
 

  

  

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
 บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   

ปริญญา 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (จุลชีววิทยาทางสัตวแพทย) 

   

 

สาขา  ภาควิชา 
จุลชีววิทยาทางสัตวแพทย จุลชีววิทยาและวิทยาภูมิคุมกนั 

  
การศึกษาการดื้อสารตานจุลชีพของเช้ือ Salmonella enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: -  เร่ือง 

 ท่ีแยกในประเทศไทย 
  
 Study on Antimicrobial Resistance of Salmonella enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: -  
 Isolated in Thailand 
  

นามผูวิจัย นายการันต  ชีพนุรัตน 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 

รองศาสตราจารยปฐมาพร  เอมะวิศิษฏ, Ph.D. 

 

 ( 
หัวหนาภาควิชา 

 ) 
  

  
 

 รองศาสตราจารยวรวิทย  วัชชวัลคุ, D.M.S. 

รองศาสตราจารยปฐมาพร  เอมะวิศิษฏ, Ph.D. 

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
  

 ( รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 

 วัน  เดือน  พ.ศ.   
 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การศึกษาการด้ือสารตานจุลชีพของเช้ือ Salmonella enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: -  
ท่ีแยกในประเทศไทย 

 
Study on Antimicrobial Resistance of Salmonella enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: -  

Isolated in Thailand 
 

 
 

 
 
 

 
โดย 

 
นายการันต  ชีพนุรัตน 

 

 
 
 
 

 

 
เสนอ 

 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (จุลชีววิทยาทางสัตวแพทย) 
พ.ศ. 2552 



 

 การันต  ชีพนรัุตน  2552: การศึกษาการดือ้สารตานจุลชีพของเช้ือ Salmonella enterica  
serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกในประเทศไทย  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  
(จุลชีววิทยาทางสัตวแพทย) สาขาจุลชีววิทยาทางสัตวแพทย ภาควิชาจลุชีววิทยาและ 
วิทยาภูมิคุมกนั  อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: รองศาสตราจารยปฐมาพร  
เอมะวิศิษฏ, Ph.D.  84 หนา 

 
 

การวิจยัคร้ังนีมี้วัตถุประสงคเพื่อศึกษารูปแบบการดือ้สารตานจุลชีพของเช้ือ Salmonella 
enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกในประเทศไทย โดยเปนตัวอยางจาํนวน 79 ตวัอยางจากผูปวย
ของโรงพยาบาลศูนย กระทรวงสาธารณสุข ท่ีเก็บชวงเดือน มกราคม ถึง กันยายน ป พ.ศ. 2549 และ
อีก 10 ตวัอยางจากฟารมสุกร ท่ีเก็บในชวงเดอืนมีนาคม ป พ.ศ. 2547 เช้ือถูกนํามาตรวจหาซีโรวาร
และ phage type ดวยวิธี duplex polymerase chain reaction เพื่อหาความสัมพันธกบัเช้ือ S. 
Typhimurium phage type DT104 ซ่ึงเปนสายพนัธุกอโรครุนแรงและด้ือยาตานจุลชีพ นอกจากนีเ้ช้ือ
ท้ังหมดจะถูกนํามาตรวจหาคา minimum inhibitory concentration  (MIC) โดยวิธี micro dilution plate 
test และตรวจการสรางเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยายดวยวิธี double disk test  

 
ผลการทดลองพบวา เช้ือตัวอยางท่ีแยกจากผูปวยและจากฟารมสุกร ใหผลบวกตอซีโรวาร  

S. Typhimurium โดยมีเช้ือ 71 ตัวอยางท่ีแยกจากผูปวย และเช้ือ 10 ตัวอยางจากฟารมสุกรใหผลบวก
ตอ phage typeDT104  สําหรับการตรวจหาคา MICs พบวาเช้ือทุกตัวอยางมีความไวตอ ciprofloxacin 
และเช้ือตัวอยางจากผูปวยพบการดื้อสารตานจุลชีพมีสัดสวนดังนี้คือ trimethoprim-sulfamethoxazole 
(81.01%), ampicillin (75.95%), cefoperazone (74.68%), gentamicin (63.29%), nalidixic acid (54.43%) 
และ chloramphenicol (41.77%) รูปแบบการด้ือสารตานจุลชีพท่ีพบมากที่สุด คือ AMP-CFP-GEN-
NAL-SXT (22.47%)  สวนเชื้อตัวอยางจากฟารมสุกรพบการดื้อสารตานจุลชีพมีสัดสวนดงันี้ คือ 
ampicillin ( 100.%), cefoperazone (100%), chloramphenicol (90%), gentamicin (100%), nalidixic acid 
(100%) และ trimethoprim-sulfamethoxazole (100%)  รูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพท่ีพบมากท่ีสุด คือ 
AMP-CFP-CHL-GEN-NAL-SXT (90%)  ผลการตรวจหาเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยาย พบวาเช้ือ 
3 ตัวอยางท่ีแยกจากผูปวยสามารถสรางเอ็นไซมนี้ ซ่ึงสงผลตอการดื้อยากลุม cephalosporins  
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The purpose of this research was to study on antimicrobial resistance of Salmonella 
enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - in Thailand. Seventy nine isolates were derived from the 
patients of the hospital center of the Ministry of Public Health during January to September 
2006 and ten isolates from swine farm collected in March 2004. These isolates were examined 
serovar and phage type by duplex polymerase chain reaction in order to find out the relation 
with S. Typhimurium phage type DT104 that is the virulent strain and resistant to several 
antimicrobials. Samples were tested for minimum inhibitory concentration (MIC) using micro 
dilution plate test and examined for extended-spectrum beta-lactamases by double disk test.  

 
The result was found that all isolates were positive to serovar Typhimurium by using the 

PCR assay. Seventy one isolates from humans and 10 isolates from pig farm showed positive to 
phage type DT104. For the MICs determination, all isolates were sensitive to ciprofloxacin. The 
isolates from human were resistant to trimethoprim-sulfamethoxazole (81.01%), ampicillin 
(75.95%), cefoperazone (74.68%), gentamicin (63.29%), nalidixic acid (54.43%) and 
chloramphenicol (41.77%). The antimicrobial resistance pattern mostly found was AMP-CFP-GEN-
NAL-SXT (22.47%). Those isolates from pig farm were resistance to ampicillin (100%), 
cefoperazone (100%), chloramphenicol (90%), gentamicin (100%), nalidixic acid (100%) and 
trimethoprim-sulfamethoxazole (100%), whereas, the most common antimicrobial resistance pattern 
was AMP-CFP-CHL-GEN-NAL-SXT (90%). Furthermore, three human isolates produced ESBLs 
enzyme which would have an effect on the treatment of infectious disease with cephalosporins.  
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Study on Antimicrobial Resistance of Salmonella enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - 
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คํานํา 
 

เช้ือ Salmonella spp. เกือบทุกซีโรวารตรวจพบและกอโรคในสัตวเชน สัตวปก สัตวเล้ือยคลาน
และสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงเปนแหลงสําคัญในการแพรเช้ือมาสูคน โดยเช้ือท่ีพบเปนปญหาสําคัญคือ  
S. Typhimurium และ S. Enteritidis สวนบางซีโรวารตรวจพบและกอโรคเฉพาะในคน เชน S. Typhi และ 
S. Paratyphi (Miller and Pegues, 2000) อาการของการติดเช้ือมี 3 แบบ คือ 1. กระเพาะและลําไสอักเสบ 
(gastroenteritis) 2. ไขเอนเทอริก (enteric fever) 3. โลหิตเปนพิษ (septicemia)  

 
รายงานจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ท่ีไดทําการแยกเช้ือจากผูปวย

ในประเทศไทยระหวางป พ.ศ. 2536 ถึง 2545 พบวาเช้ือ 5 ซีโรวารท่ีพบมากท่ีสุดคือ S.  Weltevreden,  
S. Enteritidis, S. Anatum, S. Derby และ Salmonella 1, 4, 5, 12: i: - (Bangtrakulnonth et  al., 2004b)  
รายงานตอมาระหวางป พ.ศ. 2546 ถึง 2549 พบวาซีโรวารท่ีพบมากคือ S. Enteritidis, S. Stanley,  
S. Weltevreden, S. Rissen และ monophasic Salmonella (Bangtrakulnonth et al., 2003; 
Bangtrakulnonth et  al., 2004a; Bangtrakulnonth et  al., 2005; Bangtrakulnonth and Tishyadhigama, 
2006) เม่ือนาํเช้ือตัวอยางบางสวนมาทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ 6 ชนดิ คือ ampicillin, 
cefotaxime, nalidixic acid, chloramphenicol, sulfamethoxazole/trimethoprim และ norfloxacin พบวา
เช้ือสวนใหญมีความไวตอยา cefotaxime แตดือ้ตอสารตานจุลชีพอีก 5 ชนดิ (Pulsrikarn et  al, 2006) 
จะเห็นวาเชื้อทีแ่ยกไดจากผูปวยมีซีโรวารอุบัติใหมเกิดข้ึนคือ Salmonella enterica serovar 1, 4, [5], 
12: i: - เม่ือตรวจสอบระดับโมเลกุลพบวามีลักษณะเหมือนกับเช้ือ S. Typhimurium ซ่ึงมีการดื้อตอสาร
ตานจุลชีพหลายชนิด  
 

การศึกษาคร้ังนี้เปนการศึกษารูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพของเช้ือ Salmonella enterica 
serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกในประเทศไทย เพ่ือเปนขอมูลในการเฝาระวังเช้ือตัวนี้รวมท้ังเปน 
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ประโยชนตอการเลือกใชสารตานจุลชีพในการรักษาผูปวยท่ีติดเช้ือซ่ึงสงผลใหการรักษาและควบคุม
โรคมีประสิทธิภาพมากข้ึน 
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วัตถุประสงค 

 
1. เพื่อตรวจจําแนกยอย (subtyping) ความสัมพันธระหวางเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 

12: i: - กับเช้ือ S. Typhimurium phage type DT 104   
 
2. เพื่อศึกษารูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ี

แยกในประเทศไทย 
 

3. เพื่อตรวจหาการสรางเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยายของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, 
[5], 12: i: - 
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การตรวจเอกสาร 

 

ลักษณะของเชือ้ Salmonella spp. 
 

เช้ือ Salmonella spp. จัดอยูในวงศ Enterobacteriaceae เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบมีรูปราง
เปนทอนส้ัน มีขนาดความกวาง 0.5 μm และยาว 2-4 μm ไมสรางสปอร และแคปซูล เคล่ือนท่ีดวย
แฟลกเจลลาท่ีมีอยูรอบตัว (peritrichous flagella) ยกเวน S. Pullorum และ S. Gallinarum (Jordan 
and Pattison, 1996) เช้ือสามารถเจริญไดในอุณหภูมิตัง้แต 8-45 º C และสามารถทนตอความเย็น
หรืออุณหภูมิต่าํไดดแีมในสภาวะแชแข็ง ซ่ึงเช้ือจะถูกยบัยั้งการเจริญเติบโตและสามารถเพ่ิมจํานวน
ไดใหมเม่ือนํามาไวท่ีอุณหภมิูหอง (Janda and Abbott, 1998) เชื้อสามารถสรางกรดและกาซ H2S 
จากการหมักยอยน้ําตาลกลูโคส  และใหผลบวกตอการทดสอบ catalase, citrate แตใหผลลบตอการ
ทดสอบ oxidase และ urease (Quinn et al., 1994) 

 
การจัดกลุมเชื้อ Salmonella spp. 

 
เช้ือ Salmonella spp. แบงออกไดเปน 2 สปชีส (species) คือ Salmonella bongori และ 

Salmonella enterica โดย Salmonella enterica สามารถแบงออกไดอีก 6 สปชีสยอย (subspecies) คือ 
S.  enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S.  enterica 
subsp. diarizonae, S.  enterica subsp. houtenae และ S. enterica subsp. indica สวน Salmonella 
bongori มีเพียง 1 สปชีสยอย (subspecies) คือ S. bongori subsp. bongori   โดย มีการจําแนกซีโรวาร
ของเช้ือตามหลักการของ Kauffmann-White และปรับปรุงอยูเปนประจําจนถึงป ค.ศ. 2001 ตรวจได
จํานวนมากกวา 2,500 ซีโรวารดังตารางท่ี 1(Popoff, 2001) 
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ตารางท่ี 1  เช้ือ Salmonella spp. ท่ีมีการจําแนกซีโรวารในป ค.ศ.2001 
 

 

Species                    
 

Subspecies   
 

Serovar 
Salmonella  enterica subsp. enterica 1478 
 subsp. salamae 489 
 subsp. arizonae 94 
 subsp. diarizonae 327 
 subsp. houtenae 71 
 subsp. indica 12 
Salmonella  bongori subsp. bongori 21 
 รวม 2,501 

 
ท่ีมา : Popoff  (2001) 
 
โครงสรางแอนติเจนของเชือ้ Salmonella spp. 
 

ลักษณะโครงสรางของแอนติเจน O และ H ท่ีมีความแตกตางกันในเช้ือ Salmonella spp. ทํา
ใหสามารถจําแนกเชื้อออกไดเปนซีโรวารตางๆ ไดตามหลักการของ Kauffmann- White คือ 

 
1. แอนติเจน O (somatic antigen) เปนสารประกอบไลโปโพลิแซ็กคาไรด (LPS) อยูบนผิว

ช้ันนอกของผนังเซลล ซ่ึงประกอบดวย 3 สวนท่ีตางกัน คือ สวนแรกเปนสวนท่ีมีหนวยซํ้าๆกันของ 
oligosaccharide ทําหนาท่ีเปน O แอนติเจน ซ่ึง O แอนติเจนสามารถแบงออกไดหลาย O group แตละ 
O group จะมี O factor ยอยๆ เปนองคประกอบ ซ่ึงใชในการแยกซีโรไทปของเช้ือ Salmonella spp. 
(Fitzgerld et  al., 2003) สวนท่ีสองของผนังเซลล เปนสวนของ core polysaccharide และสวนท่ีสาม
เปนสวนของ lipid A   
 

2. แอนติเจน H (flagella antigen) เปนสวน filament ของ flagella ซ่ึงแอนติเจน H 
ประกอบดวยสารโปรตีน ท่ีเรียกวา flagellin ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญของ flagella ท่ีอยูตรง
สวนกลางของ flagella โดยการแสดงออก (expression) ของ flagellin antigen ถูกควบคุมโดยยีนท่ีจะ
สราง flagellin แตละ type เชน type B flagellin (FljB), inhibitor (FljA) และ type C flagellin (FliC) การ
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สรางแส (flagella) ของเช้ือ Salmonella spp. ควบคุมโดยยนี fljB, fljA และ fliC  โดยการสราง phase 1
เกดิจากการทํางานของโปรโมเตอร (fliCp) ท่ีควบคุมยนี fliC ทําใหมีการสราง type C flagellin (FliC) 
ออกมา ซ่ึงในข้ันตอนนีย้นี fljB และ fljA จะไมทํางานทําใหไมมีการสราง type B flagellin (FljB) และ 
inhibitor (FljA) ออกมา สวนการสราง phase 2 นั้นโปรโมเตอร (fljBp) ท่ีควบคุมการทํางานของยีน fljB 
และยนี fljA ทํางานทางสวน downstream ทําใหยนี fljB สราง type B flagellin (FljB) สวนยนี fljA จะ
สราง inhibitor (FljA) ออกมา และ inhibitor (FljA) จะทําหนาท่ีกดการสราง type C flagellin (FliC)โดย 
inhibitor (FljA) จะเขาไปจับกับ 5’-UTR ของ  fliC mRNA ทําใหไมสามารถสราง type C flagellin 
(FliC) ออกมาได (ภาพท่ี 1) (Yamamoto and Kutsukake, 2006) ถาเช้ือ Salmonella spp. สราง flagellin 
antigen 1 เสนเรียกวา monophasic จะเกิดข้ึนไดบางซีโรวารเชน S. Enteritidis, S. Typhi เปนตน ถา
สรางท้ัง 2 เสนจะเรียกวา diphasic เชน S. Typhimurium เปนตน (Todar, 2008) ซ่ึง phase 1 จะกาํหนด
แทนดวยอักษรตัวเล็ก a ถึง z (z1-z59) สวน phase 2  กําหนดดวยหมายเลข (Popoff , 2001) (ตารางท่ี 2) 

 

 
 
ภาพท่ี 1  การควบคุมการสราง phase 1, 2 ของเช้ือ Salmonella spp. 
 
ท่ีมา :  Yamamoto and Kutsukake (2006) 
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ตารางท่ี 2  ตัวอยางของรูปแบบซีโรวาร (serotypic profile) จําแนกตามหลักการของ Kauffmann-White 
 

แอนติเจน H  

ซีโรวาร 
 

กลุม 
 

แอนติเจน O 
phase 1 phase 2 

S. Paratyphi A 1, 2, 12 a [1, 5] 
S. Typhimurium B 1, 4, [5], 12 i 1, 2 
S. Choleraesuis C 6,7 c 1,5 
S .Virchow C 6, 7, 14 r 1, 2 
S. Enteritidis D 1, 9, 12 g, m - 
S. Gallinarum D 1, 9, 12 - - 
S. Anatum E1 3, 10 [15] [15, 34] e, h 1,6 
S. Hongkong E4 1, 3, 19 z Z6 

 
หมายเหตุ  สัญลักษณ _ คือ O factor ท่ีสามารถตรวจพบหรือตรวจไมพบ โดยมีความสัมพันธกับ 
                                       phage ถาตรวจไมพบใหตรวจ phage ตอ 
                                 [  ] คือ O หรือ H factor ท่ีสามารถตรวจพบหรือตรวจไมพบโดยไมมี  
                                       ความสัมพันธกับ phage เชน [5] ซ่ึงเปน O แอนติเจนของกลุม B  
                                       สวน H factor ท่ีอยูใน [ ] หมายถึงตรวจพบไดแตไมพบใน wild strains  
                                 [_] คือ O factor ท่ีมีอยูในเช้ืออาจตรวจพบหรือตรวจไมพบ ถาตรวจไมพบให 

       ตรวจ phage typing ตอ 
 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Popoff  (2001) 
 

การศึกษาทางระบาดวิทยาของเชื้อ Salmonella spp. 
 
 การศึกษาสายพันธุเช้ือทางระบาดวิทยา เพือ่ประโยชนในการควบคุม การรักษา และการ
วางแผนการปองกันโรคอยางมีประสิทธิภาพ แบงออกไดเปน 2 แบบคือ   
 

1. Phenotypic typing methods เปนการแยกชนิดของเช้ือโดยใชลักษณะทาง phenotype ซ่ึง
มีหลายวิธีท่ีนยิมกัน เชน 
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     1.1 Bacteriophage typing เปนการจดักลุมเช้ือวิธีการหนึ่งในทางระบาดวิทยาโดย phage ซ่ึง
จะมี receptor ท่ีจําเพาะกับแบคทีเรียแตละสายพันธุ phage type บางชนดิจะสัมพันธกบัแหลงท่ีมา เชน 
S. Typhimurium phage type DT 104 ท่ีตรวจพบท้ังในคนและสัตว และยังพบวาเปน phage type ท่ีมียนี
ดื้อยาท่ีสําคัญดวย ปจจุบัน phage type ของ S. Typhimurium ท่ีพบมีมากกวา 200 ชนดิ (Threlfall and 
Frost, 1990) 

 
     1.2 Antimicrobial susceptibility testing เปนวิธีการศึกษารูปแบบการดื้อยาของเช้ือ

แบคทีเรียวิธีนี้มีขอจํากัดในการจําแนกชนิดของแบคทีเรียตางสายพันธุออกจากกัน เนื่องจากเช้ือตาง
สายพันธุกันอาจมีรูปแบบการดื้อยาเหมือนกันได (Olsen et al., 1993) เพราะยีนดื้อยาในพลาสมิดอาจ
มีการกระจายตัวไปยังพลาสมิดตัวอ่ืนหรือยีนบน transposon สามารถกระจายตัวไปยังเช้ือตัวอ่ืนๆได
งาย (Threlfall and Frost, 1990) 
 

      1.3 Biotyping เปนการศึกษาคุณสมบัตทิางชีวเคมขีองเช้ือ วิธีการท่ีนยิมในหองปฏิบัติการ
จุลชีววิทยาท่ัวๆไป เชน การทดสอบ sorbital, indole, TSI, voges proskauer, methyl red, citrate เปนตน 
ซ่ึงวิธีการเหลานี้ไมสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีตางสายพันธุออกจากกันได เชน Salmonella  enterica 
มีบาง subspecies ท่ีมีคุณสมบัติทางชีวเคมีคลายกัน เชน subsp. enterica, subsp. salamae, subsp. 
arizonae, subsp. diarizonae, subsp. houtenae และ subsp. bongori  ท่ีใหผลบวกตอการทดสอบ sorbitol 
เหมือนกัน (Popoff, 2001)     
 

2. Molecular genetic typing methods เปนวิธีการในการแยกสายพันธุของเช้ือท่ีลึกลงกวา
ในระดบัของ species ซ่ึงวิธีการนี้ตองอาศัยเทคนิคในระดับอณูชีววิทยา (molecular biology) โดย
สามารถใชหลักการตางๆกัน เชน 
 

      2.1 Plasmid profile analysis เปนวิธีการศึกษาองคประกอบของพลาสมิดในแบคทีเรีย ซ่ึง 
พลาสมิดเปนหนวยพนัธุกรรมท่ีอยูนอกโครโมโซม แตสามารถบรรจยุีนดื้อยาไดและพลาสมดิสามารถ
เคล่ือนยายไปยงัเช้ือแบคทีเรียตัวอ่ืนได มีการแลกเปล่ียนกนัไดงาย จงึทําใหไมมีความเสถียร (Mayer, 
1988) 
 

     2.2 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เปนวธีิการแยกขนาดและ
จํานวนช้ินสวนของ DNA ท่ีถูกตัดดวย restriction endonuclease โดยผานกระแสไฟฟาเหนี่ยวนํา 
DNA ท่ีอยูใน agarose gel ใหเคล่ือนท่ี หลังจากท่ีแยกชิ้นสวนของ DNA บน agarose gel แลว
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สามารถยาย DNA ไปยัง membrane และทํา hybridization กับ DNA ท่ีรูจัก ซ่ึงชวยในการศึกษาและ
เปรียบเทียบช้ิน DNA นั้นกบั DNA ท่ีทราบแลว (Southern et al., 1975)  

 
     2.3 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) เปนวธีิการท่ีสามารถแยกช้ินสวนขนาด

ใหญของโครโมโซมขนาดต้ังแต 10-70 kb (Olive and Bean, 1999) โดยเลือกใช restriction 
endonuclease ท่ีตัดโครโมโซมไมถ่ีเกินไป เม่ือทํา electrophoresis ดวย pulsed field gel จะไดแถบ 
DNA ขนาดใหญ ท่ีแยกจากกันจนสามารถสังเกตได เทคนิคนี้มีความสม่ําเสมอของการทดสอบ 
(specificity) เช้ือ Salmonella จึงทําใหผลการ typing มีความนาเช่ือถือสูง  
 

     2.4 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เปนวิธีการท่ีใชเทคนิค PCR 
เปนพื้นฐาน โดยการปรับเปล่ียนโครงสรางของ DNA template โดยการยอยดวยเอ็นไซม restriction 
endonuclease จนเปนช้ินยอยๆแลวนําไปติดกับ double stranded oligonucleotide จากนั้นนํา template 
ใหมไปทํา PCR กับ primers ท่ีออกแบบไวทําให PCR จะ amplify เฉพาะ DNA template ท่ีมี 
restriction site เทานั้น (Vos et al., 1995)  
 
โรคติดเชื้อ Salmonella spp. ในคน 
 

อาการสําคัญของการติดเช้ือ Salmonella spp. ในคนท่ีสําคัญ ไดแก  
 
1. กระเพาะและลําไสอักเสบ (gastroenteritis) โดยเช้ือกอโรคที่พบบอยคือ S. Typhimurium 

และ S. Enteritidis ผูปวยจะแสดงอาการประมาณ 6-48 ช่ัวโมง หลังจากไดรับเช้ือที่ปนเปอนในอาหาร
และน้ําเขาไป  ผูปวยจะมีอาการ คล่ืนไส อาเจียน ถายอุจจาระแตไมมีมูกเลือด บางคร้ังอาจพบอาการ มี
ไข ปวดเกร็งทอง และปวดศีรษะ อาการแบบนี้อาจพบไดในชวง 2-7 วนั กอนการหายของโรค (Murray 
et al., 1998)   

 
2. ไขเอนเทอริก (enteric fever) หรือไขไทฟอยด (typhoid fever) เกิดจากการกินเชื้อ S. Typhi 

เขาไป ทําใหเกิดลําไสอักเสบ เช้ือจะผานเขาเยื่อบเุมือกของลําไสและถูกกินโดยเซลล macrophage 
หลังจากนัน้เช้ือจะเพิ่มจาํนวนและกระจายไปยังตับ มามและไขกระดูก (Murray et al., 1998) ในชวง
แรกของการไดรับเช้ือผูปวยจะมี ไข คร่ันเนื้อคร่ันตัว ซึม ปวดเม่ือยกลามเนือ้และปวดศีรษะ ในชวงนี้
เช้ือจะกระจายเขาสูกระแสเลือดไปยงัสวนตางๆของรางกาย  ตอมาเช้ือจะกลับสูระบบทางเดินอาหาร 
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สามารถพบเช้ือในถุงน้ําดแีละลําไส ซ่ึงจะทําใหลําไสอักเสบและเกดิแผลหลุม ระยะนี้ผูปวยจะมี
อาการไขสูง (40 o C) ปวดทอง ทองเสีย และอาเจียน ประมาณ 3% ของผูปวยท่ีหายจากไขไทฟอยด จะ
เปนพาหะของโรคและขับเช้ือออกมากับอุจจาระ (Jensen et al., 1997) 

 
3. โลหติเปนพษิ (septicemia) เช้ือ Salmonella  spp. หลายซีโรวาร สามารถกอใหเกดิการติด

เช้ือในกระแสเลือดได โดยเฉพาะ S. Choleraesuis, S. Paratyphi และ S. Typhi อาการของโรคจะรุนแรง
ในผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกนับกพรอง อาการของโรคท่ัวไปคลายกับอาการของการติดเช้ือแบคทีเรีย 
แกรมลบในกระแสเลือด อยางไรก็ตามพบวา 10 % ของผูปวยท่ีตดิเช้ือกลุมนีจ้ะพบอาการกระดกู
อักเสบ ขออักเสบ และเยือ่บุโพรงหัวใจอักเสบ (Murray et al., 1998)  
 
เชื้อ Salmonella spp. ในสัตว 
 
  สัตวท่ีเปนแหลง พาหะของเช้ือท่ัวๆไป  คือ ไก ไกงวง หมูและววั รวมท้ังสัตวเล้ียงและ
สัตวปาท่ัวไป เพราะวาเชื้อชนิดนี้สามารถมีชีวิตรอดในช้ินเนื้อ และผลิตภัณฑท่ีมีลักษณะเปนของ
สินคาสด โดยผลิตภัณฑเหลานี้คือพาหะท่ีสําคัญของการแพรกระจายของเช้ือ (Giannella, 2007) ซ่ึง
เม่ือแยกเช้ือ Salmonella spp. จากวัวสวนใหญจะพบเชื้อ S. Typhimurium S. Dublin และ S. 
Newport และสุกรสวนใหญจะพบเช้ือ S. Typhimurium และ S. Choleraesuis (Hirsh, 2004)  
  
การติดตอของโรค      
   

การติดเช้ือ Salmonella spp. ในคนเกิดจากการรับประทานอาหารหรือผลิตภัณฑจากสัตวท่ี
มีการปนเปอนเช้ือ เชน เนื้อไก ไข และผลิตภัณฑจากน้ํานม สวนในเดก็สามารถติดเช้ือโดยตรงจาก
การปนเปอนเชื้อจากอุจจาระของเด็กปวยไปยังเดก็ปกติได (Murray et al., 1998)  
 
ความชุกของเชื้อ Salmonella spp. ในประเทศไทย 
 

Boonmar et al. (1998) ไดรายงานการแยกเช้ือ Salmonella spp.ในระหวางป พ.ศ.2536-
2539 ในประเทศไทย พบเช้ือจํานวน 8,775 ตัวอยาง โดยเปนเช้ือจากเนื้อไกแชแข็ง 7,285 ตัวอยาง 
อาหารปรุงสุก 1,014 ตัวอยาง และกุงแชแข็ง 476 ตัวอยาง ซ่ึงเช้ือท่ีพบมากท่ีสุดในเนื้อไกแชแข็งคือ 
S. Enteritidis (25.6%) อาหารปรุงสุกคือ S. Anatum (15.6%) และในกุงแชแข็งคือ S. Weltevreden 
(25.0%) สวนการแยกเช้ือจากผูปวยพบเช้ือจํานวน 18,722 ตัวอยาง เปนเช้ือในอุจจาระผูปวย 16,122 ตัวอยาง  
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เลือด 2,172 ตวัอยาง และจากสวนอ่ืนๆ เชน น้ําปสสาวะ หนอง  น้าํไขสันหลัง 428 ตวัอยาง ซ่ึงตัวอยาง
จากอุจจาระพบ S. Weltevreden (13.4%) มากท่ีสุด ในเลือดพบมากคือ S. Enteritidis (41.4%) สวน
ตัวอยางจากสวนอ่ืนๆพบ S. Enteritidis (47.2%) มากท่ีสุด  

 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ไดทําการแยกเช้ือ Salmonella spp. จาก

คนปวยในประเทศไทยระหวางป พ.ศ. 2536-2545 พบ 5 ซีโรวารแรกคือ S. Weltevreden (12.5%), 
S. Enteritidis (11.4%), S. Anatum (7.4%), S. Derby (6.6%), Salmonella 1, 4, 5, 12: i: - (6.4%) 
(Bangtrakulnonth et al., 2004b) และระหวางป พ.ศ. 2546-2549 มีการแยกเช้ือจากคนปวยอีกพบ 5  
ซีโรวารแรกคือ S. Enteritidis (12.6%) S. Stanley (11.1%) S. Weltevreden (8.3%) S. Rissen (7.7%) 
และ monophasic Salmonella (7.1%) (Bangtrakulnonth et al., 2003; Bangtrakulnonth et al., 2004a; 
Bangtrakulnonth et al., 2005; Bangtrakulnonth and Tishyadhigama, 2006) (ตารางที่ 3) 
 
ตารางท่ี 3  เช้ือ Salmonella spp. 5 ซีโรวารแรกท่ีตรวจพบในประเทศไทยระหวางป พ.ศ. 2546-2549 
 

ป พ.ศ. และจํานวนตวัอยาง (%)  
ซีโรวาร 2546 2547 2548 2549 รวม 
Enteritidis  393 (11.2) 370 (10.6) 403 (11.0) 541 (18.5) 1,707 (12.6) 
Stanley 293 (8.3) 448 (12.9) 456 (12.4) 313 (10.7) 1,510 (11.1) 

Weltevreden 380 (10.8) 365 (10.5) 176 (4.8) 202 (6.9) 1,123 (8.3) 
Rissen 218 (6.2) 300 (8.6) 327 (8.9) 224 (7.6) 1,069 (7.7) 

monophasic 235 (6.7) 235 (6.8) 259 (7.1) 236 (8.1) 965 (7.1) 
 
หมายเหต ุ monophasic Salmonella : S. I. 4, 5, 12: i: - , S. I. 4, 12: i: - , S. I. 1, 4, 5, 12: i: -,  

    S. I. 1, 4, 5, 12, 27: i: -, S. I. 4, 5, 12, 27: i: -, S. I. 4, 12, 27: i: -, S. I. 1, 4, 12: i: - ,  
                  S. I. 4, 5, 12: b: -, S. I. 4, 5, 12: -: -, S. I. 4, 12: b: - , S. I. 6, 7: c: -,  

    S. I. 1, 4, 12: d: - , S. I. 4, 5, 12: d: - , S. I. 4, 5, 12: eh: -, S. I. 4, 5, 12: z10: -,  
    S. I. 4, 5, 12: H rough 
 

ท่ีมา: Bangtrakulnonth et al. (2003); Bangtrakulnonth et al. (2004a); Bangtrakulnonth et al.  
          (2005); Bangtrakulnonth and Tishyadhigama (2006)  
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การดื้อยาของเชื้อ Salmonella spp. 
 

การดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อแบคทีเรียเปนปญหาสําคัญท่ีเกิดข้ึนและซับซอนมากข้ึน สงผล
กระทบตอสุขภาพและเศรษฐกิจ ซ่ึงการดื้อยาของเช้ือแบคทีเรียอาจเกิดจากการปรับตัวของเช้ือตอยา
โดยวิธีการตางๆ เชนการสรางเอ็นไซม เพ่ือท่ีจะขจัดหรือลดประสิทธิภาพของยาตานจุลชีพ และการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางของเช้ือทําใหยาไมสามารถเขาไปทําลายได (ตารางที่ 4) 
 

กลไกการดื้อยามีหลายแบบ เชน 
 
1.  Enzymatic drug inactivation โดยการท่ีแบคทีเรียสรางเอ็นไซมออกมาทําลายยาหรือทําใหยา

หมดฤทธ์ิ กอนท่ียาจะเขาไปในเซลล เชน เอ็นไซม β-lactamases จะทําลายยากลุม β-lactams (Lee and 
Bishop, 1997) โดยเอ็นไซมเหลานี้สวนใหญถูกควบคุมโดยยนีท่ีอยูบน plasmid หรือ transposon 
บางคร้ังอาจพบบน chromosomal DNA (Hachler et al., 1996) โดยยนีท่ีควบคุมการสรางเอ็นไซม β-
lactamases ท่ีสําคัญ คือ ยีน blaTEM , blaSHV , blaOXA (Olesen et al., 2004), blaCTX (Bonnet, 2004) สวนยนี 
catA, catB ควบคุมการสรางเอ็นไซม acetyltransferases ออกมาทําลายยา chloramphenicol (Schwarz et 
al., 2006) 
 

2. Modification of the drug target วิธีการนีเ้ปนผลมาจากเอ็นไซมท่ีเช้ือผลิตออกมาไป
เปล่ียนแปลงโครงสรางตําแหนงเปาหมาย (target site) ของยาทําใหยาไมสามารถเขาไปจับกบัตําแหนง
เปาหมายได เชนยากลุม tetracycline, macrolides, glycopeptides และ quinolones เปนตน (Macfarlane 
and Hancock, 2000; Taylor et al., 2004) ยีนท่ีทําหนาท่ีเปล่ียนแปลงโครงสรางของตําแหนงเปาหมาย
ยาท่ีสําคัญ คือยีน tet  (tetracycline), vanA, vanB (glycopeptides), gyrA (quinolones), dfr (trimethoprim)  
และยนี sul (sulfonamides) (Aarts et al., 2006; Schwarz et al., 2006)   

 
3. Drug trapping โดยวิธีการนี้เช้ือทีด่ื้อยาจะสราง alternative target ข้ึนมาใหมท่ีสามารถดึงดดู

ยาเขาไปจับไดดี และยงัเปนการลดความเขมขนของยาลดลง ทําใหยาไปจับกบัตําแหนงเปาหมายได
นอยลง จึงเปนสาเหตุทําใหเช้ือดื้อยาตามมา (Guardabassi and Courvalin, 2006) เชน เช้ือ E. coli ท่ีมียีน 
aph ควบคุมการสรางเอ็นไซม 3'-aminoglycoside phosphotransferase type I โดยเอ็นไซมนีมี้
ความสามารถเขาไปจับกบัยา tobramycin ไดดี ทําใหความเขมขนของยาลดลง สงผลใหเช้ือเกดิการดือ้
ยา tobramycin (Manard et al., 1993)       
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4. Reduced drug uptake โดยเช้ือจะเปล่ียนแปลงโครงสรางของผนังเซลล เชนโครงสรางของ
โปรตีน ลดขนาดของรูเขาออกของสารท่ีผนังเซลล ทําใหการแพรของสารเขาเซลลลดลง ((Lee and 
Bishop, 1997) เชน ผนังเซลลของเช้ือ Pseudomonas aeruginosa ยอมใหยาผานเขาเซลลนอยกวา E. 
coli ถึง 10 % จงึทําใหเช้ือดื้อยาไดงาย เชน ยากลุม quinolones และ fluoroquinolones (Guardabassi and 
Courvalin, 2006)  

    
 5. Drug efflux pump เปนวิธีการท่ีแบคทีเรียมีกลไกปองกนัตัวโดยการนํายาออกนอกเซลล ซ่ึง
จะไปลดความเขมขนของยาใน cytoplasm ลง โดยเช้ือสวนใหญจะมีกลไก efflux pump ตอยาตาน 
จุลชีพหลายชนิด ซ่ึง efflux pump สามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญๆ คือ SDR pump ทําใหเช้ือดื้อยา
ไดบางชนิด เชนการดือ้ยา tetracycline ของเช้ือแกรมลบ สวน MDR pump ทําใหเช้ือดื้อยาไดหลาย
ชนิดๆพรอมกนั (Guardabassi and Courvalin, 2006) ยีนท่ีควบคุมการทํางานของ efflux pump เชนยนี 
tet (tetracycline) และยีน cmlA (chloramphenicol) (Schwarz et al., 2006)  

 
การดื้อยาของเชื้อ Salmonella spp. ในประเทศไทย ซ่ึงกรมวิทยาศาสตรการแพทย ได

ทดสอบการดือ้ยาตานจุลชีพของเช้ือ Salmonella spp. ท่ีเก็บระหวางป 2546-2548 โดยการสุมเช้ือมา
จํานวน 694 ตวัอยาง พบวาเช้ือดื้อตอยา ampicillin (38.65%), chloramphenicol (23.20%), nalidixic 
acid (65.68%) และ sulfamethoxazole-trimethoprim (34.58%) (Pulsrikarn et al., 2006)  

 
การศกึษาการดื้อยาของเช้ืออุบัติใหม คือ Salmonella 1, 4, [5], 12: i : - โดย Amavisit et al. 

(2005) ไดทดสอบการด้ือยาของเช้ือ S. Typhimurium และ Salmonella 1, 4, [5], 12: i : - ท่ีแยกใน
ประเทศไทยพบวา 26% ของตัวอยางมีรูปแบบการดือ้ยาตานจุลชีพคือ AMP-CHL-STR-SXT-TET 
(AMP, ampicillin; CHL, chloramphenicol; STR, streptomycin; SXT, sulfatrimetroprim; TET, 
tetracycline) สวน Pornruangwong et al. (2008) ไดทดสอบการดื้อยาของเช้ือ S. Typhimurium และ 
Salmonella 1, 4, [5], 12: i : - ท่ีแยกจากผูปวยและสุกรในประเทศไทยระหวางป พศ. 2546-2549 โดย
เปนเชื้อ S. Typhimurium จํานวน 30 ตัวอยาง และ Salmonella 1, 4, [5], 12: i : - จํานวน 108 ตัวอยาง 
พบวา S. Typhimurium ดือ้ตอยา tetracycline (73.3%), sulfamethoxazole-trimethoprim (60.0%), 
ampicillin (53.3%) และ streptomycin (30.0%) สวน Salmonella 1, 4, [5], 12: i : - ดื้อยา ampicillin 
(92.6%) tetracycline (80.5%) sulfamethoxazole-trimethoprim (71.3%) streptomycin (65.7%) และ 
chloramphenicol (33.3%) และพบอีกวารอยละ 80  ของ S. Typhimurium และรอยละ 95.4 ของ 
Salmonella 1, 4, [5], 12: i : - พบการดื้อยาตัง้แต 3 ชนดิข้ึนไป  
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ตารางท่ี 4  กลไกการออกฤทธิ์และกลไกการดื้อสารตานจุลชีพของเช้ือแบคทีเรีย 
 
สารตานจุลชีพ กลไกการออกฤทธ์ิ กลไกการดื้อยา 
β-lactams Inhibition of cell wall 

biosynthesis and assembly, 
stimulation of autolysins 

Enzymatic modification of drug 

Glycopeptides Inhibition of cell wall synthesis Structural modification of 
peptidoglycan 

Aminoglycosides Inhibition of protein synthesis 
Inhibition of initiation of DNA 
synthesis 

Enzymatic modification of drug, efflux 
Alterations in energy of uptake, 
mutation of target 

Macrolides Inhibition of protein synthesis Target modification 
Tetracycline Inhibition of protein synthesis Increased efflux 
Chloramphenicol Inhibition of protein synthesis Enzymatic modification of drug 

Quinolones  
Fluoroquinolones  

Inhibition of DNA gyrase Target modification, decreases uptake 
due to porin modification 

Fusidans Inhibition of polypeptide  
chain elongation 

Efflux 

Novobiocin Inhibition of DNA gyrase Efflux 

Rifamycins Inhibition of nucleic acid 
synthesis 

Target modification 

Sulfonamides Inhibition of folic acid synthesis Target modification, efflux 
Trimethoprim Inhibition of folic acid synthesis Target modification, efflux 

Polymyxins 
Colistin 

Disruption of outer membrane LPS modification 

 
ท่ีมา: Macfarlane and Hancock (2000)  
 

 
 
 



 

15 

นอกจากน้ียงัมีการศกึษาการดื้อยาของเช้ือ Salmonella spp. เพื่อหาความสัมพันธของเช้ือ
ระหวางสัตวและคน โดย Angkititrakul et al. (2005) ไดทดสอบการดือ้ยาของเชื้อ Salmonella spp. ท่ี
แยกจากเน้ือไก จํานวน 30 ตัวอยางและเนื้อสุกรจาํนวน 26 ตัวอยาง จากตลาดในจังหวัดขอนแกน และ
ตัวอยางจากผูปวยที่มีอาการทองเสียในโรงพยาบาลศรีนครินทร มหาวทิยาลัยขอนแกน จาํนวน 54 
ตัวอยาง พบวาทุกตัวอยาง (110 ตัวอยาง) ดื้อตอยา streptomycin และ sulfamethoxazole แตไมพบการ
ดื้อตอยา norfloxacin และ ciprofloxacin โดยตัวอยางจากเนื้อไกดื้อยา amoxicillin (30.0%), 
chloramphenicol (26.7%), gentamicin (6.7%), sulfamethoxazole-trimethoprim (71.3%), tetracycline 
(100.0%) และ ตัวอยางจากเนื้อสุกรดื้อยา amoxicillin (15.4%), chloramphenicol (15.4%), gentamicin 
(3.9%), sulfamethoxazole-trimethoprim (15.4%) และ tetracycline (88.5%) สวนตัวอยางจากผูปวยพบ
การดื้อยา amoxicillin (27.8.4%), chloramphenicol (20.4%), gentamicin (5.6%) sulfamethoxazole-
trimethoprim (31.5%) และ tetracycline (92.6%) และยังพบวาการดื้อยาไมมีความแตกตางของ
แหลงท่ีมาของตัวอยางดวยมคีวามเปนไปไดวามีการปนเปอนเช้ือจากเน้ือไกและเนื้อสุกรมาสูผูบริโภค 
 
เอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยาย (ESBLs)  
 

β-lactamases เปนเอ็นไซมท่ีเช้ือแบคทีเรียผลิตข้ึนมาทําใหเช้ือดื้อตอยากลุม penicillins, first-, 
second-, third-generation cephalosporins และ carbapenems (Paterson and Bonomo, 2005) แตมีสารเคมี
บางชนิดสามารถยับยั้งการทํางานของ β-lactamases ได เชน clavulanic acid, sulbactam และ tazobactam 
เปนตน (Bradford, 2001) กลุมของเอ็นไซม β-lactamases แตละชนดิมีคุณสมบัติในการทําลายยาท่ี
แตกตางกันสามารถพบไดในเช้ือแบคทีเรียหลายชนิดท้ังเช้ือแกรมบวกและแกรมลบ (Livermore, 1998) 
ยีนท่ีควบคุมการสรางเอ็นไซม β-lactamases พบอยูบน plasmid, transposone, gene cassette และ 
chromosomal DNA แตสวนใหญพบบน plasmid (Hachler et al., 1996; Schwarz et al., 2006) กลุม β-
lactamases สําคัญท่ีทําใหเช้ือแบคที่เรียดื้อยา เชน 

 
1. TEM-beta-lactamases โดยเอ็นไซมกลุมนีมี้อยูหลายชนิด TEM 1 พบคร้ังแรกในเช้ือ E. coli  

มาจากคนไขในประเทศกรีซ โดยเชื้อ E. coli ท่ีดือ้ยา penicillin มากกวา 90 % เปนผลมาจาก TEM 1 
(Livermore, 1995) ซ่ึง TEM 1 มีความสามารถในการทําลายยา  penicillin, cephalothin และ
cephaloridine ได แตมีสารเคมีบางชนิดเชน clavulanic acid สามารถยบัยัง้การทํางานของ TEM 1 ได 
เอ็นไซม TEM พบมากในแบคทีเรียแกรมลบโดยเฉพาะเช้ือ E. coli และ K. pneumoniae  นอกจากน้ียงั
พบไดในเช้ือกลุม Enterobacteriaceae ตัวอ่ืน เชน Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,  
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Morganella morganii, Proteus mirabilis และ Salmonella spp. (Marchandin et al., 1999; Perilli et al., 
2000; Morosini et al., 1995)  

 
2. SHV-beta-lactamases โดยเอ็นไซมกลุมนี้ตรวจพบมากกวาเอ็นไซม ESBLs กลุมอ่ืนๆ 

(Jacoby, 1997) สมาชิกสําคัญของกลุมนี้คือ SHV 1 ท่ีพบมากในเช้ือ K. pneumoniae ซ่ึงมีความสามารถ
ทําลายยา cefotaxime ไดดกีวายา ceftazidime นอกจากนี้เอ็นไซมกลุมนี้ยังพบในวงศ Enterobacteriaceae 
ตัวอ่ืนไดและมีรายงานการ outbreak ของเอ็นไซมกลุมนีใ้นเช้ือ Pseudomonas  aeruginosa และ 
Acinetobacter spp. (Huang et  al., 2004; Poirel et al., 2004)    
 

3. CTX-M-beta-lactamases เปนเอ็นไซมกลุมหนึง่ของ ESBLs ท่ีสามารถทําลายยา cefotaxime 
ไดดกีวายา ceftazidime (Bonnet, 2004) เช้ือที่สรางเอ็นไซมชนดินี้ทําใหเช้ือดือ้ยา cefotaxime (>64 
μg/ml) แตมีความไวตอยา ceftazidime (2-8 μg/ml) (Baraniak et al., 2002; Poirel et al., 2002; 
Sturenburg et al., 2004) ดังนั้นการตรวจหาเอ็นไซมกลุมนี้จะวัดจากคา MICs ของ ceftazidime แตกมี็
สมาชิกของ CTX-M บางตัวท่ีดื้อตอยา ceftazidime ได (Poirel et al., 2002) มีการรายงานการตรวจพบ
เอ็นไซม CTX-M มากกวา 40 ชนดิ เอ็นไซมกลุมนี้สามารถตรวจพบไดในวงศ Enterobacteriaceae 
ยกตัวอยางเชน Salmonella spp. (Bradford et  al., 1998) 

 
4. OXA-beta-lactamases เอ็นไซมกลุมนี้พบคร้ังแรกในเช้ือ Pseudomonas aeruginosa (Hall et  

al., 1993) โดยจะทําใหเช้ือดือ้ตอยา ceftazidime นอกจากน้ี OXA-17 จะทําใหเช้ือดื้อตอยา cefotaxime 
และ ceftriaxone (Danel et  al., 1999) สมาชิกท่ีพบใหมๆของเอ็นไซมกลุม OXA สวนใหญพบใน 
Pseudomonas aeruginosa (Philippon et al., 1997) 

 
5. PER-beta-lactamases พบคร้ังแรกในเช้ือ Pseudomonas aeruginosa โดยมีการตรวจพบ PER-

1ในประเทศตุรกี (Nordmann et al., 1993) ตอมามีการตรวจพบใน Salmonella Typhimurium (Vahaboglu 
et al., 1995) และ Acinetobacter baumanii (Vahaboglu et al., 1997) นอกจากนีย้ังตรวจพบ PER-2 ใน S. 
Typhimurium, E. coli, K. pneumonia และ Proteus mirabilis (Paterson and Bonomo, 2005)  
 

ในประเทศไทยมีการเฝาระวังเช้ือดื้อยาตานจลุชีพของเช้ือแบคทีเรีย โดยศูนยเฝาระวังเช้ือดื้อยา
แหงชาติ กรมวทิยาศาสตรการแพทย ไดรายงานผลการทดสอบความไวของเช้ือ Salmonella spp. ตอยา 
กลุม beta-lactam รวบรวมขอมูลจากโรงพยาบาลเครือขายจํานวน 31 แหง ในป พ.ศ. 2550 (ตารางท่ี 5) 
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ตารางท่ี 5  เช้ือ Salmonella spp. ท่ีไวตอยากลุม beta-lactam รวบรวมจากโรงพยาบาลเครือขาย 
    จํานวน 31 แหง ในป พ.ศ. 2550 
 

จํานวนเช้ือท่ีไวตอยา (จํานวนเช้ือท้ังหมด)  
เช้ือ ampicillin cefotaxime cetriaxone 
Salmonella Typhi 93 (95) 92 (92) 92 (93) 
Salmonella Paratyphi A 8 (9) 8 (8) 9 (9) 
Salmonella non-typhoid 1,145 (2,290) 579 (690) 458 (509) 

 
ท่ีมา:  National Antimicrobial Resistance Surveillance Thailand [NARST] (2007)  
 

การตรวจหาเอ็นไซม ESBLs 
 
การตรวจหาเอ็นไซม ESBLs สามารถแบงออกไดเปน 2 วิธี คือ 

 
1. Phenotypic methods 
 
     1.1 Double disc diffusion test เปนวิธีการตรวจหา ESBLs แบบงายโดยการพฒันาของ 

Jarlier และคณะ ในป 1980  อาศัยหลักการท่ีวา ESBLs ถูกยับยั้งดวยสารตานเบตาแลคตาเมส จงึใช 
clavulanic acid ในยา amoxicillin-clavulanic acid (20/10 μg) วางตรงกลางบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ 
Muller-Hinton agar แลววางแผนยา cefpodoxime (10 μg) , ceftazidime (30 μg), cefotaxime (30 μg), 
ceftriaxone (30 μg) หรือ aztreonam (30 μg) ใหหางจากจุดศูนยกลางของแผนยา amoxicillin-clavulanic 
acid ถึงจดุศูนยกลางยาอ่ืนๆ 30 mm  ถาวางแผนยาหางกนั 20 mm จะทําใหเห็นผลการเสริมฤทธ์ิกนั
ของยาชัดเจนข้ึน (Thomson and Sanders, 1992) ระยะหางของการวางยาในการตรวจวิธี double disk 
test มีคาตามเกณฑท่ีแนะนําโดยกลุมผูวิจยัสวนใหญ คือ ตัง้แต 20 mm ถึง 40 mm (Jarlier et al., 1988; 
Thomson and Sanders, 1992; Ho et al., 1998; Tzelepi et al., 2000) การใชแผนยาหลายชนิดจะชวยให
ตรวจพบ ESBLs ประเภทอ่ืนๆ ขอควรระวังในการตรวจดวยวธีินีคื้อระยะหางของแผนยามีความ
แตกตางกนัของเช้ือแตละสายพันธุ  และเอ็นไซม ESBLs มีหลายประเภทจนอาจทําใหการตรวจหา 
ESBL ไมครบทุกประเภทถาใชยาไมครบทุกชนดิ เชน การตรวจหา TEM และ SHV ใชยา ceftazidime 
และ cefotaxime และ CTX-M ใชยา cefotaxime (Bradford, 2001) การตรวจวิธีนี้มีความไว (sensitive) 
ในการตรวจอยูในชวง 79-97 % และมีความจําเพาะ (specific) อยูในชวง 94-100 % (Thomson and 
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Sanders, 1992; Vercauteren et al., 1997; Ho et al., 1998; Brown et al., 2000; Bedenic et al., 2001; 
MacKenzie et al., 2002) 
 

     1.2 Combinations disc test มีหลักการเหมือนกับวิธี double disc diffusion test โดย
เปรียบเทียบ inhibition zone ของแผนยาท่ีมี cephalosporin เพยีงตวัเดยีวกบัแผนยาท่ีมี cephalosporin 
รวมกบั clavulanic acid เชน cefotaxime (30 μg) กับ cefotaxime+ clavulanic acid (30+10 μg) 
ceftazidime (30 μg) กับ ceftazidime+ clavulanic acid (30+10 μg) และ cefpodoxime (10 μg) กับ 
cefpodoxime + clavulanic acid (10+1 μg) โดยแผนยาที่มี clavulanic acid จะกวางกวายาท่ีไมมี 
clavulanic acid >  5 mm แสดงวาเช้ือสรางเอ็นไซม ESBLs (Clinical and Laboratory Standards 
Institute [CLSI], 2007) การตรวจวิธีนี้ถาใชแผนยา ceftazidime รวมกบั cefotaxime ใหความไวในการ
ตรวจถึง 93 % (M’Zali et al., 2000) 
 

    1.3 Broth dilution test เปนการเปรียบเทียบคา MIC ระหวางหลอดท่ีมี cephalosporin เพยีง
ตัวเดยีว กบัหลอดท่ีมี cephalosporin รวมกบั clavulanic acid สําหรับการวัด MIC จะทําการเจอืจางยา
ตานจุลชีพแลวใส clavulanic acid 4 μg/ml ลงในทุกหลอด คา MIC ท่ีลดลงจากการใส clavulanic acid 
> 3 เทาของ twofold dilution แสดงวาเช้ือสราง ESBLs (CLSI, 2007)   
  

    1.4 E-test เปนวิธีการตรวจท่ีผสมผสานกันระหวางวิธี combinations disc test กับวธีิ broth 
dilution test โดยทําใหมีสารตานจุลชีพท้ังสองดานของแถบยา (double-ended strips) โดยดานหนึ่งจะมี
ความเขมขนของยา oxyimino-beta lactam รวมกบั clavulanic acid ในการตรวจหา CTX-M จะใชยา 
cefotaxime และ ceftazidime (Cormican et  al., 1996) การตรวจวิธีนี้มีความไว(sensitive) ในการตรวจ 
ESBLs อยูในชวง 87-100 % และมีความจําเพาะ (specific) อยูในชวง 95-100 % (Cormican et al., 1996; 
Ho et al., 1998; Schooneveldt et al., 1998)    

 
2. Molecular methods 

  
     เทคนิคการตรวจหาเอ็นไซม ESBLs ทางโมเลกุลมีหลายวิธี เชน DNA probe ใชตรวจหา

กลุมของ TEM และ SHV แตมีขอจาํกดัท่ีไมสามารถแยกความแตกตางของสมาชิกในกลุมของ TEM 
และ SHV ได และวิธี PCR เปนการตรวจท่ีงายและมีความจําเพาะในการตรวจ ESBLs กลุม TEM และ 
SHV แตก็มีขอจํากดัเหมือนกับวิธี DNA probes สวนวิธี nucleotide sequencing เปนวธีิมาตรฐานท่ีใช
ในการตรวจแยกชนดิและสมาชิกของเอน็ไซมในกลุมของ ESBL แตละตัวได (Bradford, 2001) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1. การเตรียมเชื้อตัวอยาง 
 

  เช้ือตัวอยางท่ีนํามาทดสอบเปนเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i:- จํานวน 89 ตัวอยาง 
ซ่ึงมาจากผูปวยท่ีเขารับการรักษาในโรงพยาบาลศูนย สังกัดกระทรวงสาธารณสุข ตามจังหวัดตางๆ 
ของประเทศไทย ชวงเดือน มกราคม ถึง กันยายน ป พ.ศ. 2549 จํานวน 79 ตัวอยางโดยเปนตัวอยาง
เลือดจํานวน 26 ตัวอยาง หนองจํานวน 5 ตัวอยาง สําลีพันปลายไมปายทวารจํานวน 13 ตัวอยาง 
อุจจาระจํานวน 32  ตัวอยาง ปสสาวะจํานวน 3 ตัวอยาง และเชื้ออีก 10 ตัวอยางมาจากฟารมสุกร ท่ี
เก็บในชวงเดือนมีนาคม ป พ.ศ. 2547 โดยเปนตัวอยางจาก อุจจาระลูกสุกรดูดนมจํานวน 1 ตัวอยาง 
อุจจาระลูกสุกรอนุบาลจํานวน 3 ตัวอยาง อุจจาระสุกรขุนจํานวน 3 ตัวอยาง อาหารสุกรจํานวน 2 
ตัวอยาง และนํ้าจํานวน 1 ตัวอยาง  

 
หลังจากนั้นนําเช้ือตัวอยางมาเพาะเช้ือซํ้า (subculture) บนอาหารเล้ียงเช้ือ  MacConkey agar 

(Merck, USA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง แลวยืนยันผลตรวจทางชีวเคมี (biochemical 
confirmation) กับอาหารเล้ียงเชื้อ triple sugar iron agar (TSI), lysine iron agar (LIA) และ sulfide 
indole motile medium (SIM) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง อานผลที่เกิดข้ึนกับ
อาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 3 ชนิด (Ewing, 1986) 
 
2. การตรวจซีโรวารดวยวิธี Gard technique  
 

การตรวจซีโรวารของเช้ือ Salmonella spp. มี 2 ข้ันตอนคือ ข้ันตอนแรกตรวจหา O typing โดย
นําโคโลนีของเช้ือทดสอบกบั polyvalent O antiserum (OMA, OMB, OMC, OMD, OME, OMF, 
OMG) (S&A Laboratory Ltd., Thailand) เลือกกลุม polyvalent O antiserum ท่ีใหผลบวกมาทดสอบตอ
กับ group ยอย หลังจากนัน้เลือก group ยอยท่ีใหผลบวก มาทดสอบตอกบั factor ยอย  

 
ข้ันตอนที่สอง นําเช้ือมาตรวจหา H typing (ตรวจ phase 1 และ phase 2)โดยนําเช้ือจาก 

nutrient agar มาแตะลงตรงกลางของอาหารเล้ียงเช้ือกึ่งเหลว (swarm agar) เพื่อตรวจหา phase 1 บมท่ี
อุณหภูมิ 37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง เลือกเชื้อตัวอยางท่ีสราง motility zone บนผิวหนาของอาหารเล้ียง
เช้ือกึง่เหลว แลวใชลูปแตะทีบ่ริเวณขอบของ motility zone มาทดสอบกับ polyvalent H antiserum โดย
ทดสอบ polyvalent H antiserum (HMA, HMB, HMC, HMD) (S&A Laboratory Ltd.,Thailand) แลว
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เลือกกลุม polyvalent H antiserum ท่ีใหผลบวกมาทดสอบตอกับ factor ยอย จากน้ันตรวจหา phase 2 
โดยการหยด antiserum H ของ factor ยอยท่ีใหผลบวกจากการตรวจหา phase 1 ท่ีระดบัความเขมขน 1: 
800 จํานวน 0.09 ml ผสมกับอาหารเล้ียงเชื้อกึ่งเหลว แลวใชลูปแตะทีบ่ริเวณขอบดานนอกของเช้ือท่ี
เจริญนํามาเพาะเช้ือซํ้า (subculture) บนอาหารเล้ียงเช้ือกึง่เหลวท่ีเตรียมไว บมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน
18-24 ช่ัวโมง ถาเช้ือสราง motility zone ใหมาทดสอบตอกับ non specific 1 complex และ antiserum H 
complex (Gard, 1938) หลังจากน้ันนาํผลการทดสอบ O typing และ H typing มาเปรียบเทียบชนดิของ
ซีโรวารตามหลักการ Kauffmann-White scheme (ภาพผนวกท่ี 1) (Popoff, 2001)  
 
3. การตรวจซีโรวาร S. Typhimurium phage type DT104 ดวยวิธี duplex PCR  
 

3.1 การสกัด DNA  
            

      นําเช้ือตัวอยางมาเพาะบน tryptic soy agar (BBL, USA) บมท่ีอุณหภมิู 37º C นาน 18-24 
ช่ัวโมง แลวเลือกโคโลนีของเช้ือมา 5 โคโลนี ละลายในน้ํากล่ัน (DW)  50 μl ในหลอด microtube 
หลังจากนั้นนําไปตมในน้ําท่ีอุณหภูมิ 95 º C นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอน
ออกท่ีความเร็ว 12,000 X g นาน 5 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 º C และใชสวนใสเปนดีเอ็นเอแมแบบ 
(DNA template) ในปฏิกิริยา PCR 

 
3.2. การทํา duplex PCR  
 
       สวนผสมในการทํา duplex PCR แตละหลอดตัวอยางมีจํานวน 25 μl ซ่ึงมีสวนประกอบ

ของ 2X Qiagen ® multiplex PCR master mix (Qiagen, Germany) 12.5 μl 10X primer mix ( 2.0 μM 
ของแตละ primer ) 2.5 μl (ตารางท่ี 6) น้ํากล่ัน (DW) 8 μl และสารละลายดีเอ็นเอแมแบบ (DNA 
template)  2.0 μl ตัวอยางท่ีเตรียมเสร็จแลวจะถูกนําเขาเคร่ือง PCR (Px2, Thermo Hybaid) โดยต้ัง
อุณหภูมิสําหรับการทํา PCR ซ่ึงประกอบดวย ปฏิกิริยาเร่ิมตนท่ีอุณหภมิู 94º C นาน 15 นาที 1 รอบ 
ตามดวย 35 รอบของอุณหภูมิ 94º C นาน  30 วินาที 55º C นาน 30 วินาที และ 72º C นาน 30 วินาที 
และส้ินสุดปฏิกิริยาดวยอุณหภูมิ 72º C นาน 5 นาที (Amavisit et al., 2005) หลังจากนั้นทําการ
ตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน(standard DNA) (DNA 
marker: GeneRuler TM  Fermentas Life sciences) โดยใช 1.5% agarose gel (Seaken ®, FMC 
BioProducts) ผสมเอทิเดียมโบรไมด (EtBr) เปนตัวกลางในการทํา electrophoresis ใช 1X TBE เปน 
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buffer โดยผานสนามไฟฟาท่ีมีความตางศักย 100 volt นาน 30 นาที แลวนําไปตรวจสอบขนาดดีเอ็น
เอภายใตแสง UV ดวยเคร่ือง UV illuminator  
 
ตารางท่ี 6  ลําดับเบสของ primer ท่ีใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของ Salmonella spp. 
 

primers ลําดับเบส (5’-3’) แหลงอางอิง 
DT 104-F 
DT 104-R 

GTCAGCAGTGTATGGAGCGA 
AGTAGCGCCAGGACTCGTTA 

Pritchett et al., 2000 
Pritchett et al., 2000 

MDH-F 
MDH-R 

TGCCAACGGAAGTTGAAGTG 
CGCATTCCACCACGCCCTTC 

Ridley and Threlfall, 1998 
Ridley and Threlfall, 1998 

 
หมายเหตุ  คู primer DT ใชตรวจหา phage type DT104 สวน คู primer MDH ใชตรวจหายนี mdh  
                  ซ่ึงจําเพาะกับเช้ือ S. Typhimurium 
 

4. การหาคา Minimum inhibitory concentrations (MICs) ของ S. enterica serovar 1, 4, [5],  
    12: i: -  
 

4.1 การเตรียม stock สารตานจุลชีพ 
 

      สารตานจลุชีพท่ีใชในการทดสอบ คือ ampicillin (Bio Basic Inc., Canada), cefoperazone, 
chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, nalidixic acid และ trimetroprim-sulfamethoxazole 
(Sigma, England)  ผงสารตานจุลชีพแตละชนิดจะเตรียมในรูปสารละลายโดยสารตานจุลชีพแตละตัว
จะมีตวัทําละลายและตัวเจือจางท่ีแตกตางกนั (CLSI, 2007)  
 

      สารตานจุลชีพท่ีใชทดสอบจะเตรียม stock ยากอน โดยเตรียมท่ีความเขมขน 10 เทาของ
ความเขมขนสูงสุดท่ีจะทดสอบ เชน ความเขมขนสูงสุด = 512 μg/ml จะเตรียมสารตานจุลชีพใหมี
ความเขมขน เปน 5,120 μg/ml โดยใชตัวทําละลายและตัวเจือจางตามตารางผนวกท่ี 1 และกรองผาน 
membrane filter แลวเก็บยาในหลอด polypropylene vials ท่ีอุณหภูมิ -70 º C (National Committee 
for Clinical Laboratory Standards [NCCLS], 2003a)  
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4.2 การเตรียม micro dilution plate 
                 

       การเลือกระดบัความเขมขนของสารตานจุลชีพท่ีใชทดสอบยดึหลักตารางการแปรผลทาง 
MICs ใน M100-S17 Table 2A โดยใช เช้ือ E. coli ATCC 25922 เปนเช้ือควบคุม หยอดสารตานจุลชีพ
ความเขมขนตางๆ ลงในหลุมของ micro plate หลุมละ 100 μl โดยเรียงจากความเขมขนสูงสุดจากหลุม
ท่ี 1 จนถึงหลุมท่ี 11 สวนหลุมท่ี 12 เปนหลุมควบคุมจะไมมีสารสารตานจุลชีพ โดย micro plate 1 อัน 
จะทดสอบเชื้อได 6 ตวัอยางโดยแถวท่ี 7 จะเปนเชื้อควบคุม และแถวท่ี 8 เปนตัวควบคุมอาหารเล้ียง
เช้ือ (CLSI, 2007)  
 
              4.3 การเตรียมเช้ือตัวอยาง 
  

       เพาะเล้ียงเช้ือตัวอยางบน MacConkey agar (Merck, USA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน 
18-24 ช่ัวโมง แลวเลือกเช้ือมา 3-5 โคโลนี เข่ียลงในหลอด Mueller-Hinton broth (Merck, USA) บม
ท่ีอุณหภูมิ 37 º C แลวเทียบความขุนเทากับ McFarland No.0.5 กอนนําไปใชทดสอบ เจือจางเช้ือ
ตัวอยางลง 10 เทา (NCCLS, 2003a) 
 
              4.4 การหาคา MICs 
                  

      เติมเช้ือตัวอยางท่ีเตรียมไดในปริมาตร 10 μl ลงใน micro plate แถวละ 1 เชื้อ ตั้งแตหลุมท่ี 
1-12 สวนแถวท่ี 7 จะใชเช้ือควบคุมแทน และแถวท่ี 8 จะไมใสเช้ือลงไป ปดฝาครอบ นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง บันทึกผลการทดสอบ (CLSI, 2007)  
 
5. การตรวจหาเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยาย (Extended-spectrum β-lactamases, ESBLs) 

    ของ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - 
  

5.1 การตรวจคัดกรอง (screening test) ดวยวิธี disk diffusion test 
           

       เพาะเล้ียงเช้ือตัวอยางบน MacConkey agar (Merck, USA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน 18-
24 ช่ัวโมง แลวเลือกเช้ือ 3-5 โคโลนี เข่ียเช้ือลงในหลอด Mueller-Hinton broth (Merck, USA) ปริมาตร
2 ml บมท่ี อุณหภูมิ 37 º C แลวนํามาวัดความขุนเทียบกบั McFarland No.0.5 หลังจากบมเช้ือไปแลว 1 
ช่ัวโมงและวดัทุกๆ 15-30 นาที เพื่อใหมีความขุนเทากบั McFarland No.0.5 (NCCLS, 2003a) 
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      การตรวจคดักรองหาเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี disk diffusion test (NCCLS, 2003b) ซ่ึงใชยา 
ceftazidime (CAZ, 30 μg), cefotaxime (CTX, 30 μg), ceftriaxone (CRO, 30 μg) และ aztreonam 
(ATM, 30 μg) (Oxoid, England) นําเช้ือตวัอยางท่ีเตรียมไวแลวมาปายกวาดบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
Mueller-Hinton agar (Merck, USA) ใหท่ัวแลววางแผนยาลงไป แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน 
18-24 ช่ัวโมง ควบคุมคุณภาพการทดสอบโดยเช้ือ E. coli ATCC25922 เปนเช้ือควบคุมลบ และเช้ือ  
K. pneumoniae ATCC700603 เปนเช้ือควบคุมบวก อานผลจากคาโซนใส (inhibition zone) แปรผลคา 
breakpoint ของการ screening test หา ESBLs ใน M100-S17 table 2A (CLSI, 2007) 

 
5.2 การตรวจยนืยนั (confirmatory test) ดวยวิธี double disk test 
 
      เช้ือตัวอยางท่ีผานการตรวจคัดกรองดวยวิธี disk diffusion test แลวนาํมาตรวจยืนยนัหา

เอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี double disk test เพือ่ดูการเกิดการเสริมฤทธ์ิกนัระหวาง amoxicillin-clavulanic 
acid (AMC, 20/10 μg) กับยา ceftazidime (CAZ, 30 μg), cefotaxime (CTX, 30 μg), ceftriaxone (CRO, 
30 μg) และ aztreonam (ATM, 30 μg) (Oxoid, England) นําเช้ือตวัอยางท่ีเตรียมไวแลวมาปายกวาดบน
อาหารเล้ียงเช้ือ Mueller-Hinton agar (Merck, USA) ใหท่ัวแลววางแผนยา amoxicillin-clavulanic acid 
ลงตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ จากน้ันวางแผนยา ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone และ aztreonam ใน
ลักษณะ 4 มุม โดยมีระยะหางจากจุดศูนยกลางของแผนยา 4 ชนดิกบัแผนยา amoxicillin-clavulanic 
acid ออกไปดานละ 21 mm (ภาพผนวกท่ี 3) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง 
ควบคุมคุณภาพการทดสอบโดยเช้ือ E. coli ATCC 25922 เปนเชื้อควบคุมลบ และเช้ือ K. pneumoniae 
ATCC700603 เปนเชื้อควบคุมบวก อานผลโดยดูการเสริมฤทธ์ิ (synergy) ของยา AMC กับยาท้ัง 4 
ชนิด (Jarlier et  al., 1988) 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 

1. การตรวจซีโรวาร S. Typhimurium phage type DT 104 ดวยวิธี duplex PCR  
 
ผลการตรวจซีโรวาร S. Typhimurium phage type DT 104 ของเช้ือ S.enterica serovar 1, 4, 

[5],12:i:- โดยเปนเชื้อตัวอยางจากผูปวย 79 ตัวอยาง และตัวอยางจากฟารมสุกร 10 ตวัอยาง ดวยวิธี 
duplex PCR โดยใช primer ท่ีจําเพาะกับยนี mdh  ซ่ึงเปนยีนพบในเช้ือ S. Typhimurium และ primer 
ท่ีจําเพาะกับ phage type DT 104 ผลการตรวจพบวา เช้ือตัวอยางจากผูปวย ใหผลบวกตอ ยีน mdh 
ท้ังหมด (100%) โดยมีขนาด PCR product เทากับ 261 bp และใหผลบวกตอ phage type DT 104 
จํานวน 71 ตัวอยาง (88.61%) มีขนาด PCR product เทากับ 162 bp สวนเช้ือตัวอยางท้ังหมดจาก
ฟารมสุกรใหผลบวกตอ ยีน mdh และตอ phage type DT 104 (100%) (ภาพท่ี 2) 
 

 
 
                                      M      1      2      3        4       5       6        7       8       9 
 
ภาพท่ี 2  การตรวจสอบขนาด PCR product ของยีน mdh และ phage type DT104 ในเช้ือ 

 S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: -  
 ชอง M = DNA marker (100 bp DNA ladder), ชอง 1-9 = S. Typhimurium,  
 S. Typhimurium DT 104, E. coli ATCC 25922, negative control, HU1, HU2, HU3,  
 HP1 และ HP2 

500 bp 
261 bp 
162 bp 
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2. การหาคา Minimum inhibitory concentrations (MICs) ของ S. enterica serovar 1, 4, [5],  
    12: i: -  
  

ผลการทดลองพบวาเช้ือตัวอยางจากผูปวย 79 ตัวอยางไวตอ ciprofloxacin (MIC ≥ 4 μg/mL ) 

และเช้ือดื้อตอสารตานจุลชีพ ดังนี้ คือ ampicillin จํานวน 60 ตวัอยาง (78.65%, MIC ≥ 32 μg/mL), 

cefoperazone จํานวน 59 ตวัอยาง (77.53%, MIC ≥ 64 μg/mL), chloramphenicol จํานวน 33 ตวัอยาง 

(47.19%, MIC ≥ 32 μg/mL), gentamicin จํานวน 50 ตวัอยาง (67.43%, MIC ≥ 8 μg/mL), nalidixic 
acid จํานวน 43 ตัวอยาง (59.55%, MIC ≥ 32 μg/mL) และ trimethoprim-sulfamethoxazole จํานวน 64 
ตัวอยาง (83.15%, MIC ≥ 8/152 μg/mL) รูปแบบการดือ้ท่ีพบมาก คือ AMP-CFP-GEN-NAL-SXT 
(15.19%) (ตารางท่ี 7)  

 
สวนเช้ือตัวอยางจากฟารมสุกรจาํนวน 10 ตัวอยางพบวา ไวตอ ciprofloxacin ท้ังหมด (100%) 

และดื้อตอยาตานจุลชีพ ดงันี้ ampicillin จํานวน 10 ตัวอยาง (100%), cefoperazone จํานวน 10 ตวัอยาง
(100.0%), chloramphenicol จํานวน 9 ตวัอยาง (90.0%), gentamicin จาํนวน 10 ตวัอยาง (100.0%), 
nalidixic acid จํานวน 10 ตัวอยาง (100.0%) และ trimethoprim-sulfamethoxazole จํานวน 10 ตวัอยาง 
(100%) รูปแบบการดื้อยาทีพ่บมาก คือ AMP-CFP-CHL-GEN-NAL-SXT (90%) (ตารางท่ี 8)  
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ตารางท่ี 7  รูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกไดจาก 
    ผูปวยโรงพยาบาลศนูย สังกัดกระทรวงสาธารณสุข ตามจังหวดัตางๆ ระหวางเดือน 
    มกราคม- กนัยายน ป พ.ศ. 2549 

 
รูปแบบการดือ้สารตานจุลชีพa เช้ือตัวอยางb จํานวนตัวอยาง (%) 

AMP-CFP-GEN-NAL-SXT HB6, HB10, HB11, HB14, HB23, 
HP5, HRS10, HS5, HS23, HS26, 
HS30 , HS32 

12 (15.2) 

AMP-CFP-CHL-GEN-NAL-SXT HS1, HS2, HS3, HS4, HS6, HS7, 
HS8,HS13, HS18, HS19, HS21c 

11 (13.9) 

AMP-CFP-CHL-GEN-SXT HB16, HB18, HB21, HS14, HS17, 
HP1, HP4, HU2  

8 (10.1) 

AMP-CFP-NAL-SXT HB2, HB12, HS25 , HS27, HS28, 
HS29 

6 (7.6) 

AMP-CFP-SXT HB5, HB9, HRS14, HS20, HS31, 
HU1 

6 (7.6) 

AMP-CFP-GEN-SXT HB4, HB7, HB8, HB27, HRS11 5 (6.3) 
AMP-CFP-CHL-GEN HS9, HS10 c, HS22 c 3 (3.8) 
AMP-CFP-CHL-NAL HB1, HB19 2 (2.5) 
AMP-GEN-NAL-SXT HRS3, HS15 2 (2.5) 
CFP-CHL-GEN-NAL-SXT HRS4, HRS7 2 (2.5) 
CHL-GEN-NAL-SXT HRS6, HU3 2 (2.5) 
AMP-CFP-CHL-GEN-NAL HB15 1 (1.3) 
AMP-CFP-CHL HS24 1 (1.3) 
AMP-CHL-SXT HS11 1 (1.3) 
AMP-NAL-SXT HS16 1 (1.3) 
AMP-SXT HRS13  1 (1.3) 
CFP-GEN-NAL-SXT HRS9 1 (1.3) 
CFP-CHL-SXT HS12 1 (1.3) 
CHL-GEN-SXT HB3 1 (1.3) 
GEN-NAL-SXT HB17 1 (1.3) 
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ตารางท่ี 7  (ตอ)   
 

รูปแบบการดือ้สารตานจุลชีพa เช้ือตัวอยางb จํานวนตัวอยาง (%) 
GEN-SXT HB22 1 (1.3) 
NAL-SXT HRS2 1 (1.3) 
NAL HRS8 1 (1.3) 
SXT HB13 1 (1.3) 
เช้ือท่ีไมดื้อสารตานจุลชีพ HB24 , HB25 , HB26 , HP2 , HP3, 

HRS5, HRS12 

7 (8.9) 

 รวมตัวอยาง 79  
 
หมายเหตุ  aAMP, ampicillin; CFP, cefoperazone; CHL, chloramphenicol; GEN, gentamicin;   
                  NAL, nalidixic acid; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole 
                    bช่ือระบุท่ีมาของตัวอยางคือ H, human; B, blood; P, pus; RS, rectal swab; S, stool;  
                    U, urine 

     c____, ตัวอยางท่ีใหผลบวกตอการสรางเอ็นซัยมเบตาแลคแตมแบบขยาย 
 
ตารางท่ี 8  รูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากจาก 

    ฟารมสุกรในเดือนมีนาคม ป พ.ศ. 2547 
 

รูปแบบการดือ้สารตานจุลชีพa เช้ือตัวอยางb จํานวนตัวอยาง (%) 
AMP-CFP-CHL-GEN-NAL-SXT NF1, NF3, FF1, FF2, FF3, SF1, F1, 

F2, W1  
9 (90.0) 

AMP-CFP-GEN-NAL-SXT NF2 1(10.0) 
 รวมตัวอยาง  10  

 
หมายเหตุ  aAMP, ampicillin; CFP, cefoperazone; CHL, chloramphenicol; GEN, gentamicin;  

      NAL, nalidixic acid; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole 
                  bช่ือท่ีระบุท่ีมาของตัวอยาง คือ NF, nursing feces; FF, fattening feces; SF, sucking  
                    feces; F, feed; W, water 
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3. การตรวจหาเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยาย (Extended-Spectrum β-Lactamases, ESBLs) 

    ของ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - 
 

การตรวจคดักรองหาเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี disk diffusion test โดยใชยา cefotaxime (30 μg)  
ceftazidime (30 μg), ceftriaxone (30 μg) และ aztreonam (30 μg) ซ่ึงมีคา breakpoint ของยา cefotaxime 
< 27 mm, ceftazidime < 22 mm, ceftriaxone < 25 mm และ aztreonam < 27 mm (CLSI, 2007) ผลการ
ทดสอบ พบเช้ือตัวอยางจากผูปวยจาํนวน 79 ตัวอยางใหผลบวกตอการคัดกรองเอ็นไซม ESBLs ดวย
ยา cefotaxime จํานวน 72 ตัวอยาง (91.14%), ceftazidime จํานวน 6 ตัวอยาง (7.59%), ceftriaxone 
จํานวน 15 ตัวอยาง (18.99%) และ aztreonam จํานวน 52 ตัวอยาง (65.82%) สวนตัวอยางจากฟารม
สุกรจํานวน 10 ตัวอยางใหผลบวกตอยา cefotaxime จํานวน 7 ตัวอยาง (70.0%), ceftazidime จํานวน 2 
ตัวอยาง (20.0%), ceftriaxone จํานวน 4 ตวัอยาง (40.0%) และ aztreonam จํานวน 7 ตัวอยาง (70.0%)   
(ตารางท่ี 9)    

  
การตรวจหาเอ็นไซม ESBLs โดยวิธี double disk test ของเช้ือตัวอยางจากผูปวยท่ีผานการ

ตรวจคัดกรองดวยวิธี disk diffusion test พบเช้ือตวัอยางใหผลบวกตอยา cefotaxime จํานวน 3 ตัวอยาง, 
ceftazidime จาํนวน 3 ตัวอยาง, ceftriaxone จํานวน 3 ตัวอยาง และ aztreonam จํานวน 3 ตัวอยาง 
(ตารางท่ี 10) โดยเช้ือตัวอยางท่ีใหผลบวก คือ HS10 มีการเสริมฤทธ์ิกนั (synergy) ระหวางยา AMC 
กับยา CAZ, CRO, CTX และ ATM (ภาพท่ี 3) สวน HS21 และ HS22 มีการเสริมฤทธ์ิกันระหวางยา 
AMC กับยา CAZ, CRO, CTX และ ATM เหมือนกนักบั HS10 (ภาพผนวกท่ี 4) สวนตัวอยางจากฟารม
สุกรใหผลลบตอการตรวจหาเอ็นไซม ESBLs  
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ตารางท่ี 9  การตรวจคัดกรอง (screening test) การผลิตเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี disk diffusion test  
    ของ เช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากผูปวยและฟารมสุกร 

 
จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก (%)  

ชนิดของตัวอยาง CTX CAZ  CRO ATM 
1. ตัวอยางจากผูปวย 72 (91.14) 6 (7.59) 15 (18.99) 52 (65.82) 
2. ตัวอยางจากฟารมสุกร 7 (70.0) 2 (20.0) 4 (40.0) 7 (70.0) 

 
หมายเหตุ  CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam 
                   aคา breakpoints ของการตรวจคัดกรอง (screening test) หาเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี disk  
                   diffusion test (CLSI, 2007) 
 
ตารางท่ี 10  การตรวจยนืยัน (confirmatory test) การผลิตเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี double disk test  
 

จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก (%)  
ชนิดของตัวอยาง CTX CAZ CRO ATM 
 ตัวอยางจากผูปวย 3  3  3  3  
 (4.14%, 3/72) (50.0%, 3/6) (20.0%, 3/15) (5.77%, 3/52) 

 
หมายเหตุ  CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam 
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                                      (ก)                                                                        (ข) 

                        
                                       (ค)                                                                      (ง)              
 
ภาพท่ี 3  การตรวจหาเอ็นไซม ESBLs โดยวิธี double disk test  
               รูป ก คือ เช้ือ K. pneumoniae ATCC 700603 (ควบคุมบวก) 

 รูป ข คือ เช้ือ E. coli ATCC 25922 (ควบคุมลบ) 
 รูป ค คือ ตัวอยาง HS10 (ผลบวก)  
 รูป ง คือ ตัวอยาง HRS4 (ผลลบ) 
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วิจารณ 

 
1. การตรวจความสัมพันธระหวาง S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - กับ S. Typhimurium  
 

การหาความสมัพันธระหวางเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - กับเช้ือ S. Typhimurium 
ดวยวิธี duplex PCR เพื่อหายีน mdh ซ่ึงเปนยีนท่ีจําเพาะกบัเช้ือ S. Typhimurium  (Lin and Tsen, 1999) 
พบวาเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากผูปวยและฟารมสุกร จํานวน 89 ตัวอยางใหผล
บวกตอการตรวจหายนี mdh ท้ังหมด อาจเปนไปไดวาเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - เปนเช้ือ
ท่ีมีการเปล่ียนแปลงมาจาก S. Typhimurium (Echeita at al., 2001; Tavechio et al., 2007) เม่ือดูรูปแบบ
ซีโรวารตามการจําแนกตามหลักการของ Kauffman-White พบวาเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: 
i: - คลายกนัมากกับเช้ือ S. Typhimurium 1, 4, [5], 12: i: 1, 2 การสรางแสของเช้ือ S. Typhimurium มี
ยีนควบคุมอยู 2 ชนิดคือ ยนี fliC และ fljB โดยยีน fliC จะควบคุมการสรางแอนติเจน i (phase 1) และ
ยีน fljB ควบคุมการสรางแอนติเจน 1, 2 (phase 2) (Stocker, 1949) มีรายงานการตรวจเชื้อ S. enterica 
serovar 1, 4, [5], 12: i: - พบวาใหผลลบตอการตรวจหายีน fljB (Echeita et al., 2001) การเกดิ 
monophasic ของเช้ือปกติท่ีเปน biphasic อาจเกดิจากการผาเหลาทําใหเกดิการสูญเสียการทํางานของ 
switching mechanism ในการสรางแส ของเช้ือ (Burnens et al., 1996)     

 
การหาความสมัพันธของ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - กับ S. Typhimurium โดยวิธี 

pulsed field gel electrophoresis (PFGE) ดวย endonuclease Xbal พบวา 80% ของ S. Typhimurium และ 
71.3% ของ S. enterica serovar 4, [5], 12: i: - มีความคลายคลึงกันมากกวา 85 % ใน 7 รูปแบบหลักของ 
PFGE (Pornruangwong et al., 2008) 
 
2. รูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพของ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกในประเทศไทย 
 

ผลการทดสอบความไวตอสารตานจุลชีพของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยก
ไดจากผูปวย 79 ตัวอยาง พบวา รูปแบบการดื้อสารตานจลุชีพไมมีความสัมพันธตอชนิดของตัวอยาง 
และเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - มีแนวโนมการดื้อ ampicillin, chloramphenical และ 
trimethoprim-sulfamethoxazole คลายกบัเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากผูปวยและ
สุกรในประเทศไทยระหวางป พศ. 2546-2549 (Pornruangwong et al., 2008) ซ่ึงสูงกวาเชื้อ Salmonella 
spp. ท่ีแยกไดในระหวางป พ.ศ. 2546-2548 (Pulsrikarn et al., 2006) เช้ือ  S. enterica serovar 1, 4, [5], 



 

32 

12: i:- สวนใหญ (84.81% ) ดื้อยาแบบ multi-drug resistance (MDR) คือ ดื้อตอยาตัง้แต 3 ชนิดข้ึนไป 
(ตารางท่ี 7) การดื้อสารตานจุลชีพแตละชนิดในตัวอยางจากผูปวยพบวาเชื้อดื้อสารตานจุลชีพสูงกวา 
70% ในยา trimethoprim-sulfamethoxazole, ampicillin, cefoperazone รูปแบบการดือ้สารตานจุลชีพท่ี
พบมากท่ีสุดคือ AMP-CFP-GEN-NAL-SXT  (15.19%) สวนตวัอยางจากฟารมสุกรจาํนวน 10 ตัวอยาง 
พบการด้ือสารตานจุลชีพทุกชนิดสูงกวา 90% โดยมีรูปแบบการดือ้สารตานจุลชพี 2 แบบ คือ AMP-
CFP-CHL-GEN-NAL-SXT (90%) และ AMP-CFP-GEN-NAL-SXT (10%) เม่ือดูท่ีมาของตัวอยาง
พบวามาจากฟารมเดยีวกันซ่ึงเปนไปไดวาเชือ้มีการปนเปอนไปทั้งฟารม  

 
 ผลทดสอบคร้ังนี้ยงัพบวาเชือ้ตัวอยางท้ังจากผูปวยและฟารมสุกรพบการดื้อยา nalidixic acid 

แตมีความไวตอยา ciprofloxacin ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Randall et al. (2005) ท่ีพบวาเช้ือ S. 
Typhimurium DT104 ดื้อยา nalidixic acid แตไวตอยา ciprofloxacin ท่ีเปนยากลุมเดียวกนั และการผา
เหลาของยีน gyrA ท่ีมีการเปล่ียนแปลงเบสคูสมเพียง 1 คู (point mutation) ทําใหเช้ือมีความไวตอยา 
ciprofloxacin ลดลง Giraud et al. (2000) ไดศึกษาการผาเหลาของยีน gyrA รวมกับการทาํงานของ 
efflux pump ชนิด AcrA ในเช้ือ S. Typhimurium พบวาคา MIC ของยา nalidixic acid มีคา > 1,024 
μg/ml และ MIC ของยา ciprofloxacin มีคาสูงถึง 8 μg/ml เม่ือเปรียบเทียบกับเช้ือ S. Typhimurium ท่ีไม
มีการผาเหลาของยนี gyrA มีคา MIC ของยา nalidixic acid เทากับ 8 μg/ml และ MIC ของยา 
ciprofloxacin เทากับ 0.03 μg/ml  

 
การทดสอบการดื้อยากลุม cephalosporins ของเช้ือโดยท่ัวไปจะเลือกใชยา 1 ชนดิในยา 5 ชนิด 

คือ cefpodoxime, ceftazidime, aztreonam, cefotaxime และ ceftriaxone ถาใชยามากกวา 1 ชนิดจะมี
ความไวในการตรวจมากข้ึน (CLSI, 2007) การดื้อยากลุม cephalosporins มีสาเหตุมาจากการ
เปล่ียนแปลงของ penicillin-binding proteins (PBPs) ทําใหยามีความสามารถจับกบั PBPs ลดลง 
(Yotsuji et al., 1988) และเช้ือสรางเอ็นไซม β-lactamases ออกมาทําลายยากลุมนี้ (Paterson and 
Bonomo, 2005) ในการทดสอบการดื้อยากลุม cephalosporins จะใชยา cefpodoxime และ ceftazidime 
เนื่องจากมีความไวในการตรวจหาเอ็นไซม TEM, SHV และ CTX-M ซ่ึงเปนกลุมเอ็นไซม ESBLs 
(Emery and Weymouth, 1997; Poirel et al., 2002) โดยเฉพาะเอ็นไซม SHV ซ่ึงมีอุบัติการณตรวจพบ
มากกวาเอ็นไซม ESBLs กลุมอ่ืน (Jacoby, 1997)                

  
การดื้อยาของ S. Typhimurium มีความเกีย่วของกับ phage type DT104 ซ่ึงเปน phage ท่ีพบ

การดื้อยาหลายชนิด (MDR) คือ AMP-CHL-STR-SSS-TET (Threlfall et al., 1994) ซ่ึงรูปแบบการดือ้
ยาชนดินี้มีรายงานหลายประเทศ (Briggs and Fratamico, 1999; Ridley and Threlfall, 1998) จากการ 
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ตรวจหา phage type DT104 ดวยวิธี duplex PCR ของเช้ือตัวอยางจากผูปวย 79 ตัวอยางนัน้พบเช้ือให
ผลบวกตอยนีท่ีจําเพาะของ phage type DT 104 จํานวน 71 ตัวอยาง (89.87%) ซ่ึงตัวอยางท่ีใหผลบวก
ตอยนีจําเพาะของ phage type DT 104 พบการดื้อยา 3 ชนิดข้ึนไปสูงถึง 79.74% และมีรูปแบบการดือ้
ยา คือ AMP-CFP-CHL-GEN-NAL-SXT (13.9%) นอกจากนีย้ังพบวามีเช้ือตัวอยาง 3 ตัวอยาง (HB11, 
HS30 และ HS25) ท่ีตรวจไมพบ phage type DT104 แตกมี็รูปแบบการดือ้ยา (AMP-CFP-GEN-NAL-
SXT และ AMP-CFP-NAL-SXT) ท่ีเดนเหมือนกนั สอดคลองกับการดื้อยาของ S. Typhimurium และ 
S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i : - ท่ีแยกในประเทศไทยพบวา 26% ของตัวอยางท่ีใหผลลบตอ phage 
type DT104 มีรูปแบบการดือ้ยาเหมือนกับ S. Typhimurium phage type DT104 คือ AMP-CHL-STR-
SXT-TET ซ่ึงเปนรูปแบบการดื้อยาที่มีการรายงานในหลายประเทศ (Amavisit et al., 2005) สวนเช้ือ
ตัวอยางจากฟารมสุกรใหผลบวกตอการตรวจหา phage type DT104 ท้ังหมด   

 
3. การสรางเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยายของ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - 
 

ผลการตรวจยนืยนัหาเอ็นไซม ESBLs โดยวิธี double disk test ของเช้ือตัวอยางจากผูปวยและ
จากฟารมสุกร พบเช้ือตัวอยางใหผลบวกตอการสรางเอ็นไซม ESBLs จํานวน 3 ตวัอยาง เปนเช้ือ
ตัวอยางท่ีแยกจากอุจจาระผูปวย (ตารางผนวกที ่ 7) สวนเช้ือตัวอยางจากฟารมสุกรท่ีผานการตรวจคัด
กรอง ตรวจไมพบการสรางเอ็นไซม ESBLs (ตารางผนวกท่ี 8) เม่ือพิจารณาเฉพาะคา MIC ของยา 
cefoperazone ซ่ึงเปนยากลุม third-generation cephalosporins เพียงชนดิเดียว พบวาเช้ือตัวอยางจาก
ผูปวยดื้อตอยานี้สูงถึง 74.68% สวนตวัอยางจากฟารมสุกรดื้อตอยา cefoperazone ท้ังหมด (100%) มี
รายงานการดือ้ยา cefoperazone ของเช้ือ S. Typhimurium ท่ีแยกจากผูปวยในตุรกี พบวาตัวอยางเช้ือท่ี
ดื้อยา cefoperazone  แตมีความไวตอยา ceftriaxone, ceftazidime, cefotaxime, ceftizoxime และ 
aztreonam เม่ือนําเช้ือกลุมนี้ไปตรวจหาเอ็นไซม ESBLs โดยวิธี double disk test ใหผลลบตอการสราง
เอ็นไซม ESBLs ถึง 47% (25 ตวัอยาง) (Otkun et al., 2001) ปรกติแลวการดื้อยา cefoperazone เปนผล
มาจากเอ็นไซม TEM-1, TEM-2 และ SHV-1 (Jacoby and Sutton, 1985; Jacoby and Carreras, 1990) 
ความแรงของการดื้อยา cefoperazone  ข้ึนกับปริมาณของเอ็นไซม TEM และ SHV ท่ีเช้ือสรางออกมา
(Livermore et al., 1986; Seetulsingh et al., 1991; Wu et al., 1994)  

 
การตรวจหาเอ็นไซม ESBLs ซ่ึง CLSI กําหนดใหตรวจโดยวิธี disk diffusion test และ broth 

microdilution test คือ การตรวจคัดกรอง (screening test) โดยวิธี disk diffusion test จะเลือกใชยา 1 
ชนิดในยา 5 ชนิดหรือมากกวา 1 ชนิด คือยา cefpodoxime, ceftazidime, aztreonam, cefotaxime และ 
ceftriaxone แลวตรวจยืนยนั (confirmatory test) โดยวิธี combinations disc test ซ่ึงจะใชยา ceftazidime  
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กับ ceftazidime-clavulanic acid และยา cefotaxime กับ cefotaxime-clavulanic acid สวนการคัดกรอง
โดยวิธี broth microdilution test จะใชยา ceftriaxone, cefotaxime, ceftazidime, cefpodoxime หรือ 
aztreonam ถาเช้ือใหผลบวกตอเอ็นไซม ESBLs ใหตรวจยืนยันตอโดยวธีิ broth microdilution test ซ่ึง
จะใชยา ceftazidime เปรียบเทียบกับ ceftazidime + clavulanic acid และยา cefotaxime เปรียบเทียบกบั 
cefotaxime + clavulanic acid (CLSI, 2007)      

 
ผลท่ีไดจากการตรวจ screening test กับ confirm test การสรางเอ็นไซม ESBLs ของตัวอยางมี

ความตางกนัมาก เนื่องจากคา breakpoint ของการตรวจหาเอ็นไซม ESBLs โดยวธีิ disk diffusion test 
เปนของเช้ือ K. pneumoniae, K. oxytoca และ E. coli (CLSI, 2007) เม่ือนําตัวอยางท่ีผานการตรวจ 
screening test มาตรวจ confirm test การสรางเอ็นไซมโดยวิธี double disk test พบใหผลบวก 3 ตัวอยาง
(HS10, HS21 และ HS22) สวนตวัอยางจากฟารมสุกรใหผลลบในการตรวจเอ็นไซม ESBLs โดยวิธี 
double disk test ท้ังหมด  
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10สรุปและขอเสนอแนะ 

 
1. ผลการตรวจหาความสัมพนัธระหวางเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - กับเช้ือ   S. 

Typhimurium พบวาเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากผูปวยและฟารมสุกร ท้ังหมด
นั้นใหผลบวกกับยนีจาํเพาะ (mdh) ของ S. Typhimurium อาจเปนไปไดวา S. enterica serovar 1, 4, [5], 
12: i: - เปนเชือ้ที่เปล่ียนแปลงมาจาก S. Typhimurium การศึกษาข้ันตอไปควรศึกษาโปรโมเตอรและ
ยีนท่ีจําเพาะกบัการสรางแสของ S. Typhimurium เพื่อยนืยนัผลการตรวจทาง serotyping  
 

2. รูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกในประเทศ
ไทย พบวารูปแบบการดือ้สารตานจุลชีพของตัวอยางจากผูปวยท่ีพบมากคือ AMP-CFP-GEN-NAL-
SXT (15.19%) สวนตวัอยางจากฟารสุกรท่ีพบมากคือ AMP-CFP-CHL-GEN-NAL-SXT (90%) ซ่ึง
ตัวอยางจากฟารมสุกรพบรูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพไมตางกนัมาก เนื่องจากเปนตัวอยางจากฟารม
เดยีวกนั การเลือกใชสารตานจุลชีพเพื่อศึกษาการดื้อยาของเชื้อที่มีความสัมพันธกบั phage type DT104 
ควรเลือกยาท่ีเกี่ยวของกับ phage type DT104 ดวยคือ ampicillin (AMP), chloramphenicol (CHL), 
streptomycin (STR), sulfonamides (SSS) และ tetracycline (TET) เพื่อเปรียบเทียบการดื้อยาของ S. 
Typhimurium phage type DT104  ท่ีพบท่ัวโลก ซ่ึงจะใชประโยชนในการเฝาระวังโรค  
 

3. การสรางเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยายของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - จาก
การตรวจดวยวธีิ double disk test พบเช้ือสรางเอ็นไซม ESBLs เพยีง 3 ตัวอยาง ซ่ึงเปนเช้ือตัวอยางจาก
อุจจาระผูปวย การตรวจหาเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี double disk test มีขอจํากดัอยูมาก ถาเช้ือสราง
เอ็นไซมออกมานอยจะทําใหโซนใสกวางมากข้ึน จะรบกวนการเสริมฤทธ์ิกันของยา ควรเลือกใชยาใน
การหาคา MICs กอนเพ่ือคัดกรองกอนตรวจวิธี double disk test การเลือกใชยา cefpodoxime ในการ
ตรวจ จะมีความไวและความจําเพาะในการตรวจดียิง่ข้ึน และควรมีการศึกษาในระดบัโมเลกุลโดยใช 
primer  ท่ีจําเพาะกับเอ็นไซม ESBLs ชนดิตางๆ เพื่อยืนยันผลการตรวจทาง phenotype   
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อาหารเล้ียงเช้ือ 

 

ภาคผนวก ก  
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อาหารเล้ียงเชือ้ 
 
1 MacConkey agar (Merck, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Peptone from casein     
Peptone from meat      
Sodium chloride 
Lactose     
Bile salt mixture    
Neutral red 
Crystal violet 
Agar-agar  

17.0 
3.0 
5.0 
10.0 
1.5 
0.03 
0.001 
13.5 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 50 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 

 
2. Mueller-Hinton broth  (Merck, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Meat infusion 
Casein hydrolysate of casein  
Starch  

2.0 
17.5 
1.5 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 21 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 
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3. Mueller-Hinton agar (Merck, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Meat infusion  
Casein hydrolysate  
Starch  
Agar-agar  

2.0 
17.5 
1.5 
13.0 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 37 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 

 
4. Tryptic Soy agar (BBL TM, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Pancreatic digest of  casein 
Papaic digest of soybean meal  
Sodium chloride 
Agar 

15.0 
5.0 
5.0 
15.0 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 40 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 
 

5. Swarm agar ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Bacto beef extract 
Bacto peptone 
Bacto agar 
Natriumdesoxycholat (C2H39NaO4) 

3.0 
5.0 
5.0 
0.3 

 
ละลายสารท้ังหมดในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด แลวฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 
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6. Triple Sugar Iron agar (Merck, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Peptone from casein     
Peptone from meat      
Meat extract 
Yeast extract 
Sodium chloride 
Lactose 
Sucrose   
D(+)glucose   
Ammonium iron (III) citrate 
Sodium thiosulfate 
Phenol red 
Agar-agar  

15.0 
5.0 
3.0 
3.0 
5.0 
10.0 
10.0 
1.0 
0.5 
0.5 
0.024 
12.0 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 65 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 

 
7. Sulfide Indole Motile medium (Merck, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Peptone from casein 
Peptone from meat 
Ammonium iron (II) citrate 
Sodium thiosulfate 
Agar-agar  

20.0 
665 
0.2 
0.2 
3.0 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 30 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 
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8. Lysine Iron agar (Merck, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Peptone from meat 
Yeast extract 
D(+)glucose 
L-lysine monohydrochloide 
Sodium thiosulfate 
Ammonium iron (III) citrate 
Bromocresol purple 
Agar-agar 

5.0 
3.0 
1.0 
10.0 
0.04 
0.5 
0.02 
12.5 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 32 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที 

 
9. Nutrient agar (Merck, USA) ประกอบดวย 
 

สารเคมี น้ําหนกั (กรัม) 
Peptone  
Yeast extract  
Sodium chloride 
Glucose 
Agar-agar  

15.0 
3.0 
6.0 
1.0 
12.0 

 
ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ 37 กรัม/น้ํา 1 ลิตร ตมจนละลาย ใสขวด ฆาเช้ือท่ี 121 ºC, 15 นาที
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ภาคผนวก ข  
สารเคมี 
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สารเคมี 
 

1. 0.1 mol/L NaOH  
 

การเตรียมสารละลาย ใช NaOH (MW = 40 g) น้ําหนัก 4 กรัม ผสมลงในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร จะได
ความเขมขนเทากับ 0.1 mol/L NaOH 

 
2. 2.5 mol/L NaOH 
 

การเตรียมสารละลาย ใช NaOH (MW = 40 g) น้ําหนกั 100 กรัม ผสมลงในน้ํากล่ัน 1 ลิตร จะ
ไดความเขมขนเทากับ 2.5 mol/L NaOH  
 
3. Phosphate buffer  
 
 1. เตรียมสารละลาย A (0.2 M NaH2PO4)  

    ใช NaH2PO4 (MW = 120 g) น้ําหนกั 24 กรัม ผสมลงในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร จะไดความเขมขน
เทากบั 0.2 mol/L NaH2PO4 

 
 2. เตรียมสารละลาย B (0.2 M Na2HPO4) 

    ใช Na2HPO4 (MW = 142 g) น้ําหนกั 28.4 กรัม ผสมลงในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร จะไดความเขมขน
เทากบั 0.2 mol/L Na2HPO4 
  

    Phosphate buffer pH 6, 0.1 mol/L นําสารละลาย A (0.2 M NaH2PO4) ปริมาตร 87.7 ml 
ผสมกับสารละลาย B (0.2 M Na2HPO4) ปริมาตร 12.3 ml ใหเขากนัแลวเติมน้ํากล่ันอีก 100 ml จะได 
Phosphate buffer pH 6 ความเขมขน 0.1 mol/L ปริมาตร 200 ml 

 
    Phosphate buffer pH 8, 0.1 mol/L นําสารละลาย A (0.2 M NaH2PO4) ปริมาตร 5.3 ml 

ผสมกับสารละลาย B (0.2 M Na2HPO4) ปริมาตร 94.7 ml ใหเขากนัแลวเติมน้ํากล่ันอีก 100 ml จะได 
Phosphate buffer pH 6 ความเขมขน 0.1 mol/L ปริมาตร 200 ml  
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4. McFarland No.0.5  
 
 การเตรียมสารละลาย จากสารละลาย 1.175 % barium chloride dihydrate (BaCl2. 2H2O)
ปริมาตร 0.05 ml ผสมลงใน 1% sulfuric acid (H2SO4) ปริมาตร 9.95 ml จะได McFarland No.0.5 
ปริมาตร 10 ml (NCCLS, 2003a)     
 
5. 10X TBE   
 
 สารละลายประกอบดวย Tris base 108 กรัม boric acid 95 กรัม และ Na2EDTA 9.3 กรัม  
เติมน้ํากล่ันครบ 1 ลิตรใสขวด แลวฆาเช้ือท่ี 121 ºC นาน 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิหอง นํามาใชใน
ความเขมขน 1X โดยการเจือจางดวยน้ํากล่ันอัตราสวน 1: 10 
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ภาคผนวก ค  
ข้ันตอนการทดลอง 
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1. การตรวจซีโรวารดวยวิธี Gard technique (Gard, 1938) 
 

เล้ียงเช้ือบน nutrient agar (1)  
 

                                                                    
 

1. 1 O typing                     ใช loop แตะเช้ือลงสไลด 
 
 
               NSS (-)             polyvalent O antiserum (OMA, OMB, OMC, OMD, OME, OMF, OMG) 
 
                                                                              OMA (+) 
 
 
 
              NSS (-)                O group     A (-)           B (+)          D (-)          E (-)          L (-) 
                                                                      
 
 
 
            NSS (-)                O factor      1(+)          4 (+)           5 (+)        12 (+)         27 (-)      
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1.2 H typing           
นําเช้ือจาก nutrient agar (1)  

 
แตะตรงกลาง swarm agar   

 
                                                           37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง 

motility zone 
 
  phase 1                                ใช loop แตะเช้ือลงสไลด 
 
 
                               NSS (-)                polyvalent H antiserum (HMA, HMB, HMC, HMD) 
 
                                                                                                    HMA (+) 
 
 
         NSS (-)                H factor      a (-)     b (-)     c (-)     d (-)     i (+)     z10(-)    z29 (-) 
 

                                                                       swarm agar+ antiserum H: i      
                                                                                                             37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง                                      

                                   
                             no motility zone (-)                                        motility zone (+) 
 

 phase 2                                                            ใช loop แตะเช้ือลงสไลด 
 
 
                                                          H complex           non specific 1 complex          NSS (-)     

1.3 O typing - H typing                                       Kauffmann-White scheme (Popoff, 2001)  
 
ภาพผนวกท่ี ค1  ข้ันตอนการตรวจซีโรวารของ Salmonella spp. 
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2. การหาคา Minimum inhibitory concentrations (MICs)  
 
2.1 การเตรียม stock สารตานจุลชีพ 
 
       สารตานจลุชีพท่ีจะใชทดสอบตองนาํมาคํานวณความเขมขนท่ีตองการนํามาทดสอบกับ

เช้ือตวัอยาง โดยจะดูจากคา QC strain ซ่ึงเช้ือ Salmonella spp. จะใชคา QC strain ของ Escherichia coli 
ATCC 25922 จาก M100-S17 table 3 (CLSI, 2007) สูตรการคํานวณปริมาณสารตานจุลชีพ คือ 

     
       Weight (mg) = Volume (ml) x Concentration (μg/ml) / Assay potency (μg/mg) 
       Weight (mg) = น้ําหนกัของผงยา, volume (ml) = ปริมาตรของ stock ยาท่ีตองการ 
       Concentration (μg/ml) = ความเขมขนเร่ิมตนของ stock ยา 
       Assay potency (μg/mg) =ความแรงของยา 

 
       สารตานจลุชีพท่ีคํานวณไดจะนําผงยามาเตรียมทํา stock กอน โดยเตรียมท่ีความเขมขน 

10 เทาของความเขมขนสูงสุดท่ีจะทดสอบ เชน ความเขมขนสูงสุด 512 μg/ml จะเตรียมสารตานจุลชีพ
ใหมีความเขมขนเปน 5,120 μg/ml โดยใชตวัทําละลายและตัวเจือจางตามตารางผนวกท่ี 1  
 
ตารางผนวกท่ี ค1  ตัวทําละลายและตัวเจือจางท่ีใชเตรียมสารตานจุลชีพสําหรับการทดสอบ 
 
ผงสารตานจุลชีพ ตัวทําละลาย ตัวเจือจาง 
1. nalidixic acid ½ volume of water, 0.1 mol/L NaOH drop wise to dissolve 
2. ciprofloxacin water water 
3. ampicillin phosphate buffer, pH 8.0,  

0.1 mol/L 
phosphate buffer, pH 6.0,  
0.1 mol/L 

4. trimetroprim HCl 10% final volume water 
5. sulfamethoxazole 2.5 mol/L NaOH water 
6. chloramphenicol 95% ethanol water 
7. gentamicin water water 
8. cefoperazone water water 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก CLSI (2007) 



 

62 

2. 2 การเตรียม micro dilution plate 
  
         นํา stock สารตานจุลชีพมาเจือจางที่ความเขมขนตางๆในหลอดเตรียมยา (ตารางผนวกท่ี 
2) การเลือกชวงการทดสอบใหดูจากตารางการแปรผลทาง MIC ใน M100-S17 table 2A โดยใช เช้ือ 
Escherichia coli ATCC 25922 เปนเชื้อควบคุม จากน้ันหยอดสารตานจลุชีพความเขมขนตางๆ แตละ
แถวของ micro plate ในปริมาณหลุมละ 100 μl โดยเรียงจากความเขมขนสูงสุดจากหลุมท่ี 1 จนถึง
หลุมท่ี 11 สวนหลุมท่ี 12 เปนหลุมควบคุม (control) จะไมมีสารตานจุลชีพ แลวนํามาทดสอบกับเช้ือ
ตัวอยาง ซ่ึงแถวท่ี 1-6 จะหยอดเช้ือตวัอยาง สวนแถวท่ี 7 จะหยอดเช้ือควบคุม และแถวท่ี 8 เปนตัว
ควบคุมอาหารเล้ียงเช้ือ (media control) (CLSI, 2007) เชน การเตรียมยา ampicillin (ภาพผนวกท่ี 2) 
 
ตารางผนวกท่ี ค2  การเตรียมสารตานจุลชีพท่ีระดับความเขมขนตางๆ 
 
ข้ันตอน ความเขมขน แหลงท่ีมา ปริมาตรของสารละลาย ความเขมขนสุดทาย 
1 5,120 μg/ml stock  

สารตานจุลชีพ 
1 ml      +      9 ml     =       512 μg/ml 

2 
3 
4 

512 
512 
512 

ข้ันตอน 1 
ข้ันตอน 1 
ข้ันตอน 1 

1 
1 
1 

1 
3 
7 

256 
128 
64 

5 
6 
7 

64 
64 
64 

ข้ันตอน 4 
ข้ันตอน 4 
ข้ันตอน 4 

1 
1 
1 

1 
3 
7 

32 
16 
8 

8 
9 
10 

8 
8 
8 

ข้ันตอน 7 
ข้ันตอน 7 
ข้ันตอน 7 

1 
1 
1 

1 
3 
7 

4 
2 
1 

11 
12 
13 

1 
1 
1 

ข้ันตอน 10 
ข้ันตอน 10 
ข้ันตอน 10 

1 
1 
1 

1 
3 
7 

0.5 
0.25 
0.125 

    
ท่ีมา: CLSI (2007) 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

sample 1  A O O O O O O O O O O O O 

sample 2  B O O O O O O O O O O O O 

sample 3  C O O O O O O O O O O O O 

sample 4  D O O O O O O O O O O O O 

sample 5  E O O O O O O O O O O O O 

sample 6  F O O O O O O O O O O O O 

E. coli ATCC 25922 G O O O O O O O O O O O O 

media control H O O O O O O O O O O O O 

 
ภาพผนวกท่ี ค2  การเตรียม micro dilution plate ของยา ampicillin 
 

2.3 การเตรียมเช้ือตัวอยาง  
 

       เพาะเล้ียงเช้ือตัวอยางบน MacConkey agar (Merck, USA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 º C นาน 18-
24 ช่ัวโมง เลือกโคโลนีเดีย่วๆ 3-5 โคโลนี เข่ียลงในหลอด Mueller-Hinton broth (Merck, USA) 
ปริมาตร 2 ml นําไปบมท่ี อุณหภูมิ 37 º C แลวนํามาวัดความขุนเทากบั McFarland No.0.5 (1.5x108 
CFU/ml) แลวเจือจางเช้ือในอัตราสวน 1: 10 (1.0 ml ใน MHB 9.0 ml) (1.5x107 CFU/ml) กอนนําเชื้อ
ไปใชทดสอบกับสารตานจุลชีพใน micro dilution plate (NCCLS, 2003a) 
 

2.4 การวัดคา MICs 
 

      เติมเช้ือตัวอยางท่ีเตรียมในปริมาตร 10 μl ลงใน micro plate แถวละ 1 ตัวอยาง ตั้งแตหลุม
ท่ี 1-12  โดยเรียงจากแถวท่ี 1-6 สวนแถวท่ี 7 จะเติมเช้ือควบคุม (Escherichia coli ATCC 25922 ) และ
แถวท่ี 8 จะไมใสเช้ือลงไป (media control) หลังจากนั้นปดฝาครอบ micro plate  นําไปบมท่ีอุณหภมิู 
37 º C นาน 18-24 ช่ัวโมง อานผลการทดสอบโดยอานคา QC strain ของ E. coli ATCC 25922 เทียบกบั
คา QC strain ใน M100-S17 table 3 สวนแถวท่ี 8 (media control) จะใหผลลบ (negative) และหลุม
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ควบคุม (control) ทุกแถวจะใหผลบวก (positive) หลังจากนัน้จึงอานคา MICs ของเช้ือตัวอยางเทียบ
กับ M100-S17 table 2A และวิเคราะหคา breakpoint  โดยอางอิงจาก Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI, 2007)  
 
3. การตรวจหาเอ็นไซมเบตาแลคแตมแบบขยาย  
 

3.1 การวางแผนยาบน Mueller-Hinton agar 
 
       วางแผนยา amoxicillin-clavulanic acid ลงตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ จากนัน้วางแผนยา 
ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone และ aztreonam ในลักษณะ 4 มุม โดยมีระยะหางจากจุดศูนยกลาง
ของแผนยา 4  ชนิดกับแผนยา amoxicillin-clavulanic acid ออกไปดานละ 21 mm (ภาพผนวกท่ี 3) 
 

   

CAZ 

 
ภาพผนวกท่ี ค3  การวางแผนยาในการตรวจหาเอ็นไซม ESBLs ดวยวธีิ double disk test  
              AMC, amoxicillin-clavulanic acid; CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime;   

              CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam  

AMC CTX ATM 

CRO 

21 mm 21 mm 



 

65 

 

                         
                                      (ก)                                                                        (ข) 

                       
                                       (

 

ค)                                                                      (ง)              

                        
(จ) (ฉ) 
 

ภาพผนวกท่ี ค4  เชื้อตัวอยางท่ีใหผลบวกตอ ESBLs ดวยวิธี double disk test  
              รูป ก คือ เช้ือ K. pneumoniae ATCC 700603 (ควบคุมบวก) 

             รูป ข คือ เช้ือ E. coli ATCC 25922 (ควบคุมลบ) 
             รูป ค คือ ตัวอยาง HS10 (ผลบวก)  
             รูป ง คือ ตัวอยาง HS21 (ผลบวก) 
             รูป จ คือ ตัวอยาง HS22 (ผลบวก) 
             รูป ฉ คือ ตัวอยาง HRS4 (ผลลบ) 
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ภาคผนวก ง  
ผลการทดลอง 

 



 

ตารางผนวกที่ ง1  การตรวจซีโรวาร S. Typhimurium DT104 และรูปแบบการดื้อสารตานจุลชีพของเชื้อ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ที่แยกจากผูปวย 
 

No. Lab no. serovar S.T/DT104 AMP CFP CHL CIP GEN NAL SXT 
1 HB1 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.031/S 2/S ≥128/R 0.125/S 

2 HB2 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R 64/R 16/I 1/S 2/S ≥128/R ≥32/R 
3 HB3 S. 1,4,12:i:- +/+ 2/S 1/S 128/R 0.015/S 32/R 8/S ≥32/R 
4 HB4 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R 128/R 8/S 0.015/S 64/R 16/S ≥32/R 
5 HB5 S. 1,4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 16/I 0.031/S 2/S 16/S ≥32/R 
6 HB6 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 16/I 0.5/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
7 HB7 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.031/S 64/R 8/S ≥32/R 
8 HB8 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.015/S 64/R 8/S ≥32/R 
9 HB9 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R 128/R 8/S 0.008/S 1/S 8/S ≥32/R 
10 HB10 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.25/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
11 HB11 S. 4,5,12:i:- +/- ≥128/R ≥128/R 8/S 0.25/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
12 HB12 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.25/S 4/S ≥128/R ≥32/R 
13 HB13 S. 4,12:i:- +/+ 1/S 1/S 8/S 0.008/S 0.5/S 8/S ≥32/R 
14 HB14 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.25/S 32/R ≥128/R ≥32/R 
15 HB15 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R 128/R 64/R 0.25/S ≥64/R ≥128/R 0.5/S 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 65 

 
No. Lab no. serovar S.T/DT104 AMP CFP CHL CIP GEN NAL SXT 
16 HB16 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 64/R 0.015/S 32/R 8/S ≥32/R 
17 HB17 S. 4,12:i:- +/+ 1/S 1/S 8/S 0.25/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
18 HB18 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.015/S 32/R 8/S ≥32/R 
19 HB19 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.5/S 2/S ≥128/R 0.25/S 

20 HB21 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 32/R 0.063/S 64/R 8/S ≥32/R 
21 HB22 S. 4,5,12:i:- +/+ 4/S 8/S 8/S 0.031/S 64/R 8/S ≥32/R 
22 HB23 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 1/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
23 HB24 S. 4,5,12:i:- +/- 8/S 16/S 8/S 0.031/S 2/S 8/S 0.063/S 
24 HB25 S. 4,5,12:i:- +/- 4/S 4/S 8/S 0.031/S 2/S 4/S 0.125/S 
25 HB26 S. 4,12:i:- +/- 4/S 4/S 8/S 0.031/S 2/S 4/S 0.063/S 
26 HB27 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.031/S 64/R 4/S ≥32/R 
27 HP1 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R 128/R 128/R 0.031/S ≥64/R 8/S ≥32/R 
28 HP2 S. 4,12:i:- +/- 1/S 1/S 16/I 0.031/S 2/S 4/S 0.25/S 
29 HP3 S. 4,5,12:i:- +/+ 1/S 0.5/S 8/S 0.015/S 2/S 8/S 0.5/S 
30 HP4 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.31/S 64/R 4/S ≥32/R 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 66 
 

No. Lab no. serovar S.T/DT104 AMP CFP CHL CIP GEN NAL SXT 
31 HP5 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 16/I 0.5/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
32 HRS2 S. ,5,12:i:- +/+ 2/S 1/S 8/S 0.25/S 2/S ≥128/R ≥32/R 
33 HRS3 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R 8/S 8/S 0.25/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
34 HRS4 S. 4,12:i:- +/+ 0.063/S ≥128/R 64/R 0.031/S ≥64/R 32/R ≥32/R 
35 HRS5 S. 1,4,5,12:i:- +/+ 0.015/S 1/S 16/I 0.031/S 0.5/S 16/S 0.125/S 
36 HRS6 S. 1,4,5,12:i:- +/+ 0.063/S 16/S 64/R 0.125/S 32/R ≥128/R ≥32/R 
37 HSR7 S. 1,4,5,12:i:- +/+ 0.25/S ≥128/R ≥128/R 0.5/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
38 HRS8 S. 4,5,12:i:- +/+ 0.125/S 1/S 8/S 0.25/S 0.5/S ≥128/R 0.125/S 

39 HRS9 S. 4,5,12:i:- +/+ 0.125/S ≥128/R 8/S 0.25/S 32/R ≥128/R ≥32/R 
40 HRS10 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.25/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
41 HRS11 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.031/S ≥64/R 8/S ≥32/R 
42 HRS12 S. 4,5,12:i:- +/+ 4/S 0.5/S 16/I 0.031/S 2/S 16/S 0.125/S 
43 HRS13 S. 4,5,12:i:- +/- ≥128/R 16/S 16/I 0.015/S 1/S 4/S ≥32/R 
44 HRS14 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.015/S 2/S 4/S ≥32/R 
45 HS1 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R ≥128/R 2/I ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 66 
 

No. Lab no. serovar S.T/DT104 AMP CFP CHL CIP GEN NAL SXT 
46 HS2 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R ≥128/R 2/I 64/R ≥128/R ≥32/R 
47 HS3 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 2/I ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
48 HS4 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R ≥128/R 2/I ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
49 HS5 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 16/I 2/I ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
50 HS6 S. 1,4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 64/R 0.125/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
51 HS7 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R ≥128/R 1/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
52 HS8 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R ≥128/R 1/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
53 HS9 S. 1,4,5,12:i:- +/+ ≥128/R 128/R 128/R 0.063/S 64/R 8/S 0.25/S 

54 HS10 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.063/S ≥64/R 8/S 0.25/S 

55 HS11 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R 0.5/S 64/R 0.063/S 2/S 16/S ≥32/R 
56 HS12 S. 4,5,12:i:- +/+ 2/S ≥128/R 128/R 0.063/S 2/S 4/S ≥32/R 
57 HS13 S. 1,4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 1/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
58 HS14 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 64/R 0.031/S 32/R 8/S ≥32/R 
59 HS15 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R 16/S 8/S 1/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
60 HS16 S. 4,12:i:- +/+ 32/R 1/S 4/S 0.25/S 2/S ≥128/R ≥32/R 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ)  67 
 

No. Lab no. serovar S.T/DT104 AMP CFP CHL CIP GEN NAL SXT 
61 HS17 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.015/S 64/R 4/S ≥32/R 
62 HS18 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R ≥128/R 0.5/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
63 HS19 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.125/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
64 HS20 S. 1,4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 4/S 0.015/S 2/S 8/S ≥32/R 
65 HS21 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 64/R 2/I ≥64/R 32/R ≥32/R 
66 HS22 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R ≥128/R 1/S ≥64/R 16/S 2/S 

67 HS23 S. 1,4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 16/I 0.25/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
68 HS24 S. 1,4,12:i:- +/+ ≥128/R 128/R 32/R 0.015/S 2/S 8/S 0.25/S 

69 HS25 S. 1,4,5,12:i:- +/- ≥128/R ≥128/R 16/I 0.25/S 2/S ≥128/R ≥32/R 
70 HS26 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 16/I 0.5/S 64/R ≥128/R 32/R 

71 HS27 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.25/S 2/S ≥128/R ≥32/R 
72 HS28 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 1/S 2/S ≥128/R ≥32/R 
73 HS29 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R 128/R 8/S 0.25/S 2/S ≥128/R ≥32/R 
74 HS30 S. 4,5,12:i:- +/- ≥128/R ≥128/R 8/S 1/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
75 HS31 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.015/S 2/S 8/S ≥32/R 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 65 
 

No. Lab no. serovar S.T/DT104 AMP CFP CHL CIP GEN NAL SXT 
76 HS32 S. 4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.25/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
77 HU1 S. 1,4,5,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 8/S 0.015/S 2/S 4/S ≥32/R 
78 HU2 S. 4,12:i:- +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.031/S ≥64/R 4/S ≥32/R 
79 HU3 S. 1,4,12:i:- +/+ 8/S 2/S 64/R 0.063/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 

 
หมายเหตุ  AMP, ampicillin; CFP, cefoperazone; CIP, ciprofloxacin; CHL, chloramphenicol; GEN, gentamicin; NAL, nalidixic acid;  
                  SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; S.T, S. Typhimurium; DT104, phage type DT104 
                  ชื่อที่ระบุที่มาของตัวอยาง คือ H, human; B, blood; P, pus; RS, rectal swab; S, stool; U, urine;  
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ตารางผนวกที่ ง2  การตรวจซีโรวาร S. Typhimurium DT 104 และรูปแบบการดือ้สารตานจุลชีพของเชื้อ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ที่แยกจากฟารมสุกร 
 

No. Lab.No serovar S.T/DT104 AMP CFP CHL CIP GEN NA SXT 
1 NF1 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R ≥128/R 32/R 0.25/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
2 NF2 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R ≥128/R 16/I 0.125/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
3 NF3 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R 64/R 32/R 0.25/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
4 FF1 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R 32/R 64/R 0.25/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
5 FF2 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R 128/R 32/R 0.125/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
6 FF3 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R ≥128/R 32/R 0.125/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 
7 SF1 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R 128/R 64/R 0.5/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
8 F1 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R ≥128/R 64/R 0.125/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
9 F2 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.125/S 64/R ≥128/R ≥32/R 
10 W1 S. I. 4,5,12 : i : - +/+ ≥128/R ≥128/R 128/R 0.25/S ≥64/R ≥128/R ≥32/R 

 
หมายเหตุ  AMP, ampicillin; CFP, cefoperazone; CIP, ciprofloxacin; CHL, chloramphenicol; GEN, gentamicin; NAL, nalidixic acid;  
                  SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; S.T, S. Typhimurium; DT104, phage type DT104 
                  ชื่อที่ระบุที่มาของตัวอยาง คือ NF, nursing feces; FF, fattening feces; SF, sucking feces; F, feed; W, water
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ตารางผนวกท่ี ง3  การตรวจคัดกรอง (screening test) การผลิตเอ็นไซม ESBLs ดวยวธีิ disk 
ของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากผูปวย                              diffusion test 

 
คาโซนใส (mm)  

No. 
 

Lab.No CTX (< 27) a CAZ (< 22)  CRO (< 25)  ATM (< 27)  

1 HB1 25.0 (+) 22.0 (+) 26.0 (-) 25.0 (+) 
2 HB2 31.5 (-) 29.0 (-) 31.0 (-) 31.0 (-) 
3 HB3 27.0 (+) 24.3 (-) 25.0 (+) 26.5 (+) 
4 HB4 26.5 (+) 24.0 (-) 27.0 (-) 26.0 (+) 
5 HB5 27.5 (-) 24.5 (-) 26.0 (-) 26.4 (+) 
6 HB6 30.0 (-) 27.5 (-) 28.5 (-) 29.0 (-) 
7 HB7 27.0 (+) 24.0 (-) 25.5 (-) 27.0 (+) 
8 HB8 27.5 (-) 25.0 (-) 25.0 (+) 28.0 (-) 
9 HB9 27.0 (+) 23.3 (-) 27.0 (-) 26.5 (+) 

10 HB10 25.0 (+) 22.0 (+) 25.0 (+) 26.0 (+) 
11 HB11 25.0 (+) 23.0 (-) 25.0 (+) 25.0 (+) 
12 HB12 27.0 (+) 24.0 (-) 26.5 (-) 28.5 (-) 
13 HB13 28.0 (-) 23.5 (-) 27.5 (-) 27.0 (+) 
14 HB14 27.0 (+) 22.0 (+) 24.0 (+) 28.0 (-) 
15 HB15 29.0 (-) 25.0 (-) 29.0 (-) 24.5 (+) 
16 HB16 23.0 (+) 26.0 (-) 27.0 (-) 24.5 (+) 
17 HB17 25.5 (+) 30.0 (-) 28.0 (-) 31.5 (-) 
18 HB18 25.0 (+) 28.5 (-) 26.0 (-) 26.5 (+) 
19 HB19 24.0 (+) 26.0 (-) 28.0 (-) 26.0 (+) 
20 HB21 25.0 (+) 28.0 (-) 26.0 (-) 28.0 (-) 
21 HB22 26.0 (+) 29.5 (-) 28.0 (-) 28.5 (-) 
22 HB23 24.0 (+) 27.0 (-) 26.0 (-) 26.5 (+) 
23 HB24 25.0 (+) 28.0 (-) 28.0 (-) 29.0 (-) 
24 HB25 24.0 (+) 28.5 (-) 26.0 (-) 27.5 (-) 
25 HB26 26.0 (+) 29.5 (-) 27.5 (-) 28.0 (-) 
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ตารางผนวกท่ี ง3  (ตอ) 
 

คาโซนใส (mm)  
No. 

 
Lab.No CTX (< 27) a CAZ (< 22)  CRO (< 25)  ATM (< 27)  

26 HB27 23.0 (+) 26.0 (-) 27.0 (-) 25.0 (+) 
27 HP1 25.0 (+) 27.2 (-) 26.5 (-) 26.0 (+) 
28 HP2 23.8 (+) 26.7 (-) 26.0 (-) 25.0 (+) 
29 HP3 24.0 (+) 28.0 (-) 27.0 (-) 25.6 (+) 
30 HP4 26.5 (+) 27.6 (-) 28.0 (-) 27.8 (-) 
31 HP5 23.0 (+) 27.5 (-) 26.5 (-) 27.0 (+) 
32 HRS2 24.4 (+) 27.5 (-) 26.0 (-) 27.0 (+) 
33 HRS3 24.1 (+) 27.4 (-) 29.0 (-) 26.5 (+) 
34 HRS4 24.0 (+) 27.0 (-) 27.5 (-) 26.0 (+) 
35 HRS5 22.0 (+) 25.0 (-) 24.5 (+) 24.5 (+) 
36 HRS6 25.0 (+) 27.6 (-) 27.3 (-) 26.5 (+) 
37 HSR7 22.2 (+) 26.0 (-) 27.5 (-) 26.4 (+) 
38 HRS8 26.0 (+) 28.5 (-) 28.4 (-) 29.0 (-) 
39 HRS9 25.5 (+) 29.0 (-) 29.5 (-) 28.2 (-) 
40 HRS10 25.1 (+) 29.4 (-) 27.2 (-) 28.8 (-) 
41 HRS11 25.0 (+) 27.2 (-) 27.4 (-) 26.8 (+) 
42 HRS12 24.0 (+) 27.2 (-) 26.0 (-) 24.2 (+) 
43 HRS13 23.5 (+) 27.0 (-) 27.0 (-) 25.0 (+) 
44 HRS14 23.3 (+) 27.0 (-) 26.0 (-) 26.5 (+) 
45 HS1 26.0 (+) 29.0 (-) 29.5 (-) 30.0 (-) 
46 HS2 22.5 (+) 26.0 (-) 26.5 (-) 28.0 (-) 
47 HS3 25.0 (+) 28.0 (-) 26.5 (-) 26.5 (+) 
48 HS4 23.0 (+) 27.0 (-) 27.0 (-) 27.2 (-) 
49 HS5 21.0 (+) 24.5 (-) 27.0 (-) 27.5 (-) 
50 HS6 25.0 (+) 27.0 (-) 29.0 (-) 28.5 (-) 
51 HS7 20.5 (+) 23.0 (-) 25.5 (-) 25.0 (+) 
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ตารางผนวกท่ี ง3  (ตอ) 
 

คาโซนใส (mm)  
No. 

 
Lab.No CTX (< 27) a CAZ (< 22)  CRO (< 25)  ATM (< 27)  

52 HS8 22.0 (+) 26.0 (-) 26.5 (-) 25.4 (+) 
53 HS9 23.5 (+) 26.5 (-) 27.0 (-) 26.0 (+) 
54 HS10 22.0 (+) 10.0 (+) 9.0 (+) 20.0 (+) 
55 HS11 23.5 (+) 25.0 (-) 26.0 (-) 27.0 (+) 
56 HS12 25.5 (+) 29.0 (-) 28.0 (-) 28.0 (-) 
57 HS13 23.0 (+) 25.5 (-) 26.5 (-) 24.0 (+) 
58 HS14 22.5 (+) 26.0 (-) 24.0 (+) 25.0 (+) 
59 HS15 23.5 (+) 28.0 (-) 25.5 (-) 26.4 (+) 
60 HS16 27.5 (-) 27.0 (-) 29.5 (-) 29.0 (-) 
61 HS17 25.5 (+) 28.0 (-) 27.6 (-) 28.0 (-) 
62 HS18 20.5 (+) 24.0 (-) 25.0 (+) 25.0 (+) 
63 HS19 24.0 (+) 27.4 (-) 28.0 (-) 27.0 (+) 
64 HS20 24.0 (+) 27.5 (-) 27.0 (-) 26.5 (+) 
65 HS21 20.0 (+) 11.0 (+) 9.5 (+) 12.0 (+) 
66 HS22 11.4 (+) 8.7 (+) 7.4 (+) 13.0 (+) 
67 HS23 22.0 (+) 24.4 (-) 24.0 (+) 23.0 (+) 
68 HS24 23.5 (+) 25.0 (-) 24.0 (+) 25.0 (+) 
69 HS25 22.6 (+) 27.0 (-) 26.0 (-) 29.0 (-) 
70 HS26 22.0 (+) 25.0 (-) 26.0 (-) 24.0 (+) 
71 HS27 22.0 (+) 26.0 (-) 25.0 (+) 27.0 (+) 
72 HS28 25.0 (+) 27.0 (-) 27.0 (-) 27.5 (-) 
73 HS29 21.5 (+) 26.0 (-) 25.0 (+) 24.5 (+) 
74 HS30 23.3 (+) 26.5 (-) 26.5 (-) 26.6 (+) 
75 HS31 23.6 (+) 29.0 (-) 26.0 (-) 27.2 (-) 
76 HS32 26.0 (+) 29.5 (-) 27.0 (-) 26.5 (+) 
77 HU1 24.5 (+) 27.6 (-) 26.3 (-) 26.3 (+) 
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ตารางผนวกท่ี ง3  (ตอ) 
 

คาโซนใส (mm)  
No. 

 
Lab.No CTX (< 27)a CAZ (< 22)  CRO (< 25)  ATM (< 27)  

78 HU2 23.5 (+) 26.4 (-) 26.0 (-) 24.8 (+) 
79 HU3 25.5 (+) 29.0 (-) 28.5 (-) 30.0 (-) 

E.coli ATCC 25922 29.9 (-) 26 (-) 28.0 (-) 28.0 (-) 
K.pneumoniae  
ATCC 700603 

18.0 (+) 13.0 (+) 17.0 (+) 11.4 (+) 

รวม(%) 72 (91.14) 6 (7.59) 15 (18.99) 52 (65.82) 
 
หมายเหตุ  CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam 
                  ช่ือท่ีระบุท่ีมาของตัวอยาง คือ H, human; B, blood; P, pus; RS, rectal swab; S, stool;  
                  U, urine 
                  aคา breakpoint ของการตรวจคัดกรอง (screening test) หาเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี disk  
                   diffusion test (CLSI, 2007) 
                  สัญลักษณ +, ใหผลบวกตอการทดสอบ; - , ใหผลลบตอการทดสอบ  
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ตารางผนวกท่ี ง4  การตรวจคัดกรอง (screening test) หาเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี disk diffusion 
                              test ของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากฟารมสุกร 
 

คาโซนใส (mm)  
No. 

 
Lab.No CTX (< 27) a CAZ (< 22)  CRO (< 25)  ATM (< 27)  

1 NF1 26.3 (+) 23.0 (-) 28.0 (-) 26.0 (+) 
2 NF2 23.4 (+) 22.0 (+) 24.5 (+) 22.5 (+) 
3 NF3 28.0 (-) 26.2 (-) 28.5 (-) 25.0 (+) 
4 FF1 27.3 (-) 23.6 (-) 27.6 (-) 27.5 (-) 
5 FF2 26.7 (+) 23.6 (-) 26.5 (-) 25.5 (+) 
6 FF3 26.3 (+) 23.4 (-) 25.0 (+) 27.0 (+) 
7 SF1 26.5 (+) 23.5 (-) 26.0 (-) 27.4 (-) 
8 F1 24.5 (+) 23.2 (-) 24.5 (+) 27.0 (+) 
9 F2 23.4 (+) 21.3 (+) 23.5 (+) 20.3 (+) 
10 W1 29.0 (-) 28.5 (-) 30.0 (-) 29.5 (-) 

E.coli ATCC 25922 29.9 (-) 26 (-) 28.0 (-) 28.0 (-) 
K.pneumoniae  
ATCC 700603 

18.0 (+) 13.0 (+) 17.0 (+) 11.4 (+) 

รวม(%) 7 (70.0) 2 (20.0) 4 (40.0) 7 (70.0) 
 
หมายเหตุ   CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam 

     ช่ือท่ีระบุท่ีมาของตัวอยาง คือ NF, nursing feces; FF, fattening feces; SF,  
    sucking feces; F, feed; W, water 

                               aคา breakpoint ของการตรวจคัดกรอง (screening test) หา ESBLs ดวยวธีิ disk  
                   diffusion test (CLSI, 2007) 
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ตารางผนวกท่ึ ง5  การตรวจยืนยนั (confirmatory test) การผลิตเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี double  
                              disk test ของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากผูปวย 
 

double disk test  
No. 

 
Lab.No CTX  CAZ  CRO  ATM  

1 HB1 - - - - 
2 HB2 - - - - 
3 HB3 - - - - 
4 HB4 - - - - 
5 HB5 - - - - 
6 HB6 - - - - 
7 HB7 - - - - 
8 HB8 - - - - 
9 HB9 - - - - 
10 HB10 - - - - 
11 HB11 - - - - 
12 HB12 - - - - 
13 HB13 - - - - 
14 HB14 - - - - 
15 HB15 - - - - 
16 HB16 - - - - 
17 HB17 - - - - 
18 HB18 - - - - 
19 HB19 - - - - 
20 HB21 - - - - 
21 HB22 - - - - 
22 HB23 - - - - 
23 HB24 - - - - 
24 HB25 - - - - 
25 HB26 - - - - 
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ตารางผนวกท่ี ง5  (ตอ) 
 

double disk test  
No. 

 
Lab.No CTX  CAZ  CRO  ATM  

26 HB27 - - - - 
27 HP1 - - - - 
28 HP2 - - - - 
29 HP3 - - - - 
30 HP4 - - - - 
31 HP5 - - - - 
32 HRS2 - - - - 
33 HRS3 - - - - 
34 HRS4 - - - - 
35 HRS5 - - - - 
36 HRS6 - - - - 
37 HSR7 - - - - 
38 HRS8 - - - - 
39 HRS9 - - - - 
40 HRS10 - - - - 
41 HRS11 - - - - 
42 HRS12 - - - - 
43 HRS13 - - - - 
44 HRS14 - - - - 
45 HS1 - - - - 
46 HS2 - - - - 
47 HS3 - - - - 
48 HS4 - - - - 
49 HS5 - - - - 
50 HS6 - - - - 
51 HS7 - - - - 
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ตารางผนวกท่ี ง5  (ตอ) 
 

double disk test  
No. 

 
Lab.No CTX  CAZ  CRO  ATM  

52 HS8 - - - - 
53 HS9 - - - - 
54 HS10 + + +  + 
55 HS11 - - - - 
56 HS12 - - - - 
57 HS13 - - - - 
58 HS14 - - - - 
59 HS15 - - - - 
60 HS16 - - - - 
61 HS17 - - - - 
62 HS18 - - - - 
63 HS19 - - - - 
64 HS20 - - - - 
65 HS21 + + + + 
66 HS22 + + + + 
67 HS23 - - - - 
68 HS24 - - - - 
69 HS25 - - - - 
70 HS26 - - - - 
71 HS27 - - - - 
72 HS28 - - - - 
73 HS29 - - - - 
74 HS30 - - - - 
75 HS31 - - - - 
76 HS32 - - - - 
77 HU1 - - - - 
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ตารางผนวกท่ี ง5  (ตอ) 
 

double disk test  
No. 

 
Lab.No CTX  CAZ   CRO  ATM  

78 HU2 - - - - 
79 HU3 - - - - 

E.coli ATCC 25922 - - - - 
K.pneumoniae  
ATCC 700603 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

รวมตัวอยาง 3 3 3 3 
 
หมายเหตุ   CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam 
                   ช่ือท่ีระบุท่ีมาของตัวอยางคือ H, human; B, blood; RS, rectal swab; S, stool 
                   สัญลักษณ +, ใหผลบวกตอการทดสอบ; - , ใหผลลบตอการทดสอบ  
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ตารางผนวกท่ึ ง6  การตรวจยืนยนั (confirmatory test) การผลิตเอ็นไซม ESBLs ดวยวิธี double 
                              disk test ของเช้ือ S. enterica serovar 1, 4, [5], 12: i: - ท่ีแยกจากฟารมสุกร 
  

double disk test  
No. 

 
Lab.No CTX  CAZ  CRO  ATM  

1 NF1 - - - - 
2 NF2 - - - - 
3 NF3 - - - - 
4 FF2 - - - - 
5 FF3 - - - - 
6 SF1 - - - - 
7 F1 - - - - 
8 F2 - - - - 

E.coli ATCC 25922 - - - - 
K.pneumoniae  
ATCC 700603 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

รวมตัวอยาง 0 0 0 0 
 
หมายเหตุ   CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; ATM, aztreonam 

     ช่ือท่ีระบุท่ีมาของตัวอยางคือ NF, nursing feces; FF, fattening feces; SF,sucking 
feces;  
     F, feed; W, water 

                   สัญลักษณ +, ใหผลบวกตอการทดสอบ; - , ใหผลลบตอการทดสอบ  
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ-นามสกุล นายการันต  ชีพนุรัตน 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 11 พฤษภาคม 2513 
สถานท่ีเกิด  ตําบลจุมพล อําเภอโพนพิสัย จังหวดัหนองคาย 
ประวัติการศึกษา สพ. บ. (สัตวแพทยศาสตร) มหาวิทยาลัยขอนแกน 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน หัวหนาสาขา วิทยาศาสตรสุขภาพสัตว 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี 

ราชมงคลธัญบุรี จังหวดัปทุมธานี 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ทุนสนับสนุนคุณภาพงานวจิัยระดับบัณฑติศึกษา 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ประจําปการศึกษา 2551  
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