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การศึกษาการทนต่อยาปฏิชีวนะและยาฆ่าแมลงของ Sinorhizobium meliloti  
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บทคัดย่อ 
 Multidrug resistance efflux pumps (MDR) เป็นกลไกลที่ส าคัญของแบคทีเรียซึ่งเกี่ยวข้องกับการ
ขับสารที่เป็นพิษต่อเซลล์ออกจากเซลล์ท าให้แบคทีเรียนั้นๆ สามารถอยู่รอดในสภาวะที่ไม่เหมาะสมได้   ส าหรับ 
Sinorhizobium meliloti ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่พบได้ในดินและมีโอกาสที่จะสัมผัสกับสารพิษทั้งจากการ
เกษตรกรรมและอุตสาหกรรม MDR ก็เป็นกลไกหนึ่งซึ่งเกี่ยวข้องกับการป้องกันเซลล์จากสารที่เป็นพิษ ในการ
ทดลองนี้ท าจะการทดสอบหาค่ า minimal inhibition concentration (MIC)  โดยท าการทดสอบกับ 
Sinorhizobium meliloti สายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเสียสภาพของยีน Smc03167 และ 
Smc03168 ซึ่งเป็นยีนที่พบว่ามีความเกี่ยวข้องกับ MDR ชนิดหนึ่งของ Sinorhizobium meliloti ซึ่งในการ
ทดลองจะใช้ยาปฏิชีวนะทั้งหมด 6 ชนิดคือ tetracycline, chloramphenicol, nalidixic acid, neomycin, 
kanamycin และ carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) และใช้ยาฆ่าแมลงทั้งหมด 3 ชนิด
คือ  bentazol, chlorpyrifos และ pentachlorophenol ผลการทดลองพบว่า ค่า MIC มีความแตกต่างกัน
ระหว่างสายพันธ์ุดั้งเดิมและสายพันธ์ุที่ท าให้เกิดการเสียสภาพของยีนเมื่อท าการทดสอบกับยาฆ่าแมลง แต่ไม่พบ
ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ดั้งเดิมและสายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเสียสภาพของยีนเมื่อท าการทดสอบกับยา
ปฏิชีวนะ  
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THE STUDY OF ANTIBIOTIC AND PESTICIDE RESITANCE IN Sinorhizobium meliloti 
 

Jittima Khorungkul1* 
 
Abstract 
 Multidrug resistance efflux pumps (MDR) is one of the major mechanisms of bacteria 
resistance by extrusion of drugs from cells. This mechanism helps the cell to be survived in the 
unfavorable conditions.  For Sinorhizobium meliloti, the soil bacteria that voluntarily expose to 
xenobiotic released from both industrial and agriculture, MDR is also the mechanism that protect 
the cell from toxic compounds. The minimal inhibition concentration (MIC) tests are performed 
with wild type strain and Smc03167 and Smc03168 deletion mutation strain.  Smc03167 and 
Smc03168 are the genes that control a system of MDR pumps in Sinorhizobium meliloti. In this 
experiment 6 antibiotics, namely tetracycline, chloramphenicol, nalidixic acid, neomycin, 
kanamycin and carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) and 3 pesticide, bentazol, 
chlorpyrifos and pentachlorophenol are used. The MICs test found that the MIC test with 
pesticide shown sensitivities change between wild type strain and deletion mutation strain, but 
no sensitivities change between wild type strain and deletion mutation strain were found in the 
test with antibiotics.  
 
Keywords : Sinorhizobium meliloti, Multidrug resistance efflux pumps (MDR), pesticide, 
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บทน า 
 การดื้อยาในแบคทีเรียต่อยาปฏิชีวนะหลายๆ ชนิดก าลังเป็นที่สนใจในปัจจุบัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการดื้อยา 
ในกลุ่มเช้ือแบคทีเรียก่อโรค ในช่วงหลายปีที่ผ่านมามีการศึกษามากมายเกี่ยวกับปัจจัยและกลไกที่เกี่ยวข้องกับ
การดื้อยาของแบคทีเรีย กลไกเหล่านี้มักจะเกี่ยวข้องกับการที่แบคทีเรียป้องกันไม่ให้ยาปฏิชีวนะผ่านเข้าไปในเซลล์
และการขับยาออกจากเซลล์ ดังนั้นกลไกที่ส าคัญส าหรับกับการดื้อยาของแบคทีเรียคือการขับยาเหล่านั้นออกจากเซลล์
โดยใช้ multidrug resistance efflux pumps (MDR pumps) (Alekshum, M.N. and S.B. Levy. 2007, Li, X. Y., 
and H. Nikaido. 2009)  โดยMDR pumps แบ่งออกตามจ านวนของส่วนประกอบของปั๊ม, บริเวณของเยื่อหุ้มเซลล์
ที่ transporter protein อยู่, แหล่งพลังงานของปั๊ม และชนิดของซับสเตรต ได้เป็น 5 กลุ่ม คือ ATP-binding 
cassette (ABC) family, major facilitator superfamily (MFS), resistance-nodulation-cell division (RND) 
family, small multidrug resistance (SMR) family แ ล ะ  multidrug and toxic compound extrusion 
(MATE) family (Borges-Walmsley, M. et al. 2003, Piddock J.V. 2006, Poole K. 2007)  เนื่องจากการดื้อยา
ของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคเป็นปัญหาที่ส าคัญต่อระบบสาธารณสุข จึงมีการศึกษาที่เกี่ยวกับหน้าที่บทบาท MDR 
pumps เกิดขึ้นเป็นจ านวนมาก และจากการศึกษาในปัจจุบันยังพบว่า MDR pumps พบได้ในแบคทีเรียเกือบทุกชนิด
และพบได้มากในกลุ่มของแบคทีเรียในดินและกลุ่มที่มีความเกี่ยวข้องกับพืช (Konstantinidis and Tiedje. 2004) 
และการท างานของ MDR pumps ในแบคทีเรียไม่ได้จ ากัดอยู่แค่เพียงยาปฏิชีวนะ แต่ยังรวมถึงโลหะหนัก                  
สารตัวท าละลาย สารท าความสะอาด และสารพิษอื่นๆ ดังนั้นจึงเช่ือว่า MDR pumps มีวิวัฒนาการมาตั้งแต่อดตี
กาลและอาจจะมีส่วนในการท าให้แบคทีเรียสามารถหลีกเลี่ยงผลกระทบของสารพิษที่ปนเปื้ อนในบริเวณ               
ทีม่ันอาศัยอยู่ (Martinez J. L. et al. 2009)  
 Sinorhizobium meliloti เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่อยู่ในปมรากพืชตะกูลถั่ว เนื่องจาก S.meliloti 
เป็นแบคทีเรียที่มีถิ่นอาศัยอยู่ในดินและอยู่ใกล้ชิดกับพืช จึงท าให้มีโอกาสสัมผัสกับสารพิษที่อาจปนเปื้อนอยู่ใน
ดิน เช่นยาฆ่าแมลงต่างๆ จึงท าให้ S.meliloti ต้องมีการปรับตัวเพื่อให้สามารถอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมได้ จากการศึกษาของ Shima E. et al, 2011 พบว่า S. meliloti ประกอบด้วย MDR pumps จ านวน 14 ชุด 
คือ  1 ชุด จาก ABC family, 3 ชุด จาก MFS family และ 10 ชุด จาก RND family โดยในแต่ละชนิดของปั๊ม 
จะมียีนที่เกี่ยวข้องที่ท าการควบคุมการท างานของปั๊มที่แตกต่างกันไป ซึ่งในการทดลองนี้ได้ใช้สายพันธุ์ของ 
S.meliloti ลักษณะดั้งเดิม (wild type) และสายพันธ์ุที่ท าการท าการ ท าการกลายพันธุ์ให้ยีน Smc03167 และ 
Smc03168 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ MDR pump ชนิดหนึ่งของ S. meliloti เสียสภาพ ซึ่งท าได้การสร้างขึ้น 
เพื่อท าการศึกษาความสามารถของแต่ละสายพันธุ์ในการทนต่อยาปฏิชีวนะและยาฆ่าแมลงบางชนิดโดยใช้การทดลอง 
Minimal inhibition concentration และดูความเกี่ยวข้องของยีนที่ควบคุม MDR pump ในสภาวะที่ท างานตามปกติ 
(ในกรณีสายพันธุ์ดั้งเดิม) และในสภาวะถูกท าให้เสียสภาพ โดยเปรียบความแตกต่างของค่า MIC ที่วัดได้ 
เนื่องจากยีนท่ีควบคุมการท างานของ MDR pump จะท าให้ปั๊ม ท างานโดยการสั่งการให้ปั๊ม จับกับซับสเตรตซึ่ง
ในที่น้ีก็คือสารที่เป็นพิษต่อเซลล์และขับออกจากเซลล์ ในทางตรงกันข้ามเมื่อยีนเหล่านี้ถูกท าให้เสียสภาพก็จะไม่
สามารถสั่งการให้ pump ท างานได้ ท าให้เกิดการสะสมของสารพิษในเซลล์และท าให้เซลล์ทนต่อความเข้มข้น
ของสารพิษได้น้อยลง ในการทดลองนี้ได้ เลือกยาปฏิชีวนะมา 6 ชนิด ซึ่งเป็นชนิดที่มีการใช้โดยทั่วไป
ประกอบด้วย tetracycline, chloramphenicol, nalidixic acid, neomycin, kanamycin และ carbonyl 
cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) ซึ่งเป็นชนิดที่มีการใช้กันโดยทั่วไปและมีรายงานการดื้อยาเหล่านี้      
จากแบคทีเรียชนิดอื่นๆ (Jingjing S. et al. 2014) ส่วนยาฆ่าแมลงที่น ามาใช้ในการทดลองนี้เป็นยาฆ่าแมลงที่
นิยมใช้หาซื้อได้ทั่วไปได้แก่ bentazol และ chlopyrifos ส่วนในกรณีของ pentachlorophenol ถึงแม้ว่าจะ
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เป็นยาฆ่าแมลงที่ห้ามใช้แล้วในปัจจุบันแต่เนื่องจากในอดีตนิยมใช้กันเป็นจ านวนมากจึงอาจจะท าให้มีการสะสม
อยู่ในบริเวณดินท่ีเคยมีการใช้ยาฆ่าแมลงชนิดนี้ (Ronald L. C. 2007)  
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาถึงการทนต่อยาปฏิชีวนะและยาฆ่าแมลงของ S. meliloti เพื่อท าการทดสอบ 

1. การท างานของ MDR pump ของ S. meliloti ต่อยาปฏิชีวนะและยาฆ่าแมลง  
2. หาความเกี่ยวข้องระหว่างการท างานของ MDR pump ในการป้องกันตัวเองจากสารพิษของ S. meliloti 

กับยีนที่ควบคุม MDR pumps  
  
วิธีด าเนินการวิจัย 
 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
 Sinorhizobium meliloti ทั้งสองสายพันธุ์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ ท าการเพาะเลี้ยงแบบใช้ออกซิเจน                  
ในอาหารเลี้ยงเ ช้ือ Luria-Bertani (LB) ที่มี  2.5 mM MgCl2 และ 2.5 mM CaCl2 โดยบ่มในเครื่องเขย่า                      
ที่อุณหภูมิ 28 องศา และเชื้อที่น ามาใช้ในการทดลองจะน าหัวเชื้อที่เลี้ยงข้ามคืนมาท าการ subculture เลี้ยงและ
วัดค่า A600 ค านวณให้ได้จ านวนเซลล์เริ่มต้น 106 เซลล์ต่อมิลลิตร 
 การท า Minimal Inhibition Concentraions (MICs)  
 ยาปฏิชีวนะและยาฆ่าแมลงที่ใช้ในการทดลองจะน ามาท าการเจือจางความเข้มข้นลงไปครั้งละ 2 เท่า
โดยใช้ LB ในหลอดทดลอง จากนั้นท าการบ่มเช้ือทีเ่ตรียมไว้แต่ละสายพันธ์ุกับสารที่ท าการเจือจางในแต่ละความ
เข้มข้นที่อุณหภูมิ 28 องศา เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นสังเกตการณ์เจริญเติบโต ของแบคทีเรียในแต่ละหลอด 
(โดยเปรียบเทียบค่า A600)    ซึ่งค่า MIC สามารถวัดได้จากความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดของยาปฏิชีวนะและยาฆ่าแมลง
ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการทดลองนี้ประกอบด้วย  

1. Tetracycline ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.25 
µg/mL และ 15.6 µg/mL   

2. Chloramphenicol 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.25 µg/mL และ 
15.6 µg/mL   

3. Nalidixic acid 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.25 µg/mL และ 15.6 µg/mL   
4.  Neomycin 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.25 µg/mL แ ล ะ  15.6 

µg/mL   
5.  Kanamycin 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.25 µg/mL และ 15.6 

µg/mL   
6.  carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  500 µg/mL, 250 

µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.25 µg/mL และ 15.6 µg/mL   
และยาฆ่าแมลงที่ใช้ในการทดลองนี้ได้แก่  
1. Bentazol ความเข้มข้น 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12.5 µM และ 6.25 µM  
2. chlorpyrifos ความเข้มข้น 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12.5 µM และ 6.25 µM 
3. pentachlorophenol (PCP) ความเข้มข้น 200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12.5 µM        
     และ 6.25 µM 
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 ผลการวิจัย 
 การวิเคราะห์ค่า MIC ต่อยาปฏิชีวนะ 
 การวัดหาค่า MIC ของ Sinorhizobium meliloti สายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์ท่ีท าการกลายพันธุ์ให้เกิด
เสียสภาพของยีน Smc03167 และ Smc03168 ให้ผลดังตารางที่ 1 
 
ตารางที ่1  ค่า MIC ของ Sinorhizobium meliloti สายพันธ์ุดั้งเดิม และสายพันธ์ุที่ท าการกลายพันธ์ุให้เกิดเสยี

สภาพของยีน Smc03167 และ Smc03168 ต่อยาปฏิชีวนะ  
 

สายพันธุ ์
MIC (µg/mL) 

TET CAM NAl NEO KAM CCCP 
S. meliloti สายพันธ์ุดั้งเดิม 
S. meliloti ที่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์ 

31.25 
31.25 

62.5 
62.5 

125 
125 

62.5 
62.5 

100 
100 

250 
250 

หมายเหต ุTET: tetracyclin CAM: chloramphenicol NAL: nalidixic acid NEO: neomycin KAM: kanamycin CCCP: 
carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone 

   
จากตารางที่ 1 จะพบว่าค่า MIC ต่อยาปฏิชีวนะไม่มีความแตกต่างระหว่าง Sinorhizobium meliloti 

สายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์ที่ท าการกลายพันธุ์ให้เกิดเสียสภาพของยีน Smc03167 และ Smc03168 ส าหรับยีน 
Smc03167 และ Smc03168 เป็นยีนที่ควบคุมการท างานของ MDR pumps ระบบ MFS จากการศึกษาของ 
Lomovskava O. and Kim L.. 1992 และ Furukawa H. et al., 1993 พบว่า ชุดของโปรตีน EmrAB ซึ่งเป็น 
MDR ระบบ MFS ใน E. coli มีผลต่อการทนต่อยา nalidixic acid และ CCCP ในการศึกษาของ Shima E. et 
al., 2011 Smc00563 และ Smc00564 ยีนควบคุม MDR ระบบ MFS อีกระบบหนึ่งใน S. meliloti เมื่อถูกท าให้
เสียสภาพก็ไม่แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างของความไวต่อยาปฏิชีวินะชนิดต่างๆ เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์ดั้งเดิม 
ดังนั้นจากผลการทดลองอาจกล่าวได้ว่า ระบบ MFS ของ MDR ใน S. meliloti ไม่ได้มีความเกี่ยวข้องกับการขับออก
ของยาปฏิชีวนะ ในอีกกรณีหนึ่งอาจเป็นไปได้ว่ามียาปฏิชีวนะชนิดอื่นที่มีความเกี่ยวข้องกับ  MDR ระบบนี้                
แต่ไม่ได้เลือกมาใช้ในการทดลองนี้ ซึ่งผลที่ได้นี้แตกต่างจากระบบ MFS ใน E. coli เป็นแบคทีเรียก่อโรคชนิดหนึ่ง            
ซึ่งมีโอกาสสัมผัสกับยาปฏิชีวนะมากกว่า และมีการศึกษาจ านวนมากท่ีรายงานถึงการดื้อยาที่เกี่ยวข้องกับ MDR 
ระบบ RND ซึ่งเป็นระบบที่พบมากในแบคทีเรียก่อโรค เช่น MexAB-OprM ใน Pseudomonas aeruginosa 
(Li X. Z. et al. 1994 แ ล ะ  Poole K.. et al., 1993) ArcAB-tolC ใ น  Samonella enterica  servoar 
Typhimurium (Eaves, D. J., et al., 2004) และ CmeABC ใน Campylobacter jejuni (Pumbwe, L., et 
al., 2004) ซึ่งเมื่อท าให้ยีนที่ควบคุมระบบเหล่านี้เสียสภาพพบว่าจะมีความไวต่อ Chloramphenicol และ 
Tetracycline มากขึน้  
  การวิเคราะห์ค่า MIC ต่อยาฆ่าแมลง 
 การวัดหาค่า MIC ของ Sinorhizobium meliloti สายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์ท่ีท าการกลายพันธุ์ให้เกิด
เสียสภาพของยีน Smc03167 และ Smc03168 ต่อยาฆ่าแมลงให้ผลดังตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2  ค่า MIC ของ Sinorhizobium meliloti สายพันธุ์ดั้งเดิม และสายพันธุ์ที่ท าการกลายพันธุ์ให้เกิด  
เสียสภาพของยีน Smc03167 และ Smc03168 ต่อยาฆ่าแมลง 

  

สายพันธุ ์
MIC (µM) 

Bentazol Chlorpyrifos PCP 
S. meliloti สายพันธ์ุดั้งเดิม 
S. meliloti ที่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์ 

100 
50 

200 
100 

50 
12.5 

 
 จากตารางที่ 2 พบว่า S. meliloti สายพันธุ์ทีท าให้เกิดการกลายพันธุ์จะมีความไวต่อยาฆ่าแมลง
มากกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม โดยมีความไวต่อ Bentazol และ chlorpyrifos มากกว่าพันธุ์ดั้งเดิม 2 เท่า  และมีความไว
ต่อ PCP มากกว่าพันธุ์ดั้งเดิมถึง 4 เท่า ดั้งนั้นจึงอาจกล่าวได้ว่า MDR pump ใน S. meliloi ซึ่งถูกควบคุมยีน 
Smc03167 และ Smc 03168 มีความส าคัญในการช่วยท าให้เซลล์สามารถอยู่รอดได้ในสภาวะที่ถิ่นที่อยู่อาศัย             
มีการปนเปื้อนด้วยสารที่เป็นพิษ ในกรณีของ Rhizobium etli ระบบ MDR ซึ่งถูกควบคุมโดย RmrAB ก็มีความ
จ าเป็นในการป้องกันเซลล์จากสาร phytoalexin, narginie และ coumaric acid ซึ่งพืชสร้างขึ้นและเป็นพิษต่อเซลล์ 
ของ R. etli โดยเมื่อท าการกลายพันธุ์ให้ RmrAB เสียสภาพในการท างานพบว่า R. etli มีความไวต่อสารเหล่านี้
เพิ่มมากขึ้น (Ramon G. and Esperanza M., 2000) Agrobacterium tumefaciens แบคทีเรียก่อโรคในพืช 
เมื่อถูกเข้ารุกรานพืชจะสร้างสาร coumestrol เพื่อป้องกันตัวเอง และสารนี้จะเป็นพิษต่อเซลล์ของ A. 
tumefaciens ซึ่งระบบที่ช่วยท าให้เซลล์อยู่รอดคือ LfeAB MDR (Palumbo, J.D., et al., 1998) ใน Pseudomonas 
aeruginnosa ระบบ MexAB-OprM จะท าหน้าท่ีในการป้องกันความเป็นพิษจาก pentachlophenol และเมื่อ
ถูกท าให้เสียสภาพจะท าให้เซลล์มีความไวต่อ PCP มากขึ้น (Jocelyn et. al., 2007) chpAB ยีนใน S.meliloti 
มีการตอบสนองต่อการสัมผัสกับ chlopyrifos (Wirongrong W. et al. 2010)  
 
สรุป 
 จากการศึกษาการทนต่อยาปฏิชีวนะ 6 ชนิดคือ tetracycline, chloramphenicol, nalidixic acid, 
neomycin, kanamycin และ carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) และยาฆ่าแมลง 3 ชนิด
คือ Bentazol, chlorpyrifos และ pentachlorophenol โดยใช้เทคนิค Minimal inhibition concentration 
(MICs) พบว่าเมื่อท าการทดสอบด้วยยาปฏิชีวนะ ไม่พบความแตกต่างระหว่าง S. meliloti สายพันธุ์ดั้งเดิมกับสายพันธุ์ 
ที่ท าให้เกิดกลายพันธุ์ แต่เมื่อทดสอบกับยาฆ่าแมลงพบว่ามีความแตกต่างระหว่างสองสายพันธุ์ โดยสายพันธุ์ท่ีท าให้
เกิดการกลายพันธุ์จะมีความไวต่อยาฆ่าแมลงมากกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม จากผลการทดลองที่ได้อาจกล่าวได้ว่ายาปฏิชีวนะ
ไม่ใช่ซับเสตรตส าหรับระบบ pump ของ MDR ใน S. meliloti ที่เลือกมาท าการศึกษาครั้งนี้ เนื่องจากระบบ 
MDR ใน S. meliloti มีหลายระบบจึงเป็นไปได้ว่าระบบที่เลือกมาท าการทดลองซึ่งควบคุมด้วยยีน Smc03167 
และ Smc03168 ไม่ได้เกี่ยวข้องกับการป้องกันเซลล์จากยาปฏิชีวนะและอาจเป็นไปได้ว่ามีระบบอื่นๆ ซึ่งไม่ได้
น ามาศึกษาในการทดลองนี้เป็นระบบที่เกี่ยวข้องกับการขับยาปฏิชีวนะออกจากเซลล์ ส่วนในกรณีของยาฆ่า
แมลงอาจกล่าวได้ว่า MDR pump ระบบที่น ามาศึกษานี้เกี่ยวข้องกับการขับสารพิษ เช่น ยาฆ่าแมลงออกจาก
จากเซลล์เพื่อท าให้เซลล์สามารถอยู่รอดได้  
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