจัด LOS ได้ 

80% ของเชื้อ
(6)
 ในขณะที่ Yu และคณะรายงานว่ามีเพียง 3 

class เท่านั้นที่เกี่ยวข้องกับการก่อโรค GBS ได้แก่ class A, 

B และ C
(7)

	 	 การตรวจหาเชื้อและพิสูจน์แยกชนิดของ Campylo-

bacter สามารถทดสอบด้วยวิธ ี cdtB gene–based multi-

plex  PCR ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจำ�เพาะสูง
(8)
 

นอกจากนี้วิธีที่ช่วยในการประเมินฟีโนไทป์ของ C. jejuni ที่

ยอมรบักนัโดยทัว่ไปคอืวธิกีารตรวจ Penner serotyping โดย

ใช้หลักการ passive hemagglutination ซึ่งอาศัยความแตก

ต่างของ soluble heat-stable (HS) antigens ของเชื้อ 
(9) 
ซึ่ง

พบได้ในส่วนของ LOS
(10, 11)

 ของ C. jejuni แต่ละสายพันธุ์

	 	 ในประเทศไทย Campylobacter เป็นแบคทีเรียก่อ

โรคอจุจาระรว่งในเดก็สงูเปน็อนัดบัสองรองจาก Salmonella 

(2, 12, 13)
 แต่ยังไม่มีข้อมูลการจำ�แนกกลุ่มของยีนที่สังเคราะห์ 

LOS ของ Campylobacter และขอ้มลูความสมัพนัธร์ะหวา่ง 

HS ซีโรทัยป์   ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาจำ�แนกกลุ่มของยีนที่

สังเคราะห์ LOS  และศึกษา HS serotype ของ C. jejuni 

ที่แยกได้จากผู้ป่วยเด็กอายุน้อยกว่า 5 ปี ที่มีอาการอุจจาระ

ร่วง เพื่อเป็นข้อมูลในการประเมินความรุนแรงในการก่อโรค

ในผู้ป่วย และการป้องกันและรักษาผู้ป่วยติดเชื้อ C. jejuni 

ต่อไป

วัสดุและวิธีการศึกษา

		  1.	แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา

	 	 เป็น C. jejuni จำ�นวน 26 ตัวอย่าง ที่แยกได้จาก

ผูป้่วยเด็กอายุน้อยกว่า 5 ปี ที่มีอาการอจุจาระร่วงและเข้ารับ

การรักษาที่โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ ตั้งแต่

เดอืนพฤศจกิายน พ.ศ. 2551 จนถงึเดอืนตลุาคม พ.ศ. 2552 

ซึ่งไม่มีผู้ป่วยซํ้าราย รวมถึงเชื้ออ้างอิงอีก 4 ตัวอย่าง  ได้แก่  

C. jejuni ATCC 33560, C. fetus ATCC 27374, C. 

coli ATCC 33559 และ C. jejuni ATCC 43432 เชื้อ

ทั้งหมดเก็บรักษาใน 15%  Glycerol brain heart infusion 

200 μL ที ่-80 oC หอ้งปฏบิตักิารจลุชวีวทิยา ภาควชิาเทคนคิ
การแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ sheep blood agar เพื่อให้ได้

โคโลนีเดี่ยวๆ (isolated colony) โดยบ่มเพาะเชื้อที่ 42 
o
C 

ภายใต้บรรยากาศที่มีออกซิเจนน้อย (10% CO
2
, 5% O

2
 

และ 85% N
2
) 

		  2.	การทดสอบยนืยนัเชือ้ C. jejuni โดยวธิ ีspecies 

specific gene – based multiplex  PCR

		  สกัดแยกดีเอ็นเอของ C. jejuni  ด้วย Genomic 

DNA extraction kits (RBC Bioscience, Taiwan) แล้ว

เก็บดีเอ็นเอไว้ที่ -20 
o
C เพื่อใช้ในการทดสอบครั้งต่อไป 

	 	 นำ�ดีเอ็นเอมาตรวจยืนยันเชื้อ C. jejuni โดยใช้

เทคนิค multiplex PCR ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Asakura 

และคณะ
(8)
 โดยใช้ไพรเมอร์ ที่จำ�เพาะสำ�หรับตรวจหายีน 
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cdtB (ตารางที่ 1) ส่วนผสมต่างๆ ในปฏิกิริยา PCR มี

ปริมาตรสุทธิ 50 µL ประกอบด้วย forward และ reverse  
ของไพรเมอร์ CjSPBU5, CjSPBR6 ความเข้มข้น 0.125 

µM, ไพรเมอร์ CcSPBU5, CcSPBR5 ความเข้มข้น 0.15 
µM และ ไพรเมอร์ CfSPBU6, CfSPBR3 ความเข้มข้น 
0.25 µM, dNTPs 0.2 mM, 1X PCR buffer, 2.0 mM 
MgCl

2
, Taq   DNA polymerase (RBC Bioscience, 

Taiwan) 1.0 Unit และตัวอย่างดีเอ็นเอ 50 ng ทำ� PCR 

โดยใช้เครื่อง thermal cycler (KAPA Biosystems, UK) 

ซึ่งประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ คือ initial denaturation 

ที่ 94 
o
C เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วย PCR 30 รอบ ของ 

denaturation ที่ 94
 o
C 30 วินาที annealing ที่ 56

  o
C 30 

วินาที และ extension ที่ 72 
o
C 30 วินาที และ final exten-

sion ที่ 72 
o
C เป็นเวลา 7 นาที ในการทำ� PCR แต่ละครั้ง 

มหีลอดควบคมุซึง่เตมินํา้กลัน่แทนตวัอยา่งดเีอน็เอและมเีชือ้

ควบคุมผลบวก ได้แก่ C. jejuni ATCC 33560, C. coli 

ATCC 3359 และ C. fetus ATCC 27374 ตรวจวิเคราะห์

ผลของแถบดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gels โดยใช้ 100 

bp DNA ladder (Invitrogen, USA) เป็น marker  และ

บนัทกึถา่ยภาพของแถบดเีอน็เอดว้ยเครื่อง gel documenta-

tion system ( UVItec, Cambridge, UK)

ตารางที่ 1	 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดสอบ species specific gene-based multiplex PCR
(8)

Primers Sequences (5’ - 3’) Target

Amplicon

(bp)

CjSPBU5 ATCTTTTAACCTTGCTTTTGC

C. jejuni cdtB 714

CjSPBR6 GCAAGCATTAAAATCGCAGC

CcSPBU5 TTTAATGTATTATTTGCCGC

C. coli cdtB 413CcSPBR5 TCATTGCCTATGCGTATG

CfSPBU6 GGCTTTGCAAAAACCAGAAG

C. fetus cdtB 553CfSPBR3 CAAGAGTTCCTCTTAAACTC

ตารางที่ 2	 ไพรเมอร์ที่ใช้จำ�แนก LOS class ของเชื้อ C.  jejuni 
(6)

No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

1 orf2

CAAATCTGTTTCCCT-

CAATACACTCA

TTTAATCTTACGCTT-

TCGTTTTCTAC

452 23 orf14c

GCTAGAACACCCTAAAGT-

GACTAA

T G G C A C T A A A T T G -

TAATAAATGGC

761

2 orf3bf

ACAAAGAAGTGAATTAT-

CAAATGGGAGC

TTGCCCAAAGGCTTGAG-

TAGTGCTG

842 24 orf15c

AAACCGTAGGTGTAG-

TAATCCCC

CATGATAATTTTCTA -

CAAATCGCACT

981
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No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

3 orf3ac2

AAGATAATATCATCG-

CACTTAGTCGTAAA

ACAAACTCACTATCTTC-

CCTACCCC

1073 25 orf16c

AGGTATTGGTTTAAT -

GGAGCTTTT

GGTCCTATAACACCCCAC-

GAGAT

474

4 orf3e

AATAGATAGCGGAAG-

CACAGATGA

C T A T G A T A A A A C -

CTCTTTTGCCTTCTA

566 26 orf16df

G AAA T T C T T A CGA T -

T AAA T C T TGGC  G T -

G A A G T T G T G A T -

TCTAGCTTTGC

345

5 orf4ab

G A A T C A A A C T -

TATACTAACTTAGAAATC

CATTTGCTTTTGTAATCT-

TCTT

782 27 orf17d

TTGAACAACCTGCTTAT-

GAGCTTTAT

TTTCTTTAGTGAATCTTC-

CCACGC

438

6 orf4c

AAAATGGTGGTTTAAG-

TAGTGCTAG

GTTTGGATAAAAGGTT-

TAATTATAGGT

901 28 orf18df

GCAGCAAGAAATAATGGT-

GTTAAAC

AAATAATCATCC AAACAT-

TCCTGAA

467

7 orf5/10c

AGTATGTTACCTGCCAT-

ACAAAGAGG

GGTATGCAATACAACCT-

TATCACTAG

978 29 orf19df

 AAAATTTCCGTCAT -

AATCC CAATCT

TATCAGGTAAATCTT -

GAATGATAAAGTCA

430

8 orf5ab1

T T C A T C C C T T T T A -

GAAAAATTAGAC

AAGCAAGCAATCTCCT-

GGTTC

681 30 orf20df

 GTCTTTTAAGAGCTAGA-

TATGAAGGAG

ATTAATGCATCTTCT -

GCCATAATTA

384

9 orf5ab2

T T C A T C C C T T T T A -

GAAAAATTAGAC

TGCTAAACAATCTCCAG-

GAGC

680 31 orf21e

T A T TAAATAGGAGT -

GCAACAATGAAAGG

GCACAAACGAACTAGCT-

TCTATAAGACT

738

10 orf5bII

CTGTGATGATGGGAGT-

GAAGAGC

GGTAATCGTTTCGGCG-

GTATT

539 32 orf22e

TATTTTAGTTACTGGCG-

GAGCTGG

GAATAAGGGGAATTT-

GGAGCATAA

483

ตารางที่ 2	 ไพรเมอร์ที่ใช้จำ�แนก LOS class ของเชื้อ C.  jejuni 
(6) 
(ต่อ)
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No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

11 orf6ab1

C A A G G G C A A T A -

GAAAGCTGTATCA

ACAAGCACTTCATTCT-

TAGTATTACAAAT

631 33 orf25e

TATATGGCAATTTTGCG-

TAGTTTTA

GCAATAATAAGTTGTATT-

GGCTGCA

370

12 orf6ab2

TCATCTTGCCAACT -

TATAATGTGGA

TCTAGCGATATTAAAC-

CAACAGCCT

519 34 orf26e

ATATTGCCGTTAATTCAT-

TACAGTT

TTTGAGCGATAATTT -

TAAATCCATC

771

13 orf6c

GTAGTAGATGATTGTGG-

TAATGATAAA

ATAGAATTGCTATTTA-

CATGCTGG

558 35 or27e

GTAGATGATTGTTCAAAT-

GATAATAGCACA

GTTTTCAGATTCTAAG-

GCCATTATTCC

717

14 orf7ab

ACTACACTTTAAAA-

CATTTAATCCAAAATCA

CCATAAGCCTCACTA-

GAAGGTATGAGTATA

580 36 orf28e

CAAATATACTATTGATTCT-

GGATAAGTGA

TAACTATAAAATCATAG-

GAGGCATAT

542

15 orf7c

TTGAAGATAGATATTTT-

GTGGGTAAA

CTTTAAGTAGTGTTTTAT-

GTCACTTGG

746 37 orf29e

ATGGGCTTGATGCTTTAA-

GATTGAT

TTGGCGATATGGGTAAT-

GACAAAA

855

16 orf8ab

ATTATAGCCATTTGCT-

CACTTTG

AAAGCACCCTTAGTCG-

TACCTG

755 38 orf30e

TTTAGTTATGGTGTAAGT-

GGGCATTG

TACCATATTTTCAAGTCTT-

TCATTCGC

924

17 orf8c

CCTTTGATAATCC CT-

GAAATAGGT

TCCTTTGCACTTATAC-

CACCTT

911 39 orf31e

TTTATACCAGTAAAATAC-

CCTTATGAAG

TTTTTCTTTAGTTACCAT-

ATCAGGTG

537

18 orf9ab

AGCAGCAGCTATTGTT-

GGAGCAT

TTCATTGCCAAGTCTTC-

CATTT

619 40 orf32e

CAAGCTGTTGATGGAAAA-

GAGTTG

TGGGCTCCAAATATCT-

CATCAGTAG

548

ตารางที่ 2	 ไพรเมอร์ที่ใช้จำ�แนก LOS class ของเชื้อ C.  jejuni 
(6) 
(ต่อ)
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No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

No. ORF Sequence (5’-3’) Ampli-

con 

(bp)

19 orf9c

TTTTGTTAGCGGAACTA-

GAGCTG

TTATTTCGGTTGTAATT-

GGATGA

614 41 orf33e

GATTTATTAAGAGTT -

TCTTTGCTCAA

ATTTTATCTATCATGGAAT-

GTTTTCTAA

518

20 orf10ab

TGCTCGTGGTGGCT -

CAAAGGGTA

CCTGCTAAATCGCCAT-

AATCATTACAAACAA

429 42 orf34e

ATGATCGATAATGAAAT-

TACGATAGTAAC

CGTCATCAATTATTC -

CAAATGAGGTA

691

21 orf11ab

GAAATGGGTTCATTT-

TCTTTTAGCG

TCTTCTAGTAGGTCAA-

GATATTGGTTTA

518 43 LOSXL

AAGCGTCCTATTATCT-

TCACAACTGCACACTATGG

ATGCCACAACTTTCTAT-

CATAATCCCGCTT

6953

22 orf12

GCCACAACTTTCTAT-

CATAATCC CGC

C G C C G T A A C T -

CAAACGCTCATCTATT

545

ตารางที่ 2	 ไพรเมอร์ที่ใช้จำ�แนก LOS class ของเชื้อ C.  jejuni 
(6) 
(ต่อ)

		  3.	การจำ�แนก class ด้วย lipooligosaccharide 

(LOS) biosynthesis loci

	 	 ในการจำ�แนกกลุ่มของ LOS ใช้ไพรเมอร์ทั้งหมด 

43 คู่ ด้วยเทคนิค single PCR (ตารางที่  2)  ตามวิธีและ

หลักเกณฑ์การจำ�แนกของ Parker และ คณะ
(6)
 ส่วนผสมใน

ปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรสุทธิ 25 µL สำ�หรับไพรเมอร์ 42 
คู่ (ยกเว้นไพรเมอร์ LOSXL) ประกอบด้วย forward และ 

reverse primers ความเข้มข้น 0.2 µM, dNTPs 0.2 mM, 
1X PCR buffer, 2.0 mM MgCl

2
, Taq  DNA polymer-

ase 0.2 Unit  และตัวอย่างดีเอ็นเอ 50 ng สภาวะสำ�หรับ

ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย PCR 30 รอบ ของ denatura-

tion ที่ 94
 o
C 25 วินาที annealing ที่ 52

  o
C 25 วินาที และ 

extension ที่ 72 
o
C 1 นาที และ final extension ที่ 72 

o
C 

เป็นเวลา 5 นาที สำ�หรับส่วนผสมสำ�หรับไพรเมอร์ LOSXL 

ประกอบด้วย forward และ reverse primers ความเข้มข้น 

0.2 µM, dNTPs 0.2 mM, 1X ของ Long PCR buffer, 
15 mM MgCl

2
, Long PCR Enzyme mix   (Thermo 

Scientific, Germany) 2.5 Unit   และตัวอย่างดีเอ็นเอ 

250 ng สภาวะสำ�หรับปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย PCR 

25 รอบ ของ denaturation ที่ 94
 o
C 30 วินาที annealing 

ที่ 52
  o
C 45 วินาที และ extension ที่ 68 

o
C 15 นาที และ 

final extension ที่ 68 
o
C เป็นเวลา 15 นาที ในการทำ� PCR 

แตล่ะครัง้ มหีลอดควบคมุซึง่เตมินํา้กลัน่แทนตวัอยา่งดเีอน็เอ

และมีเชื้อควบคุมผลบวกได้แก่ C. jejuni ATCC 33560 

และ C. jejuni ATCC 43432 ตรวจวิเคราะห์ผลของแถบ

ดีเอ็นเอด้วย 1.5% agarose gels โดยใช้ 100 bp DNA 

ladder เป็น marker  สำ�หรับไพรเมอร์ 42 คู่ ส่วนไพรเมอร์ 

LOSXL ใช้ 1 Kb DNA ladder (Invitrogen, USA) เป็น 

marker จำ�แนก LOS class ตามวธิขีอง Parker และ คณะ
(6)
  

ดังแสดงใน ตารางที่ 3 



258 วารสารเทคนิคการแพทย์และกายภาพบำ�บัด • ปีที่ 24 ฉบับที่ 3 • กันยายน-ธันวาคม 2555

ต
า
ร
า
ง
ท
ี่ 
3
	
เก
ณ
ฑ
์ใ
น
ก
า
ร
จ
ัด
จ
ำ�
แ
น
ก
 
L
O
S
 
c
la
s
s
e
s
 
ข
อ
ง
 
P
a
r
k
e
r
 
แ
ล
ะ
ค
ณ
ะ
(
6
)

L
O

S
 
lo

c
u
s
 
c
la

s
s

A
m

p
li
fi
c
a
ti
o
n
 
w
it
h
 
p
r
im

e
r
s
 
s
p
e
c
if
ic
 
to

 
th

e
 
fo

ll
o
w
in

g
 
O

R
F
:

orf2 : waaM

orf12:  waaV

orf3bf

orf4ab

orf5ab1: cgtA-1

orf5ab2: cgtA-2

orf6ab1: cgtB-1

orf6ab2: cgtB-2

orf7ab: cstII

orf8ab: neuB-a

orf9ab: neuC-a

orf10ab: neuA

orf11ab

orf5bII: cgtA2

orf3ac2: Cj1135

orf4c: Cj1136

orf14c: Cj1137c

orf15c: Cj1138

orf6c: Cj1139c

orf7c: cstIII

orf8c:  neuB 1-c

orf9c: neuC 1-c

orf5/10c: Cj1143

orf16c: Cj1144

orf17d

orf18df

orf19df

orf20df

orf16df

orf3e

orf22e

orf25e

orf26e

orf27e

orf28e

orf29e

orf30e

orf31e

orf32e

orf33e

orf34e

A
1

+
+

-
+

+
-

+
-

+
+

+
+

+
-

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-

A
2

+
+

-
+

-
+

-
+

+
+

+
+

+
-

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-

B
1

+
+

+
+

+
-

+
-

+
+

+
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-

B
2

+
+

+
+

-
+

-
+

+
+

+
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-

C
+

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

D
+

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
+

+
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

E
+

+
-

-
-

-
-

-
-

+
/-

+
/-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

F
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

+
+

+
+

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

H
+

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

+
+

+
+
/-

+
+
/-

+
+

+
+

+
+

G
+

+
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+



259J Med Tech Phy Ther • Vol.24 No.3 • September-December 2012

		  4.	การจำ�แนก HS ซีโรทัยป์ โดยวิธี passive he-

magglutination (PHA)

	 	 จำ�แนก HS ซโีรทยัปข์อง C. jejuni โดยเทคนคิ PHA 

(9)
 ด้วย antisera Seiken Set (Denka Seiken, Tokyo Ja-

pan) โดยสกัด HS antigens ของเชื้อด้วยสารไนเตรท  จาก

นัน้ผสม HS antigens ของเชือ้กบัเซลลเ์มด็เลอืดแดงไก่ บม่

ที่อุณหภูมิ 37
o
C นาน 30 นาที ได้ sensitized red blood 

cells  สำ�หรับใช้ทดสอบปฏิกิริยาการตกตะกอน กับ  antis-

era Seiken Set ใน microtiter plate อ่านผลปฏิกิริยาการ

ตกตะกอนหลังจากบ่มใน moisture box เป็นเวลา 30 นาที 

จำ�แนก HS ซีโรทัยป์ตามวิธีของ Penner และคณะ
(9)
ซึ่งแบ่ง

ออกเป็น 25 groups ดัง ตารางที่ 4 ในการทดสอบใช้เชื้อ

อ้างอิงเป็นเชื้อควบคุมเช่นเดียวกับการจำ�แนก LOS class

ผลการศึกษา

		  ผลการตรวจวินิจฉัยยืนยันเชื้อ C. jejuni จำ�นวน 26 

ตวัอยา่งโดยวธิ ีmultiplex PCR พบวา่เปน็ C. jejuni ทัง้หมด 

(รูปที่ 1) ผลการจำ�แนกชนิด LOS class โดยวิธี PCR และ 

HS ซโีรทยัปโ์ดยวธิ ีPHA ในเชือ้มาตรฐาน C. jejuni ATCC 

33560 และ ATCC 43432 (ตารางที่ 3 และ 4) พบว่าให้

ผลตรงกันกับงานวิจัยของ  Parker และ คณะ 
 (6)
 (ตารางที่ 

5) แสดงว่าผลการจำ�แนก HS ซีโรทัยป์และ LOS class ใน

งานวิจัยครั้งนี้เชื่อถือได้

	 	 จากการจำ�แนก LOS class และ HS ซีโรทัยป์ ของ 

C. jejuni จำ�นวน 26 ราย พบว่าสามารถจำ�แนก LOS class 

ได ้23 ตัวอย่าง (ร้อยละ 88.4) ซึ่งจำ�แนก LOS ได้ 4 class 

ได้แก่ B2 10 ตัวอย่าง (ร้อยละ 38.46) , H 10 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 38.46), B1 2 ตัวอย่าง (ร้อยละ 7.69) และ C 1 

ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 3.84)  และไมส่ามารถจำ�แนกได ้3 ตวัอยา่ง 

(รอ้ยละ 11.6) สว่นการจำ�แนก HS ซโีรทยัป ์สามารถจำ�แนก

ได้ 20 ตัวอย่าง (ร้อยละ76.9) แบ่งเป็น 8 ซีโรทัยป์ ในขณะ

ที่ 6 ตัวอย่าง (ร้อยละ 23.1) ไม่สามารถจำ�แนกได้ (ตารางที่ 

5) 

รูปที่ 1	 Species specific gene – based multiplex PCR ของเชื้อ Campylobacter spp. Lane M, 100 bp ladder; 

1-10, C. jejuni ที่แยกได้จากตัวอย่างของผู้ป่วย; 11, Distilled water (Negative control); 12, C. jejuni ATCC 

33560; 13, C. fetus ATCC 27374; 14, C. coli ATCC 33559. 
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ตารางที่ 4 	 รายละเอียดของ heat-stable (HS) antigens ของเชื้อ C. jejuni ใน antisera Seiken Set

Serum groups: heat-stable (HS) antigens

Group A: 1, 44 Group K: 12 Group Y: 37 

Group B: 2 Group L: 15 Group Z: 38

Group C: 3 Group N: 18 Group Z
2
: 41

Group D: 4, 13, 16, 43, 50 Group O: 19 Group Z
4
: 45

Group E: 5 Group P: 21 Group Z
5
: 52

Group F: 6,7 Group R: 23, 36, 53 Group Z
6
: 55

Group G: 8 Group S: 27 Group Z
7
: 57

Group I: 10 Group U: 31

Group J: 11 Group V: 32

ตารางที่ 5 	 ผลการจำ�แนก LOS class และ HS ซีโรทัยป์ ของเชื้อ C. jejuni 26 ตัวอย่าง และเชื้ออ้างอิง

LOS class

Penner No. of isolates tested

(n = 26)Serogroup Serotype (s)

B2 A 1, 44 4

B2 E 5 3

B2 - - 3

H C 3 5

H Y 37 2

H G 8 1

H K 12 1

H - - 1

B1 D 4, 13, 16, 43, 50 2

C - - 1

- D 4, 13, 16, 43, 50 1

- F 6, 7 1

- - - 1

A1 D 4, 13, 16, 43, 50 ATCC 43432

B2 R 23, 36, 53 ATCC 33560

-,  non typeable
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วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา

		  จากผลการวิจัยพบว่าเชื้อ Campylobacter  ที่

เพาะแยกได้จากผู้ป่วยเด็กจากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์

เฉลิมพระเกียรติ สามารถจำ�แนก LOS class ได้ร้อยละ 

88.4 (23/26)   ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานของ Parker และ 

คณะ
(6)
 ซึ่งจำ�แนก LOS class   ได้ร้อยละ 80 ของเชื้อ 

Campylobacter  ทั้งหมดที่ทำ�การทดสอบ และจากรายงาน

ของ Boonmar และคณะ
(14)
 ปี พ.ศ. 2548 พบว่าในไก่มัก

พบ group A (HS: 1,44) และ group L (HS: 15) ปี พ.ศ. 

2550 ของ Boonmar และคณะ
(15) 
จำ�แนก HS ซีโรทัยป์จาก

ผู้ป่วยในโรงพยาบาลต่างๆ ที่ส่งมาตรวจยืนยันการติดเชื้อ C. 

jejuni กับ the National Institute of Health (NIH)ได้

ร้อยละ 51 (36/70) แบ่งเป็น 10 ซีโรทัยป์คือ HS:2  HS:3  

HS: 23,36,53  HS:5 HS: 8  HS:1,44  HS:12  HS: 4, 

13, 16, 43, 50  HS: 10 และ HS: 15 ในขณะที่ผู้ป่วย

เด็กสามารถจำ�แนกได้ ร้อยละ 76.9 (20/26) แบ่งเป็น 8 ซี

โรทัยป์ คือ HS: 1, 44  HS: 3  HS: 4, 13, 16, 43, 50 

HS: 5  HS: 6, 7  HS: 8  HS: 12 HS: 23, 36, 53 และ 

HS: 37 เห็นได้ว่ามีผลไม่แตกต่างกัน และจากรายงานของ 

Bongkot และ คณะ
(16)
 ปี 2554 พบว่าจากเนื้อไก่ในภาค

ตะวนัออกเฉยีงเหนอืของไทยตัง้แตเ่ดอืนธนัวาคม พ.ศ. 2547 

จนถงึเดอืนมถินุายน พ.ศ. 2548  มกัพบ group L (HS: 15) 

และ group A (HS: 1, 44)  ในขณะที่ผู้ป่วยเด็กมักพบว่ามี

การติดเชื้อในกลุ่ม HS: 3 และ HS: 1, 44 ส่วนการจำ�แนก 

class ด้วย LOS biosynthesis loci ในการศึกษาครั้งนี้พบ

ว่ามีการติดเชื้อ HS: 1, 44 และ HS: 5 อยู่ใน LOS class 

B2  HS: 4, 13, 16, 43, 50 อยู่ใน LOS class B1 ซึ่ง

สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้านี้เกี่ยวกับ HS ซีโรทัยป์พบว่า 

HS:1 HS:2  HS:4  HS:4/50  HS:5 HS:10  HS:13/65  

HS:16  HS:19  HS:23  HS:35  HS:37  HS:41  HS:44 

และ HS:64  เกี่ยวข้องกับการก่อโรค GBS 
(17-19)

 นอกจากนี้ 

Aspinall และคณะ
(20, 21) 

 พบว่า HS:1  HS:2  HS:4  HS: 

23 และ HS: 36 มีส่วนเกี่ยวข้องกับการก่อโรค GBS ด้วย

เช่นกัน และจากศึกษาของ Yu และคณะ
(7)
  พบว่า class A, 

B และ C มสีว่นเกีย่วขอ้งกบัการกอ่โรค GBS และมรีายงาน

ว่า C. jejuni จากผู้ป่วยโรค GBS ส่วนใหญ่เป็น class A 

หรือ class B 
(22, 23)

 แสดงว่า LOS class B2  HS: 1,44  4 

ราย HS:5  3 ราย และclass B1  HS:4,13,16,43,50  2 

ราย จากการศึกษาน่าจะมีโอกาสก่อโรค GBS ได้ด้วยเช่นกัน   

อยา่งไรกต็ามจำ�นวนตวัอยา่งทีใ่ชใ้นการศกึษานอ้ย อาจจะพบ 

LOS class หรือ HS serotype อื่นๆนอกเหนือจากนี้ 

	 	 สาเหตทุีไ่มส่ามารถจำ�แนก HS ซโีรทยัปไ์ด ้อาจจะเปน็ 

HS ซีโรทัยป์ชนิดอื่นนอกเหนือจากชุด antisera Seiken Set 

ส่วน LOS class ที่จำ�แนกไม่ได้เนื่องจากไพรเมอร์ สำ�หรับ

จำ�แนกมขีอ้จำ�กดัแค ่8 class เทา่นัน้ ถา้ตอ้งการจำ�แนก class 

ได้มากกว่านี้ต้องเพิ่มไพรเมอร์เข้าไป ทำ�ให้สิ้นเปลืองมาก

ขึ้น และการศึกษานี้เป็นการเบื้องต้นว่าสามารถจำ�แนก class 

ด้วย LOS biosynthesis loci โดยเทคนิค PCR ในกลุ่มที่

เราศึกษาออกเป็น 8 class ได้จริง จากการศึกษาพบว่าการใช้ 

LOS class สามารถจำ�แนกเชื้อ C. jejuni ได้มากกว่าการใช้ 

HS ซีโรทัยป์ และยังพบว่า antiserum ที่ใช้สำ�หรับทดสอบ 

HS ซีโรทัยป์ นั้นมีราคาแพงด้วยเช่นกัน อย่างไรก็ตาม HS 

serotype มีอำ�นาจในการจำ�แนกสายพันธุ์ (discriminatory 

power) ของเชื้อ C .jejuni มากกว่า LOS class นอกจาก

นี้การจำ�แนก LOS class ต้องทดสอบโดยใช้ไพรเมอร์ถึง 43 

คู่ จึงยังไม่เหมาะสำ�หรับงานประจำ�

	 	 ดงันัน้จะเหน็ไดว้า่การจำ�แนก LOS class และ HS ซี

โรทัยป์ สามารถช่วยแยกกลุ่มของผู้ป่วยที่ติดเชื้อ C. jejuni 

ได้หรือการศึกษาทางระบาดวิทยาของเชื้อได้ นอกจากนี้ยัง

สามารถบอกได้ว่าผู้ป่วย มีโอกาสเสี่ยงต่อการเป็นโรค GBS 

ได้ด้วยเช่นกัน
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