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บทคัดย่อ 
เชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะถือเป็นหนึ่งในปัญหาสาธารณสขุที่ทัว่โลกให้ความส าคญั ซึ่งปัจจุบนัพบว่าการใช้ยาปฏิชีวนะที่               

ไมเ่หมาะสมเป็นปัจจยัส าคญัที่ท าให้เกิดการแพร่กระจายของเชือ้ดือ้ยา ดงันัน้การติดตามเฝ้าระวงัเชือ้จึงมีความส าคญัอยา่งยิง่
ในการพิจารณาเลอืกใช้ยาที่เหมาะสมในสกุร โดยการศกึษานีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษารูปแบบการดือ้ยาและความสมัพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมของ E. coli ที่แยกได้จากมลูสกุรโตเต็มวยั สกุรป่วยและลกูสกุร ในอ าเภอเมือง จงัหวดัพะเยา จ านวน 166 ไอโซเลต 
จากผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะด้วยวิธี Disc Diffusion แสดงให้เห็นว่า E.coli 154 ไอโซเลต (ร้อยละ 92.77) ดือ้ต่อ
ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี ้โดยพบอัตราการดือ้ต่อยา ampicillin ใน E. coli ที่แยกได้จากสุกรโตเต็มวัย สุกรป่วย              
และลกูสกุรมีค่าเท่ากบัร้อยละ 80, 80 และ 95.7 ตามล าดบั จากการวิเคราะห์รูปแบบการดือ้ยาของ E. coli พบว่ามีทัง้หมด         
16 รูปแบบ โดยรูปแบบการดือ้ยาที่พบได้มากที่สุดคือการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ 4 ชนิดได้แก่ ampicillin, chloramphenicol, 
sulfamethoxazole/trimethoprim และ tetracycline ซึ่งพบในเชือ้ที่แยกได้จากสกุรโตเต็มวยั สกุรป่วยและลกูสกุร ร้อยละ 20, 
23.33 และ 39.33 ตามล าดับ นอกจากนีย้ังพบว่า  E. coli  ที่แยกได้จากสุกรทัง้สามกลุ่มมีการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะที่ใช้                   
ในการทดสอบตัง้แต ่3 กลุม่ขึน้ไป ซึง่จดัเป็น multidrug resistance มีคา่ร้อยละ 36.66, 66.66 และ 82.62 ตามล าดบั และเมื่อ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชือ้ด้วยวิธี repetitive extragenic palindromic PCR (rep-PCR) พบว่ามีความ
หลากหลายของรูปแบบ rep-PCR 15 รูปแบบ (A-O) โดยรูปแบบ rep-PCR ที่พบมากที่สดุคือรูปแบบ D คิดเป็นร้อยละ 43.14 
(22/51) แสดงให้เห็นถึงการแพร่กระจายของเชือ้ในฟาร์มสกุร ผลการศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็นถึงสถานการณ์การดือ้ยาและ
การแพร่กระจายของ E. coli ในสุกร ซึ่งเป็นข้อมูลพืน้ฐานในการวางแผนการควบคุมป้องกันปัญหาเชือ้ดือ้ยาและใช้เป็น
แนวทางในการเลอืกใช้ยาปฏิชีวนะในสกุรตอ่ไป 
ค าส าคัญ  :  การดือ้ยาปฏิชีวนะ ; Escherichia coli ; สกุร ; rep-PCR 
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Abstract 
 Antibiotic resistance is one of the problems of public health worldwide. Currently, the improper use of 
antibiotics is an important factor in the spread of drug resistance. Therefore, the monitoring of the drug resistance 
is crucial for the selection of appropriate drugs in swine. The objectives were investigated the resistance patterns 
and genetic relationships of 166 E. coli isolates that were isolated from adult swine, sick swine and piglet feces in 
Muang District, Phayao Province. The results showed that 154 E. coli isolates (92.77%) were resistant to all 
antibiotics used in this study. It was found that the highest resistance rate to ampicillin, which is equal to 80, 80 
and 95.7 % in isolates from adult swine, sick swine, and piglets, respectively. From the analysis of resistance 
patterns of E. coli, it was found 16 resistance patterns. The highest drug resistance pattern that could be found is 
ampicillin, chloramphenicol, sulfamethoxazole/trimethoprim and tetracycline. The rate of this drug resistance 
pattern is 20, 23.33 and 39.13 % in isolates from adult swine, sick swine and piglets, respectively. In addition, 
36.66, 66.66 and 82.62 % of these groups were resistant to more than three drug types. The genetic variation of 
E. coli was studied by repetitive extragenic palindromic PCR (rep-PCR). It found 15 rep-PCR patterns (A-O). The 
most common rep-PCR pattern is the pattern D that found about 43.14 % (22/51 isolates) and indicated the 
spread of E. coli in pig farms. The results of all showed the resistance situation of E. coli in swine, which is the 
basic information in the planning, controlling, and prevention of drug resistance. In addition, it can be used as a 
guideline for the selection of antibiotics in swine.  
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บทน า   
 การใช้ยาปฏิชีวนะทัง้ในมนษุย์และสตัว์ เป็นปัจจยัหนึ่งที่ท าให้เกิดการแพร่กระจายของเชือ้ที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะและ
สามารถถ่ายทอดลกัษณะการดือ้ยาไปยงัเชือ้ที่อยู่ข้างเคียงได้ทัง้ทางตรงและทางอ้อมไปยงัมนษุย์ สตัว์และสิ่งแวดล้อม โดย
การติดเชือ้แบคทีเรียที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะในประเทศไทยนัน้มีจ านวนเพิ่มมากขึน้อย่างมาก ผู้ ป่วยที่ติดเชือ้แบคทีเรียดือ้ยามี
อตัราการเสยีชีวิตมากถึงร้อยละ 43 ในปี ค.ศ.2000 – 2010 พบว่าการใช้ยาปฏิชีวนะในมนษุย์เพิ่มขึน้ร้อยละ 36 โดยกลุม่ยาที่
ใช้มากที่สุด ได้แก่ cephalosporins และ broad- spectrum penicillin (Boeckel et al., 2014) ซึ่งปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิด
ปัญหาเชือ้ดือ้ยาในประเทศไทย คือการใช้ยาปฏิชีวนะมากเกินความจ าเป็นและไม่เหมาะสม (Lim et al., 2016) สง่ผลท าให้
เชือ้ก่อโรคและเชือ้จลุชีพประจ าถ่ินนัน้เกิดการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ โดยเฉพาะ Escherichia coli  ซึง่เป็นแบคทีเรียที่พบในระบบ
ทางเดินอาหารของมนษุย์และสตัว์ และเป็นสาเหตทุ าให้เกิดโรคอจุจาระร่วง โดยเชือ้สามารถถ่ายทอดจากสตัว์สู่คนโดยการ
ติดต่อทางการสมัผัสหรือผ่านห่วงโซ่อาหาร (Bogaard & Stobberingh,1999) ซึ่งการใช้ยาปฏิชีวนะที่มากเกินไปในฟาร์ม              
ปศสุตัว์ เนื่องจากขาดความรู้ในการใช้ยาปฏิชีวนะอยา่งถกูต้องและการใช้ยาปฏิชีวนะในการป้องกนัและรักษาโรคเพื่อลดความ
เสี่ยงในการประกอบการนัน้ (Prapatigul, 2004) สง่ผลให้เกิดปัญหายาปฏิชีวนะตกค้างในเนือ้สตัว์และเป็นสาเหตใุห้เกิดเชือ้
ดือ้ต่อยา โดยเฉพาะอย่างยิ่งเนือ้หมูซึ่งเป็นเนือ้สตัว์ที่คนไทยนิยมบริโภคค่อนข้างมาก ท าให้เชือ้ดือ้ยานัน้สามารถติดต่อ                
มาสู่มนุษย์ได้ จากการศึกษาการดือ้ยาในเชือ้ที่แยกได้จากนักท่องเที่ยวชาวยุโรปที่เดินทางมาเที่ยวในประเทศแถบเอเชีย           
รวมถึงประเทศไทย ทัง้หมด 370 คน พบเชือ้ในกลุ่ม Enterobacteriaceae ที่มีความสามารถสร้างเอนไซม์   Extended-
spectrum beta-lactamases (ESBL)  ซึ่งเก่ียวข้องกับการดือ้ยาเพิ่มขึน้จากร้อยละ 8.6 เป็นร้อยละ 30.5 หลังกลับจาก               
การเดินทาง (Paltansing  et al., 2013) และจากข้อมลูและการเฝ้าระวงัเชือ้ดือ้ยาในสตัว์ป่วย (สกุรและสตัว์ปีก) ในช่วง พ.ศ. 
2552 – 2555 โดยสถาบนัสขุภาพสตัว์แห่งชาติ กรมปศุสตัว์ พบว่าภาพรวมอตัราการดือ้ยาของ E. coli  ต่อยา amoxicillin, 
amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin และ colistin ในสุกรนัน้สูงกว่าในสัตว์ปีก (Tongkumkun, 2015) นอกจากนีพ้บ
รายงานเก่ียวกบั E. coli ที่แยกได้จากสกุรที่ดือ้ต่อยา tetracycline (ร้อยละ 96.2) และ ampicillin (ร้อยละ 91.6) และมีอตัรา
การดือ้ต่อยา streptomycin, chloramphenicol, trimethoprim ร้อยละ 82.6 และ 79.4 ตามล าดับ (Lay et al., 2015)  จาก
การทดสอบการดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้ E. coli จากมลูของสกุรในประเทศกรีซ พบว่าดือ้ต่อยา tetracycline และ amoxicillin 
ร้อยละ 50 และดือ้ต่อยา ampicillin ร้อยละ38 (Valiakos et al., 2016) จึงเห็นได้ว่าเชือ้ E. coli สามารถดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ             
ในหลายชนิด ซึ่ง E. coli เป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารของคนและสตัว์ ซึ่งหากเกิดการดือ้ยาปฏิชีวนะ               
อาจสง่ผลให้เกิดการแพร่กระจายหรือติดต่อถึงกนัได้ ดงันัน้สหภาพยโุรป (EU) จึงแนะน าให้มีการตรวจติดตามการดือ้ยาของ
เชือ้ E. coli ด้วย (EFSA, 2012) ซึ่งในการศึกษาระบาดวิทยาของเชือ้โดยการจัดจ าแนกรูปแบบทางพันธุกรรมของเชือ้นัน้            
มีหลายวิธี โดย Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) ซึ่งถือว่าเป็น gold standard แต่อย่างไรก็วิธีการนีไ้ม่สามารถ              
ท าได้ในทกุห้องปฏิบตัิการ เนื่องจากใช้ระยะเวลานานต้องอาศยัผู้ที่มีความเช่ียวชาญ และอปุกรณ์ที่ใช้มีราคาสงู สว่นเทคนิค 
rep-PCR นัน้อาศยัหลกัการของรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์เดียวกนัจะมีช่วงล าดบัเบสซ า้กนัที่ต าแหน่ง 
non-coding region เหมือน กัน ซึ่งท าให้สามารถน ามาใช้ในการเปรียบเทียบความเหมือนและความต่างของลักษณะ
พนัธุกรรมของเชือ้แบคทีเรียได้ ซึ่งวิธีนีใ้ห้ผลเร็ว ง่าย ราคาถูกและสามารถท าได้ในห้องปฏิบตัิการทัว่ไป จากข้อมูลข้างต้น
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การศกึษาสถานการณ์การดือ้ต่อยาปฏิชีวนะและรูปแบบของการดือ้ยาของเชือ้นัน้เป็นตวัชีว้ดัการดือ้ตอ่ตอ่ยาปฏิชีวนะที่ใช้ใน
ฟาร์มสกุรที่ส าคญัและเป็นแนวทางในการเฝ้าระวงัเชือ้ดือ้ยา รวมถึงการพิจารณาในเลือกใช้ยาที่เหมาะสมในสกุร ดงันัน้ผู้วิจยั
จึงสนใจศกึษาความไวตอ่ยาปฏิชีวนะของเชือ้ E. coli  ที่แยกได้จากมลูสกุร รวมถึงรูปแบบการดือ้ยาและความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของเชือ้ E. coli ที่แยกได้จากมลูของสกุรด้วยวิธี rep-PCR  

 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. การเก็บตวัอย่าง 
         สุม่เก็บตวัอย่างมูลสกุรจากฟาร์มสกุรขนาดกลาง (ที่มีจ านวนสกุรในฟาร์ม 21-100 ตวั) ในอ าเภอเมือง จังหวดัพะเยา 
โดยแบ่งกลุม่ตวัอยา่งเป็น 3 กลุม่ตวัอยา่ง ได้แก่ตวัอย่างมลูจากสกุรโตเต็มวยั (สกุรขนุปกติที่มีอายตุัง้แต ่10 สปัดาห์จนถึง 24 
สปัดาห์) สกุรป่วย (สกุรที่ถกูวินิจฉยัวา่เป็นโรคอจุจาระร่วง) และลกูสกุร (ลกูสกุรหย่านมจนถึงช่วงอาย ุ10 สปัดาห์) รวมทัง้สิน้ 
80 ตวัอยา่ง โดยใช้ไม้ส าลพีนัปลายไม้ที่ผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ด้วยแรงดนัไอน า้ (autoclave) แล้วป้ายมลูของสกุรที่ถ่ายออกมาใหม ่
โดยเลือกบริเวณที่ไม่สมัผสักบัพืน้จากนัน้ท าการเก็บในหลอดอาหารเลีย้งเชือ้ที่มี Cary-Blair transport medium แล้วน าส่ง
ห้องปฏิบตัิการทนัที      
2. การแยก E. coli จากมูลสกุร 
          เพาะเชือ้โดยตรง (direct planting) โดยป้ายตวัอย่างมลูบนอาหารเลีย้งเชือ้ MacConkey agar  บ่มที่อณุหภูมิ 35-37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ท าการสุม่โคโลนีท่ีมีลกัษณะสแีดงชมพขูนาดใหญ่ที่คาดวา่จะเป็น E.coli จ านวน 5 
โคโลนีตอ่ 1 ตวัอยา่ง 
3. การจดัจ าแนกเชื้อโดยใช้การทดสอบสมบติัทางชีวเคมี (biochemical test) 

น าเชือ้บริสทุธ์ิทัง้หมดท่ีคดัแยกได้ มาท าจดัจ าแนกโดยการย้อมสีแกรมและการทดสอบทางชีวเคมีโดยใช้การทดสอบ 
IMViC ซึ่งประกอบด้วยการทดสอบการเคลื่อนที่ การทดสอบการสร้าง indole การสร้างเอนไซม์ oxidase การทดสอบการ            
ใช้ไลซีน การทดสอบการใช้ยเูรีย การทดสอบการใช้ citrate การทดสอบ methyl red-Voges-Proskauer  และการทดสอบการ
ใช้น า้ตาลกลโูคส น า้ตาลแลคโตสและน า้ตาลซูโครส (TSI) เพื่อยืนยนัวา่เป็นเชือ้ E. coli 
4. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยวิธี Disc Diffusion Method  
          น า E. coli ที่แยกได้ทัง้หมดมาท าการตรวจสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยท าการเพาะเลีย้งเชือ้บนอาหาร Nutrient 
agar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการปรับความขุ่นให้มีค่าเท่ากับ 0.5 McFarland standard              
จากนัน้ใช้ไม้พันส าลีที่ผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว จุ่มลงใน suspension ของเชือ้ที่ เตรียมไว้แล้วน าไป swab ลงบนอาหาร                   
Mueller Hinton Agar (MHA) ให้กระจายทัว่ผิวหน้าอาหาร จากนัน้ท าการวาง antibiotic disk ที่ต้องการทดสอบได้แก่ กลุ่ม 
penicillin (ampicillin) กลุม่ยา sulfonamide (sulfamethoxazole/trimethoprim) กลุม่ยาquinolones (ciprofloxacin) กลุม่ยา
tetracyclines ( tetracycline)  กลุ่ ม ย า  carbapenem (meropenem) และก ลุ่ ม ย า  Cephalosporins (cefotaxime แล ะ 
ceftazidime) และน าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง และใช้ E. coli ATCC 25922 ในการควบคมุคณุภาพ
ของการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ การตรวจวดัผลโดยท าการวดัเส้นผ่านศนูย์กลางของ inhibition zone ซึ่งมีหน่วยเป็น
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มิลลิเมตร และท าการแปลผลการทดสอบความไวของเชือ้ที่ดือ้ต่อยาแต่ละชนิดโดยเปรียบเทียบกับตาราง CLSI (2017)                
โดยเชือ้ที่มีลกัษณะเป็น multidrug resistant (MDR) หมายถึงเชือ้ที่มีลกัษณะการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะอยา่งน้อย 3 กลุม่ 
5. การศึกษารูปแบบพนัธุกรรมของ E. coli ทีแ่ยกจากมูลสกุรดว้ยวิธี rep-PCR 

rep-PCR เป็นเทคนิคที่ใช้ในการเปรียบเทียบรูปแบบดีเอ็นเอที่มีต าแหน่งของล าดบัเบสที่ซ า้กนั (repetitive sequence)
โดยในแบคทีเรียที่เป็นสายพนัธุ์เดยีวกนัจะมชี่วงล าดบัเบสที่ซ า้กนั เร่ิมจากการการสกดัดีเอ็นเอของเชือ้ที่ต้องการทดสอบโดยใช้ 
gene JET genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) จากนัน้น า DNA ที่ ได้มาใช้เป็น DNA template โดยใน
ปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรสทุธิ 20 ไมโครลติร ประกอบด้วย 1X buffer,1.5 mM MgCl2 , 0.2 mM dNTPs, 1 µM primer ( rep-
1R 5´-IIIICDICDICATCIGGC-3´ และrep-2I 5´TCGTCTTATCTGGCCTAC-3´) (Punyadi et al., 2018), DNA template 1 
ไมโครลิตร และ 1 U Taq polymerase) จากนัน้น าไปเพิ่มจ านวนด้วยวิธี PCR ภายใต้สภาวะ pre-denaturation 95 องศา
เซลเซียส 7 นาที, 90 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 40 องศาเซลเซียส 1 นาที, 65 องศาเซลเซียส 5 นาที 30 รอบ, final extension 
65 องศาเซลเซียส 10 นาที  ตามวิธีของ Versalovic และคณะ (1991) และท าการตรวจสอบผลด้วย 1.5% (w/v) agarose gel 
electrophoresis จากนัน้น ามาเปรียบเทียบรูปแบบของดีเอ็นเอ โดยแบคทีเรียสายพันธุ์เดียวกันจะมีช่วงล าดับเบสซ า้กันที่
ต าแหนง่ non-coding region เหมือนกนั ซึง่ท าให้สามารถน ามาใช้ในการเปรียบเทียบความเหมือนและความตา่งของลกัษณะ
พนัธุกรรมของแบคทีเรียได้ 

 
ผลการวิจัย   
1. การคดัแยกเชื้อ  

จากการเก็บตวัอย่างจากมลูสกุรทัง้หมด 80 ตวัอยา่งโดยเก็บจากสกุรโตเต็มวยัจ านวน 40 ตวัอย่าง สกุรป่วยจ านวน 
20 ตวัอยา่งและลกูสกุรจ านวน 20 ตวัอยา่ง น ามาคดัแยกเชือ้บนอาหาร MacConkey agar โดยเลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะสีแดง
ชมพขูนาดใหญ่จ านวน 5 โคโลนีตอ่ตวัอยา่งที่คาดว่าจะเป็น  E. coli น าไป streak ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient agar เพื่อให้
ได้เชือ้บริสทุธ์ิ จากนัน้น าเชือ้ทัง้หมดมายืนยนัผลโดยท าการทดสอบสมบตัิทางชีวเคมีด้วยการทดสอบ IMViC ซึง่ ประกอบด้วย
การทดสอบ indole ซึง่ E. coli  ให้ผลการทดสอบเป็นบวก โดยจะพบวงแหวนสแีดงบริเวณผิวของอาหารเลีย้งเชือ้ (Red ring) 
(ภาพที่ 1A) การทดสอบ Methyl Red (MR) ซึ่ง E. coli ให้ผลการทดสอบเป็นบวก โดยอาหารเลีย้งเชือ้จะเปลี่ยนเป็นสีแดง 
(ภาพที่  1B) การทดสอบ  Voges Proskauer (VP)  ซึ่ง E. coli ให้ผลการทดสอบเป็นลบ โดยอาหารเลีย้งเชื อ้คงสีเดิม              
ไม่เปลี่ยนเป็นสีแดง (ภาพที่ 1C) และการทดสอบ Citrate ซึ่ง E. coli ให้ผลการทดสอบเป็นลบ โดยอาหารเลีย้งเชือ้ไม่เปลี่ยน
จากสีเขียวเป็นสีน า้เงิน (ภาพที่ 1D) และการทดสอบ TSI ซึ่ง E. coli จะเปลี่ยนสีอาหารเลีย้งเชือ้เปลี่ยนเป็นสีเหลืองทัง้หลอด
และเกิดแก๊ส (A/A, G+) (ภาพท่ี 1E) จากผลการทดสอบสามารถยืนยนัเชือ้ได้วา่เป็น E.  coli ทัง้หมด 166 ไอโซเลต ซึง่เป็นเชือ้
ที่แยกได้จากสกุรโตเต็มวยั 60 ไอโซเลต สกุรป่วย 60 ไอโซเลตและลกูสกุร 46 ไอโซเลต 
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ภาพที่ 1  การทดสอบสมบตัิทางชีวเคมีด้วยการทดสอบ IMViC test 
 

2. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยวิธี Disc Diffusion Method 
ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะพบว่า E. coli ที่แยกได้จากสกุรโตเต็มวยั 4 ไอโซเลต และสกุรป่วย 8 ไอโซเลต            

มีความไวต่อยาปฏิชีวนะทกุชนิดที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี ้และเมื่อท าการเปรียบเทียบการดือ้ยาปฏิ ชีวนะของ E. coli ที่แยกได้
จากสกุรทัง้สามกลุม่พบว่าเชือ้ที่แยกได้จากสกุรโตเต็มวยั สกุรป่วยและลกูสกุร มีอตัราร้อยละการดือ้ต่อยา ampicillin เท่ากบั 
80, 80 และ 95.7 ตามล าดบั ส่วนยาปฏิชีวนะอื่นที่พบการดือ้ยาสงูเกินกว่าร้อยละ 50 ในเชือ้ที่แยกได้จากสกุรทัง้สามกลุ่ม
ตวัอย่างได้แก่  tetracycline อยา่งไรก็ตามเป็นท่ีน่าสงัเกตว่าเราพบอตัราการดือ้ยาของเชือ้ E. coli ที่แยกได้จากสกุรป่วยและ
ลกูสกุรสงูกว่าในสกุรโตเต็มวยั โดยเฉพาะ chloramphenicol และ sulfamethoxazole/trimethoprim  ในขณะที่ทุกไอโซเลต
ของทัง้สามกลุม่ตวัอยา่งนัน้มีความไวตอ่ยา meropenem  

 
ตารางที่ 1  อบุตัิการณ์ดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะเชือ้ E. coli ที่แยกได้จากมลูสกุร 
ยาปฏิชีวนะ          จ านวนไอโซเลตของ E. coli ที่ดือ้ต่อยาปฏชิีวนะ (ร้อยละ) 
     สุกรโตเต็มวัย  สุกรป่วย   ลูกสุกร 
Ampicillin    48 (80)   48 (80)   44 (95.7) 
Chloramphenicol    16 (26.7)  38 (63.3)  32 (69.6) 
Ciprofloxacin    2 (3.3)   6 (10)   8 (17.4) 
Sulfamethoxazole/trimethoprim  26 (43.3)  38 (63.3)  40 (87) 
Cefotaxime    2 (3.3)   2 (3.3)   8 (17.4) 
Ceftazidime    4 (6.7)   6 (10)   6 (13) 
Meropenem    0 (0)   0 (0)   0 (0) 
Tetracycline    30 (50)   32 (53.3)  34 (73.9) 
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 จากการวิเคราะห์รูปแบบการดือ้ยาของเชือ้ E. coli ทัง้สามกลุม่ตวัอยา่ง พบวา่ E. coli มีการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะตัง้แต ่
1-6 ชนิด แบ่งออกเป็น 16 รูปแบบ โดยรูปแบบการดือ้ยาที่พบได้มากที่สดุของเชือ้ที่แยกได้จากสกุรทัง้สามกลุม่คือ การดือ้ต่อ
ยาปฏิชีวนะ 4 ชนิดได้แก่ ampicillin, chloramphenicol, sulfamethoxazole/trimethoprim และ tetracycline โดยมีอัตรา           
ร้อยละ 20, 23.33 และ 39.13 ในเชือ้ที่แยกได้จากสกุรโตเต็มวัย สุกรป่วย และลกูสกุรตามล าดับ ดังตารางที่ 2 นอกจากนี ้             
ยงัพบวา่ E. coli ที่แยกได้จากสกุรป่วยนัน้มีรูปแบบการดือ้ยาที่มีความหลากหลายมากที่สดุ และรูปแบบการดือ้ยาที่พบในเชือ้
ที่แยกได้จากสุกรโตเต็มวัยมากที่สุดคือการดือ้ต่อยา ampicillin เพียงชนิดเดียว (ร้อยละ 23.33) และรูปแบบการดือ้ต่อยา                
3 ชนิดได้แก่ ampicillin, chloramphenicol และsulfamethoxazole/trimethoprim เป็นรูปแบบที่พบรองลงมาในสกุรป่วยและ
ลกูสุกรซึ่งมีอตัราการพบที่ใกล้เคียงกัน (ร้อยละ 13) ในขณะที่รูปแบบการดือ้ยานีไ้ม่พบในเชือ้ที่แยกได้จากสุกรโตเต็มวัย 
นอกจากนีย้งัพบวา่ E. coli ที่แยกได้จากสกุรโตเต็มวยั สกุรป่วยและลกูสกุร มีลกัษณะการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะอยา่งน้อย 3 กลุม่ 
(ดงัตารางที่ 2 ) มีอตัราร้อยละ 36.66, 66.66 และ 82.62 ตามล าดบั ซึง่ E. coli ในกลุม่นีจ้ดัเป็น multidrug resistant  
 
ตารางที่ 2  รูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ E. coli ที่แยกได้จากมลูสกุร 

 

รูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ          จ านวนไอโซเลตของ E. coli ที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ (ร้อยละ)          จ านวนไอโซเลต 
    สุกรโตเต็มวัย สุกรป่วย  ลูกสุกร            รวม  
Amp    14 (23.33)  4 (6.67)  2 (4.35)       20  
CAZ    4 (6.67)  -  2 (4.35)       6  
C    2 (3.33)  2 (3.33)  -       4  
TE    2 (3.33)  2 (3.33)  -       4  
Amp-TE    8 (13.33)  -  2 (4.35)       10  
Amp-SXT    4 (6.67)  4 (6.67)  2 (4.35)       10  
Amp-SXT-TE   8 (13.33)  4 (6.67)  2 (4.35)       14  
Amp-C-TE   -  4 (6.67)  -        4  
Amp-C-SXT   -  8 (13.33)  6 (13.04)           14  
Amp-C-SXT-TE   12 (20)  14 (23.33)  18 (39.13)        44  
Amp-C-CAZ-TE   -  2 (3.33)  -        2  
Amp-C-CIP-SXT-CTX  2 (3.33)  -  -        2  
Amp-C-CIP-SXT-TE   -  4 (6.67)  4 (8.7)       8  
Amp-C-SXT-CAZ-TE   -  2 (3.33)  -       2  
Amp-SXT-CTX-CAZ-TE  -  -  4 (8.7)       4  
Amp-C-CIP-SXT-CTX-TE  -  2 (3.33)  4 (8.7)       6  
จ านวนไอโซเลตรวม   56  52  46   154 
 
Amp; Ampicillin, C; Chloramphenicol, CIP; Ciprofloxacin, SXT; Sulfamethoxazole/trimethoprim, CTX; Cefotaxime, CAZ; Ceftazidime, 
MEM; Meropenem, TE; Tetracycline 
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3. การศึกษารูปแบบพนัธุกรรมของ E. coli ดว้ยวิธี repetitive extragenic palindromic PCR (rep-PCR) 
เมื่อท าการสุ่มตวัอย่าง E. coli ที่แยกได้สกุรทัง้สามกลุ่มที่มีรูปแบบการดือ้ยาที่แตกต่างกันทัง้ 16 รูปแบบ ท าการ

วิเคราะห์รูปแบบพนัธุกรรมของเชือ้ด้วยวธีิการ rep-PCR ผลการทดลองแสดงให้เห็นถึง rep-PCR pattern ที่แตกตา่งกนัทัง้หมด 
15 รูปแบบ โดย  rep-PCR pattern ที่พบมากที่สุดได้แก่ รูปแบบ D คิดเป็นร้อยละ 43.14 (22/51) แสดงให้เห็นถึงการ
แพร่กระจายของเชือ้รูปแบบนีใ้นสกุรโตเต็มวยั รองลงมาคือรูปแบบ E และ F คิดเป็นร้อยละ 11.76 (6/51) (ภาพที่ 2)  

 

 
ภาพที่ 2  รูปแบบ rep-PCR ของ E. coli ที่แยกได้จากมลูสกุร 

    Lane M :  100 bp ladder DNA maker (Invitrogen)  
Lane 1-15 : rep-PCR pattern, Lane 16 : E. coli ATCC 25922 (reference strain) 

 
ใน E. coli ที่ให้รูปแบบ D ซึ่งเป็นรูปแบบที่พบมากที่สุดใน E. coli ที่แยกได้จากมูลสุกรนัน้พบว่ามีการดือ้ต่อยา

ปฏิชีวนะอยา่งน้อย 4 ชนิด ได้แก่ ampicillin, chloramphenicol, sulfamethoxazole/trimethoprim และ tetracycline คิดเป็น
ร้อยละ 45.83 (11/24) อยา่งไรก็ตามพบวา่เชือ้ในกลุม่นีม้ีรูปแบบของการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะทีห่ลากหลายอีกด้วย (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3  ความสมัพนัธ์ของรูปแบบ rep-PCR และรูปแบบการดือ้ยาของเชือ้ E. coli ที่แยกได้จากสกุร 
รูปแบบ  จ านวนไอโซเลต-ของ E. coli (ร้อยละ) ที่แยกได้จากสุกร  รูปแบบการดือ้ยา  
rep-PCR   สุกรโตเต็มวัย สุกรป่วย  ลูกสุกร      ปฏิชีวนะ 
A   1 (1.82)     -   -   Amp 
   -  1 (1.82)   -   Amp-C-SXT 
B   1 (1.82)     -   -   TE 
   1 (1.82)     -   -   Amp-TE 

C   -   1 (1.82)   -   Amp-SXT-TE 
D   2 (3.64)    -   -   Amp-TE 
   2 (3.64)    -   -   Amp-SXT-TE 
   2 (3.64)  1 (1.82)   -   Amp-C-SXT 
   4 (7.27)  3 (5.45)  4 (7.27)   Amp-C-SXT-TE 
   1 (1.82)     -   -   Amp-C-CIP-SXT-CTX 
   2 (3.64)     -   -   Amp-C-SXT-CAZ-TE 
   1 (1.82)     -   -   Amp-SXT-CTX-CAZ-TE  
E   -   4 (7.27)  -   Amp-C-CIP-SXT-TE 
   -   2 (3.64)  -   Amp-C-SXT-CAZ-TE 

F   1 (1.82)   -  -   CAZ 
   -  2 (3.64)  1 (1.82)   Amp-SXT 
   -  1 (1.82)  -   Amp-C-TE  
   -  1 (1.82)  -   Amp-C-SXT-TE  
G   -  1 (1.82)  -   C 

H   -  -  1 (1.82)   CAZ 

I   1 (1.82)  -  -   Amp-C-CIP-SXT-CTX 
   -  1 (1.82)   2 (3.64)   Amp-C-CIP-SXT-CTX-TE 

J   -  -   1 (1.82)   Amp 

K   1 (1.82)  -  -   Amp 
L     1 (1.82)  -   C 

M   1 (1.82)  -  -   C 

N   -  1 (1.82)  -   TE 

O   -  -   1 (1.82)    Amp-TE 
 
Amp; Ampicillin, C; Chloramphenicol, CIP; Ciprofloxacin, SXT; Sulfamethoxazole/trimethoprim, CTX; Cefotaxime, CAZ; Ceftazidime, 
TE; Tetracycline 
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วิจารณ์ผลการวิจัย   
 เชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะถือเป็นหนึ่งในปัญหาสาธารณสขุที่ส าคญัที่สดุในโลก การใช้ยาปฏิชีวนะมากเกินความจ า เป็น             
และไม่เหมาะสมท าให้เกิดปัญหาเชือ้ดือ้ยา โดยเฉพาะการใช้ยาปฏิชีวนะในสตัว์ ซึ่งสามารถแพร่สูค่นมนษุย์ได้โดยผ่านทาง       
การสัมผัสกับงานหรือผ่านห่วงโซ่อาหาร (Bogaard & Stobberingh,1999)  โดยในปัจจุบันมีการใช้นิยมใช้ยาปฏิชีวนะ             
ในสตัว์กนัอย่างแพร่หลาย ซึ่งจากผลการศึกษาในครัง้นีพ้บว่า E. coli ดือ้ต่อยา ampicillin มากที่สดุในทัง้สามกลุ่มตวัอย่าง 
โดยอตัราการดือ้ตอ่ยา ampicillin ของ E. coli ที่แยกจากมลูสกุรโตเต็มวยั สกุรป่วยและลกูสกุรสงูถึงร้อยละ 80, 80 และ 95.7 
ตามล าดบั สอดคล้องกับรายงานของ Herrero-Fresno และคณะ ในปี 2017 ซึ่งพบการอัตราและความถ่ีของการดือ้ต่อยา 
ampicillin มากที่สุด เนื่องจากที่กลุ่มยาปฏิชีวนะพืน้ฐานที่ใช้ในฟาร์มสุกร ส่วนอัตราการดือ้ต่อยารองลงมาได้แก่ยา 
sulfamethoxazole/trimethoprim และ tetracycline  นอกจากนีย้งัพบวา่ E. coli ที่แยกได้จากมลูสกุรป่วยนัน้ดือ้ตอ่ยาทกุชนิด
ทีใ่ช้ในการทดสอบมากกวา่สกุรที่โตเต็มวยั ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Mathew และคณะ ในปี 1993 พบวา่ E. coli ที่แยกได้
จากสกุรป่วยจะพบการดือ้ยามากกวา่สกุรท่ีมีสขุภาพแข็งแรง เนื่องจากมีการใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษา นอกจากนีย้งัพบการ
ดือ้ต่อยาสูงในลูกสุกร เนื่องจากลกูสกุรในช่วงระยะเวลาหลงัหย่านมนัน้มีความสามารถในการย่อยและการดูดซึมอาหาร                 
มีจ ากัด (Tsiloyiannis et al., 2001) และมีอัตราการกินลดลงเป็นสาเหตุท าให้เกิดอาการท้องเสีย (Busser et al., 2011)               
ซึ่งเกษตรกรสว่นใหญ่นิยมใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษา จึงเป็นสาเหตทุี่ท าให้เชือ้แบคทีเรียในทางเดินอาหารเกิดการดือ้ต่อยา
ปฏิชีวนะได้ (Bogaard & Stobberingh, 1999) 
 จากการศึกษารูปแบบการดื อ้ต่อยาปฏิชีวนะพบว่าการดื อ้ต่อยา 4 ชนิดคือ ampicillin, chloramphenicol, 
sulfamethoxazole/trimethoprim และ tetracycline เป็นรูปแบบหลกัที่พบในเชือ้ที่แยกได้จากสกุรทัง้ 3 กลุม่โดยพบอตัราการ
ดือ้ยาร้อยละ 20, 23.33 และ 39.13 ในเชือ้ที่แยกได้จากสกุรโตเต็มวยั สกุรป่วยและลกูสกุรตามล าดบั รองลงมาคือการดือ้              
ตอ่ยาทัง้ 3 ชนิดได้แก่ ยา ampicillin, chloramphenicol และ sulfamethoxazole/trimethoprim ร้อยละ 13 ใน E. coli ที่แยก
ได้จากสกุรป่วยและลกูสกุร นอกจากนีย้งัพบว่าการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะตัง้แต่ 3 กลุ่มขึน้ไป ซึ่งบ่งชีล้กัษณะ MDR ของ E. coli               
ที่แยกได้จากสุกรโตเต็มวัย สุกรป่วยและลูกสุกรมีค่า 36.66, 66.66 และ 82.62 ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Borriello ในปี 2016 พบวา่ E. coli ที่แยกจากมลูลกูสกุรมีเชือ้ดือ้ยามากกวา่สกุรโตเต็มวยั โดยการศกึษาของ Chen และคณะ 
ในปี 2018 พบว่า E. coli ดือ้ยาในล าไส้ของลกูสกุรนัน้ได้รับอิทธิพลจากแม่และจุลินทรีย์ที่ปนเปือ้นในบริเวณกรง นอกจากนี ้
การเคลือ่นย้ายลกูสกุรหลงัคลอดท าให้มโีอกาสได้รับเชือ้ทีป่นเปือ้นจากสภาพแวดล้อมเข้ามาอาศยัในระบบทางเดินอาหารและ
เพิ่มจ านวนในลูกสุกรหลังคลอดและจัดว่าแบคทีเรียกลุ่มนีม้ีการดือ้ยาหลายชนิดหรือ multidrug resistant bacteria 
(Magiorakos et al., 2012) โดย E. coli ที่ปนเปือ้นมากบัอจุจาระนีส้ามารถในการสง่ผ่านยีนดือ้ยาไปสูแ่บคทีเรียกลุม่อื่นผ่าน
ทางพลาสมิด (Sayah et al., 2005)  ซึง่มีสว่นเก่ียวข้องกบักลไกการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะ เช่น ความสามารถในการสร้างเอนไซม์
เพื่อท าลายยา การสร้าง efflux pump เพื่อน าสง่ยาออกจากเซลล์ จากกลไกการดือ้ยาดงักลา่วสง่ผลกระทบตอ่ทางเลอืกในการ
ใช้ยารักษาที่น้อยลง เสยีคา่ใช้จ่ายเพิ่มขึน้และอาจเป็นอนัตรายตอ่ผู้ ป่วยได้   
 ผลการศึกษารูปแบบทางพันธุกรรมของ E. coli ที่แยกได้จากสุกรทัง้ 3 กลุ่มด้วยวิธี rep-PCR แสดงให้เห็นถึง               
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้ พบว่ามีรูปแบบ rep-PCR และรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้ E. coli ค่อนข้าง
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หลากหลาย (ตารางที่ 3) อย่างไรก็ตามจะพบว่า E. coli บางสายพนัธุ์มีรูปแบบ rep-PCR เหมือนกนั แต่มีรูปแบบการดือ้ยา              
ที่แตกต่างกนั อาจเป็นเพราะเชือ้ได้รับยีนดือ้ยาในภายหลงัผ่าน mobile genetic element เช่น พลาสมิด ทรานโปซอน สง่ผล
ท าให้เชือ้มีการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะกลุม่อื่นๆ และสง่ผลให้เกิดการแพร่กระจายของเชือ้ดือ้ยาหลายขนานเกิดขึน้ได้อยา่งรวดเร็ว 
(Wintersdorff et al., 2016) ในปัจจุบนัเกษตรกรมีการใช้ยาปฏิชีวนะในการเลีย้งสตัว์ค่อนข้างมาก จากผลการศึกษาครัง้นี ้
แสดงในเห็นถึงการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดใน E.coli ที่แยกได้จากมูลสุกรโตเต็มวัย สกุรป่วยและลกูสุกร โดยเฉพาะ                
ยาในกลุ่มที่มีการใช้กันมาเป็นเวลานาน  ได้แก่  ampicillin, chloramphenicol, sulfamethoxazole/trimethoprim และ 
tetracycline ซึ่งสอดคล้องกับยาปฏิชีวนะหลักที่ใช้ในฟาร์มในการวิจัยครัง้นี ค้ือยา penicillin, amoxicillin (ยาในกลุ่ม 
penicillin) และ enrofloxacin (ยาในกลุ่ม quinolone) ซึ่งพบอตัราการดือ้ยาของเชือ้ค่อนข้างสงู นอกจากนีย้งัพบว่ารูปแบบ
ของเชือ้สว่นใหญ่มีรูปแบบที่คล้ายคลงึกนัแสดงให้เห็นถึงการแพร่กระจายของเชือ้ดงักลา่วในพืน้ที่ อย่างไรก็ตาม การติดตาม
เฝ้าระวังเชือ้ดือ้ยาจ าเป็นต้องมีการศึกษาอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้ทราบถึงสภาวการณ์การดือ้ยาตลอดจนการให้ความรู้กับ
เกษตรกรในเร่ืองของการใช้ยา เพื่อให้ตระหนกัถึงปัญหาเชือ้ดือ้ยาทีส่ามารถพบได้ในการเลีย้งสกุรและสามารถใช้เป็นแนวทาง
ในการปรับปรุงการใช้ยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมในสกุรตอ่ไป 
 
สรุปผลการวิจัย  

การใช้ยาปฏิชีวนะที่ค่อนข้างมากในฟาร์มปศุสตัว์ ส่งผลให้เกิดปัญหาในเร่ืองยาปฏิชีวนะตกค้างในเนือ้สตัว์  และ                
ท าให้เกิดเชือ้ดือ้ยา ในการศึกษาครัง้นีพ้บการดือ้ยาของ E. coli ในมลูของสกุรในระดบัสงูในยาปฏิชีวนะที่มีการใช้มานาน เช่น 
ampicillin, tetracycline และ  sulfamethoxazole/trimethoprim แต่พบการดื อ้ต่อยาในกลุ่มของ cephalosporin third 
generation ระดบัต ่าในเชือ้ที่แยกได้จากสกุรตวัเต็มวยั สกุรป่วยและลกูสกุร อย่างไรก็ตามจากการศึกษาครัง้นีย้งัพบวา่ E.coli 
ที่แยกได้จากสกุรป่วยและลกูสกุรมีแนวโน้มการดือ้ยาที่สงูกว่า ซึง่เกิดจากการใช้ยาปฏิชีวนะที่เพิ่มมากขึน้ในขณะนัน้ การพบ
เชือ้ที่ดือ้ยาปฏิชีวนะในฟาร์มสกุรนัน้ อาจจะน าไปสูก่ารดือ้ยาปฏิชีวนะในมนษุย์ โดยผา่นการบริโภคผลติภณัฑ์ ซึ่งสง่ผลท าให้
ประสิทธิภาพหรือทางเลือกในการรักษาโรคต่างๆ ด้วยยาปฏิชีวนะในมนษุย์ลดลง และในสว่นของรูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะ
และความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ E. coli ด้วยวิธี rep-PCR โดยรูปแบบที่พบมากที่สดุคือรูปแบบ D คิดเป็นร้อยละ 
43.14 (22/51) แสดงให้เห็นถึงการแพร่กระจายของเชือ้ดงักลา่วในพืน้ที่ นอกจากนีย้งัพบว่าเชือ้บางตวัมีรูปแบบการดือ้ยาที่
แตกต่างกนัอาจเป็นเพราะเชือ้ได้รับยีนดือ้ยาในภายหลงั ซึ่งการติดตามเฝ้าระวงัการดือ้ต่อยามีความจ าเป็นต้องด าเนินการ
อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้ทราบสภาวะการดือ้ยาของเชือ้ ตลอดจนให้ความรู้แก่เกษตรกรเพื่อให้ตระหนักถึงปัญหาเชือ้ดือ้ยา                 
ในสตัว์ที่สามารถปนเปื้อนออกสู่สิ่งแวดล้อมและสามารถน าข้อมูลที่ได้มาใช้เป็นแนวทางในการปรับปรุงการใช้ยาปฏิชีวนะ              
ในสกุรตอ่ไป 

 
กิตติกรรมประกาศ   
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