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บทคัดย่อ: จากการศกึษาเพ่ือคดัแยกและศกึษาคณุลกัษณะของแบคทีเรียในบอ่เลีย้งกบ สามารถคดัเลอืกแบคทีเรีย
ได้ 10 ไอโซเลต โดยท่ีทัง้หมดเป็นแบคทีเรียแกรมลบ จากการวิเคราะล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของ 16s ribosomal DNA 
พบวา่เป็นเชือ้ Klebsiella pneumoniae จ�ำนวน 7 ไอโซเลต Providencia sp. จ�ำนวน 2 ไอโซเลต และ Citrobacter 
freundii จ�ำนวน 1 ไอโซเลต โดยเชือ้ K. pneumoniae ท่ีคดัแยกได้ทัง้ 7 ไอโซเลต แสดงการดือ้ตอ่ยา ampicillin 
vancomycin azithromycin และ rifampicin อีกทัง้ K. pneumoniae TCBS32 แสดงการดือ้ตอ่ยา meropenem 
และสามารถท�ำให้เกิด clear zone บนอาหาร blood agar ดงันัน้จากผลการทดลองทัง้หมดสามารถชีใ้ห้เหน็ได้วา่
มีการปนเปือ้นเชือ้ K. pneumoniae ท่ีดือ้ยาในบอ่เลีย้งกบ
ค�ำส�ำคัญ: การเลีย้งกบ การดือ้ยา เชือ้ก่อโรค, Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT: A study was undertaken to isolate and characterize bacteria in frog culture pond. Ten 
bacterial isolates were collected from frog culture pond. All isolates were gram negative bacteria. 
Using 16s ribosomal DNA sequence analysis, seven isolates were identified as Klebsiella pneumonia, 
two isolates were Providencia sp. and one as Citrobacter freundii. All strains of K. pneumonia were 
resistant to ampicillin vancomycin azithromycin and rifampicin. Moreover, K. pneumoniae TCBS32 
was exhibited drug resistant to meropenem and performed clear zone on blood agar. The result 
indicated that frog culture pond was contaminated with drug-resistant K. pneumonia.
Keywords: frog culture, drug resistant, pathogen, Klebsiella pneumoniae
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บทน�ำ

	 การเพาะเลีย้งสัตว์น�ำ้ในประเทศไทยมี
การขยายตัวเพ่ิมมากขึน้อย่างรวดเร็วในปัจจุบัน 
สภาพการเพาะเลีย้งสัตว์น�ำ้ท่ีเน้นอัตราการเลีย้ง
หนาแน่นเพ่ือเพ่ิมผลผลิตให้เพียงพอต่อความ
ต้องการของตลาดผู้บริโภค การเลีย้งลกัษณะนีม้กั
ก่อให้เกิดปัญหาสขุภาพตอ่สตัว์น�ำ้ได้งา่ย เน่ืองจาก
เกิดความเครียดต่อตัวสตัว์น�ำ้จากการอยู่ในพืน้ท่ี
คบัแคบ อีกทัง้สภาพแวดล้อมในการเลีย้งท่ีไมถ่กู
สขุลกัษณะ เกิดการสะสมของเสียตา่ง ๆ ขึน้ภายใน
บอ่เลีย้ง หากขาดการดแูลและจดัการท่ีเหมาะสม 
มกัจะน�ำไปสูปั่ญหาตอ่ระบบการเลีย้ง โดยเฉพาะ
อยา่งย่ิงปัญหาของโรคตดิเชือ้ชนิดตา่ง ๆ 
	 โรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้แบคทีเรียเป็น
สาเหตหุนึ่งท่ีท�ำให้กบเป็นโรคและตายเป็นจ�ำนวน
มาก ซึง่โรคตดิเชือ้แบคทีเรียท่ีส�ำคญั ได้แก่ โรคขา
แดง (Red leg disease) Flavobacteriosis 
Mycobacteriosis และ Chlamydiosis (Densmore 
and Green, 2007) ซึง่เชือ้แบคทีเรียสามารถเจริญ
ได้ทัว่ไปในสภาวะแวดล้อมการเลีย้งกบ และเม่ือกบ
มีความต้านทานโรคลดลง รวมทัง้เกิดบาดแผลบน
ผิวหนงั มกัท�ำให้กบได้รับเชือ้และเพ่ิมปริมาณเข้าสู่
กระแสโลหิตอยา่งรวดเร็ว และแพร่กระจายไปทัว่
ร่างกาย ท�ำให้กบตายในระยะเวลาอนัสัน้ 
	 เชือ้ Klebsiella sp. เป็นเชือ้แบคทีเรียแก
รมลบท่ีก่อให้เกิดโรคพบว่ามีการติดเชือ้ดงักล่าวใน
สิง่มีชีวิตตา่ง ๆ รวมทัง้สตัว์น�ำ้ สามารถตรวจพบ 
Klebsiella sp. ในสภาพแวดล้อมท่ีแตกตา่ง ๆ  ทัง้ใน
ดนิ แหลง่น�ำ้ธรรมชาต ิ และน�ำ้ทิง้ จากรายงานท่ี
ผา่นมา พบวา่ K. pneumoniae เป็นสาเหตหุลกัของ
การติดเชือ้ในปลาคาร์พท่ีมีสาเหตุมาจากการ
จดัการในระบบเลีย้งไมเ่หมาะสม (Oliveira et al., 
2014) อีกทัง้ เชือ้ดงักลา่วสามารถก่อให้เกิดโรคใน
กบได้ด้วย โดยกบจะแสดงอาการทางคลนิิก เชน่ 
เลือดออกใต้ผิวหนงั (hemorrhages) แผลหลมุ 
(ulcers) และเกิดรอยแดงของผิวหนงับริเวณหน้า
ท้อง สามารถตรวจพบการตดิเชือ้ท่ี หวัใจ ม้าม และ
ตบั (Schadich and, Cole, 2010) นอกจากนีย้งัมี
การตรวจพบเชือ้ Klebsiella sp. ท่ีดือ้ยาในกุ้งแช่
แข็งท่ีสง่ออกจากประเทศไทย (Nawaz et al., 
2012) ดงันัน้ จากข้อมลูข้างต้น จะเหน็ได้วา่เชือ้  

Klebsiella sp. เป็นอีกหนึง่ปัญหาในระบบอตุสาหกรรม
การเพาะเลีย้งสตัว์น�ำ้ในประเทศไทย ท่ีสง่ผลกระทบ
โดยตรงต่อภาคการผลิตทัง้ด้านสุขอนามัยของ
เกษตรกรผู้เลีย้ง และผลผลติท่ีขาดคณุภาพเน่ืองจาก
การปนเปือ้น ดงันัน้ งานวิจยันีจ้งึได้ท�ำการคดัแยกและ
ศกึษาคณุลกัษณะของ Klebsiella sp. ท่ีอาจมีการปน
เปือ้นในบอ่เลีย้งกบนา

วธีิการศกึษา

การคัดแยกเชือ้จุลนิทรีย์ก่อโรคจากบ่อเลีย้งกบนา
	 ใช้ส�ำลีปลอดเชือ้ท�ำการ swab บริเวณผิว
ของกบนา และน�ำมาเพาะเชือ้ในอาหาร Luria-
Bertani (LB) 100 ml บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 
160 rpm เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้ท�ำการเจือ
จาง 10-1 10-2 10-3 10-4 และ 10-5 เทา่ เพ่ือ spread 
ลงบนอาหารท่ีมีความจ�ำเพาะ (selective medium) 
ประกอบด้วย Salmomella shigella (SS) agar 
Thiosulfate Citrate bile salts sucrose (TCBS) 
Agar และ Luria-Bertani (LB) + 50 µg/ml 
ampicillin (AMP) agar บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ท�ำการคดัเลือกโคโลนีเด่ียว 
(single colony) เพ่ือท�ำการ re-steak จนกระทัง่ได้
เชือ้แบคทีเรียท่ีบริสทุธ์ิ สงัเกตและบนัทกึลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาภายนอกของจลุินทรีย์ท่ีสามารถ
มองเหน็ได้ด้วยตาเปลา่ เชน่ ขนาด  สี และลกัษณะ
ของโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร จากนัน้ท�ำการย้อมสี
แกรม (Gram’s staining) ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ 
การจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียโดยวิธีทางชีวโมเลกลุ
เชือ้แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จะถกูระบชุนิดโดยการหา
ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ 16S ribosomal DNA ตามวิธี
การของ บริษัท Macrogen Inc เชือ้เเบคทีเรียท่ีคดั
แยกได้จะถกูน�ำมาสกดัดีเอน็เอ เพ่ือเพ่ิมปริมาณชิน้
สว่นของ 16S ribosomal DNA ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่
พอลเิมอร์เรส (PCR) ด้วยไพรมอร์ 27F primer 
(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) และ 1492R 
primer (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) 
จากนัน้ท�ำการหาล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของชิน้ดีเอ็นเอ
ดงักลา่ว ผลของล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S 
ribosomal DNA จะถกูวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) 
เพ่ือระบสุายพนัธุ์ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกมาได้
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ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ของตวัอยา่ง
แบคทีเรียทัง้หมดจะถกูน�ำมาเปรียบเทียบกบั ล�ำดบั
นิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียท่ีมีใน
ฐานข้อมลู เพ่ือสร้างแผนภมิูความสมัพนัธ์ทาง
พนัธกุรรมของสายพนัธุ์แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้โดยใช้
โปรแกรม ClustalW (http://www.genome.jp/
tools/ clustalW)

การทดสอบเชือ้แบคทีเรียดือ้ต่อยาปฎิชีวนะ
ด้วยวธีิ Agar disc diffusion
	 ท�ำการเลีย้งเชือ้ K. pneumonia ท่ีคดัแยก
ได้จากบอ่กบนาในอาหาร LB broth บม่ท่ี 37 องศา
เซลเซียส 16-18 ชัว่โมง จากนัน้ท�ำการละลายเชือ้
แบคทีเรียและเจือจางด้วยอาหารเหลว LB ให้ได้
ความเข้มข้นของเชือ้ท่ีมีคา่ OD600 = 0.10-0.12 
ท�ำการผสมสารละลายเชือ้ท่ีเจือจางแล้ว ปริมาตร 
200 µl ใน 0.7 % agar ซึง่หลอมไว้ท่ีอณุหภมิู 45-50 
องศาเซลเซียส จากนัน้เททบัลงไปด้านบนของ
อาหารเลีย้งเชือ้ LB agar ตัง้ทิง้ไว้ 1 ชัว่โมง เพ่ือให้
วุ้นแข็งตวั พร้อมกบัวางแผน่ยาปฏิชีวนะ 10 µg 
ampicillin (AMP) 30 µg vancomycin (VAN) 15 
µg azithromycin (AZT) 30 µg chloramphenicol 
(CHL) 25 µg streptomycin (STR) 5 µg rifampicin 
(RIF) และ 10 µg meropenem บนจานอาหารเลีย้ง
เชือ้ โดยใช้น�ำ้กลัน่ปลอดเชือ้เป็นชดุควบคมุ จากนัน้

น�ำไปบม่ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง 
แล้วน�ำมาวดัขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณ
ยบัยัง้ (inhibition zone) มีหนว่ยเป็นมิลลเิมตร

ผลการศกึษาและวจิารณ์

ผลการคัดแยกเชือ้ที่ได้จากผิวหนังกบนา
	 จากการคดัแยกเชือ้จุลินทรีย์จากผิวหนัง
กบนาท่ีเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ TCBS agar, SS 
agar และ LB+AMP agar พบวา่เชือ้จลุนิทรีย์ท่ี
เจริญบนอาหาร TCBS agar คดัแยกได้ 3 ไอโซเลต 
(isolate) ท่ีมีลกัษณะภายนอกของโคโลนีแตกตา่ง
กนั คือ TCBS31 TCBS32 และ TCBS33 ในขณะท
เชือ้แบคทีเรียเจริญบนอาหาร SS agar สามารถคดั
แยกชนิดได้ถงึ 4 ไอโซเลต คือ SS1 SS3 SS4 และ 
SS5 นอกจากนีย้งัสามารถคดัแยกเชือ้แบคทีเรียท่ี
สามารถเจริญบนอาหาร LB+AMP agar ได้ 3 ไอโซ
เลต คือ LB+Amp1 LB+Amp2 และ LB+Amp3 จะ
เห็นได้ว่าลกัษณะของเชือ้จุลินทรีย์บนอาหารท่ีคดั
แยกท่ีจ�ำเพาะจะมีลักษณะสีของโคโลนีท่ีแตกกัน
ออกไป โดยโคโลนีท่ีพบจะมีลกัษณะกลม ผิวเรียบ 
มีทัง้ขนาดใหญ่และเลก็ (Figure 1) ผลจากการย้อม
แกรมของเซลล์แบคทีเรียท่ีคัดแยกจากบ่อกบนา 
พบวา่แบคทีเรียทัง้ 10 ไอโซเลต ย้อมตดิสีแดงของสี 
Safranin ดัง้นัน้จงึสรุปได้วา่แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้
ทัง้หมดเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Figure 2)

Figure 1 Pure colonies of isolated bacteria plated on TCBS agar, SS agar and LB+AMP agar.
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การจ�ำแนกชนิดของเชือ้จุลินทรีย์ที่แยกได้จาก
กบนา ด้วยวธีิ 16s rDNA
	 จากผลของล�ำดบันิวคลีโอไทด์ 16s rDNA 
ของเชือ้ท่ีแยกได้จากบอ่กบนาได้ทัง้หมด 10 ไอโซ
เลต พบวา่ ไอโซเลต TCBS31 มีคา่ความเหมือน 99 
เปอร์เซน็ต์ กบั Providencia sp. SY-1 ไอโซเลต 
TCBS32 มีความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ กับ 
K. pneumoniae strain 721005 และไอโซเลต 
TCBS33  มีคา่ความเหมือน 99 เปอร์เซน็ต์ กบั 
Providencia rettgeri strain SNCO1_1A ในขณะท่ี
ไอโซเลต SS1  มีคา่ความเหมือนสงูสดุกบั 
Citrobacter freundii CFNIH1 แตไ่อโซเลต SS3 
SS4 และ SS5 มีความเหมือนกบั K. pneumoniae 
strain 9177 K. pneumoniae strain DHQP1605752_
NV และ K. pneumoniae strain kp757 ตามล�ำดบั 

อีกทัง้ไอโซเลต LB+Amp1 LB+Amp2 LB+Amp3 
ถกูระบวุา่เป็นเชือ้ K. pneumoniae ทัง้ 3 ไอโซเลต 
ท่ีมีคา่ความเหมือนอยูท่ี่ 99 ถงึ 100 เปอร์เซน็ต์ 
อยา่งไรก็ตาม ผลล�ำดบันิวคลีโอไทด์ 16s rDNA 
ของเชือ้ท่ีแยกได้นัน้มีความเเตกตา่งกนั ดัง้นัน้จงึ
สรุปได้วา่เชือ้ท่ีแยกได้จากบอ่กบนาทัง้ 10 ไอโซเลต 
เป็นเชือ้ตา่งชนิดกนั ประกอบด้วย C. freundii 1 ไอ
โซเลต Providencia sp. 2 ไอโซเลต และ K. 
pneumonia 7 ไอโซเลต จงึคาดการณ์ได้วา่ในบอ่
เลีย้งกบนามีประชากรของเชือ้ K. pneumonia ใน
ระดบัท่ีสงู ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ 16s rDNA ของเชือ้ท่ี
แยกได้จากบ่อกบนาทัง้หมดได้เผยแพร่ในฐาน
ข้อมลู GenBank ตาม Accession No. ของแตล่ะ
ไอโซเลต (Table 1)

Figure 2 Gram's staining image of bacterial isolates from frog culture pond.

Table 1 Identification of isolates bacteria from frog culture pond.

Isolates Accession No. GenBank database Identity (%)

1. TCBS31 MH973167 Providencia sp. SY-1 99 
2. TCBS32 MH973168 Klebsiella pneumoniae strain 721005 99
3. TCBS33 MH973169 Providencia rettgeri strain SNCO1 1A 99
4. SS1 MH973163 Citrobacter freundii CFNIH1 100
5. SS3 MH973164 Klebsiella pneumoniae strain 9177 99
6. SS4 MH973165 Klebsiella pneumoniae strain MLST-15 100
7. SS5 MH973166 Klebsiella pneumoniae strain kp757 100
8. LB+Amp1 MH973160 Klebsiella sp. KPN1705 100
9. LB+Amp2 MH973161 Klebsiella pneumoniae strain 9177 99
10. LB+Amp3 MH973162 Klebsiella pneumoniae strain zg2010 99
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ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสายพันธ์ุ
แบคทเีรียที่คัดแยกได้บ่อกบนา
	 จากแผนภู มิ แสดงสายสัมพัน ธ์ทาง
พนัธกุรรมของล�ำดบันิวคลีโอไทด์ 16s rDNA ของ
เชือ้จากบอ่กบนา พบวา่เชือ้จลุนิทรีย์ท่ีได้แบง่ออก
เป็น 3 กลุม่ใหญ่ๆ ได้แก่ กลุม่ท่ี 1 คือ providencia 
sp. (Providencia sp. TCBS31 และ Providencia 

sp. TCBS33) กลุม่ท่ี 2 คือ C. freundii (C. freundii 
SS1) และกลุม่ท่ี 3 คือ K. pneumonia (K. 
pneumonia TCBS32 K. pneumonia SS3 K. 
pneumonia SS4 K. pneumonia SS5 K. 
pneumonia LB+Amp1 K. pneumonia LB+Amp2 
และ K. pneumonia LB+Amp3) (Figure 3)

Figure 3 Phylogenetic tree analysis of bacterial isolates based on 16S rRNA nucleotide sequences.

Table 2 Antimicrobial susceptibility analysis of Klebsiella pneumoniae isolates from frog culture pond.

Isolates
Resistance1

AMP VAN AZT CHP STR RIF MER

K. pneumoniae TCBS32
R R R M R R R

K. pneumoniae SS3
M R R R R R S

K. pneumoniae SS4 R R R S R R S

K. pneumoniae SS5
R R R R R R S

K. pneumoniae LB+Amp1 R R R R R R S

K. pneumoniae LB+Amp2
R R M S S R S

K. pneumoniae LB+Amp3 R R R S S R S
1Degree of susceptibility: R = resistant (≤15 mm); M = moderate (M) (16 - 20 mm); S = sensitive (≥21 mm) 
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ผลการทดสอบเชือ้ดือ้ยาปฏชีิวนะของเชือ้ K. 
pneumonia 
	 จากผลการทดสอบเชือ้ดือ้ยาด้วยวิธี Agar 
disc diffusion ของเชือ้ K. pneumonia ท่ีคดัแยกได้
จากบอ่กบนาทัง้ 7 ไอโซเลต พบวา่ K. pneumoniae 
ทัง้ 7 ไอโซเลต มีลกัษณะการดือ้ยาแตล่ะชนิดท่ีแตก
ตา่งกนั โดยท่ีเชือ้ K. pneumoniae ท่ีคดัแยกได้สว่น
มาก แสดงลกัษณะการดือ้ยาทัง้ 7 ไอโซเลต ตอ่ 
ampicillin vancomycin azithromycin และ 
rifampicin ในขณะท่ีผลของ chloramphenicol 
และ streptomycin ลกัษณะการดือ้ยาของเชือ้ทัง้ 7 
ไอโซเลต มีลกัษณะท่ีแตกตา่งกนั พบวา่ K. 

pneumonia LB+Amp2 และ K. pneumonia 
LB+Amp3 ยงัคงมีความไวตอ่ยาดงักลา่ว อีกทัง้ผล
ของ meropenem แสดงให้เหน็วา่เชือ้ K. 
pneumoniae ท่ีคดัแยกได้เกือบทัง้หมดยงัคงมี
ความไวตอ่ meropenem ยกเว้น K. pneumoniae 
TCBS32 แสดงลกัษณะการดือ้ยาตอ่ยาชนิดนี ้
(Table 2) อีกทัง้ พบวา่ไอโซเลตดงักลา่วแสดงการ
เกิด clear zone บนอาหาร blood agar (Figure 4) 
จากผลการทดลองสรุปได้วา่ K. pneumoniae 
TCBS32 มีแนวโน้มท่ีอาจเช่ือได้วา่เป็นเชือ้ก่อโรคท่ี
เกิดการดือ้ยา

Figure 4 Blood agar analysis of Klebsiella pneumoniae isolates. 

สรุปผลการศกึษา

	 สามารถคดัแยกเชือ้จากบ่อเลีย้งกบนาได้
ทัง้หมด 10 ไอโซเลต ประกอบด้วยเชือ้ K. 
pneumonia 7 ไอโซเลต Providencia sp. 2 ไอโซ
เลต และ C. freundii 1 ไอโซเลต ผลความไวของยา
ปฏิชีวนะตอ่เชือ้ K. pneumonia ท่ีคดัแยกได้ พบวา่ 
ทัง้ 7 ไอโซเลต แสดงการดือ้ยาตอ่ ampicillin 
vancomycin azithromycin และ rifampicin อีกทัง้ 
K. pneumoniae TCBS32 แสดงลกัษณะของเชือ้
ดือ้ยาและมีแนวโน้มท่ีอาจเป็นเชือ้ก่อโรคท่ีคดัแยก
ได้จากบอ่เลีย้งกบนา องค์ความรู้จากงานวิจยันีจ้ะ
น�ำไปสู่ความตระหนักถึงการให้ความส�ำคัญของ
การจัดการสภาพแวดล้อมในการเลี ย้งให้ถูก
สขุลกัษณะ อีกทัง้แนวทางในการพฒันาค้นหาสาร
ออกฤทธ์ิท่ีมีประสิทธิภาพเพ่ือต่อสู้กบัเชือ้ดือ้ยาต่อ
ไปในอนาคต
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