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บทคัดยอ 

 
 ทําการศึกษาลักษณะทางอณูชีววิทยาการดื้อยาในเชื้อซาลโมเนลลา เอนเทอริกา ที่แยกไดจากไกและ

สุกรในประเทศไทย โดยศึกษาการดื้อยาที่เกี่ยวของกับ class 1 integrons ในเชื้อจํานวน 211 เชื้อ และที่ไม

เกี่ยวของกับ class 1 integrons ในเชื้อจํานวน 184 เชื้อ ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะและจัดรูปแบบการดื้อยา

ในเชื้อทุกตัว สําหรับการดื้อยาที่เกี่ยวของกับ class 1 integrons ตรวจหาการปรากฏของ class 1 integrons 

ศึกษาลักษณะและจําแนกชนิดของยีนดื้อยาที่พบใน class 1 integrons รวมทั้งทดสอบหาตําแหนงและ

ความสามารถในการถายทอดของเชื้อที่มี class 1 integrons สวนการดื้อยาที่ไมเกี่ยวของกับ class 1 integrons 

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีนดื้อยาตามลักษณะการดื้อยาของเชื้อแตละตัว ผลการวิจัยพบวา class 1 

integrons และยีนดื้อยามีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายการดื้อยาในซาลโมเนลลาที่แยกไดจากไกและสุกร

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 
 

เชื้อดื้อยาเปนโรคอุบัติใหมที่สรางปญหาทั้งดานสาธารณสุขและเศรษฐกิจ และไดกลายเปนประเด็น

สําคัญทางการคาระหวางประเทศ สาเหตุสําคัญของการแพรกระจายเชื้อดื้อยาไดมุงมาที่การใชสารตานจุลชีพใน

สัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภค  ทําใหแบคทีเรียพัฒนาการดื้อยาหรือคัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียดื้อยาที่ปนเปอนมากับ

เนื้อสัตวและส่ิงแวดลอมและเขาสูหวงโซอาหาร เชื้อเหลานี้มักดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน สามารถพัฒนาการดื้อ

ขามไปยังยาชนิดอื่นๆ  รวมถึงยาที่ใชรักษาโรค เม่ือมนุษยไดรับแบคทีเรียเหลานี้จากการบริโภคอาหารที่มาจาก

สัตวและติดเชื้อ จะสงผลใหไมสามารถใชยาปฏิชีวนะเพื่อรักษาการติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ   

 องคกรการคาระหวางประเทศที่เกี่ยวของไดออกมาตรการเพื่อลดปญหาเชื้อดื้อยาที่ปนเปอนในอาหาร 

ที่สําคัญและมีผลโดยตรงตอประเทศไทย คือ สหภาพยุโรปเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะทั้งหมดเพื่อเปนสารเรงการ

เจริญเติบโตในสัตว โดยที่ Codex และ OIE ไดจัดทําแนวปฏิบัติในการประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยาสําหรับ

ยาใหมที่จะนํามาใชในการเลี้ยงสัตว สําหรับประเทศไทย สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไดประกาศ

ยกเลิกการใชยาตานจุลชีพในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคและยาใหมที่จะนํามาใชในสัตวเหลานี้จะตองผานการ

ประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยาจะมีผลบังคับใชภายใน 2 ป ในการประเมินความเสี่ยงเกี่ยวดานเชื้อดื้อยาควรมี

ขอมูลทางพันธุกรรมของการดื้อยาประกอบการประเมินและวางแนวทางในการจัดการความเสี่ยง นอกจากนี้ 

Codex ไดออกขอกําหนดเพื่อลดการดื้อยาตานจุลชีพ (Code of Practice to Minimize and Contain 

Antimicrobial Resistance)(Codex, 2005) ซึ่ง Code ฉบับนี้ใหความสําคัญตอการพัฒนาแนวทางปฏิบัติที่มี

ขอมูลทางวิทยาศาสตรสนับสนุน โดยเนนการศึกษากลไกและระบาดวิทยาระดับโมเลกุลของการดื้อยา การ

ถายทอดยีนดื้อยาและการประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยา ซึ่งหนวยงานที่เกี่ยวของในแตละประทศมีหนาที่ที่จะ

สนับสนุนใหมีการศึกษาเหลานี้เกิดขึ้น ในประเทศที่พัฒนาแลวยอมไดเปรียบเพราะมีการศึกษาวิจัยการดื้อยาใน

ระดับโมเลกุลอยูแลว สวนในประเทศกําลังพัฒนาไดมีการศึกษามากขึ้น เห็นไดจากการตีพิมพขอมูลพันธุกรรม

การดื้อยาที่มีมากขึ้นอยางตอเนื่อง เชน ประเทศเวียดนาม (Vo et al., 2007) ไตหวัน (Hsu et al., 2006a) เกาหลี

(Kwon et al., 2002) เปนตน แตในประเทศไทยมีการศึกษาการดื้อยาของเชื้อในระดับโมเลกุลนอยมาก ในขณะ

ที่ประเทศไทยไดมีการใชสารตานจุลชีพในการเล้ียงสัตวมานาน เพื่อการรักษาและปองกันโรค รวมถึงเปนสารเรง

การเจริญเติบโต โดยทั่วไปที่มีการเฝาระวังเชื้อดื้อยาอยูแลว แตที่ผานมาการเฝาระวังเชื้อดื้อยาของประเทศเปน

การเก็บขอมูลความไวตอยาปฏิชีวนะ (ดื้อหรือไว) ซึ่งขอมูลความไวตอยาปฏิชีวนะเปนขอมูลพื้นฐานไมเพียง

พอที่จะสนับสนุนการวางขอกําหนดเพื่อลดการดื้อยาตานจุลชีพหรือการประเมินความเสี่ยงดานเชื้อดื้อยา การ

นําขอมูลของประเทศอื่นๆ มาใชอยางเต็มรูปแบบเปนไปไดยากและอาจเปนไปไมไดในบางกรณี เพราะแตละ

ประเทศมีการใชยาและพันธุกรรมของเชื้อดื้อยาที่แตกตางกัน ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการศึกษาดานพันธุกรรมของ

การดื้อยาของเชื้อที่แยกไดในประเทศไทยอยางจริงจัง เพราะจะเปนประโยชนตอประเทศทั้งดานเศรษฐกิจ 

สาธารณสุขและสังคม 
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Salmonella enterica เปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษ Salmonellosis ที่พบไดบอยมากในประเทศ

ไทย แหลงสะสมของเชื้อชนิดนี้คือ ไกและสุกร ซึ่งเนื้อไกเปนสินคาสงออกที่สําคัญ ทั้งเนื้อไกและเนื้อสุกรไดรับ

ความนิยมในการบริโภคทั่วไปของประชากรในประเทศ ในปจจุบันพบวาอัตราการพบ Salmonella ดื้อยามีมาก

ขึ้น โดยมักดื้อยาหลายชนิดและยังสามารถถายทอดยีนดื้อยาไปยังแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ได  โดยกลไกดื้อยาที่

สําคัญและเปนที่สนใจอยางกวางขวางในขณะนี้ คือ class 1 integrons (รูปที่ 1)  เพราะสามารถมียีนดื้อยาได

มากกวา 1 ยีนพรอมกันในรูปของ gene cassettes ซึ่งมียีนดื้อยามากกวา 100 ยีนที่พบไดบน Integrons(Fluit 

and Schmitz, 2004) สงผลให Salmonella ดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน นอกจากนี้ยังเปน mobile genetic 

elements ที่สามารถถายทอด resistance gene cassettes ไปยังแบคทีเรียชนิดเดียวกันและแบคทีเรียตางสาย

พันธุได  ซึ่งการใชสารตานจุลชีพในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคเปนสาเหตุสําคัญของการแพรกระจายยีนดื้อยา

เหลานี้และการใชยาปฏิชีวนะเพียงชนิดเดียวสามารถคัดเลือก Salmonella ที่มี class I integrons ที่ดื้อตอยา

หลายชนิดได (Fluit and Schmitz, 2004) 

ในการวิจัยครั้งนี้ เปนการเริ่มตนการศึกษาการดื้อยาในระดับโมเลกุล โดยเลือกที่จะศึกษาใน  

S. enterica ที่แยกจากไก สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารม โดยคณะผูวิจัยตั้งสมมติฐานวา ไก สุกรและสิ่งแวดลอม

ในฟารมเปนแหลงสะสมของ Salmoenlla ดื้อยา เปนผลมาจากการใชสารตานจุลชีพในการเลี้ยงสัตว ยีนดื้อยา

ใน Salmonella เหลานี้มีหลายแบบและสามารถถายทอดไดจึงเปนตัวการสําคัญที่ทําใหเกิดการแพรกระจายของ

ยีนดื้อยาและกําหนดวัตถุประสงคดังนี้ 

 1. ศึกษารูปแบบการดื้อยา 

 2. เก็บขอมูลความชุกของ class I integrons 

 3. ศึกษายีนดื้อยาใน gene cassettes ของ class I integrons 

 4. ศึกษายีนดื้อยาอื่นๆ ที่อยูนอก class I integrons 

 5. ทดสอบความสามารถในการถายทอด class 1 integrons 

 เมื่อพิจารณาในหวงโซอาหาร ไก สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารมเปนแหลงที่มาของเชื้อดื้อยา ขอมูลที่ได

สามารถนําไปใชรวมกับผลการวิจัยใน S. enterica ตลอดหวงโซอาหาร คือ ในเนื้อไก-สุกรและมนุษย การพิสูจน

วาเชื้อจากแหลงทั้ง 3 มีพันธุกรรมการดื้อยาคลายคลึงกันจะสนับสนุนวา ยาตานจุลชีพเปน selective pressure 

ที่สําคัญในการทําใหเชื้อดื้อยาคงอยูในหวงโซอาหาร และเปนเหตุผลสําคัญที่จะตองควบคุมการใชยาในสัตว

อยางเครงครัดและสมเหตุสมผล และเปนการยกระดับการเก็บขอมูลทางระบาดวิทยาของเชื้อดื้อยาในประเทศ 

นอกจากนี้เทคนิคที่ใชการวิจัยครั้งนี้จะสามารถใชในการศึกษา class I integrons ในแบคทีเรียดื้อยาอื่นๆ ที่มี

ความสําคัญดานสาธารณสุขและเศรษฐกิจ เชน Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Campylobactor spp. เปนตน รวมทั้งสามารถใชในการวิจัยอื่นๆ เชน การพัฒนาการใชสมุนไพรในการเลี้ยงสัตว 

การพัฒนาเทคนิคการตรวจหายีนดื้อยา รวมถึงการพิสูจนยืนยันวา การเลี้ยงสัตวแบบอินทรียเกษตรชวยลดเชื้อ

ดื้อยาไดจริงหรือไม เปนตน  
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5’ 3’intI1 qacEΔ1 sulI orf5

5’-conserved region 3’-conserved region
Inserted 

gene cassette (s)

attI attC  
 

 

รูปที่ 1 โครงสรางของ Class I Integrons  ประกอบดวยยีน intl1 ที่ผลิตโปรตีน integrase ทําหนาที่ในการ

ถายทอดยีนดื้อยาใน gene cassette ตามดวย variable regions ประกอบดวย gene cassette ที่มีขนาด

ตางกันขึ้นกับชนิดและจํานวนของยีนดื้อยาที่บรรจุอยู  โดยสวนทายเปน 3’ conserved region ประกอบดวย 

qacEΔ1 ซึ่งเปนยีน multidrug efflux ที่ทําใหดื้อตอ quaternary ammonium compound และยาปฏิชีวนะได 

ตามดวยยีน sulI ที่ทําใหดื้อตอยา sulphonamides และสุดทายเปน orf5 ซึ่งแบคทีเรียตางชนิดกันมีโครงสราง

ของ class I integrons ที่เหมือนกัน คํายอ : intl1, integrase 1; attl, recombination site ดาน 5’ conserved 

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

ammonium compounds; sul1, ยีนควบคุมการดื้อยากลุม sulphonamide; orf 5, open reading frame 5 

(Fluit and Schmitz, 2004; Recchia and Hall, 1995) 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจยัที่เกี่ยวของ 
 

 ในปจจุบันพบวามี integrons จํานวนมากถึง 9 รูปแบบ ตามลักษณะทางพันธุกรรมของยีน integrase 

โดยที่พบมากที่สุดคือ Class I integrons ซึ่งเปน mobile genetic elements ที่เปนสาเหตุสําคัญของการดื้อยา

ในแบคทีเรียแกรมลบ ที่รวมถึง Salmonella ในปจจุบัน Class I integrons ไดรับความสนใจและมีการศึกษามาก

ที่สุด 

จากการศึกษา class I integrons ใน Salmonella ที่ผานมา พบการกระจายตัวของ class I integrons 

ในอัตราตางๆ กัน ที่ประเทศอังกฤษและเวลล มีรายงานวาพบ class I integrons ใน Salmonella ซีโรวารตางๆ 

ที่แยกไดจากสัตว 34% ตอมา Linstedt และคณะ (2003) พบ class 1 inetgrons ใน S. Typhimurium ที่แยกได

จากผูปวยมากถึง 94% และ S. Enteritidis ซึ่งแยกไดจากผูปวยเชนกันในอัตรา 22% เชื้อ Salmonella ซีโรวาร

ตางๆ ที่แยกไดทั้งจากผูปวย สัตวและส่ิงแวดลอมในประเทศอังกฤษมี class 1 inetgrons ในอัตรา 26.7% ใน

ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน เชื้อที่แยกไดจากคนที่มีสุขภาพดี มี class 1 inetgrons ในอัตรา 17.4%  

เมื่อเร็วๆ นี้ Nogrady และคณะ (2005) รายงานวา เชื้อที่แยกไดในประเทศฮังการรีมี class 1 inetgrons มากถึง 

33% 

Class I integrons พบไดใน Salmonella ซีโรวารตางๆ ที่แยกไดทั้งจากคนและสัตว โดย Guerra และ

คณะ (2000) รายงานวา Salmonella ที่แยกไดจากคนดื้อยาหลายชนิดพรอมกันและมี class I integrons ที่มี 

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

ตอมา Randall และคณะ (2004) พบวา Salmonella enterica ที่แยกไดจากคน สุกร สัตวปกและโคมี class I 

integrons โดยเชื้อเหลานี้ดื้อตอยาปฏิชีวนะไดมากถึง 7 ชนิด (Randall et al., 2004) ซึ่ง Nogrady และคณะ 

(2005) รายงานวา non-typhoidal Salmonella ที่แยกไดจากคนมี class I integrons ที่มี gene cassettes 

แตกตางกันถึง 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 ที่แยกไดจากสัตวที่เล้ียงเพื่อการ

บริโภคที่มีสุขภาพดี (Riano et al., 2006) และเร็วๆ นี้ Cabrera และคณะ (2006) พบวา Salmonella ที่แยกได

จากผูปวยดวยโรคอาหารเปนพิษที่ติดจากการเดินทาง (traveler’s  diarrhea) มี class I integrons พรอม gene 

cassettes ดวย (Cabrera et al., 2006) การศึกษาในเชื้อชนิดอื่น Sunde และ Norstrom (2006) ได

ทําการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาของ Escherichia coli พบวา เชื้อเหลานี้มียีนดื้อยาหลายแบบและสามารถ

ถายทอดได (Sunde and Norstrom, 2006) ซึ่งกอนหนานี้ Sunde (2005) ทําการศึกษาความชุกของ class I 

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

และมียีนดื้อยาที่อยูนอก integrons อีกหลายชนิด ซึ่งรับผิดชอบตอการดื้อยาในเชื้อเหลานี้ (Sunde, 2005) 

ที่ผานมา ยีนดื้อยาที่มีรายงานวาพบใน class 1 integrons มีหลายชนิด ที่มีรายงานวาพบไดบอยไดแก  

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

aminoglycoside  ซึ่งจากรายงานในหลายประเทศรวมทั้งประเทศในกลุมยุโรป อาทิเชน เนเธอรแลนด (Vo et al., 

2006), สเปน (Guerra et al., 2000), โปรตุเกส (Antunes et al., 2004) และนอรเวย (Lindstedt et al., 2003) 

พบยีน aadA1, aadA2, dfrA1, blaOXAและ blaPSE-1 ไดบอยมาก สวนในประเทศสหรัฐอเมริกา พบยีน aadA1  
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และ blaPSE-1 ไดบอยที่สุด (Chen et al., 2004) ในประเทศแถบเอเชีย มีรายงานการพบยีน dfr17  ในเชื้อที่แยก

ไดจากประเทศเนปาล (Tamang et al., 2007) ยีน dfrA12 และ aadA1 ในเชื้อที่แยกไดจากประเทศเวียดนาม 

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

(Kim et al., 2007) ในเชื้อที่แยกไดจากประเทศเกาหลีและยีน  dfrA12-aadA2  ในเชื้อที่แยกไดจากประเทศ

ไตหวัน (Hsu et al., 2006b) 

 นอกจากนี้ gene cassettes บน Class I integrons สามารถถายทอดไดในแบคทีเรียชนิดเดียวกันและ

ตางชนิดซึ่งจากการศึกษาของ Hsu และคณะ (2006) พบวา Salmonella ดื้อยาที่แยกไดจากคนและสุกรมีชุด

ของยีนดื้อยาเหมือนกัน แตเปนเชื้อสายพันธุตางกัน แสดงวามีการถายทอดยีนดื้อยาตามขวาง (Horizontal 

transfer) ระหวางเชื้อ (Hsu et al., 2006a) ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ McCuddin และคณะ (2006) ที่พบวา

เชื้อ Salmonella สามารถรับยีนดื้อยาจากเชื้ออื่นเมื่อเจริญรวมกันในรางกายได (McCuddin et al., 2006) แตใน

ปเดียวกัน Butaye และคณะ (2006) รายงานวาการแพรกระจายของ Salmonella ที่ดื้อยาเปนผลของการ

กระจายของตัวเชื้อสายพันธุที่ดื้อยาเองมากกวาการถายทอดยีนดื้อยาระหวางกัน 
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วิธีการวิจัย 
 
ระยะที่ 1   เก็บตัวอยางและแยก S. enterica 

ในการวิจัยครั้งนี้ ทําการศึกษาใน Salmonella enterica จํานวน 211 isolates ซึ่งแยกไดจากตัวอยาง

จากไกและส่ิงแวดลอมในฟารมจํานวน 103 isolates จากสุกรและสิ่งแวดลอมในฟารมจํานวน 108 isolates โดย

เชื้อจํานวน 171 isolates เปนเชื้อในชวงป พ.ศ. 2546 – 2548 และอยูใน stock collection ของสถาบันสุขภาพ

สัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว กรุงเทพมหานคร เชื้อในสวนนี้แยกไดจากตัวอยางที่เก็บในจังหวัดอางทอง ชัยนาท 

สิงหบุรี ชลบุรี ลพบุรี ปทุมธานีและสุพรรณบุรี สวนเชื้ออีกจํานวน 40 isolates เปนเชื้อที่แยกไดในหองปฏิบัติการ 

โดยความรวมมือกับภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย เชียงใหม ทําการแยก

เชื้อจากตัวอยางไก สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารมในจังหวัดเชียงใหมในชวงป พ.ศ. 2548 – 2549  เชื้อทั้งหมดได

จากสัตวที่มีสุขภาพดีและเก็บเชื้อ 1 โคโลนีตอ serovars ตอ 1 ตัวอยาง โดยวิธีที่ใชในการแยกเชื้อมีดังนี้ 

แยก S. enterica จากตัวอยางที่สงไปยังการสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ ไดแก swab อุจจาระ น้ํา 

อาหาร โดยเปนตัวอยางจากไกและส่ิงแวดลอมในฟารม สุกรและสิ่งแวดลอมในฟารม สําหรับการแยก S. 

enterica ทําตามวิธีมาตรฐาน ISO6579  โดยทําการ pre-enrichment เชื้อในตัวอยาง  25 กรัมใน Buffer 

Peptone Water (BPW) 225 ml หรือจาก swab ใน BPW 10 ml  ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา  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 เปนเวลา  18-24 ชม. ทําการทดสอบยืนยันคุณสมบัติทางชีวเคมีในอาหารทดสอบ 

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

37oC เปนเวลา 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 และคุณสมบัติทางชีวเคมีดวย Urease test จากนั้นทําการทดสอบใน

อาหารทดสอบ TSI และ MIL ทํา serotyping และจําแนก serovars ดวยวิธี 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 แบงใสหลอดแกวหลอดละ 100 μl แชในไนโตรเจนเหลวจนสวนผสมกลายเปนน้ําแข็ง จากนั้น

นําไปทําเยือกแข็งดวยเครื่องทําใหแหงแบบเยือกแข็ง (Lyophilizer) (VIRISTM, SPIndustries Company, USA) 

โดยลดอุณหภูมิลงจนถึง -80oC ความดัน 0 มิลลิทอร (mtor.) ซึ่งเปนสภาพสูญญากาศ ปดหลอดดวยเครื่องมือ

ปดหลอดแกวดวยเปลวไฟ 

 ที่มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ทําการแยก S. enterica ทําตามวิธีมาตรฐาน ISO6579  โดยมีขอแตกตาง

จากวิธีที่กลาวขางตน ดังนี้ เริ่มจาก pre-enrichment เชื้อในตัวอยาง  25 กรัมใน Buffer Peptone Water (BPW) 

225 ml หรือจาก swab ใน BPW 10 ml  ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา  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 เปนเวลา  18-24 ชม. ทําการทดสอบยืนยันคุณสมบัติทางชีวเคมีในอาหารทดสอบ TSI และ MIL 

จากนั้นจําแนก serovars ดวยวิธี Slide - Agglutination test  ดังกลาวขางตน โดย serovar และที่มาของเชื้อที่

ใชในการวิจัยครั้งนี้แสดงในตารางที่ 1 
 
ระยะที่ 2   ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ S. enterica  

ทําการหาคาความเขมขนต่ําสุดที่ยับยั้งการเชื้อเจริญเติบโตของเชื้อจนไมสามารถมองเห็นไดดวยตา

เปลา (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) ดวยวิธี 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 เชื้อแบคทีเรียมาตรฐานที่ใชเปนตัวควบคุมไดแก 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC25922 และ Staphylococcus aureus 

ATCC 29212  
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ตารางที่ 1   Samonella enterica ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ (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  ชนิดและความเขมขนของยาปฏิชีวนะและยาฆาเชื้อที่ใชในการวิจัย 

 

ยาปฏิชีวนะและ 
ยาฆาเช้ือ 

ความเขมขนทีท่ดสอบ 

(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 

* ความเขมขนของยาที่บงชี้วาเชื้อดื้อหรือไวตอยา 

 
 
ระยะที่ 3   ศึกษาพันธุกรรมของการดื้อยา  

เนื่องจากยีนดื้อยามีหลายชนิดมาก เพื่อใหการวิจัยดําเนินไปอยางเปนระบบจึงทําการวิจัยโดยแบงยีน

ดื้อยาออกเปน 2 กลุม คือ ยีนดื้อยาที่อยูบน gene cassettes ของ class I integrons และยีนดื้อยาที่ไมอยูบน 

class 1 integrons ดังนี้ 
 
3.1 ยีนดื้อยาที่อยูบน gene cassettes ของ class I integrons 

3.1.1 ตรวจการปรากฏของยีน intl1 ยีน ins ดวย Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช 

primers int1F และ int1R และ conditions ตามที่แสดงในตารางที่ 2 ปฏิกิริยามีปริมาตร 25 μl ประกอบดวย 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 ที่ใชดวยการสกัด PCR products 

ดวยชุดทดสอบ QIAQuick gel extraction kit (Qiagen) และสงไปตรวจหาลําดับเบสที่ Macrogen (Seoul, 

South Korea) 

3.1.2 เฉพาะเชื้อที่มียีน intl1 ยืนยันดวยการตรวจหา 3’-conserved regions ดวย 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 ไดแก SA043, SA045, SA076, SA077, SA161, SA075 และ SA201 (ตารางที่ ) ที่ไมมี 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 ของแตละเชื้อและตามที่อธิบายกอนหนานี้โดย 

Bischoff และคณะ (2005) และ Antunes และคณะ (2007) จากนั้นทดสอบความสามารถในการถายทอด 

class 1 integrons โดยใช E. coli MG1655rifR ดวยวิธี biparental mating ตามที่อธิบายใน 3.1.5 ทดสอบ

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

จากนั้นหาคา MICs ตอ streptomycin, chloramphenicol, sulphonamides และ trimethoprim ของ 

transconjugants ดวย 

3.1.4  ศึกษา resistance gene cassettes ใน variable regions 

เฉพาะเชื้อที่มียีน intl1 นํามาตรวจหาการปรากฏของ resistance genes ใน variable regions  ดวย

เทคนิค PCR โดยใช 5’CS และ 3’CS ศึกษายีนใน variable regions ดวยการหาลําดับเบส (DNA sequencing) 

สกัด PCR products และสงไปตรวจหาลําดับเบส  ตรวจความถูกตองของลําดับเบสและวิเคราะหลําดับเบส

เปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) สําหรับ  PCR products ที่มี

ขนาดเดียวกันจะศึกษาดวย Restriction fragments-length polymorphism (RFLP) analysis  โดยใชเอนไซม 

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

gel  PCR products ที่มีรูปแบบ RFLP patterns เหมือนกันจัดเปน Resistance genes ชนิดเดียวกัน จากนั้นจัด

กลุม class 1 integrons ตามขนาดและจํานวนของ amplicons และชนิดของยีนที่พบ 

3.1.5  ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยา 

ศึกษาความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยาดวยการทดสอบวา ยีนดื้อยาอยูบน plasmid หรือไม โดย

ใชเทคนิค biparental mating ตามวิธีของ Sunde (2006) และ Sorum (2001)  โดยตัวรับคือ MG1655rifr2 (MIC 

ตอ 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. จากนั้นเจือจางดวย LB ใน

อัตราสวน 1:50 และเลี้ยงเชื้อตอใน shaking incubator ที่ 37 oC จนถึง Mid-log phase (3-4 ชม.) ผสมตัวรับ

และตัวใหอยางละ 700 μl ใน eppendrof tube ปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm 1 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลล ละลาย

ตะกอนใน LB อุนที่อุณหภูมิ 37 oC 30-50 μl และไปเปตลงบนแผน nitrocellulose filter ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 13 mm และ pore size 0.45 μm ที่อยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง นําไปอบเลี้ยงเชื้อที่ 37 oC 

นาน 18-24 ชม.จากนั้นนําแผน filter พรอมสวนผสมเชื้อใสลงใน LB  1 มล. ใน eppendrof tube ใหม vortex 

ประมาณ 1 นาที นําแผน filter ออก และปนเหวี่ยงที่ 10,000 xg นาน 1 นาที Plate เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่

มี rifampicin 32 μg/ml และยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมอยางใดอยางหนึ่ง คือ trimethoprim 10 μg/ml 

streptomycin 50 μg/ml  
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ตารางที่ 3   Primers ที่ใชในการศึกษา 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 คัดเลือกโคโลนีที่ดื้อตอ rifampicin และยาปฏิชีวนะที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ นํามา

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

MacConkey Agar เพื่อยืนยันวาเปน E. coli จากนั้นนํามา สกัด plasmid จาก transconjugants ดวยชุด

ทดสอบ QIAprep® Mini-spin kit (Qiagen) และตรวจสอบวายังมี plasmid หรือไมบน gel electrophoresis 

รวมทั้งตรวจหาการปรากฏของยีน intl1 และ resistance genes ดวยเทคนิค PCR ตามที่กลาวแลวขางตน ชุด

ควบคุมคือ MG1655rifr  ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี rifampicin เพียงอยางเดียวและ rifampin รวมกับ

ยาฏิชีวนะที่เหมาะสม 

 
3.2 ยีนดื้อยาที่ไมอยูบน class 1 integrons 

ตรวจการปรากฏของยีนในเชื้อจํานวน 184 isolates ซึ่งเปนเชื้อที่ดื้อยาอยางนอย 1 ชนิด ดวยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  เชนเดียวกับที่กลาวขางตน โดยใช primers ตามที่แสดงในตารางที่ 3 ใน

การตรวจจะเลือกชนิดของยีนที่ตรวจตามความดื้อยาของยาในแตละเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 4 สกัด PCR 

products ดวยและสงไปตรวจหาลําดับเบสเพื่อตรวจสอบความจําเพาะของ 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 การวิเคราะหทางสถิติ 
 การวิเคราะหทางสถิติในการวิจัยครั้งนี้ใช STATA Software Version 8 (STATA Corp., College 

Station, TX, USA) วิเคราะหความสัมพันธระหวางยีนดื้อยากับการดื้อยาดวย Fisher’s exact test เปรียบเทียบ

คา MIC กับจํานวนยีนดื้อยาดวย Kruskal-Wallis test 
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ตารางที่ 5  Primers ที่ใชในการศึกษา 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 

 
ความชุกของการดื้อตอยาปฏิชีวนะและรูปแบบการดื้อยา 

จาก Salmonella ทั้งหมด 211 isolates พบวามีเชื้อดื้อยาอยางนอย 1 ชนิดจํานวน 188 isolates  

(88%) โดยเปนเชื้อที่ดื้อยาหลายชนิดพรอมกันจํานวน 140 isolates (66%) การดื้อยาไมมีความจําเพาะตอ 

serovars โดยอัตราการดื้อยาชนิดตางๆ 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 อัตราการดื้อตอยาปฏิชีวนะของ Salmonella ที่แยกไดจากไกและสุกร (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) 

 
คํายอ :  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%)  โดยความสัมพันธระหวางยีน intl1, Inserted gene 

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

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

regions เชื้อจํานวน 11 isolates (5%) มียีน intl1 แตไมมีทั้ง gene cassettes และ 3’CS ซึ่งมีเชื้อจํานวน 6 

isolates (3%) ที่มี 2 class 1 integrons เชื้อทั้งหมดที่มี class 1 integrons ดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน 

 
ตารางที่ 7  ความสัมพันธระหวางยีน 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 

ในการวิจัยครงนี้ แบงกลุมเชื้อที่มี class 1 integrons ตามจํานวนและขนาดของ variable regions  

ที่ไดจากการทํา PCR ไดทั้งหมด 11 integron profiles (IP-I ถึง IP-XI) ดังแสดงในรูปที่ 3 ขนาดและจํานวนของ 

amplicons รวมทั้ง genes ที่พบใน variable regions ของแตละ integron profiles แสดงในตารางที่ 5 โดย

ความสัมพันธระหวาง serovars และ integron profiles แสดงในตารางที่ 6 

 ยีนที่เกี่ยวของกับการดื้อยาที่พบไดแก   blaPSE-1 ควบคุมการดื้อยากลุม β-lactams, aadA2 และ 

aadA4 ควบคุมการดื้อยา streptomycin และ spectomycin, dfrA1  และ dfrA12 ควบคุมการดื้อยา

trimethoprim, sat ควบคุมการดื้อยา streptothricin, นอกจากนี้ยังพบ silB ซึ่งควบคุมการสรางโปรตีน  SilB 

เปน membrane fusion protein ของระบบ silABC, codB ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม cytosine permease 

และ open reading frames ที่ยังไมทราบหนาที่ ยีนที่พบมากที่สุดเปนยีนที่ควบคุมการดื้อยา 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 

แบงไดเปน 11 integron profiles (IPs) IP-I, II, V, VI, VIII IX และ X มี 1 integron สวน IP-III, IV, VII และ XI มี  

2 integrons M; molecular weight marker 

bp 
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ตารางที่ 8  ความสัมพันธระหวาง integron profiles, รูปแบบการดื้อยา, SGI1  และความสามารถในการถายทอด 

 
 
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 เทานั้นที่ถายทอด 
c ทดสอบเฉพาะการถายทอดการดื้อตอยา trimethoprim และ streptomycin 
d + หมายถึง ถายทอดได และ  - หมายถึง ถายทอดไมได 

คํายอ :  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 
 ผลการวิจัยพบวา เชื้อทั้ง 7 isolates มียีน sul3, qacH และ qacH-IS440-sul3 โดยมี genetic 

organization ดังแสดงในรูปที่ 4 ซึ่งการปรากฏของยีนใน cluster สอดคลองกับ 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 สวน 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 โดยยีนที่พบรวมกันใน gene cassettes ทั้ง 3 แบบ คือ aadA1, aadA2, 

cmlA1และ qacH ควบคุมการดื้อยา streptomycin, chloramphenicol และ quaternary ammonium 

compounds ตามลําดับ สวนยีน dfrA12 ควบคุมการดื้อยา ยีน sat และ psp ควบคุมการดื้อยา streptothricin 

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

และ SA201 สามารถถายทอด Class 1 integrons และความดื้อยาได ดังแสดงในตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 9   Genotype และ phenotype ของ Salmonella ที่ใชในการศึกษา 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  ความไวตอยาปฏิชีวนะของ  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 ที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซดวยการผสมผสานระหวาง primers จําเพาะตางๆ 

(ระบุดวยตัวเลข) II) การจัดเรียงตัวของ class 1 integrons ใน Salmonella ที่ไดจากผลการทดสอบดวย PCR 

(not to scale) ทิศทางของยีนแสดงดวยลูกศร เสนตรงสีขาวและเสนประแนวตั้งแสดงบริเวณที่ทํา PCR และ

ตัวเลขเหนือแตละเสนแสดงขนาดของ PCR amplicons primers จําเพาะแสดงดวยตัวเลข 1-7 ไดแก 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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การถายทอด class 1 integrons 
Class 1 integrons สามารถถายทอดไปยัง E. coli ไดมากถึง 42% (14/33)  ซึ่ง Transconjugants  

ทั้งหมดมี class 1 integrons ที่เหมือนกับ Salmonella ตัวให เชื้อที่สามารถถายทอด 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%) เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา chloramphenicol (63%) มียีน cmlA  ในขณะที่เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา gentamycin 

(88%) มียีน aadB  ยีน tetA เปนยีนดื้อยาที่พบมากที่สุดในเชื้อที่ดื้อยา tetracycline (86%) เชื้อที่ดื้อยา ยีน 

dfrA12 เปนยีนดื้อยาที่พบมากที่สุดในเชื้อที่ดื้อยา trimethoprim (42%) เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา sulphonamides 

(76%) มียีน sul อยางนอย 1 ยีน เชื้อสวนใหญที่ดื้อยา spectinomycin (68%) และ streptomycin (56%) มียีน 

aadA1 เชื้อจํานวน 53% มียีนตางชนิดกันมากกวา 1 ยีนแตควบคุมการดื้อยาชนิดเดียวกัน โดยเชื้อทั้งหมดที่มี

ยีนดื้อยามากกวา 1 ยีนเปนเชื้อดื้อยาแบบ MDR  

 จากผลการวิเคราะหทางสถิติพบความสัมพันธระหวางการปรากฏของยีนดื้อยาสวนใหญกับการดื้อยา

ของเชื้อ (p=0.000) ยกเวนยีน catB และ dfrA10 ที่การปรากฏของยีนทั้ง 2 ไมมีความสัมพันธกับการดื้อยา 

chloramphenicol และ trimethoprim ตามลําดับ (p=0.051) นอกจากนี้ การมียีนตางชนิดกันที่ควบคุมการดื้อ

ยาชนิดเดียวกันมากกวา 1 ยีนมีความสัมพันธกับคา MIC ที่เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (p=0.000) และการมียีนดื้อ

ยาหลายชนิดมีความสัมพันธกับการมี MDR phenotype อยางมีนัยสําคัญดวย (p=0.000) 
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ตารางที่ 11 การปรากฏของยนีดื้อยาแยกตามการดื้อตอยาของเชื้อ 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 ที่แยกไดจากไกและสุกร 

แสดงใหเห็นวา class 1 integrons สามารถแพรกระจายไดโดยไมจํากัดเฉพาะ serovars การที่พบวา dfrA12-

aadA2 เปน resistance array ที่พบมากที่สุดนั้น อาจเนื่องมาจากมีการใชยากลุม aminoglycosides และ 

trimethoprim ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกและสุกรในประเทศไทยอยางแพรหลาย ในการวิจัยครั้งนี้พบ dfrA12-

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

Schwarzenrund และ Weltevreden ซึ่งกอนหนานี้ มีรายงานการพบ dfrA12-aadA2 array ใน S. 

Typhimurium, S. Schwarzenrund, S. Derby และ S. Anatum ที่แยกไดในประเทศเวียดนาม (Vo et al., 2007), 

S. Choleraesuis ที่แยกไดในประเทศไตหวัน(Hsu et al., 2006a) และ S. Gallinarum ที่แยกไดในประเทศ

เกาหลี (Kwon et al., 2002) นอกจากนี้ยังพบใน E. coli  ที่แยกไดจากคนในประเทศเกาหลี (Yu et al., 2003) 

และวัวได ในประเทศนอรเวย (Sunde, 2005) และสุกรในประเทศเยอรมันนี (Gebreyes et al., 2004) จากการที่

สามารถพบ resistance array แบบเดียวกันในเชื้อตางชนิด แยกไดจากทั้งสัตวตางชนิดและคนในประเทศตางๆ 

แสดงวา มีการแลกเปลี่ยนและแพรกระจายของ class 1 integrons ทั้งแบบภายในและระหวาง species รวมทั้ง

การศึกษาที่ผานมามีรายงานการพบ class 1 integrons บน plasmid ที่ถายทอดได (Miko et al., 2005; Vo et 

al., 2006)  แสดงวามีการถายทอดตามขวาง (horizontal transfer) เกิดขึ้นดวย และจากการศึกษาครั้งนี้พบวา 

dfrA12-aadA2 array ทั้งหมดอยูบน plasmid และสามารถถายทอดไปยัง E. coli ได สนับสนุนวามี horizontal 

transfer เกิดขึ้นไดจริง ซึ่งจนถึงปจจุบันยังไมมีรายงานการถายทอดตามขวางของ class 1 integrons และยีนดื้อ

ยาของ Salmonella ที่แยกไดในประเทศไทย 

 นอกจาก dfrA12-aadA2 array แลวยังสามารถพบ dfrA1-orfC1 ไดมากเชนกัน ซึ่งจากรายงานกอน

หนานี้ในประเทศอื่นๆพบวา dfrA1 มักรวมกบั aadA1 (Miko et al., 2005; Vo et al., 2006) ความแตกตางนี้

อาจมีสาเหตุมาจากการใชยาปฏิชีวนะที่แตกตางกันในแตละประเทศ อยางไรก็ตามสาเหตุที่แทจริงยังไมทราบแน

ชัดและนาจะมีการศึกษาตอไป 

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

สรางเอนไซม cytosine permease ที่เกี่ยวของตอการเผาผลาญอาหาร เนื่องจากยีนที่พบไมสมบูรณจึงไมมี

ประโยชนตอ Salmonella  กอนหนานี้มีรายงานการพบยีนที่ควบคุมการสราง metabolic enzymes และลําดับ

เบสไมสมบูรณเชนกัน (Yu et al., 2003) ซึ่งอาจเกิดจาก aberration recombination ในชวงที่มีการถายทอด  

class 1 integrons ก็ได สวนยีน silB  ควบคุมการสรางโปรตีน  SilB เปน membrane fusion protein ของระบบ 

silABC ซึ่งเปนระบบ efflux ใน Resistance Nodulation and Cell division (RND) family ที่ทําใหเกิดการดื้อตอ 

silver compounds เนื่องจาก SilB เปนเพียงสวนหนึ่งของระบบ จึงยังไมทราบแนชัดวาจะมีประโยชนใดๆ ตอ 

Salmonella หรือไม 

จากการพบ atypical class 1 integrons ซึ่งไมมี 3’CS แสดงวา class 1 integrons เหลานี้ไมใชแบบ 

sul1-type integrons ซึ่งมีรายงานการพบ atypical class 1 integrons มากอนเชนกัน (Antunes et al., 2005) 

นอกจาก sul1-type integrons ยังเคยมีการพบ atypical class 1 integrons ที่ 3’CS มียีน sul3 และ
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ประกอบดวย  qacH และ IS440-sul3-orf1-IS26 ซึ่งพบไดใน Salmonella หลาย serovars(Antunes et al., 

2007), 3 สําหรับการวิจัยครั้งนี้พบวาเชื้อที่มี atypical class 1 integrons มียีน sul3 ดวย ซึ่งพบวา ยีน sul3 

เกี่ยวของกับ qacH และเปนสวนหนึ่งของ 3’CS เชนกัน การพบยีนหลายชนิดบน cluster เดียวกันอาจสงผลให

เกิดการดื้อยาหลายชนิดพรอมกันทั้งที่ไมมีการใชยาปฏิชีวนะบางชนิดแลวก็ตาม โดยเชื้อที่แยกไดยังคงดื้อตอยา 

chloramphenicol ทั้งที่ยาชนิดนี้ไดถูกหามใชในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคมาเปนเวลานานแลว อาจมีสาเหตุมา

จากการที่ยีน cmlA ที่ควบคุมการดื้อยา chloramphenicol มักปรากฏอยูบน class 1 integrons กับยีน aad ที่

ควบคุมการดื้อยา streptomycin ดังนั้นการใช ยา streptomycinจะคัดเลือก class 1 integrons ที่มียีน aad 

พรอมกับและยีน cmlA ทําใหเชื้อยังคงดื้อยา chloramphenicol ทั้งที่ไมมีการใชยาชนิดนี้แลวก็ตาม3 สวน  

SA043, SA044 และ SA0161 ที่ไมสามารถถายทอดการดื้อยา streptomycin และ chloramphenicol แสดงวา 

class 1 integrons ในเชื้อเหลานี้อยูบนโครโมโซม 

 ยีนดื้อยาที่พบใน class 1 integrons ไมสามารถครอบคลุม resistance phenotype ของ Salmonella 

ไดทั้งหมด แมแตเชื้อที่มี class 1 integrons แตไมมี variable regions ซึ่งเรียกวา empty class 1 integrons ยัง

ดื้อยาหลายชนิดพรอมกันแสดงวา ยังมียีนดื้อยาอื่นๆ ที่ไมไดอยูบน class 1 integrons การดื้อยาที่ไมเกี่ยวของ

กับ class 1 integrons เหลานี้อาจมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุบนโครโมโซมก็ได ในการวิจัยครั้งนี้ได

ทําการศึกษาการกระจายตัวของยีนดื้อยาอื่นๆ ที่เคยมีรายงานวาพบในแบคทีเรีย Enterobactericeae 

โดยเฉพาะอยางยิ่ง Salmonella โดยมีอัตราการพบยีนเหลานี้คอนขางสูง ซึ่งแสดงใหเห็นวายีนเหลานี้มีบทบาท

สําคัญตอการดื้อยาของเชื้อที่ใชในการทดสอบ ส่ิงที่นาสนใจคือ เชื้อดื้อยาจํานวนสูงถึง 53% มียีนตางชนิดกันแต

ควบคุมการดื้อยาชนิดเดียวกันมากกวา 1 ยีน ซึ่งเชื้อเหลานี้รวมเชื้อที่มี class 1 integrons ดวย (25/98 

isolates) สําหรับเชื้อที่มี class 1 integrons เปนไปไดวายีนตัวหนึ่งอยูบน class 1 integrons ในขณะที่ยีนอีกตัว

หนึ่งอาจอยู plasmid อื่น สวนในเชื้อที่ไมมี class 1 integrons ที่มียีนตางชนิดกันแตควบคุมการดื้อยาชนิด

เดียวกันมากกวา 1 ยีนนั้น จําเปนที่จะตองทําการศึกษากลไกอื่นๆที่เปนไปไดตอไป โดยเฉพาะอยางยิ่ง 

การศึกษา plasmid ที่เชื้อเหลานี้มีอยู   

เปนที่ทราบดีวา ยีนดื้อยาหลายชนิดมักรวมกันอยูหรือตอกันเปน cluster บนโครโมโซมหรือ plasmid 

ดังนั้นการใชยาปฏิชีวนะชนิดหนึ่งที่สามารถคัดเลือกยีนที่ควบคุมการดื้อตอยานั้นก็อาจจะเลือกยีนที่ควบคุมการ

ดื้อตอยาชนิดอื่นๆไปดวย (co-selection) ถึงแมจะไมมีการใชยาปฏิชีวนะชนิดอื่นๆ นี้ก็ตาม จากการศึกษากอน

หนานี้ ที่พบวา E. coli (Bischoff et al., 2005; Chuanhuen et al., 2008) และ Salmonella ที่แยกไดจากสัตวที่

เล้ียงเพื่อการบริโภคดื้อตอยา chloramphenicol ทั้งที่ไดมีการเพิกถอนการใชยานี้ในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภค

มาเปนเวลานานเนื่องจากยาปฏิชีวนะชนิดนี้กดการทํางานของไขกระดูก สงผลเสียหายตอการสรางเม็ดเลือดแดง

และทําใหเกิด aplastic anemia ได ซึ่งสอดคลองกับผลการวิจัยในครั้งนี้เชนกัน ซึ่งพบวา เชื้อที่ดื้อยา 

chloramphenicol มียีน cmlA และยีนนี้ปรากฏอยูเปนสวนหนึ่งของ gene cassettes ใน class 1 integrons ที่มี 

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

ดื้อยา spectinomycin และ streptomycin ดังนั้นการใชยา spectinomycin และ streptomycin สามารถ

คัดเลือกยีน aadA1 และ aadA2 พรอมกับยีน cmlA สงผลใหเชื้อดื้อตอยา chloramphenicol ทั้งที่ไมมีการใชยา

ชนิดนี้อีกแลว (Bischoff et al., 2005; Chuanhuen et al., 2008)   
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ในการศึกษาครั้งนี้พบวา การปรากฏของยีนดื้อยาสวนใหญมีความสัมพันธกับการดื้อยาของเชื้อ แสดง

ใหเห็นวาเมื่อมีการปรากฏยีนดื้อยาเหลานี้มักมีการแสดงออก (expression) ดวย อยางไรก็ตาม นอกจากการ

ปรากฏของยีนดื้อยาที่ศึกษาในการวิจัยครั้งนี้แลว ยังมียีนและกลไกการดื้อยาอื่นๆที่อาจมีสวนรวมในการทําให

เชื้อเหลานี้ดื้อยา เชน การกลายพันธุ ระบบ multidrug efflux systems ซึ่งนาจะไดมีการศึกษาตอไป 
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 

 โดยสรุป โครงการวิจัยครั้งนี้ไดบรรลุวัตถุประสงคที่ตั้งไว โดยดําเนินการไปตามแผนการที่วางไวและ

คาดวาจะเสร็จส้ินไดตามกําหนดการ จากผลการวิจัยสามารถสรุปไดวา 

1. มีการแพรกระจายของ Salmonella ดื้อยาทั่วไปในสุกรและไกที่เล้ียงในฟารม 

2. มีการแพรกระจายของ class 1 integrons ใน Salmonella ที่แยกไดจากในสุกรและไกที่เล้ียงใน

ฟารม 

3. Class 1 integrons สามารถถายทอดไดทั้งในเชื้อชนิดเดียวกันและตางชนิดกัน  

ผลการวิจัยชี้ใหเห็นถึงความจําเปนในการควบคุมการใชยาปฏิชีวนะในสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคอยาง 

จริงจัง รวมถึงการสงเสริมใหการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาอยางตอเนื่องเพื่อใหทราบปญหาที่แทจริงของการดื้อ

ยาในเชื้อและสามารถแกปญหาเหลานี้ไดอยางถูกตองตามหลักวิทยาศาสตร ซึ่งขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจัย

ครั้งนี้เปนประโยชนอยางยิ่งตอการนําไปศึกษาวิจัยตอเนื่องเกี่ยวกับพันธุกรรมการดื้อยาในเชื้อกอโรคอาหารเปน

พิษอื่นๆ ดังนั้นเพื่อใหไดจึงมีขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคตและที่ควรทําการศึกษาเพิ่มเติม ดังนี้ 

1. ศึกษาการดื้อยาในระดับโมเลกุลของ Salmoenlla  ใหครบตลอดหวงโซอาหาร สามารถใช

ประกอบการอธิบายเพื่อหาขอสรุปของการแพรกระจาย S. enterica จากสัตวที่เล้ียงเพื่อการ

บริโภคมาสูคนในประเทศไทยวาเกิดขึ้นหรือไม  

2. ศึกษาความสัมพันธดานระบาดวิทยาในระดับโมเลกุล (fringerprinting) ของ Salmonella ที่แยก

ไดจากสัตว อาหารที่มาจากสัตวและคน สามารถใชประกอบการอธิบายเพื่อหาขอสรุปของการ

แพรกระจาย S. enterica จากสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภคมาสูคน 

3. ศึกษากลไกการดื้อยาอื่นๆ ในแนวลึกตอไป เพื่อเปนการพัฒนาเทคโนโลยีและความรูของประเทศ 

รวมทั้งไดขอมูลที่มีคุณคาและสามารถใชประโยชนไดมากขึ้น 
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ประโยชนในการนาํไปใช 
  

 การวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาถึงชนิดและพันธุกรรมการดื้อยาของ Salmonella ซึ่งเปนเชื้อกอโรคอาหาร

เปนพิษที่สําคัญ และมีรายงานการศึกษาในประเทศไทยนอยมาก โดยสามารถนําไปใชประโยชนไดดังนี้ 

1. นําขอมูลการดื้อยาในระดับโมเลกุลมาใชวางแผนและประกอบการประเมินความเสี่ยงเชื้อดื้อยาและ

เปนแนวทางในการจัดการความเสี่ยง รวมทั้งประกอบการแยกบัญชียาคนและยาสัตวที่อาจมีขึ้นในอนาคต 

รวมถึงกําหนดนโยบายในการใชยาตานจุลชีพในคนและสัตวของประเทศ  

2. เปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการศึกษาวิจัยอื่นๆและการพัฒนาทางเลือกอื่นๆในการปองกันและรักษา

โรคติดเชื้อ ไดแก 

2.1 การพัฒนาการใชสมุนไพรในการเลี้ยงสัตว ซึ่งสมุนไพรที่จะนํามาใชในการ 

เล้ียงสัตวจะตองไมเปนสาเหตุของการกลายพันธุที่ทําใหเกิดการดื้อยาขึ้นอีก การพิสูจนยืนยันวา การเลี้ยงสัตว

แบบอินทรียเกษตรชวยลดการดื้อยา การแพรกระจายและการถายทอดยีนดื้อยาไดอยางมีประสิทธิภาพจริง

หรือไม   

2.2 การพัฒนาเทคนิคในการทํานายการเกิดเชื้อดื้อยาในอนาคต โดยเฉพาะอยาง 

ยิ่งในขั้นตอนพิจารณาวา ยาใหมเหมาะสมที่จะนํามาใชในสัตวหรือไม 

3. เปนสวนหนึ่งของขอมูลระบาดวิทยาและการเฝาระวังเชื้อดื้อยาของประเทศไทย 

4. สามารถใชในการเผยแพรความรูใหกับผูที่เกี่ยวของ โดยเฉพาะอยางยิ่งนักวิชาการ แพทย  

สัตวแพทย เภสัชกร เพื่อใหเห็นความสําคัญของการใชยาอยางถูกตองและรอบคอบ เปนการคุมครองผูบริโภค

และเอื้อประโยชนตอการสงออกและเศรษฐกิจ  

5. สามารถแสดงใหประเทศคูคาเห็นวา ประเทศไทยมีการศึกษาวิจัยและการเฝาระวังปญหาเชื้อดื้อยา

อยางจริงจัง มีความพรอมทางดานวิทยาศาสตรและงานวิจัยที่สนับสนุนความปลอดภัยจากเชื้อด้ือยาที่ไมยิ่ง

หยอนไปกวาประเทศที่พัฒนาแลว  

 6. ประกอบการประเมินความเสี่ยงเชื้อดื้อยาและเปนแนวทางในการจัดการความเสี่ยง 

7. ใชประกอบการแยกบัญชียาคนและยาสัตวที่อาจมีขึ้นในอนาคต รวมถึงกําหนดนโยบายในการใชยา 

ตานจุลชีพในคนและสัตวของประเทศ  
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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  ประกอบดวย 

 - 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  ประกอบดวย 

 - 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  ประกอบดวย 

 - 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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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. 
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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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