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Abstract 
 

 Salmonella enterica isolates from dairy cows (n=160), pork and patents (n=131) were molecular 
characterized for their antimicrobial resistance. The results demonstrated the widespread of resistance 
Salmonella among dairy farms, pork and patients. Class 1 integrons play an important role in 
dissemination and transfer of resistance among these isolates. It indicates that the control of 
antimicrobial uses in food-producing animals is necessary. It is important to encourage the studies of 
antimicrobial resistance at molecular level to discover the basis of such resistance and to solve the 
problem using the scientific- based strategies. 
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บทคัดยอ 
 

ทําการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาและการปรากฏของ virulence factors ในเชื้อ Salmonella enterica ที่ 
แยกไดจากโคนม (n=160) เนื้อสุกรและผูปวย (n=131) ผลการวิจัยพบการแพรกระจายของเชื้อ Samonella ดื้อยา
ในฟารมโคนม เนื้อสุกรและผูปวย โดย class 1 integrons มีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายและการถายทอด
พันธุกรรมการดื้อยาในเชื้อเหลานี้ รวมท้ังเชื้อเหลานี้ยังมีปจจัยกอความรุนแรงของโรค ผลการวิจัยชี้ใหเห็นถึง
ความจําเปนในการควบคุมการใชยาปฏิชีวนะในสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคอยาง รวมถึงการสงเสริมใหการศึกษา
พันธุกรรมการดื้อยาอยางตอเนื่องเพ่ือใหทราบปญหาที่แทจริงของการดื้อยาในเชื้อและสามารถแกปญหาเหลานี้ได
อยางถูกตองตามหลักวิทยาศาสตร 
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Executive Summary 
  

Salmonella enterica เปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษที่สําคัญที่ถายทอดจากสัตวที่เล้ียงเพ่ือการ 
บริโภคในฟารมผานกระบวนการผลิตและหวงโซอาหารสูผูบริโภค โดยความรุนแรงของโรคขึ้นกับการมีปจจัยกอ
ความรุนแรงในการกอโรค (virulence factors) และถาเปนเชื้อที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะจะทําใหการรักษาดวยยา
ดังกลาวไมมีประสิทธิภาพ สงผลใหอาการติดเชื้อรุนแรงมากขึ้น ใชระยะเวลาในการรักษานานขึ้นและเปดโอกาสให
มีการปลอยเชื้อออกสูส่ิงแวดลอมไดมากขึ้น การใชยาปฏิชีวนะในสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคโดยเฉพาะอยางยิ่ง 
เพ่ือเปนสารเรงการเจริญเติบโตเปนสาเหตุสําคัญของการกระจายเชื้อดื้อยาในคน ในการเลี้ยงโคนมมีการใชยา
ปฏิชีวนะเชนกัน โคนมอาจติดเชื้อ Salmonella ไดโดยไมแสดงอาการเจ็บปวย เชื้อเหลานี้จะอยูในระบบทางเดิน
อาหารและถูกปลอยเชื้อเหลานี้ออกมาพรอมกับอุจจาระและนมเมื่อโคเกิดความเครียดและสามารถเปนพาหะได
นานตลอดชีวิต ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้จึงทําการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาของ Salmonella ที่แยกไดจากโคนม 
โดยแยกเชื้อจาํนวน 160 isolates จากอุจจาระของโคนมที่สุขภาพแข็งแรงและไมแสดงอาการปวยใดๆที่สามารถ
สังเกตเห็นได รวมทั้งเชื้อ Salmonella ที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวยจํานวน 131 isolates โดยศึกษาการปรากฏ
และลักษณะทางพันธุกรรมของ class 1 integrons รวมท้ังการปรากฏของปจจยักอความรุนแรงของโรค (virulence 
factors) ผลการวิจัยพบการแพรกระจายของเชื้อ Samonella ดื้อยาในฟารมโคนม เนื้อสุกรและผูปวย โดย class 1 
integrons มีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายและการถายทอดพันธุกรรมการดื้อยาในเชื้อเหลานี้ รวมทั้งเชื้อ
เหลานี้ยังมีปจจัยกอความรุนแรงของโรคหลายชนิด ผลการวิจัยชี้ใหเห็นถึงความจําเปนในการควบคุมการใชยา
ปฏิชีวนะในสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคอยาง รวมถึงการสงเสริมใหการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาอยางตอเนื่อง
เพ่ือใหทราบปญหาที่แทจริงของการดื้อยาในเชื้อและสามารถแกปญหาเหลานี้ไดอยางถูกตองตามหลัก
วิทยาศาสตร 
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บทนํา 
 

Salmonella enterica เปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษที่พบมากเปนลําดับ 2 ของประเทศไทย [19] 
คนติดเชื้อนี้ไดจากการบริโภคอาหารและน้ําที่ปนเปอน โดยเฉพาะอยางยิ่งอาหารที่มาจากสัตว ซึ่งเชื่อวา มีการ
ถายทอดเชื้อ Salmonella จากสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคในฟารมผานกระบวนการผลิตและหวงโซอาหารสู

ผูบริโภค โดยความรุนแรงของโรคขึ้นกับการที่เชื้อมีปจจัยกอความรุนแรงในการกอโรค (virulence factors) [9] 
และถาเปนเชื้อที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะจะทําใหการรักษาดวยยาดังกลาวไมมีประสิทธิภาพ สงผลใหอาการติดเชื้อ
รุนแรงมากขึ้น ใชระยะเวลาในการรักษานานขึ้นและเปดโอกาสใหมีการปลอยเชื้อออกสูส่ิงแวดลอมไดมากขึ้น  

ในปจจุบันเชื่อวา การใชยาปฏิชีวนะเพ่ือเปนสารเรงการเจริญเติบโตในสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคเปน
สาเหตุสําคัญของการกระจายเชื้อดื้อยาในคน สงผลใหสหภาพยุโรปไดยกเลิกการใชยาเพ่ือวัตถุประสงคดังกลาว
ทั้งหมด ซึ่งมีผลกระทบตอประเทศไทยในฐานะผูสงออก ขณะนี้ไดมีการศึกษาทางระบาดวิทยาระดับโมเลกุลของ 
Salmonella ที่ไดจากปศุสัตวและผูปวยกันอยางกวางขวาง อยางไรก็ตามยังไมเคยมีการศึกษาใดที่สามารถให
ขอสรุปที่ชัดเจนและยังไมรายงานการศึกษาเหลานี้ในประเทศไทย ซึ่งขอมูลความสัมพันธในระดับโมเลกุล (genetic 
relatedness) พันธุกรรมการดื้อยาและปจจัยในการกอโรคของเชื้อที่ไดจากหวงโซอาหารและทางการแพทยรวมกัน
จะสามารถอธิบายความเกี่ยวของของเชื้อในอาหารที่มาจากสัตวและคนรวมถึงกลไกการเกิดและการแพรกระจาย
ของเชื้อหรือยีนดื้อยาจากสัตวมาสูคนหรือไม  

Salmonella มี virulence factors หลายชนิด บางชนิดมีความจําเพาะตอ serovars บางชนิด 

พบไดในหลาย serovars [24] การปรากฏของ virulence genes เหลานี้มีผลเพ่ิมความรุนแรงในการกอโรคของ 
Salmonella ชวยใหเชื้อนี้สามารถปรับตัวและกอโรคไดทั้งในคนและสัตว สามารถเจริญเติบโตและบุกรุกเซลลได

รวดเร็ว สงผลใหสามารถกอโรคไดอยางรุนแรง [26] โดย virulence factors ใน Salmonella รวมกลุมกันบน
โครโมโซมเรียกวา Salmonella Pathogenicity island (SPI) หรืออาจอยูบน plasmid ที่สามารถถายทอดได 

(conjugative plasmid) [9, 17] ที่ศึกษากันอยางกวางขวางคือ the spv (Salmonella plasmid virulence) ซึ่งพบ

บน conjugative plasmid [4] การแพรกระจายของ the spv operon ทําใหเชื้อพัฒนาความรุนแรงในการกอโรค

และมีผลตอวิวัฒนาการของเชื้อ (evolution) อีกดวย [3] 
ปญหาสําคัญของการติดเชื้อ Salmonella คือ การติดเชื้อชนิดดื้อยาที่พบไดบอยและมี 

แนวโนมเพ่ิมสูงขึ้น โดยมักเปนการดื้อยาปฏิชีวนะหลายกลุมพรอมกัน (Multidrug resistance, MDR) ซึ่งนอกจาก
จะเปนตัวการในการสรางปญหาโดยตรงแลวยังเปนแหลงสะสมของยีนดื้อยาสําหรับเชื้ออ่ืนๆ ที่พบในคนอีกดวย 
โดยการใชยาปฏิชีวนะในกระบวนการผลิตสัตวเพ่ือใชเปนอาหารมีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของ Salmonella ที่

ดื้อยา [25] ความสามารถในการดื้อตอยาปฏิชีวนะของ Salmonella อาจเกิดจากการคัดเลือกเชื้อที่ดื้อยาดวยการ

กลายพันธุหรือมีการถายทอดตัวระบุการดื้อยา [18] ในปจจุบัน กลไกที่เกี่ยวของกับการแพรกระจาย Salmonella 
ดื้อยาที่มีความสําคัญและไดรับความสนใจมากที่สุดคือ integrons ซึ่งเปนสารพันธุกรรมที่เคล่ือนที่ได (mobile 

genetic elements)  และเปนแหลงสะสมของยีนดื้อยาหลายชนิด [11] เพราะยีนดื้อยาชนิดตางๆ สามารถบรรจุอยู
ในรูปของ gene cassettes ใน integrons  โดยยีนดื้อยาเหลานี้สามารถแลกเปลี่ยน เพ่ิมจํานวนและจัดเรียงตัวใหม
ได รวมท้ัง gene cassettes ยังสามารถเคลื่อนยายไปยัง integrons อ่ืนๆ ระหวางเชื้อชนิดเดียวกันและตางชนิดได 

[27] สามารถพบ integrons บน conjugative plasmid ที่ถายทอดไปยัง Salmonella ตาง Serovars และเชื้ออ่ืนๆ
ไดอยางมีประสิทธิภาพ [12] ในขณะเดียวกัน integrons ยังสามารถเคลื่อนที่ ( integrate) เขาไปยัง chromosome 

โดยไปอยูใน Salmonella Genomic Islands 1 (SGI1) [6, 7] ซึ่งเปน hot spot สําหรับการรวมตัว (integration) 
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และสูญเสีย (loss) ยีนดื้อยา โดยที่ SGI1 อาจอยูในรูป conjugative plasmid ไดเชนกัน [6] กลไกการดื้อยา
เหลานี้ทําใหไดเชื้อสามารถดื้อยาหลายชนิดพรอมกันแบบถาวรซึ่งไมสูญเสียการดื้อยานี้แมจะอยูในที่ๆไมมีการใช
ยาปฏิชีวนะ (chromosomal encode) ในขณะท่ีจะมีการแพรกระจายและถายทอดยีนดื้อยาแบบ horizontal ไดเมื่อ
มีการใชยาปฏิชีวนะ (plasmid encode)  

ปญหาการติดเชื้อ Salmonella รุนแรงมากขึ้น เมื่อเกิดการรวมกัน (cointegrate) ระหวาง  
plasmid ที่มี virulence factors กับ plasmid ที่มียีนดื้อยาสงผลใหได plasmid รูปแบบใหม (hybrid virulence-

resistance plasmid) ที่มีทั้งยีนควบคุมความรุนแรงในการกอโรคและการดื้อยา [4] ดังนั้นการใชยาปฏิชีวนะทั้ง
ในทางการแพทยและสัตวแพทยจะคัดเลือกเชื้อที่ทั้งกอโรครุนแรงมากขึ้นและไมตอบสนองตอการรักษาดวยยา
ปฏิชีวนะในเวลาเดียวกัน (coseletion) ถาหากยีนมีการจัดเรียงตัวใหมและ integrate เขาสูโครโมโซมก็จะไดเชื้อที่
กอโรคอยางรุนแรงและด้ือยาแบบถาวรโดยไมจําเปนตองมี plasmid เหลานี้อีกตอไป อยางไรก็ตาม ในปจจุบัน 
ขอมูลเกี่ยวกับการแพรกระจาย วิวัฒนาการและบทบาทของ plasmid ที่มีทั้ง virulence factors และยีนดื้อยาใน 
Salmonella ที่เปน clinical isolates ยังมีไมมากและยังไมเคยมีการศึกษาในประเทศไทย ซึ่งโดยปกติ virulence 
factors และพันธุกรรมการดื้อยาของเชื้อที่แยกไดจากแตละประเทศจะแตกตางกันขึ้นกับลักษณะการใชยาในแตละ
ภูมิภาค 

ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ คณะผูวิจัยวางแผนที่จะทําการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ  
virulence factors และการดื้อยาใน S. enterica ที่แยกไดจากหวงโซอาหารที่รวมถึงสัตวที่เล้ียงเพื่อการบริโภค 
อาหารจากสัตว และผูปวย โดยทําการศึกษาใน S. enterica  จากโคนม ไกและสุกรในฟารมซึ่งเปนแหลงที่มาของ 
S. enterica  นม เนื้อไกและเนื้อสุกรเปนส่ือนําเชื้อเหลานี้ไปยังคนและจุดสุดทายคือ ผูบริโภคซึ่งเปนผูปวยดวยโรค
ทองเสียที่เขารักษาตัวที่โรงพยาบาลและไดรับผลเสียจากการปรากฏของ virulence factors และการดื้อยาใน S. 
enterica  ขอมูลที่ไดสามารถใชในอธิบายกลไกการเกิดและการแพรกระจายของ Salmonella ที่กอโรคและดื้อยา
จากสัตวมาสูคน สามารถใชในการเตือนภัยลวงหนาของการติดเชื้อที่ไมอาจรักษาไดดวยยาปฏิชีวนะที่มีอยูใน
ปจจุบัน ซึ่งอาจนําไปสูการเสียชีวิตจากการติดเชื้อแบคทีเรียจากอาหารไดอีกดวย การวิจัยครั้งนี้จะเปนการ
ยกระดับการเก็บขอมูลทางระบาดวิทยาของเชื้อดื้อยาในประเทศและเปนรากฐานที่สําคัญของการศึกษาวิจัยในแนว
ลึกตอไป ซึ่งจะเปนประโยชนทั้งในดานสาธารณสุข เศรษฐกิจและสังคมของประเทศ 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 
 

จากสมมติฐานวา Samonella จากสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคสามารถถายทอดไปยังคนไดโดยผานหวงโซ
อาหาร โดยสามารถถายทอดทั้ง virulence factors และยีนดื้อยาสงผลใหปญหาการติดเชื้อรุนแรงมากขึ้น ดังนั้น
เพ่ือเปนการพิสูจนสมมติฐานดังกลาวคณะผูวิจัยจึงตั้งวัตถุประสงคดังนี้ 

1) เพ่ือศึกษาพันธุกรรม การถายทอดและการแพรกระจายของ virulence factors ใน  
    S. enterica  
2) เพ่ือศึกษากลไกการดื้อยาในระดับโมเลกุล การถายทอดและการแพรกระจายของยีนดื้อ 
   ยา ใน S. enterica  
3) เพ่ือหาความสัมพันธระหวางพันธุกรรมการดื้อยาและ virulence factors ใน S. enterica 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

ระยะที่ 1   เก็บตัวอยางและแยก S. enterica 
 ในการวิจัยครั้งนี้แยกเก็บเชื้อและทําการวิจัยเปน 2 สวนคือ ชื้อที่แยกไดจากโคนมในฟารมและเชื้อที่แยก
จากเนื้อสุกรและผูปวย 
 
1.1 เชื้อที่แยกไดจากโคนมในฟารม 

ทําการศึกษาใน Salmonella enterica จํานวน160 isolates ซึ่งแยกไดจากตัวอยางอุจจาระโคนม โดยเปน
เชื้อที่อยูใน strain collection ของโรงพยาบาลปศุสัตวภาควิชาอายุรศาสตร คณะสัตวแพทยศาสร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัยในชวงป พ.ศ. 2005 – 2007 เก็บอุจจาระโดยตรงจากลําไสใหญ (per rectum) ของโคนมที่มีสุขภาพดี
และไมแสดงอาการปวยใดๆ ใหสังเกตเห็นได เก็บเชื้อ 1 โคโลนีตอ serovars ตอ 1 ตัวอยาง โดยวิธีที่ใชในการ
แยกเชื้อตามตามวิธีมาตรฐาน ISO6579 [14] ดังนี้ 

ทําการ 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 เพ่ิมจํานวน (enrichment) ในอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดเหลว Rappaport Vassiliadis Broth (RV) (Oxoid, Hamshire, UK) 41.5oC และ Tetra Thionate Broth  
(TTB) (Oxoid) ที่ 41.5oC นาน  18-24 ชม.   จากนั้นแยก Salmonella บนอาหารเล้ียงเชื้อ 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. รวมท้ัง นําเชื้อใน BPW 10 

μl มาทดสอบการเคลื่อนที่โดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis 
Medium (MSRV) (Oxoid) ที่อุณหภูมิ 37oC นาน  18-24  ชม.  แยกเชื้อที่มีการเคลื่อนที่บน BGA และคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีดวย Urease test จากนั้นทําการทดสอบในอาหารทดสอบ TSI และ MIL จากนั้นสงเชื้อไปทําการจแนก 
serotype (serotyping) ที่กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขดวยวิธี Slide – Agglutination test 
ตามวิธีของ Kauffmann-White Scheme, Pasture Institute โดยใช specific antiserum จากบริษัท S&A 
REAGENTS LAB. LTD., PART. (กรุงเทพมหานคร, ประเทศไทย) เก็บรักษา Salmonella ใน 80% glycerol ที่
80oC โดย serovars ของเชื้อที่แยกไดจากโคนมแสดงในตารางที่ 1 

 
1.2 เชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย 

ทําการศึกษาใน Salmonella enterica จํานวน 131 isolates ซึ่งแยกไดจากเนื้อสุกร (n=79) และผูปวย 
(n=52) เปนเชื้อในชวงป พ.ศ. 2548 – 2550 และอยูใน stock collection ภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุข คณะสัตว
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัย เชียงใหม และเก็บเชื้อ 1 โคโลนีตอ serovars ตอ 1 ตัวอยาง โดยวิธีที่ใชในการแยก
เชื้อมีดังนี้ 

ทาํการแยก S. enterica ทําตามวิธีมาตรฐาน ISO6579  โดยมีขอแตกตางจากวิธีที่กลาวขางตน ดังนี้ เริ่ม
จาก pre-enrichment เชื้อในตัวอยาง  25 กรัมใน Buffer Peptone Water (BPW) 225 ml หรอืจาก swab ใน BPW 
10 ml  ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา  18-24 ชม ทําการเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Modified Semi-
Solid Rappaport Vassiliadis Medium (MSRV) ที่อุณหภูมิ 42oC และ Tetra Thionate Broth  (TTB) (Oxoid) ที่
อุณหภูมิ 37oC นาน 18-24 ชม   จากนั้นแยก Salmonella  ปริมาณ 1 loopful บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Xylose-Lysine 
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Tergitol 4 agar (XLT4) (Oxoid) และ Brilliant Green Agar (BGA) ที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา  18-24 ชม. ทําการ
ทดสอบยืนยันคุณสมบัติทางชีวเคมีในอาหารทดสอบ TSI และ MIL จากนั้นจําแนก serovars ดวยวิธี Slide - 
Agglutination test  ดังกลาวขางตน โดย serovars ของเชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวยแสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 1   Samonella enterica ที่แยกไดจากโคนม (n=160) 

 
Serotype Number (%) 
ser. 11:-:- 
ser. 4,5,12:b:- 
ser. 9,12:-:,1,5 
Aberdeen 
Amsterdam 
Anatum 
Augustenborg 
Bareilly 
Bovismorbificans 
Brunei 
Corvallis 
Derby 
Eastborne 
Enteritidis 
Hvittingfoss 
Javiana 
Lexington 
Mbandaka 
Newport 
Rissen 
Singapore 
Stanley 
Thompson 
Typhimurium 
Virchow 
Weltevreden 
Subsp. Houtenae 
Total 

1 (0.6) 
2 (1.3) 
4 (2.5) 
3 (1.9) 
7 (4.4) 
1 (0.6) 
12 (7.5) 
4 (2.5) 
1 (0.6) 
7 (4.4) 
2 (1.3) 
1 (0.6) 
4 (2.5) 
2 (1.3) 
5 (3.1) 
8 (5.0) 
5 (3.1) 
3 (1.9) 
9 (5.6) 
3 (1.9) 
5 (3.1) 
17 (10.6) 
3 (1.9) 
9 (5.6) 
7 (4.4) 
34 (21.2) 
1 (0.6) 
160 

 
 
 



 5 

ตารางที่ 2   Samonella enterica ที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย (n=131) 

 

 Salmonella  serovars         No. of isolates (%) 
     Pork  Human 
Agona     1  (0.76)  0 
Albany     2  (1.53)  0 
Anatum     22 (16.79) 2   (1.53) 
Baiboukum    1  (0.76)  0 
Bovismorbificans    2  (1.53)  0 
Bradford     1  (0.76)  0 
Coeln     1  (0.76)  0 
Corvallis     0  5   (3.82) 
Enteritidis    0  7   (5.34) 
Give     3  (2.29)  0 
Kedougou    10 (7.63) 13 (9.92) 
Langensalza    1  (0.76)  0 
Newport     0  4   (3.05) 
Panama     1  (0.76)  2   (1.53) 
Paratyphi B    1   (0.76) 0 
Rissen     15 (11.45) 0 
Singapore    2   (1.53) 0 
Stanley     9   (6.87) 11 (8.39) 
Typhimurium    2   (1.53) 5   (3.82) 
Virchow     1   (0.76) 0 
Weltevreden    4   (3.05) 3   (2.29)  
Total     79 (59.54) 52 (39.69) 

 

 
ระยะที่ 2   ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ  

ทําการหาคาความเขมขนต่ําสุดที่ยับย้ังการเชื้อเจริญเติบโตของเชื้อจนไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 
(Minimum Inhibitory Concentration, MIC) ดวยวิธี Agar dilution ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง Muller Hinton 

Agar (MHA) ตามวิธีมาตรฐานของ Clnical Laboratory Standard Intitute (CLSI) [22]  ยาปฏิชีวนะที่ทดสอบคือ 
ampicillin, ceftriazone, chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, spectinomycin, streptomycin, 
sulphonamides, tetracycline และ trimethoprim ทําการหาคา MIC ตอ ceftriazone เฉพาะเชื้อที่แยกไดจากเนื้อ
สุกรและผูปวย โดยเจือจางแบบ two-fold เชื้อแบคทีเรียมาตรฐานที่ใชเปนตัวควบคุมไดแก Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC25922 และ Staphylococcus aureus ATCC 29212  
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ตารางที่ 3  ชนิดและความเขมขนของยาปฏิชีวนะที่ใชในการวิจัย 

 
ยาปฏิชีวนะและ 

ยาฆาเชื้อ 
ความเขมขนท่ีทดสอบ 

(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) 
10. ceftriazone (CEF) 

1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32,64 

16 
64 

* ความเขมขนของยาที่บงชี้วาเชื้อดื้อหรือไวตอยา 
 
ระยะที่ 3   ศึกษาพันธุกรรมของการดื้อยา  
 
 3.1 การเตรียม DNA ดวยวิธี whole cell boiled lysate 

ในการวิจัยครั้งนี้ใช whole cell DNA ที่เตรียมดวย whole cell boiling preparation [16] ถาตางจากนี้จะระบุไวใน
ขั้นตอนนั้นๆ  

เล้ียงเชื้อ Salmonella ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LurisBertani (LB) agar ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 24 ชั่วโมง  
จากนั้นเขี่ยโคโลนีจํานวน 1 โคโลนี ลงใน eppendrof tube ที่มีน้ํากล่ันบริสุทธิ์ที่ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร และละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน นําไปตมในน้ําเดือดอุณหภูมิ 100 ºC นาน 10 นาที จากนั้นนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 x g นาน 5 นาที ดูดเก็บของเหลวใส เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 ºC เพ่ือใชเปน DNA 
ตนแบบในการทํา PCR ตอไป 
 

3.2 การศึกษา class I integrons 
3.2.1 ตรวจการปรากฏของยีน intl1 ยีน ins ดวย Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช 

primers int1F และ int1R ปฏกิิริยา PCR มปีริมาตร 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) 

3.2.2 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) 
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สกัด PCR products และสงไปตรวจหาลําดับเบส  ตรวจความถูกตองของลําดับเบสและวิเคราะหลําดับเบส
เปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

3.2.3. ศึกษา Salmonella Genomic Island I (SGI) 
นําเชื้อที่มีการปรากฏของ class 1 integrons มาทดสอบวา class 1 integrons อยูใน SGI1 หรือไม ถา

อยูเปน SGI1 แบบไหน ดวยเทคนิค PCR และ DNA sequencing ตามวิธีของ Doublet et al., 2003 
 
3.3 การปรากฏของยีนดื้อยาที่ไมอยูบน class 1 integrons 
ตรวจการปรากฏของยีนในเชื้อจํานวน 109isolates ซึ่งเปนเชื้อที่ดื้อยาอยางนอย 1 ชนิด ดวยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  โดยใช primers ตามที่แสดงในตารางที่ 2 ในการตรวจจะเลือกชนิดของยีน
ที่ตรวจตามความดื้อยาของยาในแตละเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 4 สกัด PCR products ดวยและสงไปตรวจหา
ลําดับเบสเพื่อตรวจสอบความจําเพาะของ primers ที่ใช  
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ตารางที่ 4   Primers ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ 
 

Target gene or region Primer  Sequence of primers (5′-3′) Reference 
Class 1 integrons 
   intI 
 
   variable regions 
 
SGI1 
    thdF 
 
   SA044- yidY 
 
   SA044- int2 
 
   sul1- floR 
 
   floR-tetR 
 
   tetR- tetG 
 
   groEL- pse1 
 
Antibiotic resistance genes 
   aadA1 
 
   aadA2 
 
   aadB 
 
   blaPSE-1 
 
   blaTEM 

 
   catA 
 
   catB 
 
   cmlA 
 
   dfrA1 
 
   dfrA10 
 
   dfrA12 
 
   strA 
 
   strB 
 
   sul1 
 
   sul2 
 
   sul3 
 
   tetA 
 
   tetB 
 
Virulence genes 
   invA 
 
   spvC 
 
   pefA 

 
Int1F 
Int1R 
5’CS 
3’CS 
 
thdF1  
thdF2   
SO44 
yidY 
SO44 
int2 
sulTER 
F3 
F4 
F6 
tetR 
tetG  
groEL 
pse1 
 
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 
tetB-R 
 
InvA-1 
InvA-2 
SpvC-1 
SpvC-2 
PefA-F 
PefA-R 

 
CCTGCACGGTTCGAATG 
TCGTTTGTTCGCCCAGC 
GGCATCCAAGCAGCAAG 
AAGCAGACTTGACCTGA 
 
ACACCTTGAGCAGGGCAAG 
AGTTCTAAAGGTTCGTAGTCG 
TGACGAGCTGAAGCGAATTG 
ACCAGGGCAAAACTACACAG            
TGACGAGCTGAAGCGAAT TG 
AGCAAGTGTGCGTAATTTGG  
AAGGATTTCCTGACCCTG       
AAAGGAGCCATCAGCAGCAG 
TTCCTCACCTTCATCCTACC    
TTGGAACAGACGGCATGG 
GCCGTCCCGATAAGAGAGCA 
GAAGTTGCGATTGGTCTGCG  
TTCTGGTCTTCGTTGATGCC 
CATCATTTCGCTCTGCCATT 
 
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 
CAGGTAAAGCGATCCCACC 
 
ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT 
AGACGACTGGTACTGATCGATAAT 
ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA 
TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA 
GCGCCGCTCAGCCGAACCAG 
GCAGCAGAACAGGAAACAGTG 

 
Chuanchuen et al., 2007 
 
Levesque et al., 1995 
 
 
Doublet et al., 2003 
 
Doublet et al., 2003 
 
Doublet et al., 2003 
 
Doublet et al., 2003 
 
Doublet et al., 2003 
 
Doublet et al., 2003 
 
Doublet et al., 2003 
 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen and Padungtod 2009 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen et al., 2008a 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen and Padungtod 2009 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen and Padungtod 2009 
 
Chuanchuen and Padungtod 2009 
 
Chuanchuen et al., 2006 
 
Chuanchuen and Padungtod 2009 
 
Chuanchuen et al., 2008a 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
Chuanchuen et al., 2008b 
 
 
Chiu and Ou, 1996 
 
Chiu and Ou, 1996 
 
Skyberg et al., 2006 
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ตารางที่ 4   Primers ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ (ตอ) 

 
Target gene or region  Primer  Sequence of primers (5′-3′)    Reference 
Class 2 integrons 
int2   Int2F GGCAGACAGTTGCAAGACAA   Chuanchuen et al., 2008 
   Int2R AAGCGATTTTCTGCGTGTTT   Chuanchuen et al., 2008 
Class 3 integrons 
int3   Int3F CCGGTTCAGTCTTTCCTCAA   Chuanchuen et al., 2008 
   Int3R GAGGCGTGTACTTGCCTCAT  Chuanchuen et al., 2008 
Virulence gene 
invA   invAF CTGGCGGTGGGTTTTGTTGTCTTCTCTATT Skyberg et al., 2005 
   invAR AGTTTCTCCCCCTCTTCATGCGTTACCC Skyberg et al., 2005 
spvC   spvCF ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA  Chiu and Ou., 1996 
   spvCR TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA  Chiu and Ou., 1996 
pefA   pefAF GCGCCGCTCAGCCGAACCAG  Skyberg et al., 2005 
   pefAR GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG  Skyberg et al., 2005 
spiA   spiAF CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG Skyberg et al., 2005 
   spiAR CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT Skyberg et al., 2005 
pagF   pagCF CGCCTTTTCCGTGGGGTATGC  Skyberg et al., 2005 
   pagCR GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT Skyberg et al., 2005 
msgA   msgAF GCCAGGCGCACGCGAAATCATCC  Skyberg et al., 2005 
   msgAR GCGACCAGCCACATATCAGCCTCTTCAAAC Skyberg et al., 2005 
sipB   sipBF GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC  Skyberg et al., 2005 
   sipBR ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA  Skyberg et al., 2005 
prgH   prgHF GCCCGAGCAGCCTGAGGAGTTAGAAA Skyberg et al., 2005 
    prgHR TGAAATGAGCGCCCCTTGAGCCAGTC  Skyberg et al., 2005 
spaN   spaNF AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT Skyberg et al., 2005 
   spaNR CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG  Skyberg et al., 2005 
orgA   orgAF TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA  Skyberg et al., 2005 
   orgAR GGCGAAAGCGGGGACGGTATT  Skyberg et al., 2005 
tolC   tolCF TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC  Skyberg et al., 2005 
   tolCR CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC  Skyberg et al., 2005 
iroN   iroNF ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT  Skyberg et al., 2005 
   iroNR CGCTTTACCGCCGTTCTGCCACTGC  Skyberg et al., 2005 
sitC   sitCF CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC Skyberg et al., 2005 
   sitCR CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC Skyberg et al., 2005 
sifA   sifAF TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG  Skyberg et al., 2005 
   sifAR GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT Skyberg et al., 2005 
sopB   sopBF CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG Skyberg et al., 2005 
   sopBR TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT Skyberg et al., 2005 
lpf   lpfCF GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGC  Skyberg et al., 2005 
   lpfCR AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA  Skyberg et al., 2005 
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ตารางที่ 5  การตรวจยีนดื้อยาแยกตามการดื้อยาของเชื้อ 

 
Antibiotic No. of isolates Gene 
Ampicillin 
Chloramphenicol 
Gentamicin 
Tetracycline 
Trimethoprim 
Spectinomycin 
Streptomycin 
Sulphonamides 

7 
3 
1 
14 
3 
29 
102 
18 

blaPSE, blaTEM 
catA, catB, cmlA 
aadB 
tetA, tetB 
dfrA1, dfrA10,  dfrA12 
aadA1, aadA2 
aadA1, aadA2, strA, strB 
sul1, sul2, sul3 

 
3.4  ทดสอบความสามารถในการถายทอด class 1 integrons และยีนดื้อยา 
ศึกษาความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยาดวยการทดสอบวา ยีนดื้อยาอยูบน plasmid หรือไม โดยใช

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 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
LB ชนิดเหลว 4 มล. ใน shaking incubator ที่ 37 oC นาน 18-24 ชม. จากนั้นเจือจางดวย LB ในอัตราสวน 1:50 
และเล้ียงเชื้อตอใน shaking incubator ที่ 37 oC จนถึง Mid-log phase (3-4 ชม.) ผสมตัวรับและตัวใหอยางละ 

700 μl ใน eppendrof tube ปนเหว่ียงที่ 8,000 rpm 1 นาที เพ่ือเก็บตะกอนเซลล ละลายตะกอนใน LB อุนที่

อุณหภูมิ 37 oC 30-50 μl และไปเปตลงบนแผน nitrocellulose filter ขนาดเสนผานศูนยกลาง 13 mm และ pore 

size 0.45 μm ที่อยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง นําไปอบเล้ียงเชื้อที่ 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นเหว่ียงที่ 10,000 xg นาน 1 นาที Plate เชื้อบนอาหารเล้ียงเชื้อ LB ที่มี rifampicin 32 μg/ml และยา

ปฏิชีวนะ streptomycin 50 μg/ml คัดเลือกโคโลนีที่ดื้อตอ rifampicin และยาปฏิชีวนะที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
นํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ eosin methylene blue (EMB) agar, brilliant green agar (BGA) และ/หรือ 
MacConkey Agar เพ่ือยืนยันวาเปน E. coli จากนั้นนํามา สกัด plasmid จาก transconjugants ดวยชุดทดสอบ 
QIAprep® Mini-spin kit (Qiagen) และตรวจสอบวายังมี plasmid หรือไมบน gel electrophoresis รวมท้ังตรวจหา
การปรากฏของยีน intl1 และ resistance genes ดวยเทคนิค PCR ตามที่กลาวแลวขางตน ชุดควบคุมคือ 
MG1655rifr  ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี rifampicin เพียงอยางเดียวและ rifampin รวมกับยาฏิชีวนะที่
เหมาะสม 

3.5 การศึกษา virulence genes 
ตรวจการปรากฏของยีน invA, spvC และ pcfA ในเชื้อที่แยกไดจากสุกรทุกตัว (n=160) ดวยเทคนิค 

PCR และใช primers จําเพาะ สวนเชื้อที่แยกไดจากสุกรและผูปวยตรวจการปรากฏของ virulence genes ทั้งหมด
16 ยีน 

 
 



 11 

ผลการวิจัย 
 

ความชุกของการดื้อตอยาปฏิชีวนะและรูปแบบการดื้อยา 
 

1. เชื้อที่แยกไดจากโคนม 
จาก Salmonella ที่แยกไดโคนมทั้งหมด 160 isolates พบวามีเชื้อดื้อยาอยางนอย 1 ชนิดจํานวน 109  

isolates (88%) โดยเปนเชื้อที่ดื้อยาหลายชนิดพรอมกันจํานวน 14 isolates (9%) การดื้อยาไมมีความจําเพาะตอ 
serovars โดยอัตราการดื้อยาชนิดตางๆ แสดงในรูปที่ 1 ในการวิจัยครั้งนี้ Salmonellla มีรูปแบบการดื้อยาทั้งหมด 
13 รูปแบบ โดยรูปแบบที่พบมากที่สุดคือ STR (64, 40%) (ตารางที่ 6) 
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รูปท่ี 1 อัตราการดื้อตอยาปฏิชีวนะของ Salmonella ที่แยกไดโคนม (n =160)  
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  รูปแบบการดื้อยา การปรากฏของยีนดื้อยาและ serovars ของ Salmonella ที่แยกไดจากโคนม 
(n=160) 

 
Antimicrobial resistance gene (n=109) 

Resistance pattern (n=160)a Number (%) 
Resistance gene Serovar Number (%) 

Spc only 
Str only 
 
Sul only 
Tet only 
Amp-Spc 
Spc-Str 
 
Str-Sul 
Amp-Spc-Str 
Str-Sul-Tet 
 
Amp-Chp-Spc-Str-Sul-Tet 
Amp-Spc-Str-Sul-Tet-Tri 
Amp-Chp-Spc-Str-Sul-Tet-Tri 
Amp-Chp-Gen-Spc-Str-Sul-Tet-Tri 
 
Susceptible to all antimicrobials tested 

1(0.6) 
64(40.0) 
 
3(1.9) 
2(1.3) 
1(0.6) 
21(13.1) 
 
3(1.9) 
2(1.3) 
8(5.0) 
 
1(0.6) 
1(0.6) 
1(0.6) 
1(0.6) 
 
51(32%) 

- 
aadA2 
aadA2 
- 
tetA 
- 
strA, strB 
strA, strB 
- 
- 
strA, strB, sul2 
strA, strB, sul2, tetA 
aadA1, blaTEM, catB, tetA, sul1 
aadA1, dfrA12, tetA 
aadA2, blaPSE-1, dfrA10 
aadA1, blaTEM, catB, dfrA12,  
strA, strB, sul1, sul2, tetA 
- 

- 
Augustenborg 
Singaporeb 
- 
Enteritidis 
- 
Newport 
Weltevreden 
- 
- 
Bovismorbificans 
Typhimurium 
Rissen 
Anatum 
Derby c 
Typhimurium 
 
- 

- 
1(0.9)  
1(0.9) 
- 
1(0.9) 
- 
1(0.9) 
1(0.9) 
- 
- 
1(0.9) 
6 (5.5) 
1(0.9) 
1(0.9) 
1(0.9) 
1(0.9) 
 
- 

 
a Amp, ampicillin; Chp, chloramphenicol; Gen, gentamycin; Spc, spectinomycin; Str, streptomycin; Sul, 
sulfamethoxazole; Tet, tetracycline; Tri,    
  trimethoprim 
b presence of class 1 integrons 
c presence of SGI1-A 
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2. เชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย 
เชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวยมีเชื้อดื้อยาอยางนอย 1 ชนิดจํานวน 115 isolates (87.8%) โดยเปน 

เชื้อที่ดื้อยาหลายชนิดพรอมกันจํานวน 77 isolates (58.8%) การดื้อยาไมมีความจําเพาะตอ serovars ไมพบวา
เชื้อตัวใดดื้ตอ ceftrizone โดยอัตราการดื้อยาชนิดตางๆ แสดงในรูปที่ 2 จัดรูปแบบการดื้อยาได 33 รูปแบบและ 
19 รูปแบบสําหรับเชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวยตามลําดับ โดยรูปแบบที่พบมากที่สุดสําหรบัเชื้อที่แยกได
จากเนื้อสุกร  คอื SUL (11.4%) รูปแบบที่พบมากที่สุดสําหรับเชื้อที่แยกไดจากผูปวยคือ   AMP-CHP- SPC-STR-
SUL-TET (15.4%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 2 อัตราการดื้อยาปฏิชีวนะชนิดตางๆของ Salmoenlla enterica ที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย (n=131) 

AMP, ampicillin; CHPC, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin, GEN, gentamicin; SPC, 

spectinomycin; STR, streptomycin; SUL, sulfamethoxazole; TET, tetracycline; TRI, trimethoprim; 

CEF, ceftriazole;    MDR, multidrug resistance 
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ตารางที่ 7 รูปแบบการดื้อของ Salmonella ที่แยกไดจากเนื้อสุกร (n=79) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resistance pattern  No. of isolates (%) 

SPC only 

STR only 

SUL only 

TET only 

TMP only 

AMP-SUL 

AMP-TET 

CHP-TMP 

STR-TET 

SUL-TRI 

AMP- SPC- TET 

AMP -STR-TET 

AMP - SUL-TET 

GEN- SUL-TET 

SPC - SUL-TET 

AMP-CHP-SUL-TET 

AMP-CHP-SUL-TMP 

AMP-SPC-SUL-TET 

AMP-SPC-SUL-TMP 

AMP-STR-SUL-TET 

CHP-SPC-SUL-TET 

CHP-SPC-SUL-TMP 

CHP-STR-SUL-TET 

AMP-CHP-SPC-SUL-TET 

AMP-CHP-STR-SUL-TET 

AMP-SPC-SUL-TET-TMP 

CHP-SPC-SUL-TET-TMP 

AMP-CHP-GEN-SPC-SUL-TET 

AMP-CHP- SPC-SUL-TET-TMP 

AMP- SPC-STR-SUL-TET-TMP 

AMP-CHP-GEN-SPC-SUL-TET-TMP 

AMP-CHP-SPC-STR-SUL-TET-TMP 

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

2(2.5) 

1(1.3) 

  9(11.4) 

4(5.1) 

1(0.9) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

2(2.5) 

1(1.3) 

2(2.5) 

3(3.7) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

2(2.5) 

1(1.3) 

2(2.5) 

2(2.5) 

1(1.3) 

5(6.3) 

2(2.5) 

2(2.5) 

1(1.3) 

1(1.3) 

1(1.3) 

3(3.8) 

1(1.3) 
 



 15 

ตารางที่ 8  รูปแบบการดื้อยา ของ Salmonella ที่แยกไดจากผูปวย (n=52) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resistance pattern  No. of isolates (%) 

AMP-CHP-SPC 

AMP-CHP-CIP-SPC 

AMP-CHP-SPC-SUL 

AMP-CHP-CIP-SPC-TMP 

AMP-CHP-SPC-STR-SUL 

AMP-CHP-SPC-STR-TET 

AMP-CHP-GEN-SPC-TET-TMP 

AMP-CHP- SPC-STR-SUL-TET 

AMP-CHP- SPC-STR-TET-TMP 

AMP-CHP- SPC- SUL-TET-TMP 

AMP-CHP- CIP-SPC-STR- TET-TMP 

AMP-CHP- CIP-SPC- SUL-TET-TMP 

AMP-CHP-GEN- SPC-STR- TET-TMP 

AMP-CHP- SPC-STR- SUL-TET-TMP 

AMP-CHP- CIP- GEN-SPC-STR-TET-TMP 

AMP-CHP- CIP- GEN- SPC- SUL-TET-TMP 

AMP-CHP- CIP- SPC-STR- SUL-TET-TMP 

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

AMP-CHP- CIP- GEN-SPC -STR- SUL-TET-TMP 

1(1.9) 

1(1.9) 

1(1.9) 

1(1.9) 

1(1.9) 

7(13.5) 

1(1.9) 

8(15.4) 

7(13.5) 

1(1.9) 

4(7.6) 

1(1.9) 

4(7.6) 

4(7.6) 

2(3.8) 

1(1.9) 

4(7.6) 

1(1.9) 

2(3.8) 
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Integrons และ SGI1 
 

1. เชื้อที่แยกไดจากโคนม 
 เชื้อจากโคนมจาํนวน 2 (1.25%) isolates เทานั้นที่มียีน ins คือ serovars Singapore และ Derby โดย
ทั้ง 2 isolates ให PCR amplicons ของ vaiable region ขนาด 1,000 bp ผลการตรวจหาลําดับเบสพบวาเปนยีน 
aadA2 ที่ควบคุมการดื้อยา streptomycin เมื่อทําการศึกษา SGI1 พบวา class 1 integrons ของ serovar Derby 
อยูบน SGI-A (รูปที่ 3) 

2. เชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย 

 เชื้อจากเนื้อสุกรและผูปวยจํานวน 39 (29.8%) isolates มียีน intl1 โดยเชื้อจํานวน 11 (28.2%) isolates 
มี inserted gene cassettes ที่มีขนาด 1,000-1,900 bp เชื้อทั้ง 11 isolates มี variable region ขนาด 1,900 bp มี
เชื้อเพียง 1 isolates ที่มี variable region ขนาด 1,200 bp จํานวน 2 isolates มี 2 class 1 integrons ซึ่งให 
variable region ขนาด 1,000 และ 1,200 bp (รูปที่ 4)สามารถจัด integron profiles (IPs) ไดทั้งหมด 3 IPs โดย
ใชขนาดและจํานว นของ variable regions ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค PCR (ตารางที่ 7)  จากการ
ถอดรหัสพันธุกรรมพบวา variable regions ขนาด 1,000, 1,200  และ 1,900 เปนยีน dfra1-aadA2, blaPS-1 และ 
aadA2 ตามลําดับ  

ผลการวิจัยยังพบวาไมมีเชื้อตัวใดที่มี class 2, 3 integrons และ SGI1 
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รูปท่ี 3 PCR products ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนยีน ins และ variable regions ใน Salmonella ที่แยกได
จากโคนม A) ยีน ins ซึ่งมีขนาด 497 bp และ B) variable regions ของ class 1 integrons ใน 
Salmonella Derby และ Salmonella Singapore มีขนาดประมาณ 1,000 bp M, Molecular weight 
marker 
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ตารางที่ 9 integrons profiles ของเชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

IP Approximate size of Insert gene Antibiotic resistance Number of Serotype
amplicons(kb) cassettes patterns isolates

I 1.9 dfrA12- aadA2 AMP, TET, SUL, TMP, SPC 2 Rissen
AMP, TET, SUL, TMP, SPC 2 Anatum
TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Baiboukoum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Rissen

II 1.2 blaPSE-1 AMP, CHPC,SUL, TMP 1 Albany
III 1.2, 1.0 blaPSE-1, aadA2 STR, TET, CHPC, SUL 1 Anatum

AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum

IP Approximate size of Insert gene Antibiotic resistance Number of Serotype
amplicons(kb) cassettes patterns isolates

I 1.9 dfrA12- aadA2 AMP, TET, SUL, TMP, SPC Rissen
AMP, TET, SUL, TMP, SPC Anatum
TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Baiboukoum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Rissen

II 1.2 blaPSE-1 AMP, CHPC,SUL, TMP 1 Albany
III 1.2, 1.0 blaPSE-1, aadA2 STR, TET, CHPC, SUL 1 Anatum

AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum

IP Approximate size of Insert gene Antibiotic resistance Number of Serotype
amplicons(kb) cassettes patterns isolates

I 1.9 dfrA12- aadA2 AMP, TET, SUL, TMP, SPC 2 Rissen
AMP, TET, SUL, TMP, SPC 2 Anatum
TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Baiboukoum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Rissen

II 1.2 blaPSE-1 AMP, CHPC,SUL, TMP 1 Albany
III 1.2, 1.0 blaPSE-1, aadA2 STR, TET, CHPC, SUL 1 Anatum

AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum

IP Approximate size of Insert gene Antibiotic resistance Number of Serotype
amplicons(kb) cassettes patterns isolates

I 1.9 dfrA12- aadA2 AMP, TET, SUL, TMP, SPC Rissen
AMP, TET, SUL, TMP, SPC Anatum
TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Baiboukoum
AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Rissen

II 1.2 blaPSE-1 AMP, CHPC,SUL, TMP 1 Albany
III 1.2, 1.0 blaPSE-1, aadA2 STR, TET, CHPC, SUL 1 Anatum

AMP, STR, TET, CHPC, SUL, TMP, SPC 1 Anatum

 

bp
2,000

1,000

M             1 2 3

500

bp
2,000

1,000

M             1 2 3

500
 

 
รูปท่ี 4  PCR products ที่ไดจากการเพิ่มจํานวน variable regions ของ class 1 integrons ใน Salmonella ที่
แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย จากผลการถอดรหัสพันธุกรรม Lane 1, IP1: dfra1-aadA2; lane 2, IP2: 
blaPS-1 และ Lane 3, IP3: blaPS-1-aadA2  M, Molecular weight marker 
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การปรากฏของยีนดื้อยาอื่นๆ  
 

1. เชื้อที่แยกไดจากโคนม 
ในเชื้อที่แยกไดจากโคนม เชื้อที่ดื้อยาอยางนอย 1 ชนิดจํานวน 109 isolates ตรวจพบยีนดื้อยาที่ทดสอบ

ในเชื้อ 16 (14.7%) isolates โดยการกระจายตัวของยีนดื้อยาแสดงในตารางที่ 6 ยีนดื้อยาที่พบมากที่สุดคือ strA-
strB ซึ่งพบในเชื้อที่ดื้อยา streptomycin ยีนดื้อยาที่พบสอดคลองกับลักษณะการดื้อยาของเชื้อ เชน เชื้อที่ดื้อตอ 
streptomycin มียีน strA-strB  เชื้อที่ดื้อตอ tetracycline มียีน tetA เปนตน ยีนดื้อยาที่พบสวนใหญอยูนอก class 
1 integrons ยกเวนยีน aadA2 (ของ serovar Singapore และ Derby อยางละ 1 isolate) สวนยีน blaPSE-1 และ 
dfrA10 ของ serovar Derby 1 isolate อยูบน SGI1-A 

2. เชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย การกระจายตัวของยีนดื้อยาแสดงในตารางที่ 10 
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ตารางที่  10  การปรากฏของยีนดื้อยาและ serovars ของ Salmonella ที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย (n=131) 
 

Resistance pattern No. (%)   Antimicrobial resistance gene  

     Resistance gene   Serovar                No. (%) 

 

SPC only  2 (1.5)  aadA1, aadA2   Kedougou            1(0.8) 

     -    Weltevreden 1(0.8) 

STR only  1 (0.8)  -    Anatum  1(0.8) 

SUL only  9 (6.9)  sul1, sul2   Anatum  2(1.8) 

-    Bradford 1(0.8) 

     sul2    Stanley  3(2.7) 

     sul1, sul2   Rissen  1(0.8) 

     sul2    Singapore 1(0.8) 

     sul2    Weltevreden 1(0.8) 

TET only   4 (3.1)  -    Anatum  1(0.8) 

     -    ParatyphiB 1(0.8) 

     tetB    Rissen  2(1.8) 

TMP only  1 (0.8)  -    Weltevreden 1(0.8) 

AMP-SUL  1 (0.8)  sul3    Stanley  1(0.8) 

AMP-TET  1 (0.8)  blaPSE-1    Anatum  1(0.8) 

CHP-TMP  1 (0.8)  -    Anatum  1(0.8) 

STR-TET   2 (1.5)  aadA1, aadA2, tetB  Give  2(1.8) 

SUL-TRI   1 (0.8)  -    Anatum  1(0.8) 

AMP-CHP-SPC  1 (0.8)  aadA1, aadA2, blaPSE-1,cmlA Kedougou 1(0.8) 

AMP- SPC- TET  2 (1.5)  blaPSE-1    Rissen  1(0.8) 

blaPSE-1, tetB   Stanley  1(0.8) 

AMP -STR-TET  3 (2.3)  blaTEM, tetB   Stanley  3(2.7) 

AMP - SUL-TET  1 (0.8)  blaTEM, tetB   Anatum  1(0.8) 

GEN- SUL-TET  1 (0.8)  aadA1, tetB   Coeln  1(0.8) 

SPC - SUL-TET  1 (0.8)  sul3    Rissen  1(0.8) 

AMP-CHP-CIP-SPC 1 (0.8)  aadA1, aadA2, blaPSE-1, cmlA Covallis  1(0.8) 

AMP-CHP-SPC-SUL 1 (0.8)  blaPSE-1, cmlA   Kedougou 1(0.8) 

AMP-CHP-SUL-TET 1 (0.8)  blaTEM, cmlA, sul3, tetA  Kedougou 1(0.8) 

AMP-CHP-SUL-TMP 1 (0.8)  blaPSE-1, blaTEM, sul2  Albany  1(0.8) 
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ตารางที่  10  (ตอ)  

Resistance pattern No (%)   Antimicrobial resistance gene  

     Resistance gene   Serovar  No. (%) 

 

AMP-SPC-SUL-TET 1 (0.8)  aadA1    Anatum  1(0.8) 

AMP-SPC-SUL-TMP 1 (0.8)  blaTEM, sul2, sul3   Typhimurium 1(0.8) 

AMP-STR-SUL-TET 1 (0.8)  aadA1, blaTEM,sul1, tetB  Typhimurium 1(0.8) 

CHP-SPC-SUL-TET 2 (1.5)  aadA1, aadA2, tetB  Kedougou 2(1.8) 

CHP-SPC-SUL-TMP 1 (0.8)  sul3    Panama  1(0.8) 

CHP-STR-SUL-TET 2 (1.5)  aadA1, aadA2, catB, sul1  Anatum  1(0.8) 

     cmlA, catA, sul3, tetB  Weltevreden 1(0.8) 

AMP-CHP-CIP-SPC-TMP 1 (0.8)  aadA1, aadA2, blaPSE-1, cmlA Covallis  1(0.8) 

AMP-CHP-SPC-SUL-TET 2 (1.5)  catB, aadA1, aadA2  Kedougou 1(0.8) 

     aadA1, aadA2, cmlA, blaTEM, Rissen  1(0.8) 

     sul3, tetB 

AMP-CHP-SPC-STR-SUL 1 (0.8)  blaTEM, cmlA   Kedougou 1(0.8) 

AMP-CHP-SPC-STR-TET 7 (5.3)  blaTEM, catA, catB  Anatum  1(0.8) 

     aadA2, cmlA, blaPSE-1  Kedougou 1(0.8) 

     blaPSE-1, catA, cmlA, aadA2, Stanley  4(3.6) 

     tetB     

blaPSE-1, aadA2, cmlA,  Typhimurium 1(0.8) 

AMP-CHP-STR-SUL-TET 1 (0.8)  aadA1, catB   Kedougou 1(0.8) 

AMP-SPC-SUL-TET-TMP 5 (3.8)  aadA1, aadA2, blaPSE-1, dfrA12,   Anatum  2(1.8) 

     sul3, tetB     

aadA1, aadA2, blaPSE-1, dfrA10, Rissen  3(2.7) 

     dfrA12, sul1, sul2, sul3, tetB 

CHP-SPC-SUL-TET-TMP 2 (1.5)  aadA1, aadA2, cmlA, dfrA12, Anatum  1(0.8) 

    sul1,  sul3, tetA, tetB    

     aadA1, aadA2   Kedougou 1(0.8) 

AMP-CHP-GEN-SPC- 2 (1.5)  aadA1, aadA2   Anatum  2(1.8) 

SUL-TET   

AMP-CHP-GEN-SPC- 1 (0.8)  catA    Enteritidis 1(0.8) 

TET-TMP 
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ตารางที่  10  (ตอ)  

Resistance pattern No. (%)   Antimicrobial resistance gene  

     Resistance gene   Serovar  No. (%) 

 

AMP-CHP- SPC-STR- 8 (6.1)  blaPSE-1, catA, catB  Anatum  1(0.8) 

SUL-TET    aadA1, aadA2, blaTEM, cmlA, Covallis  1(0.8) 

     sul1, sul2, sul3, tetB 

aadA1, aadA2, blaTEM, catB  Kedougou 2(1.8) 

     cmlA, sul1, sul2, sul3     

aadA1, aadA2,  blaPSE-1, blaTEM,  Stanley  3(2.7) 

     cmlA     

blaTEM, sul2, sul3    Weltevreden 1(0.8) 

AMP-CHP- SPC-STR- 7 (5.3)  blaTEM, dfrA1   Enteritidis 1(0.8) 

TET-TMP    aadA1, aadA2, blaTEM, cmlA Kedougou 1(0.8) 

     tetB     

blaPSE-1, catA, dfrA10, tetB  Newport  3(2.7) 

     aadA1, aadA2, blaTEM, catB Typhimurium 2(1.8) 

     dfrA12, tetB 

AMP-CHP- SPC-SUL- 2 (1.5)  blaTEM, cmlA   Weltevreden 2(1.8) 

TET-TMP 

AMP- SPC-STR-SUL- 1 (0.8)   aadA1, aadA2, blaPSE-1, dfrA10 Rissen  1(0.8) 

TET-TMP    sul2, sul3  

AMP-CHP- CIP-SPC- 4 (3.1)  blaPSE-1, cmlA, dfrA10  Covallis  1(0.8) 

STR- TET-TMP    blaTEM, dfrA1   Enteritidis 1(0.8) 

    aadA1, aadA2, blaTEM, cmlA Kedougou 1(0.8) 

     tetB     

aadA1, aadA2, blaPSE-1, cmlA,   Typhimurium 1(0.8) 

     dfrA1, tetB 

AMP-CHP- CIP-SPC-  1 (0.8)  catA, , cmlA, dfrA1,  dfrA10,  Enteritidis 1(0.8) 

SUL-TET-TMP    dfrA12 

AMP-CHP-GEN- SPC- 4 (3.1)  aadA1, blaPSE-1,  blaTEM catA,  Stanley  2(1.8) 

STR- TET-TMP    cmlA 

     aadA1, blaPSE-1, cmlA, dfrA1, Covallis  1(0.8) 

     tetB 

     aadA1, dfrA12   Newport  1(0.8) 
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ตารางที่  10  (ตอ)  

 

Resistance pattern No. (%)   Antimicrobial resistance gene (n=112) 

    Resistance gene   Serovar  No. (%) 

 

AMP-CHP-GEN-SPC- 1 (0.8)  aadA1, dfrA12, blaTEM, cmlA, Stanley  1(0.8) 

SUL-TET-TMP    sul2, sul3, tetA 

AMP-CHP-SPC-STR- 7 (5.3)  blaTEM, sul1   Anatum  1(0.8) 

SUL-TET-TMP    aadA1, aadA2, blaTEM, dfrA12, Baiboukoum 1(0.8) 

     sul1, tetB    

aadA1, aadA2, blaTEM,catB Panama  1(0.8) 

aadA1, aadA2, blaTEM,catA,  Rissen  1(0.8) 

catB, cmlA, dfrA1, dfrA12, tetB    

blaTEM, sul1, tetB    Stanley  3(2.7) 

AMP-CHP- CIP- GEN- 2 (1.5)  aadA1, aadA2, blaTEM, dfrA1, Kedougou 1(0.8) 

SPC-STR-TET-TMP   tetB    

aadA1, aadA2, blaTEM, cmlA  Panama 1(0.8) 

AMP-CHP- CIP- GEN-  1 (0.8)  aadA2, catA, dfrA10  Enteritidis 1(0.8) 

SPC- SUL-TET-TMP 

AMP-CHP- CIP- SPC- 4 (3.1)  blaTEM    Enteritidis 1(0.8) 

STR- SUL-TET-TMP   aadA1, aadA2, blaTEM, cmlA, Kedougou 3(2.7) 

     dfrA12, sul3, tetB 

AMP-CHP- GEN-SPC – 1 (0.8)  aadA1, blaTEM, catB, sul1,  Stanley  1(0.8) 

STR- SUL-TET-TMP   sul2, sul3 

AMP-CHP-GEN-SPC- 1 (0.8)  aadA1, aadA2, blaTEM, catA, Rissen  1(0.8) 

STR-SUL-TET-TMP   cmlA, dfrA1, dfrA10,sul3 

AMP-CHP- CIP- GEN- 2 (1.5)  aadA1, blaTEM, dfrA1, dfrA12 Enteritidis 1(0.8) 

SPC -STR- SUL-TET-TMP   aadA1, aadA2, blaTEM, tetB Kedougou 3(2.7) 

Susceptable to all 19 (14.5)  - 

 antimicrobials tested 
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การถายทอด class 1 integrons และยีนดื้อยา 
 

1. เชื้อที่แยกไดจากโคนม 
class 1 integrons ในเชื้อทั้ง 2  isolates ไมสามารถถายทอดไปยัง E. coli ได โดยมีเชื้อเพียง 7 isolates  

ที่สามารถถายทอดยีนดื้อยาแบบขวางได โดย Salmonella Typhimurium จํานวน 1 isolate ถายทอดยีนควบคุม
การดื้อตอ streptomycin, ampicillin และ tetracycline Salmonella Javiana จํานวน 1 isolate ถายทอดยีน
ควบคุมการดื้อตอ ampicillin Salmonella Anatum จํานวน 1 isolate ถายทอดยีนควบคุมการดื้อตอ tetracycline 
Salmonella Enteritidis จํานวน 2 isolate ถายทอดยีนควบคุมการดื้อตอ tetracycline และ Salmonella 
Eastborne และ Newport อยางละ 1 isolate ถายทอดยีนควบคุมการดื้อตอ streptomycin ได  

2. เชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย เฉพาะ S. Rissen จํานวน 2 isolate และ S. Baiboukoum  
จํานวน 1 isolate สามารถถายทอด dfrA12-aadA2 ได 
 
การปรากฏของ virulence genes 
 

1. เชื้อที่แยกไดจากโคนม พบวาเชื้อสวนใหญ (98%) มียีน invA ในขณะที่เชื้อเพียง 2 และ 1 isolates  
ที่มียีน spvC และ pefA  

2. เชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย พบวาเชื้อทกุตัวใหผลบวกตอยีน invA โดยที่เชื้อเพียง 1 
(0.76%) isolate ที่มียีน spvC และ pefA โดยพบยีน pagC, spaN และ sopB ในเชื้อมากกวา 99% ขนาดของ 
PCR products ของแตละยีนที่ตรวจพบแสดงในรูปที่ 5 และอัตราการพบ virulence genes ทั้ง 16 ชนิดแสดงไวใน
ตารางที่ 11 
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รูปท่ี 5   PCR products ที่ไดจากการเพิ่มจํานวน virulence genes ทั้ง 16 ยีน  lane 1-15, ยีน pefA, tolC, msgA, 
sopB, orgA, sifA, pagC, spaN, spiA, spvC, lpfC, prgH, sitC, sipB, invA and iro ตามลําดับ lane M, 100 bp 
marker 
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ตารางที่  11 อัตราการปรากฏของ virulence genes ใน Salmonella  enterica ที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวย  
(n= 131) 
 

Gene   Prevalence (%) 

   spvC   8 (6.10) 

   invA   131 (100.00) 

pefA   4 (3.05) 

spiA   131 (100.00) 

pagC   130 (99.24) 

msgA   131 (100.00) 

sipB   112 (85.50) 

prgH   126 (96.18) 

spaN   130 (99.24) 

orgA   75 (57.25) 

tolC   131 (100.00) 

iroN   119 (90.84) 

sitC   118 (90.08) 

sifA   92 (70.22) 

sopB   131 (99.24) 

lpfC   67 (51.14) 
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การอภิปรายผลการวิจัย 
 

จากที่การใชยาปฏิชีวนะอยางเกินความจําเปนและไมสุขุมรอบคอบในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวเพ่ือการ
บริโภคเปนตนเหตุสําคัญของการเกิดเชื้อดื้อยาและการถายทอดยีนดื้อยา โดยเชื้อดื้อยาดังกลาวสามารถถายทอด
ไปยังมนุษยไดโดยผานหวงโซอาหารและอาจถายทอดตัวระบุการดื้อยาไปยังแบคทีเรียกอโรคในมนุษย โดยเชื้อ 
Salmonella เปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษที่สําคัญและมีอัตราการดื้อยาสูงขึ้น สําหรับการวิจัยครั้งนี้ ในสวน
ของเชื้อที่แยกไดจากฟารม ไมไดทําการศึกษาในเชื้อที่แยกไดจากไกและสุกรเพราะผูวิจัยไดทําการศึกษาในเชื้อ
เหลานี้กอนหนานี้และไดรับการตีพิมพไปแลว [15] ดังนั้นจึงเลือกศึกษาในเชื้อที่แยกไดจากโคนม เนื่องจากเปนปศุ
สัตวที่สําคัญเชนกัน 

การศึกษาที่ผานมามักทําการศึกษาในเชื้อ Salmonella ที่แยกไดจากโคนมที่ปวย ในการวิจัยครั้งนี้ได
ทําการศึกษาในเชื้อที่แยกไดจากโคนมที่สุขภาพแข็งแรงดีและไมแสดงอาการเจ็บปวยใดๆ ที่สามารถสังเกตุได โดย
สัตวแพทยทําการตรวจสุขภาพโคนมกอนเก็บตัวอยาง ซึ่งโคนมเหลานี้จะถูกนํามารีดนมและมีความใกลชิดกับหวง
โซอาหารมากกวาโคปวยซึ่งจะถูกพักการรีดนม ผลการวิจัยพบวา มีการแพรกระจายของเชื้อ Salmonella ที่ดื้อยา
หลายชนิดพรอมกันและแยกไดจากอุจจาระโคนม แสดงใหเห็นถึงโอกาสในการปนเปอนเชื้อเหลานี้ในส่ิงแวดลอม
ในฟารม น้ํานม ซากโคและมนุษย การที่อัตราการดื้อตอยาปฏิชีวนะ streptomycin, spectinomycin and 

sulfamethoxazole สอดคลองกับการวิจัยกอนหนานี้ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา [2, 8, 23] ซึ่งเหตุผลนาจะมาจากการ
ที่ยาเหลานี้เปนยาที่ใชกันอยางกวางขวางในการเลี้ยงโคนม แสดงใหเห็นวา การใชยาปฏิชีวนะอยางตอเนื่องเปน
ปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อ Salmonella ดื้อยา เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาในเชื้อที่แยกได

จากโคปวยจากการศึกษากอนหนานี้ [2, 23] พบวา อัตราการดื้อยาของเชื้อในการการวิจัยครั้งนี้ตํ่ากวามาก ซึ่ง
สนับสนุนวา อัตราการดื้อยาในเชื้อที่แยกไดจากโคปวยมีแนวโนมกวาเชื้อที่แยกไดจากโคปกติ ซึ่งสาเหตุสําคัญ
นาจะมาจากการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาอาการติดเชื้อในโคปวยและความสัมพันธระหวางการดื้อยากับปจจัยที่
กอใหเกิดความรุนแรงของโรค ถึงแมวาอัตราการดื้อตอ ampicillin, chloramphenicol, gentamycin และ 
trimethroprim จะคอนขางต่ํา แตยาปฏิชีวนะเหลานี้ไดถูกใชในการรักษาในวงการสัตวแพทย ดังนั้นการติดเชื้อ 
Salmonella  ที่ดื้อยาเหลานี้ก็จะสงผลใหการรักษาไมมีประสิทธิภาพไดเชนกัน 

ในการวิจัยครั้งนี้พบ class 1 integrons เชื้อ Salmonella ที่แยกไดจากโคนมเพียง 2 isolates เทานั้น ซึ่ง
สอดคลองกับผลการวิจัยกอนหนานี้ที่พบวา non-Typhimurium serovars ที่แยกไดจากโคนมที่แข็งแรงมีอัตราการ

พบ class 1 integrons  ที่ตํ่ามากเชนกัน [8] โดย class 1 integrons ที่พบใน S. Derby ไดเคล่ือน (integrate) 
เขาไปอยูในโครโมโซม ในรูปของ SGI1-A ซึ่งจะสงผลใหไมสูญเสียการดื้อยาแมวาจะอยูในที่ไมมียาปฏิชีวนะ 
(selection pressure) ก็ตาม ซึ่งยีน aadA2 เปนยีนเพียงชนิดเดียวที่พบบน class 1 integrons ทั้ง 2 โดยเชื้อ 
Salmonella ทั้ง 2 isolates ที่มี  class 1 integrons ดื้อยา streptomycin ดวย นอกจากนี้ยีน strA-strB เปนยีนที่
พบมากที่สุด ซึ่งสาเหตุนามาจากการใช penicillin G รวมกับ dihydrostreptomycin อยางแพรหลายในการรักษาโค
นม โดยเฉพาะอยางยิ่ง โรคเตานมอักเสบ ขอมูลเหลานี้ยืนยันถึงบทบาทของ streptomycin ตอการคัดเลือกยีน
ควบคุมการดื้อตอยา aminoglycide ในเชื้อ Salmonella 

จากรายงานกอนหนานี้ของผูวิจัยพบยีน aad2 นี้แพรกระจายในอัตราที่สูงใน class 1 integrons ที่พบใน 

Salmonella ที่แยกไดจากไกและสุกร [15] ชี้ใหเห็นถึงการแพรกระจายและการถายทอดยีนดื้อยาระหวาง 
Salmonella  ที่แยกไดสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคตางชนิดกัน 



 27 

เชื้อ Salmonella ดื้อยาสวนหนึ่งไมมียีนดื้อยาที่เลือกทดสอบในการวิจัยครั้งนี้แสดงววายังมีกลไกหรือยีน
ดื้อยาอื่นๆ ที่ไมไดทําการศึกษา ซึ่งอาจเปนเอนไซมที่ทําลายยาปฏิชีวนะ การเปล่ียนเปาหมายในการออกฤทธิ์ของ
ยาและการแสดงออกของกลไก multidrug efflux systems ก็ไดซึ่งจําเปนที่จะตองมีการศึกษาตอไป 
 ในการวิจัยครั้งนี้ยังพบวา สวนมากของเชื้อ Salmonella ที่แยกไดจากโคนมมียีน invA โดยไมขึ้นกับ 

serovars ของเชื้อ ซึ่งสอดคลองกับผลงานวิจัยกอนหนานี้ [1, 5] ยีน invA ที่ควบคุมการสรางเอนไซม invasin ที่
เกี่ยวของกับการบุรุกเขาไปในผนังลําไสของเชื้อ ในทางตรงกันขามพบอัตราการปรากฏของยีน spvC และ pefA 

ซึ่งเปนยีนที่อยู plasmid ตํ่ามาก ซึ่งรายงงานกอนนหานี้พบวาเชื้อ Salmonella ที่แยกไดจากนกปวย [13] และ
สุกรปวย [21] มียีนทั้ง 2 ในอัตราที่สูง ซึ่งพบยีน spvC  ใน S. Singapore และเปนรายงานการพบยีน spv เปน
ครั้งแรกใน Salmonella serovars น้ีดวย ซึ่งรายงานกอนหนานี้พบวา มีการเคลื่อนตัวของ virulence plasmid เขา
ไปสูโครโมโซม ได โดยในการวิจัยครั้งนี้เชื้อทุกตัวที่มี ยีน spvC และ pefA มี plasmid ขนาดใหญดวย อยางไรก็
ตามการวิจัยครั้งนี้ไมไดทําการศึกษาตําแหนงของยีน spvC และ pefA ดวย 

สําหรับเชื้อที่แยกไดสุกรและผูปวยพบวามีอัตราการดื้อยาปฏิชีวนะในระดับที่คอนขางสูง ซึ่งพบอัตราการ
ดื้อยาปฏิชีวนะพรอมกันสูงถึง 59% แสดงใหเห็นวา มีการแพรกระจายของเชื้อ Salmonella เขาสูหวงโซอาหาร
และมายังผูบริโภค ในปจจุบันพบเชื้อ Salmonella ที่ดื้อตอยา ceftriazone ในอัตราสูงขึ้น ซึ่งสรางความวิตกกังวล
ตอวงการแพทยเพราะยาปฏิชีวนะชนิดนี้เปนตัวเลือกสําคัญสําหรับการรักษาอาการติดเชื้อ Salmonella อยางไรก็
ตามไมพบวามีเชื้อที่ที่ดื้อตอยา ceftriazone ในการวิจัยครั้งนี้ 

ในการวิจัยครั้งนี้พบวา class 1 integrons สามารถแพรกระจายไดโดยไมจํากัดเฉพาะ serovars การที่
พบวา dfrA12-aadA2 เปน resistance array ที่พบมากที่สุดนั้นสอดคลองกับผลงานวิจัยในเชื้อที่แยกไดจากไกและ
สุกรในฟารม [15] ซึ่งอาจเนื่องมาจากมีการใชยากลุม aminoglycosides และ trimethoprim ในอุตสาหกรรมการ
เล้ียงไกและสุกรในประเทศไทยอยางแพรหลาย จากการที่สามารถพบ resistance array แบบเดียวกันในเชื้อตาง
ชนิด แยกไดจากทั้งเนื้อสัตวและผูปวยแสดงวา มีการแลกเปลี่ยนและแพรกระจายของ class 1 integrons ทั้งแบบ
ภายในและระหวาง species รวมทั้งการศึกษาที่ผานมามีรายงานการพบ class 1 integrons บน plasmid ที่

ถายทอดได [18, 27]  แสดงวามีการถายทอดตามขวาง (horizontal transfer) เกิดขึ้นดวย ซึ่งผลจากการศึกษา
ครั้งนี้พบวา class 1 integrons อยูบน plasmid และสามารถถายทอดไปยัง E. coli ได สนับสนุนวามี horizontal 
transfer เกิดขึ้นไดจริง 
 นอกจากนี้ยีนดื้อยาที่พบใน 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 ยังดื้อยาหลายชนิดพรอมกันแสดงวา ยังมียีนดื้อยาอื่นๆ ที่ไมไดอยูบน class 1 integrons การดื้อยาที่
ไมเกี่ยวของกับ class 1 integrons เหลานี้อาจมีสาเหตุมาจากการกลายพันธุบนโครโมโซมก็ได  
 เชื้อที่แยกไดทุกตัวมียีน invA ผลการวิจัยนี้ยืนยันความสําคัญของยีนตัวนี้ตอความสามรถในการกอโรค
ของ Salmonella ในขณะที่มียีน spvC และ pefA ในอัตราที่ตํ่ามากซึ่งสอดคลองกับผลการวิจัยในเชื้อที่แยกไดจาก
โคนมและรายงานกอนหนานี้ นอกจากนี้ยังพบ virulence genes อ่ืนๆในอัตราที่สูง เชน เชื้อทุกตัวมียีน spiA, 
msgA, tolC, sopA เปนตน แสดงวาเชื้อที่แยกไดจากเนื้อสุกรและผูปวยในครั้งนี้มีแนวโนมที่จะกอความรุนแรงของ
โรคในระดับที่สูงได โดยเฉพาะอยางยิ่ง TolC ซึ่งเปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบ AcrAB-TolC เปนกลไกที่ทําให
เกิดการดื้อยายาหลายชนิดพรอมกัน [10, 20]  
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 
 โดยสรุป โครงการวิจัยครั้งนี้ไดบรรลุวัตถุประสงคที่ต้ังไว โดยดําเนินการไปตามแผนการที่วางไวและคาด
วาจะเสร็จส้ินไดตามกําหนดการ จากผลการวิจัยสามารถสรุปไดวา 

1. มีการแพรกระจายของ Salmonella ดื้อยาในโคนม เนื้อสุกรและผูปวย 
2. มีการแพรกระจายของ class 1 integrons ใน Salmonella ที่แยกไดโคนม เนื้อสุกรและผูปวย 
3. Class 1 integrons สามารถถายทอดไดทั้งในเชื้อชนิดเดียวกันและตางชนิดกัน  
4. มีการแพรกระจายอยางกวางขวางของ virulence factors ในเชื้อ Salmenella ที่แยกไดจากโคนม 

เนื้อสุกรและผูปวยในประเทศไทย 
5. เชื้อ Salmonella ดื้อยาหลายชนิดพรอมกันและมี virulence factors การติดเชื้อเหลานี้จะสงผลให

อาการรุนแรงมากขึ้นและไมตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ 
ผลการวิจัยชี้ใหเห็นถึงความจําเปนในการควบคุมการใชยาปฏิชวีนะในสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคอยาง 

จริงจัง รวมถึงการสงเสริมใหการศึกษาพันธุกรรมการดื้อยาอยางตอเนื่องเพ่ือใหทราบปญหาที่แทจริงของการดื้อยา
ในเชื้อและสามารถแกปญหาเหลานี้ไดอยางถูกตองตามหลักวิทยาศาสตร ซึ่งขอมูลที่ไดจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้
เปนประโยชนอยางยิ่งตอการนําไปศึกษาวิจัยตอเนื่องเกี่ยวกับพันธุกรรมการดื้อยาในเชื้อกอโรคอาหารเปนพิษ
อ่ืนๆ ดังนั้นเพ่ือใหไดจึงมีขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคตและที่ควรทําการศึกษาเพิ่มเติม ดังนี้ 

1. ศึกษาการดื้อยาในระดับโมเลกุลของ Salmonella  ใหครบตลอดหวงโซอาหาร สามารถใช
ประกอบการอธิบายเพ่ือหาขอสรุปของการแพรกระจาย S. enterica จากสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภค
มาสูคนในประเทศไทยวาเกิดขึ้นหรือไม  

2. ศึกษาความสัมพันธดานระบาดวิทยาในระดับโมเลกุลของ Salmonella ที่แยกไดจากสัตว อาหาร
ที่มาจากสัตวและคน สามารถใชประกอบการอธิบายเพ่ือหาขอสรุปของการแพรกระจาย S. enterica 
จากสัตวที่เล้ียงเพ่ือการบริโภคมาสูคน 

3. ศึกษากลไกการดื้อยาอื่นๆ ในแนวลึกตอไป เพ่ือเปนการพัฒนาเทคโนโลยีและความรูของประเทศ 
รวมทั้งไดขอมูลที่มีคุณคาและสามารถใชประโยชนไดมากขึ้น 
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ภาคผนวก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
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 

 
ยาปฏิชีวนะและสารเคมีอ่ืนๆ 
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  
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 
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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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Outputs ที่ไดจากโครงการ 
 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารระดับนานาชาติ 
1.1 Chuanchuen R, Ajariyakhajorn K, Koowatananukul C, Wannaprasat W, Khemtong S, 
Samngamnim S. 2010 Antimicrobial resistance and virulence genes in Salmonella enterica 
isolates from dairy cows. Foodborne Pathogen and Disease. 7(1):63-9. 
1.2 Wannaprasat, W., Padungtod, P. and Chuanchuen, R. Molecular characterization of   
multidrug-resistant serovars of Salmonella enterica from pork meat and humans. (Manuscript in 
preparation) 
 

2. การนําเสนอในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 
Wannaprasat, W., Padungtod, P and Chuanchuen, R. Molecular characterization of class 1, 2 
and 3 integrons in Salmonella isolates from pork and human in Thailand. The 7th International 
Symposium on Antimicrobial Agents and Resistance. March 18-20, 2009. Bangkok Convention 
Centre at Centralworld, Bangkok, Thailand.  
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