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งานวิจัยนี้ได๎ท าการตรวจหาและศึกษาคุณลักษณะของเชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อตํอยา 
vancomycin (VRE) ในตัวอยํางอุจจาระที่ได๎สุํมเก็บจากลูกสุกร สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกร จากฟาร์ม
ในเขตภาคกลางของประเทศไทย จ านวน 4 ฟาร์ม ตัวอยํางอุจจาระถูกสุํมเก็บโดยวิธี rectal swab 
ทั้งหมด 179 ตัวอยําง ท าการคัดกรองเชื้อ VRE เบื้องต๎นโดยใช๎อาหาร bile-esculin azide agar ที่มี
สํวนผสมของยา vancomycin ปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ท าการพิสูจน์เชื้อที่แยกได๎ ใน
ระดับจีนัสและสปีชีส์ด๎วยวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี การทดสอบความไวของเชื้อตํอยา
ต๎านจุลชีพท าโดยวิธี disc diffusion technique และวิธี agar dilution technique ผลการศึกษาใน
ทั้งหมด 179 ตัวอยําง พบเชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อยาปานกลาง (VIRE) มีคํา MICs ตั้งแตํ 8-16 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ในสุกร 43 ตัวอยําง คิดเป็นร๎อยละ 24.02 โดยพบในลูกสุกรคิดเป็นร๎อยละ 
19.67 ในสุกรขุนร๎อยละ 25 และในแมํพันธุ์สุกรร๎อยละ 27.59 และสามารถแยกเชื้อ VIRE ได๎รวม
ทั้งหมด 52 isolates อัตราการพบเชื้อ VIRE ในสุกรทุกชํวงอายุไมํมีความแตกตํางกันอยํางมี
นัยส าคัญทางสถิติ จากการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพตัวอ่ืน โดย disc diffusion 
technique พบวําเชื้อ VIRE มีอัตราการดื้อตํอยา tetracycline สูงที่สุด ร๎อยละ 86.54 รองลงมาคือ ยา 
erythromycin ร๎อยละ 61.54, ยา ampicillin ร๎อยละ 53.85, ยา chloramphenicol ร๎อยละ 34.62, ยา 
ciprofloxacin ร๎อยละ 32.69, ยา gentamicin (ระดับสูง) ร๎อยละ 15.38, ยา quinupristin-dalfopristin 
ร๎อยละ 13.46, ยา linezolid และ ยา streptomycin (ระดับสูง) ร๎อยละ 11.54, ยา rifampin ร๎อยละ 
9.62, ยา fosfomycin ร๎อยละ 3.8, ยา nitrofurantoin ร๎อยละ 1.92 และไวตํอยา teicoplanin ทั้งหมด 
นอกจากนี้มีการดื้อยากลุํม MLSB ร๎อยละ 90.38 (47 จาก 52 isolates) สปีชีส์ที่พบมากที่สุด คือ 
E.gallinarum ร๎อยละ 71.15 รองลงมา คือ E. casseliflavus ร๎อยละ 21.15 และมีเชื้อที่ไมํสามารถ
ระบุสปีชีส์ได๎ด๎วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีร๎อยละ 7.69 จากข๎อมูลดังกลําวบํงบอกได๎วํา
สุกรเป็นแหลํงของการพบเชื้อ E. gallinarum และ E. caseliflavus ที่มีการดื้อยา vancomycin ใน
รูปแบบ VanC ฟีโนไทป์ 
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A cross-sectional study was performed to characterize vancomycin-resistant enterococci 
(VRE) in fecal samples of suckling pigs, fattening pigs and breeding sows from 4 farms of the 
Central Region, Thailand. A total of 179 rectal swabs were screened for VRE by plating on bile-
esculin azide selective agars supplemented with 6 µg/ml vancomycin. All collective isolates were 
identified into the genus and species levels by biochemical tests. Antimicrobial suscepibility was 
tested by the disc diffusion and agar dilution techniques. Of the 179 samples, 43 samples were 
VIRE (24.02%) with MICs ranging from 8-16 µg/ml. VIRE were found in 12 of 61 (19.67%) 
suckling pigs, 15 of 60 (25%) fattening pigs and 16 of 58 (27.59%) breeding sows. There were 
no significant differences in prevalence of VIRE in each age group. Of 52 VIRE isolates, VIRE 
were resistant to tetracycline 86.54%, erythromycin 61.54%, ampicillin 53.85%, 
chloramphenicol 34.62%, ciprofloxacin 32.69%, gentamicin (high level) 15.38%, quinupristin-
dalfopristin 13.46%, linezolid 11.54%, streptomycin (high level) 11.54%, rifampin 9.62%, 
fosfomycin 3.8% and nitrofurantoin 1.92%, respectively. All isolates were susceptible to 
teicoplanin. A total of 47 in 52 (90.38%) VIRE isolates were MLSB phenotype. Among the VIRE 
strains, the prevalence of Enterococcus gallinarum was 71.15%, E. casseliflavus was 21.15% and 
unidentified species was 7.69%. In conclusion, pigs are reservoirs of vancomycin-resistant E. 
gallinarum and E. casseliflavus VanC phenotype. 
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ปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ที่ dilution 10-1, 10-2 และ 10-3  
ลักษณะโคโลนีมีสีน้ าตาล หรือด า มีโซนสีด า หรือสีน้ าตาลเข๎มรอบๆ โคโลนี   147  

   ง3 ลักษณะรูปรํางของเชื้อ Enterococcus spp. เมื่อย๎อมสีแกรมและสํองดูด๎วย 
กล๎องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เทํา       147  

   ง4 การทดสอบการเจริญเติบโตในความเข๎มข๎นของเกลือโซเดียมคลอไรด์  
6.5% (6.5% salt broth test)        148 

   ง5 การทดสอบการเจริญเติบโตในอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส     148 
   ง6 ชุดทดสอบส าเร็จรูปส าหรับการทดสอบ L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide  

(PYR) ของเชื้อ Enterococcus spp.        149 
   ง7 การทดสอบการสลายสาร L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide (PYR)  

ของเชื้อ Enterococcus spp.        149  

(4) 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพผนวกท่ี                       หน้า 
 
   ง8              ชุดทดสอบส าเร็จรูปส าหรับการทดสอบ leucine-β-naphthylamide (LAP)  150 
   ง9 การทดสอบการสลายสาร leucine-β-naphthylamide (LAP) ของ 

เชื้อ Enterococcus spp.        150  
  ง10 ตัวอยํางการพิสูจน์เชื้อ Enterococcus spp. ในระดับสปีชีส์ด๎วยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี (E. faecalis)       151  
ง11 ตัวอยํางการพิสูจน์เชื้อ Enterococcus spp. ในระดับสปีชีส์ด๎วยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี (E. gallinarum)      152  
ง12 ตัวอยํางการพิสูจน์เชื้อ Enterococcus spp. ในระดับสปีชีส์ด๎วยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี (E. casseliflavus)      153 
  ง13  การทดสอบการทนตํอ tellurite        154 
  ง14  ผลการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ 
  (semi-quantitative) โดย disc-diffusion technique โดยวิธี 
  Kirby-Bauer         155 
  ง15  ผลการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ 
  (semi-quantitative) โดย double disc diffusion technique    155  
  ง16 เคร่ือง microplanter ใช๎ทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบ 

ปริมาณวิเคราะห์ (quantitative) โดยวิธี agar dilution technique   156  
ง17 ผลการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบปริมาณวิเคราะห์  

(quantitative) โดย agar dilution technique ของเชื้อ VRE และ VIRE 
ที่แยกได๎จากอุจจาระสุกร        156 

  

(5) 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 
AAC  = aminoglycoside acetyltransferase 
AMP  = ampicillin 10 microgram 
ANT  = aminoglycoside adenyltransferase  
APH  = aminoglycoside phosphotransferase 
ATCC  = American Type Culture Collection 
BHI  = Brain-Heart Infusion 
Bla+  = β-lactamase producing 
C  = chloramphenicol 30 microgram 
CDC  = Center for Disease Control and Prevention 
CFU  = Colony Forming Unit 
CIP  = ciprofloxacin 5 microgram 
CLSI  = Clinical and Laboratory Standard Institute 
CN  = gentamicin 120 microgram 
DA  = clindamycin 2 microgram 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
E  = erythromycin 15 microgram 
ECA  = EnterococcoselTM agar 
erm  = erythromycin resistance methylase 
et al.  = and colleagues 
F  = nitrofurantoin 300 microgram 
FOS  = fosfomycin 50 microgram 
GRE  = glycopeptides resistant enterococci 
HLGR  = high-level gentamicin resistance 
HLSR  = high-level streptomycin resistance 
I  = intermediate resistance 
LAP  = leucine-β-naphthylamide 
LAPase  = leucine aminopeptidase 
LZD  = linezolid 15 microgram  

(6) 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ (ต่อ) 
 
MHA  = Mueller Hinton agar 
MICs  = Minimal Inhibitory Concentrations 
MLSB  = macrolides, lincosamides and streptogramins B 
PBP  = penicillin binding protein 
PCR  = polymerase chain reaction 
PYR  = L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide 
PYRase  = L-pyrrolidonyl arylamidase 
QD  = quinupristin-dalfopristin 15 microgram 
RD  = rifampin 5 microgram 
RNA  = ribonucleic acid 
S  = sensitive 
S  = streptomycin 300 microgram 
sp.  = specie 
spp.  = species 
TE  = tetracycline 30 microgram 
UK  = United Kingdom 
USA  = United State of America 
UTI  = urinary tract infection 
VRE  = vancomycin resistant enterococci 

 

(7) 



การตรวจหาและศึกษาคุณลักษณะของเช้ือ Enterococcus spp.  
ที่ดื้อต่อยา vancomycin ในสุกร 

 
Detection and Phenotypic Characterization of  

Vancomycin-Resistant Enterococci in Pigs 
 

ค าน า 
 

เชื้อ enterococci เป็นแบคทีเรียประจ าถิ่น (normal flora) อาศัยอยูํในระบบทางเดินอาหาร 
ระบบสืบพันธุ์ และระบบปัสสาวะของมนุษย์และสัตว์ พบได๎ทั่วไปในสิ่งแวดล๎อม เชํน ดิน น้ า พืช 
ฟาร์มสัตว์ และอาหาร เป็นต๎น อีกทั้งเชื้อ enterococci สามารถเจริญได๎ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน 
และไมํมีออกซิเจน (facultative anaerobic) และเจริญได๎ดีที่สุดในอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
(Teixeira et al., 2007) เชื้อมีคุณสมบัติติดสีแกรมบวกรูปรํางกลม (gram-positive cocci) หรืออาจ
พบเซลล์เป็นแบบแทํงกลม (coccobacilli) มีการเรียงตัวเป็นสายสั้นๆ เป็นเซลล์เดี่ยว คูํ หรือเกาะ
กลุํม ในอดีตนั้นเชื้อ enterococci จัดอยูํในจีนัส Streptococcus และจัดอยูํใน group D ตามระบบของ 
Lancefield จึงมีชื่อเรียกวํา enterococcal group D streptococci ตํอมาพบวําคุณสมบัติหลายประการ 
ทั้งจากการจ าแนกเชื้อตามลักษณะที่ตรวจพบได๎ (phenotypic identification) และจากการจ าแนกเชื้อ
ตามลักษณะพันธุกรรม (genotypic identification) พบวํามีความแตกตํางจาก streptococci อ่ืนๆ 
รวมถึง Streptococcus bovis ที่อยูํใน group D streptococci เหมือนกัน และพบวําล าดับของยีน 16S 
rRNA มีความใกล๎เคียงกับ Vagococcus, Tetragenococcus และ Carnobacterium มากกวํา 
Streptococcus และ Lactococcus ซึ่งมีคุณสมบัติตามลักษณะทางกายภาพใกล๎เคียงกับ enterococcal 
group D streptococci ดังนั้นในปี ค.ศ. 1984 Scheleifer และ Klipper จึงมีการเสนอให๎ย๎ายเชื้อที่มี
คุณสมบัติดังกลําวมาเป็นจีนัสใหมํที่มีชื่อวํา Enterococcus อยํางเป็นทางการ (Schleifer and 
Kilpper-Balz, 1984)  

 
นอกจากนี้เชื้อ enterococci เป็นเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic infection) มีบทบาทส าคัญ

ตํอการติดเชื้อในโรงพยาบาลของผู๎ป่วย (nosocomial infection) และการติดตํอจากผู๎ป่วยผําน
ทางการสัมผัส ในการติดเชื้อนั้นสามารถเกิดได๎จากเชื้อประจ าถิ่นในตัวผู๎ป่วย (endogenous 
infection) และการได๎รับเชื้อจากภายนอก (exogenous infection) โรคติดเชื้อ enterococci ในคนแบํง

1 
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ออกเป็นระบบได๎แกํ โรคติดเชื้อของทางเดินปัสสาวะ (urinary tract infection) โรคติดเชื้อในชํอง
ท๎องและอ๎ุงเชิงกราน (intra abdominal and pelvic infection) เชํน โรคเยื่อบุชํองท๎องอักเสบ 
(peritonitis) และโรคฝีหนองในชํองท๎อง การติดเชื้อของบาดแผลและเนื่อเยื่ออํอน (wound and soft 
tissue infection) เชํน โรคติดเชื้อของกระดูกและกล๎ามเนื้อ (osteomyelitis) โรคลิ้นหัวใจอักเสบ 
(endocarditis) และการติดเชื้อในกระแสเลือด (septicemia) (ภัทรชัย, 2549; Poeta et al., 2006) โรค
ติดเชื้อ enterococci ในสัตว์ ได๎แกํ การติดเชื้อในกระแสเลือด (septicemia) ในไกํ เต๎านมอักเสบใน
โค (bovine mastitis) ลิ้นหัวใจอักเสบในโค และลูกแกะ การติดเชื้อของทางเดินปัสสาวะในสุนัข 
(urinary tract infection) ซึ่งโรคในสัตว์ดังกลําวสํวนใหญํเกิดจากการติดเชื้อ E. faecalis, E. faecium 
และ E. durans (Quinn et al., 1994) 

 
โดยปกติแล๎วเชื้อ enterococci มีการดื้อตํอยาหลายชนิด และมีแบบแผนความไวตํอยาที่ไมํ

แนํนอน โดยทั่วไปแล๎วเชื้อ enterococci มีการดื้อตํอยากลุํม penicillins, cepharosporins และ 
monobactam โดยธรรมชาติ (intrinsic resistance) สํวนยากลุํม aminoglycosides เชื้อมีการดื้อตํอยา
ในระดับต่ า (low-level resistance) แตํยากลุํม aminoglycosides ในปริมาณยาสูงเมื่อใช๎รํวมกับยา
กลุํม β-lactams และ glycopeptides จะชํวยเสริมฤทธิ์ (synergism) กันในการรักษา ได๎แกํ 
gentamicin และ streptomycin หากพบวําเชื้อ enterococci ดื้อตํอยากลุํม aminoglycosides และยา 
กลุํม β-lactams ยาหลักที่ใช๎รักษาคือ ยากลุํม glycopeptides (ภัทรชัย, 2549) ดังนั้นปัญหาการดื้อยา
ที่ส าคัญของ enterococci คือ มีการตรวจพบเชื้อ enterococci ที่ดื้อตํอยา vancomycin (vancomycin-
resistant enterococci) หรือเรียกสั้นๆ วํา VRE ในปี พ.ศ. 2529 มีการตรวจพบ VRE คร้ังแรกที่ยุโรป 
จากฟาร์มที่ใช๎ยากลุํม glycopeptides คือ avoparcin ตํอมาจึงมีประกาศห๎ามใช๎ยาในกลุํม 
glycopeptides โดยเด็ดขาดทั้งในสหภาพยุโรป และประเทศสหรัฐอเมริกา เนื่องจากสูตรโครงสร๎าง
ของยา avoparcin และ vancomycin คล๎ายกันมาก สํวนในประเทศไทยได๎จัดยากลุํมดังกลําวเป็น
รายการยาที่ใช๎นอกเหนือจากฉลากที่มีทะเบียนต ารับถูกต๎อง (extra label use) หรือห๎ามโดยเด็ดขาด
ในสัตว์ที่บริโภคเป็นอาหาร และในปี พ.ศ. 2531 ที่ประเทศสหรัฐอเมริกาได๎รายงานวําพบผู๎ป่วยที่
ติดเชื้อ VRE คร้ังแรก นอกจากนี้มีข๎อมูลจากศูนย์ควบคุมและป้องกันโรค (CDC) ของสหรัฐอเมริกา
วํามีการติดเชื้อ VRE เพิ่มขึ้นสูงถึง 35 เทําจากผู๎ป่วยในโรงพยาบาล ในระหวํางปี ค.ศ. 1989-1993 
(กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2545; ศศิธร, 2547; Center for Disease Control and 
Prevention [CDC], 1993; Zouain and Araj, 2001) และพบวําการระบาดของเชื้อ VRE เกิดจากการ
ใช๎ยา vancomycin เพิ่มขึ้นในการรักษาผู๎ป่วยติดเชื้อแกรมบวกที่ดื้อตํอยากลุํม β-lactam และผู๎ป่วยที่
ติดเชื้อสายพันธุ์ methicillin resistant Staphlococcus aureaus (MRSA) (Shlaes, 1992) ดังนั้นปัญหา
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การดื้อยาในกลุํม glycopeptides จึงมีผลกระทบตํอการรักษาผู๎ป่วยอยํางยิ่ง เนื่องจากเป็นยาที่นิยมใช๎
ในการรักษาผู๎ป่วยที่ติดเชื้อ VRE ถ๎ายาในกลุํมนี้ไมํสามารถรักษาผู๎ป่วยได๎จึงจ าเป็นต๎องใช๎ยา 
quinupristin/dalfopristin (Synercid) และ linezolid (Zyvox) ซึ่งมีราคาแพงใช๎ในการรักษา  

 
ในยุโรปมีรายงานการพบเชื้อ VRE ที่แยกจากสัตว์เศรษฐกิจและผลิตภัณฑ์อาหารจากสัตว์ 

แสดงให๎เห็นวําการพบเชื้อ VRE มีสาเหตุมาจากการใช๎ยา avoparcin เพื่อเรํงการเจริญเติบโตในสัตว์ 
โดยเฉพาะฟาร์มไกํและสุกร (Aarestrup, 1995; Bager et al., 1997; Klare et al., 1995) นอกจากนี้
การพบเชื้อ VRE ในอุจจาระของสัตว์ที่เพิ่มขึ้นสามารถถํายทอดเชื้อ VRE จากสัตว์ไปสูํคนได๎อีก
ด๎วย (Wegener et al., 1999) ในปี ค.ศ. 1997 ประเทศในเครือสหภาพยุโรป จึงได๎ประกาศยกเลิกใช๎
ยา avoparcin เป็นสารเรํงการเจริญเติบโตในสัตว์ ตํอมาหลังจากมีการห๎ามใช๎ยา avoparcin แล๎ว
พบวําในประเทศเดนมาร์กมีการพบเชื้อ E. faecium ที่ดื้อตํอยา vancomycin (VREM) ในตัวอยําง
อุจจาระของสัตว์ปีกลดลงอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติจาก 80% ในปี ค.ศ. 1995 เหลือเป็นน๎อยกวํา 5% 
ในปี ค.ศ. 1998 เหมือนกับที่มีรายงานในประเทศเยอรมันพบวําความชุกของเชื้อ VRE ในตัวอยําง
เนื้อสัตว์ปีกลดลงจาก 100% ในปี ค.ศ. 1995 เป็น 25% ในปี ค.ศ. 1997 การลดลงของความชุกของ
เชื้อ VRE ในตัวอยํางอุจจาระของมนุษย์ที่มีสุขภาพดีจาก 12% ในปี ค.ศ. 1994 เป็น 3% ในปี ค.ศ. 
1997 และความชุกของเชื้อ VRE ในตัวอยํางเนื้อสัตว์ปีกลดลงจาก 15% เหลือ 8% ในประเทศอิตาลี
(Bager et al., 1999; Klare et al., 1999; Pontosti et al., 1999)   

 
อยํางไรก็ตามมีรายงานการพบความชุกของเชื้อ VRE ในระดับสูงในฟาร์มสัตว์ (7.1-85%) 

หลังการยกเลิกใช๎ยา avoparcin ในประเทศนอร์เวย์ กรีซ สหรัฐอเมริกา สเปน และไต๎หวัน 
(Aarestrup, 2000; Boerlin el al., 2001; Borgen et al., 2000; Donabedian et al., 2010; Hammerum 
et al., 2004; Herrero et al., 2000; Lauderdale et al., 2007; Kotzamanidis et al., 2009) ซึ่ง
หมายความวํายังมีปัจจัยอ่ืนที่เป็นสาเหตุของการเกิดเชื้อ VRE นอกเหนือจากการใช๎ยา avoparcin 
และพบวํา VRE มีอัตราการดื้อตํอยา tetracycline หรือ ยา tylosin (กลุํม macrolides) ที่สูงรํวมด๎วย 
จึงอนุมานได๎วําการใช๎ยาเหลํานี้มีสํวนเกี่ยวข๎องกับการคงอยูํของเชื้อ  VRE ในฟาร์มสัตว์ เนื่องจาก
พบวําสายพันธุกรรมที่เกี่ยวข๎องกับการดื้อยากลุํม glycopeptides, ยากลุํม macrolides และยากลุํม 
tetracycline อยูํใกล๎กันมากบนพลาสมิดเดียวกัน (Aarestrup, 2000; Boerlin et al., 2001; 
Hammerum et al., 2004) 

 



4 
 

นอกจากเชื้อ VRE จะเป็นปัญหาที่ส าคัญทางสาธารณสุขแล๎ว ยังเป็นปัญหาที่ส าคัญทาง
เศรษฐกิจของประเทศไทย เน่ืองจากในเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2541 ได๎พบผู๎เสียชีวิตจากเชื้อ VRE ใน
ประเทศญ่ีปุ่น จึงเป็นท าให๎กระทรวงสาธารณสุขของประเทศญ่ีปุ่น น าโดยศาสตราจารย์นายแพทย์ 
ดร. Yasuyoshi Ike ตรวจแหลํงที่มาของเชื้อ VRE และสามารถแยกเชื้อ VRE ในเนื้อไกํน าเข๎าจาก
ประเทศอ่ืนๆ รวมทั้งประเทศไทย และพบการปนเปื้อนของ VRE ในเนื้อไกํไทยถึง 20% (Ike et al., 
1999) ซึ่งท าให๎เนื้อไกํจากประเทศไทย ถูกระงับการน าเข๎า จึงมีผลกระทบตํอการสํงออกเนื้อไกํ และ
ผลิตภัณฑ์จากไกํอยํางมากมายในชํวงเวลานั้น (กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2545; 
ศศิธร, 2547) 

 
สํวนในฟาร์มสุกรนั้นพบวํามีความชุกของ VRE เชํนกัน (Kotzamanidis et al., 2009) แตํไมํ

มีรายงานการศึกษา VRE ที่พบในสุกรในประเทศไทย ดังนั้นเป้าหมายของการศึกษานี้ คือ เพื่อ
ส ารวจหาเชื้อ VRE จากฟาร์มสุกร ตัวอยํางเขตภาคกลาง ในกลุํมอายุตํางๆ ได๎แกํ ลูกสุกร สุกรขุน 
และแมํพันธุ์สุกร เพื่อแยกสปีชีส์ของเชื้อ enterococci ด๎วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และ
ทดสอบความไวยาของเชื้อ VRE ตํอยาต๎านจุลชีพ ด๎วยการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพ 
แบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) โดย disc-diffusion technique และ double disc 
diffusion technique และการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบปริมาณวิเคราะห์ 
(quantitative) โดยใช๎วิธี agar dilution technique และเพื่อเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ VRE ในสุกร
ในแตํละกลุํมอายุด๎วยการวิเคราะห์ทางสถิติ  
 



วัตถุประสงค ์
 

1.  เพื่อแยกเชื้อ และพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อ VRE ในระดับสปีชีส์ที่เก็บตัวอยํางมาจาก
อุจจาระสุกรโดยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี  

 
2.  เพื่อทดสอบความไวยาของเชื้อ VRE ตํอยาต๎านจุลชีพด๎วยการทดสอบความไวของเชื้อ

ตํอยาต๎านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) โดย disc diffusion technique โดยวิธี 
Kirby-Bauer และ double disc diffusion technique รวมทั้งการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุล
ชีพแบบปริมาณวิเคราะห์ (quantitative) โดยใช๎วิธี agar dilution technique 

 
3.  เพื่อเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ VRE ในสุกรในแตํละกลุํมอายุด๎วยการวิเคราะห์ทาง

สถิต ิ
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การตรวจเอกสาร 
 

เชื้อ Enterococcus spp. 
 
1.  คุณสมบัติและลักษณะของ Enterococcus spp. 
 

เชื้อ enterococci เป็นแบคทีเรียประจ าถิ่น (normal flora) อาศัยอยูํในระบบทางเดินอาหาร 
ระบบสืบพันธุ์ และระบบปัสสาวะของมนุษย์และสัตว์ พบได๎ทั่วไปในสิ่งแวดล๎อม เชํน ดิน น้ า พืช 
ฟาร์มสัตว์ และอาหาร เป็นต๎น อีกทั้งเชื้อ enterococci สามารถเจริญได๎ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน 
และไมํมีออกซิเจน (facultative anaerobic) และเจริญได๎ดีที่สุดในอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เชื้อมี
คุณสมบัติติดสีแกรมบวกรูปรํางกลม (gram-positive cocci) หรืออาจพบเซลล์เป็นแบบแทํงกลม 
(coccobacilli) มีการเรียงตัวเป็นสายสั้นๆ เป็นเซลล์เด่ียว คูํ หรือเกาะกลุํม จัดอยูํใน group D antisera 
และบางสายพันธุ์อยูํใน group Q antisera ไมํมี cytochrome enzymes ปัจจุบัน enterococci สายพันธุ์
ใหมํๆ ให๎ผลลบเมื่อท าการทดสอบปฎิกิริยากับ Lancfield group D antisera และสภาวะการ
เจริญเติบโตแตกตํางจากลักษณะของ E. faecalis และ E. faecium เชํน E. columbae และ E. 
sulfereus ให๎ผลลบตํอ group D antisera และ E. malodoratus ให๎ผลลบตํอการเจริญเติบโตที่ 45 
องศาเซลเซียส เป็นต๎น (Manero and Blanch; 1999; Teixeira et al., 2007) การจ าแนกเชื้อตาม
ลักษณะที่ตรวจพบได๎ (phenotypic identification) ได๎แกํ สามารถเจริญเติบโตได๎ทั้งอุณหภูมิ 10 และ 
45 องศาเซลเซียส สามารถทนตํอระดับ pH 9.6 ได๎ สามารถเจริญได๎ในความเข๎มข๎นของเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ 6.5 % รวมทั้งสามารถอยูํในอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ได๎นานถึง 30 นาที 
นอกจากคุณสมบัติดังกลําวแล๎วยังมีคุณสมบัติอ่ืนๆ ที่พบโดยทั่วไปของเชื้อ enterococci ได๎แกํ 
ให๎ผลลบจากการทดสอบ catalase (บางสปีชีส์อาจให๎ผล catalase เทียม) สามารถทนตํอเกลือน้ าดีที่
มีความเข๎มข๎น 40% รวมถึงมีคุณสมบัติตํอการสลาย esculin ได๎อีกด๎วย นอกจากนี้ยังสามารถสลาย
สาร L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide (PYR) โดยเอนไซม์ L-pyrrolidonyl arylamidase (PYRase) 
และ สามารถสลาย leucine-β-naphthylamide (LAP) โดยการสร๎าง leucine aminopeptidase 
(LAPase) ได๎ (Schleifer and Kilpper-Balz, 1984; Sherman, 1937; Teixeira et al., 2007) 

 
วิธีการทดสอบที่รวดเร็วได๎แกํ การสลาย esculin, การทดสอบ urease, การดื้อตํอน้ าดี, การ

ดื้อตํอ  β-glucosidase และ β-glucoronidase และการทดสอบด๎วยคาร์โบไฮเตรต เชํน น้ าตาล 
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mannitol, sorbose และ sorbital เป็นต๎น (Teixeira et al., 2007) นอกจากนี้เชื้อ enterococci ยังเป็น
แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria) บางสายพันธุ์มีคุณสมบัติเป็น probiotics 
ได๎อีกด๎วย เชํน Enterococcus faecium KH24 (Bhardwaj et al., 2010)  

 
ส าหรับการจัดอนุกรมวิธาน (taxonomy) ของเชื้อ Enterococcus spp. มีลักษณะดังตํอไปนี้ 
 

Kingdom Bacteria 
 Phylum Firmicutes 
  Class Bacilli 
   Order Lactobacillales 
    Family Enterococcaceae 
     Genus Enterococcus 

 
2.  ประวัติของเชื้อ Enterococcus spp. 
 
 เชื้อ enterococci เดิมจัดอยูํในจีนัส Steptococcus ชื่อแรกที่ใช๎เรียกชื่อ คือ entérocoque มา
จากรายงานงานวิจัยจากประเทศฝร่ังเศส ในปี ค.ศ. 1899 (Thiercelin, 1899) งานวิจัยตํอมาได๎แสดง
ให๎เห็นวําเชื้อ enterococi สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได๎ (Sherman, 1937) ในปี ค.ศ. 1906 Andrews 
และ Horder ได๎ใช๎ชื่อ Streptococcus faecalis (faecalis มาจากค าวํา faeces) จากเชื้อที่แยกได๎จาก
ผู๎ป่วยโรคลิ้นหัวใจอักเสบ (Andrews and Horder 1906) 
 
 ในปี ค.ศ. 1919 Orla-Jensen ได๎มีการบรรยายถึงสายพันธุ์ S. glycerinaceus และ S. faecium 
(Orla-Jensen, 1919) ตํอมาชื่อดังกลําวได๎เลิกใช๎ และเชื้อจุลชีพเหลํานี้ได๎มีการพิจารณาให๎ใช๎ชื่อวํา  
S. faecalis (Sherman, 1937) 
 
 ในปี ค.ศ. 1937 ได๎ยอมรับค าวํา enterococcus ซึ่งหมายถึง เชื้อที่แตกตํางจากค านิยามของ 
faecal streptococcus ซึ่งค านิยามดังกลําวมีความขัดแย๎งกับ S. faecalis (Sherman, 1937) ได๎มีการ
เสนอรายการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อซึ่งแยก streptococcus ไปเป็น 4 ประเภท ได๎แกํ pyogenic, 
viridians, lactic และ enterococcus ค าวํา enterococcus ได๎ใช๎กับจุลชีพที่สามารถเจริญเติบโตได๎ทั้ง
อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส สามารถเจริญได๎ในความเข๎มข๎นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 
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6.5% และสามารถทนตํอระดับ pH 9.6 ได๎ รวมทั้งสามารถอยูํในอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ได๎นาน
ถึง 30 นาที และความสามารถในการสลาย bile esculin ได๎ (Sherman, 1937) ซึ่งรายการดังกลําวมี
การสอดคล๎องกับทางซีรัมวิทยา ที่มีความแตกตํางของแอนติเจนที่อยูํบนโพลิแซกคาไรด์ของผนัง
เซลล์ น าไปสูํการแบํงกลุํมตามระบบ Lancefield ในชํวงทศวรรษที่ 30 พบวําเชื้อ enterococci จัดอยูํ
ใน group D antisera ตามระบบของ Lancefield จึงมีชื่อเรียกวํา enterococcal group D streptococci 
ขณะที่ pyogenic streptococci จัดอยูํใน group A, B, C, E, F หรือ G และพวกกลุํม viridians ไมํ
สามารถจัดกลุํมได๎ ในการจ าแนกกลุํมของ enterococci ในระบบ Lancefield ท าได๎หลายวิธี เชํน 
convention method, latex agglutination test และ slide coagglutination test ส าหรับในเฉพาะ group 
D antisera นั้นสามารถแยกได๎โดยวิธี latex agglutination test ซึ่งเป็นชุดทดสอบส าเร็จรูป เชื้อใน 
group D antisera นี้จะพบกรด glycerol teichoic ที่ประกอบด๎วย D-alanine และ glucose ที่ผนังเซลล์
ของเชื้อ (ภัทรชัย, 2549; Quinn et al., 1994) ในชํวงเวลานั้นสปีชีส์ enterococci ที่ร๎ูจักคือ                
S. faecalis, S. zymogens, S. liquefaciens และ S. durans ปฎิกิริยาทางชีวเคมีพื้นฐานส าหรับพิสูจน์
เอกลักษณ์ของเชื้อ คือ การสลายเม็ดเลือดแดง และการยํอยโปรตีน บางงานวิจัยแสดงให๎เห็นถึงการ
สลายเม็ดเลือดแดงที่พลาสมิดเป็นตัวกลาง และสามารถถํายทอดไปยังสายพันธุ์ที่ไมํสลายเม็ดเลือด
แดงได๎ (Ike et al., 1987) แตํถึงอยํางไรก็ตามการสลายเม็ดเลือดแดงไมํสามารถน ามาจัดกลุํมได๎ 
เพราะไมํมีความเสถียร เน่ืองจากพบวําเชื้อในสปีชีส์เดียวกัน อาจจะมีความสามารถในการสลายเม็ด
เลือดแดงที่แตกตํางกัน เชํน Enterococcus faecalis, E. faecium และ E.durans มีความสามารถใน
การสลายเม็ดเลือดแดงได๎ทั้งสามรูปแบบ ได๎แกํ ไมํมีการสลายเม็ดเลือดแดง (non-hemolysis หรือ 
gamma hemolysis), การสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ (complete hemolysis หรือ beta 
hemolysis) และการสลายเม็ดเลือดแดงไมํสมบูรณ์ (partial hemolysis หรือ alpha hemolysis) 
(Quinn et al., 1994) 
 
 งานวิจัยจ านวนหนึ่งในชํวงปี ค.ศ. 1940 และ 1950 แสดงถึง S. faecium ที่เคยมีรายงานโดย 
Orla-Jensen ในปี ค.ศ. 1919 ได๎ศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมีที่แตกตํางจาก S. faecalis คือ การยับยั้ง
โดย potassium tellurite, ปฏิกิริยาการ fermentation และการขาดความสามารถลด tetrazolium ไป
เป็น formazan (Barnes, 1956; Deibel, 1964 and Hartman et al., 1966) 
 
 ในปี ค.ศ. 1970 Kalina ได๎เสนอให๎ย๎าย S. faecalis และ S. faecium ไปยังจีนัส 
Enterococcus (Kalina, 1970) แตํไมํมีการยื่นข๎อเสนอให๎เปลี่ยนแปลง ตํอมาในปี ค.ศ. 1984 เมื่อมี
การศึกษา DNA-DNA และ RNA-RNA hybridization และจากการจ าแนกเชื้อตามลักษณะ
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พันธุกรรม (genotypic identification) พบวํามีความแตกตํางจาก streptococci อ่ืนๆ รวมถึง 
Streptococcus bovis ที่อยูํใน group D streptococci เหมือนกัน และพบวําล าดับของยีน 16S rRNA มี
ความใกล๎เคียงกับ Vagococcus, Tetragenococcus และ Carnobacterium มากกวํา Streptococcus 
และ Lactococcus ซึ่งมีคุณสมบัติตามลักษณะทางกายภาพใกล๎เคียงกับ enterococcal group D 
streptococci ดังนั้น Scheleifer และ Klipper จึงมีการเสนอให๎ย๎ายเชื้อที่มีคุณสมบัติดังกลําวมาเป็น
จีนัสใหมํที่มีชื่อวํา Enterococcus อยํางเป็นทางการ (Schleifer and Kilpper-Balz, 1984) 
 
 การจัดจีนัสใหมํได๎มีขึ้นในปี ค.ศ. 1984 ซึ่งประกอบด๎วย Enterococcus faecalis และ 
Enterococcus faecium ตํอมาได๎มีอีก 32 สปีชีส์ที่เข๎ามาเป็นสมาชิกใหมํของจีนัสโดยมีการศึกษาทาง 
chemotaxonomic และ phylogenetic studies (Dunne, 1996) นอกไปจากนี้มีหลักฐานการศึกษา
ล าดับ 16S rRNA สมาชิกของจีนัสมีรายชื่อตามตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1  รายชื่อสปีชีส์ของ Enterococcus spp. 
 

ชื่อสปีชีส์ในปัจจุบัน การรายงานสปีชีส์ ชื่อในอดีต 
faecalis Schleifer and Kilpper-Balz (1984) Streptococcus faecalis 
faecium Schleifer and Kilpper-Balz (1984) Streptococcus faeiums 
avium Collins et al. (1984) Streptococcus avium 

casseliflavus Collins et al. (1984) Streptococcus casseliflavus 
gallinarum Collins et al. (1984) Streptococcus gallinarum 

durans Collins et al. (1984) Streptococcus durans 
malodoratus Collins et al. (1984) Streptococcus faecalis 

subsp. malodoratus 
hirae Farrow and Collins (1985) - 

mundtii Collins et al. (1986) - 
pseudoavium Collins et al. (1989) - 

raffinosus Collins et al. (1989) - 
solitaries Collins et al. (1989) - 
cecorum Williams et al. (1989) Streptococcus cecorum 
columbae Devriese et al. (1989) - 

saccharolyticus Rodrigues and Collins (1990) Streptococcus 
saccharolyticus 

sulfureus Martinez-Murcia and Collins 
(1991) 

- 

dispar Collins et al. (1991) - 
seriolicida Kusuda et al. (1991) Lactococcus garvieae 
flavescens Pompei et al. (1992) - 

asini De Vaux et al. (1998) - 
haemoperoxidus Svec et al. (2001) - 

ratti Teixeira et al. (2001) - 
porcinus Teixeira et al. (2001) - 
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ตารางท่ี 1 (ตํอ) 
 

ชื่อสปีชีส์ในปัจจุบัน การรายงานสปีชีส์ ชื่อในอดีต 
moraviensis Svec et al. (2001) Enterococcus villorum 

gilvus Tyrrell et al. (2002) - 
pallens Tyrrell et al. (2002) - 
canis De Graef et al. (2003) - 

phoeniculicola Law-Brown and Meyers (2003) - 
italicus Fortina et al. (2004) - 

hermanniensis Koort et al. (2004) - 
 
ท่ีมา: Ghidan (2007) 
 
3.  แหล่งท่ีอยู่ตามธรรมชาติของเชื้อ Enterococcus spp. 
 
 เชื้อ enterococci อาศัยอยูํในระบบทางเดินอาหารของสัตว์เกือบทุกชนิด ตั้งแตํแมลงจนถึง
มนุษย์ โดยเฉพาะในสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนมและนกมีการพบเชื้อมาก จากการศึกษาจ านวนมากพบวํา
ในผู๎ใหญํที่มีสุขภาพดีจากประเทศญ่ีปุ่น เยอรมัน และแถบแสกนดิเนเวีย พบเชื้อ 97% (Benno et al., 
1986; Bergan et al., 1986; Edlund et al., 1987; Enzensberger et al., 1987; Shah et al., 1987) ใน
อุจจาระพบเชื้อ enterococci เป็นจ านวนมาก คือ 105-107 CFU/กรัม ซึ่งพบมากเป็นล าดับต๎นๆ ของ
เชื้อที่พบในอุจจาระของมนุษย์ (Jett et al., 1994) แสดงให๎เห็นวําเป็นเชื้อแกรมบวกรูปกลมที่มี
อิทธิพลมากในอุจจาระ  
 

เชื้อ enterococci เป็นแบคทีเรียที่สามารถพบได๎ทั่วไปในสิ่งแวดล๎อม เชํน ดิน น้ า พืชผัก 
ฟาร์มสัตว์ แมลง สัตว์ปีก และอาหาร เป็นต๎น การพบในแหลํงน้ าและพืชผักนั้นอาจเป็นเพราะมีการ
ปนเปื้อนจากอุจจาระของสัตว์ หรือสิ่งปฎิกูล และสปีชีส์ที่พบสํวนใหญํจะเป็น E. faecium และ     
E. faecalis แตํก็มีโอกาสพบในสปีชีส์อ่ืนๆ ด๎วยเชํนกัน สํวนแหลํงที่พบสปีชีส์ในกลุํม E. avium 
group (E. avium, E. malodorantus, E. raffinosus และ E. pseudoavium) สํวนใหญํยังไมํทราบใน
แหลํงที่มาที่ชัดเจนนัก (Devriese et al., 2000; Teixeira et al., 2007) นอกจากนี้เชื้อ enterococci ยัง
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พบในชํองปากและชํองคลอดและสามารถเพิ่มจ านวนในชํองปากและชํองคลอดได๎ (Huycke et al., 
1998) 

 
ความจ าเพาะตํอโฮสต์ของเชื้อ Enterococcus spp. พบวําเชื้อ E. columbae มีความจ าเพาะตํอ

โฮสต์ที่เป็นนกพิราบ (Devriese et al., 1990) และ E. asini มีความจ าเพาะตํอโฮสต์ที่เป็นลา (De 
Vaux et al., 1998) สปีชีส์ใหมํๆ ของเชื้อ Enterococcus spp. ที่พบ เชํน E. villorum เกี่ยวข๎องกับโรค
ท๎องรํวงในสุกร (Vancanneyt et al,. 2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานวําพบในไกํ และนกพิราบอีกด๎วย 
(Devriese et al., 2000)  

 
สปีชีส์ที่พบมากในปศุสัตว์ ได๎แกํ E. faecalis, E. faecium, E. hirae และ E. durans สปีชีส์

อ่ืนๆ ก็มีโอกาสพบได๎เชํนกัน (Devriese et al., 1987) บางสปีชีส์ที่พบอาจขึ้นอยูํกับอายุของสัตว์ 
เชํน E. cecorum ในสัตว์ปีกที่มีอายุมาก ในไกํ การ colonize ของเชื้อ Enterococcus spp. ขึ้นอยูํกับ
อายุของไกํ โดยทั่วไปไกํที่อายุ 1 วันมีความชุกของ E. faecalis สูง อยํางไรก็ตาม E. faecalis อาจถูก
แทนที่ด๎วยสปีชีส์ในกลุํม E. faecium group (สํวนใหญํเป็น E. faecalis, E. hirae และ E. durans) 
(Devriese et al., 1991; Kaukas et al., 1987) สปีชีส์ตํอมาที่แทนที่คือ E. cecorum ที่อายุ 12 สัปดาห์ 
(Devriese et al., 1991) E. durans และ E. hirae เป็นเชื้อประจ าถิ่นในล าไส๎เล็ก แตํไมํพบใน
กระเพาะพัก และไส๎ติ่ง (Devriese et al., 1991) สํวน E. avium พบในอุจจาระของมนุษย์ (Guthof, 
1995) และพบในอุจจาระไกํด๎วยเชํนกัน (Nowlan and Deibel, 1967) สปีชีส์อ่ืนๆ ที่พบในไกํ ได๎แกํ 
E. casseliflavus, E. gallinarum และ E. mundtii (Devriese et al., 1987; Devriese et al., 1991) ในโค
พบวําการ colonize ของเชื้อขึ้นอยูํกับอายุ ลูกโคกํอนเคี้ยวเอ้ืองเชื้อ Enterococcus spp. เป็นเชื้อ
ประจ าถิ่นสํวนใหญํประกอบด๎วยสปีชีส์ E. faecalis, E. faecium และ E. avium ตํอมาถูกแทนที่ด๎วย 
E. cecorum ในอุจจาระของแมํโคนม แทบจะไมํพบเชื้อ Enterococcus spp. เลย เชื้อประจ าถิ่นสํวน
ใหญํคือ Streptococcus bovis (Devriese et al., 1992, Devriese et al., 1998) Enterococcus spp. พบ
ในตํอมทอนซิลของลูกโคกํอนเคี้ยวเอ้ือง และพบเชื้อ Streptococcus spp. ในตํอมทอนซิลของโคที่มี
อายุมาก เชื้อ E. faecalis เป็นสปีชีส์ที่พบมากที่สุดในตํอมทอนซิลของโคโตเต็มวัย และลูกโคกํอน
เคี้ยวเอ้ือง สปีชีส์ที่พบบํอยรองลงมาคือ E. raffinosus (Cruz Colque et al., 1993) นอกจากนี้ยังพบส
ปีชีส์อ่ืนๆ ได๎แกํ E. hirae, E. durans, E. casseliflavus และ E. pseudoavium ซึ่งพบน๎อยมาก (Cruz 
Colque et al., 1993; Devriese et al., 1987; Devriese et al., 1992) มีบางรายงานในสุกรพบวําเชื้อ 
Enterococcus spp. เป็นเชื้อประจ าถิ่นของสุกร ในการเก็บตัวอยํางมักเก็บที่ตํอมทอนซิล ล าไส๎ และ
อุจจาระ และพบวํามีการพบเชื้อในส าไส๎มากกวําพบในตํอมทอนซิล และอุจจาระ สปีชีส์ที่พบมาก
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ในล าไส๎คือ E. faecalis ขณะที่ E. faecium พบมากที่สุดในอุจจาระ อยํางไรก็ตามสปีชีส์ใหมํๆ พบ
น๎อย สํวนสปีชีส์อ่ืนๆ ที่พบได๎แกํ E. hirae, E. cerorum และมีการพบกลุํม E. avium group น๎อยมาก 
(Devriese et al., 1987; Devriese et al., 1994) การศึกษาในสุนัขและแมวพบเชื้อ E. faecalis มาก
ที่สุดที่ทวารหนัก และตํอมทอนซิล สํวนสปีชีส์ในกลุํม E. faecium group (สํวนมากเป็น E. faecium 
และ E. hirae) พบน๎อยลง สปีชีส์อ่ืนๆ ที่พบได๎บ๎างได๎แกํ E. avium, E. raffinosus, E. durans,         
E. cecorum และ E. gallinarum พบสปีชีส์ E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. gallinarum,           
E. casseliflavus และ E. mundtii ในม๎า (Devriese et al., 1987; Thal et al, 1995)  

 
เชื้อ enterococci เป็นเชื้อแบคทีเรียที่ทนตํอสภาวะแวดล๎อมตํางๆ ได๎สูง เชํน สามารถทนตํอ

ความร๎อนที่ 60 องศาเซลเซียส ได๎นาน 30 นาที โดยเชื้อ E. faecium มีความทนตํอความร๎อนมากกวํา
เชื้อ E. faecalis แตํถ๎าใช๎ความร๎อนถึง 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จะสามารถท าลายเชื้อได๎
หมดสิ้น ถ๎าเชื้อมีปริมาณน๎อยกวํา 105 CFU/มิลลิลิตร สามารถถูกท าลายได๎ที่ความร๎อน 71 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (ศศิธร, 2547; Teixeira et al., 2007) 

 
4.  การติดเชื้อ Enterococcus spp. 
  
 4.1  การติดเชื้อ Enterococcus spp. ในมนุษย์ 
  

เชื้อ enterococci เป็นเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) ที่มีบทบาทส าคัญใน
การกํอโรคติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) การติดตํอผู๎ป่วยโดยผํานการสัมผัส และ
สามารถกํอโรคติดเชื้อนอกโรงพยาบาล (community-acquired infection) ในการติดเชื้อนั้นสามารถ
เกิดจากเชื้อประจ าถิ่นในตัวผู๎ป่วย (endogenous infection) และการได๎รับเชื้อจากภายนอก 
(exogenous infection) E. faecalis เป็นสาเหตุเกือบ 80% ที่ติดเชื้อในมนุษย์ รองลงมาคือ E. faecium 
สํวนสปีชีส์อ่ืนๆ ที่พบวํามีการกํอโรคในคน ได๎แกํ E. casseliflavus, E. gallinarum, E. raffinosus,  
E. hirae, E. avium, E. durans, E. molodoratus, E. mundtii, E. pseudoavium และ E. solitaries 
(Huycke et al., 1998) จ านวน E. faecium ที่มีชีวิตในอุจจาระของมนุษย์โดยเฉลี่ยพบน๎อยกวํา          
E. faecalis 100 เทํา (Noble, 1978) การมีจ านวนมากของ E. faecalis จึงเป็นสปีชีส์ที่มีความรุนแรง
มากกวํา E. faecium ปัจจัยที่กํอให๎เกิดความรุนแรงมีรายงานใน E. faecalis เป็นจ านวนมาก บาง
การศึกษาได๎รายงานวํา E. faecium พบบํอยมากกวํา E. faecalis (Mederski-Samoraj and Murray, 
1983)  
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 ปัจจัยเสี่ยงหลักของการติดเชื้อ enterococci ที่ดื้อตํอยา vancomycin คือการใช๎ยาปฎิชีวนะที่
ออกฤทธิ์กว๎าง เชํน third-generation cephalosporins และยาปฎิชีวนะอื่นๆ ที่มีกิจกรรมในการ
ตํอต๎านพวก anaerobes รวมถึง ยา metronidazole, ยา imipenem และ ยา clindamycin (Amin, 1999; 
Grainnger and Ragette, 1992; Livornese et al., 1992) ซึ่งสามารถท าให๎เกิดการเจริญเติบโตของ 
enterococci ในล าไส๎ ปัจจัยอื่นๆ ของการติดเชื้อ ได๎แกํ การพักอยูํในโรงพยาบาลเป็นเวลานานๆ 
การมีอาการป่วยที่รุนแรง การผําตัดหน๎าท๎อง และการปนเปื้อนของอุปกรณ์เคร่ืองมือ หรือ
สิ่งแวดล๎อมภายนอก (Amin, 1999; Grainnger and Ragette, 1992; Livornese et al., 1992) 
 
 การติดเชื้อของ enterococci ที่พบมากที่สุด ได๎แกํ โรคติดเชื้อของทางเดินปัสสาวะ (urinary 
tract infection), โรคติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือด (septicemia), โรคลิ้นหัวใจอักเสบ 
(endocarditis) และโรคติดเชื้อในชํองท๎อง (intra-abdominal infections) 
 

4.1.1  โรคติดเชื้อของทางเดินปัสสาวะ (Urinary tract infection; UTIs) 
 

เป็นโรคติดเชื้อ enterococci ที่พบมากที่สุดและสํวนมากเป็นการติดเชื้อใน
โรงพยาบาล การติดเชื้อของ enterococci ในทางเดินปัสสาวะมีรายงานคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1906 ใน
ไมํกี่ปีที่ผํานมาพบวํา UTIs ที่เกิดจาก enterococci ได๎เกิดขึ้นอีกคร้ัง ในบางการศึกษาได๎รายงานถึง
การติดเชื้อ enterococci ของทางเดินปัสสาวะในโรงพยาบาลอยูํในล าดับที่ 2 (Morrison and Wenzel, 
1986) การเพิ่มขึ้นของการติดเชื้อของ enterococci ในทางเดินปัสสาวะมีความเป็นไปได๎จากการใช๎
สายสวนทางเดินปัสสาวะเพิ่มขึ้น และการรักษาด๎วยยาปฎิชีวนะที่ออกฤทธิ์กว๎ าง  เชํน 
cephalosporins (Felmingham et al., 1992) กระเพาะปัสสาวะ ไต และตํอมลูกหมาก มักจะเป็น
ต าแหนํงที่มีการติดเชื้อบํอยๆโดยเฉพาะกับผู๎ป่วยที่มีความผิดปกติของระบบทางเดินปัสสาวะ หรือ
มีการใช๎สายสวนทางเดินปัสสาวะ (Jett et al., 1994) นอกจากจะกํอให๎เกิดกระเพาะปัสสาวะอักเสบ
แล๎ว เชื้อสามารถลุกลามท าให๎เกิดไตอักเสบ และฝีหนองในไตได๎ (ภัทรชัย, 2549) 
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4.1.2  โรคติดเชื้อ enterococci ในกระแสเลือด (Enterococcal septicemia) 
 

โรคติดเชื้อ enterococci ในกระแสเลือดมักพบมากกวําโรคลิ้นหัวใจอักเสบ 
(endocarditis) (Garrison et al., 1982; Wells and Graevenitz, 1980) ผู๎ป่วยที่พักรักษาตัวอยูํใน
โรงพยาบาล และมีภูมิคุ๎มกันบกพรํอง หรือการได๎รับยาต๎านจุลชีพเป็นเวลานานๆ อีกทั้งทารกที่
คลอดกํอนก าหนดมีอัตราเสี่ยงตํอการติดเชื้อ enterococci ในกระแสเลือดเพิ่มมากขึ้นและมีอัตราการ
ตายที่สูงขึ้น (Graninger and Ragette. 1992; Gullberg et al., 1989; Schaberg et al., 1991; Awada et 
al., 1992) ในการติดเชื้อมักพบวําเป็นการติดเชื้อผสมรํวมกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ข๎อมูลจากการ
ควบคุมดูแลการติดเชื้อในโรงพยาบาลในประเทศสหรัฐอเมริกา ระหวํางปี ค.ศ. 1986 และ 1997 
พบวํา enterococci อยูํในล าดับที่ 3 ของการติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือดในโรงพยาบาลซึ่งคิด
เป็น 12.8% ของตัวอยํางทั้งหมด (Jarvis et al., 1997) จากข๎อมูลศูนย์ควบคุมและป้องกันโรค (CDC) 
ของสหรัฐอเมริกาพบวําระหวํางปี ค.ศ. 2006 และ ค.ศ. 2007 เชื้อ enterococci อยูํในล าดับที่ 2 ของ
การติดเชื้อในกระแสเลือด คิดเป็น E. faecalis 5.5%, E. faecium 8.2% และสปีชีส์อ่ืนๆ 2.3% 
นอกจากนี้พบวํา E. faecium 78.9% ดื้อตํอยา vancomycin, E. faecalis 7.5% ดื้อตํอยา vancomycin 
และสปีชีส์อ่ืนๆ อีก 37% ที่ดื้อตํอยา vancomycin (Hidron et al., 2008) ได๎มีการแสดงความคิดเห็น
วํา enterococci สามารถย๎ายข๎ามไปยังเยื่อบุล าไส๎และน าไปสูํการติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือดซึ่ง
ไมํสามารถพิสูจน์ได๎วําแหลํงที่มาของเชื้อมาจากไหน (Wells, 1990) นอกจากนี้การติดเชื้อ 
enterococci ในกระแสเลือดจากหลายๆ กรณีสามารถระบุถึงแหลํงที่มาได๎ เชํน ภายในเส๎นเลือดด า 
หนอง การติดเชื้อของทางเดินปัสสาวะ ชํองท๎อง และการปนเปื้อนจากอุปกรณ์ทางการแพทย์ เชํน 
สายสวนที่ใสํเข๎าสูํเส๎นเลือด (ภัทรชัย, 2549) ในบางกรณีอาจท าให๎เกิดโรคแทรกซ๎อนที่มีความ
รุนแรงได๎ เชํน โรคลิ้นหัวใจอักเสบและโรคเยื่อห๎ุมสมองอักเสบ (ภัทรชัย, 2549) อีกทั้งการใช๎ยาปฎิ
ชีวนะที่ออกฤทธิ์กว๎างเป็นปัจจัยเสี่ยงของการติดเชื้อ enterococci ในกระแสเลือด ซึ่งน าไปสูํการ
เจริญเติบโตของเชื้อมากเกินไปในล าไส๎ได๎ (Amin, 1999; Livornese, 1992) 
 

4.1.3  โรคลิ้นหัวใจอักเสบ (Endocarditis) 
 

Enterococci เป็นสาเหตุประมาณ 5 ถึง 15% ของโรคลิ้นหัวใจอักเสบที่เกิดจาก
แบคทีเรียโดย E. faecalis พบมากที่สุด อยํางไรก็ตามสปีชีส์อ่ืนๆ ก็สามารถเป็นสาเหตุของโรคได๎
เชํนกัน (Moellering et al., 1974; Scheld and Mandell, 1984) บางรายงาน enterococci อาจเป็น
สาเหตุได๎ 5 ถึง 20% (Megran, 1992) มักกํอโรคชนิดกึ่งเฉียบพลัน ในผู๎ที่มีลิ้นหัวใจผิดปกติหรือใสํ
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ลิ้นหัวใจเทียม และสามารถกํอโรคได๎ในลิ้นหัวใจปกติ รวมทั้งผู๎เสพยาเสพติดโดยการฉีดเข๎าสูํเส๎น
เลือด (ภัทรชัย 2549) ศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคได๎วินิจฉัยโรคลิ้นหัวใจอักเสบที่ได๎จากผู๎ป่วย 
และสามารถแยกเชื้อ E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. galllinarum 
และ E. raffinosus ได๎ (Facklam and Collins, 1989) enterococci เป็นล าดับที่ 3 ของการเป็นสาเหตุ
ของโรคลิ้นหัวใจอักเสบ รองจาก streptococci และ Staphylococcus aureus (Megran, 1992) 
 

4.1.4  โรคติดเชื้อในชํองท๎องและอ๎ุงเชิงกราน (Intra-abdominal and pelvic infections) 
 

โรคติดเชื้อในชํองท๎องและอ๎ุงเชิงกราน เชํน โรคฝีหนองในชํองท๎อง และโรค
เยื่อบุชํองท๎องอักเสบ (peritonitis) โดยเฉพาะการได๎รับอุบัติเหตุล าไส๎ทะลุ (ภัทรชัย 2549) การพบ
การติดเชื้อในชํองท๎องหรือเนื่อเยื่ออํอนที่สาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ enterococci เพียงอยํางเดียวน๎อย
มาก (Jett et al., 1994) อยํางไรก็ตามในการติดเชื้อที่รํวมกันกับเชื้ออ่ืนๆ เชํน พวก anaerobe ที่ไมํมี
ความรุนแรง การติดเชื้อจะมีความรุนแรงมากขึ้น (Onderdonk et al., 1976) การเสริมฤทธิ์กัน
ระหวําง enterococci และ anaerobes ชํวยกํอความรุนแรงได๎ดีขึ้น อยํางไรก็ตามกลไกนี้ก็ยังไมํเป็นที่
เข๎าใจนัก (Onderdonk et al., 1976; Brook, 1988; Hite et al., 1949) บางงานวิจัยพบวําการติดเชื้อ
รํวมกับแบคทีเรียกํอโรคชนิดอ่ืนๆ ในกลุํม anaerobe เชํน Bacteroides fragilis ท าให๎บทบาทของ
การกํอโรคของเชื้อ enterococci ไมํชัดเจน (Nichols and Muzik, 1992) 
 

4.1.5  การติดเชื้อของบาดแผลและเนื่อเยื่ออํอน (Wound and soft tissue infection) 
 

มีสาเหตุมาจากการสัมผัสโดยตรงกับเชื้อประจ าถิ่นของผู๎ป่วย มักมีการติดเชื้อ
รํวมกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนด๎วย เมื่อมีการติดเชื้อลุกลามเป็นสาเหตุให๎เกิดโรคแทรกซ๎อน เชํน โรค
กระดูกและกล๎ามเนื้อ (osteomyeltis) และการติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือดได๎ (ภัทรชัย, 2549) 
เชื้อ enterococci ยังแยกได๎จากแผลไฟไหม๎ และจากอุปกรณ์ทางการแพทย์ เชํน สายสวนที่เข๎าสูํเส๎น
เลือดได๎อีกด๎วย 
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4.1.6  การติดเชื้อ enterococci ต าแหนํงอ่ืนๆ   
 

การติดเชื้อ enterococci ในโรงพยาบาล มีรายงานในผู๎ป่วยที่เปลี่ยนอวัยวะ เชํน 
ไต และตับ (Warren, 1988) และยังพบวํามีการติดเชื้อที่ต าแหนํงอ่ืนๆ อีก เชํน ระบบประสาท
สํวนกลาง ปอด หู และตา แตํพบน๎อยมาก (Jett et al., 1994) 
 
 4.2  การติดเชื้อ Enterococcus spp. ในสัตว์ 
 

เชื้อ enterococci เป็นเชื้อฉวยโอกาส กํอให๎เกิดโรคติดเชื้อ enterococci ในกระแสเลือด 
ในไกํ โรคเต๎านมอักเสบในโค โรคลิ้นหัวใจอักเสบในวัว ควาย และลูกแกะ และโรคติดเชื้อของ
ทางเดินปัสสาวะในสุนัข โดยเชื้อ enterococci เหลํานี้ จัดอยูํใน group D antisera ตามระบบของ 
Lancefield ได๎แกํ E. faecalis, E. faecium และ E. durans และอาศัยอยูํในทางเดินอาหารของสัตว์
หลายๆ ชนิด (Quinn et al., 1994) 
 
5. การดื้อต่อยาต้านจุลชีพใน Enterococcus spp. 
 
 เชื้อ enterococci มีการดื้อตํอยาปฎิชีวนะสูง และมีแบบแผนการไวตํอยาปฏิชีวนะที่ไมํ
แนํนอน ในชํวงเวลาไมํกี่ปีที่ผํานมาพบวํามีการอุบัติใหมํของเชื้อ enterococci ที่ดื้อตํอยาหลายชนิด
อยํางรวดเร็ว E. faecium มีอัตราการดื้อยาสูงกวํา E. faecalis นอกจากนี้พบวํา E. faecalis เป็นจุลชีพ
กํอโรคในโรงพยาบาลที่เป็นสาเหตุหลักของการติดเชื้อในมนุษย์ รองลงมาคือ E. faecium (Huycke 
et al., 1998, Teixeira et al., 2007) เชื้อ enterococci ดื้อตํอยาปฎิชีวนะโดยธรรมชาติหลายชนิด 
(instrinsic resistance) เชํน ยากลุํม pencillinase-resistant penicillins, ยากลุํม glycopeptides, ยากลุํม 
aminoglyosides, ยากลุํม cephalosporins, ยา monobactam ยากลุํม anti-staphylococcal penicillins
และ ยา clindamycin (ภัทรชัย, 2549; Gray and Pedler, 1992; Murray, 1998) และสามารถดื้อตํอ
ยาปฎิชีวนะที่เกิดขึ้นมาภายหลัง (acquired resistance) เนื่องจากมีการแลกเปลี่ยนพลาสมิด และ 
conjugative transposons (Clewell, 1981; Clewell and Gawron-Burke, 1986) ได๎แกํ ยา 
chloramphenicol, ยากลุํม tetracyclines, ยากลุํม macrolides และการดื้อยาในความเข๎มข๎นของยา
ระดับสูงตํอยา clindamycin เป็นต๎น (ภัทรชัยม 2549; Murray, 1998) สํวนยา trimethoprim-
sulphamethoxazole เมื่อทดสอบในห๎องปฎิบัติการ (in vitro) เชื้อ enterococci ให๎ผลไวตํอยา แตํยา
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ใช๎ไมํได๎ผลทางคลีนิก (in vivo) (Grayson et al., 1990) เนื่องจากความสามารถของเชื้อ enterococci 
ในการสังเคราะห์ exogenous folates จากสิ่งแวดล๎อม (Zevos and Schaberg, 1985)  
 

5.1  ยากลุํม penicillins เป็นกลุํมยาที่ขัดขวางการสร๎างผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ชื่อยาที่อยูํ
ในกลุํมนี้ (Chambers, 2000; Murray, 1992) ได๎แกํ  

 
ก.  ยาที่สกัดจากธรรมชาติ ได๎แกํ ยา penicillin G (benzylpenicillin) และ ยา penicillin 

V (phenoxymethyl penicillin) 
 
ข.  ยากึ่งสังเคราะห์ 
 

1)  Penicillinase-resistant penicillin (PRP) ได๎แกํ ยา methicillin, ยา nafcillin และ
กลุํม isoxazolyl penicillins เชํน ยา oxacillin, ยา cloxacillin และยา dicloxacillin 

 
2)  Extended-spectrum penicillin 
 

2.1)  Aminopenicillin เชํน ยา ampicillin, ยา amoxicillin, ยา bacampicillin 
และ ยา pivampicillin 

 
2.2)  Carboxypenicillin เชํน ยา ticarcillin และ ยา carbenicillin 
 
2.3)  Ureidopenicillin เชํน ยา piperacillin, ยา azlocillin และ ยา mezlocillin 

 
5.1.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม penicillins ยา penicillins ออกฤทธิ์ยับยั้ง 

penicillin-binding protein (PBP) โดยการสลายพันธะ amide ของวงแหวน β-lactam ได๎เป็น 
penicilloyl เพื่อจับตัวกับ PBP เกิดเป็น penicilloyl-PBP (azylenzyme intermediate) (ภัทรชัย, 2549) 
ยาออกฤทธิ์ขัดขวางการสร๎างผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ในชํวงที่แบคทีเรียก าลังเจริญเติบโตและยังไมํ
มีการสร๎างผนังเซลล์ที่แข็งแรง ยาไปรวมกับเอนไซม์ transpeptidase ท าให๎เอนไซม์ไมํสามารถ
ท างานได๎จึงท าให๎ไมํเกิดการเชื่อมตํอกัน (cross-linkage) ระหวํางสาย peptidoglycan 2 สาย ท าให๎
แบคทีเรียตายเน่ืองจากไมํสามารถสร๎างผนังเซลล์ได๎ (ภัทรชัย, 2549; Murray, 1992)  
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5.1.2  กลไกการดื้อยากลุํม penicillins ในแบคทีเรียทั่วไป ได๎แกํ การสร๎างเอนไซม์   
β-lactamase ในเชื้อแกรมบวกและแกรมลบหลายชนิด การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของ penicillin-
binding protein (PBP) ในเชื้อ Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Streptococcus 
mitis, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza, Neisseria meningitides และ B. fragilis 
การลดการผํานของยาเข๎าสูํเซลล์ใน Escherichia coli และ P. aeruginosa  และการขับยาออกจาก
เซลล์ (ภัทรชัย, 2549; Murray, 1992) 
 

5.1.3  กลไกการดื้อยากลุํม penicillins ใน Enterococcus spp. 
 

5.1.3.1  การสร๎างเอนไซม์ β-lactamase มีการพบได๎น๎อยใน Enterococcus spp. 
บางสายพันธุ์ ควบคุมโดยยีนบนพลาสมิด การสร๎างเอนไซม์ β-lactamase ของ E. faecalis (Bla+) มี
รายงานคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1983 (Murray and Mederski-Samoraj, 1983) เอนไซม์ penicillinase ใน 
enterococci มีความคล๎ายคลึงกันกับ เอนไซม์ penicillinase ใน staphylococci type A และดื้อตํอยา 
penicillin ยา ampicillin และยา ureidopenicillins (Murray, 1992) การสร๎างเอนไซม์ β-lactamase 
ของ Enterococcus spp. ไมํสามารถสร๎างในอาหารเลี้ยงเชื้อที่อยูํข๎างนอกเซลล์ได๎  (Murray and 
Mederski-Samoraj, 1983) การคงอยูํของเอนไซม์ β-lactamase ขึ้นอยูํกับเซลล์ เนื่องจากความ
ล๎มเหลวเมื่อแยกออกจาก signal peptide sequence ของตัวเอง หรือการจับของเอนไซม์กับ
สํวนประกอบอื่นๆ ของเซลล์ (Murray, 1992) 

 
5.1.3.2  การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของ penicillin-binding protein (PBP) 

กลายพันธุ์เปลี่ยนไปจากปกติ เรียกวํา PBP5 การดื้อยาในระดับสูงของ E. feacium เกิดจากการเพิ่ม
ปริมาณการสร๎าง PBP5 (Zorzi et al., 1993) คํา MICs ของ E. faecalis อยูํในชํวง 1-8 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร ขณะที่คํา MICs ของ E. faecium สูงกวํา เน่ืองจาก PBP ของ E. feacium มีความสามารถใน
การจับกับยาได๎ต่ ามากกวํา PBP ของ E. faecalis (Huycke, 1998; Murray, 1998) สํวนคํา MICs ของ 
E. feacium อยูํในชํวง 8-64 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (Murray, 1992) 
 

5.2  ยากลุํม glycopeptides เป็นกลุํมยาที่ขัดขวางการสร๎างผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ชื่อยาที่
อยูํในกลุํมนี้ ได๎แกํ ยา vancomycin, ยา teicoplanin และ ยา avoparcin 
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5.2.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม glycopeptides ยาออกฤทธิ์ฆําเชื้อแบคทีเรียโดย
ยับยั้งการสร๎าง peptidoglycan ด๎วยการจับกับสํวน D-alanine-D-alanine ที่ปลายของสาย 
pentapeptide ที่เป็นโครงสร๎างต๎นก าเนิดของ peptidoglycan ในการจับตัวของยา vancomycin และ
ยากลุํม glycopeptides อ่ืนๆ นั้นท าให๎เกิดการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ transglycosylase ท าให๎
ไมํสามารถน าโมเลกุลต๎นก าเนิดไปสร๎างสาย peptidoglycan (ภัทรชัย, 2549; Courvalin, 2006; 
Gholizadeh and Courvalin, 2000, Neu et al., 1990) ดังภาพที่ 1 

 

 
 

ภาพท่ี 1  การสร๎าง peptidoglycan และกลไกการออกฤทธิ์ของยา vancomycin  
 
ท่ีมา: Courvalin (2006) 

 
5.2.2  กลไกการดื้อยากลุํม glycopeptides ในแบคทีเรียทั่วไป ได๎แกํ เชื้อแกรมบวกทั้ง 

aerobe และ anaerobe โดยสํวนใหญํเชื้อเปลี่ยน D-alanine-D-alanine เป็น D-alanine-D-lactate ท า
ให๎ยาไมํสามารถจับได๎ปกติ จึงท าให๎เกิดการสร๎างผนังเซลล์ได๎ตามปกติ (Werner, 2012) 

 
5.2.3  กลไกการดื้อยากลุํม glycopeptides ใน Enterococcus spp. กลไกการดื้อยา 

vancomycin ของ enterococci จะก าหนดโดยกลุํมยีนตํางๆ แบํงออกเป็น 9 กลุํมตามยีนที่ก าหนดการ
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ดื้อยา ได๎แกํ ยีน vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM และ vanN เป็นการดื้อยาที่เกิดขึ้น
ภายหลัง (aquired resistance) และยีน vanC เป็นการดื้อยาโดยธรรมชาติ (intrinsic resistance) 
(Werner, 2012; Werner et al., 2008; Xu et al., 2010)   

 
5.2.3.1  ยีน vanA เป็นการดื้อทั้งยา vancomycin และ ยา teicoplanin ในความ

เข๎มข๎นของยาระดับสูง คือมีคํา MICs ตํอยา vancomycin 16-1000 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และคํา 
MICs ตํอยา teicoplanin 4-512 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (Leclercq et al., 1988; Werner et al., 2008) 
operon นี้มีความเกี่ยวข๎องกับ transposon Tn1546 และบรรจุยีนควบคุม 2 ยีน (vanR และ vanS) ยีน
ดื้อยา 3 ยีน (vanH, vanA และ vanX) และ accessory genes 2 ยีน (vanY และ vanZ) ดังภาพที่ 2  

 

 
 
ภาพท่ี 2  การดื้อตํอยากลุํม glycopeptides ประเภท vanA  
 
ท่ีมา: Courvalin (2006) 
 

กลุํมยีนเหลํานี้มีความจ าเป็นในการดื้อยากลุํม glycopeptides การดื้อยา
นั้นจะมีการแสดงออกของ  D-lactate dehydrogenase (vanH), D-alanine-D-lactate ligase (vanA) 
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และ dipeptidase (vanX) (Hasman et al., 2006) VanR และ VanS ท างานรํวมกันโดยรับสัญญาณการ
กระตุ๎นเมื่อเซลล์ของแบคทีเรียได๎มีการสัมผัสกับยากลุํม glycopeptides ตํอมาสํงสัญญาณมากระตุ๎น
การแสดงออกของ vanHAX operon ท าให๎กระตุ๎นการสร๎าง VanH, VanA และ VanX หน๎าที่ของ 
VanH คือ สร๎าง D-lactate จาก pyruvate ควบคุมโดยยีน vanH หน๎าที่ของ VanA คือเป็นเอนไซม์ 
ligase ชํวยเชื่อมโมเลกุล D-alanine และ D-lactate ท าให๎เกิด D-alanine-D-lactate ควบคุมโดยยีน 
vanA หน๎าที่ของ VanX คือ เป็นเอนไซม์ dipeptidase ที่สามารถยํอยสลายโมเลกุล D-alanine-D-
alanine อยํางจ าเพาะ จึงท าให๎ D-alanine-D-alanine ลดลง และ D-alanine-D-lactate เพิ่มขึ้นเข๎า
แทนที่ในโครงสร๎างสารต๎นก าเนิด peptidoglycan ควบคุมโดยยีน vanX ท าให๎ความไวตํอยากลุํม 
glycopeptides ลดลง กลุํมยีนที่ควบคุมลักษณะการดื้อยานี้อยูํบนโครโมโซม พลาสมิด และ 
transposon Tn1546 (Sood et al., 2008)  

 
5.2.3.2  ยีน vanB เป็นการดื้อยาเฉพาะยา vancomycin โดยมีคํา MICs ประมาณ 

4-1000 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร แตํยังไวตํอยา teicoplanin คือมีคํา MICs อยูํระหวําง 0.5-1 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (Werner et al., 2008) โดยการแสดงออกของการดื้อยามาจากการกระตุ๎น
โดยยา vancomycin เพียงอยํางเดียว เมื่อเซลล์ของเชื้อได๎สัมผัสกับยา vancomycin ท าให๎เกิดการ
กระตุ๎นการด้ือตํอยาข๎ามกับยา teicoplanin ตามมาด๎วย โดย VanB มีหน๎าที่เป็นเอนไซม์ ligase สร๎าง 
D-alanine-D-lactate กลุํมยีนที่ควบคุมลักษณะการดื้อยานี้อยูํบนโครโมโซม พลาสมิด และบางสาย
พันธุ์อยูํบน composite transposon Tn1547 และสามารถถํายทอดไปสูํเซลล์อ่ืนๆ ได๎ด๎วยการ 
conjugation (ภัทรชัย, 2549; Werner et al., 2008)  

 
5.2.3.3  ยีน vanC เป็นการดื้อยาโดยธรรมชาติ (intrinsic resistance หรือ natural 

resistance) พบวํามีทั้งการดื้อยาที่เกิดขึ้นตลอดเวลาโดยไมํมีการถูกกระตุ๎นด๎วยยา (constitutive 
resistance) และบางสายพันธุ์มีการถูกกระตุ๎นด๎วยยาด๎วย (inducible resistance) ควบคุมโดยยีนบน
โครโมโซม vanC มีหน๎าที่ในการสร๎างเอนไซม์ ligase ส าหรับการสร๎าง D-alanine-D-serine แทนที่ 
D-alanine-D-alanine (Werner, 2012) ดังภาพที่ 3  
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ภาพท่ี 3 การดื้อตํอยากลุํม glycopeptides ประเภท vanC  
 
ท่ีมา: Courvalin (2006) 
 

ยีน vanC มีการดื้อตํอยา vancomycin ในระดับต่ าโดยมีคํา MICs 
ประมาณ 2-32 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และไวตํอยา teicoplanin โดยมีคํา MICs ของยา teicoplanin 
อยูํระหวําง 0.5-1 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร พบใน E. gallinarum และ E. casseliflavus (Werner, 
2012) 

 
5.1.3.4  ยีน van อ่ืนๆ ที่มีการดื้อตํอยา vancomycin และ teicoplanin ในระดับ

ปานกลางถึงต่ า ได๎แกํ vanE, vanG, vanL และ vanN เป็นต๎น สํวน vanD เป็นยีนที่ดื้อตํอยา 
vancomycin ในระดับปานกลางถึงสูง คือ มีคํา MICs อยูํระหวําง 16-512 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
บางรายงานอาจพบถึง 1000 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และยีน vanM เป็นยีนที่มีการดื้อตํอยา 
vancomycin ในความเข๎มข๎นของยาระดับสูงคือ มีคํา MICs มากกวํา 256 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
(Werner, 2012; Werner et al., 2008; Xu et al., 2010) ข๎อมูลและรายละเอียดตํางๆ ของแตํละยีน van 
ดังตารางที่ 2 



ตารางท่ี 2  ลักษณะการด้ือของยากลุํม glycopeptide ของเชื้อ enterococci ในรูปแบบตํางๆ 
 

 การดื้อยาท่ีเกิดขึ้นภายหลัง (Acquired resistance) การดื้อยาโดยธรรมชาต ิ
(Intrinsic resistance) 

ฟีโนไทป ์ VanA VanB VanD VanE VanG VanL VanM VanN VanC 
ยีนที่สร๎างเอนไซม์ ligase vanA vanB1 vanD1 vanE vanG1 vanL vanM vanN vanC 
การแสดงออก inducible inducible constitutive inducible inducible inducible inducible ? constitutive 

/inducible 
คํา MICs ของเชื้อที่ดื้อตอํ
ยา vancomycin 
 (µg/ml) 

16-1000 4-32 
(-1024) 

16-512 
(-1000) 

8-32 12-16 8 >256 16 2-32 

คํา MICs ของเชื้อที่ดื้อตอํ
ยา teicoplanin 
(µg/ml) 

(4-)16-512 0.5-1 
(-8) 

0.5-64 
(-256) 

0.5 0.5 S 0.75/96 S 0.5-1 

Transposon Tn1546 Tn1547, 
Tn1549, 
Tn3382 

    IS1216 like 
element 

  

ต าแหนํงที่ยีนดื้อยาอยู ํ พลาสมิด/
โครโมโซม 

พลาสมิด/
โครโมโซม 

โครโมโซม โครโมโซม โครโมโซม โครโมโซม พลาสมิด ? โครโมโซม 
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ตารางท่ี 2 (ตํอ) 
 

 การดื้อยาท่ีเกิดขึ้นภายหลัง (Acquired resistance) การดื้อยาโดยธรรมชาต ิ
(Intrinsic resistance) 

ฟีโนไทป ์ VanA VanB VanD VanE VanG VanL VanM VanN VanC 
การถํายทอดยีนดื้อยาด๎วย
วิธี conjugation 

+/- +/- - - + - + ? - 

โมเลกุลที่สร๎าง D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-
Lac 

D-Ala-
D-Ser 

D-Ala-D-
Ser 

D-Ala-D-
Ser 

D-Ala-D-
Lac 

D-Ala-D-
Ser 

D-Ala-D-Ser 

สปีชีส์ที่พบ E. faecium 
E. faecalis 
E. durans 
E. hirae 
E. gallinarum 
E. casseliflavus 
E. raffinosus 
E. avium 
E. mundtii 

E. faecium 
E. faecalis 
E. durans 
E. gallinarum 

E. faecium 
E. faecalis 
E. 
raffinosus 
E. 
gallinarum 

E. 
faecalis 

E. faecalis E. faecalis E. faecium E. 
faecium 

E. gallinarum 
E. cassekiflavus 

Subtype ของยีน - vanB1-3 vanD1-5 - vanG1-2 - - - vanC1-vanC2/3 

 
ท่ีมา: Werner (2012) 25 



5.3  ยา Fosfomycin  
 

5.3.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยา Fosfomycin ยายับยั้งการท างานของเอนไซม์ pyruvyl 
transferase เอนไซม์ชนิดนี้มีความเกี่ยวข๎องกับการสร๎าง uridine diphosphate-N-acetylmuramic 
(UDP-NAM) ของขบวนการสร๎าง peptidoglycan (ภัทรชัย, 2549) 
 

5.3.2  กลไกการดื้อยาของยา Fosfomycin ยังไมํทราบแนํชัด  
 

5.4  ยากลุํม quinolones เป็นกลุํมยาที่ขัดขวางหรือยับยั้งการสร๎างกรดนิวคลิอิกของ
แบคทีเรีย ชื่อยาที่อยูํในกลุํมนี้ (Gilbert et al., 2002; Wolfson and Hooper, 1985) ได๎แกํ  

 
ก  Narrow spectrum (first generation) เชํน ยา nalidixic acid, ยา oxolinic acid และ ยา 

cinoxacin 
 
ข  Broad spectrum (second generation) ยากลุํม fluoroquinolones เชํน ยา 

ciprofloxacin, ยา enoxacin, fleroxacin, ยา levofloxacin, ยา lomefloxacin, ยา norfloxacin, ยา 
ofloxacin, ยา pefloxacin และ ยา rufloxacin 

 
ค  Expanded spectrum (third generation) ยากลุํม fluoroquinolones เชํน ยา 

gatifloxacin, ยา grepafloxacin, ยา sparfloxacin, ยา tosufloxacin, ยา clinafloxacin, ยา moxifloxacin 
และ ยา trovafloxacin 

 
5.4.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม quinolones ยากลุํม quinolones มีเป้าหมายใน

การออกฤทธิ์ที่เอนไซม์ DNA gyrase หรือ DNA topoisomerase II ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่แบคทีเรียใช๎ใน
การแบํงตัวของ DNA ท าให๎ยาเข๎าจับตัวและยับยั้งการสร๎างสารพันธุกรรมและมีผลตํอการแบํงตัว
เพิ่มจ านวนของเชื้อและยับยั้งเอนไซม์ topoisomerase IV ซึ่งมีหน๎าที่ในการแยกโครโมโซมลูกทั้ง 2 
โครโมโซม  แตํกลไกไมํทราบแนํชัด (ภัทรชัย, 2549; Drlica and Zhao, 1997; Gilbert et al., 2002; 
Wolfson and Hooper, 1985) 
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5.4.2  กลไกการดื้อยากลุํม quinolones ในแบคทีเรียทั่วไป ได๎แกํ การเปลี่ยนแปลง
โครงสร๎างของเอนไซม์ DNA gyrase และ DNA topoisomerase IV ในเชื้อแกรมลบสํวนใหญํเกิด
จากการกลายพันธุ์ของยีน gyrA และเชื้อแกรมบวกเกิดจากการกลายพันธุ์ของยีน parC และอาจพบ
การกลายพันธุ์ของยีน gyrA รํวมด๎วย การลดการผํานเข๎าสูํเซลล์ในเชื้อแกรมลบ การเปลี่ยนแปลง
โครงสร๎างของผนังเซลล์ และการขับยาออกนอกเซลล์โดยวิธี efflux ใน P. aeruginosa, S. aureus 
และ S.pneumoniae (ภัทรชัย, 2549; Amin et al., 1999; Hooper, 2000a, 2000b) 

 
5.4.3  กลไกการดื้อยากลุํม quinolones ใน Enterococcus spp. การเปลี่ยนแปลง

โครงสร๎างของเอนไซม์ DNA gyrase และ topoisomerase IV เป็นกลไกส าคัญในการดื้อยากลุํม 
quinolones มีการกลายพันธุ์ของยีนที่ควบคุมการสร๎างเอนไซม์หนึ่งหรือทั้ง 2 เอนไซม์ ท าให๎เกิด
การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของเอนไซม์ ยาจึงไมํสามารถจับตัวกับต าแหนํงเป้าหมายได๎ สํวนใหญํมี
การกลายพันธุ์ของยีน parC และในบางคร้ังพบการกลายพันธุ์ของยีน gyrA รํวมด๎วย (ภัทรชัย, 2549; 
Amin et al., 1999; Kanematsu et al., 1998, Tankovic et al., 1996) 

 
5.5  ยา Nitrofurantoin เป็นสารสังเคราะห์ในกลุํม nitrofuran (Hooper, 2000a, 2000b) 

 
5.5.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยา Nitrofurantoin ยังไมํทราบแนํชัด อาจจะเกี่ยวกับการ

ยับยั้งการสร๎างโปรตีน และท าให๎ DNA เสียหายได๎ (ภัทรชัย, 2549; Hooper, 2000a, 2000b) 
 

5.5.2  กลไกการดื้อยาของยา Nitrofurantoin การยับยั้งเอนไซม์ nitrofuran reductase 
จากการกลายพันธุ์ของยีน recA (Hooper, 2000a, 2000b) 
 

5.6  ยากลุํม aminoglycosides เป็นกลุํมยาที่ขัดขวางหรือยับยั้งการสร๎างโปรตีนของ
แบคทีเรีย ชื่อยาที่อยูํในกลุํมนี้ (Gilbert et al., 2002; Kadurugamuwa et al., 1993)ได๎แกํ  
 

ก  ยาที่สกัดจากธรรมชาติ 
 

1)  ยาที่สกัดได๎จากเชื้อ Micromonospora เชํน ยา gentamicin และ ยา sisomicin 
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2)  ยาที่สกัดได๎จากเชื้อ Streptomyces  เชํน ยา streptomycin, ยา neomycin, ยา 
kanamycin, tobramycin และ ยา paromomycin 

 
ข  ยากึ่งสังเคราะห์ เชํน ยา amikacin และ ยา netilmicin 

 
5.6.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม aminoglycosides ยาผํานชั้นผนังเซลล์และเยื่อ

หุ๎มเซลล์ เนื่องจากยามีประจุบวกเหมือนกับ แคลเซียม และแมกนีเซียมจึงเข๎าแทนที่อะตอมประจุ
บวกในชั้นผนังเซลล์ แล๎วจับกับโมเลกุลประจุลบ ท าให๎ยาผํานเข๎าเซลล์เพิ่มขึ้น และยาจับตัวกับ
หนํวยยํอย 30S ของไรโบโซมแบบถาวร ท าให๎ไรโบโซมท างานผิดปกติ  และไมํสามารถสร๎าง
โปรตีนได ๎(Gilbert et al., 2002; Kadurugamuwa et al., 1993) 
 

5.6.2  กลไกการดื้อยากลุํม aminoglycosides ในแบคทีเรียทั่วไป แบํงเป็น 2 ประเภท 
คือ การดื้อยาโดยธรรมชาติ ได๎แกํ การลดความสามารถของยาในการเข๎าสูํเซลล์  ในเชื้อกลุํม 
anaerobe และ facultative anaerobe และการดื้อยาที่เกิดขึ้นภายหลัง ได๎แกํ การสร๎างเอนไซม์ที่ท าให๎
เกิดการเปลี่ยนโครงสร๎างยากลุํม aminoglycosides เชํน aminoglycoside acetyltransferase (AAC) 
ในแฟมิลี่  Enterobacteriaceae, aminoglycoside adenyltransferase หรือ aminoglycoside 
nucleotidyltransferase (ANT) และ aminoglycoside phosphotransferase (APH) ในเชื้อแกรมลบ
และแกรมบวก, การลดการผํานของยาเข๎าสูํเซลล์ในเชื้อกลุํม anaerobe และ facultative anaerobe 
และการเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของไรโบโซม ในเชื้อ N. gonorrhoeae, M. tuberculosis และ
P.aeruginosa (ภัทรชัย, 2549; Costa et al., 1993) 

 
5.6.3  กลไกการดื้อยากลุํม aminoglycosides ใน Enterococcus spp. การดื้อยาโดย

ธรรมชาติ ได๎แกํ การลดความสามารถของยาในการเข๎าสูํเซลล์ มีผลตํอการดื้อยาข๎ามไปสูํยาอ่ืนใน
กลุํมนี้ทั้งหมด เชื้อ Enteroccoccus feacium ดื้อตํอยากลุํม aminoglycosides ในระดับต่ าโดย
ธรรมชาติเนื่องจากมีการสร๎างเอนไซม์ aminoglycoside acethyltransferase ชนิด AAC(6’)-I 
นอกเหนือไปจากการลดความสามารถของยาในการเข๎าสูํเซลล์ (ภัทรชัย, 2549; Costa et al., 1993) 
และการดื้อยาที่เกิดขึ้นภายหลัง ได๎แกํ  
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5.6.3.1 การสร๎างเอนไซม์ที่ท าให๎ เกิดการเปลี่ยนโครงสร๎างยากลุํม 
aminoglycosides (aminoglycoside modifying enzymes) เป็นกลไกที่พบบํอยที่สุด พบยีนที่ควบคุม
การสร๎างเอนไซม์สํวนใหญํอยูํบนหนํวยพันธุกรรมเคลื่อนที่ท าให๎ถํายทอดไปสูํเซลล์อ่ืนได๎ พบวํา
การสร๎างเอนไซม์สํวนมากเกิดขึ้นได๎ตลอดเวลา เอนไซม์ที่ยับยั้งยากลุํม aminoglycosides ของเชื้อ 
Enterococcus spp. ได๎แกํ เอนไซม์ aminoglycoside acetyltransferase (AAC) ชนิด AAC(6’)-I ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ออกฤทธิ์ท าปฎิกิริยา acetylation กับหมูํอะมิโน (-NH2) ของยา ที่ต าแหนํง AAC(6’) 
หรือหมูํอะมิโนในต าแหนํงที่ 6’ ซึ่ง AAC(6’)-I เป็นการดื้อตํอยา tobramycin, netilmicin, amikacin 
และ kanamycin เอนไซม์ aminoglycoside adenyltransferase หรือ aminoglycoside 
nucleotidyltransferase (ANT) ชนิด 6-adenyltransferase ท าปฎิริยา adenylation กับหมูํ hydroxyl    
(-OH) ของยาที่ท าให๎ดื้อตํอยา streptomycin พบทั้ง E. faecalis และ E. faecium คุณสมบัติของการ
ดื้อยา เชํน ANT(2”)-I ดื้อตํอยา gentamicin, tobramycin และ kanamycin นอกจากนี้ ANT(4’) ดื้อ
ตํอยา amikacin, tobramycin และ kanamycin ANT(3”/9) ดื้อตํอยา streptomycin และ 
spectinomycin และ ANT(9) ดื้อตํอยา streptomycin และ เอนไซม์ aminoglycoside 
phosphotransferase (APH) ชนิด APH(3’) และ APH(2”) ท าปฎิกิริยา phosphorylation กับหมูํ 
hydroxyl (-OH) ของยา ท าให๎ดื้อตํอยา amikacin นอกจากนี้ยังสามารถสร๎างเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติ
ของเอนไซม์สองชนิดรํวมกัน เรียกวํา bifunctional enzyme เชํน 2’- phosphotransferase/ 6’-
acetyltransferase หรือ AAC(6’)-Ie มีคุณสมบัติของ ACC(6’)-I และ APH(2”) ผสมกัน  ปกติแล๎ว 
ACC(6’)-I ท าให๎ดื้อตํอยาหลายชนิด ยกเว๎น gentamicin สํวนเอนไซม์ APH(2”) ดื้อตํอยา 
gentamycin ดังนั้น AAC(6’)-Ie ดื้อตํอยา gentamycin ในระดับสูง และดื้อตํอยา aminoglycosides 
อ่ืนๆ ยกเว๎น streptomycin เอนไซม์ชนิดนี้พบบํอยที่สุดส าหรับแกรมบวกที่ดื้อตํอยากลุํม 
aminoglycosides เชื้อที่ดื้อตํอยา gentamicin พบวําดื้อตํอยากลุํม aminoglycosides อ่ืนๆ ด๎วย ยกเว๎น
ยา streptomycin ถ๎าเชื้อไวตํอยา gentamicin ไมํได๎บอกถึงวําเชื้อจะไวตํอยากลุํม aminoglycosides 
อ่ืนๆ (ภัทรชัย, 2549, Gray and Pedler, 1992; Miller et al., 1997; Morrison, 2002; Shaw et al. 
1993)  

 
5.6.3.2  การลดการผํานของยาเข๎าสูํเซลล์ ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์เกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของโมเลกุล หรือประจุไฟฟ้าในชั้นเยื่อหุ๎มเซลล์ที่มีความตํางของประจุ  
(ภัทรชัย, 2549) 
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5.6.3.3  การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของไรโบโซมจากการกลายพันธุ์ ซึ่งเป็น
ต าแหนํงเป้าหมายที่ยากลุํม aminoglycosides ออกฤทธิ์ ท าให๎ยาไมํสามารถออกฤทธิ์ได๎ เชํน ในเชื้อ 
E. feacalis (ภัทรชัย, 2549; Finken et al., 1993) ในการดื้อตํอยา streptomycin ในความเข๎มข๎นของ
ยาระดับสูงอาจจะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ ribosomal protein S12 (Elipoulos et al., 1994) 
 

5.7  ยากลุํม tetracyclines เป็นกลุํมยาที่ขัดขวางหรือยับยั้งการสร๎างโปรตีนของแบคทีเรีย 
ชื่อยาที่อยูํในกลุํมนี้ (ภัทรชัย กีรติสิน, 2549; Cauwerts, et al. 2007) ได๎แกํ  

 
ก.  กลุํมระยะการออกฤทธิ์สัน้ (short-acting) เชํน ยา chlortetracycline, ยา 

oxytetracycline และ ยา tetracycilne  
 
ข.  กลุํมระยะการออกฤทธิ์ปานกลาง (intermediate-acting) เชํน ยา demeclocycline 

และ ยา methacycline  
 
ค.  กลุํมระยะการออกฤทธิ์ยาว (long-acting) เชํน ยา doxycycline และ ยา 

minocycline 
 

5.7.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม tetracyclines ยาจับตัวกับหนํวยยํอย 30S ของ  
ไรโบโซมแบบชั่วคราว (reversible) ท าให๎มีผลตํอการรวมตัวของ tRNA กับไรโบโซม ท าให๎
กรดอะมิโนไมํสามารถแปลรหัสเป็นสายโปรตีนได๎ (ภัทรชัย, 2549; Chopra et al. 1992) 

 
5.7.2  กลไกการดื้อยากลุํม tetracyclines ในแบคทีเรียทั่วไป ได๎แกํ การลดการผํานของ

ยาเข๎าสูํเซลล์ ในแฟมิลี่ Enterobacteriaceae การขับยาออกนอกเซลล์โดยวิธี efflux ในเชื้อแกรมบวก
และแกรมลบ และการป้องกันการออกฤทธิ์ของยาโดยวิธี ribosome protection ในเชื้อแกรมบวก
และแกรมลบ (Chopra & Roberts, 2001; Roberts, 2005) 

 
5.7.3  กลไกการดื้อยากลุํม tetracyclines ใน Enterococcus spp. 

 
5.7.3.1  การป้องกันการออกฤทธิ์ของยาโดยวิธี ribosome protection ด๎วยการ

สร๎างโปรตีนซึ่งชํวยไมํให๎ยาเข๎าจับตัวหรือออกฤทธิ์ที่ต าแหนํงเป้าหมายบนไรโบโซม โปรตีนที่ท า
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หน๎าที่นี้ ส าหรับ Enterococcus spp. ได๎แกํ TetO, TetM, TetL และ TetS เป็นต๎น ควบคุมการท างาน 
โดยยีน tet ที่อยูํทั้งบนพลาสมิดและโครโมโซม และไมํทราบกลไกการท างานที่แนํนอน (ภัทรชัย, 
2549; Cauwerts et al. 2007; Huys et al., 2004; Taylor and Chau, 1996) 
 

5.7.3.2  การขับยาออกนอกเซลล์โดยวิธี efflux โดยใช๎พลังงาน อาศัยการท างาน
ของโปรตีนกลุํม Tet เชํน TetL ในเยื่อหุ๎มเซลล์ ถูกควบคุมโดยยีน tetL อยูํบนพลาสมิด การ
แสดงออกของยีนเป็นผลมาจากการกระตุ๎นเมื่อสัมผัสกับยา (ภัทรชัย, 2549, Cauwerts et al. 2007) 

 
5.8  ยากลุํม macrolides  เป็นกลุํมยาที่ขัดขวางหรือยับยั้งการสร๎างโปรตีนของแบคทีเรีย ชื่อ

ยาที่อยูํในกลุํมนี้ (Rice et al., 2003)ได๎แกํ  
 

ก.  วงแหวนที่มีคาร์บอน 14 อะตอม เชํน ยา clarithromycin, ยา erythromycin, ยา 
roxithromycin 

 
ข.  วงแหวนที่มีคาร์บอน 15 อะตอม เชํน ยา azithromycin 

 
ค.  วงแหวนที่มีคาร์บอน 16 อะตอม 

 
5.8.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม macrolides ยาจับตัวกับ 23S rRNA แบบชั่วคราว 

ซึ่งเป็นสํวนประกอบของหนํวยยํอย 50S ของไรโบโซม เป็นสาเหตุท าให๎เกิดการยับยั้งขบวนการ 
elongation ระหวํางการสร๎างโปรตีน จึงเป็นการยับยั้งและขัดขวางการสร๎างโปรตีนภายในเซลล์ 
(ภัทรชัย, 2549; Gilbert, 2002; Vannuffel and Cocito, 1996) 
 

5.8.2  กลไกการดื้อยากลุํม macrolides ในแบคทีเรียทั่วไป ได๎แกํ การเปลี่ยนแปลง
โครงสร๎างของไรโบโซมในเชื้อแกรมบวกและแกรมลบ การสร๎างเอนไซม์ท าลายยาในเชื้อแกรมลบ 
และการขับยาออกนอกเซลล์โดยวิธี efflux ในเชื้อแกรมบวกและแกรมลบ ในการดื้อยากลุํม 
macrolides สามารถดื้อยาข๎ามไปยังกลุํม lincosamides และ ยา streptogramin B ได๎ เรียกวําลักษณะ
การดื้อแบบนี้วํา MLSB เนื่องจากยาทั้งสามกลุํมมีเป้าหมายในการออกฤทธิ์ยาเดียวกัน คือ            
23S rRNA ถึงแม๎วํายาทั้งสามชนิดจะมีสูตรโครงสร๎างทางเคมีแตกตํางกันก็ตาม  (ภัทรชัย, 2549; 
Rice et al., 2003)  
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5.8.3  กลไกการดื้อยากลุํม macrolides ใน Enterococcus spp. การเปลี่ยนแปลง
โครงสร๎างของไรโบโซม เชื้อสร๎างเอนไซม์ rRNA methylase โดยยีน erm (erythromycin resistance 
methylase) พบได๎ทั้งบนพลาสมิดและโครโมโซม เอนไซม์ท าหน๎าที่เติมหมูํ methyl โดยขบวนการ 
methylation ที่โมเลกุลเบส adenine ในต าแหนํงจ าเพาะของ 23S rRNA มีผลท าให๎ไรโบโซม
เปลี่ยนแปลงโครงสร๎าง และเกิดการดื้อยา การแสดงออกของยีน erm เกิดตลอดเวลา (constitutive) 
และถูกกระตุ๎นเมื่อสัมผัสยา (inducible) (ภัทรชัย, 2549; Rice et al., 2003) 

 
5.9  ยากลุํม lincosamides เป็นกลุํมยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการสร๎างโปรตีน ยาในกลุํมนี้ออก

ฤทธิ์ทั้งยับยั้งการเจริญของเชื้อ หรือฆําเชื้อ ชื่อยาในกลุํมนี้ ได๎แกํ ยา lincomycin และ clindamycin 
(Rice et al., 2003) 
 

5.9.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม lincosamides ยาได๎จับตัวกับหนํวยยํอย          
23S rRNA บน 50S ของไรโบโซม และยับยั้งการท างานของเอนไซม์ peptidyltransferase ท าให๎การ
สร๎างโปรตีนผิดปกติ (ภัทรชัย, 2549; Rice et al., 2003) 
 

5.9.2  กลไกการดื้อยาของกลุํม lincosamides ในแบคทีเรียทั่วไป และใน 
Enterococcus spp. คือ การสร๎างเอนไซม์ rRNA methylase ท าหน๎าที่เติมหมูํ methyl โดยขบวนการ 
methylation ที่เบส adenine ในต าแหนํง 23S rRNA บน 50S ของไรโบโซม โดยเอนไซม์นี้ถูก
ควบคุมโดยยีน erm บนพลาสมิด (ภัทรชัย, 2549; Rice et al., 2003) 

 
5.10  ยากลุํม streptogramins เป็นกลุํมยาที่ขัดขวางหรือยับยั้งการสร๎างโปรตีนของ

แบคทีเรีย ยาแบํงออกเป็น 2 กลุํม ตามโครงสร๎าง (Rice et al., 2003) 
 

ก.  streptogramin A มีโครงสร๎างหลัก คือ polyunsaturated macrolactone 
 

1)  pristinamycin IIA 
 
2)  pristinamycin IIB 
 

ข.  streptogramin B มีโครงสร๎างหลัก คือ cyclic hexadepsipeptide  
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1)  pristinamycin IA 
 
2)  pristinamycin IC 
 

ยาที่ใช๎ในปัจจุบัน คือ quinupristin/dalfopristin มาจากสํวนผสมของ pristinamycin 
IA (quinupristin) และ pristinamycin IIB (dalfopristin) ในอัตราสํวน 30:70 

 
5.10.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม streptogramins ยาผํานผนังเซลล์ของแบคทีเรีย

โดยขบวนการ passive diffusion และจับตัวอยํางถาวรกับหนํวยยํอย 50S ของไรโบโซม การจับตัว
ของ streptogramin  A (dalfopristin) บนไรโบโซมท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของไรโบโซม ชํวย
เพิ่มประสิทธิภาพในการจับตัวของ streptogramin  B (quinupristin) กับไรโบโซม streptogramin A 
ยับยั้งการสร๎างเปปไตด์ในขั้นตอน elongation ของสายโปรตีนในระหวํางขบวนการแปลรหัส และ 
streptogramin B ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ peptidyltransferase ท าให๎สายโปรตีนที่สร๎างอยํางไมํ
สมบูรณ์หลุดออกจากไรโบโซมกํอนก าหนด (ภัทรชัย, 2549; Fekety, 2000; Vannuffel and Cocito, 
1996) 
 

5.10.2  กลไกการดื้อยากลุํม streptogramins ในแบคทีเรียทั่วไป ได๎แกํ การสร๎าง
เอนไซม์ต๎านยาในเชื้อ Staphylococcus spp. การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างต าแหนํงเป้าหมายการออก
ฤทธิ์ยา และการขับยาออกนอเซลล์โดยวิธี efflux (ภัทรชัย, 2549) 

 
5.10.3  กลไกการดื้อยากลุํม streptogramins ใน Enterococcus spp. 

 
5.10.3.1  การสร๎างเอนไซม์ต๎านยา เชํน  acetyltransferase และ streptogramin 

A acetylase ต๎านยา streptogramin A โดยยีน vatD และ vatE และ streptogramin B hydrolase ต๎าน
ยา streptogramin B (ภัทรชัย, 2549; Allignet et al., 1996; Rice et al., 2003) 

 
5.10.3.2  เปลี่ยนแปลงต าแหนํงเป้าหมายในการออกฤทธิ์ของยา เชํน การเติม

หมูํ methyl โดยปฏิกิริยา methylation ที่ต าแหนํงจ าเพาะของ 23S rRNA บนหนํวยยํอย 50S ของไร
โบโซม ท าให๎ดื้อตํอยา streptogramin  B แตํไมํมีผลดื้อตํอยา streptogramin  A ยีนที่ดื้อตํอยาอยูํบน
โครโมโซม หรือพลาสมิด (ภัทรชัย, 2549; Rice et al., 2003)  
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5.10.3.3  การขับยาออกนอกเซลล์โดยวิธี efflux (ภัทรชัย, 2549) 
 

5.11  ยากลุํม oxazolidinones เป็นยากลุํมใหมํที่เป็นสารสังเคราะห์ ยาในกลุํมนี้ ได๎แกํ 
linezolid ยามีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญตํอเชื้อแกรมบวกสํวนใหญํ และฆําเชื้อ S. pneumonia (Donowitz, 
2000; Ford et al., 1997) 
   

5.11.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม oxazolidinones ยาขัดขวางการรวมตัว
ของหนํวยยํอย 30S ของไรโบโซมกับสาย mRNA ท าให๎การเร่ิมต๎นการแปลรหัสไมํได๎ เป็นการ
ยับยั้งการสร๎างโปรตีน (ภัทรชัย, 2549; Shinabarger et al., 1997) 
 

5.11.2  กลไกการดื้อยาของยากลุํม oxazolidinones ยังไมํพบกลไกการดื้อยาที่
ชัดเจน (ภัทรชัย, 2549) 

 
5.12  ยา chloramphenicol (ยากลุํม phenicols) เป็นยาที่ขัดขวางหรือยับยั้งการสร๎าง

โปรตีนของแบคทีเรีย (ภัทรชัย, 2549) 
 

5.12.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยา chloramphenicol โดยยา chloramphenicol 
ยับยั้งขบวนการสร๎างโปรตีนของเซลล์ ยาเข๎าจับตัวชั่วคราวกับเอนไซม์ peptidyltransferase ซึ่งเป็น
สํวนประกอบของหนํวยยํอย 50S ของไรโบโซม หน๎าที่ของเอนไซม์ peptidyltransferase คือ การ
สร๎างเปปไตด์ระหวํางขบวนการ transpeptidation ส าหรับการสร๎างสายโปรตีน ดังนั้นโปรตีนที่
สร๎างจึงถูกยับยั้ง (ภัทรชัย, 2549; Gilbert et al. 2002) 
 

5.12.2  กลไกการดื้อยา chloramphenicol ในแบคทีเรียทั่วไป ได๎แกํ การสร๎าง
เอนไซม์ท าลายยาในแกรมบวกและแกรมลบ และการลดความสามารถของยาในการผํานเข๎าเซลล์
ในเชื้อแกรมลบ เชํน H. influenza, P. aeruginosa และ Sallmonella ในการดื้อยา chloramphenicol 
สํวนใหญํเป็นการดื้อยาที่เกิดขึ้นภายหลัง (ภัทรชัย, 2549 ; Opal et al., 2000) 

 
5.12.3  กลไกการดื้อยา chloramphenicol ใน Enterococcus spp. การสร๎าง

เอนไซม์ท าลายยา คือ การสร๎างเอนไซม์ chloramphenicol acetyltransferase (CAT) ท าให๎ยา 
chloramphenicol หมดฤทธิ์ เกิดจากการควบคุมของยีน cat มีการเติมหมุํ acyl ที่ได๎มาจาก acyl 



35 
 
coenzyme A เข๎าต าแหนํงของหมูํ hydroxyl (-OH) ในโครงสร๎างของยาโดยขบวนการ acetylation 
ยามีหมูํคาร์บอน 2 หมูํในต าแหนํงที่ 1 และ 3 CAT เติมหมูํ acyl ที่คาร์บอนต าแหนํงที่ 3 เกิดเป็นสาร 
3-acetoxy-chloramphenicol แล๎วหมูํ acyl ถูกย๎ายตํอไปยังคาร์บอนต าแหนํงที่ 1 เกิดเป็น 1-acetoxy- 
chloramphenicol แล๎วเติมหมูํ acyl ที่ต าแหนํงคาร์บอนที่ 3 อีกคร้ังเกิดเป็น 1,3 diacetoxy- 
chloramphenicol ยาที่ถูกเติมหมูํ acyl ไมํวําต าแหนํงใด หรือทั้งสองต าแหนํงไมํสามารถเข๎าจับกับ
เป้าหมายการออกฤทธิ์บนหนํวยยํอย 50S ของไรโบโซม ตํอการยับยั้งการสร๎างโปรตีน ยีน cat มัก
พบบนพลาสมิดท าให๎เกิดการแพรํกระจายการดื้อยาได๎งําย ในแกรมบวกมีการแสดงออกเมื่อถูก
กระตุ๎นจากการสัมผัสยา (ภัทรชัย, 2549; Murray and Shaw, 1997; Opal et al., 2000) 

 
5.13  ยากลุํม rifamycins ยาในกลุํมนี้ได๎แกํ rifampin (rifampin) เป็นสารกึ่งสังเคราะห์ที่ได๎

จากยา rifamycin B และยา rifabutin เป็นสารกึ่งสังเคราะห์ที่ได๎จากยา rifamycin S (ภัทรชัย, 2549) 
  

5.13.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม rifamycins ยาเข๎าจับกับหนํวยยํอยเบต๎า (β-
subunit) ของเอนไซม์ RNA polymerase และยับยั้งการท าหน๎าที่ของเอนไซม์ RNA polymerase ใน
การสร๎าง RNA โดยเฉพาะในขบวนการถอดรหัส ในระหวํางการสร๎างสาย mRNA ตํอมาการท า
หน๎าที่ของเซลล์ผิดปกติและตายในที่สุด (ภัทรชัย, 2549) และยามีฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ enterococci (Morris et al., 1993) 
 

5.13.2  กลไกการดื้อยาของยากลุํม rifamycins เกิดจากยีนที่ควบคุมการสร๎างเอนไซม์ 
RNA polymerase กลายพันธุ์ ท าให๎ยาไมํสามารถจับตัว จึงไมํยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได๎ (ภัทร
ชัย, 2549; Rice et al., 2003) 

 
5.14  ยากลุํม sulfa และยา trimethoprim เป็นกลุํมยาที่ออกฤทธ์แบบแขํงขัน (competitive 

antagonism) หรือขัดขวางการสร๎าง metabolites ที่จ าเป็นตํอแบคทีเรีย ชื่อยาที่อยูํในกลุํมนี้ นิยมใช๎
ยา sulfamethoxazole (SMX) รํวมกับ ยา trimethoprim (TMP) อัตราสํวน 5:1 ร๎ูจักกันในชื่อยา       
co-trimoxazole (ภัทรชัย, 2549) 
 

5.14.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุํม sulfa และยา trimethoprim ยา sulfonamides 
และ TMP ออกฤทธิ์ เสริมกันในการยับยั้งขบวนการเมตาบอลิสมของกรดโฟลิค ยากลุํม 
sulfonamides ทั้งหมดมีโครงสร๎างคล๎ายกับกรด para-aminobenzoic (PABA) ซึ่งเป็นสารตั้งตั้นใน
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การสร๎างกรดโฟลิค ในภาวะปกติ PABA ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ dihydropteroate synthetase 
(DHPS) ได๎สาร dihydropteroate (DHP) ตํอมาถูกเปลี่ยนเป็น dihydrofolate (DHF) และ 
tetrahydrofolate (THF) ตามล าดับ สาร THF หรือกรดโฟลิค ถูกน าไปใช๎ในการสร๎างกรดนิวคลิอิค
ตํอไปในเซลล์ ยากลุํม sulfonamides เข๎าแทนที่ PABA ในการท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ DHPS ท าให๎
เกิดการยับยั้งการสร๎าง DHP สํวนยา TMP มีโครงสร๎างคล๎ายกับ pyrimidine และออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ dihydrofolate reductase (DHFR) ซึ่งมีหน๎าที่ในการเปลี่ยนสาร DHF ไปเป็น THF ดังนั้น
จึงแสดงให๎เห็นวํายาทั้งสองออกฤทธิ์เสริมกันในการยับยั้งการสร๎างสารโฟลิค  (ภัทรชัย, 2549; 
Zinner and Mayer, 2000) 
 

5.14.2  กลไกการดื้อยากลุํม sulfa และยา trimethoprim ในแบคทีเรียทั่วไป การดื้อยา
โดยธรรมชาติ ได๎แกํ การลดความสามารถของยาในการผํานเข๎าสูํเซลล์ใน P. aeruginosa การลด
ความไวของเอนไซม์ในขบวนการเมตาบอลิสมของกรดโฟลิคใน Neisseria, Clostridium, Brucella, 
Bacteroides, Moraxella catarrhalis และ Nocardia และ การน ากรดโฟลิคจากภายนอกเข๎ามาใช๎ใน 
Lactobacillus การดื้อยาที่เกิดขึ้นในภายหลังได๎แกํ การกลายพันธุ์ของยีน folA บนโครโมโซมท า
หน๎าที่ควบคุมการสร๎างเอนไซม์ DHFR และ การกลายพันธุ์ที่ท าให๎สารสร๎าง PABA เพิ่มขึ้นในเชื้อ
แกรมลบบางสปีชีส์ เชํน Klebsiella. pneumonia และ E. cloacae และการได๎รับยีนดื้อยาจากพลาส
มิดที่มียีนควบคุมการสร๎างเอนไซม์ DHFR ในแกรมลบแฟมิลี่ Enterobacteriaceae และแกรมบวก
บางชนิด เชํน Staphylococcus และ Listeria monocytogenes (ภัทรชัย, 2549) 

 
5.14.3  กลไกการดื้อยากลุํม sulfa และยา trimethoprim ใน Enterococcus spp. 

 
5.14.3.1  การดื้อยาโดยธรรมชาติ ได๎แกํ การน ากรดโฟลิคจากภายนอกเข๎ามา

ใช๎ โดยน าโฟลิคจากสิ่งแวดล๎อมเข๎ามาใช๎ภายในเซลล์โดยตรง ท าให๎เชื้อไมํต๎องการสร๎างกรดโฟลิค
ภายในเซลล์จึงไมํมีเป้าหมายส าหรับการออกฤทธิ์ยา (ภัทรชัย, 2549) 
 

5.14.3.2  การดื้อยาที่เกิดขึ้นในภายหลัง 
 

5.14.3.2.1  การกลายพันธุ์ของยีน folA บนโครโมโซมท าหน๎าที่
ควบคุมการสร๎างเอนไซม์ DHFR ท าให๎เอนไซม์เปลี่ยนแปลงไปและดื้อยาต่ าตํอยา trimethoprim 
พบวําการกลายพันธุ์ท าให๎ลดการผลิต porin ที่เป็นชํองทางผํานเข๎าออกสาร มีผลท าให๎ลดการผําน
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ของยาเข๎าสูํเซลล์ ท าให๎เกิดการดื้อยา trimethoprim และดื้อข๎ามไปยังกลุํมยา quinolones และ 
chloramphenicol การกลายพันธุ์ที่ท าให๎สารสร๎าง PABA เพิ่มขึ้น ท าให๎กระบวนการเมตาบอลิสม
ของกรดโฟลิคสูงขึ้นตํอการเข๎าท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ DHPS มีผลตํอการออกฤทธิ์ของยา 
sulfonamides การดื้อยา sulfonamides ยังมีผลจากการกลายพันธุ์ของยีนที่ควบคุมการสร๎างเอนไซม์ 
DHPS ท าให๎ DHPS มีความไวต่ าในการเข๎าท าปฏิกิริยากับยา sulfonamides (ภัทรชัย, 2549; Opal et 
al., 2000; Zinner and Mayer, 2000) 

 
5.14.3.2.2  การได๎รับยีนดื้อยา การดื้อยา trimethoprim  เกิดจาก

ได๎รับพลาสมิดที่มียีนควบคุมการสร๎างเอนไซม์ DHFR ที่มีความไวต่ าตํอการถูกยับยั้งการท าโดยยา 
trimethoprim พบเอนไซม์กลุํมนี้ได๎หลายชนิด ได๎แกํ DHFR type I ควบคุมโดยยีน dhfrI และท าให๎
ดื้อตํอยา trimethoprim ในความเข๎มข๎นของยาระดับสูง และพบเอนไซม์ DHFR ชนิดความไวต่ าตํอ
ยา trimethoprim ได๎ 2 ชนิด คือ ชนิด S1 DHFR (ควบคุมโดยยีน dhfA) และ S2 DHFR (ควบคุมโดย
ยีน dhfD) (ภัทรชัย, 2549; Opal et al., 2000; Zinner and Mayer, 2000) 

 
 กลไกการดื้อยาต๎านจุลชีพ รูปแบบการดื้อยาต๎านจุลชีพ และยีนดื้อยาต๎านจุลชีพของเชื้อ 
Enterococcus spp. สรุปในตารางที่ 3 
 
  



ตารางท่ี 3  สรุปการด้ือตํอยาต๎านจุลชีพในเชื้อ Enterococcus spp. 
 

ยาต้านจุลชีพ กลไกการดือ้ยา รูปแบบการดือ้ยา ยีนดื้อยา 
กลุ่มยาที่ขัดขวางหรือยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ (cell wall synthesis inhibitors) 
ยากลํุม penicillins  การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของ penicillin-binding 

protein (PBP) เปลี่ยนไปจากปกต ิ 
 การสร๎างเอนไซม์ β-lactamase  

 การดื้อยาโดยธรรมชาต:ิ ในยา กลํุม 
pennicillase-resistant pencillins 

 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง 

pbp5 และ pbp5fm 

ยากลํุม glycopeptides  การเปลี่ยน D-alanine-D-alanine เป็น D-alanine-D-
lactate  

 การเปลี่ยน D-alanine-D-alanine เป็น D-alanine-D-
serine 

 การดื้อยาโดยธรรมชาต ิ
 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง 

vanC1, vanC2/3  เป็นยีนที่ดื้อยาโดย
ธรรมชาต ิ
vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, 
vanL, vanM และ vanN เป็นยีนทีด่ื้อ
ยาที่เกิดขึน้ภายหลัง 

ยากลํุม fosfomycins  ไมํทราบกลไกแนํชัด - - 
กลุ่มยาที่ยับยั้งการสร้างกรดนิวคลิอิก (nucleic acid synthesis inhibitors) 
ยากลํุม quinolones  การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของเอนไซม์ DNA 

gyrase และ topoisomerase IV 
 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง การกลายพันธ์ุของยีน gyrA และ 

parC 
ยากลํุม 
nitrofurantoins 

 ยับยั้งเอนไซม์ nitrofuran reductase  การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง การกลายพันธ์ุของยีน recA 
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ตารางท่ี 3 (ตํอ) 
 

ยาต้านจุลชีพ กลไกการดือ้ยา รูปแบบการดือ้ยา ยีนดื้อยา 
ยากลุ่มยับยั้งการสร้างโปรตีน (protein synthesis inhibitors) 
ยากลํุม 
amonoglycosides 

 การสร๎างเอนไซม์ที่ท าใหเ๎กิดการเปลี่ยนโครงสร๎างยา 
กลํุม aminoglycosides 

 การลดการผํานของยาเข๎าสํูเซลล์  
 การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของไรโบโซมจากการ

กลายพันธ์ุ  

 การดื้อยาโดยธรรมชาต ิ
 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง 

aac(6’)-aph(2’’) 

ยากลํุม tetracycline  การป้องกันการออกฤทธิ์ของยาโดยวิธี ribosome 
protection  

 การขับยาออกจากเซลล์โดยวิธี efflux 

 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง tet และotr 

ยากลํุม macrolides  การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของ ribosome  การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง ermA, ermB, ermC, mefA และ mefE 
ยากลํุม lincosamides  การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของ ribosome  การดื้อยาโดยธรรมชาต ิ

 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง 

erm 

ยากลํุม streptogramins  การสร๎างเอนไซม์ต๎านยา 
 การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของ ribosome  
 การขับยาออกโดยวิธี efflux 

 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง erm 

ยากลํุม oxazolidinones  ไมํทราบชัดเจน  การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง - 
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ตารางท่ี 3 (ตํอ) 
 

ยาต้านจุลชีพ กลไกการดือ้ยา รูปแบบการดือ้ยา ยีนดื้อยา 
ยากลุ่มยับยั้งการสร้างโปรตีน (protein synthesis inhibitors) 
ยากลํุม phenicols  การสร๎างเอนไซม์ท าลายยา  การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง cat 
ยากลํุม rifamycins  ยีนที่ควบคุมการสร๎างเอนไซม์ RNA 

polymerase กลายพันธ์ุ 
 การดื้อยาที่เกิดขึน้ภายหลัง การกลายพันธ์ุของยีนที่สร๎างเอนไซม์ 

polymerase 
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6.  ปัจจัยก่อความรุนแรง (virulence factor) ของเชื้อ Enterococcus spp. 
 
 ปัจจัยกํอความรุนแรง เป็นปัจจัยที่เชื้อสร๎างขึ้นซึ่งเกี่ยวข๎องกับการกํอให๎เกิดโรค  ยีนที่
เกี่ยวข๎องหรือควบคุมในการท าหน๎าที่ดังกลําวเรียกวํา virulence gene ซึ่งอาจพบกลุํมยีนเหลํานี้
ปรากฎบนสํวนหนึ่งของจีโนมเรียกวํา pathogenicity islands หรือ PAI (Hacker and Kaper, 2000 
PAI ของเชื้อ Enterococccus spp. ค๎นพบคร้ังแรกในจีโนมของเชื้อ E. faecalis (MMH594) ซึ่งเป็น
เชื้อสาเหตุในการระบาดของการติดเชื้อในโรงพยาบาลในชํวงทศวรรษที่ 80 ที่ผํานมา (Huyke et al., 
1991) ปัจจัยกํอความรุนแรงที่มีรายงานใน Enterococcus spp. ได๎แกํ 
 
 6.1  Hemolysin สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได๎ และมีความเป็นพิษตํอเซลล์บางชนิด 
สามารถพบได๎ในบางสายพันธุ์ การสลายเม็ดเลือดแดงดูได๎จากการการเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ผสมเลือดวัว หรือแกะ (ภัทรชัย, 2549; Teixeira et al., 2007) แบํงออกเป็น 3 ประเภท ดังนี้ 
 

6.1.1  การสลายเม็ดเลือดแดงไมํสมบูรณ์ (partial hemolysis หรือ alpha hemolysis) ท า
ให๎รอบๆ โคโลนีที่เชื้อขึ้นมีสีเขียวเข๎มของสาร bilirubin และสํวนประกอบภายในเซลล์ออกมาสูํ
ภายนอก หลังจากที่เซลล์เม็ดเลือดแดงแตก เชื้อที่มีคุณสมบัตินี้ ได๎แกํ Enterococcus faecalis, E. 
faecium, E.durans, E. avium ฯลฯ (ภัทรชัย, 2549; Quinn et al., 1994; Teixeira et al., 2007) 
 

6.1.2  การสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ (complete hemolysis หรือ beta hemolysis) 
เป็นการสลายเม็ดเลือดแดงได๎อยํางสมบูรณ์ พบบริเวณใสรอบๆ โคโลนีของเชื้อ เชื้อที่มีคุณสมบัตินี้ 
ได๎แกํ E. faecalis, E. faecium, E.durans ฯลฯ (ภัทรชัย, 2549; Quinn et al., 1994; Teixeira et al., 
2007) 
 

6.1.3  ไมํมีการสลายเม็ดเลือดแดง (non-hemolysis หรือ gamma hemolysis) ไมํพบ
การเปลี่ยนแปลงหรือไมํพบการสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เชื้อมีคุณสมบัตินี้ ได๎แกํ       
E. faecalis, E. faecium, E.durans, E. avium ฯลฯ (ภัทรชัย, 2549; Quinn et al., 1994, Teixeira et 
al., 2007) 
 

บางสายพันธุ์ประมาณหนึ่งในสามของเชื้อ E. faecalis อาจจะสลายเม็ดเลือด
แดงแบบสมบูรณ์ ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสํเลือดกระตําย ม๎า หรือมนุษย์ แตํไมํมีการสลายเม็ดเลือด
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แดงในเลือดแกะ บางสายพันธุ์ของเชื้อ E. durans สามารถสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ แตํก็
ขึ้นอยูํกับประเภทของเลือดที่ใช๎ (Teixeira et al., 2007) 
  

6.2  เอนไซม์ gelatinase เป็นเอนไซม์ที่ยํอยโปรตีนสามารถยํอยสลายเจลาติน, คอลลาเจน, 
เคซีน, ฮีโมโกลบิน และเป็ปไทด์อ่ืนๆ ในเนื่อเยื่อและสํวนประกอบอ่ืนๆ ในเนื้อเยื่อ (Kreft et al., 
1992) การสร๎างเอนไซม์ gelatinase ของเชื้อ E. faecalis พบวํามีสํวนชํวยในการกํอให๎เกิดความ
รุนแรงของโรคลิ้นหัวใจอักเสบในสัตว์ทดลองได๎ (Gutschik et al., 1979) 

 
6.3  Surface Adhesions (Enterococcal Surface Protein, ESP) คือ โปรตีนในชั้นผนัง

เซลล์ชั้นนอกของเชื้อ E. faecalis มีรายงานผลการทดลองวํา ESP ชํวยให๎การคงอยูํของเชื้อ            
E. faecalis ดีขึ้น ในกระเพาะปัสสาวะเนื่องจาก ESP ชํวยให๎การเกาะติดของเชื้อได๎ดีขึ้นจากการ
ทดลองการติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ (Upadhyaya et al, 2009) 

 
6.4  Aggregation Substance (AS) เป็นฟีโรโมนที่เหนี่ยวน า surface protein ของเชื้อ          

E. faecalis ท าให๎เชื้อเกาะกลุํมกัน และท าให๎เกิดการถํายทอดพลาสมิดกันโดยวิธี conjugation 
(Clewell, 1993) นอกจากนี้ยังชํวยให๎เกาะติดกับโฮสต์เซลล์ได๎ดีมากขึ้น รวมทั้งการเกาะติดกับ 
extracellular matrix (ECM) proteins และเพิ่ม hydrophobicity ให๎กับพื้นผิวเซลล์  
 

6.5  เอนไซม์ hyaluronidase เป็นเอนไซม์ที่ยํอยกรด hyaluronic ซึ่งเป็นสํวนประกอบของ
เน้ือเยื่อเกี่ยวพัน เชื้อสามารถท าลายเน้ือเยื่อ และแพรํกระจายได๎ดีลุกลามผํานชั้นเนื้อเยื่อได๎งําย (ภัทร
ชัย, 2549) 
 
 6.6  Bacteriocin สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ได๎ทั้งแบคทีเรีย
แกรมบวกและแกรมลบ เพื่อไมํให๎เกิดการแขํงขันในการแยํงสารอาหาร และการแขํงขันในการ
เจริญเติบโต (ภัทรชัย, 2549) 
 
7.  ระบาดวิทยาของเชื้อ Enterococcus spp. ท่ีดื้อต่อยา vancomycin 
 
 เชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อตํอยา vancomycin (VRE) มีรายงานการพบคร้ังแรกที่ยุโรปใน
ปี ค.ศ. 1986 (Uttley et al., 1988, 1989; Leclercq et al., 1988) ในประเทศสหรัฐอเมริกาเชื้อ VRE 
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พบที่ Midwest State ในปี ค.ศ. 1987 และที่นิวยอร์ก ระหวํางปี ค.ศ. 1988 และ 1991 (Sahm et al., 
1989; Frieden et al., 1993) ตํอมาพบวํามีการระบาดของเชื้อ VRE ในหลายๆ ประเทศทั่วโลก ได๎แกํ 
ประเทศออสเตรเลีย เบลเยียม แคนาดา เดนมาร์ก เยอรมัน อินเดีย อิตาลี เกาหลีใต๎ มาเลเซีย 
เนเธอร์แลนด์ สเปน และสวีเดน เป็นต๎น (Bogaard et al., 2000; Butay et al., 1999; Klein et al., 
1998; Leclercq, et al., 1988; Morrison, 2002; Sood et al., 2008; Song, 2005) ในชํวง 10 ปีกํอนถึง 
ค.ศ. 1998 เชื้อ VRE เพิ่มขึ้นจากน๎อยกวํา 1% เป็น 20% ในโรงพยาบาลของสหรัฐอเมริกา 
(Malathum and Murray, 1999) และจากปี ค.ศ. 1987 ถึง 1996 มีรายงานการแยกเชื้อ VRE จากผู๎ป่วย 
1,000 คนในโรงพยาบาล 93 แหํงของประเทศสหราชอาณาจักร (Morrison et al., 1997) ศูนย์
ควบคุมและป้องกันโรค (Center for Disease Control and Prevention หรือ CDC) ประเทศ
สหรัฐอเมริกา รายงานวําพบการติดเชื้อ VRE เพิ่มขึ้น 35 เทําจากผู๎ป่วยในโรงพยาบาลปี ค.ศ. 1989 
ถึง 1993 (CDC, 1993) การอุบัติขึ้นของเชื้อ VRE อาจเกิดจากการใช๎ยา vancomycin ในโรงพยาบาล
หลายแหํงของประเทศสหรัฐอเมริกา (Shlaes, 1992) ส าหรับประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อ VRE 
ในผู๎ป่วยที่โรงพยาบาลราชวิถี จากข๎อมูลต๎องแตํปี ค.ศ. 1999 ถึง 2009 พบเชื้อ VRE 1.9% และพบ
เชื้อ E. faecium 99% และ E. faecalis 1% (Thongkoom et al., 2012) 
 

มีการศึกษาพบวําฟาร์มสัตว์เป็นแหลํงกักเก็บเชื้อ VRE เนื่องจากมีรายงานในสหภาพยุโรป
วําพบเชื้อ VRE ที่แยกได๎จากสัตว์เศรษฐกิจและผลิตภัณฑ์อาหารจากสัตว์ แสดงให๎เห็นวําการพบ
เชื้อ VRE มีสาเหตุมาจากการใช๎ยา avoparcin เพื่อเรํงการเจริญเติบโตในสัตว์ (Aarestrup, 1995; 
Bager et al., 1997; Klare et al., 1995) นอกจากนี้การพบเชื้อ VRE ในอุจจาระของสัตว์ที่เพิ่มขึ้น
สามารถถํายทอดเชื้อ VRE จากสัตว์ไปสูํคนได๎อีกด๎วย (Wegener et al., 1999) ตํอมาสหภาพยุโรป
ได๎ห๎ามใช๎ยา avoparcin ในปี ค.ศ. 1997 (Casewell et al., 2003) หลังจากมีการห๎ามใช๎ยา avoparcin 
แล๎วพบวําในประเทศเดนมาร์กมีการพบเชื้อ E. faecium ที่ดื้อตํอยา vancomycin (VREM) ใน
ตัวอยํางอุจจาระของสัตว์ปีกลดลงอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติจาก 80% ในปี ค.ศ. 1995 เหลือเป็นน๎อย
กวํา 5% ในปี ค.ศ. 1998 เหมือนกับที่มีรายงานในประเทศเยอรมันพบวําความชุกของเชื้อ VRE ใน
ตัวอยํางเนื้อสัตว์ปีกลดลงจาก 100% ในปี ค.ศ. 1995 เป็น 25% ในปี ค.ศ. 1997 การลดลงของความ
ชุกของเชื้อ VRE ในตัวอยํางอุจจาระของมนุษย์ที่มีสุขภาพดีจาก 12% ในปี ค.ศ. 1994 เป็น 3% ในปี 
ค.ศ. 1997 และความชุกของเชื้อ VRE ในตัวอยํางเนื้อสัตว์ปีกลดลงจาก 15% เหลือ 8% ในประเทศ
อิตาลี (Bager et al., 1999; Klare et al., 1999; Pontosti et al., 1999)  
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อยํางไรก็ตามมีรายงานการพบความชุกของเชื้อ VRE ในระดับสูง (7.1-85%)ในฟาร์มสัตว์
หลังการยกเลิกใช๎ยา avoparcin ในประเทศนอร์เวย์ กรีซ สหรัฐอเมริกา สเปน และไต๎หวัน 
(Aarestrup, 2000; Boerlin el al., 2001; Borgen et al., 2000; Donabesian et al., 2010; Hammerum 
et al., 2004; Herrero et al., 2000; Lauderdale et al., 2007; Kotzamanidis et al., 2009 ) จากข๎อมูล
ข๎างต๎นพบวํายังพบความชุกของเชื้อ VRE อยูํมาก ถึงแม๎วํามีการประกาศห๎ามใช๎ยา avoparcin ไป
แล๎ว ซึ่งหมายความวํายังมีปัจจัยอ่ืนที่เป็นสาเหตุของการเกิดเชื้อ VRE นอกเหนือจากการใช๎ยา 
avoparcin และพบวํา VRE มีอัตราการดื้อตํอยา tetracycline หรือ ยา tylosin (กลุํม macrolides) ที่สูง
รํวมด๎วย จึงอนุมานได๎วําการใช๎ยาเหลํานี้มีสํวนเกี่ยวข๎องกับการคงอยูํของเชื้อ VRE ในฟาร์มสัตว์ 
เน่ืองจากพบวําสายพันธุกรรมที่เกี่ยวข๎องกับการดื้อยากลุํม glycopeptides, ยา กลุํม macrolides และ
ยากลุํม tetracycline อยูํใกล๎กันมากบนพลาสมิดเดียวกัน (Aarestrup, 2000; Boerlin et al., 2001; 
Hammerum et al., 2004) 
 

ส าหรับการศึกษาเชื้อ VRE ในประเทศไทยนั้น พบวํามีการศึกษาในสุนัข แมว ไกํ 
หอยแครง เนื้อสัตว์ อาหารสัตว์ สิ่งแวดล๎อม และผู๎ป่วยในโรงพยาบาล (ธงชัย และคณะ, 2544, 
2546, 2548, 2549; Thongkoom et al., 2012; Singhsuwan et al., 2006; Siriwattanachai et al., 2004) 
จากการส ารวจของ ธงชัย และคณะ (2548) ได๎ท าการตรวจสอบตัวอยํางอุจจาระจากสุนัขและแมว
ในโรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหมํ พบ เชื้อ VRE (คํา MICs 
มากกวําหรือเทํากับ 8 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) ในตัวอยํางอุจจาระสุนัข ร๎อยละ 19.5 (41 จาก 210 
ตัวอยําง) และในตัวอยํางอุจจาระแมวร๎อยละ 22.8 (26 จาก 114 ตัวอยําง) โดยเป็นเชื้อ E. faecium 
ร๎อยละ 43.3, E. faecalis ร๎อยละ 22.4, E. gallinarum ร๎อยละ 17.9, E. avium ร๎อยละ 14.9 และ        
E. duran ร๎อยละ 1.5 ทั้งนี้พบวํา E. faecium 2 ตัวอยําง (ร๎อยละ 3) มีคํา MICs มากกวํา 32 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร สํวนที่เหลือ 65 ตัวอยําง (ร๎อยละ 97) มีคํา MICs อยูํระหวําง 8-16 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และไมํพบตัวอยํางที่ดื้อตํอยา teiclplanin เลย ส าหรับการดื้อยาชนิดอ่ืนๆ 
พบวํามีอัตราการดื้อตํอยา ampicillin ร๎อยละ 56.7, ยา tetracycline ร๎อยละ 46.3, erythromycin ร๎อย
ละ 20.9, tylosin ร๎อยละ 16.4 และยา chloramphenicol ร๎อยละ 6 เนื่องจากไมํมีการใช๎ยากลุํม 
glycopeptides และ tylosin ในสุนัขและแมว ดังนั้นสาเหตุของการตรวจพบเชื้อ VRE นําจะมากจาก
อาหารส าเร็จรูปส าหรับสัตว์เลี้ยงหรือเจ๎าของเตรียมเอง รวมทั้งจากสิ่งแวดล๎อม ซึ่งผลการศึกษา
ดังกลําวได๎แสดงสถานภาพของเชื้อ VRE ในสัตว์เลี้ยงซึ่งสามารถเกี่ยวโยงกับมนุษย์และชุมชน จาก
งานวิจัยของ Siriwattanachai et al. (2004) ได๎ศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ VRE ในสุนัข แมว และ
เจ๎าของ โดยเก็บตัวอยํางอุจจาระของสุนัข แมว และเจ๎าของ จากโรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตว
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แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหวิทยาลัย โดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะที่มียา 
vancomycin ปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร พบวําสามารถแยกเชื้อ VRE ได๎ร๎อยละ 11.5 (61 
จาก 530 ตัวอยําง) ในสุนัขและแมว โดยเป็น E. faecium ร๎อยละ 26.2 (16 ตัวอยําง), E. faecalis ร๎อย
ละ 4.9 (3 ตัวอยําง),          E. gallinarum ร๎อยละ 60.7 (37 ตัวอยําง) และ E. casseliflavus ร๎อยละ 8.2 
(5 ตัวอยําง) และแยกเชื้อ VRE ได๎ร๎อยละ 71.4 (15 จาก 21 ตัวอยําง)ในเจ๎าของสุนัขและแมว โดย
เป็น E. faecium ร๎อยละ 40 (6 ตัวอยําง) และ E. gallinarum ร๎อยละ 60 (9 ตัวอยําง) เมื่อเปรียบเทียบ
แบบแผน DNA ของเชื้อ VRE ที่แยกได๎จากสุนัขกับเจ๎าของด๎วยวิธี Pulse-Field Gel Electrophoresis 
พบวําแบบแผน DNA ของเชื้อ VRE ที่แยกได๎จากสุนัขกับเจ๎าของไมํมีความสัมพันธ์กัน ดังนั้น
ความส าคัญด๎านระบาดวิทยาของเชื้อ VRE จากสัตว์เลี้ยงสุนัขสูํมนุษย์จึงอาจไมํมีนัยส าคัญทาง
สาธารณสุข 
 

ส าหรับการศึกษาความชุกของเชื้อ VRE ในไกํนั้น จากงานวิจัยของ ธงชัยและคณะ (2544) 
จากการตรวจหาเชื้อ Enterococcus spp. ในตัวอยํางอุจจาระและในเนื้อไกํพบวําสํวนใหญํ
เป็น E. fecalis คิดเป็นร๎อยละ 12-29.6 สํวน E. faecium พบเพียงร๎อยละ 0.7-6.2 และพบวํามีอัตรา
การดื้อตํอยา penicillin, chloramphenicol, kanamycin, gentamicin, tetracycline, erythromycin, 
streptomycin, nitrofurantoin และ tylosin ในเชื้อที่แยกได๎จากตัวอยํางอุจจาระไกํฟาร์มสูงกวําเชื้อที่
แยกได๎จากอุจจาระไกํบ๎าน ทั้งนี้ไมํพบเชื้อ VRE ในอุจจาระไกํแตํสามารถแยกเชื้อ VRE ในเนื้อไกํ
ซุปเปอร์มาร์เก็ตได๎ร๎อยละ 0.3 ผลจากการวิจัยดังกลําวได๎แสดงให๎เห็นวําเนื้อที่จ าหนํายแกํผู๎บริโภค
มีการปนเปื้อนของเชื้อสูงมากซึ่งอาจเกิดในขั้นตอนการฆํา การขนสํง  และการตัดแตํงเนื้อ 
นอกจากนี้การใช๎ยาต๎านจุลชีพในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์มีผลท าให๎เกิดอัตราการดื้อตํอยาสูงขึ้น 
ดังนั้นจึงควรสํงเสริมให๎มีการใช๎ยาต๎านจุลชีพอยํางรอบคอบและเหมาะสมเพื่อป้องกันและชลอ
ปัญหาเชื้อดื้อยา และงานวิจัยของ ธงชัยและคณะ (2546) ได๎ตรวจตัวอยํางอุจจาระไกํบ๎านและไกํ
ฟาร์ม พบเชื้อ E. faecalis ร๎อยละ 4 และ E. faecium ร๎อยละ 8.8 ที่ดื้อตํอยา vancomycin ในไกํบ๎าน 
และพบเชื้อ E. faecalis ร๎อยละ 2 และ E. faecium ร๎อยละ 0.8 ที่ดื้อตํอยา vancomycin ในไกํฟาร์ม  
 

ในการศึกษาความชุกของเชื้อ VRE ในสิ่งแวดล๎อมของ Singhsuwan et al. (2006) ได๎
ตรวจหาเชื้อ VRE ในสิ่งแวดล๎อมโดยอาศัยหอยแครงที่เลี้ยงอยูํบริเวณปากอําวไทย ซึ่งหอยแครง
สามารถรับเอาเศษตะกอนเข๎าไปในขณะที่กินอาหาร สามารถบอกได๎ถึงการปนเปื้อนของเชื้อ VRE 
ในสิ่งแวดล๎อมได๎ น าตัวอยํางหอยมาแยกเชื้อโดยใช๎อาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะที่มียา vancomycin 6 
ไมโครกรัมตํอมิลลิตร พบวําการใช๎หอยหนึ่งตัวเทํากับหนึ่งตัวอยํางสามารถแยกเชื้อ VRE ได๎ร๎อย
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ละ 0.36 (5 ตัวอยําง) พบวําเป็นเชื้อ E. gallinarum ทั้งหมด ซึ่งมีคํา MICs 8 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
และการรวมตัวอยํางหอย 25 กรัมเทํากับหนึ่งตัวอยําง พบเชื้อ VRE ร๎อยละ 4.3 (26 ตัวอยําง)โดย
เป็น E. faecium ร๎อยละ 57.7 (15 ตัวอยําง), E. faecalis ร๎อยละ 23.1 (6 ตัวอยําง), E. gallinarum ร๎อย
ละ 11.5 (3 ตัวอยําง) และ E. casseliflavus ร๎อยละ 7.7 (2 ตัวอยําง) การทดสอบความไวยาของเชื้อ 
VRE พบวําเชื้อ VRE ที่แยกได๎จากการนับตัวอยํางหอยหนึ่งตัวเทํากับหนึ่งตัวอยํางซึ่งเป็น              
E. gallinarum ทั้งหมดไมํมีการดื้อตํอยาต๎านจุลชีพชนิดอ่ืนๆ สํวนการรวมตัวอยํางหอย 25 กรัม
เทํากับหนึ่งตัวอยํางซึ่งเป็น E. faecium 15 ตัวอยํางพบวํามีอัตราการดื้อตํอยา erythromycin ร๎อยละ 
33.3 และดื้อตํอยา ampicillin, ยา chloramphenicol, ยา tetracycline และยา tylosin เทํากันคิดเป็น
ร๎อยละ 13.3 E. faecalis 6 ตัวอยําง พบวํามีอัตราการดื้อตํอยา erythromycin, ยา tetracycline และยา 
tylosin เทํากันคิดเป็นร๎อยละ 16.7 ไมํมีการดื้อตํอยา ampicillin และยา chloramphenicol                 
E. gallinarum พบวํามีอัตราการดื้อตํอยา erythromycin และยา tetracycline เทํากันคิดเป็นร๎อยละ 
66.7 ดื้อตํอยา chloramphenicol และ ยา tylosin เทํากันคิดเป็นร๎อยละ 33.3 และไมํดื้อตํอยา 
ampicillin และ E .casseliflavus พบวําดื้อตํอ erythromycin เพียงชนิดเดียวคิดเป็นร๎อยละ 50 ทั้งนี้ 
การตรวจหายีนดื้อยา vancomycin ของเชื้อ VRE วิธี polymerase chain reaction พบยีน vanC1 ใน 
E. gallinarum ทุกตัว และพบยีน vanC2/C3 ใน E.casseliflavus ทุกตัว และไมํพบยีน vanA และ 
vanB การที่เชื้อ VRE ที่แยกได๎จากหอยแครงมีปริมาณน๎อย มีการดื้อตํอยา vancomycin ในระดับต่ า 
แสดงให๎เหน็วํา VRE ที่พบในประเทศไทยนั้นไมํเป็นปัญหาส าคัญทางด๎านสาธารณสุข 

 
ในการศึกษาความชุกของเชื้อ VRE ในหอยแครง อาหารสัตว์ และเนื้อสัตว์ ของธงชัย และ

คณะ (2549) ได๎สุํมเก็บตัวอยํางหอยแครง จากตลาดในจังหวัดสมุทรสาคร จังหวัดสมุทรสงคราม
และกรุงเทพมหานคร ตัวอยํางเนื้อไกํ เนื้อสุกร และเนื้อโคจากตลาดและซุปเปอร์มาร์เก็ตใน
กรุงเทพมหานคร ตัวอยํางอาหารส าเร็จรูปชนิดเม็ดและชนิดเปียกบรรจุกระป๋องส าหรับสุนัข และ
ส าหรับแมว ตัวอยํางอาหารส าเร็จรูปส าหรับไกํ และส าหรับสุกร พบเชื้อ VRE (MICs มากกวําหรือ
เทํากับ 8 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) ในหอยแครง ร๎อยละ 6.6 (จาก 376 ตัวอยําง) เนื้อไกํ ร๎อยละ 5 
(จาก 100 ตัวอยําง) เนื้อสุกร ร๎อยละ 3 (จาก 100 ตัวอยําง) เนื้อโค ร๎อยละ 13 (จาก 100 ตัวอยําง) 
อาหารสุนัข ร๎อยละ 0.93 (จาก 107 ตัวอยําง) อาหารไกํ ร๎อยละ 0.89 (จาก 112 ตัวอยําง) และไมํพบ
เชื้อ VRE ในอาหารแมว (จาก 100 ตัวอยําง) และอาหารสุกร (จาก 126 ตัวอยําง) ในตัวอยําง
หอยแครงพบวําเป็นเชื้อ E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum และ E. casseliflavus จ านวน 15, 5, 
3 และ 2 ตัวอยําง ตามล าดับ ในตัวอยํางเนื้อไกํ เนื้อสุกร และเนื้อโคพบวําเป็นเชื้อ E. gallinarum,    
E. faecalis และ E. faecium จ านวน 12, 7 และ 2 ตัวอยําง ตามล าดับ ตัวอยํางอาหารสุนัขและอาหาร
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ไกํพบวําเป็นเชื้อ E. gallinarum ชนิดละหนึ่งตัวอยําง ทั้งนี้มีเพียง E. faecalis 2 ตัวอยํางเทํานั้นที่แยก
ได๎จากตัวอยํางเน้ือไกํในซุปเปอร์มาร์เก็ต มีคํา MICs ตํอยา vancomycin 32 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
และเมื่อทดสอบความไวยาตํอยาไทโคพลานินจึงสรุปได๎วําเป็นชนิด VanA เพียง 1 ตัวอยํางเทํานั้น 
ดังนั้น เชื้อ VRE ในสิ่งแวดล๎อม อาหารสัตว์และเนื้อสัตว์จึงไมํนําจะเป็นปัญหาทางสาธารณสุขใน
ประเทศไทย อยํางไรก็ดียาต๎านจุลชีพอ่ืนๆ ที่ทดสอบโดยภาพรวมพบวําเชื้อ VRE ดื้อตํอยา 
erythromycin, ยา tetracycline และยา tylosin คํอนข๎างสูง ดังนั้น จึงมีความจ าเป็นต๎องรณรงค์เร่ือง
การใช๎ยาต๎านจุลชีพอยํางรอบคอบและเหมาะสมตํอไป ทั้งในคนและในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ 

 
ในประเทศไทย พบวําจากข๎อมูลของกลุํมตรวจสอบคุณภาพเนื้อสัตว์และผลผลิตจากสัตว์ 

ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค๎าปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ พบสภาวะการปนเปื้อนเชื้อ VRE ในวงจรการ
เลี้ยงสัตว์และการผลิตสัตว์ปีก เนื้อสัตว์ปีก และผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปีกของประเทศไทย ตั้งแตํปี พ.ศ. 
2544-2547 พบวํา ในปี พ.ศ. 2544 พบเชื้อ VRE ในฟาร์มพํอแมํพันธุ์ร๎อยละ 6.54 (20 จาก 306 
ฟาร์ม) โรงฟักไขํร๎อยละ 6.8 (17 จาก 250 โรง) ฟาร์มไกํกระทงร๎อยละ 5.89 (48 จาก 815 ฟาร์ม) 
อาหารไกํ (พํอแมํพันธุ์และไกํกระทง) ร๎อยละ 2.71 (32 จาก 1,179 ตัวอยําง) น้ าใช๎ (พํอแมํพันธุ์และ
ไกํกระทง) ร๎อยละ 1.89 (32 จาก 1,696 ตัวอยําง) สวอปก๎น (cloacal swab) ร๎อยละ 10.61 (70 จาก 
660 ฟาร์ม) เน้ือสัตว์ปีกร๎อยละ 6.45 (68 จาก 1,054 ตัวอยําง) และไมํพบ VRE ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์
ปีก ในปี พ.ศ. 2545 พบเชื้อ VRE ในฟาร์มพํอแมํพันธุ์ร๎อยละ 1.41 (5 จาก 339 ฟาร์ม) โรงฟักไขํร๎อย
ละ 3.36 (8 จาก 238 โรง) ฟาร์มไกํกระทงร๎อยละ 2.82 (22 จาก 780 ฟาร์ม) อาหารไกํ (พํอแมํพันธุ์
และไกํกระทง) ร๎อยละ 0.76 (9 จาก 1,187 ตัวอยําง) น้ าใช๎ (พํอแมํพันธุ์และไกํกระทง) ร๎อยละ 0.17 
(3 จาก 1,749 ตัวอยําง) สวอปก๎น (cloacal swab) ร๎อยละ 3.29 (30 จาก 912 ฟาร์ม) เนื้อสัตว์ปีกร๎อย
ละ 0.99 (12 จาก 1,208 ตัวอยําง) และผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปีก ร๎อยละ 0.43 (2 จาก 469 ตัวอยําง) ในปี 
พ.ศ. 2546 พบเชื้อ VRE ในฟาร์มพํอแมํพันธุ์ร๎อยละ 0.27 (1 จาก 373 ฟาร์ม) ฟาร์มไกํกระทงร๎อยละ 
1.49 (13 จาก 875 ฟาร์ม) อาหารไกํ (พํอแมํพันธุ์และไกํกระทง) ร๎อยละ 0.32 (4 จาก 1,236 ตัวอยําง) 
น้ าใช๎ (พํอแมํพันธุ์และไกํกระทง) ร๎อยละ 0.05 (1 จาก 1,918 ตัวอยําง) สวอปก๎น (cloacal swab) 
ร๎อยละ 2.56 (22 จาก 858 ฟาร์ม) เน้ือสัตว์ปีกร๎อยละ 0.25 (3 จาก 1,211 ตัวอยําง) ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์
ปีก ร๎อยละ 0.17 (1 จาก 585 ตัวอยําง) ไมํพบเชื้อ VRE ในโรงฟักไขํร๎อยละ และในปี พ.ศ. 2547 พบ
เชื้อ VRE ในฟาร์มพํอแมํพันธุ์ร๎อยละ 3.31 (12 จาก 363 ฟาร์ม) โรงฟักไขํร๎อยละ 1.59 (4 จาก 251 
โรง) ฟาร์มไกํกระทงร๎อยละ 1.47 (10 จาก 678 ฟาร์ม) อาหารไกํ (พํอแมํพันธุ์และไกํกระทง) ร๎อยละ 
0.97 (11 จาก 1,130 ตัวอยําง) น้ าใช๎ (พํอแมํพันธุ์และไกํกระทง) ร๎อยละ 0.24 (4 จาก 1,656 ตัวอยําง) 
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สวอปก๎น (cloacal swab) ร๎อยละ 1.89 (15 จาก 794 ฟาร์ม) เนื้อสัตว์ปีกร๎อยละ 0.75 (8 จาก 1,070 
ตัวอยําง) และผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปีก ร๎อยละ 0.6 (3 จาก 499 ตัวอยําง) (ศศิธร, 2547) 

 
ในการศึกษาความชุกของเชื้อ VRE ในผู๎ป่วยพบวํางานวิจัยของ Thongkoom et al. (2012) 

ได๎ท าการตรวจหาเชื้อ VRE จากผู๎ป่วยที่โรงพยาบาลราชวิถี จากข๎อมูลตั้งแตํปี ค.ศ. 1999 ถึง 2009 
พบเชื้อ VRE ร๎อยละ 1.9 (201 จาก 10,470 ตัวอยําง) ทั้งนี้เป็นเชื้อ E. faecium ร๎อยละ 99 (199 จาก 
201 ตัวอยําง และ E. faecalis ร๎อยละ 1 (2 จาก 201 ตัวอยําง) เมื่อพิจารณาเป็นรายปีพบวํา พบเชื้อ 
VRE ร๎อยละ 1.8 ในปี ค.ศ 1999, ร๎อยละ 3.3 ในปี ค.ศ 2000, ร๎อยละ 5.1 ในปี ค.ศ 2001, ร๎อยละ 1 
ในปี ค.ศ 2002, ร๎อยละ 0 ในปี ค.ศ 2003 และ 2004, ร๎อยละ 1.1 ในปี ค.ศ 2005, ร๎อยละ 4.7 ในปี 
ค.ศ 2006, ร๎อยละ 1.9 ในปี ค.ศ 2007, ร๎อยละ 2.2 ในปี ค.ศ 2008 และร๎อยละ 0.9 ในปี ค.ศ 2009 
ทั้งนี้พบวํา VRE 71 isolates มีฟีโนไทป์เป็น VanA ซึ่งประกอบด๎วย E. faecium 69 isolates และ     
E. faecalis 2 isolates นอกจากนี้มี 130 isolates มีฟีโนไทป์เป็น VanB ซึ่งเป็น E. faecium ทั้งหมด 
VRE พบมากที่สุดในปัสสาวะ ร๎อยละ 64.2 รองลงมาคือ หนอง ร๎อยละ 21, เลือด ร๎อยละ 9, ชํอง
คลอด ร๎อยละ 3.5 และเสมหะ ร๎อยละ 1.4 ทั้งนี้พบวํามีอัตราการพบผู๎ป่วยที่พบ VRE ใน
โรงพยาบาล (ร๎อยละ 99) มากกวําผู๎ป่วยนอกโรงพยาบาล (ร๎อยละ 1) อยํางมีนัยส าคัญส าคัญทาง
สถิต ิ

 
 ส าหรับสัตว์เศรษฐกิจอยํางสุกร พบวํายังไมํมีรายงานเชื้อ VRE ในอุจจารระสุกรใน

ประเทศไทยมากํอน และจากข๎อมูลดังกลําวแสดงให๎เห็นวําประเทศไทยมีแหลํงของเชื้อ VRE ทั้งใน
โรงพยาบาลและนอกโรงพยาบาล  

47 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 
 

 1.  ตัวอยํางอุจจาระสุกร 
  

ในการศึกษานี้เก็บตัวอยํางอุจจาระด๎วยวิธีป้ายที่ก๎น (rectal swab) แล๎วใสํในขวดที่บรรจุ
อาหารน าสํง Cary-Blair transport medium (OxoidTM Ltd., Hampshire, UK)  

 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

      2.1  Mueller-Hinton broth (OxoidTM) 
      2.2  Mueller-Hinton agar (OxoidTM) 
      2.3  Mueller-Hinton agar No. II (AcumediaTM) 
      2.3  Heart infusion broth (BactoTM Becton Dickinson, USA) 
      2.4  Brain heart infusion agar (BactoTM) 
      2.5  EnterococcoselTM agar (BBLTM) 
      2.6  Tryptic soy agar (DifcoTM Becton, Dickinson and Company Spark MD, USA) 
      2.7  Tryptic soy broth (BactoTM) 
 
 3.  อุปกรณ์ 
 

     3.1  ไม๎พันส าลี (cotton swab) 
      3.2  ปากคีบ (forcep) 
      3.3  ถุงพลาสติก 
      3.4  ถุงมือยาง 
      3.5  ไม๎จิ้มฟัน 
      3.6  ถุงพลาสติก 
      3.7  ตะเกียงแอลกอฮอล 
      3.8  Speader 
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      3.9  ช๎อนพลาสติก 
      3.10 จานเพาะเชื้อ 
      3.11 เข็มเขี่ยเชื้อ 
      3.12 กระบอกตวง 
      3.13 สไลด  
      3.14 Automatic pipette พรอม tip 
 

4.  เคร่ืองมือ 
 

      4.1  หม๎อน่ึงความดันไอน้ า (autoclave) 
      4.2  เคร่ืองบํมเชื้อ (incubater)  
      4.3  ตู๎ปลูกถํายเชื้อ (microflow laminar flow) 
      4.4  ตู๎อบฆําเชื้อแบบแห๎ง (hot air oven) 
      4.5  เคร่ืองชั่งสาร 
      4.6  เคร่ืองหมุนปั่นเหวี่ยง 
      4.7  ไมโครเวฟ 

     4.8  กลองจุลทรรศน 
     4.9  เคร่ืองหมุนปั่นเหวี่ยง 

 
5.  อุปกรณ์เคร่ืองแก๎ว 

 
      5.1  บีกเกอร์ (beaker) 
      5.2  ปิเปต (measuring pipet) 
      5.3  หลอดทดลอง (test tube) 
      5.4  ขวดรูปชมพูํ (flask) 
      5.5  ขวดแก๎ว 
 

6.  สารเคมี 
 

      6.1  สารละลาย McFarland No. 0.5 
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      6.2  Sodium pyruvate (Sigma-AlarichTM, St. Louis, MO, USA) 
      6.3  Vancomycin hydrochloride (Sigma-AlarichTM) 
      6.4  Decarboxylase base moeller (DifcoTM) 
      6.5  L-arginine monohydrochloride (Sigma-AlarichTM) 
      6.6  ยา vancomycin 30 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
      6.7  Phenol red broth base (BactoTM) 
      6.8  Potassium tellurite hydrate (Sigma-AlarichTM) 
      6.9  Bromocresol purple (Sigma-AlarichTM) 
      6.10 Methyl-α-D-glycopyranoside (Sigma-AlarichTM) 
      6.11 L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide (PYR) (OxoidTM) 
      6.12 Leucine-β-naphthylamide (LAP) (OxoidTM) 
      6.13 Luria-Bertani broth 
      6.14 Cary-Blair transport medium (OxoidTM) 

      6.15 Mannitol (May&BakerTM Ltd. Dagenham, UK) 
     6.16 L-Sorbose (BDHTM  Chemicals Ltd., Poole, UK) 
     6.17 Arabinose (BactoTM) 
     6.18 D-Sorbital (BactoTM) 
     6.19 Raffinose (BactoTM) 
     6.20 Sucrose (MERCKTM Darmstadt, Germany) 
     6.21 Bromocresol blue (BDHTM ) 
      6.22 สาร 3 % H2O2 

     6.23 ยา ampicillin 10 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.24 ยา vancomycin 30 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.25 ยา teicoplanin 30 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.26 ยา tetracycline 30 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.27 ยา ciprofloxacin 5 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.28 ยา nitrofurantoin 300 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.29 ยา rifampin 5 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.30 ยา chloramphenicol 30 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.31 ยา quinupristin-dalfopristin 15 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
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     6.32 ยา linzolid 30 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.33 ยา fosfomycin 200 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.34 ยา gentamycin 120 ไมโครกรัม (OxoidTM) 
     6.35 ชุดสารเคมีย๎อมสีแกรม 
 
7.  เชื้อแบคทีเรียอ๎างอิงมาตรฐาน 

 
      7.1  Enterococcus faecalis ATCC 14506 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แหํงประเทศไทย 
      7.2  Enterococcus faecalis ATCC 29212 จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
กระทรวงสาธารณสุข 
      7.3  Enterococcus faecalis ATCC 51299 จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
กระทรวงสาธารณสุข 
      7.4  Staphylococcus aureus ATCC 25923 ได๎รับความอนุเคราะห์จากหนํวยชันสูตรโรค
สัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ (ก าแพงแสน) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
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วิธีการ 
 

1.  การคัดเลือกฟาร์มสุกร 
 
 ในการคัดเลือกฟาร์มสุกรคัดเลือกจากทะเบียนมาตรฐานฟาร์มสุกรที่ขึ้นไว๎กับกรมปศุสัตว์
ในเขตภาคกลางซึ่งได๎แกํ จังหวัดสุพรรณบุรี ลพบุรี ราชบุรี และสระบุรี โดยมีข๎อมูลการให๎ยา
ปฏิชีวนะจากการควบคุมโดยนายสัตวแพทย์คนเดียวกัน มีการให๎ยาเป็นไปตามมาตรฐานและใน
ปริมาณที่เหมาะสม ซึ่งได๎ท าคัดเลือกจังหวัดละ 1 ฟาร์ม รวม 4 ฟาร์ม ในชํวงปี พ.ศ. 2554 โดยทุก
ฟาร์มต๎องมีลูกสุกร สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกร และมีการเก็บข๎อมูลการใช๎ยาปฏิชีวนะในสุกรด๎วย 
ฟาร์มที่ได๎เก็บตัวอยํางเป็นฟาร์มขนาดเล็ก 2 ฟาร์ม และฟาร์มขนาดใหญํ 2 ฟาร์ม ซึ่งจ านวนการเก็บ
ตัวอยํางทั้งหมดแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางท่ี 4  ฟาร์มตัวอยําง แสดงขนาดของฟาร์ม ที่ตั้ง ชํวงอายุสุกรที่เก็บ และจ านวนตัวอยํางที่เก็บ

ในแตํละฟาร์ม 
 
ฟาร์ม
ตัวอย่าง 

    จังหวัด ขนาดฟาร์ม      ลูกสุกร  
(3-4 สัปดาห)์ 

      สุกรขุน 
(21-24 สัปดาห์) 

แม่พันธุ์สุกร 
 

   รวม 

    A ลพบุรี      500 15 14 13 42 
    B สระบุรี      400 15 15 14 44 
    C ราชบุรี   4,000 16 16 16 48 
    D สุพรรณบุรี   1,200 15 15 15 45 
  รวม   61 60 58 179 
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2.  การเก็บตัวอย่างอุจจาระของสุกรด้วยวิธีป้ายท่ีก้น (Rectal swabs) 
 

2.1  ใช๎ไม๎พันส าลีที่ปราศจากเชื้อป้ายสอดไปบริเวณก๎นสุกรให๎ลึกเข๎าไปประมาณ 2-4 
เซนติเมตร แล๎วหมุนไม๎พันส าลีเบาๆ ให๎ให๎สัมผัสกับผนังของเยื่อบุทวารหนักให๎มากที่สุด จนติด
อุจจาระสุกรมาด๎วย หากไมํมีสีอุจจาระติดอยูํกับไม๎พันส าลี ให๎ท าใหมํซ้ าอีกครั้ง 

 
2.2  น าไม๎พันส าลีใสํในขวดที่บรรจุอาหารน าสํง Cary-Blair transport medium (OxoidTM) 

แล๎วหมุนปิดฝาให๎แนํน เก็บไว๎ในกลํองโฟมที่แชํน้ าแข็ง หรือแชํตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เพื่อเตรียมเพาะแยกเชื้อภายใน 24 ชั่วโมง 

 
3.  การเก็บตัวอย่างอุจจาระของสุกรด้วยวิธีปกติ (Stool specimens) 
 
 การเก็บตัวอยํางอุจจาระของสุกรด๎วยวิธีปกติในการศึกษานี้ใช๎ส าหรับการเก็บตัวอยําง
เฉพาะแมํพันธุ์สุกรเทํานั้นมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ vancomycin resistant 
enterococci (VRE) ในแมํพันธุ์สุกรระหวํางการเก็บอุจจาระด๎วยวิธี rectal swab และวิธีการเก็บ
อุจจาระสุกรปกติแล๎วน ามาชั่งน้ าหนัก 
 
 3.1  เก็บอุจจาระที่สุกรเพิ่งถํายลงบนพื้น โดยเก็บบริเวณสํวนบนที่ไมํมีการสัมผัสกับพื้น 
หรือสวมถุงมือที่สะอาดแล๎วเก็บอุจจาระโดยการล๎วงจากบริเวณชํองทวารของสุกร 
 

3.2  น าอุจจาระใสํในกลํองพลาสติกที่ปราศจากเชื้อ ปิดฝาให๎แนํนแล๎วเก็บไว๎ในกลํองโฟม
ที่แชํน้ าแข็ง เพื่อเตรียมเพาะแยกเชื้อภายใน 24 ชั่วโมง 
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4.  การเพาะแยกเชื้อ และคัดกรองเชื้อ VRE เบื้องต้นจากตัวอย่างอุจจาระสุกร 
 

4.1  ส าหรับการเก็บโดยวิธี rectal swab ผสมอุจจาระที่ติดกับไม๎พันส าลี ขนาดประมาณ 0.5 
กรัม ใน maximum recovery diluent (MRD) 4.5 มิลลิลิตร ส าหรับการเก็บด๎วยวิธีปกติ ชั่งน้ าหนัก
อุจจาระ 1 กรัม ใน MRD 9 มิลลิลิตร แล๎วเจือจางให๎ได๎ความเข๎มข๎นตํางๆ ซึ่งจากการทดลอง
เบื้องต๎นได๎ท าความเข๎มข๎นที่ 10-1 ถึง 10-6 ซึ่งพบวําความเข๎มข๎นที่เหมาะสมส าหรับการเพาะแยกเชื้อ 
คือ 10-1 10-2 และ 10-3 

 
4.2  ผสมให๎เข๎ากัน ดูดสารละลายที่ได๎มา 0.1 มิลลิลิตร ลงบน bile-esculin azide agar หรือ 

EnterococcoselTM agar (BBLTM) ที่มียา vancomycin (Sigma-AlarichTM) ปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร หรือเรียกสั้นๆวํา ECVA และในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมํใสํยา หรือ ECA ท าการเกลี่ย (spread) 
สารละลายให๎ทั่วบนผิววุ๎นจนแห๎ง และท าการบํมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง 

 
4.3  สังเกตโคโลนี ที่รอบๆ มีโซนสีด า หรือน้ าตาลเข๎ม คัดเลือกโคโลนีดังกลําว แล๎วน ามา

เขี่ยเชื้อ (streak) ลงบน ECA และ ECVA อีกคร้ัง บํมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง ท าจนได๎เชื้อบริสุทธิ์ 

 
4.4  ท าการเขี่ยเชื้อลงบน Tryptic soy agar (DifcoTM) บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง เพื่อเตรียมเก็บเชื้อ เลือกโคโลนีมาทดสอบทางชีวเคมีเบื้องต๎น คือ การทดสอบ 
catalase และการย๎อมสีแกรม Enterococcus spp. ติดสีเป็น gram-positive cocci และให๎ผลการ
ทดสอบ catalase เป็นลบ 

 
4.5  เก็บเชื้อใน Luria-Bertani broth ที่มี glycerol 20% ที่ -80 องศาเซลเซียส 
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5.  การพิสูจน์เชื้อในระดับจีนัสด้วยวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
  
 เชื้อในจีนัส Enterococcus spp. มีคุณสมบัติทางชีวเคมี ดังนี้ คือ สามารถเจริญเติบโตใน
ความเข๎มข๎นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 6.5% สามารถเจริญเติบโตในอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
สามารถสลาย bile esculin สามารถสลายสาร leucine-β-naphthylamide (LAP) โดยสร๎างเอนไซม์ 
leucine aminopeptidase (LAPase) สามารถสลายสาร L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide (PYR) โดย
เชื้อสร๎างเอนไซม์ pyrrolidonyl arylamidase (PYRase) (Teixeira et al., 2007) เชื้อแบคทีเรียอ๎างอิง
มาตรฐานที่ใช๎ในการทดสอบคร้ังนี้ คือ Enterococcus faecalis ATCC 14506 
 

5.1  การทดสอบการเจริญเติบโตในความเข๎มข๎นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 6.5% (6.5% 
salt broth test) 
 

5.1.1  เลือกโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อที่เพาะเลี้ยงบน TSA ใสํลงไปใน 6.5% salt broth 
(0.1% bromocresol purple 6.5% NaCl และ 0.5% glucose ใน heart-infusion broth) 

 
5.1.2  บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะปกติ ดูผลคร้ังแรกที่ 24 ชั่วโมง และ 

48 ชั่วโมง ตัวอยํางใดที่ให๎ผลลบดูผลอีกคร้ังที่เวลา 7 วัน สารละลายเปลี่ยนจากสีมํวงเป็นสีเหลือง
ให๎ผลบวกตํอการทดสอบนี้ 

 
5.2  การทดสอบการเจริญเติบโตในอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

 
5.2.1  เลือกโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อใสํลงไปในหลอดสารละลาย (0.1% bromocre sol 

puple และ 0.5% glucose ใน heart-infusion broth) 
 

5.2.2  บํมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยเคร่ือง water bath ดูผลตั้งแตํ 1-7 
วัน สารละลายเปลี่ยนจากสีมํวงเป็นสีเหลืองให๎ผลบวกตํอการทดสอบนี้ 

 
5.3  การทดสอบการเจริญเติบโตใน bile-esculin azide agar (BBLTM) 

 
5.3.1  เขี่ย (streak)โคโลนีของเชื้อลงบน bile-esculin azide agar  
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5.3.2 บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบวํามีโซนสีด าขึ้นรอบๆ 
โคโลนีของเชื้อ แสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ 
 

5.4  การทดสอบ L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide (PYR) (OxoidTM ) 
 

ท าตามค าแนะน าของบริษัท OxiodTM โดยมีวิธีการ ดังนี ้
 

5.4.1  ใช๎ forcep หยิบแผํน PYR disc วางบนสไลด์ที่สะอาด ปราศจากความชื้น 
 

5.4.2  ท าให๎ PYR disc เกิดความชื้นด๎วยการใช๎น้ ากลั่นปริมาณ 5-10 ไมโครลิตร ใสํลง
บน PYR disc โดยใช๎ micropipette หรือ inoculating loop 

 
5.4.3  ใช๎ไม๎ขนาดเล็กหรือ inoculating loop ที่ปราศจากเชื้อ เขี่ยโคโลนีที่มีอายุ

ประมาณ 18-24 ชั่วโมง บนอาหารเลี้ยงเชื้อจ านวนมากมาบดขยี้บน PYR disc 
 

5.4.4  ทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 2 นาที 
 

5.4.5  หยด PYR reagent 1 หยดลงบน PYR disc 
 

5.4.6  ทิ้งไว๎เป็นเวลา 1 นาที พบสีชมพูถึงสีแดงภายใน 1 นาทีหลังจากหยด color 
developer แสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ พบสีครีม เหลือง หรือไมํเปลี่ยนสีภายใน 1 นาที 
แสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ 
 

5.5  การทดสอบ leucine-β-naphthylamide (LAP) (OxoidTM ) 
 

ท าตามค าแนะน าของบริษัท OxiodTM โดยมีวิธีการ ดังนี้ 
 

5.5.1  ใช๎ forcep หยิบแผํน LAP disc วางบนสไลด์ที่สะอาด ปราศจากความชื้น 
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5.5.2  ท าให๎ LAP disc เกิดความชื้นด๎วยการใช๎น้ ากลั่นปริมาณ 5-10 ไมโครลิตร ใสํลง
บน LAP disc โดยใช๎ micropipette หรือ inoculating loop 

 
5.5.3  ใช๎ไม๎ขนาดเล็กหรือ inoculating loop ที่ปราศจากเชื้อ เขี่ยโคโลนีที่มีอายุ

ประมาณ 18-72 ชั่วโมง บนอาหารเลี้ยงเชื้อบดขยี้บน LAP disc  
 

5.5.4  ทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 5 นาที 
 

5.5.5  หยด LAP reagent 1 หยดลงบน LAP disc 
 

5.5.6  ทิ้งไว๎เป็นเวลา 1 นาที พบสีชมพูถึงสีแดงภายใน 1 นาทีหลังจากหยด color 
developer แสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ พบสีครีม เหลือง หรือไมํเปลี่ยนสีภายใน 1 นาที 
แสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ 

 
6.  การพิสูจน์เชื้อในระดับสปีชีส์ด้วยวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
 
 ในการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีในระดับสปีชีส์ โดยท าการทดสอบคาร์โบไฮเดรต 
(mannitol, sorbose, arabinose, sorbital, raffinose, sucrose และ methyl-α-D-glycopyranoside) การ
ทดสอบ arginine การทดสอบการทนตํอ tellurite การทดสอบการเคลื่อนที่ของเชื้อ การดูสีโคโลนี 
และ การทดสอบ pyruvate (Facklam and Elliott, 1995; Teixeira et al., 2007) เชื้อแบคทีเรียอ๎างอิง
มาตรฐานที่ใช๎ในการทดสอบคร้ังนี้ คือ Enterococcus faecalis ATCC 14506 
 

6.1  การทดสอบการสร๎างกรดในคาร์โบไฮเดรต  (Acid formation in carbohydrate broths) 
 
 คาร์โบไฮเดรตที่ใช๎ทดสอบในการทดลองคร้ังนี้ ได๎แกํ mannitol (May&BakerTM), sorbose 

(BDHTM), arabinose (BactoTM), sorbital (BactoTM), raffinose (BactoTM) และ sucrose (MERCKTM) 
 

6.1.1  เขี่ยโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อลงในหลอดที่มีคาร์โบไฮเดรต (0.1% bromocresol 
purple และ 1% carbohydrates ใน heart-infusion broth)  
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6.1.2  บํมที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ดูผลตั้งแตํ 1-14 วัน พบสารละลายเปลี่ยน
จากสีมํวงเป็นสีเหลืองภายใน 14 วันหลังการบํมเชื้อ แสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ พบ
สารละลายไมํเปลี่ยนสีแสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ  

 
6.2  การทดสอบการก าจัดหมูํอะมิโนของ arginine (Deamination of arginine)  

 
 การทดสอบการก าจัดหมูํอะมิโนของ arginine (deamination of arginine) น ามาทดสอบใน 
Moeller’s decarboxylase base medium (DifcoTM) บางสปีชีส์ที่ให๎ผลบวกตํอการทดสอบแสดงวํามี
ปฎิกิริยา alkaline เกิดขึ้นเนื่องจากมีการหลั่งของ NH3 (Facklam and Elliott, 1995) 
 

6.2.1  เขี่ยโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อลงในหลอดทดลองที่มี arginine ใน Moeller’s 
decarboxylase base medium (DifcoTM) (0.05% L-arginine hydrochloride และ 0.025% agar ใน 
Moeller’s decarboxylase base medium)  
 

6.2.2  บํมที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ดูผลภายใน 7 วัน พบสารละลายเปลี่ยนจาก

สีเหลืองเป็นสีมํวงเข๎ม หลังการบํมเชื้อ แสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ พบสารละลายไมํเปลี่ยน

สี แสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ  

 

6.3  การทดสอบการทนตํอ tellurite (Tellurite tolerance test)  
 
การทดสอบการทนตํอ tellurite น ามาทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่มี 0.04% 

potassium tellurite โดยการใช๎ potassium tellurite hydrate (Sigma-AlarichTM) การเตรียมสามารถ
เตรียมทั้งในหลอดทดลอง หรือในจานเพาะเชื้อ (Facklam and Elliott, 1995) 
 

6.3.1  เขี่ยโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อลงบน 0.04% tellurite agar (1% agar, 5% bovine 

blood, 0.04% potassium tellurite solution ใน heart-infusion broth, pH 6) 
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6.3.2  บํมที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ดูผลภายในเวลา 7 วัน พบโคโลนีสีด าหลัง

การบํมเชื้อแสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ โดย E. faecalis ให๎ผลบวกตํอการทดสอบ สปีชี่ส์

อ่ืนๆ ให๎โคโลนีสีเทา ซึ่งเป็นผลลบ หรือไมํเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อนี ้

 

6.4  การทดสอบการเคลื่อนที่ของเชื้อ (Motility test) 
 

6.4.1  เขี่ยโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อด๎วย needle แทงลงในเนื้อวุ๎นที่ใช๎ทดสอบการ
เคลื่อนที ่(1% tryptone และ 0.35% agar) 
 

6.4.2  บํมที่อุณหภูมิระหวําง 25-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง พบวํามีการ

เคลื่อนที่ของเชื้อภายใน 24-48 ชั่วโมงหลังการบํมเชื้อแสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ พบวําไมํมี

การเคลื่อนที่ของเชื้อภายใน 24-48 ชั่วโมงแสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ  

6.5  การดูสีของโคโลนี (Pigmentation test) 
 

6.5.1  เขี่ยโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar 

 

6.5.2  บํมที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาพแวดล๎อมที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ โดยใสํใน candle jar เมื่อน าไม๎พันส าลีป้ายที่โคโลนีของเชื้อ 24 ชั่วโมงหลัง

การบํมเชื้อ พบโคโลนีสีเหลือง แสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ พบโคโลนีสีครีม ขาว และเทา 

แสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ  
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6.6  การทดสอบ pyruvate (Pyruvate utilization test) 
 

6.6.1  เขี่ยโคโลนีบริสุทธิ์ของเชื้อลงในหลอดทดลองที่มี pyruvate (2.5% tryptone, 
0.5% yeast extract, 0.5% K2HPO4, 0.5% NaCl, 1% sodium salt of pyruvic acid, 0.004% 
bromothymol blue และ pH 7.2-7.4) 
 

6.6.2  บํมที่อุณหภูม ิ35±2  องศาเซลเซียส และดูผลภายในเวลา 7 วัน พบสารละลาย
เปลี่ยนจากสีเขียวหรือสีเขียวเหลืองเป็นสีเหลืองหลังการบํมเชื้อ แสดงวําให๎ผลบวกตํอการทดสอบ 
พบสารละลายไมํเปลี่ยนสี แสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ  
 

6.7  การทดสอบ methyl-α-D-glycopyranoside (Methyl-α-D-glycopyranoside test) 
 

6.7.1  เ ขี่ ย โ ค โลนี บ ริ สุ ท ธิ์ ข อ ง เ ชื้ อ ล ง ใ นหลอดทดลอ งที่ มี  methyl-α-D-
glycopyranoside (2.5% methyl-α-D-glycopyranoside ใน phenol red broth base) 
 

6.7.2  บํมที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง พบสารละลาย
เปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีเหลืองภายใน 24-48 ชั่วโมงหลังการบํมเชื้อแสดงวําให๎ผลบวกตํอการ
ทดสอบ พบสารละลายไมํเปลี่ยนสีแสดงวําให๎ผลลบตํอการทดสอบ  

 
คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Enterococcus spp. ในแตํละสปีชีส์ ดังแสดงในตารางที่ 5 

 



ตารางท่ี 5  แสดงคุณสมบัติทางกายภาพของเชื้อ Enterococcus spp. ในแตํละสปีชีส์  

 

สปีชีส์ ลักษณะคุณสมบัติที่ตรวจพบไดข้องเชื้อa 

MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU MGP 

กลํุมที่ 1             

E. avium + + - + + - - - - + + V 

E. raffinosus + + - + + + - - - + + V 

E. gilvus + + - - + + - - + + + - 

E. Pallens + + - - + + - - + + - + 

E. saccharolyticusb + + - - + + - - - + - + 

E. malodoratus + + - - + + - - - + + V 

E. pseudoavium + + - - + - - - - + + + 

“E. hawaiiensis” + + - - + - - - - - + - 
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ตารางท่ี 5 (ตํอ) 

 

สปีชีส์ ลักษณะคุณสมบัติที่ตรวจพบไดข้องเชื้อa 

MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU MGP 

กลํุมที่ 2             

E. faecium +c - + + V V - - - +c - - 

E. casseliflavus + - +c + V + -c +c +c + V + 

E. gallinarum + - +c + - + - +c - + - + 

E. mundtii + - + + V + - - + + - - 

E. faecalis +c - +c - + - + - - +c + - 

E. haemoperoxidusb +d - +d - - - - - - + - + 

“E. sanguinicola” + - + - - - +e - - + - - 

Lactococcus sp. + - + - - - - - - V - - 
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ตารางท่ี 5 (ตํอ) 

 

สปีชีส์ ลักษณะคุณสมบัติที่ตรวจพบไดข้องเชื้อa 

MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU MGP 

กลํุมที่ 3             

E. hirae - - + - - + - - - + - - 

E. durans - - + - - - - - - - - - 

E. ratti - - + - - - - - - - - - 

E. villorum - - + - - - - - - - - - 

กลํุมที่ 4             

E. cecorumb - - - - - + - - - + + - 

E. phoeniculicolab - - - + - + - - - + - + 

E. sulfureus - - - - - + - - + + - + 
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ตารางท่ี 5 (ตํอ) 

 

สปีชีส์ ลักษณะคุณสมบัติที่ตรวจพบไดข้องเชื้อa 

MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU MGP 

กลํุมที่ 4             

E. asinib - - - - - - - - - + - - 

E. caccae - - - - - - - - - + + +d 

กลํุมที่ 5             

E. canisb + - - + - - - - - + + + 

E. columbaeb + - - + + + - - - + + - 

E. moraviensisb + - - + - - - - - + + + 

E. hermanniensis + - - - - - - - - - - - 

E. italicus V - - - V - - - - + + + 
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ตารางท่ี 5 (ตํอ) 
 
หมายเหตุ aค ายํอและสัญลักษณ์: MAN, mannitol; SOR, sorbose; ARG, arginine; ARA, arabinose; SBL, sorbitol; RAF, raffinose; TEL, 0.04% tellurite; 

MOT, motility; PIG, pigment; SUC, sucrose; PYU, pyruvate; MGP, methyl-α-D-glycopyranoside; + 90% หรือมากกวําของสายพันธุ์ให๎ผลบวก; 

-, 90% หรือมากกวําของสายพันธุ์ให๎ผลลบ; V, ความแปรปรวน (11-89% ให๎ผลบวก) 

bลักษณะคุณสมบัติที่ตรวจพบได๎จากข๎อมูลประเภทสายพันธุ์ 

cการยกเว๎นเป็นกรณีพิเศษ (<3% ของสายพันธุ์ที่แสดงปฎิกิริยาผิดปกติ) 

dให๎ผลบวกช๎ากวําปกติ (3 วันหลังการบํมเชื้อหรือมากกวํานี้) 

eเกิดปฎิกิริยาอํอน 
ท่ีมา: Teixeira et al. (2007) 
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7.  การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) โดย 
disc diffusion technique  
 
 ใช๎การทดสอบโดยวิธี Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช๎ใน
ห๎องปฏิบัติการ และเป็นวิธีที่ Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) แนะน าให๎ใช๎ 
เนื่องจากเป็นวิธีที่งําย สะดวก และรวดเร็ว เชื้อ VRE 1 isolate ที่แยกได๎ ท าสองซ้ าในการทดสอบ
ส าหรับยาในแตํละตัว 
 
 ยาที่ใช๎ทดสอบในการทดลองนี้ได๎แกํยา ampicillin 10 ไมโครกรัม (AMP), ยา vancomycin 
30 ไมโครกรัม (VA), ยา teicoplanin 30 ไมโครกรัม (TEC), ยา tetracycline 30 ไมโครกรัม (TE), ยา 
ciprofloxacin 5 ไมโครกรัม (CIP), ยา nitrofurantoin 300 ไมโครกรัม (F), ยา rifampin 5 ไมโครกรัม 
(RD), ยา chloramphenicol 30 ไมโครกรัม (C), ยา quinupristin-dalfopristin 15 ไมโครกรัม (QD), 
ยา linezolid 30 ไมโครกรัม (LZD), ยา fosfomycin 50 ไมโครกรัม (FOS), ยา streptomycin 300 
ไมโครกรัม (ระดับสูง) (S) และยา gentamicin 120 ไมโครกรัม (ระดับสูง) (CN) disc ยาที่ใช๎
ทดสอบทั้งหมดเป็นผลิตภัณฑ์จากบริษัท OxoidTM เชื้อแบคทีเรียอ๎างอิงมาตรฐานที่ใช๎ในการ
ทดสอบครั้งนี้ คือ Staphylococcus aureaus ATCC 25923 
 

วิธีการทดสอบ 
 
7.1  วาง disc ยาที่ใช๎ทดสอบไว๎ที่อุณหภูมิห๎องกํอนทดสอบ 

 
7.2  การเตรียมแบคทีเรียที่ใช๎ทดสอบ ใช๎แบคทีเรียที่มีอายุไมํเกิน 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนี

บริสุทธิ์ของเชื้อ 2-3 โคโลนีในอาหารเหลว Mueller Hinton broth (OxoidTM)โดยความเข๎มข๎นของ
เชื้อน าไปปรับความขุํนเทียบกับสารละลาย McFarland No. 0.5 

 
7.3  ใช๎ไม๎พันส าลีที่ปราศจากเชื้อชุบแบคทีเรียที่ปรับความขุํนไว๎แล๎ว บิดให๎แห๎งพอหมาดๆ 

กับข๎างหลอดทดลอง จากนั้นท าการเกลี่ยท ามุม 60 องศา 3 คร้ัง ให๎ทั่วบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller 
Hinton agar (OxoidTM) และวนรอบบริเวณขอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไว๎ประมาณ 3-5 นาทีเพื่อให๎
สํวนของผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อแห๎ง แตํห๎ามทิ้งไว๎เกิน 15 นาที 
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7.4  ใช๎ปากคีบที่เผาฆําเชื้อแล๎วคีบ disc ยาออกมา 1 อันวางบนเพลทที่เพาะเชื้อไว๎ดังกลําว 
แล๎วใช๎ปลายปากคีบแตะย้ าให๎แนํใจวํา disc ยาติดบนอาหาร การวางต าแหนํงของ disc ยาให๎
ประมาณเนื้อที่ระหวําง disc ยาให๎เหมาะสม ให๎ระยะหํางจากขอบเพลทอยํางน๎อย 15 มิลลิเมตร เพื่อ
ความสะดวกในการวัดเส๎นผํานศูนย์กลางของ inhibition zone เสร็จแล๎วน าจานเพาะเชื้อไปบํมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ส าหรับยาที่ใช๎ทดสอบชนิดอ่ืนๆ ยกเว๎นยา 
vancomycin ตัวเดียวที่อํานผลที่เวลา 24 ชั่วโมง 

 
วิธีการอํานผล 
 
การอํานผล ให๎วัดขนาดของโซนใสที่เกิดขึ้นซึ่งเป็นบริเวณที่เชื้อถูกยับยั้งการเจริญเติบโต 

(inhibition zone) โดยวัดจากขอบโซนหน่ึงไปยังขอบโซนหนึ่ง ของบริเวณที่ไมํมีแบคทีเรียขึ้น โดย
ให๎ผํานจุดศูนย์กลางของ paper disc ท าการวัดสองคร้ัง แล๎วบันทึกหนํวยเป็นมิลลิเมตร  

 
วิธีการแปลผล 
 
การแปลผลน าขนาดของ inhibition zone เปรียบกับตารางการแปลผลตาม Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011) ส าหรับยาทุกชนิดที่ใช๎ทดสอบ ยกเว๎น ยา fosfomycin 
50 ไมโครกรัม ดูผลตาม Deutsches Institut für Normung e.V. (DIN 58940) 

 
8.  การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) โดย 
double disc diffusion technique (CLSI, 2009) 
 

วิธี double disc diffusion technique เป็นวิธีที่ใช๎ในการทดสอบเชื้อเพื่อหาสายพันธุ์ที่ดื้อยา 
กลุํม macrolides, lincosamides และ streptogramins B (MLSB)โดยใช๎ disc ยา erythromycin 15 
ไมโครกรัม และยา clindamycin 2 ไมโครกรัม (OxoidTM) เป็นตัวแทนในการทดสอบ ซึ่งวิธีนี้เป็น
วิธีที่ Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) แนะน าให๎ใช๎ เนื่องจากเป็นวิธีที่งําย 
สะดวก และรวดเร็ว การดื้อตํอยากลุํม MLSB ทั้งหมดเป็นรูปแบบการด้ือที่สามารถคาดเดาได๎วํามียีน 
erythromycin resistance methylase (erm) และพบวํามีโอกาสเป็นทั้งการดื้อยาที่เกิดขึ้นตลอดเวลา
โดยไมํมีการถูกกระตุ๎นด๎วยยา (constitutive resistance) และการถูกกระตุ๎นด๎วยยา (inducible 
resistance) ซึ่งกลไกการดื้อยากลุํม MLSB เหมือนกัน คือ การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของไรโบโซม
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เน่ืองจากยาทั้งสามกลุํมมีเป้าหมายในการออกฤทธิ์ยาเดียวกัน คือ 23S rRNA ถึงแม๎วํายาทั้งสามชนิด
จะมีสูตรโครงสร๎างทางเคมีแตกตํางกันก็ตาม เชื้อสร๎างเอนไซม์ rRNA methylase โดยยีน erm พบ
ได๎ทั้งบนพลาสมิดและโครโมโซม เอนไซม์ท าหน๎าที่เติมหมูํ methyl โดยขบวนการ methylation ที่
โมเลกุลเบส adenine ในต าแหนํงจ าเพาะของ 23S rRNA มีผลท าให๎ไรโบโซมเปลี่ยนแปลง
โครงสร๎าง (ภัทรชัย, 2549; Rice et al., 2003) เชื้อ VRE 1 isolate ที่แยกได๎ ท าสองซ้ าในการทดสอบ 
เชื้อแบคทีเรียอ๎างอิงมาตรฐานที่ใช๎ในการทดสอบครั้งนี้ คือ Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 
 วิธีการทดสอบ 
 

8.1  วาง disc ยาที่ใช๎ทดสอบไว๎ที่อุณหภูมิห๎องกํอนทดสอบ 
 

8.2  การเตรียมแบคทีเรียที่ใช๎ทดสอบ ใช๎แบคทีเรียที่มีอายุไมํเกิน 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนี
บริสุทธิ์ของเชื้อ 2-3 โคโลนีในอาหารเหลว Mueller Hinton broth โดยความเข๎มข๎นของเชื้อน าไป
ปรับความขุํนเทียบกับสารละลาย McFarland No. 0.5 

 
8.3  ใช๎ไม๎พันส าลีที่ปราศจากเชื้อชุบแบคทีเรียที่ปรับความขุํนไว๎แล๎วบิดให๎แห๎งพอหมาดๆ 

กับข๎างหลอดทดลอง จากนั้นท าการเกลี่ยท ามุม 60 องศา 3 คร้ัง ให๎ทั่วบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller 
Hinton agar (OxoidTM Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK) และวนรอบบริเวณขอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อ ทิ้งไว๎ประมาณ 3-5 นาทีเพื่อให๎สํวนของผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อแห๎ง แตํห๎ามทิ้งไว๎เกิน 15 นาที 

 
8.4  ใช๎ปากคีบที่เผาฆําเชื้อแล๎วคีบ disc ยา erythromycin ออกมา 1 อันวางบนเพลทที่เพาะ

เชื้อไว๎ดังกลําวแล๎วใช๎ปลายปากคีบแตะย้ าให๎แนํใจวํา disc ยาติดบนอาหาร การวางต าแหนํงของ 
disc ยาให๎ประมาณเนื้อที่ระหวําง disc ยาให๎เหมาะสม แล๎วใช๎ปากคีบ disc ยา clindamycin มาวาง
ให๎หํางจาก disc ยา erythromycin 12 มิลลิเมตร ตามรูปแบบในภาพที่ 4 
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ภาพท่ี 4  รูปแบบส าหรับการวาง disc ยา clindamycin (DA) และ erythromycin (E) 
 
ท่ีมา: Procedure manual Toronto medical laboratories (2005) 
 

8.5  น าจานเพาะเชื้อไปบํมที่ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชั่วโมง  
 
วิธีการอํานผล 
 
ส าหรับเชื้อ Enterococcus spp. สามารถอํานผลได๎ 2 แบบ (Procedure manual Toronto 

medical laboratories, 2005) ดังภาพที่ 5 และ 6  
 

 
 
ภาพท่ี 5  เชื้อดื้อยา (resistance) หรือดื้อยาปานกลาง (intermediate) ตํอยาทั้ง E และ DA ซึ่งพบวํา

inhibition zone ของ DA เป็นรูปตัว D แสดงวํามีการถูกกระตุ๎นด๎วยยา (inducible) ตํอกลุํม
ยา MLSB ซึ่งเชื่อวํามีจีโนไทป์ของยีน erm รายงานผลทั้ง E และ DA วําดื้อยา (resistance, 
R) 

 
ท่ีมา: Procedure manual Toronto medical laboratories (2005)  
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ภาพท่ี 6  เชื้อดื้อยา (resistance) หรือดื้อยาปานกลาง (intermediate) ตํอยาทั้ง E และ DA แตํ 

inhibition zone ไมํเป็นรูปตัว D ซึ่งเป็นได๎ทั้งการถูกกระตุ๎นด๎วยยา (inducible) หรือ ไมํมี
การถูกกระตุ๎นด๎วยยา (constitutive) ตํอกลุํมยา MLSB ซึ่งเชื่อวํามีจีโนไทป์ของยีน erm 
รายงานผลทั้ง E และ DA วําดื้อยา (resistance, R) 

 
ท่ีมา: Procedure manual Toronto medical laboratories (2005) 
 
9.  การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพแบบปริมาณวิเคราะห์ (quantitative) โดยวิธี agar 
dilution technique (CLSI, 2009) 
 
 9.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับหาคํา MICs โดยวิธี agar dilution technique 
 

วิธีการเตรียม 
   

9.1.1  เตรียมยา vancomycin (Sigma-AlarichTM) ให๎มีความเข๎มข๎น 10 เทําของความ
เข๎มข๎นจริงที่ใช๎ แล๎วท า two-fold dilution จากความเข๎มข๎นสูงไปยังความเข๎มข๎นต่ า โดยใช๎น้ ากลั่น
เป็นตัวท าเจือจาง ในการชั่งยานั้นเพื่อความแมํนย าเมื่อค านวณปริมาณยาที่ใช๎เรียบร๎อยแล๎ว ควรชั่ง
ด๎วยเคร่ืองชั่งสี่ต าแหนํง 
 

9.1.2  น า 1 สํวนของยาที่เตรียมไว๎ซึ่งมีขนาด 10 เทํา ผสมกับ 9 สํวนของ Mueller 
Hinton II agar โดยใช๎ยาปริมาณ 2 มิลลิลิตร และอาหารเลี้ยงเชื้อ 18 มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิระหวําง 
45-50 องศาเซลเซียส ผสมกันในจานอาหารเลี้ยงเชื้อให๎เข๎ากัน แล๎วท าการ pour plate จะได๎ความ
หนาประมาณ 4 มิลลิเมตร 
 

9.1.3  วางจานอาหารเลี้ยงเชื้อไว๎ที่อุณหภูมิห๎องจนอาหารแข็งตัว หลังจากนั้นจึงเก็บไว๎
ในถุงพลาสติกที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส เก็บไมํเกิน 7 วัน ในกรณีที่ใช๎อาหารเลี้ยงเชื้อทันที ให๎
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ท าการตากจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ในตู๎ปลูกถํายเชื้อ (microflow laminar flow) ที่ฆําเชื้อโดยการเปิด 
UV และเช็ดด๎วยแอลกอฮอล์ 70% เรียบร๎อยแล๎ว ตากไว๎จนผิวหน๎าของอาหารแห๎ง ปราศจาก
ความชื้นจากไอน้ า 
 
 ตัวอยํางการค านวณคํา potency ของยาที่ใช๎ 
   
  ในกรณีที่ไมํบอกคํา potency มาให๎ สังเกตคําตํางๆ ที่ข๎างขวดยาเพื่อค านวณหาคํา 
potency ดังนี ้
   
  Assay Purity = 92 
  Active Fraction = 1.0 
  Water Content = 7.8% 
  สูตรการค านวณคํา potency  
 
  Potency = (Assay Purity)(Active Fraction) (1-Water Content) 
   = (92)(1.0)(1-7.8/100) 
   = 84.824% หรือใน 100 กรัมที่ชั่งมียา 84.824 กรัม 
 
  ในการทดลองนี้ขวดยา vancomycin ที่ใช๎บอกคํา potency ข๎างขวดวํา potency ≥ 
900 µg per mg หมายความวํามียา vancomycin มากกวําหรือเทํากับ 90% หรือใน 100 กรัมที่ชั่ง มียา 
vancomycin มากกวําหรือเทํากับ 90 กรัม 
 
 9.2  การเตรียม culture suspension ส าหรับหาคํา MICs โดยวิธี agar dilution technique 
 

วิธีการเตรียม 
 

9.2.1  น าเชื้อจาก LB broth ลงใน TSA บํมเชื้อที่อุณหภูมิ 35±2  องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากนั้นน าโคโลนีบริสุทธิ์ที่แยกได๎ใสํลงใน TSB แล๎วบํมตํอที่อุณหภูมิ 35±2  
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล๎วเพาะเชื้ออีกคร้ังลง heart infusion agar (BactoTM) ที่มียา 
vancomycin 6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (HIVA) จากนั้นน าโคโลนีที่ได๎เพาะลง HIVA อีกคร้ังหนึ่ง 
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แล๎วเลือกโคโลนีของเชื้อจาก HIVA ใสํลงใน normal saline ปรับความขุํนเทียบสารละลาย 
McFarland No. 0.5 เชื้อจะมีปริมาณความขุํน 108 CFU/มิลลิลิตร 

 
9.2.2  ท าการเจือจางอีก 10 เทํา ด๎วย normal saline เพื่อให๎เชื้อมีปริมาณความขุํน 107 

CFU/มิลลิลิตร ปริมาณเชื้อที่ได๎จากการแตะ suspension ของเชื้อที่ปลาย microplanter inoculators 1-
2 ไมโครลิตร คือ 104 CFU 

 
9.3  วิธีการหาคํา MICs โดยวิธี agar dilution technique 
 

วิธีการทดสอบ 
  

9.3.1  น าหลอด suspension ของเชื้อที่เตรียมไว๎ บรรจุลงในถาดของเคร่ือง inoculum 
repeating device หรือ microplanter โดยทุกคร้ังที่ทดสอบต๎องมีเชื้อสายพันธุ์ที่ควบคุมคุณภาพที่ไว
ตํอยาที่ทดสอบ คือ E. faecalis ATCC 29212 และดื้อตํอยาที่ทดสอบ E. faecalis ATCC 51299 
รวมทั้งทดสอบด๎วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมํใสํยา ทั้งกํอนและหลังการทดสอบ 

 
9.3.2  ท าการฆําเชื้อ microplanter inoculator โดยจุํมลงในแอลกอฮอล์ 70% แล๎วเผา

ไฟ หลังจากนั้นท าการเสียบ inoculator เข๎ากับ holder ของเคร่ืองแล๎วขันให๎แนํน 
 

9.3.3  น า microplanter inoculator จุํมลงใน suspension ของเชื้อที่เตรียมไว๎ ยก holder 
ขึ้นลงเพื่อผสมเชื้อให๎เข๎ากัน แล๎วแตะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA II ที่มีสํวนผสมของยา 
vancomycin ในความเข๎มข๎นตํางๆ ปริมาณเชื้อที่ได๎จากการแตะ suspension ของเชื้อที่ปลาย 
microplanter inoculators 1-2 ไมโครลิตร คือ 104 CFU ถ๎าไมํมีเคร่ือง inoculum repeating device ให๎
ใช๎ autopipette ดูดเชื้อขนาด 2 ไมโครลิตรถํายเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

 
9.3.4 ทิ้ง MHA II ไว๎จนกวํา suspension ของเชื้อจะแห๎ง หลังจากนั้นน าไปบํมที่ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล๎วจึงมาอํานผล 
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วิธีการอํานผล 
 
อํานผลหลังบํมที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ดูการเจริญเติบโตของ

เชื้อ โดยใช๎เคร่ืองหมาย – คือ ไมํมีการเจริญของเชื้อ เคร่ืองหมาย + มีเชื้อขึ้นบางๆ เคร่ืองหมาย ++ มี
เชื้อขึ้นหํางๆ และเคร่ืองหมาย +++ มีเชื้อขึ้นหนาแนํน ถ๎าเชื้อไมํขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาผสมอยูํ  
ซึ่งเป็นจานเพาะเชื้อแรกหลังจากความเข๎มข๎นกํอนหน๎าเชื้อขึ้น ให๎แปลผลวําคํา MICs ของเชื้อมีคํา
เทํากับความเข๎มข๎นของยาในจานอาหารเพาะเชื้อนั้นๆ ที่ไมํมีเชื้อขึ้น การแปลผลคํา MICs 
เปรียบเทียบกับตารางการแปลผลตาม Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011) 

 
ตัวอยํางการอํานผล ถ๎าเชื้อขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาผสมอยูํที่ 8 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 

ให๎แปลผลเป็นคํา MICs ที่จานเพาะเชื้อกํอนหน๎าเชื้อขึ้นคือจานที่มียาผสมอยูํที่ 16 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร ดังนั้นคํา MICs ที่อํานได๎ คือ 16 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และปัจจัยอ่ืนๆที่ควรพิจารณา 
เชํน เชื้อแบคทีเรียอ๎างมาตรฐานมีคํา MICs ตรงกับที่ CLSI อ๎างอิง รวมทั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
ในจานเพาะเชื้อที่ไมํได๎ใสํยา ทั้งกํอน และหลังท าการทดสอบ ถ๎าเชื้อแบคทีเรียอ๎างอิงมาตรฐานมีคํา 
MICs ที่ไมํตรงกับที่ CLSI อ๎างอิงเอาไว๎ ผลการทดลองทั้งหมดไมํสามารถแปลผลได๎ 

 
10.  การเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ VRE ในสุกรในแต่ละกลุ่มอายุด้วยการวิเคราะห์ทางสถิติ 
  
 การทดสอบทางสถิติเชิงพรรณนาโดยหาคําเฉลี่ย และเปอร์เซ็นต์การดื้อยาต๎านจุลชีพอ่ืนๆ 
ของเชื้อ VRE โดยใช๎โปรแกรม NCSS software (Number Cruncher Statistical Systems, Kaysville, 
UT) ในการทดสอบ  
 

ใช๎การวิเคราะห์ทางสถิติด๎วยวิธี Chi-Square tests จากโปรแกรม Quickcals Program 
(GraphPad Software, InC., CA) เพื่อเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ VIRE ในสุกรในแตํละกลุํมอายุ 
ได๎แกํ ลูกสุกร สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกร 
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ผลและวิจารณ์ 
 

1.  การคัดเลือกฟาร์มสุกรและการเก็บตัวอย่าง 
 

ในการคัดเลือกฟาร์มสุกรคัดเลือกจากทะเบียนมาตรฐานฟาร์มสุกรที่ขึ้นไว๎กับกรมปศุสัตว์
ในเขตภาคกลาง ซึ่งได๎แกํ จังหวัดสุพรรณบุรี ลพบุรี ราชบุรี และสระบุรี โดยมีข๎อมูลการให๎ยา
ปฏิชีวนะจากการควบคุมโดยนายสัตวแพทย์คนเดียวกัน มีการให๎ยาเป็นไปตามมาตรฐานและใน
ปริมาณที่เหมาะสม ซึ่งได๎ท าคัดเลือกจังหวัดละ 1 ฟาร์ม รวม 4 ฟาร์ม โดยทุกฟาร์มต๎องมีลูกสุกร 
สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกร ในชํวงปี พ.ศ. 2554 ท าการสุํมเก็บตัวอยํางอุจจาระสุกรรํุนตํางๆ ด๎วยวิธี
ป้ายที่ก๎นโดยใช๎ไม๎พันส าลีที่ปราศจากเชื้อสอดเข๎ารูทวารหนัก (rectal swab) แล๎วใสํในขวดที่บรรจุ
อาหารน าสํง Cary-Blair transport medium (OxoidTM)  

 
ตารางท่ี 6  ฟาร์มตัวอยําง แสดงขนาดของฟาร์ม ที่ตั้ง และยาที่ใช๎ในชํวงอายุของสุกรในแตํละฟาร์ม  
 

ฟาร์ม 
(จังหวัด) 

ขนาดฟารม์ ลูกสุกร 
(3-4 สัปดาห)์ 

สุกรขุน 
(21-24 สัปดาห)์ 

แม่พันธุ์สุกร 
 

A 
(ลพบุรี) 

     500 colistin 120 ppm 
amoxicillin 250 ppm 
tiamulin 120 ppm 
zinc oxide 3000 ppm 

- amoxicillin 250 ppm 
chlortetracycline 400 ppm 

B 
(สระบุร)ี 

     400 colistin 120 ppm 
amoxicillin 250 ppm 
tiamulin 120 ppm 
zinc oxide 3000 ppm 

chlortetracycline 300 ppm amoxicillin 250 ppm 
chlortetracycline 400 ppm 

C 
(ราชบุร)ี 

  4,000 colistin 120 ppm 
amoxicillin 250 ppm 
tiamulin 120 ppm 
zinc oxide 3000 ppm 

chlortetracycline 300 ppm amoxicillin 250 ppm 
chlortetracycline 500 ppm 
(มีการเสริม talmicosin 200 
ppm บางชํวง) 

D  
(สุพรรณบุรี) 

  1,200 colistin 120 ppm 
amoxicillin 250 ppm 
valosin 50 ppm 
zinc oxide 3000 ppm 

- amoxicillin 250 ppm 
chlortetracycline 500 ppm 
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การใช๎ยาในลูกสุกรนั้น เพื่อป้องกันและรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบในระบบ
ทางเดินอาหาร โรคเยื่อหุ๎มสมองอักเสบ โรคติดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกตามเนื่อเยื่อตํางๆ ตับ ปอด 
กล๎ามเนื้อ ไขข๎อ โรคบิดมูกเลือดในสุกร โรค Ilitis โดยผสมลงในอาหาร ตัวยาที่ใช๎เหมือนกันทั้งสี่
ฟาร์มได๎แกํ ยา colistin 120 ppm, ยา amoxicillin 250 ppm, ยา tiamulin 120 ppm และ zinc oxide 
3000 ppm มีหนึ่งฟาร์มที่ใช๎ยา valosin 50 ppm แทนยา tiamulin การใช๎ยาในสุกรขุน เพื่อป้องกัน
และรักษาโรคติดเชื้อ Mycoplasma spp., Brucella spp., Balantidium coli, Pasteurella multocida, 
Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Leptospira spp. และ Clostridium spp. โดย
ผสมลงในอาหารตัวยาที่ใช๎ คือ chlortetracycline (CTC) 300 ppm ในสุกรขุนนี้มีการใช๎ยา CTC 2 
ฟาร์ม สํวนอีก 2 ฟาร์มที่เหลือไมํใช๎ยาในสุกรขุนเลย และการใช๎ยาในแมํพันธุ์สุกรนั้น เพื่อป้องกัน
และรักษาโรคเกี่ยวกับเยื่อหุ๎มสมองอักเสบ โรคติดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกตามเนื่อเยื่อตํางๆ ตับ 
ปอด กล๎ามเนื้อ ไขข๎อ และโรคติดเชื้อ Mycoplasma spp., Brucella spp., B. coli, P. multocida, H. 
parasuis, B. bronchiseptica, Leptospira spp. และ Clostridium spp. โดยผสมลงในอาหารและให๎
ตลอดอายุของแมํพันธุ์สุกร ตัวยาที่ใช๎เหมือนกันทั้งสี่ฟาร์มได๎แกํ ยา amoxicillin 250 ppm และยา 
chlortetracycline 400-500 ppm มีหนึ่งฟาร์มที่ให๎ยา tiamicosin ในบางชํวงซึ่งขนาดที่ใช๎ คือ 250 
ppm (กมลชัย, 2547; มาลินี, 2541; วรา, 2551) 
 
2.  การเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ vancomycin  resistant enterococci (VRE) ในแม่พันธุ์สุกร
ระหว่างการเก็บอุจจาระด้วยวิธี rectal swab และวิธีการเก็บอุจจาระสุกรปกติแล้วน ามาชั่งน้ าหนัก 
  

จากข๎อมูลการเก็บอุจจาระแมํพันธุ์สุกรด๎วยวิธี rectal swab ซึ่งมีอุจจาระสุกรติดมาขนาด
ประมาณ 0.5 กรัม และการชั่งน้ าหนักอุจจาระสุกรจากการเก็บปกติ พบเชื้อ Enterococcus spp. จาก
การทดสอบด๎วยวิธี disc diffusion techniques แล๎วให๎ผลเป็นดื้อยา ดังนั้นจึงต๎องการทราบวําการเก็บ
อุจจาระด๎วยวิธี rectal swab และวิธีการเก็บอุจจาระสุกรปกติแล๎วน ามาชั่งน้ าหนักมีอัตราการพบเชื้อ 
VRE แตกตํางกันหรือไมํ  

 
จากผลการทดลองพบวําวิธี rectal swab พบเชื้อ VRE 10 ตัวอยําง จาก 58 ตัวอยําง และ

วิธีการเก็บอุจจาระปกติแล๎วน ามาชั่งน้ าหนัก พบเชื้อ VRE 5 ตัวอยําง จาก 41 ตัวอยําง แล๎วน ามา
วิเคราะห์ทางสถิติ Chi-quare test พบวําการเก็บอุจจาระด๎วยวิธี rectal swab และวิธีการเก็บอุจจาระ
สุกรปกติแล๎วน ามาชั่งน้ าหนักมีอัตราการพบเชื้อ VRE ไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทาง
สถิติ  
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เนื่องจากอุจจาระลูกสุกรสํวนใหญํมักมีลักษณะเหลว การชั่งน้ าหนักอุจจาระสุกรมีความ
ยุํงยากกวํา อีกทั้งวิธี rectal swab ยังชํวยให๎เก็บตัวอยํางอุจจาระสุกรได๎จ านวนตัวอยํางมากกวําใน
เวลาที่จ ากัด เพื่อความสะดวกในการเก็บตัวอยํางในงานวิจัยนี้จึงเลือกวิธี rectal swab ในการเก็บ
ตัวอยํางสุกรทุกรุํน 
 
3.  ความชุกของเชื้อ vancomycin-resistant enterococci (VRE) และ vancomycin-intermediate 
resistant enterococci (VIRE) ในลูกสุกร สุกรขุน และแม่พันธุ์สุกร  
 
 ตัวอยํางอุจจาระที่ได๎สุํมเก็บจากสุกร 3 รํุน คือ ลูกสุกร สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกร จากฟาร์ม
ในเขตภาคกลางของประเทศไทย เก็บตัวอยํางรวมทั้งหมด 179 ตัวอยําง ท าการคัดกรองเบื้องต๎นโดย
ใช๎อาหารเลี้ยงเชื้อ bile-esculin azide agar ที่ผสมยา vancomycin ในปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร (ECVA) หลังจากท าการแยกเชื้อในระดับจีนัสด๎วยวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีแล๎ว
นั้น จึงท าการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) 
โดย disc diffusion technique โดยวิธี Kirby-Bauer ด๎วยยา vancomycin ขนาด 30 ไมโครกรัม ผลการ
ทดลองแสดงตามตารางที่ 7 พบวํามีเชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อตํอยา vancomycin (vancomycin-
resistant enterococci; VRE) และเชื้อ Enterococcus spp. ที่ไวหรือดื้อในระดับปานกลางตํอยา 
vancomycin (vancomycin-intermediate resistant enterococci, VIRE) โดยคิดรวมกันพบเชื้อ VRE 
และ VIRE ในลูกสุกรร๎อยละ 26.23 (16 จาก 61 ตัวอยําง) ในสุกรขุนร๎อยละ 33.33 (20 จาก 60 
ตัวอยําง) ในแมํพันธุ์สุกรร๎อยละ 31.04 (18 จาก 58 ตัวอยําง) และพบเชื้อ VRE และ VIRE ในสุกรทั้ง 
3 ชํวงอายุรวมกันร๎อยละ 30.17 (54 จาก 179 ตัวอยําง) เมื่อพิจารณาเฉพาะเชื้อ VRE พบเชื้อ VRE ใน
ลูกสุกรร๎อยละ 11.48 (7 จาก 61 ตัวอยําง) ในสุกรขุนร๎อยละ 15 (9 จาก 60 ตัวอยําง) ในแมํพันธุ์สุกร
ร๎อยละ 17.24 (10 จาก 58 ตัวอยําง) และพบเชื้อ VRE ในสุกรทั้ง 3 ชํวงอายุรวมกันร๎อยละ 14.53 (26 
จาก 179 ตัวอยําง) จากผลการทดลองสามารถแยกเชื้อ VRE และ VIRE ได๎รวมทั้งหมด 71 isolates 
จาก 54 ตัวอยํางสามารถแยกเชื้อ VRE และ VIRE ในลูกสุกรได๎ 18 isolates ในสุกรขุนได๎ 26 
isolates และในแมํพันธุ์สุกรได๎ 27 isolates เฉพาะเชื้อ VRE สามารถแยกเชื้อ VRE ในลูกสุกรได๎ 7 
isolates ในสุกรขุนได๎ 10 isolates และในแมํพันธุ์สุกรได๎ 12 isolates ตามตารางที่ 8 จากข๎อมูล
ดังกลําวเมื่อเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ VRE และ VIRE ในสุกรในแตํละกลุํมอายุด๎วยการ
วิเคราะห์ทางสถิติ Chi-squared พบวําอัตราการพบเชื้อในสุกรทุกชํวงอายุไมํมีความแตกตํางกันอยําง
มีนัยส าคัญทางสถิติ  



ตารางท่ี 7  จ านวนตัวอยํางที่ให๎ผลบวกของเชื้อ vancomycin resistant enterococci (VRE) และเชื้อ vancomycin-intermediate resistant enterococci (VIRE) จาก
การท า disc diffusion technique ในลูกสุกร สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกรจากฟาร์มในจังหวัดลพบุรี สระบุรี ราชบุรี และสุพรรณบุรี 

 
ฟาร์มตัวอย่าง(จังหวัด) ลูกสุกร (3-4 สัปดาห์) สุกรขุน (21-24 สัปดาห์) แม่พันธุ์สุกร รวม (%) 

N = 179 IR R 
 

รวม (%) 
n = 61 

IR 
 

R 
 

รวม (%) 
n = 60 

IR 
 

R 
 

รวม (%) 
n = 58 

A (ลพบุรี) 
n = 44 

1 2 3 
(18.75%) 

4 3 7 
(35%) 

1 3 3 
(16.67%) 

13 
(29.55%) 

B (สระบุรี) 
n = 42 

3 4 6 
(37.5%) 

1 - 1 
(5%) 

4 1 5 
(27.78%) 

12 
(28.57%) 

C (ราชบุรี) 
n =48 

2 - 2 
(12.5%) 

4 4 7 
(35%) 

3 1 4 
(22.22%) 

13 
(27.08%) 

D (สุพรรณบุรี) 
n = 45 

4 1 5 
(31.25%) 

4 2 5 
(25%) 

5 5 6 
(33.33%) 

16 
(35.56%) 

รวม  
N = 179 

10 7 16 
(29.63%) 

13 9 20 
(37.04%) 

13 10 18 
(33.33%) 

54 
 (30.17%) 

       
หมายเหตุ: IR, intermediate resistance (ด้ือยาปานกลาง); R, Resistance (ด้ือยา) 
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ตารางท่ี 8  จ านวน isolates ที่ให๎ผลบวกของเชื้อ vancomycin resistant enterococci (VRE) และเชื้อ vancomycin-intermediate resistant enterococci (VIRE) 
จากการท า disc diffusion technique ในลูกสุกร สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกรจากฟาร์มในจังหวัดลพบุรี สระบุรี ราชบุรี และสุพรรณบุรี 

 
ฟาร์มตัวอย่าง(จังหวัด) ลูกสุกร (3-4 สัปดาห์) สุกรขุน (21-24 สัปดาห์) แม่พันธุ์สุกร รวม  

(isolates) IR R 
 

รวม  
 

IR 
 

R 
 

รวม  
 

IR 
 

R 
 

รวม  
 

A 
(ลพบุรี) 

1 2 3 6 4 10 2 3 5 18 

B 
(สระบุรี) 

4 4 8 2 - 2 4 1 5 15 

C 
(ราชบุรี) 

2 - 2 4 4 8 3 1 4 14 

D 
(สุพรรณบุรี) 

4 1 5 4 2 6 6 7 13 24 

รวม  11 7 18 16 9 26 15 10 27 71 
 
หมายเหตุ: IR, intermediate resistance (ด้ือยาปานกลาง); R, Resistance (ด้ือยา) 
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เมื่อน าเชื้อ Enterococcus spp. ทั้ง 71 isolates มาท าการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎าน
จุลชีพแบบปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) โดยวิธี agar dilution technique พบวําเชื้อ 
Enterococcus spp. มีคํา MICs 2 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ร๎อยละ 2.82 (2 จาก 71 isolates), คํา MICs 
4 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ร๎อยละ 23.94 (17 จาก 71 isolates), MICs 8 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ร๎อย
ละ 59.16 (42 จาก 71 isolates) และ MICs 16 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ร๎อยละ 14.09 (10 จาก 71 
isolates) ดังนั้นพบวํา เชื้อ Enterococcus spp. ให๎ผลเป็นดื้อยาปานกลาง (MICs 8-16 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร) พบร๎อยละ 73.24 (52 จาก 71 isolates) และเชื้อไวตํอยา (MICs 2-4 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร) พบร๎อยละ 26.76 (19 จาก 71 isolates) 

 
จากผลการทดลองพบเชื้อ VIRE ในลูกสุกรร๎อยละ 19.67 (12 จาก 61 ตัวอยําง) ในสุกรขุน

ร๎อยละ 25 (15 จาก 60 ตัวอยําง) ในแมํพันธุ์สุกรร๎อยละ 27.59 (16 จาก 58 ตัวอยําง) และพบเชื้อ 
VIRE ในสุกรทั้ง 3 ชํวงอายุรวมกันร๎อยละ 24.02 (43 จาก 179 ตัวอยําง) ตามตารางที่ 9 และสามารถ
แยกเชื้อ VIRE ได๎รวมทั้งหมด 52 isolates จาก 43 ตัวอยํางสามารถแยกเชื้อ VIRE ในลูกสุกรได๎ 13 
isolates ในสุกรขุนได๎ 17 isolates และในแมํพันธุ์สุกรได๎ 22 isolates ตามตารางที่ 10 จากข๎อมูล
ดังกลําวเมื่อเปรียบเทียบอัตราการพบเชื้อ VIRE ในสุกรในแตํละกลุํมอายุด๎วยการวิเคราะห์ทางสถิติ 
Chi-squared พบวําอัตราการพบเชื้อ VIRE ในสุกรทุกชํวงอายุไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ 
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ตารางท่ี 9  จ านวนตัวอยํางที่ให๎ผลบวกของเชื้อ vancomycin-intermediate resistant enterococci (VIRE) จากการท า agar dilution technique ในลูกสุกร สุกรขุน 
และแมํพันธุ์สุกรจากฟาร์มในจังหวัดลพบุรี สระบุรี ราชบุรี และสุพรรณบุรี 

 
ฟาร์มตัวอย่าง(จังหวัด) จ านวนตัวอย่างของ VIRE จากสุกรกลุ่มต่างๆ รวม (%) 

N = 179 ลูกสุกร (3-4 สัปดาห์ 
(n = 61) 

สุกรขุน (21-24 สัปดาห์) 
 (n = 60) 

แม่พันธุ์สุกร 
(n = 58) 

A (ลพบุรี) 
n = 44 

2 5 3 10 
(22.73%) 

B (สระบุรี) 
n = 42 

5 1 4 10 
(23.81%) 

C (ราชบุรี) 
n =48 

1 4 3 8 
(16.67%) 

D (สุพรรณบุรี) 
n = 45 

4 5 6 15 
(33.33%) 

รวม  
N = 179 

12 
(19.67%) 

15 
(25%) 

16 
(27.59%) 

43 
 (24.02%) 
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ตารางท่ี 10  จ านวน isolates ที่ให๎ผลบวกของเชื้อ vancomycin-intermediate resistant enterococci (VIRE) จากการท า agar dilution technique ในลูกสุกร สุกร
ขุน และแมํพันธุ์สุกรจากฟาร์มในจังหวัดลพบุรี สระบุรี ราชบุรี และสุพรรณบุรี 

 
ฟาร์มตัวอย่าง(จังหวัด) จ านวน isolates ของ VIRE จากสุกรกลุ่มต่างๆ รวม  

(isolates) ลูกสุกร (3-4 สัปดาห์) สุกรขุน (21-24 สัปดาห์) แม่พันธุ์สุกร 
A (ลพบุรี) 2 6 4 12 

 
B (สระบุรี) 6 2 4 12 

 
C (ราชบุรี) 1 4 3 8 

 
D (สุพรรณบุรี) 
 

4 5 11 20 
 

รวม  13 17 22 52 
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ในการแยกเชื้อ Enterococcus spp. งานวิจัยนี้ได๎เลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ bile-esculin azide 
agar หรือชื่อทางการค๎าคือ Enterococcosel agar อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้เป็นอาหารที่นิยมและ
เหมาะสมเพื่อใช๎ในการคัดเลือกเชื้อ Enterococcus spp. จากตัวอยํางตํางๆ รวมทั้งอุจจาระของสัตว์ 
(Coombs et al., 1999; Donabedian et al., 2010; Edberg et al., 1994; Hammerum et al., 2004; 
Kariyama et al., 2000; Kempf et al., 2008; Klein et al., 1998; Landman et al., 1996; Song et al., 
2005) เนื่องจากเชื้อ Enterococcus spp. มีคุณสมบัติในการสลาย glycoside esculin ด๎วย esculinase 
(β-glycosidase) ได๎ dextrose และ esculetin เมื่อท าปฎิกิริยากับ ferric ammonium citrate ในอาหาร
จะได๎ phenolic iron ที่มีสีน้ าตาลหรือด าออกมา ซึ่งคุณสมบัติเหลํานี้มีโอกาสพบได๎ในเชื้อแบคทีเรีย
แกรมบวกรูปกลมอ่ืนๆ นอกจาก Enterococcus spp ได๎แกํ Rothia spp., Pediococcus spp., 
Lactococcus spp., Vagococcus spp., Tetragenococcus spp., Aerococcus spp., Leuconostoc spp. 
และ Globicatella spp. (Teixeira et al., 2007) และในการคัดกรองเชื้อดื้อยาเบื้องต๎นนั้นจะใสํยา 
vancomycin ในปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ซึ่งเป็นระดับที่สูงกวําความไวยาของคํา MICs 
ของยา vancomycin (น๎อยกวําหรือเทํากับ 4 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) แตํต่ ากวําคํา MICs ในระดับ
ปานกลางของยา vancomycin (8-16 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) หลังจากนั้นเลือกโคโลนีของเชื้อมาท า
การทดสอบ catalase ซึ่งเชื้อ Enterococcus spp. ให๎ผลเป็นลบ เนื่องจากไมํมีเอนไซม์ catalase มา
สลาย H2O2 และท าการย๎อมสีแกรมพบวําติดสีแกรมบวก รูปรํางกลม ซึ่งคุณสมบัติดังกลําวมีใน
แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลมที่กลําวมาเกือบทั้งหมด ดังนั้นจึงต๎องท าการแยกเชื้อจนบริสุทธิ์ แล๎วท า
การพิสูจน์เชื้อที่ได๎ในระดับจีนัสด๎วยวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ได๎แกํ การทดสอบการ
เจริญเติบโตในความเข๎มข๎นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 6.5% การทดสอบการเจริญเติบโตใน
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส การทดสอบการเจริญเติบโตใน bile-esculin azide agar การทดสอบ    
L-pyrrolidonyl-β-naphylamide (PYR) และการทดสอบ leucine-β-naphylamide (LAP) เมื่อ
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีดังกลําวแล๎วได๎ผลบวกทั้งหมดจึงสามารถบอกได๎วํ าเป็นเชื้อ 
Enterocccus spp. ที่คํอนข๎างแนํนอนจริงๆ ถึงแม๎วําอาจจะมีโอกาสได๎เชื้อ Lactococcus spp. แตํเป็น
โอกาสที่น๎อยมากเพราะเชื้อ Lactococcus spp. มีความไมํแนํนอนและความแปรปรวนในการ
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีข๎างต๎น (Teixeira et al., 2007) 

 
วิธีการแยกเชื้อเพื่อหาเชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อตํอยา vancomycin มีทั้งวิธี direct plating 

technique เป็นวิธีที่ไมํมีการ enrichment เชื้อ ท าโดยดูดสารละลายที่ประกอบด๎วยตัวอยํางที่ถูกท าให๎
เจือจางกับ MRD ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยตรง และวิธี enrichment method เป็นวิธีที่น าตัวอยํางมา
ท าการ enrichment ด๎วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว เพื่อให๎เกิดการฟื้นคืนของเชื้อได๎ดียิ่งขึ้น 
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โดยเฉพาะ bile esculin azide broth เป็น selective-enrichment broth ส าหรับเชื้อ VRE ที่ได๎ผลดี
ที่สุด ส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้ออ่ืนๆ นอกเหนือจากอาหาร bile esculin azide agar ที่นิยมใช๎ส าหรับ
แยกเชื้อ VRE ได๎แกํ อาหาร modified Thayer-Martin medium, Kenner fecal (KF) Streptococcal 
agar, Columbia colistin-nalidixic acid (CAN) agar และ Slanetz and Batley agar ที่ผสมยา 
vancomycin อาหารเหลํานี้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด selective ส าหรับเชื้อ Enterococcus spp. 
(Teixeira et al., 2007) ส าหรับการศึกษานี้ใช๎วิธี direct plating technique ซึ่งเป็นวิธีที่มีการใช๎แยก
เชื้อ VRE ในรายงานอื่น (Ghidan, 2007; Kotzamanidis et al., 2009)  

 
ส าหรับงานวิจัยที่เก็บตัวอยํางอุจจาระสุกรและใช๎วิธี direct plating technique หลังจากมี

การเลิกใช๎ยา avoparcin แล๎ว ได๎แกํ งานวิจัยของ Bager et al. (1997) ได๎เก็บตัวอยํางในอุจจาระสุกร 
ในประเทศเดนมาร์ก พบวํามีเชื้อ VRE ร๎อยละ 8 (2 จาก 25 ตัวอยําง) และร๎อยละ 40 (10 จาก 25 
ตัวอยําง) งานวิจัยของ Garcia-Migura et al. (2005) ได๎เก็บตัวอยํางในอุจจาระสุกรในประเทศ
อังกฤษและเวลล์ พบวํามีเชื้อ VRE ที่สามารถเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสํยา vancomycin 6 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ร๎อยละ 2-5 งานวิจัยของ Manero et al. (2006) ได๎เก็บตัวอยํางในอุจจาระ
สุกรในประเทศสเปน พบวํามีเชื้อ VRE ที่สามารถเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสํยา 
vancomycin 20 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ร๎อยละ 16.1 (จาก 68 ตัวอยําง) งานวิจัยของ Donabedian et 
al. (2010) ได๎เก็บตัวอยํางในอุจจาระสุกรในประเทศสหรัฐอเมริกา พบวํามีเชื้อ VRE ที่สามารถ
เจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใสํยา vancomycin 16 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ร๎อยละ 10.9 (6 จาก 
55 ตัวอยําง) ผลการทดลองของการศึกษาตํางๆ ที่ได๎มีคําความชุกแตกตํางกันไปตามลักษณะวิธีการ
และพื้นที่ที่ท าการศึกษา 
 
4.  การพิสูจน์เชื้อในระดับสปีชีส์ด้วยวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
 

จากผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 11 พบวําสปีชีส์ของเชื้อ VIRE จากอุจจาระสุกรที่พบ
มากที่สุด ได๎แกํ E. gallinarum ร๎อยละ 71.15 (37 จาก 52 isolates) รองลงมา คือ E. casseliflavus 
ร๎อยละ 21.15 (11 จาก 52 isolates) นอกจากนี้ยังพบเชื้อที่ไมํสามารถระบุสปีชีส์ได๎ด๎วยการทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมี ซึ่งสามารถบอกได๎ครําวๆ วําอยูํใน group II และ group IV โดยพบร๎อยละ 
5.77 (3 จาก 52 isolates) และร๎อยละ 1.92 (1 จาก 52 isolates) ตามล าดับ  
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สปีชีส์ของเชื้อ Enterococcus spp. ในลูกสุกร ที่พบมากที่สุด คือ E. gallinarum ร๎อยละ 
53.85 (7 จาก 13 isolates) รองลงมาคือ E. casseliflavus และเชื้อที่ไมํสามารถระบุสปีชีส์ได๎ (group 
II) ร๎อยละ 23.08 (3 จาก 13 isolates) สํวนสปีชีส์ที่พบในสุกรขุนมากที่สุด คือ E. gallinarum ร๎อยละ 
82.35 (14 จาก 17 isolates) รองลงมา คือ และ E. casseliflavus ร๎อยละ 11.76 (2 จาก 17 isolates และ
เชื้อที่ไมํสามารถระบุสปีชีส์ได๎ (group IV) ร๎อยละ 5.88 (1 จาก 17 isolates) สํวนแมํพันธุ์สุกรพบ
เพียง 2 สปีชีส์ สปีชีส์ที่พบมากที่สุด คือ E. gallinarum ร๎อยละ 72.73 (16 จาก 22 isolates) รองลงมา
คือ E. casseliflavus ร๎อยละ 27.27 (6 จาก 22 isolates) 

 
ตารางท่ี 11  สปีชีส์ของ vancomycin-intermediate resistant enterococci (VIRE) จาก 52 isolates 

แบํงจ าแนกตามรํุนสุกร 
 

สปีชีส์ จ านวน isolates ของเชื้อ VIRE จากกลุ่มสุกรต่างๆ  รวม (%) 

ลูกสุกร สุกรขุน แม่พันธุ์สุกร 
E. gallinarum 7 14 16 37 (71.15) 
E. casseliflavus 3 2 6 11 (21.15) 
เชื้อที่ไมํสามารถ
ระบุสปีชีส์ 
(group II) 

3 - - 3 (5.77) 

เชื้อที่ไมํสามารถ
ระบุสปีชีส์ 
(group IV) 

- 1 - 1 (1.92) 

รวม (%) 13 (25) 17 (32.7) 22 (42.3) 52 (100) 
 
ส าหรับเชื้อที่ไมํสามารถระบุสปีชีส์ได๎ด๎วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีได๎นั้น การที่จัด

อยูํใน group II เนื่องมาจากเชื้อในกลุํมนี้ให๎ผลบวกตํอ mannitol และ arginine และให๎ผลลบตํอ 
sorbose ใน group II ประกอบด๎วย E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum และ    
E. mundtii จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีพบวําเชื้อทั้ง 3 isolates ใกล๎เคียงกับ E. faecium 
มาก ยกเว๎นเชื้อที่ใช๎ทดสอบให๎ผลบวกตํอการทดสอบ methyl-α-D-glycopyranoside แตํในสปีชีส์ 
E. faecium ให๎ผลลบตํอการทดสอบ methyl-α-D-glycopyranoside สํวน group IV ให๎ผลลบตํอ 
mannitol, sorbose และ arginine ใน group IV ประกอบด๎วย E. asini, E. cecorum และ E. sulfurous 
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และรูปแบบการให๎ผลทางชีวเคมีไมํมีความใกล๎เคียงกับสปีชีส์ใดๆ ซึ่งอาจใช๎การทดสอบในระดับ
โมเลกุลชํวยในการวินิจฉัย 

 
เชื้อ E. gallinarum ที่พบมากที่สุดในการทดลองนี้ มีลักษณะเซลล์ที่เป็นรูปรํางกลม สํวน

ใหญํจะอยูํเป็นคูํหรือสายสั้นๆ โคโลนีบน blood agar หรือ nutrient agar มีรูปรํางกลม เรียบ และมี
การสลายเม็ดเลือดแดงแบบ β-hemolysis ใน blood agar ที่ผสมเลือดม๎า พบวําไมํมีการสร๎างสารสี 
สายพันธุ์สํวนใหญํไมํทนตํอความร๎อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แตํสามารถ
ทนได๎ในความร๎อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที มีการเจริญเติบโตช๎าใน acetate-
tetrazolium agar ที่อุณหภูมิห๎องซึ่งจะมีการสร๎างโคโลนีสีชมพูเข๎ม เชื้อสามารถสร๎างแอมโมเนียจาก 
L-arginine และเชื้อไมํสามารถสร๎างก๏าซ H2S ได๎ (Collins, 1984) เชื้อ E. gallinarum มีคํา MICs ของ
ยา vancomycin อยูํในชํวง 2-16 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และไวตํอยา teicoplanin ซึ่งสอดคล๎องกับ
ผลทดลองที่ได๎ คํา MICs ของยา vancomycin ดังกลําวเป็นชํวงที่ตรงกับการดื้อยาของเชื้อ 
Enterococcus spp. ที่มียีน vanC1 โดยยีน vanC1 เป็นยีนที่มีการดื้อยาแบบธรรมชาติ ซึ่งมีโอกาสที่
จะดื้อยาได๎ตลอดเวลาหรือดื้อเมื่อมีการสัมผัสกับยา ต าแหนํงการดื้อยาอยูํบนโครโมโซม อยํางไรก็
ตามอาจมีโอกาสเป็นไปได๎ที่เชื้อ E. gallinarum จะมียีน vanB เนื่องจากยีน vanB มีคํา MICs ของยา 
vancomycin อยูํระหวําง 4-32 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร และเคยมีรายงานวําพบยีน vanB ใน             
E. gallinarum ด๎วยเชํนกัน (Werner, 2008) และ E. casselflavus มีเซลล์เรียงกันเป็นคูํ หรือสายสั้นๆ 
เคลื่อนทีไ่ด๎ พื้นผิวโคโลนีบน blood agar หรือ neutrient agar มีลักษณะเป็นวงกลม เรียบ และมีการ
สร๎างสารสีเป็นสีเหลือง สามารถสร๎าง acetylmethylcarbinol ไมํสามารถสร๎างก๏าซ H2S ได๎ โคโลนีมี
สีเทาบนอาหารที่มีการเติม 0.04% potassium tellurite ไมํมีการ decarboxylation ของ tyrosine 
(Collins, 1984) เชื้อ E. casseliflavus มีคํา MICs ของยา vancomycin อยูํระหวําง 4-16 ไมโครกรัม
ตํอมิลลิลิตร และไวตํอยา teicoplanin ซึ่งสอดคล๎องกับผลทดลองที่ได๎ คํา MICs ดังกลําวมีโอกาส
เป็นยีน vanC2/3 สูงมากเนื่องจากเป็นยีนที่มีความจ าเพาะตํอเชื้อ E. casseliflavus (Werner et al., 
2008; Werner et al., 2012)  

 
ในการจ าแนกเชื้อ E. gallinarum และ E. casselflavus นั้น โดยปกติแล๎วสปีชีส์ทั้งสองชนิด

มีคุณสมบัติทางชีวเคมีเหมือนกัน คือให๎ผลบวกตํอการทดสอบ mannitol, arginine, arabinose, 
raffinose, motility, sucrose และ methyl-α-D-glucopyraniside และให๎ผลลบตํอการทดสอบ 
sorbose และ tellurite นอกจากนี้ยังพบวํา E. casseliflavus มีโอกาสให๎ทั้งผลบวกและลบตํอการ
ทดสอบ sorbitol และ pyruvate สํวน E. gallinarum ให๎ผลลบตํอการทดสอบ sorbitol และ pyruvate 
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แตํเชื้อทั้งสองสปีชีส์นี้มีความแตกตํางกันตรงที่การสร๎างเม็ดสี เชื้อ E. gallinarum ไมํมีการสร๎างเม็ด
สีจึงพบโคโลนีเป็นสีขาว สํวน E. casselflavus สามารถสร๎างเม็ดสีได๎จึงพบโคโลนีเป็นสีเหลือง 
ดังนั้นการดูสีของโคโลนีจึงสามารถแยกสปีชีส์ระหวําง E. gallinarum และ E. casselflavus ได๎แตํมี
บางการศึกษารายงานวํามีจ านวนบางสายพันธุ์ของเชื้อ E. casselflavus ไมํสร๎างเม็ดสี เนื่องจากความ
ไมํแนํนอนของสายพันธุ์ แตํอยํางไรก็ตามจ านวนดังกลําวมีโอกาสพบได๎น๎อยมาก (Clark et al., 
1998; Donabedian et al., 1995; Patel et al. 1998; Shlaes et al., 1981) อยํางไรก็ตามการทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีส าหรับเชื้อ Enterococcus spp. เป็นวิธีที่นิยมและใช๎กันอยํางแพรํหลายในอีก
หลายงานวิจัย (Day et al., 2001; Song et al., 2005) ดังนั้นการทดสอบในระดับโมเลกุลควบคูํกันไป
ด๎วยชํวยในการยืนยันผลการทดลองได๎แมํนย ามากขึ้น 

 
ความส าคัญทางคลีนิกพบวําโดยทั่วไปเชื้อ E. gallinarum และ E. casseliflavus สามารถกํอ

โรคได๎แตํพบในเปอร์เซ็นต์ที่น๎อยกวําสปีชีส์อ่ืน ได๎แกํ  E. faecalis ที่สาเหตุเกือบ 80% ของการติด
เชื้อในมนุษย์ รองลงมาคือ E. faecium (Huycke et al., 1998) มีรายงานวําเชื้อ E. gallinarum และ   
E. casseliflavus สามารถกํอโรคติดเชื้อในกระแสเลือดในมนุษย์  และมักจะติดเชื้อรํวมกันกับ
แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ (Choi et al., 2004;. Reid et al.; 2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานวําพบเชื้อ            
E. gallinarum เป็นสาเหตุของโรคลิ้นหัวใจอักเสบในมนุษย์ได๎ (Dargere et al., 2002) และมีรายงาน
วําเชื้อ E. casseliflavus เป็นสาเหตุของโรคเยื่อบุสมองอักเสบในมนุษย์ได๎อีกด๎วย (Duygu et al., 
2011; Iaria et al., 2005) 

 
งานวิจัยนี้พบวําอัตราการพบเชื้อ VRE ที่มีฟีโนป์รูปแบบ VanC ไมํมีความแตกตํางกันใน

สุกรแตํละรุํน งานวิจัยของ Butaye et al. (1998) ซึ่งได๎ศึกษาความชุกของเชื้อ VRE ในสุกรแตํละรํุน 
ได๎เก็บตัวอยํางอุจจาระสุกรในประเทศเบลเยียม พบเชื้อ VRE ในลูกสุกรร๎อยละ 21 (13 จาก 60 
ตัวอยําง) ในสุกรขุนร๎อยละ 18 (11 จาก 60 ตัวอยําง) และในแมํพันธุ์สุกรร๎อยละ 53 (32 จาก 60 
ตัวอยําง) ซึ่งอัตราการพบเชื้อ VRE ในแมํพันธุ์สุกรสูงที่สุด เชื้อ VRE ที่พบสํวนใหญํมียีน vanA เดํน 
อาจเป็นไปได๎วําพลวัตรของการติดเชื้อ VRE มีความแตกตํางกันในแตํละฟีโนไทป์  
 

มีการศึกษาหาเชื้อ Enterococcus spp. ที่พบการดื้อยาในรูปแบบ VanC ในความชุกที่สูง
สอดคล๎องกับการทดลองนี้ ได๎แกํ Mac et al. (2003) ได๎ท าการส ารวจเชื้อ VRE โดยการเก็บตัวอยําง
เน้ือสุกร ได๎ท าการคัดกรองเบื้องต๎นโดยการผสมยา vancomycin ปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ในสํวนของสุกรพบวํามี E. gallinarum เป็นสปีชีส์ที่พบมากที่สุดถึงร๎อยละ 58.18 
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(32 จาก 55 สายพันธุ์) รองลงมา E. casseliflavus ร๎อยละ 18.18 (10 จาก 55 สายพันธุ์)                     
E. durans/hirae และ E. faecium พบเทํากันร๎อยละ 9.09 (5 จาก 55 สายพันธุ์) E. faecalis ร๎อยละ 
5.45 (3 จาก 55 สายพันธุ์)  

 
Seo et al. (2005) จากประเทศเกาหลีใต๎ได๎ท าการส ารวจเชื้อ VRE ในสุกร ในสํวนของสุกร

พบวํามีเชื้อ VRE (คํา MICs 4-8 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) จากฟาร์มที่ใช๎ยา avoparcin 33 isolates 
และจากฟาร์มที่ไมํใช๎ยา avoparcin 23 isolates เชื้อเหลํานี้มีรูปแบบการดื้อยาแบบ VanC ทั้งหมดซึ่ง
ประกอบด๎วย E. gallinarum และ E. casseliflavus   

 
โดยปกติการคัดกรองเชื้อ VRE ด๎วยการผสมยา vancomycin ปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอ

มิลลิลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชื้อที่สามารถเจริญขึ้นได๎มีตั้งแตํสายพันธุ์ที่ดื้อตํอยา vancomycin ใน
ความเข๎มข๎นของยาระดับต่ า เชํน เชื้อ E. gallinarum และ E. casseliflavus VanC ฟีโนไทป์ จนถึง
สายพันธุ์ที่ดื้อตํอยา vancomycin ในความเข๎มข๎นของยาระดับสูง เชํน พวก VanA และ VanB ฟีโน
ไทป์ จากผลการทดลองนี้ไมํพบสายพันธุ์ VRE ที่มีการดื้อยาในความเข๎มข๎นของยาระดับสูง แสดง
ให๎เห็นวําการใช๎ยาในฟาร์มสุกรที่ท าการศึกษาไมํท าให๎เกิดการดื้อยาที่เกิดขึ้นภายหลัง (aquired 
resistance) ซึ่งเกิดจากการถํายทอด transposon และ พลาสมิด สปีชีส์ที่พบในสุกรบํอยๆ ได๎แกํ E. 
faecalis, E. faecium, E. hirae และ E. cerorum (Devriese et al., 1987; Devriese et al., 1994) ซึ่งไมํ
พบในการศึกษานี้ บํงชี้วํา Enterococcus spp. เหลํานั้น มีความไวตํอยา vancomycin  
 
 มีการศึกษาหาเชื้อ Enterococcus spp. ที่พบการดื้อยาในรูปแบบ VanC ในความชุกที่สูงใน
อุจจาระผู๎ป่วย ได๎แกํ Gambarotto et al. (2000) ได๎รายงานความชุกของเชื้อ VRE จากผู๎ป่วยใน
โรงพยาบาล และคนที่อาศัยอยูํในชุมชน จากประเทศฝร่ังเศส พบเชื้อ VRE จากผู๎ป่วยใน
โรงพยาบาลร๎อยละ 37 และคนในชุมชุนร๎อยละ 11.8 ทั้งนี้พบวําเชื้อ VRE 65 สายพันธุ์ พบวําเป็น  
E. gallinarum ร๎อยละ 70.7 (46 สายพันธุ์), E. faecium ร๎อยละ 18.5 (12 สายพันธุ์) และ E. 
casseliflavus ร๎อยละ 10.8 (7 สายพันธุ์) โดยบริเวณที่ท าการวิจัยนี้เคยมีการใช๎ยาปฎิชีวนะที่คล๎ายกับ
ยา vancomycin ในฟาร์มสัตว์มากํอน และการติดเชื้อ VRE อาจติดผํานทางหํวงโซํอาหาร (food 
chain)  
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5.  รูปแบบการดื้อยาต้านจุลชีพของเชื้อ vancomycin-intermediate resistant enterococci (VIRE) 
จากการทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) โดย 
disc-diffusion technique  
 

รูปแบบการดื้อยาต๎านจุลชีพอ่ืนๆ ของเชื้อ VIRE จ านวนทั้งหมด 52 isolates พบวํามีการ
อัตราการด้ือตํอยา tetracycline มากที่สุด ร๎อยละ 86.54 (45 จาก 52 isolates) รองลงมาคือ ยา 
erythromycin ร๎อยละ 61.54 (32 จาก 52 isolates), ยา ampicillin ร๎อยละ 53.85 (28 จาก 52 isolates), 
ยา chloramphenicol ร๎อยละ 34.62 (18 จาก 52 isolates), ยา ciprofloxacin ร๎อยละ 32.69 (17 จาก 52 
isolates), ยา gentamicin (ระดับสูง) ร๎อยละ 15.38 (8 จาก 52 isolates), ยา quinupristin-dalfopristin 
ร๎อยละ 13.46 (7 จาก 52 isolates), ยา linezolid และ ยา streptomycin (ระดับสูง) ร๎อยละ 11.54 (6 
จาก 52 isolates), ยา rifampin ร๎อยละ 9.62 (5 จาก 52 isolates), ยา fosfomycin ร๎อยละ 3.85 (2 จาก 
52 isolates) และ ยา nitrofurantoin ร๎อยละ 1.92 (1 จาก 52 isolates) ดังตารางที่ 12 
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ตารางท่ี 12  รูปแบบการด้ือยาต๎านจุลชีพของเชื้อ vancomycin-intermediate resistant enterococci 

(VIRE)  
 

ยาต้านจุลชีพ จ านวน isolates ของเชื้อ VIRE จากกลุ่มสุกรต่างๆ รวม (%) 
 ลูกสุกร 

(3-4 สัปดาห์) 
สุกรขุน 

(21-24 สัปดาห์) 
แม่พันธุ์สุกร 

tetracycline 12 14 19 45 (86.54%) 
erythromycin 9 9 14 32 (61.54%) 
ampicillin 4 11 13 28 (53.85%) 
chloramphenicol 3 10 5 18 (34.62%) 
ciprofloxacin 1 7 9 17 (32.69%) 
gentamicin 4 1 3 8 (15.38%) 
quinupristin-
dalfopristin 

1 3 3 7 (13.46%) 

linezolid 1 3 2 6 (11.54%) 
streptomycin 1 1 4 6 (11.54%) 
rifampin 2 2 1 5 (9.62%) 
fosfomycin - - 2 2 (3.85%) 
nitrofurantoin - 1 - 1 (1.92%) 
รวม 13 17 22 52 (100%) 

 
หมายเหตุ  ampicillin 10 ไมโครกรัม, tetracycline 30 ไมโครกรัม, ciprofloxacin 5 ไมโครกรัม, 

nitrofurantoin 300 ไมโครกรัม, rifampin 5 ไมโครกรัม, chloramphenicol 30 
ไมโครกรัม, quinupristin-dalfopristin 15 ไมโครกรัม, linezolid 15 ไมโครกรัม, 
gentamicin 120 ไมโครกรัม, streptomycin 300 ไมโครกรัม, fosfomycin 50 ไมโครกรัม, 
erythromycin 15 ไมโครกรัม 
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จากผลการทดลองพบวําอัตราของการดื้อยา erythromycin ของเชื้อ VIRE มากเป็นล าดับที่ 2 
หรือคิดเป็นร๎อยละ 61.54 ดังนั้นจึงมีโอกาสที่เชื้อจะดื้อตํอยากลุํม MLSB ซึ่งประกอบด๎วยยากลุํม 
macrolides, lincosamides และ streptogramins B มากขึ้นตามมาด๎วย ยา erythromycin ที่ใช๎ทดสอบ
จัดอยูํในกลุํม macrolides การทดสอบการดื้อยากลุํม MLSB จะใช๎ยา erythromycin กับยา 
clindamycin เป็นแทนของการดื้อยากลุํม MLSB ผลการทดลองที่ได๎สามารถคาดเดาได๎วําเชื้อ VIRE 
ที่ตรวจพบมียีน erythromycin resistance methylase (erm) ซึ่งเป็นยีนที่ดื้อตํอยากลุํม MLSB  

 
เชื้อ VIRE ดื้อตํอยากลุํม MLSB ทั้งหมดร๎อยละ 90.38 (47 จาก 52 isolates) และดื้อเฉพาะยา 

กลุํม lincosamides ซึ่งได๎แกํ ยา clindamycin ร๎อยละ 9.62 (5 จาก 52 isolates) โดยพบวําลูกสุกรดื้อ
ตํอยากลุํม MLSB ร๎อยละ 100 (13 จาก 13 isolates) สุกรขุนดื้อตํอยากลุํม MLSB ร๎อยละ 88.24 (15 
จาก 17 isolates) และแมํพันธุ์สุกรตํอยากลุํม MLSB ร๎อยละ 86.36 (19 จาก 22 isolates) สํวนการดื้อ
ยาเฉพาะ clindamycin เพียงอยํางเดียว พบวําลูกสุกรไมํมีการด้ือยา clindamycin เพียงอยํางเดียว สุกร
ขุนดื้อยาเฉพาะ clindamycin ร๎อยละ 11.76 (2 จาก 17 isolates) และแมํพันธุ์สุกรดื้อยาเฉพาะ 
clindamycin ร๎อยละ 13.63 (3 จาก 22 isolates) ตามตารางที่ 13 

 
ตารางท่ี 13  การดื้อยาต๎านจุลชีพกลุํม MLSB ของเชื้อ vancomycin-intermediate resistant 

enterococci (VIRE) จ านวน 52 isolates  
 

รูปแบบ 
การดื้อยา 

ลูกสุกร 
 (3-4 สัปดาห์) 

สุกรขุน 
(21-24 สัปดาห์) 

แม่พันธุ์สุกร รวม (%) 

ดื้อทุกกลุํมยา 
MLSB 

13 15 19 47 (90.38) 

ดื้อเฉพาะยา 
clindamycin 

- 2 3 5 (9.62) 

รวม 13 17 22 52 (100) 
 
หมายเหตุ  MLSB (macrolides, lincosamides and streptogramins B) 
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จากผลการทดลองพบวําเชื้อมีการอัตราการดื้อยา tetracycline, ยา ampicillin, ยา 
erythromycin, ยา chloramphenicol และยา ciprofloxacin ที่สูง การศึกษานี้พบวําการใช๎ยาต๎านจุลชีพ
ในฟาร์มสุกรมีความสอดคล๎องกับรูปแบบการดื้อยาของเชื้อ VIRE ที่ดื้อตํอยาต๎านจุลชีพ ซึ่งยา 
tetracycline มีการใช๎ในฟาร์มในรูปแบบของยา chlortetracycline (CTC) และยา ampicillin มีการใช๎
ในฟาร์มในรูปแบบของยา amoxicillin สํวนยา erythromycin, ยา chloramphenicol และยา 
ciprofloxacin ไมํมีการใช๎ในฟาร์มแหํงนี้ 

 
โดยทั่วไปการใช๎ยาต๎านจุลชีพในฟาร์มสัตว์ไมํวําในปริมาณสูงหรือต่ าก็ตามมีโอกาสเกิด

การคัดเลือกการดื้อยาตามมาได๎ มีรายงานวําการใช๎ยาต๎านจุลชีพในฟาร์มสัตว์ที่เป็นยากลุํมเดียวกัน 
มีผลท าให๎เกิดการดื้อยาภายในกลุํมยานั้นๆ หรือดื้อข๎ามไปยังกลุํมยาอ่ืนได๎  (Aerestrup et al., 2002) 
งานวิจัยของ Barnes (1958) และ Elliott and Barnes (1959) รายงานวําการใช๎ยา tetracycline ใน
ปริมาณส าหรับการรักษาหรือส าหรับเรํงการเจริญเติบโตพบวําเกิดการคัดเลือกการดื้อยา 
tetracycline ของเชื้อใน group D streptococci ในไกํ  

 
นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยแสดงให๎เห็นวําการใช๎ยา tetracycline ในฟาร์มสัตว์ปีก นอกจาก

เชื้อ Enterococcus spp. จะดื้อตํอยา tetracycline แล๎วยังมีการดื้อยาในกลุํมยา MLSB อีกด๎วย ซึ่งอาจ
เกิดจากการคัดเลือกการดื้อยารํวมกัน เนื่องจากมีการพบยีน int หรือ transposon integrase gene ซึ่ง
บรรจุทั้ง Tn916 และ Tn1545 transposons ซึ่งมียีน tet และยีน erm(B) ที่ดื้อตํอยา tetracycline และ
กลุํมยา MLSB ตามล าดับ (Cauwerts et al., 2007) จากผลการทดลองเบื้องต๎นพบวําเชื้อ VIRE มี
อัตราการดื้อตํอยา tetracycline และกลุํมยา MLSB สูง ดังนั้นจากข๎อมูลที่มีอยูํควรท าการทดสอบใน
ระดับโมเลกุลเพื่อหายีน tet, ยีน erm และยีน int ตํอไป 

 
จากข๎อมูลของฟาร์มตัวอยํางพบวํามีการใช๎ยา CTC ในสุกรขุน 2 ฟาร์ม คือ ฟาร์ม B และ C 

และไมํใช๎ยา CTC ในสุกรขุน 2 ฟาร์ม คือ ฟาร์ม A และ D พบเชื้อ VIRE จ านวน 17 isolates จาก
ฟาร์มที่ใช๎ยา CTC 6 isolates และไมํใช๎ CTC 11 isolates เมื่อน าข๎อมูลดังกลําวมาเปรียบเทียบการดื้อ
ยาของเชื้อ VIRE จากฟาร์มที่ใช๎ CTC และไมํใช๎ CTC ด๎วยการวิเคราะห์ทางสถิติ Fisher’s exact test 
พบวําการพบเชื้อ VIRE จากฟาร์มที่ใช๎ CTC และไมํใช๎ CTC ไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ดังนั้นข๎อมูลเหลํานี้บอกได๎วําการเกิด VIRE ไมํได๎มีสาเหตุมาจากการใช๎ยา CTC 
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นอกจากนี้พบวําเชื้อ VIRE ดื้อยา chloramphenicol และยา ciprofloxacin ในอัตราที่สูงกวํา
ร๎อยละ 30 ซึ่งจากข๎อมูลดังกลําวไมํสามารถระบุถึงสาเหตุของการดื้อยาทั้งสองชนิดนี้ได๎ เนื่องจาก
การใช๎ยาในปัจจุบันไมํมีการใช๎ยาในกลุํมเดียวกันกับยา chloramphenicol และยา ciprofloxacin ใน
สุกรแล๎ว เป็นไปได๎วําการดื้อยา chloramphenicol และยา ciprofloxacin เกิดจากการใช๎ยาในอดีต 

 
ในการศึกษานี้พบวําเชื้อมีการด้ือยาในรูปแบบ VanC และเป็นสายพันธุ์ที่มีการด้ือตํอยาต๎าน

จุลชีพหลายชนิด เชื้อเหลํานี้มีโอกาสที่แพรํกระจายสูํคนผํานทางหํวงโซํอาหาร (food chain) จาก
การศึกษาในเนื้อสุกร ในประเทศฝร่ังเศสพบเชื้อ VRE ร๎อยละ 60 (30 จาก 50 ตัวอยําง) ซึ่งเป็นเชื้อ 
E. gallinarum ร๎อยละ 38 (19 จาก 50 ตัวอยําง) และ เชื้อ E. casseliflavus ร๎อยละ 20 (10 จาก 50 
ตัวอยําง) (Gambarotto et al., 2001) ในประเทศโปรตุเกสได๎ท าการหาเชื้อ VRE โดยใสํยา 
vancomycin ปริมาณ 16 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ Enterococcosel agar และหา  
สปีชีส์ของเชื้อด๎วยการท า multiplex PCR ในตัวอยํางเนื้อสุกร สปีชีส์ที่พบมากที่สุด ได๎แกํ             
E. casseliflavus  ร๎อยละ 24 (10 จาก 41 isolates) และ E. gallinarum ร๎อยละ 13 (5 จาก 41 isolates) 
(Braga et al., 2012) ส าหรับในประเทศไทยพบเชื้อ VRE ร๎อยละ 3 (3 จาก 100 ตัวอยําง) ซึ่งเป็นเชื้อ 
E. gallinarum ร๎อยละ 66.7 (2 จาก 3 ตัวอยําง) (ธงชัย และคณะ 2549) การตรวจหาเชื้อ VanC 
เหลํานี้ในคนปกติ และการศึกษารูปแบบการด้ือยา รวมทั้งลักษณะทางพันธุกรรม จะมีประโยชน์ใน
การเฝ้าระวังเชื้อดื้อยาติดตํอไปยังคนตํอไป  
 

ในทางคลินิกเชื้อ E. gallinarum และ E. casseliflavus กํอโรคในคนได๎ จากผลการทดลอง
สายพันธุ์ที่พบเป็น multidrug resistance ยา ampicillin หรือยา penicillin G จัดเป็น drug of choice 
ในการรักษาโรคติดเชื้อ enterococci ที่ไมํรุนแรง ส าหรับการติดเชื้อในทางเดินปัสสาวะและ
บาดแผล หากเชื้อดื้อยาหรือผู๎ป่วยแพ๎ยากลุํม pencillins สามารถใช๎ยา vancomycin รักษาแทนได๎
โดยเฉพาะในผู๎ป่วยที่ติดเชื้อ enterococci อยํางรุนแรง เชํนโรคติดเชื้อในกระแสเลือด และโรคลิ้น
หัวใจอักเสบ ควรใช๎ยาต๎านจุลชีพอยํางน๎อยสองชนิดเพื่อเสริมฤทธิ์กัน ซึ่งได๎แกํยากลุํมที่ออกฤทธิ์
ยับยั้งการสร๎างผนังเซลล์ เชํน ยา vancomycin, ยา pencillin หรือยา ampicillin รํวมกับยากลุํม 
aminoglycosides ระดับสูง เชํน ยา gentamycin หรือ ยา streptomycin นอกจากนี้ยังมียากลุํมใหมํที่
ใช๎ ได๎ผลส าห รับ เชื้ อ  VRE ที่ ดื้ อตํอยาในความ เข๎มข๎นของยาระดับสู ง  ได๎แกํ  ย า 
quinupristin/dalfopristin (กลุํมยา streptogramins) และยา linezolid (กลุํมยา oxazolidinones) (ภัทร
ชัย, 2549; CLSI, 2011) จากผลการทดลองที่พบเชื้อ VIRE ดื้อยาอ่ืนๆ ในอัตราที่สูง ได๎แกํยา 
ampicillin ถึงร๎อยละ 53.85 แสดงให๎เห็นวําหากผู๎ป่วยติดเชื้อ VIRE ดังกลําว ได๎รับการรักษาด๎วยยา 
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ampicillin ซึ่งเป็นยาชนิดแรกส าหรับการรักษาโรคติดเชื้อ enterococci อาจมีผลท าให๎ยา ampicillin 
รักษาไมํได๎ผลทางคลีนิกเนื่องจากเชื้อ VIRE ดื้อตํอยา ampicillin ส าหรับยาชนิดอ่ืนๆ ที่ใช๎ในการ
รักษาเชื้อ Enterococcus spp. แล๎วพบวําเชื้อ VIRE มีอัตราการดื้อตํอยาเหลํานี้ ได๎แกํ ยา gentamycin 
(ระดับสูง) ร๎อยละ 15.38, ยา quinupristin/dalfopristin ร๎อยละ 13.46 และยา streptomycin 
(ระดับสูง) และยา linezolid มีอัตราการด้ือเทํากันคือ ร๎อยละ 11.54  
 

จากผลการทดลองด๎วยวิธี double disc diffusion technique พบวําเชื้อ VIRE มีการดื้อตํอยา 
MLSB เกือบทั้งหมด คือร๎อยละ 90.38 แสดงให๎เห็นวําการดื้อตํอยากลุํม MLSB เหลํานี้เป็นรูปแบบ
การดื้อที่สามารถคาดเดาได๎วํามียีน erm และพบวํามีโอกาสเป็นทั้งการดื้อยาที่เกิดขึ้นตลอดเวลา 
(constitutive resistance) หรือการถูกกระตุ๎นด๎วยยา (inducible resistance) วิธีนี้ยังไมํสามารถยืนยัน
วําเชื้อมียีน erm (Jaglic et al., 2011; Lim et al., 2002) จะต๎องท าการตรวจหายีน erm ในระดับ
โมเลกุลตํอไป  
 

ส าหรับกลไกการดื้อยากลุํม MLSB คือ การเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างของไรโบโซมเนื่องจาก
ยาทั้งสามกลุํมมีเป้าหมายในการออกฤทธิ์ยาเดียวกัน คือ 23S rRNA ถึงแม๎วํายาทั้งสามชนิดจะมีสูตร
โครงสร๎างทางเคมีแตกตํางกันก็ตาม เชื้อสร๎างเอนไซม์ rRNA methylase โดยยีน erm ซึ่งยีนนี้พบได๎
ทั้งบนพลาสมิดและโครโมโซม เอนไซม์ท าหน๎าที่เติมหมูํ methyl โดยขบวนการ methylation ที่
โมเลกุลเบส adenine ในต าแหนํงจ าเพาะของ 23S rRNA มีผลท าให๎ไรโบโซมเปลี่ยนแปลง
โครงสร๎าง (ภัทรชัย, 2549; Rice et al., 2003)  
 
6.  รูปแบบการดื้อยาต้านจุลชีพหลายชนิดร่วมกันของเชื้อ vancomycin-intermediate resistant 
enterococci (VIRE) จากการทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ 
(semi-quantitative) โดย disc-diffusion technique  
 
 จ านวนของยาต๎านจุลชีพที่เชื้อ VIRE ดื้อยาพบวําเชื้อดื้อยาต๎านจุลชีพ 1 ชนิด ร๎อยละ 7.69 
(4 จาก 52 isolates) เชื้อดื้อยาต๎านจุลชีพ 2 ชนิด และ 3 ชนิดอยํางละ ร๎อยละ 23.08 (12 จาก 52 
isolates) เชื้อดื้อยาต๎านจุลชีพ 4 ชนิด ร๎อยละ 21.15 (11 จาก 52 isolates) เชื้อดื้อยาต๎านจุลชีพ 5 ชนิด 
ร๎อยละ 15.38 (8 จาก 52 isolates) เชื้อดื้อยาต๎านจุลชีพ 6 ชนิด ร๎อยละ 3.85 (2 จาก 52 isolates) และ
เชื้อดื้อยาต๎านจุลชีพ 7 ชนิดและ 8 ชนิดอยํางละร๎อยละ 1.92 (1 จาก 52 isolates) และรูปแบบการดื้อ
ยาต๎านจุลชีพหลายชนิดของเชื้อ VIRE พบวํามีรูปแบบการดื้อยามากที่สุด ได๎แกํ การดื้อรํวมกันของ
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ยา ampicillin, ยา tetracycline, ยา ciprofloxacin, ยา chloramphenicol และยา erythromycin และการ
ดื้อรํวมกันของยา ampicillin และยา tetracycline ร๎อยละ 7.69 (4 จาก 52 isolates) เทํากัน รองลงมา
คือ การดื้อรํวมกันของยา tetracycline และยา erythromycin คือ ร๎อยละ 5.77 (3 จาก 52 isolates) 
ตามตารางที่ 14  
 
 จ านวนของเชื้อ VIRE ที่เป็นสายพันธุ์ multi-drug resistance (MDR) หรือเชื้อดื้อยาตั้งแตํ 3 
ชนิดขึ้นไป คิดเป็นร๎อยละ 67.31 (35 จาก 52 isolates) ซึ่งเป็นเปอร์เซ็นต์สูง จากข๎อมูลดังกลําวเชื้อ 
VanC enterococci เป็นแหลํงของยีนดื้อยาต๎านจุลชีพหลายชนิด 
 

ยา tetracycline, ยา ampicillin, ยา erythromycin, ยา chloramphenicol และยา ciprofloxacin 
เชื้อมีอัตราการดื้อตํอยาสูงในการทดลองนี้ และรูปแบบการดื้อยาหลายชนิดรํวมกันมักจะมีการดื้อ
ตํอยาเหลํานี้ด๎วย ยาเหลํานี้ใช๎รักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียในคน โดยยา tetracycline, ยา 
chloramphenicol และยา ciprofloxacin ใช๎รักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ยา 
ampicillin ใช๎รักษาโรคติดเชื้อ enterococci, Listeria และ Haemophilus และยา erythromycin ใช๎
รักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบบางชนิด 
 

มีรายงานการพบเชื้อ E. gallinarum และ E. casseliflavus VanC ฟีโนไทป์ดื้อตํอยา 
ampicillin, ยา tetracycline และยา ciprofloxacin ที่แยกได๎จากอุจจาระคนที่มีสุขภาพดี โดยพบวํา
เชื้อเหลํานี้มีรูปแบบการดื้อต๎านจุลชีพรํวมกันด๎วย (Lopez et al., 2013) จากงานวิจัยดังกลําวแสดง
ให๎เห็นวํามีการพบเชื้อ VanC ในคนปกติ และมีรูปแบบการดื้อยาใกล๎เคียงกันกับเชื้อ VanC ในสุกร
ที่ท าการศึกษา ดังนั้นควรท าการเก็บตัวอยํางอุจจาระคนปกติในประเทศไทยเพิ่มเติม เพื่อ
เปรียบเทียบรูปแบบการดื้อยาต๎านจุลชีพของเชื้อ VanC ในคนปกติและสุกรในประเทศไทย เพื่อหา
ความส าคัญด๎านระบาดวิทยาของเชื้อ VRE จากสุกรสูํมนุษย์ 
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ตารางท่ี 14  จ านวนของยาต๎านจุลชีพที่เชื้อดื้อยาและรูปแบบการด้ือยาต๎านจุลชีพของเชื้อ 

vancomycin-intermediate resistant enterococci (VIRE)  
 

การดื้อยา รูปแบบการดื้อยาต้านจุลชีพ (จ านวน isolates, n=52) รวม (%) 
ยาต๎านจุลชีพ 
1 ชนิด 

TE อยํางเดียว (2), RD อยํางเดียว (1), AMP อยํางเดียว (1) 4 (7.69) 

ยาต๎านจุลชีพ 
2 ชนิด 

TE-E (3), TE-LZD (1), S-E (1), AMP-TE (4), TE-CN (2), 
TE-C (1) 

12 (23.08) 

ยาต๎านจุลชีพ 
3 ชนิด 

CIP-C-E (1), AMP-TE-LZD (1), TE-QD-E (2), AMP-TE-
E (2), TE-C-E (1), AMP-TE-QD (1), TE-CN-E (2), AMP-
TE-CIP (1), TE-CIP-CN (1) 

12 (23.08) 

ยาต๎านจุลชีพ 
4 ชนิด 

TE-CIP-LZD-FOS (1), TE-RD-C-E (1), AMP-TE-C-E (2), 
TE-C-FOS-E (1), AMP-QD-S-E (1), AMP-CIP-QD-E (1), 
AMP-TE-RD-C (1), AMP-TE-CIP-E (1), AMP-TE-CIP-
RD (1) AMP-TE-S-E (1) 

11 (21.15) 

ยาต๎านจุลชีพ 
5 ชนิด 

AMP-TE-CIP-C-E (4), AMP-TE-CN-S-E (1), TE-RD-C-
LZD-E (1), TE-CIP-C-CN-E (1), AMP-TE-CIP-S-E (1), 

8 (15.38) 

ยาต๎านจุลชีพ 
6 ชนิด 

AMP-TE-CIP-C-LZD-E (1), AMP-TE-CIP-C-QD-E (1) 2 (3.85) 

ยาต๎านจุลชีพ 
7 ชนิด 

AMP-TE-CIP-C-CN-S-E (1) 1 (1.92) 

ยาต๎านจุลชีพ 
8 ชนิด 

AMP-TE-CIP-F-C-QD-LZD-E (1) 1 (1.92) 

 
หมายเหตุ  AMP = ampicillin 10 ไมโครกรัม, TE = tetracycline 30 ไมโครกรัม, CIP = 

ciprofloxacin 5 ไมโครกรัม, F = nitrofurantoin 300 ไมโครกรัม; RD = rifampin 5 
ไมโครกรัม, C = chloramphenicol 30 ไมโครกรัม, QD = quinupristin-dalfopristin 15 
ไมโครกรัม, LZD = linezolid 15 ไมโครกรัม, CN = gentamicin 120 ไมโครกรัม, S = 
streptomycin 300 ไมโครกรัม, FOS = fosfomycin 50 ไมโครกรัม, E = erythromycin 15 
ไมโครกรัม  



97 
 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 การตรวจหาและศึกษาคุณลักษณะของเชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อตํอยา vancomycin ใน
สุกร โดยตัวอยํางอุจจาระที่ได๎สุํมเก็บจากสุกร 3 รํุน คือ ลูกสุกร สุกรขุน และแมํพันธุ์สุกร จากฟาร์ม
ในเขตภาคกลางของประเทศไทย เก็บตัวอยํางรวมทั้งหมด 179 ตัวอยําง ท าการคัดกรองเบื้องต๎นโดย
ใช๎อาหารเลี้ยงเชื้อ bile esculin azide agar ที่ใสํยา vancomycin ในปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร
หลังจากท าการแยกเชื้อในระดับจีนัสด๎วยคุณสมบัติทางชีวเคมี เมื่อให๎ผลบวกทุกการทดสอบแล๎ว จึง
ทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพโดย disc-diffusion technique โดยวิธี Kirby-Bauer ด๎วยยา 
vancomycin ขนาด 30 ไมโครกรัม พบวํามีเชื้อ VRE และเชื้อ VIRE ในลูกสุกรร๎อยละ 26.23 ในสุกร
ขุนร๎อยละ 33.33 ในแมํพันธุ์สุกรร๎อยละ 31.04 และพบเชื้อ VRE และ VIRE ในสุกรทั้ง 3 ชํวงอายุ
รวมกันร๎อยละ 30.17 จากผลการทดลองสามารถแยกเชื้อ VRE และ VIRE ได๎รวมทั้งหมด 71 
isolates จาก 54 ตัวอยําง จากข๎อมูลดังกลําว พบวําอัตราการพบเชื้อในสุกรแตํละชํวงอายุไมํมีความ
แตกตํางกัน เมื่อน าเชื้อ Enterococcus spp. ทั้ง 71 isolates มาท าการทดสอบความไวของเชื้อตํอยา
ต๎านจุลชีพ โดยวิธี agar dilution technique พบวําเชื้อ Enterococcus spp. จาก 71 isolates ให๎ผลเป็น
ดื้อยาปานกลาง (MICs 8-16 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) พบร๎อยละ 73.24 และเชื้อไวตํอยา (MICs 2-4 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) พบร๎อยละ 26.76 จากผลการทดลองพบเชื้อ VIRE ในลูกสุกรร๎อยละ 19.67 
ในสุกรขุนร๎อยละ 25 ในแมํพันธุ์สุกรร๎อยละ 27.59 และพบเชื้อ VIRE ในสุกรทั้ง 3 ชํวงอายุรวมกัน
ร๎อยละ 24.02 และสามารถแยกเชื้อ VIRE ได๎รวมทั้งหมด 52 isolates จาก 43 ตัวอยําง พบวําอัตรา
การพบเชื้อ VIRE ในสุกรทุกชํวงอายุไมํมีความแตกตํางกัน 
 

อัตราการดื้อยาของเชื้อ VIRE ตํอยาต๎านจุลชีพอ่ืนๆ พบวํามีการดื้อตํอยา tetracycline มาก
ที่สุด ร๎อยละ 86.54 รองลงมาคือ ยา erythromycin ร๎อยละ 61.54, ยา ampicillin ร๎อยละ 53.85, ยา 
chloramphenicol ร๎อยละ 34.62, ยา ciprofloxacin ร๎อยละ 32.69, ยา gentamicin (ระดับสูง) ร๎อยละ 
15.38 นอกจากนี้มีระดับการดื้อยาที่น๎อยกวํา 15% ได๎แกํ ยา quinupristin-dalfopristin, ยา linezolid, 
ยา streptomycin (ระดับสูง), ยา rifampin และระดับการดื้อยาที่น๎อยกวํา 5% ได๎แกํ ยา fosfomycin 
และยา nitrofurantoin และไมํดื้อตํอยา teicoplanin เลย จากผลการทดลองข๎างต๎นพบวํามีการดื้อยา 
erythromycin สูงดังนั้นจึงท าการทดสอบ double disc diffusion technique เชื้อดื้อตํอยากลุํม MLSB 
ทั้งหมดร๎อยละ 90.38 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อ VIRE ด๎วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี
ระดับสปีชีส์ พบเชื้อ E. gallinarum สูงที่สุดร๎อยละ 71.15 รองลงมา คือ E. casseliflavus ร๎อยละ 
21.15 นอกจากนี้ยังพบเชื้อที่ไมํสามารถระบุสปีชีส์ได๎ด๎วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ซึ่ง
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สามารถบอกได๎ครําวๆ วําอยูํใน group II และ group IV โดยพบร๎อยละ 5.77 และร๎อยละ 1.92 
ตามล าดับ ซึ่งจากผลการทดลองเมื่อพิจารณาจากคํา MICs และสปีชีส์ที่พบสามารถพยากรณ์ได๎วํา
เป็นการดื้อยาในรูปแบบ VanC  
 

การศึกษานี้เป็นการรายงานความชุกของเชื้อ VRE และการศึกษาคุณลักษณะของเชื้อใน
สุกรคร้ังแรก และจากข๎อมูลบํงบอกได๎วําสุกรเป็นแหลํงของการพบเชื้อ E. gallinarum และ E. 
caseliflavus ที่มีการดื้อยาในรูปแบบฟีโนไทป์ VanC มีคํา MICs ของยา vancomycin 8-16 
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร คิดเป็นร๎อยละ 24.02 นอกจากนี้พบวําเชื้อ VIRE สํวนใหญํเป็นสายพันธุ์ที่
ดื้อตํอยาต๎านจุลชีพหลายชนิดรํวมกัน (multidrug resistance) รูปแบบการดื้อตํอยาต๎านจุลชีพของ
เชื้อสํวนใหญํ ดื้อตํอยา tetracycline ยา erythromycin ยา ampicillin ยา chloramphenicol และยา 
ciprofloxacin  

 
เชื้อ VIRE ที่พบคิดเป็นร๎อยละ 24.02 ซึ่งถือวําเป็นเปอร์เซ็นต์ที่ควรให๎ความสนใจ  เชื้อ 

VIRE อาจมีการปนเปื้อนไปสูํผู๎บริโภคผํานการบริโภคเนื้อสุกรที่ปรุงไมํสุก การดื้อยาต๎านจุลชีพ
ชนิดตํางๆ ของเชื้อ VIRE นี้อาจจะเป็นแหลํงพลาสมิดดื้อยา ampicillin, tetracycline และยาอ่ืนๆ ที่
อาจแพรํกระจายไปยังเชื้อกํอโรคอ่ืนๆ ได๎ การเปลี่ยนแปลงสูตรยาที่ใช๎ในสุกรไปจากเดิม จ าเป็น
จะต๎องมีการเฝ้าระวังอุบัติการณ์ของเชื้อ VRE และการดื้อยาของเชื้อในระดับยาที่สูงขึ้น 
 

การวิจัยคร้ังตํอไปควรท าการศึกษาเชื้อ VRE ในมนุษย์ที่มีสุขภาพดีเพื่อเปรียบเทียบแบบ
แผนทางพันธุกรรมของเชื้อ VRE ที่แยกได๎จากคนที่มีสุขภาพดีและจากสุกร ด๎วยวิธีทางโมเลกุล 
ได๎แกํ pulse-field gel electrophoresis และเปรียบเทียบการศึกษารูปแบบการดื้อยาต๎านจุลชีพของเชื้อ 
VRE ในคนที่มีสุขภาพดีและสุกร เพื่อหาความส าคัญด๎านระบาดวิทยาของเชื้อ VRE จากสุกรสูํ
มนุษย์ 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  Mueller-Hinton broth  
 
  สํวนประกอบของอาหาร Mueller-Hinton broth 
 
 Beef, Dehydration Infusion Form     300 กรัม 
 Casein hydrolysate                  17.5 กรัม 
 Starch         1.5 กรัม 
 ปรับ pH สุดทายเปน 7.3 ± 0.1 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 
 วิธีเตรียม 
 
 1.1  ชั่งอาหาร 21 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 

1.2  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
1.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนกวําสารละลายจะเย็น แล๎วเก็บรักษาไว๎ในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส 
 
2.  Mueller-Hinton agar  
 
 สํวนประกอบของอาหาร Mueller-Hinton agar 
 
 Beef, Dehydration Infusion form     300 กรัม 
 Casein Hydrolysate                  17.5 กรัม 
 Starch         1.5 กรัม 
 Agar          17 กรัม 
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 ปรับ pH สุดทายเปน 7.3 ± 0.1 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
  
 วิธีเตรียม 
 
 2.1  ชั่งอาหาร 38 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 

2.2  น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
2.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จึงเทเพลท แล๎วเก็บรักษาไว๎

ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 

3.  Heart infusion broth  
 
 สํวนประกอบของอาหาร Heart infusion broth 
  
 Beef Heart, Infusion form 500 g     10 กรัม 
 Tryptose       10 กรัม 
 Sodium Chloride        5 กรัม 
 ปรับ pH สุดทายเปน 7.4 ± 0.2  
 
 วิธีเตรียม 
 
 3.1  ชั่งอาหาร 25 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 

3.2  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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3.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนกวําสารละลายจะเย็น แล๎วเก็บรักษาไว๎ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 
องศาเซลเซียส 
 
4.  Brain heart infusion broth  
 
 สํวนประกอบของอาหาร Brain heart infusion broth 
 
 Calf Brains, Infusion form 200 g               7.7 กรัม 
 Beef Heart, Infusion form 250 g               9.8 กรัม 
 Proteose Peptone                 10  กรัม 
 Sodium Chloride      5  กรัม 
 Dextrose       2  กรัม 
 Disodium Phosphate                2.5  กรัม 
 ปรับ pH สุดทายเปน 7.4 ± 0.2 
 
 วิธีเตรียม 
 
 4.1  ชั่งอาหาร 37 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 

4.2  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
4.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนกวําสารละลายจะเย็น แล๎วเก็บรักษาไว๎ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส 
 
5.  EnterococcoselTM agar  
 
 สํวนประกอบของอาหาร EnterococcoselTM agar 
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 Pancreatic Digest of Casein     17 กรัม 
 Peptic Digest of Animal Tissue       3 กรัม 
 Yeast Extract         5 กรัม 
 Oxgall, dehydrated      10 กรัม 
 Sodium Chloride        5 กรัม 
 Sodium Citrate         1 กรัม 
 Esculin          1 กรัม 
 Ferric Ammonium (HI) Citrate                 0.5 กรัม 
 Sodium Azide                 0.25 กรัม 
 Agar                  13.5 กรัม 
 ปรับ pH สุดทายเปน 7.1 ± 0.2  
 
 วิธีเตรียม 
 
 5.1  ชั่งอาหาร 56 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 

5.2  น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
5.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จึงเทเพลท แล๎วเก็บรักษาไว๎

ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 
6.  Tryptic soy agar  
 
 สํวนประกอบของอาหาร Tryptic soy agar 
 
 Pancreatic Digest of Casein     15 กรัม 
 Papaic Digest of Soybean       5 กรัม 
 Sodium Chloride        5 กรัม 
 Agar        15 กรัม 
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 ปรับ pH สุดทายเปน 7.3 ± 0.2 
  
 วิธีเตรียม 
 
 6.1  ชั่งอาหาร 40 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 

6.2  น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
6.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จึงเทเพลท แล๎วเก็บรักษาไว๎

ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 
7.  Tryptic soy broth  
 
 สํวนประกอบของอาหาร Tryptic soy broth 
 
 Pancreatic Digest of Casein     17 กรัม 
 Papaic Digest of Soybean     13 กรัม 
 Dextrose                    2.5 กรัม 
 Sodium Chloride        5 กรัม 
 Dipotassium Phosphate                  2.5 กรัม 
 น้ ากลั่น          1 ลิตร 
 ปรบั pH สุดทายเปน 7.3 ± 0.2 ที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 
 
 วิธีเตรียม 
 
 7.1  ชั่งอาหาร 30 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 



131 
 

7.2  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
7.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนกวําสารละลายจะเย็น แล๎วเก็บรักษาไว๎ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส 
 
8.  เกลือโซเดียมคลอไรด์ 6.5% (6.5% salt broth) 
 

วิธีการเตรียมสารละลายในการทดสอบ 
  
8.1  เตรียมสารละลายดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร) 

Heart infusion broth    25 กรัม 
Bromocresol purple (1.6% ใน 95% ethanol)   1 มิลลิลิตร 
NaCl (6%)     60 กรัม 
Glucose (0.5%)      5 กรัม 
 

8.2  ผสมให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อ
เดียวกัน 

 
8.3  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
8.4  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนกวําสารละลายจะเย็น แล๎วเก็บรักษาไว๎ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส 
 

9.  อาหารท่ีใช้ทดสอบการเจริญเติบโตในอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 

วิธีการเตรียมสารละลายในการทดสอบ  
 
9.1  เตรียมสารละลายดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร) 
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Heart infusion broth    25 กรัม 
Bromocresol purple (1.6% ใน 95% ethanol)   1 มิลลิลิตร 
Glucose (0.5%)       5 กรัม 
 

9.2  ผสมให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก แล๎วน าไปต๎มบนHot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อ
เดียวกัน 

 
9.3  น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
9.4  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนกวําสารละลายจะเย็น แล๎วเก็บรักษาไว๎ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส 
 

10.  น้ าตาล mannitol, sorbose, arabinose, sorbital, raffinose และ sucrose (Acid formation in 
carbohydrate broths) 
 

วิธีการเตรียม 
 

10.1  เตรียม Heart infusion broth ดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร) 
  Heart infusion broth  25 กรัม 

น้ ากลั่น      1 ลิตร 
 

 10.2  เติม Bromocresal purple 1 มิลลิลิตร 
 
 10.3  เติมคาร์โบไฮเดรต (mannitol, sorbose, arabinose, sorbital, raffinose หรือ sucrose) 
ลงไป 1% 
 
 10.4  ต๎มจนสารละลายใส และเป็นเนื้อเดียวกัน 
 
 10.5  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 4 มิลลิลิตร 
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 10.6  ท าการ autoclave ที่ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
 10.7  รอจนเย็นแล๎วเก็บรักษาในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
11.  Arginine (Deamination of arginine) 
 
 วิธีการเตรียม 
 

11.1  เตรียม arginine ดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร) 
  Moeller’s decarboxylase base medium (Difco)     10.5 กรัม 
  L-arginine hydrochloride    0.5 กรัม 
  Agar       0.25 กรัม 
  น้ ากลั่น      1 ลิตร 
 
 11.2  ต๎มจนสารละลายใส และเป็นเนื้อเดียวกัน 
 
 11.3 แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 4 มิลลิลิตร 
 
 11.4  ท าการ autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
 11.5  รอจนเย็นแล๎วเก็บรักษาในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
12.  0.04% tellurite (Tellurite tolerance test)  
 

เป็นการทดสอบโดยใช๎อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งในรูปหลอด หรือเพลท กับ 0.04% Potassium 
tellurite 

 
วิธีการเตรียม 
 
12.1.  เตรียม Heart infusion agar ดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร) pH 7.4 ± 0.2 
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Heart infusion broth  25 กรัม 
Agar    10 กรัม 
น้ ากลั่น      1 ลิตร 
 

12.2  ต๎มจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส แล๎วรอจนอุณหภูมิลดลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส จึงท า

การปรับพีเอชด๎วยเคร่ือง pH meter ท าให๎เป็น pH 6 ด๎วย 1 N HCl 

 

12.3  ท าการ autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

12.4  แชํในเคร่ือง water bath ปรับอุณหภูมิเป็น 90 องศาเซลเซียส แล๎วใสํเลือดประมาณ 

5% 

 

12.5  ปรับอุณหภูมิให๎ได๎ 50 องศาเซลเซียส เพื่อใสํ 0.1 % Potassium tellurite solution 

ปริมาณ 4 มิลลิลิตร (ตํอปริมาณ Heart infusion agar 1 ลิตร) 

 

12.6  เทใสํเพลท เก็บรักษาในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
13.  Motility test 
 
 วิธีการเตรียม 
 

13.1  เตรียมสารละลาย ดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลติร) 
  Tryptone  10 กรัม 
  Agar     3.5 กรัม 
  น้ ากลั่น      1 ลิตร 
 

13.2  ต๎มจนสารละลายใส และเป็นเนื้อเดียวกัน 
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 13.3  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร 
 
 13.4  ท าการ autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 13.5  รอจนเย็นแล๎วเก็บรักษาในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
14.  Pyruvate utilization test 
 
วิธีการเตรียม 
 

14.1  เตรียม pyruvate ดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร) pH 7.2-7.4 
Tryptone    25 กรัม 
Yeast extract     5 กรัม 
K2HPO4      5 กรัม 
NaCl      5 กรัม 
Sodium salt of pyruvic acid 10 กรัม 
Bromothymol blue    0.04 กรัม 
น้ ากลั่น      1 ลิตร 
 

14.2  ต๎มจนสารละลายใส และเป็นเนื้อเดียวกัน 
 
14.3  แบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร 
 
14.4  ท าการ autoclave ที่ 118 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
14.5  เก็บในต๎ูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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15.  Methyl-α-D-glycopyranoside test 
 
วิธีการเตรียม 
 

15.1.  เตรียม Methyl-α-D-glycopyranoside ดังนี้ (ส าหรับปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร)  
Methyl-α-D-glycopyranoside 25 กรัม 
Phenol red    15 กรัม 
น้ ากลั่น      1 ลิตร 
 

15.2  ต๎มจนสารละลายใส และเป็นเนื้อเดียวกัน 
 
15.3  ท าการกรองสารละลายแล๎วแบํงใสํหลอดทดลองหลอดละ 2 มิลลิลิตร 
 
15.4  เก็บในต๎ูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

16.  Mueller Hinton agar No. II 
 
 สํวนประกอบของอาหาร Mueller-Hinton agar No. II 
 
 Beef Extract           2 กรัม 
 Acid Hydrolysate                  17.5 กรัม 
 Starch         1.5 กรัม 
 Agar          17 กรัม 
 ปรับ pH สุดทายเปน 7.3 ± 0.1 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
  
 วิธีเตรียม 
 
 16.1  ชั่งอาหาร 38 กรัม ตํอปริมาณน้ ากลั่น 1 ลิตร ผสมอาหารให๎เข๎ากัน ใสํแทํงแมํเหล็ก 
แล๎วน าไปต๎มบน Hot plate stirrer จนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
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16.2  น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
16.3  เมื่อเสร็จแล๎วตั้งทิ้งจนอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส จึงเทเพลท แล๎วเก็บรักษา

ไว๎ในต๎ูเย็นอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมความขุํนมาตรฐาน และความกวางของ inhibition zone เพือ่ใชในการเปรียบเทียบการ

ทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์  
และคําความเข๎มข๎นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MICs) จากการทดสอบความไว

ของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบปริมาณวิเคราะห์  
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1.  การเตรียมความขุ่นมาตรฐาน ( McFarland nephelometer Standards) 
  

การเตรียมความขุํนมาตรฐานตามวิธีของ McFarland (McFarland nephelometer) โดยใช
กรดซัลฟูริค และแบเรียมคลอไรด มีขั้นตอนการเตรียมดังตอไปนี้ 
 

1.1  เตรียม 1% ของ H2SO4 
 
1.2  เตรียม 1% aqueous solution ของ BaCl2 
 
1.3  ผสมสารละลายในหลอดทดลองใหมํๆ ที่ไมํมีรอยด า หรือขุํน ปริมาณตามต๎องการ 

ตามตารางผนวกที่ ข1 
 

ตารางผนวกท่ี ข1  การเตรียมความขุํนมาตรฐาน (McFarland Standards) 
 

ปริมาณความขุ่น
มาตรฐาน 

0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1% BaCl2 (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 
1% H2SO4 (ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9 
Approx.cell density  
(x 108/ml) 

1.5 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 
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ตารางผนวกท่ี ข2  ความกว๎างของ inhibition zone เพื่อใช๎ในการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎าน

จุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-quantitative) โดย disc-diffusion technique 
โดยวิธี Kirby-Bauer  

 
กลุ่มยา ยาต้านจุลชีพ ปริมาณยา ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโซนยา (mm) 

S I R 
Penicillins 

A Pencillin 10 units ≥ 15 - ≤ 14 
A Ampicillin 10 µg ≥ 17 - ≤ 16 

Glycopeptides 
B Vancomycin 30 µg ≥ 17 15-16 ≤ 14 

Inv. Teicoplanin 30 µg ≥ 14 11-13 ≤ 10 
Lipopeptides 

B Daptomycin - - - - 
Macrolides 

O Erythromycin 15 µg ≥ 23 14-22 ≤ 13 
Tetracyclines 

U Tetracycline 30 µg ≥ 19 15-18 ≤ 14 
O Doxycycline 30 µg ≥ 16 13-15 ≤ 12 
O Minocycline 30 µg ≥ 19 15-18 ≤ 14 

Fluroquinolones 
U Ciprofloxacin 5 µg ≥ 21 16-20 ≤ 15 
U Levofloxacin 5 µg ≥ 17 14-16 ≤ 13 
U Norfloxacin 10 µg ≥ 17 13-16 ≤ 12 
O Gatifloxacin 5 µg ≥ 18 15-17 ≤ 14 

Nitrofurantoins 
U Nitrofurantoin 300 µg ≥ 17 15-16 ≤ 14 

Ansamycins 
O Rifampin 5 µg ≥ 20 17-19 ≤ 16 
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ตารางผนวกท่ี ข2  (ตํอ) 
 

กลุ่มยา ยาต้านจุลชีพ ปริมาณยา ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของโซนยา (mm) 

S I R 
Phenicols 

O Chloramphenicol 30 µg ≥ 18 13-17 ≤ 12 
Fosfomycins 

O Fosfomycin 200 µg ≥ 16 13-15 ≤ 12 
 Fosfomycin 50 µg ≥ 20 14-19 ≤ 13 

Phenicols 
O Chloramphenicol 30 µg ≥ 18 13-17 ≤ 12 

Streptogramins 
B Quinupristin-

dalfopristin 
15 µg ≥ 19 16-18 ≤ 15 

Oxazolidinones 
B Linezolid 30 µg ≥ 23 21-22 ≤ 20 

Aminoglycosides HLAR 
 Gentamicin 120 µg ≥ 10 7-9 ≤ 6 
 Streptomycin 300 µg ≥ 10 7-9 ≤ 6 

 
ท่ีมา: CLSI (2011); DIN 58940 (1992) 
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ตารางผนวกท่ี  ข3 คําความเข๎มข๎นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MICs) จากการ

ทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบปริมาณวิเคราะห์ (quantitative) 
โดยวิธี agar dilution technique  

 
กลุ่มยา ยาต้านจุลชีพ ค่า MICs (µg/ml) 

S I R 
Penicillins 

A Pencillin ≤ 8 - ≥ 16 
A Ampicillin ≤ 8 - ≥ 16 

Glycopeptides 
B Vancomycin ≤ 4 8-16 ≥  32 

Inv. Teicoplanin ≤ 8 16 ≥  32 
Lipopeptides 

B Daptomycin ≤ 4 - - 
Macrolides 

O Erythromycin ≤ 0.5 1-4 ≥  8 
Tetracyclines 

U Tetracycline ≤ 4 8 ≥ 16 
O Doxycycline ≤ 4 8 ≥ 16 
O Minocycline ≤ 4 8 ≥ 16 

Fluroquinolones 
U Ciprofloxacin ≤ 1 2 ≥ 4 
U Levofloxacin ≤ 2 4 ≥ 8 
U Norfloxacin ≤ 4 8 ≥ 16 
O Gatifloxacin ≤ 2 4 ≥ 8 

Nitrofurantoins 
U Nitrofurantoin ≤ 32 64 ≥ 128 

Ansamycins 
O Rifampin ≤ 1 2 ≥ 4 

Fosfomycins 
O Fosfomycin ≤ 64 128 ≥ 256 

Phenicols 
O Chloramphenicol ≤ 8 16 ≤ 32 
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ตารางผนวกท่ี ข3 (ตํอ) 
 

กลุ่มยา ยาต้านจุลชีพ ค่า MICs (µg/ml) 

S I R 
Streptogramins 

B Quinupristin-
dalfopristin 

≤ 1 2 ≥ 4 

Oxazolidinones 
B Linezolid ≤ 2 4 ≥ 8 

Aminoglycosides HLAR 
 Gentamicin ≤ 500 - > 500 
 Streptomycin ≤ 500 - > 2000 

 
ท่ีมา: CLSI (2011) 
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ภาคผนวก ค 
เชื้ออ๎างอิงมาตรฐาน 
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ตารางผนวกท่ี ค1  เชื้ออ๎างอิงมาตรฐาน 

เชื้ออ้างอิง

มาตรฐาน 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

29212 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

51299 

Enterococcus 

faecalis ATCC 

14506 

Staphylococcus 

aureus ATCC 

25923 

ชื่อเดิม Streptococcus 

faecalis 

Streptococcus 

faecalis 

Streptococcus 

faecalis 

Staphylococcus 

aureus subsp. 

aureus 

ผู๎ค๎นสปีชีส์พบ

ครั้งแรก 

Andrewes และ 

Horder 

Andrewes และ 

Horder 

Andrewes และ 

Horder 

Rosenbach 

แหลํงที่แยกเชื้อ

ครั้งแรก 

ปัสสาวะของ

มนุษย์ 

ของเหลวในชํอง

ท๎อง 

- แยกเชื้อทางคลีนิก 

สภาวะที่

เหมาะสมตํอการ

เจริญเติบโต 

37 องศาเซลเซียส 

สภาวะอากาศที่

ต๎องการออกซิเจน 

35 องศาเซลเซียส 

สภาวะอากาศที่

ต๎องการออกซิเจน 

37 องศาเซลเซียส 37 องศาเซลเซียส 

สภาวะอากาศที่

ต๎องการออกซิเจน 

จีโนไทป์ - vanB ant(6)-I 

aac(6’) aph(2’’) 

- - 

การดื้อยา 

vancomycin 

ไวตํอยา 

vancomycin 

(MICs 1-4 µg/ml) 

ดื้อยา vancomycin 

ในระดับต่ า (8-16 

µg/ml) 

- ไวตํอยา 

vancomycin  
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ภาพผนวก ง 
ภาพแสดงลักษณะโคโลนี รูปรางของเชื้อ VRE และ VIRE การยืนยันผลดวยวิธีทางจุลชีววิทยาและ

ชีวเคมี และการทดสอบความไวยาต๎านจุลชีพ 
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ภาพผนวกท่ี ง1  ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อตํอยา vancomycin อายุ 24 ชั่วโมง 

บนอาหาร Tryptic soy agar ลักษณะโคโลนีมีสีขาวขุํนนวล มันวาว 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ง2  ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Enterococcus spp. ที่ดื้อตํอยา vancomycin อายุ 48 ชั่วโมง 

บนอาหาร bile-esculin azide agar ที่ผสมยา vancomycin ปริมาณ 6 ไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร ที่ dilution 10-1, 10-2 และ 10-3 ลักษณะโคโลนีมีสีน้ าตาล หรือด า มีโซนสี
ด า หรือสีน้ าตาลเข๎มรอบๆ โคโลนี 

 

 
 
ภาพผนวกท่ี ง3  ลักษณะรูปรํางของเชื้อ Enterococcus spp. เมื่อย๎อมสีแกรมและตรวจดูด๎วยกล๎อง

จุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เทํา เชื้อติดสีแกรมบวก รูปรํางกลม มีการเรียงตัวเป็น 
เป็นเซลล์เด่ียว คูํ สายสั้นๆ หรือเกาะกลุํม  
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ภาพผนวกท่ี ง4  การทดสอบการเจริญเติบโตในความเข๎มข๎นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 6.5% 

(6.5% salt broth test) ภาพ A แสดงผลลบตํอการทดสอบ และภาพ B แสดง
ผลบวกตํอการทดสอบของเชื้อ Enterococcus spp. เชื้อสามารถทนตํอความเข๎มข๎น
ของเกลือได๎ 6.5 % โดยดูการเปลี่ยนสีของสารบํงชี้ bromocresol purple จากสีมํวง
เป็นสีเหลือง 

 

 
 
ภาพผนวกท่ี ง5  การทดสอบการเจริญเติบโตในอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ภาพ A แสดงผลลบตํอ

การทดสอบ และภาพ B แสดงผลบวกตํอการทดสอบของเชื้อ Enterococcus spp. 
เชื้อสามารถทนตํออุณหภูมิ โดยดูการเปลี่ยนสีของสารบํงชี้ bromocresol purple 
จากสีมํวงเป็นสีเหลือง  
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ภาพผนวกท่ี ง6  ชุดทดสอบส าเร็จรูปส าหรับการทดสอบ L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide (PYR) 

ของเชื้อ Enterococcus spp. 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ง7  การทดสอบการสลายสาร L-pyrrolidonyl-β-naphthylamide (PYR) ของเชื้อ 

Enterococcus spp. โดยเชื้อสร๎างเอนไซม์ pyrrolidonyl arylamidase (PYRase) 
สลายสาร PYR ได๎ β-naphthylamide และเมื่อหยดน้ ายา PYR reagent หรือ N,N-
dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA) จะเกิดการจับตัวกับ β-naphthylamide 
ได๎สีแดง  
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ภาพผนวกท่ี ง8  ชุดทดสอบส าเร็จรูปส าหรับการทดสอบ leucine-β-naphthylamide (LAP)  
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ง9  การทดสอบการสลายสาร leucine-β-naphthylamide (LAP) ของเชื้อ Enterococcus 

spp. โดยเชื้อสร๎างเอนไซม์ leucine aminopeptidase (LAPase) สลายสาร LAP ได๎ 
β-naphthylamide และเมื่อหยดน้ ายา LAP reagent หรือ N,N-
dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA)จะเกิดการจับตัวกับ β-naphthylamide 
ได๎สีแดง 
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ภาพผนวกท่ี ง10  ตัวอยํางการพิสูจน์เชื้อ Enterococcus spp. ในระดับสปีชีส์ด๎วยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี จากภาพคือ E. faecalis ซึ่งให๎ผลบวกตํอการทดสอบน้ าตาล 
mannitol, sorbitol และ sucrose เน่ืองจากการที่เชื้อสามารถใช๎น้ าตาลจนได๎กรด
ออกมาท าให๎เปลี่ยนสี indicator ของ bromocresol purple จากสีมํวงเป็นสีเหลือง 
เชื้อให๎ผลลบตํอน้ าตาล sorbose, arabinose และ raffinose เน่ืองจากการที่เชื้อไมํ
สามารถใช๎น้ าตาลจนได๎กรดออกมาท าให๎ไมํสามารถเปลี่ยนสี indicator ของ 
bromocresol purple จึงได๎สีมํวงเหมือนเดิม นอกจากนี้ยังให๎ผลบวกตํอ arginine 
และ puruvate และให๎ผลลบตํอ methyl-α-D-glycopyranoside 
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ภาพผนวกท่ี ง11  ตัวอยํางการพิสูจน์เชื้อ Enterococcus spp. ในระดับสปีชีส์ด๎วยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี จากภาพคือ E. gallinarum ซึ่งให๎ผลบวกตํอการทดสอบ
น้ าตาล mannitol, arabinose, raffinose และ sucrose เน่ืองจากการที่เชื้อสามารถ
ใช๎น้ าตาลจนได๎กรดออกมาท าให๎เปลี่ยนสี indicator ของ bromocresol purple 
จากสีมํวงเป็นสีเหลือง เชื้อให๎ผลลบตํอน้ าตาล sorbose และ sorbitol เน่ืองจาก
การที่เชื้อไมํสามารถใช๎น้ าตาลจนได๎กรดออกมาท าให๎ไมํสามารถเปลี่ยนสี 
indicator ของ bromocresol purple จึงได๎สีมํวงเหมือนเดิม นอกจากนี้ยังให๎
ผลบวกตํอ arginine และ puruvate และให๎ผลบวกตํอ methyl-α-D-
glycopyranoside 
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ภาพผนวกท่ี ง12  ตัวอยํางการพิสูจน์เชื้อ Enterococcus spp. ในระดับสปีชีส์ด๎วยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี จากภาพคือ E. casseliflavus ซึ่งให๎ผลบวกตํอการทดสอบ
น้ าตาล mannitol, arabinose, raffinose และ sucrose เน่ืองจากการที่เชื้อสามารถ
ใช๎น้ าตาลจนได๎กรดออกมาท าให๎เปลี่ยนสี indicator ของ bromocresol purple 
จากสีมํวงเป็นสีเหลือง เชื้อให๎ผลลบตํอน้ าตาล sorbose และ sorbitol เน่ืองจาก
การที่เชื้อไมํสามารถใช๎น้ าตาลจนได๎กรดออกมาท าให๎ไมํสามารถเปลี่ยนสี 
indicator ของ bromocresol purple จึงได๎สีมํวงเหมือนเดิม นอกจากนี้ยังให๎
ผลบวกตํอ arginine และ puruvate และให๎ผลบวกตํอ Methyl-α-D-
glycopyranoside 
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ภาพผนวกท่ี ง13  การทดสอบการทนตํอ tellurite ภาพ A คือ เชื้อ Enterococcus faecalis ให๎ผลตํอ

การทดสอบ พบโคโลนีสีด าบน tellurite ภาพ B เชื้อ Enterococcus casselflavus 
ให๎ผลลบตํอการทดสอบ พบโคโลนสีเทาบน tellurite หรือสายพันธุ์อ่ืนสํวนใหญํ
ไมํสามารถขึ้นบน tellurite ได๎ 
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ภาพผนวกท่ี ง14  ผลการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-

quantitative) โดย disc diffusion technique โดยวิธี Kirby-Bauer ของเชื้อ VRE 
และ VIRE ที่แยกได๎จากอุจจาระสุกร 

 

 
 
ภาพผนวกท่ี ง15  ผลการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบกึ่งปริมาณวิเคราะห์ (semi-

quantitative) โดย double disc diffusion technique ของเชื้อ VRE และ VIRE ที่
แยกได๎จากอุจจาระสุกร 
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ภาพผนวกท่ี ง16  เคร่ือง microplanter ใช๎ทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบปริมาณ

วิเคราะห์ (quantitative) โดยวิธี agar dilution technique  
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ง17  ผลการทดสอบความไวของเชื้อตํอยาต๎านจุลชีพแบบปริมาณวิเคราะห์ 

(quantitative) โดย agar dilution technique ของเชื้อ VRE และ VIRE ที่แยกได๎
จากอุจจาระสุกร 
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