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ส่วนท่ี 2 บทคดัยอ่  

จากการแยกเช้ือและประเมินจาํนวนเช้ือเอนเทอร์โรแบคทีเรีย (enterobacteria) ในตวัอยา่งอาหาร

ทะเล 35 ตวัอยา่งท่ีจาํหน่ายในจงัหวดัสมุทรสาคร จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ และจงัหวดัระยอง มีตวัอยา่งท่ี

ไม่พบเช้ือ enterobacteria จาํนวน 2 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งท่ีพบเช้ือ enterobacteria มีจาํนวนตั้งแต่ 6.67 ± 5.77 

ถึง 2.44 x 105 ± 5.75 x 104 colony forming unit (CFU)/กรัม ซ่ึงแยกเช้ือบริสุทธ์ิไดจ้าํนวน 96 ไอโซเลท 

(isolate) จากการวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอ็นเอของเช้ือดว้ยเทคนิค ERIC-PCR ซ่ึงใชใ้นการจาํแนกสายพนัธ์ุ 

(strain) พบวา่ไดรู้ปแบบ ERIC-PCR จาํนวน 81 รูปแบบ ทาํการทดสอบลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี

ของเช้ือท่ีแยกไดจ้าํนวน 81 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 1) อุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของ NaCl สําหรับการ

เจริญ 2) การสังเคราะห์เอนไซม ์protease, urease, catalase, amylase และ caseinase 3) รูปแบบการหมกั

นํ้ าตาล 4) รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation และ 5) การทดสอบ IMViC จากการทดสอบความ

ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด พบว่าร้อยละของจาํนวนสายพนัธ์ุเช้ือ enterobacteria ท่ีสามารถ

ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ penicillin, vancomycin, erythromycin, ampicillin, tetracycline, chlorampheni- 

col, streptomycin, neomycin และ kanamycin มีค่าเป็น 90.12, 76.54, 69.14, 61.73, 22.22, 3.70, 3.70, 2.47 

และ 1.23 ตามลาํดบั ในขณะท่ีไม่มีเช้ือสายพนัธ์ุใดท่ีตา้นทาน gentamycin เช้ือท่ีพบวา่มีพลาสมิดมีจาํนวน 
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16 สายพนัธ์ุ โดยมีพลาสมิด 1-5 ช้ิน ขนาดตั้งแต่ 1.7 ถึง 19.0 กิโลเบส จากการวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอ็นเอ

ของเช้ือดว้ยเทคนิค TP-RAPD ซ่ึงใชใ้นการจาํแนกชนิด (species) พบวา่ไดรู้ปแบบ TP-RAPD จาํนวน 16 

รูปแบบ จากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของเช้ือตวัแทนจากแต่ละรูปแบบ TP-

RAPD พบวา่เช้ือมีร้อยละของระดบัความเหมือน (% identity) เท่ากบั 98%-99% กบัยีน 16S rDNA ของ

เช้ือ enterobacteria ใน 6 สกุล (genus) ไดแ้ก่ Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Providencia, Serratia 

และ Yersinia จากการศึกษายนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ พบวา่เช้ือในสกุล Enterobacter และ Providencia มี

ยีน ampC เช้ือในสกุล Enterobacter, Klebsiella, Providencia และ Serratia มียีน blaTEM เช้ือในสกุล 

Enterobacter และ Providencia มียีน shv รวมถึงเช้ือในสกุล Klebsiella และ Providencia มียีน ermB เช้ือ

ตวัแทนท่ีมียีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ในกลุ่ม β-lactamase มีค่ากิจกรรมตั้งแต่ 1.96 ± 0.88 ถึง 

11.30 ± 0.37 ไมโครโมลของ nitrocefin ท่ีถูกยอ่ยสลาย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน 

คาํสําคญั : เอนเทอร์โรแบคทีเรีย; ลกัษณะทางพนัธุกรรม; ลกัษณะทางชีวเคมี; enterobacterial repetitive 

intergenic consensus-polymerase chain reaction (ERIC-PCR); two primers-random amplified 

polymorphic DNA (TP-RAPD); ยนีตา้นทานสารปฏิชีวน; ยนี 16S ribosomal RNA (16S rDNA) 
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ส่วนท่ี 2 Abstract (ไม่เกิน 250 คาํ) 

Enterobacteria were isolated from 35 samples of seafood sold in markets in Samutsakhon, 

Prachuapkhirikhun and Rayong provinces. The numbers of enterobacteria presented in these samples 
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were enumerated. No enterobacteria was detected in 2 samples, while other samples contained 

enterobacteria varying from 6.67 ± 5.77 to 2.44 x 105 ± 5.75 x 104 colony forming unit (CFU)/gram. 

The total 96 pure isolates were obtained. Based on DNA fingerprint analysis with ERIC-PCR which has 

been used in strain characterization, 81 ERIC-PCR patterns were derived. The 81 isolated strains were 

subjected to physiological and biochemical characterizations including 1) temperatures, pH values and 

NaCl concentrations for growth 2) syntheses of protease, urease, catalase, amylase and caseinase 3) 

sugar fermentation patterns 4) decarboxylation reaction patterns and 5) IMViC test. Determination of 

the resistance to 10 antibiotics revealed that 90.12%, 76.54%, 69.14%, 61.73%, 22.22%, 3.70%, 3.70%, 

2.47% and 1.23% of numbers of enterobacterial strains were resistant to penicillin, vancomycin, 

erythromycin, ampicillin, tetracycline, chloramphenicol, streptomycin, neomycin and kanamycin, 

respectively, whereas none was resistant to gentamycin. The 16 strains were found to possess plasmids 

varying from 1 to 5 in number and from 1.7 to 19.0 kilobase in size. Based on DNA fingerprint analysis 

with TP-RAPD which has been used in species characterization, 16 TP-RAPD patterns were derived. 

The 16S rDNA sequences of the representative strains from each TP-RAPD pattern exhibited 98%-99% 

identities to those of enterobacteria in 6 genera including Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, 

Providencia, Serratia and Yersinia. The ampC gene was found in the strains of Enterobacter and 

Providencia. The blaTEM gene could be detected in the strains of Enterobacter, Klebsiella, Providencia 

and Serratia. The strains of Enterobacter and Providencia possessed the shv gene. The strains of 

Klebsiella and Providencia contained the ermB gene. The representative strains possessing β-lactamase 

genes exhibited β-lactamase activity ranging from 1.96 ± 0.88 to 11.30 ± 0.37 micromole of hydrolysed 

nitrocefin/min/mg protein. 

Key words :  enterobacteria; genotypic characteristic; biochemical characteristic; enterobacterial 

repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction (ERIC-PCR); two primers-random amplified 

polymorphic DNA (TP-RAPD); antibiotic resistance gene; 16S ribosomal RNA gene (16S rDNA) 
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บทนํา 

 

เช้ือเอนเทอร์โรแบคทีเรีย (enterobacteria) เป็นแบคทีเรียในวงศ ์Enterobacteriaceae ซ่ึงมีอยูห่ลาย

สกุล (genus) เช่น Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, 

Providencia, Shigella, Salmonella, Serratia และ Yersinia เช้ือเหล่าน้ีเป็นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคระบบ

ทางเดินอาหาร เช่น ตบัอกัเสบ กระเพาะอกัเสบ และอาหารเป็นพิษ จึงใช้เป็นดชันีแสดงถึงการปนเป้ือน

ของจุลินทรียใ์นอาหารและนํ้ า คุณลกัษณะท่ีสําคญัประการหน่ึงของเช้ือ enterobacteria คือความตา้นทาน

สารปฏิชีวนะ ผลการวิจยัระบุว่าเช้ือ enterobacteria มีความต้านทานสูงต่อสารปฏิชีวนะหลายชนิด 

สามารถอยูร่อดในสภาวะแวดลอ้มท่ีมีสารปฏิชีวนะ (Miyata และคณะ 2011) เช้ือ enterobacteria ต่างชนิด

อาจมีรูปแบบความตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีแตกต่างกนั มีรายงานการระบาดของเช้ือ enterobacteria ท่ี

ต้านทานสารปฏิชีวนะต่างชนิดจากหลากหลายแหล่งพื้นท่ีทั่วโลก เช่น ในละติน อเมริกา พบ 

enterobacteria ท่ีสังเคราะห์เอนไซม ์β-lactamase ซ่ึงมีฤทธ์ิยอ่ยสลายสารปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactam ส่งผลให้

เช้ือมีความตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะหลายชนิด เช่น cephalosporin, cephamycin และ carbapenem 

(Lincopan และคณะ 2006) เช้ือ Morganella morganii และ Citrobacter freundii มีความตา้นทานสาร

ปฏิชีวนะ amoxicillin, cefuroxime, gentamicin, ciprofloxacin, ceftazidime และ aztreonam คุณลกัษณะท่ี

สําคญัของเช้ือ Klebsiella คือความตา้นทานต่อ penicillin และสารปฏิชีวนะกลุ่ม cephalosporin รุ่นท่ี 3 

และรุ่นท่ี 4 โดยมีการสังเคราะห์เอนไซม์ extended-spectrum β-lactamase (ESBL) และเอนไซม์ท่ี

เปล่ียนแปลงสารปฏิชีวนะกลุ่ม aminoglycoside ซ่ึงยีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมเ์หล่าน้ีมีตาํแหน่งอยู่

บนพลาสมิด (plasmid) คุณลักษณะท่ีสําคญัของเช้ือ Enterobacter คือความต้านทานต่อ ampicillin, 

amoxicillin, amoxicillin-clavulanate, cefoxitin และสารปฏิชีวนะกลุ่ม cephalosporin รุ่นท่ี 1 โดยมีการ

สังเคราะห์เอนไซม์ AmpC β-lactamase เช้ือ Klebsiella และ Enterobacter ส่วนมากไม่ตา้นทานต่อ 

fluoroquinolone, trimethoprimsulfamethoxazole, carbapenem และสารปฏิชีวนะกลุ่ม aminoglycoside 

ดงันั้นการรักษาโรคติดเช้ือท่ีมีสาเหตุจาก Klebsiella และ Enterobacter จึงนิยมใชส้ารปฏิชีวนะกลุ่ม β-

lactam หรือ fluoroquinolone ร่วมกบัสารปฏิชีวนะกลุ่ม aminoglycoside (Bouza และ Cercenado 2002) 

เช้ือ Escherichia coli และ Proteus mirabilis ไม่ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactam ยกเวน้ 

amoxicillin (Soleimanian และคณะ 2011) การใชส้ารปฏิชีวนะก็มีผลกระทบต่อชนิดและจาํนวนของเช้ือ 

enterobacteria ดว้ยเช่นกนั (Jernberg และคณะ 2007) นอกจากน้ียงัพบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะอยูบ่น

โครโมโซมและพลาสมิดของเช้ือ enterobacteria ซ่ึงสามารถถ่ายโอนไปยงัแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ทาํให้เกิด

ปัญหาต่อการควบคุมการระบาดของเช้ือโดยใชส้ารปฏิชีวนะ (Gazouli และคณะ 1996; Smith และคณะ 

1978; Urbina และคณะ 1989) เน่ืองจากเช้ือ enterobacteria ส่วนมากตา้นทานสารปฏิชีวนะหลายชนิด และ

พฒันาความตา้นทานต่อสารยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด ้ดงันั้นการเลือกใช้สารปฏิชีวนะและสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์

เหมาะสมจึงมีความสาํคญัต่อการควบคุมการระบาดของเช้ือ  
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เช้ือ enterobacteria นั้นพบไดท้ัว่ไปในส่ิงแวดลอ้ม รวมทั้งในอาหาร นํ้ า ผลผลิตทางการเกษตร 

เน้ือสัตว ์สัตวน์ํ้ า และผลิตภณัฑ์อาหารทะเล โดยมีความแตกต่างกนัในดา้นจาํนวนและชนิดของเช้ือ จาก

รายงานของ Center for Food Safety and Applied Nutrition ในปี ค.ศ. 2001 ไดร้ะบุเช้ือก่อโรคท่ีพบมาก

ท่ีสุดในปลา ไดแ้ก่ เช้ือ enterobacteria ในสกุล Salmonella และ Escherichia นอกจากเช้ือ enterobacteria 

แลว้ยงัพบ Staphylococcus spp., Vibrio parahaemolyticus, Clostridium perfringens และ Clostridium 

botulinum (Yagoub 2009) 

 

การประมงเป็นหน่ึงในอุตสาหกรรมท่ีมีความสําคญัและสร้างรายไดใ้ห้กบัประเทศ การปนเป้ือน

ของ3 7เช้ือ enterobacteria ในผลิตภัณฑ์อาหารทะเล ย่อมส่งผลต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์ ทั้ งในด้าน

สุขอนามยัและการเน่าเสีย โครงการวิจยัน้ีจะได้ศึกษาถึงจาํนวนและชนิดของเช้ือ enterobacteria ท่ี

ปนเป้ือนในผลิตภณัฑ์อาหารทะเล เช้ือ enterobacteria ท่ีแยกไดจ้ะคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัโดยใช้

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) จากเทคนิค enterobacterial repetitive intergenic consensus-

polymerase chain reaction (ERIC-PCR) ศึกษารูปแบบพลาสมิด จดัจาํแนกชนิดของเช้ือดว้ยเทคนิค two 

primers-random amplified polymorphic DNA (TP-RAPD) ระบุสกุลของเช้ือโดยการวิเคราะห์ลาํดบั        

นิวคลีโอไทด์ของยีน small subunit ribosomal RNA (16S rDNA) รวมทั้งศึกษาลกัษณะทางสรีรวิทยาและ

ชีวเคมีท่ีมีความสําคญัต่อการจดัจาํแนกเช้ือ enterobacteria รูปแบบความตา้นทานสารปฏิชีวนะ รูปแบบ

ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ และการใช้สารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ ผลการศึกษาสามารถใช้เป็นดชันี

แสดงถึงการปนเป้ือนของจุลินทรียแ์ละความเส่ียงต่อการเกิดโรค สามารถระบุสกุลหรือชนิดของเช้ือ 

enterobacteria ท่ีพบในผลิตภณัฑ์อาหารทะเลและทราบสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ สําหรับ

รูปแบบ TP-RAPD สามารถใชเ้ป็นฐานขอ้มูลอา้งอิงเพื่อระบุชนิดของเช้ือ enterobacteria ไดอ้ยา่งรวดเร็ว 

ซ่ึงจะส่งขอ้มูลและวิธีการวิเคราะห์ให้กบัหน่วยงานท่ีตรวจวิเคราะห์เช้ือ enterobacteria ในตวัอยา่งอาหาร 

เช่น สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สาธารณสุข, ศูนย์ทดสอบมาตรวิทยา และบริษทัห้องปฏิบติัการกลาง 

(ประเทศไทย) จาํกดั สําหรับรูปแบบความตา้นทานสารปฏิชีวนะ รูปแบบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ และ

ผลของการใช้สารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ enterobacteria ซ่ึงเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในประเทศต่างๆ 

อาจจะมีรูปแบบความตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีแตกต่างกนั ขอ้มูลดงักล่าวจึงจาํเป็นต่อการเลือกใชช้นิดของ

สารปฏิชีวนะ หรือการใชส้ารปฏิชีวนะร่วมกบัสารประกอบอ่ืนๆ เช่น aminoglycoside ในการรักษาโรคท่ี

เกิดจากการติดเช้ือ enterobacteria ไดอ้ยา่งเหมาะสม เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการรักษา ลดค่าใชจ่้าย 

และป้องกนัการพฒันาความตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria สําหรับการเพาะเล้ียงสัตวท์ะเล 

ขอ้มูลดังกล่าวจะเป็นแนวทางในการเลือกใช้สารปฏิชีวนะ เพื่อควบคุมการระบาดของโรคในการใช้

อาหารสําหรับการเพาะเล้ียงสัตวท์ะเลและการฆ่าเช้ือโรคท่ีติดมากบัแม่พนัธ์ุโดยการแช่สารปฏิชีวนะ ซ่ึง

เป็นประโยชน์ต่อการเพาะเล้ียงและการพฒันาการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์อาหารทะเล เพื่อเพิ่มมาตรฐานให้

เป็นท่ียอมรับสาํหรับการส่งออกจาํหน่ายในต่างประเทศ  
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ทฤษฎ ีสมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

 

เช้ือ enterobacteria เป็นแบคทีเรียในวงศ ์Enterobacteriaceae ซ่ึงมีอยูห่ลายสกุล เช่น Citrobacter, 

Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Shigella, 

Salmonella, Serratia และ Yersinia เช้ือเหล่าน้ีเป็นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคระบบทางเดินอาหาร เช่น ตบั

อกัเสบ กระเพาะอกัเสบ และอาหารเป็นพิษ รวมถึงเป็นสาเหตุหลกัของการติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ การ

ติดเช้ือในกระแสเลือด และโรค pneumonia จึงใช้เป็นดชันีแสดงถึงการปนเป้ือนของจุลินทรียใ์นอาหาร

และนํ้า การควบคุมเช้ือเหล่าน้ีใชส้ารปฏิชีวนะเป็นหลกั แต่ก็พบวา่เช้ือมีความตา้นทานสารปฏิชีวนะหลาย

ชนิด จากการศึกษาเช้ือ enterobacteria ในประเทศชิลี พบว่าร้อยละ 87 ของเช้ือท่ีทดสอบตา้นทาน 

sulphamethoxazole และร้อยละ 34 ตา้นทาน trimethoprim (Urbina และคณะ 1989) ในละติน อเมริกา พบ

เช้ือ enterobacteria ท่ีสังเคราะห์เอนไซม์ β-lactamase ซ่ึงมีฤทธ์ิย่อยสลายสารปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactam 

ส่งผลให้เช้ือต้านทานสารปฏิชีวนะหลายชนิด เช่น cephalosporin, cephamycin และ carbapenem 

(Lincopan และคณะ 2006) เช้ือ enterobacteria ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยชาวไนจีเรีย เป็นเช้ือ M. morganii, Cit. 

freundii, Esc. coli และ Proteus mirabilis เช้ือ M. morganii และ Cit. freundii ตา้นทาน amoxicillin, 

clavulanate, cefuroxime, gentamicin, ciprofloxacin, ceftazidime และ aztreonam ส่วนเช้ือ Esc. coli และ 

Proteus mirabilis ตา้นทาน amoxicillin (Soleimanian และคณะ 2011) เช้ือ Klebsiella pneumoniae และ 

Esc. coli ท่ีพบในประเทศกรีซ ตา้นทาน cefoxitin (Gazouli และคณะ 1996) เช้ือ Cit. freundii and 

Enterobacter cloacae ตา้นทาน piperacillin (Kadima และ Weiner 1997) จากการศึกษาเช้ือ enterobacteria 

สาเหตุของโรคติดเช้ือท่ีระบาดในโรงพยาบาล Royal Liverpool ประเทศองักฤษ พบว่าเช้ือส่วนใหญ่

ตา้นทาน tobramycin, gentamicin, neomycin, streptomycin, spectinomycin, ampicillin, cephaloridine, 

sulphamethoxazole, trimethoprim, tetracycline และ chloramphenicol (Hart และ Gibson 1982) มีรายงาน

การระบาดของเช้ือ Salmonella enterica serovar Typhi (ช่ือเดิม Salmonella typhi) ในหลายประเทศ ไดแ้ก่ 

เม็กซิโก อินเดีย เวียดนาม และประเทศไทย Sal. enterica serovar Typhi ท่ีระบาดในประเทศเหล่าน้ี 

ตา้นทาน chloramphenicol, tetracycline, streptomycin, spectinomycin และ sulphonamide จากการศึกษา

ของ Newsom และคณะ (1974) พบวา่ร้อยละ 80 ของเช้ือ Esc. coli และ Proteus mirablis ไม่ตา้นทาน 

penicillin และ cephalosporin ในขณะท่ี Enterobacter, Citrobacter และ Proteus vulgaris ตา้นทาน 

cephalosporin จากการศึกษาเช้ือ enterobacteria ท่ีแยกได้จากโรงพยาบาลในเมือง Toulouse ประเทศ

ฝร่ังเศส และในเมือง Brooklyn รัฐ New York ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวา่เช้ือ Salmonella spp., Shigella 

spp., และ Proteus mirabilis ตา้นทาน ampicillin และ carbenicillin ในระดบัใกลเ้คียงกนั และตา้นทาน 

cephalosporin ในระดบัท่ีแตกต่างกนัเล็กนอ้ย แต่ตา้นทานต่อ nalidixic acid ในระดบัท่ีแตกต่างกนัอยา่ง

ชดัเจน โดยเช้ือ Salmonella spp. มีความตา้นทาน ampicillin ในระดบัท่ีสูงกวา่ Proteus mirabilis จาก

ประเทศฝร่ังเศส และ Shigella spp. จากรัฐ New York (Cherubin 1986) จากการศึกษาเช้ือ enterobacteria 
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ท่ีตา้นทาน carbapenem ในประเทศจีน พบวา่การใช ้polymyxin B ใหป้ระสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือเหล่าน้ี

ไดดี้กวา่การใช ้tigecycline (Bouza และ Cercenado 2002)  

 

เช้ือ enterobacteria มักพบปนเป้ือนในอาหาร นํ้ า เน้ือสัตว์ และผกั มีรายงานการพบเช้ือ

enterobacteria ในเน้ือปลาสด โดยพบมากถึงร้อยละ 40 -55 ของตวัอยา่งท่ีทดสอบ เช้ือ enterobacteria ท่ี

พบมากในเน้ือปลาสด ไดแ้ก่ Esc. coli, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Salmonella 

spp., Shigella spp.และ Proteus spp. (Yagoub 2009) รายงานของ Center for Food Safety and Applied 

Nutrition ในปี ค.ศ. 2001 ไดร้ะบุเช้ือก่อโรคท่ีพบมากท่ีสุดในปลา ไดแ้ก่ เช้ือ enterobacteria ในสกุล 

Salmonella และ Escherichia นอกจากเช้ือ enterobacteria แล้วยงัพบ Staphylococcus spp., V. 

parahaemolyticus, Clo. perfringens และ Clo. botulinum (Yagoub 2009) มีรายงานการพบ Esc. coli ใน

สัตวท์ะเลและผลิตภณัฑ์อาหารทะเลในประเทศต่างๆ  The Centers for Disease Control and Prevention 

ประเทศสหรัฐอเมริกา รายงานการระบาดของเช้ือ Esc. coli, Salmonella spp. และ Shigella spp. ท่ี

ปนเป้ือนในอาหารทะเล ระหวา่งปี ค.ศ. 1973-ปี ค.ศ. 2006 (Iwamoto และคณะ 2010) การพบ Esc. coli 

ในผลิตภณัฑ์อาหารทะเลเกิดจากการปนเป้ือนนํ้ าสกปรก และการขาดสุขอนามยัในระหวา่งกระบวนการ

ผลิต (Huss 1993) มีรายงานการพบ Esc. coli สายพนัธ์ุก่อโรคในอาหารทะเลดงัตวัอยา่งเช่น พบวา่ร้อยละ 

5 ของหอยกาบ และร้อยละ 3 ของปลาสดท่ีจาํหน่ายในเมือง Mangalore ประเทศอินเดีย มีการปนเป้ือนเช้ือ 

Esc. coli ท่ีสังเคราะห์สารพิษ shiga toxin (Kumar และคณะ 2001) และพบเช้ือ Esc. coli ท่ีสังเคราะห์

สารพิษ enterotoxin ปนเป้ือนในกุง้ seabob และในปลากระพงแดงท่ีจาํหน่ายในเมือง Fortaleza ประเทศ

บราซิล (Teophilo และคณะ 2002) จากการตรวจสอบอาหารทะเล ไดแ้ก่ ปลาแซลมอน กุง้ และปลานิล ท่ี

นาํเขา้จาก 12 ประเทศ และจาํหน่าย3 7ในเมือง Baton Rouge รัฐ Louisiana ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวา่มี

การปนเป้ือน Shigella spp., Salmonella spp.  และ Esc. coli เท่ากบัร้อยละ 32.2, 17.5 และ 9.4 ตามลาํดบั 

(Wang และคณะ 2011) Sal. enterica ท่ีเป็นสาเหตุหลกัของการก่อโรคในมนุษยจ์ากการบริโภคอาหาร

ทะเล ไดแ้ก่ Sal. enterica serovar Enteritidis และ Typhimurium (Greig และ Ravel 2009) มีรายงานการ

พบ non-typhoidal Salmonella ในอาหารทะเลในหลายประเทศ เช่น อินเดีย (Bhowmick และคณะ 2011; 

Shabarinath และคณะ 2007) และสิงคโปร์ (Huang และคณะ 2012a) จากการสํารวจของ The U.S. Food 

and Drug Administration ท่ีไดต้รวจหาเช้ือ Salmonella ในผลิตภณัฑอ์าหารทะเลในประเทศสหรัฐอเมริกา

ระหวา่งปี ค.ศ. 1990-ปี ค.ศ. 1998 พบวา่เกือบร้อยละ 10 ของผลิตภณัฑ์ของอาหารทะเลนาํเขา้ และร้อยละ 

2.8 ของผลิตภณัฑ์ของอาหารทะเลจากในประเทศ มีการปนเป้ือนเช้ือ Salmonella โดย serovar ท่ีพบบ่อย

ท่ีสุดในผลิตภณัฑ์ของอาหารทะเลนาํเขา้ คือ Weltevreden (Heinitz และคณะ 2000) จากการสํารวจของ 

The National Food Surveillance System ประเทศญ่ีปุ่น พบวา่เช้ือ Salmonella ท่ีพบมากท่ีสุดในอาหาร

ทะเลท่ีจาํหน่ายในประเทศญ่ีปุ่นระหวา่งปี ค.ศ. 1998-ปี ค.ศ. 2008 เป็น serotype Infantis (Hara-Kudo และ

คณะ 2013)  
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การใช้สารปฏิชีวนะก็มีผลกระทบต่อชนิดและจาํนวนของเช้ือ enterobacteria ด้วยเช่นกัน 

(Jernberg และคณะ 2007) ความตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรียถูกควบคุมโดยยีน สําหรับเช้ือ 

enterobacteria นั้น มีรายงานว่ายีนตา้นทานสารปฏิชีวนะมีตาํแหน่งอยู่บนโครโมโซมและพลาสมิด เช่น

ยีนตา้นทาน trimethoprim ท่ีอยู่บนพลาสมิด และเกิดการถ่ายโอนร่วมกบัยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะอ่ืนๆ 

ไดโ้ดยกระบวนการ conjugation (Urbina และคณะ 1989) ยีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม ์β-lactamase 

Class I มีตาํแหน่งอยูบ่นโครโมโซมของเช้ือ 2 3Enterobacter cloacae, Cit. freundii, Proteus vulgaris, M. 

morganii และ 2 3Serratia marcescens (Yang และ Livermore 1988) เอนไซม ์β-lactamase ทาํหนา้ท่ียอ่ย

สลายสารประกอบกลุ่ม β-lactam ซ่ึงรวมถึงสารปฏิชีวนะหลายชนิด เช่น ampicillin, amoxicillin, 

cephalexin, cefoxitin, penicillin, cephalosporin, carbapenem และ piperacillin (Kamida และ Weiner 

1997; Lincopan และคณะ 2006) ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์เอนไซม ์β-lactamase มีอยูห่ลายยีน เช่น 

blaCMY, blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaPER-2 ESBL, bla IMP-1, blaIMP-2, bla IMP-11, blaVIM-1, blaVIM-2 MBL และ ampC 

(Carattoli และคณะ 2002; Gootz และคณะ 1984; Lincopan และคณะ 2005; Takahashi และคณะ 2010) 

ตวัอย่างยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงสารปฏิชีวนะกลุ่ม aminoglycoside ไดแ้ก่ 2acc, aadA, aph, 

strA/B และ ksgA (Huang และคณะ 2012b) ในบรรดายีนเหล่าน้ี มีขอ้สังเกตว่าบางยีนเป็นยีนท่ีพบได้

ทัว่ไปในเช้ือ enterobacteria ในพื้นท่ีใดพื้นท่ีหน่ึง เช่น พบว่าเช้ือ enterobacteria หลายชนิดในทวีป      

แอฟริกามียีนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับยีน blaCTX-M (Soleimanan และคณะ 2011) เช้ือ 

Salmonella ท่ีพบในประเทศสหรัฐอเมริกา มีการสังเคราะห์เอนไซม ์β-lactamase ท่ีควบคุมโดยยีน cmy-2 

ซ่ึงยีนน้ีมีลาํดบันิวคลีไทด์เหมือนกนัใน Salmonella ทุกสายพนัธ์ุท่ีแยกไดใ้นประเทศสหรัฐอเมริกา แต่มี

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ต่างจาก Salmonella ท่ีแยกไดใ้นประเทศแอลจีเรีย (Carattoli และคณะ 2002) จากการ

คดัเลือกเช้ือ Enterobacter cloacae ท่ีตา้นทาน cefotaxime, ceftadizime หรือ aztreonam ท่ีแยกไดใ้น

ประเทศญ่ีปุ่น พบวา่มียีน blaIMP-1 หรือ blaIMP-11 หรือ blaCTX-M3 หรือ blaCTX-M14 หรือ ESBL   (Takahashi 

และคณะ 2010) สาํหรับเช้ือ enterobacter ท่ีแยกไดใ้นประเทศอิรัก พบวา่ตา้นทานสารปฏิชีวนะหลายชนิด 

โดยมียีนต้านทานสารปฏิชีวนะอยู่บนพลาสมิดขนาดประมาณ 52–100 กิโลเบส (kilobase: kb) 

ประกอบดว้ยยีน 2acc, aadA, aph, strA/B, ksgA, blaTEM1, blaAMPC, blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaVIM-2, blaSHV, 

sulfamethoxazole/trimethoprim (sul/dfr), ยนีตา้นทาน tetracycline (tet) และยีนตา้นทาน chloramphenicol 

(cat) (Huang และคณะ 2012b) เช้ือ Sal. enterica serovar Typhimurium มียีน aadA2, sul1, tetA และ 

blaCARB-2 ซ่ึงควบคุมความตา้นทานต่อ streptomycin, sulfonamides, tetracycline และ ampicillin 

ตามลาํดบั ยีนเหล่าน้ีตาํแหน่งยีนเรียงกนัอยูบ่นโครโมโซม (Briggs และ Fratamico 1999) จากการศึกษา

ของ Gazouli และคณะ (1996) พบวา่ยีนตา้นทาน cefoxitin ของเช้ือ Kle. pneumoniae และ Esc. coli ซ่ึงมี

ตาํแหน่งอยูบ่นพลาสมิด เป็นยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์เอนไซม ์β-lactamase พบการถ่ายโอนยีนน้ี

ไปยงัเช้ือ Enterobacter aerogenes พลาสมิดท่ีมียีนน้ียงัพบในเช้ืออ่ืนๆ อีก เช่น Cit. freundii (Fosberry 

และคณะ 1994; Tzouvelekis และคณะ 1994) และ Enterobacter cloacae (Papanicolaou และคณะ 1990) 
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พบการถ่ายโอนพลาสมิดท่ีมียนีควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม ์cephalosporinase จากเช้ือ Cit. freundii ไป

ยงัเช้ือ Esc. coli และ Enterobacter aerogenes นอกจากน้ียงัมียีน cat ซ่ึงมีตาํแหน่งอยูบ่นพลาสมิด เป็นยีน

ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม ์chloramphenicol acetyltransferase ซ่ึงทาํให้เช้ือ enterobacteria ตา้นทาน

ต่อ chloramphenicol (Proctor และ Rownd 1982) สําหรับยีน cmy-2 ท่ีมีตาํแหน่งอยูบ่นพลาสมิดของเช้ือ 

Salmonella สามารถถ่ายโอนไดท้ั้งใน Salmonella ดว้ยกนั และสามารถถ่ายโอนไปยงัเช้ือ Esc. coli ในการ

ถ่ายโอนพลาสมิดจาก Salmonella สายพนัธ์ุท่ีตา้นทานต่อ ampicillin, ceftriaxone, ceftiofur และ cefoxitin 

นั้น พบวา่การไดรั้บพลาสมิดของ Salmonella บางสายพนัธ์ุ มีผลให้ Esc. coli ตา้นทานสารปฏิชีวนะทั้ง 4 

ชนิด แต่การไดรั้บพลาสมิดของ Salmonella บางสายพนัธ์ุ มีผลให ้Esc. coli ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะกลุ่ม 

β-lactam เท่านั้น (Carattoli และคณะ 2002) มีรายงานว่าพลาสมิดท่ีมียีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม ์

ESBL ซ่ึงพบในเช้ือ Enterobacter, Kle. pneumoniae, Klebsiella oxytoca และ Esc. coli สามารถถ่ายโอน

ไดร้ะหวา่งเช้ือแบคทีเรียทั้งในสกุลเดียวกนัและต่างสกุล ทั้งน้ีการสังเคราะห์เอนไซม ์ESBL มีผลทาํให้เช้ือ

แบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะกลุ่ม cephalosporin, ampicillin, amoxicillin, penicillin และ monobactam 

(เช่น aztreonam) (Bouza และ Cercenado 2002) ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะหลายชนิดอาจมีตาํแหน่งอยู่

บนพลาสมิดเดียวกนั เช่น ใน Sal. enterica serovar Typhi มียีนตา้นทาน tetracycline, streptomycin, 

spectinomycin, sulphonamide และ chloramphenicol อยูบ่นพลาสมิดเดียวกนั (Smith และคณะ 1978) 

เช่นเดียวกบั Esc. coli ซ่ึงมียีน 2 3tet(A), sulI และ blaTEM อยูบ่นพลาสมิดเดียวกนั (Bonnet และคณะ 2009) 

ยีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม ์ESBL มกัมีตาํแหน่งอยูบ่นพลาสมิดท่ีมียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะกลุ่ม 

aminoglycoside และ sulfonamide (Bouza และ Cercenado 2002; Paterson 2006) นอกจากการถ่ายโอน 

พลาสมิด ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีมีตาํแหน่งอยูบ่นโครโมโซมก็สามารถถ่ายโอนระหวา่งเช้ือแบคทีเรีย

ไดเ้ช่นกนัโดยกระบวนการ conjugation (Corso และคณะ 2005)  

 

มีข้อสันนิษฐานว่าการใช้สารปฏิชีวนะในฟาร์มปศุสัตว์ เป็นปัจจยัสําคญัในชักนําให้เกิดการ

พฒันาความต้านทานสารปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรีย พบว่าเช้ือ Salmonella spp. ท่ีต้านทานต่อ 

tetracycline มีจาํนวนลดลง เม่ือประเทศในทวีปยุโรปมีการห้ามใช้ tetracycline เป็นสารเร่งการ

เจริญเติบโตในอาหารสัตว ์(van Leeuwen และคณะ 1979) นอกจากเช้ือ enterobacteria แลว้ ยงัพบการ

พฒันาความตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรียอ่ืนๆ จากการใช้สารปฏิชีวนะเป็นสารเร่งการ

เจริญเติบโตในอาหารสัตว ์ตวัอยา่งเช่น พบวา่ avoparcin ซ่ึงเป็นสารปฏิชีวนะในกลุ่ม glycopeptide เป็น

ปัจจยัชกันาํให้เช้ือ Enterococcus faecium ตา้นทาน vancomycin (Bager และคณะ 1997; del Grosso และ

คณะ 2000) การยกเลิกการใช ้avoparcin ในฟาร์มปศุสัตวมี์ผลลดการปนเป้ือนของ Enerococcus faecium 

ท่ีตา้นทาน vancomycin ในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์โดยเฉพาะในสัตวปี์ก มีลดการปนเป้ือนของเช้ือจากร้อยละ 

18.8 เหลือร้อยละ 9.6 (del Grosso และคณะ 2000) นอกจาก avoparcin แลว้ ยงัพบความสัมพนัธ์ระหวา่ง

การพฒันาความตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะของเช้ือ Enterococcus กบัการใชส้ารปฏิชีวนะอ่ืนๆ ในอาหาร
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สัตว ์เช่น avilamycin, bacitracin spiramycin, tylosin และ virginiamycin (Aarestrup และคณะ 2000) 

Bywater และคณะ (2005) รายงานวา่การเลิกใช ้bacitracin, spiramycin, tylosin และ virginiamycin เป็น

สารเร่งการเจริญเติบโตในอาหารสัตว ์ มีผลทาํให้จาํนวนของ Enterococcus  faecium ท่ีตา้นทาน 

spiramycin, tylosin และ virginiamycin ลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั  

 

สารบางชนิด เช่น clavulanic acid, sulbactam และ tazobactam เป็นสารยบัย ั้งเอนไซม์ β-

lactamase มีการใช้สารเหล่าน้ีในทางการแพทย์เพื่อยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ enterobacteria พบว่า

tazobactam สามารถยบัย ั้งความตา้นทานของเช้ือ Cit. freundii และ Enterobacter cloacae ต่อ piperacillin 

ได ้(Kamida และ Weiner 1997) แต่สารยบัย ั้งเอนไซม ์β-lactamase ดงักล่าวกลบัไม่สามารถยบัย ั้งเอนไซม ์

cephalosporinase ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่ม AmpC β-lactamase (Bouza และ Cercenado 2002) 

 

การประมงเป็นหน่ึงในอุตสาหกรรมท่ีมีความสําคญัและสร้างรายไดใ้ห้กบัประเทศ การปนเป้ือน

ของ3 7เช้ือ enterobacteria ในผลิตภัณฑ์อาหารทะเล ย่อมส่งผลต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์ ทั้ งในด้าน

สุขอนามยัและการเน่าเสีย ดงันั้นการศึกษาและสํารวจเช้ือ enterobacteria ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์อาหาร

ทะเล จึงมีความน่าสนใจ เพราะจะทาํให้ทราบถึงการปนเป้ือนของเช้ือ enterobacteria ซ่ึงมีผลกระทบต่อ

สุขอนามยั และการเน่าเสียของผลิตภณัฑ ์การสร้างลายพิมพดี์เอ็นเอโดยใชเ้ทคนิค ERIC-PCR สามารถใช้

จาํแนกสายพนัธ์ุและประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ การศึกษารูปแบบ TP-RAPD 

สามารถจาํแนกชนิดของเช้ือ การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ร่วมกบัการศึกษา

ลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีสามารถใชใ้นการจดัจาํแนกสกุลหรือชนิดของเช้ือ และจดัทาํฐานขอ้มูล

อา้งอิงสําหรับการระบุชนิดของเช้ืออยา่งรวดเร็ว รูปแบบความตา้นทานสารปฏิชีวนะและรูปแบบของยีน

ตา้นทานสารปฏิชีวนะ รวมถึงขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ มีประโยชน์ต่อการ

ควบคุมการระบาดของเช้ือ และประเมินความเป็นไปได้ของการถ่ายโอนยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะใน

ธรรมชาติ  
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วธีิการดําเนินการวจัิย 

 

1. การแยกเชื้อและประเมินจาํนวนเชื้อ enterobacteria ในอาหารทะเล 

เก็บตวัอยา่งอาหารทะเลสดจากตลาดจาํหน่ายอาหารทะเล 3 แหล่ง ไดแ้ก่ 1) ตลาดทะเลไทย อ. 

เมือง จ. สมุทรสาคร 2) ตลาดบา้นเขาตะเกียบ อ. หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ และ 3) ตลาดบา้นเพ อ. เมือง 

จ. ระยอง รวม 35 ตวัอยา่ง บรรจุตวัอยา่งในกล่องปลอดเช้ือ แช่ในนํ้ าแข็งเพื่อเก็บตวัอยา่งท่ี 0°C -4°C แยก

เช้ือจากตวัอยา่งภายใน 6 ชัว่โมงหลงัจากการเก็บตวัอยา่ง ลา้งเศษส่ิงสกปรกจากส่วนนอกของตวัอยา่งดว้ย

นํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ ใช้ใบมีดปลอดเช้ือตดัส่วนช้ินเน้ือโดยตดัเน้ือบริเวณส่วนกลางระหว่างด้านบนและ

ดา้นล่างจากหลายๆ ตาํแหน่งของตวัอย่าง นาํมารวมคลุกเคล้าให้เขา้กนัก่อน แล้วใช้ช้อนปลอดเช้ือตกั

ตวัอยา่ง 25 กรัมใส่ลงใน stomacher  plastic bag ปลอดเช้ือ เติม peptone water (Hardy Diagnostics, Santa 

Maria, CA) 225 มิลลิลิตร ตีตวัอยา่งอาหารให้ละเอียดโดยใชเ้คร่ือง stomacher [Seward stomacher 400 

circulator (Seward Ltd., West Sussex, UK)] ท่ี 200 รอบต่อนาที (round per minute: rpm) เป็นเวลา 2 นาที 

ทาํ serial dilution โดยใช ้peptone water ถึงระดบัความเจือจาง (dilution factor) 10-3 ปิเปตสารแขวนลอย

ตวัอยา่งอาหาร 1 มิลลิลิตรจากทุกระดบัความเจือจาง ใส่ลงในจานอาหารเปล่า นาํอาหารคดัเลือก violet 

red bile glucose (VRBG) agar (Titan Biotech. Ltd., Delhi, India) 15 มิลลิลิตร ท่ีหลอมท่ี 100°C แลว้แช่

ในอ่างนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ี 45°C มา pour plate หมุนจานอาหารใหส้ารแขวนลอยตวัอยา่ง

อาหารกระจายตวัทัว่จานอาหาร เททบัผิวหนา้อาหารดว้ย VRBG agar ท่ีแช่ไวท่ี้ 45°C บ่มจานอาหารท่ี

เพาะเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั แยกโคโลนีเด่ียวสีม่วงแดงซ่ึงเป็นลกัษณะของเช้ือ 

enterobacteria (da Silva และคณะ 2013) นาํมาศึกษาคุณลกัษณะ ไดแ้ก่ รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

(Gram’s stain) และการสังเคราะห์เอนไซม ์oxidase  คดัเลือกเช้ือท่ีมีรูปร่างเป็นท่อน ติดสีแกรมลบ และไม่

สังเคราะห์เอนไซม ์oxidase ซ่ึงเป็นลกัษณะของเช้ือ enterobacteria (Walker และคณะ 2014) เก็บเช้ือใน 

nutrient agar (NA) slant ท่ี 4°C และใน 15% glycerol แช่แข็งท่ี -80°C คาํนวณจาํนวนเช้ือ enterobacteria 

ในตวัอยา่งอาหารทะเล (หน่วยเป็น CFU/กรัม) 

 

2. การศึกษาลายพิมพ์ดีเอน็เอของเชื้อ enterobacteria จากเทคนิค ERIC-PCR 

นาํเช้ือมาเล้ียงในอาหารเหลว nutrient broth (NB) ให้มีการเจริญถึงระยะ mid-log phase ป่ันเก็บ

ตะกอนเซลลท่ี์ 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นสกดั total genomic DNA โดยใช ้GF-1 bacterial DNA 

extraction kit (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, Malaysia) นาํ total genomic DNA ท่ีสกดัไดม้าทาํการ

วิเคราะห์รูปแบบ ERIC-PCR โดยใช ้primer ERIC2 (5’ AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 3’) 

และ ERIC1R ( 5’ ATG TAA GCT CCT GGG GAT TAC C 3’) ตามวิธีการท่ีบรรยายโดย Ogutcu และ

คณะ (2009); Versalovic และคณะ (1991) หลงัจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา PCR ใน 1% agarose gel 

electrophoresis นาํรูปแบบ ERIC-PCR มาสร้าง dendrogram โดยโปรแกรม Image Master 1D Elite 



9 

 
Software version 5.20 (Amersham, Buckinghamshire, UK) ตามวิธีการท่ีบรรยายไวใ้น Nimnoi และคณะ 

(2010); Nimnoi และ Pongsilp (2009) คดัเลือกเช้ือท่ีมีรูปแบบ ERIC-PCR แตกต่างกนั แสดงวา่เป็นเช้ือ

ต่างสายพนัธ์ุไวส้ําหรับการศึกษาลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี รูปแบบพลาสมิด รูปแบบความ

ตา้นทานสารปฏิชีวนะ รูปแบบของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ และการจาํแนกชนิดของเช้ือ enterobacteria 

ดว้ยเทคนิค TP-RAPD 

 

3. การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเชื้อ enterobacteria แต่ละสายพันธ์ุ 

ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ ลักษณะท่ี

ทาํการศึกษาไดแ้ก่ 1) อุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของ NaCl ท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญ 2) การ

สังเคราะห์เอนไซม์ protease, urease, catalase, amylase และ caseinase 3) รูปแบบการหมกันํ้ าตาล 4) 

รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation และ 5) การทดสอบ IMViC (Krieg และ Lockhart 1966) 

 

4. การศึกษารูปแบบพลาสมิด  

เล้ียงเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุในอาหารเหลว NB ให้มีการเจริญถึงระยะ mid-log phase 

ป่ันเก็บตะกอนเซลล์ท่ี 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที สกดัพลาสมิดจากตะกอนเซลลโ์ดยใช ้GF-1 plasmid 

extraction kit (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, Malaysia) ตรวจสอบรูปแบบพลาสมิดใน 1% agarose gel 

electrophoresis คาํนวณหาขนาดของพลาสมิดเปรียบเทียบกบัพลาสมิดของ Esc. coli V517 โดยใช้

โปรแกรม Image Master 1D Elite Software version 5.20 (Amersham, Buckinghamshire, UK) 

 

5. การศึกษารูปแบบความต้านทานสารปฏิชีวนะ 

 ทดสอบความตา้นทานของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุต่อสารปฏิชีวนะชนิด 10 ชนิด 

ไดแ้ก่ ampicillin (10 µg), chloramphenicol (30 µg), erythromycin (15 µg), gentamycin (10 µg), 

kanamycin (30 µg), neomycin (30 µg), penicillin G (10 units), streptomycin (10 µg), tetracycline (30 

µg) และ vancomycin (30 µg) โดย spread สารแขวนลอยเช้ือบนอาหาร NA วางแผน่สารปฎิชีวนะ 

(antibiotic disc) (Oxoid, Basingstoke, UK) ลงบนผิวหนา้ของอาหาร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35°C จนกระทัง่

เช้ือเจริญ บนัทึกวงใส (clear zone) รอบ antibiotic disc ซ่ึงแสดงถึงการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือโดยสาร

ปฏิชีวนะ (Pongsilp และคณะ 2010) 

 

6. การศึกษารูปแบบยีนต้านทานสารปฏิชีวนะ 

นาํ  total genomic DNA ของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ มาทาํปฏิกิริยา PCR โดยใช ้

primer ท่ีจาํเพาะต่อยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ ยีน ampC, blaCTX, blaTEM, blaZ, ermB, mecA, 
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mrsA, oxa1, oxa9, shv และ vanA ดงัแสดงลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer และขนาดของ PCR product ใน

ตารางท่ี 1 หลงัจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา PCR ใน 1% agarose gel electrophoresis  

 

 7. การจาํแนกชนิดของเชื้อ enterobacteria ด้วยเทคนิค TP-RAPD 

 นาํ  total genomic DNA ของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุมาวิเคราะห์รูปแบบ TP-RAPD 

โดยใช ้primer 8F (5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’) และ 1522R (5’ AAG GAG GTG ATC 

CAN CCR CA 3’) (R = C/T; N = A/G/C/T) ตามวธีิการท่ีบรรยายโดย Rivas และคณะ (2002) คดัเลือกเช้ือ

ท่ีมีรูปแบบ TP-RAPD แตกต่างกนั แสดงวา่เป็นเช้ือต่างชนิดไวส้ําหรับการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยีน 16S rDNA การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ การวิเคราะห์กิจกรรม

ของเอนไซม ์β-lactamase และการศึกษาผลของการใชส้ารยบัย ั้งต่อกิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase  

 

8. การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA  

นาํ total genomic DNA ของเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิด มาทาํการเพิ่มจาํนวนยีน 16S rDNA 

โดยใช ้primer Un 16S 926f (5’ AAA CTY AAA KGA ATT GAC GG 3’) และ Un 16S 1392r (5’ ACG 

GGC GGT GTG TRC 3’) (Y = C/T; K = G/T; K = G/T; R = A/G) โดยเทคนิค PCR หลงัจากนั้นตรวจผล

ของปฏิกิริยา PCR ใน 1% agarose gel electrophoresis (Pongsilp และคณะ 2002) ทาํการสกดัแถบดีเอ็นเอ

(DNA band) ออกจาก agarose gel โดยใช ้QIA Quick gel extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA) นาํแถบ 

ดีเอ็นเอท่ีแยกได้มาทาํการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ (BioBasic Inc., Markham, Canada) และ

เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลของ Genbank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 

 9. การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะ 

 ทาํการสกดัแถบดีเอ็นเอของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา PCR ของเช้ือ enterobac-

teria แต่ละชนิดออกจาก agarose gel โดยใช ้QIA Quick gel extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA) นาํ

แถบดีเอ็นเอท่ีแยกไดม้าทาํการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ (BioBasic Inc., Markham, Canada) และ

เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลของ Genbank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ตารางท่ี 1: ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer และขนาดของ PCR product จากยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ 

 

ยนี ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer ขนาดของ 

PCR product  

[คู่เบส (base 

pair: bp)] 

เอนไซมท่ี์สังเคราะห์ ความตา้นทานต่อสาร 

ปฎิชีวนะ 

เอกสารอา้งอิง 

ampC ampCf 5’ ATT CGT ATG CTG GAT CTC GCC 

ACC 3’ 

ampCr 5’ CAT GAC CCA GTT CGC CAT ATC 

CTG 3’ 

395 extended spectrum β-

lactamase 

กลุ่ม β-lactam เช่น 

ampicillin และ penicillin 

Hanson และคณะ (1999) 

blaCTX CTXMU1 5’ ATG TGC ACC AGT AAR CT 3’ 

CTXMU2 5’ TGG GTR AAR TAR GTS ACC 

AGA 3’ 

(R = A/G; S = C/G) 

593 β-lactamase กลุ่ม β-lactam เช่น 

ampicillin และ penicillin 

Moghaddam และคณะ 

(2014) 

blaTEM blaTEMf 5’ ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG 3’ 

blaTEMr 5’ GTG ACA GTT ACC AAT GCT TA 3’ 

863 β-lactamase กลุ่ม β-lactam เช่น 

ampicillin และ penicillin 

Bert และคณะ (2002) 

blaZ blaZf 5’ TTA AAG TCT TAC CGA AAG CAG 3’ 

blaZr 5’ TAA GAG ATT TGC CTA TGC TT 3’ 

277 β-lactamase กลุ่ม β-lactam เช่น 

ampicillin และ penicillin 

Olsen และคณะ (2006) 
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ตารางท่ี 1: (ต่อ) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer และขนาดของ PCR product จากยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ 

 

ยนี ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer ขนาดของ 

PCR product  

[คู่เบส (base 

pair: bp)] 

เอนไซมท่ี์สังเคราะห์ ความตา้นทานต่อสาร 

ปฎิชีวนะ 

เอกสารอา้งอิง 

ermB ermBf  5’ GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA 

3’ 

ermBr 5’ AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT 

TAC 3’ 

654 erythromycin ribosome 

methylase 

 

1กลุ่ม macrolide, 

lincosamide และ               

streptogramin B เช่น 

 erythromycin 

Okitsu และคณะ (2005) 

mecA mecAf 5’ CCT AGT AAA GCT CCG GAA 3’ 

mecAr 5’ CTA GTC CAT TCG GTC CA 3’ 

314 penicillin-binding 

protein 

penicillin และ oxacillin Duran และคณะ (2012) 

msrA msrAf 5’ TCC AAT CAT TGC ACA AAA TC 3’ 

msrAr 5’ AAT TCC CTC TAT TTG GTG GT 3’ 

163 methionine sulfoxide 

reductase 

erythromycin Duran และคณะ (2012) 

oxa1 oxa1f 5’ AGC AGC GCC AGT GCA TCA 3’ 

oxa1r 5’ ATT CGA CCC CAA GTT TCC 3’ 

708 β-lactamase ampicillin  Onyango และคณะ 

(2014) 

oxa9 oxa9f 5’ CGT CGC TCA CCA TAT CTC CC 3’ 

oxa9r 5’ CCT CTC GTG CTT TAG ACC CG 3’ 

314 oxacillinase   กลุ่ม β-lactam เช่น 

ampicillin และ penicillin 

Hanson และคณะ (1999) 

shv shvf 5’ GGG AAA CGG AAC TGA ATG AG 3’ 

shvr 5’ ATC GTC CAC CAT CCA CTG CA 3’ 

151 β-lactamase กลุ่ม β-lactam เช่น 

ampicillin และ penicillin 

Hanson และคณะ (1999) 
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ตารางท่ี 1: (ต่อ) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer และขนาดของ PCR product จากยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ 

 

ยนี ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer ขนาดของ 

PCR product  

[คู่เบส (base 

pair: bp)] 

เอนไซมท่ี์สังเคราะห์ ความตา้นทานต่อสาร 

ปฎิชีวนะ 

เอกสารอา้งอิง 

vanA vanAf 5’ CAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC 

AAT 3’ 

vanAr 5’ CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT 

CAA 3’ 

1,030 D-Ala:D-Lac ligase 

 

vancomycin Clark และคณะ (1993) 
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 10. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ β-lactamase 

 นาํเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิดท่ีมียนีตา้นทานสารปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactam มาวิเคราะห์กิจกรรม

ของเอนไซม ์β-lactamase โดย inoculate เช้ือลงในอาหารเหลว Tryptone Soya Broth (TSB) ปริมาตร 18 

มิลลิลิตร เล้ียงเช้ือจนกระทัง่วดัค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ี 640 นาโนเมตร (nanometer: nm) ของ

สารแขวนลอยเช้ือเท่ากบั 0.5 ± 0.02 เติม imipenem ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร บ่มเช้ือ

ต่ออีก 4 ชัว่โมง นาํสารแขวนลอยเช้ือปริมาตร 10 มิลลิลิตรมาป่ันเหวี่ยง เก็บตะกอนเซลล์ ลา้งตะกอน

เซลล์ดว้ย 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) เติม 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

ทาํให้เซลล์แตกโดยใชเ้คร่ือง sonicator ป่ันเหวี่ยง นาํ cell lysate ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตร (ปริมาณโปรตีน 

0.6 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) มาทาํปฏิกิริยากบั nitrocefin 83 ไมโครกรัม, BSA 167 ไมโครกรัม, 10% 

glycerol เติม 50 mM phosphate buffer (pH 7.0) ให้ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตร วดักิจกรรมของ

เอนไซมจ์ากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 390 nm ท่ีลดลงภายในเวลา 10 นาที ท่ี 28°C มีหน่วยเป็นไมโครโมล 

(micromole: µmol) ของ nitrocefin ท่ีถูกยอ่ยสลาย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน (Sharma และคณะ 2004) 

 

 11. การศึกษาผลของการใช้สารยบัยัง้ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ β-lactamase 

 นาํเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิดท่ีมีตา้นทานสารปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactam มาทดสอบผลของสาร

ยบัย ั้ง clavulanic acid ต่อการยบัย ั้งความตา้นทานของเช้ือต่อสารปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactam โดยทาํการ

ทดลองตามท่ีบรรยายในขอ้ท่ี 10 แต่เติม clavulanic acid ลงในปฏิกิริยาให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 2 

มิลลิกรัม/ลิตร (Sharma และคณะ 2004) 

 

 12. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ค่าทางสถิติและความแตกต่างทางสถิติโดยใช ้SPSS program version 16.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL) 
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ผลการวจัิยและวจิารณ์ 

 

 1. การแยกเชื้อและประเมินจาํนวนเชื้อ enterobacteria ในอาหารทะเล 

แยกเช้ือ enterobacteria ในอาหารทะเลสดจากตลาดจาํหน่ายอาหารทะเล 3 แหล่ง ไดแ้ก่ 1) ตลาด

ทะเลไทย อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 2) ตลาดบา้นเขาตะเกียบ อ. หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ และ 3) ตลาด

บา้นเพ อ. เมือง จ. ระยอง รวม 35 ตวัอยา่ง โดยใชอ้าหารคดัเลือก VRBG agar คดัเลือกโคโลนีเด่ียวสีม่วง

แดง ดงัแสดงในภาพท่ี 1 และประเมินจาํนวนเช้ือ enterobacteria ในตวัอยา่งอาหารทะเล ไดผ้ลดงัแสดงใน

ตารางท่ี 2 จากตวัอยา่งอาหารทะเล 35 ตวัอยา่ง มี 2 ตวัอยา่งท่ีไม่มีเช้ือ enterobacteria ไดแ้ก่ ปูมา้จากตลาด

บา้นเขาตะเกียบ อ. หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ และหมึกกลว้ยจากตลาดบา้นเพ อ. เมือง จ. ระยอง ตวัอยา่ง

ท่ีมีเช้ือ enterobacteria เป็นจาํนวนมากท่ีสุด คือ ปลากระพงจากตลาดบา้นเขาตะเกียบ อ. หัวหิน จ. 

ประจวบคีรีขนัธ์ ซ่ึงมีจาํนวนเท่ากบั 2.44 x 105 ± 5.75 x 104 CFU/กรัม คดัเลือกเช้ือท่ีมีรูปร่างเป็นท่อน ติด

สีแกรมลบ และไม่สังเคราะห์เอนไซม์ oxidase จาํนวน 96 ไอโซเลท กาํหนดรหสัเช้ือ enterobacteria ท่ี

แยกไดเ้ป็น ENT ตามดว้ยลาํดบัท่ีของตวัอยา่งตามตารางท่ี 1 ตามดว้ย – และลาํดบัของไอโซเลท เก็บเช้ือ

ใน NA slant ท่ี 4°C และใน 15% glycerol แช่แขง็ท่ี -80°C  

 

 
 

ภาพท่ี 1: โคโลนีสีม่วงแดงของเช้ือ enterobacteria ท่ีเจริญบนอาหารคดัเลือก VRBG agar 
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ตารางท่ี 2: จาํนวนเช้ือ enterobacteria ในตวัอยา่งอาหารทะเล 

 

ลาํดบัท่ี แหล่งเก็บตวัอยา่ง 

(วนัท่ีเก็บตวัอยา่ง) 

รหสัของร้านคา้ ชนิดอาหารทะเล จาํนวนเช้ือ enterobacteria 

(CFU/กรัม)* 

1 ตลาดทะเลไทย 

อ. เมือง  

จ. สมุทรสาคร 

(7 ส.ค. 2557) 

สส 1 กุง้แชบว๊ย 70.00 ± 52.92 

2 สส 2 กุง้แชบว๊ย 833.33 ± 665.83 

3 สส 3 กุง้ลายเสือ 13.33 ± 5.77 

4 สส 2 หอยแครง 6.67 ± 5.77 

5 สส 2 หอยหวาน 50.00 ± 36.06 

6 สส 2 หอยเชลล ์ 2.10 x 104 ± 1.76 x 103 

7 สส 2 ปูทะเล 5.33 x 103 ± 4.93 x 103 

8 สส 2 ปูมา้ 106.67 ± 5.77 

9 สส 4 ปูมา้ 166.67 ± 57.74 

10 สส 1 ปลาหมีกกลว้ย 16.67 ± 11.55 

11 สส 4 หมึกกระดอง 466.67 ± 57.44 

12 สส 4 หมึกหอม 20.00 ± 10.00 

13  สส 1 ปลาท ู 46.67 ± 25.17 

14 สส 1 ปลาจะระเมด็ 50.00 ± 45.87 

15 สส 3 ปลาแดงใหญ่ 1.10 x 103 ± 9.00 x 102 

16 ตลาดบา้นเขา

ตะเกียบ อ. หวัหิน 

จ. ประจวบคีรีขนัธ์ 

(18 ส.ค. 2557) 

ปค 1 ปูมา้ 0.00 ± 0.00 

17 ปค 1 หมึกกลว้ย 140.00 ± 52.92 

18 ปค 1 กุง้แชบว๊ย 2.23 x 104 ± 1.31 x 104 

19 ปค 1 หอยเชลล ์ 73.33 ± 5.77 

20 ปค 2 หอยหวาน 2.47 x 103 ± 2.23 x 103 

21 ปค 2 กุง้ลายดาํ 63.33 ± 28.87 

22 ปค 2 หมึกหอม 6.00 x 103 ± 5.33 x 103 

23 ปค 2 ปลาท ู 2.54 x 104 ± 9.54 x 103 

24 ปค 2 ปลากระพง 2.44 x 105 ± 5.75 x 104 

25 ปค 2 ปูมา้ 633.33 ± 472.58 
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ตารางท่ี 2: (ต่อ) จาํนวนเช้ือ enterobacteria ในตวัอยา่งอาหารทะเล 

 

ลาํดบัท่ี แหล่งเก็บตวัอยา่ง 

(วนัท่ีเก็บตวัอยา่ง) 

รหสัของร้านคา้ ชนิดอาหารทะเล จาํนวนเช้ือ enterobacteria 

(CFU/กรัม)* 

26 ตลาดบา้นเพ  

อ. เมือง จ. ระยอง 

(25 ส.ค. 2557) 

รย 1 หอยเชลล ์ 45.00 ± 21.21 

27 รย 1 กุง้แชบว๊ย 20.00 ± 14.14 

28 รย 1 หมึกกลว้ย 0.00 ± 0.00 

29 รย 1 ปูมา้ 113.33 ± 23.09 

30 รย 2 ปลาจะระเมด็ 200.00 ± 100.00 

31 รย 2 ปลากระพง 3.30 x 103 ± 1.11 x 103 

32 รย 3 หอยหวาน 1.70 x 103 ± 3.30 x 102 

33 รย 3 หมึกกลว้ย 46.67 ± 46.19 

34 รย 3 กุง้แชบว๊ย 155.00 ± 63.64 

35 รย 3 ปูมา้ 43.33 ± 20.82 

*ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้ า ± ค่า standard deviation 

 

2. การศึกษาลายพิมพ์ดีเอน็เอของเชื้อ enterobacteria จากเทคนิค ERIC-PCR 

จากการวิเคราะห์รูปแบบ ERIC-PCR ของเช้ือ enterobacteria  จาํนวน 96 ไอโซเลท พบว่าได้

รูปแบบ ERIC-PCR จาํนวน 81 รูปแบบ ซ่ึงมีจาํนวนแถบดีเอ็นเอ 1-8 แถบ และมีขนาดตั้งแต่ 100 bp - 5.0 

kb ไอโซเลทท่ีมีรูปแบบ ERIC-PCR เหมือนกนั มี 7 กลุ่ม  ไดแ้ก่ 1) ENT 7-1 และ ENT 32-2; 2) ENT 17-

1, ENT 17-2, ENT 17-3 และ ENT 20-1; 3) ENT 18-1, ENT 18-2, ENT 18-3, ENT 19-1, ENT 19-2 และ 

ENT 19-3; 4) ENT 20-2 และ ENT 21-3; 5) ENT 22-2 และ ENT 22-3; 6) ENT 23-1, ENT 23-2, ENT 

23-3 และ ENT 24-3; 7) ENT 24-1 และ ENT 24-2 จาก dendrogram ท่ีสร้างจากรูปแบบ ERIC-PCR แสดง

วา่ประชากรเช้ือ enterobacteria ท่ีแยกไดจ้ากอาหารทะเลมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง เน่ืองจากมี

ค่า % similarity ประมาณ 10%  ดงัแสดงในภาพท่ี 2 เช้ือท่ีมีรูปแบบ ERIC-PCR แตกต่างกนัแสดงวา่เป็น

เช้ือต่างสายพนัธ์ุกนั ดงันั้นจึงคดัเลือกเช้ือ 81 สายพนัธ์ุ สําหรับใชใ้นการศึกษาลกัษณะทางสรีรวิทยาและ

ชีวเคมี รูปแบบพลาสมิด รูปแบบความตา้นทานสารปฏิชีวนะ รูปแบบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ และการ

จาํแนกชนิดของเช้ือ enterobacteria ดว้ยเทคนิค TP-RAPD 
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ภาพท่ี 2: dendrogram ท่ีสร้างจากรูปแบบ ERIC-PCR ของเช้ือ enterobacteria ท่ีแยกไดจ้ากอาหารทะเล   

               จาํนวน 96 ไอโซเลท 
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ในการจาํแนกความแตกต่างระหว่างสายพนัธ์ุของเช้ือ enterobacteria และเช้ือแบคทีเรียอ่ืนๆ 

สามารถใช้เทคนิค ERIC-PCR ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีใช้สร้างลายพิมพดี์เอ็นเอ ERIC sequence เป็นหน่ึงใน 

intergenic repeated sequence ท่ีพบในเช้ือ enterobacteria นอกเหนือจาก repetitive extragenic palindromic 

(REP) sequence สําหรับ ERIC sequence นั้น เร่ิมแรกพบในเช้ือ Esc. coli และ Sal. enterica serovar 

Typhimurium (ช่ือเดิม Salmonella typhimurium) (Gilson และคณะ 1984; Hulton และคณะ 1991; 

Sharples และ Lloyd 1990; Stern และคณะ 1984) ERIC sequence ท่ีพบในเช้ือต่างชนิดมีลาํดบันิวคลีโอ-

ไทด์ท่ีแทบจะเหมือนกนั แต่มีจาํนวนและการกระจายของ ERIC sequence แตกต่างกนั หนา้ท่ีของ ERIC 

sequence น้ียงัไม่ทราบแน่ชดั แต่สันนิษฐานว่าเก่ียวขอ้งกบัการคงความเสถียรของ messenger RNA 

(mRNA) หรือเก่ียวขอ้งในกระบวนการ homologous recombination การจดัโครงสร้างของโครโมโซม 

รวมถึงการจบักบั HU protein (DNA binding protein) เอนไซม์ DNA gyrase และเอนไซม์ DNA 

polymerase I (Rashid และคณะ 2009) เทคนิค ERIC-PCR เป็นการใชห้ลกัการของ PCR เพื่อเพิ่มจาํนวน

ของยีนซ่ึงอยูร่ะหวา่ง ERIC sequence โดยการใช ้primer 1 คู่ท่ีจาํเพาะกบั ERIC sequence ผลผลิตของ

ปฏิกิริยา PCR ท่ีไดจ้ากเช้ือต่างสายพนัธ์ุจะมีจาํนวนช้ินและขนาดท่ีแตกต่างกนัตั้งแต่ 1 ถึง 15 ช้ิน ขนาด

ประมาณ 100 bp ถึง 5.0 kb เทคนิค ERIC-PCR สามารถใชจ้าํแนกความแตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุของ

แบคทีเรีย และใชใ้นการประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกลุ่มประชากรแบคทีเรีย  

 

3. การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเชื้อ enterobacteria แต่ละสายพันธ์ุ 

ศึกษาลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุท่ีมีรูปแบบ 

ERIC-PCR แตกต่างกนั ลกัษณะท่ีทาํการศึกษาไดแ้ก่ 1) อุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของ NaCl ท่ี

เหมาะสมสําหรับการเจริญ 2) การสังเคราะห์เอนไซม ์protease, urease, catalase, amylase และ caseinase 

3) รูปแบบการหมกันํ้ าตาล 4) รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation และ 5) การทดสอบ IMViC 

(Krieg และ Lockhart 1966)  

 

จากการศึกษาการเจริญของเช้ือ enterobacteria ท่ีอุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ NaCl ระดบั

ต่างๆ โดยเล้ียงเช้ือให้เจริญในอาหาร NB เพื่อใชเ้ป็น inoculum แลว้นบัจาํนวนเซลล์โดยวิธี standard total 

plate count ปิเปต inoculum ลงในอาหาร NB สําหรับการศึกษาการเจริญของเช้ือท่ีระดบัอุณหภูมิและ

ความเขม้ขน้ NaCl ปรับค่า pH ของอาหาร NB เท่ากบั 7.0 สําหรับการศึกษาการเจริญของเช้ือท่ีระดบัค่า 

pH ควบคุมค่า pH ของอาหาร NB ให้คงท่ีโดยเติมสารละลาย MES ให้มีความเขม้ขน้เท่ากบั 50 มิลลิ       

โมลาร์ (millimolar: mM) กาํหนดปริมาณเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 1.00 x 105 CFU/มิลลิลิตร เขยา่ท่ีอตัราเร็ว 200 

rpm เป็นเวลา 1-2 วนั วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 nm ซ่ึงแสดงถึงการเจริญของเช้ือ อุณหภูมิ, ค่า pH และ

ความเขม้ขน้ NaCl สําหรับการเจริญของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 3 

โดยพบวา่ส่วนใหญ่ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุเจริญท่ีอุณหภูมิ 20°C-40°C ยกเวน้ 18 
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สายพนัธ์ุท่ีเจริญท่ีอุณหภูมิ 15°C และ 5 สายพนัธ์ุท่ีเจริญท่ีอุณหภูมิ 45°C ส่วนใหญ่ของเช้ือ enterobacteria 

จาํนวน 81 สายพนัธ์ุเจริญท่ีค่า pH 4.0-9.0  ยกเวน้ 1 สายพนัธ์ุท่ีเจริญท่ีค่า pH 3.0, 3 สายพนัธ์ุท่ีเจริญท่ีค่า 

pH 8.0, 1 สายพนัธ์ุท่ีเจริญท่ีค่า pH 10.0 และ 20 สายพนัธ์ุท่ีเจริญท่ีค่า pH 11.0 ในขณะท่ีเช้ือ 

enterobacteria จาํนวน 56, 10 และ 5 สายพนัธ์ุ เจริญท่ีความเขม้ขน้ของ NaCl สูงสุดเท่ากบัร้อยละ 3, 5 

และ 7 ตามลาํดบั 

 

ตารางท่ี 3: อุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของ NaCl สาํหรับการเจริญของเช้ือ enterobacteria แต่ละ 

สายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

สภาวะสาํหรับการเจริญ 

อุณหภูมิ ค่า pH ความเขม้ขน้ของ NaCl 

ENT 1-1 20°C-45°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 1-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-5% 

ENT 1-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 2-1 15°C-45°C 4.0-11.0 0%-7% 

ENT 2-2 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 2-3 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 3-1 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-5% 

ENT 3-2 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 4-1 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 4-2 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 5-1 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 5-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 5-3 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 6-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 6-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 6-3 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-5% 

ENT 7-1 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-5% 

ENT 7-2 20°C-45°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 7-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 8-1 20°C-45°C 4.0-9.0 0%-7% 
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ตารางท่ี 3: (ต่อ) อุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของ NaCl สาํหรับการเจริญของเช้ือ enterobacteria  

แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

สภาวะสาํหรับการเจริญ 

อุณหภูมิ ค่า pH ความเขม้ขน้ของ NaCl 

ENT 8-2 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 8-3 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-5% 

ENT 9-1 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 9-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 10-1 20°C-40°C 3.0-11.0 0%-3% 

ENT 10-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 10-3 20°C-40°C 4.0-10.0 0%-3% 

ENT 11-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 11-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 11-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 12-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 12-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 12-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 13-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 13-2 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 13-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 14-1 15°C-40°C 4.0-8.0 0%-3% 

ENT 14-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 14-3 20°C-40°C 4.0-11.0 0%-3% 

ENT 15-1 15°C-40°C 4.0-11.0 0%-7% 

ENT 15-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-5% 

ENT 15-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 17-1 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 18-1 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 20-2 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 20-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 
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ตารางท่ี 3: (ต่อ) อุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของ NaCl สาํหรับการเจริญของเช้ือ enterobacteria  

แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

สภาวะสาํหรับการเจริญ 

อุณหภูมิ ค่า pH ความเขม้ขน้ของ NaCl 

ENT 21-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 21-2 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-5% 

ENT 22-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 22-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 23-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 24-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 25-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 25-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 25-3 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 26-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 26-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 26-3 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 27-1 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 27-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 27-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-5% 

ENT 29-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 29-2 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 29-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 30-1 15°C-40°C 4.0-9.0 0%-7% 

ENT 30-2 15°C-45°C 4.0-11.0 0%-7% 

ENT 30-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 31-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-5% 

ENT 31-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 31-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 32-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 32-3 15°C-40°C 4.0-11.0 0%-7% 
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ตารางท่ี 3: (ต่อ) อุณหภูมิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของ NaCl สาํหรับการเจริญของเช้ือ enterobacteria  

แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

สภาวะสาํหรับการเจริญ 

อุณหภูมิ ค่า pH ความเขม้ขน้ของ NaCl 

ENT 33-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 33-2 15°C-45°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 33-3 15°C-45°C 4.0-11.0 0%-7% 

ENT 34-1 20°C-40°C 4.0-8.0 0%-5% 

ENT 34-2 20°C-40°C 4.0-8.0 0%-3% 

ENT 34-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 35-1 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 35-2 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

ENT 35-3 20°C-40°C 4.0-9.0 0%-3% 

 

จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ protease ซ่ึงย่อยสลายโปรตีนได้กรดอะมิโนของเช้ือ 

enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร skim milk broth เขย่าท่ีอตัราเร็ว 200 rpm 

อุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั ให้เจริญถึงระยะ mid-log phase วดักิจกรรมของเอนไซม ์protease โดย

วิธีการ azocasein protease assay (Secades และ Guijarro 1999) ซ่ึงกาํหนดค่า 1 unit เท่ากบัเอนไซมท่ี์ให้

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 420 nm เท่ากบั 0.01 จากการบ่มเอนไซมก์บั azocasein ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ (substrate) 

เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 30°C กิจกรรมของ protease ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุมี

ตั้งแต่ไม่สามารถตรวจพบ ถึง 14.56 ± 1.08 unit/มิลลิลิตร supernatant เช้ือท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม ์

protease สูงสุด มีจาํนวน 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ ENT 6-1 (14.56 ± 1.08 unit/มิลลิลิตร supernatant) และ ENT 

14-3 (13.08 ± 0.51 unit/มิลลิลิตร supernatant) ซ่ึงให้ค่าไม่ต่างกนัทางสถิติ ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์

protease ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุแสดงในตารางท่ี 4  

 

จากการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม ์urease ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ โดย

เล้ียงเช้ือในอาหาร Christensen urea agar (pH 6.8) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั บนัทึกการเปล่ียน

สีของอาหารจากสีเหลืองเป็นสีชมพู เน่ืองจากการท่ีเอนไซม์ urease ย่อยสลาย urea ในอาหารได ้

แอมโมเนีย (ammonia: NH3) ทาํให้ค่า pH ของอาหารเพิ่มข้ึน เปล่ียนสีของ phenol red ซ่ึงเป็น pH 

indicator เอนไซม ์urease ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยหลายหน่วยและมีนิคเกิล (nickel: Ni) เป็นองคป์ระกอบ 

(nickel-containing, multisubunit enzyme) ทาํหนา้ท่ีกระตุน้กระบวนการยอ่ยสลาย (hydrolysis) urea ได้
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แอมโมเนียและกรดคาร์บอนิค (carbonic acid) (Morou-Bermudez และ Burne 1999) กิจกรรมของ

เอนไซม ์urease ของเช้ือแบคทีเรียมกัจะถูกควบคุมโดยเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อสภาวะแวดลอ้ม เช่น 

ปริมาณไนโตรเจนท่ีนาํไปใชไ้ด ้(nitrogen availability) และค่า pH (Mobley และคณะ 1995) ในบรรดา

เช้ือ enterobacteria นั้น Proteus เป็นสกุลท่ีมีรายงานว่ามีการสังเคราะห์เอนไซม ์urease อย่างรวดเร็ว 

ในขณะท่ี Enterobacter, Klebsiella และ Serratia บางชนิดก็มีการสังเคราะห์เอนไซม ์urease เช่นกนั แต่มี

อตัราการสังเคราะห์ท่ีชา้กวา่ (Guentzel 1996) จากการทดสอบพบวา่เช้ือท่ีสังเคราะห์เอนไซม ์urease มี

จาํนวน 9 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ ENT 12-2, ENT 15-2, ENT 18-1, ENT 26-3, ENT 27-3, ENT 30-1, ENT 30-2, 

ENT 32-2 และ ENT 33-3  ผลการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม ์urease ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 

81 สายพนัธ์ุแสดงในตารางท่ี 4  

 

จากการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม์ catalase โดยป้ายเช้ือลงบนแผ่นสไลด์ แลว้หยด 3% 

(ปริมาตร/ปริมาตร) hydrogen peroxide (H2O2) บนัทึกการเกิดฟองอากาศ เน่ืองจากเอนไซม ์catalase ยอ่ย

สลาย H2O2 ไดน้ํ้ าและก๊าซออกซิเจน ในการพฒันาวิธีการใชก้ารทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม ์catalase 

เพื่อช่วยในการจดัจาํแนกเช้ือ enterobacteria โดย Taylor และ Achanzar (1972) รายงานว่า Proteus, 

Providencia และ Serratia ให้ผลการทดสอบเป็นบวกในระดบัสูง Enterobacter ส่วนใหญ่ให้ผลการ

ทดสอบเป็นบวกในระดบัตํ่า Klebsiella แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มเท่าๆ กนั ไดแ้ก่ กลุ่มท่ีให้ผลการทดสอบเป็น

บวกในระดบัตํ่าและกลุ่มท่ีให้ผลการทดสอบเป็นลบ Escherichia และ Shigella ส่วนใหญ่ให้ผลการ

ทดสอบเป็นลบ และนอ้ยกวา่ 1 ใน 3 ให้ผลการทดสอบเป็นบวกในระดบัตํ่า จากการทดสอบพบวา่เช้ือท่ี

สังเคราะห์เอนไซม ์catalase มีจาํนวน 68 สายพนัธ์ุ ผลการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม ์catalase ของ

เช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุแสดงในตารางท่ี 4  

 

จากการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม ์amylase โดย point inoculate เช้ือบนอาหาร starch agar 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 5 วนั หยด gram iodine: H2O (1:2) บนอาหาร บนัทึก clear zone รอบ

โคโลนีของเช้ือซ่ึงแสดงถึงการยอ่ยสลายแป้งโดยเอนไซม ์amylase ดงัแสดงในภาพท่ี 3 เอนไซม ์amylase 

กระตุน้การแตกพนัธะ α-1,4, glycosidic ในโมเลกุลแป้งได ้glucose หรือโพลีเมอร์ของ glucose เช่น 

maltose และ maltotriose (de Sauza และ de Oliveira e Magalhaes 2010) เช้ือ enterobacteria ท่ีมีรายงาน

การสังเคราะห์เอนไซม ์amylase เช่น Citrobacter aerogenes (Umeh และ Odibo 2014), Enterobacter 

cloacae (Kumar และ Das 2000) และ Klebsiella aerogenes (Umeh และ Odibo 2014) จากการทดสอบ

เพบวา่ช้ือท่ีสังเคราะห์เอนไซม ์amylase มีจาํนวน 1 สายพนัธ์ุ คือ ENT 1-2 ซ่ึงมีค่าดชันี (index) คาํนวณ

จากเส้นผา่นศูนยก์ลาง clear zone (มิลลิเมตร)/เส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (มิลลิเมตร) เป็น 28/25 เท่ากบั 

1.12 ผลการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม ์amylase ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุแสดงใน

ตารางท่ี 4  



25 

 

 
ภาพท่ี 3: clear zone รอบโคโลนีของเช้ือท่ีเจริญบนอาหาร starch agar ท่ียอ้มดว้ย gram iodine  

 

จากการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซม ์caseinase โดย point inoculate เช้ือบนอาหาร NA ท่ีเททบั

ผิวหนา้อาหารดว้ยนํ้ านมใน melted agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั บนัทึกการเกิด clear zone 

รอบโคโลนีของเช้ือซ่ึงแสดงถึงการย่อยสลาย casein ซ่ึงเป็นโปรตีนในนํ้ านมจากกิจกรรมของเอนไซม ์

caseinase เช้ือ enterobacteria ท่ีมีรายงานการสังเคราะห์เอนไซม ์caseinase เช่น Kle. pneumoniae และ Ser. 

marcescens (Goncalves และคณะ 2007) จากการทดสอบพบว่าไม่มีเช้ือ enterobacteria สายพนัธ์ุใด

สังเคราะห์เอนไซม ์caseinase ดงัแสดงผลในตารางท่ี 4 

 

ตารางท่ี 4: การสังเคราะห์เอนไซม ์protease, urease, catalase, amylase และ caseinase ของเช้ือ entero-

bacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

การสังเคราะห์เอนไซม ์

protease 

(unit/มิลลิลิตร 

supernatant)* 

urease  catalase amylase caseinase 

ENT 1-1 0.25 ± 0.28 - - - - 

ENT 1-2 4.90 ± 0.36 - + + - 

ENT 1-3 0.00 ± 0.00 - + - - 

ENT 2-1 0.21 ± 0.13 - + - - 

ENT 2-2 0.04 ± 0.07 - + - - 

ENT 2-3 0.25 ± 0.23 - + - - 

ENT 3-1 0.33 ± 0.19 - + - - 

ENT 3-2 0.46 ± 0.13 - + - - 

ENT 4-1 0.19 ± 0.19 - + - - 
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ตารางท่ี 4: (ต่อ) การสังเคราะห์เอนไซม ์protease, urease, catalase, amylase และ caseinase ของเช้ือ 

enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

การสังเคราะห์เอนไซม ์

protease 

(unit/มิลลิลิตร 

supernatant)* 

urease  catalase amylase caseinase 

ENT 4-2 0.48 ± 0.10 - + - - 

ENT 5-1 1.17 ± 0.25 - + - - 

ENT 5-2 0.19 ± 0.06 - + - - 

ENT 5-3 0.04 ± 0.07 - + - - 

ENT 6-1 14.56 ± 1.08 - + - - 

ENT 6-2 2.25 ± 1.07 - + - - 

ENT 6-3 1.21 ± 0.16 - + - - 

ENT 7-1 1.08 ± 0.22 - - - - 

ENT 7-2 1.50 ± 0.29 - + - - 

ENT 7-3 1.94 ± 0.50 - - - - 

ENT 8-1 0.38 ± 0.13 - + - - 

ENT 8-2 0.38 ± 0.19 - + - - 

ENT 8-3 3.04 ± 0.41 - + - - 

ENT 9-1 1.35 ± 0.58 - - - - 

ENT 9-2 0.60 ± 0.19 - + - - 

ENT 10-1 0.27 ± 0.24 - + - - 

ENT 10-2 0.81 ± 0.23 - - - - 

ENT 10-3 0.21 ± 0.10 - - - - 

ENT 11-1 0.35 ± 0.16 - - - - 

ENT 11-2 0.21 ± 0.04 - - - - 

ENT 11-3 0.17 ± 0.13 - - - - 

ENT 12-1 0.92 ± 0.22 - - - - 

ENT 12-2 0.60 ± 0.38 + - - - 

ENT 12-3 0.46 ± 0.10 - - - - 
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ตารางท่ี 4: (ต่อ) การสังเคราะห์เอนไซม ์protease, urease, catalase, amylase และ caseinase ของเช้ือ 

enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

การสังเคราะห์เอนไซม ์

protease 

(unit/มิลลิลิตร 

supernatant)* 

urease  catalase amylase caseinase 

ENT 13-1 0.67 ± 0.26 - - - - 

ENT 13-2 0.50 ± 0.23 - - - - 

ENT 13-3 0.29 ± 0.20 - + - - 

ENT 14-1 1.58 ± 0.34 - + - - 

ENT 14-2 9.19 ± 0.76 - - - - 

ENT 14-3 13.08 ± 0.51 - + - - 

ENT 15-1 0.02 ± 0.04 - + - - 

ENT 15-2 0.31 ± 0.18 + + - - 

ENT 15-3 0.72 ± 0.54 - + - - 

ENT 17-1 3.06 ± 0.23 - + - - 

ENT 18-1 0.40 ± 0.13 + + - - 

ENT 20-2 0.40 ± 0.16 - + - - 

ENT 20-3 1.35 ± 0.32 - + - - 

ENT 21-1 0.35 ± 0.34 - + - - 

ENT 21-2 0.29 ± 0.16 - + - - 

ENT 22-1 0.60 ± 0.25 - + - - 

ENT 22-2 2.75 ± 1.60 - + - - 

ENT 23-1 0.56 ± 0.22 - + - - 

ENT 24-1 3.77 ± 0.30 - + - - 

ENT 25-1 0.52 ± 0.04 - + - - 

ENT 25-2 1.88 ± 0.53 - + - - 

ENT 25-3 0.83 ± 0.32 - + - - 

ENT 26-1 0.42 ± 0.07 - - - - 

ENT 26-2 0.60 ± 0.35 - + - - 
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ตารางท่ี 4: (ต่อ) การสังเคราะห์เอนไซม ์protease, urease, catalase, amylase และ caseinase ของเช้ือ 

enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

การสังเคราะห์เอนไซม ์

protease 

(unit/มิลลิลิตร 

supernatant)* 

urease  catalase amylase caseinase 

ENT 26-3 0.63 ± 0.23 + + - - 

ENT 27-1 0.17 ± 0.04 - + - - 

ENT 27-2 3.50 ± 0.62 - + - - 

ENT 27-3 1.23 ± 0.13 + + - - 

ENT 29-1 2.75 ± 0.60 - + - - 

ENT 29-2 0.48 ± 0.10 - + - - 

ENT 29-3 0.29 ±0.13 - + - - 

ENT 30-1 0.31 ± 0.19 + + - - 

ENT 30-2 0.58 ± 0.17 + - - - 

ENT 30-3 1.31 ± 0.57 - + - - 

ENT 31-1 2.02 ± 0.51 - + - - 

ENT 31-2 0.77 ± 0.16 - + - - 

ENT 31-3 1.21 ± 0.53 - + - - 

ENT 32-1 0.50 ± 0.23 - - - - 

ENT 32-3 0.44 ± 0.17 + + - - 

ENT 33-1 0.13 ±0.06 - + - - 

ENT 33-2 0.40 ± 0.10 - + - - 

ENT 33-3 0.79 ± 0.20 + - - - 

ENT 34-1 1.60 ± 0.47 - + - - 

ENT 34-2 3.56 ± 0.39 - + - - 

ENT 34-3 12.47 ± 0.67 - + - - 

ENT 35-1 3.04 ± 0.87 - + - - 

ENT 35-2 0.83 ± 0.30 - + - - 
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ตารางท่ี 4: (ต่อ) การสังเคราะห์เอนไซม ์protease, urease, catalase, amylase และ caseinase ของเช้ือ 

enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

การสังเคราะห์เอนไซม ์

protease 

(unit/มิลลิลิตร 

supernatant)* 

urease  catalase amylase caseinase 

ENT 35-3 0.50 ± 0.27 - - - - 

*ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้ า ± ค่า standard deviation 

+: มีการสังเคราะห์เอนไซม;์ -: ไม่มีการสังเคราะห์เอนไซม ์

 

ทดสอบรูปแบบการหมกันํ้ าตาล 3 ชนิด ไดแ้ก่ glucose, lactose และ sucrose โดยเล้ียงเช้ือใน

อาหาร carbohydrate fermentation broth  (pH 7.4) ท่ีเติมนํ้าตาลแต่ละชนิดใหมี้ความเขม้ขน้เป็นร้อยละ 1.0 

(นํ้าหนกั/ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั บนัทึกการเปล่ียนสีของอาหารจากสีแดงเป็นสี

เหลือง เน่ืองจากเกิดการหมกันํ้าตาลไดก้รดอินทรียท์าํให้ค่า pH ของอาหารลดลง เปล่ียนสีของ phenol red 

ซ่ึงเป็น pH indicator และบนัทึกการเกิดฟองอากาศใน Duhram tube ซ่ึงแสดงถึงการเกิดก๊าซระหวา่งการ

หมกันํ้าตาล รูปแบบการหมกันํ้าตาลของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุแสดงในตารางท่ี 5  

 

ทดสอบรูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation ของกรดอะมิโน 3 ชนิด ไดแ้ก่ arginine, lysine 

และ ornithine โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร decarboxylase broth base (pH 6.0) ท่ีเติมกรดอะมิโนแต่ละชนิดให้มี

ความเขม้ขน้เป็นร้อยละ 1.0 (นํ้าหนกั/ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั บนัทึกสีของอาหาร

กลบัมาเป็นสีม่วง เน่ืองจากเกิดการหมกั glucose ไดก้รดอินทรีย ์ทาํให้ค่า pH ของอาหารลดลง แล้ว

เอนไซม์ decarboxylase ย่อยสลายกรดอะมิโนไดเ้อมีน (amine) ทาํให้ค่า pH ของอาหารเพิ่มข้ึน ทาํให ้

bromcrysol purple ซ่ึงเป็น pH indicator กลบัมาเป็นสีม่วง รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation ของ

กรดอะมิโนของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุแสดงในตารางท่ี 5  

 

การทดสอบ IMViC ประกอบดว้ยการทดสอบการสังเคราะห์ indole (indole production) การ

ทดสอบ methyl red (MR) การทดสอบ Voges-Proskauer (VP) และการทดสอบการใช ้citrate (citrate 

utilization) การทดสอบ indole ทาํโดยเล้ียงเช้ือในอาหาร tryptone broth (pH 7.0) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็น

เวลา 1-2 วนั แลว้หยด Kovac’s tryptone reagent บนัทึกการเกิดวงสีม่วงแดงของการเกิดปฏิกิริยาของ 

indole กบั p-dimethylaminobenzaldehyle ใน Kovac’s indole reagent เน่ืองจากเช้ือสังเคราะห์เอนไซม ์

tryptophanase ยอ่ยสลาย tryptophan ในอาหารได ้ammonia และ indole pyruvic acid  การทดสอบ MR ทาํ
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โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร MR-VP broth (pH 7.0) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั แลว้หยด MR reagent 

บนัทึกการเปล่ียนสีของอาหารเป็นสีแดง เน่ืองจากเกิดการหมกัแบบ mixed acid fermentation ไดก้รด

อินทรีย ์ทาํใหค้่า pH ของอาหารลดลง เปล่ียนสี methyl red ใน MR reagent เป็นสีแดง การทดสอบ VP ทาํ

โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร MR-VP broth (pH 7.0) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั แลว้หยด potassium 

hydroxide (KOH) ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 40 (นํ้ าหนกั/ปริมาตร) และ 1-napthol บนัทึกการเปล่ียนสีของ

อาหารเป็นสีชมพ-ูแดง เน่ืองจากเกิดการหมกัแบบ butanediol fermentation ได ้acetoin และ butabediol ซ่ึง

รวมตวักบั quanidine ใน peptone การทดสอบการใช้ citrate ทาํโดย streak เช้ือบนอาหาร Simmon’s 

citrate agar (pH 7.0) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 1-2 วนั บนัทึกการเปล่ียนสีของอาหารเป็นสีนํ้ าเงิน 

เน่ืองจากเช้ือใช้ citrate เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานและมี ammonia เกิดข้ึน ทาํให้ pH ของอาหาร

เพิ่มข้ึน จึงเปล่ียนสี bromthymol blue ซ่ึงเป็น pH indicator ผลการทดสอบ IMViC ของเช้ือ enterobacteria 

จาํนวน 81 สายพนัธ์ุแสดงในตารางท่ี 5  

 

ตารางท่ี 5: รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation และการทดสอบ IMViC 

ของเช้ือ enterobcteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุ 

เช้ือ 

entero-

bacteria 

รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา 

decarboxylation 

การทดสอบ IMViC 

GLU LAC SUC ARG LYS ORN IND MR VP CIT 

ENT 1-1 AG A AG - + - - + - + 

ENT 1-2 A A A - + - - + - - 

ENT 1-3 A A A - + - - + - - 

ENT 2-1 A A A + - + - + - + 

ENT 2-2 A A A - + - - + - - 

ENT 2-3 AG A A + - + - - + - 

ENT 3-1 A Alk Alk - - - + + - + 

ENT 3-2 A Alk Alk - - - + + - + 

ENT 4-1 AG AG A - + + - + - - 

ENT 4-2 A A A - + - - + - - 

ENT 5-1 A A A - + - - + - - 
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ตารางท่ี 5: (ต่อ) รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation และการทดสอบ 

IMViC ของเช้ือ enterobcteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุ 

เช้ือ 

entero-

bacteria 

รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา 

decarboxylation 

การทดสอบ IMViC 

GLU LAC SUC ARG LYS ORN IND MR VP CIT 

ENT 5-2 A A A - + - - + - - 

ENT 5-3 A A A - + - - + - - 

ENT 6-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 6-2 A A A - + - - + - - 

ENT 6-3 AG A Alk - - + - + - + 

ENT 7-1 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 7-2 A A AG - + + - + - - 

ENT 7-3 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 8-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 8-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 8-3 AG A AG - + + - + + - 

ENT 9-1 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 9-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 10-1 A A A - + - - + - - 

ENT 10-2 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 10-3 AG A AG - + - - + - + 

ENT 11-1 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 11-2 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 11-3 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 12-1 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 12-2 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 12-3 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 13-1 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 13-2 AG AG AG - + - - + - - 
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ตารางท่ี 5: (ต่อ) รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation และการทดสอบ 

IMViC ของเช้ือ enterobcteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุ 

เช้ือ 

entero-

bacteria 

รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา 

decarboxylation 

การทดสอบ IMViC 

GLU LAC SUC ARG LYS ORN IND MR VP CIT 

ENT 13-3 AG A AG - + + - + - - 

ENT 14-1 AG AG AG - + + - + + - 

ENT 14-2 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 14-3 AG A AG - + + - + + - 

ENT 15-1 A A A - + + - + - + 

ENT 15-2 AG A A - + - - + + + 

ENT 15-3 AG A AG - + + - + - - 

ENT 17-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 18-1 A Alk A - - - + + - - 

ENT 20-2 A Alk A - - - + + - - 

ENT 20-3 A A A - - + - + - - 

ENT 21-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 21-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 22-1 A Alk A - - - + + - + 

ENT 22-2 A Alk A - - - + + - + 

ENT 23-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 24-1 A Alk Alk - - - + + - + 

ENT 25-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 25-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 25-3 AG A AG - + + - + - - 

ENT 26-1 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 26-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 26-3 AG A AG - + + - + - - 

ENT 27-1 AG A AG - + + - + - - 
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ตารางท่ี 5: (ต่อ) รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา decarboxylation และการทดสอบ 

IMViC ของเช้ือ enterobcteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุ 

เช้ือ 

entero-

bacteria 

รูปแบบการหมกันํ้าตาล รูปแบบการเกิดปฎิกิริยา 

decarboxylation 

การทดสอบ IMViC 

GLU LAC SUC ARG LYS ORN IND MR VP CIT 

ENT 27-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 27-3 AG AG AG - + + - + - - 

ENT 29-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 29-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 29-3 A A A - + - - + - - 

ENT 30-1 A AG A - + - + + - - 

ENT 30-2 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 30-3 AG A AG - + + - + - - 

ENT 31-1 A A A - - + + + - - 

ENT 31-2 A AG A - + - + + - - 

ENT 31-3 AG A AG - + + - + - - 

ENT 32-1 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 32-3 AG Alk Alk - - + - - + + 

ENT 33-1 AG A AG - + + - + - - 

ENT 33-2 A Alk Alk - - - + + - + 

ENT 33-3 AG AG AG - + - - + - - 

ENT 34-1 A Alk Alk - - - + + - + 

ENT 34-2 AG A AG - + + - + - - 

ENT 34-3 A Alk Alk - - - + + - + 

ENT 35-1 A A A - - + - + - - 

ENT 35-2 A Alk Alk - - - + + - + 

ENT 35-3 AG AG AG - + - - + - - 

GLU: glucose; LAC: lactose; SUC: sucrose; ARG: arginine; LYS: lysine; ORN: ornithine; IND: การ

สังเคราะห์ indole; MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer; CIT: การใช ้citrate 
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A: เกิดการหมกันํ้าตาลไดก้รดอินทรียเ์ปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลือง; AG: เกิดการหมกันํ้ าตาลไดก้รดอินทรีย์

เปล่ียนสีอาหารเป็นสีเหลืองและเกิดก๊าซใน durham tube; Alk: ไม่เกิดการหมกันํ้าตาล  อาหารคงเป็นสีแดง 

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัวนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

 

4. การศึกษารูปแบบพลาสมิด  

จากการวเิคราะห์รูปแบบของพลาสมิดของเช้ือ entertobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ พบวา่เช้ือท่ี

มีพลาสมิดมีจาํนวน 16 สายพนัธ์ุ โดยมีพลาสมิด 1-5 ช้ิน ขนาดตั้งแต่ 1.7 ถึง 19.0 kb ดงัแสดงในตารางท่ี 6 

 

ตารางท่ี 6: รูปแบบพลาสมิดของเช้ือ entertobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบพลาสมิด 

จาํนวน ขนาด (kb) 

ENT 1-1 5 2.2, 3.1, 4.2, 7.3 และ 16.4 

ENT 1-2 - - 

ENT 1-3 - - 

ENT 2-1 - - 

ENT 2-2 - - 

ENT 2-3 - - 

ENT 3-1 - - 

ENT 3-2 - - 

ENT 4-1 - - 

ENT 4-2 - - 

ENT 5-1 - - 

ENT 5-2 - - 

ENT 5-3 - - 

ENT 6-1 - - 

ENT 6-2 - - 

ENT 6-3 - - 

ENT 7-1 3 2.0, 5.9 และ 19.0 

ENT 7-2 - - 
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ตารางท่ี 6: (ต่อ) รูปแบบพลาสมิดของเช้ือ entertobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบพลาสมิด 

จาํนวน ขนาด (kb) 

ENT 7-3 - - 

ENT 8-1 1 4.4 

ENT 8-2 2 4.2 

ENT 8-3 1 2.6 

ENT 9-1 - - 

ENT 9-2 - - 

ENT 10-1 - - 

ENT 10-2 - - 

ENT 10-3 - - 

ENT 11-1 2 2.0 และ 3.5 

ENT 11-2 - - 

ENT 11-3 - - 

ENT 12-1 - - 

ENT 12-2 - -- 

ENT 12-3 3 2.7, 3.7 และ 4.9 

ENT 13-1 - - 

ENT 13-2 - - 

ENT 13-3 - - 

ENT 14-1 - - 

ENT 14-2 - - 

ENT 14-3 - - 

ENT 15-1 - - 

ENT 15-2 1 5.6 

ENT 15-3 - - 

ENT 17-1 - - 

ENT 18-1 2 1.7 และ 7.2 

ENT 20-2 - - 
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ตารางท่ี 6: (ต่อ) รูปแบบพลาสมิดของเช้ือ entertobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบพลาสมิด 

จาํนวน ขนาด (kb) 

ENT 20-3 1 9.4 

ENT 21-1 - - 

ENT 21-2 - - 

ENT 22-1 2 1.7 และ 7.2 

ENT 22-2 - - 

ENT 23-1 2 1.7 และ 7.2 

ENT 24-1 2 1.9 และ 6.7 

ENT 25-1 1 4.2 

ENT 25-2 - - 

ENT 25-3 - - 

ENT 26-1 - - 

ENT 26-2 - - 

ENT 26-3 - - 

ENT 27-1 3 2.3, 2.8 และ 3.5 

ENT 27-2 - - 

ENT 27-3 - - 

ENT 29-1 2 2.3 และ 2.7 

ENT 29-2 - - 

ENT 29-3 - - 

ENT 30-1 - - 

ENT 30-2 - - 

ENT 30-3 - - 

ENT 31-1 - - 

ENT 31-2 - - 

ENT 31-3 - - 

ENT 32-1 - - 

ENT 32-3 - - 
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ตารางท่ี 6: (ต่อ) รูปแบบพลาสมิดของเช้ือ entertobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบพลาสมิด 

จาํนวน ขนาด (kb) 

ENT 33-1 - - 

ENT 33-2 - - 

ENT 33-3 - - 

ENT 34-1 - - 

ENT 34-2 - - 

ENT 34-3 - - 

ENT 35-1 - - 

ENT 35-2 - - 

ENT 35-3 - - 

 

5. การศึกษารูปแบบความต้านทานสารปฏิชีวนะ 

 จากการศึกษาความตา้นทานสารปฏิชีวนะ 10 ชนิด ไดแ้ก่ ampicillin (10 µg), chloramphenicol 

(30 µg), erythromycin (15 µg), gentamycin (10 µg), kanamycin (30 µg), neomycin (30 µg), penicillin 

G (10 units), streptomycin (10 µg), tetracycline (30 µg) และ vancomycin (30 µg) พบวา่ร้อยละ 90.12, 

76.54, 69.14, 61.73, 22.22, 3.70, 3.70, 2.47 และ 1.23 ของจาํนวนสายพนัธ์ุเช้ือ enterobacteria ตา้นทาน

ต่อ penicillin, vancomycin, erythromycin, ampicillin, tetracycline, chloramphenicol, streptomycin, 

neomycin และ kanamycin ตามลาํดบั ในขณะท่ีไม่มีเช้ือสายพนัธ์ุใดท่ีตา้นทาน gentamycin ทั้งน้ี ไม่มีเช้ือ

สายพนัธ์ุใดท่ีตา้นทานสารปฏิชีวนะทุกชนิดและไม่มีเช้ือสายพนัธ์ุใดท่ีไวต่อสารปฏิชีวนะทุกชนิด เช้ือ 3 

สายพนัธ์ุท่ีตา้นทานสารปฎิชีวนะไดม้ากท่ีสุด ตา้นทานสารปฎิชีวนะ 6 ชนิด ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ ENT 8-2 ซ่ึง

ตา้นทาน ampicillin, erythromycin, kanamycin, penicillin, tetracycline และ vancomycin สายพนัธ์ุ ENT 

31-1 ซ่ึงตา้นทาน ampicillin, erythromycin, penicillin, streptomycin, tetracycline และ vancomycin และ

สายพนัธ์ุ ENT 34-2 ซ่ึงตา้นทาน ampicillin, chloramphenicol, erythromycin, penicillin, tetracycline และ 

vancomycin ภาพท่ี 4 แสดง clear zone รอบ antibiotic disc ซ่ึงแสดงถึงการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือโดยสาร

ปฏิชีวนะ ผลการทดสอบความตา้นทานสารปฎิชีวนะ 10 ชนิดของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ 

แสดงในตารางท่ี 7 
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ภาพท่ี 4: clear zone รอบ antibiotic disc ซ่ึงแสดงถึงการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือโดยสารปฏิชีวนะ  

 

ตารางท่ี 7: ความตา้นทานสารปฏิชีวนะ 10 ชนิดของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

ความตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

AMP CHL ERY GEN KAN NEO PEN STR TET VAN 

ENT 1-1 + - + - - - + - - + 

ENT 1-2 - - - - - + + - - - 

ENT 1-3 - - - - - - + - - + 

ENT 2-1 - - + - - - + - - + 

ENT 2-2 - - - - - - + - - - 

ENT 2-3 + - + - - - + - - + 

ENT 3-1 - - - - - - - - - + 

ENT 3-2 + - - - - - + - - + 

ENT 4-1 - - + - - - + - - - 

ENT 4-2 + - - - - - + - + - 

ENT 5-1 - - - - - - + - - - 

ENT 5-2 + - - - - - + - - - 

ENT 5-3 + - + - - - + - - + 

ENT 6-1 - - + - - - + - - + 

ENT 6-2 - - + - - - + - - + 

ENT 6-3 - - + - - - + - - + 

ENT 7-1 - - + - - - - - - + 

ENT 7-2 - - + - - + + - - + 

ENT 7-3 + - - - - - + - - + 
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ตารางท่ี 7: (ต่อ) ความตา้นทานสารปฏิชีวนะ 10 ชนิดของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

ความตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

AMP CHL ERY GEN KAN NEO PEN STR TET VAN 

ENT 8-1 - - + - - - + - - + 

ENT 8-2 + - + - + - + - + + 

ENT 8-3 + - + - - - + - - + 

ENT 9-1 + - + - - - + - - + 

ENT 9-2 + - - - - - + - - + 

ENT 10-1 + - - - - - + - + - 

ENT 10-2 + - - - - - + - - - 

ENT 10-3 + - - - - - + - - - 

ENT 11-1 - - + - - - + - - + 

ENT 11-2 + - + - - - + - - + 

ENT 11-3 + - + - - - + - - + 

ENT 12-1 + - + - - - + - + + 

ENT 12-2 + - + - - - + - + + 

ENT 12-3 - - + - - - + - + + 

ENT 13-1 + - - - - - + - - + 

ENT 13-2 + - - - - - + - - - 

ENT 13-3 + - - - - - + - - - 

ENT 14-1 - - - - - - - - - + 

ENT 14-2 + - - - - - + - - - 

ENT 14-3 + - - - - - + - - - 

ENT 15-1 - - + - - - + - - + 

ENT 15-2 + - - - - - + - - - 

ENT 15-3 + - + - - - + - - + 

ENT 17-1 - - + - - - + - - + 

ENT 18-1 + - + - - - + - - + 

ENT 20-2 - + + - - - + - + + 

ENT 20-3 - - + - - - + - - + 
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ตารางท่ี 7: (ต่อ) ความตา้นทานสารปฏิชีวนะ 10 ชนิดของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

ความตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

AMP CHL ERY GEN KAN NEO PEN STR TET VAN 

ENT 21-1 - - + - - - + - - + 

ENT 21-2 + + + - - - + - - + 

ENT 22-1 - - + - - - + - - + 

ENT 22-2 - - + - - - + - - + 

ENT 23-1 + - + - - - + - - - 

ENT 24-1 + - + - - - + - - + 

ENT 25-1 + - + - - - + - - + 

ENT 25-2 + - + - - - + - - + 

ENT 25-3 + - + - - - + - - + 

ENT 26-1 + - + - - - + - - + 

ENT 26-2 + - + - - - + - - + 

ENT 26-3 - - + - - - + - - + 

ENT 27-1 + - + - - - + - - + 

ENT 27-2 - - - - - - + - - + 

ENT 27-3 - - - - - - - - - - 

ENT 29-1 + - + - - - + + + + 

ENT 29-2 + - + - - - + + + + 

ENT 29-3 + - - - - - + - - + 

ENT 30-1 + - - - - - + - - + 

ENT 30-2 + - + - - - + - - + 

ENT 30-3 + - + - - - + - - + 

ENT 31-1 + - + - - - + + + + 

ENT 31-2 + - + - - - + - + - 

ENT 31-3 + - + - - - + - + + 

ENT 32-1 + - + - - - + - + + 

ENT 32-3 - - + - - - + - + - 

ENT 33-1 + - + - - - + - - - 
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ตารางท่ี 7: (ต่อ) ความตา้นทานสารปฏิชีวนะ 10 ชนิดของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

ความตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

AMP CHL ERY GEN KAN NEO PEN STR TET VAN 

ENT 33-2 - - + - - - - - - + 

ENT 33-3 - - + - - - - - + + 

ENT 34-1 + - + - - - + - + + 

ENT 34-2 + + + - - - + - + + 

ENT 34-3 - - + - - - - - + + 

ENT 35-1 + - + - - - + - - + 

ENT 35-2 - - - - - - - - - + 

ENT 35-3 + - + - - - + - - + 

AMP: ampicillin (10 µg); CHL: chloramphenicol (30 µg); ERY: erythromycin (15 µg); GEN: 

gentamycin (10 µg); KAN: kanamycin (30 µg); NEO: neomycin (30 µg); PEN: penicillin G (10 units); 

STR: streptomycin (10 µg); TET: tetracycline (30 µg); VAN: vancomycin (30 µg) 

+: เช้ือตา้นทานสารปฎิชีวนะ; -: เช้ือไม่ตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

 

6. การศึกษารูปแบบยีนต้านทานสารปฏิชีวนะ 

ศึกษารูปแบบของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ จากการ

ทาํปฏิกิริยา PCR โดยใช้ primer ท่ีจาํเพาะต่อยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ ยีน ampC, blaCTX, 

blaTEM, blaZ, ermB, mecA, mrsA, oxa1, oxa9, shv และ vanA รายงานการเกิด positive band ของยีน

ตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ ดงัแสดงในตารางท่ี 8 
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ตารางท่ี 8: รูปแบบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

positive band ของยนีตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

ampC blaCTX blaTEM blaZ ermB mecA mrsA oxa1 oxa9 shv vanA 

ENT 1-1 - - + - - - - - - - - 

ENT 1-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 1-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 2-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 2-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 2-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 3-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 3-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 4-1 - - + - - - - - - - - 

ENT 4-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 5-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 5-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 5-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 6-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 6-2 - - - - - - - - - - - 
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ตารางท่ี 8: (ต่อ) รูปแบบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 
สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

positive band ของยนีตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

ampC blaCTX blaTEM blaZ ermB mecA mrsA oxa1 oxa9 shv vanA 

ENT 6-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 7-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 7-2 - - + - + - - - - - - 

ENT 7-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 8-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 8-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 8-3 - - + - - - - - - - - 

ENT 9-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 9-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 10-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 10-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 10-3 - - + - - - - - - - - 

ENT 11-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 11-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 11-3 - - - - - - - - - - - 
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ตารางท่ี 8: (ต่อ) รูปแบบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

positive band ของยนีตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

ampC blaCTX blaTEM blaZ ermB mecA mrsA oxa1 oxa9 shv vanA 

ENT 12-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 12-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 12-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 13-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 13-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 13-3 + - + - - - - - - + - 

ENT 14-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 14-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 14-3 - - + - - - - - - - - 

ENT 15-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 15-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 15-3 + - + - - - - - - + - 

ENT 17-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 18-1 + - + - + - - - - + - 

ENT 20-2 - - + - + - - - - - - 
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ตารางท่ี 8: (ต่อ) รูปแบบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

positive band ของยนีตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

ampC blaCTX blaTEM blaZ ermB mecA mrsA oxa1 oxa9 shv vanA 

ENT 20-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 21-1 - - + - - - - - - - - 

ENT 21-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 22-1 - - + - + - - - - - - 

ENT 22-2 + - + - + - - - - - - 

ENT 23-1 + - + - - - - - - - - 

ENT 24-1 + - + - + - - - - - - 

ENT 25-1 + - + - - - - - - + - 

ENT 25-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 25-3 + - + - - - - - - + - 

ENT 26-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 26-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 26-3 - - + - - - - - - - - 

ENT 27-1 + - + - - - - - - + - 

ENT 27-2 - - + - - - - - - - - 
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ตารางท่ี 8: (ต่อ) รูปแบบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

positive band ของยนีตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

ampC blaCTX blaTEM blaZ ermB mecA mrsA oxa1 oxa9 shv vanA 

ENT 27-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 29-1 + - + - - - - - - + - 

ENT 29-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 29-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 30-1 - - + - - - - - - - - 

ENT 30-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 30-3 + - + - - - - - - + - 

ENT 31-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 31-2 - - + - - - - - - - - 

ENT 31-3 + - + - - - - - - + - 

ENT 32-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 32-3 - - - - - - - - - - - 

ENT 33-1 + - + - - - - - - + - 

ENT 33-2 - - - - + - - - - - - 

ENT 33-3 - - - - - - - - - - - 
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ตารางท่ี 8: (ต่อ) รูปแบบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

positive band ของยนีตา้นทานสารปฎิชีวนะ 

ampC blaCTX blaTEM blaZ ermB mecA mrsA oxa1 oxa9 shv vanA 

ENT 34-1 + - + - + - - - - + - 

ENT 34-2 + - + - - - - - - + - 

ENT 34-3 - - - - + - - - - - - 

ENT 35-1 - - - - - - - - - - - 

ENT 35-2 - - - - - - - - - - - 

ENT 35-3 - - - - - - - - - - - 

+: มี positive band ของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ; -: ไม่มี positive band ของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ
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 7. การจาํแนกชนิดของเชื้อ enterobacteria ด้วยเทคนิค TP-RAPD 

 จากการวเิคราะห์รูปแบบ TP-RAPD ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ พบวา่มีรูปแบบ 

TP-RAPD 16 รูปแบบ รูปแบบ TP-RAPD มีจาํนวนแถบดีเอ็นเอ 4-11 แถบ มีขนาดตั้งแต่ 100 bp-3.0 kb 

ดงัแสดงในภาพท่ี 5 โดยสายพนัธ์ุของเช้ือ enterobacteria ท่ีมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกนั แสดงวา่เป็น

เช้ือชนิดเดียวกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 9 เทคนิค TP-RAPD เป็นการใชห้ลกัการของเทคนิค PCR โดยใช ้

primer 1 คู่ primer แต่ละสายมีขนาด 20 bp รูปแบบ TP-RAPD มีความสัมพนัธ์กบัการจดัจาํแนกทาง

อนุกรมวิธานของเช้ือแบคทีเรีย โดยเช้ือแบคทีเรียชนิดเดียวกนัจะมีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกนั (Rivas 

และคณะ 2001; 2004; Valverde และคณะ 2006) เช้ือแบคทีเรียชนิดเดียวกนั ถึงแมจ้ะมีรูปแบบ          

พลาสมิดต่างกนัก็มีรูปแบบ TP-RAPD เหมือนกนั (Rivas และคณะ 2001) คดัเลือกเช้ือท่ีมีรูปแบบ TP-

RAPD แตกต่างกนั แสดงวา่เป็นเช้ือต่างชนิดไวส้าํหรับการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 

การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะ การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ β-

lactamase และการศึกษาผลของการใชส้ารยบัย ั้งต่อกิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase 

 

 
ภาพท่ี 5: รูปแบบ RAPD 16 รูปแบบท่ีไดจ้ากเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ 

Lane M: 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Selangor Darul Ehsan, Malaysia); 1-16: รูปแบบ RAPD ท่ี 

1-16 
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ตารางท่ี 9: กลุ่มของรูปแบบ TP-RAPD ของเช้ือ enterobacteria แต่ละสายพนัธ์ุ 

 

รูปแบบ  

TP-RAPD 

จาํนวน 

สายพนัธ์ุ 

สายพนัธ์ุเช้ือ enterobacteria 

1 2 ENT 1-1 และ ENT 10-3 

2 10 ENT 1-2, ENT 1-3, ENT 2-2, ENT 4-2, ENT 5-1, ENT 5-2,  

ENT 5-3, ENT 6-2, ENT 10-1 และ ENT 29-3 

3 1 ENT 2-1 

4 1 ENT 2-3 

5 25 ENT 4-1, ENT 6-1, ENT 8-1, ENT 8-2, ENT 9-2, ENT 13-3,  

ENT 15-3, ENT 17-1, ENT 21-1, ENT 21-2, ENT 23-1,  

ENT 25-1, ENT 25-2, ENT 25-3, ENT 26-2, ENT 26-3,  

ENT 27-1, ENT 27-2, ENT 27-3, ENT 29-1, ENT 29-2,  

ENT 30-3, ENT 31-3, ENT 33-1 และ ENT 34-2 

6 1 ENT 6-3 

7 18 ENT 7-1, ENT 7-3, ENT 9-1, ENT 10-2, ENT 11-1, ENT 11-2, 

ENT 11-3, ENT 12-1, ENT 12-2, ENT 12-3, ENT 13-1,  

ENT 13-2, ENT 14-2, ENT 26-1, ENT 30-2, ENT 32-1, ENT 33-3 

และ ENT 35-3 

8 1 ENT 7-2 

9 3 ENT 8-3, ENT 14-1 และ ENT 14-3 

10 1 ENT 15-1 

11 1 ENT 15-2 

12 11 ENT 3-1, ENT 3-2, ENT 18-1, ENT 20-2, ENT 22-1, ENT 22-2, 

ENT 24-1, ENT 33-2, ENT 34-1, ENT 34-3 และ ENT 35-2 

13 2 ENT 20-3 และ ENT 35-1 

14 2 ENT 30-1 และ ENT 31-2 

15 1 ENT 31-1 

16 1 ENT 32-3 
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8. การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA  

จากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของเช้ือ enterobacteria 16 ชนิด ซ่ึงเป็น

เช้ือตวัแทนจากแต่ละรูปแบบ TP-RAPD เพื่อระบุสกุลของเช้ือโดยเพิ่มจาํนวนยีน 16S rDNA ดว้ยเทคนิค 

PCR หลงัจากนั้นตรวจผลของปฏิกิริยา PCR พบวา่ไดแ้ถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว ขนาดประมาณ 500 bp 

เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือแต่ละชนิดมาทาํการเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 

rDNA ของเช้ือแบคทีเรียในฐานขอ้มูลของ  Genbank  โดยใชโ้ปรแกรม  BLASTN   พบวา่เช้ือ entero-

bacteria มีลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ใกลเ้คียงกบัเช้ือ enterobacteria ใน 6 สกุล ไดแ้ก่ 

Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Providencia, Serratia และ Yersinia ซ่ึงมีร้อยละของระดบัความ

เหมือน (% identity) เท่ากบั 98%-99% ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 

rDNA จากเช้ือ enterobacteria 16 ชนิด แสดงในตารางท่ี 10 

 

 การระบุสกุลหรือชนิดของแบคทีเรียตามลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีอาจมีขอ้จาํกดั เน่ือง 

จากเช้ือในหลายสกุลหรือชนิดมีลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมีท่ีหลากหลายและซํ้ าซ้อนกนั ในปัจจุบนั 

การจาํแนกเช้ือแบคทีเรียใช้การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์เป็นหลกั โดยเฉพาะลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ

ยีน 16S rDNA ซ่ึงมีขนาดประมาณ 1.5 kb ประกอบดว้ยบริเวณท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทด์เหมือนกนัในเช้ือ

ต่างสกุล เรียกวา่ conserved region และบริเวณท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกนัเฉพาะในเช้ือสกุลเดียวกนั 

เรียกวา่ variable region ในการเพิ่มจาํนวนยนี 16S rDNA สามารถใช ้primer ท่ีจาํเพาะต่อบริเวณท่ีขนาบ

ขา้ง variable region และเพิ่มจาํนวนยนี 16S rDNA ในส่วน variable region ได ้จากการเปรียบเทียบลาํดบั

นิวคลีโอไทด์ของ variable region กบัขอ้มูลยีนในฐานขอ้มูลต่างๆ เช่น Genbank ของ National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ribosomal Database Project (RDP) 

(http://rdp.cme.msu.edu/) และ European Molecular Biology Laboratory (EMBL) (www.ebi.ac.uk/ 

embl/) ทาํให้ระบุสกุลของเช้ือแบคทีเรียได ้ทั้งน้ี มีรายงานว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ variable region 

ขนาดประมาณ 500 bp สามารถใชใ้นการระบุสกุลของเช้ือแบคทีเรียได ้อยา่งไรก็ตาม ลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยีน 16S rDNA ไม่เหมาะสมในการระบุชนิดของเช้ือแบคทีเรีย เน่ืองจากยีน 16S rDNA ของเช้ือ

แบคทีเรียต่างชนิดในสกุลเดียวกนัมีลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกนั (Pongsilp 2012) 

 

   

 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/%20embl/
http://www.ebi.ac.uk/%20embl/
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ตารางท่ี 10: ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA จากเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิด  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบ  

TP-RAPD 

ตวัอยา่งเช้ือท่ีมีความใกลเ้คียงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA (Genbank accession number) % identity 

ENT 1-1 1 Kle. pneumoniae สายพนัธ์ุ KPNIH31 (CP009876) (Conlan และคณะ 2014) 

Kle. pneumoniae สายพนัธ์ุ blaNDM-1 (CP009114) (van Duin และคณะ 2014) 

Umcultured Klebsiella sp. clone DVWSW_J383 (KF 722620) (Patel และคณะ 2014) 

99% 

ENT 5-3 2 Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ SM1 (AB858357) (Koenig และคณะ 2014) 

Kle. oxytoca สายพนัธ์ุ 127 (C4Plas(d)) (KF254665) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ JO143 (Habibi และคณะ 2014) 

99% 

ENT 2-1 3 Cit. freundii สายพนัธ์ุ SI-1 (KC211308) (Kang และคณะ 2014) 

Cit. freundii สายพนัธ์ุ 128A (3DVM) (KF254749) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Cit. freundii สายพนัธ์ุ R2A5 (KF938666) (Lade และคณะ 2014)  

99% 

ENT 2-3 4 Enterobacter cloacae สายพนัธ์ุ 189 (P21Ms) (KF254602) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Enterobacter clocae สายพนัธ์ุ DT-1 (JX885522) (Subudhi และคณะ 2013) 

Enterobacter sp. สายพนัธ์ุ S10 (HF572841) (Mandal และคณะ 2013) 

99% 

ENT 8-2 5 Enterobacter clocae สายพนัธ์ุ 189 (P21Ms) (KF254602) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Enterobacter clocae สายพนัธ์ุ DT-1 (JX885522) (Subudhi และคณะ 2013) 

Enterobacter clocae สายพนัธ์ุ Bio103 (JX495602) (Rabiei และคณะ 2013) 

99% 
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ตารางท่ี 10: (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA จากเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิด  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบ  

TP-RAPD 

ตวัอยา่งเช้ือท่ีมีความใกลเ้คียงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA (Genbank accession number) % identity 

ENT 6-3 6 Cit. freundii สายพนัธ์ุ R2A5 (KF938666) (Lade และคณะ 2014) 

Cit. freundii สายพนัธ์ุ 128A (3DVM) (KF254749) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Cit. freundii สายพนัธ์ุ harit D11 (KC344791) (Meruvu และ Donthireddy 2013) 

99% 

ENT 7-1 7 Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ UIWRF0888 (KR190424) (Zhang และคณะ 2015) 

Kle. pneumoniae subsp. pneumoniae สายพนัธ์ุ 234-12 (CP011313) (Becker และคณะ 2015) 

Kle. pneumoniae subsp. pneumoniae สายพนัธ์ุ KPNIH31 (CP009876) (Conlan และคณะ 2014) 

99% 

ENT 7-2 8 Serratia sp. สายพนัธ์ุ INBio_4052O (KM242496) (Vargas-Asensio และคณะ 2014) 

Uncultured Serratia sp. clone T1-23 (KC253894) (Vicente และคณะ 2013) 

Ser. marcescens สายพนัธ์ุ Ki (JN201947) (Terenius และคณะ 2012) 

99% 

ENT 8-3 9 Enterobacter clocae clone CC3 (AB576083) (Benskin และคณะ 2010) 

Enterobacter clocae สายพนัธ์ุ DT-1 (JX885522) (Subudhi และคณะ 2013) 

Enterobacter clocae สายพนัธ์ุ ECNIH5 (CP009854) (Conlan และคณะ 2014) 

99% 

ENT 15-1 10 Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ UIWRF0888 (KR190424) (Zhang และคณะ 2015) 

Kle. pneumoniae subsp. pneumoniae สายพนัธ์ุ 234-12 (CP011313) (Becker และคณะ 2015) 

Kle. pneumoniae subsp. pneumoniae สายพนัธ์ุ KPNIH31 (CP009876) (Conlan และคณะ 2014) 

98% 
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ตารางท่ี 10: (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA จากเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิด  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบ  

TP-RAPD 

ตวัอยา่งเช้ือท่ีมีความใกลเ้คียงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA (Genbank accession number) % identity 

ENT 15-2 11 Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ SM1 (AB858357) (Koenig และคณะ 2014) 

Kle. oxytoca สายพนัธ์ุ 127 (C4Plas(d)) (KF254665) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ JO143 (Habibi และคณะ 2014) 

98% 

ENT 33-2 12 Providencia sp. สายพนัธ์ุ KT7 (KJ734010) (Yu และคณะ 2014) 

Ptrovidencia rettgeri สายพนัธ์ุ SSR4 (KC634310) (Marathe และคณะ 2013) 

Uncultured Providencia sp. clone ORM_056R (JN423869) (Chandler และคณะ 2011) 

99% 

ENT 20-3 13 Yersinia enterocolitica สายพนัธ์ุ FE81536 (HE803738) (Sihvonen และคณะ 2012) 

Y. enterocolitica สายพนัธ์ุ GYPB27 (JF346893) (Miao และคณะ 2013) 

Y. enterocolitica สายพนัธ์ุ 280 (FJ641888) (Stenkova และคณะ 2011) 

99% 

ENT 30-1 14 Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ SM1 (AB858357) (Koenig และคณะ 2014) 

Kle. oxytoca สายพนัธ์ุ 127 (C4Plas(d)) (KF254665) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Klebsiella sp. สายพนัธ์ุ JO143 (Habibi และคณะ 2014) 

98% 

ENT 31-1 15 Cit. freundii สายพนัธ์ุ SI-1 (KC211308) (Kang และคณะ 2014) 

Cit. freundii สายพนัธ์ุ 128A (3DVM) (KF254749) (Maleki-Ravasan และคณะ 2015) 

Cit. freundii สายพนัธ์ุ R2A5 (KF938666) (Lade และคณะ 2014) 

98% 
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ตารางท่ี 10: (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA จากเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิด  

 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบ  

TP-RAPD 

ตวัอยา่งเช้ือท่ีมีความใกลเ้คียงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rDNA (Genbank accession number) % identity 

ENT 32-3 16 Enterobacter aerogenes สายพนัธ์ุ UIWRF 0709 (KR190152) (Zhang และคณะ 2015) 

Enterobacter aerogenes สายพนัธ์ุ 250 (LN623623) (Montagna และคณะ 2015) 

Enterobacter aerogenes ไอโซเลท S21 (HF562873) (Marasco และคณะ 2013) 

99% 
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จากตวัอยา่งอาหารทะเลท่ีตรวจสอบ 15 ชนิด ไดแ้ก่ กุง้แชบ๊วย กุง้ลายดาํ กุง้ลายเสือ หมึกกลว้ย 

หมึกกระดอง หมึกหอม หอยแครง หอยหวาน หอยเชลล์ ปูมา้ ปูทะเล ปลาทู ปลาแดงใหญ่ ปลาจะระเม็ด 

และปลากะพง Klebsiella เป็นสกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบไดท้ัว่ไปในอาหารทะเลเกือบทุกชนิด โดย

พบในอาหารทะเล 13 ชนิด ไดแ้ก่ กุง้แชบ๊วย หมึกกลว้ย หมึกกระดอง หมึกหอม หอยแครง หอยหวาน 

หอยเชลล ์ปูมา้ ปูทะเล ปลาทู ปลาแดงใหญ่ ปลาจะระเมด็ และปลากะพง Enterobacter พบในอาหารทะเล 

11 ชนิด ไดแ้ก่ กุง้แชบว๊ย กุง้ลายดาํ หมึกกลว้ย หอยแครง หอยหวาน หอยเชลล์ ปูมา้ ปลาทู ปลาแดงใหญ่ 

ปลาจะระเม็ด และปลากะพง Providencia พบในอาหารทะเล 7 ชนิด ไดแ้ก่ กุง้แชบ๊วย กุง้ลายเสือ หมึก

กลว้ย หมึกหอม หอยหวาน ปูมา้ และปลากะพง Citrobacter พยในอาหารทะเล 3 ชนิด ไดแ้ก่ กุง้แชบ๊วย 

หอยเชลล์ และปลากะพง Yersinia พบในอาหารทะเล 2 ชนิด ไดแ้ก่ หอยหวานและปูมา้ สําหรับ Serratia 

พบเฉพาะในปูทะเล ตารางท่ี 11 แสดงสกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเลแต่ละชนิด  

 

เช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเลจากตลาดทะเลไทย อ. เมือง จ. สมุทรสาคร มี 12 

ชนิด ใน 5 สกุล ไดแ้ก่ Klebsiella (5 ชนิด), Enterobacter (3 ชนิด), Citrobacter (2 ชนิด), Providencia (1 

ชนิด) และ Serratia (1 ชนิด) เช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเลจากตลาดบา้นเขาตะเกียบ อ. 

หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ มี 3 ชนิด ใน 3  สกุล ไดแ้ก่ Enterobacter (1 ชนิด), Providencia (1 ชนิด) และ 

Yersinia (1 ชนิด) เช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเลจากตลาดบา้นเพ อ. เมือง จ. ระยอง มี 8 

ชนิด ใน 5 สกุล ไดแ้ก่ Klebsiella (3 ชนิด), Enterobacter (2 ชนิด), Citrobacter (1 ชนิด), Providencia (1 

ชนิด) และ Yersinia (1 ชนิด) ดงัท่ีแสดงสกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในอาหารทะเลจากตลาด

จาํหน่ายอาหารทะเลแต่ละแหล่งในตารางท่ี 12  

 

จากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA สามารถระบุสกุลของเช้ือ entero-

bacteria แต่ละชนิดท่ีมีรูปแบบ TP-RAPD แตกต่างกนั แล้วจึงเปรียบเทียบลกัษณะทางสรีรวิทยาและ

ชีวเคมี ไดแ้ก่ รูปแบบการหมกันํ้ าตาล, รูปแบบการเกิดปฏิกิริยา decarboxylation, ผลการทดสอบ IMViC 

และการย่อยสลาย urea กับเช้ือ enterobacteria ชนิดต่างๆ ในสกุลเดียวกัน เพื่อระบุชนิดของเช้ือ 

enterobacteria ท่ีมีความเป็นไปไดส้าํหรับเช้ือในแต่ละรูปแบบ TP-RAPD การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ 

enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 1-16 กบัเช้ือชนิดท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนัแสดงในตารางท่ี 13-

27 ตามลาํดบั   
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ตารางท่ี 11: สกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเลแต่ละชนิด  

 

ชนิดอาหารทะเล สกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเล 

กุง้แชบว๊ย Citrobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 3) 

Enterobacter 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 4 และ TP-RAPD 5) 

Klebsiella 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 1 และ TP-RAPD 2) 

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

กุง้ลายดาํ Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5) 

กุง้ลายเสือ Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

หมึกกลว้ย Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5) 

Klebsiella 3 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 1, TP-RAPD 2 และ TP-RAPD 7) 

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

หมึกกระดอง Klebsiella 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 7) 

หมึกหอม Klebsiella 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 7) 

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

หอยแครง Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5) 

Klebsiella 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 2) 

หอยหวาน Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 16) 

Klebsiella 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 2 และ TP-RAPD 7) 

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

Yersinia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 13) 

หอยเชลล ์ Citrobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 6) 

Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5) 

Klebsiella 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 2 และ TP-RAPD 7) 

ปูมา้ Enterobacter 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5 และ TP-RAPD 9) 

Klebsiella 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 2 และ TP-RAPD 7) 

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

Yersinia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 13) 

ปูทะเล Klebsiella 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 7) 

Serratia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 8) 
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ตารางท่ี 11: (ต่อ) สกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเลแต่ละชนิด  

 

ชนิดอาหารทะเล สกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเล 

ปลาท ู Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5)  

Klebsiella 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 7) 

ปลาแดงใหญ่ Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5)  

Klebsiella 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 10 และ TP-RAPD 11) 

ปลาจะระเมด็ Enterobacter 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5 และ TP-RAPD 9)  

Klebsiella 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 7 และ TP-RAPD 14) 

ปลากระพง Citrobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 15) 

Klebsiella 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 14) 

Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5) 

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 
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ตารางท่ี 12: สกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในอาหารทะเลจากตลาดจาํหน่ายอาหารทะเลแต่ละแหล่ง 

 

ตลาดจาํหน่ายอาหารทะเล สกุลของเช้ือ enterobacteria ท่ีพบในตวัอยา่งอาหารทะเล 

ตลาดทะเลไทย อ. เมือง  

จ. สมุทรสาคร 

Citrobacter 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 3 และ TP-RAPD 6) 

Enterobacter 3 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 4, TP-RAPD 5 และ TP-RAPD 

9) 

Klebsiella 5 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 1, TP-RAPD 2, TP-RAPD 7,  

TP-RAPD 10 และ TP-RAPD 11) 

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

Serratia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 8) 

ตลาดบา้นเขาตะเกียบ  

อ. หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ 

Enterobacter 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5)  

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

Yersinia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 13) 

ตลาดบา้นเพ อ. เมือง จ. ระยอง Citrobacter 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 15) 

Enterobacter 2 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 5 และ TP-RAPD 16) 

Klebsiella 3 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 2, TP-RAPD 7 และ TP-RAPD 

14)  

Providencia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 12) 

Yersinia 1 ชนิด (กลุ่ม TP-RAPD 13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 
ตารางท่ี 13: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 1 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

  

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 1 

(Klebsiella spp.) 

ชนิดของ Klebsiella ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

K. oxytoca K. planticola K. 

pneumoniae 

subsp. 

ozaenae 

K. 

pneumoniae 

subsp. 

pneumoniae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 100 100 100 100 

lactose A 100 100 30 97 

sucrose AG 100 100 20 99 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 6 0 

lysine + 99 100 40 98 

ornithine - 0 0 3 0 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 99 20 0 0 

MR + 20 100 98 10 

VP - 95 98 0 98 

การใช ้citrate + 95 100 30 98 

การยอ่ยสลาย urea - 90 98 10 95 
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ตารางท่ี 14: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 2 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 2 

(Klebsiella spp.) 

ชนิดของ Klebsiella ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

K. oxytoca K. pneumoniae 

subsp. ozaenae 

K. pneumoniae 

subsp. 

pneumoniae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 100 100 

lactose A 100 30 97 

sucrose A 100 20 99 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 6 0 

lysine + 99 40 98 

ornithine - 0 3 0 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 99 0 0 

MR + 20 98 10 

VP - 95 0 98 

การใช ้citrate + 95 30 98 

การยอ่ยสลาย urea - 90 10 95 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 15: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 3 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 3 

(Citrobacter sp.) 

ชนิดของ Citrobacter ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

C. braakii C. koseri C. youngae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 100 100 

lactose A 80 50 25 

sucrose A 7 40 20 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine + 67 80 50 

lysine - 0 0 0 

ornithine + 93 99 5 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 33 99 15 

MR + 100 100 100 

VP - 0 0 0 

การใช ้citrate + 87 99 75 

การยอ่ยสลาย urea - 47 75 80 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล 

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีให้ผลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 16: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 4 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม 

รูปแบบ TP-RAPD 4 

(Enterobacter sp.) 

ชนิดของ Enterobacter ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

E. amnigenus E. hormaechei 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 100 100 

lactose A 70 9 

sucrose A 100 100 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine + 9 78 

lysine - 0 0 

ornithine + 55 91 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ indole - 0 0 

MR - 7 57 

VP + 100 100 

การใช ้citrate + 70 96 

การยอ่ยสลาย urea - 0 87 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 17: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 5 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม 

รูปแบบ TP-RAPD 5 

(Enterobacter spp.) 

ชนิดของ Enterobacter ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

E. aerogenes E. pyrinus 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 95 100 

lactose A 95 14 

sucrose AG 100 100 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 

lysine + 98 100 

ornithine + 98 100 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ indole - 0 0 

MR + 5 20 

VP - 98 86 

การใช ้citrate - 95 0 

การยอ่ยสลาย urea +/- 2 86 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 18: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 6 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 6 

(Citrobacter sp.) 

ชนิดของ Citrobacter ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

C. braakii C. koseri C. youngae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 100 100 100 

lactose A 80 50 25 

sucrose Alk 7 40 20 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 67 80 50 

lysine - 0 0 0 

ornithine + 93 99 5 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 33 99 15 

MR + 100 100 100 

VP - 0 0 0 

การใช ้citrate + 87 99 75 

การยอ่ยสลาย urea - 47 75 80 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube; Alk: ไม่เกิดการหมกั

นํ้าตาล  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 19: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 7 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 7 

(Klebsiella spp.) 

ชนิดของ Klebsiella ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

K. oxytoca K. pneumoniae 

subsp. ozaenae 

K. pneumoniae 

subsp. 

pneumoniae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 100 100 100 

lactose AG 100 30 97 

sucrose AG 100 20 99 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 6 0 

lysine + 99 40 98 

ornithine - 0 3 0 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 99 0 0 

MR + 20 98 10 

VP - 95 0 98 

การใช ้citrate - 95 30 98 

การยอ่ยสลาย urea +/- 90 10 95 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 20: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 8 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 8 

(Serratia sp.) 

ชนิดของ Serratia  ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

S. fonticola S. 

liquefaciens 

S. 

marcescens 

S. 

marcescens 

biogroup 1 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 100 100 100 

lactose A 97 10 2 4 

sucrose AG 21 98 99 100 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 0 4 

lysine + 100 95 99 55 

ornithine + 97 95 99 65 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 0 1 1 0 

MR + 100 93 20 100 

VP - 9 93 98 60 

การใช ้citrate - 91 90 98 30 

การยอ่ยสลาย urea - 13 3 15 0 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 21: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 9 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 9 

(Enterobacter 

spp.) 

ชนิดของ Enterobacter ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

E. aerogenes E. gergoviae E. pyrinus 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 100 100 100 

lactose A/AG 95 55 14 

sucrose AG 100 98 100 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 0 

lysine + 98 90 100 

ornithine + 98 100 100 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 0 0 0 

MR + 5 5 29 

VP + 98 100 86 

การใช ้citrate - 95 99 0 

การยอ่ยสลาย urea - 0 93 86 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 22: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 10 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 10 

(Klebsiella sp.) 

ชนิดของ Klebsiella ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

K. pneumoniae subsp. ozaenae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 

lactose A 30 

sucrose A 20 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 6 

lysine + 40 

ornithine + 3 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 0 

MR + 98 

VP - 0 

การใช ้citrate + 30 

การยอ่ยสลาย urea - 10 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 23: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 11 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 11 

(KLebsiella sp.) 

ชนิดของ Klebsiella ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

K. oxytoca K. planticola K. pneumoniae 

subsp.  

pneumoniae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 100 100 100 

lactose A 100 100 98 

sucrose A 100 100 99 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 0 

lysine + 99 100 98 

ornithine - 0 0 0 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 99 20 0 

MR + 20 100 10 

VP + 95 98 98 

การใช ้citrate + 95 100 98 

การยอ่ยสลาย urea + 90 98 95 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 24: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 12 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

คุณลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม 

รูปแบบ TP-RAPD 12 

(Providencia spp.) 

ชนิดของ Providencia ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

P. rettgeri P. stuartii 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 100 

lactose Alk 5 2 

sucrose A/Alk 15 50 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 

lysine - 0 0 

ornithine - 0 0 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ indole + 99 98 

MR + 93 100 

VP - 0 0 

การใช ้citrate +/- 95 93 

การยอ่ยสลาย urea +/- 98 30 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; Alk: ไม่เกิดการหมกันํ้าตาล 

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 25: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 13 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 13 

(Yersinia spp.) 

ชนิดของ Yersinia  ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

Y. bercovieri Y. enterocolitica Y. mollaretii 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 100 100 

lactose A 20 5 40 

sucrose A 100 95 100 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 0 

lysine - 0 0 0 

ornithine + 80 95 80 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 0 50 0 

MR + 100 97 100 

VP - 0 2 0 

การใช ้citrate - 0 0 0 

การยอ่ยสลาย urea - 60 75 20 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล 

 +: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C; 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 26: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 14 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 14 

(Klebsiella spp.) 

ชนิดของ Klebsiella  ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

K. oxytoca K. pneumoniae 

subsp. 

pneumoniae 

K. terrigena 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 100 100 

lactose AG 100 98 100 

sucrose A 100 99 100 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 0 0 0 

lysine + 99 98 100 

ornithine - 0 0 20 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 99 0 0 

MR + 20 10 60 

VP + 95 98 100 

การใช ้citrate - 95 98 40 

การยอ่ยสลาย urea - 90 95 0 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล; AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube  

 +: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C; 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 27: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 15 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 15 

(Citrobacter 

sp.) 

ชนิดของ citrobacter  ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

C. amalo- 

naticus 

C. braakii C. farmeri C. koseri C. 

youngae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose A 100 100 100 100 100 

lactose A 35 80 15 50 25 

sucrose A 9 7 100 40 20 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 85 67 85 80 50 

lysine - 0 0 0 0 0 

ornithine + 95 93 100 99 5 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

+ 100 33 100 99 15 

MR + 100 100 100 100 100 

VP - 0 0 0 0 0 

การใช ้citrate - 95 87 10 99 75 

การยอ่ยสลาย 

urea 

- 85 47 59 75 80 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

A: เกิดการหมกันํ้าตาล  

 +: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C; 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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ตารางท่ี 28: การเปรียบเทียบลกัษณะของเช้ือ enterobacteria ในกลุ่มรูปแบบ TP-RAPD 16 กบัเช้ือชนิดท่ีมี

ลกัษณะสอดคลอ้งกนั  

 

ลกัษณะ เช้ือในกลุ่ม

รูปแบบ  

TP-RAPD 16 

(Enterobacter 

spp.) 

ชนิดของ Enterobacter ท่ีมีลกัษณะสอดคลอ้งกนั 

E. cancerogenus E. cloacae E. gergoviae 

การหมกันํ้าตาล 

glucose AG 100 100 100 

lactose Alk 10 93 55 

sucrose Alk 0 97 98 

ปฎิกิริยา decarboxylation 

arginine - 94 97 0 

lysine - 0 0 90 

ornithine + 99 96 100 

การทดสอบ IMViC 

การสังเคราะห์ 

indole 

- 0 0 0 

MR - 5 5 5 

VP + 100 100 100 

การใช ้citrate + 100 100 99 

การยอ่ยสลาย urea - 1 65 93 

MR: การทดสอบ methyl red; VP: การทดสอบ Voges-Proskauer 

AG: เกิดการหมกันํ้าตาลและเกิดก๊าซใน durham tube; Alk: ไม่เกิดการหมกันํ้าตาล  

+: ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C; -: ใหผ้ลการทดสอบเป็นลบภายใน 2 วนัท่ี

อุณหภูมิ 35°C 

ค่าตวัเลขแสดงถึง %ของจาํนวนเช้ือท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นบวกภายใน 2 วนัท่ีอุณหภูมิ 35°C (ขอ้มูลจาก 

Walker และคณะ 2014) 
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 9. การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะ 

วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะจากเช้ือ enterobacteria แต่ละชนิด โดย

เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ในฐานขอ้มูลของ  Genbank  โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN ไดผ้ลดงั

แสดงในตารางท่ี 29 เช้ือในสกุล Enterobacter และ Providencia มียีน ampC ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์

เอนไซม์ในกลุ่ม β-lactamase โดยมี % identity เท่ากบั 99% กบัยีน ampC ของ Enterobacter cloacae 

(Lahiri และคณะ 2014; Lee และคณะ 2003; Porres-Osante และคณะ 2014) เช้ือในสกุล Enterobacter, 

Klebsiella, Providencia และ Serratia มียีน blaTEM ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ในกลุ่ม β-

lactamase โดยมี % identity เท่ากบั 99% กบัยนี blaTEM ของเช้ือหลายชนิด เช่น Esc. coli (Pitart และคณะ 

2015), Haemophilus ducreyi (Gangaiah และคณะ 2015) และ Kingella kingae (Banerjee  และคณะ 2013) 

เช้ือในสกุล Enterobacter และ Providencia มียีน shv ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ในกลุ่ม β-

lactamase โดยมี % identity เท่ากบั 96% กบัยีน shv ของเช้ือชนิดต่างๆ เช่น Esc. coli และ Kle. 

pneumoniae (Barisic และคณะ 2014; Nemoy และคณะ 2005; Prinarakis และคณะ 1996) เช้ือในสกุล 

Klebsiella และ Providencia มียีน ermB ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ erythromycin ribosome 

methylase โดยมี % identity เท่ากบั 99% กบัยีน ermB ของ Staphylococcus lentus และ Gamella 

haemolysans (Werckenthin และคณะ 1996; Zolezzi และคณะ 2007)  

 

ยีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมใ์นกลุ่ม β-lactamase ท่ีพบในเช้ือ enterobacteria มีตวัอยา่งเช่น 

Kle. pneumoniae ซ่ึงตา้นทานสารปฏิชีวนะหลายชนิด มียีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมใ์นกลุ่ม β-

lactamase อยา่งนอ้ย 5 ยีน ไดแ้ก่ ยีน blaTEM-1, shv-1, shv-2, shv-5, oxa9 และ ampC โดยยีน blaTEM-1 

มีตาํแหน่งอยูบ่นพลาสมิดท่ีสามารถถ่ายโอนไดข้นาด 17 kb และ 90 kb  และยีน shv มีตาํแหน่งอยูบ่น 

พลาสมิดท่ีสามารถถ่ายโอนไดข้นาด 90 kb (Hanson และคณะ 1999) จากการตรวจหายีน blaPSE-1, 

blaTEM และ oxa1 ซ่ึงควบคุมความตา้นทานต่อสารปฎิชีวนะกลุ่ม β-lactam ในเช้ือ Sal. enterica serotype 

Choleraesuis จาํนวน 95 ไอโซเลท พบวา่ร้อยละ 1.1 ของจาํนวนเช้ือท่ีทดสอบมียีน blaPRE-1 และร้อยละ 

1.1 ของจาํนวนเช้ือท่ีทดสอบมียีน oxa1 (Onyango และคณะ 2014)  จากการตรวจหายีน blaTEM, blaSHV 

และ blaCTX-M ในเช้ือ enterobacteria ท่ีแยกไดจ้ากซากไก่และลาํไส้ไก่ จาํนวน 78   ไอโซเลท ซ่ึงส่วน

ใหญ่เป็นเช้ือ Esc. coli พบยีน blaCTX-M, blaSHV และ blaTEM เป็นร้อยละ 89, 47 และ 27 ของจาํนวน

เช้ือ ตามลาํดบั (Reiche และคณะ 2013) สาํหรับยนีควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม ์AmpC β-lactamase นั้น 

มกัพบไดท้ัว่ไปในเช้ือ enterobacteria เช่น Cit. freundii, Enterobacter, Esc. coli, M. morganii, 

Providencia, Ser. marcescens และ Shigella (Coudron และคณะ 2000) El-Hady และ Adel (2015) 

รายงานการตรวจหายีน ampC ในเช้ือ enterobacteria ท่ีมีการสังเคราะห์เอนไซม์ AmpC β-lactamase 

จาํนวน 50 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Esc. coli, Kle. pneumoniae และ Proteus mirabilis พบวา่ร้อยละ 92 ของเช้ือ

เหล่าน้ีมียนี ampC  
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ตารางท่ี 29: ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเช้ือ enterobacteria  

 

ยนีตา้นทาน

สารปฏิชีวนะ 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบ  

TP-RAPD 

 

สกุลท่ีมีความ

ใกลเ้คียงของลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์อง

ยนี 16S rDNA 

ตวัอยา่งยนีท่ีมีความใกลเ้คียงของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

(Genbank accession number) 

% identity 

ampC ENT 23-1 5 Enterobacter ยนี AmpC β-lactamase ของ Enterobacter cloacae สายพนัธ์ุ MS22.1 (JX440356) 

(Porres-Osante และคณะ 2014)   

ยนี classC β-lactamase ของ Enterobacter cloacae สายพนัธ์ุ 5705 (KJ949129) 

(Lahiri และคณะ 2014) 

ยนี β-lactamase AmpC precursor ของ Enterobacter cloacae สายพนัธ์ุ K0073 

(AF411148) (Lee และคณะ 2003) 

99% 

ENT 22-1 12 Providencia 

blaTEM ENT 1-1 1 Klebsiella ยนี blaTEM  ของ H. ducreyi สายพนัธ์ุ GU9 (CP011231) (Gangaiah และคณะ 

2015) 

ยนี blaTEM ของ Esc. coli สายพนัธ์ุ HC105 (KM598665) (Pitart และคณะ 2015) 

ยนี blaTEM -1ของ Kin. kingae สายพนัธ์ุ KKC2005004457 (NG_041620) 

(Banerjee และคณะ 2013) 

99% 

ENT 9-2 5 Enterobacter 

ENT 7-2 8 Serratia 

ENT 8-3 9 Enterobacter 

ENT 20-2 12 Providencia 

ENT 31-2 14 Klebsiella 
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ตารางท่ี 29: (ต่อ) ผลการเปรียบเทียบ % identity ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเช้ือ enterobacteria  

 

ยนีตา้นทาน

สารปฏิชีวนะ 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

รูปแบบ  

TP-RAPD 

สกุลท่ีมีความ

ใกลเ้คียงของลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์อง

ยนี 16S rDNA 

ตวัอยา่งยนีท่ีมีความใกลเ้คียงของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

(Genbank accession number) 

% identity 

ermB ENT 7-1 7 Klebsiella ยนี ermB ของ Sta. lentus (SLU35228) (Werckenthin และคณะ 1996) 

ยนี ermB ของ uncultured bacterium clone WS-CL-9 (EU168330) (Koike และ

คณะ 2010) 

ยนี ermB ของ G. haemolysans (DQ304775) (Zolezzi และคณะ 2007) 

99% 

ENT 34-3 12 Providencia 

shv ENT 23-1 5 Enterobacter ยนี shv ของ Kle. pneumoniae สายพนัธ์ุ AKH11/53 (JX268732) (Barisic และ

คณะ 2014) 

ยนี shv ของ Esc.  coli ไอโซเลท 143 (AY833001) (Nemoy และคณะ 2005) 

ยนี shv ของ Kle. pneumoniae, พลาสมิด pK318-2 (NG_034800) (Prinarakis และ

คณะ 1996) 

96% 

ENT 18-1 12 Providencia 
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 10. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ β-lactamase 

 จากการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase โดยวดัการยอ่ยสลายสารตั้งตน้ nitrocefin มี

หน่วยเป็น µmol ของ nitrocefin ท่ีถูกยอ่ยสลาย/นาที/มิลลิกรัมโปรตีน (Sharma และคณะ 2004) ไดผ้ลดงั

แสดงในตารางท่ี 30 ซ่ึงมีค่าตั้งแต่ 1.96 ± 0.88 ถึง 11.30 ± 0.37 µmol /นาที/มิลลิกรัมโปรตีน เช้ือท่ีมีค่า

กิจกรรมของเอนไซม์ β-lactamase สูงสุด คือ ENT 22-1 ซ่ึงมีลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 

ใกลเ้คียงกบั Providencia และพบว่ามียีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ในกลุ่ม β-lactamase ไดแ้ก่ ยีน 

ampC และ blaTEM 

 

 ยีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ในกลุ่ม β-lactamase มีหลายยีนด้วยกนั เช่น ampC (Hanson 

และคณะ 1999), blaCTX (Moghaddam และคณะ 2014), blaTEM (Bert และคณะ 2002), blaZ (Olsen และ

คณะ 2006), oxa1 (Onyango และคณะ 2014), oxa9 (Hanson และคณะ 1999) และ shv (Hanson และคณะ 

1999) จากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ พบวา่ Klebsiella และ Serratia 

มียีน blaTEM  เช้ือในสกุล Enterobacteria พบวา่มียีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมใ์นกลุ่ม β-lactamase 

มากกวา่ 1 ยนี ไดแ้ก่ ยนี ampC, blaTEM และ shv เช่นเดียวกบัเช้ือในสกุล Providencia ซ่ึงมียนี ampC และ 

blaTEM 

 

 11. การศึกษาผลของการใช้สารยบัยัง้ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ β-lactamase 

ผลของสารยบัย ั้ง clavulanic acid ต่อกิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase เปรียบเทียบกบักิจกรรม

ของเอนไซม ์β-lactamase เม่ือไม่เติม clavulanic acid ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 30 พบวา่สําหรับสายพนัธ์ุ

เช้ือท่ีพบวา่มีเฉพาะยีน blaTEM หรือ shv ไดแ้ก่ ENT 1-1, ENT 7-2, ENT 8-3 และ ENT 18-1 นั้น 

clavulanic acid มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase โดยค่ากิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase เม่ือ

เติม clavulanic acid ลดลงจากค่ากิจกรรมของเอนไซม์ β-lactamase เม่ือไม่เติม clavulanic acid อย่างมี

นยัสําคญั ในขณะท่ีเช้ือสายพนัธ์ุ ENT 23-1 ซ่ึงมียีน ampC, blaTEM และ shv รวมทั้งเช้ือสายพนัธ์ุ ENT 

22-1 ซ่ึงมียนี ampC และ blaTEM นั้น clavulanic acid ไม่มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase โดย

ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase เม่ือเติม clavulanic acid และเม่ือไม่เติม clavulanic acid ไม่มีความ

แตกต่างกนัทางสถิติ ขอ้สันนิษฐาน อาจเป็นเพราะเช้ือสายพนัธ์ุ ENT 22-1 และ ENT 23-1 มียีน ampC ซ่ึง

ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม ์AmpC β-lactamase ซ่ึงจากการวดักิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase โดย

วิธี combined disc method พบวา่ clavulanic acid มีผลยบัย ั้งเอนไซม ์TEM และ SHV  β-lactamase แต่ไม่

มีผลยบัย ั้งหรือมีผลนอ้ยมากต่อเอนไซม ์AmpC β-lactamase (Carter และคณะ 2000) เช่นเดียวกบั Bouza 

และ Cercenado (2002) รายงานวา่สารบางชนิด เช่น clavulanic acid, sulbactam และ tazobactam เป็นสาร

ยบัย ั้งเอนไซม์ β-lactamase แต่สารยบัย ั้งเอนไซม์ β-lactamase เหล่าน้ีกลับไม่สามารถยบัย ั้งเอนไซม ์

cephalosporinase ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่ม AmpC β-lactamase  
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ตารางท่ี 30: กิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase ของเช้ือ enteronacteria ท่ีมียนีตา้นทานสารปฏิชีวนะกลุ่ม 

β-lactam 

 

รูปแบบ 

TP-

RAPD 

สายพนัธ์ุเช้ือ 

enterobacteria 

สกุลท่ีมีความ

ใกลเ้คียงของ

ลาํดบั 

นิวคลีโอไทด์

ของยนี 16S 

rDNA 

ยนีตา้นทาน

สารปฏิชีวนะ

กลุ่ม  

β-lactam 

 

กิจกรรมของ

เอนไซม ์ 

β-lactamase 

(µmol/นาที/

มิลลิกรัม

โปรตีน)* 

กิจกรรมของ

เอนไซม ์ 

β-lactamase เม่ือ

เติมสารยบัย ั้ง

(µmol/นาที/

มิลลิกรัม

โปรตีน)* 

1 ENT 1-1 Klebsiella  blaTEM 1.96 ± 0.88 0.59 ± 0.22 

5 ENT 23-1 Enterobacter ampC, blaTEM 

และ shv 

7.70 ± 0.50 6.81 ± 0.63 

8 ENT 7-2 Serratia blaTEM 3.00 ± 0.12 0.76 ± 0.32 

9 ENT 8-3 Enterobacter blaTEM 4.09 ± 0.60 1.25 ± 0.42 

11 ENT 18-1 Providencia shv 2.59 ± 0.74 1.43 ± 0.26 

12 ENT 22-1 Providencia ampC และ 

blaTEM 

11.30 ± 0.37 10.95 ± 0.79 

14 ENT 31-2 Klebsiella blaTEM 4.18 ± 1.05 1.68 ± 0.59 

*ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้ า ± ค่า standard deviation 

 

 จากการศึกษาในคร้ังน้ีไดแ้สดงให้เห็นถึงความตา้นทานสารปฏิชีวนะของเช้ือ enterobacteria ท่ี

ปนเป้ือนในอาหารทะเล 15 ชนิดท่ีจาํหน่ายในประเทศ ขอ้มูลท่ีไดส้ามารถนาํไปประยุกตใ์นแนวทางต่างๆ 

เช่น การเลือกใช้สารปฏิชีวนะในการควบคุมการระบาดของโรค การติดตามแนวโน้มความตา้นทานต่อ

สารปฏิชีวนะในบรรดาเช้ือ enterobacteria และการใช้ลายพิมพดี์เอ็นเอจากเทคนิค TP-RAPD ซ่ึงมีความ

ละเอียดและชัดเจนมากพียงพอท่ีจะเป็นมาตรฐานในการระบุเช้ือ enterobacteria ใน 6 สกุล ได้แก่ 

Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Providencia, Serratia และ Yersinia แทนการใชคุ้ณลกัษณะทาง

สรีรวทิยาและชีวเคมี ท่ีใชเ้วลานานในการวิเคราะห์ และมีความซํ้ าซอ้นของคุณลกัษณะท่ีใชเ้ป็นเกณฑ์ใน

การจาํแนกสกุลของเช้ือ 
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สรุปผลการวจัิยและข้อเสนอแนะ 

 

 1.  จากการแยกเช้ือ enterobacteria ในอาหารทะเลสดจากตลาดจาํหน่ายอาหารทะเล 3 แหล่ง 

ไดแ้ก่ 1) ตลาดทะเลไทย อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 2) ตลาดบา้นเขาตะเกียบ อ. หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ 

และ 3) ตลาดบา้นเพ อ. เมือง จ. ระยอง รวม 35 ตวัอยา่ง มี 2 ตวัอย่างท่ีไม่มีเช้ือ enterobacteria สําหรับ

ตวัอยา่งท่ีมีเช้ือ enterobacteria เป็นจาํนวนมากท่ีสุด มีจาํนวนเท่ากบั 2.44 x 105 ± 5.75 x 104 CFU/กรัม 
  
 2. แยกเช้ือ enterobacteria จากอาหารทะเลได ้96 ไอโซเลท จากการวิเคราะห์รูปแบบ ERIC-PCR 

ของเช้ือ พบวา่ไดรู้ปแบบ ERIC-PCR จาํนวน 81 รูปแบบ แสดงวา่มีจาํนวน 81 สายพนัธ์ุ และประชากร

เช้ือ enterobacteria ท่ีแยกได้จากอาหารทะเลมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง เน่ืองจากมีค่า % 

similarity ประมาณ 10% 

 
 3. เทคนิค ERIC-PCR มีความเหมาะสมในการจาํแนกความแตกต่างระหว่างสายพนัธ์ุของเช้ือ 

enterobacteria เน่ืองจาก ERIC sequence เป็นหน่ึงใน intergenic repeated sequence ท่ีพบในเช้ือ 

enterobacteria และผลผลิตของปฎิกิริยา PCR มีจาํนวนช้ินและขนาดท่ีแตกต่างกนัตั้งแต่ 1-15 ช้ิน ขนาด

ประมาณ 100 bp ถึง 5.0 kb 

 

4. ส่วนใหญ่ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ เจริญท่ีอุณหภูมิ 20°C-40°C ค่า pH 4.0-

9.0 และความเขม้ขน้ของ NaCl เท่ากบัร้อยละ 3 อุณหภูมิตํ่าสุดและสูงสุดท่ีเช้ือ enterobacteria บางสาย-

พนัธ์ุเจริญได ้คือ 15°C และ 45°C ตามลาํดบั ค่า pH ตํ่าสุดและสูงสุดท่ีเช้ือ enterobacteria บางสายพนัธ์ุ

เจริญได ้คือ 3.0 และ 11.0 ตามลาํดบั และความเขม้ขน้ของ NaCl สูงสุดท่ีเช้ือ enterobacteria บางสายพนัธ์ุ

เจริญได ้คือร้อยละ 7 

 

5. กิจกรรมของ protease ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุมีตั้งแต่ไม่สามารถตรวจพบ 

ถึง 14.56 ± 1.08 unit/มิลลิลิตร supernatant 

 

6. จากการทดสอบการสังเคราะห์เอนไซมข์องเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ พบวา่มีเช้ือ 

enterobacteria ท่ีสังเคราะห์เอนไซม ์catalase, urease และ amylase เป็นจาํนวน 68, 9 และ 1 สายพนัธ์ุ 

ตามลาํดบั ในขณะท่ีไม่มีสายพนัธ์ุใดสังเคราะห์เอนไซม ์caseinase 

 
7. จากการวเิคราะห์รูปแบบของพลาสมิดของเช้ือ entertobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ พบวา่เช้ือท่ี

มีพลาสมิดมีจาํนวน 16 สายพนัธ์ุ โดยมีพลาสมิด 1-5 ช้ิน ขนาดตั้งแต่ 1.7 ถึง 19.0 kb 
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8. จากการทดสอบความตา้นทานสารปฎิชีวนะของเช้ือ entertobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ 

พบวา่ร้อยละ 90.12, 76.54, 69.14, 61.73, 22.22, 3.70, 3.70, 2.47 และ 1.23 ของจาํนวนสายพนัธ์ุ ตา้นทาน

ต่อ penicillin, vancomycin, erythromycin, ampicillin, tetracycline, chloramphenicol, streptomycin, 

neomycin และ kanamycin ตามลาํดบั ในขณะท่ีไม่มีเช้ือสายพนัธ์ุใดท่ีตา้นทาน gentamycin ทั้งน้ี ไม่มีเช้ือ

สายพนัธ์ุใดท่ีต้านทานสารปฏิชีวนะทุกชนิดและไม่มีเช้ือสายพนัธ์ุใดท่ีไวต่อสารปฏิชีวนะทุกชนิด        

สายพนัธ์ุท่ีตา้นทานสารปฎิชีวนะไดม้ากท่ีสุด ตา้นทานสารปฎิชีวนะ 6 ชนิด  

 

9. จากการวิเคราะห์รูปแบบ TP-RAPD ของเช้ือ enterobacteria จาํนวน 81 สายพนัธ์ุ พบวา่มี

รูปแบบ TP-RAPD 16 รูปแบบ แสดงวา่มีจาํนวน 16 ชนิด รูปแบบ TP-RAPD มีจาํนวนแถบดีเอ็นเอ 4-11 

แถบ มีขนาดตั้งแต่ 100 bp-3.0 kb ซ่ึงสามารถใช้เป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอสําหรับการตรวจสอบเช้ือ 

enterobacteria ได ้

 

10. เช้ือ enterobacteria จาํนวน 16 ชนิด มีลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ใกลเ้คียงกบัเช้ือ 

enterobacteria ใน 6 สกุล ไดแ้ก่ Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Providencia, Serratia และ 

Yersinia ซ่ึงมี % identity เท่ากับ 98%-99% โดยชนิดของเช้ือในสกุล Klebsiella, Enterobacter, 

Citrobacter, Providencia, Serratia และ Yersinia มี 6, 4, 3, 1, 1 และ 1 ชนิด ตามลาํดบั จาํนวนสายพนัธ์ุ

ของเช้ือในสกุล Klebsiella,  Enterobacter, Providencia, Citrobacter, Yersinia และ Serratia เป็น 34 (ร้อย

ละ 41.98), 30 (ร้อยละ 37.04), 11 (ร้อยละ 13.58), 3 (ร้อยละ 3.70), 2 (ร้อยละ 2.47) และ 1 (ร้อยละ 1.23) 

ตามลาํดบั 

 

 11. จากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ เช้ือในสกุล Enterobacter 

และ Providencia มียีน ampC ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ในกลุ่ม β-lactamase เช้ือในสกุล 

Enterobacter, Klebsiella, Providencia และ Serratia มียีน blaTEM ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมใ์น

กลุ่ม β-lactamase เช้ือในสกุล Enterobacter และ Providencia มียีน shv ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์

ในกลุ่ม β-lactamase โดยเช้ือในสกุล Enterobacteria พบวา่มียีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมใ์นกลุ่ม β-

lactamase มากกวา่ 1 ยีน ไดแ้ก่ ยีน ampC, blaTEM และ shv เช่นเดียวกบัเช้ือในสกุล Providencia ซ่ึงมียีน 

ampC และ blaTEM เช้ือในสกุล Klebsiella และ Providencia มียีน ermB ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์

เอนไซม ์erythromycin ribosome methylase  

 

 12. เช้ือท่ีมีค่ากิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase สูงสุด คือ ENT 22-1 ซ่ึงมีลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ

ยีน 16S rDNA ใกลเ้คียงกบั Providencia และพบว่ามียีนควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ในกลุ่ม β-

lactamase ไดแ้ก่ ยนี ampC และ blaTEM 
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 13. สําหรับเช้ือ enterobacteria ท่ีไม่พบวา่มียีน ampC ไดแ้ก่ Klebsiella สายพนัธ์ุ ENT 1-1 และ 

ENT 31-2, Serratia สายพนัธ์ุ ENT 7-2, Enterobacter สายพนัธ์ุ ENT 8-3 และ Providencia สายพนัธ์ุ 

ENT 18-1 นั้น clavulanic acid มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase ในขณะท่ี Enterobacter  สาย-

พนัธ์ุ ENT 23-1 ซ่ึงมียนี ampC, blaTEM และ shv รวมทั้ง Providencia สายพนัธ์ุ ENT 22-1 ซ่ึงมียีน ampC 

และ blaTEM นั้น clavulanic acid ไม่มีผลยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม ์β-lactamase 
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