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การศึกษาความชุกของเชื้อ C. difficile โดยวิธี
เพาะเลี้ยงเชื้อและตรวจแยกชนิดของ toxin genes 
โดยวธิ ีmultiplex polymerase chain reaction (mPCR)
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Abstract

Introduction: Clostridium difficile-associated diarrhea is a global health problem. The pathogenicity of this 
bacterium is determined by production of two major toxins: enterotoxin A and cytotoxin B. The clinical feature 
typically includes diarrhea, lower abdominal pain and systemic symptoms, such as fever, anorexia, nausea 
and malaise, but they can range from mild diarrhea to pseudomembranous colitis. The standard methods 
of C. difficile for diagnosis and toxin detection are culture method and cytotoxicity assay (CA).

Materials and methods: A total of 433 fecal samples with diarrhea diseases from 13 provinces were collected 
during year 2006-2013 for identification of C. difficile by culture method and detection toxin genes by mPCR.

Results: The prevalence of C. difficile infection was 14.55% (63/433) by culture method. The detection of 
toxin genes by mPCR was A-B+ strain (19 samples), A+B+ strain (1 sample), A-B- strain (43 samples) and 
no strain of binary toxin, respectively. The prevalence of C. difficile infection was occurred in women more 
than men. 

Conclusions: From this study showed that C. difficile infection is a major cause in patients with diarrhea.  
The most common toxin gene was A-B+ strain. Monitoring of C. difficile strains in Thailand is useful for the 
strains that cause antibiotic resistance.  
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The prevalence of C. difficile infection by culture method and typing toxin genes 
by multiplex polymerase chain reaction (mPCR)
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บทคัดยอ

บทนํา: Clostridium difficile เปนสาเหตุโรคอุจจาระรวงและเปนปญหาสาธารณสุขระดับโลก การกอโรคของเช้ือนี้เกิดจากการ
สรางสารพิษสําคัญ 2 ชนิดคือ enterotoxin A และ cytotoxin B อาการทางคลินิกของโรคคืออาการทองเสีย อาการปวดทอง 
และอาการตางๆ เชน มีไข เบื่ออาหาร คลื่นไส วิงเวียน ความรุนแรงของโรคจากนอยไปจนถึงรุนแรงมาก เชน ปลายลําไสใหญ
อักเสบ วิธีมาตรฐานในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ C. difficile โดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อและการตรวจหาสารพิษดวยวิธี cytotoxicity  
assay (CA)

วัสดุและวิธีการวิจัย: เก็บตัวอยางอุจจาระจากผูปวยโรคอุจจาระรวงรวมจํานวนท้ังส้ิน 433 ตัวอยางใน 13 จังหวัดใน
ประเทศไทย ระยะเวลาเก็บตั้งแตป พ.ศ. 2549-2556 ทําการตรวจหาเชื้อ C. difficile โดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อและตรวจแยกชนิด
ของ toxin genes โดยวิธี mPCR

ผลการศกึษา: การศึกษาความชุกของเช้ือ C. difficile ในตัวอยางอุจจาระผูปวยโรคอุจจาระรวงสามารถเพาะเล้ียงเช้ือ C. difficile 
ได 63 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 14.55 และเมื่อตรวจแยกชนิดของ toxin genes ของเชื้อ C. difficile โดยวิธี mPCR พบสาย
พันธุ A-B+ จํานวน 19 ตัวอยาง สายพันธุ A+B+ จํานวน 1 ตัวอยาง สวนสายพันธุ A-B- จํานวน 43 ตัวอยาง และไมพบสาย
พันธุ binary toxin พบผลบวกของการติดเชื้อ C. difficile ในผูหญิงมากกวาผูชาย 

สรุปผลการศึกษา: จากการศึกษาหาความชุกของเช้ือ C. difficile พบวาเปนสาเหตุสําคัญในผูปวยโรคอุจจาระรวง ในการ
ศึกษาคร้ังน้ีพบวาสวนมากเปนสายพันธุ A-B+ การเฝาระวังการเปล่ียนแปลงของสายพันธุ C. difficile ของประเทศไทยมี
ประโยชนเพ่ือเปนแนวโนมดูความรุนแรงของโรคเนื่องจากชนิดของสายพันธุทําใหเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะได 

คํารหัส: Clostridium difficile, mPCR, toxin genes

บทนํา

Clostridium difficile เปนแบคทีเรียแบบไมใชออกซิเจน
ติดสีกรัมบวกรูปแทง สามารถสรางสปอร ซึ่งพบบอยในสิ่ง
แวดลอมโดยเฉพาะอยางย่ิงในดิน1 การติดเช้ือ C. difficile 
(CDI) จะแสดงอาการทางระบบทางเดินอาหาร ไดแก อาการ
ทองรวง (C. difficile–associated diarrhea: CDAD) ลําไส
อักเสบ (C. difficile–associated colitis) และ pseudomem-
branous colitis (PMC)2 ยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กวางเปน 
ปจจัยหลักที่เกิดความเส่ียงตอการติดเช้ือ CDI รวมท้ังยา 
clindamycin, amoxicillin/clavulanic acid, 2nd และ 3rd 
generation cephalosporins และ fluoroquinolones3  แบคทเีรยี
นี้ผลิตสารพิษชนิด toxin A (enterotoxin) และ toxin B 
(cytotoxin) โดยถูกควบคุมดวย tcd-A และ tcd-B ยีนตาม
ลาํดับ4,5 สารพษิ enterotoxin มศีกัยภาพทีท่าํใหเกิดการสะสม
ของของเหลวในลําไส เปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
และมีผลอันตรายเม่ือทําการทดสอบในสัตวทดลอง สารพิษ 
cytotoxin มีความรุนแรงเปน 1,000 เทาของ toxin A6,7 สาย
พันธุ C. difficile ที่ให A-B+ พบวาเปนสาเหตุกอโรคในคนและ
พบวามีการระบาดท่ัวโลก8,9 สวน C. difficile binary toxin 
(CDT) ซึง่เปน actin-ADP-ribosylating toxin สงผลกระทบตอ
โครงสรางของโปรตีน กระตุนใหการสรางสวน microtubule ยืน่
ออกมาบนพืน้ผิวของเซลลเย่ือบผุวิ นาํไปสูการเพิม่การยดึติด
ของแบคทีเรียมากขึ้น5,10 และเปนสารพิษท่ีเกี่ยวของกับ 

clostridial binary toxin ซึ่งรวมทั้ง iota toxin ที่ผลิตโดยเชื้อ 
C. perfringens type E สารพิษที่ผลิตจากเชื้อ C. spiroforme 
และสารพิษจากเชื้อ C. botulinum type C2 และ D11 บทบาท
พยาธวิทิยาของสารพษินีย้งัไมสามารถอธบิายไดชดัเจน4,10,12-13

การตรวจวินิจฉัยเชื้อและการตรวจหาสารพิษของ 
C. difficile โดยวิธีเพาะเล้ียงเชื้อและวิธี cytotoxicity assay 
(CA) ซึง่เปนวธิมีาตรฐาน14-16 บางครัง้การตรวจหาสารพษิโดย
วิธี CA ใหผลลบจากตัวอยางอุจจาระผูปวย14 ทั้งท่ีผูปวยมี
อาการทางคลินิกของโรค CDAD17 การตรวจหาสารพิษวิธีนี้
เปนงานที่ยุงยากเนื่องจากตองใชการเพาะเลี้ยง cell line เชน 
Vero cells HT29-MTX, human CaCo-2 cells และตองมี 
antitoxin สําหรับการทดสอบ neutralization มีการตรวจหา
สารพิษโดยวิธี enzyme immunoassays (EIAs) ซึ่งเปนทาง
เลือกอีกวิธีหนึ่ง18 จากการศึกษาของ Barbut และคณะ18 พบ
วาสายพันธุ A-B+ variants (โดยที่สวนของปลาย 3’ ของ 
toxin A มีการ deletion) ทําใหไมสามารถตรวจหา toxin A ได
ดวยวิธี EIAs ปจจุบันการตรวจหาเช้ือจากตัวอยางอุจจาระผู
ปวยและทดสอบหาสารพิษโดยวีธีทางชีวโมเลกุลเพ่ือศึกษา
ทางระบาดวทิยาในกรณรีะบาดหรอืการตดิเชือ้ในโรงพยาบาล
ซึ่งเปนวิธีที่ใหความจําเพาะสูงและสามารถแยกชนิดของสาร
พิษได17
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วัตถุประสงคการศึกษา

การศึกษาหาความชุกของเชื้อ C. difficile ในตัวอยาง
อุจจาระจากผูปวยโรคอุจจาระรวงและการตรวจแยกชนิดของ 
toxin genes ของเชื้อ C. difficile โดยวิธี mPCR

วัสดุและวิธีการศึกษา
การเก็บและจัดการกับตัวอยางตรวจ

เก็บตัวอยางอุจจาระจากโรงพยาบาลจังหวัดตางๆ ดังนี้ 
กรุงเทพมหานคร สมุทรสงคราม จันทบุรี สุพรรณบุรี ตาก 
หนองคาย นครสวรรค ปทุมธาน ีพะเยา นนทบุร ีอยุธยา ชลบรุี 
ลพบุรี เก็บตัวอยางจํานวนรวมท้ังสิ้น 433 ตัวอยาง ระยะเวลา
เกบ็ตัง้แตป พ.ศ. 2549-2556 ซึง่เปนตวัอยางผูปวยโรคอุจจาระ
รวงนาํมาสงสถาบันวจิยัวิทยาศาสตรสาธารณสุขเพือ่ตรวจหา
สาเหตุของโรค

ตวัอยางอุจจาระท่ีสงตรวจตองอยูในสภาพท่ีเหมาะสมคือ
บรรจุในภาชนะปากกวางมีฝาปดที่สะอาดปราศจากเช้ือ มี
ปริมาณอุจจาระสดประมาณ 1-2 กรัม สงถึงหองปฏิบัติการ
ภายใน 2 ชัว่โมงหลังการเก็บตวัอยางหรือเก็บท่ีอณุหภูม ิ4 °C 
หากสงตรวจภายใน 24 ชัว่โมง และเกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 °C หาก
จําเปนตองสงตรวจหลังการเก็บตัวอยางนานกวา 24 ชั่วโมง 
เมื่อสงถึงหองปฏิบัติการแลวดําเนินการเพาะเลี้ยงเชื้อทันที

การเพาะเลี้ยงเชื้อ C. difficile จากตัวอยางอุจจาระของผูปวย
การเพาะเล้ียงเชื้อโดยใช alcohol shock technique19  คือ

ผสมตัวอยางกับ absolute ethanol ในอัตราสวน 1 : 1 ทิ้งไว
ที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง กอนถายตัวอยางลงบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ Wilkins-Chalgren blood agar : WCBL (CM 619B; 
Oxoid, England) ใส plate ลงใน anaerobic jar ที่มี gas 
generating kit และ anaerobic indicator บมท่ีอุณหภูมิ 
37±2 °C นาน 48 ชั่วโมง C. difficile ที่เจริญบน plate WCBL 
มีลักษณะโคโลนีแบน สีเทาดาน แผ ขอบหยักคลายรากไม มี
กลิน่ของสาร para-cresol ไมม ีhemolysis zone และเรงทาํการ
ทดสอบตางๆ โดยเร็วเพราะเช้ือ anaerobe ไมสามารถทนตอ
สภาวะอากาศปกติไดนาน 

การพิสูจนทางจุลชีววิทยา
หลังจากแยกเชื้อบริสุทธิ์ นํามาเพาะเลี้ยงใน Wilkins-

Chalgren broth บมในสภาวะไรอากาศท่ีอุณหภูมิ 37±2 °C 
นาน 48 ชั่วโมง นําโคโลนีที่สงสัยไปยอมสีแกรม หากพบเปน
เซลลรูปรางทอน ติดสีแกรมบวก สรางสปอร สงสัยวาเปน 
Clostridium sp. นาํไปทํา catalase test โดยหยด 15%H

2
O

2 

บน glass slide เข่ียเชื้อลงบน slide หากมีฟองอากาศเกิดข้ึน
แสดงวาใหผลบวก หากไมเกิดฟองอากาศแสดงวาใหผลลบ 
เชื้อ C. difficile ใหผลการทดสอบ catalase test เปนลบ และ
นํามาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ไดแก starch, arabinose, 
dextrose, fructose, lactose, maltose, mannose, mannitol, 
salicin, sucrose, xylose, esculin, SIM, nitrate, litmus milk, 

gelatin และ egg yolk agar (EY) อานผลการทดสอบปฏิกิริยา
ทางชวีเคมตีามวธิมีาตรฐานควบคุมคณุภาพโดยการตรวจสอบ
ลักษณะโคโลนีและคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ C. difficile ที่
เพาะเลี้ยงไดจากตัวอยางเปรียบเทียบกับเชื้อมาตรฐาน 
C. difficile ATCC 43255

การตรวจหา toxin genes ของเชื้อ C. difficile โดยวิธี
multiplex polymerase chain reaction (mPCR)

การสกัดสารพันธุกรรมจากตัวเชื้อ C. difficile
นาํเชือ้ C. difficile ทีแ่ยกไดจากตวัอยางอจุจาระของผูปวย

มาเพาะเลี้ยงใน Wilkins-Chalgren broth บมในสภาวะไร
อากาศที่อุณหภูมิ 37±2 °C นาน 48 ชั่วโมง หลังจากที่เชื้อ
เจริญเติบโตเต็มที่แลวนํามาปนตกตะกอนท่ีความเร็ว 8,000 
rpm (Spectrafuge Labnet international Inc., USA) นาน 
10 นาที และดูดสวนใสทิ้ง ละลายตะกอนดวย normal saline 
1 mL ในหลอดขนาด 1.5 mL ผสมใหตะกอนละลายดีแลวจึง
นําไปปนที่ความเร็ว 10,000 rpm เวลา 10 นาที ดูดสวนใสทิ้ง 
นําตะกอนท่ีไดมาสกัด DNA ดวยน้ํายา lysozyme และ 
proteinase k ตามวิธีของ Sambrook และคณะ21 จากนั้นเก็บ 
DNA ที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 °C

การเพ่ิมขยายปริมาณสารพันธุกรรม
การเพ่ิมขยายปริมาณสารพันธกุรรมในสวนของ tpi gene 

tcd-A และ tcd-B เตรียมสวนผสมปริมาตร 30 μL ที่ประกอบ
ดวย DNA template 5 ng, 0.5 mM dNTPs (Promega USA), 
2.5 mM MgCl

2
 (Promega USA), 1X buffer (Promega USA), 

1U Taq polymerase (Promega USA) และ 0.5 μM ของ 
ไพรเมอร 3 คู ดงัแสดงในตารางที ่1 (tpi สาํหรบัจโีนมทีจ่าํเพาะกบั 
C. difficile tcd-A สําหรับยีนที่สรางสารพิษชนิด A และ tcd-B 
สําหรับยีนที่สรางสารพิษชนิด B) ที่ออกแบบโดย Lemee และ
คณะ17 สวนการเพิ่มขยายปริมาณสารพันธุกรรมของ binary 
toxin (cdt-A และ cdt-B) เตรียมสวนผสมปริมาตร 25 μL ที่
ประกอบดวย DNA template 5 ng, 0.2 μM dNTPs (Promega 
USA), 1.5 mM MgCl

2
 (Promega USA), 1X buffer (Promega 

USA), 1U Taq polymerase (Promega USA) และ 0.2 μM 
ของไพรเมอร 2 คู สําหรับ binary toxin (cdt-A และ cdt-B 
ออกแบบโดย Samie และคณะ11)

ไพรเมอร tcd-B ถูกออกแบบมาจากตําแหนง converse 
5’ region ของยีน tcd-B ซึ่งใหขนาด PCR product ที่ 160 bp 
ไพรเมอร tcd-A ออกแบบมาใหจบัไดกบัการเกดิ three deletion 
ในตําแหนง region ของยีน tcd-A ของสายพันธุที่เปน A-B+ 
จะใหขนาดของ PCR product ที่ 110 bp สําหรับสายพันธุที่
เปน A+B+ ใหขนาด PCR product ที่ 396 bp สวนไพรเมอร
ของ binary toxin เกี่ยวของกับสองปฏิกิริยาที่แตกตางกันคือ
สวน enzymatic สําหรับ cdt-A และ binding component 
สําหรับ cdt-B ใหขนาด PCR product ที่ 376 bp และ 475 bp 
ตามลําดับ
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 นําสวนผสมทั้งหมดไปเขาเครื่อง DNA thermal cycler 
(Multigene Labnet International Inc., USA) สําหรับ tpi, 
tcd-A และ tcd-B มีขั้นตอนประกอบดวย pre-denaturation 
94 °C 5 นาท ีdenaturation 94 °C 30 วนิาที annealing 50 °C 
30 วินาที extension 72 °C 1 นาที จํานวน 30 รอบ สําหรับ 
binary toxin มีขั้นตอนประกอบดวย pre-denaturation 94 °C 
5 นาที denaturation 94 °C 45 วนิาที annealing 52 °C 1 นาที 

extension 72 °C 1.20 นาที จํานวน 30 รอบ ตรวจสอบ PCR 
product ทีไ่ดดวย agarose gel electrophoresis (2% agarose 
gel/TBE) กระแสไฟฟา 100 V เปนเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ยอม
แผนเจลดวย ethidium bromide วิเคราะห PCR product 
ดวยเครื่อง UV transilluminator เปรียบเทียบขนาด DNA ที่
ไดกับ DNA marker

ตารางที่ 1 Primers for multiplex PCR

ตารางที่ 2 List of bacteria for testing cross reaction

Gene Primers Sequence (5’-3’)
PCR 

product 
size (bp)

Amplification References

tpi tpi-F AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA 230 C. difficile 
house-keeping gene

Lemee et al., 200417

tpi-R CATAATATTGGGTCTATTCCTAC

tcd-A tcd-A F AGATTCCTATATTTACATGACAATAT 369 Toxin A enterotoxin Lemee et al., 200417

tcd-A R GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT 110 Toxin A deleted 
enterotoxin 

Lemee et al., 200417

tcd-B tcd-B F GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA 160 Toxin B cytotoxin Lemee et al., 200417

tcd-B R ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT

cdt-A cdt-A F TGAACCTGGAAAAGGTGATG 376 Enzymatic component 
of binary toxin

Samie et al., 200811

cdt-A R AGGATTATTTACTGGACCATTTG

cdt-B cdt-B F GATTCACAGCTAATGTAACTA 475 Binding component of 
binary toxin

Samie et al., 200811

cdt-B R TATAGTCTGACCAACTATTTC

No. Microorganisms No. Microorganisms

1 Clostridium difficile ATCC 43255  (A-B-) 14 Streptococcus pneumoniae DMST 25929  
2 Clostridium difficile A 4897 (A-B-) 15 Bordetella bronchiseptica DMST 6811 

3 Clostridium difficle GAI 10029 (A+B+) 16 Stenotrophomonas maltophilia DMST 19079 

4 Clostridium perfringens ATCC 13124 17 Burkholderia plantarii LMG 9035 

5 Clostridium sporogenes ATCC 19404 18 Bacillus cereus DMST 11098 

6 Clostridium ramosum ATCC 25582 19 Bacillus mycoides DMST 3747 

7 Clostridium bifermentans LMG 3027 20 Bacillus thuringiensis DMST 18583 

8 Clostridium sordellii ATCC 9714 21 Bacillus licheniformis DMST 16838 

9 Vibrio parahaemolytica DMST 15285 22 Bacillus subtilis DMST 7988 

10 Moraxella urethralis DMST 17525 23 Vibrio cholerae non O1, non O139 DMST 2873 

11 Burkholderia pyrrocinia DMST 15513 24 Listeria monocytogenes DMST 17303 

12 Klebsiella pneumoniae DMST 7592 25 Salmonella Enteritidis DMST 15676 

13 Haemophilus influenza DMST 18936 26 Campylobacter coli NCTC 11353 

27 Campylobacter lari ATCC 43675 30 Helicobacter pylori TK 1029 

28 Campylobacter fetus DMST 17955 31 Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans 
DMST 8572 

29 Helicobacter pylori NCTC 11638 32 Bacteroides fragilis ATCC 25285



non deleted tcdA fragment (396 bp)
tpi fragment (230 bp)
tcdB fragment (160 bp)

non deleted tcdA fragment (396 bp)
tpi fragment (230 bp)
tcdB fragment (160 bp)

cdtB fragment (475 bp)
cdtA fragment (230 bp)
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รูปที่ 1 A. The specificity of the references strains (Table 2) with tpi, tcd-A, tcd-B, cdt-A and cdt-B primers of C. difficile by multiplex PCR method. B. The specificity of 
the references strains with cdt-A and cdt-B primers of C. difficile by multiplex PCR method. (Marker = 100 bp, lane 1 = C. difficile ATCC 43255, lane 2 = C. difficile A 
4897 lane 3 = C. difficle GAI 10025, lane 4 = C. perfringens ATCC 13124, lane 5 = C. sporogenes ATCC 19404, lane 6 = C. ramosum ATCC 25582, lane 7 = 
C. bifermentans LMG 3027, lane 8 = C. sordellii ATCC 9714, lane 9 = V. parahaemolytica DMST 15285, lane 10 = M. urethralis DMST 17525, lane 11 = 
B. pyrrocinia DMST 15513, lane 12 = K. pneumoniae DMST 7592, lane 13 = H. influenza DMST 18936, lane 14 = S. pneumoniae DMST 25929, lane 15 = 
B. bronchiseptica DMST 6811, lane 16 = S. maltophilia DMST 19079, lane 17 = B. plantarii LMG 9035, lane 18 = B. cereus DMST 11098, lane 19 = B. mycoides 
DMST 3747, lane 20 = B. thuringiensis DMST 18583, lane 21 = B. licheniformis DMST 16838, lane 22 = B. subtilis DMST 7988, lane 23 = V. cholerae non O1, non 
O139 DMST 2873, lane 24 = L. monocytogenes DMST 17303, lane 25 = Sal. Enteritidis DMST 15676, lane 26 = C. coli NCTC 11353, lane 27 = C. lari ATCC 43675, 
lane 28 = C. fetus DMST 17955, lane 29 = H. pylori NCTC 11638, lane 30 = H. pylori TK 1029, lane 31 = A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans DMST 8572, lane 32 
= B. fragilis ATCC 25285, C1 = C. difficile ATCC 43255, C2 = C. difficile GAI 10029, lane Neg = negative)
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ผลการศึกษา
การทดสอบหาความจําเพาะของไพรเมอร

นําไพรเมอร 5 คูทําการทดสอบหาความจําเพาะกับเช้ือ
ตางๆ ตามตารางที่ 2 พบวาการทดสอบดังกลาวใหผลลบและ
มีความจําเพาะตอสารพิษที่ตองการทดสอบ และไมเกิด
ปฏิกิริยาการขามเกี่ยวกับเชื้ออื่นๆ (รูปที่ 1)

การเพาะเล้ียงเชื้อ C. difficile จากตัวอยางอุจจาระผูปวย
จากตัวอยางอุจจาระผูปวยจากโรงพยาบาลจังหวัดตางๆ 

จํานวนรวมทั้งสิ้น 433 ตัวอยาง สามารถเพาะแยกเชื้อ 
C. difficile ได 63 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 14.55 จําแนกตาม
ปที่เก็บตัวอยาง ตั้งแตป พ.ศ. 2549-2556 พบผลบวกเปน
รอยละ 29.31 (17/58), 29.03 (9/31), 36.36 (8/22), 34.61 
(9/26), 13.79 (4/29), 0 (0/7), 0 (0/42) และ 7.33 (16/218) 
ตามลําดับ (ตารางที่ 3) จําแนกตามกลุมอายุตั้งแต ≤10 ถึง 
>60 พบผลบวกเปนรอยละ 3.69, 0.46, 0.23, 0.46, 0.23, 
0.46, และ 6.0 ตามลาํดบั (ตารางที ่3) จาํแนกตามจงัหวดัตางๆ 
ดังนี้ กรุงเทพมหานคร สมุทรสงคราม จันทบุรี สุพรรณบุรี 
หนองคาย ตาก นครสวรรค ปทุมธานี และพะเยา พบผลบวก
ของการเพาะเชื้อที่รอยละ 6.0, 2.07, 2.07, 1.61, 0.69, 1.38, 
0.23, 0.23 และ 0.23 ตามลําดับ (ตารางที่ 4) และพบการกอ
โรคอจุจาระรวงในผูปวยหญงิรอยละ 53.9 และในผูชายรอยละ 
46.1 ที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความ
เชื่อมั่น 95% โดยคา odd ratio เทากับ 1.3746 

การตรวจหา toxin genes ของเชื้อ C. difficile 
โดยวิธี multiplex Polymerase chain reaction (mPCR)

การจําแนกตามกลุมอายุตั้งแต ≤10 ถึง >60 ป และไมมี
ขอมูลพบผลบวกของ tpi ยีนคิดเปนรอยละ 9.03, 12.5, 14.2, 
20.0, 4.76, 6.45, 22.8 และ 22.8 ตามลําดับ (ตารางที่ 3) การ
ตรวจแยกชนิดของ toxin genes ของเชื้อ C. difficile โดยวิธี 
mPCR พบสายพันธุ A-B+ จํานวน 19 ตัวอยาง ซึ่งประกอบ
ดวยอายุ ≤10 ป จํานวน 5 ตัวอยาง อายุ 11-20 ป จํานวน 
1 ตัวอยาง อายุ 31-40 ป จํานวน 1 ตัวอยาง อายุ 51-60 ป 
จํานวน 2 ตัวอยาง อายุ >60 ป จํานวน 9 ตัวอยาง และไมมี
ขอมูลพบผลบวก จํานวน 1 ตัวอยาง สายพันธุ A-B+ พบใน
ผูชายจํานวน 12 ตัวอยาง และในผูหญิงจํานวน 7 ตัวอยาง ไม
พบผลบวกท่ีให binary toxin (ตารางที่ 3) การจําแนกตาม
จังหวัดตางๆ พบผลบวกสายพันธุ A-B+ จํานวน 5, 1, 5, 3, 
3, 1, 1, 1 และ 1 ตัวอยาง ตามลําดับ (ตารางที่ 4) พบผลบวก
สายพนัธุ A+B+ จาํนวน 1 ตวัอยางในจงัหวดัตาก พบสายพนัธุ 
A-B- จํานวน 43 ตัวอย าง ซึ่งประกอบดวย จังหวัด
กรุงเทพมหานคร จํานวน 21 ตัวอยาง สมุทรสงคราม จํานวน 
8 ตัวอยาง จันทบุรี จํานวน 5 ตัวอยาง สุพรรณบุรี จํานวน 4 
ตัวอยาง และตาก จํานวน 5 ตัวอยาง (ตารางที่ 4)
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วิจารณผลการศึกษา
C. difficile เปนเช้ือแบคทีเรียท่ีพบในธรรมชาติ เชน ดิน 

นํา้ ลาํไสมนษุย มกีารศกึษาหาความชุกของเช้ือ C. difficile ใน
อุจจาระคนปกติพบรอยละ 322  Wongwanich และคณะ23 ได
ศึกษาความชุกของเชื้อ C. difficile ในประเทศไทยในป พ.ศ. 
2544 พบผลบวกรอยละ 25 แตการศึกษาคร้ังนี้พบผลบวก 
รอยละ 14.55 การตรวจวินิจฉัยเช้ือและการตรวจหาสารพิษ
ของ C. difficile พบผลบวกมากท่ีสุดที่กรุงเทพมหานคร และ
จากตารางที่ 3 ขอมูลป พ.ศ. 2554-2555 ไมพบผลบวก
เนื่องจากจํานวนตัวอยางที่นําสงมาตรวจที่สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรสาธารณสุขลดลง ประเทศไทยยังตองการศึกษา
เชื้อ C. difficile เพ่ิมขึ้นเน่ืองจากหองปฏิบัติการท่ีรองรับการ
ตรวจหาเชื้อนี้มีคอนขางนอยและตองมีการลงทุนทางหอง
ปฏิบัติการเชื้อแบคทีเรียไรอากาศคอนขางสูง จากการศึกษา
ครั้งน้ียังพบวาการติดเช้ือ CDI ในผูหญิงมากกวาผูชายซ่ึง
คลายกับการศึกษาในประเทศมาเลเซียพบผลบวกของการติด
เชือ้ CDI เปนรอยละ 13.7 พบการตดิเชือ้ในผูหญงิรอยละ 54.2 
และในผูชายพบรอยละ 45.824 การศึกษาคร้ังน้ีเมือ่จําแนกตาม
กลุมอายุพบผลบวกที่มี tpi ยีนมากที่สุดคือกลุมอายุ >60 ป 
คิดเปนรอยละ 22.80 (ตารางท่ี 3) ซึ่งแตกตางจากการศึกษา
ของ Samie และคณะ11 พบการการติดเชื้อในผูปวยท่ีมี tpi ยีน 
มากที่สุดชวงอายุ 20-39 ป คิดเปนรอยละ 28.6 นอกจากนี้
ปจจัยเส่ียงของโรค CDI อยูที่การรักษาดวยยาปฏิชีวนะ ระยะ
เวลาของการเขาพักที่โรงพยาบาล พื้นฐานการเจ็บปวย12 การ
ใชยาปฏิชีวนะเปนเวลานานทําใหเชื้อที่เปน normal flora ใน
ลําไสนอยลงหรือหมดไป ทําใหเชื้อ C. difficile เจริญเติบโต
มากข้ึนและสราง toxin ทําใหเกิดอาการทองเสียจนถึงขั้น
รุนแรงถึงชีวิต เชนเกิด pseudomembranous colitis ยา
ปฏิชีวนะที่มีความเส่ียงตอการเกิด CDI เชน fluoroquinolone 

(gatifloxacin, moxifloxacin) และ cephalosporins25 จึงควร
ศึกษาเรื่องตางๆ เหลานี้เพิ่มเพื่อดูแนวโนมของการติดเชื้อใน
ผูปวยโรค CDI

การศกึษาคร้ังนีส้วนมากตรวจพบสายพันธุ A-B+ โดยพบ
วา toxin A ใหผลลบเนื่องจากยีนที่สราง toxin A คือ tcd-A มี
การกลายพันธุที่สวนของปลาย 5’ ของยีน tcd-A ทําใหไม
สามารถแปลรหัส toxin A ได25 การศึกษาของ Lemee และ
คณะ17 ไดศกึษาหาความชุกของเช้ือ C. difficile พบวาเปน สาย
พันธุ A+B+ รอยละ 60.4 และการศึกษาของ Chia และคณะ5 
ในป ค.ศ. 2004 พบสายพันธุ A-B+ รอยละ 73.3 และ  ป ค.ศ. 
2007 พบสายพันธุ A-B+ ลดลงเปนรอยละ 23.9 และมีการ
เปลี่ยนแปลงเปนสายพันธุ A+B+ การศึกษาของ Loo และ
คณะ26 และ Samie และคณะ11 พบวาสายพันธุ Binary toxin 
ของ C. difficile ดือ้ตอยาปฏชิวีนะ fluoroquinolone และมคีวาม
รนุแรงมากกวาสายพนัธุอืน่  ดงันัน้ในประเทศไทยควรเฝาระวงั
การเปลี่ยนแปลงสายพันธุของ C. difficile เพื่อเปนขอมูลทาง
ระบาดวิทยาและการรักษา

สรุปผลการศึกษา
จากการศึกษาความชุกของเชื้อ C. difficile พบวาเปน

สาเหตุสําคัญในผูปวยโรคอุจจาระรวง การติดเชื้อ CDI พบใน
ผูหญิงมากกวาผูชาย และเมื่อจําแนกตามกลุมอายุพบการติด
เชือ้มากท่ีสดุในกลุมอายุ >60 ป โดยสวนมากพบเปนสายพันธุ 
A-B+ ปจจัยเส่ียงอ่ืนของโรค CDI เชน การรักษาดวยยา
ปฏชิวีนะ ระยะเวลาของการเขาพกัทีโ่รงพยาบาล พืน้ฐานการ
เจ็บปวยซึ่งควรทําการศึกษาขอมูลเพิ่มเติม การเฝาระวังการ
เปลี่ยนแปลงของสายพันธุ C. difficile ของประเทศไทยมี
ประโยชนเพือ่เปนแนวโนมดคูวามรนุแรงของโรคเนือ่งจากชนดิ
ของสายพันธุทําใหเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะได
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