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ความหลากหลายของยีนคาร ์บาพีนี เมสในเ ช้ือ Carbapenemase-producing 

Enterobacterales ในโรงพยาบาลสมุทรปราการ
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1กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์และพยาธิวิทยาคลินิก โรงพยาบาลสมุทรปราการ สมุทรปราการ ประเทศไทย
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บทคัดย่อ

บริบท ปัจจุบันเชื้อ Carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) ถือเป็นภัยคุกคามเร่งด่วนที่

แพร่กระจายไปท่ัวโลกรวมถึงประเทศไทยด้วย โดยมีกลไกการด้ือยาที่พบมากที่สุดคือการสร้างเอนไซม์ 

คาร์บาพีนีเมสหลากหลายชนิด 

วัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาความหลากหลายของยีนคาร์บาพีนีเมสในเชื้อ Carbapenemase-producing 

Enterobacterales (CPE) จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในโรงพยาบาลสมุทรปราการ 

วธิกีารศกึษา เกบ็เชือ้ Enterobacterales จากส่ิงส่งตรวจในช่วงเดือน สิงหาคม - ตุลาคม 2562 พิสูจน์เชือ้และ

ทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติว่าเป็น CRE จ�ำนวน 67 สายพันธุ์ จากนั้นตรวจหา 

CPE ด้วยวิธี modified carbapenem inactivation method, EDTA carbapenem inactivation method 

และตรวจหาความหลากหลายของยีนคาร์บาพีนีเมสด้วยวิธี multiplex PCR 

ผลการศึกษา เชื้อ CRE 67 สายพันธุ์ จ�ำแนกเป็นเชื้อ Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli และ 

Enterobacter cloacae ร้อยละ 85.07, 8.96 และ 5.97 ตามล�ำดับ พบว่าเป็น CPE ร้อยละ 89.55 เชื้อมียีน

ดื้อยา 3 ชนิด ได้แก่ bla
OXA-48-like

, bla
NDM

 และ bla
KPC

 ร้อยละ 70.00, 56.67 และ 3.33 ตามล�ำดับ โดยพบเชื้อ

มียีน bla
OXA-48-like

 ร่วมกับ bla
NDM

 ร้อยละ 30.00 ในการศึกษานี้พบว่าความไวต่อยาต้านจุลชีพมีความสัมพันธ์

กับชนิดของยีน เช้ือท่ีมียีน bla
OXA-48-like

 ไวต่อยา imipenem, meropenem, doripenem, amikacin และ 

tigecycline เชื้อที่มียีน bla
NDM

 ไวต่อยา amikacin และ tigecycline เชื้อที่มียีน bla
KPC 

ไวต่อยา tigecycline 

ส่วนเชื้อที่มียีน bla
OXA-48-like

 ร่วมกับ bla
NDM 

ไวต่อยา gentamicin, amikacin และ tigecycline เชื้อ CPE และ 

non-CPE ทั้งหมดยังไวต่อยา colistin

สรปุ ความหลากหลายของยนีคาร์บาพนีเีมสและผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชพีจะเป็นข้อมลูเบือ้งต้นทาง

ด้านระบาดวิทยาเพื่อใช้ในการควบคุมและเฝ้าระวังการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาในโรงพยาบาลสมุทรปราการ

ค�ำส�ำคัญ Carbapenemase-producing Enterobacterales ยีนคาร์บาพีนีเมส โรงพยาบาลสมุทรปราการ
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Abstract

Context: Currently, Carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE), are an urgent, worldwide 

threat and have spread to every country including Thailand.The major of CRE’s drug resistant 

mechanism is due to the production of various carbapenemase enzymes. 

Objective: To study the diversity of carbapenemase genes in Carbapenemase-producing 

Enterobacterales (CPE), as isolated from clinical specimens taken at Samut Prakan Hospital. 

Material and methods: A total of 67 CRE strains were collected from clinical specimens 

between August and October, 2019, and identified through machine automation. CPE underwent 

a modified carbapenem inactivation method and an EDTA carbapenem inactivation method. 

Carbapenemase gene diversity was determined by multiplex PCR. 

Results: Of the 67 CRE strains, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, and Enterobacter 

cloacae were 85.07%, 8.96%, and 5.97%, respectively. The percentage of CPE was 89.55%. 

Three carbapenemase genes were bla
OXA-48-like,

 bla
NDM,

 and bla
KPC

 at 70.00%, 56.67%, and 3.33%, 

respectively. In addition, the combination of bla
OXA-48-like 

and bla
NDM

 was found at 30.00%. In this 

study, the antimicrobial susceptibility of CPE was found to be correlated with gene types. CPE 

carrying the bla
OXA-48-like 

gene were susceptible to imipenem, meropenem, doripenem, amikacin 

and tigecycline. CPE carrying the bla
NDM

 gene were susceptible to amikacin, and tigecycline. CPE 

carrying the bla
KPC

 gene were susceptible to tigecycline alone. The CPE carrying bla
OXA-48-like 

and 

bla
NDM

 genes were susceptible to gentamicin, amikacin, and tigecycline. All CPE and non-CPE 

were also susceptible to colistin.

Conclusions: Carbapenemase gene diversity and antimicrobial susceptibility results are used as 

epidemiological data for infection control and monitoring the spread of drug-resistant bacteria 

in Samutprakan Hospital.

Keywords: Carbapenemase-producing Enterobacterales, Carbapenemase gene, Samutprakan 

Hospital
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บทน�ำ

การติดเชื้อแบคทีเรียด้ือยาต้านจุลชีพก�ำลัง

เป็นปัญหาทางสาธารณสขุทีส่�ำคญัท่ัวโลก เพราะอตัรา

การดื้อยาต้านจุลชีพของแบคทีเรียหลายชนิดเพ่ิมขึ้น

อย่างรวดเร็วและต่อเน่ือง ขณะท่ียาต้านจุลชีพขนาน

ใหม่กลบัมน้ีอยลง การตดิเชือ้แบคทีเรยีดือ้ยาต้านจลุชพี

มีผลกระทบทั้งด้านสุขภาพและเศรษฐกิจ การติดเชื้อ

แบคทีเรียดื้อยาต้านจุลชีพท�ำให้เกิดความสูญเสียทาง

เศรษฐกิจประมาณร้อยละ 0.4 ถึง 1.6 ของผลิตภัณฑ์

มวลรวมของประเทศ (Gross Domestic Product, 

GDP) ส�ำหรับประเทศไทยพบว่า การติดเชื้อดื้อยาต้าน

จุลชีพเป็นปัญหาด้านสาธารณสุขท่ีส�ำคัญ โดยพบคน

ไทยตดิเช้ือแบคทีเรยีดือ้ยาปีละมากกว่า 100,000 ราย 

เสียชีวิตอย่างน้อย 30,000 ราย ใช้เวลารักษาตัวอยู่

ในโรงพยาบาลรวมกันนานข้ึนอย่างน้อย 3 ล้านวัน 

และมูลค ่ายาต ้ านจุล ชีพ ท่ี ใช ้ รักษาการติด เ ช้ือ

ดื้อยาอย่างน้อย 6,000 ล้านบาท ส่งผลให้เกิด

ความสูญเสียทรัพยากรจากการติดเชื้อดื้อยามากกว่า 

40,000 ล้านบาท หรือประมาณร้อยละ 0.6 ของ

ผลิตภัณฑ์มวลรวมของประเทศไทย1 

C a r b a p e n e m - R e s i s t a n t 

Enterobacterales (CRE) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ

รูปแท่งในอันดับ (order) Enterobacterales ที่พบ

ประจ�ำถิ่นในล�ำไส้และดื้อยากลุ ่ม carbapenems 

ซึ่งเป็นยาต้านจุลชีพข้ันสุดท้ายท่ีใช้ในการรักษาโรค

ตดิเชือ้แบคทเีรยีแกรมลบดือ้ยา เชือ้นีส้ามารถถ่ายทอด

ยีนดื้อยาที่อยู ่บนพลาสมิดข้ามสายพันธุ ์ได้ ท�ำให้มี

การแพร่กระจายของเชือ้ดือ้ยามากขึน้ และเป็นสาเหตุ

ส�ำคัญของโรคติดเช้ือในโรงพยาบาล จากรายงาน

การจัดระดับแบคทีเรียดื้อยาขององค์การอนามัยโลก 

(World Health Organization) พบว่ามีแบคทีเรีย

ดื้อยารุนแรงที่ต้องการยาต้านจุลชีพชนิดใหม่อย่าง

เร่งด่วนหรือ Superbugs 3 ระดับ โดย CRE จัดอยู ่

ในกลุ่มรุนแรงระดับวิกฤต (critical)2 กลไกการดื้อยา

กลุ่ม carbapenems ที่ส�ำคัญได้แก่ การสร้างเอนไซม์ 

คาร์บาพนีเีมส (carbapenemase) มาท�ำลายโครงสร้าง

ของยา เรียกเชือ้ท่ีสร้างเอนไซม์น้ีว่า Carbapenemase-

producing Enterobacterales (CPE) โดยกลไกนี้จะ

ถูกควบคุมโดยยีน bla ที่มีหลายชนิดบนพลาสมิด 

เช่น bla
KPC

, bla
NDM

, bla
IMP

 และ bla
OXA-48-like

 เป็นต้น 

และกลไกอื่น ได้แก่ การสร้างเอนไซม์ extended 

spectrum beta-lactamase (ESBL) หรือ AmpC 

ร ่วมกับการกลายพันธุ ์ของโปรตีนพอริน (porin 

mutation) ท�ำให้ยาผ่านเข้าไปในเซลล์ไม่ได้ เรียกเชื้อ

กลุ่มนี้ว่า non-CPE วิธีการตรวจหาการสร้างเอนไซม ์

คาร์บาพีนีเมส ประกอบด้วย วิธีทางฟีโนไทป์ ได้แก่ 

modified carbapenem inactivation method 

(mCIM) และ EDTA-carbapenem inactivation 

method (eCIM) และตรวจหายีนคาร์บาพีนีเมสด้วย

วิธีทางจีโนไทป์ ได้แก่ multiplex PCR

เอนไซม์คาร์บาพีนีเมสแบ่งตามโครงสร้าง

โมเลกุลหรือ Ambler classification เป็น 2 กลุ่ม 

ได้แก่ serine-carbapenemase (ได้แก่ class A, 

และ class D) และ metallo-beta-lactamase 

(ได้แก่ class B) ตัวอย่างเอนไซม์ใน class A ได้แก่ 

Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

(KPC), class B ได้แก่ New Delhi metallo-beta-

lactamase (NDM), imipenemase (IMP), Verona 

integron-encoded metallo-beta-lactamase 

(VIM) และ class D ได้แก่ oxacillinase-48-like 

(OXA-48-like)
 
เป็นต้น จากรายงานของสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

ในปี พ.ศ. 2561 พบว่า CRE ในประเทศไทยเป็น CPE 

ถึงร้อยละ 95.6 โดยใช้วิธี multiplex PCR และพบยีน

ท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ NDM และ OXA-48-like 

เท่านั้น เชื้อส่วนใหญ่เป็น Klebsiella pneumoniae 

และ Escherichia coli และพบว่า CRE ในประเทศไทย

จัดเป็น emerging superbug ท่ีสร้างเอนไซม์ NDM 

สงูสดุ ซึง่ไม่ตอบสนองต่อการรกัษาด้วยการใช้ยาหลาย

ชนิดร่วมกัน (combination drug)3 โดย NDM-1 นั้น
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พบครั้งแรกในปี พ.ศ. 2551 ปัจจุบันมีรายงานการพบ 

NDM หลายชนิดในหลายประเทศทั่วโลก4 เชื้อท่ีสร้าง

เอนไซม์นี้จะดื้อต่อยากลุ่ม beta-lactams ในระดับ

สูงรวมถึงยากลุ่ม carbapenems และมักจะดื้อต่อ

ยากลุ่มอื่น ๆ ร่วมด้วย เช่น fluoroquinolones และ 

aminoglycosides

โรงพยาบาลสมุทรปราการเป็นโรงพยาบาล

ประจ�ำจังหวัดสมุทรปราการท่ีมีจ�ำนวนเตียงผู้ป่วย 

385 เตียง และพบเชื้อ CRE จากสิ่งส่งตรวจของ

ผู ้ป ่วยเช่นกัน รายงานสถานการณ์การดื้อยาของ

เชื้อ CRE จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก 

โดยการเก็บข ้อมูลสถิติย ้อนหลังเป ็นเวลา 5 ป ี 

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2557-2561 มีสิ่งส ่งตรวจทั้งหมด 

150,281 ตัวอย่าง ตรวจพบเชื้อ CRE 1,618 ตัวอย่าง 

คิดเป็นร้อยละ 1.07 ของตัวอย่างทั้งหมด โดยพบ

การกระจายตัวของเช้ือ CRE ในเสมหะมากที่สุด

ร้อยละ 47.49 รองลงมาคือ ปัสสาวะ หนอง เลือด 

และอื่นๆ (สารน�้ำในร่างกายและชิ้นเนื้อ) ร้อยละ 

40.78, 7.82, 2.79 และ 1.12 ตามล�ำดบั และพบว่าเป็น

เชื้อ Klebsiella pneumoniae สูงสุดร้อยละ 73.05 

รองลงมาคือเชื้อ Escherichia coli, Enterobacter 

cloacae, Citrobacter freundii และ Proteus 

mirabilis ร้อยละ 20.58, 4.08, 1.85 และ 0.43 

ตามล�ำดับ แต่ยังไม่มีรายงานสาเหตุหรือกลไกที่ท�ำให้

เกิดการดื้อยา ปัจจุบันมีรายงานความชุกของ CRE 

และความหลากหลายของยีนคาร์บาพีนีเมสใน CPE 

จากหลายโรงพยาบาลในประเทศไทย5-11 แต่ยังไม่มี

ข ้อมูลจากโรงพยาบาลสมุทรปราการ ดังนั้นถ้ามี

ข้อมูลน้ีร่วมกับการทดสอบความไวกับยาต้านจุลชีพ 

จะเป็นข้อมูลท่ีส�ำคัญทางด้านระบาดวิทยา เพื่อใช้ใน

การควบคุมและเฝ้าระวงัการแพร่กระจายของเชือ้ดือ้ยา

ในโรงพยาบาลสมุทรปราการต่อไป

วัตถุประสงค์

ศึกษาความหลากหลายของยีนคาร์บาพีนีเมส

ในเชื้อ CPE ด้วยวิธี multiplex PCR ในโรงพยาบาล

สมุทรปราการ

วิธีการศึกษา

รูปแบบการศึกษา 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาเชิงพรรณนาแบบ

ภาคตัดขวาง (cross-sectional descriptive study)

ตัวอย่างเชื้อ CRE 

เก็บตัวอย่างเชื้อ Enterobacterales จาก

สิ่งส่งตรวจ 9,843 ตัวอย่าง (เสมหะ ปัสสาวะ หนอง 

เลือด สารน�้ำในร่างกาย และชิ้นเน้ือ) ในโรงพยาบาล

สมุทรปราการ ระหว่างเดือนสิงหาคม - ตุลาคม 2562 

โดยท�ำการจ�ำแนกชนิดเชื้อ และทดสอบความไวต่อยา

ต้านจุลชีพกลุ่ม carbapenems ได้แก่ ertapenem, 

imipenem, meropenem และ doripenem 

และยากลุ่มอื่น ได้แก่ amoxicillin/clavulanate, 

amikacin, cefazolin, cefotaxime, ceftazidime, 

colistin, ciprofloxacin, gentamicin, levofloxacin, 

piperacillin/tazobactam, sulfamethoxazole/

trimethoprim และ tigecycline โดยใช้เครื่อง

วิเคราะห์อัตโนมัติ MicroScan WalkAway96 

plus (Beckman Coulter, USA) ทั้งหมด 1,240 

สายพันธุ ์ โดยมีเกณฑ์คัดเข้าคือ เลือกเฉพาะเชื้อ

แบคทีเรียในอันดับ Enterobacterales ที่ดื้อยา

กลุ่ม carbapenems อย่างน้อย 1 ชนิดและแยก

จากผู้ป่วยแบบไม่ซ�้ำราย ส�ำหรับเกณฑ์คัดออก คือ 

เชื้อแบคทีเรียในอันดับ Enterobacterales และ

กลุ่มอื่นท่ีไวต่อยากลุ่ม carbapenems จากเกณฑ์ที ่

คัดเข้าได้เชื้อ CRE จ�ำนวน 67 สายพันธุ์ ประกอบด้วย 

Klebsiella pneumoniae 57 สายพนัธุ ์Escherichia 

coli 6 สายพันธุ ์ และ Enterobacter cloacae 

4 สายพันธุ์ จากปัสสาวะ 32 ตัวอย่าง เสมหะ 29 

ตัวอย่าง หนอง 4 ตัวอย่าง และเลือด 2 ตัวอย่าง และ
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เก็บเช้ือใน 10% glycerol tryptic soy broth ที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน�ำมาตรวจ

หาการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสด้วยวิธี modified 

carbapenem inactivation method (mCIM) และ 

EDTA-carbapenem inactivation method (eCIM) 

และตรวจหายนีคาร์บาพนีเีมส ด้วยวธิ ีmultiplex PCR

การตรวจหาเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสด้วยวิธีทาง

ฟีโนไทป์ : Modified carbapenem inactivation 

method (mCIM) และ EDTA-carbapenem 

inactivation method (eCIM) 

ตรวจหาเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสด้วยวิธี mCIM 

โดยเพาะเชื้อ CRE บน blood agar เป็นเวลา 18-24 

ชั่วโมง จากนั้นใช้ลูปมาตรฐานขนาด 1 ไมโครลิตร 

เขีย่เชือ้มาละลายใน tryptic soy broth (TSB) ปรมิาตร 

2 มิลลิลิตร และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้น 

ใช้ปากคีบปราศจากเช้ือคีบแผ่นยา meropenem 

ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม (Oxoid, UK) ใส่ในหลอด 

โดยกดให้จมในอาหารทั้งแผ่นยา น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

35±2 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศปกติเป็นเวลา 

4 ช่ัวโมง±15 นาที จากน้ันใช้ลูปมาตรฐานขนาด 

10 ไมโครลิตรเขี่ยแผ่นยา meropenem ขึ้นมาจาก 

TSB และพักวางที่ผนังด้านในของหลอดเพื่อก�ำจัด

อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่เกินออกไป จากนั้นใช้ปากคีบ 

คีบแผ่นยามาวางบนผิวหน้าอาหาร Mueller Hinton 

Agar ที่เพาะเชื้อ E. coli ATCC 25922 ท่ีปรับ

ความขุ่นเทียบกับ McFarland standard No. 0.5 น�ำ

ไปบ่มที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศ

ปกติเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง อ่านผลโดยการวัด

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสที่เชื้อแบคทีเรีย

ถูกยับยั้งการเจริญ (inhibition zone) ถ้ามีขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส 6-15 มิลลิเมตร หรือ 

16-18 มิลลิเมตรที่มีโคโลนีขนาดเล็ก (pinpoint 

colonies) ภายในวงใส แสดงว่า เชื้อสร้างเอนไซม์

คาร์บาพีนีเมส (carbapenemase detected) และ

ถ้ามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส ≥ 19 มิลลิเมตร 

แสดงว่า เชื้อไม่มีการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส 

(carbapenemase not detected) แต่ถ้ามีขนาด

เส้นผ่านศนูย์กลางของวงใส 16-18 มลิลิเมตร หรอืมค่ีา

มากกว่าหรือเท่ากับ 19 มลิลิเมตร แต่มีโคโลนขีนาดเลก็

ภายในวงใส ไม่สามารถสรปุได้ว่าเชือ้มกีารสร้างเอนไซม์

คาร์บาพีนีเมส (indeterminate)

น�ำเชื้อที่สร ้างเอนไซม์คาร ์บาพีนี เมสมา

ท�ำการจ�ำแนกชนิดเอนไซม์ต่อด้วยวิธี eCIM โดยท�ำ

เช่นเดียวกับวิธี mCIM แต่เติม 0.5 M EDTA ปริมาตร 

20 ไมโครลิตรลงในหลอด TSB อ่านผลโดยน�ำขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสของ meropenem 

จากหลอดที่มี EDTA มาลบกับหลอดที่ไม่มี EDTA 

ถ้าผลต่างมากกว่าหรือเท่ากับ 5 มิลลิเมตร เป็น 

metallo-beta-lactamase ถ้าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 

4 มิลลิเมตรเป็น serine carbapenemase

การทดสอบใช ้ เ ช้ือสายพันธุ ์ มาตรฐาน 

K. pneumoniae ATCC BAA-1705 และ K. 

pneumoniae ATCC BAA-1706 เป็นเช้ือควบคุม

คุณภาพผลบวกและผลลบตามล�ำดับ12

การตรวจหายีนคาร์บาพีนีเมส ด้วยวิธีทาง

จีโนไทป์ : multiplex PCR

เพาะเชื้อ CRE บน blood agar เป ็น

เวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นใช้ลูปเขี่ยเชื้อ CRE 3-5 

โคโลนีใส่ในน�้ำกลั่น ปรับความขุ ่นให้เทียบเท่ากับ 

McFarland standard No. 0.5 น�ำไปต้มในน�้ำเดือด 

เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน�ำมาท�ำการตรวจหายีน

คาร์บาพีนีเมส 6 ชนิดได้แก่ bla
NDM

, bla
KPC

, bla
OXA-

48-like
, bla

OXA-23-like
, bla

VIM
, bla

IMP 
ด้วยวิธี multiplex 

polymerase chain reaction (mPCR) และใช้

ชุดไพรเมอร์ (ตารางที่ 1) โดยท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์ใน

ปรมิาตรทัง้หมด 20 ไมโครลติร ประกอบด้วย dNTP ท่ี

ความเข้มข้น 2 mM, MgCl
2
 2.5 mM, ไพรเมอร์แต่ละ

ชนิดที่ความเข้มข้น 2 mM, DNA Taq polymerase 

ที่ความเข้มข้น 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร และดีเอ็นเอแม่
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แบบปริมาตร 2 ไมโครลิตร ส�ำหรับสภาวะพีซีอาร์ท่ี

ใช้ประกอบด้วย initial denaturation ที่ 94 องศา

เซลเซียส นาน 3 นาที denaturation ท่ี 94 องศา

เซลเซียส นาน 20 วินาที annealing ที่ 61 องศา

เซลเซียส นาน 15 วินาที extension ท่ี 72 องศา

เซลเซียส นาน 45 วินาที จ�ำนวน 33 รอบ และ 

final extension ที่ 72 องศาเซลเซียสนาน 3 นาที 

จากน้ันน�ำผลิตผลพีซีอาร์ท่ีได้ไปตรวจสอบด้วยวิธี 

agarose gel electrophoresis ท่ีความเข้มข้น

ของเจลเท่ากับร้อยละ 2 (w/v) และมีขนาดผลิตผล

พีซีอาร์ ตามตารางที่ 113 การทดสอบใช้เชื้อสายพันธุ์

มาตรฐาน K. pneumoniae ATCC BAA-1705 และ 

K. pneumoniae ATCC BAA-1706 เป็นเชื้อควบคุม

คุณภาพผลบวกและผลลบตามล�ำดับ

ตารางที่ 1 ชุดไพรเมอร์ส�ำหรับตรวจหายีนคาร์บาพีนีเมส 6 ชนิด และขนาดของผลิตผลพีซีอาร์13

Gene Primer Sequence
PCR Product size

(bp)

bla
NDM

NDM-F TAGTGCTCAGTGTCGGCATC 640

NDM-R CATTAGCCGCTGCATTGAT

bla
KPC

KPC-F GGAACCATTCGCTAAACTCG 310

KPC-R GGCGGCGTTATCACTGTATT

bla
OXA-48- like

OXA48-F GCTGTGTTTTTGGTGGCATC 755

OXA48-R TTGAGCACTTCTTTTGTGATGG

bla
OXA-23- like

OXA23-F TCGGATTGGAGAACCAGAA 390

OXA23-R GCCCAACCAGTCTTTCCAAA

bla
VIM

VIM-F GATGSTGATGAGTTGCTTYTKAT 470

VIM-R TCYGGRTAGYGTTKTTGAAT

bla
IMP

IMP-F YGACAGYACRGGNGGAATWG  246

IMP-R GGYTTAAYAAARCAMCCACC

การวิเคราะห์ข้อมูล 

วเิคราะห์ข้อมลูสถิตเิชงิพรรณนา ได้แก่ ร้อยละ 

ผลการศึกษา

เชื้อ CRE ทั้งหมด 67 สายพันธุ์ จ�ำแนกเป็น

เชื้อ K. pneumoniae, E. coli และ E. cloacae 

ร้อยละ 85.07, 8.96, 5.97 ตามล�ำดับ ผลการทดสอบ

ความไวต่อยาต้านจุลชีพพบว่า เชื้อไวต่อยา colistin, 

tigecycline, amikacin, gentamicin, imipenem, 

meropenem, doripenem, tetracycl ine, 

sulfamethoxazole/ trimethoprim, ciprofloxacin, 

levofloxacin, piperacillin/tazobactam ร้อยละ 

100, 88.06, 82.09, 50.75, 31.34, 31.34, 31.34, 

22.39, 13.43, 1.4, 1.4, 1.4 ตามล�ำดับ และดื้อ

ต่อยา amoxicillin/clavulanate, cefazolin, 

cefotaxime, ceftazidime, ertapenem ทกุสายพนัธุ์ 

เมื่อพิจารณาเฉพาะผลการทดสอบความไวต่อยา 

กลุ่ม carbapenems สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มได้แก่ 

เชื้อที่ดื้อต่อยา ertapenem เพียงชนิดเดียว 21 

สายพันธุ ์คิดเป็นร้อยละ 31.34 และดื้อต่อยากลุ ่ม 

carbapenems ทกุชนดิทีน่�ำมาศกึษา 46 สายพันธุคิ์ด

เป็นร้อยละ 68.66 

ผ ล ก า ร ต ร ว จ ห า ก า ร ส ร ้ า ง เ อ น ไ ซ ม ์

คาร์บาพีนีเมสด้วยวิธี mCIM (รูปที่ 1) พบเอนไซม์

คาร์บาพีนีเมส 60 สายพันธุ ์ และไม่พบเอนไซม์

คาร์บาพีนีเมส 7 สายพันธุ์ แสดงว่าเป็น CPE ร้อยละ 
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89.55 (60/67) และ non-CPE ร้อยละ 10.45 (7/67) 

เมื่อจ�ำแนกชนิดของ CPE โดยทดสอบต่อด้วยวิธี 

eCIM (รูปที่ 1) ให้ผลบวก 23 สายพันธุ์ แสดงว่าเป็น 

metallo-beta-lactamase ร้อยละ 38.33 (23/60) 

และ serine carbapenemase ร้อยละ 61.67 (37/60) 

พบว่าเช้ือทีด่ือ้ยา ertapenem เพยีงชนดิเดยีวให้ผลลบ

ต่อการทดสอบ eCIM ทั้งหมด (ตารางที่ 2) 

ผลการตรวจหายีนคาร์บาพีนีเมส 6 ชนิด

ด้วยวิธี multiplex PCR ให้ผลบวกกับเชื้อ CRE 60 

สายพันธุ์ ตรงกับวิธี mCIM คิดเป็นร้อยละ 89.55 

พบว่าเชื้อมียีน 3 ชนิด ได้แก่ bla
OXA-48-like

, bla
NDM 

และ bla
KPC

 ชนิดเดียว ร้อยละ 40.00 (24/60), 26.67 

(16/60) และ 3.33 (2/60) ตามล�ำดับ เชื้อมียีน 2 

ชนิดร่วมกันได้แก่ bla
OXA-48-like 

ร่วมกับ
 
bla

NDM
 ร้อยละ 

30.00 (18/60) เมื่อจ�ำแนกความชุกของแต่ละยีน 

จะพบ bla
OXA-48-like

 มากที่สุด ร้อยละ 70.00 (42/60) 

รองลงมา ได้แก่ bla
NDM

 และ bla
KPC

 ร้อยละ 56.67 

(34/60) และ 3.33 (2/60) ตามล�ำดับ โดยเชื้อที่ดื้อต่อ

ยา ertapenem เพียงชนิดเดียวจ�ำนวน 21 สายพันธุ์ 

พบ CPE ที่มียีน bla
OXA-48-like 

15 สายพันธุ์ และไม่พบ

ยีนด้ือยา 6 สายพันธุ์ ส่วนเชื้อด้ือต่อยาทุกชนิด 46 

สายพันธุ์พบ CPE 45 สายพันธุ์ที่มียีน bla
OXA-48-like

, 

bla
NDM

, bla
KPC

, bla
OXA-48-like

 ร่วมกับ bla
NDM

 9, 16, 

2, 18 สายพันธุ์ ตามล�ำดับ และไม่พบยีนคาร์บาพีนี

เมสในเชื้อ E. cloacae 1 สายพันธุ์ เมื่อเปรียบเทียบ

กบัการทดสอบความไวต่อสารต้านจุลชพีพบว่า เชือ้ทีมี่

ยีน bla
OXA-48-like

 ไวต่อยา imipenem, meropenem, 

doripenem, amikacin และ tigecycline เชื้อที่มี

ยีน bla
NDM

 ไวต่อยา amikacin และ tigecycline เชื้อ

ที่มียีน bla
KPC 

ไวต่อยา tigecycline เพียงชนิดเดียว 

ส่วนเชื้อที่มียีน bla
OXA-48-like

 ร่วมกับ bla
NDM 

ไวต่อยา 

gentamicin, amikacin และ tigecycline นอกจากนี้

ยงัพบว่าเชือ้ท้ัง CPE และ non-CPE ให้ผลการทดสอบ

ไวต่อยา colistin ทุกสายพันธุ์

รูปที่ 1 ผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสด้วยวิธี mCIM และ eCIM

38 : mCIM ให้ผลบวก eCIM ให้ผลลบ สรุปเป็น CPE ที่ผลิตเอนไซม์ serine carbapenemase

39 : mCIM ให้ผลบวก eCIM ให้ผลบวก สรุปเป็น CPE ที่ผลิตเอนไซม์ metallo-beta-lactamase

62 : mCIM ให้ผลลบ สรุปเป็น non-CPE
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รูปที่ 2 ผลการตรวจหายีนคาร์บาพีนีเมสโดยวิธี multiplex PCR และ agarose gel electrophoresis 

M = DNA ladder marker, เลน 3-4 = ตัวอย่าง CPE ที่พบ bla
NDM

 ร่วมกับ bla
OXA-48-like

, เลน 7 = 

ตัวอย่าง CPE ที่พบ bla
OXA-48-like,

 เลน 2,5,6,8,9 = ตัวอย่างที่ไม่พบยีนคาร์บาพีนีเมส เลน 10 = 

ตัวอย่าง CPE ที่พบ bla
KPC

ตารางที่ 2 ผลการตรวจหา Carbapenemase Producing Enterobacterales (CPE) ทางฟีโนไทป์

ผลการทดสอบความไวต่อยากลุ่ม

carbapenems
จ�ำนวน

ผลการตรวจหา CPE ทางฟีโนไทป์

mCIM+
mCIM +

mCIM-
eCIM + eCIM -

CRE ดื้อยา ertapenem ชนิดเดียว

-K. pneumoniae

-Ent. cloacae

21

18

3

15

14

1

0

0

0

15

14

1

6

4

2

CRE ดื้อยากลุ่ม carbapenems

-K. pneumoniae

-E. coli

-Ent. cloacae

46

39

6

1

45

39

6

0

23

17

6

0

22

22

0

0

1

0

0

1

CRE รวม (%) 67 60 (89.55) 23 (38.33) 37 (61.67) 7 (10.45)
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ตารางที่ 3 ผลการตรวจหา Carbapenemase Producing Enterobacterales (CPE) ทางจีโนไทป์

ผลการทดสอบความไวของ CRE

ต่อยากลุ่ม carbapenems
จ�ำนวน

ผลการตรวจหายีนคาร์บาพีนีเมส โดยวิธี multiplex PCR

bla
OXA-48-like

bla
NDM

bla
KPC

bla
OXA-48-like

+bla
NDM

Neg*

CRE ดื้อยา ertapenem ชนิดเดียว

- K. pneumoniae

- Ent. cloacae

21

18

3

15

14

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

6

4

2

CRE ดื้อยากลุ่ม carbapenems

- K. pneumoniae

- E. coli 

- Ent. cloacae

46

39

6

1

9

9

0

0

16

10

6

0

2

2

0

0

18

18

0

0

1

0

0

1

CRE รวม (%) 67 60 (89.55) 7(10.45)

CPE รวม (%) 60 24 (40.0) 16 (26.67) 2 (3.33) 18 (30.00)

หมายเหตุ *Neg: ตรวจไม่พบยีน bla
NDM

, bla
KPC

, bla
OXA-48-like

, bla
OXA-23-like

, bla
VIM

, bla
IMP

วิจารณ์

การจ�ำแนกเชื้อ CRE 67 สายพันธุ์ พบว่าเป็น

เชือ้ K. pneumoniae มากทีส่ดุ รองลงมาได้แก่ E. coli 

และ Ent. cloacae คิดเป็นร้อยละ 85.07, 8.96 

และ 5.97 ตามล�ำดับ และแยกได้จากตัวอย่างเสมหะ

มากที่สุด สอดคล้องกับรายงานการศึกษาอุบัติการณ์

การตดิเช้ือ CRE ในโรงพยาบาลมกุดาหาร5 โรงพยาบาล

สุราษฎร์ธานี6 โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์7 

โรงพยาบาลพระปกเกล้า8 โรงพยาบาลพุทธชินราช9 

โรงพยาบาลในกรุงเทพมหานคร10 และโรงพยาบาล

มหาราชนครราชสีมา11 

งานวิจัยนี้ ใช ้วิธี  mCIM ซึ่งเป ็นวิธีมาตร

ฐานทางฟีโนไทป์ที่ได้รับการรับรองจาก Clinical 

Laboratory Standard Inst itute (CLSI) 12  

ในการตรวจหา CPE กับวิธี multiplex PCR พบว่า

ให้ผลการตรวจที่ตรงกันทุกสายพันธุ ์ คือตรวจพบ

เอนไซม์คาร์บาพีนีเมสและยีนร้อยละ 89.55 และ

ตรวจไม่พบเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ร้อยละ 10.45 

วิธี mCIM มีความไว และความจ�ำเพาะสูง เป็นวิธีที่

ท�ำได้ง่าย ราคาถูก ใช้เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ัวไปที่มี

ในห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก กรณีให้ผลตรวจ

พบเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสสามารถน�ำมาตรวจต่อด้วย

วิธี eCIM เพ่ือจ�ำแนกชนิดของเอนไซม์ได้ การศึกษา

ครั้งนี้พบว่าเป็นเอนไซม์ metallo-beta-lactamase 

ร้อยละ 38.33 และ serine carbapenemase 

ร้อยละ 61.67 ในขณะที่วิธี CarbaNP ซ่ึงเป็นอีกวิธี

หนึ่งที่ได้รับการรับรองจาก CLSI เช่นกันจะมีข้อดีคือ 

อ่านผลได้รวดเร็วภายในเวลา 2 ชั่วโมง แต่มีข้อจ�ำกัด

คือ มีความไวต�่ำในการตรวจหา CPE ที่มีเอนไซม์

กลุ่ม OXA-48-like ต้องเตรียมน�้ำยาพิเศษที่มีราคาสูง

และต้องเตรียมใหม่ก่อนใช้ทุกครั้ง ท�ำให้ไม่สะดวกใน

การปฏิบัติงานประจ�ำ9,12 วิธี mCIM มีความไว และ

ความจ�ำเพาะสูงมากกว่าร้อยละ 99 ในการตรวจหา

เชื้อ CPE ที่มีเอนไซม์
 
KPC, NDM, VIM, IMP, IMI, 

SPM, SME และ OXA-type และยังเป็นวิธีที่มีความไว

มากกว่าร้อยละ 97 และความจ�ำเพาะร้อยละ 100 ใน

การตรวจหา Pseudomonas aeruginosa ทีม่เีอนไซม์ 

KPC, NDM, VIM, IMP, IMI, SPM และ OXA-type อีก

ด้วย แต่ยังไม่ได้รับการรับรองในการตรวจหาเอนไซม ์

คาร์บาพีนีเมสในเชื้อ Acinetobacter baumannii 

และอาจให้ผลลบปลอมกับเอนไซม์ OXA-23214 ส่วน 

CRE ที่ให้ผลการทดสอบการมีคาร์บาพีนีเมสเป็นลบ 

หรอื non-CPE อาจเกดิจากการดือ้ยาด้วยกลไกอืน่ เช่น 

การสร้างเอนไซม์ ESBL หรอื AmpC-beta-lactamase 
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(ทั้ง chromosomal และ plasmid-mediated) 

ร่วมกับการกลายพันธุ์ของโปรตีนพอริน (porin loss) 

หรือการขับยาออก (efflux)7-9 

การตรวจหา CPE ด้วยวิธี multiplex PCR 

พบยนี bla
OXA-48-like

 สงูท่ีสดุร้อยละ 70.00 รองลงมาคอื 

bla
NDM

 และ bla
KPC

 ร้อยละ 56.67 และ 3.33 ตามล�ำดับ 

ในจ�ำนวนนี้พบ bla
OXA-48-like

 ร่วมกับ bla
NDM

 ร้อยละ 

26.67 สอดคล้องกับรายงานการตรวจหายีนในเชื้อ K. 

pneumoniae จากโรงพยาบาลพระพุทธชินราช 160 

สายพันธุ์ พบยีน bla
OXA-48-like

, bla
NDM

, bla
IMP

 ร้อยละ 

80.62, 52.50, 3.13 ตามล�ำดับ และพบ bla
OXA-48-like

 

ร่วมกบั bla
NDM

 ร้อยละ 34.389 แต่แตกต่างกบัการศกึษา

เชื้อ CRE จากผู้ป่วยในโรงพยาบาลพระปกเกล้า ที่

พบ bla
NDM

 สูงสุดร้อยละ 43.48 การศึกษาเชื้อ CRE  

ในโรงพยาบาลในกรุงเทพฯ พบ bla
NDM

 สูงสุดคือ 

ร้อยละ 71.75 รองลงมาได้แก่ bla
OXA-48-like 

ร้อยละ 

50.22 และ bla
OXA-48-like

 ร่วมกับ bla
NDM

 ร้อยละ 

25.1110 และการศึกษาเชื้อ CRE ในโรงพยาบาล

มหาราชนครราชสีมาที่พบ bla
NDM

 สูงสุดร้อยละ 6011 

ความแตกต่างของความชุกของยีนแต่ละชนิดอาจ

เกิดจากลักษณะทางภูมิศาสตร์ของสถานที่ ช่วงระยะ

เวลาที่เก็บเชื้อที่แตกต่างกันของแต่ละรายงาน รวมถึง

การเดนิทางระหว่างประเทศท่ีมอุีบัตกิารณ์ของยนีนัน้ๆ 

โดยการแพร่กระจายของยีนสามารถเกิดขึ้นได้ระหว่าง

โรงพยาบาล ชุมชน และสิ่งแวดล้อม ในการศึกษานี้

ตรวจพบเชื้อ K. pneumoniae ที่มียีน bla
KPC

 ร้อยละ 

3.33 เป็นยีนที่พบในแถบประเทศสหรัฐอเมริกา และ

จีน15 แต่พบน้อยมากในประเทศไทย16 ดังนั้นจึงจ�ำเป็น

อย่างยิ่งที่ต้องมีมาตรการที่เข้มงวดเพื่อเฝ้าระวัง และ

ควบคุมการแพร่กระจายของยีนดื้อยาต่อไป

เชื้อ CRE มีอัตราการเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว

และต่อเนื่อง ขณะที่ยาต้านจุลชีพขนานใหม่กลับ

มีน้อยลงท�ำให้มีทางเลือกอย่างจ�ำกัดในการรักษา

โรคติดเชื้อ CRE โดยมียาต้านจุลชีพเพียงไม่กี่ชนิดที่ยัง

พอใช้ได้ เช่น colistin, tigecycline, fosfomycin และ 

aminoglycosides เป็นต้น และยาใหม่ที่มีศักยภาพ

ในการรักษา ได้แก่ ceftazidime/avibactam, 

meropenem/vaborbactam, plazomicin, 

eravacycline17 การศกึษานีพ้บว่า เชือ้ CPE ทกุชนดิจะ

ดื้อต่อยา ertapenem (ร้อยละ 100) ซึ่งสอดคล้องกับ

การศกึษาของศริลิกัษณ์ ธรีะภธูร และคณะ9 และข้อมลู

จาก CLSI 2023 ทีร่ะบวุ่า การดือ้ยา ertapenem เป็น

ตัวบ่งชี้ (sensitive indicator) ว่าเชื้อดื้อยาด้วยกลไก

การมีเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส14 นอกจากนี้ยังพบว่า

ความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ CRE มีความสัมพันธ์

กบัชนดิของยนีทีต่รวจพบในแต่ละเชือ้ พบว่าเช้ือทีม่ยีีน 

bla
OXA-48-like

 ยังไวต่อยา imipenem, meropenem, 

doripenem, amikacin และ tigecycline เชื้อที่มียีน 

bla
NDM

 ให้ผลการทดสอบที่ไวต่อยาเพียง amikacin 

และ tigecycline เชื้อที่มียีน bla
KPC 

ให้ผลการทดสอบ

ที่ไวต่อยา tigecycline เพียงชนิดเดียว ส่วนเชื้อท่ีมี

ยีน bla
OXA-48-like

 ร่วมกับ bla
NDM 

ให้ผลการทดสอบที่

ไวต่อยา gentamicin, amikacin และ tigecycline 

แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ Singkham-

in et al. พบว่าเชื้อที่มียีน bla
OXA-48-like

 เพียงอย่าง

เดียวมีรูปแบบความไวต่อยากลุ่ม carbapenems ที่

หลากหลาย18 ในการศึกษาคร้ังนี้พบว่าเชื้อท้ัง CPE 

และ non-CPE ยังให้ผลการทดสอบไวต่อยา colistin 

ทุกสายพันธุ์ 

สรุป

การตรวจทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา

และอณูชีววิทยาเป ็นขั้นตอนที่มีความส�ำคัญใน

การตรวจหาเช้ือดื้อยาที่ได้ผลถูกต้องแม่นย�ำ ข้อมูล

ความหลากหลายของยีนคาร์บาพีนีเมสในเชื้อ CPE 

และผลการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพนี้จะ

เป็นข้อมูลเบื้องต้นทางด้านระบาดวิทยา เพื่อใช้เป็น

แนวทางในการควบคุมและเฝ้าระวังการแพร่กระจาย

ของเชื้อดื้อยาในโรงพยาบาลสมุทรปราการต่อไป
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