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บทคัดยอ 

 
มีการรายงานพบ Escherichia coli ที่สรางเอนไซม extended-spectrum beta-

lactamases (ESBLs) และด้ือยาในกลุม fluoroquinolone ในโรงพยาบาลหลายแหงทั่วโลก อยางไร
ก็ตามในประเทศไทยขอมูลเหลาน้ียังจํากัด โดยเฉพาะอยางย่ิงในผูปวยภูมิคุมกันตํ่าที่มีภาวะเม็ดเลือด
ขาวตํ่า การศึกษาครั้ง น้ีไดศึกษาในผูปวยเด็กมะเร็ง เม็ดเลือดขาวและมะเร็งตอมนํ้าเหลือง 
(lymphoma) จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร โดยผูปวยจะถูกแบงออกเปน 2 กลุมคือกลุมที่ไมไดรับ
ยาและกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ซึ่งแยกเช้ือ E. coli ได 100 และ 149 ไอโซเลท ตามลําดับ 
การศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะแสดงใหเห็นวาเช้ือ E. coli ด้ือยาในกลุม fluoroquinolone (ด้ือยา 
ciprofloxacin) พบมากที่สุดทั้งในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin ผลการศึกษายัง
แสดงใหเห็นวาการไดรับยา ciprofloxacin สามารถเหน่ียวนําใหเกิดการด้ือตอยา ciprofloxacin ได
อยางมีนัยสําคัญ ในการศึกษาการสราง class A beta-lactamases (ESBLs) และ class C beta-
lactamases (AmpC) พบวา E. coli 15.0% และ 1.0% ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin สามารถสรางเอนไซม ESBLs และ AmpC ไดตามลําดับ และ E. coli 13.4% และ 
1.3% ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin สรางเอนไซม ESBLs และ AmpC ตามลําดับ 
นอกจากน้ันผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการไดรับยา ciprofloxacin ไมไดเหน่ียวนําใหเกิดการสราง
เอนไซม ESBLs ผลการตรวจหายีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs ในเช้ือที่แยกไดจากผูปวยทั้งสอง
กลุม แสดงใหเห็นวาพบยีน blaCTX-M มากที่สุด โดยเฉพาะ blaCTX-M-15 ผลการศึกษายีนบนพลาสมิดที่
ทําใหด้ือตอยาในกลุม fluoroquinolone ไดแกยีน qnrA, qnrB, qnrS และ qepA แสดงใหเห็นวา
พบรูปแบบ qnrA + qnrS มากที่สุด การศึกษาตําแหนงของยีน qnrA และ ยีน blaCTX-M พบวาทั้ง 2 
ยีนอยูบนพลาสมิดซึ่งสามารถถายทอดไปสูเช้ืออื่นๆ และจากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) และ pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE) พบวาเทคนิค PFGE มีประสิทธิภาพสูงกวาวิธี ERIC-PCR เน่ืองจากลาย
พิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการศึกษาดวยเทคนิค PFGE สามารถบอกไดวาเช้ือที่แยกไดจากผูปวยเปน 
clone เดียวกัน 
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ABSTRACT 
 

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing and fluoroquinolone 
resistant Escherichia coli has been reported in many hospitals worldwide. However, 
this information in Thailand is still limited especially in immunocompromised hosts 
with neutropenia. In this study, E. coli isolated from pediatric patients with leukemia 
and lymphoma in Songklanagarind hospital was investigated. These patients were 
divided into 2 groups, the not receiving ciprofloxacin group and the receiving 
ciprofloxacin group. One hundred and 149 isolates were obtained from the not 
receiving ciprofloxacin group and the receiving ciprofloxacin group respectively. 
Antibiotic susceptibility tests revealed that E. coli was resistant to fluorquinolone 
(ciprofloxacin resistance), mostly detected in both groups. Moreover, the results 
indicated that receiving ciprofloxacin significantly induced the ciprofloxacin resistance 
in E. coli. The results of class A beta-lactamases (ESBLs) and class C beta-lactamase 
(AmpC) revealed that 15.0% and 1.0% of E. coli isolated from the not receiving 
ciprofloxacin group produced ESBLs and AmpC respectively. Thirteen point four 
percent and 1.3% of E. coli obtained from the receiving ciprofloxacin group produced 
ESBLs and AmpC respectively. In addition, this study indicated that receiving 
ciprofloxacin did not increase the number of ESBL- producing E. coli. The study of 
ESBL genes in E. coli isolated from both groups displayed that most ESBL-producing 
isolates harbored blaCTX-M, especially blaCTX-M-15. Plasmid-mediated fluoroquinolone 
resistance genes including qnrA, qnrB, qnrS and qepA were investigated in 
ciprofloxacin resistant strains. The data showed that most strains carried the 
combination of qnrA and qnrS. Both qnrA and blaCTX-M were located on plasmids 
which can be horizontal transferred to other species. DNA fingerprint analysis 
revealed that pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was more effective than 
enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) because it provided 
the clearer DNA patterns.  
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   isolated from children with cancer in Songklanagarind hospital

   (อยูในข้ันตอนสงตนฉบับไปยังวารสารวิชาการ) 
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บทนาํ 
 
 

ความสาํคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 
 

การดื้อยาปฏิชีวนะจัดเปนปญหาสําคัญทั่วโลก ซึ่งเกิดจากการใชยาปฏิชีวนะที่ไม
เหมาะสมทั้งทางการแพทยและทางการเกษตร (Danishta et al., 2010) นอกจากน้ีแลวยังถูกใชในการ
ปองกันการติดเชื้อ (prophylaxis) โดยเฉพาะผูปวยที่มีภูมิคุมกันตํ่า เชน ผูปวยมะเร็ง เพราะผูปวยเหลาน้ี
จะติดเชื้อไดงายกวาผูปวยปกติ จากสาเหตุนี้จึงทําใหเกิดการเพ่ิมขึ้นของเชื้อดื้อยาหลายชนิด (multidrug 
resistant bacteria) และยังทําใหตองพักรักษาตัวในโรงพยาบาลเปนเวลานาน รวมถึงคาใชจายของยาที่
สูง และยังทําใหการรักษาลมเหลวได ในเชื้อด้ือยาปฏิชีวนะเหลาน้ี E. coli เปนเชื้อสําคัญเชื้อหน่ึงที่ทําให
เกิดการติดเชื้อในผูปวยมะเร็งที่ไดรับเคมีบําบัด (Vigil et al., 2010) E. coli ที่ด้ือยาหลายชนิด 
(multidrug resistant E. coli) สวนใหญจะสรางเอนไซม ESBLs (Levy and Marshall, 2004) จาก
การศึกษาในประเทศมาเลเซียพบวา 11.1% ของเชื้อ E. coli ที่แยกจากตัวอยางเลือดของผูปวยที่มีภาวะ
เม็ดเลือดขาวตํ่าและมีไขหลังจากไดรับเคมีบําบัดสามารถสรางเอนไซม ESBLs ได (Baskaran et al., 
2007) เชื้อสวนใหญที่สรางเอนไซม ESBLs จะด้ือยาในกลุม cephalosporins รุนที่ 3 เน่ืองจากเอนไซม
สามารถทําลายยาในกลุมน้ีได (Drawz and Bonomo, 2010) การดื้อยาในกลุมน้ีเกิดจากการที่เชื้อ
ไดรับพลาสมิดที่มียีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs (Kumarasamy et al., 2010) เอนไซม ESBLs 
สามารถแบงออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก SHV, TEM และ CTX-M ซึ่งถูกควบคุมการสรางโดยยีน blaSHV, 

 

blaTEM และ blaCTX-M ตามลําดับ ในปจจุบันน้ีไดมีการรายงานพบเอนไซม ESBLs มากกวา 100 
subtypes (http://www.lahey.org/studies/, accessed July 16, 2015) ซึ่งเอนไซม ESBLs ชนิด 
CTX-M โดยเฉพาะ CTX-M-15 มีการรายงานวาพบบอยที่สุด (Rogers et al., 2011)  

จากการศึกษาการสรางเอนไซม ESBLs ในเชื้อ Enterobacteriaceae ทั่วโลกพบวา
ประเทศเนเธอรแลนด พบ Enterobacteriaceae ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 30.5% ในกลุม
นักทองเที่ยว (Paltansing et al., 2013) นอกจากน้ีมีการรายงานวา เชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs 
เปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในผูปวยมะเร็ง (Bucaneve et al., 2005; Freifeld et al., 2011) 
ในเอเชียมีการรายงานการพบเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs ที่สูง ไดแกในประเทศอินเดีย (79.0%), 
จีน (55.0%) และไทย (50.8%) ซึ่งเชื้อเหลาน้ีแยกจากผูปวยที่มีการติดเชื้อในชองทอง (Hawser et al., 
2009) สําหรับประเทศไทยพบวา 31.0% ของเชื้อ E. coli ซึ่งแยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาลศิริราช 
สามารถสรางเอนไซม ESBLs ได (Pongpech et al., 2008) นอกจากน้ีในโรงพยาบาลศรีนครินทรพบ
อุบัติการณของเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 29.0% ในผูปวยที่มีภาวะติดเชื้อในกระแส
เลือด (Anunnatsiri et al., 2012)  

ยาในกลุม fluoroquinolone ไดแก ciprofloxacin เปนยาตัวหน่ึงที่มีการใชกันอยาง
แพรหลาย ในโรงพยาบาลสงขลานครินทรมีการใชยา ciprofloxacin เพ่ือปองกันการเกิดไขในผูปวยเด็กที่
เปนมะเร็ง (Laoprasopwattana et al., 2013) ซึ่งการเพ่ิมขึ้นของการใชยาในกลุมนี้อาจกอใหเกิดการ
ด้ือยาตามมา โดยทั่วไปกลไกการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone เกิดจากการกลายพันธุของยีนทีค่วบคมุ
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การสรางเอนไซม DNA gyrase และ topoisomerase IV นอกจากนี้ยังมีรายงานวาเกิดจากการที่เชื้อ
ไดรับยีน qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib และ qepA ซึ่งเปนยีนที่พบบนพลาสมิดของเชื้อที่ด้ือยา 
(Dalhoff, 2012) โดยทั่วไปเชื้อ E. coli มักดื้อยาในกลุม fluoroquinolone คอนขางสูง ในอเมริกาพบวา 
55.0% ของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยที่พักรักษาตัวในศูนยแพทยตางๆของสหรัฐอเมริกา (US 
medical centers) ด้ือยา fluoroquinolone และ trimethoprim-sulfamethoxazole (Johnson et 
al., 2010)  นอกจากน้ีพบเชื้อ E. coli  ที่ด้ือยา ciprofloxacin สูงถึง 98.0% ในผูปวยที่ติดเชื้อในระบบ
ทางเดินปสสาวะใน 8 ประเทศของยุโรป (Cagnacci et al., 2008) ในเอเชีย พบวา 41.0% ของเชื้อ E. 
coli ซึ่งแยกจากผูปวยที่ ติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะในประเทศอินเดียดื้อยา ciprofloxacin 
(Kuntaman et al., 2005) สําหรับในประเทศไทยขอมูลเกี่ยวกับ เชื้อ E. coli ที่ดื้อยาในกลุม 
fluoroquinolone มีคอนขางจํากัด ถึงแมวาจะมีรายงานการพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin ใน
คนและสัตว (Hanson et al., 2003; Thongpiyapoom et al., 2004; Polwichai et al., 2009)  

ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาลักษณะการด้ือยาปฏิชีวนะในเชื้อ 
E. coli ที่แยกไดจากเด็กที่เปนมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลานครินทร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 
 

ทฤษฎีและหลักการ 
 
1. Escherichia coli 

E. coli เปนแบคทีเรียประจําถิ่น (normal flora) ที่พบไดบอยอยูในลําไสคนและ
สัตวเลือดอุน พบเปนจํานวนมากในอุจจาระประมาณ 106-109 CFU/g  เชื้อ E. coli สวนใหญจะไมกอโรค
ในคน แตก็มีเชื้อ E. coli บางสายพันธุที่กอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารและระบบอ่ืนของรางกายได
ทั้งในคนและสัตว โดยสวนใหญพบวามีการปนเปอนของเชื้อลงในอาหารและน้ําด่ืม 

 
1.1 ลักษณะรปูรางและสรรีวิทยา 

เปนแบคทีเรียกรัมลบ รูปแทง จัดอยูใน Family Enterobacteriaceae มีขนาด 1.1-
1.5 x 2.0-6.0 µm จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวๆหรือเซลลคู สามารถเจริญไดทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและ
ไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) เคลื่อนที่โดย peritrichous flagella ไมสรางสปอร สามารถ
เจริญไดในชวงอุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญ คือ 35-37 องศา
เซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิของสัตวเลือดอุน คาความเปนกรดดางที่สามารถเจริญไดอยูที่ 7-7.5 คาปริมาณ
นํ้าอิสระ (water activity) เทากับ 0.96 

 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 1 เชื้อ E. coli 
http://www.bangkokhealth.com/index.php/health/health-system/infectious/ (accessed 

September 20, 2012) 

1.2  อนุกรมวธิานของเชือ้  
  Domain : Bacteria 
  Kingdom : Eubacteria 
  Phylum : Proteobacteria 
  Class  : Gammaproteobacteria  
  Order  : Enterobacteriales 
  Family  : Enterobacteriaceae 
  Genus  : Escherichia 
  Species : E. coli 



4 
 

1.3  คุณสมบัติของแอนติเจน 
  แอนติเจนของ E. coli มีอยูหลายชนิด คือ 
  1.3.1  Somatic antigen (O-antigen) เปนสารประกอบ lipopolysaccharide พบอยู

ในชั้นของผนังเซลล มีคุณสมบัติทนความรอนถึง 121 องศาเซลเซียส ทนกรดออนและแอลกอฮอล  
  1.3.2 Capsule antigen (K-antigen) เปนสารประกอบ polysaccharide มักพบ

หอหุมเซลล เชน capsule, fimbria ที่หุมตัวแบคทีเรียและคลุม O-antigen ทําใหเชื้อไมสามารถเกาะ
กลุมกันในแอนติซีรัม O ได ยกเวนการทําลาย K-antigen เสียกอนโดยการตมที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 
2.5 ชั่วโมง หรือที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง  

 1.3.3  Flagella antigen (H-antigen) เปนสวนของ flagella ประกอบดวยโปรตีนที่
เรียกวา flagellin ถูกทําลายที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส สายพันธุที่ไมเคลื่อนไหว จะไมพบ H-
antigen  

 Antigen O, K และ H มีคุณสมบัติทางกายภาพและภูมิคุมกันวิทยาที่แตกตางกัน 
ดังน้ันในการจําแนก และการแยก serotype ของเชื้อจะขึ้นอยูกับชนิดของแอนติเจนเหลาน้ี เชน E. coli 
O157:H7, O6:K15:H16, O142:H6, O29:H7/30/32 และ O128:H7/12/21 เปนตน 

 
1.4  คุณสมบัติดานชีวเคมี 

E. coli มีคุณสมบัติทางชีวเคมีที่หลากหลาย ดังน้ันจึงนิยมใชคุณสมบัติน้ีเปนหลักใน
การจําแนกเชื้อ E. coli ออกจากเชื้อตัวอื่นๆในวงศ Enterobacteriaceae ซึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมใช
ไดแก MacConkey agar (MCA) ลักษณะโคโลนีของ E. coli บน MacConkey agar (MCA) ซึ่งเปน 
differential medium มีสีชมพู (lactose fermenter) และเม่ือเพาะเลี้ยงบน Eosin methylene blue 
agar (EMB) ซึ่งเปน selective medium จะใหโคโลนีสีดํามีลักษณะสะทอนแสงแวววาวที่เรียกวา 
metallic sheen ผลการทดสอบ IMViC test เปน + + - - หรือ  - + - - ซึ่งแตกตางจาก Enterobacter 
sp. และ Klebsiella sp. ซึ่งใหผลเปน - - + + สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการจําแนกเชื้อในวงศ 
Enterobacteriaceae เบื้องตนน้ันนิยมใชคุณสมบัติการหมักน้ําตาลที่แตกตางกันของเชื้อโดยเฉพาะอยาง
ย่ิงนํ้าตาล lactose นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาเชื้อ E. coli ไดดวยวิธีทางโมเลกุล ซึ่งใชไพรเมอรที่
จําเพาะเขาไปจบัดีเอ็นเอตนแบบ (Jouini et al., 2007) 
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ตารางท่ี 1 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ E. coli (Forbes et al., 2002) 
 

การทดสอบ ผล 
Lactose fermentation + 
Indole production + 
Methyl red + 
Voges-Proskauer - 
Citrate utilization - 
Motility test + 
Lysine decarboxylase test + 
TSI A/A , G+ 
H2S - 
Urea hydrolysis - 
Acetate utilization + 
Cetrimide - 
ONPG test + 
Phenylalanine deaminase - 
Sucrose fermentation + 
Mannitol fermentation + 
Glucose fermentation + 
Dextrose fermentation + , G+ 
Nitrate reduction + , G- 

    G+ = เกิด gas , G- = ไมเกิด gas 
       A/A = acid slant / acid butt 

1.5  E. coli สายพันธุกอโรค 
 มีสายพันธุที่ทาํใหเกิดโรคอุจจาระรวง จาํแนกได 5 กลุม ดังน้ี 
  1.5.1  Enterotoxigenic E. coli (ETEC) สายพันธุน้ีทําใหเกิดอาการทองรวงในคน

เดินทางไปตางถิ่น  (traveler's diarrhea) สรางสารพิษที่ทนความรอน (heat-stable toxin, ST) และไม
ทนความรอน (heat-labile toxin, LT)  ซึ่งมีสมบัติคลายสารพิษของเชื้อ Vibrio cholerae (cholera 
toxin) โรคอาหารเปนพิษจาก ETEC เริ่มจากการบริโภคอาหารที่มีแบคทีเรียที่มีชีวิตประมาณ 106 - 1010 

CFU/g เขาไป แบคทีเรียสามารถเจริญเพ่ิมจํานวนในลําไสเล็ก พรอมกับขับสารพิษออกมา ทําใหผูปวย
เกิดอาการทองรวง ถายอุจาระเหลวเปนนํ้าคลายไดรับเชื้อ V. cholerae แตอาการรุนแรงนอยกวา 
อุจจาระมักไมมีเลือดปน อาการทองรวงเปนผลมาจากสารพิษชนิดที่ไวตอความรอนกระตุนใหขับสาร
adenylate cyclase จากผนังลําไส ซึ่งเปนผลใหมีสาร cAMP (cyclic 3',5' - adenosine 
monophosphate) เพ่ิมขึ้น ทําใหมีของเหลวหลั่งออกมามากในทางเดินอาหาร สวนสารพิษที่ทนความ
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รอนกระตุนใหมีการหลั่ง cGMP (cyclic guanosine monophosphate) เพ่ิมขึ้นในเย่ือเมือก ทําใหเกิด
การสูญเสียของเหลวและอิเล็กโตรไลทของรางกาย  

  1.5.2  Enteropathogenic E. coli (EPEC) โรคที่เกิดจากเชื้อสายพันธุน้ีสามารถ
แบงเปน 2 กลุม คือ สายพันธุที่สรางสารพิษบริเวณลําไสเล็กตอนบนทําใหเกิดอาการทองเสียคลายกับ
อหิวาตกโรคและสายพันธุที่ทําใหเกิดอาการคลายโรคบิดโดยไมมีการสรางสารพิษ จะเจริญในลําไสใหญ
และแทรกตัวไปอยูใน epithelial cell ของลําไส ลักษณะอาการจะมีไข หนาวสั่น ปวดศีรษะ ปวดทอง 
อุจจาระเหมือนนํ้าซาวขาว อาเจียน มีอาการขาดนํ้า ช็อค โดยสวนมากผูปวยจะไมเสียชีวิตจากพิษของเชือ้ 
แตจะเสียชีวิตจากการขาดนํ้า 
  1.5.3  Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) เชื้อสายพันธุน้ีทนทานตอสิ่งแวดลอม
มากกวาสายพันธุอ่ืนๆ สามารถสรางสารพิษไปทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงซึ่งทําใหเกิดอาการไตวายได ใน
ผูปวยผูสูงอายุจะเกิดภาวะเลือดออกงาย เน่ืองจากเกร็ดเลือดถูกทําลายทําใหเสียชีวิตได อาการโดยทั่วไป
จะเกิดอุจจาระรวงบอยครั้ง อุจจาระเปนมูกเลือด ปวดทอง มีอาการซีด ลักษณะอาการของผูติดเชื้อใน
ยุโรปที่เกิดจากเชื้อกลุมนี้ เรียกวา Haemolytic-uraemic syndrome (HUS) 

  1.5.4  Enteroinvasive E. coli (EIEC) เชื้อสายพันธุนี้มีคุณสมบัติลุกล้ําเขาเซลล 
mucosal (เยื่อเมือกบุผิวในลําไสมีสวนเก่ียวของในการดูดซึมและหลั่งสาร) ลักษณะอาการที่เกิดจากเชื้อ
กลุมน้ีคือ ปวดบิดในทอง ถายเปนนํ้า ปวดเบง เปนไข ถายอุจจาระบอยมีลักษณะเปนมูกเลือดเพราะเซลล
ถูกทําลาย มีอาการคลายโรคบิดที่เกิดจากเชื้อ Shigella dysenteriae 

   1.5.5  Enteroaggregative E.coli (EaggEC) เปนสาเหตุทีส่าํคญัของโรคอุจจาระรวงใน
เด็กขวบปแรกในบางพ้ืนทีข่องโลก 

 
1.6 การกอโรคในคน  

นอกจากจะกอใหเกิดโรคกับระบบทางเดินอาหารแลว ยังกอใหเกิดโรคติดเชื้อในระบบ
ทางเดินปสสาวะ (urinary tract infection, UTI) ซึ่ง E. coli เปนสาเหตุของโรคติดเชื้อทางเดินปสสาวะ
ที่พบบอยที่สุด กระเพาะปสสาวะอักเสบ (cystitis) กรวยไตอักเสบ (pyelitis) ถาเปนมากเชื้ออาจลุกลาม
เขาสูกระแสเลือด เกิดเปน septicemia และอาจตายได เย่ือบุชองทองอักเสบ มักเกิดจากลําไสทะลุ
เน่ืองจากการแตกของไสต่ิงอักเสบ ซึ่งภาวะน้ีมักพบรวมกับการติดเชื้อชนิดอ่ืนๆ ที่มีในลําไส การอักเสบ
ของถุงนํ้าดี (acute cholecystitis) เยื่อหุมสมองอักเสบ มักพบในเด็กทารก การอักเสบของแผล (wound 
Infection) เชน แผลผาตัด แผลไฟไหม น้ํารอนลวก เปนตน ปอดอักเสบ (pneumonitis) อาจเกิดจาก
การสําลัก และมักจะเกิดหลังการผาตัด เปนฝที่อวัยวะภายในเชน ตับ การอักเสบในชองทองนอย (pelvic 
inflammation disease) มักจะเปนผลมาจากการอักเสบในโพรงมดลูก การติดเชื้อในกระแสเลือด 
(septicemia) ทําใหผูปวยเกิดภาวะช็อคและเสียชีวิตได การติดเชื้อในกระแสเลือดอาจเกิดจากการติดเชือ้
ในอวัยวะ ตางๆแลวลุกลามเขากระแสเลือด 

ภายหลังมาน้ีพบวาเชื้อ E. coli กําลังเปนปญหาสําคัญทางการแพทยเนื่องจากมีอัตรา
การด้ือยาเพ่ิมขึ้นโดยเฉพาะยากลุม beta-lactams เชื้อจะผลิตเอนไซม extended-spectrum beta-
lactamases (ESBLs) (Rogers et al., 2011) นอกจากน้ีพบวาเชื้อ E. coli ด้ือตอ carbapenems 
เพ่ิมขึ้น ซึ่งเปนยากลุมยอยของยากลุม beta-lactams (Nagaraj et al., 2012)  
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2.   ยากลุม beta-lactams 
 2.1  การจัดจาํแนก แบงเปน 6 กลุมตามโครงสรางของยา (Pfeifer et al., 2010)  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2 โครงสรางของยากลุม beta-lactams 
 

  2.1.1  penams ไดแก penicillin จัดเปนสารที่มี beta-lactam ring เปนโครงสราง
พ้ืนฐาน ออกฤทธิ์โดยยับย้ังการสรางผนังเซลล โดยจับกับ penicillin-binding-protein (PBP) ชนิด 1-3 
ทําใหไมเกิด transpeptidation จึงไมมีการสราง peptidoglycan กอใหเกิด autolysis ทําใหเซลลแตก 
     2.1.2 caphems ไดแก cephalosporins มีฤทธิ์ไปยับยั้งการสรางผนังเซลลชนิด 
PBP1-3 ซึ่งยาในกลุมน้ีแบงออกเปน 4 รุน (generations) ตามความกวางในการออกฤทธิ์กับกรัมบวก
และกรัมลบและความทนตอเอนไซม beta-lactamases ยาที่เปน cephalosporins รุนที่ 1 ไดแก 
cephalothin, cefazolin ใชไดกับแบคทีเรียกรัมบวกและลบบางชนิด แตไมทนตอเอนไซม 
cephalosporinase ยาที่เปน cephalosporins รุนที่ 2 ไดแก cefuroxime มีประสิทธิภาพดีกวา 
cephalosporins รุนที่ 1 คือ ทนตอเอนไซม cephalosporinase ทําใหมีการออกฤทธิ์กับเชื้อกรัมลบ
เพิ่มขึ้น ยา cephalosporins รุนที่ 3 ไดแก cefpodoxime, ceftriaxone มีประสิทธิภาพดีใชไดกับ
แบคทีเรียกรัมลบและกรัมบวก และยา cephalosporins รุนที่ 4 ไดแก cefepime มีฤทธิ์ครอบคลุม
แบคทีเรียกรัมลบกวางกวาและทนตอเอนไซม cephalosporinase ไดด ี
   2.1.3  cephamycins ไดแก 7-alpha-methoxy cephalosporins (เชน cefoxitin) 
   2.1.4  monobactams เชน aztreonam เปนยาในกลุม beta-lactams ที่ออกฤทธิ์
ยับยั้งการสรางผนังเซลลของกรัมลบทรงแทงที่ PBP3 ทําใหเซลลยืดยาวและตายในที่สุด โดยยากลุมน้ีทน
ตอการทําลายดวย beta-lactamases การดื้อยา aztreonam อาจพบในเชื้อ Klebsiella oxytoca ที่
สามารถสราง K1 beta-lactamases ไปทําลายยาได 
   2.1.5  penems เชน faropenem  
  2.1.6  carbapenems เชน imipenem และ meropenem เปนสารที่มี beta-
lactam ring ที่ออกฤทธิ์กวางโดยยาน้ีสามารถซึมผานผนังเซลลสวนนอกของแบคทีเรียกรัมลบ ไดดีและ
ทนตอเอนไซม beta-lactamases รวมทั้ง extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) 
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 2.2  กลไกการออกฤทธิ ์
  ยับย้ังการสราง peptidoglycan ซี่งเปนสวนประกอบของผนังเซลลแบคทีเรีย โดยจับ
กับ penicillin binding proteins (PBPs) ทําใหไมสามารถสรางเอนไซม transpeptidase สงผลใหการ
สราง peptidoglycan หยุดชะงัก  
 2.3  กลไกการด้ือยา 
  กลไกหลักของการดื้อยาในกลุม beta-lactams มีหลาย วิธีการ เชน สรางเอนไซม
ทําลายยา การลดการนําเขายา เปนตน โดยกลไกหลักเกิดจากเชื้อสรางเอนไซม มาทําลายยา (drug 
inactivation) คือ beta-lactamases โดยเอนไซมที่ทําลาย ring ของยาในกลุม beta-lactams ทําใหยา
ไมสามารถออกฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรียได 
 

 
 

รูปท่ี 3 การทาํงานของเอนไซม beta-lactamases 

 2.4  เอนไซม beta-lactamases 
  แบงตามลําดับ amino acid และ substrate ไดเปน 4 classes คือ class A, B, C 
และ D enzyme (Pfeifer et al., 2010) เอนไซม beta-lactamases class A, C และ D เปน serine 
beta-lactamases สวน class B เปน metallo beta-lactamases (Paterson and Bonomo, 2005) 
   2.4.1  class A beta-lactamases : penicillinase และ cephalosporinase เชน 
extended spectrum  beta-lactamases (ESBLs) เชน SHV, TEM, CTX-M, PER และ GES เปนตน 
เอนไซม ESBLs เปนเอนไซมที่สามารถทําใหแบคทีเรียด้ือตอยากลุม penicillins, cephalosporins รุนที่ 
1, 2 และ 3 และ aztreonam (แตไมดื้อตอ cephamycins หรือ carbapenems) โดยการ hydrolysis 
ยาปฎิชีวนะเหลาน้ี และถูกยับย้ังไดโดย beta-lactamase inhibitors เชน clavulanic acid  
   2.4.2  class B beta-lactamases : metallo beta-lactamase ประกอบดวยเอนไซม 
carbapenemases เชน VIM และ IMP-type cabapenemase 
  2.4.3  class C beta-lactamases : chromosomal cephalosporinase สามารถ

ยอยสลายยาในกลุม 3rd cephalosporins ได แตไมถูกยับย้ังโดย clavulanic acid  

   2.4.4  class D beta-lactamases : oxacillinase นอกจากนี้ class D enzyme ยังมี
คุณสมบัติเปน plasmid cephalosporinase เชน OXA, CMY, DHA, MOX , FOX และ ACC  
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3.   ยากลุม fluoroquinolone (Bryskier and Chantot, 1995; Bhanot et al., 2001)  
  Fluoroquinolone เปนยาปฏิชีวนะในกลุม quinolones ซึ่งไดมาจากการสังเคราะห
ทางเคมี ยาชนิดแรกในกลุมน้ีคือ nalidixic acid ออกฤทธิ์ยับย้ังเชื้อกรัมลบไดมากกวากรัมบวก ใช
รักษาการติดเชื้อในทางเดินปสสาวะและอุจจาระรวง จากการติดเชื้อ Shigella sonnei เน่ืองจากการใช 
quinolones รุนแรกพบเชื้อด้ือยาไดงาย การดูดซึมไม ดีจึงมีการดัดแปลงสูตรโครงสรางพ้ืนฐานของ 
quinolones เพ่ือใหมีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียไดครอบคลุมมากขึ้นและมีเภสัชจลนศาสตรดีขึน้ โดยการเติม 
fluorine (F) ลงไปในสูตรโครงสรางเดิมของ quinolones เพ่ือใหฤทธิ์ในการฆาเชื้อกวางขึ้น ไดแก เชื้อ
กรัมลบรูปแทง รวมทั้ง Pseudomonas aeruginosa และเชื้อกรัมบวก จึงเรียกสารที่ไดในกลุมนี้วา 
fluoroquinolone   
 3.1  การจัดแบงกลุมตามขอบเขตในการออกฤทธิ ์(Naber, 2001)  
  class I :  fluoroquinolone เปนแบบที่ใชในรูปรับประทาน มีขอบงใชจํากัดในการ 

รักษาโรคติดเชื้อในทางเดินปสสาวะไดแก norfloxacin และ pefloxacin  

 class II  :  fluoroquinolone ที่มีขอบงใชครอบคลุมเชื้อไดทั้งในทางเดินปสสาวะและ 
โรคติดเชื้อทาง systemic อ่ืนๆ ไดแก enoxacin, fleroxacin, ofloxacin, lomefloxacin, 
ciprofloxacin  

 class III  :  fluoroquinolone ที่มีขอบงใชสําหรับเชื้อกรัมบวกและเชื้อ atypical  

ไดแก levofloxacin และ sparfloxacin  

 class IV  :  fluoroquinolone ที่ครอบคลุมเชื้อกรัมบวก เชื้อ atypical และเชื้อ  
anaerobe ไดแก gatifloxacin, moxifloxacin, gemifloxacin 
 

 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 4 โครงสรางของยา ciprofloxacin (Ball, 2000)  
 

 3.2  กลไกการออกฤทธิ์ (Wang et al., 2009; Al-Agamy et al., 2012)  
  ยาในกลุม fluoroquinolone มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรีย (bactericidal) โดยจะไปยับย้ัง
เอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) และ topoisomerase IV ของแบคทีเรีย เอนไซม DNA 
gyrase (topoisomerase II) ประกอบดวยหนวยยอย 4 หนวย (tetrameric enzyme) ไดแก GyrA และ 
GyrB อยางละ 2 หนวย ซึ่งควบคุมการทํางานโดยยีน gyrA และ gyrB เอนไซม topoisomerase IV 
ประกอบดวยหนวยยอย 4 หนวย (tetrameric enzyme) ไดแก ParC และ ParE อยางละ 2 หนวย ซึ่ง
ควบคุมการทํางานโดยยีน parC และ parE เอนไซมสองชนิดน้ีเกี่ยวของกับการเจริญและการเพ่ิมจํานวน
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ของแบคทีเรีย (Drlica and Zhao, 1997) ในกระบวนการจําลองตัวเองของดีเอ็นเอ (DNA replication) 
เอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) หรือเอนไซม topoisomerase IV จะมีหนาที่ชวยคลาย
เกลียวดีเอ็นเอบริเวณเหนือ replication fork เนื่องจากการคลายเกลียวคูของดีเอ็นเอออกจากกันทําให
สวนเหนือขึ้นไปขดเปนเกลียวแนน เอนไซม topoisomerase IV จะมีหนาที่ตัดดีเอ็นเอสายใดสายหนึ่ง
เหนือ replication fork เพื่อใหสามารถคลายเกลียวที่แนนออกไดและจะเชื่อมตอเขาดวยกันใหมอีกครั้ง 
นอกจากน้ีเอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) ยังมีหนาที่บิดเกลียวดีเอ็นเอ ทําใหโครโมโซมของ
แบคทีเรียหดพับจนสามารถบรรจุลงในเซลลของแบคทีเรียได เมื่อยาในกลุมน้ีออกฤทธิ์จึงสงผลใหเกิดการ
ยับย้ังการสรางดีเอ็นเอ ทําใหแบคทีเรียไมสามารถเพ่ิมจํานวนไดและตายในที่สุด 
  ยาในกลุม fluoroquinolone แตละตัวมี affinity ตอเอนไซมแตละตัวไมเทากัน ทําให
การขัดขวางการสราง DNA ไมเทากัน และเม่ือมีการกลายพันธุของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมตัวใดตัว
หนึ่งหรือทั้งสองตัวไมเทากัน ยอมมีผลทําใหเชื้อดื้อตอยาแตละตัวแตกตางกัน 
 3.3  กลไกการดื้อยา   
   3.3.1 เกิดจากการกลายพันธุของยีนเปาหมายของยาที่อยูบนโครโมโซมไดแก  gyrA, 
gyrB, parC และ parE ซึ่งทําใหเกิดการดื้อยาในระดับสูง มีรายงานพบวายีน gyrA เกิดการกลายพันธุ
มากกวา ยีน gyrB และยีน parC เกิดการกลายพันธุมากกวา ยีน parE (Gomez et al., 2004; Frank et 
al., 2011) สําหรับการกลายพันธุตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) เกิดขึ้นไดนอยมาก (Zhao 
et al., 1997)  

3.3.2  เกิดจากการลดการนําเขาของยาหรือเพิ่มการขับยาออกนอกเซลล เชน การสราง  
multidrug efflux pumps ทําใหยาไมสามารถออกฤทธิ์ได (Hooper, 1999; Al-Agamy et al., 2012)  

3.3.3  เกิดจากยีนด้ือยาที่อยูบนพลาสมิด ไดแก qnr, aac(6’)-Ib-cr และ qepA ซึ่งมี 

ความสําคัญทางคลินิคเนื่องจากสามารถถายทอดยีนด้ือยาแบบ horizontal ผานทางพลาสมิดได กลไก

การด้ือตอยากลุม fluoroquinolone ที่เกิดจากการถายทอดพลาสมิด ถูกคนพบครั้งแรกในปค.ศ. 1998 

ในเชื้อ Klebsiella pneumoniae ที่ ด้ือตอยา ciprofloxacin โดยเกิดจากการถายทอดพลาสมิด 

pMG252 ซึ่งเปนสวนที่กอใหเกิด multidrug resistance (Martinez-Martinez et al., 1998)  

3.3.3.1  qnr เปนยีนดื้อยาที่อยูบนพลาสมิด ผลิตโปรตีน Qnr ซึ่งมีหนาที่ 
ปองกันเอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) และ topoisomerase IV จากการจับของยากลุม 
fluoroquinolone (Cattoir and Nordmann, 2009)  

   3.3.3.1.1  qnrA ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ E. coli เมืองเซี่ยงไฮ ประเทศจีน 
(Wang et al., 2003)  
      3.3.3.1.2  qnrB ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Klebsiella pneumoniae ที่
แยกไดจากประเทศอินเดีย ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับยีน qnrA เทากับ 41% และมีลําดับกรดอะมิ
โนเหมือนกับยีน qnrS เทากับ 39% (Jacoby et al., 2006)  
      3.3.3.1.3  qnrC ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Proteus mirabilis (Wang et 
al., 2009)  
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3.3.3.1.4  qnrS ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Shigella flexneri 2b (Hata et 
al., 2005)     

3.3.3.1.5  qnrD ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Salmonella enterica  
(Cavaco et al., 2009) 

 3.3.3.2  aac(6’)-Ib-cr ผลิตโปรตีนซึ่งเปนเอนไซม aminoglycoside 

acetyltransferase โดยมีหนาที่ไปเปลี่ยนแปลงหมูอะมิโนของ piperazin ring ของยากลุม 

fluoroquinolone สงผลใหความสามารถของยา ciprofloxacin ลดลง (Robicsek et al., 2006)  

 3.3.3.3  qepA ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ E. coli  ผลิตโปรตีน QepA ซึ่ง
เก่ียวของกับการขับยาออกนอกเซลล (efflux pump) เพ่ือลดระดับของยาภายในเซลล (Yamane et al., 
2007)  

 
4  การกระจายของเชือ้ด้ือยา 
 4.1  การกระจายของเชื้อดื้อยาที่สรางเอนไซม ESBLs 
  ในปจจุบันเอนไซม ESBLs เปนปญหาในการรักษาผูปวยในโรงพยาบาลทั่วโลก การ

ตรวจหาความชุกของเชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs ที่แยกไดในคลินิกมีความแตกตางไปในแตละประเทศ 

เมือง สถานที่ เชน ในอเมริกาใตพบความชุกของเชื้อ E. coli  ที่สรางเอนไซม ESBLs ไดตั้งแต 33-40% 

ในยุโรปพบอุบัติการณของการด้ือยา ceftazidime ของเชื้อ K. pneumoniae มีจํานวน 20% และ 42% 

ที่แยกไดจากผูปวยใน non-ICU และ ICU ตามลําดับ (Winokur et al., 2001) นอกจากนี้พบวาเอนไซม 

ESBL ชนิด TEM-10 มักมีรายงานการตรวจพบในประเทศแถบยุโรปเทาน้ัน แถบประเทศในเอเชียพบวา

ในประเทศจีนมีอุบัติการณของเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs อยูในชวง 13-15% ในเชื้อ K. 

pneumoniae มีอุบัติการณสูงถึง 60% (Dhillon and Clark, 2011) สําหรับประเทศไทยมีการศึกษาใน

โรงพยาบาลธรรมศาสตร พบวา 26% ของผูปวยที่ศึกษาไดตรวจพบยีน blaCTX-M 26% และไมพบยีน 

blaSHV (Kiratisin et al., 2007) สําหรับโรงพยาบาลขอนแกนจะตรวจพบ blaSHV เปนสวนใหญ

(Chanawong et al., 2007) ยีน blaCTX-M-15 เปนยีนที่มีการรายงานทั่วโลก (Nicolas-Chanoine et al., 

2008) และในประเทศไทยก็ไดตรวจพบยีนชนิดนี้ดวย ซึ่งพบในผูปวยในโรงพยาบาลธรรมศาสตร 

(Apisarnthanarak et al., 2007)  

        4.2  การกระจายของเชื้อที่ด้ือยากลุม fluoroquinolone 
  มีการรายงานทั่วโลกถึงการพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยากลุม fluoroquinolone 
(Corkill et al., 2005; Jonas et al., 2005; Mammeri et al., 2005) มีรายงานการตรวจพบยีน qnrA 
ในเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยา ciprofloxacin 7.7% ในเมืองเซี่ยงไฮของประเทศจีน (Wang et al., 2003) 
นอกจากน้ีในประเทศไทยพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยากลุม fluoroquinolone 38.3% ในแผนก ICU 
(Thongpiyapoom et al., 2004) แตในโรงพยาบาลสงขลานครินทรสวนใหญพบเชื้อ Acenitobacter 
baumannii ที่ด้ือตอยาในกลุม fluoroquinolone (Hortiwakul et al., 2012) 
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วัตถปุระสงค 
 

เพ่ือศึกษาลักษณะการด้ือยาปฏิชีวนะในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากเด็กที่เปนมะเร็งใน 
โรงพยาบาลสงขลานครินทร 
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ผลการทดลอง 
 
 

 จากการศึกษาผูปวยเด็กที่เปนมะเร็ง จํานวน 84 ราย แยกเปนผูปวยมะเร็งเม็ดเลือด
ขาว (leukemia) 64 ราย และผูปวยมะเร็งตอมนํ้าเหลือง (lymphoma) 20 ราย ในการทดลองน้ีไดแบง
ผูปวยเปน 2 กลุมคือ กลุมที่ 1 ไมไดรับยา ciprofloxacin (42 ราย) กลุมที่ 2 ไดรับยา ciprofloxacin 
(42 ราย) ในกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin แบงยอยออกเปนกลุมที่ 1 เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวย
กอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) กลุมที่ 2 เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin 
เปนเวลา 1 สัปดาห (R2) และกลุมที่ 3 เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปน
เวลา 2 สัปดาห (R3) ตามลําดับ (ตารางที่ 2) 

 
ตารางท่ี 2 แสดงจาํนวนเชือ้ที่ใชในการทดลอง 
 

ผูปวย จํานวนเชือ้ E. coli (ไอโซเลท) 
ไมไดรับยา ciprofloxacin                          100 

ไดรับยา ciprofloxacin 
R1          55   
R2          59   
R3          35   

รวม                          249 
 
R1  =  เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกอนไดรบัยา ciprofloxacin 
R2  =  เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปนเวลา 1 สัปดาห 
R3  =  เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปนเวลา 2 สัปดาห 

   
1. ความไวตอยาปฏชิีวนะของเชือ้ E. coli 

 
ในการศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli ใชยาปฏิชีวนะจํานวน 9 ชนิด ซึ่ง

สามารถแบงออกเปน 5 กลุม ไดแก fluoroquinolone (ciprofloxacin), ESC; extended-spectrum 
cephalosporins (ceftazidime และ cefotaxime), aminoglycosides (amikacin และ gentamicin), 
beta-lactam plus beta-lactamase inhibitors (sulperazone; cefoperazone+sulbactam) และ
ยาชนิดอ่ืนๆ (cefoxitin, imipenem และ meropenem) จากการศึกษาพบวาเชื้อ E. coli ด้ือยาในกลุม 
fluoroquinolone (ciprofloxacin) มากที่สุด  โดยพบมากที่สุดทั้ ง ในผูป วยกลุมที่ ไม ไดรับยา 
ciprofloxacin (24.0%) และกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin (67.8%) ในการวิเคราะหผลทางสถิติ (p-
value) จะเปรียบเทียบในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา 
ciprofloxacin (R1) กอน จากการศึกษาพบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยาตางๆ 
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แตกตาง กันอยา งไม มี นัยสําคัญ ยกเวนในเชื้อที่ ด้ือตอยาในกลุม ESC (extended-spectrum 
cephalosporins) พบวามีความแตกตางกันอยางนัยสําคัญ (p=0.011) จากการวิเคราะหผลทางสถิติ
ระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบวาเชื้อ E. 
coli ที่แยกไดจาก 3 ระยะซึ่งดื้อตอยาในกลุม fluoroquinolone (p=0.000), aminoglycosides 
(p=0.010) และ fluoroquinolone + aminolglycosides (p=0.002) มีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ ซึ่งแสดงใหเห็นวาในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin จํานวนของเชื้อที่แยกไดกอนจากไดรบั
ยา (R1) มีความแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อที่แยกไดหลังจากไดรับยา (R2, R3) นอกจากน้ีเชื้อ E. 
coli ที่ด้ือยากลุม beta-lactam plus beta-lactamase inhibitors ตรวจพบในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin เทาน้ัน (2.0%) 

อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งน้ีมีเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin จํานวน 66 ไอโซเลท (66.0%) และกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin จํานวน 45 ไอโซเลท 
(30.2%) ไมดื้อยาทั้ง 9 ชนิดที่ใชทดสอบ และเปนที่นาสนใจวาเชื้อ E. coli ทุกไอโซเลทที่แยกไดจาก
ผูปวยทุกกลุมไมด้ือยา imipenem และ meropenem 

Multidrug resistant E. coli หมายถึงไอโซเลทที่ด้ือยา 3 กลุมขึ้นไป (Magiorakos 
et al., 2011) จากการศึกษาพบ multidrug resistant E. coli จํานวน 6 ไอโซเลทในผูปวยกลุมที่ไมได
รับยา ciprofloxacin สําหรับในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบ multidrug resistant E. coli 
จํานวน 3 ไอโซเลท ซึ่งในเชื้อที่แยกไดในระยะ R2 และ R3 จํานวน 1 และ 2 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตาราง
ที่ 3) 

การศึกษาครั้งน้ีไดตรวจหาคา  minimum inhibitory concentration (MIC) ตอยา 
ciprofloxacin และ ceftazidime พบวาคา MIC ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime ในเชื้อ E. 
coli  ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin อยูในชวง 0.004 - >32 และ 0.032 - >256 
µg/mL ตามลําดับ โดยมีคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ E. coli ที่ทดสอบได 
50% (MIC50) ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime เทากับ 0.016 และ 0.125 µg/mL ตามลําดับ 
สําหรับคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ E. coli ที่ทดสอบได 90% (MIC90) ตอยา 
ciprofloxacin และ ceftazidime มีคาเทากับ >32 และ 32 µg/mL ตามลําดับ และคา MIC ตอยา 
ciprofloxacin และ ceftazidime ในเชื้อ E. coli  ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ใน
เชื้อ E. coli  จากกลุมผูปวยที่ไดรับยา ciprofloxacin อยูในชวง 0.003 - >32 และ 0.047 - 64 µg/mL 
ตามลําดับ โดยมีคา MIC50 ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime เทากับ >32 และ 0.19 µg/mL 
ตามลําดับ สําหรับคา MIC90 ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime เทากับ >32 และ 8 µg/mL 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4) 
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ตารางท่ี 3 การด้ือยาของเชื้อ E. coli 
 

Resistance 
phenotype 

E. coli แยกจากผูปวย 

p-valueb 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=100), 

(%) 

ไดรับยา ciprofloxacin (n=149) 
R1 

n=55, 
(%) 

R2 
n=59, 
(%) 

R3 
n=35, 
(%) 

One drug group resistance     

1. Fluoroquinolonea 24 (24.0) 9 (16.4) 57 (96.6) 35 (100.0) 0.000* 

2. ESCa,c 11 (11.0) 0 2 (3.4) 1 (2.9) 0.402 

3. Aminoglycosidesa 13 (13.0) 2 (3.6) 13 (22.0) 8 (22.9) 0.010* 

4. Beta-lactam plus 
beta-lactamase 
inhibitorsa 

2 (2.0) 
 
 

0 0 0 - 

5.   Any of above 3 (3.0) 2 (3.6) 2 (3.4) 4 (11.4) 0.191 

More than one drug group resistance    

1. Fluoroquinolone  
+ ESC 

0 0 0 1 (2.9) 0.194 

2. Fluoroquinolone+ 
aminolglycosides 

3 (3.0) 0 12 (20.3) 6 (17.1) 0.002* 

3. ESC + 
aminolglycosides 

1 (1.0) 0 0 0 - 

4. Multidrug  
resistance 
(ด้ือยา ≥3 กลุม) 

6 (6.0) 0 1 (1.7) 2 (5.7) 0.166 

a = Fluoroquinolone (ดื้อยา ciprofloxacin), ESC; extended-spectrum cephalosporins (ด้ือยา 
ceftazidime และ/หรือ cefotaxime), aminoglycosides (ด้ือยา amikacin และ/หรือ gentamicin), 
beta-lactam plus beta-lactamase inhibitors (ดื้อยา sulperazone) และ any of above; ยาชนิด
อ่ืนๆ (ด้ือยา cefoxitin) 
b = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin 
c = จํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับ
ยา ciprofloxacin (R1) มีความแตกตางกันอยางนัยสําคัญ (p=0.011) 
* =  p<0.05 แตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางท่ี 4 คา MICs ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime ของเชื้อ E. coli 
 

Antibiotic 

E. coli แยกจากผูปวย 

ไมไดรับยา ciprofloxacin 
(n=100) 

ไดรับยา ciprofloxacin 
(n=149) 

MIC range 
(µg/mL) 

MIC50 
(µg/mL) 

MIC90 
(µg/mL) 

MIC range 
(µg/mL) 

MIC50 
(µg/mL) 

MIC90 
(µg/mL) 

Ciprofloxacin 0.004 - >32 0.016 >32 0.003 - >32 >32 >32 

Ceftazidime 0.032 - >256 0.125 32 0.047 - 64 0.19 8 

 
2. การตรวจหาการสรางเอนไซม beta-lactamases 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบเชื้อ E. coli สรางเอนไซม class A beta-lactamases 
(non-ESBLs) มากที่สุด ซึ่งพบในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 45 (45.0%) 
และ 80 (53.7%) ไอโซเลท ตามลําดับ จากการวิเคราะหผลทางสถิติ โดยเปรียบเทียบในผูปวยกลุมที่ไมได
รับยา ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) พบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ 
E. coli ที่สรางเอนไซม beta-lactamases ชนิดตางๆที่แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ และจากการ
วิเคราะหผลทางสถิติระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin พบวาในผูปวยกลุมไดรับยา ciprofloxacin เชื้อ E. coli ในระยะ R2 ที่สราง non-ESBLs 
มีจํานวนที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญ  (p=0.000) เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ E. coli ที่แยกไดในระยะ R1 
นอกจากน้ีตรวจพบเชื้อ E. coli สรางเอนไซม class A beta-lactamases (ESBLs) ในผูปวยกลุมที่ไมได
รับและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 15 (15.0%) และ 20 (13.4%) ไอโซเลท ตามลําดับ และพบเชื้อ 
E. coli ที่สรางเอนไซม class C beta-lactamases (AmpC) ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยาและไดรับยา 
ciprofloxacin เทากับ 1 (1.0%) และ 2 (1.3%) ไอโซเลท ตามลําดับ ซึ่งเปนที่นาสนใจวามีเชื้อ E. coli 
จํานวน 1 ไอโซเลท ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin สามารถสรางทั้งเอนไซม class A 
(ESBLs) และ class C (AmpC) beta-lactamases (ตารางที่ 5) 
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ตารางท่ี 5 กลุมของเอนไซม beta-lactamases ที่ตรวจพบในเชื้อ E. coli 
 

Beta-lactamases 

E. coli แยกจากผูปวย 

p-valueb 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=100), 

(%) 

ไดรับยา ciprofloxacin 
(n=149) 

R1 
n=55, 
(%) 

R2 
n=59, 
(%) 

R3 
n=35, 
(%) 

Class A 
non- ESBLs 

45 
(45.0) 

17 
(30.9) 

42 
(71.2) 

21 
(60.0) 

0.000* 

ESBLs 
15 

(15.0) 
5 

(9.1) 
11 

(18.6) 
4 

(11.4) 
0.302 

Class C AmpC 
1a 

(1.0) 
1 

(1.8) 
1 

(1.7) 
0 
 

0.731 

a = ไอโซเลทที่สรางทั้งเอนไซม AmpC และ ESBLs 
b = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับ
ยา ciprofloxacin 
* = p<0.05 แตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

 
3. การตรวจหายีนท่ีควบคมุการสรางเอนไซม ESBLs (blaSHV, blaTEM และ blaCTX-M)  
และยีน ampC 
 

นําเชื้อ E. coli ที่สามารถสรางเอนไซม ESBLs มาศึกษายีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม 
ไดแกยีน blaSHV, blaTEM และ blaCTX-M ดวยวิธี multiplex PCR จากน้ันนํา amplicon ที่ไดไปตรวจหา
ลําดับนิวคลีโอไทด จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs 4 ยีน 
(blaSHV-12, blaTEM-20-like, blaCTX-M-14 และ blaCTX-M-15) ยีนที่พบมากที่สุดคือ blaCTX-M-15 โดยพบในเชื้อ
ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เปนจํานวน 7 และ 11 ไอโซเลท ตามลําดับ 
ยีนที่ตรวจพบรองลงมาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin คือ blaCTX-M-14, blaSHV-12+

 blaTEM-20-
like, blaSHV-12 และ blaTEM-20-like โดยพบในเชื้อ E. coli จํานวน 4 , 2, 1 และ 1 ไอโซเลท ตามลําดับ 
สําหรับยีนที่ตรวจพบรองลงมาในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin คือ 
blaCTX-M-14 และ blaTEM-20-like โดยพบเปนจํานวน 8 และ 1 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตารางที่ 6)  

เปนที่นาสนใจวา มีการตรวจพบการรวมกันของยีน blaSHV-12+
 blaTEM-20-like ในเชื้อ 

E. coli  ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin ขณะเดียวกันไมพบการรวมกันของยีนใดในเชื้อ 
E. coli  ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 

จากการวิ เคราะหผลทางสถิ ติ  โดย เปรียบเทียบในผูป วยกลุมที่ ไม ไดรับยา 
ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) พบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ E. coli 
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ทีม่ียีนสรางเอนไซม ESBLs ชนิดตางๆทีแ่ตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ และจากการวิเคราะหผลทางสถิติ
ระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบวาแตกตาง
กันอยางไมมีนัยสําคัญเชนเดียวกัน 

การตรวจหายีน ampC เพ่ือยืนยันการสรางเอนไซม class C beta-lactamases 
(AmpC) ดวยเทคนิค PCR และนํา amplicon ที่ไดไปตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดและวิเคราะห พบวาเชื้อ 
E. coli ทุกไอโซเลทที่สรางเอนไซม AmpC มียีน ampC  
 
ตารางท่ี 6 แสดง subtype ของ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs  
 

ESBLs related gene 

E. coli ท่ีสรางเอนไซม ESBLs 

p-valuea 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=15), 

(%) 

ไดรับยา ciprofloxacin (n=20) 
R1 

n=5, 
(%) 

R2 
n=11, 
(%) 

R3 
n=4, 
(%) 

blaSHV-12 1 (6.7) 0 0 0 - 
blaTEM-20-like 1 (6.7) 1 (20.0) 0 0 0.206 
blaCTX-M-14 4 (26.7) 3 (60.0) 4 (36.4) 1 (25.0) 0.530 
blaCTX-M-15 7 (46.7) 1 (20.0) 7 (63.6) 3 (75.0) 0.178 
blaSHV-12+

 blaTEM-20-like 2 (13.3) 0 0 0 - 
a = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับ
ยา ciprofloxacin 

 

4. การตรวจหายีนท่ีเก่ียวของกับการด้ือยาปฏิชีวนะในกลุม fluoroquinolone (qnrA,  
qnrB, qnrS และ qepA) 
 

ในการศึ กษาครั้ ง น้ี ได ทํ าการตรวจหา ยีนที่ เ ก่ียวขอ ง กับการ ด้ือย าในกลุ ม 
fluoroquinolone ไดแกยีน qnrA, qnrB, qnrS และ qepA ซึ่งยีนเหลาน้ีเปนยีนด้ือยาที่พบบนพลาสมิด 
ในการตรวจหายีนเหลานี้จะทําการศึกษาในเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin โดยแบงเปนเชื้อ E. coli 
ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin จํานวน 24 ไอโซเลท และเชื้อ E. coli ที่แยกไดจาก
ผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin จํานวน 101 ไอโซเลท จากการศึกษาพบยีนที่เก่ียวของกับการด้ือยา
ในกลุม fluoroquinolone รูปแบบ qnrA + qnrS มากที่สุดทั้งในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยาและไดรับยา 
ciprofloxacin (ตารางที่ 7) 

ในกลุมผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบเชื้อ E. coli จํานวน 1 ไอโซเลท ที่มียีน
รวมกัน 4 ยีน ซึ่งเปนเชื้อที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ในระยะ R2 นอกจากน้ีไม
สามารถตรวจพบยีน qnrB ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin (ตารางที่ 
7) 
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ในการศึกษาครั้งน้ีสิ่งที่นาสนใจคือ ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin พบรูปแบบที่มียีนรวมสูงสุดแค 3 ยีน ขณะที่เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin พบวามียีนรวมกันสูงสุดถึง 4 ยีน (ตารางที่ 7) 

จากการวิ เคราะหผลทางสถิ ติ  โดย เปรียบเทียบในผูป วยกลุมที่ ไม ไดรับยา 
ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) พบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ E. coli 
ทีม่ียีนที่เก่ียวของกับการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone ในแตละแบบที่ตรวจพบที่แตกตางกันอยางไมมี
นัยสําคัญ และจากการวิเคราะหผลทางสถิติระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวย
กลุมทีไ่ดรับยา ciprofloxacin พบวาแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญเชนเดียวกัน 
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ตารางท่ี 7 Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes ที่ตรวจพบในเชื้อ E. coli ที่ดื้อ
ยา ciprofloxacin  
 

Fluoroquinolone 
resistance genes 

E. coli แยกจากผูปวย 

p-valuea 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=24), (%) 

ไดรับยา ciprofloxacin (n=101) 

R1 
n=9, 
(%) 

R2 
n=57, 
(%) 

R3 
n=35, 
(%) 

1. ตรวจไมพบยีน 0 0 0 1 (2.9) 0.386 
2. ตรวจพบ 1 ยีน 
qnrA 
qnrS 
qepA 

6 (25.0) 
2 
4 
0 

1 (11.1) 
1 
0 
0 

5 (8.8) 
3 
1 
1 

3 (8.6) 
2 
0 
1 

0.970 

3. ตรวจพบ 2 ยีน 
qnrA + qnrS 
qnrA + qepA 
qnrS + qepA 

14 (58.3) 
12 
2 
0 

3 (33.3) 
3 
0 
0 

39 (68.4) 
33 
3 
3 

23 (65.7) 
20 
3 
0 

0.122 

4. ตรวจพบ 3 ยีน 
qnrA + qnrS + qepA 

4 (16.7) 5 (55.6) 12 (21.1) 8 (22.9) 0.079 

5. ตรวจพบ 4 ยีน 
qnrA + qnrB + qnrS + qepA  

0 0 1 (1.8) 0 0.677 
 

a = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin 
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5. ตําแหนงของยีนท่ีเก่ียวของกับการดือ้ยาในกลุม fluoroquinolone และยีน ESBLs 

 

เพ่ือที่จะศึกษาความสามารถในการถายโอนยีนด้ือยา จึงไดเลือกยีน qnrA และยีน 

blaCTX-M ซึ่งเปนตัวแทนของยีนที่เกี่ยวของกับการดื้อยาในกลุม fluoroquinolone และยีน ESBLs 

ตามลําดับ การศึกษาครั้งน้ีไดทําการศึกษาในเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวย 3 คน จากกลุมที่ไดรับยา 

ciprofloxacin (P019, P053 และ P072) ซึ่งมีเชื้อ E. coli ที่แยกไดครบทั้ง 3 ระยะ (R1, R2 และ R3) 

โดยผูปวยทั้ง 3 คนในระยะ R1 เชื้อไมด้ือยา ciprofloxacin และไมสรางเอนไซม ESBLs แตเชื้อที่แยกได

จากผูปวยทั้ง 3 คน ในระยะ R2 และ R3 ด้ือยา ciprofloxacin สําหรับการสรางเอนไซม ESBLs ในผูปวย 

P019 และ P072 พบเชื้อที่สรางเอนไซมไดในระยะ R3 สวนผูปวย P053 พบเชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs 

ในระยะ R2 และ R3 (ตารางที่ 8) 

เพ่ือศึกษาวายีน qnrA และยีน blaCTX-M อยูบนพลาสมิด จึงทําการสกัดพลาสมิดจาก

เชื้อ E. coli และใชพลาสมิดเปน DNA template เพื่อตรวจหายีนทั้งสองดวยเทคนิค PCR นอกจากน้ัน

ยังทําการตรวจหายีน traA ในเชื้อ E. coli กลุมดังกลาว ซึ่งยีน traA เปนยีนที่ควบคุมการสราง pillus ที่

มีความจําเปนในการถายทอดยีนด้ือยาผานทางพลาสมิดดวยกระบวนการ conjugation  

จากการศึกษาพบวาเชื้อ E. coli ทั้ง 9 ไอโซเลทที่แยกไดผูปวย 3 คนมียีน qnrA เปนที่

นาสังเกตวาในระยะ R1 ซึ่งเปนเชื้อที่ไวตอยา ciprofloxacin ก็สามารถตรวจพบยีน qnrA ได (รูปที่ 5A 

lane 1, 4 และ 7) สําหรับยีน blaCTX-M ตรวจพบเฉพาะในเชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs ไดเทาน้ัน (รูปที่ 5B 

lane 3, 5, 6 และ 9) และจากการตรวจหายีน traA พบวาเชื้อ E. coli ทั้ง 9 ไอโซเลทมียีน traA (รูปที่ 

5C) แสดงวาเชื้อเหลาน้ีสามารถถายทอดยีน qnrA และ blaCTX-M ไปสูเชื้ออ่ืนๆทางพลาสมิดได แต

การศึกษานี้ไมสามารถบอกไดวายีน qnrA, blaCTX-M และ traA อยูบนพลาสมิดเดียวกัน จึงไมสามารถ

บอกไดวาการดื้อยา ciprofloxacin และการสรางเอนไซม ESBLs จะถายทอดไปพรอมกัน จึงควรมี

การศึกษาตอไป   
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ตารางท่ี 8 คุณลักษณะของเชือ้ E. coli 

 

รหัสผูปวย เชื้อ E. coli 
การด้ือตอยา 

ciprofloxacin 
การสรางเอนไซม  

ESBLs 

019 
R1 - - 
R2 + - 
R3 + + 

053 
R1 - - 
R2 + + 
R3 + + 

072 
R1 - - 
R2 + - 
R3 + + 

E. coli ATCC 25922 - - 
+ = ตรวจพบ, - = ตรวจไมพบ 

 

 
 

รูปที่ 5 ยีนที่ตรวจพบในเชื้อ E. coli  

(A) ยีน qnrA, (B)  blaCTX-M และ (C)  ยีน traA 
lane 1, 2 และ 3 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P019, 
lane 4, 5 และ 6 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P053, 
lane 7, 8 และ 9 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P072 และ 
lane 10 = E. coli ATCC 25922 
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6. การศึกษาความสัมพันธของเชื้อ E. coli โดยวิธี ERIC-PCR และ PFGE  
 

ในการศึกษาครั้ง น้ีไดทําการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin โดยพบวาจากเชื้อ E. coli ที่แยกไดจํานวน 149 ไอโซเลท เชื้อด้ือยา ciprofloxacin 
จํานวน 101 ไอโซเลท และในจํานวนน้ีสรางเอนไซม ESBLs รวมดวยจํานวน 18 ไอโซเลท จึงทําการเลือก
เชื้อมาจากผูปวย 3 คน (P019, P053 และ P072) (ตารางที่ 8) จากน้ันนํามาศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวย
วิธี ERIC-PCR เปรียบเทียบกับวิธี PFGE จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธี ERIC-PCR พบวา ลาย
พิมพดีเอ็นเอในระยะ R2 และ R3 ของผูปวย P019 มีความเหมือนกัน 88% (รูปที่ 6A) และในการตรวจ
โดยวิธี PFGE มีความเหมือนของลายพิมพดีเอ็นเอ 100% (รูปที่ 6B) แสดงวาเชื้อที่แยกไดเปน clone 
เดียวกัน และเปน clone ที่ตางจากเชื้อที่พบในระยะ R1 ของผูปวยคนดังกลาวเน่ืองจากผลของ ERIC-
PCR และ PFGE ใหผลเปน 20% และ 25% ตามลําดับ (รูปที่ 6) 

ในผูปวย P053 จากวิธี ERIC-PCR พบวา เชื้อ E. coli ที่แยกไดในระยะ R2 และ R3 
ลายพิมพดีเอ็นเอมีความเหมือนกัน 92% (รูปที่ 6A) และจากวิธี PFGE ลายพิมพดีเอ็นเอมีความเหมือนกัน
100% (รูปที่ 6B) ซึ่งก็เปนการยืนยันวาเชื้อที่แยกไดจากผูปวยเปน clone เดียวกัน และเปน clone ที่ตาง
จากเชื้อที่พบในระยะ R1 ของผูปวยคนดังกลาวเน่ืองจากผลของ ERIC-PCR และ PFGE ใหผลเปน 55% 
และ 50% ตามลําดับ (รูปที่ 6) 

สําหรับผูปวย P072 พบวาลายพิมพดีเอ็นเอในระยะ R1, R2 และ R3 ที่ไดจาก
การศึกษาดวยวิธี ERIC-PCR และ PFGE มีความเหมือนกัน 65% (R1 และ R2), 50% (R3) และ 40% 
(R1 และ R2), 18% (R3) ตามลําดับ ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อที่แยกไดเปนเชื้อตาง clone กัน นอกจากน้ี
การศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวา วิธี PFGE มีประสิทธิภาพสูงกวาวิธี ERIC-PCR (รูปที่ 6)  
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(A) 

 
(B) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวยทีไ่ดรับยา ciprofloxacin  
(A) ตรวจโดยวิธี ERIC-PCR, (B)  ตรวจโดยวิธี PFGE 

1, 2 และ 3 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P019,  
4, 5 และ 6 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P053, 
7, 8 และ 9 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P072 และ 
10 = E. coli ATCC 2592
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การวิเคราะหผลการทดลอง 

 
 

ในปจจุบันน้ีมีการใชยาปฏิชีวนะกันอยางแพรหลาย ทั้งในวัตถุประสงคของการปองกนั 
(prophylaxis) และการรักษา (treatment) จึงอาจสงผลใหเกิดการพัฒนาของเชื้อด้ือยาได ยาในกลุม 
fluoroquinolone และ beta-lactams มักถูกนํามาใชในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียกรัมลบ ซึ่งพบวา
เชื้อมีการด้ือยาสองกลุมน้ีเพ่ิมขึ้น ศูนยเฝาระวังเชื้อด้ือยาตานจุลชีพแหงชาติ (National Antimicrobial 
Resistant Surveillance Thailand, NARST) รายงานการพบเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากปสสาวะของ
ผูปวย ซึ่งมีอัตราการด้ือยา ampicillin, ceftriaxone, ceftazidime, gentamicin และ ciprofloxacin 
เพ่ิมขึ้นจาก 79.3% เปน 85.3%, 12.7% เปน 28.5%, 10.7% เปน15.2%, 25% เปน 32.9% และ 
45.1% เปน 51% ตามลําดับ ในชวง 6 ป (ค.ศ. 2000-2005) นอกจากน้ียังรายงานวาการด้ือยา 
ciprofloxacin มีความสัมพันธกับการใชยาในกลุม fluoroquionolone อยางมีนัยสําคัญ (Polwichai et 
al., 2009)  

จากการศึกษาการด้ือยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจาก rectal swabs ของ
ผูปวยเด็กมะเร็งทีไ่ดรับเคมีบําบัด พบวาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin กลุมยาทีเ่ชื้อ 
E. coli ดื้อมากที่สุดไดแก fluoroquinolone (24.0% และ 67.8% ตามลําดับ) และยาที่เชื้อ E. coli ดื้อ
นอยที่สุดในผูปวยกลุมที่ไมไดรับ ciprofloxacin คือยาในกลุม beta-lactam plus beta-lactamase 
inhibitors (2.0%) และในผูป วยกลุมที่ ได รับยา  ciprofloxacin คือ extended-spectrum 
cephalosporins (2.0%) (ตารางที่ 3) นอกจากน้ียังพบวาเชื้อ E. coli ทุกไอโซเลทยังคงไวตอยา 
imipenem และ meropenem ซึ่งยาทั้ง 2 ชนิดเปนยาในกลุม carbapenems ซึ่งใชในการรักษาการติด
เชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs  

การศึกษาในครั้งนี้พบเชื้อ E. coli ที่ดื้อยาหลายชนิด (multidrug resistant E. coli) 
ซึ่งแยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยาและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 6.0% (6/100) และ 2.0% 
(3/149) ตามลําดับ เชื้อเหลาน้ีจะสงผลใหเกิดปญหาในการรักษาตามมาไดเน่ืองจากด้ือตอยาหลายกลุมที่
ใชในการรักษา 

 จากการตรวจหาการสรางเอนไซม beta-lactamases ดวยวิธี combination disk 
พบวาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin มีเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 15 ไอโซ
เลท ซึ่งพบวามีเพียง 10 ไอโซเลทเทาน้ัน ที่ดื้อยา ceftazidime (CAZ) และ cefotaxime (CTX) มี 1 ไอ
โซเลทที่ ด้ือยา  ceftazidime (CAZ) เพียงชนิดเดียว และอีก 4 ไอโซเลท ไม ด้ือยาในกลุม 
cephalosporins รุนที่ 3 ที่ใชทดสอบเลย (initial screening test) สวนในผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin มีเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 20 ไอโซเลท พบวามีเพียง 1 ไอโซเลท
เทาน้ัน ที่ดื้อยา ceftazidime (CAZ) และ cefotaxime (CTX) อีก 19 ไอโซเลท ไมดื้อยาในกลุม 
cephalosporins รุนที่ 3 ที่ใชทดสอบเลย จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา เชื้อ E. coli จํานวน 4 
และ 19 ไอโซเลทดังกลาวอาจจะด้ือยาในกลุม cephalosporins รุนที่ 3 ชนิดอ่ืนที่ไมไดอยูในการศึกษา
ครั้งน้ี เชน cefpodoxime ดังน้ันในการศึกษาครั้งตอไปในการตรวจหาการสรางเอนไซม ESBLs ดวยวิธี 
combination disk ควรจะเพ่ิมแผนยา cefpodoxime และ cefpodoxime/clavulanic acid เขามาใช
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ในการตรวจหาดวย และอาจจะใชวิธีอ่ืนรวมดวย เชน วิธี double disk เพ่ือใชตรวจหาการสรางเอนไซม 
ESBLs ในเชื้อ E. coli ที่ใหผลไมสอดคลองกับ initial screening test 

จากผลการตรวจหายีนที่เก่ียวของกับการสรางเอนไซม ESBLs (blaSHV, blaTEM และ) 
blaCTX-M พบวา ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin ตรวจพบยีน blaCTX-M มากที่สุด 
โดยเฉพาะ blaCTX-M-15 ซึ่งเปนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม CTX-M-15  โดยเอนไซมน้ีมีการรายงานพบ
ในเชื้อ E. coli sequence type (ST) 131 ซึ่งเปนสายพันธุที่มีการระบาดทั่วโลก (Rogers et al., 2011) 
ในประเทศไทยมีรายงานพบเอนไซม CTX-M-15 เชื้อในกลุม Enterobacteriaceae ที่แยกจากสิ่งสงตรวจ
ตางๆในโรงพยาบาลศรีนครินทร มหาวิทยาลัยขอนแกน (Chanawong et al., 2007)   

เอนไซม ESBLs ชนิด CTX-M สามารถจัดได 6 กลุมตามความเหมือนของลําดับกรดอะ
มิโน (amino acid sequence similarity) คือ CTX-M-1, -2, -8, -9, -25 and -45 lineages 
(Rossolini et al., 2008) ในการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบการสรางเอนไซม CTX-M-14 และ CTX-M-15 ใน
เชื้อ E. coli ซึ่งแยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin ซึ่ง CTX-M-14 จัดอยูใน CTX-
M-9 lineage และ CTX-M-15 จัดอยูใน CTX-M-1 lineage 

นอกจากนี้ยังตรวจพบเชื้อ E. coli ที่มียีนทีค่วบคุมการสรางเอนไซม ESBLs มากกวา 1 
ยีน คือยีน blaSHV-12 +

 blaTEM-20-like ในเชื้อซึ่งแยกจากกลุมผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin กอน
หนาน้ีการศึกษาของ Kiratisin et al (2008) พบวา 11.5% ของเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวย 
โรงพยาบาลศิริราชและโรงพยาบาลธรรมศาสตร มียีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs มากกวา 1 ยีน 
นอกจากน้ีในการศึกษาครั้งน้ีพบวา จํานวนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs ไมสัมพันธกับคา MIC 
ของยา ceftazidime กลาวคือไมไดทําให MIC ของยาสูงขึ้น 

จากการตรวจหาการสรางเอนไซม AmpC ดวยวิธี combination disk (phenotypic 
confirmatory test) พบวาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin มีเชื้อด้ือยา cefoxitin จํานวน 3 ไอ
โซเลท (initial screening test) สามารถสรางเอนไซม AmpC ไดจํานวน 1 ไอโซเลท และในผูปวยกลุมที่
ไดรับยา ciprofloxacin มีเชื้อด้ือยา cefoxitin จํานวน 8 ไอโซเลท (initial screening test) สามารถ
สรางเอนไซม AmpC ไดจํานวน 2 ไอโซเลท ซึ่งไอโซเลทที่ด้ือยา cefoxitin แตไมสามารถสรางเอนไซม 
AmpC ไดเหลานี้อาจเกิดจากการกลายพันธุบริเวณ promoter ของยีน ampC ซึ่งเม่ือตรวจหายีน 

ampC ในเชื้อ E. coli จํานวน 8 ไอโซเลท ที่ไมสามารถสรางเอนไซม AmpC ได แตด้ือยา cefoxitin 
พบวาทุกไอโซเลทมียีน ampC เชื้อ E. coli ทั่วไปจะสรางเอนไซม AmpC ในระดับตํ่าๆ เน่ืองจากมี 
weak promoter แตเมื่อถูกเหนี่ยวนําดวยยาในกลุม beta-lactams โดยเฉพาะยา cefoxitin (strong 
inducer) จะทําใหเกิดการแสดงออกของยีนได นอกจากน้ี promoter ที่มีการกลายพันธุจะสงผลใหเชื้อ 
E. coli สรางเอนไซม AmpC ในปริมาณมากได (overexpression) และนอยลงได (Polsfuss et al., 
2011) ดังนั้นการศึกษาการกลายพันธุของ promoter ดวยวิธีการ sequencing เพ่ือยืนยันจึงมีความ
จําเปน ในการศึกษาตอไปอาจจะใชการตรวจหาการสรางเอนไซม AmpC วิธีอื่น เชน วิธี AmpC disk 
test (Black et al., 2005) ควบคูกันไป นอกจากน้ีอาจจะมีกลไกอ่ืนที่ทําใหเชื้อด้ือตอยา cefoxitin ซึ่ง
ไมใชการสรางเอนไซม AmpC 

มักมีรายงานการพบเชื้อ E. coli ที่สามารถสรางทั้งเอนไซม ESBls และด้ือยาในกลุม 
fluoroquinolone (Pasom et al., 2013; Winissorn et al., 2013) ในการศึกษาครั้งน้ีพบเชื้อ E. coli 
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ที่ดื้อยา ciprofloxacin รวมกับการสรางเอนไซม ESBLs และ จํานวน 7.0% (7/100) ในผูปวยกลุมที่
ไมไดรับยา ciprofloxacin และจํานวน 12.1% (18/149) ในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ซึ่งในป 
ค.ศ. 2003 มีรายงานการตรวจพบเชื้อ E. coli ซึ่งแยกจากผูปวยในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ที่สราง
เอนไซม ESBLs และด้ือยา ciprofloxacin จํานวน 47.0% (Ingviya et al., 2003)  

การศึกษาด้ือยาในกลุม fluoroquinolone มีความสําคัญเนื่องจากยาในกลุม 
fluoroquinolone เชน ciprofloxacin เปนยาที่นิยมใชในการรักษาโรคติดเชื้อในโรงพยาบาล และยังมี
การใชยาในกลุมน้ีในผูปวยมะเร็งที่ไดรับเคมีบําบัดดวย Laoprasopwattana et al (2013) ไดรายงานวา
ยา ciprofloxacin สามารถลดการเกิดไขในผูปวยเด็กที่เปนโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวได ในประเทศไทยพบ
เชื้อ E. coli ที่ด้ือยากลุม fluoroquinolone จํานวน 38.3% ในแผนก ICU ของโรงพยาบาลสงขลา
นครินทร (Thongpiyapoom et al., 2004) ในการศึกษาครั้งน้ีพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin 
ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 24.0% (24/100) และ 67.8% (101/149) 
ตามลําดับ ซึ่งเชื้อ E. coli ที่แยกไดในผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปนเวลา 1 และ 2 สัปดาห (R2, 
R3) มีจํานวนเชื้อทีด่ื้อตอยา ciprofloxacin ที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อที่แยกได
กอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) แสดงวาการไดรับยา ciprofloxacin สามารถเหน่ียวนําใหเกิดการดื้อ
ยา ciprofloxacin ได 

การดื้อยากลุม fluoroquinolone เปนผลมาจากการกลายพันธุของยีน DNA gyrase 
และ topoisomerase IV นอกจากน้ียังมีรายงานวาเกิดจากการที่เชื้อไดรับยีน qnrA, qnrB, qnrS และ 
qepA ซึ่งเปนยีนที่พบบนพลาสมิด (Dalholf, 2012) โดยยีน qnr (qnrA, qnrB, qnrS) ผลิตโปรตีน Qnr 
มีหนาที่ปองกันเอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) และ topoisomerase IV จากการจับของยา
กลุม fluoroquinolone (Cattoir and Nordmann, 2009; Jacoby et al., 2009) และยีน qepA ผลิต
โปรตีน QepA ซึ่งเก่ียวของกับการขับยาออกนอกเซลล (efflux pump) เพ่ือลดระดับของยาภายในเซลล 
(Perichon et al., 2007; Fabrega et al., 2009)  ดังน้ันเชื้อที่ด้ือหรือไมไดด้ือตอยากลุม 
fluoroquinolone หากมียีนเหลานี้รวมอยูดวยก็จะสามารถทําใหเชื้ออยูในสภาวะที่มียาในกลุมน้ีได เชื้อ 
E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin มี 101 ไอโซเลท และ 
87 ไอโซเลท มีคา MIC ตอยา ciprofloxacin ≥ 32 µg/mL (E-test) การที่เชื้อ E. coli สวนใหญมีคา 
MIC ตอยา ciprofloxacin ที่สูงอาจเกิดจากการกลายพันธุในหลายตําแหนงของยีนที่ควบคุมการสราง
เอนไซม DNA gyrase และ topoisomerase IV ดังนั้นการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ควบคุมการ
สรางเอนไซมเหลาน้ีจึงมีความนาสนใจ 

นอกจากน้ีในการศึกษาครั้งน้ีพบวาเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin จํานวน 1 ไอโซเลท ซึ่งดื้อยา ciprofloxacin แตตรวจไมพบยีนทั้ง 4 ชนิด (qnrA, qnrB, 
qnrS และ qepA) ดังน้ันกลไกการดื้อยาในไอโซเลทนี้อาจเกิดจากการกลายพันธุของยีนเปาหมายบน
โครโมโซม (gyrA, gyrB, parC และ parE) จึงมีความนาสนใจที่จะศึกษาตอไปโดยการตรวจหายีนเหลาน้ี
ดวยเทคนิค PCR และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อดูตําแหนงการกลายพันธุ 

มีการรายงานพบเชื้อ E. coli ที่แยกจากปสสาวะของผูปวยโรงพยาบาลศรีนครินทร 
จังหวัดขอนแกน มียีนที่เก่ียวของกับการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone มากกวา 1 ยีน (Pasom et al., 
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2013) ในการศึกษาครั้งน้ีตรวจพบเชื้อ E. coli ที่มียีนที่เกี่ยวของกับการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone 
มากกวา 1 ยีน ซึ่งพบทั้งในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เน่ืองจากยีนเหลาน้ีอยูบน 
พลาสมิด จึงสามารถถายทอดยีนด้ือยาไปสูเชื้ออ่ืนๆได 

มักมีรายงานวาพบยีน qnr อยูรวมกับยีนอ่ืนๆบน sul1-type integron ยีน qnrA 
และ qnrB มักจะแทรกเขาสู integron ซึ่งเปนแหลงเก็บยีนด้ือยาตัวอ่ืนๆ นอกจากน้ียีน qnr มักพบใน
แบคทีเรียที่สามารถสรางเอนไซม ESBls ได (Guan et al., 2013)  

ในการศึกษาครั้งไดแสดงใหเห็นวายีน qnrA และยีน blaCTX-M อยูบนพลาสมิด แตการ
ที่จะบอกวายีนทั้ง 2 อยูบนพลาสมิดเดียวกัน จะตองทําการศึกษาตอไป นอกจากน้ียังพบเชื้อที่ไมด้ือยา 
ciprofloxacin แตมียีน qnr อยู แสดงใหเห็นวายีน qnr ซึ่งทําหนาที่ปองกันเอนไซม DNA gyrase และ 
topoisomerase IV จากการจับของยากลุม fluoroquinolone ไมไดเก่ียวของในการดื้อตอยา 
ciprofloxacin เพียงอยางเดียว ยีน qnr อาจจะทําหนาที่อ่ืนที่ไมใชการปองกันเอนไซมดังกลาว หรืออาจ
เกิดจากการไดรับพลาสมิดที่มียีน qnr เขามา 

จากการศึกษาความสัมพันธของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin โดยดูจากลายพิมพ DNA ของเชื้อโดยใชวิธี ERIC-PCR และ PFGE พบวา เชื้อที่แยกไดใน
ระยะ R1 ของผูปวย P019 และ P053 มีลายพิมพดีเอ็นเอตางจากเชื้อ ที่แยกไดในระยะ R2 และ R3 
เปนไปไดวาเชื้อที่แยกไดในระยะ R1 ของผูปวยทั้ง 2 คน ซึ่งไมดื้อยา ciprofloxacin หลังจากไดรับยา 
ciprofloxacin ทําใหเชื้อเหลาน้ีตาย สวนเชือ้ที่ด้ือยา ciprofloxacin จะเหลือรอดมาจนถึงระยะ R2 และ 
R3 ซึ่งผลการศึกษาดวยวิธี PFGE ไดแสดงใหเห็นวา ลายพิมพดีเอ็นเอในระยะ R2 และ R3 ของผูปวยทั้ง 
2 คน มีความเหมือนกัน 100% ซึ่งแสดงใหเห็นวาเปนเชื้อ clone เดียวกัน สําหรับเชื้อที่แยกไดจากผูปวย 
P072 ในระยะ R1, R2 และ R3 ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อมีความแตกตางกันมาก จึงสามารถบอกไดวา
เปนเชื้อตาง clone กัน 

การศึกษาครั้งน้ีเปนการรายงานครั้งแรกของอุบัติการณการด้ือยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. 
coli ที่แยกไดจากผูปวยเด็กมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ผลการศึกษาในครั้งน้ีเปนแนวทางสาํคญั
สําหรับแพทยตอการเลือกยาปฏิชีวนะในการรักษา นอกจากนี้ควรมีการศึกษาถึงแนวโนมของการด้ือยา
และกลไกในการดื้อยาตอไป 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. พบการด้ือยากลุม fluoroquinolone ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin 24.0% (24/100) และในเชื้อที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 
67.8% (101/149) 

 
2. การไดรับยา ciprofloxacin สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการดื้อยา ciprofloxacin ได 

 
3. พบการสรางเอนไซม ESBLs ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin 

15.0% (15/100)  และในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 13.4% 
(20/149) 

 
4. การไดรับยา ciprofloxacin ไมสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง ESBLs ได 

 
5. พบการสรางเอนไซม ESBLs ชนิด CTX-M-15 มากที่สุดในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยทั้ง 2 กลุม 

 
6. พบเชื้อ E. coli ที่มีการสรางเอนไซม class A non-ESBLs beta-lactamases ซึ่งมีจํานวนที่

แตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ในระยะ R1, R2 
และ R3 

 
7. พบเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม AmpC ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin 1.0% (1/100)  

และในผูปวยกลุมทีไ่ดรับยา ciprofloxacin 1.3% (2/149) 
 

8. จากการศึกษาความไวของยาปฏิชีวนะพบอุบัติการณของ multidrug resistant E. coli ที่แยกจาก
ผูปวยที่ไมไดรับยา ciprofloxacin 6.0% (6/100) และจากผูปวยที่ไดรับยา ciprofloxacin 2.0% 
(3/149) 

 
9. พบเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin รวมกับการสรางเอนไซม ESBLs ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 7% (7/100) และในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 12.1% (18/149)  
 

10. พบยีน qnrA และยีน blaCTX-M บนพลาสมิดของเชื้อ E. coli 
 

11. จากตัวอยางเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบวาเชื้อที่ ด้ือยา 
ciprofloxacin และ สรางเอนไซม ESBLs ซึ่งอยูในระยะ R2 และ R3 เปนเชื้อ clone เดียวกัน 

 
12. ในการการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอแสดงใหเห็นวาวิธี PFGE มีประสิทธิภาพสูงกวาวิธี ERIC-PCR 
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Abstract 

The incidence of the Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing and 

fluoroquinolone resistant Escherichia coli has been reported in many hospitals worldwide. 

However, this information in Thailand is still unclear especially in immunocompromised hosts 

with neutropenia. In this study, 100 E. coli isolates obtained from pediatric patients with 

leukemia and lymphoma from Songklanagarind Hospital were investigated. Using combination 

disk technique, 15 isolates of E. coli produced class A beta-lactamases (ESBLs) and 1 isolate 

produced both class A (ESBLs) and class C (AmpC) beta-lactamases. blaCTX-M, blaTEM and 

blaSHV
 
 were identified in 11, 1 and 1 isolates respectively whereas the combination of blaTEM and 

blaSHV
 
 was detected in 2 isolates. The most ESBL genes identified were blaCTX-M-15.  Most of the 

isolates (24 isolates) were resistant to ciprofloxacin. Six, 14 and 4 of those isolates harbored 1, 2 

and 3 plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes respectively. qnrA and qnrS were co-

present mostly in fluoroquinolone resistant E. coli. Of the interest, 7 of 15 (46.7%) ESBL 

producers were also resistant to ciprofloxacin.  

Keywords: Escherichia coli, ESBLs, pediatric patients, leukemia, lymphoma, ciprofloxacin  
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Introduction 

Antibiotic resistance has become a significant problem worldwide due to inappropriate 

uses of antimicrobial treatment in clinical and agriculture. In addition, it has been used for 

prophylaxis especially in some immunocompromised hosts such as cancer patients [1] leading to 

increased multidrug resistant bacteria, prolonged hospitalization, costly medication and failure 

treatment. Among antibiotic resistant organisms, E. coli is one of the most causative agents 

detected in neutropenia patients receiving chemotherapy [2]. Multidrug resistant E. coli was 

detected especially with extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) [3]. In Malaysia, 

investigation of febrile neutropenia patients after chemotherapy revealed that 11.1 % of E. coli 

and Klebsiella spp. isolated from blood culture were ESBL producers [1]. Most ESBL-producing 

bacteria have been reported with the resistance to broad-spectrum antibiotics including 

penicillins, narrow- and extended-spectrum cephalosporins and monobactam [4]. These bacteria 

generally acquire plasmids containing genes encoding for ESBL enzymes. ESBLs can be 

categorized into 3 major groups, SHV, TEM and CTX-M encoded by blaSHV, blaTEM and blaCTX-

M respectively. To date, more than hundred ESBLs have been reported (URL: 

http://www.lahey.org/studies/). The CTX-M has been predominant ESBLs especially CTX-M-15 

[5].  

ESBLs are widely detected among Enterobacteriaceae. ESBL-producing E. coli was a 

major cause of infections in cancer patients [6]. Specimens from intra-abdominal infections 

obtained from Asia/Pacific, Latin America, North America, Europe and Africa/Middle East were 

investigated for ESBL-producing E. coli. Thirty-four point nine percent, 21.6%, 4.8%, 8% and 

12.1% of ESBL-producing E. coli have been detected respectively [7]. In addition, out of 34.9% 

of ESBL-producing E. coli in Asia/Pacific, ESBL-positive E. coli was highly detected in India 

(79%) followed by China (55%) and Thailand (50.8%) [8]. Moreover, the report from Siriraj 
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Hospital, Bangkok, Thailand showed that 37 out of 120 clinical isolates (31%) were confirmed as 

ESBL producers [9]. 

E. coli resisting to fluoroquinolone has been reported due to the intensive uses of this 

antibiotic in medical treatments [10]. In the United States, 55% of ST131 E. coli from patients 

hospitalized in many US medical centers were resistant to both fluoroquinolone and 

trimethoprim-sulfamethoxazole [11]. Investigation of 148 E. coli with low susceptibility to 

ciprofloxacin obtained from 8 European countries revealed that 122 (82.4%) of those isolates 

were resistant to two or more additional antibiotics [12]. In Asia, the study program surveillance 

from Indonesia to investigate antibiotic resistance in E. coli isolated from patients and healthy 

household members revealed that the prevalence of fluoroquinolone resistance was 8% [13]. In 

Thailand, information of fluroquinolone resistant E. coli is still limited, although ciprofloxacin 

resistant E. coli has been demonstrated in some samples obtained from human and animals [14-

16]. Therefore, the aims of this study were to determine incidence of ESBL-producing E. coli and 

fluoroquinolone resistant E. coli isolated from pediatric patients with cancer in Songklanagarind 

Hospital. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 

5 

 

Materials and methods 

Patients and bacterial isolation  

A total of 100 E. coli isolates were obtained from rectal swabs from 42 pediatric patients 

aged 3 months - 18 years old with leukemia and lymphoma who were hospitalized at 

Songklanagarind Hospital located in Songkhla province, southern Thailand during April 2007 - 

March 2009. The patients received either the induction or consolidation phase of chemotherapy. 

Patients with signs of fever or infections were excluded from the study. The isolates were 

identified as E. coli by biochemical tests. The study was approved by the Ethics Committee of the 

faculty of medicine, Prince of Songkla University, where the hospital is associated. 

Antimicrobial susceptibility investigation 

Antimicrobial susceptibility of all isolates to ciprofloxacin (CIP), cefoxitin (FOX), 

sulperazone (SUL; cefoperazone+sulbactam), imipenem (IMI), meropenem (MEM), amikacin 

(AMK), gentamicin (GEN) (BBL, USA) ceftazidime (CAZ) and cefotaxime (CTX) (Oxoid, UK) 

was evaluated using disk diffusion method on Muller-Hinton agar according to the clinical and 

laboratory standards institute criteria [17]. Minimal inhibitory concentrations (MICs) of 

ciprofloxacin and ceftazidime were determined by E-test (AB Biodisk, Sweden). E. coli ATCC 

25922 was used as a reference strain. 

All isolates were investigated for ESBL production by the combination disk method. 

Isolates which showed the difference of inhibition zone ≥ 5 mm between ceftazidime and 

cefotaxime with/without clavulanic acid were considered as ESBL producers [17]. Ability to 

produce AmpC was detected by the cefoxitin-cloxacillin disk diffusion test. The isolates that 
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exhibited the difference of inhibition zone ≥ 4 mm between cefoxitin with/without cloxacillin 

were considered as AmpC producers [18]. 

Antibiotic resistance genotyping 

In order to analyze antibiotic resistance genotypes, crude DNA extract was obtained by 

boiling method. Briefly, one colony of isolates was suspended in 100 µl of deionized water and 

boiled at 100°C for 10 min. Then 2 µl of the suspension were used as DNA template for PCR.  

To classify ESBL genes, multiplex PCR was performed using blaSHV
 
, blaTEM and blaCTX-

M primers [19] and PCR targeted to ampC (class C beta-lactamases detection) was established 

[20]. Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes (qnrA, qnrB, qnrS and qepA) were 

determined by PCR technique [21-22]. The PCR products were analyzed by gel electrophoresis 

followed by staining with ethidium bromide. 

Confirmation of resistance genes was performed by DNA sequencing. Nucleotide 

sequences were analyzed using the BLAST online service (URL: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). 
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Results 

Antimicrobial susceptibility test 

All 9 antibiotics used in this study were categorized into 6 groups including 

fluoroquinolone (ciprofloxacin), extended-spectrum cephalosporins (ceftazidime and 

cefotaxime), cephamycins (cefoxitin), carbapenems (imipenem and meropenem), beta-lactam 

plus beta-lactamase inhibitors (sulperazone) and aminoglycosides (amikacin and gentamicin) 

[23]. Fluoroquinolone and 3
rd

 generation cephalosporins are common antibiotics used to treat E. 

coli. Using disk diffusion assay, 66 isolates of E. coli were susceptible to all antibiotics and 34 

isolates were resistant to at least one antibiotic group. Nine antibiotic resistance patterns were 

demonstrated (Table 1). Most of the isolates (15 isolates) were in the pattern 1 (ciprofloxacin 

resistance), whereas 1 and 5 isolates were classified as ceftazidime and gentamicin resistance 

respectively (pattern 2 and 3). Two to five antibiotic resistances were detected in the pattern 4 to 

9. According to these antibiogram patterns, pattern 8 was composed of 3 antibiotic resistance 

groups including fluoroquinolone (CIP), extended-spectrum cephalosporins (CAZ/ CTX) and 

aminoglycosides (GEN/ AMK) whereas 4 antibiotic resistance groups including fluoroquinolone 

(CIP), extended-spectrum cephalosporins (CAZ/ CTX), cephamycins (FOX) and beta-lactam 

plus beta-lactamase inhibitors (SUL) were organized in the pattern 9. Thus, 6 isolates of E. coli in 

those patterns were classified as multidrug resistant strains. It is of interest that all E. coli isolates 

were still susceptible to imipenem and meropenem.  

It has been demonstrated that most of bacterial resistance to 3
rd

 generation cephalosporins 

(ceftazidime or cefotaxime) associated with ESBL-producing bacteria [4]. Thus, in this work, 11 

isolates of E. coli may be the ESBL producers (Table 1). 

In the current study, MIC ranges for ciprofloxacin and ceftazidime were 0.004 to >32 

µg/mL and 0.032 to >256 µg/mL respectively. MICs50 and MICs90 of ciprofloxacin and 
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ceftazidime were investigated in all E. coli isolates. MICs50 of ciprofloxacin and ceftazidime 

were 0.016 µg/mL and 0.125 µg/mL respectively whereas MICs90 of ciproflaxaic and ceftazidime 

were >32 µg/mL and 32 µg/mL respectively. 

Determination of beta-lactamase-producing E. coli  

Combination disk technique was performed to investigate beta-lactamases production in 

all 100 E. coli isolates. The result indicated that 60 isolates were able to produce beta-lactamases 

(Table 2). These included 11 E. coli isolates that resisted to ceftazidime or ceftazidime and 

cefotaxime (data not shown). Only 2 classes of beta-lactamases were identified, class A and class 

C. The enzymes from 45 and 15 isolates were classified in the class A non-ESBL and ESBL beta-

lactamases respectively. One isolate produced not only ESBLs but also the class C beta-

lactamases (AmpC positive) (Table 2). This isolate resisted ceftazidime, cefotaxime and 

cefoxitin. 

Confirmation of beta-lactamases genes 

Using PCR to confirm the presence of ESBL genes, all 45 non-ESBL producing beta-

lactamase- isolates were positive for blaTEM gene, producing TEM-type beta-lactamase. One, 1 

and 11 ESBL-producing isolates carried blaTEM, blaSHV and blaCTX-M genes respectively. Thus 

these isolates produced TEM, SHV and CTX-M-type ESBLs respectively (Table 3). Two isolates 

were positive for both blaTEM and blaSHV producing both TEM and SHV-types ESBLs. 

Confirmation of class C beta-lactamase revealed that 1 isolate was positive for ampC. 

Interestingly, 2 cefoxitin resistant isolates (Table 1-pattern 9) were negative for AmpC detection 

but they were positive for ampC gene. 

In this study, all positive amplicons in ESBL genes were sequenced for subtype 

determination (Table 3). Nucleotide sequences analysis demonstrated that blaCTX-M-15 was mostly 
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detected (7 isolates), followed by blaCTX-M-14 (4 isolates), blaTEM-20-like (1 isolate) and blaSHV-12 (1 

isolate) respectively. Combination of blaTEM-20-like and blaSHV-12 was identified in 2 isolates.  

Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes  

All 24 E. coli isolates that were resistant to ciprofloxacin were determined for plasmid-

mediated fluoroquinolone resistance genes including qnrA, qnrB, qnrS and qepA. Six, 14 and 4 

isolates harbored 1, 2 and 3 resistance genes respectively (Table 4). The qnrA and qnrS genes 

were detected in 20 of 24 isolates (83.3%) whereas qepA were detected in 6 isolates. 

Combination of two drug resistance genes, qnrA + qnrS and qnrA + qepA, were observed in 12 

and 2 isolates respectively. Four E. coli isolates harbored 3 different genes including qnrA + qnrS 

+ qepA (Table 4). qnrB gene was not detected in all ciprofloxacin resistant E. coli.  
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Discussion 

Antibiotics have been used intensively as therapeutic and prophylaxis agents leading to 

development of multidrug resistant bacteria. Beta-lactams and fluoroquinolone have played 

prominent therapeutic roles in Gram negative bacterial infection and most of clinical bacterial 

isolates are resistant to these agents. National Antimicrobial Resistant Surveillance Thailand 

(NARST) reported the increase of ciprofloxacin resistance in E. coli isolated from catheterized 

urine samples from 45.1% to 51% during 2000 and 2005 [16]. In the present study, investigation 

of antibiotic resistance in E. coli was performed in pediatric patients with neutropenia. These 

immunocompromised patients were susceptible to this commensal bacterium. In addition, 

multidrug resistant E. coli has been demonstrated mostly in immunocompromise hosts [24]. 

In this work, ciprofloxacin was antibiotic that most of the E. coli isolates (24%) exhibited 

resistance and amikacin was the lowest drug resistance detection (1%). None of the isolates 

resisted to imipenem and meropenem. Hence, these antibiotics can be used in the treatment of 

ESBL-producing E. coli. 

In the present study, 15 E. coli isolates were positive for ESBL genes. One isolate was 

resistant to ceftazidime whereas 10 isolate were resistant to both ceftazidime and cefotaxime 

(Table 1). The remaining 4 isolates were susceptible to ceftazidime and cefotaxime but they were 

classified as ESBL-producing E. coli by the combination disc method. In addition, these 4 

isolates harbored ESBL genes. Association of these isolates with other 3
rd

 generation 

cephalosporins such as cefpodoxime was not detected in this work. Eleven, 2, 1 and 1 ESBL-

producing isolates carried blaCTX-M, blaTEM + blaSHV, blaTEM and blaSHV genes respectively. CTX-

M enzymes encoded by blaCTX-M have become the predominant ESBLs worldwide [25]. In 

Thailand, 89% of 82 CTX-M ESBL-producing Enterobacteriaceae isolates from stool specimens 

of healthy volunteers in a rural area of Kanchanaburi, Thailand were E. coli [26]. CTX-M-9, 
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CTX-M-14 and CTX-M-15-producing Enterobacteriaceae isolates were first reported in Thailand 

from various clinical specimens in Srinagarind Hospital, Khon Kaen University [27]. CTX-M 

enzymes can be divided into 6 lineages based on amino acid sequences including CTX-M-1, -2, -

8, -9, -25 and -45 lineages [28]. We found that 7 and 4 isolates produced CTX-M-15 and CTX-

M-14 respectively which were classified into CTX-M-1 and CTX-M-9 lineages respectively. 

Combinations of two or more ESBL genes have been reported in many E. coli isolates from 

Siriraj Hospital and Thammasart Hospital, Thailand [29]. We detected 2 isolates with 

combination of ESBL genes (blaTEM-20-like +
 
blaSHV-12). However, the combination of those 

ESBL genes did not correlate to the MICs reported in this study (data not shown). 

In this work 7 of 15 (46.7%) ESBL-producing E. coli resisted to ciprofloxacin which 

correlated to the study in 2003 that 47% of ESBL-producing E. coli isolates obtained from 

patients in Songklanagarind Hospital were resistant to ciprofloxacin [30]. Two cefoxitin resistant 

isolates (Table 1-pattern 9) could not produce AmpC enzyme, although they possessed ampC 

gene. An ampC promoter has been reported to be important for ampC expression. Mutation in 

this promoter decreases AmpC production and causes antibiotic susceptibility [31]. Thus, 

analysis of the promoter from those 2 isolates will clarify this.  

Fluoroquinolone resistant bacteria have been demonstrated in many hospitals. Incidence 

of fluoroquinolone resistance in E. coli obtained from ICU of Songklanagarind Hospital in 

Thailand was 38.3% [15]. Mechanisms of fluoroquinolone resistance are resulted from mutations 

of target genes including gyrA, gyrB, parC and parE which located on bacterial chromosome. 

However, plasmid-associated genes such as qnrA, qnrB, qnrS and qepA have been also 

demonstrated to associate with fluoroquinolone resistance [32]. In this work, incidence of 

fluoroquinolone resistance was detected in 24% of E. coli isolates and all those isolates were 

associated with plasmid-mediated genes (Table 4). Combinations of more than one resistance 
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genes were detected in 18 of 24 isolates (75%) (Table 4). In Jamaica, combination of qnrA, qnrB 

and qnrS was detected in 2% of bacteria belonging to Enterobacteriaceae [33]. In our study, the 

quantity of plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes was not associated with the MICs 

of ciprofloxacin.   

In the present study, 6 isolates were classified as multidrug resistant E. coli (Table 1). 

Four isolates were resistant to fluoroquinolone, extended-spectrum cephalosporins and 

aminoglycosides. This antibiotic resistance pattern was similar to the report of Tsukamoto et al. 

[34]. The remaining 2 isolates were resistant to four antibiotic groups including fluoroquinolone, 

extended-spectrum cephalosporins, cephamycins and beta-lactam plus beta-lactamase inhibitors. 

This is the first time to report this four-combination antibiotic resistance in Thailand. Thus, for 

public health concern, further investigation on the sources of those 2 isolates is urgently needed 

to control the spread of these resistant bacteria. 

In conclusion, this is the first report on the incidence of multidrug resistant E. coli isolated 

from pediatric patients in a Songklanagarind Hospital. The obtained results will be useful to 

conduct an effective therapy for those immunocompromised patients. In addition, further 

investigation on new drugs replacing those resistant antibiotics should be established. 
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Table 1 Antibiogram patterns of E. coli isolates 

Pattern Antibiogram patterns 
No. of E. coli isolate  

(n = 100) 

1 CIP 15 

2 CAZ 1 

3 GEN 5 

4 CAZ+CTX 2 

5 CIP+GEN 3 

6 CAZ+CTX+FOX 1 

7 CAZ+CTX+AMK+GEN 1 

8 CIP+CAZ+CTX+GEN 4 

9 CIP+CAZ+CTX+FOX+SUL 2 

CIP = ciprofloxacin, CAZ = ceftazidime, CTX = cefotaxime, FOX = cefoxitin, 

SUL = sulperazone, AMK = amikacin, GEN =gentamicin 
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Table 2 Phenotypes of beta-lactamase-producing E. coli 

Beta-lactamases 
No. of E. coli 

 (n = 100) 

Class A 
non-ESBLs 45 

ESBLs 15 

Class C AmpC 1
a
 

a
 = E. coli co-produces AmpC and ESBLs 
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Table 3 Genotypes of ESBLs detected in E. coli 

Beta-lactamase phenotypes 

(no. of isolates) 

Beta-lactamase genotypes (no. of isolates) 

gene subtype 

ESBLs (15) 

blaTEM (1) blaTEM-20-like (1) 

blaSHV (1) blaSHV-12 (1) 

blaTEM + blaSHV (2) blaTEM-20-like + blaSHV-12 (2) 

blaCTX-M (11) 
blaCTX-M-14 (4) 

blaCTX-M-15 (7) 

AmpC (1
a
) ampC (1) - 

a
 = E. coli co-produces AmpC and ESBLs 
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Table 4 Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes detected in ciprofloxacin resistant E. 

coli 

No. of detected genes  
No. of E. coli isolates 

(n = 24) (%) 

1. 1 gene  

 qnrA 

 qnrS 

 

2 (8.3) 

 4 (16.7) 

2. 2 genes  

 qnrA + qnrS 

 qnrA + qepA 

 

12 (50.0) 

2 (8.3) 

3. 3 genes  

 qnrA + qnrS + qepA 

 

4 (16.7) 

 
 


