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บทคัดย่อ  
การสร้างไบโอฟิล์ม และโปรตีนที่ผิวเซลลเ์กี่ยวข้องกับพยาธิก าเนิดของการติดเช้ือ Staphylococcus aureus ในการศึกษานี้

ทดสอบการสร้างไบโอฟิล์ม และตรวจสอบยีน icaAD, fnbA และ cna ใน MSSA 21 ไอโซเลทและ MRSA 14 ไอโซเลท ซึ่งแยกได้จาก
ชุมชนและโรงพยาบาลในจังหวัดพัทลุง พบว่าตรวจพบการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อจ านวน 30 ไอโซเลท (85.71%) และ 32 ไอโซเลท 
(91.43%) เมื่อตรวจด้วยวิธี congo red agar (CRA) และ microtiter plate (MTP) ตามล าดับ ทั้งสองวิธีให้ผลที่สอดคล้องกัน 31 ไอโซเลท 
(88.57%)  ยีน icaAD ตรวจพบใน S. aureus 28 ไอโซเลท (80%) พบความไม่สอดคล้องกันในเช้ือจ านวน 4 ไอโซเลท (11.43%) 
และ 4 ไอโซเลท (11.43%) ที่ตรวจไม่พบยีน icaAD แต่ให้ผลการทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มเป็นบวกเมื่อทดสอบด้วยวิธี MTP และ 
CRA ตามล าดับ  มีเพียง 15 ไอโซเลท (42.86%) ที่ตรวจพบยีน cna ตรงกันข้ามกับ fnbA ซึ่งพบในเกือบทุกไอโซเลทของ S. aureus  
ยีน icaAD และ fnbA พบได้ในเกือบทุกไอโซเลทของเชื้อที่ทดสอบ ช้ีให้เห็นว่ามีการกระจายของยีนชนิดนี้ในระดับที่สูง และยีนเหล่านี้
มีการแพร่กระจายอย่างใกล้เคียงกันในกลุ่มของ MRSA และ MSSA  ท้ายท่ีสุดไม่พบความแตกตา่งของการกระจายตัวของยีน Adhesin 
ระหว่างสายพันธ์ุที่แยกได้จากชุมชนและโรงพยาบาล 
 

ค าส าคัญ: MRSA ความไวต่อยาตา้นจุลชีพ ไบโอฟิลม์ ยีน Adhesin  
 

Abstract 
Biofilm formation and surface proteins are associated with Staphylococcus aureus pathogenesis. This 

study, 21 MSSA and 14 MRSA isolates from community and hospital settings in Phatthalung were determined for 
biofilm production and the presence of icaAD, fnbA and cna genes. Biofilm was detected in 30 (85.71%) and 32 
(91.43%) isolates by congo red agar (CRA) and microtiter plate (MTP), respectively. Both methods correlated in 31 
(88.57%) isolates. The icaAD gene was detected in 28 (80%) isolates. Unexpectedly, 4 (11.43%) and 4 (11.43%) 
isolates were icaAD negative while MTP and CRA positive, respectively. Only 15 (42.86%) strains were found to be 
cna positive. Conversely, the fnbA gene was present in almost of isolates. icaAD and fnbA were found to be 
present in almost of isolates tested indicating a high prevalence, and these genes were equally distributed 
among MSSA and MRSA. Finally, there was no difference in adhesin genes distribution among community and 
clinical strains. 
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บทน า 
Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม แกรมบวก ที่มีความส าคัญทางการแพทย์ ก่อโรคติดเช้ือส าคัญทั้งกับ

ผู้ป่วยในชุมชุนและในโรงพยาบาล ท าให้เกิดโรคตั้งแต่การติดเช้ือท่ีผิวหนัง อาหารเป็นพิษ กลุ่มอาการช็อกจากสารพิษ ปอดอักเสบ ไป
จนถึงการติดเช้ือในกระแสเลือด (Septicemia) นอกจากนั้นยังพบเป็นเช้ือประจ าถิ่นอยู่ในช่องจมูก ล าคอ และผิวหนังของมนุษย์       
S. aureus ที่ไวต่อยา Penicillin เรียกว่า Methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) ส าหรับ S. aureus ดื้อต่อยา 
Penicillin เรียกว่า Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) โดยมีการสร้าง Penicillin-Binding Protein (PBP) 2a ที่มีคุณสมบัติจับกับ
ยาในกลุ่มเบต้าแลคแตมได้ไม่ดี ท าให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ได้ ซึ่งควบคุมโดยยีน mecA พบอยู่ที่ mobile genetic element          
ที่เรียกว่า Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) ขนาด 21-67 kb  S. aureus พบได้ในโพรงจมูกของคนปกติ
ประมาณร้อยละ 20-35 การพบเช้ือในโพรงจมูกมีความสัมพันธ์กับโอกาสในการก่อโรคของเชื้อ นอกจากน้ันยังเป็นแหล่งของการแพร่เช้ือ
อีกด้วย [1] S. aureus อาศัยโมเลกุลโปรตีนผิวเซลล์ (surface protein) ชนิดต่าง ๆ เพื่อเกาะติดกับเนื้อเยื่อ ได้แก่  Fibronectin-
binding protein (FnbA), Fibrinogen binding protein (ClfA และ ClfB) และ Collagen-binding protein (Cna) เป็นต้น [2] 
นอกจากนั้น S. aureus ยังสามารถสร้างไบโอฟิล์ม ซึ่งท าหน้าที่ปกป้องเซลล์จากระบบภูมิคุ้มกันและมีความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ [3] 
และท าให้เช้ือสามารถยึดเกาะกับอุปกรณ์ทางการแพทย์ กลไกการควบคุมการสร้างไบโอฟิล์มกลไกหนึ่งของ S. aureus พบว่ามีการ
ควบคุมผ่าน ica locus (icaADBC) ซึ่งเกี่ยวของกับการสร้างไบโอฟิล์มที่มีองค์ประกอบเป็น Polysaccharide Intercellular Adhesin 
(PIA) หรือ Polymeric N-acetyl-Glucosamine (PNAG) [4] ดังนั้นการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสามารถในการสร้างไบ
โอฟิล์มและความชุกของยีนที่ก าหนดการสร้างโปรตีนที่ผิวเซลล์ (Adhesins) ได้แก่ cna, fnbA และ icaAD ใน S. aureus ที่แยกได้
จากชุมชน และโรงพยาบาลในจังหวัดพัทลุง นอกจากน้ันยังศึกษาแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิดต่างๆ เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานเชิง
วิทยาการระบาดของเชื้อในจังหวัดพัทลุง น าไปสู่แนวทางในการเฝ้าระวังของเชื้อนี้ต่อไป  

 

วิธีการวิจัย 
1. ตัวอย่าง S. aureus การพิสูจน์ยืนยัน และการจัดจ าแนก 
 ตัวอย่าง S. aureus ในการศึกษาครั้งน้ีเป็นเชื้อที่แยกได้จากโพรงจมูกนิสิตมหาวิทยาลัยทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง จ านวน 6 
ไอโซเลท [5] โพรงจมูกเด็กก่อนวัยเรียนจ านวน 9 ไอโซเลท [6] และ S. aureus ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ เช่น เสมหะ หนอง และเลือด 
จากโรงพยาบาลพัทลุง จ านวน 16 ไอโซเลท และจากโรงพยาบาลอานันทมหิดลจ านวน 4 ไอโซเลท แล้วน ามาพิสูจน์ยืนยันชนิดของ
เชื้อโดยการทดสอบด้วยวิธีมาตรฐานทางจุลชีววิทยา และจัดจ าแนก S. aureus สายพันธ์ุ MSSA และ MRSA ด้วยการทดสอบความไว
ต่อยา oxacillin และ cefoxitin ด้วยวิธี Kirby-Bauer disk diffusion susceptibility แล้วยืนยันด้วยการศึกษาคุณสมบัติทาง       
ชีวโมเลกุล โดยการตรวจหายีน nuc ซึ่งจ าเพาะต่อ S. aureus และ mecA ซึ่งจ าเพาะต่อสายพันธ์ุดื้อต่อ methicillin ด้วยวิธี PCR [7] 
รายละเอียดของเชื้อในการศึกษาครั้งน้ีแสดงในตารางที ่1  
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ตารางที ่1 ตัวอย่าง S. aureus ที่ใช้ในการวิจัย 

 
 

 2. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของ S. aureus ด้วยวิธี Disk diffusion และการหาค่าความเข้มข้นต่่าสุด (MIC) ของยา 
oxacillin ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. aureus ด้วยวิธ ีBroth microdilution 
 ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของ S. aureus ด้วยวิธี Kirby-Bauer disk diffusion susceptibility โดยทดสอบกับยาชนิดต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ penicillin, cephalothin, gentamicin, erythromycin, sulphamethoxazole, tetracycline, amoxycillin-clavulanic0acid, 
cefoxitin, clindamycin, nitrofurantoin, bacitracin, novobiocin, chloramphenicol, fosfomycin, teicoplanin และ 
vancomycin และหาค่า MIC ของยา oxacillin ในอาหารเหลว MHB โดยเตรียมสารละลายยาให้ได้ความเข้มข้นตั้งแต่ 1 - 1,024 µg/ml 
แล้วดูดสารละลายยาปริมาตร 50 µl ของแต่ละความเข้มข้นใส่ใน 96-well microtiter plate จากนั้นเตรียมเช้ือให้ไดค้วามขุ่นเท่ากบั 
McFarland เบอร์ 0.5 เจือจางเชือ้ 1:100 แล้วเติมใส่ในหลุมสารละลายยา oxacillin หลุมละ 50 µl บ่มที่อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง บันทึกค่า MIC [8]  
 

3. ทดสอบการสร้าง ไบโอฟิล์ม (Biofilm formation) 
 ทดสอบความสามารถการสร้างไบโอฟิล์ม บนอาหาร Congo Red Agar (CRA) 
 ขีดเช้ือ S. aureus บนอาหาร Congo Red Agar (CRA) (Brain-heart infusion 50 กรัม/ลิตร sucrose 36 g/l congo red 0.8 g/l 
และ agar 15 g/l) จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วบ่มต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาอีก 24 ช่ัวโมง สังเกตลักษณะ
โคโลนี หากมีการสร้างไบโอฟิล์ม โคโลนีจะมีสีด า และหากไม่มีการสร้างไบโอฟิล์มโคโลนีจะมีสีแดง [9-10]  

ทดสอบความสามารถการสร้างไบโอฟิล์มด้วยวิธี Microtiter (MTP) plate assay  
 น าเช้ือ S. aureus มาเลี้ยงในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) 5 ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเจือจาง 
1:100 ในอาหาร TSB ที่มี 2% กลูโคส ดูดเช้ือปริมาตร 200 µl ใส่ใน 96-well microtiter plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั้นท าการล้างด้วย phosphate buffered saline 2 ครั้ง ท้ิงไว้ให้แห้งประมาณ 1 ช่ัวโมง เติม 1% crystal violet ปริมาตร 200 µl 
ทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นเทสี crystal violet ออก ล้างด้วยน้ ากลั่นอีก 3 ครั้ง แล้วเติม 95% ethanol ปริมาตร 200 µl วัดค่าดูดกลืนแสงท่ี 
570 นาโนเมตร (OD 570) ถ้าค่า OD570 ≥ 1 หมายถึงมีการสร้างไบโอฟิล์มระดับสูง  ค่า 0.1 ≤ OD570 <1 มีการสร้างไบโอฟิล์มระดับ
ปานกลาง และ ค่า OD570 < 0.1 แสดงว่าไม่มีการสร้างไบโอฟิล์ม [11] 
 
 
 
 

กลุ่ม ตัวอย่าง (จ่านวนตัวอย่าง) จ่านวน S. aureus ที่แยกได้จากตัวอย่าง 

ชุมชน 
 MSSA (%) MRSA (%) 
นิสิต ม.ทักษิณวิทยาเขตพัทลุง (6) 5 1 
เด็กก่อนวัยเรยีน (9) 6 3 

โรงพยาบาล 
โรงพยาบาลพัทลุง (16) 10 6 
โรงพยาบาลอานันทมหิดล (4) - 4 

รวม  21 14 
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4. การตรวจยีน Adhesin (cna, fnbA และ icaAD) โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  
สกัด DNA ของ S. aureus ด้วยวิธี CTAB phenol-chloroform extraction โดยใช้ Lysostaphin ความเข้มข้น 0.2 mg/ml 

เพื่อใช้เป็น DNA ต้นแบบ โดยใช้ primer ดังตารางที่ 1 ส าหรับปฏิกิริยา PCR ของยีน cna และ fnbA ท าตามวิธีของ Arciola และคณะ 
[13] ส่วนยีน icaAD ท าตามวิธีของ Nasr และคณะ [14] จากนั้นน าผลิตผลที่ได้ไปแยกด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis 
แล้วเทียบผลิตผลกับ DNA มาตรฐาน และบันทึกภาพ 
 

ตารางที่ 2 Primers ที่ใช้ในการวิจัย 

 

ผลการวิจัย 

ความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิดต่าง ๆ ของ S. aureus และค่า MIC ของ oxacillin ต่อ MRSA 
ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ S. aureus ที่แยกได้ทั้งหมด 35 ไอโซเลทด้วยวิธี disk diffusion ต่อยาปฏิชีวนะ

ทั้งหมด 15 ชนิด พบว่า MSSA ที่แยกได้จากชุมชนดื้อต่อยา penicillin, erythromycin, nitrofurantoin, novobiocin และ 

chloramphenicol ส่วน MRSA ที่แยกได้จากชุมชนดื้อต่อยา penicillin, erythromycin, tetracycline,  bacitracin,  novobiocin 
และ clindamycin  MSSA ที่แยกได้จากโรงพยาบาลดื้อต่อยา penicillin และ tetracycline ส่วน MRSA ที่แยกจากได้จาก
โรงพยาบาลดื้อต่อยา penicillin, cephalothin, gentamicin, erythromycin, sulphamethoxazole, tetracycline, amoxycillin 
clavulanic acid, chloramphenicol, fosfomycin และ clindamycin (ตารางที่ 3) ค่า MIC ของยา oxacillin ต่อเชื้อ MRSA ทีแ่ยก
ได้จากชุมชนจ านวน 4 ไอโซเลท มีค่า MIC อยู่ระหว่าง 32-256 µg/ml และ MRSA จากโรงพยาบาลจ านวน 10 ไอโซเลท มีค่า MIC อยู่
ระหว่าง 64 - ≥ 512 µg/ml ซึ่ง MRSA ทั้ง 14 ไอโซเลท จัดเป็น MRSA ที่แท้จริง (true MRSA) เนื่องจากมีค่า MIC มากกว่าหรือ
เท่ากับ 4 µg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Genes Primers Oligonucleotide sequence (5'–3')  Products (bp) References 
mecA mecup1 

mecup2 
GGGATCATAGCGTCATTATTC 
AACGATTGTGACACGATAGCC 

527 [7] 

nuc nuc-1 
nuc-2 

TCAGCAAATGCATCACAAACAG 
CGTAAATGCACTTGCTTCAGG 

255 [7] 

icaAD icaAD-F 
icaAD-R 

TATTCAATTTACAGTCGCAC 
GATTCTCTCCCTCTCTGCCA 

407 [12] 

fnbA fnbA-F 
fnbA-R 

GATACAAACCCAGGTGGTGG  
TGTGCTTGACCATGCTCTTC 

191 [11] 

cna cna-F 
cna-R 

AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA 
AGTGCCTTCCCAAACCTTTT 

192 [13] 



29
การสร้างไบโอฟิล์ม และ Adhesin Genesฯ

นูรอัยนี ดาโอ๊ะ และคณะ

วารสารมหาวิทยาลัยทักษิณ ปีที่ 18 ฉบับที่ 3
ฉบับพิเศษจากงานประชุมวิชาการระดับชาติมหาวิทยาลัยทักษิณ
ครั้งที่ 25 ประจ�ำปี 2558

Thaksin.J., Vol.18 (3) 2015

ตารางที่ 3 ความไวต่อยาต้านจุลชีพของ S. aureus ที่แยกได้จากชุมชนและโรงพยาบาล 
กลุ่ม

ตัวอย่าง 
S. aureus 
(จ่านวน) 

% Sensitivity 
P KF GEN E SXT TE AMC NIT B NV C FOS TEC VA DA 

ชุมชน 
MSSA(11) 9.10 100 100 63.64 90.91 100 100 72.73 100 81.82 81.82 100 100 100 100 
MRSA(4) 0 100 100 0 100 25 100 100 75 50 100 100 100 100 0 

รวม 15 6.67 100 100 46.67 93.33 80 100 80 93.33 73.33 86.67 100 100 100 73.33 

ร.พ  
MSSA(10) 0 100 100 100 90 70 90 100 90 90 100 90 100 100 100 
MRSA(10) 0 20 0 0 50 60 40 100 100 100 90 80 100 100 0 

รวม 20 0 60 50 50 75 65 65 100 95 95 95 85 100 100 50 
P, penicillin; KF, cephalocithin:; GEN, gentamicin:; E, erythromycin; SXT, sulphamethoxazole; TE, tetracycline; AMC, amoxycillin clavulanic acid; OX, oxacillin; 
CX, cefoxitin; NIT nitrofurantoin;  B, bacitracin; NV, novobiocin; C, chloramphenicol; FOS, fosfomycin; TEC, teicoplanin; VA, vancomycin  และ DA, clindamycin 
 

การสร้าง ไบโอฟิล์ม (Biofilm Formation) 
 การทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มของเช้ือ S. aureus ที่แยกได้ทั้งหมด 35 ไอโซเลทด้วยวิธี CRA และ MTP พบว่า เช้ือมีการ
สร้างไบโอฟิล์มจ านวน 30 และ 32 ไอโซเลท คิดเป็น 85.71% และ 91.43% ตามล าดับ ไม่พบการสร้างไบโอฟิล์มจ านวน 5 และ 3   
ไอโซเลทคิดเป็น 14.28% และ 8.57% ตามล าดับ (ตารางที่ 4) เมื่อเปรียบเทียบกับยีนการตรวจหายีน icaAD ด้วยวิธี PCR พบว่า    
วิธี CRA มีค่า Sensitivity และ Specificity เท่ากับ89.65% และ 33.33% ตามล าดับ และวิธี MTP ค่า Sensitivity และ Specificity 
เท่ากับ 96.55% และ 33.33% ตามล าดับ 
 

ตารางที่ 4 ความสัมพันธ์ระหว่างการตรวจพบยีน icaAD และความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของ S. aureus  

 

การตรวจยีน Adhesin ได้แก่ cna, fnbA, icaAD โดยเทคนิค PCR 
MRSA ในการวิจัยนี้ทั้งหมด 14 ไอโซเลท พบยีน mecA และ nuc ช้ีให้เห็นว่าไอโซเลทเหล่านี้เป็น MRSA ที่แท้จริง (ภาพที่1A) 

และจากการตรวจหายีน Adhesins ได้แก่ icaAD, fnbA และ cna ใน S. aureus ทั้งหมด 35 ไอโซเลทพบว่าสามารถตรวจพบ       
ยีน icaAD มากที่สุด โดยพบจ านวน 28 (80%)ไอโซเลท รองลงมาเป็น fnbA จ านวน 27 (77.14%) และ cna จ านวน15 (42.86%) 
ไอโซเลท ตามล าดับ (ภาพที1่B และตารางที่ 5) 

Congo red agar 
icaAD 

Sensitivity (%)   Specificity (%) 
positive negative 

positive 26 4 
89.65 33.33 

negative 3 2 
Microtiter plate  

positive 28 4 
96.55 33.33 

negative 1 2 
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ภาพที ่1 ตัวอย่างแสดงการตรวจหายีน mecA, nuc, cna, fnbA และ icaAD ด้วยวิธ ีPCR 

(A) M, 100 bp DNA Marker; 1, HP1 (nuc+); 2, HP2 (nuc+); 3, HP18 (nuc+, mecA+ );  4, HP31 (nuc+, mecA+ ); 5, AND02 
(nuc+, mecA+ );; 6, MRSA2 (nuc+, mecA+ ); 7, R24/2 (nuc+, mecA+ ); 8, S13/2 (nuc+, mecA+ ); 9, Blank, (B) M, 100 bp 
DNA Marker; 1, HP1 (cna+); 2, HP2 (cna+); 3, R24/2 (cna+);  4, HP1 (fnbA+ ); 5, HP2 (fnbA+);  6, R24/2(fnbA+ ); 7, HP1 

(icaAD+ ); 8, HP2 (icaAD+ ); 9, R24/2 (icaAD+ ) 
 

ตารางที่ 5 การตรวจพบยีน Adhesins (icaAD, fnbA และ cna) ใน S. aureus ที่แยกได้จากชุมชนและโรงพยาบาล 

 

อภิปรายผลการวิจัย 
S. aureus พบได้ในโพรงจมูกของคนปกติประมาณร้อยละ 15-35 [1] ซึ่งมีความแตกต่างกันในแต่ละพื้นที่ ไม่นานมานี้มี

รายงานการพบ MRSA จากตัวอย่างโพรงจมูกของนิสิตมหาวิทยาลัยนเรศวร [15] และนิสิตมหาวิทยาลัยทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง [5] 
รวมทั้งการพบในโพรงจมูกเด็กก่อนวัยเรียนในจังหวัดเชียงราย [16] และพัทลุง [6] แสดงให้เห็นถึงการมีอยู่หรือการแพร่กระจายของ 
MRSA ในชุมชน จากการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะพบว่า MRSA ที่คัดแยกได้จากชุมชนจ านวน 4 ไอโซเลท ดื้อต่อยา penicillin, 
erythromycin, tetracycline, bacitracin, novobiocin และ clindamycin แต่ก็ยังไวต่อยาปฏิชีวนะท่ีใช้ทดสอบหลายชนิด ในขณะที ่
MRSA ที่แยกได้จากโรงพยาบาลส่วนมากจะดื้อต่อยาเกือบทุกชนิดที่ใช้ในการทดสอบ ยกเว้น teicoplanin และ vancomycin ซึ่ง
สอดคล้องกับหลายรายงานที่พบว่า MRSA ที่แยกได้จากชุมชน มีการดื้อยาปฏิชีวนะน้อยกว่า MRSA ที่แยกได้จากโรงพยาบาล [17] 
MRSA ในการทดลองนี้มีการพิสูจน์ยืนยันว่าเป็น MRSA ที่แท้จริง โดยมีค่า MIC ต่อยา oxacillin อยู่ระหว่าง 32 – > 512 µg/ml 
นอกจากนั้นยังพบยีน nuc ซึ่งเป็นยีนที่จ าเพาะต่อ S. aureus และยีน mecA ซึ่งจ าเพาะต่อสายพันธุ์ที่มีการดื้อยา methicillin 
รายงานวิจัยนี้ได้ศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม และความสัมพันธ์ระหว่างการสร้างไบโอฟิล์มกับการตรวจพบยีน icaAD ซึ่ง
ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มช่วยให้แบคทีเรียสามารถหลบหลกีจากระบบภูมคิุ้มกันของโฮสต์ จัดเป็นปัจจัยท่ีส าคัญในการก่อโรค
ของเชื้อ ดังนั้นวิธีท่ีใช้ในการทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มที่น่าเช่ือถือจึงมีความจ าเป็น MTP เป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวาง ซึ่งมี
รายงานว่าเป็นวิธีที่มีความไว และความถูกต้องแม่นย า และยังเป็นวิธีที่สามารถหาปริมาณของไบโอฟิล์มได้อีกด้วย จากการทดลอง
พบว่าสายพันธุ์ท่ีแยกได้จากโรงพยาบาลเป็นสายพันธุ์ท่ีสร้างไบโอฟิล์ม จ านวน 18 (90%) ไอโซเลทในจ านวนนี้สร้างไบโอฟิล์มระดับสูง
จ านวน 4 (20%) ไอโซเลท ระดับปานกลางจ านวน 14 (70%) ไอโซเลท และไม่สร้างไบโอฟิล์มจ านวน 2 (10%) ไอโซเลท ซึ่งแตกต่าง

กลุ่ม S. aureus (จ่านวน) icaAD (%) fnbA (%) cna (%) 
ชุมชน  
n=15 

MSSA (11) 9 (81.81) 9 (81.81) 6 (54.54) 
MRSA (4) 3 (75) 3 (75) 2 (50) 

โรงพยาบาล 
n=20 

MSSA (10) 9 (90) 8 (80) 6 (60) 
MRSA (10) 7 (70) 7 (70) 1 (10) 
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กับการศึกษาของ Mathur และคณะ [18] ที่พบว่า S. aureus ที่แยกได้จากโรงพยาบาลมีการสร้างไบโอฟิล์มเพียง 57.8% และจาก
การศึกษา S. aureus ที่แยกได้จากโรงพยาบาลศรีนครินทร์ จังหวัดขอนแก่น ที่พบว่ามีเพียง 44.4% เท่านั้นที่สร้างไบโอฟิล์ม [19] 
นอกจากนั้นยังพบว่าความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของ S. aureus ที่แยกได้จากโรงพยาบาลไม่มีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน
จากสายพันธุ์ที่แยกได้จากชุมชน จากการทดลองพบว่า S. aureus ที่แยกได้จากชุมชนเป็นสายพันธุ์ที่สร้างไบโอฟิล์มจ านวน 14 
(93.33%) ไอโซเลทไม่สร้างไบโอฟิล์มจ านวน 1 (6.67%) ไอโซเลท ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Tangchaisuriya และคณะ [16] ที่
พบว่า S. aureus ที่แยกได้จากโพรงจมูกของเด็กก่อนวัยเรียนมีการสร้างและไม่สร้างไบโอฟิล์ม มีจ านวน 94.87% และ 5.13% 
ตามล าดับ นอกจากนั้นยังพบว่าวิธีที่ใช้ในการทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มไม่มีความแตกต่างกันระหว่าง CRA และ MTP ซึ่งให้ผลการ
ตรวจสอดคล้องกันถึง 31 (88.6%) จากทั้งหมด 35 ไอโซเลทซึ่งการตรวจด้วย CRA มีข้อดีคือท าได้ง่าย ไม่ยุ่งยากเหมือนกับวิธี MTP 
แต่มีข้อเสียคือ ไม่สามารถวัดปริมาณของไบโอฟิล์มที่เช้ือสร้างได้ นอกจากนั้นยังพบว่าวิธี CRA และ MTP เมื่อเทียบกับการตรวจพบ 
icaAD ซึ่งเป็นยีนหนึ่งที่เกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อน้ี มีค่า Sensitivity เท่ากับ 89.65% และ 96.55% ตามล าดับ และให้ค่า 
Specificity เท่ากับ 33.33% และ 33.33% ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างกับการทดลองของ Nasr และคณะ [14] ที่รายงานว่าค่า 
Sensitivity ของวิธี CRA และ MTP ค่อนข้างต่ า โดยมีค่าเท่ากับ 31.25 และ 50% ตามล าดับ การสร้างไบโอฟิล์มประกอบด้วยการ
ควบคุมผ่าน ica locus (ica-mediated biofilm mechanism) ซึ่งกลไกนี้เกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มที่มีองค์ประกอบเป็น PIA 
หรือ PNAG และอีกระบบหนึ่งที่ไม่ขึ้นอยู่กับ ica locus (ica-independent biofilm mechanism) [4] ซึ่งจากการทดลองพบว่ามี
สายพันธ์ุที่ตรวจพบ icaAD แต่ไม่มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม ดังนั้นกลไกในการสรา้ง ไบโอฟิล์มของสายพันธ์ุดังกล่าวอาจเกิด
จากกลไกท่ีไม่ขึ้นกับ ica locus ก็เป็นไปได้ ส าหรับกลไกท่ีแน่ชัดต้องมีการศึกษายืนยันตอ่ไป นอกจากน้ันยังพบว่ามีบางสายพันธ์ุที่มียนี 
icaAD แต่ไม่สร้างไบโอฟิล์ม ซึ่งสอดคล้องกับรายงานวิจัยก่อนหน้านี้ท่ีพบว่าแม้ว่า S. aureus จะมี ica locus แต่ก็ไม่ใช่ทุกสายพันธุ์ที่
จะสร้างไบโอฟิล์ม อาจมีความเป็นไปได้ที่ว่า ica operon อาจจะมีช้ินของสารพันธุกรรมเคลื่อนที่ได้ชนิด IS256 ซึ่งมีขนาด 1,332 คู่เบส 
แทรกอยู่ในบริเวณยีนดังกล่าวท าให้ยีนเหล่านี้ถูกขัดขวางการท างาน [20] ในการทดลองพบว่าสามารถตรวจพบยีน fnbA ในเกือบทุก
ไอโซเลทของ S. aureus สอดคล้องกับการทดลองที่มีมาก่อนหน้านี้หลายรายงาน ซึ่งมีรายงานว่ายีนดังกล่าวมีการแพร่กระจายใน     
S. aureus [11, 13] นอกจากนั้นยีน cna ซึ่งเป็นยีนที่ส าคัญที่เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะอาศัยของเช้ือ พบว่ามีการตรวจพบใน           
S. aureus ที่แยกได้จากชุมชนและโรงพยาบาลคิดเป็น 53.33%และ 35% ตามล าดับ ซึ่งค่อนข้างต่ าเมื่อเทียบกับผลการทดลองของ 
Tangchaisuriya และคณะ [16] พบถึง 61% จากตัวอย่าง S. aureus ที่แยกได้จากชุมชุน แต่ผลการทดลองครั้งนี้ใกล้เคียงกับ
ผลการวิจัยในประเทศมาเลเซียซึ่งพบยีน cna ใน MSSA ประมาณ 46% [21] นอกจากนั้น Tangchaisuriya และคณะ [16]           
ยังรายงานว่า MRSA ที่แยกได้จากโพรงจมูกเด็กก่อนวัยเรียนที่ จังหวัดเชียงราย จ านวน 5 ไอโซเลทเป็นไอโซเลทที่ตรวจไม่พบทั้ง 
icaAD, cna และ fnbA ซึ่งแตกต่างกับการวิจัยครั้งนี้ ที่พบว่า MRSA จ านวน 3 ไอโซเลทที่แยกได้จากโพรงจมูกของเด็กก่อนวยัเรียนใน
จังหวัดพัทลุง เป็นไอโซเลทที่มียีนดังกล่าว ทั้งนี้เนื่องมาจากเช้ือที่แยกได้นั้นแยกได้จากประชากรในพื้นที่ที่แตกต่างกันของประเทศ 
ถึงแม้ว่าจะมีความแตกต่างกันระหว่างสายพันธุ์ที่แยกได้ดังกล่าว แต่ทั้งสองรายงานก็เป็นการแยก MRSA ได้จากเด็กที่มีสุขภาพดี 
นอกจากนั้นยังมีรายงานการแยก MRSA ได้จากโพรงจมูกของนิสิตที่มีสุขภาพดีเช่นเดียวกัน แสดงให้เห็นถึงการมีอยู่ของ MRSA ใน
ชุมชน ดังนั้นระบบสุขาภิบาล การดูแลเรื่องอนามัยในชุมชนหรือในโรงเรียนจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง เพื่อลดปัญหาการแพร่กระจาย
ของ MRSA นอกจากน้ันข้อมลูที่ได้จากการวิจัยยังเป็นข้อมูลพื้นฐานเชิงวิทยาการระบาดของเชื้อในจังหวัดพัทลุง น าไปสู่แนวทางในการ
เฝ้าระวังของเชื้อนี้ต่อไป 
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สรุปผลการวิจัย 
 S. aureus ที่แยกได้จากชุมชนและจากโรงพยาบาลทั้งหมด 35 ไอโซเลท เมื่อทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มด้วยวิธี CRA และ 
MTP พบวา่ให้ผลบวกจ านวน 30 (85.71%) และ 32 (91.43%) ไอโซเลท ตามล าดับ และพบยีน icaAD, fnbA และ cna จ านวน 28 
(80%), 27 (77.14%) และ 15 (42.86%) ไอโซเลท ตามล าดับ ซึ่งจากผลการทดลองไม่พบความแตกต่างกันอย่างชัดเจนในการสร้างไบ
โอฟิล์มและการพบยีน Adhesins ทั้ง 3 ชนิด ระหว่างเช้ือที่แยกได้จากชุมชนและที่แยกได้จากโรงพยาบาล อย่างไรก็ตามตัวอย่างที่ใช้
ในการวิจัยนี้อาจจะค่อนข้างน้อยเกินไป เนื่องจาก MRSA ที่แยกได้จากชุมชนมีเพียง 4 ไอโซเลทเท่านั้น 
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เจ้าพนักงานวิทยาศาสตร์ทางการแพทย์ช านาญงาน โรงพยาบาลพัทลุง ที่กรุณาให้ความร่วมมือและอ านวยความสะดวกในการเก็บตัวอย่าง 
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