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ปญหาการด้ือยาตานจุลชีพนแบคทีเรียหลายชนิดกําลังเปนภัยคุกคามท่ีแพรกระจายไปท่ัวโลก 
ไมเพียงสงผลกระทบตอสุขภาพของผูติดเชื้อโดยตรง ทําใหผูปวยมีโอกาสเสียชีวิตสูงกวาผูท่ีติดเชื้อแบคทีเรียท่ีไม
ดื้อยา ยังสงผลกระทบตอระบบเศรษฐกิจของประเทศโดยรวม เพราะผูปวยตองพักฟนในโรงพยาบนานกวาปกต ิ
ทําใหงบประมาณคาใชจายในการรักษาสูงข้ึน (Helms et al., 2002) ปจจุบันมีแบคทีเรียหลายชนิดท่ีดื้อยา    
ตานจุลชีพเพ่ิมมากข้ึน เชน Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) เชื้อ Staphylococcus 
spp ท่ีลดความไวตอยา vancomycin (VISA) เชื้อ Enterococcus spp ท่ีดื้อตอยา vancomycin หรือ 
vancomycin-resistant enterococci (VRE) เชื้อท่ีดื้อตอยาตานจุลชีพหลายชนิด (multiple drug resistance : 
MDR) พรอมกัน เชน Pseudomonas aeruginosa และเชื้อดื้อยาในแบคทีเรียแกรมลบในวงศ 
Enterobacteriaceae เชน E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. และ Salmonella enterica 
(Aarestrup et al., 1998; Ajiboye et al., 2009; Brinas et al., 2002; "The Danish Integrated 
Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme (DANMAP)," 1998; Davies et al., 
2010; Freeman et al., 2009; Lin et al., 2010; Martinez-Martinez et al., 1997; "Outbreak of 
multidrug-resistant Salmonella newport--United States, January-April 2002," 2002)  

การดื้อยาตานจุลชีพในแบคทีเรียเกิดข้ึนจากปจจัยหลายปจจัยรวมกัน เชน การใชยาตานจุลชีพ
อยางไมระมัดระวังรอบคอบในมนุษย การใชยาตานจุลชีพเกินความจําเปนและไมตรงตอโรคติดเชื้อ การไดรับยาไม
ครบจํานวน (dose) สงผลใหการรักษาไมไดผล นอกจากนี้การใชยาตานจุลชีพในปศุสัตว ไมวาจะเปนการใชเพ่ือ
การรักษาโรค การปองกันโรค หรือใชเปนสารเรงการเจริญเติบโต (growth promoter) ปจจัยสําคัญท่ีสงผลใหเชื้อ
แบคทีเรียในสัตวดื้อยาและแพรกระจายยีนท่ีควบคุมการดื้อยาตานจุลชีพไปสูสิ่งแวดลอมตามธรรมชาติ         
และอาจจะเปนแหลงของยีนด้ือยาสําคัญท่ีแพรกระจายไปยังแบคทีเรียกอโรคในมนุษย (Aarestrup, 2005; 
Aarestrup et al., 2000; Chuanchuen et al., 2009)   

ในแบคทีเรียท่ีดื้อยาตานจุลชีพในวงศ Enterobacteriaceae โดยเฉพาะเชื้อ S. enterica กําลัง
เปนปญหาท่ีสําคัญในหลายประเทศท่ัวโลก เนื่องจากโรคติดเชื้อ S. enterica มีแนมโนมสูงข้ึนท้ังในดาน
อุบัติการณ ความรุนแรงของโรค และยังพบอัตตราการดื้อยาตานจุลชีพในเชื้อแบคทีเรียกลุมดังกลาวเพ่ิมมากข้ึน
ดวย (Aarestrup et al., 2003; Lertworapreecha et al., 2013; Lynne et al., 2009; Molbak et al., 
2002) เชื้อ S. enterica เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนทอนสั้น ไมสรางสปอร จัดอยูในวงศ 
Enterobacteriaceae โรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อ S. enterica เรียกวา Salmonellosis สามารถแบงการติดเชื้อ
ออกไดเปน 2 แบบตามกลุมของเชื้อท่ีกอใหเกิดโรค คือ 

1. Enteric fever หรือ Typhoid fever เปนโรคท่ีรุนแรงเกิดจากการติดเชื้อ Salmonella      
ซีโรวาร (serovars) Typhi, Paratyphi A, B และ C โดยเชื้อในกลุมนี้จะมีมนุษยเปนโฮสตเทานั้น และไมพบการ
ติดเชื้อในสัตว   

2. Non-typhoidal Salmonellosis เกิดจากการติดเชื้อ S. enterica ซีโรวารอ่ืน ๆ 
นอกเหนือจากท่ีไดกลาวมาในขางตน เรียกวา Non-typhoidal Salmonella เชื้อในกลุมนี้จะเปนสาเหตุสําคัญท่ี
กอใหเกิดโรคอุจจาระรวงท่ีมีอาหารเปนสื่อ (food-borne disease)  

การดื้อยาตานจุลชีพในเชื้อ S. enterica ท่ีเพ่ิมสูงข้ึนอยางรวดเร็ว ทําใหนักวิจัยใหความสําคัญ
ศึกษาเพ่ือทําความเขาใจในกลไกการกอโรค และกลไกท่ีเก่ียวของกับการด้ือยาตานจุลชีพ ระบาดวิทยา การ
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แพรกระจาย รวมท้ังลักษณะของยีนท่ีควบคุมการดื้อยาตานจุลชีพ เนื่องจากพบวายีนดื้อยาหลายชนิดจะอยูบน 
พลาสมิดสามารถถายทอดไปยังเชื้อในกลุมเดียวกัน หรือระหวางสปชีสได จึงทําใหการแพรกระจายยีนท่ีควบคุม
การดื้อยาตานจุลชีพเกิดข้ึนไดอยางรวดเร็วและกวางขวาง ยาตานจุลชีพกลุม β-lactam เชน penicillin, 
ampicillin, monobactam, cephalosporin เปนยาตานจุลชีพกลุมใหญท่ีใชทางคลินิกเพ่ือการรักษาการติดเชื้อ
รวมท้ังการติดเชื้อ S. enterica และเปนยาท่ีใชทางสัตวแพทยอยางกวางขวาง ปจจุบันพบเชื้อ S. enterica      
ดื้อตอยาตานจุลชีพกลุมนี้เพ่ิมสูงข้ึน กลไกลการดื้อยาหลักท่ีพบใน S. enterica คือ การสรางเอนไซม             
β-lactamase ออกมาทําลายยาในกลุมดังกลาว (Li et al., 2007) แมวาสวนใหญผูปวยท่ีติดเชื้อ S. enterica 
สามารถหายจากโรคไดเอง แตหากการติดเชื้อเกิดข้ึนในเด็กเล็ก ผูสูงอายุ หรือในผูท่ีมีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง 
(immunocompromised host) จะมีโอกาสเกิดโรคท่ีรุนแรง ประกอบกับการท่ีเชื้อดื้อยาตานจุลชีพอาจเปน
สาเหตุใหผูปวยเสียชีวิตได  

ปจจุบันมีการพัฒนายาตานจุลชีพชนิดใหมเพ่ือทดแทนยารุนเกา เชนยากลุม cephalosporin 
ในรุนท่ี 3 (3th generation cephalosporin) ซ่ึงเปน oxymino β-alctam group ไดแก cefotaxime, 
cefpodoxime, ceftriaxone, และ cefixime มาใชรักษาการติดเชื้อดังกลาว แตสิ่งท่ีนาเปนกังวลมากข้ึน คือ 
ภายหลังจากการเริ่มใชยากลุม oxymino group เพียงประมาณ 2 ป ก็พบวาแบคทีเรียในวงศ 
Enterobacteriaceae รวมท้ัง S. enterica เริ่มดื้อตอยาดังกลาว (Knothe et al., 1983) และการดื้อยากลุม 3th 
generation cephalosporin เกิดจากแบคทีเรียสรางเอนไซมชนิดใหมเรียกวา extended spectrum β-
lactamase หรือ ESBL เชื้อท่ีสรางเอนไซม ESBL จะดื้อตอยากลุม β-lactam เกือบทุกชนิด เปนปญหาทางการ
รักษาอยางมาก นอกจากนี้เชื้อท่ีสรางเอนไซม ESBL ยังตรวจพบไดยากโดยวิธีการทางหองปฏิบัติการท่ัวไป      
ทําใหการรายงานผลผิดพลาดและนําไปสูการรักษาท่ีลมเหลวได (Bradford, 2001)   

ขอมูลเก่ียวกับเชื้อ S. enterica ท่ีสรางเอนไซม ESBL โดยเฉพาะเชื้อท่ีแยกไดจากสัตวท่ีเลี้ยงไว
เปนอาหารในประเทศไทยมีนอยมาก และลักษณะทางอณูชีวโมเลกุลและชนิดของยีนควบคุมการสรางเอนไซม 
ESBL ยังไมเคยมีรายงานมากอน ผลการศึกษาความชุกและการดื้อยาตานจุลชีพในเชื้อ S. enterica จากตัวอยาง
เนื้อหมูและเนื้อไกท่ีแยกจากจังหวัดพัทลุง ในเบื้องตนของคณะผูวิจัย (Lertworapreecha et al., 2013 พบวา
เชื้อท่ีแยกไดดื้อยาตานจุลชีพหลายชนิด เชื้อบางไอโซเลทจัดเปนกลุมท่ีดื้อตอยาตานจุลชีพหลายชนิด (MDR) และ
เชื้อบางไอโซเลทมีความไวตอยา cephalothin ลดลงและเม่ือทําการตรวจคัดกรองยีนท่ีควบคุมการดื้อยา      
ตานจุลชีพก็พบวาเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจํานวนมากมียีน blaTEM ซ่ึงเก่ียวของกับการดื้อยากลุม β-lactam 
ขอมูลเบื้องตนทําใหเปนท่ีสนใจวาเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจะมียีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซม ESBL ดวยหรือไม 
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาในระดับของลักษณะปรากฏ (phenotype) และในระดับ    
อณูชีวโมเลกุลของเชื้อ S. enterica ท่ีมียีนควบคุมการสรางเอนไซม ESBL และจําแนกลักษณะทางอณูชีวโมเลกุล
ของยีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซม ESBL  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 จุลชีววิทยาของเช้ือ Salmonella enterica 

แบคทีเรียชนิดนี้จัดอยูในวงศ Enterobacteriaceae เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางทอนสั้น    
ไมสรางสปอร สามารถอาศัยอยูในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชื้อ Salmonella มีอยูเพียง 2 สปชีส คือ S. enterica 
และ S. bongori โดย S. enterica ยังแบงออกไดเปน 6 สัปสปชีส ไดแก 

subspecies I : Salmonella enterica subsp. enterica 
subspecies II : Salmonella enterica subsp. salamae 
subspecies IIIa : Salmonella enterica subsp. arizonae 
subspecies IIIb : Salmonella enterica subsp. diarizonae 
subspecies IV : Salmonella enterica subsp. houtenae 
subspecies VI : Salmonella enterica subsp. Indica  
 

แบคทีเรียกลุมนี้ยังสามารถแบงออกไดมากกวา 2,000 ซีโรวาร ตามคุณสมบัติท่ีแตกตางกันของ
แอนติเจนของผนังเซลล (O: antigen) และแอนติเจนของ flagella (H: antigen) เฉพาะในสัปสปชีสท่ี 1 คือ 
Salmonella enterica subsp. enterica เทานั้นท่ีจะมีการตั้งชื่อของซีโรวาร เชน ซีโรวาร Typhimurium, 
Enteritidis (Brenner et al., 2000) เชื้อ Salmonella spp สามารถอาศัยอยูในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน นก 
สัตวเลื้อยคลาน สัตวเลี้ยง รวมท้ัง Salmonella spp บางซีโรวารพบกอโรคในมนุษยเทานั้น ในขณะท่ีบางซีโรวาร 
จะพบไดในลําไสของสัตวเลี้ยงท่ีใชเปนอาหาร เชน ไก สุกร และโค โดยสัตวดังกลาวนี้เปนรังโรค (reservoir)      
กักเก็บเชื้อไวในลําไส และเชื้อจะถูกขับถายปนออกมากับมูลของสัตวปนเปอนในสิ่งแวดลอม และปนเปอนใน
เนื้อสัตวระหวางกระบวนการฆาและชําแหละเนื้อสัตว เปนผลใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อ S. enterica        
ในโซอาหารไดงาย  
 
2.2 ระบาดวิทยาของ Salmonella enterica 

โรคอุจาระรวงท่ีมีสาเหตุจากอาหารและน้ําเปนสื่อ (food and water-borne disease) ท่ีเกิด
จากการติดเชื้อ S. enterica เปนปญหาสาธารณะสุขสําคัญท้ังในประเทศพัฒนาแลวและประเทศกําลังพัฒนา 
อาการท่ีเกิดจากการติดเชื้อจะมีระดับความรุนแรงท่ีแตกตางกัน ตั้งแตไมแสดงอาการจนกระท้ังเปนเหตุใหผูติดเชื้อ
เสียชีวิตได สิ่งท่ีนาเปนหวงมากข้ึน คือ รายงานทางระบาดวิทยาในหลายประเทศพบวาการติดเชื้อ S. enterica  
ซีโรวารตาง ๆ เพ่ิมสูงข้ึน ประมาณการในแตละปจะมีผูติดเชื้อ S. enterica ท่ัวโลกประมาณ 93.8 ลานคน และใน
จํานวนนี้มีผูเสียชีวิตประมาณ 155,000 คน (Hendriksen et al., 2011; Majowicz et al., 2010) นอกจาก
อุบัติการของโรคท่ีสูงข้ึน ยังพบการติดเชื้อท่ีมีความรุนแรงรวมท้ังการดื้อตอยาตานจุลชีพเพ่ิมสูงข้ึนดวย
(Aarestrup et al., 2003; Chuanchuen et al., 2008; Lertworapreecha et al., 2013; Lunguya et al., 
2013; Wybot et al., 2004) 

สาเหตุสําคัญท่ีทําใหแบคทีเรียชนิดนี้พบแพรกระจายไดอยางกวางขวาง คือ สามารถอาศัยอยูใน
ระบบทางเดินอาหารของสัตวไดหลายชนิด ทําให S. enterica ถูกขับออกมาปนเปอนกับมูลสัตวลงสูสิ่งแวดลอม 
แพรกระจายไปในสิ่งแวดลอมและติดเชื้อในสัตวอ่ืนตอไป (Coburn et al., 2007; Corry et al., 2002; Dargatz 
et al., 2000; Monthon L. et al., 2010; Natvig et al., 2002) ขอมูลทางดานระบาดวิทยาในประเทศ         
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ท่ีพัฒนาแลว เชน สหรัฐอเมริกา พบวา S. enterica เปนสาเหตุหลักท่ีสําคัญของโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากอาหาร   
และน้ําเปนสื่อ (food-borne disease) โดยในแตละปจะมีผูติดเชื้อประมาณ 2-3 ลานคน และเปนสาเหตุให
เสียชีวิตประมาณ 500-2,000 คนตอป (Braden et al., 2013) นอกจากนี้ยังพบวาซีโรวารท่ีเปนสาเหตุของการ
ติดเชื้อมากท่ีสุด คือ  S. Typhimurium และ S. Enteritidis (Galanis et al., 2006; Herikstad et al., 2002) 
สําหรับอุบัติการของโรคท่ีมีการประมาณการในแตละภูมิภาคตาง ๆ ของโรค พบอุบัติการเกิดโรคตอประชากรท่ี
แตกตางกัน เชน ในภูมิภาค North Africa และ Middle East อัตราการเกิดโรคจะเทากับ 140 อัตราการเกิดโรค
จะเพ่ิมสูงข้ึนในกลุมประเทศกําลังพัฒนาและในประเทศยังไมพัฒนา เชน Sub-Saharan Africa พบอุบัติการการ
เกิดโรคอยูท่ี 470 คนตอประชากรแสนคน สําหรับในภูมิภาค Southeast Asia พบอุบัติการการเกิดโรคท่ีสูงมาก
ถึง 3,980 คนคนตอประชากรแสนคน (Majowicz et al., 2010) สําหรับขอมูลการระบาดในประเทศไทย โดย
สํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค (ป พ.ศ. 2558) พบวาเชื้อ S. enterica เปนสาเหตุสําคัญอันดับสองของโรค
อาหารเปนพิษท่ีพบในผูปวยรองจากการติดเชื้อ Vibrio parahemolyticus (สํานักระบาดวิทยา 2558) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาในหลายรายงานท่ีพบวา S. enterica เปนสาเหตุหลักของโรคโรคติดเชื้อท่ีเกิด
จากอาหารและน้ําเปนสื่อ (Bangtrakulnonth et al., 2004; Bernbom et al., 2009; Padungtod et al., 
2006; Vaeteewootacharn et al., 2005; ธงชัย เฉลิมชัยกิจ และคณะ 2544)  
 
2.3 การดื้อยาตานจุลชีพในเช้ือ Salmonella enterica 

ปญหาสําคัญอีกประการท่ีพบมากข้ึนจากการติดเชื้อ S. enterica  คือ เชื้อดื้อยาตานจุลชีพ   
เพ่ิมมากข้ึน มีปจจัยหลายอยางท่ีชวยเรงใหเชื้อ S. enterica เกิดการด้ือยาเพ่ิมสูงข้ึน เชน การใชยาอยางไม
รอบคอบในมนุษย และการใชยาตานจุลชีพในสัตว โดยเฉพาะอยางยิ่งการใชเพ่ือเรงการเจริญเติบโตของสัตว      
พบวามากกวา 50% ของยาตานจุลชีพท่ีใชกันอยูปจจุบัน เปนการใชเพ่ือการเลี้ยงสัตว (Aarestrup, 1999) ซ่ึงเปน
ปจจัยเรงสําคัญทําใหเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดรวมท้ังเชื้อ S. enterica  เกิดการดื้อยาข้ึนอยางรวดเร็ว มีรายงาน
การศึกษาถึงความสัมพันธของการใชยาในสัตวท่ีสงผลใหเกิดการดื้อยาและเปนปญหาสุขภาพในมนุษยตามมา เชน 
การใชยา apramycin ซ่ึงเปนยาปฏิชีวนะท่ีใชเฉพาะในสัตวเทานั้น ยา apramycin เริ่มมีการใชตั้งแตป ค.ศ. 
1980 หลังจากนั้นประมาณป ค.ศ. 1985 ก็เริ่มมีรายงานการพบเชื้อ E. coli และ S. enterica ท่ีแยกไดจาก     
ปศุสัตวมีการด้ือยา gentimicin ท่ีใชในมนุษย ซ่ึงเปนยาในกลุมเดียวกันกับ apramycin นอกจากนี้ยังมีรายถึง
ผลกระทบของเชื้อด้ือยาในสัตวตอมนุษย โดยสามารถตรวจพบเชื้อ S. enterica ท่ีมีพลาสมิดควบคุมการดื้อยา 
apramycin ไดท้ังในสัตวและในผูปวยท่ีติดเชื้อ S. Enterica (Threlfall et al., 1986) การศึกษา direct gene 
transfer ระหวางเชื้อ E. coli ท่ีมีพลาสมิดควบคุมการดื้อยาจากสุกร ก็สามารถพิสูจนใหเห็นวาเชื้อสามารถ
ถายทอดพลาสมิดไปยังเชื้อ E. coli สายพันธุท่ีแยกไดจากมนุษยได (Johnson et al., 1995) ในปจจุบันพบเชื้อ 
S. enterica เริ่มดื้อตอยากลุม fluoroquinolone โดยพบวาหลังจากมีการนํายา enrofloxacin มาใชในทาง   
สัตวแพทยต้ังแตป 1989 เปนตนมาก็เริ่มมีการตรวจพบเชื้อ S.enterica หลายซีโรวารดื้อตอยาในกลุม 
fluoroquinolone มากข้ึน (Threlfall et al., 1997) การดื้อตอยาในกลุม fluoroquinolone กําลังเปนประเด็น
ท่ีนักวิจัยท่ัวโลกใหความสําคัญมากข้ึน เนื่องจากเปนยาท่ีมีประสิทธิภาพดีในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียท่ีเปน
สาเหตุของกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ รวมท้ังการติดเชื้อ S. enterica นอกจากนี้เชื้อ S. enterica หลาย
สายพันธุท่ีแยกไดจากผูปวยและจากสัตว เริ่มพบการดื้อยาตานจุลชีพกลุม β-lactam และ cephalosporin กลไก
การดื้อยาตานจุลชีพกลุมดังกลาวท่ีพบไดบอยในเชื้อ S. enterica คือ การสรางเอนไซมกลุม ESBL การออกฤทธิ์
ของเอนไซมจะไปจับกับยาและอาศัยปฏิกิริยา hydrolysis สลายพันธะ amide ท่ีเปนประกอบเปนโครงสรางของ
วงแหวน β-lactam ring สงผลใหยาไมสามารถออกฤทธิ์ได  
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2.4 Extended-Spectrum β-lactamase (ESBL) 
การดื้อยายาตานจุลชีพ กลุม β-lactam และ cephalosporin ทําใหนักวิทยาศาสตรพยายาม

พัฒนายาชนิดใหมทดแทนสําหรับการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียท่ีดื้อยากลุม β-lactam โดยยาในกลุม oxyimino 
cephalosporin (3rdgeneration cephalosporin) เปนยา β-lactam ชนิดใหมท่ีพัฒนาข้ึนมาเพ่ือการรักษาเชื้อ
โดยเฉพาะในกลุมของ Enterobacteriaceae ท่ีดื้อตอยากลุม β-lactam กลุมเดิม โดยยากลุมนี้จะออกฤทธิ์อยาง
กวางขวาง (board spectrum) ตอแบคทีเรียหลายชนิด เชนยา cefixime, cefpodoxime, cefotaxime และ 
ceftriaxone ภายหลังจากมีการใชยาในกลุมนี้เพียงประมาณ 2 ป ก็มีรายงานการพบเชื้อแบคทีเรียด้ือตอยาใน
กลุมดังกลาว ท้ังในยุโรปและในเอเซียบางประเทศ (Knothe et al., 1983; Sirot et al., 1987; Su et al., 
2004)  กลไกการดื้ อยาท่ีสํา คัญ คือ แบคทีเรียสรางเอนไซม ท่ี มีฤทธิ์ ทําลายยากลุม  β-lactam และ 
cephalosporinกวางขวางมากข้ึน ดังนั้นจึงเรียกเอนไซมกลุมใหมนี้วา Extended Spectrum β-Lactamase 
หรือ ESBL 

ESBL สามารถสลายยา oxyimino-cephalosporins เอนไซมกลุมนี้พบไดมากในแบคทีเรียแกรมลบ
โดยเฉพาะในวงศ Enterobacteriaceae ยีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซมสามารถพบไดท้ังบนโครโมโซมและบน  
พลาสมิด ทําใหยีนดังกลาวสามารถแพรกระจายจากแบคทีเรียเซลลหนึ่งไปยังอีกเซลลโดยกระบวนการ 
conjugation ไดงาย เปนเหตุใหพบแบคทีเรียในวงค Enterobacteriaceae ท่ีมียีน ESBL แพรกระจายอยูท่ัวโลก 
เอนไซมกลุม ESBL แบงออกไดหลายกลุม เชน กลุม TEM และกลุม SHV สามารถยอยสลายยา ceftazidime 
เอนไซมกลุม CTX-M สามารถยอยสลายยา cefotaxime เอนไซมกลุม OXA เปนกลุมท่ีมีความไวตอยา 
clavulanic acid ลดนอยลงและด้ือตอยา ceftzidime ในระดับท่ีสูง (Bradford, 2001) มีรายงานวาเชื้อกลุม 
Enterobacteriaceae ท่ีสรางเอนไซม ESBL จะดื้อตอยา cephalosporins ทุกตัวรวมท้ังยากลุม monobatam 
และเนื่องจากเอนไซม ESBL ถูกกํากับโดยพลาสมิด ขนาดใหญขนาด 80 ถึง 300 กิโลเบส จึงมักพบวามียีนด้ือยา
ตานจุลชีพในกลุมอ่ืนอยูบนพลาสมิดนั้นดวยเชนยีนดื้อยาตานจุลชีพกลุม aminoglycosides (gentamicin, 
amikacin, netilmicin) ก ลุ ม  trimethoprim/sulfamethoxazole, chloramphenicol แ ล ะ  tetracycline    
ทําใหเชื้อท่ีไดรับถายทอดพลาสมิดสามารถดื้อตอยาตานจุลชีพหลายชนิดรวมกัน 

 
2.5 การจัดกลุมของเอนไซม ESBL 
 เอนไซม ESBL สามารถแบงออกไดเปน 4 class ดวยกันโดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดและ
คุณสมบัติของกรดอะมิโน (Bradford, 2001) ไดแก 

1. Class A จะมี active site ท่ีเปนกรดอะมิโน serine ประกอบดวยเอนไซม เชน TEM-1, 
(แยกไดจากผูปวยชื่อ “Temoniera”), SHV-1 (Sulphydryl variable) และเอนไซม penicillinase ท่ีพบจากเชื้อ 
S. aureus  พบวาประมาณ 90% ของเชื้อ E. coli และ S. enterica ท่ีดื้อตอยา ampicillin สามารถสราง
เอนไซมชนิดนี้ได คุณสมบัติของ TEM-1 คือสามารถทําลายยา penicillin, early cephalosporin ได ปจจุบันพบ
มีเอนไซมในกลุมของ TEM เปนจํานวนมาก ประมาณวามากวา 90 ชนิด ซ่ึงเกิดจากการกลายพันธุท่ีทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในตําแหนงตาง ๆ ของเอนไซม (Bradford, 2001) 

2. Class B enzyme มีคุณสมบัติเปน metallo-β-lactamase มีความสามารถทําลายยา 
penicillin และ cephalosporins 

3. Class C enzyme มีคุณสมบัติเปน chromosomal cephalosporinase เชน เอนไซมกลุม 
AmpC 
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4. Class D enzyme มีคุณสมบัติเปน oxacillinase เอนไซมใน class A, C และ class D ซ่ึง
ทางานไดโดยอาศัย serine based mechanism โดยมีกรดอะมิโน serine อยูท่ีบริเวณ active site สวนใน 
class B หรือ metallo β-lactamase นั้นมีลักษณะเดน คือ ตองใชธาตุท่ีเปน divalent cation เชน Zn2

+ 
ไอออน เปน co-factor ในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม การสรางเอนไซม β-lactamases ท่ีพบบอยในเชื้อในวงศ 
Enterobacteriaceae คือ Class A และ Class C enzyme โดยเปนไดท้ังชนิด narrow spectrum และ broad 
spectrum enzyme 

 
2.6 ชนิดของเอนไซม ESBL ท่ีสําคัญมีอยูดวยกัน 5 กลุม คือ (Bradford, 2001) 

1. เอนไซมกลุม TEM พบบอยในกลุมแบคทีเรียรูปทอนแกรมลบในเชื้อกลุม 
Enterobacteriaceae โดยเฉพาะใน E. coli ท่ีดื้อตอยา ampicillin พบวามากกวา 90% สามารถผลิตเอนไซม
กลุมนี้ได คุณสมบัติของเอนไซม TEM-1 คือมีความสามารถในการทําลายยากลุม penicillin และ early 
cephalosporin เชน cephalothin และ cephaloridine ได เอนไซมในกลุมนี้ยังแบงยอยลงไปไดอีกจํานวนมาก 
โดยแตละชนิดเกิดจากการกลายพันธุเฉพาะจุดในยีน (รูปท่ี 1) 

รูปท่ี 1  ความหลากหลายยีน ESBL กลุม TEM เกิดจากการกลายพันธุเฉพาะตําแหนงของลําดับกรดอะมิโน 
 ท่ีมา: Bradford, (2001)  

 
2. เอนไซมกลุม SHV พบไดท่ัวไปใน Klebsiella pneumoniae ยีนท่ีควบคุมการสรางจะอยู

บนพลาสมิด (plasmid-ampicillin resistance) หรืออาจจะอยูบนยีนท่ีสามารถเคลื่อนยายตําแหนงได 
(transposable genetic element) เอนไซมในกลุมนี้จะทําลายยา ceftazidime ไดดี เอนไซมกลุม HSV ยัง
แบงยอยไดอีกจํานวนมากเชนกัน ซ่ึงเกิดจากการกลายพันธุเฉพาะตําแหนงของลําดับกรดอะมิโน (รูปท่ี 2)  
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รูปท่ี 2 ความหลากหลายยีน ESBL กลุม SHV เกิดจากการกลายพันธุเฉพาะตําแหนงของลําดับกรดอะมิโน 
 ท่ีมา: Bradford, (2001)  
 

3. เอนไซมกลุม CTX-M เม่ือไมนานมานี้มีการตรวจพบเอนไซม ESBL ชนิดใหมท่ีมียีนควบคุม
การผลิตในพลาสมิด (plasmid mediated ESBLs) เรียกวา CTX-M ซ่ึงเอนไซมนี้จะมีประสิทธิภาพสูงในการ
ทําลายยา cefotaxine ซ่ึงพบในเชื้อ S. Typhimurium และเชื้อ E. coli แตก็สามารถพบใน 
Enterobacteriaceae อ่ืน ๆ ไดเชนกัน เอนไซม ESBL กลุมนี้ประกอบไปดวยเอนไซม CTX-M-1 หรือ MEN-1, 
CTX-M-2 จนถึง CTX-M-10, Toho-1 และ Toho-2 โดยเอนไซมกลุมนี้ไมมีความใกลชิด หรือความเก่ียวของกับ
เอนไซม ESBL กลุม TEM หรือ SHV ซ่ึงพบวาเอนไซมกลุม CTX-M นี้มีความเหมือนกับเอนไซมท้ังสองกลุมนี้
ประมาณเพียงรอยละ 40 เทานั้น 

 
4. เอนไซมกลุม OXA กลุมนี้มีความตางจากกลุม TEM หรือ SHV เนื่องจากเอนไซมนี้จัดอยูใน 

molecular class D เอนไซม ESBL กลุม OXA นี้กอใหเกิดการดื้อตอยา ampicillin และ cephalothin และมี
ความสามารถสูงในการทาลาย oxacillin และ cloxacillin โดยท่ัวไปแลวจะพบวาเอนไซม ESBL ชนิดตาง ๆ 
มักจะพบในเชื้อ E. coli, K. pneumoniae หรือ Enterobacteriaceae อ่ืน ๆ แตเอนไซม ESBL กลุม OXA นี้
กลับพบไดในเชื้อ Pseudomonas aeruginosa เปนหลัก 

 
5. กลุมอ่ืน ๆ  ตัวอยางเอนไซมอ่ืน ๆ เชน CME-1 แยกไดจากเชื้อ Chryseobacterium 

meningosepticum เอนไซม TLA-1 แยกไดจากเชื้อ E. coli จากผูปวยในเม็กซิโก ซ่ึงเอนไซมท้ังหมดนี้มีความ
เก่ียวของ หรือความใกลเคียงกันเพียงรอยละ 40-50 เทานั้น เอนไซมกลุมนี้กอใหเกิดการดื้อตอยากลุม 
oxyimino-cephalosporins โดยเฉพาะยา ceftazidime และ aztreonam ซ่ึงจะมีลักษณะเหมือนเอนไซม 
cephalosporinases 
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2.7 ขอมูลระบาดวิทยาของเอนไซม β-lactamase และ ESBL ในประเทศไทย 
  ขอมูลทางระบาดวิทยาของเชื้อท่ีสรางเอนไซม ESBL ในประเทศไทยสวนใหญเปนขอมูลจาก 
Enterobacteriaceae อ่ืน ๆ ท่ีแยกไดจากผูปวยจากโรงพยาบาลดังสรุปในตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1  ผลการศึกษาทางระบาดวิทยาของแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม ESBL ท่ีพบในประเทศไทย 

สถานที่ แบคทีเรยี เปอรเซนตการตรวจพบเชื้อ
ที่สรางเอนไซม ESBL % 

(cases) 

ชนิดของยีน อางอิง 

โรงพยาบาลนาน และ
โรงพยาบาลชุมชนในจังหวัด
นาน 

K. pneumoniae 
E. coli 

22.7 (2,097) 
21.9 (1,191) 

ไม
จําแนก 

(เดชพิภัทร อมรทิพยวงศ 
et al., 2554) 

โรงพยาบาลสงขลานครินทร 
หาดใหญ 

E. coli 6 (100) ไม
จําแนก 

(Wanutsanun et al., 
2006) 

โรงพยาบาลชลบุรี K. pneumonia 
E. coli 

44.6  
38.7 

ไม
จําแนก 

(Waiwarawooth 
Jirachai et al., 2006) 

โรงพยาบาลศรีนครินทร จังหวัด
ขอนแกน  
 

 

Entrobactriaceae 79 
52 
48 
33 

จากจํานวนทั้งหมด 48 cases 

SHV 
CTX-M-

9 
TEM-1 

VEB 
 

(Aroonwadee et al., 
2007) 

โรงพยาบาลศิริราช 
และโรงพยาบาลธรรมศาสตร  

 

E. coli  
จํานวน 235 isolates 
K. pneumoniae 
จํานวน 127 isolates 
 

 แบคทีเรียทั้ง
สองชนิดสวน
ใหญพบยีน 
CTX-M-

14 
CTX-M-

15 
CTX-M-

55 
TEM-1 

(Kiratisin et al., 2008) 

 
การศึกษาหลายรายงานพบวาเชื้อในวงศ Enterobacteriaceae จากผูปวยสามารถสรางเอนไซม 

ESBL ไดจํานวนมาก และพบวามียีนควบคุมการสรางเอนไซมท่ีหลากหลาย ไดแกกลุม CTX-M, TEM และ SHV 
เปนสวนใหญ อยางไรก็ตามพบวาขอมูลทางดานระบาดวิทยาของเชื้อ S. enterica โดยเฉพาะเชื้อท่ีแยกไดจาก
ตัวอยางสัตวท่ีเลี้ยงเปนอาหารในประเทศไทยมีอยูคอนขางจํากัด ท้ังท่ีแบคทีเรียดังกลาวเปนสาเหตุสําคัญของโรค
ติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร และมีแหลงรังโรคอยูในปศุสัตวท่ีมีโอกาสสัมผัสกับยาตานจุลชีพท่ีสูง จึงอาจจะมี
โอกาสเกิดการดื้อยาโดยสรางเอนไซม ESBL เปนแหลงกับเก็บยีนดื้อยา และถายทอดยีนดื้อยาไปสูเชื้อท่ีกอโรคใน
มนุษยได ทําใหผูปวยท่ีติดเชื้อท่ีสรางเอนไซม ESBL โอกาสเสียชีวิตสูงข้ึน ขอมูลของเชื้อ S. enterica ท่ีสราง
เอนไซม ESBL จากตัวอยางจากสัตวท่ีเลี้ยงไวเพ่ือเปนอาหาร เปนขอมูลสําคัญท่ีจะเชื่อมโยงความสัมพันธของการ
แพรการดื้อยาของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย  
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2.8 การตรวจวินิจฉัยแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม ESBL  
  การทดสอบการสรางเอนไซม ESBL สามารถแบงการทดสอบออกเปน 2 ข้ันตอนใหญ คือ  

1. การตรวจหาลักษณะปรากฎ (phenotypic test) ซ่ึงแบงออกเปน 2 ข้ันตอน คือ  
 การตรวจคัดคัดกรอง (screening test) 

แนวทางการตรวจคัดกรองสามารถทําได 2 วิธี คือ disc diffusion และการหาคา 
MIC โดยใชยากลุม 3rd generation cephalosporin เปนยาทดสอบ โดยยาและการอานผลท่ี CLSI แนะนําใหใช
แสดงดังตารางท่ี 2 อยางไรก็ตามยาท่ีเปนท่ีนิยใชสําหรับการตรวจคัดกรอง คือ ยา cefpodoxime ท้ังนี้เพราะวา 
เชื้อท่ีสรางเอนไซม ESBL ทุกชนิดจะดื้อตอยา cefpodoxime  

 
ตารางท่ี 2  ยากลุม 3rd generation cephalosporin และการแปลผลการทดสอบการคัดกรองการสรางเอนไซม 

ESBL (Centers for Disease Control and Prevention, 2015)  

Disk diffusion MICs 

cefpodoxime < 22 mm cefpodoxime > 2 µg/mL  
ceftazidime < 22 mm ceftazidime > 2 µg/mL 
aztreonam < 27 mm aztreonam > 2 µg/mL 
cefotaxime < 27 mm cefotaxime > 2 µg/mL 
ceftriaxone < 25 mm ceftriaxone > 2 µg/mL 

 
 การตรวจยืนยันผล (phenotypic confirmation test) 

การตรวจยืนยันผลการสรางเอนไซม ESBL สามารถทําไดหลายวิธีเชนกัน เชน  
o วิธี combination disc assay เปนวิธีมาตรฐานท่ี CLSI กําหนด โดยมี

หลักการ คือ ESBL ถูกยับยั้งดวย β-lactamase inhibitor เชน clavulanic acid ดังนั้นหากเปรียบเทียบ 
inhibition zone ท่ีเปนผลจากยา กลุม cephalosporin ท่ีมีสวนผสมของ clavulanic acid กับยาชนิดเดียวกันท่ี
ไมมีสวนผสมของ clavulanic acid ยาท่ีแนะนําใหใชตามมาตรฐาน ไดแก cefotaxime (30 µg) กับ 
cefotaxime+clavulanate (30+10 µg), หรือ ceftazidime (30 µg) กับ ceftazidime+clavulanate (30+10 
µg), หรือ cefpodoxime (10 µg) กับ cefpodoxime+clavulanate (10+1 µg) การแปลผล โดย inhibition 
zone ของแผนยาท่ีมี clavalanic acid กวางกวาท่ีไมมี clavulanic acid มากกวา 5 mm แสดงวาเชื้อสราง
เอนไซม ESBL ได (รูปท่ี 3) 

o วิธี double disc assay เปนวิธีท่ีอาศัยหลักการยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
ESBL โดย β-lactamase inhibitor เชนเดียวกับวิธี combination disc assay ซ่ึงทําไดโดยวาง disc ยาท่ีมี
สวนผสมของ clavulanic acid เชน amoxicillin/clavulanate (AMC) และวางยากลุม cephalosporin รอบ ๆ 
disc ยา AMC โดยใหหางจาก disc ยา AMC ประมาณ 30 mm การอานผลและแปลผลวาเปน บวก คือ เชื้อ
สรางเอนไซม ESBL จะสังเกตจาก inhibition zone ของยากลุม cephalosporin ในดานท่ีอยูใกลกับยา AMC 
จะแผขยายออกไปจากวงปกตไิมเปนวงกลมเขาใกล disc ยา AMC (รูปท่ี 4) ลักษณะท่ีเห็นดังกลาวแสดงใหเห็นวา
มีการเสริมฤทธิ์กันระหวางยากลุม cephalosporin กับ clavulanic acid ท่ีผสมอยูกับยา AMC     
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รูปท่ี 3  การทดสอบ phenotypic confirmation โดยวิธี combination disc assay  
 ท่ีมา: การศึกษาน้ี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4  การทดสอบ phenotypic confirmation โดยวิธี double disc assay 
 ท่ีมา: Jure, et al. (2010)  
 

2. การตรวจหายีนควบคุมการสรางเอนไซม (genotypic test) 
เนื่องจากเอนไซม ESBL มีหลาย กลุมและในแตละกลุม family เดียวกันยังแบงเปนชนิด

ยอยอีกจํานวนมาก ดังนั้นขอมูลเฉพาะการตรวจยืนยันวาเชื้อสรางเอนไซม ESBL ได อาจจะยังไมเพียงพอเพ่ือใช
สําหรับการรักษาผูติดเชื้อและการควบคุมการระบาดของเชื้อ ดังนั้นจึงมีความจําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองทราบถึงชนิด
ของยีนควบคุมการสรางเอนไซม ESBL วิธีการตรวจท่ีใหความถูกตองสูง คือ การตรวจดวยวิธี molecular 
technique เชน PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอยีนแตละชนิดเพ่ิมจํานวนยีน และ วิเคราะหลําดับ              
นิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนท่ีอนุมาน (amino acid deduction) จากยีนท่ีเพ่ิมจํานวนไดจะสามารถบอกถึง
กลุมและชนิดยอยของยีนในแตละกลุมได  
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บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 เช้ือ Salmonella enterica  

ตัวอยางเชื้อ S. enterica จะแยกจากตัวอยางมูลสุกร มูลสัตวปก มูลโค โดยตัวอยางมูลสุกร เก็บ
ใสถุงพลาสติกซิปและแชในกลองน้ําแข็งระหวางขนสงกลับมายังหองปฏิบัติการ สําหรับตัวอยางจากสัตวปก       
จะใช cotton swab ปายจาก cloaca ของสัตวปกแลวเก็บลงใน Carry Blair transport medium แชในกลอง
น้ําแข็งและรีบนําสงหองปฏิบัติการ ตัวอยางมูลโค เก็บตัวอยางจากมูลท่ีใหมใสถุงพลาสติกท่ีใหมและสะอาดแชใน
กลองควบคุมอุณหภูมิ 4-8 °C ตัวอยางท้ังหมดเม่ือสงถึงหองปฏิบัติการจะดําเนินการตรวจหาเชื้อ Salmonella 
ทันที ตัวอยางเชื้ออีกสวนเปนเชื้อ S. enterica ท่ีแยกจากเนื้อสุกร เนื้อไกและผักสด โดยเปนตัวอยางเชื้อท่ีแยกไว
กอนหนาในป พ.ศ. 2552   
 
3.2 การแยกและการจําแนกซีโรวารเช้ือ Salmonella enterica 

การแยกเชื้อ S. enterica ทําโดยวิธี MSRV technique (Vuttigronpan,  et al., 1998)        
มีรายละเอียดข้ันตอน คือ ชั่งตัวอยางมูลจํานวน 25 กรัม ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BPW ปริมาตร 225 mL เขยา
เปนเวลา 1–2 นาที นําไปบมเพาะท่ี 37 °C เปนเวลาประมาณ 18–24 ชั่วโมง หลังจากนั้นหยดเชื้อท่ีเพาะเลี้ยงใน 
BPW ประมาณ 100 µL ลงในอาหาร Modify Semisolid Rappaport Vassiliadis Agar (MSRV) โดยหยดลงบน
อาหาร MSRV ประมาณ 5 หยด หาง ๆ กัน นําไปบมเพาะท่ี 42 °C เปนเวลาประมาณ 18–24 ชั่วโมง และเชื้ออีก
สวนหนึ่งนําไป streak บนอาหาร Xylose Lysine Desoxycholate Agar (XLD) แลวนําไปท่ีอุณหภูมิ 37 °C 
เปนเวลา 18–20 ชั่วโมง หลังจากนั้น เลือกเชื้อ S. enterica ท่ีเจริญในอาหาร MSRV โดยพิจารณาสีของอาหาร 
MSRV จะเปลี่ยนจากสีเขียวแกมนํ้าเงินใสเปนสีขาวขุนรอบ ๆ จุดท่ีหยดเชื้อลงไป ใชเข็มเข่ียเชื้อแตะเชื้อท่ีแผไป
ไกลท่ีสุดจากตําแหนงท่ีหยดเชื้อ แลวนํามา stab และ streak ลงในอาหาร Triple Sugar Iron (TSI) agar และ 

stab ลงในอาหาร Lysine Indole Motile (LIM) agar  นําไปบมเพาะท่ี 37 °C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง การ
คัดเลือกเชื้อ S. enterica ท่ีเจริญบนอาหาร XLD ใหพิจารณาลักษณะลักษณะโคโลนีของเชื้อ ท่ีเจริญข้ึนมาโดยมี
จุดสีดําตรงกลางโคโลนี ใชเข็มเข่ียเชื้อแตะโคโลนีท่ีสงสัยดังกลาว stab ลงในอาหาร TSI slant และ streak บน
ผิวหนาอาหาร เชนเดียวกับอาหาร MSRV จากนั้นนําบมเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง คัดเลือก
เชื้อท่ีเจริญใน TSI และ LIM ท่ีใหผลการทดสอบบงชี้วาเปนเชื้อ S. enterica นําไปเพาะเพ่ิมจํานวนใน Tryptic 
soy agar และทดสอบยืนยันเชื้อกับซีรัม O:antigen polyvalent (S&A reagent; Thailand) ตอเชื้อ S. entrica  

เชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจะจําแนกซีโรวาร ดวยการทดสอบการตกตะกอน (agglutination) 
กับแอติบอดี (S&A reagent; Thailand) ท่ีจําเพาะตอแอนติเจนของผนังเซลล (O: antigen) และโปรตีนท่ีเปน
องคประกอบของ flagella (H: antigen) ของเชื้อ 

 
3.2 การทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ  

เชื้อ S. entrica ท่ีแยกไดทุก isolate จะนํามาทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ ดวยวิธี micro-
broth dilution technique โดยทดสอบกับยาตานจุลชีพ 8 ชนิด คือ ampicillin, gentamicin, streptomycin, 
chloramphenicol, tetracycline, sulfamethoxazole, ciprofloxacin และ nalidixic acid (Bio-basic; 
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Canada) กระบวนการทดสอบกระทําตามมาตรฐานของ Clinical and Laboratory Standard institute (CLSI) 
(CLSI, 2014) มีรายละเอียด คือ  

การเตรียมยาตานจุลชีพสําหรับการทดสอบ โดยเตรียมความเขมขนของยาตานจุลชีพใน
ปริมาตร 50 µL เม่ือผสมกับปริมาตรของเชื้อ 50 µL และอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 µL ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1,024 µg/mL  

เตรียมเชื้อสําหรับทําการทดสอบ โดยปริมาตรของเชื้อท่ีใชทดสอบเปน 50 µL จะตองมี เม่ือ
รวมกับปริมาตรของอาหารและยาท่ีใชสําหรับทดสอบแลว ใหมีปริมาณของเชื้อทดสอบสุดทายประมาณ 105 
cfu/mL อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการทดสอบ คือ Mueller Hinton broth (MH) โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อใหได
ความเขมขนเปน 2 เทาของการเตรียมตามปกติ (double strength) ใชอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาตร 100 µL 
ดังนั้นปริมาตรท้ังหมดเม่ือรวม เชื้อ และ ยา แลวจะเทากับ 200 µL/well การทดสอบจะใชเชื้อมาตรฐาน  E.coli    
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Staphylococcus aureus ATCC 29213 
เปนสายพันธุเชื้อมาตรฐานควบคุม การวิเคราะหผลการทดสอบจะใช Program WHONET 5.6 

  
3.3 การสกัด DNA  
 นําเชื้อตัวอยางประมาณ 1-2 โคโลนี ใสลงใน microcentrifuge tube ท่ีมี TE buffer 100 µL 
นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําตัวอยาง DNA ท่ีสกัดไดไปตรวจหายีนท่ีเก่ียวของ หรือเก็บไปใน
อุณหภูมิ -80 °C จนกวาจะมีการทดสอบ 
 
3.4 การตรวจหายีนดื้อยาตานจุลชีพและยีนกลุม β-lactamase โดยวิธี PCR   

 เชื้อ S. enterica ทุกไอโซเลทท่ีพบวามีการด้ือตอยาตานจุลชีพชนิดตาง ๆ นั้นจะนํามาตรวจหา
ยีนท่ีควบคุมการดื้อตอยาชนิดนั้น เพ่ือใหไดขอมูลทางดานระบาดวิทยาท่ีครบถวน การตรวจหายีนจะทําโดย
เทคนิค PCR ดวย primers ท่ีจําเพาะตอยีนดื้อยาตาง ๆ (ตารางท่ี 3) ข้ันตอนการทํา PCR ประกอบดวย 1X PCR 
buffer, 1.5 mM MgCl2, dNTPS 200 µM, primers 0.5 pmole, Taq DNA polymerase 1.25 units สําหรับ
สภาวะในการทํา PCR มีดังนี้ คือ denaturation ท่ี 95 °C นาน 1 นาที อุณหภูมิสําหรับ annealing จะข้ึนอยูกับ 
primer ดังแสดงในตารางท่ี 3 เวลาสําหรับ annealing นาน 1 นาที และ extension ท่ี 72 °C นาน 1 นาที 
ท้ังหมดจํานวน 35 รอบ ผลผลิต PCR จะนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค gel electrophoresis และสงไปวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดยังตางประเทศ 
 
3.5 การตรวจสอบการสรางเอนไซม ESBL  

Screening test เชื้อ S. enterica ท่ีดื้อตอยา ampicillin ทุก isolate จะนํามาตรวจคัดกรอง
การสรางเอนไซม ESBL โดยวิธี disc diffusion บนอาหาร Muller Hinton agar (MHA) ดวยยา cefpodoxime 
(10 µg) (Himedia; India) การทดสอบกระทําตามมาตรฐานของ CLSI (CLSI, 2014)  

Phenotypic confirmation test   
การทดสอบการสรางเอนไซม ESBL จะทําโดยเทคนิค combination disc diffusion โดยมี

หลักการเชนเดี่ยวกับการทดสอบ disc diffusion ซ่ึงจะทําการเปรียบเทียบ inhibition zone ท่ีเกิดข้ึนระหวางยา 
cefotaxime (30 µg) กับ inhibition zone ท่ีเกิดข้ึนระหวางยา cefotaxime+clavulanic acid (30+10 µg) 
และยา ceftazidime (30 µg) กับ inhibition zone ท่ีเกิดข้ึนระหวางยา ceftazidime+clavulanic acid 
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(30+10 µg) (Himedia; India) โดยทําการทดสอบกับเชื้อ Salmonella ทุกไอโซเลทท่ีดื้อตอยาในกลุม β-
lactam   

Genotypic examination  
  ตัวอยางของเชื้อ Salmonella ท่ีผานการทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ท่ีใหผลบวกจะนํามา

ตรวจหายีนท่ีเก่ียวของโดยวิธี PCR  โดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Agar (TSA) ท่ีอุณหภูมิ   
37 °C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นนําตัวอยางเชื้อ ประมาณ 1-2 colonies ใสลงใน microcentrifuge tube 
ท่ีมี TE buffer 100 µL (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA pH 8.0) นําไปตมในน้ําเดือดประมาณ 10 นาที ตัวอยาง 
DNA ท่ีสกัดได จะเก็บไวท่ี -20 °C จนกวาจะมีการนํามาทดสอบตรวจหายีนท่ีเก่ียวของในการดื้อยาโดยเทคนิค 
PCR สําหรับยีนเปาหมายดวย primers ท่ีจําเพาะ (ตารางท่ี 4) ปฏิกิริยาPCR ประกอบดวย 1X PCR buffer, 1.5 
mM. MgCl2, dNTPS 200 µM, primers 0.5 pmole, Phusion High-Fedelity DNA polymerase 1.25 
units/reaction สําหรับสภาวะในการทํา PCR มีดังนี้คือ denaturation ท่ี 95 °C นาน 1 นาที อุณหภูมิสําหรับ 
annealing จะข้ึนอยูกับ primers แตละคู (ตารางท่ี 4) เวลาสําหรับ annealing นาน 1 นาที และ extension   
ท่ี 72 °C นาน 1 นาที ท้ังหมดจํานวน 35 รอบ ผลผลิต PCR จะนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค gel electrophoresis 
และสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดยังตางประเทศ  
 
ตารางท่ี 3 รายละเอียดของ primers สําหรับตรวจหายีนท่ีควบคุมการดื้อยาตานจุลชีพ (Türkyılmaz et al., 
2009) 

Name Sequence (5’ to 3’) Annealing 
Temperature (°C) 

Resistance 
Mechanism 

Encoded 
Resistance 

tetA  GCTACATCCTGCTTGCCTTC 
CATAGATCGCCGTGAAGAGG  

55 Efflux TET 

tetB  TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 
GTAATGGGCCAATAACACCG  

53 Efflux TET 

tetC  CTTGAGAGCCTTCAACCCAG 
ATGGTCGTCATCTACCTGCC  

56 Efflux TET 

tetG  GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 
AGCAACAGAATCGGGAACAC  

59 Efflux TET 

tetS  CATAGACAAGCCGTTGACC  
ATGTTTTTGGAACGCCAGAG  

58 Ribosomal 
protection 

TET 

aadB  GAGCGAAATCTGCCGCTCTGG 
CTGTTACAACGGACTGGCCGC  

61 Aminoglycoside 
adenyltransferase 

GEN 

aacC  GGCGCGATCAACGAATTTATCCGA 
CCATTCGATGCCGAAGGAAACGAT  

58 Aminoglycoside 
acetyltransferase 

GEN 

cat1  CCTATAACCAGACCGTTCAG 
TCACAGACGGCATGATGAAC  

56 Chlorampenicol 
acetyltransferase 

CHL 

cat2  CCGGATTGACCTGAATACCT 
TCACATACTGCATGATGAAC  

56 Chlorampenicol 
acetyltransferase 

CHL 

cat3  CCCACAATTCACCGTATTCC 
GAACCTGTACTGAGAGCGGC  

58 Chlorampenicol 
acetyltransferase 

CHL 

floR  AACCCGCCCTCTGGATCAAGTCAA 
CAAATCACGGGCCACGCTGTATC  

60 Efflux CHL 
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ตารางท่ี 4 ยีนเปาหมายและ primers ท่ีใชตรวจสอบเชื้อท่ีสรางเอนไซม ESBL และ β-lactamase   
Name Sequences (5’-3’) Annealing Temperature 

(°C) 

References 

ESBL-TEM F TTTCGTGTCGCCCTTATTCC 52 (Hasman et al., 2005) 
ESBL-TEM R ATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGG 
ESBL-SHV F CGCCTGTGTATTATCTCCCT 52 (Hasman et al., 2005) 
ESBL-SHV R CGAGTAGTCCACCAGATCCT 
ESBL-CTXM F CGCTGTTGTTAGGAAGTGTG 50 (Hasman et al., 2005) 
ESBL-CTXM R GGCTGGGTGAAGTAAGTGAC 
ESBL-OXA F ATGGCGATTACTGGATAGATGG 50 (Bali et al., 2010) 
ESBL-OXA R AGTCTTGGTCTTGGTTGTGAG 

Bla*-CTX-M F ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 55 (Boyle et al., 2010) 

Bla-CTX-M R TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYSAGCGG 

Bla-SHV F TTATCTCCCTGTTAGCCACC 50 (Gniadkowski, 2001) 

Bla-SHV R GATTTGCTGATTTCGCTCGG 

Bla-OXA F ACCAGATTCAACTTTCAA 49 (Gallardo et al., 1999) 

Bla-OXA R TCTTGGCTTTTATGCTTG 

Bla-TEM F CATTTCCGTGTCGCCCTTAT 52 (Türkyılmaz et al., 2009) 

Bla-TEM R TCCATAGTTGCCTGACTCCC 

*Bla= primers for β-lactamase genes 

 
3.5 การศึกษาการถายโอนพลาสมิด (In vitro conjugation transfer) 
  การศึกษาการถายโอนพลาสมิดทําตามวิธีของ Olufunke และคณะ (Zaidi et al., 2006) โดย
เลี้ยงเชื้อ S. enterica ท้ัง 3 ซีโรวารท่ีสรางเอนไซม ESBL ในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) เพ่ือใชเปน
แบคทีเรียตัวให (dornor strain) และใชเชื้อ E. coli (ATCC 25922) เปนแบคทีเรียตัวรับ (recipient strain) 
เลี้ยง dornor strain และ recipient strain ในอัตราสวน 1:9 (dornor strain 50 µL+recipient strain 450 
µL) ในอาหาร TSB นําไปบมเพาะ 3 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง หลังจากนั้นทําการเจือจางแบคทีเรียตามลําดับข้ัน 
(10-folds) ใชเชื้อแบคทีเรีย 0.1 mL นําไป spread บนอาหาร MacConkey agar ท่ีผสมยา ampicillin 100 
µg/mL สังเกตโคโลนีสีชมพูของเชื้อ E. coli ถาหากไดรับการถายโอนพลาสมิดจะสามารถเจริญบน MacConkey 
agar ท่ีผสมยา ampicillin 100 µg/mL ได  
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 การแยกและจําแนกเช้ือ Salmonella enterica จากตัวอยางมูลสุกร 
  ผลการศึกษาพบวาสามารถแยกเชื้อ S. enterica จากตัวอยางมูลสุกรไดท้ังหมดจํานวน 40     
ไอโซเลท (ตารางท่ี 5) ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพในเชื้อท่ีแยกได พบเชื้อ S. enterica ท้ังหมดจํานวน 
22 ไอโซเลทดื้อตอยาตานจุลชีพท่ีทดสอบ โดยพบการดื้อตอยา sulfamethoxazole มากท่ีสุด คือ 82% 
รองลงมา คือ streptomycin 47%, ampicillin 45%, tetracycline และ nalidixic acid ในจาํนวนท่ีเทากัน คือ 
17% และ chloramphenicol 15% ไมพบการดื้อตอยา gentamicin และ crprofloxacin (รูปท่ี 5) ผลการ
วิเคราะหรูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพมากกวา 1 ชนิด พบรูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพ 4 ชนิด ไดแก 
ampicillin, streptomycin, sulfamethoxazole และ tetracycline มากท่ีสุด คือ 7 ไอโซเลท รองลงมา คือ
การดื้อตอยาตานจุลชีพ 3  ชนิด ไดแก ampicillin, sulfamethoxazole และ tetracycline จํานวน 5 ไอโซเลท 
(ตารางท่ี 6)    
 
ตารางท่ี 5 ผลการแยกและจําแนกเชื้อ Salmonella enterica จากตัวอยางมูลสุกร  
Serovar  Isolate 

Agama 1 
Amsterdam 2 
Braenderup 2 
Cremieu 1 
Panama 1 
Paratyphi B II 2 
Rissen 5 
Saintpaul 1 
Sandown II 1 
Stratford 1 
Typhimurium 7 
Weltevreden 16 
Total  40 
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ตารางท่ี 6 รูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพมากกวา 1 ชนิดของเชื้อ Salmonella enterica จากตัวอยางมูลสุกร  
 

Resistance profile Number of isolates 
 

% Isolates 

CY   4 10 

SMX  4 10 

SMX TCY  3 7.5 

AMP SMX 1 2.5 

NAL SMX TCY 1 2.5 

NAL STR SMX 2 5 

CHL SMX TCY 1 2.5 

AMP SMX TCY 5 12.5 

AMP STR TCY 2 5 

AMP STR SMX 1 2.5 

CHL STR SMX TCY 1 2.5 

AMP STR SMX TCY 7 17.5 

AMP NAL STR SMX 2 5 

AMP CHL SMX TCY 1 2.5 

GEN NAL STR SMX TCY 1 2.5 

AMP CHL STR SMX TCY 2 5 

AMP CHL NAL STR SMX TCY 1 2.5 

AMP= ampicillin, TCY= tetracycline, SMX= sulfamethoxazole, STR= streptomycin, GEN= gentamicin, CHL= chloramphenicol 
NAL= nalidixic acid, CIP= ciprofloxacin 
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รูปท่ี 5  ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ Salmonella enterica แยกไดจากตัวอยางมูลสุกร     
ท้ัง 40 ไอโซเลทตอยาตานจุลชีพ 8 ชนิด  
แกน X เปอรเซนตของเชื้อ แกน Y ระดับความเขมขนของยาตานจุลชีพ µg/mL  
R= Resistance, I= Intermediate, S= Susceptible  
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4.2 การแยกและจําแนกเช้ือ Salmonella enterica จากตัวอยางมูลไก 
 ผลการแยกเชื้อ S. enterica จากตัวอยางมูลไกไดท้ังหมดจํานวน 29 ไอโซเลท (ตารางท่ี 7) ผล
การทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพในเชื้อท่ีแยกได พบเชื้อ S. enterica ท้ังหมดจํานวน 23 ไอโซเลทดื้อตอยา
ตานจุลชีพท่ีทดสอบ โดยพบการดื้อยา sulfamethoxazole มากท่ีสุด คือ 97% รองลงมา คือ streptomycin 
คือ 38% ดือตอยา nalidixic aicd 31% และดื้อตอยา tetracycline 10% ไมพบการดื้อตอยา ampicillin, 
chloramphenicol, gentamicin และ crprofloxacin (รูปท่ี 6) ผลการวิเคราะหรูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพ
มากกวา 1 ชนิด พบรูปแบบการด้ือตอยาตานจุลชีพ 2 ชนิด ไดแก sulfamethoxazole และ tetracycline     
มากท่ีสุด คือ 10 ไอโซเลท (ตารางท่ี 8) 
 
ตารางท่ี 7 ผลการแยกและจําแนกเชื้อ Salmonella enterica จากตัวอยางมูลไก  
Serovar  Isolate 

Muenchen 1 
Bardor 3 
Braenderup II 7 
Choleresuis 1 
Weltevreden 5 
Fillmore 1 
 Glostrup 3 
Hadar 1 
Istanbul 1 
Magherafelt 1 
Mbandaka 1 
Rissen 1 
Sandown 1 
Typhimurium 1 
Virginia 1 
Total  29 
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ตารางท่ี 8 รูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพใน Salmonella enterica จากตัวอยางมูลไก 
Resistance profile Number of isolates 

 
 

% Isolates 

SMX 2 6.8 

SMX TCY 
10 34.4 

STR SMX TCY 
1 3.4 

NAL STR SMX 
4 13.8 

NAL STR SMX TCY 
4 13.8 

AMP STR SMX TCY 
1 3.4 

AMP NAL STR SMX TCY 
1 3.4 

AMP= ampicillin, TCY= tetracycline, SMX= sulfamethoxazole, STR= streptomycin, GEN= gentamicin, CHL= chloramphenicol 
NAL= nalidixic acid, CIP= ciprofloxacin 
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รูปท่ี 6  ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ Salmonella enterica แยกไดจากตัวอยางมูลไก       
ท้ัง 29 ไอโซเลทตอยาตานจุลชีพ 8 ชนิด  
แกน X เปอรเซนตของเชื้อ แกน Y ระดับความเขมขนของยาตานจุลชีพ µg/mL 
R= Resistance, I= Intermediate, S= Susceptible  

 
 
 

Resistant to all antimicrobial  
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4.3 การแยกและจําแนกเช้ือ Salmonella enterica จากตัวอยางมูลโค 
 ผลการแยกเชื้อ S. enterica จากตัวอยางมูลโคไดท้ังหมดจํานวน 6 ไอโซเลท (ตารางท่ี 9)      
ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพในเชื้อท่ีแยกได พบเชื้อ S. enterica ท้ังหมดจํานวน 4 ไอโซเลทดื้อตอยา
ตานจุลชีพท่ีทดสอบ โดยพบการดื้อยา sulfamethoxazole และ tetracycline มากท่ีสุด คือ 66% รองลงมา คือ 
ampicillin, streptomycin และ nalidixic aicd คือ 33% ไมพบการดื้อตอยา chloramphenicol, gentamicin 
และ crprofloxacin (รูปท่ี 7) ผลการวิเคราะหรูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพมากกวา 1 ชนิด พบรูปแบบการดื้อตอ
ยาตานจุลชีพ 2 ชนิด ไดแก streptomycin และ tetracycline มากท่ีสุด คือ 2 ไอโซเลท (ตารางท่ี 10) 
 

 

ตารางท่ี 9  ผลการแยกและจําแนกเชื้อ Salmonella enterica จากตัวอยางมูลโค  
Serovar  Isolate 

Bardor 4 
Weltevreden 2 
Total  6 

 

ตารางท่ี 10 รูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพใน Salmonella enterica จากตัวอยางมูลโค 

Resistance profile Number of isolates 
 

% Isolates 

STR TCY 2 33.3 

NAL SMX TCY 
1 16.6 

AMP SMX TCY 
1 16.6 

AMP= ampicillin, TCY= tetracycline, SMX= sulfamethoxazole, STR= streptomycin, GEN= gentamicin, CHL= chloramphenicol 
NAL= nalidixic acid, CIP= ciprofloxacin 
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รูปท่ี 7  ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ Salmonella enterica แยกไดจากตัวอยางมูลโค       

ท้ัง 10 ไอโซเลท ตอยาตานจุลชีพ 8 ชนิด 
แกน X เปอรเซนตของเชื้อ แกน Y ระดับความเขมขนของยาตานจุลชีพ µg/mL 

 R= Resistance, I= Intermediate, S= Susceptible  
 

 
 

Resistant to all antimicrobial  
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4.4 การแยกและจําแนกเช้ือ Salmonella enterica จากตัวอยางเนื้อไก  
 ผลการแยกเชื้อ S. enterica จากตัวอยางเนื้อไกไดท้ังหมดจํานวน 23 ไอโซเลท (ตารางท่ี 11) 
ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพในเชื้อท่ีแยกได พบเชื้อ S. enterica ท้ังหมดจํานวน 22 ไอโซเลทดื้อตอยา
ตานจุลชีพท่ีทดสอบ โดยพบการด้ือยา sulfamethoxazole และ streptomycin มากท่ีสุด คือ 87% รองลงมา 
คือ ampicillin คือ 78% tetracycline 73% nalidixic aicd 61% และ chloramphenicol 30% 
crprofloxacin 9% ไมพบการดื้อตอยา gentamicin (รูปท่ี 8) ) ผลการวิเคราะหรูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพ
มากกวา 1 ชนิดพบรูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพ 6 ชนิด ไดแก ampicillin, chloramphenicol, nalidixic 
aicd, streptomycin, sulfamethoxazole และ tetracycline มากท่ีสุด คือ 6 ไอโซเลท (ตารางท่ี 12)   
 
ตารางท่ี 11 ผลการแยกและจําแนกเชื้อ Salmonella enterica จากตัวอยางเนื้อไก  

Serovar Isolate  

Rissen 3  
Weltevreden 2  
Typhimurium 4 
Give 4  
Kentucky 1  
Albany 7 
Hvittingfoss 1  
Kalamu 1 

Total 23 

 
ตารางท่ี 12 รูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพใน Salmonella enterica จากตัวอยางเนื้อไก 
Resistance profile Number of isolates 

 
% Isolates 

SMX TCY 1 4.3 

AMP TCY 
2 8.6 

NAL STR SMX TCY 
2 8.6 

AMP STR SMX TCY 
5 21.7 

AMP NAL STR SMX 
2 8.6 

CHL CIP NAL STR SMX 
1 4.3 

AMP NAL STR SMX TCY 
1 4.3 

AMP CIP NAL STR SMX 
1 4.3 

AMP CHL NAL STR SMX TCY 
6 26.0 

AMP CHL CIP NAL STR SMX TCY 
1 4.3 

AMP= ampicillin, TCY= tetracycline, SMX= sulfamethoxazole, STR= streptomycin, GEN= gentamicin, CHL= chloramphenicol 
NAL= nalidixic acid, CIP= ciprofloxacin 
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รูปท่ี 8  ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ Salmonella enterica แยกไดจากตัวอยางเนื้อไกท้ัง 

23 ไอโซเลท ตอยาตานจุลชีพ 8 ชนิด 
แกน X เปอรเซนตของเชื้อ แกน Y ระดับความเขมขนของยาตานจุลชีพ µg/mL 

 R= Resistance, I= Intermediate, S= Susceptible  
 

 

Resistant to all antimicrobial  
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4.5 การแยกและจําแนกเช้ือ Salmonella enterica จากตัวอยางเนื้อสุกร  
  ผลการแยกเชื้อ S. enterica จากตัวอยางเนื้อสุกร ไดท้ังหมดจํานวน 31 ไอโซเลท (ตารางท่ี 13) 
ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพในเชื้อท่ีแยกได พบเชื้อ S. enterica ท้ังหมดจํานวน 30 ไอโซเลทดื้อตอยา
ตานจุลชีพท่ีทดสอบ โดยพบการดื้อยา sulfamethoxazole มากท่ีสุด คือ 87% รองลงมา คือ tetracycline 
77%, streptomycin 39%, ampicillin 32%, nalidixic aicd และ chloramphenicol 10% ไมพบการดื้อตอ
ยา gentamicin และ ciprofloxacin (รูปท่ี 9) ผลการวิเคราะหรูปแบบการด้ือยาตานจุลชีพมากกวา 1 ชนิดพบ
รูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพ 2 ชนิด ไดแก sulfamethoxazole และ tetracycline มากท่ีสุด คือ 9 ไอโซเลท 
(ตารางท่ี 14)  
 
ตารางท่ี 13 ผลการแยกและจําแนกเชื้อ Salmonella enterica จากตัวอยางเนื้อสุกร  

Serovar Isolate  

Rissen 7 
Anatum 4 
Weltevreden 5 
Typhimurium 5 
Give 4  
Dirby 1  
Kentucky 1  
Bredeney 4  

Total 31 
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ตารางท่ี 14 รูปแบบการดื้อยาตานจุลชีพใน Salmonella enterica จากตัวอยางเนื้อสุกร 

Resistance profile Number of isolates 
 

% Isolates 

TCY 1 3.2 

SMX 
1 3.2 

SMX TCY 
9 29.0 

NAL SMX 
2 6.4 

CHL SMX 
1 3.2 

AMP TCY 
2 6.4 

STR SMX TCY 
4 12.8 

NAL STR SMX 
1 3.2 

AMP SMX TCY 
1 3.2 

CIP   SMX TCY 
1 3.2 

AMP STR SMX TCY 
5 16.1 

AMP CHL STR SMX TCY 
2 6.4 

AMP= ampicillin, TCY= tetracycline, SMX= sulfamethoxazole, STR= streptomycin, GEN= gentamicin, CHL= chloramphenicol 
NAL= nalidixic acid, CIP= ciprofloxacin 
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รูปท่ี 9  ผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ Salmonella enterica แยกไดจากตัวอยางเนื้อสุกร       

ท้ัง 31 ไอโซเลท ตอยาตานจุลชีพ 8 ชนิด 
แกน X เปอรเซนตของเชื้อ แกน Y ระดับความเขมขนของยาตานจุลชีพ µg/mL 

 R= Resistance, I= Intermediate, S= Susceptible  
 

Resistant to all antimicrobial  
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4.6 ผลการตรวจจําแนกชนิดของยีนท่ีควบคุมการดื้อยาในเช้ือ Salmonella enterica 
นอกจากยา ampicillin เชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจากตัวอยางตาง ๆ ยังพบการดื้อยา       

ตานจุลชีพ 4 ชนิด คือ tetracycline, sulfamenthoxazole, streptomycin และ chloramphenicol มากท่ีสุด 
(ตารางท่ี 15) ดังนั้นการศึกษานี้จึงไดศึกษาถึงกลไกท่ีควบคุมการดื้อยาตานจุลสชีพท้ัง 4 ชนิด โดยใชเทคนิค PCR 
ตรวจหายีนท่ีควบคุมการดื้อยาตานจุลชีพ ท้ัง 4 ชนิด ไดแก tetracycline (tetA, tetB, tetC, tetG และ tetS), 
sulfamethoxazole (sul1 และ sul2), streptomycin (addB และ accC ) และ chloramphenicol (cat1, 
cat2, cat3 และ  floR) (ตารางท่ี 16)  

 
ตารางท่ี 15 จํานวนเชื้อ Salmonella enterica ท่ีดื้อตอยาตานจุลชีพ 4 ชนิด  

Antimicrobial Number of resistant isolates (%) 

Swine feces 
(40 isolates) 

Chicken 
feces 

(29 isolates) 

Cattle feces 
(6 isolates) 

Pork 
(31 isolates) 

Chicken 
meat 

(23 isolates) 
Tetracycline 17  

(43.7) 
3 

(10.3) 
4 

(66.6) 
24 

(77.4) 
18 

(79.3) 
Sulfamethoxazole  34 

(84.5) 
28 

(96.6) 
4 

(66.6) 
27 

(87) 
20 

(87) 
Streptomycin  17 

(43.7) 
11 

(37.9) 
2 

 (33.3) 
12 

(38.7) 
12 

(87) 
Chloramphenicol 5 

(12.7) 
0 

(0) 
0 

(0) 
3 

(9.7) 
7 

(30.4) 

 
4.7 การตรวจหาชนิดของยีนควบคุมการสรางเอนไซม β-lactamase ในเช้ือ Salmonella enterica ท่ี

ดื้อตอยา ampicillin  
ตัวอยางเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจากมูลสุกรท้ังหมด 40 ไอโซเลท พบเชื้อท่ีดื้อตอยา 

ampicillin ท้ังหมด 16 ไอโซเลท ตัวอยางท่ีแยกจากมูลไกท้ังหมด 29 ไอโซเลท ไมพบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin 
ตัวอยางท่ีแยกจากมูลโคจํานวน 6 ไอโซเลท พบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin ท้ังหมด 2 ไอโซเลท ตัวอยางท่ีแยกจาก
เนื้อไกจํานวน 23 ไอโซเลท พบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin 18 ไอโซเลท และตัวอยางท่ีแยกจากเนื้อสุกรท้ังหมด 
31 ไอโซเลท พบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin ท้ังหมด 10 ไอโซเลท  

ผลการตรวจหายีนเอนไซม β-lactamase โดยวิธี PCR ในเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin ท้ังหมด 
46 ไอโซเลท พบเชื้อท้ังหมด 25 ไอโซเลท ใหผลบวกตอยีน blaTEM ท้ังหมด โดยเชื้อ S. enterica ท่ีเหลือจํานวน 
21 ไอโซเลท ไมสามารถตรวจพบยีน β-lactamase ดวย primers ท่ีใชในการศึกษาในครั้งนี้ ผลการวิเคราะห
ลําดับกรดอะมิโนซ่ึงอนุมานมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (amino acid deduction) และการเปรียบเทียบกับยีน β-
lactamase ท่ีสืบคนไดจาก GenBank พบวายีน blaTEM ท้ังหมด มีความคลายคลึงกับยีนกลุม blaTEM-1 (รูปท่ี 10-
11) 
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ตารางท่ี 16 ผลการตรวจยีนควบคุมการดื้อยาในเชื้อ Salmonella enterica ท่ีแยกไดจากตัวอยางตาง ๆ 
Genes Resistance 

Mechanism 
Encoded 

Resistance 
Antimicrobial resistant genes of Salmonella enterica 

isolated from each sample  

Swine 
feces 

Chicken 
feces 

Cattle 
feces 

Pork Chicken 
meat 

tetA  Efflux tetracycline 7/17* 0/3 0/4 9/24 6/18 

tetB  Efflux tetracycline 0/17 0/3 0/4 0/24 0/18 

tetC  Efflux tetracycline 0/17 0/3 0/4 0/24 0/18 

tetG  Efflux tetracycline 0/17 0/3 0/4 0/24 0/18 

tetS  Ribosomal 
protection 

tetracycline 0/17 0/3 0/4 0/24 0/18 

sul1  Dihydropteroate 
synthase 

Sulfonamides 3/34 2/28 0/4 4/27 3/20 

sul2  Dihydropteroate 
synthase 

Sulfonamides 14/34 16/28 2/4 16/27 15/20 

cat1  Chlorampenicol 
acetyltransferase 

chloramphenicol 0/5 0/0 0/0 0/3 0/7 

cat2  Chlorampenicol 
acetyltransferase 

chloramphenicol 1/5 0/0 0/0 0/3 2/7 

cat3  Chlorampenicol 
acetyltransferase 

chloramphenicol 0/5 0/0 0/0 0/3 0/7 

floR  Efflux chloramphenicol 2/5 0/0 0/0 1/3 2/7 

* ตัวอยางท่ีตรวจพบยีนดื้อยา/ตัวอยางท้ังหมดท่ีดื้อตอยาชนิดน้ัน 
 

 

 
 

 
 
 
 
รูปท่ี 10 ตัวอยางผลเชื้อ Salmonella enterica ท่ีใหผลบวกตอยีน blaTEM                   
 1 DNA marker                                      6 Isolate 10  
                2 Positive control (Plasmid DNA)            7 Isolate 11  
                3 Isolate 7                        8 Isolate 15  
                4 Isolate 8  9 Isolate 13  
                5 Isolate 9      10 Negative control 
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รูปท่ี 11  Phylogenetic tree ของยีน blaTEM จากเชื้อ Salmonella enterica เปรียบเทียบกับฐานขอมูล

GenBank (สรางจากลําดับของกรดอะมิโนท่ีแปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทด; neighbor joining 
method; 1000 bootstrap) 

 
4.8 การตรวจการสรางสรางเอนไซม ESBL และชนิดของเอนไซม ESBL ในเช้ือ Salmonella enterica  

ท่ีดื้อตอยา ampicillin  
  เม่ือนําเชื้อ S. enterica ท่ีดื้อตอยา ampicillin ท้ัง 46 ไอโซเลท มาตรวจคัดกรองการสราง
เอนไซม ESBL ในระดับฟโนไทป ดวยวิธี combination disc พบวามีเชื้อท้ังหมด 3 ไอโซเลท คือ S. Startford,    
S. Weltevreden และ S. Typhimurium ท่ีใหผลบวกตอการทดสอบ (รูปท่ี 11) โดยท้ัง 3 ซีโรวารท่ีพบการสราง
เอนไซม ESBL เปนเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจากมูลสุกร และเปนเชื้อท่ีใหผลลบตอการตรวจสอบยีน             
β-lactamase    

เชื้อ S. enterica ท่ีใหผลบวกตอการทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ในระดับฟโนไทป 
(phenotype) จะนําไปทดสอบยืนยันผลในระดับจีโนไทป (genotype) ตอดวยวิธี PCR โดยใช primers ท่ีมี
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ความจําเพาะตอยีนกลุม TEM, SHV, OXA และ CTX-M (ตารางท่ี 4) ผลการศึกษาพบวาเชื้อ S. enterica ท้ัง 3 
ไอโซเลทใหผลบวกตอการเพ่ิมจํานวนยีนดวย primers ท่ีจําเพาะตอยีนกลุม CTX-M (รูปท่ี 12) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12  ผลการทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ในระดับฟโนไทป ข้ันตอนการคัดกรองและข้ันตอนการตรวจ
ยืนยัน 

   A ผลลบในข้ันตอนการคัดกรอง 
   B ผลบวกในข้ันตอนการคัดกรอง 
   C ผลบวกในข้ันตอนการยืนยัน  
   D Positive control (K. pneumonia: ATCC 700603)  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 13 ผลการตรวจหายีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซม ESBL ในระดับจีโนไทปโดยวิธี PCR ผลผลิต DNA ของ
ยีน  CTX-M มีขนาดประมาณ 754 bp  

                 Lane 1 1000 bp DNA marker 
                 Lane 2 S. Startford 
                 Lane 3 S. Weltevreden 
                 Lane 4 S. Typhimurium 
                 Lane 5 Positive control (CTX-M plasmid DNA) 
                 Lane 6 Negative control  
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4.9 การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของยีน ESBL  
         เชื้อ S. enterica ท้ัง 3 ไอโซเลท ท่ีใหผลบวกตอการการตรวจหายีนท่ีควบคุมการสรางเอนไซม 
ESBL ในระดับจีโนไทป ดวยวิธี PCR เม่ือนําไปวิเคราะหลําดับกรดอะมิโน ซ่ึงอนุมานมาจากลําดับนิวคลีโอไทด 
(amino acid deduction) และเปรียบเทียบกับยีน ESBL จากฐานขอมูล GenBank พบวา ยีน ESBL จากเชื้อ  
ท้ัง 3 ไอโซเลทมีความใกลเคียงกับยีน CTX-M ในกลุมท่ี 1 ซ่ึงคลายคลึงกับ CTX-M79 มากท่ีสุด (รูปท่ี 13) 
 
 

 
 

รูปท่ี 14  Phylogenetic tree ของยีน ESBL จากเชื้อ Salmonella enterica เปรียบเทียบกับฐานขอมูล
GenBank (สรางจากลําดับของกรดอะมิโนท่ีอนุมานมาจากลําดับนิวคลีโอไทด: neighbor joining 
method; 1000 bootstrap) 
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4.10 ผลการถายโอนพลาสมิด (In vitro conjugation transfer) 
  ผลการทดสอบการถายโอนพลาสมิดในเชื้อ E. coli (ATCC 25922)  พบวาเชื้อ S. enterica ท่ี
สรางเอนไซม ESBL ท้ัง 3 ซีโรวาร (S. Typhimurium, S. Weltevreden, S. Startford) ไมสามารถถายโอน 
พลาสมิดไปยังเชื้อ E. coli ได ซ่ึงการ spread เชื้อท่ีศึกษาในอาหาร MacConKey agar ท่ีผสมยา ampicillin 
100 µg/mL ไมพบโคโลนีสีชมพูของเชื้อ E. coli (รูปท่ี 14) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 15 ผลการทดสอบการถายโอนพลาสมิดท่ีควบคุมการสรางเอนไซม ESBL จากเชื้อ Salmonella 
 enterica ไปสูเชื้อ E. (media: MacConkey agar+100 µg/mL, A=S. Typhimurium,     
 B= S. Weltevreden, C= S. Startford)   
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
5.1 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

ผลการศึกษาในครั้งนี้สามารถแยกเชื้อ S. enterica ไดท้ังหมดจํานวน 129 ไอโซเลท โดยเปน
เชื้อท่ีแยกไดจากตัวอยางมูลสุกร จํานวน 40 ไอโซเลท มูลไก จํานวน 29 ไอโซเลท มูลโคจํานวน 6 ไอโซเลท     
เนื้อเนื้อไก จํานวน 23 ไอซเลท และเนื้อสุกรจํานวน 31 ไอโซเลท  

ผลการทดสอบการด้ือยา ampicillin พบวา เชื้อ 40 ไอโซเลท จากตัวอยางมูลสุกรพบเชื้อท่ีดื้อ
ยา ท้ังหมด 16 ไอโซเลท ตัวอยางท่ีแยกจากมูลไกท้ังหมด 29 ไอโซเลท ไมพบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin ตัวอยาง
ท่ีแยกจากมูลโคจํานวน 6 ไอโซเลท พบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin ท้ังหมด 2 ไอโซเลท ตัวอยางท่ีแยกจากเนื้อไก
จํานวน 23 ไอโซเลท พบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin 18 ไอโซเลท และตัวอยางท่ีแยกจากเนื้อสุกรท้ังหมด 31      
ไอโซเลท พบเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin ท้ังหมด 10 ไอโซเลท ผลการตรวจหายีนเอนไซม β-lactamase โดยวิธี 
PCR พบเชื้อท้ังหมด 25 ไอโซเลท ใหผลบวกตอยีน blaTEM ท้ังหมด โดยเชื้อ S. enterica ท่ีเหลือจํานวน         
21 ไอโซเลท ไมสามารถตรวจพบยีน β-lactamase ดวยprimers ท่ีใชในการศึกษาในครั้งนี้ ผลการวิเคราะห
ลําดับกรดอะมิโนท่ีอนุมานมาจากลําดับนิวคลีโอไทด (amino acid deduction) และการเปรียบเทียบกับยีน    
β-lactamase ท่ีสืบคนไดจาก GenBank พบวายีน blaTEM ท้ังหมด มีความคลายคลึงกับยีนกลุม blaTEM-1 การ
ทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ในระดับฟโนไทป ดวยวิธี combination disc พบวามีเชื้อท้ังหมด 3 ไอโซเลท คือ 
S. Startford, S. Weltevreden และ S. Typhimurium ท่ีใหผลบวกตอการทดสอบท้ังในระดับการตรวจคัด
กรอง การตรวจยนืยันผลในระดับจีโนไทป (genotype) นอกจากนี้การตรวจดวยวิธี PCR และการวิเคราะหลําดับ
นิกรดอะมิโนท่ีอนุมานมาจากลําดับนิวคลีโอทพบวายีน ESBL ท่ีตรวจพบเปนยีนกลุม CTX-M กลุมท่ี 1 ซ่ึง
คลายคลึงกับ CTX-M79 มากท่ีสุด 
          
   การศึกษาการดื้อยาตานจุลชีพ 8 ชนิดในภาพรวมพบวาเชื้อ S. enterica จากตัวอยางทุกชนิดท่ี
แยกไดจากจังหวัดพัทลุงดื้อตอยา sulfamethoxazole มากท่ีสุด รองลงมา คือ streptomycin และ 
tetracycline และไมพบการดื้อตอยา gentamicin และ ciprofloxacin การดื้อตอยา sulfamethoxazole จาก
เชื้อท่ีแยกไดจากการศึกษาครั้งนี้พบวาสวนใหญถูกควบคุมดวยยีน sul2 และสวนนอยเกิดจากยีน sul1 ผล
การศึกษานี้สอดคลองกับรายงานการศึกษากอนหนานี้ในเชื้อ S. Weltevreden จากตัวอยางในประเทศในเอเชีย     
ตะวันออกเฉียงใต ยุโรป และอเมริกา จํานวนมากกวา 500 ไอโซเลท พบวาการด้ือยากลุม sulphonamides 
ตรวจพบยีน sul2 เปนหลักเชนกัน(Aarestrup et al., 2003) แตกตางจากรายงานการศึกษาในประเทศโปรตุเกส 
ซ่ึงพบวาเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดตรวจพบยีน sul1 มากท่ีสุด รองลงมา คือ sul2 และ sul3 ตามลําดับ
(Antunes et al., 2005) อยางไรก็ตามรายงานการศึกษาเชื้อ S. enterica ท่ีแยกจากตัวอยาง สุกรและสัตวปกใน
ประเทศไทยในกอนหนานี้รายงานวาการด้ือยากลุม sulphonamides เกิดจากการควบคุมดวยยีน sul2 และ 
sul1 ในอัตราท่ีใกลเคียงกัน แตในรายงานดังกลาวพบวา ตัวอยาง S. enterica ท่ีแยกจากตัวอยางสุกรสวนใหญ
ตรวจพบยีน sul3 และมีเชื้อ S. enterica บางตัวอยางตรวจพบยีนควบคุมการดื้อยากลุม sulphonamides 
มากกวา 1 ยีน (Chuanchuen & Padungtod, 2009) ซ่ึงในการศึกษานี้ไมไดทําการตรวจหายีนดังกลาว ดังนั้นจึง
อาจเปนไปไดวาตัวอยางท่ีเหลือท่ีใหผลลบตอยีน sul1 และ sul2 ในการศึกษาครั้งนี้อาจะมียีน sul3 เปนสาเหตุ
ของการดื้อยากลุม sulphonamides ยีนควบคุมการดื้อยา sul1 และ sul2 ควบคุมการสรางเอนไซม 
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dihydropteroate synthase ท่ีเก่ียวของกับกระบวนการสังเคราะห folic acid และเอนไซมไมถูกยับยั้งดวยยา 
กลุม sulphonamides รายงานการศึกษาพบวา ยีน sul1 พบอยูบน calss-1 integron ซ่ึงมีความสามารถ
ถายทอดจากแบคทีเรียเซลลหนึ่งไปยังแบคทีเรียอีกเซลลได ยีน sul2 พบอยูบน non-conjugate plasmid มี
ความสามารถสงผานยีนดื้อยาไดต่ํา (Skold, 2000) สําหรับยีน sul3 ควบคุมการสรางเอนไซม dihydropteroate 
synthase เชนเดียวกับ sul1 และ sul2 แตพบอยูบน conjugative plasmid ซ่ึงรายงานครั้งแรกในเชื้อ E. coli 
(Perreten et al., 2003; Wu et al., 2010) การพบยีนกลุม sul2 ในเชื้อท่ีแยกได สันนิษฐานวาเชื้อสวนใหญเปน
เชื้อท่ีพัฒนาการดื้อยากลุม sulphonamides ข้ึนเองตามธรรมชาติซ่ึงเกิดจากการกลายพันธุ จากการท่ีเชื้อสัมผัส
ยากลุมดังกลาวเปนเวลานานตอเนื่อง และเชื้อถายทอดยีนดื้อยาผานทางแนวดิ่ง (vertical transfer) เปนสวน
ใหญ  
  ในการศึกษานี้ยังพบวาเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดดื้อตอยา streptomycin และ tetracycline 
ในระดับ ท่ีสู ง เ ชน กัน  ในการ ศึกษานี้ ไ ด ตรวจหายีนควบคุมการสร า ง เอนไซม  aminoglycoside-3-
adenyltransferase (addB) และ aminoglycosides-N3-acetyltransferase (accC) ซ่ึงเก่ียวของกับการดื้อ
ยากลุม aminoglycosides ผลการศึกษาพบวาไมสามารถตรวจพบยีนท้ังสองชนิด ซ่ึงแตกตางรายงานการศึกษา
กอนหนานี้พบวาท่ีพบวา เชื้อ S. Weltevreden จากตัวอยางในประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ยุโรป และ
อเมริกาท่ีดื้อตอยากลุม aminoglycosides ตรวจพบยีน aphA2 มากท่ีสุด รองลงมาคือ addA และยีน strA 
(Aarestrup et al., 2003) และรายงานในประเทศไทยซ่ึงตรวจเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจากตัวอยางสุกรและ
สัตวปก ก็พบวาเชื้อท่ีดื้อตอยากลุม aminoglycosides สามารถตรวจพบยีน strA และ strB ไดมากท่ีสุด
(Chuanchuen et al., 2008) ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวากลไกการดื้อยา streptomycin ในเชื้อท่ีแยกไดจาก
การศึกษานี้อาจจะเกิดจากการควบคุมดวยเอนไซม addA, aphA และ straA และ strB ซ่ึงไมไดศึกษาในครั้งนี้  

  กลไกการดื้อยากลุม aminoglycosides มีกลไกเก่ียวของหลายกลไก เชน การสรางเอนไซม
ออกมาเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของยา (antibiotic modification) โดยกลไกการดื้อยา aminoglycoside           
ในแบคทีเรียวงศ  Enterobacteriaceae ท่ีพบไดมาก ท่ีสุด  คือ การสร าง เอนไซม  aminoglycoside-3-
adenyltransferase (add), เอนไซม N-Acetyltransferases (acc) เอนไซม O-Adenyltransferases (ANT), 
เอนไซม aminoglycoside-3-phosphotransferase (strA) และเอนไซม aminoglycoside-6-
Phosphotransferase (strB) (Doi et al., 2007; Han et al., 2004; Ramirez et al., 2010) นอกจากนี้ยังพบ
กลไกอ่ืน ๆ เชน กระบวนการ methylation ในยีน 16S rRNA โดยเอนไซม methyltransferases (Arm and 
Rmt) (Doi & Arakawa, 2007) และกลไก Efflux pump (AcrD) (Rosenberg et al., 2000) สําหรับการดื้อยา 
กลุม tetracycline พบวาเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจากมูลสุกร (7 ไอโซเลท) เนื้อหมู (9 ไอโซเลท) และเนื้อไก     
(6 ไอโซเลท) เทานั้นท่ีตรวจพบยีน tetA ในขณะท่ีไอโซเลทท่ีเหลือไมสามารถตรวจพบยีนท่ีเก่ียวของกับการดื้อยา 
tetracycline โดย primers ท่ีใชในการศึกษานี้ ผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานการศึกษากอนหนานี้         
ท่ีพบวาการด้ือยากลุม tetracycline ในเชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจากตัวอยางไกและสุกรควบคุมดวยยีน tetA 
(Chuanchuen et al., 2008) 

 การดื้อยาตานจุลชีพกลุม β-lactam ในเชื้อ S. enterica เปนปญหาสําคัญท่ีพบแพรกระจาย
เพ่ิมสูงข้ึนอยางตอเนื่องท่ัวโลก สวนหนึ่งเกิดจากปญหาการใชยารักษาโรคท่ีขาดความระมัดระวัง และรวมถึงการ
ใชยาตานจุลชีพเพ่ือเรงการเจริญเติบโตของสัตว กลไกการดื้อยากลุม β-lactam ในเชื้อ S. enterica เกิดจากการ
สรางเอนไซมสําคัญ 2 ชนิด คือ β-lactamase และ ESBL ยา ampicillin เปนยากลุม β-lactam ท่ีมีการใชทาง
คลีนิกอยางกวางขวาง ดังนั้นการศึกษานี้จึงเลือกใชยาดังกลาวเปนตัวแทนสําหรับการศึกษาการดื้อยากลุม        
β-lactam เพ่ือตรวจคัดกรองเชื้อท่ีคาดวาจะสรางเอนไซม β-lactamase และ ESBL ได ผลการศึกษาครั้งนี้พบวา 
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เชื้อ S. enterica ท่ีแยกไดจากตัวอยางตาง ๆ ดื้อตอยา ampicillin ท้ังหมด จํานวน 46 ไอโซเลท ผลการตรวจหา
ยีน β-lactamase พบเชื้อท้ังหมด 25 (54%) ไอโซเลท ตรวจพบยีน blaTEM และการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโน 
พบวาความคลายคลึงกับยีนกลุม blaTEM-1 ท้ังหมด การศึกษาความชุกของยีนกลุม β-lactamase มีรายงาน
คอนขางนอย รายงานสวนใหญจะใหความสําคัญไปท่ียีนกลุม ESBL ดังนั้นขอมูลทางดานระบาดวิทยาของยีนกลุม
นี้จึงมีความสําคัญ ท้ังนี้เพราะยีนกลุม β-lactamase มีโอกาสกลายพันธุและพัฒนาไปเปนกลุม ESBL ได         
ผลการศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับรายงานการศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงพบวาเชื้อ S. enterica ท่ีแยกจาก
ตัวอยางเนื้อสัตวท่ีดื้อยากลุม β-lactam พบยีนดื้อยากลุม blaCYM มากท่ีสุด (50%) รองลงมาคือ blaTEM-1 

(47%)(Zhao et al., 2009) แมวาการศึกษานี้จะใช primers ท่ีคลอบคลุมยีนกลุม β-lactamase จํานวน 4 กลุม 
(blaCTX-M, blaSHV, blaOXA และ blaTEM) ซ่ึงท้ังหมดเปนยีนกลุมท่ีมีรายงานพบไดมากในเชื้อแบคทีเรียในวงศ 
Enterobacteriaceae แตก็พบวามีเชื้อาจํานวนหนี่งท่ีตรวจไมพบยีน β-lactamase ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ 
อาจจะเปนไปไดวากลไกการดื้อยาของเชื้อดังกลาวเกิดจากยีน β-lactamase กลุมอ่ืน   

 ผลการศึกษาการตรวจคัดกรองการสรางเอนไซม ESBL ในเชื้อท่ีดื้อตอยา ampicillin ท้ังหมด  
46 ไอโซเลท พบมีเชื้อจํานวน 3 ไอโซเลท สามารถสรางเอนไซม ESBL ได โดยพบวาท้ัง 3 ไอโซเลท เปนเชื้อท่ีแยก
ไดจากมูลสุกร ซ่ึงไมพบยีนดื้อยา β-lactamase การจําแนกซีโรวาร พบวาท้ัง 3 ไอโซเลท คือ  S. Typhimurium, 
S. Weltevreden และ S. Startford การตรวจหายีนสรางเอนไซม ESBL ท่ีมีรายงานสวนใหญในประเทศไทยเปน
การศึกษาในตัวอยางท่ีแยกไดจากผูปวยเปนสวนใหญ มีรายงานการศึกษาท่ีพบในโรงพยาบาลโดยการตรวจ      
คัดกรองดวยวิธี double disc พบวาเอนไซม ESBL มักจะแยกไดจากเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae โดยพบ
ไดประมาณ 17-38 % ข้ึนอยูกับชนิดของตัวอยาง โดยมักจะพบ ESBL ในเชื้อ K. pneumoniae สูงกวาใน       
E. coli (Waiwarawooth. Jirachai et al., 2006) อยางไรก็ตามขอมูลการศึกษาจากแบคทีเรียท่ีแยกไดจากสัตว
ในประเทศไทยยังมีนอยมาก โดยเฉพาะรายงานในเชื้อ S. enterica รายงานสวนใหญเปนขอมูลจากตางประเทศ 
ในการศึกษานี้พบวาเชื้อ S. enterica ประมาณ 13.6 % (3/22) สามารถสรางเอนไซม ESBL ได ซ่ึงมีความ
ใกลเคียงกับเชื้อกลุม Enterobacteriaceae อ่ืน ๆ ท่ีแยกไดจากสัตวในประเทศอ่ืน (Carattoli, 2008; Geser et 
al., 2012; Jiang et al., 2012) ขอมูลการตรวจวิเคราะหในระดับ genotype พบวายีน ESBL จากเชื้อท่ีแยกได
ท้ัง 3 ไอโซเลทเปนกลุม CTX-M และเม่ือวิเคราะหลาดับกรดอะมิโนพบวามีความใกลเคียงกับกลุม CTX-M-79 
จากการสืบคนเอกสารท่ีเก่ียวของยังไมพบรายงานของ CTX-M-79 ท่ีแยกจากเชื้อ S. enterica ในตัวอยางจาก
สัตวในประเทศไทยมากอน เม่ือเปรียบเทียบขอมูลของยีน ESBL จากตัวอยางเชื้อในกลุม Enterobacteriaceae 
ท่ีแยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาลในประเทศไทยก็พบวาสวนใหญเปนยีน ESBL กลุม CTX-M เชนกัน (Jitsurong 
et al., 2006; Tangkoskul et al., 2012) อาจมีความเปนไปไดท่ีเชื้อท่ีแยกไดจากสัตวอาจจะเปนตัวกักเก็บ 
(reservoir host) และแพรกระจายยีนดื้อยาดังกลาวมาสูเชื้อกอโรคในมนุษย แตอยางไรก็ตามรายงานการศึกษานี้ 
ไมสามารถยืนยันไดถึงความสัมพันธระหวางยีน CTX-M ท่ีแยกไดจากสัตว และเชื้อท่ีแยกไดจากมนุษย นอกจากนี้
การศึกษาการถายโอนพลาสมิดจากเชื้อ S. enterica ท้ัง 3 ซีโรวารไปสู E. coli (ATCC 25922) ไมพบการถาย
โอนพลาสมิดระหวางกัน ซ่ึงอาจจะเปนผลมาจากความสามารถการถายโอนของตัวพลาสมิดเอง หรืออาจเปน
เพราะการเลือกใช host ท่ียังไมเหมาะสม  

  สําหรับเทคนิคการตรวจคัดกรอง การตรวจยืนยันในการศึกษาครั้งนี้ไดกระทาตามวิธีมาตรฐานท่ี
กําหนดโดย CLSI และผลการตรวจท่ีไดยังไดรับการตรวจยืนยันอีกครั้งดวยเทคนิค PCR ดวย Phusion High-
Fedelity DNA polymerase และการวิเคราะหลาดับนิวคลีโอไทด ทําใหมีความม่ันใจในระดับหนึ่งในการรายงาน
กลุมยีน อยางไรก็ตามผลการเพ่ิมจานวนยีนโดยเทคนิค PCR ท่ีศึกษาในครั้งนี้ไมไดเพ่ิมจานวนยีนท่ีสมบูรณ 
(intact gene) ซ่ึงอาจจะมีความเปนไปไดท่ียีนนั้นจะเปน CTX-M ตัวอ่ืน สําหรับรายงานในตางประเทศยีน ESBL 
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กลุม CTX-M นั้นพบไดมากในเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae แตอาจจะเปน sub-group ท่ีแตกตางกัน
ออกไป ซ่ึงอาจจะเปนผลมาจากสภาพแวดลอมหรือรูปแบบการใชยาตานจุลชีพท่ีแตกตางกัน  

  การพบเชื้อ S. enterica ท่ีสรางเอนไซม ESBL ไดในครั้งนี้ แสดงใหเห็นวาเชื้อกอโรคโดยเฉพาะ
วงศ Enterobacteriaceae ท่ีพบในสัตวอาจจะเปน reservoir ท่ีสําคัญท่ีจะแพรกระจายยีนดื้อยากลุม ESBL ไป
ในสัตว และสิ่งแวดลอมได ซ่ึงอาจจะสงผลกระทบมาถึงมนุษยได ถาเกิดการติดเชื้อดังกลาว 

 

5. คําขอบคุณ  
   การวิจัยครั้งนี้ ไดรับการสนับสนุนเงินทุนวิจัยงบประมาณแผนดินประจําป พ.ศ. 2557 
สถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยทักษิณ คณะผูวิจัยขอขอบคุณ หนวยวิจัยการจัดการทรัพยากรจุลินทรีย และ
สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยทักษิณ ท่ีกรุณาเอ้ือเฟอสถานท่ี และอุปกรณเครื่องมือสําหรับการ
ศึกษาวิจัย ขอขอบคุณ นางสาวสิริลักษณ หนูมี นางสาวยุวดี แซอ้ึง นางสาวกรชนก เกียรติดํารงค และนายธีรยุทธ 
เกษมสันต นิสิตปริญญาโท และนิสิตปริญญาตรีสาขาชีววิทยา ท่ีไดใหความชวยเหลือในการทําปฏิบัติการใน
การศึกษาครั้งนี้  
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