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บทคัดย่อภาษาไทย 

 จักรพงษ์ สีนามะ : การจ าแนกลักษณะทางโมเลกุลของเช้ือ Escherichia coli ที่สร้างเอนไซม์ EXTENDED-
SPECTRUM BETA-LACTAMASES ที่แยกได้จากสุกรและประชากรในอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน. ( MOLECULAR 
CHARACTERIZATION OF ESBL- PRODUCING Escherichia coli ISOLATED FROM SWINE AND HUMAN IN 
AMPHOE MUEANG, LAMPHUN PROVINCE) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล, อ.ที่ปรึกษาร่วม : ศ. 
นพ.วิษณุ ธรรมลิขิตกุล 

  
ปัจจุบันพบเช้ือ Escherichia coli ที่สร้างเอนไซม์ extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) แพร่กระจายใน

ชุมชนอย่างกว้างขวาง เช้ือแบคทีเรียดังกล่าวสามารถพบได้ว่าเป็นเช้ือประจ าถิ่นในล าไส้ของคน และสัตว ์รวมไปถึงสามารถพบได้ใน
สิ่งแวดล้อมทั่วไป ซึ่งอาจกลายเป็นแหล่งเก็บกักเช้ือแบคทีเรียด้ือสารต้านจุลชีพ  ที่สามารถแพร่กระจายในชุมชนต่างๆ ทั่วโลก 
การศึกษาคร้ังน้ีท าการจ าแนกลักษณะทางโมเลกุลของเช้ือ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ซึ่งแยกได้จากสุกรในฟาร์มปศุสัตว์และ
ประชากรในชุมชน ในพื้นที่อ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน เพื่อศึกษารูปแบบของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL และศึกษาหา
ความสัมพันธ์ของเช้ือในกลุ่มตัวอย่างทั้งสอง เช้ือ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนทั้งสิ้น 212 สายพันธุ์ แยกได้จากอุจจาระของ
สุกรและประชากรที่มีสุขภาพดี และท าการจ าแนกยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ได้แก่ ยีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน 
blaSHV ด้วยเทคนิค multiplex-PCR และเทคนิค whole genome sequencing และศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือ E. coli ที่สร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่แยกได้จากทั้งสองกลุ่มตัวอย่างด้วยเทคนิค multilocus sequence typing ผลการศึกษาพบว่าเช้ือ E. coli ที่สร้าง
เอนไซม์ ESBL ส่วนใหญ่เป็นเช้ือด้ือยาหลายขนาน และมักด้ือยากลุ่ม fluoroquinolones ยากลุ่ม  aminoglycosides และยา 
trimethoprim/sulfamethoxazole ในขณะที่เช้ือทุกสายพันธุ์ด้ือต่อยา ampicillin ยา ceftriaxone และยา cefotaxime ยีนที่
ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบมากที่สุดได้แก่ ยีน blaCTX-M ซึ่งพบได้ 95.75% รองลงมาคือยีน blaTEM และยีน blaSHV พบได้ 
62.73% และ 2.40% ตามล าดับ โดย subgroup ของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบมากที่สุด ได้แก่ ยีน blaCTX-M-55 
ทั้งน้ี 56.60% ของเช้ือ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL มียีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM ในขณะที่ sequence types (STs) ที่พบ
ทั้งหมดในการศึกษาคร้ังน้ีเท่ากับ 66 ST โดย sequence types ที่พบได้บ่อยที่สุดในเช้ือ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ในสุกร 
ประกอบด้วย ST10 ST48 และ ST131 ตามล าดับ ในขณะที่ sequence types ที่พบได้บ่อยที่สุดในเช้ือ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ 
ESBL ในประชากร ประกอบด้วย ST131, ST101 และ ST70/ST48 ตามล าดับ เช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 ซึ่งถือเป็นสายพันธุ์ก่อ
โรคถูกพบมากเป็นอันดับที่หน่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีและทุกสายพันธุ์มียีน  blaCTX-M เป็นที่น่าสังเกตว่า 66.51% ของเช้ือ E. coli  ที่
สร้างเอนไซม์ ESBL แยกได้จากกลุ่มตัวอย่างทั้งสอง มี sequence types ที่เหมือนกันจ านวนทั้งสิ้น 19 ST ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความ
เป็นไปได้ในการแพร่กระจายเช้ือระหว่างคนและสัตว์ แต่ยังขาดหลักฐานที่เพียงพอที่อธิบายถึงกลไกการแพร่กระจายดังกล่าว  
อย่างไรก็ตามการพบเช้ือ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ในสุกรและประชากรที่มีสุขภาพดี สามารถเป็นพาหะของแบคทีเรียด้ือยาที่
แพร่กระจายในชุมชนได้ 
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KEYWORD:  
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Extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli has widely spread in community 

settings. This bacterium possibly found as normal flora in a healthy host, including non-hospitalised people, 
domestic or farm animals and environment, which may become a reservoir of a silent transmission of 
antimicrobial resistant bacteria in a community worldwide. Here we investigated genotypic characteristics of 
ESBL-E. coli isolated from swine in the livestock and human in the community, in Amphor Mueang, Lamphun 
Province, Thailand, in order to characterise ESBL encoding genes and investigate a genetic relatedness among 
the bacteria from these two hosts. Total of 212 ESBL-E. coli isolated from healthy swine and human were 
examined for blaCTX-M, blaTEM, and blaSHV was examined by multiplex-PCR and whole genome sequencing (WGS). 
The genetic relatedness of ESBL-E. coli was investigated by multilocus sequence typing. In this study, a majority 
of ESBL-E. coli was multidrug resistant and resisted to fluoroquinolones, aminoglycosides and 
trimethoprim/sulfamethoxazole. In a meanwhile, all of ESBL-E. coli was resistant to ampicillin, ceftriaxone , and 
cefotaxime. blaCTX-M was the dominant ESBL-encoding gene found in 95.75% of isolates, followed by blaTEM 
(62.73%) and blaSHV (2.40%). While, blaCTX-M-55 was the most common bla subgroup found in this study. Over a 
half of ESBL-E. coli (56.60%) carried blaCTX-M co-existing with blaTEM. Here we found 66 unique sequence types 
(STs) among those participated isolates. The most sequence types identified from swine isolates were ST10, 
ST48, and ST131, and from human isolates were ST131, ST101, and ST70/ST48, respectively. A truly pathogenic 
E. coli ST131 was the most predominant strain in this study, and all of them carrying blaCTX-M. Noticeably, there 
were 66.51% of ESBL-E. coli isolated from both hosts sharing identical 19 STs, suggesting that transmission 
between between human and swine might be possible. Although, proof for a direct transfer of ESBL-E. coli from 
animal to human, or vice versa, is still inadequate. The ESBL-E. coli isolated from both healthy hosts may serve 
as a reservoir for community-acquired antimicrobial resistance. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

เช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพก าลังเป็นปัญหาท่ีท่ัวโลกให้ความส าคัญในการรับมือเฝ้าระวัง 

แก้ไข รวมไปถึงการหามาตรการป้องกันอย่างรัดกุมและเร่งด่วน จากผลการส ารวจขององค์การอนามัย

โลกพบอัตราการแพร่กระจายของการติดเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพเพิ่มมากขึ้นในทุกภูมิภาคของ

โลก และจากการรายงานในปี พ.ศ. 2559 พบว่าท่ัวโลกมีอัตราผู้เสียชีวิตเนื่องมาจากติดเช้ือแบคทีเรีย

ด้ือยามากกว่าปีละ 700,000 คน (1) โดยเช้ือแบคทีเรียท่ีมักพบว่าเกิดการดื้อยาในอัตราสูง ได้แก่ เช้ือ 

Escherichia coli เช้ือ Klebsiella pneumoniae และเช้ือ Staphylococcus aureus (1) เช้ือ

แบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพนอกจากจะเป็นปัญหาต่อสุขภาพของประชากรโลกท่ีก่อให้เกิดการเสียชีวิต 

การควบคุมโรคติดเช้ือท่ีท าได้ยากขึ้น และอาจกระทบต่อการรักษาโรคชนิดอื่น น ามาซึ่งความสูญเสีย

ทางเศรษฐกิจท่ีมีมูลค่ามหาศาล ข้อมูลการศึกษาเบื้องต้นของสถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข ในป ีพ.ศ. 

2553 (2) จากข้อมูลการติดเช้ือในโรงพยาบาลจ านวน 1,023 แห่ง พบว่ามีการติดเช้ือซึ่งด้ือต่อยาต้าน

จุลชีพในโรงพยาบาลถึง 87,751 ครั้ง ส่งผลให้มีอัตราการเสียชีวิตจากปัญหานี้สูงถึง 38,481 คน 

นอกจากนี้ยังท าให้ผู้ป่วยต้องใช้เวลาพักรักษาตัวในโรงพยาบาลนานขึ้นรวมประมาณ 3.24 ล้านวัน 

เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจมากถึง 2,539-6,084 ล้านบาทจากการท่ีไม่สามารถใช้ยาต้านจุลชีพ

ชนิดเดิมท่ีเคยใช้ได้ผล  ในขณะท่ีสูญเสียต้นทุนทางอ้อมจากการเจ็บป่วยและเสียชีวิตก่อนวัยอันควร

คิดเป็นมูลค่าทางเศรษฐกิจมากกว่า 40,000 ล้านบาท ด้วยเหตุนี้กระทรวงสาธารณสุขจึงมีการเสนอ

จัดท าแผนยุทธศาสตร์การจัดการเช้ือดื้อยาต้านจุลชีพของประเทศไทย พ.ศ. 2560–2564 และได้ผ่าน

การเห็นชอบจากคณะรัฐมนตรีในวันท่ี 17 สิงหาคม พ.ศ. 2559 โดยต้ังเป้าหมายว่าภายในป ี พ.ศ. 

2564 จ านวนผู้ป่วยติดเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้องลดลง 50% และมีการลดปริมาณการใช้ยาต้านจุลชีพใน

คนลง 20% ลดปริมาณการใช้ยาต้านจุลชีพส าหรับสัตว์ลง 30% รวมไปถึงการส่งเสริมให้ประชาชนมี

ความรู้เรื่องเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพและตระหนักถึงความส าคัญในการใช้ยาต้านจุลชีพอย่าง

เหมาะสมเพิ่มขึ้น 20% (3) 
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เช้ือ E. coli ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ extended-spectrum beta-lactamase (extended-

spectrum beta-lactamase-producing E. coli) ท าให้เช้ือดื้อต่อยาต้านจุลชีพหลายขนานและ

พบว่าเป็นหนึ่งในเช้ือก่อโรคหลักของการติดเช้ือในโรงพยาบาล (hospital-acquired infections) (4, 

5) อย่างไรก็ตามปัจจุบันพบว่าเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ยังเป็นสาเหตุหลักอันดับต้นของการ

ติดเช้ือในชุมชน (community-acquired infection) และมีอัตราความชุกสูงต่อเนื่องตลอดใน 10 ปีท่ี

ผ่านมา (6) หนึ่งในสาเหตุส าคัญของการแพร่กระจายเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพในชุมชนคือการใช้

ยาต้านจุลชีพเกินความจ าเป็น ท้ังในภาคครัวเรือนและในงานปศุสัตว์ รวมไปถึงการแพร่กระจายเช้ือ

แบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพจากในฟาร์มปศุสัตว์มาสู่คน เช่น การแพร่กระจายเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง

เอนไซม์ ESBL จากฟาร์มสุกรและสัตว์ปีกมาสู่ผู้เล้ียงในประเทศเยอรมัน (7) หรือการตรวจพบเช้ือ E. 

coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแพร่กระจายระหวา่งประชากรในชุมชน สัตว์ในฟาร์มปศุสัตว์ และใน

อาหารสัตว์ ในสหราชอาณาจักร ประเทศเนเธอร์แลนด์ และประเทศเยอรมัน (8) เป็นต้น จาก

การศึกษาก่อนหน้าของผู้วิจัยท่ีส ารวจการปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพในอาหาร 

ส่ิงแวดล้อม และในประชากรท่ีมีสุขภาพดีในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมืองและอ าเภอป่าซาง จังหวัดล าพูน 

ด้วยวิธีทางฟีโนไทป์พบว่ามีเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL เพาะแยกได้จากอาหารสดท่ีวางขายใน

ตลาดและแหล่งน้ าในชุมชน 26.4% และจากประชากรในชุมชนมากถึง 66.5% (9) ประกอบกับ

การศึกษาเบื้องต้น (pilot study) ท่ีผ่านมาได้ท าการส ารวจความชุกของเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพ 

ท่ีเพาะแยกได้จากอุจจาระของสุกรในฟาร์มภายในพื้นท่ีท้ังสองอ าเภอดังกล่าวข้างต้นของจังหวัดล าพูน 

พบเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ในอัตราท่ีสูงใกล้เคียงกับท่ีเพาะแยกได้จากประชากรในชุมชน

จากการศึกษาก่อนหน้า อย่างไรก็ดียังไม่มีหลักฐานอธิบายแน่ชัดถึงความสัมพันธ์หรือความเช่ือมโยง

ของการแพร่กระจายเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพท่ีพบระหว่างสัตว์ในฟาร์มปศุสัตว์กับประชากรใน

ชุมชนดังกล่าว 

งานวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาต่อเนื่องจากการศึกษาท่ีผ่านมา เพื่อจ าแนกรูปแบบยีนท่ีควบคุม

การสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรในฟาร์มและอุจจาระของ

ประชากรท่ีมีสุขภาพดีในชุมชนในพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน ด้วยเทคนิค multiplex PCR โดยยีน

ดังกล่าวประกอบไปด้วยยีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV ซึ่งเป็นยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์

ESBL ท่ีพบได้บ่อยในประเทศไทย (10) เพื่อท าการเปรียบเทียบรูปแบบของยีนท่ีควบคุมการสร้าง
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เอนไซม์ดังกล่าว และเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของยีนแต่ละชนิดกับรูปแบบการดื้อยาต้านจุลชีพของ

เช้ือ นอกจากนี้ยังท าการเปรียบเทียบสายพันธุ์ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีเพาะแยกได้จาก

ท้ังในสุกรและในประชากรด้วยเทคนิค mutilocus sequence typing (MLST) ท้ังนี้เพื่อศึกษา

ความสัมพันธ์ของเช้ือท่ีเพาะแยกได้จากท้ังสองกลุ่มตัวอย่าง และหาความเช่ือมโยงของการ

แพร่กระจายเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพระหว่างสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน โดยข้อมูลท่ีได้

สามารถช่วยอธิบายความเช่ือมโยงของการแพร่กระจายเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพในชุมชน

ดังกล่าว และยังสามารถน าข้อมูลไปใช้เป็นแนวทางส าหรับควบคุมตัดวงจรการแพร่กระจายเช้ือดื้อยา

ต้านจุลชีพไปสู่ชุมชนให้เป็นไปตามแผนยุทธศาสตร์การจัดการเช้ือดื้อยาต้านจุลชีพของประเทศไทย

ต่อไป 

2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 2.1 เพื่อศึกษารูปแบบของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาต้าน

จุลชีพซึ่งแยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน ด้วยเทคนิค

ทางอณูชีววิทยา  

2.2 เพื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ซึ่งแยกได้จากสุกร

ในฟาร์มและประชากรในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน ด้วยเทคนิค MLST 

3. ขอบเขตของงานวิจัย 

 การศึกษาครั้งนี้ได้รับการยกเว้นการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน (บันทึกข้อความเลขท่ี 

ศธ.0517.071/EC.001281 ลง  ณ วันท่ี 24 มีนาคม พ.ศ. 2557) โดยคณะกรรมการจริยธรรมการวจัิย

ในคน คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ท าการ

เก็บอุจจาระโดยใช้ rectal swab จากสุกรในฟาร์มและประชากรท่ีมีสุขภาพดีท่ีอาศัยในชุมชน พื้นท่ี

อ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน จ านวนท้ังส้ิน 409 ตัวอย่าง แบ่งเป็นอุจจาระของสุกรในฟาร์ม จ านวน 186 

ตัวอย่าง และอุจจาระของประชากร จ านวน 223 ตัวอย่าง จ าแนกเช้ือ E. coli ด้วยการทดสอบ

ปฏิกิริยาชีวเคมีได้จ านวนท้ังส้ิน 218 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเช้ือท่ีแยกได้จากสุกร จ านวน 103 สายพันธุ์ 

และอุจจาระของประชากร จ านวน 115 สายพันธุ์ ท าการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยวิธี disk 
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diffusion ทดสอบยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธี combination disk จากนั้นน าเช้ือท่ีให้ผล

สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท้ังส้ิน 212 สายพันธุ์ ซึ่งประกอบด้วยเช้ือท่ีแยกได้จากสุกร จ านวน 101 

สายพันธุ์ และเช้ือท่ีแยกได้จากประชากร จ านวน 111 สายพันธุ์ มาสกัดดีเอ็นเอของเช้ือเพื่อท าการ

ตรวจหายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ได้แก่ ยีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน 

blaSHV ด้วยเทคนิค multiplex polymerase chain reaction (multiplexPCR) และเทคนิค whole 

genome sequencing (WGS) จากนั้นท าการวิเคราะห์หา sequence type (ST) ด้วยเทคนิค 

mutilocus sequence typing (MLST) เพื่อหาความสัมพันธ์ของเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพท่ีพบ

ในสุกรและประชากรในพื้นท่ีดังกล่าว 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

 4.1 ทราบรูปแบบของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยา 

ต้านจุลชีพซึ่งแยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน 

4.2 ทราบความสัมพันธ์ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแพร่กระจายระหว่างสุกรใน

ฟาร์มและประชากรในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน เพื่อหาแนวทางป้องกันการแพร่กระจาย

เช้ือด้ือยาต้านจุลชีพในชุมชน 

4.3 ข้อมูลท้ังหมดดังกล่าวสามารถน าไปใช้ประกอบการจัดท าแนวทางป้องกันการแพร่ 

กระจายเช้ือดื้อยาต้านจุลชีพในชุมชนได้ 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Escherichia coli 

 เช้ือ E. coli เป็นเช้ือแกรมลบรูปแท่ง จัดอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae เจริญได้ท้ังในภาวะ

ท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) ไม่สร้างสปอร์ (non spore forming) สายพันธุ์ส่วน

ใหญ่สามารถเคล่ือนท่ีได้ด้วย peri-trichous flagella เช้ือสามารถหมักย่อยน ้าตาลกลูโคสท าให้เกิด

กรด และสร้างเอนไซม์ catalase ได้ แต่ไม่มีการสร้างเอนไซม์ oxidase นอกจากนั้นยงัสามารถเปล่ียน

ไนเทรตให้เป็นไนไทรต์ได้โดยอาศัยปฏิกิริยารีดักชัน (reduction reaction) เป็นแบคทีเรียประจ าถิ่น

ในล าไส้ของคนและสัตว์ รวมไปถึงสามารถพบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ เช่น ในดิน น้ า และอาหาร (11) 

2. ความส าคัญทางคลินิก 

แม้ว่าเช้ือ E. coli จะเป็นเช้ือแบคทีเรียประจ าถิ่นท่ีพบได้ในล าไส้ของคนและสัตว์ และมักไม่

ก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร แต่เช้ือดังกล่าวเป็นสาเหตุส าคัญของการก่อโรคนอกระบบทางเดิน

อาหารท่ีพบได้บ่อยในมนุษย์ โดยมักก่อให้เกิดการติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะและการติดเช้ือใน

กระแสเลือด (12) อย่างไรก็ตามเช้ือ E. coli บางสายพันธุ์อาจก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได้โดย

สามารถแบ่งตามคุณสมบัติท่ีท าให้เกิดโรคประกอบไปด้วย Enterotoxigenic  E. coli (ETEC) ท่ีสร้าง

สารท่ีมีพิษต่อระบบทางเดินอาหาร ท าให้อาการท้องเสีย ปวดท้อง ไข้ต่ า และคล่ืนไส้ 

Enteropathogenic E. coli (EPEC) มักพบการติดเช้ือในเด็ก ท าให้อุจจาระร่วงเป็นน้ าหรือเป็นเลือด 

คล้ายอาการท่ีเกิดจากการติดเช้ือ Shigella Enteroinvasive E. coli (EIEC) เมื่อเกิดการติดเช้ือจะท า

ให้ท้องร่วงท่ีมีเลือดหรือมูกปนมากับอุจจาระ เนื่องจากเกิดการรุกรานเซลล์เย่ือบุล าไส้คล้ายอาการของ

โรคท่ีมีสาเหตุการติดเช้ือมาจาก Shigella dysenteriae หรือบิดมีตัว (bacillary dysentery) และ 

Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) ท่ีสร้างสารพิษประเภท verotoxin ท่ีมีคุณสมบัติคล้ายกับ 

shigatoxin ของเช้ือ S. dysenteriae ท าให้เยื่อบุของล าไส้เกิดความเสียหาย ส่งผลท าให้เกิดล าไส้ใหญ่

อักเสบและตกเลือด (hemorrhagic colitis) อาการเมื่อเกิดการติดเช้ือคือ ปวดท้องรุนแรง อุจจาระ

ร่วงเป็นมูกเลือด อาเจียนและมีไข้ต่ าๆหรืออาจไม่มีไข้ (11, 13)  
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3. ยากลุ่ม beta-lactam 

   3.1 คุณสมบัติของยากลุ่ม beta-lactam 

ยากลุ่ม beta-lactam ประกอบไปด้วยยากลุ่ม penicillins ยากลุ่ม cephalosporins ยา 

monobactam และยากลุ่ม carbapenems (14) สามารถออกฤทธิ์ฆ่าท าลาย (bactericidal) เช้ือ

แบคทีเรียได้ท้ังแกรมบวกและแกรมลบ โดยสมาชิกของยาในกลุ่ม beta-lactam ท้ังหมดมีโครงสร้าง

พื้นฐานจากโมเลกุลของคาร์บอน 3 อะตอมและโมเลกุลของไนโตรเจน 1 อะตอม เช่ือมกันเป็นวงแหวน 

beta-lactam ตัวอย่างเช่นยา penicillin ท่ีโครงสร้างประกอบไปด้วยวงแหวน beta-lactam เป็น

โครงสร้างหลักเช่ือมกับวงแหวน thiazolidine และโครงสร้างอีกด้านถูกเช่ือมกับโซ่ข้างท่ีมีหมู่เอซิล 

(acyl side chain) (รูปท่ี 1) อย่างไรก็ตามยา penicillin เป็นต้นแบบในการพัฒนายาตัวอื่นๆในยากลุ่ม

นี้ ด้วยการน าโครงสร้างวงแหวน beta-lactam เช่ือมกับอนุพันธ์โซ่ข้างท่ีมีหมู่เอซิลซึ่งจะแตกต่างกัน

ไปในยาแต่ละชนิด (15) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 โครงสร้างของยา penicillin ประกอบไปด้วยวงแหวน beta-lactam เชื่อมกับวงแหวน 
thiazolidine และโซ่ข้างที่มีหมู่เอซิล [ดัดแปลงจาก Llarrull IL et al. (16)]  
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3.1.1 ยากลุ่ม penicillins 

 ใช้รักษาการติดเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ออกฤทธิ์ท าลายแบคทีเรียด้วย

การรบกวนการสร้างผนังเซลล์ในกระบวนการ transpeptidation โดยยาจะจับกับ penicillin-

binding-proteins หรือ PBPs ของเช้ือแบคทีเรีย ส่งผลให้ผนังเซลล์ช้ัน peptidoglycan ไม่สมบูรณ์ 

ท าให้เซลล์แตกในท่ีสุด (17, 18) ยากลุ่มนี้ประกอบด้วย 

 ยา penicillin จากธรรมชาติ (natural penicillin) เป็นยาขนานแรกในกลุ่มยา 

penicillin ออกฤทธิ์แคบและจ าเพาะต่อเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ตัวอย่างของยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ ยา 

penicillin G และยา penicillin V 

 ยา penicillinase resistant penicillins เป็นยาฆ่าเช้ือแบคทีเรียชนิดออกฤทธิ์แคบ 

ใช้ในการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ์ Staphylococci ท่ีสร้างเอนไซม์ penicillinase เพื่อมา

ท าลายยา ตัวอย่างของยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ ยา methicillin ยา oxacillin ยา cloxacillin และยา 

dicloxacillin เป็นต้น 

 ยา aminopenicillins ยากลุ่มนี้ออกฤทธิ์กว้างสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก

และแกรมลบมกัถูกใช้ในการรักษาการติดเช้ือเบ้ืองต้นโดยเฉพาะการติดเช้ือทางผิวหนังและระบบ

ทางเดินหายใจ ตัวอย่างของยาในกลุ่มนี้ เช่น ยา amoxicillin และยา ampicillin เป็นต้น 

 ยา antipseudomonal penicillins เป็นยาท่ีออกฤทธิ์กว้างสามารถฆ่าเช้ือ

แบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง และเช้ือกลุ่ม Pseudomonas ได้ดี ตัวอย่างของยาในกลุ่มนี้ เช่น ยา 

piperacillin ยา carbenicillin และ ยา ticarcillin เป็นต้น 

  3.1.2 ยากลุ่ม cephalosporins 

 เป็นยาท่ีใช้รักษาการติดเช้ือแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบ กลไกการออกฤทธิ์

เช่นเดียวกับยาในกลุ่ม penicillins แต่มีความสามารถทนต่อเอนไซม์ penicillinase ได้ดีกว่า (17-19) 

ยากลุ่มนี้ประกอบด้วย 
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 ยา cephalosporins รุ่นท่ี 1 (first generation cephalosporins) เป็นยาท่ีใช้ใน

การรักษาแบคทีเรียแกรมบวก อาทิเช่น เช้ือ Streptococcus และเช้ือ Staphylococcus เป็นส่วน

ใหญ่เนื่องจากสามารถท าลายแบคทีเรียแกรมลบได้ในระดับต่ าและไม่ทนต่อเอนไซม์ 

cephalosporinase ท่ีเช้ือสร้างขึ้นมาท าลายยา ยามักถูกขับออกจากร่างกายช้าเพราะมีการจับกับ

โปรตีนในเลือด ตัวอย่างยาในรุ่นนี้ เช่น ยา cefazolin ยา cefapirin ยา cefatrizine ยา cefacetrile 

และยา cefadroxil เป็นต้น (17) 

 ยา cephalosporins รุ่นท่ี 2 (second generation cephalosporins) สามารถ

ออกฤทธิ์ได้กว้างกว่ายาในรุ่นท่ี 1 และทนต่อเอนไซม์ cephalosporinase สามารถท าลายแบคทีเรีย

ได้ท้ังแกรมบวกและแกรมลบโดยเฉพาะเช้ือ Klebsiella spp. ตัวอย่างยาในรุ่นนี้ เช่น ยา cefprozil 

ยา cefuroxime ยา cefuzonam ยา cephamycin เป็นต้น (17) 

 ยา cephalosporins รุ่นท่ี 3 (third generation cephalosporins) เป็นยาท่ีมี

ประสิทธิภาพในการท าลายแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบ รวมทั้งแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยา 

cephalosporin รุ่นท่ี 1 และ 2 อาทิเช่นเช้ือกลุ่ม Pseudomonas spp. ตัวอย่างยาในรุ่นนี้ เช่น ยา 

cefpodoxime ยา ceftazidime ยา ceftriaxone ยา cefotaxime และยา cefoperazone เป็นต้น 

(17) 

 ยา cephalosporins รุ่นท่ี 4 (fourth generation cephalosporins) มีฤทธิ์ในการ

ท าลายเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกได้ดีเช่นเดียวกับยารุ่นท่ี 1 โดยยาสามารถแทรกผ่านเย่ือหุ้มเซลล์

ช้ันนอกในเช้ือแบคทีเรียแกรมลบได้ และยาส่วนใหญ่ผ่าน blood-brain barrier จึงถูกน ามาใช้ในการ

รักษาโรคเย่ือหุ้มสมองอักเสบตัวอย่างยาในรุ่นนี้เช่น ยา cefepime และยา cefpirome เป็นต้น (17, 

20) 

 ยา cephalosporins ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งเช้ือ methicillin resistant-Staphylococcus 

aureus (MRSA) เนื่องมาจากกลไกการเปล่ียนแปลงเป้าหมายของยาบนตัวเช้ือ ท าให้ยากลุ่ม beta-

lactam  ท้ังหมดไม่สามารถเข้าจับได้ โดยยาในกลุ่มนี้ถูกพัฒนาขึ้นให้สามารถเข้าจับกับเป้าหมายท่ีมี

การเปล่ียนแปลงดังกล่าวได้ ท าให้ยาสามารถท าลายเช้ือแบคทีเรียท่ีมีการดื้อยาได้ดีท้ังแกรมบวกและ
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แกรมลบถูกน ามาใช้รักษาภาวะการติดเช้ือในช่องท้องและทางเดินปัสสาวะแทรกซ้อน ตัวอย่างยาใน

กลุ่มนี้ ได้แก่ ยา ceftobiprole และยา ceftaroline เป็นต้น (21) 

  3.1.3 ยากลุ่ม monobactam 

 เป็นยาในกลุ่ม beta-lactam ท่ีมีฤทธิ์ท าลายแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่งชนิดท่ีเจริญ

ได้ดีในสภาวะท่ีมีอากาศ เช่น เช้ือกลุ่ม Enterobacteriaceae แต่จะไม่มีผลในการรักษาเช้ือแบคทีเรีย

แกรมบวกและแบคทีเรียท่ีเจริญได้ดีในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ ตัวอย่างยาในกลุ่มนี้ได้แก่ aztreonam 

(20) 

  3.1.4 ยากลุ่ม carbapenems 

 เป็นยาท่ีสามารถท าลายแบคทีเรียได้ท้ังแกรมบวกและแกรมลบ ออกฤทธิ์กว้างและ

ทนต่อเอนไซม์ beta-lactamase มากกว่ายากลุ่ม beta-lactam ชนิดอื่น มักใช้ในการรักษาแบคทีเรีย

ด้ือยาต้านจุลชีพหลายขนาน มีกลไกการออกฤทธิ์ต่อตัวเช้ือเช่นเดียวกับยาในกลุ่ม penicillins และ

กลุ่ม carbapenems โดยจับกับ penicillin-binding proteins และยับย้ังการสร้างผนังเซลล์ของเช้ือ 

ตัวอย่างยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ ยา ertapenem ยา imipenem ยา meropenem ยา doripenem ยา 

tebipenem และยา biapenem เป็นตน้ (17, 20) 

   3.2 กลไกการออกฤทธิ์ของยา beta-lactam 

ยาในกลุ่ม beta-lactam ท่ีกล่าวมาท้ังหมดมีกลไกการออกฤทธิ์ต่อเช้ือแบคทีเรียโดยการ

ยับย้ังการสร้างผนังเซลล์ของเช้ือ โดยธรรมชาติผนังเซลล์แบคทีเรียประกอบด้วยส่วนประกอบส าคัญ

ได้แก่สาย peptidoglycan เกิดจากการเช่ือมกันของ N-acetyl glucosamine (NAG) และ N-acetyl 

muramic acid (NAM) เรียงสลับกันไปโดยกระบวนการท่ีมีช่ือว่า transglycosylation ท่ีอาศัยการ

ท างานของเอนไซม์ transglycosidase เช่ือมต่อหน่วยย่อยท้ังสองเข้าด้วยกัน ในส่วนของหน่วยยอ่ย 

NAM นั้นพบว่าจะมีส่วนของโซ่ข้างท่ีเป็นกรดอะมโิน 5 โมเลกุล (pentapeptide) และปลายสายของ

กรดอะมิโนในโมเลกุลท่ี 4 และ 5 เป็น D-alanyl-D-alanine โดยจะไปเช่ือมกับสาย peptidoglycan 

อีกเส้นหนึ่งระหว่างโมเลกุล D-alanine กับ D-lysine ในแบคทีเรียแกรมบวก หรือกรด meso-
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diaminopimelic ในแบคทีเรียแกรมลบ เกิดเป็นร่างแหของ peptidoglycan ผลของการเช่ือมกัน

ระหว่างสาย peptidoglycan ส่งผลให้โมเลกุลของ D-alanine ท่ีปลายสาย pentapeptide นั้นถูกตัด

ออกไปให้เหลือกรดอะมิโนเพียง 4 โมเลกุลหรือ tetrapeptide โดยเรียกกระบวนการนี้ว่า 

transpeptidation ซึ่งมีเอนไซม์ transpeptidase หรือมีช่ือเรียกอีกอย่างว่า penicillin-binding 

proteins (PBPs) เป็นเอนไซม์ท่ีท าให้เกิดปฏิกิริยา (15, 22) 

โครงสร้างของยาในกลุ่ม beta-lactam นัน้มีความคล้ายคลึงกับโครงสร้างของ D-alanyl-D-

alanine ท่ีเป็นกรดอะมิโนท่ีปลายสาย pentapeptide (รูปท่ี 2) ซึ่งเช่ือมต่อกับสาย peptidoglycan 

ในกระบวนการ transpeptidation ของการสร้างร่างแห่ peptidoglycan ของผนังเซลล์แบคทีเรีย 

จากโครงสร้างท่ีคล้ายกันท าให้ยาสามารถจับกับเอนไซม์ PBPs ส่งผลท าให้เกิดการยับยั้งกระบวนการ 

transpeptidation ท าให้การสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียไม่มีความแข็งแรง ไม่สามารถแบ่งเซลล์เพื่อ

เพิ่มจ านวนได้ และเกิดเซลล์แตก จึงท าให้แบคทีเรียตายได้ในท่ีสุด (23-25) 

 

รูปที่ 2 ลักษณะโครงสร้างที่มีความคล้ายคลึงกันระหว่างยา penicillins และโมเลกุล D-alanyl-
D-alanine (25) 
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  3.3 กลไกการด้ือต่อยาต้านจุลชีพ 

  3.3.1 กลไกการด้ือยาของเชื้อแบคทีเรีย 

 การดื้อยาของเช้ือแบคทีเรียสามารถพบได้ 2 รูปแบบ คือ การด้ือยาท่ีเกิดขึ้นโดย

ธรรมชาติ (natural หรือ intrinsic resistance) (26) ซึ่งเกิดจากคุณสมบัติตามธรรมชาติของตัวเช้ือแต่

ละ genus หรือ species โดยในเช้ือนั้นจะมีการดื้อยาต้านจุลชีพท่ีเหมือนกันท้ังกลุ่มและสามารถ

ถ่ายทอดลักษณะการดื้อยานี้ไปสู่รุ่นลูกหลานได้ผ่านการถ่ายทอดทางพันธุกรรม เช่น การมี capsule ท่ี

ขัดขวางไม่ให้ยาต้านจุลชีพเข้าไปในเซลล์ของเช้ือ การท่ีเช้ือแบคทีเรียบางชนิดไม่มีผนังเซลล์ท าให้ยา

ต้านจุลชีพกลุ่มท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งผนังเซลล์ออกฤทธิ์ไม่ได้ รวมถึงสภาวะท่ีเช้ือด ารงชีพแบบ persister 

คือเซลล์ท่ีกระบวนการเมทาบอลิซึมหยุดท างานแต่เซลล์ยังมีชีวิตอยู่ ท าให้ยาเข้าไปยับยั้งหรือฆ่าเช้ือ

แบคทีเรียท่ีอยู่ในสภาวะนี้ไม่ได้ เนื่องจากยาต้านจุลชีพส่วนใหญ่จะออกฤทธิ์ต่อเช้ือท่ีก าลังเจริญเติบโต

เท่านั้น (26, 27) 

 กลไกการด้ือยาของเช้ือแบคทีเรียอีกรูปแบบ คือ การดื้อยาท่ีเกิดขึ้นภายหลัง 

(acquired resistance) (26) เป็นการด้ือยาท่ีมีผลมาจากมีการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม ส่งผลให้

เช้ือเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างหรือคุณสมบัติท่ีด้ือยาตามมา การดื้อยาในลักษณะนี้ท าให้เช้ือท่ีอยู่

ใน genus หรือ species เดียวกันมีการดื้อยาแตกต่างกันออกไป การเกิด acquired resistance 

สามารถเกิดได้จาก 2 สาเหตุ (15, 28) ได้แก่  

 1. การกลายพันธุ์ (genetic mutation) เกิดจากการท่ีเช้ือมีการกลายพันธุ์ภายใน

เซลล์ เช่น การเปล่ียนแปลงล าดับหรือจ านวนเบส มีผลให้รหัสพันธุกรรมเปล่ียนแปลงไปจากเดิม และ

อาจท าให้ล าดับและชนิดของกรดอะมิโนเปล่ียนไป ส่งผลให้คุณสมบัติของโปรตีนที่สังเคราะห์ข้ึนนั้น

แตกต่างไปจากเดิม (15) อย่างไรก็ดีการด้ือยาชนิดนี้มักเกิดขึ้นกับยีนเดียว ท าให้เช้ือดื้อต่อยากลุ่มเดียว

เท่านั้น และการถ่ายทอดลักษณะการดื้อยานี้เกิดขึ้นในรูปแบบของ vertical gene transfer คือการ

ถ่ายทอดสารพันธุกรรมไปสู่รุ่นลูก-หลาน ระหว่างเกิดกระบวนการ DNA replication จึงมักพบการด้ือ

ยาในเช้ือแบคทีเรียในสายพันธุ์เดียวกัน (26) 
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 2. การถ่ายทอดยีนดื้อยา (resistant gene transfer) เกิดจากเช้ือได้รับยีนหรือ

ช้ินส่วนสารพันธุกรรมท่ีอยู่บนโครโมโซม นอกโครโมโซม (เช่น transposon, intergron และพลาสมิด) 

หรือหน่วยพันธกุรรมเคล่ือนท่ี (mobile genetic element) จากแบคทีเรียตัวอื่น (horizontal gene 

transfer) (27) โดยการถ่ายทอดดังกล่าวสามารถถ่ายทอดยีนดื้อยาได้มากกว่า 1 ยีน และสามารถเกิด

ขึ้นกับแบคทีเรียท่ีมี species เดียวกันหรือต่าง species ก็ได้ จึงมักก่อให้เกิดการด้ือยาต้านจุลชีพ

หลายขนาน และพบการระบาดในเช้ือแบคทีเรียข้ามสายพันธุ์ การถ่ายทอดสารพันธุกรรมสามารถเกิด

ได้ผ่านกลไก 3 รูปแบบได้แก่ กระบวนการ conjugation ซึ่งแบคทีเรียผู้ให้มีการถ่ายทอดพลาสมิดผ่าน

ทาง pili ไปสู่แบคมีเรียผู้รับ กระบวนการ transformation ซึ่งเป็นการเคล่ือนย้ายช้ินส่วนสาร

พันธุกรรมจากแบคทีเรียผู้ให้ไปสู่แบคทีเรียผู้รับ และกระบวนการ transduction ซึ่งเป็นการ

เคล่ือนย้ายช้ินส่วนสารพันธุกรรมจากแบคทีเรียผู้ให้ไปสู่แบคทีเรียผู้รับโดยอาศัยไวรัสของแบคทีเรียท่ี

เรียกว่า  bacteriophage (29, 30) 

  3.3.2 กลไกการด้ือยากลุ่ม beta-lactam  

 เมื่อแบคทีเรียเกิดการเปล่ียนแปลงสารพันธุกรรม ไม่ว่าจะมีสาเหตุมาจากการกลาย

พันธุ์หรือการถ่ายทอดยีนดื้อยา ล้วนก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงของรหัสพันธุกรรมและท าให้คุณสมบัติ

ของโปรตีนที่สังเคราะห์ข้ึนนั้นแตกต่างไปจากเดิม ส่งผลให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ต่อตัวเช้ือได้ตามปกต ิ

การเปล่ียนแปลงสารพันธุกรรมท่ีน ามาซึ่งกลไกการดื้อยากลุ่ม beta-lactam ท่ีมีความส าคัญและพบ

ได้บ่อยนั้นมีหลากหลายกลไก (15) ประกอบด้วย 

1. การเปล่ียนแปลงต าแหน่งเป้าหมายในการจับของยา (drug target alteration) เช้ือ
แบคทีเรียสามารถเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ PBPs ได้ 2 ลักษณะ เพื่อยับยั้งกระบวนการ 
transpeptidation ในขั้นตอนการสร้างผนังเซลล์ ได้แก่ การเปล่ียนแปลงรูปร่างของ 
PBPs ท าให้ยาเข้าจับไม่ได้ หรือ การลดการสร้าง PBPs ลง ท าให้ประสิทธิภาพการจับของ
ยากับเป้าหมายนั้นลดลงส่งผลให้เกิดการด้ือยาในท่ีสุด (30) 

2. การลดการน ายาผ่านเข้าสู่เซลล์ (reduction of drug permeability) ยากลุ่ม beta-
lactam ไม่สามารถซึมผ่านเข้าสู่เซลล์ได้โดยตรง และต้องอาศัย porin ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่
บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ช้ันนอกคอยควบคุมการเข้าออกของยารวมไปถึงสารโมเลกุลขนาดเล็ก
อื่นๆแบบไม่จ าเพาะ การลดปริมาณการสร้างโปรตีน porin หรือการเปล่ียนแปลง
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โครงสร้างโปรตีน porin นั้นท าให้ปริมาณยาท่ีผ่านเข้าสู่ภายในเซลล์นั้นลดลง เป็นสาเหตุ
ท าให้เกิดการดื้อยา (31) 

3. การขับยาออกนอกเซลล์ (efflux pump) เกิดจากการท างานร่วมกันของโปรตนีหลายชนิด
ในการขับยาออกเพื่อป้องกันไม่ให้ยาผ่านเข้าไปในเซลล์แบคทีเรีย ท าให้ยาไม่สามารถออก
ฤทธิ์กับเป้าหมายได้ ซึ่งยาแต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะกับระบบขับยาออกในแต่ละระบบ
ท่ีแตกต่างกัน โดยระบบขับยาออกที่ส าคัญท่ีพบในแบคทีเรียแกรมลบ คือ resistance 
nodulation division (RND)  (32) 

4. การสร้างเอนไซม์ beta-lactamase ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีเช้ือแบคทีเรียสร้างขึ้นเพื่อท าลาย
ยากลุ่ม beta-lactam โดยเอนไซม์จะเข้าสลายพันธะเอไมด์ระหว่างโมเลกุลคาร์บอนและ
ไนโตรเจนซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของวงแหวน beta-lactam ส่งผลให้วงแหวนเปิดออกและ
โครงสร้างของยาเสียไปในท่ีสุด เอนไซม์ดังกล่าวเมื่อท าลายวงแหวนของยาตัวหนึ่งแล้วยัง
สามารถแยกตัวจากยา beta-lactam นั้น เพื่อไปจับและท าลายยา beta-lactam ท่ีเหลือ
ได้อีกต่อไป (24, 33) 

4. เอนไซม์ beta-lactamase 

การสร้างเอนไซม์ beta-lactamase ถือเป็นกลไกหลักท่ีส าคัญในการยับยั้งการออกฤทธิ์ของ

ยากลุ่ม beta-lactam ท่ีพบในเช้ือวงศ์ Enterobacteriaceae (34) อย่างไรก็ตามเอนไซม์ beta-

lactamase ประกอบไปด้วยเอนไซม์ท่ีเป็นสมาชิกย่อยจ านวนมาก ประกอบกับการมีการค้นพบ

เอนไซม์ในกลุ่มดังกล่าวเพิ่มมากขึ้นอย่างต่อเนื่อง จึงมีการตั้งช่ือและจัดกลุ่มชนิดของเอนไซม์ beta-

lactamase ตามท่ีมาของเอนไซม์ ชนิดเช้ือท่ีสร้างเอนไซม์ สถานท่ีท่ีค้นพบเช้ือท่ีสร้างเอนไซม์ 

โครงสร้างระดับโมเลกุลของเอนไซม์ ความสามารถในการท าลายยากลุ่ม beta-lactam เป็นต้น 

อย่างไรก็ตามปัจจุบันมีการจัดกลุ่มออกเป็นระบบหลัก 2 ระบบประกอบด้วย 

1. การจัดกลุ่มตามโครงสร้างระดับโมเลกุลของเอนไซม์ (Molecular classification) ซึ่งเป็น
การแบ่งตามระบบของ Ambler (Ambler classification) (35) โดยอาศัยชนิดและล าดับ
ของกรดอะมิโนท่ีเป็นส่วนประกอบของโครงสร้างเอนไซม์ แบ่งออกเป็น 4 คลาส ได้แก่คลาส 
A, B, C และ D ในส่วนของเอนไซม์ท่ีอยู่ในคลาส A, C และ D จะมีต าแหน่งออกฤทธิ์ท าลาย
กลุ่ม beta-lactam บริเวณกรดอะมิโนเซอรีน (serine) แต่จะมีโครงสร้างส่วนอื่นท่ีแตกต่าง
กันไปในแต่ละคลาสเรียกเอนไซม์ในกลุ่มนี้ว่า serine beta-lactamase ส่วนเอนไซม์ใน
คลาส B นั้นจะใช้ธาตุโลหะท่ีมีประจุบวก 2 ประจุ (divalent cation) ซึ่งส่วนใหญ่มักเป็น
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ธาตุสังกะสี (Zn2+) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาบริเวณต าแหน่งท่ีออกฤทธิ์ จึงเรียกเอนไซม์กลุ่มนี้ว่า 
metallo-beta-lactamase (36) 

2. การจัดกลุ่มตามความสามารถในการออกฤทธิ์(functional classification) ซึ่งเป็นการแบ่ง
ตามระบบของ Bush และคณะ (Bush-Jacoby-Medeiros classification) (37) เป็นการ
จ าแนกเอนไซม์ โดยอาศัยปฏิกิริยาของเอนไซมท่ี์เป็นเป้าหมายในการออกฤทธิ์ต่อยาชนิด
ต่างๆ และการยับยั้งเอนไซม์ด้วย beta-lactamase inhibitor แบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม คือ 
กลุ่ม 1, 2, 3 และ 4 โดยกลุ่มท่ี 1, 3 และ 4 ส่วนใหญ่จะไม่ถูกยับยั้งด้วย beta-lactamase 
inhibitor มีเพียงเอนไซม์ในกลุ่ม 2 ท่ีมักจะถูกยับยั้งด้วยสารดังกล่าว โดยเป้าหมายหลักใน
การออกฤทธิ์ของเอนไซม์ต่อยาในแต่ละกลุ่มจะแตกต่างกันไป คือ เอนไซม์ในกลุ่มท่ี 1 มี
เป้าหมายหลักเป็นยาในกลุ่ม cephalosporin เอนไซม์ในกลุ่มท่ี 2 มีเป้าหมายเป็นยาในกลุ่ม 
penicillin และยากลุ่ม cephalosporin เอนไซม์ในกลุ่มท่ี 3 สามารถท าลายยาในกลุ่ม 
beta-lactam ได้ท้ังหมดรวมไปถึงยา carbapenem โดยอาศัยธาตุโลหะในการเร่งปฏิกิริยา
ในต าแหน่งท่ีเอนไซม์ออกฤทธิ์ และเอนไซม์ในกลุ่มท่ี 4 จะมีเป้าหมายการท าลายยาในกลุ่ม 
penicillin เป็นหลัก (ตารางท่ี 1) (38)    
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ตารางที่ 1 ตารางการจัดกลุ่มเอนไซม์ beta-lactamase [ดัดแปลงจาก Bush et al. (38)] 

Ambler classification Bush-Jacoby-
Medeiros 

classification 

ยากลุ่ม beta-lactam  
ที่เป็นเป้าหมายในการออกฤทธ์ิ 

การถูกต้านด้วย
สารยับยั้งเอนไซม์ 
beta-lactamase 

คลาส A 
(serine penicillinases) 

กลุ่ม 2a Penicillins + 

  กลุ่ม 2b penicillins, narrow-spectrum 
cephalosporins 

+ 

  กลุ่ม 2be penicillins, narrow-spectrum and 
extended spectrum 
cephalosporins 

+ 

  กลุ่ม 2br penicillins - 

  กลุ่ม 2c penicillins, carbenicillin + 

  กลุ่ม 2e extended-spectrum 
cephalosporins 

+ 

  กลุ่ม 2f penicillins, cephalosporins, 
carbapenems 

± 

คลาส B (metallo beta-
lactamases) 

กลุ่ม 3 ยากลุ่ม beta-lactams ส่วนมาก รวมไป
ถึงยา carbapenems 

- 

คลาส C 
(cephalosporinases) 

กลุ่ม 1 cephalosporins - 

คลาส D  
(oxacillinases) 

กลุ่ม 2d penicillins, cloxacillin ± 

ไม่มีการแบ่งกลุ่ม กลุ่ม 4  - 
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4.1 เอนไซม์ beta-lactamase คลาส A 

เป็นกลุ่มเอนไซม์ beta-lactamase ท่ีใหญ่ท่ีสุดประกอบด้วยเอนไซมก์ลุ่ม 2 ตามการจัดกลุ่ม

ตามความสามารถในการออกฤทธิ์เป็นส่วนใหญ่ (ยกเว้นกลุ่ม 2d ซึ่งถูกจัดให้อยู่ในคลาส D) ยีนท่ี

ควบคุมการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มนี้มักมีการกลายพันธุ์ค่อนข้างสูง ส่งผลให้มีความหลากหลายของชนิด

เอนไซม์ ซึ่งสามารถแบ่งเป็นกลุ่มย่อยจ านวน 7 กลุ่ม ดังนี้ (15) 

1. กลุ่ม 2a เป็นเอนไซม์ท่ีท าลายยากลุ่ม penicillins (penicillinase  enzyme) และสามารถ
ถูกยับยั้งได้ด้วย beta-lactamase inhibitor ส่วนใหญ่พบในแบคทีเรียแกรมบวกเอนไซม์
กลุ่มนี้มักไม่มีผลต่อยากลุ่มท่ีมีฤทธิ์กว้าง ได้แก่ cephalosporins และ carbapenems 
(39) 

2. กลุ่ม 2b เอนไซม์ท่ีท าลายยากลุ่ม penicillins และ cephalosporins ท่ีมีฤทธิ์แคบและ
สามารถถูกยับยั้งได้ด้วย beta-lactamase inhibitor มักพบการสร้างเอนไซม์ชนิดนี้ใน
แบคทีเรียแกรมลบ และสามารถพบการแพร่กระจายได้รวดเร็วเนื่องจากยีนท่ีควบคุมการ
สร้างเอนไซม์อยู่บนพลาสมิดตัวอย่างเอนไซม์ในกลุ่มนี้ ได้แก่ เอนไซม์ในวงศ์ TEM และ 
SHV ซึ่งจะมีการแพร่กระจายอย่างรวดเร็วในเช้ือวงศ์ Enterobacteriaceae (39) 

3. กลุ่ม 2be เป็นเอนไซม์ท่ีท าลายยากลุ่ม cephalosporins ท่ีมีฤทธิ์กว้าง และยา 
monobactam ซึ่งท าให้เอนไซม์มีคุณสมบัติการท าลายท่ีมากกว่าเอนไซม์กลุ่ม 2b จึงมีช่ือ
เรียกเอนไซม์กลุ่มนี้ว่ากลุ่ม 2be หรือ extended spectrum beta-lactamases (ESBL) 
อย่างไรก็ตามเอนไซม์ในกลุ่มนี้ไม่มีฤทธิ์ท าลายยากลุ่ม cephamycin และ 
carbapenems และถูกยับยั้งได้ด้วยสาร beta-lactamase inhibitor เอนไซม์ในกลุ่ม 
ESBL มักพบการแพร่กระจายได้อย่างรวดเร็วเนื่องมาจากยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์
อยู่บนพลาสมิดและพบในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด ตัวอย่างของเอนไซม์ในกลุ่มนี้ท่ี
พบบ่อย ได้แก่ เอนไซม์ในวงศ์ TEM และ SHV  รวมไปถึงเอนไซม์ในวงศ์ CTX-M หรือ 
cefotaximase ในขณะท่ีเอนไซม์ VEB, PER, GES มักพบการแพร่กระจายท่ีน้อยกว่า (39) 

4. กลุ่ม 2br เป็นเอนไซม์ท่ีไม่ถูกยับยั้งด้วย beta-lactamase inhibitor มีช่ือเรียกอีกอย่างว่า 
inhibition-resistant (IR) beta-lactamase สมาชิกส่วนใหญ่ของกลุ่มนี้เป็นเอนไซม์ใน
วงส์ TEM และ SHV ขณะท่ีเอนไซม์บางชนิดในกลุ่มนี้มีคุณสมบัติเป็นได้ท้ัง ESBL และ IR 
beta-lactamase (40) 
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5. กลุ่ม 2c เป็นเอนไซม์ท่ีท าลายยากลุ่ม carbenicillins  (carbenicillinase enzyme) ซึ่ง
มักพบการกระจายตัวของยีนท่ีควรคุมการสร้างเอนไซม์ชนิดนี้ในปริมาณต่ า เนื่องจาก
ปริมาณการใช้งานยา carbenicillin ยังอยู่ในวงจ ากัด (41) 

6. กลุ่ม 2e เป็นเอนไซม์ท่ีท าลายยากลุ่ม cephalosporins ท่ีมีฤทธิ์กว้าง และถูกยับยั้งได้ด้วย
สาร beta-lactamase inhibitor คุณสมบัติของเอนไซม์ในกลุ่มนี้จะมีความคล้ายกับ
เอนไซม์ ESBL ในกลุ่ม 2be ต่างกันท่ีเอนไซม์ในกลุ่ม 2be มีความสามารถในการท าลาย
ยากลุ่ม penicillins และ monobactam ท่ีต่ ากว่า ปัจจุบันอัตราการกระจายตัวของ
เอนไซม์ในกลุ่มนี้ยงัต่ ามากและพบได้ในแบคทีเรียบางชนิดเท่านั้น (38) 

7. กลุ่ม 2f เป็นเอนไซม์ท่ีท าลายยากลุ่ม penicillins, cephalosporins และ carbapenems 
และถูกยับยั้งได้ด้วยสาร beta-lactamase inhibitor ในระดับต่ าๆ มีช่ือเรียกเอนไซม์กลุ่ม
นี้ว่า carbapenemase สามารถพบได้บ่อยในแบคทีเรียแกรมลบ วงศ์ 
Enterobacteriaceae และมีอัตราการกระจายตัวของยีนในปริมาณสูง เนื่องจากยีนท่ี
ควบคุมการสร้างเอนไซม์บางชนิดในกลุ่มนี้อยู่บนพลาสมิด (42) 

   4.2 เอนไซม์ beta-lactamase คลาส B 

 เอนไซม์ในคลาสนี้มีโครงสร้างท่ีแตกต่างกับเอนไซม์ท่ีอยู่ในคลาสอื่นๆ เพราะต้องใช้ธาตุโลหะ

ซึ่งมีประจุบวก 2 ประจุ โดยส่วนใหญ่จะเป็นธาตุสังกะสี (Zn2+) เพื่อช่วยเร่งปฏิกิริยาท่ีต าแหน่งออก

ฤทธิ์ของเอนไซม์ จึงเรียกเอนไซม์ในกลุ่มดังกล่าววา่ metallo-beta-lactamase (MBL) โดยจัดในอยู่

ในกลุ่ม 3 ตามความสามารถในการออกฤทธิ์ เอนไซม์กลุ่มนี้มีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม 

beta-lactam ได้แก่ ยากลุ่ม penicillins ยากลุ่ม cephalosporins รวมไปถึงยากลุ่ม carbapenems 

แต่มีความสามารถในการท าลายยา monobactam ในระดับต่ า และไม่ถูกยับยั้งด้วยสาร beta-

lactamase inhibitor อย่างไรก็ตามเอนไซม์กลุ่มนี้จะถูกยังยั้งได้โดยสารท่ีมีความสามารถในการจับ

โลหะ (metal chelator) เช่น ethylenediaminetetraacetic (EDTA) และกรดอะซีติก ซึ่งสาร

ดังกล่าวจะไปจับกับสังกะสีท่ีช่วยในการเร่งปฏิกิรยิาการท างานของเอนไซม์กลุ่มนี้ (38, 43) 

   4.3 เอนไซม์ beta-lactamase คลาส C 

 เอนไซม์คลาสนี้มีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม cephalosporins ได้ดีกว่ายากลุ่ม 

penicillins จึงถูกเรียกว่า cephalosporinase โดยเอนไซม์ท่ีพบได้บ่อยท่ีสุดในกลุ่มนี้ได้แก่ AmpC 
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beta-lactamase ซึ่งถูกจัดอยู่ในกลุ่มท่ี 1 ตามความสามารถในการออกฤทธิ์ ความแตกต่างระหว่าง

เอนไซม์ในกลุ่มนี้กับเอนไซม์ ESBL คือมีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม cephamycins แต่จะไม่

ท าลายยากลุ่ม cephalosporins รุ่นท่ี 4 ยา monobactam และยากลุ่ม carbapenems รวมไปถึง

ไม่ถูกยับยั้งด้วยสาร beta-lactamase inhibitor มักพบการสร้างเอนไซม์กลุ่มนี้ในแบคทีเรียวงศ์ 

Enterobacteriaceae และเช้ือ Pseudomonas aeruginosa โดยพบว่าเช้ือดังกล่าวส่วนใหญ่มียีน 

ampC ท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์อยู่บนโครโมโซมและบางส่วนพบยีนอยู่บนพลาสมิด ส่งผลให้เกิด

การดื้อยาหลายขนานได้ อย่างไรก็ตามยีน ampC ท้ังท่ีอยู่บนโครโมโซมและพลาสมิดจะมีโครงสร้างท่ี

มีลักษณะคล้ายกัน ปัจจุบันมีการรายงานพบเอนไซม์ในกลุ่มนี้หลากหลายวงศ์ อาทิเช่น เอนไซม์ CMY, 

MIR, MOX และ LAT เป็นต้น (44) 

   4.4 เอนไซม์ beta-lactamase คลาส D 

 เอนไซม์กลุ่มนี้สามารถท าลายยา beta-lactam บริเวณกรดอะมิโนเซอรีนเช่นเดียวกัน

เอนไซม์คลาส A และคลาส C แต่จะมีโครงสร้างโมเลกุลในส่วนอื่นท่ีแตกต่างไปจาก 2 กลุ่มท่ีกล่าวมา 

จึงถูกจัดอยู่ในกลุ่ม 2d ตามความสามารถในการออกฤทธิ์ เอนไซม์สามารถท าลายยา 

aminopenicillin และ carboxypenicillin เป็นหลัก รวมทั้งยากลุ่ม penicillins ท่ีทนต่อต่อเอนไซม์ 

beta-lactamase หรือ beta-lactamase-resistant penicillins เช่น oxacillin และ cloxacillin จึง

มีช่ือเรียกเอนไซม์กลุ่มนี้ว่า oxacillinase หรือ OXA เนื่องจากมีความสามารถในการท าลายกลุ่ม 

oxacillin ได้ดีกว่ายาอื่น (38) มักพบการสร้างเอนไซม์กลุ่มนี้ในแบคทีเรียแกรมลบโดยมียีนท่ีควบคุม

การสร้างเอนไซม์อยู่บนโครโมโซมโดยก าเนิด จึงท าให้เกิดเป็นการดื้อยาโดยธรรมชาติ เช่นเช้ือ 

Aeromonas เช้ือ Campylobacter แต่พบว่าแบคทีเรียบางสายพันธุ์มียีนควบคุมการสร้างเอนไซม์

ดังกล่าวอยู่บนหน่วยพันธุกรรมเคล่ือนท่ีโดยเฉพาะ class 1 integron  บนพลาสมิดท าให้เกิดการด้ือ

ยาแบบได้รับมาในภายหลังได้ ตัวอย่างเช่น แบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae เช้ือ 

Acinetobacter baumannii และเช้ือ P. aeruginosa (45) 

 5. ชนิดของเอนไซม์ extended spectrum beta-lactamases (ESBL) 

เอนไซม์ extended spectrum beta-lactamases หรือ ESBL เป็นเอนไซม์ beta-

lactamase ท่ีเกิดจากการกลายพันธุ์ของเอนไซม์ในกลุ่ม 2b ท าให้มีความสามารถในการจับกับ
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สารประกอบเชิงซ้อนของยากลุ่ม beta-lactam ได้ดีขึ้น จึงมีการเติมตัว e แทนค าว่า extended 

spectrum หรือการขยายฤทธิ์หลังกลุ่ม 2b เป็น 2be แม้ว่าปัจจุบันจะมีการค้นพบเอนไซม์ ESBL 

จ านวนมาก แต่มีเพียงเอนไซม์ในบางวงศ์ท่ีมีความส าคัญทางการแพทย์และการระบาดในปริมาณสูง 

ได้แก่ เอนไซม์ท่ีเป็นสมาชิกในวงศ์ CTX-M, TEM และ SHV ซึ่งพบได้บ่อยในเช้ือวงศ์ 

Enterobacteriaceae ส่งผลต่อการขยายฤทธิ์ในการท าลายยากลุ่ม cephalosporin รุ่นท่ี 3 และยา 

aztreonam และเอนไซม์ท่ีพบการระบาดในระดับต่ า ได้แก่ เอนไซม์ในวงศ์ VEB, OXA, PER และ GES 

เป็นต้น (46, 47) 

   5.1 เอนไซม์ ESBL วงศ ์SHV 

 พบการรายงานของเอนไซม์ SHV ครั้งแรกใน พ.ศ. 2528 ในเช้ือ Klebsiella pneumonia ท่ี

สร้างเอนไซม์ชนิด native SHV-1 beta-lactamase ซึง่มีฤทธิ์แคบท าให้เกิดการด้ือยากลุ่ม 

penicillins และยากลุ่ม cephalosporin รุ่นท่ี 1 (48) และมีการพบยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์อยู่

บนโครโมโซม อีกท้ังสามารถถ่ายทอดยีนให้แก่เซลล์อื่นๆได้ผ่านทางพลาสมิดเอนไซม์ SHV ถูกยับยั้ง

การท างานด้วยหมู่ sulfhydryl ซึ่งแตกต่างไปจากเอนไซม์ในวงศ์อื่นท่ีหมู่ sulfhydryl ไม่สามารถยับยั้ง

การท างานได้ จึงถูกเรียกว่า sulfhydrylvariable (SHV) ต่อมามีการค้นพบว่ามีการกลายพันธุ์ภายใน

โครงสร้างยีนของ   blaSHV-1 ท าให้ความสามารถในการท าลายยาของเอนไซม์นี้มีมากขึ้นโดยเฉพาะใน

ยากลุ่ม extended spectrum cephalosporins และกลุ่ม monobactam ซึ่งพบว่าอนพุันธุ์ของ

เอนไซม์ SHV แต่ละชนิดมีความแตกต่างกันอันเกิดจากการแทนท่ีกรดอะมิโนในต าแหน่งต่างๆจ านวน 

2-3 ต าแหน่งดังแสดงในรูปท่ี 3 ตัวอย่างของเอนไซม์ในวงศ์นี้ เช่นเอนไซม์ SHV-2 ซึ่งเกิดจากการกลาย

พันธุ์ของเอนไซม์ SHV-1 โดยมีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในต าแหน่ง 283 จาก glycine เป็น serine 

ท าให้มีการออกฤทธิ์แบบขยาย และสามารถท าลายยากลุ่ม cephalosporin รุ่นท่ี 3 ได้ดีขึ้น (49) 
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รูปที่ 3 แสดงอนุพันธ์ของเอนไซม์ในวงศ์ SHV ที่เกิดจากการแทนที่ของกรดอะมิโนภายใน
โครงสร้างยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ (50) 

   5.2 เอนไซม์ ESBL วงศ ์TEM  

 มีรายงานการพบเอนไซม์ native TEM-1 beta-lactamse ครั้งแรกจากผู้ป่วยท่ีช่ือว่า 

Temoneira ประเทศกรีซ จึงเป็นท่ีมาของช่ือเอนไซม์ TEM (51) โดยเอนไซม์ส่งผลให้เช้ือดื้อต่อยาใน

กลุ่ม aminopenicillins และยากลุ่ม cephalosporins รุ่นท่ี 1 และจากการท่ีมีการใช้ยาเหล่านี้อย่าง

แพร่หลายส่งผลให้โครงสร้างของยีน blaTEM-1 ซึ่งควบคุมการสร้างเอนไซม์ TEM-1 เกิดการกลายพันธุ์

ท าให้เอนไซม์มีฤทธิ์แบบขยายสามารถท าลายยาต้านจุลชีพได้กว้างขึ้น โดยเฉพาะการท าลายยากลุ่ม 

cephalosporins รุ่นท่ี 3 การกลายพันธุ์ของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ TEM-1 มักเกิดขึ้นที่กรดอะ

มิโนในต าแหน่งท่ี 39 จาก lysine เป็น glutamine ท าให้เกิดเอนไซม์ชนิดใหม่คือ TEM-2 beta-

lactamase (รูปท่ี 4) แต่อย่างไรก็ตามเอนไซม์ท่ีเกิดการกลายพันธุ์นี้ยังไม่ถูกจัดเป็นเอนไซม์ ESBL 

เนื่องจากยังคงมี substrate profile ท่ีเหมือนกับ TEM-1 ต่อมามีการค้นพบว่ามีการกลายพันธุ์บริเวณ

โครงสร้างของยีน blaTEM-1 ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในต าแหน่งท่ีแตกต่างกันออกไปเกิด

เป็นเอนไซม์ ESBL ท่ีเป็นอนุพันธุ์ของเอนไซม์ TEM-1 อีกจ านวนมาก เช่น เอนไซม์ TEM-3 เป็นต้น ซึ่ง

เป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม oxyiminocephalosporins ชนิดต่างๆ ได้ดีขึ้น 

อาทิเช่น ยา cefotaxime และยา  ceftazidime เป็นต้น ตัวอย่างของการแทนท่ีของกรดอะมิโนใน

ต าแหน่งต่างๆ ภายในโครงสร้างยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ TEM ท่ีมีความส าคัญ ได้แก่ การ
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เปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในต าแหน่งท่ี 104 จาก glutamate เป็น lysine การเปล่ียนแปลงกรดอะมิ-

โนในต าแหน่งท่ี 164 จาก arginine เป็น serine หรือ histidine การเปล่ียนแปลงกระอะมิโนใน

ต าแหน่งท่ี 238 จาก glysine เป็น serine และการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนอื่นๆ (50) 

 

 
รูปที่ 4 แสดงอนพุันธ์ของเอนไซม์ในวงศ์ TEM ที่เกิดจากการแทนที่ของกรดอะมิโนภายใน
โครงสร้างยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ (50) 

ปัจจุบันมีการค้นพบเอนไซม์ในวงศ์ TEM มากกว่า 90 ชนิด แต่ในบางกรณีการกลายพันธุ์หรือ

การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีต าแหน่งต่างๆ บนยีนไม่สามารถท าให้เกิดเอนไซม์ท่ีมีคุณสมบัติเป็น

เอนไซม์ ESBL ได้ เช่น TEM-33, TEM-55 เป็นต้น รวมไปถึงเอนไซม์ TEM บางชนิดท่ีมีความสามารถ

ยังยั้งสาร beta-lactamase inhibitor (inhibitor-resistant TEM: IRT) เช่น clavulanic และ 

sulbactam และไม่มีคุณสมบัติของเอนไซม์ ESBL จึงถูกจัดอยู่ในกลุ่ม 2br เมื่อแบ่งเอนไซม์ตาม

ความสามารถในการออกฤทธิ์ เช่น TEM-30 หรือ IRT-2 เป็นต้น ซึ่งส่วนใหญ่พบว่าสร้างจากเช้ือ      

E. coli และสามารถพบการสร้างเอนไซม์ดังกล่าวนี้จากเช้ือแกรมลบรูปแท่งอื่นได้ เช่น             

K. pneumoniae, K. oxytoca และ Proteus mirabilis เป็นต้น ตัวอย่างการแทนท่ีของกรดอะมิโน

ในต าแหน่งต่างๆ ภายในโครงสร้างยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ TEM ชนิด IRT ท่ีมีความส าคัญ ได้แก่

การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในต าแหน่ง 69 จาก methionine เป็น  isoleucine หรือ leucine หรือ 
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valine เป็นต้น การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในต าแหน่ง 244 จาก arginine เป็น  glycine หรือ 

histidine หรือ cystein หรือ serine เป็นต้นการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนเหล่านี้ท าให้เกิดอนุ-

พันธุ์ของเอนไซม์ TEM ชนิด IRT ท่ีแตกต่างไปจากฟีโนไทป์ของเอนไซม์ ESBL ดังแสดงในรูปท่ี 5 (50, 

52) 

ในขณะท่ีมีเอนไซม์ TEM ท่ีมีการกลายพันธุ์เชิงซ้อน หรือ complex mutant of TEM (CMT) 

เป็นเอนไซม์ท่ีท าลายยากลุ่ม cephalosporins ชนิดท่ีออกฤทธิ์กว้าง แต่ไม่ถูกยับยั้งด้วย beta-

lactamase inhibitor และไม่มีคุณสมบัติเป็นเอนไซม์ ESBL โดยเอนไซม์เหล่านี้จะถูกจัดอยู่ในกลุ่ม 

2ber เช่น TEM-50 หรือ CMT-1 เป็นต้น (53) 

 

รูปที่ 5 แสดงอนุพันธ์ของเอนไซม์ในวงศ์ TEM ชนิด IRT ที่เกิดจากการแทนที่ของกรดอะมิโน
ภายในโครงสร้างยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ (50) 

   5.3 เอนไซม์ ESBL วงศ ์CTX-M 

 เอนไซม์ในวงศ์นี้มีคุณสมบัติท่ีแตกต่างไปจากเอนไซม์ ESBL ท่ีอยู่ในวงศ์อื่นๆ คือเป็นเอนไซม์

ท่ีมีความสามารถในการท าลายยา cefotaxime จึงท าให้เกิดการด้ือยาดังกล่าวในระดับสูง ในขณะท่ีมี

ความสามารถในการท าลาย ceftazidime ได้น้อยกว่าจึงท าให้เกิดการด้ือยาในระดับต่ าๆ หรืออาจยัง

มีความไวต่อยา ceftazidime จึงเรียกเอนไซม์ในวงศ์นี้ว่า cefotaximase หรือ CTX-M โดยท่ี CTX 
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เป็นช่ือย่อของยา cefotaxime และ M แทนช่ือเมืองมิวนิค ประเทศเยอรมัน ซึ่งเป็นสถานท่ีท่ีมีการ

รายงานการพบเอนไซม์นี้เป็นครั้งแรก เอนไซม์ CTX-M ยังมีคุณสมบัติอื่นๆ เช่น ความสามารถในการ

ท าลายยา cefepime ได้ดีกว่าเอนไซม์ ESBL ท่ีอยู่ในวงศ์อื่นๆ โดยเอนไซม์ชนิดแรกในวงศ์นี้ ท่ีมีการ

ค้นพบคือ CTX-M-1 หรือ MEN-1 ต่อมามีการค้นพบเอนไซม์ในวงศ์ CTX-M มากกว่า 128 ชนิดแบ่ง

ออกเป็น 5 กลุ่มตามการจัดล าดับของกรดอะมิโน (54) ดังนี้  

1. กลุ่ม CTX-M-1 ประกอบไปด้วย CTX-M-1, -3, -10, -12, -15, -28, -30, 55 และ FEC-1 
2. กลุ่ม CTX-M-2 ประกอบไปด้วย CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, -20 และ Toho-1 
3. กลุ่ม CTX-M-8 ประกอบไปด้วย CTX-M-8, -40, -63 
4. กลุ่ม CTX-M-9 ประกอบไปด้วย CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -18, -19 
5. กลุ่ม CTX-M-25 ประกอบไปด้วย CTX-M-25, -26, -39, -41, 91 

   5.4 เอนไซม์ ESBL วงศ ์OXA 

เอนไซม์ในวงศ์นี้เป็นเอนไซม์ ESBL ท่ีมีความแตกต่างไปจากเอนไซม์ในวงศ์ TEM และ SHV 

โดยเอนไซม์วงศ์ OXA ถูกจัดอยู่ในคลาส D ตามลักษณะโครงสร้าง และจัดอยู่ในกลุ่ม 2d ตามกลไกการ

ออกฤทธิ์ (36, 41) เอนไซม์นี้มีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม cephamycins ยา ampicillin ยา 

oxacillin และยา cloxacillin รวมไปถึงยาในกลุ่ม beta-lactam อื่นๆ แต่จะไม่สามารถท าลายยาใน

กลุ่ม carbapenems มีการค้นพบว่าเอนไซม์ ESBL ในวงศ์ OXA ส่วนใหญ่มักถูกสร้างในเช้ือกลุ่ม P. 

aeruginosa เป็นหลัก แตกต่างจากเอนไซม์ ESBL ส่วนใหญ่ท่ีมักพบว่ามีการสร้างจากเช้ือในกลุ่ม 

Enterobacteriaceae 

เอนไซม์ ESBL ในวงศ์ OXA เกิดจากการแทนท่ีกรดอะมิโนในโครงสร้างยนี blaOXA โดยส่วน

ใหญ่มักเกิดการแทนท่ีกรดอะมิโนในโครงสร้างยีนท่ีท าหน้าท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ชนิด OXA-10 

(15) เช่น เมื่อเอนไซม์มีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน 2 ต าแหน่ง คือ การเปล่ียนจาก arginine เป็น 

serine ในต าแหน่งท่ี 143 และการเปล่ียนจาก glycine เป็น aspatate ในต าแหน่ง 157 ส่งผลให้เกิด

เอนไซม์ OXA-10 นอกจากนี้ยังมีอนพุันธุ์ของเอนไซม์ชนิด OXA-10 อื่นๆ ได้แก่ OXA-13 OXA-14 

OXA-16 OXA-17 OXA-19 และ OXA-28 เป็นต้น (45, 55) 

     



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 24 

   5.5 เอนไซม์ ESBL วงศ์อื่นๆ 

เอนไซม์ ESBL อื่นๆ ท่ีนอกเหนือไปจากจากวงศ์ท่ีพบได้บ่อยดังท่ีกล่าวมาข้างต้น อาทิเช่น 

เอนไซม์ PER-1 beta-lactamase ซึง่สร้างจากเช้ือ P. aeruginosa และ A. baumannii (56) โดยยีน

ท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์นี้อยู่บนพลาสมิด และเป็นสาเหตุท่ีท าให้ A. baumannii เกิดการระบาด

ของเช้ือดื้อยา ceftazidime ในโรงพยาบาลในประเทศตุรกีเป็นวงกว้าง รวมไปถึงเอนไซม์ VEB-1 

beta-lactamase ท่ีพบในเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากผู้ป่วยชาวเวียดนามในประเทศฝรั่งเศส (57) 

เอนไซม์ CME-1 ท่ีถูกสร้างจากเช้ือ Chryseobacterium meningosepticum (58) และ TLA-1 ท่ี

พบจากเช้ือ E. coli ซึ่งแยกได้ในประเทศเม็กซิโก (19) เป็นต้น 

6. การแพร่กระจายของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL  

 ปัจจุบันพบแนวโน้มการแพร่กระจายเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL เพิ่มสูงขึ้น มีการ

รายงานความชุกในประเทศในทวีปอเมริกาเหนือ พ.ศ. 2546 พบเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL 

3.3-4.7% และประเทศในเขตละตินอเมริกาพบเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL มากกว่า 6.7-25.4% 

(59) ในขณะท่ีมีการรายงานความชุกของเช้ือดังกล่าวในเขตประเทศเอเชียแปซิฟิกในปี พ.ศ. 2552-

2553 พบความชุกของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL สูงถึง 42.2% โดยในประเทศจีน ประเทศ

เวียดนาม ประเทศสิงคโปร์ และประเทศมาเลเซียพบความชุกของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL 

ประมาณ 67%, 61%, 26% และ 24% ตามล าดับ (60) 

จากการศึกษาความชุกของเช้ือแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ในประเทศไทยระหว่างปี พ.ศ. 

2556-2558 พบประชากรท่ีมีสุขภาพดีในชุมชนเป็นพาหะของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL มาก

ถึง 30-76% ในขณะกลุ่มประชากรท่ีมีสุขภาพดีซึ่งท างานในฟาร์มปศุสัตว์ พบว่าเป็นพาหะของเช้ือสาย

พันธุ์ดังกล่าวถึง 43-93% และเมื่อท าการศึกษาความชุกในสัตว์ซึ่งไม่ได้เป็นโรคใดๆ ท่ีเล้ียงในฟาร์มปศุ

สัตว์ในพื้นท่ีใกล้เคียงกัน สามารถเพาะแยกเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จากสุกรได้ถึง 80% จาก

ไก่พันธุ์เนื้อ 40% และจากอาหารสดและแหล่งน้ าสาธารณะกว่า 25 % (9) โดยยีนท่ีควบคุมการสร้าง

เอนไซม์ ESBL ซึ่งพบในเช้ือ E. coli ท่ีพบได้จากตัวอย่างท้ังหมดข้างต้น ได้แก่ ยีน blaCTX-M จ านวน 

99.6% ยีน blaTEM จ านวน 77.0% และยีน blaSHV จ านวน 3.8% (61) 
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7. การทดสอบการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธีทางฟีโนไทป ์

 ในปัจจุบันการทดสอบการสร้างเอนไซม์ ESBL สามารถท าได้โดยอาศัยลักษณะทางฟีโนไทป์ 

เช่น การตรวจหาการสร้างเอนไซม์ ESBL ผ่านการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพ ซึ่งมีรายละเอียด

ของแต่ละการทดสอบดังต่อไปนี้ 

   7.1 การตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์ ESBL  

 Clinical Laboratory Standards and Institute (CLSI) ได้ก าหนดมาตรฐานการตรวจคัด

กรองเช้ือแบคทีเรียท่ีอาจสร้างเอนไซม์ ESBL ไว้ 2 วิธี ได้แก่การทดสอบด้วยวิธี disk diffusion ซึ่ง

พิจารณาจากขนาดinhibition zone และวีธี broth microdilution ซึ่งพิจารณาจากค่าความเข้มข้น

น้อยสุดของยาท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือ (minimum inhibitory concentrations: MICs) (62, 63) 

  7.1.1 การตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธี disk diffusion 

 การทดสอบด้วยวิธี disk diffusion อาศัยหลักการของ Kerby-Braund method 

การทดสอบท าได้โดยน าโคโลนีของเช้ือมาเจือจางในน้ าเกลือและปรับความขุ่นให้ได้ 0.5 McFarland 

ป้ายเช้ือลงบน Meuller Hinton agar จากนั้นวางแผ่นยาท่ีต้องการทดสอบชนิดใดชนิดหนึ่ง ประกอบ

ไปด้วย ยา cefpodoxime ขนาด 10 ไมโครกรัมและ/หรือยา cefotaxime ขนาด 30 ไมโครกรัมและ/

หรือยา ceftazidime ขนาด 30 ไมโครกรัมและ/หรือยา ceftriaxone ขนาด 30 ไมโครกรัมและ/หรือ

ยา aztreonam ขนาด 30 ไมโครกรัม บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง อ่าน

ขนาดของ inhibition zone ท่ีวัดได้โดยมีหน่วยเป็นมิลลิเมตรและแปลผลตามมาตรฐานท่ี CLSI ปี 

2016 ก าหนดดังตารางท่ี 2 (64) 
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ตารางที่ 2 เกณฑ์ที่ใช้ในการแปลผลส าหรับการตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์ ESBL ในเชื้อ  

E. coli [ดัดแปลงจาก CLSI ปี 2016 (62)] 

แผ่นยาท่ีใช้

ทดสอบ 

ความเข้มข้นของยา 

(ไมโครกรัม) 

ขนาด inhibiton zone  

ท่ีให้ผล ESBL เป็นบวกใน

การคัดกรอง (มิลลิเมตร) 

ค่า MICs 

ท่ีให้ผล ESBL เป็นบวกใน

การคัดกรอง (ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 

cefpodoxime 10 ≤17 ≥ 8 

cefotaxime 30 ≤27 ≥ 2 

ceftazidime 30 ≤22 ≥ 2 

ceftriaxone 30 ≤25 ≥ 2 

aztreonam 30 ≤27 ≥ 2 

  7.1.2 การตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธี broth microdilution  

 เป็นการทดสอบโดยอาศัยหลักการเจือจางยาต้านจุลชีพเป็นล าดับในอาหารเล้ียงเช้ือ

แบบเหลว cation-adjusted Mueller-Hinton broth โดยให้ยามีความเข้มข้นลดลงล าดับละสองเท่า 

(two-fold serial dilution) ซึ่งยาประกอบไปด้วย cefpodoxime ความเข้มข้น 4 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตรและ/หรือยา cefotaxime ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและ/หรือยา ceftazidime 

ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและ/หรือยา ceftriaxone ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

และ/หรือยา aztreonam ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นน าโคโลนีของเช้ือมาเจือจางใน

น้ าเกลือและปรับความขุ่นให้ได้ 0.5 McFarland และหยดเช้ือลงในยาให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของเช้ือ

เท่ากับ 5x105 CFU/มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง อ่านผลโดย

สังเกตจากหลุมท่ีมียาต้านจุลชีพท่ีความเข้มข้นน้อยสุดท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือ และแปลผลตาม

มาตรฐานท่ี CLSI ปี 2016 ก าหนดดังตารางท่ี 2 (63) 
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   7.2 การตรวจยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL  

 หากผลการตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์ ESBL ให้ผลบวกกับยาตัวใดตัวหนึ่งท่ีใช้ในการคัด

กรองด้วยวิธีใดวิธีหนึง่ข้างต้น   จ าเป็นต้องมีการตรวจเพื่อยืนยันการสร้างเอนไซม์อีกครั้งโดยการ

ทดสอบต่างๆ ตามวิธีทางฟีโนไทป์มีรายละเอียด ดังนี ้

  7.2.1 การตรวจด้วยวิธี double disks diffusion 

  เนื่องจากเอนไซม์ ESBL ส่วนใหญ่สามารถถูกยับย้ังด้วยสาร beta-lactamase 

inhibitor เช่น กรด clavulanic ดังนั้นในการทดสอบจะน าโคโลนีของเช้ือมาเจือจางในน้ าเกลือและ

ปรับความขุ่นให้ได้ 0.5 McFarland ป้ายเช้ือลงบน Mueller Hinton agar จากนั้นวางแผ่นยา 

amoxicillin/clavulanate ความเข้มข้น 20/10 ไมโครกรัมบริเวณกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ และวาง

แผ่นยา cefpodoxime ความเข้มขน้ 10 ไมโครกรัมและ/หรือยา ceftazidime ความเข้มข้น 30 

ไมโครกรัมและ/หรือยา ceftriaxone ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมและ/หรือยา cefotaxime 

ไมโครกรัมและ/หรือยา aztreonam ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม โดยวางให้ระยะห่างจากจุด

ศูนย์กลางของแผ่นยา amoxicillin/clavulanic acid ถึงจุดศูนย์กลางของยาอื่นๆ ประมาณ 30 

มิลลิเมตร ดังรูปท่ี 6 หาก inhibition zone ของ ของยา beta–lactam ด้านท่ีใกล้กับ 

amoxicillin/clavulanic acid ขยายออกไปจากวงซึ่งเป็น inhibition zone ปกติ หมายถึงเกิดการ

เสริมฤทธิ์ (synergy) ของกรด clavulanic แสดงว่าเช้ือมีการสร้างเอนไซม์ ESBL อย่างไรก็ตามวิธีนี้มี

ข้อเสียคือยังไม่มีระยะห่างมาตรฐานท่ีชัดเจนและเหมาะสมระหว่างแผ่นยา amoxicillin/ clavulanic 

acid กับยา beta–lactam รวมไปถึงประเภทของเอนไซม์ ESBL ท่ีมีหลายวงศ์ซึ่งอาจท าให้การวินิจฉัย

เอนไซม์ ESBL ไม่ครบทุกประเภทหากใช้แผ่นยาซึ่งเป็น substrate ของเอนไซมไ์ม่ครบทุกชนิด (62)

  

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 28 

 

รูปที่ 6 การตรวจยืนยันผลการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธี disk diffusion (Seenama,2017) 

  7.2.2 การตรวจด้วยวิธี combination disk  

 เป็นวิธีการตรวจยืนยันโดยการใช้หลักการของ Kerby-Braund method 

เช่นเดียวกับวิธี disk diffusion โดยการเปรียบเทียบเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone ของแผ่น

ยากลุ่ม extended-spectrum cephalosporins (ESC) เพียงอย่างเดียว ได้แก่ ยา cefotaxime และ

ยา ceftazidime กับแผ่นยา ESC ท่ีมีสาร beta-lactamase inhibitor ได้แก่ กรด clavulanic รวมอยู่

ด้วย ดังนี้ แผ่นยา cefotaxime ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมเปรียบเทียบกับแผ่นยา 

cefotaxime/clavulanic ความเข้มข้น 30/10 ไมโครกรัมและแผ่นยา ceftazidime ความเข้มข้น 30 

ไมโครกรัมเปรียบเทียบกับแผ่นยา ceftazidime/clavulanic ความเข้มข้น 30/10 ไมโครกรัม อ่าน

ขนาดของ inhibition zone ท่ีวัดได้และแปลผลตามมาตรฐานท่ี CLSI ก าหนด หาก inhibition zone 

ของแผ่นยาท่ีมีกรด clavulanic ผสมอยู่กว้างกว่าแผ่นยาท่ีมีเพียงยา ESC ≥ 5 มิลลิเมตรแสดงว่าเช้ือท่ี

ท าการทดสอบมีการสร้างเอนไซม์ ESBL  (62) 
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รูปที่ 7 การตรวจยืนยันผลการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธี combination disk (Seenama, 
2017) 

7.2.3 การตรวจด้วยวิธี broth microdilution   

 เป็นการทดสอบโดยเจือจางยาท่ีมีคุณสมบัติเป็น ESC เพียงอย่างเดียวกับยา ESC ท่ีมี

สาร beta-lactamase inhibitor ผสมอยู่เป็นล าดับใน cation-adjusted Mueller-Hinton broth 

โดยให้ยามีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นล าดับละสองเท่า ซึ่งยาประกอบไปด้วยยา cefotaxime ความเข้มข้น 

64-0.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเปรียบเทียบกับยา cefotaxime/clavulanic ความเข้มข้น 0.25/4 - 

64/4 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและยา ceftazidime ความเข้มข้น 0.25-128 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

เปรียบเทียบกับยา ceftazidime/clavulanic ความเข้มข้น 0.25/4 - 128/4 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น า

โคโลนีของเช้ือมาเจือจางในน้ าเกลือและปรับความขุ่นให้ได้ 0.5 McFarland และหยดเช้ือลงในยา 

ceftazidime และยา ceftazidime/clavulanic ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของเช้ือ

เท่ากับ 5x105 CFU/มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง อ่านผลโดย

เปรียบเทียบค่าความเข้มข้นน้อยสุดของยาท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือและแปลผลตามมาตรฐานท่ี CLSI 

ก าหนด หากยา ESC ท่ีมีสาร beta-lactamase inhibitor มีค่าความเข้มข้นน้อยสุดของยาท่ียับย้ังการ

เจริญของเช้ือลดลง ≥ 3 ระดับของการเจือจางเมื่อเทียบกับยา ESC เพียงอย่างเดียว แสดงว่าเช้ือท่ีท า

การทดสอบมีการสร้างเอนไซม์ ESBL (63) อย่างไรก็ตามวิธนีี้มีข้ันตอนยุ่งยากและต้องใช้ผงยา

มาตรฐานในการทดสอบ   
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  7.2.4 การทดสอบด้วยแผ่น Epsilometer test® (E-test®)  

 E-test® เป็นการทดสอบหาค่าความเข้มข้นน้อยสุดท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือ โดยท า

การทดสอบเช้ือกับแผ่นยาท่ีมียาความเข้มข้นหลายความเข้มข้นบรรจุอยู่แบบ exponential gradient 

ภายหลังการบ่มเช้ือสามารถอ่านค่าความเข้มข้นน้อยสุดของยาท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือ โดยสังเกต

จากจุดตัดระหว่างวงของเช้ือกับยาท่ีระดับความเข้มข้นท่ีถูกระบุอยู่บนแผ่นยา ซึ่ง E-test® ท่ีใช้

ทดสอบหาการสร้างเอนไซม์ ESBL จะบรรจุยาท่ีแตกต่างกันอยู่ในสองด้านของแผ่นยา โดยด้านหนึ่งจะ

มีระดับความเข้มข้นของยา ESC เพียงอย่างเดียวที่แตกต่างกันจากมากไปน้อยตามแนวความยาวของ

แผ่นยาในขณะท่ีอีกด้านจะมีระดับความเข้มข้นของยา ESC ผสมกับสาร beta-lactamase inhibitor 

ท่ีแตกต่างกันจากมากไปน้อยเช่นกัน การอ่านผลท าโดยเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่างค่าความเข้มข้น

น้อยสุดของยาท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือท่ีอยู่คนละด้านของแผ่นยาหากยา ESC ท่ีมีสาร beta-

lactamase inhibitor มีค่าความเข้มข้นน้อยสุดของยาท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือลดลง ≥ 3 ระดับของ

การเจือจางเมื่อเทียบกับยา ESC เพียงอย่างเดียวแสดงว่าเช้ือท่ีท าการทดสอบมีการสร้างเอนไซม์ 

ESBL แม้ว่าการทดสอบด้วยวิธีนี้มีความสะดวก ขั้นตอนไม่ยุง่ยากแต่มีค่าใช้จ่ายในการทดสอบท่ีสูงกว่า

วิธีการทดสอบอื่นๆท่ีกล่าวมาข้างต้น (65) 

7.2.5 การทดสอบด้วยเคร่ืองอัตโนมัติ  

 ปัจจุบันการทดสอบการสร้างเอนไซม์ ESBL สามารถทดสอบได้ด้วยเครื่องอัตโนมัติ 

ซึ่งส่วนใหญ่อาศัยหลักการ broth microdilution ท่ีเปรียบเทียบสภาวะท่ีมียา ceftazidime หรือยา 

cefotaxime เพียงอย่างเดียวกับสภาวะท่ีมียาดังกล่าวผสมกับสาร beta-lactamse inhibitor และมี

การวิเคราะห์ประมวลผลด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส่งผลให้มีการรายงานผลการทดสอบท่ีรวดเร็วกว่า

การทดสอบอื่นๆ แต่อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวมีค่าใช้จ่ายท่ีค่อนข้างสูง ประกอบกับการทดสอบด้วยวิธี

ดังกล่าวมักให้ผลบวกปลอมท่ีสูงและมีความจ าเพาะท่ีต่ า (66) 

7.3 การทดสอบการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธีทางจีโนไทป์ 

การตรวจหาเอนไซม์ ESBL ในอดีตมีการใช้ค่า isoelectric point (PI) ในการแยกเอนไซม์ 

ESBL จากเช้ือท่ีแยกได้ในส่ิงส่งตรวจ อย่างไรก็ดีเมื่อมีการค้นพบชนิดของเอนไซม์ ESBL ท่ีมากขึ้นการ
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ใช้ค่า PI จึงไม่มีความเหมาะสมในแยกเอนไซม์กลุ่มนี้ (50) ต่อมามีการใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาในการ

ตรวจหายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ beta-lactamase ด้วย DNA probe ท่ีจ าเพาะต่อยีนท่ีสร้าง

เอนไซม์ TEM และเอนไซม์ SHV อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวมีความยุ่งยากและไม่สามารถแยกเอนไซม์ 

ESBL และเอนไซม์ท่ีไม่ใช่ ESBL ออกจากกันได้ (67)   

ปัจจุบันการตรวจหาเอนไซม์ ESBL ในระดับโมเลกุลท่ีใช้กันอย่างแพร่หลายอาศัยหลักการ

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL โดยวิธี Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ด้วยการใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับยีนและเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

หรือ PCR machine หรือ thermal cycler เป็นตัวช่วยให้เกิดปฏิกิริยา (68) ภายหลังได้มีการพัฒนา

เทคนิคต่างๆในการตรวจสอบเอนไซม์ ESBL โดยใช้พื้นฐานการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR อาทิ

เช่น PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) ในการตรวจหาชนิดของยีน

ท่ีสร้างเอนไซม์ TEM (69) วิธีนี้ใช้ตัวติดตามดีเอ็นเอซึ่งเป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอสายเด่ียวขนาดส้ันๆท่ีทราบ

ล าดับเบสและท าการติดฉลากเพื่อใช้ในการติดตามผล น ามาท าปฏิกิริยากับดีเอ็นเอท่ีสนใจท่ีถูกแยกให้

เป็นสายเด่ียว จากนั้นถูกตัดด้วยเอนไซม์ Nhel ซึ่งเป็นเอนไซม์ตัดจ าเพาะท าให้ได้รูปแบบของช้ินส่วนดี

เอ็นเอท่ีแตกต่างกันไป ท าให้ทราบบริเวณท่ีมีการกลายพันธุ์บนโครงสร้างยีนของ blaSHV ท่ีมีการ

เปล่ียนแปลงล าดับเบสจาก G เป็น A ส่งผลให้มีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนจาก glycine เป็น serine 

ในต าแหน่งท่ี 238 ท าให้เช้ือสร้างเอนไซม์ ESBL ได้ (70)  

เทคนิค PCR-single stand conformation polymorphism (PCR-SSCP) เป็นเทคนิคการ

ตรวจหาเอนไซม์ ESBL ระดับโมเลกุลด้วยการหาการเปล่ียนแปลงของดีเอ็นเอท่ีเปล่ียนไปเพียง 1 คู่

เบส ซึ่งสามารถใช้ในการตรวจหายีน blaSHV โดยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR 

จากนั้นใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด PstI แล้วท าการแยกเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียวด้วย polyacrylamide 

gel ซึ่งยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ชนิด SHV-1, SHV-2, SHV-3, SHV-4, SHV-5 และ SHV-7 

สามารถแยกออกจากกันด้วยลักษณะรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีต่างกัน (71, 72) 

อย่างไรก็ตามเทคนิคการหาล าดับเบส (nucleotide sequencing) ยังถือเป็นวิธีมาตรฐานใน

การจ าแนกชนิดของยีนท่ีสร้างเอนไซม์ beta-lactamase การหาล าดับเบสมีหลายเทคนิค อาทิเช่น 

เทคนิคแซงเกอร์ (Sanger chemistry) ซึ่งใช้หลักการ dideoxynucleotide chain termination 
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เทคนิคนี้มีข้อจ ากัดในการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์เพียงช่วงส้ันๆ ประมาณ 1000 คู่เบส (73) จึงได้มีการ

พัฒนาการหาล าดับเบสด้วยเทคนิคใหม่ในปัจจุบัน เช่น เทคนิค next generation sequencing ท่ี

สามารถการอ่านล าดับเบสได้ช่วงท่ียาวขึ้น ด้วยการอ่านแบบสุ่มท้ังจีโนม และตัดสายดีเอ็นเอนั้นมาต่อ

เข้ากับ adaptor ท าให้สามารถเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอได้พร้อมๆ กัน (74) มีการน าเทคนิคการหา

ล าดับเบสของเช้ือเพื่อตรวจสอบกลไกการดื้อยาในเช้ือ Enterobacteriaceae ท่ีด้ือยาหลายขนานซึ่ง

ท าให้ทราบว่าเช้ือมียีนท่ีเกี่ยวข้องกับการด้ือยาใดบ้าง (75) แต่ในทางปฏิบัติเทคนิคดังกล่าวไม่

เหมาะสมในการศึกษาเชิงระบาดวิทยาเนื่องจากมีค่าใช้จ่ายท่ีสูง  

ขณะท่ีห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยานิยมใช้เทคนิค pulsed field gel electrophoresis (PFGE) 

ในการศึกษาเชิงระบาดวิทยาและความสัมพันธ์ของเช้ือแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL โดยอาศัย

หลักการในการแยกช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ต้ังแต่ 10 กิโลเบสจนถึงขนาด 10 เมกาเบส ภายหลัง

จากการน าดีเอ็นเอของเช้ือมาตัดย่อยแบบ rare cutting ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิด XbaI แล้วท า

การแยกดีเอ็นเอภายใต้กระแสไฟฟ้า (pulsed electric field) ซึ่งมีการสลับสนามไฟฟ้าสองด้านในการ

แยกช้ินส่วนดีเอ็นเอท าให้ได้ดีเอ็นเอหลายขนาดและน ามาสร้างเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอการเปรียบเทียบ

ความสัมพันธ์ของเช้ือแบคทีเรียพิจารณาจากจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน หากมีจ านวนแถบดีเอ็น

เอแตกต่าง 1-3 แถบระหว่างสองเช้ือบ่งช้ีว่าเช้ือแบคทีเรียดังกล่าวมีความสัมพันธ์กันสูง หากมีจ านวน

แถบดีเอ็นเอท่ีต่างกัน 4-6 แถบบ่งช้ีว่าแบคทีเรียดังกล่าวมีความเป็นไปได้ท่ีจะมีความสัมพันธ์กัน ใน

กรณีท่ีมีความแตกต่างของจ านวนแถบดีเอ็นเอมากกว่า 6 แถบบ่งช้ีว่าเช้ือแบคทีเรียท้ังสองไม่มี

ความสัมพันธ์หรือมีความแตกต่างกัน (76) แต่เทคนิคดังกล่าวไม่เหมาะสมในการน าไปปรับใช้กับ

ห้องปฏิบัติการทุกแห่งหรือในงานประจ าเนื่องจากใช้เวลานานในการตรวจวิเคราะห์ มีข้ันตอนท่ียุ่งยาก

และจ าเป็นต้องอาศัยผู้ท่ีมีความช านาญและมีประสบการณ์ อีกท้ังอุปกรณ์พื้นฐานท่ีใช้มีราคาสูง ส่งผล

ให้เกิดปัญหาเมื่อต้องตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวนมาก 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 33 

8. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี multilocus sequence typing (MLST) 

   8.1 เทคนิคการวิเคราะห์ MLST  

 เทคนิค MLST เป็นการตรวจวิเคราะห์ทางโมเลกุลท่ีอาศัยหลักในการตรวจหาความแตกต่าง

ของล าดับเบสของสาย DNA ซึ่งอยู่บริเวณกึ่งกลางของยีน (internal fragment) โดยยีนท่ีนิยมน ามา

วิเคราะห์เป็นยีนเจ้าบ้านท่ีมีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของเช้ือ (house-keeping genes) ซึ่งท่ัวไป

มักจะใช้ยีนท่ีมีขนาด 450-500 คู่เบส ประมาณ 7 ยีน (77) ตามปกติแล้ว house-keeping gene ของ

เช้ือในแต่ละสายพันธุ์จะมีลักษณะของ allele ท่ีมีล าดับเบสท่ีแตกต่างกันออกไป อย่างไรก็ตามเทคนิค 

MLST จะพิจารณาเฉพาะต าแหน่งของล าดับเบสโดยไม่ค านึงถึงจ านวนของเบสท่ีแตกต่างกัน โดยท่ี

การจัดเรียงล าดับเบสนั้นอาจมีความแตกต่างกันเพียงแค่หนึ่งต าแหน่งหรือหลายต าแหน่ง เมื่อน าความ

แตกต่างของ allele ของ house-keeping gene ท้ัง 7 ยีนมาพิจารณาร่วมกัน จะสามารถก าหนด 

allelic number ท่ีเรียงกันตามล าดับ และล าดับเหล่านั้นจะถูกระบุเป็น allelic profile และจะถูก

ก าหนดเป็น sequence type (ST) 

ขั้นตอนของเทคนิค MLST นั้นประกอบด้วย data collection, data analysis และ 

multilocus sequence analysis ในขั้นตอนของ data collection เป็นขั้นตอนการก าหนดต าแหน่ง

ล าดับเบสและเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของ house-keeping gene ท่ีสนใจด้วยเทคนิค PCR จากนั้นน า

ล าดับเบสมาท าการวิเคราะห์ในขั้นตอน data analysis ซึง่จะพิจารณาความแตกต่างของ allele 

number ในแต่ละยีน เพื่อระบุเป็น allelic profile หรือ sequence type หากมีรูปแบบต าแหน่งการ

จัดเรียงล าดับเบสท่ีต่างออกไปท่ีจ าเพาะและไม่ซ้ ากับท่ีเคยปรากฏมาก่อน จะถูกจัดเก็บเป็น allelic 

profile แบบใหม ่ ซึ่งต้องผ่านการพิสูจน์ก่อนถูกจัดเก็บไว้ในฐานข้อมูล MLST (MLST database)  

ผ่านระบบอินเตอร์เนท ซึ่งนักวิจัยท่ีสนใจสามารถเข้าถึงข้อมูลได้ตลอดเวลา และในขั้นตอนสุดท้ายเป็น

การท า multilocus sequence analysis เพื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเช้ือท่ีท าการศึกษาด้วยการ

เปรียบเทียบ allelic profile หรือ sequence type ว่ามีความใกล้เคียงหรือต่างไปจากกลุ่มของเช้ือ 

(clonal complex) ท่ีมีในฐานข้อมูล MLST อย่างไร ความสัมพันธ์ของเช้ือจะถูกแสดงในลักษณะ

โครงสร้างต้นไม้ (dendrogram) โดยใช้หลัก maxtrix of pairwaise differences ของแต่ละ allelic 

profile ซึ่งจะปรากฎเป็นแผนภูมิท่ีแสดงรูปแบบของ sequence type ของเช้ือแต่ละตัวว่ามีความ
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ใกล้เคียงหรือแตกต่างกันมากเพียงใด หากเช้ือมี sequence type ท่ีใกล้เคียงกันจะบ่งช้ีว่าเช้ือ

เหล่านั้นอาจมาจากบรรพบุรุษเดียวกัน (78) 

   8.2 เทคนิคการวิเคราะห์ MLST ของเชื้อแบคทีเรีย    

 เทคนิค MLST ถูกน ามาใช้วิเคราะห์จ าแนกสายพันธุ์ของเช้ือแบคทีเรียครั้งแรกเมื่อปี ค.ศ. 

1998 เนื่องจากเป็นเทคนิคท่ีไม่ซับซ้อน มีความน่าเช่ือถือ และสามารถวิเคราะห์ได้ในห้องปฏิบัติการ

ท่ัวไป (79) ประกอบกับค่าใช้จ่ายในการท า sequencing ท่ีมีราคาถูกลง และการพัฒนาระบบ

ฐานข้อมูลโปรแกรมวิเคราะห์ข้อมูลในอินเตอร์เนท ท าให้เทคนิค MLST ถูกน ามาประยุกต์ใช้ใน

การศึกษาระบาดวิทยาและจ าแนกสายพันธุ์ของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค รวมไปถึงการศึกษาวิวัฒนาการ

และกลไกการก่อโรคของเช้ือแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ 

 เมื่อไม่นานมานี้ เทคนิค MLST ได้ถูกน ามาวิเคราะห์จ าแนกเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพท่ี

ปนเป้ือนมากับเนื้อไก่ท่ีจ าหน่ายในซุปเปอร์มาเก็ตในกรุงเทพมหานคร ประเทศไทย พบว่าเนื้อไก่มีการ

ปนเป้ือนเช้ือ Salmonella enterica ประมาณ 18.7% เมื่อน าเช้ือมาท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

MLST พบว่า allelic profile ของยีน 7 ยีน ประกอบไปด้วย ยีน thrA ยีน purE ยีน sucA ยีน aroC 

ยีน hisD ยีน hemD และยีน dnaN มี alleic number เป็นหมายเลข 141, 95, 9, 417, 262, 15 

และ 4 ตามล าดับ และมี sequence type เป็น ST1543 (80) การศึกษาในประเทศเยอรมันได้สันนิ-

ฐานถึงการแพร่กระจายเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จากสัตว์ในฟาร์มสู่คน โดยมีหลักฐานการพบ

เช้ือสายพันธุ์ดังกล่าวที่มี sequence type แหล่งท้ังสอง (7) 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สารเคมี วัสดุทางวิทยาศาสตร์และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน 

 สารเคมี วัสดุทางวิทยาศาสตร์และเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานท่ีใช้ในการวิจัยครั้งนี้

ประกอบด้วย 

 สารเคมีและวัสดุทางวิทยาศาสตร์ส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือ E. coli ประกอบด้วย อาหารเล้ียง

เช้ือ Macconkey agar No.3 อาหารเล้ียงเช้ือ Trypticase soy broth (TSB) ผลิตภัณฑ์ของบริษัท 

Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร และจานอาหารเล้ียงเช้ือพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 

เซนติเมตร ซื้อจากบริษัท Greiner bio-one จ ากัด ประเทศไทย 

 อาหารเล้ียงเช้ือและแผ่นยาส าหรับการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ E. coli 

ประกอบด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller-Hinton agar (MHA) แผ่นยา cefotaxime แผ่นยา 

cefotaxime/clavulanic acid แผ่นยา ceftazidime และแผ่นยา ceftazidime/clavulanic acid

ท้ังหมดเป็นผลิตภัณฑ์ของบริษัท Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร  

 สารเคมีและวัสดุทางวิทยาศาสตรส าหรับใช้ในการเพิ่มสารพันธุกรรม เทคนิค multiplex 

polymerase chain reaction (multiplex PCR) และ เทคนิค multilocus sequence typing 

(MLST) ประกอบด้วยดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTPs) และเอนไซม์ Taq polymerase 

ผลิตภัณฑ์ของบริษัท New England Biolabs จ ากัด สหรัฐอเมริกา ไพรเมอร์ส่ังจากบริษัท Bioneer 

จ ากัด สาธารณรัฐเกาหลี หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และหลอด PCR ขนาด 0.5 

มิลลิลิตร ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

 สารเคมีและน้ ายาส าหรับใช้ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis ประกอบด้วย วุ้น agarose ผลิตภัณฑ์ของบริษัท 1st Base จ ากัด ประเทศสิงคโปร์ 

ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส ผลิตภัณฑ์ของบริษัท Qiagen จ ากัด สหรัฐอเมริกา สีย้อม Diamond™ 
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Nucleic Acid Dye ผลิตภัณฑ์ของบริษัท Promega จ ากัด สหรัฐอเมริกา และ TBE buffer ผลิตภัณฑ์

ของบริษัท Life technologies จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

เช้ือ E. coli สายพันธุ์ EC 137 ส าหรับใช้เป็นตัวควบคุมบวก และเช้ือ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ส าหรับใช้เป็นตัวควบคุมลบ ได้รับความอนุเคราะห์จากรองศาสตราจารย์

นายแพทย์เมธี ชยะกุลคีรี หัวหน้าห้องปฏิบัติการสาขาวิชาโรคติดเช้ือและอายุรศาสตร์เขตร้อน 

ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 

ประเทศไทย 

2. เคร่ืองมือ 

กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) บริษัท MS major sciences จ ากัด ประเทศไต้หวัน 

เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) บริษัท Scientific Industries จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่องวัดปริมาณดี

เอ็นเอ (Biospectrophotometer) บริษัท Eppendorf จ ากัด ประเทศเยอรมนี เครื่องปั่นตกตะกอน

ความเร็วสูง (Micro high speed refrigerate centrifuge) บริษัท Eppendorf จ ากัด ประเทศ

เยอรมนี เครื่อง Thermo cycler บริษัท Biorad จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่องอิเล็กโตรโฟเรซิส (Gel 

electrophoresis) บริษัท MS major sciences จ ากัด ประเทศไต้หวัน เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลต จากบริษัท SynGene จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

3. การออกแบบงานวิจัย 

 งานวิจัยในครั้งนีไ้ด้แบ่งการทดสอบออกเป็นท้ังหมด 3 ส่วน ประกอบด้วย 

 3.1 การวินิจฉัยเช้ือและทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ เพื่อจ าแนก

วินิจฉัยเช้ือ E. coli ด้วยปฏิกิริยาชีวเคมี และวินิจฉัยความไวต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือด้วยการทดสอบ 

disk diffusion และเพื่อยืนยันผลการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ด้วยวิธี combination disk 

ตามเกณฑ์มาตรฐานของ CLSI ปี 2016 (62) โดยท าการทดสอบกับแผ่นยา 2 คู่ คือ แผ่นยา 

cefotaxime กับแผ่นยา cefotaxime/clavulanic acid และแผ่นยา ceftazidime กับแผ่นยา 

ceftazidime/clavulanic acid 
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 3.2 การตรวจหายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ด้วยเทคนิค multiplex 

polymerase chain reaction (multiplex PCR) และเทคนิค whole genome sequencing (WGS) 

 เพื่อวิเคราะห์หายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีส าคัญและพบได้บ่อยได้แก่ ยีน 

blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV ด้วยเทคนิค multiplex PCR โดยน าเช้ือ E. coli ท้ังหมดท่ีให้ผล

บวกกับการตรวจยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธี combination disk มาท าการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมหายีนดังกล่าว ในขณะท่ีสุ่มเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL บางสายพันธุ์ ซึ่งเป็นสายพันธุ์

ท่ีมีขนาดของ inhibition zone ต่อการทดสอบความไวของยา colistin น้อยกว่า 12 มิลลิเมตร ไปท า

การวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค WGS จากนั้นเปรียบเทียบความชุกของยีนท่ีควบคุมการสร้าง

เอนไซม์ ESBL ในเช้ือท่ีแยกได้จากอุจจาระของประชากรและสุกร 

 3.3 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยเทคนิค 

multilocus sequence typing (MLST) 

 เพื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL และด้ือยาต้านจุลชีพ 

ระหว่างสุกรในฟาร์มและประชากร ด้วยเทคนิค MLST โดยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม house-

keeping gene ท้ัง 7 ยีน ซึ่งประกอบไปด้วย ยีน adk ยีน fumC ยีน gyrB ยีน icd ยีน mdhยีน purA 

และยีน recA ด้วยเทคนิค PCR จากนั้นตรวจสอบล าดับเบสแต่ละยีน เพื่อหา sequence type และ

สร้างแผนภาพ phylogenetic tree ส าหรับการวิเคราะห์หาความใกล้เคียงและความเช่ือมโยงของของ

เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแพร่กระจายในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน 
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4. วิธีการทดลอง 

   4.1 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 

 ตัวอย่างเช้ือ E. coli ท่ีใช้ในงานวิจัยนี้ท้ังหมดเป็นตัวอย่างท่ีได้จากการศึกษาของโครงการวิจัย
ท่ีผ่านมาของ Thamlikitkul et al. (9, 81) ซึ่งมีการเก็บตัวอย่างและวินิจฉัยเช้ือในโครงการวิจัยท่ีผ่าน
มาตามรายละเอียดต่อไปนี้ 

  4.1.1 การเก็บตัวอย่าง 

  ตัวอย่างอุจจาระท้ังหมด จ านวน 409 ตัวอย่าง เก็บได้จากสุกรในฟาร์มและประชากร
ในชุมชน พื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน ซึ่งถูกเกบ็ในช่วงเดือนตุลาคมถึงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2557 
แบ่งเป็นตัวอย่างอุจจาระท่ีเก็บได้จากสุกรในฟาร์มและตัวอย่างอุจจาระท่ีเก็บได้จากประชากรใน
ชุมชนจากอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน จ านวน 186 และ 223 ตัวอย่างตามล าดับ ตัวอย่างอุจจาระ
ท้ังหมดถูกเก็บด้วย rectal swab และเก็บรักษาใน cary-blair medium ท่ีอุณหภูมิห้องก่อนน าส่ง
มายังห้องปฏิบัติการสาขาวิชาโรคติดเช้ือและอายุรศาสตร์เขตร้อน ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ภายใน 24 ช่ัวโมง หลังการเก็บ
ตัวอย่าง ตัวอย่างอุจจาระท่ีส่งมาถึงห้องปฏิบัติการจะถูกน ามาวินิจฉัยจ าแนกเช้ือทันทีตามรายละเอียด
ในข้อต่อไป  

  4.1.2 การวินิจฉัยจ าแนกเชื้อทางห้องปฏิบัติการ 

  น าตัวอย่างอุจจาระท่ีอยู่ใน cary-blair medium ท้ังหมดมาเพาะเล้ียงเช้ือบน 
MacConkey agar ท่ีผสมยา ceftriaxone ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัม/ลิตร บ่มท่ีอุณหภูม ิ 35 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง น าโคโลนีของเช้ือมาทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีเพื่อวินิจฉัยจ าแนกสาย
พันธุ์ประกอบไปด้วย oxidase tese, triple sugar iron (TSI), lysine iron agar (LIA), motility 
medium, simmons citrate medium, urea agar และ indole test โดยใช้เกณฑ์การอ่านปฏิกิริยา
ตามตารางท่ี 3 เช้ือท่ีถูกวินิจฉัยว่าเป็นเช้ือในกลุ่ม E. coli ท้ังหมดจะถูกเก็บใน typtic soy broth ท่ี
ผสมกับ 10% glycerol ท่ีอุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช้ในการทดสอบข้ันต่อไป 
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ตารางที่ 3 การทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีเพื่อวินิจฉัยจ าแนกเชื้อ E. coli  

ชนิดการทดสอบชีวเคมี ผลปฏิกิริยา 

oxidase test ลบ 

triple sugar iron (TSI) A/A(G) หรือ K/A(G) 

 lysine deaminase ลบ 

lysine decarboxylase  บวก 

motility medium บวก หรือ ลบ 

simmons citrate medium ลบ 

urea agar ลบ 

indole test บวก 

 

4.1.3 การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพ 

  น าเช้ือ E. coli ท้ังหมดท่ีจ าแนกได้จากข้อ 4.1.2 มาทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพ
ตามเกณฑ์มาตรฐานของ CLSI ปี 2016 (65) โดยเพาะเล้ียงเช้ือบน blood agar บ่มท่ีอุณหภูม ิ 35 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น าโคโลนีของเช้ือมาเจือจางในน้ าเกลือความเข้มข้น 0.85% และ
ปรับความขุ่นให้ได้ 0.5 McFarland ป้ายเช้ือลงบน Mueller Hinton agar วางแผ่นยา  ampicillin 
ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม แผ่นยา amoxicillin/clavulanic acid ความเข้มข้น 20/10 ไมโครกรมั 
แผ่นยา ceftriaxone ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม แผ่นยา cefotaxime  ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม 
แผ่นยา ceftazidime ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม แผ่นยา cefoxitin ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม แผ่น
ยา imipenem ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม แผ่นยา ertapenem ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม แผ่น
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ยา meropenem  ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม แผ่นยา ciprofloxacin ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม 
แผ่นยา gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม แผ่นยา amikacin ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม และ
แผ่นยา  trimethoprim/sulfamethoxazole ความเข้มข้น 1.25/23.75 ไมโครกรัม บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง วัดขนาดของ inhibition zone แปลผลตามมาตรฐานท่ี 
CLSI ปี 2016 ก าหนด โดยใช้เช้ือ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นเช้ือควบคุม 

   4.2 การตรวจยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยวิธี combination disk  

 น าเช้ือ E. coli ท้ังหมดท่ีจ าแนกได้จากข้อ 4.1.2 มาตรวจยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วย
เทคนิค combination disk โดยเพาะเล้ียงเช้ือบน MacConkey agar บ่มท่ีอุณหภูม ิ 35 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง น าโคโลนีของเช้ือมาเจือจางในน้ าเกลือและปรับความขุ่นให้ได้ 0.5 
McFarland ป้ายเช้ือลงบน Mueller Hinton agar จากนั้นวางแผ่นยา  cefotaxime ความเข้มข้น 30 
ไมโครกรัม เปรียบเทียบกับแผ่นยา cefotaxime/clavulanic acid ความเข้มข้น 30/10 ไมโครกรัม 
และแผ่นยา ceftazidime ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม เปรียบเทียบกับแผ่นยา 
ceftazidime/clavulanic acid ความเข้มข้น 30/10 ไมโครกรัม บ่มท่ีอุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 16-18 ช่ัวโมง วัดขนาดของ inhibition zone และแปลผลตามมาตรฐานท่ี CLSI ปี 2016 โดย
หากขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone ของแผ่นยาท่ีมียา clavulanic มีขนาดใหญ่กว่า
แผ่นยาท่ีไม่มียา clavulanic มากกว่าหรือเท่ากับ 5 มิลลิเมตร แปลผลว่าเช้ือสร้างเอนไซม์ ESBL ใช้
เช้ือ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นเช้ือมาตรฐานควบคุมคุณภาพการทดสอบ เช้ือ E. 
coli ท่ีให้ผลบวกในการสร้างเอนไซม์ ESBL จะถูกน ามาศึกษาต่อในขั้นตอนต่อไป 

   4.3 การตรวจหายีน blaCTX-M ยนี blaTEM และยีน blaSHV ที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 
ESBL ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค multiplex polymerase chain reaction (multiplex 
PCR) 

  น าเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท้ังหมดจากวิธี combination disk มาท าการวิเคราะห์
หายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีส าคัญและพบได้บ่อยได้แก่ ยีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน 
blaSHV ด้วยเทคนิค multiplex PCR โดยใช้เช้ือ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นตัว
ควบคุมลบ และเช้ือ E. coli รหัส EC137 ท่ีได้รับการยืนยันว่ามียีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV 

จากการท า  whole genome sequencing (WGS) และได้รับความอนุเคราะห์จากรองศาสตราจารย์
นายแพทย์เมธี ชยะกุลคีรี หัวหน้าห้องปฏิบัติการสาขาวิชาโรคติดเช้ือและอายุรศาสตร์เขตร้อน 
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ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 
ประเทศไทย เป็นตัวควบคุมบวก 

  4.3.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli 

  เพาะเล้ียงเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL บน MacConkey agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง น าโคโลนีของเช้ือมาเจือจางใน tryptic soy broth 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และบ่มท่ีอุณหภูม ิ35องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าเป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร 200 ไมโครลิตร เจือจางในน้ ากล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 800 
ไมโครลิตร ต้มท่ีอุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดเก็บส่วนน้ าใสซึ่งเป็นส่วนของดีเอ็นเอมาวัดปริมาณและความบริสุทธิ์
ด้วยเครื่อง BioSpectrometer kinetic (Eppendorf, USA) จากนั้นเก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสเพื่อใช้ในการตรวจวิเคราะห์ในล าดับถัดไป 

  4.3.2 การออกแบบ primer ที่จ าเพาะต่อยนี blaCTX-M ยนี blaTEM และยีน 
blaSHV  

primer ท่ีใช้ในวิเคราะห์ยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ถูก
ออกแบบให้มีความจ าเพาะต่อเป้าหมายต่างๆ ได้แก่ ยีน uspA ซึ่งใช้เป็นยีนควบคุมภายใน (internal 
control) โดยอ้างอิงมาจากการวิจัยของ Chen et al. (82) ยีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV  

ซึ่งเป็นยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ในวงศ์ CTX-M วงศ์ TEM และวงศ์ SHV ตามล าดับโดย
อ้างอิงจากงานวิจัยของ Monstein et al. (83) รายละเอียดของ primer ท้ังหมดแสดงในตารางท่ี 4 
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ตารางที่ 4 รายละเอียดของ primer ที่ใช้ในปฏกิิริยา multiplex PCR ในการวิจัยคร้ังนี้ 

ช่ือยีน ช่ือ primer ล าดับเบส (5’-3’) ขนาดผลิตภัณฑ์ 
(คู่เบส) 

ที่มา 

uspA uspA-up 
uspA-down 

CCGATACGCTGCCAATCAGT 
ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 

884 (82) 

blaCTX-M CTX-M-U1 
CTX-M-U2 

ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 
TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 

593 (83) 

blaTEM TEM-164.SE 
TEM-165.AS 

TCGCCGCATA CACTATTCTCAGAATGA 
ACGCTCACCGGCTCCAGATT TAT 

455 (83) 

blaSHV SHV.SE  
SHV.AS 

ATGCGTTATATTCGCCTGTG 
TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 

747 (83) 

4.3.3 การเพิ่มปริมาณยีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV ด้วยเทคนิค 

multiplex PCR 

  ท าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV ของ

เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 60 นาโนกรัม ในปฏิกิริยาซึ่ง

มีปริมาตรรวมเท่ากับ 25 ไมโครลิตรประกอบไปด้วย forward primer และ reverse  primer ปริมาณ

อย่างละ 10 พิโคโมล dNTPs ความเข้มข้น 20 มิลลิโมล standard buffer Taq reaction ความ

เข้มข้น 1 เท่า magnesium chloride (MgCl2) ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล และเอนไซม์ Taq DNA 

polymerase ความเข้มข้น 0.5 ยูนิต โดยใช้ดีเอ็นเอของเช้ือ E. coli ATCC 25922 เป็นหลอดควบคุม

ลบ ดีเอ็นเอของเช้ือ E. coli รหัส EC137 เป็นหลอดควบคุมบวก และใช้ primer ท่ีจ าเพาะต่อยีน uspA 

เป็นตัวควบคุมภายใน ปฏิกิริยา multiplex PCR เกิดขึ้นภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาดังต่อไปนี้ 

อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วยปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เป็น
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เวลา 2 นาทีจ านวนท้ังส้ิน 30 รอบ และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีเก็บผลผลิต 

PCR ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

  4.3.4 การตรวจสอบผลผลิต multiplex PCR ด้วยเทคนิค agarose gel 

electrophoresis 

 ตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยการน าผลผลิตท่ีได้จากปฏิกิริยา 

multiplex PCR ในแต่ละตัวอย่างปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ Diamond™ Nucleic Acid Dye 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปเคล่ือนผ่านบนกระแสไฟฟ้าด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

โดยใช้วุ้น agarose ท่ีมีความเข้มข้น 1% ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบ

ดีเอ็นเอด้วยเครื่องบันทึกภาพวุ้นภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตโดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 

100  คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบท่ีอ่านได้  

   4.4 การตรวจหายีน blaCTX-M ยนี blaTEM และยีน blaSHV ที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 
ESBL ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค whole genome sequencing (WGS) 

 เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีน ามาใช้ในการศึกษานี้ ได้ถูกน าไปใช้ในงานวิจัยอื่นด้วย 

ซึ่งได้มีการสุ่มเช้ือดังกล่าวจ านวนท้ังส้ิน 42 สายพันธุ์ แบ่งเป็นสายพันธุ์ที่แยกได้จากสุกร จ านวน 15 

สายพันธุ์ และแยกได้จากประชากร จ านวน 27 สายพันธุ์ โดยใช้เกณฑ์ในการสุ่มคัดเลือกเช้ือ E. coli ท่ี

ให้ผล inhibition zone ต่อยา colistin ท่ีต่ ากว่า 12 มิลลิเมตร เมื่อทดสอบด้วยเทคนิค disk diffusion 

ในงานวิจัยดังกล่าวได้น าดีเอ็นเอของเช้ือท่ีสุ่มมาท้ังหมดไปวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค WGS และ

แปลผลการวิเคราะห์ ณ ห้องปฏิบัติการ Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC) 

สหรัฐอเมริกา ผู้วิจัยจึงได้น าผลการตรวจหายีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV ท่ีได้จากการ

วิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค WGS มาใช้ประกอบการศึกษาในครั้งนี้ 

   4.5 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยเทคนิค 
multilocus sequence typing (MLST) 

 เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท้ังหมด 212 สายพันธุ์ ถูกน ามาเปรียบเทียบเพื่อวิเคราะห์

ความสัมพันธ์ของเช้ือ และหาความเช่ือมโยงของการแพร่กระจายเช้ือระหว่างสุกรในฟาร์มและ
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ประชากรในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน ด้วยเทคนิค MLST โดยใช้ดีเอ็นเอของเช้ือท่ีสกัดได้

ในข้อ 4.3.1 และมีข้ันตอนตามรายละเอียดด้านล่าง 

  4.5.1 การออกแบบ primer ที่มีความจ าเพาะต่อ house-keeping gene ของ

เชื้อ E. coli 

  primer ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วย

เทคนิค MLST ถูกออกแบบให้มีความจ าเพาะต่อ house-keeping gene ท้ัง 7 ยีน ซึ่งประกอบไปด้วย 

ยีน adk ยีน fumC ยีน gyrB ยีน icd ยีน mdh ยีน purA และยีน recA โดยอ้างอิงมาจากฐานข้อมูล 

MLST (https://pubmlst.org/databases.shtml) (84) รายละเอียดของ primer ที่จ าเพาะต่อ 

house-keeping gene ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ MLST ของเช้ือ E. coli แสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางที่ 5 รายละเอียดของ primer ที่จ าเพาะต่อ house-keeping gene ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

MLST ของเชื้อ E. coli ในการวิจัยคร้ังนี้ (84) 

ช่ือยีน ช่ือ 
primer 

ล าดับเบส (5’-3’) ขนาดผลิตภัณฑ์  
(คู่เบส) 

adk  adkF 
adkR 

ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 
CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

853 

fumC fumCF  
fumCR 

TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
GTACGCAGCGAAAAAGATTC 

806 

gyrB gyrBF  
gyrBR 

TCGGCGACACGGATGACGGC 
ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

911 

icd icdF  
icdR 

ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA 
GGACGCAGCAGGATCTGTT 

878 

mdh mdhF  
mdhR  

ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG 
TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT 

932 

purA purAF  
purAR 

CGCGCTGATGAAAGAGATGA 
CATACGGTAAGCCACGCAGA 

816 

recA recAF  
recAR 

CGCATTCGCTTTACCCTGACC 
TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 

780 
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4.5.2 การเพิ่มปริมาณ house-keeping gene ด้วยเทคนิค PCR 

  ท าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ house-keeping gene ของเช้ือ E. coli 

จ านวนท้ังส้ิน 170 สายพันธุ์ ในขณะท่ีเช้ือ  E. coli อีกจ านวน 42 สายพันธุ์ ได้ถูกท าการวิเคราะห์

ล าดับเบสด้วยเทคนิค WGS ดังท่ีได้อธิบายในข้อ 4.4 จึงสามารถน าผลล าดับเบสของ house-keeping 

gene จากการวิเคราะห์ดังกล่าวมาใช้โดยไม่จ าเป็นต้องท าการทดสอบเพิ่มปริมาณ house-keeping 

gene ด้วยเทคนิค PCR  ส าหรับการท าปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรรวมเท่ากับ 25 ไมโครลิตร ประกอบ

ไปด้วยดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม forward primer และ reverse primer ปริมาณอย่าง

ละ 10 พิโคโมล dNTPs ความเข้มข้น 20 มิลลิโมล standard buffer Taq reaction ความเข้มข้น 1 

เท่า MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล และเอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 0.5 ยูนิต 

ปฏิกิริยา PCR เกิดขึ้นภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาดังต่อไปนี้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 

นาที ตามด้วยปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 นาที และอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวนท้ังส้ิน 35 รอบ และอุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เก็บผลผลิต PCR ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอท าการ

ทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

  4.5.3 การตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

ตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยการน าผลผลิตท่ีได้จากแต่ละ

ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 5 ไมโครลิตรผสมกับ Diamond™ Nucleic Acid Dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ก่อนน าไปเคล่ือนผ่านบนกระแสไฟฟ้าด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้วุ้น agarose 

ท่ีมีความเข้มข้น 1% ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง

บันทึกภาพวุ้นภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตโดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส และ

บันทึกภาพผลการทดสอบท่ีอ่านได้ 
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  4.5.4 การวิเคราะห์ล าดับเบสของ house-keeping gene ด้วยเทคนิค Sanger 

DNA sequencing  

  ท าการวิเคราะห์ล าดับเบสของ house-keeping gene แต่ละยีนของเช้ือแต่ละสาย

พันธุ์ โดยเตรียมผลผลิต PCR ของแต่ละยีนใหม้ีความเข้มข้นไม่น้อยกว่า 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

และให้มีปริมาตรไม่น้อยกว่า 20 ไมโครลิตร พร้อมท้ัง forward primer ของ house-keeping gene 

แต่ละยีนส่งไปวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger DNA sequencing โดยบริษัท Bioneer 

sequencing service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ วิเคราะห์ล าดับเบสด้วยโปรแกรม BioEdit Version 

7.1.3 และ Chromas Lite version 2.1 (Carolina state University, USA) โดยข้อมูลล าดับเบสท่ี

ได้ถูกน ามาเปรียบเทียบกับรูปแบบของ allelic profile ท่ีมีอยู่ในฐานข้อมูลของเช้ือ E.coli แต่ละสาย

พันธุ์ในเว็บไซต์ http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli (84) เพื่อระบ ุallelic number ของ

แต่ละยีนในเช้ือแต่ละสายพันธุ์ จากนั้นฐานข้อมูลจะท าการวิเคราะห์ allelic number ท้ัง 7 ยีน และ

ประมวลผลออกมาเป็น allelic profile ของเช้ือ E. coli แต่ละสายพันธุ์ เพื่อระบ ุsequence types 

(ST) และ clonal complexes (CC) ตามล าดับ 

  4.5.6 การเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างล าดับเบสของเชื้อ E. coli ที่สร้าง

เอนไซม์ ESBL ที่แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน และการสร้างแผนภาพ 

phylogenetic tree 

น าผลการวิเคราะห์ allelic number ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท้ังหมด
จ านวน 212 สายพันธุ์ ท่ีแยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชนจากในการศึกษาครั้งนี้ 
เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างล าดับเบสของเช้ือ โดยน า allelic profile ท่ีถูกระบุเป็น sequence 
types (ST) และ clonal complexes (CC) ท้ังหมดของเช้ือ E. coli แต่ละสายพันธุ์ มาวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม BioNumerics version 7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) เพื่อสร้าง
แผนภาพ phylogenetic tree เพื่อวิเคราะห์หาความใกล้เคียงทางพันธุกรรม ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง
เอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชนพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน 

     

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli
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   4.7 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางสถิติ 

ประเมินความสัมพันธ์ทางสถิติของการดื้อต่อยาต้านจุลชีพและการทดสอบการสร้างเอนไซม์ 
ESBL ด้วยวิธีทางจีโนไทป์ระหว่างเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรในฟาร์มและประชากรใน
ชุมชน พื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน ด้วยวิธี Fisher’s exact test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 % (IBM 
SPSS 17.0 statistical package, Chicago, IL) 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 

  ตัวอย่างอุจจาระท่ีใช้ในการศึกษาครั้งนี้ท้ังหมดจ านวน 409 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างท่ีเก็บจาก
สุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน พื้นท่ีอ าเภอเมืองจังหวัดล าพูน จ านวน 186 และ 223 ตัวอยา่ง
ตามล าดับ เมื่อน ามาเพาะเล้ียงเช้ือบน MacConkey agar ท่ีผสมยา ceftriaxone ความเข้มข้น 4 
มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อคัดกรองเฉพาะเช้ือกลุ่มแกรมลบรูปแท่งท่ีอาจสร้างเอนไซม์ ESBL พบเช้ือท่ีขึ้นได้
บนอาหารเล้ียงเช้ือดังกล่าวจ านวนท้ังส้ิน 492 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเช้ือ 254 สายพันธุ์จากตัวอย่าง
อุจจาระท่ีเก็บจากสุกรจ านวน 186 ตัวอย่าง และเช้ือ 238 สายพันธุ์จากตัวอย่างอุจจาระท่ีเก็บจาก
ประชากรจ านวน 187 ตัวอย่าง และมีตัวอย่างอุจจาระท่ีเก็บจากประชากรจ านวน 36 ตัวอย่างท่ีไม่พบ
เช้ือขึ้นบนอาหารเล้ียงเช้ือ ภายหลังการวินิจฉัยจ าแนกเช้ือท้ังหมด 492 สายพันธุ์ ด้วยปฏิกิริยาชีวเคมี 
พบว่าสามารถจ าแนกเช้ือ E. coli ได้ท้ังส้ินจ านวน 218 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จาก
สุกรจ านวน 103 สายพันธุ์ และแยกได้จากประชากรจ านวน 115 สายพันธุ์ 

2. การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพ 

  เมื่อน าเช้ือ E. coli ท่ีจ าแนกได้จากสุกรและประชากรจ านวนท้ังส้ิน 218 สายพันธุ์ มาทดสอบ
ความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion อ่านผลโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition 
zone ท่ีเกิดขึ้น และแปลผลผลตามเกณฑ์มาตรฐานของ CLSI ปี 2016 (65) โดยใช้เช้ือ E. coli สาย
พันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นเช้ือควบคุมคุณภาพส าหรับการทดสอบ ผลการทดสอบความไวต่อ
ยาต้านจุลชีพของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากสุกรและประชากรดังรายละเอียดท่ีแสดงในตารางท่ี 6 และ
ตารางท่ี 7 ตามล าดับ 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 50 

ตารางที่ 6 ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากสุกรในฟาร์ม 

จ านวน 103 สายพันธุ์ ซ่ึงทดสอบด้วยวิธี disk diffusion และแปลผลตามเกณฑ์มาตรฐานของ 

CLSI ปี 2016 (65) 

ชนิดยาต้านจุลชีพ 

ผลทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของ
เช้ือ E. coli (103 สายพันธุ์) 

S I R 

ยา ampicillin 0 0 103 

ยา amoxicillin/clavulanic acid 52 8 43 

ยา ceftriaxone 0 0 103 

ยา cefotaxime 0 0 103 

ยา ceftazidime 3 4 96 

ยา cefoxitin 100 0 3 

ยา imipenem 103 0 0 

ยา ertapenem 103 0 0 

ยา meropenem 103 0 0 

ยา ciprofloxacin 68 8 27 

ยา gentamicin 15 3 85 

ยา amikacin 103 0 0 

ยา trimethoprim/sulfamethoxazole 39 2 62 
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ตารางที่ 7 ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากประชากรใน

ชุมชน จ านวน 115 สายพันธุ์ ซ่ึงทดสอบด้วยวิธี disk diffusion และแปลผลตามเกณฑ์มาตรฐาน

ของ CLSI ปี 2016 (65) 

ชนิดยาต้านจุลชีพ 

ผลทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของ
เช้ือ E. coli (115 สายพันธุ์) 

S I R 

ยา ampicillin 0 0 115 

ยา amoxicillin/clavulanic acid 98 0 17 

ยา ceftriaxone 0 0 115 

ยา cefotaxime 0 0 115 

ยา ceftazidime 33 23 59 

ยา cefoxitin 109 2 4 

ยา imipenem 115 0 0 

ยา ertapenem 115 0 0 

ยา meropenem 115 0 0 

ยา ciprofloxacin 50 2 63 

ยา gentamicin 68 6 41 

ยา amikacin 111 1 3 

ยา trimethoprim/sulfamethoxazole 41 2 72 
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  การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและ
ประชากร จ านวนท้ังหมด 218 สายพันธุ์ (100 %) ให้ผลการทดสอบท่ีด้ือต่อยา ampicillin ยา 
ceftriaxone และยา cefotaxime อย่างไรก็ตามเช้ือท้ังหมดดังกล่าวให้ผลการทดสอบท่ีไวต่อยาใน
กลุ่ม carbapenem ซึ่งประกอบด้วยยา imipenem ยา ertapenem และยา meropenem (ตาราง
ท่ี 8) 

  เมื่อพิจารณาผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระ
ของสุกร พบว่ามีสัดส่วนด้ือต่อยาต้านจุลชีพท่ีสูงกว่าเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของประชากร
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% ในยา amoxicillin/clavulanic acid (41.74% 
เปรียบเทียบกับ 14.78%) ยา ceftazidime (93.20% เปรียบเทียบกับ 51.30%) และยา gentamicin 
(82.52% เปรียบเทียบกับ 36.65%) ในขณะท่ีเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของประชากรมีสัดส่วน
ด้ือต่อยาต้านจุลชีพท่ีสูงกว่าเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี
ระดับความเช่ือมั่น 95% ในยา ciprofloxacin (54.78% เปรียบเทียบกับ 26.21%) อย่างไรก็ตาม
สัดส่วนการดื้อต่อยา cefoxitin ยา amikacin และยา trimethoprim/sulfamethoxazole รวมไปถึง
สัดส่วนการเป็นเช้ือแบคทีเรียด้ือต่อยาต้านจุลชีพหลายขนาน (multidrug-resistant bacteria, MDR 
bacteria) ซึ่งหมายถึงแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาต้านจุลชีพอย่างน้อย 3 กลุ่มขึ้นไปท่ีท าการทดสอบ พบว่าไม่
มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% ตารางท่ี 8 แสดงรายละเอียด
สัดส่วนการดื้อต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ E. coli ในการศึกษาครั้งนี ้
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ตารางที่ 8 สัดส่วนการด้ือต่อยาต้านจุลชีพแต่ละชนิดของเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากอุจจาระของ

สุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน พื้นที่อ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน 

ชนิดยาต้านจุลชีพ 

สัดส่วนการดื้อต่อยาต้านจุลชีพ (%) 

เช้ือ E. coli ท่ีแยก
ได้จากสุกร 

(103 สายพันธุ์) 

เช้ือ E. coli ท่ีแยก
ได้ประชากร 

(115 สายพันธุ์) 

ยา ampicillin 100.00 100.00 

ยา amoxicillin/clavulanic acid1 41.74 14.78 

ยา ceftriaxone  100.00 100.00 

ยา cefotaxime 100.00 100.00 

ยา ceftazidime1 93.20 51.30 

ยา cefoxitin 2.91 3.48 

ยา imipenem 0.00 0.00 

ยา ertapenem 0.00 0.00 

ยา meropenem 0.00 0.00 

ยา ciprofloxacin1 26.21 54.78 

ยา gentamicin1 82.52 35.65 

ยา amikacin 0.00 2.61 

ยา trimethoprim/sulfamethoxazole 60.19 62.61 

MDR2 85.44 84.35 
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หมายเหตุ 

  1 หมายถึง ชนิดยาต้านจุลชีพท่ีมีสัดส่วนการดื้อต่อยาของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระ
ของสุกรและประชากรแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
  2 หมายถึง เช้ือแบคทีเรียด้ือต่อยาต้านจุลชีพหลายขนาน ซึ่งด้ือต่อยาต้านจุลชีพอย่างน้อย 3 
กลุ่มข้ึนไป 

 3. ผลการทดสอบยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยเทคนิค combination disk 

  เมื่อน าเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากสุกรและประชากร จ านวนท้ังส้ิน 218 สายพันธุ์ มาทดสอบ
ยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยเทคนิค combination disk และแปลผลตามเกณฑ์มาตรฐานของ 
CLSI ปี 2016 (65) เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL พิจารณาจากขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ 
inhibition zone ของแผ่นยาท่ีมียา clavulanic กว้างกว่าแผ่นยาท่ีไม่มียา clavulanic มากกว่าหรือ
เท่ากับ 5 มิลลิเมตร ในการศึกษาครั้งนี้พบเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท้ังส้ิน 212 จาก
218 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากสุกรในฟาร์ม จ านวน 101 จาก
103 สายพันธุ์ (คิดเป็น 98.06% ชองเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากสุกร) และเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ 
ESBL ท่ีแยกได้จากประชากรในชุมชน จ านวน 111 จาก 115 สายพันธุ์ (คิดเป็น 96.52% ชองเช้ือ E. 
coli ท่ีแยกได้จากประชากร) 

 4. การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL 

  เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท้ังหมด 212 สายพันธุ์ เช้ือ E. coli รหัส EC137 ท่ี
ใช้เป็นตัวควบคุมบวกและเช้ือ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ท่ีใช้เป็นตัวควบคุมลบ ท่ีถูก
น ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีการต้มตามข้ันตอนท่ีอธิบายในบทวิธีด าเนินการวิจัย ข้อ 4.3.1 ถูกน ามาวัดหา
ปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ พบว่าปริมาณความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้อยู่ในช่วงระหว่าง 211.8 ถึง 549.7 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยมีปริมาณ
ความเข้มข้นเฉล่ียของดีเอ็นเอเท่ากับ 326.10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และมีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ
ซึ่งวัดจากอัตราส่วนการดูดกลืนแสงท่ี A260/A280 อยู่ในช่วงระหว่าง 1.58 ถงึ 1.91 ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้
ท้ังหมดมีปริมาณและความบริสุทธิ์เพียงพอส าหรับใช้ในการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 
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5. การตรวจหายีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยนี blaSHV ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL 
ด้วยเทคนิค multiplex PCR 

  ดีเอ็นเอของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท้ังหมด 212 สายพันธุ์ ดีเอ็นเอของเช้ือ 
E. coli รหัส EC137 :ส าหรับควบคุมผลบวก ดีเอ็นเอของเช้ือ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 
และน้ ากล่ันส าหรับควบคุมผลลบ ถูกมาท าการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน blaCTX-M ยีน blaSHV 

และยีน blaTEM ด้วยเทคนิค multiplex PCR โดยใช้ยีน uspA เป็นยีนควบคุมภายในหลอดทดลอง
ร่วมกับไพรเมอร์และปฏิกิริยา multiplex PCR ดังท่ีอธิบายในบทวิธีด าเนินการวิจัย ข้อ 4.3.2 และข้อ 
4.3.3 น าผลผลิตของปฏิกิริยา multiplex PCR มาตรวจสอบด้วยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis บนวุ้น agarose ท่ีมีความเข้มข้น 1% ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลท์ เป็นเวลา 45 
นาที เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส รูปท่ี 8 แสดงตัวอย่างภาพถ่ายของ 1% 
agarose gel electrophoresis ท่ีใช้ตรวจสอบผลผลิต multiplex PCR แถวท่ี 1 คือแถวของเช้ือ E. 
coli รหัส EC137 ท่ีเป็นตัวควบคุมบวก พบแถบดีเอ็นเอของยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส แถบ
ดีเอ็นเอของยีน blaCTX-M มี ขนาดเท่ากับ 593 คู่เบส แถบดีเอ็นเอของยีน blaTEM  มีขนาดเท่ากับ 455 
คู่เบส และ แถบดีเอ็นเอของยีน blaSHV มีขนาดเท่ากับ 747 คู่เบส  แถวท่ี 2 คือแถวของเช้ือ E. coli 
สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ท่ีเป็นตัวควบคุมลบ พบเพียงแถบดีเอ็นเอของยีน uspA มีขนาด
เท่ากับ 884 คู่เบส แถวที่ 15 คือแถวของน้ ากล่ันไม่พบแถบของดีเอ็นเอ ในขณะท่ีเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง
เอนไซม์ ESBL แต่ละสายพันธุ์ที่แยกได้จากสุกรและประชากร (แถวที ่3 ถึง 14) พบแถบดีเอ็นเอของ
ยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแตกต่างกันออกไป  
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รูปที่ 8 การตรวจสอบผลผลิต multiplex PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน blaCTX-M ยีน 

blaTEM และยีน blaSHV บน  1% agarose gel electrophoresis  

L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที ่1 คือตัวควบคุมบวก (เช้ือ E. coli รหัส EC137) แถวที ่2 คือ
ตัวควบคุมลบ (เช้ือ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922) แถวที่ 3 ถึง 14 เช้ือ E. coli สายพันธุ์
สร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากสุกรและประชากร แถวที ่15 คือตัวควบคุมลบ (น้ ากล่ัน) 

  เทคนิค multiplex PCR สามารถตรวจหายีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยนี blaSHV  ของเช้ือ 

E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากสุกรและประชากรจ านวนท้ังส้ิน 212 สายพันธุ์ ตารางท่ี 9 
สรุปจ านวนและรูปแบบของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีตรวจพบในการศึกษาครั้งนี้ พบว่า
เช้ือแต่ละสายพันธุ์มียีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท่ีแตกต่างกันออกไป โดยตรวจพบยีน 
blaCTX-M เป็นจ านวนมากท่ีสุด ในเช้ือจ านวน 203 สายพันธุ์ (95.75%) รองลงได้แก่ยีน blaTEM จ านวน 
133 สายพันธุ์ (62.73%) และยีน blaSHV จ านวน 5 สายพันธุ์ (2.40%) รูปแบบของยีนท่ีพบบนเช้ือ E. 
coli จ านวนท้ังส้ิน 212 สายพันธุ์ พบยีน blaCTX-M ควบคู่กับยีน blaTEM จ านวน 120 สายพันธุ์ 
(56.60%) รองลงมาคือพบเพียงยีน blaCTX-M เท่านั้น จ านวน 78 สายพันธุ์ (36.79%) พบเพียงยีน 
blaTEM เท่านั้นจ านวน 9 สายพันธุ์ (4.25%) พบท้ัง 3 ยีนจ านวน 4 สายพันธุ์ (1.89%) และพบยีน 
blaCTX-M ควบคู่กับยีน blaSHV จ านวน 1 สายพันธุ์ (0.47%)  

  เมื่อพิจารณาจ านวนของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จาก
อุจจาระของสุกรจ านวน 101 สายพันธุ์ พบว่าทุกสายพันธุ์มียีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL อย่าง
น้อย 1 ยีน ประกอบด้วยยีน blaCTX-M เป็นจ านวนมากท่ีสุด จ านวน 96 สายพันธุ์ (95.05%) รองลงมา
คือยีน blaTEM จ านวน 69 สายพันธุ์ (68.32%) และยีน blaSHV จ านวน 1 สายพันธุ ์ (0.99%) โดย
รูปแบบของยีนท่ีพบบนเช้ือ E. coli กลุ่มดังกล่าว พบยีน blaCTX-M ควบคู่กับยีน blaTEM จ านวน 63 
สายพันธุ์ (62.37%) รองลงมาคือพบเพียงยีน blaCTX-M เท่านั้น จ านวน 32 สายพันธุ์ (31.68%) พบ
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เพียงยีน blaTEM เท่านั้น จ านวน 5 สายพันธุ์ (4.95%) พบท้ัง 3 ยีนพร้อมกันจ านวน 1 สายพันธุ์ 
(0.99%) 

  เมื่อพิจารณาจ านวนของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จาก
อุจจาระของประชากร จ านวน 111 สายพันธุ์ พบว่าทุกสายพันธุ์มียีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 
อย่างน้อย 1 ยีน ประกอบด้วยยีน blaCTX-M เป็นจ านวนมากท่ีสุด จ านวน 107 สายพันธุ์ (96.39%) 
รองลงมาคือยีน blaTEM จ านวน 64 สายพันธุ์ (57.66%) และยีน blaSHV จ านวน 4 สายพันธุ์ (3.60%) 
โดยรูปแบบของยีนท่ีพบบนเช้ือ E. coli กลุ่มดังกล่าว พบยีน blaCTX-M ควบคู่กับยีน blaTEM จ านวน 
57 สายพันธุ์ (51.35%) รองลงมาคือพบเพียงยีน blaCTX-M เท่านั้น จ านวน 46 สายพันธุ์ (41.44%) พบ
เพียงยีน blaTEM เท่านั้นจ านวน 4 สายพันธุ์ (3.60%) พบท้ัง 3 ยีนจ านวน 3 สายพันธุ์ (2.70%) และ
พบยีน blaCTX-M ควบคู่กับยีน blaSHV จ านวน 1 สายพันธุ์ (0.90%) อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบ
รูปแบบของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและ
ประชากรพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 
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ตารางที่ 9 จ านวนและรูปแบบของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเชื้อ E. coli ที่แยกได้
จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน พื้นที่อ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน 

ยีน 

จ านวนสายพันธ์ุที่พบยีนที่สร้างเอนไซม์ ESBL 

เช้ือ E. coli ที่แยก 
ได้จากสุกร 101 

สายพันธ์ุ  
(% ที่ค านวนได้จาก 101 

สายพันธ์ุ) 

เช้ือ E. coli ที่แยก 
ได้จากประชากร 
111 สายพันธ์ุ  

(% ที่ค านวนได้จาก 
111 สายพันธ์ุ) 

เช้ือ E. coli ที่แยก 
ได้จากสุกรและ 
ประชากร รวม  
212 สายพันธ์ุ  

(% ที่ค านวนได้จาก 212 
สายพันธ์ุ) 

blaCTX-M 32 (31.68%) 46 (41.44%) 78 (36.79%) 

blaCTX-M+blaSHV 0 (0%) 1 (0.90%) 1 (0.47%) 

blaCTX-M+blaTEM 63 (62.38%) 57 (51.35%) 120 (56.60%) 

blaCTX-M+blaTEM+blaSHV 1 (0.99%) 3 (2.70%) 4 (1.89%) 

blaTEM 5 (4.95%) 4 (3.60%) 9 (4.25%) 

6. การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน blaCTX-M ยนี blaTEM และ ยีน blaSHV ด้วยเทคนิค whole 
genome sequencing (WGS) 

  ภายหลังวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค WGS ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีถูกสุ่ม
จ านวนท้ังส้ิน 42 สายพันธุ์ แบ่งเป็นสายพันธุ์ที่แยกได้จากสุกร จ านวน 15 สายพันธุ์ และแยกได้จาก
ประชากร จ านวน 27 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์การทดสอบและวิเคราะห์ผลจาก 
ห้องปฏิบัติการ Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC) สหรัฐอเมริกา พบว่าผล
การตรวจหายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยเทคนิค WGS ให้ผลสอดคล้องกับผลท่ีผู้วิจัยได้
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค multiplex PCR ในเช้ือ E. coli ท้ัง 42 สายพันธุ์ นอกจากนั้นผลการหาล าดับ
เบสด้วยเทคนิค WGS ยังสามารถระบุ subgroup ของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ได้ ดัง
รายละเอียดดังนี้ 
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  เช้ือ E. coli สายพันธุ์ที่พบเพียงยีน blaCTX-M จ านวน 27 สายพันธุ์ เป็นสายพันธุ์ที่แยกได้จาก
สุกร 13 สายพันธุ์ และแยกได้จากประชากร 14 สายพันธุ์ พบยีน blaCTX-M-55 จ านวน 19 สายพันธุ์ 
(จากสุกร 10 สายพันธุ์ และจากประชากร 9 สายพันธุ์) และพบยีน blaCTX-M-14 จ านวน 8 สายพันธุ์ 
(จากสุกร 3 สายพันธุ์ และจากประชากร 5 สายพันธุ์) 

  เช้ือ E. coli สายพันธุ์ที่พบยีน blaCTX-M คู่กับยีน blaTEM จ านวน 14 สายพันธุ์ เป็นสายพันธุ์ที่
แยกได้จากสุกร 2 สายพันธุ์ และแยกได้จากประชากร 12 สายพันธุ์ พบยีน blaCTX-M-55 คู่กับยีน 
blaTEM1-B จ านวน 4 สายพันธุ์ (จากประชากร 4 สายพันธุ์) และพบยีน blaCTX-M-14 คู่กับยีน blaTEM-1B 
จ านวน 10 สายพันธุ์ (จากสุกร 2  สายพันธุ์ และจากประชากร 8 สายพันธุ์) อย่างไรก็ตามเช้ือ E. coli 
ท่ีพบเพียงยีน blaTEM มีจ านวน 1 สายพันธุ์ ซึ่งเป็นยีน blaTEM1-B เป็นสายพันธุ์ท่ีแยกได้จากสุกร ตาราง
แสดงท่ี 10 เป็นตารางสรุปเปรียบเทียบผลการตรวจหายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ระหว่าง
เทคนิค multiplex PCR และเทคนิค WGS 

ตารางที่ 10 ผลการเปรียบเทียบการตรวจหายีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV ระหว่าง

เทคนิค multiplex PCR เทคนิค WGS ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ที่ถูกสุ่มน าไป

วิเคราะห์ จ านวนทั้งสิ้น 42 สายพันธุ์ 

การวิเคราะห์ยีนที่
ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 

ESBL ด้วยเทคนิค 
multiplex PCR 

การวิเคราะห์ยีนที่ควบคุมการ
สร้างเอนไซม์ ESBL ด้วย

เทคนิค WGS 

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร 
(15 สายพันธ์ุ) 

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จาก
ประชากร 

(27 สายพันธ์ุ) 

รวม (42 
สายพันธ์ุ) 

SHV TEM CTX-M    

  +   CTX-M-14 3 5 8 

  +   CTX-M-55 10 9 19 

 + +  TEM-1B CTX-M-14 2 8 10 

 + +  TEM-1B CTX-M-55 - 4 4 

 +   TEM-1B  - 1 1 
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7. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยเทคนิค multilocus 
sequence typing (MLST) 

  ดีเอ็นเอของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท้ังหมด 170 สายพันธุ์ ถูกน ามาเพิ่ม
ปริมาณ house-keeping gene ด้วยเทคนิค PCR ดังท่ีอธิบายใน บทวิธีด าเนินการวิจัย ข้อ 4.5.2 
ผลผลิตท่ีได้ภายหลังปฏิกิริยาถูกน ามาวิเคราะห์ล าดับเบสของ house-keeping gene แต่ละยีนของ
เช้ือแต่ละสายพันธุ์ ข้อมูลล าดับเบสท่ีได้จะถูกน ามาเปรียบเทียบรูปแบบของ allelic profile ท่ีมีอยู่ใน
ฐานข้อมูลของเช้ือ E. coli ในเว็บไซต์ http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli (84) และ
ประมวลผลเป็น allelic profile ของเช้ือ E. coli แต่ละสายพันธุ์ เพื่อระบ ุ sequence types (ST) 
และ clonal complexes (CC) ในขณะท่ีเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL อีกจ านวน 42 สายพันธุ์ที่
ถูกส่งไปวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค WGS ได้ถูกระบ ุ ST และ CC เป็นท่ีเรียบร้อย โดย
ห้องปฏิบัติการ Pathosystems Resource Integration Center (PATRIC) สหรัฐอเมริกา  

   7.1 ความสัมพันธุ์ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL กับแหล่งที่มาของเชื้อที่แยกได้ 

  รายละเอียดของ sequence types และ clonal complexes ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง
เอนไซม์ ESBL จ านวนรวมทั้งหมด 212 สายพันธุ์ ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากร ได้แสดง
ในตารางท่ี 11 

  

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli
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ตารางที่ 11 ตารางเปรียบเทียบ clonal complexes (CC) และ sequence types (ST) ของเชื้อ 

E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ที่แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน จ านวน 212 

สายพันธุ ์

clonal complexes 
(CC) 

sequence 
types (ST) 

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร 
101 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 101 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จาประชากร 
111 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 111 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกรและ
ประชากร รวม 212 

สายพันธ์ุ (% 
ที่ค านวนได้จาก 212 

สายพันธ์ุ) 

ST 10 Complex  
(48 สายพันธ์ุ) 

ST 10 13 (12.87) 5 (4.50) 18 (8.49) 

ST 218 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 34 5 (4.95) 4 (3.60) 9 (4.25) 

ST 48 11 (10.89) 6 (5.41) 17 (8.02) 

ST 617 - 3 (2.70) 3 (1.42) 

ST 131 Complex 
(24 สายพันธ์ุ) 

ST 131 7 (6.93) 17 (15.32) 24 (11.32) 

ST 23 Complex 
(14 สายพันธ์ุ) 

ST 23 4 (3.96) 4 (3.60) 8 (3.77) 

ST 410 5 (5.95) 1 (0.90) 6 (2.83) 

ST 155 Complex 
(14 สายพันธ์ุ) 

ST 55 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 56 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 58 4 (3.96) 3 (2.70) 7 (2.30) 

ST 155 5 (4.95) - 5 (2.36) 

ST 101 Complex 
(32 สายพันธ์ุ) 

ST 101 1 (0.99) 8 (7.21) 9 (4.25) 

ST 70 1 (0.99) 6 (5.41) 7 (3.30) 

ST 224 5 (4.95) 1 (0.90) 6 (2.83) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 62 

ตารางที่ 11 (ต่อ) ตารางเปรียบเทียบ clonal complexes (CC) และ sequence types (ST) 
ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ที่แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน จ านวน 
212 สายพันธุ ์

clonal complexes 
(CC) 

sequence 
types (ST) 

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร 
101 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 101 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จาประชากร 
111 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 111 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร

และประชากร รวม 
212 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 212 
สายพันธ์ุ) 

 ST 117 1 (0.99) 4 (3.60) 5 (2.36) 

ST 125 1 (0.99) 4 (3.60) 5 (2.36) 

ST 38 Complex 
(12 สายพันธ์ุ) 
  
  

ST 38 4 (3.96) - 4 (1.89) 

ST 871 2 (1.98) 2 (1.80) 4 (1.89) 

ST 685 3 (2.97) 1 (0.90) 4 (1.89) 

ST 14 Complex 
(3 สายพันธ์ุ) 

ST 1193 1 (0.99) 2 (1.80) 3 (1.42) 

ST 156 Complex 
(3 สายพันธ์ุ) 

ST 156 3 (2.97) - 3 (1.42) 

ST 168 Complex 
(8 สายพันธ์ุ) 
  
  

ST 93 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 168 2 (1.98) - 2 (0.94) 

ST 1602 1 (0.99) 2 (1.80) 3 (1.48) 

ST 160 - 2 (1.80) 2 (0.94) 

ST 165 Complex 
(14 สายพันธ์ุ) 

ST 165 2 (1.98) - 2 (0.94) 

ST 174 1 (0.99) 1 (0.90) 2 (0.94) 

 ST 196 2 (1.98) - 2 (0.94) 

 ST 221 - 2 (1.80) 2 (0.94) 
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ตารางที่ 11 (ต่อ) ตารางเปรียบเทียบ clonal complexes (CC) และ sequence types (ST) 
ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ที่แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน จ านวน 
212 สายพันธุ ์

clonal complexes 
(CC) 

sequence 
types (ST) 

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร 
101 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 101 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จาประชากร 
111 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 111 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร

และประชากร รวม 
212 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 212 
สายพันธ์ุ) 

 ST 2345 - 2 (1.80) 2 (0.94) 

 ST 3054 1 (0.99) 1 (0.90) 2 (0.94) 

 ST 3776 - 2 (1.80) 2 (0.94) 

ST 46 Complex 
(12 สายพันธ์ุ) 
  
  
  
  
  

ST 46 2 (1.98) - 2 (0.94) 

ST 64 - 2 (1.80) 2 (0.94) 

ST 746 2 (1.98) - 2 (0.94) 

ST 7625 - 2 (1.80) 2 (0.94) 

ST 7626 - 2 (1.80) 2 (0.94) 

ST 83 - 2 (1.80) 2 (0.94) 

ST 86 Complex 
(9 สายพันธ์ุ) 

ST 86 1 (0.99) 1 (0.90) 2 (0.94) 

ST 1040 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 1081 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 1084 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 1112 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

 ST 1114 - 1 (0.90) 1 (0.47) 
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ตารางที่ 11 (ต่อ) ตารางเปรียบเทียบ clonal complexes (CC) และ sequence types (ST) 
ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ที่แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน จ านวน 
212 สายพันธุ ์

clonal complexes 
(CC) 

sequence 
types (ST) 

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร 
101 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 101 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จาประชากร 
111 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 111 
สายพันธ์ุ)  

เช้ือ E. coli 
ที่แยกได้จากสุกร

และประชากร รวม 
212 สายพันธ์ุ (% 

ที่ค านวนได้จาก 212 
สายพันธ์ุ) 

 
ST 1146 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 132 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 95 Complex 
(4 สายพันธ์ุ) 
 

ST 142 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 164 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 166 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

 ST 175 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 206 Complex 
(3 สายพันธ์ุ) 

ST 206 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 2165 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 3045 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 405 Complex 
(7 สายพันธ์ุ) 
 

ST 405 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 457 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 4646 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 540 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 5766 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 5873 - 1 (0.90) 1 (0.47) 
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ตารางที่ 11 (ต่อ) ตารางเปรียบเทียบ clonal complexes (CC) และ sequence types (ST) 
ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ที่แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน จ านวน 
212 สายพันธุ ์

clonal complexes 
(CC) 

sequence 
types (ST) 

จ านวนเช้ือ E. coli  
ที่แยกได้จากสุกร 

จ านวนเช้ือ E. coli  
ที่แยกได้ประชากร 

จ านวนเช้ือ E. coli  
ที่แยกได้สุกรและ

ประชากร 

 ST 60 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 648 Complex 
(5 สายพันธ์ุ) 
  

ST 648 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 671 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

ST 7463 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 767 1 (0.99) - 1 (0.47) 

ST 877 - 1 (0.90) 1 (0.47) 

  เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท้ังหมด 212 สายพันธุ์ถูกระบุ sequence types 
ได้เป็นจ านวน 66 ST โดย sequence types ท่ีพบได้บ่อย 5 อันดับแรกประกอบด้วย ST 131 จ านวน 
24 สายพันธุ์ (11.32%) ST 10 จ านวน 18 สายพันธุ์ (8.49%) ST 48 จ านวน 17 สายพันธุ์ (8.02%) 
ST 101 จ านวน 9 สายพันธุ์ (4.25%) และ ST 34 จ านวน 9 สายพันธุ์ (4.25%) หากแยกตามแหล่งท่ีมา
ของเช้ือพบว่าเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้อุจจาระของสุกรจ านวน 101 สายพันธุ์ถูกระบุ sequence types 
จ านวน 38 ST โดย sequence types ท่ีพบได้บ่อยท่ีสุด คือ ST 10 จ านวน 13 สายพันธุ์ (12.87%) 
รองลงมาคือ ST 48 จ านวน 11 สายพันธุ์ (10.89%) และ ST 131 จ านวน 7 สายพันธุ์ (6.93%) ในขณะ
ท่ีเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้อุจจาระของประชากรจ านวน 111 สายพันธุ์ ถูกระบ ุsequence types จ านวน 
47 ST โดย sequence types ท่ีพบได้บ่อยท่ีสุด คือ ST 131 จ านวน 17 สายพันธุ์ (15.32%) รองลงมา
คือ ST 101 จ านวน 8 สายพันธุ์ (7.21%) ST 70 จ านวน 6 สายพันธุ์ (5.41%) และ ST 48 จ านวน 6 
สายพันธุ์ (5.41%) 

  อย่างไรก็ตาม sequence types ท้ังหมด 66 ST มีเพียง 25 ST (จ านวน 132 สายพันธุ์) ท่ีถูก
จัดเป็น clonal complexes (CC) จ านวน 16 CC โดย clonal complexes ท่ีพบได้บ่อย 5 อันดับ
แรกประกอบด้วย CC 10 จ านวน 48 สายพันธุ์ (22.64%)  CC 131 จ านวน 24 สายพันธุ์ (11.32%) 
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CC 23 จ านวน 14 สายพันธุ์ (6.60%) CC 155 จ านวน 14 สายพันธุ์ (6.60%) และ CC 101 จ านวน 
9 สายพันธุ์ (4.25%)  

  พบว่าเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากรท่ีมี 
sequence types เดียวกัน มีจ านวนท้ังส้ิน 141 สายพันธุ์ (66.51%) และถูกจัดอยู่ใน19 ST (10 CC) 
ได้แก่ ST 10 ST34 และ ST48 ซึ่งอยู่ใน CC 10, ST 131 ซึ่งอยู่ใน CC131, ST 23  และ ST 410 ซึ่ง
อยู่ใน CC 23, ST 58 ซึ่งอยู่ใน CC 155, ST 101, ST 70, ST 224, ST 117 และ ST 125 ซึ่งอยู่ใน CC 
101, ST871 และ ST 685 ซึ่งอยู่ใน CC38, ST 1193 ซึ่งอยู่ใน CC 14, ST 1602 ซึ่งอยู่ใน CC 168, 
ST 174 และ ST 2054 ซึ่งอยู่ใน CC165 และ ST 86 ซึ่งอยู่ใน CC 86 

  ท้ังนี้พบว่า sequence types ท่ีถูกระบุในเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรจ านวน
ท้ังหมด 38 ST มีจ านวน 19 ST ท่ีไม่พบในเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของประชากร ตัวอย่างเช่น 
ST 38, ST 58, ST206, ST 457 และ ST 1084 เป็นต้น ในขณะท่ี sequence types ท่ีถูกระบุในเช้ือ 
E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของประชากรจ านวน 47 ST มีจ านวน 28 ST ท่ีไม่พบในเช้ือ E. coli ท่ี
แยกได้จากอุจจาระของสุกร ตัวอย่างเช่น ST 64, ST 117, ST 174, ST 221 และ ST 877 เป็นต้น รูป
ท่ี 9 แสดงรายละเอียดแผนภาพ minimal spanning tree ท่ีสร้างจาก sequence types ของเช้ือ E. 
coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ์ และแบ่งตามแหล่งท่ีมาของอุจจาระท่ีแยกเช้ือได้  
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รูปที่ 9 แผนภาพ minimal spanning tree ที่สร้างจาก sequence types ของเชื้อ E. coli ท่ี

แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน จ านวน 212 สายพันธุ ์ แบ่งตามแหล่งที่มาของ

อุจจาระที่แยกเชื้อได้ และใช้โปรแกรม BioNumerics version 7.6 (Applied Maths, Sint-

Martens-Latem, Belgium) ท าการวิเคราะห์ 

หมายเหตุ                  แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 1 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 2 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 3 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 4 allele 

                                แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 5 allele   
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  7.2 ความสัมพันธ์ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL กับยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 
ESBL    

  การกระจายตัวของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ใน เช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จาก

อุจจาระของสุกรในฟาร์มจ านวนท้ังส้ิน 101 สายพันธุ์ ซึง่แบ่งเป็น 38 ST (ตารางท่ี 12) พบว่าเช้ือใน

แต่ละ sequence types สามารถพบยีนท่ีควบคุมการสร้าง ESBL ได้ต้ังแต่ 1 ยีนขึ้นไป โดยพบยนี 

blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM จ านวนมากท่ีสุด ในเช้ือจ านวน 32 ST รองลงมาคือยีน blaCTX-M ในเช้ือ

จ านวน 21 ST ยีน blaTEM ในเช้ือจ านวน 4 ST และยีน blaCTX-M ร่วมกับ ยีน blaTEM และยีน blaSHV 

ในเช้ือจ านวน 1 ST  

   เมื่อพิจารณาจาก sequence types ของ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรท่ีพบได้บ่อย
สุดสามอันดับแรก ได้แก่ ST 10 ST 48 และ ST 131 ตามล าดับ พบว่า ST 10 (13 สายพันธุ์) มียีน 

blaCTX-M 6 สายพันธุ์ ยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM 5 สายพันธุ์ และยีน blaTEM 1 สายพันธุ์ ST 48 
(11 สายพันธุ์) มียีน blaCTX-M 1 สายพันธุ์ ยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM 8 สายพันธุ์ ยนี blaCTX-M 
ร่วมกับยีน blaTEM และยีน blaSHV 1 สายพันธุ์ และยีน blaTEM 1 สายพันธุ์ ST 131 (7 สายพันธุ์) มี
ยีน blaCTX-M 3 สายพันธุ์ และยีน blaCTX-M ร่วมกบัยีน blaTEM 4 สายพันธุ์  

   ในขณะท่ี sequence types ของเช้ือ E. coli สายพันธุ์ที่พบจ าเฉพาะในสุกรเท่านั้น จ านวน 
19 ST อาทิเช่น ST 38, ST 58, ST 206, ST 457 และ ST 1084 เป็นต้น พบยีนที่ควบคุมการสร้าง 
ESBL ส่วนใหญ่ ได้แก่ ยีน blaCTX-M หรือยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM ดังแสดงรายละเอียดใน
แผนภาพ minimal spanning tree ท่ีสร้างจาก sequence types ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ 
ESBL ท้ังท่ีแยกได้จากสุกร จ านวน 101 สายพันธุ์ (รูปท่ี 10) โดยแบ่งตามยีนท่ีควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ท่ีตรวจพบในเช้ือแต่ละสายพันธุ์ 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 69 

ตารางที่ 12 การกระจายตัวของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบในเชื้อ E. coli แต่ละ 

sequence type ที่แยกได้จากอุจจาระของสุกรในฟาร์ม จ านวน 101 สายพันธุ ์

CC ST 
ยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่พบ 

จ านวนเช้ือ E. coli ที่แยกได้จากสุกร 

ST 10 Complex ST 10 TEM 2 

CTX-M 6 

CTX-M, TEM 5 

ST 218 CTX-M, TEM 1 

ST 34 CTX-M, TEM 5 

ST 48 CTX-M 1 

CTX-M, TEM, SHV 1 

TEM 1 

CTX-M, TEM 8 

ST 101 Complex ST 101 CTX-M, TEM 1 

ST 131 Complex ST 131 CTX-M 3 

CTX-M, TEM 4 

ST 14 Complex ST 1193 CTX-M, TEM 1 

ST 155 Complex ST 155 CTX-M, TEM 4 

CTX-M 1 

ST 58 TEM 1 

CTX-M, TEM 2 

CTX-M 1 

ST 156 Complex ST 156 CTX-M, TEM 1 

CTX-M 2 
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ตารางที่ 12 (ต่อ) การกระจายตัวของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบในเชื้อ E. coli แต่
ละ sequence type ที่แยกได้จากอุจจาระของสุกรในฟาร์ม จ านวน 101 สายพันธุ ์

CC ST 
ยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่พบ 

จ านวนเช้ือ E. coli ที่แยกได้จากสุกร 

ST 165 Complex ST 165 CTX-M, TEM 1 

CTX-M 1 

ST 168 Complex ST 168 CTX-M 1 

CTX-M, TEM 1 

ST 206 Complex ST 206 CTX-M, TEM 1 

ST 23 Complex ST 23 CTX-M, TEM 3 

CTX-M 1 

ST 410 CTX-M 1 

CTX-M, TEM 4 

ST 38 Complex ST 38 CTX-M, TEM 4 

ST 405 Complex ST 405 CTX-M, TEM 1 

ST 46 Complex ST 46 CTX-M, TEM 1 

CTX-M 1 

ST 86 Complex ST 86 CTX-M, TEM 1 

ST 1040 CTX-M 1 

ST 1081 CTX-M, TEM 1 

ST 1084 CTX-M, TEM 1 

ST 117 CTX-M 1 

ST 125 CTX-M 1 

ST 1602 CTX-M, TEM 1 
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ตารางที่ 12 (ต่อ) การกระจายตัวของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบในเชื้อ E. coli แต่
ละ sequence type ที่แยกได้จากอุจจาระของสุกรในฟาร์ม จ านวน 101 สายพันธุ ์

CC ST 
ยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่พบ 

จ านวนเช้ือ E. coli ที่แยกได้จากสุกร 

 ST 174 CTX-M, TEM 1 

ST 196 CTX-M, TEM 2 

ST 2165 CTX-M, TEM 1 

ST 224 TEM 1 

CTX-M, TEM 1 

CTX-M 3 

ST 3054 CTX-M 1 

ST 457 CTX-M 1 

ST 5766 CTX-M, TEM 1 

ST 685 CTX-M 2 

CTX-M, TEM 1 

ST 70 CTX-M, TEM 1 

ST 746 CTX-M 1 

CTX-M, TEM 1 

ST 7463 CTX-M 1 

ST 767 CTX-M, TEM 1 

ST 871 CTX-M, TEM 1 

CTX-M 1 
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รูปที ่10  แผนภาพ Minimal spanning tree ที่สร้างจาก sequence types ของเช้ือ   E. coli ที่

แยกได้จากสุกรในฟาร์ม จ านวน 101 สายพันธุ์ แบ่งตามยนีที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ทีต่รวจ

พบในเช้ือแต่ละสายพนัธุ ์ และใช้โปรแกรม BioNumerics version 7.6 (Applied Maths, Sint-

Martens-Latem, Belgium) ท าการวิเคราะห ์

หมายเหตุ                  แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 1 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 2 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 3 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 4 allele 

                                แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 5 allele    
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   การกระจายตัวของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ใน เช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระ
ของประชากรในชุมชนจ านวนท้ังส้ิน 111 สายพันธุ์ ซึ่งแบ่งเป็น 47 ST (ตารางท่ี 13) พบว่าเช้ือในแต่
ละ sequence types สามารถพบยีนท่ีควบคุมการสร้าง ESBL ได้ต้ังแต่ 1 ยีนขึ้นไปโดยพบยีน 
blaCTX-M จ านวนมากท่ีสุดในเช้ือจ านวน 29 ST รองลงมาคือยีน blaCTX-M ร่วมกับยนี blaTEM ในเช้ือ
จ านวน 21 ST ยีน blaTEM ในเช้ือจ านวน 3 ST ยีน blaCTX-M ร่วมกับ ยีน blaTEM และยีน blaSHV ใน
เช้ือจ านวน 3 ST และยีน blaCTX-M ร่วมกับ ยีน blaSHV ในเช้ือจ านวน 1 ST 

   เมื่อพิจารณาจาก sequence types ของ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของประชากรท่ีพบได้
บ่อยสุดสามอันดับแรก ได้แก่ ST 131 ST 101 และ ST 48 ตามล าดับ พบว่า ST 131 (17 สายพันธุ์) 
มียีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM 11 สายพันธุ์ และยีน blaCTX-M 6 สายพันธุ์ ST 101 (8 สายพันธุ์) 
มียีน blaCTX-M 5 สายพันธุ์ และยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM 3 สายพันธุ์ ST 48 (6 สายพันธุ์) มี
ยีน blaCTX-M 2 สายพันธุ์ ยนี blaCTX-M ร่วมกับยนี blaTEM 2 สายพันธุ์ ยนี blaCTX-M ร่วมกับยีน blaSHV 

1 สายพันธุ์ และยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM และยีน blaSHV 1 สายพันธุ์ 

   ในขณะท่ี sequence types ของเช้ือ E. coli สายพันธุ์ที่พบจ าเพาะในประชากรเท่านั้น 
จ านวน 28 ST อาทิเช่น ST 55, ST 56, ST 64, ST 160 และ ST 2345 เป็นต้น พบยีนที่ควบคุมการ
สร้าง ESBL ส่วนใหญ่ ได้แก ่ยีน blaCTX-M หรือยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM ดังแสดงรายละเอียด
ในแผนภาพ minimal spanning tree ท่ีสร้างจาก sequence types ของเช้ือ  
E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท้ังท่ีแยกได้ประชากร จ านวน 111 สายพันธุ์ (รูปท่ี 11) โดยแบ่งตาม
ยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีตรวจพบในเช้ือแต่ละสายพันธุ์ 
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ตารางที่ 13 การกระจายตัวของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบในเชือ้ E. coli แต่ละ 

sequence type ที่แยกได้จากอุจจาระของประชากรในชุมชน จ านวน 111 สายพันธุ ์

CC ST ยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่พบ 

จ านวนเช้ือ E. coli ที่แยกได้จาก
ประชากร 

ST 10 Complex ST 10 CTX-M 2 

CTX-M, TEM 3 

ST 34 CTX-M, TEM 2 

CTX-M 1 

ST 48 CTX-M, TEM, SHV 1 

CTX-M 2 

CTX-M, SHV 1 

CTX-M, TEM 2 

ST 617 CTX-M 1 

CTX-M, TEM 2 

ST 23 Complex ST 23 CTX-M, TEM 3 

CTX-M 1 

ST 410 CTX-M, TEM 1 

ST 86 Complex ST 86 CTX-M, TEM 1 

ST 95 Complex ST 142 CTX-M, TEM 1 

ST 101 Complex ST 101 CTX-M 5 

CTX-M, TEM 3 

ST 131 Complex ST 131 CTX-M, TEM 11 

CTX-M 6 
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ตารางที่ 13 (ต่อ) การกระจายตัวของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบในเชื้อ E. coli แต่
ละ sequence type ที่แยกได้จากอุจจาระของประชากรในชุมชน จ านวน 111 สายพันธุ์ 

CC ST ยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่พบ 

จ านวนเช้ือ E. coli ที่แยกได้จาก
ประชากร 

ST 155 Complex ST 55 CTX-M 1 

ST 56 CTX-M, TEM 1 

ST 58 CTX-M, TEM 2 

CTX-M 1 

ST 168 Complex ST 93 CTX-M 1 

ST 648 Complex ST 648 CTX-M 1 

 ST 1112 CTX-M 1 

 ST 1114 CTX-M, TEM 1 

 ST 1146 CTX-M 1 

 ST 117 CTX-M 2 

CTX-M, TEM, SHV 2 

 ST 1193 TEM 1 

CTX-M, TEM 1 

 ST 125 CTX-M 3 

CTX-M, TEM 1 

 ST 132 CTX-M 1 

 ST 160 CTX-M, TEM 2 

 ST 1602 CTX-M 1 

CTX-M, TEM 1 

 ST 877 CTX-M 1 
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ตารางที่ 13 (ต่อ) การกระจายตัวของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบในเชื้อ E. coli แต่
ละ sequence type ที่แยกได้จากอุจจาระของประชากรในชุมชน จ านวน 111 สายพันธุ์ 

CC ST ยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่พบ 

จ านวนเช้ือ E. coli ที่แยกได้จาก
ประชากร 

 ST 164 CTX-M 1 

 ST 166 CTX-M 1 

 ST 174 CTX-M, TEM 1 

 ST 175 CTX-M, TEM 1 

 ST 221 TEM 2 

 ST 224 CTX-M, TEM 1 

 ST 2345 CTX-M 2 

 ST 3045 CTX-M, TEM 1 

 ST 3054 CTX-M 1 

 ST 3776 CTX-M 1 

TEM 1 

 ST 4646 CTX-M, TEM 1 

 ST 540 CTX-M, TEM 1 

 ST 5873 CTX-M 1 

 ST 60 CTX-M, TEM 1 

 ST 64 CTX-M, TEM 1 

CTX-M 1 

 ST 671 CTX-M, TEM 1 

 ST 685 CTX-M 1 

 ST 83 CTX-M, TEM 2 
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ตารางที่ 13 (ต่อ) การกระจายตัวของยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่พบในเชื้อ E. coli แต่
ละ sequence type ที่แยกได้จากอุจจาระของประชากรในชุมชน จ านวน 111 สายพันธุ์ 

CC ST ยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ที่พบ 

จ านวนเช้ือ E. coli ที่แยกได้จาก
ประชากร 

 ST 70 CTX-M, TEM 4 

CTX-M 1 

CTX-M, TEM, SHV 1 

 ST 7625 CTX-M 3 

CTX-M, TEM 1 

 ST 871 CTX-M 1 

CTX-M, TEM 1 
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รูปที่ 11 แผนภาพ Minimal spanning tree ที่สร้างจาก sequence types ของเชื้อ E. coli ท่ี
แยกได้จากประชากรในชุมชน จ านวน 111 สายพันธุ์ แบ่งตามยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 
ที่ตรวจพบในเชื้อแต่ละสายพันธุ์ และใช้โปรแกรม BioNumerics version 7.6 (Applied Maths, 
Sint-Martens-Latem, Belgium) ท าการวิเคราะห์ 
 

หมายเหตุ                  แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 1 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 2 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 3 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 4 allele 

                                            แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 5 allele 

  การกระจายตัวของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ในเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระ
ของสุกรและประชากร จ านวนรวมทั้งส้ิน 212 สายพันธุ์ โดยแบ่งตามยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ 
ESBL ท่ีตรวจพบในเช้ือแต่ละสายพันธุ์ได้แสดงในรูปท่ี 12 
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รูปที่ 12 แผนภาพ Minimal spanning tree ที่สร้างจาก sequence types ของเชื้อ E. coli ท่ี

แยกได้จากสุกรในฟาร์มและประชากรในชุมชน จ านวน 212 สายพันธุ์ แบ่งตามยีนที่ควบคุมการ

สร้างเอนไซม์ ESBL ที่ตรวจพบในเชือ้แต่ละสายพันธุ์ และใช้โปรแกรม BioNumerics version 

7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) ท าการวิเคราะห ์

หมายเหตุ                  แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 1 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 2 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 3 allele 

                           แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 4 allele 

                                            แสดง sequence type ที่มคีวามแตกต่าง 5 allele 

เม่ือน ำผลกำรวิเครำะห์ MLST ของเชือ้ E. coli ท่ีสร้ำงเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จำกทัง้สกุร
และประชำกรทัง้หมด 212 สำยพนัธ์ุ มำสรุปร่วมกบักำรตรวจหำยีนท่ีควบคมุกำรสร้ำงเอนไซม์ 
ESBL ด้วยเทคนิคทำงจีโนไทป์ ได้แก่ เทคนิค multiplex PCR และเทคนิค WGS และผลกำรทดสอบ
ควำมไวตอ่ยำต้ำนจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion ได้ผลดงัท่ีสรุปในตำรำงที่ 14 
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ตารางที่ 14 สรุปผลการวิเคราะห์ MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วย

เทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion ของเชื้อ 

E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 

CT
X-

M
* 

TE
M

* 

SH
V*

 

CT
X-

M
-5

5 

CT
X-

M
-1

4 

TE
M

-1
B 
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cil
lin
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ox

ici
lli

n/
cl
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ul

an
ic 

ac
id

 

ce
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ce
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e 

ce
fo

xit
in

 

im
ip

en
em

 

er
ta

pe
ne

m
 

m
er

op
en
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cin
 

ge
nt

am
ici

n 

am
ika

cin
 

tri
m

et
ho

pr
im

/s
ul

fa
m

et
ho

xa
zo

le
 

human H 001 ST101/CC101         R S R R R S S S S S R S R 

 H 002 ST34/CC10 P P     R S R R R S S S S R R S R 

 H 003 ST23/CC23 P P     R S R I R S S S S R R S S 

 H 004 ST70 P P     R S R I R S S S S R S S R 

 H 005 ST23/CC23 P P     R S R R R S S S S S R S R 

 H 006 ST70 P      R R R R R S S S S R S S S 

 H 007 ST70 P P     R S R R R S S S S R S S R 

 H 008 ST7626 P P     R S R I R S S S S R S S R 

 H 009 ST70         R S R R R S S S S S R S R 

 H 010 ST131/CC131 P P     R S R I R S S S S R S S R 

 H 011 ST101/CC101         R S R R R S S S S S R S R 

 H 012 ST1602 P      R R R I R S S S S S S S R 

 H 013 ST671 P P     R S R I R S S S S R S I S 

 H 014 ST2345        R S R S R S S S S S S S S 

 H 015 ST3045 P P     R S R R R S S S S R S S R 

 H 016 ST23/CC23 P P     R S R R R S S S S S R S R 

 H 017 ST10/CC10 P      R S R R R S S S S S R S R 

 H 018 ST10/CC10         R S R R R S S S S R R S I 

 H 019 ST871 P      R S R S R S S S S R S S R 

 H 020 ST34/CC10 P P     R S R S R S S S S S S S R 

 H 021 ST34/CC10 P      R S R S R S S S S R S S R 

 H 022 ST131/CC131        R S R I R S S S S S R S R 

 H 023 ST86/CC86 P P     R S R R R R S S S R I S R 

 H 024 ST877 P      R S R S R S S S S S S S S 

 H 025 ST410/CC23 P P     R S R S R S S S S S S S S 

 H 026 ST131/CC131 P      R S R R R S S S S S R S R 

 H 027 ST23/CC23 P      R S R R R S S S S R S S R 

 H 028 ST3776 P      R S R S R S S S S S S S S 

 H 029 ST101/CC101          R S R R R S S S S S R S R 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) สรุปผลการวิเคราะห ์MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion 

ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 

CT
X-

M
* 

TE
M

* 

SH
V*

 

CT
X-

M
-5

5 

CT
X-

M
-1

4 

TE
M

-1
B 

am
pi

cil
lin

 

am
ox

ici
lli

n/
cl
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ul

an
ic 

ac
id

 

ce
ftr
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xo
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ce
fta
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/s
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fa
m

et
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human H 030 ST4646       p   p R S R R R S S S S R R S S 

H 031 ST131/CC131 P P         R S R S R S S S S R S S R 

H 032 ST48/CC10 P P P       R S R S R S S S S R S S R 

H 033 ST617/CC10 P           R S R S R S S S S S S S S 

H 034 ST174 P P         R S R R R S S S S R S R R 

H 035 ST131/CC131 P P         R S R S R S S S S R S S R 

H 036 ST7625 P           R S R S R S S S S S S S S 

H 037 ST101/CC101  P           R S R R R S S S S R S S R 

H 038 ST1146       p     R S R R R S S S S S S S S 

H 039 ST10/CC10         p   R S R R R S S S S S R S R 

H 040 ST131/CC131 P           R R R I R S S S S S S S R 

H 041 ST1602 P P         R S R R R S S S S R R S S 

H 042 ST131/CC131       p   p R R R R R S S S S R S S S 

H 043 ST58/CC155 P P         R S R R R S S S S S S S S 

H 044 ST540 P P         R S R I R S S S S R S S R 

H 045 ST871 P P         R S R R R S S S S R S S R 

H 046 ST48/CC10 P           R S R S R S S S S R S S R 

H 047 ST1114         p p R S R S R S S S S S S S R 

H 048 ST617/CC10         p p R S R R R S S S S S R S S 

H 049 ST1193   P         R S R R R I S S S R I S R 

H 050 ST7625 P           R S R S R S S S S S S S S 

H 051 ST3776   P         R S R S R S S S S S S S S 

H 052 ST617/CC10         p p R S R R R S S S S R R S S 

H 053 ST224 P P         R S R I R S S S S R S S R 

H 054 ST131/CC131 P P         R R R I R S S S S S S S R 

H 055 ST160 P P         R R R R R S S S S R S S S 

H 056 ST101/CC101  P P         R S R S R S S S S S S S S 

H 057 ST125 P           R S R R R S S S S S S S S 

H 058 ST10/CC10         p p R R R S R S S S S S S S R 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) สรุปผลการวิเคราะห ์MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion 

ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 

CT
X-

M
* 

TE
M

* 
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V*
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M
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human 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

H 059 ST83 P P         R S R S R S S S S R S S R 

H 060 ST164 P           R R R R R R S S S R I S S 

H 061 ST48/CC10 P   P       R S R I R S S S S R S S R 

H 062 ST60 P P         R S R I R S S S S R S S R 

H 063 ST58/CC155 P           R S R R R S S S S R R S R 

H 064 ST131/CC131 P P         R S R S R S S S S R S S R 

H 065 ST131/CC131 P           R S R R R S S S S S R S R 

H 066 ST56/CC155 P P         R S R I R S S S S R R S R 

H 067 ST7626 P           R S R R R S S S S S R S S 

H 068 ST58/CC155 P P         R R R I R S S S S S S S R 

H 069 ST117       p     R S R R R S S S S S R S R 

H 070 ST48/CC10 P P         R S R S R S S S S R S S R 

H 071 ST175 P P         R S R I R S S S S R S S R 

H 072 ST125 P           R S R R R S S S S R R S R 

H 073 ST131/CC131 P P         R S R S R S S S S S S S S 

H 074 ST2345         p   R S R S R S S S S R R S S 

H 075 ST70 P P P       R R R S R S S S S R S S S 

H 076 ST117 P P P       R S R R R S S S S S R S R 

H 077 ST10/CC10 P P         R S R R R S S S S R S S R 

H 078 ST83 P P         R S R S R S S S S R S S R 

H 079 ST131/CC131 P P         R S R R R S S S S S R S R 

H 080 ST221   P         R R R R R S S S S S R S R 

H 081 ST34/CC10         p p R R R R R S S S S S R S R 

H 082 ST101/CC101  P           R S R R R S S S S S R S R 

H 083 ST221   P         R S R R R S S S S S S S S 

H 084 ST131/CC131 P P         R S R S R S S S S R R S S 

H 085 ST64 P P         R R R S R S S S S R R S S 

H 086 ST55/CC155 P           R S R S R S S S S R S S R 

H 087 ST131/CC131 P P         R S R S R S S S S R S S R 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) สรุปผลการวิเคราะห ์MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion 

ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 

CT
X-

M
* 
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M
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V*
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 human H 088 ST48/CC10 P           R S R R R S S S S R S S I 

H 089 ST48/CC10 P P         R S R R R S S S S S R S R 

H 090 ST132 P           R S R I R S S S S R R S R 

H 091 ST125 P           R S R R R S S S S R S S R 

H 092 ST166 P           R S R S R S S S S R R S S 

H 093 ST131/CC131 P P         R S R I R S S S S R S S R 

H 094 ST160 P P         R S R R R S S S S S R S R 

H 095 ST142/CC95 P P         R S R R R S S S S R S S R 

H 096 ST648/CC648         p   R S R S R S S S S R S S S 

H 097 ST125 P P         R S R R R S S S S S R S R 

H 098 ST101/CC101  P           R R R R R S S S S S S S S 

H 099 ST117 P P         R S R I R S S S S R S S R 

H 100 ST64 P           R S R I R S S S S R S S R 

H 101 ST1193 P P         R S R R R S S S S R S R S 

H 102 ST101/CC101          p p R S R R R S S S S S R S R 

H 103 ST3054 P           R S R I R S S S S R S S R 

H 104 ST131/CC131 P           R S R R R I S S S S S S S 

H 105 ST70         p p R S R R R S S S S S R S S 

H 106 ST5873 P           R R R R R S S S S R S S S 

H 107 ST93/CC168 P           R S R I R S S S S R S S R 

H 108 ST117       p     R S R S R S S S S R R S S 

H 109 ST1112       p     R S R I R S S S S S R S R 

H 110 ST131/CC131       p     R R R S R S S S S S S S R 

H 111 ST685         p   R S R R R S S S S S R S R 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) สรุปผลการวิเคราะห ์MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion 

ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 

CT
X-

M
* 

TE
M

* 

SH
V*

 

CT
X-

M
-5

5 

CT
X-
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swine 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

S 001 ST10/CC10           p R R R R R S S S S S S S R 

S 002 ST155/CC155 P P     R R R R R S S S S R R S S 

S 003 ST48/CC10        R R R R R S S S S S R S S 

S 004 ST125 P      R I R R R S S S S S R S R 

S 005 ST155/CC155         R I R S R S S S S R R S S 

S 006 ST457        R R R R R S S S S R R S R 

S 007 ST48/CC10 P P P    R I R R R S S S S R I S S 

S 008 ST5766 P P     R R R R R S S S S R I S S 

S 009 ST871 P P     R R R R R S S S S S R S R 

S 010 ST767 P P     R I R R R S S S S S R S S 

S 011 ST155/CC155 P P     R R R R R S S S S S R S S 

S 012 ST224  P     R R R R R S S S S S R S S 

S 013 ST155/CC155 P P     R R R R R S S S S S R S R 

S 014 ST70         R R R R R S S S S R R S R 

S 015 ST10/CC10        R R R R R S S S S S R S S 

S 016 ST871 P      R R R R R S S S S S R S R 

S 017 ST7463 P      R R R R R S S S S R R S S 

S 018 ST1040 P      R I R R R S S S S S R S S 

S 019 ST131/CC131 P      R R R R R S S S S S I S S 

S 020 ST685 P      R I R R R S S S S S R S R 

S 021 ST48/CC10  P     R S R R R S S S S S R S R 

S 022 ST48/CC10 P P     R S R R R S S S S R R S S 

S 023 ST1081 P P     R S R R R S S S S R R S R 

S 024 ST410/CC23        R R R R R S S S S S R S R 

S 025 ST3054 P      R R R S R R S S S S S S R 

S 026 ST196 P P     R R R I R S S S S S R S R 

S 027 ST746 P      R R R R R S S S S S S S S 

S 028 ST168/CC168 P      R S R R R S S S S S R S R 

S 029 ST48/CC10 P P     R R R S R S S S S S R S R 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) สรุปผลการวิเคราะห ์MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion 

ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 
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M
-1

4 

TE
M

-1
B 

am
pi

cil
lin

 

am
ox

ici
lli

n/
cl

av
ul

an
ic 

ac
id

 

ce
ftr

ia
xo

ne
 

ce
fta

zid
im

e 

ce
fo

ta
xim

e 

ce
fo

xit
in

 

im
ip

en
em

 

er
ta

pe
ne

m
 

m
er

op
en

em
 

cip
ro

flo
xa

cin
 

ge
nt

am
ici

n 

am
ika

cin
 

tri
m

et
ho

pr
im

/s
ul

fa
m

et
ho

xa
zo

le
 

swine S 030 ST48/CC10 P P     R S R R R S S S S R R S S 

S 031 ST168/CC168 p p         R S R R R S S S S S R S S 

S 032 ST58/CC155   p         R R R R R S S S S S R S R 

S 033 ST34/CC10 p p         R S R R R S S S S R R S S 

S 034 ST10/CC10   p         R R R R R S S S S S S S S 

S 035 ST48/CC10 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 036 ST34/CC10 p p         R R R R R R S S S R R S S 

S 037 ST10/CC10 p           R S R R R S S S S S R S S 

S 038 ST1084 p p         R R R R R S S S S S R S R 

S 039 ST38/CC38 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 040 ST34/CC10 p p         R S R R R S S S S I R S S 

S 041 ST1193/CC14 p p         R R R R R S S S S S R S R 

S 042 ST34/CC10 p p         R R R R R S S S S S S S S 

S 043 ST34/CC10 p p         R S R R R S S S S I R S R 

S 044 ST1602 p p         R S R R R S S S S R S S R 

S 045 ST156/CC156 p p         R S R R R S S S S R R S R 

S 046 ST156/CC156 p           R S R R R S S S S I R S R 

S 047 ST38/CC38 p p         R S R R R S S S S I R S R 

S 048 ST38/CC38 p p         R S R R R S S S S I R S R 

S 049 ST38/CC38 p p         R R R R R S S S S R R S S 

S 050 ST156/CC156 p           R R R R R S S S S S R S S 

S 051 ST2165 p p         R S R R R S S S S I R S S 

S 052 ST155/CC155 p           R S R R R S S S S S R S R 

S 053 ST10/CC10 p           R R R R R S S S S S S S S 

S 054 ST46/CC46 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 055 ST86/CC86 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 056 ST10/CC10 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 057 ST410/CC23 p p         R R R R R S S S S S R S R 

S 058 ST46/CC46 P           R R R R R S S S S S R S S 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) สรุปผลการวิเคราะห ์MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion 

ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 
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swine S 059 ST410/CC23 p P         R S R R R S S S S R R S S 

S 060 ST410/CC23 p p         R R R R R S S S S S R S S 

S 061 ST165/CC165 p p         R S R R R S S S S S S S R 

S 062 ST165/CC165 p           R R R R R S S S S R R S S 

S 063 ST206/CC206 p p         R S R R R S S S S S S S R 

S 064 ST23/CC23 p p         R S R R R S S S S S S S R 

S 065 ST48/CC10 p p         R S R R R S S S S S R S S 

S 066 ST23/CC23 p p         R R R R R S S S S S R S R 

S 067 ST131/CC131 p           R S R R R S S S S S R S R 

S 068 ST131/CC131 p p         R R R R R S S S S S R S R 

S 069 ST218/CC10 p p         R S R R R S S S S R R S S 

S 070 ST224        p   R R R R R S S S S S R S R 

S 071 ST746 p p         R S R R R S S S S S S S R 

S 072 ST58/CC155 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 073 ST23/CC23 p p         R S R R R S S S S S S S S 

S 074 ST48/CC10 p p         R R R R R S S S S R R S R 

S 075 ST10/CC10 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 076 ST101/CC101 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 077 ST405/CC405 p p         R R R R R S S S S R R S S 

S 078 ST10/CC10 p p         R S R I R S S S S S R S R 

S 079 ST174 p p         R S R I R S S S S S R S R 

S 080 ST196 p p         R S R I R S S S S S R S R 

S 081 ST224 p           R S R R R S S S S R R S R 

S 082 ST131/CC131 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 083 ST224       p     R R R R R R S S S S R S R 

S 084 ST58/CC155 p           R R R R R S S S S R R S R 

S 085 ST131/CC131 p           R S R R R S S S S S R S R 

S 086 ST10/CC10 p p         R R R R R S S S S S R S S 

S 087 ST117       p     R S R R R S S S S S R S R 
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ตารางที่ 14 (ต่อ) สรุปผลการวิเคราะห ์MLST การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ด้วยเทคนิคทางจีโนไทป์ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเทคนิค disk diffusion 

ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 212 สายพันธุ ์

Host 
Sample 

ID 
MLST/CC 

ESBLs gene Antimicrobial susceptibility testing 
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swine S 088 ST685 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 089 ST48/CC10 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 090 ST58/CC155 p p         R R R R R S S S S S R S R 

S 091 ST10/CC10 p p         R S R R R S S S S R R S R 

S 092 ST23/CC23       p     R S R R R S S S S S R S S 

S 093 ST685         p   R S R R R S S S S R R S S 

S 094 ST131/CC131 p p         R S R R R S S S S S R S R 

S 095 ST48/CC10 p p         R R R R R S S S S S R S R 

S 096 ST131/CC131 p p         R R R R R S S S S R R S S 

S 097 ST10/CC10       p     R S R R R S S S S S S S R 

S 098 ST10/CC10       p     R S R R R S S S S R R S S 

S 099 ST410/CC23 p p p       R S R R R S S S S S R S R 

S 100 ST10/CC10       p     R S R R R S S S S S S S R 

S 101 ST224  p           R S R R R S S S S R S S R 

 

หมายเหตุ 

แถบสีด า  หมายถึง มีการตรวจพบยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL โดยการทดสอบทางจีโนไทป์ 
  * หมายถึง ผลการตรวจหายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL จากเทคนิค multiplex PCR
โดยไม่มีการตรวจหา subgroup ของเอนไซม์ ESBL 
  **หมายถึง เช้ือ E. coli สายพันธุ์ที่ไม่สร้างเอนไซม ์ESBL และไม่ได้ท าการทดสอบทางจีโนไทป์ 
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บทท่ี 5 

อภิปรายผลการทดลอง 

 แม้ว่าเช้ือ E. coli เป็นเช้ือแบคทีเรียประจ าถิ่นที่สามารถพบได้ในคน สัตว์ และส่ิงแวดล้อม ใน
ขณะเดียวกันยังพบว่าเป็นเช้ือก่อโรคท่ีมีความส าคัญทางการแพทย์ และพบได้บ่อยจากส่ิงส่งตรวจของ
ผู้ป่วย รวมไปถึงการเป็นเช้ือก่อโรคท่ีส าคัญในภาคการปศุสัตว์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเช้ือ E. coli  
ท่ีด้ือต่อยาต้านจุลชีพหลายขนานท่ีเป็นหนึ่งในบรรดาเช้ือก่อโรคหลักของการติดเช้ือในโรงพยาบาล 
(hospital-acquired infections) (4) ท่ีต้องให้การเฝ้าระวังและควบคุมการแพร่กระจายของเช้ือ
แบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพนั้นส่งผลกระทบท้ังต่อสุขภาพของประชากร เนื่องมาจากความล้มเหลวใน
การใช้ยาปฏิชีวินะรักษา ท าให้อัตราการเสียชีวิตเพิ่มสูงขึ้น และยังส่งผลกระทบด้านเศรษฐกิจในแง่กา
ค่าจ่ายในการรักษาท่ีสูงขึ้น รวมไปถึงการเจ็บป่วย การใช้เวลาในการรักษาท่ีเพิ่มขึ้น และเสียชีวิตก่อน
วัยอันควร (2) ด้วยเหตุผลดังกล่าวท าให้ปัญหาเช้ือแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพได้กลายเป็นปัญหาส าคัญ
ระดับโลกท่ีต้องรับมือเฝ้าระวัง แก้ไข และหามาตรการป้องกันอย่างรัดกุมและเร่งด่วน  

 หนึ่งในสาเหตุท่ีส าคัญของการดื้อต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ E. coli คือการสร้างเอนไซม์ ESBL 
ซึ่งเป็นหนึ่งในเอนไซม์ beta-lactamase ท่ีท าให้เกิดการด้ือต่อยาต้านจุลชีพกลุ่ม beta-lactam ได้แก่ 
ยากลุ่ม penicillins ยากลุ่ม cepholosporins รุ่น 1 ถึง 4 และยากลุ่ม monobactam แต่ยังคงไวต่อ
ยากลุ่ม cephamycins และยากลุ่ม carbapenems (15) ซึ่งเอนไซม์ ESBL ถูกควบคุมด้วยยีนท่ีอยู่
บนพลาสมิด ท าให้สามารถถ่ายทอดยีนดื้อยาไปยังแบคทีเรียภายในสายพันธุ์เดียวกัน หรือข้ามสาย
พันธุ์ในรูปแบบของ horizontal gene transfer ได้อย่างรวดเร็วในวงกว้าง (85) และพบว่าเป็นสาเหตุ
ส าคัญท่ีท าให้เกิดการแพร่กระจายของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ในชุมชนต่างๆ ท่ัวโลกท้ังใน
สถานพยาบาลและในชุมชน (8, 86, 87) เช่นเดียวกับประเทศไทยท่ีพบเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ 
ESBL ซึ่งแยกเป็นเช้ือก่อโรคท่ีแยกได้บ่อยจากส่ิงส่งตรวจของผู้ป่วยในโรงพยาบาล (3) และยังเป็นเช้ือ
ท่ีสามารถแยกได้จากประชากรในชุมชน อาหาร คนงานในฟาร์มปศุสัตว์ และส่ิงแวดล้อม (9) 

 การศึกษาในครั้งนี้ได้เพาะแยกเช้ือ E. coli จากอุจจาระของกลุ่มสุกรท่ีมีสุขภาพปกติในฟาร์ม
ปศุสัตว์ และประชากรท่ีมีสุขภาพดีในชุมชน ซึ่งกลุ่มตัวอย่างท้ังสองอาศัยอยู่ในพื้นท่ีอ าเภอเมือง 
จังหวัดล าพูน เมื่อน าเช้ือ E. coli มาทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพพบว่าเช้ือทุกสายพันธุ์ดื้อต่อยา 
ampicillin ซึ่งเป็นยากลุ่ม penicillins และยา ceftriaxone และยา cefotaxime ซึ่งเป็นยากลุ่ม 
cepholosporins รุ่น 3 อย่างไรก็ตามเช้ือทุกสายพันธุ์ยังไวต่อยา imipenem ยา ertapenem และ
ยา meropenem ซึ่งเป็นยากลุ่ม carbapenem เป็นท่ีน่าสังเกตว่าเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระ
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ของสุกรและประชากรส่วนใหญ่ เป็นเช้ือแบคทีเรียด้ือต่อยาต้านจุลชีพหลายขนาน จากงานวิจัยของ 
Wu และคณะ (8) พบว่าเช้ือ E. coli ท่ีด้ือต่อยาต้านจุลชีพหลายขนานเป็นสาเหตุส าคัญของการติดเช้ือ
ในโรงพยาบาล และยังเป็นเช้ือท่ีเพาะแยกได้จากอุจจาระของ ไก่ โค สุกร และ ไก่งวง ท่ีอยู่ในฟาร์มปศุ
สัตว์ การดื้อต่อยาต้านจุลชีพหลายขนานยิ่งส่งผลให้ยาไม่สามารถยับยั้งหรือท าลายเช้ือแบคทีเรียได้
เนื่องมาจากคุณสมบัติการดื้อยาท่ีรุนแรงของเช้ือ ท าให้การรักษาผู้ป่วยท่ีติดเช้ือดื้อยาต้านจุลชีพหลาย
ขนานท าได้ยากขึ้น มีข้อก าจัดในการใช้ยาต้านจุลชีพมากขึ้น และอาจเกิดผลข้างเคียงของการรักษาท่ี
สูงขึ้นในกรณีท่ีต้องเปล่ียนไปใช้ยาท่ีออกฤทธิ์กว้างขวางกว่า (2)  

 พบว่าเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากสุกร ด้ือต่อยา amoxicillin/clavulanic acid ยา 
ceftazidime และยา gentamicin มากกว่าเช้ือท่ีแยกได้จากประชากรอย่างมีนัยส าคัญ ปัจจัยท่ีมีผล
ต่อการกระตุ้นเช้ือด้ือยาต้านจุลชีพในฟาร์มปศุสัตว์ ส่วนใหญ่เกิดจากการใช้ยาต้านจุลชีพแบบ 
prophylaxis เพื่อป้องการการติดเช้ือในสัตว์อุตสาหกรรมอาหาร รวมไปถึงการผสมยาต้านจุลชีพใน
อาหารสัตว์เพื่อใช้เร่งการเจริญเติบโต (88, 89) การศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกา พบเช้ือ E. coli ท่ี
แยกได้จากสุกรด้ือยาต้านจุลชีพ อาทิเช่น ยา ampicillin ยา sulfamethoxazole ยา tetracycline 
และยา chloramphenicol สูงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับฟาร์มท่ีไม่มีการใช้ยาต้านจุลชีพ 
(90) ในขณะท่ีเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากประชากรจากการศึกษาครั้งนี้ ด้ือต่อยา ciprofloxacin 
มากกว่าเช้ือท่ีแยกได้จากสุกรอย่างมีนัยส าคัญ ปัจจัยท่ีท าให้เช้ือดื้อต่อยาต้านจุลชีพท่ีพบได้ใน
ประชากรท่ีอาศัยในชุมชนส่วนใหญ่ เกิดจากการใช้ยาต้านจุลชีพท่ีเพิ่มมากขึ้น เช่น การใช้ยากลุ่ม 
fluoroquinolone ในการรักษาการติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ และการใช้ยาต้านจุลชีพท่ีไม่
เหมาะสม เช่น การใช้ยา กลุ่ม beta-lactam ในการรักษาโรคไข้หวัดท่ีมีสาเหตุจากเช้ือไวรัส (91)  

 ในการศึกษาครั้งนี้เช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรจ านวน 98.06% และประชากร
จ านวน 96.52% สร้างเอนไซม์ ESBL ปัจจุบันมีการค้นพบเอนไซม์ ESBL มากกว่า 350 ชนิด (92)  แต่
พบว่ามีเพียงเอนไซม ์ ESBL ในบางวงศ์ ได้แก่ วงศ์ CTX-M, TEM และ SHV ท่ีมีความส าคัญทาง
การแพทย์และพบการกระจายในปริมาณสูงในเช้ือวงศ์ Enterobacteriaceae ในขณะท่ีเอนไซม์ 
ESBL ท่ีอยู่ในวงศ์ VEB, OXA, PER และ GES พบอัตราการแพร่กระจายท่ีต่ าในเช้ือกลุ่มดังกล่าว (46, 
47) ในช่วงสองทศวรรษท่ีผ่านมาพบว่ายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกได้
จากคนไข้ส่วนใหญ่เป็นยีน blaSHV และยีน blaTEM แต่ในปัจจุบันพบว่า ยีน blaCTX-M มีการ
แพร่กระจายสูงท่ีสุดท่ัวโลกในบรรดายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ดังกล่าว (93) ในการศึกษานี้ได้น า
เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL มาท าการตรวจวิเคราะห์หายีน blaCTX-M ยีน blaTEM และยีน blaSHV 

ด้วยเทคนิค multiplex PCR พบว่าเช้ือทุกสายพันธุ์มียีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ดังกล่าว
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อย่างน้อยหนึ่งยนี โดยพบสัดส่วนของยีน blaCTX-M มากท่ีสุดท้ังจากเช้ือท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกร
และประชากร ในขณะท่ีพบยีน blaTEM มากเป็นอันดับท่ีสอง และยีน blaSHV เป็นอันดับท่ีสาม โดย
ความชุกของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ในเช้ือท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากร
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีได้ศึกษาความชุกของยีนท่ี
ควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากคนไข้ (94) สัตว์ (7) และส่ิงแวดล้อม (95) 
และพบสัดส่วนของยีน blaCTX-M มากเป็นอันดับหนึ่ง ตามมาด้วยยีน blaTEM และยีน blaSHV  ตามล าดับ 

 ผลจากการศึกษาครั้งนี้ยังพบว่า เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนมากกว่าครึ่งหนึ่ง 
(56.60%) มียีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM ในขณะท่ีพบเพียงยีน blaCTX-M เท่านั้น จ านวน 36.79% 
พบเพียงยีน blaTEM เท่านั้น 4.25% พบ blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM และยีน blaSHV จ านวน 1.89% 
และพบยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaSHV จ านวน 0.47% งานวิจัยท่ีผ่านมาพบว่าเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง
เอนไซม์ ESBL ส่วนใหญ่ท่ีแยกได้จากสัตว์ป่า มักพบยีน blaCTX-M ท้ังในรูปแบบของการพบแบบยีน
เด่ียวหรือพบร่วมกับยีน blaTEM ในขณะท่ีสัดส่วนของการพบยีน blaCTX-M ร่วมกับยีนที่ควบคุมการ
สร้างเอนไซม์ ESBL ชนิดอื่นมีจ านวนเล็กน้อย (86) การพบยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM ส่งผลให้
อัตราการดื้อต่อยากลุ่ม beta lactam เพิ่มสูงขึ้น (96) 

  ในป ีคศ. 2017 Bevan และคณะได้รายงานอุบัติการณ์ของ subgroup ของยีน blaCTX-M ท่ี
พบได้ในเช้ือวงศ์ Enterbacteriaceae จากทุกภูมิภาคของโลก พบว่า ยีน blaCTX-M15 เป็น subgroup 
ท่ีพบการแพร่กระจายมากท่ีสุดท่ัวโลก ยกเว้นในประเทศจีนและในแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต้ท่ีมักพบ ยีน blaCTX-M14 แพร่กระจายเป็นสัดส่วนท่ีใกล้เคียงกับยีน blaCTX-M15 (93) ผลการวิเคราะห์
ล าดับเบสของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 42 สายพันธุ์ด้วยเทคนิค WGS พบว่า 
subgroup ของยีน blaCTX-M ท่ีพบมากท่ีสุดได้แก่ ยีน blaCTX-M55 รองลงมาคือ ยีน blaCTX-M14 และยนี 
blaTEM-1B ตามล าดับ อย่างไรก็ตามไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างสัดส่วนการพบ 
subgroup ของยีนดังกล่าวในเช้ือท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากร สอดคล้องกับงานวิจัย
ในประเทศไทยของ Runcharoen และคณะ (95) ท่ีพบยีน blaCTX-M55 มากท่ีสุด ตามมาด้วยยีน 
blaCTX-M14 ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากผู้ป่วยและจากส่ิงแวดล้อม อย่างไรก็
ตาม ผลการตรวจ subgroup ท่ีได้จากการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL 
ด้วยเทคนิค WGS ในการศึกษาครั้งนี้ ทดสอบกับเช้ือเพียง 42 สายพันธุ์ ซึ่งสุ่มจากเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง
เอนไซม์ ESBL จากกลุ่มตัวอย่างเพียง 212 สายพันธุ์ จึงอาจมีจ านวนน้อยเกินไปท่ีจะสะท้อนถึง
อุบัติการณ์ท่ีแท้จริงของ subgroup ของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ในประเทศไทย  
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 ดังท่ีได้กล่าวมาข้างต้น เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้อุจจาระของสุกรและ
ประชากรในการศึกษาครั้งนี้ ทุกสายพันธุ์ดื้อต่อยา กลุ่ม beta-lactam ในขณะท่ีเช้ือส่วนใหญ่ยังด้ือต่อ
ยาในกลุ่ม fluoroquinolones ยากลุ่ม aminoglycosides และยา trimethoprim/ 
sulfamethoxazole กลไกส าคัญท่ีเกี่ยวกับการดื้อยากลุ่ม fluoroquinolones ได้แก่ 1. การขับยา
ออกจากเซลล์เช้ือด้วยการท างานของโปรตีน QepA ซึ่งถูกควบคุมด้วยยีน qepA ส่งผลให้ความเข้มข้น
ของระดับยาภายในเซลล์ลดลงจนไม่สามารถออกฤทธิ์ต่อตัวเช้ือได้ (97) 2. การท่ีเช้ือสร้างโปรตีน Qnr 
ซึ่งควบคุมด้วยยีน qnr เพื่อไปป้องกันเอนไซม ์ DNA gyrase (topoisomerase II) และ 
topoisomerase IV ของตัวเช้ือ ไม่ให้ถูกยากลุ่ม fluoroquinolone เข้าจับ หรือเรียกว่ากลไก drug 
target protection ส่งผลให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ต่อต าแหน่งเป้าหมายและตัวเช้ือได้ (98) 3. การท่ี
เช้ือสร้างเอนไซม์ aminoglycoside acetyltransferase ท่ีควบคุมด้วยยีน aac-6'-Ib-cr ซึ่งเอนไซม์
ดังกล่าวสามารถเปล่ียนหมู่อะมิโนวงแหวน piperazin ของยากลุ่ม fluoroquinolones โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งยา ciprofloxacin ท าให้ความสามารถในการออกฤทธิ์ของยาลดต่ าลง นอกจากนั้นยีน aac-
6’-Ib-cr ยังสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการด้ือต่อยาในกลุ่ม aminoglycosides เช่น gentamicin ไป
พร้อมกันได้ (98) ท้ังนี้ยีน qepA ยีน qnr และยีน aac-6’-Ib-cr เป็นยีนด้ือยาท่ีพบอยู่บนพลาสมิดท่ี
เกี่ยวข้องกับการด้ือยากลุ่ม fluoroquinolones หรือเรียกว่า plasmid-mediated quinolone 
resistances (PMQRs) (98) โดยพบว่าพลาสมิดดังกล่าวมักพบร่วมกับพลาสมิดท่ีมียีน blaCTX-M ด้วย
เหตุผลดังกล่าวจึงอาจอธิบายเหตุผลการพบการด้ือยากลุ่ม fluoroquinolones ยากลุ่ม 
aminoglycosides ในเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ในการศึกษาครั้งนี้  

 กลไกการด้ือต่อยา trimethoprim/sulfamethoxazole ท่ีพบได้ในเช้ือ E. coli ได้แก่ ยีน sul 
ซึ่งท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างต าแหน่งเป้าหมาย ส่งผลให้ยาไม่สามารถไปจับกับต าแหน่ง
เป้าหมายได้ (99) จากงานวิจัยของ Arabi และคณะ ในปี ค.ศ. 2015 มีรายงานการดื้อยา 
trimethoprim/sulfamethoxazole ในเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL สูงกว่าเช้ือ E. coli ท่ีไม่มี
การสร้างเอนไซม์ ESBL ส่วนใหญ่พบยีน blaTEM ร่วมกับยีน sul ซึ่งบ่งช้ีถึงการพบยีนที่ควบคุมการ
สร้างเอนไซม์ ESBL และยีน sul อยู่บนพลาสมิดเดียวกัน (100) 

การวิเคราะห์เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากร
ด้วยเทคนิค MLST สามารถจ าแนกเช้ือได้เป็น 66 ST โดยมีเพียง 25 ST ท่ีสามารถถูกจัดเป็น clonal 
complexes โดยเช้ือท่ีอยู่ภายใน clonal complexes เดียวกันจะมีความคล้ายคลึงกับ alleic profile 
หรือจีโนไทป์ในฐานข้อมูล ซึ่งจะถูกระบุโดยค่า heuristic means ค่า BURST algorithm และค่า split 
decomposition ซึ่งได้รับการตอบรับโดยห้องปฏิบัติการสาธารณสุขและนักระบาดวิทยา (77) ขณะท่ี
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เช้ือท่ีเหลืออีก 41 ST พบว่าไม่ถูกจัดเข้า clonal complexes ใดเนื่องจากมีความแตกต่างของ alleic 
profile หรือจีโนไทป์ในฐานข้อมูล การศึกษาครั้งนี้พบเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 เป็นจ านวนมาก
ท่ีสุดเท่ากับ 11.32% ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท้ังหมดท่ีถูกน ามาวิเคราะห์ รองลงมา
ได้แก่ ST10 (8.49%) และ ST48 (8.02%) ในขณะท่ีเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จาก
อุจจาระของสุกร พบสายพันธุ์ ST10 ST48 และ ST131 เป็นสายพันธุ์ที่พบมากท่ีสุดสามอันดับแรก
ตามล าดับ และเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากอุจจาระของประชากร พบสายพันธุ์ 
ST131 ST101 และ ST70/ST48 มากท่ีสุดสามอันดับแรกตามล าดับ โดย sequence types ท่ีพบได้
บ่อยท่ีได้กล่าวมาท้ังหมดข้างต้น ถูกจัดอยู่ใน clonal complexes เพียง 3 กลุ่ม ได้แก่ CC10 ประกอบ
ไปด้วย ST10 และ ST48 CC 101 ประกอบไปด้วย ST70 และ ST101 และ CC131 ประกอบไปด้วย 
ST131 อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ไม่พบ sequence type ใหม่ท่ียังไม่เคยมีการรายงานมาก่อนใน
เช้ือ E. coli 

การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 เป็นสายพันธุ์ที่พบได้มากท่ีสุด
ประมาณ 28-38% ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากผู้ป่วยในประเทศสวีเดน (101) ประเทศเยอรมนี 
(102) และประเทศไทย (95) โดยท่ัวไปแล้วเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 มักพบจ ากัดอยู่ในคนเท่านั้น 
และมีอุบัติการณ์การพบเช้ือดังกล่าวในแหล่งอื่นค่อนข้างต่ า (103) อย่างไรก็ตามมีบางรายงานพบเช้ือ 
E. coli สายพันธุ์ ST131 ในสัตว์ทั้งท่ีมีสุขภาพดีและสัตว์ที่ป่วย รวมไปถึงการพบในอาหารและ
ส่ิงแวดล้อม (95, 103) เช่นเดียวกับการศึกษาครั้งนี้ท่ีแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ของเช้ือ E. coli 
ST131 สามารถแพร่กระจายไปยังสัตว์ที่อาศัยอยู่ในฟาร์ม เช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 เป็นสาเหตุ
ของการติดเช้ือท้ังในโรงพยาบาลและชุมชน และมียีนท่ีสัมพันธ์กับความรุนแรงของการก่อโรคจ านวน
มากจนถูกก าหนดให้เป็นสายพันธุ์ที่ก่อโรค (103) งานวิจัยท่ีผ่านมาพบว่าเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 
ส่วนใหญ่จะสร้างเอนไซม์ ESBL วงศ์ CTX-M15 และมักจะดื้อต่อยากลุ่ม fluoroquinolones (103) 
ในขณะท่ียังไม่มีข้อมูลท่ีแน่ชัดแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 ท่ีสร้างเอนไซม์ 
ESBL ในวงศ์อื่นๆ การศึกษาในครั้งนี้ท่ีพบว่าเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL สายพันธุ์ ST 131 
ท้ังหมดมียีน blaCTX-M ท้ังในรูปแบบท่ีพบเพียงยีนเดียวหรือพบร่วมกับกับยนีท่ีควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL ชนิดอื่น อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไม่ได้ท าการวิเคราะห์ subgroup ของเช้ือ E. 
coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ทุกสายพันธุ์ ท าให้ยังไม่สามารถระบุแน่ชัดได้ว่าเช้ือ E. coli สายพันธุ์ 
ST131 ท่ีพบนั้นสัมพันธ์กับ subgroup ใดของยีน blaCTX-M และควรมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไปใน
อนาคต 
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การแพร่กระจายของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL อย่างรวดเร็วทั่วโลก อาจมีสาเหตุมา
จากเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST 131 ท่ียีน blaCTX-M ท่ีพบอุบัติการสูงในทุกภูมิภาคของโลก อย่างไรก็ตาม
ยังไม่มีหลักฐานท่ีสามารถระบุได้ว่า เช้ือสายพันธุ์ดังกล่าวสามารถท าให้ความรุนแรงของโรคสูงขึ้น 
(101) การศึกษาของ Lavigne และคณะ ใช้แบบจ าลองปลาม้าลาย (zebrafish model) ในการศึกษา
การแพร่กระจายของเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 โดยพบว่าเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 ท้ังท่ีสร้าง
เอนไซม์ CTX-M และไม่สร้างเอนไซม์ CTX-M มีความรุนแรงในการก่อโรคน้อยลง แต่เช้ือกลับทนทาน
มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือ E. coli สายพันธุ์อื่นท่ีไม่ใช่สายพันธุ์ ST131 (104) sequence type 
ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีพบได้บ่อยในล าดับถัดมาของการศึกษานี้คือ ST10 ซึ่งพบได้
ท้ังในเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากร งานวิจัยท่ีผ่านมา
แสดงให้เห็นว่าเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST10 มีแหล่งกักเก็บท่ีหลากหลายท้ังในคน สัตว์ และส่ิงแวดล้อม 
(105, 106) ในขณะท่ีเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม ์ESBL สายพันธุ์ ST48 เป็น sequence type ท่ีพบ
บ่อยเป็นอับดับสามในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่พบได้ในผู้ป่วยในโรงพยาบาลและประชากร
ในชุมชน (107) รวมไปถึงพบได้ในสัตว์ปีก (108) เช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST70 และ ST101 ซึ่งพบมาก
เป็นอันดับต้นๆ ในอุจจาระของประชากรในการศึกษาครั้งนี้ งานวิจัยท่ีผ่านมาพบสายพันธุ์ ST70 ใน
หนูบ้าน (109) และสายพันธุ์ ST101 ในผู้ป่วยติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ (110) เช้ือดังกล่าวทั้งหมด
พบว่าส่วนใหญ่มักพบยีน blaCTX-M เพียงยนีเดียวหรือพบยีน blaCTX-M ร่วมกับยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์ ESBL อื่นๆ 

นอกเหนือจากเช้ือ E. coli สายพันธุ์ ST131 ST10 ST48 ST70 และ ST101 ท่ีได้กล่าวมา
ข้างต้น ซึ่งถูกพบจ านวนมากเป็นอันดับต้นๆ ของการศึกษาครั้งนี้ ยังพบเช้ือ E. coli สายพันธุ์อื่นๆ อาทิ
เช่น ST34 ST224 ST410 ST685 ST871 ST1193 ST1602 และ ST2054 เป็นต้น ซึ่งพบได้ท้ังจาก
อุจจาระของสุกรและประชากร หรือ ST58 ST206 ST407 และ ST1084 ซึ่งพบในสุกร หรือ ST64 
ST174 ST221 และ ST877 ซึ่งพบในประชากร อย่างไรก็ตามเช้ือดังกล่าวพบในปริมาณน้อยในแต่ละ
สายพันธุ์ และบางสายพันธุ์มีการรายงานพบเช้ือในคน สัตว์ และส่ิงแวดล้อมจากการศึกษาท่ีผ่านมา (7, 
86) นอกจากนี้ยังพบว่าเช้ือส่วนใหญ่มักพบยีน blaCTX-M เพียงยีนเดียวหรือพบยนี  
blaCTX-M ร่วมกับยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ชนิดอื่นมากกว่าครึ่งหนึ่งของเช้ือ E. coli ท่ีสร้าง
เอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากรในการศึกษาครั้งนี้ มี sequence types ท่ี
เหมือนกันจ านวนท้ังส้ิน 19 ST อาทิเช่น ST10 ST34 ST48 ST70 ST101 และ ST131 เป็นต้น ใน
การศึกษาท่ีประเทศเดนมาร์คพบเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีมีสายพันธุ์เหมือนกันในเช้ือท่ี
แยกได้จากสุกรท่ีเล้ียงในฟาร์มและคนงานท่ีท างานในฟาร์ม ซึ่งมีข้อสันนิษฐานว่าอาจเกิดแพร่เช้ือจาก
สุกรไปยังคนโดยสัมผัส (111) อย่างไรก็ตามหลักฐานท่ีพิสูจน์ว่ามีการแพร่เช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ 
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ESBL จากสัตว์ไปสู่คนยังมีอยู่อย่างจ ากัด การพบ sequence type ท่ีเหมือนกันของเช้ือ  
E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและประชากรในการศึกษาครั้งนี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง สายพันธุ์ ST 
131 ท่ีพบมากท่ีสุดและเป็นสายพันธุ์ที่มักพบจ ากัดเฉพาะในคน รวมไปถึงสายพันธุ์ ST 48 และ ST 10 
ท่ีมักพบในสัตว์หรือส่ิงแวดล้อมมากกว่าพบในคน แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการแพร่กระจาย
เช้ือระหว่างกลุ่มตัวอย่างสองกลุ่ม งานวิจัยของ Bengtsson-Palme และคณะ สันนิษฐานว่ายีนด้ือยา
ต้านจุลชีพของเช้ือแบคทีเรียท่ีมียีนด้ือยาต้านจุลชีพในคน สามารถแพร่มาสู่ส่ิงแวดล้อมได้ผ่านทางส่ิง
ปฏิกูลท่ีถูกขับถ่ายออก และสัตว์สามารถติดเช้ือเหล่านั้นได้ ในขณะเดียวกันเช้ือแบคทีเรียท่ีมียีนด้ือยา
ต้านจุลชีพในส่ิงแวดล้อมท่ีปนเปื้อนจากส่ิงปฏิกูลของสัตว์ อาจท าให้คนติดเช้ือเหล่านั้นได้ผ่านการ
รับประทานอาหาร น้ า และส่ิงแวดล้อม (112) อย่างไรก็ตามควรมีการทดสอบพิสูจน์ความสัมพันธ์และ
กลไกการถ่ายทอดเช้ือด้ือยาต้านจุลชีพระหว่างสัตว์และคนเพิ่มเติมในอนาคต 
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บทท่ี 6 

สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาครั้งนี้ได้ศึกษารูปแบบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาต้านจุลชีพ
จ านวน 218 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระสุกรในฟาร์มปศุสัตว์จ านวน 103 
สายพันธุ์และประชากรในชุมชนจ านวน 115 สายพันธุ์ ในพื้นท่ีอ าเภอเมือง จังหวัดล าพูน พบว่ามี
สัดส่วนเช้ือดื้อต่อยาต้านจุลชีพเป็นจ านวนมาก โดยเช้ือส่วนใหญ่เป็นเช้ือดื้อยาหลายขนานและเช้ือทุก
สายพันธุ์ด้ือต่อยา ampicillin ยา ceftriaxone ยา cefotaxime ในขณะท่ีเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จาก
สุกรมีสัดส่วนด้ือต่อยา amoxicillin/clavulanic acid ยา ceftazidime และยา gentamicin ท่ีสูง
กว่าท่ีพบในประชากรอย่างมีนัยส าคัญ ในทางตรงกันข้ามเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากประชากรมีสัดส่วน
ด้ือต่อยา ciprofloxacin ท่ีสูงกว่าท่ีพบในสุกรอย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามไม่พบเช้ือท่ีด้ือต่อยาใน
กลุ่ม carbarpenems ในการศึกษาครั้งนี้  การพบเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาต้านจุลชีพท้ังในสัตว์และ
ประชากรท่ีมีสุขภาพดี อาจกลายเป็นแหล่งเก็บกักเช้ือแบคทีเรียด้ือสารต้านจุลชีพท่ีสามารถ
แพร่กระจายในชุมชนได้ 

เช้ือ E. coli ท่ีได้รับการยืนยันว่าสร้างเอนไซม์ ESBL ด้วยเทคนิค combination disk ใน
การศึกษาครั้งนี้มีเท่ากับ 212 สายพันธุ์ แบ่งเป็นเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้จากอุจจาระสุกรในฟาร์มปศุ
สัตว์จ านวน 101 สายพันธุ์และประชากรในชุมชนจ านวน 111 สายพันธุ์ ภายหลังการวิเคราะห์ด้วย 
multiplex PCR พบว่าเช้ือทุกสายพันธุ์มียีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์  ESBL ได้แก่ blaCTX-M ยีน 
blaTEM และยีน blaSHV อย่างน้อยหนึ่งยีน โดยพบสัดส่วนของยีน blaCTX-M เป็นจ านวนมากท่ีสุด
เท่ากับ 95.75% รองลงมาคือยีน blaTEM และยีน blaSHV เท่ากับ 60.85% และ 2.40% ตามล าดับ 
มากกว่าครึ่งหนึ่งของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท้ังท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและ
ประชากรพบยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM ในขณะท่ีเช้ือบางส่วนพบยีน blaCTX-M หรือยีน blaTEM 

เพียงยีนเดียวเท่านั้น หรือพบยีน blaCTX-M ร่วมกับยีน blaTEM และยีน blaSHV เป็นล าดับถัดมา และไม่
มีเช้ือสายพันธุ์ใดท่ีพบยีน blaSHV เพียงยีนเดียวในการศึกษาครั้งนี้ เมื่อท าการเปรียบเทียบสัดส่วนของ
จ านวนยีนและรูปแบบของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้ในเช้ือท้ัง 2 
กลุ่ม พบไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL ดังกล่าวสามารถ
ถ่ายทอดได้ผ่านทางพลาสมิด ซึ่งอาจท าให้เกิดการแพร่กระจายเช้ือแบคทีเรียด้ือสารต้านจุลชีพได้
อย่างรวดเร็วทั้งในโรงพยาบาลและในชุมชน 
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การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค WGS แสดงให้เห็นว่าเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวน 42 
สายพันธุ์ ท่ีถูกสุ่มน ามาวิเคราะห์ล าดับเบส พบยีน blaCTX-M ส่วนใหญ่เป็นยีน blaCTX-M-55 รองลงมาคือ 
blaCTX-M-14 ในขณะท่ียีน blaTEM ท้ังหมดเป็นยีน blaTEM-1B 

การศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จ านวนท้ังหมด 212 สายพันธุ์ด้วย
เทคนิค MLST พบ sequence types จ านวน 66 ST โดย sequence types ท่ีพบได้บ่อย 5 อันดับ
แรกประกอบไปด้วย ST131 เท่ากับ 11.32% ST10 เท่ากับ 8.49% ST48 เท่ากับ 8.02% ST101 
และ ST34 อย่างละเท่ากับ 4.25% และไม่พบเช้ือท่ีมี sequence type ใหม่ท่ีไม่เคยมีการพบมาก่อน
ในการศึกษาครั้งนี้ เช้ือจ านวน 132 สายพันธุ์ ท่ีอยู่ใน sequence types จ านวน 25 ST ท่ีถูกจัดเป็น 
clonal complexes (CC) จ านวน 16 CC ในขณะท่ีเช้ือท่ีอยู่ ใน sequence types ท่ีเหลือไม่ถูก
จัดเป็น clonal complexes หรือเรียกว่า singleton ในการศึกษาครั้งนี้ clonal complexes ท่ีพบ
ได้บ่อย 5 อันดับแรกประกอบด้วย CC10 เท่ากับ 22.64% CC131 เท่ากับ 11.32% CC23 และ 
CC155 อย่างละ 14 เท่ากับ 6.60% และ CC101 เท่ากับ 4.25% 

sequence types ท่ีพบได้บ่อยระหว่างเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จาก
อุจจาระของสุกรและประชากรมีความแตกต่างกันเล็กน้อย ดังนี้ sequence types ท่ีพบได้บ่อยใน
เช้ือท่ีแยกได้จากสุกร ได้แก่ ST10 เท่ากับ 12.87% รองลงมาคือ ST48 เท่ากับ 10.89% และ ST131 
เท่ากับ 6.93% ในขณะท่ี sequence types ท่ีพบได้บ่อยในเช้ือท่ีแยกได้จากประชากร ได้แก่ ST131 
เท่ากับ 15.32% รองลงมาคือ ST101 เท่ากับ 7.21% ST70 และ ST48 อย่างละเท่ากับ 5.41% 

มากกว่าครึ่งหนึ่งของเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกได้จากอุจจาระของสุกรและ
ประชากรมี sequence types เหมือนกันจ านวนท้ังส้ิน 19 ST การพบ sequence types ท่ีมักจ ากัด
อยู่ในคน (ตัวอย่างเช่น ST131) ในสุกรในฟาร์ม หรือการพบ sequence types ท่ีมักจ ากัดอยู่ในสัตว์
หรือส่ิงแวดล้อม (ตัวอย่างเช่น ST10 และ ST48) ในประชากรในชุมชน โดยท่ีท้ังสองกลุ่มตัวอย่างไม่มี
ความเกี่ยวข้องใกล้ชิดกัน ท้ังนี้อาจเกิดจากการแพร่กระจายเช้ือระหว่างคนสู่สัตว์ หรือสัตว์สู่คน ผ่าน
ทางส่ิงปฏิกูลท่ีถูกขับถ่ายออกมาสู่ส่ิงแวดล้อม และมีการปนเป้ือนผ่านการรับประทานอาหาร หรือน้ า
ด่ืม เป็นต้น อย่างไรก็ตามยังไม่มีหลักฐานท่ีเพียงพอต่อการพิสูจน์การแพร่กระจายเช้ือดังกล่าว และ
ควรมีการทดสอบพิสูจน์ความสัมพันธ์และกลไกการถ่ายทอดเช้ือแบคทีเรียด้ือยาระหว่างสัตว์และคน
เพิ่มเติมในอนาคต 

การพบเช้ือ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแพร่กระจาย ในสุกรและประชากรท่ีมีสุขภาพดี 
นอกจากจะสามารถเป็นพาหะของแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพในชุมชน ข้อมูลบางส่วนยังช้ีให้เห็นถึง 
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ความน่าจะเป็นในการแพร่กระจายเช้ือระหว่างกลุ่มตัวอย่างสองกลุ่ม ซึ่งอาจน าไปสู่การแพร่กระจาย
เช้ือต่อไปได้ในวงกว้างอย่างรวดเร็ว ดังนั้นการติดตามเฝ้าระวังการเพิ่มขึ้นของเช้ือแบคทีเรียด้ือสาร
ต้านจุลชีพ และการหามาตรการป้องกันหรือลดปัจจัยเส่ียงในการแพร่กระจายจึงมีความจ าเป็นในการ
แก้ปัญหาดังกล่าว 
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ภาคผนวก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมีต่างๆ ท่ีใช้ในการทดลอง 

1. วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MacConkey agar 

 ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือ MacConkey agar No. 3 จ านวน 41.2 กรัม และ bacteriological agar 
(agar No.1) จ านวน 4 กรัม เติมน้ ากล่ันจนปริมาตรครบ 800 มิลลิลิตร ผสมจนอาหารเล้ียงเช้ือละลาย
จนเป็นเนื้อเดียวกันน าไปนึง่ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นน ามาพักไว้ใน
อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ปิเปตยา ceftriaxone ความเข้มข้น 25,600 มิลลิกรัม/
ลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมยาและอาหารเล้ียงเช้ือให้เข้ากัน เทอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 20 
มิลลิลิตรลงในจานพลาสติกโดยใช้เครื่องปั้มอัตโนมัติ ท้ิงไว้จนแข็งและเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เพื่อรอการใช้งาน 

2. วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Typtic soy broth (TSB) 

 ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือ Typtic soya broth จ านวน 15 กรัมเติมน้ ากล่ันจนปริมาตรครบ 500 
มิลลิลิตรผสมจนอาหารเล้ียงเช้ือละลายจนเป็นเนื้อเดียวกันน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาทีเทอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในหลอดแก้วปราศจากเช้ือท่ีมีฝาปิด
ขนาด 15x100 มิลลิเมตรโดยใช้เครื่องปั้มอัตโนมัติเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอการใช้งาน 

3. วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton agar (MHA) 

 ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller Hinton broth จ านวน 30.4 กรัมเติมน้ ากล่ันจนปริมาตรครบ 
800 มิลลิลิตร ผสมจนอาหารเล้ียงเช้ือละลายจนเป็นเนื้อเดียวกันน าไปนึง่ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที เทอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานพลาสติกเพื่อให้อาหารเล้ียง
เช้ือมีความหนาประมาณ 4 มิลลิเมตร โดยใช้เครื่องปั้มอัตโนมัติ ท้ิงไว้จนแข็งและผิวหน้าแห้ง เกบ็ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อรอการใช้งาน 
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4. วิธีเตรียม EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 

 ช่ัง EDTA จ านวน 18.61 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 80 มิลลิลิตร จน EDTA ละลายหมด
เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้มีค่าเป็น 8 (pH 8.0) ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
เติมน้ ากล่ันจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที 

5. วิธีเตรียม TBE ความเข้มข้น 10 เท่า 

 ละลาย Tris จ านวน 108 กรัม และกรดบอริก 55 กรัม ในน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร จน
ละลายหมดเป็นเนื้อเดียวกัน เติม EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้มีค่าเป็น 
8 (pH 8.0) ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เติมน้ ากล่ันจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อรอการใช้งาน 
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