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บทคัดยอ 

 
 ทําการศึกษาลักษณะทางอณูชีววิทยาการดื้อยาในเชื้อซาลโมเนลลา เอนเทอริกา ที่แยกไดจากไกและ

สุกรในประเทศไทย โดยศึกษาการดื้อยาที่เกี่ยวของกับ class 1 integrons ในเชื้อจํานวน 211 เชื้อ และที่ไม

เกี่ยวของกับ class 1 integrons ในเชื้อจํานวน 184 เชื้อ ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะและจัดรูปแบบการดื้อยา

ในเชื้อทุกตัว สําหรับการดื้อยาที่เกี่ยวของกับ class 1 integrons ตรวจหาการปรากฏของ class 1 integrons 

ศึกษาลักษณะและจําแนกชนิดของยีนดื้อยาที่พบใน class 1 integrons รวมทั้งทดสอบหาตําแหนงและ

ความสามารถในการถายทอดของเชื้อที่มี class 1 integrons สวนการดื้อยาที่ไมเกี่ยวของกับ class 1 integrons 

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีนดื้อยาตามลักษณะการดื้อยาของเชื้อแตละตัว ผลการวิจัยพบวา class 1 

integrons และยีนดื้อยามีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายการดื้อยาในซาลโมเนลลาที่แยกไดจากไกและสุกร

ในประเทศไทย 
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Abstract 
 

The study was conducted to characterize genetics of antibiotic resistance in Salmonella 

enterica isolates from poultry and swine in Thailand. The class 1 integrons-associated antibiotic 

resistance was investigated in 211 isolates and non-class 1 integrons antibiotic resistance was 

examined in 184 isolates. Antimicrobial susceptility test and analysis of antibiotic-resistance pattern 

were performed in all of the isolates. For class 1 integrons-associated resistance, occurrence, 

characteristics of gene cassttes and localization of class 1 integrons and their transferability were 

assessed. For non-class 1 integrons resistance, the presence of resistance genes was determined 

according to the resistance phenotype of Salmonella isolates. The results showed that class 1 

integrons and resistance gens play an important role in dessimination of antibiotic resistance among 

Salmonella isolates from swine and poultry in Thailand.  
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บทนํา 
 

เชื้อดื้อยาเปนโรคอุบัติใหมที่สรางปญหาทั้งดานสาธารณสุขและเศรษฐกิจ และไดกลายเปนประเด็น

สําคัญทางการคาระหวางประเทศ สาเหตุสําคัญของการแพรกระจายเชื้อดื้อยาไดมุงมาที่การใชสารตานจุลชีพใน

สัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภค  ทําใหแบคทีเรียพัฒนาการดื้อยาหรือคัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียดื้อยาที่ปนเปอนมากับ

เนื้อสัตวและส่ิงแวดลอมและเขาสูหวงโซอาหาร เชื้อเหลานี้มักดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน สามารถพัฒนาการดื้อ

ขามไปยังยาชนิดอื่นๆ  รวมถึงยาที่ใชรักษาโรค เม่ือมนุษยไดรับแบคทีเรียเหลานี้จากการบริโภคอาหารที่มาจาก

สัตวและติดเชื้อ จะสงผลใหไมสามารถใชยาปฏิชีวนะเพื่อรักษาการติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ   

 องคกรการคาระหวางประเทศที่เกี่ยวของไดออกมาตรการเพื่อลดปญหาเชื้อดื้อยาที่ปนเปอนในอาหาร 

ที่สําคัญและมีผลโดยตรงตอประเทศไทย คือ สหภาพยุโรปเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะทั้งหมดเพื่อเปนสารเรงการ

เจริญเติบโตในสัตว โดยที่ Codex และ OIE ไดจัดทําแนวปฏิบัติในการประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยาสําหรับ

ยาใหมที่จะนํามาใชในการเลี้ยงสัตว สําหรับประเทศไทย สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไดประกาศ

ยกเลิกการใชยาตานจุลชีพในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคและยาใหมที่จะนํามาใชในสัตวเหลานี้จะตองผานการ

ประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยาจะมีผลบังคับใชภายใน 2 ป ในการประเมินความเสี่ยงเกี่ยวดานเชื้อดื้อยาควรมี

ขอมูลทางพันธุกรรมของการดื้อยาประกอบการประเมินและวางแนวทางในการจัดการความเสี่ยง นอกจากนี้ 

Codex ไดออกขอกําหนดเพื่อลดการดื้อยาตานจุลชีพ (Code of Practice to Minimize and Contain 

Antimicrobial Resistance)(Codex, 2005) ซึ่ง Code ฉบับนี้ใหความสําคัญตอการพัฒนาแนวทางปฏิบัติที่มี

ขอมูลทางวิทยาศาสตรสนับสนุน โดยเนนการศึกษากลไกและระบาดวิทยาระดับโมเลกุลของการดื้อยา การ

ถายทอดยีนดื้อยาและการประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยา ซึ่งหนวยงานที่เกี่ยวของในแตละประทศมีหนาที่ที่จะ

สนับสนุนใหมีการศึกษาเหลานี้เกิดขึ้น ในประเทศที่พัฒนาแลวยอมไดเปรียบเพราะมีการศึกษาวิจัยการดื้อยาใน

ระดับโมเลกุลอยูแลว สวนในประเทศกําลังพัฒนาไดมีการศึกษามากขึ้น เห็นไดจากการตีพิมพขอมูลพันธุกรรม

การดื้อยาที่มีมากขึ้นอยางตอเนื่อง เชน ประเทศเวียดนาม (Vo et al., 2007) ไตหวัน (Hsu et al., 2006a) เกาหลี

(Kwon et al., 2002) เปนตน แตในประเทศไทยมีการศึกษาการดื้อยาของเชื้อในระดับโมเลกุลนอยมาก ในขณะ

ที่ประเทศไทยไดมีการใชสารตานจุลชีพในการเล้ียงสัตวมานาน เพื่อการรักษาและปองกันโรค รวมถึงเปนสารเรง

การเจริญเติบโต โดยทั่วไปที่มีการเฝาระวังเชื้อดื้อยาอยูแลว แตที่ผานมาการเฝาระวังเชื้อดื้อยาของประเทศเปน

การเก็บขอมูลความไวตอยาปฏิชีวนะ (ดื้อหรือไว) ซึ่งขอมูลความไวตอยาปฏิชีวนะเปนขอมูลพื้นฐานไมเพียง

พอที่จะสนับสนุนการวางขอกําหนดเพื่อลดการดื้อยาตานจุลชีพหรือการประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยา การ

นําขอมูลของประเทศอื่นๆ มาใชอยางเต็มรูปแบบเปนไปไดยากและอาจเปนไปไมไดในบางกรณี เพราะแตละ

ประเทศมีการใชยาและพันธุกรรมของเชื้อดื้อยาที่แตกตางกัน ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการศึกษาดานพันธุกรรมของ

การดื้อยาของเชื้อที่แยกไดในประเทศไทยอยางจริงจัง เพราะจะเปนประโยชนตอประเทศทั้งดานเศรษฐกิจ 

สาธารณสุขและสังคม 
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Salmonella enterica เปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษ Salmonellosis ที่พบไดบอยมากในประเทศ

ไทย แหลงสะสมของเชื้อชนิดนี้คือ ไกและสุกร ซึ่งเนื้อไกเปนสินคาสงออกที่สําคัญ ทั้งเนื้อไกและเนื้อสุกรไดรับ

ความนิยมในการบริโภคทั่วไปของประชากรในประเทศ ในปจจุบันพบวาอัตราการพบ Salmonella ดื้อยามีมาก

ขึ้น โดยมักดื้อยาหลายชนิดและยังสามารถถายทอดยีนดื้อยาไปยังแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ได  โดยกลไกดื้อยาที่

สําคัญและเปนที่สนใจอยางกวางขวางในขณะนี้ คือ class 1 integrons (รูปที่ 1)  เพราะสามารถมียีนดื้อยาได

มากกวา 1 ยีนพรอมกันในรูปของ gene cassettes ซึ่งมียีนดื้อยามากกวา 100 ยีนที่พบไดบน Integrons(Fluit 

and Schmitz, 2004) สงผลให Salmonella ดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน นอกจากนี้ยังเปน mobile genetic 

elements ที่สามารถถายทอด resistance gene cassettes ไปยังแบคทีเรียชนิดเดียวกันและแบคทีเรียตางสาย

พันธุได  ซึ่งการใชสารตานจุลชีพในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคเปนสาเหตุสําคัญของการแพรกระจายยีนดื้อยา

เหลานี้และการใชยาปฏิชีวนะเพียงชนิดเดียวสามารถคัดเลือก Salmonella ที่มี class I integrons ที่ดื้อตอยา

หลายชนิดได (Fluit and Schmitz, 2004) 

ในการวิจัยครั้งนี้ เปนการเริ่มตนการศึกษาการดื้อยาในระดับโมเลกุล โดยเลือกที่จะศึกษาใน  

S. enterica ที่แยกจากไก สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารม โดยคณะผูวิจัยตั้งสมมติฐานวา ไก สุกรและสิ่งแวดลอม

ในฟารมเปนแหลงสะสมของ Salmoenlla ดื้อยา เปนผลมาจากการใชสารตานจุลชีพในการเลี้ยงสัตว ยีนดื้อยา

ใน Salmonella เหลานี้มีหลายแบบและสามารถถายทอดไดจึงเปนตัวการสําคัญที่ทําใหเกิดการแพรกระจายของ

ยีนดื้อยาและกําหนดวัตถุประสงคดังนี้ 

 1. ศึกษารูปแบบการดื้อยา 

 2. เก็บขอมูลความชุกของ class I integrons 

 3. ศึกษายีนดื้อยาใน gene cassettes ของ class I integrons 

 4. ศึกษายีนดื้อยาอื่นๆ ที่อยูนอก class I integrons 

 5. ทดสอบความสามารถในการถายทอด class 1 integrons 

 เมื่อพิจารณาในหวงโซอาหาร ไก สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารมเปนแหลงที่มาของเชื้อดื้อยา ขอมูลที่ได

สามารถนําไปใชรวมกับผลการวิจัยใน S. enterica ตลอดหวงโซอาหาร คือ ในเนื้อไก-สุกรและมนุษย การพิสูจน

วาเชื้อจากแหลงทั้ง 3 มีพันธุกรรมการดื้อยาคลายคลึงกันจะสนับสนุนวา ยาตานจุลชีพเปน selective pressure 

ที่สําคัญในการทําใหเชื้อดื้อยาคงอยูในหวงโซอาหาร และเปนเหตุผลสําคัญที่จะตองควบคุมการใชยาในสัตว

อยางเครงครัดและสมเหตุสมผล และเปนการยกระดับการเก็บขอมูลทางระบาดวิทยาของเชื้อดื้อยาในประเทศ 

นอกจากนี้เทคนิคที่ใชการวิจัยครั้งนี้จะสามารถใชในการศึกษา class I integrons ในแบคทีเรียดื้อยาอื่นๆ ที่มี

ความสําคัญดานสาธารณสุขและเศรษฐกิจ เชน Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Campylobactor spp. เปนตน รวมทั้งสามารถใชในการวิจัยอื่นๆ เชน การพัฒนาการใชสมุนไพรในการเลี้ยงสัตว 

การพัฒนาเทคนิคการตรวจหายีนดื้อยา รวมถึงการพิสูจนยืนยันวา การเลี้ยงสัตวแบบอินทรียเกษตรชวยลดเชื้อ

ดื้อยาไดจริงหรือไม เปนตน  
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5’ 3’intI1 qacEΔ1 sulI orf5

5’-conserved region 3’-conserved region
Inserted 

gene cassette (s)

attI attC  
 

 

รูปที่ 1 โครงสรางของ Class I Integrons  ประกอบดวยยีน intl1 ที่ผลิตโปรตีน integrase ทําหนาที่ในการ

ถายทอดยีนดื้อยาใน gene cassette ตามดวย variable regions ประกอบดวย gene cassette ที่มีขนาด

ตางกันขึ้นกับชนิดและจํานวนของยีนดื้อยาที่บรรจุอยู  โดยสวนทายเปน 3’ conserved region ประกอบดวย 

qacEΔ1 ซึ่งเปนยีน multidrug efflux ที่ทําใหดื้อตอ quaternary ammonium compound และยาปฏิชีวนะได 

ตามดวยยีน sulI ที่ทําใหดื้อตอยา sulphonamides และสุดทายเปน orf5 ซึ่งแบคทีเรียตางชนิดกันมีโครงสราง

ของ class I integrons ที่เหมือนกัน คํายอ : intl1, integrase 1; attl, recombination site ดาน 5’ conserved 

region; attc, recombination site บน gene cassettes; qacΔE1, ยีนควบคุมการดื้อ quaternary 

ammonium compounds; sul1, ยีนควบคุมการดื้อยากลุม sulphonamide; orf 5, open reading frame 5 

(Fluit and Schmitz, 2004; Recchia and Hall, 1995) 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจยัที่เกี่ยวของ 
 

 ในปจจุบันพบวามี integrons จํานวนมากถึง 9 รูปแบบ ตามลักษณะทางพันธุกรรมของยีน integrase 

โดยที่พบมากที่สุดคือ Class I integrons ซึ่งเปน mobile genetic elements ที่เปนสาเหตุสําคัญของการดื้อยา

ในแบคทีเรียแกรมลบ ที่รวมถึง Salmonella ในปจจุบัน Class I integrons ไดรับความสนใจและมีการศึกษามาก

ที่สุด 

จากการศึกษา class I integrons ใน Salmonella ที่ผานมา พบการกระจายตัวของ class I integrons 

ในอัตราตางๆ กัน ที่ประเทศอังกฤษและเวลล มีรายงานวาพบ class I integrons ใน Salmonella ซีโรวารตางๆ 

ที่แยกไดจากสัตว 34% ตอมา Linstedt และคณะ (2003) พบ class 1 inetgrons ใน S. Typhimurium ที่แยกได

จากผูปวยมากถึง 94% และ S. Enteritidis ซึ่งแยกไดจากผูปวยเชนกันในอัตรา 22% เชื้อ Salmonella ซีโรวาร

ตางๆ ที่แยกไดทั้งจากผูปวย สัตวและส่ิงแวดลอมในประเทศอังกฤษมี class 1 inetgrons ในอัตรา 26.7% ใน

ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน เชื้อที่แยกไดจากคนที่มีสุขภาพดี มี class 1 inetgrons ในอัตรา 17.4%  

เมื่อเร็วๆ นี้ Nogrady และคณะ (2005) รายงานวา เชื้อที่แยกไดในประเทศฮังการรีมี class 1 inetgrons มากถึง 

33% 

Class I integrons พบไดใน Salmonella ซีโรวารตางๆ ที่แยกไดทั้งจากคนและสัตว โดย Guerra และ

คณะ (2000) รายงานวา Salmonella ที่แยกไดจากคนดื้อยาหลายชนิดพรอมกันและมี class I integrons ที่มี 

gene cassettes แตกตางกันถึง 7 แบบ โดยมียีนดื้อยา 1-2 ยีนบน gene cassettes(Guerra et al., 2000) 

ตอมา Randall และคณะ (2004) พบวา Salmonella enterica ที่แยกไดจากคน สุกร สัตวปกและโคมี class I 

integrons โดยเชื้อเหลานี้ดื้อตอยาปฏิชีวนะไดมากถึง 7 ชนิด (Randall et al., 2004) ซึ่ง Nogrady และคณะ 

(2005) รายงานวา non-typhoidal Salmonella ที่แยกไดจากคนมี class I integrons ที่มี gene cassettes 

แตกตางกันถึง 9 แบบ โดยมียีนดื้อยา 1-2 ยีนบน gene cassettes (Nogrady et al., 2005) ซึ่ง Raino และคณะ 

(2006) รายงานการพบ ESBL genes บน class I integrons ใน Salmonella ที่แยกไดจากสัตวที่เล้ียงเพื่อการ

บริโภคที่มีสุขภาพดี (Riano et al., 2006) และเร็วๆ นี้ Cabrera และคณะ (2006) พบวา Salmonella ที่แยกได

จากผูปวยดวยโรคอาหารเปนพิษที่ติดจากการเดินทาง (traveler’s  diarrhea) มี class I integrons พรอม gene 

cassettes ดวย (Cabrera et al., 2006) การศึกษาในเชื้อชนิดอื่น Sunde และ Norstrom (2006) ได

ทําการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาของ Escherichia coli พบวา เชื้อเหลานี้มียีนดื้อยาหลายแบบและสามารถ

ถายทอดได (Sunde and Norstrom, 2006) ซึ่งกอนหนานี้ Sunde (2005) ทําการศึกษาความชุกของ class I 

และ II integrons ใน E. coli ชุดเดียวกันพบ 12 และ 6 % ตามลําดับ โดยใน gene cassettes ที่หลากหลาย

และมียีนดื้อยาที่อยูนอก integrons อีกหลายชนิด ซึ่งรับผิดชอบตอการดื้อยาในเชื้อเหลานี้ (Sunde, 2005) 

ที่ผานมา ยีนดื้อยาที่มีรายงานวาพบใน class 1 integrons มีหลายชนิด ที่มีรายงานวาพบไดบอยไดแก  

ยีน dfr ควบคุมการดื้อยา trimethoprim ยีน bla ควบคุมการดื้อยา ß-lactams และยีน aad ควบคุมการดื้อยา 

aminoglycoside  ซึ่งจากรายงานในหลายประเทศรวมทั้งประเทศในกลุมยุโรป อาทิเชน เนเธอรแลนด (Vo et al., 

2006), สเปน (Guerra et al., 2000), โปรตุเกส (Antunes et al., 2004) และนอรเวย (Lindstedt et al., 2003) 

พบยีน aadA1, aadA2, dfrA1, blaOXAและ blaPSE-1 ไดบอยมาก สวนในประเทศสหรัฐอเมริกา พบยีน aadA1  
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และ blaPSE-1 ไดบอยที่สุด (Chen et al., 2004) ในประเทศแถบเอเชีย มีรายงานการพบยีน dfr17  ในเชื้อที่แยก

ไดจากประเทศเนปาล (Tamang et al., 2007) ยีน dfrA12 และ aadA1 ในเชื้อที่แยกไดจากประเทศเวียดนาม 

Vietnam (Ploy et al., 2003) ยีน blaOXA(Lee et al., 2003), blaTEM (Lee et al., 2004) และ dfrA12-aadA2 

(Kim et al., 2007) ในเชื้อที่แยกไดจากประเทศเกาหลีและยีน  dfrA12-aadA2  ในเชื้อที่แยกไดจากประเทศ

ไตหวัน (Hsu et al., 2006b) 

 นอกจากนี้ gene cassettes บน Class I integrons สามารถถายทอดไดในแบคทีเรียชนิดเดียวกันและ

ตางชนิดซึ่งจากการศึกษาของ Hsu และคณะ (2006) พบวา Salmonella ดื้อยาที่แยกไดจากคนและสุกรมีชุด

ของยีนดื้อยาเหมือนกัน แตเปนเชื้อสายพันธุตางกัน แสดงวามีการถายทอดยีนดื้อยาตามขวาง (Horizontal 

transfer) ระหวางเชื้อ (Hsu et al., 2006a) ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ McCuddin และคณะ (2006) ที่พบวา

เชื้อ Salmonella สามารถรับยีนดื้อยาจากเชื้ออื่นเมื่อเจริญรวมกันในรางกายได (McCuddin et al., 2006) แตใน

ปเดียวกัน Butaye และคณะ (2006) รายงานวาการแพรกระจายของ Salmonella ที่ดื้อยาเปนผลของการ

กระจายของตัวเชื้อสายพันธุที่ดื้อยาเองมากกวาการถายทอดยีนดื้อยาระหวางกัน 
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วิธีการวิจัย 
 
ระยะที่ 1   เก็บตัวอยางและแยก S. enterica 

ในการวิจัยครั้งนี้ ทําการศึกษาใน Salmonella enterica จํานวน 211 isolates ซึ่งแยกไดจากตัวอยาง

จากไกและส่ิงแวดลอมในฟารมจํานวน 103 isolates จากสุกรและสิ่งแวดลอมในฟารมจํานวน 108 isolates โดย

เชื้อจํานวน 171 isolates เปนเชื้อในชวงป พ.ศ. 2546 – 2548 และอยูใน stock collection ของสถาบันสุขภาพ

สัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว กรุงเทพมหานคร เชื้อในสวนนี้แยกไดจากตัวอยางที่เก็บในจังหวัดอางทอง ชัยนาท 

สิงหบุรี ชลบุรี ลพบุรี ปทุมธานีและสุพรรณบุรี สวนเชื้ออีกจํานวน 40 isolates เปนเชื้อที่แยกไดในหองปฏิบัติการ 

โดยความรวมมือกับภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย เชียงใหม ทําการแยก

เชื้อจากตัวอยางไก สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารมในจังหวัดเชียงใหมในชวงป พ.ศ. 2548 – 2549  เชื้อทั้งหมดได

จากสัตวที่มีสุขภาพดีและเก็บเชื้อ 1 โคโลนีตอ serovars ตอ 1 ตัวอยาง โดยวิธีที่ใชในการแยกเชื้อมีดังนี้ 

แยก S. enterica จากตัวอยางที่สงไปยังการสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ ไดแก swab อุจจาระ น้ํา 

อาหาร โดยเปนตัวอยางจากไกและส่ิงแวดลอมในฟารม สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารม สําหรับการแยก S. 

enterica ทําตามวิธีมาตรฐาน ISO6579  โดยทําการ pre-enrichment เชื้อในตัวอยาง  25 กรัมใน Buffer 

Peptone Water (BPW) 225 ml หรือจาก swab ใน BPW 10 ml  ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา  18-24 ชม. ทําการ 

เพิ่มจํานวน (enrichment) ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Rappaport Vassiliadis Broth (RV) (Oxoid, 

Hamshire, UK) 41.5oC และ Tetra Thionate Broth  (TTB) (Oxoid) ที่ 41.5oC นาน  18-24 ชม.   จากนั้นแยก 

Salmonella บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Xylose-Lysine Desoxycholate Agar (XLD) (Oxoid) และ Brilliant Green 

Agar (BGA) ที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา  18-24 ชม. ทําการทดสอบยืนยันคุณสมบัติทางชีวเคมีในอาหารทดสอบ 

Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Oxoid) และ Motility Indole Lysine Medium (MIL) (Difco, Detroit, USA) ที่  

37oC เปนเวลา 18-24  ชม. รวมทั้ง นําเชื้อใน BPW 10 μl มาทดสอบการเคลื่อนที่โดยการเพาะเลี้ยงบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis Medium (MSRV) (Oxoid) ที่อุณหภูมิ 37oC นาน  18-

24  ชม.  แยกเชื้อที่มีการเคล่ือนที่บน BGA และคุณสมบัติทางชีวเคมีดวย Urease test จากนั้นทําการทดสอบใน

อาหารทดสอบ TSI และ MIL ทํา serotyping และจําแนก serovars ดวยวิธี Slide – Agglutination test ตามวิธี

ของ Kauffmann-White Scheme, Pasture Institute โดยใช specific antiserum จากบริษัท S&A REAGENTS 

LAB. LTD., PART. (กรุงเทพมหานคร, ประเทศไทย) ในการเก็บรักษา Salmonella นําโคโลนีบริสุทธิ์มาผสมกับ 

10% skim milk แบงใสหลอดแกวหลอดละ 100 μl แชในไนโตรเจนเหลวจนสวนผสมกลายเปนน้ําแข็ง จากนั้น

นําไปทําเยือกแข็งดวยเครื่องทําใหแหงแบบเยือกแข็ง (Lyophilizer) (VIRISTM, SPIndustries Company, USA) 

โดยลดอุณหภูมิลงจนถึง -80oC ความดัน 0 มิลลิทอร (mtor.) ซึ่งเปนสภาพสูญญากาศ ปดหลอดดวยเครื่องมือ

ปดหลอดแกวดวยเปลวไฟ 

 ที่มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ทําการแยก S. enterica ทําตามวิธีมาตรฐาน ISO6579  โดยมีขอแตกตาง

จากวิธีที่กลาวขางตน ดังนี้ เริ่มจาก pre-enrichment เชื้อในตัวอยาง  25 กรัมใน Buffer Peptone Water (BPW) 

225 ml หรือจาก swab ใน BPW 10 ml  ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา  18-24 ชม ทําการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดเหลว Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis Medium (MSRV) ที่อุณหภูมิ 42oC และ Tetra 
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Thionate Broth  (TTB) (Oxoid) ที่อุณหภูมิ 37oC นาน 18-24 ชม   จากนั้นแยก Salmonella  ปริมาณ 1 

loopful บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Xylose-Lysine Tergitol 4 agar (XLT4) (Oxoid) และ Brilliant Green Agar (BGA) 

ที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา  18-24 ชม. ทําการทดสอบยืนยันคุณสมบัติทางชีวเคมีในอาหารทดสอบ TSI และ MIL 

จากนั้นจําแนก serovars ดวยวิธี Slide - Agglutination test  ดังกลาวขางตน โดย serovar และที่มาของเชื้อที่

ใชในการวิจัยครั้งนี้แสดงในตารางที่ 1 
 
ระยะที่ 2   ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ S. enterica  

ทําการหาคาความเขมขนต่ําสุดที่ยับยั้งการเชื้อเจริญเติบโตของเชื้อจนไมสามารถมองเห็นไดดวยตา

เปลา (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) ดวยวิธี Agar dilution ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Muller 

Hinton Agar (MHA) หรือ Microdilution ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Muller Hinton Broth (MHB) ตามวิธี

มาตรฐานของ Clnical Laboratory Standard Intitute (CLSI)  ยาปฏิชีวนะที่ทดสอบคือ ampicillin, 

chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, spectinomycin, streptomycin, sulphonamides, 

tetracycline และ trimethoprim  โดยเจือจางแบบ two-fold เชื้อแบคทีเรียมาตรฐานที่ใชเปนตัวควบคุมไดแก 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC25922 และ Staphylococcus aureus 

ATCC 29212  
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ตารางที่ 1   Samonella enterica ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ (n = 211) 
Salmonella No. of isolates 
 Poultry Swine 

S.Albany 3 1 

S.Altona 0 3 

S.Agona 3 0 

S.Amsterdam 10 0 

S.Anatum 0 9 

S.Bovismorbifican 1 1 

S.Bsilla 0 13 

S.Bareilly 1 0 

S.Blockley 1 0 

S.Corvallis 4 5 

S.Enteritidis 30 1 

S.Emek 5 0 

S.Eppendorf 1 0 

S.Give 2 1 

S.Kedougou 1 8 

S.Kingston 0 1 

S.Kentucky 2 0 

S.Lexington 1 0 

S.Muenster 1 0 

S.Orion 1 2 

S.Panama 0 1 

S.Paratyphi B2 1 0 

S.Poona 2 0 

S.Rissen 1 13 

S.Stanley 5 20 

S.Subspecies I 3 8 

S.Schwarzengrund 1 0 

S.Senftenberg 2 0 

S.Singpore 1 0 

S.Thyphimurium 7 13 

S.Thomson 1 0 

S.Virginia 0 1 

S.Virchow 3 1 

S.Worthington 1 2 

S.Weltevreden 7 4 
Total 103 108 
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ตารางที่ 2  ชนิดและความเขมขนของยาปฏิชีวนะและยาฆาเชื้อที่ใชในการวิจัย 

 

ยาปฏิชีวนะและ 
ยาฆาเช้ือ 

ความเขมขนทีท่ดสอบ 

(μg/ml) 

breakpoint* 

(μg/ml) 

1. ampicillin (AMP) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 

2. chloramphennicol (CHP) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 

3. ciprofloxacin (CIP) 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 4 

4. gentamycin (GEN) 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 8 

5. spectinomycin (SPC) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 128 

6. streptomycin (STR) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 32 

7. sulfamethoxazole (SUL) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 512 

8. tetracycline (TET) 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 16 

9. trimethoprim (TRI) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 

* ความเขมขนของยาที่บงชี้วาเชื้อดื้อหรือไวตอยา 

 
 
ระยะที่ 3   ศึกษาพันธุกรรมของการดื้อยา  

เนื่องจากยีนดื้อยามีหลายชนิดมาก เพื่อใหการวิจัยดําเนินไปอยางเปนระบบจึงทําการวิจัยโดยแบงยีน

ดื้อยาออกเปน 2 กลุม คือ ยีนดื้อยาที่อยูบน gene cassettes ของ class I integrons และยีนดื้อยาที่ไมอยูบน 

class 1 integrons ดังนี้ 
 
3.1 ยีนดื้อยาที่อยูบน gene cassettes ของ class I integrons 

3.1.1 ตรวจการปรากฏของยีน intl1 ยีน ins ดวย Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช 

primers int1F และ int1R และ conditions ตามที่แสดงในตารางที่ 2 ปฏิกิริยามีปริมาตร 25 μl ประกอบดวย 5 

μl of total DNA, 10 pmoles of each primer และ 12.5 μl 2.5 X PCR master mix  eppendrof®MasterMix 

(Eppendrof, Hamburg, Germany) ตรวจสอบความจําเพาะของ primers ที่ใชดวยการสกัด PCR products 

ดวยชุดทดสอบ QIAQuick gel extraction kit (Qiagen) และสงไปตรวจหาลําดับเบสที่ Macrogen (Seoul, 

South Korea) 

3.1.2 เฉพาะเชื้อที่มียีน intl1 ยืนยันดวยการตรวจหา 3’-conserved regions ดวย PCR โดยใช 

primers 2 คู คือ qacEF กับ sul1R และ qacEΔ1R กับ sul1R  

3.1.3 ศึกษาลักษณะของ Unusual 3’-conserved regions ของ class 1 integron เลือกเชื้อจํานวน 7 

isolates ไดแก SA043, SA045, SA076, SA077, SA161, SA075 และ SA201 (ตารางที่ ) ที่ไมมี typical  3’-

conserved regions มาทําการศึกษาลักษณะการจัดเรียงตัวของยีนใน  3’-conserved regions โดยเริ่มจาก

ตรวจหาการปรากฏของยีน sul3, qacH และ the fused structure qacH-IS440- sul3 จากนั้นตรวจการเรียงตัว
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ของยีนใน cluster ตาม gene cassettes ใน class 1 integrons ของแตละเชื้อและตามที่อธิบายกอนหนานี้โดย 

Bischoff และคณะ (2005) และ Antunes และคณะ (2007) จากนั้นทดสอบความสามารถในการถายทอด 

class 1 integrons โดยใช E. coli MG1655rifR ดวยวิธี biparental mating ตามที่อธิบายใน 3.1.5 ทดสอบ

ยืนยันการสกัด plasmid ตรวจการปรากฏของ class 1 integrons, sul3 และ qacH  ใน transconjugants  

จากนั้นหาคา MICs ตอ streptomycin, chloramphenicol, sulphonamides และ trimethoprim ของ 

transconjugants ดวย 

3.1.4  ศึกษา resistance gene cassettes ใน variable regions 

เฉพาะเชื้อที่มียีน intl1 นํามาตรวจหาการปรากฏของ resistance genes ใน variable regions  ดวย

เทคนิค PCR โดยใช 5’CS และ 3’CS ศึกษายีนใน variable regions ดวยการหาลําดับเบส (DNA sequencing) 

สกัด PCR products และสงไปตรวจหาลําดับเบส  ตรวจความถูกตองของลําดับเบสและวิเคราะหลําดับเบส

เปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) สําหรับ  PCR products ที่มี

ขนาดเดียวกันจะศึกษาดวย Restriction fragments-length polymorphism (RFLP) analysis  โดยใชเอนไซม 

EcoRI, BamHI, XbaI, BglII, NcoI และ DpnI ตรวจสอบ restriction pattern โดยการแยกบน 1.5-2% agarose 

gel  PCR products ที่มีรูปแบบ RFLP patterns เหมือนกันจัดเปน Resistance genes ชนิดเดียวกัน จากนั้นจัด

กลุม class 1 integrons ตามขนาดและจํานวนของ amplicons และชนิดของยีนที่พบ 

3.1.5  ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยา 

ศึกษาความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยาดวยการทดสอบวา ยีนดื้อยาอยูบน plasmid หรือไม โดย

ใชเทคนิค biparental mating ตามวิธีของ Sunde (2006) และ Sorum (2001)  โดยตัวรับคือ MG1655rifr2 (MIC 

ตอ rifampicin 256 μg/ml) และตัวให (donor)   คือ MDR Salmonella ที่มี class 1 intgerons (มีทั้งยีน intl1 

และ resistance genes ใน variable regions) ดังนี้ เพาะเลี้ยง MG1655rifr2 และ MDR Salmonella ในอาหาร

เล้ียงเชื้อ LB ชนิดเหลว 4 มล. ใน shaking incubator ที่ 37 oC นาน 18-24 ชม. จากนั้นเจือจางดวย LB ใน

อัตราสวน 1:50 และเลี้ยงเชื้อตอใน shaking incubator ที่ 37 oC จนถึง Mid-log phase (3-4 ชม.) ผสมตัวรับ

และตัวใหอยางละ 700 μl ใน eppendrof tube ปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm 1 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลล ละลาย

ตะกอนใน LB อุนที่อุณหภูมิ 37 oC 30-50 μl และไปเปตลงบนแผน nitrocellulose filter ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 13 mm และ pore size 0.45 μm ที่อยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง นําไปอบเลี้ยงเชื้อที่ 37 oC 

นาน 18-24 ชม.จากนั้นนําแผน filter พรอมสวนผสมเชื้อใสลงใน LB  1 มล. ใน eppendrof tube ใหม vortex 

ประมาณ 1 นาที นําแผน filter ออก และปนเหวี่ยงที่ 10,000 xg นาน 1 นาที Plate เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่

มี rifampicin 32 μg/ml และยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมอยางใดอยางหนึ่ง คือ trimethoprim 10 μg/ml 

streptomycin 50 μg/ml  
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ตารางที่ 3   Primers ที่ใชในการศึกษา class 1 integrons  
 

Gene Primer    Sequence (5’-3’) 

Amplicon size    

(bp) References  

intI1 Int1F  CCT GCA CGG TTC GAA TG 497 Chuanchuen et al. (2007) 

 Int1R  TCG TTT GTT CGC  CCA GC 497 Chuanchuen et al. (2007) 

variable region 5’CS GGC ATC CAA GCA GCA AG variable  Levesque et al. (1995)         

 3’CS AAG CAG ACT TGA CCT GA variable Levesque et al. (1995)         

qacE∆1 qacEF    TAA GCC GTA CAC AAA TTG GGA GAT AT 363 Chuanchuen et al. (2007) 

 qacE∆1R  GCC TCC GCA GCG ACT TCC ACG 363 Chuanchuen et al. (2007) 

sul1 sul1F   CGG ACG CGA GGC CTG TAT C  591 Chuanchuen et al. (2007) 

 sul1R  GGG TGC GGA CGT AGT CAG G 591 Chuanchuen et al. (2007) 

qacE∆1-sul1 qacEF    TAA GCC GTA CAC AAA TTG GGA GAT AT 1,198 Chuanchuen et al. (2007) 

 sul1R  GGG TGC GGA CGT AGT CAG G 1,198 Chuanchuen et al. (2007) 

 

หรือ ampicillin 100 μg/ml คัดเลือกโคโลนีที่ดื้อตอ rifampicin และยาปฏิชีวนะที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ นํามา

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ eosin methylene blue (EMB) agar, brilliant green agar (BGA) และ/หรือ 

MacConkey Agar เพื่อยืนยันวาเปน E. coli จากนั้นนํามา สกัด plasmid จาก transconjugants ดวยชุด

ทดสอบ QIAprep® Mini-spin kit (Qiagen) และตรวจสอบวายังมี plasmid หรือไมบน gel electrophoresis 

รวมทั้งตรวจหาการปรากฏของยีน intl1 และ resistance genes ดวยเทคนิค PCR ตามที่กลาวแลวขางตน ชุด

ควบคุมคือ MG1655rifr  ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี rifampicin เพียงอยางเดียวและ rifampin รวมกับ

ยาฏิชีวนะที่เหมาะสม 

 
3.2 ยีนดื้อยาที่ไมอยูบน class 1 integrons 

ตรวจการปรากฏของยีนในเชื้อจํานวน 184 isolates ซึ่งเปนเชื้อที่ดื้อยาอยางนอย 1 ชนิด ดวยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  เชนเดียวกับที่กลาวขางตน โดยใช primers ตามที่แสดงในตารางที่ 3 ใน

การตรวจจะเลือกชนิดของยีนที่ตรวจตามความดื้อยาของยาในแตละเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 4 สกัด PCR 

products ดวยและสงไปตรวจหาลําดับเบสเพื่อตรวจสอบความจําเพาะของ primers ที่ใช  
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ตารางที่ 4  การตรวจยีนดื้อยาแยกตามการดื้อยาของเชื้อ 
 

Antibiotic No. of isolates Gene 

Ampicillin 

Chloramphenicol 

Gentamicin 

Tetracycline 

Trimethoprim 

Spectinomycin 

Streptomycin 

Sulphonamides 

103 

59 

26 

86 

69 

103 

127 

139 

blaPSE, blaTEM 

catA, catB, cmlA 

aadB 

tetA, tetB 

dfrA1, dfrA10,  dfrA12 

aadA1, aadA2 

aadA1, aadA2, strA, strB 

sul1, sul2, sul3 

 
3.2 การวิเคราะหทางสถิติ 
 การวิเคราะหทางสถิติในการวิจัยครั้งนี้ใช STATA Software Version 8 (STATA Corp., College 

Station, TX, USA) วิเคราะหความสัมพันธระหวางยีนดื้อยากับการดื้อยาดวย Fisher’s exact test เปรียบเทียบ

คา MIC กับจํานวนยีนดื้อยาดวย Kruskal-Wallis test 
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ตารางที่ 5  Primers ที่ใชในการศึกษา none-class 1 integrons resistance genes ในการศึกษาครั้งนี้ 

 
Target 

gene  

Primer  
Sequence (5′-3′) 

Size of 

amplicons 

aadA1 

 

aadA2 

 

aadB 

 

blaPSE-1 

 

blaTEM 

 

catA 

 

catB 

 

cmlA 

 

dfrA1 

 

dfrA10 

 

dfrA12 

 

strA 

 

strB 

 

sul1 

 

sul2 

 

sul3 

 

tetA 

 

tetB 

aadA1-F 

aadA1-R 

aadA2-F 

aadA2-R 

aadB-F 

aadB-R 

blaPSE1-F 

blaPSE1-R 

blaTEM-F 

blaTEM-R 

catA-F 

catA-R 

catB-F 

catB-R 

cmlA-F 

cmlA-B 

dfrA1-F 

dfrA1-R 

dfrA10-F 

dfrA10-R 

dfrA12-F 

dfrA12-R 

strA-F 

strA-R 

strB-F 

strB-R 

sul1-F 

sul1-R 

sul2-F 

sul2-R 

sul3-F 

sul3-R 

tetA-F 

tetA-R 

tetB-F 

CTCCGCAGTGGATGGCGG 

GATCTGCGCGCGAGGCCA 

CATTGAGCGCCATCTGGAAT 

ACATTTCGCTCATCGCCGGC 

CTAGCTGCGGCAGATGAGC 

CTCAGCCGCCTCTGGGCA 

GCAAGTAGGGCAGGCAATCA 

GAGCTAGATAGATGCTCACAA 

ATCAGTTGGGTGCACGAGTG 

ACGCTCACCGGCTCCAGA 

CCAGACCGTTCAGCTGGATA 

CATCAGCACCTTGTCGCCT 

CGGATTCAGCCTGACCACC 

ATACGCGGTCACCTTCCTG 

TGGACCGCTATCGGACCG 

CGCAAGACACTTGGGCTGC 

CAATGGCTGTTGGTTGGAC 

CCGGCTCGATGTCTATTGT 

TCAAGGCAAATTACCTTGGC 

ATCTATTGGATCACCTACCC 

TTCGCAGACTCACTGAGGG 

CGGTTGAGACAAGCTCGAAT 

TGGCAGGAGGAACAGGAGG 

AGGTCGATCAGACCCGTGC 

GCGGACACCTTTTCCAGCCT 

TCCGCCATCTGTGCAATGCG 

CGGACGCGAGGCCTGTATC 

GGGTGCGGACGTAGTCAGC 

GCGCAGGCGCGTAAGCTGAT 

CGAAGCGCAGCCGCAATTC 

GGGAGCCGCTTCCAGTAAT 

TCCGTGACACTGCAATCATTA 

GCTGTCGGATCGTTTCGG 

CATTCCGAGCATGAGTGCC 

CTGTCGCGGCATCGGTCAT 

631 

 

500 

 

300 

 

422 

 

608 

 

462 

 

454 

 

642 

 

254 

 

432 

 

330 

 

405 

 

621 

 

600 

 

514 

 

500 

 

658 

 

615 
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qacH 

tetB-R 

qacHF 

qacHR 

CAGGTAAAGCGATCCCACC 

CTCGCACTCAAGTCCATCC 

CTAACGATAAGTCCCATGCC 

 

143 

 

 
ผลการวิจัย 

 
ความชุกของการดื้อตอยาปฏิชีวนะและรูปแบบการดื้อยา 

จาก Salmonella ทั้งหมด 211 isolates พบวามีเชื้อดื้อยาอยางนอย 1 ชนิดจํานวน 188 isolates  

(88%) โดยเปนเชื้อที่ดื้อยาหลายชนิดพรอมกันจํานวน 140 isolates (66%) การดื้อยาไมมีความจําเพาะตอ 

serovars โดยอัตราการดื้อยาชนิดตางๆ แสดงในรูปที่ 2 ในการวิจัยครั้งนี้ Salmonellla มีรูปแบบการดื้อยา

ทั้งหมด 64 รูปแบบ โดยรูปแบบที่พบมากที่สุดคือ AMP-CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI (12, 5.7%) และ AMP-

CHL-SPC-STR-SUL-TET phenotype (12, 5.7%) รูปแบบการดื้อยาแสดงในตารางที่ 3  
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รูปที่ 2 อัตราการดื้อตอยาปฏิชีวนะของ Salmonella ที่แยกไดจากไกและสุกร (n = 211) 
AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamycin; SPC, spectinomyicn ; STR, streptromycin;  

SUL, sulfamethoxazole; TET, tetracycline; TRI, trimethoprim;MDR, multidrug resistance; SENS, susceptible to all antibiotics 
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ตารางที่ 6   รูปแบบการดื้อยาปฏิชีวนะของ Salmonella (n= 211) 

 

Antibiotic resistance No. of isolates (%) 
AMP 

SPC 

STR  

SUL  

TET 

TRI 

AMP, TET 

AMP, STR 

AMP, SUL 

SPC, SUL 

SPC, TET 

SPC, TRI 

STR, SUL  

STR, TET 

SUL, TET 

TET, TRI  

AMP, CIP, STR 

AMP, CHP, TET 

AMP, TET, SUL 

AMP, SPC, SUL  

CHP, SUL, TRI 

SPC, STR, SUL  

SPC, STR, TET 

SPC, SUL, TET  

STR, SUL, TET  

SUL, TET, TRI  

AMP, TET, STR 

AMP, STR, SUL 

AMP, SUL, TRI 

AMP, CIP, SPC, STR 

AMP, STR, SUL, TET 

AMP, STR, SUL, TRI 

AMP, SPC, SUL, TET 

AMP, SPC, STR, SUL 

AMP, SUL, TET, TRI 

CHP, SUL, TET, TRI 

1 (0.5) 

3 (1.4) 

4 (1.9) 

9 (4.2) 

6 (2.8) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

2 (1.0) 

3 (1.4) 

2 (1.0) 

2 (1.0) 

1 (0.5) 

4 (1.9) 

5 (2.4) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

2 (1.0) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

5 (2.4) 

1 (0.5) 

8 (3.8) 

5 (2.4) 

1 (0.5) 

5 (2.4) 

5 (2.4) 

2 (1.0) 

3 (1.4) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

5 (2.4) 

1 (0.5) 

2 (1.0) 

2 (1.0) 

1 (0.5) 

2 (1.0) 
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CHP, SPC, STR, SUL 

CHP, STR, SUL, TRI 

SPC, STR, SUL, TRI 

SPC, STR, TET, TRI  

SPC, STR, SUL, TET 

STR, SUL, TET, TRI 

AMP, SPC, STR, SUL, TET  

CHP, GEN, SPC, SUL, TET 

AMP, CHP, SUL, TET, TRI 

AMP, SPC, STR, SUL, TRI 

AMP, CHP, SPC, STR, TET 

AMP, STR, SUL TET, TRI 

AMP, SPC, STR, TET, TRI 

SPC, STR, SUL, TET, TRI 

CHP, SPC, STR, SUL, TRI 

AMP, CHP, SPC, STR, SUL, TET  

AMP, CHP, STR, SUL, TET, TRI  

AMP, SPC, STR, SUL, TET, TRI  

AMP, CHP, GEN, SPC, SUL, TET 

AMP, CHP, GEN, SUL, TET, TRI 

AMP, CHP, SPC, STR, TET, TRI 

AMP, GEN, STR, SUL, TET, TRI 

AMP, GEN, SPC, SUL, TET, TRI 

CHP, SPC, STR, SUL, TET, TRI 

AMP, CHP, GEN, STR, SUL, TET 

AMP, CHP, GEN, SPC, STR, SUL, TET  

AMP, CHP, SPC, STR, SUL, TET, TRI  

AMP, GEN, SPC, STR, SUL, TET, TRI 

AMP, CHP, GEN, SPC, STR, TET, TRI 

AMP, CHP, GEN, STR, SUL, TET, TRI 

AMP, CHP, GEN, SPC, STR, SUL, TET, TRI 

2 (1.0) 

1 (0.5) 

4 (1.9) 

1 (0.5) 

3 (1.4) 

1 (0.5) 

4 (1.9) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

3 (1.4) 

1 (0.5) 

12 (5.7) 

4 (1.9) 

6 (2.8) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

2 (1.0) 

3 (1.4) 

3 (1.4) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

6 (2.8) 

11 (5.2) 

2 (1.0) 

1 (0.5) 

1 (0.5) 

6 (2.8) 

 
คํายอ :  AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamycin; SPC, 

spectinomyicn ; STR, streptromycin; SUL, sulfamethoxazole; TET, tetracycline; TRI, trimethoprim  
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การปรากฏของ class 1 integrons 
พบยีน intl1 ในเชื้อจํานวน 54 isolates(26%)  โดยความสัมพันธระหวางยีน intl1, Inserted gene 

cassettes  และ 3’CS แสดงในตารางที่ 4  ซึ่งจากเชื้อที่ยีน intl1 พบวาเชื้อจํานวน 33 isolates (16%) มี 

variable regions ขนาด 0.7-2.3 kb เชื้อจํานวน 10 isolates (5%) มี class 1 integrons แตไมมี variable 

regions เชื้อจํานวน 11 isolates (5%) มียีน intl1 แตไมมีทั้ง gene cassettes และ 3’CS ซึ่งมีเชื้อจํานวน 6 

isolates (3%) ที่มี 2 class 1 integrons เชื้อทั้งหมดที่มี class 1 integrons ดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน 

 
ตารางที่ 7  ความสัมพันธระหวางยีน intl1, Inserted gene cassettes และ 3’CS 
 

Group No. of isolates (%) intl1 Inserted gene 
cassettes 

3’-CS 

A 

B 

C 

D 

33 (16.0) 

5 (2.4) 

10 (4.7) 

11 (5.2) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Total 54 (25.7)    

 
การศึกษา Class 1 integrons gene cassettes 

ในการวิจัยครงนี้ แบงกลุมเชื้อที่มี class 1 integrons ตามจํานวนและขนาดของ variable regions  

ที่ไดจากการทํา PCR ไดทั้งหมด 11 integron profiles (IP-I ถึง IP-XI) ดังแสดงในรูปที่ 3 ขนาดและจํานวนของ 

amplicons รวมทั้ง genes ที่พบใน variable regions ของแตละ integron profiles แสดงในตารางที่ 5 โดย

ความสัมพันธระหวาง serovars และ integron profiles แสดงในตารางที่ 6 

 ยีนที่เกี่ยวของกับการดื้อยาที่พบไดแก   blaPSE-1 ควบคุมการดื้อยากลุม β-lactams, aadA2 และ 

aadA4 ควบคุมการดื้อยา streptomycin และ spectomycin, dfrA1  และ dfrA12 ควบคุมการดื้อยา

trimethoprim, sat ควบคุมการดื้อยา streptothricin, นอกจากนี้ยังพบ silB ซึ่งควบคุมการสรางโปรตีน  SilB 

เปน membrane fusion protein ของระบบ silABC, codB ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม cytosine permease 

และ open reading frames ที่ยังไมทราบหนาที่ ยีนที่พบมากที่สุดเปนยีนที่ควบคุมการดื้อยา trimethoprim และ 

aminoglycosides  ซึ่ง the gene cassette array ที่พบมากที่สุดคือ dfrA12-aadA2 (17/33, 51.5%).  
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รูปที่ 3 PCR amplicons ของ class 1 integrons ที่พบใน Salmonella  โดย amplicons มีขนาด 0.7 to 2.3 Kb 

แบงไดเปน 11 integron profiles (IPs) IP-I, II, V, VI, VIII IX และ X มี 1 integron สวน IP-III, IV, VII และ XI มี  

2 integrons M; molecular weight marker 

bp 
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ตารางที่ 8  ความสัมพันธระหวาง integron profiles, รูปแบบการดื้อยา, SGI1  และความสามารถในการถายทอด 

 
 
IPa 

 
Size(s) of 
amplicons (kb) 

 
Inserted gene cassettes 

 
Antibiotic resistance patterns 

 
Serotype 
(number)b 

 
SGI1 types 

 
Excision 

 
Transfer of 
integrons 

 
I 
II 
 
 
 
 
 
 
 
 
III 
IV 
V 
 
 
 
 
VI 
VII 
VIII 
 
IX 
 
 
 
X 
XI 
 

 
2.3 
1.9 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2, 1.9 
1.0, 1.9 
1.2 
 
 
 
 
1.0 
1.0, 1.2 
0.7, 1.9 
 
0.7 
 
 
 
0.8 
0.8, 1.9 

 
silB 
dfrA12-aadA2 
 
 
 
 
 
 
 
 
blaPSE1, dfrA12-aadA2 
aadA2, dfrA12-aadA2 
dfrA1-orfC 
 
 
 
 
aadA4a 
aadA2, blaPSE1 
Incomplete sat gene, dfrA12-
aadA2  
Incomplete sat gene 
 
 
 
Incomplete codB gene  
Incomplete codB gene, 
dfrA12-aadA2 

 
AMP-CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-CHL-GEN-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-GEN-SPC-SUL-TET-TRI 
CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-SPC-STR-TET-TRI 
AMP-GEN-SPC-SUL-TET-TRI 
AMP-GEN-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-CHL-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-CHL-SUL-TRI 
AMP-CHL-GEN-SPC-STR-SUL-TET 
SPC-STR-SUL-TRI 
AMP-SPC-STR-SUL-TET 
AMP-CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
CHL- SPC-STR-SUL-TRI 
AMP-CHL-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
AMP-CHL-GEN-SPC-STR-SUL-TET 
AMP-CHL- SPC-STR-SUL-TET 
CHL -SPC-STR-SUL 
AMP-CHL-SPC-SUL-TET 
AMP-STR-SUL-TET 
AMP-GEN-SPC-SUL-TET-TRI 
AMP-SPC-STR-SUL-TET-TRI 

 
Give 
Weltevreden 
Stanley (2) 
Schwarzengrund 
Stanley 
Stanley 
Stanley 
Typhimurium 
Rissen (2) 
Rissen 
Kentucky 
Anatum 
Albany (3) 
Albany (2) 
Albany 
Kedougou 
Emek 
Orion 
Kingston 
Stanley 
Stanley 
Kedougou 
Stanley 
Atona 
Kedougou 
Weltevreden 
Eppendorf 
Weltevreden 

 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

SGI1-F 
SGI1-F 
SGI1-F 
SGI1-F 
SGI1-F 

- 
SGI1-A 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 

 
ntc 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
- 
- 
- 
- 
+ 
nt 
- 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
nt 

 
nt 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
+d 
+d 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+e 
+e 

nt 
nt 
nt 
nt 
nt 
+e 
- 
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a nt หมายถึง not tested 
b เฉพาะ  class 1 integrons ที่มี dfrA12-aadA2 gene arrays เทานั้นที่ถายทอด 
c ทดสอบเฉพาะการถายทอดการดื้อตอยา trimethoprim และ streptomycin 
d + หมายถึง ถายทอดได และ  - หมายถึง ถายทอดไมได 

คํายอ :  AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamycin; SPC, spectinomyicn ; STR, streptromycin; SUL, sulfamethoxazole; TET, 

tetracycline; TRI, trimethoprim  
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Class 1 integrons with unusual 3’ conserved region 
 ผลการวิจัยพบวา เชื้อทั้ง 7 isolates มียีน sul3, qacH และ qacH-IS440-sul3 โดยมี genetic 

organization ดังแสดงในรูปที่ 4 ซึ่งการปรากฏของยีนใน cluster สอดคลองกับ resistance phenotypes ของ

เชื้อทั้งหมด (ตารางที่ 9)  S. Kedougou จํานวน 3 isolates มีการจัดเรียงตัวของ gene cassette แบบ 5’CS-

sat-psp-aadA2-cmlA1-aadA1-qacH-IS440-sul3 สวน Class 1 integrons ที่มี gene cassette แบบ 5’CS-

drfA12-orf-aadA2-cmlA1-aadA1-qacH-IS440-sul3 พบใน S. enterica serotype Stanley 1 isolate และพบ 

Class 1 integrons ที่มี gene cassette แบบ 5’CS-aadA2-cmlA1-aadA1-qacH-IS440-sul3 ในเชื้อ S. 

Kedougou อีก 3 isolates ที่เหลือ โดยยีนที่พบรวมกันใน gene cassettes ทั้ง 3 แบบ คือ aadA1, aadA2, 

cmlA1และ qacH ควบคุมการดื้อยา streptomycin, chloramphenicol และ quaternary ammonium 

compounds ตามลําดับ สวนยีน dfrA12 ควบคุมการดื้อยา ยีน sat และ psp ควบคุมการดื้อยา streptothricin 

และ putative phosphoserine phosphatase ตามลําดับ โดยเชื้อจํานวน 3 isolates คือ SA076 SA077 SA075 

และ SA201 สามารถถายทอด Class 1 integrons และความดื้อยาได ดังแสดงในตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 9   Genotype และ phenotype ของ Salmonella ที่ใชในการศึกษา Class 1 integrons with unusual 

3’ conserved region 
 

Strain Serovars Source Gene cassette Resistance phenotype 

SA043 
SA045 
SA076 
SA077 
SA161 
SA075 
SA201 

Kedougou 
Kedougou 
Kedougou 
Stanley 
Kedougou 
Kedougou 
Kedougou 

Swine 
Poultry 
Swine 
Swine 
Swine 
Poultry 
Swine 

aadA2-cmlA1-aadA1 
aadA2-cmlA1-aadA1 
sat-psp-aadA2-cmlA1-aadA1 
drfA12-orf-aadA2-cmlA1-aadA1 
aadA2-cmlA1-aadA1 
sat-psp-aadA2-cmlA1-aadA1 
sat-psp-aadA2-cmlA1-aadA1 

AMP-CHP-GEN-SPC-STR-SUL-TET 
AMP-CHP-GEN-SPC-STR-SUL-TET 
AMP-CHP- GEN-STR-SUL-TET 
AMP-CHP-SPC-STR-SUL-TET-TRI 
CHP-SPC-SUL-STR-TRI 
AMP-CHP-GEN-SPC-STR-SUL-TET 
AMP-CHP-GEN- 
SPC-STR-SUL-TET 

 
 
ตารางที่ 10  ความไวตอยาปฏิชีวนะของ  transconjugants  

 
Donor x recipient MICsa (μg/ml) 

 STR CHP SUL TRI 

MG1655RifR 
SA076 x MG1655RifR 
SA077 x MG1655RifR 
SA075 x MG1655RifR 
SA201 x MG1655RifR 

8 
256 
512 
1024 
>1024 

 
16 
64 
128 
64 
256 
 

1024 
1024 
1024 
1024 
1024 

 
0.5 
ND 
>1024 
ND 
ND 

a   Minimum inhibitory concentration value of transconjugant from the corresponding donor 

(Salmonella) and recipient (E. coli MG1655RifR) 

ND   Not detected 
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รูปที่ 4  I) PCR products ที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซดวยการผสมผสานระหวาง primers จําเพาะตางๆ 

(ระบุดวยตัวเลข) II) การจัดเรียงตัวของ class 1 integrons ใน Salmonella ที่ไดจากผลการทดสอบดวย PCR 

(not to scale) ทิศทางของยีนแสดงดวยลูกศร เสนตรงสีขาวและเสนประแนวตั้งแสดงบริเวณที่ทํา PCR และ

ตัวเลขเหนือแตละเสนแสดงขนาดของ PCR amplicons primers จําเพาะแสดงดวยตัวเลข 1-7 ไดแก 1, 5’CS; 2, 

aadA2R; 3, dfrA12; 4, aadA2F; 5, cmlAR; 6, cmlAF; 7, aadA1R; 8, aadA1F; 9, qacHR; 10, qacHF; 11, 

sul3. M, molecular weight marker. 
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การถายทอด class 1 integrons 
Class 1 integrons สามารถถายทอดไปยัง E. coli ไดมากถึง 42% (14/33)  ซึ่ง Transconjugants  

ทั้งหมดมี class 1 integrons ที่เหมือนกับ Salmonella ตัวให เชื้อที่สามารถถายทอด class 1 integrons  ไปยัง 

E. coli  ได (ตารางที่ 10) 

 
การปรากฏของยีนดื้อยาอื่นๆ  
 ตรวจพบยีนดื้อยาที่ทดสอบในเชื้อ 78% จากเชื้อทั้งหมด 184 isolates โดยการกระจายตัวของยีนดื้อ

ยาแสดงในตารางที่ 11 เชื้อที่ดื้อยา ampicillin จํานวน 98% blaPSE-1, และ blaTEM โดยพบยีน blaPSE-1 มากที่สุด 

(87%) เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา chloramphenicol (63%) มียีน cmlA  ในขณะที่เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา gentamycin 

(88%) มียีน aadB  ยีน tetA เปนยีนดื้อยาที่พบมากที่สุดในเชื้อที่ดื้อยา tetracycline (86%) เชื้อที่ดื้อยา ยีน 

dfrA12 เปนยีนดื้อยาที่พบมากที่สุดในเชื้อที่ดื้อยา trimethoprim (42%) เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา sulphonamides 

(76%) มียีน sul อยางนอย 1 ยีน เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา spectinomycin (68%) และ streptomycin (56%) มียีน 

aadA1 เชื้อจํานวน 53% มียีนตางชนิดกันมากกวา 1 ยีนแตควบคุมการดื้อยาชนิดเดียวกัน โดยเชื้อทั้งหมดที่มี

ยีนดื้อยามากกวา 1 ยีนเปนเชื้อดื้อยาแบบ MDR  

 จากผลการวิเคราะหทางสถิติพบความสัมพันธระหวางการปรากฏของยีนดื้อยาสวนใหญกับการดื้อยา

ของเชื้อ (p=0.000) ยกเวนยีน catB และ dfrA10 ที่การปรากฏของยีนทั้ง 2 ไมมีความสัมพันธกับการดื้อยา 

chloramphenicol และ trimethoprim ตามลําดับ (p=0.051) นอกจากนี้ การมียีนตางชนิดกันที่ควบคุมการดื้อ

ยาชนิดเดียวกันมากกวา 1 ยีนมีความสัมพันธกับคา MIC ที่เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p=0.000) และการมียีนดื้อ

ยาหลายชนิดมีความสัมพันธกับการมี MDR phenotype อยางมีนัยสําคัญดวย (p=0.000) 
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ตารางที่ 11 การปรากฏของยนีดื้อยาแยกตามการดื้อตอยาของเชื้อ 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resistance phenotype (n) Resistance genes Number (%) 
Ampicillin (103) 
 
 
 
Chloramphenicol (59) 
 
Gentamicin (26) 
Spectinomycin (103) 
 
 
 
Streptomycin (127) 
 
 
 
 
 
 
 
Sulfamethoxazole (139) 
 
 
 
 
 
 
 
Tetracycline (86) 
 
 
 
Trimethoprim (69) 
 
 

blaPSE1 

blaTEM 
both 
at least one 
catB 
cmlA 
aadB 
aadA1 
aadA2 
both 
at least one 
aadA1 
strA, strB 
strA, strB, aadA1 
aadA1, aadA2 
strA, strB, aadA1 
strA, strB, aadA2 
strA, strB, aadA1, aadA2 
at least one 
sul1 
sul2 
sul3 
all three 
sul1, sul2  
sul1,sul3 
sul2,sul3 
at least one 
tetA 
tetB 
both 
at least one 
dfrA1 
dfrA10 
dfrA12 
dfrA10, dfrA12 
at least one 
 

6 (6) 
61 (59) 
29 (28) 
96 (93) 
1 (2) 
37 (63) 
23 (88) 
47 (46) 
2 (2) 
23 (22) 
49 (48) 
17 (13) 
22 (17) 
2 (2) 
10 (8) 
37 (29) 
2 (2) 
5 (4) 
95 (75) 
18 (13) 
17 (12) 
37 (27) 
9 (6) 
2 (1) 
14 (10) 
8 (6) 
105 (76) 
60 (70) 
5 (6) 
14 (16) 
65 (76) 
7 (10) 
2 (3) 
28 (41) 
1 (1) 
38 (55) 
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การอภิปรายผล 
 
 ในการวิจัยครั้งนี้พบ class 1 integrons ใน Salmonella หลาย serovars ที่แยกไดจากไกและสุกร 

แสดงใหเห็นวา class 1 integrons สามารถแพรกระจายไดโดยไมจํากัดเฉพาะ serovars การที่พบวา dfrA12-

aadA2 เปน resistance array ที่พบมากที่สุดนั้น อาจเนื่องมาจากมีการใชยากลุม aminoglycosides และ 

trimethoprim ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกและสุกรในประเทศไทยอยางแพรหลาย ในการวิจัยครั้งนี้พบ dfrA12-

aadA2 array ใน serovars Kentucky, Anatum, Stanley, Eppendorf, Typhimurium, Rissen, 

Schwarzenrund และ Weltevreden ซึ่งกอนหนานี้ มีรายงานการพบ dfrA12-aadA2 array ใน S. 

Typhimurium, S. Schwarzenrund, S. Derby และ S. Anatum ที่แยกไดในประเทศเวียดนาม (Vo et al., 2007), 

S. Choleraesuis ที่แยกไดในประเทศไตหวัน(Hsu et al., 2006a) และ S. Gallinarum ที่แยกไดในประเทศ

เกาหลี (Kwon et al., 2002) นอกจากนี้ยังพบใน E. coli  ที่แยกไดจากคนในประเทศเกาหลี (Yu et al., 2003) 

และวัวได ในประเทศนอรเวย (Sunde, 2005) และสุกรในประเทศเยอรมันนี (Gebreyes et al., 2004) จากการที่

สามารถพบ resistance array แบบเดียวกันในเชื้อตางชนิด แยกไดจากทั้งสัตวตางชนิดและคนในประเทศตางๆ 

แสดงวา มีการแลกเปลี่ยนและแพรกระจายของ class 1 integrons ทั้งแบบภายในและระหวาง species รวมทั้ง

การศึกษาที่ผานมามีรายงานการพบ class 1 integrons บน plasmid ที่ถายทอดได (Miko et al., 2005; Vo et 

al., 2006)  แสดงวามีการถายทอดตามขวาง (horizontal transfer) เกิดขึ้นดวย และจากการศึกษาครั้งนี้พบวา 

dfrA12-aadA2 array ทั้งหมดอยูบน plasmid และสามารถถายทอดไปยัง E. coli ได สนับสนุนวามี horizontal 

transfer เกิดขึ้นไดจริง ซึ่งจนถึงปจจุบันยังไมมีรายงานการถายทอดตามขวางของ class 1 integrons และยีนดื้อ

ยาของ Salmonella ที่แยกไดในประเทศไทย 

 นอกจาก dfrA12-aadA2 array แลวยังสามารถพบ dfrA1-orfC1 ไดมากเชนกัน ซึ่งจากรายงานกอน

หนานี้ในประเทศอื่นๆพบวา dfrA1 มักรวมกบั aadA1 (Miko et al., 2005; Vo et al., 2006) ความแตกตางนี้

อาจมีสาเหตุมาจากการใชยาปฏิชีวนะที่แตกตางกันในแตละประเทศ อยางไรก็ตามสาเหตุที่แทจริงยังไมทราบแน

ชัดและนาจะมีการศึกษาตอไป 

 ในการวิจัยครั้งนี้พบ gene cassettes แบบใหม 2 แบบคือ ยีน codB และ silB ยีน codB ควบคุมการ

สรางเอนไซม cytosine permease ที่เกี่ยวของตอการเผาผลาญอาหาร เนื่องจากยีนที่พบไมสมบูรณจึงไมมี

ประโยชนตอ Salmonella  กอนหนานี้มีรายงานการพบยีนที่ควบคุมการสราง metabolic enzymes และลําดับ

เบสไมสมบูรณเชนกัน (Yu et al., 2003) ซึ่งอาจเกิดจาก aberration recombination ในชวงที่มีการถายทอด  

class 1 integrons ก็ได สวนยีน silB  ควบคุมการสรางโปรตีน  SilB เปน membrane fusion protein ของระบบ 

silABC ซึ่งเปนระบบ efflux ใน Resistance Nodulation and Cell division (RND) family ที่ทําใหเกิดการดื้อตอ 

silver compounds เนื่องจาก SilB เปนเพียงสวนหนึ่งของระบบ จึงยังไมทราบแนชัดวาจะมีประโยชนใดๆ ตอ 

Salmonella หรือไม 

จากการพบ atypical class 1 integrons ซึ่งไมมี 3’CS แสดงวา class 1 integrons เหลานี้ไมใชแบบ 

sul1-type integrons ซึ่งมีรายงานการพบ atypical class 1 integrons มากอนเชนกัน (Antunes et al., 2005) 

นอกจาก sul1-type integrons ยังเคยมีการพบ atypical class 1 integrons ที่ 3’CS มียีน sul3 และ



26 

 

 

ประกอบดวย  qacH และ IS440-sul3-orf1-IS26 ซึ่งพบไดใน Salmonella หลาย serovars(Antunes et al., 

2007), 3 สําหรับการวิจัยครั้งนี้พบวาเชื้อที่มี atypical class 1 integrons มียีน sul3 ดวย ซึ่งพบวา ยีน sul3 

เกี่ยวของกับ qacH และเปนสวนหนึ่งของ 3’CS เชนกัน การพบยีนหลายชนิดบน cluster เดียวกันอาจสงผลให

เกิดการดื้อยาหลายชนิดพรอมกันทั้งที่ไมมีการใชยาปฏิชีวนะบางชนิดแลวก็ตาม โดยเชื้อที่แยกไดยังคงดื้อตอยา 

chloramphenicol ทั้งที่ยาชนิดนี้ไดถูกหามใชในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคมาเปนเวลานานแลว อาจมีสาเหตุมา

จากการที่ยีน cmlA ที่ควบคุมการดื้อยา chloramphenicol มักปรากฏอยูบน class 1 integrons กับยีน aad ที่

ควบคุมการดื้อยา streptomycin ดังนั้นการใช ยา streptomycinจะคัดเลือก class 1 integrons ที่มียีน aad 

พรอมกับและยีน cmlA ทําใหเชื้อยังคงดื้อยา chloramphenicol ทั้งที่ไมมีการใชยาชนิดนี้แลวก็ตาม3 สวน  

SA043, SA044 และ SA0161 ที่ไมสามารถถายทอดการดื้อยา streptomycin และ chloramphenicol แสดงวา 

class 1 integrons ในเชื้อเหลานี้อยูบนโครโมโซม 

 ยีนดื้อยาที่พบใน class 1 integrons ไมสามารถครอบคลุม resistance phenotype ของ Salmonella 

ไดทั้งหมด แมแตเชื้อที่มี class 1 integrons แตไมมี variable regions ซึ่งเรียกวา empty class 1 integrons ยัง

ดื้อยาหลายชนิดพรอมกันแสดงวา ยังมียีนดื้อยาอื่นๆ ที่ไมไดอยูบน class 1 integrons การดื้อยาที่ไมเกี่ยวของ

กับ class 1 integrons เหลานี้อาจมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุบนโครโมโซมก็ได ในการวิจัยครั้งนี้ได

ทําการศึกษาการกระจายตัวของยีนดื้อยาอื่นๆ ที่เคยมีรายงานวาพบในแบคทีเรีย Enterobactericeae 

โดยเฉพาะอยางยิ่ง Salmonella โดยมีอัตราการพบยีนเหลานี้คอนขางสูง ซึ่งแสดงใหเห็นวายีนเหลานี้มีบทบาท

สําคัญตอการดื้อยาของเชื้อที่ใชในการทดสอบ ส่ิงที่นาสนใจคือ เชื้อดื้อยาจํานวนสูงถึง 53% มียีนตางชนิดกันแต

ควบคุมการดื้อยาชนิดเดียวกันมากกวา 1 ยีน ซึ่งเชื้อเหลานี้รวมเชื้อที่มี class 1 integrons ดวย (25/98 

isolates) สําหรับเชื้อที่มี class 1 integrons เปนไปไดวายีนตัวหนึ่งอยูบน class 1 integrons ในขณะที่ยีนอีกตัว

หนึ่งอาจอยู plasmid อื่น สวนในเชื้อที่ไมมี class 1 integrons ที่มียีนตางชนิดกันแตควบคุมการดื้อยาชนิด

เดียวกันมากกวา 1 ยีนนั้น จําเปนที่จะตองทําการศึกษากลไกอื่นๆที่เปนไปไดตอไป โดยเฉพาะอยางยิ่ง 

การศึกษา plasmid ที่เชื้อเหลานี้มีอยู   

เปนที่ทราบดีวา ยีนดื้อยาหลายชนิดมักรวมกันอยูหรือตอกันเปน cluster บนโครโมโซมหรือ plasmid 

ดังนั้นการใชยาปฏิชีวนะชนิดหนึ่งที่สามารถคัดเลือกยีนที่ควบคุมการดื้อตอยานั้นก็อาจจะเลือกยีนที่ควบคุมการ

ดื้อตอยาชนิดอื่นๆไปดวย (co-selection) ถึงแมจะไมมีการใชยาปฏิชีวนะชนิดอื่นๆ นี้ก็ตาม จากการศึกษากอน

หนานี้ ที่พบวา E. coli (Bischoff et al., 2005; Chuanhuen et al., 2008) และ Salmonella ที่แยกไดจากสัตวที่

เล้ียงเพื่อการบริโภคดื้อตอยา chloramphenicol ทั้งที่ไดมีการเพิกถอนการใชยานี้ในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภค

มาเปนเวลานานเนื่องจากยาปฏิชีวนะชนิดนี้กดการทํางานของไขกระดูก สงผลเสียหายตอการสรางเม็ดเลือดแดง

และทําใหเกิด aplastic anemia ได ซึ่งสอดคลองกับผลการวิจัยในครั้งนี้เชนกัน ซึ่งพบวา เชื้อที่ดื้อยา 

chloramphenicol มียีน cmlA และยีนนี้ปรากฏอยูเปนสวนหนึ่งของ gene cassettes ใน class 1 integrons ที่มี 

unusual 3’CS แบบ qacH-sul3 ซึ่งยีน cmlA นี้อยูบน cluster เดียวกับยีน aadA1 และ aadA2 ที่ควบคุมการ

ดื้อยา spectinomycin และ streptomycin ดังนั้นการใชยา spectinomycin และ streptomycin สามารถ

คัดเลือกยีน aadA1 และ aadA2 พรอมกับยีน cmlA สงผลใหเชื้อดื้อตอยา chloramphenicol ทั้งที่ไมมีการใชยา

ชนิดนี้อีกแลว (Bischoff et al., 2005; Chuanhuen et al., 2008)   
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ในการศึกษาครั้งนี้พบวา การปรากฏของยีนดื้อยาสวนใหญมีความสัมพันธกับการดื้อยาของเชื้อ แสดง

ใหเห็นวาเมื่อมีการปรากฏยีนดื้อยาเหลานี้มักมีการแสดงออก (expression) ดวย อยางไรก็ตาม นอกจากการ

ปรากฏของยีนดื้อยาที่ศึกษาในการวิจัยครั้งนี้แลว ยังมียีนและกลไกการดื้อยาอื่นๆที่อาจมีสวนรวมในการทําให

เชื้อเหลานี้ดื้อยา เชน การกลายพันธุ ระบบ multidrug efflux systems ซึ่งนาจะไดมีการศึกษาตอไป 
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 

 โดยสรุป โครงการวิจัยครั้งนี้ไดบรรลุวัตถุประสงคที่ตั้งไว โดยดําเนินการไปตามแผนการที่วางไวและ

คาดวาจะเสร็จส้ินไดตามกําหนดการ จากผลการวิจัยสามารถสรุปไดวา 

1. มีการแพรกระจายของ Salmonella ดื้อยาทั่วไปในสุกรและไกที่เล้ียงในฟารม 

2. มีการแพรกระจายของ class 1 integrons ใน Salmonella ที่แยกไดจากในสุกรและไกที่เล้ียงใน

ฟารม 

3. Class 1 integrons สามารถถายทอดไดทั้งในเชื้อชนิดเดียวกันและตางชนิดกัน  

ผลการวิจัยชี้ใหเห็นถึงความจําเปนในการควบคุมการใชยาปฏิชีวนะในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคอยาง 

จริงจัง รวมถึงการสงเสริมใหการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาอยางตอเนื่องเพื่อใหทราบปญหาที่แทจริงของการดื้อ

ยาในเชื้อและสามารถแกปญหาเหลานี้ไดอยางถูกตองตามหลักวิทยาศาสตร ซึ่งขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจัย

ครั้งนี้เปนประโยชนอยางยิ่งตอการนําไปศึกษาวิจัยตอเนื่องเกี่ยวกับพันธุกรรมการดื้อยาในเชื้อกอโรคอาหารเปน

พิษอื่นๆ ดังนั้นเพื่อใหไดจึงมีขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคตและที่ควรทําการศึกษาเพิ่มเติม ดังนี้ 

1. ศึกษาการดื้อยาในระดับโมเลกุลของ Salmoenlla  ใหครบตลอดหวงโซอาหาร สามารถใช

ประกอบการอธิบายเพื่อหาขอสรุปของการแพรกระจาย S. enterica จากสัตวที่เล้ียงเพื่อการ

บริโภคมาสูคนในประเทศไทยวาเกิดขึ้นหรือไม  

2. ศึกษาความสัมพันธดานระบาดวิทยาในระดับโมเลกุล (fringerprinting) ของ Salmonella ที่แยก

ไดจากสัตว อาหารที่มาจากสัตวและคน สามารถใชประกอบการอธิบายเพื่อหาขอสรุปของการ

แพรกระจาย S. enterica จากสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคมาสูคน 

3. ศึกษากลไกการดื้อยาอื่นๆ ในแนวลึกตอไป เพื่อเปนการพัฒนาเทคโนโลยีและความรูของประเทศ 

รวมทั้งไดขอมูลที่มีคุณคาและสามารถใชประโยชนไดมากขึ้น 
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ประโยชนในการนาํไปใช 
  

 การวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาถึงชนิดและพันธุกรรมการดื้อยาของ Salmonella ซึ่งเปนเชื้อกอโรคอาหาร

เปนพิษที่สําคัญ และมีรายงานการศึกษาในประเทศไทยนอยมาก โดยสามารถนําไปใชประโยชนไดดังนี้ 

1. นําขอมูลการดื้อยาในระดับโมเลกุลมาใชวางแผนและประกอบการประเมินความเสี่ยงเชื้อดื้อยาและ

เปนแนวทางในการจัดการความเสี่ยง รวมทั้งประกอบการแยกบัญชียาคนและยาสัตวที่อาจมีขึ้นในอนาคต 

รวมถึงกําหนดนโยบายในการใชยาตานจุลชีพในคนและสัตวของประเทศ  

2. เปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการศึกษาวิจัยอื่นๆและการพัฒนาทางเลือกอื่นๆในการปองกันและรักษา

โรคติดเชื้อ ไดแก 

2.1 การพัฒนาการใชสมุนไพรในการเลี้ยงสัตว ซึ่งสมุนไพรที่จะนํามาใชในการ 

เล้ียงสัตวจะตองไมเปนสาเหตุของการกลายพันธุที่ทําใหเกิดการดื้อยาขึ้นอีก การพิสูจนยืนยันวา การเลี้ยงสัตว

แบบอินทรียเกษตรชวยลดการดื้อยา การแพรกระจายและการถายทอดยีนดื้อยาไดอยางมีประสิทธิภาพจริง

หรือไม   

2.2 การพัฒนาเทคนิคในการทํานายการเกิดเชื้อดื้อยาในอนาคต โดยเฉพาะอยาง 

ยิ่งในขั้นตอนพิจารณาวา ยาใหมเหมาะสมที่จะนํามาใชในสัตวหรือไม 

3. เปนสวนหนึ่งของขอมูลระบาดวิทยาและการเฝาระวังเชื้อดื้อยาของประเทศไทย 

4. สามารถใชในการเผยแพรความรูใหกับผูที่เกี่ยวของ โดยเฉพาะอยางยิ่งนักวิชาการ แพทย  

สัตวแพทย เภสัชกร เพื่อใหเห็นความสําคัญของการใชยาอยางถูกตองและรอบคอบ เปนการคุมครองผูบริโภค

และเอื้อประโยชนตอการสงออกและเศรษฐกิจ  

5. สามารถแสดงใหประเทศคูคาเห็นวา ประเทศไทยมีการศึกษาวิจัยและการเฝาระวังปญหาเชื้อดื้อยา

อยางจริงจัง มีความพรอมทางดานวิทยาศาสตรและงานวิจัยที่สนับสนุนความปลอดภัยจากเชื้อด้ือยาที่ไมยิ่ง

หยอนไปกวาประเทศที่พัฒนาแลว  

 6. ประกอบการประเมินความเสี่ยงเชื้อดื้อยาและเปนแนวทางในการจัดการความเสี่ยง 

7. ใชประกอบการแยกบัญชียาคนและยาสัตวที่อาจมีขึ้นในอนาคต รวมถึงกําหนดนโยบายในการใชยา 

ตานจุลชีพในคนและสัตวของประเทศ  
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ภาคผนวก 
 

อาหารเล้ียงเช้ือ 
1. Muller Hinton Agar (MHA) (DifcoTM, MD, USA) 

 - Beef Extract Powder   2.0   g 

 - Acid Digest of Casien   17.5  g 

 - Starch     1.5  g 

 - Agar     17.0   g 

2. Luria-Bertani Agar (LB) (DifcoTM, MD, USA)  

- Trptone    10.0  g 

- Yeast Extract    5.0   g 

- Sodium chloride    5.0   g 

- Agar      15.0    g 

3. COLINSTANT CHROMOGENIC AGAR (Scharlau, Barcelona, Spain) 

 - Tryptone    10.00   g 

 - Yeast Extract    3.00  g 

 - Meat Extract    5.00  g 

 - Bile Salts    1.50   g 

 - Di-sodium phosphate   2.70   g 

 - Sodium phosphate   2.20   g 

 - Chromogenic mixture   0.40  g 

 - Agar     13.00  g 
 

ยาปฏิชีวนะและสารเคมีอื่นๆ 
1. 50X TAE (Tris-Acetate buffer)  ใน 1,000 ml  ประกอบดวย 

 - Tris       242.0 g 

 - Acetic acid      57.1 g 

 - 0.5M EDTA pH 8.0     100.0 ml 

2. 0.5 M EDTA, pH 8.0 ใน 1,000 ml  ประกอบดวย 

 - Disodium ethylene diamine tetraacetate. 2H2O  186.1 g 

 - Distilled deionized water    800.0 ml 

 - Adjust pH to 8.0  
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3. 1 M Tris HCl, pH 8.0  ใน  1,000 ml  ประกอบดวย 

 - Tris (ultrapure)     121.1 g 

 - Distilled deionized water    800.0 ml 

 - Adjust pH to 8.0 by adding conc. HCL  42.0 ml 

4. การเตรียมยาปฏิชีวนะ 

 

Antibiotic Solvents   Stock concentration 

Ampicillin  

Chloramphenicol  

Ciprofloxacin             

Gentamicin  

Rifampicin  

Spectinomycin            

Streptomycin         

Sulfamethoxazole             

Tetracycline             

Trimethoprim 

Water              

95% Ethanol  

0.1 M NaOH และ dH2O     

Water  

Methanol   

Water  

Water 

0.1 M NaOH และ dH2O   

70% Ethanol   

dimethylacetamide 

 

100 μg/ml 

25 μg/ml 

10 μg/ml 

50 μg/ml 

25 μg/ml 

100 μg/ml 

100 μg/ml  

25 μg/ml 

100 μg/ml 

10 μg/m 
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การเผยแพรผลงานวิจัย 
 
 ผลงานจากการวิจัยครั้งนี้ไดรับการเผยแพร ดังนี้  

 
 Poster presentations/Proceedings 

1. Khemtong, S, P. Pathanasophon and R. Chuanchuen. Identification and Characterization of 

Antimicrobial Resistance Patterns and Class 1 Integron Resistance Gene Cassettes among 

Salmonella Strains Isolated from Poultry and Swine in Thailand. The 107rd ASM General 

meeting, Toronto, Ontario, Canada. May 21-25, 2007 

2. Chuanchuen, R, P. Padungtod and P. Pathasophon. Antimicrobial Resistance Genes among 

Salmonella enterica isolates from Poultry and Swine in Thailand. The 13th International 

Congress on Infectious Diseases. June 19-22, 2008. Kuala Lumpur, Malaysia.  
 
Paper publications 

1. Khemtong, S. and R. Chuanchuen. 2007. Class 1 Integrons and Salmonella Genomic Island 

1 among Salmonella enterica Isolated from Poultry and Swine. Microb. Drug Resist. 14 (1): 

65-70. 

2. Chuanchuen, R., Chailai Koowatananukul and Sirintip Khemtong.2008. Characterization of 

class 1 integrons with unusual 3’ conserved region from Salmonella enterica isolates. 

Southeast Asian J Trop Med Public Health. 39 (3):419-424.  

3. Chuanchuen, R. and P. Padungtod. Antibiotic Resistance Genes in Salmonella enterica 

Isolates from Poultry and Swine. Microb. Drug Resist. (manuscript in preparation). 
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