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บทคัดยอ 

 
มีการรายงานพบ Escherichia coli ที่สรางเอนไซม extended-spectrum beta-

lactamases (ESBLs) และด้ือยาในกลุม fluoroquinolone ในโรงพยาบาลหลายแหงทั่วโลก อยางไร
ก็ตามในประเทศไทยขอมูลเหลาน้ียังจํากัด โดยเฉพาะอยางย่ิงในผูปวยภูมิคุมกันตํ่าที่มีภาวะเม็ดเลือด
ขาวตํ่า การศึกษาครั้ง น้ีไดศึกษาในผูปวยเด็กมะเร็ง เม็ดเลือดขาวและมะเร็งตอมนํ้าเหลือง 
(lymphoma) จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร โดยผูปวยจะถูกแบงออกเปน 2 กลุมคือกลุมที่ไมไดรับ
ยาและกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ซึ่งแยกเช้ือ E. coli ได 100 และ 149 ไอโซเลท ตามลําดับ 
การศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะแสดงใหเห็นวาเช้ือ E. coli ด้ือยาในกลุม fluoroquinolone (ด้ือยา 
ciprofloxacin) พบมากที่สุดทั้งในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin ผลการศึกษายัง
แสดงใหเห็นวาการไดรับยา ciprofloxacin สามารถเหน่ียวนําใหเกิดการด้ือตอยา ciprofloxacin ได
อยางมีนัยสําคัญ ในการศึกษาการสราง class A beta-lactamases (ESBLs) และ class C beta-
lactamases (AmpC) พบวา E. coli 15.0% และ 1.0% ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin สามารถสรางเอนไซม ESBLs และ AmpC ไดตามลําดับ และ E. coli 13.4% และ 
1.3% ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin สรางเอนไซม ESBLs และ AmpC ตามลําดับ 
นอกจากน้ันผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการไดรับยา ciprofloxacin ไมไดเหน่ียวนําใหเกิดการสราง
เอนไซม ESBLs ผลการตรวจหายีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs ในเช้ือที่แยกไดจากผูปวยทั้งสอง
กลุม แสดงใหเห็นวาพบยีน blaCTX-M มากที่สุด โดยเฉพาะ blaCTX-M-15 ผลการศึกษายีนบนพลาสมิดที่
ทําใหด้ือตอยาในกลุม fluoroquinolone ไดแกยีน qnrA, qnrB, qnrS และ qepA แสดงใหเห็นวา
พบรูปแบบ qnrA + qnrS มากที่สุด การศึกษาตําแหนงของยีน qnrA และ ยีน blaCTX-M พบวาทั้ง 2 
ยีนอยูบนพลาสมิดซึ่งสามารถถายทอดไปสูเช้ืออื่นๆ และจากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) และ pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE) พบวาเทคนิค PFGE มีประสิทธิภาพสูงกวาวิธี ERIC-PCR เน่ืองจากลาย
พิมพดีเอ็นเอที่ไดจากการศึกษาดวยเทคนิค PFGE สามารถบอกไดวาเช้ือที่แยกไดจากผูปวยเปน 
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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สัญลักษณและยอ 
 

ค.ศ.     =  คริสตศักราช 
%     =  Percentage 
°C     =  Degree Celsius 
µg     =  Microgram 
ml     =  Milliliter 
µl     =  Microliter 
µm     =  Micrometer 
µM     =  Micromolar 
E. coli    =  Escherichia  coli 
CFU/g    =  Colony forming unit per gram 
ESC     =  Extended-spectrum cephalosporins 
ESBLs    =  Extended-spectrum beta-lactamases 
PCR     =  Polymerase chain reaction 

SHV     =  Sulfhydryl variable  
CTX-M    =  Cefotaximase 
TEM     =  Temoniera (patient’s name) 
MIC     =  Minimum inhibitory concentration 
Min     =  Minute 
Sec     =  Second 
ATCC    =  American type culture Collection 
ERIC-PCR   =  Enterobacterial repetitive intergenic  
       consensus PCR  
PFGE    =  Pulsed-field gel electrophoresis  
ST     =  Sequence type 
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  Escherichia coli จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร 
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บทนาํ 
 
 

ความสาํคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 
 

การดื้อยาปฏิชีวนะจัดเปนปญหาสําคัญทั่วโลก ซึ่งเกิดจากการใชยาปฏิชีวนะที่ไม
เหมาะสมทั้งทางการแพทยและทางการเกษตร (Danishta et al., 2010) นอกจากน้ีแลวยังถูกใชในการ
ปองกันการติดเชื้อ (prophylaxis) โดยเฉพาะผูปวยที่มีภูมิคุมกันตํ่า เชน ผูปวยมะเร็ง เพราะผูปวยเหลาน้ี
จะติดเชื้อไดงายกวาผูปวยปกติ จากสาเหตุนี้จึงทําใหเกิดการเพ่ิมขึ้นของเชื้อดื้อยาหลายชนิด (multidrug 
resistant bacteria) และยังทําใหตองพักรักษาตัวในโรงพยาบาลเปนเวลานาน รวมถึงคาใชจายของยาที่
สูง และยังทําใหการรักษาลมเหลวได ในเชื้อด้ือยาปฏิชีวนะเหลาน้ี E. coli เปนเชื้อสําคัญเชื้อหน่ึงที่ทําให
เกิดการติดเชื้อในผูปวยมะเร็งที่ไดรับเคมีบําบัด (Vigil et al., 2010) E. coli ที่ด้ือยาหลายชนิด 
(multidrug resistant E. coli) สวนใหญจะสรางเอนไซม ESBLs (Levy and Marshall, 2004) จาก
การศึกษาในประเทศมาเลเซียพบวา 11.1% ของเชื้อ E. coli ที่แยกจากตัวอยางเลือดของผูปวยที่มีภาวะ
เม็ดเลือดขาวตํ่าและมีไขหลังจากไดรับเคมีบําบัดสามารถสรางเอนไซม ESBLs ได (Baskaran et al., 
2007) เชื้อสวนใหญที่สรางเอนไซม ESBLs จะด้ือยาในกลุม cephalosporins รุนที่ 3 เน่ืองจากเอนไซม
สามารถทําลายยาในกลุมน้ีได (Drawz and Bonomo, 2010) การดื้อยาในกลุมน้ีเกิดจากการที่เชื้อ
ไดรับพลาสมิดที่มียีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs (Kumarasamy et al., 2010) เอนไซม ESBLs 
สามารถแบงออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก SHV, TEM และ CTX-M ซึ่งถูกควบคุมการสรางโดยยีน blaSHV, 

 

blaTEM และ blaCTX-M ตามลําดับ ในปจจุบันน้ีไดมีการรายงานพบเอนไซม ESBLs มากกวา 100 
subtypes (http://www.lahey.org/studies/, accessed July 16, 2015) ซึ่งเอนไซม ESBLs ชนิด 
CTX-M โดยเฉพาะ CTX-M-15 มีการรายงานวาพบบอยที่สุด (Rogers et al., 2011)  

จากการศึกษาการสรางเอนไซม ESBLs ในเชื้อ Enterobacteriaceae ทั่วโลกพบวา
ประเทศเนเธอรแลนด พบ Enterobacteriaceae ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 30.5% ในกลุม
นักทองเที่ยว (Paltansing et al., 2013) นอกจากน้ีมีการรายงานวา เชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs 
เปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในผูปวยมะเร็ง (Bucaneve et al., 2005; Freifeld et al., 2011) 
ในเอเชียมีการรายงานการพบเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs ที่สูง ไดแกในประเทศอินเดีย (79.0%), 
จีน (55.0%) และไทย (50.8%) ซึ่งเชื้อเหลาน้ีแยกจากผูปวยที่มีการติดเชื้อในชองทอง (Hawser et al., 
2009) สําหรับประเทศไทยพบวา 31.0% ของเชื้อ E. coli ซึ่งแยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาลศิริราช 
สามารถสรางเอนไซม ESBLs ได (Pongpech et al., 2008) นอกจากน้ีในโรงพยาบาลศรีนครินทรพบ
อุบัติการณของเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 29.0% ในผูปวยที่มีภาวะติดเชื้อในกระแส
เลือด (Anunnatsiri et al., 2012)  

ยาในกลุม fluoroquinolone ไดแก ciprofloxacin เปนยาตัวหน่ึงที่มีการใชกันอยาง
แพรหลาย ในโรงพยาบาลสงขลานครินทรมีการใชยา ciprofloxacin เพ่ือปองกันการเกิดไขในผูปวยเด็กที่
เปนมะเร็ง (Laoprasopwattana et al., 2013) ซึ่งการเพ่ิมขึ้นของการใชยาในกลุมนี้อาจกอใหเกิดการ
ด้ือยาตามมา โดยทั่วไปกลไกการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone เกิดจากการกลายพันธุของยีนทีค่วบคมุ
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การสรางเอนไซม DNA gyrase และ topoisomerase IV นอกจากนี้ยังมีรายงานวาเกิดจากการที่เชื้อ
ไดรับยีน qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-Ib และ qepA ซึ่งเปนยีนที่พบบนพลาสมิดของเชื้อที่ด้ือยา 
(Dalhoff, 2012) โดยทั่วไปเชื้อ E. coli มักดื้อยาในกลุม fluoroquinolone คอนขางสูง ในอเมริกาพบวา 
55.0% ของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยที่พักรักษาตัวในศูนยแพทยตางๆของสหรัฐอเมริกา (US 
medical centers) ด้ือยา fluoroquinolone และ trimethoprim-sulfamethoxazole (Johnson et 
al., 2010)  นอกจากน้ีพบเชื้อ E. coli  ที่ด้ือยา ciprofloxacin สูงถึง 98.0% ในผูปวยที่ติดเชื้อในระบบ
ทางเดินปสสาวะใน 8 ประเทศของยุโรป (Cagnacci et al., 2008) ในเอเชีย พบวา 41.0% ของเชื้อ E. 
coli ซึ่งแยกจากผูปวยที่ ติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะในประเทศอินเดียดื้อยา ciprofloxacin 
(Kuntaman et al., 2005) สําหรับในประเทศไทยขอมูลเกี่ยวกับ เชื้อ E. coli ที่ดื้อยาในกลุม 
fluoroquinolone มีคอนขางจํากัด ถึงแมวาจะมีรายงานการพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin ใน
คนและสัตว (Hanson et al., 2003; Thongpiyapoom et al., 2004; Polwichai et al., 2009)  

ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาลักษณะการด้ือยาปฏิชีวนะในเชื้อ 
E. coli ที่แยกไดจากเด็กที่เปนมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลานครินทร 
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ทฤษฎีและหลักการ 
 
1. Escherichia coli 

E. coli เปนแบคทีเรียประจําถิ่น (normal flora) ที่พบไดบอยอยูในลําไสคนและ
สัตวเลือดอุน พบเปนจํานวนมากในอุจจาระประมาณ 106-109 CFU/g  เชื้อ E. coli สวนใหญจะไมกอโรค
ในคน แตก็มีเชื้อ E. coli บางสายพันธุที่กอใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารและระบบอ่ืนของรางกายได
ทั้งในคนและสัตว โดยสวนใหญพบวามีการปนเปอนของเชื้อลงในอาหารและน้ําด่ืม 

 
1.1 ลักษณะรปูรางและสรรีวิทยา 

เปนแบคทีเรียกรัมลบ รูปแทง จัดอยูใน Family Enterobacteriaceae มีขนาด 1.1-
1.5 x 2.0-6.0 µm จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวๆหรือเซลลคู สามารถเจริญไดทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและ
ไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) เคลื่อนที่โดย peritrichous flagella ไมสรางสปอร สามารถ
เจริญไดในชวงอุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญ คือ 35-37 องศา
เซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิของสัตวเลือดอุน คาความเปนกรดดางที่สามารถเจริญไดอยูที่ 7-7.5 คาปริมาณ
นํ้าอิสระ (water activity) เทากับ 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 
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1.3  คุณสมบัติของแอนติเจน 
  แอนติเจนของ E. coli มีอยูหลายชนิด คือ 
  1.3.1  Somatic antigen (O-antigen) เปนสารประกอบ lipopolysaccharide พบอยู

ในชั้นของผนังเซลล มีคุณสมบัติทนความรอนถึง 121 องศาเซลเซียส ทนกรดออนและแอลกอฮอล  
  1.3.2 Capsule antigen (K-antigen) เปนสารประกอบ polysaccharide มักพบ

หอหุมเซลล เชน capsule, fimbria ที่หุมตัวแบคทีเรียและคลุม O-antigen ทําใหเชื้อไมสามารถเกาะ
กลุมกันในแอนติซีรัม O ได ยกเวนการทําลาย K-antigen เสียกอนโดยการตมที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 
2.5 ชั่วโมง หรือที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง  

 1.3.3  Flagella antigen (H-antigen) เปนสวนของ flagella ประกอบดวยโปรตีนที่
เรียกวา flagellin ถูกทําลายที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส สายพันธุที่ไมเคลื่อนไหว จะไมพบ H-
antigen  

 Antigen O, K และ H มีคุณสมบัติทางกายภาพและภูมิคุมกันวิทยาที่แตกตางกัน 
ดังน้ันในการจําแนก และการแยก serotype ของเชื้อจะขึ้นอยูกับชนิดของแอนติเจนเหลาน้ี เชน E. coli 
O157:H7, O6:K15:H16, O142:H6, O29:H7/30/32 และ O128:H7/12/21 เปนตน 

 
1.4  คุณสมบัติดานชีวเคมี 

E. coli มีคุณสมบัติทางชีวเคมีที่หลากหลาย ดังน้ันจึงนิยมใชคุณสมบัติน้ีเปนหลักใน
การจําแนกเชื้อ E. coli ออกจากเชื้อตัวอื่นๆในวงศ Enterobacteriaceae ซึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมใช
ไดแก MacConkey agar (MCA) ลักษณะโคโลนีของ E. coli บน MacConkey agar (MCA) ซึ่งเปน 
differential medium มีสีชมพู (lactose fermenter) และเม่ือเพาะเลี้ยงบน Eosin methylene blue 
agar (EMB) ซึ่งเปน selective medium จะใหโคโลนีสีดํามีลักษณะสะทอนแสงแวววาวที่เรียกวา 
metallic sheen ผลการทดสอบ IMViC test เปน + + - - หรือ  - + - - ซึ่งแตกตางจาก Enterobacter 
sp. และ Klebsiella sp. ซึ่งใหผลเปน - - + + สําหรับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการจําแนกเชื้อในวงศ 
Enterobacteriaceae เบื้องตนน้ันนิยมใชคุณสมบัติการหมักน้ําตาลที่แตกตางกันของเชื้อโดยเฉพาะอยาง
ย่ิงนํ้าตาล lactose นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาเชื้อ E. coli ไดดวยวิธีทางโมเลกุล ซึ่งใชไพรเมอรที่
จําเพาะเขาไปจบัดีเอ็นเอตนแบบ (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- = ไมเกิด gas 
       A/A = acid slant / acid butt 

1.5  E. coli สายพันธุกอโรค 
 มีสายพันธุที่ทาํใหเกิดโรคอุจจาระรวง จาํแนกได 5 กลุม ดังน้ี 
  1.5.1  Enterotoxigenic E. coli (ETEC) สายพันธุน้ีทําใหเกิดอาการทองรวงในคน

เดินทางไปตางถิ่น  (traveler's diarrhea) สรางสารพิษที่ทนความรอน (heat-stable toxin, ST) และไม
ทนความรอน (heat-labile toxin, LT)  ซึ่งมีสมบัติคลายสารพิษของเชื้อ Vibrio cholerae (cholera 
toxin) โรคอาหารเปนพิษจาก ETEC เริ่มจากการบริโภคอาหารที่มีแบคทีเรียที่มีชีวิตประมาณ 106 - 1010 

CFU/g เขาไป แบคทีเรียสามารถเจริญเพ่ิมจํานวนในลําไสเล็ก พรอมกับขับสารพิษออกมา ทําใหผูปวย
เกิดอาการทองรวง ถายอุจาระเหลวเปนนํ้าคลายไดรับเชื้อ V. cholerae แตอาการรุนแรงนอยกวา 
อุจจาระมักไมมีเลือดปน อาการทองรวงเปนผลมาจากสารพิษชนิดที่ไวตอความรอนกระตุนใหขับสาร
adenylate cyclase จากผนังลําไส ซึ่งเปนผลใหมีสาร cAMP (cyclic 3',5' - adenosine 
monophosphate) เพ่ิมขึ้น ทําใหมีของเหลวหลั่งออกมามากในทางเดินอาหาร สวนสารพิษที่ทนความ
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รอนกระตุนใหมีการหลั่ง cGMP (cyclic guanosine monophosphate) เพ่ิมขึ้นในเย่ือเมือก ทําใหเกิด
การสูญเสียของเหลวและอิเล็กโตรไลทของรางกาย  

  1.5.2  Enteropathogenic E. coli (EPEC) โรคที่เกิดจากเชื้อสายพันธุน้ีสามารถ
แบงเปน 2 กลุม คือ สายพันธุที่สรางสารพิษบริเวณลําไสเล็กตอนบนทําใหเกิดอาการทองเสียคลายกับ
อหิวาตกโรคและสายพันธุที่ทําใหเกิดอาการคลายโรคบิดโดยไมมีการสรางสารพิษ จะเจริญในลําไสใหญ
และแทรกตัวไปอยูใน epithelial cell ของลําไส ลักษณะอาการจะมีไข หนาวสั่น ปวดศีรษะ ปวดทอง 
อุจจาระเหมือนนํ้าซาวขาว อาเจียน มีอาการขาดนํ้า ช็อค โดยสวนมากผูปวยจะไมเสียชีวิตจากพิษของเชือ้ 
แตจะเสียชีวิตจากการขาดนํ้า 
  1.5.3  Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) เชื้อสายพันธุน้ีทนทานตอสิ่งแวดลอม
มากกวาสายพันธุอ่ืนๆ สามารถสรางสารพิษไปทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงซึ่งทําใหเกิดอาการไตวายได ใน
ผูปวยผูสูงอายุจะเกิดภาวะเลือดออกงาย เน่ืองจากเกร็ดเลือดถูกทําลายทําใหเสียชีวิตได อาการโดยทั่วไป
จะเกิดอุจจาระรวงบอยครั้ง อุจจาระเปนมูกเลือด ปวดทอง มีอาการซีด ลักษณะอาการของผูติดเชื้อใน
ยุโรปที่เกิดจากเชื้อกลุมนี้ เรียกวา Haemolytic-uraemic syndrome (HUS) 

  1.5.4  Enteroinvasive E. coli (EIEC) เชื้อสายพันธุนี้มีคุณสมบัติลุกล้ําเขาเซลล 
mucosal (เยื่อเมือกบุผิวในลําไสมีสวนเก่ียวของในการดูดซึมและหลั่งสาร) ลักษณะอาการที่เกิดจากเชื้อ
กลุมน้ีคือ ปวดบิดในทอง ถายเปนนํ้า ปวดเบง เปนไข ถายอุจจาระบอยมีลักษณะเปนมูกเลือดเพราะเซลล
ถูกทําลาย มีอาการคลายโรคบิดที่เกิดจากเชื้อ Shigella dysenteriae 

   1.5.5  Enteroaggregative E.coli (EaggEC) เปนสาเหตุทีส่าํคญัของโรคอุจจาระรวงใน
เด็กขวบปแรกในบางพ้ืนทีข่องโลก 

 
1.6 การกอโรคในคน  

นอกจากจะกอใหเกิดโรคกับระบบทางเดินอาหารแลว ยังกอใหเกิดโรคติดเชื้อในระบบ
ทางเดินปสสาวะ (urinary tract infection, UTI) ซึ่ง E. coli เปนสาเหตุของโรคติดเชื้อทางเดินปสสาวะ
ที่พบบอยที่สุด กระเพาะปสสาวะอักเสบ (cystitis) กรวยไตอักเสบ (pyelitis) ถาเปนมากเชื้ออาจลุกลาม
เขาสูกระแสเลือด เกิดเปน septicemia และอาจตายได เย่ือบุชองทองอักเสบ มักเกิดจากลําไสทะลุ
เน่ืองจากการแตกของไสต่ิงอักเสบ ซึ่งภาวะน้ีมักพบรวมกับการติดเชื้อชนิดอ่ืนๆ ที่มีในลําไส การอักเสบ
ของถุงนํ้าดี (acute cholecystitis) เยื่อหุมสมองอักเสบ มักพบในเด็กทารก การอักเสบของแผล (wound 
Infection) เชน แผลผาตัด แผลไฟไหม น้ํารอนลวก เปนตน ปอดอักเสบ (pneumonitis) อาจเกิดจาก
การสําลัก และมักจะเกิดหลังการผาตัด เปนฝที่อวัยวะภายในเชน ตับ การอักเสบในชองทองนอย (pelvic 
inflammation disease) มักจะเปนผลมาจากการอักเสบในโพรงมดลูก การติดเชื้อในกระแสเลือด 
(septicemia) ทําใหผูปวยเกิดภาวะช็อคและเสียชีวิตได การติดเชื้อในกระแสเลือดอาจเกิดจากการติดเชือ้
ในอวัยวะ ตางๆแลวลุกลามเขากระแสเลือด 

ภายหลังมาน้ีพบวาเชื้อ E. coli กําลังเปนปญหาสําคัญทางการแพทยเนื่องจากมีอัตรา
การด้ือยาเพ่ิมขึ้นโดยเฉพาะยากลุม beta-lactams เชื้อจะผลิตเอนไซม extended-spectrum beta-
lactamases (ESBLs) (Rogers et al., 2011) นอกจากน้ีพบวาเชื้อ E. coli ด้ือตอ carbapenems 
เพ่ิมขึ้น ซึ่งเปนยากลุมยอยของยากลุม beta-lactams (Nagaraj et al., 2012)  
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2.   ยากลุม beta-lactams 
 2.1  การจัดจาํแนก แบงเปน 6 กลุมตามโครงสรางของยา (Pfeifer et al., 2010)  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2 โครงสรางของยากลุม beta-lactams 
 

  2.1.1  penams ไดแก penicillin จัดเปนสารที่มี beta-lactam ring เปนโครงสราง
พ้ืนฐาน ออกฤทธิ์โดยยับย้ังการสรางผนังเซลล โดยจับกับ penicillin-binding-protein (PBP) ชนิด 1-3 
ทําใหไมเกิด transpeptidation จึงไมมีการสราง peptidoglycan กอใหเกิด autolysis ทําใหเซลลแตก 
     2.1.2 caphems ไดแก cephalosporins มีฤทธิ์ไปยับยั้งการสรางผนังเซลลชนิด 
PBP1-3 ซึ่งยาในกลุมน้ีแบงออกเปน 4 รุน (generations) ตามความกวางในการออกฤทธิ์กับกรัมบวก
และกรัมลบและความทนตอเอนไซม beta-lactamases ยาที่เปน cephalosporins รุนที่ 1 ไดแก 
cephalothin, cefazolin ใชไดกับแบคทีเรียกรัมบวกและลบบางชนิด แตไมทนตอเอนไซม 
cephalosporinase ยาที่เปน cephalosporins รุนที่ 2 ไดแก cefuroxime มีประสิทธิภาพดีกวา 
cephalosporins รุนที่ 1 คือ ทนตอเอนไซม cephalosporinase ทําใหมีการออกฤทธิ์กับเชื้อกรัมลบ
เพิ่มขึ้น ยา cephalosporins รุนที่ 3 ไดแก cefpodoxime, ceftriaxone มีประสิทธิภาพดีใชไดกับ
แบคทีเรียกรัมลบและกรัมบวก และยา cephalosporins รุนที่ 4 ไดแก cefepime มีฤทธิ์ครอบคลุม
แบคทีเรียกรัมลบกวางกวาและทนตอเอนไซม cephalosporinase ไดด ี
   2.1.3  cephamycins ไดแก 7-alpha-methoxy cephalosporins (เชน cefoxitin) 
   2.1.4  monobactams เชน aztreonam เปนยาในกลุม beta-lactams ที่ออกฤทธิ์
ยับยั้งการสรางผนังเซลลของกรัมลบทรงแทงที่ PBP3 ทําใหเซลลยืดยาวและตายในที่สุด โดยยากลุมน้ีทน
ตอการทําลายดวย beta-lactamases การดื้อยา aztreonam อาจพบในเชื้อ Klebsiella oxytoca ที่
สามารถสราง K1 beta-lactamases ไปทําลายยาได 
   2.1.5  penems เชน faropenem  
  2.1.6  carbapenems เชน imipenem และ meropenem เปนสารที่มี beta-
lactam ring ที่ออกฤทธิ์กวางโดยยาน้ีสามารถซึมผานผนังเซลลสวนนอกของแบคทีเรียกรัมลบ ไดดีและ
ทนตอเอนไซม beta-lactamases รวมทั้ง extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) 
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 2.2  กลไกการออกฤทธิ ์
  ยับย้ังการสราง peptidoglycan ซี่งเปนสวนประกอบของผนังเซลลแบคทีเรีย โดยจับ
กับ penicillin binding proteins (PBPs) ทําใหไมสามารถสรางเอนไซม transpeptidase สงผลใหการ
สราง peptidoglycan หยุดชะงัก  
 2.3  กลไกการด้ือยา 
  กลไกหลักของการดื้อยาในกลุม beta-lactams มีหลาย วิธีการ เชน สรางเอนไซม
ทําลายยา การลดการนําเขายา เปนตน โดยกลไกหลักเกิดจากเชื้อสรางเอนไซม มาทําลายยา (drug 
inactivation) คือ beta-lactamases โดยเอนไซมที่ทําลาย ring ของยาในกลุม beta-lactams ทําใหยา
ไมสามารถออกฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรียได 
 

 
 

รูปท่ี 3 การทาํงานของเอนไซม beta-lactamases 

 2.4  เอนไซม beta-lactamases 
  แบงตามลําดับ amino acid และ substrate ไดเปน 4 classes คือ class A, B, C 
และ D enzyme (Pfeifer et al., 2010) เอนไซม beta-lactamases class A, C และ D เปน serine 
beta-lactamases สวน class B เปน metallo beta-lactamases (Paterson and Bonomo, 2005) 
   2.4.1  class A beta-lactamases : penicillinase และ cephalosporinase เชน 
extended spectrum  beta-lactamases (ESBLs) เชน SHV, TEM, CTX-M, PER และ GES เปนตน 
เอนไซม ESBLs เปนเอนไซมที่สามารถทําใหแบคทีเรียด้ือตอยากลุม penicillins, cephalosporins รุนที่ 
1, 2 และ 3 และ aztreonam (แตไมดื้อตอ cephamycins หรือ carbapenems) โดยการ hydrolysis 
ยาปฎิชีวนะเหลาน้ี และถูกยับย้ังไดโดย beta-lactamase inhibitors เชน clavulanic acid  
   2.4.2  class B beta-lactamases : metallo beta-lactamase ประกอบดวยเอนไซม 
carbapenemases เชน VIM และ IMP-type cabapenemase 
  2.4.3  class C beta-lactamases : chromosomal cephalosporinase สามารถ

ยอยสลายยาในกลุม 3rd cephalosporins ได แตไมถูกยับย้ังโดย clavulanic acid  

   2.4.4  class D beta-lactamases : oxacillinase นอกจากนี้ class D enzyme ยังมี
คุณสมบัติเปน plasmid cephalosporinase เชน OXA, CMY, DHA, MOX , FOX และ ACC  
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3.   ยากลุม fluoroquinolone (Bryskier and Chantot, 1995; Bhanot et al., 2001)  
  Fluoroquinolone เปนยาปฏิชีวนะในกลุม quinolones ซึ่งไดมาจากการสังเคราะห
ทางเคมี ยาชนิดแรกในกลุมน้ีคือ nalidixic acid ออกฤทธิ์ยับย้ังเชื้อกรัมลบไดมากกวากรัมบวก ใช
รักษาการติดเชื้อในทางเดินปสสาวะและอุจจาระรวง จากการติดเชื้อ Shigella sonnei เน่ืองจากการใช 
quinolones รุนแรกพบเชื้อด้ือยาไดงาย การดูดซึมไม ดีจึงมีการดัดแปลงสูตรโครงสรางพ้ืนฐานของ 
quinolones เพ่ือใหมีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียไดครอบคลุมมากขึ้นและมีเภสัชจลนศาสตรดีขึน้ โดยการเติม 
fluorine (F) ลงไปในสูตรโครงสรางเดิมของ quinolones เพ่ือใหฤทธิ์ในการฆาเชื้อกวางขึ้น ไดแก เชื้อ
กรัมลบรูปแทง รวมทั้ง Pseudomonas aeruginosa และเชื้อกรัมบวก จึงเรียกสารที่ไดในกลุมนี้วา 
fluoroquinolone   
 3.1  การจัดแบงกลุมตามขอบเขตในการออกฤทธิ ์(Naber, 2001)  
  class I :  fluoroquinolone เปนแบบที่ใชในรูปรับประทาน มีขอบงใชจํากัดในการ 

รักษาโรคติดเชื้อในทางเดินปสสาวะไดแก norfloxacin และ pefloxacin  

 class II  :  fluoroquinolone ที่มีขอบงใชครอบคลุมเชื้อไดทั้งในทางเดินปสสาวะและ 
โรคติดเชื้อทาง systemic อ่ืนๆ ไดแก enoxacin, fleroxacin, ofloxacin, lomefloxacin, 
ciprofloxacin  

 class III  :  fluoroquinolone ที่มีขอบงใชสําหรับเชื้อกรัมบวกและเชื้อ atypical  

ไดแก levofloxacin และ sparfloxacin  

 class IV  :  fluoroquinolone ที่ครอบคลุมเชื้อกรัมบวก เชื้อ atypical และเชื้อ  
anaerobe ไดแก gatifloxacin, moxifloxacin, gemifloxacin 
 

 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 4 โครงสรางของยา ciprofloxacin (Ball, 2000)  
 

 3.2  กลไกการออกฤทธิ์ (Wang et al., 2009; Al-Agamy et al., 2012)  
  ยาในกลุม fluoroquinolone มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรีย (bactericidal) โดยจะไปยับย้ัง
เอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) และ topoisomerase IV ของแบคทีเรีย เอนไซม DNA 
gyrase (topoisomerase II) ประกอบดวยหนวยยอย 4 หนวย (tetrameric enzyme) ไดแก GyrA และ 
GyrB อยางละ 2 หนวย ซึ่งควบคุมการทํางานโดยยีน gyrA และ gyrB เอนไซม topoisomerase IV 
ประกอบดวยหนวยยอย 4 หนวย (tetrameric enzyme) ไดแก ParC และ ParE อยางละ 2 หนวย ซึ่ง
ควบคุมการทํางานโดยยีน parC และ parE เอนไซมสองชนิดน้ีเกี่ยวของกับการเจริญและการเพ่ิมจํานวน
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ของแบคทีเรีย (Drlica and Zhao, 1997) ในกระบวนการจําลองตัวเองของดีเอ็นเอ (DNA replication) 
เอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) หรือเอนไซม topoisomerase IV จะมีหนาที่ชวยคลาย
เกลียวดีเอ็นเอบริเวณเหนือ replication fork เนื่องจากการคลายเกลียวคูของดีเอ็นเอออกจากกันทําให
สวนเหนือขึ้นไปขดเปนเกลียวแนน เอนไซม topoisomerase IV จะมีหนาที่ตัดดีเอ็นเอสายใดสายหนึ่ง
เหนือ replication fork เพื่อใหสามารถคลายเกลียวที่แนนออกไดและจะเชื่อมตอเขาดวยกันใหมอีกครั้ง 
นอกจากน้ีเอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) ยังมีหนาที่บิดเกลียวดีเอ็นเอ ทําใหโครโมโซมของ
แบคทีเรียหดพับจนสามารถบรรจุลงในเซลลของแบคทีเรียได เมื่อยาในกลุมน้ีออกฤทธิ์จึงสงผลใหเกิดการ
ยับย้ังการสรางดีเอ็นเอ ทําใหแบคทีเรียไมสามารถเพ่ิมจํานวนไดและตายในที่สุด 
  ยาในกลุม fluoroquinolone แตละตัวมี affinity ตอเอนไซมแตละตัวไมเทากัน ทําให
การขัดขวางการสราง DNA ไมเทากัน และเม่ือมีการกลายพันธุของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมตัวใดตัว
หนึ่งหรือทั้งสองตัวไมเทากัน ยอมมีผลทําใหเชื้อดื้อตอยาแตละตัวแตกตางกัน 
 3.3  กลไกการดื้อยา   
   3.3.1 เกิดจากการกลายพันธุของยีนเปาหมายของยาที่อยูบนโครโมโซมไดแก  gyrA, 
gyrB, parC และ parE ซึ่งทําใหเกิดการดื้อยาในระดับสูง มีรายงานพบวายีน gyrA เกิดการกลายพันธุ
มากกวา ยีน gyrB และยีน parC เกิดการกลายพันธุมากกวา ยีน parE (Gomez et al., 2004; Frank et 
al., 2011) สําหรับการกลายพันธุตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) เกิดขึ้นไดนอยมาก (Zhao 
et al., 1997)  

3.3.2  เกิดจากการลดการนําเขาของยาหรือเพิ่มการขับยาออกนอกเซลล เชน การสราง  
multidrug efflux pumps ทําใหยาไมสามารถออกฤทธิ์ได (Hooper, 1999; Al-Agamy et al., 2012)  

3.3.3  เกิดจากยีนด้ือยาที่อยูบนพลาสมิด ไดแก qnr, aac(6’)-Ib-cr และ qepA ซึ่งมี 

ความสําคัญทางคลินิคเนื่องจากสามารถถายทอดยีนด้ือยาแบบ horizontal ผานทางพลาสมิดได กลไก

การด้ือตอยากลุม fluoroquinolone ที่เกิดจากการถายทอดพลาสมิด ถูกคนพบครั้งแรกในปค.ศ. 1998 

ในเชื้อ Klebsiella pneumoniae ที่ ด้ือตอยา ciprofloxacin โดยเกิดจากการถายทอดพลาสมิด 

pMG252 ซึ่งเปนสวนที่กอใหเกิด multidrug resistance (Martinez-Martinez et al., 1998)  

3.3.3.1  qnr เปนยีนดื้อยาที่อยูบนพลาสมิด ผลิตโปรตีน Qnr ซึ่งมีหนาที่ 
ปองกันเอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) และ topoisomerase IV จากการจับของยากลุม 
fluoroquinolone (Cattoir and Nordmann, 2009)  

   3.3.3.1.1  qnrA ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ E. coli เมืองเซี่ยงไฮ ประเทศจีน 
(Wang et al., 2003)  
      3.3.3.1.2  qnrB ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Klebsiella pneumoniae ที่
แยกไดจากประเทศอินเดีย ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับยีน qnrA เทากับ 41% และมีลําดับกรดอะมิ
โนเหมือนกับยีน qnrS เทากับ 39% (Jacoby et al., 2006)  
      3.3.3.1.3  qnrC ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Proteus mirabilis (Wang et 
al., 2009)  
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3.3.3.1.4  qnrS ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Shigella flexneri 2b (Hata et 
al., 2005)     

3.3.3.1.5  qnrD ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ Salmonella enterica  
(Cavaco et al., 2009) 

 3.3.3.2  aac(6’)-Ib-cr ผลิตโปรตีนซึ่งเปนเอนไซม aminoglycoside 

acetyltransferase โดยมีหนาที่ไปเปลี่ยนแปลงหมูอะมิโนของ piperazin ring ของยากลุม 

fluoroquinolone สงผลใหความสามารถของยา ciprofloxacin ลดลง (Robicsek et al., 2006)  

 3.3.3.3  qepA ถูกคนพบครั้งแรกในเชื้อ E. coli  ผลิตโปรตีน QepA ซึ่ง
เก่ียวของกับการขับยาออกนอกเซลล (efflux pump) เพ่ือลดระดับของยาภายในเซลล (Yamane et al., 
2007)  

 
4  การกระจายของเชือ้ด้ือยา 
 4.1  การกระจายของเชื้อดื้อยาที่สรางเอนไซม ESBLs 
  ในปจจุบันเอนไซม ESBLs เปนปญหาในการรักษาผูปวยในโรงพยาบาลทั่วโลก การ

ตรวจหาความชุกของเชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs ที่แยกไดในคลินิกมีความแตกตางไปในแตละประเทศ 

เมือง สถานที่ เชน ในอเมริกาใตพบความชุกของเชื้อ E. coli  ที่สรางเอนไซม ESBLs ไดตั้งแต 33-40% 

ในยุโรปพบอุบัติการณของการด้ือยา ceftazidime ของเชื้อ K. pneumoniae มีจํานวน 20% และ 42% 

ที่แยกไดจากผูปวยใน non-ICU และ ICU ตามลําดับ (Winokur et al., 2001) นอกจากนี้พบวาเอนไซม 

ESBL ชนิด TEM-10 มักมีรายงานการตรวจพบในประเทศแถบยุโรปเทาน้ัน แถบประเทศในเอเชียพบวา

ในประเทศจีนมีอุบัติการณของเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs อยูในชวง 13-15% ในเชื้อ K. 

pneumoniae มีอุบัติการณสูงถึง 60% (Dhillon and Clark, 2011) สําหรับประเทศไทยมีการศึกษาใน

โรงพยาบาลธรรมศาสตร พบวา 26% ของผูปวยที่ศึกษาไดตรวจพบยีน blaCTX-M 26% และไมพบยีน 

blaSHV (Kiratisin et al., 2007) สําหรับโรงพยาบาลขอนแกนจะตรวจพบ blaSHV เปนสวนใหญ

(Chanawong et al., 2007) ยีน blaCTX-M-15 เปนยีนที่มีการรายงานทั่วโลก (Nicolas-Chanoine et al., 

2008) และในประเทศไทยก็ไดตรวจพบยีนชนิดนี้ดวย ซึ่งพบในผูปวยในโรงพยาบาลธรรมศาสตร 

(Apisarnthanarak et al., 2007)  

        4.2  การกระจายของเชื้อที่ด้ือยากลุม fluoroquinolone 
  มีการรายงานทั่วโลกถึงการพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยากลุม fluoroquinolone 
(Corkill et al., 2005; Jonas et al., 2005; Mammeri et al., 2005) มีรายงานการตรวจพบยีน qnrA 
ในเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยา ciprofloxacin 7.7% ในเมืองเซี่ยงไฮของประเทศจีน (Wang et al., 2003) 
นอกจากน้ีในประเทศไทยพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยากลุม fluoroquinolone 38.3% ในแผนก ICU 
(Thongpiyapoom et al., 2004) แตในโรงพยาบาลสงขลานครินทรสวนใหญพบเชื้อ Acenitobacter 
baumannii ที่ด้ือตอยาในกลุม fluoroquinolone (Hortiwakul et al., 2012) 
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วัตถปุระสงค 
 

เพ่ือศึกษาลักษณะการด้ือยาปฏิชีวนะในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากเด็กที่เปนมะเร็งใน 
โรงพยาบาลสงขลานครินทร 
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ผลการทดลอง 
 
 

 จากการศึกษาผูปวยเด็กที่เปนมะเร็ง จํานวน 84 ราย แยกเปนผูปวยมะเร็งเม็ดเลือด
ขาว (leukemia) 64 ราย และผูปวยมะเร็งตอมนํ้าเหลือง (lymphoma) 20 ราย ในการทดลองน้ีไดแบง
ผูปวยเปน 2 กลุมคือ กลุมที่ 1 ไมไดรับยา ciprofloxacin (42 ราย) กลุมที่ 2 ไดรับยา ciprofloxacin 
(42 ราย) ในกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin แบงยอยออกเปนกลุมที่ 1 เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวย
กอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) กลุมที่ 2 เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin 
เปนเวลา 1 สัปดาห (R2) และกลุมที่ 3 เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปน
เวลา 2 สัปดาห (R3) ตามลําดับ (ตารางที่ 2) 

 
ตารางท่ี 2 แสดงจาํนวนเชือ้ที่ใชในการทดลอง 
 

ผูปวย จํานวนเชือ้ E. coli (ไอโซเลท) 
ไมไดรับยา ciprofloxacin                          100 

ไดรับยา ciprofloxacin 
R1          55   
R2          59   
R3          35   

รวม                          249 
 
R1  =  เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกอนไดรบัยา ciprofloxacin 
R2  =  เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปนเวลา 1 สัปดาห 
R3  =  เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปนเวลา 2 สัปดาห 

   
1. ความไวตอยาปฏชิีวนะของเชือ้ E. coli 

 
ในการศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli ใชยาปฏิชีวนะจํานวน 9 ชนิด ซึ่ง

สามารถแบงออกเปน 5 กลุม ไดแก 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) จากการศึกษาพบวาเชื้อ E. coli ด้ือยาในกลุม 
fluoroquinolone (ciprofloxacin) มากที่สุด  โดยพบมากที่สุดทั้ ง ในผูป วยกลุมที่ ไม ไดรับยา 
ciprofloxacin (24.0%) และกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin (67.8%) ในการวิเคราะหผลทางสถิติ (p-
value) จะเปรียบเทียบในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา 
ciprofloxacin (R1) กอน จากการศึกษาพบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ E. coli ที่ด้ือตอยาตางๆ 
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แตกตาง กันอยา งไม มี นัยสําคัญ ยกเวนในเชื้อที่ ด้ือตอยาในกลุม ESC (extended-spectrum 
cephalosporins) พบวามีความแตกตางกันอยางนัยสําคัญ (p=0.011) จากการวิเคราะหผลทางสถิติ
ระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบวาเชื้อ E. 
coli ที่แยกไดจาก 3 ระยะซึ่งดื้อตอยาในกลุม fluoroquinolone (p=0.000), aminoglycosides 
(p=0.010) และ fluoroquinolone + aminolglycosides (p=0.002) มีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ ซึ่งแสดงใหเห็นวาในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin จํานวนของเชื้อที่แยกไดกอนจากไดรบั
ยา (R1) มีความแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อที่แยกไดหลังจากไดรับยา (R2, R3) นอกจากน้ีเชื้อ E. 
coli ที่ด้ือยากลุม beta-lactam plus beta-lactamase inhibitors ตรวจพบในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin เทาน้ัน (2.0%) 

อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งน้ีมีเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin จํานวน 66 ไอโซเลท (66.0%) และกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin จํานวน 45 ไอโซเลท 
(30.2%) ไมดื้อยาทั้ง 9 ชนิดที่ใชทดสอบ และเปนที่นาสนใจวาเชื้อ E. coli ทุกไอโซเลทที่แยกไดจาก
ผูปวยทุกกลุมไมด้ือยา imipenem และ meropenem 

Multidrug resistant E. coli หมายถึงไอโซเลทที่ด้ือยา 3 กลุมขึ้นไป (Magiorakos 
et al., 2011) จากการศึกษาพบ multidrug resistant E. coli จํานวน 6 ไอโซเลทในผูปวยกลุมที่ไมได
รับยา ciprofloxacin สําหรับในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบ multidrug resistant E. coli 
จํานวน 3 ไอโซเลท ซึ่งในเชื้อที่แยกไดในระยะ R2 และ R3 จํานวน 1 และ 2 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตาราง
ที่ 3) 

การศึกษาครั้งน้ีไดตรวจหาคา  minimum inhibitory concentration (MIC) ตอยา 
ciprofloxacin และ ceftazidime พบวาคา MIC ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime ในเชื้อ E. 
coli  ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin อยูในชวง 0.004 - >32 และ 0.032 - >256 
µg/mL ตามลําดับ โดยมีคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ E. coli ที่ทดสอบได 
50% (MIC50) ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime เทากับ 0.016 และ 0.125 µg/mL ตามลําดับ 
สําหรับคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อ E. coli ที่ทดสอบได 90% (MIC90) ตอยา 
ciprofloxacin และ ceftazidime มีคาเทากับ >32 และ 32 µg/mL ตามลําดับ และคา MIC ตอยา 
ciprofloxacin และ ceftazidime ในเชื้อ E. coli  ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ใน
เชื้อ E. coli  จากกลุมผูปวยที่ไดรับยา ciprofloxacin อยูในชวง 0.003 - >32 และ 0.047 - 64 µg/mL 
ตามลําดับ โดยมีคา MIC50 ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime เทากับ >32 และ 0.19 µg/mL 
ตามลําดับ สําหรับคา MIC90 ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime เทากับ >32 และ 8 µg/mL 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4) 
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ตารางท่ี 3 การด้ือยาของเชื้อ E. coli 
 

Resistance 
phenotype 

E. coli แยกจากผูปวย 

p-valueb 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=100), 

(%) 

ไดรับยา 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 กลุม) 

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 = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin 
c = จํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับ
ยา ciprofloxacin (R1) มีความแตกตางกันอยางนัยสําคัญ (p=0.011) 
* =  p<0.05 แตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางท่ี 4 คา MICs ตอยา ciprofloxacin และ ceftazidime ของเชื้อ E. coli 
 

Antibiotic 

E. coli แยกจากผูปวย 

ไมไดรับยา ciprofloxacin 
(n=100) 

ไดรับยา 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. การตรวจหาการสรางเอนไซม beta-lactamases 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบเชื้อ E. coli สรางเอนไซม class A beta-lactamases 
(non-ESBLs) มากที่สุด ซึ่งพบในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 45 (45.0%) 
และ 80 (53.7%) ไอโซเลท ตามลําดับ จากการวิเคราะหผลทางสถิติ โดยเปรียบเทียบในผูปวยกลุมที่ไมได
รับยา ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) พบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ 
E. coli ที่สรางเอนไซม beta-lactamases ชนิดตางๆที่แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ และจากการ
วิเคราะหผลทางสถิติระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin พบวาในผูปวยกลุมไดรับยา ciprofloxacin เชื้อ E. coli ในระยะ R2 ที่สราง non-ESBLs 
มีจํานวนที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญ  (p=0.000) เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ E. coli ที่แยกไดในระยะ R1 
นอกจากน้ีตรวจพบเชื้อ E. coli สรางเอนไซม class A beta-lactamases (ESBLs) ในผูปวยกลุมที่ไมได
รับและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 15 (15.0%) และ 20 (13.4%) ไอโซเลท ตามลําดับ และพบเชื้อ 
E. coli ที่สรางเอนไซม class C beta-lactamases (AmpC) ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยาและไดรับยา 
ciprofloxacin เทากับ 1 (1.0%) และ 2 (1.3%) ไอโซเลท ตามลําดับ ซึ่งเปนที่นาสนใจวามีเชื้อ E. coli 
จํานวน 1 ไอโซเลท ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin สามารถสรางทั้งเอนไซม class A 
(ESBLs) และ class C (AmpC) beta-lactamases (ตารางที่ 5) 
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ตารางท่ี 5 กลุมของเอนไซม beta-lactamases ที่ตรวจพบในเชื้อ E. coli 
 

Beta-lactamases 

E. coli แยกจากผูปวย 

p-valueb 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=100), 

(%) 

ไดรับยา 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 = ไอโซเลทที่สรางทั้งเอนไซม AmpC และ ESBLs 
b = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับ
ยา ciprofloxacin 
* = p<0.05 แตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

 
3. การตรวจหายีนท่ีควบคมุการสรางเอนไซม ESBLs (blaSHV, blaTEM และ blaCTX-M)  
และยีน ampC 
 

นําเชื้อ E. coli ที่สามารถสรางเอนไซม ESBLs มาศึกษายีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม 
ไดแกยีน blaSHV, blaTEM และ blaCTX-M ดวยวิธี multiplex PCR จากน้ันนํา amplicon ที่ไดไปตรวจหา
ลําดับนิวคลีโอไทด จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs 4 ยีน 
(blaSHV-12, blaTEM-20-like, blaCTX-M-14 และ blaCTX-M-15) ยีนที่พบมากที่สุดคือ blaCTX-M-15 โดยพบในเชื้อ
ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เปนจํานวน 7 และ 11 ไอโซเลท ตามลําดับ 
ยีนที่ตรวจพบรองลงมาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 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 ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin คือ 
blaCTX-M-14 และ blaTEM-20-like โดยพบเปนจํานวน 8 และ 1 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตารางที่ 6)  

เปนที่นาสนใจวา มีการตรวจพบการรวมกันของยีน blaSHV-12+
 blaTEM-20-like ในเชื้อ 

E. coli  ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin ขณะเดียวกันไมพบการรวมกันของยีนใดในเชื้อ 
E. coli  ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 

จากการวิ เคราะหผลทางสถิ ติ  โดย เปรียบเทียบในผูป วยกลุมที่ ไม ไดรับยา 
ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) พบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ E. coli 
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ทีม่ียีนสรางเอนไซม ESBLs ชนิดตางๆทีแ่ตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ และจากการวิเคราะหผลทางสถิติ
ระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบวาแตกตาง
กันอยางไมมีนัยสําคัญเชนเดียวกัน 

การตรวจหายีน ampC เพ่ือยืนยันการสรางเอนไซม class C beta-lactamases 
(AmpC) ดวยเทคนิค PCR และนํา amplicon ที่ไดไปตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดและวิเคราะห พบวาเชื้อ 
E. coli ทุกไอโซเลทที่สรางเอนไซม AmpC มียีน ampC  
 
ตารางท่ี 6 แสดง subtype ของ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs  
 

ESBLs related gene 

E. coli ท่ีสรางเอนไซม ESBLs 

p-valuea 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=15), 

(%) 

ไดรับยา 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 = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับ
ยา ciprofloxacin 

 

4. การตรวจหายีนท่ีเก่ียวของกับการด้ือยาปฏิชีวนะในกลุม fluoroquinolone (qnrA,  
qnrB, qnrS และ qepA) 
 

ในการศึ กษาครั้ ง น้ี ได ทํ าการตรวจหา ยีนที่ เ ก่ียวขอ ง กับการ ด้ือย าในกลุ ม 
fluoroquinolone ไดแกยีน qnrA, qnrB, qnrS และ qepA ซึ่งยีนเหลาน้ีเปนยีนด้ือยาที่พบบนพลาสมิด 
ในการตรวจหายีนเหลานี้จะทําการศึกษาในเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin โดยแบงเปนเชื้อ E. coli 
ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin จํานวน 24 ไอโซเลท และเชื้อ E. coli ที่แยกไดจาก
ผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin จํานวน 101 ไอโซเลท จากการศึกษาพบยีนที่เก่ียวของกับการด้ือยา
ในกลุม fluoroquinolone รูปแบบ qnrA + qnrS มากที่สุดทั้งในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยาและไดรับยา 
ciprofloxacin (ตารางที่ 7) 

ในกลุมผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบเชื้อ E. coli จํานวน 1 ไอโซเลท ที่มียีน
รวมกัน 4 ยีน ซึ่งเปนเชื้อที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ในระยะ R2 นอกจากน้ีไม
สามารถตรวจพบยีน qnrB ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin (ตารางที่ 
7) 
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ในการศึกษาครั้งน้ีสิ่งที่นาสนใจคือ ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin พบรูปแบบที่มียีนรวมสูงสุดแค 3 ยีน ขณะที่เชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin พบวามียีนรวมกันสูงสุดถึง 4 ยีน (ตารางที่ 7) 

จากการวิ เคราะหผลทางสถิ ติ  โดย เปรียบเทียบในผูป วยกลุมที่ ไม ไดรับยา 
ciprofloxacin และผูปวยกลุมกอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) พบวาในผูปวยทั้งสองกลุมมีเชื้อ E. coli 
ทีม่ียีนที่เก่ียวของกับการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone ในแตละแบบที่ตรวจพบที่แตกตางกันอยางไมมี
นัยสําคัญ และจากการวิเคราะหผลทางสถิติระหวางเชื้อที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวย
กลุมทีไ่ดรับยา ciprofloxacin พบวาแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญเชนเดียวกัน 
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ตารางท่ี 7 Plasmid-mediated fluoroquinolone resistance genes ที่ตรวจพบในเชื้อ E. coli ที่ดื้อ
ยา ciprofloxacin  
 

Fluoroquinolone 
resistance genes 

E. coli แยกจากผูปวย 

p-valuea 
ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 
(n=24), (%) 

ไดรับยา ciprofloxacin (n=101) 

R1 
n=9, 
(%) 

R2 
n=57, 
(%) 

R3 
n=35, 
(%) 

1. ตรวจไมพบยีน 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 = วิเคราะหจากจํานวนของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากระยะ R1, R2 และ R3 ของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin 
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5. ตําแหนงของยีนท่ีเก่ียวของกับการดือ้ยาในกลุม fluoroquinolone และยีน ESBLs 

 

เพ่ือที่จะศึกษาความสามารถในการถายโอนยีนด้ือยา จึงไดเลือกยีน qnrA และยีน 

blaCTX-M ซึ่งเปนตัวแทนของยีนที่เกี่ยวของกับการดื้อยาในกลุม fluoroquinolone และยีน ESBLs 

ตามลําดับ การศึกษาครั้งน้ีไดทําการศึกษาในเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวย 3 คน จากกลุมที่ไดรับยา 

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

โดยผูปวยทั้ง 3 คนในระยะ R1 เชื้อไมด้ือยา ciprofloxacin และไมสรางเอนไซม ESBLs แตเชื้อที่แยกได

จากผูปวยทั้ง 3 คน ในระยะ R2 และ R3 ด้ือยา ciprofloxacin สําหรับการสรางเอนไซม ESBLs ในผูปวย 

P019 และ P072 พบเชื้อที่สรางเอนไซมไดในระยะ R3 สวนผูปวย P053 พบเชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs 

ในระยะ R2 และ R3 (ตารางที่ 8) 

เพ่ือศึกษาวายีน qnrA และยีน blaCTX-M อยูบนพลาสมิด จึงทําการสกัดพลาสมิดจาก

เชื้อ E. coli และใชพลาสมิดเปน DNA template เพื่อตรวจหายีนทั้งสองดวยเทคนิค PCR นอกจากน้ัน

ยังทําการตรวจหายีน traA ในเชื้อ E. coli กลุมดังกลาว ซึ่งยีน traA เปนยีนที่ควบคุมการสราง pillus ที่

มีความจําเปนในการถายทอดยีนด้ือยาผานทางพลาสมิดดวยกระบวนการ conjugation  

จากการศึกษาพบวาเชื้อ E. coli ทั้ง 9 ไอโซเลทที่แยกไดผูปวย 3 คนมียีน qnrA เปนที่

นาสังเกตวาในระยะ R1 ซึ่งเปนเชื้อที่ไวตอยา ciprofloxacin ก็สามารถตรวจพบยีน qnrA ได (รูปที่ 5A 

lane 1, 4 และ 7) สําหรับยีน blaCTX-M ตรวจพบเฉพาะในเชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs ไดเทาน้ัน (รูปที่ 5B 

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

5C) แสดงวาเชื้อเหลาน้ีสามารถถายทอดยีน qnrA และ blaCTX-M ไปสูเชื้ออ่ืนๆทางพลาสมิดได แต

การศึกษานี้ไมสามารถบอกไดวายีน qnrA, blaCTX-M และ traA อยูบนพลาสมิดเดียวกัน จึงไมสามารถ

บอกไดวาการดื้อยา ciprofloxacin และการสรางเอนไซม ESBLs จะถายทอดไปพรอมกัน จึงควรมี

การศึกษาตอไป   
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ตารางท่ี 8 คุณลักษณะของเชือ้ E. coli 

 

รหัสผูปวย เชื้อ E. coli 
การด้ือตอยา 

ciprofloxacin 
การสรางเอนไซม  

ESBLs 

019 
R1 - - 
R2 + - 
R3 + + 

053 
R1 - - 
R2 + + 
R3 + + 

072 
R1 - - 
R2 + - 
R3 + + 

E. coli ATCC 25922 - - 
+ = ตรวจพบ, - = ตรวจไมพบ 

 

 
 

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 ของผูปวย P019, 
lane 4, 5 และ 6 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P053, 
lane 7, 8 และ 9 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P072 และ 
lane 10 = E. coli ATCC 25922 
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6. การศึกษาความสัมพันธของเชื้อ E. coli โดยวิธี ERIC-PCR และ PFGE  
 

ในการศึกษาครั้ง น้ีไดทําการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin โดยพบวาจากเชื้อ E. coli ที่แยกไดจํานวน 149 ไอโซเลท เชื้อด้ือยา ciprofloxacin 
จํานวน 101 ไอโซเลท และในจํานวนน้ีสรางเอนไซม ESBLs รวมดวยจํานวน 18 ไอโซเลท จึงทําการเลือก
เชื้อมาจากผูปวย 3 คน (P019, P053 และ P072) (ตารางที่ 8) จากน้ันนํามาศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวย
วิธี ERIC-PCR เปรียบเทียบกับวิธี PFGE จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธี ERIC-PCR พบวา ลาย
พิมพดีเอ็นเอในระยะ R2 และ R3 ของผูปวย P019 มีความเหมือนกัน 88% (รูปที่ 6A) และในการตรวจ
โดยวิธี PFGE มีความเหมือนของลายพิมพดีเอ็นเอ 100% (รูปที่ 6B) แสดงวาเชื้อที่แยกไดเปน clone 
เดียวกัน และเปน clone ที่ตางจากเชื้อที่พบในระยะ R1 ของผูปวยคนดังกลาวเน่ืองจากผลของ ERIC-
PCR และ PFGE ใหผลเปน 20% และ 25% ตามลําดับ (รูปที่ 6) 

ในผูปวย P053 จากวิธี ERIC-PCR พบวา เชื้อ E. coli ที่แยกไดในระยะ R2 และ R3 
ลายพิมพดีเอ็นเอมีความเหมือนกัน 92% (รูปที่ 6A) และจากวิธี PFGE ลายพิมพดีเอ็นเอมีความเหมือนกัน
100% (รูปที่ 6B) ซึ่งก็เปนการยืนยันวาเชื้อที่แยกไดจากผูปวยเปน clone เดียวกัน และเปน clone ที่ตาง
จากเชื้อที่พบในระยะ R1 ของผูปวยคนดังกลาวเน่ืองจากผลของ ERIC-PCR และ PFGE ใหผลเปน 55% 
และ 50% ตามลําดับ (รูปที่ 6) 

สําหรับผูปวย P072 พบวาลายพิมพดีเอ็นเอในระยะ R1, R2 และ R3 ที่ไดจาก
การศึกษาดวยวิธี ERIC-PCR และ PFGE มีความเหมือนกัน 65% (R1 และ R2), 50% (R3) และ 40% 
(R1 และ R2), 18% (R3) ตามลําดับ ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อที่แยกไดเปนเชื้อตาง clone กัน นอกจากน้ี
การศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวา วิธี PFGE มีประสิทธิภาพสูงกวาวิธี ERIC-PCR (รูปที่ 6)  
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(A) 

 
(B) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวยทีไ่ดรับยา ciprofloxacin  
(A) ตรวจโดยวิธี ERIC-PCR, (B)  ตรวจโดยวิธี PFGE 

1, 2 และ 3 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P019,  
4, 5 และ 6 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P053, 
7, 8 และ 9 = เชื้อ E. coli จาก R1, R2 และ R3 ตามลําดับ ของผูปวย P072 และ 
10 = E. coli ATCC 2592
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การวิเคราะหผลการทดลอง 

 
 

ในปจจุบันน้ีมีการใชยาปฏิชีวนะกันอยางแพรหลาย ทั้งในวัตถุประสงคของการปองกนั 
(prophylaxis) และการรักษา (treatment) จึงอาจสงผลใหเกิดการพัฒนาของเชื้อด้ือยาได ยาในกลุม 
fluoroquinolone และ beta-lactams มักถูกนํามาใชในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียกรัมลบ ซึ่งพบวา
เชื้อมีการด้ือยาสองกลุมน้ีเพ่ิมขึ้น ศูนยเฝาระวังเชื้อด้ือยาตานจุลชีพแหงชาติ (National Antimicrobial 
Resistant Surveillance Thailand, NARST) รายงานการพบเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากปสสาวะของ
ผูปวย ซึ่งมีอัตราการด้ือยา ampicillin, ceftriaxone, ceftazidime, gentamicin และ ciprofloxacin 
เพ่ิมขึ้นจาก 79.3% เปน 85.3%, 12.7% เปน 28.5%, 10.7% เปน15.2%, 25% เปน 32.9% และ 
45.1% เปน 51% ตามลําดับ ในชวง 6 ป (ค.ศ. 2000-2005) นอกจากน้ียังรายงานวาการด้ือยา 
ciprofloxacin มีความสัมพันธกับการใชยาในกลุม fluoroquionolone อยางมีนัยสําคัญ (Polwichai et 
al., 2009)  

จากการศึกษาการด้ือยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจาก rectal swabs ของ
ผูปวยเด็กมะเร็งทีไ่ดรับเคมีบําบัด พบวาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin กลุมยาทีเ่ชื้อ 
E. coli ดื้อมากที่สุดไดแก fluoroquinolone (24.0% และ 67.8% ตามลําดับ) และยาที่เชื้อ E. coli ดื้อ
นอยที่สุดในผูปวยกลุมที่ไมไดรับ ciprofloxacin คือยาในกลุม beta-lactam plus beta-lactamase 
inhibitors (2.0%) และในผูป วยกลุมที่ ได รับยา  ciprofloxacin คือ extended-spectrum 
cephalosporins (2.0%) (ตารางที่ 3) นอกจากน้ียังพบวาเชื้อ E. coli ทุกไอโซเลทยังคงไวตอยา 
imipenem และ meropenem ซึ่งยาทั้ง 2 ชนิดเปนยาในกลุม carbapenems ซึ่งใชในการรักษาการติด
เชื้อที่สรางเอนไซม ESBLs  

การศึกษาในครั้งนี้พบเชื้อ E. coli ที่ดื้อยาหลายชนิด (multidrug resistant E. coli) 
ซึ่งแยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยาและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 6.0% (6/100) และ 2.0% 
(3/149) ตามลําดับ เชื้อเหลาน้ีจะสงผลใหเกิดปญหาในการรักษาตามมาไดเน่ืองจากด้ือตอยาหลายกลุมที่
ใชในการรักษา 

 จากการตรวจหาการสรางเอนไซม beta-lactamases ดวยวิธี combination disk 
พบวาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin มีเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 15 ไอโซ
เลท ซึ่งพบวามีเพียง 10 ไอโซเลทเทาน้ัน ที่ดื้อยา ceftazidime (CAZ) และ cefotaxime (CTX) มี 1 ไอ
โซเลทที่ ด้ือยา  ceftazidime (CAZ) เพียงชนิดเดียว และอีก 4 ไอโซเลท ไม ด้ือยาในกลุม 
cephalosporins รุนที่ 3 ที่ใชทดสอบเลย (initial screening test) สวนในผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin มีเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBLs จํานวน 20 ไอโซเลท พบวามีเพียง 1 ไอโซเลท
เทาน้ัน ที่ดื้อยา ceftazidime (CAZ) และ cefotaxime (CTX) อีก 19 ไอโซเลท ไมดื้อยาในกลุม 
cephalosporins รุนที่ 3 ที่ใชทดสอบเลย จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา เชื้อ E. coli จํานวน 4 
และ 19 ไอโซเลทดังกลาวอาจจะด้ือยาในกลุม cephalosporins รุนที่ 3 ชนิดอ่ืนที่ไมไดอยูในการศึกษา
ครั้งน้ี เชน cefpodoxime ดังน้ันในการศึกษาครั้งตอไปในการตรวจหาการสรางเอนไซม ESBLs ดวยวิธี 
combination disk ควรจะเพ่ิมแผนยา cefpodoxime และ cefpodoxime/clavulanic acid เขามาใช
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ในการตรวจหาดวย และอาจจะใชวิธีอ่ืนรวมดวย เชน วิธี double disk เพ่ือใชตรวจหาการสรางเอนไซม 
ESBLs ในเชื้อ E. coli ที่ใหผลไมสอดคลองกับ initial screening test 

จากผลการตรวจหายีนที่เก่ียวของกับการสรางเอนไซม ESBLs (blaSHV, blaTEM และ) 
blaCTX-M พบวา ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin ตรวจพบยีน blaCTX-M มากที่สุด 
โดยเฉพาะ blaCTX-M-15 ซึ่งเปนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม CTX-M-15  โดยเอนไซมน้ีมีการรายงานพบ
ในเชื้อ E. coli sequence type (ST) 131 ซึ่งเปนสายพันธุที่มีการระบาดทั่วโลก (Rogers et al., 2011) 
ในประเทศไทยมีรายงานพบเอนไซม CTX-M-15 เชื้อในกลุม Enterobacteriaceae ที่แยกจากสิ่งสงตรวจ
ตางๆในโรงพยาบาลศรีนครินทร มหาวิทยาลัยขอนแกน (Chanawong et al., 2007)   

เอนไซม ESBLs ชนิด CTX-M สามารถจัดได 6 กลุมตามความเหมือนของลําดับกรดอะ
มิโน (amino acid sequence similarity) คือ CTX-M-1, -2, -8, -9, -25 and -45 lineages 
(Rossolini et al., 2008) ในการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบการสรางเอนไซม CTX-M-14 และ CTX-M-15 ใน
เชื้อ E. coli ซึ่งแยกจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin ซึ่ง CTX-M-14 จัดอยูใน CTX-
M-9 lineage และ CTX-M-15 จัดอยูใน CTX-M-1 lineage 

นอกจากนี้ยังตรวจพบเชื้อ E. coli ที่มียีนทีค่วบคุมการสรางเอนไซม ESBLs มากกวา 1 
ยีน คือยีน blaSHV-12 +

 blaTEM-20-like ในเชื้อซึ่งแยกจากกลุมผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin กอน
หนาน้ีการศึกษาของ Kiratisin et al (2008) พบวา 11.5% ของเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวย 
โรงพยาบาลศิริราชและโรงพยาบาลธรรมศาสตร มียีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs มากกวา 1 ยีน 
นอกจากน้ีในการศึกษาครั้งน้ีพบวา จํานวนยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซม ESBLs ไมสัมพันธกับคา MIC 
ของยา ceftazidime กลาวคือไมไดทําให MIC ของยาสูงขึ้น 

จากการตรวจหาการสรางเอนไซม AmpC ดวยวิธี combination disk (phenotypic 
confirmatory test) พบวาในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin มีเชื้อด้ือยา cefoxitin จํานวน 3 ไอ
โซเลท (initial screening test) สามารถสรางเอนไซม AmpC ไดจํานวน 1 ไอโซเลท และในผูปวยกลุมที่
ไดรับยา ciprofloxacin มีเชื้อด้ือยา cefoxitin จํานวน 8 ไอโซเลท (initial screening test) สามารถ
สรางเอนไซม AmpC ไดจํานวน 2 ไอโซเลท ซึ่งไอโซเลทที่ด้ือยา cefoxitin แตไมสามารถสรางเอนไซม 
AmpC ไดเหลานี้อาจเกิดจากการกลายพันธุบริเวณ promoter ของยีน ampC ซึ่งเม่ือตรวจหายีน 

ampC ในเชื้อ E. coli จํานวน 8 ไอโซเลท ที่ไมสามารถสรางเอนไซม AmpC ได แตด้ือยา cefoxitin 
พบวาทุกไอโซเลทมียีน ampC เชื้อ E. coli ทั่วไปจะสรางเอนไซม AmpC ในระดับตํ่าๆ เน่ืองจากมี 
weak promoter แตเมื่อถูกเหนี่ยวนําดวยยาในกลุม beta-lactams โดยเฉพาะยา cefoxitin (strong 
inducer) จะทําใหเกิดการแสดงออกของยีนได นอกจากน้ี promoter ที่มีการกลายพันธุจะสงผลใหเชื้อ 
E. coli สรางเอนไซม AmpC ในปริมาณมากได (overexpression) และนอยลงได (Polsfuss et al., 
2011) ดังนั้นการศึกษาการกลายพันธุของ promoter ดวยวิธีการ sequencing เพ่ือยืนยันจึงมีความ
จําเปน ในการศึกษาตอไปอาจจะใชการตรวจหาการสรางเอนไซม AmpC วิธีอื่น เชน วิธี AmpC disk 
test (Black et al., 2005) ควบคูกันไป นอกจากน้ีอาจจะมีกลไกอ่ืนที่ทําใหเชื้อด้ือตอยา cefoxitin ซึ่ง
ไมใชการสรางเอนไซม AmpC 

มักมีรายงานการพบเชื้อ E. coli ที่สามารถสรางทั้งเอนไซม ESBls และด้ือยาในกลุม 
fluoroquinolone (Pasom et al., 2013; Winissorn et al., 2013) ในการศึกษาครั้งน้ีพบเชื้อ E. coli 
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ที่ดื้อยา ciprofloxacin รวมกับการสรางเอนไซม ESBLs และ จํานวน 7.0% (7/100) ในผูปวยกลุมที่
ไมไดรับยา ciprofloxacin และจํานวน 12.1% (18/149) ในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ซึ่งในป 
ค.ศ. 2003 มีรายงานการตรวจพบเชื้อ E. coli ซึ่งแยกจากผูปวยในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ที่สราง
เอนไซม ESBLs และด้ือยา ciprofloxacin จํานวน 47.0% (Ingviya et al., 2003)  

การศึกษาด้ือยาในกลุม fluoroquinolone มีความสําคัญเนื่องจากยาในกลุม 
fluoroquinolone เชน ciprofloxacin เปนยาที่นิยมใชในการรักษาโรคติดเชื้อในโรงพยาบาล และยังมี
การใชยาในกลุมน้ีในผูปวยมะเร็งที่ไดรับเคมีบําบัดดวย Laoprasopwattana et al (2013) ไดรายงานวา
ยา ciprofloxacin สามารถลดการเกิดไขในผูปวยเด็กที่เปนโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวได ในประเทศไทยพบ
เชื้อ E. coli ที่ด้ือยากลุม fluoroquinolone จํานวน 38.3% ในแผนก ICU ของโรงพยาบาลสงขลา
นครินทร (Thongpiyapoom et al., 2004) ในการศึกษาครั้งน้ีพบเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin 
ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เทากับ 24.0% (24/100) และ 67.8% (101/149) 
ตามลําดับ ซึ่งเชื้อ E. coli ที่แยกไดในผูปวยหลังไดรับยา ciprofloxacin เปนเวลา 1 และ 2 สัปดาห (R2, 
R3) มีจํานวนเชื้อทีด่ื้อตอยา ciprofloxacin ที่แตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อที่แยกได
กอนไดรับยา ciprofloxacin (R1) แสดงวาการไดรับยา ciprofloxacin สามารถเหน่ียวนําใหเกิดการดื้อ
ยา ciprofloxacin ได 

การดื้อยากลุม fluoroquinolone เปนผลมาจากการกลายพันธุของยีน DNA gyrase 
และ topoisomerase IV นอกจากน้ียังมีรายงานวาเกิดจากการที่เชื้อไดรับยีน qnrA, qnrB, qnrS และ 
qepA ซึ่งเปนยีนที่พบบนพลาสมิด (Dalholf, 2012) โดยยีน qnr (qnrA, qnrB, qnrS) ผลิตโปรตีน Qnr 
มีหนาที่ปองกันเอนไซม DNA gyrase (topoisomerase II) และ topoisomerase IV จากการจับของยา
กลุม fluoroquinolone (Cattoir and Nordmann, 2009; Jacoby et al., 2009) และยีน qepA ผลิต
โปรตีน QepA ซึ่งเก่ียวของกับการขับยาออกนอกเซลล (efflux pump) เพ่ือลดระดับของยาภายในเซลล 
(Perichon et al., 2007; Fabrega et al., 2009)  ดังน้ันเชื้อที่ด้ือหรือไมไดด้ือตอยากลุม 
fluoroquinolone หากมียีนเหลานี้รวมอยูดวยก็จะสามารถทําใหเชื้ออยูในสภาวะที่มียาในกลุมน้ีได เชื้อ 
E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin มี 101 ไอโซเลท และ 
87 ไอโซเลท มีคา MIC ตอยา ciprofloxacin ≥ 32 µg/mL (E-test) การที่เชื้อ E. coli สวนใหญมีคา 
MIC ตอยา ciprofloxacin ที่สูงอาจเกิดจากการกลายพันธุในหลายตําแหนงของยีนที่ควบคุมการสราง
เอนไซม DNA gyrase และ topoisomerase IV ดังนั้นการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ควบคุมการ
สรางเอนไซมเหลาน้ีจึงมีความนาสนใจ 

นอกจากน้ีในการศึกษาครั้งน้ีพบวาเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin จํานวน 1 ไอโซเลท ซึ่งดื้อยา ciprofloxacin แตตรวจไมพบยีนทั้ง 4 ชนิด (qnrA, qnrB, 
qnrS และ qepA) ดังน้ันกลไกการดื้อยาในไอโซเลทนี้อาจเกิดจากการกลายพันธุของยีนเปาหมายบน
โครโมโซม (gyrA, gyrB, parC และ parE) จึงมีความนาสนใจที่จะศึกษาตอไปโดยการตรวจหายีนเหลาน้ี
ดวยเทคนิค PCR และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อดูตําแหนงการกลายพันธุ 

มีการรายงานพบเชื้อ E. coli ที่แยกจากปสสาวะของผูปวยโรงพยาบาลศรีนครินทร 
จังหวัดขอนแกน มียีนที่เก่ียวของกับการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone มากกวา 1 ยีน (Pasom et al., 
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2013) ในการศึกษาครั้งน้ีตรวจพบเชื้อ E. coli ที่มียีนที่เกี่ยวของกับการด้ือยาในกลุม fluoroquinolone 
มากกวา 1 ยีน ซึ่งพบทั้งในผูปวยกลุมที่ไมไดรับและไดรับยา ciprofloxacin เน่ืองจากยีนเหลาน้ีอยูบน 
พลาสมิด จึงสามารถถายทอดยีนด้ือยาไปสูเชื้ออ่ืนๆได 

มักมีรายงานวาพบยีน qnr อยูรวมกับยีนอ่ืนๆบน sul1-type integron ยีน qnrA 
และ qnrB มักจะแทรกเขาสู integron ซึ่งเปนแหลงเก็บยีนด้ือยาตัวอ่ืนๆ นอกจากน้ียีน qnr มักพบใน
แบคทีเรียที่สามารถสรางเอนไซม ESBls ได (Guan et al., 2013)  

ในการศึกษาครั้งไดแสดงใหเห็นวายีน qnrA และยีน blaCTX-M อยูบนพลาสมิด แตการ
ที่จะบอกวายีนทั้ง 2 อยูบนพลาสมิดเดียวกัน จะตองทําการศึกษาตอไป นอกจากน้ียังพบเชื้อที่ไมด้ือยา 
ciprofloxacin แตมียีน qnr อยู แสดงใหเห็นวายีน qnr ซึ่งทําหนาที่ปองกันเอนไซม DNA gyrase และ 
topoisomerase IV จากการจับของยากลุม fluoroquinolone ไมไดเก่ียวของในการดื้อตอยา 
ciprofloxacin เพียงอยางเดียว ยีน qnr อาจจะทําหนาที่อ่ืนที่ไมใชการปองกันเอนไซมดังกลาว หรืออาจ
เกิดจากการไดรับพลาสมิดที่มียีน qnr เขามา 

จากการศึกษาความสัมพันธของเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา 
ciprofloxacin โดยดูจากลายพิมพ DNA ของเชื้อโดยใชวิธี ERIC-PCR และ PFGE พบวา เชื้อที่แยกไดใน
ระยะ R1 ของผูปวย P019 และ P053 มีลายพิมพดีเอ็นเอตางจากเชื้อ ที่แยกไดในระยะ R2 และ R3 
เปนไปไดวาเชื้อที่แยกไดในระยะ R1 ของผูปวยทั้ง 2 คน ซึ่งไมดื้อยา ciprofloxacin หลังจากไดรับยา 
ciprofloxacin ทําใหเชื้อเหลาน้ีตาย สวนเชือ้ที่ด้ือยา ciprofloxacin จะเหลือรอดมาจนถึงระยะ R2 และ 
R3 ซึ่งผลการศึกษาดวยวิธี PFGE ไดแสดงใหเห็นวา ลายพิมพดีเอ็นเอในระยะ R2 และ R3 ของผูปวยทั้ง 
2 คน มีความเหมือนกัน 100% ซึ่งแสดงใหเห็นวาเปนเชื้อ clone เดียวกัน สําหรับเชื้อที่แยกไดจากผูปวย 
P072 ในระยะ R1, R2 และ R3 ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อมีความแตกตางกันมาก จึงสามารถบอกไดวา
เปนเชื้อตาง clone กัน 

การศึกษาครั้งน้ีเปนการรายงานครั้งแรกของอุบัติการณการด้ือยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. 
coli ที่แยกไดจากผูปวยเด็กมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ผลการศึกษาในครั้งน้ีเปนแนวทางสาํคญั
สําหรับแพทยตอการเลือกยาปฏิชีวนะในการรักษา นอกจากนี้ควรมีการศึกษาถึงแนวโนมของการด้ือยา
และกลไกในการดื้อยาตอไป 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. พบการด้ือยากลุม fluoroquinolone ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 
ciprofloxacin 24.0% (24/100) และในเชื้อที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 
67.8% (101/149) 

 
2. การไดรับยา ciprofloxacin สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการดื้อยา ciprofloxacin ได 

 
3. พบการสรางเอนไซม ESBLs ในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin 

15.0% (15/100)  และในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 13.4% 
(20/149) 

 
4. การไดรับยา ciprofloxacin ไมสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสราง ESBLs ได 

 
5. พบการสรางเอนไซม ESBLs ชนิด CTX-M-15 มากที่สุดในเชื้อ E. coli ที่แยกไดจากผูปวยทั้ง 2 กลุม 

 
6. พบเชื้อ E. coli ที่มีการสรางเอนไซม class A non-ESBLs beta-lactamases ซึ่งมีจํานวนที่

แตกตางอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin ในระยะ R1, R2 
และ R3 

 
7. พบเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม AmpC ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา ciprofloxacin 1.0% (1/100)  

และในผูปวยกลุมทีไ่ดรับยา ciprofloxacin 1.3% (2/149) 
 

8. จากการศึกษาความไวของยาปฏิชีวนะพบอุบัติการณของ multidrug resistant E. coli ที่แยกจาก
ผูปวยที่ไมไดรับยา ciprofloxacin 6.0% (6/100) และจากผูปวยที่ไดรับยา ciprofloxacin 2.0% 
(3/149) 

 
9. พบเชื้อ E. coli ที่ด้ือยา ciprofloxacin รวมกับการสรางเอนไซม ESBLs ในผูปวยกลุมที่ไมไดรับยา 

ciprofloxacin 7% (7/100) และในผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin 12.1% (18/149)  
 

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

11. จากตัวอยางเชื้อ E. coli ที่แยกจากผูปวยกลุมที่ไดรับยา ciprofloxacin พบวาเชื้อที่ ด้ือยา 
ciprofloxacin และ สรางเอนไซม ESBLs ซึ่งอยูในระยะ R2 และ R3 เปนเชื้อ clone เดียวกัน 

 
12. ในการการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอแสดงใหเห็นวาวิธี PFGE มีประสิทธิภาพสูงกวาวิธี 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. 
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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) 

 
 


