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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สุกัลยาณี อ่อนสีแดง : การพัฒนาเทคนิค MULTIPLEX ALLELE SPECIFIC–POLYMERASE CHAIN 
REACTION(MAS-PCR) ส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน GYAR และ PARC ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อ
ยา CIPROFLOXACIN และ LEVOFLOXACIN ของเช้ือ ESCHERICHIA COLI ในโรงพยาบาลรามาธิบดี 
(DEVELOPMENT OF MULTIPLEX ALLELE SPECIFIC–POLYMERASE CHAIN REACTION(MAS-
PCR)  FOR DETECTION OF GYRA AND PARC GENES MUTATION ASSOCIATED WITH 
CIPROFLOXACIN AND LEVOFLOXACIN RESISTANCE OF ESCHERICHIA COLI IN RAMATHIBODI 
HOSPITAL) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร. ปาหนัน รัฐวงศ์จิรกุล{, 177 หน้า. 

เช้ือ Escherichia coli เป็นแบคทีเรีย ที่เพาะแยกได้บ่อยจากสิ่งส่งตรวจและเป็นสาเหตุหลักของการติด
เช้ือทั้งในและนอกระบบทางเดินอาหาร  ยากลุ่ม Quinolones เป็นยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการรักษาการติดเช้ือที่มี
สาเหตุมาจากเช้ือ E. coli โดยมีกลไกออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ DNA gyrase และ DNA topoisomerase 
IV ในกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอของเชื้อ ปัจจุบันสถานการณ์เชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones มีอัตรา
เพิ่มสูงขึ้นและกลายเป็นปัญหาที่ส าคัญทางสาธารณะสุขทั่วโลกรวมถึงในประเทศไทย กลไกหลักที่ท าให้เช้ือดื้อต่อ
ยากลุ่มดังกล่าวคือการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ parC ซึ่งอยู่ในส่วนของ Quinolone resistance determining 
regions (QRDRs) งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาต าแหน่งโคดอนที่กลายพันธุ์บนยีน  gyrA และ ยีน parC ที่
สัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่ม  Quinolones และพัฒนาเทคนิค  Multiplex allele specific-Polymerase chain 
reaction (MAS-PCR) ส าหรับใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA  และ 80 และ 
84 ของยีน parC ซึ่งเป็นต าแหน่งหลักที่มีการกลายพันธุ์บน QRDRs  เช้ือ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์
เพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เช้ือ
ทั้งหมดถูกทดสอบความไวต่อยา  Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ด้วยวิธ ีE-test® และให้ผลไวต่อยาจ านวน 
16  และ 19 สายพันธุ์ ดื้อปานกลางต่อยาจ านวน 3 และ 16 สายพันธุ์ และดื้อต่อยาจ านวน 92 และ 76 สายพันธุ์
ตามล าดับ ผลวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sequencing พบการกลายพันธุ์ในเช้ือจ านวน 99 สายพันธุ์ (89.19 
เปอร์เซ็นต์) ทั้งหมด 8 รูปแบบ ได้แก่ Ser83-Lue, Asp87-Asn, Asp87-Tyr, Ser80-Ile, Glu84-Gly, Glu84-Val, 
Ala90-Val และ Ala108-Thr โดยเช้ือส่วนใหญ่ 92 สายพันธุ์ (82.88 เปอร์เซ็นต์) มีการกลายพันธุ์ร่วมกันอย่างน้อย 
3 ต าแหน่ง ได้แก่ Ser83-Leu+Asp87-A-sn+Ser80-Ile และ Ser83-Leu+Asp87-Tyr+Ser80-Ile เทคนิค MAS-
PCR มีความไวและความจ าเพาะเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจหาการ
กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA  และ 80 และ 84 ของยีน parC เท่ากับ 96.97, 100, 100, 
93.33 และ 100, 100, 100 และ 98.48 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ เทคนิค MAS-PCR เป็นเทคนิคที่สะดวก ไม่ซับซ้อน 
สามารถที่จะน ามาใช้ตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา  Quinolone ในเช้ือ E. coli ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพทั้งในห้องปฏิบัติการและในการศึกษาระบาดของเชื้อดื้อยา 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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SUKANLAYANEE ONSEEDAENG: DEVELOPMENT OF MULTIPLEX ALLELE SPECIFIC–
POLYMERASE CHAIN REACTION(MAS-PCR)  FOR DETECTION OF GYRA AND PARC GENES 
MUTATION ASSOCIATED WITH CIPROFLOXACIN AND LEVOFLOXACIN RESISTANCE OF 
ESCHERICHIA COLI IN RAMATHIBODI HOSPITAL. ADVISOR: DR. PANAN 
RATTHAWONGJIRAKUL{, 177 pp. 

Escherichia coli is bacteria that often isolated from clinical specimens and  is a causative 
agent of intra- and extraintestinal infections. Quinolones is one of drug of choice for treatment 
of   E. coli infections.  The agents inhibit bacterial DNA replication after binding to drug’s targets, 
including DNA gyrase and DNA topoisomerase IV. Quinolone-resistant E. coli infection becomes a 
global problem, including in Thailand. The quinolones resistance usually occurs mainly due to 
specific point of mutations of gyrA and parC genes within the quinolone resistance-determining 
regions (QRDRs). Here we appraised type of the gyrA and parC mutations associated in quinolone 
resistance and also developed Multiplex allele specific-Polymerase chain reaction (MAS-PCR) for 
detection of “hot spot” mutations at gyrA codon of 83 and 87, and parC codon of 80 and 84 in 
the QRDRs.  One hundred and eleven E. coli  were isolated from   Microbiology unit, Ramathibodi 
Hospital, Bangkok, Thailand, and were tested for antimicrobial susceptibility by E-test®. Sixteen and 
19 strains were susceptible, 3 and 16 were intermediate and 92 and 76 were resistant to 
Ciprofloxacin and Levofloxacin, respectively. Ninety-nine (89.19%) E. coli isolates had mutations in 
the QRDRs as revealed by sequencing analysis. Eight amino acid substitutes were reported, including 
Ser83-Lue, Asp87-Asn, Asp87-Tyr, Ser80-Ile, Glu84-Gly, Glu84-Val, Ala90-Val and Ala108-Thr. Most 
of the isolates, 92 (82.88%), had at least three point mutations that were Ser83-Leu+Asp87-
Asn+Ser80-Ile and Ser83-Leu+Asp87-Tyr+Ser80-Ile. MAS-PCR detected codons 83 and 87 in gyrA 
and codons 80 and 84 in parC mutations, yielding 96.97, 100, 100, and 93.33% sensitivity, 
respectively, and 100, 100, 100, and 98.48% specificity, respectively, for quinolones resistance 
relative to a gold standard sequencing. MAS-PCR is simple and convenient, and may be used for 
simultaneously rapid detection of gyrA and parC mutations associated in quinolone resistance in 
routine laboratory as well as in epidemiology study  
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บทที่ 1 

บทน า 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 เชื้อ Escherichia coli  (E. coli) เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างแท่ง และเป็นเชื้อประจ า

ถิ่นในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม (1) อย่างไรก็ตามเชื้อ E. coli บางสาย

พันธุ์สามารถก่อโรคในระบบทางเดินอาหารของคนได้ซึ่งเรียกสายพันธุ์ดังกล่าวว่า Diarrheagenic     

E. coli รวมถึงสามารถพบเชื้อชนิดนี้เป็นเชื้อก่อโรคที่ระบบอื่นๆ ในร่างกายนอกเหนือจากระบบ

ทางเดินอาหาร (Extraintestinal  pathogenic E. coli) (2) เช่น ระบบทางเดินปัสสาวะ โรคเยื่อหุ้ม

สมองอักเสบในเด็กแรกเกิด การติดเชื้อในกระแสเลือด การติดเชื้อที่ผิวหนัง และการติดเชื้อจากการ

รักษาในโรงพยาบาล (Nosocomial infection) เป็นต้น (3) เชื้อ E. coli เป็นเชื้อก่อโรคที่ส าคัญท่ีมัก

ตรวจพบและเพาะแยกได้บ่อยจากสิ่งส่งตรวจในผู้ป่วย โดยเป็นเชื้อที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจมากท่ีสุดใน

บรรดาเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae (2,3) นอกจากนี้ยังพบว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ของการติดเชื้อใน

ระบบทางเดินปัสสาวะมีสาเหตุมาจากเชื้อ E. coli (4) 

 การรักษาการติดเชื้อ E. coli โดยปกติหากเป็นการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารนั้นไม่

จ าเป็นต้องได้รับยาปฏิชีวนะเพ่ือใช้ในการรักษา (4) แต่หากเป็นการติดเชื้อที่ระบบอื่นๆ สามารถรักษา

ได้โดยการใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Beta-lactam, Aminoglycoside หรือ Quinolones เป็นต้น (4) ซ่ึง

ยากลุ่ม Quinolones นั้นมีกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานเอนไซม์ DNA gyrase และเอนไซม ์

DNA topoisomerase IV ในขั้นตอนการเกิดจ าลองสายดีเอ็นเอ (DNA replication) (5) จากข้อมูล

ของกระทรวงสาธารณสุขในปี 2557 พบว่าในประเทศไทยมีอัตราการดื้อยาของเชื้อ E. coli ต่อยา 

Ciprofloxacin  และยา Levofloxacin ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม Quinolones เท่ากับ 54.7 เปอร์เซ็นต์ และ 
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54.2 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (6) สอดคล้องกับข้อมูลของโรงพยาบาลรามาธิบดีปี 2555 ที่พบว่าเชื้อ      

E. coli มีอัตราการดื้อต่อยา Ciprofloxacin  และยา Levofloxacin เท่ากับ 64 เปอร์เซ็นต์ และ 63 

เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (7) ท าให้การรักษาด้วยยาดังกล่าวไม่ได้ผลและส่งผลต่อการรักษาที่ล้มเหลว

ตามมา กลไกท่ีเกี่ยวข้องกับการดื้อยากลุ่ม Quinolones ได้แก่  1). การกลายพันธุ์ของยีนที่ควบคุมการ

สร้างเอนไซม์ที่เปน็เป้าหมายของยา หรือ Quinolones resistance determining regions (QRDRs) 

ซึ่งจากการศึกษาพบว่าเป็นกลไกหลักที่ท าให้เชื้อดื้อต่อยากลุ่มนี้ 2). การลดการน ายาเข้าหรือเพ่ิมการ

ขับยาออกนอกเซลล์ 3). การสร้างโปรตีนเพื่อป้องกันยาจับกับเอนไซม์เป้าหมาย และ 4).การสร้าง

เอนไซม์เพ่ือท าลายยา (8) 

 การกลายพันธุ์ในส่วนของ Quinolones resistance determining regions นั้นสามารถเกิด

ได้ทั้งในส่วนของยีน gyrA และยีน gyrB ที่ท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์ DNA gyrase 

และยีน parC และยีน parE ที่ท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์ DNA topoisomerase IV 

ซึ่งเป็นเอนไซม์เป้าหมายของยา เมื่อเกิดการกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าวจะท าให้โครงสร้างของเอนไซม์

เปลี่ยนแปลงไป ส่งผลให้ยาไม่สามารถจับกับเอนไซม์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ยาจึงไม่สามารถออกฤทธิ์

ยับยั้งกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอได้ พบว่ากว่า 85 เปอร์เซ็นต์ของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม 

Quinolones มีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ์ของยีน gyrA ขณะที ่45.6 เปอร์เซ็นต์ เกิดจากกลายพันธุ์

ร่วมกันของยีน gyrA และ parC (9) ขณะที่การกลายพันธุ์ที่พบได้บ่อยและส่งผลให้เชื้อมีอัตราการดื้อ

ยากลุ่ม Quinolones ที่สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญคือ การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง โคดอน ที ่83 และ 87 ของ

ยีน gyrA และท่ีต าแหน่ง โคดอน ที ่80 และ 84 ของยีน parC (10, 11) 

 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antimicrobial susceptibility test) ส าหรับเชื้อ E. coli 

ตามวิธีมาตรฐานของ Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) 2013  สามารถท าได้หลาย
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วิธี ได้แก่ วิธี Disk diffusion method วิธี Broth dilution method และวิธี Agar dilution method 

(2) อย่างไรก็ตามวิธีที่นิยมใช้ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในงานประจ าคือวิธี Disk diffusion 

method เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความสะดวก ไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องมือชั้นสูง และมีราคาประหยัด แต่มี

ข้อเสียในกรณีท่ีไม่สามารถวินิจฉัยเชื้อที่ดื้อยาระดับต่ าๆ รวมถึงไม่สามารถบอกกลไกท่ีเกี่ยวข้องในการ

ดื้อยาได้ ปัจจุบันเทคนิคทางอณูชีววิทยาได้เข้ามามีบทบาทในการช่วยวินิจฉัยจ าแนกชนิดและการ

วินิจฉัยความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ ตัวอย่างเช่น การใช้ Polymerase 

Chain Reaction (PCR)-based method ในการวินิจฉัยจ าแนกชนิดและทดสอบความไวต่อยา

ปฏิชีวนะของเชื้อ Enterococcus (12) การตรวจจ าแนกสายพันธุ์ Diarrheagenic E. coli ด้วย 

Multiplex PCR (13) การใช้ Real-time PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อ Methicillin-resistant 

Stapylococcus aureus ในบุคลากรทางการแพทย์ (14) เป็นต้น ส าหรับการวินิจฉัยการดื้อยา 

Quinolones ในเชื้อ E. coli นั้นมีข้อมูลการวินิจฉัยโดยใช้เทคนิคทางอณูวิทยาต่างๆ ในการตรวจสอบ 

เช่น การใช้ Polymerase chain reaction-Restriction fragment length polymorphism      

(PCR-RFLP) เพ่ือตรวจหาการกลายพันธุ์ในยีน gyrA gyrB และ parC (15, 16) การตรวจหาการกลาย

พันธุ์ในยีน gryA ของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones ด้วยวิธ ี Single-strand 

conformational polymorphism analysis (SSCP) (17) แต่พบว่าการตรวจหาการกลายพันธุ์ในเชื้อ 

E. coli นั้น ยังมีข้อจ ากัดบางประการในงานวิจัยดังกล่าว เช่น เทคนิค Single-strand 

conformational polymorphism analysis นั้นสามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นเฉพาะใน

ยีน gyrA ไม่สามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ที่เกิดข้ึนในยีน parC ได ้ ส่วนการทดสอบด้วยเทคนิค 

Polymerase chain reaction-Restriction fragment length polymorphism พบว่ามีข้ันตอนที่

ยุ่งยากและใช้ระยะเวลานาน เนื่องจากต้องมีการท าการทดสอบด้วยวิธี PCR ร่วมกับการตัดด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
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 ในงานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเทคนิค Multiplex allele specific-Polymerase chain reaction 

(MAS-PCR) ซึ่งเป็นอีกหนึ่งเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือใช้ในการทดสอบหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA 

และ parC ที่ต าแหน่งโคดอน ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ของเชื้อ 

E. coli ที่แยกได้จากผู้ป่วยในโรงพยาบาลรามาธิบดี กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย และท าการศึกษา

เปรียบเทียบผลการทดสอบด้วยเทคนิค MAS-PCR ที่ได้พัฒนาขึ้น กับเทคนิค Sequencing และการ

ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ เพ่ือวิเคราะห์หาความจ าเพาะและความไวของเทคนิค     

MAS-PCR  ทั้งนี้การพัฒนาเทคนิคดังกล่าวน ามาซึ่งเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่เป็นอีกหนึ่งทางเลือก

ส าหรับการตรวจหาการดื้อยาในเชื้อ E. coli และสามารถน าผลที่ได้ไปพัฒนาต่อเป็นชุดตรวจหาเชื้อดื้อ

ยาในอนาคตได้  

 

2. วัตถุประสงค์การวิจัย 

 2.1 เพ่ือศึกษาหาต าแหน่งโคดอน ที่กลายพันธุ์บนยีน gyrA และ ยีน parC ที่สัมพันธ์กับการ

ดื้อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ในเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากผู้ป่วยในโรงพยาบาล

รามาธิบดี 

 2.2 เพ่ือพัฒนาเทคนิค MAS-PCR ส าหรับใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน 

parC ที่มีความสัมพันธ์กับการดื้อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ในเชื้อ E. coli ที่แยกได้

จากผู้ป่วยในโรงพยาบาลรามาธิบดี 
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 3. ขอบเขตของงานวิจัย 

 ท าการศึกษาเชื้อ E. coli จ านวนทั้งสิ้น 111 สายพันธุ์ โดยเชื้อทั้งหมดแยกได้จากสิ่งส่งตรวจ

ของผู้ป่วยในโรงพยาบาลรามาธิบดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศ

ไทย และผ่านการวินิจฉัยจ าแนกเชื้อด้วยวิธีมาตรฐานและการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะด้วยวธิี 

Disk diffusion method จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา ของโรงพยาบาล แยกเป็นเชื้อ E. coli ที่ไว

ต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin จ านวน 19 สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา 

Ciprofloxacin และ Levofloxacin จ านวน 92 สายพันธุ์ เชื้อทุกสายพันธุ์ถูกทดสอบหาค่าความ

เข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ (Minimum inhibitory 

concentration หรือ MIC) ด้วยวิธี Epsilometer test® (E-test®) จากนั้นสกัดดีเอ็นเอของเชื้อเพ่ือ

น ามาวิเคราะห์ล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ด้วยเทคนิค Sequencing และ

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพ่ือใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 

และของยีน parC ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 โดยการหาอุณหภูมิ ความเข้มข้นไพรเมอร์ ความ

เข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้นแมกนีเซียมคลอไรด์และจ านวนรอบใน

การท าปฏิกิริยา PCR ที่เหมาะสมที่สุดส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR จากนั้นน าเทคนิค MAS-PCR ที่

พัฒนาได้มาทดสอบกับเชื้อ E. coli ทั้ง 111 สายพันธุ์ เปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างเทคนิค 

MAS-PCR เทคนิค Sequencing ซึ่งเป็นเทคนิคมาตรฐาน (goal standard) และการทดสอบความไว

ต่อยา เพ่ือวิเคราะห์หาความไวและความจ าเพาะของเทคนิค MAS-PCR 
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4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย  

 4.1 ทราบต าแหน่งของการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา 

Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ใน เชื้อ E. coli ที่แยกได้จากผู้ป่วยในโรงพยาบาลรามาธิบดี  

 4.2 ได้เทคนิค MAS-PCR ซึ่งเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือใช้ในการตรวจหากลายพันธุ์บน

ยีน gyrA และยีน parC ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ใน เชื้อ E. coli 

 4.3 เทคนิค MAS-PCR สามารถน ามาพัฒนาต่อเป็นชุดตรวจการดื้อยาในกลุ่ม Quinolones                  

ของเชื้อ E. coli เช่น การพัฒนาเป็น probe ที่สามารถตรวจการดื้อยาของเชื้อจากสิ่งตัวอย่างโดยตรง

ได ้ 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Escherichia coli  

 เชื้อในสกุล Escherichia เป็นเชื้อแบคทีเรียที่จัดอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae และ

ประกอบไปด้วยสมาชิกจ านวนทั้งหมด 6 สปีชีส ์ ได้แก่ Escherichia coli, E. albertii, E. battae,     

E. fergusonii, E. fergusonii, E. hermannii พบว่าเชื้อ E. coli เป็นเชื้อที่มีความส าคัญทางคลินิกมาก

ที่สุดในเชื้อสกุลเดียวกัน โดยปกติแล้วเชื้อ E. coli เป็นเชื้อประจ าถิ่นในระบบทางเดินอาหารของคน

และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (2) อย่างไรก็ดีเชื้อ E. coli บางสายพันธุ์สามารถก่อให้เกิดโรคติดเชื้อได้ และ

ยังเป็นเชื้อที่สามารถเพาะแยกได้มากท่ีสุดในบรรดาเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae รวมถึงสามารถ

เพาะแยกได้เป็นอันดับต้นๆ จากสิ่งส่งตรวจในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกของโรงพยาบาลต่างๆ 

(2,3) จงึนับได้ว่าเป็นเชื้อที่เป็นสาเหตุของการก่อโรคที่ส าคัญทางระบบสาธารณสุข เชื้อ E. coli 

สามารถเจริญเติบโตได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobic bacteria) ย้อม

ติดสีแกรมลบ รูปร่างแท่งหรือก่ึงกลมก่ึงแท่ง เคลื่อนที่ได้โดยอาศัยแฟลเจลลาชนิดรอบเซลล์ 

(Peritrichous flagella) สามารถสร้างเอนไซม์คาตาเลส ไม่สร้างสปอร์และไม่สร้างเอนไซม์ออกซิเดส 

เชื้อมีความยาวประมาณ 1.5 ไมโครเมตร ความกว้างประมาณ 0.5 ไมโครเมตร (18) เชื้อสามารถ

เจริญเติบโตได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไปโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar มีลักษณะค่อนข้าง

ใหญ ่มันวาว ขอบเรียบ สีเทาขุ่น ขณะที่โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MacConkey agar ให้โคโลนีสีชมพู

เนื่องมาจากเชื้อสามารถหมักย่อยน้ าตาลแล็คโตสได้ (3) คุณสมบัติความเป็นแอนติเจนที่ส าคัญของเชื้อ 

E. coli ประกอบด้วย แอนติเจนโอ (Somatic O antigen) เป็นแอนติเจนที่เกิดจากลิโพโพลีแซคคาไรด์ 
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(Lipopolysaccharide) ซึ่งเป็นส่วนประกอบส าคัญของผนังเซลล์ที่สามารถพบได้เฉพาะในแบคทีเรีย

แกรมลบ (19, 20) แอนติเจนเค (Capsular K antigen) เป็นแอนติเจนที่พบในส่วนประกอบของ

แคปซูล มีบทบาทส าคัญในการป้องกันตัวเชื้อแบคทีเรียจากการเข้าท าลายของเม็ดเลือดขาวด้วยวิธี 

phagocytosis (21) และแอนติเจนเอช (Flagellar H antigen) เป็นแอนติเจนที่พบใน flagellin ซ่ึง

เป็นองค์ประกอบส าคัญของ Flagella และบทบาทส าคัญส าหรับใช้ในการเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรีย 

(22)  

 
2. พยาธิสภาพ 

 เชื้อ E. coli สามารถก่อโรคได้ทั้งในระบบทางเดินอาหาร (Diarrheagenic E. coli) และนอก

ระบบทางเดินอาหาร (Extraintestinal pathogenic E.coli) (2) การเกิดพยาธิสภาพในระบบทางเดิน

อาหารที่ส าคัญคือโรคท้องร่วง ซึ่งมเีชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่เป็นสาเหตุของโรค ได้แก่ สายพันธุ ์

Enterotoxigenic E. coli (ETEC) Enteropathogenic E. coli (EPEC) สายพันธุ ์

Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) สายพันธุ์ Entertoinvasive E. coli (EIEC) และสายพันธุ์ 

Enteroaggregative E. coli (EAEC) (3) โดยเชื้อ E. coli แต่ละสายพันธุ์ที่กล่าวมาในที่นี้มีความส าคัญ

ทางคลินิก ระดับความรุนแรงในการด าเนินของโรค และระบาดวิทยาที่แตกต่างกัน ดังรายละเอียด

ด้านล่าง 

 เชื้อ Enterotoxigenic E. coli เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วงในคนทุกช่วงอายุ โดยพบการติด

เชื้อสายพันธุ์นี้สูงในแถบประเทศก าลังพัฒนา และมักพบการติดเชื้อสายพันธุ์นี้ในกลุ่มคนที่ท่องเที่ยว

ไปยังประเทศดังกล่าว จึงมีชื่อเรียกโรคท้องร่วงที่มีสาเหตุมาจากเชื้อสายพันธุ์นี้ว่า Traveler’s 

disease การติดต่อมักเกิดจากการรับประทานอาหารที่มีการปนเปื้อนเชื้อและอาหารที่ปรุงไม่สุก เชื้อ 
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Enterotoxigenic E. coli มี Colonization factor ซึ่งใช้ในการเกาะติดบริเวณล าไส้เล็กและเพ่ิม

จ านวน นอกจากนี้เชื้อสามารถสร้างท๊อกซินชนิดไม่ทนต่อความร้อน (Heat-labile enterotoxins: LT) 

และท็อกซินชนิดทนต่อความร้อน (Heat-stable enterotoxins: ST) เป็นสาเหตุของการสูญเสียน้ า

และเกลือแร่ของเซลล์ล าไส้ ซึ่งท าให้เกิดอาการท้องร่วงที่ไม่รุนแรง ผู้ป่วยจะมีไข้ต่ าและมีอาการปวด

เกร็งบริเวณช่องท้อง ถ่ายเป็นน้ า อาจพบอาการคลื่นไส้และอาเจียนร่วมด้วยในบางครั้ง และสามารถ

หายได้เองภายใน 1-5 วันโดยไม่ต้องใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษา (2, 23) 

 เชื้อ Enteropathogenic E. coli เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วงในเด็กทารกอายุต่ าว่า 2 ปี มัก

พบการระบาดของเชื้อในสถานรับเลี้ยงเด็กอ่อนโดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศก าลังพัฒนา เชื้อมี 

Bundle-forming pili และ intimin ซึ่งใช้ในการเกาะติดบริเวณล าไส้เล็กและเพ่ิมจ านวน ส่งผลให ้ 

เยื่อบุล าไส้เล็กเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างที่เรียกว่า Attaching and effacing (A/E) lesion และท า

ให้เซลล์ล าไส้เล็กสูญเสียความสามารถในการดูดซึม จึงท าให้เกิดอาการท้องร่วงที่ค่อนข้างรุนแรงและ

เรื้อรัง ผู้ป่วยจะมีไข้ต่ า อาเจียน อ่อนเพลีย น้ าหนักลด ขาดสารอาหารเนื่องมาจากอาหารไม่ถูกดูดซึม 

และอาจส่งผลต่อการหยุดการเจริญเติบโต (24) 

 เชื้อ Enterohemorrhagic E. coli เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วงในคนทุกช่วงอายุ แต่ในเด็ก

และผู้สูงอายุมักจะมีอาการรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตได้ มักพบการระบาดของเชื้อในประเทศที่พัฒนาแล้ว 

เชื้อสามารถสร้าง Verotoxin ซึ่งเป็นท๊อกซินที่มีคุณสมบัติคล้ายกับ Shiga toxin ที่สร้างจากเชื้อ 

Shigella spp. จึงเรียกเชื้อสายพันธุ์นี้ว่า Shiga toxigenic E. coli (STEC) ท๊อกซินดังกล่าวสามารถ

ท าให้เม็ดเลือดแดงแตกและยังท าให้เกิดพยาธิสภาพของเซลล์ผนังหลอดเลือดบริเวณไต เกิดภาวะ

ปัสสาวะเป็นเลือด (Hemolytic-uremic syndrome: HUS) นอกจากนี้ท๊อกซินของเชื้อยังรบกวนการ

ท างานของเยื่อบุล าไส้จึงเป็นสาเหตุของอาการท้องร่วงซึ่งพบได้ตั้งแต่อาการไม่รุนแรงไปจนถึงอาการ
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รุนแรง ผู้ป่วยอาจไม่มีไข้หรือมีไข้ต่ า มีอาการปวดเกร็งบริเวณช่องท้องและถ่ายเป็นเลือดชนิดที่ไม่พบ

เม็ดเลือดขาวปนในอุจจาระ รวมไปถึงอาการล าไส้ใหญ่อักเสบมีเลือดออก (Hemorrhagic colistis)    

ผู้ติดเชื้อ E. coli สายพันธุ์ดังกล่าวควรได้รับยาปฏิชีวนะในการรักษา (4) ตัวอย่างของเชื้อ 

Enterohemorrhagic E. coli สายพันธุ์ที่พบการแพร่ระบาดที่ส าคัญเชื้อ E. coli สายพันธุ์ O157:H7 

ซึ่งพบการแพร่ระบาดครั้งแรกในปี ค.ศ. 1982 ที่รัฐโอเรกอนและรัฐมิชิแกน สหรัฐอเมริกา (25)  

 เชื้อ Enteroinvasive E. coli เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วงในเด็กอายุต่ าว่า 5 ปี มักพบการ

ระบาดของเชื้อในประเทศก าลังพัฒนาแต่พบได้น้อยกว่าการแพร่ระบาดของเชื้อสายพันธุ์

Enterotoxigenic E. coli และ Enteropathogenic E. coli เชื้อมีการด าเนินของโรคคล้ายกับเชื้อ 

Shigella spp. กล่าวคือเชื้อสามารถเข้าสู่เซลล์โดยกระบวนการ Invasion ส่งผลให้เกิดการท าลาย

เนื้อเยื่อบริเวณล าไส้เล็กและเกิดการอักเสบ ผู้ป่วยมักจะอ่อนเพลีย มีไข้และอาการปวดบิดบริเวณช่อง

ท้องอย่างรุนแรง ถ่ายเป็นมูกเลือดชนิดที่พบเม็ดเลือดขาวปนในอุจจาระซึ่งเป็นอาการของโรคบิด (4) 

 เชื้อ Enteroaggregative E. coli เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วงเรื้อรังในทารกและเด็กเล็ก เชื้อมี 

Aggregative adherence fimbriae เพ่ือใช้ในการเกาะติดชั้นเยื่อเมือกในล าไส้ และยังสามารถสร้าง 

ท๊อกซินชนิด EAST 1 ท าให้เกิดอาการท้องร่วงถ่ายเป็นน้ าร่วมกับอาการมีไข้ แต่ไม่พบมูกเลือดปนใน

อุจจาระ (1, 2) 

 เชื้อ E. coli ยังสามารถก่อให้เกิดพยาธิสภาพนอกระบบทางเดินอาหารได้ โดยมีอาการทาง

คลินิกที่พบบ่อย ได้แก่ (3) 1). การติดเชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะมีสาเหตุมาจากเชื้อสายพันธุ์ 

Uropathogenic E. coli  ซึ่งมี P frimbriae เป็นปัจจัยที่ช่วยในการยึดเกาะติดเซลล์เยื่อบุผิวของ

กระเพาะปัสสาวะและมีท๊อกซินต่างๆ เช่น Hemolysin Cytotoxic necrotizing factor กระตุ้นระบบ

ภูมิคุ้มกันของร่างกายโฮสต์ส่งผลให้เกิดการอักเสบ และหากเชื้อสามารถบุกรุกผ่านเซลล์เยื่อบุของผนัง
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หลอดเลือดได้จะส่งผลให้เกิดการติดเชื้อในการแสเลือดตามมา (26) โรคติดเชื้อที่ระบบทางเดิน

ปัสสาวะที่ส าคัญ ได้แก่ โรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบ (Cystitis) และโรคกรวยไตอักเสบ 

(Pyelonephritis) 2). การติดเชื้อในกระแสเลือด เป็นการติดเชื้อแทรกซ้อนการจากการติดเชื้อที่ระบบ

อ่ืนมาก่อน เช่น การติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ ซึ่งมีปัจจัยก่อโรคที่ส าคัญได้แก่ Aerobactin มี

หน้าที่แย่งจับธาตุเหล็กจากเซลล์ของโฮสต์ Adhesin มีหน้าที่ช่วยในการเกาะติดและเพ่ิมจ านวนของ

ตัวเชื้อ และ Type III secretion system เป็นโปรตีนส าคัญในการบุกรุกเข้าสู่เซลล์ของโฮสต์ ปัจจัย

ดังกล่าวสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายส่งผลเกิดการอักเสบ ความผิดปกติของระบบการ

แข็งตัวของเลือด ความดันในร่างกายต่ า ตลอดจนส่งผลให้อวัยวะล้มเหลวได้ (27) 3). โรคเยื่อหุ้มสมอง

อักเสบในเด็กแรกเกิด โดยเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ก่อโรคดังกล่าวนั้นมีแอนติเจน 1 เป็นส่วนประกอบ

ของแคปซูลซึ่งช่วยในการเกาะติดและป้องกันการถูกโอบล้อมของเม็ดเลือดขาวได้ ขณะที่โปรตีน 

OmpA และ Cytotoxic necrotizing factor 1 มีส่วนช่วยให้เชื้อบุกรุกผ่านเข้าสู่เยื่อบุสมองและ

ภายหลังจากนั้นเชื้อจะเพ่ิมจ านวนและกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เกิดการอักเสบและเพ่ิมการ

ซึมผ่านของเหลวผ่านเยื่อหุ้มสมอง ส่งผลให้สมองเกิดการบวมน้ าและความดันสูง (28) 

 
 3. ปัจจัยในการก่อโรค  

 แม้ว่าเชื้อ E. coli จะเป็นเชื้อประจ าถิ่นในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วย

นม (2, 18) อย่างไรก็ดีเชื้อสามารถก่อโรคในคนได้ทั้งในระบบทางเดินอาหารและนอกระบบทางเดิน

อาหาร เนื่องมาจากเชื้อมีปัจจัยที่ช่วยในการก่อโรคหลายปัจจัย อาทิเช่น 1). Adhesive fimbriae หรือ  

Pili โดยที่เชื้อ E. coli ทุกสายพันธุ์จะมี Type I pili เป็นปัจจัยที่มีส่วนช่วยในการเคลื่อนที่และยึดเกาะ

กับพ้ืนผิวของเชื้อในขณะที่เชื้อ E.coli สายพันธุ์ที่ก่อโรคในระบบทางเดินปัสสาวะ ได้แก่ 

Uropathogenic E. coli จะมี P pili เป็นปัจจัยก่อโรคส าคัญและมีบทบาทในการเกาะติดกับเยื่อบุผิว
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บริเวณไต (26)  นอกจากนี้ในเชื้อสายพันธุ์ Enteropathogenic E. coli ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคท้องร่วงใน

ทารกนั้นจะมี Type IV pili หรือ Bundle forming pili ช่วยในการเกาะติดเยื่อเมือกบริเวณล าไส้ซึ่ง

เป็นปัจจัยส าคัญในการก่อให้เกิดโรคท้องร่วง (23) 2). เอ็นโดท๊อกซิน (Endotoxin) เป็นปัจจัยช่วยก่อ

โรคในเชื้อ E. coli ที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในกระแสเลือด ซึ่งเกิดจาก Lipopolysaccharide   ที่

อยู่บนผนังเซลล์และประกอบไปด้วยแอนติเจนโอ โพลิแซคคาไรด์และไลปิดเอ (Lipid A) เมื่อมีการติด

เชื้อในกระแสเลือดเอ็นโดท๊อกซินจะกระตุ้นให้เกิดอาการไข้ การเปลี่ยนแปลงของความดันและอาการ

ช็อกได้ (23) 3). เอ็กโซท๊อกซิน (Exotoxin) เป็นสารประเภทโปรตีนที่เชื้อสร้างข้ึนมาและหลั่งออกนอก

เซลล์ ตัวอย่างเช่น อัลฟ่าฮีโมลัยซินที่มีคุณสมบัติท าให้เม็ดเลือดแดงแตกและสามารถยับยั้งการถูกจับ

กินโดยเม็ดเลือดขาว แอโรแบคทินมีคุณสมบัติจับกับธาติเหล็ก ขณะที่เอ็นเทอโรท๊อกซิน 

(Enterotoxin) เป็นท๊อกซินที่มีผลต่อการท างานที่ผิดปกติของล าไส้โดยจะไปกระตุ้นให้เกิดการขับน้ า

และเกลือแร่ เอนเทอโรท๊อกซินมี 2 ชนิด ได้แก่ เอนเทอโรท๊อกซินประเภทที่ทนความร้อน (Heat-

stable enterotoxin) และเอนเทอโรท๊อกซินประเภทที่ไม่ทนความร้อน (Heat-labile enterotoxin) 

(23) เอนเทอโรท๊อกซินเป็นปัจจัยก่อโรคที่ส าคัญของเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ก่อโรคในระบบทางเดิน

อาหาร โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อ Enterotoxigenic E. coli โดยท๊อกซินจะกระตุ้นการท างานของ 

Guanylate cyclase ท าให้เกิดภาวะ Hypersecretion กระตุ้นให้เกิดการหลั่งน้ าเข้าสู่ช่องท้องหรือ

การท าลายเซลล์เยื่อบุผิวในล าไส้ และเป็นสาเหตุของการท้องร่วงตามมา (24) 

 
4. ระบาดวิทยา 

 การติดเชื้อ E. coli สามารถพบได้ทุกภูมิภาคของโลก E. coli เป็นสาเหตุหลักของการติดเชื้อ

ทั้งในชุมชน (Community acquired infection) และในโรงพยาบาล (Hospital หรือ Nosocomial 

acquired infection) (29, 30) การติดเชื้อในชุมชนเป็นการติดเชื้อขณะที่เกิดข้ึนขณะอยู่ในชุมชนหรือ
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ภายนอกโรงพยาบาล โดยเชือ้ก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อส่วนใหญ่ไม่ใช่เชื้อดื้อยา ขณะที่การ

ติดเชื้อในโรงพยาบาลนั้นเป็นการติดเชื้อขณะที่ผู้ป่วยได้รับการตรวจหรือเข้ารักษาตัวในโรงพยาบาล

หรือหลังจากเข้ารับการรักษาภายใน 48 ถึง 72 ชั่วโมง (31, 32) เชื้อ E. coli เป็นสาเหตุหลักอันดับ

หนึ่งของการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะในชุมชนและในโรงพยาบาล โดยพบมากถึง 80 และ 40 

เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (4) นอกจากนี้ยังพบว่า 40 เปอร์เซ็นต์ของโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบที่มีสาเหตุมา

จากการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบนั้นมีสาเหตุมาจากเชื้อ E. coli (1) จากการศึกษาของ Thamlikitkul 

และคณะเกี่ยวกับการติดเชื้อแบคทีเรียในผู้ป่วยโรงพยาบาล 4 แห่งในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2543 

พบว่ามีอัตราการติดเชื้อ E. coli สูงเป็นอันดับหนึ่งเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์และมีอัตราเชื้อ E. coli ที่ดื้อ

ต่อยา Ciprofloxacin เท่ากับ 34 เปอร์เซ็นต์ (33) จากข้อมูลของ Chaiwarith และคณะพบว่าเชื้อ        

E. coli สามารถเพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจที่มาจากเลือดและปัสสาวะได้มากเป็นอันดับหนึ่งจาก

โรงพยาบาลเชียงใหม่ ระหว่างปี พ.ศ. 2549 ถึง 2552 (34) 

 

5. การติดต่อ 

 โดยปกติเชื้อ E. coli เป็นเชื้อประจ าถิ่นในล าไส้ของคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมซึ่งสามารถถูก

ขับผ่านออกมากับอุจจาระได้ และมีโอกาสบนเปื้อนลงในดินหรือแหล่งน้ าที่ใช้เป็นแหล่งเพาะปลูกหรือ

อุปโภคบริโภค  (35) ดังนั้นเชื้อที่ปนเปื้อนไปกับผลผลิตจากแหล่งเพาะปลูกและน้ าดื่มอาจเข้าสู่ร่างกาย

คนโดยการรับประทาน (Fecal-oral route) ซึ่งเป็นเป็นการติดต่อหลัก พบว่าคนเป็นแหล่งเก็บกักเชื้อ

ที่ส าคัญของเชื้อสายพันธุ์ Enteropathogenic E. coli สายพันธุ์ Enteroinvasive E. coli ในขณะที่

สัตว์ อาทิเช่น สุกร ม้า วัว เป็นแหล่งเก็บกักเชื้อสายพันธุ์ Enteroaggregative E. coli สายพันธุ์ 

Enterotoxigenic E. coli (35) 
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6. การวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ  

 เนื่องจากเชื้อ E. coli สามารถก่อโรคติดเชื้อได้ในหลายระบบของร่างกาย ดังนั้นสิ่งส่งตรวจที่

สามารถใช้ในการเพาะแยกเชื้อจึงมีหลายประเภทข้ึนอยู่กับต าแหน่งของการติดเชื้อ อาทิเช่น สิ่งส่ง

ตรวจประเภทอุจจาระส าหรับวินิจฉัยการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร สิ่งส่งตรวจประเภทปัสสาวะ

ทั้งท่ีเป็นปัสสาวะส่วนกลาง ปัสสาวะที่เก็บได้จากการสอดสายสวนและปัสสาวะที่เจาะเก็บผ่านหน้า

ท้องส าหรับวินิจฉัยการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ สิ่งส่งตรวจประเภทเลือดส าหรับวินิจฉัยการ

ติดเชื้อในกระแสเลือด สิ่งส่งตรวจประเภทน้ าไขสันหลังส าหรับวินิจฉัยโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ สิ่งส่ง

ตรวจประเภทหนองส าหรับวินิจฉัยการติดเชื้อแผลพุพอง เป็นต้น ในปัจจุบันการวินิจฉัยเชื้อ E. coli ที่

เป็นสาเหตุของการติดเชื้อสามารถท าได้หลายวิธี ดังรายละเอียดต่อไปนี้ 

 

 6.1 การตรวจวินิจฉัยโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ 

  6.1.1 การย้อมสีแกรม  

  เป็นการย้อมตัวเชื้อแบคทีเรียด้วยสีแกรมเพ่ือตรวจหาตัวเชื้อโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ 

โดยเชื้อ E. coli จะย้อมติดสีแดงหรือเรียกว่าติดสีแกรมลบและมองเห็นลักษณะเชื้อเป็นรูปแท่ง (36) 

วิธีนี้เป็นเพียงการวินิจฉัยเบื้องต้นและไม่สามารถจ าแนกเชื้อ E. coli ออกจากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ

สายพันธุ์อ่ืนๆ ได้ แต่สามารถใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื้อนอกล าไส้ โดยเฉพาะในต าแหน่งที่ปราศจาก

เชื้อ (36) 

  6.1.2 การตรวจหาแอนติเจน  

  เป็นการตรวจหาแอนติเจนที่จ าเพาะกับตัวเชื้อโดยตรงจากสิ่งส่งตรวจ เช่น การ

ตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ E. coli สายพันธุ์ O157:H7 จากอุจจาระด้วยวิธี Polymerase chain 
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reaction (PCR) (37) รวมไปถึงการตรวจหาท๊อกซินที่เชื้อสร้างข้ึนมาและหลั่งออกมาปนอยู่ในสิ่งส่ง

ตรวจ เช่น การตรวจหา Shiga toxin ในอุจจาระด้วยวิธี Enzyme immunoassay (38) เป็นต้น  

 

 6.2 การวินิจฉัยเชื้อด้วยวิธีดั้งเดิม (Conventional method)  

  6.2.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อ 

 การเพาะเลี้ยงเชื้อที่เก็บได้จากสิ่งส่งตรวจบนอาหารเลี้ยงเชื้อถือเป็นวิธีมาตรฐาน (Gold 

standard) ในการวินิจฉัยเชื้อ โดยเชื้อ E. coli  สามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั่วไป 

อาทิเช่น อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar อาหารเลี้ยงเชื้อ Blood agar อาหารเลี้ยงเชื้อ MacConkey 

agar และ อาหารเลี้ยงเชื้อ Chocolate agar เป็นต้น โดยสภาวะที่เหมาะสมที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ 

E. coli คือการบ่มที่อุณหภูมิ 35 ถึง 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 18 ถึง 24 ชั่วโมง (1) โคโลนีของ

เชื้อ E. coli บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือดผสมมีลักษณะค่อนข้างใหญ่ มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 

2 ถึง 5 มิลลิเมตร โคโลนีมนัวาว ขอบเรียบ สีเทาขุ่น และมีความคล้ายคลึงกับโคโลนีของแบคทีเรีย    

แกรมลบรูปแท่งสายพันธุ์อ่ืนๆ จึงไม่สามารถใช้ลักษณะโคโลนีดังกล่าวในการจ าแนกสายพันธุ์ได้ (1) 

ขณะที่โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MacConkey agar มีสีชมพูเข้มและมีลักษณะแห้ง โคโลนีกลมแบน 

(3) ซึ่งเป็นลักษณะเด่นของเชื้อ เชื้อ E. coli บางสายพันธุ์สามารถถูกวินิจฉัยเบื้องต้นได้ด้วยการ

เพาะเลี้ยงลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดพิเศษ เช่น อาหารเลี้ยงเชื้อ Sorbital MacConkey agar ที่

สามารถจ าแนกเชื้อ Enterohemorrhagic E. coli ได้แก่ เชื้อ E. coli สายพันธุ์ O157:H7 ออกจาก

เชื้อ E. coli สายพันธุ์อ่ืนๆ ได ้เนื่องมาจาก เชื้อ E. coli สายพันธุ์ O157:H7 ไม่สามารถหมักย่อยน้ าตาล 

Sorbital จึงมีโคโลนีใสเมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้ ขณะที่เชื้อ E. coli สายพันธุ์อ่ืนๆ มีโคโลนีสี

ชมพูที่เกิดจากสภาวะที่เป็นกรดภายหลังการหมักย่อยน้ าตาล Sorbital (1) 
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  6.2.2 การวินิจฉัยจ าแนกเชื้อด้วยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 

  การทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (Biochemical test) เป็นการทดสอบโดยอาศัย

คุณสมบัติทางชีวเคมีต่างๆ ของเชื้อ  อาทิเช่น การย่อยสลายซับสเตรทประเภทโปรตีน คาร์โบไฮเดรต

และไขมัน การสร้างเอนไซม์หรือสารชีวภาพต่างๆ ความทนทานต่อสาร และคุณสมบัติที่สามารถ

แสดงออกได้ของเชื้อ (Phenotypic characteristic) เป็นต้น (1) เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียแต่ละสาย

พันธุ์มีคุณสมบัติปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่แตกต่างกันออกไป ดังนั้นการทดสอบดังกล่าวจึงสามารถใช้

จ าแนกเชื้อแบคทีเรียได้ถึงระดับสปีชีส์ คุณสมบัติปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่ส าคัญของเชื้อ E. coli ได้แก่ 

ความสามารถในการหมักย่อยน้ าตาลกลูโคส แลกโตสและซูโครสเมื่อท าการทดสอบด้วยอาหารเลี้ยง

เชื้อ Triple sugar iron (TSI) agar การให้ผลบวกกับปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลชั่นกับไลซีนและออร์นิทีน 

การเคลื่อนที่ในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งกึ่งเหลว ความสามารถในการสร้างสารอินโดล แต่ไม่สามารถ

สร้างเอนไซม์ยูริเอส เอนไซม์ออกซิเดสและไม่สามารถใช้ซิเตรทเป็นแหล่งคาร์บอนได้ (39) ตารางที่ 2.1 

แสดงคุณสมบัติปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเชื้อ E. coli เปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์อ่ืนๆ ในวงศ ์

Enterobacteriaceae (39) 
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ตารางท่ี 2. 1 คุณสมบัติปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเชื้อในวงศ์ Enterobacteriaceae (39) 
 

 

 

  6.2.3 การทดสอบทางซีโรโลยี  

  เป็นการตรวจวินิจฉัยจ าแนกเชื้อ E. coli โดยอาศัยคุณสมบัติทางแอนติเจนของเชื้อ 

ได้แก่ แอนติเจนโอซึ่งเป็นส่วนประกอบที่อยู่บนผนังเซลล์และแอนติเจนเอชซึ่งเป็นส่วนประกอบ    

แฟลเจลาของเชื้อ (1) เนื่องมาจากการวินิจฉัยจ าแนกเชื้อด้วยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีไม่

สามารถใช้จ าแนกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ของเชื้อ E. coli ได้ (32) ตัวอย่างของเชื้อ E. coli  
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สายพันธุ์ที่ถูกจ าแนกด้วยการทดสอบทางซีโรโลยี ได้แก่ สายพันธุ์ O128:H7 สายพันธุ์ O128:H8      

สายพันธุ์ O128:H21 ซึ่งเป็นเชื้อ Enterotoxigenic E. coli (40) สายพันธุ์ O55:H6 สายพันธุ์ 

O111:H2 สายพันธุ์ O128:H2 ซึ่งเป็นเชื้อ Enteropathogenic E. coli (40, 41) สายพันธุ์ O157:H7  

สายพันธุ์ O111:H8 ซึ่งเป็นเชื้อ Enterohemorrhagic E. coli (41, 42) สายพันธุ์ O124:H30          

สายพันธุ์ O144:H25 ซึ่งเป็นเชื้อ Entertoinvasive E. coli  (42) และสายพันธุ์ O86:H2 สายพันธุ์ 

O128:H35 สายพันธุ์ O126:H27 ซึ่งเป็นเชื้อ Enteroaggregative E. coli (40, 41) การทดสอบทาง   

ซีโรโลยีดังกล่าวมีประโยชน์ในด้านระบาดวิทยา สามารถใช้ในการวินิจฉัยพยาธิก าเนิดและสายพันธุ์ที่

ก าลังเกิดการแพร่ระบาด (40) เช่น การตรวจวินิจฉัยเชื้อ E. coli สายพันธุ์ O157:H7 โดยการตรวจหา

แอนติเจนชนิด O157 และ H7 ด้วยวิธ ีlatex agglutination (2) โดยการตรวจหาแอนติเจนดังกล่าว

ของเชื้อ       E. coli สายพันธุ์ O157:H7 จะให้ผลบวกโดยเกิดปฏิกิริยาตกตะกอนกับน้ ายา (43)  

  

 6.3 การทดสอบทางอณูชีววิทยา  

  การวินิจฉัยจ าแนกเชื้อด้วยวิธีดั้งเดิมอาจมีข้อจ ากัดบางประการ อาทิเช่น ใช้

ระยะเวลานานในการวินิจฉัย ความจ าเพาะไม่เพียงพอ และไม่สามารถวินิจฉัยเชื้อจากสิ่งส่งตรวจ

โดยตรงได้ในกรณีเป็นเชื้อที่เพาะเลี้ยงยาก (32) ปัจจุบันเทคนิคทางอณูชีววิทยาได้เข้ามามีบทบาทช่วย

ในการวินิจฉัยจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย โดยเทคนิคดังกล่าวมีข้อได้เปรียบหลายประการ อาทิเช่น เป็นวิธีที่

ให้ผลการทดสอบรวดเร็ว มีความไวและความจ าเพาะในการทดสอบสูง สามารถใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อที่

เจริญเติบโตยาก เช่น เชื้อ Mycobacterium หรือเชื้อที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เช่น เชื้อ Chalamydia และเชื้อ Rickettsia (32) ตัวอย่างของการน าเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใช้ใน

วินิจฉัยจ าแนกเชื้อ เช่น การวินิจฉัยแยกเชื้อ E. coli ที่เพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจที่เป็นปัสสาวะด้วย
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เทคนิค Random amplification polymorphic DNA-polymerase chain reaction (RAPD-PCR) 

(44) การวิเคราะห์แยกเชื้อ E. coli สายพันธุ์ O157:H7 ในอุจาจาระด้วยเทคนิค Multiplex PCR (45) 

  
7. การรักษาการติดเชื้อ E. coli 

 การติดเชื้อ E. coli ในระบบทางเดินอาหารนั้นหากมีอาการไม่รุนแรง เช่น มีอาการท้องร่วง 

ถ่ายเหลว ไม่มีมูกเลือดปนมาในอุจจาระ และไม่มีไข้ โดยส่วนใหญ่ไม่จ าเป็นต้องให้ยาปฏิชีวนะในการ

รักษา แต่จะให้น้ าเกลือแร่ทดแทนเพ่ือป้องกันภาวะขาดน้ าและรักษาตามอาการเท่านั้น (4) การใช้ยา

ปฏิชีวนะในการรักษาการติดเชื้อ E. coli จะใช้ในกรณีที่ผู้ป่วยที่มีอาการรุนแรง เช่น มีอาการท้องร่วง

ร่วมกับไข้สูงหรือมีอาการข้างเคียงโดยการปัสสาวะเป็นเลือดและในกรณีท่ีผู้ป่วยมีภาวะภูมิต้านทานต่ า 

(46) โดยทั่วไปการรักษาการติดเชื้อ E. coli สามารถใช้ยา Ciprofloxacin ยา Azithromycin หรือยา 

Trimethoprim รักษาร่วมกับการให้น้ าเกลือแร่ทดแทน (46) องค์การอนามัยโลกแนะน าให้ใช้ยา 

Ciprofloxacin ส าหรับการรักษาโรคท้องร่วงที่มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อ E. coli ซึ่งปริมาณยา 

Ciprofloxacin ที่เหมาะสมในผู้ใหญ่เท่ากับ 500 มิลลิกรัม ทุกๆ 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 7 ถึง 10 วัน และ

ในเด็กเท่ากับ 10 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม ทุกๆ 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3 วัน (47) ขณะที่การ

รักษาการติดเชื้อ E. coli นอกระบบทางเดินอาหาร เช่น โรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบ (Cystitis) จะใช้

ยา Trimethoprim/Sulfamethoxazole ยา Cephalexin หรือยากลุ่ม Fluoroquinolone ส าหรับ

การรักษา โรคกรวยไตอักเสบ (Pyelonephritis) ที่ไม่มีอาการแทรกซ้อนจะใช้ยา Ampicillin ร่วมกับ

ยา Gentamicin ยา Trimethoprim/Sulfamethoxazole หรือยา Ciprofloxacin ส าหรับการรักษา 

เป็นต้น (23)  
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8. ยากลุ่ม Quinolones 

 8.1 โครงสร้างของยากลุ่ม Quinolones  

 ยากลุ่ม Quinolones เป็นยาปฏิชีวนะชนิดหนึ่ง ถูกค้นพบขึ้นในช่วงปี ค.ศ. 1960 โครงสร้าง

พ้ืนฐานของตัวยาเป็นวงแหวนสองวงเชื่อมต่อกัน ประกอบไปด้วยวงคาร์บอน 8 ต าแหน่งที่มีหมู่กรด

คาร์บอกซิลิก  (Carboxylic acid) และหมู่คีโตน (Ketone) อยู่ที่ต าแหน่งที่ 3 และ 4 ตามล าดับ (5) 

ซึ่งเป็นต าแหน่งจะเข้าจับกับเอนไซม์เป้าหมายที่เชื้อแบคทีเรียสร้างขึ้น ตัวอย่างของยากลุ่ม 

Quinolones รุ่นแรก ได้แก่ Nalidixic acid, Oxolinic acid และ Cinoxacin ต่อมามีการพัฒนายา

เพ่ือให้สามารถออกฤทธิ์ได้ในวงกว้างมากขึ้นโดยการเติมฟลูออลีน (Fluorine) ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 6 

ในสูตรโครงสร้างเดิมของ Quinolones รุ่นแรก และเรียกยาในกลุ่มนี้ว่ายา Fluoroquinolones (รูปที่ 

2.1) (48) ซึ่งสามารถออกฤทธิ์ครอบคลุมในการรักษาแบคทีเรียทั้งแกรมลบและแกรมบวก ตัวอย่าง

ของยาปฏิชีวนะกลุ่ม Fluoroquinolones ได้แก่ Ciprofloxacin, Ofloxacin, Norfloxacin, 

Levofloxacin, Moxifloxacin เป็นต้น (5,8)  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2. 1 โครงสร้างพ้ืนฐานของยากลุ่ม Quinolones (48) 
 



 21 

 ความแตกต่างของการออกฤทธิ์ของยาแต่ละชนิดในยากลุ่ม Quinolones เกิดจากการเติมหมู่

อะตอมที่แตกต่างกันในคาร์บอนที่ต าแหน่งต่างๆ ดังที่สรุปในรูปที่ 2.2 โดยหมู่อะตอมที่เติมเข้าไปในแต่

ละต าแหน่งนั้นจะส่งผลต่อความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย รวมถึงประสิทธิภาพใน

การออกฤทธิ์ของตัวยาได้ (48,49) และท าให้ยากลุ่ม Quinolones มีความหลากหลายมากขึ้น 

รายละเอียดของการเติมหมู่อะตอมในคาร์บอนที่ต าแหน่งต่างๆ จะส่งผลต่อประสิทธิภาพของยาดังนี้ 

 ต าแหน่งที่ 1 การถูกแทนที่ด้วยอะตอมของไนโตรเจนและหมู่ Cyclopropyl หรือหมู่ Ethyl ที่

ต าแหน่งนี้จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกลุ่มแอนแอโรบิค (49) 

 ต าแหน่งที่ 3 และ 4 เป็นต าแหน่งส าคัญท่ีตัวยาจะใช้เข้าจับ เอนไซม์เป้าหมายและดีเอ็นเอ

ของเชื้อแบคทีเรีย โดยทั่วไปแล้วที่ต าแหน่งที่ 3 และ 4 นั้นจะถูกเติมด้วยหมู่ Carboxyl และหมู ่

Ketone ตามล าดับ (49) 

 ต าแหน่งที่ 5 การเติมหมู่อะตอมของหมู่อะมิโน หมู่ Alkyl หรือหมู่ Hydroxyl ที่ต าแหน่งนี้จะ

ช่วยเพิ่มเพ่ิมประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวก (49) 

 ต าแหน่งมี่ 6 การเติมอะตอมของฟลูออลีนที่ต าแหน่งนี้จะช่วยให้ยาสามารถเข้าจับกับเอนไซม์ 

DNA gyrase ได้ดีขึ้น ส่งผลตอ่การออกฤทธิ์ที่มากข้ึน และยังช่วยเพิ่มความสามารถของยาในการเข้าสู่

เซลล์ของเชื้อแบคทีเรียที่ดีขึ้นอีกด้วย (49) 

 ต าแหน่งที่ 7 เป็นต าแหน่งที่ส าคัญของยาที่ใช้จับกับเอนไซม์ DNA gyrase หรือเอนไซม์ DNA 

topoisomeraes IV ซึ่งเป็นเป้าหมายในการออกฤทธิ์ โดยพบว่าการเติมหมู่อะตอมต่างๆ เข้าไปที่

ต าแหน่งนี้จะส่งผลต่อความสามารถในการออกฤทธิ์ต่อเชื้อแบคทีเรีย เช่น หากมีการเติมหมู่ 

Aminopyrrolidine จะช่วยให้ยานั้นสามารถออกฤทธิ์ได้มากข้ึนต่อเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก แต่หาก

เป็นการเติมหมู่ Piperazine จะท าให้ยานั้นสามารถออกฤทธิ์ได้มากข้ึนต่อเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (49) 
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 ต าแหน่งที่ 8 การเติมหมู่อะตอมต่างๆ เข้าไปที่ต าแหน่งนี้จะช่วยให้ยาสามารถออกฤทธิ์ต่อเชื้อ

แบคทีเรียในกลุ่มท่ีแตกต่างกัน โดยพบว่าหากมีการเติมอะตอมของฟลูออรีนหรือหมู่คลอรีน จะท าให้

ยานั้นสามารถออกฤทธิ์มากข้ึนต่อเชื้อแบคทีเรียกลุ่มแอนแอโรบิค แต่หากเป็นการเติมหมู่ Methyl 

หรือหมู่ Methoxy จะท าให้ยานั้นสามารถออกฤทธิ์มากข้ึนต่อเชื้อแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวก (49) 

 

 

 
รูปที่ 2. 2 โครงสร้างของยากลุ่ม Quinolones ที่มีการเติมหมู่อะตอมในคาร์บอนที่ต าแหน่งต่างๆ 
(48) 

 

 การเติมหมู่อะตอมต่างๆ ในคาร์บอนที่ต าแหน่งที่แตกต่างกันออกไป ท าให้ยาในกลุ่ม 

Quinolones มีความหลากหลาย โครงสร้างของยาชนิดต่างๆ ในยากลุ่ม Quinolones ดังที่แสดงรูปที่ 

2.3 (50) 

  



 23 

 
 

  รูปที่ 2. 3 ตัวอย่างยาชนิดต่างๆ ในยากลุ่ม Quinolones (50) 
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 8.2 การแบ่งกลุ่มของยากลุ่ม Quinolones 

 ยากลุ่ม Quinolone สามารถแบ่งเป็นกลุ่มย่อยได้ตามความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรีย (8,49) ซึ่งแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ดังนี้  

 กลุ่มท่ี 1 ยาในกลุ่มนี้สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ในวงแคบ และใช้ในการ

รักษาการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบโดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อในวงศ์ Enterobacteriaceae (8) ตัวอย่าง

ของยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ Nalidixic acid, Cinoxacin, Flumequine, Oxolinic acid, Pipemidic acid, 

Piromidic acid, Rosoxacin เป็นต้น 

 กลุ่มท่ี 2 ยาในกลุ่มนี้ถูกพัฒนาขึ้นโดยการเติมหมู่ฟลูออรีนที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 6 และหมู่ 

Piperazinyl ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 7 เพ่ือให้สามารถออกฤทธิ์ได้ในวงกว้างขึ้น และใช้ในการรักษาการ

ติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบรวมถึงเชื้อ Pseudomonas aeruginosa และแบคทีเรียแกรมบวกได้หลาย

สายพันธุ์ ยกเว้นเชื้อ Streptococcus pneumoniae ตัวอย่างของยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ Ciprofloxacin, 

Norfloxacin, Oflxacin, Enoxacin, Pazufloxacin, Pefloxacin, Prulifloxacin, Rufloxacin      

เป็นต้น (8) 

 กลุ่มท่ี 3 ยาในกลุ่มนี้ถูกพัฒนาเพื่อให้ออกฤทธิ์ได้ในวงกว้างมากขึ้น โดยสามารถออกฤทธิ์

ครอบคลุมทั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ใช้ในรักษาการติดเชื้อ Staphylococcus aureus 

และเชื้อ S. pneumoniae ตัวอย่างของยากลุ่มนี้ ได้แก่ Levofloxacin, Gatifloxacin, Garenoxacin, 

Sparfloxacin, Tosufloxacin เป็นต้น (8) 

 กลุ่มท่ี 4 ยาในกลุ่มนี้สามารถออกฤทธิ์ได้ในวงกว้างที่สุดในบรรดายากลุ่ม Quinolones 

สามารถใช้ในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และแบคทีเรียในกลุ่ม            
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แอนแอโรบิค ตัวอย่างของยากลุ่มนี้ ได้แก่ Gemifloxacin, Delafloxacin, Moxifloxacin, 

Sitafloxacin, Trovafloxacin เป็นต้น (8) 

 
 8.3 กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุ่ม Quinolones 

 เมื่อยากลุ่ม  Quinolones เข้าสู่เซลล์ของเชื้อแบคทีเรียยาจะเข้าจับกับเป้าหมายของยา ได้แก่ 

เอนไซม์ DNA gyrase และ DNA topoisomerase IV และออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์

ดังกล่าว ส่งผลต่อการขัดขวางกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอ ท าให้เชื้อแบคทีเรียไม่สามารถสร้าง     

ดีเอ็นเอสายใหม่และตายในที่สุด (51) 

 โดยปกติในกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอนั้น ดีเอ็นเอและเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องจ าเป็นต้องเข้า

จับกันเพื่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างที่เหมาะสม เนื่องจากยากลุ่ม Quinolones นั้นไม่สามารถ

เข้าจับกับดีเอ็นเอหรือเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียได้โดยตรง และจ าเป็นต้องให้เกิดโครงสร้างการจับกัน

ระหว่างดีเอ็นเอและเอนไซม์ก่อน จากนั้นยากลุ่ม Quinolones จึงสามารถเข้าจับกับโครงสร้าง

ดังกล่าวได้โดยใช้หมู่ Carboxyl ที่ต าแหน่งคาร์บอนที่ 3 และหมู่ Ketone ที่ต าแหน่งคาร์บอนท่ี 4  ของ

ยาดังแสดงในรูปที่ 2.4 (51) เข้าจับกับหมู่อะมิโนที่ด้านปลายของเอนไซม์ท่ีต าแหน่งโคดอนที่ 83 และ 

87 ของยีน gyrA ในเชื้อแบคทีเรีย ตามล าดับ เกิดเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า Cleaved complex อยู่

บริเวณเหนือจุด Replication fork ซึ่งโครงสร้าง Cleaved complex ดังกล่าวจะคงสภาพอยู่และ

ส่งผลให้กระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียหยุดชะงัก ท าให้เชื้อแบคทีเรียไม่สามารถ

เจริญเติบโตได้และตายในที่สุด (5, 51, 52) 
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รูปที ่2. 4 รูปจ าลองแสดงลักษณะโมเลกุลของยากลุ่ม Quinolones (51) 

 

 โครงสร้าง Cleaved complex ที่เกิดจากการจับกันระหว่างดีเอ็นเอและเอนไซม์ของเชื้อ

แบคทีเรียกับยา Quinolones นอกจากจะขัดขวางกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอดังที่กล่าวมาแลว้ 

ยังสามารถกระตุ้นให้เกิดการซ่อมแซมดีเอ็นผ่านกระบวนการ SOS response ซึ่งส่งผลให้ดีเอ็นเอสาย

คู่เกิดการแตกหักดังรูปจ าลองกลไกที่แสดงในรูปที่ 2.5 (53)  
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รูปที ่2. 5 กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุ่ม Quinolones ผ่านกระบวนการ SOS response (53) 
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 8.4 เป้าหมายของยากลุ่ม Quinolones: เอนไซม์ DNA gyrase และเอนไซม์ DNA 

topoisomerase IV 

  เอนไซม์ DNA gyrase เป็นเป้าหลายหลักท่ียากลุ่ม Quinolones เข้ามาจับเพ่ือยับยั้ง

กระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (54) เอนไซม์ DNA gyrase ถูกค้นพบครั้ง

แรกในปี ค.ศ. 1976 โดย Gellert และคณะ (55) เอนไซม์ DNA gyrase เป็นโปรตีนที่มีขนาด 353  

กิโลดาลตัน มีโครงสร้างเป็น heterotetramer ซึ่งประกอบด้วย 2 หน่วยย่อยของโปรตีน GryA และ          

2 หน่วยย่อยของ GyrB (56) โดยโปรตีน GyrA นั้นมีขนาด 97 กิโลดาลตัน ประกอบด้วยกรดอะมิโน

จ านวน 875 โมเลกุล มีด้าน N-terminal domain ที่ใช้เข้าจับสายดีเอ็นเอและเชื่อมต่อกับโปรตีน 

GyrB  ส่วนด้าน C-terminal domain นั้นเป็นส่วนที่หุ้มสายดีเอ็นเอ ท าให้ดีเอ็นเอหมุนและเกิดการ

คลายเกลียว (56) ขณะที่โปรตีน GyrB มีขนาด 90 กิโลดาลตัน ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ านวน 804 

โมเลกุล ดังแสดงในรูปที่ 2.6โปรตีนทั้งสองชนิดนี้ถูกควบคุมการแสดงออกโดยยีน gyrA และยีน gyrB 

ตามล าดับ (55) 

 

 
รูปที่ 2. 6 ส่วนประกอบของโปรตีน GyrA และโปรตีน GyrB (56) 

 

 ในขั้นตอนการจ าลองสายดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli นั้น เมื่อดีเอ็นเอสายคู่ถูกแยกออกจากกัน

ด้วยเอนไซม์ Helicase แล้ว เอนไซม์ DNA gyrase จะเข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่ท่ีบริเวณเหนือจุด 
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Replication folk   ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนทิศทางการวนของสายดีเอ็นเอจากเดิมที่วนทางด้านขวา 

(Positive supercoils) ไปเป็นวนทางด้านซ้าย (Negative supercoils) ท าให้สายดีเอ็นเอเกิดการบิด

คลายเกลียว ซึ่งกระบวนการดังกล่าวต้องอาศัยพลังงานจากการย่อยสลาย Adenosine 

triphosphate (5)  

 เอนไซม์ DNA topoisomerase IV เป็นเป้าหมายหลักท่ียากลุ่ม Quinilones เข้ามาจับเพื่อ

ยับยั้งกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (54) เอนไซม์ DNA topoisomerase 

IV มีโครงสร้างเป็น Heterotetramer ซึ่งประกอบด้วย 2 หน่วยย่อยของโปรตีน ParC และ 2 หน่วย

ย่อยของโปรตีน ParE โดยโปรตีน ParC นั้นมีขนาด 83.7 กิโลดาลตัน ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ านวน 

752 โมเลกุล  ขณะที่โปรตีน ParE มีขนาด 70.2 กิโลดาลตัน ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ านวน 630 

โมเลกุล ส่วน parE นั้นมีขนาด 70.2 กิโลดาลตัน ซึ่งโปรตีนทั้งสองถูกควบคุมการแสดงออกโดยยีน 

parC และยีน parE  ตามล าดับ (55) เอนไซม์ DNA topoisomerase IV เป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับ

กระบวนการคลายเกลียวและคงสภาพของสายดีเอ็นเอ โดยเอนไซม์จะเข้าจับกับสายดีเอ็นเอที่บริเวณ

ใต้จุด replication folk ท าให้ดีเอ็นเอที่มีลักษณะวนทางด้านขวา (Positive supercoils) เกิดการ

คลายตัว อีกท้ังมีหน้าที่ส าคัญในการแยกสายดีเอ็นเอออกจากกันภายหลังสิ้นสุดกระบวนการจ าลอง

สายดีเอ็นเอในเชื้อแบคทีเรีย (55) รูปที่ 2.7 แสดงกลไกการท างานร่วมกันระหว่างเอนไซม์ DNA 

gyrase และเอนไซม์ DNA topoisomerases IV ในกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย 

(57) 
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รูปที ่ 2. 7 กลไกการท างานร่วมกันระหว่างเอนไซม์ DNA gyrase และเอนไซม์ DNA 

topoisomerases IV  ในกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอ (57) 

 

 8.5 เภสัชจลศาสตร์ของยากลุ่ม Quinolones 

 ยากลุ่ม Quinolones สามารถถูกดูดซึมได้อย่างรวดเร็วในระบบทางเดินอาหาร โดยภายหลัง

จากการรับประทานยาดังกล่าวแล้วยาจะสามารถดูดซึมได้ในเวลา 1-2 ชั่วโมง (58) หลังจากนั้นยากลุ่ม 

Quinolones จะสามารถแพร่กระจายเข้าสู่ส่วนต่างๆ ของร่างกายได้เป็นอย่างดี อาทิเช่น การ

แพร่กระจายเข้าสู่เนื้อเยื่อ กระดูก พลาสม่า และน้ าไขสันหลัง เป็นต้น (8) จากนั้นยาจะถูกขับออก

ภายนอกร่างกายโดยพบว่ายาส่วนใหญ่จะถูกขับและย่อยสลายได้ท่ีไตเป็นหลัก และมีบางส่วนย่อย

สลายและถูกขับออกที่ล าไส้ (58) 
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 8.6 ผลข้างเคียงของยากลุ่ม Quinolones 

 การใช้ยากลุ่ม Quinolones เพ่ือรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียนั้นสามารถพบผลข้างเคียงจาก

การใช้ยาได้ โดยทั่วไปพบว่าประมาณ 6-10 เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วยที่ได้รับยาจะเกิดอาการข้างเคียงใน

ระดับปานกลาง และประมาณ 1 เปอร์เซ็นต์จะเกิดอาการข้างเคียงที่รุนแรง (4) อาการข้างเคียงที่มี

สาเหตุมาจากใช้ยากลุ่ม Quinolones ที่สามารถพบได้ อาทิเช่น เกิดการอักเสบที่กระดูกและข้อ ความ

ดันต่ า ปวดศีรษะ เวียนศีรษะ นอนไม่หลับ ภาวะน้ าตาลในเลือดต่ า เป็นต้น (58)  

 

9. การดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones 

          9.1 กลไกการดื้อยากลุ่ม Quinolones 

 ยากลุ่ม Quinolones ถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรียอย่าง

แพร่หลายตั้งแต่ช่วงปี ค.ศ. 1970 เป็นต้นมา (59) และต่อมาได้มีการคิดค้นพัฒนายากลุ่ม 

Quinolones รุ่นใหม่เพื่อให้สามารถออกฤทธิ์ครอบคลุมได้ทั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 

อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถพัฒนากลายเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยาในกลุ่ม Quinolones ได ้(60) 

โดยอาศัยกลไกการดื้อยาดังต่อไปนี้ 1). การเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างของเอนไซม์เป้าหมาย 

(Alteration of the target enzymes) ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์ของยีนที่ควบคุมการแสดงออกของ

การสร้างเอนไซม์ที่เป็นหมายของยา โดยยีนดังกล่าวอยู่บนโครโมโซมของเชื้อบริเวณท่ีเรียกว่า 

Quinolone resistance determining regions (QRDRs) อันประกอบไปด้วยยีน gyrA ยีน gyrB ยีน 

parC และยีน parE การกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าวอาจเป็นผลมาจากความผิดพลาดในการถอดรหัส 

(Transcription errors) ที่เกิดขึ้นระหว่างการจ าลองสายดีเอ็นเอซ่ึงสามารถพบได้ในเชื้อแบคทีเรียสาย

พันธุ์ปกติในอัตรา 1 ใน 106 ถึง 1 ใน 109  โดยการกลายพันธุ์ของ Quinolone resistance 
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determining regions ที่เกิดขึ้นจะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและหน้าที่ของเอนไซม์ DNA 

gyrase (ส าหรับการกลายพันธุ์ของยีน gyrA หรือยีน gyrB) และเอนไซม์ DNA topoisomerase IV 

(ส าหรับการกลายพันธุ์ของ parC หรือยีน parE) ยาจึงไม่สามารถเข้าจับกับเอนไซม์เป้าหมายดังกล่าว

ได้อย่างจ าเพาะท าให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ต่อเป้าหมายได้ หรือมีการจับกับเอนไซม์เป้าหมายแบบ

หลวมๆ (Low affinity) ท าให้ยาออกฤทธิ์ได้ไม่สมบูรณ์ (51, 61) 2). การเพ่ิมการขับยาออกสู่ภายนอก

เซลล์ (Increased efflux pump) เกิดข้ึนจากการที่เชื้อแบคทีเรียเพิ่มปริมาณการสร้างโปรตีน QepA 

efflux pump เพ่ือเพ่ิมการขับยาออกภายนอกเซลล์ของตัวเชื้อแบคทีเรีย โดยการสร้างโปรตีนดังกล่าว

ถูกควบคุมโดยยีน qepA ของเชื้อแบคทีเรีย (51, 61) 3). การสร้างโปรตีนเพื่อป้องกันการเข้าจับของ

ยากับเอนไซม์เป้าหมาย (Target protection) เกิดข้ึนจากการที่เชื้อแบคทีเรียสามารถสร้างโปรตีน 

Qnr ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีโครงสร้างคล้ายกับ DNA ของตัวเชื้อ และเข้าจับเอนไซม์ DNA gyrase และ

เอนไซม์ DNA topoisomerase IV ส่งผลให้ยากลุ่ม Quinolones ไม่สามารถเข้าจับกับเอนไซม์

ดังกล่าวทั้งสองได้ ซึ่งการสร้างโปรตีน Qnr นั้นถูกควบคุมโดยยีน qnr ของเชื้อแบคทีเรีย (51, 61)     

4). การสร้างเอนไซม์เพ่ือท าลายการออกฤทธิ์ของยา (Quinolone-inactivating enzymes) ซึ่งเกิด

จากการที่เชื้อแบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ Acetylating Aac(6’)-Ib-cr ที่มีคุณสมบัติเติมหมู่ 

Acetyl ให้กับคาร์บอนต าแหน่งที่ 7 ที่จับกับหมู่ Piperazinyl nitrogen ของยากลุ่ม Quinolones 

ส่งผลให้ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ของยาลดลง การสร้างเอนไซม์ดังกล่าวถูกควบคุมโดยยีน aac(6’)-

lb-cr   ของเชื้อแบคทีเรีย (51, 61) 

 

 9.2 การดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones ในเชื้อ E. coli    

 การดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones ในเชื้อ E. coli นั้นพบว่าสามารถเกิดได้จากท้ัง 4 กลไกดังที่

อธิบายข้างต้น แต่กลไกท่ีพบได้บ่อยและเป็นสาเหตุหลักท่ีท าให้เชื้อ E. coli ดื้อต่อยากลุ่ม 
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Quinolones เกิดจากการกลายพันธุ์ในส่วนของ Quinolone resistance determining regions 

(34)  โดยงานวิจัยของ Aoki และคณะในปี คศ. 2013 ซึ่งท าการศึกษาในประเทศญี่ปุ่นนั้นพบว่าเชื้อ   

E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones นั้น 42.14 เปอร์เซ็นต์ เกิดการกลายพันธุ์ในส่วนของยีน 

Quinolone resistance determining regions 1.4 เปอร์เซ็นต์ นั้นมีสาเหตุมาจากการสร้างเอนไซม์ 

Quinolone-inactivating เพ่ือมาท าลายยา แต่ไม่พบว่ามีเชื้อท่ีดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones ด้วยการ

สร้างโปรตีนเพื่อป้องกันการเข้าจับของยากับเอนไซม์เป้าหมาย (62) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Cavaco และคณะในปี คศ. 2008 ที่พบว่า 98 เปอร์เซ็นต์ ของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา Ciprofloxacin 

นั้นเกิดการกลายพันธุ์ในส่วนของ QRDRs บริเวณยีน gyrA, parC และ parE 31.5 เปอร์เซ็นต์ เกิดจาก

การสร้าง drug efflux pump 1.6 เปอร์เซ็นต์ เกิดจากการสร้างโปรตีนเพื่อป้องกันเอนไซม์เป้าหมาย 

และ 9.7 เปอร์เซ็นต์ พบ aac(6’)-lb-cr gene ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ Quinolone-

inactivating เพ่ือมาท าลายยา (61)  

 การกลายพันธุ์ในส่วนของ Quinolone resistance determining regions นั้นสามารถเกิด

ได้ ณ ต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่งบนยีน gyrA ยีน gyrB ยีน parC และยีน parE หรืออาจเกิดได้พร้อมกัน

มากกว่าหนึ่งต าแหน่งขึ้นไป (11, 63) อย่างไรก็ตามการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่าการกลายพันธุ์

ส่วนใหญ่มักเกิดขึ้นบนยีน gyrA และยีน parC (62, 64-66) ในปี ค.ศ.  2013 Aoike และคณะ

ท าการศึกษาการกลายพันธุ์บน QRDRs ในเชื้อ E. coli ที่ก่อโรคนอกระบบทางเดินอาหารในประเทศ

ญี่ปุ่น พบว่าเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones จ านวน 85 เปอร์เซ็นต์เกิดกลายกลายพันธุ์ของ

ยีน gyrA ในขณะที่เชื้อจ านวน 45.6 เปอร์เซ็นต์ เกิดกลายกลายพันธุ์ของยีน parC (62) นอกจากนี้ยัง

พบว่าต าแหน่งของการกลายพันธุ์ที่พบได้บ่อยของยีน gyrA คือต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ในขณะที่

ต าแหน่งของการกลายพันธุ์ที่พบได้บ่อยของยีน parC  คือต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 (62)  การศึกษา
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ของ Nam และคณะในปี ค.ศ. 2013 ท าการศึกษาล าดับเบสของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา 

Ciprofloxacin และพบว่าอัตราการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA เท่ากับ 100 

เปอร์เซ็นต์และ 96.3 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และอัตราการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของ

ยีน parC เท่ากับ 97.5 เปอร์เซ็นต์และ 21.3 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (11) การกลายพันธุ์ของยีน gyrA ที่

เกิดข้ึน ณ ต าแหน่งโคดอน 83 ส่วนใหญ่ท าให้เกิดการแทนที่ (Substitution) ของกรดอะมิโน Serine 

(Ser) ด้วยกรดอะมิโน Luecine (Leu) หรือ Trytophan (Trp) หรือ Alanine (Ala) ในขณะที่ต าแหน่ง

โคดอน 87 มักพบการแทนที่ของกรดอะมิโน Aspatic acid (Asp) ด้วยกรดอะมิโน Asparagine (Asn) 

หรือ Tyrosine (Tyr) การกลายพันธุ์ของยีน parC  ณ ต าแหน่งโคดอน 80 ส่วนใหญ่ท าให้เกิดการ

แทนที่ของกรดอะมิโน Serine ด้วยกรดอะมิโน Isoluecine (Ile) หรือ Arginine (Arg) ในขณะที่

ต าแหน่งโคดอน 84 มักพบการการแทนที่ของกรดอะมิโน Glutamic acid (Glu) ด้วยกรดอะมิโน 

Glycine (Gly) หรือ Valine (Val) (66-68)  

 อย่างไรก็ตามมีการรายงานถึงการแทนที่ของกรดอะมิโนอ่ืนๆ นอกเหนือจากท่ีได้อธิบาย

ข้างต้น อาทิเช่น การกลายพันธุ์ในยีน gyrA ที่โคดอน 67 มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก Alanine 

เป็น Serine (69) ที่โคดอน 80 มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก Alanine เป็น Valine (10)  ที ่       

โคดอน 81 มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก Glycine เป็น Cysteine (69) เป็นต้น  ในยีน parC  ที่

โคดอน 78 มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก Glycine เป็น Aspartate (10, 66) หรือ Lysine (70) 

ที่โคดอน 90 มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก Alanine เป็น Valine (10) และ โคดอน 108  การ

เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจาก Alanine เป็น Threonine (Thr) (10) เป็นต้น แม้ว่าการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอนอ่ืนๆ นอกเหนือจากที่ต าแหน่งโคดอนหลักคือ 83 และ 87 ของยีน gyrA และ 80 และ 

84 ของยีน parC พบได้ไม่บ่อย แต่การกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นในบางต าแหน่งนั้นสามารถส่งผลให้เชื้อมี

อัตราการดื้อต่อยาที่สูงขึ้น เช่น การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 81 ของยีน gyrA และ ที่ต าแหน่ง      

โคดอน 78 บนยีน parC  ส่งผลให้เชื้อ E. coli มีดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones สูงขึ้น 4 ถึง 8 เท่า (71) 
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อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอนที่พบไม่บ่อยเหล่านี้จะเกิดขึ้นร่วมกับการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งหลักเท่านั้น (71) 

  จ านวนต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์บนยีน gyrA และ parC มีความสัมพันธ์กับระดับการดื้อ

ต่อยากลุ่ม Quinolones (71-73) กล่าวคือหากบริเวณ Quinolone resistance determining 

regions มีการกลายพันธุ์หลายต าแหน่งมากขึ้นจะสัมพันธ์กับค่าความเข้มข้นน้อยสุดของยากลุ่ม 

Quinolones ที่สูงขึ้นตามล าดับ (52) Minarini และคณะพบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 เพียง

ต าแหน่งเดียวบนยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่ยังคงไวต่อยากลุ่ม Quinolones แต่เมื่อเปรียบเทียบกับ

เชื้อสายพันธุ์ปกติ พบว่าเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ดังกล่าว มีค่าความเข้มข้นของยากลุ่ม Quinolones 

น้อยที่สุดที่ยับยั้งเชื้อที่สูงขึ้นกว่าเชื้อสายพันธุ์ปกติ นอกจากนั้นหากมีการการกลายพันธุ์เพ่ิมเติมที่

ต าแหน่งโคดอนอ่ืนบนยีน gyrA และ/หรือบนยีน parC จะส่งผลต่อการดื้อยาในระดับที่สูงขึ้น (59) 

Saenz และคณะพบว่าเชื้อ E. coli ยังคงไวต่อยา Ciprofloxacin แม้ว่ามีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง    

โคดอน 83 ของยีน gyrA เพียงต าแหน่งเดียว ขณะที่เชื้อดื้อต่อยาในระดับต่ าเมื่อพบการกลายพันธุ์          

2 ต าแหน่งที่เกิดข้ึนของยีน gyrA หนึ่งต าแหน่งร่วมกับของยีน parC หนึ่งต าแหน่ง และเชื้อจะดื้อต่อยา

ในระดับกลางหรือสูงเมื่อพบการกลายพันธุ์ 3 ต าแหน่งที่เกิดขึ้นของยีน gyrA หนึ่งต าแหน่งร่วมกับของ

ยีน parC สองต าแหน่ง (68) 

 

9.3 อัตราการดื้อยากลุ่ม Quinolones ของเชื้อ E. coli  

 ปัจจุบันเชื้อแบคทีเรียเกิดการดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones มีแนวโน้มที่สูงขึ้น ในปี ค.ศ. 2012 

Dalhoff และคณะได้ท าการศึกษาอัตราการดื้อยากลุ่ม Quinolones ใน 14 ประเทศจากทวีปต่างๆ ทั่ว

โลก พบว่าในประเทศแคนนาดามีอัตราการดื้อยาในเชื้อ E. coli เชื้อ Pesudomonas aeruginosa 

และเชื้อ Klebsiella pneumoniae เท่ากับ 21.4, 37.8 และ 12.2 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ประเทศ

อเมริกาใต้มีอัตราการดื้อยาในเชื้อ E. coli และเชื้อ K. pneumoniae เท่ากับ 17.2 และ 31.9 
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เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดับ พบอัตราการดื้อยาในประเทศเนเธอแลนด์ในเชื้อ E. coli และเชื้อ          

Proteus spp. เท่ากับ 29 และ 22 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (74) การศึกษาในปี ค.ศ. 2012 ของ Asenso 

และคณะในประเทศสเปนแสดงให้เห็นอัตราการดื้อยา Fluoroquinolones ของเชื้อในวงศ ์

Enterobacteriaceae ที่เพ่ิมขึ้นจาก 15 เป็น 25 เปอร์เซ็นต์ ระหว่างปี ค.ศ. 1999 ถึงปี ค.ศ. 2010 

(75) สอดคล้องกับการศึกษาในประเทศอินเดียในปี ค.ศ. 2005 ประเทศตุรกีในปี ค.ศ. 2007 และ

ประเทศเกาหลีใต้ในปี ค.ศ. 2009 ที่พบเชื้อ E. coli ที่ดื้อยา Fluoroquinolones เป็นสาเหตุหลักของ

การติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะเท่ากับ 69, 22 และ 88 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (74)  

 ส าหรับอัตราการดื้อยากลุ่ม Quinolones ในประเทศไทยพบว่ามีแนวโน้มที่เพ่ิมสูงขึ้น

เช่นเดียวกัน การศึกษาของ Sianglum และคณะเกี่ยวกับการดื้อต่อยา Nalidixic acid และยา 

Ciprofloxacin ของเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากตัวอย่างประเภทต่างๆ เช่น อุจจาระจากคนและสัตว์ ผกั

และน้ าแข็ง ในกรุงเทพมหานครและปริมณฑล พบว่ามีอัตราการดื้อต่อยา Nalidixic acid เท่ากับ 

31.6, 32.4, 35.6 และ 57.1 เปอร์เซ็นต์ และยา Ciprofloxacin เท่ากับ 5.3, 23.5, 22 และ 19 

เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่างประเภทต่างๆ ตามล าดับ (76)  โดยการกลายพันธุ์ที่พบเกิดขึ้นที่ต าแหน่งโคดอน 

83 และ/หรือ 87 ของยีน gyrA เท่ากับ 26 และ 24 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และมีการเปลี่ยนกรด         

อะมิโนที่ต าแหน่งโคดอน 83 จากกรดอะมิโน Serine เป็น Leucine ขณะที่ต าแหน่งโคดอน 87 เปลี่ยน

กรดอะมิโน Aspartate เป็น Asparagine (76) จากข้อมูลการตรวจหาความไวต่อยาของเชื้อชนิดต่างๆ 

(Antibiogram) ของโรงพยาบาลรามาธิบดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 

ประเทศไทย ประจ าปี พ.ศ. 2555 พบว่าเชื้อ E. coli มีอัตราการดื้อต่อยา Ciprofloxacin และยา 

Levofloxacin เท่ากับ 64 และ 63 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (7) สอดคล้องกับข้อมูลของกระทรวง

สาธารณสุข ประเทศไทย ประจ าปี พ.ศ. 2557 ซึ่งเป็นข้อมูลที่รวบรวมได้จากโรงพยาบาลจ านวนทั้งสิ้น 
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50 แห่งทั่วประเทศไทย พบว่าเชื้อ E. coli มีอัตราการดื้อต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin 

เท่ากับ เท่ากับ 54.7 และ 54.2 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (6)  

 

10. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 

 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะเป็นการทดสอบเพื่อวินิจฉัยว่ายาปฏิชีวนะสามารถยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของการก่อโรคได้หรือไม่ (3) ปัจจุบันมีเทคนิคท่ีสามารถใช้ในการทดสอบ

ความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียหลายเทคนิค อาทิเช่น การทดสอบด้วยวิธี Disk diffusion  

method การทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

(Minimum inhibitory concentration) การทดสอบด้วยเครื่องอัตโนมัติ และการทดสอบด้วยเทคนิค

ทางอณูชีววิทยา เป็นต้น   

 

 10.1 การทดสอบด้วยวิธี Disk diffusion method 

 เป็นการทดสอบเชื้อแบคทีเรียกับยาต้านจุลชีพที่บรรจุอยู่ในกระดาษกรองซึ่งทราบความ

เข้มข้นที่แน่นอน โดยยาจะแพร่กระจายออกไปในลักษณะเป็นวงรัศมีรอบๆ แผ่นยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มีเชื้อเจริญอยู่ หากเชื้อสามารถถูกยับยั้งได้ด้วยยานั้นๆ จะสามารถสังเกตวงใสรอบยาที่เกิดขึ้นหรือ

เรียกว่า Zone of inhibition  การอ่านผลต้องท าการวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ Zone of 

inhibition ดังกล่าว และน าไปแปลผลตามค่ามาตรฐานที่ปรากฏในคู่มือของ Clinical Laboratory 

Standards Institute ส าหรับเชื้อแต่ละชนิด ผลทดสอบด้วยวิธีดังกล่าวจะให้ผลเป็นเชื้อไวต่อยา 

(Susceptible) เชื้อดื้อต่อยาปานกลาง (Intermediate) หรือเชื้อดื้อต่อยา (Resistant) (2)  วิธี Disk 
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diffusion  method เป็นวิธีที่สะดวก เหมาะส าหรับงานประจ าในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา แต่ไม่

สามารถตรวจหาเชื้อที่มีระดับการดื้อยาต่ าๆ ได ้ 

 

 10.2 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยท่ีสุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ 

 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

เป็นการทดสอบหาปริมาณความเข้มข้นยาต่ าที่สุดที่ยับยั้งไม่ให้เกิดการเจริญของเชื้อในหลอดทดลอง 

สามารถทดสอบโดยเจือจางยาให้ได้ความเข้มข้นต่างๆ และเพาะเลี้ยงเชื้อที่ต้องการทดสอบลงไปใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาความเข้มข้นต่างๆ เหล่านั้น และสังเกตการเจริญของเชื้อภายหลังการบ่ม โดยค่า

ความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสามารถสังเกตได้จากความ

เข้มข้นของยาที่ต่ าที่สุดที่ไม่พบการเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ น าค่าท่ีได้ไปแปลผลตามค่า

มาตรฐานที่ปรากฏในคู่มือของ Clinical Laboratory Standards Institute ส าหรับเชื้อแต่ละชนิด 

ผลทดสอบด้วยวิธีดังกล่าวจะให้ผลเป็นเชื้อไวต่อยา เชื้อดื้อต่อยาปานกลาง หรือเชื้อดื้อต่อยา (77) การ

ทดสอบด้วยวิธีดังกล่าวมีข้อดีคือเป็นวิธีการที่ท าได้ง่าย สามารถทดสอบกับสารต้านจุลชีพได้หลายๆ

ชนิดในเวลาเดียวกัน แต่มีข้อจ ากัดคือไม่เหมาะกับการทดสอบในเชื้อแบคทีเรียโตช้า  

  10.2.1 Dilution method  

  เป็นการเจือจางยาในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือให้ได้ยาที่ความเข้มข้นเป็นล าดับที่แน่นอน 

ก่อนน ายามาทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะกับเชื้อที่ต้องการทดสอบ วิธีนี้สามารถท าได้ทั้งในอาหาร

เลี้ยงเชื้อแบบเหลวเรียกว่า Broth dilution method หรือในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งเรียกว่า Agar 

dilution method (2) วิธี Dilution method มีข้อดีคือเป็นวิธีมาตรฐานในการทดสอบความไวต่อยา
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ปฏิชีวนะ สามารถรายงานผลการทดสอบได้ทั้งในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพแต่มีข้อจ ากัดคือขั้นตอน

ในการทดสอบค่อนข้างยุ่งยาก มีหลายขั้นตอน ไม่เหมาะสมกับงานประจ า (32) 

  10.2.2 Gradient diffusion method 

  Epsilometer test® หรือ E-test® เป็นการทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้าน

จุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ โดยท าการทดสอบเชื้อกับแผ่นยาซึ่งมียาท่ีความ

เข้มข้นหลายๆ ความเข้มข้นบรรจุอยู่แบบ Exponential gradient ภายหลังการบ่มเชื้อสามารถอ่านค่า

ความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อโดยสังเกตจากจุดตัด

ระหว่างวงของเชื้อกับยาที่ระดับความเข้มข้นที่ถูกระบุอยู่บนแผ่นยา การทดสอบด้วยวิธี Epsilometer 

test® นั้นมีข้อดีคือ เป็นวิธีทีท่ าได้ง่าย ขั้นตอนไม่ยุ่งยาก ให้ผลการทดสอบในเชิงปริมาณคือสามารถ

ทราบถึงระดับความไวหรือระดับการดื้อต่อสารต้านจุลชีพของเชื้อแบคทีเรียได้ แต่มีข้อด้อยคือ แผ่นยา

มีราคาค่อนข้างแพง (32, 78)   

 

 10.3 การทดสอบด้วยเครื่องอัตโนมัติ 

 ปัจจุบันได้มีการทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชีพด้วยระบบอัตโนมัติ อาทิเช่น Vitex system 

และ Microscan walkaway system ระบบ Vitex system อาศัยหลักการเปลี่ยนแปลงของการ

ดูดกลืนแสงที่เกิดข้ึน ซึ่งเกิดจากความสามารถในการใช้สารซับเตรทของเชื้อแบคทีเรียที่แตกต่างกันใน

แต่ละสายพันธุ์ ภายในตัวเครื่องอัตโนมัตินั้นประกอบด้วยการ์ดพลาสติกขนาดเล็กที่บรรจุด้วยสารต้าน

จุลชีพที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ เครื่องอัตโนมัติจะท าการอ่านผลทุกๆ 15 นาที โดยเปรียบเทียบความ

ขุ่นของเชื้อแบคทีเรียในแต่ละหลุมเปรียบเทียบกับหลุมควบคุมท่ีไม่มีสารต้านจุลชีพและรายงานผล

เป็นค่าความเข้มข้นน้อยที่สุดของสารต้านจุลชีพที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ ขณะที่ระบบของ 
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Microscan walkaway system อาศัยหลักการอ่านผลการทดสอบด้วยเทคนิคสเปกโตรโฟโทมิเตอร์

หรือระบบฟลูออโรมิเตอร์ ซ่ึงภายในเครื่องจะประกอบด้วยถาดขนาดเล็กท่ีมีหลุมบรรจุสารต้านจุลชีพ

ที่ความเข้มข้นต่างๆ อ่านผลการเจริญของเชื้อ และรายงานผลการทดสอบเป็นค่าความเข้มข้นน้อย

ที่สุดของสารต้านจุลชีพที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ และสามารถใช้ทดสอบได้ทั้งในเชื้อแอโรบิคและ 

แอนแอโรบิคแบคทีเรีย (32, 78) 

 

10.4 การทดสอบด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา    

 เนื่องด้วยข้อจ ากัดบางประการของวิธีทดสอบในงานประจ าที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ ปัจจุบัน

เทคนิคทางอณูชีววิทยาจึงเข้ามามีบทบาทในการช่วยตรวจวนิิจฉัยความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ

แบคทีเรีย ตัวอย่างเช่น เทคนิค Hybridization เป็นการตรวจหาดีเอ็นเอเป้าหมายได้โดยการใช้ตัว

ติดตาม (Probe) ที่จ าเพาะเข้าจับกับระหว่างเบสคู่สมเกิดเป็นดีเอ็นเอลูกผสม (Hybrid DNA) ซ่ึง

สามารถตรวจติดตามการเกิดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้โดยการติดฉลากที่ตัวติดตาม อาทิเช่น การตรวจหา

การกลายพันธุ์บนยีน gyrA ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 85 ในเชื้อ Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus ที่ดื้อต่อยา Ciprofloxacin ด้วยเทคนิค Hybridization ร่วมกับการติด

ฉลากตัวติดตามด้วยสารรังสี (79) เทคนิค Multiplex real-time PCR เป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนามาจาก

เทคนิค PCR เพ่ือให้สามารถตรวจหาดีเอ็นเอเป้าหมายหลายๆ ต าแหน่งในเวลาเดียวกัน โดยการใช ้

ไพรเมอร์ที่จ าเพาะมากกว่า 1 คู ่(80) เช่น การน าเทคนิคดังกล่าวมาใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 80 และ 83 ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 และ 91 ของยีน parC ในเชื้อ      

E. coli และ Shigella ที่ดื้อต่อยา Ciprofloxacin (81) เทคนิค Polymerase chain reaction-Single 

strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) เป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์โดย

อาศัยความแตกต่างของขนาดและโครงสร้างของ ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่แยกได้หลังจากสิ้นสุดขั้นตอน 
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PCR ซึ่งจะเคลื่อนที่บนโพลิอะคริละไมด์เจลได้ในอัตราที่แตกต่างกัน  ท าให้ทราบรูปแบบล าดับของ    

ดีเอ็นเอเป้าหมายได้ (82, 83) เทคนิค Polymerase chain reaction-Restriction fragment length 

polymorphism (PCR-RFLP) เป็นเทคนิคท่ีอาศัยความแตกต่างของความยาวของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น

ภายหลังจากการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR ร่วมกับการถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะส่งผลให้เกิดรูปแบบของความยาวของดีเอ็นเอที่แตกต่างกันบนเจลอิเล็กโตรฟอเลซิสและท าให้

สามารถทราบการกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นได้ (84, 85) และเทคนิค Sequencing ซึ่งเป็นเทคนิคมาตรฐาน

ที่ใช้ในการทดสอบหาการกลายพันธุ์ โดยวินิจฉัยล าดับเบสของดีเอ็นเอเป้าหมายและน าข้อมูลที่ได้มา

เปรียบเทียบฐานข้อมูลของล าดับเบส อาทิเช่น ฐานข้อมูล Genbank (86) เทคนิค Sequencing มี

หลักการทั้งหมด 4 หลักการได้แก่ 1.) หลักการของ Sanger โดยอาศัยปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวน

ดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับดีเอ็นเอเป้าหมายร่วมกันกับการใช้ ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์    

ไตรฟอสเฟต (dNTP) และ ไดดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (ddNTP) 2.) หลักการของ 

Maxam & Gilbert  เป็นปฏิกิริยาที่อาศัยสารเคมีตัดสายดีเอ็นเอที่ต าแหน่งต่างๆ 3.) หลักการ 

Pyrosequencing เป็นการตรวจวัดปริมาณ Pyrophosphate ที่ถูกปล่อยออกมาขณะที่เกิดการต่อ

สายดีเอ็นเอในขั้นตอน Annealing และ 4.) Single-molecule sequencing with exonuclease 

เป็นปฏิกิริยาที่วัดปริมาณฟลูออเรสเซนต์ในขั้นตอนสุดท้าย โดยไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วยสาร        

ฟลูออเรสเซนต์เข้าจับและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย จากนั้นจึงใช้เอนไซม์ Exonuclease ย่อย     

ดีเอ็นดังกล่าวท าให้มีการปล่อยสารฟลูออเรสเซนต์ (86) แม้ว่าเทคนิค Sequencing จะเป็นเทคนิคที่มี

ความน่าเชื่อถือสูงและเป็นวิธีมาตรฐาน แต่ต้องอาศัยความช านาญในการปฏิบัติและมีราคาค่อนข้างสูง 

(85)  
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11. เทคนิค Multiplex allele specific-Polymerase chain reaction (MAS-PCR) 

 11.1 ความเป็นมาของเทคนิค Multiplex allele specific-Polymerase chain 

reaction (MAS-PCR) 

 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสบนสายนิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่งเดียว (Single-nucleotide 

polymorphisms: SNPs) รวมถึงการกลายพันธุ์เฉพาะจุด (Point mutation) อาจก่อให้เกิดผลที่

แตกต่างกันในลักษณะทางกายภาพ หรือโรคต่างๆ (Disease-associated mutation) ได้ (87) 

ตัวอย่างเช่น การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA ที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง

เอนไซม์ DNA gyrase และเป็นสาเหตุของเชื้อแบคทีเรียที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolone (51) หรือการเกิด 

SNPs ของยีน BIN1 ซึ่งเป็นหนึ่งในปัจจัยของการเกิดโรคอัลไซเมอร์ในคน (88) การตรวจวินิจฉัยการ

เปลี่ยนแปลงล าดับเบสดังกล่าวจึงมีความส าคัญทั้งในแง่การวินิจฉัยโรค การตอบสนองต่อยารักษาโรค

ที่แตกต่างกัน รวมไปถึงสามารถใช้เป็นเครื่องหมายชีวภาพส าหรับการสร้างแผนที่พันธุกรรม (87) 

ปัจจุบันมีเทคนิคทางอณูชีววิทยาหลายเทคนิคท่ีสามารถตรวจหาการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสบนสาย   

นิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่งเดียว อาทิเช่น เทคนิค DNA sequencing เทคนิค Denaturing High 

Performance Liquid Chromatography (DHPLC) และเทคนิค Allele specific-Polymerase 

chain reaction (AS-PCR) (89) 

 เทคนิค AS-PCR หรือ PCR allele-specific amplification (PASA) ถูกพัฒนาขึ้นครั้งแรก

โดย Newton และคณะในปี ค.ศ. 1989 ซึ่งเป็นเวลา 6 ปีหลังจากท่ีเทคนิค Polymerase chain 

reaction (PCR) ได้ถูกคิดค้นขึ้นมา (90) โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเทคนิคท่ีสามารถตรวจวินิจฉัย

ต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสบนสายนิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่งเดียว เพ่ือจ าแนกผู้ป่วยใน

โรคที่เก่ียวข้องกับการกลายพันธุ์ของยีนออกจากคนปกติ โดยเทคนิค AS-PCR ที่ได้พัฒนาขึ้นพบว่ามี
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ประสิทธิภาพดีในการจ าแนกผู้ที่มีภาวะบกพร่องของ Alpha1-antitrypsin ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์

ของยีน aat ที่ต าแหน่ง aat S loci และต าแหน่ง aat Z loci และเทคนิค AS-PCR ยังเป็นเทคนิคที่

ท าได้ง่าย มีความรวดเร็ว เชื่อถือได้ และไม่ต้องใช้สารกัมมันตภาพรังสีในการตรวจวัด (90)  

 เทคนิค AS-PCR เป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่พัฒนามาจากเทคนิค PCR เพ่ือใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสบนสายนิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่งเดียว (89) โดยเทคนิค AS-PCR 

นั้นจะใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบให้ล าดับเบสปลายด้าน 3’ มีความจ าเพาะกับล าดับเบสที่ปกติ ณ 

ต าแหน่งที่ต้องการตรวจวินิจฉัยการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอต้นแบบ (91) ส่งผลให้เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา

แล้วไพรเมอร์จะสามารถจับแบบคู่สมกับล าดับเบสที่ปกติและสามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอต้นแบบได้ 

ขณะที่ไพรเมอร์จะไม่สามารถจับแบบคู่สมกับล าดับเบสที่เกิดการเปลี่ยนแปลงและไม่สามารถเพ่ิม

จ านวนดีเอ็นเอต้นแบบ ซึ่งผลผลิตจากปฏิกิริยาดังกล่าวสามารถตรวจสอบได้ด้วยการเคลื่อนที่ผ่าน

กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส (Agarose gel electrophoresis) หรือการติดฉลากด้วยสีฟูลออเรสเซนส์ 

(Fluorescent dye-based homogeneous) (92) ปัจจุบันได้มีการน าเทคนิค AS-PCR มาใช้ในการ

วินิจฉัยการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียบางสายพันธุ์ อาทิเช่น การวินิจฉัยยีน aac(6′)-Ib-cr ในเชื้อ E. coli 

และเชื้อ Acinetobacter baumannii ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones (93) และการตรวจวินิจฉัยการ

กลายพันธุ์ที่โคดอน 83 และ 91 ของยีน gyrA ในเชื้อ Helicobacter pyrori ที่ดื้อต่อยา Gatifloxacin 

(94) 

  ภายหลังได้มีการพัฒนาการเทคนิค AS-PCR ให้สามารถตรวจวินิจฉัยครอบคลุมการเกิดการ

เปลี่ยนแปลงล าดับเบสบนสายนิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่งเดียวที่เกิดขึ้นพร้อมๆ กันหลายต าแหน่ง 

น าไปสู่การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR ซึ่งใช้ไพรเมอร์มากกว่า 2 คู่ข้ึนไป โดยที่ไพรเมอร์แต่ละคู่จะมี
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ความจ าเพาะกับล าดับเบสที่ปกติ ณ ต าแหน่งต่างๆ ที่มีการเปลี่ยนแปลง ท าให้สามารถวินิจฉัยดีเอ็นเอ

ต้นแบบที่เกิดการเปลี่ยนแปลงในหลายๆ ต าแหน่งได้พร้อมกันในการท าปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว (95) 

 
 11.2 เทคนิค MAS-PCR ส าหรับการวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรีย 

 ปัจจุบันมีการใช้เทคนิค MAS-PCR ในการวินิจฉัยการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสบนสายนิวคลีโอ

ไทด์เพียงต าแหน่งเดียวที่เกิดขึ้นพร้อมๆ กันหลายต าแหน่ง ตัวอย่างการใช้เทคนิคดังกล่าวในการตรวจ

วินิจฉัย เช่น การศึกษาของ Nicole และคณะในปี ค.ศ. 2006 ที่ท าการตรวจหายีน dhfr เพ่ือใช้ในการ

วินิจฉัยเชื้อ Cryptosporidium จากอุจจาระ (96) การศึกษาของ Bi และคณะในปี ค.ศ. 2011 เกี่ยวกับ

ความผิดปกติของยีนที่ต าแหน่ง m.3460G m.11778 14484 ของดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย ในผู้ป่วย

โรค Leber hereditary optic neuropathy (LHON) ที่มีอาการตาบอดเนื่องจากมีความผิดปกติที่ยีน

ดังกล่าวในประชากรประเทศจีน (97) การศึกษาของ Ahmad และคณะในปี ค.ศ. 2014 ที่ท าการตรวจ

การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 98 ของยีน cyp51A และยีน TR34 promoter ซึ่งเก่ียวข้องกับการ

ดื้อยา Triazole ของเชื้อรา Aspergillus fumigatus (98) และการศึกษาของ Bagheri และคณะในปี 

ค.ศ. 2011 ที่ศึกษาการกลายพันธุ์ใน factor V G1691A และ prothrombin G20210A ซึ่งเก่ียวข้อง

กับผู้ป่วยที่มีความผิดปกติของการแข็งตัวของเลือด (99) 

 เทคนิค MAS-PCR ถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีนที่

เกี่ยวข้องกับการดื้อยาของเชื้อ Mycobacterium tuberculosis อาทิเช่น การตรวจหาการกลายพันธุ์

แบบต าแหน่งเดียวของยีน katG ยีน rpoB ยีน gyrA และ ยีน rrs ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อ

ยา Isoniazid ยา Rifampicin ยา Fluoroquinolone และยา Aminoglycoside ตามล าดับ โดยพบว่า

เทคนิค MAS-PCR นั้นมีความไวและความจ าเพาะส าหรับการตรวจหาการกลายพันธุ์แบบต าแหน่ง

เดียวของยีนดังกล่าวเท่ากับ 97 และ 98.7 เปอร์เซ็นต์ส าหรับยา Isoniazid เท่ากับ 99.4 และ 89.1 
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เปอร์เซ็นต์ส าหรับยา Rifampicin เท่ากับ 93.6 และ 97 เปอร์เซ็นต์ส าหรับยา Fluoroquinolone 

และเท่ากับ 95.8 และ 98.8 เปอร์เซ็นต์ส าหรับยา Aminoglycoside ตามล าดับ (100) นอกจากนี้ยัง

ได้มีการน าเทคนิค MAS-PCR มาใช้ในการตรวจหาเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug 

resistant Mycobacterium tuberculosis: MTB) ที่ดื้อต่อยา Isoniazid ยา Rifampicin และยา 

Ethambutol ซึ่งเป็นยากลุ่มแรกส าหรับใช้ในการรักษาวัณโรค โดยพบว่าเทคนิคดังกล่าวให้ความไว

และความจ าเพาะเท่ากับ 81.1 และ 97.5 เปอร์เซ็นต์ส าหรับยา Isoniazid เท่ากับ 93 และ 98.9 

เปอร์เซ็นต์ส าหรับยา Rifampicin และเท่ากับ 54.5 และ 68 เปอร์เซ็นต์ส าหรับยา Ethambutol 

(101) พบว่าเทคนิค MAS-PCR เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสูง ราคาประหยัดเมื่อเทียบกับเทคนิคทาง

อณูชีววิทยาอ่ืนๆ และไม่มีความยุ่งยากซับซ้อนในการปฏิบัติเนื่องมาจากมีขั้นตอนการทดสอบ

เหมือนกับเทคนิค PCR (101) 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน 

 สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ และเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานที่ใช้ในงานวิจัย มี

รายละเอียด ดังนี้ 

 สารเคมี น้ ายาและวัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ    E. coli ประกอบด้วย วุ้น 

Agar base เบอร ์ 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy broth (TSB) ซื้อจากบริษัท Oxoid จ ากัด 

สหราชอาณาจักรและ จานอาหารเลี้ยงเชื้อพลาสติกขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 10 เซนติเมตร ซื้อจาก 

บริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา  

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli ประกอบด้วย 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton (MH) broth ซื้อจากบริษัท Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร แผ่น

ทดสอบ E-test® ส าหรับยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ซื้อจากบริษัท AB biomerieux 

จ ากัด ประเทศสวีเดน 

 สารเคมี น้ ายาและวัสดุทางวิทยาศาสตร ์ที่ใช้ในการสกัดสารพันธุกรรม เทคนิค polymerase 

chain reaction (PCR) และ เทคนิค Multiplex allele specific-polymerase chain reaction 

(MAS-PCR) ประกอบด้วยดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTPs) และเอนไซม์ Taq 

polymerase ซื้อจากบริษัท New England Biolabs จ ากัด สหรัฐอเมริกา Boric acid 

Etylenediaminetetraacetic acid ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา Tris base 

ซื้อจากบริษัท Promega จ ากัดสหรัฐอเมริกา ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส ซื้อจากบริษัท Thermo 

Scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกาไพรเมอร์สั่งจากบริษัท Life Sciences AP จ ากัด ปรเทศไทย Agarose 

ซื้อจากบริษัท 1st Base จ ากัด ประเทศสิงคโปร์ Ethidium bromide ซื้อจากบริษัท Plus OneTM 
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จ ากัด สหรัฐอเมริกา หลอด PCR ขนาด 0.5 มิลลิลิตรและหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich จ ากัด สหรัฐอเมริกา 

 เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ได้รับความอนุเคราะห์จากผู้ช่วยศาสตราจารย์ 

ดร.พิทักษ์ สันตนิรันดร์ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 

  
2. เครื่องมือ 

 เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ (Nanodrop™ 1000 spectrophotometer ) จากบริษัท Thermo 

scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา กล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) จากบริษัท Wealtech จ ากัด 

ประเทศไต้หวัน เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) จากบริษัท Genie2 จ ากัด สหรัฐอเมริกา เครื่องปั่น

ตกตะกอนความเร็วสูง Micro high speed refrigerate centrifuge) จากบริษทั Vision จ ากัด 

ประเทศเกาหลีใต้ เครื่อง Thermo cycler จากบริษัท Biorad จ ากัด สหรัฐอเมริกา                    

เครื่องอิเล็กโตรโฟเรซิส (Gel electrophoresis) จากบริษัท Myrun จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น เครื่อง

บันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV transilluminator G:BOX) จากบริษัท SynGene 

จ ากัด สหรัฐอเมริกา 
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3. การออกแบบงานวิจัย 

 งานวิจัยในครั้งนี้ได้แบ่งการทดสอบออกเป็นทั้งหมด 5 ส่วนได้แก่ 

 3.1 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพที่น้อยท่ีสุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อด้วยวิธี E-test® กับยา Quinolones ต่อเชื้อ E. coli 

 เพ่ือยืนยันผลการทดสอบความไวของแบคทีเรียต่อสารต้านจุลชีพด้วยวิธี disk diffusion และ

เพ่ือให้ทราบค่าของผลการทดสอบความไวของแบคทีเรียต่อสารต้านจุลชีพในเชิงปริมาณ โดยท าการ

ทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ หรือ 

Minimum inhibitory concentration (MIC) โดยท าการทดสอบกับยากลุ่ม Quinolones 2 ชนิด คือ 

ยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ด้วยวิธี E-test®  

 

 3.2 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน gyrA และ parC ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค 

Sequencing 

 เพ่ือศึกษาล าดับเบสที่เกิดการเปลี่ยนแปลงเนื่องมาจากการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน 

parC โดยท าการเพิ่มปริมาณยีน gyrA และยีน parC ด้วยเทคนิค PCR  และวิเคราะห์ล าดับเบสด้วย

เทคนิค Sequencing ตามวิธีของ Sanger จากนั้นท าการวิเคราะห์ทางสถิติถึงความสัมพันธ์ระหว่าง

ต าแหน่งและจ านวนของโคดอนที่มีการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC กับระดับการดื้อยา 

Quinolones 
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 3.3 การพัฒนาเทคนิค Multiplex allele specific-Polymerase Chain Reaction 

(MAS-PCR) เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ในเชื้อ E. coli 

 เพ่ือพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่สามารถตรวจต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ

ยีน parC ที่พบได้บ่อยและสัมพันธ์กับการดื้อยา Quinolone ในเชื้อ E. coli โดยออกแบบไพรเมอร์ที่

จ าเพาะต่อต าแหน่งโคดอนที่มีกลายพันธุ์ที่พบบ่อยจากผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และ

หาสภาวะที่เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา MAS-PCR  ที่สามารถตรวจการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ

ยีน parC ที่ต าแหน่งโคดอนนั้นๆ  

 
 3.4 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ในเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค 

MAS-PCR 

  เพ่ือตรวจต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ที่พบได้บ่อยและสัมพันธ์กับการ

ดื้อยา Quinolone ในเชื้อ E. coli โดยน าดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ทั้งหมด 111 สายพันธุ์มาทดสอบ

ด้วยเทคนิค MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้นมา  

 
 3.5 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิค MAS-PCR ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของ

ยีน gyrA และยีน parC ในเชื้อ E. coli 

 เพ่ือวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิค MAS-PCR ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA 

และยีน parC ในเชื้อ E. coli โดยน าผลจากการทดสอบที่ได้จากเทคนิค MAS-PCR มาค านวณหาความ

ไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก (Positive predictive value; PPV)  และค่าท านายผลลบ 

(Negative predictive value; NPV) โดยเปรียบเทียบกับผลของเทคนิค Sequencing และการ
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ทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อด้วยวิธี      

E-test®  

 

4. วิธีการทดลอง 

 4.1 การค านวนขนาดตัวอย่าง 

 การค านวณขนาดตัวอย่างเพ่ือใช้ในการศึกษาในตัวอย่าง 1 กลุ่ม ก าหนดระดับความเชื่อมั่นที่ 

1-α โดยค านวณขนาดตัวอย่างจากข้อมูลงานวิจัยก่อนหน้าที่น าเสนอในรูปของร้อยละหรืออัตรา โดย

ใช้สูตรดังนี้ (102) 

    n = Z2 α/2 P(1-P) 

     e2 

 n = ขนาดตัวอย่างที่ค านวณได้      

 Z α/2 = เป็นค่าจากตารางที่ระดับความน่าจะเป็นเท่ากับ 0.05 มีค่าเท่ากับ 1.96

 P = สัดส่วนตัวแปรที่สนใจศึกษาที่พบในประชากร   

 e = ค่าความผิดพลาดสูงสุดระหว่างสัดส่วนของตัวแปรที่สนใจศึกษาในตัวอย่าง

   และในประชากร (มักนิยมใช้ค่า d = 0.01 ถึง 0.1 ส่วนใหญ่นิยมใช้ 0.05) 

 จากค านวณด้วยสูตรดังกล่าวโดยใช้ตัวแปรเป็นข้อมูลจากงานวิจัยของ Uchida และคณะในปี 

ค.ศ. 2010 ที่ท าการศึกษาเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา Fluoroquinolones ของประเทศในทวีปเอเชีย

รวมถึงประเทศไทย ซึ่งพบว่าเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยาดังกล่าวมีการกลายพันธุ์ของยีน gyrA ที่ต าแหน่ง

โคดอน 83 และ 87 เท่ากับ 100 และ 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และของยีน parC ที่ต าแหน่งโคดอน 

80 และ 84 เท่ากับ 80 และ 30 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (63) ขนาดตัวอย่างที่ค านวณได้ถูกน ามา
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พิจารณาประกอบกับการอ้างอิงขนาดจ านวนตัวอย่างของการศึกษาก่อนหน้าที่มีลักษณะใกล้เคียงกัน 

(16) จึงเป็นที่มาของขนาดตัวอย่างของงานวิจัยในครั้งนี้ 

 

 4.2 เชื้อ E. coli 

 เชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ (Leftover specimen) ใน

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ในช่วงระหว่างเดือนมกราคมถึงเดือนมีนาคม พ.ศ.2557 โดยเชื้อ

ทั้งหมดถูกเพาะแยกมาจากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่ไม่ซ้ ากันและถูกวินิจฉัยจ าแนกสายพันธุ์ในระดับ  

สปีชีส์ด้วยการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ การสังเกตลักษณะโคโลนีและการทดสอบปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมี และผ่านการทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชีพด้วยวิธี Disk diffusion ตามวิธีมาตรฐานของ 

Clinical Laboratory Standard Institute ปี 2013 (103) เชื้อ E. coli ทั้ง 111 สายพันธุ์ที่น ามา

ทดสอบเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยาในกลุ่ม Quinolones ซึ่งได้แก่ ยา Ciprofloxacin และ/หรือ Levofloxacin 

 
 4.3 การเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli 

  เชื้อ E. coli ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจทั้งหมด 111 สายพันธุ์และเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ถูกเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนน าไปใช้ในการทดสอบข้ันตอนต่อไป ส าหรับการเก็บรักษา

เชื้อท าโดยการเขี่ยเชื้อที่ผ่านการการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จ านวน 1 ลูป

และเจือจางลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy broth (TSB) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เก็บที่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
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 4.4 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพที่น้อยท่ีสุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ E. coli ด้วยวิธี E-test® 

 ทดสอบค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli 

ทั้งหมด 111 สายพันธุ์ ด้วยวธิี E-test® ดังนี้ เขี่ยโคโลนีของเชื้อ E. coli ที่มีอายุ 24 ชัว่โมง จ านวน  

3-5 โคโลนี  เจือจางในน้ าเกลือที่มีความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปรับความขุ่นของเชื้อให้ได้เท่ากับ 0.5 

McFarland standard ซึ่งเท่ากับเชื้อท่ีมีปริมาณ 1-2x108 colony forming unit (CFU) ต่อมิลลิตร 

ใช้ไม้พันส าลีป้ายเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Muller-Hinton (MH) agar ทั้งหมด 3 ระนาบ วางแผ่น   

E-test® ส าหรับทดสอบยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ลงไปบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง อ่านค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ โดยสังเกตจุดตัดระหว่างโซนใสกับความเข้มข้นของยาที่ระบุอยู่บน

แผ่น E-test® และแปลผลตามค่าที่อ้างใน Clinical Laboratory Standard Institute ปี 2013 (103) 

ดังนี้ ค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่อยู่ในช่วง     

≤ 1, 2, ≥ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แปลผลได้เท่ากับไวต่อยา (Susceptible) ดื้อปานกลางต่อยา 

(Intermidiate) และดื้อต่อยา (Resistant) ตามล าดับ ขณะที่ค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin 

น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่อยู่ในช่วง ≤ 2, 4, ≥ 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แปลผลได้

เท่ากับไวต่อยา ดื้อปานกลางต่อยา และดื้อต่อยา ตามล าดับ เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

25922 ถูกใช้เป็นเชื้อควบคุมคุณภาพของส าหรับการทดสอบดังกล่าว 
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 4.5 การสกัดดีเอ็นเอ 

  ท าการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ทั้งหมด 111 สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ดังนี้ เขี่ยโคโลนีของเชื้อ E. coli ที่มีอายุ 24 ชั่วโมง จ านวน 1 ลูป เจือจางใน

สารละลาย Tris-Ethylenediaminetetraacetic (Tris-EDTA) buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม

ให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสในกล่องร้อนควบคุมอุณหภูมิเป็น

เวลา 10 นาท ีน าสารละลายมาปั่นแยกที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที ดูดเก็บน้ าใส

ส่วนบนซึ่งเป็นส่วนที่มีดีเอ็นเอมาท าการวัดหาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

เก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือรอท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

 

 4.6 การเพิ่มปริมาณยีน gyrA และยีน parC ด้วยเทคนิค PCR 

  4.6.1 การเพิ่มปริมาณยีน gyrA 

  เพ่ิมปริมาณยีน gyrA ของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์และเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA ซึ่งอ้างอิงมาจากงานวิจัยของ 

Oram และคณะ (104) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน uspA ซึ่งเป็นยีนควบคุมภายในหลอดทดลอง 

(internal control) โดยอ้างอิงมาจากงานวิจัยของ Chen และคณะ (105) ดังแสดงในตารางที่ 3.1     

ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่สกัดได้จากข้ันตอน 4.5 ถูกใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา 

Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม ในปฏิกิริยา

ซึ่งมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย Forward primer และ Reverse primer ปริมาณอย่าง

ละ 1 ไมโครโมล ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTPs) ความเข้มข้นรวม 200 ไมโครโมล 

บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล และเอนไซม์ Taq 
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DNA polymerase ความเข้มข้น 1.5 ยูนิต  โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ปฏิกิริยา 

PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาซึ่งอ้างอิงมาจากงานวิจัยของ Oram และคณะ (104) ดังนี้ 

อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาท ีตามด้วยปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

25 วินาที อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2.5 

นาท ีจ านวนทั้งสิ้น 30 รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาท ีวัดปริมาณผลผลิต PCR 

ที่เกิดขึ้นด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ เก็บผลผลิต PCR ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอท าการ

ทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

 

  4.6.2 การเพิ่มปริมาณยีน parC  

  เพ่ิมปริมาณยีน parC ของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์และเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน parC ซึ่งอ้างอิงมาจากงานวิจัยของ 

Vila และคณะ (106) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะยีน uspA ซึ่งเป็นยีนควบคุมภายในหลอดทดลอง โดย

อ้างอิงมาจากงานวิจัยของ Chen และคณะ (105) ดังแสดงในตารางที ่3.1 ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่

สกัดได้จากข้ันตอน 4.5 ถูกใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา PCR โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ

ปริมาณ 1 ไมโครกรัม ในปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย Forward primer 

และ Reverse primer ปริมาณอย่างละ 1 ไมโครโมล ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้ม

ขน 400 ไมโครโมล  บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า แมกนีเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 3 มิลลิโมล  และ

เอนไซม ์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 2.5 ยูนิต โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอด

ควบคุมลบ ปฏิกิริยา PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาซึ่งดัดแปลงมาจากงานวิจัยของ Vila 

และคณะ (107) ดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาท ีตามด้วยปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาท ี อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาท ี และอุณหภูมิ 72        
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องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 นาท ีจ านวนทั้งสิ้น 30 รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 

นาท ีวัดปริมาณผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ เก็บผลผลิต PCR ที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส เพ่ือรอท าการทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

 
ตารางท่ี 3. 1 รายละเอียดของไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนยีน gyrA และยีน parC ด้วย
ปฏิกิริยา PCR 
 

ยีนเป้าหมาย ล าดับเบสของ  
Forward primer และ reverse primer 

ต าแหน่ง ขนาดของ
ผลผลิต PCR 

(คู่เบส) 

อุณหภูม ิTm 

(องศาเซลเซียส) 

ที่มา 

gyrA 5’-TACACCGGTCAACATTGAGG-3’ 

5’-TTAATGATTGCCGCCGTCGG-3’ 

24-671 647 60 

62 

104 

parC 5’AAACCTGTTCAGCGCCGCATT-3’ 

5’-GTGGTGCCGTTAAGCAAA-3’ 

115-509 395 64 

54 

106 

uspA 5’- CCGATACGCTGCCAATCAGT-3’ 

5’-ACGCAGACCGTAGGCCAGAT-3’ 

4-887 884 62 

64 

105 

 

 

 4.7 การตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 

(Agarose gel electrophoresis) 

 น าผลผลิต PCR ของยีน gyrA และยีน parC ปริมาตร 5 ไมโครลิตรผสมกับ loading dyes 

ความเข้มข้น 6 เท่า ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน าไปเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความ

เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
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ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ี สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจล

ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส และบันทึกภาพผล

การทดสอบที่อ่านได้ 

 

 4.8 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน gyrA และ parC ด้วยเทคนิค Sequencing 

  4.8.1 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน gyrA และ parC ด้วยเทคนิค 

Sequencing 

  ท าการวิเคราะห์ล าดับเบสของผลผลิต PCR ของยีน gyrA และยีน parC ทีไ่ด้ใน

ขั้นตอน 4.6.1 และ 4.6.2 โดยเทคนิค Sequencing โดยเตรียมผลผลิต PCR ของยีน gyrA และ parC 

ปริมาตรไม่น้อยกว่า 20 ไมโครลิตร และควรมีปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอไม่น้อยกว่า 40           

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และ Forword primer ของยีน gyrA และ Forward primer ของยีน parC 

ตามรายละเอียดในตารางที่ 3.1 เพ่ือส่งไปวิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยเทคนิค Sanger sequencing 

(108) โดยบริษัท Bioneer Sequencing Service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น าผลการทดสอบ 

Sequencing มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของเชื้อ E. coli สายพันธุ์ K-12 (GenBank accession 

number U00096) (62) เพ่ือวิเคาะห์หาล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ด้วย

โปรแกรม BioEdit Version 7.1.3  

  4.8.2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล าดับเบสของยีน gyrA และ parC ที่มีการ

กลายพันธุ์กับระดับการดื้อยา Quinolones 

  วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างต าแหน่งและจ านวนของโคดอนที่พบการกลายพันธุ์

บนยีน gyrA และยีน parC กับระดับการดื้อยา Quinolones ที่ท าการทดสอบด้วย E-test® ด้วย 
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Fisher’s exact test (IBM SPSS 18.0 statistical package; บริษัท IBM จ ากัด สหรัฐอเมริกา) โดย

พิจารณาค่าความน่าจะเป็น (P-value) ที่มีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับน้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05 

 

 4.9 การพัฒนาเทคนิค Multiplex allele specific-Polymerase chain reaction 

(MAS-PCR) เพื่อตรวจการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC  

  4.9.1 การออกแบบ Allele specific primer  

 ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับต าแหน่งอัลลีลที่เกิดการกลายพันธุ์ที่ของยีน gyrA และ parC 

โดยออกแบบให้ไพรเมอร์มีปลายด้าน 3’  เป็นคู่สมจ าเพาะกับเบสที่ไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง      

โคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และท่ีต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC และเพ่ือให้ขนาด

ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นมีขนาดที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน จึงออกแบบให ้Forward primer เป็น

ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอนท่ี 83 และ 80 ในยีน gyrA และ parC ตามล าดับ ขณะที่ 

Reverse primer จ าเพาะกับโคดอนที่ 87 และ 84 ในยีน gyrA และ parC ตามล าดับ ดังที่แสดง

ต าแหน่งและทิศทางของ Allele specific primer ในรูปที่ 3.1 โดยใช้ล าดับเบสของเชื้อ E. coli      

สายพันธุ์  K-12 (62) เป็นต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์ดังกล่าว ตรวจสอบคุณสมบัติและ

ความจ าเพาะของ Allele specific primer ด้วยโปรแกรม Basic local alignment search tool 

(BLAST; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) โดยมีรายละเอียดของ  Allele specific primer แสดงใน

ตารางที ่3.2  
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รูปที่ 3. 1 ต าแหน่งและทิศทางของ Allele specific primer ของยีน gyrA และยีน parC       

หมายเหตุ Ser คือกรดอะมิโน Serine Asp คือกรดอะมิโน Aspartate Glu คือกรดอะมิโน 

Glutamate 
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ตารางท่ี 3. 2 รายละเอียดของ Allele specific primer ที่ใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และท่ีต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC 

 
ช่ือไพร

เมอร ์

ล าดับเบสของ  

Allele specific Primer 

ขนาดของผลผลิต 

MAS-PCR (คู่เบส) 

ต าแหน่ง อุณหภูม ิTm     

(องศาเซลเซียส) 

gryA83F 5’-TACCATCCCCATGGTGACTC-3’ 443 229-671 62 

gyrA87R 5’-GCCATGCGGACGATCGTGTC-3’ 256 24-279 64 

parC80F 5’-AATACCATCCGCACGGCGATAG-3’ 272 238-509 68 

parC84R 5’-CGCCATCAGGACCATCGCTT-3’ 176 115-290 64 

  

  4.9.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

  เพ่ือเป็นการหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA ได้แก่ 

อุณหภูมิ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ ความเข้มข้นของแมกนีเซียมและจ านวนรอบ ดีเอ็นเอที่สกัดได้ใน

ขั้นตอน 4.5 ของเชื้อ 3 สายพันธุ์ ถูกใช้เป็นตัวแทนของการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมดังกล่าว

ทั้งหมด เชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 3 สายพันธุ์ประกอบไปด้วย เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC 25922  ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA เชื้อ E. coli สายพันธุ์

ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของ

ยีน gyrA จ านวน 1 สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing 

และมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA เพียงต าแหน่งเดียว จ านวน 1 สายพันธุ์ 
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  4.9.2.1 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ทีเ่ป็นตัวแทนทั้ง 3 สายพันธุ์ที่

อุณหภูมิต่างๆ ในขั้นตอน Annealing โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากขั้นตอน 4.5 เป็นดีเอ็นเอ

ต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย            

ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม Forward primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA 

และยีน uspA (ตารางที่ 3.1) Allele specific  primer ของยีน gyrA (ตารางที ่3.2) ปริมาณอย่างละ 

1 ไมโครโมล ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 200 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความ

เข้มข้น 1 เท่า แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล และเอนไซม ์Taq DNA polymerase 

ความเข้มข้น 1.5 ยูนิต โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึน

ภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ดังนี้ อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีตามด้วยปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 วินาที อุณหภูมิ 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67        

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ีและ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2.5 นาท ีจ านวนทั้งสิ้น 30 

รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วย

การเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium 

bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 45 นาท ี

สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เลือกอุณหภูมิที่สามารถสังเกตเห็นต าแหน่งแถบของดีเอ็นเอที่ถูกต้องอย่าง

ชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมายส าหรับการทดลองขั้นต่อไป  
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  4.9.2.2 การหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR 

ของยีน gyrA 

  ในขั้นตอนนี้ได้เพ่ิมเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนอีก 1 สายพันธุ์ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค Sequencing และมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA ท าปฏิกิริยา 

MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ด้วยปริมาณของไพรเมอร์ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากข้ันตอน 4.5 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา 

MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย Forward primer และ Reverse 

primer ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA และยีน uspA (ตารางที ่3.1) Allele specific  primer ของยีน gyrA 

(ตารางที ่ 3.2) ที่มีความเข้มข้นของไพรเมอร์ต่างๆ ดังนี้ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1 ไมโครโมล ดีเอ็นเอ

ต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 200 ไมโครโมล PCR 

บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล  และเอนไซม์ Taq DNA 

polymerase ความเข้มข้น 1.5 ยูนิต โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ปฏิกิริยา 

MAS-PCR เกิดขึ้นภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาในขั้นตอน 4.9.2.1 ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่

เกิดข้ึนด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ 

Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น

เวลา 45 นาท ี สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบ

ขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เลือกความเข้มข้นของไพรเมอร์ ที่สามารถสังเกตเห็น

ต าแหน่งแถบของดีเอ็นเอที่ถูกต้องอย่างชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย

ส าหรับการทดลองขั้นต่อไป 
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  4.9.2.3 การหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา 

MAS-PCR ของ ยีน gyrA 

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์

ด้วยปริมาณของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากข้ันตอน 

4.5 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยา

ประกอบด้วย แมกนีเซียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 มิลลิโมล Forward 

primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA และยีน uspA (ตารางที ่3.1) Allele specific 

primer ของยีน gyrA (ตารางที ่ 3.2) ที่มีความเข้มข้นของไพรเมอร์ ตามข้ันตอน 4.9.2.2 ดีเอ็นเอ

ต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 200 ไมโครโมล PCR 

บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า  และเอนไซม์ Taq DNA polymeraseความเข้มข้น  1.5 ยูนิต โดยใช้น้ า

กลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาใน

ขั้นตอน 4.9.2.1 ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้น      

อะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 

ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ีสังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้

เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 

เลือกความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่สามารถสังเกตเห็นต าแหน่งแถบของดีเอ็นเอที่ถูกต้อง

อย่างชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมายส าหรับการทดลองขั้นต่อไป 
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  4.9.2.4 การหาจ านวนรอบที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์

ด้วยจ านวนรอบต่างๆ ของการท าปฏิกิริยา โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากขั้นตอน 4.5 เป็น          

ดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย 

Forward primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA และยนี uspA (ตารางที่ 3.1) Allele 

specific primer ของยีน gyrA (ตารางที ่ 3.2) ที่มีความเข้มข้นของไพรเมอร์ ตามข้ันตอน 4.9.2.2 

แมกนีเซียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้นตามข้ันตอน 4.9.2.3 ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม           

ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 200 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า  

และเอนไซม์ Taq DNA polymeraseความเข้มข้น 1.5 ยูนิต โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอด

ควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาในขั้นตอน 4.9.2.1 แต่จะใช้

จ านวนรอบในการท าปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน ดังนี้ 20, 25, 30, 35, 40 รอบ ตรวจสอบผลผลิต       

MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มี

ส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 

100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ี สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เลือกจ านวนรอบของการท า

ปฏิกิริยาที่สามารถสังเกตเห็นต าแหน่งแถบของดีเอ็นเอที่ถูกต้องอย่างชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของ 

ดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมายส าหรับการทดลองขั้นต่อไป 
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 4.9.3 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC 

 เพ่ือเป็นการหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC ได้แก่ อุณหภูม ิ

ความเข้มข้นของไพรเมอร์ ความเข้มข้นของแมกนีเซียมและจ านวนรอบ ดีเอ็นเอที่สกัดได้ในขั้นตอน 

4.5 ของเชื้อ 4 สายพันธุ์ ถูกใช้เป็นตัวแทนของการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมดังกล่าวทั้งหมด เชื้อ 

E. coli ทีเ่ป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ประกอบไปด้วย เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922  ที่

ไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC เชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ผ่านการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC 

จ านวน 2   สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมี

การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC เพียงต าแหน่งเดียวจ านวน 1 สายพันธุ์ 

 
  4.9.3.1 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในปฏิกิริยา MAS-PCR ในยีน parC 

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ทีเ่ป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์

ที่อุณหภูมิต่างๆ ในขั้นตอน Annealing โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากขั้นตอน 4.5 เป็นดีเอ็นเอ

ต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย            

ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม Forward primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC 

และยีน uspA (ตารางที่ 3.1) Allele specific primer ของยีน parC (ตารางที ่3.2) ปริมาณอย่างละ 

1 ไมโครโมล ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 400 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความ

เข้มข้น 1 เท่า แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 3 มิลลิโมล และเอนไซม์ Taq DNA polymerase 

ความเข้มข้น 2.5 ยูนิต โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึน

ภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา ดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีตามด้วยปฏิกิริยาที่
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อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ี อุณหภูมิ 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69           

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาท ีและ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท ีจ านวนทั้งสิ้น 30 

รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วย

การเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium 

bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 45 นาท ี

สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เลือกอุณหภูมิที่สามารถสังเกตเห็นต าแหน่งแถบของดีเอ็นเอที่ถูกต้องอย่าง

ชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมายส าหรับการทดลองขั้นต่อไป  

 
  4.9.3.2 การหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR 

ของยีน parC 

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ทีเ่ป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์

ด้วยปริมาณของไพรเมอร์ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากขั้นตอน 4.5 เป็น     

ดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย 

Forward primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA (ตารางที่ 3.1) Allele 

specific  primer ของยีน parC (ตารางที ่3.2) ที่มีความเข้มข้นของ Primer ต่างๆ ดังนี้ 0.1, 0.2, 0.4, 

0.8, 1 ไมโครโมล ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความ

เข้มข้น 400 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 3 มิลลิโมล 

และเอนไซม ์Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 2.5 ยูนิต  โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอด

ควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาในขั้นตอน 4.9.3.1 ตรวจสอบ

ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น                
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2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ีสังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เลือกความเข้มข้นของไพรเมอร์

ที่สามารถสังเกตเห็นต าแหน่งแถบของดีเอ็นเอที่ถูกต้องอย่างชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของดีเอ็นเอที่

ไม่ใช่เป้าหมายส าหรับการทดลองข้ันต่อไป 

 

  4.9.3.3 การหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา 

MAS-PCR ของยีน parC 

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์

ด้วยปริมาณของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากข้ันตอน 

4.5 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยา

ประกอบด้วย แมกนีเซียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 มิลลิโมล 

Forward primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA (ตารางที่ 3.1) Allele 

specific  primer ของยีน parC (ตารางที ่3.2) ทีม่ีความเข้มข้นของไพรเมอร์ ตามข้ันตอน 4.9.3.2     

ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้น 400          

ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า  และเอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น  2.5 

ยูนิต โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิ

และระยะเวลาในขั้นตอน 4.9.3.1 ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่าน

กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความ

เข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบ    
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ดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

ขนาด 100 คู่เบส เลือกความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่สามารถสังเกตเห็นต าแหน่งแถบของ     

ดีเอ็นเอที่ถูกต้องอย่างชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมายส าหรับการทดลองขั้น

ต่อไป 

 4.9.3.4 การหาจ านวนรอบท่ีเหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน 

parC    

 ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์

ด้วยจ านวนรอบต่างๆ ของการท าปฏิกิริยา โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากขั้นตอน 4.5 เป็น          

ดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย 

Forward primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยนี uspA (ตารางที่ 3.1) Allele 

specific  primer ของยีน parC (ตารางที่ 3.2) ที่มีความเข้มข้นของไพรเมอร์ ตามข้ันตอน 4.9.3.2 

แมกนีเซียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้นตามข้ันตอน 4.9.3.3 ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม           

ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้น 400 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า  

และเอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น  2.5 ยูนิต โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอด

ควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาในขั้นตอน 4.9.3.1 แต่จะใช้

จ านวนรอบในการท าปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน ดังนี้ 20, 25, 30, 35, 40 รอบ ตรวจสอบผลผลิต       

MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มี

ส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 

100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ี สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เลือกจ านวนรอบของการท า
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ปฏิกิริยาที่สามารถสังเกตเห็นต าแหน่งแถบของดีเอ็นเอที่ถูกต้องอย่างชัดเจนที่สุดและไม่เกิดแถบของ 

ดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมายส าหรับการทดลองขั้นต่อไป  

 
 4.10 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ parC ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค 

MAS-PCR    

  4.10.1 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค 
MAS-PCR   

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli  ทั้งหมด 111 สายพันธุ์ โดย

ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากข้ันตอน 4.5 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมี

ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย Forward primer และ Reverse primer ที่

จ าเพาะต่อยีน gyrA และยีน uspA (ตารางที ่3.1) Allele specific  primer ของยีน gyrA (ตารางที ่

3.2) และแมกนีเซียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้มตามขั้นตอน 4.9.2 ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต

ความเข้มข้น 200 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า  และเอนไซม์ Taq DNA polymerase 

ความเข้มข้น  1.5 ยูนิต โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นหลอด

ควบคุมบวกและน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้

อุณหภูมิและระยะเวลาในขั้นตอน 4.9.2 ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่าน

กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความ

เข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบ    

ดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

ขนาด 100 คู่เบส 
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  4.10.2 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค 

MAS-PCR 

  ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli  ทั้งหมด 111 สายพันธุ์ โดย

ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากข้ันตอน 4.5 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ซึ่งมี

ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาประกอบด้วย Forward primer และ Reverse primer ที่

จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA (ตารางที ่3.1) Allele specific  primer ของยีน parC (ตารางที ่

3.2) และแมกนีเซียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้มตามขั้นตอน 4.9.3 ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม 

ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้น 400       ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 

เท่า  และเอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น  2.5 ยูนิต โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นหลอดควบคุมบวกและน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุม

ลบ ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาในขั้นตอน 4.9.3 ตรวจสอบผลผลิต 

MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มี

ส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 

100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ี สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 

 

 4.11 การหาความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบท่ีน้อยท่ีสุดที่เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจ

พบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC 

 ทดสอบหาความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบที่น้อยที่สุดที่เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบการ

กลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC (Limit of detection) โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดได้ตามข้ันตอน 4.5 

ของเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 และเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกที่ผ่านการวิเคราะห์
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ด้วยเทคนิค Sequencing แล้วไม่พบการกลายพันธุ์ที่ยีน gyrA และยีน parC จ านวน 2 สายพันธุ์  น า

ดีเอ็นเอที่สกัดมาปรับความเข้มข้นและเจือจางด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นล าดับ 10 เท่า จนได้

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอเท่ากับ 1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0001, 0.00001 นาโนกรัม 

จากนั้นน าดีเอ็นเอในแต่ละระดับความเจือจางไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับการท าปฏิกิริยา    

MAS-PCR โดยใช้สภาวะในการท าปฏิกิริยาตามขั้นตอน 4.9.2 ส าหรับยีน gyrA และขั้นตอน 4.9.3 

ส าหรับยีน parC โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่

เกิดข้ึนด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้น อะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ 

Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น

เวลา 45 นาท ี สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบ

ขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส ความเข้มข้นดีเอ็นเอน้อยที่สุดที่เทคนิค MAS-PCR 

สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC คือความเข้มข้นสุดท้ายที่ยังสามารถ

สังเกตเห็นแถบดีเอ็นทุกแถบได้อย่างชัดเจน 

 

 4.12 การทดสอบความไว (sensitivity) ของเทคนิค MAS-PCR  

 ทดสอบหาปริมาณเชื้อ E. coli ที่น้อยที่สุดที่เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลาย

พันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC โดยใช้เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 และเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์คลินิกที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing แล้วไม่พบการกลายพันธุ์ที่ยีน gyrA และ

ยีน parC จ านวน 2 สายพันธุ์ เพาะเลี้ยงเชื้อทั้งหมดดังกล่าวบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy agar 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีของเชื้อมาเจือจางในน้ าเกลือที่มีความ

เข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปรับความขุ่นของเชื้อให้ได้เท่ากับ 0.5 McFarland standard ซึ่งเท่ากับเชื้อ
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ที่มีปริมาณ 1-2x108 colony forming unit ต่อมิลลิลิตร น าสารละลายเชื้อต้นดังกล่าวมาเจือจางเป็น

ล าดับ 10 เท่าจนได้ระดับความเจือจางของเชื้อเท่ากับ 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 (109) ดูด

เชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตรจากหลอดสารละลายเชื้อในแต่ละระดับความเจือจางมาหยดลงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Trypticase soy agar  ใช้แท่งแก้วเกลี่ย (Spreader) เกลี่ยเชื้อให้กระจายทั่วผิวหน้าของ

อาหารเลี้ยงเชื้อ โดยท าซ้ าสองครั้งในแต่ละระดับความเจือจาง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง ตรวจนับจ านวนโคโลนีของเชื้อที่มีจ านวนอยู่ระหว่าง 30 ถึง 300 โคโลนี น าค่าเฉลี่ย

ของจ านวนโคโลนีในแต่ละระดับความเจือจางไปค านวณจ านวนเชื้อที่นับได้โดยมีหน่วยเป็น colony 

forming unit ต่อมิลลิตร ตามสูตรที่แสดงต่อไปนี้  

 

จ านวนของเชื้อ (colony forming unit ต่อมิลลิตร) = ค่าเฉลี่ยจ านวนโคโลนีของเชื้อ x 100 x ระดับ

ความเจือจาง 

 ดูดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรจากหลอดสารละลายเชื้อในแต่ละระดับความเจือจางมาท าการ

สกัดดีเอ็นเอตามขั้นตอน 4.5 น าดีเอ็นเอที่สกัดจากแต่ละระดับความเจือจางไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ

ส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยใช้สภาวะในการท าปฏิกิริยาตามข้ันตอน 4.9.2  ส าหรับยีน 

gyrA และข้ันตอน 4.9.3 ส าหรับยีน parC โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ตรวจสอบ

ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 

เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ีสังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสง

อัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส ปริมาณของเชื้อ E. coli ที่น้อย

ที่สุดที่เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ได ้ จะมีค่า
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เท่ากับจ านวนของเชื้อ (colony forming unit ต่อมิลลิลิตร) ณ ระดับความเจือจางของเชื้อน้อยที่สุดที่

สามารถสังเกตเห็นแถบดีเอ็นเอทุกแถบได้อย่างชัดเจน  

 

 4.13 การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิค MAS-PCR  

 ทดสอบหาความจ าเพาะของเทคนิค MAS-PCR กับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ได้แก่ 

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella cholerasuis,          

Yersinia enterocolitica, Shigella dyscenteriae, Klebsiella pneumoniae,           

Aeromonas hydrophila, Proteus mirabilis (110) เพาะเลี้ยงเชื้อทั้งหมดดังกล่าวบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ Trypticase soy agar  บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการสกัดดีเอ็นเอ

ตามข้ันตอน 4.5 น าดีเอ็นเอที่สกัดจากไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR 

โดยใช้สภาวะในการท าปฏิกิริยาตามข้ันตอน 4.9.2 ส าหรบัยีน gyrA และข้ันตอน 4.9.3 ส าหรับยีน 

parC โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นหลอดควบคุมบวกและใช้

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการเคลื่อนที่

ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้น    อะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide 

ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาท ีสังเกต

แถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 
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 4.14 การค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านาย

ผลบวก (Positive predictive value; PPV) และค่าท านายผลลบ (Negative predictive 

value; NPV) ของเทคนิค MAS-PCR 

 น าผลการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ของเชื้อ E. coli ทั้งหมด 111 

สายพันธุ์ด้วยเทคนิค MAS-PCR มาเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค 

Sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน และผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพที่น้อยที่สดุ

ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อด้วย E-test® เพ่ือค านวณหาค่าความไว (หมายถึงโอกาสที่ผลบวก

ด้วยวิธีมาตรฐานจะได้รับผลการทดสอบว่าเป็นบวกด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นมา) ค่าความจ าเพาะ (หมายถึง

โอกาสที่ผลลบด้วยวิธีมาตรฐานจะได้รับผลการทดสอบว่าเป็นลบด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นมา ค่าท านาย

ผลบวก (หมายถึงโอกาสที่การทดสอบที่ให้ผลบวกจากวิธีที่พัฒนาขึ้นมาจะมีการกลายพันธุ์ของเชื้อ

จริง) และค่าท านายผลลบ (หมายถึงโอกาสที่การทดสอบที่ให้ผลลบจากวิธีที่พัฒนาขึ้นมาจะไม่มีการ

กลายพันธุ์ของเชื้อจริง) โดยความสัมพันธ์ระหว่างผลของการทดสอบด้วยเทคนิคที่พัฒนาขึน้

เปรียบเทียบกับผลของการทดสอบด้วยวิธีมาตรฐานเป็นไปตามท่ีแสดงในตารางที่ 3.3  
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ตารางท่ี 3. 3 แสดงความสัมพันธ์ของผลการทดสอบด้วยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับ

ผลทดสอบด้วยวิธีมาตรฐาน (111) 

 

 ผลทดสอบเป็นบวก

ด้วยวิธีมาตรฐาน 

ผลทดสอบเป็นลบด้วยวิธี

มาตรฐาน 

ผลทดสอบเป็นบวกด้วยวิธีที่

พัฒนาขึ้น 

ผลบวกจริง 

(a) 

ผลบวกปลอม 

(b) 

ผลทดสอบเป็นลบด้วยวิธีที่

พัฒนาขึ้น 

ผลลบปลอม 

(c) 

ผลลบจริง 

(d) 

 

 ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค  MAS-PCR ที่

พัฒนาขึ้นมา สามารถค านวณได้จากสมการต่อไปนี้ (111) 

   ความไว   = a/(a+c) 

   ความจ าเพาะ  = d/(b+d) 

   ค่าท านายผลบวก  = a/(a+b)  

   ค่าท านายผลลบ  = d/(c+d)  

 



บทที ่4 

ผลการทดลอง 

1. เชื้อ E. coli ที่ใช้ในงานวิจัย 

 เชื้อ E. coli จ านวนทั้งสิ้น 111 สายพันธุ์แยกได้จากสิ่งส่งตรวจประเภทต่างๆ ใน

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 4.1 โดยพบเชื้อ E. coli จากสิ่งส่ง

ตรวจมากท่ีสุดจ านวน 96 สายพันธุ์ (86.49 เปอร์เซ็นต์) เชื้อ E. coli ทุกสายพันธุ์ผ่านการทดสอบความ

ไวต่อยา Ciprofloxacin และ ยา Levofloxacin ด้วยวิธี Disk diffusion ตามวิธีมาตรฐานของ 

Clinical Laboratory Standard Institute ปี 2013 (103) สามารถจ าแนกได้เป็นเชื้อ E. coli ที่ไวต่อ

ยา Ciprofloxacin และ Levofloxacin จ านวน 19 สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา 

Ciprofloxacin และยา Levofloxacin จ านวน 92 สายพันธุ์ (ตารางที่ 4.2) 
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ตารางท่ี 4. 1 ประเภทของสิ่งส่งตรวจที่สามารถเพาะแยกเชื้อ E. coli จ านวน 111 สายพันธุ์ที่ใช้

ในการศึกษา 

 

ประเภทของสิ่งส่งตรวจ จ านวนสายพันธ์ุ เปอร์เซ็นต ์

ปัสสาวะ 96 86.49 

เลือด 6 5.41 

แผล,ฝ,ีหนอง (Pus, wound) 2 1.80 

น้ าด ี(Bile) 3 2.70 

น้ าเจาะจากส่วนต่างๆของรา่งกาย  

(Abdominal fluid, pelvic cavity) 

2 1.80 

กระดูกก้นกบ (Coccyx) 1 0.90 

ขาหนีบ (Groin) 1 0.90 

รวม 111 100 

 

 

2. ค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli ด้วยวิธี 
E-test® 

 เชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ ถูกน ามาทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้าน 

จุลชีพที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ ด้วยวธิี E-test® โดยมีเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ถูกใช้เป็นเชื้อควบคุมคุณภาพส าหรับการทดสอบ และแปลผลตามค่าที่อ้างอิง

ใน Clinical Laboratory Standard Institute ปี ค.ศ. 2013 (103) ดังนี้ ค่าความเข้มข้นของยา 

Ciprofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่อยู่ในช่วง ≤ 1, 2, ≥ 4 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตร แปลผลได้เท่ากับไวต่อยา (Susceptible) ดื้อปานกลางต่อยา (Intermidiate) และดื้อต่อยา 

(Resistant) ตามล าดับ ขณะที่ค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อที่อยู่ในช่วง ≤ 2, 4, ≥ 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แปลผลได้เท่ากับไวต่อยา ดื้อปานกลาง

ต่อยา และดื้อต่อยา ตามล าดับ พบว่าเชื้อ E. coli จ านวน 16 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบที่ไวต่อยา 

Ciprofloxacin และยา Levofloxacin เชื้อ E. coli จ านวน 3 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบที่ดื้อปาน

กลางต่อยา Ciprofloxacin และไวต่อยา Levofloxacin เชื้อ E. coli จ านวน 76 สายพันธุ์ให้ผลการ

ทดสอบท่ีดื้อต่อยา Ciprofloxacin และ ยาLevofloxacin ขณะที่เชื้อ E. coli จ านวน 16 สายพันธุ์

ให้ผลการทดสอบที่ดื้อต่อยา Ciprofloxacin และดื้อปานกลางต่อยา Levofloxacin ดังรายละเอียดที่

แสดงในตารางที่ 4.2  
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ตารางท่ี 4. 2 ผลความไวต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ของเชื้อ เชื้อ E. coli 

จ านวน 111 สายพันธุ์ซึ่งทดสอบด้วยวิธี Disk diffusion เปรียบเทียบกับวิธี E-test® 

 

เชื้อ E. coli  

 (จ านวน 111 

สายพันธ์ุ) 

ผลการทดสอบความไวต่อยาด้วยวธิี 

disk diffusion 

ผลการทดสอบความไวต่อยาด้วยวธิี  

E-test® 

 ยา Ciprofloxacin ยา Levofloxacin ยา Ciprofloxacin ยา Levofloxacin 

16 S S S S 

3 S S I S 

76 R R R R 

16 R R R I 

 

 

 เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 มีค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin และ

ยา Levofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อเท่ากับ 0.008 และ 0.032 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ทั้งคู่ ขณะเดียวกันเชื้อ E. coli สายพันธุ์ทางคลินิก

จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์มีค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ

ของเชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 0.004 ถึง มากกว่าหรือเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรส าหรับยา 

Ciprofloxacin และช่วงระหว่าง 0.06 ถึง มากกว่าหรือเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรส าหรับยา 

Levofloxacin ดังที่แสดงในตารางที่ 4.3  
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ตารางท่ี 4. 3 ค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin และ Levofloxacin น้อยท่ีสุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli จ านวน 111 สายพันธุ์ 

 

เชื้อ E. coli จ านวน 111 

สายพันธ์ุ 

ค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin ที่น้อยท่ีสุดที่สามารถยับยั้งการเจรญิ

ของเชื้อ (ไมโครกรัมต่อมลิลลิิตร) 

 ≤1 1.5 2 3 4 6 8 12 16 24 ≥32 

จ านวนเชื้อที่ให้ผลการ

ทดสอบกับยา 

Ciprofloxacin 

161  3  1 1 1 4 1 1 83 

จ านวนเชื้อที่ให้ผลการ

ทดสอบกับยา 

Levofloxacin 

172  2 3 3 10 18 13 9 2 34 

  
1 หมายถึง  เชื้อจ านวน 1, 2, 7, 1, 1, 1, 3 สายพันธ์ุมีค่าความเขม้ข้นน้อยที่สุดของยา Ciprofloxacin ที่

ยับยั้งการเจริญของเชื้อเท่ากับ 0.004, 0.008, 0.016, 0.03, 0.06, 0.25, 1 ตามล าดับ 

 2 หมายถึง  มีเช้ือจ านวน 9, 1, 4, 3 สายพันธ์ุค่าความเข้มข้นน้อยทีสุ่ดของยา Levofloxacin ที่ยับยั้งการ

เจริญของเชื้อเท่ากับ 0.06, 0.12, 0.25, 0.5 ตามล าดับ 

 
3. การสกัดดีเอ็นเอ 

 เชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์และเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 

ถูกน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย Tris-Ethylenediaminetetraacetic buffer และวัดหาปริมาณ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ พบว่าปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้อยู่ในช่วงระหว่าง 
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321.2 ถึง 1,871.7 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยมีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอเท่ากับ 1,215.4            

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และมีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเออยู่ในช่วงระหว่าง 1.69 ถึง 2.09 ซึ่งวัดจาก

อัตราส่วนการดูดกลืนแสงที่ A260/A280 ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ทั้งหมดมีปริมาณและความบริสุทธิ์เพียง

พอที่จะน าไปใช้ในการทดสอบขั้นตอนถัดไป 

 
4. การเพิ่มปริมาณยีน gyrA และ parC ด้วยเทคนิค PCR 

 เชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์และเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 

ถูกน ามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน gyrA และยีน parC ด้วยเทคนิค PCR โดยมียีน uspA เป็นยีน

ควบคุมภายในหลอดทดลอง และมีน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ร่วมกับไพรเมอร์และ

ปฏิกิริยา PCR ตามท่ีอธิบายในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ภายหลังปฏิกิริยา PCR และการตรวจสอบ

ผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 

100 คู่เบส พบแถบดีเอ็นเอของยีน gyrA มีขนาดเท่ากับ 647 คู่เบส ปรากฎอยู่คู่กับแถบดีเอ็นเอของยีน 

uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส และพบแถบดีเอ็นเอของยีน parC มีขนาดเท่ากับ 395 คู่เบส ปรากฏ

อยู่คู่กับแถบดีเอ็นเอของยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส ดังที่แสดงในรูปที่ 4.1 และ 4.2 

ตามล าดับ  

 วัดปริมาณผลผลิต PCR ที่ได้จากปฏิกิริยาด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ พบว่าปริมาณของ

ผลผลิต PCR ของยีน gyrA อยู่ในช่วงระหว่าง 114.97 ถึง 604.72 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยมี

ค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอเท่ากับ 320.02  นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และมีความบริสุทธิ์อยู่ในช่วง

ระหว่าง 1.31 ถึง 1.78 ขณะที่ปริมาณของผลผลิต PCR ของยีน parC อยู่ในช่วงระหว่าง 486.82 ถึง 
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1,684.07 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยมีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอเท่ากับ 905.14 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร และมีความบริสุทธิ์อยู่ในช่วงระหว่าง 1.75 ถึง 1.86 

 

 

รูปที่ 4. 1 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน gyrA และยีน uspA ของเชื้อ E. coli 

ด้วยเทคนิค PCR ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น                

2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 คือตัวควบคุมลบ แถวที่ 2 เชื้อ E. coli      

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922แถวที ่3 ถึง 6 เชื้อ E.coli สายพันธุ์คลินิก  
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รูปที่ 4. 2 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน parC และยีน uspA ของเชื้อ E. coli 

ด้วยเทคนิค PCR ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น                

2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 คือตัวควบคุมลบ แถวที่ 2 เชื้อ E. coli      

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922แถวที ่3 ถึง 6 เชื้อ E. coli สายพันธุ์ทางคลินิก 

 

5. การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน gyrA และ parC ด้วยเทคนิค Sequencing 

 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน gyrA และยีน parC ถูกส่งไปวิเคราะห์ล าดับ

เบสที่มีการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิค Sequencing ซึ่งใช้วิธีของ Sanger โดยบริษัท Bioneer 

Sequencing Service จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ ผลจากเทคนิค Sequencing ถูกน ามาเปรียบเทียบกับ

ล าดับเบสกับเชื้อ E. coli สายพันธุ์ K-12 (62) เพ่ือวิเคราะห์หาล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

gyrA และยีน parC ด้วยโปรแกรม BioEdit Version 7.1.3 รูปที่ 4.3 และ 4.4 ผลการวิเคราะห์พบ

การกลายพันธุ์หนึ่งต าแหน่งที่ส่งผลให้เกิดการแทนที่ของกรดอะมิโน (Amino acid substitution) 

ของยีน gyrA และยีน parC รวมทั้งหมด 8 รูปแบบในเชื้อ E. coli จ านวน 99 สายพันธุ์จากจ านวน
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ทั้งหมด 111 สายพันธุ์หรือคิดเป็น 89.19 เปอร์เซ็นต์ ดังนี้ การกลายพันธุ์ของยีน gyrA ได้แก ่

Serine83-Leucine (TCG เป็น TTG) Aspartate87-Asparagine (GAC เป็น AAC) และ 

Aspartate87-Tyrosine (GAC เป็น TAC)  และการกลายพันธุ์ของยีน parC ได้แก่ Serine80-

Isoleucine (AGC เป็น ATC หรือ ATT) Glutamate84-Valine (GAA เป็น GTA) Glutamate84-

Glycine (GAA เป็น GGA) Alanine90-Valine (GCG เป็น GTG) และ Alanine108-Threonine (GCG 

เป็น ACG) อย่างไรก็ตามไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ในเชื้อ E.coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 และเชื้อ E. coli จ านวน 12 สายพันธุ์ซึ่งคิดเป็น 10.81 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 

4.4) 

 

รูปที่ 4. 3 ตัวอย่างแสดงผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับเบสของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli   

สายพันธุ์ทางคลินิกกับเชื้อ E. coli สายพันธุ์ K-12 (GenBank accession number U00096) ด้วย

โปรแกรม BioEdit Version 7.1.3 
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รูปที่ 4. 4 ตัวอย่างแสดงผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับเบสของยีน parC ของเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์ทางคลินิกกับเชื้อ E. coli สายพันธุ์ K-12 (GenBank accession number U00096) 

ด้วยโปรแกรม BioEdit Version 7.1.3 

 
 รายละเอียดของการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอนต่างๆ ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ใน

การศึกษาครั้งนี้ได้แสดงในตารางที่ 4.4 การกลายพันธุ์ที่พบมากที่สุดของยีน gyrA คือการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 83 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก Serine (Ser) เป็น Leucine  

(Leu) จ านวนทั้งสิ้น 99 สายพันธุ์ (89.19 เปอร์เซ็นต์) การกลายพันธุ์ที่พบมากเป็นอันดับสองคือการ

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 87 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก Aspartate (Asp) 

เป็น Asparagine (Asn) จ านวนทั้งสิ้น 88 สายพันธุ์ (79.28 เปอร์เซ็นต์) การกลายพันธุ์ที่พบมากเป็น

อันดับสามคือการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 87 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก 

Aspartate เป็น Tyrosine (Tyr) จ านวนทั้งสิ้น 4 สายพันธุ์ (3.60 เปอร์เซ็นต์)  

 รายละเอียดของการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอนต่างๆ ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ใน

การศึกษาครั้งนี้ได้แสดงในตารางที่ 4.4 การกลายพันธุ์ที่พบมากท่ีสุดคือการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง      

โคดอน 80 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก Serine เป็น Isoleucine (Ile) จ านวน

ทั้งสิ้น 92 สายพันธุ์ (82.88 เปอร์เซ็นต์) การกลายพันธุ์ที่พบมากเป็นอันดับสองคือการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 84 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก Glutamate (Glu) เป็น 
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Valine (Val) จ านวนทั้งสิ้น 35 สายพันธุ์ (31.53 เปอร์เซ็นต์) การกลายพันธุ์ที่พบมากเป็นอันดับสาม

คือการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 84 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก 

Glutamate เป็น Glycine (Gly) จ านวนทั้งสิ้น 10 สายพันธุ์ (9.01 เปอร์เซ็นต์) การกลายพันธุ์อื่นๆ ที่

พบบนยีน parC ได้แก่ การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 90 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโนจาก Alanine (Ala) เป็น Valine จ านวนทั้งสิ้น 1 สายพันธุ์ (0.90 เปอร์เซ็นต์) และการ

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 108 ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจาก Alanine เป็น 

Threonine (Thr) จ านวนทั้งสิ้น 1 สายพันธุ์ (0.90 เปอร์เซ็นต์) 
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ตารางท่ี 4. 4 รูปแบบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอนของยีน gyrA และยีน parC ของเชื้อ      

E. coli จ านวนทั้งสิ้น 111 สายพันธุ์ 

 

การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน   เช้ือ E. coli 

(จ านวน 111 สายพันธุ)์ 

 ยีน gyrA   ยีน parC    

Ser83 Asp87  Ser80 Glu84 Ala90 Ala108  

       12 

Lue       7 

Lue Asn  Ile    44 

Lue Asn  Ile  Val  1 

Lue Asn  Ile   Thr 1 

Lue Tyr  Ile    1 

Lue Asn  Ile Gly   7 

Lue Asn  Ile Val   35 

Lue Tyr  Ile Gly   3 

 

 จากตารางที่ 4.4 เชื้อ E. coli ที่มีการกลายพันธุ์บน Quinolones resistance determining 

regions จ านวนทั้งสิ้น 99 สายพันธุ์ (89.19 เปอร์เซ็นต์) มีความหลากหลายของจ านวนต าแหน่งที่

กลายบนยีน gyrA และยีน parC ซึ่งสามารถจ าแนกได้ดังนี้ เชื้อ E. coli จ านวน 7 สายพันธุ ์          
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(6.31 เปอร์เซ็นต์) มีการกลายพันธุ์ 1 ต าแหน่งโดยเกิดที่ยีน gyrA ได้แก่ ต าแหน่งโคดอน 83 

(Serine83-Leucine)  

 เชื้อ E. coli จ านวน 45 สายพันธุ์ (40.54 เปอร์เซ็นต์) มีการกลายพันธุ์ 3 ต าแหน่งโดยเกิดท่ี

ยีน gyrA 2 ต าแหน่งและท่ียีน parC 1 ต าแหน่ง โดยเชื้อ 44 สายพันธุ์มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง        

โคดอน 83 (Serine83-Leucine) และต าแหน่งโคดอน 87 (Aspartate87-Asparagine) ของยีน gyrA 

และต าแหน่งโคดอน 80 (Serine80-Isoleucine) ของยีน parC และเชื้อ 1 สายพันธุ์มีการกลายพันธุ์

ที่ต าแหน่งโคดอน 83 (Serine83-Leucine) และต าแหน่งโคดอน 87 (Aspartate87-Tyrosine) ของ

ยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 (Serine80-Isoleucine) ของยีน parC  

 เชื้อ E. coli จ านวน 47 สายพันธุ์ (42.34 เปอร์เซ็นต์) มีการกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่งโดยเกิดท่ี

ยีน gyrA 2 ต าแหน่งและที่ยีน parC 2 ต าแหน่ง โดยเชื้อ 7 สายพันธุ์มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 

83 (Serine83-Leucine) และต าแหน่งโคดอน 87 (Aspartate87-Asparagine) ของยีน gyrA และ

ต าแหน่งโคดอน 80 (Serine80-Isoleucine) และต าแหน่งโคดอน 84 (Glutamate84-Glycine) ของ

ยีน parC เชื้อ 35 สายพันธุ์มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 (Serine83-Leucine) และต าแหน่ง

โคดอน 87 (Aspartate87-Asparagine) ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 (Serine80-

Isoleucine) และต าแหน่งโคดอน 84 (Glutamate84-Valine) ของยีน parC เชื้อ 3 สายพันธุ์มีการ

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 (Serine83-Leucine) และต าแหน่งโคดอน 87 (Aspartate87-

Tyrosine) ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 (Serine80-Isoleucine) และต าแหน่งโคดอน 84 

(Glutamate84-Glycine) ของยีน parC เชื้อ 1 สายพันธุ์มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 

(Serine83-Leucine) และต าแหน่งโคดอน 87 (Aspartate87-Asparagine) ของยีน gyrA และ

ต าแหน่งโคดอน 80 (Serine80-Isoleucine) และต าแหน่งโคดอน 90 (Alanine90-Valine) ของยีน 
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parC เชื้อ 1 สายพันธุ์มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 (Serine83-Leucine) และต าแหน่ง        

โคดอน 87 (Aspartate87-Asparagine) ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 (Serine80-

Isoleucine) และต าแหน่งโคดอน 108 (Alanine108-Threonine) ของยีน parC พบว่าเชื้อ E. coli ที่

มีการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC  มีจ านวนต าแหน่งที่การกลายพันธุ์มากกว่า 1 ต าแหน่ง

อย่างมีนัยส าคัญท่ีความน่าจะเป็นทางสถิติที่ระดับเท่ากับ 0.000 ขณะที่เชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 3 และ 4 

ต าแหน่งมีจ านวนไม่แตกต่างกันที่ความน่าจะเป็นทางสถิติท่ีระดับเท่ากับ 0.572 

 ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ E. coli ที่ดื้อยากลุ่ม Quinolones จ านวนทั้งหมด 92 จาก 111 

สายพันธุ์  (82.88 เปอร์เซ็นต์) มีการกลายพันธุ์อย่างน้อย 3 ต าแหน่งโดยเกิดท่ีต าแหน่งโคดอน 83 และ 

87 ของยีน gyrA และท่ีต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC โดยมีรูปแบบของการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

ดังกล่าว 2 รูปแบบ ได้แก่ แบบที ่1 การกลายพันธุ์ของ Serine83-Leucine ร่วมกับ Aspartate87-

Asparagine และ Serine80-Isoleucine ซึ่งพบในเชื้อจ านวน 88 สายพันธุ์ (79.28 เปอร์เซ็นต์) แบบ

ที ่ 2 การกลายพันธุ์ของ Serine83-Leucine ร่วมกับ Aspartate87-Tyrosine และ Serine80-

Isoleucine ซึ่งพบในเชื้อจ านวน 4 สายพันธุ์ (3.60 เปอร์เซ็นต์)  

 
6. ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนต าแหน่งที่กลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC กับการดื้อยา 

Quinolones 

 เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนต าแหน่งที่กลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC 

ต่อการดื้อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ของเชื้อ E. coli ที่ตรวจพบการกลายพันธุ์บนยีน

ทั้งสองดังกล่าวจ านวนทั้งสิ้น 99 สายพันธุ์ (89.19 เปอร์เซ็นต์) จากจ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ ซึ่งมี

รายละเอียดดังที่แสดงในตารางที่ 4.5 และ 4.6 ตามล าดับ พบว่าเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 1 ต าแหน่ง มี
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จ านวน 6 สายพันธุ์ที่ไวต่อยา Ciprofloxacin และจ านวน 1 สายพันธุ์ที่ดื้อปานกลางต่อยา 

Ciprofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

เชื้อเท่ากับ 0.008 ถึง 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตามพบว่าทั้ง 7 สายพันธุ์ดังกล่าวไวต่อยา 

Levofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

เชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 0.06 ถึง 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 เชื้อ E. coli ที่มีการกลายพันธุ์ 3 ต าแหน่งพบว่ามีจ านวน 45 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อยา 

Ciprofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

เชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 4 ถึงมากกว่าหรือเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะที่มีจ านวน 10        

สายพันธุ์ที่ดื้อปานกลางต่อยา Levofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin น้อยที่สุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 3 ถึง 6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และจ านวน 35    

สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยา Levofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 8 ถึงมากกว่าหรือเท่ากับ 32 

 เชื้อ E. coli ที่มีการกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่งพบว่ามีจ านวน 47 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อยา 

Ciprofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

เชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 6 ถึงมากกว่าหรือเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะที่มีจ านวน 6 สายพันธุ์

ที่ดื้อปานกลางต่อยา Levofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 3 ถึง 6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และจ านวน 41 สายพันธุ์ที่

ดื้อต่อยา Levofloxacin โดยมีค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้ออยู่ในช่วงระหว่าง 8 ถึงมากกว่าหรือเท่ากับ 32  
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 พบว่าเชื้อ E. coli ที่มีการกลายพันธุ์ 3 และ 4 ต าแหน่งมีความสัมพันธ์กับระดับการดื้อยา 

Ciprofloxacin และยา Levofloxacin อย่างมีนัยส าคัญท่ีความน่าจะเป็นทางสถิติที่ระดับเท่ากับ 

0.000 และ 0.000 ตามล าดับ แต่ไม่พบความแตกต่างของระดับการดื้อยาโดยเฉลี่ยของยา 

Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ระหว่างเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ 3 หรือ 4 ต าแหน่งอย่างมี

นัยส าคัญท่ีความน่าจะเป็นทางสถิติที่ระดับเท่ากับ 0.988 และ 0.988 ตามล าดับ เช่นเดียวกันกับใน

เชื้อที่ไม่มีการกลายพันธุ์หรือมีการกลายพันธุ์เพียง 1 ต าแหน่งไม่มีความแตกต่างของระดับการดื้อยา

โดยเฉลี่ยของยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ความน่าจะเป็น

ทางสถิติท่ี 1.000 และ 0.999 ตามล าดับ  

 เชื้อ E. coli จ านวน 92 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์อย่างน้อย 3 ต าแหน่ง ได้แก่ ต าแหน่ง      

โคดอนที่ 83 และ 87 ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอนที่ 80 ของยีน parC โดยพบรูปแบบการ   

กลายพันธุ์ 2 รูปแบบ คือ แบบที ่ 1 การกลายพันธุ์ของ Serine83-Leucine ร่วมกับ Aspartate87-

Asparagine และ Serine80-Isoleucine แบบที่ 2 การกลายพันธุ์ของ Serine83-Leucine ร่วมกับ 

Aspartate87-Tyrosine และ Serine80-Isoleucine พบว่าเชื้อ E. coli จ านวน 83 จาก 92 สายพันธุ์

เหล่านี้มีค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อมากกว่า

หรือเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะที่เชื้อ E. coli จ านวน 34 จาก 92 สายพันธุ์มีค่าความ

เข้มข้นของยา Levofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อมากกว่าหรือเท่ากับ 32 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 4. 5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนโคดอนที่เกิดการกลายพันธุ์กับค่าความเข้มข้น

น้อยท่ีสุดของยา Ciprofloxacin ที่ยับย้ังการเจริญของเชื้อ 

 
การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน   เชื้อ E. coli  

(จ านวน 111 

สายพันธุ)์ 

ค่าความเขม้ขน้ของยา Ciprofloxacin  

ที่นอ้ยที่สุดที่สามารถยับย้ังเชื้อ 

gyrA   parC     
≤1 1.5 2 3 4 6 8 12 16 24 

≥

32 Ser83 Asp87  Ser80 Glu84 Ala90 Ala108  

       12 101  2         

Lue       7 6 2  1         

Lue Asn  Ile    44     1  1 2 1  39 

Lue Asn  Ile  Val  1           1 

Lue Asn  Ile   Thr 1      1      

Lue Tyr  Ile    1           1 

Lue Asn  Ile Gly   7        1   6 

Lue Asn  Ile Val   35        1   34 

Lue Tyr  Ile Gly   3          1 2 

 

1 หมายถึง เชื้อจ านวน 1, 1, 4, 1, 1, 1, 1 สายพันธ์ุมีค่าความเข้มขน้น้อยที่สุดของยา Ciprofloxacin ที่ยับยั้งการ

เจริญของเชื้อเท่ากับ 0.004, 0.008, 0.016, 0.03, 0.06, 0.25, 1 ตามล าดับ 
2 หมายถึง เชื้อจ านวน 1, 3, 2 สายพันธ์ุมีค่าความเขม้ข้นน้อยที่สุดของยา Ciprofloxacin ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ

เท่ากับ   0.008, 0.016, 1 ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 4. 6 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนโคดอนที่เกิดการกลายพันธุ์กับค่าความเข้มข้น
น้อยท่ีสุดของยา Levofloxacin ที่ยับย้ังการเจริญของเชื้อ 
 

การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน   
เชื้อ E. coli 

(จ านวน 111 

สายพันธุ์) 

ค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ 

gyrA   parC     

≤1 1.5 2 3 4 6 8 12 16 24 ≥32 
Ser83 Asp87  Ser80 Glu84 Ala90 Ala108  

                   

       12 11
1 

 1         

Lue       7 6 2  1         

Lue Asn  Ile    44    2 2 6 7 6 3 1 17 

Lue Asn  Ile  Val  1      1      

Lue Asn  Ile   Thr 1    1        

Lue Tyr  Ile    1           1 

Lue Asn  Ile Gly   7      1  2   4 

Lue Asn  Ile Val   35     1 2 10 5 6  11 

Lue Tyr  Ile Gly   3       1   1 1 

 

1 หมายถึง เชื้อจ านวน 8, 1, 2 สายพันธ์ุมีค่าความเข้มข้นน้อยที่สดุของยา Levofloxacin ที่ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ

เท่ากับ 0.06 0.25 0.5 ตามล าดับ 
2 หมายถึง เชื้อจ านวน 1, 1, 3, 1 สายพันธ์ุมีค่าความเข้มข้นน้อยที่สุดของยา Levofloxacin ที่ยับยั้งการเจรญิของ

เชื้อเท่ากับ 0.06, 0.12, 0.25, 0.5 ตามล าดับ 
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7. การพัฒนาเทคนิค Multiplex allele specific-Polymerase Chain Reaction (MAS-PCR) 

เพื่อตรวจการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC  

 7.1 การออกแบบ Allele specific primer 

  Allele specific primer ที่ถูกออกแบบขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ ใช้ล าดับเบสของเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์  K-12 (62) เป็นต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์ดังกล่าว โดยให้ไพรเมอร์มีปลายด้าน 3’ ที่

จ าเพาะกับเบสคู่สมที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของต าแหน่งโคดอนที่ 83 และ 87 ของยีน gyrA และต าแหน่ง

โคดอนที่ 80 และ 84 ของยีน parC เพ่ือใช้วินิจฉัยการกลายพันธุ์ของต าแหน่งโคดอนดังกล่าวของเชื้อ 

E. coli จ านวนทั้งสิ้น 111 สายพันธุ์ โดยมีไพรเมอร์ gyrA83F ท าหน้าที่เป็น Forward primer และ 

ไพรเมอร์ gyrA87R ท าหน้าที่เป็น Reverse primer ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอนที่ 83 และ 87 ของ

ยีน gyrA ตามล าดับ ดังแสดงต าแหน่งของไพรเมอร์ในรูปที่ 4.5 ขณะที่ไพรเมอร์ parC80F ท าหน้าที่

เป็น Forward primer และไพรเมอร์ parC84R ท าหน้าที่เป็น Reverse primer ที่จ าเพาะกับต าแหน่ง     

โคดอนที่ 80 และ 84 ของยีน parC ตามล าดับ ดังแสดงต าแหน่งของไพรเมอร์ในรูปที่ 4.6 ไพรเมอร์

ทั้งหมดมีความจ าเพาะกับเชื้อ E. coli ที่ไม่เกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งดังกล่าว ซึ่งท าให้เกิดแถบ        

ดีเอ็นเอเมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา MAS-PCR แต่จะไม่สามารถพบแถบดีเอ็นได้หากเชื้อมีการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งนั้นๆ 
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Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome 

GenBank: U00096.3 

LOCUS       U00096    2628 bp    DNA     linear   BCT 01-AUG-2014 

DEFINITION  Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome. 

ACCESSION   U00096 REGION: 2336793..2339420 

VERSION     U00096.3  GI:545778205 

DBLINK      BioProject: PRJNA225 

            BioSample: SAMN02604091 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 
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REFERENCE   1  (bases 1 to 2628) 

  AUTHORS   Blattner,F.R., Plunkett,G. III, Bloch,C.A., Perna,N.T., Burland,V., 

            Riley,M., Collado-Vides,J., Glasner,J.D., Rode,C.K., Mayhew,G.F., 

            Gregor,J., Davis,N.W., Kirkpatrick,H.A., Goeden,M.A., Rose,D.J., 

            Mau,B. and Shao,Y. 
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  JOURNAL   Science 277 (5331), 1453-1462 (1997) 

   PUBMED   9278503 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/u00096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/prjna225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/samn02604091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/browser/wwwtax.cgi?id=511145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9278503
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ORIGIN       
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รูปที่ 4. 5 ต าแหน่งที่จ าเพาะของ Allele specific primer ได้แก ่ไพรเมอร์ gyrA83F และ   

ไพรเมอร์ gyrA87R บนยีน gyrA รูปดัดแปลงมาจากhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 

u00096.3 (112) 
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Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome 

GenBank: U00096.3 

LOCUS       U00096    2259 bp    DNA     linear   BCT 01-AUG-2014 

DEFINITION  Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome. 

ACCESSION   U00096 REGION: 3163715..3165973 

VERSION     U00096.3  GI:545778205 

DBLINK      BioProject: PRJNA225 

            BioSample: SAMN02604091 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 

  ORGANISM  Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 

            Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; 

            Enterobacteriaceae; Escherichia. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 2259) 

  AUTHORS   Blattner,F.R., Plunkett,G. III, Bloch,C.A., Perna,N.T., Burland,V., 

            Riley,M., Collado-Vides,J., Glasner,J.D., Rode,C.K., Mayhew,G.F., 

            Gregor,J., Davis,N.W., Kirkpatrick,H.A., Goeden,M.A., Rose,D.J., 

            Mau,B. and Shao,Y. 

  TITLE     The complete genome sequence of Escherichia coli K-12 

  JOURNAL   Science 277 (5331), 1453-1462 (1997) 

   PUBMED   9278503      

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/u00096
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/prjna225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/samn02604091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/browser/wwwtax.cgi?id=511145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9278503
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ORIGIN       

 

 
 
รูปที่ 4. 6 ต าแหน่งที่จ าเพาะของ Allele specific primer ได้แก ่ไพรเมอร์ parC80F และ   

ไพรเมอร์ parC84R บนยีน parC รูปดัดแปลงมาจาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 

u00096.3 (112) 
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 7.2 คุณสมบัติและความจ าเพาะของ Allele specific primer 

 ล าดับเบสของ Allele specific primer ได้แก่ ไพรเมอร์ gyrA83F ไพรเมอร์ gyrA87R        

ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ที่ออกแบบขึ้น ถูกน าไปตรวจสอบคุณสมบัติและ

ความจ าเพาะของไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome) พบว่า Allele specific primer ที่ถูก

ออกแบบมีคุณสมบัติ ดังนี้ ไพรเมอร์ gyrA83F  ถูกออกแบบโดยอ้างอิงจากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 230 

ถึง 671 ประกอบด้วยเบสกัวนีน-ไซโตซีน 55 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิหลอมเหลว (melting 

temperature; Tm) 62 องศาเซลเซียส มีความจ าเพาะกับยีน gyrA ของเชื้อ E. coli เท่ากับ 100 

เปอร์เซ็นต์ ไพรเมอร์ gyrA87R ถูกออกแบบโดยอ้างอิงจากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 24 ถึง 279 

ประกอบด้วยเบสกัวนีน-ไซโตซีน 65 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิหลอมเหลว 64 องศาเซลเซียส มี

ความจ าเพาะกับยีน gyrA ของเชื้อ E. coli เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ ไพรเมอร์ parC80F ถูกออกแบบ

โดยอ้างอิงจากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 218 ถึง 509 ประกอบด้วยเบสกัวนีน-ไซโตซีน 54.55 เปอร์เซ็นต์

และมีอุณหภูมิหลอมเหลว 68 องศาเซลเซียส มีความจ าเพาะกับยีน parC ของเชื้อ E. coli เท่ากับ 100 

เปอร์เซ็นต์ และไพรเมอร์ parC84R ถูกออกแบบโดยอ้างอิงจากล าดับเบสที่ต าแหน่ง 115 ถึง 270 

ประกอบด้วยเบสกัวนีน-ไซโตซีน 60 เปอร์เซ็นต์และมีอุณหภูมิหลอมเหลว 64 องศาเซลเซียส มี

ความจ าเพาะกับยีน parC ของเชื้อ E. coli เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 7.3 ลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจาก Allele specific primer ภายหลังสิ้นสุด

ปฏิกิริยา MAS-PCR 

 ลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจาก Allele specific primer ภายหลังสิ้นสุดปฏกิิริยา 

MAS-PCR สามารถพบได้หลายรูปแบบ ดังนี้ เชื้อสายพันธุ์ปกติท่ีไม่เกิดการกลายพันธุ์ (Wild type) 

ของยีน gyrA จะพบแถบของดีเอ็นเอทั้งหมด 4 แถบ ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน 

gyrA มีขนาดเท่ากับ 647 คู่เบส 2. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 

คู่เบส 3. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ gyrA83F ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 83 มีขนาดเท่ากับ 443 คู่เบส 

และ 4. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ gyrA87R ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 87 มีขนาดเท่ากับ 256 คู่เบส 

ขณะที่เชื้อสายพันธุ์ปกติท่ีไม่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน parC จะพบแถบของดีเอ็นเอทั้งหมด 4 แถบ 

ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน parC  มีขนาดเท่ากับ 395 คู่เบส 2. แถบที่เกิดจาก

ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส 3. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ parC80F ที่

จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 80 มีขนาดเท่ากับ 272 คู่เบส และ 4. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ parC84R 

ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 84 มีขนาดเท่ากับ 176 คู่เบส 

 เชื้อที่เกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA เพียงต าแหน่งเดียว จะพบแถบ

ของดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน gyrA มีขนาดเท่ากับ 647 

คู่เบส 2. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส และ 3. แถบที่เกิด

จากไพรเมอร์ gyrA87R ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 87 มีขนาดเท่ากับ 256 คู่เบส โดยไม่พบแถบที่

เกิดจากไพรเมอร์ gyrA83F ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 83 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์  

 เชื้อที่เกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 87 ของยีน gyrA เพียงต าแหน่งเดียว จะพบแถบ

ของดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน gyrA มีขนาดเท่ากับ 647 
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คู่เบส 2. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส และ 3. แถบที่เกิด

จากไพรเมอร์ gyrA83F ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 83 มีขนาดเท่ากับ 443 คู่เบส โดยไม่พบแถบท่ี

เกิดจากไพรเมอร์ gyrA87R ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 87 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์  

 เชื้อที่เกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA ทั้ง 2 ต าแหน่ง จะพบ

แถบของดีเอ็นเอทั้งหมด 2 แถบ ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน gyrA มีขนาดเท่ากับ 

647 คู่เบส และ 2. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส โดยไม่

พบ แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 83 และ 

87 ตามล าดับ ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์  

 เชื้อที่เกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC เพียงต าแหน่งเดียว จะพบแถบ

ของดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน parC  มีขนาดเท่ากับ 

395 คู่เบส 2. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส และ 3. แถบที่

เกิดจากไพรเมอร์ parC84R ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 84 มีขนาดเท่ากับ 176 คู่เบส โดยไม่พบแถบ

ที่เกิดจากไพรเมอร์ parC80F ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 80 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์  

 เชื้อที่เกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC เพียงต าแหน่งเดียว จะพบแถบ

ของดีเอ็นเอทั้งหมด 3 แถบ ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน parC  มีขนาดเท่ากับ 

395 คู่เบส 2. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส และ 3. แถบที่

เกิดจากไพรเมอร์ parC80F ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 80 มีขนาดเท่ากับ 272 คู่เบส โดยไม่พบแถบ

ที่เกิดจากไพรเมอร์ parC84R ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 84 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์  

 เชื้อที่เกิดการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC ทั้ง 2 ต าแหน่ง จะพบ

แถบของดีเอ็นเอทั้งหมด 2 แถบ ได้แก่ 1. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน parC  มีขนาด
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เท่ากับ 395 คู่เบส 2. แถบที่เกิดจากไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน uspA มีขนาดเท่ากับ 884 คู่เบส โดยไม่

พบแถบที่เกิดจากไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 80 และ 

84 ตามล าดับ ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีการกลายพันธุ์ 

 

 7.4 การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน gyrA 

 ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 3 สายพันธุ์ถูกน ามาใช้เป็นตัวแทนดีเอ็นเอต้นแบบใน

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR เชื้อ E. coli ทั้ง 3 สายพันธุ์ประกอบ

ไปด้วย เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922  ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 

87 ของยีน gyrA เชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการ     

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA จ านวน 1 สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli สายพันธุ์

ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA 

เพียงต าแหน่งเดียว จ านวน 1 สายพันธุ์ 

 
  7.4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

  การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA โดยใช้

ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 3 สายพันธุ์ ร่วมกับ Forward primer และ Reverse primer 

ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA และยีน uspA และไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R โดยท าปฏิกิริยา 

MAS-PCR ที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ อุณหภูมิ 51, 53, 5]5, 57, 59, 61, 63, 65, 67 องศาเซลเซียสใน

ขั้นตอน Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิด

จากไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R เมื่อตรวจสอบ
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ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ มีขนาดเท่ากับ 647, 

884, 443, 256 คู่เบสตามล าดับ พบว่าอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสในขั้นตอน Annealing เป็นอุณหภูมิ

ที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 

ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง

โคดอน 83 ของยีน gyrA และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มี

การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA โดยที่อุณหภูมิดังกล่าวไม่พบแถบดีเอ็นเอที่

ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.7 

 

 

รูปที่ 4. 7 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 3 สายพันธุ์จากการ

ทดสอบปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67 องศาเซลเซียสในขั้นตอน 

Annealing ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความ

เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส 
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  7.4.2 ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน 
gyrA  

  เชื้อ E. coli อีก 1 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน 

gyrA ถูกเพ่ิมเข้ามาเป็นตัวแทนร่วมการทดสอบตั้งแต่ขั้นตอนนี้เป็นต้นไป ดังนั้นเชื้อ E. coli ที่เป็น

ตัวแทนทั้งหมดมี 4 สายพันธุ์ประกอบไปด้วย เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922  ที่ไม่มี

การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA เชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ผ่านการวิเคราะห์

ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA จ านวน 2 

สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการกลายพันธุ์

ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA เพียงต าแหน่งเดียวจ านวน 1 สายพันธุ์ 

   การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR 

ของยีน gyrA โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ ทดสอบกับ Forward 

primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA และยีน uspA ร่วมกับไพรเมอร์ gyrA83F และ

ไพรเมอร์ gyrA87R ที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ต่างๆ ดังนี้ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 ไมโครโมล และท า

ปฏิกิริยา MAS-PCR ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสในขั้นตอน Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ใน

บทวิธีการด าเนินงานวิจัย  ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA         

ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R เมื่อตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้น 

อะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ มีขนาดเท่ากับ 647, 884, 443, 256 คู่เบสตามล าดับ พบว่า     

ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครโมลเป็นความเข้มข้นที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 4 

แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบ

ในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA และสามารถมองเห็น
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แถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของ

ยีน gyrA โดยที่ความเข้มข้นไพรเมอร์ดังกล่าวไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.8 

 
 

 
 

รูปที่ 4. 8  ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์จาก

การทดสอบปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์เท่ากับ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 ไมโครโมล 

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น              

2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1, 2, 3, 4, 5 ของแต่ละชุดการทดสอบคือ   

ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 มิลลิโมล ตามล าดับ 

 

 
  7.4.3 ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-

PCR ของยีน gyrA 

  การทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา 

MAS-PCR ของยีน gyrA โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ ร่วมกับ Forward 

primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA และยีน uspA และไพรเมอร์ gyrA83F และ  
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ไพรเมอร์ gyrA87R ที่ความเข้มข้นอย่างละ 1 ไมโครโมล และใช้ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ 

ได้แก่ 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 มิลลิโมล ท าปฏิกิริยา      MAS-PCR ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสในขั้นตอน 

Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดจาก    

ไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R เมื่อตรวจสอบด้วย

การเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ มีขนาดเท่ากับ 647, 884, 

443, 256 คู่เบสตามล าดับ พบว่าแมกนีเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล เป็นความเข้มข้นที่

สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 

ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง

โคดอน 83 ของยีน gyrA และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มี

การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง  โคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA โดยที่ความเข้มข้นของแมกนีเซียม       

คลอไรด์ดังกล่าวไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.9 

 

 

รูปที่ 4. 9 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์จากการ

ทดสอบปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์เท่ากับ 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 มิลลิโมล 

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น              
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2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1, 2, 3, 4 ของแต่ละชุดการทดสอบคือ

แมกนีเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 มิลลิโมล ตามล าดับ  

 

  7.4.4 จ านวนรอบท่ีเหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

  การทดสอบหาจ านวนรอบที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA โดย

ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ รว่มกับ Forward primer และ Reverse 

primer ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA และยีน uspA และไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R ที่ความ

เข้มข้นอย่างละ 1 ไมโครโมล และใช้ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์เท่ากับ 1.5 มิลลิโมล ท า

ปฏิกิริยา MAS-PCR ที่จ านวนรอบต่างๆ  ดังนี้ 20, 25, 30, 35, 40 รอบ โดยท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียสในขั้นตอน Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ผลผลิต 

MAS-PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R 

เมื่อตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ มีขนาด

เท่ากับ 647, 884, 442, 255 คู่เบสตามล าดับ พบว่าจ านวนรอบที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยาคือ 30 

รอบ โดยสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli       

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA โดยที่จ านวนรอบดังกล่าวไม่

พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.10 
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รูปที่ 4. 10 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์จาก

การทดสอบปฏิกิริยาที่จ านวนรอบเท่ากับ 20, 25, 30, 35, 40 รอบ ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR 

ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 คู่เบส แถวที่ 1 ของแต่ละชุดการทดสอบคือเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 แถวที่ 

2 และ 3 ของแต่ละชุดการทดสอบคือเชื้อ E. coli ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 แถวที ่4 

ของแต่ละชุดการทดสอบคือเชื้อ E. coli ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และแถวที่ 5 ของแต่ละชุด

การทดสอบคือตัวควบคุมลบ 

 

  7.4.5 สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

  ผลการทดสอบเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

MAS-PCR ที่มีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วยไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA    

ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R ที่ความเข้มข้นอย่างละ 1 ไมโครโมล ดีเอ็นเอต้นแบบ

ปริมาณ 1 ไมโครกรัม แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์        

ไตรฟอสเฟต ความเข้มข้น 200 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า และเอนไซม์ Taq DNA 

polymerase ความเข้มข้น 1.5 ยูนิต ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดขึ้นภายใต้อุณหภูมิในข้ันตอน 
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Annealing เท่ากับ 55 องศาเซลเซียส และจ านวนรอบในการท าปฏิกิริยาเท่ากับ 30 รอบ เมื่อ

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น              

2 เปอร์เซ็นต์พบว่ามีขนาดเท่ากับ 647, 884, 443, 256 คู่เบสตามล าดับ โดยสามารถมองเห็นแถบ      

ดีเอ็นเอ 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอ

เพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli จ านวน 1 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA 

และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli จ านวน 2 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA โดยที่สภาวะการท าปฏิกิริยา MAS-PCR นี้ไม่พบแถบ          

ดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4. 11 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ 

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น              

2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

25922 แถวที่ 2 และ 3 คือเชื้อ E. coli ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 แถวที่ 4 คือเชื้อ    

E. coli ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และแถวที่ 5 คือตัวควบคุมลบ 

 

 
 7.5 การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR ส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีน parC 

 ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 4 สายพันธุ์ถูกน ามาใช้เป็นตัวแทนดีเอ็นเอต้นแบบใน

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR เชื้อ E. coli ทั้ง 4 สายพันธุ์ประกอบ

ไปด้วย เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922  ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 

84 ของยีน parC เชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการ    

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC จ านวน 2 สายพันธุ์ และเชื้อ E. coli สายพันธุ์
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ที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC 

เพียงต าแหน่งเดียวจ านวน 1 สายพันธุ์ 

 

  7.5.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน   parC 

  การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC โดยใช้

ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง  4 สายพันธุ์ ร่วมกับ Forward primer และ Reverse 

primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA และไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R โดย

ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ อุณหภูมิ 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69         

องศาเซลเซียสในขั้นตอน Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ผลผลิต    

MAS-PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ 

parC84R เมื่อตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต ์

มีขนาดเท่ากับ 395, 884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ พบว่าอุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียสในขั้นตอน 

Annealing เป็นอุณหภูมิที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มี

การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบใน

เชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC โดยที่อุณหภูมิ

ดังกล่าวไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.12 
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รูปที่ 4. 12 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์จาก

การทดสอบปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69 องศาเซลเซียสในขั้นตอน 

Annealing ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความ

เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส 

 

  7.5.2 ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน 
parC 

  การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา   MAS-PCR 

ของยีน parC โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง  4 สายพันธุ์ ทดสอบกับ Forward 

primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA และไพรเมอร์ parC80F และ

ไพรเมอร์ parC84R ที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ต่างๆ ดังนี้ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 ไมโครโมล และท า

ปฏิกิริยา MAS-PCR ที่อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียสในขั้นตอน Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ใน
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บทวิธีการด าเนินงานวิจัย  ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน uspA        

ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R เมื่อตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบน

วุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ มีขนาดเท่ากับ 395, 884, 292, 155 คู่เบสตามล าดับ พบว่า

ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลเป็นความเข้มข้นที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 

4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 

แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC และสามารถ

มองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 

84 ของยีน parC โดยที่ความเข้มข้นไพรเมอร์ดังกล่าวไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงใน

รูปที่ 4.13 

 

รูปที่ 4. 13 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์จาก

การทดสอบปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์เท่ากับ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 ไมโครโมล 

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 

เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1, 2, 3, 4, 5 ของแต่ละชุดการทดสอบคือ         

ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 ไมโครโมลตามล าดับ  
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  7.5.3 ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-

PCR ของยีน parC 

  การทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา 

MAS-PCR ของยีน parC โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ ร่วมกับ Forward 

primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA และไพรเมอร์ parC80F และ

ไพรเมอร์ parC84R ที่ความเข้มข้นอย่างละ 1 ไมโครโมล และใช้ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ 

ได้แก่ 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 มิลลิโมล ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ที่อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียสในขั้นตอน 

Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดจาก    

ไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R เมื่อตรวจสอบ

ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ มีขนาดเท่ากับ 395, 

884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ พบว่าแมกนีเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 3.0 มิลลิโมล เป็นความ

เข้มข้นที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli      

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC โดยที่ความเข้มข้นของ

แมกนีเซียมคลอไรด์ดังกล่าวไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.14 
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รูปที่ 4. 14 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์จาก

การทดสอบปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์เท่ากับ 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0       

มิลลิโมล ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 

2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1, 2, 3, 4, 5 ของแต่ละชุดการทดสอบคือของ

แมกนีเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 มิลลิโมลตามล าดับ  

 
 
  7.5.4 จ านวนรอบท่ีเหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC 

  การทดสอบหาจ านวนรอบที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC โดย

ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ รว่มกับ Forward primer และ Reverse 

primer ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA และไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ที่

ความเข้มข้นอย่างละ 1 ไมโครโมล และใช้ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์เท่ากับ 3.0 มิลลิโมล ท า

ปฏิกิริยา MAS-PCR ที่จ านวนรอบต่างๆ  ดังนี้ 20, 25, 30, 35, 40 รอบ โดยท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 61 

องศาเซลเซียสในขั้นตอน Annealing ดังรายละเอียดที่อธิยายไว้ในบทวิธีการด าเนินงานวิจัย ผลผลิต 

MAS-PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ 

parC84R เมื่อตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต ์
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มีขนาดเท่ากับ 395, 884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ พบว่าจ านวนรอบที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยาคือ 

30 รอบ โดยสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดทั้ง 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน 

ATCC 25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลาย

พันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC โดยที่จ านวนรอบดังกล่าวไม่

พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.15 

 

 

รูปที่ 4. 15 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์จาก

การทดสอบปฏิกิริยาที่จ านวนรอบเท่ากับ 20, 25, 30, 35, 40 รอบ ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR 

ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 คู่เบส แถวที ่1, 2, 3, 4, 5 ของแต่ละชุดการทดสอบคือจ านวนรอบเท่ากับ 20, 25, 30, 35, 40

รอบตามล าดับ  
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  7.5.5 สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของ ยีน parC 

  ผลการทดสอบเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC 

โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ์ พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 

MAS-PCR ที่มีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วยไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน uspA   

ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ที่ความเข้มข้นอย่างละ 0.2 ไมโครโมล ดีเอ็นเอต้นแบบ

ปริมาณ 1 ไมโครกรัม แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 3.0 มิลลิโมล ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์        

ไตรฟอสเฟตความเข้มข้น 400 ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า และเอนไซม์ Taq DNA 

polymerase ความเข้มข้น  2.5 ยูนิต ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิในข้ันตอน 

Annealing เท่ากับ 61 องศาเซลเซียส และจ านวนรอบในการท าปฏิกิริยาเท่ากับ 30 รอบ เมื่อ

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น              

2 เปอร์เซ็นต์พบว่ามีขนาดเท่ากับ 395, 884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ โดยสามารถมองเห็นแถบ      

ดีเอ็นเอ 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ขณะที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอ

เพียง 3 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC จ านวน     

1   สายพันธุ์ และสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์

ที่ต าแหนง่โคดอน 80 และ 84 ของยีน parC จ านวน 2   สายพันธุ์ โดยที่สภาวะการท าปฏิกิริยา    

MAS-PCR นี้ไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่เป้าหมาย ดังแสดงในรูปที่ 4.16 
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รูปที่ 4. 16 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่เป็นตัวแทนทั้ง 4 สายพันธุ ์

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 

เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

25922 แถวที ่2 คือเชื้อ E. coli ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 แถวที ่3 และ 4 คือเชื้อ E. coli ที่

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 และแถวที่ 5 คือตัวควบคุมลบ 

 

 
8. การตรวจการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ parC ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค MAS-PCR 

 8.1 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ด้วย เทคนิค MAS-PCR 

 ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ถูกน ามาตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน 

gyrA ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ด้วยเทคนิค MAS-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน 
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uspA ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R ร่วมกับสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา 

MAS-PCR ของยีน gyrA ตามผลการทดสอบที่ได้ในข้อ 7.4.5 โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นหลอดควบคุมบวกและน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ เมื่อ

ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น              

2 เปอร์เซ็นต์พบว่ามีขนาดเท่ากับ 647, 884, 443, 256 คู่เบสตามล าดับ โดยสามารถมองเห็นแถบ         

ดีเอ็นเอ 4 แถบ เนื่องจากไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ในเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ที่เป็นตัวควบคุมบวกและเชื้อ E. coli จ านวน 12 สายพันธุ์ ขณะที่สามารถ

มองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบ เนื่องจากมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 เพียงต าแหน่งเดียว

ในเชื้อ E. coli จ านวน 7 สายพันธุ์ สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบ เนื่องจากมีการ        

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ในเชื้อ E. coli  จ านวน 92 สายพันธุ์ และไม่สามารถมองเห็น

แถบดีเอ็นเอจากหลอดที่เป็นตัวควบคุมลบดังที่สรุปในตารางที่ 4.7 รูปที่ 4.17 แสดงตัวอย่างแถบ       

ดีเอ็นเอของเชื้อ  E. coli สายพันธุ์คลินิกภายหลังจากการตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA 

จากการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางท่ี 4. 7 ตารางสรุปการตรวจพบการกลายพันธุ์ทีต่ าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA 

ของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ 

 

จ านวนเช้ือ E. coli 

111 สายพันธุ ์

ไพรเมอร์ยีน gyrA ให้

ผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่

มีขนาดเท่ากับ  

647 คู่เบส 

ไพรเมอร์ยีน uspA ให้

ผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่

มีขนาดเท่ากับ 

 884 คู่เบส 

ไพรเมอร์ยีน gyrA83F 

ให้ผลผลิตแถบดีเอ็นเอ

ที่มีขนาดเท่ากับ  

443 คู่เบส 

ไพรเมอร์ยีน gyrA87R 

ให้ผลผลิตแถบดีเอ็นเอ

ที่มีขนาดเท่ากับ  

256 คู่เบส 

12 +1 + + + 

7 + + -2 + 

92 + + - - 

 
1 หมายถึง พบแถบของดีเอ็นเอที่เกิดจากปฏิกิรยิา MAS-PCR 
2 หมายถึง ไม่พบแถบของดีเอ็นเอที่เกิดจากปฏิกริิยา MAS-PCR 
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รูปที่ 4. 17 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli  สายพันธุ์คลินิก ตรวจสอบผลผลิต 

MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 ถึง 4 และแถวที่ 6 ถึง 22 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA แถวที ่ 5 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA แถวที่ 23 คือ เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922  และ 

แถวที่ 24 คือตัวควบคุมลบ   
 
 
 8.2 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค MAS-PCR 

 ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ถูกน ามาตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน 

parC ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ด้วยเทคนิค MAS-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน 

uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ร่วมกับสภาวะที่เหมาะสมกับส าหรับการท า

ปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC ตามผลการทดสอบที่ได้ในข้อ 7.5.5 โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นหลอดควบคุมบวกและน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุม

ลบ เมื่อตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 

2 เปอร์เซ็นต์พบว่ามีขนาดเท่ากับ 395, 884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ โดยสามารถมองเห็นแถบ      

ดีเอ็นเอ 4 แถบ เนื่องจากไม่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ในเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ที่เป็นตัวควบคุมบวกและเชื้อ E. coli จ านวน 19 สายพันธุ์ ขณะที่สามารถ
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มองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 3 แถบ เนื่องจากมีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 เพียงต าแหน่งเดียว

ในเชื้อ E. coli จ านวน 47 สายพันธุ์ สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอเพียง 2 แถบ เนื่องจากมีการกลาย

พันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ในเชื้อ E. coli  จ านวน 45 สายพันธุ์ และไม่สามารถมองเห็นแถบ

ดีเอ็นเอจากหลอดที่เป็นตัวควบคุมลบ ดังที่สรุปในตารางที่ 4.8 รูปที่ 4.18 แสดงตัวอย่างแถบดีเอ็นเอ

ของเชื้อ  E. coli สายพันธุ์คลินิกภายหลังจากการตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC จากการ

เคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 

 

ตารางท่ี 4. 8 ตารางสรุปการตรวจพบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC 

ของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ 

 

จ านวนเช้ือ E. coli 

111 สายพันธุ ์

ไพรเมอร์ยีน parC ให้

ผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่

มีขนาดเท่ากับ  

395 คู่เบส 

ไพรเมอร์ยีน uspA ให้

ผลผลิตแถบดีเอ็นเอที่

มีขนาดเท่ากับ  

884 คู่เบส 

ไพรเมอร์ยีน parC80F 

ให้ผลผลิตแถบดีเอ็นเอ

ที่มีขนาดเท่ากับ 

 272 คู่เบส 

ไพรเมอร์ยีน parC84R 

ให้ผลผลิตแถบดีเอ็นเอ

ที่มีขนาดเท่ากับ 

 176 คู่เบส 

19 +1 + + + 

47 + + -2 + 

45 + + - - 

 
1หมายถึง พบแบนของดีเอ็นเอที่เกิดจากปฏิกิรยิา MAS-PCR 

2 หมายถึง ไม่พบแบนของดีเอ็นเอที่เกิดจากปฏิกริิยา MAS-PCR 
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รูปที่ 4. 18 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC ของเชื้อ E. coli  สายพันธุ์คลินิก ตรวจสอบผลผลิต 

MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1, 2, 7, 15, 16, 19, 22 คือเชื้อ E. coli  สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC  แถวที่ 3 ถึง 6 และ 8 ถึง 14 และ 18, 20, 21  คือเชื้อ  

E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC  แถวที่ 23 คือเชื้อ E. coli    

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 แถวที ่24  คือตัวควบคุมลบ   

 
 
9. ความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบน้อยที่สุดที่เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์

ของยีน gyrA และยีน parC 

 การทดสอบหาความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบน้อยที่สุดที่เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบ

การกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ       

E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 และเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค Sequencing และไม่พบการกลายพันธุ์ที่ยีน gyrA และยีน parC จ านวน 2 สายพันธุ์ ดีเอ็นเอ

ของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ถูกน ามาเจือจางเชื้อเป็นล าดับ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1,000 

ถึง 0.00001 นาโนกรัม และถูกใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยา MAS-PCRโดยใช้ไพรเมอร์ยีน gyrA 

ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R ส าหรับการท าปฏิกิริยาของยีน gyrA 
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และใช้ไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ส าหรับการ

ท าปฏิกิริยาของยีน parC และใช้สภาวะการท าปฏิกิริยาตามผลการทดสอบที่ได้ในข้อ 7.4.5 และ 

7.5.5 ตามล าดับ โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ เมื่อตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR 

ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ พบว่าผลผลิต MAS-PCR 

ของยีน gyrA มีขนาดเท่ากับ 647, 884, 443, 256 คู่เบสตามล าดับ ขณะที่ผลผลิต MAS-PCR ของยีน 

parC มีขนาดเท่ากับ 395, 884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ ความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบน้อยที่สุดที่

เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ของเชื้อ E. coli มีค่า

เท่ากับ 100 นาโนกรัม ดังรูปที ่4.19 และ 4.20 

 

 

รูปที่ 4. 19 ผลผลิต MAS-PCR จากการทดสอบความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบที่น้อยที่สุดท่ีเทคนิค 

MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA ของเชื้อ E. coli ตรวจสอบผลผลิต   

MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 ถึง 9 คือดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ที่

ความเข้มข้นเท่ากับ 1,000 ถึง 0.00001 นาโนกรัมตามล าดับ แถวที ่ 10 ถึง 18 คือดีเอ็นเอของเชื้อ     

E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 1 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1,000 ถึง 0.00001 นาโนกรัมตามล าดับ 

แถวที่ 19 ถึง 27 คือดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 2 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1,000 

ถึง 0.00001 นาโนกรัมตามล าดับ แถวที่ 28 คือตัวควบคุมลบ 
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รูปที่ 4. 20 ผลผลิต MAS-PCR จากการทดสอบความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบที่น้อยที่สุดท่ีเทคนิค 

MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ตรวจสอบผลผลิต  

MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 ถึง 9 คือดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ที่

ความเข้มข้นเท่ากับ 1,000 ถึง 0.00001 นาโนกรัมตามล าดับ แถวที ่ 10 ถึง 18 คือดีเอ็นเอของเชื้อ      

E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 1 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1,000 ถึง 0.00001 นาโนกรัมตามล าดับ 

แถวที่ 19 ถึง 27 คือดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 2 ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1,000 

 ถึง 0.00001 นาโนกรัมตามล าดับ แถวที่ 28 คือตัวควบคุมลบ 

 
 
10. ความไวของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ parC 

 การทดสอบหาความไวของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA 

และ parC โดยใช้เชื้อ E. coli จ ำนวนทั้งหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ เชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 

25922 และเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกที่ผ่านการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sequencing และไม่พบการ

กลายพันธุ์ที่ยีน gyrA และยีน parC จ านวน 2 สายพันธุ์ เชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ถูกเจือจางเชื้อแบบ 10 เท่า 

ท าให้ได้เชื้อที่มีปริมาณตั้งแต่ 108 ถึง 102 colony forming unit ต่อมิลลิลิตร เชื้อในแต่ละระดับความ

เจือจางถูกน ามาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar เพ่ือนับจ านวนโคโลนี และน ามาสกัด  

ดีเอ็นเอเพ่ือท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ gyrA83F 
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และไพรเมอร์ gyrA87R ส าหรับการท าปฏิกิริยาของยีน gyrA และใช้ไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยนี 

uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ส าหรับการท าปฏิกิริยาของยีน parC และใช้

สภาวะการท าปฏิกิริยาตามผลการทดสอบที่ได้ในข้อ 7.4.5 และ 7.5.5 ตามล าดับ โดยใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ เมื่อตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่าน

กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์พบว่าผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA มีขนาด

เท่ากับ 647, 884, 443, 256 คู่เบสตามล าดับ ขณะที่ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC มีขนาดเท่ากับ 

395, 884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ ปริมาณของเชื้อ E. coli ที่น้อยที่สุดที่เทคนิค MAS-PCR 

สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ได้มีค่าเท่ากับจ านวนเชื้อ (colony 

forming unit ต่อมิลลิลิตร) ณ ระดับความเจือจางของเชื้อน้อยที่สุดที่สามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอ 4 

แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 และเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกจ านวน 2 สาย

พันธุ์ได้อย่างชัดเจน ซึ่งทั้งคู่มีค่าเท่ากับ 6.6 x 104 colony forming unit ต่อมิลลิลิตร โดยเป็นจ านวน

โคโลนีเชื้อที่นับได้ ณ ระดับความเจือจางเชื้อเท่ากับ  107 ดังรูปที่ 4.21 และ 4.22 

 

 

รูปที่ 4. 21  ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA จากการทดสอบความไวของปฏิกิริยา MAS-PCR 

ของเชื้อ E. coli ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 

ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 ถึง 7 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์
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มาตรฐาน ATCC 25922 ที่ระดับความเจือจางของเชื้อเท่ากับ 108 ถึง 102 colony forming unit ต่อ

มิลลิลิตรตามล าดับ แถวที่ 8 ถึง 14 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 1 ที่ระดับความเจือจาง

ของเชื้อเท่ากับ 108 ถึง 102 colony forming unit ต่อมิลลิลิตรตามล าดับ แถวที่ 15 ถึง 21 คือเชื้อ  

E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 2 ที่ระดับความเจือจางของเชื้อเท่ากับ 108 ถึง 102 colony forming 

unit ต่อมิลลิลิตรตามล าดับ แถวที ่22 คือตัวควบคุมลบ 

 

 

รูปที่ 4. 22 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC จากการทดสอบความไวของปฏิกิริยา MAS-PCR 

ของเชื้อ E. coli ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 

ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 ถึง 7 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 25922 ที่ระดับความเจือจางของเชื้อเท่ากับ 108 ถึง 102 colony forming unit ต่อ

มิลลิลิตรตามล าดับ แถวที่ 8 ถึง 14 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 1 ที่ระดับความเจือจาง

ของเชื้อเท่ากับ 108 ถึง 102 colony forming unit ต่อมิลลิลิตรตามล าดับ แถวที่ 15 ถึง 21 คือเชื้อ  

E. coli สายพันธุ์คลินิกสายพันธุ์ที่ 2 ที่ระดับความเจือจางของเชื้อเท่ากับ 108 ถึง 102 colony forming 

 unit ต่อมิลลิลิตรตามล าดับ แถวที่ 22 คือตัวควบคุมลบ  
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11. ความจ าเพาะของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ 
parC 

 การทดสอบหาความจ าเพาะของปฏิกิริยา MAS-PCR ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน 

gyrA และ parC โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ  นอกเหนือจากเชื้อ E. coli ได้แก่ เชือ้ 

S. pyogenes, S. aureus, S. choleraesuis, Y. enterocolitica, S. dyscenteriae,                         

K. pneumoniae, A. hydrophila, P. mirabilis ร่วมกับไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA        

ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R ส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA และ    

ไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ส าหรับการท า

ปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC และใช้สภาวะการท าปฏิกิริยาตามผลการทดสอบที่ได้ในข้อ 7.4.5 

และ 7.5.5 ตามล าดับ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 เป็นหลอด

ควบคุมบวกและน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ เมื่อตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการ

เคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ พบผลผลิต MAS-PCR ของยีน 

gyrA จ านวน 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ที่เปน็ตัวควบคุมบวก ได้แก่ แถบ

ดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากับ 647, 884, 443, 256 คู่เบส ซึ่งเกิดจากไพรเมอร์ยีน gyrA ไพรเมอร์ยีน uspA 

ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R ตามล าดับ ทั้งนี้ได้พบแถบดีเอ็นเอของผลผลิต MAS-PCR  

ของยีน gyrA ที่มีขนาดเท่ากับ 647 คู่เบสในเชื้อ K. pneumoniae พบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากับ 

443 คู่เบสในเชื้อ S. dyscenteriae และเชื้อ S. choleraesuis และพบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากับ 

256 คู่เบสในเชื้อ Y. enterocolitica ดังรูปที ่ 4.23 เมื่อวิเคราะห์ความจ าเพาะของไพรเมอร์ดังกล่าว

ด้วยโปรแกรม Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index. 

cgi?LINK_LOC=BlastHome) พบว่าไพรเมอร์ gyrA มีความจ าเพาะกับเชื้อ K. pneumoniae  เท่ากับ 

100 เปอร์เซ็นต ์ ไพรเมอร์ gryA83F มีความจ าเพาะกับเชื้อ S. dyscenteriae เท่ากับ 55 ถึง 100 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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เปอร์เซ็นต ์และไม่พบความจ าเพาะกับเชื้อ S. choleraesuis ไพรเมอร์ gryA8R มีความจ าเพาะกับเชื้อ 

Y. enterocolitica เท่ากับ 80 ถึง 100 เปอร์เซ็นต ์ ขณะเดียวกันได้พบผลผลิต MAS-PCR ของยีน 

parC จ านวน 4 แถบในเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 ที่เป็นตัวควบคุมบวก ได้แก ่

แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากับ 395, 884, 289, 153 คู่เบสซึ่งเกิดจากไพรเมอร์ยีน parC ไพรเมอร์ยีน 

uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ parC84R ตามล าดับ และไม่พบผลผลิต MAS-PCR ใดๆ ของ

ยีน parC ของเชื้อ S. pyogenes, S. aureus, S. choleraesuis, Y. enterocolitica,                         

S. dyscenteriae, K. pneumoniae, A. hydrophila, P. mirabilis ดังรูปที ่4.24 

 
รูปที่ 4. 23 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน gyrA จากการทดสอบความจ าเพาะของปฏิกิริยา       

MAS-PCR ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่าน

กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 คือ

เชื้อ A. hydrophila แถวที่ 2 คือเชื้อ S. dyscenteriae แถวที ่3 คือเชื้อ K. pneumoniae แถวที่ 4 

คือเชื้อ S. choleraesuis แถวที่ 5 คือเชื้อ Y. enterocolitica แถวที่ 6 คือเชื้อ  S. aureus แถวที ่7 

คือเชื้อ S. pyogenes แถวที ่8 คือเชื้อ P. mirabilis แถวที่ 9 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC  

25922 และแถวที่ 10 คือตัวควบคุมลบ ตามล าดับ 
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รูปที่ 4. 24 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน parC จากการทดสอบความจ าเพาะของปฏิกิริยา      

MAS-PCR ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่าน

กระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถวที่ 1 คือ

เชื้อ S. aureus แถวที่ 2 คือเชื้อ A. hydrophila แถวที่ 3 คือเชื้อ S. pyogenes แถวที่ 4 คือเชื้อ      

P. mirabilis แถวที ่5 คือเชื้อ K. pneumoniae แถวที่ 6 คือเชื้อ S. dyscenteriae แถวที่ 7 คือเชื้อ 

S. choleraesuis แถวที่ 8 คือเชื้อ Y. enterocolitica แถวที่ 9 คือเชื้อ E. coli สายพันธุ์มาตรฐาน

ATCC 25922 และแถวที่ 10 คือตัวควบคุมลบตามล าดับ 

 
 
12.  ความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านายผลบวก (Positive 

predictive value) และค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) ของปฏิกิริยา       

MAS-PCR ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ parC 

 ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค MAS-PCR ที่ถูก

พัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ถูกวิเคราะห์โดยน าผลการตรวจด้วย

ปฏิกิริยา MAS-PCR ของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์มาเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์

ล าดับเบสด้วยเทคนิค Sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน โดยท าการเปรียบเทียบในแต่ละต าแหน่งของ

การกลายพันธุ์ ได้แก่ ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และ ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 
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ของยีน parC พบว่าความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค      

MAS-PCR ต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA มีค่าเท่ากับ 96.97, 100, 

100, 80 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 87 ของยีน gyrA มี

ค่าเท่ากับ 100, 100, 100, 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ขณะที่ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก 

และค่าท านายผลลบของเทคนิค MAS-PCR ต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน 

parC มีค่าเท่ากับ 100, 100, 100, 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 93.33, 98.48, 97.67, 95.59 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ดัง

แสดงในตารางที่ 4.9  
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ตารางท่ี 4. 9 ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค        

MAS-PCR เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Sequencing 

 

ผลการทดสอบด้วยเทคนิค 
MAS-PCR ผลการทดสอบด้วยเทคนิค Sequencing ความไว ความจ าเพาะ 

ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

 จ านวนเชือ้ทีก่ลายพันธุ ์ จ านวนเชือ้ที่ไมก่ลายพันธุ ์     

gyrA831       

พบการกลายพันธุ ์ 96 0 96.97% 100% 100% 80.00% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 3 12     

gyrA872       

พบการกลายพันธุ ์ 92 0 100% 100% 100% 100% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 0 19     

parC803       

พบการกลายพันธุ ์ 92 0 100% 100% 100% 100% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 0 19     

parC844       

พบการกลายพันธุ ์ 42 1 93.33% 98.48% 97.67% 95.59% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 3 65     

 

1 และ 2 หมายถึงต าแหน่งโคดอนท่ี 83 และ 87 ของยีน gyrA ตามล าดับ 
3 และ 4 หมายถึงต าแหน่งโคดอนท่ี 80 และ 84 ของยีน parC ตามล าดับ 
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 เมื่อวิเคราะห์ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค  

MAS-PCR โดยการเปรียบเทียบกับผลค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli ด้วยวิธี E-test® พบว่าความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และ

ค่าท านายผลลบของเทคนิค MAS-PCR ต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA 

มีค่าเท่ากับ 94.74, 62.50, 93.75, 66.67 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 87 ของยีน gyrA มีค่าเท่ากับ 96.84, 100, 100, 84.21 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ขณะที่

ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค MAS-PCR ต่อการตรวจการ

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 96.84, 100, 100, 84.21 เปอร์เซ็นต์

ตามล าดับ และต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 45.26, 

100, 100, 23.53 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.10  

 เมื่อวิเคราะห์ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค  

MAS-PCR โดยการเปรียบเทียบกับผลค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli ด้วยวิธี E-test® พบว่าความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และ

ค่าท านายผลลบของเทคนิค MAS-PCR ต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA 

มีค่าเท่ากับ 96.74, 63.16, 92.71, 80 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง

โคดอน 87 ของยีน gyrA มีค่าเท่ากับ 100, 100, 100, 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ขณะที่ความไว 

ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค MAS-PCR ต่อการตรวจการกลาย

พันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 100, 100, 100, 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และ

ต่อการตรวจการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 46.74, 100, 100, 27.94            

เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับดังแสดงในตารางที่ 4.11 
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ตารางท่ี 4. 10 ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค      

MAS-PCR เมื่อเปรียบเทียบกับค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ E. coli ด้วยวิธี E-test® 

 
1 และ 2 หมายถึงต าแหน่งโคดอนท่ี 83 และ 87 ของยีน gyrA ตามล าดับ 
3 และ 4 หมายถึงต าแหน่งโคดอนท่ี 80 และ 84 ของ9ยีน parC ตามล าดับ 

ผลการทดสอบด้วย
เทคนิค MAS-PCR  

ผลการทดสอบค่าความเข้มขน้ยา 
 Ciprofloxacin ที่นอ้ยที่สุดที่ยับย้ัง 

การเจรญิของเชือ้ 
ความไว ความจ าเพาะ 

ค่าท านาย
ผลบวก 

ค่าท านาย
ผลลบ 

 จ านวนเชือ้ที่ดือ้ตอ่ยา 
จ านวนเชือ้ที ่

ไวต่อยา 
    

gyrA831       

พบการกลายพันธุ ์
 

90 
 

6 
 

94.74% 62.50% 93.75% 66.67% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 5 10     

gyrA872       

พบการกลายพันธุ ์ 92 0 96.84% 100% 100% 84.21% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 3 16     

parC803       

พบการกลายพันธุ ์ 92 0 96.84% 100% 100% 84.21% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 3 16     

parC844       

พบการกลายพันธุ ์ 43 0 45.26% 100% 100% 23.53% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 52 16     
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ตารางท่ี 4. 11 ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบของเทคนิค          

MAS-PCR เมื่อเปรียบเทียบกับค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ E. coli ด้วยวิธี E-test® 

ผลการทดสอบด้วยเทคนิค 

MAS-PCR  

ผลการทดสอบค่าความเข้มขน้ยา 

Levofloxacin ที่นอ้ยที่สุดที่ยับย้ังการ

เจรญิของเชือ้ 

ความไว ความจ าเพาะ 
ค่าท านาย

ผลบวก 

ค่าท านายผล

ลบ 

 จ านวนเชือ้ที่ดือ้ตอ่ยา 
จ านวนเชือ้ที ่

ไวต่อยา 
    

gyrA831       

พบการกลายพันธุ ์ 89 7 96.74% 63.16% 92.71% 80% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 3 12     

gyrA872       

พบการกลายพันธุ ์ 92 0 100% 100% 100% 100% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 0 19     

parC803       

พบการกลายพันธุ ์ 92 0 100% 100% 100% 100% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 0 19     

parC844       

พบการกลายพันธุ ์ 43 0 46.74% 100% 100% 27.94% 

ไม่พบการกลายพันธุ ์ 49 19     

 

1 และ 2 หมายถึงต าแหน่งโคดอนท่ี 83 และ 87 ของยีน gyrA ตามล าดับ 
3 และ 4 หมายถึงต าแหน่งโคดอนท่ี 80 และ 84 ของยีน parC ตามล าดับ



 

 

บทที ่5 

อภิปรายผลการทดลอง 

 เชื้อ E. coli เป็นเชื้อแบคทีเรียที่มีความส าคัญทางการแพทย์เนื่องจากเป็นเชื้อแบคทีเรียก่อ

โรคที่มักตรวจพบและเพาะแยกได้บ่อยจากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย (2, 3) แม้ว่าเชื้อ E. coli เป็นเชื้อ

ประจ าถิ่นในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม (2) อย่างไรก็ตามเชื้อสามารถก่อ

โรคได้ทั้งในระบบทางเดินอาหาร (Diarrheagenic E. coli) และนอกระบบทางเดินอาหาร 

(Extraintestinal        E. coli) (2) เชื้อ E. coli เป็นสาเหตุหลักของการติดเชื้อทั้งในชุมชนและใน

โรงพยาบาล (29, 30) โดยพบว่าการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะในชุมชนและในโรงพยาบาลมี

สาเหตุมาจากเชื้อ E. coli มากถึง 80 และ 40 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (4) จากการศึกษาของ 

Thamlikitkul และคณะเกี่ยวกับอุบัติการณ์การติดเชื้อแบคทีเรียในผู้ป่วยโรงพยาบาล 4 แห่งใน

ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2543 พบว่ามีอัตราการติดเชื้อ E. coli สูงเป็นอันดับหนึ่ง โดยมีอัตราการติดเชื้อ

เท่ากับ 20 เปอร์เซนต์ (33) สอดคล้องกับข้อมูลของ Chaiwarith และคณะที่ท าการศึกษาอัตราเชื้อดื้อ

ยาของผู้ป่วยภายในโรงพยาบาลเชียงใหม่ระหว่างปี  .ศ.พ 2549 ถึง 2552 พบว่าสามารถเพาะแยกเชื้อ 

E. coli จากสิ่งส่งตรวจในผู้ป่วยได้เป็นอันดับหนึ่งจากสิ่งส่งตรวจที่มาจากเลือดและปัสสาวะ (34) 

 ยากลุ่ม Quinolones เป็นยาปฏิชีวนะส าคัญกลุ่มหนึ่งที่ถูกน ามาใช้ในการรักษาการติดเชื้อที่มี

สาเหตุมาจากเชื้อ E. coli (23, 46, 75,) ปัจจุบันพบว่าเชื้อ E. coli มีแนวโน้มดื้อต่อยากลุ่มดังกล่าวเพ่ิม

สูงขึ้น (75) ข้อมูลจากกระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย พบว่าเชื้อ E. coli มีแนวโน้มของอัตราการ

ดื้อยาที่เพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยอัตราการดื้อยา Ciprofloxacin เพ่ิมขึ้นจาก 29.4 เปอร์เซ็นต์ในปี 

พ.ศ. 2545 เป็น 54.7 เปอร์เซ็นต์ในปี พ.ศ. 2557 (6) Lu และคณะได้ท าการรวบรวมข้อมูลเกี่ยวกับ

อัตราการดื้อยาของเชื้อ E. coli ที่ก่อโรคในระบบทางเดินปัสสาวะในกลุ่มประเทศเอเชียแปซิฟิครวมถึง
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ในประเทศไทยตั้งแต่ปี พ.ศ.  2552 ถึง พ.ศ. 2553 พบว่าเชื้อมีอัตราการดื้อต่อยา Ciprofloxacin และ

ยา Levofloxacin เท่ากับ 56.8 เปอร์เซ็นต์และ 55.9 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (113) สอดคล้องกับข้อมูล

ของโรงพยาบาลรามาธิบดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ในปี 

พ.ศ. 2555 ที่พบว่าเชื้อ E. coli มีอัตราการดื้อต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin เท่ากับ 

64 และ 63 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ (7) การดื้อยากลุ่ม Quinolones ที่พบในเชื้อ E.coli จึงเป็นหนึ่งใน

ปัญหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญที่พบได้ในประเทศไทย   

 การศึกษาครั้งนี้ใช้เชื้อ E. coli จ านวน 111 สายพันธุ์ซึ่งแยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในที่

ส่งมายังห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลรามาธิบดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย ในช่วงระหว่างเดือนมกราคมถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2557 โดยเชื้อส่วน

ใหญ่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจที่เป็นปัสสาวะคิดเป็น 83.78 เปอร์เซ็นต์ เชื้อทั้งหมดได้ผ่านการทดสอบ

ความไวต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ด้วยวิธ ี Disk diffusion method สามารถ

จ าแนกได้เป็นเชื้อ E. coli ที่ไวต่อยา Ciprofloxacin และ Levofloxacin จ านวน 19 สายพันธุ์ และ

เชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin จ านวน 92 สายพันธุ์ อย่างไรก็ตามเม่ือ

น าเชื้อทั้งหมดจ านวน 111 สายพันธุ์มาทดสอบความไวต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin 

ด้วยวิธ ีE-test® พบว่าเชื้อ E. coli จ านวน 16 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบที่ไวต่อยา Ciprofloxacin 

และยา Levofloxacin สอดคล้องกับการทดสอบด้วยวิธี Disk diffusion method และพบเชื้อ          

E. coli จ านวน 3 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบที่ดื้อปานกลางต่อยา Ciprofloxacin ซึ่งไม่สอดคล้องกับ

การทดสอบด้วยวิธี Disk diffusion method ในขณะที่เชื้อ E. coli จ านวน 76 สายพันธุ์ให้ผลการ

ทดสอบท่ีดื้อต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin สอดคล้องกับการทดสอบด้วยวิธี Disk 

diffusion method และพบเชื้อ E. coli จ านวน 16 สายพันธุ์ให้ผลการทดสอบที่ดื้อปานกลางต่อยา 

Levofloxacin ซึ่งไม่สอดคล้องกับการทดสอบด้วยวิธี Disk diffusion การทดสอบความไวต่อยา
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ปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli ตามวิธีมาตรฐานของ Clinical Laboratory Standards Institute ปี ค.ศ. 

2013 ได้แก่  วิธี Broth dilution method วิธี Agar dilution method และวิธี Disk diffusion 

method (2) แม้ว่าวิธี Disk diffusion method  จะเป็นวิธีที่มีราคาประหยัด มีข้ันตอนการทดสอบที่

สะดวกและให้ผลที่น่าเชื่อถือ อย่างไรก็ตามวิธีการทดสอบดังกล่าวให้ผลการทดสอบแต่เพียงเชิง

คุณภาพจึงไม่สามารถจ าแนกเชื้อที่มีการดื้อยาในระดับต่ าได้ (114) ขณะที่วิธี E-test® เป็นการ

ทดสอบหาค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อเช่นเดียวกับ

วิธ ี Broth dilution method และ Agar dilution method จึงสามารถแสดงให้เห็นถึงระดับความ

เข้มข้นของยาที่ละเอียดกว่าค่าที่ได้จากการทดสอบด้วย Disk diffusion method (114) วิธ ีE-test® 

เป็นวิธีที่เตรียมการทดสอบง่าย ไม่ยุ่งยาก และให้ประสิทธิภาพไม่แตกต่างจากวิธี Broth dilution 

method เมื่อใช้ท าการทดสอบความไวของยา Ciprofloxacin ต่อเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มแกรมลบรูป

แท่งที่ก่อโรคในล าไส้รวมถึงเชื้อ E. coli  (78) และวิธี Disk diffusion method เมื่อใช้ท าการทดสอบ

ความไวต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ต่อเชื้อ Salmonella enterica (115) 

ตามล าดับ อย่างไรก็ตามวิธี E-test® มีข้อจ าอยู่บางประการ ได้แก่ ราคาที่ค่อนข้างสูงและให้ความไว

ของการทดสอบที่ค่อนข้างต่ าหากเชื้อที่ใช้ทดสอบมีปริมาณน้อย เป็นต้น (78) 

 ยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin เป็นยาในกลุ่มที่ 2 และกลุ่ม 3 ของยากลุ่ม 

Quinolones ตามล าดับ (8) ยาทั้งสองชนิดนี้มีกลไกการออกฤทธิ์ในการฆ่าท าลายเชื้อแบคทีเรีย โดย

ยาเข้าจับกับเอนไซม์ DNA gyrase และเอนไซม์ DNA topoisomerase IV ส่งผลให้เกิดการขัดขวาง

กระบวนจ าลองสายดีเอ็นเอ (51) และท าให้เชื้อแบคทีเรียเกิดการตายแบบ Apoptosis (54)  ยา 

Ciprofloxacin เป็นยาที่นิยมใช้ในการรักษาการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ 

E. coli (116) และออกฤทธิ์ต่อเชื้อแบคทีเรียกลุ่มแกรมลบรูปแท่งได้ดีที่สุดในบรรดายากลุ่ม 
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Quinolones (116) เนื่องมาจากโมเลกุลของหมู่ Piperazine ณ คาร์บอนอะตอมต าแหน่งที่ 7 ใน

โครงสร้างของยา (49) ขณะที่ยา Levofloxacin สามารถออกฤทธิ์ได้ดีกว่าในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 

(54) เนื่องมาจากโมเลกุลของหมู่ Aminopyrrolidine ณ คาร์บอนอะตอมต าแหน่งที่ 7 ในโครงสร้างยา 

(49) ในการศึกษาครั้งนี้พบว่ายา Ciprofloxacin มีค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียต่ ากว่ายา Levofloxacin ทั้งในการทดสอบกับเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 25922 และเชื้อ E. coli สายพันธุ์ทางคลินิกซ่ึงสัมพันธ์กับข้อมูลที่ได้อธิบาย

ข้างต้น 

 การใช้ยาปฏิชีวนะเกินความจ าเป็นเป็นสาเหตุส าคัญที่กระตุ้นให้เชื้อแบคทีเรียเกิดการดื้อต่อ

ยา (49) กลไกการดื้อยาที่เป็นสาเหตุหลักท่ีท าให้เชื้อ E. coli ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones คือการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างเอนไซม์ที่เป็นเป้าหมายของยา เนื่องมาจากเกิดจากการกลายพันธุ์ในส่วนของ 

Quinolone resistance determining regions (61) ซึ่งได้แก่ การกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน 

gyrB ที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ DNA gyrase หรือการกลายพันธุ์ของยีน parC และยีน parE ที่

ควบคุมการสร้างเอนไซม์ DNA topoisomerase IV (55) ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการศึกษาล าดับเบส

บริเวณ Quinolone resistance determining regions ของเชื้อ E. coli จ านวนทั้งสิ้น 111 สายพันธุ์

ด้วยเทคนิค Sanger sequencing เพ่ือวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC โดยยีนทั้ง

สองดังกล่าวเป็นยีนหลักที่พบการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่ม Quinolones ของเชื้อ  E. coli 

(49) พบว่า 85 เปอร์เซ็นต์ของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones มีสาเหตุจากกลายพันธุ์ของ

ยีน gyrA ในขณะที่เชื้อจ านวน 45.6 เปอร์เซ็นต์มีสาเหตุจากกลายพันธุ์ของยีน parC (62)  ซึ่งการ 

กลายพันธุ์ที่พบได้บ่อยที่เป็นสาเหตุของการดื้อยากลุ่ม Quinolones ส่วนใหญ่เกิดข้ึนที่ต าแหน่ง       

โคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC (11, 62) เมื่อ   
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ยากลุ่ม Quinolone เข้าสู่ภายในเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียยาจะเข้าจับกับโปรตีน GyrA ของเอนไซม์ 

DNA gyrase ในระหว่างการออกฤทธิ์ ดังนั้นหากเกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างโปรตีน GyrA 

ภายในเอนไซม์ดังกล่าวจะส่งผลต่อการออกฤทธิ์ของยา ขณะที่โปรตีน ParC มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับ

โปรตีน GyrA และเป็นเป้าหมายที่ส าคัญของยาในการออกฤทธิ์ต่อเอนไซม์ DNA topoisomerase IV 

(49, 117) อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ของยีน gyrB และยีน parE พบว่ามีความสัมพันธ์ที่เกี่ยวข้องกับ

การดื้อยากลุ่ม Quinolones ที่น้อยกว่ายีน gyrA และยีน parC ตามล าดับ (64, 117) 

 ในเชื้อ E. coli จ านวน 111 สายพันธุ์พบว่ามีเชื้อที่เกิดการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และ/หรือ

ยีน parC จ านวนทั้งสิ้น 99 สายพันธุ์หรือเท่ากับ 89.19 เปอร์เซ็นต์ โดยพบการกลายพันธุ์แบบจุดเดียว

ทั้งหมด 8 รูปแบบซึ่งเป็นการกลายพันธุ์ที่พบบ่อยและเป็นสาเหตุของการดื้อยากลุ่ม Quinolones ของ

เชื้อ E. coli จ านวนทั้งสิ้น 6 รูปแบบ ดังนี้ การกลายพันธุ์ของยีน gyrA ได้แก่ Serine83-Leucine (TCG 

เป็น TTG) Aspartate87-Asparagine (GAC เป็น AAC) และ Aspartate87-Tyrosine (GAC เป็น 

TAC)  และการกลายพันธุ์ของยีน parC ได้แก่ Serine80-Isoleucine (AGC เป็น ATC หรือ ATT) 

Glutamate84-Valine (GAA เป็น GTA) Glutamate84-Glycine (GAA เป็น GGA) และเป็นการ 

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอนอ่ืนๆ ที่พบไม่บ่อยจ านวน 2 รูปแบบ ดังนี้ การกลายพันธุ์ของยีน parC 

ได้แก่ Alanine90-Valine (GCG เป็น GTG) และ Alanine108-Threonine (GCG เป็น ACG) ใน

ปัจจุบันการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 90 และ/หรือ 108 ของยีน parC โดยปราศจากการ        

กลายพันธุ์ร่วมกับต าแหน่งอื่นๆ ยังไม่สามารถสรุปได้แน่ชัดถึงความสัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่ม 

Quinolones อย่างไรก็ตามพบว่าการกลายพันธุ์ของโคดอน 2 ต าแหน่งดังกล่าวของยีน parC ร่วมกัน

กับต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA มีความสัมพันธ์กับการดื้อระดับสูงของยากลุ่ม 

Quinolones (61) 
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 ในเชื้อ E. coli ที่มีการกลายพันธุ์จ านวนทั้งสิ้น 99 สายพันธุ์ พบการกลายพันธุ์แบบจุดเดียว

ของยีน gyrA มากกว่ายีน parC โดยพบรูปแบบการกลายพันธุ์ของต าแหน่งโคดอน Serine83-

Leucine ของยีน gyrA มากเป็นอันดับหนึ่ง ต าแหน่งโคดอน Serine80-Isoleucine ของยีน parC มาก

เป็นอันดับสอง ต าแหน่งโคดอน Aspartate87-Asparagine ของยีน gyrA มากเป็นอันดับสาม 

ต าแหน่งโคดอน Glutamate84-Valine ของยีน parC มากเป็นอันดับสี่ ต าแหน่งโคดอน 

Glutamate84-Glycine ของยีน parC มากเป็นอันดับห้า ต าแหน่งโคดอน Aspartate87-Tyrosine 

ของยีน gyrA มากเป็นอันดับหก ซึ่งสอดคล้องกับความถี่ของรูปแบบการกลายพันธุ์ที่พบในการศึกษา

ล าดับเบสของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา Ciprofloxacin จ านวน 80 สายพันธุ์ของ Nam และคณะในปี 

ค.ศ. 2013 ที่ประเทศเกาหลี (11) เชื้อ E. coli ที่มีการกลายพันธุ์ส่วนใหญ่มีการกลายพันธุ์ร่วมกัน

มากกว่า 1 ต าแหน่งขึ้นไปอย่างมีนัยส าคัญ โดยพบการกลายพันธุ์ 4 ต าแหน่งที่เกิดขึ้นร่วมกันที่ยีน 

gyrA 2 ต าแหน่งและที่ยีน parC 2 ต าแหน่งมากท่ีสุด และพบการกลายพันธุ์ 3 ต าแหน่งที่เกิดขึ้น

ร่วมกันที่ยีน gyrA 2 ต าแหน่งและท่ียีน parC 1 ต าแหน่งรองลงมา ข้อมูลล าดับเบสของเชื้อ E. coli ที่

ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones จากการศึกษาก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อมักเกิดการกลายพันธุ์ร่วมกัน

ระหว่างยีน gyrA และยีน parC มากกว่า 1 ต าแหน่งขึ้นไป โดยพบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 

และ 87 ของยีน gyrA ร่วมกันกับที่ต าแหน่งโคดอน 80 และ/หรือ 84 ของยีน parC เป็นหลัก (59, 61) 

 ในการศึกษาครั้งนี้แม้ว่าเชื้อ E. coli ที่มีการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA 

เพียงต าแหน่งเดียวยังคงไวต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์

ดังกล่าวส่งผลให้เชื้อมีระดับค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื้อที่เพ่ิมสูง 

ขึ้นเล็กน้อย ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในอดีตของ Aoike และคณะ (62) พบว่าเชื้อ E. coli ทุกสาย

พันธุ์ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones มีการกลายพันธุ์เกิดขึ้นอย่างน้อย 3 ต าแหน่งซึ่งประกอบไปด้วยการ
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กลายพันธุร่วมกันที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และท่ีต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC 

โดยมีรูปแบบการกลายพันธุ์ร่วมกัน 2 รูปแบบ ได้แก่ 1). รูปแบบการกลายพันธุ์ร่วมกันที่ต าแหน่ง      

โคดอน Serine83-Leucine ร่วมกับ Aspartate87-Asparagine และ Serine80-Isoleucine ซึ่งพบ

มากที่สุด และ 2). รูปแบบการกลายพันธุ์ร่วมกันที่ต าแหน่งโคดอน Serine83-Leucine ร่วมกับ 

Aspartate87-Tyrosine และ Serine80-Isoleucine ทั้ง 2 รูปแบบของการกลายพันธุ์ร่วมกันที่พบมี

ความสัมพันธ์กับการดื้อระดับสูงต่อยากลุ่ม Quinolones ในเชื้อ E. coli (59, 118) 

 เชื้อ E. coli จ านวน 83 จาก 92 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ร่วมกันอย่างน้อย 3 ต าแหน่งดัง

อธิบายข้างต้นดื้อระดับสูงต่อยา Ciproflxacin (ค่าความเข้มข้นของยา Ciprofloxacin น้อยที่สุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อมากกว่าหรือเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ขณะที่เชื้อ E. coli 

จ านวน 34 จาก 92 สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ร่วมกันอย่างน้อย 3 ต าแหน่งดังอธิบายข้างต้นดื้อ

ระดับสูงต่อยา Levofloxacin (ค่าความเข้มข้นของยา Levofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อมากกว่าหรือเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) การที่ยา Levofloxacin มีประสิทธิภาพ

ดีกว่ายา Ciprofloxacin ต่อเชื้อแบคทีเรียที่ดื้อยากลุ่ม Quinolones ที่มีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ์

ของยีน gyrA อาจเนื่องจากการมีหมู่ Methoxy ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 8 ในโครงสร้างของยา ท าให้ยา

ออกฤทธิ์ต่อเชื้อแบคทีเรียได้มากข้ึน (119) 

 แม้ว่าการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA เพียงต าแหน่งเดียวสามารถก่อให้เกิด

การดือ้ต่อยา Quinolones ได้ อย่างไรก็ตามการกลายพันธุ์ร่วมกับต าแหน่งอื่นๆ ของยีน gyrA และ/

หรือยีน parC พบว่ามีความสัมพันธ์กับระดับการดื้อต่อยา Quinolones ที่เพ่ิมสูงขึ้น (59, 118) ผล

การศึกษาในครั้งนี้สอดคล้องกับทฤษฎีที่อธิบายระดับการดื้อยากลุ่ม Quinolones ที่เพ่ิมสูงขึ้นเม่ือมี

การกลายพันธุ์ร่วมกันหลายต าแหน่งของ Quinolone resistance determining regions แม้กระนั้น
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การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 84 และ/หรือโคดอน 90 หรือโคดอน 108 ของยีน parC พบว่ามี

ความสัมพันธ์น้อยกับการดื้อยากลุ่ม Quinolones (10) ทั้งนี้อาจเป็นเพราะเอนไซม์ DNA grase เป็น

เป้าหมายหลักท่ียากลุ่ม Quinolones เข้ามาจับเพ่ือยับยั้งกระบวนการจ าลองสายดีเอ็นเอในเชื้อ

แบคทีเรียแกรมลบ (54) ดังนั้นจึงสังเกตเห็นการดื้อยากลุ่ม Quinolones ที่สัมพันธ์กับการกลายพันธุ์

ของยีน gyrA มากกว่ายีน parC ในเชื้อ E. coli 

 การศึกษาท่ีผ่านมาของเชื้อ E. coli สายพันธุ์ที่มีการกลายพันธุ์ร่วมกันอย่างน้อย 3 ต าแหน่ง

ดังอธิบายข้างต้น พบระดับการดื้อระดับสูงต่อยากลุ่ม Quinolones (ค่าความเข้มข้นของยา 

Ciprofloxacin น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้ออยู่ในช่วงมากกว่าหรือเท่ากับ 128 ถึง 256 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เมื่อท าการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะด้วยวิธี Broth dilution method 

หรือ Agar dilution method (59, 119) ระดับสูงสุดของค่าความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุด

ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่สามารถวัดได้ในการศึกษาครั้งนี้มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 32 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เนื่องมาจากข้อจ ากัดของการทดสอบด้วยวิธี E-test® ที่มีระดับสูงสุดของความ

เข้มข้นยาเท่ากับ 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นหากท าการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะด้วยวิธี

อ่ืนที่สามารถเตรียมความเข้มข้นของยาให้มีระดับสูงได้มากกว่านี้ เช่น Broth dilution method อาจ

พบว่าการกลายพันธุ์ของเชื้อที่เกิดข้ึนในการศึกษาครั้งนี้สัมพันธ์กับระดับการดื้อยาที่สูงกว่าที่พบเมื่อ

ทดสอบด้วยวิธี E-test®  

 ปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคทางอณูชีววิทยาเข้ามาใช้ศึกษาการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียอย่าง

แพร่หลาย (32, 120) เนื่องจากเทคนิคดังกล่าวให้ความไวในการทดสอบค่อนข้างสูง ใช้ระยะเวลาสั้น 

สามารถทดสอบกับเชื้อที่ไม่มีชีวิตได้ นอกจากนั้นยังสามารถใช้ศึกษากลไกท่ีท าให้เชื้อเกิดการดื้อต่อยา

ได้อีกด้วย (32, 120, 121) เช่น การใช้เทคนิค Polymerase chain reaction-Restriction fragment 



 

 

144 

length polymorphism เพ่ือตรวจหาการกลายพันธุ์ในยีน gyrA และยีน parC ในเชื้อกลุ่ม 

Enterobacteriaceae (16) การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน gryA ของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม 

Quinolones ด้วยวิธ ีSingle-strand conformational polymorphism analysis (17) และการใช้

เทคนิค Mismatch amplification mutation assay PCR เพ่ือตรวจหาการกลายพันธุ์บนยีน gyrA ใน

เชื้อ Campylobacter jejuni (121)  

 การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพ่ือใช้ในการวินิจฉัยการดื้อยากลุ่ม Quinolones 

ของเชื้อ    E. coli ที่มีสาเหตุมาจากการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และ

ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC  เทคนิค MAS-PCR เป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่พัฒนา

มาจากเทคนิค PCR (122) โดยน าหลักการของ Multiplex PCR เข้ามาประยุกต์ใช้ร่วมในเทคนิค     

AS-PCR ท าให้สามารถใช้ในการตรวจสอบหาการกลายพันธุ์ที่เกิดขี้นหลายต าแหน่งได้ภายในหนึ่ง

ปฏิกิริยาทดสอบ ในปฏิกิริยา MAS-PCR ที่ถูกพัฒนาขึ้นใช้ไพร์เมอร์ 4 คู่ ได้แก่ ไพร์เมอร ์ที่จ าเพาะกับ

ยีนที่ต้องการตรวจหาการกลายพันธุ์ (ยีน gyrA หรือยีน parC)  ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีนควบคุม

ภายใน (ยีน uspA) ไพร์เมอร ์ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอนมีการกลายพันธุ์ของยีน (ต าแหน่งโคดอน 83 

และ 87 ส าหรับยีน gyrA หรือต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ส าหรับยีน parC) (62) โดยไพรเมอร์ที่

จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอนมีการกลายพันธุ์ถูกออกแบบให้ปลายด้าน 3’ สามารถจับอย่างจ าเพาะกับ

ล าดับเบสที่ปกติ ณ ต าแหน่งที่ต้องการตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีนนั้น (91) เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา

แล้วไพรเมอร์ดังกล่าวจะสามารถจับแบบคู่สมกับล าดับเบสที่ปกติและสามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอ

ต้นแบบ ซึ่งสามารถตรวจสอบพบผลิตจากปฏิกิริยาบนวุ้นอะกาโรส ขณะที่ไพรเมอร์จะไม่สามารถจับ

แบบคู่สมกับล าดับเบสที่เกิดการกลายพันธุถ์และไม่สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอต้นแบบ ท าให้ไม่

สามารถพบผลผลิตจากปฏิกิริยาบนวุ้นอะกาโรส (91) 
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 ในการออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอนที่มีการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน 

parC จ าเป็นจะต้องให้เกิดผลผลิตที่มีขนาดแตกต่างกันอย่างชัดเจน เนื่องมาจากต าแหน่งการกลาย

พันธุ์ทั้งสองจุดของยีน gyrA (ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87) หรือยีน parC (ต าแหน่งโคดอน 80 และ 

84) มีระยะท่ีใกล้เคียงกัน ซึ่งอาจท าให้เกิดผลผลิตที่มีขนาดใกล้เคียงกันจนไม่สามารถแยกออกจากกัน

ได้เมื่อตรวจสอบบนวุ้นอะกาโรส สอดคล้องกับงานวิจัยของ Vadwai และคณะในปี คศ. 2012 ที่

ท าการศึกษาการกลายพันธุ์ในเชื้อ M. tuberculosis ที่ดื้อต่อยา Isoniazid ยา Rifampicinยา 

Fluorquionlones และยา Aminoglycoside ด้วยเทคนิค MAS-PCR โดยออกแบบไพรเมอร์ katG 

315 Reverse primer ไพรเมอร์ rpoB 531 Forward primer ไพรเมอร์ gyrA 94 Forward primer 

และไพรเมอร์ rrs 1401 Reverse primer เป็น Allele specific primer ที่จ าเพาะกับโคดอน 315 

ของยีน katG โคดอน 531 ของยีน rpoB โคดอน 94 ของยีน gyrA และโคดอน 1401 ของยีน rrs 

ตามล าดับ (100) การศึกษาครั้งนี้ออกแบบให้ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร ์ gyrA87R เป็น 

Forward primer และ Reverse primer ที่จ าเพาะกับต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA 

ตามล าดับ ขณะที่ไพรเมอร ์ parC80F และไพรเมอร ์ parC84R เป็น Forward primer และ Reverse 

primer ที่จ าเพาะกับโคดอนที่ 80 และ 84 ของยีน parC ตามล าดับ การออกแบบ Allele specific 

primer ของแต่ละยีนดังกล่าวให้มีทิศทางการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ในทิศทางตรงกันข้าม ท าให้ผล

ผลิต MAS-PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร ์ gyrA87R ของยีน gyrA มีขนาดแตกต่าง

กันอย่างชัดเจนเท่ากับ 443 และ 256 คู่เบสตามล าดับ และผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดจากไพรเมอร์ 

parC80F และไพรเมอร ์ parC84R ของยีน parC มีขนาดแตกต่างกันอย่างชัดเจนเท่ากับ 272 และ 

176 คู่เบสตามล าดับ Allele specific primer ที่ถูกออกแบบทั้งหมดมีความยาวเท่ากับ 20 คู่เบส 

อย่างไรก็ตามไพรเมอร์ parC80F ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างเชื้อสายพันธุ์ที่ไม่มีการกลาย

พันธุ์กับเชื้อท่ีเกิดการกลายพันธุ์ได้ และเม่ือออกแบบเพ่ิมความยาวของไพรเมอร์ให้เท่ากับ 22 คู่เบส 
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ไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถแยกความแตกต่างระหว่างเชื้อสายพันธุ์ที่ไม่มีการกลายพันธุ์กับเชื้อที่เกิดการ

กลายพันธุ์ได้ เนื่องมาจากไพรเมอร์ที่ขนาดยาวจะมีความจ าเพาะมากกว่าไพรเมอร์ที่มีขนาดสั้น (122) 

ไพรเมอร์ parC80F ที่มีความยาวเท่ากับ 22 คู่เบสจึงสามารถจับกับดีเอ็นเอต้นตรงต าแหน่งที่จ าเพาะ

กับคู่สมได้ 

 นอกเหนือจากการออกแบบไพรเมอร์เพื่อให้มีความจ าเพาะกับต าแหน่งโคดอนมีการกลาย

พันธุ์ของยีนแล้ว การปรับสภาวะให้เหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR อาทิเช่น อุณหภูมิใน

ขั้นตอน Annealing  ความเข้มข้นของไพรเมอร์ ความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ และจ านวนรอบ

ในการท าปฏิกิริยาที่เหมาะสม มีส่วนส าคัญในการพัฒนาเทคนิคดังกล่าวให้มีประสิทธิภาพเนื่องจากมี

ผลต่อความไวและความจ าเพาะของปฏิกิริยา (80) อุณหภูมิในข้ันตอน Annealing ที่เหมาะสมใน

ปฏิกิริยา MAS-PCR มีความส าคัญต่อการจับกันระหว่างไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (123) ใน

ปฏิกิริยา PCR ทัว่ไปนิยมใช้ อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing อยู่ในช่วง 56 ถึง 60 องศาเซลเซียส (80) 

ในการศึกษาครั้งนี้การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในขั้นตอน Annealing ของปฏิกิริยา MAS-PCR 

พิจารณาจากอุณหภูมิหลอมเหลวของ Allele specific primer แต่ละตัว และทดสอบกับอุณหภูมิ

ในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 51 ถึง 67 องศาเซลเซียสส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA 

อุณหภูมิระหว่าง 53 ถึง 69 องศาเซลเซียสส าหรับการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน parC โดยพบว่า

อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่เหมาะสมที่สุดส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA และ parC 

เท่ากับ 55 และ 61 องศาเซลเซียสตามล าดับ 

 ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมในปฏิกิริยา MAS-PCR มีความส าคัญต่อการจับกัน

ระหว่างไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (123)  หากสัดส่วนของไพรเมอร์ต่อดีเอ็นเอต้นแบบ (Primer-to-

template ratio) มีค่าสูงเกินไปอาจส่งผลให้เกิด Primer dimer ในทางตรงกันข้ามหากมีค่าน้อย
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เกินไปอาจยับยั้งปฏิกิริยาได้ (80) ความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละตัวที่เหมาะสมในปฏิกิริยา PCR 

ทั่วไปมีค่าเท่ากับ 0.1 ถึง 0.5 ไมโครโมล ทั้งนี้สามารถปรับความเข้มข้นให้มากข้ึนหรือน้อยลงได้ขึ้นอยู่

กับความเหมาะสม (80) ในการศึกษาครั้งนี้การทดสอบหาความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละตัวของ

ปฏิกิริยา MAS-PCR ได้พิจารณาความเข้มข้นของไพรเมอร์เท่ากับ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1 ไมโครโมล 

พบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมที่สุดส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA และยีน 

parC เท่ากับ 1 และ 0.2 ไมโครโมลตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้า (104) 

 แมกนีเซียมคลอไรด์มีส่วนช่วยในการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ Taq DNA polymerase และ

จับกับดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตเพ่ือเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการสร้างสายดีเอ็นเอ (124) 

โดยทั่วไปความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมในปฏิกิริยา PCR เท่ากับ 1.5 ถึง 2 มิลลิโมล 

ทั้งนี้สามารถปรับความเข้มข้นให้มากขึ้นหรือน้อยลงได้ขึ้นอยู่กับความเหมาะสมต่อสัดส่วนของเอนไซม์ 

Taq DNA polymerase และปริมาณดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟตในปฏิกิริยา (80) ใน

การศึกษาครั้งนี้การทดสอบหาความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ของปฏิกิริยา MAS-PCR ได้

พิจารณาช่วงความเข้มข้นเท่ากับ 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 มิลลิโมลส าหรับยีน gyrA และ 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 

4.0 มิลลิโมลส าหรับยีน parC พบว่าความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์ที่เหมาะสมที่สุดส าหรับ

ปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA และยีน parC เท่ากับ 1.5 และ 3.0 มิลลิโมลตามล าดับ ซึ่งสอดคล้อง

กับการศึกษาก่อนหน้า (104, 107) 

 ในการท าปฏิกิริยา PCR ทั่วไปหากใช้จ านวนรอบที่มากเกินอาจส่งผลต่อการเพิ่มผลผลิต PCR 

ที่ไม่จ าเพาะ ในทางกลับกันหากใช้จ านวนรอบที่น้อยเกินไปอาจพบจ านวนผลผลิต PCR ที่ต่ า (125) 

การศึกษาครั้งนี้ได้ทดสอบหาจ านวนรอบที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR โดยพิจารณาจ านวน

รอบเท่ากับ 20, 25, 30, 35, 40 รอบส าหรับยีน gyrA และยีน parC พบว่าจ านวนรอบที่เหมาะสม
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ที่สุดส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA และยีน parC เท่ากับ 30 รอบ ซึ่งสอดคล้องกับ

การศึกษาก่อนหน้า (46,79) อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ใช้ความเข้นข้นของดีเอ็นเอต้นแบบ ความ

เข้มข้นของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต และความเข้มข้นของเอนไซม์ Taq DNA 

polymesrase ตามการศึกษาของ Oram และคณะ (104) และของ Vila และคณะ (107) และพบว่า

มีความเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA และยีน parC เมื่อน ามาทดสอบร่วมกับ

การหาสภาวะที่เหมาะสมของอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing  ความเข้มข้นของไพรเมอร์ ความเข้มข้น

ของแมกนีเซียมคลอไรด์ และจ านวนรอบในการท าปฏิกิริยา 

 เทคนิค MAS-PCR ได้ถูกพัฒนาอย่างแพร่หลายเพื่อใช้ตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีนที่

เกี่ยวข้องกับการดื้อยาของเชื้อ M. tuberculosis (100, 101, 126) ตัวอย่างเช่น การพัฒนาเทคนิค 

MAS-PCR เพ่ือวินิจฉัยการ กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 315 ของยีน katG โคดอน 531 ของยีน rpoB 

โคดอน 94 ของยีน gyrA และโคดอน 1401 ของยีน rrs  ที่สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา Isoniazid ยา 

Rifampicin ยา Fluorquionlones และยา Aminoglycoside ตามล าดับ ในเชื้อ M. tuberculosis 

(100) และพบว่ามีประสิทธิภาพดีเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี Sequencing (100, 127) เทคนิค MAS-PCR 

ที่ถูกพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้สามารถตรวจวินิจฉัยพบการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งโคดอน 83 และ 

87 ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC ของเชื้อ E. coli ที่ดื้อยากลุ่ม 

Quinolones ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Sequencing การศึกษาก่อนหน้า

ของ Kim และคณะได้ท าการพัฒนาเทคนิค Multiplex real-time PCR เพ่ือวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของ

ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 และ 91 ของยีน parC ของเชื้อ   

E. coli ที่สัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่ม Quinolones พบว่ามีความสอดคล้องกับเทคนิค Sequencing 

มากถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (81) แม้ว่าเทคนิค MAS-PCR ที่ถูกพัฒนาขึ้นจะสามารถตรวจพบการ       
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กลายพันธุ์ต าแหน่งโคดอน 87 และ 80 ของยีน gyrA และยีน parC ตามล าดับของเชื้อทุกสายพันธุ์ 

(ความไวเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์) อย่างไรก็ตามเทคนิค MAS-PCR ไม่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์

ของต าแหน่งโคดอน Serine83-Leucine (TCG เป็น TTG) ของยีน gyrA ในเชื้อ E. coli จ านวน 3   

สายพันธุ์ (ความไวเท่ากับ 96.97 เปอร์เซ็นต์) ต าแหน่งโคดอน Glutamate84-Valine (GAA เป็น GTA) 

ของยีน parC ในเชื้อ E. coli จ านวน 2 สายพันธุ์ และต าแหน่งโคดอน Glutamate84-Glycine (GAA 

เป็น GGA) ของยีน parC ในเชื้อ E. coli จ านวน 1 สายพันธุ์ (ความไวเท่ากับ 93.33 เปอร์เซ็นต์) ทั้งนี้

อาจเกิดจาก Allele specific primer ที่ถูกออกแบบมีปลายด้าน 3’ ที่ไม่สามารถจ าแนกการ

เปลี่ยนแปลงเบสเพียงหนึ่งจุดระหว่างล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ออกจากล าดับเบสปกติได้ การ

ออกแบบ Allele specific primer ให้มีปลายด้าน 3’ ที่มีเบสคู่สมจ าเพาะกับเบสที่ไม่มีการกลายพันธุ์

เพ่ิมข้ึนอีก 1 ถึง 3 เบส อาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการจ าแนกระหว่างล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์

ออกจากล าดับเบสปกติได้ (107) อย่างไรก็ตามเทคนิค MAS-PCR ที่ถูกพัฒนาขึ้นสามารถวินิจฉัยการ

กลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน parC ในเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา Quinolones ได้อย่างถูกต้องทั้งหมด 

111 สายพันธุ์ (ความจ าเพาะเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งสอดคล้องกับต าแหน่งการกลายพันธุ์ที่ตรวจ

พบด้วยวิธี Sequencing ยกเว้นต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC ที่เทคนิค MAS-PCR ให้ผลบวก

ปลอมในเชื้อ E. coli จ านวน 1 สายพันธุ์ (ความจ าเพาะเท่ากับ 98.48 เปอร์เซ็นต์) 

 เมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบความไวต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin ด้วยวิธ ี

E-test® พบว่าเทคนิค MAS-PCR ที่ถูกพัฒนาขึ้นสามารถตรวจวินิจฉัยพบการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่ง

โคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC ของเชื้อ E. coli 

ให้ผลเป็นที่น่าพอใจ เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งโคดอน 83 และ 

87 ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC ตามล าดับของเชื้อทุกสายพันธุ์ (ความไว
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เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์)  อย่างไรก็ตามเทคนิค MAS-PCR มีความไวในการตรวจพบการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC ในเชื้อ E. coli ค่อนข้างต่ า โดยมีค่าเพียง 45.26  และ 46.74 

เปอร์เซ็นต์เมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบความไวต่อยา Ciprofloxacin และยา Levofloxacin 

ตามล าดับ การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโดดอน 83 ของยีน gyrA เพียงต าแหน่งเดียวสามารถท าให้เชื้อ     

E. coli ดื้อต่อยากลุ่ม Quinolones ได้ ในขณะเดียวกันพบว่ายีน gyrA เป็นเป้าหมายหลักของยากลุ่ม 

Quinolone ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (59, 81) จึงอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้เชื้อ E. coli จ านวน 52 และ 

49 สายพันธุ์ที่ตรวจไม่พบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC ดื้อต่อยา Ciprofloxacin 

และยา Levofloxacin ในการศึกษานี้ อย่างไรก็ตามเทคนิค MAS-PCR ให้ผลในการตรวจพบการ 

กลายพันธุ์ ณ ต าแหน่งดังกล่าวสอดคล้องกับผลจากเทคนิค Sequencing 

 เทคนิค MAS-PCR สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 87 ของยีน gyrA และ

ต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC ในเชื้อ E. coli ที่ดื้อยา Ciprofloxacin และยา 

Levofloxacin ได้อย่างถูกต้องทั้งหมดทุกสายพันธุ์ (ความจ าเพาะเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์) ยกเว้น ณ 

ต าแหน่งโคดอนที่ 83 ของยีน gyrA ที่มีความจ าเพาะเพียง 62.50 และ 63.18 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ 

แม้ว่าเชื้อ E. coli จ านวน 6 และ 7 สายพันธุ์ที่ถูกตรวจพบการกลายพันธุ์ของต าแหน่งโคดอนที่ 83 ของ

ยีน gyrA ด้วยเทคนิค MAS-PCR ยังคงไวต่อยาทั้งสองชนิด แต่พบว่าเชื้อบางสายพันธุ์มีค่าความค่า

ความเข้มข้นของสารต้านจุลชีพน้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื้อที่เพ่ิมสูงขึ้น (62) 

 เทคนิค MAS-PCR ที่ถูกพัฒนาขึ้นสามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ทั้ง 4 ต าแหน่งที่อยู่บนยีน 

gyrA และยีน parC ของเชื้อ E. coli ได้ที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอต้นแบบน้อยที่สุด (Limit of detection) 

เท่ากับ 100 นาโนกรัม ขณะเดียวกันเมื่อน าเทคนิค MAS-PCR มาทดสอบหาปริมาณของเชื้อ E. coli 

น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบการกลายพันธุ์ของยีนทั้งสองได้มีค่าเท่ากับ 6.6 x 104 colony forming 
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unit ต่อมิลลิลิตร Hegde และคณะได้ท าการพัฒนาเทคนิค Multiplex PCR เพ่ือจ าแนกเชื้อ 

Diarrheageinc E. coli ออกจากกันโดยยีนที่จ าเพาะต่อเชื้อแต่ละสายพันธุ์ และท าการเปรียบเทียบ

ปริมาณเชื้อที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบได้ระหว่างการทดสอบด้วยเทคนิค Multiplex PCR และ 

Single PCR พบว่าปริมาณเชื้อน้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบได้มีค่าเท่ากับ 105 และ  103 colony 

forming unit ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (128) การทดสอบด้วยเทคนิคที่ใช้หลักการ Multiplex PCR 

อาจมีความไวของปฏิกิริยาที่ต่ ากว่าการทดสอบที่ใช้หลักการ  PCR ปกติ (129) ทั้งนี้เนื่องมาจากมี

ปัจจัยของการเกิด PCR bias รบกวนน้อยกว่าโดยเฉพาะอย่างยิ่งจ านวนของไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา 

(126) 

 เมื่อน าเทคนิค MAS-PCR มาทดสอบความจ าเพาะของปฏิกิริยากับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์

อ่ืนๆ พบว่าไพรเมอร์ในปฏิกิริยา MAS-PCR  ของยีน parC มีความจ าเพาะที่สูงโดยไม่สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นๆ ได้ ขณะที่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน gyrA สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบของเชื้อ K. pneumoniae ไพรเมอร์ gyrA83F สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ต้นแบบของเชื้อ S. dyscenteriae และเชื้อ S. choleraesuis และไพรเมอร์ gyrA87R สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบของเชื้อ Y. enterocolitica เชื้อทั้งหมดดังกล่าวอยู่ในวงศ์ 

Enterobacteriaceae ซ่ึงเป็นวงศ์เดียวกับเชื้อ E. coli จึงมีล าดับเบสบางส่วนที่อาจมีความคล้ายกัน 

(2) อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน uspA ของเชื้อ E. coli เป็นยีนควบคุม

ภายในร่วมด้วยจึงท าสามารถจ าแนกผลผลิตที่เป็นของเชื้อ E. coli ออกจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน

ได้ ยีน uspA ควบคุมการสร้าง Universal stress protein หรือโปรตีน Usp Chen และคณะได้

ท าการศึกษาล าดับเบสที่จ าเพาะบริเวณยีน uspA พบว่าสามารถใช้จ าแนกเชื้อ E. coli ออกจาก

แบคทีเรียแกรมลบได้อย่างมีประสิทธิภาพ (105) 
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 เทคนิค MAS-PCR ที่ถูกพัฒนาขึ้นไม่ได้ตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของยีน gyrB และยีน 

parC ซึ่งอยู่บน Quinolone resistance determining regions รวมไปถึงกลไกการดื้อยากลุ่ม 

Quinolones อ่ืนๆ ได้แก่ การเพ่ิมการขับยาออกสู่นอกเซลล์ การสร้างโปรตีนเพื่อป้องกันการเข้าจับ

ของตัวยา และการสร้างเอนไซม์เพ่ือท าลายฤทธิ์ของยา (8, 61) เนื่องมาจากการตรวจวินิจฉัยการ 

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งโคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และต าแหน่งโคดอน 80 และ 84 ของยีน parC 

เป็นต าแหน่งหลักที่สัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่ม Quinolones ของเชื้อ E. coli ประมาณ 98 เปอร์เซ็นต์ 

จึงสามารถให้ข้อมูลบ่งชี้กลไกการดื้อยาของเชื้อได้อย่างเพียงพอและมีประสิทธิภาพ (61) ในการศึกษา

ครั้งนี้ได้พยายามปรับการทดสอบ MAS-PCR ของยีนทั้งสองให้อยู่ในหลอดทดลองเดียวกัน เพ่ือความ

สะดวกและรวดเร็วในการท าปฏิกิริยา แต่มีข้อจ ากัดเกี่ยวกับอุณหภูมิหลอมเหลวของไพรเมอร์ของยีน

ทั้งสองที่มีความแตกต่างกันมาก ซึ่งท าให้สภาวะในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีนทั้งสองไม่

สามารถใช้สภาวะเดียวกันได้ (122) จากผลความไวและความจ าเพาะที่ดีของเทคนิค MAS-PCR ที่ถูก

พัฒนาขึ้น สามารถใช้ตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์ของเชื้อ E. coli ที่โคดอนหลักได้ครบทั้ง 4 ต าแหน่ง 

เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาก่อนหน้าของ Ouabdesselam และคณะซึ่งใช้เทคนิค Single-strand 

conformational polymorphism analysis ตรวจสอบการกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นได้เฉพาะในยีน gyrA 

แต่ไม่สามารถตรวจสอบการกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้นในยีน parC (17) เทคนิค MAS-PCR เป็นเทคนิคที่มี

ความรวดเร็วและข้ันตอนไม่ยุ่งยาก เมื่อเทียบกับการศึกษาของ Nakao และคณะที่ท าการตรวจหาการ

กลายพันธุ์ในยีน gyrA และ parC ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction-Restriction fragment 

length polymorphism ซึ่งใช้ระยะเวลาและขั้นตอนที่มากกว่า (16) อีกท้ังยังมีราคาประหยัดกว่า

เทคนิค Sequencing ซึ่งมีราคาสูงและต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพงกว่า (130)  

 



 

 

บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 

 การศึกษาครั้งนี้ได้หาความสัมพันธ์ระหว่างต าแหน่งโคดอนที่กลายพันธุ์ของยีน gyrA และยีน 

parC กับการดื้อยา Ciproflxacin และ Levofloxacin และพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพ่ือใช้ในการ

ตรวจวินิจฉัยการกลายพันธุ์แบบจุดเดียว ณ ต าแหน่งโคดอน 83  และ 87 ของยีน gyrA และต าแหน่ง

โคดอน 80 และ 84 ของยีน parC ซึ่งเป็นกลไกหลักของการดื้อยากลุ่ม Quinolones ในเชื้อ E. coli 

จ านวนทั้งหมด 111 สายพันธุ์ จากการทดสอบความไวต่อยา  Ciprofloxacin และยา Levofloxacin 

พบว่าเชื้อไวต่อยาทั้งสองชนิดจ านวน 16  และ 19 สายพันธุ์ ดื้อปานกลางต่อยาทั้งสองชนิดจ านวน 3 

และ 16 สายพันธุ์ และดื้อต่อยาทั้งสองชนิดจ านวน 92 และ 76 สายพันธุ์ตามล าดับ เมื่อศึกษาล าดับ

เบสของยีน gyrA และยีน parC ด้วยเทคนิค Sequencing พบว่าเชื้อทีมีการกลายพันธุ์บนยีนดังกล่าว

จ านวน 99 สายพันธุ์ (89.19 เปอร์เซ็นต์)โดยพบการกลายพันธุ์ทั้งหมด 8 รูปแบบ ได้แก่ Serine83-

Leucine  ซึ่งพบมากเป็นอันดับหนึ่ง และ Aspartate87-Asparagine Aspartate87-Tyrosine 

Serine80-Isoleucine Glutamate84-Valine Glutamate84-Glycine Alanine90-Valine และ 

Alanine108-Threonine เชื้อจ านวนจ านวน 92 สายพันธุ์ (82.88 เปอร์เซ็นต์) มีการกลายพันธุ์ร่วม

อย่างน้อย 3 ต าแหน่งที่โคดอน 83 และ 87 ของยีน gyrA และท่ีต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC ดังนี้ 

Serine83-Leucine ร่วมกับ Aspartate87-Asparagine และ Serine80-Isoleucine พบในเชื้อ

จ านวน 88 สายพันธุ์ (79.28 เปอร์เซ็นต์) และ Serine83-Leucine ร่วมกับ Aspartate87-Tyrosine 

และ Serine80-Isoleucine พบในเชื้อจ านวน 4 สายพันธุ์ (3.60 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งการกลายพันธุ์รูปแบบ

ดังกล่าวมีความสัมพันธุ์กับการดื้อระดับสูงต่อยา Ciprofloxacin และ/หรือยา Levofloxacin  
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 สภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน gyrA ประกอบด้วย ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ

ต่อยีน gyrA และยีน uspA ไพรเมอร์ gyrA83F และไพรเมอร์ gyrA87R อย่างละ 1 ไมโครโมล ดีเอ็นเอ

ต้นแบบ 1 ไมโครกรัม แมกนีเซียมคลอไรด์ 1.5 มิลลิโมล ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต 200 

ไมโครโมล PCR บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า และเอนไซม์ Taq DNA polymerase 1.5 ยูนิต ปฏิกิริยา 

MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลาดังนี้ อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ตาม

ด้วยปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 25 วินาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 

นาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2.5 นาที จ านวนทั้งสิ้น 30 รอบ และอุณหภูมิ 72    

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีหลังสิ้นสุดปฏิกิริยาได้ผลผลิต MAS-PCR ของไพรเมอร์แต่ละตัวมี

ขนาด 647, 884, 443, 256 คู่เบสตามล าดับ สภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน 

parC ประกอบด้วย ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน parC และยีน uspA ไพรเมอร์ parC80F และไพรเมอร์ 

parC84R อย่างละ 0.2 ไมโครโมล ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครกรัม แมกนีเซียมคลอไรด์ 3.0 มิลลิโมล    

ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต 400 ไมโครโมล บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 1 เท่า และเอนไซม์ Taq 

DNA polymerase ความเข้มข้น 2.5 ยูนิต ปฏิกิริยา MAS-PCR เกิดข้ึนภายใต้อุณหภูมิและระยะเวลา

ดังนี้ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาท ีตามด้วยปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 1 นาที อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 

นาท ีจ านวนทั้งสิ้น 30 รอบ และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลังสิ้นสุดปฏิกิริยา

ได้ผลผลิต MAS-PCR ของไพรเมอร์แต่ละตัวมีขนาด 395, 884, 272, 176 คู่เบสตามล าดับ 

 เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค MAS-PCR กับเทคนิค Sequencing พบว่ามีความไว ความจ าเพาะ 

ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบเมื่อวินิจฉัยการกลายพันธุ์ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA 

เท่ากับ 96.97, 100, 100, 80 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ต าแหน่งโคดอน 87 ของยีน gyrA มีค่าเท่ากับ 
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100, 100, 100, 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 100, 100, 

100, 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 93.33, 98.48, 

97.67, 95.59 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบเทคนิค MAS-PCR กับการทดสอบความไวต่อยากลุ่ม 

Quinolones พบว่ามีความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบเมื่อวินิจฉัยการ

กลายพันธุ์ต าแหน่งโคดอน 83 ของยีน gyrA เท่ากับ 94.74, 62.50 ถึง 63.16, 92.71-93.75, 66.67-

80 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ต าแหน่งโคดอน 87 ของยีน gyrA มีค่าเท่ากับ 96.84 ถึง 100, 100, 100, 

84.21 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ต าแหน่งโคดอน 80 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 96.84 ถึง 100, 

100, 100, 84.21 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ต าแหน่งโคดอน 84 ของยีน parC มีค่าเท่ากับ 45.26 

ถึง 46.74, 100, 100, 23.53 ถึง 27.9 เปอร์เซ็นต์ เทคนิค MAS-PCR เป็นเทคนิคท่ีมีข้ันตอนการ

ทดสอบที่สะดวก ไม่ซับซ้อน ใช้เวลาในการทดสอบน้อย สามารถท าการทดสอบได้ทีละมากๆ และ

ให้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง น่าเชื่อถือ เหมาะสมที่จะน ามาใช้ตรวจวินิจฉัยหาการกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์

กับการดื้อต่อยา Quinolone เชื้อ E. coli  
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดลอง 

1. วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Tripicase soy agar (TSA) 

 ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptone soya broth จ านวน  30 กรัม และ agar bacteriological 

(agar No.1) จ านวน 15 กรัม เติมน้ ากลั่นจนปริมาตรครบ 1,000 มิลิลิตร ผสมจนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ละลายจนเป็นเนื้อเดียวกันน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทอาหารเลี้ยง

เชื้อปริมาตร 25 มิลิลิตรลงในจานพลาสติกโดยใช้เครื่องปั้มอัตโนมัติ ทิ้งไว้จนแข็งและผิวหน้าแห้ง เก็บ

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2. วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton agar 

 ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton broth จ านวน 21 กรัม และ agar bacteriological 

(agar No.1) จ านวน 15 กรัม เติมน้ ากลั่นจนปริมาตรครบ 1,000 มิลิลิตร ผสมจนอาหารเลี้ยงเชื้อ

ละลายจนเป็นเนื้อเดียวกันน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทอาหารเลี้ยง

เชื้อปริมาตร 25 มิลิลิตรลงในจานพลาสติกโดยใช้เครื่องปั้มอัตโนมัติ ทิ้งไว้จนแข็งและผิวหน้าแห้ง เก็บ

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

3. วิธีเตรียม Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0 

 ละลายทริสเบส (Tris base) จ านวน 121.1 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรบัค่า 

pH โดยใช้กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นจนได้ค่า pH เท่ากับ 8.0 เติมน้ ากลั่นจนปริมาตรครบ 1,000 

มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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4. วิธีเตรียม EDTA ความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ pH 8.0  

 ละลาย EDTA จ านวน 136.1 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ด้วยเกรด็

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ให้ได้ pH เท่ากับ 8.0 ผสมให้เข้ากันจน EDTA ละลายหมดเป็นเนื้อ

เดียวกัน เติมน้ ากลั่นจนปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

นาน 15 นาที 

 

5. วิธีเตรียม Tris EDTA บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 10 เท่า (10x TE buffer) 

 ผสม Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0 (ที่เตรียมได้จากข้อ 1) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เข้า

กับ EDTA ความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 (ที่เตรียมได้จากข้อ 2) ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร เติมน้ า

กลั่นปริมาตร 197.6 มิลลิลิตร  

 

6. วิธีเตรียม TBE ความเข้มข้น 10 เท่า (10x TBE) 

 ละลายททริสเบส จ านวน  108 กรัม กรดบอริก จ านวน 55 กรัม และ EDTA ความเข้มข้น 

500 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 (ที่เตรียมได้จากข้อ 2) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นจนจนปริมาตรครบ 

1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาว สุกัลยาณี อ่อนสีแดง เกิดวันที่ 14 เมษายน พ.ศ. 2526 ที่แขวงบางซื่อ เขตบาง
ซื่อ กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศึกษาปริญญาตรี จากคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
เมื่อปีการศึกษา 2549 และในปี 2555 ได้เข้าศึกษาต่อในระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรวิทยาศาสตร์
ระดับโมเลกุลทางการแพทย์และวิทยาสสาตร์ภูมิคุ้มกัน คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 
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