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Abstract

 Carbapenemase is an enzyme found in many bacteria 

especially in Enterobacteriaceae which stands for carbapenem-

resistant Enterobacteriace (CRE). Once mechanism of CRE is 

containing the resistant genes e.g. blaIMP-14a, blaKPC, blaNDM, blaOXA48-like. 

Most of regional and provincial hospital can not identify the  

resistant genes. They must be referring organisms to university 

hospital or National Institute of health of Thailand (NIH) to confirm 

the resistant genes that take too much times. Many hospitals can 

detect CRE by disk diffusion susceptibility testing (Imipenem  

meropenem and ertapenem)or by Modified Hodge Test, The Imi-

penem-EDTA combination disk, however these techniques can not 

cover every resistant genes, take a time and some methods show 

false-positive. Carba NP is the method recommended by CLSI which 

can cover more resistant genes than the described methods above 

and save time as well as high specificity.

 This study aims to modified the standard carba NP method 

to reduce processing time and using Imipenem/cilastatin which 

already have in the hospital instead of Imipenem monohydrate that 

is expensive. About 6 miligrams of Imipenem/cilastatin in modified 

Carba NP can detect CRE (Standard carba NP used 3 miligrams 

of Imipenem/monohydrate)

 Modified Carba NP can reduce the processing time from 

35-40 minutes to 2-3 minutes. The positive color of standard Carba 

NP revealed more yellow than the modified carba NP. 

 Modified Carba NP can be one option for region or  

general hospital in Thailand to do for initial detection carbapenem-

resistant that useful for the clinician and infectious team to rapid 

management and proper control spreading resistant organisms in 

affordability way.

Comparison of Standard Carba NP and Modified CarbaNP  for detection of carpapenemase-producing 
Enterobacteriaceae
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บทคัดย่อ

 Carbapenemase เป็นเอนไซค์ทีพ่บในแบคทเีรยีหลายชนดิโดยเฉพาะแบคทเีรียกลุม่ Enterobacteriacae ท�าให้

เชือ้ดือ้ต่อยากลุม่ Carbapenem กลไกการด้ือยาของเชือ้จะถกูควบคมุโดย gene หลายชนดิเช่น blaIMP-14a, blaKPC, blaNDM, 

blaOXA48-like เป็นต้น เรียกเชือ้ด้ือยากลุม่น้ีว่า Carbapenemase-resistant enterobacteriaceae (CRE) อาจพบเชือ้ม ีgene 

ด้ือยาชนิดเดียวหรือหลายชนิดในตัวเดียวกันได้ การตรวจหาgene น้ีโรงพยาบาลในส่วนภูมิภาคทั่วประเทศส่วนใหญ่จะ

ไม่มีเครื่องมือหรือขีดความสามารถในการตรวจ ต้องส่งตรวจต่อที่โรงพยาบาลระดับมหาวิทยาลัย หรือกรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ ซ่ึงต้องใช้เวลานานในการจะทราบผลการตรวจยืนยัน วิธีการตรวจการดื้อยาดังกล่าวที่โรงพยาบาลในส่วน

ภูมิภาคจะสามารถท�าการตรวจได้ในเบื้องต้นนอกจากการท�าผลความไวต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม Carbapenem เช่น  

Imipenem Ertapenem Meropenem การตรวจหาการดื้อยาของเช้ือในกลุ่ม Enterobacteriacae มีหลายวิธี เช่น  

Modified Hodge Test, The Imipenem-EDTA combination disk ซึ่งการอ่านผลค่อนข้างยากและมีปัญหาที่ไม่สามารถ

ตรวจพบได้ครอบคลุมในทุก gene ที่ดื้อยา CLSI แนะน�าให้ใช้วิธี Carba NP ในการตรวจ ซึ่งจะสามารถตรวจพบเชื้อที่

มgีeneดือ้ยาได้มากกว่าสองวธิแีรก การศึกษาในคร้ังน้ีจึงมวีตัถปุระสงค์ตรวจหาเชือ้ดือ้ยาโดยวธิ ีCarba NP วธิมีาตรฐาน

พบว่ามขีัน้ตอนการท�างานท่ีน่าจะลดเวลาลงได้และการใช้ Imipenem/cilastatin ทีใ่ช้เป็นยาในการรกัษาผูป่้วยทีม่อียูแ่ล้ว

ในโรงพยาบาล แทนการใช้ Imipenem monohydrate ที่มีราคาแพงกว่ามาก โดยศึกษาเปรียบเทียบวิธีการ ปริมาณสาร

ที่ใช้ในการทดลอง

 การศึกษาพบว่าวิธีการตรวจ Carba NPประยุกต์ สามารถลดระยะเวลาการตรวจลงได้ จาก 35-40 นาที เป็นใช้

เวลาในการตรวจประมาณ 2-3 นาที และสาร imipenem/cilastatin ที่ใช้ปริมาณ 6 มิลิกรัมเป็นปริมาณน้อยสุดที่สามารถ

ตรวจพบเชื้อดื้อยา Carbapenem ได้เช่นเดียวกับวิธี Carba NPมาตรฐาน พบว่าทั้งสองวิธีมีความสัมพันธ์กันอย่างม ี

นัยส�าคัญทางสถิติ แต่ความเข้มของสีที่ตรวจได้จากวิธี Carba NP ประยุกต์จะสีสดน้อยกว่า ส่วนสาร Cilastatin ที่มีผสม

ในยา Imipenem เพื่อป้องกันยาถูกท�าลายโดยเอนไซค์ Dehydropeptidase เท่านั้นไม่รบกวนปฏิกิริยาในการทดสอบวิธี 

Carba NP แต่อย่างใด หากมีข้อสงสัยหรือไม่แน่ใจในผลการตรวจ ควรตรวจยืนยันโดยวิธีการตรวจหาgene ดื้อยาต่อไป

ทั้งวิธีมาตรฐานและวิธีประยุกต์

 ดังนั้นวิธี Carba NP ประยุกต์จะเป็นทางเลือกให้กับโรงพยาบาลในส่วนภูมิภาคท่ีพบเช้ือสงสัยดื้อยากลุ่ม  

Carbapenem และต้องการตรวจสนับสนุนการดื้อยาในเบื้องต้น ส�าหรับแพทย์ผู้รักษา พยาบาลควบคุมโรคเพื่อควบคุม

การแพร่กระจายของเชื้อได้รวดเร็วและลดต้นทุนทางการแพทย์

ค�ารหัส : CRE, blaIMP-14a, blaKPC, blaNDM, blaOXA48-like, Carba NP, 

เชื้อดื้อยา carbapenem

1กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์และพยาธิวิทยาคลินิก  โรงพยาบาลสุราษฎร์ธานี
2คณะสาธารณสุขศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสกลนคร

นิพนธ์ต้นฉบับ

 บทน�า

 โรคติดเชื้อเป็นปัญหาส�าคัญทางสาธารณสุข 

ทั่วโลก รวมทั้งประเทศไทย มีอัตราการเจ็บป่วยและอัตรา

เสียชีวิตสูงในล�าดับต้นๆ เมื่อเปรียบเทียบกับโรคไม่ติดเช้ือ

อืน่ๆ เช่น โรคหวัใจ โรคมะเรง็การใช้ยาปฎิชวีนะในการรักษา

การติดเชือ้แบคทเีรยีเป็นไปอย่างกว้างขวางในวงการแพทย์ 

พบว่าการพบเชื้อแบคทีเรียที่ดื้อยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการ

รกัษามีมากขึน้ โดยเฉพาะอย่างยิง่ยาในกลุม่ Carbapenems 

เช่น Imipenem Ertapenem และ Meropenem เป็นยาทาง

เลอืกทีใ่ช้ในการรักษาเช้ือแบคทีเรียในกลุม่ Enterobacter- 

iaceaeในปี พ.ศ.2544 มีรายงานการพบเช้ือ Klebseilla 

pneumonia ที่ดิ้อต่อยากลุ่ม Carbapenems(KPCs) เป็น

ครั้งแรกในประเทศสหรัฐอเมริกา1-3 และเริ่มพบเชื้อดื้อยา 

ดงักล่าวในประเทศไทย โรงพยาบาลสรุาษฎร์ธานมีกีารพบ
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เชื้อดื้อยากลุ่มนี้ในปี พ.ศ. 2558 แบคทีเรียดื้อยาท่ีเป็น

ปัญหาส�าคญัคอื เช้ือ Enterobacteriaceae เช่น Klebsiella 

pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp. 

เป็นต้น ซึ่งเชื้อ Enterobacteriaceae เป็นเชื้อประจ�าถิ่นที่มี

มากในล�าไส้ จึงเป็นสาเหตุส�าคัญของการติดเชื้อในผู้ป่วย

ที่มีปัจจัยเสี่ยงโดยเฉพาะการติดเชื้อในโรงพยาบาล4 กลไก

การดื้อยาของแบคทีเรียตระกูล Enterobacteriaceae คือ

การสร้างเอนไซม์ carbapenemase มาย่อยสลายยากลุ่ม 

carbapenem โดยตรงจึงเป็นสาเหตุส�าคัญที่ท�าให้เกิด

ปัญหาการดื้อยาของแบคทีเรียมีแนวโน้มสูงขึ้น การตรวจ

ทางห้องปฏิบัติการเพื่อยืนยันเชื้อดื้อยากลุ่มน้ีจึงมีความ

ส�าคัญและจ�าเป็นอย่างยิ่ง เพื่อประโยชน์ในการรักษา  

การป้องกันการแพร่กระจายเชื้อดื้อยานี้ การตรวจทางห้อง

ปฏบิตักิารทัว่ไปทีไ่ม่ใช่โรงพยาบาลมหาวทิยาลยั หรอืส่วน

กลางเช่นกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ส่วนใหญ่ใช้วิธี 

Screening ในเบือ้งต้นแล้วส่งตรวจยนืยนั gene ด้ือยาของ

เชื้อได้ต่อไป 

 การตรวจแบคทีเรียที่ดื้อยา carbapenem ใน

เบือ้งต้นของห้องปฏิบตักิารปัจจบุนั คอืการทดสอบความไว

ของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพกลุ่ม carbapenem (Imipenem-

Meropenem and Ertapenem) การทดสอบด้วยวธิ ีDouble 

disk synergy หรือ วิธี Modified Hodge Test วิธี  

Combined disc ซึ่งเป็นวิธีการทดสอบเหล่านี้ต้องใช้เวลา

นาน คอืประมาณ 18-24 ชัว่โมง จึงจะทราบผลและการอ่าน

ผลในบางรายไม่ชัดเจนท�าให้ต้องท�าการทดสอบซ�้า และ

เป็นการทดสอบทีไ่ม่ครอบคลมุ gene ด้ือยาทกุตวัในแต่ละ

การทดสอบ  ส่งผลให้การควบคุมและการป้องกันการติด

เช้ือในโรงพยาบาลมีความล่าช้า อาจส่งผลให้เกิดการ

ระบาดขึ้น4,5

 วิธีการทดสอบ Carba NP (แบบมาตรฐาน) ที่

พัฒนาขึ้นโดยNordmannและคณะตั้งแต่ปี 25556 เป็นวิธี

ทีส่ามารถทราบผลได้ภายใน 2 ชัว่โมง อกีทัง้มีความไวและ

ความจ�าเพาะสูงและเป็นวิธีหนึ่งที่ CLSI8 แนะน�าให้ใช้ใน

การตรวจหา Carbapenemase ได้ แต่วิธี carba NP 

มาตรฐานนั้นมีขั้นตอนในการปฏิบัติหลายอย่างเช ่น  

การบ่มเชือ้ การป่ันเหวีย่ง และต้องมเีคร่ืองมอืเช่นเคร่ืองป่ัน

เหว่ียงท�าให้ต้องใช้เวลาในการทดสอบมากข้ึน รวมถึงยา 

Imipenem monohydrate ท่ีใช้กบัวธีิมาตรฐานมรีาคาค่อน

ข้างสูงไม่มีการใช้งานจริงในโรงพยาบาล ดังนั้นการศึกษา

ครั้งนี้จึงสนใจในการพัฒนาและประเมินประสิทธิภาพ 

วิธี Carba NP ประยุกต์ เพื่อใช้ในการตรวจหาแบคทีเรีย  

Enterobacteriaceae ที่ผลิตเอนไซม์ carbapenemase 

โดยลดขั้นตอนการบ่มและการปั่นเหวี่ยงของวิธีมาตรฐาน 

รวมถึงการใช้ยา imipenem/cilastatin ที่มีใช้กับผู้ป่วยอยู่

แล้วในโรงพยาบาล แทน Imipenem monohydrateเพือ่ให้

ได้การทดสอบทีม่คีวามรวดเรว็ ไม่ยุง่ยากในการปฏบิตัแิละ

สามารถลดต้นทุนได้ ซึ่งหาได้จากกลุ่มงานเภสัชกรรมของ

โรงพยาบาล ซึง่เมือ่เปรยีบเทียบกบัวธิ ีCarba NP มาตรฐาน 

จะเป็นประโยชน์ต่อตรวจวิเคราะห์เชือ้ดือ้ยาทีร่ายงานผลได้

รวดเร็ว และลดต้นทุนทางการแพทย์

 วัตถุประสงค์

 เพื่อหาสาร Imipenem/cilastatin ทดแทน 

สารมาตรฐาน Imipenem ที่ชัในการตรวจหาเช้ือดื้อยา 

Carbapenem ของเชื้อในกลุ่ม Enterobacteriaceae และ

ลดขั้นตอนในการทดสอบลงเพื่อท�าให้ระยะเวลาในการ

รายงานผลให้สั้นลง

 วัสดุและวิธีการ

 เชือ้แบคทเีรียทีใ่ช้ในการทดลอง : เช้ือแบคทเีรีย 

Enterobacteriaceae ที่แยกได้จากตัวอย่างผู้ป่วยของ 

โรงพยาบาลสุราษฎร์ธานีในช่วงปี พ.ศ. 2558-2559 เป็น

เชือ้ดือ้ต่อยากลุม่ Carbapenems ตวัใดตวัหน่ึง (imipenem, 

meropenem และ ertapenem) โดยวิธี Disk Diffusion ที่

ยืนยันโดยวิธี Multiplex PCR แล้วว่าเช้ือดื้อยาด้วยกลไก

อย่างใดอย่างหนึ่ง เชื้อที่ศึกษามีเชื้อ E.coli จ�านวน 18  

สายพนัธุ ์K.pneumoniae จ�านวน 88 สายพนัธุ ์Enterobacter 

sp. จ�านวน 5 สายพันธุ์

 เชื้อมาตรฐานที่ใช้ในการควบคุมคุณภาพ : 

เชื้อ Klebsiellapneumoniae ATCC®BAA1705 (blaKPC), 

K.pneumoniaestrain 22 (blaIMP-14a), K.pneumoniae 

ATCC®BAA-2524TM(blaOXA48),Escherichia coli ATCC® 

BAA-2471TM(blaNDM-1) และ K.pneumoniae ATCC® 

BAA1706 (neative control) ใช้เป็นเช้ือสายพนัธุม์าตรฐาน

ส�าหรับการทดสอบวิธี Carba NP ทั้งสองวิธีและวิธี  

multiplex PCR 
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 เชื้อท่ีได้น�ามาทดสอบท้ังสองวิธีคือ Carba Np 

มาตรฐาน และ Carba NP ประยุกต์ ดังนี้

 1. การทดสอบ Carba NP แบบมาตรฐาน6

 1.1 เขี่ยโคโลนีของเชื้อ Enterobacteriaceae ที่

จะทดสอบ ที่เป็น young culture อายุประมาณ 18-24 

ชั่วโมง มา 1 loop (ขนาด10 ul)

 1.2 ละลายลงในสารละลาย B-PER II®Bacterial 

Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, USA) 

ปริมาตร 100 ulผสมให้ละลายจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วตั้ง

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที

 1.3 ปั ่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 x g  

เป็นเวลาประมาณ 5 นาที ดูด supernatant ปริมาตร 30 ul. 

ใส่ลงในหลอดสารละลาย Phenol red + Zn solution (pH 

7.8) ที่มียา Imipenem monohydrate (USP Reference 

Standard, USA) (หลอด A) และหลอดท่ีไม่มยีา Imipenem 

monohydrate (หลอด B) ท่ีมปีรมิาตรหลอดละ 100 ul. ผสม

ให้เข้ากัน

 1.4 สงัเกตการเปลีย่นสทีีเ่กดิขึน้ภายในระยะเวลา

อย่างน้อย 5 - 10 นาที ถ้ายังไม่เห็นการเปลี่ยนแปลงของสี 

ให้เข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง

น�าออกมาดูการเปลี่ยนแปลงสี

 1.5 ผลบวกจะเกิดการเปลีย่นแปลงจากสแีดงเป็น

สีเหลืองหรือสีส้ม ตามภาพแสดงที่ 1

 1.6 ในการเตรียมสารละลาย Phenol red+Zn 

solution (pH 7.8) ทีม่ยีา Imipenem monohydrate (หลอด 

A) ท�าโดยการชั่งImipenem monohydrate ปริมาณ 3 mg 

ใส่ลงในหลอด microfuge ขนาด 1.5 ml จากนั้นท�าการ

ละลายด้วยการเติมน�้ายา Phenol red+Zn solution (pH 

7.8) ปริมาตร 1 ml ผสมให้เข้ากัน แล้วจึงแบ่งใส่หลอด 

microfuge ขนาด 1.5 ml ปริมาตรละ 100 ul เพื่อท�าการ

ทดลองกับ supernateปริมาตร 30 ulในข้อ 4.3 (หลอด A)

ต่อไป

 2. การทดสอบ Carba NP ประยุกต์

 2.1 ท�าการเตรียมสารละลาย A โดยท�าการเติม

น�้ายา Phenol red+Zn (pH 7.8) ปริมาตร 500 µl ลงใน

หลอดท่ีมียา Imipenem/cilastatin ปรมิาณ 3, 6 และ 8 mg 

(สามชุดระดับความเข้มข้นเพ่ือหาความเข้นข้นน้อยสุดที่

สามารถอ่านผลบวกได้ชดัเจน) ผสมให้เข้ากัน ดดูมา 100 µl 

ผสมกับน�้ายา B-PER II®Bacterial Protein Extraction 

Reagent (Thermo Scientific, USA) ที่มีปริมาตร 100 µl 

เท่ากัน

 2.2 สารละลาย B ให้ท�าการผสมน�้ายา B-PER 

II®Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo  

Scientific, USA)ปริมาตร 100 µl กับ Phenol red+Zn (pH 

7.8) ทีไ่ม่ผสมImipenem/cilastatinปรมิาตร 100 µl สดุท้าย

จะได้ปริมาตรรวมทั้งหมด 200 µl ต่อ 1 ตัวอย่าง ส�าหรับ

แต่ละหลอด (หลอด A และ B)

 2.3 เขี่ยโคโลนีของเชื้อ Enterobacteriaceae ที ่

จะทดสอบทีม่อีายปุระมาณ 18-24 ชัว่โมง มาเตม็loopขนาด 

1 µl ละลายเชื้อ ลงในสารละลายหลอด A และ B ผสมให้

ละลายจนเป็นเน้ือเดยีวกนั (เช้ือ 1 ตวั ต่อสารละลาย A และ 

B จ�านวน 1 ชุด)

 2.4 สงัเกตการเปลีย่นสทีีเ่กดิขึน้ภายในระยะเวลา

อย่างน้อย 1-10 นาที ถ้ายังไม่เห็นการ เปลี่ยนแปลงของสี 

ให้ท�าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 

ชั่วโมงจากนั้นแปลผลตามภาพที่ 1

 3. การแปลผลการทดสอบ Carba NP ทั้งวิธี

มาตรฐานและวิธีประยุกต์ทั้ง 3 ความเข้มข้น
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 4. การตรวจหาชนิดของยีนดื้อยาด้วยวิธี 

Multiplex PCR

 ส่งตรวจหาชนดิของ gene ดือ้ยาของเชือ้ทีท่�าการ

ทดสอบที่คณะสาธารณสุขศาสตร ์  มหาวิทยาลัย

เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสกลนคร 

โดยอาจารย์อนุศักดิ์ เกิดสิน

 เพื่อตรวจหาgeneดื้อยา carbapenemจ�านวน  

4 ชนิด ได้แก่ blaIMP-14a, blaKPC, blaNDM, blaOXA48-like, และ

ยีนดื้อยา colistin คือ mcr ซึ่งมีวิธีดังนี้ ท�าการเตรียม PCR 

master mix ให้ได้ปริมาตร 15 ul ประกอบด้วย JumpStart 

REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix (Sigma) ในความ

เข้มข้นสุดท้าย 1X,  ไพร์เมอร์ (ตารางที่ 1)

 ในความเข้มข้นสุดท้ายเส้นละ 0.5 uM และ

ดีเอ็นเอแม่แบบ ในความเข้มข้นสุดท้าย 10-20 ng จากนั้น

น�าลงเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม PCR Thermal  

Cycler (Takara, Japan) ในจ�านวน 35 รอบ ประกอบด้วย 

denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

35 วินาทีและ extentionท่ีอุณหภูมิ 72องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 45 วินาที ตรวจสอบ PCR product ด้วยเทคนิค 

agarose gel electrophotoresis ทีค่วามเข้มข้น 2% agarose 

จากนั้นแปลผลดังภาพที่ 2

 5. สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์

 สถิติ พรรณนา ร้อยละ และดูความสัมพันธ์ของ

วิธี Carba NP มาตรฐานกับวิธี Carba NP ประยุกต์โดยใช้

สถิติ Chi- Square

 

 ผลการศึกษา

 เชื้อ Enterobacteriaceae จ�านวน 111สายพันธุ์ 

เมื่อทดสอบหาชนิดของยีนดื้อยา carbapenem ด้วยวิธี 

multiplex PCR พบว่า 95 สายพันธุ์พบ Gene ดื้อยาที่

สามารถจ�าแนก gene ดื้อยาออกได้ 3 กลุ่มได้แก่ เชื้อที่มี

ยนี blaNDM, blaOXA48-like และมียนีท้ัง 2 ชนดิ (blaNDM+blaOXA48-like) 

จ�านวน 38, 48 และ 9 สายพันธุ์ โดยเป็นเชื้อ E. coli ที่มี

เฉพาะยีน blaNDM, blaOXA48-like และมียีนทั้งคู่ เป็นจ�านวน 5, 

6 และ 1 สายพันธุ์ ตามล�าดับ เป็นเชื้อ K.pneumoniae ที่

มีเฉพาะยีน blaNDM, blaOXA48-like และมียีนทั้งคู่ เป็นจ�านวน 

30, 40 และ 8 สายพันธุ์ ตามล�าดับเป็นเชื้อ Enterobacter 

sp. ที่มีเฉพาะยีน blaNDMจ�านวน 3 สายพันธุ์ ที่มีเฉพาะยีน 

blaOXA48-like จ�านวน 2 สายพันธุ์ (ตารางที่ 2) 

 เมื่อเทียบผลความดื้อยาโดยวิธี Disk Diffusion 

กบั gene ดือ้ยา ให้ผลดือ้ยาไม่ตรงตรงกนั 100% โดยเฉพาะ

ใน gene ดื้อยา blaOXA-48-like ของเชื้อ E.coli กับ K. pneumo-

หลอดที่มี

Imipenem

(หลอด A)

หลอดที่ไม่มี

Imipenem

(หลอด B)

การแปลผล

สีเหลือง สีแดง เชื้อมีเอนไซม์ Carbapenemaseท่ีมีฤทธิ์ในการย่อยสลาย

ยาในกลุ่ม Carbapenemได้

สีส้ม-เหลือง สีแดง เชื้อมีเอนไซม์ Carbapenemase ที่มีฤทธิ์ในการย่อยสลาย

ยาในกลุ่ม Carbapenem ได้

สีส้ม-แดง สีแดง ให้ดูผลการทดสอบ susceptibility ประกอบเพื่อยืนยันผล

ว่าเป็น CRE หรือไม่

สีแดง สีแดง เชือ้ไม่มีเอนไซม์ Carbapenemase แต่ต้องดผูลการทดสอบ 

susceptibility ประกอบเพื่อวินิจฉัยว่าเป็น CRE หรือไม่

สีเหลืองหรือ

สีเหลืองหรือ

สีส้ม-เหลือง

สีส้ม-เหลือง

ให้ท�าการทดสอบใหม่ แต่ถ้ายังให้ผลเหมือนเดิมอยู่

ต้องดูผลการทดสอบ susceptibility ประกอบเพื่อวินิจฉัย

ว่าเป็น CRE หรือไม่
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nia และ gene ดื้อยา blaNDM ของเชื้อ K. pneumonia และ 

Enterobacter sp. (ตารางท่ี 3) อย่างไรก็ตามจากเช้ือท่ี

ทดสอบทั้งหมด ไม่พบเชื้อที่มีgene mac ที่ท�าให้ดื้อต่อยา 

colistin

 เมื่อน�าเชื้อที่ผ่านการตรวจ gene ดื้อยามาเทียบ

กับผลการตรวจ Carba NP พบว่า เชื้อ E.coli ท่ีมี gene 

ดื้อยา 18 สายพันธุ์พบว่ามีgeneดื้อยา blaNDM และมี 

gene ดื้อยาคู่ (blaNDM+blaOxa48-like) ให้ผลบวกตรงกัน 5 และ 

1 สายพันธุ์ตามล�าดับ ส่วน gene ดื้อยาชนิด blaOxa48-like 

จ�านวน 6 สายพันธุ์พบให้ผลบวกวิธี Carba NP 4 สายพันธุ์ 

ให้ผลเป็นลบ 2 สายพันธุ์ มี 6 สายพันธุ์ให้ผลลบตรงกัน 

ทั้งสองวิธี (ตารางที่ 4)                   

 เช้ือ K.pneumoniae จ�านวน 88 สายพันธุ  ์

เมื่อเทียบสองวิธีพบ gene ดื้อยา blaNDM 30 สายพันธุ์ให้ผล

บวกตรงกัน 29 สายพันธุ์ วิธี Carba NP ให้ผลลบ 1 สาย

พันธุ์ gene ดื้อยา blaOxa48-like ให้ผลบวกตรงกัน 31 สายพันธุ์ 

วิธี Carba NP ให้ผลลบ 9 สายพันธุ์ ส่วน gene ดื้อยาทั้งคู่ 

ให้ผลบวกตรงกัน 8 สายพันธุ์ และมี 3 สายพันธุ์ ที่ไม่พบ 

gene ดื้อยาแต่ตรวจวิธี CarBa NP ให้ผลบวก (ตารางที่ 5)                 

เชื้อ Enterobacter spp. ให้ผลบวกตรงกันใน gene ดื้อยา 

blaNDM และ Carba NP 3 สายพันธุ์ มี 2 สายพันธุ์ที่ตรวจ

พบ gene ดื้อยา blaOxa48-like แต่ผลการตรวจ Carba 

NP เป็นลบ (ตารางที่ 6)

 เชื้อที่ให้ผลบวกโดยวิธี Carba NP ทั้งหมด 84 

สายพนัธุ ์ผลลบท้ังหมด 27 สายพันธุ ์ท�าการทดสอบโดยวิธี 

Carba NP ประยุกต์ในระดับความเข้มข้นของ Imipenem/

Cillastatin 3, 6 และ 8 มิลลิกรัมพบว่าให้ผลบวกตรงกันได้

ดีในระดับความเข้มข้นท่ี 6 และ 8 มิลลิกรัม ส่วนท่ี 3 

มิลลิกรัมวิธีประยุกต์จะได้ผลเป็นลบทั้งหมด (ตารางที่ 7 ) 

เมื่อน�าทั้งสองวิธีมาดูความสัมพันธ์กันพบว่าท้ังสองวิธีมี

ความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ ( p ≤ 0.05 )                         

 เมือ่เทียบผลในระดับความเข้มข้น 6 มลิลกิรัมกบั

วิธี Carba NP มาตรฐาน พบว่าให้ผลตรงกันทั้งหมด  

84 สายพันธุ ์และผลลบตรงกนัท้ังหมด 24 สายพนัธุ ์(ตาราง

ที่ 8)

 วิจารณ์ และสรุปผลการศึกษา

 เมื่อท�าการทดสอบวิธี carba NP แบบมาตรฐาน

และแบบประยุกต์กับเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ประกอบด้วย 

E.coli ที่มี gene blaNDM, blaOXA48-like และมี gene blaNDM  

+ blaOXA48-like เช้ือ K.pneumoniae ทีมี่ gene blaNDM, blaOXA48-

like และมี gene ทั้งคู่  ส่วนเชื้อ Enterobacter spp. มีเฉพาะ 

gene blaNDM และ gene blaOXA48-like เชื้อแบคทีเรีย Entero-

bacteriaceae ที่น�ามาทดสอบเป็นเช้ือที่แยกได้จากสิ่ง 

ส่งตรวจของผู ้ป่วยโรงพยาบาลสุราษฎร์ธานีเพ่ือน�ามา

ทดสอบด้วยวิธี Carba NP ทั้งแบบมาตรฐานและแบบ

ประยกุต์ โดยเชือ้ให้ผลด้ือต่อยา Carbapenem (Imipenem, 

Meropenem และ Ertapenem)ตัวใดตัวหนึ่งหรือทุกตัว

(ตารางที ่2) ผลความสอดคล้องของการตรวจด้วยวิธ ีCarba 

NP เทียบกับการตรวจหา gene ดื้อยาให้ผลบวกที่ตรงกัน

ได้ดีใน gene blaNDM, blaNDM+OXA48-like ส่วน gene blaOXA48-

like จะให้ผลบวกที่ตรงกันในเปอร์เซ็นต์ที่ต�่ากว่า (ตาม

ตารางที่ 4,5 และ 6) ซึ่งสอดคล้องกับค�าแนะน�าของ CLSI 

ทีว่่าวธิ ีCarba NP จะมคีวามไวต่อการตรวจหา gene ดือ้ยา

ชนิด blaOXA48-like ได้ต�่าประมาณ 11%8 พบการให้ผล

บวกในวิธีCarba NP แต่ตรวจไม่พบgene ดื้อยาในเชื้อ K. 

pneumoniae (ตารางท่ี 5) อาจเป็นจากเช้ือดือ้ยาโดยกลไก

อื่นหรือจากผลบวกปลอม

 การศึกษาน้ีได้แสดงให้เห็นถึงการใช้ยา Imipe-

nem/cilastatin แทนการใช้ Imipenem monohydrate (สาร

มาตรฐาน) ในการทดสอบ Carba NP ที่เรียกว่าวิธี Carba 

NP ประยุกต์นั้นสามารถใช้แทนได้ในสัดส่วนที่มากกว่าวิธี

มาตรฐาน (จากวิธีมาตรฐานใช้ Imipenem monohydrate 

3 มิลลิกรัม เป็นการใช้ Imipenem/cilastatin 6 มิลลิกรัม) 

ซ่ึงพบว่าในส่วนประกอบของ Imipenem/cilastatin น้ันเป็น

ยาฉีดที่มีส่วนผสมของ Imipenem : Cilastatin ในสัดส่วน 

1 : 1 ซึ่งจุดประสงค์ในการเติมสาร Cilastatin ลงไป 

เพื่อยับยั้งเอนไซค์ Dehydropeptidase ซ่ึงเอนไซค์น้ีจะ

ท�าให้การออกฤทธิใ์นการท�าลายเชือ้ของ Imipenem ลดลง9 

สาร Cilastatin น้ีจะไม่ออกฤทธิ์ในการรบกวนปฏิกริยาใน

การทดสอบการเปลีย่นแปลงสแีต่อย่างใด แต่อย่างไรกต็าม

สีเหลืองที่เป็นผลบวกของวิธีประยุกต์ที่ใช้ยา imipenem/

cilastatin แทน Imipenem monohydrate จะให้สีเหลืองที่

สดน้อยกว่า เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐานที่ใช้ imipenem 
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monohydrate (ภาพท่ี 2) เมื่อเปรียบเทียบกันระหว่างวิธี 

Carba NP ประยุกต์และวิธีมาตรฐานโดยเทียบความ

สมัพันธ์ทางสถิติโดยใช้ Chi-squaer  พบว่าทัง้วธิมีาตรฐาน

และวิธีประยุกต์มีความสัมพันธ์กันทางสถิติอย่างมีนัย

ส�าคัญที่ ค่า p ≤ 0.05 จึงสามารถใช้แทนกันได้และให้ผล

การทดสอบที่ดี

 วิธปีระยุกต์จะสามารถลดขัน้ตอนโดยตดัขัน้ตอน

การบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาทีและการปั่นเหวี่ยง 

ท�าให้การทดสอบด้วยวธิปีระยกุต์มคีวามรวดเรว็ขึน้ จากวธิี

มาตรฐานจะใช้เวลาในการทดสอบประมาณ 35-40 นาที

ต่อการทดสอบเชื้อ 1 ตัวเหลือเวลาเฉลี่ยในการทดสอบ

แต่ละรายประมาณ 2-3 นาท ีจะมปีระโยชน์ท่ีท�าให้สามารถ

รายงานผลการตรวจได้รวดเร็วข้ึน สามารถตอบสนองต่อ

การควบคุมการแพร่กระจายเชื้อได้เร็วข้ึน นอกจากน้ีเม่ือ

ค�านวณต้นทุนของวิธี Carba NP ประยุกต์เทียบกับวิธี

มาตรฐาน พบว่า วิธีแบบประยุกต์มีต้นทุนถูกกว่า เฉลี่ย

ตัวอย่างละ 6.50 บาท ในขณะที่วิธีมาตรฐานมีต้นทุน

ประมาณตัวอย่างละ 50 บาท เนื่องจากยาที่ใช้ในการ

ทดสอบแบบวิธมีาตรฐานเป็นสารบรสิทุธิท์ีม่รีาคาแพงกว่า 

วิธีประยุกต์จึงเป็นวิธีทางเลือกหนึ่งในการทดสอบได้

 อย่างไรก็ตามการทดสอบ Carba NP เป็นการ

ทดสอบเอนไซม์ carbapenemaseท่ีเชือ้ผลติออกมาเท่าน้ัน 

ซึง่เป็นกลไกหนึง่ของการดือ้ยาต้านจลุชพี carbapenem ซึง่

การดือ้ยาดงักล่าวอาจมกีลไกอืน่อกี ควรระมดัระวังหากผล

การทดสอบ Carba NP เป็นลบ ควรดูผลการทดสอบความ

ไวต่อยาต้านจุลชีพ (Disk Diffusion)ก่อนที่จะรายงานผล 

ดังนั้นการทดสอบ Carba NP แบบประยุกต์ให้ผลที่

สอดคล้องกับวิธี Carba NP มาตรฐาน สามารถปฏิบัติได้

ง่าย สะดวก มีความรวดเร็วและต้นทุนต�่า

กิตติกรรมประกาศ
 ขอบคุณ Dr.Yukihiro Akeda Osaka University, 

Japan. ที่สนับสนุนน�้ายาในการตรวจวิเคราะห์ 

 ขอบคณุ นางณฐัยิา มหาพันธ์ และเจ้าหน้าท่ีห้อง

จุลชีววิทยาคลินิก โรงพยาบาลสุราษฎร์ธานีที่ช่วยคิดสถิติ 

วิเคราะห์ตรวจทานต้นฉบับและเก็บเชื้อตัวอย่างในการ

ตรวจวิเคราะห์

เอกสารอ้างอิง

1. Hawkey PM. Resistance to carbapenems. J Med 

Microbiol 1997;46:451-4.

2. Nordman P, Naas T, and Poirel L. Global Spread 

of Carbapenemase-producing Entero-bacteriace-

ae: Class a Carbapenemases. Emerging Infectious 

Diseases 2011;17:1791-8.

3. Chen LF. Division of Infectious Diseases and In-

ternational Health, Duke University, Durham, North 

Carolina. Klebseilla pneumoniae Carbapenemase: 

Extended-Spectrum beta-Lactamase Continues 

to Go Global. Medscape Infectious Disease @ 

2009 Medscape. Available from : http//www.med-

scape.com.

4. Nordmann P, Naas T, PoirelL. Global spread of 

carbapenemase-producing Enterobacteriaceae.

Emerg Infect Dis. 2011;17:1791–8

5. Cohen Stuart J, Leverstein-Van Hall MA; Dutch 

Working Party on the Detection of Highly Resistant 

Microorganisms. Guideline for phenotypic screen-

ing and confirmation of carbapenemases in  

Enterobacteriaceae. Int J Antimicrob Agents. 

2010.36:205-10

6. Nordmann P, Poirel L, Dortet L.. Rapid detection 

of carbapenemase-producing Enterobacteriace-

ae. Emerg. Infect. Dis. 2012;18:1503–1507

7. Poirel L, Walsh TR, Cuvillier V, Nordmann P. Mul-

tiplex PCR for detection of acquired carbapene-

mase genes.DiagnMicrobiol Infect Dis. 2011;70: 

119-23.

8. Clinical and Laboratory Standards Institute. Per-

formance standards for antimicrobial susceptibil-

ity testing. M100–S25. Wayne (PA): the Institute; 

2015.

9. Keynan S, Hooper NM, Felici A, Amicosante G, 

Turner AJ. The renal membrane dipeptidase  

(dehydropeptidase I) inhibitor, cilastatin, inhibits 

the bacterial metallo-beta-lactamase enzyme 



152 สุจิตรา มานะกุล
วารสารวิชาการแพทย์เขต 11

ปีที่ 30 ฉบับที่ 3 ก.ค. - ก.ย. 2559

CphA. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 

1995;39(7):1629-1631.

10. Dortet L, Poirel L, Nordmann P. 2012. Rapid detec-

tion of carbapenemase-producing Pseudomonas 

spp. J. Clin. Microbiol.50:3773–3776

11. NataroJP., CA. Bopp, PI. Fields, JB. Kaper, and 

NA. Strockbine. 2007. Escherichia, Shigella, and 

Salmonella. In PR. Murray editor. Manual of Clini-

cal Microbiology 9thedn., Washington DC: ASM 

Press. p.670-687.

12. Queenan AM, Bush K. Carbapenemases: the 

versatile beta-lactamases. ClinMicrobiol Rev. 2007 

Jul;20(3):440-58

13. SchwaberMJ, CarmeliY. Carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae: a potential threat.JAMA. 

2008;300:2911–3.

14. Tijet N, Boyd D, Patel SN, Mulvey MR, Melano RG. 

2013. Evaluation of the

Carba NP test for rapid detection of carbapenemase-

producing Enterobacteriaceaeand Pseudomonas 

aeruginosa. Antimicrob. Agents Chemother. 

57:4578–4580.

15. Tijet N, Boyd D, Patel SN, Mulvey MR, Melano RG. 

2014. Reply to “Further proofs of concept for the 

Carba NP test”. Antimicrob. Agents Chemother. 

58:1270.



เปรียบเทียบการตรวจวิธี Carba NP มาตรฐานกับวิธี Carba NP ประยุกต์ ในการตรวจหาการสร้างเอนไซม์ 

carbapenemase ของเชื้อแบคทีเรียตระกูล Enterobacteriaceae 153Reg 11 Med J
Vol. 30  No. 3

10 
 

                      ตารางที่ 1 แสดงลาํดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์และขนาดของ PCR product 
 

ช่ือไพร์เมอร์ ลาํดับนิวคลีโอไทด์(5’-3’) ขนาด PCR product (bp) 
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 232 
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC 
OXA48-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438 
OXA48-R CATCAAGTTCAACCCAACCG 
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC 
KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 798 
KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 
MCR-F GGGTGTGCTACCAAGTTTGC 1,126 
MCR-R CATTGGCGTGATGCCAGTTT 

 
         ตารางที่ 2 ชนิดของgene ที่ตรวจโดยวธีิ multiplex PCR 

Organism 

(จํานวน) 

ชนิด gene ดือ้ยา Carbapenem โดยวิธี multiplex PCR 
รวม 

blaNDM blaOXA48-like blaNDM  + blaOXA48-like 

E. coli  (12) 5 6 1 12 

K. pneumonia (72) 30 40 8 78 

Enterobacter spp. (5) 3 2 0 5 

รวม 38 48 9 95 
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ตารางที่ 3  ผลความไวต่อยาต้านจุลชีพกลุ่ม Carbapenemsโดยวธีิ Dick Diffusion 

                                 เทียบกับชนิดGene ดือ้ยา โดยวธีิ Multiplex PCR 
 

 
Organisms 

ชนิดgeneดือ้ยา 
Carbapenem โดย 
วธีิ multiplex PCR 

% Resistance 
(Disk diffusion) 

Imipenem Ertapenem Meropenem 
 

E. coli 
(n=12) 

blaNDM (n = 5) 100 100 100 
OXA48-like (n = 6) 0 66.7 50 
blaNDM +OXA48-like (n = 1) 100 100 100 

 
K. pneumoniae 

(n=78) 

blaNDM (n = 30) 94.7 100 94.7 
OXA48-like (n = 40) 96.3 100 92.6 
blaNDM +OXA48-like (n = 8) 100 100 100 

Enterobacter sp. 
(n=5) 

blaNDM (n=3) 66.7 100 66.7 
OXA48-like (n=2) 100 100 100 

 
 
                      ตารางที่ 4 แสดงผลชนิดgeneดือ้ยา Carbapenem โดยวธีิ multiplex PCR ของเชือ้        
                                    E.coli เทียบกับวธีิมาตรฐาน Carba NP 
             

Gene โดยวิธี multiplex PCR 
(N = 18) 

Carba NP 
Positive (%) Negative (%) 

blaNDM  (N = 5) 
Positive 5  (100) 0 

Negative 0 0 

blaOxa48-like (n = 6) 
Positive 4  (66.7) 2 (33.3) 

Negative 0 0 

blaNDM + blaOxa48-like (n = 1) 
Positive 1 (100) 0 

Negative 0 0 

Negative for 5 genes (n = 6) 
Positive 0 0 

Negative 0 6 (100) 
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                       ตารางที่ 5  แสดงผลชนิดgeneดือ้ยา Carbapenemโดยวธีิ multiplex PCR  
                                      ของเชือ้ K. pneumoniae เทียบกับวธีิมาตรฐาน Carba NP 
                 

Gene โดยวิธี multiplex PCR 
N = 88 

Carba NP 
Positive (%) Negative (%) 

blaNDM (N = 30) 
Positive 29 (96.7) 1 (3.3) 
Negative 0 0 

blaOxa48-like (N = 40) 
Positive 31 (77.5) 9 (22.5) 
Negative 0 0 

blaNDM + blaOxa48-like (N = 8) 
Positive 8 (100) 0 
Negative 0 0 

Negative for 5 genes (N = 10) 
Positive 0 0 
Negative 3 (30) 7 (70) 

 
 

                          ตารางที่ 6  แสดงผลชนิดgeneดือ้ยา Carbapenemโดยวธีิ multiplex PCR  
                                         ของเชือ้ Enterobacter spp. เทียบกับวธีิมาตรฐาน Carba NP 
 

Gene โดยวิธี multiplex PCR 
(N = 5) 

Carba NP 
Positive (%) Negative (%) 

blaNDM (N = 3) 
Positive 3 (100) 0 
Negative 0 0 

blaOxa48-like (N = 2) 
Positive 0 2 (100) 
Negative 0 0 
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                         ตารางที่ 7 แสดงผลการวธีิ Carba NPประยุกต์ ในความเข้มข้นต่างที่ใช้ 
 

Carba NP มาตรฐาน 
(จํานวนทดสอบ) 

ผลบวกของวิธี Carba NPประยกุต์ 
3 mg. 6 mg. 8 mg. 

Positive (84) 0 84 84 
Negative (27) 27 27 27 
% Positive 0 100 100 

 

 

                       ตารางที่ 8 แสดงผลวธีิ Carba NP มาตรฐาน วธีิ Carba NP ประยุกต์ 
               

วิธี Carba NP 
มาตรฐาน  (ราย) 

วิธี Carba NP ประยกุต์ (ราย) 
Positive Negative Total 

Positive 84 0 84 
Negative 0 27 27 
Total 84 27 111 
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     ภาพที่ 1   แสดงผลของการทดสอบ Carba NP แบบประยกุต์(Imipenem/cilastatin)และแบบ       
             มาตรฐาน (Imipenem monohydrate) 

 
 
  

                           
      ภาพที่ 2 แสดงขนาดของ PCR product ของยีนดือ้ยาจากวิธี multiplex PCR โดยเลน1= blaIMP gene เลน 2= 
                  blaOXA48-like gene เลน 3= blaNDM gene เลน 4= blaKPC gene เลน 5= MCR-1 gene  
                     เลน 6 และ 7= negative control 
 




