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บทที่ 2

เอกสารและงานว ิจ ํเยท ี่เก ี่ยวข ้อง

I.เชื้อ Enterococcus spp.

ก.ประว้ติ
จนัส เอ็นเตอร์โรคอกศัสเดมจัดอยู่ในกลุ่มลเตรปโตค็อกศัสในกลุ่ม Lancefied 

group D ใน ปี ค.ศ 1984 Schleifer และ Klipper -Balz ๓ ได้ทำการแยกเชื้อเอ็นเตอร์โร
ค็อกคัส ออกจากลเตรปโตค็อกคัส โดยอาศัยลักษณะทางพันธุกรรมในการ■ จำแนก อันได้แก่ DNA- 
DNA hybridization 1 DNA- rRNA hybridization และ 16S rRNA sequencing ต้ังแต่ปี 1984 ได้ 
พบ17 สปีชีลัของเชือท่ีจัดอยู่ในจีนัส เอ็นเตอร[รค็อกศัส'40’ ดังตารางท่ี 1

ข. ล ักษณ ะและค ุณ สมบ ้ต ิท ํ่วไปของเช ื้อ
เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม เป็น pathogenic cocci เป็นสาเหตุของการติดเช้ือจาก 

โรงพยาบาล13'6,01 อาจพบลักษณะเรียวเป็นรูปไข่ ติดสีแกรมบวก เรียงตัวต่อกันเป็นลาย(chain) 
อาจพบสายลัน ๆหรืออยู่เป็นคู่ เป็น facultative bacteria เจริญเติบโตยาก (fastidious organism) 
จะต้องใช้อาหารเล้ียงเชื้อที่มีเลือดร้อยละ 5-10 เจริญเติบโตได้ดีท่ีอุณหภูมิ 37° ซ และยังโตได้ท่ี 
อุณหภูมิ 10 และ 45° ซ 1 ปฎิกริยา catalase ให้ผลลบ

ค. แหล่งท ี่พบของเช ื้อ
พบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ ในนม ผลิตภัณฑ์ที่ทำจากลัตว์ ในอาหาร น้ํา และฝ่น 

ละออง เป็นแบคทีเรียที่พบในลำไลัของคนและสัตว์ โดยเฉพาะสัตว์ปีก'41’ รวมถึงแมลง และยังพบ 
ปนเปีอนในเครื่องมือ และอุปกรณ์ทางการแพทย์ที่ใช้ในโรงพยาบาล'42’

ง. การพ ิส ูจน ์เช ื้อ
ในการพิสูจน์เชื้อเอ็นเตอร์โรค็อกศัลสามารถจำแนกลักษณะได้ดังน้ี

1 .อาศัยลักษณะโดยดูลักษณะการสลายเม็ดเลือดแดง การสลายเม็ด 
เลือดแดงของเช้ือ เกิดข้ึนได้ท้ัง 3 แบบ คือ 1) (3 -hemolysis, คือการสลายเม็ดเลือดแดงได้อย่าง 
สมบูรณ์เห็นเป็นวงใสเกิดข้ึนรอบ  ๆ โคโลนีของเชื้อเกิดจากการสร้างเอ็นไซม์ hemolysin 2)Ot- 
hemolysis มีการสลายเม็ดเลือดแดงเพียงบางล่วน (partial หรือ incomplete hemolysin) อาหาร
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2. ใช้'นำเหลือง'วิทยา (serology) จำแนกเป็น serogroup ตามวิธีของ 
Lancefield(21> โดยอาศัยความแตกต่างของ C- carbohydrate แบ่งได้เป็น 20 serogroup และ 
enterococcus จัดอยู่ใน serogroup D มีทัง a  และ y  hemolysis ลามารถพิสูจน์ได้โดยใช้ bile 
esculin hydrolysis และแยก group อ ออกเป็น enterococcus และ non - enterococcus โดย 
ใช้ 6.5 % NaCI เนืองจากเชือ Enterococcus สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลียงเช้ือที่มีเกลือ 
ความเข้มข้นสูงถึง 6.5 % ในขณะที non -enterococcus ไม่สามารถเติบโตได้ และเชือยัง'ให้ผล 
บวกในปฏิกริยา L- pyrrolidonyl-nephthylamide PYR reaction ซึ่งเชือจะสร้าง 
aminopeptidase เพ่ือสลายสาร (PYR) ซ่ึงผลท่ีได้จะทำให้เกิดสีแดง

3. ปฎิกริยาชีวเคมีในการจำแนกสปีซีสี’ต่าง ๆของเช้ือ โดยแบ่งได้ 4 กลุ่ม 
อาศัยคุณสมบัติการ utilization ของน้ําตาล ดังตารางท่ี 2

4. อาศัยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (molecular techniques) ปัจจุบัน 
เทคนิคดังกล่าวนิยมใช้ในการจำแนกเชื้อที่มีความสำคัญทางด้านการแพทย์ เซ่น E. faecium และ
E. faecal is ซึ่งเป็นการศึกษาทางเคมีและฟิสิกสีฃองซีวโมเลกุลขนาดใหญ่ (biological 
macromolecule) เซ่น protein 1 lipopolysaccharide และ nucleic acid โดยเทคนิค 
polymerase chain reaction <43 44) RFLP (45), hybridization <46) และ sequencing1471

เล ี้ยงเช ื้อท ี่อย ู่รอบ  ๆ โคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีเขียวปนนํ้าตาลเนื่องจากฮีโมโกลบินสลายให้สาร
biliverdin และ 3) y- hemolysis ไม,มีการสลายเม็ดเลือดแดงของอาหารเลี้ยงเชื้อรอบ  ๆ โคโลนี
ไม่มีการเปลี่ยนแปลง

จ.พ ยาธ ิสภาพ การก ่อโรค
เชื้อเอ็นเตอร้โรค็อกคัสก่อโรคท่ีพบบ่อย คือ E. faecium และ E. faecalis แหล่ง 

สำคัญของเชื้อมาจากลำไสี เกิดการติดเช้ือในกระแสเลือด (bacteremia) ระบบขับถ่ายปัสสาวะ 
และเยื่อบุผิวหัวใจอักเสบ (endocarditis) โดยเชื้อจะเข้าไปอาศัยอยู่บนตำแหน่งเยื่อบุผิวของลำไสี 
(intestinal epithelial cell) หริอเย่ือบุผิวด้านนอก จากน้ันเช้ือท่ีอยู่รอบ ๆเย่ือบุผิวจะถูกกลืนกิน 
(phagocyte) เข้าไปใน mesenteric lymph nodes มีการเพิมจำนวน proliferation และเกิด 
hematogenesis กระจายไปทั่วทุกส่วนของร่างกาย จากการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าเช้ือเอ็น 
เตอร์โรค็อกศัสมีส'วนเก่ียวข้องกับแบคทีเรียในกลุ่ม anaerobic intestinal organism โดยเฉพาะ 
การกระจายตัวของเชื้อ E. faecalis ภายใต้การได้รับยาปฏิชีวนะในกลุ่ม broad spectrum พบ 
ว่าในเยื่อบุลำไส์ยังคงสภาพปกติภายใต้การดูด้วย histological กรณีก่อโรคเย่ือบุผิวหัวใจอักเสบ
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น ัน เช อ เอ ็น เต อ ร ์โรค ็อ ก ค ัส จ ะย ึด ต ิด ก ับ เน ือ เย ือ  en d o ca rd ia l หรือเซลล ิ'อ ืนท ีก ่อให ้เก ิด
endocarditis

ดารางที 1 Proposai of sp ecies to be included in the genus Enterococcus

Species Date

E.faecalis 1984
E.faecium 1984
E.avium 1984
E.casseliflavus 1984
E. dura ns 1984
E.gallinarum 1984
E.malodoratus 1984
E.hirae 1985
E.mundtii 1986
E.raffinosus 1989
E.so atariUS 1989
E.pseudoavium 1989
E.cecorum 1989
E.columbae 1990
E.saccharolyticus 1990
E.dispar 1991
E.sulfureus 1991
E.seriolicida 1991
E.flavescens 1992

จาก : Murray et al., Manual of clinical microbiology 6th edition, หน้า309
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ฉ. ป ัจจัยที่ก ่อโรค(virulence factor)( 48 )
ประกอบด้วย cytosin 1aggregation substance 1 pheromones, iipoteicnoic 

acid 1 protease, hyaluronidase และ AS-48 เป็นส่วนประกอบที่ถูกสร้างจากตัวแบคทีเรีย และ 
ก่อให้เกิดความรุนแรงในการก่อโรคทั้งในคนและสัตว์ทดลอง ตารางที่ 3 ส่วน aggregation  
substance จะง่ายในการจับกับเนือเยื่อของเซลล์( host tissue) ส่วน cytolysin ทำลายเน ื้อเย ื่อ 
และทำให้เกิดการตายสูงถ้าทำงานร่วมกับ aggregation substance ในการติดเชือฃองลินหัวใจ 
อักเสบ pheromone และ lipoteicholic acid เกียวข้องกับการอักเสบ

ช. อาการทางทางคลีนิค (clinical significance)
-ภาวะโลหิตเป็นพิษ

เกิดขึ้นเป็นอันดับสามของการติดเชื้อเอ็นเตอร์โรค็อกคัสจากโรงพยาบาล 
ภาวะโลห ิตเป ็นพ ิษเก ิดฃ ึนในผ ู้ปวยท ี่ม ีป ัญหาในการรักษา เกิด'ในผู้ปวยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
immonocompromised ใช้ระยะเวลาในการรักษา ควบคู่กับการใช้ยาปฏิชีวนะ เพิ่มอัตราการตาย 
สูง สามารถพบเชื้อจุลชีพอื่น ๆอีกหลายชนิดในรายที่ติดเชื้อเรื้อรัง จากการสืกษาฃอง Platt และ 
คณะ ในปี 1982 (5) พบว่าแหล่งติดเชื้อที่ทำให้เกิดภาวะโลหิตเป็นพิษ มาจากการติดเชื้อในระบบ 
ขับถ่ายปัสสาวะ ตามด้วยการติดเชื้อทางบาดแผล

■ ภาวะล้ินหัวใจอักเสบ
เกิดจากแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลม โดยเฉพาะการติดเชื้อเอ็นเตอร์โรค็อกคัส พบประมาณร้อย 
ละ 5-10 ของการติดเชื้อทั้งหมด E. faecalis เป็นสาเหตุหลักในการก่อโรคเกิดภาวะการติดเชื้อดัง 
กล่าวและยังพบเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นที่สามารถก่อโรคใต้ เซ่นกลุ่ม Viridans streptococci, 
Streptococcus bovis ผลจากการติดเชื้อพบอัตราการตายสูงถึงร้อยละ 20-30

-การติดเชื้อที่ระบบทางเดินหายใจ
ในระบบทางเดินหายใจพบได้น้อย เกิดร่วมกับการติดเชื้อที่ระบบประสาท(ทาenigitis)

-การติดเชื้อที่ระบบขับถ่ายปัสสาวะ
เกิดจากการที่ติดเชื้อในกระเพาะปัสสาวะและไตที่มีความผิดปกติของรูปร่างในระบบขับถ่าย
ปัสสาวะ เกิดภายหลังจากภาวะระบบหายใจล้มเหลวและมีจุดเลือดออกในกระเพาะอาหารเป็น
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ส่วนใหญ่ร้อยละ 16 ของการติดเชื้อมาจากโรงพยาบาล Patt และคณะ ในปี 1982 ได้รายงานถึง
อัตราการตายคิดเป็น 14 เปอร์เซ็นต์ซองการติดเช้ือท้ังหมด

-การติดเช้ือทางบาดแผล
เกิดจากการบาดแผลที่ผ่าตัด และการติดเช้ือท่ีสายสะดือของเด็กทารกแรกเกิด คิดเป็นร้อยละ 12

ซ .ว ิธ ีการท ด ส อบ ค วาม ไวข องเช ื้อต ่อยาป ฏ ิช ีวน ะ
จากปัญหาสำคัญทีมีการดือยาของเซือ Enterococcus ที่มีแพร่หลายทั่วโลกและ 

มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นภายใต้การได้รับยาต้านจุลชีพ ทั้งในคนและในสัตว์จึงได้มีการสืกษาการทดสอบ 
ความไวของเชื้อเอ็นเตอร์โรค็อกคัสที่ดื้อต่อยาแวนโคมัยชินโดยวิธีแตกต่างกันดังนี้

Disk diffussion te s t<49) เป็นวิธีที่ทดสอบความไวของเชื้อ ที่ราคาถูก ทดลอบได้ 
ง่าย นิยมใช้ในประจำวันเพราะความแรงยาที่ใชีในการทดสอบ สามารถใช้เพียงความเข้มข้นเดีย J 
อีกทั้งในกรณีท ี่ต ้องการผลเร่งด ่วนได้ เซ่นสามารถทดสอบกับสิ่งตรวจจากคนไข้โดยตรง จาก 
ปัสสาวะ นำไขสันหลัง แต่ก็อาจมีการแปลผลผิดพลาดเนื่องจากขนาดบริเวณใสที'เกิดจากยาต้าน 
จุลชีพไม่แปรผกผันกับระดับ MIC (Minimal Inhibition Concentration) ได้อย่างสมบูรณ์ ทำให้ใม ่
สามารถแปลผลความไวในเซิงป!'มาณได้ และแปรผลได้ในเซิงคุณภาพเท่านั้น

Agar dilution test <50‘51> เป็นวิธีทดสอบเชื้อหลายชนิดได้ไนเวลาเดียวกัน 
อีกทั้งเชื่อไต้ว่าเชื้อที่ใช้ทดสอบมีเชื้ออื่นปนเปีอนหรือไม่ แต่การทดสอบวิธีนี้ค่อนข้างยุ่งยาก เพราะ 

จะต้องเจือจางยาแต่ละตัวซึ่งจะเสียเวลามาก ทั้งยังเปลื้องค่าใช้จ่าย จึงไม่นิยมใช้ในงานประจำ

Epsilometer test (E-test) (52’55) เป็นวิธีการหนึ่งที่ได้รับการพัฒนาและใช้กันอย่าง 
แพร่หลายวงการแพทย์เพื่อใช้ในการหาค่า MIC ของเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ท่ี 
เจริญเติบโตเร็ว และ fastidious organism ซึ่งมีลักษณะเป็นแผ่นกระดาษที่มีความเข้มข้นของสาร 
ต้านจุลชีพเพิ่มชื้นเป็นอันดับตามที่กำหนดโดยดูตัวเลขความเข้มข้นที่ inhibition zone ตัดกับแผ่น 
E-test จึงเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก ให้ผลละเอียดและแม่นยำ มีการทดลองเปรียบเทียบวิธี E -test 
กับวิธีอื่น ๆพบว่าสามารถอ่านค่า MIC และบอกลักษณะทาง phenotype ได้
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ดารางที่ 2 Identification of Enterococcus species

Species MAN SBL SOR AP.G ARA RAF TEL MOT PIG SUC PYU RIB
Group 1
£ avium * + 4- - -r - - - 4- 4- 4-
Emalodoratus 4 + + - - + - - - 4- 4- 4-
E.raJjUiotus + + + + + - 4- + 4-
Epscudoavüm 4- + - - - - - - + + นุ-
Group II
E.faecclis 4 + - + - - + - - +. 4* +
E faecium + + 4- - - - +. 4-
E.casseUfla\'us - นุ- +■ r + 4- - +
Emundtii นุ- -e - + + + - +
E.Jlavescens + - นุ- นุ. - + -1- 4- - -
E.gallmarum + - + r +■ - - 4- +
Group III f '
Edurans - - - - - - - - - - ?
E.hirat - + - 4- - ?
E. dis par - - - - r - 4- 4 ๆ
E.faecalis(var) - - - - - * ๆ
Group IV
E.suljureus - - - - - - - - + 4- - 4- *
“Abbreviations and รymbois ะ MAN. mannitol; SBL. sorbitol: SOR. sorbose: ARG. arginine: a r a . arabmosc:RAi\ nffinose:
TEL. 0.4% tellurite; MOT. motility: PIG. pigmented: Sue. sucrose: PYU. pyruvate: RIBjibosc: -r. >90% positive; -, <10% positive;

Or 4-,, occasional exception (<3% o f  strains show aberrant reactions); K note tested, so results are unknown.
Excerpted from Fackkm R. and Sahra D. ( \ 995)

จาก Murray et al., Manual of clinical microbiology 6th edition หน้า 311
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ตารางที 3 Difinite and potenttial virulence factors for Enterococci

Factor species in which 
found to date

observed activities and model 
system used

Cytosin E. faecalis, E. faecium 228 Lytic towards gram-positive bacteria and 
Selected eukaryotic cell; decrease LD50 
And time to death in murine peritoneal 
Infection; destruction of retinal tissue in 
rabbit

Aggregation
Substance

E . faecalis, E. faecium 228 Facilitates binding of donor to recipient 
in pheromone mating response; 
Augmented adherence to cultured renal 
Tubular cells through Arg-Gly-Asp motifs

Pheromones E. faecalis chemoattractant for neutrophils in vitro
Lipoteichoic
Acid all enterococci stimulating of cytokine production in 

Culture human monocytes; binding ligase

for aggregation subatance in pheromone 
mating response

Protease
(galatinase) E. faecalis Zinc- endopeptidase
Fiyaluronidase E. faecalis mocopolysaccharidase
AS-48 E. faecalis Bacteriocin with activity againt bacteria
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ซ. คุณสม'ป้ติและโครงสร้างของยา Vancomycin <56‘57)

Vancomycin เป็นยาต้านจุลชีพในกลุ่ม glycopeptide มีส่วนประกอบมาจาก
Actinomycètes ใช้ในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก โดยเฉพาะ Staphylococus 
aureus และ Enterococcus spp. นอกจากนี้ยังมียาต้านจุลชีพในกลุ่มน้ีอีก 2 ชนิด คือ 
teicopianin และ avopacin ส่วน avopacin เป็นสารเร่งการเจรีญเติบโตใช้ในอุตสาหกรรมการเล้ียง 
สัตว์

Vancomycin เป็นยาตัวแรกที่นิยมใช้แพร่หลายไปทั่วโลกจนกระทั่งมีการพัฒนา
teicopianin ฃึนมาใช้ในปี ค.ศ.1980 ในระหว่างน้ีนมีการพัฒนายาในกลุ่ม glycopeptide ชนิด 
อื่น เช่น avopacin เพื่อใช้ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์

Vancomycin เป็น tricyclic glycopeptide ที่แยกได้จากผลการหมักของเชื้อ 
Amycoolatopsis orientalis ประกอบด้วย 2 chlorinated (3 -  hydroxytyrosine, 3 
subtituted phenylglycin system, N -  methyll eucine และ aspartic acid เป็น amine ที 
รวมตัวเป็นสาย heptapeptide ตัง รูปท่ี 1 การออกฤทธิ้ของยาต่อเชื้อในกลุ่มแบคทีเรียแกรุÏJ
บวก แลดงตัง ตารางที่ 4 vancomycin ถูกดูดซึมได้ไม่ดีในระบบย่อยอาหาร gastrointestinal 
tract และยังพบความเข้มข้นของยาในปริมาณสูงในอุจจาระที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลง การให้ยา
โดยการฉีดเข้ากล้ามเนื้อ (Intramuscular) น้ัน ทำให้เกิดความเจ็บปวดและมีก้อนเลือด การให  ้
ยาโดยการฉีดเข้ากระแสเลือด (Intravenous) ทำให้การกระจายตัวยาซึมผ่านส่วนต่าง ๆ ของร่าง 
กายได้ดี แต่ยาไม่สามารถซึมผ่าน cerebraspinal fluild (CSF) ได้ ในทางคลีนิค vancomycin 
ใช้แทนยาในกลุ่ม (3-lactam เช่น pennicillin และ Cephalosporin เพราะยาทัง 2 ชนิดทำ 
ให้เกิด hypersensitivity ใช้รักษาเชื้อ MRSA และยังใช้ป้องกัน (prophytaxis) ในรายที่เกิด 
endocarditis รวมกับยาในกลุ่ม aminoglycoside

Teicopianin มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับ Vancomycin ได้จากผลการหมักของ
Actinoplanes teichomyceticus มีส่วนประกอบของ aglycone backbone ทเชอมต่อกันเป็น 
ลาย heptapeptide ด้วย aromatic amino acids และถูกแทนทีด้วยนำตาล 2 ชนิด คือ D -  
mannose และ N -  acetylglucosamine มีส่วนประกอบ 5 อย่าง เช่น A2-1, A2-2, A2-3, 
A2-4 และ A2-5 ที่มีความแตกต่างจากยาตัวอื่น และแทนท่ีด้วย acylaliphatic side chain



ตรงตำแหน่งท่ีมีการเพ่ิมน้ําตาล รูปท่ี 2 การออกถูทธของยาต่อเชื้อแสดงได้ในตารางท่ี 5
teicoplanin ถูกดูดซึมได้น้อยในระบบย่อยอาหาร (gastrointestinal tract) แต่ไม่เหมือนกับ
vancomycin เลยทีเดียว สามารถให้ยาได้อย่างปลอดภัย โดยการฉีดเข้ากล้ามเน้ือหรือฉีดอย่าง 
เร็วเข้า bolus ทมการติดเชอ ในทางคลีนิคเป็นยาทีใช้แทน vancomycin ให้ผลดีต่อการยับยังเรือ 
แบคทีเรียแกรมบวก และใช้ในปริมาณความเข้มข้นที,ต่ํา และมีผลกระทบต่อ neptrotoxicity 
และ ototoxicity น้อย

Avopacin เป็น glycopeptide ที่มีสูตรโครงสร้างทางเคมีคล้ายคลึงกับ
vancomycin ต่างกันแค่ห่วงด้านข้าง 4 ข้างเท่านัน ดังรูปท่ี 1 นิยมใช้ในอุตสาหกรรมการเล้ียง 
สัตว์เพ่ือเร่งการเจริญเติบโตในยุโรป (EU) เร่ิมใช้ในปี 1974 ในสุกร ใช้ 20 mg/kg และ 40 
mg/kg สำหรับกลุ่มอายุของสัตว์ ในสัตว์ปีกใช้ ไม่เกิน 10 mg/kg แต่เม่ือใช้ในระยะเวลานานทำ 
ให้เรือแบคทีเรียทีเป็น normal flora ในร่างกายของสัตว์เกิดการดือยา และในการประชุมระดับ 
ชาติไม่ยอมรับให้มีการใช้ avopacin เพราะก่อให้เกิด carcinogenic effect <58) และมีน้อย 
ประเทศที่มีข้อมูลที่ถูกต้องในการใช้ยาในสัตว์และคน

ฌ. กลไกการทำงานของยาในกลุ่ม Vancomycin*591

ยาในกลุ่ม glycopeptide มีผลยับยั้งการสังเคราะห์ผนังเซลล์ (cell wall) ของ 
แบคทีเรียแกรมบวก โดยส่วนประกอบของยาจะจับกับบริเวณส่วนปลายของกรดอะมิโนแอชิด 2 
ตัว คือ D—alanyl—D—alanine ที่จับกันเป็นสาย pentapeptide ซึ่งถูกสร้างจากด้านในเซลล์เมม 
ฒรน (inner membrane) ต่อมาจะถูกย่ืนออกมาด้านนอกเซลล์เมมเบรน (outer membrane) 
ซึ่งบริเวณที่ยาเข้าไปจับจะเก่ียวข้องในขบวนการสร้าง peptidoglycan polymer เพ่ือจะสร้าง 
เป็นส่วนของผนังเซลล์ต่อไป เม่ือเกิดปฏิกริยาดังกล่าว ทำให้ขบวนการ transgosylation และ 
transpeptidation ในระหว่างการสังเคราะห์ผนังเซลล์ถูกขัดขวาง ทำให้เชลล์แบคทีเรียแตก
บริเวณส่วนปลาย D — alanyl — D — alanine จะถูกเปลี่ยนเป็น D — alanyl — D — lactate ซ่ึงยา 
ในกลุ่ม glycopeptide ไม่ลามารถจับได้อีกต่อไป ดังรูปท่ี 3 ผลตามมาคือ แบคทีเรียกลุ่มน้ัน 
จะด้ือยาต่อไป ปริมาณของยาตํ่าลุดที่สามารถยับยังเรือได้ (MIC) ของ vancomycin ค่า MIC 
อยู่ระหว่าง 0.5 -  4.0 ug/ml สามารถยับยั้บเชื้อ E faecalis พวกท่ีก่อให้เกิดโรคในคน ส่วน 
teicoplamin ค่า MIC อยู่ระหว่าง 0.12-0.5 ug/ml
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ญ. การด,อยา Vancomycin

ขบวนการที่ก่อให้เกิดการดื้อยาเกิดขึ้นได้ 2 แบบ
Inducible resistance การดือยาภายใต้การถูกกระตุ้นหรือเหนี่ยวนำด้วยยาปฏิชีวนะ 

พบได้ในเชื้อที่มีการดื้อยาสูง (MIC) > 64 ug/ml
Constitutive resistance การดือยาไม่ได้ถูกกระตุ้นเกิดหรือถูกเหน่ียวนำเกิดขึ้นได้เอง 

ในธรรมชาติหรือการได้รับยาในสิ่งแวดล้อม และการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมที่อยู่บนโครโมโซม 
มีคุณสมบัติดื้อต่อยาหลายชนิด พบได้ในเช้ือท่ีมีการด้ือยาต่ํา

ในการดืกษาฃบวนการที่ก่อให้เกิดการดื้อยา มี 4 ชนิด ของการเกิดปฏิก่ริยา'ในการ 
ทำงานของยา

1. เอ็นไซม์ที่จำเพาะไม่ทำงาน หรือเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของยาก่อนหรือหลังท่ียาจะ 
เข้าสู่เซลล์ เช่น (3- lactamase, Aminoglycoside -  modifying enzyme, Chloramphenicol 
acetyltransferase

2. Cell envelop ของแบคทีเรียอาจมีการเปลี่ยนแปลง มีผลให้ยาไม่สามารถซึมผ่าน
VI Pเด

3. ยาอาจจะทำงานด้านนอกเซลล์ของแบคทีเรีย
4. เป้าหมายหลักท่ียาจะซึมผ่านมีการเปล่ียนแปลง ดังน้ัน ทำให้การซึมผ่านของยามีประ 

สิทธิภาพลดลง เช่น Alteration ต่อ Pennicillin binding Proteins (PBPg) เก่ียวข้องในการด้ือ 
ยาของแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Enterococcus 1Streptococcus

การจำแนก Phenotype ของ VRE

เชือ Enterococcus ทีดือต่อยา vancomycin สามารถบ่งชีลักษณะทีแสดงออกทาง 
phenotype ได้ 2 แบบ

เชื้อที่ดื้อยาในระดับตํ่า (low-level) MIC: 8 - 3 2  ug/ml 
เช้ือที'ด้ือยาในระดับสูง (high-level) MIC: > 64 ug/ml 

และยังสามารถแสดงออกทาง phenotype ได้หลายแบบด้วยกัน phenotype หลักท่ีสำคัญมี 
ดังปี

1) low-level เหน่ียวนำให้เกิดคำความด้ือต่ําด้ือต่อยา teicoplanin 
ในเซือ Staphylococci coagulase ลบ แต่ยังคงไวต่อยา vancomycin
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2) inducible -  low -  level ต่อยา vancomycin ในเชือ Enterococcus แต่ยังคง 
ไวรับต่อ teicoplanin

3) inducible high-level transferable ต่อยา vancomycin และ teicoplanin 
พบในเชือ Enterococcus

High -  level transferable ต่อ vancomycin เรียกว่า Van A phenotype และ 
inducible low-level ต่อ vancomycin เรียกว่า Van B phenotype โดยเฉพาะ Van A นัน 
เกิดฃึนได้บ่อยครัง โดยอาศัย plasmid และยัง encode อยู่บนตำแหน่ง transposon ซึ่งเป็น 
ส่วนหนึ่งของโคมโมโซม<60) ขณะท่ี Van B phenotype เกิดข้ึนได้บ่อยใน chromosome และ 
เกิดขนในระหว่างการถ่ายทอดระหว่าง chromosome ไปยัง chromosome บน
transposon611 Van A phenotype ถูกศึกษามากที่สุด ทำให้ทราบขบวนการของการดื้อยาต่อ 
glycopeptide Van A สามารถเหน่ียวนำให้เกิดการดือยาต่อ high level ของ vancomycin และ 
teicoplanin โดยที่ vancomycin จะเหน่ียวนำ1ให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีน 2 ชนิด ใน 
enterococcal membrane fraction คือ 1) 39 kDa protein ซึงจะถูกจำแนกเป็น Van A ligase ท่ี 
จำเป็นต่อการสังเคราะห์ผนังเซลล์2) อ,D -  carboxypeptidase ซึ่งไม่จำเป็นในขบวนการดื้อยา

High level resistance ต่อ glycopeptide สามารถถ่ายทอด1ไปยังเซือ enterococcus 
ทีไวรับต่อยา vancomycin โดยการ conjugation ซึงเป็นแบบ self transferable plasmid ยีนทีจำ 
เป็นและเกี่ยวข้องในการแสดงออกของ Van A phenotype ถูก carries โดย Tn 1546 ดังรูปท่ี 4 
ปัจจุบันคุณสมปติที่แสดงออกทาง phenotype ของเช้ือ Enterococci สามารถแบ่งได้ 3 ชนิด 
ดังตารางท่ี 5 และต่อมาได้พบอีก 3 ลักษณะ อันได้แก่ Van อ <62> Van E (63) และ Van G(64) 
ขณะท่ี Van A และ Van B พบมากใน E. faecium และ E. faecalis ในส่วน Van C จะพบ 
ในเชือ E. gailinarum และ E. casseliflavus Van A ค่า MIC ของ vancomycin อยู่ระหว่าง 
64 ug/ml ถึง >1,024 ug/ml ส่วน teicoplanin จะมีค่าตํ่ากว่าประมาณ 1 - 2  เท่าตัว

Genetic mutation ในการเกิดการด้ือยาของ VRE ที่ลามารถส่งผ่านได้ (transferable 
resistance) ประกอบด้วย 2 ชนิด คือ

พลาลมิด (plasmid) เป็น extrachromosomal DNA ทีมีรูปร่างเป็นสายคู่หรือ!,ใเน 
วงกลม (circular) เป็น double -  strain DNA พบอยู่ใน cytoplasm สามารถเพิมจำนวนด้วย
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ตัวเอง พลาสมิด ประกอบด้วยยนทเกยวข้องกับการดือยา (antibiotic resistant gene) การดีเอ 
ยาสามารถถ่ายทอดโดยอาศัยพลาสมิด มี 3 แบบตังน้ี

Conjugation เกิดฃึนได้บ่อยในเชือท่ีมีความสำคัญทางคลีนิค conjugation plasmid 
สามารถเคลื่อนย้ายตัวเองไปยังแบคทีเรียตัวอื่นพบได้บ่อยในแบคทีเรียแกรมลบ พวก Enteric 
bacilli ในบางครัง conjugation plasmid สามารถขนส่งยีนที่ดือยาและยีนที่ส่งผ่าน

Transduction เกิดขึนได้น้อยในธรรมชาติ ประกอบกับ phage virus ท่ีอาศัยอยู่ใน
เซลล์

Transformation เกิดขึนภายใต้การทดลองภายนอกร่างกายจากเชือ enterococcus 
ไปยัง Streptococcus sanguis, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes และ Listeria 
monocytogenes

ทรานสโปซอน (Transposon) เป็น jumping gene ทีอยู่เป็นชินกลม  ๆ (circular 
segment) เป็น double strand DNA มีความยาวขนาด 4 - 2 5  kb สามารถเคลื่อนได้ 
encode ยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาหลายชนิด transposon ท่ีถูกคืกษามากท่ีสุดในเชื้อ

19/Enterococcus ทีดือต่อ vancomycin คือ Tn 1546
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Vancomycin Avoparcin

รูปที่ 1 โครงสร ้างของยาในกลุ่ม  glycopeptide
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ตารางท ึ 4 Comparative in Vitro activity of glycopeptides againt som e common 
pathogenic bacteria: MIC(mg/l)

Species Vancomycin Teicoplanin

Staph.aurues(Methicillin-sensitive) 1-2 0.12-1
Staph.aurues(Methicillin-resistant) 1-2 0.5-1
Coagulase-negative staphylococci 
Haemolytic Streptococci (Lancefield group

1-4 0.25-32

A-C and G) 0.12-0.25 0.03-0.12
Viridans Streptococci 0.25-2 0.06-2
str.pneumoniae 0.12-0.25 0.03-0.12
Ent.faecalis 1-4 0.12-0.5
L.monocytogenes 0.25-0.5 0.25-0.5
Coryn.diphtheriae 0.06-0.25 0.06-0.5
Coryn.jeikeium 0.5-2 0.5-1
Propionibaterium acnes 0.5-1 0.06-2
Peptostreptococccus spp. 0.12-0.5 0.12-0.25
Cl.perfringens 0.12-0.5 0.03-0.12
Cl.difficile 0.06-1 0.03-0.2
Enterobacteriaceae R R
Ps.aeruginosa R R
B.fragilis groub R R

R = resistant
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ดารางท ี่ 5 . Glycopeptide resistance enterococci

Phenotype Genotype Vancomycin 
MIC (wg'/mL)

Teicoplanin 
MIC (pg/mL)

Expression Transfer Bacterial
species

VanA vanA 64-1000 16-512 Inducible 4- £. faecium  
E. fa eca l is 
E. avian:
E. gallinat um 
E. durons 
E. mundtii 
E. casseliflavus 
E. raffmosus 
E. h i rue

VanB VlIiiB 4-1000 0.25-2 Inducible E. faecium  
E. faecaiis 
E. gallinantm  
E. durons

VanC vanC'-l 2-32 0 . 1 2 - 2 Constitutive
Inducible

- E. gall inarum

VanC vanC-2 2-32 0 . 1 2 - 2 Constitutive - E. casseliflavus
VanC vanC-J 2-32 0 . 1 2 - 2 Constitutive - E. flavescens
VanD vanD 16-256 2-64 Constitutive - E. faecium  

E. faecaiis
VanE vatiE 16 0.5 - E. faecaiis
V anF vanF 800 < 1 - Paenibacillus

popilliae
VanG vanG 16 0.5 - E. faecaiis
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รูปที่ 2 โครงสร ้างของยา Teicopanin
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รปที่ 3 ก ล ไ ก ก า ร ย ้บ ย ั้ง แ ล ะ ด ื้อ ย า แ ว น โ ค น ต ่'ฮ ^ ,อแบคทเรยแกรมบวก



หรสมแททแ สทานไ»หธฃ J nw 
พุ่าทงกร««หา?รเซาทํซ้

รปที่ 4 ค ุณ ลกษณ ะของ Transposon elem ent Tn 1546
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ตารางท ี 6 ค ุณ สมบ ัต ิของ phenotypic typing

Typing system Proportion of 
Strains typeable

Reproducibilit Discriminatory
power

Ease of 
interpretation

Ease of 
Performance

Biotyping All Poor Poor Excellent Excellent
Antimicrobial All Fair Poor Excellent Excellent
susceptibiliry Most Good Fair Good Fair
Serctyping Most Fair Fair Fair Poor
Bacteriophage typing All Good Good Fair Good
เทาทานทoblotting All Excellent Good Excellent Good
MLEE

ฎ. การจำแน กส ายพ ัน ธ ุของเช ื้อ  VRE

พบว่าเช้ือ Enterococcus เป็นลาเหตุการติดเชื้อในโรงพยาบาล จากการรายงานเช้ือ 
ดังกล่าวเกิดการดื้อต่อยาหลายชนิด เซ่น กลุ่มเบต้า-แลคแตม( 13,60) 1กลุ่มอะมิโนไกลโคไซดั65̂  
และควิโนโลน มีวิธีการจำแนกสายพันธุของเชื้อลามารถแบ่งได้ 2 วิธีใหญ่  ๆ คือ Phenotype 
techniques และ Genotype techniques

1. Phenotype techniques
ลักษณะของ phenotype ที่แสดงออกเกิดจากการควบคุมการแสดงออกของ 

ยีน สามารถแบ่งได้หลายวิธีดังน้ี

1.1 Biotyping
เป ็นการจำแนกสายพ ันธ ุของเช ื้อโดยด ูล ักษณ ะท ี่แสดงออกของ 

metabolic activity เซ่น biochemical reaction, colony morphology และการต่อ 
สภาวะแวดล้อม (conventional tolerances) เช่นความสามารถในการเจริญเติบโตของ 
เชื้อบนอาหารเล้ียงเชื้อบางชนิด ความสามารถในการเจริญเติบโตได้ในสภาวะท่ีเป็นกรด- 
เบส และอุณหภูมิท่ีต่างกัน
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1.2 Antimicrobial Susceptibility Testing
เป็นวิธีท่ีงายและเป็นที,นิยมในห้องปฏิมัติการจุลชีววิทยา การพบรูปแบบ 

ของการดือยา ของเชือที่แยกได้จากคนไข้ และจากส่ิงแวดล้อมท่ีแตกต่างกันเป็นตัวบ่งชี้ตัวแรกว่า 
เกิดการระบาดของเชื้อที่ดื้อยา ซ่ึงการด้ือจะเกิดขึ้นจากการกลายพันธุ (point mutation) การด้ือ 
ของเชือเอ็นเตอรโรค็อกคัสต่อยาแวนโคมัยชินนั้นเกิดขึ้นและแสดงรูปแบบการดื้อยาท่ีสามารถอ่าน 
ได้จากการทำ MIC ของเซือต่อยา ที่สำคัญเรือที่ดือยาจะเกิดการถ่ายทอดยีนที่ดื้อยาทางพลาสมิด 
หรอ transposon จากเรือสายพันธุเดียวกัน หรือต่างสายพันธุ เซ่นการถ่ายทอดยีนระหว่างเช้ือ 
ร .aureus ไปยัง เรือ E. faecalis33)

1.3 Serotyping
เป็นการจำแนกสายพันธุของเชื้อโดยอาศัยหลักการท่ีเชื้อในสปีรืสํ’เดียว 

กันแต่ต่างสายพันธุกัน สามารถแสดง antigenic determinants ที่ต่างกันบนผิวเซลล์ ซ่ึงผิวของ 
เซลล์ประกอบด้วย lipopolysaccharide . capsule 1 polysaccharide member protein และ 
extracellular organells serotyping อาศัยปฏิก่ริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี โดยใช้ 
monoclonal antibody สามารถทดสอบได้หลายวิธี เซ่น direct agglutination, latex 
agglutination 1 enzyme lebeling และ fluorescence labeling ข้อดีของการใช้ monoclonal 
antibody จะทำให้เพิม reproducibility แต่วิธีนีจะให้ discriminatory ตำ เมือใช้ทดสอบกับเรือ 
แบคทีเรียบางลายพันธุทำให้ไม,สามารถจำแนกสายพันธุ1ด้

1.4 Bacteriophage
Phage typing ใช้ทดสอบเพื่อดูลักษณะรูปแบบของการดื้อยา หรือ 

ความไวรับต่อ standard set of phage เซ่นใช้ทดสอบกับเรือ ร.aureus และ Samonella 
species

ปัญหาของการทำ phage typing คือการท่ีต้องการรักษา stock ของ 
biological active phage และ control strain ศังนันการทำ phage typing นิยมทำในห้องปฏิบัต 
ชการอ้างอิง (reference laboratory) การทำการทดสอบจะต้องอาศัยเทคนิคในการทำและผู้มื 
ประสบการณ์ วิธีการทำค่อนข้างยุ่งยาก และเรือบางสายพันธุไม่สามารถแยกได้ด้วย standard
phage
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1.5 Electrophoretic protein typing and เทาทานnobloting
เป็นการทดสอบสวนประกอบของเซลล์เช่นโปรตีน1 giycoprotien, 

conjugates และ lipopolysaccharides จากส่วนของเชลล์ทังหมด หรือเฉพาะผิวเซลล์ที่เตรียมได้ 
โดยวิธี sodium -deocyle sulfate-polyacrylamine gel electrophoresis และย้อมดูรูปแบบ 
โปรตีนในเจล ถ้าโปรตนนันเป็น radiolabel สามารถดู pattern ได้โดยวิธี autoradiography

เกาทานทobloting เป็นการถ่ายทอด ท่ีถูกสร้างจากเซลล์แบคทีเรียไปบน 
แผ่น nitrocellulose แล้วนำมาทำปฏิกริยากับแอนติบดีที่มีความจำเพาะ ต่อมาตรวจหา
แอนติบอดีโดยการใช้ enzyme -  labeled anti -  immunoglobulins

ข้อเสียของวิธีนีคือ รูปแบบท่ีใช้ทดสอบได้มีความยุ่งยากซับช้อนและการ 
เปรียบเทียบรูปแบบเพื่อการจำแนกสายพันธุจำนวนมาก  ๆ ทำได้ยาก เน่ืองจากมีความแตกต่าง 
กันของรูปแบบบางส่วนที่ยังไม่เช้าใจ ผลการทดสอบข้ึนอยู่กับปัจจัยในการทดสอบ เช่น วิธีการ 
สกัดสาร (extraction) และการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (bacterial growth condition) ดัง 
นั้นวิธีนี้ไม่นิยมทำในห้องปฏิปัติการทั่วไป

1.6 MLEE (Multiocus Enzyme Electrophoresis)*671
เป็นการจำแนกความแตกต่างของเชื้อด้วย electrophoretic กก๐blities 

ด้วยกลุ่มของ metabolic enzyme โดย cell extracts ทีมี soluble material enzyme จะถูก 
นำมาทำ electrophoresis ใน non -  denaturing starch gel ตำแหน่งของเอ็นไซม์แต่ละตัว 
จะถูกวิเคราะห์โดยการย้อมด้วย specific colorimetric substrate ตำแหน่งของการเคลื่อนที่ 
ของเอ็นไซม์ที่แตกต่างกัน จะแสดงถึง electromorphs ซ่ึงเป็นผลจากการเปลี่ยนแปลงของประจุ 
โปรตีน ซึ่งจะให้ alleic variations ในยีนของโครโมโซมท่ี code เป็นเอ็นไซม์ และการใช้ 
combined electromorphs โดยใช้ electropheretic types (ETs) ทีแตกต่างกัน ทำให้เกิด 
multilocus genotypes ถึงแม้เอ็นไซม์บางชนิดอาจจะไม่มีในเช้ือทดสอบ แต่การจำแนกสาย 
พันธุด้วย multiple metabolic enzyme มันใจได้ว่าทุกเชือได้ถูกจำแนก

MLEE มีประสิทธิภาพมากในการจำแนก population genetics ของ 
เช้ือแบคทีเรีย เพราะเอ็นไซม์แต่ละตัวจะแสดงออกลักษณะท่ีแตกต่างกัน ดังน้ันความยาวของสๅร 
พันธุกรรม (genetic distance) ของเช้ือ 2 ลายพันธุสามารถแสดงค่าออกมาได้โดยการคำนวณ
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ค่าทีเป็นสัดส่วนของ enzyme locci ทีให้ electromorphs ต่างกันนำมาเifรยบเทียบกัน และ 
คุณลักษณะในการจำแนกสายพันธุทาง phenotypic techniques แสดงดังตารางที 6

ตารางที 7 คุณสมบติของ genotypic typing

Typing system Proportion of 
Strains typeable

Reproducibilit Discriminatory
power

Ease of 
interpretation

Ease of 
Performance

Plasmid restriction Most Good Good Good Excellent
digest All Good Good Poor Excellent
REA All Excellent Fair Good Good
Ribotyping All Excellent Excellent Excellent Good
PFGE All Excellent Good Excellent Good
PCR restriction digest All Good Good Fair Good
Arbitrarily primed PCR 
Nucleotide sequence 

Analysis

All Excellent Excellent Excellent Fair

2. Genotyping techniques
เป็นการจำแนกสายพันธุโดยใช้ DNA หรือสายพันธุกรรมมีความสำคัญทาง 

ระบาดวิทยาระหว่างแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ ประกอบด้วยวิธีต่าง  ๆ ดังน้ี

2.1 Plasmid analysis
พลาสมิดเป็น mobile extrachromosomal elements พลาลมิดสามารถ 

สูญเสียไปได้และรับมาภายหลังได้ การสีกษาทางระบาดวิทยาจะดูลักษณะขนาดและจำนวนของ 
plasmid profiles ที่แตกต่างกันและลำดับการเกิดก่อนหลัง มีพลาสมิดหลายชนิดที่นำยีนดื้อยา 
โดยมีอยู่ใน mobile genetic element (transposon) รึงเกิดได้ง่ายและไปเอง ดังนัน องคุ 
ประกอบของ DNA ในพลาลมิดจึงเปล่ียนแปลงได้ง่าย
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ในบางสภาวะจุลชีพที่แสดงการดือยาต้านจุลชีพ อาจมีสาเหตุมาจากการถ่าย 
ทอดพลาสมิดอย่างรวดเร็วระหว่างสายพันธุหรือต่างลปีชีลักัน พลาสมิดอาจเกี่ยวข้องกับการแพร่ 
ระบาดของ virulence factors เซ่น pathogenic toxins, adhesins และ invasins ท่ีพบในเช้ือ 
Enterotoxingenic และ enteroinvasive E. coli isolate ที่แยกได้จากคนใช้บางเชื้อไม่มีพลาส­
มีด บางเช้ือมี 1 -  2 พลาสมิด การวิเคราะห์พลาสมิดเพื่อแปลผลจำเป็นต้องได้ข้อมูลของเวลา 
และสถานที่ที่ทำการวิเคราะห์ เพื่อดูลำดับการเกิดก่อนหลังและสถานที่ท่ีได้รับถ่ายทอดมา

เนองจากพลาลมิดมหลายรูปแบบ คือ supercoil (closed circle), nicked 
(open circle) และ linear การวิเคราะห์ plasmid profiles จะหาจำนวนพลาสมิดแล้วทำการ 
สกัดพลาสมิดและย่อยด้วย restriction enzymes แล้วทำ electrophoresis เพ่ือดูขนาด (size)

2.2 Restriction Endonuclease Analysis (REA) of chromosome DNA 
เป็นการใช้ Restriction endonuclease enzymes ตัด DNA ทีตำแหน่ง 

เฉพาะจำนวนขนาด และ restriction fragments เกิดจาก recognition sequence ของ 
enzymes และส่วนประกอบของ DNA โดย enzyme ท่ีมีการจดจำการดัดท่ี 6 bp จะดัดลาย 
DNA ได้บ่อยมากกว่าและได้ restriction enzyme fragments ชินเล็กกว่า enzyme ท่ีจดจำ 
การดัดที 8bp และทีมี recognition sequence ทีตำแหน่ง guanine (G) และ cytosine (C) จะ 
ดัดเล้น DNA ที่เป็น low G + C content ได้บ่อยน้อยกว่า และได้ fragments ท่ีใหญ่กว่า 
enzyme ทีดัดเล้น DNA ทีเป็น high G + c content หรอ enzyme และทีมี recognition 
sequence ทีตำแหน่ง thymine (T) และ adenine (A)

การดัด DNA ด้วย restriction enzyme แล้วนำมา run ใน agarose gel 
electrophoresis ลังเกต patterns โดยการย้อมด้วย ethidium bromide และตรวจดูภายใต้แลง 
UV เชื้อต่างลายพันธุกันในในสปีชีลัเดียวกันจะให้ REA profiles ต่างกันเน่ืองจาก มี DNA 
sequence ที่เปลี่ยนแปลงไป วิธี REA ใช้ศึกษาสายพันธุของ c. difficile ได้ดี

ข้อเสียของวิธี REA คือ แปลผลยาก โดยในการเปรียบเทียบ bands จาก 
profiles ที่ยุ่งยากซับช้อน ซึ่งประกอบด้วยจำนวน band เป็นร้อย อาจเกิด unresolved หรอ 
overlapping ได้ patterns ทีได้อาจมีปนเปีอน จากการเต'รียม genomic DNA ซึงอาจมา 
จากพลาสมิดด้วย

แต่โดยท่ัวไปวิธี REA เป็นวิธีท่ีนิยมทำมากกว่าวิธี genotypic typing อื่นๆ
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2.3 Southern blot analysis of RFLPS (Ribotping)168’
จากการที่วิธี REA ให้ profiles ท่ียุ่งยากซับซ้อน เพราะ ethidium 

bromide ย้อมติดทุก fragment ดังน้ัน จึงมีการพัฒนาตรวจหาเฉพาะ particular restriction 
fragments ด้วย specific chromosomal loci โดยการเตรียม bacterial DNA แล้วดัดด้วย 
restriction enzyme (RE) นำไป run ใน agarose gel electrophoresis และ blot fragments 
ลงในแผ่น nitrocellulose หรอ nylone membrane fragments ทีเป็น specific squences 
(loci) จะตรวจหาโดยใช้ labeled piece of homologous DNA (Probe) ภายใต้สภาวะท่ี 
เหมาะสม probe จะจับ (hybridzes) โดยการจับคู่แบบ complementary base pair ความ 
แตกต่างของจำนวนและขนาดของ fragment ทีตรวจวัดได้คือ restriction fragment length 
polymorphyism (RFLPS) ซึงเกิดสาเหตุ 2 ประการ คือ จำนวน loci ที homologous กับ probe 
และตำแหน่งของ restriction site ที่จัดเรียงของ loci เหล่าน้ัน

วิธีนีมี reproducibility สูงมาก แต่ discriminatory power จะเกียวข้อง 
กับการเลือกใช้ probe ในการทดสอบหา van A yan B และ van อ่ืน  ๆ ในเช้ือท่ีเกิดการด้ือต่อยา 
แวนโคมัยชิน

Ribotyping เก่ียวข้องกับ ribosomal operon (ร) หรีอ กลุ่มยีนท่ีมีหน้าท่ี 
เกียวข้องร่วมกัน Ribotyping มีความ stable และ reproducibility สูง เชือทีแยกได้จากการ 
ระบาดมักมี ribotype เหมือนกัน เช้ือบางชนิดมี ribosomal opérons หลายอัน (5-7 อัน) 
เช่น E.coli, Klebsiella1 Haemophilus และ Staphylococus spp. ปกติ ribotype pattern จะ 
มี 10 -  15 bands จึงให้ discriminatory power ปานกลาง (ดังรูปท่ี 1) ประโยชน์ของ 
ribotyping ต่อการสืกษๆทางระบาดวิทยามีน้อย เน่ืองจากจะให้ผลท่ีเหมือนกันจากเชื้อท่ีเกิด
ระบาดต่างภูมิภาคกัน ในขณะท่ีวิธี genotyping อื่น  ๆ ให้ผลแตกต่าง

2.4 Necleotide Sequence Analysis'47’
เป็นการใช้ PCR -  based sequence analysis ของ bacterial rDNA 

เพื่อวิเคราะห์ความหลากหลายทางธรรมชาติของประชากรเชื้อแบคทีเรีย primer ที่ใช้เป็น
ribosomal sequences

ข้อดีของวิธีนีใช้แยก family, genus และ species ของทีก่อให้เกิดโรคได้ 
และลามารถใซ้ดูการกระจายของการเกิด point mutation ที่ต่างกันในเชื้อบางชนิดได้ เช่น M. 
tuberculosis ซึงทำให้เกิดการดือยา Rifampin
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ข้อเสียของวิธีนีคือ เครองมือมีราคาแพงมากและการแบ่งสายพันธุของเชื้อ 
จำเป็นต้องได้ข้อมูลของ sequence ทีมืหลาย locus และมาจาก isolates ทีมการระบาด 
จำนวนมาก  ๆ ใน species เดียวกัน

รายละเอยดเกียวกับคุณลักษณะของวิธี Genotypic systems แสดงใน
ตารางท่ี 7

2.5 PCR
จากหลักการของ PCR ท่ีเช้ือต่างกัน โดยสายพันธุหรือ subtype ถ้ามี 

component ที่ต่างกันเพียง 1 copy หรือ DNA sequence (template) ขนาดเล็กประมาณ
0.5 -  2.0 b สามารถนำมาเพิ่มจำนวน (amplify) ได้มากมายมหาศาลในเวลาเป็นนาทีเท่านั้น 
โดยเทคนิคการทe chain reaction ของ DNA polymerase และเครือง thermocycle 
สามารถตรวจจับ products ทีได้โดยการทำ electrophoresis ใน agarose หรือ 
polyacrylamide gel

ข้อเสียของ PCR คือ การเกิด flase positive ดังน้ันการทำจึงต้องการผู้มีประสบ 
การณ์และพ้ืนท่ีในการทำงานท่ีแยกออกจากกันระหว่างห้องเตรียมตัวอย่างและห้องทำ PCR 

เทคนิค PCR มีการนำไปประยุกตํใช้งานต่าง  ๆ เซ่น

2.5.1 Restriction Digestion of PCR products
เป็นวิธีทีย่อย PCR products ด้วย restriction endonuclease และตรวจ 

หา restriction fragments โดยดู polymorphisms ด้วยการทำ electrophoresis วิธีนิ,นิยม'ใช้ 
จำแนกลายพันธุของเชือราและแบคทีเรีย เซ่น Cryptococus neoformans, ร. auareus และ 
Helicobactor pylori เป็นต้น

ข้อดีของวิธีนีคือ ให้ reproducibility สูงมาก แต่ discriminatory power 
จะฃึนกับความแตกต่างของ species, loci และ restriction enzymes ทีใช้

2.5.2 Rep -  PCR (Repetitive chromosomal sequences PCR)
เป็นเทคนิค PCR ทีมี primer เป็น short extragenic repetitive 

sequences แล้วทำการ amplify sequences นัน แล้วตรวจหาจำนวนและตำแหน่งของ inter
repeat fragment
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วิธีนให้ reproducibility สูงมาก discriminatory power ปานกลาง ตัว 
อย่างของเชื้อที่ใช็วิธีนี้จำแนกสายพันธุ เซ่น Citrobactor diversus

2.5.3 Arbitrary primed PCR
เป็นเทคนิค PCR ที random amplified polymorphic DNA ส'วนมากจะ 

เป็น primer สัน  ๆ (ประมาณ 10 bp) ดังนิน เชือท่ีมีความแตกต่างกันในสายพันธุจะมี 
ตำแหน่งและจำนวนของ random site ต่างกัน

2.6 PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)*69"72*

Schwartz และ Cantor ได้พัฒนาวิธีนี้ข้ึนในปี ค.ศ.1984 เพ่ือแก้ปัญหา 
จากการทีวิธี REA มีฃ้อจำกัดของการมี frequent recognition site และ pattern ทีได้ยากต่อ 
การวิเคราะห์ เนืองจากการมี overlapping และ resolved restriction fragment ทีไม่ดี

หลักการของวิธีนืคือ การเตรียม chromosomal DNA หรือ genomic 
DNA จากการทำให้ cell lysis แล้วใช้ restriction enzyme ทีเหมาะสมตัด DNA ให้ใด้ 
DNA fragment ไม่มากเกินไป (ประมาณ 5 - 2 0  fragments) แล้วนำมาแยกขนาดและจำนวน 
DNA fragment ใน agarose gel electrophoresis โดยพัวไป DNA fragment ขนาดใหญ่ 
มากกว่า 25 kb จะแยกได้ยากโดยวิธี agarose gel electrophoresis และการเตรียม DNA ที 
มีขนาดใหญ่มาก  ๆ ในสารละลายจะไม่ stable เน่ืองจากเกิดการตัดตัวเองแบบ random ให้มี 
ขนาดเล็กลง (<100kb) ตังน้ัน การทำ PFGE จึงต้องมีการเตรียม chromosomal DNA เพ่ือ 
ให้ stable โดยการฝังตัวเชือใน agarose plugs แล้วใช้ enzyme ย่อย cell wall ของตัวเชือ'ให้ 
แตกออกและย่อย DNA แล้วนำมาทำ electrophoresis โดยการให้กระแสไฟฟ้าไปรอบ  ๆ
ตลอดแนว gel เป็นระยะ  ๆ (pulse) วิธีนี้จะทำให้ DNA fragment ขนาดใหญ่แยกออกจากกัน 
ได้
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การแปลผลของ PFGE pattern (73>
การมี PFGE patterns ท่ีแตกต่าง แสดงถึงการเกิด mutation ซึ่งจะเกิดได้ 3

ลักษณะ คือ1)1 nsertion 2)Deletion 3) Rearrangement
การเกิด mutation ถ้าเกิดยีนบรืเวณท่ีไม่ใช่ restrictipn site จะให้ PFGE

patterns ได้ดังนี

1. Insertion
2. Deletion
3. Rearrangement

จำนวน band 
คงเดิม 
คงเดิม 
คงเดิม

ขนาดของ fragment 
โตขึ้น (1 ช้ิน)
เล็กลง (1 ช้ิน)
คงเดิม

ถ้า mutation เกิดทียีนบรืเวณทีเป็น restriction site จะให้ PFGE patterns

จำนวน band ขนาดของ fragment
1. Insertion เพ่ิม ไม่แน่นอน (เล็กหรือใหญ่)
2. Deletion ลด II
3. Rearrangement ลดหรือเพ่ิม

การจำแนกอาศัยความแตกต่างของ fragment ตามตารางท่ีร กล่าวคือความแตก 
ต่างที่มากกว่าหรอเท่ากับ 7 จัดเป็นคนละ type แต่ไม่มีความสัมพันธ์กัน และความแตกต่าง 
ระหว่าง 2-6 fragment เป็นสายพันธ์ที่อาจมีความสัมพันธ์เกี่ยวข้องกันจัดเป็น Subtype วิธีนี้ให้ 
discriminatory power สูง เชือทีนิยมใช้วิธีนีแยกสายพันธุ คือ E.coli, p. aeruginosa และ M. 
vium

ข้อจำกัดของวิธีน้ีคือ การเต'รียม DNA insert ใน agarose ต้องให้ buffer 
และ enzyme ซึมผ่านเข้า gel ดังน้ันจึงต้องใช้เวลาเตรืยมนาน 2 -  3 วัน และเครองมือท่ีใช้มี
ราคาแพง
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C a te g o r y
N o . o f  g e n e t ic  ' 

d if f e r e n c e s  
c o m p a r e d  w ith  
o u tb r e a k  stra in

T y p ic a l n o . o f  
fr a g m e n t  d if ­
f e r e n c e s  c o m ­

p a r e d  w ith  
o u tb r e a k  

p a tte r n

E p id e m io lo g ic
in te r p r e ta t io n

I n d i s t i n g u i s h a b l e 0 0 I s o l a t e  is  p a r t  o f  t h e  o u t ­
b r e a k

C l o s e l y  r e l a t e d 1 2 - 3 I s o l a t e  is  p r o b a b ly  p a r t  
o f  t h e  o u t b r e a k  -

P o s s ib ly  r e l a t e d ว4 .• 4 - 6 I s o l a t e  is  p o s s i b l y  p a r t  o f  
t h e  o u t b r e a k

D i f f e r e n t > 3 - 7 I s o l a t e  is  n o t  p a r t  o f  t h e  
o u t b r e a k

ดารางที 8 Criteria for interpreting PFGE pattern
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ฏ. ปัจจ้ยส่งเสริมในการกระจายของเซ่ีเอแบคทีเรียท่ีด้ือยา

เกิดขึ้นภายใต้การรับยาปฏิชีวนะทั้งในคนและสัตว์ รวมถึงการให้ยาในชุมชนและ 
โรงพยาบาลภายใต้การควบคุมด้านการติดเชื้อเกิดความล้มเหลว มีการติดต่อเกิดขึ้นได้ 3 ทาง ดัง
ร/

น้ี
า . บุคคลต่อบุคคล (Person to Person)

เกิดขึ้นได้บ่อยในกลุ่มประชากรที่มีความใกล้ชิดกับแบคทีเรียที่เกิดการ 
ดือยา ดังนันการติดต่อจึงเกิดขึนในโรงพยาบาล หรีอหน่วยงานด้านการพยาบาล การติดต่อโดย 
ตรงระหว่างคนไข้และบุคคลอื่นในโรงพยาบาลเกิดการติดต่อทางอากาศหายใจ ฝ่นละอองสามารถ 
กระจายไปยังคนไข้และพนักงาน( staff ) ในโรงพยาบาล กรณีการติดต่อทางอ้อมนั้นเกิดจากที่เชื้อ 
ลามารถอาศัยอยู่อย่างชั่วคราวบนแขน 1เสือ 1เครื่องมือ 1สิ่งแวดล้อม สามารถติดต่อระหว่างกันได ้
จากการขนย้ายผู้ปวยระหว่าง ward 1 จากโรงพยาบาลไปยังโรงพยาบาล หรีอการเดินทางระหว่าง 
ประเทศ และการอพยพอาจเปิดโอกาสให้เชื้อที่เกิดการดื้อยาสามารถแพร่กระจายได้

2. สัตว์ต่อบุคคล (Animal to Person)
การที่ประชาชนบริโภคผลิตภัณท์ที่ได้จากสัตว์ เช่น เนื้อไก่ เน้ือวัว เกิดการ 

ปนเปีอนของเชีอดือยา ทำให้คนได้รับเชื้อดื้อยาส่งผลกระทบทางด้านการรักษาในวงการแพทย์

3. สัตว์ต่อสัตว์ (Animal to Animal )
เกิดการแพร่กระจายของเชื้อได้ง่าย จากการเลี้ยงรวมกันในฟาร์มที่มีประชา 

กรสัตว์หนาแน่น เกิดการติดต่อทาง vertical transmission สามารถติดต่อได้ระหว่างแม่ส่ลูก ดัง 
เช่นการติดต่อของเชือ salmonella ส่วนการติดต่อ horizontal transmisson เกิดจากอาหารทีใข้ 
เลี้ยง โดยการติดต่อร่วมกันระหว่างสัตว์ เช่นสัตว์ที่ยังไม่หย่านม การปนเปีอนของซากหรือหนังใน 
โรงงานฆ่าสัตว์

ฐ. Glycopeptide ในอุตสาหกรรมการเล้ียงไก่

ในแถบทวีปยุโรปการเกิด VRE ส่วนใหญ่มาจากแหล่งอื่น ๆที่ไม่ใช่คน Bates และ 
คณะได้รายงานพบว่า VRE ที่แยกได้จาก raw sew age จากฟาร์มสัตว์(เป ็ด, ไก่ง่วง, สุนัข, นก 
และสุกรรวมถึงเนื้อไก่ที่ยังไม่ได้ปรุง การทดสอบทาง ribotyping พบมีความแตกต่างกันถึง 14
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แบบ และพบเรือที่ดือต่อยา Vancomycin ในปริมาณ'ที่สูงมาก เนื่องจากการใช้ avopacin ในอุต 
สาหกรรมการเลี้ยงสัตว์

VRE เกิดในหลายประเทศในยุโรป เช่น เยอรมัน อังกฤษ นอรเวย์ ฝร่ังเศส สเปน 
และ เดนมาร์ก ในปี 1995 รัฐบาลเดนมาร์กประกาศห้ามใช้ avopacin ในอุตสาหกรรมการเลียง 
สัตว์ทุกชนิด ผลกระทบในหลายประเทศตรวจพบเรือ VRE และยังแพร่กระจายของเชื้อในชุมชน 
และในฟาร์มปศุสัตว์ ภายใต้การเกิด selective pressure

ฑ. ระบาดวิทยาของเสัอ VRE

มีรายงานการเกิด VRE ที่แสดงออกลักษณะทาง phenotype ชนิด Van A 
คร้ังแรกในปี ค .ศ 1988 ซึ่งการระบาดวิทยาส่วนใหญ่ เกิดในผู้ปวยโรคไตพบทางตอนใต้ของ 
ประเทศอังกฤษ ระหว่างปี ค.ศ 1986-1988 สปีรืสัที่พบได้บ่อยคือ E. faecium และพบ E. 
faecalis และ E. avium ได้เช่นกัน เรือทีแยกได้ส่วนใหญ่มาจากการติดเรือที่ระบบขับถ่าย 
ปัสสาวะเป็นเวลายาวนาน รวมถึงผู้ป่วยที่เกิดภาวะโลหิตเป็นพิษ ตรวจพบเช้ือ VRE ที่แยกได้ 
ต่างพื้นที่กันจะความคล้ายคลึงกันของยีน แยกได้จาก อุจจาระ เลือด หนอง ในเย่ือบุช่องท้อง 
และปัสสาวะผู้ป่วยที่ติดเรือทางระบบขับถ่ายปัสสาวะ การระบาดวิทยาเกิดข้ึนในโรงพยาบาลเด็ก 
หอผู้ป่วยอภิบาล หอผู้ป่วยมะเร็ง และผู้ป่วยท่ีมีระบบภูมิคุ้มกันบกพร่อง คืกษาความแตกต่างกัน 
ระหว่างพันธุกรรมของเชื้อโดยวิเคราะห์โดยการใช้ เอ็นไซมัในย่อยโครโมโซม

ในอเมริกา VRE เกิดฃึนในปีค.ศ 1 9 8 9 มีรายงานจากโรงพยาบาลที่ม ีผู้ป ่วยเช้า' 
รับการรักษาเป็นจำนวนมาก จำนวน 360 คน จาก 38 โรงพยาบาลลาเหตุหลักมาจากการได้รับยา 
ภายใรงพยาบาล ในชุมชนเกิดได้น้อย มีอัตราการตายเกิดขึ้น จากการทดสอบวิเคราะห์ทางพันธุ 
กรรมโดยการใช้เอ็นไซม'ในการย่อยพบความแตกต่างถึง 14 ลายพันธุ แต่แสดงให้เห็นรูปแบบ 
ความแตกต่างได้แค่ 3 แบบเท่านั้น มีการรายงานในช่วงปี 1989-1993 รายงานโดย NNIS ใน 
อเมริกาพบว่าจากเดิมพบ VRE 0.3% เพิ่มขึ้นเป็น 7.9 % ในปี 1993 และ 0.4 % ของการติดเชื้อมา 
จากการติดเชื้อจากระบบขับถ่ายปัสสาวะ และเพิ่มขึ้นถึง 3.8 % ในปี 1993
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ฒ. ข้อกำVเนด่ในการ'ไซ้'สารเร่งการเจริญเติบ'โต'ในประเทศ'โทย

ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์เรองกำหนดซื่อ ประ๓ ท ชนิด หรือลักษณะวัตถุที่ 
เติมในอาหารสัตว์ที,ใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว์เพื่อขายตลอดจนอัตราส่วน หรือ 
ปริมาณที่ให้ใช้หรือห้ามมิให้ใช้วัตถุนั้นเกินกำหนด พ.ศ 2539 ประกาศในราชกิจจานุฌกษาฉบับ 
ประเภททั่ว1ไป เล่มที่ 113 ตอนพิเศษ 1 รง วันท่ี 8 พฤษภาคม 2539

ให้วัตถุซึ่งมีสรรพคุณเป็นสารเร่งการเจริญเติบโตของสัตว์ที่เติมในอาหารสัตว์และ 
ให้ใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว์ผสมสำเร็จรูปเพื่อขายได้ในอัตราที่กำหนดดังต่อไปนี้

(1) ในหนึ่งกิโลกรัมของอาหารสัตว์ผสมสำเร็จรูปสำหรับไก่กระทง ไกไข่หรือไก่ 
พันธุและเป็ดเนื้อ เป็ดไข่ หรือเป็ดพันธุ ให้มีวัตถุซึ่งมีสรรพคุณเป็นสารเร่งการเจริญเติบโตชนิดใด 
ชนิดหนึ่งหรือหลายชนิดของสารเร่งการเจริญเติบโตตามซื่อตามวิทยาศาสตร์คฃต่อไปนี้ใช้เป็นส่วน 
ผสมในการผลิตอาหารสัตวํใด้ไม่เกินปริมาณที่กำหนดดังต่อไปนี้

(ก) อะโวพาร์ซิน (Avopacin)
(ข) คลอร์เททระไซคลิน (Chlortetracycline)
(ค) เอนราไมชิน (Enramycin )
(ง) ฟลาโวฟอสโฟไลพอล (Flavophospholipol) 
(จ) สินโคไมชิน (Lincomycin)
(ฉ) ไนโทรวิน (Nitrovin)
(ช) ออกชีเททระไซคลิน (Oxytetracycline)
(ซ) ไทโลชิน (Tylosin)
(ฌ) เวอร์จิเนียไมชิน (Virginiamycin)
(ญ) สไปราไมชิน (Spiramycin)
(ฎ) ชิงก์- แบซิทราชิน (Zinc- Bacitracin)

ไม,เกิน 10 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 50 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 10 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 2 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 4 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 10 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 15 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 22 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 15 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 20 มิลิกรัม 
ไม่เกิน 50 มิลิกรัม

สารเร่งการเจริญเติบโตชนิดไนโทรวิน (Nitrovin) ตามข้อ (ฉ) ในวรรค 
ก่อน ห้ามไม่ให้ใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว์สำเร็จรูป สำหรับไก่ไข่

สารเร่งการเจริญเติบโตในวรรคหนึ่งทุกชนิด ห้ามมิให้ใช้ผสมในอาหาร 
สัตว์ผสมสำเร็จรูปสำหรับไก่และเป็ดตามอายูและชนิดของไก่และเป็ดดังต่อไปนี้

(ก) อาหารสัตว์สำเร็จรูปสำหรับไก่กระทงอายุมากกว่า 6 สัปดาห์นับตั้ง
แต่วันเกิดเป็นต้นไป
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(ข) อาหารสัตว์ผสมสำเร็จรูปสำหรับไก่ไข่หรอไก่พันธุอายุมากกว่า 6 
สัปดาห์ นับต้ังแต่วันเกิดเป็นต้นไป

อาหารสัตว์ผสมสำเร็จรูปสำหรับเป็ดเนื้ออายุมากกว่า 8 สัปดาห์ นับต้ัง 
แต่วันเกิด เป็นต้นไป
อาหารผสมสำเร็จรูปสำหรับเป็ดไข่และเป็ดพันธุอายุมากกว่า 20 

สัปดาห์ นับต้ังแต่วันเกิดเป็นต้นไป

T  Q.OCO 0 .5 ^ 0
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