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บทคัดย่อ 

 การดื้อยาต้านจุลชีพ (antimicrobial resistance; AMR) โดยเฉพาะการดื้อต่อยา ไทกีไซ
คลีน ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะทางเลือกสุดท้ายสำหรับรักษาการติดเชื้อจากแบคทีเรียแกรมลบดื้อยาหลาย
ขนาน กำลังเป็นปัญหาสำคัญด้านสาธารณสุขทั่วโลก การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความชุก 
ลักษณะการด้ือยา และลักษณะทางจีโนมของเชื้อ E. coli ที่มียีนดื้อยา ไทกีไซคลีน จากลูกสุกรหย่านม 
เก็บตัวอย่างมูลลูกสุกรจำนวน 305 ตัวอย่าง จากฟาร์มสุกรในจังหวัดสระบุรี นครราชสีมา และ
เพชรบูรณ์ ทำการแยกและยืนยันชนิดเชื้อ E. coli ด้วยเทคนิค PCR ตรวจหายีนความรุนแรงและยีน
ดื้อยา ไทกีไซคลีน ได้แก่ tet(X1)–tet(X5) และ tet(X)Uni ประเมินค่าความเข้มข้นต่ำสุดของยาที่
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ (MIC) ทดสอบการถ่ายทอดยีนด้วยวิธี conjugation assay และวิเคราะห์
จีโนมด้วยเทคนิค whole-genome sequencing ด้วยเทคนิค Illumina และ Oxford Nanopore 
sequencing ผลการศึกษาพบว่าสามารถแยกเชื้อ E. coli ได้จำนวน 260 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 
85.2 โดยตรวจพบยีน EAST1 มากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 31.1 และตรวจพบยีน tet(X4) จำนวน 4 ไอ
โซเลท คิดเป็นร้อยละ 1.5 โดยมีค่า MIC ต่อ ไทกีไซคลีน เท่ากับ ≤0.5, 1, ≤0.5 และ 4 mg/L 
ตามลำดับ ไอโซเลท T8 แสดงความไวต่อ ไทกีไซคลีน ในระดับ intermediate ผลการทดสอบ 
conjugation assay แสดงให้เห็นว่ายีน tet(X4) สามารถถ่ายทอดไปยังเชื้อรับ E. coli J53 ได้สำเร็จ 
ผลการวิเคราะห์จีโนมพบว่าเชื้อทั้ง 4 ไอโซเลทอยู่ใน sequence types ที่แตกต่างกัน และมียีนดื้อยา
หลายกลุ่มร่วมกัน รวมถึงตรวจพบ virulence-associated genes และ mobile genetic elements 
ที่เกี่ยวข้องกับการแพร่กระจายของยีนดื้อยา ผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าลูกสุกรหย่านมอาจเป็นแหล่งกัก
เก็บของเชื้อ E. coli ที่มียีน tet(X4) และอาจมีบทบาทสำคัญต่อการแพร่กระจายของยีนดื้อยาในภาค
ปศุสัตว์ภายใต้แนวคิดสุขภาพหนึ่งเดียว (One Health) 
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ABSTRACT 
 Antimicrobial resistance (AMR), particularly resistance to tigecycline, a last-
resort antibiotic for multidrug-resistant Gram-negative bacterial infections, has become 
a major global public health concern. This study investigated the prevalence and 
genomic characteristics of Tigecycline -resistant E. coli isolated from weaned piglets. A 
total of 305 fecal samples were collected from swine farms in Thailand. E. coli isolates 
were identified by PCR and screened for virulence-associated genes and Tigecycline 
resistance genes, including tet(X1)–tet(X5) and tet(X)Uni. Antimicrobial susceptibility 
testing, conjugation assays, and whole-genome sequencing were performed. Among 
260 recovered E. coli isolates (85.2%), EAST1 was the most prevalent virulence-
associated gene (31.1%). Four isolates (1.5%) carried tet(X4), with Tigecycline MIC values 
ranging from ≤0.5 to 4 mg/L. Isolate T8 exhibited intermediate susceptibility to 
Tigecycline. Conjugation assays confirmed successful transfer of tet(X4) to E. coli J53. 
Genomic analysis revealed that the tet(X4)-positive isolates belonged to different 
sequence types and carried multiple antimicrobial resistance genes, virulence-
associated genes, and mobile genetic elements. These findings suggest that weaned 
piglets may serve as reservoirs of tet(X4)-harboring E. coli and contribute to the 
dissemination of antimicrobial resistance under the One Health framework. 
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ประกาศคุณูปการ 

 
 ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงต่อ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ น.สพ.ดร.นิรันดร์ เอกศิริ 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก ที่ได้กรุณาสละเวลาอันมีค่าให้คำปรึกษา ข้อเสนอแนะ ตลอดจน
แนวทางในการดำเนินงานวิจัยและการจัดทำวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ด้วยความเอาใจใส่อย่างดียิ่งตลอด
ระยะเวลาการศึกษา 
 ขอกราบขอบพระคุณคณะกรรมการวิทยานิพนธ์ อันประกอบด้วยท่าน รองศาสตราจารย์ 
ดร.อนุพงษ์ ทานกระโทก กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ รองศาสตราจารย์ ดร.วิลาสินี อินญาวิเลิศ กรรมการ
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กุลยาภัสร์ วุฒิจารี กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
ภายนอก ที่ได้กรุณาให้คำแนะนำ ข้อคิดเห็น และตรวจแก้ไขข้อบกพร่องของวิทยานิพนธ์ด้วยความเอา
ใจใส่ จนทำให้วิทยานิพนธ์ฉบับน้ีสำเร็จลุล่วงอย่างสมบูรณ์ 
 ขอขอบคุณเจ้าของฟาร์มสุกรในจังหวัดนครราชสีมา จังหวัดสระบุรี และจังหวัดเพชรบูรณ์ ที่
ให้ความอนุเคราะห์ในการเก็บตัวอย่างมูลลูกสุกรเพื่อใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้  ขอขอบพระคุณบัณฑิต
วิทยาลัย มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ได้สนับสนุนทุนอุดหนุนการวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา จำนวน 10,000 
บาท และขอขอบพระคุณคณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัย
นเรศวร ที่ได้สนับสนุนทุนอุดหนุนการวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา จำนวน 5,000 บาท ซึ่งมีส่วนสำคัญใน
การสนับสนุนการดำเนินงานวิจัยครั้งนี้ให้สำเร็จลุล่วง 
 เหนือสิ่งอื่นใด ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และครอบครัว ที่คอยให้กำลังใจ ให้
การสนับสนุน และเป็นแรงผลักดันสำคัญในทุกด้านตลอดมาคุณค่าและประโยชน์อันพึงมีจาก
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้วิจัยขอมอบแด่คณาจารย์ ผู้มีพระคุณ ตลอดจนผู้ที่มีส่วนเกี่ยวข้องทุกท่าน และ
หวังเป็นอย่างยิ่งว่างานวิจัยฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการศึกษา การวิจัย และการพัฒนาองค์ความรู้
ด้านการด้ือยาปฏิชีวนะในอนาคตต่อไป 
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บทที่ 1 
 

บทนำ 
ทีม่าและความสำคญัของปญัหา 
การดื้อยาต้านจุลชีพ (antimicrobial resistance; AMR) เป็นปัญหาสาธารณสุขที่ทวีความ

รุนแรงมากขึ้นอย่างต่อเนื่องทั่วโลก โดยส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพในการรักษาโรคติดเชื้อทั้งใน
มนุษย์และสัตว์ รวมถึงมีความเชื่อมโยงกับความมั่นคงทางอาหาร เศรษฐกิจ และสิ่งแวดล้อม มีรายงาน
ว่ามีผู้เสียชีวิตจากการติดเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพมากกว่า 1.27 ล้านคนทั่วโลก และอาจเพิ่มขึ้นสูงถึง 10 
ล้านคนต่อปีภายในปี พ.ศ. 2593 หากไม่มีมาตรการควบคุมและเฝ้าระวังที่มีประสิทธิภาพ (World 
Health Organization & UN Interagency Coordinating Group on AMR, 2019) การเกิดและ
การแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพมีความซับซ้อนและเกี่ยวข้องกับหลายปัจจัย โดยเฉพาะการ
ใช้ยาปฏิชีวนะอย่างไม่เหมาะสมในมนุษย์ สัตว์ และภาคการเกษตร นอกจากนี้ มีรายงานว่าปริมาณ
การใช้ยาปฏิชีวนะในภาคปศุสัตว์ของหลายประเทศมีสัดส่วนสูงกว่าการใช้ในมนุษย์อย่างชัดเจน 
โดยเฉพาะในประเทศที่มีอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ขนาดใหญ่ เช่น สหรัฐอเมริกาและสหภาพยุโรป ซึ่ง
มีการใช้ยาปฏิชีวนะในสัตว์คิดเป็นร้อยละ 70–82 ของการใช้ทั้งหมด ขณะที่ประเทศจีนมีการใช้ยา
ปฏิชีวนะรวมสูงถึงประมาณ 162,000 ตันต่อปี และมากกว่าครึ่งหนึ่งถูกใช้ในภาคการเลี้ยงสัตว์ การใช้
ยาปฏิชีวนะในระดับสูงดังกล่าวส่งผลให้เกิดแรงกดดันเชิงคัดเลือก (selective pressure) ต่อแบคทีเรีย
ในระบบการผลิตสัตว์ และมีส่วนสำคัญต่อการเกิดและการแพร่กระจายของยีนดื้อยาต้านจุลชีพใน
สิ่งแวดล้อม การศึกษาความชุกของยีนดื้อยา (antibiotic resistance genes; ARGs) ในของเสียจาก
สัตว์ยังพบว่า มูลสุกรและมูลไก่มีปริมาณยีนดื้อยาสูงกว่าสัตว์ชนิดอื่น โดยตรวจพบยีนดื้อยาหลายกลุ่ม 
เช่น tet, sul, erm และ bla ในระดับความเข้มข้นสูง ซึ่งบางกรณีมีปริมาณสูงกว่าที่พบในของเสียจาก
โรงพยาบาลและชุมชน ข้อมูลดังกล่าวสะท้อนให้เห็นว่าฟาร์มปศุสัตว์และของเสียจากการเลี้ยงสัตว์อาจ
เป็นแหล่งกักเก็บ (reservoir) และแหล่งแพร่กระจายที่สำคัญของเชื้อและยีนดื้อยาสู่สิ่งแวดล้อม ผ่าน
น้ำ ดิน และห่วงโซ่อาหาร ซึ่งเพิ่มความเสี่ยงต่อการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาระหว่างสัตว์ มนุษย์ และ
สิ่งแวดล้อมภายใต้แนวคิด One Health (He et al., 2020) นอกจากปัจจัยด้านการใช้ยาปฏิชีวนะแล้ว 
สภาพสุขาภิบาลที่ไม่เหมาะสม การจัดการของเสียที่ไม่มีประสิทธิภาพ และการปนเปื้อนของเชื้อดื้อยา
ในสิ่งแวดล้อม เช่น น้ำ ดิน และมูลสัตว์ ยังมีบทบาทสำคัญต่อการคงอยู่ของเชื้อดื้อยาในระบบนิเวศ 
เชื้อดื้อยาสามารถถ่ายทอดระหว่างมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อมผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น การ
ปนเปื้อนในห่วงโซ่อาหารและการถ่ายทอดยีนในแนวราบ (horizontal gene transfer; HGT) ซึ่งเป็น
กลไกสำคัญที่ส่งเสริมการแพร่กระจายของยีนดื้อยาในระดับประชากร (Bello & Dingle, 2018) ใน
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ภาคปศุสัตว์ เชื้อแบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae โดยเฉพาะ E. coli มีความสำคัญอย่างยิ่ง 
เนื่องจากเป็นแบคทีเรียประจำถิ่นในลำไส้ของสัตว์เลือดอุ่น แต่สามารถก่อโรคได้ทั้งในระบบทางเดิน
อาหารและโรคนอกลำไส้ อีกทั้งยังเป็นตัวชี้วัดสำคัญของการแพร่กระจายยีนดื้อยาต้านจุลชีพในระบบ
การเลี้ยงสัตว์ โดยเฉพาะในฟาร์มสุกรที่มีการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างต่อเนื่อง ซึ่งอาจก่อให้เกิดแรงกดดัน
เชิงคัดเลือกต่อการเกิดและการคงอยู่ของเชื้อดื้อยา (Prapasarakul et al., 2010) ช่วงลูกสุกรหย่านม
เป็นระยะที่มีความสำคัญทางการผลิต เนื่องจากสัตว์อยู่ในภาวะเครียดจากการเปลี่ยนแปลงอาหาร 
การแยกจากแม่สุกร และการปรับตัวของระบบทางเดินอาหาร ส่งผลให้มีความไวต่อการติดเชื้อ E. coli 
มากขึ้น และมักสัมพันธ์กับการสูญเสียทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมสุกร นอกจากนี้ การใช้ยาปฏิชีวนะ
ในช่วงดังกล่าวยังอาจส่งเสริมการคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถในการดื้อยาเพิ่มขึ้น ทำให้ลูกสุกรหย่า
นมเป็นกลุ่มตัวอย่างที่เหมาะสมสำหรับการเฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพในระบบปศุสัตว์ (Nguyet et 
al., 2022) ไทกีไซคลีน เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม ไกลซิลไซคลิน ที่พัฒนามาจาก ยากลุ่มเตตราไซคลิน 
และถือเป็นหนึ่งในยาทางเลือกสำคัญหรือยาทางเลือกสุดท้าย ( last-resort antibiotic) สำหรับ
รักษาการติดเชื้อจากเชื้อดื้อยาหลายขนาน โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบ อย่างไรก็ตาม ภายหลังการ
นำมาใช้ในทางคลินิก มีรายงานการลดความไวต่อยาและการเกิดดื้อต่อยาไทกีไซคลีน เพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่อง ซึ่งก่อให้เกิดความกังวลต่อประสิทธิภาพในการรักษา (Wang et al., 2021) กลไกการด้ือ ไทกี
ไซคลีน มีความซับซ้อนและเกี่ยวข้องกับหลายกระบวนการ ได้แก่ การเพิ่มการทำงานของระบบขับยา
ออกจากเซลล์ การลดการซึมผ่านของยา การเปลี่ยนแปลงตำแหน่งเป้าหมายของยาในไรโบโซม และ
การทำลายหรือดัดแปลงยาโดยเอนไซม์ ซึ่งมียีนที่เกี่ยวข้องเช่น tet(A) variant, tet(X) และยีนควบคุม
การแสดงออกของ efflux pumps มีบทบาทสำคัญต่อการลดความไวต่อยา นอกจากนี้ ยีนดื้อยา
ดังกล่าวยังสามารถถ่ายทอดระหว่างแบคทีเรียผ่านกระบวนการ horizontal gene transfer ซึ่งเพิ่ม
ศักยภาพในการแพร่กระจายของการด้ือยาในระดับประชากร (Korczak et al., 2024) แม้ว่าการศึกษา
การดื้อ ไทกีไซคลีน จะมีรายงานอย่างแพร่หลายในเชื้อทางคลินิก แต่ข้อมูลเกี่ยวกับการกระจายของ
เชื้อ E.coli ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อ ไทกีไซคลีน ในแหล่งสัตว์ โดยเฉพาะในลูกสุกรหย่านม ยังมีจำกัด
อย่างมาก โดยเฉพาะในระดับระบาดวิทยาเชิงโมเลกุลในประเทศไทย ช่องว่างขององค์ความรู้นี ้มี
ความสำคัญต่อการทำความเข้าใจแหล่งกำเนิดและการแพร่กระจายของยีนดื้อยาในบริบทของภาคปศุ
สัตว ์

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความชุกของเชื้อในวงศ์ Enterobacteriaceae 
โดยเฉพาะ E. coli ที่เกี่ยวข้องกับการด้ือ ไทกีไซคลีน จากลูกสุกรหย่านม รวมทั้งตรวจประเมินความไว
ต่อยาและจำแนกลักษณะของเชื้อก่อโรคที่แยกได้ เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานสำหรับการเฝ้าระวังการดื้อ
ยาต้านจุลชีพในระบบการเลี้ยงสุกร และสนับสนุนการวางแนวทางควบคุมภายใต้แนวคิด One Health 
ต่อไป 



3 
 

3 
 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
1. เพื่อประเมินความชุกของเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา ไทกีไซคลีน ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างมูลลูก

สุกรหย่านม  
2. เพื่อตรวจหาและยืนยันการมีอยู่ของยีนดื้อยา ไทกีไซคลีน โดยใช้เทคนิค Polymerase 

Chain Reaction (PCR) และ Whole-Genome Sequencing (WGS) ด้วยเทคโนโลยี Illumina และ 
Nanopore sequencing 

3. เพื่อเปรียบเทียบลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ E. coli ที่แยกได้ โดยพิจารณายีนดื้อยา
ปฏิชีวนะ (antimicrobial resistance genes; ARGs) และองค์ประกอบทางพันธุกรรมเคลื ่อนที่ 
(mobile genetic elements) ระหว่างไอโซเลต 

ความสำคัญของการวิจัย 
 แบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae สามารถพบได้ทั้งในมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม 
โดยเฉพาะ E. coli ซึ่งนอกจากจะเป็นจุลชีพประจำถิ่นในระบบทางเดินอาหารแล้ว ยังทำหน้าที่เป็น
แหล่งสะสมและพาหะสำคัญของยีนดื้อยาปฏิชีวนะ (antibiotic resistance genes; ARGs) ยีนดื้อยา
เหล่านี้สามารถแพร่กระจายระหว่างแบคทีเรีย รวมถึงถ่ายทอดจากสัตว์สู่มนุษย์ผ่านห่วงโซ่อาหาร 
สิ่งแวดล้อม และการสัมผัสโดยตรง ส่งผลให้ปัญหาการดื้อยาปฏิชีวนะมีความเชื่อมโยงระหว่างสุขภาพ
ของมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อมภายใต้แนวคิด One Health (Börjesson et al., 2020) ไทกีไซคลีน 
เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม glycylcycline ที่ได้รับการพัฒนาเพื่อใช้รักษาการติดเชื้อจากแบคทีเรียแกรม
ลบที่ดื ้อยาหลายขนาน โดยเฉพาะเชื้อในกลุ่ม carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) 
และยังคงเป็นหนึ่งในยาปฏิชีวนะทางเลือกสำคัญสำหรับการรักษาการติดเชื้อที่มีข้อจำกัดด้านทางเลือก
ของยา (Stein, 2013) อย่างไรก็ตาม มีรายงานการตรวจพบการดื้อยา ไทกีไซคลีน เพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่องในหลายประเทศ ซึ่งส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพของการรักษาและก่อให้เกิดข้อกังวลต่อการ
ควบคุมปัญหาการดื้อยาปฏิชีวนะในระดับสากล (Chen, 2020) การค้นพบยีน tet(X3) และ tet(X4) 
บนพลาสมิดชนิด conjugative นับเป็นพัฒนาการสำคัญของการศึกษาการดื ้อยา ไทกีไซคลีน 
เนื่องจากยีนดังกล่าวสามารถถ่ายทอดระหว่างแบคทีเรียผ่านกระบวนการ conjugation ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ (Sun, 2019) นอกจากนี้ ยีน tet(X4) ยังมักตรวจพบร่วมกับองค์ประกอบพันธุกรรม
เคลื่อนที่ (mobile genetic elements; MGEs) เช่น IS26 และ ISCR2 ซึ่งมีบทบาทในการเคลื่อนย้าย
และการแพร่กระจายของยีนดื้อยาผ่านกระบวนการ horizontal gene transfer ส่งผลให้การดื้อยา 
ไทกีไซคลีน สามารถแพร่กระจายระหว่างแบคทีเรียต่างสายพันธุ์ได้อย่างรวดเร็ว ในปัจจุบัน มีรายงาน
การตรวจพบ tet(X4) ในเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากสัตว์เศรษฐกิจ สิ่งแวดล้อม และตัวอย่างทางคลินิก
ในหลายประเทศ (Rueda Furlan, 2023) โดยเฉพาะในสุกรซึ่งเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่มีบทบาทสำคัญใน
ระบบการผลิตอาหาร และได้รับการรายงานว่าเป็นแหล่งกักเก็บที่สำคัญของเชื้อ  E. coli ที่มียีนดื้อยา 
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การปรากฏของยีน tet(X4) ในระบบการผลิตสุกรจึงมีนัยสำคัญทางระบาดวิทยา เนื่องจากอาจเอื้อต่อ
การคงอยู่และการแพร่กระจายของยีนดื้อยาผ่านห่วงโซ่อาหารและสิ่งแวดล้อม  
 อย่างไรก็ตาม ข้อมูลเกี่ยวกับความชุกของเชื้อ E. coli ที่มียีน tet(X4) รวมถึงลักษณะทาง
พันธุกรรม องค์ประกอบพันธุกรรมเคลื่อนที่ และศักยภาพในการถ่ายทอดยีนดื้อยาดังกล่าวในลูกสุกร
หย่านมของประเทศไทยยังมีอยู่อย่างจำกัด ดังนั้น การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความชุก
ของยีน tet(X4) ในเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากลูกสุกรหย่านม รวมถึงวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรม
และการถ่ายทอดยีนดื้อยาที่เกี่ยวข้อง เพื่อสนับสนุนการเฝ้าระวังการดื้อยาปฏิชีวนะและเป็นข้อมูล
พื ้นฐานสำหรับการกำหนดมาตรการควบคุมการแพร่กระจายของยีนดื ้อยาในภาคปศุสัตว์และ
สาธารณสุขภายใต้แนวคิด One Health 
 ขอบเขตการวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้มีขอบเขตในการศึกษาเชื้อ E. coli ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาปฏิชีวนะใน
กลุ่ม glycylcycline โดยเฉพาะยา ไทกีไซคลีน จากตัวอย่างมูลลูกสุกรหย่านมที่เก็บจากฟาร์มสุกร
จำนวน 3 แห่ง ในจังหวัดสระบุรี จังหวัดนครราชสีมา และจังหวัดเพชรบูรณ์ โดยทำการสุ่มเก็บ
ตัวอย่างมูลด้วยวิธี fecal swab จำนวนทั้งสิ้น 305 ตัวอย่าง 

ตัวอย่างที่เก็บรวบรวมได้ถูกนำมาเพิ่มจำนวนเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic Soy 
Broth (TSB) และบ่มในเครื่องเขย่า (shaking incubator) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18–20 ชั ่วโมง จากนั ้นนำมาแยกเชื ้อ E. coli โดยการเพาะเลี ้ยงบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ Eosin 
Methylene Blue agar (EMB agar) และคัดเลือกเชื้อบริสุทธิ์สำหรับการศึกษาต่อไป เชื้อที่แยก
ได้จะถูกนำมาสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) ด้วยวิธี boiling method และยืนยันชนิดของเชื้อ
ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ไพร์เมอร์ uidA ซึ่งมีความจำเพาะต่อ
เชื้อ E. coli 

การตรวจหายีนดื้อยาที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา ไทกีไซคลีน ดำเนินการด้วยเทคนิค PCR 
โดย ใช ้ ไพร ์ เ มอร ์ ส ำหร ับย ี น  tet(X1), tet(X2), tet(X3), tet(X4), tet(X5) และ  tet(X)Uni 
นอกจากนี้ จะทำการทดสอบความไวต่อยาโดยการหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของยาที่สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อ (minimum inhibitory concentration; MIC) เพื่อประเมินระดับความ
ไวของเช้ือต่อยา ไทกีไซคลีน 

เชื้อที่ตรวจพบยีนดื้อยาในกลุ่ม tet(X) จะถูกนำมาศึกษาความสามารถในการถ่ายทอดยีน
ดื้อยาด้วยวิธี conjugation assay และวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมโดยการหาลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ทั ้งจีโนม (whole-genome sequencing; WGS) ด้วยเทคโนโลยี Illumina sequencing 
และ Oxford Nanopore sequencing เพื ่อประกอบจีโนมแบบ hybrid genome assembly 
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และศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาต้านจุลชีพ องค์ประกอบพันธุกรรม
เคลื่อนที่ พลาสมิด และกลไกที่เกี่ยวข้องกับการแพร่กระจายของยีนดื้อยา 

 

นิยามศัพท์เฉพาะ  
1. เชื้อแบคทีเรียวงศ์ Enterobacteriaceae 
หมายถึง กลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะมีออกซิเจน

และไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobes) พบได้ทั ่วไปในลำไส้ของคนและสัตว์ และสามารถ
จำแนกเบื้องต้นตามความสามารถในการหมักน้ำตาลแลคโตสได้เป็น lactose fermenter และ non-
lactose fermenter โดยเชื้อในวงศ์นี้มีความสำคัญทางการแพทย์และสัตวแพทย์ เนื่องจากเป็นสาเหตุ
ของโรคติดเชื้อและมีแนวโน้มดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายกลุ่ม  

2. เชื้อ E. coli 
หมายถึง แบคทีเรียแกรมลบในวงศ์ Enterobacteriaceae ที่เป็น normal flora ในระบบทางเดิน

อาหารของคนและสัตว์เลือดอุ่น โดยส่วนใหญ่ไม่ก่อโรค แต่บางสายพันธุ์สามารถก่อโรคได้ทั้งในระบบ
ทางเดินอาหารและนอกลำไส้ (extraintestinal pathogenic E. coli; ExPEC) และมีบทบาทสำคัญใน
ฐานะแหล่งสะสมและแพร่กระจายของยีนดื้อยาปฏิชีวนะในสิ่งแวดล้อมและระบบการผลิตสัตว์  

3. ยาปฏิชีวนะ ไทกีไซคลีน 
หมายถึง ยาปฏิชีวนะในกลุ่ม ไกลซิลไซคลิน ซึ่งพัฒนามาจาก เตตราไซคลิน โดยมีการดัดแปลง

โครงสร้างที่ตำแหน่ง C9 ของวงแหวน D ทำให้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนของ
แบคทีเรียเพิ่มขึ้น โดยออกฤทธ์ิแบบ bacteriostatic ผ่านการจับกับหน่วยย่อย 30S ของไรโบโซม และ
ถูกใช้เป็นยาทางเลือกสำหรับการรักษาเช้ือดื้อต่อยาหลายขนาน  

4. การด้ือยา ไทกีไซคลีน  
หมายถึง ความสามารถของแบคทีเรียในการลดความไวหรือไม่ตอบสนองต่อยา ไทกีไซคลีน ซึ่ง

อาจแสดงออกในรูปแบบการดื้อเชิงฟีโนไทป์ (phenotypic resistance) หรือการมียีนที่เกี่ยวข้องกับ
การด้ือยา โดยมักพบสัมพันธ์กับเชื้อด้ือต่อยาหลายขนาน (MDR) และเชื้อด้ือต่อยาระดับรุนแรง เช่น 
extensively drug-resistant และ carbapenem-resistant (XDR/CR) 

5. ยีน tet(A) variant 
หมายถึง ยีนในกลุ่ม Tetracycline resistance gene ทีม่ีการกลายพันธุ์หรือดัดแปลจาก 

tet(A) ดั้งเดิม ซึ่งส่งผลให้ความสามารถของ efflux pump เพิ่มขึ้นและมบีทบาทต่อการลดความไวต่อ 
ไทกีไซคลีน ในแบคทีเรียแกรมลบ โดยเฉพาะใน Enterobacteriaceae 
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6. ยีน tet(X4) 
หมายถึง ย ีนดื ้อยาปฏิช ีวนะในกลุ ่ม tet(X) ที ่ เข ้ารหัสเอนไซม์ชนิด flavin-dependent 

monooxygenase ซึ่งสามารถทำลายฤทธิ์ของ ไทกีไซคลีน ผ่านกระบวนการดัดแปลงโครงสร้างยา 
และมักพบอยู่บนพลาสมิด ทำให้สามารถแพร่กระจายระหว่างแบคทีเรียได้อย่างรวดเร็ว  

7. Multidrug-resistant (MDR) 
หมายถึง เช้ือแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 1 ชนิดใน ≥3 กลุ่มยาที่แตกต่างกัน 
8. Extensively drug-resistant (XDR) 
หมายถึง เช้ือแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะเกือบทุกกลุ่ม เหลือเพียง 1–2 กลุ่มยาที่ยังสามารถ 

ใช้รักษาได้ 
9. Carbapenem-resistant (CR) 
หมายถึง เช้ือแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม carbapenems ซึ่งเป็นยากลุ่มสำคัญที่ใช้

รักษาการติดเชื้อรุนแรง 
10. แนวคิดสุขภาพหนึ่งเดียว (One Health) 
หมายถึง แนวคิดที่อธิบายความเชื่อมโยงระหว่างสุขภาพของคน สัตว์ และสิ่งแวดล้อม โดยเน้นว่า

การแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะสามารถเกิดขึ้นและส่งผลกระทบข้ามระบบได้ 
11. ความชุกของการดื้อยา ไทกีไซคลีน 
หมายถึง ความชุกของการดื้อยา ไทกีไซคลีน หมายถึงสัดส่วนของเชื้อแบคทีเรียที่ตรวจพบว่าดื้อ

ต่อ ไทกีไซคลีน ในประชากรตัวอย่างหนึ่ง ๆ ซึ่งอาจรายงานเป็นร้อยละหรืออัตราการดื้อยา ข้อมูล
ความชุกอาจแตกต่างกันตามชนิดเชื้อ แหล่งตัวอย่าง วิธีทดสอบ และบริบททางภูมิศาสตร์ 

 
สมมุติฐานของการวิจัย  
เชื้อ E. coli ที่แยกได้จากลูกสุกรหย่านมมีการตรวจพบยีน tet(X4) ซึ่งเกีย่วข้องกับการดื้อยา 

ไทกีไซคลีน และสามารถแพร่กระจายได้ผ่านองค์ประกอบพันธุกรรมเคลือ่นที่และการถา่ยทอดยีนใน
แนวราบ 
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บทที่ 2  
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
2.1 เชื้อแบคทีเรียวงศ์ Enterobacteriaceae 

 เชื้อแบคทีเรียวงศ์ Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่ง ไม่สร้างสปอร์ 
และสามารถดำรงชีวิตได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน ( facultative anaerobes) เชื้อในวงศ์นี้
สามารถพบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม ระบบทางเดินอาหารของสัตว์ และมนุษย์ โดยบางชนิดเป็นเชื้อ
ประจำถิ่น ขณะที่บางชนิดสามารถก่อโรคได้ เชื้อในวงศ์นี้สามารถจำแนกเบื้องต้นได้จากความสามารถ
ในการหมักน้ำตาลแลคโตสบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยแบ่งออกเป็นกลุ่มที่สามารถหมักน้ำตาลแลค
โตส (lactose fermenter) และกลุ่มที่ไม่สามารถหมักน้ำตาลแลคโตส (non-lactose fermenter) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานการแพร่กระจายของเชื้อและยีนดื้อยาระหว่างสัตว์ สิ่งแวดล้อม และมนุษย์ ซึ่งมี
ความสำคัญต่อแนวคิด One Health (Su et al., 2023) 

2.2 เชื้อ E. coli 
E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่ง จัดอยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae สามารถพบ

ได้ทั่วไปในระบบทางเดินอาหารของสัตว์เลือดอุ่นและมนุษย์ โดยส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียประจำถิ่นที่ไม่
ก่อโรค อย่างไรก็ตาม มีเชื้อ E. coli บางสายพันธ์ุที่สามารถก่อโรคได้จากการมีปัจจัยก่อโรค (virulence 
factors) เช่น fimbriae, adhesins และ toxins ซึ่งส่งผลให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะ
ในลูกสุกรแรกเกิดและลูกสุกรหลังหย่านม (Fairbrother & Nadeau, 2019) เชื้อ E. coli ก่อโรคในลูก
สุกรที่สำคัญ ได้แก่ enterotoxigenic E. coli (ETEC) และ Stx2e-producing E. coli ซึ่งจัดอยู่ใน
กลุ่ม Shiga toxin-producing E. coli (STEC) โดย ETEC เป็นสาเหตุสำคัญของ post-weaning 
diarrhea (PWD) ในลูกสุกร เนื่องจากเชื้อสามารถสร้าง fimbriae เช่น F4 (K88), F5 (K99), F6 
(987P), F18 และ F41 เพื่อช่วยในการยึดเกาะเยื่อบุลำไส้ และสร้าง enterotoxins ได้แก่ heat-
labile toxin (LT) และ heat-stable toxin (STa และ STb) ส่งผลให้เกิดการสูญเสียน้ำ ทำให้ลูกสุกร
เกิดอาการท้องเสีย ขาดน้ำ น้ำหนักลด และอาจตายได้ (Nagy & Fekete, 2005) นอกจากนี้ Stx2e-
producing E. coli มีความสำคัญต่อการเกิด edema disease ในลูกสุกรหลังหย่านม โดยเชื้อจะสร้าง 
Shiga toxin type 2e (Stx2e) ซึ่งส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อหลอดเลือด เกิดภาวะบวมน้ำ อาการ
ทางระบบประสาท และอาจทำให้ลูกสุกรตายเฉียบพลันได้ (Fairbrother & Nadeau, 2019) สำหรับ 
enteroaggregative E. coli (EAEC) เป็นอีกหนึ่งกลุ่มของ pathogenic E. coli ที่สามารถสร้าง 
enteroaggregative heat-stable toxin 1 (EAST1) ซึ่งเกี่ยวข้องกับอาการท้องเสีย อย่างไรก็ตาม 
EAST1 อาจพบได้ใน pathogenic E. coli หลายกลุ่ม รวมถึง ETEC และไม่ถือเป็น marker ที่จำเพาะ
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ต่อ EAEC เพียงอย่างเดียว (Yamamoto & Echeverria, 1996) เชื้อ pathogenic E. coli มีการ
แพร่กระจายอย่างกว้างขวางในฟาร์มปศุสัตว์ รวมถึงในมูลสัตว์ น้ำเสีย ดิน และแหล่งน้ำภายในฟาร์ม 
อีกทั้งยังพบปัญหาการดื้อยาปฏิชีวนะหลายขนาน ซึ่งส่งผลกระทบต่อสุขภาพสัตว์ ความปลอดภัยทาง
อาหาร และสาธารณสุขในแนวคิด One Health (Gemeda et al., 2023) 

2.3 ปัจจัยก่อโรคของ E. coli 
เชื้อ pathogenic E. coli สามารถก่อโรคในลูกสุกรได้จากการมีปัจจัยก่อโรค (virulence 

factors) หลายชนิด ได้แก่ ปัจจัยการยึดเกาะ (adhesion factors) สารพิษกลุ่ม enterotoxins และ 
Shiga toxins ซึ่งมีบทบาทสำคัญต่อการเกิดโรคท้องเสียและ edema disease ในลูกสุกร โดยปัจจัย
ก่อโรคเหล่านี้สามารถตรวจจำแนกได้ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ผ่านการ
ตรวจหา virulence genes ที่จำเพาะต่อเชื้อแต่ละกลุ่ม (Nagy & Fekete, 2005) 

2.3.1 Adhesion factors 
Adhesion factors หรือ fimbriae เป็นโครงสร้างบนผิวเซลล์แบคทีเรียที่ช่วยให้เชื้อสามารถ

ยึดเกาะกับเยื ่อบุผิวลำไส้ของลูกสุกรได้ ซึ ่งถือเป็นขั ้นตอนสำคัญในการเริ ่มต้นการก่อโรค เชื้อ 
enterotoxigenic E. coli (ETEC) ในสุกรมักพบ fimbriae หลายชนิด ได้แก่ F4 (K88), F5 (K99), F6 
(987P), F18 และ F41 โดย F4 (K88) และ F18 เป็น fimbriae ที่พบได้บ่อยในลูกสุกรหลังหย่านม
และมีความสัมพันธ์กับ post-weaning diarrhea ส่วน F5 (K99), F6 (987P) และ F41 มักพบในลูก
สุกรแรกเกิด (Fairbrother & Nadeau, 2019) 

2.3.2 Enterotoxins 
Enterotoxins เป็นสารพิษที่สร้างโดย ETEC ซึ่งมีบทบาทสำคัญต่อการเกิดอาการท้องเสียใน

ลูกสุกร โดยแบ่งออกเป็น heat-labile toxin (LT) และ heat-stable toxin (ST) ได้แก่ LT-I, LT-II, 
STa และ STb ในส่วน LT toxin เป็นสารพิษที่ไวต่อความร้อน มีโครงสร้างและกลไกคล้าย cholera 
toxin โดยจะกระตุ้นการเพิ่มระดับ cyclic AMP (cAMP) ภายในเซลล์เยื่อบุลำไส้ ส่งผลให้มีการหลั่ง
น้ำออกสู่ลำไส้มากขึ้น ส่วน STa และ STb เป็นสารพิษที่ทนต่อความร้อน โดย STa จะกระตุ้น cyclic 
GMP (cGMP) ขณะที่ STb ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงสมดุลของของเหลวในลำไส้ ทำให้เกิดอาการ
ท้องเสียและภาวะขาดน้ำในลูกสุกร (Nagy & Fekete, 2005) 

2.3.3 Shiga toxins 
Shiga toxins เป็นปัจจัยก่อโรคสำคัญของ Shiga toxin-producing E. coli (STEC) โดยมียีน

สำคัญ ได้แก่ stx1, stx2 และ stx2e ซึ่งทำหน้าที่สร้างสารพิษที่ส่งผลต่อเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและ
ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนภายในเซลล์ ในสุกร stx2e ถือเป็นปัจจัยสำคัญที่เกี่ยวข้องกับ edema 
disease โดยเชื้อที่สร้าง Shiga toxin type 2e จะก่อให้เกิดความเสียหายต่อ endothelial cells 
ของหลอดเลือด ส่งผลให้เกิดภาวะบวมน้ำ ความผิดปกติทางระบบประสาท และอาจทำให้ลูกสุกรตาย
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เฉียบพลันได้ นอกจากนี้ เชื้อดังกล่าวมักพบร่วมกับ fimbriae ชนิด F18 ในลูกสุกรหลังหย่านม ซึ่งมี
บทบาทสำคัญต่อการยึดเกาะของเชื้อบริเวณเยื่อบุลำไส้ (Fairbrother & Nadeau, 2019) 

2.3.4 EAST1 toxin 
Enteroaggregative heat-stable toxin 1 (EAST1) เป็นสารพิษที่เข้ารหัสโดยยีน EAST1 

ซึ่งเดิมพบใน enteroaggregative E. coli (EAEC) และมีความเกี่ยวข้องกับอาการท้องเสีย อย่างไรก็
ตาม ปัจจุบันพบว่ายีน EAST1 สามารถตรวจพบได้ใน pathogenic E. coli หลายกลุ่ม รวมถึง ETEC 
จึงไม่ถือเป็น marker ที่จำเพาะต่อ EAEC เพียงอย่างเดียว (Yamamoto & Echeverria, 1996) 

 
2.4 ยากลุ่ม ไทกีไซคลีน 

 2.4.1 โครงสรา้งทางเคมี (Chemical structure) 

 
ภาพที่ 1 การดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีที่ตำแหน่ง C9 ของวงแหวน D จาก มิโนไซคลิน (ซ้าย) ไปเป็น 

ไทกีไซคลีน (ขวา) โดยการเติมหมู่แทนที ่9-t-butylglycylamido (แสดงด้วยลูกศรสีแดง) 
 
 โครงสร้างทางเคมีของ ไทกีไซคลีน ดังภาพที่ 1 จะเห็นได้ว่าการเติมหมู่ glycylamido ที่
ตำแหน่ง C9 มีบทบาทสำคัญในการเพิ่มขนาดของโมเลกุล และช่วยเพิ่มความสามารถในการจับกับไร
โบโซม ส่งผลให้ ไทกีไซคลีน มีประสิทธิภาพสูงขึ้นและสามารถหลีกเลี่ยงกลไกการดื้อยาแบบดั้งเดิมได้ 
ไทกีไซคลีน เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม ไกลซิลไซคลิน ซึ่งได้รับการพัฒนาเพื่อแก้ปัญหาการดื้อยาในกลุ่ม 
เตตราไซคลิน โดย ไทกีไซคลีน มีโครงสร้างพื้นฐานเป็นวงแหวนสี่วง (Tetracycline core; A–B–C–D) 
ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของยากลุ่ม เตตราไซคลิน (Greer, 2006) ความแตกต่างสำคัญของ ไทกีไซคลีน 
เมื่อเปรียบเทียบกับ มิโนไซคลิน คือการดัดแปลงที่ตำแหน่ง C9 ของวงแหวน D โดยใน มิโนไซคลิน 
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ตำแหน่งดังกล่าวเป็นหมู ่แทนที่ขนาดเล็ก เช่น –H หรือ –OH ขณะที่ ไทกีไซคลีน มีการเติมหมู่ 

glycylamido (–NH–CO–CH₂–NH–tBu) ซึ่งมีขนาดใหญ่และมีความซับซ้อนมากกว่า (Yaghoubi et 
al., 2022) หมู ่แทนที่ขนาดใหญ่ที ่ตำแหน่ง C9 นี้ส่งผลให้โครงสร้างโมเลกุลของ ไทกีไซคลีน มี
คุณสมบัติทางเคมีที่แตกต่างจาก เตตราไซคลิน รุ่นดั้งเดิม (Peterson, 2008) โดยเฉพาะการเพ่ิม lipid 
solubility และการปรับเปลี่ยนลักษณะเชิงโครงสร้างของโมเลกุล การดัดแปลงโครงสร้างดังกล่าวยัง
ส่งผลให้ ไทกีไซคลีน มีความสามารถในการจับกับไรโบโซมสูงขึ้นเมื่อเทียบกับ Tetracycline และ มิโน
ไซคลิน ซึ่งเป็นคุณสมบัติสำคัญที่สัมพันธ์กับประสิทธิภาพของยา การดัดแปลงโครงสร้างดังกล่าวมี
บทบาทสำคัญต่อคุณสมบัติทางเภสัชวิทยาของยา และส่งผลต่อกลไกการออกฤทธิ์ 

2.4.2 กลไกการออกฤทธ์ิ (Mechanism of Action) 
ไทกีไซคลีน เป็นยาปฏิชีวนะประเภท bacteriostatic ที่ออกฤทธิ์โดยยับยั้งการสังเคราะห์

โปรตีนของแบคทีเรีย ผ่านการจับแบบ reversible กับหน่วยย่อย 30S ของไรโบโซม โดยเฉพาะบริเวณ 
helical region (H34) ของ 16S rRNA การจับของยาจะขัดขวางการเข้าสู ่ตำแหน่ง A-site ของ 
aminoacyl-tRNA ส่งผลให้กรดอะมิโนไม ่สามารถต่อเป็นสายโพลีเปปไทด์ได ้ กระบวนการ 
elongation ของโปรตีนจึงหยุดลงและยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Yaghoubi et al., 2022) 
การดัดแปลงโครงสร้างที่ตำแหน่ง C9 ด้วยหมู่ 9-t-butylglycylamido มีบทบาทสำคัญต่อกลไกการ
ออกฤทธ์ิของยา โดยช่วยเพิ่มความสามารถในการจับกับไรโบโซม และก่อให้เกิด steric hindrance ซึ่ง
ลดประสิทธิภาพของกลไกการดื้อยาหลักของ เตตราไซคลิน ได้แก่ efflux pumps และ ribosomal 
protection proteins เช่น Tet(M) ส่งผลให้ ไทกีไซคลีน มีความสามารถในการจับกับไรโบโซมสูงกว่า
เมื่อเทียบกับ Tetracyclines แบบดั้งเดิม (Greer, 2006) ในระดับโมเลกุล หมู่ดังกล่าวสามารถเกิด
ปฏิสัมพันธ์แบบ base stacking กับนิวคลีโอไทด์ C1054, G966 และ G1198 บน 16S rRNA รวมถึง

การประสานกับ Mg²⁺ ไอออน ซึ่งช่วยเพิ่มความเสถียรของการจับระหว่างยาและไรโบโซม และส่งผล
ให้การยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น (Jenner et al., 2013) ด้วยคุณสมบัติ
เหล่านี้ ไทกีไซคลีน จึงถูกพิจารณาเป็นหนึ่งในยาทางเลือกสำคัญสำหรับการรักษาการติดเชื้อที่เกิดจาก
เชื้อดื้อยาหลายขนาน อย่างไรก็ตาม การใช้ยาอย่างแพร่หลายได้นำไปสู่การเกิดกลไกการดื้อยาใหม่ ๆ 
เช่น การเพิ่มการทำงานของ efflux pumps การกลายพันธุ์ของเป้าหมายไรโบโซม และการเกิดยีนที่
สามารถดัดแปลงหรือทำลายฤทธิ์ของยา เช่น tet(X) ซึ่งสะท้อนถึงความจำเป็นในการเฝ้าระวังและ
ศึกษากลไกการด้ือยาอย่างต่อเนื่อง (Fan et al., 2024) 
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2.4.3 กลไกการดื้อยาปฏิชีวนะ (Mechanisms of tigecycline resistance) 
ไทกีไซคลีน เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มไกลซิลไซคลิน ซึ่งได้รับการพัฒนาจากยาปฏิชีวนะในกลุ่ม

เตตราไซคลิน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ต่อแบคทีเรียที่มีกลไกการดื้อยาแบบดั้งเดิมของเต
ตราไซคลิน โดยยาออกฤทธิ์ผ่านการจับกับหน่วยย่อย 30S ของไรโบโซม ส่งผลให้ aminoacyl-tRNA 
ไม่สามารถเข้าสู่ตำแหน่ง A-site ของไรโบโซมได้ จึงยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์โปรตีนและการ
เจริญเติบโตของเซลล์แบคทีเรีย ดังแสดงในภาพที่ 2 

อย่างไรก็ตาม การใช้ ไทกีไซคลีน อย่างต่อเนื่องและแพร่หลายส่งผลให้เกิดการคัดเลือกเชื้อ
แบคทีเรียที่มีกลไกการดื้อยาหลากหลายรูปแบบ โดยกลไกการดื้อยาที่สำคัญในแบคทีเรียแกรมลบ
ประกอบด้วย การเพิ่มการทำงานของระบบขับยาออกจากเซลล์ (efflux pumps) การเปลี่ยนแปลง
ตำแหน่งเป้าหมายของยา การลดการซึมผ่านของยาเข้าสู่เซลล์ และการดัดแปลงหรือทำลายโครงสร้าง
ของยาโดยเอนไซม์ที่เข้ารหัสจากยีนดื้อยา (Fan et al., 2024) การเพิ่มการแสดงออกของระบบขับยา
ออกจากเซลล์ เช่น AcrAB-TolC, OqxAB และ AdeABC ส่งผลให้ความเข้มข้นของยา ไทกีไซคลีน 
ภายในเซลล์แบคทีเรียลดลง จึงลดประสิทธิภาพในการยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน นอกจากนี้ การ

ภาพที่ 2 ภาพรวมกลไกการออกฤทธ์ิและกลไกการดื้อยา tigecycline ในแบคทีเรียแกรมลบ 
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กลายพันธุ์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับหน่วยย่อย 30S ของไรโบโซม รวมถึงการสร้างโปรตีนที่ทำหน้าที่
ป้องกันไรโบโซม (ribosomal protection proteins) อาจส่งผลต่อความสามารถในการจับของยา 
แม้ว่ากลไกดังกล่าวจะมีบทบาทต่อการดื้อยา ไทกีไซคลีน น้อยกว่าที่พบใน Tetracyclines รุ่นดั้งเดิมก็
ตาม (Greer, 2006) ปัจจุบัน กลไกการดื้อยาที่มีความสำคัญทางระบาดวิทยาและได้รับการรายงาน
เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง คือการมียีนในกลุ่ม tet(X) โดยเฉพาะ tet(X3) และ tet(X4) เป็นแม่แบบในการ
สร้างเอนไซม์ flavin-dependent monooxygenase ที่สามารถเร่งปฏิกิริยา oxidation ของ ไทกีไซ
คลีน ส่งผลให้โครงสร้างทางเคมีของยาถูกดัดแปลงและสูญเสียฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการ
สังเคราะห์โปรตีนของแบคทีเรีย กลไกดังกล่าวนับเป็นกลไกการดื้อยาที่แตกต่างจากกลไกการดื้อยา 
Tetracyclines แบบดั้งเดิม เนื่องจากเป็นการทำลายฤทธิ์ของยาโดยตรง (enzymatic inactivation) 
ยีน tet(X3) และ tet(X4) มักตรวจพบร่วมกับองค์ประกอบพันธุกรรมเคลื่อนที่ (mobile genetic 
elements) และพลาสมิดชนิด conjugative ซึ ่งเอื ้อต่อการถ่ายทอดยีนระหว่างแบคทีเรียผ่าน
กระบวนการ horizontal gene transfer ส ่งผลให ้ย ีนด ื ้อยาสามารถแพร ่กระจายได ้อย ่างมี
ประสิทธิภาพทั้งภายในและระหว่างชนิดของแบคทีเรีย การแพร่กระจายของยีนดังกล่าวได้รับการ
รายงานในแบคทีเรียจากมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม สะท้อนให้เห็นถึงความเชื่อมโยงของปัญหาการ
ดื้อยาปฏิชีวนะภายใต้แนวคิด One Health 

ในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา มีรายงานการตรวจพบการดื้อยา ไทกีไซคลีน เพิ่มขึ้นในแบคทีเรียแก
รมลบที ่มีความสำคัญทางคลินิก ได้แก่  K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter cloacae และ 
Acinetobacter baumannii โดยการด้ือยาดังกล่าวมีความเกี่ยวข้องกับกลไกหลายประการทั้งการลด
การสะสมของยาในเซลล์ การเปลี่ยนแปลงตำแหน่งเป้าหมาย การลดการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ และ
การทำลายฤทธิ์ของยาโดยเอนไซม์ที่เข้ารหัสจากยีน tet(X)  (Nasomsong et al., 2025) ซึ่งอาจส่งผล
กระทบต่อประสิทธิภาพของ ไทกีไซคลีน ในฐานะยาปฏิชีวนะทางเลือกสำคัญสำหรับการรักษาการติด
เชื้อที่เกิดจากแบคทีเรียดื้อยาหลายขนานในอนาคต 
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ตารางที่ 1 ระบบ efflux pump และยีนควบคุมที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยา ไทกีไซคลีน ในแบคทีเรียแก
รมลบ (Wang & Li, 2024) 

Family Location 
Genes and Gene 

clusters 
Regulatory genes Related species 

RND Chromosomal acrAB-EF 
ramA (+), ramR (-), soxS (+), 
soxR (-), rarA (+), acrR (-), 

marA (+), marR (-) 

E. cloacae, E. coli, K. 
pneumoniae, S. typhimurium, S. 
enterica, E. aerogenes, E. 
hormaechei 

RND Chromosomal oqxAB 
soxS (+), rarA (+), ramA (+), 

marA (+) 
E. cloacae, K. pneumoniae, S. 
enterica 

RND Chromosomal adeABC 
adeRS (+), baeRS (+), soxR 

(-) 
A. baumannii, A. nosocomialis, A. 
pittii 

RND Chromosomal adeFGH adeL (+), soxR (-) 
A. baumannii, A. nosocomialis, A. 
pittii 

RND Chromosomal adeIJK adeN (-), soxR (-) 
A. baumannii, A. nosocomialis, A. 
pittii 

RND Chromosomal sdeXY NA S. marcescens 

RND Chromosomal smeDEF NA S. maltophilia 

RND Chromosomal axyEF NA A. xylosoxidans 

RND Plasmidic tmexCD1-toprJ1 NA K. pneumoniae, Klebsiella spp. 

RND 
Plasmidic/chromo

somal 
tmexCD2-toprJ2 / 
tmexCD3-toprJ3 

NA R. ornithinolytica, Klebsiella spp. 

RND Plasmidic tmexCD3-toprJ3 NA K. aerogenes 

RND Plasmidic tmexCD4-toprJ4 NA 
K. quasipneumoniae, E. 
roggenkampii 

MFS Plasmidic tet(A) NA 
K. pneumoniae, A. baumannii, S. 
enterica 

MFS Plasmidic tet(Y) NA A. baumannii 

MFS Chromosomal tet(L) NA Campylobacter spp. 

Novel Chromosomal kpgABC NA K. pneumoniae 

NA, not applicable.
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ภาพที่ 3 กลไกการด้ือยา tigecycline ในแบคทีเรียแกรมลบ แสดงการทำงานของ efflux pumps 
การดัดแปลงยาโดยเอนไซม์ในกลุ่ม tet(X) และการเปลี่ยนแปลงตำแหน่งเป้าหมายของยา 

ที่มา: (Wang & Li, 2024) 

ภาพที่ 4 กลไกที่เกี่ยวข้องกับการลดความไวต่อ tigecycline ในแบคทีเรียแกรมลบ 
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2.4.4 การขับยาออกจากเซลล์โดย efflux pumps 

Efflux pumps เป็นกลไกสำคัญประการหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับการลดความไวต่อยา ไทกีไซคลีน 
ในแบคทีเรียแกรมลบ โดยทำหน้าที่ขับยาปฏิชีวนะออกจากเซลล์ ส่งผลให้ความเข้มข้นของยาในเซลล์
ลดลงจนไม่เพียงพอต่อการยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนที ่ไรโบโซม และอาจทำให้ค่า minimum 
inhibitory concentration (MIC) ของเชื้อเพิ่มสูงขึ้น (Wang et al., 2021) แบคทีเรียแกรมลบ ระบบ 
efflux pumps ที ่ม ีบทบาทสำคัญส่วนใหญ่อยู ่ในกลุ ่ม resistance-nodulation-division (RND) 
family ซึ่งมีโครงสร้างแบบ tripartite complex เชื่อมต่อระหว่างเยื่อหุ้มชั้นใน ช่องว่าง periplasm 
และเยื่อหุ้มชั้นนอก ทำให้สามารถขับยาออกจากเซลล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Du et al., 2018) ภาพ
ที่ 3 แสดงภาพรวมของกลไกการดื้อยา ไทกีไซคลีน ที่เกี่ยวข้องกับ efflux pumps และกลไกอื่น ๆ ใน
แบคทีเรียแกรมลบ 

ในเชื้อ E. coli ระบบ efflux pump ที่มีบทบาทสำคัญต่อการลดความไวต่อ ไทกีไซคลีน คือ 
AcrAB-TolC ซึ่งเป็นระบบขับยาออกจากเซลล์ในกลุ่ม RND family การเพิ่มการแสดงออกของระบบ 
AcrAB-TolC ส่งผลให้การสะสมของ ไทกีไซคลีน ภายในเซลล์ลดลง และสัมพันธ์กับการเพิ่มขึ้นของ
ระดับการดื ้อยา (Li, Plésiat, & Nikaido, 2015) การควบคุมการแสดงออกของระบบดังกล่าว
เกี่ยวข้องกับ transcriptional regulators หลายชนิด ได้แก่ MarA, SoxS และ RobA รวมถึงตัวกด
การแสดงออกของยีน เช่น MarR และ AcrR หากเกิดการกลายพันธุ์ที่ทำให้ตัวกดการแสดงออกสูญเสีย
หน้าที่ อาจส่งผลให้ AcrAB-TolC ถูกกระตุ้นมากขึ้นและทำให้เชื้อลดความไวต่อ ไทกีไซคลีน ได ้

กลไกที่มีรายงานใน E. coli ได้แก่ การกลายพันธุ์แบบ frameshift mutation ในยีน marR 
ซึ่งทำให้การยับยั้งการแสดงออกของ marA ลดลง ส่งผลให้ระดับ MarA เพิ่มสูงขึ้น และกระตุ้นการ
แสดงออกของระบบ acrAB อย่างต่อเนื่อง นอกจากนี้ Lon protease ยังมีบทบาทเกี่ยวข้องทางอ้อม 
เนื่องจากโดยปกติเอนไซม์นี้ทำหน้าที่ย่อยสลาย MarA เมื่อ Lon สูญเสียหน้าที่ ระดับ MarA ภายใน
เซลล์จะเพิ่มขึ้น ส่งผลให้ระบบ AcrAB-TolC ทำงานมากขึ้นตามไปด้วย กลไกดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า
การลดความไวต่อ ไทกีไซคลีน ใน E. coli ไม่ได้เกิดจากการกลายพันธุ์ในยีน efflux pump โดยตรง
เท่านั้น แต่ยังเกี่ยวข้องกับความผิดปกติของระบบควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับ global 
regulator ด้วย (Hirata et al., 2004) 

นอกจาก AcrAB-TolC แล้ว ยังมีรายงานว่า efflux pumps กลุ่มอื ่น เช่น Tet(A), Tet(B) 
และ Tet(Y) ซึ่งเดิมเกี่ยวข้องกับการดื้อยาเตตราไซคลิน แบบดั้งเดิม อาจมีส่วนทำให้เชื้อลดความไวต่อ 
ไทกีไซคลีน ได้ในบางกรณี โดยเฉพาะเมื่อเกิดการกลายพันธุ์บางตำแหน่งหรือทำงานร่วมกับกลไกการ
ดื้อยาอื่น ๆ (Wang & Li, 2024)  

นอกจากนี้ ในช่วงที่ผ่านมา มีรายงานการพบระบบขับยาออกจากเซลล์ที่ถ่ายทอดผ่านพ
ลาสมิด เช่น tmexCD-toprJ-like gene clusters ซึ่งสามารถแพร่กระจายระหว่างแบคทีเรียผ่าน
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กระบวนการ horizontal gene transfer ได้ จึงมีความสำคัญทางระบาดวิทยา เนื่องจากทำให้การดื้อ
ยา ไทกีไซคลีน สามารถแพร่กระจายระหว่างเชื้อแบคทีเรียได้โดยไม่จำกัดเฉพาะการเกิดการกลายพันธุ์
ภายในสายพันธุ ์เดิม (Dong et al., 2022) ภาพที ่ 4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง transcription 
factors, efflux pumps, gene mutation และ enzyme modification ที่เกี ่ยวข้องกับการดื ้อยา 
ไทกีไซคลีน ในแบคทีเรียแกรมลบ  

แม้ว่า efflux pumps จะเป็นกลไกสำคัญที่ทำให้เชื้อ E. coli ลดความไวต่อ ไทกีไซคลีน แต่
ปัจจุบันกลไกที่มีความสำคัญเพิ่มขึ้นคือการทำลายฤทธิ์ของยาโดยเอนไซม์ที่เข้ารหัสจากยีนในกลุ่ม  
tet(X) โดยเฉพาะ tet(X4) ซึ ่งสามารถดัดแปลงโครงสร้างของ ไทกีไซคลีน ผ่านกระบวนการ 
oxidation ได้โดยตรง และมักสัมพันธ์กับองค์ประกอบพันธุกรรมเคลื ่อนที ่หรือพลาสมิด ดังนั้น 
งานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาการตรวจพบยีน tet(X) โดยเฉพาะ tet(X4) ในเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากฟาร์ม
สุกรในประเทศไทย 
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ตารางที่ 2 การกระจายของยีน tet(X) ในแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก และตำแหนง่
ทางพันธุกรรม (Wang & Li, 2024) 

 
 

Gene Species Localization PMID 

tet(X) Bacteroides fragilis plasmid/chromosome 15452119 / 22014885 

tet(X1) 
Bacteroides/Enterococcus 
spp. 

chromosome 
11472924 / 29274469 / 
22014885 

tet(X2) 
Bacteroides/Empedobacter 
stercoris/Acinetobacter pittii 

chromosome 
11472924 / 32731802 / 
37141282 

tet(X3) Acinetobacter species chromosome/plasmid 

33287863 / 36409072 / 
32816739 / 35124286 / 
34851156 / 34987485 / 
36081799 

tet(X4) 

Escherichia coli / 
Acinetobacter species / 
Klebsiella pneumoniae / 
Klebsiella quasipneumoniae 
/ Citrobacter braakii / 
Citrobacter freundii / 
Shewanella xiamenensis / 
Escherichia fergusonii / 
Salmonella enterica 

plasmid/chromosome 

33287863 / 32345737 / 
33992939 / 31235960 / 
36016796 / 32846111 / 
36326874 / 32853333 / 
34431695 / 31429665 / 
34937176 / 35138117 / 
35021125 / 35793774 / 
34899627 / 32816739 / 
34987485 

tet(X5) Acinetobacter species plasmid 
31611352 / 33373881 / 
34801490 / 33347964 

tet(X6) 

Acinetobacter species / 
Myroides phaeus / Proteus 
spp. / Chryseobacterium 
indologenes / Providencia 
rettgeri / Ignatzschineria 
indica / Oblitimonas 
alkaliphila / Escherichia coli 

chromosome/plasmid 

34680819 / 33373881 / 
35124286 / 34987485 / 
35966843 / 32345737 / 
34801490 / 33762210 / 
34851156 / 36081799 / 
32766775 / 33559156 / 
34936926 / 32068864 
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ตารางที่ 2 การกระจายของยีน tet(X) ในแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก และตำแหนง่
ทางพันธุกรรม (ต่อ) (Wang & Li, 2024) 

Gene Species Localization PMID 

tet(X7) Escherichia coli plasmid 33820767 

tet(X7-13) human commensal metagenomes NA 32415166 

tet(X14) 
Empedobacter stercoris / 
Riemerella anatipestifer 

chromosome 32731802 

tet(X15) Acinetobacter variabilis chromosome 34109404 / 34987485 

tet(X18-44) Riemerella anatipestifer chromosome/plasmid 34098588 

tet(X45-47) 
Bacteroidaceae / Enterococcaceae 
/ Candidatus Melainabacteria 

NA 34935428 

unnumbered 
tet(X) variant 

Klebsiella aerogenes / 
Empedobacter falsenii / 
Riemerella anatipestifer 

plasmid 
34346701 / 31778164 / 
35944374 

 
2.4.5 การทำลายหรือดัดแปลงยาโดยเอนไซม์ 
นอกเหนือจากกลไกการขับยาออกจากเซลล์โดย efflux pumps แล้ว กลไกการดื้อยา ไทกีไซ

คลีน ที่ได้รับความสนใจอย่างมากในปัจจุบัน คือการดัดแปลงหรือทำลายยาโดยเอนไซม์ที่สร้างมาจาก
จากยีนในกลุ่ม tet(X) และตัวแปรต่าง ๆ ได้แก่ tet(X3), tet(X4), tet(X5) และ tet(X6) ยีนเหล่านี้
ผลิตเอนไซม์ชนิด flavin-dependent monooxygenase ซึ่งสามารถดัดแปลงโครงสร้างของ ไทกีไซ
คลีน ผ่านปฏิกิริยา oxidation ส่งผลให้ยาสูญเสียฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน
ของแบคทีเรีย (Moore et al., 2005) กลไกดังกล่าวแตกต่างจากการดื้อยาที่เกิดจาก efflux pumps 
เนื่องจากเป็นการดัดแปลงโครงสร้างทางเคมีของยาโดยตรง ไม่ใช่เพียงการลดความเข้มข้นของยา
ภายในเซลล์ จากภาพที่ 3 แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ Tet(X) สามารถเร่งปฏิกิริยา oxidation ของ ไทกี
ไซคลีน จนเกิดผลิตภัณฑ์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพลดลง ส่งผลให้ความสามารถของยาในการจับกับหน่วยย่อย 
30S ของไรโบโซมลดลงอย่างมีนัยสำคัญ ยีนในกลุ่ม tet(X) สามารถตรวจพบได้ในแบคทีเรียหลายชนิด 
โดยเฉพาะ tet(X4) ซึ่งได้รับการรายงานอย่างแพร่หลายในเชื้อ Escherichia coli จากสัตว์เลี้ยงเพื่อ
การบริโภค มนุษย์ และสิ่งแวดล้อม ยีนดังกล่าวมักพบร่วมกับพลาสมิดและองค์ประกอบพันธุกรรม
เคลื่อนที่ (mobile genetic elements) ที่เอื้อต่อการถ่ายทอดยีนระหว่างแบคทีเรียผ่านกระบวนการ 
horizontal gene transfer ดังแสดงในตารางที่ 3 
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การค้นพบ tet(X3) และ tet(X4) บนพลาสมิดที่สามารถถ่ายทอดได้ในปี ค.ศ. 2019 ถือเป็น
จุดเปลี่ยนสำคัญของการศึกษาการดื้อยา ไทกีไซคลีน เนื่องจากแสดงให้เห็นว่าการดื้อยาดังกล่าวไม่ได้
จำกัดอยู่เพียงการกลายพันธุ์บนโครโมโซม แต่สามารถแพร่กระจายระหว่างแบคทีเรียต่างชนิดได้อย่าง
มีประสิทธิภาพผ่านการถ่ายทอดสารพันธุกรรมในแนวราบ (Sun et al., 2019) 

ในระดับโมเลกุล เอนไซม์ Tet(X) ใช้ flavin adenine dinucleotide (FAD) เป็นโคแฟกเตอร์
ในการเร่งปฏิกิริยา oxidation ของ ไทกีไซคลีน ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของยา
และลดประสิทธิภาพในการจับกับตำแหน่งเป้าหมายบนไรโบโซม กลไกดังกล่าวสามารถเพิ่มระดับการ
ดื้อยาได้อย่างมีนัยสำคัญ และอาจส่งผลเสริมกับกลไกอื่น เช่น efflux pumps ทำให้เชื้อมีระดับความ
ไวต่อยา ไทกีไซคลีน ลดลงมากยิ่งขึ้น (Moore et al., 2005) จากข้อมูลยีนด้ือยาในกลุ่ม Tetracycline 
ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา ไทกีไซคลีน (ตารางที่ 1) พบว่า tet(X4) เป็นยีนที่มีความสำคัญทั้งในระดับ
โมเลกุลและระดับระบาดวิทยา เนื่องจากเกี่ยวข้องโดยตรงกับการทำลายฤทธิ์ของ ไทกีไซคลีน และมัก
ตรวจพบร่วมกับยีนดื้อยาชนิดอื่นบนพลาสมิดหรือองค์ประกอบพันธุกรรมเคลื่อนที่ การแพร่กระจาย
ของ tet(X4) ในแบคทีเรียจากมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม สะท้อนให้เห็นถึงความเชื่อมโยงของปัญหา
การด้ือยาปฏิชีวนะภายใต้แนวคิด One Health ดังนั้น การศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งเน้นการตรวจสอบการพบ
และการแพร่กระจายของยีน tet(X4) ในเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากลูกสุกรหย่านมในประเทศไทย 
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2.4.6 การเปลี่ยนแปลงตำแหน่งเป้าหมายของยา 
การเปลี่ยนแปลงตำแหน่งเป้าหมายของยาเป็นอีกหนึ่งกลไกที่เกี่ยวข้องกับการลดความไวต่อ 

ไทกีไซคลีน โดยเกิดจากการกลายพันธุ์ขององค์ประกอบที่เกี่ยวข้องกับหน่วยย่อย 30S ของไรโบโซม 
ซึ่งเป็นตำแหน่งออกฤทธิ์ของยา แม้ว่า ไทกีไซคลีน จะมีความสามารถในการจับกับไรโบโซมสูงกว่ายา
ปฏิชีวนะในกลุ่มเตตราไซคลินรุ่นดั้งเดิม แต่การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของตำแหน่งจับยาอาจส่งผลให้
ประสิทธิภาพในการจับลดลงและทำให้ค่า minimum inhibitory concentration (MIC) เพิ่มสูงขึ้น
ได้ (Izghirean et al., 2021) ยีนที ่ได้ร ับการรายงานบ่อยที ่ส ุดคือ  rpsJ ซึ ่งเข้ารหัส ribosomal 
protein S10 การกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าวสามารถเปลี่ยนแปลงโครงสร้างบริเวณใกล้ตำแหน่งจับ
ของ ไทกีไซคลีน บนหน่วยย่อย 30S ของไรโบโซม ส่งผลให้ความสามารถในการจับของยาลดลงและทำ
ให้เชื้อมีระดับความไวต่อยาลดลง กลไกนี้ได้รับการรายงานในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด และถือ
เป็นหนึ่งในกลไกที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา ไทกีไซคลีน นอกเหนือจากการทำงานของ efflux pumps 
และการทำลายยาโดยเอนไซม์ที่เข้ารหัสจากยีนในกลุ่ม tet(X) (Chen et al., 2014)  

2.4.7 การลดการซึมผ่านของยาผ่านเยื่อหุ้มเซลล ์

การดื้อ ไทกีไซคลีน อาจเกิดจากการที ่ยาเข้าสู ่เซลล์แบคทีเรียลดลง ซึ ่งสัมพันธ์กับการ
เปลี ่ยนแปลงของ outer membrane permeability และ porins ต่าง ๆ ในแบคทีเรียแกรมลบ 
โดยทั่วไปยาในกลุ่มนี้ต้องผ่าน outer membrane เพื่อเข้าสู่ periplasm และต่อไปยังไซโทพลาซึม 
หากแบคทีเรียมีการลดการแสดงออกของ porins หรือมีการเปลี่ยนองค์ประกอบของเยื่อหุ้มชั้นนอก 
จะทำให้การเข้าสู่เซลล์ของยาเป็นไปได้ยากขึ้น ส่งผลให้ระดับ ไทกีไซคลีน ภายในเซลล์ต่ำกว่าที่จำเป็น
ต่อการออกฤทธิ ์ กลไกนี ้มักไม่ทำงานลำพัง แต่พบร่วมกับ efflux pump overexpression อยู่
บ่อยครั้ง ทำให้ระดับการดื้อสูงขึ้นแบบเสริมกัน (Li et al., 2015) 

ใน Enterobacterales มีรายงานว่าการลดการแสดงออกของ porins เช่น OmpF อาจเกิด
ร่วมกับการกลายพันธุ์ใน ramR ทำให้ไม่เพียงแต่ AcrAB-TolC ถูกกระตุ้นมากขึ้น แต่ทางผ่านของยา
ผ่านเยื ่อหุ ้มชั ้นนอกยังลดลงด้วย ลักษณะดังกล่าวเป็นตัวอย่างของการทำงานร่วมกันระหว่าง 
reduced influx และ increased efflux ซึ่งทำให้ ไทกีไซคลีน ไม่สามารถสะสมภายในเซลล์ในระดับ
ที่มีประสิทธิภาพได้ (Wang & Li, 2024) 

ใน A. baumannii มีการระบุยีนที่อาจเกี่ยวข้องกับ outer membrane permeability เช่น 
plsC, abrp, gnaA และ abuO โดยยีนเหล่านี้มีบทบาทเกี่ยวกับโครงสร้างหรือหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์
และอาจส่งผลต่อการผ่านของไทกีไซคลีนเข้าสู่เซลล์ แม้ว่ากลไกเชิงหน้าที่ของแต่ละยีนยังต้องการ
การศึกษาเพิ่มเติม แต่ข้อมูลปัจจุบันสนับสนุนว่าการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของเยื่อหุ้มชั้นนอกเป็น
หนึ่งในองค์ประกอบสำคัญของการดื้อยาไทกีไซคลีนในเชื้อนี้ โดยเฉพาะเมื่อเกิดร่วมกับการเพิ่มการ
ทำงานของ AdeABC หรือ efflux systems อื่น ๆ (Li et al., 2015) 
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2.4.8 กลไกเสริมและปัจจัยทีเ่กี่ยวข้องกับการดื้อยา ไทกีไซคลีน 
ใน A. baumannii ยังมีรายงานว่าระบบ DNA repair pathways เช่น recA และ recBCD 

อาจเกี่ยวข้องกับความสามารถของเชื้อในการคงอยู่ภายใต้แรงกดดันจาก ไทกีไซคลีน แม้ระบบเหล่านี้
จะไม่ได้ทำหน้าที่ขับยา ทำลายยา หรือเปลี่ยนเป้าหมายโดยตรง แต่การเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ซ่อมแซมความเสียหายของเซลล์อาจช่วยให้แบคทีเรียอยู่รอดและสะสมการกลายพันธุ์ที่นำไปสู่การดื้อ
ยาในระยะต่อมาได้ กลไกนี้สะท้อนว่าการดื้อไทกีไซคลีน ไม่ได้เป็นผลจากเพียงยีนเดี่ยว แต่เป็นผลจาก
การปรับตัวของเซลล์หลายระบบร่วมกัน (Zhang et al., 2022) 

อีกประเด็นหนึ่งคือ heteroresistance ซึ่งหมายถึงภายในประชากรแบคทีเรียเดียวกันมีเพียง
บางเซลล์ย่อยที่มีความสามารถในการทนต่อ ไทกีไซคลีน สูงกว่าเซลล์ส่วนใหญ่ เมื่อได้รับแรงกดดัน
จากยา เซลล์ย่อยเหล่านี้จะถูกคัดเลือกให้เด่นขึ้นและอาจพัฒนาเป็นประชากรดื้อยาอย่างเต็มรูปแบบ
ในเวลาต่อมา ปรากฏการณ์นี้มีความสำคัญทางคลินิก เพราะอาจทำให้ผลการทดสอบความไวต่อยาดู
เหมือนเชื ้อไวต่อยา แต่ในสภาวะรักษาจริงกลับเกิ ดการล้มเหลวได้ โดยมักเกี ่ยวข้องกับการ
เปลี่ยนแปลงของ regulators ของ efflux pumps หรือการแสดงออกของยีนที ่ผันแปรได้ภายใน
ประชากรเดียวกัน (Jo & Ko, 2021) 
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2.5 สถานการณ์การตรวจพบยีน tet(X4) ในสัตว์และสิ่งแวดล้อม 
การดื ้อยา ไทกีไซคลีน ในแบคทีเรียวงศ์ Enterobacteriaceae โดยรวมยังพบในระดับ

ค่อนข้างต่ำเมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะชนิดอื่น อย่างไรก็ตาม มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างชัดเจนในเชื้อ
ดื้อยาหลายขนาน (multidrug-resistant; MDR) และเชื้อดื้อยาในระดับรุนแรง เช่น carbapenem-
resistant strains โดยเฉพาะใน K. pneumoniae (Kelesidis et al., 2008) ดังแสดงในตารางที่ 4 
ซึ่งสรุปรายงานความชุกของเชื้อที่มียีนดื้อยา ไทกีไซคลีน โดยเฉพาะ tet(X4) ในตัวอย่างจากสัตว์และ
สิ่งแวดล้อม ในระบบการผลิตสัตว์ มีรายงานการตรวจพบ tet(X4) ใน E. coli จากฟาร์มสุกร ฟาร์ม
สัตว์ปีก และสิ่งแวดล้อมที่เกี่ยวข้อง แม้ ไทกีไซคลีน จะไม่ได้ถูกใช้โดยตรงในสัตว์ก็ตาม โดย Yang et 
al. (2023) รายงานการตรวจพบ tet(X4) ใน E. coli จากฟาร์มสุกรและฟาร์มสัตว์ปีกในประเทศจีน 
คิดเป็นร้อยละ 1.55 และ 0.77 ตามลำดับ ขณะที่ Li et al. (2022) พบความชุกของ tet(X4) สูงถึง
ร้อยละ 24.4 ใน cloacal swabs ไก่เนื้อ และร้อยละ 11 ในตัวอย่างเนื้อไก่จากประเทศปากีสถาน 
นอกจากนี้ Yu et al. (2021) ยังรายงานการตรวจพบ tet(X4) ใน E. coli จากสิ่งแวดล้อมรอบฟาร์ม
เป็ดและห่าน ได้แก่ ดิน น้ำเสีย และฝุ่น คิดเป็นร้อยละ 0.9 ซึ่งสะท้อนบทบาทของสิ่งแวดล้อมในฐานะ
แหล่งสะสมและแพร่กระจายยีนดื้อยาภายใต้แนวคิด One Health 
 แม้ว่าความชุกของ tet(X4) ในภาคปศุสัตว์จะยังอยู่ในระดับต่ำเมื่อเทียบกับเชื้อก่อโรคใน
มนุษย์ แต่การตรวจพบยีนดังกล่าวในแบคทีเรียจากสัตว์และสิ่งแวดล้อมมีความสำคัญ เนื่องจาก  
tet(X4) เป็นยีนที่สามารถแพร่กระจายผ่านพลาสมิดและ mobile genetic elements ได้ (Xiao et 
al., 2022) นอกจากนี้ ยังมีรายงานการพบกลไกดื้อยาอื่นที่เกี่ยวข้องกับการลดความไวต่อ ไทกีไซคลีน 
เช่น tet(A) variant ซึ่งสะท้อนศักยภาพของการเกิด ไทกีไซคลีน resistance ในระบบการผลิตสัตว์ 
(J. Wang et al., 2021) เมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลทางคลินิก พบว่าระดับการดื้อยา ไทกีไซคลีน ใน
เชื้อก่อโรคจากโรงพยาบาลสูงกว่าอย่างชัดเจน โดยรายงานจากประเทศไทยในปี 2024 ระบุว่า  
K. pneumoniae ที่ดื้อต่อทั้ง carbapenem และ colistin มีอัตราการดื้อ ไทกีไซคลีน สูงถึงร้อยละ 
91.7 (Chirabhundhu et al., 2024) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการดื้อยา ไทกีไซคลีน มีความสัมพันธ์กับการ
เกิด extensively drug-resistant และ carbapenem-resistant strains (XDR/CR) อย่างไรก็ตาม 
ควรแยกการตีความระหว่าง “การพบยีนดื้อยา” และ “การดื้อยาเชิงฟีโนไทป์” ออกจากกันอย่าง
ชัดเจน เนื่องจากการตรวจพบยีนสะท้อนถึงศักยภาพของการดื้อยาและการแพร่กระจายในอนาคต 
มากกว่าการแสดงการดื้อยาในปัจจุบัน ดังนั้น การเฝ้าระวังยีน tet(X4) ในสัตว์ สิ่งแวดล้อม และห่วงโซ่
อาหาร จึงมีความสำคัญต่อการควบคุมการแพร่กระจายของการด้ือยา ไทกีไซคลีน ภายใต้แนวคิด One 
Health 
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2.6 การถ่ายทอดยีน  
 ยีน tet(X4) เป็นยีนดื้อยา ไทกีไซคลีน ที่ได้รับความสนใจอย่างมากในปัจจุบัน เนื่องจากมี
การรายงานการแพร่กระจายอย่างกว้างขวางในเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม 
โดยยีนดังกล่าวสามารถส่งผลให้ค่าความเข้มข้นต่ำสุดที ่ย ับยั ้งการเจริญของเชื ้อ ( minimum 
inhibitory concentration; MIC) ของ ไทกีไซคลีน เพิ่มสูงขึ้น และลดประสิทธิภาพของยาที่ใช้เป็น
ทางเลือกสำคัญในการรักษาการติดเชื้อจากแบคทีเรียดื้อยาหลายขนาน (Fan et al., 2024) การ
แพร่กระจายของ tet(X4) มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับองค์ประกอบพันธุกรรมเคลื่อนที่ (mobile 
genetic elements; MGEs) โดยเฉพาะพลาสมิดในกลุ่ม IncX1, IncHI2 และ IncFII ซึ่งเป็นพลาสมิด
ที่สามารถถ่ายทอดตัวเองได้ (self-transmissible plasmids) และมีบทบาทสำคัญในการถ่ายทอดยีน
ดื ้อยาระหว่างแบคทีเรียผ่านกระบวนการ conjugation (C. Sun et al., 2019) นอกจากนี้ ยังมี
รายงานการตรวจพบ insertion sequences เช่น ISCR2 และ IS26 อยู ่บริเวณใกล้เคียงกับยีน 
tet(X4) โดยองค์ประกอบทางพันธุกรรมเหล่านี้มีบทบาทสำคัญในการจับ การเคลื่อนย้าย และการ
จัดเรียงตัวใหม่ของยีนดื้อยา ส่งผลให้ tet(X4) สามารถแพร่กระจายระหว่างพลาสมิดหรือระหว่างพ
ลาสมิดกับโครโมโซมของแบคทีเรียได้ผ่านกระบวนการ horizontal gene transfer (Li et al., 2020) 
 เชื้อ Enterobacteriaceae โดยเฉพาะเชื้อ  E. coli มีความสามารถในการแพร่กระจายจาก
สัตว์สู่คน รวมถึงมีหลายกลไกที่ซับซ้อนช่วยให้ดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายกลุ่มสำคัญ เช่น ไทกีไซคลีน ซึ่ง
เป็นประเด็นสำคัญทางสาธารณสุขที ่ควรเฝ้าระวังและควบคุมอย่างเข้มงวดเพื ่อป้องกันการ
แพร่กระจายของเชื้อด้ือยาในชุมชนและในระบบฟาร์มสัตว์อาหาร 

จากการทบทวนวรรณกรรมในบทนี้ แสดงให้เห็นว่า E. coli เป็นแบคทีเรียที่มีบทบาทสำคัญ
ทั้งในด้านสาธารณสุขและระบบปศุสัตว์ โดยเฉพาะในฐานะแหล่งสะสมและแพร่กระจายของยีนดื้อยา
ปฏิชีวนะ ขณะที่ไทกีไซคลีน ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มไกลซิลไซคลิน ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อแก้ปัญหาการ
ดื้อยาในกลุ่มเตตราไซคลินและยังคงเป็นหนึ่งในยาทางเลือกสำคัญสำหรับการรักษาการติดเชื้อจากเชื้อ
ดื้อยาหลายขนาน อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันพบรายงานการเกิดการดื้อยา ไทกีไซคลีน เพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่องในแบคทีเรียแกรมลบ 

กลไกการดื้อยา ไทกีไซคลีน มีความซับซ้อนและเกี่ยวข้องกับหลายกระบวนการ ทั้งการเพิ่ม
การทำงานของ efflux pumps การเปลี่ยนแปลงตำแหน่งเป้าหมายของยา การลดการซึมผ่านของยา
เข้าสู่เซลล์ และโดยเฉพาะอย่างยิ่งการดัดแปลงหรือทำลายยาโดยเอนไซม์ในกลุ่ม tet(X) ซึ่งเป็นกลไกที่
ได้รับความสนใจอย่างมากในช่วงไม่กี่ปีที่ผ่านมา เนื่องจากยีนกลุ่มนี้ โดยเฉพาะ  tet(X4) มักพบอยู่บน 
plasmids และ mobile genetic elements ทำให้สามารถถ่ายทอดในแนวนอนและแพร่กระจายได้
อย่างรวดเร็วในแบคทีเรียหลายชนิดในบริบทของแนวคิด One Health 
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แม้ว่าความชุกของการดื้อยา ไทกีไซคลีน โดยรวมยังอยู่ในระดับไม่สูงเมื่อเทียบกับยาปฏิชีวนะ
ชนิดอื่น แต่มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างชัดเจนในเชื้อดื้อต่อยาหลายขนาน โดยเฉพาะในเชื้อที่พบในมนุษย์ 
ขณะเดียวกันมีรายงานการตรวจพบยีนดื้อยาที่เกี่ยวข้อง เช่น tet(X4) และ tet(A) variant ในตัวอย่าง
จากสัตว์และสิ่งแวดล้อม ซึ่งสะท้อนถึงศักยภาพของการเกิดและการแพร่กระจายของการดื้อยาใน
ระบบปศุสัตว ์

อย่างไรก็ตาม ข้อมูลเกี่ยวกับความชุกของเชื้อ E. coli ที่มีความไวลดลงหรือด้ือต่อ ไทกีไซคลีน 
รวมถึงการกระจายของยีน tet(X4) ในลูกสุกรหย่านมในประเทศไทยยังมีอยู ่อย่างจำกัด ดังนั้น 
การศึกษานี้จึงมีความสำคัญในการประเมินความชุกของเชื้อ E. coli ที่ดื้อยา ไทกีไซคลีน การตรวจหา
ยีนดื้อยาที่เกี่ยวข้อง รวมถึงการวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อแบบ hybrid assembly โดย
ใช้ระหว่าง Illumina short-read sequencing และ Nanopore long-read sequencing เพื่อให้ได้
ข้อมูลจีโนมที่มีทั ้งความต่อเนื ่องและความแม่นยำสูง ซึ ่งจะช่วยสนับสนุนการวิเคราะห์ยีนดื้อยา 
โครงสร้างพลาสมิด และลักษณะทางพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับการแพร่กระจายของการดื้อยาไทกีไซ
คลีน ในบริบทของภาคปศุสัตว์และแนวคิด One Health ได้อย่างครอบคลุม
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บทที่ 3  
 

วิธีดำเนินงานวิจัย 
3.1 ประชากรและกลุ่มตัวอยา่ง  (Sample collection) 

 ในการศึกษาครั้งนี้ ได้ทำการเก็บตัวอย่างจากลูกสุกรหย่านมในฟาร์มสุกรที่ตั้งอยู่ในจังหวัด
สระบุรี นครราชสีมา และเพชรบูรณ์ โดยทำการสุ่มเก็บตัวอย่างมูลด้วยวิธี fecal swab จำนวนทั้งสิ้น 
305 ตัวอย่าง ตัวอย่างที่เก็บได้ถูกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 
และบ่มเชื้อในเครื่องเขย่า (shaking incubator) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 18–20 ชั่วโมง 
 3.2 การแยกเชื้อแบคทีเรีย E. coli (Isolation of E. coli) 
 ตัวอย่างที่ผ่านการเพาะเลี้ยงจากขั้นตอนที่ 3.1 ถูกนำมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Eosin Methylene Blue agar (EMB agar) ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแบบคัดเลือกและจำแนกสำหรับ
แบคทีเรียแกรมลบ โดยเฉพาะกลุ่ม coliform โคโลนีของเชื้อ E.coli จะมีลักษณะจำเพาะคือสีเขียว
เมทัลลิก (metallic green sheen) เกิดจากการหมักแลคโตสและการเปลี่ยนแปลงค่า pH ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ จากนั้นทำการคัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะดังกล่าวจำนวน 3–5 โคโลนี ไปเลี้ยงต่อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และบ่มในเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18–20 ชั่วโมง หลังจากนั้นทำการปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และเก็บเฉพาะส่วนตะกอนเซลล์ เพื่อนำไปใช้ใน
การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี boiling method และการสกัดด้วยชุดสกัดบริสุทธิ์ต่อไป เพื่อใช้ในการศึกษา
ขั้นตอนถัดไป 
 3.3 การสกัด DNA โดยวิธีการ boiling method (DNA extraction) 

ใส่น้ำกลั่นบริสุทธ์ลงในตะกอนเซลล์ (จากขั้นตอนที่ 3.2) 200 ul ทำการผสมให้เข้าต้มที่น้ำ
เดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็วรอบ 
13000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เพื่อเก็บเฉพาะส่วนใสซึ่งเป็นส่วนของ DNA เก็บที่อุณหภูมิ  -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใช้ในการทดสอบขั้นตอนต่อไป 
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  3.4 ตรวจสอบความจำเพาะเชื้อ E. coli ด้วยวิธี PCR  
 ในการยืนยันความจำเพาะของเชื้อ E.coli ทำการตรวจสอบโดยใช้ Polymerase Chain 
Reaction (PCR) โดยเลือกใช้ไพร์เมอร์จำเพาะต่อยีน uidA ซึ่งเป็นยีนที่ใช้สำหรับการยืนยันชนิดของ
เชื้อ E.coli ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ ได้แก่ไพร์เมอร์  Forward primer : 
5’-CTGGTATCAGCGCGAAGTCT-3’ และ Reward primer : 5’- AGCGGGTAG ATATCACACTC -
3’ (Makhado et al., 2022) จะได้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ (PCR product) ขนาด 556 คู่เบส (bp) โดย
กำหนดสภาวะการทำปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย ขั ้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอเริ ่มต้น ( initial 
denaturation) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
จำนวน 30 รอบ ซึ่งประกอบด้วยการแยกสายดีเอ็นเอ (denaturation) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
การจับของไพร์เมอร์ (annealing) ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 55 วินาที และการยืดสายดี
เอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นดำเนินการยืดสายดีเอ็นเอ
ขั้นสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที จำนวน 1 รอบ 
 ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR จะถูกนำมาตรวจสอบขนาด
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis เพื่อยืนยันการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่มี
ขนาดตรงตามที่คาดหมาย ตัวอย่างที่ให้ผลบวกจะถูกนำไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์และยืนยันการมีอยู่
ของยีนก่อโรครุนแรง (virulence genes) และยีนดื ้อยาต้านจุลชีพ (antimicrobial resistance 
genes) ของเชื้อ E. coli ต่อไป 
 3.5 การตรวจหายีนก่อโรครุนแรง (Virulence Gene Detection) และการระบุ Virotype 
ของเชื้อ E. coli ด้วยวิธี PCR 
 เชื้อ E. coli ที่ได้รับการยืนยันชนิดด้วยไพร์เมอร์จำเพาะต่อยีน uidA จะถูกนำมาตรวจหา
ยีนก่อโรครุนแรง (virulence genes) และจำแนกกลุ ่ม virotype ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ทั ้งวิธี 
multiplex PCR และ singleplex PCR ตามความเหมาะสมของชุดไพร์เมอร์ ทั้งนี้ การจัดกลุ่มไพร์
เมอร์พิจารณาจากขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมาย (target amplicon size) และอุณหภูมิการจับ
ของไพร์เมอร์ (annealing temperature) ของแต่ละยีน (ดังแสดงในตารางที่ 5) 
 ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR จะถูกนำมาตรวจสอบขนาด
ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ DNA molecular 
weight marker เพื ่อยืนยันผลการตรวจหายีนความรุนแรง และใช้เป็นข้อมูลสำหรับการจำแนก 
virotype ของเชื้อ E. coli ที่ศึกษา 
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  3.6 การตรวจสอบยีนดื้อยาปฏิชีวนะ (Antibiotic resistance genes detection) ดว้ยวิธี 
PCR 
 การตรวจหายีนดื้อยาปฏิชีวนะดำเนินการด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ที่มีความจำเพาะ
ต่อยีนดื้อยาที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา ไทกีไซคลีน ได้แก่ tet(X1), tet(X2), tet(X3), tet(X4), tet(X5) 
และ tet(X)Uni ไพร์เมอร์แต่ละชุดได้รับการออกแบบให้มีความจำเพาะต่อยีนเป้าหมายเพื่อใช้ในการ
ตรวจคัดกรองและยืนยันการมีอยู่ของยีนดื้อยาในเช้ือ E. coli 
 ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR จะถูกนำมาตรวจสอบขนาด
ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมาย (target amplicon size) ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และ
เปรียบเทียบกับ DNA molecular weight marker เพื่อยืนยันผลการตรวจหายีนดื้อยา โดยขนาดของ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายและอุณหภูมิการจับของไพร์เมอร์ (annealing temperature) ของแต่ละยีน
แสดงไว้ในตารางที่ 5 

  3.7 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Minimum Inhibitory Concentration) 
 การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli ดำเนินการโดยการหาค่าความเข้มข้น
ต ่ำส ุดของสารต ้านจ ุลช ีพท ี ่สามารถย ับย ั ้งการเจร ิญเต ิบโตของเช ื ้อ ( minimum inhibitory 
concentration; MIC) ด้วยระบบอัตโนมัติ VITEK® 2 XL (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) 
โดยใช้การ์ดทดสอบชนิด AST-N288 สารต้านจุลชีพที ่ใช้ในการทดสอบประกอบด้วย amikacin 
(AMK), amoxicillin/clavulanic acid (AMC), cefoperazone/sulbactam (SCF), ceftazidime 
(CAZ), cefuroxime (CXM), ciprofloxacin (CIP), ertapenem (ETP), imipenem (IPM), 
levofloxacin (LEV), meropenem (MEM), piperacillin/tazobactam (TZP) แ ล ะ  tigecycline 
(TGC) 
 ผลการทดสอบค ่า MIC ถ ูกนำมาต ีความตามเกณฑ ์มาตรฐานของ Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) guideline M100-S29 เพื ่อจำแนกเชื้อเป็นกลุ่มไวต่อยา 
(susceptible) กลุ่มกึ่งไวต่อยา (intermediate) และกลุ่มดื้อยา (resistant) ทั้งนี้ ใช้เชื้อ Escherichia 
coli ATCC 25922 เป็นสายพันธุ์ควบคุมคุณภาพ (quality control strain) เพื่อควบคุมความถูกต้อง
และความน่าเชื่อถือของผลการทดสอบ 
   3.8 การทดสอบการถ่ายทอดยีนดื้อยา tet(X4)   
 การศึกษาความสามารถในการถ่ายทอดยีนดื ้อยา ไทกีไซคลีน ดำเนินการด้วยวิธี 
conjugation assay โดยใช้เชื ้อ E. coli ที ่ตรวจพบยีน tet(X4) และมีค ่า minimum inhibitory 
concentration (MIC) ต่อยา ไทกีไซคลีน มากกว่า 2 mg/L เป็นเชื้อตัวให้ (donor strain) และใช้เชื้อ 
E. coli J53 ที่ดื้อต่อ sodium azide เป็นเชื้อตัวรับ (recipient strain) 



30 
 

30 
 

 เชื้อตัวให้และเชื้อผู้รับถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Luria-Bertani broth (LB broth) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18–24 ชั่วโมง 
จากนั้นปรับความหนาแน่นของเซลล์ให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) 
อยู่ในช่วง 0.8–1.0 และมีค่าใกล้เคียงกัน ก่อนนำมาผสมในอัตราส่วนเชื้อผู้ให้ต่อเชื้อผู้รับเท่ากับ 1:2 
ส่วนผสมของเชื้อถูกนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 ×g เป็นเวลา 5 นาที และนำตะกอนเซลล์มา
ละลายในอาหารเหลว LB broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั ้นบ่มแบบไม่เขย ่า ( static 
incubation) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18–24 ชั่วโมง เพื่อให้เกิดการถ่ายทอดยีนผ่าน
กระบวนการ conjugation 
 ภายหลังการบ่ม ส่วนผสมของเชื้อถูกนำไปเพาะบนอาหาร MacConkey agar ที่เติม ไทกี
ไซคลีน ความเข้มข้น 2 mg/L และ sodium azide ความเข้มข้น 100 mg/L เพื่อคัดเลือกเชื้อถ่ายทอด
ยีน (transconjugants) ที่ได้รับยีนดื้อยาจากเชื ้อผู้ให้ จากนั้นทำการตรวจยืนยันการถ่ายทอดยีน  
tet(X4) ในเชื ้อ transconjugants ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ตามวิธีการที่
อธิบายไว้ในหัวข้อ 3.6 

3.9 การศึกษา Whole-genome sequencing ของเชื้อ E. coli โดยเทคนิค Illumina และ 
Nanopore sequencing 
 การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ E. coli ดำเนินการโดยสกัดดีเอ็นเอจีโนม 
(genomic DNA) ด้วยชุดสกัด NucleoSpin® Microbial DNA Kit (MACHEREY-NAGEL, Germany) 
ตามคำแนะนำของผู้ผลิต จากนั้นตรวจสอบความเข้มข้นและคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Qubit 
4.0 Fluorometer (Invitrogen, USA) และ NanoDrop spectrophotometer 
 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์แบบ short-read sequencing ได้ดำเนินการ sequencing ด้วย
เทคโนโลย ี Illumina NovaSeq PE150 platform (Novogene, China) ในร ูปแบบ paired-end 
sequencing การหาลำดับนิวคลีโอไทด์แบบ long-read sequencing ได้เตรียม library จากดีเอ็นเอ
จีโนม (genomic DNA) ความเข้มข้น 400 ng ต่อหนึ่งตัวอย่าง โดยใช้ชุด Ligation Sequencing 
gDNA–Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24; Oxford Nanopore Technologies, UK) 
จากนั้นนำ library ที่ได้ไปหยอดลงบน R10.4.1 flow cells และทำการ sequencing ด้วยเครื ่อง 
MinION Mk1B ภายใต้การต้ังค่ามาตรฐานของผู้ผลิต โดยใช้โปรแกรม MinKNOW สำหรับควบคุมการ
ทำงานของเครื่อง การเก็บข้อมูลแบบ real-time และการทำ basecalling  
 ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ดิบ (raw reads) ที่ได้จากเทคโนโลยี Illumina และ Oxford 
Nanopore ถูกนำมาตรวจสอบคุณภาพและวิเคราะห์ร่วมกันด้วยวิธี hybrid genome assembly 
เพื่อสร้างจีโนมสมบูรณ์ของเชื้อ E. coli จากนั้นจึงนำจีโนมที่ได้ไปวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมที่
เกี่ยวข้องกับการดื้อยาต้านจุลชีพ ยีนก่อความรุนแรง พลาสมิด องค์ประกอบพันธุกรรมเคลื่อนที่ และ
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บริบททางพันธุกรรม (genetic context) ของยีน tet(X4) รวมถึงว ิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของเชื้อด้วยวิธี phylogenomic analysis 
 
 3.10 วิธีการคำนวณความชุกของเชื้อ E. coli ยีนดื้อยาและยีนก่อโรค 
 คำนวณหาค่าความชุกของเชื้อ E.coli ความชุกยีนดื้อยากลุ่มและ ไทกีไซคลีน ที่พบโดยใช้
สถิติเปอร์เซ็นต์ร้อยละ 
 
ความชุกที่พบเช้ือ E.coli        = จำนวนเช้ือที่ตรวจพบ × 100 

 จำนวนตัวอย่างทั้งหมด 
 
 
ความชุกยีนดื้อยาและยีนก่อโรค = 
 
 
 

จำนวนยีนที่ตรวจพบ × 100 
 จำนวนตัวอย่างเชื้อ E coli  

 

3.11 การวิเคราะห์ชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics) 
 การวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศศาสตร์ดำเนินการจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมที่ได้
จากเทคโนโลยี Illumina short-read sequencing และ Oxford Nanopore Technologies (ONT) 
long-read sequencing โดยข้อมูล Illumina short reads ถูกตรวจสอบคุณภาพด้วยโปรแกรม 
FastQC version 0.11.9 และตัด adapter รวมถึงลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีคุณภาพต่ำด้วยโปรแกรม 
Trimmomatic version 0.39 
 สำหรับข้อมูล ONT long reads ได้ทำการตัด adapter โดย Porechop version 0.2.4 
และคัดกรองคุณภาพของข้อมูลด้วยโปรแกรม Filtlong version 0.2.1 โดยเลือก reads ที่มีความยาว
มากกว่า 1,000 คู่เบส และมีค่า quality score (Q score) มากกว่า 9 จากนั้นประเมินคุณภาพของ
ข้อมูลด้วยโปรแกรม NanoPlot version 1.38.0 
 ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ผ่านการคัดกรองคุณภาพแล้วถูกนำมาประกอบจีโนมแบบ 
hybrid genome assembly โดย Unicycler version 0.4.8 ซึ ่งใช้ข ้อมูลจากทั ้ง Illumina short 
reads และ ONT long reads ร่วมกัน เพื่อสร้างจีโนมที่มีความสมบูรณ์และความถูกต้องสูง จากนั้น
ประเมินคุณภาพของจีโนมที่ประกอบได้ด้วยโปรแกรม QUAST version 5.0.2 
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 การกำหนดตำแหน่งและหน้าที ่ของยีน (genome annotation) ดำเนินการด้วย NCBI 
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) และทำการจำแนกชนิดสายพันธุ์ของเชื้อด้วย
วิธี ribosomal multilocus sequence typing (rMLST) ร่วมกับฐานข้อมูล PubMLST Species ID 
การวิเคราะห์ยีนดื้อยาต้านจุลชีพ พลาสมิด และยีนก่อความรุนแรง ดำเนินการโดยใช้เครื่องมือจาก 
Center for Genomic Epidemiology (CGE) โดยตรวจหาย ีนด ื ้อยาด ้วยโปรแกรม ResFinder 
version 4.6.0 ตรวจหาพลาสมิดด้วยโปรแกรม PlasmidFinder version 2.1 และตรวจหายีนก่อโรค
รุนแรงด้วยโปรแกรม VirulenceFinder version 2.0 
 การเปรียบเทียบจีโนมและพลาสมิดดำเนินการด้วยโปรแกรม BLAST Ring Image 
Generator (BRIG) เพื่อสร้างแผนที่จีโนมแบบวงกลม (comparative circular genome map) และ
โปรแกรม Easyfig สำหรับเปรียบเทียบโครงสร้างเชิงเส้นของจีโนมและพลาสมิด รวมถึงการวิเคราะห์
บริบททางพันธุกรรม (genetic context) ของยีน tet(X4) 
การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการระดับจีโนม (phylogenomic analysis) ดำเนินการโดยรวบรวมข้อมูล
จีโนมของเชื ้อ tet(X4)-positive Escherichia coli จำนวน 103 จีโนม จากฐานข้อมูล National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) Pathogen Detection database ใ น เ ด ื อ น
พฤษภาคม พ.ศ. 2568 โดยใช้เงื่อนไขการค้นหา ได้แก่ “AMR_genotypes: tet(X4)”, “Organism 
group: E. coli and Shigella” และ “Location: Thailand” 
 จากนั ้นทำการวิเคราะห์ single nucleotide polymorphisms (SNPs) ด้วยโปรแกรม 
Snippy เพ ื ่อสร ้าง core genome alignment และกำจ ัดบร ิ เวณที ่ เก ิด recombination ด้วย
โปรแกรม Gubbins ก่อนนำข้อมูล recombination-free core SNP alignment ไปสร้างแผนภูมิสาย
ว ิว ัฒนาการด้วยว ิธ ี  maximum-likelihood โดยใช ้โปรแกรม RAxML version 8.2.12 ภายใต้ 
General Time Reversible (GTR) nucleotide substitution model และแสดงผลด้วยโปรแกรม 
Interactive Tree Of Life (iTOL) 
 ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ถูกนำไว้ในฐานข้อมูล GenBank ภายใต้ 
BioProject accession number PRJNA1276700 



33
 

 

33
 

 

ตา
รา

งท
ี่ 5

 ล
ำด

ับนิ
วค

ลีโ
อไ

ทป
์ (p

rim
er

) ท
ีใ่ช

้ใน
กา

รร
ะบุ

ลัก
ษณ

ะท
าง

 v
iro

ty
pe

 ข
อง

เช
ื้อ 

E.c
ol

i 
Pr

im
er

 n
am

e 
Se

qu
en

ce
 (5

’-3
’) 

Ta
rge

t g
en

e 
Siz

e 
(b

p)
 

Re
fe

re
nc

e 
LT

-l 
F 

LT
-l 

R 
TA

GA
GA

CC
GG

TA
TT

AC
AG

AA
AT

CT
TG

A 
TC

AT
CC

CG
AA

TT
CT

GT
TA

TA
TA

TG
TC

 
LT

-l 
28

2 
(R

eb
el

o 
et

 a
l., 

20
18

) 

LT
-ll

 F
 

LT
-ll

 R
 

AG
AT

AT
AA

TG
AT

GA
TA

TG
TA

TC
 

TA
AC

CC
TC

GA
AA

TA
AA

TC
TC

 
LT

-ll
 

30
0 

(R
eb

el
o 

et
 a

l., 
20

18
) 

ST
a 

F 
ST

a 
R 

GG
GT

TG
GC

AA
TT

TT
TA

TT
TC

TG
TA

 
AT

TA
CA

AA
GT

TC
AG

CA
GT

A 
ST

a  
18

3 
(R

eb
el

o 
et

 a
l., 

20
18

) 

ST
b 

F 
ST

b 
R 

AT
GT

AA
AT

AC
CT

AC
AA

CG
GG

TG
AT

 
TA

TT
TG

GG
CG

AA
AG

CA
TG

CT
CC

 
ST

b 
36

0 
(R

eb
el

o 
et

 a
l., 

20
18

) 

EA
ST

1 
F 

EA
ST

1 
R 

AT
GC

CA
TC

AA
CA

CA
GT

AT
AT

C 
TC

AG
GT

CG
CG

AA
CG

G 
EA

ST
1 

11
7 

(R
eb

el
o 

et
 a

l., 
20

18
) 

K8
8 

F 
K8

8 
R 

GA
TG

AA
AA

AG
AC

TC
TG

AT
TG

CA
 

GA
TT

GG
TT

CA
CG

GA
GC

GC
TA

CG
 

K8
8 

84
1 

(R
eb

el
o 

et
 a

l., 
20

18
) 

K9
9 

F 
K9

9 
R 

CT
AG

AA
AA

AA
AC

AC
TG

CT
AG

CT
AT

T 
CA

TA
TA

AG
TG

AC
TA

AG
AA

AG
GA

TG
C 

K9
9 

54
3 

(R
eb

el
o 

et
 a

l., 
20

18
) 

98
7P

 F
 

98
7P

 R
 

GT
TA

CT
GC

CA
GT

CT
AT

GC
CA

AG
TG

 
TC

GG
TG

TA
CC

TG
CT

GA
AC

GA
AT

AG
 

98
7P

 
46

3 
(R

eb
el

o 
et

 a
l., 

20
18

) 



34
 

 

34
 

   
ตา

รา
งท

ี่ 5
 ล

ำด
ับนิ

วค
ลีโ

อไ
ทป

์ (p
rim

er
) ท

ีใ่ช
้ใน

กา
รร

ะบุ
ลัก

ษณ
ะท

าง
 v

iro
ty

pe
 ข

อง
เช

ื้อ 
E.c

ol
i (

ต่อ
) 

Pr
im

er
 n

am
e 

Se
qu

en
ce

 (5
’-3

’) 
Ta

rge
t g

en
e 

Siz
e 

(b
p)

 
Re

fe
re

nc
e 

F4
1 

F 
F4

1 
R 

GA
TG

AA
AA

AG
AC

TC
TG

AT
TG

CA
 

TC
TG

AG
GT

CA
TC

CC
AA

TT
GT

GG
 

F4
1 

68
2 

(R
eb

el
o 

et
 a

l., 
20

18
) 

F1
8 

F 
F1

8 
R 

AT
GA

AA
AG

AC
TA

GT
GT

TT
AT

TT
CT

T 
TT

AC
TT

GT
AA

GT
AA

CC
GC

GT
AA

GC
C 

F1
8 

52
0 

(R
eb

el
o 

et
 a

l., 
20

18
) 

St
x1

 F
 

St
x1

 R
 

AT
TC

GC
TG

AA
TG

TC
AT

TC
GC

T 
AC

GC
TT

CC
CA

GA
AT

TG
CA

TT
A 

St
x1

 
66

4 
(R

eb
el

o 
et

 a
l., 

20
18

) 

St
x2

 F
 

St
x2

 R
 

GA
AT

GA
AG

AA
GA

TG
TT

TA
TA

GC
GG

 
GG

TT
AT

GC
CT

CA
TT

AT
TA

A 
St

x2
 

28
1 

(R
eb

el
o 

et
 a

l., 
20

18
) 

St
x2

e 
F 

St
x2

e 
R 

GA
AT

GA
AG

AA
GA

TG
TT

TA
TA

GC
 

TT
TT

AT
GG

AA
CG

TA
GG

TA
TT

AC
C 

St
x2

e 
45

4 
(R

eb
el

o 
et

 a
l., 

20
18

) 

    



35
 

 

35
 

 

ตา
รา

งท
ี่ 6

 ล
ำด

ับนิ
วค

ลีโ
อไ

ทป
์ (p

rim
er

) ท
ีใ่ช

้ใน
กา

รต
รว

จห
าย

ีนด้ื
อย

าใ
นก

ลุ่ม
  ไ

ทก
ีไซ

คล
ีน 

  
                    

Pr
im

er
s 

Pr
im

er
 se

qu
en

ce
s 

Ta
rge

t g
en

e 
Siz

e 
(b

p)
 R

ef
er

en
ce

 

te
t(X

1)
-F

 
5′-

CG
AA

AA
AT

GT
TG

CT
TG

GC
AG

CT
T-

3′ 
te

t(X
1)

 
48

6 
(Ji

 e
t a

l., 
20

20
) 

te
t(X

1)
-R

 
5′-

AG
TT

GT
TG

AA
CG

AA
TT

AA
CT

CC
-3

′ 

te
t(X

2)
-F

 
5′-

CG
GG

AT
GT

CC
AA

GG
TA

AG
AA

AA
-3

′ 
te

t(X
2)

 
34

3 
(Ji

 e
t a

l., 
20

20
) 

te
t(X

2)
-R

 
5′-

TG
AC

AA
CG

TC
GT

AT
GA

AT
CA

A-
3′ 

te
t(X

3)
-F

 
5′-

GA
CA

CT
TG

AT
CT

GC
AC

AG
GG

AT
T-

3′ 
te

t(X
3)

 
68

5 
(Ji

 e
t a

l., 
20

20
) 

te
t(X

3)
-R

 
5′-

CC
CT

AC
AA

AA
GA

TG
AT

GT
CA

AA
C-

3′ 

te
t(X

4)
-F

 
5′-

CT
GA

TT
CG

TG
TG

AC
AT

CA
TC

TT
TT

G-
3′ 

te
t(X

4)
 

20
4 

(Ji
 e

t a
l., 

20
20

) 

te
t(X

4)
-R

 
5′-

GT
TA

AA
TT

TC
CC

AT
TG

GT
CA

GA
TT

A-
3’

 

te
t(X

5)
-F

 
5′-

GG
TA

TC
AA

CA
TT

TC
AA

TG
CT

TG
-3

′ 
te

t(X
5)

 
26

5 
(Ji

 e
t a

l., 
20

20
) 

te
t(X

5)
-R

 
5′-

CG
AT

TC
GT

CC
TG

CG
TA

TC
TT

TT
G-

3′ 

te
t(X

)U
ni-

F 
5′-

 T
TC

AG
GG

TC
AG

GA
AG

CA
AT

GA
AA

A-
3′ 

te
t(X

)U
ni 

78
0 

(M
ak

ha
do

 e
t a

l., 
20

22
) 

te
t(X

)U
ni-

R 
5′-

 T
TT

AC
GC

CT
TG

TC
CT

GC
AA

AA
GG

-3
 



 
 

36 
 

บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

4.1 ความชุกและการยืนยนัเชื้อ E.coli  
 จากตัวอย่างมูลลูกสุกรทั้งหมด 305 ตัวอย่าง สามารถแยกเชื้อ E. coli ได้จำนวน 260 
ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 85.2 (ดังตารางแสดงผลที่ 7) โดยผลการยืนยันความจำเพาะด้วยวิธี PCR 
แสดงให้เห็นว่าไอโซเลตทั้งหมดเป็นเชื้อ E.coli อย่างแท้จริง ซึ่งสะท้อนให้เห็นถึงการกระจายของเชื้อ
ในลูกสุกรหย่านมในระดับสูง  
 
ตารางที่ 7 ความชุก และยีนก่อโรครุนแรงของเชื้อ E.coli 

 
4.2 ยีนความรนุแรง (Virulence Gene) ของเชื้อ E.coli 

 จากตัวอย่างทั้งหมด 305 ตัวอย่าง สามารถแยกเชื้อ E.coli ได้จำนวน 260 ไอโซเลท คิด
เป็นร้อยละ 85.2 จากนั้นนำเชื้อที่แยกได้ไปตรวจหายีนความรุนแรง (virulence genes) ของเชื้อ E. 

จำนวนตัวอย่าง 305 ตัวอย่าง ร้อยละ 
Escherichia coli  260 ตัวอย่าง 85.2 
 
 
Fimbriae 

K88 40 15.4 
K99 1 0.4 
987P 0 0 
F41 2 0.8 
F18 0 0 

 
 
Enterotoxins 

LT-I 0 0 
LT-II 0 0 
STa 2 0.8 
STb 6 2.4 
EAST1 81 31.1 

 
Shiga toxins 

Stx1 3 1.2 
Stx2 1 0.4 
Stx2e 1 0.4 
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coli โดยพบยีนท ี ่ เก ี ่ยวข ้องก ับปัจจ ัยก ่อโรคหลายกลุ ่ม ได ้แก ่  fimbriae, shiga toxins และ 
enterotoxins ดังแสดงในตารางที่ 7 ในกลุ่ม fimbriae พบว่ายีน K88 เป็นยีนที่ตรวจพบมากที่สุด 
จำนวน 40 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 15.4 รองลงมาคือยีน F41 จำนวน 2 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 0.8 
และยีน K99 จำนวน 1 ไอโซเลท ค ิดเป็นร ้อยละ 0.4 ขณะที ่ไม ่พบยีน  987P และ F18 กลุ่ม 
enterotoxins พบว่ายีน EAST1 มีความชุกสูงที ่ส ุด จำนวน 81 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 31.1 
รองลงมาคือยีน STb จำนวน 6 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 2.4 และยีน STa จำนวน 2 ไอโซเลท คิดเป็น
ร้อยละ 0.8 โดยไม่พบยีน LT-I และ LT-II ในการศึกษาครั ้งนี้  ในกลุ ่ม shiga toxins พบยีน Stx1 
จำนวน 3 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 1.2 ขณะที่ยีน Stx2 และ Stx2e ตรวจพบอย่างละ 1 ไอโซเลท คิด
เป็นร้อยละ 0.4 นอกจากนี้ยังพบการตรวจพบยีนความรุนแรงมากกว่าหนึ่งชนิดร่วมกันในบางไอโซเลท 
ได้แก่ การพบยีน STa ร่วมกับ EAST1 และยีน STb ร่วมกับ EAST1 ซึ่งอาจสะท้อนถึงศักยภาพของ
เชื้อบางสายพันธ์ุในการก่อโรคที่มีความซับซ้อนมากขึ้น 
 
ตารางที่ 8 ความชุกยีนดื้อปฏิชีวนะของเชื้อ E.coli 

 
4.3 ความชุกการพบยีนดื้อยากลุ่ม และ ไทกไีซคลีน ของเชื้อ E. coli  

 จากการตรวจคัดกรองยีนในกลุ่ม tet(X) ด้วยไพร์เมอร์ tet(X)Uni ในเชื้อ E. coli จำนวน 
260 ไอโซเลท พบตัวอย่างที่ให้ผลบวกจำนวน 4 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 1.5 ของเชื้อทั้งหมดที่ศึกษา 
(ตารางที่ 8) เมื่อนำตัวอย่างที่ให้ผลบวกจากการตรวจด้วยไพร์เมอร์ tet(X)Uni มาตรวจยืนยันด้วยไพร์
เมอร์จำเพาะสำหรับยีน tet(X1), tet(X2), tet(X3), tet(X4) และ tet(X5) พบว่าตัวอย่างทั้ง 4 ไอโซ
เลท ได้แก่ C2, No.25, OS57 และ T8 ให้ผลบวกต่อยีน tet(X4) ขณะที่ไม่พบยีน tet(X1), tet(X2), 
tet(X3) และ tet(X5) ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อ E. coli ที่ตรวจพบยีนในกลุ่ม tet(X) ทั้งหมด
เป็นยีน tet(X4) โดยมีความชุกเท่ากับร้อยละ 1.5 ของเชื้อที่ทำการศึกษา จากนั้นเชื้อที่ตรวจพบยีน 

Escherichia coli  260 ตัวอย่าง ร้อยละ 
 
 

Tigecycline 

tet(X)Uni 4 ตัวอย่าง 1.5 
tet(X1) 0 ตัวอย่าง 0 
tet(X2) 0 ตัวอย่าง 0 
tet(X3) 0 ตัวอย่าง 0 
tet(X4) 4 ตัวอย่าง 1.5 
tet(X5) 0 ตัวอย่าง 0 



38 
 

38 
 

tet(X4) ทั ้ง 4 ไอโซเลท ถูกนำไปทดสอบความไวต่อยา ไทกีไซคลีน โดยการหาค่า minimum 
inhibitory concentration (MIC) ในขั้นตอนต่อไป 
 เชื้อ E. coli ที่ตรวจพบยีน tet(X4) ทั้ง 4 ไอโซเลท ถูกนำไปทดสอบความไวต่อยา ไทกีไซ
คลีน โดยการหาค่า minimum inhibitory concentration (MIC) เพื่อประเมินลักษณะการดื้อยาใน
ระดับฟีโนไทป์ต่อไป 
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4.4 ผลการทดสอบความเข้มข้นต่ำสุดต่อยา ไทกีไซคลีน   
 ผลการทดสอบค่าความเข้มข้นต่ำสุดของยา ไทกีไซคลีน (MIC) ในเชื้อ E. coli ที่ตรวจพบยีน 
tet(X4) จำนวน 4 ไอโซเลท โดยใช้ระบบอัตโนมัติ VITEK® 2 XL (bioMérieux, France) แสดงดัง
ตารางที่ 9 ผลการศึกษาพบว่าไอโซเลท T8 มีค่า MIC ของ ไทกีไซคลีน เท่ากับ 4 mg/L และถูกจัดอยู่
ในกลุ่ม intermediate ตามเกณฑ์ที่ใช้ในการแปลผล ขณะที่ไอโซเลท C2, No.25 และ OS57 มีค่า 
MIC เท่ากับ ≤0.5, 1 และ ≤0.5 mg/L ตามลำดับ ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มไวต่อยา (susceptible) 
 เนื่องจากไอโซเลท T8 แสดงค่าความไวต่อยา ไทกีไซคลีน ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลท
อื่น จึงถูกคัดเลือกเพื่อนำไปศึกษาความสามารถในการถ่ายทอดยีนดื้อยาด้วยวิธี conjugation assay 
ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 การยนืยันผลการถ่ายทอดยีนดื้อยาด้วยเทคนิค PCR จากการทดสอบคอนจูเกชัน 
(Conjugation assay) ระหว่างเช้ือ E. coli ไอโซเลทที่ดื้อยา (Donor) และ E. coli J53 (Recipient) 
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ตารางที่ 10 แสดงผลการทดลองการถ่ายทอดยีน tet(X4) ไปยัง E.coli J53 โดยวิธีการ conjugation 

 
4.5 ผลการทดสอบการถ่ายยีนดื้อยาปฏิชีวนะ ไทกีไซคลนี โดยวิธีการ conjugation assay 

 ผลการศึกษาการถ่ายทอดยีนดื้อยา ไทกีไซคลีน ด้วยวิธี conjugation assay โดยใช้เชื้อ 
Escherichia coli ไอโซเลท T8 เป็น donor strain และ E. coli J53 เป็น recipient strain แสดงดัง
ตารางที่ 10 ผลการตรวจยืนยันด้วยเทคนิค PCR พบว่าเชื้อ transconjugant (T8+J53) ให้ผลบวกต่อ
ยีน tet(X4) และ tet(X)Uni (ตารางที่ 10 และภาพที่ 5) แสดงให้เห็นว่ายีน tet(X4) สามารถถ่ายทอด
จากเช้ือผู้ให้ (donor) ไปยังเชื้อผู้รับ (recipient) ได้ภายใต้สภาวะการทดลองที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ี 

4.6 การศึกษา Whole-genome sequencing ของเชื้อ E. coli โดยเทคนิค Illumina และ 
Nanopore sequencing 
 ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ E. coli ที่ตรวจพบยีน tet(X4) จำนวน 
4 ไอโซเลต ได้แก่ C2, NO25, OS57 และ T8 (ดังแสดงในตารางที่ 11) พบว่าเชื้อทั้งหมดจัดอยู่ใน 
sequence type (ST) ที่แตกต่างกัน ได้แก่ rST-153719, rST-59143, rST-45855 และ rST-86073 
ตามลำดับ ซึ่งสะท้อนถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือที่ศึกษา (ดังตารางแสดงผลที่ 11) 
 ผลการวิเคราะห์ยีนดื้อยาพบว่าเชื้อทั้ง 4 ไอโซเลตมียีนดื้อยาหลายกลุ่มร่วมกัน ครอบคลุม 
หลาย antimicrobial classes ได้แก่ aminoglycoside, beta-lactam, sulfonamide, phenicol, 
macrolide, Tetracycline และ quinolone ซึ ่งบ่งชี ้ล ักษณะการดื ้อยาหลายขนาน (multidrug 
resistance; MDR) ไอโซเลต C2 และ NO25 มีรูปแบบการดื้อยาที่ค่อนข้างจำกัดเมื่อเปรียบเทียบกับ
ไอโซเลตอ่ืน อย่างไรก็ตามยังตรวจพบยีนดื้อยาที่สำคัญ ได้แก่ blaTEM-1B, tet(X4), floR และ qnrS1 
ในไอโซเลต C2 ขณะที่ไอโซเลต NO25 ตรวจพบ blaTEM-1B, tet(A), tet(X4) และ qnrS1 รวมถึง
ยีนดื้อยาในกลุ่ม aminoglycoside-modifying enzymes ได้แก่ aph(6)-Id และ aph(3″)-Ib ไอโซ
เลต T8 ตรวจพบ extended-spectrum beta -lactamase (ESBL) genes ได้แก่ blaCTX-M-14 และ 
blaTEM-215 ร่วมกับ tet(X4) และ qnrS1 ซึ ่งแสดงถึงการดื ้อยาต่อสารต้านจุลชีพหลายกลุ ่มที ่มี
ความสำคัญทางคลินิก ส่วนไอโซเลต OS57 ตรวจพบยีนดื้อยา Tetracycline หลายชนิด ได้แก ่tet(A), 
tet(M) และ tet(X4) ร่วมกับยีนดื้อยา macrolide คือ mph(A) ซึ่งสะท้อนถึงลักษณะการดื้อยาหลาย
ขนานอย่างเด่นชัด 

รหัสตัวอย่าง ผลการทำ PCR detection 
Primer; tet(X4) 

ผลการทำ PCR detection  
Primer; tet(X)Uni 

T8+J53 Positive Positive 
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 การวิเคราะห์ปัจจัยก่อความรุนแรง (virulence factors) พบว่าไอโซเลต C2 มียีนที่
เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะ (adhesion) หลายชนิด ได้แก่ csgA, fdeC, lpfA, traJ และ traT รวมถึงยีน
ที ่เก ี ่ยวข้องกับการจับธาตุเหล็ก ( iron acquisition) ได้แก่ fyuA, irp2 และ sitA ตลอดจนยีนที่
เกี่ยวข้องกับการหลบหลีกภูมิคุ้มกัน (iss) และการสร้างแคปซูล (kpsE และ kpsMII_K5) ซึ่งอาจบ่งช้ีถึง
ศักยภาพในการก่อโรคแบบ extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) 
 ไอโซเลต OS57 ตรวจพบ adhesins หลายชนิด ได้แก่ csgA, fdeC, fimH, traT และ usp 
ร่วมกับ effector genes ได้แก่ hlyE และ espY2 รวมถึงยีนที่เกี่ยวข้องกับการจับธาตุเหล็ก ได้แก่  
chuA และ eilA ตลอดจนยีนที่เกี่ยวข้องกับการต้านการถูกทำลายโดย phagocytosis ได้แก่ ompT 
และ traT ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับศักยภาพในการรุกรานและก่อโรคนอกระบบทางเดินอาหาร 
 ไอโซเลต NO25 และ T8 แม้ตรวจพบยีนก่อโรคในจำนวนที่น้อยกว่า และไม่พบ capsule-
associated genes หรือระบบจับธาตุเหล็กหลัก แต่ยังตรวจพบ adhesins ได้แก่ fimH, csgA และ 
fdeC รวมถึง toxin genes เช่น hlyE และ hha ใน NO25 ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับความสามารถในการ
ก่อโรคและความเป็นพิษต่อเซลล์ 
 นอกจากนี้ เชื้อทั้ง 4 ไอโซเลตยังตรวจพบยีนที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้าง lipopolysaccharide 
(LPS) และ outer membrane ได้แก ่gad และ yehA–D รวมถึงยีน aslA และ terC ซึ่งอาจมีบทบาท
ในการปรับตัวต่อสภาวะแวดล้อม ความสามารถในการอยู่รอด และกลไกการดื้อยา (ดังแสดงในภาพที่ 
6 และ 7) 
 ผลการวิเคราะห์ phylogenomic analysis ของจีโนม tet(X4)-positive E. coli จำนวน 
103 จีโนมจากประเทศไทย พบว่าเชื ้อสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 lineages ได้แก่ lineage I และ 
lineage II โดยแต่ละ lineage ประกอบด้วยเชื้อที่มาจากหลายแหล่งตัวอย่าง ทั้งสุกร แพะ ตัวอย่าง
ทางคลินิก สิ่งแวดล้อม และอาหาร สะท้อนถึงการแพร่กระจายของเชื้อและยีนดื้อยาในลักษณะ One 
Health โดยไอโซเลตจากลูกสุกรหย่านมทั้ง 4 ไอโซเลตในงานวิจัยนี้จัดอยู่ใน lineage II (ดังแสดงใน
ภาพที่ 6) 
 การวิเคราะห์พลาสมิดที ่มียีน tet(X4) พบว่า NO25 และ T8 เป็นพลาสมิดชนิด IncN 
ขณะที ่ OS57 และ C2 เป็นพลาสมิดชนิด IncR โดยเมื ่อเปรียบเทียบกับ reference plasmid 
PV068678.1 พบว่าพลาสมิดทั้ง 4 ไอโซเลตมีความคล้ายคลึงกันสูง และมียีนดื้อยารวมถึง mobile 
genetic elements ที่ใกล้เคียงกัน ซึ่งอาจบ่งชี้ถึงแหล่งกำเนิดทางวิวัฒนาการร่วมกันและศักยภาพใน
การแพร่กระจายของยีนดื้อยาในประเทศไทย 
 นอกจากนี้ยังพบว่าเชื ้อทั ้ง 4 ไอโซเลตมี genetic context ของยีน tet(X4) ในรูปแบบ
เดียวกัน คือ IS26-tet(X4)-ISCR2 ซึ ่งเป็น mobile genetic element ที ่มีบทบาทสำคัญต่อการ
เคลื่อนย้ายและการแพร่กระจายของยีนดื้อยา (ดังแสดงในภาพที่ 7)
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ภาพที่ 6 การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการระดับจีโนม (phylogenomic analysis) 

Pig 
Goat 
Clinical 
Environment 
Food 

Isolation type 

* 

* 

* 

* 
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ภาพที่ 7 การวิเคราะห์เปรียบเทียบพลาสมิดที่มียีน tet(X4) 
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บทที่ 5 
 

บทสรุป 

 
การศึกษาครั้งนี้พบความชุกของเชื้อ E. coli ในตัวอย่างมูลลูกสุกรหย่านมสูงถึงร้อยละ 85.2 

ซึ ่งสะท้อนให้เห็นว่าลูกสุกรหย่านมอาจเป็นแหล่งกักเก็บสำคัญของเชื ้อในระบบการเลี ้ยงสุกร 
โดยเฉพาะในช่วงที่สัตว์เผชิญกับความเครียดจากการหย่านมและการเปลี่ยนแปลงของระบบทางเดิน
อาหาร ผลดังกล่าวสอดคล้องกับรายงานก่อนหน้าที่ระบุว่า E. coli สามารถพบได้ในความชุกสูงใน
ฟาร์มสุกร และอาจมีบทบาททั้งในด้านการก่อโรคและการแพร่กระจายเชื้อสู่สิ่งแวดล้อม  (He et al., 
2020) สำหรับยีนความรุนแรง (virulence gene) พบว่ายีน EAST1 มีความชุกสูงที่สุด รองลงมาคือ 
K88 และยีนในกลุ่ม enterotoxins อื่น ๆ ซึ่งบ่งชี้ว่าเช้ือบางส่วนมีศักยภาพในการก่อโรคท้องเสียในลูก
สุกร โดยเฉพาะในช่วงหลังหย่านมที่สัตว์มีความไวต่อการติดเชื้อสูง นอกจากนี้ การพบยีนความรุนแรง
หลายชนิดร่วมกันในบางไอโซเลตยังสะท้อนถึงความซับซ้อนของเชื ้อในฟาร์ม และอาจเพิ่ม
ความสามารถในการยึดเกาะ การสร้างสารพิษ และการก่อโรคในโฮสต์ (He et al., 2019) ในด้านยีน
ดื้อยา ไทกีไซคลีน พบว่า tet(X4) เป็นยีนที่ตรวจพบมากที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน (Wang et al., 
2022) ที่พบการแพร่กระจายของยีนดังกล่าวใน E. coli จากฟาร์มสุกร ยีน tet(X4) มีความสำคัญทาง
ระบาดวิทยา เนื่องจากมักพบอยู่บน plasmids และสามารถถ่ายทอดผ่าน horizontal gene transfer 
ได้ รวมถึงเกี่ยวข้องกับการดื้อยาในกลุ่ม last-resort antibiotics  ผลการทดสอบความไวต่อยาพบว่า
เชื้อส่วนใหญ่ยังคงมีความไวต่อ ไทกีไซคลีน และมีเพียงบางไอโซเลตที่อยู่ในระดับ intermediate ซึ่ง
สะท้อนว่าการมียีนดื้อยาในระดับพันธุกรรมอาจยังไม่สัมพันธ์กับการดื้อยาในระดับฟีโนไทป์อย่าง
ชัดเจน อย่างไรก็ตาม การตรวจพบการดื้อยาร่วมในกลุ่ม fluoroquinolone และ cephalosporin 
บ่งชี้ถึงลักษณะ multidrug resistance (MDR) ของเชื้อ ซึ่งอาจสัมพันธ์กับแรงกดดันจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะในฟาร์มอย่างต่อเนื่อง (C. Sun et al., 2019) การทดลอง conjugation ยืนยันว่าทั้งยีน 
tet(X4) สามารถถ่ายทอดไปยังเชื้อตัวรับได้ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานที่ระบุว่ายีนดังกล่าวมีศักยภาพใน
การแพร่กระจายผ่านการถ่ายทอดยีนในแนวนอน ดังนั้น การดื้อยา ไทกีไซคลีน จึงอาจไม่จำกัดอยู่
เฉพาะไอโซเลตเดิม แต่สามารถแพร่กระจายไปยังแบคทีเรียชนิดอื่นในสิ่งแวดล้อมฟาร์มได้  (Wang et 
al., 2022) การวิเคราะห์จีโนมทั้งชุดพบว่าไอโซเลตที่มียีน tet(X4) มีความหลากหลายทางพันธุกรรม
สูงและอยู่ใน sequence type ที่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าการกระจายของยีนดื้อยาไม่ได้จำกัดอยู่
ในสายพันธุ์เดียว นอกจากนี้ การพบยีนดื้อยาหลายกลุ่มร่วมกับยีนความรุนแรงยังสะท้อนถึงศักยภาพ
ของเชื้อในการดื้อยา การปรับตัว และการก่อโรคได้พร้อมกัน ซึ่งเพิ่มความสำคัญของการเฝ้าระวังเชิง
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จีโนมในระบบปศุสัตว ์(Lugsomya, 2017) ลูกสุกรหย่านมอาจเป็นแหล่งกักเก็บสำคัญของ E. coli ที่มี
ยีนดื้อยา ไทกีไซคลีน โดยเฉพาะ tet(X4) แม้เชื้อส่วนใหญ่ยังไม่แสดงการดื้อยาในระดับฟีโนไทป์อย่าง
ชัดเจน แต่การมีอยู่ของยีนดื้อยาและความสามารถในการถ่ายทอดยีนดังกล่าวสะท้อนถึงความเสี่ยงใน
การแพร่กระจายของการดื้อยาในอนาคต ดังนั้น การเฝ้าระวังและการจัดการการใช้ยาปฏิชีวนะใน
ฟาร์มภายใต้แนวคิด One Health จึงมีความสำคัญต่อการลดความเสี่ยงต่อสุขภาพสัตว์ มนุษย์ และ
สิ่งแวดล้อม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



48 
 

48 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

บรรณานุกรม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



49 
 

49 
 

บรรณานุกรม 
 
Bello, A., & Dingle, T. C. (2018). What's That Resistance Mechanism? Understanding 

Genetic Determinants of Gram-Negative Bacterial Resistance. Clinical 
Microbiology Newsletter, 40(20), 165-174. 
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.clinmicnews.2018.10.001  

Börjesson, S., Greko, C., Myrenås, M., Landén, A., Nilsson, O., & Pedersen, K. (2020). A 
link between the newly described colistin resistance gene mcr-9 and clinical 
Enterobacteriaceae isolates carrying blaSHV-12 from horses in Sweden. Journal 
of Global Antimicrobial Resistance, 20, 285-289. 
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.jgar.2019.08.007  

Chen, Q., Li, X., Zhou, H., Jiang, Y., Chen, Y., Hua, X., & Yu, Y. (2014). Decreased 
susceptibility to Tigecycline in Acinetobacter baumannii mediated by a 
mutation in trm encoding SAM-dependent methyltransferase. J Antimicrob 
Chemother, 69(1), 72-76. https://doi.org/10.1093/jac/dkt319  

Chirabhundhu, N., Luk-In, S., Phuadraksa, T., Wichit, S., Chatsuwan, T., Wannigama, D. 
L., & Yainoy, S. (2024). Occurrence and mechanisms of Tigecycline resistance in 
carbapenem- and colistin-resistant Klebsiella pneumoniae in Thailand. 
Scientific Reports, 14(1), 5215. https://doi.org/10.1038/s41598-024-55705-2  

Dong, N., Zeng, Y., Wang, Y., Liu, C., Lu, J., Cai, C., Liu, X., Chen, Y., Wu, Y., Fang, Y., Fu, 
Y., Hu, Y., Zhou, H., Cai, J., Hu, F., Wang, S., Wang, Y., Wu, Y., Chen, G., Shen, Z., 
Chen, S., & Zhang, R. (2022). Distribution and spread of the mobilised RND 
efflux pump gene cluster tmexCD-toprJ in clinical Gram-negative bacteria: a 
molecular epidemiological study. Lancet Microbe, 3(11), e846-e856. 
https://doi.org/10.1016/s2666-5247(22)00221-x  

Du, D., Wang-Kan, X., Neuberger, A., van Veen, H. W., Pos, K. M., Piddock, L. J. V., & 
Luisi, B. F. (2018). Multidrug efflux pumps: structure, function and regulation. 
Nature Reviews Microbiology, 16(9), 523-539. https://doi.org/10.1038/s41579-
018-0048-6  

Fairbrother, J., & Nadeau, É. (2019). Colibacillosis. In (pp. 807-834). 
https://doi.org/10.1002/9781119350927.ch52  

https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/j.clinmicnews.2018.10.001
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/j.jgar.2019.08.007
https://doi.org/10.1093/jac/dkt319
https://doi.org/10.1038/s41598-024-55705-2
https://doi.org/10.1016/s2666-5247(22)00221-x
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0048-6
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0048-6
https://doi.org/10.1002/9781119350927.ch52


50 
 

50 
 

Fan, X. Y., Jiang, Y., Wu, H., Liu, J., Gu, Q. Y., Wang, Z. Y., Sun, L., Jiao, X., Li, Q., & 
Wang, J. (2024). Distribution and spread of Tigecycline resistance gene tet(X4) 
in Escherichia coli from different sources. Front Cell Infect Microbiol, 14, 
1399732. https://doi.org/10.3389/fcimb.2024.1399732  

Gemeda, B. A., Wieland, B., Alemayehu, G., Knight-Jones, T. J. D., Wodajo, H. D., Tefera, 
M., Kumbe, A., Olani, A., Abera, S., & Amenu, K. (2023). Antimicrobial Resistance 
of Escherichia coli Isolates from Livestock and the Environment in Extensive 
Smallholder Livestock Production Systems in Ethiopia. Antibiotics (Basel), 
12(5). https://doi.org/10.3390/antibiotics12050941  

Greer, N. D. (2006). Tigecycline (Tygacil): the first in the glycylcycline class of 
antibiotics. Proc (Bayl Univ Med Cent), 19(2), 155-161. 
https://doi.org/10.1080/08998280.2006.11928154  

He, T., Wang, R., Liu, D., Walsh, T. R., Zhang, R., Lv, Y., Ke, Y., Ji, Q., Wei, R., Liu, Z., 
Shen, Y., Wang, G., Sun, L., Lei, L., Lv, Z., Li, Y., Pang, M., Wang, L., Sun, Q., Fu, 
Y., Song, H., Hao, Y., Shen, Z., Wang, S., Chen, G., Wu, C., Shen, J., & Wang, Y. 
(2019). Emergence of plasmid-mediated high-level Tigecycline resistance genes 
in animals and humans. Nat Microbiol, 4(9), 1450-1456. 
https://doi.org/10.1038/s41564-019-0445-2  

He, Y., Yuan, Q., Mathieu, J., Stadler, L., Senehi, N., Sun, R., & Alvarez, P. (2020a). 
Antibiotic resistance genes from livestock waste: occurrence, dissemination, 
and treatment. npj Clean Water, 3. https://doi.org/10.1038/s41545-020-0051-0  

He, Y., Yuan, Q., Mathieu, J., Stadler, L., Senehi, N., Sun, R., & Alvarez, P. J. J. (2020b). 
Antibiotic resistance genes from livestock waste: occurrence, dissemination, 
and treatment. npj Clean Water, 3(1), 4. https://doi.org/10.1038/s41545-020-
0051-0  

Hirata, T., Saito, A., Nishino, K., Tamura, N., & Yamaguchi, A. (2004). Effects of efflux 
transporter genes on susceptibility of Escherichia coli to Tigecycline (GAR-936). 
Antimicrob Agents Chemother, 48(6), 2179-2184. 
https://doi.org/10.1128/aac.48.6.2179-2184.2004  

Izghirean, N., Waidacher, C., Kittinger, C., Chyba, M., Koraimann, G., Pertschy, B., & 
Zarfel, G. (2021). Effects of Ribosomal Protein S10 Flexible Loop Mutations on 

https://doi.org/10.3389/fcimb.2024.1399732
https://doi.org/10.3390/antibiotics12050941
https://doi.org/10.1080/08998280.2006.11928154
https://doi.org/10.1038/s41564-019-0445-2
https://doi.org/10.1038/s41545-020-0051-0
https://doi.org/10.1038/s41545-020-0051-0
https://doi.org/10.1038/s41545-020-0051-0
https://doi.org/10.1128/aac.48.6.2179-2184.2004


51 
 

51 
 

Tetracycline and Tigecycline Susceptibility of Escherichia coli. Front Microbiol, 
12, 663835. https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.663835  

Jenner, L., Starosta, A. L., Terry, D. S., Mikolajka, A., Filonava, L., Yusupov, M., 
Blanchard, S. C., Wilson, D. N., & Yusupova, G. (2013). Structural basis for 
potent inhibitory activity of the antibiotic Tigecycline during protein synthesis. 
Proc Natl Acad Sci U S A, 110(10), 3812-3816. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1216691110  

Ji, K., Xu, Y., Sun, J., Huang, M., Jia, X., Jiang, C., & Feng, Y. (2020). Harnessing efficient 
multiplex PCR methods to detect the expanding Tet(X) family of Tigecycline 
resistance genes. Virulence, 11(1), 49-56. 
https://doi.org/10.1080/21505594.2019.1706913  

Jo, J., & Ko, K. S. (2021). Tigecycline Heteroresistance and Resistance Mechanism in 
Clinical Isolates of Acinetobacter baumannii. Microbiol Spectr, 9(2), e0101021. 
https://doi.org/10.1128/Spectrum.01010-21  

Kelesidis, T., Karageorgopoulos, D. E., Kelesidis, I., & Falagas, M. E. (2008). Tigecycline 
for the treatment of multidrug-resistant Enterobacteriaceae: a systematic 
review of the evidence from microbiological and clinical studies. J Antimicrob 
Chemother, 62(5), 895-904. https://doi.org/10.1093/jac/dkn311  

Korczak, L., Majewski, P., Iwaniuk, D., Sacha, P., Matulewicz, M., Wieczorek, P., 
Majewska, P., Wieczorek, A., Radziwon, P., & Tryniszewska, E. (2024). Molecular 
mechanisms of Tigecycline -resistance among Enterobacterales. Front Cell 
Infect Microbiol, 14, 1289396. https://doi.org/10.3389/fcimb.2024.1289396  

Li, Liu, L., Ji, J., Chen, Q., Hua, X., Jiang, Y., Feng, Y., & Yu, Y. (2015). Tigecycline 
resistance in Acinetobacter baumannii mediated by frameshift mutation in 
plsC, encoding 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase. Eur J Clin 
Microbiol Infect Dis, 34(3), 625-631. https://doi.org/10.1007/s10096-014-2272-y  

Li, Lu, X., Munir, A., Abdullah, S., Liu, Y., Xiao, X., Wang, Z., & Mohsin, M. (2022). 
Widespread prevalence and molecular epidemiology of tet(X4) and mcr-1 
harboring Escherichia coli isolated from chickens in Pakistan. Sci Total Environ, 
806(Pt 2), 150689. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.150689  

https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.663835
https://doi.org/10.1073/pnas.1216691110
https://doi.org/10.1080/21505594.2019.1706913
https://doi.org/10.1128/Spectrum.01010-21
https://doi.org/10.1093/jac/dkn311
https://doi.org/10.3389/fcimb.2024.1289396
https://doi.org/10.1007/s10096-014-2272-y
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.150689


52 
 

52 
 

Li, Y., Dai, X., Zeng, J., Gao, Y., Zhang, Z., & Zhang, L. (2020). Characterization of the 
global distribution and diversified plasmid reservoirs of the colistin resistance 
gene mcr-9. Sci Rep, 10(1), 8113. https://doi.org/10.1038/s41598-020-65106-w  

Lugsomya, K. (2017). Monitoring of antibiogram and resistance gene profiles among 
Escherichia coli in pig production system. 
https://digital.car.chula.ac.th/chulaetd/1040/  

Makhado, U. G., Foka, F. E. T., Tchatchouang, C.-D. K., Ateba, C. N., & Manganyi, M. C. 
(2022). Detection of virulence gene of Shiga toxin-producing Escherichia coli 
(STEC) strains from animals with diarrhoea and water samples in the North-
West Province, South Africa. Gene Reports, 27, 101617. 
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.genrep.2022.101617  

Moore, I. F., Hughes, D. W., & Wright, G. D. (2005). Tigecycline Is Modified by the Flavin-
Dependent Monooxygenase TetX. Biochemistry, 44(35), 11829-11835. 
https://doi.org/10.1021/bi0506066  

Nagy, B., & Fekete, P. Z. (2005). Enterotoxigenic Escherichia coli in veterinary medicine. 
Int J Med Microbiol, 295(6-7), 443-454. 
https://doi.org/10.1016/j.ijmm.2005.07.003  

Nasomsong, W., Wanloptaree, P., & Vasikasin, V. (2025). Efficacy of high-dose 
Tigecycline -containing regimens for the combination treatment of 
carbapenem-resistant Enterobacterales bacteraemia. JAC Antimicrob Resist, 
7(5), dlaf162. https://doi.org/10.1093/jacamr/dlaf162  

Nguyet, L. T. Y., Keeratikunakorn, K., Kaeoket, K., & Ngamwongsatit, N. (2022). Antibiotic 
resistant Escherichia coli from diarrheic piglets from pig farms in Thailand that 
harbor colistin-resistant mcr genes. Scientific Reports, 12(1), 9083. 
https://doi.org/10.1038/s41598-022-13192-3  

Peterson, L. R. (2008). A review of Tigecycline --the first glycylcycline. Int J Antimicrob 
Agents, 32 Suppl 4, S215-222. https://doi.org/10.1016/s0924-8579(09)70005-6  

Prapasarakul, N., Tummaruk, P., Niyomtum, W., Tripipat, T., & Serichantalergs, O. 
(2010). Virulence genes and antimicrobial susceptibilities of hemolytic and 
nonhemolytic Escherichia coli isolated from post-weaning piglets in central 

https://doi.org/10.1038/s41598-020-65106-w
https://digital.car.chula.ac.th/chulaetd/1040/
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/j.genrep.2022.101617
https://doi.org/10.1021/bi0506066
https://doi.org/10.1016/j.ijmm.2005.07.003
https://doi.org/10.1093/jacamr/dlaf162
https://doi.org/10.1038/s41598-022-13192-3
https://doi.org/10.1016/s0924-8579(09)70005-6


53 
 

53 
 

Thailand. J Vet Med Sci, 72(12), 1603-1608. https://doi.org/10.1292/jvms.10-
0124  

Rebelo, A. R., Bortolaia, V., Kjeldgaard, J. S., Pedersen, S. K., Leekitcharoenphon, P., 
Hansen, I. M., Guerra, B., Malorny, B., Borowiak, M., Hammerl, J. A., Battisti, A., 
Franco, A., Alba, P., Perrin-Guyomard, A., Granier, S. A., De Frutos Escobar, C., 
Malhotra-Kumar, S., Villa, L., Carattoli, A., & Hendriksen, R. S. (2018). Multiplex 
PCR for detection of plasmid-mediated colistin resistance determinants, mcr-1, 
mcr-2, mcr-3, mcr-4 and mcr-5 for surveillance purposes. Euro Surveill, 23(6). 
https://doi.org/10.2807/1560-7917.Es.2018.23.6.17-00672  

Su, Y., Xin, L., Zhang, F., Peng, C., Li, Z., Liu, C., & Wang, F. (2023). Drug resistance 
analysis of three types of avian-origin carbapenem-resistant 
Enterobacteriaceae in Shandong Province, China. Poultry Science, 102(3), 
102483. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.psj.2023.102483  

Sun, Chen, C., Cui, C. Y., Zhang, Y., Liu, X., Cui, Z. H., Ma, X. Y., Feng, Y., Fang, L. X., 
Lian, X. L., Zhang, R. M., Tang, Y. Z., Zhang, K. X., Liu, H. M., Zhuang, Z. H., 
Zhou, S. D., Lv, J. N., Du, H., Huang, B., Yu, F. Y., Mathema, B., Kreiswirth, B. N., 
Liao, X. P., Chen, L., & Liu, Y. H. (2019). Plasmid-encoded tet(X) genes that 
confer high-level Tigecycline resistance in Escherichia coli. Nat Microbiol, 4(9), 
1457-1464. https://doi.org/10.1038/s41564-019-0496-4  

Sun, C., Cui, M., Zhang, S., Wang, H., Song, L., Zhang, C., Zhao, Q., Liu, D., Wang, Y., 
Shen, J., Xu, S., & Wu, C. (2019). Plasmid-mediated Tigecycline -resistant gene 
tet(X4) in Escherichia coli from food-producing animals, China, 2008-2018. 
Emerg Microbes Infect, 8(1), 1524-1527. 
https://doi.org/10.1080/22221751.2019.1678367  

Wang, Wu, H., Mei, C. Y., Wang, Y., Wang, Z. Y., Lu, M. J., Pan, Z. M., & Jiao, X. (2021). 
Multiple Mechanisms of Tigecycline Resistance in Enterobacteriaceae from a 
Pig Farm, China. Microbiol Spectr, 9(2), e0041621. 
https://doi.org/10.1128/Spectrum.00416-21  

Wang, J., Lu, M.-J., Wang, Z.-Y., Jiang, Y., Wu, H., Pan, Z.-M., & Jiao, X. (2022).tigecycline 
-resistant Escherichia coli ST761 carrying tet(X4) in a pig farm, China [Original 

https://doi.org/10.1292/jvms.10-0124
https://doi.org/10.1292/jvms.10-0124
https://doi.org/10.2807/1560-7917.Es.2018.23.6.17-00672
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/j.psj.2023.102483
https://doi.org/10.1038/s41564-019-0496-4
https://doi.org/10.1080/22221751.2019.1678367
https://doi.org/10.1128/Spectrum.00416-21


54 
 

54 
 

Research]. Frontiers in Microbiology, Volume 13 - 2022. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.967313  

Wang, J., Wu, H., Mei, C.-Y., Wang, Y., Wang, Z.-Y., Lu, M.-J., Pan, Z.-M., & Jiao, X. (2021). 
Multiple Mechanisms of Tigecycline Resistance in <i>Enterobacteriaceae</i> 
from a Pig Farm, China. Microbiology Spectrum, 9(2), e00416-00421. 
https://doi.org/doi:10.1128/Spectrum.00416-21  

Wang, Z., & Li, H. (2024). The Tigecycline resistance mechanisms in Gram-negative 
bacilli. Front Cell Infect Microbiol, 14, 1471469. 
https://doi.org/10.3389/fcimb.2024.1471469  

World Health Organization & UN Interagency Coordinating Group on AMR. (2019). 
Thailand One Health Dashboard on Antimicrobial Resistance. World Health 
Organization. https://www.who.int/news/item/29-04-2019-new-report-calls-for-
urgent-action-to-avert-antimicrobial-resistance-crisis 

Xiao, X., Liu, Z., Chen, X., Peng, K., Li, R., Liu, Y., & Wang, Z. (2022). Persistence of 
plasmid and tet(X4) in an Escherichia coli isolate coharboring bla (NDM-5) and 
mcr-1 after acquiring an IncFII tet(X4)-positive plasmid. Front Microbiol, 13, 
1010387. https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1010387  

Yaghoubi, S., Zekiy, A. O., Krutova, M., Gholami, M., Kouhsari, E., Sholeh, M., Ghafouri, 
Z., & Maleki, F. (2022). Tigecycline antibacterial activity, clinical effectiveness, 
and mechanisms and epidemiology of resistance: narrative review. Eur J Clin 
Microbiol Infect Dis, 41(7), 1003-1022. https://doi.org/10.1007/s10096-020-
04121-1  

Yamamoto, T., & Echeverria, P. (1996). Detection of the enteroaggregative Escherichia 
coli heat-stable enterotoxin 1 gene sequences in enterotoxigenic E. coli strains 
pathogenic for humans. Infect Immun, 64(4), 1441-1445. 
https://doi.org/10.1128/iai.64.4.1441-1445.1996  

Yang, J., Xiao, G., Xiao, N., Jiang, Z., Jiang, C., Li, Y., Chen, W., Lin, H., Sun, Z., & Li, J. 
(2023). Characteristics of tet(X4)−Producing Escherichia coli in Chicken and Pig 
Farms in Hunan Province, China. Antibiotics, 12(1), 147. 
https://www.mdpi.com/2079-6382/12/1/147  

https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.967313
https://doi.org/doi:10.1128/Spectrum.00416-21
https://doi.org/10.3389/fcimb.2024.1471469
https://www.who.int/news/item/29-04-2019-new-report-calls-for-urgent-action-to-avert-antimicrobial-resistance-crisis
https://www.who.int/news/item/29-04-2019-new-report-calls-for-urgent-action-to-avert-antimicrobial-resistance-crisis
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1010387
https://doi.org/10.1007/s10096-020-04121-1
https://doi.org/10.1007/s10096-020-04121-1
https://doi.org/10.1128/iai.64.4.1441-1445.1996
https://www.mdpi.com/2079-6382/12/1/147


55 
 

55 
 

Yu, Y., Cui, C.-Y., Kuang, X., Chen, C., Wang, M.-G., Liao, X.-P., Sun, J., & Liu, Y.-H. (2021). 
Prevalence of tet(X4) in Escherichia coli From Duck Farms in Southeast China 
[Original Research]. Frontiers in Microbiology, Volume 12 - 2021. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.716393  

Zhang, J., Xie, J., Li, H., Wang, Z., Yin, Y., Wang, S., Chen, H., Wang, Q., & Wang, H. 
(2022). Genomic and Phenotypic Evolution of Tigecycline -Resistant 
Acinetobacter baumannii in Critically Ill Patients. Microbiology Spectrum, 10(1), 
e01593-01521. https://doi.org/10.1128/spectrum.01593-21  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.716393
https://doi.org/10.1128/spectrum.01593-21


56 
 

56 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



57 
 

57 
 

 



58 
 

58 
 

   



59 
 

59 
 

  



60 
 

60 
 

  



61 
 

61 
 

  



62 
 

62 
 

 

  



63 
 

63 
 

  


	title
	abstract
	content
	chapter1
	chapter2
	chapter3
	chapter4
	chapter5
	references
	appendix

