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Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียก่อโรคติดเช้ือภายในโรงพยาบาลท่ีสาคญั และ

พบได้ทั่วโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งเ ช้ือ S. aureus ท่ี ด้ือต่อยา methicillin (Methicillin resistant S. 
aureus) และยงัสามารถด้ือต่อยาได้อีกหลายชนิด (multidrug resistant)โดยกลไกการด้ือยาแต่ละ
ชนิดจะถูกควบคุมโดยยีนด้ือยาชนิดต่างๆ วตัถุประสงค์ในการศึกษาคร้ังน้ีคือศึกษาความสัมพนัธ์
ระหวา่งรูปแบบการด้ือต่อยาและยนีด้ือยาของเช้ือ S. aureus ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งส่งตรวจผูป่้วยจาน
วน 31 ไอโซเลทและตวัอย่างจากส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาลจานวน 23 ไอโซเลท และยืนยนั
สายพนัธ์ุดว้ยการตรวจหายีน femA นาเช้ือมาทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพดว้ยวธีิ disc diffusion 
และหาค่า MIC จากนั้นตรวจหายีนท่ีกากบัการด้ือยาแต่ละชนิดด้วยเทคนิค PCR และ multiplex-
PCR ผลการทดสอบพบว่าเช้ือทุกไอโซเลทมีความไวต่อยา chloramphenicol rifampin linezolid 
และ vancomycin ดังนั้นจึงไม่พบเช้ือสายพนัธ์ุ vancomycin- intermediate staphylococcus aureus 
(VISA) และ vancomycin-resistant staphylococcus aureus (VRSA) และตรวจพบเช้ือสายพนัธ์ุ true 
MRSA ร้อยละ 14.8 เน่ืองจากเช้ือด้ือต่อยา cefoxitin และ oxacillin และตรวจพบยีน mecA ร่วมดว้ย 
ทั้งน้ียงัพบว่าเช้ือส่วนใหญ่ (ร้อยละ 83.3) ท่ีด้ือต่อยา penicillin จะตรวจพบยีน blaZ ร่วมดว้ย พบ
เช้ือจานวนร้อยละ 9.3 ท่ีไวต่อยา erythromycin แต่กลบัตรวจพบยีน ermA ร้อยละ 9.3 ท่ีไวต่อยา 
gentamicin แต่กลบัตรวจพบยนี aac(6’)/ aph(2'') และร้อยละ 12.9 ท่ีด้ือต่อยา tetracycline และตรวจ
พบยีน tetK และ tetM หรือพบทั้ง 2 ยีน เช่นเดียวกนัมีร้อยละ 9.3 ท่ีไวต่อยา tetracycline แต่กลบั
ตรวจพบยนี tetK และ tetM หรือพบทั้ง 2 ยนี จากผลการทดสอบเหล่าน้ีสรุปไดว้า่การใชว้ิธีการทาง
จีโนไทป์นอกจากจะช่วยยนืยนัผลทดสอบของวธีิการทางฟีโนไทป์แลว้ ยงัช่วยลดขอ้ผดิพลาดต่างๆ
ให้น้อยลงและช่วยเพิ่มความแม่นยาและความจาเพาะได้มากข้ึน ซ่ึงเป็นส่ิงสาคญัสาหรับการ
ตดัสินใจเลือกใชย้าตา้นจุลชีพในการรักษาผูป่้วยไดอ้ยา่งเหมาะสม และยงัช่วยลดอตัราการด้ือต่อยา
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด 
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Staphylococcus aureus is an important nosocomial infection worldwide, especially 

Methicillin resistant S. aureus (MRSA) and multidrug resistant, each antibiotic resistance 
mechanism is controlled by various resistance genes. Therefore, the aim of this study was to 
determine correlation between antibiotic resistance pattern and resistance gene in S. aureus isolated 
from specimen (31 isolate) and swab sample from environment hospital (23 isolate) and species 
confirmed by femA detection. The antimicrobial susceptibility was determined by disc diffusion 
test and minimal inhibitory concentration (MIC), including detected antibiotic resistance gene by 
PCR and multiplex-PCR. The result showed all isolate were susceptible to chloramphenicol, 
rifampin, linezolid and vancomycin. Thus, Vancomycin- intermediate S. aureus (VISA) and 
Vancomycin-resistant S. aureus (VRSA) could not found in this study, and 8 ‘true’ MRSA isolates 
(14.8%) were found as resistance to cefoxitin and oxacillin, including carried mecA genes. In 
addition, most of S. aureus (83.3%) were found resistance to penicilin that carry to beta-lactam 
resistance gene (blaZ), 5 erythromycin-susceptible isolate (9.3%) but detected ermA gene, 5 
gentamicin- susceptible isolate (9.3%) but detected aac(6’)/ aph(2'') gene, 7 tetracycline-resistant 
isolates (12.7%) were carry to tetK and tetM or both genes, as well as 5 tetracycline-susceptible 
isolates (9.3%) but detected tetK and tetM or both genes. These result suggests that can be used 
genotypic methods methods for confirmation of the results obtained by conventional phenotypic 
methods and also reduce errors and increase accuracy and specificity which important to determine 
the appropriate therapy, decisions include reduces the rate of drug resistance most effectively. 
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บทที ่1 บทน า 
 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
  Staphylococcus aureus  เป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีส าคญัในมนุษย ์จดัอยูใ่นกลุ่ม staphylococci 
และถูกจัดเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ิน หรือสามารถพบในร่างกายของมนุษย์ (colonization) โดย
เฉพาะท่ีบริเวณผวิหนงั และในรูจมูก บางคร้ังก็อาจก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือในโรงพยาบาล เช่น การติด
เช้ือท่ีบริเวณผวิหนงั กระดูก และ ปอด ทั้งน้ีปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการติดเช้ือของผูป่้วย เช่น ผูท่ี้มีภูมิ
ตา้นทานโรคต ่า ผูท่ี้ไดรั้บการผา่ตดั ผูท่ี้มีแผลน ้าร้อนลวกไฟไหม ้ผูป่้วยท่ีไดรั้บการสอดใส่เคร่ืองมือ
ทางการแพทยเ์ขา้ร่างกาย และการติดเช้ือในกระแสเลือด ในผูป่้วยท่ีมีการติดเช้ืออยูแ่ลว้ ซ่ึงถือวา่มี
ความรุนแรงมากท่ีสุดท ากระทัง่อาจส่งผลใหผู้ป่้วยถึงกบัเสียชีวติได ้  
  นอกจากจะเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินท่ีก่อโรคภายในร่างกายผูป่้วยไดแ้ลว้ ยงัมีโอกาสติดเช้ือ 
S. aureus  ไดจ้ากสภาพแวดลอ้มภายในโรงพยาบาลหรือบุคลากรทางการแพทยท่ี์อาจพบไดใ้นขณะ
ปฏิบติังาน และไปสัมผสักบัส่ิงแวดลอ้ม และอุปกรณ์ต่างๆ ภายในหอ้งผูป่้วย เช่น เส้ือผา้ เตียงผูป่้วย 
เกา้อ้ีผูป่้วย พื้น ผนงัห้อง ท่ีผิวดา้นนอก และดา้นในของระบบท่อของเคร่ืองช่วยหายใจ อ่างลา้งมือ
ก๊อกน ้ า สายรัดแขนส าหรับเจาะเลือด เป็นต้น เช้ือ S. aureus  สามารถแพร่กระจายสู่อุปกรณ์
เคร่ืองใชแ้ละส่ิงแวดลอ้มรอบตวัผูป่้วยได ้ซ่ึงถา้หากมีการสัมผสับ่อยจะท าใหเ้กิดการปนเป้ือนหรือ
การแพร่กระจายเช้ือมากข้ึน ดงันั้นถา้ส่ิงแวดลอ้มไม่สะอาดยอ่มจะมีเช้ือโรคปนเป้ือนมาก ส่งผลให้
ผูป่้วยมีภาวะเส่ียงต่อติดเช้ือมากข้ึน (อิสยา จนัทร์วทิยานุชิต และ วชัรินทร์ รังสีภาณุรัตน์, 2553)   

การรักษาโรคติดเช้ือ S. aurues เร่ิมข้ึนในปี ค.ศ. 1941 โดยการใชย้า penicillin G ต่อมาเช้ือ
ไดเ้กิดภาวะด้ือต่อยาชนิดน้ีอยา่งรวดเร็ว โดยเช้ือมียนี blaZ ท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์β -lactamase 
ออกมา เพื่อยบัย ั้งการออกฤทธ์ิของยา penicillin ต่อมาในปี ค.ศ. 1961 ไดมี้การพฒันายา methicillin 
เพื่อรักษาผูป่้วยท่ีติดเช้ือ S. aureus  สายพนัธ์ุท่ีสร้างเอนไซมช์นิดน้ี หลงัจากนั้นไม่นานเช้ือดงักล่าว
เกิดการด้ือต่อยา methicillin และยาในกลุ่ม β-lactam จึงเรียกเช้ือชนิดน้ีว่า Methicillin-Resistant 
Staphylococcus aureus หรือ MRSA (Yasmeen et al., 2010)  

ปัจจุบนัพบวา่เช้ือ MRSA มีการระบาดอยูภ่ายในโรงพยาบาลทัว่โลก (Hospital-associated 
MRSA, HA-MRSA) ในแถบทวีปเอเชียบางประเทศพบว่ามีการระบาดของเช้ือ HA-MRSA เช่น 
เกาหลีใต้ จีน และเวียดนาม (ร้อยละ 70) รวมถึงประเทศไทย (ร้อยละ 57) ดังนั้นการติดเช้ือ S. 
aureus  ท่ีด้ือยาส่งผลใหผู้ป่้วยมีค่าใชจ่้ายในการรักษาสูงข้ึน ใชเ้วลาในการรักษาเพิ่มข้ึนและยงัมี
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โอกาสเสียชีวิตสูงข้ึนอีกด้วย นอกจากน้ีเช้ือด้ือต่อยายงัสามารถส่งผ่านยีนด้ือยาไปสู่เช้ือ
สายพนัธ์ุอ่ืนๆ ส่งผลใหเ้กิดปัญหาการด้ือต่อยาทวคีวามรุนแรงยิง่ข้ึน 
  เช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยา methicilin เกิดจากยีน mecA ท่ีท าหน้าท่ีควบคุมการแสดงออก
ของโปรตีน penicillin binding protein 2a (PBP2a) ซ่ึงจะจบักบั β-lactam ring ท่ีเป็นส่วนประกอบ
หลกัของยาในกลุ่ม β-lactam แทนโปรตีน PBP ส่งผลใหย้าไม่สามารถออกฤทธ์ิได ้ และเช้ือ MRSA 
นอกจากจะด้ือต่อยาในกลุ่ม β –lactam ทุกชนิดแล้วยงัมีการด้ือต่อยาได้หลายชนิดร่วมด้วย 
(multidrug resistance) (Frost et al., 2009) อย่างไรก็ตามสายพันธ์ุ MRSA ท่ีด้ือยาหลายชนิดยงั
สามารถรักษาไดด้ว้ยยา vancomycin แต่ทวา่ในปัจจุบนัพบวา่มีบางสายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อยา vancomycin 
ในระดับปานกลาง (vancomycin-intermidiate Staphylococcus aureus, VISA และในระดับสูง 
(vancomycin-resistant Staphylococcus aureus, VRSA) ส่งผลใหต่้อไปในอนาคตอาจจะไม่สามารถ
น ายา vancomycin มารักษาผูป่้วยได ้

ในปัจจุบนัเราสามารถตรวจสอบการด้ือต่อยาของเช้ือ S. aurues  ดว้ยวธีิทดสอบความไวต่อ
ยาตา้นจุลชีพมาตรฐานไดห้ลายวิธี เช่น oxacillin salt agar, disc diffusion, D-test และ MIC เป็นตน้ 
ดงันั้นความแม่นย  าและความรวดเร็วในการตรวจหาเช้ือ S. aureus นั้นมีความจ าเป็นอย่างมากต่อ
การตดัสินใจเลือกใชย้าตา้นจุลชีพ เพื่อหาทางรักษาผูป่้วยท่ีติดเช้ือ S. aureus ไดอ้ยา่งเหมาะสม และ
ทนัเวลา อีกทั้งการวินิจฉัยเช้ือ S. aureus ดว้ยวิธีการทางฟีโนไทป์น้ี เป็นวิธีท่ีใช้ระยะเวลาในการ
ทดสอบท่ีนาน (Derek et al., 2005) และในบางคร้ังอาจให้ผลบวกปลอม (false positive) (รณภทัร 
ส าเภา และ องอาจ, 2557; Datta et al., 2011) จึงจ าเป็นตอ้งใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลในการยืนยนั
การด้ือต่อยา โดยเทคนิคท่ีเหมาะสมจะต้องมีความรวดเร็ว ใช้งานง่าย ท าซ ้ าได้ เทคนิคทางชีว
โมเลกุลจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีถูกน ามาประยุกตใ์ชท้ดสอบการด้ือต่อยา และในการศึกษาคร้ังน้ี
ได้ใช้เทคนิค PCR ซ่ึงเป็นวิธีท่ีให้ผลทดสอบท่ีรวดเร็วมีความน่าเช่ือถือ และยงัเป็นวิธีมาตรฐาน 
(gold strandard) ส าหรับตรวจสอบยนีด้ือยาของเช้ือ S. aureus (CLSI, 2015)  
  วตัถุประสงคข์องงานวิจยัน้ี คือการศึกษาความสัมพนัธ์ของรูปแบบการด้ือต่อยา และยนีด้ือ
ยาต้านจุลชีพของเช้ือ S. aureus ตรวจคัดกรองเช้ือ MRSA VISA และ VRSA และเปรียบเทียบ
ประสิทธิผลของการตรวจวินิจฉยัดว้ยวิธีการทางฟีโนไทป์ (การทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพ) 
และวธีิการทางจีโนไทป์ (PCR และ multiplex-PCR) 
 
วตัถุประสงค์ของการศึกษา 

1. เพื่อศึกษาความไวต่อยาตา้นจุลชีพ และรูปแบบการด้ือต่อยาของเช้ือ S. aureus ดว้ยวิธี 
disc diffusion  
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2. เพื่ อ ศึกษา  และคัดกรองเ ช้ือ  methicillin  resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 
vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (VISA) และ vancomycin-resistant   
Staphylococcus aureus (VRSA) ด้วยการหาค่า Minimal Inhibition Concentration (MIC) โดยวิธี 
broth microdilution 

3. ตรวจหายีนด้ือยาของเช้ือ S. aureus ดว้ยวิธี PCR และ Multiplex-PCR เพื่อยืนยนัการด้ือ
ต่อยาของเช้ือ S. aureus 
 4. เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งรูปแบบการด้ือต่อยา และยีนด้ือยาตา้นจุลชีพของเช้ือ  S. 
aureus 
 
สมมติฐานของการศึกษา 
 1. เช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยามีการแพร่กระจายของเช้ืออย่างต่อเน่ืองภายในตวัผูป่้วย และ
ส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาล หรือส่ิงของท่ีผูป่้วยสัมผสัอยูเ่ป็นประจ า 
 2. เช้ือ S. aureus ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วย และส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาล มีรูปแบบการด้ือ
ต่อยาท่ีหลากหลาย 
 3. เช้ือ S. aureus บางสายพนัธ์ุมียนีด้ือยาตา้นจุลชีพหลายชนิด  
 
ขอบเขตการศึกษา 
 1. แยกเช้ือ S. aureus จากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจของผูป่้วย เช่น เลือด, เสมหะ และ ปัสสาวะ 
เป็นตน้ และเก็บเช้ือจากส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาล เช่น ราวเหล็ก เตียงผูป่้วย พื้น ห้องน ้ า เป็น
ตน้ โดยตวัอยา่งทั้งหมดจะเก็บในโรงพยาบาลแห่งหน่ึงในจงัหวดันครปฐม 

2. คดัเลือกและจ าแนกเช้ือ S. aureus ดว้ยวิธีการทางชีวเคมี เช่น การยอ้มแกรม, ทดสอบ
การสร้างเอนไซมค์าตาเลส การหมกัน ้ าตาลแมนนิทอล การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง และการสร้าง
เอนไซมโ์คแอกลูเลส 
 3. ตรวจสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพชนิดต่างๆดว้ยวิธี disc diffusion และตรวจคดักรอง
เช้ือ MRSA VISA และ VRSA ดว้ยวธีิ  broth microdilution 

4. ตรวจสอบหายีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพของเช้ือ S. aureus ด้วยเทคนิค 
PCR และ Multiplec-PCR 

5. ตรวจสอบความสัมพนัธ์ของรูปแบบการด้ือต่อยาและยีนด้ือยาตา้นจุลชีพของเช้ือ  S. 
aureus 
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ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
สามารถน าขอ้มูลไปใชเ้พื่อเฝ้าระวงัเช้ือด้ือต่อยา เฝ้าระวงัการใชย้า รวมถึงใช้เป็นขอ้มูลก็

ในการตดัสินใจเลือกใช้ยาตา้นจุลชีพในการรักษาผูป่้วย ไดอ้ย่างเหมาะสม ทนัเวลาและยงัช่วยลด
อตัราการด้ือต่อยาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด 
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บทที ่2 เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 
โรคติดเช้ือในโรงพยาบาล (Nosocomial infection)  
  โรคติดเช้ือในโรงพยาบาลเป็นอีกปัญหาหน่ึงท่ีส าคญัของทุกโรงพยาบาลทัว่โลก ซ่ึงสาเหตุ
ของการติดเช้ือในโรงพยาบาล (Healthcare- associated infection) เป็นผลมาจากการท่ีผูป่้วยไดรั้บ
เช้ือหรือ พิษของเช้ือ (toxin) ขณะรับการรักษาในโรงพยาบาลโดยท่ีผูป่้วยไม่มีการติดเช้ือนั้นมาก่อน 
หรือการติดเช้ือนั้นไม่อยู่ในระยะฟักตวัของโรค หรือ/และการติดเช้ือใดๆ ก็ตามท่ีเกิดข้ึนภายหลงั
จากผูป่้วยเขา้รับการรักษาตวัในโรงพยาบาล ผูป่้วยมีอตัราเส่ียงต่อการติดเช้ือเพิ่มมากข้ึน รวมถึงท า
ใหเ้กิดอตัราการเสียชีวติจากภาวะโรคแทรกซอ้นเพิ่มข้ึนหรือส่งผลใหผู้ป่้วยตอ้งนอนพกัรักษาตวัใน
โรงพยาบาลยาวนานข้ึน  เป็นสาเหตุให้สูญเสียเวลาและค่าใช้จ่ายในการรักษาตวัเพิ่มมากข้ึน 
นอกจากน้ียงัมีผลกระทบอ่ืนๆ คือ ความทุกขท์รมานจากการเจบ็ป่วยท่ีเพิ่มข้ึนจากเดิม ความสูญเสีย
ทางเศรษฐกิจ และประสิทธิภาพการรักษาด้อยลง ส าหรับการแพร่กระจายเช้ือนั้น ส่วนใหญ่จะ
ติดต่อทางการสัมผสั ทั้ งทางตรงโดยใช้มือ และทางอ้อมโดยผ่านอุปกรณ์ของเคร่ืองใช้ต่างๆ 
นอกจากน้ีการรักษาผูป่้วยโรคติดเช้ือ ตอ้งได้รับการวินิจฉัยอย่างถูกตอ้งและตอ้งให้การรักษาท่ี
รวดเร็ว โดยเฉพาะอยา่งยิ่งถา้เช้ือเกิดการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพ (Antimicrobial Resistance, AMR) ซ่ึง
มีสาเหตุมาจากพฤติกรรมการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างไม่เหมาะสมของผู ้ป่วย โดยเกิดจากการ
รับประทานยาไม่ครบตามขนาดท่ีเหมาะสม ท าให้เช้ือก่อโรคเกิดพฒันาหรือกลายพนัธ์ุกระตุน้ให้
เช้ือก่อโรคนั้นเกิดการด้ือยาในท่ีสุด (ขวญัตา กล้าการนา, 2550; อิสยา จันทร์วิทยานุชิต และ 
วชัรินทร์ รังษีภาณุรัตน์, 2553; ยทุธนา สุดเจริญ, 2554) ส าหรับปัจจยัท่ีก่อใหเ้กิดโรคติดเช้ือ ไดแ้ก่ 
 

เช้ือก่อโรค (Pathogen)  
  เช้ือก่อโรคท่ีเป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือในโรงพยาบาล มกัเป็นเช้ือประจ าถ่ิน หรือเช้ือท่ีพบ
ในร่างกายของผูป่้วย (colonization) โดยพบว่าส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียท่ี
เป็นสาเหตุของโรคติดเช้ือในโรงพยาบาลมากท่ีสุดในประเทศไทย ไดแ้ก่ แบคทีเรียแกรมลบ เช่น 
Enterobacteriaceae Pseudomonas aeruginosa และแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่  Staphylococcus 
aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ enterococci  ซ่ึงเช้ือเหล่าน้ีมัก
เป็นเช้ือท่ีด้ือต่อยาตา้นจุลชีพในระดบัสูง เน่ืองจากมีการใชอ้ยา่งไม่ระมดัระวงัส่งผลให้อตัราการด้ือ
ต่อยาของเช้ืออยู่ในระดบัสูง และจ าเป็นตอ้งใช้สารตา้นจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพสูงซ่ึงมีราคาแพง 
และอาจก่อใหเ้กิดอาการขา้งเคียงท่ีรุนแรง 
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ผูท่ี้ติดเช้ือ (Host)  
  ผูติ้ดเช้ือส่วนใหญ่เป็นผูท่ี้เขา้รับการรักษาในโรงพยาบาล ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการติดเช้ือ 
คือ สภาวะภูมิตา้นทานโรคของผูติ้ดเช้ือ โดยพบวา่ผูท่ี้มีภูมิตา้นทานโรคต ่า ไดแ้ก่ เด็กเล็ก ผูสู้งอายุ 
ผูท่ี้ไดรั้บการรักษาโดยใชย้ารักษามะเร็ง ผูท่ี้ไดรั้บการผา่ตดั ผูท่ี้มีแผลน ้ าร้อนลวกไฟไหม ้ผูป่้วยท่ี
ไดรั้บการสอดใส่เคร่ืองมือทางการแพทยเ์ขา้ร่างกาย เพื่อการวนิิจฉยั หรือการรักษาโรค เช่น การใส่
สายสวนปัสสาวะ การใชเ้คร่ืองช่วยหายใจ การฉีดยา การเจาะเลือด เป็นตน้  
 

  ส่ิงแวดลอ้ม (Environment)  
  ส่ิงแวดลอ้มโดยครอบคลุมถึง หอผูป่้วย, ห้องผา่ตดั และอาคารส่วนอ่ืนๆ ของโรงพยาบาล 
รวมถึงเคร่ืองมือทางการแพทย์ บุคลากรทางการแพทย์ ญาติของผูป่้วย รวมทั้งสุขอนามยัของ
โรงพยาบาล ได้แก่ น ้ าด่ืม น ้ าใช้ ระบบการระบายน ้ า การก าจดัของเสีย ความสะอาดของอาคาร 
สถานท่ี ซ่ึงถา้ส่ิงแวดลอ้มท่ีสกปรกยอ่มมีเช้ือโรคปนเป้ือนมาก ส่งผลให้ผูป่้วยมีโอกาสติดเช้ือก่อ
โรคมากข้ึน (สมหวงั ด่านชยัวจิิตร, 2533; อิสยา และคณะ, 2548; Harold, 1996) 
 
Staphylococcus aureus 
  S. aureus เป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีส าคัญในมนุษย์ จัดอยู่ในกลุ่ม staphylococci และถูก
จดัเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ิน หรือเช้ือท่ีสามารถพบในผูป่้วย (colonization) ซ่ึงแบคทีเรียชนิดน้ีไม่ได้
พบเฉพาะคนท่ีเป็นโรคเน่ืองจากติดเช้ือน้ีเท่านั้น แต่ยงัพบในคนท่ีมีสุขภาพดีด้วย นอกจากน้ี S. 
aureus ยงัพบตามส่วนอ่ืนๆ ของร่างกายได้อีก เช่น ผิวหนัง ในจมูก คอ และผม บางคร้ังพบใน
อุจจาระด้วย S. aureus เป็นแบคทีเรียท่ีมีความส าคัญทางการแพทย์อย่างมาก เพราะสามารถ
ก่อใหเ้กิดการติดเช้ือไดทุ้กส่วนของร่างกายหรือการติดเช้ือท่ีผวิหนงั เช่น การอกัเสบเป็นหนองของ
รูขุมขน (folliculitis) ชั้นใตผ้ิวหนงัอกัเสบ  (Cellulitis) และการติดเช้ือท่ีผิวหนงัก าพร้า (impetigo) 
เป็นตน้ เช้ือ S. aureus สามารถก่อให้เกิดปัจจยัท่ีท าให้เกิดความรุนแรงในการเกิดโรคไดห้ลายแบบ
สร้างสารพิษ (α-hemolysin, Panton-Valentine leukocidin) superantigen (enterotoxin, toxic shock 
syndrome toxin-1) ย ับย ั้ งกระบวนการฟาโกไซโตซิส (polysaccraride capsule, protein A) และ
หลีกเล่ียงระบบภูมิคุ้มกัน (staphylokinase) นอกจากน้ีเช้ือ S. aureus สามารภก่อให้เกิดโรคขั้น
รุนแรงไดห้ลายชนิด เช่น โรคปอดบวม (pneumonia) การติดเช้ือในกระแสเลือด (septicemia) และ
การติดเช้ือแผลผ่าตดั (surgical-wound infections) ซ่ึงการติดเช้ือก่อโรคชนิดน้ีส่งผลให้มีอตัราการ
เสียชีวติของผูป่้วยภายในโรงพยาบาลเพิ่มข้ึน (Levinson, 2010)  
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สมบัติทางชีวเคมีและลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  
Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลกัษณะเป็นทรงกลมมีขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางเซลล์ประมาณ 0.5-1.5 ไมโครเมตร ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างสปอร์ มีการเรียงตวัเป็นเซลล์
เด่ียว เซลล์คู่สายสั้น ๆ หรืออยูร่วมเป็นกลุ่มคลา้ยพวงองุ่น ไม่เคล่ือนท่ีและไม่สร้างสปอร์ ลกัษณะ
โคโลนีจะกลม นูน ขอบเรียบและขุ่นเล็กน้อย สามารถสร้างรงควตัถุแคโรทีนอยด์ (carotenoid) ท่ี
เรียกวา่ staphyloxanthin ซ่ึงท าใหโ้คโลนีมีสีเหลืองทองได ้บางสายพนัธ์ุสามารถสร้างแคปซูลท าให้
โคโลนีเป็นเมือก ซ่ึงช่วยเพิ่มความทนทานต่อการท าลายของยาตา้นจุลชีพ และยงัเพิ่มความรุนแรง
ในการก่อโรค เช้ือมีการด ารงชีวิตแบบ Facultative anaerobe โดยสามารถเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ
ทัว่ไป เช่น blood agar (BA), nutrient agar (NA), tryptic soy agar (TSA), และ brain heart infusion 
(BHI) agar เป็นตน้ เช้ือยงัสามารถเจริญไดดี้ในท่ีท่ีมี และไม่มีออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC โดยทัว่ไป
เช้ือ S. aureus จะทนต่อสภาพแวดลอ้มทีไม่เหมาะสมไดดี้ และสามารถมีชีวิตรอดได้นานแมจ้ะอยู่
ในหนองหรือเสมหะแหง้ (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, 2555)  
  คุณสมบติัทางสัณฐานวิทยา และทางชีวเคมีทัว่ไปของเช้ือ S. aureus  ไดแ้ก่ การยอ้มสีแก
รมติดสีแกรมบวก สร้างเอนไซมค์าตาเลสยอ่ยสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) ใหเ้ป็นน ้า และ
ออกซิเจน สร้างเอนไซม์ β-hemolysin ท่ีสามารถย่อยเม็ดเลือดแดงบน blood agar ให้เห็นลกัษณะ
เป็นวงใสๆรอบโคโลนี สามารถหมกัย่อยน ้ าตาลกลูโคส และแมนนิทอลได้ และสร้างเอนไซมโ์ค
แอกลูเลสท่ีส่งผลให้พลาสมาเกิดการแข็งตวั เปล่ียนไฟบริโนเจนให้เป็นไฟบรินซ่ึงจะป้องกนั
กระบวนการฟาโกไซโตซิสของเม็ดเลือดขาว และการเขา้จบัของยาตา้นจุลชีพได้ (Maria, 2012; 
Harris et al., 2002; John, 2006) บางชนิดสามารถสร้างเอนไซม์ β-lactamase และ ท าให้แบคทีเรีย
ด้ือต่อยากลุ่ม β-lactam โดยเฉพาะยากลุ่ม Peniciแin (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, 2555; Kenneth, 2012; 
Lowy, 2003) 
 

สรีรวิทยาและปัจจัยทีท่ าให้เกิดความรุนแรงในการเกดิโรค  
  โครงสร้างเซลล์ของ S. aureus จะมีโครงสร้างเช่นเดียวกบัเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกทัว่ไป 
ไดแ้ก่ 

   ผนงัเซลล ์  (cell wall) 
  ผนงัเซลล์ของ S. aureus ประกอบดว้ยเปปติโดไกลแคน (ภาพท่ี 1) หลายๆชั้น เช่ือมต่อกนั
ดว้ยพนัธะเปปไทด ์ในแต่ละชั้นของเปปติโดไกลแคนประกอบไปดว้ยโพลิแซคาไรน์ซ ้ าๆกนัคือ N-
acetylglucosamine (NAG) และ N-acetylmuramicacid (NAM) ต่อกันเป็นสายโซ่โพลิเมอร์และมี 



 
8 

 

crosslink ระหวา่งสายเปปติโดไกลแคนแต่ละสายดว้ยพนัธะเปปไทดข์องกรดอะมิโน (อุดมศกัด์ิ ตั้ง
ชยัสุริยา, 2556)  
  นอกจากน้ีเปปติโดไกลแคนยงัมีคุณสมบติักระตุน้ใหมี้การหลัง่ไซโตไคน์ท าเกิดภาวะเลือด
แข็งตวัในหลอดเลือดแบบแพร่กระจาย (Disseminated intravascular clotting, DIC) และยงัสามารถ
สร้างแคปซูล (Capsule) ซ่ึงเป็นชั้นเมือกของสาร Polysaccharide ลอ้มรอบเซลล ์แคปซูลมีคุณสมบติั
เป็นแอนติเจน (antigen) ท าให้เพิ่มความรุนแรงในการก่อโรค (Foster, 1996) และยงัป้องกนัไม่ให้
เม็ดเลือดขาวชนิดพอลิมอร์โฟนิวเคลียร์ลิวโคไซด์ (Polymorphonyclear leukocyte, PMN) มาจบัท า
ให้เช้ือแพร่ในเน้ือเยื่ออยา่งรวดเร็ว ยงัช่วยให้เช้ือไปเกาะติดกบัเคร่ืองทางการแพทยไ์ด ้เช่น ขอ้ต่อ
เทียม ล้ินหวัใจเทียม เป็นตน้ (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, 2555)  
 

 

ภาพที ่1 องคป์ระกอบของเช้ือ S. aureus 

ทีม่า:  Kaplan S.L., Hulten K.G., Mason E.O (2009). Staphylococcus aureus infections  

 (Coagulase-positive Staphylococci). In: Feigin R.D., Cherry J.D., Demmler-Harrison
  G.L., Kaplan S.L editors. Feigin and Cherry’s Textbook of Infectious Diseases. 6th ed.
  Philadelphia: Elsevier Inc.; 2009. p. 1197-212. 
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ผนงัเซลลข์องเช้ือ S. aureus ยงัมีองคป์ระกอบท่ีส าคญัอยูอี่กหลายองคป์ระกอบ ไดแ้ก่ 
 

 Protein A 
โปรตีนท่ีผนงัเซลล์ของ S. aureus ท่ีส าคญัคือ โปรตีนเอ (protein A)  ซ่ึงจะยดึกบั

จบัชั้นเพปติโดไกลแคนดว้ยพนัธะโควาเลนต์ และยงัเป็นปัจจยัก่อความรุนแรงของเช้ือโดยจะท า
หนา้ท่ีเกาะกบัส่วน Fe receptor ของ IgG1 IgG2 และ IgG4  ส่งผลท าให้ยบัย ั้งการเกิดกระบวนการ
ออพโซไนเซชนั (opsonization) และการกลืนกินของเม็ดเลือดขาว (phagocytosis) และยงัสามารถ
ก่อความเสียหายให้กับส่วนท่ีเกาะติดหรือส่งผลให้เน้ือตายเฉพาะส่วนได้ (necrotic tissue) 
คุณสมบติัน้ีท าให้โปรตีนเอถูกน าไปใชใ้นการตรวจแอนติเจนของเช้ือ  S. aureus ในหอ้งปฏิบติัการ
โดยวิธี Coagglutination โดยอาศยั IgG ท่ีปลายดา้น Fe จบัอยู่กบั โปรตีนเอ และปลายดา้น Fab จะ
จับกับแอนติเจนจ าเพาะของเช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย และยงัมีเอนไซม์ Bound coagulase หรือ 
Clumping factor ท่ีอยู่ในรูปของ coagglutinate ซ่ึงเป็นสารประกอบเชิงซ้อนแอนติบอด้ี-แอนติเจน 
(antign-antibody complexes) ซ่ึงสามารถเปล่ียนไฟบริโนเจน (Fibrinogen) ให้เป็นไฟบริน (Fibrin) 
ท่ีไม่ละลายน ้ า และท าให้เช้ือแบคทีเรียเกิดการจบักลุ่มกนัได้ (ภทัรชัย กีรติสิน, 2549; Levinson, 
2010) 

 
Teichoic acids 

เป็นกรดอินทรียท่ี์แทรกอยู่ในชั้นของเปปติโดไกลแคนซ่ึงจะเช่ือมต่อกบัสายเพ
ปติโดไกลแคนดว้ยพนัธะโควาเลนต์ (Covalent bond) กรดไทโคอิกยงัเป็นสารพอลิแซคคาไรด์ท่ีมี
หมู่ฟอสเฟตจบักบัเปปติโดไกลแคนและเยิ่อหุ้มเซลล์ โดยสารพอลิแซคคาไรด์น้ีเป็นสารประกอบ
คาร์โบไฮเดรตท่ีมีฟอสเฟตชนิดจ าเพาะกับสายพนัธ์ุ S. aureus (species – specific carbohydrate 
antigens) โดยจะมีกรดไรบิทอลไทโคอิก (Ribitol teichoic) จบักับ n-acetyl glucosamine เรียกว่า 
polysaccharide A (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2544)   

 
สารทีเ่ช้ือ S. aureus สร้างขึน้  

  สารพิษ (Toxin)  
1) Staphylococcal enterotoxin เป็นสารพิษท่ีหลั่งออกมานอกเซลล์ชนิดทนความ

ร้อน (heat-stable exotoxin) ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ มีหลายชนิด (A-I) และชนิดท่ีพบว่ามี
รายงานในการก่อโรคอาหารเป็นพิษบ่อยท่ีสุดคือ ชนิด A และ E สารพิษน้ีสามารถทนความร้อนได้
ดี และยงัทนต่อสภาวะความเป็นกรดและเอนซมใ์นกระเพาะอาหารไดอี้กดว้ย ผูป่้วยท่ีไดรั้บสารพิษ
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ชนิดน้ีเขา้สู่ร่างกายจะมีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดทอ้ง อุจจาระร่วง (Kenneth, 2012; ปิยรัชต ์สัน
ตะรัตติวงศ,์ 2554) 
   2) Toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) ประมาณ 20% ของสายพนัธ์ุ S. aureus 
ท่ีสร้างสารพิษน้ีได้ TSST-1 จดัเป็น Super antigen ท่ีจะกระตุน้การท างานของ T-lymphocyte ให้
ปลดปล่อยไซโตไคน์ต่างๆออกมา เช่น Tumor necrosis factor (TNF) และ interleukin 1 (IL-1) ซ่ึง
เป็นส่ือกลางในการกระตุน้การอกัเสบ ผูป่้วยท่ีได้รับสารพิษน้ีมีอาการไขข้ึ้นสูง หนาวสั่น มีผื่น
บริเวณผิวหนงั อุจจาระร่วงเป็นน ้ า ร่างกายขาดน ้ า คล่ืนไส้ อาเจียน ความดนัเลือดต ่า และเน่ืองจาก
สูญเสียน ้ าในระบบไหลเวยีนเลือดจนอาจท าให้เกิดภาวะ Hypovolemic shock ท าให้การท างานของ
อวยัวะต่างๆลม้เหลว ท าใหเ้กิดอาการช๊อกและเสียชีวติได ้(Parsonnet et al., 2008)  

3) Exfoliative toxin (ET) หรือ epidemolytic toxin เป็นสารพิษท่ีมีฤทธ์ิในการ
ท าลายผิวหนังชั้นก าพร้า (epidermal layer) ท าให้ผิวหนังก าพร้าหลุดออก ก่อให้เกิดกลุ่มอาการ 
staphylococcal scaled skin syndrome (SSSS) หรือโรค Ritter’s disease (ปิยรัชต์, 2554) เ ช้ือ S. 
aureus สามารถสร้างสารพิษชนิดน้ีได ้2 ชนิด คือ ET-A และ ET-B ซ่ึงมีคุณสมบติัแตกต่างกนั คือ 
ET-A สามารถทนต่อความร้อนได ้แต่ ET-B จะไม่ทนต่อความร้อน หลงัจากการติดเช้ือ ร่างกายจะ
สามารถสร้างแอนติบอดีเพื่อป้องกนัการติดเช้ือซ ้ าได ้(Kenneth, 2012; Wilailuckana, 2005). 
  4) Cytolytic toxin เป็นกลุ่มของสารพิษท่ีหลัง่ออกมานอกเซลล์ ไดแ้ก่ hemolysin 
หรือ staphylolysin ชนิด แอลฟา (α) เบตา้ (β) และเดลตา้ (§)ท่ีมีฤทธ์ิท าลายเม็ดเลือดแดง เยื่อหุ้ม
เซลล์และเซลล์อ่ืนๆหลายชนิด รวมไปถึง ชนิด แกมม่า (γ) และ Leucocidin Panton Valentine 
Leucocidin (PVL) เป็นสารพิษท่ีออกฤทธ์ิในการท าลายเเยือ่หุ้มเซลล ์ท าให้เกิดความผิดปกติในการ
ควบคุมการผา่นเขา้-ออกเซลลข์องสาร ท าให้สูญเสียสมดุลแรงดนัออสโมติก เซลล์จึงบวมและแตก
ในท่ีสุด PVL จะมีฤทธ์ิจ าเพาะต่อเม็ดเลือดขาว โดยจะป้องกนัเช้ือจากกระบวนการฟาโกไซโตซิส
ของเมด็เลือดขาว (Kenneth, 2012; ปิยรัชต ์สันตะรัตติวงศ,์ 2554)     
นอกจากน้ี PVL ยงัเป็นปัจจยัการก่อความรุนแรงของโรคในการติดเช้ือท่ีเน้ือเยื่ออ่อน ซ่ึงเช้ือสาย
พนัธ์ุ MRSAสามารถสร้างสารพิษชนิดน้ีได ้และสารพิษชนิดน้ียงัเป็นสาเหตุหลกัของโรคปอดติด
เช้ือขั้นรุนแรงอีกดว้ย (necrotizing pneumonia) โดยพบวา่เช้ือ S. aureus ประมาณร้อยละ 2 ท่ีแยกได้
จากผูป่้วยจะสร้างพิษชนิดน้ี (Levinson, 2010) 
 

   เอนไซม ์(Enzymes) 
  1) Coagulase สามารถพบการสร้างเอนไซมช์นิดน้ีไดใ้นเช้ือ Staphylococcus spp. 
เท่านั้น  โดยcoagulase เป็นเอนไซม์ท่ีท าให้พลาสมาเกิดการแข็งตวัโดย การเปล่ียนไฟบริโนเจน 
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(Fibrinogen) เป็นไฟบริน (Fibrin) ในปฏิกิริยานั้น Coagulase ตอ้งการองคป์ระกอบท่ีอยูใ่นพลาสมา
ซ่ึงอาจเป็นโพรทรอมบิน (Prothrombin) หรือ Coagulase-reacting factor (CRF) ซ่ึงมีอยูใ่นพลาสมา
ของมนุษย ์และสัตวบ์างชนิดเท่านั้นเม่ือรวมกนัเป็น Coagulase-CRF Complex แลว้จะเปล่ียนไฟบริ
โนเจนเป็นไฟบรินได ้ส่งผลใหพ้ลาสมาแขง็ตวั นอกจากน้ียงัมี Bound coagulase (Clumping factor) 
ท่ีเปล่ียนไฟบริโนเจนเป็นไฟบรินท าให้เช้ือเกาะกลุ่มกัน บทบาทของ Coagulase ท าให้เกิด
ไฟบรินมาลอ้มรอบเช้ือจึงเกิดการต่อตา้นกระบวนการฟาโกไซโตซิส และทนต่อการท าลายด้วย
แอนติบอดีได ้ 
  2) Catalase เป็นเอนไซมท่ี์มีฤทธ์ิในการสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ให้
กลายเป็นน ้ า (H2O) และออกซิเจน (O2) เพื่อปกป้องเซลล์แบคทีเรียจากการถูกท าลายในเซลล์เม็ด
เลือดขาว ภายหลังจากเซลล์เม็ดเลือดขาวจับกินเช้ือแบคทีเรียโดยขบวนการฟาโกไซโตซิส 
(Phagocytosis) จะเกิดการสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และอนุมูลอิสระท่ีเป็นพิษเพื่อท าลายเช้ือ
แปลกปลอม 
   3) Hyaluronidase มีหนา้ท่ีในการสลายกรดไฮยาลูโรนิก (Hyaluronic acid) ซ่ึงเป็น
ส่วนประกอบของ เน้ือเยื่อเก่ียวพนั (Connective tissue) ท าให้เช้ือสามารถแพร่กระจายและลุกลาม
เขา้สู่ชั้นเน้ือเยือ่ต่าง ๆ ไดง่้ายข้ึนและเช้ือ S. aureus มากกวา่ร้อยละ 90 สร้างเอนไซมช์นิดน้ีได ้
  4)  Staphylokinase ( fibrinolysin)  ท าหน้า ท่ี ในการย่อยไฟบริน โดย เ กิดจาก
สารประกอบ Staphylokinase กบั Plasminogen ท่ีไปกระตุน้ Plasmin-like protoltiyca ctivity ท าให้
ไฟบรินท่ีจบัตวัเป็นกอ้นนั้นละลาย จึงน ามาใชใ้นการรักษาผูป่้วยท่ีมีภาวะเกิดล่ิมเลือดอุดตนัหลอด
เลือดของหวัใจ (Coronary thrombosis) (Kenneth, 2012) 
  5) Lipase เป็นเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยสารตั้งตน้หลายชนิด เช่น พลาสมาและไขมนั
ท่ีสะสมอยูท่ี่ผวิหนงัซ่ึงประกอบดว้ยต่อมไขมนัและเน้ือเยื้อไขมนั และเป็นสาเหตุของการรวมกลุ่ม
ของเช้ือท่ีบริเวณต่อมเหง่ือ การสร้างเอนไซมไ์ลเปสจ าเป็นต่อการบุกรุกของเช้ือเขา้สู่ผิวหนงัส่งผล
ใหเ้กิดการติดเช้ือในชั้นผวิหนงัและใตผ้วิหนงั  
   6) β-lactamase เป็นเอนไซม์ท่ีสร้างจากยีนบนพลาสมิดและท าให้เช้ือด้ือต่อยา
ตา้นจุลชีพกลุ่มβ-lactam อ่ืนๆอีกหลายชนิด โดยเอนไซม ์β-lactamase จะยอ่ยสลาย β-lactam ring 
ท าใหย้าสูญสภาพและไม่สามารถออกฤทธ์ิท าลาย (Foster, 1996) 
 

โรคติดเช้ือทีเ่กดิจากเช้ือ S. aureus  
  1) โรคติดเช้ือท่ีผิวหนงัและเน้ือเยื่ออ่อน การติดเช้ือ S. aureus จะท าให้เกิดฝี ซ่ึงส่วนใหญ่
จะเกิดท่ีบริเวณผิวหนงั ซ่ึงเร่ิมจากการติดเช้ือท่ีต่อมไขมนับริเวณท่ีเกิดฝีเกิดการอกัเสบ มีการสะสม
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ของเมด็เลือดขาวท่ีตายแลว้ เน้ือเยือ่ตาย เม่ือฝีเจริญเตม็ท่ีบริเวณเน้ือเยื่อท่ีตายจะเต็มไปดว้ยเมด็เลือด
ท่ีตายแลว้รวมทั้งแบคทีเรียท่ีเมด็เลือดขาวจบักิน และมีไฟบรินมาลอ้มรอบ (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 
2544)  การเกิดฝีและฝีฝักบวั (furuncle และ carbuncle) โดยจะเกิดการติดเช้ือท่ีผวิหนงัชั้นนอกท าให้
เกิดการอกัเสบ เช่น รูขุมขนอกัเสบ ซ่ึงเช้ือจะแพร่กระจายเขา้สู่เน้ือเยื่อใตผ้ิวหนงัท าให้เกิดหนอง 
กลายเป็นฝี ( furuncle) ส่วนฝีฝักบัว (carbuncle) คล้ายกับฝี แต่จะมีจ านวนมากกกว่า  และ
แพร่กระจายลึกลงในเน้ือเยื้อเส้นใย (fibrous tissue) และการเกิดตุ่มหนองท่ีผิวหนังหรือเป็นตุ่ม
พุพอง (impetigo) มกัเป็นตุ่มหนองต้ืนๆ อยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม พบบ่อยบริเวณใบหนา้แขน ขา เม่ือตุ่ม
หนองแตกออก กลายเป็นรอยถลอกต้ืนๆ ถา้มีการติดเช้ือท่ีต่อมไขมนัจะท าให้เกิดการอกัเสบ เช้ือ
บางสายพนัธ์ุสามารถสร้างสารพิษ Epidermolytic toxin (ET) ท่ีท าให้ผิวหนงัชั้นก าพร้าหลุดลอก ท่ี
เรียกวา่ Staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS) (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2544)   

2) โรคปอดบวม (pneumonia) เป็นโรคท่ีส าคญัมากเพราะท าให้มีอตัราการตายสูง อาจ
เกิดข้ึนทนัทีทนัใดหรือติดเช้ือภายหลงัจากเป็นอ่ืนมาก่อน การติดเช้ือมกัเกิดข้ึนกบัผูป่้วยท่ีมีระบบ
ภูมิคุม้กนับกพร่อง เช่น ป่วยเป็นไขห้วดัใหญ่ โรคหัดหรือผูป่้วยหลงัการผ่าตดั ซ่ึงผูป่้วยเหล่าน้ีมี
โอกาสเส่ียงในการติดเช้ือสูงกวา่คนปกติ อาการของโรคอาจเกิดข้ึนทนัทีท่ีติดเช้ือ จึงจดัวา่เป็นเช้ือ
ฉวยโอกาสในผูป่้วยท าใหมี้อตัราการตายสูง โดยท่ีการติดเช้ือจะท าให้เกิดการตายของเน้ือเยื่อ และฝี
จ านวนมากท่ีปอด (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2544)   
  3) โรคติดเช้ือของกระดูกและขอ้ (osteomyelitis) การติดเช้ือท่ีกระดูกมกัมีสาเหตุจากการ
ติดเช้ือในกระแสเลือด และเม่ือเช้ือเขา้ไปอยู่ในส่วนของไดอะไฟซิส (diaphysis) ของกระดูกยาว 
(long bones) จะท าให้เกิดการติดเช้ือรุนแรง และมีการสะสมของหนองบริเวณผิวของกระดูก เกิด
เป็นหนองใตเ้ยื่อหุ้มกระดูก (pyoarthrosis) ขอ้ต่อกระดูกท่ีมีหนองจากการติดเช้ือจะท าลายกระดูก
อ่อนของขอ้ต่อท าใหเ้กิดความพิการของขอ้ต่ออยา่งถาวร (Foster, 1996) 

4) โรคท่ีเกิดจากสารพิษ (toxins) เกิดจากสารพิษท่ีสร้างโดยเช้ือ S.aureus  เช่น ฮีโมลไลซิน 
(hemolysin) เป็นโปรตีนท่ีท าลายเซลล์เม็ดเลือดแดง และเกล็ดเลือด ท าให้เกิดการแตกตวัของเม็ด
เลือดแดง นอกจากน้ียงัพบว่าบางสายพนัธ์ุจะสร้างสารพิษ Panton-Valentine-Leukocidin (PVL) 
เป็นโปรตีนท่ีท าลายเซลล์เม็ดเลือดขาว ท าให้เกิดโรคปอดอกัเสบอย่างรุนแรง นอกจากน้ียงัสร้าง
สารพิษเอนเทอโรทอกซิน(Enterotoxin) เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษโดยท าให้ผูป่้วยมีอาการ
อาเจียน และทอ้งร่วงอย่างรุนแรง ในบางสายพนัธ์ุท าให้เกิดกลุ่มอาการ Toxic-Shock Syndrome 
โดยการสร้าง toxicshock syndrome toxin-1 (TSST-1) ท าให้มีไขสู้ง คล่ืนไส้อาเจียน ความดนัต ่า มี
ผืน่แดงตามตวั การท างานของไตลม้เหลว และเกิดอาการช็อค (Batzing, 2002) 

5) การติดเช้ือในกระแสเลือด และเยือ่บุหวัใจอกัเสบ (bacteremia and endocarditis) 
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     การติดเช้ือในกระแสเลือดอาจเกิดข้ึนจาการติดเช้ือเฉพาะท่ี เช่น ท่ีผวิหนงัทางเดินหายใจ
หรือทางเดินระบบปัสสาวะ และระบบสืบพนัธ์ุ มกัพบในคนท่ีเป็นโรคหวัใจ และหลอดเลือด ความ
ผิดปกติของเม็ดเลือดขาวแกรนูโลไซต์ (granulocyte) และภาวะภูมิคุม้กนับกพร่อง นอกจากน้ีส่ิง
แปลกปลอมท่ีเขา้สู่กระแสเลือด เช่น การสวนหวัใจ ก็เป็นสาเหตุใหเ้กิดภาวะติดเช้ือในกระแสเลือด 
(นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ, 2544)   
 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)  

เช้ือ S. aureus เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อโรคไดห้ลายรูปแบบทั้งการติดเช้ือเฉพาะท่ี การติดเช้ือ
ในอวยัวะต่างๆ และการติดเช้ือในกระแสเลือด ความรุนแรงของโรคมีตั้งแต่น้อยจนถึงรุนแรงมาก
จนส่งผลให้มีอตัราเจ็บป่วย และอตัราการเสียชีวิตท่ีสูง โดยทัว่ไปอาจแบ่งเช้ือ S. aureus ไดเ้ป็น 2 
กลุ่มคือ methicillin-sensitive Staphylococcus aureus หรือ MSSA จดัเป็นเช้ือท่ีไวต่อยา ยาท่ีใชรั้กษา
ล าดับแรกคือยากลุ่ม β-lactam โดยเฉพาะยา cloxacillin, cefazolin และเช้ืออีกกลุ่มหน่ึงคือ 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus หรือ MRSA ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีด้ือต่อยาทั้ งสองดังกล่าว
ขา้งตน้ และ Methicillin-resistat Staphylococcus aureus  (MRSA) เป็นเช้ือ S. aureus สายพนัธ์ุท่ีด้ือ
ต่อยา methicillin และยาในกลุ่ม β-lactam เกือบทั้งหมด และยงัด้ือต่อยาตา้นจุลชีพได้หลายกลุ่ม 
(Multiple drug resistant) เช่น Tetracycline, Sulfonamide และ Aminoglycoside เป็นตน้ (Yasmeen 
el tl, 2010; Kenneth, 2012)  

กลไกหลกัของการด้ือต่อยาของ MRSA จะอยู่ท่ี Penicillin-binding protein (PBP) ซ่ึงโดย
ปกติยา Methicillin จะจบักบั PBPs (PBP1, 2 และ 3) เพื่อท าลาย Cross-link peptidoglycan ซ่ึงเป็น
ส่ิงจ าเป็นในการสร้างผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย แต่ใน MRSA นั้นเช้ือจะมีการสร้าง PBP2a ท าให้ยา
ในกลุ่ม β-lactam ไม่สามารถออกฤทธ์ิท าลายเช้ือได ้ในการสร้างโปรตีน PBP2a นั้นจะถูกควบคุม
โดยยนี mecA งอยูบ่นโครโมโซมของ MRSA และมียนี mecI และ mecRI ควบคุมการท างานของยนี 
mecA อีกต่อหน่ึง (Stephens, 2008; Hiramatsu et al., 2000)  

ลกัษณะท่ีส าคญัอย่างหน่ึงของ MRSA คือ การด้ือยาแบบ Heterogeneous resistance คือ มี
เพียงบางเซลล์เท่านั้ นท่ีแสดงลักษณะการด้ือยา methiciแin และการด้ือยาแบบ Homogeneous 
resistance ซ่ึงเซลล์ทุกเซลล์ของ S. aureus จะมีการด้ือยาเหมือนกันหมดทุกเซลล์การด้ือยาใน
ลกัษณะน้ีถูกควบคุมโดยยนีท่ีมีช่ือวา่ยนี Factor essential for the expression of methicittine resistant 
(fem) โดยยีนจะสร้างโปรตีน ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมตาบอลิซึมของผนงัเซลล์และพบไดใ้น
ปริมาณมากในระหว่างท่ีเ ช้ือเจริญเต็มท่ี (Mehrotra et al., 2000) ยีน fem จะประกอบด้วยยีน
โครงสร้าง 4 ชนิด คือ femA, femB และ femD โดยยีน femA เป็นยีนท่ีมีความส าคญัท่ีสุดในการ
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แสดงออกของการด้ือยา methicillin ซ่ึงท างานร่วมกบัยีน mecA ท าให้เกิดการด้ือยา Methiciแin ใน
ระดบัสูง (Ryffet et al., 1994) นอกจากน้ียงัสามารถพบยนี femA ใน S. aureus ไดทุ้กสายพนัธ์ุ แมว้า่
เช้ือชนิดนั้นจะไม่มีการด้ือยา methicillin (MSSA) ดงันั้นจึงสามารถใชย้ีนชนิดน้ีในการจ าแนกสาย
พนัธ์ุ S. aureus ได้เช่นกัน (Mehrotra et al., 2000) และยงัสามารถจ าแนก MRSA ออกเป็นหลาย
ประเภทตามกลไกการด้ือต่อยา ดงัน้ี 
 1) True methicillin-resistant S. aureus (true MRSA) มีกลไกการด้ือต่อยาในกลุ่ม β-lactam 
นัน่คือโปรตีน PBP ท่ีบริเวณผนงัเซลลไ์ด้เปล่ียนแปลงเป็น PBP2a และยงัตรวจพบยีน mecA และมี
ค่า MIC ของ oxacillin ≥ 4 µg/ml 
 2) Borderline-resistant S. aureus (BORSA) เป็น S. aureus สายพนัธ์ุ ท่ีด้ือยา methicillin ใน
ระดบัต ่าคือมีค่า MIC ต่อยา oxacillin (0.5-8 µg/ml) แต่จะตรวจไม่พบยนี mecA  ซ่ึงกลไกการด้ือต่อ
ยาของเช้ือชนิดน้ีคือ มีการสังเคราะห์เอนไซม์ β-lactamase ออกมาในปริมาณท่ีสูงเพื่อย่อยสลาย
โครงสร้างของยา 
 3) Modified-resistant S. aureus (MORSA) เป็น S. aureus สายพนัธ์ุท่ีด้ือยา methicillin ใน
ระดบัต ่าเช่นเดียวกบัสายพนัธ์ุ BORSA (MIC ต่อยา oxacillin 0.5-8 µg/ml) และจะตรวจไม่พบยีน 
mecA เช่นกนั โดยกลไกการด้ือยาของเช้ือคือการเพิ่มจ านวนของ PBP ชนิดอ่ืนๆท่ีไม่ใช่ PBP2a  
ส่งผลใหผ้นงัเซลลห์นาข้ึนและยาไม่สามารถแทรกเขา้สู่เซลลข์องแบคทีเรียได ้
 4) Methicillin-aminoglycosides-resistant S. aureus (MARSA) เป็นเช้ือ S. aureus ท่ีสร้าง
เอนไซม์ aminoglycoside-modifying ชนิดท่ีเรียกว่า bifunctional enzyme โดยมีสังเคราะห์เอนไซม ์
ACC(6’) และ APH (2’’) ร่วมกบัมีการสร้างโปรตีน PBP2a  ท าให้เช้ือกลุ่มน้ีด้ือต่อยา methicillin 
และยากลุ่ม aminoglycoside  (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, 2555; Wilailuckana, 2005) 
 นอกจากน้ี MRSA บางสายพนัธ์ุยงัด้ือต่อยาได้หลายชนิดร่วมด้วย (multidrug resistance) 
แต่จะไวต่อยาอ่ืนๆ บางชนิด เช่น vancomycin  ซ่ึงเป็นยาหลกัท่ีใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรีย
แกรมบวกท่ีด้ือต่อยารวมทั้ง MRSA โดยในปีคศ. 1996  พบเช้ือ MRSA ท่ีด้ือต่อยา vancomycin ใน
ระดับปานกลางหรือ vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (VISA) เป็นคร้ังแรกใน
ประเทศญ่ีปุ่น (Hiramatsu, 1998) ต่อมาในปี 2002 มีรายงานถึงการตรวจพบเช้ือ MRSA ท่ีด้ือต่อยา 
vancomycin ใ น ร ะ ดั บ สู ง  ห รื อ  vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (VRSA) ใ น
สหรัฐอเมริกา (CDC, 2002) และในปัจจุบนัเช้ือเร่ิมท่ีจะด้ือต่อยาชนิดน้ีเพิ่มข้ึน จึงมียาทางเลือกใหม่
ท่ีใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือ MRSA เช่น linezolid, daptomycin, quinupristin/dalfopristin (Synercid) 
และ tigecycline ซ่ึงจะเป็นยาทางเลือกในผูป่้วยท่ีไม่สามารถใชย้า vancomycin  รวมทั้งอาจพิจารณา
เป็นยาหลักส าหรับผู ้ป่วยติดเช้ือ MRSA ท่ีล้มเหลวหรือไม่ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา 
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vancomycin จากข้อมูลน้ีแสดงให้เห็นว่าเช้ือก่อโรคชนิดน้ีได้พฒันาจนกลายเป็นเช้ือก่อโรคใน
โรงพยาบาลท่ีรักษาไดย้ากอีกชนิดหน่ึง (ธีระพงษ ์มนตม์ธุรพจน์, 2558) 
 

ระบาดวทิยาของเช้ือ MRSA 
     ในปี คศ. 1961 เป็นคร้ังแรกท่ีตรวจพบเช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยา methicillin โดยแยกไดจ้าก
ผูป่้วยในประเทศอังกฤษ การติดเช้ือ MRSA ส่วนใหญ่จะเกิดข้ึนในโรงพยาบาล (nosocomial 
infection) หรือเรียกสายพนัธ์ุเหล่าน้ีว่า Hospital-Associated MRSA (HA-MRSA) (Eriksen, 1961; 
Enright, 2002) ในปัจจุบนัมีรายงานถึงเช้ือสายพนัธ์ุ HA-MRSA ไดร้ะบาดอยูใ่นโรงพยาบาลทัว่โลก  
(ภาพท่ี 2) มีรายงานวา่เช้ือ HA-MRSA มากกวา่ร้อยละ 50 ระบาดในประเทศของทวีปอเมริกาเหนือ 
อเมริกาใต้ และเอเชีย มีรายงานการระบาดในอตัราปานกลาง (ร้อยละ 25ระบาดวิทยาของเช้ือ 
MRSA-50) ในประเทศจีน ออสเตรเลีย แอฟริกา ปากีสถาน และบางประเทศในทวีปยุโรป เช่น 
โปรตุเกส (ร้อยละ 49) อิตาลี (ร้อยละ 37) และโรมาเนีย (ร้อยละ 34) (Heijer, 2013; Ullah et al., 
2016) นอกจากน้ียงัมีรายงานถึงการระบาดของเช้ือ HA-MRSA อตัราสูงในทวีปเอเชีย โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งประเทศ ศรีลงักา (ร้อยละ 86.5) เกาหลีใต ้(ร้อยละ 77.6) เวียดนาม (ร้อยละ 74.1) ไตห้วนั 
(ร้อยละ 65) ฮ่องกง (ร้อยละ 56.8) รวมถึงประเทศไทย (ร้อยละ 57) (Chambers et al., 2009; 
Grundmann et al., 2010; Mejia et al., 2010) นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ MRSA สามารถด้ือต่อยาตา้น
จุลชีพ ซ่ึงภายในระยะเวลามากกว่า 10 ปีท่ีผ่านมาได้ก่อปัญหาทางสาธารณสุขไปทัว่โลก และมี
แนวโน้มจะเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ (John and Harvin, 2007) เช้ือสายพนัธ์ุ MRSA นอกจากจะด้ือต่อยา 
methicillin และยาในกลุ่ม β-lactam ทั้งหมดแลว้ยงัสามารถด้ือต่อยาในกลุ่มอ่ืนๆไดอี้กหลายชนิด
อีกดว้ย ในปัจจุบนัเช้ือ MRSA ท่ีระบาดในประเทศแถบเอเชียจะมีอตัราการด้ือในระดบัสูงต่อยา 
oxacillin (ร้อยละ 82.1) ciprofloxacin (ร้อยละ 78.2) clindamycin (ร้อยละ 64.2), erythromycin (ร้อย
ละ 76.5) และ tetracycline (ร้อยละ 70.9) (Cheol-In Kang and Jae-Hoon Song, 2013)  ขณะท่ี Zhoa 
และคณะ (2012) ไดร้ายงานวา่ในประเทศจีนรายงานวา่เช้ือ S. aureus มีอตัราความไวในระดบัสูงต่อ
ยา chloramphenicol (ร้อยละ 93.2) และtrimetthoprim-sulfamethoxazole (ร้อยละ 93.2 ) แต่มีอตัรา
ความไวในระดับปานกลางต่อยาก ลุ่ม  flouroquinolone (ร้อยละ 45-50) (Zhoa et al., 2012) 
นอกจากน้ีมีรายงานจากทัว่โลกถึงเช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยา vancomycin ในระดบัปานกลาง (VISA) 
และในระดบัสูง (VRSA) ในประเทศญ่ีปุ่น อินเดีย, เกาหลี ฮ่องกง สเปน กรีซ เยอรมนี อิตาลี และส
หราชอาณาจกัร (Loomba et al., 2010 ) รวมถึงประเทศไทย (Trakulsomboon et al., 2001) ดว้ยเหตุ
น้ีจึงท าใหเ้กิดความลม้เหลวจากการรักษาดว้ยยา vancomycin เพิ่มสูงข้ึน อยา่งไรก็ตาม Chitnis และ
คณะ (2013) ไดร้ายงานวา่เช้ือ MRSA และ VRSA ท่ีแยกจากโรงพยาบาลในประเทศอินเดียวมีความ
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ไวต่อยา daptomycin และ linezolid ร้อยละ 100  (Chitnis et al., 2013) นอกจากน้ีจากขอ้มูลการศึกษา
ของ US global surveillance ยงัรายงานวา่เช้ือ S. aureus มีความไวต่อยา linezolid มากกวา่ร้อยละ 99 
(Gu et al., 2012) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ทีม่า  Stefani S., Chung D.R., Lindsay J.A., Friedrich A.W., Kearns A.M., Westh H., (2012). 

Meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA): global epidemiology and 
harmonisation of typing methods. International Journal of Antimicrobial Agents, 39: 
p 273-282 

 
การดือ้ต่อยาต้านจุลชีพและการรักษาโรคติดเช้ือ S. aureus 
  การด้ือยาตา้นจุลชีพ (Antimicrobial Resistance, AMR) มีสาเหตุมาจากพฤติกรรมการใชย้า
ปฏิชีวนะอยา่งไม่เหมาะสมของผูป่้วยโดยเกิดจากการรับประทานยาไม่ครบตามขนาดท่ีเหมาะสม 
ยาขนาดท่ีแรงเกินไปจะส่งผลให้เช้ือโรคด้ือยาอย่างรวดเร็วข้ึน (ศูนยเ์ฝ้าระวงัเช้ือด้ือยาตา้นจุลชีพ
แห่งชาติ, 2555) ส่งผลใหเ้ช้ือมีการปรับตวัหรือกลายพนัธ์ุเพื่อป้องกนัไม่ใหถู้กท าลาย และจะพฒันา
กลายเป็นเช้ือด้ือยาในท่ีสุด (ขวญัตา กลา้การนา, 2550) อยา่งไรก็ตาม ยงัพบวา่กระบวนการถ่ายโอน
ยีน (Horizontal Transfer Gene) ด้ือยาตา้นจุลชีพก็มีส่วนท าให้เช้ือ S. aureus ด้ือต่อยาไดห้ลายชนิด 
โดยคาดว่าสาเหตุอาจเกิดจาก 1) กระบวนการ transfomation เป็นการขนถ่ายยีนด้ือยาจากตวัให้ 
(donor)ไปยงัตวัรับ (receive) ไดค้ราวละ 1-2 ยีน โดยยีนด้ือยาจะอยู่ในลกัษณะท่ีไม่มีอะไรห่อหุ้ม 

ภาพที ่2 ความชุกของ  Hospital-Associated Methicillin-resistant S. aureus 
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(naked DNA) กระบวนการน้ีสามารถเกิดไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบ แต่ตอ้งมีลกัษณะ
พนัธุกรรมท่ีคล้ายคลึงกนั โดยอยู่ในสกุลเดียวกนัหรือใกล้เคียงกนั 2) กระบวนการ transduction 
เป็นการขนถ่ายยนีด้ือยาท่ีอยูใ่นรูปของฟาจ (phage) และอาศยัไวรัสเป็นตวัพา และ 3) กระบวนการ 
conjugation เป็นการขนถ่ายยนีด้ือยาในรูปของ R-plasmid ผา่นพิไล (pili) เป็นตวัเช่ือมระหวา่งเซลล์
ทั้ งสอง และภายใน R-plasmid จะประกอบด้วยยีนด้ือยา 1-10 ชนิด หรือมากกว่า ซ่ึงยีนเหล่าน้ี
สามารถถูกขนถ่ายไปยงัตวัรับในเวลาเดียวกนัได ้(มาลิน จุลศิริ, 2532; Wongdindam, 2007) ส าหรับ
ยาตา้นจุลชีพท่ีใชใ้นการรักษาโรคติดเช้ือ S. aureus  และกลไกการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพท่ีเกิดจากยีน
ด้ือยา (ภทัรชยั กีรติสิน, 2549; มาลิน จุลศิริ, 2532; Reygaert, 2013 และ Slade et al., 2009) หลกัๆมี
ดงัน้ี 

 β-lactam  
 Penicillin   
 เป็นยากลุ่ม β -lactam ท่ีใชรั้กษาโรคติดเช้ือ S. aureus ในช่วงแรกๆ มีโครงสร้าง

หลกัคือ 6-aminopenicillanic  ซ่ึงประกอบดว้ย β -lactam ring เช่ือมต่อกบั thiazolidine ring โดยจะ
เขา้จบักบัเอนไซม ์carboxypeptidase และ transpeptidase หรือเรียกเอนไซมใ์นกลุ่มน้ีวา่ penicillin-
binding proteins (PBP) ตวัยาจะจบักบับริเวณ active site ของ PBPs ส่งผลใหย้บัย ั้งการออกฤทธ์ิของ
เอนไซมส่์งผลใหแ้บคทีเรียหยดุการสร้างผนงัเซลลแ์ละตายในท่ีสุด   
กลไกการด้ือต่อยา penicillin คือ เช้ือจะสร้างเอนไซม ์penicillinase (β –lactamases) เป็นเอนไซมใ์น
กลุ่ม serine peptidase ซ่ึงจะออกฤทธ์ิท่ีต าแหน่งท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน serine คือต าแหน่ง  β –
lactams ring มีผลท าให้เกิดการแยกพนัธะ amide ของ β –lactams ring เรียกผลผลิตท่ีเกิดข้ึนน้ีว่า 
penicilloyl ซ่ึงจะเช่ือมต่อกบักรดอะมิโน serine ท่ีต าแหน่งท่ีออกฤทธ์ิของเอนไซม ์penicillinase ท า
ให้เกิดสารก่ึงกลาง acylenzyme intermediate และต่อมาจะท าปฏิกิริยากบัน ้ าท าให้เกิดการแตกตวั 
และปล่อย penicilloyl ออกมา ส่งผลใหย้าไม่สามารถออกฤทธ์ิได ้โดยกลไกการด้ือต่อยาชนิดน้ีจะมี
ยีน blaI และ blaR1 ควบคุมการออกฤทธ์ิยีน blaZ ในการสร้างเอนไซม ์penicillinase ยีนเหล่าน้ีจะ
อยูใ่นทรานสโพซอน Tn552 (Tn552-like transposon) หรืออยูบ่นพลาสมิด (ภทัรชยั กีรติสิน, 2549) 
 

  Penicillinase-resistant penicillin 
    เป็นยา penicillin ก่ึงสังเคราะห์ (Semi-synthetic penicillins) เช่น  methicillin, 
oxacillin และ ampicillin มีโครงสร้างยาท่ีเหมือนกับยา penicillin (β-lactam ring) แต่ยากลุ่มน้ี
สามารถทนต่อการถูกท าลายโดยเอนไซม ์penicillinase จึงเรียกในกลุ่มน้ีว่า Penicillinase-resistant 
penicillin โดยตวัยาจะจบักบับริเวณ active site ของ PBPs และจะยบัย ั้งเอนไซมท่ี์จ าเป็นส าหรับการ
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สังเคราะห์ผนงัเซลล์รวมทั้งเอนไซม ์carboxypeptidase และ transpeptidase ส่งผลให้แบคทีเรียหยดุ
การสร้างผนงัเซลลแ์ละตายในท่ีสุด   
  โครโมโซมของ MRSA จะมีส่วนพนัธุกรรมเคล่ือนท่ีท่ีเรียกว่า SCCmec ซ่ึงใน
ส่วนพนัธุกรรมน้ีจะประกอบดว้ยยีน mecR1 และ mecl ท าหนา้ท่ีควบคุมยีน mecA ให้สร้างโปรตีน 
PBP2a ซ่ึงโดยปกติเช้ือ S. aureus จะมี PBP เกาะอยู่ท่ีผนงัเซลล์ และเป็นส่วนท่ียาจะเขา้ไปจบัเพื่อ
ยบัย ั้งการสร้างผนังเซลล์ แต่เช้ือ S. aureus ท่ีมียีน mecA จะสร้างโปรตีน PBP2a ข้ึนมาแทนท่ี
โครงสร้าง PBP ส่งผลใหย้าไม่สามารถออกฤทธ์ิได ้การสร้างโปรตีน PBP2a เกิดจากการกระตุน้ซ่ึง
เกิดข้ึนไดจ้ากหลายปัจจยั เช่น ความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ และยีน mecl และ mecR1 จะถูกกระตุน้
เม่ือเช้ือได้สัมผสักบัยาโดยจะควบคุมให้ยีน mecA สร้างโปรตีน PBP2a (Brown Derek and Peter 
Retnold, 1980) 
 

 Glycopeptide 
 ยาในกลุ่ม glycopeptide ท่ีส าคญัไดแ้ก่ vancomycin และ teicoplanin ยาจะออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียโดยจับเข้ากับส่วนของ D-alanine-D-alanine ซ่ึงเป็นส่วนประกอบในการสร้าง 
peptidoglycan ท าให้ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์tranglycosylase ในการน าโมเลกุลตน้ก าเนิดไป
สร้างสาน peptidoglycan ส่งผลใหเ้ช้ือไม่สามารถสร้างผนงัเซลลไ์ด ้ 

การด้ือต่อยา vancomycin ในเช้ือ S. aureus จะมีกลไกการด้ือต่อยาท่ีแตกต่างกนั 2 แบบคือ 
Vacomycin Intermediate Staphylococcus aureus:VISAแลVacomycin Resistance Staphylococcus 
aureus:VRSA กลไกการด้ือต่อยาของ VISA คือเช้ือจะจะท าใหโ้ครงสร้างของ D-alanine-D-alanine 
เพิ่มจ านวนข้ึนส่งผลให้ผนงัเซลล์ของแบคทีเรียหนาข้ึน และท าให้ยาไม่สามารถเขา้ไปในตวัเซลล์
ได ้และยีนท่ีควบคุมการ แสดงออกของการด้ือต่อยายงัไม่ทราบแน่ชดั (Reygaert, 2013)  ส่วนสาย
พนัธ์ุ VRSA จะเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างโมเลกุลต้นก าเนิดของ peptidoglycan ท่ีเรียกว่า 
depsipeptide peptidoglycan ท่ีประกอบด้วย D-alanine-D-lactase  ให้แทนท่ีส่วน D-alanine-D-
alanine ส่งผลให้ยา vancomycin ไม่สามารถจบักบัเป้าหมายท่ีเปล่ียนไปได ้และยีนท่ีควบคุมการด้ือ
ต่อยาน้ีคือยีน vanA อยู่บนทรานโพซอน Tn1546 โดยมีคุณสมบติัเป็นเอนไซม์ ligase ท าหน้าท่ี
เช่ือมต่อโมเลกุล D-alanine และ D-lactase  ให้กลายเป็น D-alanine-D-lactase  โดยสันนิษฐานว่า
ไดรั้บยีนน้ีมาจากเช้ือ Enterococcus spp. (Vacomycin Resistance Enterococci, VRE)  (Slade et al., 
2009) 
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Aminoglycoside  
 ย าก ลุ่ม  Aminoglycoside ได้แ ก่  Gentamicin, Amikacin, Kanamycin และ  Tobramicin 
โครงสร้างของยาประกอบดว้ยหมู่ amino sugar หรือ non-amino sugar อยา่งนอ้ย 2 หมู่ เช่ือมต่อกบั 
aminocyclitol ring ดว้ยพนัธะ glycosidic กลไกการออกฤทธ์ิคือยบัย ั้งการสร้างโปรตีนไรโบโซมท่ี
หน่วยย่อย 30S (30S ribosomal subunit) ส่งผลให้ไรโบโซมท างานผิดปกติ เซลล์ไม่สามารถสร้าง
โปรตีนไดแ้ละตายในท่ีสุด โดยปกติจะประกอบดว้ยอะตอมท่ีมี 2 ประจุ เช่น แมกนีเซียม (Mg2+) 
และแคลเซียม (Ca2+) ดงันั้นยากลุ่ม aminoglycoside เป็นยาท่ีมีประจุบวกจะเขา้จบักบัโมเลกุลท่ีมี
ประจุลบในชั้นผนงัเซลล ์มีผลใหย้ามีอตัราการซึมผา่นเขา้สู่เซลลเ์พิ่มข้ึน  
 กลไกการด้ือต่อยาในกลุ่ม aminoglycoside ในเช้ือ S. aureus จะมีการสร้างเอนไซม์ 
Aminoglycoside-Modifying Enzymes (AMEs) ท าหน้าท่ีเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยา โดยการ
เปล่ียนหมู่ acetyl ส่งผลให้ยาไม่สามารถจบักบัไรโบโซม 30S ไดห้รือจบัไดน้อ้ยลง เอนไซม ์AME 
แบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มคือ Aminoglycoside Acetyltransferases (AACs) ออกฤทธ์ิโดยการท า
ปฏิกิริยา acetylation กบัหมู่ (-NH2) ของยา, Aminoglycoside Phosphotransferases (APHs) ออกฤทธ์ิ
โดยการท าปฏิ กิ ริยา  phosphorylation  กับหมู่  hydroxyl (-OH) ของยา  และ Aminoglycoside 
Adenyltransferases (AADs) หรือ Aminoglycoside Nucleotidyltransferases (ANTs) ออกฤทธ์ิโดย
การท าปฏิกิริยา adenylation  กบัหมู่ hydroxyl (-OH) ของยา 
 เอนไซม์ AMEs ท่ีพบไดใ้นเช้ือมียีนท่ี S. aureus ส่วนใหญ่จะสร้างเอนไซม์ท่ีมีคุณสมบติั
ของเอนไซม์ 2 ชนิดร่วมกนัเรียกว่า bifunctional enzyme และมียีนท่ีควบคุมกลไกการออกฤทธ์ิท่ี
แตกต่างกนั ไดแ้ก่ 

1)  AAC ( 6′) / APH( 2′′)  ส่ ง ผ ล ใ ห้ เ ช้ื อ ด้ื อ ต่ อ ย า  Gentamicin, Kanamycin, 
Tobramycin, Amikacin และ Netilmicin  ส่วนยีนท่ีควบคุมการออกฤทธ์ิคือ  aac (6 ′)/aph(2 ′′) ซ่ึง
จะอยูจ่บักบัส่วนประกอบ IS256 ในทรานโพซอน Tn4001 หรืออยูบ่นโครโมโซม 

2) APH(3′)-III ส่งผลใหเ้ช้ือด้ือต่อยา Kanamycin และ Amikacin ส่วนยนีท่ี
ควบคุมการออกฤทธ์ิ คือ aph(3′)-IIIa (aphA)  

3) ANT(4′,4′′)-I ส่งผลให้เช้ือด้ือต่อยา Neomycin, Kanamycin, Tobramycin และ 
Amikacin ส่วนยนีท่ีควบคุมการออกฤทธ์ิคือ ant (4′,4′′) (aadD)  (Fatholahzadeh et al., 2009) 

Tetracycline  
ยากลุ่ม tetracycline ไดแ้ก่ tetracycline, doxycycline และ minocycline มีโครงสร้างพื้นฐาน

คือวงแหวน  hydronaphthacene  กลไกการออกฤทธ์ิคือ ยาจะเขา้สู่เซลล์และจบักบัไรโบโซม 30S 
ส่งผลให้ tRNA ไม่สามารถรวมตวักบัไรโบโซม เน่ืองจาก tRNA เป็นพาหะน ากรดอะมิโนเขา้มา
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เพื่อรวมตวัส าหรับสร้างสายโปรตีนในระหวา่งขั้นตอนการแปลรหสั ดงันั้นยากลุ่มน้ีจึงมีผลขดัขวาง
กระบวนการสร้างโปรตีนและการจบัตวักบัไรโบโซมชั่วคราว ส่งผลให้ไม่สามารถสังเคราะห์
โปรตีนได ้
 กลไกการด้ือต่อยากลุ่ม Tetracycline ในเช้ือ S. aureus แบ่งไดเ้ป็น 2 แบบ 
  1) ขดัขวางการออกฤทธ์ิของยาดว้ยวธีิ ribosome protection protien (RPP) โดยการ
สร้างโปรตีน Tet(M) และ Tet(O) เพื่อป้องกนัไม่ให้ยาออกฤทธ์ิหรือเขา้จบักบัต าแหน่งของบนไร
โบโซม และยนีท่ีควบคุมการออกฤทธ์ิของโปรตีน 2 ชนิดน้ีคือ ยนี tetM และ tetO ตามล าดบั  
                        2) ขบัยาออกนอกเซลล์ด้วยวิธี efflux เป็นขบวนการขบัยาออกจากเซลล์โดยอาศยั
พลงังาน โดยอาศยัการท างานของโปรตีน tet(K) และ tet(L) ในชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ ซ่ึงมียีน tetK และ 
tetL ท่ีควบคุมการสร้างโปรตีน โดยส่วนใหญ่จะพบการแสดงออกของยีน tetK มากกว่า และ
ต าแหน่งของยนีเหล่าน้ีจะอยูบ่นพลาสมิด pT181  
 

Macrolide, Lincosamide, Streptogramin (MLS)  
ย าก ลุ่ม  Macrolide ได้แ ก่  Erythromycin และ  oleandomycin มีโครงส ร้างพื้ นฐาน คือ 

macrocyclic lactone ring เช่ือมต่อกบัโมเลกุลน ้ าตาล desosamine และ cladinose  ออกฤทธ์ิโดยการ
จบัตวัชั่วคราวกบัส่วนของ 23S rRNA ซ่ึงเป็นส่วนประกอบย่อยของ 50S ไรโบโซม ท าให้ยบัย ั้ง
กระบวนการ elongation ในระหวา่งการสร้างสายโปรตีน  

ยากลุ่ม Licosamide ได้แก่ clindamycin และ lincomycin มีโครงสร้างหลักประกอบด้วย 
กรดอะมิโนเช่ือมต่อกับกลุ่ม amino sugar กลไกออกฤทธ์ิคล้ายกับกลุ่ม Macrolide คือยบัย ั้งการ
สร้างสายโปรตีน  
  ยากลุ่ม Streptogramin เป็นสารก่ึงสังเคราะห์ แบ่งไดเ้ป็น  2 กลุ่มท่ีมีโครงสร้างท่ีแตกต่าง
กันคือ streptogramin A มีโครงสร้างหลักคือ polyunsaturated macrolactone ยาในกลุ่มน้ีได้แก่ 
pristinamycin IIA (quinupristin) และ  pristinamycin IIB  (dalfopristin) และ   streptogramin B มี
โครงสร้างหลกัคือ cyclic hexadepsipeptide ยาในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ pristinamycin IIAและ pristinamycin 
IIc  ยาท่ีนิยมใช้ในปัจจุบนัคือ quinupristin/dalfopristin ซ่ึงออกฤทธ์ิเสริมกนัในการยบัย ั้งการสร้าง
โปรตีน ซ่ึงยาสามารถผ่านชั้นผนงัเซลล์ไดโ้ดยกระบวนการ passive diffusion และเขา้จบัตวัถาวร
กบัส่วนประกอบยอ่ยของ 50S ไรโบโซม     

กลไกการด้ือต่อยาของกลุ่มยา MLS และยีนด้ือยากลุ่มน้ีท่ีพบในเช้ือ S. aureus คือ ermA 
ermB ermC โดยยีน ermA นอกจากจะท าให้เช้ือด้ือต่อยากลุ่ม MLS  แลว้ยงัท าหนา้ท่ีร่วมกบัยนี spc 
ท าให้เกิดการด้ือต่อยา spectinomycin เน่ืองจากทั้ง 2 ยีนอยู่ในทรานโพซอน Tn554 ร่วมกัน ยีน 
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ermB ถูกพบอยู่ในทรานโพซอน Tn 551 บนพลาสมิด pl228 และยีน ermC จะอยู่บนพลาสมิด 
pE194 ซ่ึงเป็นพลาสมิดขนาดเล็กท่ีเรียกวา่ small multicopy plasmid ทั้ง 3 ยนีจะมีกลไกการด้ือยาใน
กลุ่ม MLS ท่ีใกล้เคียงกัน โดยการสร้างเอนไซม์ rRNA methylase ท าหน้าท่ีเติมหมู่  methyl ท่ี
ต าแหน่งจ าเพาะของ 23S rRNA มีผลส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงเป้าหมายของยา ส่งผลใหย้าไม่
สามารถหาต าแหน่งท่ีจะออกฤทธ์ิได ้ 

กลไกด้ือต่อยาของยากลุ่มน้ีอีกแบบ คือ สร้างโปรตีนท่ีสามารถขบัยาออกนอกเซลลด์ว้ยวิธี 
efflux และยีนท่ีควบคุมกลไกน้ีคือยีน msrA ซ่ึงส่วนใหญ่กลไกด้ือยาน้ีมกัจะเกิดข้ึนในกลุ่มยา 
macrolide และ streptogramin B (Piatkowska et al., 2012)  
 

 Chloramphenicol  
chloramphenicol มีกลไกออกฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย โดยยาจะจับตัวชั่วคราวกับเอนไซม์ 

peptidyltransferase ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ 50S ribosomal โดยเอนไซม์ดงักล่าวท าหน้าท่ีสร้าง
พนัธะเปปไทด์ระหว่างเกิดขบวนการ transpeptidation ในการสร้างสายโปรตีนและส่งผลให้เช้ือ
หยดุการสังเคราะห์โปรตีน 

กลไกการด้ือต่อยากลุ่มน้ีส่วนใหญ่จะเกิดจากยีน cat  ท่ีอยูบ่นพลาสมิด pC221 โดยจะสร้าง
เอนไซม ์chloramphenicol acetyltransferase (CAT) โดย การเติมหมู่ acyl ซ่ึงไดม้าจาก coenzyme A 
เขา้ไปในโครงสร้างของยาในต าแหน่งของหมู่ hydroxyl โดยขบวนการ acetylation มีผลส่งผลใหย้า
ไม่สามารถเขา้จบักบัไรโบโซม 50S  (Shaw and Brodsky, 1968) 
 

Fluoroquinolone 
ยากลุ่มน้ีเกิดจากการดัดแปลงโครงสร้างของยา  nalixidic acid และยาในกลุ่มน้ี ได้แก่ 

ciprofloxacin, norfloxacin, sparfloxacin และ ofloxacin มีกลไกการออกฤทธ์ิคือ ยบัย ั้ งเอนไซม์ 
DNA gyrase และ topoisomerase IV ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ี เ ก่ียวข้องกับการแบ่งตัวของ DNA ใน
แบคทีเรีย  

DNA gyrase เป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีคลายตวัสาย DNA เพื่อให้เซลล์สร้างโครโมโซมชุด
ใหม่ ในระหวา่งการแบ่งตวั เป้าหมายของยากลุ่มน้ี คือ หน่วยยอ่ย A (GyrA) และ B (GyrB) ควบคุม
การสร้างโดยยีน gryA และ gryB ตามล าดบั ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ DNA gyrase ท าหน้าท่ีใน
ขบวนการ replication และ transcription โดยยาจะยบัย ั้งขั้นตอนท่ีเอนไซม์จบัตวัอยู่กบัสาย DNA 
ส่งผลให ้DNA ไม่สามารถเกิดการแบ่งตวั  
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topoisomerase IV ท าหนา้ท่ีแยกโครโมโซมลูกทั้ง 2 โครโมโซมภายหลงัจากการแบ่งตวัของ 
DNA แลว้ เอนไซมน้ี์มีโครงสร้างประกอบดว้ยหน่วยยอ่ย A (GrlA) และ B (GrlB) ควบคุมการสร้าง
โดยยนี grlA และยนี grlB ส่วนเป้าหมายของยาในการยบัย ั้งเอนไซมช์นิดน้ี ยงัไม่ทราบชดัเจน 
กลไกการด้ือต่อยาในกลุ่มน้ี แบ่งได ้2 กลไก คือ 
     1) เกิดการกลายพนัธ์ุของยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์DNA gyrase และ
topoisomerase IV  ส่งผลใหโ้ครงสร้างเอนไซมเ์กิดการเปล่ียนแปลง ส่งผลใหไ้ม่สามารถจบักบั
ต าแหน่งเป้าหมายได ้ส่วนใหญ่เกิดจากการกลายพนัธ์ุของยนี gyrA (DNA gyrase) และอาจพบการ
กลายพนัธ์ุของยนี grlA ร่วมดว้ย 
     2) การขบัยาออกนอกเซลล์ดว้ยวธีิ efflux เกิดจากการกลายพนัธ์ุของยนี norA ท่ี
ควบคุมการสร้างระบบ efflux (Nakamura, 1997; Rasha et al., 2012) 
 

 Rifampin 
จัดเป็นยาในกลุ่ม rifamycin เป็นยาก่ึงสังเคราะห์โดยมีโครงสร้างเป็น chromophoric 

naphthoquinonone ห รื อ  naphthohydroquinonone ring ย า ช นิ ด น้ี มี ฤ ท ธ์ิ ฆ่ า เ ช้ื อ แ บ ค ที เ รี ย 
(bactericidal) แกรมบวกได้หลายชนิดรวมถึงเช้ือสายพนัธ์ุ MRSA โดยมีกลไกเข้าจบัตัวกับ β-
subunit ของเอนไซม ์RNA polymerase และยบัย ั้งการท าหนา้ท่ีของเอนไซมใ์นการสร้างสาย mRNA 
ในระหวา่งขบวนการถอดรหสั ท าใหก้ารท าหนา้ท่ีของเซลลผ์ดิปกติและเช้ือจะตายลง 
 กลไกการด้ือยา Rifampin ท่ีส าคญัคือยนี  rpoB ท่ีอยูบ่นพลาสมิด RN4220 เกิดจากการ
กลายพนัธ์ุท่ีบริเวณ resistance-determining (Rif) ซ่ึงจะท าหนา้ท่ียบัยงัการสร้างเอนไซม ์RNA 
polymerase ท าใหย้าไม่สามารถเขา้จบัตวัได ้(Damon et al., 1998) 
  

  Linezolid 
 เป็นยาในกลุ่ม oxazolidinone จดัเป็นยาสังเคราะห์ มีกลไกออกฤทธ์ิโดยการสร้างโปรตีน
ไปขดัขวางการเขา้รวมตวัของหน่วยยอ่ย 30S ribosomal กบัสาย mRNA ในขั้นตอนการแปลรหสั ยา
มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกส่วนใหญ่รวมถึงเช้ือสายพนัธ์ุ MRSA   
 กลไกการด้ือยา linezolid ยงัไม่เป็นทราบแน่ชดั สันนิษฐานวา่เกิดมาจากการกลายพนัธ์ุของ
ยีน cfr ท่ีอยู่บนพลาสมิด pSCFS7 ซ่ึงท าให้เกิดการสร้างเอนไซม์ Cfr methyltransferase ส่งผลให้
เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างยาในส่วนท่ีจบักบั 50S peptidyl transferase center (PTC) ท าให้ยา
ไม่สามารถหาเป้าหมายในการเขา้จบัได ้(Locke et al., 2014) 
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Sulfonamide และ Trimethoprim 
ยากลุ่ม sulfonamide เกิดจากดดัแปลงโครงสร้าง sulfanilamide และท่ีนิยมใช้กนัในปัจจุบนั

คือ Sulfamethoxazole (SMX) โดยใช้ร่วมกบัยา Trimethoprim (TMP) หรือ Co-trimoxazole กลไก
การออกฤทธ์ิคือรบกวนการสังเคราะห์กรดโฟลิกท่ีใชใ้นการสร้างกรดนิวคลีอิกของแบคทีเรีย โดย
กลุ่มยา Sulfonamide มีสูตรโครงสร้างท่ีคลา้ย Para-aminobenzoic acid (PABA) ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้
ในการสร้างกรดโฟลิก ในภาวะปกติ PABA จะท าปฏิกิริยากบัเอนไซม ์Dihydropteroate synthetase 
(DHPS) ไดเ้ป็นสาร Dihydropteroate (DHP) ซ่ึงจะถูกเปล่ียนต่อไปเป็น Dihydrofolate (DHF) และ 
Tetrahydrofolate (THF) ตามล าดับ สาร T กลไกการออกฤทธ์ิของยา sulfonamide จะเข้าแทนท่ี 
PABA และท าปฏิกิริยากับ DHPS ส่งผลให้ย ับย ั้ งการสร้าง DHP ส่วนยา Trimethoprim จะมี
โครงสร้างคล้ายกรดนิวคลีอิกชนิด pyrimidine และออกฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์ Dihydofolate (DHF) 
ส่งผลยบัย ั้งการเปล่ียน DHF เป็น THF ดังนั้นยาทั้ง 2 ชนิดจึงออกฤทธ์ิเสริมกันยบัย ั้งการสร้าง
กรดโฟลิก 

กลไกการด้ือต่อยา  sulfamethoxazole เกิดจากการกลายพนัธ์ุของยีน dhps ท่ีควบคุมการออก
ฤทธ์ิของเอนไซม ์DHPS มีผลส่งผลใหต้วัยาจบักบั PABA ไม่ไดห้รือจบัไดน้อ้ยลง และกลไกด้ือต่อ
ยา Trimethoprim  เกิดการกลายพนัธ์ุของยีน dfrA ท่ีอยูบ่นพลาสมิด pSK1โดยจะควบคุมการสร้าง
เอนไซม ์DHFR มีผลส่งผลใหย้าไม่สามารถจบักบั DHFR หรือจบัไดน้อ้ยลง (Young et al., 1987) 
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ตารางที ่1 ยนีควบคุมกลไกการต่อการด้ือยาต่างๆของ S. aureus 
 

Antimicrobial agent Product and Mechanism of resistance Gene Gene location 

β-lactam 
      Peniciilin 
      Methicillin 
      Oxacillin 

 
- β-lactamase; hydrolysis of β-lactam ring  
- Penicillin-binding protein  (PBP2a); Low-affinity PBP 

 
blaZ 
mecA 

 
Tn552 Transposon, 
SCCmec element 
Plasmid 

Glycopeptide  
     Vancomycin 

-VISA D-alanine-D-alanine; cell wall thicken 
-VRSA, D-ala-D-lac ligase; modified target 

unknown 
vanA 

 
Tn1546 Transposon 

Aminoglycoside 
      Gentamicin 
      Kanamycin 
      Amikasin 

-Aminoglycoside-Modifying enzymes (AMEs) 
AAC(6’)/APH(2”)  
APH(3’)-III                        bifunctional enzyme  
ANT(4’,”4)-I                      of drug inactivation             

 
aac (6 ′)/aph(2 ′′) 
aph(3’)-IIIa (aphA) 
ant(4’,4”) (aadD) 

 
Plasmid and 
Chromosome  

Co-trimoxazole 
    Trimethoprim 
    Sulfamethoxazole 

Target enzyme modification 
-S1 Dihydrofolate reductase;  reduced affinity  
-pABA to bind but has greatly reduced binding of 
sulfamethoxazole 

 
dfrA 
dhps 

 
Chromosome 

Macrolide-
Lincosamide-
Streptogramin 
(MLS) 
     Erythromycin 
     Clindamycin 
     Streptogramin 

 
 
-rRNA methylase; Methylation of ribosome- modifed target 
and decreased binding 
-Active efflux 

 
 
ermA, ermB, ermC  
 
msrA 

Chromosome 
 

Chloramphenicol -chloramphenicol acetyltransferase; Acetylation of drug- 
inactivation 

cat Plasmids  

Tetracycline 
     Tetracycline 
     Minocycline 

 
-Active efflux 
-ribosome protection protien; competitive binding 

 
tetK, tetL  
tetM, tetO 

 
pT181 plasmid 
SCCmec Type III 

Fluoroquinolone 
    Ciprofloxacin 
    Norfloxacin 

 
-Modified target – gyrase    
-Modified target – topoisomerase IV  
-Active efflux 

 
gyrA 
grlA 
norA 

 
Chromosome 
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ตารางที ่1  ยนีควบคุมกลไกการต่อการด้ือยาต่างๆของ S. aureus (ต่อ) 

Antimicrobial agent Product and Mechanism of resistance Gene Gene location 

Rifamycin 
     Rifampin 

 
Mutations in the rifampin resistance-determining (Rif) 

regions of the rpoB gene and alterations in the target of 
rifampin  

rpoB 
 

 
RN4220 Plasmid 
 

Oxazolidinone  

     Lizolid 

 
structural alterations to the oxazolidinone binding site in the 
50S peptidyl transferase center (PTC) 

 
cfr 

pSCFS7 plasmid 

 
ดัดแปลงมาจาก  Reygaert,  W.C.  (2013) Antimicrobial  resistance  mechanisms  of  

         Staphylococcus  aureus.   In: Méndez-Vilas,  A.  (ed.)  Microbial      
pathogens  and  strategies for  combating  them: science,  technology  and       
education.   p.297–305. 

 

การวนิิจฉัยเช้ือ S. aureus  
 การวนิิจฉยัแยกเช้ือ S. aureus เป็นส่ิงส าคญัท่ีห้องปฏิบติัการจุลชีววทิยาของโรงพยาบาล
ทุกแห่งจ าเป็นตอ้งท าการวนิิจฉยัใหไ้ด ้เน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีก่อปัญหาทางการแพทยอ์ยา่งมาก โดย
ขั้นตอนการทดสอบท่ีใชใ้นการจ าแนกเช้ือมีดงัน้ี 

การเก็บส่ิงส่ิงส่งตรวจ (specimen)  
   เก็บส่ิงส่ิงส่งตรวจจากรอยโรคบริเวณต่างๆ ไดแ้ก่ ฝี หนอง แผลน ้าร้อนลวกหรือ
ไฟไหม ้รวมทั้ง แผลผา่ตดั ปัสสาวะจากผูป่้วยโรคกระเพาะปัสสาวะอกัเสบ เสมหะจากผูป่้วยโรค
ปอดปวม อุจจาระหรือส่ิงอาเจียนจากผูป่้วยโรคอาหารเป็นพิษ เลือดจากผูป่้วยติดเช้ือในกระแส
เลือด รวมทั้งส่ิงส่ิงส่งตรวจป้ายจากรูจมูก (nasal swab)  

 การจ าแนกเช้ือ S. aureus ออกจากเช้ือกลุ่มอ่ืน  
   1) การยอ้มแกรม ทดสอบการติดสีและรูปร่างของเช้ือ โดยถา้เป็นเช้ือแกรมบวกจะ
ติดสีน ้าเงิน-ม่วงของ crystal violet รูปร่างกลมเรียงตวักนัคลา้ยพวงองุ่น (gram positive cocci in 
grape-like cluster) 

2) ทดสอบการสร้างเอนไซม ์catalase โดยหยด H2O2 3% ลงบนสไลด ์และเข่ียเช้ือ
มาผสมลงในสไลด ์ สังเกตการเกิดฟองแก๊สท่ีเกิดข้ึน ถา้มีฟองแก๊สเกิดข้ึนคือผลบวก แสดงวา่เช้ือมี
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การสร้างเอนไซม ์catalase โดยการเปล่ียน H2O2 เป็นออกซิเจนและน ้า ถา้ไม่มีฟองแก๊สเกิดข้ึนคือ
ผลลบ 
  3) ทดสอบการหมกัย่อยน ้ าตาลแมนิทอลบนอาหารเล้ียงเช้ือ mannitol salt agar 
(MSA) ท่ีมีส่วนประกอบท่ีส าคญั คือน ้ าตาลแมนิทอล และมี phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ และมี
เกลือ NACl ในปริมาณท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ืออ่ืนได ้โดยเช้ือ S. aureus มีความสามารถ
ทนเกลือได้ดี และนอกจากน้ียงัสามารถหมกัย่อยน ้ าตาลแมนิทอลให้เป็นกรด จึงเปล่ียนสีของ 
phenol red จากสีแดงเป็นสีเหลือง และเกิดโคโลนีสีเหลืองทองบนอาหาร MSA  

4) การทดสอบการยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดง (β - haemolysis) บนอาหาร blood agar 
(BA) โดยดูจากลกัษณะโคโลนีท่ีเกิดข้ึนบนอาหาร โดยโคโลนีจะมีขนาดเล็ก นูน ขุ่น สีครีม เกิดวง
ใส (clear zone) รอบ ๆ 
โคโลนี  

5) การทดสอบการสร้างเอนไซม ์coagulase ของเช้ือ S. aureus ซ่ึงมี 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
ชนิดท่ีเกาะอยู่กับผนังเซลล์ของเช้ือ (bound form หรือ clumping factor) และชนิดท่ีหลั่งออกมา
ภายนอกเซลล ์(extracellular enzyme) โดยแบ่งการทดสอบเป็น 2 ชนิด คือ 
   5.1) slide coagulase  เป็นการทดสอบการสร้างเอนไซม ์coagulase ชนิดท่ี
เกาะอยูผ่นงัเซลล์ของเช้ือ โดยท าการหยดพลาสมาลงบนสไลด ์จากนั้นเข่ียเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบมา
ผสมให้เขา้กนั ผลบวกจะพบการเกาะกลุ่ม (agglutination) ของเช้ือ และผลลบจะไม่พบการเกาะ
กลุ่มของเช้ือ อยา่งไรก็ตามควรน าเช้ือท่ีให้ผลลบไปทดสอบยืนยนัดว้ยการทดสอบ tube coagulase  
เน่ืองจากพบว่าเช้ือ S. aureus ประมาณ 15% จะไม่มีการสร้างเอนไซม์ coagulase ชนิดท่ีเกาะอยู่ท่ี
ผนงัเซลลแ์ต่จะสร้างเฉพาะชนิดท่ีหลัง่ออกมาภายนอกเซลลเ์ท่านั้น 
    5.2) tube coagulase เป็นการทดสอบการสร้างเอนไซม์ coagulase ชนิดท่ี
หลัง่ออกมาภายนอกเซลล ์โดยเอนไซมจ์ะเปล่ียน fibrinogen ให้เป็นกอ้น fibrin (fibrin clot) ท าการ
ทดสอบโดยการเข่ียโคโลนีเช้ือลงในหลอดทดลองท่ีมีพลาสมาปริมาณ 0.3-0.5 มิลลิลิตร จากนั้นบ่ม
ท่ี 35 ◦C นาน 4 ชัว่โมง ผลบวกจะเกิดการจบักนัเป็นของกอ้น fibrin ผลลบจะไม่เกิดการจบัเป็นกอ้น 
ทั้งน้ีถ้าได้ผลเป็นลบควรบ่มต่ออีก 18 ชั่วโมง เพราะการบ่มท่ี 4 ชั่วโมง อาจให้ผลลบลวง (false 
negative) อยา่งไรก็ตามพลาสมาท่ีน ามาทดสอบ ควรใชพ้ลาสมาท่ีมาจากกระต่าย (rabbit plasma) ท่ี
มีสาร EDTA (ethylene diamine tetra acitat) ซ่ึงเป็นสารป้องกนัเลือดแขง็ตวั (anticoagulant) 
  นอกจากน้ีการทดสอบการสร้างเอนไซม์ coagulase ยงัสามารถจ าแนกเช้ือ S. 
aureus ออกเป็น 2 ก ลุ่ม ได้แก่  coagulase-positive S. aureus และ coagulase-negative S. aureus 
(CNS) 
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การวนิิจฉัยการดือ้ต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ S. aureus ด้วยวธีิการทางฟีโนไทป์ 
 ภายหลงัจากวินิจฉยัแยกชนิดของเช้ือ S. aureus โดยการทดสอบทางชีวเคมีแลว้ จะตอ้งท า
การทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพ (Susceptibility testing) หรือเป็นการทดสอบทางฟีโนไทป์ ซ่ึง
เป็นวิธีมาตรฐานท่ีใช้ส าหรับการตรวจสอบเช้ือด้ือต่อยาโดยอาจมีการปรับเปล่ียนสภาวะการ
เพาะเล้ียงเพื่อส่งผลให้เช้ือมีการแสดงออกมากข้ึน การทดสอบความไวของเช้ือมีดว้ยกนัหลายวิธี 
โดยสามารถท าไดท้ั้งในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง และอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว โดยมีวิธีหลกัอยู ่2 
รูปแบบ คือ broth dilution susceptibility test และ agar diffusion test    

Agar disc diffusion 
 Disc diffusion test (ภาพท่ี 3) เป็นวิธีท่ีใช้แพร่หลายมากท่ีสุด เน่ืองจากสะดวก ประหยดั 
และใชเ้วลานอ้ยกวา่วธีิอ่ืนๆ วธีิน้ีเป็นการทดสอบในเชิงคุณภาพสามารถบอกผลไดว้า่ เช้ือมีความไว
ต่อยาท่ีทดสอบหรือไม่ หลกัการทัว่ไปคือ ให้เล้ียงเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบโดยปรับให้เช้ือให้มีความ
ขุ่น 0.5 McFarland หรือมีเช้ือปริมาณ 1 x 108 CFU/ml แล้วน าเช้ือไปกระจายให้ทั่วจานอาหาร 
Mueller-hinton agar ผสมกับ 2 % NaCl จากนั้นให้น าแผ่นยาต้านจุลชีพท่ีใช้ทดสอบมาวางบน
ผิวหน้าอาหาร น าไปบ่มเพาะท่ีอุณหภูมิ 35◦C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อ่านผลการทดสอบโดยการวดั
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ inhibition zone ซ่ึงจะเห็นเป็นวงใสไม่มีโคโลนีเช้ือรอบๆแผ่นยา 
เปรียบเทียบความสามารถในการยบัย ั้บเช้ือของแผ่นยากบัค่า inhibition zone ของสารมาตรฐานท่ี
ก าหนดโดย Clinical laboratory standards institute(CLSI) (Brown et al., 2005; CLSI, 2015)  
   

Minimal inhibitory concentration (MIC) by broth dilution test 
  เป็นการหาความเข้มข้นต ่ าสุดของยาท่ีสามารถยบัย ั้ งการเจริญของเช้ือได้ (ภาพท่ี 4) 
หลกัการโดยทัว่ไปคือ เล้ียงเช้ือท่ีต้องการทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว (Mueller hinton 
broth + 4 % NaCl) ซ่ึงมียาในความเขม้ขน้ต่างๆกนัผสมอยู ่และสังเกตการเจริญของเช้ือ  การอ่านค่า 
MIC โดยดูความขุ่นดว้ยตาเปล่า หรือ อาจใช้สารบางอย่างท่ีสามารถช้ีให้เห็นการเจริญของเช้ือได ้ 
เพื่อให้อ่านค่าได้ง่ายข้ึนโดยอาจท าการทดลองโดยใช้สาร Phenol red ร่วมกบั 10% glucose  โดย
หากมีเช้ือเจริญจะเปล่ียนสีอาหารจากสีแดงเป็นสีส้มเหลืองได ้จากนั้นให้เปรียบเทียบค่า MIC ของ
ยาท่ีทดสอบกบัค่า MIC ของสารมาตรฐานท่ีก าหนดโดย CLSI (Andrew, 2001; Brown et al., 2005; 
CLSI, 2015)  
  การตรวจสอบความไวและการด้ือต่อยาเป็นส่ิงท่ีส าคญัอยา่งมากต่อการตดัสินใจเลือกใชย้า
ตา้นจุลชีพท่ีเหมาะสมต่อการรักษา ดงันั้นการเลือกใชย้าตา้นจุลชีพเพื่อท าการรักษาข้ึนอยูก่บัผลการ
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ทดสอบความไวต่อยา ท่ีให้ผลในการลดหรือยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงถา้ยาตา้นจุลชีพ
ชนิดใดมีความไวต่อตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย แสดงวา่ยาชนิดนั้นเหมาะสมต่อการรักษา  

 

ภาพที ่3 Agar Diffusion Test 
ดัดแปลงมาจาก  Manisha Garg (2016) Top 4 Tests for Antimicrobial Drug Susceptibility,[online] 
 http://www.biologydiscussion.com/medical-microbiology/top- .4-tests-for-antimicrobial-
 drug-susceptibility/55863 

 

ดัดแปลงมาจาก  Manisha Garg (2016) Top 4 Tests for Antimicrobial Drug Susceptibility,[online] 
  http://www.biologydiscussion.com/medical-microbiology/top-4-tests-for- 
  antimicrobial-drug-susceptibility/55863 
 

ภาพที ่4 Minimal inhibitory concentration (MIC) by broth dilution test 
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การวนิิจฉัยการดือ้ต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ S. aureus  ด้วยวธีิทางชีวโมเลกุล หรือวธีิทางจีโนไทป์ 
การทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพ หรือวิธีการทางฟีโนไทป์ เป็นวิธีท่ีใช้เวลาในการ

ทดสอบท่ีนานและบางวิธีตอ้งใช้ความช านาญในการทดสอบ ดงันั้นจึงตอ้งใช้วิธีทดสอบทาง ชีว
โมเลกุลซ่ึงเป็นการตรวจหาลกัษณะทางจีโนไทป์ของเช้ือซ่ึงจะมีความจ าเพาะมากกวา่ และเป็นการ
ช่วยยนืยนัผลการด้ือยาไดอี้กทางหน่ึง 

ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการทางชีวโมเลกุลมาใช้ทดสอบการด้ือยากันมากข้ึน 
เน่ืองจากสามารถแยกเช้ือด้ือต่อยาได้อย่างรวดเร็วภายในเวลาไม่นาน ท าให้สามารถตรวจสอบ 
ติดตาม ควบคุมและป้องกนัโรคติดต่อท่ีเกิดจากเช้ือ S. aureus ได ้นอกจากน้ีมีการศึกษาจ านวนมาก
ท่ีใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลในการตรวจสอบเช้ือ S. aureus โดยส่วนมากจะมุ่งเน้นไปท่ียีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพ เพื่อเป็นการยืนยนัผลการทดสอบทางฟีโนไทป์ของการด้ือต่อ
ยา และในการวิจยัคร้ังน้ีผูว้ิจยัไดเ้ลือกท่ีจะใช้วิธี PCR ซ่ึงเป็นวิธีท่ีนิยมกนัอย่างแพร่หลาย และยงั
เป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ในการตรวจหายีนด้ือยาในเช้ือ S. aureus (CLSI, 2015) โดย
เทคนิค PCR จะเป็นการเพิ่มจ านวนของสารพนัธุกรรมท่ีสนใจภายในหลอดทดลอง ท าให้สามารถ
ตรวจสอบผลได้รวดเร็วกว่าหลายวิธี อย่างไรก็ตามเทคนิค PCR ถือเป็นเทคนิคพื้นฐานหน่ึงท่ี
สามารถน ามาประยุกตใ์ชใ้ห้มีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน เช่น การใชเ้ทคนิค PCR ตรวจสอบยีนด้ือยา
หลายๆชนิดในคร้ังเดียวกนัหรือท่ีเรียกว่า Multiplex PCR ซ่ึงมีการใช้กนัอย่างแพร่หลายในหลาย
ประเทศทัว่โลก ประโยชน์ของเทคนิค  PCR ทางดา้นการแพทย ์ไดแ้ก่ การตรวจวนิิจฉยัโรคโดยการ
ตรวจหาเช้ือไวรัสหรือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรค การตรวจหายีนก่อมะเร็ง และการตรวจหายีน
ด้ือยาตา้นจุลชีพ เป็นตน้ ซ่ึงประโยชน์ของเทคนิค PCR ทางการแพทยเ์หล่าน้ีท าให้การวินิจฉยัโรค
เพื่อป้องกนั และรักษาเป็นไปอยา่งมีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน 
 
Polymerase Chain Reaction (PCR)  
  Polymerase Chain Reaction หรือ PCR เป็นเทคนิคส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศยั
หลกัการ DNA Replication ซ่ึงเป็นการสังเคราะห์สาย DNA สายใหม่ จาก ดีเอน็เอตน้แบบในหลอด
ทดลองภายในระยะเวลาอนัสั้น และไดดี้เอน็เอสายใหม่เกิดข้ึน จุดเด่นของเทคนิค PCR คือ สามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ไดอ้ยา่งเฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการท างานน้อย และใชเ้วลานอ้ย  ส าหรับ
หลกัการเทคนิค  PCR ใชห้ลกัการพื้นฐานในการสังเคราะห์ DNA  สายใหม่จากสายดีเอน็เอแม่แบบ 
(DNA template) หน่ึงสายดว้ยเอนไซม์ DNA poloymerase ในการติดฉลากดีเอ็นเอ และการศึกษา
วิเคราะห์ล าดบัเบส และ PCR สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอไดค้ราวละ 2 สายพร้อมกนั โดยใช้ไพร
เมอร์ (primer) 1 คู่ ปฏิกิริยา PCR มี 3 ขั้นตอน และหมุนเวียน ต่อเน่ืองกันไป ภายใต้สภาวะท่ี
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เหมาะสมของแต่ละขั้นตอน ขั้นแรก คือ denaturing เป็นการแยกสายดีเอ็นเอตน้แบบจากสภาพท่ี
เป็นเส้นคู่ให้เป็นเส้นเด่ียวโดยใชอุ้ณหภูมิสูง (92-95 ◦C)  ขั้นท่ีสอง คือ annealing จะลดอุณหภูมิลง
และจดัให้ไพรเมอร์ ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอสายสั้นๆ (ประกอบดว้ยนิวคลีโอไทด์จ  านวน 14-13 เบส) ท่ีมี
ล าดบั เบสเป็นคู่สมกบัสายดีเอน็เอตน้แบบจบัคู่กนั ซ่ึงนิยมใชอุ้ณหภูมิในช่วง (37-60◦C)  จากนั้นจะ
เขา้สู่ขั้นท่ี 3 คือ extension เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดยสังเคราะห์ต่อจากส่วน
ปลาย 5 ของไพรเมอร์ ตามขอ้มูลบนสายดีเอน็เอตน้แบบแต่ละสายโดยอาศยัการท างานของเอ็นไซม ์ 
DNA polymerase  ซ่ึงเอน็ไซมน้ี์สามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 72-75 ◦C  จากขั้นตอนท่ี 1-3 ซ่ึง
นบัเป็นจ านวน 1 รอบ (one cycle) ดงันั้นเม่ือจดัให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่จากขั้นท่ี 1 ถึง 3 หมุนเวยีนไป
อีกหลาย ๆ รอบจะเพิ่มปริมาณดีเอน็เอได ้มากมาย  (Frank Stephenson and Maria Abilock, 2012)  
  ส าหรับการใช้เทคนิค PCR ในการตรวจสอบยีนด้ือยาตา้นจุลชีพในเช้ือ S. aureus นั้น มี
หลกัการดงัน้ี โดยท าการสกดั DNA ทั้งจีโนมของเช้ือแบคทีเรีย และน ามาท าการเพิ่มปริมาณ DNA 
ของยนีด้ือยาต่างๆ เช่น ยนี mecA ซ่ึงเป็นยนีท่ีน ารหสัโครงสร้าง PBP2a มีผลท าใหเ้ช้ือนั้นด้ือต่อยาก
ลุ่ม β-lactam หรือยนี femA ท่ีเป็นยนีท่ีมีความจ าเพาะต่อ staphylococci และมีความเก่ียวขอ้งกบัการ
แสดงของยีนด้ือยาอีกด้วย นอกจากน้ียีนดังกล่าวเหล่าน้ีจะมีความแตกต่างหลากหลายกัน 
(polymorphism) ในขนาด DNA ในแต่ละสายพนัธ์ุ ดงันั้นเทคนิค PCR นอกจากจะใชใ้นประโยชน์
ในการตรวจหายีนด้ือยา และยงัสามารถใช้ในการจ าแนกชนิดของเช้ือได้เช่นกนั นอกจากน้ียงัมี
เทคนิค Multiplex-PCR (m-PCR) ซ่ึงเป็นเทคนิค  PCR อีกแบบหน่ึงซ่ึงเป็นการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ
เป้าหมายโดยใช้ไพรเมอร์หลายคู่พร้อมกันในปฏิกิริยาเดียวกันโดยไพรเมอร์แต่ละคู่ ต้องไม่มี 
complementary กนั และเม่ือน าไปท า PCR จะให้ผลผลิตท่ีมีขนาดความยาวท่ีแตกต่างกนั การท า 
multiplex PCR ตอ้งปรับสภาวะใหเ้หมาะสมกบัปฏิกิริยา เพื่อใหส้ามารถเพิ่มขยายจ านวน DNA จาก
ทุกไพรเมอร์ให้เท่ากนั จากนั้นจะท าการตรวจหา PCR product โดยใชก้ระแสไฟฟ้าแยก DNA บน 
agarose gel (Gel electrophoresis) น ามาเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานท่ีทราบขนาดท่ีแน่นอน 
(DNA marker) จากนั้นยอ้มด้วยสี ethidium bromide แล้วน าไปส่องดูด้วยผ่าน UV ส าหรับ PCR 
product ท่ีดีควรเห็นช้ินดีเอ็นเอไดอ้ยา่งชดัเจน และตรงตามขนาดความตอ้งการ  (อิสยา จนัทร์วิทยา
นุชิต และ วชัรินทร์ รังษีภาณุรัตน์, 2553)  

ส าหรับตวัอย่างการศึกษาท่ีใช้วิธีการทางฟีโนไทป์ควบคู่กบัวิธีการทางจีโนไทป์ในการ
ตรวจสอบการด้ือต่อยาของเช้ือ S. aureus เช่น  รณภทัร ส าเภา และ องอาจ เลาหวินิจ (2557) ไดใ้ช้
เทคนิค PCR ยืนยนัการด้ือต่อยาของเช้ือในกลุ่ม MRSA ท่ีแยกได้จากสุนัข โดยหายีน mecA ซ่ึง
สามารถแยกเช้ือ S.aureus ไดท้ั้งหมด 99 ตวัอยา่ง เม่ือน ามาทดสอบ disc  diffusion พบวา่ด้ือต่อยา 
methicillin 18 ตวัอย่าง หลงัจากนั้นน าไปยืนยนัโดยเทคนิค PCR เพื่อหายีน mecA แต่กลบัพบยีน 
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mecA เพียง 16 ตวัอย่าง แสดงให้เห็นว่า เทคนิค disc diffusion มีข้อเสียท่ีส่งผลให้เกิดผล false 
positive ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นท่ีจะตอ้งใชเ้ทคนิค PCR  ในการตรวจหายีนด้ือยาเพื่อยืนยนัผลการ
ด้ือต่อยา (รณภทัร ส าเภา และ องอาจ เลาหวนิิจ, 2557) 

เนติลกัษณ์ ตนัทวุทธ และคณะ (2559) ไดพ้ฒันาวิธี Multiplex-PCR เพื่อลดระยะเวลาการ
ตรวจวิเคราะห์เช้ือ S. aureus รวมทั้งตรวจหายีนด้ือยา methicillin และ MLSB ไดอ้ยา่งรวดเร็ว โดย
ศึกษาเปรียบเทียบผลการใชว้ธีิ multiplex-PCR กบัผลการวนิิจฉยั และทดสอบความไวต่อยาตา้นจุล
ชีพดว้ยวธีิดั้งเดิมซ่ึงจากการทดสอบพบวา่ยนี femA mecA ermA ermB และ ermC มีความจ าเพาะต่อ
ยนีเป้าหมาย และแสดงผลไปในทิศทางเดียวกบัการวิเคราะห์ทางหอ้งปฏิบติัการ คิดเป็นร้อยละ 100 
(เนติลกัษณ์ ตนัทวทุธ และคณะ, 2559) 

Murakami และคณะ (1991) ได้ตรวจสอบหายีน mecA ด้วยวิธี PCR เปรียบเทียบกับค่า 
MIC ดว้ยวิธี broth microdilluion ผลการทดลองพบวา่ MSSA 100% ไม่พบยีน mecA และ 98% ไว
ต่อยา Oxacillin และตรวจไม่พบยีน mecA และมีจ านวน 3 ตวัอย่างท่ีมียีน mecA แต่มีความไวต่อ
ยากลุ่ม β-lactams ซ่ึงอาจเป็นเพราะเช้ือไม่มีการสร้าง PBP2a แต่กลบัสร้างเอนไซม์ β-lactamase 
ออกมาเพื่อยอ่ยสลายยาแทน (Murakami et al., 1991)  
 Krzysztof และคณะ (2000) ทดสอบหายีนด้ือยา Tetracycline ในเช้ือ MRSA โดยใช้วิธี 
PCR ในการตรวจหายีน tetK, tetL, tetM หรือ tetO โดยในจ านวนทั้งหมด 66 ไอโซเลท พบวา่มี 24 
ไอโซเลทท่ีมียีน tetM ยีนเดียว 21 ไอโซเลทท่ีมียีน tetK ยีนเดียว และ 21ไอโซเลท ท่ีมียีน tetK และ 
tetM (tetKM) เช้ือทั้ งหมดมีค่า  MIC ของยา Tetracycline > 8 mg/L. แต่กลับพบว่ามีบางเช้ือท่ี
ทดสอบดว้ยวิธี Disc diffusion แลว้พบเช้ือท่ีไม่ด้ือต่อยา Tetracycline และให้ผลท่ีไม่สอดคลอ้งกบั
วิธี PCR  แต่ทวา่ผลการทดสอบ MIC และ PCR กลบัให้ผลท่ีสอดคลอ้งกนั สรุปไดว้า่การทดสอบ
การด้ือต่อยาตอ้งใช้ขั้นตอนการตรวจสอบมากกว่าหน่ึงวิธี จึงจะสามารถยืนยนัผลการทดสอบได ้
(Krzysztof et al., 2000) 
  Duran และ คณะ (2012) ได้เปรียบเทียบรูปแบบการด้ือต่อยา และยีนด้ือยาจากเช้ือ 
Staphylococci จ  านวน 298 ไอโซเลทท่ีแยกได้จากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยจากโรงพยาบาลใน
ประเทศตุรกี โดยไดท้  าการทดสอบความไวต่อยา และตรวจหายีนด้ือยาดว้ยเทคนิค multiplex-PCR  
สามารถแยกเช้ือ S. aureus จ านวน 139 ตวัอย่าง พบว่าด้ือต่อยา methicillin  23 ไอโซเลท (16.5%) 
แต่กลบัตรวจพบเช้ือท่ีจบักบัยีน mecA  36 ไอโซเลท (25.9%) มี 53 ไอโซเลท (38.1%) ท่ีด้ือต่อยา 
Gentamicin และพบว่าเช้ือในจ านวนน้ีมียีนด้ือยา gentamicin อย่างน้อย 1 ยีน [aac(6’)/aph(2’’), 
aph(3’)-IIIa, ant(4’)-Ia] ซ่ึงพบวา่มี 17 ไอโซเลทท่ีมีความไวต่อยา gentamicin  แต่กลบัตรวจพบยีน
ด้ือยา gentamicin และในเช้ือจ านวนน้ีจะมียีนด้ือยาอย่างน้อย 1 ยีน หรือมากกว่า มี 84 ไอโซเลท 
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(60.4%) ท่ีด้ือต่อยา erythromycin, และในเช้ือจ านวนน้ีมียีนด้ือยา Erythromycin (ermA, ermB, 
ermC and msrA)  อยา่งนอ้ย 1 ยีนหรือมากกวา่ และยงัพบวา่มีเช้ือ S. aureus 57 ไอโซเลท (41%) ท่ี
ด้ือต่อยา Tetracycline แต่กลบัพบเช้ือท่ีมียีน  tetK หรือ tetM หรือพบไดท้ั้งคู่จ  านวน 59 ไอโซเลท 
นอกจากน้ีเช้ือ S.aureus ส่วนใหญ่จะพบยนี blaZ (93.5%). (Duran et al., 2012) 
  Martineau และคณะ (2000) ได้คัดแยกเช้ือ S. aureus และ S. epidermis ท่ีแยกได้จาก
โรงพยาบาลหลายๆประเทศและน าทดสอบเพื่อตรวจหายีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัยาปฏิชีวนะ ดว้ยเทคนิค 
multiplex-PCR โดยใชย้ีนท่ีก ากบัการด้ือยาแต่ละชนิดดงัน้ี  oxacillin (mecA), gentamicin [aac (6 ') 
- aph (2 ")] และ erythromycin (ermA, ermB, ermC และ msrA) ผลการทดสอบพบความสัมพนัธ์
ระหวา่งยีนด้ือยากบัความไวต่อยา ซ่ึงส่วนใหญ่แสดงความสัมพนัธ์ดงัต่อไปน้ี คือ ร้อยละ 98 ด้ือต่อ
ยา oxacillin และตรวจพบยีน mecA ร้อยละ 100 ด้ือต่อยา gentamicin และตรวจพบยีน aac (6 ') - 
aph (2 ") ร้อยละ 98.5 ด้ือต่อยา erythromycin และตรวจพบยีน ermA, ermB, ermC หรือ msrA 
(Martineau et al., 2000)     
 Zmantar และคณะ (2013)  ไดท้ดสอบความไวต่อยาของเช้ือ S. aureus ท่ีแยกไดจ้ากโพรง
จมูกของผูป่้วยโรงพยาบาลในประเทศลิเบียโดยใชก้ารหาค่า MIC และใชเ้ทคนิค multiplex-PCR ใน
การตรวจหายีนด้ือยาแต่ละชนิด ผลการทดสอบพบวา่ เช้ือมีอตัราการด้ือต่อยา oxacillin ร้อยละ 98
และ erythromycin ร้อยละ 97  และสามารถตรวจพบยีนด้ือยาไดด้งัน้ี mecA (ร้อยละ 6),  blaZ (ร้อย
ละ 100), ermA (ร้อยละ 15), ermB (ร้อยละ 30)  ,  ermC (ร้อยละ 22)  และ msrA (ร้อยละ 36) 
ช้ีให้เห็นว่าเช้ือส่วนใหญ่มีอตัราการด้ือต่อยาในกลุ่ม macrolide ในระดบัสูงและส่วนใหญ่จะพบ
กลุ่มยนี erm ท่ีก ากบัการด้ือยาในกลุ่มน้ีเช่นกนั (Zmantar et al., 2000) 
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บทที ่3 วธิีการด าเนินการวจิัย 
 
วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 
 1. เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการวิจยั 
 เช้ืออา้งอิง Staphylococus aureus ATCC 25923  
 

2. อาหารเล้ียงเช้ือ  
2.1 Nutrient broth (TM media, India) 
2.2 Nutrient agar (TM media, India) 
2.3 Mannitol salt agar (TM media, India) 
2.4 Mueller-Hinton agar (TM media, India) 
  

  3. สารเคมี   
3.1 Agar (Mermaid, Thailand) 
3.2 Ethanol 70% และ 95% (Merck KgaA, Germany)  

 3.3 Ethidium bromide (Bio-rad, USA) 
3.4 McFarland standard 
3.5 Sodium Chloride (NaCl; ChemeX, USA) 
3.6 Agarose gel powder 1.0% (W/V) (Vivantis, USA) 
3.7 Glycerol 20% 
3.8 Phosphate buffer saline (PBS) 
3.9 Hydrochoric acid (HCl; Mallinckrodt, USA) 
3.10 Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O; Univar, Australia)  

   3.11 Potassium chloride (KCl; Renkem, india) 
3.12 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4; Univar, Australia) 

   3.13 Potassium dihydrogen phosphate trihydrate (K2HPO4.3H20; ) 
   3.14 Sodium hydroxide (NaOH; Alpha, India) 
   3.15 Sodium phosphate dibasic heptahydrate (Na2HPO4.7H2O; Unilab, Australia) 
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4. ยาตา้นจุลชีพ  
4.1 Vancomycin powder 30 µg (Oxoid, England) 
4.2 Oxacillin powder 1 µg (Himedia, India) 

  4.3 Cefoxitin disc 30 µg (Himedia, India) 
  4.4 Chloramphenical disc 30 µg (Himedia, India) 
  4.5 Tetracycline disc 30 µg (Himedia, India) 
  4.6 Penicillin disc  10 unit (Himedia, India) 
  4.7 Erythromycin disc  15 µg (Himedia, India)   
  4.8 Trimethoprim/Sulfamethoxazole disc 25 µg (Oxoid, England) 

4.9 Gentamicin disc 10 µg (Himedia, India) 
4.10 Clindamycin disc 2 µg (Himedia, India) 
4.11 Linezolid disc 30 µg (Oxoid, England) 
4.12 Ciprofloxacin disc 25 µg (Himedia, India) 

  5. วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือ   
5.1 จานเพาะเช้ือ (Petridish) (Sterilin,UK) 
5.2 บีกเกอร์ (Beaker) (SCHOTT,Germany)   
5.3 หลอดทดลอง (Test tube) (Pyrex,USA) 
5.4 ขวดแกว้ 500 และ 250 ml (Duran, Germany) 
5.5 ไมพ้นัส าลีปราศจากเช้ือ (ป้ายเช้ือ)  
5.6 ห่วงเข่ียเช้ือ (Loop)  
5.7 Microscope (Nikon,Japan) 

   5.8 แผน่สไลด ์(Pearl,China) 
5.9 ขวดรุปชมพู ่500 และ 125 ml (Erlenmeyer flask)(SCHOTT,Germany) 
5.10 กระบวกตวง (Cylinder)  
5.11 Pasture pipette (Hirschmann Laborgerate) 
5.12 96 well plate (Corning Incorporated,USA)  

   5.13 Micropipette (Discovery+,Poland) 
   5.14 Micropipette Tip (Extragene,USA) 

5.15 Incubator (Memmert, Germany)  
5.16 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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5.17 Autoclave (Kokusan, Japan)  
5.18 Refrigerator (Sanyo, Japan)  
5.19 Hot air oven (Memmert) 
5.20 เคร่ืองชัง่สาร (Denver Instrument, USA)  
5.21. Laminar airflow (Ehret) 
5.22. Centrifuge (Hettich Zentrifugen Micro 22R,Germany)  
5.23. Centrifuge tube (Extragenr,USA) 
5.24. Vortex mixer (Vision Scientific) 
5.25. 96 well plate (Corning Incorporated,USA) 
5.26. Micropipette (Discovery+,Poland) 
5.27. Micropipette Tip (Extragene,USA) 
5.28. Gel electrophoresis (Biorad,Horizon) 

6. ดีเอ็นเอมาตรฐาน  (DNA Ladder) 
    100 bp Ladder (Biolabs, England) 
 
การเกบ็ตัวอย่าง การเพาะเลีย้งเช้ือและการจ าแนกเช้ือ S. aureus  

ตวัอย่างเช้ือท่ีใช้ในการวิจยัคร้ังน้ีได้รับความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลแห่งหน่ึงใน
จงัหวดันครปฐม และท าการเก็บตวัอย่างเช้ือตั้งแต่เดือน พฤษภาคม พ.ศ. 2557 ถึงเดือน สิงหาคม 
พ.ศ. 2557 ทั้งน้ีตวัอยา่งเช้ือจากส่ิงส่ิงส่งตรวจผูป่้วย เช่น เสมหะ, ปัสสาวะ และน ้าไขสันหลงั ไดรั้บ
ความอนุเคราะห์จากหน่วยจุลชีววิทยาคลินิกและตวัอยา่งเช้ือท่ีเก็บส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาล 
เช่น ราวเหล็ก ราวบนัไดและตามพื้น ผนงัหอ้ง ภายในแผนกผูป่้วย หอ้งตรวจโรค และหอ้งพกัผูป่้วย 
โดยใชไ้มพ้นัส าลีจุ่มสารละลาย PBS แลว้ท าการป้ายเช้ือ (swab) น าตวัอยา่งเช้ือทั้งหมดทดสอบดว้ย
วิธีการทางชีวเคมีในการคัดแยกเช้ือ S. aureus ได้แก่  catalase test, haemolytic test, mannitol 
fermentation และ coagulase test เช้ือจะถูกเก็บไวใ้น glycerol 20% ท่ีอุณหภูมิ  -20 °C  
 
การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาต้านจุลชีพ  

  Disc diffusion 
ส าหรับการทดสอบความไวของเช้ือ S. aureus ต่อยาตา้นจุลชีพจะท าตามวิธีมาตรฐานของ 

CLSI (ภาพท่ี 5)โดยทดสอบกบัแผน่ยาตา้นจุลชีพมาตรฐาน 11 ชนิด (ตารางท่ี 3) ไดแ้ก่ Penicillin, 
Cefoxitin, Erythromycin, Chloramphenicol, Gentamicin, Clindamycin, Rifampin, Ciprofloxacin,  
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Linezolid, Sulfamethoxazole/Trimethoprim และ Tetracycline  ซ่ึงเป็นยาตา้นจุลชีพท่ีจะตอ้งใชใ้น
การทดสอบในเบ้ืองตน้ และใชเ้ช้ือ S. aureus ATCC 25923 เป็นกลุ่มควบคุมผลบวก น าเช้ือทดสอบ
มาเพาะเล้ียงบน Nutrient Agar (NA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C 24 ชัว่โมง เข่ียโคโลนีเช้ือใส่สารละลาย 
0.85% NaCl ปรับความขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland standard ( 108. CFU/ml) น าไมพ้นัส าลีปราศจาก
เช้ือจุ่มลงในเช้ือทดสอบน าไปป้ายบนผวิหนา้อาหาร Mueller-Hinton agar + 2% NaCl (มีความหนา 
4 เซนติเมตร) ทิ้งไวใ้ห้แห้ง ใชป้ากคีบแผน่ยาปฏิชีวนะ (ตารางท่ี 2) วางบนผิวหนา้อาหาร (ไม่ควร
เกิน 5 แผน่/จาน)  บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 °C เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง อ่านผลโดยวดัขนาดของเคลียร์
โซน (inhibition zone) (บริเวณวงใสรอบแผ่นยาท่ีไม่มีเช้ือเจริญ) ท่ีเกิดจากแผ่นยาแต่ละชนิดเป็น
หน่วยมิลลิเมตร น าค่าท่ีวดัไดไ้ปเปรียบเทียบกบัค่า inhibition zone มาตรฐานดงัแสดงในตารางท่ี 2 
เพื่อวดัความสามารถของเช้ือท่ีทดสอบวา่มีความไว (sensitive; S), ก่ึงกลาง (intermediate; I) หรือด้ือ 
(resistant; R) ต่อยาตา้นจุลชีพท่ีใช้ทดสอบและน ามาเขียนเป็นรูปแบบท่ีด้ือต่อยานั้นๆโดยอา้งอิง
จาก CLSI (2015) 

 
 

 

ภาพที ่5 ขั้นตอนการทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพดว้ยวธีิ Disc Diffusion 
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ตารางที ่2 ค่ามาตรฐานความไวและด้ือต่อยาตา้นจุลชีพท่ีทดสอบดว้ยวธีิ Disc Diffusion 

ทีม่า  Clinical laboratory standards institute (CLSI). (2015). Performance standards for 
antimicrobial susceptibility testing Twenty-Third Informational Supplement. CLSI 
document M100-S23 (ISBN 1- 56238-865-7). 

 
Minimum inhibitory concentration (MIC) broth dilution test  

  การวิจยัคร้ังน้ีไดท้  าการทดสอบเพื่อหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของยา oxacillin และ 
vancomycin ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือได ้ทั้งน้ีเพื่อคดักรองเช้ือ MRSA VISA และ VRSA และใช้เช้ือ S. 
aureus ATCC 29213 เป็นเช้ือกลุ่มควบคุมผลบวก (ภาพท่ี 6)  
  เตรียมอาหาร Mueller-Hinton broth + 4% Nacl  ลงใน 96 well plate หลุมละ 50 μl ระบุ
ระดบัความเขม้ขน้ของแต่ละหลุม ดงัน้ี 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.125 μg/ml (ส าหรับ
ยา oxacillin)  และ 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, และ 0.25 μg/ml (ส าหรับยา vancomycin) เตรียม
สารละลายยาปฏิชีวนะ (ตารางท่ี 3) ท่ีความเข้มข้น 256 μg/ml (oxacillin) และ 512 μg/ml ( 
vancomycin) จากนั้นใส่ลงในหลุมแรกปริมาตร 50 μl จากนั้นดูดสารละลายท่ีจากหลุมแรกปริมาตร 
50 μl ไปใส่ใน well หลุมท่ี 2 จากท าซ ้ าเช่นน้ีจนถึงหลุมระบุความเขม้ขน้สุดทา้ยของยาแต่ละชนิด 

Antimicrobial agent Disc 
content 
(μg) 

Zone diameter (mm) 
Resistant Intermediate Sensitive 

Penicillin (P) 10 unit ≤28 - ≥29 
Cefoxitin (FOX) 30 ≤21 - ≥22 
Erythromycin (E) 15 ≤13 14–22 ≥23 
Chloramphenicol (C) 30 ≤12 13–17 ≥18 
Gentamicin (CN) 10 ≤12 13–14 ≥15 
Clindamycin (DA) 2 ≤14 15–20 ≥21 
Rifampin (R) 30 ≤16 17-19 ≥20 
Ciprofloxacin (CIP) 5 ≤15 16–20 ≥21 
Linezolid (Lzd) 30 ≤20 - ≥21 
Sulfamethoxazole/Trimethoprim (SXT) 25 ≤10 11-15 ≥16 
Tetracycline (T) 30 ≤19 15–18 ≥14 
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และให้ดูดสารละลายในหลุมสุดทา้ยทิ้งไป 50 μl เตรียมเช้ือ S. aureus ให้มีความขุ่นเท่ากบั 0.5 
McFarland standards (จ านวนเช้ือ 108 CFU/ml) ด้วยสารละลาย 0.85% NaCl  ใส่เช้ือลงไป 50 μl 
ทุกหลุม (ยกเวน้ negative control) โดยเช้ือในแต่ละหลุมจะมีความเข้มข้นสุดท้ายประมาณ 105 
CFU/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 °C เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง อ่านค่า MIC จากหลุมท่ีมีความเขม้ขน้ของยา
ต ่าสุดท่ียบัย ั้งการเจริญของเช้ือ (หรือหลุมสุดทา้ยท่ีอาหารเล้ียงเช้ือไม่เปล่ียนเป็นสีเหลือง) และ
วเิคราะห์ค่า breakpoint มาตรฐานโดยอา้งอิงจาก CLSI (2015) (ตารางท่ี 3) 
 

 

ภาพที ่6 ขั้นตอนการทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือดว้ยวธีิ broth    
 microdilution 
ตารางที ่3 ค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) มาตรฐานดว้ยวธีิ Broth Microdilution  
(CLSI, 2015) 

ยาต้านจุลชีพ MIC (μg/mL) 
Sensitive Intermediate Resistant 

Oxacillin (OX) ≤2 - ≥4 
Vancomycin (VA) ≤2 4-8 ≥16 
ทีม่า   Clinical laboratory standards institute (CLSI). (2015). Performance standards for 
 antimicrobial  susceptibility testing Twenty-Third Informational Supplement. 
 CLSI document M100-S23 (ISBN 1- 56238-865-7). 
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การตรวจหายีนดือ้ยาด้วยเทคนิค  PCR และ multiplex-PCR 
การสกดัดีเอ็นเอ (DNA extraction)  

  ขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอน้ีผูว้ิจยัได้ดดัแปลงมาจากวิธีของ Tiago และคณะ (2015) โดยน า
เช้ือตวัอย่างท่ีเพาะเล้ียงใน Brain heart broth (BHB) มาท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,396 g เป็น
เวลา  5 นาทีและทิ้งส่วนใสดา้นบน (Supernatant) แลว้เติม extraction buffer (200 mM Tris-HCl, 25 
mM EDTA, 25 mM NaCl, 1% SDS, pH 8.0) ปริมาตร 600 µl วางทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาที และน าไป
แช่ในอ่างน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 65°C นาน 30 นาที เติม phenol/chloroform : isoamyl alcohol [1:1 
(24:1)] ในอตัราส่วน 1:1 และ ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10000  g เป็นเวลา 5 นาที และเก็บส่วนใส
ดา้นบนไปใส่หลอดใหม่และเติม absolute ethanol ในปริมาณ 2 เท่า เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 °c เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14549 g เป็นเวลา 30 นาที ทิ้งส่วนใสทั้งหมดและ ลา้งตะกอน
ดว้ย 70% ethanol ปริมาตร 500 µl ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 x g เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนใสไปและละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl (ph 8.0) ปริมาตร 30 µl จากนั้นเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -20 °C 
   

  การตรวจหายนีด้ือยาดว้ยเทคนิค  PCR และ multiplec-PCR 
 น าดีเอน็เอตน้แบบท่ีไดม้าท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใชไ้พรเมอร์ของยีนท่ีควบคุมการ
ด้ือยาซ่ึงผูว้ิจยัมีความสนใจจะใชเ้ทคนิค PCR ในการตรวจหายีน femA (ยืนยนัสายพนัธ์ุ S. aureus) 
และยีน aac(6’)/aph(2’’) (ยืนยนัการด้ือต่อยา gentamicin) และใช้เทคนิค multiplex-PCR ตรวจหา
ยีนด้ือยา blaZ (ยืนยนัการด้ือต่อยา penicilin), mecA (ยืนยนัการด้ือต่อยา methicilin และ oxacillin)  
ermA (ยืนยนัการด้ือต่อยา erythromycin) tetK และ tetM (ยืนยนัการด้ือต่อยา tetracycline) ผสมกบั
ส่วนผสมการท าปฏิกิริยาลูกโซ่ (PCR mixture) (แสดงไวใ้นตารางภาพผนวกหน้า 90) และสภาวะ
การท าปฏิกิริยาลูกโซ่จะแสดงในตารางท่ี 5  จากนั้นตรวจสอบผลิตภณัฑ ์PCR  (PCR product) ดว้ย
วิธี agarose gel electrophoresis โดยผสมผลิตภณัฑ์ PCR  ท่ีได้กบั loading dye  และตรวจสอบใน 
1% (w/v)  agarose gel โดยใช้เคร่ือง electrophoresis chamber จากนั้นน า agarose gel ยอ้มสีด้วย 
ethidium bromide แล้วน าไปส่องดูแถบดีเอ็นเอ (band) ของผลิตภณัฑ์ PCR  ภายใตแ้สง UV เพื่อ
เปรียบเทียบขนาดของ PCR product กบั 100 bp DNA ladder และใช้ S. aureus ATCC 25923 เป็น 
negative control 
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ตารางที ่4 ไพร์เมอร์และสภาวะการท าปฏิกิริยาลูกโซ่ท่ีใชใ้นการทดสอบ PCR  และ  multiplex 
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บทที ่4 ผลการทดลอง 
 

การเกบ็ตัวอย่างและการจ าแนกเช้ือ  
  ในการวิจยัคร้ังน้ีผูว้ิจยัท าการเก็บตวัอย่างเช้ือทั้งหมด 69 ตวัอยา่ง ซ่ึงเป็นตวัอยา่งท่ีได้จาก
ตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วย (specimen) เช่น เลือด, เสมหะ,  หนอง และจมูก เป็นต้น จ านวน 36 
ตวัอยา่ง และตวัอยา่งท่ีเก็บดว้ยวิธีการป้ายเช้ือ (swab) จากส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาล เช่น ราว
เหล็ก ราวบนัได และพื้นจ านวน 33 ตวัอยา่ง เม่ือน ามาคดัแยกเช้ือ S. aureus ดว้ยวธีิทางชีวเคมี พบวา่
สามารถแยกเช้ือ S. aureus จากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยไดจ้  านวน 31  ไอโซเลท โดยส่วนใหญ่จะ
แยกไดจ้ากเสมหะของผูป่้วย (ร้อยละ 41.9) หนอง (ร้อยละ 12.9) และเลือดผูป่้วย (ร้อยละ 12.9) และ
ตวัอย่างท่ีเก็บดว้ยวิธีป้ายเช้ือจ านวน  23 ไอโซเลท โดยส่วนใหญ่จะแยกไดจ้ากพื้น (ร้อยละ 30.4) 
และเตียงภายในห้องผูป่้วย (ร้อยละ 26) ดงันั้นเช้ือ S. aureus ท่ีแยกไดจ้ากทั้ง 2 กลุ่มรวมทั้งหมด 54 
ไอโซเลท (ตารางท่ี 5)   
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ตารางที่ 5 หมายเลขเช้ือ S. aureus ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย (specimen) และตวัอยา่ง
 ป้ายเช้ือ (swab) 

ตวัอยา่ง หมายเลขเช้ือ 
ส่ิงตรวจผูป่้วย / ต าแหน่งท่ีเก็บ

ตวัอยา่ง 
จ านวน 

(ร้อยละ) 

ตวัอยา่งทั้งหมด 
(n = 69) 

เช้ือ S. aureus ท่ีแยก
จากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจ
ผูป่้วย (n = 31) 

Sp2, Sp6, Sp9, Sp13, Sp17, Sp19, Sp20, 
Sp22, Sp23, Sp24, Sp27, Sp29, Sp30 

เสมหะ 13 (41.9) 

Sp3, Sp5, Sp21, Sp28 หนอง 4 (12.9) 
Sp4, Sp10, Sp12, Sp26 เลือด 4 (12.9) 
Sp11, Sp16, Sp18 หวัไหล่, รักแร้, แขน 3 (9.7) 
Sp8, Sp7 ขา, เทา้  2 (6.4) 
Sp1  สายสวน 1 (3.2) 
Sp14 จมูก 1 (3.2) 
Sp25 ปัสสาวะ 1 (3.2) 
Sp15 คอ 1 (3.2) 
Sp31 หู 1 (3.2) 

เช้ืออ่ืนๆท่ีแยกจาก
ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจ
ผูป่้วย (n = 5) 
 

Sp34, Sp35 
Sp32 
Sp33 
Sp36 

หนอง 
หลงั 
เสมหะ 
เลือด 

2 (6.4) 
1 (3.2) 
1 (3.2) 
1 (3.2) 

เช้ือ S. aureus ท่ีแยกตวั
อยา่งป้ายเช้ือ 

(n = 23) 

 Sw2, Sw3, Sw7, Sw8, Sw11, Sw19, Sw20 พ้ืนภายในหอ้งผูป่้วย 7 (30.4) 
Sw1, Sw4, Sw10, Sw12, Sw18, Sw22 เตียงผูป่้วย 6 (26.1) 
Sw5, Sw13, Sw17, Sw21 พ้ืนหอ้งน ้ า 4 (17.4) 
Sw6, Sw14, Sw23 พ้ืนบนัได 3 (13) 
 Sw9, Sw15 ราวบนัได 2 (8.7) 
 Sw16 พ้ืนทางเดิน 1 (4.3) 

เช้ืออ่ืนๆท่ีแยกจาก
ตวัอยา่งป้ายเช้ือ  
(n = 10) 

 

Sw2, Sw5, Sw9, Sw17,Sw23 
Sw3,Sw16, Sw28 
Sw6 
Sw18 

พ้ืน 
ราวบนัได 
เตียงผูป่้วย 
พ้ืนหอ้งน ้ า 

5 (21.7) 
3  (13) 
1 (4.3) 
1 (4.3) 

รวม เช้ือ S. aureus ท่ีแยกไดท้ั้งหมด  54 (78.3) 
เช้ืออ่ืนๆ ทั้งหมด  15 (21.7) 
หมายเหตุ Sp (specimen) = ตวัอยา่งส่ิงตรวจผูป่้วย , Sw (swab) = ตวัอยา่งป้ายเช้ือ  
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การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพ  
  ภาพท่ี 7 แสดงผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเช้ือ S. aureus ท่ีแยกได้จาก
ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือจ านวน 54 ไอโซเลทโดยวิธี disc diffusion  (ภาพท่ี 8 
)โดยทดสอบกบัแผ่นยาต้านจุลชีพจ านวน 11 ชนิด ได้แก่ penicillin, erythromycin,  tetracycline, 
chloramphenicol,cefoxitin, gentamicin, ciprofloxacin, rifampin, sulfamethoxazole/trimethoprim, 
linezolid และ clindamycin  
  ในส่วนของเช้ือ S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย พบว่าทุกไอโซเลทมีความ
ไวต่อยา chloramphenicol, rifampin และ linezolid แต่ด้ือต่อยา penicillin มากท่ีสุด (ร้อยละ 96) 
รองลงมา คือ erythromycin (ร้อยละ 45.1) และ clindamycin (ร้อยละ 13.5 ) ซ่ึงในตวัอย่างป้ายเช้ือ
พบว่าทุกไอโซเลท มีความไวต่อยา chloramphenicol, gentamicin, ciprofloxacin, rifampin และ 
linezolid และแสดงออกวา่ด้ือต่อยา penicillin มากท่ีสุด (ร้อยละ 65.2) รองลงมาคือ cefoxitin  (ร้อย
ละ 43.5) และ tetracycline) (ร้อยละ 13) โดยรวมแลว้เช้ือจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่ง
ป้ายเช้ือทุกไอโซเลท มีความไวต่อยา chloramphenicol, rifampin และ linezolid และด้ือต่อยา 
penicillin มากท่ีสุด (ร้อยละ 83.3) มีอตัราการด้ือต่อยา erythromycin และ cefoxitin ในระดบัปาน
กลางและด้ือต่อยา tetracycline, clindamycin, gentamicin และ trimethoprim-sulfamethoxazole ใน
ระดบัต ่า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่7 ผลการทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพของเช้ือ S. aureus ดว้ยวธีิ disc diffusion   
S; ไวต่อยา R; ด้ือต่อยา 
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การหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดทีส่ามารถยบัยั้งเช้ือได้ (MIC) ของยา oxacillin และ vancomycin  
  ผลการทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของยา oxacillin  (ภาพท่ี 9 ) และ vancomycin  (ภาพ
ท่ี 10 ) ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือดว้ยวิธี broth microdilution เพื่อคดักรองเช้ือ MRSA VISA 
และ VRSA พบวา่ทั้งเช้ือจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือทุกไอโซเลทมีความไว
ต่อยา vancomycin ซ่ึงมีค่า MIC อยูร่ะหวา่ง 0.25 - 2 µg/ml และมีเช้ือตวัอยา่งทั้งหมดร้อยละ 24.1 ท่ี
ด้ือต่อยา oxacillin ซ่ึงมีค่า MIC ≥ 4 µg/ml โดยเช้ือจากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยส่วนใหญ่ร้อยละ 
19.3 จะมีค่า MIC ต่อยา oxacillin ในระดบัสูงท่ีประมาณ 64->64 µg/ml  ในขณะท่ีเช้ือจากตวัอย่าง
ป้ายเช้ือร้อยละ 43.5  มีค่า MIC ต่อยา oxacillin มีช่วงการด้ือยากระจายอยู่ในช่วง 8->64  µg/ml 
(ตารางท่ี 6) 
 

ภาพที ่9 ผลการทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือไดข้องยา oxacillin   
 P   =  positive control คือ S. aureus ATCC 25923 
 N   = negative control คือ อาหารเล้ียงเช้ือ 
 สีเหลือง  = ผลบวก คือ เช้ือเจริญ 
 สีแดง  = ผลลบ คือ เช้ือไม่เจริญ 
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ภาพที ่10 ผลการทดสอบหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือไดข้องยา vancomycin 
P  =  positive control คือ S. aureus ATCC 25923 

 N   = negative control คือ อาหารเล้ียงเช้ือ 
 สีเหลือง  = ผลบวก คือ เช้ือเจริญ 
 สีแดง  = ผลลบ คือ เช้ือไม่เจริญ 
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รูปแบบการดือ้ยาต้านจุลชีพของเช้ือ S. aureus จากตัวอย่างส่ิงส่งตรวจผู้ป่วยและตัวอย่างป้ายเช้ือ 
 ตารางท่ี 7 แสดงรูปแบบการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพในเช้ือ S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่ง
ตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ พบวา่เช้ือทั้งหมดมีรูปแบบการด้ือต่อยา penicillin, erythromycin, 
tetracycline, chloramphenicol, cefoxitin,  gentamicin,  ciprofloxacin,  rifampin,  
sulfamethoxazole/Trimethoprim, linezolid, clindamycin และ  oxacillin ตามล าดับ  ทั้ งหมด 22 
รูปแบบ โดยเช้ือจากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยมีรูปแบบการด้ือต่อยา 13 รูปแบบ ซ่ึงพบว่ามีส่วน
ใหญ่จะมีรูปแบบท่ีด้ือต่อยา penicillin ชนิดเดียว (รูปแบบท่ี 1 ) มากท่ีสุดถึงร้อยละ 38.7 รองลงมา
คือด้ือต่อยา  2 ชนิดคือ  penicilin กบั erythromycin (รูปแบบท่ี 3) ร้อยละ 25.8 ในขณะท่ีรูปแบบการ
ด้ือต่อยาอ่ืนๆจะมีจ านวนเช้ืออยู่ในช่วงท่ีใกลเ้คียงกนัประมาณร้อยละ 3.2  (รูปแบบท่ี 4, 9, 11-13 , 
16-18 และ 20-21) ขณะท่ีพบตวัอยา่งร้อยละ 29 (รูปแบบท่ี 9, 12-14 17-18 และ 20-21) ท่ีมีรูปแบบ
การด้ือต่อยาหลายชนิด (ด้ือต่อยา 3 ชนิดหรือมากกวา่, multidrug resistant)  และมีเพียง 1 ไอโซเลต
เท่านั้นท่ีไม่ด้ือต่อยาชนิดใด  ในตวัอยา่งป้ายเช้ือมีรูปแบบการด้ือต่อยา 13 รูปแบบ พบรูปแบบการ
ด้ือต่อยา penicillin ชนิดเดียวมากท่ีสุด (รูปแบบท่ี 1) ถึงร้อยละ 30.4  รองลงมาคือด้ือต่อยา cefoxitin 
(รูปแบบท่ี 2) ร้อยละ 6.4  และพบเช้ือท่ีมีรูปแบบการด้ือต่อยาหลายชนิด (รูปแบบท่ี 7-8, 10, 15-16 

ตารางที ่6 ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ (MIC) ของยา oxacillin และ vancomycin 
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และ 19) ร้อยละ 34.7 ในขณะท่ีรูปแบบการด้ือต่อยาอ่ืนๆ (รูปแบบท่ี 3, 5-8,10,14-16 และ 19) จะมี
จ านวนเช้ืออยูใ่นช่วงท่ีใกลเ้คียงกนัท่ีประมาณร้อยละ 4.3  
  โดยรวมแลว้ทั้งตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือ ค่อนขา้งท่ีจะมีรูปแบบการ
ด้ือต่อยาท่ีหลากหลาย โดยพบรูปแบบการด้ือต่อยาอยา่งนอ้ยท่ีสุด 1 ชนิด และอยา่งมากท่ีสุด 6 ชนิด 
(ตารางท่ี 2) อีกทั้งยงัพบวา่ส่วนใหญ่มีรูปแบบการด้ือต่อยา penicillin ชนิดเดียว (รูปแบบท่ี 1) มาก
ท่ีสุดถึงร้อยละ 35.2 รองลงมาคือด้ือต่อยา penicilin กบั erythromycin (รูปแบบท่ี 3) (ร้อยละ 16.6) 
และรูปแบบการด้ือต่อยาอ่ืนๆ (รูปแบบท่ี 2, 4-21) จะมีจ านวนเช้ืออยูใ่นช่วงท่ีใกลเ้คียงกนัประมาณ
ร้อยละ 1.8-3.7 ( 1-2 ไอโซเลต) นอกจากน้ีพบวา่มีถึง 16ไอโซเลต (ร้อยละ 29.6) ท่ีมีรูปแบบการด้ือ
ต่อยาหลายชนิด (รูปแบบท่ี 7-21) โดยเช้ือจากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วย (ร้อยละ 34.7) มีเช้ือท่ีมี
รูปแบบการด้ือต่อยาหลายชนิดในจ านวนท่ีใกล้เคียงกับเช้ือจากตัวอย่างป้ายเช้ือ(ร้อยละ 29) 
นอกจากน้ีในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยยงัพบวา่มี 2 ไอโซเลทท่ีมีรูปแบบท่ีด้ือต่อยามากท่ีสุด 6 ชนิด 
(รูปแบบท่ี 20 และ 21)  
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ตารางที ่7 รูปแบบการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพของเช้ือ S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย
และตวัอยา่งป้ายเช้ือ 

 

รูปแบบ รูปแบบการด้ือต่อยา 

จ านวน (ไอโซเลท) 

รวม (n=54) 
ตวัอยา่งส่ิงส่ง
ตรวจผูป่้วย  

จ  านวน (n= 31) 

ตวัอยา่งป้าย
เช้ือ 

จ านวน (n=23) 
1 PEN 12 (38.7) 7 (30.4) 19 (35.2) 
2 FOX - 2 (8.6) 2 (3.7) 
3 PEN/ERY 8 (25.8) 1 (4.3) 9 (16.6) 
4 PEN/TE 1 (3.2) - 1 (1.8) 
5 FOX/OXA - 1 (4.3) 1 (1.8) 
6 PEN/FOX - 1 (4.3) 1 (1.8) 
7 PEN/FOX/OXA - 1 (4.3) 1 (1.8) 
8 TE/FOX/OXA - 1 (4.3) 1 (1.8) 
9 PEN/CIP/DA 1 (3.2) - 1 (1.8) 

10 PEN/SXT/DA - 1 (4.3) 1 (1.8) 
11 PEN/ERY/TE/OXA 1 (3.2) - 1(1.8) 
12 PEN/ERY/SXT/DA 1 (3.2) - 1 (1.8) 
13 PEN/GEN/CIP/DA 1 (3.2) - 1(1.8) 
14 PEN/FOX/DA/OXA - 1 (4.3) 1(1.8) 
15 PEN/TE/FOX/OXA - 1 (4.3) 1(1.8) 
16 PEN ERY/TE/ FOX/OXA 1 (3.2) 1 (4.3) 2 (3.7) 
17 PEN/GEN/CIP/DA/OXA 1 (3.2) - 1(1.8) 
18 PEN/ERY/FOX/DA/OXA 1 (3.2) - 1 (1.8) 
19 PEN/FOX/SXT/DA/OXA - 1 (4.3) 1 (1.8) 
20 PEN/ERY/FOX/CIP/DA/OXA 1 (3.2) - 1 (1.8) 
21 PEN/ERY/TE/FOX/SXT/OXA 1 (3.2) - 1 (1.8) 
22 ไม่พบการด้ือต่อยา 1 (3.2) 4 (17.4) 5 (9.2) 

 ด้ือต่อยา 3 ชนิดหรือมากกวา่ (multidrug resistant) 9 (29) 7 (30.4) 16 (29.6) 

 ด้ือต่อยา 6 ชนิด 2 (16.1) 0  2 (3.7) 

PEN, penicilin; ERY, erythromycin; TE, tetracycline;; FOX, cefoxitin; GEN, gentamicin; CIP, Ciprofloxacin; 
SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; DA, clindamycin  
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การตรวจหายีนดือ้ยาต้านจุลชีพ 
  ตารางท่ี 8 แสดงผลการทดสอบของการใชว้ธีิ Multiplex-PCR และ PCR ในการตรวจยนืยนั
ยีน femA และยีนด้ือยาตา้นจุลชีพ 6 ชนิด ไดแ้ก่ blaZ, mecA, ermA, aac(6’)/aph(2), tetK และ tetM  
ในเช้ือ S. aureus  ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือ โดยพบวา่ทุกไอโซเลท
ตรวจพบยีน femA (ภาพท่ี 11)  ในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือสามารถตรวจพบ
เช้ือท่ีจบักบัยีน blaZ (ภาพท่ี 12 ) มากท่ีสุด (ร้อยละ 87) โดยตรวจพบยีน blaZ จากตวัอย่างส่ิงส่ง
ตรวจผูป่้วยไดร้้อยละ  96.7 และตวัอยา่งป้ายเช้ือร้อยละ 74  ตรวจพบเช้ือท่ีจบักบัยีน mecA (ภาพท่ี 
12)ทั้งหมดร้อยละ 27.8 โดยตรวจพบเช้ือท่ีจบักบัยนี mecA ในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่ง
ป้ายเช้ือร้อยละ  22.5  และ 34.9 ตามล าดบั ตรวจพบเช้ือท่ีจบักบัยีน ermA (ภาพท่ี 14 ) ร้อยละ 37 
โดยตรวจพบยีน ermA ในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือในระดบัปานกลางร้อยละ 
48.4 และ 21.7 ตามล าดบั  ตรวจพบเช้ือท่ีจบักบัยีน tetK และ tetM (ภาพท่ี 14) ร้อยละ 16.6 เท่ากนั 
โดยตรวจพบยีน tetK จากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอย่างป้ายเช้ือร้อยละ 19.3 และ 13 
ตามล าดบั และตรวจพบยีน tetM  ในเช้ือจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือร้อยละ 
17.4  และ 16.1 ตามล าดบั นอกจากน้ียงัตรวจพบเช้ือท่ีมีทั้งยนี tetK และ tetM ร้อยละ 9.3 โดยตรวจ
พบในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือร้อยละ 9.7 และ 8.7 ตามล าดบั ในทางตรงกนั
ขา้มกลบัตรวจพบเช้ือท่ีมีการจบักบัยนี aac (6 ′)/aph(2 ′′) (ภาพท่ี 13)ในระดบัต ่า (ร้อยละ 11.1)  โดย
ตรวจพบยีน aac (6 ′)/aph(2 ′′) จากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย และตวัอยา่งป้ายเช้ือร้อยละ 12.9  และ 
8.7 ตามล าดบั 
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ตารางที ่8 แสดงผลการตรวจหายนีด้ือยาของเช้ือ S. aureus ในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและ
ตวัอยา่งป้ายเช้ือดว้ยวธีิ PCR และ multiplex-PCR 

ยนีด้ือยา 
จ านวนตวัอยา่งเช้ือท่ีตรวจพบยนีด้ือยา 

รวม ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย (n = 
31 ) (ร้อยละ) 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ (n = 23)  
(ร้อยละ) 

femA* 31 (100) 23 (100) 54 (100) 
blaZ 30 (96.7) 17 (74) 47 (87) 
mecA 7 (22.5) 8 (34.9) 15 (27.8) 
ermA 15 (48.4) 5 (21.7) 20 (37) 
aac (6 ′)/aph(2 ′′) 4 (12.9) 2 (8.7) 6 (11.1) 
tetK 6 (19.3) 3 (13) 9 (16.6) 
tetM 5(16.1) 4 (17.4) 9 (16.6) 
tetK + tetM 3 (9.7) 2 (8.7) 5 (9.3) 
ตรวจไม่พบยนีด้ือยา 1 (3.22) 6 (26.1) 7 (13) 

 

*จ าเพาะกบัสายพนัธ์ุ S. aureus  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 ผลการตรวจหายีน femA โดยเทคนิค PCR ; M คือ 100 bp DNA marker, lane 1
  คือ  S. aureus ATCC 25923  (positive control) ; lane 2-6 คือ  ยีน  femA (450 bp)
  lane 7; Escherichia coli ATCC 25922  (negative control) 
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ภาพที่ 12 ผลการตรวจหายีน blaZ และ mecA โดยเทคนิค Multiplex-PCR; M คือ100 bp
  DNA marker, lane 1-6 คือ  blaZ (774 bp), lane 2, 3 และ  5 คือ  ยีนmecA(519 bp),
  lane 7; S. aureus ATCC 25923  (negative control) 
 

ภาพที่ 13 ผลการตรวจหายีน aac (6 ′)/aph(2 ′′) โดยเทคนิค PCR; M คือ 100 bp DNA marker,
  lane 1, 2, 5  และ6 คือยีน aac (6 ′)/aph(2 ′′) (407 bp), lane 7; S. aureus ATCC 25923
   (negative control) 
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ความสัมพนัธ์ระหว่างผลทดสอบความไวต่อยาและยนีดือ้ยาต้านจุลชีพแต่ละชนิด 
   ตาราง ท่ี  9-13 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลทดสอบความไวต่อยา   penicillin, 
erythromycin, tetracycline, cefoxitin,  และ gentamicin ท่ีทดสอบด้วยวิธี disc diffusion   และยา 
oxacillin ท่ีทดสอบด้วยวิธี broth microdilution กับยีนด้ือยาต้านจุลชีพ 6 ชนิด ท่ีทดสอบด้วยวิธี 
PCR และ Multiplex-PCR ได้แก่ blaZ (ยืนยนัการด้ือต่อยา penicilin), mecA (ยืนยนัการด้ือต่อยา 
methicilin และ oxacillin)  ermA (ยนืยนัการด้ือต่อยา erythromycin) aac(6’)/aph(2’’) (ยนืยนัการด้ือ
ต่อยา gentamicin) tetK และ tetM (ยืนยนัการด้ือต่อยา tetracycline) ในตวัอย่างเช้ือ S. aureus จาก
ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือจ านวน 54 ไอโซเลท  
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่14 ผลการตรวจหายนี ermA tetK และ tetM โดยเทคนิค Multiplex-PCR M คือ 100 bp DNA
  marker, lane 1, 2, 4  และ 6 คือยนี ermA (190 bp), lane l, 4, 5 และ6 คือยนี tetK, (360 
 bp), lane 1, 3 และ 6 คือ ยนี tetM (158 bp), lane 7; S. aureus ATCC 25923  (negative 
 control) 
 



 
54 

 

ตารางที ่9 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือท่ีด้ือต่อยา Penicillin กบัยนี blaZ ในเช้ือ S. aureus ท่ีแยกจาก 
 ตวัอยา่ง ส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
 

ตวัอยา่ง 
Penicillin 

ความไวต่อยา 
จ านวน (ร้อยละ) 

blaZ-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

blaZ-negative  
จ านวน (ร้อยละ) 

ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย 
(n= 31) 

R = 30 (96.7) 30 (96.7) - 
S =  1 (3.2) - 1 (3.2) 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
(n = 23) 

R = 15 (65.2) 15 (65.2) - 
S = 8 (34.8) 2 (8.7) 6 (26.1) 

รวม 
(n = 54) 

R = 45 (83.3) 45 (83.3) - 
S = 9 (16.7) 2 (3.7) 7 (13) 

R = Resistant; S = Susceptible 

  ตารางท่ี 9 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัอยา่งเช้ือท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา penicilin กบัยนี 
blaZ พบวา่เช้ือทุกไอโซเลทร้อยละ 83.3 โดยแบ่งเป็นตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยร้อยละ 96.7 และเช้ือ
จากตวัอยา่งป้ายเช้ือร้อยละ 65.2  มีการแสดงออกวา่ด้ือต่อยา penicilin และตรวจพบยนี blaZ 
 อยา่งไรก็ตามกลบัพบวา่ในตวัอยา่งป้ายเช้ือมี  2 ไอโซเลทท่ีแสดงออกวา่ไวต่อยา penicilin 
แต่กลบัตรวจพบยนี  blaZ 
 
ตารางที ่10 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือท่ีด้ือต่อยา Cefoxitin และ Oxacillin กบัยนี mecA ในเช้ือ  
 S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
 

ตวัอยา่ง 
Cefoxitin Oxacillin 

ความไวต่อยา 
จ านวน (ร้อยละ) 

mecA-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

mecA-negative  
จ านวน (ร้อยละ) 

ความไวต่อยา 
จ านวน (ร้อยละ) 

mecA-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

mecA-negative  
จ านวน (ร้อยละ) 

ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจ
ผูป่้วย 

(n= 31) 

R = 4 (12.9) 4  (12.9) - R = 6 (19.3) 5 (16.1) 1 (3.2) 
S = 27 (87) 3 (9.7) 24 (77.3) S = 25 (80.6) 2  (6.5) 23 (74.1) 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
(n = 23) 

R = 10 (43.5) 4 (17.4) 6 (26.1) R = 7 (30.4) 3 (13) 4 (17.4) 
S = 13 (56.5) 4 (17.4) 9 (39.1) S = 16 (69.5) 5 (21.7) 11 (47.8) 

รวม 
(n = 54) 

R = 14 (25.9) 8 (14.8) 6 (11.1) R = 13 (24.1) 8 (14.8) 5 (9.3) 
S = 40 (74.1) 7  (13) 33 (61.1) S = 41 (76) 7  (13) 34 (63) 

R = Resistant; S = Susceptible 
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ตารางท่ี 10  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัอยา่งเช้ือท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา cefoxitin และ 
oxacillin กบัยีน mecA โดยพบว่าเช้ือจากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยทั้งหมด (ร้อยละ 12.9) มีการ
แสดงออกว่าด้ือต่อยา cefoxitin และตรวจพบยีน mecA ในขณะท่ีมีเพียงร้อยละ 9.7 ท่ีมีการ
แสดงออกว่าไวต่อยา cefoxitin แต่กลบัตรวจพบยีน mecA และมีตวัอย่างป้ายเช้ือร้อยละ 43.5 ท่ี
แสดงออกว่าด้ือต่อยา cefoxitin แต่กลบัตรวจไม่พบยีน mecA ถึงร้อยละ 26.1 ในขณะท่ีมีตวัอย่าง
ร้อยละ 13 ท่ีแสดงออกวา่ไวต่อยา cefoxitin แต่กลบัตรวจพบยนี mecA  
        ความสัมพนัธ์ระหว่างตวัอย่างเช้ือท่ีด้ือต่อยา oxacillin กับยีน mecA โดยพบว่าเช้ือจาก
ตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยร้อยละ 16.1 ท่ีแสดงออกว่าด้ือต่อยา oxacillin แต่กลบัมี 1 ไอโซเลทท่ี
ตรวจไม่พบยนี mecA  ในขณะท่ีมี 2 ไอโซเลทท่ีแสดงออกวา่ไวต่อยา oxacillin แต่กลบัตรวจพบยีน 
mecA และในตวัอยา่งป้ายเช้ือร้อยละ 30.4 ท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา oxacillin แต่กลบัพบเช้ือท่ีตรวจ
ไม่พบยีน mecA ถึงร้อยละ 17.4 ตรงกนัขา้มกลบัพบว่ามีเช้ือร้อยละ 13  ท่ีแสดงออกว่าไวต่อยาแต่
กลบัตรวจพบยนี mecA  
 
ตารางที ่11 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือท่ีด้ือต่อยา Erythromycin กบัยนี ermA ในเช้ือ S. aureus ท่ี
       แยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ 

ตวัอยา่ง 
Erythromycin 

ความไวต่อยา 
จ านวน (ร้อยละ) 

ermA-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

ermA-negative  
จ านวน (ร้อยละ) 

ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย 
(n= 31) 

R = 14 (45.1) 13 (41.9) 1 (3.2) 
S = 17 (54.8) 2 (6.4) 15 (48.4) 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
(n = 23) 

R = 2 (8.7) 1 (4.3) 1 (4.3) 
S = 21 (91.2) 3 (13) 18 (78.2) 

รวม 
(n = 54) 

R = 16 (29.6) 14 (25.9) 2 (3.7) 
S = 38 (70.4) 5 (9.3) 33 (61.1) 

 R = Resistant; S = Susceptible 

   
ตารางท่ี 11 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัอย่างเช้ือท่ีด้ือต่อยา erythromycin กบัยีน ermA 

โดยพบวา่เช้ือจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยร้อยละ 45.1 ท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา erythromycin แต่มี 
1 ไอโซเลทท่ีตรวจไม่พบยนี ermA ในขณะท่ีมี 2 ไอโซเลทท่ีแสดงออกวา่ไวต่อยา erythromycin แต่
กลบัตรวจพบมียีน ermA และในตวัอยา่งป้ายเช้ือมีเพียง 1 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา 
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erythromycin แต่ตรวจไม่พบยีน ermA ในขณะท่ีมีตัวอย่างร้อยละ 13 ท่ีแสดงออกว่าไวต่อยา 
erythromycin แต่กลบัตรวจพบยนี ermA 

 
ตารางที ่12 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือท่ีด้ือต่อยา gentamicin กบัยนี aac(6’)/ aph(2’’) ในเช้ือ  
       S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
 

ตวัอยา่ง 
Gentamicin 
ความไวต่อยา 
จ านวน (ร้อยละ) 

aac(6’)/ aph(2)-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

aac(6’)/ aph(2)-negative  
จ านวน (ร้อยละ) 

ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย 
(n= 31) 

R = 2 (6.4) 2 (6.4) - 
S = 29 (93.5) 3 (9.6) 26 (83.9) 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
(n = 23) 

R = 0 (0) - - 
S = 23 (100) 2 (8.7) 21  (91.3) 

รวม 
(n = 54) 

R = 2 (3.7) 2 (3.7) - 
S = 52 (96.3) 5 (9.3) 47 (87) 

R = Resistant; S = Susceptible 

   
ตารางท่ี 12 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัอยา่งเช้ือท่ีด้ือต่อยา gentamicin กบัยีน aac(6’)/ 

aph(2’’) โดยพบว่าเช้ือจากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยทั้งหมด 2 ไอโซเลทท่ีแสดงออกว่าด้ือต่อยา 
gentamicin และตรวจพบยีน aac(6’)/ aph(2’’)  ในขณะท่ีมี 3 ไอโซเลทท่ีแสดงออกว่าไวต่อยา 
gentamicin แต่กลับตรวจพบว่ามียีน aac(6’)/ aph(2’’) และในตวัอย่างป้ายเช้ือทั้งหมดไม่มีการ
แสดงออกว่าด้ือต่อยา gentamicin และตรวจไม่พบยีน aac(6’)/ aph(2’’)  ตรงกนัขา้มพบว่ามี 2 ไอ
โซเลทท่ีแสดงออกวา่ไวต่อยา gentamicin แต่กลบัตรวจพบยนี aac(6’)/ aph(2’’)    
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ตารางที ่13 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือท่ีด้ือต่อยา Tetracycline กบัยนี tetK  และ tetM  ในเช้ือ  
       S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
 

ตวัอยา่ง 
Tetracycline 

ความไวต่อยา 
จ านวน (ร้อยละ) 

tetK-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

tetK-negative  
จ านวน (ร้อยละ) 

tetM-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

tetM-negative  
จ านวน (ร้อยละ) 

tetK และ tetM-positive 
จ านวน (ร้อยละ) 

ตวัอยา่งส่ิง
ส่งตรวจ
ผูป่้วย 

(n= 31) 

R = 4 (12.9) 4  (12.9) - 3 (9.7) 1 (3.2) 3 (9.7) 
S = 27 (87.1) 4 (12.9) 23 (74.2) 2 (6.4) 25 (80.7) 2 (6.4) 

ตวัอยา่งป้าย
เช้ือ 

(n = 23) 

R = 3 (13.9) 2 (8.6) 1 (4.3) 2 (8.6) 1 (4.3) 2 (8.6) 
S = 20 (87) 1 (4.3) 19 (82.6) 2 (8.6) 18 (78.3) 1 (4.3) 

รวม 
(n = 54) 

R =7 (12.9) 6 (11.1) 1 (1.8) 5 (9.3) 2 (3.7) 5 (9.3) 
S = 47 (87) 5 (9.3) 42 (77.7) 4 (7.4) 43 (79.6) 4 (7.4) 

R = Resistant; S = Susceptible 

 
ตารางท่ี 13  แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างตวัอย่างเช้ือท่ีด้ือต่อยา tetracycline กบัยีน tetK  

และ tetM  โดยพบว่าเช้ือจากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยทั้งหมดร้อยละ 9.7 แสดงออกว่าด้ือต่อยา 
tetracycline และตรวจพบยีน tetK และ tetM  แต่มีเพียง 1 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีตรวจไม่พบยีน tetM 
ในขณะท่ีมีตวัอยา่งร้อยละ 87.1 ท่ีแสดงออกวา่ไวต่อยา tetracycline แต่กลบัตรวจพบเช้ือท่ีมียนี tetK  
และ tetM  หรือพบทั้ง 2 ยีน ร้อยละ 12.9  6.4 และ 6.4 ตามล าดบั และในตวัอย่างป้ายเช้ือมีร้อยละ 
8.6 ท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา tetracycline และตรวจพบทั้งยีน tetK  และ tetM แต่มีเพียง 1 ไอโซเลท
เท่านั้ นท่ีตรวจไม่พบยีน tetK  และ tetM ในขณะท่ีมีเช้ือร้อยละ 78.3 ท่ีแสดงออกว่าไวต่อยา 
tetracycline และตรวจไม่พบทั้งยีน tetK  และ tetM  ตรงกนัขา้มกลบัพบว่ามี 1 ไอโซเลท ท่ีมียีน 
tetM เพียงชนิดเดียวเท่านั้นและอีก 2 ไอโซเลทท่ีตรวจพบทั้งยนี tetK  และ tetM   
  จากความสัมพนัธ์ระหว่างผลทดสอบความไวต่อยาและยีนด้ือยาตา้นจุลชีพท่ีตรวจพบใน
เช้ือ S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ (ตารางท่ี 9-13) โดยรวมแลว้
พบว่าเช้ือส่วนใหญ่ (ร้อยละ 83.3) ท่ีแสดงออกว่าด้ือต่อยา penicillin จะตรวจพบยีน blaZ ร่วมอยู่
ดว้ย และมีตวัอยา่งร้อยละ 14.8  ท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา cefoxitin และ oxacillin หรือด้ือยาชนิดใด
ชนิดหน่ึงจะตรวจพบยีน mecA ร่วมดว้ย ในทางตรงกนัขา้มกลบัพบวา่มี 7 ไอโซเลท ท่ีแสดงออกวา่
ไวต่อยา cefoxitin และ oxacillin หรือไวต่อยาชนิดใดชนิดหน่ึงแต่กลับตรวจพบยีน mecA 
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นอกจากน้ีมีเพียง 2 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา erythromycin แต่ตรวจไม่พบยนี ermA 
ในขณะท่ีมีตวัอย่างร้อยละ 9.3 ท่ีแสดงออกว่าไวต่อยา erythromycin แต่กลบัตรวจพบยีน ermA 
นอกจากน้ียงัตวัอย่างร้อยละ 9.3 ท่ีแสดงออกว่าไวต่อยา gentamicin แต่กลบัตรวจพบยีน aac(6’)/ 
aph(2’’)  อยา่งไรก็ตามพบวา่มีเพียง 1 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา tetracycline แต่กลบั
ตรวจไม่พบทั้งยีน tetK และ tetM เช่นเดียวกนัพบว่ามีตวัอย่างร้อยละ 7.4 ท่ีแสดงออกว่าไวต่อยา 
tetracycline แต่กลบัตรวจพบทั้งยนี tetK และ tetM  
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บทที ่5 วจิารณ์และสรุปผลการทดลอง 
   
  S. aureus เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ร่างกายของผู ้ป่วย (colonization) เช่น รูจมูก 
ใบหน้า แขน หรือขา เป็นตน้ และยงัสามารถพบแบคทีเรียชนิดน้ีไดใ้นส่ิงแวดลอ้ม เช่น พื้น ผนงั 
หรือราวบนัได เป็นตน้ เราสามารถตรวจพบแบคทีเรียชนิดน้ีไดจ้ากสารคดัหลัง่จากร่างกายผูป่้วย 
เช่น เสมหะ หนอง ปัสสาวะ รวมถึงเลือดของผูป่้วย โดยในการศึกษาคร้ังน้ีไดแ้ยกเช้ือ S. aureus 
จากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจ และพบวา่สามารถแยกเช้ือไดจ้ากตวัอยา่งเสมหะมากท่ีสุด รองลงมาคือจาก
เลือด และหนองของผูป่้วย ซ่ึงสามารถใช้เป็นส่ิงบ่งช้ีได้ว่าเช้ือ  S. aureus ท่ีแยกได้จากตวัอย่าง
ดงักล่าวมีความเป็นไปไดท่ี้จะก่อให้เกิดโรคต่างๆ เช่น เสมหะคือสารคดัหลัง่ท่ีร่างกายสร้างออกมา
จากต่อมสร้างสารคดัหลัง่ท่ีอยูใ่นเยือ่บุทางเดินหายใจดงันั้นการตรวจพบเช้ือ S. aureus ในเสมหะก็
มีความเป็นไปไดท่ี้เช้ืออาจจะก่อใหเ้กิดโรคปอดบวม (pneumonia) หรือการติดเช้ือในระบบทางเดิน
หายใจ และการตรวจพบเช้ือ S. aureus ในเลือดของผูป่้วยก็มีความเป็นไปไดท่ี้เช้ืออาจจะก่อให้เกิด
การติดเช้ือในกระแสเลือด (septicemia) หรือโรคเยื่อบุหัวใจอักเสบ (endocarditis) เป็นต้น 
เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Nabeetha และคณะ (2005) ท่ีพบวา่ส่วนใหญ่จะสามารถแยกเช้ือ S. aureus 
ไดจ้ากเสมหะของผูป่้วยท่ีเป็นโรคปอดบวม (Nabeetha et al., 2005) และ Prabhu และคณะ (2010) 
สามารถแยกเช้ือ S. aureus ได้จากเลือดของผูป่้วยท่ีติดเช้ือในกระแสเลือด (Prabhu et al., 2010) 
นอกจากน้ีเรายงัสามารถแยกเช้ือ S. aureus ไดจ้ากการป้ายเช้ือ (swab) จากส่ิงแวดลอ้ม ส่ิงของ และ
สถานท่ีต่างๆภายในโรงพยาบาล เช่น พื้นในห้องผูป่้วย พื้นห้องน ้ า ผนงั เตียงผูป่้วย รถเข็น เป็นตน้ 
แสดงให้เห็นว่าเช้ือ S. aureus นอกจากจะอยู่ในตวัผูป่้วยแลว้ยงัสามารถพบได้อยู่ในส่ิงแวดลอ้ม 
โดยตรวจพบเช้ือ S. aureus จากพื้นในหอ้งผูป่้วยไดม้ากท่ีสุด รองลงมาคือ เตียงผูป่้วย ซ่ึงสันนิษฐาน
ไดว้า่เกิดจากพาหะ เช่น ญาติผูป่้วย ผูป่้วยท่านอ่ืน แพทย ์หรือบุคลากรภายในโรงพยาบาล ซ่ึงเป็นผู ้
น าพาเช้ือ S. aureus จากภายนอกเขา้มาภายในห้องผูป่้วย ส่งผลให้ผูป่้วยมีอตัราเส่ียงต่อการสัมผสั
กบัเช้ือก่อโรคมากข้ึน เช่นเดียวกนัการศึกษาของ Boyce และคณะ (1997) ท่ีตรวจพบเช้ือ S. aureus 
บนพื้นห้องผูป่้วยและเตียงผูป่้วย โดยพบวา่ส่วนใหญ่เกิดจากนางพยาบาลท่ีเป็นตน้เหตุท าให้ผูป่้วย
ติดเช้ือก่อโรคชนิดน้ี (Boyce et al., 1997)  แต่อย่างไรก็ตามความเส่ียงท่ีผูป่้วยจะสัมผสักบัเช้ือก่อ
โรคและเกิดอาการรุนแรงน่าจะข้ึนอยูก่บัภูมิคุม้กนัของผูป่้วยมากกว่า สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 
สมหวงั ด่านชยัวจิิตร (2533) ท่ีไดร้ายงานวา่ ถึงแมแ้บคทีเรียในส่ิงแวดลอ้มจะมีมาก แต่อตัราการติด
เช้ือก่อโรคในโรงพยาบาลอาจไม่ไดสู้งข้ึนตาม เน่ืองจากตวัแปรท่ีส าคญัคือ ภูมิคุม้กนัของผูป่้วยและ
ความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือ (สมหวงั ด่านชยัวจิิตร, 2533)  
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 การจ าแนกสายพนัธ์ุ S. aureus ดว้ยวิธีทางชีวเคมีตามปกติ (ทดสอบการหมกัน ้ าตาลและ
การสร้างเอนไซม์ต่างๆหลายชนิด) นั้นจะใช้เวลาท่ีนานและส้ินเปลืองสารเคมีมาก ดังนั้นการ
จ าแนกเช้ือด้วยวิธีทางชีวเคมีท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือ S. aureus อนัได้แก่ catalase test, haemolytic test, 
mannitol fermentation และ coagulase test นั้นก็เพียงพอแลว้ต่อการจ าแนกสายพนัธ์ุ S. aureus ซ่ึง
จะช่วยในการประหยดัเวลาและลดการส้ินเปลืองสารเคมีอีกดว้ย และนอกจากน้ีเพื่อเป็นยืนยนัสาย
พนัธ์ุ S. aureus จึงควรตรวจหายีนท่ีจ าเพาะต่อสายพนัธ์ุ S. aureus ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีไดเ้ลือกใช้
ยนี femA หรือ Factor essential for the expression of methicittine resistant (fem) ซ่ึงเป็นยนีท่ีสามารถ
พบไดใ้นเช้ือ S. aureus ทุกสายพนัธ์ุ ดงันั้นจึงสามารถใชย้นีชนิดน้ีในการจ าแนกสายพนัธ์ุ S. aureus 
ไดเ้ช่นกนั (Mehrotra et al., 2000) 
   ผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพพบว่าตัวอย่างทั้ งหมดมีความไวต่อยา 
chloramphenicol, rifampin, linezolid และ vancomycin แสดงให้เห็นว่ายาต้านจุลชีพเหล่าน้ียงั
สามารถใช้รักษาโรคติดเช้ือ S. aureus อย่างได้ผล สอดคล้องกับการศึกษาของ Chayakul and 
Ingviya (2004) ท่ีรายงานวา่เช้ือ MRSA ท่ีแยกไดจ้ากโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ยงัคงมีความไวต่อ
ยา vancomycin, fusidic acid และ linezolid (Hortiwakul, Chayakul and Ingviya, 2004) อีกทั้งยงัให้
ผลลพัธ์ท่ีสอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาอ่ืนๆ (Elsahn et al., 2010; Armin et al., 2013; Ullah et al., 
2016) และในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบเช้ือสายพนัธ์ุ VISA และ VRSA  แมว้า่ในปัจจุบนัจะมีรายงาน
ถึงการด้ือต่อยาชนิดน้ีในต่างประเทศ (Hiramatsu, 1998; Mazzulli, 2006; Zhu et al., 2008 และ 
Rahimi et al., 2013) รวมถึงประเทศไทย (Trakulsomboon et al., 2001 และ Lulitanond et al., 2009) 
ทั้งน้ี vancomycin ยงัเป็นยาท่ียอมรับกนัโดยทัว่ไปว่าควรเลือกใชเ้ป็นอนัดบัแรกส าหรับรักษาโรค
ติดเช้ือ MRSA ท่ีรุนแรง แต่ทวา่ยาดงักล่าวยงัมีผลขา้งเคียงคือมีความเป็นพิษต่อหูและไต ดงันั้นจึง
ควรใชย้าชนิดน้ีในปริมาณท่ีเหมาะสมและใช้ดว้ยความระมดัระวงั (Yue et al., 2013) นอกจากน้ีมี
รายงานว่าในปัจจุบนัยา linezolid สามารถยบัย ั้งได้ทั้งเช้ือ MRSA VISA และ VRSA อย่างได้ผล 
(Ng et al., 2011; Gu et al., 2012; Chitnis et al., 2013) ในทางตรงกนัขา้มพบว่าเช้ือจากตวัอย่างส่ิง
ส่งตรวจผูป่้วย และตวัอย่างป้ายเช้ือส่วนใหญ่จะด้ือต่อยา penicillin ในระดับสูง สอดคล้องกับ
รายงานจาก CLSI (2015) ท่ีรายงานว่าในปัจจุบนัร้อยละ 80 ของสายพนัธ์ุ S. aureus ท่ีแยกจากใน
โรงพยาบาลจะด้ือต่อยา penicilin  ช้ีใหเ้ห็นวา่ยาชนิดน้ีเกือบจะไม่สามารถน ามาใชรั้กษาโรคติดเช้ือ 
S. aureus อย่างได้ผล (CLSI, 2015) ทุกไอโซเลทมีอัตราการด้ือต่อยา tetracycline, clindamycin  
gentamicin และ trimethoprim-sulfamethoxazole ในระดับต ่า สอดคล้องกับงานวิจัยของ Moran 
และคณะ (2006) ท่ีแยกเช้ือ S. aureus จากโรงพยาบาล  11 แห่งในสหรัฐอเมริกา ซ่ึงพบวา่ทุกไอโซ
เลทมีอตัราการด้ือต่อยาเหล่าน้ีในระดับท่ีต ่าจนถึงปานกลาง (Moran et al., 2006) นอกจากน้ียงั

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elsahn%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20595899
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elsahn%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20595899
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พบวา่ทุกไอโซเลทด้ือต่อยา erythromycin, cefoxitin และ oxacillin ในระดบัปานกลาง (ร้อยละ 26.9 
25.6 และ 24.1 ตามล าดบั) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Kitti และคณะ (2012) ท่ีพบวา่เช้ือ MRSA 
ท่ีแยกจากผูป่้วยในโรงพยาบาลมหาวทิยาลยัประเทศไทย ส่วนใหญ่จะด้ือยา erythromycin, oxacillin 
และ cefoxitin ในระดับปานกลางถึงระดับต ่า (ร้อยละ 26.7, 6.7 และ 6.7 ตามล าดับ) (Kitti et al., 
2012) แต่ตรงกนัขา้มกบัการศึกษาของ Al-Zoubi และคณะ (2015) ไดร้ายงานวา่เช้ือ S. aureus ท่ีแยก
ไดจ้ากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยในโรงพยาบาลของประเทศจอร์แดนส่วนใหญ่ร้อยละ 57-63  จะด้ือ
ต่อยา erythromycin cefoxitin และ oxacillin ในระดบัสูง (Al-Zoubi et al., 2015)  
 วิธีการตรวจหาเช้ือ MRSA ท่ีนิยมใช้ในห้องปฏิบติัการมีอยู่ดว้ยกนัหลายวิธี โดยปัจจุบนั 
CLSI  ได้ก าหนดให้การตรวจสอบค่า MIC ของยา oxacillin ด้วยวิธี broth dilution  (CLSI, 2015) 
เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบเช้ือ MRSA  แต่ถา้ในกรณีท่ีตอ้งใช้วิธี disc diffusion ทาง CLSI 
ไดแ้นะน าใหใ้ชแ้ผน่ยาปฏิชีวนะ cefoxitin (30 μg) ทดสอบบนอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller Hinton agar 
(CLSI, 2015) ทั้งน้ียาทั้ง 2 ชนิดจดัเป็นยาท่ีอยูใ่นกลุ่ม penicillinase resistant penicillins ซ่ึงเป็นยาก
ลุ่มเดียวกบั methicillin จึงเป็นประโยชน์ท่ีจะใช้ตรวจหาเช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยา methicillin หรือ 
MRSA ในการศึกษาคร้ังน้ีเม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบด้วยวิธี disc diffusion โดยใช้แผ่นยา 
cefoxitin สามารถตรวจพบเช้ือสายพนัธ์ุ MRSA  จ านวน 14 ไอโซเลท แต่เม่ือทดสอบหาค่า MIC 
ดว้ยวิธี broth microdilution กบัยา oxacillin กลบัตรวจพบเช้ือสายพนัธ์ุ MRSA เพียง 13 ไอโซเลท
เท่านั้ น (MIC ของ Oxacillin ≥4 μg/ml) ช้ีให้เห็นว่ายา cefoxitin มีความไวและความจ าเพาะ
มากกว่ายา  oxacillin อีกทั้งยงัมีผูว้ิจยัอีกหลายกลุ่มท่ีรายงานว่ายา cefoxitin นั้นมีความไวและ
ความจ าเพาะกบัยีน mecA  มากกวา่ยา  oxacillin อีกทั้งยงัเป็นตวัชกัน า (inducer) ในการกระตุน้ให้
เช้ือแสดงการด้ือต่อยาออกมา (Swenson et al., 2005; Broekema et al., 2009; Pourmand et al., 2014; 
CLSI, 2015) อย่างไรก็ตามทั้ง 2 วิธีเป็นเพียงการตรวจสอบเช้ือสายพนัธ์ุ MRSA เบ้ืองตน้เท่านั้น 
ดงันั้นถา้ตอ้งการยืนยนัเช้ือสายพนัธ์ุ MRSA จึงควรใชเ้ทคนิคทางชีวโมเลกุลเพื่อตรวจหายนี mecA 
ซ่ึงเป็นยนีท่ีควบคุมการด้ือต่อยาในกลุ่ม β-lactam ของเช้ือ MRSA  
 เช้ือจากตวัอย่างส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอย่างป้ายเช้ือค่อนขา้งท่ีจะมีรูปแบบการด้ือยาท่ี
หลากหลาย ซ่ึงพบว่าเช้ือประมาณคร่ึงหน่ึงจะมีรูปแบบการด้ือต่อยา 1-2 ชนิดโดยส่วนใหญ่จะมี
รูปแบบท่ีด้ือต่อยา 1 ชนิด คือด้ือต่อยา penicillin ชนิดเดียว และรองลงมาคือรูปแบบท่ีด้ือต่อยา 2 
ชนิด คือด้ือต่อยา penicillin และ erythromycin  ถึงกระนั้นก็ยงัพบเช้ือถึง 16 ไอโซเลทท่ีมีรูปแบบ
การด้ือต่อยาหลายชนิด (multidrug resistant) และพบวา่ในตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยมี  2 ไอโซเลท
ท่ีมีรูปแบบการด้ือยามากท่ีสุดถึง 6 ชนิด ส่วนสาเหตุท่ีเช้ือด้ือต่อยาหลายชนิดสันนิษฐานวา่เกิดจาก
ผูป่้วยไดรั้บยาตา้นจุลชีพมาเป็นระยะเวลานาน หรือใชย้าโดยไม่ปรึกษาแพทยจ์นกระทัง่เช้ือด้ือต่อ
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ยาชนิดนั้น สอดคลอ้งกบับทความของ Carl Llor และ Lars Bjerrum (2014) ไดก้ล่าวไวว้่า สาเหตุ
หลกัท่ีท าให้เช้ือก่อโรคในตวัผูป่้วยด้ือต่อยาหลายชนิดนั้น เกิดจากผูป่้วยได้รับยาตา้นจุลชีพใน
ปริมาณมาก และเป็นเวลานานหรือบางคร้ังท่ีผูป่้วยไม่ปรึกษาแพทย ์และหายามารับประทานดว้ย
ตวัเอง จึงท าให้ใชย้าไม่ตรงกบัชนิดของเช้ือก่อโรค จึงมีโอกาสท าให้เช้ือพฒันาจนกระทัง่ด้ือต่อยา
ตา้นจุลชีพหลายชนิดไดเ้ช่นกนั (Carl Llor and Lars Bjerrum, 2014) นอกจากน้ียงัพบเช้ือ S. aureus 
ท่ีด้ือต่อยาหลายชนิดจากส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาล เช่น เตียงผูป่้วย ผนงั และ พื้น  สันนิษฐาน
วา่อาจจะเกิดจากพาหะ เช่น บุคลากรทางการแพทยห์รือญาติผูป่้วยเเป็นผูน้ าเช้ือด้ือยามาแพร่กระจาย
ในส่ิงแวดลอ้มของโรงพยาบาล นอกจากน้ีส่ิงของหรือต าแหน่งดงักล่าวก็เป็นส่ิงท่ีผูป่้วยสัมผสัอยู่
เป็นประจ าจึงมีโอกาสอยา่งมากท่ีผูป่้วยจะสัมผสักบัเช้ือด้ือยาหลายชนิดน้ีได ้สอดคลอ้งกบังานวจิยั
ของ Pravas และคณะ (2015) ท่ีแยกเช้ือ S. aureus จากส่ิงแวดลอ้มภายในโรงพยาบาล เช่น พื้น ผนงั 
เตียงห้องฉุกเฉิน และจากบุคลากรทางแพทย ์และเช้ือมีรูปแบบการด้ือยา erythromycin  ampicillin  
ciprofloxacin  และ  tetracycline  มากท่ีสุด (Pravas et al., 2015) 
  ความสัมพนัธ์ระหวา่งผลการทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพแต่ละชนิดและการตรวจหา
ยนีด้ือยา พบวา่มีทั้งผลลพัธ์ท่ีสอดคลอ้งกนัและไม่สอดคลอ้งกนั โดยแบ่งไดเ้ป็น 3 กรณี ไดแ้ก่ กรณี
ท่ี 1) มีการแสดงออกทางฟีโนไทป์และทางจีโนไทป์ท่ีสอดคลอ้งกนั คือ เช้ือแสดงออกวา่ด้ือต่อยา
ชนิดหน่ึงและตรวจพบยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือต่อยาชนิดนั้น กรณีท่ี 2) มีการแสดงออกทางฟีโน
ไทป์แต่ตรวจไม่พบยีนด้ือยา คือ เช้ือแสดงออกวา่ด้ือต่อยาชนิดหน่ึงแต่กลบัตรวจไม่พบยีนด้ือยาท่ี
ควบคุมกลไกการด้ือต่อยาชนิดนั้น และกรณีท่ี 3)  ไม่มีการแสดงออกทางฟีโนไทป์แต่ตรวจพบยีน
ด้ือยา คือ  เช้ือแสดงออกวา่ไวต่อยาชนิดหน่ึงแต่กลบัตรวจพบยีนด้ือยาท่ีควบคุมกลไกการด้ือต่อยา
ชนิดนั้น (ศิริลกัษณ์ ธีระภูธร และ ธานี วงษช์ยั, 2558) 
ยีน blaZ จะควบคุมการสร้างเอนไซม์ β-lactamsae เขา้ท าลายโครงสร้าง β-lactam ring ส่งผลให้
ด้ือต่อยา penicillin  และในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา่เช้ือจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้าย
เช้ือส่วนใหญ่ท่ีด้ือต่อยา penicillin และตรวจพบยีน blaZ ดว้ยเช่นกนั ช้ีให้เห็นว่ายีนชนิดน้ีมีแพร่
การกระจายอยูใ่นเช้ือ S. aureus เป็นวงกวา้ง อย่างไรก็ตามพบวา่มีบางไอโซเลทท่ีแสดงออกวา่ไว
ต่อยา penicillin แต่ตรวจพบยนี blaZ ซ่ึงสันนิษฐานไดว้า่ยนีไม่มีการแสดงออกหรือไม่มีการกระตุน้
ให้เกิดการสร้างเอนไซม์ β-lactamsae เขา้ท าลายโครงสร้างของยา ส่งผลให้สามารถยบัย ั้งเช้ือได้
ส าเร็จ (Feghaly et al., 2012) 
  กลไกในการด้ือต่อยา cefoxitin, oxacillin และยาในกลุ่ม β-lactam คือยีน mecA โดยเกิด
จากการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ penicillin binding protein (PBP) (โดยปกติเช้ือ S. aureus จะมี 
PBP 4 ชนิด)ให้กลายเป็น PBP2a ท าให้เช้ือไม่ตอบสนองต่อยากลุ่ม β –lactam ในการศึกษาคร้ังน้ี 
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ไดต้รวจพบเช้ือท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา cefoxitin และ oxacillin  หรือชนิดใดชนิดหน่ึงและตรวจพบ
ยีน mecA ร่วมอยู่ด้วย แสดงให้เห็นว่าเ ช้ือกลุ่มน้ีเป็น True methicillin-resistant S. aureus (true 
MRSA) ซ่ึงมีกลไกการด้ือต่อยาท่ีบริเวณผนงัเซลล์ท่ีมีการเปล่ียนแปลงเป็น PBP2a สอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Siripornmongcolchai และคณะ (2002) ได้ท าการเปรียบเทียบกับการทดสอบ 
Oxacillin  disc  agar  diffusion  และ Oxacillin  salt  screening ในการตรวจหาเช้ือ MRSA และ
ยืนยนัสายพนัธ์ุ MRSA โดยการตรวจหายีน mecA ผลการทดสอบพบวา่เช้ือท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา 
Oxacillin พบว่ า ทั้ ง หมดจับกับ ยี น  mecA แสดง ให้ เ ห็ น ว่ า เ ช้ื อ เ ห ล่ า น้ี เ ป็ น  true MRSA 
(Siripornmongcolchai et al., 2002) นอกจากน้ียงัมีบางไอโซเลทท่ีแสดงออกว่าด้ือต่อยา cefoxitin 
และ oxacillin หรือชนิดใดชนิดหน่ึงแลว้ตรวจไม่พบยีน mecA สันนิษฐานว่าอาจจะเป็นเช้ือชนิด 
Borderline-oxacillin resistant S. aureus (BORSA) ซ่ึงเช้ือจะสร้างเอนไซม์ β-lactamase  ออกมาใน
ปริมาณมาก ท าให้สามารถยอ่ยสลายยาไดโ้ดยตรง (รัตดาวลัย ์ขนัโยธา และคณะ 2555)  สอดคลอ้ง
กับการศึกษาของ Maalej และ คณะ (2012) ท่ีรายงานว่าตรวจพบเช้ือ BORSA ในโรงพยาบาล
ประเทศตูนิเซีย โดยเช้ือทั้งหมดแสดงออกวา่ด้ือต่อยา oxacillin  แต่ทั้งหมดกลบั แสดงออกวา่ไวต่อ
ยา cefoxitin อีกทั้งยงัตรวจไม่พบยีน mecA ช้ีให้เห็นว่าการทดสอบในห้องปฏิบติัการควรทดสอบ
ทั้งยา cefoxitin และ oxacillin. (Maalej et al., 2012) 
 ยีน erm (erythromycin ribosome methylase) เป็นยีนท่ียืนยนัการด้ือต่อยากลุ่ม macrolide, 
lincosamide และ streptogramin B (MLSB) เช่น erythromycin โดยมีกลไกการด้ือยาท่ีท าให้เกิด
กระบวนการ methylation บริเวณ 23S ribosomal ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงเป้าหมายของยา ท า
ให้ไม่สามารถหาต าแหน่งท่ีจะออกฤทธ์ิ ในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา่มีบางไอโซเลทท่ีแสดงออกวา่ด้ือ
ต่อยา erythromycin แต่ตรวจพบไม่พบยีน ermA ซ่ึงสามารถแบ่งขอ้สันนิษฐานเป็น 2 กรณีคือ กรณี
ท่ี 1) มียีน erm ชนิดอ่ืนนอกเหนือจากยีน ermA  คือยีน ermB และ ermC ซ่ึงทั้ง 3 ยีนจะมีลกัษณะ
และกลไกการด้ือยาท่ีค่อนขา้งเหมือนกนั ท าใหมี้ความเป็นไปไดว้า่เช้ืออาจจะมียนี ermB หรือ ermC 
ท่ีควบคุมการด้ือต่อยากลุ่ม erythromycin และในกรณีท่ี 2)  เช้ืออาจมีการแสดงออกของยีน msrA 
(macrolide streptogramin B resistance) โดยจะสร้างโปรตีนท่ีสามารถขบัยาออกนอกเซลล์ดว้ยวิธี 
efflux (Reygaert, 2013) อย่างไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีเหตุผลแรกท่ีเลือกใช้ยีน ermA เพียงชนิด
เดียวในยืนยนัการด้ือต่อยา erythromycin เน่ืองจากมีหลายๆการศึกษาท่ีใช้ยีน ermA, ermB ermC 
หรือ msrA เพื่อยนืยนัการด้ือต่อยา erythromycin  ของเช้ือ S. aureus โดยพบวา่ส่วนมากจะตรวจพบ
ยีน ermA มากกว่ายีนชนิดอ่ืนๆ เช่นเดียวกันกับการศึกษาของ Mlynarczyk และคณะ (2006) ท่ี
รายงานวา่ยนี ermA จะมีความชุกมากกวา่ยนี erm ชนิดอ่ืนๆหรือยนี msrA ในเช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อ
ยา erythromycin  (Mlynarczyk et al., 2006) ส่วน Lim และคณะ (2002) ไดร้ายงานว่าส่วนใหญ่จะ
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พบยีน ermC ในเ ช้ือ coagulase-negative- S. aureus (CoNS )(Lim et al., 2002) ตรงกันข้ามกับ
การศึกษาของ Zmantar และคณะ (2013) ท่ีรายงานวา่ตรวจพบยนี ermB และ msrA  มากกวา่ยนี erm 
ชนิดอ่ืนๆ ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่เพื่อใหไ้ดผ้ลทดสอบท่ีครอบคลุมจึงควรทดสอบดว้ยยีน ermA, ermB, 
ermC และ msrA ร่วมกันเพื่อยืนย ันกลไกการด้ือต่อยา erythromycin  หรือยาในกลุ่ม MLSB 
(Zmantar et al., 2013) 
 ยีน aac (6 ′)/aph(2 ′′) ท าหน้าท่ีสร้างเอนไซม์ AAC (6′)/APH(2′′) ซ่ึงเป็นเอนไซม์ชนิด 
Aminoglycoside-Modifying Enzymes (AMEs) โดยจะเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยาในกลุ่ม 
aminoglycoside เช่น gentamicin ท าให้เกิดกระบวนการ acetylation และ phosphorylation ร่วมกนั 
ส่งผลให้ยาไม่สามารถจบักบั 30S ribosomal ได ้ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่มี 2 ไอโซเลทเท่านั้นท่ีด้ือ
ต่อยา gentamicin และตรวจพบยนี aac (6 ′)/aph(2 ′′) ในกรณีท่ีเช้ือเหล่าน้ีด้ือต่อยาในกลุ่ม β-lactam 
และ gentamicin และตรวจพบยีน mecA และ aac (6 ′)/aph(2 ′′) แสดงว่าเช้ือเหล่าน้ีเป็นเช้ือชนิด 
Methicillin-aminoglycosides-resistant S. aureus (MARSA) โดย เ กิ ดจ ากก ารส ร้ า ง เ อนไซม์  
aminoglycoside-modifying ชนิดท่ีเรียกว่า bifunctional enzyme ท าให้มีการสังเคราะห์เอนไซม์ 
ACC(6’) และ APH (2’’) ร่วมกบัมีการสร้างโปรตีน PBP2a  ส่งผลใหเ้ช้ือกลุ่มน้ีด้ือต่อยา methicillin 
และยากลุ่ม aminoglycoside (สุบณัฑิต น่ิมรัตน์, 2555; Wilailuckana, 2005)  อย่างไรก็ตามในจาก
ผลการทดสอบพบว่าเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทแมจ้ะแสดงออกว่าด้ือต่อยา gentamicin และตรวจพบยีน 
aac (6 ′)/aph(2 ′′) แต่กลบัไม่แสดงออกวา่ด้ือต่อยา cefoxitin หรือ oxacillin อีกทั้งยงัตรวจไม่พบยนี 
mecA ด้วยเช่นกัน ช้ีให้เห็นว่าเ ช้ือเหล่าน้ีไม่ใช่ เ ช้ือในกลุ่ม MARSA แต่เป็นเช้ือท่ี ด้ือต่อยา 
gentamicin และมียนี aac (6 ′)/aph(2 ′′)  ก ากบัการด้ือยาเท่านั้น 
  กลุ่มยนี tet (Tetracycline resistance protein) เป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการด้ือต่อยา tetracycline 
ในเช้ือ S. aureus ในการศึกษาคร้ังน้ี พบว่าเช้ือท่ีแสดงออกวา่ด้ือต่อยา tetracycline จะตรวจพบยีน 
tetK, tetM หรือตรวจพบทั้ ง 2 ยีน แสดงให้เห็นว่าเช้ือกลุ่มดังกล่าวสามารถมีกลไกด้ือต่อยา 
tetracycline เพียงกลไกเดียวหรือมีมากกว่า 1 กลไกไดเ้ช่นกนั นอกจากน้ียงัพบว่ามี 1 ไอโซเลทท่ี
แสดงออกว่าด้ือต่อยา tetracycline แต่ตรวจไม่พบยีน tetK หรือ tetM สันนิษฐานว่าเช้ือมียีนด้ือยา 
tetracycline ชนิดอ่ืนๆควบคุมการแสดงออกนอกเหนือจากยีน tetK หรือ tetM โดยไดแ้ก่ยีน tetL ท่ี
ท าหนา้ท่ีกระตุน้ให้เกิดกระบวนการขบัยาออกนอกเซลล์ไดเ้ช่นเดียวกบัยีน tetK และมียีน tetO ท า
หน้าท่ีเช่นเดียวกบัยีน tetM คือสร้างโปรตีนท่ีกระตุน้ท าให้เกิดกลไก ribosome protection protien 
(RPP) เพื่อป้องกันไม่ให้ยาออกฤทธ์ิหรือเข้าจับกับต าแหน่งของบนไรโบโซม  (Pentti, 1987) 
อยา่งไรก็ตามสาเหตุท่ีไม่ไดเ้ลือกใชย้นี tetL และ tetO มาทดสอบการด้ือยาในกลุ่ม tetracycline นั้น
เน่ืองจากมีรายงานการศึกษาพบวา่มีโอกาสท่ีจะตรวจพบยนี tetK และ tetM ไดม้ากกวา่ยนี tetL และ 
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tetO สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Emaneini และคณะ (2013) ท่ีรายงานวา่ส่วนใหญ่จะตรวจพบยีน 
tetK และ tetM ในเช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยา tetracycline แต่จะตรวจพบยีน  tetL และ tetO ได้ยาก
มาก (Emaneini et al., 2013) 
  อยา่งไรก็ตามส าหรับตวัอยา่งเช้ือท่ีให้ผลลพัธ์ท่ีไม่สัมพนัธ์กนัอาจก่อปัญหาในการรายงาน
ผลทดสอบท่ีผิดพลาดได้ ดงันั้นจึงตอ้งท าการตรวจสอบการด้ือต่อยาของเช้ือเหล่าน้ีอีกคร้ังด้วย
วิธีการอ่ืน ตวัอยา่งเช่น งานวิจยัของ Martineau และคณะ (2000) ไดน้ าเช้ือท่ีให้ผลทดสอบไวต่อยา
ดว้ยวิธี disc diffusion แต่ตรวจพบยีนด้ือยาไปเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมยาตา้นจุลชีพท่ีมี
ความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัเพื่อหาค่า MIC โดยพบวา่เช้ือกลุ่มดงักล่าวมีค่า MIC อยูใ่นช่วงท่ีด้ือต่อยา 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าเช้ือกลุ่มดังกล่าวหากมีการกระตุ้นด้วยยาต้านจุลชีพท่ีความเข้มขน้สูงๆอาจ
กระตุน้ใหเ้ช้ือมีการแสดงออกทางฟีโนไทป์เพิ่มข้ึนได ้ (Martineau et al., 2000)  
   ในการศึกษาคร้ังน้ีไดเ้ลือกทดสอบไม่สามารถใชเ้ทคนิค multiplex-PCR ในการเพิ่มขยาย
ดีเอน็เอเป้าหมายโดยใชไ้พรเมอร์หลายคู่ไดพ้ร้อมๆกนัทั้งหมดได ้ ซ่ึงสาเหตุเกิดจากแต่ละไพรเมอร์
จะมีสภาวะการท าปฏิกิริยาลูกโซ่ท่ีแตกต่างกนั จึงท าให้ไปสามารถท าการทดสอบพร้อมๆกันได้ 
ดงันั้นเพื่อเป็นการแก้ปัญหาจึงได้เลือกไพรเมอร์ท่ีมีสภาวะการท าปฏิกิริยาลูกโซ่ใกลเ้คียงกนัมา
ทดสอบโดยใชเ้ทคนิค multiplex-PCR และใชเ้ทคนิค PCR ในการทดสอบกบัไพรเมอร์ท่ีเหลือแทน
ส าหรับสาเหตุส าคญัท่ีท าใหผ้ลการทดสอบไม่สัมพนัธ์กนันั้น สันนิษฐานวา่ในขั้นตอนการทดสอบ
ความไวต่อยาตา้นจุลชีพน่าจะมีผลต่อการแสดงออกของการด้ือต่อยาไดเ้ช่นกนั ซ่ึงปัจจยัท่ีอาจมีผล
ต่อการแสดงออกของการด้ือต่อยานั้นมีอยูห่ลายปัจจยัท่ีตอ้งค านึงถึง เช่น ปริมาณเช้ือท่ีใช ้ระยะเวลา
ท่ีใชส้ าหรับการบ่มเพาะเล้ียง, อุณหภูมิท่ีใช้, pH ของอาหารเล้ียงเช้ือ รวมถึงปัจจยัอ่ืนๆซ่ึงลว้นมีผล
ต่อการทดสอบผดิพลาด (false positive) ไดเ้ช่นกนั สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ รณภทัร ส าเภา และ 
องอาจ เลาหวินิจ, (2557) ท่ีรายงานว่าในการทดสอบ disc  diffusion หรือ MIC ท่ีตอ้งเตรียมความ
เขม้ขน้ของเช้ือแบคทีเรียให้มีความขุ่นมาตรฐานท่ี 0.5  Mcfarland จึงมีความเป็นไปไดท่ี้ขั้นตอนน้ี
จะท าให้ความเขม้ขน้ของเช้ือผิดพลาดไปอนัเน่ืองมาจากผูว้ิจยัเอง ส่งผลให้ในบางคร้ังท่ีน าเช้ือไป
ทดสอบหายีนด้ือยาแลว้ตรวจพบหรือไม่พบยีนด้ือยาชนิดนั้นส่งผลให้ตอ้งท าการทดสอบใหม่อีก
คร้ัง (รณภทัร ส าเภา และ องอาจ เลาหวนิิจ, 2557)  
  จากผลการทดลองเหล่าน้ีสรุปไดว้า่การวินิจฉยัเช้ือด้ือยาดว้ยวธีิการทางฟีโนไทป์เพียงอยา่ง
เดียวนั้นอาจไม่สามารถตรวจหาเช้ือด้ือต่อยาไดอ้ยา่งแม่นย  าหรือมีความจ าเพาะท่ีเพียงพอ อีกทั้งยงั
ใชเ้วลาในการทดสอบท่ีนานและบางวิธีการตอ้งใชค้วามช านาญในการทดสอบส่งผลให้ไดผ้ลการ
ทดสอบท่ีผิดพลาด ดงันั้นจึงแนะน าให้ใชว้ิธีการทางจีโนไทป์ควบคู่กบัวิธีการทางฟีโนไทป์ในการ
ตรวจสอบการด้ือต่อยาซ่ึงจะช่วยลดขอ้ผิดพลาดต่างๆจากผลการทดสอบให้น้อยลงและช่วยเพิ่ม
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ความแม่นย  าและความจ าเพาะไดม้ากข้ึน นอกจากน้ียงัสามารถช่วยยืนยนัผลการทดสอบของวิธีการ
ทางฟีโนไทป์ไดอี้กทางหน่ึง นอกจากน้ีการควบคุมการใชย้าอยา่งสมเหตุผลเป็นอีกส่ิงหน่ึงท่ีส าคญั
ในการชะลอเช้ือด้ือต่อยา ควบคุมการแพร่กระจายของเช้ือด้ือต่อยาในโรงพยาบาลซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์ในการลดการแพร่กระจายของเช้ือด้ือต่อยาสู่ผูป่้วยคนอ่ืนๆและส่ิงแวดล้อมภายใน
โรงพยาบาล นอกจากน้ีขอ้มูลในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นทางเลือกวิธีการ
ทดสอบการด้ือยาภายในโรงพยาบาลเพื่อใชใ้นการตดัสินใจเลือกใชย้าตา้นจุลชีพในการรักษาผูป่้วย 
ไดอ้ยา่งเหมาะสม ทนัเวลาและยงัสามารถใช้เป็นขอ้มูลเพื่อเฝ้าระวงัเช้ือด้ือต่อยา เฝ้าระวงัการใชย้า 
และยงัช่วยลดอตัราการด้ือต่อยาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด  
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ภาคผนวก ก อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 
 
1. Nutrient agar (NA) Suspend 23 g/L 

Peptone      5.0  g  
Beef extract      3.0  g  
Agar       15.0  g 
Final pH: 6.8 ± 0.2 at 25ºC 

  ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 1000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง 
autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ลงท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 
 
2. Mueller Hinton Agar (MHA agar) Suspend 38 g/L  

Beef Extract       2  g  
Acid Hydrolysate of Casein   17.5  g  
Starch       1.5  g  
Agar       17  g  
Final pH 7.3 ± 0.1 at 25°C  
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 1000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง 

autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ลงท่ี
อุณหภูมิหอ้ง  

ส าหรับการทดสอบ Disc diffusion ใหเ้ตรียม MHA ใส่จานเพาะเช้ือจานละ 20 ml จะได้
ความหนาของ MHA 4 cm 
 
3. Mueller Hinton II broth (MHB) Suspend 38 g/L 

Beef Extract       2  g  
Acid Hydrolysate of Casein   17.5  g  
Starch       1.5  g  
Nacl      20 g 
Final pH 7.3 ± 0.1 at 25°C  
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ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 1000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง 
autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ลงท่ี
อุณหภูมิหอ้ง  
 
4. Mannitol Salt Agar (MSA agar) Suspend 111 g/L      

Enzymatic Digest of Casein   5  g     
Enzymatic Digest of Animal Tissue  5  g 
Beef Extract     1  g 
D-Mannitol     10  g   
Sodium Chloride    75  g    
Phenol Red     0.025  g   
Agar      15  g    
Final pH: 7.4 ± 0.2 at 25C 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 1000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง 

autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ลงท่ี
อุณหภูมิหอ้ง  
 
5. Blood Agar (BA) Suspend 42 g/L  

Tryptic Soy borth    30  g 
Agar      14  g 
Whole blood       50 ml 
Final pH: 7.0 ± 0.2 at 25C 
ละลาย TSB กบั Agar ในน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 900 มิลลิลิตร แลว้เติม Human plasma ลงไป

จากนั้นเติมน ้ากลัน่ใหค้รบ 1000 ml แลว้น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิห้อง  
 
7. Normal saline 0.85% 

NaCl       8.5  g 
น ้ากลัน่ (distilled water)     1000  ml 
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ละลาย NaCl ในน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 1000 มิลลิลิตร แลว้น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง autoclave ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
8. Tris-buffer saline solution (TBS) 

Tris       3.03  g 
NaCl       29.22  g 
Distilled water      800  ml 
pH 7.5 แลว้ปรับปริมาตรให้ได ้1000 ml 

 
9. 1 M Tris HCL 
  Tris base     12.1 g  

deionized water      100  ml 
ชัง่ Tris base จ านวน 12.1 ละลายในน ้ากลัน่ 80 ml ปรับ pH 8.0 ดว้ย HCl จากนั้นเติมน ้ าให้

ครบ 100 ml  
 
10. 500 mM EDTA  

Disodium EDTA    18.61  g 
deionized water      100 ml 
 NaOH      20  g 
pH 8 

  ชัง่ Disodium EDTA จ านวน 18.61 g และ NaOH 20 g ละลายน ้ากลัน่ 80 ml ปรับ pH ใหไ้ด ้
8.0 แลว้เติมน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 100 ml น าไปอุ่นเล็กนอ้ยและคนจนละลายหมด 
 
11. 10X TAE buffer 1 L 
 Tris base      48.5 g 

acetic acid     11.4  ml 
  0.5M EDTA (pH 8.0)     20 ml 
  ชัง่ Tris base 48.5 g ละลายน ้ากลัน่ 800 ml เติม acetic acid 11.4 ml และ EDTA 20 ml เติม
น ้ากลัน่  ใหไ้ด ้1 ลิตร น าไป autoclave 121 ◦C 15 นาที และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
12. 1X TAE buffer 1 L 
 10X TAE buffer     100 ml 
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 deionized water      900 ml 
  ใช ้10X TAE buffer 100 ml เติมน ้ากลัน่ 900 ml จะได ้1x TAE ปริมาตร 1000 ml 
 
13. 1 % Agarose gel 
 Agarose powder     1 g 
 1X TAE buffer     100 ml 
  เตรียมผงอะกาโรส 1 g จากนั้นเติม 1x TAE ปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงไป น าไปอุ่นใน 
เตาไมโครเวฟ ใหผ้งวุน้ละลายดี ทิ้งไวอุ้ณหภูมิลดลง  
 
14. Phosphate Buffer Saline (PBS) 10X (pH 7.4) 

NaCl       80  g 
KCl       2  g 
Na2HPO4 .2H2O     14.4  g 
KH2PO4      2.4  g 
ddH2O      1000 ml 

  ละลายสารทั้งหมดในน ้ากลัน่ 800 ml ปรับ pH 7.4 ดว้ย 1 N NaOH หรือ 20% HCl เติมน ้า
กลัน่ 

ปรับปริมาตรจนครบ 1000 ml เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 oC 
15. Phosphate Buffer Saline (PBS) 1X 

PBS 10X      100  ml 
ddH2O       900  ml 

 ดูด PBS 10X มา 100 มิลลิลิตรผสมในน ้ากลัน่ 900 มิลลิลิตร 
16. 1% SDS 
 SDS      1 g 
 ddH2O      100 ml 
 ละลาย SDS 1 กรัมในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 
McFarland Standard Solution  No. 0.5 
 Barium chloride 0.048 M (1.175%W/V BaCl2.H2O) 0.5  ml 
 Sulfuric acid 0.35 N (1% V/V)    99.5  ml  
น า Barium chloride ผสมกบั Sulfuric acid จะไดส้ารละลาย McFarland Standard No. 0.5 และเม่ือ
น าไปตรวจเช็คดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 625 nm ควรมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
0.08 - 1.0  
 
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
 1) Gram’s stain 
  ทดสอบการติดสีและรูปร่างของเช้ือแบคทีเรีย โดยท าการเข่ียเช้ือลงบนสไลด์ โดย
ใช้เข็มเข่ียเช้ือแตะเช้ือมากระจายตวัในหยดน ้ าแลว้เกล่ียเป็นแผ่นบาง ๆ ทิ้งไวใ้ห้แห้ง หยด crystal 
violet บนสไลด์ทิ้งไว ้10 วินาที ล้างออกด้วยน ้ ากลัน่ จากนั้นหยด Gram’s iodine ทิ้งไว ้10 วินาที
ล้างออกด้วยน ้ ากลั่น แล้วเทแอลกอฮอล์ 95% บนสไลด์แล้วล้างออกด้วยน ้ ากลั่น จากนั้นหยด 
safranin ลงบนสไลด์ทิ้งไว ้10 วินาที แล้วจึงล้างออกด้วยน ้ ากลั่นซับด้วยกระดาษกรองจนแห้ง 
น าไปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ สังเกตการติดสีและรูปร่างของเช้ือแบคทีเรียถา้เป็นเช้ือแกรมบวกจะ
ติดสีน ้าเงิน-ม่วงของ crystal violet รูปร่างกลมเรียงตวักนัคลา้ยพวงองุ่น (ภาพท่ี 15) 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่15 Gram positive cocci 
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2) Coagulase test 
   ทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์โคแอกกูเลสซ่ึงจะเปล่ียนไฟบริโนเจนใน 
พลาศม่าใหเ้ป็นกอ้นไฟบริน (fibrin clot) ซ่ึงจะใชก้ารทดสอบแบบ tube test โดยใช ้Human plasma 
แบ่งใส่ Sterile Tube ๆ  ละ 1 ml จากนั้นเข่ียเช้ือผสมกบัเขา้กนักบั plasma น าไปบ่มท่ี 37° C เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง เพื่ออ่านผลเบ้ืองตน้หากให้ผลลบ ให้บ่มต่ออีก 18-24 ชัว่โมง ถา้ผลเป็นบวกคือ ถา้
เกิดการแขง็ตวัของพลาสมา (Clot) ถา้ผลเป็นลบ คือ ไม่มีการแขง็ตวัของพลาสมา (No Clot) (ภาพท่ี 
16) 
 

  
 
 
 
 
 

 
  3) Mannitol fermentation 
  ทดสอบการหมกัน ้ าตาลแมนนิทอลของเช้ือโดยเล้ียงเช้ือลงบนอาหาร Mannitol 
Salt Agar (MSA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 °C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ตรวจผลการใชน้ ้าตาลแมนนิทอล
แลว้เกิดกรด โดยสังเกตสีของฟีนอลเรดท่ีเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเหลือง (ภาพท่ี 17) 
  4) Catalase test 
  ทดสอบการสร้างเอนไซมค์าตาเลส โดยหยด H2O2 3% ลงบนสไลด ์และเข่ียเช้ือมา
แตะลงในสไลดแ์ละหยด H2O2 สังเกตการเกิดฟองแก๊สท่ีเกิดข้ึน ถา้มีฟองแก๊สเกิดข้ึนคือผลเป็นบวก 
แสดงวา่เช้ือมีการสร้างเอนไซมค์าตาเล ถา้ไม่มีฟองแก๊สเกิดข้ึนคือผลเป็นลบ (ภาพท่ี 18) 
 

ภาพที ่16 ผลการทดสอบการสร้างเอนไซมโ์คแอกลูเลส: ผลบวก เกิดการแขง็ตวัของพลาสมา;  
 ผลลบ ไม่มีการแขง็ตัวของพลาสมา 
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5) β- haemolysis 

  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (haemolysis) ของเช้ือ วิธี
ทดสอบ โดยท าการเล้ียงเช้ือลงบน blood agar (BA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 °C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 
สังเกตลกัษณะโคโลนีท่ีได้และการสลายเม็ดเลือดแดง โดยโคโลนีจะมีขนาดเล็ก นูน ขุ่น สีครีม 
สามารถสลายเมด็เลือดแดง โดยสังเกตเห็น clear zone รอบ ๆโคโลนี (β - haemolysis) (ภาพท่ี 21) 

ภาพที่ 17 ผลทดสอบการหมกัน ้ าตาลแมนนิทอล ผลบวกอาหารเปล่ียนเป็นสีเหลือง; 
ผลลบอาหารไม่เปล่ียนสี 
 

ภาพที ่18 ผลการทดสอบการสร้างเอนไซมค์าตาเลส ผลบวกเกิดฟองแก๊ส ผลลบไม่เกิดฟองแก๊ส 
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การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาต้านจุลชีพ 
  1. Disc diffusion 
  ทดสอบความไวของเช้ือ S. aureus ตามวธีิการของ Kirby-Bauer โดยแผน่ยาตา้นจุลชีพ
มาตรฐาน 11 ชนิด (ตารางท่ี 2) ใชเ้ช้ือ S. aureus ATCC 25923 เป็นเช้ืออา้งอิง มีขั้นตอนวธีิท าดงัน้ี 
     1) น าเช้ือทดสอบมาเพาะเล้ียงบน Nutrient Agar และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C 24 
ชัว่โมง 
   2) ปรับความขุ่นของเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบท่ีเพาะเล้ียงใน NaCl 0.85% ใหมี้ความ
ขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland standard หรือมีปริมาณเช้ือ 1 X 108. CFU/ml    

3) น าไมพ้นัส าลีปราศจากเช้ือจุ่มลงในเช้ือท่ีเตรียมได ้น าไปป้ายบนผวิหนา้อาหาร 
Mueller-Hinton agar (หนา 4 ซม.) โดยลากเส้นผา่นศูนยก์ลางแลว้ป้ายเป็นเส้นตั้งฉากผา่นเส้นท่ี
ลากไวถ่ี้ใหท้ัว่ผวิหนา้ โดยจะป้ายทั้งหมด 3 ระนาบ เพื่อให้เช้ือกระจายสม ่าเสมอทัว่ผวิหนา้ แลว้จึง
ป้ายรอบจานเพาะเล้ียง อาจท าซ ้ าไปมาประมาณ 2 – 3 คร้ัง เพื่อใหเ้ช้ือกระจายทัว่จานเพาะเล้ียงใน
ปริมาณท่ีเท่ากนั 
  4) ทิ้งไว ้5 นาที เพื่อใหผ้วิหนา้อาหารท่ีป้ายไวแ้ลว้แหง้ แลว้จึงใชป้ากคีบจุ่ม
แอลกอฮอลผ์า่นเปลวไฟเพื่อฆ่าเช้ือ รอจนปากคีบเยน็แลว้คีบแผน่ยาปฏิชีวนะ วางบนผิวหนา้อาหาร

ภาพที่ 19 ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ผลบวกคือเกิดวงใสรอบๆ
โคโลนีสีขาวขุ่น นูน 
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ท่ีป้ายเช้ือไวแ้ลว้ การวางแผน่ยาปฏิชีวนะไม่ควรเกิน 5 แผน่/จาน ควรวางห่างจากขอบจานอาหาร 
15 mm และวางห่างกนัอยา่งนอ้ย 3 cm    

5) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 °C เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง 
6) อ่านผลดา้นหลงัของจานเพาะเล้ียง โดยวดัขนาดของเคลียร์โซน (inhibition 

zone) (บริเวณวงใสรอบแผน่ยาท่ีไม่มีเช้ือเจริญ) ท่ีเกิดจากยาปฏิชีวนะแต่ละชนิดเป็นมิลลิเมตร 
7) น าค่าเฉล่ียของ inhibition zone ท่ีเกิดจากยาปฏิชีวนะแต่ละชนิดไปเปรียบเทียบ

กบัค่า inhibition zone มาตรฐานดงัแสดงในตารางท่ี 2 เพื่อดูความสามารถของเช้ือท่ีทดสอบท่ีมีต่อ
ยาปฏิชีวนะวา่มีความไว (sensitive; S), ก่ึงกลาง (intermediate; I) หรือด้ือ (resistant; R) ต่อยา
ปฏิชีวนะท่ีใชท้ดสอบและน ามาเขียนเป็นรูปแบบท่ีด้ือต่อยานั้นๆโดยอา้งอิงจาก Clinical laboratory 
standards institute(CLSI, 2015) 
 
  2. หาค่า Minimum inhibitory concentration (MIC) ดว้ยวธีิ Broth Microdilution  
 ศึกษา รูปแบบการ ด้ือ ต่อยาของ เ ช้ือ  (Antibiogram) โดยหาค่ า  Minimum inhibitory 
concentration (MIC) ของยาท่ีใช้ทดสอบคือ Oxacillin และ Vancomycin และใช้เ ช้ือ S. aureus 
ATCC 29213 เป็นเช้ืออา้งอิง วธีิการทดสอบคือ  
    1) ถ่ายอาหาร Mueller-Hinton broth ลงใน 96 well plate ปริมาตรหลุมละ 50 μl 
ระบุระดับความเข้มข้นของแต่ละหลุม ดังน้ี 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25 และ 0.125 μg/ml 
(oxacillin)128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.และ 0.25  μg/ml (vancomycin) 
    2) ปิเปตสารละลายยาปฏิชีวนะ (ตารางท่ี 3) ท่ีเตรียมไวท่ี้ความเขม้ขน้ 256 μg/ml 
ปริมาตร 50 μl ลงใน well ท่ีเขียนระบุระดับความเข้มข้น 64 μg/ml ผสมให้เข้ากัน แล้วปิเปต
สารละลายท่ีไดป้ริมาตร 50 μl ลงใน well ท่ีเขียนระบุระดบัความเขม้ขน้ 32 μg/ml ผสมให้เขา้กนั 
แลว้ท าซ ้ าเช่นน้ีจนถึง well ท่ีเขียนระบุระดบัความเขม้ขน้ 0.125 μg/ml จากนั้นเม่ือผสมสารเขา้กนั
ดีแลว้ ปิเปตสารละลายใน well สุดทา้ยทิ้งไปปริมาตร 50 μl 
    3) ขั้นตอนการเตรียมเช้ือ โดยน าโคโลนีของเช้ือผสมลงในสารละลาย 0.85% NaCl 
ปรับความขุ่นของเช้ือให้เท่ากบั 0.5 McFarland standards ส่งผลให้เช้ือมีจ านวน 1 × 108 CFU/ml 
และถ่ายเช้ือปริมาตร 50 μl ลงใน well ทั้ ง 11 well ผสมให้เข้ากัน เช้ือในแต่ละ well จะมีความ
เขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 105 CFU/ml 
   4) น าไปบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 °C เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง  
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    5) อ่านค่า MIC จาก well ท่ีมีความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะต ่าท่ีสุดท่ียบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ และวิเคราะห์ค่า breakpoint โดยอา้งอิงจาก National Committee for Clinical Laboratory 
Standards (NCCLS, 2013)  
 
การสกดั DNA  
 ดดัแปลงมาจากวธีิการของ Tiago และคณะ, 2015  
    1) น า เ ช้ือ  S.  aureus ท่ี เพาะ เ ล้ี ยงใน Brain heart broth (BHB)  มาใ ส่หลอด 
microcentrifuge ป่ันเหวีย่งท่ี 12,396 x g นาน  5 นาทีและดูดส่วนใส (Supernatant) ออก 
   2) เ ติม  extraction buffer (200 mM Tris-HCl, 25 mM EDTA, 25 mM NaCl, 1% 
SDS, pH 8.0) 600 µl วางทิ้งไว ้5 นาที และน าไปแช่ในอ่างน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 65°c นาน 30 นาที 
   3) เติม phenol/chloroform : isoamyl alcohol [1:1 (24:1)] ในปริมาตรท่ีเท่ากนัและ 
ป่ันเหวีย่งท่ี 10000 x g นาน 5 นาที และเก็บส่วนใสดา้นบนไปใส่หลอด microcentifuge ใหม ่
   4) เติม 100 % ethanol ในปริมาณ 2 เท่า น าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 °c เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง 
  5) ป่ันเหวีย่งท่ี 14549 x g เป็นเวลา 30 นาที และ ลา้งตะกอนดว้ย 70% ethanol 500 
µl ป่ันเหวีย่งท่ี 13000 x g เป็นเวลา 5 นาที 
  6) เติม TE buffer (10 mM Tris-HCl (ph 8.0)) 30 µl เก็บไวท่ี้ -20 °C 
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ตารางที ่14 ส่วนผสมการท าปฏิกิริยา PCR 
 

 

 

 

ช่ือยนี สารละลาย ความเข้มข้นสุดท้าย  
(1 reatcion) 

ปริมาณ (µl) Reference 

femA 

10x PCR buffer 
50 mM MgCl2 

10 mM dNTPs  
10 µM of each forward  primer 
10 µM of each reverse primer 
Template DNA 
5 U  Taq polymerase 
น ้ากลัน่ 

1x PCR Buffer 
3 mM MgCl2 

200 µM dNTPs 
1 µM (femA)  
1 µM (femA)  
 
2.5 U  Taq  polymerase 
 

5 
3 
1 

5 (femA)  
5 (femA)  

2 
0.5 
8.5 

Neda et al., 
(2015) 

 
 
 
 

blaZ และ  
mecA 

10x PCR buffer 1x PCR Buffer 5 

Wilailuckana,
(2005) 

 

50 mM MgCl2 1.5 mM MgCl2 1.5 
10 mM dNTPs mix 200 µM dNTPs 1 
10 µM of each forward  primer 0.5 µM of each forward primer 2.5  each primer 
10 µM of each reverse primer 0.5 µM of each  reverse  primer 2.5  each primer 
Template DNA  1 
5 U  Taq polymerase 2.5 U  Taq  polymerase 0.5 
น ้ากลัน่  31  

 
 
 
 

ermA, tetK
และ tetM 

10x PCR buffer 1x PCR Buffer 2.5  
 
 
 

Strommenger et 
al., (2003) 

50 mM MgCl2 1.5 mM MgCl2 0.75 
10 mM dNTPs mix 200 µM dNTPs 0.5 
10 µM of each forward  primer 0.25 µM of each forward primer 0.6  each primer 
10 µM of each reverse primer 0.25 µM of each forward primer 0.6 each primer 

Template DNA  2  
5 U  Taq polymerase 1.25 U  Taq  polymerase 0.25  
น ้ากลัน่  17.8  
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การเตรียม Agarose gel 

เตรียม 1 % Agarose gel ละลายใน 1X TAE buffer น าไปละลายจนกระทัง่ละลายให้เป็น
เน้ือเดียวกนัท่ีอุณหภูมิ 50-60 ºC ประกบ chamber เขา้กบั comb เขา้ดว้ยกนั  จากนั้นเท agarose gel 
ใส่ chamber ตั้งทิ้งให้เจลแข็งตวัหลงัจากเจลแข็งตวัแลว้ดึง comb ออก จากนั้นน า agarose gel ท่ีมี
แม่พิมพ์วางใน electrophoresis chamber โดยหันด้านท่ีมีหลุม (origin) ไปทางขั้วลบ และเติม 1X 
TAE buffer จนท่วมผวิหนา้ของ gel  

 
การท า Gel electrophoresis 

การเตรียมตวัอยา่ง : ผสม PCR product 10 µl กบั loading dye 5 µl 
การเตรียม ladder : DNA marker (100 bp DNA ladder) 10 μl marker 
ขั้นตอนการ run gel : ท าการ load PCR product ท่ีผสมใน loading dye ลงในแต่ละหลุมโดย 

หลุมแรกจะ load marker ลงไปก่อนเพื่อใชเ้ป็นตวัเปรียบเทียบจากนั้นจึง load PCR product ตามลง
ไปในหลุมอ่ืนๆ จากนั้นจึงท าการ run gel (ใน TAE buffer) โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ให้ตรง
ขั้ วประจุไฟฟ้า โดยขั้ วลบจะอยู่ด้าน loading well เ ม่ือ run gel เสร็จโดยสังเกตได้จากสีของ 
bromphenol blue ท่ีเคล่ือนท่ีไปใกล้ขอบเจลอีกด้านและจึงหยุดจ่ายกระแสไฟฟ้าน าไปยอ้มด้วย 
ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที และแช่ในน ้ากลัน่อีก 15 นาที จากนั้นน าไปส่อง UV ดว้ยเคร่ือง 
UV light transilluminator เพื่อดูแถบของ PCR product ท่ีเกิดบนวุน้    

ตารางที่14 ส่วนผสมการท าปฏิกิริยา PCR (ต่อ) 
 

ช่ือยนี สารละลาย ความเข้มข้นสุดท้าย  
(1 reatcion) 

ปริมาณ (µl) Reference 

aac (6 ′)/aph(2 ′′) 

10x PCR buffer 1x PCR Buffer 2.5 

Ishino, el al 
(2006) 

50 mM MgCl2 1.0 mM MgCl2 0.5 
10 mM dNTPs mix 200 µM dNTPs 0.5 
10 µM of each forward  primer 0.3 µM of each forward primer 0.75 
10 µM of each reverse primer 0.3 µM of each reverse  primer 0.75 
Template DNA  2 
5 U  Taq polymerase 0.4 U  Taq  polymerase 0.25 
น ้ากลัน่  17.75 
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ภาคผนวก ค  
ข้อมูลดิบ 
ตารางที ่15 แสดงขอ้มูลดิบและผลการทดสอบทางชีวเคมีของตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่ง
ท่ีเก็บตามสถานท่ีต่างๆ (ป้ายเช้ือ) ในโรงพยาบาลแห่งหน่ึงในจงัหวดันครปฐมทั้งหมด 69 ตวัอยา่ง  

หมายเลข
เช้ือ 

ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจ
ผูป่้วย 

สถานท่ีเกบ็ตวัอยา่ง วนั/เดือน/ปี 
ท่ีเกบ็ตวัอยา่ง 

การทดสอบทางชีวเคมี 
catalase coagulase mannitol β-haemolytic 

5-142 เสมหะ ICU แผนกศลัยกรรม 11/05/57 + + + + 
6-106 หนอง แผนกศลัยกรรม 22/05/57 + + + + 
1-588 เลือด แผนกศลัยกรรม 14/05/57 + + + + 
6-57 เทา้ (ซา้ย) หอ้งพิเศษศลัยกรรม 14/05/57 + + + + 
6-60 cavafix - ป้ายเช้ือ แผนกศลัยกรรม 14/05/57 + + + + 
5-24 เสมหะ แผนกอายรุกรรมหญิง 03/06/57 + + + + 
5-398 เสมหะ แผนกอายรุกรรมชาย 28/05/57 + + + + 
6-87 ขา (ซา้ย) แผนกกระดูกชาย 18/06/57 + + + + 
6-46 รักแร้ (ขวา) แผนกศลัยกรรมหญิง 11/05/57 + + + + 
5-124 เสมหะ แผนกอายรุกรรมชาย 10/05/57 + + + + 
5-140 เสมหะ ICU แผนกอายรุกรรม 11/05/57 + + + + 
5-319 เสมหะ แผนกอายรุกรรมชาย 22/05/57 + + + + 
6-110 หนอง แผนกศลัยกรรมชาย 22/05/57 + + + + 
5-200 เสมหะ ตึกผูป่้วยพิเศษ 11/05/57 + + + + 
1-664 เลือด ICUแผนกกุมารเวชกรรม 16/05/57 + + + + 
5-189 จมูก(ขวา) แผนกลา้งช่องไต 14/05/57 + + + + 
5-226 เสมหะ แผนกอายรุกรรมหญิง 16/05/57 + + + + 
5-263 เสมหะ แผนกศลัยกรรมประสาท 18/05/57 + + + + 
1-643 เลือด ICUแผนกกุมารเวชกรรม 15/05/57 + + + + 
2-59 ปัสสาวะ หอ้งผูป่้วยพิเศษรวม 4/05/57 + + + + 

1-1234 เลือด แผนกอายรุกรรมหญิง 28/05/57 + + + + 
5-402 เสมหะ แผนกศลัยกรรมหญิง 28/05/57 + + + + 
6-133 หวัไหล่ หอ้งผูป่้วยพิเศษ 29/05/57 + + + + 
6-20 แขน (ซา้ย) แผนกศลัยกรรมหญิง 05/06/57 + + + + 
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หมายเลข
เช้ือ 

ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจ
ผูป่้วย 

สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง วนั/เดือน/ปี 
ท่ีเก็บตวัอยา่ง 

การทดสอบทางชีวเคมี 
catalase coagulase mannitol β-haemolytic 

6-74 หลงั แผนกศลัยกรรม 14/06/57 - - + - 
6-80 หนอง OPDแผนกอายรุกรรม 17/06/57 + + + + 
5-53 เสมหะ แผนกอายรุกรรมหญิง 17/06/57 - - + + 

5-231 เสมหะ แผนกอายรุกรรมหญิง 17/06/57 + + + + 
5-261 เสมหะ ICUแผนกกุมารเวชกรรม 18/05/57 + + + + 
5-411 เสมหะ แผนกอายรุกรรมหญิง 29/05/57 + + + + 
6-147 คอ แผนกอายรุกรรมหญิง 30/05/57 + + + + 
6-103 ทอ้ง แผนกลา้งช่องไต 22/05/57 + + + + 
6-127 หนอง แผนกกุมารเวชกรรม 28/05/57 + + + + 
6-63 หู แผนกกุมารเวชกรรม 15/05/57 + + + + 
5-63 หนอง แผนกอายรุกรรมหญิง 04/06/57 + - + - 

6-122 หนอง แผนกสูติกรรม 26/05/57 - - + + 

1-115 เลือด พิเศษรวม 04/05/57 - - + - 
ตวัอยา่งป้ายเช้ือ 

หมายเลข
เช้ือ 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ สถานท่ีเกบ็ตวัอยา่ง วนั/เดือน/ปี 
ท่ีเกบ็ตวัอยา่ง 

การทดสอบทางชีวเคมี 
catalase coagulase mannitol β-haemolytic 

Sw1 เตียงผูป่้วย แผนกศลัยกรรม 19/06/57 + + + + 
Sw2 พื้น แผนกศลัยกรรม 19/06/57 - - - - 
Sw3 ราวบนัได ตึกผูป่้วยพิเศษ ชั้น 2 19/06/57 - - + - 
Sw4 พื้น ตึกผูป่้วยพิเศษ ชั้น 3 19/06/57 + + + + 
Sw5 พื้น ตึกผูป่้วยพิเศษ ชั้น 4 19/06/57 - - + - 
Sw6 เตียงผูป่้วย ตึกผูป่้วยพิเศษ ชั้น 5 25/06/57 - - - - 
Sw7 เตียงผูป่้วย หอ้งผูป่้วยพิเศษรวม 25/06/57 + + + + 
Sw8 พื้นหอ้งน ้า หอ้งผูป่้วยพิเศษรวม 25/06/57 + + + + 
Sw9 พื้นทางเดิน ตึกผูป่้วยพิเศษ 25/06/57 - - - - 
Sw10 พื้นบนัได ตึกผูป่้วยพิเศษ 25/06/57 + + + + 
Sw11 พื้น หอ้งผูป่้วยพิเศษรวม 30/06/57 + + + + 
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หมายเลข
เช้ือ 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ สถานท่ีเกบ็ตวัอยา่ง วนั/เดือน/ปี 
ท่ีเกบ็ตวัอยา่ง 

การทดสอบทางชีวเคมี 
catalase coagulase mannitol β-haemolytic 

Sw12 พื้น แผนกอายรุกรรมชาย 30/06/57 + + + + 
Sw13 ราวบนัได แผนกอายรุกรรมชาย 30/06/57 + + + + 
Sw14 เตียงผูป่้วย แผนกไตเทียม 30/06/57 + + + + 
Sw15 พื้น แผนกไตเทียม 30/06/57 + + + + 
Sw16 ราวบนัได แผนกศลัยกรรมหญิง 30/06/57 - - - - 
Sw17 พื้น แผนกศลัยกรรมหญิง 10/07/57 - - + - 
Sw18 พื้นหอ้งน ้า แผนกศลัยกรรมหญิง 10/07/57 - - - - 
Sw19 เตียงผูป่้วย แผนกลา้งช่องไต 10/07/57 + + + + 
Sw20 พื้นหอ้งน ้า แผนกลา้งช่องไต 10/07/57 + + + + 
Sw21 พื้นบนัได แผนกลา้งช่องไต 10/07/57 + + + + 
Sw22 ราวบนัได แผนกลา้งช่องไต 10/07/57 + + + + 
Sw23 พื้น ตึกอุบติัเหตุ 10/07/57 - - - - 
Sw24 พื้นทางเดิน ตึกอุบติัเหตุ 10/07/57 + + + + 
Sw25 พื้นบนัได ตึกอุบติัเหตุ 17/07/57 + + + + 
Sw26 พื้นหอ้งน ้า ตึกอุบติัเหตุ 17/07/57 + + + + 
Sw27 เตียงผูป่้วย ตึกอุบติัเหตุ 17/07/57 + + + + 
Sw28 ราวบนัได ตึกอุบติัเหตุ 17/07/57 - - - - 
Sw29 พื้น แผนกไตเทียม 17/07/57 + + + + 
Sw30 พื้น ICU กุมารเวชกรรม 17/07/57 + + + + 
Sw31 พื้นหอ้งน ้า แผนกกุมารเวชกรรม 17/07/57 + + + + 
Sw32 เตียงผูป่้วย ICU กุมารเวชกรรม 17/07/57 + + + + 
Sw33 พื้นบนัได แผนกกุมารเวชกรรม 17/07/57 + + + + 
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Sp = ตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วย; Sw = ตวัอยา่งป้ายเช้ือ 

 

 ตารางที ่24 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งรูปแบบการด้ือยาและยนีด้ือยาต่านจุลชีพของเช้ือ 
 S. aureus ท่ีแยกจากตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจผูป่้วยและตวัอยา่งป้ายเช้ือ 

กลุ่ม รูปแบบการด้ือยากบัยนีด้ือยาตา้นจุลชีพท่ีตรวจพบในตวัอยา่ง จ านวนตวัอยา่ง  
PEN blaZ FOX OXA mecA ERY ermA GEN aac(6’)/ 

aph(2’’) 
TE tetK tetM ตวัอยา่งส่ิงส่ิงส่งตรวจ

ผูป่้วย 
(ร้อยละ) (n = 31) 

ตวัอยา่งป้ายเช้ือ 
(ร้อยละ) (n = 23) 

รวม 
(ร้อยละ) (n = 54) 

1 + + - - - - + - - - - + Sp1 (3.2) Sw4 (4.3) 2  (3.7) 
2 + + + + + + + - - + + - Sp2 (3.2) - 1 (1.9) 
3 + + + + + + + - +   - Sp3 (3.2) - 1 (1.9) 
4 + + - - - - - + +  + - Sp4 (3.2) - 1 (1.9) 
5 + + - - - - - - - - - - Sp5,Sp16,Sp19,Sp20,S

p23,Sp25,Sp26,Sp27,S
p28, 
Sp30 (32.3) 

Sw5,Sw14  (8.7) 12 (22.2) 

6 + + + + + + + - - + + + Sp6 (3.2) - 1 (1.9) 
7 + + - - + + + - +  + + Sp7 (3.2) - 1 (1.9) 
8 + + + + + + + - - - - - Sp8 (3.2) - 1 (1.9) 
9 + + - - - - - - - - - + Sp9 (3.2) - 1 (1.9) 
10 + + + + + + + - - + + + Sp10 (3.2) - 1 (1.9) 
11 + + - + - - - + +    Sp11 (3.2) - 1 (1.9) 
12 + + - - - - - - - + + + Sp12 (3.2) - 1 (1.9) 
13 + + - - + - - - - - - - Sp14 (3.2) Sw7,Sw11,Sw12 

(13) 
4 (7.4) 

14 + + - - - + - - - - - - Sp15,Sp20 (6.5) Sw22 (4.3) 3 (5.5) 
15 + + - - - + + - - - - - Sp,13,Sp17,Sp18,Sp22, 

Sp24,Sp27,Sp31 (22.6) 
- 7 (13) 

16 - - - - - - - - - - - - Sp29 (3.2) Sw1 (4.3) 2 (3.7) 
17 + + + + + - - +  - - - - Sw2 (4.3) 1 (1.9) 
18 - + - - - - - - - - - - - Sw3  (4.3) 1 (1.9) 
19 + + + - - - +  + - - - - Sw6 (4.3) 1 (1.9) 
20 + + + + + - - - - - - - - Sw8,Sw13,Sw19 

(13) 
3 (5.5) 

21 - + + + - - - - - + + - - Sw9 (4.3) 1 (1.9) 
22 + + + + - + + - + +  + - Sw10 (4.3) 1 (1.9) 
23 - - + - + - - - - - - - - Sw15 (4.3) 1 (1.9) 
24 - - + + - - - - - - - - - Sw16 (4.3) 1 (1.9) 
25 - - + - - - - - - - - - - Sw17 (4.3) 1 (1.9) 
26 + + - - - - + - - - + + - Sw18 (4.3) 1 (1.9) 
27 + + + + - - - - - + + + - Sw20 (4.3) 1 (1.9) 
28 - + - - - - - - - - - - - Sw21 (4.3) 1 (1.9) 
29 + + - - - - - - - - - + - Sw23 (4.3) 1 (1.9) 
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ล าดบันิวคลีโอไทน์ของยนีด้ือยาตา้นจุลชีพในเช้ือ S. aureus เทียบกบัฐานขอ้มูล GENBANK 
 
1. femA 

ล าดบันิวคลีโอไทน์ของยนี femA เทียบกบัฐานขอ้มูล GENBANK# CP000255 

Staphylococcus aureus subsp. aureus USA300_FPR3757, complete genome  

Sequence ID: CP000255.1Length: 2872769 Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

833 bits(451) 0.0 451/451(100%) 0/451(0%) Plus/Plus 

Query  1        
CGATCCATATTTACCATATCAATACTTGAATCATGATGGCGAGATTACAGGTAATGCT
GG  60 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1397366  
CGATCCATATTTACCATATCAATACTTGAATCATGATGGCGAGATTACAGGTAATGCT
GG  1397425 

 

Query  61       
TAATGATTGGTTCTTTGATAAAATGAGTAACTTAGGATTTGAACATACTGGATTCCAT
AA  120 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1397426  
TAATGATTGGTTCTTTGATAAAATGAGTAACTTAGGATTTGAACATACTGGATTCCAT
AA  1397485 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/87125858?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=85&RID=HS10RKAP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/87125858?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=85&RID=HS10RKAP013
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Query  121      
AGGATTTGATCCTGTGCTACAAATTCGTTATCACTCAGTGTTAGATTTAAAAGATAAA
AC  180 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1397486  
AGGATTTGATCCTGTGCTACAAATTCGTTATCACTCAGTGTTAGATTTAAAAGATAAA
AC  1397545 

 

Query  181      
AGCAGATGACATCATTAAAAATATGGATGGACTTAGaaaaagaaacacgaaaaaagttaa  240 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1397546  
AGCAGATGACATCATTAAAAATATGGATGGACTTAGAAAAAGAAACACGAAAAAAG
TTAA  1397605 

 

Query  241      
aaaGAATGGTGTTAAAGTAAGATTTTTATCTGAAGAAGAACTACCAATTTTTAGATCAT
T  300 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1397606  
AAAGAATGGTGTTAAAGTAAGATTTTTATCTGAAGAAGAACTACCAATTTTTAGATC
ATT  1397665 

 

Query  301      
TATGGAAGATACGTCAGAATCAAAAGCTTTTGCTGATCGTGATGACAAATTTTACTA
CAA  360 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  1397666  
TATGGAAGATACGTCAGAATCAAAAGCTTTTGCTGATCGTGATGACAAATTTTACTA
CAA  1397725 

 

Query  361      
TCGCTTAAAATATTACAAAGACCGTGTGTTAGTACCTTTAGCGTATATCAACTTTGAT
GA  420 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1397726  
TCGCTTAAAATATTACAAAGACCGTGTGTTAGTACCTTTAGCGTATATCAACTTTGAT
GA  1397785 

 

Query  421      ATATATTAAAGAACTAAACGAAGAGCGTGAT  451 

                ||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1397786  ATATATTAAAGAACTAAACGAAGAGCGTGAT  1397816 
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2. ยนี blaZ 
ล าดบันิวคลีโอไทน์ของยนีด้ือยา blaZ เทียบกบัฐานขอ้มูล GENBANK# X52734 

S.aureus Tn552 transposable element 
Sequence ID: X52734.1 Length: 6545Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2169 bits(1174) 0.0 1174/1174(100%) 0/1174(0%) Plus/Plus 

Query  1     
TACAACTGTAATATCGGAGGGTTTATTTTGAAAAAGTTAATATTTTTAATTGTAATTG
CT  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5372  
TACAACTGTAATATCGGAGGGTTTATTTTGAAAAAGTTAATATTTTTAATTGTAATTG
CT  5431 

 

Query  61    
TTAGTTTTAAGTGCATGTAATTCAAACAGTTCACATGCCAAAGAGTTAAATGATTTAG
aa  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5432  
TTAGTTTTAAGTGCATGTAATTCAAACAGTTCACATGCCAAAGAGTTAAATGATTTAG
AA  5491 

 

Query  121   
aaaaaaTATAATGCTCATATTGGTGTTTATGCTTTAGATACTAAAAGTGGTAAGGAAGTA  
180 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/46754?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=39&RID=HS20NWUB016


  113 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5492  
AAAAAATATAATGCTCATATTGGTGTTTATGCTTTAGATACTAAAAGTGGTAAGGAA
GTA  5551 

 

Query  181   
AAATTTAATTCAGATAAGAGATTTGCCTATGCTTCAACTTCAAAAGCGATAAATAGT
GCT  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5552  
AAATTTAATTCAGATAAGAGATTTGCCTATGCTTCAACTTCAAAAGCGATAAATAGT
GCT  5611 

 

Query  241   
ATTTTGTTAGAACAAGTACCTTATAATAAGTTAAATAAAAAAGTACATATTAACAAA
GAT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5612  
ATTTTGTTAGAACAAGTACCTTATAATAAGTTAAATAAAAAAGTACATATTAACAAA
GAT  5671 

 

Query  301   
GATATAGTTGCTTATTCTCCTATTTTAGAAAAATATGTAGGAAAAGATATCACTTTAA
AA  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  5672  
GATATAGTTGCTTATTCTCCTATTTTAGAAAAATATGTAGGAAAAGATATCACTTTAA
AA  5731 

 

Query  361   
GCACTTATTGAGGCTTCAATGACATATAGTGATAATACAGCAAACAATAAAATTATA
AAA  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5732  
GCACTTATTGAGGCTTCAATGACATATAGTGATAATACAGCAAACAATAAAATTATA
AAA  5791 

 

Query  421   
GAAATCGGTGGAATCAAAAAAGTTAAACAACGTCTAAAAGAACTAGGAGATAAAGT
AACA  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5792  
GAAATCGGTGGAATCAAAAAAGTTAAACAACGTCTAAAAGAACTAGGAGATAAAGT
AACA  5851 

 

Query  481   
AATCCAGTTAGATATGAGATAGAATTAAATTACTATTCACCAAAGAGCAAAAAAGAT
ACT  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5852  
AATCCAGTTAGATATGAGATAGAATTAAATTACTATTCACCAAAGAGCAAAAAAGAT
ACT  5911 
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Query  541   
TCAACACCTGCTGCTTTCGGTAAGACTTTAAATAAACTTATCGCAAATGGAAAATTA
AGC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5912  
TCAACACCTGCTGCTTTCGGTAAGACTTTAAATAAACTTATCGCAAATGGAAAATTA
AGC  5971 

 

Query  601   
AAAGAAAACAAAAAATTCTTACTTGATTTAATGTTAAATAATAAAAGCGGAGATACT
TTA  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5972  
AAAGAAAACAAAAAATTCTTACTTGATTTAATGTTAAATAATAAAAGCGGAGATACT
TTA  6031 

 

Query  661   
ATTAAAGACGGTGTTCCAAAAGACTATAAGGTTGCTGATAAAAGTGGTCAAGCAATA
ACA  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6032  
ATTAAAGACGGTGTTCCAAAAGACTATAAGGTTGCTGATAAAAGTGGTCAAGCAATA
ACA  6091 
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Query  721   
TATGCTTCTAGAAATGATGTTGCTTTTGTTTATCCTAAGGGCCAATCTGAACCTATTG
TT  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6092  
TATGCTTCTAGAAATGATGTTGCTTTTGTTTATCCTAAGGGCCAATCTGAACCTATTG
TT  6151 
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3. ยนี mecA 
ล าดบันิวคลีโอไทน์ของยนีด้ือยา  mecA เทียบกบัฐานขอ้มูล GENBANK# AB037671 

Staphylococcus aureus strain M92, complete genome 
Sequence ID: CP015447.1Length: 3050062 Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

959 bits(519) 0.0 519/519(100%) 0/519(0%) Plus/Plus 

Query  1      
TGTCCGTAACCTGAATCAGCTAATAATATTTCATTATCTAAATTTTTGTTTGAAATTTG
A  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  77385  
TGTCCGTAACCTGAATCAGCTAATAATATTTCATTATCTAAATTTTTGTTTGAAATTTG
A  77444 

 

Query  61     
GCATTATAAAATGGATAATCACTTGGTATATCTTCACCAACACCTAGTTTTTTCATGC
CT  120 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 

Sbjct  77445  
GCATTATAAAATGGATAATCACTTGGTATATCTTCACCAACACCTAGTTTTTTCATGC
CT  77504 

 

Query  121    
TTTTCAAATTTCTTACTGCCTAATTCGAGTGCTACTCTAGCAAAGAAAATGTTATCTG
AT  180 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1181748930?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=HS3GNVFF013
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Sbjct  77505  
TTTTCAAATTTCTTACTGCCTAATTCGAGTGCTACTCTAGCAAAGAAAATGTTATCTG
AT  77564 

 

Query  181    
GATTCTATTGCTTGTTTTAAGTCGATATTACCATTTACCACTTCATATCTTGTAACGTT
G  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  77565  
GATTCTATTGCTTGTTTTAAGTCGATATTACCATTTACCACTTCATATCTTGTAACGTT
G  77624 

 

Query  241    
TAACCACCCCAAGATTTATCTTTTTGCCAACCTTTACCATCGATTTTATAACTTGTTTT
A  300 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  77625  
TAACCACCCCAAGATTTATCTTTTTGCCAACCTTTACCATCGATTTTATAACTTGTTTT
A  77684 

 

Query  301    
TCGTCTAATGTTTTGTTATTTAACCCAATCATTGCTGTTAATATTTTTTGAGTTGAACC
T  360 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  77685  
TCGTCTAATGTTTTGTTATTTAACCCAATCATTGCTGTTAATATTTTTTGAGTTGAACC
T  77744 



  119 

 

Query  361    
GGTGAAGTTGTAATCTGGAACTTGTTGAGCAGAGGTTCTTTTTTATCTTCGGTTAATT
TA  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  77745  
GGTGAAGTTGTAATCTGGAACTTGTTGAGCAGAGGTTCTTTTTTATCTTCGGTTAATT
TA  77804 

 

Query  421    
TTATATTCTTCGTTACTCATGCCATACATAAATGGATAGACGTCATATGAAGGTGTGC
TT  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  77805  
TTATATTCTTCGTTACTCATGCCATACATAAATGGATAGACGTCATATGAAGGTGTGC
TT  77864 

 

Query  481    ACAAGTGCTAATAATTCACCTGTTTGAGGGTGGATAGCA  519 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  77865  ACAAGTGCTAATAATTCACCTGTTTGAGGGTGGATAGCA  77903 
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4. ยนี aac (6 ′)/aph(2 ′′) 
ล าดบันิวคลีโอไทน์ของยนีด้ือยา aac (6’)/aph (2”) เทียบกบัฐานขอ้มูล GENBANK# 

AF051917 
Staphylococcus aureus plasmid pSK41, complete sequence 
Sequence ID: AF051917.1Length: 46445Number of Matches: 2 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2069 bits(1120) 0.0 1120/1120(100%) 0/1120(0%) Plus/Plus 

Query  1      
CCTACATGATGAATGGATTTATTCTTCAAGAAAATACATCAATTTTGATAAGTAGAA
ATG  60 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42001  
CCTACATGATGAATGGATTTATTCTTCAAGAAAATACATCAATTTTGATAAGTAGAA
ATG  42060 

 

Query  61     
GTAAAAACATTGTATAGCATTTTACACAGGAGTCTGGACTTGACTGAGTTTATGGAA
GAA  120 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42061  
GTAAAAACATTGTATAGCATTTTACACAGGAGTCTGGACTTGACTGAGTTTATGGAA
GAA  42120 

 

Query  121    
GTTTTAATTGATGATAATATGGTTTTTGATATTGATAATTTAAAAGGATTTCTTAATG
AT  180 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3676412?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=48&RID=HS6Y71GP016


  121 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 

Sbjct  42121  
GTTTTAATTGATGATAATATGGTTTTTGATATTGATAATTTAAAAGGATTTCTTAATG
AT  42180 

 

Query  181    
ACCAGTTCATTTGGGTTTATAGCTAAAGAAAATAATAAAATTATAGGATTTGCATATT
GC  240 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42181  
ACCAGTTCATTTGGGTTTATAGCTAAAGAAAATAATAAAATTATAGGATTTGCATATT
GC  42240 

 

Query  241    
TATACACTTTTAAGACCTGATGGAAAAACAATGTTTTATTTACACTCAATAGGAATGT
TA  300 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42241  
TATACACTTTTAAGACCTGATGGAAAAACAATGTTTTATTTACACTCAATAGGAATGT
TA  42300 

 

Query  301    
CCTAACTATCAAGACAAAGGTTATGGTTCAAAATTATTATCTTTTATTAAGGAATATT
CT  360 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  42301  
CCTAACTATCAAGACAAAGGTTATGGTTCAAAATTATTATCTTTTATTAAGGAATATT
CT  42360 

 

Query  361    
AAAGAGATTGGTTGTTCTGAAATGTTTTTAATAACTGATAAAGGTAATCCTAGAGCTT
GC  420 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42361  
AAAGAGATTGGTTGTTCTGAAATGTTTTTAATAACTGATAAAGGTAATCCTAGAGCTT
GC  42420 

 

Query  421    CATGTATATGAAAAATTAGGTGGtaaaaatgattataaagatgaaatagtatatgtatat  480 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42421  
CATGTATATGAAAAATTAGGTGGTAAAAATGATTATAAAGATGAAATAGTATATGTA
TAT  42480 

 

Query  481    gattatgaaaaaggtgataaataaatgaatatagttgaaaatgaaatatgtataAGAACT  540 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42481  
GATTATGAAAAAGGTGATAAATAAATGAATATAGTTGAAAATGAAATATGTATAAG
AACT  42540 
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Query  541    
TTAATAGATGATGATTTTCCTTTGATGTTAAAATGGTTAACTGATGAAAGAGTATTAG
AA  600 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42541  
TTAATAGATGATGATTTTCCTTTGATGTTAAAATGGTTAACTGATGAAAGAGTATTAG
AA  42600 

 

Query  601    
TTTTATGGTGGTAGAGATAAAAAATATACATTAGAATCATTAAAAAAACATTATACA
GAG  660 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42601  
TTTTATGGTGGTAGAGATAAAAAATATACATTAGAATCATTAAAAAAACATTATACA
GAG  42660 

 

Query  661    
CCTTGGGAAGATGAAGTTTTTAGAGTAATTATTGAATATAACAATGTTCCTATTGGAT
AT  720 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42661  
CCTTGGGAAGATGAAGTTTTTAGAGTAATTATTGAATATAACAATGTTCCTATTGGAT
AT  42720 

 

Query  721    
GGACAAATATATAAAATGTATGATGAGTTATATACTGATTATCATTATCCAAAAACT
GAT  780 



  124 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42721  
GGACAAATATATAAAATGTATGATGAGTTATATACTGATTATCATTATCCAAAAACT
GAT  42780 

 

Query  781    
GAGATAGTCTATGGTATGGATCAATTTATAGGAGAGCCAAATTATTGGAGTAAAGGA
ATT  840 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42781  
GAGATAGTCTATGGTATGGATCAATTTATAGGAGAGCCAAATTATTGGAGTAAAGGA
ATT  42840 

 

Query  841    
GGTACAAGATATATTAAATTGATTTTTGAATTTTTGAAAAAAGAAAGAAATGCTAAT
GCA  900 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42841  
GGTACAAGATATATTAAATTGATTTTTGAATTTTTGAAAAAAGAAAGAAATGCTAAT
GCA  42900 

 

Query  901    
GTTATTTTAGACCCTCATAAAAATAATCCAAGAGCAATAAGGGCATACCAAAAATCT
GGT  960 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  42901  
GTTATTTTAGACCCTCATAAAAATAATCCAAGAGCAATAAGGGCATACCAAAAATCT
GGT  42960 

 

Query  961    
TTTAGAATTATTGAAGATTTGCCAGAACATGAATTACACGAGGGCAAAAAAGAAGAT
TGT  1020 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  42961  
TTTAGAATTATTGAAGATTTGCCAGAACATGAATTACACGAGGGCAAAAAAGAAGAT
TGT  43020 

 

Query  1021   
TATTTAATGGAATATAGATATGATGATAATGCCACAAATGTTAAGGCAATGAAATAT
TTA  1080 

              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  43021  
TATTTAATGGAATATAGATATGATGATAATGCCACAAATGTTAAGGCAATGAAATAT
TTA  43080 
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5. ยนี tetK 
  ล าดบันิวคลีโอไทน์ของยนีด้ือยา tetK เทียบกบัฐานขอ้มูล GENBANK# S67449 
Staphylococcus aureus plasmid pT181 tetracycline efflux protein (tet(K)) gene, complete cds 
Sequence ID: S67449.1Length: 1380Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

942 bits(510) 0.0 510/510(100%) 0/510(0%) Plus/Plus 

Query  1     
GTAGCGACAATAGGTAATAGTGTTATTTTTCCTGGAACCATGAGTgttattgtttttggt  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  871   
GTAGCGACAATAGGTAATAGTGTTATTTTTCCTGGAACCATGAGTGTTATTGTTTTTG
GT  930 

 

Query  61    tattttggtggttttttagtggatagaaaaggatcattatttgtttttattttaggatca  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  931   
TATTTTGGTGGTTTTTTAGTGGATAGAAAAGGATCATTATTTGTTTTTATTTTAGGATC
A  990 

 

Query  121   ttgtctatctctataagttttttaactattgcattttttgttgAGTTTAGTATGTGGTTG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  991   
TTGTCTATCTCTATAAGTTTTTTAACTATTGCATTTTTTGTTGAGTTTAGTATGTGGTT
G  1050 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/456769?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=50&RID=HS7H9C1T013
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Query  181   
ACTACTTTTATGTTTATATTTGTTATGGGCGGATTATCTTTTACTAAAACAGTTATATC
A  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1051  
ACTACTTTTATGTTTATATTTGTTATGGGCGGATTATCTTTTACTAAAACAGTTATATC
A  1110 

 

Query  241   
AAAATAGTATCAAGTAGTCTTTCTGAAGAAGAAGTTGCTTCTGGAATGAGTTTGCTA
AAT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1111  
AAAATAGTATCAAGTAGTCTTTCTGAAGAAGAAGTTGCTTCTGGAATGAGTTTGCTA
AAT  1170 

 

Query  301   
TTCACAAGTTTTTTATCAGAGGGAACAGGTATAGCAATTGTAGGAGGTTTATTGTCAC
TA  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1171  
TTCACAAGTTTTTTATCAGAGGGAACAGGTATAGCAATTGTAGGAGGTTTATTGTCAC
TA  1230 

 

Query  361   
CAATTGATTAATCGTAAACTAGTTCTGGAATTTATAAATTATTCTTCTGGAGTGTATA
GT  420 
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             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1231  
CAATTGATTAATCGTAAACTAGTTCTGGAATTTATAAATTATTCTTCTGGAGTGTATA
GT  1290 

 

Query  421   
AATATTCTTGTAGCCATGGCTATCCTTATTATTTTATGTTGTCTTTTGACGATTATTGT
A  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1291  
AATATTCTTGTAGCCATGGCTATCCTTATTATTTTATGTTGTCTTTTGACGATTATTGT
A  1350 
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6. ยนี tetM 
  ล าดบันิวคลีโอไทน์ของยนีด้ือยา tetM เทียบกบัฐานขอ้มูล GENBANK# S67449 
S. faecalis tet(M)916 gene for tetracycline resistance 
Sequence ID: X56353.1Length: 2186Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1077 bits(560) 0.0 560/560(100%) 0/560(0%) Plus/Plus 

Query  1    
GAGGAAAATCACATGAAAATTATTAATATTGGAGTTTTAGCTCATGTTGATGCAGGA
AAA  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  211  
GAGGAAAATCACATGAAAATTATTAATATTGGAGTTTTAGCTCATGTTGATGCAGGA
AAA  270 
 
Query  61   
ACTACCTTAACAGAAAGCTTATTATATAACAGTGGAGCGATTACAGAATTAGGAAGC
GTG  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  271  
ACTACCTTAACAGAAAGCTTATTATATAACAGTGGAGCGATTACAGAATTAGGAAGC
GTG  330 
 
Query  121  
GACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTAC
AATT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47061?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=36&RID=HS90EKW9013
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Sbjct  331  
GACAAAGGTACAACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTAC
AATT  390 
 
Query  181  
CAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACG
CCA  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  391  
CAGACAGGAATAACCTCTTTTCAGTGGGAAAATACGAAGGTGAACATCATAGACACG
CCA  450 
 
Query  241  
GGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAA
TT  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  451  
GGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGTTCATTATCAGTTTTAGATGGGGCAA
TT  510 
 
Query  301  
CTACTGATTTCTGCAAAAGATGGCGTACAAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCAC
TT  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  511  
CTACTGATTTCTGCAAAAGATGGCGTACAAGCACAAACTCGTATATTATTTCATGCAC
TT  570 
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Query  361  
AGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATT
GAT  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  571  
AGGAAAATGGGGATTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATT
GAT  630 
 
Query  421  
TTATCAACGGTTTATCAGGATATTAAAGAGAAACTTTCTGCCGAAATTGTAATCAAA
CAG  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  631  
TTATCAACGGTTTATCAGGATATTAAAGAGAAACTTTCTGCCGAAATTGTAATCAAA
CAG   690 
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ค าอธิบายค าย่อและสัญลกัษณ์ 
 
PEN      =  penicilin  
ERY      =  erythromycin 
TE      = tetracycline;  
FOX      =  cefoxitin 
SXT      =   trimethoprim-sulfamethoxazole   
CHLO      =  chloramphenicol 
OXA     =  oxacillin 
VAN      =  vancomycin 
MIC      = ความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียได ้ 
µl      =  ไมโครลิตร 
ºC      =  องศาเซลเซียส 
ml      =  มิลลิลิตร 
cm      = เซนติเมตร 
bp     =  คู่เบส 
µg/ml      =  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
µg      =  ไมโครกรัม 
mmol/l      =  มิลลิโมลต่อลิตร 
µm      =  ไมโครโมล 
ml      =  มิลลิลิตร 
mm      = มิลลิเมตร 
rpm      =  รอบต่อนาที 
et al.      =  และคณะ 
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ประวติัผูเ้ขียน  

ประวตัิผู้เขยีน 
 

ช่ือ-สกุล ณฐัพล มุ่งชูเกียรติสกุล 

วนั เดือน ปี เกดิ 30 สิงหาคม 2533 
สถานทีเ่กดิ จงัหวดัตราด 

วุฒิการศึกษา 2556-ปัจจุบนั: ปริญญาวทิยาศาสตร์มหาบณัฑิต สาขาจุลชีววทิยา คณะ
วทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัศิลปากร วทิยาเขตพระราชวงัสนามจนัทร์ 

จงัหวดันครปฐม  

2552-2556: ปริญญาวทิยาศาสตร์บณัฑิต สาขาสัตวศาสตร์และ
เทคโนโลยกีารเกษตร คณะสัตวศาสตร์และเทคโนโลยกีารเกษตร 

มหาวทิยาลยัศิลปากร วทิยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี จงัหวดัเพชรบุรี 
ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 44/2 ม.1 ซ.แหลมตะโคย ถ. ตราด-แหลมงอบ ต.หนองเสมด็ อ.เมือง จ.ตราด 

23000 

ผลงานตีพมิพ์ ณฐัพล มุ่งชูเกียรติสกุล และ ธงชยั เตโชวศิาล . (2559). “การศึกษารูปแบบ
การด้ือยาและยนีด้ือยาตา้นจุลชีพของเช้ือ Staphylococcus aureus.” การ
น าเสนอผลงานในงานประชุมวชิาการระดบัชาติ เกษตรแฟร์ นนทรีอีสาน 

คร้ังท่ี 4, มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตสกลนคร 27 พฤศจิกายน, 
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