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บทคัดย่อ
บทนำ�: เน่ืองจากหลาย ๆ ประเทศรวมถึงประเทศไทย ได้รายงานอุบัติการณ์การด้ือยาต้านจุลชีพกลุ่ม
เบต้า-แลคแทม (Beta-lactam) และ/หรอื การพบยีนที่ควบคุมการสรา้งเอนไซม์เบต้าแลคทาเมสแบบ
ขยายผล (extended spectrum beta-lactamase; ESBL) ของเชื้อ Escherichia coli จากสัตว์เล้ียง
สัตว์ป่วยด้วยโรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินปัสสาวะ รวมไปถึงสัตว์ที่มนุษย์บรโิภค
เป็นอาหาร และเน่ืองจากเชือ้ชนิดน้ีสามารถส่งต่อยีนด้ือยาสู่มนษุย์ผ่านทางห่วงโซอ่าหาร จงึเป็นทีน่่ากังวลวา่
ฟารม์ปศุสัตวจ์ะเปน็แหล่งสะสมและแพรเ่ชือ้ E. coli ทีส่รา้งเอนไซม์ ESBL (ESBL-producing E. coli) สู่มนษุย์
ซึง่อาจจะนำ�ไปสู่ปัญหาสาธารณสุขที่สำ�คัญคือการใชย้าต้านจุลชพีเพ่ือการรกัษาในมนุษย์ไม่ได้ผลเน่ืองจาก
เชือ้ด้ือยา วัตถุประสงค์: เพ่ือทำ�การคัดแยกเชือ้ E. coli จากฟารม์ปศุสัตว์แห่งหน่ึงในจงัหวัดสกลนคร และ
ทำ�การประเมินความไวต่อยาต้านจุลชพีในกลุ่มเบต้า-แลคแทม และการสรา้งเอนไซม์ ESBL แบบขยายผล
ของเชื้อ E. coli ที่แยกได้ เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการเฝ้าระวังสถานการณ์การด้ือยาต้านจุลชีพที่อาจส่ง
ผลกระทบต่อมนุษย์ผ่านทางห่วงโซอ่าหารต่อไปในอนาคต วธิีการศึกษา: ทำ�การคัดแยกเชื้อ E. coli จาก
ตัวอย่างในฟารม์ปศุสัตว์แห่งหน่ึงในจงัหวัดสกลนครจำ�นวน 50 ตัวอย่าง แล้วนำ�เชื้อมาทดสอบการด้ือต่อ
สารต้านจุลชพีกลุ่มเบต้า-แลคแทมด้วยวธิ ีdisc diffusion method และทดสอบยืนยันการสรา้งเอนไซม์
เบต้า-แลคทาเมสแบบขยายผลด้วยวธิ ีcombination disc test ผลการศึกษา: พบเชื้อแบคทีเรยีชนิด
E. coli จำ�นวน 26 ไอโซเลท จากตัวอยา่งจำ�นวน 50 ตัวอย่าง และการทดสอบด้วยวธิ ีdisc diffusion method
พบว่าเชื้อ E. coli จำ�นวน 10 ไอโซเลท ด้ือต่อสารต้านจุลชีพที่นำ�มาทดสอบ ประกอบด้วย cefotaxime
aztreonam ceftazidime และ cefpodoxime คิดเป็นรอ้ยละ 38.46 รอ้ยละ 3.85 รอ้ยละ 38.46 และ
รอ้ยละ 11.54 ตามลำ�ดับ จากน้ันนำ� E. coli ทัง้ 10 ไอโซเลทมาทดสอบยนืยันการสรา้งเอนไซม์เบต้า-แลคทาเมส
แบบขยายผล ด้วยวธิ ีcombination disc test ประกอบด้วยชุดของยา cefotaxime และ cefotaxime-clavulanic
acid และชุดของยา ceftazidime และ ceftazidime-clavulanic acid พบว่า E. coli ทั้ง 10 ไอโซเลท
สามารถสรา้งเอนไซม์ดังกล่าวได้ บทสรุป: ผลการศึกษาในครัง้น้ีแสดงให้เห็นว่าฟารม์เล้ียงสัตว์เป็นแหล่ง
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สะสมและสามารถเปน็แหล่งแพรก่ระจายเชือ้ E. coli
ทีส่ามารถสรา้งเอนไซม์บต้า-แลคทาเมสแบบขยายผล
และสามารถนำ�ไปเป็นข้อมูลพ้ืนฐานเพ่ือการเฝ้า
ระวังสถานการณ์การด้ือยาต้านจุลชีพที่อาจส่งผล
กระทบต่อมนษุยผ่์านทางห่วงโซอ่าหารต่อไปในอนาคต

คำ�สำ�คัญ:  แบคทเีรยี การด้ือยา ฟารม์ปศุสัตว ์ 

Abstract 
Background: Several countries, including 
Thailand, have reported the prevalence of
beta-lactam resistance and/or the discovery
of extended spectrum beta-lactamase
genes of Escherichia coli in pets, domestic 
animals’ gastrointestinal tract and urinary 
tract, and animals consumed by humans.
It is also concerning that the E. coli can
transmit drug-resistant genes to humans 
through the food chain, which could result 
in a serious public health issue if antimicrobial
therapies used in humans do not work.
Objectives: The aims of this study were to
isolate E. coli from a livestock farm in Sakon
Nakhon Province, and beta-lactam antimicrobial 
susceptibilities and ESBL producing of the 
E. coli isolates were evaluated to provide
basic information for the surveillance of
antimicrobial resistance spread to humans
through food chains. Methods: Escherichia 
coli isolates from 50 livestock farm samples
located in Sakon Nakhon were isolated 
and phenotypically studied for their
antimicrobial sensitivity profiles, extended
spectrum beta-lactamase enzymes (ESBL)
using a disc diffusion assay, and a combination
disc method for confirmation. Results:
Twenty-six E. coli isolates of fifty samples
were isolated. Ten isolates were resistant 
to the antimicrobial agents tested, including
cefotaxime, aztreonam, ceftazidime, and 
ceftazidime at 38.46%, 3.85%, 38.46%, and
11.54%, respectively. A combination disc
test  cons is t ing  of  cefotax ime and
cefotaxime-clavulanic acid, as well as
ceftazidime and ceftazidime-clavulanic

acid, was used to test all ten E. coli isolates
for ESBL enzyme production. Finally, all ten
isolates were capable of producing the 
ESBL enzyme. Conclusions: The findings 
of this study indicate that animal farms
are reservoirs and potential reservoirs of
E. coli capable of producing extended
spectrum beta-lactamase enzyme, which 
means this information can be used to
monitor the situation of antimicrobial
resistance that may affect humans in the
future through the food chain.

Keywords: Antimicrobial resistance, Bacteria,
extended spectrum beta-lactamase, Livestock
farm 

บทนำ� (Introduction) 
เชื้อแบคทีเรยีชนิด Escherichia coli เป็นเชื้อ
แบคทีเรยีในกลุ่ม Enterobacteriaceae ซึ่งเป็น
เชื้อประจำ�ถ่ิน (Normal flora) ที่ยึดเกาะบรเิวณ
ภายในลำ�ไส้เล็กและใหญข่องคนและสัตว ์เม่ือถูกขับ
ออกจะเจรญิในมูลสดได้ประมาณ 3 วันหลังจากน้ัน
จำ�นวนจะลดน้อยลง เชือ้ E. coli ส่วนหน่ึงสามารถ
ปรบัตัวเข้ากับส่ิงแวดล้อมต่างๆ (Persistent E. coli)
และมีชวีติอยูไ่ด้นานหลายวัน อีกทัง้ยังมีความสําคัญ
ในการเป็นตัวชีว้ัดเพ่ือควบคุมคุณภาพของอาหาร
และผลิตภัณฑต่์างๆ โดยใชเ้ป็นตัวบ่งชีท้ีบ่่งบอกวา่
ผลิตภัณฑมี์การปนเป้ือนของส่ิงปฏิกูลหรอืไม่ ในภาวะ
รา่งกายปกติเชือ้ E. coli ไม่ทาํให้เกิดโรค แต่เม่ือใด
ก็ตามที่ สัตว์ได้ร ับปัจจัยที่ ส่งผลต่อแบคทีเรยีใน
ลำ�ไส้ก็อาจจะส่งผลรุนแรงต่อสัตวไ์ด้ เรยีกวา่เชือ้ฉวย
โอกาส (Opportunistic pathogen) ความรุนแรง
ของโรคขึน้อยูกั่บชนิดสารพิษ (Toxin) ทีเ่ชือ้ผลิตออก
มาเชน่ ชกิา (Shiga toxin) ทีเ่ป็นสาเหตุของโรค
ทอ้งรว่งทีร่ะบาดในทวปียุโรป อเมรกิา และประเทศ
อ่ืน ๆ ส่งผลให้มีคนป่วยและเสียชวีติ1 เน่ืองจากเชือ้
แบคทีเรยีชนิดน้ีสามารถเจรญิเติบโตและเกิดการ
ปนเป้ือนได้ทกุทีโ่ดยเฉพาะบรเิวณทีมี่การเล้ียงสัตว์
ความชืน้แฉะ หรอือาจมีการปนเปื้อนจากส่ิงขับถ่ายของ
สัตวไ์ปยังอาหารและเคร ือ่งด่ืม (fecal-oral route)2,3 
	 ในทางการแพทย์และสัตวแพทย์ได้ทำ�การ
รักษาโดยการเลื อกใช้ ยาต้ านจุ ลชี พในกลุ่ ม
เบต้า-แลคแทม (Beta-lactam) ในการรกัษาผู้ป่วย
และสัตว์ป่วย เน่ืองจากยาในกลุ่มน้ีมีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ
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แบคทเีรยี (bactericidal) และมีความปลอดภัยต่อ
ผู้ใช้ยาสูง โดยยามีกลไกการออกฤทธิ์ที่ ขัดขวาง
การสรา้งผนังเซลล์ของแบคทเีรยีโดยตรง4 แต่อยา่งไร
ก็ตามผลข้างเคียงจากการรกัษาด้วยยาต้านจุลชพี
ชนิดน้ี ทำ�ให้มีการพัฒนาของเชื้อด้ือยาเกิดขึ้นใน
ระบบทางเดินอาหารของผู้ป่วยหรอืสัตว์ป่วยที่ได้
รบัยาต้านจุลชพี ซึง่นำ�ไปสู่ปญัหาสาธารณสุขทีส่ำ�คัญ
คือการใชย้าต้านจุลชพีเพ่ือการรกัษาในมนุษย์และ
สัตวไ์ม่ได้ผลเน่ืองจากเชือ้ด้ือยา
	 การด้ือของเชือ้ E. coli ต่อยาต้านจุลชพีในกลุ่ม 
Beta-lactam มักเกิดขึ้นได้งา่ยหลังจากที่มีการนำ�
ยาต้านจุลชพีมาใชใ้นการรกัษาได้ไม่นาน กลไกหลัก
ทีส่ำ�คัญซึง่ทำ�ให้แบคทเีรยีแกรมลบด้ือยาในกลุ่มน้ีได้
คือการสรา้งเอนไซม์เบต้า-แลคทาเมส (Beta-lactamase)
เพ่ือทำ�ลายฤทธิข์องยา ดังน้ันจงึมีความจำ�เปน็ทีต้่อง
หาทางเลือกโดยการใชย้าต้านจุลชพีชนิดใหม่ ที่อยู่
ในกลุ่ม Beta-lactam เช่น ยาต้านจุลชีพชนิด 
cephalosporins รุน่ใหม่ๆ เพ่ือนำ�มาใช้ทดแทน
ยาต้านจุลชพีชนิดเดิม แต่อยา่งไรก็ตามมีการค้นพบ
ว่าแบคทีเรยีสามารถสรา้งเอนไซม์ชนิดใหม่ๆเพ่ือ
ทำ�ลายยากลุ่ม  Beta-lactam เพ่ิมมากขึน้โดยเรยีก
กลุ่มของเอนไซม์น้ีว่าเอนไซม์เบต้า-แลคทาเมส
แบบขยายผล (Extended Spectrum Beta-
Lactamase, ESBL)5 กลไกการด้ือยาต้านจุลชพี
ของเชือ้แบคทเีรยีโดยการสรา้งเอนไซม์ ESBL เป็น
อุบัติการณ์ที่พบได้ทั่วโลกทั้งในมนษุย์และสัตว์และ
มีความเก่ียวข้องกับความปลอดภัยในห่วงโซ่ของ
การผลิตสัตว์เพ่ือเป็นอาหารของมนุษย์ เน่ืองจากมี
การใช้ยาในกลุ่ม cephalosporins รุน่ที่ 3 และ
4 (third-generation และ fourth-generation
cephalosporins) ในการรกัษาโรคติดเชือ้ในระบบ
ทางเดินอาหารทัง้ในคนและในสัตว ์ 	
	 งานวจิยัทัง้ในประเทศและต่างประเทศ ได้รายงาน
อุบัติการณ์การด้ือยาต้านจุลชพีกลุ่ม Beta-lactam
และ/หรอื การพบยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์
ESBL ของเชือ้ E . coli จากสัตวเ์ล้ียง สัตวป์่วยด้วย
โรคติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารและระบบทาง
เดินปสัสาวะ6,7 รวมไปถึงสัตวท์ีใ่ชเ้ปน็อาหารของมนษุย์
ด้วย เชน่ สุกร8,9 ไก่และผลิตภัณฑจ์ากสัตวป์ีก10,11,12 
และโคนม13 แต่สำ�หรบัประเทศไทยแล้ว การศึกษา
การสรา้งเอนไซม์ ESBL ของเชือ้ E. coli ที่แยกได้
จากส่ิงแวดล้อมในฟารม์เล้ียงสัตว์ซึ่งเป็นแหล่ง
สะสมเชือ้ทีส่ำ�คัญในการปนเปื้อนจากสัตวไ์ปสู่มนษุย์
และส่ิงแวดล้อมภายนอกยังมีอย่างจำ�กัด 
	

	 ดังน้ัน เพ่ือเป็นการเฝ้าระวังอุบัติการณ์ของการ
ด้ือยาต้านจุลชีพดังกล่าว การศึกษาในครัง้น้ีจึงมุ่ง
หวังทีจ่ะทำ�การคัดแยกเชือ้ E. coli จากส่ิงแวดล้อม
ในฟาร์มปศุสัตว์แห่งหน่ึงในจังหวัดสกลนคร 
ประกอบด้วย มูลสัตว์ น้ำ�นมดิบ น้ำ�ประปาสำ�หรบั
ให้สัตว์ด่ืม น้ำ�ดิบจากสระเก็บน้ำ�สำ�หรบัใช้อุปโภค
ภายในฟารม์ อาหารข้นผสมเองสำ�หรบัเล้ียงสัตว์
และวัตถุดิบอาหารสัตวต่์างๆ เน่ืองจากได้มีรายงาน
การพบเชือ้ E. coli ทีส่ามารถสรา้งเอนไซม์ ESBL จาก
แมลงวันในบรเิวณใกล้กับฟารม์เล้ียงสัตว์แห่งน้ี14

ซึง่มีรศัมีระยะทางระหวา่งแหล่งทีพ่บกับฟารม์เล้ียง
สัตว์แห่งน้ีน้อยกว่า 2 กิโลเมตร คณะผู้วจิัยจึงต้ัง
สมมติฐานว่าแมลงวันน่าจะเป็นหน่ึงในพาหะสำ�คัญ
ในการหมุนเวยีนหรอืแพรก่ระจายเชื้อ E. coli ที่
สามารถสรา้งเอนไซม์ ESBL สู่ฟารม์เล้ียงสัตว ์อีกทัง้
ยังทำ�การประเมินความไวต่อยาต้านจุลชีพในกลุ่ม
Beta-lactam และความสามารถในการผลิตเอนไซม์
ESBL ของเชือ้ E. coli ทีแ่ยกได้ เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐาน
ในการเฝ้าระวังสถานการณ์การด้ือยาต้านจุลชพีที่
อาจส่งผลกระทบต่อมนุษย์ผ่านทางห่วงโซอ่าหาร
ต่อไปในอนาคต

วธิกีารศึกษา (Method) 
1. ประวติัการใชย้าปฏิชวีนะในฟารม์
	 ทำ�การรวบรวมเอกสารข้อมูลการใชย้าปฏิชวีนะ
ภายในระยะเวลา 1 ปี ในฟารม์เล้ียงสัตวท์ีจ่ะทำ�การ
เก็บตัวอย่าง
2. การเก็บตัวอยา่งและการเพาะแยกเชือ้ E. coli
	 ทำ�การเก็บตัวอยา่งมูลสดจากไก่เน้ือ จำ�นวน 13 ตัว
มูลสดโคเน้ือ จำ�นวน 11 ตัว มูลสดโครดีนม จำ�นวน
6 ตัว น้ำ�นมดิบ 6 ตัวอยา่งจากโครดีนมจำ�นวน 6 ตัว
โดยทำ�การเก็บทันทีหลังจากรดีนมเสรจ็ น้ำ�ประปา
สำ�หรบัให้สัตวด่ื์ม 1 ตัวอยา่ง น้ำ�ประปาดิบ 3 ตัวอยา่ง
กากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% จำ�นวน 1 ตัวอย่าง อาหาร
ข้นผสมเองสำ�หรบัโคเน้ือ จำ�นวน 1 ตัวอย่าง และ
วตัถุดิบอ่ืน ๆ ในรูปแบบวตัถุแห้งทีใ่นการผสมอาหาร
สัตว ์จำ�นวน 8 ตัวอย่าง ประกอบด้วย ใบกระถินป่น
ปลายข้าว ฟางข้าว ร ำ�ละเอียด ร ำ�หยาบ เมล็ดขา้วโพด
กากเมล็ดฝ้าย และกากเม่า อย่างละ 1 ตัวอย่าง รวม
ทัง้ส้ินจำ�นวน 50 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที ่1 
3. การเพาะแยกและการพิสูจน์เอกลกัษณ์เชือ้ 
E. coli
		  ทำ�การเพาะแยกเชือ้และพิสูจน์เอกลักษณ์
ของเชือ้โดยดัดแปลงข้ันตอนและวธิกีารศึกษาของ 
Kimprasit และคณะ14 ดังน้ี
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	 3.1 นำ�ตัวอย่างมูลสัตว์ที่ทำ�การเก็บด้วยวธิกีาร
swab จากรูทวารของสัตว ์ใส่ลงในอาหารเหลวชนิด
EC (EC broth)
	 3.2 ปิเปตตัวอย่างน้ำ�นมดิบที่เพ่ิงรดีจากแม่โค
น้ำ�ประปา และน้ำ�ดิบจากสระเก็บน้ำ� จำ�นวนตัว
อย่างละ 100 ไมโครลิตร ลงใน EC broth
	 3.3 ทำ�การตักกากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% อาหาร
ข้นสำ�หรับเล้ียงโคเน้ือ และวัตถุดิบอาหารสัตว์
โดยใช้ช้อนที่ ผ่านการน่ึงฆ่าเชื้อแล้ว ปรมิาณตัว
อย่างละ 25 กรมั ใส่ลงใน EC broth
		  หลังจากน้ันนำ�หลอด EC broth ทีบ่รรจุตัวอยา่ง
ไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง
จากน้ันนำ�ของเหลวในหลอดทดลองทีมี่สภาพขุ่นไป
เพาะเชื้อแบคทีเรยีชนิด E. coli บนอาหารแข็ง
Eosin Methylene Blue agar ด้วยวธิ ีstreak plate
แล้วนำ�จานเพาะเชือ้ไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 oC เม่ือ
เวลาผ่านไป 18-24 ชัว่โมง คัดเลือกโคโลนีเด่ียวทีมี่
ลักษณะเป็นสี metallic sheen นำ�ไปย้อมสีแกรม
และทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมี (Indole test, Methyl
red test, Voges – Proskauer Test, Citrate Test;
IMViC Test) จากน้ันเลือกโคโลนีทีย่อ้มติดสีแกรมลบ
รูปรา่งเปน็ทอ่น ให้ผลบวกต่อ Indole test และ Methyl
red test และให้ผลลบต่อ VP test และ Citrate test
เก็บใส่ในอาหารเหลวชนิด Luria-Bertani (LB broth)
เก็บเชือ้ไวท้ีอุ่ณหภูมิ -80 oC เพ่ือนำ�มาทำ�การศึกษา
ในข้ันตอนต่อไป 

4. การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชพี 
		  4.1 การทดสอบ Initial Screen Test
		  นำ�เชือ้แบคทีเรยีชนิด E. coli ที่แยกได้จาก
ขอ้ 2 มาทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชพีขัน้ Initial
Screen Test โดยประกอบด้วยสารต้านจุลชีพ
จำ�นวน 4 ชนิดคือ cefpodoxime (10 ไมโครกรมั)
ceftazidime (30 ไมโครกรมั) astreonam (30
ไมโครกรัม) และ cefotaxime (30 ไมโครกรัม)
ด้วยวธิ ีdisc diffusion assay ตามวธิกีารมาตรฐาน
ของ Clinical Laboratory Standard Institute15

โดยนำ�เชื้อแบคทีเรยีที่แยกได้จากข้อ 2 และเชื้อ
แบคทเีรยีควบคุม (Escherichia coli ATCC 25922
และ Klebsiella pneumoniae ATCC 700603)
มาเพาะบน MacConkey agar จากน้ันเลือกโคโลนี
เด่ียวมาปรบัความขุ่นในอาหารเหลวชนิด Mueller-
Hinton (Mueller-Hinton broth; MHB) ให้มี
ความขุ่นเทา่กับสารละลายมาตรฐาน MacFarland
No.0.5 เพ่ือปรับปรมิาณเชื้อแบคทีเรยี แล้วนำ�

cotton swab ที่ปราศจากเชื้อมาชุบสารละลายที่
ปรบัปรมิาณเชือ้แล้วนำ�ไปป้ายบน Mueller-Hinton
agar (MHA) เป็น 3 ระนาบ เพ่ือให้เชื้อกระจายทั่ว
ผิวของอาหารเพาะเชือ้ ทิง้ไว ้ 3-5 นาทเีพ่ือให้ผิว
หน้าของอาหารเพาะเชื้อแห้ง จากน้ันนำ� forceps
คีบแผ่นยาต้านจุลชีพมาวางบนอาหารเล้ียงเชื้อ
กดเบา ๆ เพ่ือให้แผ่นยาต้านจุลชีพติดกับอาหาร
เพาะเชือ้ แล้วนำ�ไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 °C นาน  16-18
ชัว่โมง โดยทำ�การทดลองจำ�นวน 3 ซ้ำ� ทำ�การอ่านผล
โดยวดัความกวา้งของ inhibition zone และคำ�นวณ
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation)
แล้วนำ�มาแปลผลตามตารางของ CLSI โดยค่าทีท่ำ�
การแปรผลแล้วสามารถแปลผลได้ดังน้ี S (susceptible)
I (intermediate) และ R (resistant)
		  4.2 การทดสอบ Phenotypic Confir-
matory Test
		  นำ�เชือ้แบคทีเรยีที่ให้ผลการทดสอบความ
ไวยาเปน็ resistant (R) จากการทดสอบข้ัน Initial
screen test และเชือ้แบคทเีรยีควบคุม (E. coli 
ATCC 25922 และ K. pneumoniae ATCC
700603) มาเพาะบน MacConkey agar เพ่ือทดสอบ
ความไวต่ อสารต้ านจุ ลชีพข้ั น Phenotypic
Confirmatory Test ด้วยวธิ ีcombination disc
diffusion assay ตามวธิกีารมาตรฐานของ Clinical
Laboratory Standard Institute15 ประกอบ
ด้วยสารต้านจุลชพีจำ�นวน 4 ชนิด คือ ceftazidime
(30 ไมโครกรัม) ceftazidime-clavulanate
(30/10 ไมโครกรมั) cefotaxime (30 ไมโครกรมั)
และ cefotaxime-clavulanate (30/10 ไมโครกรมั)
จากน้ันเลือกโคโลนีเด่ียวมาปรบัความขุ่นในอาหาร
MHB ให้มีความขุ่นเท่ากับสารละลายมาตรฐาน
MacFarland No.0.5 เพ่ือปรบัปรมิาณเชือ้แบคทเีรยี
แล้วนำ� cotton swab ทีป่ราศจากเชือ้ชุบสารละลาย
ที่ปรบัปรมิาณเชื้อแล้วนำ�ไปป้ายบน MHA เป็น 3
ระนาบ เพ่ือให้เชือ้กระจายทัว่ผิวของอาหารเพาะเชือ้
ทิง้ไว ้3-5 นาท ีเพ่ือให้ผิวหน้าของอาหารเพาะเชือ้แห้ง
จากน้ันนำ� forceps คีบแผ่นยาต้านจุลชพีมาวางบน
อาหารเล้ียงเชือ้ กดเบา ๆ เพ่ือให้แผ่นยาต้านจุลชพี
ติดกับอาหารเพาะเชื้อ นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C 
นาน 16-18 ชัว่โมง โดยทำ�การทดลองจำ�นวน 3 ซ้ำ�
ทำ�การอ่านผลโดยวัดความกวา้งของ inhibition zone
และคำ�นวณค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation) ถ้า inhibition zone ของเชือ้ทีท่ดสอบ
กับสารต้านจุลชีพชนิด 2 ตัวยามีความกว้างกว่า
inhibition zone ของเชือ้ทีท่ดสอบกับสารต้านจุลชพี
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ชนิด 1 ตัวยาได้ค่าต้ังแต่ 5 มิลลิเมตรขึ้นไป ให้อ่านผลเป็น resistant แต่ถ้า inhibition zone ของเชื้อที่
ทดสอบกับสารต้านจุลชพีชนิด 2 ตัวยามีความกวา้งกวา่ inhibition zone ของเชือ้ทีท่ดสอบกับสารต้านจุลชพี
ชนิด 1 ตัวยาน้อยกวา่ 5 มิลลิเมตร ให้อ่านผลเป็น susceptible

ผลการศึกษา (Results) 
	 1. ประวติัการใชย้าปฏิชวีนะในฟารม์
	 จากการสอบถามและรวบรวมข้อมูลประวัติการใชย้าปฏิชวีนะในฟารม์ภายในระยะเวลา 1 ปี พบว่า ฟารม์
แห่งน้ีได้ใชย้าปฏิชวีนะชนิด tetracycline (50mg/ml) แบบฉีดเข้ากล้ามเน้ือ (intramuscular injection)
เพียงชนิดเดียว โดยใชเ้พ่ือทำ�การรกัษาอาการเต้านมอักเสบในโคนม และไม่มีประวัติการใชย้า tetracycline
ในสัตวท์กุชนิดภายใน 30 วัน ก่อนถึงเวลาเก็บตัวอย่าง
	 2. การเก็บตัวอย่างและการเพาะแยกเชือ้ E. coli
	 จากตัวอย่างทั้ งหมดจำ�นวน 50 ตัวอย่าง พบมีการปนเปื้ อนของเชื้อ E. coli จำ�นวน 26 ตัวอย่าง
ได้แก่ มูลไก่เน้ือ 5 ตัวอย่าง มูลโครดีนม 6 ตัวอย่าง มูลโคเน้ือ 11 ตัวอย่าง น้ำ�นมดิบ น้ำ�ดิบจากสระเก็บน้ำ� 
อาหารข้นผสมเองสำ�หรบัเล้ียงโคเน้ือ กากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% อย่างละ 1 ตัวอย่าง ส่วนตัวอย่างที่ไม่พบ
การปนเปื้ อนของเชือ้ E. coli คือ น้ำ�ประปา และวัตถุดิบทีน่ำ�มาใชใ้นการผสมอาหารสัตวท์ัง้ 8 ชนิด ดังแสดง
ในตารางที ่1

โดยพบการปนเปื้อน E. coli ในมูลสัตว ์คิดเปน็รอ้ยละ 84.62 (22/26) ของตัวอยา่งทีพ่บการปนเป้ือนเชือ้ E. coli
	 3. การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชพี
	 นำ� E. coli ทัง้ 26 ไอโซเลท ไปทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชพีด้วยวธิ ีdisc diffusion method ผลการ
ทดสอบปรากฏวา่เชือ้ E. coli จำ�นวน 10 ไอโซเลท แบ่งเป็นเชือ้ทีแ่ยกจากโคเน้ือ 5 ไอโซเลท ไก่เน้ือ 3 ไอโซเลท
น้ำ�ดิบจากสระเก็บน้ำ� และอาหารข้นสำ�หรบัโคเน้ือ จำ�นวนอย่างละ 1  ไอโซเลท มีการด้ือต่อสารต้านจุลชพีที่
นำ�มาทดสอบ คิดเป็นรอ้ยละ 38.46 ของเชือ้ E. coli ที่แยกได้ทั้งหมด โดยพบว่ามีเพียง 1 ไอโซเลท (1/26)
ทีแ่ยกได้จากอาหารข้นสำ�หรบัโคเน้ือ มีการด้ือต่อสารต้านจุลชพีทกุชนิดทีน่ำ�มาทดสอบ คิดเป็นรอ้ยละ 3.85
ของ E. coli ที่แยกได้ทั้งหมด เชือ้จำ�นวน 10 ไอโซเลทมีการด้ือต่อสารต้านจุลชพีชนิด cefotaxime (CTX)
10 ไมโครกรมั และ ceftazidime (CAZ) 30 ไมโครกรมั คิดเป็นรอ้ยละ 38.46  ของ E. coli ทีแ่ยกได้ทัง้หมด
ส่วนไอโซเลททีมี่การด้ือต่อสารต้านจุลชพีชนิด aztreonam (AT) 30 ไมโครกรมั พบเพียง 1 ไอโซเลท คิดเปน็
รอ้ยละ 3.85 ของ E. coli ทีแ่ยกได้ทัง้หมด และจำ�นวน 3 ไอโซเลท ด้ือต่อสารต้านจุลชพีชนิด cefpodoxime

ตารางท่ี 1 ประเภทตัวอย่าง จำ�นวนตัวอย่าง และรอ้ยละของเชือ้ Escherichia coli ทีพ่บในตัวอย่าง

ประเภทตัวอย่าง จำ�นวนตัวอย่างท่ีเก็บ จำ�นวนไอโซเลทของ E. coli      
ท่ีพบ (รอ้ยละ)

มูลไก่เน้ือ 13 5/13 (38.46)

มูลโครดีนม 6 6/6 (100.00)

มูลโคเน้ือ 11 11/11 (100.00)

น้ำ�นมดิบ 6 1/6 (16.67)

น้ำ�ประปา 1 0/1 (0.00)

น้ำ�ดิบจากสระเก็บน้ำ� 3 1/3 (33.33)

อาหารข้นสำ�หรบัโคเน้ือ 1 1/1 (100.00)

วัตถุดิบอาหารสัตว์ 8 0/8 (0.00)

กากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% 1 1/1 (100.00)

รวม 50 26/50 (52.00)
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(CPD) 30 ไมโครกรมั คิดเป็นรอ้ยละ 11.54 ดังแสดงในตารางที ่2 
	 จากน้ันนำ�เชือ้ทั้ง 10 ไอโซเลท ที่มีการด้ือต่อสารต้านจุลชพีจากผลการทดสอบข้ัน Initial Screen Test 
มาทดสอบยนืยันในข้ัน Phenotypic Confirmatory Test พบวา่ เชือ้ E. coli ทัง้ 10 ไอโซเลท (คิดเป็นรอ้ย
ละ 38.46 ของจำ�นวน E. coli ที่แยกได้ทั้งหมด) ด้ือต่อยาต้านจุลชพีที่นำ�มาทดสอบ (ตารางที่ 3) แสดงว่า
เชือ้ E. coli ที่แยกได้สามารถสรา้งเอนไซม์ ESBL ได้ และมีโอกาสที่จะส่งผลให้เชือ้แบคทีเรยีด้ือต่อสารต้าน
จุลชพีประสิทธภิาพสูงทีน่ำ�มารกัษาสัตวป์่วย

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชีพในข้ัน Phenotypic Confirmatory Test ของเชื้อ 
Escherichia coli ด้วยวธิ ีcombination disc diffusion assay

ตารางท่ี 2 จำ�นวนไอโซเลทและรอ้ยละ (%) ของเชือ้ Escherichia coli  ทีมี่การด้ือต่อสารต้านจุลชพีทีน่ำ�มา
ทดสอบในข้ัน Initial Screen Test

ชนิดตัวอย่าง
(จำ�นวนไอโซเลท

ท่ีด้ือยา)

ชนิดของสารต้านจุลชพี

Cefotaxi-
me(CTX)

10 ไมโครกรมั

Astreonam(AT)
30 ไมโครกรมั

Ceftazidi-
me(CAZ)

30 ไมโครกรมั

Cefpodoxim-
e(CPD)

30 ไมโครกรมั

มูลโคเน้ือ (5/11) 5/26 (19.23%) - 5/26 (19.23%) 1/26 (3.85%)

มูลไก่เน้ือ (3/13) 3/26 (11.54%) - 3/26 (11.54%) 1/26 (3.85%)

อาหารข้นสำ�หรบัโค
เน้ือ (1/1)

1/26 (3.85%) 1/26 (3.85%) 1/26 (3.85%) 1/26 (3.85%)

กากถ่ัวเหลือง
โปรตีน 42% (1/1)

1/26 (3.85%) - 1/26 (3.85%) -

รวม 10/26 (38.46%) 1/26 (3.85%) 10/26 (38.46%) 3/26 (11.54%)

ชนิดตัวอย่าง รหัสเชือ้

ชนิดของสารต้านจุลชพี/ความกวา้งของ inhibition zone (มิลลเิมตร)

Ceftazidime

30 ไมโครกรมั

Ceftazidime-
Clavulanate

30/10ไมโครกรมั

การ
แปล
ผล

Cefotaxime

30 ไมโครกรมั

Cefotaxime-
Clavulanate

30/10 
ไมโครกรมั

การ
แปล
ผล

มูลโคเน้ือ BeF-02 20±0.47 25±0.58 R 25± 0.29 31±0.00 R
BeF-03 21±0.58 27±0.58 R 25±0.00 30±0.00 R
BeF-06 20±0.00 26±0.00 R 27±0.00 33±0.00 R
BeF-09 19±0.47 25±0.29 R 26±0.47 32±0.00 R
BeF-10 20±0.29 25±0.00 R 26±0.58 32±0.00 R

มูลไก่เน้ือ ChF-08 20±0.00 26±0.00 R 27±0.00 33±0.00 R
ChF-10 22±0.29 28±0.00 R 25±0.00 31±0.00 R
ChF-11 20±0.47 26±0.29 R 25±0.00 30±0.00 R
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อภิปรายผล (Discussion)
เน่ืองจากองค์การอนามัยโลก (WHO)16 ได้ประกาศ
ให้ E.coli ทีส่ามารถสรา้งเอนไซม์ ESBL เป็นตัวบ่ง
ชี้ที่สำ�คัญสำ�หรบัการเฝ้าระวังการด้ือยาต้านจุลชพี
(Antimicrobial Resistance; AMR) ทัว่โลก ดังน้ัน
การศึกษาครัง้น้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือทำ�การคัดแยกเชือ้
E. coli จากมูลสัตว ์น้ำ�ด่ืมสำ�หรบัสัตว ์วตัถุดิบอาหาร
สัตว์ ผลิตภัณฑ์น้ำ�นมโค และน้ำ�ดิบจากสระเก็บน้ำ�
ในฟารม์ปศุสัตวแ์ห่งหน่ึงในจงัหวดัสกลนคร และทำ�
การประเมินความไวต่อยาต้านจุลชพีในกลุ่ม Beta-
lactam ของเชือ้ E. coli ที่แยกได้ เน่ืองจากฟารม์
แห่งน้ีอยู่ใกล้กับบรเิวณพ้ืนที่ที่มีการพบการด้ือยา
ต้านจุลชพีดังกล่าวในตัวอยา่งแมลงวนั14 โดยผลการ
ศึกษาครัง้น้ีพบว่าเชือ้ E. coli ที่แยกได้มีการด้ือยา
ต้านจุลชพีกลุ่ม Beta-lactam เชน่เดียวกัน โดยพบ
การด้ือยาดังกล่าวคิดเป็นรอ้ยละ 38.46 ของเชื้อ
E. coli ทีแ่ยกได้ทัง้หมด และจากการสอบถามและ
รวบรวมข้อมูลประวติัการใชย้าปฏิชวีนะในฟารม์พบวา่
ฟารม์แห่งน้ีมีการใชย้าปฏิชวีนะกลุ่ม tetracycline
ชนิดฉีดเข้ากล้ามเน้ือเพียงชนิดเดียว ในช่วงระยะ
เวลา 1 ปีที่ ผ่านมา และไม่ได้มีการใช้ยาปฏิชีวนะ
กลุ่ม Beta-lactam  ดังน้ันอาจจะเป็นไปได้ว่ามี
สาเหตุอย่างอ่ืนในการกระจายของเชือ้ E. coli ด้ือยา
กลุ่ม Beta-lactam สู่ฟารม์ปศุสัตว์ หน่ึงในสาเหตุ
ของการแพรก่ระจายของแบคทเีรยีด้ือยาผ่านมนษุย์
คือการใช้มูลสัตว์เป็นปุ๋ยคอกในการเกษตร17 จาก
การศึกษาในครัง้น้ีพบการปนเปื้ อนเชื้อ E. coli ใน
มูลสัตวม์ากถึงรอ้ยละ 84.62 ของตัวอย่างทีพ่บการ
ปนเป้ือน E. coli และพบการผลิตเอนไซม์ ESBL
ในเชือ้ดังกล่าว ทัง้น้ีจากการศึกษาของ Blaak และ
คณะ2 ได้แสดงให้เห็นวา่เชือ้ E. coli ทีส่รา้งเอนไซม์ 

ESBL ที่พบในมูลสัตว์ที่นำ�มาเป็นปุ๋ยคอกสามารถ
ส่งต่อไปยังมนุษย์ผ่านทางห่วงโซ่อาหารโดยการ
รบัประทานผักที่ปลูกจากดินที่มีการปนเป้ือนเชื้อ
ด้ือยาดังกล่าว นอกจากน้ีการพบเชื้อ E. coli ใน
ตัวอย่างน้ำ�ดิบจากสระเก็บน้ำ�จากการศึกษาครัง้น้ี
อาจจะเกิดจากการทีค่นงานชำ�ระล้างมูลสัตวต์ามพ้ืน
คอก ส่งผลให้เชือ้แบคทเีรยีเกิดการปนเปื้อนสู่แหล่ง
น้ำ�ดิบทีน่ำ�มาใชอุ้ปโภคภายในฟารม์ เน่ืองจากบ่อกัก
เก็บน้ำ�อยูไ่ม่ห่างจากบรเิวณทีเ่ล้ียงสัตว ์ซึง่สอดคล้อง
กับการค้นพบเชื้อ E. coli ที่สรา้งเอนไซม์ ESBL
จากน้ำ�ล้างมือของคนงานในฟารม์ทีแ่สดงให้เห็นถึง
ความเส่ียงของการปนเป้ือนระหว่างโคและมนุษย์
และอาจแพรเ่ชือ้ด้ือยาดังกล่าวสู่คนในครอบครวั18

นอกจากน้ีการพบการปนเป้ือนของเชือ้ E. coli ใน
น้ำ�นมโคอาจจะมีสาเหตุมาจากการรดีนมด้วยมือของ
คนงานในฟารม์ทีมี่สุขอนามัยไม่ดีพอในกระบวนการ
รดีนม โดยข้อสันนิษฐานน้ีมีความสอดคล้องกับผล
การศึกษาของ Grami และคณะ19 ทีร่ายงานการพบ
การปนเป้ือน E. coli ระหวา่งน้ำ�นมโคและเกษตรกร
และพบว่านมมีความเส่ียงในการแพรก่ระจายเชือ้ที่
สรา้งเอนไซม์ ESBL ไปยังผู้บรโิภคนมทีมี่การปนเปื้อน
เชือ้ดังกล่าว ส่วนการพบ E. coli ทีส่รา้งเอนไซม์ ESBL
ในกากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% และการไม่พบเชือ้ด้ือ
ยาดังกล่าวในวตัถุดิบอาหารสัตวอ่ื์นยังไม่ทราบสาเหตุ
ทีแ่น่ชดั ทัง้น้ีเน่ืองจากตัวอยา่งวตัถุดิบอาหารสัตวท์ี่
ใชใ้นการศึกษาครัง้น้ีจะเป็นรูปของวัตถุแห้งและถูก
เก็บรกัษาไวใ้นกระสอบอยา่งมิดชดิ อาจจะเปน็ไปได้
วา่กระสอบกากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% มีการปนเป้ือน
จากแมลงพาหะ และ/หรอื หนู เน่ืองจากมีการรายงาน
ว่าหนู (Rattus spp.) และแมลงวันเป็นสัตว์รงัโรค
และพาหะของเชื้อ E. coli ที่สรา้ง ESBL14,20 หรอื

ชนิดตัวอย่าง รหัสเชือ้

ชนิดของสารต้านจุลชพี/ความกวา้งของ inhibition zone (มิลลเิมตร)

Ceftazidime

30 ไมโครกรมั

Ceftazidime-
Clavulanate

30/10ไมโครกรมั

การ
แปล
ผล

Cefotaxime

30 ไมโครกรมั

Cefotaxime-
Clavulanate

30/10 
ไมโครกรมั

การ
แปล
ผล

กากถ่ัวเหลอืง
โปรตีน 

42%อาหาร
ข้นสำ�หรบัโค

เน้ือ

Soy-01 20±0.00 25±0.00 R 26±0.00 32±0.00 R

Tmr-01 21±0.00 27±0.00 R 25±0.00 31±0.00 R

ผลการศึกษาแสดงเป็น Mean±SD (standard deviation) จากการทดสอบจำ�นวน 3 ซ้ำ�
R; Resistant (เชือ้แบคทเีรยีมีการด้ือต่อสารต้านจุลชพีทีน่ำ�มาทดสอบ)
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อาจจะเกิดการปนเปื้ อนจากมือของคนงานในฟารม์
ทีใ่ชมื้อเปล่าตักกากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% ในการผสม
อาหารให้กับสัตวเ์ล้ียงในฟารม์ 
	 ถึงแม้ว่ าการศึกษาในครั้ งน้ี มี อัตราการพบ 
ESBL-producing E. coli ถึงรอ้ยละ 38.46  แต่
อย่างไรก็ตามจำ�นวนตัวอย่างจากการศึกษาครัง้น้ี
อาจจะไม่สามารถเปน็ตัวแทนของประชากรได้ทัง้หมด
นอกจากน้ีผลการศึกษาอาจไม่สะทอ้นถึงความชุกของ
E. coli ด้ือยากลุ่ม Beta-lactam ทีแ่ทจ้รงิในฟารม์
ทีสุ่่มตัวอยา่งเน่ืองจากจำ�นวนตัวอยา่งทีจ่ำ�กัด การเก็บ
ตัวอย่างให้มากขึ้นจะทำ�ให้ความน่าเชื่อถือของผล
การศึกษาเพ่ิมมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามตัวอย่าง
มูลสัตว์ กากถ่ัวเหลืองโปรตีน 42% และอาหารข้น
สำ�หรบัโคเน้ือที่สุ่มเก็บในการศึกษาน้ีแสดงให้เห็น
ว่าฟารม์ปศุสัตว์เป็นแหล่งสะสมของเชือ้ E. coli ที่
สามารถสรา้ง ESBL และอาจจะสามารถแพรก่ระจาย
สู่มนษุย์และส่ิงแวดล้อมได้

บทสรุป (Conclusion) 
	 ผลการศึกษาในครัง้น้ีแสดงให้เห็นวา่ฟารม์เล้ียง
สัตว์เป็นแหล่งสะสมและสามารถเป็นแหล่งแพร่
กระจายเชือ้ E. coli ที่สามารถสรา้งเอนไซม์ ESBL
ซึง่สะทอ้นถึงความเป็นไปได้ของสถานการณ์น้ีในแง่
ของเส้นทางทีส่ามารถแพรก่ระจายเชือ้ด้ือยาจากสัตว์
สู่มนษุย์ ดังน้ันผลการศึกษาในครัง้น้ีสามารถใชเ้ป็น
ข้อมูลพ้ืนฐานเพ่ือการรกัษาสัตว์ป่วย และการเฝ้า
ระวังสถานการณ์การด้ือยาต้านจุลชีพที่อาจส่งผล
กระทบต่อมนษุยผ่์านทางห่วงโซอ่าหารต่อไปในอนาคต
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