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Abstract 
  Firstly, inducing the reciepient strains (Staphylococcus epidermidis, Staph. saprophyticus and 
Methicillin susceptible Staph. aureus) lead to express Chloramphenical resistant phenomenon by 
heavily inoculated on surface of Mannitol Salt agar supplemented with Chloramphenical (10 μg/ml) 
(MSAChlo). The conjugant(s) were obtained by cultured donor cells (Methicillin resistant Staph. 
aureus) and reciepient cells in the same conditions, then examined by phenotypic characteristic 
(antibiotic resistant profiles), compared with donor- and reciepient-antibiotic resistant profiles. There 
was only one conjugant Staph. saprophyticus showed the antibiotic resistance profiles as like as 
donor cells (Penicillin G, Cephalothin, Oxacillin, Gentamicin) and reciepient cells (Chloramphenical), 
simultaneously. The results showed that gene-transfering among Staphylococci was occurred when 
culturing under the appropriated conditions. It should be controlled those events by standard method 
precaution for clearance the drug – resistant microorganism in the future.  
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 บทคัดยอ 
  ชักนําเซลลตัวรับ [Staphylococcus epidermidis, Staph. saprophyticus และ Methicillin 
susceptible Staph. aureus (MSSA)] ใหด้ือตอยา Chloramphenical ในอาหารเล้ียงเชื้อ Mannitol Salt agar 
(MSA) ท่ีผสมยา Chloramphenical 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (MSAChlo) เพ่ือนํามาศึกษาการถายทอดยนี
ด้ือยาเมธิซิลลิน โดยนําไปเล้ียงรวมกับเชื้อตัวให (Methicillin resistant Staph. aureus: MRSA) ปรากฎวา
ตรวจพบ conjugant Staph. saprophyticus ท่ีมีรูปแบบการด้ือตอยาปฏิชีวนะ Penicillin G, Cephalothin, 
Oxacillin และ Gentamicin เหมือนเชื้อ MRSA และดื้อตอยา Chloramphenical เหมือนกับเชื้อ Staph. 
saprophyticus แสดงวาสามารถมีการถายทอดยีนด้ือยาเมธิซิลลินระหวางกลุมเชื้อ Staphylococci เมื่ออยู
รวมกันในสภาวะท่ีเหมาะสม และอาจสามารถควบคุมการถายทอดยีนด้ือยาไดหากมีการปองกันสภาวะ
ดังกลาวดวยวิธีท่ีถูกตองตามหลักมาตรฐานสากล  

คําสําคัญ: แสตบฟลโลคอกคัสออเรียสที่ด้ือยาเมธิซิลลิน, การถายทอดยีน 
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บทนํา 
 Methicillin-resistant Staphylococus aureus 
(MRSA) เปนแบคทีเรียที่มีความสําคัญในระบบ
สาธารณสุขทั่วโลก เพราะเปนสาเหตุหลักของโรค 
ติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) และ
สามารถกอโรคไดในหลายระบบของรางกาย โดย
แบคทีเรียกลุมนี้แบงออกเปน 2 phenotypes  คือ 
Homogenous resistance และ Heterogenous 
resistance โดยมีแนวโนมของ Homogenous 
resistance เพิ่มมากขึ้น1-3 บงบอกถึงภาวะความ
รุนแรงของ MRSA ที่เพิ่มขึ้นในปจจุบัน และเปนที่
ทราบกันดีวา MRSA ด้ือตอยากลุม Penicillin และ ยา 

กลุม  Beta-lactams เนื่องจากเชื้อสามารถสราง
เอนไซม Beta-lactamase มาทําลาย Beta-lactam 
ring ของยากลุม Beta-lactams ทําใหยาไมสามารถ
ทําลายเชื้อได นอกจากนี้เชื้อยังมีการเปล่ียนแปลง
โครงสรางของ Penicillin Binding Protien (PBP) 
ไปเปน PBP-2a ทําให Penicillin จับกับ PBP ได
นอยลง เกิดกลไกการด้ือตอยา Penicillin ขึ้น กลไก
ดังกลาวถูกควบคุมโดยยีน MecA ซึ่งเปน specific 
site บน Chromosome ของ Staph. aureus4 และ
สามารถถายทอดยีนดังกลาวสูเชื้อ Staphylococci   
ตัวอื่นได ดังเชน การพบเชื้อ MRSA หรือ Coagulase 
Negative Staphylococci (CoNS) ในแหลงชุมชนที่ 
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ด้ือเฉพาะยา Methicillin แตไมด้ือยา Penicillin4-5  จึง
เปนที่นาสนใจวาเชื้อกลุมดังกลาวเกิดการด้ือเฉพาะ
ยา Methicillin ไดอยางไร มีความเปนไปไดหรือไม
วาเมื่อมีการอยูรวมกันในสภาวะแวดลอมที่เหมาะสม
ระหวาง MRSA และ CoNS แลวจะมีการถายทอด
ยีนด้ือยา Methicillin (MecA) ใหแกกันได ซึ่งหาก
สมมติฐานดังกลาวเกิดขึ้นจริงจะกอใหเกิดปญหาใน
หลายๆ ดานตามมาไมวาจะเปนในดานสาธารณสุข 
เศรษฐกิจ และสังคม โดยเฉพาะจะเกี่ยวของกับการ
รักษาพยาบาลผูปวยโรคติดเชื้อกลุม Staphylococci 
และการแพรกระจายกลุมเชื้อด้ือยาออกสูชุมชน 
ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมุงเนนศึกษาเกี่ยวกับการ
ถายทอดยีน MecA ในเชื้อกลุม Staphylococci เพื่อ
เปนแนวทาง ในการป อ งกันและควบคุมการ
แพรกระจายของเชื้ออยางมีประสิทธิภาพตอไปใน
อนาคต 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
1.  การเตรียมและยืนยันเช้ือ MRSA, MSSA, 
Staph. epidermidis, Staph. saprophyticus 
 ขีดเชื้อแตละชนิดลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็ง Mannitol Salt agar (MSA) บมเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
จากนั้นทําการยืนยันชนิดเชื้อดวยการยอมสีแบบ  
แกรมจะเห็นเชื้อติดสีแกรมบวกรูปกลมเรียงตัวคลาย
พวงองุน 
 1.1 การทดสอบทางชีวเคมี6 

 เขี่ยเชื้อที่เจริญในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
MSA มาทดสอบการผลิตเอนไซม catalase และการ
ผลิตเอนไซม coagulase รวมไปถึงการใชน้ําตาล 
mannitol และการด้ือตอยา Novobiocin ซึ่งเชื้อทุก
ชนิดใหผลบวกกับการทดสอบ catalase กลาวคือ จะ
เกิดฟองกาซเมื่อหยดทับเชื้อบนสไลดดวย 3% H2O2 
แตจะมีเฉพาะเชื้อ MRSA และ MSSA ที่ใหผลบวก
กับการทดสอบ coagulase กลาวคือเกิดการจับตัว

เป นก อนของพลาสมา  และมี เ ฉพาะ  Staph. 
epidermidis  ที่ไมสามารถใชน้ําตาล mannitol สวน 
Staph. saprophyticus  เปนเชื้อเพียงชนิดเดียวที่ด้ือ
ตอยา Novobiocin    

 1.2 การทดสอบการมีอยูของยีน MecA  
 1.2.1 การเพ่ิมขยายยีน MecA ในหลอด
ทดลอง 
 เลี้ยงเชื้อแตละชนิดท่ีไดทําการยืนยันชนิด
ไดถูกตองแลวในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว muller-hinton 
(M-H) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในเครื่องบมเพาะเชื้อ
แบบเขยาได (Euroscan) ที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 - 
18 ชั่วโมง   แลวนําเชื้อมาสกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัด 
QIAprep Miniprep kit (Qiagen) จากนั้นนํามาเพิ่ม
ขยายเฉพาะสวนของชิ้นยีน MecA ดวยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) จํานวน 35 รอบ 
ดวยเครื่อง GeneAmp PCR System 9700 (Perkin 
Elmer) โดยใชคู primers4 : Pr-mecA (5'-CCTGT 
ATTGGCCAATTCCAC-3') และ Pr-mecR (5'-AAT 
GGAATTAACGTGGAGAC-3') ภายใตสภาวะ
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
อุณหภูมิ  92 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1 นาที 
อุณหภูมิ  56 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1 นาที  
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที แลว
ต้ังทิ้งไวที่ 4 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําไปตรวจสอบ
ชิ้นยีน MecA ดวยเทคนิคการว่ิงในวุน agarose 

  1.2.2 การตรวจสอบช้ินยีน MecA ดวย
เทคนิคการวิง่ในวุน agarose7 
  เตรียมวุน agarose (1.0 %) ใน 0.5 x Tris-
borate-EDTA (TBE) จากนั้นนําชิ้นดีเอน็เอที่ไดจาก
การทํา PCR มาผสมกับ loading dye (อัตราสวน 3:1) 
มาโหลดในหลุมของวุน agarose หลุมละประมาณ 10 
ไมโครลิตร ทําการว่ิงภายใตกระแสไฟฟา 100 โวลต 
เปนเวลา 45 นาที จากนั้นนําวุน agarose ไปยอม
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ดวย ethidium bromide ประมาณ 5 นาท ีแลวนําไป
ลางดวยน้ําสะอาด เขยาเบาๆ เปนเวลา 15-30 นาท ี
นําไปสองดูภายใตแสง Ultraviolet (UV) ดวยเครื่อง 
UV transilluminator (Spectronics) เปรยีบเทยีบขนาด
ของแถบดีเอน็เอดวยแถบของ λ-ดีเอน็เอ ทีถ่กูตัดดวย
เอนไซม HindIII (Gibco BRL) โดยชิน้ยนี MecA ที่ได
จากเทคนคิ PCR เมื่อใชคูของ primers ในขอ 1.2.1 มี
ขนาดเทากับ 748 คูเบส (base pairs:bp)4   

2. แบบแผนความไวของเชื้อตอยาปฎิชีวนะ2 

     เตรียมสารแขวนลอยของเชื้อแตละชนิดลงใน 
0.85% NaCl ใหมีความขุนเทียบเทากับ McFarland 
No.0.5 (Biomerieux) แลวปายสารแขวนลอยเชื้อให
ทั่วพื้นผิวอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  M - H วางท้ิงไว 3-5 
นาที  ที่อุณหภูมิหองเพื่ อใหผิวหนาอาหารแหง   
จากนั้นวาง disc ยามาตรฐาน (OXOID) Penicillin G, 
Cephalothin, Oxaci l l in, Chloramphenical, 
Gentamicin, Nitrofurantoin ลงบนจานอาหารที่ได  
ปายเชื้อไวแลว บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา  24 ชั่วโมง  อานผลโดยนํามาวัด
ขนาดเสนผาศูนยกลางของบริเวณเชื้อที่ถูกยับยั้ง 
(วงใส: clear zone) เปนมิลลิเมตร เปรียบเทียบขนาด
วงใสกับตารางมาตรฐานของ National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS)9 
3.  การเตรียมเซลลตัวรับ 
 ชักนํา MSSA, Staph. epidermidis และ Staph. 
saprophyticus เพื่อใชเปนเซลลตัวรับ โดยขีดเชื้อ 
แตละชนิดปริมาณมากลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ  
MSA ที่มีสวนผสมของยา Chloramphenical (MSA 
Chlor) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บม
เพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง ทําการสุมเลือกโคโลนีที่สามารถเจริญขึ้นมา
ไดในจานเพาะเชื้อ MSAChlor แลวนําเชื้อไปขีดซ้ํา
บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ MSAChlor อีกครั้ง เพื่อทํา
การเพิ่มขยายจํานวนเซลลโดยทําการบมเพาะเชื้อที่
สภาวะเดิม ดังกลาวขางตน 

4.  ขั้นตอนการถายทอดยีนดื้อยาของเ ช้ือ 
MRSA 
 นําเชื้อ MRSA ทั้ง 5 สายพันธุ (MRSA1/5, 
MRSA1/10, MRSA4/1, MRSA5/2, MRSA5/7) ที่
แยกไดจากผูปวยที่เขารับการรักษาในโรงพยาบาล
ชุมพรเขตรอุดมศักด์ิ จังหวัดชุมพร10 มาเล้ียงรวมกัน
กับเซลลตัวรับ (MSSA, Staph. epidermidis,  
Staph.  saprophyt icus )    ที่ถูกชักนาํให ด้ือยา 
Chloramphenical (ดังรายละเอียดในขอ 3) โดยแยก
ออกจากกันในแตละเชื้อกลาวคือ MRSA 1 สายพันธุ 
แยกเลี้ยงรวมกับเซลลตัวรับทั้ง 3 ชนิด ซึ่งในการ
ทดลองมีเชื้อ MRSA 5 สายพันธุ ดังนั้นจะไดหลอด
ทดลองรวมทั้งหมด 15 หลอด โดย ทําการเลี้ยงเชื้อ
รวมกันในสัดสวน 1:1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว 
nutrient broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แลวนําหลอด
เลี้ยงเชื้อทั้งหมดไปบมเพาะเชื้อในตูบมเชื้อแบบเขยา
ที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ใช nutrient broth ที่
ไมไดปลูกเชื้อเปน negative control และเมื่อเลี้ยง
เชื้อตามสภาวะดังกลาวแลว ใหทําการคัดเลือก 
conjugant ดวยวิธีการ 2 วิธีไดแก 
 4.1 โดยวิธีเกลี่ยเช้ือ (spread plate)  

 นําเชื้อ MRSA ที่เลี้ยงรวมกับเซลลตัวรับใน
แตละหลอดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในจานอาหาร
เลี้ยงเช้ือแข็ง MSA ที่ผสมยา Oxacillin (Fluka) 6 
ไมโครกรัมตอ มิลลิลิตร  และ  Chloramphenical 
(Sigma-Aldrich) 10   ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(MSAChlorOx) ดวยวิธีเกล่ียเชื้อโดยใช spreader 
จนผิวหนาอาหารแหง แลวบมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 4.2 โดยใช ชุดกรอง syringe filter holder 
   ใช plastic syringe ดูดเชื้อ MRSA ที่เลี้ยง
รวมกับเซลลตัวรับในแตละหลอดที่เหลือจากขอ   
4.1 มากรองดวยชุดกรอง syringe filter holder 
(Satorious) ผานกระดาษกรองขนาดรูผาน (pore 
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size) 0.45 ไมโครเมตร (Millipore) แลวนํากระดาษ
กรองที่ มี เ ชื้ อ วางบนผิ วหน าอาหาร เลี้ ย ง เชื้ อ        
แข็ง MSAChlorOx บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
5.  ขั้นตอนตรวจสอบการถายทอดยีนดื้อยา
ของเชื้อ MRSA (conjugant) 

คัดเลือกโคโลนีของเชื้อที่เจริญในจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ MSAChlorOx มาขีดเพิ่มจํานวนลงบน
ผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อแข็งชนิดเดิม บมเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
แลวคัดเลือกโคโลนีของเชื้อที่เจริญบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อดังกลาวไปเตรียมเปนสารแขวนลอยเชื้อใน
0.85% NaCl ใหมีความขุนเทียบเทากับ McFarland 
No. 0.5 จากนั้นปายสารแขวนลอยเชื้อใหทั่วพื้นผิว
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง M - H วางท้ิงไว 3 - 5 นาที ที่
อุณหภูมิหองใหผิวหนาอาหารแหง แลววาง disc ยา 
Penicillin G (P), Cephalothin (CF), Oxacillin (OX), 
Chloramphenical (C), Gentamicin (G), Nitrofuran-
toin (F) และ Novobiocin (NB) บมเพาะเชือ้ทีอ่ณุหภูม ิ
37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวสังเกต
แบบแผนความไวของเชื้อตอยาปฎิชีวนะเปรียบเทียบ
กับเซลลตัวให (ดื้อยา Penicillin G, Cephalothin, 

Oxacillin และ Gentamicin) และเซลลตัวรับ (ดื้อยา 
Chloramphenical) 

ผล 
1.  การยืนยันกลุมเช้ือที่นํามาใชในการทดสอบ 

 จากการทดสอบลักษณะเบื้องตนของเชื้อที่ใชใน
การทดลอง ไดแก Staph. saprophyticus, Staph. 
epidermidis, MSSA ATCC 25923, MRSA (1/5, 
1/10, 4/1, 5/2 และ 5/7) พบวา ในกลุม Staph. 
aureus และ Staph. saprophyticus เปลี่ยนสีอาหาร
เลี้ยงเชื้อ MSA จากสีสมแดงเปนสีเหลือง ยกเวน 
Staph. epidermidis และทั้งหมดจะใหโคโลนีลักษณะ
กลม นูน ขอบเรียบ และที่ชัดเจนที่สุดคือ Staph. 
aureus จะใหโคโลนีสีเหลืองทอง และเมื่อนํามายอม
แกรมพบวาเชื้อทั้งหมดเปนแบคทีเรียแกรมบวกรูป
กลม เรียงตัวคลายพวงองุน      
 Staph. aureus และ MRSA ทุกสายพันธุให
ผลบวกกับการทดสอบ coagulase ยกเวน Staph. 
epidermidis และ Staph. saprophyticus แตพบวามี
เฉพาะ Staph. saprophyticus ด้ือตอยา novobiocin 
ดังแสดงใน ตารางที่ 1 และสามารถตรวจพบแถบ
ของยีน MecA จากเชื้อทุกชนิดดังแสดงในรูปที่ 1  

ตารางท่ี 1 ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อท่ีใชในการทดลอง 

Novobiocin Resistance Test 
เชื้อ Coagulase test1 

ขนาดวงใส (มิลลิเมตร) การแปลผล 

Staph. saprophyticus - 10 Resistant 
Staph. epidermidis - 40 Susceptible 
MSSA ATCC25923 + 29 Susceptible 
MRSA 1/5 + 28 Susceptible 
MRSA 1/10 + 30 Susceptible 
MRSA 4/1 + 28 Susceptible 
MRSA 5/2 + 24 Susceptible 
MRSA 5/7 + 33 Susceptible 

1-, ไมเกิด fibrin clot; +, เกิด fibrin clot; MSSA, Methicillin Susceptible Staphylococcus aureus; MRSA, Methicillin 
Resistant Staphylococcus aureus; ATCC, American Type Culture Collection  
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 และเมื่อนํามาทดสอบแบบแผนความไวของเชื้อ
ตอยาปฏิชีวนะ โดยใชหลักของ Kirby-Bauer พบวา 
Staph. saprophyticus, Staph. epidermidis และ 
MSSA ATCC 25923 ไวตอยาท้ังหมดท่ีใชทดสอบ
เชื้อกลุม Staphylococci สวน MRSA ทั้ง 5 สายพันธุ

ด้ือตอยา Pennicillin G, Oxacillin, Cephalothin และ 
Gentamicin และไวตอยา Chloramphenical และ 
Nitrofurantoin ยกเวน MRSA 1/5 และ MRSA 1/10 
จะไวตอยา Gentamicin ดังแสดงในตารางที่ 2 

 
 
ตารางท่ี 2  แบบแผนความไวของกลุมเชื้อ Staphylococci ตอยาปฏิชีวนะ   

ขนาดวงใส (มิลลิเมตร) เชื้อ 
P CF C F G OX 

Staph. saprophyticus 29 (S) 31 (S) 25 (S) 28 (S) 40 (S) 15 (S) 
Staph. epidermidis 18 (S) 25 (S) 26 (S) 24 (S) 28 (S) 21 (S) 
MSSA ATCC 25923 28 (S) 25 (S) 25 (S) 24 (S) 28 (S) 25 (S) 
MRSA 1/5 7 (R) 0 (R) 22 (S) 25 (S) 19 (S) 0 (R) 
MRSA 1/10 9 (R) 0 (R) 25 (S) 23 (S) 16 (S) 0 (R) 
MRSA 4/1 0 (R) 0 (R) 22 (S) 26 (S) 8 (R) 0 (R) 
MRSA 5/2 7 (R) 0 (R) 23 (S) 25 (S) 6 (R) 0 (R) 
MRSA 5/7 0 (R) 0 (R) 24 (S) 26 (S) 8 (R) 0 (R) 

(R), resistance; (S), susceptibility 
P, Penicillin G; CF, Cephalothin; C, Chloramphenical; F, Nitrofurantoin; G, Gentamicin; OX, Oxacillin 
 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

MecA  
748 คูเบส 

1

564 คูเบส 

 

รูปท่ี 1 แถบดีเอ็นเอของเชื้อท่ีใชในการทดสอบ.  lane 1, λ DNA ตัดดวยเอนไซม HindIII; lane 2, negative control; lane 
3, Staph. saprophyticus; lane 4, Staph. epidermidis; lane 5,  MSSA ATCC 25923; lane 6-10,  MRSA 1/5,  MRSA 
1/10, MRSA 4/1, MRSA 5/2 และ MRSA 5/7 ตามลําดับ; negative control คือน้ํา; ภาพลายเสนทางซายมือแสดงแถบดี
เอ็นเอมาตรฐานของ λ DNA ตัดดวยเอนไซม HindIII มีขนาดเปนคูเบสเรียงลําดับจากบนลงลางดังนี้: 23,130 9,4160 
6,557 4,361 2,322 2,027 และ 564  
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2.  ถายทอดยีนดือ้ยาของเช้ือ MRSA 
 2.1 การใชวิธี spread plate 
  นําเชื้อตัวใหกับตัวรับที่ เลี้ยงรวมกันมา 
spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MSAChlOx จากนัน้
บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง พบวาเชื้อเจริญเปนจํานวนมาก ทําใหไม
สามารถคัดเลือกเชื้อมาทําการทดสอบตอได จงึนาํมา
แยกเชื้ออีกครั้งโดยวิธี streak plate บนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็งชนิดเดิมแลวบมเพาะเชื้อตอที่สภาวะเดิม 
พบวาไมมีการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
ดังกลาว จึงไมสามารถนํามาทดสอบ coagulase ได 
ดังแสดงในตารางที่ 3 
 2.2 การใชชุดกรอง syringe filter holder 

 เ ลี ้ย ง เชื ้อ ต ัว ให ก ับต ัว ร ับ รวมก ันบน
กระดาษกรองขนาดรูผาน 0.45 ไมโครเมตร บม
เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อที่เจริญมาเพิ่มจํานวนบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MSAChlOx แลวนําไปบม
เพาะเชื้อตอที่สภาวะเดิมพบวา MRSA 4/1+Staph. 
saprophyticus, MRSA 4/1 +MSSA ATCC 25923, 
MRSA 5/2 + Staph. epidermidis, MRSA 5/7 + 
Staph. saprophyticus และ MRSA 5/7 + Staph. 
epidermidis  สามารถเจริญไดบนจานอาหารเลี้ยง
เชื้ อ ดั งกล าว  และใหผลบวกกับการทดสอบ 
coagulase  ทั้งหมด ยกเวน MRSA 5/7 + Staph. 
saprophyticus  ดังแสดงในตารางที่ 4 

 
 

ตารางท่ี 3   ผลการคัดเลือก conjugant โดยวิธี spread plate ภายหลังจากการขีดเชื้อซ้ํา 

การทดสอบ  ท่ี ตัวให + ตัวรับ 
ลักษณะโคโลนีบน MSAChlOx Coagulase  

1 MRSA 1/5 + Staph. saprophyticus NG ND 
2 MRSA 1/5 + Staph. epidermidis NG ND 
3 MRSA 1/5 + MSSA ATCC 25923 NG ND 
4 MRSA 1/10 + Staph. saprophyticus NG ND 
5 MRSA 1/10 + Staph. epidermidis NG ND 
6 MRSA 1/10 + MSSA ATCC 25923 NG ND 
7 MRSA 4/1 + Staph. saprophyticus NG ND  
8 MRSA 4/1 + Staph. epidermidis NG ND 
9 MRSA 4/1 + MSSA ATCC 25923 NG ND 
10 MRSA 5/2 + Staph. saprophyticus NG ND 
11 MRSA 5/2 + Staph. epidermidis  NG ND 
12 MRSA 5/2 + MSSA ATCC 25923 NG ND 
13 MRSA 5/7 + Staph. saprophyticus NG ND 
14 MRSA 5/7 + Staph. epidermidis NG ND 
15 MRSA 5/7 + MSSA ATCC 25923 NG ND 

 NG, เชื้อไมเจรญิ; ND : ไมสามารถทําการทดสอบได  
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ตารางท่ี 4 ผลการคัดเลือก conjugant โดยใช ชุดกรอง syringe filter holder ภายหลังจากการขีดเชื้อซ้ํา 

การทดสอบ ท่ี ตัวให+ ตัวรับ 
โคโลนีบน MSAChlOx Coagulase  

1 MRSA 1/5 + Staph. saprophyticus NG ND 
2 MRSA 1/5 + Staph. epidermidis NG ND 
3 MRSA 1/5 + MSSA ATCC 25923 NG ND 
4 MRSA 1/10 + Staph. saprophyticus NG ND 
5 MRSA 1/10 + Staph. epidermidis NG ND 
6 MRSA 1/10+MSSA ATCC 25923 NG ND 
7 MRSA 4/1 + Staph. saprophyticus สีเหลือง กลม มันวาว ขอบเรียบ ขนาด 1-2 มม. + 
8 MRSA 4/1 + Staph. epidermidis NG ND 
9 MRSA 4/1 +  MSSA ATCC 25923 สีเหลือง กลม มันวาว ขอบเรียบ ขนาด 1-2 มม. + 
10 MRSA 5/2 + Staph. saprophyticus NG ND 
11 MRSA 5/2 + Staph. epidermidis  สีเหลือง กลม มันวาว ขอบเรียบ ขนาด 1-2 มม. + 
12 MRSA 5/2 + MSSA ATCC 25923 NG ND 
13 MRSA 5/7 + Staph. saprophyticus สีเหลือง กลม มันวาว ขอบเรียบ ขนาด 2-3 มม. - 
14 MRSA 5/7 + Staph. epidermidis สีเหลือง กลม มันวาว ขอบเรียบ ขนาด 1-2 มม. + 
15 MRSA 5/7 + MSSA ATCC 25923 NG ND 
NG, เชื้อไมเจริญ; ND, ไมไดทําการทดสอบ; มม., มิลลิเมตร; +, เกิด fibrin clot; -, ไมเกิด fibrin clot 
 
 
3.  การยืนยันการถายทอดยีน MecA (ทดสอบ 
conjugant) 
  นํา conjugant ที่คัดเลือกไดจากการเพิ่มจํานวน
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MSAChlOx มาทดสอบแบบ
แผนความไวของเชื้อตอยาปฎิชีวนะโดยใชหลัก 
Kirby-Bauer จะพบวามีเฉพาะโคโลนีที่ไดจากการ
เลี้ยง MRSA 5/7 รวมกับ Staph. Saprophyticus ให
ลักษณะการด้ือตอยาปฏิชีวนะคลายกันกับเซลล   
ต้ังตนทั้งตัวใหและตัวรับรวมกัน กลาวคือด้ือตอยา 
Penicillin G, Cephalothin, Oxacillin และ Gentamicin 
เหมือนเซลลตัวให (MRSA 5/7) และ ดื้อตอยา 
Choramphinical เหมือนเซลลตัวรับ  (Staph. 
saprophyticus) ดังแสดงในรูปที่ 2 สวน conjugant 

 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 

ตัวอื่นๆ จะพบวาด้ือยาเหมือนกับ MRSA ทุกประการ
แตยังคงไวตอยา  Choramphenical  และ  
Nitrofurantoin ดังแสดงในตารางที่ 5 

 
 
 

 

G 

CF 

P 

OX 

C 

F 

NB 

รูปที่ 2 ผลการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ
เซลลที่คาดวาเปน conjugant: P, Penicillin G; CF, 
Cephalothin; C, Chloramphenical; F, Nitrofurantoin; 
G, Gentamicin; OX, Oxacillin; NB, Novobiocin 
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ตารางท่ี 5 แบบแผนความไวของเชื้อท่ีคาดวาเปน conjugant ตอยาปฏิชีวนะ 

ขนาดวงใส (มิลลิเมตร) 
เชื้อ 

P  CF C  F G OX NB 

MRSA 4/1 + Staph. saprophyticus 
0  

(R) 
0  

(R) 
26  
(S) 

30  
(S) 

0  
(R) 

0  
(R) 

31  
(S) 

MRSA 4/1 +  MSSA ATCC 25923 
0  

(R) 
0  

(R) 
25  
(S) 

29  
(S) 

0  
(R) 

0  
(R) 

30  
(S)  

MRSA 5/2 + Staph. epidermidis 
0  

(R) 
0  

(R) 
24  
(S) 

28  
(S) 

0  
(R) 

0  
(R) 

28  
(S) 

MRSA 5/7 + Staph. saprophyticus 
0  

(R) 
0  

(R) 
7  

(R) 
25  
(S)  

0  
(R) 

0  
(R) 

0  
(R) 

MRSA 5/7 + Staph. epidermidis 
0  

(R) 
0  

(R) 
26  
(S) 

31  
(S) 

0  
(R) 

0  
(R) 

30  
(S) 

(R), resistance; (S), susceptibility 
P, Penicillin G; CF, Cephalothin; C, Chloramphenical; F, Nitrofurantoin; G, Gentamicin; OX, Oxacillin;   
NB, Novobiocin 
  
วิจารณ 
 เนื่องจากมีรายงานวามีการคนพบเชื้อกลุม 
Coagulase negative Staphylococci (CoNS) ที่ด้ือ
ตอยา methicillin ซึ่งมีรูปแบบการดื้อยาคลายคลึง
กับ MRSA5 ทําใหยากตอการรักษา จึงศึกษาการ
ถายทอดยีนด้ือยา methicillin (MecA) ระหวางกลุม 
Staphylococci โดยดูลักษณะทาง phenotype ของ 
conjugant ซึ่งเปนเชื้อที่ไดมาจากการเลี้ยงเชื้อ
รวมกันของเชื้อตัวให (MRSA) และเชื้อตัวรับ 
[Staphylococcus epidermidis, Staph. saprophyticus 
และ Methicillin susceptible Staph. aureus (MSSA)] 
ในหลอดทดลองเดียวกัน  เปนเกณฑบงชี้การ
ถายทอดยีนด้ือยา เนื่องจากพบวา Staphylococci 
บางกลุมมีคุณสมบัติเปน Pre-MecA กลาวคือเชื้อมี
ยีน MecA แตยังไมแสดงออกของยีนดังกลาว4 ทําให
การยืนยัน conjugant ทางดานยีนทําไดยากเมื่อใชคู 
primers ที่ใชในการทดลองนี้ ซึ่งจะกลาวรายละเอียด
ตอไปดังนี้  

1.  คุณลักษณะเบื้องตนของเช้ือที่ใชในการทดลอง 
 การทดลองสามารถแบงกลุมเชื้อไดเปน 2 กลุม
ตามความสามารถในการทําใหเกิด fibrin clot คือ 
Coagulase positive Staphylococci (CoPS) และ 
Coagulase negative Staphylococci (CoNS) ไดแก 
Staph. saprophyticus, Staph. epidermidis1 และใน
บางสายพันธุของ Staph. aureus5 ซึ่งในกลุม CoPS 
ที่เปนสาเหตุหลักของโรคติดเชื้อในโรงพยาบาล 
(nosocomial infection) คือ Staph. aureus  ที่ด้ือตอ
ยา methicillin (MRSA) ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน 
MecA4, 11 และมีรายงานการถายทอดใหแกเชื้อใน
สกุลเดียวกัน12 นอกจากนี้ยังมีรายงานวาเชื้อกลุม 
Staphylococci ในบางสายพันธุถูกจัดอยูในกลุม 
Pre-MecA ซึ่งมียีน MecA แตยังไมใหลักษณะการ
ด้ือยาเกิดขึ้น เนื่องจากยังไมมีการผาเหลาของยีน 
MecI ซึ่งเปน promoter แตเมื่อไหรก็ตามท่ีมีการผา
เหลาในตําแหนงของยีน MecI เกิดขึ้น จะทําใหยีน 
MecA แสดงลักษณะออกมา ทําใหเชื้อมีการด้ือตอยา 
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methicillin4 ทําใหเมื่อทําการทดสอบทาง genotype 
จะพบแถบของยีน MecA ในเชื้อ Staphylococci อื่นๆ 
ดวยเชนกันดังแสดงในรูปที่ 1 จึงเปลี่ยนวิธีการมา
ศึกษาลักษณะทาง phenotype โดยดูลักษณะการด้ือ
ตอยาปฏิชีวนะของ conjugant เปรียบเทียบกับเซลล
ตั ว ให และ เซลล ตั ว รั บที่ มี ก า ร ชักนํ า ให ด้ื อยา 
Chloramphenical  
2.  ขั้นตอนการทดสอบการถายทอดยีนดื้อยา
ของเชื้อ MRSA 
 ในขั้นตอนการคัดเลือก conjugant จะใชการ
คัดเลือก 2 วิธี คือ วิธีแรกโดยการ spread plate ใน
ตอนแรกดูดเชื้อปริมาตร  0.1 มิลลิลิตร มา spread 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MSAChlOx ปรากฏวาไมมี
การเจริญของเชื้อ ดังนั้นจึงเพิ่มปริมาตรเชื้อเปน 1 
มิลลิลิตร มา spread อีกครั้ง พบวาเชื้อมีการเจริญ
บนอาหารเลี้ยงเช้ือเปนปริมาณมากทําใหไมสามารถ
แยกเปนโคโลนี เ ด่ียว  จึ งไมสามารถคัด เลือก         
โคโลนีมาทําการทดสอบตอไปได ซึ่งจะเห็นไดวา
ปริมาณของเช้ือมีผลตอการคัดเลือก conjugant 
กลาวคือถาเชื้อมีปริมาณนอยอัตราการตรวจพบ 
conjugant ก็นอยลงไปดวย นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรีย
ที่ใชในการทดลองเปนเชื้อรูปกลมแกรมบวกจึงมี  
พื้นผิวสัมผัสเพียงเล็กนอย6 ระหวางตัวเชื้อที่จะ
ถายทอดยีนด้ือยาทําใหโอกาสในการพบ conjugant 
จึงนอยลง ซึ่งถาเปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปทอน   
จะพบอัตราการถายทอดยีนไดมากกวา13-14 จึงได
เพิ่มวิธีการเลือก conjugant วิธีที่สอง  โดยการกรอง
ดวย syringe filter holder ผานกระดาษกรองขนาด 
รูผาน 0.45 ไมโครเมตร วิธีนี้ทําใหไดปริมาณเชื้อ
มากขึ้น  จึงสามารถคัดเลือก conjugant บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง MSAChlOx ไดมากขึ้น   โดยจะให
คุณสมบัติของการด้ือยารวมกันระหวางเซลลตัวให
และเซลลตัวรับ แสดงใหเห็นวามีการถายทอดยีน  
ด้ือยา methicillin ระหวางเชื้อกลุม  Staphylococci 
ซึ่งสอดคลองกับรายงานการวิจัยหลายฉบับที่พบวามี

การถายทอดยีน MecA ได ทําใหไดเชื้อ Coagulase 
negative Staphylococci ด้ือตอยา methicillin4-5, 15 
นอกจากนี้มีรายงานการตรวจพบเชื้อ ด้ือยาใน
โรงพยาบาลและนอกโรงพยาบาลที่มีรูปแบบการด้ือ
ยาที่คลายคลึงกัน15

 ซึ่งอาจบอกไดวามีการแพร
ระบาดของเชื้อด้ือยาออกสูชุมชนและหรือมีการ
ถายทอดยีนด้ือยาระหวางเชื้อเกิดขึ้นแลวในชุมชน16-

17 และสาเหตุที่พบการถายทอดยีนด้ือยาเฉพาะใน 
Staph. saprophyticus อาจเนื่องมาจากมีความ
ตองการสภาวะที่ เหมาะสมตอการเจริญเติบโต
ใกลเคียงกัน3 เพราะมีรายงานวาปจจัยทาง
ส่ิงแวดลอมมีผลตอการด้ือยา18 ซึ่งอาจรวมไปถึง
ความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาดวย และถา
หากเชื้อนี้อยูในรางกายจะมีโอกาสถายทอดยีนด้ือยา
ใหแกกันไดเมื่อไดรับเชื้อ MRSA เขาสูรางกาย และ
มีการ colonize เกิดขึ้นในรางกาย ตรงตําแหนง
เดียวกับที่มีเชื้อ Staph. saprophyticus มีการ 
colonize อยู  ซึ่งคาดวานาจะมีความเปนไปได
เนื่องจากทั้ง Staph. saprophyticus และ Staph. 
aureus เปนเชื้อที่สามารถตรวจพบไดในระบบ
สืบพันธุและระบบขับถาย จึงนาจะเพิ่มโอกาสในการ
ถายทอดยีนด้ือยาโดยวิธี mating type (conjugation 
like) ซึ ่งจะสงผลตอประสิทธิภาพในการรักษา
เนื่องจากพบวา conjugant มีการด้ือยาแบบ multidrug 
resistance นอกจากนี้ยังพบ Staphylococci อื่นๆ ที่
ด้ือเฉพาะยา methicillin ไดแก Methicillin resistant 
Staph. epidermidis (MRSE)4, 19 และเริ่มมีการพบ
แพรระบาดของเชื้อดังกลาวเพิ่มมากขึ้น5 จึงควรมี
มาตรการในการปองกันการ ติด เชื้ อ ด้ือยาใน
โรงพยาบาลโดยปฏิบัติตามหลักการแยกผูปวยแบบ
มาตรฐาน (standard precautions) เชน การลางมือ 
การสวมถุงมือในขณะปฏิบั ติงาน  การจัดการ
ส่ิงแวดลอมตางๆ ใหเหมาะสม การแยกผูปวยที่เปน
โรคติดเชื้อ MRSA ไปยังหองที่เหมาะสม นอกจากนี้
ควรมีการปองกันการแพรกระจายของเชื้อจากทาง
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ก า ร แ พท ย แ ล ะ ก า ร ส า ธ า รณ สุ ข  (Universal 
precaution) ออกสูชุมชนอีกดวย เชนการจัดการของ
เสียติดเชื้อในโรงพยาบาลอยางถูกวิธี20 ซึ่งจะเปน
การลดการแพรกระจายของเชื้อด้ือยาไดอีกทางหนึ่ง 

0Bสรุปและขอเสนอแนะ 
 เชื้อในกลุม Staphylococci มีความสามารถ
ถายทอดยีนด้ือยาได  เนื่ องจากมีการตรวจพบ 
conjugant Staph. saprophyticus จากการเลี้ยงเชื้อ
รวมกันระหวาง MRSA 5/7 กับ Staph. saprophyticus 
จึงเปนที่นาสนใจที่จะทําการศึกษาตอไปเกี่ยวกับ
สภาวะที่เหมาะสม  ในการถายทอดยีนด้ือยา เพื่อ
เปนการหาแนวทางในการปองกันการถายทอดยีน
ด้ือยาและควบคุมไมใหมีการแพรระบาดของเชื้อ   
ด้ือยาออกสูชุมชน     
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