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จากการศึกษาการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินจ าลองท่ีมีการใส่       
ปุ๋ยมูลสตัว ์ซ่ึงผูว้จิยัไดใ้ชปุ๋้ยคอกมูลสุกรท่ีไม่มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน และมูลสุกรท่ีมีการเติมสารปฏิชีวนะ         
เตตราไซคลินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (0, 0.2, 200 และ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) มีการตรวจพบยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน tetC, tetD, tetA, tetG, tetL, tetM และ tetO ในต ารับการทดลองทั้งท่ีมีการเติมมูลสุกร
ท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน โดยจะพบยีนดงักล่าวในทุกระยะเวลาหลงัจากมีการเติมมูลสุกรท่ีมีสารปฏิชีวนะ            
เตตราไซคลิน นอกจากน้ียงัพบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน tetB, tetO, tetS, tetP และ tetX ในดินท่ีมี
การใส่มูลสุกรทั้งท่ีเติมและไม่เติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในบางระยะเวลาหลงัจากมีการเติมมูลสุกรท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีจ านวนชนิดเพ่ิมข้ึนในดินหลงัจากเติมมูลสุกรท่ี
มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน และระดบัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีผลต่อความหลากหลาย
ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ส่วนการเติมมูลสุกรท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินเพียงคร้ัง
เดียวหรือมีการใส่ซ ้ า มีผลต่อความหลากหลายของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีพบคลา้ยคลึงกนั 

 
การศึกษาการเปล่ียนแปลงกลุ่มสังคมจุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใชปุ๋้ยมูลสัตว ์ โดยใชเ้ทคนิค DGGE และ   

จัดกลุ่มด้วยโปรแกรม UPGMA เพื่อวิเคราะห์ dendrogram โดยอาศัยรูปแบบของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ  พบว่า
ระยะเวลาหลงัจากการเติมมูลสุกรท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีผลต่อการเปล่ียนแปลงสังคมจุลินทรียดิ์น
มากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีเติมลงไป และสามารถจดักลุ่มสังคม
จุลินทรียท่ี์มีความใกลเ้คียงกนัจากตวัอยา่งดินท่ีน ามาทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม 
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The study on the distribution of tetracycline resistance genes in agricultural soil through fertilization 
of the soil with animal manure was performed using soil microcosms. In this study, the diversity of tetracycline 
resistant genes (tet genes) in the soil microcosms was explored after fertilization of the soil with tetracycline-
free swine manure which amended with tetracycline at various concentrations (0 0.2 20 2000 mg/kg soil). The 
certain tetracycline resistant genes tetC tetD tetA tetG tetL tetM and tetO were detected in the soil samples 
collected from the microcosms to which swine manure was amended with tetracycline. However, these genes 
were detected in almost all soil samples supplemented with tetracycline at all time intervals of soil samplings 
while these genes were found only in some manured amended soil samples without prior supplementation with 
tetracycline. In addition to those genes, other genes namely; tetB tetO tetS tetP and tetX were also detected in 
the soil samples collected at different time intervals from soil microcosms fertilized with manure either 
tetracycline-free manure or tetracycline-amended manure. The outcome of this study strongly indicated that an 
increase in the number of tetracycline resistant genes was detected in the soil fertilized with manure 
supplemented with tetracycline. The concentrations of tetracycline also affected the diversity of tetracycline 
resistant genes. For soil fertilized with pig manure with tetracycline supplementation even once or several 
times, similar diversity of tetracycline resistant genes was observed from soils fertilized with tetracycline-
supplemented pig-manure, both single and repeated supplementation. 

 
The study of the shift in the microbial community structure in the agricultural soil fertilized with 

animal manure was performed using DGGE and the grouping of the outcome of microbial community structure 
in the soil samples was performed using UPGMA programme. Analysis of the dendrogram based on the major 
patterns of DNA fingerprints showed 3 major groups of bacteria. Outcomes also revealed that soil samples 
collected from the same sampling intervals gave almost identical microbial community structure regardless of 
the different concentration of tetracycline supplemented in the manure. 
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จุลนิทรีย์ในดินทีม่กีารใช้ปุ๋ ยมูลสัตว์ 

 

Distribution of Tetracycline Resistance Genes and Microbial Community Shift in 
Agricultural Soil Through Fertilization with Animal Manure 

 
ค าน า 

 
สารปฏิชีวนะเป็นสารประกอบท่ีจุลินทรียส์ร้างข้ึนและมีฤทธ์ิในการฆ่าแบคทีเรีย มีการใช้

กนัอยา่งแพร่หลายทั้งทางการแพทยแ์ละเกษตรกรรม โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการใชเ้ป็นยาปฏิชีวนะเพื่อ
การรักษาโรคติดเช้ือในคนและสัตว ์ในบรรดาสารปฏิชีวนะทั้งหลายเตตราไซคลิน (tetracycline) 
เป็นสารท่ีมีการน ามาใช้เป็นยาปฏิชีวนะในปริมาณมากในการเล้ียงสัตวโ์ดยผสมในอาหารเพื่อ
ส่งเสริมการเจริญเติบโต ป้องกนัและรักษาโรคติดเช้ือในสัตว ์ทั้งน้ียาปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีสัตว์
กินเขา้ไปจะถูกดูดซึมในล าไส้ของสัตวส่์วนหน่ึงและส่วนท่ีเหลือจะถูกขบัถ่ายออกมาพร้อมกบัมูล
สัตว ์ซ่ึงมูลสัตวเ์หล่าน้ีมกัถูกน ามาใชเ้ป็นปุ๋ยในการเกษตร ผลของการใชย้าปฏิชีวนะเตตราไซคลิ
นดังกล่าว อาจจะท าให้สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีการตกค้างในมูลสัตว ์และเม่ือน ามูลสัตว์
ดงักล่าวมาใชเ้ป็นปุ๋ยอินทรียก์็อาจจะส่งผลให้เกิดการปนเป้ือนของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใน
ส่ิงแวดลอ้มได ้ในการศึกษาเบ้ืองตน้พบวา่สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีตกคา้งในมูลสัตว ์แมจ้ะมี
ความเข้มข้นต ่าแต่หากจุลินทรีย์ได้รับอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลานานจะส่งผลให้จุลินทรีย์เกิดการ
ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน รวมทั้งเพิ่มการแพร่กระจายและความหลากหลายของยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในจุลินทรียดิ์น ดว้ยเหตุน้ีจึงท าให้เกิดความกงัวลเก่ียวกบัการ
ใช้สารปฏิชีวนะในการเกษตรท่ีจะส่งผลกระทบต่อการส่งเสริมการแพร่กระจายของยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะของจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคในคนและสัตวไ์ด ้
 

ดงันั้น การศึกษาในคร้ังน้ีจึงเป็นการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบการแพร่กระจายของยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินและการเปล่ียนแปลงของกลุ่มสังคมจุลินทรียดิ์นอนัเป็นผลเน่ืองจากการ
ใส่ปุ๋ยมูลสัตว์ท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้ง เพื่อให้เกิดความรู้ความเขา้ใจในการใช้สาร
ปฏิชีวนะและตระหนกัถึงผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มและการสาธารณสุขจากการใช้ปุ๋ยมูลสัตวใ์น
การเกษตร 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื่อศึกษาการแพร่กระจายของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินจากผลของ
การใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้ง  

 

2.  เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงกลุ่มสังคมจุลินทรียดิ์นเน่ืองจากผลของการใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มี

สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้ง 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  สารปฏิชีวนะ  
 

ค าวา่สารปฏิชีวนะนั้นเดิมใชเ้พื่ออธิบายสารเคมีท่ีผลิตโดยจุลินทรีย ์ใชใ้นการฆ่าหรือยบัย ั้ง
การเจริญของจุลินทรียอ่ื์นๆ แต่ในปัจจุบนัความหมายของสารปฏิชีวนะจะรวมถึงสารปฏิชีวนะท่ี
เกิดข้ึนจากธรรมชาติ สารปฏิชีวนะก่ึงสังเคราะห์ และสารปฏิชีวนะสังเคราะห์ (Priya and 
Shiladitya, 2007) ปัจ จุบันมีการใช้สารปฏิชีวนะกันอย่างแพร่หลายทั้ งในทางการแพทย ์
อุตสาหกรรมการผลิตสัตว ์และการเกษตรกรรม หลายประเทศมีการน าเขา้สารปฏิชีวนะเป็นจ านวน
มาก โดยกลุ่มประเทศฝร่ังเศส กรีซ ลูเซนเบิร์ก และโปรตุเกส มีปริมาณการน าเขา้ยากลุ่ม เพนนิซิ
ลิน ไมโครไลน์ และเตตราไซคลิน มากในล าดบัตน้ๆ ดงัแสดงในภาพท่ี 1 (Herman et al., 2005) 
ประเทศไทยมีการน าเขา้สารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน และไทอะมูลิน มากท่ีสุด มีส่วนแบ่งการตลาด 
25 เปอร์เซ็นต ์ของการน าเขา้สารปฏิชีวนะทั้งหมด คิดเป็นมูลค่ากวา่ 300 ลา้นบาท ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 2 เพื่อน ามาใช้ในในอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตว ์(สมาคมผูค้า้เวชภณัฑ์ส าหรับสัตว์, 2549) ใน
ปัจจุบนัมีการผลิตสารปฏิชีวนะมากมาย จึงมีการจ าแนกสารปฏิชีวนะออกเป็นหลายกลุ่มตาม
หลกัเกณฑต่์างๆ ดงัน้ี 
 

 
 

ภาพที ่1 ปริมาณการใชส้ารปฏิชีวนะในประเทศต่างๆ ในปี 2002 

 

ทีม่า: Herman et al. (2005) 
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ภาพที ่2  ปริมาณการน าเขา้สารปฏิชีวนะในอุตสาหกรรมสัตวข์องประเทศไทย ในปี 2549 

 

ทีม่า: สมาคมผูค้า้เวชภณัฑส์ าหรับสัตว ์(2549) 

 

1.1   จ าแนกตามโครงสร้างทางเคมีของสารปฏิชีวนะ (chemical structure) ไดแ้ก่  
 

1.1.1  กลุ่มเบตาแลกแตม (beta-lactams) เป็นกลุ่มท่ีมีสารแลกแตม (lactam) เป็น
โครงสร้างวงแหวนแบบ heteroatomic ซ่ึงประกอบดว้ยอะตอมคาร์บอน 3 อะตอม และอะตอม
ไนโตรเจน 1 อะตอม ดงัแสดงในตารางท่ี 1 สารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีแบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยไดอี้กหลาย
กลุ่ม แต่ท่ีมีใชแ้พร่หลายในปัจจุบนัมี 4 กลุ่ม คือ  

 
(1)  เพนนิซิลลิน (penicillins) เช่น เพนนิซิลลิน จี (penicillin G) แอมพิซิลลิน 

(ampicillin) เมทิซิลลิน (methicillin) คาร์เบนิซิลลิน (carbenicillin) เป็นตน้  
 

(2) เซฟาโลสปอริน (cephalosporins) เช่น เซฟาเลกซิน (cephalexin) เซฟาโซลิน 
(cephazolin) เซฟาโลทิน (cephalothin) เซโฟซิติน (cefoxitin) เซโฟแทกซิม (cefotaxime) เซฟ
ไตรอะโซน (ceftriaxone) เป็นตน้  

 
(3)  โมโนแบคแตม (monobactams) เช่น แอซทรีโอนมั (aztreonam) เป็นตน้  
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(4)  คาร์บาเพเนม (carbapenems) เ ช่น อิมิพี เนม (imipenem) เมอโรพีเนม 
(meropenem) เป็นตน้  

 
1.1.2  กลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ (aminoglycosides) เป็นกลุ่มของสารปฏิชีวนะท่ี

โครงสร้างส่วนหน่ึงของโมเลกุลประกอบดว้ยน ้ าตาลอะมิโนท่ีถูกดดัแปลงซ่ึงแสดงในตารางท่ี 1 
เป็นสารปฏิชีวนะท่ีมีประสิทธิภาพต่อแบคทีเรียบางชนิด ตวัอย่างสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี เช่น 
สเตรปโตมยัซิน (streptomycin) นีโอมยัซิน (neomycin) เจนตามยัซิน (gentamicin) อะมิกาซิน 
(amikacin) เป็นตน้  

 
1.1.3  กลุ่มเตตราไซคลิน (tetracyclines) โครงสร้างของสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี

ประกอบดว้ยวงแหวนไฮโดรคาร์บอน 4 วง โดยความแตกต่างของสารปฏิชีวนะแต่ละชนิดในกลุ่ม
น้ี ข้ึนอยู่กับก ลุ่มย่อยของโพลี คีไทด์  (polyketides)  ท่ี ติดอยู่กับโครงส ร้างของวงแหวน
ไฮโดรคาร์บอน ตวัอยา่งของสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี เช่น เตตราไซคลิน (tetracycline) ออกซีเตตรา
ไซคลิน (oxytetracycline) ไมโนไซคลิน (minocycline) ดอกซีไซคลิน (doxycycline) เป็นตน้ โดย
ตวัอยา่งโครงสร้างของสารปฏิชีวนะท่ีจ าแนกตามโครงสร้างตามเคมีในกลุ่มน้ี แสดงในตารางท่ี 1  

 
1.1.4  กลุ่มคลอแรมฟินิคอล (chloramphenicols) สารในกลุ่มน้ีประกอบด้วยอะตอม

คลอรีนและไฮดรอกซ่ีอยา่งละ 2 อะตอมจบักบั acetamide ท่ีต  าแหน่งท่ี 2 และโครงสร้างดงักล่าวจะ
ต่อกบั hydroxymethyl ท่ีต  าแหน่งท่ี 1 โดยมี nitrophenyl จบัอยู่ท่ีต  าแหน่งท่ี 4 ของ hydroxymethyl 
ด้วย ดังแสดงในตารางท่ี  1 ตัวอย่างของสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี ได้แก่  คลอแรมฟินิคอล
(chloramphenicol) และไทแอมฟินิคอล (thiamphenicol) 

 
1.1.5  กลุ่มแมกโครไลด์ (macrolides) เป็นกลุ่มของสารปฏิชีวนะ โดยประกอบดว้ยวง

แหวนแลกโตน (lactone) ขนาดใหญ่ 1 วง หรือมากกวา่นั้น และมีโครงสร้างของน ้ าตาลดีออกซีซ่ึง
โดยทัว่ไปจะเป็น cladinose และ desosamine จบัอยูก่บัวงแหวนแลกโตนท่ีต าแหน่ง 14 15 หรือ 16 
ซ่ึงแสดงในตารางท่ี 1 ตวัอย่างของสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี เช่น อิริโทรมยัซิน (erythromycin) สไป
รามยัซิน (spiramycin) ไมดีกามยัซิน (midecamycin) ร็อกซิโทรมยัซิน (roxithromycin) คลาริโทร
มยัซิน (clarithromycin) เป็นตน้ 

 
1.1.6  กลุ่มควโินโลน (quinolones) สารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีประกอบดว้ยวงแหวนหลกั 

2 วง โดยชนิดของสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีจะแตกต่างกนัไปต่ามโครงสร้างของสารท่ีเขา้มาจบักบัวง
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แหวนหลกั ยกตวัอยา่งเช่น ฟลูออโรควิโนโลน (fluoroquinolones) ซ่ึงมีอะตอมฟลูออรีน (florine) 
เขา้มาจบักบัวงแหวนหลกับริเวณอะตอมคาร์บอนต าแหน่งท่ี 6 หรือ 7 และตวัอยา่งสารปฎิชีวนะใน
กลุ่มน้ี เช่น กรดนาลิดิซิก (nalidixic acid)  นอร์ฟลอกซาซิน (norfloxacin)  ออฟลอกซาซิน 
(ofloxacin)  ไซโปรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin)  พีฟลอกซาซิน (pefloxacin)  ฟลีรอกซาซิน 
(fleroxacin) เป็นตน้ โดยตวัอย่างโครงสร้างของสารปฏิชีวนะท่ีจ าแนกตามโครงสร้างตามเคมีใน
กลุ่มน้ี แสดงในตารางท่ี 1 

 
1.1.7  กลุ่มอ่ืนๆ (miscellaneous) เป็นสารปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงมีโครงสร้างแตกต่าง

จากกลุ่มของสารปฏิชีวนะท่ีกล่าวมาในขา้งตน้ โดยตวัอยา่งสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี เช่น คลินดามยั
ซิน  ( clindamycin)  ลินโคมัย ซิน  ( lincomycin)  ว านโคมัย ซิน  (vancomycin)  ไรแฟมพิ ซิน 
(rifampicin) กรดฟูซิดิก (fusidic acid) บาซิทราซิน (bacitracin) โพลีมยัซิน บี (polymyxin B) โคลิ
สติน (colistin) เมโทรนิดาโซล (metronidazole) เป็นตน้ ซ่ึงตวัอย่างโครงสร้างของสารปฏิชีวนะท่ี
จ าแนกตามโครงสร้างตามเคมีในกลุ่มน้ี แสดงในตารางท่ี 1 (Kucers et al., 1997) 
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ตารางที ่1  ตวัอยา่งโครงสร้างของสารปฏิชีวนะท่ีจ าแนกตามโครงสร้างทางเคมีของสารปฏิชีวนะ 
 
กลุ่มของสารปฏิชีวนะ ตวัอยา่งโครงสร้างสารปฏิชีวนะ ตวัอยา่งสารปฏิชีวนะ 

 
beta-lactams 

 

 
(penicillin) 

 
penicillin  cephalosporin  
monobactam  carbapenem 

 

aminoglycosides 

 

 
(streptomycin) 

 

streptomycin neomycin  

gentamicin  

amikacin 

 

tetracyclines 

 

 
(tetracycline) 

 

tetracycline oxytetracycline  

minocycline  doxycycline 

 

chloramphenicols 

 

 
(chloramphenicol) 

 

chloramphenicol  

thiamphenicol 

macrolides 

 
(erythromycin) 

erythromycin  spiramycin  

midecamycin  

roxithromycin  

clarithromycin 
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ตารางที ่1  (ต่อ) 
 
กลุ่มของสารปฏิชีวนะ ตวัอยา่งโครงสร้างสารปฏิชีวนะ ตวัอยา่งสารปฏิชีวนะ 

 

quinolones 

 

 
(ciprofloxacin) 

 

nalidixic acid  norfloxacin  

ofloxacin  ciprofloxacin  

pefloxacin  

fleroxacin 

 

miscellaneous 

 

 
(clindamycin) 

 

clindamycin lincomycin  

vancomycin  rifampicin  

 polymyxin B   

colistin  

 metronidazole 

 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก Kucers et al. (1997) 
 

1.2  จ  าแนกตามผลของการออกฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะ (mode of action) ไดแ้ก่  
 

1.2.1  กลุ่มออกฤทธ์ิท าลายแบคทีเรีย (bactericidals) หมายถึง สารปฏิชีวนะกลุ่มท่ีมีผล
ท าลายแบคทีเรีย ตวัอยา่งของสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ สารปฏิชีวนะในกลุ่มเบตาแลกแตม อะมิ
โนไกลโคไซด ์และฟลูออโรควโินโลน เป็นตน้  
 

1.2.2  กลุ่มออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (bacteriostatics) เป็นสาร
ปฏิชีวนะกลุ่มท่ีมีผลเพียงยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเท่านั้น โดยทัว่ไปสารปฏิชีวนะใน
กลุ่มน้ีจึงไม่เหมาะท่ีจะใชรั้กษาโรคติดเช้ือท่ีรุนแรง หรือในคนไขท่ี้มีภาวะภูมิคุม้กนับกพร่อง หรือมี
ต าแหน่งของการติดเช้ืออยูใ่นบริเวณท่ีกลไกการก าจดัเช้ือของร่างกายเองเขา้ไปไม่ถึง เช่น ในสมอง
หรือเยือ่บุล้ินหวัใจท่ีมีการอกัเสบ ตวัอยา่งของสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ สารปฏิชีวนะในกลุ่มไม
โครไลด์ เตตราไซคลิน และคลอแรมฟินิคอล เป็นตน้ โดยสารปฏิชีวนะเหล่าน้ี ในบางภาวะอาจมี
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ผลท าลายแบคทีเรียได ้เช่น อิริโทรมยัซิน ถา้ใชใ้นปริมาณท่ีสูงกวา่ปกติ หรือคลอแรมฟินิคอล ซ่ึง
ปกติมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตส าหรับแบคทีเรียทัว่ไป แต่หากใช้ในปริมาณสูงก็จะมีผลในการ
ท าลายแบคทีเรีย Neisseria meningitidis หรือ Hemophilus influenza เป็นตน้ ในทางตรงขา้มสาร
ปฏิชีวนะท่ีจดัอยู่ในกลุ่มท าลายแบคทีเรีย ก็อาจมีผลเป็นเพียงยบัย ั้งการเจริญเติบโตส าหรับ
แบคทีเรียบางชนิดไดเ้ช่นกนั 
 

1.3  จ  าแนกตามกลไกการออกฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะ (mechanism of action) ไดแ้ก่  

 
1.3.1  กลุ่มออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล์ (inhibition of cell wall synthesis) สาร

ปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์ไดแ้ก่ สารปฏิชีวนะในกลุ่ม เบตาแลกแตม ฟอสโฟมยั
ซิน วานโคมยัซิน และ บาซิทราซิน เป็นตน้ สารปฏิชีวนะเหล่าน้ียบัย ั้งการสร้างผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียในขั้นตอนท่ีแตกต่างกนั แต่มีผลท่ีเหมือนกนัคือ ท าใหผ้นงัเซลล์ของแบคทีเรียไม่สมบูรณ์ 
ไม่สามารถทนทานต่อความกดดนัภายในเซลล์ท่ีสูงกว่าความกดดนัของสภาพแวดล้อมภายนอก
เซลล์มาก และท าให้เซลล์แตกในท่ีสุด สารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิโดยกลไกน้ีมีผลท าลายแบคทีเรีย 
และออกฤทธ์ิได้เฉพาะต่อแบคทีเรียท่ีก าลงัมีการเจริญเติบโตแบ่งตวัหรือการสร้างผนังเซลล์อยู่
เท่านั้น 
 

1.3.2   กลุ่มออกฤทธ์ิขดัขวางการท าหน้าท่ีของเยื่อหุ้มเซลล์  (inhibition of cell 
membrane function) สารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี ได้แก่ โพลีมยัซิน บี และโคลิสติน เป็นตน้ สาร
ปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีจะจบักบัเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรีย มีผลในการท าลายกลไลการควบคุมการผา่น
เขา้ออกของสารต่างๆ ผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้มีการสูญเสียโมเลกุลขนาดใหญ่และไอออนต่างๆ ท่ี
ส าคญัของเซลลอ์อกสู่ภายนอก และแบคทีเรียไม่สามารถมีชีวิตอยูต่่อไปได ้สารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี
สามารถออกฤทธ์ิไดทุ้กขณะไม่วา่แบคทีเรียจะก าลงัมีการเจริญเติบโตหรือแบ่งตวัอยูห่รือไม่ก็ตาม 

 
1.3.3  กลุ่มออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน (inhibition of protein synthesis) สาร

ปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน ไดแ้ก่สารปฏิชีวนะในกลุ่มแมกโครไลน์เตตรา
ไซคลิน คลอแรมฟินิคอล และอะมิโนไกลโคไซด์ เป็นตน้ สารปฏิชีวนะเหล่าน้ียบัย ั้งการสังเคราะห์
โปรตีนของแบคทีเรียในขั้นตอนท่ีแตกต่างกันไป เช่น อิริโทรมยัซิน ยบัย ั้งในขั้นตอนการ
สังเคราะห์ initiation complex และทรานสโลเคชนั (translocation) หรือเตตราไซคลินยบัย ั้งใน
ขั้นตอนการสังเคราะห์ aminoacyl-tRNA โดยจะเขา้ไปจบักบับริเวณรับ (acceptor site) ของ ไรโบ
โซม (ribosome) และคลอแรมฟินิคอลยบัย ั้งในขั้นตอน transpeptidation เป็นตน้ สารปฏิชีวนะท่ี
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ออกฤทธ์ิโดยกลไกน้ีโดยทัว่ไปให้ผลเพียงยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเท่านั้น ยกเวน้สาร
ปฏิชีวนะในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซดท่ี์ใหผ้ลในการท าลายแบคทีเรียเน่ืองจากสารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี
มีกลไกการออกฤทธ์ิอยา่งอ่ืนเขา้มาเก่ียวขอ้งอยูด่ว้ย 
 

1.3.4  ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์กรดนิวคลิอิก (inhibition of nucleic acid synthesis) 
สารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ ไรแฟมพิซิน (rifampicin) ฟลูออโรควิโนโลน ควิโนโลน ซ่ึงยบัย ั้ง
การสังเคราะห์อาร์เอน็เอ (RNA) หรือดีเอน็เอ (DNA) ของแบคทีเรีย เน่ืองจากกรดนิวคลิอิก (nucleic 
acid) นั้นจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรีย ดงันั้นสารปฏิชีวนะเหล่าน้ีจึงมกัจะให้ผลท าลาย
แบคทีเรีย โดยขดัขวางกระบวนการเมตาบอลิกของแบคทีเรีย เช่น สารปฏิชีวนะในกลุ่มซลัโฟนา
ไมด์ (sulfonamides) และไตรเมโทพริม (trimethoprim) ซ่ึงขดัขวางการสังเคราะห์กรดโฟลิกของ
แบคทีเรีย เป็นตน้ สารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีโดยทัว่ไปให้ผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแต่
อาจใหผ้ลท าลายแบคทีเรียไดใ้นบางสภาวะ เช่น การใชส้ารปฏิชีวนะกลุ่มซลัโฟนาไมด์ร่วมกบัไตร
เมโทรพริม เป็นตน้ 
 

1.4  จ  าแนกตามขอบเขตการออกฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะ (spectrum of action) ไดแ้ก่ 

 
1.4.1  กลุ่มออกฤทธ์ิวงกวา้ง (broad spectrum) เป็นสารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิต่อแบคมีเรีย

ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ นอกจากน้ียงัออกฤทธ์ิต่อโปรโตซัว และริกเกตเซีย ตวัอย่างสาร
ปฏิชีวนะในกลุ่มน้ี เช่น แอมพิซิลิน เตตราไซคลิน คลอแรมฟินินิคอล  และเมโทนิดาโซล 
(methronidazole) 
 

1.4.2  กลุ่มออกฤทธ์ิปานกลาง (medium spectrum) เป็นสารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิต่อ
แบคทีเรีย  แกรมบวกและแกรมลบบางชนิดเท่านั้น ไดแ้ก่ ซลัโฟนาไมด ์

 
1.4.3   กลุ่มออกฤทธ์ิวงแคบ (narrow spectrum) เป็นสารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิต่อ

แบคทีเรียบางชนิด มีฤทธ์ิจ าเพาะต่อแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ คลอกซาซิลลิน (cloxacillin) หรือมี
ฤทธ์ิจ าเพาะต่อแบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่ อะมิโนไกลโคไซด ์(Kucers et al., 1997) 
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2.  การต้านทานต่อสารปฏิชีวนะของแบคทเีรีย 

 
การตา้นทานของแบคทีเรียเกิดข้ึนจากการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม (mutation) ของ

แบคทีเรีย โดยการเปล่ียนแปลงน้ีอาจเกิดข้ึนท่ีส่วนของสารพนัธุกรรมหลกัของแบคทีเรียท่ีเรียกวา่ 
โครโมโซม (chromosome) ส่วนของโครโมโซมมีขนาดใหญ่ประกอบดว้ยยีนท่ีจะแสดงลกัษณะ
ต่างๆ ออกมามากมาย รวมทั้งการตา้นทานสารปฏิชีวนะ การพบยีนตา้นทานสารปฎิชีวนะท่ีบริเวณ
น้ีไม่มากเท่ากบัท่ีพบในส่วนของยนีนอกเหนือจากโครโมโซมซ่ึงเรียกวา่ พลาสมิด (plasmid) และท
รานสโปซอน (transposon) ซ่ึงอาจอยูบ่นโครโมโซมหรือพลาสมิด และมีขนาดเล็กกวา่โครโมโซม
มาก ยีนท่ีควบคุมการตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีอยูบ่น พลาสมิด และทรานสโปซอนของแบคทีเรีย
ชนิดหน่ึง สามารถถ่ายทอดไปยงัแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ได้ง่าย ท าให้เกิดการแพร่กระจายของยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะไดอ้ยา่งรวดเร็ว จากการศึกษาในประเทศญ่ีปุ่นในปี ค.ศ. 1980 พบว่า 97 
เปอร์เซ็นต์ของแบคทีเรียชนิด Escherichia coli ท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลสุกรมีการตา้นทานต่อสาร
ปฏิชีวนะอยา่งนอ้ย 1 ชนิดจากทั้งหมด 7 ชนิด (Hanzawa et al., 1984) และจากการศึกษาของ Cotta 
et al. (2003) พบวา่แบคทีเรียท่ีสามารถคดัเลือกไดจ้ากมูลสุกรส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ี
ใชอ้อกซิเจนในการด ารงชีวติ ประกอบดว้ยแบคทีเรียในกลุ่มคลอสตริเดียม (clostridial) ยแูบคทีเรีย 
(eubacterial) แลคโตบาซิลลสั (lactobacillus) และสเตรปโตคอคคสั (streptococcus)  
 
3.  การเกดิการต้านทานสารปฏิชีวนะ  
 

ยีนท่ีสามารถแปลรหัสโปรตีน หรือไรโบโซมอาร์เอ็นเอ ซ่ึงสามารถท าให้แบคทีเรีย
สามารถตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ เกิดข้ึนได ้2 แนวทาง คือ 
 

3.1  การต้านทานสารปฏิชีวนะท่ีเกิดจากการคดัเลือกตามธรรมชาติ (natural selection) 
แบคทีเรียจะมียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะอยูใ่นตวัตามธรรมชาติ แต่มีในจ านวนน้อยไม่ว่าจะไดรั้บ
สารปฏิชีวนะหรือไม่ แต่เม่ือแบคทีเรียดงักล่าวมีการสัมผสักบัสารปฏิชีวนะในปริมาณมากและใน
ระยะเวลาท่ีนานข้ึน สารปฏิชีวนะจะท าลายยีนส่วนท่ีไวต่อสารปฏิชีวนะให้หมดไปเหลือเพียงยีน
ส่วนท่ีตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะไว ้จึงท าใหแ้บคทีเรียมีการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะอยา่งสมบูรณ์ 

 
3.2  การต้านทานสารปฏิชีวนะท่ีเกิดจากการเหน่ียวน าให้เกิดโดยการใช้สารปฏิชีวนะ

แบคทีเรียแต่ละชนิดมีความไวต่อสารปฏิชีวนะ เม่ือใดท่ีแบคทีเรียมีโอกาสสัมผสักบัสารปฏิชีวนะ
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ในปริมาณและระยะเวลาท่ีไม่เหมาะสมพอท่ีจะท าลายแบคทีเรียได้ แบคทีเรียดงักล่าวก็จะพฒันา
และเปล่ียนแปลงยนีใหส้ามารถตา้นทานต่อการท าลายของสารปฏิชีวนะได ้
 
4.  กลไกการต้านทานสารปฏิชีวนะของแบคทเีรีย 

 
กลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะในแบคทีเรียท างานโดยการเกิดปฏิกิริยาบริเวณเป้าหมาย

ของแบคทีเรียท่ีมีความจ าเพาะ เช่น การสร้างผนังเซลล์ท่ีสามารถยบัย ั้งการผ่านเข้ามาของสาร
ปฏิชีวนะ การสังเคราะห์โปรตีน หรือการจ าลองกรดนิวคลีอิค โดยปฏิกริยาเหล่าน้ีจะส าเร็จได้ก็
ต่อเม่ือสามารถป้องกนัไม่ให้สารปฏิชีวนะเขา้ไปจบักบับริเวณเป้าหมายของแบคทีเรีย (ภาพท่ี 3) 
ส่งผลใหแ้บคทีเรียเกิดการตา้นทานสารปฏิชีวนะ การตา้นทานสารปฏิชีวนะนั้นไม่วา่จะเกิดข้ึนโดย
ธรรมชาติหรือการได้รับยีนตา้นทานมา ก็จะมีความจ าเพาะต่อกลไกการตา้นทานทางชีวเคมีดัง
แสดงตวัอยา่งในตารางท่ี 2 
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ภาพที ่3  ปฏิกริยาและกลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะของแบคทีเรีย  
 
ทีม่า: Neu (1992) 
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ตารางที ่2  กลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะและตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีมีความ

เฉพาะเจาะจงต่อสารปฏิชีวนะ 

 

Mechanism  Resistant organism  Antibiotic affected by 
bacterial resistance 

 
Antimicrobial inactivation 

    

β-lactamase  • Staphylococcus 
aureus 

• Haemophilus 
influenza 

• Enterobacteriaceae 

 • Penicillins 
• Cephalosporins 
 

Aminoglycoside 
inactivating enzymes 

 • Enterobacteriaceae  • Gentamicin 
• Tobramycin 

Altered target site     
Altered penicillin binding 
proteins 
 

 • Streptococcus 
pneumoniae 
• Methicillin-resistant  
• S. aureus 

 • Penicillin 
• Methicillin 
• Cloxacillin 

Altered DNA gyrase or 
topoisomerase 

 • S. pneumoniae 
• Enterobacteriaceae 
• Pseudomonas 
aeruginosa 

 • Ciprofloxacin 
• Levofloxacin 
• Moxifloxacin 

Decreased access to the 
target site 

    

Change in outer membrane 
proteins or porins 

 • Enterobacteriaceae 
• P. aeruginosa 

 • Gentamicin 
• Tobramycin 

Efflux pump  • S. aureus 
• streptococci 
 

 • Tetracycline 
• Clindamycin 
• Erythromycin 

 

หมายเหตุ  รวมถึงแบคทีเรีย Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp., 
Serratia spp. และ Salmonella spp. 

 
ทีม่า: Mulvey and Simor (2009) 
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5.  ยนีต้านทานสารปฏิชีวนะ 
 

จากการศึกษาและทดสอบพบวา่ แบคทีเรียท่ีเคยไวต่อสารปฏิชีวนะแลว้เกิดการตา้นทานใน
ภายหลงันั้นเป็นเพราะมีการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม ท าให้มียีนส่วนท่ีสามารถตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะข้ึน โดยยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเหล่าน้ีอาจปรากฏบนโครโมโซม หรือพลาสมิด 
(plasmid) ซ่ึงยีนบนพลาสมิดน้ีพบไดใ้นจุลินทรียบ์างชนิด และไม่มีความส าคญัต่อการด ารงชีวิต
ปกติของจุลินทรีย์ แต่อาจท าให้จุลินทรีย์แสดงคุณสมบติัพิเศษแตกต่างจากชนิดท่ีไม่มีได้ เช่น 
คุณสมบติัการตา้นทานสารปฏิชีวนะ หรือการสร้างสารพิเศษ เป็นตน้ 
 

ส าหรับยีนต้านทานสารปฏิชีวนะโดยเฉพาะของแบคทีเรีย อาจเกิดจากการกลายพนัธ์ุ  
(mutation) ของแบคทีเรียมีการเปล่ียนแปลงเกิดเป็นยีนส่วนท่ีสามารถตา้นทานสารปฏิชีวนะ หรือ
เกิดจากแบคทีเรียไดรั้บยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ (transfer of genetic information) จากแบคทีเรียท่ี
มียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะอยูก่่อนแลว้ ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีไดรั้บการถ่ายทอดมาน้ีอาจอยู่
ในรูปของดีเอ็นเปลือย (naked DNA) ฟาจ (phage) หรือ พลาสมิด แต่เน่ืองจากปัจุบนัไดพ้บพวก 
transposable element ซ่ึงเป็นช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสามารถเคล่ือนท่ีไปยงัต าแหน่งอ่ืนในส่วนต่างๆ ของ
ดีเอน็เอได ้ 

 
5.1  ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะในรูปต่างๆ 

 
5.1.1  ดีเอน็เอเปลือย (naked DNA) 

 
ยีนต้านทานสารปฏิชีวนะในรูปของดีเอ็นเอเปลือยน้ีคือ ยีนต้านทานสาร

ปฏิชีวนะในลักษณะท่ีเป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอของโครโมโซมหรือพลาสมิดท่ีอยู่อิสระนอกเซลล์
แบคทีเรีย ก่อนถูกถ่ายทอดเขา้เซลล์ตวัรับ (recipient) เม่ือดีเอ็นเอดงักล่าวเขา้ไปในแบคทีเรียจะ
สามารถสอดแทรกรวมตวัเขา้ไปในดีเอ็นเอของแบคท่ีเรียได้ แต่การจะเกิดปรากฏการณ์ดงักล่าว 
การเรียงตวัของเบสในดีเอน็เอจะตอ้งมีความคลา้ยคลึงกนักบัของ insertion sequence เพื่อให้ดีเอ็นเอ
ใหม่จะสามารถเขา้ไปแทนท่ี และแลกเปล่ียนกบัดีเอน็เอเดิมของแบคทีเรียได ้
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5.1.2  ฟาจ (phage) 
 

ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะในรูปของดีเอน็เอในฟาจ คือยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ
ในลักษณะท่ีเป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอของโครโมโซม พลาสมิด หรือพลาสมิดขนาดเล็ก ก่อนถูก
ถ่ายทอดเขา้สู่เซลล์ตวัรับ ซ่ึงจะถูกห่อหุ้มอยูภ่ายในตวัไวรัสของแบคทีเรีย เรียกวา่ เบคเทอริโอฟาจ 
(bacteriophage) หรือฟาจไวรัสดงักล่าวจะมี 2 ชนิดคือไวรูเลนฟาจ (virulent phage) และเทมเพอ
เรทฟาจ (temperate phage) ไวรัสชนิดหลงัจะเป็นชนิดส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการถ่ายทอดยีน ทั้งน้ี
เพราะยีนของเทมเพอเรทฟาจหรือยีนของแบคทีเรียท่ีบงัเอิญถูกห่อหุ้มอยู่ภายในไวรัสชนิดน้ี จะ
สามารถสอดแทรกเขา้ไปในดีเอ็นเอของแบคทีเรีย และเรียกช่ือใหม่วา่ โปรฟาจ (prophage) ซ่ึงท า
หนา้ท่ีเสมือนเป็นยนีของแบคทีเรียนั้นได ้กล่าวคือสามารถแบ่งตวัไปพร้อมกบัยีนเดิมของแบคทีเรีย
ท่ีฟาจเขา้ไปสอดแทรก โดยไม่ท าให้เกิดอนัตรายต่อแบคทีเรียนั้น อย่างไรก็ตามเม่ือมีส่ิงเร้ามา
กระตุน้ เช่น แสงอลัตราไวโอเลต (ultraviolet) โปรฟาจก็จะแยกตวัออกจากดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 
และเร่ิมต้นสร้างส่วนประกอบของไวรัส คือ ดีเอ็นเอ และโปรตีนต่างๆ ของไวรัส โดยยบัย ั้ง
ส่วนประกอบต่างๆ ของแบคทีเรีย ภายหลงัจากนั้นดีเอ็นเอและโปรตีนเหล่าน้ีจะประกอบเป็นตวั
ไวรัสในลกัษณะของโปรตีนหุ้มดีเอ็นเอ เม่ือไวรัสเพิ่มจ านวนจนถึงขนาดหน่ึง ก็จะท าให้เซลล์ของ
แบคทีเรียแตกได้เช่นเดียวกับไวรัสชนิดไวรูเลนฟาจ และไวรัสสมบูรณ์ท่ีถูกปล่อยออกมาจะ
สามารถเขา้ไปในเซลลข์องแบคทีเรียใหม่ต่อไป 
 

5.1.3  พลาสมิด (plasmid) 
 

ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีอยูบ่นพลาสมิด ซ่ึงมกัพบอยูอ่ยา่งอิสระ และแบ่งตวั
ภายในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) แต่ก็มีชนิดท่ีเขา้ไปอยูเ่ป็นส่วนหน่ึงของโครโมโซมและแบ่งตวั
ไปพร้อมกบัโครโมโซม ในเซลล์หน่ึงๆ อาจมีเพียง 1 พลาสมิดหรือหลายพลาสมิด การถ่ายทอดยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะในรูปของพลาสมิดจากแบคทีเรียชนิดหน่ึงไปยงัแบคทีเรียอีกชนิดหน่ึง 
อาจจะอยู่ในรูปของดีเอ็นเอเปลือย ฟาจ หรือถูกขนถ่ายในลักษณะท่ีเป็นพลาสมิดทั้ งหมด 
กระบวนการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการถ่ายทอดยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะแบบหลงัน้ี เรียกวา่ คอนจูเกชัน 
(conjugation) ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัชนิดของพลาสมิด ซ่ึงพลาสมิดแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ คอนจูเก
ทีฟพลาสมิด (conjugative plasmid) หรือทรานสเฟอราเบิลพลาสมิด (transferable plasmid) และ
นอนคอนจูเกทีฟพลาสมิด (nonconjugative plasmid) พลาสมิดชนิดแรกจะถูกขนถ่ายด้วย
กระบวนการคอนจูเกชนัอยา่งเด่นชดั เพราะมียีนส่วนท่ีสามารถสร้างเซ็กส์พิไล (sex pili) ท่ีใชเ้พื่อ
การคอนจูเกชนั ขณะท่ีพลาสมิดชนิดหลงัจะไม่มียีนส่วนน้ี แต่อาจจะถูกขนถ่ายดว้ยกระบวนการ
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ลักษณะน้ีได้ด้วยกลไกอ่ืนท่ีไม่ใช้เซ็กส์พิไล พลาสมิดท่ีมียีนตานทานสารปฏิชีวนะ เรียกว่า 
resistance plasmid (R-plasmid หรือ R-factor) 
 

5.1.4  ดีเอน็เอท่ีสามารถเคล่ือนท่ีไปยงัต าแหน่งอ่ืนในจีโนมได ้(transposable element) 
 

ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะในรูปของดีเอ็นเอท่ีสามารถเคล่ือนท่ีไปยงัต าแหน่ง
อ่ืนในจีโนม (genome) หรือท่ีเรียกวา่ ทรานสโปซอน (transposon) คือ ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะใน
ลกัษณะท่ีเป็นช้ินส่วนของดีเอ็นเอ ซ่ึงอาจถูกขนถ่ายมาจากเช้ืออ่ืนในรูปแบบต่างๆ ดงัท่ีกล่าวใน
ขา้งตน้ แต่จะมีโครงสร้างและลกัษณะอ่ืนๆ ต่างออกไป โดยทัว่ไปการสอดแทรกช้ินส่วนของดีเอ็น
เอเดิมเขา้ไปในดีเอ็นเอใหม่ได้นั้น ดีเอ็นเอของดีเอ็นเอเดิมและดีเอ็นเอใหม่จ  าเป็นจะตอ้งมีความ
คลา้ยคลึงกนั ทั้งน้ีเพราะการแลกเปล่ียนดงักล่าวถูกควบคุมดว้ยเอนไซม ์GTPase จากยีน เรคเอ (rac 
A) ของแบคทีเรียท่ีไดรั้บยีน ซ่ึงจะก าหนดการแลกเปล่ียนและแทนท่ีเม่ือมีการเรียงตวัของเบสในดี
เอ็นเอท่ีเขา้มาใหม่ และดีเอ็นเอเดิมใกลเ้คียงกนั แต่ส าหรับทรานสโปซอนเป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ี
เคล่ือนท่ีไดเ้องอยา่งอิสระ และสามารถสอดแทรกเขา้ไปในบริเวณต่างๆ ของดีเอ็นเอได้ แมบ้ริเวณ
นั้นไม่มีการเรียงตวัของ  ดีเอ็นเอท่ีคลา้ยคลึงกนั ทั้งน้ีเพราะทรานสโปซอน มียีนท่ีสร้างเอนไซม ์
ทรานสโปเซส (transposase) ซ่ึงช่วยในการเขา้สอดแทรก เอนไซมด์งักล่าวสามารถช่วยในการตดั
และเช่ือมดีเอ็นเอท่ีเป็นเป้าหมายกบัช้ินส่วนของทรานสโปซอน อย่างไรก็ตามการท างานของ
เอนไซม์น้ีจะคดัเลือกและตดับริเวณท่ีเหมาะสม การสอดแทรกของทรานสโปซอนจ าเป็นตอ้งมี
บริเวณจดจ า (recognition site) โดยพบว่า คือเบสท่ีส่วนปลายของช้ินส่วนดีเอ็นเอ และเม่ือดูการ
จดัเรียงตวัของเบสเหล่าน้ีจะเห็นว่ามีความเหมือนกนัในสายดีเอ็นเอทั้งคู่ท่ีอยู่กลบัขา้งกนั ซ่ึงเป็น
คุณสมบติัของทรานสโปซอนอีกอยา่งท่ีต่างจากดีเอน็เอทัว่ไป 
 

กรณีทรานสโปซอนเป็นยีนบนพลาสมิด เม่ือเคล่ือนท่ีเขา้ใกลโ้ครโมโซม ยีน

ดงักล่าวสามารถแทรกเขา้ไป และท าใหย้นีอ่ืนบนพลาสมิดรวมกนัเป็นหน่วยเดียวกบัโครโมโซมได ้

จะเห็นว่ายีนต้านทานสารปฏิชีวนะไม่ว่าจะเป็นรูปแบบใด สุดท้ายจะเป็นยีนท่ีปรากฏอยู่บน

โครโมโซม หรือบน พลาสมิดเท่านั้น เม่ือแบคทีเรียมียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะจะท าให้แบคทีเรีย

นั้นมีคุณสมบติัพิเศษต่างจากแบคทีเรียเดิมท่ีไวต่อสารปฏิชีวนะ จึงท าให้ตา้นฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะ

ท่ีเคยใชอ้ยา่งไดผ้ล 
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5.1.5  การตา้นทานท่ีเกิดจากการกลายพนัธ์ุของแบคทีเรีย 
 

(1)  การกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนเอง 
 

แบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะจากการกลายพนัธ์ุสามารถเกิดข้ึนได้เอง
ตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) คือการเปล่ียนแปลงของเบสภายในยีนบนดีเอ็นเอ ไม่
จ  าเป็นตอ้งมีสารปฏิชีวนะมาเหน่ียวน า การเปล่ียนแปลงน้ีสามารถเกิดข้ึนไดแ้มว้า่แบคทีเรียไม่เคย
สัมผสัสารปฏิชีวนะมาก่อน แต่สารปฏิชีวนะจะเขา้มามีบทบาทในการเป็นตวัคดัเลือกให้แบคทีเรีย
ตา้นทานสารปฏิชีวนะแสดงตวัเด่นชดัข้ึน แบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีเกิดจากการกลายพนัธ์ุ
มีความถ่ีการเกิดข้ึน 1 เซลล์แบคทีเรียต่อจ านวนประชากรแบคทีเรียประมาณ 107-109 เซลล์ ดงันั้น
การตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะหลายชนิดพร้อมกนัดว้ยวิธีการกลายพนัธ์ุจึงเกิดข้ึนค่อนขา้งยาก เช่น 
ถา้แบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะ 2 ชนิดพร้อมกนั จ าเป็นตอ้งมีประชากรแบคทีเรียทั้งหมด 1014-
1018 เซลล ์จึงจะมีแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัสามารถตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ 2 ชนิดพร้อมกนัเพียง 1 
เซลลเ์ท่านั้น แบคทีเรียท่ีกลายพนัธ์ุไปจากแบคทีเรียดั้งเดิมเรียกวา่ mutant 

 
(2)  การด้ือยาท่ีเกิดจากการขนถ่ายยนี 

 
แบคทีเรียต้านทานสารปฏิชีวนะซ่ึงเกิดจากการได้รับยีนหรือดีเอ็นเอ

ตา้นทานสารปฏิชีวนะจากแบคทีเรียอ่ืน อาจดว้ยกระบวนการทรานสฟอร์มเมชนั (transformation) 
ทรานสดกัชนั (transduction) หรือคอนจูเกชนั (conjugation) กระบวนการทั้งหมดน้ีส่วนใหญ่จะพบ
ในแบคทีเรีย 

 
(2.1)  ทรานสฟอร์มเมชนั (transformation) 

 
เป็นกระบวนการถ่ายทอดยีนท่ีไม่มีอะไรห่อหุ้ม จากแบคทีเรียตวัให้

ไปยงัแบคทีเรียตวัรับ (ภาพท่ี 4) ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะในรูปของดีเอน็เอเปลือย จึงเป็นชนิดท่ีถูก
ถ่ายทอดดว้ยกระบวนการน้ี ซ่ึงดีเอ็นเอท่ีถูกถ่ายโอนโดยไม่มีสารมาเหน่ียวน า ดงันั้นดีเอ็นเอเปลือย
ดงักล่าวจะตอ้งเป็นดีเอ็นเอเปลือยท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลไม่สูงมาก โดยทัว่ไปประมาณ 3×105-3×107

ดาลตนั (dalton) ดงันั้นจะมียนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเพียง 1-2 ชนิดเท่านั้นท่ีสามารถถูกถ่ายโอนได้
ในคร้ังเดียว โดยแบคทีเรียท่ีไดรั้บยนีโดยกระบวนการน้ีจะเรียกวา่ transformant 
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ในกระบวนการทรานสฟอร์มเมชนั แบคทีเรียท่ีสามารถรับยีนเขา้มา
ไดจ้ะตอ้งอยูใ่นภาวะท่ีพร้อมจะยอมรับดีเอน็เอใหม่ (competent cell) เช่น เป็นแบคทีเรียในระยะท่ีมี
การสังเคราะห์ผนงัเซลล์ กระบวนการทรานสฟอร์มเมชนัเกิดข้ึนไดท้ั้งในแบคทีเรียแกรมบวกและ
แบคทีเรียแกรมลบ เพียงแต่แบคทีเรียตวัให้และแบคทีเรียตวัรับจะตอ้งมียีนท่ีคลา้ยคลึงกนั โดยควร
อยูใ่นสกุลเดียวกนั (genus) หรือใกลเ้คียงกนั ทั้งน้ีเน่ืองจากดีเอน็เอท่ีรับเขา้มาใหม่จะเกิดการรวมตวั
กบัดีเอ็นเอของแบคทีเรียตวัรับไดน้ั้น บริเวณท่ีสอดแทรกจะตอ้งมีการเรียงตวัของเบสใกลเ้คียงกนั 
เวน้แต่ยีนนั้นเป็นทรานสโปซอน ส าหรับการตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีเกิดจากกระบวนการทรานส
ฟอร์มเมชนัส่วนใหญ่จะพบในแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Streptococcus 
 

(2.2)  ทรานสดกัชนั (transduction) 
 

เป็นกระบวนการถ่ายโอนยีนโดยอาศัยไวรัสเป็นตัวน าพาจาก
แบคทีเรียตวัให้ไปยงัแบคทีเรียตวัรับ ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะในรูปของดีเอ็นเอในฟาจเลยถูก
ถ่ายทอดโดยวิธีน้ี (ภาพท่ี 5) ดีเอ็นเอท่ีถูกถ่ายทอดมีขนาดไม่ใหญ่มากและมกัจะมีขนาดคงท่ี 
เน่ืองจากตอ้งจ ากดัอยูภ่ายในของเปลือกหุ้มไวรัส โดยทัว่ไปจะมียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเพียง 1-2 
ชนิดเท่านั้นท่ีจะถูกถ่ายทอดไดใ้นคร้ังเดียวกนั แบคทีเรียท่ีไดรั้บยีนโดยกระบวนการน้ีจะเรียกว่า 
transductant ส าหรับกระบวนการทรานสดกัชนั พบเกิดข้ึนทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและ แกรมลบ แต่
จะตอ้งเป็นแบคทีเรียชนิดท่ีไวรัสสามารถเขา้ไปอาศยัและเจริญอยูไ่ด ้ซ่ึงมกัจะเป็นแบคทีเรียในสกุล
เดียวกันหรือใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตาม กระบวนการน้ีมีความส าคญัในการแพร่กระจายการ
ตา้นทานสารปฏิชีวนะในแบคทีเรียแกรมบวกมากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ เช่น การตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะของ Staphylococcus aureus 

 
(2.3)  คอนจูเกชนั (conjugation) 

 
เป็นกระบวนการถ่ายโอนยีนจากแบคทีเรียตัวให้ไปยงัแบคทีเรีย

ตวัรับโดยผา่น pili ซ่ึงเป็นตวัเช่ือมระหวา่งเซลล์แบคทีเรีย (ภาพท่ี 6) ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะใน
รูปของพลาสมิด หรืออาร์พลาสมิด (R-plasmid) ชนิดคอนจูเกทีฟพลาสมิดจึงเป็นชนิดท่ีถูกถ่ายทอด
ดว้ยกระบวนการน้ี ดงัท่ีกล่าวในขา้งตน้ว่าคอนจูเกทีฟอาร์พลาสมิด (conjugative R-plasmid) 
นอกจากจะมียนี resistance determinant ท่ีควบคุมการส่งยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะ และยีนท่ีควบคุม
การแสดงออกของคุณสมบัติอ่ืนๆ แล้วยงัมีปัจจัยท่ีควบคุมการส่งยีนต้านทานสารปฏิชีวนะ 
(resistance transfer factor หรือ RTF) เรียกวา่ tra gene ซ่ึงยีนประเภทดงักล่าวสามารถก าหนดให้
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เซลล์แบคทีเรียสร้างพิไลเพื่อให้พลาสมิดผา่นไปยงัเซลล์ของแบคทีเรียอีกตวัหน่ึง การถ่ายทอดยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะดว้ยกระบวนการน้ีทั้งแบคทีเรียตวัให้และแบคทีเรียตวัรับจะตอ้งมีคุณสมบติั
ในการตา้นทานสารปฏิชีวนะ ซ่ึงแตกต่างจากกระบวนการทรานสฟอร์มเมชนั และทรานสดกัชนั 
โดยสองกระบวนการหลงัเซลลแ์บคทีเรียผูใ้หจ้ะตอ้งแตกก่อนจึงจะมีการปล่อยยนีออกมา แบคทีเรีย
ตวัรับยนีดว้ยกระบวนการคอนจูเกชนั เรียกวา่ conjugant 
 

R-plasmid มีขนาดตั้งแต่เล็กถึงใหญ่ ประมาณ 4×107 ถึง 2×108 ดาล
ตนั จึงอาจมียีนควบคุมการด้ือยาตั้งแต่ 1 ชนิดถึงมากกวา่ 10 ชนิด และยีนเหล่าน้ีก็สามารถถูกขน
ถ่ายไปยงัตวัรับในเวลาเดียวกนั ดว้ยเหตุน้ีกระบวนการคอนจูเกชนัจึงมีความส าคญัในการถ่ายทอด
ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะหลายชนิดพร้อมกนั แบคทีเรียท่ีมีอาร์พลาสมิดอยูแ่ลว้อาจมียีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะปรากฏอยู่บนโครโมโซมได้เช่นกัน ส าหรับทรานสเฟอราเบิลอาร์พลาสมิด 
(transferable R-plasmid) ส่วนใหญ่จะพบในแบคทีเรียแกรมลบท่ีมีรูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) แต่ก็
สามารถพบไดใ้นแบคทีเรียแกรมลบท่ีมีรูปร่างกลม (cocci shape) เช่น Neisseria gonorrhoeae หรือ
ในแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Streptococcus และ Clostridium perfringens (อา้งตาม มาลิน, 2540) 

 
 



21 

 

 
 

ภาพที ่4  กระบวนการทรานสฟอร์มเมชนัของแบคทีเรีย 
 
ทีม่า: Prescott (2002) 
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ภาพที ่5  กระบวนการทรานสดกัชนัของแบคทีเรีย 
 
ทีม่า: Prescott (2002) 
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ภาพที่ 6  กระบวนการคอนจูเกชนัของแบคทีเรียภายใตก้ารควบคุมของยีนท่ีอยูใ่นมินิโครโมโซม 
(minichromosome) ท่ีเรียกวา่ เอฟแฟกเตอร์ (F factor) 

 
ทีม่า: Prescott (2002) 
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6.  การใช้สารปฏิชีวนะในการเกษตร 
 

ในปัจจุบนัการใช้สารปฏิชีวนะในการเกษตรนั้นเป็นท่ีน่าวิตกกงัวลเก่ียวกบัการเหน่ียวน า
ใหเ้กิดการแพร่กระจายของแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะ จากภาพท่ี 7 ซ่ึงแสดงถึงความสัมพนัธ์
เก่ียวกบัการเกษตรท่ีมีการใชส้ารปฏิชีวนะส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของแบคทีเรียตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะสู่ส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงผลท่ีตามมาก็คือเกิดผลกระทบต่อห่วงโซ่อาหาร และสุขภาพของมนุษย ์
ในปัจจุบนัมีการใชส้ารปฏิชีวนะในจ านวนมาก และหากคิดเป็นจ านวนคร้ังของการใชส้ารปฏิชีวนะ
ต่อปีมีการใชส้ารปฏิชีวนะในสัตวม์ากถึง 100-1000 คร้ัง ซ่ึงจ านวนคร้ังดงักล่าวนั้นหมายถึงการใช้
สารปฏิชีวนะปริมาณมากในประชากรมนุษยด์ว้ยเช่นกนั (Feinmen, 1998; Witte, 1998; Levy, 
1998) นอกจากน้ีสารปฏิชีวนะยงัใช้ในการพ่นใส่พืชผลโดยเฉพาะอย่างยิ่งในไมผ้ลเพื่อท าลาย
แบคทีเรียบนผิวผลไมอี้กดว้ย (Chadwick and Goode, 1997; US Office of Technology Assessment, 
1995) จากท่ีกล่าวมาจะเห็นไดว้า่มนุษยมี์โอกาสไดรั้บสารปฏิชีวนะเขา้สู่ร่างกายไดเ้สมอทั้งทางตรง
และทางออ้ม 

 
การใช้สารปฏิชีวนะโดยมีวตัถุประสงค์เพื่อยบัย ั้งการเขา้ท าลายของแบคเรียก่อโรค กบั

มนุษย ์สัตว ์และพืช ท าให้เกิดแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะ จากรายงานของ Hartmann et al., 
(1999) พบวา่ในปี ค.ศ. 1963 Salmonella typhimurium ท่ีแยกไดจ้ากคอกเล้ียงสัตวมี์การเพิ่มระดบั
การตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะในช่วงระยะเวลา 3 ปี ทั้งน้ีประมาณ 90 เปอร์เซ็นตข์องสารปฏิชีวนะท่ี
ใช้ในการปศุสัตวนิ์ยมใช้เพื่อกระตุน้การเจริญเติบโต การป้องกนั และรักษาโรค (Chadwick and 
Goode, 1997; U.S. Office of Technology Assessment, 1995) ในปี ค.ศ. 1950 ส านกังาน
คณะกรรมการการประเมินเทคโนโลยี ประเทศสหรัฐอเมริกา มีการก าหนดปริมาณการใช้สาร
ปฏิชีวนะในอาหารสัตว ์(5-10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) เพื่อควบคุมปริมาณการใชส้ารปฏิชีวนะท่ีมาก
เกินความจ าเป็น แต่หลงัจากนั้นก็มีการใช้สารปฏิชีวนะเพิ่มข้ึน 10-20 เท่า จากปริมาณท่ีก าหนด 
(Levy, 1992; Tenover and McGowan, 1996) มีการเติมสารปฏิชีวนะในความเขม้ขน้ต ่าในอาหาร
เพื่อช่วยเพิ่มพลงังานและเสริมสร้างเน้ือ และนม ในววั แพะ และแกะ เช่นมีการเติม บาซิทราซิน 
คลอเตตราไซคลิน หรืออิริโทรมยัซิน ปริมาณ 35-100 มิลลิกรัมต่อตวัต่อวนั หรือเติมไทโลซิน 
(tylosin) หรือนีโอมยัซิน (neomycin) ปริมาณ 7-140 กรัมต่อ 1 กิโลกรัมอาหาร และมีการเติมบาซิท
ราซิน คลอเตตราไซคลิน อิริโทรมยัซิน ลินโคมยัซิน (lincomycin) นีโอมยัซิน ออกซีเตตราไซคลิน 
เพนนิซิลลิน สเตรปโตมยัซิน ไทโลซิน หรือเวอร์จิเนียมยัซิน (verginiamycin) ในอาหารเพื่อกระตุน้
การเจริญเติบโตของสุกร (Gillespie, 1997) การใชส้ารปฏิชีวนะในปริมาณนอ้ยสามารถช่วยกระตุน้
แบคทีเรียให้เกิดการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ และในบางคร้ังก็มีการให้สารปฏิชีวนะมากเกินกว่า
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ปริมาณท่ีสัตวต์อ้งการ จากการตรวจสอบอาหารสุกรจ านวน 3328 ตวัอยา่ง โดย U.S. National 
Swine Survey พบวา่ มากกว่า 25 เปอร์เซ็นต์ของจ านวนตวัอย่างอาหารทั้งหมดมีการเติมสาร
ปฏิชีวนะในระดบัท่ีเกินกวา่ความตอ้งการของสุกร (Dewey et al.,1997) 
 

 
 
ภาพที ่7  วฏัจกัรการท าการเกษตรท่ีมีการใชส้ารปฏิชีวนะ 
 
ทีม่า: George (1998) 
 
7.  สารปฏิชีวนะเตตราไซคลนิในการเกษตร 

 
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีการใชก้นัมากถึง 6.3 ลา้นกิโลกรัมต่อปี ซ่ึงนิยมใชใ้นการเล้ียง

สัตวโ์ดยผสมในอาหารเพื่อกระตุน้การเจริญเติบโต ป้องกนัและรักษาโรคติดเช้ือในสัตว ์สุกญัญา 
และคณะ (2541) พบว่ามีการใชส้ารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโต ป้องกนั 
และรักษาโรคในการเล้ียงสุกร สอดคลอ้งกบั เพชรรัตน์ และคณะ (2549) ซ่ึงตรวจพบยาคลอเตตรา
ไซคลินและยาออกซีเตตราไซคลินในอาหารสุกร จากการส ารวจพื้นท่ีจงัหวดักาญจนบุรี นครปฐม 
ราชบุรี เพชรบุรี โดยในจงัหวดันครปฐมตรวจพบยาคลอเตตราไซคลิน และยาออกซีเตตราไซคลิน
ในอาหารสุกร มากท่ีสุดถึง 81 เปอร์เซ็นต ์และ 6 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณยาท่ีพบทั้งหมดตามล าดบั 
Roderick et al. (2006) พบวา่ในปี ค.ศ. 2001 มากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต ์ของอุตสาหกรรมการผลิตสุกร
ในประเทศสหรัฐอเมริกามีการใชส้ารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเพื่อ กระตุน้การเจริญเติบโตของสุกร
ตลอดการผลิต และประมาณ 75 เปอร์เซ็นตข์องสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินดงักล่าวจะไม่ดูดซึมใน
ร่างกายสัตว ์แต่จะถูกปลดปล่อยออกมาพร้อมกบัมูลและปัสสาวะ นอกจากน้ียงัพบว่าการดูดซึม
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ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจะมีค่าประมาณ 60-90 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณทั้งหมดในระบบ
ทางเดินอาหาร และส่วนท่ีเหลือจะขบัถ่ายสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินออกมาพร้อมกับมูลและ
ปัสสาวะ (Sengelov et al., 2003) ซ่ึงสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีตกคา้งในมูลสัตวแ์มจ้ะมีความ
เขม้ขน้น้อย แต่ก็ยงัอยู่ในรูปท่ีสามารถออกฤทธ์ิต่อแบคทีเรียได ้และถา้หากจุลินทรียไ์ดรั้บอย่าง
ต่อเน่ืองเป็นเวลานานจะส่งผลใหแ้บคทีเรียเกิดการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน (Pioletti 
et al., 2001) อีกทั้งมูลสัตวท่ี์มีการตกคา้งของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเม่ือมีการใส่ลงสู่ดินจะ
ส่งผลต่อการแพร่กระจายของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินอีกดว้ย (Yvonne et al., 2006) 
ดว้ยเหตุน้ีจึงท าให้เกิดความกงัวลเก่ียวกบัการใชส้ารปฏิชีวนะในการเกษตรอนัจะส่งผลกระทบใน
การส่งเสริมการตา้นทานสารปฏิชีวนะของจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคในคนและสัตว ์

 
8.  แบคทเีรียในมูลสัตว์และการอยู่รอดของแบคทเีรียในมูลสัตว์ 
 

การอยูร่อดและการกระจายตวัของแบคทีเรียจากมูลสัตวสู่์ส่ิงแวดลอ้มนั้นข้ึนอยูก่บัจ  านวน
ของแบคทีเรียท่ีมีอยูใ่นมูลสัตว ์โดยหลงัจากท่ีเกษตรกรใส่มูลสัตวล์งในดิน แบคทีเรียจากมูลสัตว์
จะปนเป้ือนในดินและด ารงชีวิตไดโ้ดยอาศยั สมบติัทางกายภาพ และเคมีของดิน จากรายงานของ 
The Ontario Farm Groundwater Quality Survey เก่ียวกบัฟาร์มเกษตรกรท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูลสัตว ์
พบวา่แบคทีเรียท่ีพบในมูลสัตวซ่ึ์งใชเ้ป็นปุ๋ยภายในฟาร์มดงักล่าว เป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกบัท่ีพบ
ในส าไส้ของสัตว ์โดยส่วนใหญ่จะเป็นแบคทีเรีย Streptococcus และ Salmonella spp. (Goss et al., 
1998) โดยความหลากหลายของชนิดและจ านวนของแบคทีเรียในมูลสัตวข้ึ์นอยูก่บัชนิดของสัตว์
และอายุของสัตว ์ วสัดุรองพื้นคอก วิธีการเก็บรักษา และระยะเวลาในการเก็บมูลสัตว ์แสดงใน
ตารางท่ี 3 (Lachica, 1990; Nodar et al., 1992) แบคทีเรียในมูลสัตวส์ามารถอยูร่อดในมูลสัตวอ์ยา่ง
นอ้ยท่ีสุด 6 วนั (Fenlon et al., 2000) ส่วนในส่ิงแวดลอ้มท่ีเอ้ืออ านวยต่อการอยูอ่าศยั แบคทีเรีย
ตา้นทานสารปฏิชีวนะพวก E. coli และ Streptococcus faecalis ยงัคงพบจ านวนมากในช่วง
ระยะเวลาอยา่งนอ้ย 32 วนั ภายใตส้ภาพดินท่ีอ่ิมตวัดว้ยน ้ า (Hagedorn et al., 1978) นอกจากน้ียงัมี
งานวิจยัท่ีแสดงให้เห็นวา่ Escherichia coli และ Enteroccocus spp. จากมูลสุกรอาจจะสามารถอยู่
รอดได้ในมูลสุกรด้วยระยะเวลาท่ียาวนานถึง 40–68 วนั หลงัจากมีการใส่มูลสัตวล์งไปในดิน 
(Shrestha et al., 1997; Cools, 2001) อตัราการอยูร่อดของแบคทีเรียในดินนั้นข้ึนอยูก่บั ชนิดของ
แบคทีเรีย และวิธีการใส่มูลสัตวล์งสู่ดิน (Ruprich, 1994) ระหวา่งการเก็บรักษามูลสัตวก่์อนใส่ลง
ไปในดินนั้นในช่วงแรกแบคทีเรียจะลดจ านวนลงอยา่งรวดเร็ว และหลงัจากนั้นก็จะเพิ่มจ านวนมาก
ข้ึน บางชนิดอาจจะเพิ่มจ านวนมากข้ึนจากเดิมถึง 5 เท่า ภายในเวลา 14 สัปดาห์ (Nodar et al., 1992) 
นอกจากน้ีความแตกต่างระหว่างอุณหภูมิระหว่างภายในและภายนอกกองมูลสัตวก์็ส่งผลการอยู่
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รอดของแบคทีเรียแตกต่างกนัอีกดว้ย โดยแบคทีเรียภายนอกกองมูลจะมีอตัราการอยูร่อดมากกว่า 
เน่ืองจากอุณหภมิูภายนอกกองมูลสัตวไ์ม่สูงมากเม่ือเทียบกบัอุณหภูมิภายในกองมูลสัตว ์แบคทีเรีย
บริเวณภายนอกกองมูลสัตว์ซ่ึงมีอัตราการอยู่รอดมากกว่าจึงเป็นกลุ่มส าคัญท่ีท าให้เกิดการ
แพร่กระจายของแบคทีเรียสู่ส่ิงแวดลอ้ม (Sutton, 1983) แบคทีเรียก่อโรคซ่ึงพบในมูลสุกรและมูล
ไก่มากกว่าในมูลววั เน่ืองจากมูลสุกรและมูลไก่มีลกัษณะท่ีเหลวกว่ามูลววั แบคทีเรียจึงสามารถ
เคล่ือนท่ีไดดี้ และมีแนวโนม้ท าให้เกิดการปนเป้ือนในส่ิงแวดลอ้มไดม้ากกวา่ วิธีการใส่มูลสัตวล์ง
สู่ดินนั้นข้ึนอยูก่บั ลกัษณะของมูลสัตว ์ชนิดของดิน และชนิดของพืชปลูก (Goss et al., 2002) เม่ือ
ใส่มูลสัตวล์งไปในดิน แบคทีเรียท่ีตกคา้งอยูบ่ริเวณผวิหนา้ดินจะถูกท าลายโดยรังสีอลัตราไวโอเล็ต
จากดวงอาทิตย ์ในอีกทางหน่ึงการใส่ปุ๋ยมูลสัตวล์งสู่ดินนั้นนบัว่าเป็นการเพิ่มความเป็นไปไดข้อง
แบคทีเรียท่ีจะสามารถด ารงอยูไ่ดโ้ดยการถูกดูดซบัโดยอนุภาคดิน (Patni et al., 1985) การไถพรวน
ดินโดยทัว่ไปอาจจะส่งผลต่อสภาพดิน ซ่ึงเป็นท่ีอยู่อาศยัของแบคทีเรีย เช่น กิจกรรมทางชีวภาพ 
กิจกรรมทางชีวภาพบนผวิหนา้ดินท่ีไม่มีการไถพรวนจะเกิดข้ึนไดดี้กวา่ในดินท่ีมีการไถพรวน นัน่
หมายถึงการไม่ไถพรวนท าให้มีสภาพการอยูร่อดของแบคทีเรียดั้งเดิมไดดี้กว่า (Levanon et al., 
1994) นอกจากน้ียงัพบวา่การใส่มูลสัตวล์งไปในดินนั้นยงัเป็นการเพิ่มแหล่งพลงังาน และแหล่งแร่
ธาตุเพื่อส่งเสริมกิจกรรมทางชีวภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ่งธาตุอาหารในมูลสัตว์ เช่น ไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม โซเดียม แมกนีเซียม แคลเซียม สังกะสี และทองแดง ธาตุอาหารในดิน
เหล่าน้ียงัเป็นแหล่งอาหารของแบคทีเรียและสามารถช่วยเพิ่มอตัราการอยูร่อดของแบคทีเรียไดอี้ก
ดว้ย (Rattray et al., 1992) ในทางกลบักนั Tenuta and Lazarovits (2002) พบแอมโมเนีย กรดไน
ตรัส และกรดไขมันท่ีเป็นพิษจากการใส่อินทรียวตัถุท่ีมีปริมาณไนโตรเจนมาก สารดังกล่าว
สามารถฆ่าราสาเหตุโรคพืชท่ีอยูใ่นดินได…้        
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ตารางที ่3  ตวัอยา่งจ านวนแบคทีเรียในมูลสัตวบ์างชนิด (CFU ml-1)  
 

 

ทีม่า: Unc and Michael (2004) 

Manure type Faecal coliforms Faecal streptococci Salmonella spp. Protozoa and others Source 

Liquid swine manure 
4.3 × 103 to 1.3 × 105 

2.4 × 103 
9.5 × 104 to 1.1 × 106(E.coli) 

9.3 × 103 
7.2 × 104 to 4.5 × 105 

(streptococci-D) 

0 
0 – 5 × 103 
(S. infantis) 

 
Unc (1999) 
Weigel (1995) 
Rüprich (1994) 

Liquid cattle manure 2.4 × 103 
4.5 × 102 to 1.5 × 106(E.coli) 

9.3 × 103 
4.5 × 102 to 9.5 × 105 

(streptococci-D) 

0 
0  Weigel (1995) 

Rüprich (1994) 

Dairy sluury 6.3 × 104 to 1.0 × 107 
(enterobacteria) 4.7 × 107 2.7 × 107   Östling and Lindgreen (1991);  

Crane et al. (1983) 

Solid beef manure 2.4 × 105 
1.9 × 106 to 6.8 × 106 1.5 × 107 0  Weigel (1995); 

Unc (1999) 

Solid dairy manure 2.0 × 105 to 1.0 × 107 
(enterobacteria)    Östling and Lindgreen (1991) 

Fresh cow manure Up to 1.0 × 109  Up to 1.0 × 109 

From 25 to 1.8 in 
healthy animals to 1 × 

109 in sick animals 
(Cryptosporidium 

parvum) 

Mawdsley et al. (1995) 
Clinton et al. (1979) 
Scott et al. (1994) 
 Smith et al. (1991) 

Sheep 6.0 × 106 6.6 × 105   Crane et al. (1983) 
Horse 9.4 × 104 6.3 × 106   Crane et al. (1983) 

Poultry 1.3 × 106 to 1.4 × 108 6.2 × 105 to 9.7 × 108   Crane et al. (1983) 
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ดงันั้นระดบัของแอมโมเนียในมูลสัตวเ์หลวซ่ึงมีปริมาณสูงอาจจะเป็นพิษต่อประชากร
แบคทีเรียในดินไดเ้ช่นกนั การเพิ่มข้ึนของธาตุอาหารในดินจากการใส่มูลสัตวอ์าจจะส่งผลให้มีการ
เพิ่มข้ึนของประชากรจุลินทรีย ์หรือเกิดการแข่งขนัระหว่างจุลินทรีย์ในดินซ่ึงเป็นปัจจยัหลกัท่ี
เหน่ียวน าให้ประชากรแบคทีเรียในดินลดลง (Acea et al., 1988; Recorbet et al., 1992 และ Soda  
et al., 1998) Murry and Hinckley (1992) พบ Samonella enteritidis ลดจ านวนลง 8 เปอร์เซ็นต ์เม่ือ
อยูร่่วมกบัไส้เดือนดินสายพนัธ์ุ Eisenia foetida และลดลงเพียง 2 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือไม่ไดอ้ยูร่่วมกบั
ไส้เดือนดิน โดยทัว่ไปแลว้จ านวนแบคทีเรียจะลดลงเม่ืออยู่ร่วมกบัไส้เดือนดิน จุลินทรียดิ์นอ่ืนๆ 
เช่น โปรโตซวั ไส้เดือนฝอย และแบคทีเรียดินชนิด Bdellovibrio ซ่ึงพบไดใ้นมูลสัตว ์(Goss et al., 
1996) แบคทีเรียจากล าไส้สัตวส์ามารถอยู่รอดไดดี้ในดินท่ีมีอินทรียว์ตัถุสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัดิน
แร่ธาตุ เน่ืองจากดินท่ีมีอินทรียวตัถุสูงมีความสามารถในการอุม้น ้ าไดดี้กว่า (Gerba and Bitton, 
1984) นัน่แสดงให้เห็นวา่ปริมาณน ้ าในดินมีความส าคญัต่อการอยูร่อดของแบคทีเรีย รวมถึงค่า pH 
ดว้ย ซ่ึงขดัแยง้กบัการทดลองในหอ้งปฏิบติัการท่ีแสดงให้เห็นวา่ E. coli และ Streptococci สามารถ
อยูร่อดไดเ้ป็นเวลาหลายสัปดาห์ในดินท่ีมีหินปูนเป็นองคป์ระกอบ (pH 5.8–6.8) ในขณะท่ีสามารถ
อยูร่อดไดเ้พียงไม่ก่ีวนัในดินพีท (pH 2.9–4.5) (Cuthbert et al., 1950) การทดลองดงักล่าวท าให้
ทราบถึงความส าคญัของค่า pH และปริมาณน ้ า แบคทีเรียสามารถอยู่รอดได้นานในดินท่ีมี
ความสามารถอุม้น ้าไดดี้ (Gerba and Bitton, 1984) ค่าพลงังานความดนัน ้าท่ีต  ่า หรือมีค่าเป็นลบมาก
ซ่ึงท าให้เกิดสภาพแห้งในดินและส่งผลต่อการลดความสามารถในการอยู่รอดของเซลล์แบคทีเรีย
ในดิน (Sjogren, 1994) มีหลายปัจจยัท่ีกระตุน้ท าให้เกิดการรวมตวัของเซลล์เพื่อความอยูร่อดของ
แบคทีเรีย เช่น ปริมาณของธาตุอาหารในดินสามารถเพิ่มการตา้นทานของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ี
ไม่เหมาะสมได ้(Bossier and Verstraete, 1996) แบคทีเรียจะสามารถอยูร่อดในระยะเวลาท่ียาวนาน
มากข้ึนหลงัจากการใส่มูลสัตวล์งสู่ดินและหากแบคทีเรียดงักล่าวปนเป้ือนไปกบัน ้ าใตดิ้นก็จะท าให้
ระยะเวลาการอยูร่อดเพิ่มข้ึนเป็นหลายๆ เดือนได ้(Goss et al., 1996) Sjogren and Gibson (1981) 
พบว่าแบคทีเรียจากน ้ าในบึงสามารถอยู่รอดได้แม้จะมีปริมาณอาหารท่ีจ ากัด แบคทีเรียในดิน
สามารถอยู่ไดใ้นอุณหภูมิท่ีต ่าและภายใตส้ภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมต่างๆ เช่น การขาดแคลน
อาหารและน ้ าโดยแบคทีเรียจะลดกระบวนการเมแทบอลิซึมเพื่อความอยู่รอด (Colwell, 1993; 
Chmielewsky and Frank, 1995; Bogosian et al., 1996) อยา่งไรก็ตามถา้หากส่ิงแวดลอ้มมีการ
เปล่ียนแปลงให้เอ้ือต่อการอยู่รอดของแบคทีเรีย เช่น การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิก็จะท าให้เกิดการ
เพิ่มข้ึนของเซลลเ์ป็นทวคูีณเช่นกนั (Jiang and Chai, 1996)  
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9.  สารปฏิชีวนะกลุ่มเตตราไซคลนิ 
 

สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเป็นสารปฏิชีวนะซ่ึงมีการคน้พบคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1948 โดย 
Benjamin Duggar ผลิตจากแบคทีเรีย Streptomyces ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในดินและผลิต
สารเคมีตามธรรมชาติหลายชนิด ซ่ึงเป็นสารท่ีสกดัไดจ้ากกระบวนการหมกัของแบคทีเรียชนิดน้ี 
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเป็นสารปฏิชีวนะมีฤทธ์ิในวงกวา้งโดยยบัย ั้งทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและ
แบคทีเรียแกรมลบ ไมโครพลาสมา และแบคทีเรียสาเหตุโรคอีกหลายชนิด จึงใชอ้ยา่งครอบคลุมใน
การรักษาทั้ งในมนุษย์และสัตว์ รวมถึงเป็นสารเร่งการเจริญเติบโตทั้ งในสัตว์บกและสัตว์น ้ า 
(Chopra and Robert, 2001) มีการทดสอบเป็นยาเม่ือ 60 ปีท่ีผา่นมา และปรับปรุงโครงสร้างทางเคมี
ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใหเ้ป็นประโยชน์ โดยให้สามารถใชไ้ดก้บัเป้าหมายทางชีววิทยาได้
อยา่งหลากหลาย (Duggar, 1948) สารปฏิชีวนะเตเตราไซคลินแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ดงัน้ี (ภาพท่ี 8) 
 

9.1  Natural Products ได้แก่ คลอเตตราไซคลิน (chlortetracycline) ออกซีไซคลิน 
(oxytetracycline) คีโลคาดิน (chelocardin) 

 
9.2  Second Generation ไดแ้ก่ ดอกซีไซคลิน (doxycycline) ไมโนไซคลิน (minocycline) 

 
9.3  Third Generation ไดแ้ก่ ไทกีไซคลิน (tigecycline) 
 
โดยสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในกลุ่มแรกผลิตไดจ้ากธรรมชาติ มีฤทธ์ิต่อการท าลายเยื่อ

หุ้มเซลล์ของจุลินทรียท์ั้งจากร่างกายและจากระบบนิเวศ ซ่ึงการผลิตสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมี
กระบวนการท่ีไม่ยุ่งยาก และใชต้น้ทุนการผลิตไม่สูงมากนกัจึงท าให้เป็นท่ีสนใจในอุตสาหกรรม
การผลิตสารปฏิชีวนะ (Bijan and Wright, 2008) เตเตราไซคลินเป็นสารปฏิชีวนะท่ีใช้ไดอ้ย่าง
กวา้งขวาง และมีผลต่อตา้นแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ รวมถึงมีคุณสมบติัในการยบัย ั้ง
การสังเคราะห์โปรตีนท่ีไรโบโซมในเซลล์ทุกชนิด แต่จะมีผลต่อแบคทีเรียมากกว่าเซลล์ของสัตว์
เล้ียงลูกดว้ยนม เน่ืองจากในเซลลข์องสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจะไม่สามารถ
ผา่นเขา้ไปได ้ส่วนในเซลล์ของแบคทีเรียนั้นสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินสามารถผา่นเขา้ไปอยา่งมี
ประสิทธิภาพ และจากการศึกษาถึงกลไกการผ่านเขา้สู่เซลล์ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจึง
พบวา่แมกนีเซียมเขา้มามีบทบาทเก่ียวขอ้งในกระบวนการน าสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเขา้สู่เซลล์
โดยโมเลกุลของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจะสร้างเป็นโมเลกุลเชิงซอ้นกบัไอออนของแมกนีเซียม
ซ่ึงมีอยูใ่นผนงัและเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย จากนั้นโมเลกุลเชิงซ้อนดงักล่าวจะถูกน าเขา้สู่เซลล์
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แบคทีเรียและปลดปล่อยสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินออกสู่ไซโตพลาสซึม ซ่ึงสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินจะไปท าปฏิกิริยากบัไรโบโซมโดยขดัขวางไม่ไห้เกิดการจบักนัระหว่างกรดอะมิโนจาก 
tRNA กบัต าแหน่งท่ีรับบนโครโมโซมดงัภาพท่ี 9 (Bijan and wright, 2008) 
 

Natural Products   

   

Chlortetracycline Oxytetracycline Chelocardin 
   

Second Generation   

  
Doxycycline Minocycline  

   
Third Generation   

 

 

Tigecycline   
 
ภาพที ่8  โครงสร้างสารปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราไซคลิน  
 
ทีม่า: Bijan and Wright (2008) 
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ภาพที ่9  การขดัขวางการการจบักนัระหวา่งกรดอะมิโนจาก tRNA กบัต าแหน่งท่ีรับบโครโมโซม 
 
ทีม่า: Bijan and Wright (2008) 

 
สารปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราไซคลินมีทั้งหมด 7 ชนิด แต่มีเพียง 2-3 ชนิด เท่านั้นท่ีไดรั้บ

ความนิยมน ามาใชท้างการเกษตรอยา่งกวา้งขวาง คือ คลอเตตราไซคลิน และออกซีเตตราไซคลิน 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการปศุสัตว ์เช่น ใชผ้สมในอาหารส าหรับเล้ียงลูกไก่ โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
กระตุน้ให้สัตวเ์กิดความอยากอาหาร และเพื่อให้รักษาน ้ าหนกัไวไ้ดใ้นระหวา่งช่วงเวลาท่ีสัตวเ์กิด
ความเครียด ซ่ึงเป็นผลเน่ืองมาจากการให้วคัซีน หรือการให้สัตว์อยู่ในสภาพท่ีมีอุณหภูมิท่ีไม่
เหมาะสม  ส่วนในการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้า เช่น กุง้ ก็มีการใชส้ารปฏิชีวนะในกลุ่มน้ีเพื่อรักษาโรคท่ีติด
เช้ือจากแบคทีเรีย โดยส่วนใหญ่จะใชผ้สมอาหารหรือละลายน ้าแช่ลูกกุง้เพื่อรักษาโรค  

 
สารปฏิชีวนะกลุ่มเตตราไซคลินสามารถตกคา้งในเน้ือเยื่อของไก่ หมู และววั โดยพบวา่มี

การตกคา้งมากในกระดูกของสัตวด์งักล่าว เม่ือมนุษยรั์บประทานอาหารท่ีปรุงจากเน้ือสัตวท่ี์มีการ
ตกคา้งของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินก็อาจจะท าให้เกิดพิษต่อกระดูก ฟัน ตบั ไต ระบบทางเดิน
อาหาร ท าให้เกิดอาการทอ้งร่วง ภูมิตา้นทานของร่างกายลดลง และถา้ไดรั้บสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินเป็นเวลานานอาจจะส่งผลให้ฟันเปล่ียนเป็นสีเหลือง นอกจากน้ีอาจจะท าให้เกิดแบคทีเรีย
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในร่างกายได ้อนิรุทธ์ิและพรศิริ (2548) รายงานว่า ตรวจพบ 
Salmonella จ านวน 133 ไอโซเลท (isolate) ท่ีแยกไดจ้ากอุจจาระและน ้ าทิ้งฟาร์มสุกรจ านวน 578 
ตวัอยา่งในเขตจงัหวดัพื้นท่ีภาคเหนือตอนบนในปี พ.ศ. 2546-2548 และแบคทีเรียท่ีพบยงัสามารถ
ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในระดบัสูง สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินนิยมใช้อย่าง
ครอบคลุมในการรักษาทั้งในมนุษยแ์ละสัตวโ์ดยเฉพาะการเล้ียงสุกรเพื่อกระตุน้การเจริญเติบโต ซ่ึง
เม่ือแบคทีเรียในตวัสุกรไดรั้บสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเขา้สู่เซลล์เป็นเวลานานก็จะท าให้เกิดการ
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ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน โดยมี tetracycline resistance genes (tet gene) ซ่ึงเป็นยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเป็นตวัควบคุมกลไกในการตา้นทาน (Bijan and Wright, 2008; Stuart et al., 
1999) 

 
10.  ยนีต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลนิและแบคทเีรียต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลนิ 
 

ในปี ค.ศ. 1953 พบการตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใน Shigella dysenteriae ซ่ึง
เป็นแบคทีเรียสาเหตุโรคบิด และพบแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในจ านวนท่ี   
เพิ่มมากข้ึนทั้งชนิดและสายพนัธ์ุตั้งแต่นั้นเป็นตน้มา อีกทั้งการใช้สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใน
ปริมาณท่ีนอ้ยลงแต่ใชใ้นระยะเวลาท่ียาวนานมากข้ึนก็เป็นอีกสาเหตุหน่ึงท่ีท าใหแ้บคทีเรียตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเพิ่มมากข้ึน แบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินนั้นสามารถ
พบไดท้ัว่ไป ซ่ึงแยกไดจ้ากมนุษย ์สัตว ์อาหาร และส่ิงแวดลอ้ม หรือแมแ้ต่แบคทีเรียท่ีไม่ใช่เช้ือ
สาเหตุของโรคในระบบนิเวศก็สามารถสะสมยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินและกลาย 
เป็นแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินไดเ้ช่นกนั (Roberts, 1996) 
 

สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเป็นสารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิในวงกวา้ง โดยออกฤทธ์ิใน
แบคที เ รีย  เ ช่น  mycoplasmas chlamydiae mycobacterium rikettsia Helicobacter Listeria ห รือ
ปรสิตของโปรโตซวั เช่น Entamoeba histolytica Giardia lamblia และ Plasmodium falciparum 
(Levy, 1992; Chopra et al., 1992; Levy, 1988; Klein  and Cunha, 1995; Freeman et al., 1994; 
Roberts, 1989) และเน่ืองจากสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเป็นสารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิในวงกวา้ง
รวมถึงเป็นสารปฏิชีวนะท่ีค่อนขา้งมีความปลอดภยัในการใช้ และมีราคาถูก จึงนิยมใช้กนัอย่าง
แพร่หลายทั่วโลกเป็นอันดับท่ีสองรองจากสารปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน (penicillin) (Col and 
O'Connor, 1987) ในระยะ 10 ปีท่ีผา่นมามีการใชส้ารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในปริมาณท่ีลดลงเพื่อ
รักษาโรคในมนุษยล์ง ซ่ึงเป็นการกระตุน้ให้เกิดการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินของ
แบคทีเรีย ส่งผลให้มีการเพิ่มข้ึนของแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน และท าให้เกิด
การแพร่กระจายของแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั (Levy, 1992; 
Chopra et al., 1992; Roberts, 1989) แบคทีเรียสาเหตุโรคในสัตว ์และพืชซ่ึงอาจจะเป็นชนิดหรือ
เป็นสายพนัธ์ุเดียวกนักบัท่ีพบในมนุษย์ พลาสมิดและยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะในแบคทีเรียท่ีมี
ความจ าเพาะในสัตวจ์ะสามารถถ่ายทอดสู่แบคทีเรียในมนุษยไ์ด ้และในทางกลบักนัพลาสมิดและ
ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะในแบคทีเรียสาเหตุโรคในมนุษยก็์สามารถถ่ายทอดสู่แบคทีเรียในสัตวไ์ด้
เช่นกนั (Levy, 1992; Roberts, 1989) ท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองจากแบคทีเรียสามารถแลกเปล่ียนยีนตา้นทาน
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สารปฏิชีวนะได ้ดงันั้นแบคทีเรียในอาหารสัตว ์ผลไม ้หรือตน้ไมท่ี้เป็นโรคก็สามารถตา้นทานต่อ
สารปฏิชีวนะได้ ตวัอย่างเช่น ผลของการใช้ออกซีเตตราไซคลิน (oxytetracycline) ซ่ึงสามารถ
ส่งผ่านยีนสู่แบคทีเรียชนิดเดียวกนั แบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืน และส่งผา่นยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะสู่
แบคทีเรียในมนุษยใ์นท่ีสุด (Levy, 1992; Roberts, 1989) 
 

สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเขา้สู่เซลล์โดยกระบวนการ active transport กระจายตวัเขา้ทาง 
hydrophilic pore ในเยื่อหุ้มไซโตพลาสมิก (cytoplasmic membrane) ชั้นนอก และจากนั้นจึงเขา้สู่
เยือ่หุม้ไซโตพลาสมิกชั้นในต่อไป (Chopra et al., 1992; Levy, 1992) ท าใหส้ารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินสามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัเยื่อหุ้มเซลล์ เป็นผลให้เซลล์ถูกท าลายและแบคทีเรีย ตายในท่ีสุด 
(Chopra, 1994; Oliva et al., 1992) ในปี ค.ศ. 1955 พบวา่แบคทีเรีย Shigella เป็นแบคทีเรียท่ี
ตา้นทานทั้งสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน และคลอแรมฟินิคอล จากการทดลองในประเทศญ่ีปุ่นปี 
ค.ศ. 1960 พบวา่ Shigella ท่ีแยกไดท้ั้งหมดจ านวน 5,327 ชนิด มีจ านวนชนิดแบคทีเรียท่ีมีการ
ตา้นทานเพิ่มข้ึนจากเดิม 0.02 เปอร์เซ็นตเ์ป็น 10 เปอร์เซ็นต ์ของจ านวนแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ั้งหมด
ภายในระยะเวลา 5 ปี (Falkow, 1975; Watanabe, 1963; Akiba, 1960) อีกทั้งการเพิ่มจ านวนของ
แบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะ Shigella ยงัเป็นท่ีน่าสนใจและมีงานวิจยัเผยแพร่มาจนถึงปัจจุบนั 
(Lima et al., 1995) นอกจากน้ีมากกวา่ 60 เปอร์เซ็นต์ ของ S. flexneri ท่ีแยกไดร้ะหว่างปี ค.ศ. 
1988-1993 ตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน สเตรปโตมยัซิน และคลอ-แรมฟินิคอล ต่อมา
ภายหลังพบว่าแบคทีเรียต้านทานสารปฏิชีวนะท่ีน ามาเพาะเล้ียงร่วมกนักบัแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 
สามารถถ่ายทอดลักษณะการตา้นทานสารปฏิชีวนะทางพนัธุกรรมจากแบคทีเรียต้านทานสาร
ปฏิชีวนะสู่แบคทีเรียชนิดอ่ืนได้โดยตรง (Watanabe, 1963) มีงานวิจัยของชาวญ่ีปุ่นซ่ึงรายงาน
เก่ียวกับยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน (tet gene) บนคอนจู เกทีฟอาร์พลาสมิด 
(conjugative R-plasmid) โดยยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ดงักล่าวท าหน้าท่ีขบัสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินออกนอกเซลล ์และเป็นคร้ังแรกท่ีพบกลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินในแบคทีเรีย (Roberts, 1989) 

 
การตา้นทานสารปฏิชีวนะหลายชนิด รวมถึงสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินนั้น โดยส่วนใหญ่

จะพบในแบคทีเรียแกรมบวก จากรายงานในปี ค.ศ. 1994 แสดงให้เห็นวา่ ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์
ของแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเมทิซิลิน (methicillin) เป็น Staphylococcus aureus และ 70 
เปอร์เซ็นต์ของ Streptococcus agalactiae และ Enterococcus feacalis สามารถตา้นทานต่อสาร
ปฏิชีวนะไดม้ากกวา่ 1 ชนิด และ 60 เปอร์เซ็นต์ของ S. pneumonia สามารถตา้นทานต่อสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลิน จากท่ีกล่าวในขา้งตน้จะเห็นไดว้า่การตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ี
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เดิมพบในแบคทีเรียแกรมบวก  สามารถถ่ายโอนสู่แบคทีเรียแกรมลบ นอกจากน้ีการใช้สาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินในความเขม้ขน้ต ่าและเป็นเวลานาน เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตในสัตว ์
รวมถึงการรักษาในมนุษย ์ยงัส่งผลให้เกิดการคงอยูข่องยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใน
แบคทีเรียอีกดว้ย (Levy, 1992) 

 
ผลงานวิจยัหลายงานไดตี้พิมพเ์ก่ียวกบัยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน หลายชนิด

ซ่ึงมีคุณสมบติัในการควบคุมกลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีแตกต่างกนั เช่น tetM, tetO และ 
tetS สามารถพบได้ถึง 75 เปอร์เซ็นต์ของจ านวนชนิดยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน
ทั้งหมด ภายใตส้ภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรียอาจจะส่งผลต่อการเพิ่ม
จ านวนของแบคทีเรีย ผลก็คือท าให้เกิดการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเพิ่มมากข้ึน 
ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินทั้ง 16 ชนิด ท่ีมีกลไกในการควบคุมการตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีแตกต่างกนั สามารถพบไดใ้นแบคทีเรียภายใตส้ภาพแวดลอ้มท่ีแตกต่าง
กนั ในแบคทีเรียแกรมลบพบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetA, tetB, tetC, tetD 
และ tetE ภายใตส้ภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมต่อการด ารงชีวิต (Jones et al., 1992a) ยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetG, tetH และ tetI ซ่ึงได้มีการระบุช่ือข้ึนใหม่ตั้งแต่มีการ
เปล่ียนแปลงหลกัการก าหนดลกัษณะของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใหม่ หน่ึงใน
แบคทีเรียแกรมลบท่ีมียีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินดังกล่าว คือ Pseudomonas 
aeruginosa (Jones et al., 1992b) ในตารางท่ี 4 แสดงถึงแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินชนิดแกรมลบ และยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีพบ 
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ตารางที ่4  ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในแบคทีเรียแกรมลบ a 
 

Efflux b Ribosomal protection and/ or efflux 
One determinant Two or more determinants One determinant Two or more determinants 

Actinobacillus  tet B Edwardsiella tet A, D Eikenella  tet M Bacteroides c tet M Q 
Moraxella tet B Providencia tet B E I e Fusobacterium c  tet M Veillonella c  tet L M Q 
Treponema d  tet B Plesiomonas tet A B D Kingella  tet M Haemophilus  tet B K M 

  Citrobacter tet A B C D Porphyromonas tet Q   
  Klebsiella tet A B C D Mitsuokella  tet Q   
  Shigella tet A B C D Capnocytophaga tet Q   
  Pseudomonas tet A C E Prev otella c  tet Q   
  Aeromonas tet A B D E     
  Serratia tet A B C E     
  Salmonella tet A B C D     
  Escherichia tet A B C D E I     
  Vibrio tet A B C D E G     
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Efflux b Ribosomal protection and/ or efflux 
One determinant Two or more determinants One determinant Two or more determinants 

Yersinia tet B Proteus tet A B C Neisseria  tet M Pasteurella tet B D H, M 
Alcaligenes tet E Enterobacter tet B C D Campylobacter  tet Q   

 

หมายเหตุ  a(Mendez et al., 1980; Jones et al., 1992a; Hansen et al., 1993; Morse et al., 1986; Taylor and Courvalin, 1988; Speer et al., 1991; Kisker et al., 
 1995; Levy et al., 1984; Marshall et al., 1984; Roberts et al., 1991; Sorum et al., 1992; DePaola and Roberts, 1995; Andersen and Sandaa, 
 1994; Lee et al., 1993; Roberts et al., 1991; de Barbeyrac et al., 1991; Roberts and Smith, 1980; Roe et al., 1995; Roberts and Hillier, 1990; Zhao 
 and Aoki, 1992; Aoki et al., 1987; Marshall et al., 1983; DePaola et al., 1988; DePaola et al., 1993; Martinez-Salazar et al., 1986; Kariuki et  al., 
 1992), bRibosomal protection genes have not yet been found in enteric genera and when these genes are cloned into Escherichia coli the level of 
 resistance conferred is relatively low., cAnaerobic species. 
 dT. denticola is an anaerobic species but not all species in the genus are anaerobes. 
 eThis is the first time this gene has been given a letter designation but it does not hybridize with tetA-E, G, H and thus should have a new letter 
 designation. 

 

ทีม่า: Roberts (1996) 
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กลไกการขบัสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินออกจากเซลล์พบในยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินชนิด tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetH, tetK, tetL และ tetA(P) ยีนดงักล่าวจะมี
รหัสของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัโปรตีนท่ีมีหน้าท่ีขบัสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินออกจากเซลล์เพื่อลด
ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน และเพื่อป้องกนัสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเขา้ไปจบั
กบัไรโบโซม ยีนท่ีมีหนา้ท่ีดงักล่าวพบไดใ้นแบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรียแกรมบวก ดงัแสดง
ในตารางท่ี 4 และตารางท่ี 5 โดยยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีพบในแบคทีเรียแกรม
บวก ไดแ้ก่ tetK, tetL และ tetA(P) ส่วนยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีพบในแบคทีเรีย
แกรมลบ ได้แก่ tetA, tetC, tetD, tetE, tetG และ tetH ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใน
แบคทีเรียแกรมลบท่ีมีรหัสของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัโปรตีนท่ีมีหน้าท่ีขบัสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 
จะไม่รวมถึงสารปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราไซคลิน ชนิดไมโนไซคลิน ยกเวน้ tetB ซ่ึงเป็นยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในแบคทีเรียแกรมลบท่ีสามารถขบัสารปฏิชีวนะเตตราไซลิน รวมถึงไม
โนไซคลินได ้(Chopra et al., 1992; Mendez et al., 1980) 
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ตารางที ่5  ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในแบคทีเรียแกรมบวกในสกุล Mycobacterium 

 Mycoplasma Nocardia Streptomyces และ Ureaplasma a 

 
Efflux Ribosomal protection and/ or efflux 

One determinant  Two determinants Three or more determinats 

Bifidobacterium  

Corynebacterium  

Gardnerella  

Gemella  

Mycoplasma c 

Ureaplasma c 

Bacterionema  

Nocardia 

tet M 

tet M 

tet M 

tet M 

tet M 

tet M 

tet M 

tet K 

Actinomyces 

Aerococcus 

Bacillus  

Lactobacillus  

Mobiluncus b 

tet L, M 

tet M, O 

tet K, L 

tet O, Q 

tet O, Q 

Eubacterium b 

Clostridium b 

Listeria 

Mycobacterium d 

Staphylococcus 

Peptostreptococcus b  

Enterococcus 

Streptococcus  

Streptomyces e  

tet K, M, Q 

tet K, L. M. P 

tet K, L, M, S 

tet K, L, Otr A, B 

tet K, L, M, O 

tet K. L, M, O, Q 

tet K, L. M, O, S 

tet K, L, M, O, Q 

tet K, L, Otr A, B, C 

 
หมายเหตุ  a Acid-fast bacteria.(Roberts, 1989; Charpentier et al., 1993; Reynes et al., 1988; 

Dittrich and Schrempf, 1992; Butler et al., 1989; Doyle et al., 1991; Sloan et al., 
1994; Sakaguchi and Shishido, 1988;  Needham et al., 1994; Schwarz et al., 1992; 
Roberts et al.,1994; Pang et al., 1994; Sanchez-Pescador et al., 1988; Roberts et al., 
1993;  Brown and Roberts, 1987; Roberts and Hillier, 1990; Clewell et al., 1995;  
Le Bouguenec et al., 1990; Facinelli et al., 1993; Olsvik et al., 1994; Brown and 
Roberts, 1991; Pang et al., 1994; Roberts and Kenny, 1986; Roberts et al., 1986; 
Horaud et al., 1991; Charpentier et al., 1994; Lacroix  and Walker, 1993; Roberts  
and Kenny, 1987; Roberts et al., 1992; Buu-Hoi et al., 1989; Fletcher and Daneo-
Moore, 1992)., bAnaerobic species.,c Cell wall-free bacteria with a Gram-positive 
metabolism., Multicellular bacteria. 

 
ทีม่า: Roberts (1996) 
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ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetM, tetO, tetS, tetB(P) และ tetQ มีกลไก
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินโดยเป็นยีนท่ีมีรหัสควบคุมโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีป้องกนัไรโบ
โซมจากปฏิกิริยาของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ท าใหเ้กิดการตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 
รวมถึงดอกซีไซคลิน และไมโนไซคลิน ส่วนกลไกการสร้างเอนไซม์ท าลายโครงสร้างของสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินมียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetX ท าหนา้ท่ีควบคุมกลไก
ดงักล่าว ซ่ึงยนีควบคุมการตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินหลายชนิดท่ีกล่าวมานั้น สามารถพบ
ไดใ้นแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากมนุษย ์สัตว ์และส่ิงแวดลอ้ม 
 

ปัจจุบนัพบแบคทีเรียแกรมลบจ านวน 32 สายพนัธ์ุท่ีมีกลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลิน และยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetH 
และ tetI ส าหรับ tetI นั้นจะพบเฉพาะในแบคทีเรียแกรมลบ และส่วนใหญ่จะเป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ทั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน จากแบคทีเรียแกรมลบทั้งหมดจ านวน 32สาย
พนัธ์ุ เช่น Actinobacillus spp., Haemophilus influenza, Moraxella catarrhalis, Bacillus spp., 
Nocardia spp. และ Treponema denticola พบยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetB 
มากท่ีสุดจ านวน 18 สายพนัธ์ุ ดังแสดงในตารางท่ี 5 ซ่ึงสามารถพบชนิดของยีนตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีแตกต่างกันในแบคทีเรียชนิดหน่ึงๆ เช่น แบคทีเรียแกรมลบชนิด 
Nocardia spp. มียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะชนิด tetK ซ่ึงเป็นยีนท่ีท าหนา้ท่ีขบัสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินออกจากเซลล ์และ Bacillus spp. ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีท าหนา้ท่ีขบัสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินออกจากเซลล์ชนิด tetK หรือ tetL ชนิดใดชนิดหน่ึงเท่านั้น ในแบคทีเรียแก
รมบวกพบแบคทีเรียจ านวน 22 สายพนัธ์ุ ท่ีสามารถอธิบายถึงกลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลิน ดงัแสดงในตารางท่ี 4 และจากแบคทีเรียทั้ง 22 สายพนัธ์ุ มีแบคทีเรียจ านวน 10 สาย
พนัธ์ุมียีนท่ีท าหนา้ท่ีป้องกนัไรโบโซมจากฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน โดยในจ านวนน้ีมี
แบคทีเรียจ านวน 7 สายพนัธ์ุ มียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะชนิด tetM ขณะท่ีแบคทีเรียตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะชนิดแกรมบวกมียีนซ่ึงท าหน้าท่ีป้องกนัไรโบโซมจากฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินได้ถึง 2 ชนิด นอกจากน้ีมีแบคทีเรียแกรมบวก 10 สายพนัธ์ุ ท่ีสามารถมียีนตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะได ้2 ชนิดร่วมกนั (Charpentier et al., 1993; Roberts et al., 1994; Roberts and Hillier, 
1990) ในช่วงเวลามากกวา่ 40 ปีท่ีมีการคน้พบสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ๆ (Levy, 1992) การใชส้าร
ปฏิชีวนะอยา่งไม่ถูกวิธีจึงเป็นเร่ืองท่ีน่าวิตกกงัวลอนัอาจจะก่อให้เกิดการเพิ่มจ านวนของแบคทีเรีย
ตา้นทานสารปฏิชีวนะ ซ่ึงแบคทีเรียดงักล่าวอาจจะเกิดการแพร่กระจายสู่มนุษย ์ และส่งผลให้เกิด
การด้ือต่อยาปฏิชีวนะท่ีใชใ้นการรักษาโรคในมนุษยต่์อไป 
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11.  การตกค้างของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลนิในส่ิงแวดล้อม  
 

การปนเป้ือนของสารปฏิชีวนะสู่ส่ิงแวดลอ้มเป็นปัญหาท่ีทัว่โลกให้ความสนใจ เน่ืองจาก
ในปัจจุบนัมีการใชส้ารปฏิชีวนะจ านวนมากในมนุษย ์สัตว ์และทางการเกษตร Mellon et al. (2001) 
รายงานว่าในปี ค.ศ. 1996 มีการใช้สารปฏิชีวนะประมาณ 10,200 ตนั ในสหภาพยุโรป โดยใชใ้น
การปศุสัตว ์50 เปอร์เซ็นต์ เพื่อการรักษาโรคและกระตุน้การเจริญเติบโตของสัตว์ (European 
Federation of Animal Health [FEDESA], 1997) ในปี ค.ศ. 1999 ในสหภาพยุโรป และประเทศ
สวติเซอร์แลนด์ มีการใชส้ารปฏิชีวนะมากถึง 13,288 ตนั โดยใชรั้กษาโรคในมนุษย์ 65 เปอร์เซ็นต ์
ใช้ในการปศุศตัว์ 29 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ในการกระตุน้การเจริญเติบโตของสัตว ์6 เปอร์เซ็นต ์
(European Federation of Animal Health [FEDESA], 2001) ในปี 2008 สหรัฐอเมริกาผลิตสาร
ปฏิชีวนะ 16,200 ตนั (Union of Concerned Scientists, 2001) โดย 70 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณท่ีผลิต
ไดถู้กน ามาใชใ้นการปศุสัตว ์Wise (2002) ไดป้ระเมินปริมาณการบริโภคสารปฏิชีวนะทัว่โลกอยูท่ี่
ระหวา่ง 100,000 ถึง 200,000 ตนัต่อปี 
 

การใช้สารปฏิชีวนะเพื่อวตัถุประสงค์ต่างๆ นั้นมีแนวโน้มท าให้เกิดการตกคา้งของสาร
ปฏิชีวนะในน ้ า และดิน หากสารปฏิชีวนะดังกล่าวไม่สลายตัวหรือถูกท าลายเม่ือปล่อยออกสู่
ส่ิงแวดลอ้ม อีกทั้งความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะท่ีวดัไดใ้นน ้ าทิ้งจากโรงพยาบาล หรือแมแ้ต่น ้ าทิ้ง
จากโรงพยาบาลท่ีผา่นการบ าบดัท าให้ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเจือจางลง นั้นเพียงพอท่ีจะท า
ให้แบคทีเรียเกิดการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะ (Kummerer and Henninger, 2003) สารปฏิชีวนะท่ี
ใชเ้พื่อการปศุสัตว ์จะถูกขบัถ่ายออกมาพร้อมมูลสัตวแ์ละตกคา้งอยูใ่นมูลสัตว ์ซ่ึงมูลสัตวด์งักล่าว
อาจจะถูกน าไปใชเ้ป็นปุ๋ยในการเกษตร ดว้ยเหตุน้ีสารปฏิชีวนะจึงถูกเพิ่มเติมลงในดินอยา่งต่อเน่ือง 
ท าใหเ้กิดการปนเป้ือนในพื้นท่ีเกษตร (Jorgensen and Halling-Sorensen, 2000) และส่ิงแวดลอ้ม 
 

หลายปีท่ีผา่นมามีการใชส้ารปฏิชีวนะเตตราไซคลินอยา่งแพร่หลายทั้งเพื่อการรักษาโรคใน
คน และใชใ้นการผลิตสัตว ์เน่ืองจากสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีพิษนอ้ย และออกฤทธ์ิในวงกวา้ง 
(broad-spectrum activity) (Madigan et al., 1997) สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีการใช้ทัว่โลกเป็น
อนัดบัท่ี 2 รองจากสารปฏิชีวนะในกลุ่มเพนนิซิลิน (Col and O’Connor, 1987) นอกจากน้ีสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินยงัเป็นสารปฏิชีวนะท่ีพบบ่อยในแหล่งน ้ าทิ้ง จากรายงานของ Batt et al. 
(2006) พบสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินปริมาณ 0.14-0.56 ไมโครกรัมต่อลิตร จากโรงบ าบดัน ้ าเสีย 
และจากการศึกษาก่อนหนา้พบวา่สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินสามารถตา้นทานต่อการยอ่ยสลายทาง
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ชีวภาพ (Richardson and Bowron, 1985; Halling-Sorensen et.al, 1998; Kummerer, 2001) และ
เน่ืองจากเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิกวา้ง สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจึงท าให้มีแนวโน้มในการส่งเสริม
โอกาสการพฒันาความตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในจุลินทรียห์ลายชนิด Sengelov  
et al. (2003) รายงานถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งการพบจุลินทรียต์า้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน
จ านวนมากเน่ืองจากการใช้ปุ๋ยคอกท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้งสอดคล้องกบั Salyers  
et al. (1995) พบวา่การถ่ายทอด tet gene โดยการใช ้conjugative transposon เกิดข้ึนระหวา่งกลุ่ม
จุลินทรียใ์นบริเวณท่ีมีการตกคา้งของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน เช่นเดียวกนักบั Yvonne et al. 
(2006) ซ่ึงรายงานจากการวจิยัในดินจ าลอง พบวา่ ปุ๋ยมูลสุกรท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้ง
ส่งผลต่อการแพร่กระจายของแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินและยีนตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลิน นอกจากน้ียงัพบว่า tet gene สามารถถ่ายทอดจากแม่สุกรท่ีได้รับสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินไปสู่ลูกสุกร ดงัรายงานของ Haack and Andrews (2000) พบว่า 71 
เปอร์เซ็นตข์องแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลของลูกสุกรเพิ่งคลอดตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลิน 

 
ในปัจจุบนัมีการใชส้ารปฏิชีวนะจ านวนมากในมนุษยแ์ละสัตว ์ท าให้เกิดการปนเป้ือนของ

สารปฏิชีวนะผา่นทางดิน และน ้ าใตดิ้น เช่น น ้ าทิ้งจากการเล้ียงสัตวน์ ้ า หรือการใส่ปุ๋ยมูลสัตวเ์พื่อ
เพิ่มผลผลิตในพื้นท่ีการเกษตร ซ่ึงเป็นสาเหตุให้เกิดการตกค้างและเพิ่มเติมสารปฏิชีวนะสู่
ส่ิงแวดลอ้มอยา่งต่อเน่ือง (Thomas, 2002) ดงัแสดงในภาพท่ี 10 Heike et al. (2006) รายงานวา่การ
เติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเพียงเล็กนอ้ยหรือมูลสัตวท่ี์มีการตกคา้งของสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินลงสู่ดินมีผลในการเพิ่มความหลากหลายของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใน
แบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ดว้ยเหตุน้ีจึงมีความวิตกเก่ียวกบัการแพร่กระจาย
ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินสู่ดินซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัในการผลิตปัจจยัส่ีพื้นฐานใน
การด ารงชีวติของมนุษย ์ 
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ภาพที ่10  การปนเป้ือนของยาสู่ส่ิงแวดลอ้ม 
 
ทีม่า: Thomas (2002) 
 
12.  เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 

Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นเทคนิคส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศยั
หลกัการ DNA Replication ซ่ึงเป็นการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอตน้แบบในหลอด
ทดลอง ภายในระยะเวลาอนัสั้นและไดดี้เอน็เอสายใหม่เกิดข้ึนเป็นลา้นเท่า เทคนิคน้ีพฒันาข้ึนเม่ือปี 
พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis (Bartlett and Stirling, 2003) ปัจจุบนัเทคนิค PCR ไดรั้บการปรับปรุง
และพฒันาในหลาย ๆ ด้านจนกระทัง่ได้รับการยอมรับว่าเป็นเทคโนโลยีท่ีส าคัญต่องานด้าน
ชีววิทยาระดับโมเลกุล สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ทั้ งกับงานวิจยัทางชีวโมเลกุลและพนัธุ
วิศวกรรม เช่น การเพิ่มปริมาณยีน (gene synthesis) การวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน (gene 
sequencing) การสร้างดีเอ็นเอตรวจติดตาม (DNA probe) รวมถึงการหาความหลากหลายของยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะ (Pavlov et al., 2006) เป็นตน้  

 
ปฏิกิริยา PCR มีขั้นตอนทั้งหมด 3 ขั้นตอน ประกอบดว้ย denaturing เป็นขั้นตอนการแยก

สายดีเอน็เอท่ีเป็นตน้แบบจากสภาพท่ีเป็นเส้นคู่ ใหเ้ป็นเส้นเด่ียวโดยใชอุ้ณหภูมิในช่วง 92-95 องศา
เซลเซียส ขั้นตอนท่ี 2 annealing เป็นขั้นตอนท่ีลดอุณหภูมิลง เพื่อให้ไพรเมอร์ (primers) ซ่ึงเป็นดี
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เอ็นเอสายสั้นๆ มีล าดบัเบสเป็นคู่สมเขา้จบักบัดีเอ็นเอท่ีเป็นตน้แบบ นิยมใชอุ้ณหภูมิในช่วง 37-60 
องศาเซลเซียส และขั้นตอนสุดทา้ย extension เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดย
สังเคราะห์ต่อจากต าแหน่ง 5’ ของไพรเมอร์ตามขอ้มูลบนดีเอ็นเอท่ีเป็นตน้แบบแต่ละสายโดยอาศยั
การท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA polymerase) เอนไซม์ดงักล่าวจะสามารถ
ท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิในช่วง 72-75 องศาเซลเซียสโดยปฏิกิริยา PCR ทั้ง 3 ขั้นตอนจะเกิด
ต่อเน่ืองกนัไป ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมของแต่ละขั้นตอน ผลผลิตท่ีได้จะเป็นดีเอ็นเอสายคู่ท่ีมี
ล าดบัเบสเป็นคู่สมกบัดีเอ็นเอตน้แบบ และเม่ือจดัให้เกิดปฏิกิริยา PCR ท่ีต่อเน่ืองจากขั้นท่ี 1 ถึง
ขั้นตอนท่ี 3 ก็จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอได ้ 

 
การท าปฏิกริยา PCR เป็นการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ในหลอดทดลอง โดยมีการเติม

สารเคมีและสารตั้งตน้ท่ีเก่ียวขอ้ง เพื่อใช้สร้างเป็นดีเอ็นเอสายใหม่ สารเคมีท่ีตอ้งใช้ในปฏิกิริยา  
PCR มีดงัน้ี DNA template primers (sense and anti-sense), Taq polymerase, deoxynucleoside 
triphosphates (dNTPs), buffer solution magnesium solution หรือ manganese solution (Joseph and 
Russel, 2001) สารเคมีท่ีเป็นส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR จะผสมกนัไวใ้นหลอดทดลองขนาดเล็ก
โดยจะมีปริมาตรสารผสมประมาณ 20-100 ไมโครลิตร จากนั้นน าหลอดทดลองท่ีมีส่วนผสมของ
สารเคมีดงัท่ีกล่าวในขา้งตน้เขา้เคร่ืองซ่ึงสามารถควบคุมอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา PCR เรียกวา่ 
DNA thermal cycler ซ่ึงสามารถปรับอุณหภูมิไดต้ามโปรแกรมท่ีก าหนด ท าให้เกิดการสังเคราะห์  
ดีเอน็เอสายใหม่ข้ึนในหลอด PCR และเม่ือปฏิกิริยาเกิดข้ึนจนเสร็จสมบูรณ์ก็จะไดผ้ลผลิต PCR ซ่ึง
เป็นดีเอน็เอในขนาดและปริมาณตามตอ้งการ ดีเอ็นเอท่ีเกิดจากปฏิกิริยา PCR ในหลอด PCR จะไม่
สามารถมองเห็นไดด้้วยตาเปล่า จึงตอ้งท าการตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอ โดยใช้เทคนิคท่ีเรียกว่า 
agarose gel electrophoresis ซ่ึงเป็นการแยกดีเอ็นเอตามขนาดของดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้าบน 
agarose gel โดยระยะทางท่ีดีเอ็นเอสามารถเคล่ือนท่ีไปได้นั้นข้ึนอยู่กบัขนาดของดีเอ็นเอและ
กระแสไฟฟ้าท่ีใช้ ดีเอ็นเอท่ีแยกโดยวิธีน้ีสามารถมองเห็นไดเ้ม่ือยอ้มดว้ยสารซ่ึงสามารถแทรกเขา้
ไปอยูร่ะหวา่งเกลียวของดีเอ็นเอและเกิดการดูดกลืนแสงอลัตราไวโอเล็ต ดงันั้นดีเอ็นเอจะเกิดการ
เรืองแสงเม่ือท าการส่องกบัแสงอลัตร้าไวโอเล็ต (Pavlov et al., 2004) 
 

ปัจจุบนัน้ีเทคนิค PCR นบัไดว้า่เป็นเทคนิคส าคญัท่ีใชใ้นงานทางชีววทิยาระดบัโมเลกุล ทั้ง
งานพื้นฐานในหอ้งปฏิบติัการไปจนถึงการประยกุตใ์ชท้างการแพทยแ์ละการเกษตร โดยสามารถใช้
ในการวินิจฉัยโรคต่างๆ ทั้งโรคติดเช้ือและโรคจากพนัธุกรรม ศึกษาความผนัแปรหรือกลายพนัธ์ุ
ของพนัธุกรรมหรือยีน ท าแผนท่ียีนและศึกษาล าดบัเบสของยีนของส่ิงมีชีวิตไดทุ้กชนิด ทางดา้น
การเกษตรเทคนิค PCR มีบทบาทมากในงานดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืช การตรวจสอบสายพนัธ์ุพืช  

http://en.wikipedia.org/wiki/Primer_(molecular_biology)
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA#Sense_and_antisense
http://en.wikipedia.org/wiki/Taq_polymerase
http://en.wikipedia.org/wiki/Nucleoside
http://en.wikipedia.org/wiki/Nucleoside
http://en.wikipedia.org/wiki/Buffer_solution
http://en.wikipedia.org/wiki/Magnesium
http://en.wikipedia.org/wiki/Manganese
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การตรวจวินิจฉยัโรคหรือสายพนัธ์ุพืชตา้นทานโรค การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งพืชกบัเช้ือโรค
รวมถึงศึกษายนีและการแสดงออกของยีนในพืช ตลอดจนการน าไปใชใ้นการป้องกนัก าจดัโรคพืช
ท่ีเกิดจากรา แบคทีเรีย และไวรัส หรือเช้ือสาเหตุโรคอ่ืนๆ 

 
13.  เทคนิค Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 

 
Denaturing gradient gel electrophoresis หรือ DGGE เป็นวิธีการแยกช้ินดีเอ็นเอท่ีมีความ

แตกต่างกนัเฉพาะเบสเพียง 1หรือ2 เบสออกจากกนั โดยการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสของดีเอ็นเอเกลียว
คู่บนโพลีอะคริลาไมด์เจล (polyacrylamide gel) โดยมีสารท่ีมีคุณสมบติัในการแยกสายดีเอ็นเอ 
(denaturant) เช่น ยเูรียและฟอร์มาไมด์ ผสมอยูต่ามระดบัของการเปล่ียนความเขม้ขน้ของสารแบบ
เส้นตรง (linear gradient) (Helms, 1990) โดยสารท่ีมีคุณสมบติัในการแยกสายดีเอ็นเอจะมีสัดส่วน
ความเขม้ขน้ของสารจากนอ้ยไปหามาก (gradient) (จากส่วนบนหรือส่วนล่างของเจล) สารดงักล่าว
จะท าลายพนัธะระหวา่งคู่เบส G และเบส C ซ่ึงจบักนัโดยใชพ้นัธะไฮโดรเจนจ านวน 3 พนัธะ และ
คู่เบส A และเบส T ซ่ึงจบักนัโดยใชพ้นัธะไฮโดรเจนจ านวน 2 พนัธะ ซ่ึงจ านวนของคู่เบส G และ
เบส C และคู่เบส A และเบส T ท่ีมีในดีเอ็นเอแต่ละคู่จะมีปริมาณท่ีแตกต่างกนั ท าให้ระยะทางการ
เคล่ือนท่ีผา่น acrylamide gel ของดีเอ็นเอท่ีแยกออกจากกนัแลว้มีความแตกต่างกนัอนัเน่ืองจากการ
แยกจากกนัของเบสในสายดีเอน็เอมีปริมาณแตกต่างกนั จึงปรากฏรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฎ
บนเจลในระยะทางท่ีต่างกนั ดงันั้น DGGE จึงเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีสามารถแยกล าดบัเบสท่ีแตกต่าง
กนัของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดได ้ แมส่ิ้งมีชีวิตดงักล่าวจะมีล าดบัเบสต่างกนัเพียงหน่ึงต าแหน่งก็ตาม 
นอกจากน้ียงัสามารถตัดแถบดีเอ็นเอท่ีสนใจไปท าการวิเคราะห์หาล าดับเบสเพื่อใช้ศึกษา
ววิฒันาการทางพนัธุกรรมของแบคทีเรียต่อไป 

 
การศึกษาจ านวนประชากรจุลินทรียโ์ดยใชเ้ทคนิค DGGE เร่ิมข้ึนจากการศึกษาประชากร

จุลินทรียใ์นดิน (Muyzer et al., 1993) เทคนิค DGGE สามารถท าไดก้บัยีนท่ีมีขนาดประมาณ 200 
bp และสูงสุดไม่เกิน 500 bp (Muyzer and Smalla, 1998) เทคนิค DGGE สามารถใชศึ้กษาชนิดของ
จุลินทรียไ์ดโ้ดยลดปัญหาจากการศึกษาจุลินทรียท่ี์ไม่สามารถเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการได ้ และ
สามารถประเมินความหลากหลายของจุลินทรียไ์ดอ้ยา่งสมบูรณ์มากข้ึน เทคนิค DGGE จึงเป็นวิธีท่ี
ท าใหส้ามารถเขา้ใจโครงสร้าง ชนิด และปริมาณของจุลินทรียอี์กทั้งยงัสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้น
การวิเคราะห์ หรือตรวจสอบความหลากหลายของประชากรจุลินทรียท่ี์มีอยู่ในธรรมชาติ น ้ าเสีย
หรือของเสียทางอุตสาหกรรมและการเกษตร รวมถึงทางการแพทยอี์กดว้ย Sun et al. (2004) ไดใ้ช้
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เทคนิค DGGE เพื่อศึกษาโครงสร้างประชากรจุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูลสัตวม์าเป็นเวลานาน 
และพบว่ามีการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างประชากรจุลินทรียเ์กิดข้ึน นอกจากน้ียงัพบว่าดินท่ีมี
การใส่ปุ๋ยมูลสัตวจ์ะมีความสัมพนัธ์กนัของกลุ่มสังคมจุลินทรียม์ากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัดินท่ีมี
การใส่ปุ๋ยเคมีเพียงอยา่งเดียว นอกจากน้ี Lai et al. (2006) ไดใ้ชเ้ทคนิค DGGE เพื่อศึกษาโครงสร้าง
ประชากรจุลินทรีย์ในตะกอนใตท้ะเลลึกของทะเลจีนใต ้พบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria 
Bacteroidetes แบคทีเรียแกรมบวก และ Archaea ซ่ึงส่วนใหญ่จะมีล าดบัเบสท่ีสัมพนัธ์กบัแบคทีเรีย
ในกลุ่ม methanotropic Smalla et al. (2001) ไดท้  าการศึกษาการเปล่ียนแปลงกลุ่มประชากรของ
แบคทีเรียบริเวณรากสตรอเบอร์ร่ี ผกักาดหางหงษ์ และบริเวณหัวของมนัฝร่ังท่ีปลูกติดต่อกนัเป็น
ระยะเวลา 2 ปี พบวา่กลุ่มประชากรแบคทีเรียบริเวณรากพืชทุกชนิด โดยกลุ่มประชากรบริเวณราก
ของผกักาดหางหงษ์มีความใกล้เคียงกับกลุ่มประชากรบริเวณรอบรากมันฝร่ังมากกว่ากลุ่ม
ประชากรบริเวณรอบรากสตรอเบอร์ร่ี นอกจากน้ียงัพบว่ารูปแบบของแถบ 16S rRNA ท่ี
ท าการศึกษาดว้ยเทคนิค DGGE มีความแตกต่างกนัตามชนิดของพืช นอกจากน้ี Cindy et al. (2000) 
ยงัไดใ้ช้เทคนิค DGGE ศึกษาความแตกต่างของกลุ่มประชากรแบคทีเรียจากดินในพื้นท่ีเกษตร 
ประเทศนอร์เวย ์และสหรัฐอเมริกา ทั้งหมด 6 ตวัอยา่งดิน ซ่ึงเป็นตวัอยา่งดินจากพื้นท่ีการเกษตรท่ี
มีการจดัการท่ีแตกต่างกัน รวมถึงตวัอย่างดินท่ีมีการปนเป้ือนของสาร PAH (polyaromatic 
hydrocarbons) พบวา่สาร PAH ในดินส่งผลให้มีการลดลงของกลุ่มประชากรแบคทีเรียในดินอยา่ง
เห็นไดช้ดัเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งดินอ่ืนๆ  
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อปุกรณ์และวธิีการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1.  หมอ้น่ึงความดนัไอ 
2.  ตูอ้บ 
3.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
4.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าแบบละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
5.  เคร่ือง DNA thermal cycler TC512 (Techne, UK) 
6.  เคร่ือง mini gel system (Helixx Technologies, Inc., USA) 
7.  เคร่ือง denaturing gredient gel electrophoresis (DGGE) (Bio-Rad Laboratories, USA) 
8.  เคร่ือง Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories, USA) 
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วธีิการ 
 
1.  ศึกษาการแพร่กระจายของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินที่มีการใส่ปุ๋ยมูลสัตว์
ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

 
1.1  การเก็บตวัอยา่งดินและวเิคราะห์สมบติัทางเคมีของดินบางประการ 

 
เก็บตัวอย่างดินบริ เวณแปลงทดลองศูนย์วิจัยอ้อยและน ้ าตาล มหาวิทยาลัย 

เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน โดยเก็บดินท่ีความลึก 0-10 เซนติเมตร น าตวัอยา่งดินผึ่งลมให้
แห้ง จากนั้นร่อนผา่นตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร และ 0.5 มิลลิเมตร เพื่อน าไปวิเคราะห์สมบติัทาง
เคมีของดินบางประการ ดงัน้ี 

 
1.1.1  วดั pH ดว้ย pH meter 

 
การวดั pH ท าไดโ้ดยชัง่ดินตวัอยา่งผสมกบัน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1 ใชแ้ท่งแกว้

คนตวัอยา่งดินและน ้ ากลัน่ให้เขา้กนั ทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที ในระหวา่งท่ีทิ้งไวค้วรคนสารละลาย
ดินเป็นคร้ังคราว และเม่ือครบ 30 นาที น าสารละลายดินไปวดัดว้ย pH meter 

 
1.1.2  วเิคราะห์อินทรียวตัถุในดิน 

 
ใชต้วัอยา่งดินท่ีบดละเอียด (ตวัอยา่งดินท่ีผา่นตะแกรงขนาด 0.5 มิลลิเมตร) ท า

ปฏิกิริยา wet oxidation (Walkley and Black, 1934)  
 

การค านวณ 
 

% อินทรียค์าร์บอน =  
 

%อินทรียว์ตัถุ = % อินทรียค์าร์บอน × 1.72 
 
 

(me K2Cr2O7 – me FeSO4) × 0.003 × 100 × 1.33 

weight of sample in grams 
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1.1.3  วเิคราะห์หาไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) 
 

การวิเคราะห์หาไนโตรเจนทั้งหมด ใช้วิธี Kjeldahl method (Jackson, 1965; 
ทศันีย ์และจงรักษ,์ 2542) ประกอบดว้ย 2 ส่วนคือ digestion และ distillation 

 
Digestion เป็นการย่อยตัวอย่างดิน (ตัวอย่างดินท่ีผ่านตะแกรงขนาด 0.5 

มิลลิเมตร) ดว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ ท่ีอุณหภูมิ 320 องศาเซลเซียส 
 

Distillation เป็นขั้นตอนการกลั่นสารละลายท่ีได้จากการย่อย และดักจับ
ไนโตรเจนดว้ย H3BO3 indicator 

 
การค านวณ 

 
% N =  

 
 
1.1.4  วเิคราะห์หาฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available phosphorus) 

 
การวิเคราะห์หาฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ใช้วิธี Bray II (Bray and Krutz, 

1945) สกดัตวัอยา่งดินดว้ยสารละลาย Bray II จากนั้นกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatmann เบอร์ 2 
จากนั้นน าสารละลายท่ีกรองได ้(filtrate) ไปวดัค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 
882 นาโนเมตร น าค่า OD ท่ีวดัไดม้าค านวณหาปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ 
 

1.1.5  วเิคราะห์หาโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้(exchangeable potassium) 
 

น าตวัอยา่งดินมาสกดัดว้ยสารละลาย NH4OAc เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่เป็นเวลา 30 
นาที จากนั้นกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatmann เบอร์ 2 และวิเคราะห์หาปริมาณ K ดว้ย Atomic 
absorbtion spectrophotometer (Pratt, 1965; ทศันีย ์และ จงรักษ,์ 2542) 

 
 
 

ml HCl used (sample – blank titration) × normality ของ HCl × 1.4 

weight of soil sample (grams) 
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1.2  การเตรียมดินจ าลอง 
 

1.2.1  การเตรียมมูลสุกรท่ีมีการตกคา้งของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเพื่อใช้ในดิน
จ าลอง (soil microcosm) 

 
ชัง่มูลสุกร 12.7 กรัม จากนั้นเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในรูปสารละลายท่ี

เจือจางตามความเขม้ขน้ดงัตารางท่ี 6 และตารางท่ี 7 คลุกเคลา้มูลสุกรและสารละลายปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินเขา้ดว้ยกนับ่มทิ้งไวเ้ป็นเวลา 12 ชัว่โมง เพื่อจ าลองสภาพของสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินในในตวัสุกร และเตรียมน าไปคลุกเคลา้ผสมกบัดินในขั้นตอนต่อไป 

 
1.2.2 การจ าลองสภาพของดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 

ตกคา้ง 
 

ชั่งดิน 150 กรัม จากนั้นน าไปคลุกเคล้ากับมูลสุกรท่ีมีการตกค้างของสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีเตรียมไว ้จากนั้นบรรจุดินใส่ขวดแกว้ขนาด 700 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ปิดขวดแกว้ดว้ยผา้ขาวบางเพื่อให้มีการถ่ายเทอากาศ และท าการบนัทึก
น ้ าหนกัดินพร้อมขวดเม่ือเร่ิมท าการทดลองและหลงัจากเก็บตวัอย่างดินทุกคร้ังตลอดการทดลอง 
ท าการเก็บตวัอยา่งดินจ านวน 5 กรัม ใส่ถุงพลาสติก (โดยเก็บตวัอยา่งดินในวนัท่ี 5, 10, 15, 30 และ 
40 ในการทดลองท่ี 1 และเก็บตวัอย่างดินทุก1 สัปดาห์เป็นเวลา 6 สัปดาห์ในการทดลองท่ี 2 ) 
จากนั้นบนัทึกน ้ าหนักดินพร้อมขวดแกว้ทุกคร้ังหลงัการเก็บตวัอย่างดิน และท าการรักษาระดบั
ความช้ืนโดยการเติมน ้ าท่ีระดบั field capacity (FC) ท าการจ าลองสภาพของดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูล
สัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้งในการเกษตร เพื่อศึกษาผลของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิ
นต่อการแพร่กระจายของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินและการเปล่ียนแปลงสังคม
จุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้งดงัน้ี 

 
การทดลองท่ี 1 ศึกษาการแพร่กระจายของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิ

นเน่ืองจากการใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้ง โดยมีต ารับการทดลองทั้งหมด 5 
ต ารับการทดลอง ทุกต ารับการทดลองมีการใส่ดิน 150 กรัม และมูลสุกร 12.7 กรัม ยกเวน้ต ารับการ
ทดลองท่ี 1 ซ่ึงไม่มีการใส่มูลสุกรและสารปฏิชีวนะเน่ืองจากใช้เป็นต ารับการทดลองควบคุม ใน
ส่วนของต ารับการทดลองท่ี 2, 3, 4 และ 5 มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ท่ีความเขม้ขน้ 0, 
0.2, 20 และ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบัดงัตารางท่ี 6 จากนั้นท าการเก็บตวัอย่างดินใน
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วนัท่ี 5, 10, 15, 30 และ 40 เพื่อศึกษาการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 
การเปล่ียนแปลงสังคมจุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้ง 
ดว้ยเทคนิค PCR และ DGGE  
 
ตารางที ่6  ต ารับการทดลองในการทดลองท่ี 1 
 

ต ารับการทดลอง 
ดิน 

(กรัม) 
มูลสุกร 
(กรัม) 

ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 
(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) 

1 150 - - 
2 150 12.7 - 
3 150 12.7 0.2 
4 150 12.7 20 
5 150 12.7 2000 

 
การทดลองท่ี 2 ศึกษาการแพร่กระจายของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิ

นเน่ืองจากการใส่ปุ๋ยมูลสัตว์ท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกค้างซ ้ า โดยมีต ารับการทดลอง
ทั้งหมด 4 ต ารับการทดลอง ทุกต ารับการทดลองมีการใส่ดิน 150 กรัม มูลสุกร 12.7 กรัม และมีการ
เติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.2, 20 และ 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั
ดงัตารางท่ี 6 ในการทดลองท่ี 2 ท าการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินซ ้ าในต ารับการทดลองท่ี 2, 3 
และ 4 ตามปริมาณในตารางท่ี 7 ทุก 1 สัปดาห์เป็นเวลา 6 สัปดาห์ เพื่อศึกษาการแพร่กระจายของ
ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน การเปล่ียนแปลงสังคมจุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูลสัตว์
ท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้ง ดว้ยเทคนิค PCR และ DGGE  
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ตารางที ่7  ต ารับการทดลองในการทดลองท่ี 2 
 

ต ารับการทดลอง 
ดิน 

(กรัม) 
มูลสุกร 
(กรัม) 

ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน  
(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) 

1 150 12.7 - 
2 150 12.7 0.2 
3 150 12.7 20 
4 150 12.7 200 

 
1.3  การสกดัดีเอน็เอ 
 

1.3.1  การสกดัดีเอน็เอดว้ยวิธีท่ีใชข้อง Zhou et al. (1996) 
 

โดยเร่ิมสกดัดว้ยการผสมตวัอยา่งดิน 0.1 กรัม กบั soil-extraction buffer (Tris-
HCl buffer [pH 8.0] ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ และ EDTA ความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นเติม soil-extraction buffer เพิ่มอีก 500 ไมโครลิตรผสมให้เขา้กนั
และน าไปไปป่ันเหวี่ยง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที หลงัจากนั้นเทส่วนละลายใสทิ้ง น า soil-extraction buffer ปริมาตร 380 ไมโครลิตรผสมลงใน
ส่วนตะกอนท่ีเหลือ และเติมเอนไซม ์lysozyme ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ย vortex แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
เพื่อยอ่ยผนงัเซลล์ของจุลินทรีย ์จากนั้นเติมเอนไซม ์proteinase K ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ย vortex แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม SDS ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 
RNase ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปแช่แข็ง (freeze) ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที แลว้น ามาละลาย (thaw) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ท าการ freeze และ thaw อีกคร้ัง 
และน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เก็บส่วนละลายใสไวแ้ลว้น าไปผสมดว้ย potassium acetate ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ ปริมาตร 1 ใน 3 
ส่วนของสารละลายใส แล้วบ่มต่อในน ้ าแข็งเป็นเวลา 15 นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
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15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าส่วนละลายใสผสมดว้ย sodium acetate ความ
เขม้ขน้ 3 โมลาร์ ปริมาตร 1 ใน 10 ส่วนของสารละลายใส และ isopropanol ในปริมาตรท่ีเท่ากนั 
และน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นลา้งตะกอนดว้ย 
ethanol ความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนละลายใสทิ้ง และปล่อยให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที 
ละลาย DNA ท่ีไดด้ว้ย TE buffer ปริมาตร 360 ไมโครลิตร ผสมดว้ย NaCl ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และ CTAB ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 45 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นผสมดว้ย equal volume ของ chloroform 
น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บละลายใสไวแ้ลว้ท าซ ้ าอีก
คร้ัง จากนั้นน าละลายใสท่ีไดผ้สมดว้ย equal volume ของphenol/chloroform น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที น าละลายใสท่ีไดผ้สมดว้ยดว้ย equal volume ของ 
isopropanol และป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ลา้งตะกอนดว้ย 
ethanol ความเขม้ขน้ร้อยละ 70 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนละลายใสทิ้ง และปล่อยให้ส่วนตะกอน DNA แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
15 นาที ละลาย DNA ท่ีไดด้ว้ย TE buffer 20 ไมโครลิตร และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
1.3.2  การสกดัดีเอน็เอดว้ยชุดสกดั SoilMasterTM DNA Extraction Kit (EPICENTRE 

Biotechnologies, USA) 
 

ท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งดินดว้ยชุดสกดั SoilMasterTM DNA Extraction 
Kit (EPICENTRE Biotechnologies, USA) โดยวิธีของ Park and Crowley (2005) ซ่ึงดดัแปลงมา
จากวิธีการของบริษทัผูผ้ลิต และตรวจคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการท า electrophoresis บน agarose 
gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตใ์น 1X TAE buffer  

 
1.3.3  การสกดัดีเอน็เอดว้ยชุดสกดั PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO BIO 

Laboratories, USA) 
 

ท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอย่างดินด้วยชุดสกดั PowerMax™ Soil DNA 
Isolation Kit (MO BIO Laboratories, USA) โดยวิธีของ Jareonmit et al. (2009) ซ่ึงดดัแปลงมาจาก
วิธีการของบริษทัผูผ้ลิต และตรวจคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการท า electrophoresis บน agarose gel 
ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตใ์น 1X TAE buffer  
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1.4  การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) 
 

ใชต้วัอยา่งดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากขอ้ 1.3 เป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ย 
primers ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจ านวน 14 ยีน (ตารางท่ี 8) (Ng et al., 2001) 
การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอในส่วนของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 14 ยีน ท าได้
โดยการน าดีเอน็เอของตวัอยา่งดินท่ีสกดัไดม้าท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ซ่ึงมี
ส่วนประกอบดงัน้ี ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร dNTPs (dATP, dCTP, dTTP และ dGTP) ความ
เขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10X buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร MgCl2 ความ
เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร forward primer และ reverse primer ความเขม้ขน้
100 ไมโครโมลาร์ ปริมาตรอยา่งละ 2.5 ไมโครลิตร และ Taq DNA Polymerase (Invitrogen, 
California) ความเขม้ขน้ 5 ยนิูตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ส าหรับปฏิกิริยาสังเคราะห์
ดีเอน็เอขั้น initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามดว้ย denaturing ท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที จ านวน 35 รอบ และตาม
ดว้ย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยใชเ้คร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
รุ่น TC512 (Techne, UK)  
 

1.5  การตรวจสอบผลผลิต PCR (PCR product) ดว้ย agarose gel electrophoresis 
 

ตรวจสอบและวิเคราะห์ผลผลิต PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis ความเขม้ขน้ 1 
เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย 1X TAE bufferโดยเตรียม agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตแ์ลว้
น าไปเทใส่ใน gel tray และเสียบหวี (gel comb) ทิ้งไวจ้นเจลแข็งตวัดีแลว้ดึงออก จากนั้นก็น า 
agarose gel ลงเคร่ือง electrophoresis ท่ีมีสารละลาย 1X TAE buffer อยู ่ผสม6X loading dye และ
ผลผลิต PCR ในอตัราส่วน 2:5 โดยปริมาตร จากนั้นบรรจุผลผลิต PCR ลงในช่อง agarose gel ใช ้
100 bp plus ladder (Fermentas, Maryland) เป็นเคร่ืองหมายในการตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ 
หลงัจากนั้นปล่อยกระแสไฟฟ้าขนาด 100 V เป็นเวลา 25 นาที แลว้น า agarose gel ไปยอ้มดว้ย 
ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นแช่ในน ้ าสะอาด
เพื่อล้าง ethidium bromide ส่วนเกินออกเป็นเวลา 10 นาที แล้วตรวจสอบเจลภายใต้แสง
อลัตราไวโอเลตพร้อมถ่ายภาพเก็บไวเ้พื่อวเิคราะห์ผล 
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ตารางที ่8  primers ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา PCR เพื่อการตรวจสอบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 
จ านวน 14 ยนี  

 
Tetracycline 

resistance gene PCR primer sequence 5’–3’ Amplicon size 
(bp) 

tetA F 
R 

GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC 
CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG 210 

tetB F 
R 

TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 
GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG 659 

tetC F 
R 

CTT GAG AGC CTT CAA CCC AG 
ATG GTC GTC ATC TAC CTG CC 418 

tetD F 
R 

AAA CCA TTA CGG CAT TCT GC 
GAC CGG ATA CAC CAT CCA TC 787 

tetE F 
R 

AAA CCA CAT CCT CCA TAC GC 
AAA TAG GCC ACA ACC GTC AG 278 

tetG F 
R 

GCT CGG TGG TAT CTC TGC TC 
AGC AAC AGA ATC GGG AAC AC 468 

tetK F 
R 

TCG ATA GGA ACA GCA GTA 
CAG CAG ATC CTA CTC CTT 169 

tetL F 
R 

TCG TTA GCG TGC TGT CAT TC 
GTA TCC CAC CAA TGT AGC CG 267 

tetM F 
R 

GTG GAC AAA GGT ACA ACG AG 
CGG TAA AGT TCG TCA CAC AC 406 

tetO F 
R 

AAC TTA GGC ATT CTG GCT CAC 
TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA 515 

tetS F 
R 

CAT AGA CAA GCC GTT GAC C 
ATG TTT TTG GAA CGC CAG AG 667 

tetP F 
R 

CTT GGA TTG CGG AAG AAG AG 
ATA TGC CCA TTT AAC CAC GC 676 

tetQ F 
R 

TTA TAC TTC CTC CGG CAT CG 
ATC GGT TCG AGA ATG TCC AC 904 

tetX F 
R 

CAA TAA TTG GTG GTG GAC CC 
TTC TTA CCT TGG ACA TCC CG 468 

 
หมายเหตุ  F = forward primer  

 R = reverse primer 
 
ทีม่า: Ng et al. (2001) 
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2.  ศึกษาการเปลีย่นแปลงโครงสร้างกลุ่มสังคมจุลนิทรีย์ในดินด้วยเทคนิค denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 
 

2.1  การสกดัดีเอน็เอ 
 

ท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งดินดว้ยชุดสกดั  PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit 
(MO BIO Laboratories, USA) โดยวิธีของ Jareonmit et al. (2009) ซ่ึงดดัแปลงมาจากวิธีการผูผ้ลิต 
และตรวจคุณภาพของดีเอน็เอโดยการท า electrophoresis บน agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์
ใน 1X TAE buffer  

 
2.2  การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) 

 
เพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอในส่วนของยีน 16S rRNA โดยการน าดีเอ็นเอของตวัอยา่ง

ดินท่ีสกดัไดม้าท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ซ่ึงมีส่วนประกอบดงัน้ี ดีเอ็นเอ
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร dNTPs (dATP, dCTP, dTTP และ dGTP) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 0.40 ไมโครลิตร 10X buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร universal primer (PRBA338F 5’-ACTCCT ACGGGAGGCAGCAG-3’ 
และ PRUN518R 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) (Cindy et al., 2000) ความเขม้ขน้ 60 ไมโคร
โมลาร์ ปริมาตรอยา่งละ 0.75 ไมโครลิตร และ Taq DNA polymerase (Invitrogen, California) 
ความเขม้ขน้ 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร ทั้งน้ี PRBA338F ซ่ึงเป็น forward 
primer จะมีการเติมเบส G และ C เขา้ท่ีปลายดา้น 3 ไพร์ม ซ่ึงเรียกวา่ GC clamp จ  านวน 20 bp เพื่อ
ช่วยยึดสายดีเอ็นเอท่ีแยกจากกนับน acrylamide เจล (Muyzer et al., 1993) ส าหรับปฏิกิริยา
สังเคราะห์ดีเอ็นเอขั้น initial denaturation อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามดว้ย 
denaturing ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วนิาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  จ  านวน 35 รอบ 
และตามดว้ย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (ดดัแปลงจาก Becker 
et al., 2006) โดยใชเ้คร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ TC512 (Techne, UK) ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา 
PCR ท่ีไดน้ ามาวิเคราะห์ บน agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer ดว้ย
กระแสไฟฟ้าขนาด 100 โวลต์ เป็นเวลา 30-40 นาที โดยใช้ 100bp plus ladder (Fermentas, 
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Maryland) เป็นเคร่ืองหมายในการตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต พร้อม
ถ่ายภาพ 

 
2.3  การท า Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 

 
การเตรียมอุปกรณ์ในการท า DGGE เร่ิมจากการน าแผน่กระจก 2 แผน่ขนาด 16 × 16 

เซนติเมตร และขนาด 16×14 เซนติเมตร ท าความสะอาดกระจกดว้ย alcohol ความเขม้ขน้ 70 
เปอร์เซ็นต ์ และ alcohol ความเขม้ขน้ 95 เปอร์เซ็นต ์เช็ดดว้ยกระดาษซบั Kimwipe ระวงัอยา่ให้มี
ฝุ่ นหรือกระดาษซบัติด น ากระจกแผน่ใหญ่ (16×16 เซนติเมตร) วางบนโต๊ะและน า spacer ท่ีทาดว้ย
วาสลีนเพื่อให้เกิดการยึดระหว่างแผน่กระจกทั้งสองดีข้ึน วางท่ีขอบกระจก หลงัจากนั้นน ากระจก
แผน่เล็ก (16 × 14 เซนติเมตร) มาประกบพร้อมกบัจดักระจกทั้งสองให้เสมอกนัทั้งดา้นขา้งและ
ดา้นล่าง หลงัจากนั้นน ากระจกไปประกอบเขา้กบัแกนยึด (plate clamps) และประกอบเขา้กบัตวั
ฐาน (pouring stand) เทเจลท่ีเตรียมไดล้งในแผ่นกระจกตามความเขม้ขน้ของเจลท่ีเตรียมไว ้ระวงั
อยา่ให้มีฟองอากาศ เม่ือเทเจลจนเต็มแผน่กระจกแลว้น าหวี (well comb) ไปเสียบระหวา่งช่องวา่ง
ของกระจก เม่ือเจลแข็งตัวแล้วน าแผ่นกระจกออกจากตัวฐานแล้วน าไปประกอบเข้ากับ gel 
electrophoresis ส าหรับ DGGE ท่ีบรรจุ 1X TAE buffer ปริมาตร 6 ลิตร และตั้งอยูบ่น magnetic 
stirrer เพื่อใหส้ารละลาย buffer เกิดการไหลเวยีน หลงัจากนั้นปิดดว้ยฝาท่ีต่อกบั power supply และ
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ  

 
การเตรียมเจลในขั้นตอนแรกท าการเตรียม stock acrylamide ความเขม้ขน้ 0 และ 100 

เปอร์เซ็นต์ หลงัจากนั้นน าความเขม้ขน้ทั้ง 2 มาผสมกนัเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ และมี
ลกัษณะเป็นระดบัของการเปล่ียนความเขม้ขน้ (concentration gradient) เพื่อใหส้ายคู่ของดีเอ็นเอเกิด
การแยกตวัเป็นสายเด่ียว ในการทดลองน้ีเตรียมเจลความเขม้ขน้ 13 เปอร์เซ็นต์ และใช้ gradient 
ความเขม้ขน้ของสารละลายระหวา่ง 40 เปอร์เซ็นต ์ถึง 70 เปอร์เซ็นต ์โดยผสมสารละลายดงัตารางท่ี 
9 และเติม ammonium persulphate (APS) ความเขม้ขน้ 10  เปอร์เซ็นต ์และ TEMED ซ่ึงเป็นสารท่ี
ช่วยให้เกิดการโพลีเมอร์ไรเซชนั (polymerization) โดยเติมก่อนการเทสารผสมของเจลลงในแผ่น
กระจกท่ีเตรียมไว ้ 
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ตารางที ่9  ปริมาตรของสารผสมส าหรับ Denaturing gradient gel electrophoresis  
 

สารละลาย 
0% acrylamide 
(มิลลิลิตร) 

100% acrylamide 
(มิลลิลิตร) 

10 % APS 
(ไมโครลิตร) 

TEMED 
(ไมโครลิตร) 

70% denaturant 6 14 200 20 
40% denaturant 12 8 200 20 

 
หมายเหตุ  APS = ammonium persulphate 

TEMED = N,N,N’,N’-tetramethyl ethylenediamine 
 
เม่ือผสมสารละลายเจลความเขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต์ และ 70 เปอร์เซ็นต์ เติม APS ความ

เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 20 ไมโครลิตรแลว้ เท
สารละลายความเขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต์ และ 70 เปอร์เซ็นต์ เพื่อให้สารละลายผสมทั้งสองความ
เขม้ขน้ผสมไหลเขา้สู่แผ่นกระจก โดยปล่อยสารละลายผสมดงักล่าวให้ไหลลงไปในช่องว่างของ
แผน่กระจกทั้งสองอยา่งชา้ๆ โดยใช ้magnetic sterier โดยปล่อยสารละลายผสม 70 เปอร์เซ็นตก่์อน
เล็กนอ้ยเพื่อให้เกิด gradient  ปล่อยให้สารผสมไหลเขา้ไปใน glass plates จนเกือบเต็มแผน่กระจก
ระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ จากนั้นน าหวี (well comb) เสียบเขา้ไปใน glass plates ทิ้งไวป้ระมาณ 6 
ชัว่โมงเพื่อให้เจลแข็งตวั เม่ือเจลแข็งตวัแลว้น าผลผลิต PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ท่ีเตรียมได้
โดยใชไ้พรเมอร์ PRBA338F และ PRUN518R มาผสมกบั 6X loading dye ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ใส่ลงไปในช่องเจลปริมาตร 30-40 ไมโครลิตร โดยใส่ 100 bp plus DNA ladder 
(Fermentas, Maryland) ท่ีช่องเจลด้านขา้งดว้ยเพื่อใช้เป็นเคร่ืองหมายอา้งอิงในการวิเคราะห์ผล 
หลงัจากนั้นท าการปล่อยกระแสไฟฟ้าท่ีมีศกัยไ์ฟฟ้า 90 โวลต ์ ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 13 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาน าเจลไปยอ้มดว้ย ethidium bromide เขยา่เบา ๆ เป็นเวลา 30 นาที 
หลงัจากนั้นน าเจลไปแช่น ้ ากลัน่พร้อมเขยา่เพื่อลา้ง ethidium bromide ส่วนเกินออกเป็นเวลา 30 
นาที น าเจลท่ีไดม้าส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต (UV) และถ่ายภาพ น าลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีไดม้า
วิเคราะห์ความเหมือนและแตกต่าง จากนั้นท าการวิเคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม UPGMA โดยใช ้
Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories, USA) เพื่อสร้าง dendrogram จดั
กลุ่มของกลุ่มสังคมจุลินทรียดิ์น 
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ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 
1.  ศึกษาการแพร่กระจายของยนีต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลนิในดินทีม่ีการใส่ปุ๋ยมูลสัตว์ 
 

1.1  สมบติัทางเคมีของดินบางประการ 
 
จากการวเิคราะห์สมบติัทางเคมีของดินบางประการ เพื่อศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของ

ดินก่อนน ามาท าการทดลอง (ตารางผนวกท่ี 1-5) พบว่าดินท่ีน ามาท าการศึกษามีค่า pH 7.3 อยูใ่น
ระดับท่ีเป็นกลาง มีปริมาณอินทรียวตัถุ 1.26 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงอยู่ในระดับท่ีค่อนข้างต ่า ปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดเท่ากบั 0.03 เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นระดบัต ่ามาก ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ 
55 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน อยู่ในระดบัสูงมาก และปริมาณโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้1360 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน อยูใ่นระดบัท่ีสูงมาก ดงัแสดงในตารางท่ี 10 

 
1.2  การสกดัดีเอน็เอ 

 
การศึกษาการแพร่กระจายของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินท่ีมีการใส่

ปุ๋ยมูลสัตวเ์ร่ิมจากการสกดัดีเอ็นเอเป็นล าดบัแรก ซ่ึงผูว้ิจยัไดท้  าการสกดัดีเอ็นเอหลายวิธีดว้ยกนั 
โดยวธีิแรกเป็นวธีิการสกดัดีเอน็เอจากจุลินทรียท่ี์มีอยูใ่นดินโดยตรง พบวา่การสกดัดีเอ็นเอโดยตรง
จากดินดว้ยวิธีของ Zhou et al. (1996) ซ่ึงใช ้DNA extraction buffer (Tris-HCl (C4H11NO3) pH 8.0 
ความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ sodium EDTA (C10H12N2Na4O8) pH 8.0 ความเขม้ข้น 100 มิลลิโม
ลาร์ Na3PO4 pH 8.0 ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ NaCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ และ 
Cetyltrimethyl ammoniumbromide (CTAB) ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต)์ และ protinase K ความ
เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่การสกดัดีเอน็เอจากดินโดยวธีิน้ีใหดี้เอน็เอปริมาณมาก (ภาพ
ท่ี 11ก) และดีเอ็นเอท่ีสกดัไดมี้สีน ้ าตาลแต่ดีเอ็นเอท่ีไดไ้ม่เหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา PCR 
เน่ืองจากเม่ือน าดีเอ็นเอดงักล่าวไปท าปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบผลผลิต PCR บน agarose gel 
ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ไม่พบแถบของผลผลิต PCR จึงทดลองสกดัดีเอ็นเอจากจุลินทรียท่ี์มีอยู่
ในดินดว้ยชุดสกดั SoilMasterTM DNA Extraction Kit (EPICENTRE Biotechnologies, USA) การ
สกัดด้วยวิธีน้ีดีเอ็นเอท่ีได้มีปริมาณน้อย (ภาพท่ี 11ข) และเม่ือน าไปท าปฏิกิริยา PCR และ
ตรวจสอบผลผลิต PCR บน agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ไม่พบแถบของผลผลิต PCR 
และวิธีสุดทา้ยคือ การสกดัด้วยชุดสกดั PowerMaxTM Soil DNA Isolation Kit (MO BIO 
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Laboratories, USA) การสกดัด้วยวิธีน้ีเป็นวิธีการสกดัท่ีให้ผลดีท่ีสุดคือ ปริมาณดีเอ็นเอท่ีได้มี
ปริมาณมาก (ภาพท่ี 11ค) และเม่ือน ามาท าปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบผลผลิต PCR บน agarose 
gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์พบแถบของผลผลิต PCR ซ่ึงสามารถใชต้รวจสอบการ มียีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินได ้จากผลการสกดัดีเอน็เอดงัท่ีกล่าวมานั้น การสกดัดีเอ็นเอในแบบแรก
ดีเอน็เอท่ีไดอ้าจมีการเจือปนของสารอ่ืนรวมถึงกรดฮิวมิกจากอินทรียว์ตัถุในดิน ดีเอ็นเอท่ีไดจึ้งไม่
มีความบริสุทธ์ิพอ สังเกตไดจ้ากสารละลายดีเอน็เอท่ีไดมี้สีน ้ าตาล โดยกรดฮิวมิกท่ีเจือปนอยูน่ั้นจะ
มีขนาดและลกัษณะคลา้ยกบัดีเอ็นเอ (Holben, 1994) ซ่ึงกรดอิวมิกจะรบกวนกระบวนการจ าลองดี
เอ็นเอ (Holben et al., 1988; Steffan and Atlas, 1988; Tsai and Olson, 1992) โดยพบวา่ 1 
ไมโครลิตรของดีเอ็นเอท่ีมีการเจือปนของกรดฮิวมิก สามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมดี์เอ็นเอ
โพลีเมอร์เรส (Tsai and Olson, 1992) จึงอาจเป็นสาเหตุท าให้การท าปฏิกิริยา PCR ไม่ประสบ
ผลส าเร็จ คือไม่ปรากฏแถบของผลผลิต PCR ขณะท่ีการสกดัดีเอ็นเอจากจุลินทรียใ์นดินดว้ยชุด
สกดั SoilMasterTM DNA Extraction Kit (EPICENTRE Biotechnologies, USA) ดีเอ็นเอท่ีไดจ้าก
การสกดัดว้ยชุดสกดัน้ีมีปริมาณน้อย เน่ืองจากในกระบวนการในขั้นแรกของสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุด
สกดัดงักล่าวใชเ้พียง lysozyme ยอ่ยผนงัเซลล์ของแบคทีเรียในดิน ท าให้ไดดี้เอ็นเอจากแบคทีเรียท่ี
สัมผสักบัเอนไซมด์งักล่าวเท่านั้น และอาจมีปริมาณไม่เพียงพอต่อการท าปฏิกิริยา PCR ซ่ึงแตกต่าง
จากการสกดัดว้ยชุดสกดั PowerMaxTM Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, USA) โดย
กระบวนการในขั้นแรกของสกดัดว้ยชุดสกดัดงักล่าวมีการใชเ้มด็บีดเพื่อช่วยในการกระแทกเม็ดดิน
ให้แตก ท าให้แบคทีเรียทั้งท่ีอยู่ในดินและท่ีอาศยัอยู่ในช่องว่างของเม็ดดินสัมผสักบัเอนไซม์ย่อย
ผนงัเซลล์ การสกดัดว้ยวิธีน้ีจึงเป็นวิธีการสกดัท่ีให้ผลดีคือ ปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดมี้ปริมาณมาก และ
เพียงพอต่อการท าปฏิกิริยา PCR จึงประสบผลส าเร็จในการท าปฏิกิริยา PCR โดยใชดี้เอ็นเอท่ีสกดั
ไดจ้ากชุดสกดั PowerMaxTM Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, USA) 
 

1.3  ศึกษาการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินท่ีมีการใส่ปุ๋ย
มูลสัตวด์ว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

 
การศึกษาการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจากดินจ าลอง  

ซ่ึงเป็นตวัอย่างดินบริเวณแปลงทดลองศูนยว์ิจยัออ้ยและน ้ าตาล มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์วิทยา
เขตก าแพงแสน โดยเก็บดินท่ีความลึก 0-10 เซนติเมตร เป็นดินท่ีไม่มีประวติัการใส่ปุ๋ยมูลสัตว ์
น ามาจ าลองสภาพแวดลอ้มของดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้งใน
การเกษตรท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ การศึกษาคร้ังน้ีไดเ้ลือกมูลสุกรมาเป็นตน้แบบในการศึกษา โดยแบ่ง
ออกเป็น 2 การทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีความเขม้ขน้ 0, 
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0.2, 20 และ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท าการเก็บตวัอยา่งดินในวนัท่ี 5, 10, 15, 30 และ 40 การ
ทดลองท่ี 2 มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.2, 20 และ 200 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมดินซ ้ า ทุก 1 สัปดาห์เป็นเวลา 6 สัปดาห์ และท าการเก็บตวัอยา่งดินในสัปดาห์ท่ี 6 จากนั้น
น าตัวอย่างดินมาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO BIO 
Laboratories, USA) และน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดม้าท าการวิเคราะห์การแพร่กระจายของยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินด้วยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินจ านวน 14 ยีน ซ่ึงมีความยาวของเบสแตกต่างกนั ร่วมกบัการใชเ้ทคนิค multiplex PCR ซ่ึง
เป็นเทคนิค PCR ท่ีสามารถตรวจสอบการมีอยูข่องยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินแบบเป็น
กลุ่มยีน โดยแบ่งยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินทั้ง 14 ยีน ออกเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 
ประกอบดว้ย tetB, tetC และ tetD กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้วย tetA, tetE และ tetG กลุ่มท่ี 3 
ประกอบดว้ย tetK, tetL, tetM, tetO และ tetS กลุ่มท่ี 4 ประกอบดว้ย tetP, tetQ และ tetX พบวา่การ
ท าปฏิกิริยา PCR แบบ multiplex ไม่ประสบผลส าเร็จเน่ืองจากไม่สามารถตรวจสอบการมีอยูข่อง
ยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินแบบหลายชนิดของยีนในคร้ังเดียวได้ ดังนั้ นผูว้ิจยัจึง
เลือกใชว้ธีิการตรวจสอบยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินโดยการท าปฏิกิริยา PCR แต่ละยีน
แยกกนั (ภาพท่ี 12) และประสบผลส าเร็จในการตรวจสอบการมีอยูข่องยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลิน  

 
จากการศึกษาการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจากดินท่ีมี

การใชปุ๋้ยมูลสัตวใ์นการทดลองท่ี 1 พบวา่ต ารับควบคุม (ต ารับการทดลองท่ี 1) ซ่ึงเป็นดินเพียงอยา่ง
เดียวนั้นไม่พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในทุกช่วงระยะเวลาของการเก็บตวัอย่าง 
และการทดสอบในมูลสุกรท่ีน ามาท าการศึกษาซ่ึงเป็นมูลสุกรจากสุกรท่ีไม่มีการใชส้ารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินนั้น พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetC, tetD, tetA tetG, tetL, tetM 
และ tetO โดยยีนท่ีพบดงักล่าวอาจมาจากแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีมีอยูเ่ดิมในสุกรแมว้่า
สุกรจะไม่มีการใช้สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมาก่อน ซ่ึงอาจเกิดจากการถ่ายทอดยีนตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินจากแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในแม่สุกรตวัก่อนๆ ท่ีเคย
ไดรั้บสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินไปสู่ลูกสุกร แมว้่าลูกสุกรจะไม่เคยไดรั้บสารปฏิชีวนะมาก่อน 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Haack and Andrews (2000) พบวา่ 71 เปอร์เซ็นตข์องแบคทีเรียท่ีคดัแยก
ไดจ้ากมูลของลูกสุกรเพิ่งคลอดท่ียงัไม่มีการใชส้ารปฏิชีวนะเตตราไซคลินสามารถตา้นทานต่อสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินได ้นอกจากน้ีในแบคทีเรียบางชนิดจะมี inherent resistant คือ ลกัษณะการ
ต้านทานสารปฏิชีวนะตั้ งแต่ก า เนิด ซ่ึงเป็นการกลายพันธ์ุ ท่ี เ กิดข้ึนได้เองตามธรรมชาติ 
(spontaneous mutation) กล่าวคือเป็นการเปล่ียนแปลงของเบสภายในยีนบนดีเอ็นเอ (genomic 
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DNA) โดยไม่จ  าเป็นตอ้งมียาปฏิชีวนะมาเหน่ียวน า เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงน้ีสามารถเกิดข้ึนได้
แมว้า่แบคทีเรียจะไม่เคยสัมผสักบัยาปฏิชีวนะมาก่อน (Bryan, 1984) ในต ารับการทดลองท่ีมีการ
เติมมูลสุกรเพียงอยา่งเดียวโดยไม่มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเพิ่มเติม (ต ารับการทดลองท่ี 
2) พบว่าในการเก็บตวัอย่างดินคร้ังแรกนั้น พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซลินชนิด tetL 
เพียงยีนเดียว การเก็บตวัอย่างดินในวนัท่ี 5 พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetC, 
tetG, tetL, tetM และ tetO การเก็บตวัอยา่งดินในวนัท่ี 15 พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินชนิด tetG, tetL, tetM, tetO และ tetX ขณะท่ีการเก็บตวัอยา่งดินในวนัท่ี 40 นั้นพบยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetB เพียงยีนเดียว ซ่ึงยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด
ท่ีพบในต ารับการทดลองท่ีมีการเติมมูลสุกรเพียงอยา่งเดียว (ต ารับการทดลองท่ี 2) ส่วนใหญ่จะเป็น
ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะชนิดเดียวกบัท่ีพบในมูลสุกร อาจเน่ืองจากยีนท่ีพบในต ารับการทดลอง
ดงักล่าวเป็นยนีเดิมท่ีมีอยูใ่นมูลสุกรซ่ึงยงัคงอยู ่แต่เม่ือระยะเวลาผา่นไปยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินชนิดดงักล่าวอาจลดความส าคญัหรือไม่มีการเพิ่มข้ึนของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินในแบคทีเรีย เน่ืองจากในต ารับการทดลองดงักล่าวไม่มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลิน ซ่ึงสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจะมีบทบาทในการเป็นตวัคดัเลือก (selective pressure) ให้
ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในแบคทีเรียมีการแพร่กระจายเพิ่มข้ึน เป็นผลท าให้ชนิด
ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินปรากฎลดลงเม่ือเก็บตวัอย่างดินในวนัท่ี 40 ส าหรับ
ตวัอย่างดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการเติมมูลสุกรและสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีความเขม้ขน้ 
0.2, 20 และ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน (ต ารับการทดลองท่ี 3, 4 และ 5 ) ในวนัท่ี 0, 5, 15 และ 
40 วนั พบวา่มียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetC, tetD, tetA, tetG, tetL และ tetM 
ปรากฏข้ึนอย่างค่อนขา้งสม ่าเสมอ ซ่ึงยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ดงักล่าวเป็นชนิด
เดียวกนักบัท่ีพบในมูลสุกรเช่นกนั แสดงให้เห็นวา่ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีพบใน
มูลสุกรท่ีน ามาศึกษานั้นเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลิน และเม่ือมีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินลงในมูลสุกรเพื่อจ าลองสภาพแวดลอ้ม
ของการใส่ปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีการตกคา้งของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในส่ิงแวดลอ้ม ยงัพบว่าเป็น
การเพิ่มการกระจายตวัของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินโดยต ารับการทดลองท่ีมีการเติม
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินนั้น (ต ารับการทดลองท่ี 3, 4 และ 5 ) จะพบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ
ปรากฏข้ึนในเกือบทุกช่วงเวลาและมีความสม ่าเสมอในการพบมากกวา่ดินท่ีมีการใส่มูลสุกรเพียง
อยา่งเดียว (ต ารับการทดลองท่ี 2) อาจเน่ืองจากสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีเติมลงในมูลสุกรนั้นมี
บทบาทในการเป็นตวัคดัเลือกให้ยีนต้านทานสารปฏิชีวนะ  เตตราไซคลินในแบคทีเรียมีการ
แพร่กระจายและสามารถคงอยูใ่นดินไดเ้ป็นเวลานานข้ึน รวมถึงการตา้นทานของแบคทีเรียต่อสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีมีความเขม้ขน้สูงข้ึนซ่ึงอาจเกิดจากการกลายพนัธ์ุแบบเป็นขั้นๆ (adaptive 
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mutation) ท าให้แบคทีเรียจะค่อยๆ ปรับตวัให้สามารถทนต่อสารปฏิชีวนะความเข้มข้นสูง 
(multistep mutational resistance) ส าหรับยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะ  เตตราไซคลินชนิด tetB, tetO, 
tetS, tetP และ tetX นั้น พบในต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินในบางความเขม้ขน้เท่านั้น และไม่มีความสม ่าเสมอของการพบในแต่ละช่วงเวลา อาจเป็นไปได้
ว่ายีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินดงักล่าวมีอยู่เดิมในแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินในมูลสุกรแต่ยงัไม่มีความส าคญัหรือยงัไม่เกิดการแพร่กระจาย แต่เม่ือมีการเติมสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินจึงท าให้เกิดการส่งเสริมท าให้กลุ่มยีนดงักล่าวมีการแพร่กระจาย และแสดง
ความส าคญัในแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ซ่ึงการเกิดการแพร่กระจายของยีน
อาจมาจากการถ่ายทอดยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินระหว่างจุลินทรีย์ในมูลสัตว์สู่
แบคทีเรียในดินหลงัจากมีการเติมมูลสุกรท่ีมียนีตา้นทานสารปฏิชีวนะและสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินลงไป นอกจากน้ีสาเหตุท่ีแบคทีเรียสามารถเกิดการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะไดใ้นภายหลงัอาจ
เน่ืองจากมีการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมท าให้มียีนส่วนท่ีสามารถตา้นทานสารปฏิชีวนะเกิดข้ึน 
โดยยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในแบคทีเรียท่ีพบอยู่ในมูลสุกรเดิมนั้นอาจท าให้เกิด
การถ่ายโอนยนี (gene transfer) จากแบคทีเรียท่ีสามารถตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินอยูก่่อน
แลว้สู่แบคทีเรียท่ีมีอยูเ่ดิมในดิน โดยยนีตา้นทานท่ีไดรั้บการถ่ายทอดมาน้ีอาจจะอยูใ่นรูปแบบต่างๆ 
ท่ีส าคญัคือ ดีเอ็นเอเปลือย ฟาจพลาสมิด หรือ transposable element ท่ีสอดแทรกเขา้ไปในส่วน
ต่างๆ ของดีเอ็นเอ (genomic DNA) (Levy, 2000) นอกจากน้ีจากการศึกษายงัพบวา่ในทุกต ารับการ
ทดลองของการทดลองท่ี 1 นั้น จ านวนชนิดของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีแนวโนม้
เพิ่มข้ึนเม่ือมีการเติมมูลสุกรและสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีความเขม้ขน้สูงข้ึน (ภาพท่ี 13) และ
ในการทดลองท่ี 1 น้ีไม่พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetE, tetK และ tetQ ในทุก
ต ารับการทดลอง (ตารางท่ี 11) 

 
ในการทดลองท่ี 2 ซ่ึงมีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.2, 20

และ 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ซ ้ าทุก 1 สัปดาห์ และท าการเก็บตวัอย่างดินเม่ือครบ 6 สัปดาห์ 
พบว่าการทดสอบในมูลสุกรท่ีน ามาท าการศึกษานั้น พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน
ชนิด tetC, tetD, tetA, tetG, tetL, tetM และ tetO เช่นเดียวกนักบัการทดลองท่ี 1 และในต ารับการ
ทดลองท่ีมีการเติมมูลสุกรเพียงอย่างเดียวโดยไม่มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเพิ่มเติม 
(ต ารับการทดลองท่ี 1) เม่ือระยะเวลาผา่นไป 6 สัปดาห์พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน
ชนิด tetB เพียงยีนเดียวท่ียงัคงปรากฏอยู่ อาจเน่ืองจากเม่ือไม่มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิ
นซ่ึงมีบทบาทในการเป็นตวัคดัเลือกยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในแบคทีเรีย (Levy, 
1994) ท าให้แบคทีเรียไม่มีความจ าเป็นต้องรักษายีนตา้นทานสารปฏิชีวนะดงักล่าวไว ้และเม่ือ
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แบคทีเรียมีการจ าลองดีเอน็เอ (DNA replication) ในแบคทีเรียรุ่น (generation) ต่อๆ ไป จึงมีโอกาส
ในการสูญเสียยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน เป็นผลให้การแพร่กระจายของยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินลดลงและไม่มีความส าคญัในแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลิน ซ่ึงการทดลองท่ี 2 สอดคลอ้งกบัการทดลองท่ี 1 คือ ในต ารับทดลองท่ีมีการเติมมูลสุกร
เพียงอย่างเดียว โดยไม่มีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินและเก็บตวัอย่างดินในวนัท่ี 40 ซ่ึง
จ านวนชนิดของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีจ านวนลดลงหลงัจากวนัแรกท่ีมีการใส่
มูลสัตว ์ส าหรับตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการเติมมูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินซ ้ าท่ีความเขม้ขน้ 0.2, 20 และ 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน (ต ารับการทดลองท่ี 2, 3 และ 4) ท่ี
ระยะเวลาการเก็บตวัอยา่งเม่ือครบ 6 สัปดาห์นั้น พบว่ามียีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน
ชนิด tetC, tetA, tetG, tetL, tetM และ tetO ยงัคงอยูอ่ยา่งเห็นไดช้ดั โดยยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินชนิดดงักล่าวเป็นชนิดเดียวกนักบัท่ีพบในมูลสุกรเช่นกนั และการใส่สารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินซ ้ าในทุก 1 สัปดาห์นั้น ยงัแสดงให้เห็นวา่สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินอาจจะเป็นปัจจยั
หน่ึงท่ีท าให้ยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิดท่ีพบในมูลสุกรยงัคงปรากฏอยู่เม่ือ
ระยะเวลาผ่านไป 6 สัปดาห์ ส าหรับยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetB, tetQ และ 
tetX ในต ารับการทดลองท่ี 2, 3 และ 4 ซ่ึงเป็นยีนท่ียงัปรากฎอยูเ่ม่ือระยะเวลาผา่นไป 6 สัปดาห์
เช่นกนั แต่ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิดดงักล่าวเป็นชนิดท่ีไม่พบในมูลสุกร ซ่ึง
อาจจะเป็นไปไดว้า่ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเหล่าน้ีมีอยูเ่ดิมในแบคทีเรียตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินในมูลสุกร และเม่ือมีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินลงไปทุก 1 สัปดาห์ 
สารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีเติมลงไปจะเขา้มามีบทบาทในการคดัเลือกให้ยีนดงักล่าวในแบคทีเรีย
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินใหมี้ความส าคญัมากข้ึน ซ่ึงการใส่สารปฏิชีวนะอยา่งสม ่าเสมอ
จะเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการพฒันาการตา้นทานสารปฏิชีวนะในส่ิงมีชีวิต (Levy, 1994) อีกทั้งยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีพบดงักล่าวอาจจะมาจากแบคทีเรียตา้นทานสารปฏิชีวนะซ่ึงเกิดจากการ
กลายพนัธ์ุท่ีสามารถเกิดข้ึนไดเ้องตามธรรมชาติ และเป็นการเปล่ียนแปลงของเบสภายในยีนบนจี
โนมิคดีเอ็นเอ กระบวนการเปล่ียนแปลงดังกล่าวสามารถเกิดข้ึนได้ภายในระยะเวลาตั้ งแต่ 1 
สัปดาห์ข้ึนไป (Maisnier and Andersson, 2004) นอกจากน้ีการเติมสารปฏิชีวนะทุก 1 สัปดาห์ อยา่ง
สม ่าเสมอท าใหเ้กิดสภาพความกดดนัในการอยูร่อดของแบคทีเรีย ส่งเสริมให้แบคทีเรียสามารถสืบ
ทอดและมีการแลกเปล่ียนยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะผา่นทางพลาสมิด และสารพนัธุกรรมอ่ืนๆ เพื่อ
สร้างคุณสมบติัในการตา้นทานสารปฏิชีวนะไดอ้ย่างอิสระมากข้ึน (Davies, 1981) จากการศึกษา
จ านวนชนิดของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน พบว่าในทุกต ารับการทดลองในการ
ทดลองท่ี 2 จ านวนชนิดของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเม่ือมีการเติม
มูลสุกรและสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินซ ้ าทุก 1 สัปดาห์ เช่นเดียวกนักบัการทดลองท่ี 1 (ภาพท่ี 14) 
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ซ่ึงจากผลการทดลองดงัท่ีกล่าวมาในขา้งตน้ แสดงให้เห็นวา่การเติมมูลสุกรท่ีมีสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินตกคา้งเพียงคร้ังเดียวหรือการเติมซ ้ าลงไปในดิน ส่งผลต่อการเพิ่มการแพร่กระจายและ
ความหลากหลายของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเช่นเดียวกนั ในการทดลองท่ี 2 ซ่ึงเป็น
การศึกษาการแพร่กระจายของยีนตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเน่ืองจากการใส่ปุ๋ยมูล
สัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้งซ ้ า ไม่พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด 
tetE, tetK, tetS และ tetP ในทุกต ารับการทดลองของการทดลองท่ี 2 (ตารางท่ี 12) และในการศึกษา
คร้ังน้ีไม่ปรากฏ ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetE และ tetK ในทุกต ารับการ
ทดลองของการทดลองท่ี 1 และการทดลองท่ี 2 

 
จากการศึกษาการแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในการทดลองท่ี 

1 พบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetC, tetD, tetA, tetG, tetL, tetM และ tetO อยา่ง
สม ่าเสมอในทุกความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน (0, 0.2, 20, 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
ดิน) และทุกระยะเวลาของการเก็บตวัอยา่ง (0, 5, 15 และ 40 วนั) และในการทดลองท่ี 2 ซ่ึงมีการ
เติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินซ ้ าทุก 1 สัปดาห์และเก็บตวัอย่างดินเม่ือครบ 6 สัปดาห์ พบยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetB, tetC, tetA, tetO และ tetQ อย่างสม ่าเสมอในทุก
ความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน (0, 0.2, 20, 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) โดยส่วน
ใหญ่ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินดงักล่าวจะเป็นชนิดเดียวกนักบัท่ีพบในมูลสัตว ์ ซ่ึง
แสดงให้เห็นว่ายีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิดดงักล่าวเป็นยีนท่ีมีบทบาทท าให้เกิด
การคดัเลือกให้ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินมีจ านวนเพิ่มข้ึน และเกิดเป็นกลุ่มยีนท่ีมี
ความส าคญั จึงพบยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิดดงักล่าวอย่างสม ่าเสมอในทุก
ช่วงเวลาของการเก็บตวัอย่างดิน นอกจากน้ีชนิดของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินยงั
สามารถบ่งบอกถึงแนวโนม้ของกลไกการตา้นทานสารปฏิชีวนะในกลุ่มสังคมสังคมจุลินทรียใ์นดิน
ท่ีมีการใชปุ๋้ยมูลสัตวอี์กดว้ย 
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ยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetS, tetP และ tetX ในการทดลองท่ี 1 และยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินชนิด tetS, tetP และ tetX ในการทดลองท่ี 2 ซ่ึงเป็นยีนท่ีมีการ
พบอย่างไม่สม ่าเสมอ ซ่ึงการเพิ่มหรือการลดลงของจ านวนชนิดของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเต
ตราไซคลินเหล่าน้ีเม่ือเปรียบเทียบกบัต ารับควบคุม เป็นผลมาจากการแพร่กระจาย หรือการถ่าย
โอน (gene transfer) ของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะดว้ยกลไกต่างๆ แสดงให้เห็นถึงการคดัเลือก
ลกัษณะของการตา้นทาน (resistance trait) ซ่ึงกลไกในการถ่ายโอนยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะจาก
แบคทีเรียสู่ส่ิงแวดล้อมสามารถบ่งบอกถึงศักยภาพในการแพร่กระจายของยีนต้านทานสาร
ปฏิชีวนะจากสัตวสู่์คนและจากคนสู่สัตวไ์ด ้ (Teale, 2002) นอกจากน้ีจ านวนชนิดของยีนตา้นทาน
สารปฏิชีวนะท่ียงัคงอยูใ่นกลุ่มสังคมจุลินทรียใ์นดินท่ีศึกษา ยงัสามารถบอกถึงปริมาณ ความถ่ี และ
ความหลากหลายของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีเคล่ือนยา้ยสู่ส่ิงแวดลอ้ม (gene flow) 
เม่ือมีการตกค้างของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีความเข้มข้นระดับหน่ึงและเป็นระยะเวลา
ช่วงหน่ึง 
 
ตารางที่ 10  สมบติัทางเคมีของดินท่ีน ามาทดลอง 

 
สมบติัทางเคมีท่ีท าการวิเคราะห์ ค่าวเิคราะห์ 

pH (1:1 H2O) 7.3 
อินทรียวตัถุในดิน (เปอร์เซ็นต)์ 1.26 
ไนโตรเจนทั้งหมด (เปอร์เซ็นต)์ 0.03 
ฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (เปอร์เซ็นต)์ 55 
โพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้(เปอร์เซ็นต)์ 1361 
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ภาพที ่11  ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งดินบน agarose gel ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์

ก. การสกดัดีเอ็นเอดว้ยวธีิท่ีใชข้อง Zhou et al. (1996) ช่องเจลท่ี 1, ตวัอยา่งดินท่ี 1;  
ช่องเจลท่ี 2, ตวัอยา่งดินท่ี 2; ช่องเจลท่ี 3, ladder 100 bp (Fermentas, Maryland) 

ข. การสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดั SoilMasterTM DNA Extraction Kit (EPICENTRE 
Biotechnologies, USA) ช่องเจลท่ี 1, ladder 100 bp (Fermentas, Maryland);  
ช่องเจลท่ี 2, ตวัอยา่งดินท่ี 1; ช่องเจลท่ี 3, ตวัอยา่งดินท่ี 2 

ค. การสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดั PowerMax™ Soil DNA Isolation Kit (MO BIO 
Laboratories, USA) ช่องเจลท่ี 1, ladder 100 bp (Fermentas, Maryland); ช่องเจลท่ี 
2, ตวัอยา่งดินท่ี 1; ช่องเจลท่ี 3, ตวัอยา่งดินท่ี 2; ช่องเจลท่ี 4, ตวัอยา่งดินท่ี 3 

ก. ข. 

ค. 
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ภาพที ่12  ผลผลิต PCR ของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน ช่องเจลท่ี 1, ladder 100 bp 
 (Fermentas, Maryland); 2, tetB; 3, tetC; 4, tetD; 5, tetA; 6, tetE; 7, tetG; 8, tetK; 9, 
 tetL; 10, tetM; 11, tetO; 12, tetS; 13, tetP; 14, tetQ และ 15, tetX โดยท่ี 

ก.  ตวัอยา่งดินท่ี 0 วนั 
ข.  ตวัอยา่งดินท่ี 5 วนั 
ค.  ตวัอยา่งดินท่ี 15 วนั 
ง.  ตวัอยา่งดินท่ี 40 วนั 

 

 

ข. 

ก. 
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ภาพที ่12  (ต่อ)

ค. 

ง. 
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ตารางที่ 11  ชนิดของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินท่ีมีการใส่มูลสุกรและสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินความเขม้ขน้ 0, 0.2, 20 และ 2000 มิลลิกรัม
 ต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลาการเก็บตวัอยา่ง 0, 5, 10, 15 และ40 วนั  
 

ยนีตา้นทานสาร 
ปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 

ต ารับควบคุม ดิน + มูลสุกร + สารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) 

มูลสุกร ดิน 0 0.2 20 2000 

0 5 15 40 0 5 15 40 0 5 15 40 0 5 15 40 0 5 15 40 

tetB - - - - - - - - + - - + - - - - - - - + + 

tetC + - - - - - + - - + + + + + + + + + + + + 

tetD + - - - - - - - - + + + + + + - + - + - + 

tetA + - - - - - - - - + + + + + + + + + + + + 

tetE - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

tetG + - - - - - + + - + - + + - + + + + + + + 

tetK - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

tetL + - - - - + + + - + + + + + + + - + + + + 

tetM + - - - - - + + - + + + + - + - + - + + + 

tetO + - - - - - + + - + - - + - - - - - + + + 

tetS - - - - - - - - - - - + - + - - - + - + - 
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ตารางที่ 11  (ต่อ) 
 

ยนีตา้นทานสาร 
ปฏิชีวนะเตตราไซคลิน 

ต ารับควบคุม ดิน + มูลสุกร + สารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) 

มูลสุกร ดิน 0 0.2 20 2000 

0 5 15 40 0 5 15 40 0 5 15 40 0 5 15 40 0 5 15 40 

tetP - - - - - - - - - + - + - - - + + - - + + 

tetQ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

tetX - - - - - - - + - + - + - - + + + - - + + 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 71 



72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่13  จ  านวนชนิดของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีตรวจพบในดินของแต่ละต ารับการทดลองท่ีมีการเติมมูลสุกรท่ีมีสารปฏิชีวนะ 

เตตราไซคลินตกคา้งเพียงคร้ังเดียว  

ปริมาณสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีใส่ในดิน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) 

จ า
นว

นย
นีที่

พบ
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ตารางที่ 12  ชนิดของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินในดินท่ีมีการใส่มูลสุกรและสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินซ ้ าท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.2, 20 และ 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน
ทุก 1 สัปดาห์ท่ีระยะการเก็บตวัอยา่งดินเม่ือครบ 6 สัปดาห์  

 

 

ยนีตา้นทานสาร
ปฏิชีวนะ เตตรา

ไซคลิน 

ต ารับการทดลอง
ควบคุม 

ดิน + มูลสุกร + สารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน  
(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) 

มูลสุกร ดิน 0 0.2 20 200 
tetB - - + + + + 
tetC + - - + + + 
tetD + - - - - - 
tetA + - - + + + 
tetE - - - - - - 
tetG + - - + - + 
tetK - - - - - - 
tetL + - - + + + 
tetM + - - + + + 
tetO + - - + - + 
tetS - - - - - - 
tetP - - - - - - 
tetQ - - - + - + 
tetX - - - + + + 
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ภาพที ่14  จ  านวนชนิดของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีตรวจพบในดินของแต่ละต ารับการทดลองท่ีมีการเติมสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินซ ้ า  ๆ

ปริมาณสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีใส่ในดิน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) 

จ า
นว

นย
นีที่

พบ
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2.  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสังคมจุลินทรีย์ในดินด้วยเทคนิค denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 
 

จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงกลุ่มสังคมจุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใชปุ๋้ยมูลสัตว ์ดว้ยเทคนิค 
DGGE โดยเลือกต ารับการทดลองจากระยะเวลาการเก็บตวัอย่างท่ีคาดว่ามีการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างสังคมจุลินทรียช์ัดเจน ซ่ึงเป็นตวัอย่างดินในต ารับควบคุม และดินท่ีมีการเติมมูลสุกร
ร่วมกบัสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.2, 20 และ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
ดิน ท่ีระยะเวลาการเก็บตวัอยา่งท่ี 0, 15 และ 40 วนั รวมจ านวน 15 ตวัอยา่ง ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบตาม
ระยะเวลาการเก็บตวัอยา่งดินแลว้ พบวา่จ านวนแถบของยีน 16S rDNA ท่ีปรากฏในระยะเวลาการ
เก็บตวัอยา่งท่ีระยะเวลา 0 วนั มีจ  านวนเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาผา่นไป 15 วนั แต่ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั
เม่ือระยะเวลาผา่นไป 40 วนั (ภาพท่ี 15) โดยรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอดงักล่าวจะแสดงถึงความ
หลากหลายของประชากรจุลินทรียจ์ากตวัอย่างดิน จ านวนแถบของยีน 16S rDNA ท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือ
ระยะเวลาผ่านไป 15 วนั และลดลงเม่ือระเวลาผ่านไป 40 วนันั้น แสดงถึงความหลากหลายของ
แบคทีเรียท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาผ่านไป 15 วนั และลดลงเม่ือระยะเวลาผ่านไป 40 วนั และเม่ือ
เปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพย์ีน16S rDNA ตามความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินท่ีเติม
ลงไปในมูลสัตวแ์ลว้ พบวา่จ านวนแถบของยีน 16S rDNA ท่ีปรากฏในแต่ละความเขม้ขน้ของสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินไม่มีความแตกต่างกนัมากนกั ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงจ านวนชนิดของประชากร
จุลินทรียจ์ากตวัอยา่งดินไม่ไดมี้แนวโนม้เพิ่มข้ึนหรือลดลงตามความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินท่ีเติมลงไปร่วมกบัมูลสุกร 

 
และจากการจดักลุ่มสังคมจุลินทรียจ์ากตวัอย่างดินดว้ยวิธี UPGMA โดยใช ้ Molecular 

Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories, USA) และวิเคราะห์ dendrogram เพื่อหา
ดรรชนีความคลา้ยคลึงโดยแปลผลขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอจากภาพลายพิมพย์ีน 16S rDNA ท่ีท าการ
ทดลองดว้ยเทคนิค DGGE ซ่ึงแถบของยีน 16S rDNA สามารถใชแ้ยกความแตกต่างของสังคม
จุลินทรียแ์ต่ละชนิดในตวัอยา่งดิน เพื่อใชใ้นการจดักลุ่มและศึกษาความสัมพนัธ์ของสังคมจุลินทรีย์
ในแต่ละต ารับการทดลอง โดยสามารถจัดกลุ่มสังคมจุลินทรีย์จากตวัอย่างดินท่ีน ามาทดลอง
ออกเป็น 3 กลุ่ม และพบวา่ตวัอย่างดินท่ีมาจากระยะเวลาการเก็บตวัอยา่งเดียวกนัจะมีกลุ่มสังคม
จุลินทรียใ์กล้เคียงกนั แมว้่าจะมีความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินแตกต่างกนัก็ตาม  
(ภาพท่ี 16)  
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ผลการศึกษาดวยเทคนิค PCR ยีนตานทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินรวมกับ DGGE บง
บอกใหทราบถึงการเคล่ือนยายและการไดรับยีนตานทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินจาก   
แบคทีเรียในมูลสัตวสูแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมตามธรรมชาติ ซ่ึงเปนปญหาท่ีนาตระหนักถึงความ
เส่ียงตอความปลอดภัยของมนุษยและสัตวตางๆ ท่ีอยูในหวงโซอาหาร จุลินทรียสามารถถายโอน 
ยีนตานทานสารปฏิชีวนะระหวางกันไดงายในระบบนิเวศ หรือจากมนุษยสูสัตว และจากสัตวสู   
ดิน และสามารถเกิดข้ึนไดในทางกลับกัน ส่ิงเหลานี้เปนปจจัยท่ีสําคัญตอการแพรกระจายของยีน
ตานทานสารปฏิชีวนะ ซ่ึงการแพรกระจายของยีนตานทานสารปฏิชีวนะมีอิทธิพลตอการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางประชากรของแบคทีเรีย  และสงผลกระทบตอสังคมจุลินทรียตาม   
ธรรมชาติในดิน (Hill and Top, 1998; Nwosu, 2001) อีกท้ังแบคทีเรียตานทานสารปฏิชีวนะ
สามารถถายโอนยีนผานทางพลาสมิด หรือ transposable element ไปยังแบคทีเรียอ่ืนอยางตอเนื่อง
และเปนวงกวางในส่ิงแวดลอม (Levy, 2000; Davies, 1994 ) โดยยีนดังกลาวสามารถพบไดในมูล
สัตวแมวาสัตวจะไมเคยไดรับสารปฏิชีวนะมากอนก็ตามดังรายงานของ Yvonne et al., (2006) ซ่ึง
พบวามูลสัตวท่ีมีการตกคางของสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินเม่ือมีการใสลงสูดินจะสงผลตอการ
แพรกระจายของยีนตานทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินอีกดวย และส่ิงท่ีนาตระหนักก็คือยีนท่ี
ตานทานตอสารปฏิชีวนะสามารถถูกถายโอนไปยังแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูภายในรางกายมนุษยโดย
ผานทางหวงโซอาหาร น้ําดื่ม หรือแมแตการสัมผัส และการถายโอนยีนตานทานสารปฏิชีวนะ  
ไปสูแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของโรค (Endtz et al., 1991; Shoemaker et al., 1992; Bates et al.,  
1994; Pathak and Gopal, 1994; Bager et al., 1997; Van den Bogaard and Stobberingh 2000; 
Huffling, 2006) 
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ภาพที ่15  รูปแบบลายพิมพย์นี 16S rDNA ท่ีศึกษาดว้ยเทคนิค Denaturing Gradient Gel 
   Electrophoresis (DGGE) 

ช่องเจลท่ี 1  คือ ladder 100 bp (Fermentas, Maryland) 
ช่องเจลท่ี 2  คือ ตวัอยา่งดินต ารับการทดลองควบคุม ท่ีระยะเวลา 0 วนั 
ช่องเจลท่ี 3   คือ ตวัอย่างดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรเพียงอย่างเดียวท่ี

ระยะเวลา 0 วนั 
ช่องเจลท่ี 4  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ

เตตราไซคลินความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  
 ท่ีระยะเวลา 0 วนั 

ช่องเจลท่ี 5  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ
เตตราไซคลินความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  

 ท่ีระยะเวลา 0 วนั 
ช่องเจลท่ี 6  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ

เตตราไซคลินความเขม้ขน้ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  
 ท่ีระยะเวลา 0 วนั 

ช่องเจลท่ี 7  คือ ladder 100 bp (Fermentas, Maryland) 
ช่องเจลท่ี 8  คือ ตวัอยา่งดินต ารับการทดลองควบคุม ท่ีระยะเวลา 15 วนั 

 
 

      1      2     3     4      5      6      7      8      9    10    11    12    13   14   15   16    17    18   19 

2000 bp 

1000 bp 
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ช่องเจลท่ี 9  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรเพียงอยา่งเดียว 
 ท่ีระยะเวลา 15 วนั 
ช่องเจลท่ี 10  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสาร

 ปฏิชีวนะเตตราไซคลินความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดินท่ี
 ระยะเวลา 15 วนั 

ช่องเจลท่ี 11  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสาร
 ปฏิชีวนะเตตราไซคลินความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  
 ท่ีระยะเวลา 15 วนั 

ช่องเจลท่ี 12  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสาร
 ปฏิชีวนะเตตราไซคลินความเขม้ขน้ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  
 ท่ีระยะเวลา 15 วนั 

ช่องเจลท่ี 13  คือ ladder 100 bp (Fermentas, Maryland) 
ช่องเจลท่ี 14  คือ ตวัอยา่งดินต ารับการทดลองควบคุม ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
ช่องเจลท่ี 15  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรเพียงอยา่งเดียว  

   ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
ช่องเจลท่ี 16  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสาร

 ปฏิชีวนะเตตราไซคลินความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  
  ท่ีระยะเวลา 40 วนั 

ช่องเจลท่ี 17  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสาร
 ปฏิชีวนะเตตราไซคลินความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  

  ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
ช่องเจลท่ี 18  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสาร

 ปฏิชีวนะเตตราไซคลินความเขม้ขน้ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน  
  ท่ีระยะเวลา 40 วนั 

ช่องเจลท่ี 19  คือ ladder 100 bp (Fermentas, Maryland) 
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ภาพที ่16  ภาพ dedrogram การจดักลุ่มลายพิมพย์นี 16S rDNA จากการวเิคราะห์ดว้ย UPGMA โดยใช ้
 Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories, USA) โดยตวัเลขแสดงถึงลาย
 พิมพดี์เอน็เอแต่ละต ารับการทดลอง ดงัน้ี 

1  คือ ladder 100 bp (Fermentas, Maryland) 
2  คือ ตวัอยา่งดินต ารับควบคุม ท่ีระยะเวลา 0 วนั 
3  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรเพียงอยา่งเดียว 
  ท่ีระยะเวลา 0 วนั 
4  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 
เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 0 วนั 

5  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 
เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 0 วนั 

6  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 
เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 0 วนั 

8  คือ ตวัอยา่งดินต ารับการทดลองควบคุม ท่ีระยะเวลา 15 วนั 
9  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรเพียงอยา่งเดียวท่ีระยะเวลา 

15 วนั 
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10  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 
เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 15 วนั 

11  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 
เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 15 วนั 

12  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 
เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 15 วนั 

14  คือ ตวัอยา่งดินต ารับการทดลองควบคุม ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
15  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรเพียงอยา่งเดียว 

ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
16  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 

เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
17  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 

เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
18  คือ ตวัอยา่งดินจากต ารับการทดลองท่ีมีการใส่มูลสุกรร่วมกบัสารปฏิชีวนะ 

เตตราไซคลิน ความเขม้ขน้ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ท่ีระยะเวลา 40 วนั 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การเติมปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้งในการเกษตรท่ีความเขม้ขน้ 0, 
0.2, 2 และ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน ตั้งแต่ระยะเวลาการเก็บตวัอยา่งท่ี 0 วนั ถึง 40 วนั มี
อิทธิพลต่อการเพิ่มความหลากหลายและการแพร่กระจายของยีนต้านทานสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลิน และการเติมปุ๋ยมูลสัตวท่ี์มีสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินตกคา้งในการเกษตรท่ีความเขม้ขน้ 0, 
0.2, 2 และ 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดินซ ้ าทุก 1 สัปดาห์ มีอิทธิพลต่อการปรากฏอยูข่องยีน
ตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลิน  

 
2.  จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงสังคมจุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใชปุ๋้ยมูลสัตว ์โดยใชเ้ทคนิค 

DGGE และจดักลุ่มสังคมจุลินทรียจ์ากตวัอยา่งดิน พบวา่ระยะเวลาการเก็บตวัอยา่งดินมีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงสังคมจุลินทรียดิ์นมากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของสารปฏิชีวนะเตตรา
ไซคลินท่ีเติมลงไป (0.2, 2, 2000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมดิน) และสามารถจดักลุ่มสังคมจุลินทรียท่ี์มี
ความใกลเ้คียงกนัจากตวัอยา่งดินท่ีน ามาทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม 
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ข้อเสนอแนะ 
 

ในการศึกษาต่อไปควรท าการวเิคราะห์และระบุชนิดของจุลินทรียจ์ากลายพิมพย์ีน โดยการ
ท า 16S rDNA ท่ีเพิ่มข้ึนจากต ารับควบคุม และคงอยู่เป็นเวลานานท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสาร
ปฏิชีวนะเตตราไซคลินต ่าท่ีสุด นอกจากน้ีควรวิจยัเก่ียวกบัความแตกต่างของชนิดดินท่ีมีผลต่อการ
แพร่กระจายของยนีตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซคลินและการเปล่ียนแปลงสังคมจุลินทรียใ์นดิน
ท่ีมีการใช้ปุ๋ยมูลสัตว ์รวมถึงศึกษาในสารปฏิชีวนะชนิดอ่ืนท่ีมีการใช้ในการเกษตร อีกทั้งการเพิ่ม
ระยะเวลาในการเก็บตวัอยา่งดินอาจท าใหก้ารแพร่กระจายของยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะเตตราไซค
ลินและการเปล่ียนแปลงสังคมจุลินทรียใ์นดินท่ีมีการใชปุ๋้ยมูลสัตวมี์ความชดัเจนยิง่ข้ึน 
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ตารางผนวกที ่1  ระดบัความรุนแรงของปฏิกิริยา 
 

ระดบั (rating) พิสัย (range) 
เป็นกรดรุนแรงมากท่ีสุด (ultra acid) <3.5 
เป็นกรดรุนแรงมาก (extremely acid)  3.5 - 4.5 
เป็นกรดจดัมาก (strongly acid) 4.5 - 5.0 
เป็นกรดจดั (strongly acid) 5.1 - 5.5 
เป็นกรดปานกลาง (moderately acid) 5.6 - 6.0 
เป็นกรดเล็กนอ้ย (slightly alkaline) 6.1 - 6.5 
เป็นกลาง (neutral) 6.6 - 7.3 
เป็นด่างเล็กนอ้ย (slightly alkaline) 7.4 - 7.8 
เป็นด่างปานกลาง (moderately alkaline) 7.9 - 8.4 
เป็นด่างจดั (strongly alkaline) 8.5 - 9.0 
เป็นด่างจดัมาก (very strongly alkaline) >9.0 

 
ทีม่า: คณาจารยภ์าควชิาปฐพีวทิยา (2541) 
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ตารางผนวกที ่2  อินทรียวตัถุ (%) 
 

ระดบั (rating) พิสัย (%) 
ต ่ามาก (VL) <0.5 
ต ่า (L) 0.5 - 1.0 
ค่อนขา้งต ่า (ML) 1.0 - 1.5 
ปานกลาง (M) 1.5 - 2.5 
ค่อนขา้งสูง (MH) 2.5 - 3.5 
สูง (H) 3.5 - 4.5 
สูงมาก (VH) >4.5 

 
ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
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ตารางผนวกที ่3  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (%) 
 

ระดบั (rating) พิสัย (%) 
ต ่ามาก (VL) <0.1 
ต ่า (L) 0.1 - 0.2 
ปานกลาง (M) 0.2 - 0.5 
สูง (H) 0.5 - 0.75 
สูงมาก (VH) >0.75 

 
ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
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ตารางผนวกที ่4  ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (Available P) (Bray II) 
 

ระดบั (rating) พิสัย (%) 
ต ่ามาก (VL) <3 
ต ่า (L) 3 – 5 
ค่อนขา้งต ่า (ML) 6 – 10 
ปานกลาง (M) 11 – 15 
ค่อนขา้งสูง (MH) 16 – 25 
สูง (H) 26 – 45 
สูงมาก (VH) >45 

 
ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
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ตารางผนวกที ่5  ปริมาณโพแทสเซียมท่ีเป็นประโยชน์ (Available K) (NH4OAc) 
 

ระดบั (rating) พิสัย (%) 
ต ่ามาก (VL) <30 
ต ่า (L) 30 - 60 
ปานกลาง (M) 60 - 90 
สูง (H) 91 - 120 
สูงมาก (VH) >120 

 
ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
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วนั เดือน ปีเกดิ    15 เมษายน 2529 
สถานทีเ่กดิ    จงัหวดัชุมพร 
ประวตัิการศึกษา    วท.บ.(เคมีการเกษตร) มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งหน้าทีก่ารงานปัจจุบัน   - 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน    - 
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ ทุนผูช่้วยบณัฑิตวิจยั ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลย ี

ชีวภาพเกษตร ส านกัพฒันาบณัฑิตศึกษาและวิจยัดา้น
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส านกังานคณะกรรมการ
การอุดมศึกษากระทรวงศึกษาธิการ (AG-BIO/PERDO-
CHE) 

 

Student Internship programme for Spring semester 

2010 The International Environmental Research 

Center (IERC) at the Gwangju Institute of Science and 

Technology (GIST) and UNU & GIST Joint 

Programme on Science and Technology for 

Sustainability. Korea 

 




