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บทที่  1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง

ในปจจุบันโรคติดเชื้อเปนโรคที่พบไดบอยและเปนปญหาสําคัญทางดานสาธารณสุขเปน
อยางมากโดยเฉพาะโรคติดเชื้อที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียกรัมลบในลําไส (enteric bacteria) ซ่ึงนับวัน
จะทวีความรุนแรงมากขึ้นเนื่องจากเชื้อสามารถเติบโตและปนเปอนไดทุกที่โดยเฉพาะบริเวณที่มี
ความชื้นสูง หรืออาจมีการปนเปอนจากสิ่งขับถายไปยังอาหาร และเครื่องดื่มไดงาย เชื้อที่พบในลํา
ไสสวนใหญจะเปนเชื้อในวงศ Enterobacteriaceae มักกอใหเกิดโรคอุจจาระรวงทั้งในคนและสัตว 
ปจจุบันไดมีการนําเอายาตานจุลินทรียมาใชในการยับยั้งเชื้อ หรือทําลายเชื้อเหลานี้อยางกวางขวาง
มากขึ้น ซ่ึงในระยะแรกๆ ของการใชยานั้นคอนขางจะไดผลดี ยาสามารถไปทําลายหรือยับยั้งการ
เจริญของเชื้อได แตตอมาไมนานก็พบวาเชื้อเร่ิมมีการดื้อตอยาปฏิชีวนะมากขึ้นและมีแนวโนมจะ
สูงขึ้นเรื่อยๆ กอใหเกิดปญหาตอการรักษาผูปวยตามมา  สําหรับสาเหตุของการดื้อยานั้นอาจมาจาก
หลายๆ ปจจัย ซ่ึงปจจัยหนึ่งที่เชื่อวาเปนสวนสําคัญที่ทําใหเชื้อแบคทีเรียดื้อตอยามากขึ้นคือ การใช
ยาปฏิชีวนะไมเหมาะสม หรือการใชยาเกินความจําเปนนั่นเอง โดยพบวา การศึกษาถึงลักษณะและ
ขนาดของปญหาการดื้อยานับวามีความสําคัญตอการวางแผนรักษาผูปวยของแพทย

โดยปกติเมื่อมีการใชยาปฏิชีวนะจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงมีการลดจํานวนเชื้อจุลินท
รียปกติ (normal microbiota) ของรางกาย เชน ในปาก ลําไส ผิวหนัง เปนตน ทําให          จุลินทรีย
ชนิดใหม หรือชนิดเดิมที่ดื้อยาเจริญและเพิ่มจํานวนขึ้นมาแทน (van der Waaij et al., 1986) การที่มี
เชื้อแบคทีเรียดื้อยาอยูในลําไสมีความสําคัญตอการแพทยเปนอยางมาก เหตุผลที่สําคัญคือ เชื้อที่อยู
ในลําไสเหลานี้อาจทําใหเกิดโรคไดเมื่อสภาวะรางกายออนแอ เชน อาจทําใหเกิดโรคติดเชื้อใน
ระบบปสสาวะ หรือโรคติดเชื้อในระบบอื่นๆ เนื่องจากวาไมทราบวาเชื้อที่กอโรคนั้นเปนเชื้อที่ดื้อ
ยาหรือไม ดังนั้นในการเลือกใชยาปฏิชีวนะจึงจําเปนจะตองทราบอัตราการดื้อยาเชื้อเหลานี้และเหตุ
ผลสําคัญอีกประการหนึ่งก็คือ ทางเดินอาหารเปนแหลงที่เชื้อแบคทีเรียสามารถเกิดการดื้อยาไดมาก
ที่สุดซึ่งอาจเกิดโดยการกลายพันธุหรือการไดรับยีนสดื้อยาจากแบคทีเรียอ่ืนๆ ในระบบทางเดิน
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อาหาร (O’ Brien et al., 1980) การศึกษาลักษณะความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อจุลินทรียปกติ
สามารถบอกถึงขนาดของปญหาการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียไดในระดับหนึ่ง (Nord et al., 1984) ใน
ระบบทางเดินอาหารจึงเหมาะที่จะใชในการศึกษามากกวาเชื้อจุลินทรียที่อาศัยอยูบริเวณอ่ืนของราง
กายเนื่องจากเชื้อจุลินทรียเหลานี้มีโอกาสไดสัมผัสกับยาที่รับประทานมากกวาโดยอาจสัมผัสกับยา
ที่เหลือจากการดูดซึมจากลําไสเขาสูรางกาย หรือสัมผัสกับยาที่ถูกขับออกทางน้ําดี หรือทางเยื่อบุ
ของลําไส ในทางเดินอาหารนั้นมีเชื้อ anaerobic bacteria อยูในปริมาณมากที่สุดโดยเฉพาะเชื้อกลุม 
Bacteroides (Hawkey, 1986) สําหรับเชื้อกลุม facultative anaerobic bacteria นั้นจะพบเชื้อในวงศ
Enterobacteriaceae ไดบอยที่สุด โดยเชื้อที่เกี่ยวของกับระบบทางเดินอาหารและเปนเชื้อที่พบได
บอยที่สุดก็คือ Escherichia coli ซ่ึงเปนเชื้อประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหารของมนุษย โดยปกติ
แลวเชื้อเหลานี้จะไมกอโรคตอมนุษยแตก็มีบางสายพันธุที่สามารถกอโรคไดเชนกัน โรคที่เกิดจาก
เชื้อ E. coli ที่พบไดบอยที่สุดคือ โรคอุจจาระรวง ดังนั้นการรักษาจึงตองใชยาที่ไปออกฤทธิ์ตอเชื้อ 
E. coli โดยตรง เชน ampicillin และ kanamycin แตพบวาเด็กสวนใหญจะมีเชื้อ E. coli ที่ดื้อตอยา 
ampicillin และ kanamycin ซ่ึงเชื้อเหลานี้นี่เองที่จะทําหนาที่เปรียบเสมือนแหลงของยีนสดื้อยาที่
สามารถถายทอดไปใหเชื้อกอโรคตัวอ่ืนๆ เชน Shigella, Salmonella รวมทั้ง E. coli ชนิดอื่นที่กอ
โรคดวย (Tauxe et al., 1989)

 Integron เปนกลุมของยีนสที่พบวาเกี่ยวของอยางมากกับการดื้อยาหลายชนิดใน
แบคทีเรียโดยเฉพาะ class 1 integron นั้นพบมากใน Enterobacteriaceae (Leverstein- van Hall et 
al., 2002) มีรายงานตรวจพบ class 1 integron ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาล
ตางๆ ทั่วโลก (Reyes et al., 2003; Ahmed and Shimamoto, 2004; Heir et al., 2004; Mathai et al., 
2004; Nijssen et al., 2005) ยิ่งไปกวานั้น Skurnik และคณะ (2005) ไดทําการศึกษา integron ในเชื้อ 
E. coli ที่แยกไดจากคนสุขภาพดี 3 กลุม ซ่ึงไมไดรับยาปฏิชีวนะมาเปนเวลาอยางนอย 1 เดือน พบ
วา integron เกี่ยวของกับการดื้อยาของเชื้อ E. coli กลุมนี้ดวย

สําหรับการศึกษานี้จึงเปนการศึกษาเพื่อแสดงใหเห็นถึงอุบัติการของเชื้อดื้อยา แบบแผน
การดื้อยา และ class 1 integron ของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากอุจจาระของผูปวยที่เขามาทําการรักษา
โรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารที่โรงพยาบาลสงขลานครินทร และเชื้อ E. coli ที่แยกไดจาก
อุจจาระของคนปกติทั่วไปที่มีสุขภาพดีใน อําเภอ หาดใหญ จังหวัดสงขลา เพื่อจะใชเปนแนวทางใน
การเฝาระวังเชื้อดื้อยาและการพิจารณาเลือกใชยาที่เหมาะสมไดในอนาคต
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ตรวจเอกสาร

1. แบคทีเรียกรัมลบในลําไส (Enteric bacteria)
หมายถึง แบคทีเรียกรัมลบรูปรางเปนแทง ปลายมน เติบโตไดดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการ

เติมเลือด โคโลนีมีขนาดใหญประมาณ 3-5 มิลลิเมตร ขอบเรียบ ตรงกลางมีลักษณะนูน รอบๆโคโล
นีอาจเห็นเปนวงใสๆเนื่องจากเชื้อบางชนิดมีเอนไซมที่สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงได เมื่อนํามา
เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อธรรมดา เชน nutrient agar ขนาดของโคโลนีอาจแตกตางกันแลวแต
สกุลของเชื้อ บางชนิดมีโคโลนีลักษณะเปนเมือก เชน สกุล Klebsiella สําหรับเชื้อแบคทีเรียที่พบใน
ระบบทางเดินอาหารสวนใหญแลวจะหมายถึงแบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae นอกจากนี้ยังมี
แบคทีเรียในวงศ Vibrionaceae, Pseudomonaceae สําหรับเชื้อในวงศ Enterobacteriaceae ไมมี
เอนไซม oxidase ไมมีสปอร บางชนิดมี capsule สวนใหญเคลื่อนที่ไดดวย flagella ที่มีอยูรอบตัว 
เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 oC แบคทีเรียกลุมนี้จะพบไดทั่วไปในน้ํา ในดิน พืชผัก ผลไม รวมทั้งในลํา
ไสของคนและสัตว สามารถปนเปอนไดทั่วทุกที่โดยเฉพาะบริเวณที่มีความชื้น หรือมีการปนเปอน
จากสิ่งขับถาย เชน สวม หรือ ภาชนะ จึงเปนสาเหตุของการปนเปอนในน้ํา อาหาร เครื่องดื่ม ยา
รักษาโรค และเครื่องสําอาง (Rowe and Gross, 1984; Eisentein, 1995) โดยปกติระบบทางเดิน
อาหารของคนตั้งแตหลอดอาหารถึงปลายกระเพาะอาหารเปนบริเวณที่ไมมีเชื้อแบคทีเรียอาศัยอยู
เลย ในลําไสเล็กสวนตนก็จะพบไดในปริมาณนอย แตจะพบมากในลําไสเล็กสวนลางและตลอดลํา
ไสใหญ เชื้อแบคทีเรียที่เปนเชื้อประจําถ่ินที่พบไดบอยที่สุดคือ เชื้อ E. coli  (Eisentein, 1995) นอก
จากนี้ก็ยังมีแบคทีเรียบางชนิดซึ่งปกติไมพบในลําไส แตสามารถกอใหเกิดโรคไดหากไดรับเขาไป
ในทางเดินอาหาร โดยอาจปนเปอนอยูในอาหารหรือน้ําดื่ม ไดแก Shigella, Salmonella และ  
Yersinia หากไดรับเชื้อดังกลาวนี้เขาไปก็มักกอใหเกิดโรคอุจจาระรวง (diarrhea) ตามมา (อรพินท, 
2541)

สําหรับเชื้อ E. coli นั้นนอกจากจะเปนเชื้อประจําถ่ินที่พบมากที่สุดในระบบทางเดิน
อาหารแลว ปจจุบันยังพบวาเชื้อ E. coli บางชนิดสามารถทําใหเกิดโรคที่เกี่ยวกับระบบทางเดิน
อาหารไดเชนกัน (อรอนงค, 2541) เชื้อ E. coli ที่เปน pathogen นอกจากจะกอใหเกิดโรคกับระบบ
ทางเดินอาหารแลวยังกอใหเกิดโรคติดเชื้อในระบบอื่นๆ เชน ไสติ่งอักเสบ (appendicitis) เยื่อบุชอง
ทองอักเสบ แผลติดเชื้อ โลหิตติดเชื้อ (septicemia) ไตติดเชื้อ ไตวายเนื่องจากติดเชื้ออยางรุนแรง 
รวมทั้งการติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) เปนตน (Eisentein, 1995; Farmer, 1995)

สมาชิกในวงศ Enterobacteriaceae นั้นกําลังเปนปญหาที่สําคัญทางการแพทยโดยเฉพาะ
เชื้อ E. coli ที่เปน pathogen เนื่องจากปจจุบันพบวาอัตราการติดเชื้อและอัตราการแพรกระจายของ
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เชื้อเพิ่มมากขึ้นอยางรวดเร็ว รวมทั้งสภาวะการดื้อยาของเชื้อกลุมนี้ก็กําลังทวีความรุนแรงมากขึ้นดัง
จะเห็นไดจากรายงานการดื้อยาของเชื้อ E. coli ที่เพิ่มขึ้นทุกปไดแก ประเทศไนจีเรีย อังกฤษ และ
ไทย (อรพินท, 2541; Okeke et al., 2000; Leverstein-van Hall et al., 2002; Shannon and French, 
2004) ซ่ึงไมเพียงแตเชื้อ E. coli เทานั้นที่มีอัตราการดื้อยาเพิ่มขึ้นยังพบวาเชื้อตัวอ่ืนๆ ที่อยูในวงศ
Enterobacteriaceae ก็มีการพัฒนาความสามารถในการดื้อยาเพิ่มมากขึ้นดวย เชน  Enterobacter spp. 
และ Klebsiella spp. จึงจําเปนจะตองหาวิธีการปองกันการติดเชื้อ ตลอดจนหาวิธีรักษาโรคที่เกิด
จากการติดเชื้อกลุมนี้ ซ่ึงจะชวยทําใหการวินิจฉัยและรักษาโรคอยางถูกตองเหมาะสมเพื่อที่จะไดให
การรักษาผูปวยอยางทันทวงทีและจะไดควบคุมปองกันไมใหสภาวะการดื้อยาของเชื้อแพรกระจาย
เพิ่มมากขึ้น ซ่ึงจะสงผลกระทบตอการรักษาผูปวยและทําใหยากตอการควบคุมดูแลมากยิ่งขึ้น

1.1 ชนิดของเชื้อ Enterobacteriaceae
Forbes และ คณะ (2002) ไดจําแนกเชื้อวงศ Enterobacteriaceae ที่มักกอใหเกิดโรคในคน

และสัตวออกเปน genus และ species ตางๆ ดังตารางที่ 1
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ตารางที่ 1 ชนิดของเชื้อ Enterobacteriaceae (Forbes et al., 2002)

2. Escherichia coli
E. coli เปนแบคทีเรียประจําถ่ิน (normal flora) ที่พบไดบอยอยูในลําไสคนและสัตว 

(Schroeder et al., 2002) โดยเชื้อ E. coli สวนใหญจะไมกอโรคในคน แตก็มีเชื้อ E. coli บางสาย
พันธุที่กอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารและระบบอื่นของรางกายไดทั้งในคนและสัตว โดย
สวนใหญพบวามีการปนเปอนของเชื้อลงในอาหารและน้ําดื่ม

2.1 ลักษณะรูปรางและสรีรวิทยา (Doyle, 1989)
E. coli เปนแบคทีเรียกรัมลบรูปแทง (rod shape) มีขนาดตั้งแต 1.1-1.5x2.0-6.0 

ไมโครเมตร สายพันธุสวนใหญเคลื่อนที่ได (motile) โดยอาศัย flagella ที่มีอยูรอบตัว (รูปที่ 1) ไม
สรางสปอร (non-spore forming) สามารถเจริญไดทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน (aerobe) และสภาวะที่

Genus Species

1. Escherichia coli

2. Shigella dysenteriae, flexneri, boydii, sonnei

3. Salmonella all serotypes

4. Yersinia pestis, enterocolitica, frederiksenii, intermedia, pseudotuberculosis

5. Citrobacter freundii, koseri, amalonaticus

6. Klebsiella pneumoniae, ozaenae, oxytoca

7. Proteus mirabilis, vulgaris, penneri

8. Providencia rettgeri, stuartii

9. Serratia marcescens, liquefaciens

10. Edwardsiella tarda

11. Hafnia alvei

12. Morganella morganii, subsp. morganii

13.  Enterobacter aerogenes, cloacae, agglomerans, gergoviae, sakazakii, amnigenus
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ไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) ปกติสามารถเจริญบนอาหารธรรมดาที่ใชในหองปฏิบัติการที่
ชวงอุณหภูมิ 7 - 46 oC  pH ของอาหารตั้งแต    4.4 - 10 มี capsule บางๆ หุมอยูรอบตัวทําใหเชื้อทน
ตอสภาพแวดลอมตางๆไดดี เชน มีชีวิตอยูตามเสื้อผาแหงและในฝุนละอองไดหลายวัน อยูในน้ําได
นานหลายสัปดาห แตถูกทําลายเมื่อตมที่ 60 oC นาน 30 นาที

รูปท่ี 1 ลักษณะรูปรางของเชื้อ E. coli (Doyle and Cliver, 1990)

2.2 อนุกรมวิธานของเชื้อ (Classification) (Bertchinger and Fairbrother, 1999)
Escherichia coli เปนสกุลที่ตั้งชื่อตามผูเชี่ยวชาญทางโรคเด็กชาวเยอรมันคือ Theodor 

Escherichia จัดอยูใน Family Enterobacteriaceae, Tribe Escherichiea, Genus Escherichia, Species 
coli เชื้อในสกุลนี้มีหลาย serotype และหลาย biotype ดังนั้นในการจําแนกจึงตองอาศัยลักษณะตาม
คุณสมบัติของแอนติเจน

2.3 คุณสมบัติของแอนติเจน (อรอนงค, 2541)
แอนติเจนของ E. coli มีอยูหลายชนิด คือ
- Somatic antigen (O-antigen) เปนสารประกอบ lipopolysaccharide พบอยูในชั้นของ

ผนังเซลล มีคุณสมบัติทนความรอนถึง 121 oC ทนกรดออนและแอลกอฮอล ปจจุบันมีอยูประมาณ 
171 ชนิด

- Capsule antigen (K-antigen) เปนสารประกอบ polysaccharide มักพบหอหุมเซลลเชน 
capsule, envelope หรือ fimbriae ที่หุมตัวแบคทีเรียและคลุม O-antigen ทําใหเชื้อไมสามารถเกาะ
กลุมกันในแอนติซีรัม O ยกเวนเสียแตทําลาย K-antigen เสียกอนโดยการตมที่ 100 oC นาน 2.5 ช่ัว
โมง หรือที่ 121 oC นาน 2 ช่ัวโมง ปจจุบันพบอยูประมาณ 100 ชนิด
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- Flagella antigen (H-antigen) เปนสวนของ flagella ประกอบดวย protein ที่เรียกวา 
flagellin ถูกทําลายที่อุณหภูมิ 100 oC สายพันธุที่ไมเคลื่อนไหวจะไมพบ H-antigen ปจจุบันพบแลว 
56 ชนิด

Antigen O, K และ H มีคุณสมบัติทางกายภาพและภูมิคุมกันวิทยาที่แตกตางกัน ดังนั้นใน
การจําแนก และการแยก serotype ของเชื้อก็จะขึ้นอยูกับชนิดของแอนติเจนเหลานี้ เชน E. coli 
O157:H7, O6:K15:H16, O142:H6, O29:H7/30/32, O119:H5/H6 และO128:H7/12/21 เปนตน

2.4 คุณสมบัติดานชีวเคมีและการเจริญ
E. coli มีคุณสมบัติทางชีวเคมีที่หลากหลายดังนั้นจึงนิยมใชคุณสมบัตินี้เปนหลักในการ

จําแนกชนิดของเชื้อ E. coli ออกจากเชื้อตัวอ่ืนๆในวงศ Enterobacteriaceae โดยทั่วไปเชื้อ E. coli 
จะสามารถเติบโตไดทั้งในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนหรือมีออกซิเจนอยูนอย (facultative anaerobe) 
ใหผลการทดสอบ catalase เปนบวก ใหผลการทดสอบ oxidase เปน ลบและใหผลการทดสอบ 
IMViC test เปน + + - - และ - + - - เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร MacConkey agar (MAC) ซ่ึงเปน 
differential medium จะใหโคโลนีสีชมพูหรือแดงเนื่องจากการ ferment น้ําตาล lactose และเมื่อ
เพาะเลี้ยงบนอาหาร Eosin methylene blue (EMB) ซ่ึงเปน selective medium จะใหโคโลนีสีดํามี
ลักษณะสะทอนแสงแวววาวที่เรียกวา metallic sheen สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการจําแนกเชื้อ
ในวงศ Enterobacteriaceae เบื้องตนนั้นนิยมใชคุณสมบัติการ ferment น้ําตาลที่แตกตางกันของเชื้อ
โดยเฉพาะอยางยิ่งน้ําตาล lactose จึงมีผูพยายามดัดแปลงอาหารโดยการเติมน้ําตาลตางๆ และสาร
เคมีลงไปพรอมทั้งอินดิเคเตอร เชน phenol red, methyl red, bromthymol blue เปนตน เพื่อดูการ
เปลี่ยนแปลงของ pH การเกิด H2S และการใชน้ําตาล (Rowe and Gross, 1984) สําหรับการทดสอบ
ทางชีวเคมีเพื่อใชในการจําแนกเชื้อ E. coli มีการทดสอบตางๆ ดังตารางที่ 2
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ตารางที่ 2. ผลการทดสอบชีวเคมีของเชื้อ E. coli  (Forbes et al., 2002)

2.5 E. coli ท่ีกอโรค (อรอนงค, 2541)
เชื้อ E. coli ที่กอใหเกิดโรคอุจจาระรวง (diarrhoeagenic E. coli) ในคนแบงไดเปน 5 กลุม

ตามกลไกการกอโรคดังนี้
2.5.1 Enterotoxigenic E. coli (ETEC) กอโรคอุจจาระรวงในผูปวยทุกกลุมอายุ แตจะพบ

มากในเด็กที่อายุต่ํากวา 5 ป และในผูเดินทางไปยังประเทศที่กําลังพัฒนา ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวง
ที่เรียกวา Traveller diarrhea เกิดโรคโดยการรับประทานอาหารหรือดื่มน้ําที่มีการปนเปอนของเชื้อ 

การทดสอบ ผล
Lactose fermentation +
Indole production +
Methyl red +
Voges-Proskauer -
Citrate  utilization -
Motility test +
Lysine  decarboxylase test +
TSI A/A, G+

H2S -
Urea hydrolysis -
Acetate utilization +
Cetrimide -
ONPG test +
Phenylalanine deaminase -
Sucrose fermentation +
Mannitol  fermentation +
Glucose  fermentation +
Dextrose  fermentation + , G+

NO3 reduction + , G-

G+ =  เกิด gas, G- =  ไมเกิด gas
A/A = acid butt / acid slant
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ปจจัยที่ทําใหสามารถกอโรคของเชื้อคือเชื้อจะมี colonization factor antigen (CFA) ที่อยูบนผิวของ 
fimbriae ทําใหเกาะ (colonize) ที่ผิวของเซลลเยื่อบุลําไสเล็ก แลวสรางสารพิษ (enterotoxin) ออกมา
ทําลายเซลลเยื่อบุลําไส สารพิษที่สําคัญตอการกอโรคมี 2  ชนิดคือ

- Heat-labile toxin (LT) เปนโปรตีนโมเลกุลใหญ ขนาด 84 kilodalton มีคุณสมบัติเปน
แอนติเจน แตถูกทําลายที่อุณหภูมิ 65 oC มีคุณสมบัติเหมือนสารพิษจากเชื้ออหิวาต (cholera toxin) 
และถูก neutralize ไดดวย antibody ตอ cholera toxin โครงสรางของสารพิษประกอบดวย A 
subunit 1 หนวย และ B subunit 5 หนวย โดย B subunit จะเขาเกาะกับ receptor ที่อยูบนผนังเซลล
ของเยื่อบุลําไสเล็ก จากนั้น A subunit จะเขาสูภายในเซลล กระตุนเอนไซม adenyl cyclase ภายใน 
epithelial cell toxin ทําใหเกิดมีการคั่งของ cyclic adenosine monophosphate (c-AMP) ยังผลใหมี
การหลั่งสารน้ําและโซเดียมเขาไปในลูเมนของลําไสกอใหการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลโดยมีการ
ขับน้ําและเกลือแรตางๆ ออกมาสูระบบทางเดินอาหารเปนจํานวนมากทําใหเกิดอาการอุจจาระรวง
คลายอหิวาตกโรค

- Heat-stable toxin (ST) เปนโปรตีนโมเลกุลเล็ก ขนาดนอยกวา 5 kilodalton มีคุณสมบัติ
เปนแอนติเจนที่ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 65 oC 15 นาที กอใหเกิดโรคดวยกลไกที่ตางจากสารพิษ
ชนิด LT โดย ST กระตุนการทํางานของเอนไซม guanylate cyclase ในเซลลเยื่อบุลําไสเล็ก เกิดการ
คั่งของ cyclic guanosine monophosphate (cGMP)  ทําใหเกิดการหล่ังสารน้ําและโซเดียมจากลําไส
ซ่ึงสามารถทดสอบฤทธิ์ของสารพิษไดใน suckling mouse intestine

เชื้อ ETEC บางสายพันธุ เชน O6:K15:H16, O15:H11, O73:H45, O115:H51 และ
O168:H16 เปนตน จะมีการสรางสารพิษชนิด LT หรือ ST เพียงชนิดเดียวเทานั้นแตบางสายพันธุ
สามารถสรางสารพิษไดทั้ง 2 ชนิด

อาการทางคลินิก คือ ผูปวยมีไขต่ํา คล่ืนเหียน ปวดเกร็งในชองทอง และถายอุจจาระเหลว
เปนน้ํา (watery diarrhea) อาการรุนแรงคลายอหิวาตกโรค

2.5.2 Enteroinvasive E. coli (EIEC) กอโรคอุจจาระรวงในผูปวยทุกกลุมอายุ โดยการรับ
ประทานอาหารที่ปนเปอนเชื้อ EIEC ไมสราง enterotoxin (LT, ST) เหมือนเชื้อกลุม ETEC แตผู
ปวยมีอาการและกลไกการเกิดโรคคลายโรคบิดที่เกิดจาก Shigella คือเชื้อมี invasive virulence 
factor ซ่ึงถูกควบคุมโดยยีนสที่อยูบน plasmid ทําใหเชื้อสามารถสังเคราะหโปรตีน (invasive 
protein) ชวยใหเชื้อสามารถแทรกตัวเขาไปใน epithelial cell ของลําไสใหญ เชื้อแบงตัวและเพิ่ม
จํานวนขึ้นมากภายในเซลลทําใหเซลลแตก เชื้อจะลุกลามไปยังเซลลขางเคียงเกิดการทําลายเซลล
บริเวณนั้นมากขึ้น ทําใหลําไสเปนแผลและเกิดการอักเสบที่บริเวณนั้น ผูปวยจึงมีอาการปวดบิด
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อยางแรง ถายเปนมูกเลือด มีไขสูง และตรวจพบเม็ดเลือดขาวจํานวนมากในอุจจาระ นอกจากติดตอ
ทางอาหารแลวเชื้ออาจติดตอโดยตรงจากผูปวยไปยังผูอ่ืน

เชื้อ EIEC นอกจากกอโรคโดยกลไกที่คลายกับ Shigella แลวยังมีลักษณะโคโลนีและการ
ทดสอบทางชีวเคมีที่คลายกันมากคือ โคโลนีกลม ขนาดเล็ก ไมใชน้ําตาล lactose ยอยสลาย glucose 
แตไมเกิดแกส การทดสอบ lysine decarboxylase ไดผลลบ นอกจากนี้ยังสามารถทําใหเกิดผลบวก
ปลอม (cross agglutination) กับน้ําเหลืองที่ใชในการตรวจเชื้อ Shigella การตรวจวินิจฉัยเชื้อ EIEC 
จึงอาจเกิดการผิดพลาดในการวินิจฉัยหาสาเหตุของโรคได

2.5.3 Enteropathogenic E. coli (EPEC) เปนสาเหตุสําคัญของโรคอุจจาระรวงในเด็กแรก
เกิดอายุต่ํากวา 18 เดือน (infantile diarrhea) มักพบการระบาดของเชื้อ EPEC ในหองเล้ียงเด็กในโรง
พยาบาลและสถานรับเลี้ยงเด็ก เชื้อ EPEC ไมสราง enterotoxin ไมมี invasive virulence factor กล
ไกการกอโรคยังไมทราบแนชัด จากการศึกษาทาง histopathology ของลําไสทารกและผูปวยที่ปวย
ดวย EPEC มักพบแบคทีเรียเขาเกาะที่เยื่อบุผนังลําไส (enterocyte) มีการทําลาย microvilli brush 
border  ของเยื่อบุผนังลําไส เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสรางของเซลล (cytoskeleton) ภายใน
เซลลมี microfilament เกิดขึ้นมากมายบริเวณเชื้อเขาเกาะเซลล เยื่อบุผนังลําไสจะยื่นสวนของเซลล
ออกมาลอมรอบแบคทีเรียและกลืนแบคทีเรีย (engulfment) เขาไปในเซลล โดยไมพบรองรอยของ
การแทรกผานเขาไปในเซลล เปนที่คาดวาคุณสมบัติการเกาะ membrane ดังกลาวซึ่งเรียกวา entero 
adherence factor (EAF) เกี่ยวของกับการทําใหเกิดโรคกับ E. coli ในกลุมนี้

2.5.4 Enteroaggregative E. coli (EaggEC) เปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงและปญหาใน
เด็กเล็ก โดยเฉพาะอายุต่ํากวา 1 ป เด็กมีอาการคลื่นไส อาเจียน ถายเหลวเปนน้ํา คุณสมบัติพิเศษ
ของเชื้อคือ สามารถเขาเกาะกับเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง Hep-2 cell หรือ HeLa cell ดวยรูปแบบ 
aggregative (AA) จากการทดลองในสัตวพบวา สามารถสราง EaggEC heat stable-enterotoxin 
(EAST) ซ่ึงมีโมเลกุลเล็ก แตมีความแตกตางจาก enterotoxin ชนิด ST ของเชื้อ ETEC กลไกของ
สารพิษยังไมทราบแนชัด

2.5.5 Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงที่เรียกวา 
hemorrhagic colitis นอกจากนั้นยังกอใหเกิดโรคแทรกซอนคือ hemolytic uremic syndrome (HUS) 
เชื้อในกลุมนี้เชน E. coli O157:H7, O26:H11, O111:NM แตที่มีความสําคัญมากคือ O157:H7 เนื่อง
จากมีการระบาดของเชื้อนี้อยูเสมอในทวีปอเมริกา ทวีปยุโรป และในประเทศญี่ปุน เชื้อ EHEC จะ
ใช fimbriae เขาเกาะกับเยื่อบุผนังลําไสตรงสวน caecum และ colon แลวสรางสารพิษ (cytotoxin) ที่
มีคุณสมบัติคลาย Shiga toxin ที่สรางจาก Shigella dysenteriae type1 จึงเรียกสารพิษนี้วา Shiga-like 
toxin (Griffin, 1995) เมื่อนําสารดังกลาวมาทดสอบกับเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงชนิด Vero cell  (American 
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monkey kidney cell) พบวาสารพิษสามารถทําลายเซลลจึงเรียกสารพิษอีกอยางหนึ่งวา Verotoxin 
(VT) ปจจุบันพบวาสารพิษมี 2 ชนิดคือ

- Verotoxin 1 (VT1) หรือ Shiga-like toxin 1 (SLT1) มีคุณสมบัติเหมือน Shiga toxin 
ของเชื้อ S. dysenteriae type 1 และสามารถถูก neutralize ไดดวย antiserum ตอ shiga toxin

- Verotoxin 2 (VT2) หรือ Shiga-like toxin 2 (SLT2) แตกตางจาก VT1 โดยท่ีไมถูก 
neutralize ดวย antiserum ตอ Shiga toxin

เชื้อ EHEC บางสายพันธุสรางสารพิษชนิด SLT1 หรือ SLT2  แตบางสายพันธุสรางไดทั้ง 
SLT1 และ SLT2

การเกิดโรคของเชื้อ EHEC เกิดไดในทุกชวงอายุแตในเด็กเล็กและผูสูงอายุมีความเสี่ยงกอ
ใหเกิดโรคและอาการรุนแรงมากกวา เชื้อปริมาณ 10 เซลลสามารถทําใหเกิดโรคได ระยะฟกตัวของ
เชื้อประมาณ 3-9 วัน ผูที่ติดเชื้ออาจมีหรือไมมีอาการ และอาการตั้งแตนอยไปจนถึงรุนแรงและทํา
ใหเสียชีวิตได การรักษาโดยการใหน้ําหรือเกลือแรทดแทนสิ่งที่รางกายสูญเสียและรักษาตามอาการ 
การใหยาปฏิชีวนะไมไดชวยใหอาการดีขึ้นเร็ว สวนใหญผูปวยจะมีอาการดีขึ้นภายใน 2 สัปดาห 
และหายเองในที่สุด ยกเวนผูปวยเด็กและผูสูงอายุที่เกิดอาการไตวาย อาการรุนแรงและถึงตายได 
แหลงแพรกระจายของเชื้อสวนใหญพบในสัตวเทากีบ เชน วัว ควาย แพะ และ แกะ นอกจากนี้ยัง
พบในหมูและไกงวง ตรวจพบเชื้อทั้งในสัตวที่มีสุขภาพแข็งแรงดีและสัตวที่มีอาการของอุจจาระ
รวง การติดเชื้อมาสูคนโดยการรับประทานอาหารที่ประกอบจากเนื้อสัตวที่ปนเปอนเชื้อ (van den 
Bogaard et al., 2001)

โรคอุจจาระรวงที่เกิดจากเชื้อ E. coli กอโรคเหลานี้สามารถตรวจพบไดทั่วไป โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในกลุมประชากรที่มีสุขอนามัยรางกายไมดีหรือมีลักษณะการอุปโภคบริโภคที่ไมไดมาตร
ฐาน เชน ในเด็กเล็ก หรือในกลุมผูใหญที่ขาดความรูเร่ืองสุขอนามัยที่ดี (Ahmed and Shimamoto, 
2004) ซ่ึงสวนมากแลวมักจะพบในประเทศที่กําลังพัฒนาและประเทศที่ดอยพัฒนา สาเหตุของการ
เกิดโรคนี้มักเกิดจากการไมระวังดานการสุขาภิบาลและอนามัยสวนบุคคลที่ดีพอสงผลใหเกิดการ
แพรกระจายของเชื้อโรค (Rappelli et al., 2005) โดยกลุมที่มีอนามัยสวนบุคคลต่ํา เชน ในเด็กจะมี
การแพรกระจายของเชื้อโดยตรงจากนิ้วมือที่เปอนอุจจาระไปจับตองของใชรวมกัน ดังนั้นการ
ระบาดจะเกิดกับผูที่อาศัยอยูในครอบครัวเดียวกัน สําหรับการระบาดในประเทศที่พัฒนาแลวหรือ
กลุมที่มีอนามัยสวนบุคคลดี การเกิดโรคมักเกิดจากการกินอาหารที่มีการปนเปอนของเชื้อปนอยู 
โดยผูปรุงอาหาร หรือแมลงวัน แมลงหวี่เปนตัวนําเชื้อมาปนเปอนโดยตรง หรืออาจเกิดจากการนํา
วัตถุดิบที่ไมมีคุณภาพมาใช (van den Bogaard et al., 2001)
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บางครั้งพบวาการระบาดอาจเกิดจากผลิตภัณฑ เครื่องดื่ม เครื่องใชที่ไมสะอาด หรือการ
ไดรับความรอนไมเพียงพอ เชน เนื้อบดในแฮมเบอรเกอรหากใหความรอนไมพอก็จะยังคงมีเชื้อ
ปะปนอยู หรือในน้ํานมวัว แพะ แกะ อาจมีการปนเปอนดวยเชื้อนี้ระหวางการรีดนม แตอุณหภูมิ
พาสเจอรไรซก็สามารถทําลายเชื้อนี้ได ดังนั้นองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา จึง
ไดกําหนดใหมีการตรวจสอบคุณภาพของอาหาร เครื่องดื่ม เครื่องสําอาง ตลอดจนยารักษาโรค ให
ไดมาตราฐานเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค เชน กําหนดใหการปรุงแฮมเบอรเกอรตองใช
อุณหภูมิภายในถึง 80 0C และมีการตรวจสอบคุณภาพน้ําดื่ม น้ําใชตลอดจนน้ําผลไมชนิดตางๆ จะ
ตองไดตรงตามที่มาตรฐานกําหนดไวจึงจะสามารถจําหนายได (Mermelstein et al., 1993)

2.6   อัตราความชุกของโรคที่เกิดจากเชื้อ E. coli
โรคอุจจาระรวง จัดเปนโรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารที่สําคัญ สาเหตุมักเกิดจากการ

ติดเชื้อแบคทีเรียกรัมลบในวงศ Enterobacteriaceae โดยเฉพาะเชื้อ E. coli ที่เปน pathogen ซ่ึงเปน
ปญหาสําคัญทางดานสาธารณสุขเปนอยางมาก (Du et al., 2005) ดังจะเห็นไดวาในประเทศที่กําลัง
พัฒนา ถึงแมอัตราความชุกของโรคนี้จะแตกตางกันไปในแตละแหง แตก็เปนโรคที่ทําใหเกิดอัตรา
การเจ็บปวยและอัตราการตายในผูปวยเด็กไดไมนอยเชนกัน (Rappelli et al., 2005) จากรายงานใน
ประเทศออสเตรเลียตรวจพบเชื้อ E. coli จากตัวอยางอุจจาระผูที่ติดเชื้อจากระบบทางเดินอาหารได
บอยที่สุด (12.8%) (Robins-Browne et al., 2004)

สําหรับในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงในผู
ปวยจํานวน 601 ราย ที่โรงพยาบาลสงขลานครินทรในชวงเดือนกุมภาพันธถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 
2534 พบวาเชื้อกลุม Enterotoxigenic E. coli (ETEC) และ Enteropathogenic E. coli (EPEC) เปน
สาเหตุของโรคอุจจาระรวง 5.5% และ 1.3% ตามลําดับ (Jaruratanasirikul and Kalnauwakul, 1991) 
แตจากรายงานของ Echeverria และคณะ (1993) พบวา E. coli เปนสาเหตุโรคอุจจาระรวงถึง 13.0%

2.7    การวินิจฉัย (นรีกุล และคณะ, 2526)
การวินิจฉัยโรคนั้นอาศัยอาการทางคลินิก นอกจากอาศัยอาการที่ตรวจพบแลวยังตอง

อาศัยการตรวจสนับสนุนจากหองปฏิบัติการดวย ตัวอยางสงตรวจคือ อุจจาระซึ่งจะพบเชื้อจํานวน
มากในอุจจาระสวนมูกเลือด แตเชื้อจะตายไดงายเมื่ออยูนอกรางกาย ดังนั้นการเก็บอุจจาระสงตรวจ
ตองใชอุจจาระที่ถายใหมๆ รีบสงหองปฏิบัติการเพื่อเพาะเชื้อโดยเร็วที่สุด แตหากไมสามารถสง
หองปฏิบัติการไดจะตองใสเชื้อไวใน transport medium เชน buffered glycerol saline การแยกเชื้อที่
สําคัญมีดังนี้
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- การตรวจอุจจาระถาดูอุจจาระสดๆ จะเห็นมูกเลือดแยกจากเนื้ออุจจาระ เลือดมักจะมีสี
แดง มีกล่ินคาว แตไมเหม็นเนา ดูดวยกลองจุลทรรศนจะพบวา มีเม็ดเลือดขาวและแบคทีเรียจํานวน
มาก

- การแยกเชื้อจากอุจจาระควรเพาะลงอาหารเลี้ยงเชื้อทันที เพราะเชื้ออาจตายงายถาแหง
ทิ้งไวนานเกินไป การเลือกใชอาหารเพาะเชื้อก็ตองเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีสารยับยั้งการเจริญ
มาก อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชสําหรับแยกเชื้อ E. coli จากสิ่งสงตรวจหรือที่ไดจาก rectal swab ไดแก 
MacConkey agar (MCA) และ Eosin methylene blue agar (EMB) ลักษณะโคโลนีของเชื้อ E. coli
บนอาหาร MCA จะใหโคโลนีสีชมพูหรือแดงเนื่องจากการ ferment น้ําตาล lactose ขณะที่โคโลนี
บนอาหาร EMB จะใหโคโลนีสีดํามีลักษณะสะทอนแสงแวววาวที่เรียกวา metallic sheen

- การพิสูจนชนิด โดยใชการทดสอบทางชีวเคมีและการทดสอบโดยใชคุณสมบัติของ
แอนติเจนในการจําแนกเชื้อ E. coli ในการจําแนกหา serotype

2.8   การรักษา
ผูปวยที่รับเชื้อ E. coli เขาไปโดยเฉพาะในเด็กและผูสูงอายุจะมีภาวะขาดน้ําซึ่งมีผลมา

จากการสูญเสียน้ําจากการขับถายและการอาเจียน จัดวาเปนสิ่งสําคัญที่จะตองไดรับการทดแทนโดย
ทันที สําหรับรายที่มีการสูญเสียน้ําระดับเล็กนอยถึงปานกลางควรใหดื่มน้ําเกลือตั้งแตเร่ิมมีอาการ
ถายอุจจาระเหลว และในรายที่มีการขาดน้ําอยางรุนแรงควรใหสารน้ําทางหลอดเลือดดําเขาไปทด
แทนทันที (Dupont, 1995) ในผูปวยที่มีอาการไมคอยรุนแรงอาจไมจําเปนตองใหยาตาน            จุลิ
นทรีย แตอยางไรก็ตามการใหยาตานจุลินทรียก็เปนประโยชนในการรักษาผูปวยที่ติดเชื้อ E. coli
ไดในระดับหนึ่งก็คือยาจะไปชวยลดอาการไข ลดจํานวนเชื้อ และชวยลดระยะเวลาในการรักษาตัว
ของผูปวย ทําใหผูปวยหายปวยเร็วขึ้น สําหรับยาตานจุลินทรีย ที่ควรเลือกใชในรายที่เชื้อไวตอยาคือ 
ampicillin และ kanamycin แตปจจุบันพบวาในเด็กสวนใหญจะมีเชื้อ E. coli ที่ดื้อตอยา ampicillin 
และ kanamycin ที่นํามาใชในการรักษา จึงมีการจํากัดการใชยาตานจุลินทรียโดยจะใชรักษาเฉพาะ
ในรายที่มีอาการรุนแรงเทานั้น แตอยางไรก็ตามพบวาโรคอุจจาระรวงที่เกิดจากเชื้อ E. coli ในลําไส 
นี้สามารถถายทอดจากบุคคลหนึ่งไปยังอีกบุคคลหนึ่ง จึงนิยมใชยาตานจุลินทรียที่ไปออกฤทธิ์ตอ
เชื้อ E. coli โดยตรง ซ่ึงเชื้อเหลานี้จึงเปรียบเสมือนแหลงของยีนสดื้อยาที่สามารถถายทอดไปใหเชื้อ
กอโรคอื่นๆ เชน Salmonella, Shigella รวมทั้ง E. coli ชนิดอื่นที่กอโรคดวย (Tauxe et al., 1989)

2.9   การปองกันและควบคุมโรค
ในการปองกันการแพรกระจายของโรคอุจจาระรวงที่เกิดจากเชื้อ E. coli นั้น ควรแยกผู

ปวยไวในกลุมโรคติดตอที่เกี่ยวกับระบบทางเดินอาหาร (enteric isolation) จนกวาตรวจไมพบเชื้อ
ในอุจจาระ สําหรับอุจจาระควรมีการทําลายเชื้อโดยใชน้ํายาฆาเชื้อเสียกอน เสื้อผาและเครื่องใช
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ตางๆ ของผูปวยควรทําการตม หรือทําลายเชื้อโดยใชน้ํายาฆาเชื้อ สวนในรายที่เปนพาหะจะตองรีบ
รักษาใหหายและไมใหเกี่ยวของกับการประกอบอาหาร (Gray, 1995) มาตรการตางๆ ที่ใชในการ
ควบคุมโรคอุจจาระรวงที่เกิดจากเชื้อ E. coli ไดแก การจัดหาแหลงน้ําอุปโภคบริโภคที่สะอาดโดย
เฉพาะในบริเวณที่มีการสุขาภิบาลไมดีหรือต่ํากวามาตรฐาน และระมัดระวังเรื่องการปนเปอนของ
เชื้อสูภาชนะ ขาวของเครื่องใชตลอดจนเสื้อผาเครื่องนุงหม หากเปนไปไดควรทําการตมหรือใชน้ํา
ยาฆาเชื้อทําความสะอาดอุปกรณที่ใชในการอุปโภคบริโภคกอนที่จะนํามาประกอบอาหารเพื่อเปน
การควบคุมไมใหเชื้อแพรกระจายไปยังบุคคลอื่น

นอกจากนี้ยังมีมาตรการอื่นๆ ที่สามารถปองกันและควบคุมการแพรกระจายของเชื้อได
แก การจัดการระบบบําบัดน้ําเสีย น้ําทิ้งและอุจจาระจากชุมชนอยางมีประสิทธิภาพและมีมาตรฐาน
เพื่อไมใหเชื้อไปปะปนในแหลงน้ํา หรือมีสัตวมาตอม เชน แมลงวัน แมลงสาบ และสิ่งสําคัญที่สุด
ในการปองกันและควบคุมการแพรกระจายของโรคก็คือ การใหความรู เกี่ยวกับสุขอนามัยสวน
บุคคลในการดํารงชีวิตซึ่งรวมทั้งการทําความสะอาดรางกาย การขับถาย และการประกอบอาชีพ คา
ขายเครื่องอุปโภค บริโภค หากพอคา แมคาปฏิบัติตนใหถูกสุขลักษณะก็สามารถควบคุมการเกิด
โรคไดเชนกัน

3. การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย
โรคติดเชื้อแบคทีเรียเปนโรคที่เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหผูปวยเสียชีวิต ถาไดรับการรักษา

ไมทันทวงที ซ่ึงในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียสามารถรักษาหรือชวยใหผูปวยอาการดีขึ้นโดย
การใชยาตานจุลินทรียในการรักษา ยาตานเชื้อแบคทีเรีย แมจะออกฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียได แตก็
ไมสามารถตานเชื้อแบคทีเรียไดทุกชนิด ทั้งนี้เพราะแบคทีเรียบางชนิดมี inherent resistance กลาว
คือมีลักษณะการดื้อยาไดตั้งแตกําเนิด ดังกรณีของแบคทีเรียกรัมลบหลายชนิด สามารถดื้อยาที่มีผล
ตอแบคทีเรียกรัมบวก และระหวางพวกกรัมลบดวยกันเอง ยังมีหลายชนิด เชน เชื้อ Pseudomonas 
aeruginosa สามารถดื้อยาตานเชื้อแบคทีเรียที่มีผลดีตอเชื้อแบคทีเรียกรัมลบดวย เนื่องจาก inherent 
resistance ของเชื้อมีลักษณะคงทน

ดังนั้นในการรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อเหลานี้ จึงพยายามหลีกเลี่ยงการใชยาชนิดที่
เชื้อมีการดื้อยาอยูกอนแลว แตปจจุบันพบวาโรคติดเชื้อแบคทีเรียนับวันจะทวีความรุนแรงมากขึ้น
เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียมีวิวัฒนาการการดื้อตอยาตานจุลินทรียมากขึ้น การดื้อตอยาตานจุลินทรียนี้
สงผลใหการติดเชื้อทวีความรุนแรงขึ้นในผูปวยและในบางรายอาจถึงแกชีวิต สาเหตุดังที่กลาวมานี้
ไมไดเกิดจากความผิดปกติของมนุษย แตเกิดจากความผิดปกติของตัวแบคทีเรียเอง (มาลิน, 2540)



15

 3.1 ประวัติการดื้อยา
      การดื้อยาตานจุลินทรียเร่ิมมีขึ้นหลังจากที่มีการใชยาไดไมนานโดยในป ค.ศ.1910 

Ehrlich สังเกตพบวามี trypanosome เร่ิมดื้อยาพวก arsenicals จากนั้นในป ค.ศ. 1912 เขารายงานวา 
trypanosome ดื้อยา parafuchsin คร้ันเมื่อนํา prontosil มาใชปรากฏวาเชื้อจากปสสาวะคนไขที่รักษา
ดวยยาดังกลาวเกิดการดื้อ sulfanilamide (prontosil เมื่ออยูในรางกายจะถูกเปลี่ยนแปลงเปน 
sulfanilamide) หลัง ค.ศ. 1993 การดื้อยา sulfanilamides เดนชัดมากขึ้นในเชื้อ gonococci และในป 
ค.ศ. 1948 พบวา 80% ของเชื้อ gonococci ดื้อยาดังกลาว สวนในป ค.ศ. 1943 Finland ไดรายงาน
การพบเชื้อ pneumococci ที่ดื้อ sulfonamides จากคนไขที่กําลังรักษาดวย sulfapyridine และเมื่อมี
การนํา เอา trimethoprim มาใชในวงการแพทย ไดไมนานก็ไดมีผูพบการดื้อของเชื้อตอยาดังกลาว
เชนกัน ซ่ึงในป  ค.ศ. 1975 Felmink ไดรายงานการพบ plasmid วาเปนตัวบงการการดื้อของเชื้อตอ
ยาชนิดนี้เปนครั้งแรก (อางตาม มาลิน, 2540)

     ภายหลังนํายาปฏิชีวนะมาใชเพื่อรักษาโรคติดเชื้อไดมีการพบอุบัติการณการดื้อยาของเชื้อ
ในป ค.ศ. 1943 Chain และคณะไดรายงานประสิทธิภาพของ penicillin ตอมาในป ค.ศ. 1944 ก็ได
พบเชื้อที่ดื้อตอยาดังกลาว ในป ค.ศ. 1947 มีรายงานการดื้อยาของเชื้อ gonococci และ 
meningococci ตอ streptomycin ที่เพิ่งเริ่มนํามาใช จากนั้นไดมีรายงานการดื้อของเชื้อตอยา
ปฏิชีวนะชนิดใหมๆเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ สําหรับการดื้อยาในแบคทีเรียกรัมลบในลําไส (enteric bacteria) 
นั้นพบวามีรายงานการดื้อยาเปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1953 ซ่ึง Mitsuhashi และ Hashimoto (1975) ใน
ประเทศญี่ปุนไดรายงานวามีแบคทีเรียในสกุล Shigella ดื้อตอ sulfonamide ซ่ึงเปนยาตัวแรกที่นํามา
ใชรักษาโรคซึ่งเกิดจากการติดเชื้อ Shigella นอกจากนี้ยังไดศึกษาพบวาเชื้อดื้อยาดังกลาวดื้อตอยา
หลายชนิดพรอมกัน (multiple drug resistance) คือ ดื้อตอยา streptomycin, tetracycline, 
chloramphinicol และ sulfonamide ตอมาในป ค.ศ. 1962 Akibe ไดแสดงใหเห็นวา Escherichia coli
ที่พบในคนปกติทั่วไปในคนนั้นก็มีชนิดที่ดื้อยาหลายชนิดเหมือนกัน และการดื้อยานี้ถูกสงผานไป
ยัง Shigella ได  เร่ืองในทํานองเดียวกันไดรับการคนพบในอังกฤษดวย โดยในป ค.ศ. 1965 Datta 
พบเชื้อ Salmonella typhimurium ที่ดื้อยาหลายชนิดและสามารถสงผานการดื้อยานี้ไปยังเชื้อตัวอ่ืน
ได นอกจากนี้ Anderson และคณะ ซ่ึงทําศึกษาการดื้อยาของเชื้อ S. typhimurium ในชวงป ค.ศ. 
1964-1076 พบวาจํานวนเชื้อที่ดื้อยาหลายชนิดนั้นเพิ่มขึ้นทุกป และการดื้อยานี้สามารถสงผานจาก
เชื้อ S. typhimurium ที่พบในสัตว สวนในประเทศเยอรมัน Lebek เปนคนแรกที่พบเชื้อ E. coli และ
แบคทีเรียกรัมลบอื่นๆที่สามารถดื้อตอยาหลายชนิดพรอมกัน และสามารถสงผานความสามารถใน
การดื้อยานี้ไปสูเชื้อชนิด (species) เดียวกันหรือตางชนิดกันได (อางตาม Bryan, 1984)
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3.2 การดื้อยาของแบคทีเรียกรัมลบในลําไส
แบคทีเรียกรัมลบในลําไสสวนใหญเปนสาเหตุของการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร 

โดยเฉพาะโรคอุจจาระรวงเฉียบพลัน ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญซึ่งกอใหเกิดอันตรายในเด็กที่มีอายุต่ํากวา 
5 ป โดยพบวาเชื้อ ที่เปนสาเหตุสวนใหญไดแก E. coli, Enteropathogenic E. coli, Shigella, Vibrio 
cholerae และการรักษาโรคอุจจาระรวงเฉียบพลันดังกลาว คือ การใชยาตานจุลินทรียนั่นเอง และ
ในปจจุบันพบวาเชื้อที่กอใหเกิดโรคดังกลาวมีอัตราการดื้อยาเพิ่มขึ้น โดยพบวาโรคอุจจาระรวงใน
ประเทศที่พัฒนาแลวมักเกิดจากเชื้อ E. coli  และ Campylobacter jejuni ในขณะที่โรคอุจจาระรวงที่
เกิดจาก Enteropathogenic E. coli, Shigella, V. cholerae และ S. typhi ยังเปนปญหาที่สําคัญทางดาน
สาธารณสุขในประเทศที่กําลังพัฒนา (Piéboji et al., 2004) มีรายงานการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย
กรัมลบในลําไสในผูปวยในและผูปวยนอกโรงพยาบาลของประเทศอังกฤษพบวาเชื้อ Klebsiella
spp. และ Enterobacter spp. มีอัตราการดื้อยา gentamicin เพิ่มขึ้น จาก 0.3% เปน 20.8% และ 10.1% 
เปน 42.% ตามลําดับ (Shannon and French, 2004) ซ่ึงตรงกับรายงานในประเทศแคเมอรูนที่พบวา
อัตราการดื้อยาของเชื้อ Klebsiella spp. และ Enterobacter spp. ก็มีการดื้อยาเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วดวย
เชนกัน (Piéboji et al., 2004)

อยางไรก็ตามแมวาเชื้อจะมีการพัฒนาความสามารถในการดื้อยาเพิ่มขึ้น แตก็ยังมีเชื้อบาง
ชนิดที่พบวามีอัตราการดื้อยาบางชนิดลดลง เชน เชื้อ E. coli ซ่ึงเดิมเคยดื้อตอยา ceftazidime และ 
gentamicin แตปจจุบันพบวาความสามารถในการดื้อยาดังกลาวลดลง (Piéboji et al., 2004; 
Shannon and French, 2004) สําหรับการรักษาโรคติดเชื้อดังกลาวนี้จําเปนตองใชยาตานจุลินทรียที่มี
ประสิทธิภาพ และจากการที่ใชยาตานจุลินทรียอยางไมเหมาะสม หรือเกินความจําเปนนั่นเอง จึง
เปนสาเหตุใหแบคทีเรียที่เปนสาเหตุเกิดการดื้อยาเพิ่มขึ้นโดยเฉพาะในประเทศที่กําลังพัฒนา

3.3 อุบัติการณการดื้อยาของเชื้อ E. coli
E. coli เปนเชื้อประจําถ่ินที่มักพบไดบอยในระบบทางเดินอาหารโดยปกติจะไมกอ

อันตรายใดๆ ตอรางกาย (Murray, 1998) แตก็มีบางชนิดที่มักกอใหเกิดโรคที่เกี่ยวของกับระบบทาง
เดินอาหารไดเชนกันโดยเฉพาะในประเทศที่กําลังพัฒนา รายงานการดื้อยาของเชื้อในครั้งแรกๆ นั้น
เขาใจวาเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของยีนสเพียงตัวเดียวทําใหเชื้อดื้อยา เชน แบคทีเรียสรางเอนไซม
เพนิซิลินเนสจะเพิ่มจํานวนมากขึ้น ในขณะที่เชื้อที่ไวตอยาปฏิชีวนะจะถูกฆาตาย ยีนสดื้อยาอาจถาย
ทอดไปยังแบคทีเรียตัวอ่ืนโดยวิธีการตางๆ กันแตสําหรับยีนสดื้อยาโดยเฉพาะของแบคทีเรียอาจ
เกิดจากการกลายพันธุ (mutation) โดย genomic DNA ของเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงกลายเปนยีนสดื้อ
ยาขึ้นมา หรืออาจเกิดจากเชื้อไดรับการขนถายหรือถายทอด (transfer of  genetic information) ยีนส
ดื้อยาจากเชื้อที่ดื้อยาอยูกอนแลว ยีนสดื้อยาของเชื้อ E. coli ที่ไดรับการขนถายมานี้มักพบในรูป
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แบบของ plasmid แตเนื่องจากในปจจุบันไดพบพวก transposon ซ่ึงเปนชิ้นสวนของ DNA ที่สอด
แทรกเขาไปในสวนตางๆ ของ genomic DNA ไดงาย (Leverstein-van Hall et al., 2003) โดยยีนส
ดื้อยาในรูปแบบนี้มักพบไดบอยครั้งในการดื้อยาของเชื้อ E. coli (มาลิน, 2540) และเปนสาเหตุหนึ่ง
ที่ทําใหเชื้อมีการดื้อยาแบบ multiple drugs resistance (MDR) การดื้อยาลักษณะนี้ของเชื้อ E. coli
กําลังเปนปญหาที่เกิดขึ้นแลวทั่วโลก ดังเชนรายงานการดื้อยาของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากอุจจาระ
เด็กในประเทศเม็กซิโกพบวาเชื้อมีการดื้อยา ampicillin, trimethoprim และ tetracycline สูงถึง 90, 
77 และ 62% ตามลําดับ (Calva et al., 1996) ซ่ึงตรงกับรายงานในประเทศไนจีเรีย โดยไดแสดงถึง
แนวโนมการดื้อยา ampicillin, trimethoprim, chloramphenicol และ tetracycline ของเชื้อ E. coli ที่
เพิ่มขึ้นในแตละปตั้งแตป ค.ศ. 1986, 1988, 1990, 1994 และ 1998 โดยพบวาในป 1998 เชื้อ E. coli
มีความสามารถในการดื้อยาเพิ่มขึ้นจาก 56% เปน 100% (Okeke et al., 2000) สําหรับในประเทศ
อเมริกาก็มีรายงานการดื้อยาที่เพิ่มขึ้นเชนกันโดยพบวาเชื้อ E. coli มีอัตราการดื้อยา ampicillin, 
sulfamethoxazole, cephalothin, tetracycline หรือ streptomycin สูงถึง 50% และพบวาดื้อตอยา 
chloramphenicol, trimethoprim-sulphamethoxazole หรือ amoxicillin-clavulanic acid 25% 
(Schroeder et al., 2002) ในแถบเอเชียมีรายงานจากประเทศเวียดนามพบวาเชื้อ  E. coli, K. 
pneumoniae และ P. mirabilis ดื้อตอยาในกลุม cephalosporin 5.6-31.5% (Cao et al., 2002) รายงาน
จากประเทศจีนพบ E. coli ดื้อยา ciprofloxacin 50% (Wang et al., 2003) รายงานจากประเทศบัง
คลาเทศพบวาเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะดื้อตอยา 
ampicillin, co-trimoxazole และ gentamicin 92.4, 76.4 และ 32.1% ตามลําดับ (Rahman et al., 
2004) สวนในประเทศอินเดียพบวาเชื้อ E. coli ดื้อยา co-trimoxazole 48.3% (Mathai et al., 2004)

สําหรับรายงานการดื้อยาในประเทศไทย พอพิศ และคณะ (2530) รายงานการดื้อยา
ปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli  ที่แยกไดจากผูปวยของโรงพยาบาลสงขลานครินทร พบวาเชื้อที่แยกได
จากผูปวยในของโรงพยาบาล ดื้อยา amikacin 5.61%, cephalothin 24.39% และ gentamicin 21.4% 
ซ่ึงสูงกวาเชื้อที่แยกไดจากผูปวยนอกของโรงพยาบาลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ สีลม 
และคณะ (2531) พบวาเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากอุจจาระของคนชนบทในจังหวัดสงขลาดื้อตอยา 
tetracycline, ampicillin, chloramphenicol, cephalothin, co-trimoxazole และ kanamycin 25.48, 
16.75, 14.83, 3.83, 2.39 และ 0.48% ตามลําดับ ไมพบวามีการดื้อยา gentamicin และ amikacin

นอกจากนี้ยังมีรายงานวาเชื้อ E. coli และเชื้อในวงศ Enterobacteriaceae ที่แยกไดจากสิ่ง
สงตรวจ 12-55 % ผลิตเอนไซม extended spectrum beta-lactamase (ESBL) (Lee and Jeong, 2002; 
Ingviya et al., 2003)

3.4 สาเหตุของการดื้อยา (อางตามมาลิน, 2540)
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จากการศึกษาและทดสอบความไวตอยาตานจุลินทรียพบวาเชื้อที่เคยไวตอยาแลวเกิดการ
ดื้อยาในภายหลังนั้นเปนเพราะมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ทําใหมียีนสสวนที่กําหนดการดื้อ
ยาขึ้น อาจปรากฏบน chromosome หรือโครโมโซมพิเศษ (extrachromosome) ที่เรียกวา plasmid 
สําหรับยีนสดื้อยาโดยเฉพาะของแบคทีเรีย อาจเกิดจากการกลายพันธุ (mutation) หรือเกิดจากเชื้อ
ไดรับยีนสดื้อยา ซ่ึงถายทอดหรือขนถาย (transfer of genetic information) จากเชื้อที่ดื้อยาอยูกอน
แลว

3.4.1 การดื้อยาที่เกิดจากการกลายพันธุ
การดื้อยาแบบนี้เกิดจากการกลายพันธุของเชื้อที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ (spontaneous 

mutation) ซ่ึงถูกควบคุมโดย chromosomal gene กลาวคือ มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสภายใน
ยีนสบน genomic DNA ซ่ึงไมจําเปนตองมียามาเหนี่ยวนําเพราะแมเชื้อไมเคยสัมผัสกับยามากอน
การเปลี่ยนแปลงนี้ก็เกิดขึ้นได แตเมื่อมีการใหยาเขาไปกําจัดเชื้อก็ทําใหยาเขามามีบทบาททําใหเชื้อ
ที่มียีนสดื้อยาแสดงตัวเดนชัดยิ่งขึ้น และเชื้อที่ดื้อยาจะถายทอดคุณสมบัติการดื้อยาไปยังลูกหลาน
ตอไป การดื้อยาที่เกิดจากการกลายพันธุนี้มักกอใหเกิดการดื้อยาอยางต่ํา คือ จะพบเชื้อดื้อยา
ประมาณ 1 cfu/ml จากจํานวนเชื้อทั้งหมด 107-109 cfu/ml (Lorian, 1996)

3.4.2 การดื้อยาที่เกิดจากการขนถายยีนส
การดื้อยาแบบนี้มีความสําคัญ เพราะทําใหแบคทีเรียพัฒนาความสามารถในการดื้อยาได

หลายชนิดไดในเวลาเดียวกันอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะเมื่อมีการใชยาตานจุลินทรีย เนื่องจาก 
extrachromosomal gene หรือ plasmid และ transposon สามารถถายทอดยีนสดื้อยาไปยังเซลล
แบคทีเรียชนิดเดียวกัน หรือชนิดอื่นไดอยางรวดเร็ว จึงเรียกการดื้อยาแบบนี้วา multiple drug 
resistance (MDR)

ยีนสดื้อยาที่ไดรับการขนถายมานี้อาจอยูในรูปแบบตางๆ ที่สําคัญคือ naked DNA, phage 
หรือ plasmid รวมทั้ง transposable element ซ่ึงเปนชิ้นสวน DNA ที่พบวามีความสามารถในการ
สอดแทรกเขาไปในสวนตางๆ ของ genomic DNA ไดงายและเปนสวนสําคัญที่ทําใหเชื้อดื้อยาแพร
กระจายไดอยางรวดเร็วรวมทั้ง integron ซ่ึงสามารถจับยีนสดื้อยาใหสามารถสอดแทรกเขาไปอยู
ดวยกันได

3.4.2.1 Naked DNA (อางตามนงลักษณ และปรีชา, 2544)
ยีนสดื้อยาในรูปของ naked DNA หรือ insertion element เปนชิ้นสวน DNA ของ

chromosome หรือ plasmid กอนที่จะถูกถายทอดเขาเซลลตัวรับ (recipient) จะไมมีอะไรหอหุม เมื่อ 
DNA ดังกลาวเขาสูตัวเชื้อจะสามารถสอดแทรกรวมตัวเขาไปใน chromosome ของเชื้อที่ไวตอยาสง
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ผลใหเชื้อที่เคยไวกลับกลายเปนดื้อตอยาปฏิชีวนะ แตการเกิดปรากฏการณดังกลาวนี้จะตองมีการ
เรียงตัวของลําดับเบสใน genomic DNA กับ insertion sequence โดยลําดับ base ดังกลาวจะตองมี
คลายคลึงกันเพื่อให DNA ใหมจะสามารถเขาไปแทนที่และแลกเปลี่ยนชิ้นสวนกับ DNA เกาที่เปน
ของเชื้อได

3.4.2.2 Plasmid
ยีนสดื้อยาในรูปแบบของ plasmid คือ ยีนสดื้อยาที่เปน extrachromosomal gene ซ่ึง 

chromosome ดังกลาวมักพบโดดเดี่ยวและแบงตัวอยางอิสระภายใน แตก็มีชนิดที่เขาไปอยูเปนสวน
หนึ่งของ chromosome และแบงตัวพรอมกับ chromosome ซ่ึงในเซลลหนึ่งๆ อาจมี plasmid เพียง 1 
อันหรือหลายอัน การถายทอดยีนสดื้อยาในรูปแบบของ resistance plasmid (R-plasmid หรือ R-
factor) จากเชื้อหนึ่งไปยังอีกเชื้อหนึ่ง ยีนสดังกลาวอาจถูกขนถายไปเพียงบางสวนในรูปของ naked 
DNA หรือ phage หรือถูกขนถายไปในลักษณะที่เปน plasmid ทั้งหมด โดยวิธีการ conjugation 
สําหรับการถายทอด R-factor ของการติดเชื้อที่ลําไสพบวาเชื้อ E. coli จะเปนผูให R-factor แกเชื้อ
อ่ืนๆ ที่เปนผูรับไดดี ไดแก Enterobacter, Klebsiella, Salmonella และ Shigella

3.4.2.3 Transposon
ยีนสดื้อยาในรูปแบบของ transposon หรือ transposable element คือ ยีนสดื้อยาใน

ลักษณะที่เปนชิ้นสวนของ DNA ซ่ึงอาจถูกขนถายมาจากเชื้ออ่ืนในรูปแบบตางๆ แตช้ินสวนของ 
DNA นี้จะมีโครงสรางและลักษณะอื่นๆ ตางจากชิ้นสวนของ DNA ทั่วไป ที่แมจะถูกขนถายมาใน
รูปแบบเดียวกันโดยที่ช้ินสวนของ DNA ทั่วไปที่สอดแทรกเขาไปใน genomic DNA ทั้งใหมและ
เกาจําเปนที่จะตองมี DNA ที่มีความคลายคลึงกันซึ่งจะถูกควบคุมโดย rec A gene ของเชื้อที่รับยีนส
ซ่ึงจะกําหนดการแลกเปลี่ยนและแทนที่ยีนสจากลําดับเบสใน  DNA  ใหมที่เขามา แตสําหรับ 
transposon เปนชิ้นสวน DNA ที่เคลื่อนที่ไดอยางอิสระและสามารถสอดแทรกเขาไปในบริเวณ
ตางๆ ของ genomic DNA ไดแมวาบริเวณนั้นจะไมมีการเรียงตัวของ DNA ที่คลายคลึงกัน บางครั้ง
อาจเรียก transposon วา jumping gene ทั้งนี้เพราะ transposon มียีนสที่สรางเอนไซม transposase ซ่ึง
ชวยการสอดแทรกได เอนไซมดังกลาวสามารถชวยในการตัด และเชื่อม  DNA  เปาหมายกับชิ้น
สวนของ transposon อยางไรก็ดีการทํางานของเอนไซมนี้จะตัดบริเวณที่เหมาะสมจึงจําเปนตองมี 
recognition site โดยพบวา base ที่สวนปลายของชิ้นสวน เมื่อดูการจัดเรียงตัวของลําดับเบสเหลานี้
จะเห็นวามีความเหมือนกันในสาย DNA ทั้งสองที่อยูกลับขางกัน ซ่ึงเปนคุณสมบัติของ transposon 
อีกอยางที่ตางจาก DNA ทั่วไป กรณี transposon เปนยีนสบน plasmid ในรูปของ transposon 
สามารถสอดใสเขาไปใน chromosome ไดเชนเดียวกับยีนสดื้อยาในรูปของ naked DNA และ phage 
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เมื่อเคลื่อนที่เขาใกล chromosome ยีนสดังกลาวสามารถสอดแทรก และทําใหยีนสอ่ืนที่อยูบน
plasmid รวมเปนหนวยเดียวกับ chromosome (มาลิน, 2540)

3.4.2.4 Integron
เปน genetic element ที่ทําใหแบคทีเรียสามารถจับ (capture) กับยีนสดื้อยาแปลกปลอม 

(foreign antibiotic resistance cassettes) และนํายีนสดื้อยานั้นสอดแทรก (integrate) เขาไปอยูใน 
cassette integration gene (attI) ของ chromosome ได (Barlow et al., 2004; Du et al., 2005) จากนั้น
ก็จะสงผลใหเกิดการแสดงออกของยีนสทําใหเชื้อเกิดการพัฒนาการดื้อยาเกิดขึ้น (รูปที่ 2)

รูปท่ี 2 การสอดแทรกของ gene cassettes เขาไปใน integron (Jones et  al., 2003)

Integron ประกอบดวยสวนตางๆ  ดังนี้
1. 5′ conserved segment ซ่ึงจะมี 3 สวนยอย ไดแก

- DNA sequence ที่ควบคุมการสราง DNA integrase (intI1) โดยเอนไซม integrase 
นี้จะทําหนาที่กระตุนใหเกิดการรวมตัวกันใหมของยีนสหลังจากที่มีการสอดแทรก gene cassette 
เขาไปใน chromosome สําหรับ integron แตละ class จะมีเอนไซม integrase แตกตางกัน โดยจะขึ้น
อยูกับกลุมของ amino acid ซ่ึงพบวา integron ใน class เดียวกันจะมีเอนไซม integrase ที่มีกลุมของ 
amino acid ที่คลายคลึงกัน

- DNA sequence ที่ทําหนาที่เปน recognition sites สําหรับเอนไซม integrase [attI
และ attC] ที่จะเขามาตัดและเชื่อมโดยจะอยูบริเวณปลายสุดของ 3′ conserved segment และ 3′
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antibiotic resistance gene cassette สําหรับการสอดแทรก gene cassettes นั้นจําเปนตองสอดแทรก
ในตําแหนงที่จําเพาะ คือ มีลําดับยีนสที่เขาคูกัน (GTTRRRYY; R= purine,Y= pyrimidine) ดังนั้น
เอนไซม integrase แตละชนิดก็จะมีความจําเพาะกับ attI และ attC แตกตางกันไป

- DNA sequence ที่ทําหนาที่เปน promoters โดยจะมีทิศทางตรงขามกับ integrase 
gene เนื่องจากยีนสดื้อยาที่ไดรับเขาไปเปนพวก promoterless ดังนั้นจึงจําเปนจะตองมีลําดับของ
ยีนสที่ทําหนาที่เปน promoter เพื่อชวยในการแสดงออกของยีนสดื้อยาที่สอดแทรกเขาไป 
(Leverstein-van Hall et al., 2003)

2. Gene cassettes หมายถึง กลุมของยีนสดื้อยา (antibiotic resistance gene) ที่เปน 
integron-mediated antibiotic resistance ปจจุบันมีรายงานการศึกษาพบ gene cassettes ประมาณ 70 
gene cassettes ที่อยูนอก integron จะเปน non-functional DNA fragment เปนวงกลมและจะ
สามารถทําหนาที่ไดเมื่อเขาไปรวมอยูใน integron  (Rowe-Magnus and Mazel, 1999; Carattoli, 
2001) gene cassette มีโครงสรางแบบงายๆ ประกอบดวย open reading frame (ORF) และ flanking 
DNA ที่มีลําดับสั้นๆ อยูที่ปลาย 5′ และ 3′บน gene cassette จะมี cassette attachment site เรียกวา 59 
base pair element (59 bp) หรือ cassette attachment site (attC) ทําหนาที่เปน integrase recognition 
site ในระหวางที่เกิด recombination สวน ORF จะ encode โปรตีนที่เกี่ยวของกับการดื้อยา

ตัวอยางของ gene cassette ไดแก 
- β-lactam resistance gene cassettes จะควบคุมการสรางเอนไซม β-lactamase ทําใหดื้อ

ยากลุม β-lactams พบประมาณ 20 ชนิด (Row-Magnus and Mazel, 2002)
- Aminoglycoside resistance gene cassettes พบมีประมาณ 21 ชนิด (Row-Magnus and 

Mazel, 2001) สวนใหญ gene cassette นี้จะอยูในกลุม aad (aminoglycoside adenyltransferase 
family) ทําใหดื้อตอยา streptomycin และ spectinomycin (Mazel and Davies, 2000) บางชนิดทําให
ดื้อตอยา neomycin, gentamicin, tobramycin และ kanamycin (Saluaze et al., 1990 ; Fluit and 
Schmitz, 1999)

- Chloramphenicol resistance gene cassettes เกี่ยวของกับการดื้อยา chloramphenicol มี
พบประมาณ 18 gene cassettes (Row-Magnus and Mazel, 2002)

- Trimethoprim resistance gene cassettes เกี่ยวของกับการดื้อยา Trimethoprime โดย
ควบคุมใหมีการหลั่งเอนไซม dihydrofolate reductase ที่ไมจับกับยา ไดแก ยีนส dfrA และ dfrB
(Saluaze et al., 1990)

- อ่ืนๆ เชน gene cassette ที่เกี่ยวของกับการดื้อ quaternary ammonium compound  
(qacE∆1), erythromycin resistance gene cassette (Row-Magnus and Mazel, 2002)
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การสอดแทรก gene cassette จะสอดแทรกเขาไปใน chromosome ตรงสวนของ open 
reading frame (ORF) และ flanking DNA ซ่ึงอยูบริเวณปลาย 5′ และ 3′ conserved segment เมื่อ 
gene cassette สอดแทรกเขาไปก็จะทําหนาที่ในการสังเคราะหโปรตีนที่เกี่ยวของกับการดื้อยาตาน  
จุลินทรียสงผลใหเชื้อมีการพัฒนาความสามารถในการดื้อยาเพิ่มขึ้น (Ebner, 2002; Ploy et al., 
2000) ดังรูปที่ 3

รูปท่ี 3 Class 1 integron (Kovalevskaya, 2002)

 Integrons ที่ไดมีการศึกษาแลวแบงออกไดเปน 5 classes โดยแบงตามชนิดของเอนไซม  
integrase ที่สรางซึ่งจะมีความสัมพันธกับลําดับ DNA sequence ไดแก class 1, 2, 3, 4 และ 
unnumbered class integrons (White, et al., 2001) class 1 integron นั้นจะพบไดมากในเชื้อวงศ
Enterobacteriaceae โดยจะเกี่ยวของกับการดื้อยาแบบ multi drugs resistance (MDR) (Leverstein-
van Hall et al., 2002) สําหรับยีนสที่พบไดบอยใน class 1 integron ไดแก sul1 ซ่ึงพบวาเชื้อ E. coli
จะมีรูปแบบการดื้อยาแบบนี้มากที่สุด (Mathai et al., 2004) สวน class 2 integron จะพบยีนส dfr1a, 
sat1 และ aadA1 เปนตน ซ่ึงมักจะพบอยูภายใน transposon เชน Tn7 (Collis et al., 2002) สําหรับ 
class 3 integron นั้นพบวาจะมี β-lactamase genes (blaGES-1 / blaIBC), intI3, attI3 และ PC ซ่ึงพบใน
เชื้อ Serratia marcescens (Correia et al., 2003) สวน class 4 integron หรืออาจเรียกอีกชื่อหนึ่งวา 
super-integron นั้นมักพบไดใน V. cholerae ซ่ึงนอกจากจะมีความแตกตางกับ 3 class แรกในดาน

Pant promoter region
                P1

                      P2

intI1 ORF5Sul1qacE△

5′ 3′

5′conserved sequence 3′conserved sequence

att
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ขนาดแลวยังมีหนาที่แตกตางกันดวย นั่นคือ gene cassette ภายใน super-integron จะไมมีสวนเกี่ยว
ของกับการดื้อยาของเชื้อและ gene cassette ดังกลาวจะมีสวนของ promoter ดวยกันทั้งสิ้น (Rowe-
Magnus and Mazel, 1999) สวน class สุดทายนั้นเปน class ที่ยังไมไดใหหมายเลข (unnumbered 
class) (Collis et al., 2002) เนื่องจากวายังไมทราบหนาที่ และคุณสมบัติของเอนไซม integrase ที่พบ
ใน class นี้อยางแนชัด ยีนสที่พบใน class นี้ คือ dfr18 ซ่ึงมีคุณสมบัติดื้อตอยา
Trimethoprim (Hochhut et al., 2001)

สําหรับ class 1 integron ในสวนของ 5′  conserved region จะมียีนส intI1 ที่ควบคุมการ
สราง DNA intergrase และในสวนของ 3′  conserved segment จะมียีนสดื้อยา sulfonamide (sul1) 
และ disinfectants (qacE∆1) (Paulsen et  al., 1993) และ ORF5 (Stokes and Hall, 1989) ดังรูปที่ 3 
ซ่ึง promoters ที่อยูใน 5′conserved region ของ integrons ชวยทําให integron ทําหนาที่คลายกับเปน 
natural expession vector สําหรับ gene cassette ตางๆโดยเฉพาะในการนําและการกระจายยีนสดื้อ
ยา เชน ยีนส sul1 ซ่ึงจะดื้อตอยา sulfamethoxazole แตในบางครั้งภายใน class 1 integron อาจมี
ยีนสดื้อยาหลายชนิดอยูภายในจึงทําใหเชื้อสามารถดื้อตอยาตัวอ่ืนนอกจาก sulfamethoxazole ได
ดวย แบคทีเรียที่มี integron อยูอาจจะมีความสามารถที่จะพัฒนาการดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิดได
อยางรวดเร็ว และยังชวยใหสามารถถายทอดยีนสดื้อยาเหลานี้ไปยัง species เดียวกัน หรือคนละ 
species ได ดังนั้นแบคทีเรียที่มี integron ที่มียีนสดื้อยาจึงเปนปญหาที่สําคัญในการใชยาปฏิชีวนะ
ในอนาคต

การศึกษาความสัมพันธของ class 1 integron กับการดื้อยานั้นเริ่มตั้งแตมีการระบาดของ
เชื้อ Salmonella enterica var. Typhimurium DT104 ซ่ึงดื้อตอยาปฏิชีวนะ 5 ชนิดในสัตว และใน
ภายหลังเชื้อ DT104 นี้แพรมายังคน (Pocurill et al., 1971; Giovanoni, 1983; Humphrey, 2001) 
และตอมาพบวา DT104 มี class 1 integron ที่มี gene cassette ที่เกี่ยวของกับการดื้อยา (Ng et al., 
1999; Boyd et al., 2000; Boyd et al., 2001) ทําใหมีผูสนใจศึกษาความชุกของ class 1 integron ใน
เชื้อวงศ Enterobacteriaceae โดยเฉพาะ E. coli  ในคนเพิ่มมากขึ้นจนเปนที่แนชัดวา class 1 integron 
มีสวนเกี่ยวของเปนอยางมากกับการดื้อยาใน E. coli  ดังรายงานของ Yu และคณะ (2003) ศึกษา 
gene cassettes ที่พบใน class 1 integron ของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากปสสาวะในประเทศเกาหลีใน
ป ค.ศ. 1980-1985, 1996-1997 และ 2001-2002 พบวา gene cassettes ที่ตรวจพบมีการเปลี่ยนแปลง
อยางตอเนื่อง ซ่ึงเปนผลมาจากการใชยาปฏิชีวนะในชวงเวลานั้นๆ โดยในชวงป ค.ศ. 1980-1985 
พบเพียง gene cassette เดียว แตหลังจากป ค.ศ. 1990 จะพบมากกวา 1 gene cassette เนื่องจากมีการ
ไดรับ gene cassette ใหมเพิ่มเขาไปทําใหขนาดของ integron ยาวขึ้น และเชื้อมีการดื้อยาเพิ่มขึ้น  
เชนเดียวกับรายงานของ Reyes และคณะ (2003) ที่ทําการศึกษาความชุกของ class 1 integron ใน
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เชื้อวงศ Enterobacteriaceae ที่ดื้อยา aminoglycoside ในโรงพยาบาลตางๆในประเทศชิลี พบ class 1 
integron ในเชื้อ E. coli  และ K. pneumoniae 40 และ 38% ตามลําดับ และเชื้อมีการดื้อยา 6-8 ชนิด 
ตอมา Mathai และคณะ (2004) รายงานวา E. coli  ที่แยกไดจากผูปวยโรคทางเดินปสสาวะใน
ประเทศอินเดียมี class 1 integron 36.2% และเชื้อกลุมนี้ดื้อยา ampicillin, nalidixic acid, 
chloramphenicol, tetracycline และ gentamicin มากกวากลุมที่ไมมี integron อยางมีนัยสําคัญ ยิ่งไป
กวานั้น Nijssen (2005) ไดรายงานการพบเชื้อ Enterobacteriaceae ที่มี class 1 integron ในหอ
อภิบาลผูปวยหนักในโรงพยาบาลมหาวิทยาลัย Utrecht ในประเทศเนเธอรแลนด และเชื้อกลุมนี้มี
ความไวตอยา cephalosporin ลดลงดวย (Enterobacteriaceae with reduce susceptibility to 
cephalosporin, ERSC) และอัตราการถายทอด ERSC ของเชื้อที่มี integron อยูระหวาง 8-10 
cases/patient-days

3.5 การถายทอดการดื้อยา  (มาลิน, 2540)
3.5.1 Transformation
เปนกระบวนการถายทอดยีนสซ่ึงอยูในลักษณะที่ไมมีอะไรหอหุมจากเชื้อตัวใหไปยังเชื้อ

ตัวรับ ยีนสดื้อยาในรูปแบบของ naked DNA จะถูกถายทอดดวยวิธีนี้ DNA ที่ถูกขนถายโดยวิธีนี้จะ
มีน้ําหนักโมเลกุลไมมากนัก โดยท่ัวไปประมาณ 3 x 105-107 dalton ดังนั้นในการขนถายยีนสแตละ
คร้ังจะขนถายไดคร้ังละ 1-2 ชนิดเทานั้น และเชื้อตัวรับจะตองอยูในภาวะที่พรอมจะยอมรับ DNA 
ใหม เชน ระยะที่มีการสังเคราะหผนังเซลล วิธีการ transformation นี้สามารถเกิดขึ้นไดทั้งใน
แบคทีเรียกรัมบวกและกรัมลบแตตัวใหและตัวรับยีนสตองมีพันธุกรรมที่คลายคลึงกัน โดยควรอยู
ในสกุลเดียวกันหรือใกลเคียงกัน ทั้งนี้เพราะ DNA ที่เขามาใหมจะเกิดการรวมตัวกับ genomic DNA 
ของตัวรับไดเมื่อบริเวณที่สอดใสมีการเรียงตัวของ base ใกลเคียงกัน ตัวเชื้อที่ไดรับการถายทอด
ยีนสดื้อยาดวยกระบวนการนี้เรียกวา transformant

3.5.2 Transduction
เปนกระบวนการขนถายยีนสโดยอาศัยเชื้อไวรัสเปนตัวนําพาจากเชื้อตัวใหไปยังเชื้อตัวรับ

ยีนสดื้อยาในรูปของ phage จึงถูกถายทอดดวยวิธีนี้ DNA ที่ถูกถายทอดจะมีน้ําหนักโมเลกุลไมใหญ
มากและมักไมคงที่เพราะตองถูกจํากัดอยูภายในของเปลือกเยื่อหุมไวรัส โดยท่ัวไปยีนสที่บงการ
การดื้อยาเพียง 1-2 ชนิดเทานั้นที่จะถูกถายทอดในครั้งเดียวกัน ตัวเชื้อที่ไดรับยีนสดวยวิธีนี้เรียกวา 
transductant การถายทอดยีนสดื้อยาดวยวิธีนี้มีความสําคัญในการกระจายยีนสดื้อยาเปนอยางมาก
ทั้งในแบคทีเรียกรัมบวกและกรัมลบแตจะตองเปนชนิดที่ไวรัสสามารถเขาอาศัยและเติบโตได ซ่ึง
มักอยูในสกุลเดียวกันหรือใกลเคียงกัน
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3.5.3 Conjugation
เปนกระบวนการถายทอดยีนสจากเชื้อตัวให ไปยังเชื้อตัวรับ โดยผานทาง pili ซ่ึงเปนตัว

เชื่อมระหวางเซลลทั้งสองซึ่งถูกคนพบโดย J. Lederberg และ E.L. Tatum ในป ค.ศ. 1958 (อางตาม 
Willetts, 1993) ดังนั้นยีนสดื้อยาในรูปแบบของ plasmid หรือ R-plasmid ชนิดที่เปน conjugative 
plasmid ซ่ึงมีขนาดตั้งแต 4 x 107-2 x 108 daltons ซ่ึงอาจมียีนสที่ดื้อยาตั้งแต 1 ถึง 10  ชนิด หรือมาก
กวาก็ได ซ่ึงยีนสเหลานี้สามารถถูกขนถายไปยังเชื้อตัวรับไดในคราวเดียวกัน สําหรับการถายทอด
ยีนสดื้อยาดวยวิธีนี้เซลลตัวใหจะมี DNA ที่อยูนอก chromosome เรียก F-factor (fertility, sex-factor 
หรือ F plasmid) ซ่ึงจะมีกลุมของยีนสที่สราง pili ยื่นออกจากผิวเซลล เซลลตัวใหมี 2 ชนิด คือ ชนิด
ที่มี F-factor ไดแก F+ เซลล และ Hfr เซลล (high frequency of recombination) สวนเซลลตัวรับอีก
ชนิดเนื่องจากวาไมมี F-factor จึงเรียกเปน F- เซลล (Atlas, 1988)

ลักษณะของ F-factor ในเซลลแบคทีเรียอยูใน 2 สภาพ คือ
3.5.3.1 สภาพอิสระ (autonomous state) F-factor ถาอยูในสภาพนี้สามารถ replicate 

อิสระจาก chromosome ของแบคทีเรียดังตัวอยางคือ เซลล F+

3.5.3.2 สภาพอยูใน chromosome (integrated state) โดย F-factor จะสอดตัวเขาอยูใน 
chromosome และเกิด replicate ขึ้นพรอมกันโดยเหมือนเปนสวนหนึ่งของ chromosome ตัวอยาง
คือ เซลล Hfr

เมื่อเสร็จสิ้นการถายทอดโดยวิธี conjugation ระหวาง  F+ และ F-  โดยเซลลตัวใหและตัว
รับเปน F+ เพราะ F- ไดรับ F-factor จากเซลลตัวให สวนในคู Hfr กับ F- เมื่อเสร็จสิ้นการถายทอด
เซลลของ F- ก็จะเปนเซลล F- ดังเดิม เพราะไมไดรับ   F-factor จากเซลลตัวให และเชื้อตัวที่ไดรับ
ยีนสดวยกระบวนการนี้เรียกวา transconjugant และเรียก plasmid ที่มียีนสดื้อยาซึ่งถายทอดโดยวิธี
การนี้วา conjugative plasmid

ดวยเหตุนี้กระบวนการ conjugation จึงมีความสําคัญในการถายทอดการดื้อยาหลายชนิด
พรอมกัน โดยที่เชื้อตัวให และตัวรับจะตองมีความสามารถในการดื้อยาเหมือนกัน ซ่ึงจะพบไดมาก
ในแบคทีเรียกรัมลบรูปแทงโดยเฉพาะในวงศ Enterobacteriaceae เซลลของแบคทีเรียอาจมียีนสที่
บงการการดื้อยาตั้งแต 1 ถึง10 ชนิด หรือมากกวาก็ได ซ่ึงยีนสเหลานี้สามารถถูกขนถายไปยังเชื้อตัว
รับไดในคราวเดียวกัน (มาลิน, 2540)

4. ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)
เทคนิค PCR มีการนํามาใชเปนครั้งแรกโดย Kleppe และคณะ (1971) ซ่ึงนํามาใชในการบงชี้

เชื้อจุลินทรียกอโรคที่ปนเปอนในอาหาร และเทคนิคนี้ก็ถูกพัฒนาเรื่อยมา ซ่ึงวิธี PCR เปนวิธีการ
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เพิ่มจํานวนชุดของชิ้นสวน DNA สามารถเพิ่มชิ้นสวน DNA ที่มีขนาดเล็กประมาณ 50-100 คูเบส 
ใหไดจํานวนมากมายเปนลานๆ ช้ินภายในเวลาอันสั้น เทคนิค PCR ไดรับการพัฒนาขึ้นมาใชใน
การวิเคราะหหาองคประกอบของ DNA ที่มีปริมาณจํากัดและไมเพียงพอสําหรับการวิเคราะหหา
องคประกอบโดยกรรมวิธีทางชีวเคมีปกติ วิธีการเพิ่ม DNA  กระทําไดในหลอดทดลองโดยจะตอง
เลือกชิ้นสวนของ  DNA  ที่ตองการและใช DNA เร่ิมตนหรือไพรเมอร (primer) ที่มีขนาดสั้นซึ่ง
สามารถสังเคราะหขึ้นมาโดยมีลําดับเบสสอดคลองกับ  DNA  สวน 5′  region  และ 3′ region  ของ
ช้ินสวน DNA  ที่เราตองการนั้น การเพิ่มปริมาณ DNA โดยเทคนิค PCR จะทํา 20-30 รอบ ทําใหได 
DNA จํานวนมากมายหลายพันลานโมเลกุลภายในเวลาเพียง 2-3 ช่ัวโมงเทานั้น (วิสุทธิ์, 2535) และ
ทําการตรวจสอบ PCR product โดยการทํา agarose gel electrophoresis

หลักการพื้นฐานของ PCR คือ การเพิ่มจํานวนของ DNA สายคู (double stranded DNA) 
ในหลอดทดลองโดยใชเอนไซม DNA polymerase เรงปฏิกิริยาดําเนินไปอยางตอเนื่องเปนปฏิกิริยา
ลูกโซอันเปนที่มาของชื่อเทคนิคนี้ เอนไซม taq DNA polymerase นี้ตองการตนแบบ (template) 
สําหรับการสังเคราะห ซ่ึงเปน DNA สายเดี่ยว (single strand DNA) โดยท่ี primer strand เปน DNA 
สายส้ันๆ ที่เปนคูสมกับ DNA ตนแบบ ใช deoxyribonucleoside 5′-triphosphate (dNTP) ทั้ง 4 ชนิด 
(dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) เปน substrate และตองมีสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสม DNA 
สายใหมจะถูกสรางตอจากไพรเมอร ไปในทิศจาก 5′ region ไปยัง 3′ region และจะเปนคูสม 
(complementary) กับ DNA  ที่เปนตนแบบ (วสันต และคณะ, 2539)

ในปฏิกิริยาการสังเคราะห  DNA โดยเทคนิค PCR เปนปฏิกิริยาที่เกิดตอเนื่องซ้ําๆ กัน
หลาย ๆ รอบ แตละรอบประกอบดวย 3 ระยะ คือ

1. Denaturation เปนการแยกสายคู (double strand) ของ  DNA  ที่ตองการศึกษาใหเปน
สายเดี่ยว (single strand) ดวยความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 91-95 oC ซ่ึงจะทําลายไฮโดรเจนบอนด
ที่ยึด DNA  สองสายไวดวยกัน

2. Annealing เมื่อลดอุณหภูมิใหต่ําลงประมาณ 50-55 oC ไพรเมอรที่เดิมอยูในสวนผสม
ของปฏิกิริยาจะจับ (anneal) กับ DNA สายเดี่ยวที่ตองการศึกษา (target  DNA) ตรงบริเวณที่มีลําดับ
ของเบสเปนคูสมกันทางดานปลาย 3′ ของ DNA ตนแบบแตละสาย

3. Primer extension เปนขั้นตอนสังเคราะห DNA เสนใหมโดยอาศัย DNA ตนแบบเสน
เดี่ยวทั้งสองเสนเปนตนแบบ สรางตอออกไปจากไพรเมอรในทิศทางจาก 5′ region ไปยัง 3′ region 
ของไพรเมอร โดยอาศัยเอนไซม DNA polymerase และ dNTP ทั้ง 4 ชนิด (dATP, dTTP, dCTP 
และ dGTP) อุณหภูมิที่ใชเหมาะสมสําหรับการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม taq DNA polymerase คือ 
70-75 oC (โดยท่ัวไปนิยมใช 72 oC)
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เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิ้นจะได DNA เปนสองเทาของจํานวนคูที่เร่ิมตน ฉะนั้นในรอบที่ 1 
จาก DNA ตนแบบ 1 คูจะได DNA เพิ่มขึ้นเปนสองคูในรอบตอมา DNA ทั้งที่มีอยูเดิมและที่ถูก
สังเคราะหขึ้นมาใหมจะถูกใชเปนตนแบบของการสังเคราะห DNA ที่ถูกสังเคราะห จึงมีปริมาณ
เพิ่มมากขึ้นเปนเทาทวีคูณแตปจจุบันไดมีการปรับปรุงเทคนิค PCR ใหมีประสิทธิภาพในการตรวจ
หายีนสที่ตองการหลายๆ ตัวใหไดในคราวเดียวกันโดยทําการเพิ่ม primer เขาไปหลายๆ ตัวดวยเชน
กัน (Luca et al., 2000) เรียกวา multiplex PCR (MP-PCR) ซ่ึงสะดวกและรวดเร็วกวา PCR แบบเดิม 
ดังนั้นในงานวิจัยคร้ังนี้ซ่ึงมีการศึกษาหายีนสดื้อยาที่มีอยูหลายชนิดในเชื้อ E. coli  จึงใชเทคนิคนี้
ดวยเชนกัน

ในการตรวจหา class 1 integron นั้น มีผูใช primer ชนิดตางๆ ดังตารางที่ 3
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วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาอุบัติการณของเชื้อ E. coli ที่ดื้อตอยาตานจุลินทรียที่แยกไดจากตัวอยางอุจจาระคน
2. ศึกษาแบบแผนการดื้อยาของเชื้อ E. coli  ตอยาตานจุลินทรียที่ใชบอย
3. ตรวจหายีนสดื้อยาชนิด class1 integron โดยวิธี Multiplex-PCR
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