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บทคัดย่อ 
 

Klebsiella pneumoniae เป็นเชื้อสําคัญท่ีก่อให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล 
(nosocomial infection) และพบบ่อยว่ามีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (multidrug-resistant) 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้คือ ศึกษาการดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด การดื้อยาปฏิชีวนะกลุ่ม beta-
lactam และ การดื้อยาปฏิชีวนะ fluoroquinolone ในเชื้อ K. pneumoniae 77 ไอโซเลทท่ีแยกได้
จาก rectal swabs (R) ในผู้ป่วยเด็กท่ีเป็น acute lymphoblastic leukemia (ALL) หรือ 
lymphoma จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ โดยแบ่งเชื้อ K. pneumoniae ออกเป็น 2 กลุ่มคือ 
กลุ่มท่ีได้รับ placebo (P) และกลุ่มได้รับยา ciprofloxacin (C) โดยท้ังสองกลุ่มแบ่งย่อยออกเป็น 3 
กลุ่มคือ กลุ่มก่อนได้รับยา 1 สัปดาห์ (R1) กลุ่มหลังจากได้รับยาแล้ว 1 สัปดาห์ (R2) และกลุ่ม
หลังจากได้รับยาแล้ว 2 สัปดาห์ (R3) จากการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ 9 ชนิด ตรวจสอบหายีน 
plasmid-mediated quinolone รวมท้ังเอนไซม์ ESBLs พบว่าจํานวนเชื้อท่ีดื้อต่อ ciprofloxacin 
ในกลุ่ม PR1+R2+R3 CR1 และ CR2+R3 คิดเป็น 14.6, 12.5 และ 84.6 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ ยีนท่ีเป็น 
plasmid-mediated quinolone ท่ีพบมากคือ qnrB และ qnrS จํานวนเชื้อท่ีผลิตเอนไซม์ ESBLs 
ในกลุ่ม PR1+R2+R3 CR1 และ CR2+R3 คิดเป็น 35.4, 12.5 และ 23.1 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ พบยีน 
blaTEM มากท่ีสุดคิดเป็น 91 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาพบยีน blaSHV คิดเป็น 86.3 เปอร์เซ็นต์และพบยีน 
blaCTX-M คิดเป็น 59.1 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนั้นยังพบเชื้อท่ีไม่สร้าง ESBLs แต่มียีนกลุ่มการสร้าง
เอนไซม์ ESBLs อีกด้วย พบว่าการท่ีเชื้อได้รับยา ciprofloxacin ทําให้เชื้อดื้อต่อยา ciprofloxacin 
เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสําคัญ (P ≤ 0.05) แต่ไม่ได้มีความสัมพันธ์กันในการผลิตเอนไซม์ ESBLs และไม่ทํา
ให้เกิดการดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (multidrug-resistant) 
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Abstract 

 
Klebsiella pneumoniae is the main causative agent of nosocomial infection. It 

has been frequently reported multidrug-resistant organism. Our study is aimed to 
determine the prevalence of multidrug-resistance, beta-lactamase producer and 
fluoroquinolone resistance in 77 isolates of K. pneumoniae obtained from rectal 
swabs (R) of pediatric patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL) or lymphoma 
from Songklanagarind Hospital. The patients were separated into 2 groups; placebo 
(P) group and ciprofloxacin (C) group based on treatment with placebo or 
ciprofloxacin. In both groups, bacteria were divided into 3 subgroups, K. pneumoniae 
isolated from patients before receiving placebo or ciprofloxacin 1 week (R1), K. 
pneumoniae isolated from patients after treatment with placebo or ciprofloxacin 1 
week (R2) and K. pneumoniae isolated from patients after treatment with placebo or 
ciprofloxacin 2 weeks (R3). Susceptibility to nine antibiotics were investigated 
including, plasmid-mediated quinolone genes and ESBLs producing genes. 
Prevalences of ciprofloxacin resistance in PR1+R2+R3, CR1 and CR2+R3 were 14.6%, 12.5% 
and 84.6% respectively. The result showed that most of K. pneumoniae carried qnrB 
and qnrS gene. The prevalence of ESBLs producing in PR1+R2+R3, CR1 and CR2+R3 were 
35.4%, 12.5% and 23.1% respectively. Most isolates carried gene blaTEM, followed by 
blaSHV and blaCTX-M with 91.0%, 86.3% and 59.1% respectively, and then isolates were 
non-ESBLs beta-lactamase producer but carried ESBLs genes. This study indicated 
that increase detection of ciprofloxacin treatment K. pneumoniae was demonstrated 
in ciprofloxacin treatment patients (P ≤ 0.05) but there was no correlation between 
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ciprofloxacin treatment both ESBLs producing and multidrug-resistance in the 
bacteria. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
บทนําต้นเร่ือง 
 

การดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียเพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่องส่งผลกระทบท่ัวโลกจนเป็น
ปัญหาสําคัญอย่างยิ่งทางการแพทย์  โดยเฉพาะผู้ป่วยท่ีต้องเข้าพักรักษาตัวท่ีโรงพยาบาลเป็น
เวลานานหรือมีความถ่ีในการเข้ารับการรักษาบ่อยมักมีโอกาสเสี่ยงในการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยา
เหล่านี้จากโรงพยาบาล (nosocomial infection) ซึ่งการติดเชื้อแบคทีเรียเหล่านั้นสามารถเกิดจาก
แบคทีเรียท่ีเป็นเชื้อประจําถ่ิน (normal flora) หรือเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic 
microorganism) ซึ่งทําให้เกิดโรคได้เม่ือภูมิต้านทานของร่างกายลดลง (immunocompromised 
host) 

กระทรวงสาธารณสุขได้เผยถึงสถานการณ์เชื้อดื้อยาปฏิชีวนะของไทย พบว่าปัญหา
เชื้อดื้อยาเพ่ิมมากข้ึน เนื่องมาจากการใช้ยาปฏิชีวนะเกินความจําเป็น รวมท้ังบริโภคยาไม่ตรงตาม
คําสั่งแพทย์อย่างเคร่งครัด ส่งผลใหพ้บคนไทยติดเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะปีละกว่า 1 แสนคน ใช้เวลารักษา
ตัวนานข้ึนรวมกันปีละกว่า 3 ล้านวัน ในปี 2553 มีผู้ป่วยติดเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะเสียชีวิต 38,481 ราย 
มูลค่าสูญเสียทางเศรษฐกิจจากการเจ็บป่วยและเสียชีวิตก่อนวัยอันควรปีละกว่า 40,000 ล้านบาท 
ดังนั้นทางกระทรวงจึงเร่งแก้ไขโดยให้โรงพยาบาลทุกแห่งจ่ายยาปฏิชีวนะอย่างสมเหตุสมผล เพ่ิม
มาตรฐานการเฝ้าระวังอย่างเคร่งครัดและควบคุมการติดเชื้อในโรงพยาบาล รวมท้ังส่งเสริมการใช้ยา
ปฏิชีวนะอย่างถูกต้อง (ท่ีมา: ศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาแห่งชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ หรือ National Antimicrobial Resistance Surveillance Center 
Thailand: NARST Thailand) 

จากการศึกษาผลกระทบจากการติดเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะในประเทศไทย โดย
สถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข (Health Systems Research Institute: HSRI) ได้ศึกษาข้อมูลของ
ผู้ป่วยท่ีรักษาตัวในโรงพยาบาล และข้อมูลการติดเชื้อในโรงพยาบาลทุกระดับท่ัวประเทศจํานวน 
1,023 แห่งในปี 2553 พบแบคทีเรียท่ีดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (multidrug-resistant) เรียง
ตามลําดับดังนี้ 1) Escherichia coli 2) Klebsiella pneumoniae 3) Acinetobactor 

baumannii 4) Pseudomonas aeruginosa 5) Staphylococcus aureus เห็นได้ว่า             
K. pneumoniae เป็นแบคทีเรียท่ีดื้อยาปฏิชีวนะท่ีพบได้มากเป็นอันดับสองและมีความสําคัญในการ



2 

 

 

 

ก่อโรครุนแรงอีกหลายชนิด เช่น โรคปอดบวม (pneumonia)  โรคเยือ่หุ้มสมองอักเสบ  (meningitis)  
โรคทางเดนิปัสสาวะอักเสบ (urinary tract infections: UTI) เป็นต้น 

การดื้ อยาปฏิชี วนะหลายชนิ ด  (multidrug-resistant)  มักพบมากในกลุ่ ม 
Enterobacteriaceae (Paterson, 2006, Pfeifer et al., 2010) โดยเชื้อ K. pneumoniae เป็น
เชื้อในกลุ่ม Enterobacteriaceae จัดเป็นเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic bacteria) ท่ีทําให้เกิดการ
ติดเชื้อในโรงพยาบาล การดื้อยาในกลุ่ม beta-lactam ของเชื้อกลุ่มนี้เกิดจากการสร้างเอนไซม์ 
beta-lactamase และเอนไซม์อ่ืนท่ีเก่ียวข้อง เอนไซม์ในกลุ่ม beta-lactamase ท่ีพบการรายงานสูง
ได้แก่ extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) (Winokur et al., 2001) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมี
ฤทธิ์ในการทําลายโครงสร้างท่ีเรียกว่า beta-lactam ring ของยากลุ่ม beta-lactam ได้แก่ 
penicillins, third generation cephalosporins, fourth generation cephalosporins รวมท้ัง
กลุ่ม monobactams เอนไซม์ ESBL มีหลายชนิด และมีประสิทธิภาพในการทําลายยาในแต่ละตัว
แตกต่างกัน นอกจากนั้นยังมีการรายงานการดื้อต่อยาในกลุ่ม fluoroquinolone ด้วยเนื่องจากใน
ระยะหลังมีการใช้ยากลุ่มนี้มากข้ึนในการรักษาโรคติดเชื้อจาก K. pneumoniae 
   ดังนั้นจึงมีความจําเป็นในการศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะกลุ่ม beta-lactam และ 
fluoroquinolone ในเชื้อ K. pneumoniae ท้ังในเชิงอุบัติการณ์ (incidence) และลักษณะการดื้อ
ยาท้ังสองชนิด เพ่ือเป็นแนวทางในการป้องกันผู้ป่วยและเป็นการช่วยแพทย์ในการเลือกใช้ยาในการ
รักษาผู้ป่วยท่ีเกิดจากการติดเชื้อ K. pneumoniae เพ่ือป้องกันการเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิด
และเพ่ือเฝ้าระวังการระบาดและการถ่ายทอด multidrug-resistant gene สู่เชื้อกลุ่ม 
Enterobacteriaceae   
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การตรวจเอกสาร 
 

1. Enterobacteriaceae 
 

  แบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง (gram 
negative bacilli) โดยปกติแล้วแบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถพบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ ในดิน น้ํา และพืช 
นอกจากนี้ยังเป็นแบคทีเรียประจําถ่ินของระบบทางเดินอาหาร สามารถเจริญได้ง่ายท้ังในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนหรือไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobes) ไม่มีการสร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซม์ 
oxidase แต่สร้างเอนไซม์ catalase ได้ สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสให้กรดและก๊าซ หรือให้กรดเพียง
อย่างเดียว และรีดิวซ์ไนเตรตให้เป็นไนไตรต์ได้ มีท้ังพวกท่ีเคลื่อนท่ีได้ (motile) และไม่เคลื่อนท่ี 
(non-motile) โดยแบคทีเรียบางกลุ่มจะอาศัยแฟลกเจลลารอบเซลล์ (peritrichous flagella) ใน
การเคลื่อนท่ี 

แบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae สามารถเจริญได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
enriched media เช่น blood agar หรือ chocolate agar บางชนิดมีลักษณะโคโลนีเยิ้มเพราะ
สามารถสร้าง capsule ได้ เช่น Klebsiella spp. บางชนิดสามารถสลายเม็ดเลือดบน blood agar 
ได ้แต่ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อนีจ้ะไม่สามารถจําแนกแบคทีเรียในกลุ่มนี้ออกจากกันได้  การ
แยกเชื้อในกลุ่มนี้ทําได้โดยนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อประเภท selective media ท่ีมีการเติมสาร
บางชนิดลงไปเพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีไม่ต้องการ โดยสารท่ีเติมลงไปนั้นไม่มีผลยับยั้ง
การเจริญของเชื้อท่ีต้องการ เช่น MacConkey agar ซึ่งสามารถช่วยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  
แกรมบวกได้ และอาหารชนิดนี้ยังสามารถแยกความแตกต่างของเชื้อ Enterobacteriaceae ตาม
ความสามารถในการหมักน้ําตาลแลคโตสออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ lactose fermenter, non- 
lactose fermenter และ delayed fermenter โดยกลุ่ม lactose fermenter สามารถหมักน้ําตาล
แลคโตสให้เป็นกรดแลคติก ซึ่งสามารถเปลี่ยนสี indicator ทําให้โคโลนีมีสีแดงหรือสีชมพู ตัวอย่าง
เชื้อในกลุ่มนี้ได้แก่ E. coli, Klebsiella spp. และ Enterobacter spp. เป็นต้น ส่วนกลุ่ม non- 
lactose fermenter โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะไม่มีสี ตัวอย่างเชื้อในกลุ่มนี้ได้แก่ Salmonella 

spp., Shigella spp., Edwardsiella spp. และ Proteus spp. เป็นต้น ส่วนกลุ่มท่ีสามารถหมัก
น้ําตาลแลคโตสได้แต่ใช้เวลา 3-7 วันหรือ delayed fermenter ได้แก่ Citrobacter spp. และ 
Arizona spp. เป็นต้น นอกจากนี้ยังสามารถแยกกลุ่ม Enterobacteriaceae โดยใช้อาหาร
differential media หรือ transport media เพ่ือให้มีความจําเพาะกับแบคทีเรียแต่ละชนิดมากข้ึน 
โดยเลือกใช้ให้เหมาะกับจุดประสงค์และประเภทของแบคทีเรียแต่ละชนิด 
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แบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียท่ีมีความสําคัญในมนุษย์ โดย
บาง Genus พบการดํารงชีวิตเป็นแบคทีเรียประจําถ่ินในลําไส้ของคนและสัตว์เช่น E. coli และ 
Enterobacter spp. บาง Genus สามารถก่อโรคได้หลากหลายชนิด โดยเป็นได้ท้ังเชื้อก่อโรคจริง 
(true pathogen) และเชื้อก่อโรคแบบฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) Genus ท่ีพบเป็น
เชื้อก่อโรคจริง ได้แก่ Salmonella spp., Shigella spp. และ Yersinia enterocolitica เป็นต้น 
รวมไปถึงบางสายพันธุ์ของ  E. coli โดยแบคทีเรียเหล่านี้มักก่อโรคในระบบทางเดินอาหารจากการกิน
อาหารหรือน้ําดื่มท่ีมีเชื้อปนเปื้อนเข้าไป  ส่วนเชื้อท่ีก่อโรคแบบฉวยโอกาสได้แก่ E. coli, K. 

pneumoniae และ Proteus mirabilis เป็นต้น โดยพบว่าเป็นสาเหตุของการติดเชื้อนอกระบบ
ทางเดินอาหารและก่อให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล (Paterson, 2006) โรคท่ีมักพบคือโรคติดเชื้อ
ในระบบทางเดินปัสสาวะ (urinary tract infections: UTI) (Dias Neto et al., 2003, Sudha et 
al., 2013) โดยเฉพาะกระเพาะปัสสาวะอักเสบ (cystitis) ซึ่งพบว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้เป็นสาเหตุของ
โรคดังกล่าวถึงร้อยละ 70 ของเชื้อท่ีเป็นสาเหตุท้ังหมด นอกจากนี้ยังเป็นสาเหตุของการติดเชื้อใน
ระบบทางเดินหายใจ (respiratory tract infection) การติดเชื้อของแผล (wound infection) การ
ติดเชื้อในกระแสเลือด (bloodstream infection) รวมไปถึงการติดเชื้อในระบบประสาทส่วนกลาง 
(Central Nervous System infection) ได้อีกด้วย  แบคทีเรียในกลุ่มนี้สามารถแยกจากสิ่งส่งตรวจ
ได้ถึงร้อยละ 50 ของแบคทีเรียท้ังหมด และพบถึงร้อยละ 70-80 ของแบคทีเรียกลุ่มแกรมลบ รูปแท่ง 
(Denton, 2007) จึงมีความจําเป็นท่ีห้องปฏิบัติการต้องให้ความสําคัญในการแยกพิสูจน์และทดสอบ
ความไวของยาปฏิชีวนะกับแบคทีเรียกลุ่มนี ้

  
 
2. Klebsiella spp. 
 

2.1 Klebsiella spp. 
  เชื้อ Klebsiella spp. สามารถพบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ สามารถแบ่ง 2 กลุ่มคือ 
กลุ่มท่ีพบในสิ่งแวดล้อมท่ัวไป ในผิวน้ํา สิ่งปฏิกูลของเสีย ในดินหรือพืชผัก ต้นไม้ต่างๆ และกลุ่มท่ีพบ
ในสิ่งมีชีวิต ท้ังคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหลากหลายชนิดเชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 30-35°C โดยเชื้อจากสิ่งส่งตรวจทางคลินิกมักโตได้ดีท่ีอุณหภูมิ 37°C หรือใกล้เคียงอุณหภูมิ
นี ้

Klebsiella spp. สามารถเติบโตได้ดีในสิ่งแวดล้อมทางน้ํา น้ําท้ิงหรือน้ําเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม รวมถึงโรงงานพวกผลิตภัณฑ์จากไม้และผักสด อาหารท่ีมีส่วนประกอบของ
น้ําตาลและกรดในปริมาณสูง แม้กระท่ังในน้ําผลไม้เข้มข้นหรือต้นไม้และผลิตภัณฑ์จากไม้ นอกจาก



5 

 

 

 

พบท่ัวไปในเนื้อไม้แล้ว ยังมีรายงานว่า พบในฝุ่นและน้ําเสียจากโรงงานผลิตไม้หรือพวกกระดาษ 
เนื่องจากมีการตรวจพบเชื้อ Klebsiella ในโพรงจมูกของคนงานในโรงงานจํานวนมาก นอกจากนี้ยัง
พบ Klebsiella ได้บ่อยจากบริเวณผิวรากของต้นพืชหลายชนิด ท้ังนี้ K. pneumoniae, K. oxytoca 
หรือ K. planticola สามารถตรึงไนโตรเจนได้ ในการตรึงไนโตรเจนดังกล่าวต้องอาศัย fimbriae ของ
เชื้อในการเกาะติดกับรากของต้นพืช โดย type 3 fimbriae จะมีประสิทธิภาพในการยึดเกาะมากกว่า 
type 1 fimbriae เนื่องจากแบคทีเรียยึดเกาะกับขนรากได้แน่นและมีพ้ืนท่ีผิวในการจับกับเมือก
บริเวณหมวกรากมากกว่า (Brisse et al., 2006) 

 
2.2 การจัดจําแนกเช้ือ Klebsiella spp. 
การจําแนกเชื้อโดยใช้ taxonomic structure สามารถแยก Klebsiella spp. 

ออกเป็น 8 species ดังนี้ 1) Klebsiella pneumoniae ซึ่งสามารถแบ่งย่อยได้เป็น 3 subspecies 
ได้แก่ K. pneumoniae subspecies pneumoniae, K. pneumoniae subspecies ozaenae 
และ K. pneumoniae subspecies rhinoscleromatis 2) K. granulomatis 3) K. oxytoca 4) 
K. planticola 5) K. ornithinolytica 6) K. terrigena 7) K. mobilis 8) K. variicola (Brisse et 
al., 2006) 

นอกจากนี้ยังสามารถแบ่งสายพันธุ์ของ Klebsiella ออกตามประเภทของ antigen 
ท่ีอยู่บนผิวเซลล์ได้เป็น 2 ประเภท คือ O antigen และ K antigen โดย O antigen เป็น
องค์ประกอบของ lipopolysaccharide (LPS) จากการศึกษาในปี 2006 พบว่าสามารถแบ่ง O 
antigen ออกเป็น 9 type ได้แก่ O1, O2, O2ac, O3, O4, O5, O7, O8 และ O12 โดย K. 
pneumoniae O1 เป็น type ท่ีพบได้มากท่ีสุดหน้าท่ีสําคัญของ O antigen คือ ป้องกันเชื้อ K. 
pneumoniae จากพวก complement ส่วน K antigen เป็นส่วนของแคปซูลท่ีห่อหุ้มตัวเชื้อ ซึ่ง
ปัจจุบันสามารถจําแนกได้มากกว่า 80 type (Brisse et al., 2006) 

 
2.3 ปัจจัยก่อความรุนแรงของโรค (virulence factors)  
ปัจจัยท่ีก่อให้เกิดโรคและทําให้เพ่ิมความรุนแรงของโรคของเชื้อ Klebsiella มีดังนี ้
     2.3.1 แคปซูล โดยมีองค์ประกอบคือน้ําตาล 4-6 หมู่ และกรดยูโรนิก (uronic 

acid) แคปซูลเป็นองค์ประกอบสําคัญในการก่อความรุนแรงของโรค ทําหน้าท่ีเป็น antiphagocytic 
โดยช่วยป้องกันแบคทีเรียจากการ phagocytosis ของ polymorphonuclear cell และยับยั้งการ
จับหรือกระตุ้นของระบบ complement (Podschun and Ullmann, 1998) 

     2.3.2 Pili เป็นองค์ประกอบท่ีช่วยในการยึดเกาะ (adhesion) ของตัวเชื้อโดย
เชื้อจะใช้ pili ในการยึดจับกับโฮสต์บริเวณ mucosal surface สามารถแบ่งชนิดของ pili ใน 
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Klebsiella spp. เป็น 2 ประเภท ได้แก่ type 1 (common) pili และ type 3 pili โดย type 1 pili 
การตอบสนองแบบ D-mannose-sensitive hemagglutinins (MSHA) และเป็นสาเหตุทําให้เกิดการ
รวมกลุ่มของเม็ดเลือดแดง (agglutination of erythrocyte) ในสัตว์ทดลอง ส่วน type 3 pili จะพบ
การตอบสนองแบบ D-mannose-resistance hemagglutinis (MRHA)  

     2.3.3 Lipopolysaccharide (LPS) เป็นส่วนประกอบสําคัญในชั้นผนังเซลล์ 
(cell wall) ของแบคทีเรียแกรมลบ LPS เป็นสาเหตุสําคัญของการก่อโรคของแบคทีเรียและเป็น
สาเหตุทําให้เกิดอาการช็อกจากการติดเชื้อ (septic shock) LPS ประกอบด้วย 3 ส่วนได้แก่ 1) lipid 
A  2) core oligosaccharide 3) O-antigenic polysaccharide (O side chain) ซึ่งเป็น 
polysaccharide chain ท่ีมีน้ําตาลชนิดพิเศษมาต่อกัน แบคทีเรียแกรมลบสามารถเปลี่ยนโครงสร้าง 
O antigen ได้ จึงสามารถหลบหลีกจากการทําลายของ antibody ของโฮสต์ได้ ปัจจุบันพบว่า
สามารถจําแนก O side chain ใน K. pneumoniae ได้ 9 serotype ดังท่ีกล่าวมาแล้ว โดย O1 
antigen เป็น O antigen ชนิดท่ีพบได้บ่อยท่ีสุดใน K. pneumoniae (Hsieh et al., 2012) 

     2.3.4 Siderophore เป็นสารเมทาโบไลท์ชนิดทุติยภูมิท่ีมีมวลโมเลกุลต่ําและมี
ความจําเพาะกับธาตุเหล็กสูง มักจะสร้างโดยราและแบคทีเรียในสภาวะท่ีขาดแคลนหรือไม่มีธาตุเหล็ก 
โดยปล่อย siderophore ออกมานอกเซลล์เพ่ือแข่งขันในการจับระหว่างเหล็กกับจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน
เพ่ือนําเหล็กท่ีจับได้ไปใช้ในเมทาบอลิซึมของเชื้อ โดยผลจากการขาดธาตุเหล็กอาจทําให้จุลินทรีย์ก่อ
โรคหรือเซลล์โฮสต์ไม่สามารถเจริญได ้

 
2.4 การก่อพยาธิสภาพ (Pathogenesis) 
การก่อโรคของ Klebsiella ต้องอาศัยปัจจัยสําคัญท่ีมีส่วนทําให้เกิดพยาธิสภาพ 4 

ปัจจัยหลัก ได้แก่ adhesins, capsular polysaccharides, lipopolysaccharides และ 
siderophore ซึ่งท้ังหมดเป็นปัจจัยทําให้เกิดความรุนแรงในการก่อโรค (virulence factors) 
นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงปัจจัยอ่ืนท่ีทําให้เชื้อเกิดการเพ่ิมจํานวนหรือทําให้เกิดการอักเสบ รวมถึง
เกิดการกลายพันธุ์ ในระดับ genome ของเชื้อ (Podschun and Ullmann, 1998) 

K. pneumoniae เป็นสาเหตุสําคัญของโรคปอดอักเสบชุมชน (community-
acquired pneumonia) และจากการศึกษาของกลุ่มนักวิจัยชาวยุโรปในปี ค.ศ.1990 พบว่า มีผู้ป่วย 
2.3% เข้ารับการรักษาในแผนกผู้ป่วยวิกฤตด้วยโรคปอดอักเสบชุมชน การตรวจสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย
ท่ีเป็นโรคปอดอักเสบชุมชนช่วงระหว่างป ีค.ศ. 1996 ถึงปี ค.ศ. 1997 จากสิ่งส่งตรวจ 28 ตัวอย่างใน
ประเทศไต้หวัน (ทวีปเอเชีย) และ 25 ตัวอย่างในประเทศแอฟริกาใต้ (ทวีปแอฟริกา) พบว่ามี                  
K. pneumoniae ท่ีก่อให้เกิดโรคปอดอักเสบชุมชนในไต้หวันคิดเป็น 29%  และในแอฟริกาใต้ 62% 
(Ko et al., 2002) 
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จากการศึกษาความชุกของการเกิดโรคฝีตับ (liver abscess) ท่ีเกิดจากเชื้อ K. 
pneumoniae ในผู้ป่วย พบว่ามีการเพ่ิมข้ึนของเชื้อ K. pneumoniae ท่ีทําให้เกิดโรคฝีตับใน
ประเทศไต้หวัน สิงคโปร์ เกาหลีใต้ ฮ่องกง ไทย และญี่ปุ่น ซึ่งเป็นประเทศในกลุ่มทวีปเอเชีย (Ko et 
al., 2002) และยังพบว่า K. pneumoniae serotype K1 เป็นสาเหตุท่ีก่อให้เกิดโรคฝีตับได้มากกว่า
พวกท่ีเป็น non-Klebsiella และเป็นสาเหตุทําให้ผู้ท่ีเป็นโรคเบาหวานเกิดโรคฝีตับ (Kim J. et al., 
2009) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนท่ีสรุปว่า K. pneumoniae serotype K1 และ serotype K2 
เป็นสายพันธุ์สําคัญท่ีก่อโรคฝีตับ (Yeh et al., 2007, Siu et al., 2012) 

นอกจากนั้น K. pneumoniae ก่อโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ โดยมีรายงานจากผู้ป่วย
ท่ีเป็นโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบท้ังหมด 7 คน เป็นชาวไต้หวัน 5 คนและชาวแอฟริกาใต้ 2 คน พบว่ามี
ผู้ป่วย 4 คนเคยเป็นโรคเบาหวานมาก่อน (Ko et al., 2002) และมีรายงานในประเทศไต้หวันว่า 
ผู้ป่วยโรคเยื้อหุ้มสมองอักเสบท้ังหมด 115 คนพบว่า 84% เป็นโรคปอดบวมชุมชน และ 64% มีการ
ติดเชื้อในกระแสเลือดร่วมด้วย (Costerus et al., 2012) 

 
2.5 Klebsiella pneumoniae 
เชื้อ K. pneumoniae จัดเป็น species หนึ่งใน  Genus Klebsiella เป็น

แบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) รูปร่างเป็นแท่ง (rod-shaped) มีขนาดประมาณ 0.3-1.0  
ไมโครเมตร (µm) และยาว 0.6-6.0 ไมโครเมตร (µm) ไม่เคลื่อนท่ี (non-motile) มีแคปซูล 
(encapsulated)  จัดเป็น facultative anaerobic เม่ือย้อมแกรมจะเห็นแคปซูลเป็นวงใสรอบตัวเชื้อ 
ลักษณะเด่นของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อคือ โคโลนีใหญ่ เยิ้ม และเหนียว (รูปท่ี 1.1) 

K. pneumoniae เป็นสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในโรงพยาบาลและเป็น
แบคทีเรียก่อโรคอ่ืนอีกหลายชนิด ได้แก่ โรคปอดบวม โรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ โรคทางเดินปัสสาวะ
อักเสบ รวมไปถึงการติดเชื้อในระบบอ่ืนของร่างกาย  แบคทีเรียนี้สามารถพบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ  
ท้ังพ้ืนดินหรือผิวน้ํา  รวมถึงพบในร่างกายของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ท้ังคนและสัตว์ เช่น ลําไส้  
ทางเดินปัสสาวะ  ทางเดินหายใจ  รวมถึงในผู้ป่วยท่ีติดเชื้อในกระแสเลือดหรือมีบาดแผลจากการ
อักเสบ รวมถึงบริเวณผิวหนังและยังพบได้ในอุจจาระอีกด้วย (Berrazeg et al., 2013) 
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รูปท่ี 1.1 ลักษณะโคโลนขีองเชื้อ K. pneumoniae บน MacConkey agar 
ท่ีมา:  https://www.pinterest.com/source/bacteriainphotos.com/ 

 
นอกจาก K. pneumoniae จะเป็นสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในโรงพยาบาลแล้ว 

นักวิจัยกลุ่มหนึ่งพบว่า K. pneumoniae เป็นสาเหตุหลักท่ีทําให้เกิดการเสียชีวิตของผู้ป่วยเด็ก
ประเภทผู้ป่วยวิกฤต (ICU) ถึง 70% รวมถึงยังเป็น species หลักท่ีพบการดื้อยาหลายชนิดในช่วง 20 
ปีท่ีผ่านมา (Gupta et al., 2003) 

 
3. การดื้อยาปฏิชีวนะ (antibiotic resistance) 

ปัจจุบันการดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียเป็นปัญหาใหญ่ท่ีส่งผลกระทบไปท่ัวโลก มี
ความซับซ้อนและรุนแรงเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ส่งผลกระทบต่อสุขภาพและเศรษฐกิจ การดื้อยาปฏิชีวนะของ
แบคทีเรียเกิดจากการท่ีแบคทีเรียปรับตัวต่อยาโดยกลไกต่างๆ เพ่ือกําจัดและลดประสิทธิภาพของยา 
การดื้อยาอาจเกิดข้ึนเองจากธรรมชาติ (natural resistance) หรือเกิดจากการเหนี่ยวนําให้เกิดข้ึนใน
ภายหลังได้รับยาปฏิชีวนะ (acquired resistance) 

 
3.1 ระบาดวิทยาของการดื้อยาปฏิชีวนะ  
ความชุกของการดื้อยาปฏิชีวนะพบได้ในทุกภาคส่วนของโลกในอัตราท่ีต่างกัน ซึ่ง

สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ระดับ ได้แก่ ระดับท้องถ่ิน (local level) อัตราการดื้อยาในแต่ละชุมชน
จะไม่เท่ากัน โดยในโรงพยาบาลศูนย์ขนาดใหญ่จะมีอัตราการดื้อยาปฏิชีวนะสูงกว่าในโรงพยาบาล
ชุมชน นอกจากโรงพยาบาลแล้วศูนย์ดูแลผู้ป่วยระยะยาวยังเป็นแหล่งของเชื้อดื้อยาอีกด้วย ระดับท่ี
สองคือ ระดับประเทศ (national level) พบว่าความชุกของการดื้อยาในแต่ละประเทศจะแตกต่างกัน 
ข้ึนกับวิธีการในการสํารวจและความสามารถของห้องปฏิบัติการในการแยกเชื้อ ในทวีปยุโรปและ
อเมริกาจะมีรายงานการกระจายลงไปทางทิศใต้ คือ พบมากท่ีแถบเมดิเตอร์เรเนียนและละตินอเมริกา
ตามลําดับ ในเอเชียจะพบมากในประเทศจีนและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และระดับท่ีสามคือ ระดับ
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นานาชาติ (international level) เป็นการกระจายของเชื้อดื้อยาท่ีปรากฏข้ึนใหม่ (newly emerging 
resistant strains) ไปท่ัวโลก ซึ่งเกิดจากการเดินทางของคนท่ีเป็นพาหะของเชื้อดื้อยานั้น (Luvira, 
2006) 

ปัจจัยเสี่ยง (risk factors) ท่ีทําให้เกิดการติดเชื้อดื้อต่อยาปฏิชีวนะ ได้แก่ การใช้ยา
ปฏิชีวนะท่ีมีฤทธิ์กว้างมาก่อน การอยู่โรงพยาบาลหรือการรักษาในศูนย์ดูแลผู้ป่วยระยะยาวเป็นระยะ
เวลานาน ผู้ป่วยท่ีมีโรคประจําตัวรุนแรง เช่น โรคเบาหวาน หัวใจวาย โรคหลอดเลือดสมอง เป็นต้น 
รวมท้ังการติดเชื้อจากการรักษา ได้แก่ การใส่สายสวนต่างๆ การปนเปื้อนจากการดูแลของบุคลากร
ทางการแพทย์ และกลไกการควบคุมการติดเชื้อท่ีไม่ดีพอ ท้ังหมดนี้เป็นปัจจัยเสี่ยงท่ีสามารถทําให้เกิด
การติดเชื้อท่ีดื้อต่อยาปฏิชีวนะได ้

 
3.2 อณพูันธุศาสตร์ของการดื้อยาปฏิชีวนะ  
การเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมท่ีทําให้เกิดการดื้อยาอาจเกิดข้ึนได้ 3 ระดับได้แก่ 
    3.2.1 การเกิด point mutation ซึ่งเปรียบเป็น micro evolutionary change 

ทางพันธุกรรม ตัวอย่างท่ีสําคัญทางคลินิก คือ การเปลี่ยนแปลงในตําแหน่งท่ีสําคัญเพียงตําแหน่งเดียว
ของ enzyme beta-lactamase ตัวเก่าทําให้ได้ extended-spectrum beta-lactamases ตัวใหม่
ท่ีมีฤทธิ์มากข้ึน 

    3.2.2 การเรียงตัวใหม่ของ DNA ในแบคทีเรีย เปรียบเป็น macro evolution 
โดยกลไก inversion, duplication, insertion, deletion หรือ transposition ของ large 
sequence ของ DNA ระหว่าง chromosome หรือ plasmid ของแบคทีเรีย โดยมักเกิดการ
แลกเปลี่ยนผ่านทาง transposon (transposon เป็นองค์ประกอบ DNA ในแบคทีเรียซึ่งจะมียีนดื้อ
ยาปฏิชีวนะอยู่และยีนเหล่านี้สามารถเคลื่อนย้ายผ่านทาง transposon ระหว่าง plasmid หรือ 
chromosome ซึ่งอาจเกิดภายในแบคทีเรียชนิดเดียวกันหรือข้ามชนิดก็ได)้ 

    3.2.3 การท่ีเชื้อแบคทีเรียมีการแทรก DNA ใหม่เข้ารวมกับ DNA เก่าของ
แบคทีเรียโดย DNA ใหม่นี้อาจจะมากับ plasmid, bacteriophage, transposon หรือเป็น 
sequence ของ DNA โดดๆ (naked sequence of DNA) 

 
3.3 กลไกการดื้อยาปฏิชีวนะ  
การดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อก่อโรคแบ่งออกได้ 2 แบบคือ natural resistance เป็น

ลักษณะการดื้อยาท่ีมีอยู่เดิมตามธรรมชาติของเชื้อก่อโรคนั้นๆ ซึ่งอาจเป็นผลจากยาเข้าไปออกฤทธิ์ไม่
ดีหรือไม่มี target ของเชื้อท่ีจําเพาะต่อ และอีกแบบคือ acquired resistance เป็นการดื้อยาท่ีถูก
เหนี่ยวนําให้เกิดข้ึนภายหลัง การเกิด acquired resistance นับเป็นปัญหาสําคัญท่ีเกิดข้ึนท่ัวโลก
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เนื่องจากทําให้การรักษาโรคติดเชื้อยากข้ึนหรือไม่มียาปฏิชีวนะใช้ในการรักษาโรคนั้นๆได้ ท้ังนี้ต้อง
เสียค่าใช้จ่ายในการรักษามากข้ึนและผู้ป่วยมีโอกาสเกิดภาวะทุพลภาพหรือเสียชีวิตได้สูงข้ึน ซึ่งการ
เกิด acquired resistance มักเป็นผลจากการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างกว้างขวางและไม่เหมาะสมท้ังใน
ด้านของการเกษตรและวงการแพทย์ เชื้อก่อโรคส่วนหนึ่งจะพยายามปรับตัวเพ่ือการอยู่รอดหลังจากท่ี
มีการสัมผัสกับยาปฏิชีวนะ (selective antimicrobial exposures) กลไกการดื้อยาแบบนี้อาจเกิดได้
หลายวิธีคือ 

1) chromosomal-mediated resistance การเกิดการกลายพันธุ์ของยีน (gene 
mutation) เป็นกระบวนการท่ีเกิดข้ึนได้ค่อนข้างยากและเป็นปรากฏการณ์ท่ีเกิดข้ึนได้เองตาม
ธรรมชาติในทุกครั้งท่ีเชื้อมีการแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนโดยส่วนใหญ่จะไม่เก่ียวข้องกับยาปฏิชีวนะทําให้เชื้อ
ท่ีดื้อยาโดยวิธีนี้มักจะมีอยู่จํานวนน้อยกว่าเม่ือเทียบกับเชื้อท่ีไวต่อยา นอกจากนี้เชื้อท่ีเกิดการดื้อยา
โดยวิธีนี้มักจะอ่อนแอกว่าเชื้อท่ีไวต่อยาจึงไม่ค่อยก็ให้เกิดปัญหามากนักยกเว้นในกรณีท่ีผู้ป่วยได้รับยา
ปฏิชีวนะท่ีทําลายเชื้อส่วนใหญ่ท่ีไวต่อยา เชื้อท่ีดื้อต่อยาเหล่านี้ก็จะมีการแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนมากข้ึน
และก่อให้เกิดปัญหาในการรักษาตามมา การเกิดการกลายพันธุ์ของยีนอาจส่งผลให้เชื้อมีการ
เปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์หรือผนังเซลล์ของเชื้อก่อโรคโดยเฉพาะในส่วนท่ียาไปออก
ฤทธิ์ทําให้ยาไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้หรืออาจทําให้เชื้อมีการสร้างเอนไซม์ต่างๆ ออกมาทําลายยา การ
ดื้อยาโดยวิธีนี้จะถ่ายทอดเฉพาะใน species เดียวกัน 

2) plasmid-mediated resistance เป็นวิธีการสําคัญท่ีก่อให้เกิดการดื้อยาของเชื้อ
ก่อโรคอย่างรวดเร็วและแพร่กระจายอย่างกว้างขวาง โดยการถ่ายทอด resistance plasmids (R-
plasmids) ซึ่งเป็นชิ้นส่วนของสารพันธุกรรมท่ีอยู่นอกโครโมโซมในเซลล์ของแบคทีเรีย (extra 
chromosomal genetic elements) ท่ีบรรจุ resistance genes (R-genes) ของการดื้อยาไว้ การ
ดื้อยาโดยวิธีนี้มักจะทําให้เชื้อดื้อต่อยาหลายชนิดและสามารถถ่ายทอดได้ท้ังใน species เดียวกันและ
ข้าม species นอกจากนี้ plasmid ยังมีสามารถในการเพ่ิมจํานวนตัวเอง (self-replication) การ
ส่งผ่าน R-plasmids ไปยังเชื้อก่อโรคอ่ืนๆ ส่วนใหญ่อาศัยวิธีท่ีเรียกว่า conjugation ซึ่งเป็นวิธีการ
ส่งผ่าน R-plasmids โดยตรงจากเซลล์ของเชื้อก่อโรคท่ีมี R-plasmids ไปยังเซลล์ของเชื้อก่อโรคท่ีไม่
มี R-plasmids ผ่าน sex pili การส่งผ่าน R-plasmids โดยวิธีนี้จําเป็นต้องมี genes อีกชนิดหนึ่ง
เพ่ิมเติมโดยจะเป็นตัวกําหนดให้มีการเริ่มต้นกระบวนการถ่ายทอด plasmid นอกจากนี้แล้วการ
ส่งผ่าน R-plasmids ยังทําได้โดยวิธี transduction ซึ่งจําเป็นต้องอาศัย bacteriophage เป็นพาหะ
นําส่ง 

3) transposon-mediated resistance นอกจาก plasmid แล้ว transposon 
จัดเป็น extra chromosomal genetic element อีกชนิดหนึ่งท่ีสามารถส่งผ่าน R-genes ได้ โดย
วิธีนี้เป็นการส่งผ่าน R-genes จาก plasmid หนึ่งไปยัง plasmid, chromosome หรือ 
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bacteriophage อ่ืน ข้อแตกต่างจาก plasmid คือ การแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนของ transposon ไม่
สามารถเพ่ิมจํานวนได้ด้วยตัวเอง ข้ึนกับการแบ่งตัวของ chromosome, bacteriophage หรือ 
plasmid โดยท่ัวไปการส่งผ่าน transposon จาก chromosome ของแบคทีเรียตัวหนึ่งไปยังอีกตัว
หนึ่งต้องมีการสอดแทรกของ transposon เข้าไปใน plasmid หรือ bacteriophage และอาศัยการ
ส่งผ่าน plasmid หรือ bacteriophage อีกต่อหนึ่ง อย่างไรก็ตามมีการค้นพบ transposons ท่ีไม่
จําเป็นต้องอาศัย plasmid หรือ bacteriophage เรียก transposon ชนิดนี้ว่า conjugative 
transposon ซึ่งพบได้ในแบคทีเรียแกรมบวกเป็นส่วนใหญ่ transposon ยังมีส่วนสําคัญอย่างมากต่อ
องค์ประกอบท่ีเป็นตัวกําหนดให้เกิดการดื้อยาหลายชนิดใน R-plasmids 

    3.3.1 กลไกการดื้อยาของเชื้อ 
    เชื้อก่อโรคแต่ละชนิดสามารถเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะได้หลายชนิดซึ่งมีกลไกการ

ดื้อยาแตกต่างกันออกไป ขณะเดียวกันการดื้อยาแต่ละชนิดสามารถเกิดได้จากหลายกลไก กลไกการ
ดื้อยาปฏิชีวนะท่ีพบได้คือ 

    1) การสร้างเอนไซม์มาย่อยสลายยา (enzymatic inhibition) เช่น เอนไซม์ 
beta-lactamase ทําลายยาในกลุ่ม beta-lactams เอนไซม์ acetyltransferase ทําลายยา 
chloramphenicol และเอนไซม์ aminoglycoside-modifying สลายยาในกลุ่ม aminoglycosides 
เป็นต้น 

    2) การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายท่ียาจะไปออกฤทธิ์ (target alteration) ได้แก่ 
 - การลด affinity ของเป้าหมายต่อยาปฏิชีวนะ เช่น การลด affinity ของ 

penicillin binding proteins (PBPs) ต่อยา penicillin ใน Streptococcus pneumoniae หรือ 
Staphylococcus aureus 

 - การสร้างเป้าหมายใหม่หรือเปลี่ยนแปลงเส้นทางเมตาบอลิซึม เช่น การสร้าง 
PBP ชนิดใหม่ซ่ึงไม่เคยมีมาก่อนใน methicillin-resistant S. aureus  

    3) การลดการนํายาเข้าเซลล์ของเชื้อก่อโรค (decrease uptake) ซึ่งสามารถทํา
ได้ 2 วิธีคือ การลดการซึมผ่านของยา เช่น การดื้อยาในกลุ่ม carbapenems ของเชื้อ                 
P. aeruginosa และการขับยาออกจากเซลล์ของเชื้อก่อโรค (efflux pump) เช่น การดื้อยาของเชื้อ
ในกลุ่ม Enterobacteriaceae ต่อยา tetracycline การดื้อยาในกลุ่ม beta-lactams ของเชื้อ       
P. aeruginosa (Luvira, 2006) 

 
3.4 ยากลุ่ม beta-lactam 
ยากลุ่ม beta-lactams มีโครงสร้างท่ีสําคัญคือ วงแหวนท่ีเรียกว่า beta-lactam 

ring (รูปท่ี 1.2) ซึ่งเป็นวงแหวนชนิด 4 อะตอม ยาออกฤทธิ์โดยการเข้าจับและยับยั้งการทํางานของ
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เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการสร้างสาย peptidoglycan คือ carboxypeptidase และ 
transpeptidase จึงรวมเรียกเอนไซม์กลุ่มนี้ว่า penicillin-binding protein (PBP) การออกฤทธิ์
ของยามีผลเฉพาะเซลล์ในระยะแบ่งตัวท่ีจําเป็นต้องมีการสร้างผนังเซลล์ ทําให้ยับยั้งการสร้างผนัง
เซลล์และเซลล์ตายในท่ีสุด ยาในกลุ่ม beta-lactams จึงจัดอยู่ในกลุ่มท่ีออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย 
(bactericidal) 

 

                 
รูปท่ี 1.2 โครงสร้าง beta-lactam ring ในยากลุ่ม beta-lactam  

 
ยาในกลุ่ม beta-lactam มีการพัฒนาอย่างหลากหลาย โดยแบ่งเป็น 6 กลุ่มตาม

โครงสร้างของยา (Pfeifer et al., 2010) คือ   
1) penams ได้แก่ penicillin จัดเป็นสารท่ีมี beta-lactam ring เป็นโครงสร้าง

พ้ืนฐานออกฤทธิ์โดยยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ โดยจับกับ penicillin-binding protein ชนิด 1-3 
(PBP1-3) ทําให้ไม่เกิด transpeptidation จึงไม่มีการสร้าง peptidoglycan ก่อให้เกิด autolysis 
ทําให้เซลล์แตก  

2) caphems ได้แก่ cephalosporins มีฤทธิ์ไปยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ชนิด 
PBP1-3 ซึ่งยาในกลุ่มนี้แบ่งเป็น 4 รุ่น (generations) ตามความกว้างในการออกฤทธิ์กับแบคทีเรีย 
แกรมบวกและแกรมลบ รวมไปถึงการทนต่อเอนไซม์ beta-lactamase ยาท่ีเป็น first generation 
cephalosporins ได้แก่ cephalothin, cefazolin ใช้ได้กับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบาง
ชนิด แต่ไม่ทนต่อเอนไซม์ cephalosporinase ส่วนยาท่ีเป็น second generation 
cephalosporins ได้แก่ cefuroxime ซึ่งมีประสิทธิภาพดีกว่า first generation cephalosporins 
คือทนต่อเอนไซม์ cephalosporinase ทําให้มีการออกฤทธิ์กับเชื้อแกรมลบเพ่ิมข้ึน ส่วนยา third 
generation cephalosporins ได้แก่ cefpodoxime, ceftriaxone มีประสิทธิภาพดีใช้ได้กับ
แบคทีเรียท้ังแกรมลบและแกรมบวก ส่วนยา fourth generation cephalosporins ได้แก่ 
cefepime มีฤทธิ์ครอบคลุมแบคทีเรียแกรมลบกว้างกว่าและทนต่อเอนไซม์ cephalosponinase ได้
ดี  

beta-lactam 
ring 
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3) cephamycins ได้แก่ 7-alpha-methoxy cephalosporins เช่น cefoxitin   
4) monobactams เช่น aztreonam เป็นยาในกลุ่ม beta-lactams ท่ีออกฤทธิ์

ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ ทําให้เซลล์ตาย โดยยากลุ่มนี้ทนต่อการทําลายด้วย 
beta-lactamases การดื้อยา aztreonam อาจพบในเชื้อ K. oxytoca ท่ีสามารถสร้าง K1 beta-
lactamases ไปทําลายยาได้  

5) penems เช่น faropenem 
6) carbapenems เช่น imipenem และ meropenem เป็นยากลุ่มท่ีมี beta-

lactams ท่ีออกฤทธิ์กว้าง โดยยานี้สามารถซึมผ่านผนังเซลล์ส่วนนอกของแบคทีเรียแกรมลบได้ดีและ
ทนต่อเอนไซม์ beta-lactamases รวมท้ัง extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) 

 

     
   รูปท่ี 1.3 ตัวอย่างโครงสร้างของยาในกลุ่ม beta-lactam 
 

  กลไกของการดื้อยาในกลุ่ม beta-lactam ท่ีพบในกลุ่มเชื้อ Enterobacteriaceae 
มีหลายวิธี เช่น การสร้างเอนไซม์ทําลายยา และการลดการนําเข้ายา เป็นต้น โดยกลไกหลักจะเกิด
จากเชื้อสร้างเอนไซม์มาทําลายยา (drug inactivation) คือ เอนไซม์ beta-lactamases โดยเอนไซม์
จะทําลาย ring ของยาในกลุ่ม beta-lactam ทําให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ทําลายเชื้อแบคทีเรียได้  
 

3.5 เอนไซม์ beta-lactamases 
เอนไซม์ beta-lactamases เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม serine peptidase ซึ่งมีตําแหน่ง

ออกฤทธิ์ (active site) ประกอบด้วยกรดอะมิโน serine โดยเอนไซม์ beta-lactamases จะอาศัย
หมู่ไฮดรอกซิลของ serine ในตําแหน่งออกฤทธิ์เข้าทําปฏิกิริยากับวงแหวน beta-lactam ในส่วน
ของยา เรียกปฏิกิริยานี้ว่า nucleophilic attack มีผลทําให้เกิดการแยกของพันธะ amide ของวง
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แหวน beta-lactam และเกิดการเปิดออกของวงแหวน beta-lactam เรียกผลผลิตท่ีเกิดข้ึนว่า 
penicilloyl (สําหรับยาในกลุ่ม penicillins) หรือ cephalosporyl (สําหรับยาในกลุ่ม 
cephalosporins) ซึ่งจะเชื่อมกับกรดอะมิโน serine ในตําแหน่งออกฤทธิ์ของ beta-lactamases 
ทําให้เกิดเป็นสารก่ึงกลางท่ีเรียกว่า acylenzyme intermediate และต่อมาจะทําปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของน้ํา ทําให้โมเลกุลมีผลทําให้ยา beta-lactams ถูกทําให้หมดฤทธิ์ร่วมกับการคืนรูปของ 
beta-lactamases เพ่ือทําลายยาต่อไป 

การสร้าง beta-lactamases พบได้รวดเร็วภายหลังจากเริ่มมีการใช้ยา penicillin 
ในการต้านเชื้อ S. aureus โดยพบพลาสมิดท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ penicillinase และมีการ
แพร่กระจายออกไปอย่างรวดเร็ว ปัจจุบันพบการสร้าง beta-lactamase ท่ีมีคุณสมบัติต่างกันไปได้
ในเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดท้ังเชื้อแกรมบวกและแกรมลบ การจัดกลุ่มของ beta-lactamases ท่ีใช้ใน
ปัจจุบันมี 2 ระบบได้แก่ การจัดกลุ่มตามระบบของ Bush (Bush-jacoby-Medeiros) ซึ่งแบ่ง
ออกเป็น 4 กลุ่ม (group1-4) ตาม function group คืออาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีและความสามารถ
ในการออกฤทธิ์ และการจัดกลุ่มตามระบบของ Ambler ซึ่งแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม (molecular class 
A-D) ตามคุณสมบัติทาง อณูชีววิทยาหรือโครงสร้างในระดับโมเลกุล (ตารางท่ี 1.1) 

เอนไซม์ beta-lactamases สามารถจําแนกตามลําดับ amino acid และ 
substrate ในแบบของ Ambler เป็น 4 classes คือ class A, B, C และ D (Szabo et al., 2005, 
Mohawk et al., 2010, Pfeifer et al., 2010) 

 class A beta-lactamases มี serine ท่ีบริเวณ active site เป็นเอนไซม์ท่ีมีความ
หลากหลาย มีท้ังชนิด penicillinases และ cephalosporinases เช่น extended spectrum 
beta-lactamases (ESBLs), inhibitor resistant beta-lactamases (IRT) ซึ่งเอนไซม์ ESBLs เป็น
เอนไซม์ beta-lactamases ท่ีสามารถทําให้แบคทีเรียดื้อต่อยา penicillin ชนิด first generation 
cephalosporins, second generation cephalosporins, third generation cephalosporins 
และ aztreonam (แต่ไม่ดื้อยา cephamycins หรือ carbapenems) โดยการ hydrolysis ยา
ปฏิชีวนะเหล่านี้ และถูกยับยั้งได้โดย beta-lactamase inhibitors เช่น clavulanic acid  

 class B มีคุณสมบัติเป็น metallo beta-lactamases คือต้องการ divalent 
cation ได้แก่ zinc ในการเร่งปฏิกิริยา class นี้ประกอบด้วยเอนไซม์ carbapenemases เช่น VIM 
และ IMP-type carbapenemases ซึ่งสามารถทําลายยาในกลุม่ beta-lactams ได้ทุกชนิด 
   class C พบกรดอะมิโน serine ท่ีบริเวณ active site เช่นเดียวกับ class A มี
คุณสมบัติเป็น chromosomal cephalosporinases ตัวอย่างเอนไซม์ เช่น ampC ซึ่งเชื้อท่ีสามารถ
สร้างเอนไซม์ชนิดนี้สามารถทําให้เชื้อดื้อต่อยาในกลุ่ม cephamycins ซึ่งได้แก่ cefoxitin เอนไซม์ใน 
class นี้ไม่สามารถยับยั้งโดย clavulanic acid ซึ่งเป็น beta-lactamases inhibitor   
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ตารางท่ี 1.1 การแบ่งกลุ่มเอนไซม์ beta-lactamases (ดัดแปลงจาก bush et al.) 

Functional 
group 

Subgroup 
Molecular 

class 
ยาเป้าหมายหลักในการ

ออกฤทธิ์ 
คุณสมบัติของเอนไซม์ 

1 1 C beta-lactam ทุกกลุ่ม 
ยกเว้น carbapenems 

ampC beta-lactamases, 
ไม่สามารถยับยั้งด้วย 
clavulanic acid 

2 2a A penicillins penicillinases จากเชื้อแกรม
บวก, สามารถยับยั้งได้ด้วย 
clavulanic acid 

2b A penicillins, 
cephalosporins 

TEM-1, TEM-2, SHV-1 จาก
เชื้อแกรมลบหลายชนิด, 
สามารถยับยั้งได้ด้วย 
clavulanic acid 

2be A penicillins, 
cephalosporins, 
monobactams 

extended spectrum beta-
lactamases (ESBL), 
สามารถยับยั้งได้ด้วย 
clavulanic acid 

2br A penicillins inhibitor-resistant beta-
lactamases ใน TEM และ 
SHV 

2c A penicillins, 
carbenicillin 

PSE-1 เป็นต้นไป (ยกเว้น 
PSE-2) 

2e A cephalosporins ถูกกระตุ้นจาก Proteus 
spp., สามารถถูกยับยั้งได้ด้วย 
clavulanic acid 
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Functional 
group 

Subgroup 
Molecular 

class 
ยาเป้าหมายหลักในการ

ออกฤทธิ์ 
คุณสมบัติของเอนไซม์ 

2 

 

 

2f A penicillins, 
cephalosporins, 
carbapenems 

serine carbapenemases, 
สามารถถูกยับยั้งได้ด้วย 
clavulanic acid 

2d D penicillins, oxacillin OXA-1 เป็นต้นไป รวมถึง 
PSE-2, สามารถถูกยับยั้งได้
ด้วย clavulanic acid 

3 3a, 3b, 
3c 

B beta-lactam เกือบทุก
กลุ่มรวมถึง 
carbapenems 

metallo-beta-lactamases, 
ไม่สามารถยับยั้งด้วย 
clavulanic acid แต่ยับยั้งได้
ด้วย EDTA 

4 not 
determined 

 penicillins penicillinases ท่ีไม่สามารถ
จัดกลุ่มได้ 

 
  class D enzyme มีคุณสมบัติเป็น oxacillinases สามารถทําลายยา oxacillin 
และสามารถ hydrolyse third generation cephalosporins นอกจากนั้น class D ยังมีคุณสมบัติ
เป็น plasmid cephalosporinase เช่น CMY, DHA, MOX, FOX และ ACCF 
  การสร้างเอนไซม์ beta-lactamases ท่ีพบบ่อยในเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae 
คือ class A และ class C โดยเป็นได้ท้ังชนิด narrow spectrum และ broad spectrum 
enzymes 
  การจัดกลุ่มตามระบบของ Bush (Bush-jacoby-Medeiros) ซึ่งแบ่งออกเป็น 4 
กลุ่มคือ กลุ่มท่ี 1-4 และ 6 กลุ่มย่อย a-f ดังนี ้
  กลุ่มท่ี 1 คือ เอนไซม์ cephalosporinases ไม่สามารถถูกยับยั้งโดย clavulanic 
acid จัดอยูใน class C ตามการจัดจําแนกตามระบบของ Ambler 
  กลุ่มท่ี 2 คือ เอนไซม์ penicillinase และ cephalosporinases ซึ่งสามารถถูก
ยับยั้งโดย clavulanic acid จัดอยู่ใน class A และ D ตามการจัดจําแนกตามระบบของ Ambler 
ได้แก่ เอนไซม์ TEM และ SHV ชนิดดั้งเดิม แต่เนื่องจากมีการเพ่ิมข้ึนของเอนไซม์ท่ีเปลี่ยนแปลงไป
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จากท้ัง 2 เอนไซม์นี้มากข้ึนจึงแบ่งกลุ่มนี้ออกอีก 2 กลุ่มย่อยคือ 2a และ 2b โดยกลุ่มย่อย 2a 
ประกอบด้วย เอนไซม์ penicillinase เท่านั้น ส่วนกลุ่มย่อย 2b เป็น broad spectrum beta-
lactamase ซึ่งหมายถึง เอนไซม์กลุ่มนี้มีความสามารถต่อการยับยั้งการทํางาน (inactivate) ของยาก
ลุ่ม penicillin และ cephalosporins ในอัตราเดียวกัน นอกจากนั้นได้เกิดกลุ่มย่อยใหม่ท่ีแยกมาจาก
กลุ่มย่อย 2b ดังนี ้
  กลุ่มย่อย 2be ซึ่ง “e” หมายถึง extended spectrum of activity หมายถึง 
ESBL เอนไซม์กลุ่มนี้มีความสามารถต่อการยับยั้งการทํางานของยาในกลุ่ม third generation 
cephalosporins (ceftazidime, cefotaxime, cefpodoxime) ได้ดีเช่นเดียวกับท่ียับยั้งการทํางาน
ของยากลุ่ม monobactam เช่น ยา aztreonam  
  กลุ่มย่อย 2br ซึ่ง “r” หมายถึง reduced binding to clavulanic acid and 
sulbactam หรือเรียกอีกอย่างว่า เอนไซม์ท่ีดื้อต่อตัวยับยั้ง beta-lactamase ท่ีเปลี่ยนมาจาก
เอนไซม์ TEM (inhibitor-resistant TEM derivative enzymes) เอนไซม์กลุ่มนี้สามารถระงับความ
ไวต่อ tazobactam ได ้
  กลุ่มย่อย 2c ถูกแยกออกจากกลุ่มท่ี 2 เนื่องจากเอนไซม์กลุ่มนี้มีความสําคัญในการ
ยับยั้งการทํางานของยา carbenicillin ได้ดีกว่ายับยั้งการทํางานของยา benzylpenicillin และมีผล
ต่อยา claxacillin บ้าง 
  กลุ่มย่อย 2d เอนไซม์กลุ่มนี้มีความสามารถในการยับยั้งการทํางานของยา 
cloxacillin ได้ดีกว่ายับยั้งการทํางานของยา benzylpennicillin และมีผลต่อยา carbenicillin ได้
บ้าง เอนไซม์กลุ่มนี้ถูกยับยั้งโดย clavulanic acid ไม่ดีนักและเอนไซม์บางชนิดในกลุ่มเป็น ESBL 
  กลุ่มย่อย 2e เอนไซม์ท่ีพบในกลุ่มนี้คือ cephalosporinases สามารถทําลายยา 
กลุ่ม monobactam ได้แต่ถูกยับยั้งการทํางานโดย clavulanic acid 
  กลุ่มย่อย 2f ถูกเ พ่ิมเข้ามาเนื่องจากเอนไซม์กลุ่มนี้ คือ serine-bases 
carbapenamases ซึ่งต่างจากกลุ่มท่ี 3 ท่ีเป็น zinc-based carbapenamases 
  กลุ่มท่ี 3 เอนไซม์กลุ่มนี้เป็น zinc-based หรือ metallo beta-lactamases จัดอยู่
ใน molecular class B สามารถทํางานได้โดยใช้อิออนโลหะของสังกะสี (metal ion zinc) โดยมี
ความสามารถในการทําลายยา penicillin และ cephalosporins นอกจากนี้ท้ังเอนไซม์กลุ่มท่ี 3 และ
กลุ่ม 2f (zinc-based และ serine-based mechanism) สามารถยับยั้งยา carbapenams ได้ด้วย 
  กลุ่มท่ี 4 คือเอนไซม์ penicillinase ท่ีไม่ถูกยับยั้งโดย clavulanic acid และไม่
สามารถจัดใน molecular class ใดๆ 
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     3.5.1 การตรวจหาเอนไซม์ beta-lactamases 
    การตรวจสารท่ีเกิดจาการสลายตัวโดยการ hydrolyse ท่ี beta-lactam ring 

ของ penicillin หรือ cephalosporin แล้วให้ product ท่ีค่อนข้างอยู่ตัว ซึ่งมีหลายวิธีคือ 
    1) Iodometric method 

       หลักการ คือ beta-lactamases จะ hydrolyse beta-lactam ring ของ
แบคทีเรียให้ dibasic acid คือ penicilloic acid จะดึง iodine จาก iodine-strach complex ท่ีมีสี
น้ําเงินหมดไป 

    2) Acidimetric methods 
         หลักการ คือ beta-lactamases จะ hydrolyse penicillin ท่ี beta-lactam 
ring ให้กรด penicilloic acid ซึ่งจะไปเปลี่ยนสีของ pH indicator 

    3) Chromogenic cephalosporin methods 
    หลักการ คือ nitrocefin ซึ่งเป็น cephalosporin เม่ืออยู่ในสารละลาย pH 7.0 

จะมี absorption peak ท่ี 370 นาโนเมตร จะปรากฏให้เห็นสีเหลือง แต่เม่ือถูก  beta-lactamases 
hydrolyse ท่ี amide bond ของ beta-lactam ring จะเกิดสารใหม่ซึ่งมี absorption peak  486 
นาโนเมตร และปรากฏให้เห็นเป็นสีแดง 

    4) Inhibition (Clover-leaf) method 
         หลักการคือ การเพาะ indicator strain ท่ีไม่สร้าง beta-lactamases ร่วมกับ
แบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบบนอาหารท่ีมี penicillin ถ้าแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบไม่สร้าง 
penicillinase ออกมาทําลาย penicillin มีผลให้ indicator strain ไม่สามารถข้ึนบริเวณท่ีมี 
penicillin แต่แบคทีเรียท่ีทดสอบสร้างเอ็นไซม์ทําลาย penicillin มีผลให้ indicator strain สามารถ
ข้ึนได้ในบริเวณดังกล่าว ในการทดสอบดั้งเดิมของ hodge จะมีลักษณะท่ีแบคทีเรียข้ึนบริเวณ 
inhibition zone เหมือนใบไม้สามแฉกคล้าย clover leaf 
 

 3.6 Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) 
 ESBL เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถสลายยากลุ่ม beta-lactam ได้แก่ penicillins, third 

generation cephalosporins, fourth generation cephalosporins รวมถึง monobactams ได้ 
และถูกยับยั้งได้โดย clavulanic acid โดยเอนไซม์ ESBL (extended-spectrum beta-lactamase) 
เป็นอนุพันธ์ของเอนไซม์ beta-lactamase เอนไซม์นี้ถูกสร้างโดยแบคทีเรียรูปแท่งแกรมลบ
โดยเฉพาะแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae โดยเฉพาะใน K. pneumoniae และ E. coli 
นอกจากนี้ยังพบใน genus อ่ืนเช่น Citrobacter spp., Enterobacter spp., Morganella spp., 
Proteus spp., Providencia spp., Salmonella spp. และ Shigella spp. 
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 เอนไซม์ ESBL มีความสําคัญทางคลินิก เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถสร้าง
เอนไซม์ ESBL มักเป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อในโรงพยาบาล ทําให้โรคติดเชื้อมีความรุนแรงและส่งผล
ให้มีอัตราการเสียชีวิตสูง เชื้อแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL มักตรวจพบได้ยากด้วยวิธีการปกติของ
ห้องปฏิบัตกิารในโรงพยาบาล ทําให้การรักษาเป็นไปได้ยาก เชื้อแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL มีการ
ส่งต่อยีนดื้อยานี้ทาง plasmid ทําให้เกิดการแพร่กระจายจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์หนึ่งไปอีกสาย
พันธุ์หนึ่งได้ง่าย ดังนั้นการควบคุมการระบาดของเชื้อจึงยากข้ึนไปด้วย เชื้อท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL มักมี
รูปแบบการดื้อยาแบบ multidrug resistance การแพร่กระจายของเชื้อแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ 
ESBL ทําให้เป็นข้อจํากัดของการใช้ยากลุ่ม beta-lactams และนําไปสู่การใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่มอ่ืนท่ี
ออกฤทธิ์กว้างมากกว่าและมีราคาแพงกว่า เช่น ยา imipenem เป็นต้น 

     3.6.1 กลุ่มของเอนไซม์ ESBL 
          เอนไซม์ ESBL สามารถแบ่งเป็นกลุ่มได้ดังนี้   
          1) SHV-type ESBL 
          ในช่วงแรกเชื้อ K. pneumoniae ท่ีสร้างเอนไซม์ SHV-1 มีการดื้อยากลุ่ม 

penicillins และ first generation cephalosporins เท่านั้น แต่ต่อมาเกิดการกลายพันธุ์ภายใน
โครงสร้างยีน ส่งผลให้ดื้อต่อยากลุ่ม extended spectrum cephalosporins และ monobactam 
ได้ การแทนท่ีของกรดอะมิโนตําแหน่งหลักท่ีทําให้เกิดอนุพันธ์ของเอนไซม์ SHV ชนิดต่างๆ เช่น การ
แทนท่ี glycine ด้วย serine ในตําแหน่งท่ี 238 หรือการแทนท่ี glutamate ด้วย lysine ในตําแหน่ง
ท่ี 240 ซึ่งตําแหน่งนี้ถือว่าเป็นตําแหน่งสําคัญสําหรับการทําลายยา ceftazidime 

          2) TEM-type ESBL 
          เอนไซม์ TEM-1 beta-lactamase เป็นเอนไซม์ท่ีทําให้เกิดการดื้อยากลุ่ม 

ampicillin และ first generation cephalosporins ถึงประมาณ 90% และเป็นเอนไซม์ท่ีถูกสร้าง
จากเชื้อ ampicillin-resistant E. coli, penicillin-resistant H. influenzae และ N. gonorrheae 
แต่ต่อมาเอนไซม์ TEM-1 เกิดการกลายพันธุ์ภายในโครงสร้างของยีน ทําให้เอนไซม์มีความสามารถใน
การทําลายยาปฏิชีวนะได้กว้างข้ึน การกลายพันธุ์ของเอนไซม์ TEM-1 โดยการแทนท่ีกรดอะมิโนจาก 
lysine เป็น glutamine ทําให้เกิดเป็นอนุพันธ์ TEM-2 แต่ท้ัง TEM-1 และ TEM-2 ยังไม่จัดเป็น
เอนไซม์ ESBL ต่อมามีการกลายพันธุ์โดยการแทนท่ีกรดอะมิโนตําแหน่งท่ี 12 หรือเกิดการกลายพันธุ์
อย่างอ่ืนร่วมด้วย เกิดเป็นอนุพันธ์ของเอนไซม์ TEM-1 หรือ TEM-2 ข้ึนอีกมากมาย โดยเอนไซม์ 
TEM-3 ถือว่าเป็น TEM ชนิดแรกท่ีถูกจัดว่าเป็นเอนไซม์ ESBL 

          3) CTX-M type ESBL 
          เอนไซม์ CTX-M เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม plasmid-mediated ESBL และเป็น

เอนไซม์ท่ีสามารถทําลายยา cefotaxime และ cefepime ได้ดีมาก รวมท้ังสามารถถ่ายทอดยีนดื้อ
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ยาระหว่าง species ได้ เอนไซม์ CTX-M มักถูกสร้างจากเชื้อ Salmonella enterica และ E. coli 
แต่ก็พบว่าเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนในกลุ่ม Enterobacteriaceae สามารถสร้างเอนไซม์นี้ได้เช่นกัน 
อย่างไรก็ตามเอนไซม์ CTX-M ไม่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเอนไซม์ TEM และ SHV 

          4) OXA-type ESBL 
          เอนไซม์ OXA จัดเป็น class D beta-lactamase และจัดอยู่ใน 

functional group 2d ตามแบบของ Bush ซึ่งหมายถึงกลุ่มของเอนไซม์ ESBL ท่ีสามารถทําลายยา
ในกลุ่ม cephamycins และยากลุ่ม beta-lactam อ่ืนได้ แต่ไม่สามารถทําลายยากลุ่ม 
carbapenems ได้ เอนไซม์ชนิดนี้สามารถทําลายยา ampicillin, cephalothin, oxacillin และ 
cloxacillin รวมท้ังถูกยับยั้งด้วย clavulanic acid ได้น้อยมาก เอนไซม์ OXA ส่วนใหญ่พบว่าถูก
สร้างจากเชื้อ P. aeruginosa 

          5) ESBL อ่ืนๆ ได้แก่ PER-type ESBL พบอนุพันธ์ของ PER ชนิดแรกชื่อว่า 
PER-1 ใน P. aeruginosa ในประเทศตุรกี และต่อมาพบว่า Acinetobacter baumannii สามารถ
สร้างเอนไซม์ PER-1 ได้เช่นเดียวกัน ต่อมาพบว่าเอนไซม์ PER-1 มีการกระจายไปท่ัวประเทศตุรกีและ
พบได้สูงถึง 60% มีการรายงานการพบเชื้อ A. baumannii ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ PER-1 คิดเป็น 
46% ในโรงพยาบาลของประเทศตุรกี (Vahaboglu et al., 1997) นอกจากนี้ยังมีเอนไซม์อ่ืนๆได้แก่ 
VEB-1, BES-1, GES, BES และ IBC ซึ่งเป็นตัวอย่างของ ESBL ท่ีไม่ใช่ TEM หรือ SHV (Bradford, 
2001) 

     3.6.2 ระบาดวิทยาของการดื้อยากลุ่ม ESBL 
     การระบาดของ ESBL เริ่มมีการรายงานในช่วงต้นของปี ค.ศ. 1980 ในประเทศ

เยอรมันและฝรั่งเศส ซึ่งเกิดการกลายพันธุ์ของ penicillinases, TEM-1, TEM-2 และ SHV-1 ใน    
E. coli และ K. pneumoniae มีการรายงานว่าพบ ESBL พบอุบัติการณ์มากท่ีสุดในประเทศฝรั่งเศส 
ส่วนประเทศอ่ืนๆท่ีพบการรายงาน ได้แก่ อังกฤษ ชิลี ตูนีเซีย และสหรัฐอเมริกา (Denton, 2007) 

     ต่อมาในปี ค.ศ. 1990 มีรายงานเก่ียวกับเอนไซม์ TEM และ SHV เพ่ิมมากข้ึน 
โดยเฉพาะการติดเชื้อในโรงพยาบาลมีความรุนแรงข้ึนในหลายพ้ืนท่ีท่ัวโลก โดยเฉพาะในประเทศ
อังกฤษ (Denton, 2007) รวมถึงในสถานพยาบาลท่ีดูแลผู้ป่วยเรื้อรังเด็กแรกเกิด (neonatology) 
ผู้ป่วยศัลยกรรมประสาท (neurosurgery) กุมารเวชศาสตร์ (pediatrics) และผู้ป่วยจากสูตินรีเวช 
(obstetrics) โดยเฉพาะหน่วยรักษาพยาบาลผู้ป่วยวิกฤต (Intensive Care Units: ICUs) พบรายงาน
ความรุนแรงมากท่ีสุดนอกจากพบการผลิต ESBL ใน E. coli แล้วยังพบใน S. enterica serotype 
Typhimurium, Citrobacter diversus และ K. oxytoca (Paterson et al., 2003) 

     มีการรายงานว่า เชื้อ K. pneumoniae สามารถผลิตเอนไซม์ ESBL ได้และพบ
ได้อย่างกว้างขวางในโรงพยาบาล รวมท้ังมีการระบาดข้ามโรงพยาบาลเป็นบริเวณกว้าง มีการยืนยัน
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ว่า Klebsiella spp. เป็นแหล่งสําคัญในการผลิตเอนไซม์ ESBL และเป็นสาเหตุของการติดเชื้อใน
โรงพยาบาล โดย K. pneumoniae เป็น species ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ ESBL ได้มากเป็นอันดับ
ต้นๆ 

     จากการสํารวจพบอัตราการเกิด ESBL ในเชื้อ Klebsiella spp. ถึง 23-25% 
จากผู้ป่วยวิกฤต (ICUs) ในทวีปยุโรปในปี ค.ศ. 1994 และปี ค.ศ. 1997-1998 ส่วนในปี ค.ศ.1996-
1997 พบการรายงานในทวีปยุโรปและอเมริกา (Babini and Livermore, 2000) นอกจาก           
K. pneumoniae แล้วยังพบว่า 4.7% ของ E. coli ท่ีแยกจากโรงพยาบาล และ 9.5% ของ Proteus 
mirabilis สามารถผลิต ESBL ไดเ้ช่นกัน (Saurina et al., 2000) 

     ในช่วงปี ค.ศ. 1985 พบการปรากฏข้ึนของกลุ่ม CTX-M เอนไซม์ในกลุ่มนี้มีการ
พัฒนาจากเอนไซม์ beta-lactamase จากโครโมโซมท่ีพบใน Kluyvera ascorbata และ   
Kluyvera spp. ซึ่งพบว่า 99% ของเอนไซม์ beta-lactamase ดังกล่าวเป็นเอนไซม์ชนิด CTX-M-2 
(Gniadkowski, 2001) โดยเอนไซม์ดังกล่าวได้มีการรายงานครั้งแรกท่ีประเทศญี่ปุ่นในปี ค.ศ. 1986 
ว่าสามารถทําลายยา cefotaxime และ ceftazidime ได้ (Bonnet, 2004) ต่อมาในปี ค.ศ. 1990 
พบการรายงานของเอนไซม์กลุ่มนี้ในประเทศโปแลนด์และอาร์เจนติน่า (Palucha et al., 1999, 
Radice et al., 2002) ในปี ค.ศ. 2000 พบว่ามีการระบาดของเอนไซม์ CTX-M อย่างกระจัดกระจาย
ในประเทศอังกฤษจากเชื้อ Klebsiella spp. (Livermore and Hawkey, 2005) ต่อมาในปี ค.ศ. 
2004 มีการรายงานการพบเอนไซม์ชนิดนี้ในเมืองลอนดอนและแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ของ
ประเทศอังกฤษ พบว่า 45% ของเชื้อ E. coli, Klebsiella spp. และ Enterobacter spp. ผลิต
เอนไซม์ CTX-M ดื้อยาในกลุ่ม third-generation cephalosporin (Potz et al., 2006) 

     ประเทศในทวีปเอเชียรวมท้ังประเทศไทยให้ความสําคัญกับปัญหาเชื้อ 
Klebsiella spp. ท่ีผลิตเอนไซม์ ESBL เช่นเดียวกัน นักวิจัยของประเทศต่างๆ มีการศึกษาและ
รายงานการพบเอนไซม์ในกลุ่ม ESBL ตั้งแต่ช่วงปี ค.ศ.1988 ในประเทศจีน ไต้หวัน เกาหลีใต้ ญี่ปุ่น 
อินเดียและปากีสถาน (Hawkey, 2008)  ส่วนในประเทศไทยพบว่าศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาแห่งชาติ 
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์-การแพทย์ (National Antimicrobial 
Resistance Surveillance Center Thailand, NARS Thailand) ตระหนักถึงปัญหาเชื้อดื้อยาและ
ได้สํารวจข้อมูลเชื้อ Klebsiella spp. ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ ESBL ของโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ 
โรงพยาบาลสุราษฎร์ธานี และโรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 
2002) และเนื่องจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาของโรงพยาบาลในประเทศไทยส่วนใหญ่ยังไม่มีการ
ตรวจยืนยันการสร้างเอนไซม์ การดื้อต่อยา ceftazidime เป็นวิธีหนึ่งท่ีช่วยในการคาดคะเนเบื้องต้น
ถึงความชุกของเชื้อ แบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จากการสํารวจตาม
โรงพยาบาลขนาดใหญ่บางแห่งในภาคใต้ของประเทศไทย พบว่าเชื้อ K. pneumoniae ดื้อต่อยา 



22 

 

 

 

ceftazidime คิดเปน็ 32% ในโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ (ข้อมูลเดือน มกราคม-มิถุนายน ปี 2002) 
คิดเป็น 21.05% ในโรงพยาบาลหาดใหญ่ (ข้อมูลเดือน มกราคม-พฤษภาคม ปี 2003) คิดเป็น 26% 
ในโรงพยาบาลสุราษฎร์ธานี (ข้อมูลปี 2002) และคิดเป็น 21% ในโรงพยาบาลมหาราช
นครศรีธรรมราช (ข้อมูลเดือน มกราคม-มีนาคม ปี 2001) นอกจากนี้ยังมีข้อมูลความชุกของเชื้อ     
E. coli และ K. pneumoniae ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จากโรงพยาบาลระดับมหาวิทยาลัยในประเทศ
ไทยอยู่บ้างดังแสดงในตารางท่ี 1.2 
 
ตารางท่ี 1.2 ความชุกของเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL จากสิ่งส่งตรวจ
ของผู้ป่วยของโรงพยาบาลสงขลานครินทร์และโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ 

โรงพยาบาล 
จํานวนเชื้อท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL/จํานวนเชื้อท้ังหมด 

(%) 
E. coli K. pneumoniae 

โรงพยาบาลสงขลานครินทร์a 
(ข้อมูลเดือน มกราคม-ธันวาคม ปี 2002) 

96/500 
(19.2) 

129/400 
(32.25) 

โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่b 

(ข้อมูลเดือน มกราคม-ธันวาคม ปี 2003) 
398/2662 
(14.95) 

359/1343 
(26.73) 

โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่b 
(ข้อมูลเดือน มกราคม-กันยายน ปี 2004) 

368/2022 
(18.20) 

390/1023 
(38.12) 

aท่ีมา: (Ingviya et al., 2003) 
bท่ีมา: กลุ่มงานพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ 

 
     ปัจจุบันปัญหาเชื้อท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ ESBL เพ่ิมมากข้ึน ทําให้มีนักวิจัยใน

ประเทศไทยสนใจท่ีจะศึกษาเก่ียวกับเชื้อชนิดนี้เพ่ิมข้ึนด้วย เช่น การศึกษาความชุกและแบบแผน
ความไวต่อยาต้านจุลชีพชองเชื้อ K. pneumoniae และ E. coli ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL ท่ีแยกจาก
ผู้ป่วยในจังหวัดน่าน (Amornthipayawong et al., 2009) การตรวจหาเอนไซม์ ESBL ใน           
K. pneumoniae จากเชื้อท่ีแยกจากผู้ป่วยของโรงพยาบาลในแถบภาคเหนือตอนล่าง (Teeraputon 
et al., 2012) เป็นต้น 

 
     3.6.3 การทดสอบหาเอนไซม์ ESBL 

           CLSI ได้แนะนําการทดสอบโดยใช้ screening agent ซึ่งประกอบด้วย 
cefotaxime, cetriazone, ceftazidime, cefpodoxime และ aztreonam ถ้าเชื้อแบคทีเรีย
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สามารถสร้างเอนไซม์และให้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone น้อยกว่าท่ีกําหนดอย่าง
น้อย 1 ชนิดของยาปฏิชีวนะท่ีนํามาทดสอบให้ถือว่า screening test ให้ผลบวกต้องทําการทดสอบ
ยืนยันต่อด้วย confirmatory test ซึ่งมีหลายวิธี ได้แก่ 

     1) double disk diffusion method 
         เป็นวิธีท่ีพัฒนาข้ึนโดยอาศัยหลักการคือ ESBL ถูกยับยั้งด้วยสารต้าน beta-
lactamases จึงใช้ clavulanic acid ในยา amoxicillin/clavulanic acid (AMX/CLA) วิธีการทําได้
โดยเลี้ยงเชื้อและปรับความขุ่นให้เท่ากับ 0.5 McFarland ใช้ไม้พันสําลีปราศจากเชื้อจุ่มเชื้อพอหมาด
มาป้ายบน MHA ให้ท่ัวผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วนําแผ่นยา AMX/CLA วางตรงกลางระหว่างวาง
แผ่นยา cefotaxime (CTX), ceftriazone (CRO) และ ceftazidime (CAZ) ให้ระยะห่างจากจุด
ศูนย์กลางของแผ่นยา AMX/CLA กับจุดศูนย์กลางของยาอ่ืนประมาณ 30 mm บ่มเพาะเชื้อท่ี
อุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง อ่านผลโดยดูการเสริมฤทธิ์ของ inhibition zone ของแผ่นยา
ท่ีมีกรด clavulanic และแผ่นยา CTX, CRO และ CAZ ถ้ามีการเสริมฤทธิ์กันแสดงว่าเชื้อมีการสร้าง
เอนไซม์ ESBL 
       2) combination disk diffusion method 
          ใช้หลักการเดียวกับวิธี double disk โดยใช้แผ่นยาท่ีมี extended-spectrum 
cephalosporin (ESC) เพียงอย่างเดียว กับแผ่นยาท่ีมี ESC รวมกับ clavulanic acid โดยดูจาก 
inhibition zone ของ disk ยาท้ังสองซึ่ง CLSI แนะนําให้เปรียบเทียบระหว่าง 

     -  cefotaxime (30 µg) กับ cefotaxime + clavulanic acid (30/10 µg) 
     -  ceftazidime (30 µg) กับ ceftazidime + clavulanic acid (30/10 µg)  

ถ้า inhibition zone ของแผ่นยาท่ีมี clavulanic acid กว้างกว่าแผ่นยาท่ีไม่มี 
clavulanic acid มากกว่าหรือเท่ากับ 5 mm แสดงว่า เชื้อสร้าง ESBL 

     3) broth dilution method 
           วิธีมาตรฐาน broth dilution ของ CLSI ทําได้โดยเปรียบเทียบ Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) ระหว่างหลอดท่ีเติม extended-spectrum cephalosporin 
(ESC)  เพียงอย่างเดียว กับ MIC ของหลอดท่ีเติม ESC รวมกับ clavulanic acid สําหรับการวัด MIC 
ทําโดยการเจือจางยาปฏิชีวนะจากความเข้มข้นมากไปน้อยแล้วเติม clavulanic acid ลงในทุกหลอด
ให้ได้ความเข้มข้น 4 µg/ml ถ้าค่า MIC ท่ีลดลงจากการใส่ clavulanic acid มากกว่าหรือเท่ากับ 3 
two- fold dilution (≥8 เท่า) แสดงว่าเชื้อสร้าง ESBL 
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รูปท่ี 1.4 การใช้วิธี combination disk diffusion method ในการหาการสร้างเอนไซม์ ESBL  
 

     4) E-test method 
     ESBL E-test เกิดจากบริษัทผู้ผลิต E-test ได้นําวิธี combined disk มา
ผสมผสานกับวิธี dilution โดยทําให้มียาปฏิชีวนะท้ังสองด้านของแถบยา (double-ended strips) 
ด้านหนึ่งจะมีระดับความเข้มข้นของ cefotaxime และอีกด้านหนึ่งมีระดับความเข้มข้นของ 
cefotaxime ร่วมกับ clavulanic acid อัตราส่วนระหว่าง MIC ท่ีมีและไม่มี clavulanic acid (ซึ่งอยู่
คนละด้านของแถบ E-test) มากกว่าหรือเท่ากับ 3 two-fold dilution (≥ 8 เท่า) แสดงว่าเชื้อสร้าง 
ESBL  
 

 
       
         รูปท่ี 1.5 ตัวอย่างการหาค่า MIC ด้วยวิธี E-test 
   ท่ีมา: http://www.biomerieux-diagnostics.com/etest 
 

CAZ 

 

CTX 

  CAZ+CLA 

 

CTX+CLA 
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     5) การใช้เครื่องอัตโนมัติ VITEK 
          เป็นวิธีการท่ีใช้เวลาในการบ่มน้อยกว่าวิธี broth dilution และ agar dilution 
ท้ังยังสามารถส่งข้อมูลแบบ Laboratory Information System (LIS) ได้ แต่วิธีนี้ต้องใช้เครื่องมือ
และ card ท่ีมีราคาแพงทําให้มีราคาต่อตัวอย่างสูง 

     6) วิธีทางโมเลกุล 
     เทคนิคทางโมเลกุลโดยเฉพาะ PCR เป็นวิธีการท่ีแพร่หลายและได้รับความนิยม

เป็นอย่างมากในการใช้ตรวจหายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ ESBL อย่างไรก็ตามเอนไซม์ท่ีพบ
อาจจะไม่มีความสัมพันธ์กับการพบยีนก็ได้ ส่วน multiplex PCR เป็นเทคนิคการทํา PCR ท่ีสามารถ
เพ่ิมขยายดีเอ็นเอเป้าหมายโดยใช้ primer หลายคู่พร้อมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน ซึ่งจะให้ผลผลิตท่ีมี
ขนาดความยาวท่ีแตกต่างกัน การทํา multiplex PCR ต้องปรับสภาวะพอเหมาะของปฏิกิริยาเพ่ือให้
สามารถเพ่ิมขยายจํานวนดีเอ็นเอจากทุก primer ท่ีใส่ลงไปได้เท่ากันซึ่งข้อดีของวิธีนี้คือ ช่วยลด
ระยะเวลาและค่าใช้จ่ายในการตรวจด้วย 

 
3.7 ยากลุ่ม fluoroquinolones และการดื้อยา 
ยาในกลุ่ม fluoroquinolone เกิดจากการเติม fluorine เข้าไปในโมเลกุลของ 

nalidixic acid ซึ่งเป็น quinolone ตัวแรกท่ีมีการใช้ ทําให้ได้ fluorinated 4-quinolones หรือ
เรียกว่า fluoroquinolone การเพ่ิม fluorine ในโครงสร้างจะทําให้ยามีฤทธิ์เพ่ิมข้ึน สามารถออก
ฤทธิ์ ได้กว้าง ข้ึนทําลายเชื้อแบคทีเรียได้มากชนิดข้ึน และมีโอกาสดื้อยาลดลง ยาในกลุ่ม 
fluoroquinolone ท่ีมีใช้ในปัจจุบันสามารถแบ่งกลุ่มจากการดัดแปลงโครงสร้างได้ดังนี ้

1) fluoroquinolone, single fluorinated ได้แก่ norfloxacin, enoxacin, 
ofloxacin, ciprofloxacin และ pefloxacin 

2) fluoroquinolone, multiple fluorinated ได้แก่ lomefloxacin, fleroxacin, 
sparfloxacin 

ciprofloxacin เป็นยาในกลุ่ม fluoroquinolone มีท้ังในรูปของยาฉีดและยา
รับประทาน มีผลข้างเคียงน้อย จึงเป็นท่ีนิยมใช้อย่างแพร่หลายในมนุษย์ โดยยา ciprofloxacin เป็น
ยาในกลุ่มท่ีสามารถทําลายเชื้อในกลุ่มแกรมลบและมีฤทธิ์ต่อต้านเชื้อ P. aeroginosa ได้ดี           
ยา ciprofloxacin หรือ fluoroquinolone ชนิดอ่ืนๆ จะออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง DNA โดยจับกับ A 
subunit ของ DNA gyrase ยับยั้งการเชื่อมปิดของ DNA  ยา ciprofloxacin ออกฤทธิ์แตกต่างกับยา
ในกลุ่ม penicillins, cephalosporins, aminoglycosides, macrolides หรือ tetracyclines 
ดังนั้นเชื้อแบคทีเรียท่ีดื้อยาต่างๆเหล่านี้อาจจะไวต่อยา ciprofloxacin หรือยา quinolones ตัวอ่ืนๆ
ได้ (อุทัยพัฒน,์ 2543) 
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ก ล ไ ก ห ลั ก ข อ ง ก า ร ดื้ อ ย า ก ลุ่ ม  fluoroquinolone ท่ี พ บ ใ น เ ชื้ อ ก ลุ่ ม 
Enterobacteriaceae เป็นกลไกการดื้อยาท่ีเกิดจากการกลายพันธุ์ของยีนท่ีสร้างเอนไซม์ DNA 
gyrase และ topoisomerase IV ซึ่งเป็นเป้าหมายในการออกฤทธิ์ของยา หรือเกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงของโปรตีน porin ซึ่งนําส่งยาเข้าสู่เซลล์หรือเกิดจาก efflux pump โดยการ
เปลี่ยนแปลงเหล่านี้มักเกิดท่ีโครโมโซม ต่อมามีการค้นพบกลไกการดื้อยา fluoroquinolone แบบ
ใหม่จากการถ่ายทอดผ่าน plasmid pMG252 ซึ่งเป็นส่วนท่ีก่อให้เกิด multidrug resistance โดยมี
ยีนท่ีก่อให้เกิด fluoroquinolone resistance บรรจุใน plasmid จึงเรียก plasmid นี้ว่า qnr-
containing plasmid (Marcusson et al., 2009) 

 ส่วนใหญ่เชื้อแบคทีเรียแกรมลบดื้อต่อ fluoroquinolones โดยกลไกการกลายพันธุ์
ท่ีเกิดข้ึนท่ีโครโมโซม ในปี ค.ศ. 1994 มีการพบครั้งแรกว่าเชื้อสามารถถ่ายทอดยีนดื้อยากลุ่มนี้ผ่าน 
plasmid ได้ โดยพบใน K. pneumoniae ท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา โดยยีนท่ีสามารถพบและสามารถ
ถ่ายทอดผ่านทาง plasmid ได้แก่ qnr, aac(6’)-Ib-cr และ qepA เป็นต้น โดยยีน qnr สามารถผลิต
โปรตีน qnr ซึ่งทําหน้าท่ีป้องกัน DNA gyrase และ topoisomerase IV ไม่ให้จับกับยากลุ่ม 
fluoroquinolone ปัจจุบันมีโปรตีน qnr ท้ังหมด 5 ชนิดได้แก่ qnrA, qnrB, qnrS, qnrC และ 
qnrD ส่วนยีน aac(6’)-Ib-cr สามารถผลิตโปรตีนท่ีเ ก่ียวกับเอนไซม์ aminoglycoside 
acetyltrsnsferase (aac(6’)-Ib-cr) ซึ่งสามารถลดการออกฤทธิ์ของยากลุ่มนี้ได้ และยีน qepA เป็น
ยีนท่ีสามารถผลิตโปรตีน qepA ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับการทํางานของ efflux pump ทําให้ยามีการ
ขับออกนอกเซลล์เพ่ิมข้ึน (Pasom et al., 2013) 

       3.7.1 ระบาดวิทยาของยา fluoroquinolone 
     ยาหลักในกลุ่ม fluoroquinolone ท่ีใช้ในงานปฏิบัติการทางคลินิกในประเทศ

อังกฤษและไอซ์แลนด ์ได้แก่ ciprofloxacin ซึ่งเป็นเริ่มเป็นท่ีรู้จักในประเทศดังกล่าวในช่วงปลายของ
ปี ค.ศ. 1980 อุบัติการณ์ของการดื้อยาเริ่มเกิดข้ึนจากการกลายพันธุ์ซึ่งมีผลกับความไวต่อยีนท่ีสร้าง
เอนไซม์ DNA gyrase และ topoisomerase IV หรือการ efflux ของยาออกจากเซลล์ (Denton, 
2007) 

     ป ีค.ศ. 1990 มีการเพ่ิมข้ึนของการดื้อยานี้ใน Enterobacteriaceae อย่างช้าๆ
ในประเทศอังกฤษและไอซ์แลนด์ (Livermore et al., 2003) ต่อมาในปี ค.ศ. 1999-2000 มีการ
รายงานอัตราการดื้อยา ciprofloxacin ในประเทศอังกฤษ (0.6%) สเปน (14.7%) และโปรตุเกส 
(5.8%) การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างระดับการใช้ยาในแต่ละประเทศและระดับ
การดื้อยา (Guyot et al., 1999) 

     มีการศึกษา K. pneumoniae ท้ังหมด 69 ไอโซเลทท่ีผลิตเอนไซม์ TEM หรือ 
SHV พบว่า 32 ไอโซเลท (46.4%) ดื้อต่อยา ciprofloxacin และไอโซเลตท่ีดื้อยาดังกล่าวท้ังหมดมี
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การกลายพันธุ์ในยีน gyrA (Dashti et al., 2006) นอกจากนี้ยังพบว่าจากท้ังหมด 47 ไอโซเลท มี 15 
ไอโซเลท (32%) ท่ีดื้อยา ciprofloxacin และ cefotaxime ร่วมกัน ส่วนในโรงพยาบาลเมือง         
ลิเวอร์พูลพบยีน qnr ในเชื้อ E. cloacae, K. pneumoniae,  E. coli และ C. freundii จากเชื้อ
จํานวน 13 ไอโซเลท และพบว่า 11 ไอโซเลทมียีน blaSHV-12  ร่วมด้วยจึงเชื่อว่าการดื้อยา 
fluoroquinolone และการผลิตเอนไซม์ ESBL มีความสัมพันธ์กันในระดับยีนและมีการแพร่กระจาย
ในแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae (Corkill et al., 2005, Mammeri et al., 2005) 
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วัตถุประสงค์ 

1. ศึกษาความชุกและเปรียบเทียบการดื้อยาปฏิชีวนะกลุ่ม multidrug-resistance 
ในเชื้อ K. pneumoniae ท่ีแยกจากสิ่งส่งตรวจของเด็กท่ีเป็นมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ์

2. ศึกษาอุบัติการณ์และการดื้อยาในกลุ่ม fluoroquinolone ในเชื้ อ                 
K. pneumoniae ท่ีแยกจากสิ่งส่งตรวจของเด็กท่ีเป็นมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ์

3. ศึกษาอุบัติการณ์และลักษณะเอนไซม์ beta-lactamase ESBLs และเอนไซม์ 
AmpC ของเชื้อ K. pneumoniae ท่ีแยกจากสิ่งส่งตรวจของเด็กท่ีเป็นมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลา
นครินทร ์
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บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณ์ และวิธีการ 
 
2.1 อาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 
  2.1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
ชนิด        บริษัทผู้ผลิต 
Agar        Difco 
Luria Bertani (LB) broth     Difco 
Mueller Hinton agar (MHA)     Difco 
Mueller Hinton broth (MHB)     Difco 
Tryptic soy agar (TSA)      Difco  
Tryptic soy broth (TSB)     Difco 
 
  2.1.2 สารเคมีเกรดวิเคราะห์ (analytical grade) 
ชนิด        บริษัทผู้ผลิต 
Ethidium bromide      Sigma 
Glycerol       Sigma 
Sodium hydroxide      Sigma 
Tris base       Promega 
 
  2.1.3 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) 
ชนิด         บริษัทผู้ผลิต 
Agarose        Gibco  
MyTaq Reaction buffer      Bioline 
MyTaq DNA polymerase      Bioline 
Taq polymerase       Bioline 
ชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit    Geneaid 
ชุด DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I  Roche 
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2.2 วัสดุอ่ืนๆ 
ชนิด        บริษัทผู้ผลิต 
Antibiotic disk        BD BBL 
E-test         BD BBL 
กระดาษ Whatman 3MM     Whatman 
แผ่นไนลอนเมมเบรน (nylon membrane)    GE Healthcare 
 
2.3 อุปกรณ์และเครื่องมือ 
 - เครื่องแก้วและอุปกรณ์วิเคราะห์สําหรับงานจุลชีววิทยา 
 - หลอด PCR ขนาด 1.5 ml 

- Automatic pipette ขนาด 1-20, 20-200 และ 100-1000 µl (Gilson, France) 
- ชุด Electrophoresis และเครื่องกําเนิดไฟฟ้า (power supply) รุ่น 200/2.0 (Bio-Rad, 

USA) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (MIKRO 22R, Germany) 
- เครื่อง vortex mixer (Scientific Industries, USA) 
- ตู้เย็นแช่แข็ง -80ºC (Sanyo, Japan) 
- ตู้เย็นแช่แข็ง -20ºC (Sanyo, Japan) 
- ตู้เย็น 4ºC (Sanyo, Japan) 
- ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Venticell) 
- ตูบ้่มเชื้อ (Incubator) (Heraeus, Germany) 
- ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar airflow cabinet) รุ่น ABS 1200A (ASTEC microflow, UK) 
- เครื่องวัด pH (pH meter) (Metrohm, Switzerland) 
- เครื่อง Waterbath รุ่น TW20 (Julabo, Germany) 
- เครื่องสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (Perkin Elmer, UK และ ASTEC, Japan) 
- เครื่อง Hot plate & Stirrer (Fisher Scientific, USA) 
- หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ํา (Autoclave) (Tomy, Japan) 
- เครื่อง Gel Documentation รุ่น WSE-5200 printgraph 2M (ATTO, USA) 
- เครื่อง Centrifuge รุ่น Centrifuge 5804 (Eppendorf, USA) 
- เครื่อง Microcentrifuge (Eppendorf, USA) 
- เครื่อง Elite dry bath incubator รุ่น MS major science elite (Gibthai, USA) 
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2.4 แบคทีเรียท่ีใช้ศึกษา   

K. pneumoniae สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 700603 และ K. pneumoniae จาก rectal 
swab ของผู้ป่วยเด็กท่ีเป็นมะเร็งในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ์
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วิธีการทดลอง 
 
1. การเก็บตัวอย่างเช้ือ K. pneumoniae จาก rectal swab ของผู้ป่วยเด็กในโรงพยาบาล
สงขลานครินทร ์

ทําการเก็บเชื้อ K. pneumoniae ท้ังหมด 77 ไอโซเลท จาก rectal swabs ของ
ผู้ป่วยเด็ก Acute lymphoblastic leukemia (ALL) และ lymphoma จากโรงพยาบาลสงขลา-
นครินทร์ท้ังหมด 50 ราย เก็บในช่วงเดือนเมษายน ปี 2007 ถึงเดือนมีนาคม ปี 2009 ผู้ป่วยได้รับ 
placebo (ยาปลอม) หรือ ciprofloxacin ขนาด 10 mg/kg/วัน ในปริมาณเท่ากัน โดยเก็บเชื้อ 3 
ช่วงคือ เชื้อท่ีแยกได้จากผู้ป่วยก่อนได้รับ placebo หรือ ciprofloxacin 1 สัปดาห์ (R1) เชื้อท่ีแยกได้
จากผู้ป่วยหลังจากได้รับ placebo หรือ ciprofloxacin 1 สัปดาห์ (R2) และเชื้อท่ีแยกได้จากผู้ป่วย
หลังจากได้รับ placebo หรือ ciprofloxacin 2 สัปดาห์ (R3) (Laoprasopwattana et al., 2013) 
เชื้อท้ังหมดทําการทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือยืนยันว่าเป็นเชื้อ K. pneumoniae ได้แก่ TSI, lysine 
decarboxylase test, citrate utilization, urea hydrolysis และ sulfide indole motility (SIM) 
โดยมี K. pneumoniae ATCC 700603 เป็นสายพันธุ์ควบคุม 

ผู้ป่วยเด็กอายุน้อยกว่า 18 ปีท่ีเป็น Acute lymphoblastic leukemia (ALL) และ 
lymphoma จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ ผู้ป่วยถูกทําการทดลองแบบสุ่มและมีกลุ่มควบคุม 
(double blind randomized control trial) เพ่ือรับ placebo หรือ ciprofloxacin จํานวน 28 
และ 22 รายตามลําดับ ก่อนและหลังจากผู้ได้รับ placebo หรือ ciprofloxacin 1 หรือ 2 สัปดาห์ 
โดยผู้ป่วยถูกทํา rectal swab culture เพ่ือเพาะเชื้อ K. pneumoniae ดังแผนภาพท่ี 1 
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แผนภาพท่ี 1 ข้ันตอนการเก็บ rectal swab ในกลุ่มผู้ป่วยท่ีได้รับ placebo หรือ ciprofloxacin 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
   
   PR1 = 19 ไอโซเลท           CR1 = 16 ไอโซเลท 
 
 
 
 
 
 
   PR2 = 22 ไอโซเลท             CR2 = 6 ไอโซเลท 
 
 
 
 
 
 
        
                     PR3 = 7 ไอโซเลท             CR3 = 7 ไอโซเลท 
 
 

Ciprofloxacin (C) 

จํานวนผู้ป่วย 22 ราย 

Placebo (P) 

จํานวนผู้ป่วย 28 ราย 

Rectal swab c/s ครั้งท่ี 1 ก่อนได้รับยา (R1) 

Rectal swab c/s ครั้งท่ี 2 หลังจากได้รับยา 1 สัปดาห์ (R2) 

Rectal swab c/s ครั้งท่ี 3 หลังจากได้รับยา 2 สัปดาห์ (R3) 
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2. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ K. pneumoniae 
การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะใช้วิธี disk diffusion ตามคําแนะนําของ 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition 
zone เป็นมิลลิเมตร นําค่าท่ีวัดได้เปรียบเทียบกับขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางมาตรฐานใน CLSI แล้ว
รายงานเป็น susceptible (S), intermediate (I) หรือ resistant (R) ชุดควบคุมใช้เชื้อสายพันธุ์
มาตรฐาน K. pneumoniae ATCC 700603  

ยาปฏิชีวนะท่ีใช้ทดสอบท้ังหมด 9 ชนิด ได้แก่ amikacin (30 µg), cefotaxime 
(30 µg),  cefoxitin (30 µg), ceftazidime (30 µg), ciprofloxacin (5 µg), gentamicin (10 µg), 
imipenem (10 µg), meropenem (10 µg) และ sulperazone (75/30 µg) ทําการทดสอบโดยนํา
เชื้อมาเพาะเลี้ยงในอาหาร TSB ปริมาตร 3 ml นํามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C ประมาณ 2 ชั่วโมง ปรับ
ความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland standard หรือมีเชื้อความเข้มข้นประมาณ 108 CFU/ml แล้วใช้ไม้
พันสําลีจุ่มเชื้อนําไปเกลี่ยให้ท่ัวผิวหน้าวุ้นอาหาร MHA และวางแผ่นยาแต่ละชนิดบนอาหาร MHA 
นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของ inhibition zone 
ยาแต่ละชนิดนําไปเทียบผลในตารางมาตรฐานของ CLSI (2012) 

 
3. การทดสอบหาค่า minimum inhibitory concentration (MIC) 

ใช้แผ่น E-test ของยา 2 ชนิดในการทดสอบหาค่า minimum inhibitory 
concentration (MIC) ได้แก่ ceftazidime และ ciprofloxacin โดยผลของยา ceftazidime ใช้คัด
กรองการดื้อยาในกลุ่ม class A beta-lactamase โดยการสร้าง ESBL ส่วนยา ciprofloxacin ใช้
ตรวจการดื้อยากลุ่ม fluoroquinolone โดยใช้เชื้อสายพันธุ์มาตรฐานคือ K. pneumoniae ATCC 
700603 เป็นชุดควบคุม 

วิธีทดสอบโดยนําเชื้อมาเพาะเลี้ยงในอาหาร TSB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C ประมาณ 2 
ชั่วโมงปรับความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland standard หรือมีเชื้อความเข้มข้นประมาณ 108 
CFU/ml แล้วใช้ไม้พันสําลีจุ่มเชื้อนําไปเกลี่ยให้ท่ัวผิวหน้าวุ้นอาหาร MHA และวางแผ่น E-test บน 
MHA นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง อ่านค่า minimum inhibitory 
concentration (MIC) ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นต่ําสุดของยาปฏิชีวนะท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรียได้โดยเทียบกับค่ามาตรฐานจาก CLSI (2012) 
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4. การตรวจหาเอนไซม์  
 การตรวจหาเอนไซม์แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ การตรวจหาเอนไซม์ ESBL และ

เอนไซม์ของ class C beta-lactamase (AmpC) 
 4.1 การตรวจหาเอนไซม์ ESBL  
การทดสอบนี้ใช้วิธี combined disk method ในการยืนยันการสร้างเอนไซม์ ESBL 

ของเชื้อ ในการศึกษานี้เลือกใช้การเปรียบเทียบ inhibition zone ของ disk ยา 2 คู่ตามคําแนะนํา
ของ CLSI  

1) cefotaxime (30 µg) กับ cefotaxime-clavulanic acid (30/10 µg)  
2) ceftazidime (30 µg) กับ ceftazidime-clavulanic acid (30/10 µg) 
ทําการทดสอบโดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร TSB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C ประมาณ 2 

ชั่วโมงปรับความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland standard หรือมีเชื้อความเข้มข้นประมาณ 108 
CFU/ml แล้วใช้ไม้พันสําลีจุ่มเชื้อนําไปเกลี่ยให้ท่ัวผิวหน้าวุ้นอาหาร MHA และวางแผ่นยาแต่ละคู่บน
อาหาร MHA นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง แล้ววัดเส้นผ่าศูนย์กลาง inhibition 
zone ของยาแต่ละคู่ 

โดยหาก inhibition zone ของแผ่นยาท่ีมีกรด clavulanic มีขนาดกว้างมากกว่า
หรือเท่ากับ 5 มิลลิเมตร เม่ือเทียบกับแผ่นยาท่ีไม่มีกรด clavulanic แสดงว่าเชื้อสามารถสร้าง
เอนไซม์ ESBL ได ้

 4.2 การตรวจหาเอนไซม์ AmpC (class C bata-lactamase) 
 ในการตรวจยืนยันการสร้างเอนไซม์ AmpC ของเชื้อใช้หลักการ combined disk 

method เช่นเดียวกับการหาเอนไซม์ ESBL ในการทดสอบเปรียบเทียบ inhibition zone ของยา 
cefoxitin (30 µg) กับยา cefoxitin- cloxacillin (30/200 µg) (Polsfuss et al., 2011) 

ทําการทดสอบโดยนําเชื้อท่ีให้ผลดื้อยา cefoxitin มาทําการทดลองเช่นเดียวกับ
วิธีการในข้อ 4.1 โดยหาก inhibition zone ของแผ่นยาท่ีมี cloxacillin มีขนาดกว้างมากกว่าหรือ
เท่ากับ 4 มิลลิเมตร เม่ือเทียบกับแผ่นยาท่ีไม่มี cloxacillin แสดงว่าเชื้อสามารถสร้างเอนไซม์ AmpC 
ได ้

 
5. การตรวจสอบหายีนดื้อยาด้วยวิธี PCR   

นําเชื้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร TSA โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นํา
โคโลนีเดี่ยวมาแขวนลอยน้ํา DI (distilled water) 100 µl แล้วนําไปต้มท่ี 100 ˚C เป็นเวลา 10 นาที 
เพ่ือให้เซลล์แตกและดีเอ็นเอออกจากเซลล์จากนั้นนําไปแช่ในน้ําแข็งทันทีประมาณ 5-10 นาที เพ่ือ
ปอ้งกันดีเอ็นสายเดี่ยวกลับมาเข้าคู่กัน แล้วนํามาใช้เพ่ือเป็น DNA template 
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การทํา PCR เพ่ือตรวจหายีนในกลุ่ม fluoroquinolone ท้ังหมด 4 ยีนได้แก่ ยีน 
qnrA, qnrB, qnrS และยีน qepA ส่วนยีนในกลุ่ม ESBL ท้ังหมด 3 ยีน ได้แก่ ยีน blaSHV ,blaCTX-M 

และยีน blaTEM รวมท้ังยีน ampC โดยใช้ primer ท่ีจําเพาะดังแสดงในตารางท่ี 2.1 
 

ตารางท่ี 2.1 ลําดับเบสของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจหายีนท่ีดื้อยาปฏิชีวนะ 

Target 
genes 

Primers Sequence (5’-3’) 
PCR 

product 
(bp) 

References 

qnrA qnrAF 
qnrAR 

AGAGGATTTCTCACGCCAGG 
TGCCAGGCACAGATCTTGAC 

580 
(Cattoir et al., 

2007) 
qnrB qnrBF 

qnrBR 
GGMATHGAAATTCGCCACTGC 
TTTGCYGYYCGCCAGTCGAAC 

264 
(Cattoir et al., 

2007) 
qnrS qnrSF 

qnrSR 
GCAAGTTCATTGAACAGGGT 
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

428 
(Cattoir et al., 

2007) 
qepA qepAF 

qepAR 
AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 
GTCTACGCCATGGACCTCAC 

596 
(Kim H. B. et 
al., 2009) 

blaSHV bla-SHV.SE 
bla-SHV.AS 

ATGCGTTATATTCGCCTGTG 
TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 

747 
(Monstein et 
al., 2007) 

blaCTX-M CTX-M-U1 
CTX-M-U2 

ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 
TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 

593 
(Monstein et 
al., 2007) 

blaTEM TEM-164.SE 
TEM-165.AS 

TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA 
ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 

445 
(Monstein et 
al., 2007) 

ampC AmpC AK 
AmpC BK 

GTCCGGATCCCATTACCCTGGCGCATCGT 
CGAGAATTCGGACCCGATGGAATTTTAC 

2,500 
(Mammeri et 
al., 2004) 

 
 ส่วนผสมของ PCR ประกอบด้วย 5 ไมโครลิตรของ DNA template, 5X MyTaq 

Reaction Buffer, 10 µM specific primers และ 1 unit Taq polymerase และนํา reaction 
mixture เข้าเครื่อง PCR (Astec รุ่น PC818) เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ สภาวะการทําปฏิกิริยาของ 
PCR แสดงในตารางท่ี 2.2 การตรวจหายีน qnr (qnrA, qnrB และ qnrS), qepA และยีน ampC จะ
ใช้วิธี conventional PCR ส่วนยีน blaSHV ,blaCTX-M และยีน blaTEM จะใช้วิธี multiplex PCR และ
สภาวะการทําปฏิกิริยาของ PCR แสดงในตารางท่ี 2.3  

 นํา PCR product มาทํา electrophoresis ใน 1.5% agarose gel เพ่ือตรวจหา 
amplicon ของยีน qnr (qnrA, qnrB และ qnrS) ขนาด 580 bp, 264 bp และ 428 bp ตามลําดับ 
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และ amplicon ของยีน qepA ขนาด 596 bp ส่วนยีน blaSHV, blaCTX-M และยีน blaTEM ขนาด 
747 bp, 593 bp และ 445 bp ตามลําดับ แยกแถบดีเอ็นเอภายใต้กระแสไฟฟ้าคงท่ีความต่างศักย์ 
100 โวลต์ เวลา 60 นาที แล้วนําเจลไปย้อมในสารละลาย ethidium bromide (10µg/ml) 2 นาที
และแช่ในน้ํากลั่น 15 นาที จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอใต้แสง UV โดยเครื่อง gel documentation 
(ATTO) เทียบขนาดดีเอ็นเอท่ีแยกได้กับดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp) ส่วนยีน ampC มีขนาด 2,500 
bp ใช้ 1% agarose gel แยกแถบดีเอ็นเอภายใต้กระแสไฟฟ้าคงท่ี ความต่างศักย์ 50 โวลต์ เวลา 90 
นาที และเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 Kb) 

 
ตารางท่ี 2.2 สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR ของยีน qnr (qnrA, qnrB, qnrS) 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
 Initial denaturation 
 Denaturation 
 Annealing* 
 Extension 
 Final extension 

95 
95 
54 
72 
72 

10 
1 
1 
1 
10 

1 
 

35 
 
1 

*ยีน qepA ใช้อุณหภูมิ annealing 55 ºC เวลา 1 นาที, ยีน ampC annealing 56 ºC เวลา 1 
นาที 

 
ตารางท่ี 2.3 สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR ของยีน ESBL (blaSHV , blaCTX-M, blaTEM)  

ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา จํานวนรอบ 
Initial denaturation 

 Denaturation 
 Annealing 
 Extension 
 Final extension 

95 
94 
60 
72 
72 

15 นาที 
30 วินาที 
30 วินาที 
2 นาที 
10 นาที 

1 
 

30 
 
1 

 
6. การหา subtype ของยีน ESBLs  

 นํา PCR product ท่ีได้จากการทํา PCR ของยีน ESBLs ท้ัง 3 ชนิดซึ่งได้แก่ ยีน 
blaSHV ท้ังหมด 49 ไอโซเลท, ยีน blaCTX-M ท้ังหมด 13 ไอโซเลท และยีน blaTEM ท้ังหมด 27       
ไอโซเลท มาทําให้บริสุทธิ์ยิ่งข้ึนโดยใช้ชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, 
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Taiwan) จากนั้นทําการวิเคราะห์ลําดับเบส DNA โดยส่งวิเคราะห์ (Macrogen, Korea) โดยใช้ 
primer ท่ีจําเพาะดังแสดงในตารางท่ี 2.1  

การทํา screening เพ่ือหา subtype ของยีน blaSHV และยีน blaTEM ใช้ primer 
สาย forward เพียงสายเดียวในการส่งวิเคราะห์ลําดับเบส ส่วนยีน blaCTX-M ใช้ primer สาย 
reverse เพียงสายเดียว จากนั้นนําผลท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับเชื้อในฐานข้อมูล GenBank ของ 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
เพ่ือหา subtype ของ ESBL gene โดย subtype ท่ีเปรียบเทียบมีความคล้ายกับฐานข้อมูลซึ่ง
เปอร์เซ็นต์มากกว่า 95% 

 
7. การตรวจหายีน traA ด้วยวิธี PCR 

การตรวจหายีน traA โดยใช้ plasmid DNA ท่ีได้แยกจาก K. pneumoniae ด้วย
วิธี phenol-chloroform extraction โดยเพาะเลี้ยง K. pneumoniae ในอาหาร LB broth 4 ml 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37˚C นาน 18-20 ชั่วโมง จากนั้น นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 8000 rpm เป็นเวลา 3 นาที 
แล้วเทส่วน supernatant ท้ิง เติม solution I (50 mM glucose; 10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, 
pH 8.0) 200 µl ดูดข้ึนลงผสมให้เข้ากัน แช่ไว้ในน้ําแข็ง 15 นาที เติม solution II (5 N NaOH; 
10% SDS) ท่ีเตรียมใหม่ 200 µl ผสมให้เข้ากันโดยพลิกหลอดไปมา แช่ในน้ําแข็ง 5 นาที เติม 4 M 
potassium acetate-2 M acetic acid ซึ่งเก็บท่ี -20˚C 400 µl เขย่าแรงๆแล้ว แช่ในน้ําแข็ง 10 
นาทีทันที นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ดูดเอา supernatant ใส่ eppendrof 
tube (ประมาณ 600-700 µl) จากนั้นเติม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25: 24: 1) 
ปริมาตร 1 volume ของ supernatant ท่ีดูดได้ (ประมาณ 600 µl) ผสมให้เข้ากันโดย vortex 
(Scientific Industries) และหมุนเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที ดูดส่วน supernatant ใส่ 
eppendorf tube ใหม่ไว้ (ประมาณ 400-500 µl) เติม RNase A (50 µg/µl) 2 µl บ่มท่ีอุณหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 15 นาที เติม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25: 24: 1) ปริมาตร 1 
volume ของ supernatant ท่ีดูดได้ (ประมาณ 500 µl) นําไป vortex แล้วนําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 
10,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที ดูดส่วน supernatant ใส่ eppendorf tube ใหม่ไว้ (ประมาณ 300-
400 µl) เติม absolute ethanol ซึ่งเก็บท่ี -20˚C ปริมาตร 2 volume ของ supernatant ท่ีดูดได ้
(ประมาณ 800 µl) ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ท่ี -20˚C เป็นเวลา 1 คืน แล้วนําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 10,000 
rpm เป็นเวลา 10 นาที เทส่วน supernatant ท้ิง เติม 70% ethanol 500 µl หมุนเหวี่ยงท่ี 8,000 
rpm เป็นเวลา 2 นาที เท supernatant ท้ิงและระเหยเอา ethanol ออกท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 
2 ชั่วโมงหรือ dry ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 คืน แล้วละลายตะกอน DNA ด้วย deionized water 
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(DI) 30 µl บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 10 นาที เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20°C เพ่ือนํามาใช้เป็น plasmid 
stock 

ตรวจ plasmid DNA ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ 0.8% agarose gel ใน
สารละลาย 0.5x TAE Buffer ใช้กระแสไฟฟ้ากระแสคงท่ี ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นานประมาณ 
60 นาที นํา gel ไปย้อมด้วย ethidium bromide ประมาณ 1 นาที ล้างสีส่วนเกินด้วยน้ํากลั่น 
ประมาณ 15 นาที นําไปส่องภายใต้แสง UV เพ่ือดชูิ้นส่วนของ plasmid ท่ีแยกได ้

เชื้อท่ีคัดเลือกจํานวน 3 ไอโซเลทท่ีมีท้ังยีนกลุ่ม ESBLs และยีนกลุ่ม 
fluoroquinolone ได้แก่ KP034R1/2, KP066R2/2 และ KP075R1/2 นํามาหายีน traA เพ่ือยืนยัน
การถ่ายโอนของยีนโดยใช้ primer ท่ีจําเพาะ (ตารางท่ี 2.4) 

  
ตารางท่ี 2.4 ลําดับเบสของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจหายีน traA 

Target 
genes 

Primers Sequence (5’-3’) 
PCR 

product 
(bp) 

References 

traA p206-F 
p206-R 

TGCCCCCTGCGGCGTTAGTA 
TTGCCAACGCAGCCGCTGAT 

876 
(Wang et al., 
2011) 

 
PCR reaction mixture ประกอบด้วย 5 ไมโครลิตรของ DNA template, 5X 

MyTaq Reaction Buffer, 0.5 µM primers-F/R traA และ 1 unit Taq polymerase และ DI 
water รวมเป็น 20 ไมโครลิตรนํา reaction mixture เข้าเครื่อง PCR (Astec รุ่น PC818) เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยมีสภาวะของ PCR ดังแสดงในตารางท่ี 2.5 และตรวจหา PCR product โดยการ
ทํา gel electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel ละลายใน 0.5X TAE buffer เพ่ือตรวจหายีน 
traA ขนาด 876 bp แยกแถบดีเอ็นเอภายใต้กระแสไฟฟ้าคงท่ีความต่างศักย์ 100 โวลต์ เวลา 60 
นาที แล้วนําเจลไปย้อมในสารละลาย ethidium bromide (10 µg/ml) 2 นาทีและแช่ในน้ํากลั่น 15 
นาที จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นใต้แสง UV โดยเครื่อง gel documentation (ATTO) และ
เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอท่ีแยกไดกั้บดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp) 
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 ตารางท่ี 2.5 สภาวะการทําปฏิกิริยาของ PCR ของยีน traA 
ข้ันตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 

 Initial denaturation 
 Denaturation 
 Annealing 
 Extension 
 Final extension 

94 
94 
55 
72 
72 

5 นาที 
30 วินาที 
30 วินาที 
1 นาที 
7 นาที 

1 
 

30 
 
1 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
1. การแยกเช้ือ K. pneumoniae จาก rectal swab ของผู้ป่วยเด็กในโรงพยาบาลสงขลา-
นครินทร ์

แยกเชื้อ K. pneumoniae จากผู้ป่วยเด็กท้ังหมด 50 รายซึ่งเป็นโรค acute 
lymphoblastic leukemia (ALL) หรือ lymphoma จากโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ในช่วงเดือน
เมษายนปี 2007 ถึงเดือนมีนาคมปี 2009 โดยผู้ป่วยได้รับ placebo หรือ ciprofloxacin ขนาด 10 
mg/kg/วัน ในปริมาณเดียวกัน สามารถเก็บตัวอย่างเชื้อ K. pneumoniae จาก rectal swab ได้
ท้ังหมด 77 ไอโซเลท รายละเอียดของเชื้อแสดงดังตารางท่ี 3.1 

เชื้อแยกได้จากผู้ป่วยเด็กท่ีได้รับ placebo ท้ังหมด 48 ไอโซเลท เป็นเชื้อท่ีแยกได้
จากผู้ป่วยก่อนได้รับยา 1 สัปดาห์ (PR1) จํานวน 19 ไอโซเลท แยกได้จากผู้ป่วยหลังจากได้รับยา 1 
สัปดาห์ (PR2) จํานวน 22 ไอโซเลท และแยกได้จากผู้ป่วยหลังจากได้รับยา 2 สัปดาห์ (PR3) จํานวน 7 
ไอโซเลท  

เชื้อแยกได้จากผู้ป่วยเด็กท่ีได้รับ ciprofloxacin ท้ังหมด 29 ไอโซเลท เป็นเชื้อท่ี
แยกได้จากผู้ป่วยก่อนได้รับยา 1 สัปดาห์ (CR1) จํานวน 16 ไอโซเลท แยกได้จากผู้ป่วยหลังจากได้รับ
ยา 1 สัปดาห์ (CR2) จํานวน 6 ไอโซเลท และแยกได้จากผู้ป่วยหลังจากได้รับยา 2 สัปดาห์ (CR3) 
จํานวน 7 ไอโซเลท และเนื่องจากจํานวนเชื้อในกลุ่มนี้มีค่อนข้างน้อย จึงรวมกลุ่มเชื้อท่ีแยกได้จาก
ผู้ป่วยหลังจากได้รับยา 1 สัปดาห์ (CR2) และเชื้อแยกได้จากผู้ป่วยหลังจากได้รับยา 2 สัปดาห์ (CR3) 
เป็นกลุ่มเดียวกันคือ CR2+R3 ซึ่งสามารถจัดเป็นกลุ่มเชื้อหลังจากได้รับ ciprofloxacin ได ้

 
ตารางท่ี 3.1 จํานวนไอโซเลทของเชื้อ K. pneumoniae ท้ังหมด 77 ไอโซเลทท่ีแยกจากผู้ป่วยเด็ก
ของโรงพยาบาลสงขลานครินทร ์

ยาท่ีผู้ป่วยได้รับ 
จํานวนไอโซเลทของเช้ือ K. pneumoniae 
R1 R2 R3 

1. Placebo (P) (n=48) 19 22 7 

2. Ciprofloxacin (C) (n=29) 16 6 7 

รวม (n=77) 35 28 14 
 



42 

 

 

 

2. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะในเช้ือ K. pneumoniae 
นําเชื้อ K. pneumoniae ท้ังหมด 77 ไอโซเลทมาทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ

ท้ังหมด 9 ชนิดด้วยวิธี disk diffusion method ได้แก่ amikacin (30 µg), cefotaxime (30 µg),  
cefoxitin (30 µg), ceftazidime (30 µg), ciprofloxacin (5 µg), gentamicin (10 µg), 
imipenem (10 µg), meropenem (10 µg) และ sulperazone (75/30 µg) ผลของความไวต่อยา
ปฏิชีวนะแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มคือ เชื้อกลุ่มท่ีได้รับ placebo (PR1+R2+R3) เชื้อกลุ่มก่อนได้รับ
ciprofloxacin 1 สัปดาห์ (CR1) และเชื้อกลุ่มหลังจากได้รับ ciprofloxacin 1 และ 2 สัปดาห ์
(CR2+R3) ดังตารางท่ี 3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 การดื้อต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ K. pneumoniae ท้ังหมด 77 ไอโซเลท 

Antibiotic drug 

จํานวนเช้ือท่ีดื้อยา (%) 

P 
Placebo 
(PR1+R2+R3) 
(48) 

Ciprofloxacin 
(CR1) 
(16) 

(CR2+R3) 
(13) 

amikacin 0 1 (6.3) 0 0.145 

cefotaxime 15 (31.3) 1 (6.3) 2 (15.4) 0.132 

cefoxitin 3 (6.3) 2 (12.5) 1 (7.7) 0.722 

ceftazidimea 14 (29.2) 2 (12.5) 1 (7.7) 0.148 

ciprofloxacina 7 (14.6) 2 (12.5) 11 (84.6) 0.000 

gentamicin 16 (33.3) 1 (6.3) 3 (23.1) 0.098 

imipenem 0 0 0 - 

meropenam 0 0 0 - 

sulperazone 2 (4.2) 0 0 0.538 
a ผลจากการทดสอบด้วยวิธี E-test 
 

จากการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะพบว่าเชื้อจากกลุ่ม placebo และกลุ่มก่อน
ได้รับยา ciprofloxacin (PR1+R2+R3 และ CR1) เชื้อดื้อต่อยา gentamicin (ยากลุ่ม aminoglycoside) 
มากท่ีสุด คิดเป็น 26.6 (17/64) เปอร์เซ็นต์ และเชื้อท่ีแยกได้จากกลุ่มได้รับยา ciprofloxacin  
(CR2+R3) ดื้อต่อยา ciprofloxacin (ยากลุ่ม fluoroquinolone) มากท่ีสุด คิดเป็น 84.6 (11/13) 
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เปอร์เซ็นต์ เม่ือพิจารณาเชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3 และ CR1 พบว่าเปอร์เซ็นต์การดื้อต่อยา ciprofloxacin 
เท่ากับ 14.6 (7/48) และ 12.5 (2/16) ตามลําดับ แสดงว่าการได้รับ ciprofloxacin ทําให้เชื้อดื้อยา 
ciprofloxacin เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสําคัญ (P ≤ 0.05)  

สําหรับยาชนิดอ่ืนๆผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การให้ยาปฏิชีวนะ ciprofloxacin 
ไม่ได้เหนี่ยวนําให้เกิดการดื้อต่อยาเพ่ิมข้ึน ในกรณีของยา gentamicin พบว่าเชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3 และ 
CR1 มีเปอร์เซ็นต์การดื้อยาเท่ากับ 26.6 (17/64) ซึ่งสูงกว่าเชื้อจากกลุ่ม CR2+R3 ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การดื้อ
ยาเป็น 23.1 (3/13) ส่วนยา cefotaxime พบว่าเชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3 และ CR1 มีเปอร์เซ็นต์การดื้อยา
เท่ากับ 25 (16/64) ซึ่งสูงกว่าเชื้อจากกลุ่ม CR2+R3 ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การดื้อยาเป็น 15.4 (2/13) ส่วนยา 
ceftazidime พบว่าเชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3 และ CR1 มีเปอร์เซ็นต์การดื้อยาเท่ากับ 25 (16/64) ซึ่งสูงกว่า
เชื้อจากกลุ่ม CR2+R3 มีเปอร์เซ็นต์การดื้อยาเป็น 7.7 (1/13) และยา cefoxitin พบว่าเชื้อกลุ่ม 
PR1+R2+R3 และ CR1 มีเปอร์เซ็นต์การดื้อยาเท่ากับ 7.8 (5/64) ซึ่งไม่แตกต่างจากเชื้อในกลุ่ม CR2+R3 มี
เปอร์เซ็นต์การดื้อยาเป็น 7.7 (1/13) นอกจากนี้พบเชื้อกลุ่ม CR1 ดื้อต่อยา amikacin คิดเป็น 6.3 
(1/16) เปอร์เซ็นต์และเชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3 ดื้อต่อยา sulperazone คิดเป็น 4.2 (2/48) เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะท่ีไม่พบเชื้อดื้อต่อยาท้ังสองชนิดในกลุ่ม CR2+R3 นอกจากนั้นไม่พบการดื้อต่อยาในกลุ่ม 
carbapenem (imipenem และ meropenem) ในเชื้อท้ัง 77 ไอโซเลท ส่วนค่า MIC ของยา 
ciprofloxacin อยู่ในช่วง 0.19 ถึง >32 µg/ml โดยค่า MIC50 มีค่าเท่ากับ 0.032 µg/ml และค่า 
MIC90 มีค่าเท่ากับ >32 µg/ml ส่วนค่า MIC ของยา ceftazidime อยู่ในช่วง 0.064 ถึง >256 
µg/ml โดยค่า MIC50 มีค่าเท่ากับ 0.125 µg/ml และค่า MIC90 มีค่าเท่ากับ 96 µg/ml 

จากผลความไวต่อยาปฏิชีวนะสามารถจัดแบบแผนการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 
(antibiogram) ไดห้ลายรูปแบบ โดยแบ่งตามกลุ่ม PR1+R2+R3, CR1 และ CR2+R3  ดังตารางท่ี 3.3 

ในกลุ่มเชื้อ PR1+R2+R3 ท้ังหมด 48 ไอโซเลทสามารถจัดรูปแบบการดื้อยาได้ท้ังหมด 
12 แบบ พบว่ารูปแบบท่ี 10 ซึ่งดื้อต่อยา CTX+CAZ+GEN เป็นแบบท่ีพบมากท่ีสุดในกลุ่มนี้ คิดเป็น 
12.5 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ รูปแบบท่ี 14 ดื้อต่อยา CTX+CAZ+GEN+CIP คิดเป็น 6.25 
เปอร์เซ็นต์ และถัดมาเป็นรูปแบบท่ี 6 ดื้อต่อยา CTX+GEN คิดเป็น 4.2 เปอร์เซ็นต์ ส่วนรูปแบบอ่ืนท่ี
เหลืออีก 9 รูปแบบ ได้แก่ รูปแบบท่ี 1, 2, 3, 4, 5, 8, 15, 16 และ 17 พบเท่ากันท้ังหมดคิดเป็น
รูปแบบละ 2.1 เปอร์เซ็นต์ และจะเห็นว่าเชื้อในกลุ่มนี้ดื้อต่อยาได้มากท่ีสุด 6 ชนิดในรูปแบบท่ี 17 ซึ่ง
ดื้อต่อยา CTX+CAZ+GEN+CIP+FOX+SUL ส่วนรูปแบบท่ีดื้อยากลุ่ม third generation 
cephalosporin และดื้อต่อ fluoroquinolone ร่วมกันได้แก่รูปแบบท่ี 14, 16 และ 17 คิดเป็น 
10.4 (5/48) เปอร์เซ็นต ์
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ตารางท่ี 3.3 แบบแผนการดื้อยาปฏิชีวนะในเชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3, CR1 และ CR2+R3 

รูปแบบ
ท่ี 

แบบแผนการดื้อยาปฏิชีวนะ 
จํานวนไอโซเลท (%) 

P PR1+R2+R3 
(48) 

CR1 
(16) 

CR2+R3 
(13) 

1 CAZ 1 (2.1) 1 (6.25) 0 0.538 
2 CIP 1 (2.1) 2 (12.5) 8 (61.5) 0.000 
3 FOX 1 (2.1) 1 (6.25) 0 0.538 
4 GEN 1 (2.1) 0 0 0.736 
5 CTX+CAZ 1 (2.1) 0 0 0.736 
6 CTX+GEN 2 (4.2) 0 1 (7.7) 0.560 
7 CAZ+FOX 0 1 (6.25) 0 0.145 
8 CIP+GEN 1 (2.1) 0 0 0.736 
9 CIP+FOX 0 0 1 (7.7) 0.083 
10 CTX+CAZ+GEN 6 (12.5) 0 0 0.140 
11 CTX+CIP+GEN 0 0 1 (7.7) 0.083 
12 CAZ+CIP+GEN 0 0 1 (7.7) 0.083 
13 AMK+CTX+CAZ+GEN 0 1 (6.25) 0 0.145 
14 CTX+CAZ+GEN+CIP 3 (6.25) 0 0 0.389 
15 CTX+CAZ+GEN+SUL 1 (2.1) 0 0 0.736 
16 CTX+CAZ+GEN+CIP+FOX 1 (2.1) 0 0 0.736 
17 CTX+CAZ+GEN+CIP+FOX+SUL 1 (2.1) 0 0 0.736 

AMK=amikacin, CTX=cefotaxime, CAZ=ceftazidime, CIP=ciprofloxacin,  
FOX=cefoxitin, GEN=gentamicin, IMP=imipenem, MER=meropenem,  
SUL=sulperazone 
  

 รูปแบบท่ีจัดเป็น multidrug resistance เป็นเชื้อท่ีดื้อต่อยาปฏิชีวนะอย่างน้อย 3 
กลุ่มได้แก่ รูปแบบท่ี 14-17 คิดเป็น 12.5 (6/48) เปอร์เซ็นต์ จากจํานวนเชื้อในกลุ่ม PR1+R2+R3 
ท้ังหมด 48 ไอโซเลท  

ในกลุ่มเชื้อ CR1 ท้ังหมด 16 ไอโซเลทสามารถจัดรูปแบบการดื้อยาได้ท้ังหมด 5 
รูปแบบ โดยรูปแบบท่ี 2 เชื้อดื้อต่อยา ciprofloxacin มากท่ีสุดคิดเป็น 12.5 เปอร์เซ็นต์ ส่วนรูปแบบ
การดื้อยาอีก 4 รูปแบบพบรูปแบบละ 6.25 เปอร์เซ็นต์ เชื้อกลุ่มนี้ดื้อต่อยามากท่ีสุด 4 ชนิดคือ 
รูปแบบท่ี 13 (AMK+GEN+CTX+CAZ) และกลุ่มนี้ไม่มีเชื้อท่ีเป็น multidrug resistance 
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ในกลุ่มเชื้อ CR2+R3 ท้ังหมด 13 ไอโซเลทสามารถจัดรูปแบบการดื้อยาได้ท้ังหมด 5 
รูปแบบ โดยจํานวนรูปแบบการดื้อยาของเชื้อกลุ่มนี้ไม่เพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับกลุ่ม CR1 รูปแบบท่ีพบมาก
ท่ีสุดในกลุ่มนี้คือ รูปแบบท่ี 2 คือเชื้อดื้อต่อยา ciprofloxacin เพียงชนิดเดียวคิดเป็น 61.5 
เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการได้รับยา ciprofloxacin สามารถทําให้เชื้อดื้อต่อยา ciprofloxacin เพ่ิมข้ึน
อย่างมีนัยสําคัญ (P ≤ 0.05)   และรูปแบบการดื้อยาท่ี 9, 11 และ 12 มีการดื้อต่อยา ciprofloxacin 
ร่วมกับยาชนิดอ่ืน โดยรูปแบบท่ี 9 เชื้อสามารถสร้างเอนไซม์ AmpC ร่วมกับการดื้อยากลุ่ม 
fluoroquinolone ในรูปแบบท่ี 11 (CTX+CIP+GEN) และรูปแบบท่ี 12 (CAZ+CIP+GEN) ซึ่งเชื้อ
ดื้อต่อยากลุ่ม third generation cephalosporin ยากลุ่ม fluoroquinolone และยากลุ่ม 
aminoglycoside โดยเชื้อท้ังสองรูปแบบนี้จัดเป็น multidrug resistant ด้วยคิดเป็น 15.4 (2/13) 
เปอร์เซ็นต์  
 
3. การตรวจสอบหายีนในกลุ่ม fluoroquinolone 

ในการตรวจสอบหายีนในกลุ่ม fluoroquinolone ท้ังหมด 4 ยีนได้แก่ยีน qnrA, 
qnrB, qnrS และยีน qepA ในเชื้อ K. pneumoniae ท่ีดื้อต่อยา ciprofloxacin (MIC) จํานวน 20 
ไอโซเลท 

 กลไกหลักในการดื้อ ciprofloxacin คือ การเกิด mutation ท่ี DNA gyrase และ 
topoisomerase IV ทําให้ยาจับเป้าหมายได้น้อยลง ซึ่งเป็นกลไกท่ีเกิดข้ึนในระดับโครโมโซม 
นอกจากนั้นพบว่ากลไกการดื้อต่อยา ciprofloxacin สามารถเกิดข้ึนโดยยีนท่ีอยู่บน plasmid ซึ่ง
ได้แก่ ยีน qnrA, qnrB, qnrS และยีน qepA  

เม่ือเปรียบเทียบเชื้อท้ัง 3 กลุ่มได้แก่ เชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3 เชื้อกลุ่ม CR1 และเชื้อกลุ่ม 
CR2+R3 ดังตารางท่ี 3.4 พบว่า เชื้อกลุ่ม PR1+R2+R3 พบยีน qnrB มากท่ีสุดคิดเป็น 71.4 (5/7) 
เปอร์เซ็นต์ และพบว่ามียีนร่วมกันมากท่ีสุด 2 ยีน ได้แก่ ยีน qnrA และ qnrB ร่วมกันคิดเป็น 28.6 
(2/7) เปอร์เซ็นต์ และพบยีน qnrB และ qnrS ร่วมกันคิดเป็น 14.3 (1/7) เปอร์เซ็นต์ ส่วนเชื้อท่ีพบ
ยีนในกลุ่ม fluoroquinolone จํานวน 1 ยีน พบยีน qnrB คิดเป็น 28.6 (2/7) เปอร์เซ็นต์ ในเชื้อ
กลุ่ม CR1 ไม่มีการพบยีนใดๆเลย ส่วนเชื้อกลุ่ม CR2+R3 พบยีน qnrS มากท่ีสุดคิดเป็น 45.5 (5/11) 
เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือยีน qepA คิดเป็น 36.4 (4/11) เปอร์เซ็นต์ โดยพบยีนร่วมกันมากท่ีสุด 2 ยีน 
ได้แก่ ยีน qnrS ร่วมกับยีน qepA คิดเป็น 18.2 (2/11) เปอร์เซ็นต์ ส่วนเชื้อท่ีพบยีนในกลุ่ม 
fluoroquinolone จํานวน 1 ยีน สามารถพบยีนได้ทุกชนิดท้ังยีน qnrA, qnrB, qnrS และยีน qepA 
โดยพบยีน qnrS มากท่ีสุดคิดเป็น 27.3 (3/11) เปอร์เซ็นต์ ยีนท่ีพบท้ังหมดเป็นยีนดื้อยากลุ่ม 
fluoroquinolone ท่ีสามารถถ่ายโอนทาง plasmid ได้ แสดงว่าเชื้อท่ีดื้อยา ciprofloxacin มีการ
เปลี่ยนจากกลายพันธุ์ท่ีระดับโครโมโซมมาผลิตโปรตีน qnr ซึ่งสามารถป้องกัน DNA gyrase และ 
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topoisomerase IV ไม่ให้จับกับยากลุ่ม fluoroquinolone ท้ังนี้การพบยีน qepA ซึ่งสามารถผลิต
โปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับการทํางานของ efflux pump ทําให้ยาถูกขับออกจากเซลล์เพ่ิมข้ึนด้วย  

 
ตารางท่ี 3.4 จํานวนยีนกลุ่ม fluoroquinolone ในเชื้อ K. pneumoniae ท่ีดื้อต่อ ciprofloxacin  

 
 เม่ือพิจารณาท้ังสามกลุ่มพบว่าสามารถพบยีนกลุ่ม fluoroquinolone จํานวน 1 

ยีนมากท่ีสุดคิดเป็น 50 (10/20) เปอร์เซ็นต์ ยีนท่ีพบมากท่ีสุดได้แก่ยีน qnrB และ qnrS เท่ากันคิด
เป็นชนิดละ 30 (6/20) เปอร์เซ็นต์ และพบยีน qnrA และ qepA คิดเป็นชนิดละ 20 (4/20) 
เปอร์เซ็นต์ และมีเชื้อ 5 ไอโซเลทท่ีพบว่าดื้อต่อ ciprofloxacin แต่ไม่พบยีนเหล่านี้ ซึ่งเชื้ออาจจะมี
กลไกชนิดอ่ืนท่ีก่อให้เกิดการดื้อยากลุ่ม fluoroquinolone เช่น การ mutation ของยีน gyrA หรือ
ยีน parC ซึ่งเป็นยีนเป้าหมายท่ีอยู่บนโครโมโซมของเชื้อ  

 
4. การตรวจหาเอนไซม์และยีนในกลุ่ม beta-lactamase 

 การทดลองในส่วนของการตรวจหาเอนไซม์และยีนกลุ่ม beta-lactamase จะแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มคือ การตรวจหาเอนไซม์และยีนของ Extended-spectrum beta-lactamase 
(ESBL) และการตรวจหาเอนไซม์และยีนของ class C beta-lactamase (ampC) 

การผลิตเอนไซม์ ESBLs จะตรวจด้วยวิธี combination disk method ในเชื้อ     
K. pneumoniae ท้ังหมด 77 ไอโซเลท มีเชื้อท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ ESBLs ได้ 22 ไอโซเลทคิดเป็น 
28.6 เปอร์เซ็นต์ และมีเชื้อสามารถผลิตเอนไซม์ non-ESBLs beta-lactamase ท้ังหมด 35 ไอโซ
เลทคิดเป็น 45.5 เปอร์เซ็นต์ ดังตารางท่ี 3.5 

เชื้อก่อนได้รับยา (PR1+R2+R3 และ CR1) พบ non-ESBLs คิดเป็น 42.2 (27/64) 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือได้รับยา ciprofloxacin (CR2+R3) พบ non-ESBLs คิดเป็น 61.5 (8/13) เปอร์เซ็นต์ 

รูปแบบท่ี 
จํานวนยีน
ท่ีพบ 

จํานวนไอโซเลท (%) 
P PR1+R2+R3 

(n=7) 
CR1  
(n=2) 

CR2+R3 
(n=11) 

1 0 2 (28.6) 2 (100) 1 (9.1) 0.023 

2 1 2 (28.6) 0 8 (72.7) 0.062 

3 2 3 (42.8) 0 2 (18.2) 0.345 
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ส่วนเชื้อก่อนได้รับยา (PR1+R2+R3 และ CR1) พบ ESBLs คิดเป็น 29.7 (19/64) เปอร์เซ็นต์ เม่ือได้รับยา 
ciprofloxacin (CR2+R3) พบ Non-ESBLs คิดเป็น 23.1 (3/13) เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการได้รับยา 
ciprofloxacin ไม่ได้เหนี่ยวนําให้เกิดการผลิตเอนไซม์ ESBLs ในเชื้อ K. pneumoniae 

 
ตารางท่ี 3.5 การผลิตเอนไซม์ในกลุ่ม beta-lactamase ในเชื้อ K. pneumoniae  

Beta-lactamase production 
จํานวนไอโซเลท (%) 

P  PR1+R2+R3 
(48) 

CR1 
(16) 

CR2+R3 
(13) 

Class A 
non-ESBLs (n=35) 19 (39.6) 8 (50) 8 (61.5) 0.340 

ESBLs (n=22) 17 (35.4) 2 (12.5) 3 (23.1) 0.190 

Class B 
metallo beta-
lactamases 

0 0 0 - 

Class C cephalosporinases 0 1 (6.25) 1 (7.7) 0.177 

Class D oxacillinases - - - - 

* เชื้อท่ีไม่ผลิตเอนไซม์ beta-lactamase ท้ังหมด 18 ไอโซเลท 
 

ส่วนการตรวจยืนยันการสร้างเอนไซม์ class C beta-lactamase (AmpC) ใช้
หลักการ combination disk method พบว่าเชื้อสามารถผลิตเอนไซม์ AmpC คิดเป็น 2.6 (2/77) 
เปอร์เซ็นต ์เม่ือนําท้ัง 2 ไอโซเลท มาตรวจหายีนใน class C beta-lactamase (ampC) ด้วยวิธี PCR 
พบยีน ampC ในเชื้อท้ัง 2 ไอโซเลท  

ส่วนผลการตรวจหาเอนไซม์ class B metallo beta-lactamase จากการ 
screening ด้วยผลความไวต่อยา imipenem และ meropenem ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม carbapenem 
พบว่าเชื้อ K. pneumoniae ทุกตัวมีความไวต่อยาท้ังสองชนิด เบื้องต้นจึงสรุปว่าไม่มีเชื้อท่ีสามารถ
ผลิตเอนไซม์กลุ่มนี้ส่วนผล class D beta-lactamase ไม่ได้ทําการทดสอบ จากเชื้อท้ังหมด 77      
ไอโซเลท พบว่ามีเชื้อท่ีไม่สามารถผลิตเอนไซม์ beta-lactamase 18 ไอโซเลท  

 ในการศึกษายีนเชื้อในกลุ่มท่ีผลิต non-ESBLs beta-lactamase ดังตารางท่ี 3.6 
ส่วนใหญ่พบยีน blaSHV  เพียงชนิดเดียวคิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต์ และท่ีพบมากท่ีสุดได้แก่ ยีน blaSHV-1  
คิดเป็น 32.1 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ blaSHV-12  คิดเป็น 17.9 เปอร์เซ็นต์ และ blaSHV-76 คิดเป็น 
10.7 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนั้นพบรูปแบบท่ีมียีน blaTEM เพียงชนิดเดียว คิดเป็น 14.3 เปอร์เซ็นต์ 
subtype ท่ีพบท้ังหมดเป็น blaTEM-1 ส่วนการมียีน blaSHV ร่วมกับยีน blaTEM นั้นพบเป็นส่วนน้อยคิด
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เป็น 5.7 เปอร์เซ็นต์มีการพบ blaSHV-1 ร่วมกับ blaTEM-1 และพบ blaSHV-11 ร่วมกับ blaTEM-1 คิดเป็น
ชนิดละ 50 เปอร์เซ็นต ์

ยีน blaSHV ในกลุ่มท่ีผลิต non-ESBLs beta-lactamase มีความหลากหลาย แสดง
ว่าเชื้อ K. pneumoniae สามารถสร้างเอนไซม์ ESBLs ได้หลายชนิด ในการศึกษาพบ subtype ดังนี ้
blaSHV-1, blaSHV-5, blaSHV-11, blaSHV-12, blaSHV-26, blaSHV-27, blaSHV-28, blaSHV-76, blaSHV-77, 
blaSHV-119 ซึ่ง SHV-1 และ SHV-11 เท่านั้นท่ีจัดเป็น broad spectrum enzyme ดังนั้น subtype 
อ่ืนท่ีได้จัดเป็น ESBLs ดังนั้นจากการศึกษาพบว่ามีเชื้อท้ังหมด 17 ไอโซเลท คิดเป็น 60.7 เปอร์เซ็นต์ 
ท่ีไม่สร้างเอนไซม์ ESBLs แต่พบยีนท่ีจัดเป็น subtype ในการสร้างเอนไซม์ ESBLs จึงน่าจะ
ทําการศึกษากลไกการดื้อยาในเชื้อกลุ่มนี้ต่อไป 

 
ตารางท่ี 3.6 ชนิดของยนีท่ีพบในกลุ่ม non-ESBLs และกลุ่ม ESBLs 

รูปแบบท่ี ชนิดของยีน 
จํานวนไอโซเลท (%) 

P 
Non-ESBLs (35) ESBLs (22) 

1 blaSHV 28 (80) 2 (9.1) 0.000 
2 blaTEM 5 (14.3) 2 (9.1) 0.561 
3 blaCTX-M+blaTEM 0 1 (4.6) 0.203 
4 blaSHV+blaTEM 2 (5.7) 5 (22.7) 0.057 
5 blaCTX-M+ blaSHV+blaTEM 0 12 (54.5) 0.000 

 
ในกลุ่มเชื้อท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ ESBLs ได้พบยีน blaTEM มากท่ีสุดคิดเป็น 91 

เปอร์เซ็นต์ รองลงมาพบยีน blaSHV คิดเป็น 86.3 เปอร์เซ็นต์และพบยีน blaCTX-M คิดเป็น 59.1 
เปอร์เซ็นต์ โดยมักพบยีนร่วมกัน โดยรูปแบบท่ีพบมากท่ีสุดคือการมียีนร่วมกัน 3 ยีนคิดเป็น 54.5 
เปอร์เซ็นต์ดังตารางท่ี 3.6 โดย subtype ท่ีพบร่วมกันมากท่ีสุดคือ blaCTX-M-15, blaSHV-5 และ 
blaTEM-1 พบเท่ากันกับ blaCTX-M-15, blaSHV-12 และ blaTEM-1 กับ blaCTX-M-15, blaSHV-28 และ 
blaTEM-1 คิดเป็นชนิดละ 25 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาพบยีน blaSHV ร่วมกับยีน blaTEM ซึ่ง subtype ท่ี
พบมากท่ีสุดคือ blaSHV-12 ร่วมกับ blaTEM-1 คิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต ์ 

 
5. การตรวจสอบหายีน traA 

 เพ่ือต้องการทดสอบว่า การท่ีมียีนกลุ่ม ESBLs และยีนกลุ่ม fluoroquinolone บน 
plasmid และอาจจะสามารถมีการถ่ายโอนของยีนไปสู่เชื้อในกลุ่ม Enterobacteriaceae อ่ืนได้ จึง
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ตรวจสอบหายีน traA ซึ่งเป็น transposon ใช้ในการถ่ายโอนยีน ผลการทดลองพบว่ามียีน traA ใน
เชื้อท้ังหมด 3 ไอโซเลท ได้แก่ KP034R1/2, KP066R2/2 และ KP075R1/2 แสดงว่า เชื้อท่ีมียีนกลุ่ม 
ESBLs และยีนกลุ่ม fluoroquinolone สามารถถ่ายทอดผ่านทาง plasmid ได้ จึงควรศึกษาเพ่ือหา
แนวทางป้องกันการดื้อยาในกลุ่มนี้ไม่ให้กระจายสู่เชื้อ species อ่ืนต่อไป 
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บทที่ 4 

 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

ปัจจุบันการดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียเป็นปัญหาสําคัญท่ีมีอัตราเพ่ิมข้ึนอย่าง
ต่อเนื่อง โดยเฉพาะผู้ป่วยท่ีต้องเข้าพักรักษาตัวท่ีโรงพยาบาลเป็นเวลานานหรือเข้ารับการรักษาบ่อย
มักได้รับยาปฏิชีวนะและมีโอกาสของการติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) สูงข้ึน เชื้อ 
Klebsiella pneumoniae เป็นสาเหตุสําคัญท่ีก่อให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial 
infection) (Paterson, 2006) และเป็นเชื้อก่อโรคติดเชื้อในระบบอ่ืนๆของร่างกาย (Berrazeg et 
al., 2013) ท้ังยังจัดเป็นเชื้อท่ีพบได้บ่อยว่ามีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (multidrug-resistant) 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาอุบัติการณ์และเปรียบเทียบการดื้อยาปฏิชีวนะกลุ่ม beta-
lactam และ fluoroquinolone ในเชื้อ K. pneumoniae จากผู้ป่วยเด็กท่ีเป็นมะเร็งในโรงพยาบาล    
สงขลานครินทร์ รวมถึงความสามารถในการผลิตเอนไซม์ ESBLs ของเชื้อ งานวิจัยพบว่าการได้รับยา 
ciprofloxacin ทําให้ตรวจพบเชื้อท่ีดื้อต่อยา ciprofloxacin เพ่ิมข้ึน แต่ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับการ
สร้างเอนไซม์ ESBLs ในเชื้อ K. pneumoniae 

การศึกษาเก่ียวกับการถ่ายทอด plasmid ของยีนดื้อยาในกลุ่ม fluoroquinolone 
จากเชื้อท่ีผลิตเอนไซม์ ESBLs ในผู้ป่วยเด็กของประเทศเม็กซิโก พบว่าเชื้อ K. pneumoniae มียีน 
qnr คิดเป็น 13.7 (7/51) เปอร์เซ็นต์ และไม่พบยีน qepA (Silva-Sánchez et al., 2013) งานวิจัยนี้
พบว่าเชื้อท่ีพบยีนดื้อยาในกลุ่ม fluoroquinolone คิดเป็น 19.5 (15/77) เปอร์เซ็นต์ พบยีน qnr 
(qnrA, qnrB, qnrS) คิดเป็น 26.7 เปอร์เซ็นต์ และพบยีน qepA คิดเป็น 20 เปอร์เซ็นต์ เม่ือ
พิจารณาแบบแยกชนิดยีน qnr พบว่า ยีนท่ีพบมากท่ีสุดคือยีน qnrB และยีน qnrS คิดเป็นชนิดละ 
30 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีพบยีน qnrB และยีน qnrS โดยพบยีน qnrS มากกว่ายีน 
qnrB (Deepak et al., 2009, Pasom et al., 2013)  

การศึกษายีน blaCTX-M ท่ีแยกได้จากลําไส้ของคนไทยในชนบท พบว่าเชื้อดื้อต่อ 
gentamicin, ciprofloxacin, imepenem, meropenem และ amikacin คิดเป็น 63.1, 19.7, 0.4, 
0.4 และ 0.4 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ (Luvsansharav et al., 2012) งานวิจัยนี้พบว่า เชื้อดื้อต่อ 
gentamicin และ ciprofloxacin คิดเป็นชนิดละ 26 เปอร์เซ็นต์เท่ากัน ส่วนในยา imepenem  
และ meropenem ไม่พบการดื้อต่อยาท้ังสองชนิดนี้แสดงว่างานวิจัยมีความสอดคล้องกัน                
เชื้อ K. pneumoniae มีความไวต่อยา imepenem, meropenem และ amikacin ส่วนใหญ่พบยีน 
blaCTX-M-9และ blaCTX-M-1 ในกลุ่มผู้ป่วยคนไทย และยีน blaCTX-M-15 เป็น ESBLs หลักท่ีพบได้บ่อยใน
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ผู้ป่วยเด็ก ในผู้ใหญ่สามารถพบได้ท้ังยีน blaCTX-M และยีน blaSHV (Silva-Sánchez et al., 2013) 
ส่วนในงานวิจัยนีพ้บยีน blaTEM มากท่ีสุด รองลงมาพบยีน blaSHV และยีน blaCTX-M ตามลําดับ 

การศึกษาการผลิตเอนไซม์ ESBLs ของเชื้อ K. pneumoniae เปรียบเทียบระหว่าง
ผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลมากกว่า 48 ชั่วโมงกับผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตัวใน
โรงพยาบาลน้อยกว่า 48 ชั่วโมงของโรงพยาบาลชลบุรี พบว่าเชื้อ K. pneumoniae มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม์ ESBLs คิดเป็น 50.9 (537/1,055) เปอร์เซ็นต์ โดยผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตัวใน
โรงพยาบาลน้อยกว่า 48 ชั่วโมง เชื้อมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ ESBLs คิดเป็น 23.8 
(90/378) เปอร์เซ็นต์ ส่วนผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลมากกว่า 48 ชั่วโมง เชื้อมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ ESBLs คิดเป็น 66.0 (447/677) เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าระยะเวลาใน
การเข้ารักษาตัวในโรงพยาบาลท่ีนานกว่ามีผลทําให้เชื้อท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ESBLs เพ่ิมข้ึน 
(Waiwarawooth et al., 2006) ในงานวิจัยนี้พบว่าเชื้อสามารถผลิตเอนไซม์ ESBLs คิดเป็น 28.6 
(22/77) เปอร์เซ็นต์ การศึกษาความชุกในการผลิตเอนไซม์ ESBLs ของ K. pneumoniae ในทวีป
เอเชีย พบว่าประเทศไต้หวันมีการผลิต ESBLs เพ่ิมข้ึนจาก 8.5 เป็น 29.8 เปอร์เซ็นต์ ในประเทศ
เกาหลีเพ่ิมข้ึนจาก 22.5 เป็น 22.8 เปอร์เซ็นต์ ส่วนในประเทศไทยมีรายงานจากโรงพยาบาล   
สงขลานครินทร์ว่า K. pneumoniae สามารถผลิต ESBLs ได้ 32 เปอร์เซ็นต์ และโรงพยาบาลศิริราช 
56.9 เปอร์เซ็นต์ (Chaikittisuk and Munsrichoom, 2007) 

การศึกษา K. pneumoniae ท่ีผลิต ESBLs ท่ีแยกจากผู้ป่วยห้องฉุกเฉินสามารถพบ
ยีน blaTEM, blaCTX-M และยีน blaSHV บน plasmid ได้ 75, 50 และ 25 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ 
(Pornsinchai et al., 2015) งานวิจัยนี้พบว่า ในกลุ่มท่ีเป็น ESBLs สามารถพบยีน blaTEM, blaSHV 
และยีน blaCTX-M ได้ 91, 86.3 และ 59.1 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ 

การศึกษายีน blaCTX-M ในสิ่งส่งตรวจท่ีเป็นอุจจาระของคนไทยท่ีมีสุขภาพดี เม่ือ
ตรวจสอบ ESBLs phenotype ด้วยวิธี double-disk synergy test พบว่ามี 3 (2.1%) ไอโซเลท ท่ี
ให้ผลเป็น negative แต่มียีน blaCTX-M (Sasaki et al., 2010) ซึ่งคล้ายกับงานวิจัยนี้พบว่า ในกลุ่มท่ี
ผลิต non-ESBLs beta-lactamse ซึ่งเป็นกลุ่มท่ีไม่มีเอนไซม์ ESBLs แต่พบยีน blaSHV ชนิดท่ีจัดเป็น 
ESBLs ถึง 17 ไอโซเลท คิดเป็น 22.1 เปอร์เซ็นต์จากเชื้อท้ังหมด ดังนั้นควรศึกษา mechanism ของ 
subtype เหล่านี้ต่อไป 

มีรายงานพบว่าเชื้อท่ีดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (multidrug resistant) สามารถ
ส่งผ่านยีนดื้อยาทางพลาสมิด (Jiang et al., 2008, Teo et al., 2009) ในงานวิจัยนี้ทําการทดสอบ
เชื้อท้ัง 3 ไอโซเลท (KP034R1/2, KP066R2/2 และ KP075R1/2) ท่ีให้ผลบวกของยีนกลุ่ม ESBLs 
และยีนกลุ่ม fluoroquinolone โดยวิธี PCR และผลการทดสอบหายีน traA ในเชื้อท้ัง 3 ไอโซเลทนี้ 
พบว่าเชื้อมียีนนี้อยู่ซ่ึงแสดงว่าเชื้ออาจส่งผ่านยีนดื้อยาไปยังเชื้ออ่ืนได ้
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การรายงานการศึกษาการผลิตเอนไซม์และยีน ampC บนพลาสมิดของเชื้อในกลุ่ม 
Enterobacteriaceae พบว่า K. pneumoniae ผลิตเอนไซม์ AmpC คิดเป็น 0.6 เปอร์เซ็นต์ 
(Polsfuss et al., 2011) ในงานวิจัยนี้พบเชื้อผลิตเอนไซม์ AmpC คิดเป็น 2.6 (2/77) เปอร์เซ็นต์ 
จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ AmpC จากเชื้อ K. pneumoniae ในผู้ป่วยโรงพยาบาลศรีนครินทร์ 
พบเชื้อท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ได้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ (8/982) ท้ังนี้พบว่า นอกจากการทดสอบเพ่ือยืนยัน
การผลิตเอนไซม์ AmpC โดยใช้วิธี combined disk method แล้วยังสามารถทดสอบได้ด้วยวิธีอ่ืน 
ได้แก่ three-dimensional test หรือ cefoxitin agar เป็นต้น (Nasim et al., 2004, Jacoby, 
2009) 

งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าพบเชื้อท่ีดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด โดยเฉพาะต่อยาใน
กลุ่ม fluoroquinolone และ third generation cephalosporin รวมถึงยากลุ่ม beta-lactamase 
inhibitor การศึกษากลไกการดื้อต่อยาโดยศึกษายีนท่ีทําหน้าท่ีดื้อต่อยาเหล่านี้ พบว่าเชื้อมียีนท่ี
หลากหลายและมีความชุกท่ีแตกต่างจากการศึกษาอ่ืนๆ นอกจากนั้นยังพบเชื้อท่ีไม่สร้างเอนไซม์ 
ESBLs แต่มียีน ESBLs ซึ่งน่าสนใจท่ีจะทําการศึกษาต่อไป การศึกษานี้จึงมีประโยชน์เพ่ือหาแนวทาง
ในการป้องกันผู้ป่วยจากการติดเชื้อและให้ประโยชน์ในการใช้ยาปฏิชีวนะและการเลือกยาในการรักษา
ผู้ป่วยท่ีติดเชื้อ K. pneumoniae รวมถึงเชื้อสายพันธุ์อ่ืนในกลุ่ม Enterobacteriaceae อีกด้วย 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 1. จากผลความไวต่อยาปฏิชีวนะพบว่า การได้รับ ciprofloxacin ทําให้ตรวจพบ
เชื้อดื้อยา ciprofloxacin เพ่ิมข้ึน แต่การได้รับ ciprofloxacin ไม่สัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่มอ่ืนๆ 
ได้แก่ กลุ่ม third generation cephalosporin (cefotaxime และ ceftazidime) ยาในกลุ่ม beta-
lactam/beta-lactamase inhibitor (sulperazone) และยาในกลุ่ม cephamycin (cefoxitin) 
รวมถึง aminoglycoside (amikacin และ gentamicin)  

2. เชื้อ K. pneumoniae ทุกไอโซเลทยังมีความไวต่อยากลุ่ม carbapenem 
(imipenam และ meropenam) ยาในกลุ่มนี้จึงสามารถเลือกใช้รักษาผู้ป่วยได ้

3. ค่า MIC ของยา ciprofloxacin อยู่ในช่วง 0.19 ถึง >32 µg/ml โดยค่า MIC50 มี
ค่าเท่ากับ 0.032 µg/ml และค่า MIC90 มีค่าเท่ากับ >32 µg/ml ส่วนค่า MIC ของยา ceftazidime 
อยู่ในช่วง 0.064 ถึง >256 µg/ml โดยค่า MIC50 มีค่าเท่ากับ 0.125 µg/ml และค่า MIC90 มีค่า
เท่ากับ 96 µg/ml การทราบค่าความเข้มข้นต่ําสุดของยา สามารถช่วยในการเลือกใช้ความเข้มข้น
ของยาในการรักษาผู้ป่วย และใช้ดูแนวโน้มในการดื้อยาในเบื้องต้นเพ่ือหาแนวทางในการเลือกใช้ยาใน
การรักษาผู้ป่วยด้วย 

4. การได้รับยา ciprofloxacin ไม่ได้เหนี่ยวนําให้เกิดการผลิตเอนไซม์ ESBLs ในเชื้อ 
K. pneumoniae 

5. จากผลการแยกแบบแผนการดื้อยาปฏิชีวนะพบว่า การใช้ ciprofloxacin ไม่ทํา
ให้เกิดเชื้อดื้อยาหลายชนิด (multidrug resistant) เพ่ิมข้ึน 

6. ความชุกของเชื้อท่ีดื้อต่อ ciprofloxacin ในกลุ่ม PR1+R2+R3, CR1 และ CR2+R3 คิด
เป็น 14.6, 12.5 และ 84.6 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ ส่วนยีน plasmid-mediated quinolone ท่ีพบ
มากคือ qnrB และยีน qnrS  

7. ความชุกของเชื้อท่ีผลิตเอนไซม์ ESBLs ในกลุ่ม PR1+R2+R3, CR1 และ CR2+R3 คิด
เป็น 35.4, 12.5 และ 23.1 เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ โดยพบยีน blaTEM มากท่ีสุดคิดเป็น 91 เปอร์เซ็นต์ 
(blaTEM-1 ท้ังหมด) รองลงมาพบยีน blaSHV คิดเป็น 86.3 เปอร์เซ็นต์ พบ blaSHV-12 มากท่ีสุด 
รองลงมาคือ blaSHV-5 และพบยีน blaCTX-M คิดเป็น 59.1 เปอร์เซ็นต์ (blaCTX-M-15 ท้ังหมด) ยีนท่ีพบ
ในงานวิจัยนี้ได้แก่ blaSHV-1, blaSHV-5, blaSHV-11, blaSHV-12, blaSHV-26, blaSHV-27, blaSHV-28, blaSHV-
76, blaSHV-77, blaSHV-119, blaTEM-1 และ blaCTX-M-15 
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8. พบเชื้อท่ีไม่สร้างเอนไซม์ ESBLs แต่มียีน ESBLs  
9. การวิเคราะห์หายีน traA แสดงว่ายีนกลุ่ม ESBLs และกลุ่ม fluoroquinolone 

อยู่บน plasmid และอาจถ่ายทอดไปสู่เชื้ออ่ืนได ้
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ภาคผนวก ก  
 
อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
  1. Luria Bertani (LB) broth  

ส่วนประกอบต่อ 1 ลิตร 
  Tryptone     10 g 
  Yeast extract     10 g 
  Sodium Chloride    5 g 
  Distilled water     1 ml 
 ชั่ง LB 25 g มาละลายด้วยน้ํากลั่น 1 ลิตร ต้มให้ละลาย ใส่ในหลอดทดลอง หลอดละ 4 ml 
ทําให้ปราศจากเชื้อด้วย autoclave 121°C 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
 
  2. Mueller Hinton agar (MHA) 

  ส่วนประกอบต่อ 1 ลิตร 
  Beef extract power    2 g 
  Acid Digest of Casein    17.5 g 
  Soluble starch     1.5 g 
  Agar      15 g 
  Distilled water     1 ml 
 ชั่ง MHA 38 g มาละลายด้วยน้ํากลั่น 1 ลิตร ต้มให้ละลาย ทําให้ปราศจากเชื้อด้วย 
autoclave 121°C 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
 
  3. Mueller Hinton broth (MHB) 

  ส่วนประกอบต่อ 1 ลิตร 
  Beef extract power    2 g 
  Acid Digest of Casein    17.5 g 
  Soluble starch     1.5 g 
  Distilled water     1 ml 
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 ชั่ง MHA 38 g มาละลายด้วยน้ํากลั่น 1 ลิตร ต้มให้ละลาย ทําให้ปราศจากเชื้อด้วย 
autoclave 121°C 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
 
  4. Tryptic soy agar (TSA) 

  ส่วนประกอบต่อ 1 ลิตร 
  Pancreatic Digest of Casein   15 g 
  Papaic Digest of Soybean   5 g 
  Sodium Chloride    5 g 
  Agar      15 g 
  Distilled water     1 ml 
 ชั่ง TSA 40 g มาละลายด้วยน้ํากลั่น 1 ลิตร ต้มให้เดือด ทําให้ปราศจากเชื้อด้วย autoclave 
121°C 15 นาที เทใส่จานปราศจากเชื้อ (sterile petri dish) 20 ml ตั้งท้ิงไว้ให้เย็น เก็บท่ีอุณหภูมิ 
4°C 
 
  5. Tryptic soy broth (TSB)    

  ส่วนประกอบต่อ 1 ลิตร 
  Pancreatic Digest of Casein   15 g 
  Papaic Digest of Soybean   5 g 
  Sodium Chloride    5 g 
  Distilled water     1 ml 
 ชั่ง TSA 40 g มาละลายด้วยน้ํากลั่น 1 ลิตร ต้มให้ละลาย ใส่ในหลอดทดลอง หลอดละ 4 
ml ทําให้ปราศจากเชื้อด้วย autoclave 121°C 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
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ภาคผนวก ข 

 
1. สารละลายสําหรับสกัด Plasmid DNA ด้วยวิธี Phenol-chloroform Extraction 
 

 1.1 Solution I 

Glucose 50 mM  2 ml 
EDTA 1 mM, pH 8.0  0.16 ml 
Tris-HCl 10 mM  0.8 ml 
เตรียมสารละลายตามปริมาตรท่ีคํานวณ เติมน้ํากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 80 ml  
 
1.2 Solution II 

5N NaOH 16 g ละลายน้ํา 80 ml  
10% SDS (Sodium dodecyl sulphate)  
ผสม 5N NaOH: 10% SDS: DI อัตราส่วนเท่ากับ 2:5:43  
 
1.3 4M potassium acetate – 2M acetic acid 

5M potassium acetate  64 ml 
10M acetic acid   16 ml 
เตรียมสารละลายตามปริมาตรท่ีคํานวณ เติมน้ํากลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 80 ml 
 
1.4 Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol (25:24:1) 

ผสม Chloroform: Isoamyl alcohol อัตราส่วน 24:1 จากนั้นผสม Phenol และ 
Chloroform: Isoamyl alcohol ในอัตราส่วน 1:1 แล้วราดทับด้วย 0.1M Tris-HCl, pH 8.0  
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2. สารเคมีสําหรับ agarose gel electrophoresis 

 

  2.1 Loading dye 

  ชั่ง bromophenol blue 25 mg และ Sucrose 4 g ละลายในน้ํากลั่น 10 ml 
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 C 
 
  2.2 Tris-acetate-EDTA buffer (10X TAE) 

  ชั่ง Tris base ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 800 ml แล้วเติม glacial acetic acid 
และ 0.5M EDTA ปรับปริมาตรให้ได้ 1 L 
 
  2.3 Ethidium bromide (10mg/ml) 

  ชั่ง Ethidium bromide 1 g ละลายในน้ํากลั่น 100 ml กวนจนละลาย อาจใช้เวลา
หลายชั่วโมง เก็บใส่ขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้อง (ควรเตรียมด้วยความระมัดระวัง) 
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ภาคผนวก ค 

 

ตารางรวมผลเช้ือ K. pneuniae ทั้งหมด 77 isolates 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



No. Group Isolate 
Antimicrobial agents 

ESBL 
enzyme 

ESBL gene 
ampC 
gene 

Quinolone gene 

AMK CAZ CTX CIP SUL IMP MER GEN FOX traSHV traCTX-M traTEM qnrA qnrB qnrS qepA 

1 CR1 
KP001
R1 

S S S S S S S S S   1               

2 CR2+R3 
KP001
R3 

S S S S S S S S S   12               

3 CR2+R3 
KP002
R3 

I S R R(>32) S S S R S  +   15 1       +   

4 CR2+R3 
KP004
R2 

S S S R(16) S S S S S   11   1       +   

5 
PR1+R2
+R3 

KP005
R1 

S S S S S S S S S   1   1           

6 
PR1+R2
+R3 

KP006
R1 

S S S S S S S S S   12               

7 CR1 
KP008
R1 

S S S S S S S S S                   

8 CR2+R3 
KP008
R2 

S S S R(>32) S S S S S   76           + +  

9 CR1 
KP009
R1 

S S S S S S S S S       1           

10 
PR1+R2
+R3 

KP010
R2 

S S S S S S S S S                   

11 CR1 
KP014
R1 

S S S S S S S S S                   

12 
PR1+R2
+R3 

KP015
R2 

S S S S S S S S S       1           

13 
PR1+R2
+R3 

KP016
R1/1 

S R(96) R(>32) R(>32) S S S R R + 11 15 1     +   
 

14 
PR1+R2
+R3 

KP016
R1/2 

S S S S S S S S S   5             
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No. Group Isolate 
Antimicrobial agents 

ESBL 
enzyme 

ESBL gene 
ampC 
gene 

Quinolone gene 

AMK CAZ CTX CIP SUL IMP MER GEN FOX traSHV traCTX-M traTEM qnrA qnrB qnrS qepA 

15 CR1 
KP017
R1 

S S S R(>32) S S S S S       1           

16 CR2+R3 
KP018
R2 

S R(64) S R(>32) I S S R S           +       

17 CR2+R3 
KP019
R3 

S S S R(>32) S S S S S   76             + 

18 
PR1+R2
+R3 

KP021
R2 

S S S S S S S S S                   

19 
PR1+R2
+R3 

KP022
R2 

S S S S S S S S S   1               

20 
PR1+R2
+R3 

KP022
R3 

S S S S S S S S S   1               

21 CR1 
KP024
R1 

S S S S S S S S S                   

22 
PR1+R2
+R3 

KP025
R1/1 

I 
R 

(>256) 
R(32) S R S S R S + 5   1           

23 
PR1+R2
+R3 

KP025
R1/2 

I 
R 

(>256) 
R(24) S I S S R S + 12   1           

24 
PR1+R2
+R3 

KP025
R3 

S S S S S S S S S   27               

25 
PR1+R2
+R3 

KP027
R1 

S S S S S S S R S   27               

26 
PR1+R2
+R3 

KP028
R1 

S S S S S S S S S                   

27 
PR1+R2
+R3 

KP029
R1 

S S S S S S S S S                   

28 
PR1+R2
+R3 

KP029
R2 

S S S S S S S S S   1               
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No. Group Isolate 
Antimicrobial agents 

ESBL 
enzyme 

ESBL gene 
ampC 
gene 

Quinolone gene 

AMK CAZ CTX CIP SUL IMP MER GEN FOX traSHV traCTX-M traTEM qnrA qnrB qnrS qepA 

29 
PR1+R2
+R3 

KP030
R1 

S S S S S S S S S                   

30 
PR1+R2
+R3 

KP030
R2 

S S S S S S S S S   77               

31 
PR1+R2
+R3 

KP030
R3 

S S S S S S S S S                   

32 CR1 
KP034
R1/2 

R R(128) R(24) S S S S R S + 12   1   +*       

33 
PR1+R2
+R3 

KP036
R2 

S R(24) S S S S S S S + 12               

34 
PR1+R2
+R3 

KP038
R1/1 

S 
R 

(>256) 
R(>32) R(>32) S S S R S + 12   1           

35 
PR1+R2
+R3 

KP038
R3 

S S I S S S S S S                   

36 CR1 
KP041
R1/1 

S S S R(>32) S S S S I       1           

37 
PR1+R2
+R3 

KP047
R1 

S S S R(6) S S S S S                   

38 
PR1+R2
+R3 

KP047
R2/1 

S S S S S S S S S   1               

39 
PR1+R2
+R3 

KP047
R2/2 

S S S S S S S S S   1               

40 
PR1+R2
+R3 

KP048
R2 

S S S S S S S S S       1           

41 CR1 
KP049
R1 

S S S S S S S S S   12               

42 CR2+R3 
KP050
R2 

S S S R(>32) S S S S S +     1       + 
 
+ 
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No. Group Isolate 
Antimicrobial agents 

ESBL 
enzyme 

ESBL gene 
ampC 
gene 

Quinolone gene 

AMK CAZ CTX CIP SUL IMP MER GEN FOX traSHV traCTX-M traTEM qnrA qnrB qnrS qepA 

43 CR2+R3 
KP050
R3 

S S S R(>32) S S S S S   11               

44 
PR1+R2
+R3 

KP051
R2/1 

S R(96) R(>32) S I S S R S + 12 15 1           

45 
PR1+R2
+R3 

KP051
R2/2 

S R(128) R(>32) S I S S R S + 5 15 1           

46 CR1 
KP053
R1 

S S S S S S S S S   1               

47 CR1 
KP056
R1/1 

S R(64) S S S S S S R +     1           

48 CR1 
KP056
R1/2 

S S S S S S S S S                   

49 
PR1+R2
+R3 

KP057
R2 

S S S S S S S S S                   

50 
PR1+R2
+R3 

KP059
R1 

S R(48) R(>32) I(3) I S S R S + 5 15 1           

51 CR1 
KP060
R1/2 

S S S I(2) S S S S S   1               

52 
PR1+R2
+R3 

KP061
R1 

S S S S S S S S S                   

53 
PR1+R2
+R3 

KP061
R2 

S S S S S S S S S   28               

54 
PR1+R2
+R3 

KP066
R1/1 

I 
R 

(>256) 
R(>32) I(3) I S S R S + 12 15 1           

55 
PR1+R2
+R3 

KP066
R1/2 

I 
R 

(>256) 
R(>32) R(4) I S S R S + 26 15 1     +     

56 
PR1+R2
+R3 

KP066
R2/1 

I 
R 

(>256) 
R(>32) I(3) I S S R S + 12 15 1       
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No. Group Isolate 
Antimicrobial agents 

ESBL 
enzyme 

ESBL gene 
ampC 
gene 

Quinolone gene 

AMK CAZ CTX CIP SUL IMP MER GEN FOX traSHV traCTX-M traTEM qnrA qnrB qnrS qepA 

57 
PR1+R2
+R3 

KP066
R2/2 

S R(32) R(>32) R(>32) R S S R R + 11 15 1   + +     

58 
PR1+R2
+R3 

KP066
R3/1 

S I(16) R(>32) I(3) I S S R S + 28 15 1           

59 
PR1+R2
+R3 

KP066
R3/2 

S I(16) R(>32) I(2) I S S R S + 28 15 1           

60 CR1 
KP067
R1 

S S S S S S S S S                   

61 
PR1+R2
+R3 

KP071
R1 

S S S S S S S S S   12               

62 
PR1+R2
+R3 

KP071
R2/1 

S S S S I S S S S   26               

63 CR1 
KP072
R1 

S S S S S S S S S   1               

64 CR2+R3 
KP072
R3 

S S S R(>32) S S S S S   28       +       

65 
PR1+R2
+R3 

KP075
R1/1 

I R(64) R(32) R(>32) I S S R S + 12         + +   

66 
PR1+R2
+R3 

KP075
R1/2 

S S I R(>32) I S S R I + 12   1   + +     

67 
PR1+R2
+R3 

KP075
R2 

S S S S S S S S S   12               

68 
PR1+R2
+R3 

KP080
R2 

S R(24) R(>32) I(2) S S S S S + 28 15 1           

69 CR2+R3 
KP081
R2 

S S S R(12) S S S S R         +       + 

70 CR2+R3 
KP081
R3 

S S R I(2) S S S R S + 5 15 1       
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No. Group Isolate 
Antimicrobial agents 

ESBL 
enzyme 

ESBL gene 
ampC 
gene 

Quinolone gene 

AMK CAZ CTX CIP SUL IMP MER GEN FOX traSHV traCTX-M traTEM qnrA qnrB qnrS qepA 

71 
PR1+R2
+R3 

KP083
R2 

S S S S S S S S S                   

72 CR1 
KP084
R1 

S S S S S S S S R         +         

73 CR2+R3 
KP084
R3 

S S S R(32) S S S S S   11           +   

74 
PR1+R2
+R3 

KP087
R2 

S S S S S S S S R                   

75 CR2+R3 
KP095
R2 

S S S R(>32) S S S S S   119         +     

76 
PR1+R2
+R3 

KP097
R2 

S S S S S S S S S   76               

77 
PR1+R2
+R3 

KP098
R3 

S S S S S S S S S   5               
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