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       The purpose of this study was to determine antibiotic resistance among some Enterococcus spp. 
isolated from 4 types of Thai traditional fermented ready-to-eat foods (Nam-moo, Pla-som, Pla-ra and 
Kung-jom). One hundred and twenty randomly selected isolates identified as E. faecium and E.faecalis 
were used. Antibiotic resistance phenotype was screened by disk diffusion method and further 
confirmed for antibiotic resistance by MIC determination with broth microdilution method. The results 
showed that both E. faecalis and E. faecium strains had high incident of resistance against tetracycline 
(78.33% and 68.33%, respectively). The resistance against erythromycin and ciprofloxacin was 
detected only in E. faecalis (75% and 31.67%, respectively). None of nitrofurantoin and vancomycin 
resistant strains was detected. Multi-drug resistance (tetracycline, erythromycin and ciprofloxacin) was 
found only in 17.78% E. faecalis isolated from Nam-moo. Among four different types of fermented 
food, Nam-moo and Pla-som were contaminated with high number of antibiotic resistance enterococcal 
strains. The E.faecalis strains with erythromycin resistance phenotype were further used for ermB 
detection by simple PCR. Moreover, the virulent determinants (asa1, gelE, cylA, esp and hyl) were also 
detected by multiplex PCR. Among strains with displayed erythromycin resistant phenotype, 36.67% 
were positive for ermB gene. The virulent determinant, gelE was detected in strains from both Nam-
moo and Pla-som, while asa1 and esp were positive only in strains from Pla-som. In summary, some 
Thai traditional fermented ready-to-eat foods carried potentially clinical relevant and antibiotic resistant 
enterococci which should underline the public health concern.   
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำ และควำมส ำคัญของปัญหำ 

การด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรียเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัในระดบันานาชาติและมี
ความซบัซอ้นมากข้ึนทุกขณะ ส่งผลกระทบทั้งในดา้นสุขภาพและดา้นเศรษฐกิจ โดยมีรายวา่แต่ละปีคน
ไทยมีการติดเช้ือด้ือยาปฏิชีวนะมากกวา่ 100,000 คน อยูโ่รงพยาบาลนานข้ึนมากกวา่ 1 ลา้นวนั เสียชีวติ
มากกวา่ 30,000 คน และมีความสูญเสียทางเศรษฐกิจมากกวา่ 10,000 ลา้นบาท ทั้งน้ียงัไม่รวมความ
สูญเสีย ท่ีเป็นผลจากการเสียชีวติของประชากรก่อนวยัอนัควร กระทรวงสาธารณสุขของไทยจึงไดจ้ดัให้
ปัญหาเช้ือด้ือยาปฏิชีวนะและการส่งเสริมการใชย้าปฏิชีวนะอยา่งสมเหตุสมผลเป็นนโยบายส าคญั
ระดบัชาติ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัทิศทางขององคก์ารอนามยัโลกท่ีมีการก าหนดค าขวญัใน พ.ศ. 2554 วา่ “ No 
Action Today, No Cure Tomorrow” หรือ “ถา้ไม่แกไ้ขวนัน้ี จะไม่สามารถรักษาโรคติดเช้ือไดว้นัพรุ่งน้ี” 

การศึกษาเช้ือด้ือยาปฏิชีวนะในอดีตจะมุ่งใหค้วามสนใจไปยงัเช้ือท่ีก่อโรคโดยตรง (true 
pathogen) ในโรงพยาบาลเป็นส่วนใหญ่ แต่ในปัจจุบนัพบปัญหาการด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือฉวยโอกาส 
(opportunistic pathogen) มากข้ึน ยกตวัอยา่งเช่น Enterococcus spp. ซ่ึงเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ินใน
ทางเดินอาหารทั้งในมนุษยแ์ละสัตว ์โดยมีลกัษณะเป็นแบคทีเรียรูปกลม แกรมบวก สามารถพบได้
ทัว่ไปในส่ิงแวดลอ้มทั้งดิน น ้า พืช และผลิตภณัฑท่ี์แปรรูปมาจากสัตว ์โดยเฉพาะสายพนัธ์ุ E. faecium 
และ E. facalis จดัวา่มีความส าคญัในทางสาธารณสุข ( Johnson., 2004)  ทั้งน้ีมีรายงานวา่เช้ือท่ีก่อโรค
ในโรงพยาบาลจะเป็นสายพนัธ์ุดงักล่าวถึง 12% (Coque., 2008) โดยในมนุษยเ์ช้ือเอนเทอโรคอกคสั
สามารถท าใหเ้กิดโรคต่าง  เช่น โรคติดเช้ือทางเดินปัสสาวะ โรคติดเช้ือในกระแสโลหิต โรคเยือ่บุโพรง
หวัใจอกัเสบ และเยือ่บุช่องทอ้งอกัเสบ ซ่ึงในจ านวนน้ี 10% ของผูป่้วยมีสาเหตุจากเช้ือสายพนัธ์ุ 
 E. faecium และ E. facalis (Hancock., 2006.) และจากขอ้มูลของกรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวง
สาธารณสุข ไดร้ายงานความชุกของแบคทีเรียรูปกลมแกรมบวกท่ีพบบ่อยทางคลินิกจากโรงพยาบาล
ศูนยแ์ละโรงพยาบาลทัว่ประเทศกวา่ 30 แห่ง ตั้งแต่ปี พ.ศ.2543-2548 พบวา่เช้ือ E. faecalis มีความชุก
ระหวา่งร้อยละ 45-55 ส่วนเช้ือ E. faecium มีความชุกร้อยละ 10 ในปี พ.ศ.2543 แต่ความชุกเพิ่มข้ึนเป็น
ร้อยละ 20 ในปี พ.ศ.2545-2546 และเพิ่มเป็นร้อยละ 30 ในปี พ.ศ.2547 (อศัวโภคี., 2551) ซ่ึงความรุนแรง
ของการก่อโรคส าหรับเช้ือดงักล่าวเก่ียวเน่ืองกบัยนีหลายชนิดไดแ้ก่ sagA (secreted antigen), ace 
(collagen binding cell wall protein), hyl (hyaluronidase), esp (enterococcal surface protein) รวมถึง 
gelE (gelatinase) (Klibi., 2007.) 
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การด้ือยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียเกิดจากการท่ีเช้ือแบคทีเรียมีการปรับตวัต่อยาโดยวิธีการ
ต่าง  เพื่อท่ีจะขจดั หรือลดประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะโดยการด้ือยาอาจเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติของ
เช้ือนั้น  หรืออาจเกิดภายใตค้วามกดดนัของยาปฏิชีวนะ ยกตวัอยา่งเช่น การด้ือยาของ Enterococcus 
spp. ท่ีด้ือต่อยา Erythromycin มีกลไกการด้ือยา Erythromycin ไดห้ลายรูปแบบ เช่น การปรับเปล่ียน
ส่วนท่ียาจะเขา้จบั โดยอาศยัเอนไซม ์rRNA erm methylase ซ่ึงมีผลต่อ การเปล่ียนแปลงท่ี 23S rRNA  
ท าให้การจบัของยาในกลุ่ม Macrolides, Lincosamides และ Streptogramin B เปล่ียนแปลงไป โดยใน
กลไลการด้ือยาน้ีมียีนควบคุมการด้ือยา Erythromycin ซ่ึงเรียกวา่ erm  gene ซ่ึงในการวิจยัน้ีเลือกศึกษา
เพื่อตรวจหา erm(B) ซ่ึงเป็นหน่ึงในยีนท่ีแสดงกลไกด้ือยา ส าหรับกลไกอ่ืน  ไดแ้ก่ การสร้างเอนไซม์
มาท าลายยา การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยาเพื่อให้ยาหมดฤทธ์ิ เป็นตน้ อย่างไรก็ตามนอกจากยีน    
ด้ือยาแลว้ ยนีท่ีท าใหเ้ช้ือ Enterococcus spp. เกิดความสามารถในการก่อโรคก็เป็นกลุ่มยีนท่ีน่าสนใจใน
การศึกษา เช่น asa1 gelE cylA esp hyl เน่ืองหากเช้ือ Enterococcus spp. มีการแสดงออกของยีนเหล่าน้ี 
นัน่แสดงวา่เช้ือเหล่านั้นมีโอกาสท่ีจะแสดงความสามารถในการก่อโรคได ้และยิ่งเราสามารถตรวจพบ
เช้ือท่ีมียนีเหล่าน้ีในอาหาร ยิง่แสดงถึงความเส่ียงท่ีเพิ่มมากข้ึนในการบริโภคอาหารซ่ึงอาจน ามาสู่ปัญหา
การด้ือยาปฎิชีวนะ 

การเฝ้าระวงัการด้ือยาปฏิชีวนะท่ีมาจากอาหารมากก าลงัไดรั้บความสนใจในหลายประเทศ  
เน่ืองจากพบปัญหาการตกค้างของยาปฏิชีวนะในสัตว์และการด้ือยาปฏิชีวนะในมนุษย์จากการ
แพร่กระจายเช้ือด้ือยาไปยงัมนุษยห์ากมีการน าสัตวเ์หล่าน้ีไปบริโภค ส าหรับประเทศไทยในปีค.ศ. 1992 
พบการรายงานการปนเป้ือน E. faecalis ในปลาร้าแต่ยงัไม่มีการศึกษาการด้ือยาปฏิชีวนะจากอาหาร
ดงักล่าว (Tanasupawat et al., 1992) และยงัมีการศึกษาอุบติัการณ์การด้ือยาปฏิชีวนะของ enterococci ท่ี
แยกได้จากอาหารอยู่อย่างจ ากัด งานวิจัยน้ีจึงมีว ัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการด้ือยาปฎิชีวนะของ 
enterococci ท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกัพื้นบา้นพร้อมบริโภคของไทย โดยหวงัวา่ผลการวิจยัท่ีไดอ้าจเป็น
ขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีเป็นประโยชน์ต่อการพิจารณาก าหนดแนวทางในการเฝ้าระวงัและควบคุมการแพร่
ระบาดของเช้ือด้ือยา หรืออาจประโยชน์แก่ภาครัฐในการออกกฎระเบียบส าหรับการควบคุมจ ากดัการใช้
ยาปฏิชีวนะในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์และพิจารณาเพิ่มการควบคุมการปนเป้ือนของเช้ือดงักล่าวใน
ผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อความปลอดภยัของผูบ้ริโภค   
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1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 
1.  เพื่อตรวจหาการแสดงออกถึงด้ือยาปฎิชีวนะของเช้ือเอนเทอโรคอกคสับางสายพนัธ์ุท่ีมี

ความส าคญัทางคลินิก ท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกัพื้นบา้นพร้อมบริโภคของไทยบางชนิด  
2. เพื่อตรวจหายนีบางชนิดท่ีจ าเพาะต่อคุณสมบติัการด้ือยา Erythromycin เพื่อท านายกลไกการด้ือยา 
3. เพื่อตรวจหายนีท่ีแสดงคุณสมบติัท่ีสามารถท าใหเ้ช้ือก่อโรค หรือเพิ่มความรุนอรงของโรค 
 
 

1.3  วธีิด ำเนินกำรวจัิย 
1. ทบทวนวรรณกรรมต่าง ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการวจิยั 

2. เตรียมวสัดุอุปกรณ์ และเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวจิยั 

3. น าเช้ือ Enterococcus spp.ท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกัพื้นบา้นพร้อมบริโภคของไทยบางชนิด ท่ี

ผา่นการยนืยนัแลว้วา่เป็นสายพนัธ์ุ   E. faecalis กบั E. faecium น ามาทดสอบหาคุณสมบติั 

การด้ือยาปฏิชีวนะ (phenotype) กบัยาปฏิชีวนะท่ีใชใ้นทางคลินิก ดว้ยวธีิ 

1) คดักรองหาคุณสมบติัการด้ือยาปฏิชีวนะเบ้ืองตน้ดว้ยวธีิ replica plating 

2) ยนืยนัความไวรับต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือดว้ยวธีิ disc diffusion  

3) ทดสอบความไวรับของเช้ือ enterococci ต่อยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ erythromycin, 

ciprofloxacin, nitrofurantionและ vancomycin โดยการหาค่า minimum inhibitory 

concentration (MIC) ท่ีความเขม้ขน้ต่าง โดยวธีิ broth microdilution                         

4. สุ่มโคโลนีของ enterococci ท่ีพบวา่มีการด้ือยา Erythromycin มาท าการทดสอบหาจีโนไทป์

ของการด้ือยา  เน่ืองจากพบวา่เช้ือ enterococci สายพนัธ์ุ E. faecalis และ E. faecium มีจ  านวน

โคโลนีท่ีพบวา่มีค่าความไวรับต่อยาปฏิชีวนะ Erythromycin  มากท่ีสุด  โดยใชเ้ทคนิคทาง

ชีววทิยาโมเลกุล  คือเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  ตรวจหา species specific gene 

โดยมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

1) สกดัจีโนมของเช้ือดว้ยวธีิ Boiling lysis  

2) พฒันาวธีิ PCR ส าหรับตรวจยนีด้ือยาชนิดต่าง  ในปฏิกิริยาเดียวกนั ดงัน้ี 

  - ออกแบบ primers 

  - หาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ primer  
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- ปรับปรุงสภาวะต่าง ของปฏิกิริยาใหเ้หมาะสมเช่น อุณหภูมิ, ความเขม้ขน้

ของ    primerและ DNA แม่แบบ รวมถึงระยะเวลาท่ีใชใ้นแต่ละขั้นตอนของปฏิกิริยา                                                    

3)     ตรวจสอบ PCR product ท่ีได ้ดว้ยวธีิ Agarose gel electrophoresis 

5.  สุ่มโคโลนีของ enterococci ท่ีพบวา่มีการด้ือยาปฏิชีวนะหลายชนิด (Multiresistance) มาท าการ

ทดสอบหายนีก่อโรค (Virulence Gene) ใชเ้ทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล (PCR) โดยใชห้ลกัการ

สกดัจีโนมดว้ยวธีิ Boiling lysis และพฒันาวธีิ Multiplex PCR เพื่อใหมี้สภาวะท่ีเหมาะสม

ส าหรับการตรวจหายนีก่อโรค  เพื่อน ามาตรวจสอบ PCR product ท่ีได ้ดว้ยวธีิ Agarose gel 

electrophoresis 

6. รวบรวมขอ้มูล วิเคราะห์ สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

7. จดัท ารายงานปริญญานิพนธ์และ น าเสนองานวิจยั 

 

1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
ได้ขอ้มูลการด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือ enterococci ท่ีมีอยู่ในอาหารหมกัดองพื้นบา้นพร้อม

บริโภคของไทยบางชนิดท่ีจะเป็นประโยชน์ต่อการใช้เป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้เพื่อประกอบการพิจารณา
ควบคุม เฝ้าระวงัและลดการแพร่กระจายของเช้ือด้ือยาต่อไป นอกจากน้ีไดเ้รียนรู้เทคนิคทางจุลชีววิทยา
ในการศึกษาการด้ือยาของเช้ือจุลชีพ และวธีิทางชีววทิยาโมเลกุลในการตรวจหาการด้ือยาปฏิชีวนะ และ
แนวโนม้ท่ีจะก่อใหเ้กิดโรค  
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บทที ่2 
อุปกรณ์และสำรเคมี 

 
2.1 อุปกรณ์ 

- Incubator (POLAR 1000C Incubator, Australia) 
- PCR mastercycler gradient thermal cycler (Eppendorf, Germany) 
- Laminar air flow (Astec Microflow ATC 1800N, United Kingdom) 
- Autoclave (HA-300MD, Hirayama, United Kingdom) 
- Hot air oven (YCO-No 1, Gemmy, Taiwan) 
- Centrifuge (SCR 20B Himac Centrifuge, Hiyachi, Japan) 
- pH meter (Mettler Toledo S40 SevenMulti, Switzerland)  
- Analytical balance (Mettler Toledo PL602-s, Switzerland) 
- Vortex mixer (Votex-2 Genic, Scientific Industries, USA) 
- Spin down (Mini Centrifuge C-1200,National Labnet, USA) 
- Water bath (Memmert®, England) 
- Gel documentation (Gel Doc XR, Bio-Rad, USA) 
- Micropipette (Gilson, France) 
- Micropipette tip (Axygen Scientific Inc, USA) 
- Microcentrifuge tube (Axygen Scientific Inc, USA)  
- PCR tube (Axygen Scientific Inc, USA) 
- Laboratory Blender Stomacher (Seward Model 400, England) 

 
2.2 สำรเคมี 

- Pancreatic digest of casein (Criterion, USA) 
- Yeast extract (Lab M, England)  
- Potassium dihydrogen phosphate (Merck, Germany) 
- Sodium citrate (Merck, Germany)   
- Polyoxyethylene sorbitanmonooleate (tween® 80) (Ajax Finechem, Australia) 
- Agar-agar (Scharlau Chemie S.A., Spain)  
- Sodium carbonate (Univar, New Zealand) 
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- 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (Fluka, Switzerland) 
- Sodium azide (Labchem, Australia)  
- Sodium chloride (Univar, New zealand) 
- Chemical substances for PCR amplification 

- Taq polymerase, PCR buffer, MgCl2, dNTP (invitrogen®, Brazil) 
- Primer (operon biotechnologies, Germany) 

- DNA ladder (SibEnzyme Ltd., Russia) 
- DNA ladder (Invitrogen®, Brazil) 
- Agarose gel (Research organics, USA) 
- Ethidium bromide 10mg/ml (Fluka, Switzerland) 
- EDTA (Ajax Finechem, Australia) 
- Tris (hydroxymethyl)aminomethane (Sigma Algrich Inc., USA) 
- Boric acid (Univar, New zealand) 
- Lysozyme (Sigma Algrich Inc., USA) 
- Tetracycline hydrochloride powder (USB Corporation Cleveland, USA) 
- Erythomycin (EMD chemicals, Inc., Germany) 
- Ciprofloxacin Hydrochloride monohydrate (Tokyo chemical industry, Japan) 
- Nitrofurantoin (Tokyo chemical industry, Japan) 
- Vancomycin Hydrochloride ( EMD biosciences, Inc., Germany) 
- M.R.S broth powder (Lab M, England) 
- Peptone water powder (Criterion, USA) 
- Plate count agar (Britania, Argentina) 
- Mueller hinton ii broth (cation-adjusted) powder (BD, France) 
- Muller hinton agar (oxoid, UK) 
- bromophenol blue (J.T. Baker Inc., USA) 
- antibiotic discs (Oxoid, UK) ของยาปฏิชีวนะ Erythromycin 
 
 

2.3 สำยพนัธ์ุเช้ือ 
- Staphylococcus aureus ATCC 25923 
- Enterococcus faecalis ATCC 29212 
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บทที ่3 
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 

3.1 แบคทเีรียเอน็เทอโรค็อกคัส (Enterococcus spp.)   
Enterococci เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญไดท้ั้งภาวะท่ีมี

ออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobic) พบไดใ้นส่ิงแวดลอ้มทัว่ไป เช่น น ้ า ดิน อาหาร 
และยงัเป็นเช้ือประจ าถ่ินบริเวณทางเดินอาหารของคนและสัตว ์คุณสมบติัทางกายภาพและทางชีวเคมี
บางอยา่งของ enterococci ท าให้สามารถเจริญเติบโตไดใ้น สภาวะท่ีไม่เอ้ือนวยต่อแบคทีเรียชนิดอ่ืน จึง
น ามาเป็นคุณสมบติัท่ีใช้แยกออกจาก streptococci ซ่ึงมีลักษณะภายนอกเหมือนกัน แต่ enterococci 
เจริญเติบโตไดใ้นสภาวะท่ีมีเกลือสูง (6.5% NaCl) อุณหภูมิตั้งแต่ 5°C จนถึง 50°C และสามารถอยูร่อด
ได ้30 นาทีในอุณหภูมิ 60 °C มีชีวิตอยูไ่ดใ้นช่วง pH 4.8-9.6 และนอกจากน้ียงัทนต่อเกลือน ้ าดีท่ีมี  
ความเขม้ขน้ 40% ไดอี้กดว้ย (Fisher., 2009)  

ปัจจยัท่ีก่อให้เกิดโรคหรือ Virulence factor หมายถึงคุณลกัษณะหรือสารท่ีเช้ือโรคสร้างข้ึน
เพื่อช่วยในการแบ่งตวัและให้มีชีวิตรอดจากระบบภูมิคุม้กนัของ host ซ่ึง virulence factor ของ 
enterococci ท่ีไดมี้การคน้พบและศึกษาถึงบทบาทหนา้ท่ีมีแสดงในตารางท่ี 1 โดยต าแหน่งของยีนท่ี
ควบคุมการแสดงออกมกัอยูท่ี่ conjugative plasmid หรือ transposon ซ่ึงท าให้ยีนสามารถถูกถ่ายทอดได้
อยา่งง่ายดาย (Palmer., 2010) โดยการถ่ายทอดยนีเกิดไดท้ั้งระหวา่ง Enterococcus spp. และแบคทีเรียใน
สกุลเดียวกนั หรือระหวา่ง enterococci ใหก้บัแบคทีเรียสกุลอ่ืนก็ได ้(Ray., 2003)  

ตารางท่ี 1 Virulence factor ของ enterococci (Vu., 2011)  
Virulence factor หนา้ท่ี 

1. Surface adhesions aggregation 

substance 

เป็นโปรตีนรูปร่างคลา้ยเส้นขนฝังตวัอยูท่ี่เยือ่หุม้เซลล ์ใชย้ดึเกาะกบัเซลล์

ของ host และใชจ้บักบัเซลลท่ี์จะเกิด conjugation ดว้ย 

2. Enterococcus surface protein 

(Esp) 

ใน E. faecalis ใชย้ดึติดกบักระเพาะปัสสาวะ ส่วนใน E. faecium พบวา่

เก่ียวขอ้งกบัการสร้าง biofilm ของการติดเช้ือในโรงพยาบาลท่ีเกิดจาก

อุปกรณ์ทางการแพทย ์

3. Secreted factors Cytolysin ท าใหเ้กิดการแตกของเซลล ์เมด็เลือดแดง Macrophage และ Neutrophil 
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4. Gelatinase ยอ่ยสลาย gelatin, collagen, casein และ hemoglobin 

5. Extracellular superoxide ยงัไม่ทราบหนา้ท่ีท่ีแน่ชดั แต่อาจมีบทบาทในการท าให้เม็ดเลือดแดงแตก 

6. Antibiotic resistance Multiple 

plasmid and chromosome genes 

สามารถแลกเปล่ียนผา่น conjugation, transposons หรือ bacteriophages 

เป็นสาเหตุท่ีส าคญัของการด้ือยาของเช้ือต่อ aminoglycosides, β-

lactams, vancomycin 

 
ในปัจจุบนัแบคทีเรียสกุล Enterococcus มีทั้งหมด 38 สายพนัธ์ (Murray., 2009) โดย 

Enterococcus faecalis และ Enterococcus faecium เป็นสายพนัธ์ท่ีมีความส าคญัมากท่ีสุดเน่ืองจากเป็น
สาเหตุหลกัของการติดเช้ือ enterococci โดยพบ E. faecalis ประมาณ 80%-90% (Vu., 2011) ของการติด
เช้ือ enterococci ทั้งหมด case ท่ีเหลือส่วนใหญ่เกิดจาก E. faecium การติดเช้ือ Enterococci ไดแ้ก่ โรค
ติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ โรคติดเช้ือในกระแสโลหิต เยือ่หุม้หวัใจอกัเสบ เยื่อหุ้มสมองอกัเสบ การเกิด
แผลหนอง และ การติดเช้ือในช่องทอ้ง (Vu., 2011)  

เน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่มน้ีจดัเป็นแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติกจึงสามารถเจริญไดใ้นอาหารหมกั 
เน่ืองจากความเป็นกรดในอาหารเหล่าน้ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต  enterococci บางสายพนัธ์ุจึงถูก
น ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารในต่างประเทศโดยใช้เป็นเช้ือตั้งตน้ในการผลิตอาหารหมกัประเภท         
เนยแขง็ ไส้กรอก และการหมกัเน้ือสัตวดิ์บเน่ืองจากใหก้ล่ินและรสท่ีดี นอกจากนั้นมีการน า enterococci 
บางสายพนัธ์ุมาใช้เป็นโพรไบโอติก ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย อย่างไรก็ตามในช่วง
ทศวรรษท่ีผา่นมา enterococci ไดถู้กจดัเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถก่อให้เกิดอนัตรายทางชีวภาพในอาหาร
ได้ เน่ืองจากพบว่ามีรายงานการก่อโรคติดเช้ือทั้งในชุมชนและในโรงพยาบาลสูงข้ึน (Lynn, 2006) 
สามารถก่อโรครุนแรงไดใ้นลกัษณะของการติดเช้ือฉวยโอกาส (opportunistic infection) ในผูป่้วยท่ีมี
ภูมิตา้นทานต ่า และผูป่้วยวิกฤติ เป็นตน้ ส่วนในอาหารไทย enterococci ท าหน้าท่ีเป็นเลคติกเอซิด
แบคทีเรียในอาหารหมักดองร่วมกับแบคทีเรียในสกุลอ่ืน  เช่น Lactobacillus, Pediococcus, 
Halobacterium, Staphylococcus เป็นตน้  อาหารหมกัดองของไทยท่ีมี enterococci เช่น ปลาร้า ปลาจ่อม 
ปลาส้ม ไส้กรอกหมูเปร้ียว หม ่า ผกักาดดอง เม่ียง (Tanasupawat., 1995) เป็นตน้ 

จากข้อมูลของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข ได้รายงานความชุกของ
แบคทีเรียรูปกลมแกรมบวกท่ีพบบ่อยทางคลินิกจากโรงพยาบาลศูนยแ์ละโรงพยาบาลทัว่ประเทศกวา่ 30 
แห่งตั้งแต่ปี พ.ศ.2543-2548 พบวา่ E. faecalis มีความชุกระหวา่ง 45-55% ส่วน E. faecium มีความชุก 
10% ในปี พ.ศ.2543 และความชุกเพิ่มข้ึนเป็น 20% ในปี พ.ศ.2545-2546 และเพิ่มเป็น 30% ในปี พ.ศ.
2547 ทั้งยงัมีรายงานการด้ือยาปฏิชีวนะของ enterococci มากข้ึน  
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นอกจากเป็นเช้ือประจ าถ่ินในทางเดินอาหารแลว้ enterococci ยงัมีคุณสมบติัเป็นแหล่งสะสม

ของยนีด้ือยาท่ีสามารถถ่ายทอดยนีด้ือยาไปยงัแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนไดอี้กดว้ย (Wilcks., 2005)  ในหลาย
ประเทศเร่ิมมีการเฝ้าระวงัอนัตรายจาก enterococci มากข้ึน เช่น ประเทศแคนาดาไดย้กเลิกการใช ้
enterococci เป็นโพรไบโอติก ส่วนทางยุโรปมีมาตรการออกกฎหมายป้องกนัซ่ึงห้ามมี enterococci 
ปนเป้ือนในน ้ าด่ืมท่ีจ  าหน่ายขนาด 100 และ 250 ml เป็นตน้ ส าหรับประเทศไทยขอ้มูลการปนเป้ือน 
enterococci ท่ีด้ือยาปฏิชีวนะยงัมีอยูจ่  ากดั และตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง มาตรฐานอาหาร
ดา้นจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรค พ.ศ.2552  ยงัไม่มีมาตรการควบคุม enterococci ท่ีปนเป้ือนในอาหาร  
 

3.2 กำรดือ้ยำปฏิชีวนะและยนีทีค่วบคุมกำรแสดงออกให้เกดิโรคในมนุษย์   
การด้ือยาของ enterococci มีดว้ยกนั 2 ลกัษณะคือ intrinsic resistance หรือการด้ือยาโดย

ธรรมชาติของตวัเช้ือเอง และ acquired resistance หรือการด้ือยาภายหลงัเช้ือสัมผสัยาตา้นจุลชีพ ซ่ึงการ
ด้ือยาปฏิชีวนะ ของ enterococci ส่วนใหญ่ จดัเป็น acquired resistance ซ่ึงพบการด้ือยาไดบ้่อย 

ในปัจจุบนัมีการศึกษาถึงการด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือฉวยโอกาสมากข้ึนโดยเฉพาะอย่างยิ่งเช้ือ
ประจ าถ่ินในร่างกาย เช่น enterococci ซ่ึงเป็นเช้ือประจ าถ่ินในทางเดินอาหาร ซ่ึงพบว่าสามารถเป็น
แหล่งท่ีสะสมยีนด้ือยาปฏิชีวนะได ้และยงัสามารถส่งต่อยีนด้ือยาผ่านทาง conjugative plasmids และ 
transposons (Cocconcelli et al., 2003) โดยสาเหตุของการด้ือยาปฏิชีวนะจาก enterococci ในมนุษยอ์าจ
เกิดจากการใชย้าไม่ถูกตอ้ง เช่น การรับประทานยาไม่เหมาะสมทั้งในแง่ของ ชนิด ขนาด ระยะเวลา และ
ในอดีตมีการใช้ยาปฏิชีวนะขนาดต ่า ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตในสัตว์ (antibiotic growth 
promoter; AGP) ท  าให้สัตวเ์ป็นแหล่งสะสมเช้ือด้ือยาปฏิชีวนะและเกิดการแพร่กระจายของเช้ือด้ือยา 
หรือมีการส่งต่อยีนด้ือยาดังกล่าวมายงัมนุษย์ได้ การส่งถ่ายดังกล่าวนั้นอาจเกิดได้ทั้ งถ่ายยีนด้ือยา
ระหวา่งเช้ือเดียวกนัในทางเดินอาหาร และส่งถ่ายไปยงัเช้ือกลุ่มอ่ืนรวมทั้งเช้ือก่อโรคได ้ 

การด้ือยาปฏิชีวนะท่ีใชใ้นการรักษาทางคลินิกหลายชนิด (Multidrug resistance) ของเช้ือแต่ละ 
species ท าให้เกิดปัญหาต่อการเลือกยาท่ีจะน ามาใช้ในการรักษาทางคลินิก เพราะจ านวนยาท่ีจะใชใ้น
การรักษาโรคติดเช้ือในมนุษยมี์ลดลง (Macovei and Zurek., 2006) การศึกษาการด้ือยาปฏิชีวนะท่ีใชใ้น
การรักษาทางคลินิกจึงมีความส าคญั 

Erythromycin มีกลไกยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีนโดยการจบัท่ี P-site บน 50s ribosome แบบ 
irreversible ท าให ้ribosome ไม่สามารถ translocation ได ้เป็นการยบัย ั้งการสร้าง polypeptide ใน
ขบวนการสังเคราะห์โปรตีน Erythromycin ถูกน ามาใชใ้นทางคลินิกเพื่อรักษาโรคติดเช้ือในทางเดิน
หายใจและโรคซิฟิลิส (ยพุิน ศุพุทธมงคล., 2548)   ปัจจุบนัพบการด้ือยาปฏิชีวนะ Erythromycin อยา่ง
แพร่หลาย  โดยมีกลไกหลกั 3 กลไก ไดแ้ก่  
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- การเปล่ียนแปลงเป้าหมายของยาท่ี 23S rRNA  โดยพบว่าการด้ือยาปฏิชีวนะ 
Erythromycin ของ enterococci มียนีท่ีควบคุมการแสดงออกต่อด้ือยาท่ีพบไดบ้่อยคือ Erm  

- สร้างเอนไซม ์EreA, EreB มาท าลายโครงสร้าง lactone ring ของยา 
- ท าใหย้าหมดฤทธ์ิโดยเอนไซม ์Phosphotransferase  (Sutcliffe et al., 1996) 

Ciprofloxacin มีกลไกรบกวน DNA Gyrase (topoisomerase 2) หรือเอนไซมท่ี์ท าให ้DNA ถูกยดืขยาย
ออก (uncoil) เป็นผลให้ DNA ไม่สามารถแบ่งตวัเพิ่มจ านวนได ้ Ciprofloxacin ถูกน ามาใชใ้นทางคลินิก
เพื่อรักษาโรคติดเช้ือในทางเดินหายใจ ทางเดินปัสสาวะ  และทางเดินอาหาร (ยพุิน ศุพุทธมงคล., 2548)  
จากการทดลองของ Lynette Johnston และคณะ  พบการด้ือยาปฏิชีวนะ Ciprofloxacin ของเช้ือ 
enterococci สายพนัธ์ุ E.faecium 28 เปอร์เซ็นตจ์ากจ านวนโคโลนีท่ีท าการทดลองทั้งหมด (Johnston et 
al., 2004)  ในขณะท่ี Nitrofurantion ซ่ึงออกฤทธ์ิท าลายดีเอ็นเอและถูกน ามาใชใ้นรักษาโรคติดเช้ือใน
ทางเดินปัสสาวะ (ยพุิน ศุพุทธมงคล., 2548)  มีรายงานการ ทดสอบการด้ือยาของเช้ือ Enterococcus 
Species  ท่ีแยกไดจ้ากเน้ือสัตว ์ จากการทดลองของ Joshua Hayes และคณะ  โดยพบวา่เช้ือ enterococci 
สายพนัธ์ุ E.faecium มีการด้ือยา Nitrofurantion มากถึงคร่ึงของจ านวนโคโลนีท่ีใชใ้นการศึกษาทั้งหมด  
(Heyes et al., 2003)  ส่วน Vancomycin  ท่ีมีกลไกยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล ์  พบรายงานการด้ือยาของ
เช้ือ Enterococcus Species  ในทวปียโุรปจากการใชย้า Avoparcin เป็นสารเร่งการเจริญเติบโตในสัตว ์
(Diarra et al., 2010) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ Vancomycin จะเก็บไวใ้ชก้บัผูป่้วยติดเช้ือรุนแรงท่ีไม่ไดผ้ลจาก
การรักษาดว้ยยาปฏิชีวนะตวัอ่ืน เช่นรักษาการติดเช้ือจาก methicillin-resistant S. aureas (MRSA) 
(ปัญญาวธุโธ., 2553)  ดงันั้น Ciprofloxacin, Nitrofurantoin และ Vancomycin จึงเป็นยาปฏิชีวนะท่ี
น่าสนใจน ามาต่อยอดการศึกษาเร่ืองการด้ือยาของเช้ือ enterococci 
 นอกจากน้ีเช้ือ  Enterococcus สายพนัธ์ุ E.faecium และ E.faecalis  ยงัพบการรายงานถึงยีนท่ี
ควบคุมการแสดงออกให้เกิดโรคในมนุษย ์(Virulence gene)  ไดแ้ก่ยีน asa1 (Aggregation substance) 
เป็นสาเหตุของโรค endocarditis, ยีน gelE (Gelatinase) เป็นสาเหตุของโรค endocarditic, ยีน cylA 
(Cytolycin) เป็นสาเหตุของโรค endocarditis กบั endophthalmitis, ยีน esp (Enterococcal surface 
protein) เป็นสาเหตุของโรคในทางเดินปัสสาวะ และยีน hyl (Hyaluronidase) เป็นสาเหตุของโรค 
nasopharynx กบั pneumocaccal pneumonia (Vankerckhoven et al., 2004) ซ่ึงหากเช้ือ Enterococcus 
Species พบยนีเหล่าน้ีจะสามารถเพิ่มโอกาสและความรุนแรงในการเกิดโรคของผูป่้วยได ้
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3.3  Polymerase Chain Reaction (PCR)  
Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นเทคนิคส าคญัและใชอ้ยา่งกวา้งขวางในงานดา้น

ชีววิทยาโมเลกุลและพนัธุวิศวกรรม ใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการ DNA replication 
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอตน้แบบในหลอดทดลองภายในระยะเวลาท่ีสั้ น สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอไดอ้ย่างจ าเพาะเจาะจง มีขั้นตอนการท างานน้อย ใช้เวลาสั้น และให้ดีเอ็นเอสายใหม่
ปริมาณมาก   

PCR ใชห้ลกัพื้นฐานในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่จากสายตน้แบบหน่ึงสายดว้ยเอนไซม ์
DNA polymerase ซ่ึงในแต่ละรอบของปฏิกิริยา PCR มีขั้นตอนหลกั 3 ขั้นตอน แต่ละขั้นตอนตอ้งการ
สภาวะอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสม ไดแ้ก่ 

 Denaturation เป็นการแยกสายดีเอน็เอตน้แบบท่ีเป็นสายคู่ออกเป็นสายเด่ียว ใชอุ้ณหภูมิสูง
ประมาณ 92-98oC  

 Primer annealing เป็นขั้นตอนท่ีอุณหภูมิลดลงเพื่อให้ไพรเมอร์ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอสายสั้ น ท่ีมี
ล าดบัเบสคู่สมกบัดีเอน็เอตน้แบบเขา้ไปจบักบัดีเอน็เอตน้แบบ มกัใชอุ้ณหภูมิระหวา่ง 37-60 oC 
อาจตอ้งมีการทดลองเปล่ียนแปลงจนไดอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีให ้PCR product มากท่ีสุด  

 Extension เป็นขั้นตอนสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดยสังเคราะห์จากปลาย 3’ ของไพรเมอร์
โดย thermostable DNA polymerase ใชอุ้ณหภูมิ 72-75oC โดยอุณหภูมิในขั้นน้ีควรเป็นอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมกบัการท างานของ DNA polymerase ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา เช่น Taq  DNA polymerase 

การท างานของเอนไซม ์DNA polymerase คือการน าเอา dNTP ทั้งส่ีชนิดเขา้ไปสร้างเป็นดีเอน็เอสาย
ใหม่ ท าใหเ้กิดดีเอน็เอสายคู่ท่ีมีล าดบัเบสคู่สมดีเอน็เอตน้แบบ เม่ือปฏิกิริยาด าเนินไปครบทั้งสาม
ขั้นตอนนบัเป็นหน่ึงรอบของปฏิกิริยา ผลท่ีไดคื้อมีดีเอน็เอสายคู่ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกบัสายดีเอน็เอ
ตน้แบบเพิ่มเป็นสองเท่า เม่ือเกิดปฏิกิริยา PCR หลาย รอบก็สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีตอ้งการได้
เป็นจ านวนมาก (มณีวรรณ สุขสมทิพย,์ 2551) 
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สำรทีใ่ช้ใน PCR  
1. Primers เป็นดีเอน็เอเร่ิมตน้สายสั้น ซ่ึงมีล าดบัเบสคู่สมกบัเบสของดีเอน็เอตน้แบบ 

แต่ละ primer ควรมีความยาวประมาณ 20-30 เบสและควรประกอบดว้ยเบสทั้งส่ีชนิด
จ านวนเท่า กนั ส าหรับปฏิกิริยา PCR นั้นจะใช ้primer สองชนิดคือ forward primer 
และ reverse primer (20 µM) ในน ้า 

2.  Template DNA คือดีเอ็นเอตน้แบบ หรือยีนส่วนท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ โดยดีเอ็นเอส่วนน้ีจะ
เป็นส่วนยอ่ยส่วนหน่ึงของช้ินดีเอ็นเอ หรือเป็น genomic DNA หรือสารตวัอยา่งท่ีมีดี
เอ็นเอเป็นส่วนประกอบอยู ่โดยตอ้งน าไปละลายในสารละลาย 10 mM Tris-Cl (pH 
7.6) ท่ีประกอบดว้ย EDTA ความเขม้ขน้ต ่า  (< 0.1 mM) 

3.  Thermostable DNA Polymerase เป็นเอนไซมส์ าหรับสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ช่วยเร่งปฏิกิริยาการ
เช่ือมต่อนิวคลีโอไทด์ใหม่เขา้กบัไพรเมอร์ เอนไซมม์าตรฐานและเหมาะสมใน PCR 
เกือบทุกชนิดคือ Taq DNA Polymerase สกดัจากแบคทีเรียท่ีอาศยัในน ้ าพุร้อนช่ือ 
Thermus aquaticus ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ทนต่ออุณหภูมิสูง ท างานดีท่ีอุณหภูมิ 72oC และ
ควรมีคุณสมบติั 3’5’ proofreading 

4.  PCR buffer ส าหรับควบคุมสภาวะต่าง ให้เหมาะสมต่อปฏิกิริยา PCR เช่น pH, Mg2+ , และ
ความเขม้ขน้ของเกลือชนิดต่าง  เป็นตน้ ค่าความเป็นกรด-ด่างของ buffer ควรมีค่า 
8.3 ท่ี 25oC  

5.  Deoxyribonucleotides (dNTPs) เป็นนิวคลีโอไทด์จ  านวน 4 ชนิด ไดแ้ก่ adenine, guanine, 
cytosine และ thymine ซ่ึงใชเ้ป็นหน่วยยอ่ยส าหรับน าไปสังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่   

6.  MgCl2  เป็นสารเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์DNA Polymerase 
7.  น ้าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 

 
โดยทัว่ไปปฏิกิริยา PCR ควรประกอบดว้ยสารต่าง ในความเขม้ขน้ดงัต่อไปน้ี 

Mg2+ KCl dNTPs Primers DNA Polymerase Template DNA 
1.5 mM 50 mM 200 µM 1 µM 1-5 units 1 pg – 1 µg 
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Multiplex PCR   
Mutiplex PCR เป็นเทคนิคท่ีใชเ้พิ่มจ านวนยนีหรือช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการหลาย ช้ินในปฏิกิริยาเดียวกนั 
การท า multiplex PCR ตอ้งใช ้primer หลายคู่ในปฏิกิริยาเดียวเพื่อใหไ้ด ้amplicon ท่ีมีขนาดต่าง กนัซ่ึง
จ าเพาะต่อล าดบัเบสชนิดต่าง  การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอมากกวา่หน่ึงช้ินในเวลาเดียวกนัท าใหไ้ดรั้บ
ขอ้มูลมากข้ึน ประหยดัทั้งเวลาและสารเคมี การท า multiplex PCR ตอ้งมีการทดสอบหา annealing 
temperature ส าหรับ primer แต่ละคู่เพื่อใหส้ามารถเพิ่มยีนชนิดต่างกนัไดภ้ายในปฏิกิริยาเดียว ช้ินดีเอน็
เอท่ีไดจ้าก PCR ควรมีขนาดต่างกนัเพื่อท าใหส้ามารถแยกแถบดีเอ็นเอออกจากกนัไดเ้ม่ือดูผลวเิคราะห์
ดว้ย agarose gel electrophoresis ดงันั้นจึงตอ้งท าการทดลองเพื่อหาสภาวะของปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม
เพราะอาจเกิด primer-dimer และ non-specific product อ่ืน ท่ีอาจรบกวนการเพิ่มดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ แนว
ทางการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใช ้multiplex PCR  เช่น 

1. การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ PCR จ านวนหน่ึงรอบส าหรับ primer แต่ละคู่ 
โดยเตรียม reaction mixture จ านวน 50 µl ส าหรับปฏิกิริยา PCR ท่ีประกอบดว้ย 
primer หน่ึงคู่ ซ่ึงมีส่วนประกอบดงัน้ี 
- 100 – 200 ng ของ genomic DNA  
- 0.2 µM ของ primer แต่ละช้ิน 
- 1 X PCR buffer  
- 1.25-2.5 unit ของ Taq DNA Polymerase 
ปรับอุณหภูมิและระยะเวลาของขั้นตอน primer annealing และ extension 
จนกระทัง่ได ้PCR product จ านวนใกลเ้คียงส าหรับ primer ทุกคู่ 

2. ท า multiplex PCR โดยใช้ความเขม้ขน้ primer ทุกคู่เท่ากนัก่อน และน าสภาวะท่ี
เหมาะสมซ่ึงหาไดจ้ากขั้นท่ี 1 มาใช ้

3. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท า multiplex PCR โดยปรับค่าพารามิเตอร์ต่าง  จน
ได ้PCR product ตามท่ีตอ้งการ 
- ความเขม้ขน้ของ primer เปล่ียนแปลงคร้ังละ 0.1-0.2 µM 
- อุณหภูมิท่ีใชใ้นขั้น annealing เปล่ียนแปลงทีละ 1oC 
- เวลาของ extension time เปล่ียนแปลงทีละ 30 วนิาที 
หากยงัไม่ได ้PCR product ตามท่ีตอ้งการใหแ้กไ้ขตามตวัอยา่งต่อไปน้ี 
- เพิ่มความเขม้ขน้ของ primer, ลดอุณหภูมิในขั้น annealing ลง, ถา้ PCR product ได้

ปริมาณนอ้ย ให้เพิ่มความเขม้ขน้ของ primer, ถา้ได ้PCR product มากเกินไป ให้
ลดความเขม้ขน้ของ primer, ถา้ PCR product มีขนาดสั้น ใหล้ด extension time,  
ถา้ PCR product ท่ีไดเ้ป็นดีเอน็เอสายยาว ใหเ้พิ่ม extension time เป็นตน้ 
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กำรตรวจสอบผลผลติจำก PCR 
PCR product ท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบไดโ้ดยวิธี gel electrophoresis ซ่ึง

เป็นการแยกดีเอน็เอใน agarose gel ดว้ยกระแสไฟฟ้า จากนั้นน า agarose gel ท่ีไดย้อ้มดว้ยสียอ้มดีเอ็นเอ 
เช่น ethidium bromide ซ่ึงโมเลกุลสามารถสอดแทรกเขา้ไปในช่องวา่งระหวา่งเกลียวคู่ของดีเอ็นเอได ้
และยงัสามารถดูดกลืนแสงอลัตราไวโอเลทแลว้จะปรากฏเป็นแถบดีเอ็นเอ เม่ือน าไปเปรียบเทียบขนาด
กบัดีเอน็เอมาตรฐาน (DNA marker) จะท าใหท้ราบขนาดดีเอน็เอท่ีได ้ 
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บทที ่4 

วธีิกำรวจิยัโดยละเอยีด 
 
4.1 กำรตรวจสอบกำรดือ้ยำปฏิชีวนะด้วยวธีิ disk diffusion method 
เป็นวิธีการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยอาศยัการแพร่ของยาจาก Antibiotic disks ในแต่ละคร้ัง

ของการทดสอบจะใชเ้ช้ือ Staphylococcus aureus ATCC 25923 เป็นเช้ือมาตรฐานในการตรวจสอบและ

ควบคุมคุณภาพของยาและอาหารเล้ียงเช้ือ 

ขั้นตอนการตรวจสอบการด้ือยาปฏิชีวนะ ดว้ยวธีิ disk diffusion method มีดงัน้ี  

1. กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเช้ือ Muller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid, UK) 

a) เตรียม MHA จ านวน 300 มิลลิลิตรใส่ลงในขวดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 500 

มิลลิลิตร น าไปวดัความเป็นกรด-ด่าง ปรับให ้pH อยูใ่นช่วง 7.2-7.4 

b) น าไปน่ึงฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว นาน 20 นาที 

c) น าไปแช่ในอ่างน ้ าอุ่นท่ีตั้งอุณหภูมิไวป้ระมาณ 45-50 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ MHA 

มีอุณหภูมิประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส  

d) ปิเปต MHA ปริมาตร 20 มิลลิลิตรลงจานเพาะเช้ือ จะไดจ้านเพาะเช้ือ MHA หนา 4 

มิลลิเมตร 
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2. กำรเตรียมเช้ือทีจ่ะใช้ในกำรทดสอบ  

a) ท าการเพาะเล้ียงเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบในอาหาร PCA บ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

b) ใช้ loop เข่ียเช้ือ 3-4 โคโลนีใส่ลงในหลอดน ้ าเกลือปราศจากเช้ือความเขม้ขน้ 0.9 

เปอร์เซ็นต ์

c)  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร ปรับความเขม้ขน้ของเช้ือ

ให้มีค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.08-0.13 เน่ืองจากค่าดงักล่าวมีความเขม้ขน้ของเช้ือ

เทียบเท่า 0.5 Mcfarland (108 cfu/ml) 

3. กำรเตรียม Antibiotic disks 

Antibiotic disks ของยา tetracycline ซ่ึงมีความเขม้ขน้ 30 µg (Oxoid, UK) มีขนาดเส้น

ผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 

4. วธีิกำรทดสอบควำมไวรับต่อยำปฏิชีวนะ  

a) ใช ้sterile cotton จุ่มลงในเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบ กดขา้งแกว้หมาด    

b) ท าการ swab เช้ือลงบนจานเพาะเช้ือ MHA  จ านวน 3 ระนาบซ่ึงห่างกนั 60 องศา 

c) วาง Antibiotic discs ลงบนจานเพาะเช้ือ MHA  

d) น าจานเพาะเช้ือไปบ่มเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
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5. กำรอ่ำนผล 

 ในแต่ละคร้ังท่ีท าการทดสอบจะเร่ิมอ่านผลโดยจะตอ้งดูผลจากเช้ือมาตรฐานท่ีใชเ้ป็น

เช้ือควบคุม ก่อนวา่ไดผ้ลตรงตามเกณฑ์ท่ี CLSI ก าหนดหรือไม่ ในการอ่านผลนั้นจะท าการวดั

ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางวงใสของเช้ือท่ีท าการทดสอบทั้ง 2 ด้านเพื่อหาค่าเฉล่ีย และน าค่า

ดงักล่าวไปเทียบกบัเกณฑ์มาตรฐาน เม่ือผลตรงตามเกณฑ์จึงเร่ิมอ่านผลของเช้ือท่ีท าการทดสอบ 

ซ่ึงวดัจากขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสเช่นเดียวกัน และน าไปเปรียบเทียบกับเกณฑ์

มาตรฐาน ปรากฏในตารางท่ี 2  

ตารางท่ี 2 เกณฑก์ารประเมินการด้ือยาปฏิชีวนะจากการทดสอบดว้ยวธีิ disk diffusion. (CLSI, 2011) 

Antibiotic agents Zone diameter breakpoints 

Tetracycline ≤ 14 mm 

Erythromycin ≤13 mm 

Ciprofloxacin ≤ 15 mm 

Nitrofurantoin ≤ 14 mm 

Vancomycin ≤ 14 mm 
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4.2 กำรหำค่ำ Minimum Inhibitory Concentration (MIC) โดยวธีิ broth microdilution  

วธีิน้ีใชส้ าหรับหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของยาปฏิชีวนะท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
ได ้(Minimum Inhibition Concentration, MIC) ขั้นตอนการทดสอบ ไดแ้ก่  

- การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Cation Supplemented Mueller-Hinton broth (CSMHB) 
ส าหรับทดสอบโดยเตรียม CSMHB ปริมาณ 6 ml และ 9.9 ml ใส่ในหลอดทดลองอยา่งละหลอด และ
เตรียม CSMHB 100 ml ใน flask ปรับให้ pH อยูใ่นช่วง 7.2-7.4 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัท่ี
อุณหภูมิ 121ºC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 20 นาที 

- การเตรียมเช้ือส าหรับทดสอบท าโดยน าเช้ือมา streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ plate count 
agar เพื่อให้เกิดเป็นโคโลนีเด่ียว จากนั้นบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 16 ชัว่โมง ใช ้loop เข่ียเช้ือ 1 
โคโลนีใส่ลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ CSMHB 6 ml ท่ีเตรียมไว ้น าไปบ่มเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 nm แลว้ปรับความเขม้ขน้ของ
เช้ือใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง 0.08-0.13 ซ่ึงมีความเขม้ขน้ของเช้ือเทียบเท่า 0.5 Mcfarland  
(108 CFU/ml) แลว้เจือจางให้ไดเ้ช้ือท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 1 x 106 CFU/ml โดยปิเปตตเ์ช้ือจ านวน 0.1 
ml ใส่ใน CSMHB จ  านวน 9.9 ml 

- เตรียมยาปฏิชีวนะท่ีความเขม้ขน้ต่าง  เช่น tetracycline ความเขม้ขน้ 1,024 µg/ml  (ยา 
tetracycline ท่ีใชใ้นการทดลอง 1 g มีความแรงเท่ากบั tetracycline 0.976 g) ท าให้ปราศจากเช้ือโดย
กรองผา่นแผน่กรองท่ีมีขนาดความพรุน 0.2 ไมครอน ไดเ้ป็น stock solution ของยา tetracycline 

- เตรียม micro dilution tray (96 well plate) ซ่ึงมี 8 แถวในแต่ละแถวมี 12 หลุม ดงันั้นท า
การทดลองได ้8โคโลนีต่อถาด ปิเปตตส่์วนประกอบต่าง  ดงัน้ี  

1. ในหลุมท่ี 1-9  
- ปิเปตตอ์าหารเล้ียงเช้ือ CSMHB ปริมาณ 0.1 ml ลงในหลุมท่ี 2-9  
- ปิเปตต ์stock solution ของยา tetracycline 1,024 µg/ml  0.1 ml ใส่ลงหลุมท่ี 1 และ 2 
- ผสมสารละลายในหลุมท่ี 2 ใหเ้ขา้กนัโดยดูดข้ึน-ลงเบา  ประมาณ 6 คร้ัง จากนั้นปิเปตต์

สารละลายยาจากหลุมท่ี 2 จ านวน 0.1 ml ลงในหลุมท่ี 3 ผสมใหเ้ขา้กบั อาหารเล้ียงเช้ือ 
CSMHB จนถึงหลุมท่ี 9 แลว้ดูดสารละลายยาจากหลุมท่ี 9 ปริมาณ 0.1 ml ทิ้งไป 
ดงันั้นความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะ tetracycline ตั้งแต่หลุมท่ี 1-9 จะเป็นดงัน้ีคือ 512 µg/ml, 
256 µg/ml, 128 µg/ml, 64 µg/ml, 32 µg/ml, 16 µg/ml,  8 µg/ml, 4 µg/ml และ 2 µg/ml 

- ปิเปตตเ์ช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ 1 x 106 CFU/ml ท่ีเตรียมไวล้งในหลุมท่ี 1-9 จ  านวน 0.1 ml ดงันั้น
ทุกหลุมมีสารละลายเท่ากบั 0.2 ml และจะมีเช้ือความเขม้ขน้ 5x 105cfu/ml ทุกหลุม 

2. ในหลุมท่ี 10 ปิเปตตอ์าหารเล้ียงเช้ือ CSMHB 0.1 ml และเช้ือ 0.1 ml ใส่ลงไป 
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3. ในหลุมท่ี 11 ปิเปตตอ์าหารเล้ียงเช้ือ CSMHB 0.1 ml และ stock solution tetracycline  0.1 ml  
4. ในหลุมท่ี 12 ปิเปตตอ์าหารเล้ียงเช้ือ CSMHB 0.2 ml  

จากนั้นน า micro dilution tray ไปบ่มเพาะเช้ือใน incubator ท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
การหาค่า MIC พิจารณาความเขม้ขน้ต ่าสุดของยาท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือได ้สังเกตหลุมท่ีใส
หลุมสุดทา้ย หลุมท่ีใสแสดงให้ทราบวา่ความเขม้ขน้ของยาในหลุมนั้นสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
ได ้ส่วนหลุมท่ีมีลกัษณะขุ่นคือมีเช้ือเจริญได ้เร่ิมดูผลจากเช้ือมาตรฐานท่ีใช้เป็นเช้ือควบคุมซ่ึงในการ
ทดลองน้ีใช้ Enterococcus faecalis ATCC 29212 เป็นเช้ือมาตรฐานในการตรวจสอบและควบคุม
คุณภาพของยาและอาหารเล้ียงเช้ือ การอ่านผลทุกคร้ังให้เร่ิมอ่านผลจากหลุมควบคุมหลุมท่ี 10-12 ก่อน
ซ่ึงใชค้วบคุมการทดลอง เม่ือไดผ้ลตรงตามเกณฑ์ท่ี CLSI ก าหนดส าหรับ MIC testing-acceptable limits 
(µg/ml) ของยา tetracycline ส าหรับเช้ือมาตรฐานน้ีคือ 8-32 µg/ml เม่ือผ่านแล้วจึงดูผลของเช้ือท่ี
ทดสอบต่อไป และน าไปเปรียบเทียบกบัเกณฑม์าตรฐานแสดงในตารางท่ี 3 
 
ตารางท่ี 3: เกณฑก์ารประเมินการด้ือยาปฏิชีวนะจากการทดสอบดว้ยวธีิ broth microdilution  
                   (CLSI, 2011) 

Antimicrobial 
agent 

MIC interpretive standard (µg/ml) 

susceptible intermediate resistance 

tetracycline  4 8  16 

erythromycin  0.5 1 – 4 
 

ciprofloxacin  1 2  4 

nitrofurantoin  32 64  128 

vancomycin  4 8 – 16 
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4.3 กำรตรวจหำยีนดือ้ยำปฏิชีวนะ Erythromycin 

1. เลือก Primer ใหเ้หมาะสม 

เน่ืองดว้ยการด้ือยาของปฏิชีวนะของ Erythromycin มีกลไกการด้ือยาหลายรูปแบบ ซ่ึงแต่ละ

รูปแบบมีการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัออกไป โดยในการทดลองน้ีสนใจการตรวจหายนี 

erm(B) ซ่ึงเป็นยนีท่ีแสดงออกถึงการด้ือต่อยา Erythromycin ซ่ึงพบในเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อโรค 
 

ตำรำงที ่4: ล าดบัเบสของ primer ท่ีใชใ้นการตรวจสอบ erm(B) (Sutcliffe,J. et al., 1996) 

 

2. การสกดั genomic DNA โดยใชว้ธีิ boiling lysis  
 น าเช้ือ enterococci ท่ีตอ้งการตรวจสอบจ านวน 1 โคโลนี เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด

เหลว MRS broth ปริมาตร 5 ml ท่ีอุณหภูมิ 37ºC  เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  
 ปิเปตตเ์ช้ือ E. faecalis ท่ีผา่นการบ่ม 1.8 ml  ใส่ใน microcentrifuge tube  
 น าไปป่ันตกตะกอนท่ี ความเร็วรอบ  9000 rpm  เป็นเวลา 3 นาที  
 ดูดสารละลายใสท่ีอยูช่ั้นบนทิ้ง  
 น าเซลลท่ี์ตกตะกอนไปแขวนลอยอีกคร้ังใน deionized water ท่ีปราศจากเช้ือ 20 µl 

และ lysozyme (5mg/ml) 30 µl ซ่ึงช่วยยอ่ยสลายผนงัเซลลข์องเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก 
ผสมใหเ้ขา้กนั  

 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที  
 น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 5 นาที  
 น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 12000 rpm เป็นเวลา 2 นาที  
 genomic DNA จะละลายอยูใ่นส่วนของสารละลาย เก็บตวัอยา่ง DNA  

ไวท่ี้อุณหภูมิ 2-8ºC  
 
 
 

Genes Primer Sequence 
Size of PCR product 

(bp) 

erm(B) 
erm(B) F 5’- GAAAAGGTACTCAACCAAATA-3’ 

639 
erm(B) R 5’- AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC-3’ 
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3. การเพิ่มปริมาณยีนท่ีตอ้งการตรวจสอบโดยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ตำรำงที ่5: ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR ในการตรวจสอบ erm(B) (Strommenger,B. et al., 2003) 
 

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR ปริมาณ (µl) 

10x PCR buffer 2.5 
dNTPs mixed 2 
MgCl2 0.75 
Taq DNA polymerase 0.125 
DNA template 5 
Primer 
 erm(B)  Forward 
erm(B)   Reverse 

 
1.25 [0.5 µM] 
1.25 [0.5 µM] 

DI water 12.125 
Total volume (µl) 25 

 

ตำรำงที ่6: สภาวะของปฏิกิริยา PCR ในการตรวจสอบ erm(B) (Strommenger,B. et al., 2003) 

สภาวะของปฏิกิริยา PCR อุณหภูมิ เวลา 
1. Initial denaturation 94ºC 3 min 
2. Denaturation  
    Annealing           
    Extension  
Repeat 35 cycles 

94ºC 
56ºC 
72ºC 

1 min 
1 min 
1 min 

3. Final extension 72ºC 4min 
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4. การตรวจสอบ PCR product โดยการท า gel electrophoresis  
 น า PCR product 5 µl ผสมกบั loading dye 3 µl  
 ใส่ลงในหลุมของเจล 1% agarose gel   
 ใส่ DNA ladder (Invitrogen®,Brazil) 4 µl เพื่อเปรียบเทียบขนาดของ DNA  
 ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ือง ใชค้วามต่างศกัด์ิไฟฟ้าเท่ากบั 100 V  เวลา 60 นาที  
 น าแผน่เจลไปยอ้มสี ethidium bromide ประมาณ 30 วนิาที  
 ลา้งใน deionized water นาน 3 นาที  
 น าแผน่เจลไปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต  

 

4.4 กำรตรวจหำ virulence gene 

1. เลือก Primer ใหเ้หมาะสม 

เน่ืองดว้ยความสามารถในการก่อโรคของเช้ือ ถูกควบคุมดว้ยลกัษณทางพนัธุกรรมไดห้ลาย

แบบ แต่จากการศึกษาพบวา่เช้ือ enterococcus ท่ีมกัก่อโรค มกัมียนีท่ีท าใหเ้กิดความสามารถใน

การก่อโรค หรือควบคุมความรุนแรงของโรคดงัน้ี sagA (secreted antigen), ace (collagen 

binding cell wall protein), hyl (hyaluronidase), esp (enterococcal surface protein) และ gelE 

(gelatinase)  ซ่ึงแต่ละยนีรูปแบบมีการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนัออกไป ดงันั้นการศึกษาน้ี

จึงมุ่งเนน้ท่ีจะตรวจสอบยนีเหล่าน้ีจากเช้ือ E.faecalis ท่ีปนเป้ือนอยูใ่นอาหารหมกัพื้นบา้นของ

ไทย โดยมีล าดบัเบสของ primer ท่ีใชใ้นการตรวจสอบ virulence gene ดงัตารางท่ี 7 
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ตำรำงที ่7: ล าดบัเบสของ primer ท่ีใชใ้นการตรวจสอบ virulence gene (Vankerckhoven et., 2004) 

คู่ท่ี Primer Sequence 5’ to 3’ 
Size of PCR product 

(bp) 

1 
asa1 F GCACGCTATTACGAACTATGA 

375 
asa1 R TAAGAAAGAACATCACCACGA 

2 
gelE F TATGACAATGCTTTTTGGGAT 

213 
gelE R AGATGCACCCGAAATAATATA 

3 
cylA F ACTCGGGGATTGATAGGC 

688 
cylA R GCTGCTAAAGCTGCGCTT 

4 
esp F AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 

510 
esp R AATTGATTCTTTAGCATCTGG 

5 
hyl F ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 

276 
hyl R GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 

2. การสกดั genomic DNA โดยใชว้ธีิ boiling lysis  
 น าเช้ือ enterococci ท่ีตอ้งการตรวจสอบจ านวน 1 โคโลนี เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด

เหลว MRS broth ปริมาตร 5 ml ท่ีอุณหภูมิ 37ºC  เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  
 ปิเปตตเ์ช้ือ E. faecalis ท่ีผา่นการบ่ม 1.8 ml ใส่ใน microcentrifuge tube  
 น าไปป่ันตกตะกอนท่ี ความเร็วรอบ  9000 rpm  เป็นเวลา 3 นาที  
 ดูดสารละลายใสท่ีอยูช่ั้นบนทิ้ง  
 น าเซลลท่ี์ตกตะกอนไปแขวนลอยอีกคร้ังใน deionized water ท่ีปราศจากเช้ือ 20 µl 

และ lysozyme (5mg/ml) 30 µl ซ่ึงช่วยยอ่ยสลายผนงัเซลลข์องเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก 
ผสมใหเ้ขา้กนั  
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 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที  
 น าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 ºC เป็นเวลา 5 นาที  
 น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 12000 rpm เป็นเวลา 2 นาที  
 genomic DNA จะละลายอยูใ่นส่วนของสารละลาย เก็บตวัอยา่ง DNA  

ไวท่ี้อุณหภูมิ 2-8ºC  
 

3. การเพิ่มปริมาณยีนท่ีตอ้งการตรวจสอบดว้ยวธีิ Multiplex Polymerase Chain Reaction  

การเพิ่มจ านวนยนีดว้ยวธีิ Multiplex PCR มีส่วนประกอบของปฏิกริยา และสภาวะของ

ปฏิกริยาดงัตารางท่ี 8 และตารางท่ี 9  

ตำรำงที ่8: ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Multiplex PCR ในการตรวจสอบ virulence gene  

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR ปริมาณ (µl) 

10x PCR buffer 2.5 
dNTPs mixed 200 µM 
MgCl2 1.5 mM 
Taq DNA polymerase 2.5 U 
DNA template 5 
Primer 
 asa, gelE, hyl 
cylA, esp 

 
0.1 µM 
0.2 µM 

DI water qs 50  
Total volume (µl) 50 
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ตำรำงที ่9: สภาวะของปฏิกิริยา PCR ในการตรวจสอบ virulence gene (Vankerckhoven et., 2004) 

สภาวะของปฏิกิริยา PCR อุณหภูมิ เวลา 
1. Initial denaturation 95ºC 15 min 
2. Denaturation  
    Annealing           
    Extension  
Repeat 30 cycles 

94ºC 
55ºC 
72ºC 

1min 
1 min 
1 min 

3. Final extension 72ºC 10 min 
 

4. การตรวจสอบ PCR product โดยการท า gel electrophoresis  
 น า PCR product 25 µl ผสมกบั loading dye(50% glycerol, 0.8 mg bromophenol blue per 

ml) 3 µl  
 ใส่ลงในหลุมของเจล 1% agarose gel   
 ใส่ DNA ladder (Invitrogen®,Brazil) 4 µl เพื่อเปรียบเทียบขนาดของ DNA  
 ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ือง ใชค้วามต่างศกัด์ิไฟฟ้าเท่ากบั 100 V  เวลา 60 นาที  
 น าแผน่เจลไปยอ้มสี ethidium bromide ประมาณ 30 วนิาที  
 ลา้งใน deionized water นาน 3 นาที  
 น าแผน่เจลไปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต  
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บทที ่5 
ผลกำรวจิยั และอภปิรำยผลกำรวจิยั 

 
5.1  ผลกำรทดสอบหำควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ Erytromycin , Ciprofloxacin , Nitrofurantoin และ 

Vancomycin ของโคโลนี Enterococcus spp. ทีแ่ยกได้จำกตัวอย่ำงอำหำร 
น าโคโลนี enterococci ท่ีผ่านการทดสอบทางชีวเคมีว่าเป็นสายพันธ์ุ  E. faecalis  E. 

faecium มาทดสอบการด้ือยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืน โดยแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน คือ การทดสอบความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ และการหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC)  

 
5.1.1 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยวธีิ disk diffusion   

ท าการบนัทึกค่าเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณท่ีไม่มีเช้ือข้ึน(Zone diameter breakpoints, nearest 
whole) ในหน่วย มิลลิเมตร อา้งอิงตามเกณฑส์ าหรับใชป้ระเมินการด้ือยา จากการทดสอบดว้ยวธีิ disk 
diffusion (CLSI, 2011)  โดย     

เช้ือท่ีด้ือยา tetracycline จะมีค่าดงักล่าว ≤ 14 mm  
เช้ือท่ีด้ือยา erythromycin จะมีค่าดงักล่าว ≤ 13 mm  

  เช้ือท่ีด้ือยา ciprofloxacin จะมีค่าดงักล่าว ≤ 15 mm 
  เช้ือท่ีด้ือยา nitrofurantoin จะมีค่าดงักล่าว ≤ 14 mm  
  เช้ือท่ีด้ือยา vancomycin จะมีค่าดงักล่าว ≤ 14 mm 

 
5.1.2 การหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) โดยวธีิ broth microdilution  

น าเช้ือ enterococci จ านวน 120 โคโลนี มาหาทดสอบหาค่า MIC ท่ีมีต่อยาปฏิชีวนะแต่ละชนิด  
โดยวธีิ broth microdilution ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 8 

การอ่านผลเร่ิมอ่านผลจากหลุมควบคุมหลุมท่ี 10-12 ก่อน การทดลองควรมีผลดงัน้ี หลุมท่ี 11 
ควรขุ่น เพราะไม่มีการใส่ยาปฏิชีวนะ เป็นหลุมท่ีมีการเจริญของเช้ือในอาหาร ส่วนหลุมท่ี 10 และ 12 
เป็นการพิจารณาความปราศจากเช้ือของอาหารและ stock solution  ตามล าดบัหากขุ่นขาว แสดงถึงการ
เกิดการปนเป้ือนของเช้ือท าใหไ้ม่สามารถพิจารณาผลการทดสอบในคร้ังนั้นได ้

การหาค่า MIC คือการพิจารณาความเขม้ขน้ต ่าสุดของยาท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือได ้
สังเกตหลุมท่ีใสหลุมสุดทา้ย หลุมท่ีใสแสดงให้ทราบว่าความเขม้ขน้ของยาในหลุมนั้นสามารถยบัย ั้ง  
การเจริญของเช้ือได ้ส่วนหลุมท่ีมีลกัษณะขุ่นขาวคือมีการเจริญของเช้ือ โดยเกณฑ์การประเมินการด้ือยา 
tetracycline (CLSI, 2011) โดยวิธี broth microdilution คือหากมีค่า ≥ 16 µg/ml จดัวา่ด้ือยาปฏิชีว
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tetracycline, หากมีค่า ≥ 8 µg/ml จดัวา่ด้ือยาปฏิชีวนะ erythromycin, หากมีค่า ≥ 4 µg/ml จดัวา่ด้ือยา
ปฏิชีวนะ ciprofloxacin, หากมีค่า ≥ 128 µg/ml จดัวา่ด้ือยาปฏิชีวนะ nitrofurantoin  และหากมีค่า ≥ 32 
µg/ml จดัวา่ด้ือยาปฏิชีวนะ vancomycin 
 
ตำรำงที ่ 10: จ านวน enterococci ท่ีด้ือยาปฏิชีวนะแต่ละชนิด  จ าแนกตามชนิดของอาหาร 
 

 
ชนิด
อำหำร 

สำย
พนัธ์ุ 

จ ำนวนโคโลนีทีด่ือ้ยำปฎชีิวนะ/จ ำนวนทีน่ ำมำทดสอบ (% ทีด่ือ้ยำ) 

tetracycline erythromycin ciprofloxacin nitrofurantoin vancomycin 
tetracycline- 

erythromycin-  
ciprofloxacin 

แหนม
หมู 

 E. 
faecium 

11/15 
(73.33%) 

0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 

E. 
faecalis 

23/30 
(76.66%) 

30/30 (100%) 
8/30 

(26.67%) 
0/30 (0%) 0/30 (0%) 8/30 (26.67%) 

Total 
34/45 

(75.55%) 
30/45 (66.67%) 

8/45 
(17.78%) 

0/45 (0%) 0/45 (0%) 8/45 (17.78%) 

ปลำส้ม 

 E. 
faecium 

10/15 
(66.67%) 

0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 

E. 
faecalis 

24/30 (80%) 15/30 (50%) 
11/30 

(36.67%) 
0/30 (0%) 0/30 (0%) 0/30 (0%) 

Total 
34/45 

(75.55%) 
15/45 (33.33%) 

11/45 
(24.44%) 

0/45 (0%) 0/45 (0%) 0/45 (0%) 

ปลำร้ำ 

 E. 
faecium 

11/15 
(73.33%) 

0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 

E. 
faecalis 

- - - - - - 

Total 
11/15 

(73.33%) 
0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 

  กุ้ง
จ่อม 

 E. 
faecium 

9/15 (60%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 

E. 
faecalis 

- - - - - - 

Total 9/15 (60%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%) 
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ตำรำงที ่11: จ านวน enterococci ท่ีด้ือยาปฏิชีวนะแต่ละชนิด จ าแนกตามชนิดของเช้ือ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภำพที ่1 : แผนภูมิแสดงการเปรียบเทียบการด้ือยาปฏิชีวนะระหวา่งเช้ือ E. faecalis กบั E. faecium 

 
 
 
 
 
 

 

                      % 
Resistance 
Antibiotic 

 E. faecium E. faecalis 

Tetracycline 68.33% 78.33% 

Erythromycin 0% 70% 

Ciprofloxacin 0% 31.67% 

Nitrofurantoin 0% 0% 

Vancomycin 0% 0% 

Tetracycline- 
Erythromycin- 
Ciprofloxacin 

0% 13.33% 
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จากผลการทดสอบหาความไวต่อยาปฏิชีวนะ Erythromycin , Ciprofloxacin , Nitrofurantoin 

และ Vancomycin ของโคโลนี Enterococcus spp. ท่ีแยกไดจ้ากตวัอย่างอาหาร  พบการด้ือยาปฏิชีวนะ

tetracycline มากท่ีสุด  ทั้งสายพนัธ์ุ E. faecalis และ E. faecium คิดเป็นร้อยละ78.33% และ68.33% 

ตามล าดบั  โดยสายพนัธ์ุท่ีด้ือส่วนใหญ่แยกไดจ้ากปลาส้ม  ส่วนยาปฏิชีวนะ erythromycin และ 

ciprofloxacin ตรวจพบการด้ือยาเฉพาะ E. faecalis คิดเป็น 75% และ 31.67%  ตามล าดบั ในขณะท่ียา

ปฏิชีวนะ nitrofurantoin กบั vancomycin ไม่ตรวจพบการด้ือยา นอกจากนั้นยงัตรวจพบโคลนท่ีด้ือยา

ปฏิชีวนะหลายชนิดในเช้ือ E. faecalis ท่ีแยกไดจ้ากแหนมหมู  

5.2  ผลกำรตรวจหำยนีดือ้ยำปฏิชีวนะ Erytromycin 
 
เม่ือทดสอบสภาวะของ PCR ในการตรวจหา ermB โดยเทคนิค single PCR ใชส้ภาวะของ 

PCR ตามตารางท่ี 4  พบวา่ส่วนผสมและสภาวะของ PCR ดงักล่าวสามารถใชต้รวจสอบ PCR product 
ของ ermB ไดช้ดัเจน ดงัรูปท่ี 2  

 

ภำพที ่2: แสดงผลการ run gel electrophoresis ในการหายีน erm(B)  

 

600 bp 

1 :  ปลาส้ม 

2 :  ปลาส้ม 

3 :  ปลาส้ม 

4 :  แหนมหมู 

5 :  แหนมหมู 

 1      2      3      4      5 
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จากการทดลองหายนี ermB  ของเช้ือ E. faecalis โคโลนีท่ีด้ือยาปฏิชีวนะ Erythromycin จาก

ตวัอยา่งอาหารหมกัไดผ้ลดงัตารางท่ี 12 

ตำรำงที ่12: แสดงจ านวนโคโลนีของเช้ือ E. faecalis  ท่ีตรวจพบยนี erm(B) 

Origin Total number % of isolates 
Fermented pork  (แหนมหมู) 20 4(20%) 
Fermented fish  (ปลาส้ม) 10 7(70%) 

 

จากการทดลองการตรวจหายีนด้ือยาปฏิชีวนะ Erythromycin ซ่ึงเป็นยนี ermB  โดยใชเ้ทคนิค 

PCR ในการเพิ่มจ านวนยนี พบวา่เช้ือ E. faecalis  จากตวัอยา่งอาหารหมกั คือแหนมหมูและปลาส้ม 

โคโลนีท่ีมีค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) สูงกวา่ค่าปกติ  คือมีค่า ค่า ≥ 8 µg/ml   ผลการ

ทดลองพบวา่ตรวจพบยนี ermB ไดจ้  านวน 11 โคโลนี  จากเช้ือท่ีไดจ้ากตวัอยา่งอาหารทั้งส้ิน 30 โคโลนี  

แบ่งเป็นพบยนี ermB ในแหนมหมู 4 โคโลนี  จากทั้งหมด 20 โคโลนี  คิดเป็นร้อยละ 20และพบยนี 

ermB ในปลาส้ม จ านวน 7 โคโลนี จากทั้งหมด 10 โคโลนี   คิดเป็นร้อยละ 70  แสดงวา่อาหารหมกั

พื้นบา้นของไทยมีโอกาสเส่ียงท่ีจะถูกปนเป้ือนดว้ยเช้ือแบคทีเรียท่ีมียนีท่ีด้ือยา Erythomycin  โดยเฉพาะ

อยา่งยิง่เช้ือ E. faecalis   ในอาหารหมกัปลาส้ม ท่ีมีการตรวจพบยนี ermB   ไดม้ากกวา่ในอาหารหมกั

แหนมหมู  ซ่ึงอาจจะส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคและการรักษาดว้ยยาปฏิชีวนะต่อไปได ้
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5.3  ผลกำรตรวจหำยนีก่อโรคในเช้ือ Enterococcus  
เม่ือทดสอบสภาวะของ PCR ในการตรวจหายีนก่อโรคโดยเทคนิค multiplex  PCR ใชส้ภาวะ

ของ PCR ตามตารางท่ี 7  พบว่าส่วนผสมและสภาวะของ PCR ดงักล่าวสามารถใช้ตรวจสอบ PCR 
product ของ ยนีก่อโรคไดช้ดัเจนไดช้ดัเจน ดงัรูปท่ี 3  
 

 
ภำพที ่3:  แสดงผลการตรวจหาการตรวจหายนีก่อโรคโดยวธีิ gel electrophoresis 

 

 

 

 

 

 

 

510 bp : esp 

375 bp : asa1 
213 bp : gel E 
 
 

          1        2       3       4        5                   

1 : ปลาส้ม 

2: ปลาส้ม 

3: ปลาส้ม 

4: ปลาส้ม 

5: ปลาส้ม 
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จากการทดลองหายนี ของเช้ือ E. faecalis โคโลนีท่ีด้ือยาปฏิชีวนะ Erythromycin จากตวัอยา่ง

อาหารหมกัไดผ้ลดงัตารางท่ี 13 

ตำรำงที ่13: แสดงจ านวนโคโลนีของเช้ือ E. faecalis  ท่ีตรวจพบยนีก่อโรค 

 
 
                   
 
 
 
 
 
 
 

จากผลการทดลองท่ีพบการปนเป้ือน enterococci สายพนัธ์ุ E. feacalis และ E. feacium ใน
อาหารปลาหมกัพื้นบา้นพร้อมบริโภคบางชนิด ได้แก่ แหนมหมู  ปลาส้ม  ปลาร้า  และกุ้มจ่อม การ
ปนเป้ือนดงักล่าวอาจเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภคไดเ้พราะตรวจพบยีนก่อโรคและเป็นเช้ือท่ีพบการด้ือยาท่ี
ใชใ้นการรักษาทางคลินิก  ทั้งยาปฏิชีวนะ Tetracycline, Erytromycin  และ Ciprofloxacin ดงันั้นในการ
บริโภคอาหารประเภทดงักล่าวควรปรุงให้สุกก่อนเพื่อป้องกนัการเกิดโรคติดเช้ือและการแพร่กระจาย
ของเช้ือด้ือยา โดยเฉพาะ enterococci ท่ีมีคุณสมบติัเป็นแหล่งสะสมของยีนด้ือยาและสามารถส่งต่อ     
ยีนด้ือยาไปยงัเช้ืออ่ืนได้ นอกจากนั้นแล้วปัจจุบนัประเทศไทยยงัไม่มีกฎหมายควบคุมการปนเป้ือน 
enterococci ในอาหารดงันั้นขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีอาจเป็นประโยชน์ในการออกมาตรการควบคุม
การปนเป้ือน enterococci  ในอาหารโดยเฉพาะสายพนัธ์ุท่ีสามารถก่อโรคในคนได ้
 

 

 

 

 

Fermented 
food 

asa1 gelE cylA esp Hyl 

แหนมหมู 0/5 (0%) 1/5 (20%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 

ปลำส้ม 3/5 (60%) 5/5 (100%) 0/5 (0%) 3/5 (60%) 0/5 (0%) 

Total 
3/10 

(30%) 
6/10 (60%) 

0/10 
(0%) 

3/10 
(60%) 

0/10(10%) 
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