
บทความวิจยั [TUH Journal online  Volume 3 No. 2 May - August 2018] 
 

        39  
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บทคัดย่อ 

ความส าคัญของปัญหา : การสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบเป็นกลไกที่ส าคัญที่ท าให้
แบคทีเรียดื้อต่อยาหลายชนิดในกลุ่มเบต้าแลคแตม รวมถึงยากลุ่มคาร์บาพีเนม ผู้ป่วยที่นอนใน
โรงพยาบาลสามารถตรวจพบเช้ือดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนมได้ในอุจจาระ และสามารถถ่ายทอดเช้ือเหล่านี้
จากคนหนึ่งไปยังอีกคนหน่ึงโดยไม่แสดงอาการ การคัดกรองเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อยาคาร์บาพีเนมใน
ตัวอย่างอุจจาระ จะช่วยควบคุมการแพร่กระจายของเชื้อในโรงพยาบาลได้ 

วัตถุประสงค ์: งานวิจัยนี้ผู้วิจัยท าการพัฒนาและประเมนิประสทิธิภาพของวิธี pooled-organisms disk diffusion 
(PODD) เพื่อใช้คัดกรองเชื้อแบคทีเรียแกรมลบท่ีดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมจากอุจจาระ  

วิธีด าเนินการวิจัย : โดย spike เช้ือแบคทีเรียแกรมลบที่สร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส 23 สายพันธุ์ ในตัวอย่าง
อุจจาระ และคัดกรองเชื้อกลับมา เปรียบเทียบผลการตรวจกับวิธีการตรวจหาเช้ือดื้อต่อคาร์บาพีนีเมสด้วย
อาหาร chromogenic agar และวิธี multiplex PCR เพื่อตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์คาร์บา
พีนีเมส 5 ชนิด ได้แก่ blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaOXA และ blaVIm 

ผลการศึกษา : ผลการวิจัยพบว่า วิธี PODD เมื่อทดสอบกับ disk imipenem, meropenem และ doripenem 
ให้ผลความไว (Sensitivity) เท่ากับ 100%, ความจ าเพาะ (Specificity) เท่ากับ 100%, Positive 
Predictive Value (PPV) เท่ากับ 100% และ Negative Predictive Value (NPV) เท่ากับ 100% 
เช่นเดียวกับ multiplex PCR 

สรุป : วิธี PODD เป็นวิธีที่ง่าย ราคาถูก สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานประจ าวันเพื่อตรวจหาเช้ือแบคทีเรียแกรม
ลบดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนมในอุจจาระ 

ค าส าคัญ : คาร์บาพีเนม, แบคทีเรียแกรมลบท่ีดื้อต่อยากลุม่คาร์บาพีเนม  
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Abstract 

Background : Carbapenemases production of Gram-negative bacteria is a major 
mechanism of multidrug resistance in beta-lactam drugs including 
carbapenem group. The long stay hospital patients could detect carbapenem 
resistant Gram-negative bacteria (CR-GNB) in fecal samples, and these strains 
could transmit from person to person asymptomatically. Screening of CR-GNB 
in fecal samples could control the spread of these strains among patients in 
the hospital. 

Objective :  This study aimed to develop and evaluate pooled-organisms disk 
diffusion method (PODD) for screening CR-GNB in fecal samples 

Material and methods : Twenty-three of carbapenamases producing strains were 
spiked in fecal samples and evaluated their recovery. The result of PODD 
method was compared with those of chromogenic agar assay and multiplex 
PCR for blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaOXA and blaVIM 

Result : The result revealed that the PODD method using imipenem, meropenem 
and doripenem disk showed 100% sensitivity, 100% specificity, 100% positive 
predictive value (PPV) and 100% negative predictive value (NPV) like multiplex 
PCR. 

Conclusion : The PODD method is cost effective, simply to apply for screening CR-
GNB in fecal samples in routine work. 

Keywords : Carbapenems, Carbapenem-Resistant Gram negative bacteria (CR-GNB)
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บทน า 

ปัจจุบันมีรายงานผู้ป่วยติดเชื้อแกรม
ลบที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมมีอุบัติการณ์  
ขึ้นทั่วโลก [1] ผู้ป่วยที่มีเชื้อเหล่านี้เป็นแหล่ง
สะสมเชื้อ (reservoir) จะสามารถเป็นพาหะ
ถ่ายทอดเชื้อไปสู่ผู้ อ่ืนได้เนื่องจากเชื้อดื้อยา       
ดังกล่าวสามารถถ่ายทอดยีนที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์คาร์บาพีนีเมส  ผ่านทางพลาสมิดไปยัง
เชื้ออ่ืนๆ ปัจจุบัน เอนไซม์คาร์บาพีนีเมถูก  
แบ่งออก เป็น 3 class ได้แก่ class A    
(serine carbapenemases, เช่น Klebsiella 
pneumoniae carbapenemase (KPC) เป็น
ต้น, class B (metallo-β-lactamases เช่น 
IMP, VIM และ NDM เป็นต้น) และ class D 
(OXA carbapenemases เช่น OXA-23 and 
OXA-48 เป็นต้น) [2,3] การศึกษาจากประเทศ
อิสราเอลได้ท าการศึกษาเพ่ือคัดกรองและตรวจ
ยืนยันเชื้อแบคทีเรียวงศ์Enterobacteriaceae  
ที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม (Carbapenem – 
Resistance Enterobacteriaceae; CRE) 
จ า ก ตั ว อ ย่ า ง อุ จ จ า ร ะ ข อ ง ผู้ ป่ ว ย ใ น
สถานพยาบาลระดับตติยภูมิ พบว่าคนที่สัมผัส
หรือติดต่อกับผู้ป่วยที่เป็นพาหะ CRE มาก่อนมี
ความ เสี่ ย งสู งที่ จ ะกลาย เป็ นพาห ะ CRE        
ในอุจจาระได้ [1] และผู้ป่วยมีประวัติเข้าออก
โรงพยาบาลบ่อย จะพบ carbapenemases - 
producing Enterobacteriaceae  (CPE) 
แฝงอยู่ในล าไส้ผู้ป่วย [4] 

การศึกษาเชื้อดื้อยาแฝงในอุจจาระมี
ข้อจ ากัดต่างๆ เช่น ผลกระทบจากปริมาณของ
เชื้ อประจ าถิ่น ในอุจจาระที่มีปริ มาณมาก 
วิธีการตรวจคัดกรองเพ่ือหาเชื้อดื้อยาแฝงใน
อุจจาระมีหลากหลายวิธี ปัจจุบันไม่มีวิธีที่เป็น
มาตรฐาน ว่าวิธีใดเหมาะสม สะดวกในการ
น าไปใช้ในงานประจ าวัน และครอบคลุมกับการ
ดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนมของแบคทีเรียแกรมลบ 

ใ น ก ลุ่ ม  Enterobacteriaceae แ ล ะ  non-
fermenter จากการศึกษาการตรวจคัดกรอง
เชื้อดื้อยาแฝงในอุจจาระ (Fecal carriage) 
ของ Amos Adler และคณะได้ท าการประเมิน
วิธีการตรวจคัดกรอง CRE โดยท า 
Surveillance rectal swab ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ MacConkey agar ที่มี imipenem เทียบ
กับการคัดกรองอุจจาระลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MacConkey agar และวาง imipenem, 
meropenem และ ertapenem disk พบว่ามี
ค ว า ม ไ ว แ ล ะค ว า ม จ า เ พ า ะ ไ ม่ ต่ า ง จ า ก 
Chromogenic agar ซึ่งมีราคาสูง แต่ยังมี
ข้ อ จ า กั ด ใ น ก า ร คั ด ก ร อ ง เ ชื้ อ ที่ ดื้ อ ต่ อ 
Imipenem ในระดับต่ า รวมถึงเชื้อที่ดื้อต่อยาก
ลุ่มคาร์บาพีเนม ด้วยกลไกอ่ืน แม้จะไม่สามารถ
แยกโคโลนีที่ ดื้ อ ต่ อยาออกมาได้ เหมื อน 
chromogenic agar แต่ก็สามารถท าการคัด
กรองเบื้องต้นได้ง่ายในห้องปฏิบัติการ [5] ในปี 
ค.ศ. 2012 Muriel Gazin และคณะ ได้ท าการ
ประเมินวิธีการตรวจคัดกรอง CRE โดยการท า 
Surveillance rectal swab โดยเปรียบเทียบ 
chromogenic media ของแต่ละบริษัท วิธีนี้
สามารถแยกแบคทีเรียแกรมลบที่สร้างเอนไซม์
คาร์บาพีนีเมส ออกจากแบคทีเรียที่มีจ านวน
มากในอุจจาระได้ แต่ไม่สามารถจ าแนกชนิด
เอนไซม์ออกเป็นกลุ่มต่างๆ ต้องมีการตรวจ
ยืนยันเพ่ือระบุตัวเชื้อและชนิดของยีนที่ควบคุม
การสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ข้อจ ากัดในการ
คัดกรองด้วยวิธี chromogenic agar นั้นพบว่า
เชื้อที่สร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส กลุ่ม OXA-
type สามารถให้ผลลบลวงได้ นอกจากนี้การ
ทดสอบแต่ละครั้งต้องควบคุมปริมาณเชื้อที่ท า
การคัดกรองให้เหมาะสม เพราะถ้าใส่เชื้อที่ไว
ต่อยาในปริมาณมากก็อาจจะให้ได้ 

ผลบวกลวงได้ [6] ปัจจุบันมีงานวิจัยที่ท า
การตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์คาร์
บาพีนี เมสโดยตรงในอุจจาระ ด้วยวิธีทาง     
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ชีวโมเลกุล เช่น Lee และคณะ ได้ใช้วิธี 
multiplex realtime PCR ตรวจหายีนควบคุม
การสร้างเอนไซม์ KPC, NDM และ OXA-48 
จาก rectal swab 268 ตัวอย่าง พบ NDM 22 
ตัวอย่าง และ OXA-48 1 ตัวอย่าง [7] วิธีการ
ตรวจทางชีวโมเลกุล เป็นวิธีการที่รวดเร็ว ง่าย 
อย่างไรก็ตาม ต้องใช้เครื่องมือและน้ ายาที่มี
ร า ค า แพ ง  ไ ม่ เ ห ม า ะกั บ ง า น ป ระจ า ใ น
โรงพยาบาลทั่วไป ในปี ค.ศ. 2013 Julie 
Blackburn และคณะ ได้พัฒนาวิธีการตรวจคัด
กรอง CRE โดยการท า Surveillance rectal 
swab ด้วยการใช้วิธี Direct carbapenem 
disk บนจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร MacConkey 
โดยตรง และใช้ ROC curve หา cut-off ที่
เหมาะสมส าหรับใช้คัดกรองเชื้อที่ดื้อต่อยากลุ่ม
คาร์บาพีเนม ไม่ว่าจะเป็นกลุ่มที่สร้างเอนไซม์
คาร์บาพีนีเมส, กลุ่มที่สร้างเอนไซม์ Extended 
Spectrum β-lactamases (ESBLs) และกลุ่ม
ที่สร้างเอนไซม์ AmpC-β-lactamases  ข้อดี
คือสามารถใช้วิธีนี้ ในงานประจ าวันได้และ
วิธีการไม่ยุ่งยาก แต่มีข้อจ ากัดในการคัดกรอง
เชื้ อดื้ อยากรณีมีปริมาณต่ า  ๆ [8]ส าหรับ
งานวิจัยนี้ ผู้วิจัยท าการออกแบบและประเมิน
วิธีคัดกรองที่สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียแก
รมลบที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมออกมาได้
ทั้งหมดจากตัวอย่างอุจจาระ (Rectal swab) 
โดยอ้างอิงมาตรฐานของ CLSI  

วัตถุประสงค์การวิจัย 

เพ่ือพัฒนาและประเมินประสิทธิภาพ
ของวิธี pooled-organisms disk diffusion 
(PODD) เพ่ือใช้คัดกรองเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ
ที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมจากอุจจาระ 

วิธีการวิจัย 

1. ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรีย 

งานวิจัยนี้ ได้ผ่านการพิจารณาจาก
คณะกรรมการความปลอดภัยทางชีวภาพ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (เลขที่ 094/2556) 
เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษาจ านวน 21 สาย
พันธุ์  ประกอบด้วย เชื้อมาตรฐาน จ านวน       
1 สายพันธุ์ ได้แก่ Escherichia coli ATCC 
25922 และ Psudomonas aeruginosa 
ATCC 27853  เป็นเชื้อควบคุมที่ไวต่อสารต้าน
จุลชีพกลุ่มคาร์บาพีเนม  และเชื้อที่แยกได้   
จากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ (Clinical specimen) 
จ านวน 23 สายพันธุ์  แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม 
ไ ด้ แ ก่  ก ลุ่ ม ที่  1  carbapenem-resistant 
Enterobacteriaceae (CRE) 15 สายพันธุ์ 
ได้แก่ Klebsiella pneumoniae (NDM 
positive) 7 สายพันธุ์; Klebsiella spp. 
(NDM positive) 1 สายพันธุ์; E. coli (NDM 
positive) 3 สายพันธุ์; E. coli (OXA 
positive) 1 สายพันธุ์ ; Enterobacter 
cloacae (IMP positive) 2 สายพันธุ์ และ 
Enterobacter aerogenes (NDM positive) 
1 สายพันธุ์ กลุ่มที่ 2 carbapenem resistant 
nonfermentative bacilli (CR-NFB) 8 สาย
พันธุ์ ได้แก่ P. aeruginosa (IMP positive) 2 
สายพันธุ์; P. aeruginosa (VIM positive) 3 
สายพันธุ์; Pseudomonas putida (VIM 
positive) 1 สายพันธุ์ ; Acinetobacter 
baumannii (NDM positive) 1 สายพันธุ์ 
และ A. baumannii (IMP positive) 1 สาย
พันธุ์  

2. การคัดกรองอุจจาระที่ไม่มีเชื้อดื้อยากลุ่ม
คาร์บาพีแนมด้วยวิธี Pooled-organisms 
disk diffusion method (PODD) 

น าอุจจาระ(Stool) หรือเชื้อที่แยกได้
จากไม้ป้ายบริ เวณรอบทวารหนัก (Rectal 
swab) 25 ตัวอย่าง ซึ่งบ่มเพาะไว้ใน tryptic 
soy broth (TSB) 3 มล. ที่อุณหภูมิ 35-37 
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องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง จากนั้นจึง
น าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
น ามาคดักรองหาเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อ
ยากลุ่มคาร์บาพีเนม โดยการ mix TSB ให้เป็น
เนื้อเดียวกัน แบ่ง TSB ส่วนหนึ่งมาปรับความ
ขุ่นให้ได้ 0.5 McFarland ใน 0.45% Normal 
saline ท าการ spread plate ลงบน Mueller 
Hinton แล้วน าไปทดสอบกับแผ่นชุบสารต้าน
จุลชีพกลุ่มคาร์บาพีเนม 3 ชนิด ได้แก่ 
imipenem (10 g), meropenem (10 g) และ 
doripenem (10 g) ด้วยวิธี Disk Diffusion 
น าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส, 
นาน 16-18 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาให้วัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของ inhibition zone เพ่ือให้
ครอบคลุมเชื้อทุกสายพันธุ์ ผลการคัดกรอง
อุจจาระด้วยวิธี PODD เป็นลบหรือไม่พบเชื้อ
ดื้อยาในอุจจาระ เมื่อวัดขนาดของ inhibition 
zone มากกว่า 22 มม., 22 มม. และ 22 มม. 
ตามล าดับ โดยก าหนดจาก เกณฑ์มาตรฐาน
การแปลผลการทดสอบความไวของเชื้อต่อสาร
ต้านจุลชีพด้วยวิธี disk diffusion method 
ตาม Clinical and Laboratory Standards 
(CLSI) (9,10) (ตารางที่ 1)  

3. การคัดกรองเชื้อดื้อยาแฝงในอุจจาระ ด้วย
วิธี PODD 

ท าได้โดยการน า TSB suspension 
อุจจาระผู้ป่วยที่ให้ผลคัดกรองด้วยวิธี PODD 
เป็นลบ มา ปรับความขุ่น ให้ได้  0.5 
McFarland ด้วย 0.45% normal saline 
ปริมาตร 3 มล. และดูดมา 100 ไมโครลิตร ใส่
ลงใน TSB 3 มล. ท าการ mix ด้วย vortex ให้
เป็นเนื้อเดียวกัน  

เตรียมเชื้อเป้าหมายลงไป (Spiked 
bacteria) ได้แก่ Escherichia coli ATCC 
25922 และ Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 และเชื้อดื้อยากลุ่มที่1 (CRE) 
และ กลุ่มที่ 2 (CR-NFB) ทั้งหมด 25 สายพันธุ์ 
โดยน าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 
มาเตรียมเป็น suspension ที่มีความขุ่นเท่ากับ 
0.5 McFarland ใน 0.45% NSS ปริมาตร 3 
มล. และดูดมา 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน TSB 
ขนาด 3 มล. ที่มีอุจจาระผู้ป่วย ท าการ mix 
ด้วย vortex ให้เป็นเนื้อเดียวกัน บ่มเพาะไว้ที่ 
35-37 องศาเซลเซียสนาน 16-18 ชั่วโมง และ
แบ่ง TSB mixture จากนั้นท าการปรับความ
ขุ่น เท่ากับ McFarland 0.5 แบ่งเป็น 3 ส่วน 
ส่วนแรกปริมาณ 1 มล. ไปเตรียม boiled 
template ส่วนที่ 2 น าไปตรวจคัดกรองเชื้อแก
ร ม ล บ ดื้ อ ย า ก ลุ่ ม ค า ร์ บ า พี เ น ม  ด้ ว ย 
Chromogenic agar และส่วนที่ 3 น าไปตรวจ
คัดกรองเชื้อแกรมลบดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนม 
ด้วยวิธี PODD 

ส าหรับวิธี PODD ท าการ spread 
plate ลงบน Mueller Hinton agar แล้ว
น าไปทดสอบกับแผ่นชุบสารต้านจุลชีพ ได้แก่ 
imipenem (10 g), meropenem (10 g) และ 
doripenem (10 g) ด้วยวิธี disk diffusion 

น าไปบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 35-37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา
ให้วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone  

ผลการคัดกรองอุจจาระด้วยวิธี PODD 
เป็นลบหรือไม่พบเชื้อดื้อยาในอุจจาระ เมื่อวัด
ขนาดของ inhibition zone มากกว่า 22 มม., 
22 มม. และ 22 มม. ตามล าดับ 

ผลการคัดกรองอุจจาระด้วยวิธี PODD 
เป็นบวกหรือพบเชื้อดื้อยาในอุจจาระ เมื่อวัด
ขนาดของ inhibition zone น้อยกว่า 22 มม., 
22 มม. และ 22 มม. ตามล าดับ ถ้าพบว่าผล
การทอสอบพบเชื้อดื้อยาในอุจจาระ น าไปท า
การทดสอบ recovery ต่อไป 
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4. การทดสอบ Lower Limit of detection 
(LODs) ของวิธี PODD 

เจือจางเชื้อดื้อยาทดสอบ 2 สายพันธุ์ 
ได้แก่ E.coli (blaNDM) และ CR-A.baumannii 
แบบ 10 fold serial dilution ตั้งแต่ 108 

CFU/ml ถึง 100 CFU/ ml เพ่ือดู
ความสามารถของวิธี PODD ในการคัดกรอง
เชื้อ แล้วเติมแต่ละ dilution 100 ไมโครลิตร 
ใส่ใน TSB 3 มล. ที่มี stool ที่ถูกปรับเป็น 0.5 
McFarland ใน 0.45% NSS จ านวน 100 
ไมโครลิตร ใน TSB 3 มล. จากนั้นจึงท าการบ่ม
เพาะไว้ที่ 35-37 องศาเซลเซียสนาน 16-18 
ชั่วโมง ท าการ spread plate ลงบน Mueller 
Hinton แล้วน าไปทดสอบกับยา 4 ตัว กับแผ่น
ชุบสารต้านจุลชีพ ได้แก่ imipenem (10 g), 
meropenem (10 g) และ doripenem (10 
g) ด้วยวิธี Disk Diffusion น าไปบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส, นาน 16-18 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาให้วัดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของ inhibition zone  

ผลการคัดกรองอุจจาระด้วยวิธี PODD 
เป็นบวกหรือพบเชื้อดื้อยาในอุจจาระ เมื่อวัด
ขนาดของ inhibition zone น้อยกว่า 22 มม., 
22 มม. และ 22 มม. ตามล าดับ 

ท าการเขี่ยเชื้อแบบ sweep colony 
เป็นเส้นตรงจากขอบของ inhibition zone 
ของ disk แต่ละชนิด จนถึงขอบจานอาหาร 
น ามาแยกให้เป็นเชื้อให้เป็นโคโลนีเดี่ยว บน
อาหาร MacConkey agar  และท าการพิสูจน์
ชนิดของเชื้อ ด้วยเครื่อง VITEK II และทดสอบ
ความไวต่อสารต้านจุลชีพซ้ าอีกครั้ง  

 

 

5. วิธีการตรวจคัดกรองเชื้อแกรมลบดื้อยาก
ลุ่มคาร์บาพีเนม ด้วย chromogenic agar  

น า TSB จากขั้นตอนที่ได้เติม spiked 
organism เรียบร้อยแล้ว 25 ตัวอย่าง เตรียม
ให้เป็น 0.5 McFarland มาทดสอบด้วยการ 
streak ลงบน Brilliance e CRE agar plate 
(Oxoid, England) โดยตรง จากนั้นน าไปบ่มไว้
ที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส, นาน 16-18 
ชั่วโมง โดยถ้าเป็น K. pneumoniae NDM-1 
จะให้โคโลนีสีฟ้า, CR-E. coli จะให้โคโลนีสี
ชมพู และ CR-A. baumannii จะให้โคโลนีไม่มี
สีหรือสีครีม ดังนั้นเมื่อพบเชื้อที่สามารถเจริญ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliance CRE agar 
plate น าไปท าการทดสอบ recovery ต่อไป 
ให้ท าการเขี่ยเชื้อเดี่ยวๆ ท าการพิสูจน์ชนิดของ
เชื้อ ด้วยเครื่อง VITEK II และทดสอบความไว
ต่อสารต้านจุลชีพซ้ าอีกครั้ง ส าหรับเชื้อดื้อยา
ทดสอบกลุ่ม CRE และ CR-NFB จะเพ่ิมการ
ตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ทั้ง 5 ตัว 
ด้วยวิธี multiplex PCR 

6. การสกัดแยกสารพันธุกรรมต้นแบบ (DNA 
template)  

เตรียมสารพันธุกรรมต้นแบบ (DNA 
template) จาก stool spiked TSB ที่มีเชื้อ
ดื้อยา โดยการน า TSB mixture 1 มล. มาปั่น
ตกตะกอน ที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm เป็น
เวลา 5 นาที ท าการเก็บตะกอน เพ่ือน าไปต้ม
ต่อไป 

กรณีที่ เป็น เชื้ อบริสุทธิ์ ให้น ามา 1 
โคโลนี เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy 
Broth (Oxoid) 3 มล. น าไปบ่มเพาะไว้ที่ 35-
37 องศาเซลเซียส 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้น
จึงท าการดูดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อโตอยู่ในสาร
น้ ามาจ านวน 1 มล. ปั่นหนักที่ความเร็วรอบ 
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13,000 rpm นาน 5 นาที ท าการเก็บตะกอน 
เพ่ือน าไปต้มต่อไป 

การเก็บตะกอน เพ่ือน าไปต้ม ท าโดย
ดูดส่วนใสทิ้งให้หมด เติม 1X TE buffer (10 
mM Tris-HCl pH 8.0, 1.0 mM EDTA) 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าด้วย vortex 
mixture ให้เป็นเนื้อเดียวกัน ต้มในน้ าเดือด
นาน 10 นาที เพ่ือท าให้เซลล์แตกแล้ว DNA 
หลุดออกมาจากเซลล์ จากนั้นจึงรีบแช่น้ าแข็ง
ทันที ท าการปั่นแยกที่ความเร็วรอบ 13,000 
rpm นาน 5 นาที ดูดส่วนใสที่มี crude DNA 
เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะท าการทดสอบ multiplex PCR 

7. การทดสอบ multiplex PCR ส าหรับ
ตรวจหายีนดื้อยา blaKPC, blaNDM, blaIMP, 
blaOXA และ blaVIM 

องค์ประกอบของสารละลายส าหรับ
การทดสอบ PCR 1 ปฏิกิริยา ประกอบไปด้วย 
PCR primers จ านวน 5 คู่  )Doyle et al) [11] 
ได้แก่  blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaOXA และ 
blaVIM ที่มีความเข้มข้นแต่ละคู่เท่ากับ 10 
pmol/µl และเติม Quick Taq (TOYOBO 
CO., LTD, Japan) ตามลงไปจ านวน 10 
ไมโครลิตร DNA template 2 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวมเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ท าการเพ่ิม
ปริมาณ DNA ด้วยเครื่อง thermal cycler 
(Applied Biosystems, Foster City, Calif., 
USA) มีขั้นตอน ดังนี้ Initial denaturation 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วย 
PCR 30 รอบ แต่ละรอบประกอบไปด้วย 
denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 วินาที annealing ที่ 56 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที  และ extension ที่ 68 
องศาเซลเซียส นาน 50 วินาที และตั้ง final 
extension ขั้นตอนสุดท้ายของ PCR ที่ 68 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ตรวจวิเคราะห์
ผลของแถบดีเอ็นเอ (PCR products) โดยวิธี 
gel electrophoresis บน 2.0% agarose gel 
ด้วยการย้อมดูแถบ DNA ที่เกิดขึ้นด้วย 
ethidium bromide (EtBr) และบันทึกภาพ
ด้ วย เครื่ อ ง  Electrophoresis Gel 
Documentation System โดยใช้ 100 bp 4 
ไมโคลิตร DNA ladder (RBC Bioscience, 
Taiwan) เป็น marker (ตารางที่ 2) 

เ ชื้ อ ที่ ใ ช้ ค วบคุ มคุณภ าพของ วิ ธี
วิ เคราะห์ ในการศึกษานี้  ได้แก่  K. 
pneumoniae ATCC® BAA-1705™ ซึ่งให้ 
ผลบวกต่อยีน blaKPC, K. pneumoniae 
ATCC® BAA-1706™ ซึ่งให้ผลลบต่อยีน blaKPC 
ผลลบ ส่วนเชื้อที่ใช้ตรวจสอบยีน blaNDM, 
blaIMP, blaOXA และ blaVIM แยกได้จาก 
clinical specimens ที่ผ่านการตรวจยืนยัน
ชนิดของยีนจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

8. การทดสอบ recovery ของวิธี PODD, 
Chromogenic agar และ multiplex PCR 

ส าหรับวิธี PODD ที่ให้ผลการทดสอบ
พบเชื้อดื้อยา ให้ท าการเขี่ยเชื้อแบบ sweep 
colony เป็นเส้นตรงจากขอบของ inhibition 
zone ของ disk แต่ละชนิด จนถึงขอบจาน
อาหาร น ามาแยกให้เป็นเชื้อให้เป็นโคโลนีเดี่ยว 
บนอาหาร MacConkey agar  น าไปท าการ
แยกพิสูจน์เชื้อและอ่ืนๆต่อไป 

ส่วนวิธี chromogenic agar เมื่อพบ
เชื้อเจริญบนอาหาร Brilliance CRE agar ให้
ท าการเขี่ยเชื้อโคโลนีเดี่ยวๆ น าไปท าการแยก
พิสูจน์เชื้อและอ่ืนๆต่อไป 

ท าการแยกพิสูจน์ชนิดของเชื้อด้วย
เครื่อง VITEK II และทดสอบความไวต่อสาร
ต้านจุลชีพซ้ าอีกครั้ง ส าหรับเชื้อดื้อยาทดสอบ
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กลุ่ม CRE และ CR-NFB จะเพ่ิมการตรวจหา
ยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ทั้ง 5 ตัว ด้วยวิธี 
multiplex PCR ส าหรับตรวจหายีนดื้อยา 
blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaOXA และ blaVIM 

ส่วนวิธี multiplex PCR เตรียมสาร
พันธุกรรมต้นแบบ (DNA template) จาก 
stool spiked TSB ที่มีเชื้อดื้อยา น าไปทดสอบ 
multiplex PCR ส าหรับตรวจหายีนที่ควบคุม
การสร้างเอนไซม์คาร์บาพีนีเมส ได้แก่ blaKPC, 
blaNDM, blaIMP, blaOXA และ blaVIM 

9. การวิเคราะห์ผล 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
วิธีการคัดกรองเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อ
ยากลุ่มคาร์บาพีเนม ทั้ง 3 วิธี ได้แก่ PODD 
Chromogenic agar และ multiplex PCR 
ส าหรับตรวจหา carbapenemase genes จะ
ถู ก น า ม า ค า น ว ณ ห า  %  sensitivity, % 
specificity, % PPV และ % NPV ส าหรับการ
ทดสอบ recovery จะถูกค านวนเป็น อัตรา
ร้อยละ 

ผลการวิจัย 

ผลการคัดกรองอุจจาระที่ไม่มีเชื้อดื้อยากลุ่ม
คาร์บาพีแนมด้วยวิธี Pooled-organisms 
disk diffusion method (PODD) 

ผลการคัดกรองอุจจาระด้วยวิธี PODD 
เป็นลบหรือไม่พบเชื้อดื้อยาในอุจจาระทั้ง 25 
ตัวอย่าง  เมื่อวัดขนาดของ inhibition zone 
ของสารต้านจุลชีพ imipenem (10 g), 
meropenem (10 g) และ doripenem (10 
g) มากกว่า 22 มม., 22 มม. และ 22 มม. 
ตามล าดับ  โดยก าหนดจากเกณฑ์มาตรฐาน
การแปลผลการทดสอบความไวของเชื้อต่อสาร
ต้านจุลชีพด้วยวิธี disk diffusion method 

ตาม Clinical and Laboratory Standards 
(CLSI) (ตารางที่ 1) อุจจาระที่ผ่านการคัดกรอง
เหล่านี้ จะถูกน าใช้การทดสอบ การคัดกรอง
เชื้อดื้อยาแฝงในอุจจาระ ด้วยวิธี PODD 

ผลการคัดกรองเชื้อดื้อยาแฝงในอุจจาระ ด้วย
วิธี PODD 

ผลการคัดกรองเชื้อดื้อยาในอุจจาระ
ด้วยวิธี PODD พบว่า ขนาดของ inhibition 
zone ของ imipenem (10 g), meropenem 
(10 g) และ doripenem (10 g) ต่อเชื้อ 
Escherichia coli ATCC 25922 และ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
ได้ผลไปในทางเดียวกัน คือวัดได้ มากกว่า 22 
มม., 22 มม. และ 22 มม. ตามล าดับ แสดงว่า 
ผลการคัดกรองอุจจาระด้วยวิธี PODD เป็นลบ
หรือไม่พบเชื้อดื้อยาในอุจจาระ 

ผลการคัดกรองเชื้อดื้อยาในอุจจาระ
ด้วยวิธี PODD พบว่า ขนาดของ inhibition 
zone ของ imipenem (10 g), meropenem 
(10 g) และ doripenem (10 g) ต่อเชื้อ ดื้อ
ยากลุ่มที่1 (CRE) จ านวน 15 สายพันธุ์และ 
กลุ่มที่ 2 (CR-NFB) จ านวน 8 สายพันธุ์ ได้ผล
ไปในทางเดียวกันคือวัดได้ น้อยกว่า 22 มม., 
22 มม. และ 22 มม. ตามล าดับ แสดงว่าผล
การคัดกรองอุจจาระด้วยวิธี PODD เป็นบวก
หรือพบเชื้อดื้อยาในอุจจาระ เชื้อดื้อยาที่พบจะ
ถูกน ามาแยกเป็นโคโลนีเดี่ยว เพ่ือทดสอบ 
recovery ต่อไป 

ผลการทดสอบ Lower Limit of detection 
(LODs) ของวิธี PODD 

 การตรวจวิเคราะห์หา LODs ของเชื้อ
ดื้อยาทดสอบ 2 สายพันธุ์ ได้แก่ E.coli 
(blaNDM)  และ CR-A.baumannii (blaNDM) 
พบว่า วิธี PODD เป็นบวกหรือพบเชื้อดื้อยาใน



บทความวิจยั [TUH Journal online  Volume 3 No. 2 May - August 2018] 
 

        47  
  

อุจจาระ ตั้งแต่ 108 CFU/ml ถึง 100 CFU/ 
ml เมื่อน าแต่ละ dilution มาท าการแยกให้
เป็นเชื้อให้เป็นโคโลนีเดี่ยว และพิสูจน์ชนิดของ
เชื้อ ด้วยเครื่อง VITEK II และทดสอบความไว
ต่อสารต้านจุลชีพกลุ่มคาร์บาพีเนมซ้ าอีกครั้ง 
พบว่า ทุก dilution สามารถแยกชนิด เชื้อ  E. 
coli และ A. baumannii โดยทั้ง 2 สายพันธุ์ 
ดื้อต่อยากลุ่ม คาร์บาพีเนม ได้แก่ imipenem, 
meropenem และ doripenem 

ประสิทธิภาพการคัดกรองเชื้อแบคทีเรียแกรม
ลบที่ดื้ อต่อยากลุ่มคาร์บาพี เนม ด้วยวิธี 
PODD กับ Chromogenic agar และ 
Multiplex PCR ส าหรับตรวจหา 
carbapenemase genes 

ผลการศึกษาดังแสดงในตารางที่  3 
พบว่าวิธี PODD มีประสิทธิภาพในการตรวจหา
เชื้ อ แบคที เ รี ยที่ ดื้ อ ต่ อย า ไ ด้ เ ป็ น อย่ า ง ดี          
มีความไว (Sensitivity) เท่ากับ 100%, 
ความจ าเพาะ (Specificity) เท่ากับ 100%, 
Positive Predictive Value (PPV) เท่ากับ 
100% และ Negative Predictive Value 
(NPV) เท่ากับ  100%  และมีผลเป็นที่น่าพอใจ     
เมื่อเทียบกับการตรวจด้วย multiplex PCR    
และ multiplex PCR  ส าหรับตรวจ          
หา carbapenemase genes  ซึ่งมีความไว 
(sensitivity) เท่ากับ 100%, ความจ าเพาะ 
(specificity) เท่ากับ 100%, Positive 
Predictive Value (PPV) เท่ากับ 100% และ 
Negative Predictive Value (NPV) เท่ากับ  
100% ขณะที่การใช้ chromogenic agar     
มีความไวเท่ากับ 95.65 %, ความจ าเพาะ  
เท่ากับ 100%, Positive Predictive Value 
(PPV) เท่ากับ 100% และ Negative 
Predictive Value (NPV) เท่ากับ 95.83 %  

 

ผลการทดสอบ recovery ของวิธี PODD, 
chromogenic agar และ multiplex PCR  

  การทดสอบ recovery หลังจากเติม
เชื้อแกรมลบดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนมลงไป     
ในอุจจาระจ านวน 23 ตัวอย่าง  เมื่อบ่มเพาะ
แ ล้ ว  ม า ท า ก า ร ท ด ส อบ ด้ ว ย วิ ธี  PODD, 
chromogenic agar และ multiplex PCR 
พบว่า ทั้งวิธี PODD และ multiplex PCR    
ให้ recovery เท่ากับ 100% ขณะที่ วิธี 
chromogenic agar สามารถ recovery เชื้อ
กลุ่ม CR-NFB ได้ 100% แต่ สามารถ เชื้อ CRE 
ที่สร้างเอนไซม์ NDM ได้ 11 สายพันธุ์ 
(91.67%) จากทั้งหมด 12 สายพันธุ์ (ตารางที่ 
4) 

ผลการทดสอบด้วยวิธี PODD เมื่อท า
การแยกพิสูจน์ชนิดของเชื้อด้วยเครื่อง VITEK II 
พบเชื้อ 23 สายพันธุ์ที่ spiked ลงไป สามารถ
แยกพิสูจน์กลับมา ดังแสดงในตารางที่ 5 และ
เมื่อทดสอบความไวของเชื้อต่อยาลุ่มคารบาพี
เนม ได้แก่ imipenem meropenem และ 
doripenem พบว่าดื้อต่อยากลุ่มนี้ และเมื่อท า
การตรวจ multiplex PCR ส าหรับตรวจหา 
carbapenemase gene ได้แก่ blaKPC, 
blaNDM, blaIMP, blaOXA และ blaVIM พบว่า
สามารถตรวจหายีนได้อย่างถูกต้องทุกสายพันธุ์ 
ซึ่งวิธี multiplex PCR สามารถตรวจยีนได้
อย่างถูกต้องทั้งหมด 23 สายพันธุ์ เช่นเดียวกับ
วิธี PODD ขณะที่ วิธี chromogenic agar 
พบว่า เชื้อ E. coli (blaNDM positive) ไม่เจริญ
บนอาหาร Brilliance CRE agar จึงไม่สามารถ
น ามาท าการตรวจหายีนดื้อยาได้  
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ตารางท่ี 1  เกณฑ์การแปลผลความไวของเชื้อต่อสารต้านจุลชีพด้วยวิธี disk diffusion method 
ตาม CLSI 2017, M100-S27 และ CLSI 2015, M45, 3rd edition 

Organism disc agent (10 µg) Zone (mm.) 
S I R 

Enterobacteriacieae ETP >22 19-21 <18 
  IMP >23 20-22 <19 
  MEM >23 20-22 <19 
  DOR >23 20-22 <19 
Aeromonas spp. ETP >22 19-21 <18 
  IMP >23 20-22 <19 

MEM >23 20-22 <19 
  DOR >23 20-22 <19 
Vibrio spp. IMP >23 20-22 <19 
  MEM >23 20-22 <19 
P.aeruginosa 
  

IMP >19 16-18 <15 
MEM >19 16-18 <15 

  DOR >19 16-18 <15 
Acinetobacter spp. IMP >22 19-21 <18 
  MEM >18 15-17 <14 
  DOR >18 15-17 <14 

 
ตารางที่ 2 รายละเอียดของ primers ที่ใช้ในการตรวจ multiplex PCR ส าหรับตรวจหา 

carbapenemase genes ส าหรับแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม  

Carbapenemases 
gene 

Primer sequences Amplicon size (bp) 

blaKPC 5’-TGT CAC TGT ATC GCC GTC-3’ 900 
5’-CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC-3’ 

blaNDM 5’-GCA GCT TGT CGG CCA TGC GGG C -3’ 782 
5’-GGT CGC GAA GCT GAG CAC CGC AT -3’ 

blaIMP 5’-GAA GGC GTT TAT GTT CAT AC -3’ 587 
5’-GTA CGT TTC AAG AGT GAT GC -3’ 

blaOXA-48-like 5’-GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC -3’ 438 
5’-CAT CAA GTT CAA CCC AAC CG -3’ 

blaVIM 5’-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC -3’ 389 
5’-AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG -3’ 
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ตารางท่ี 3  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการคัดกรองเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์
บาพีเนม (CR-GNB)  ด้วยวธิี PODD กับ chromogenic agar และ multiplex PCR ส าหรับตรวจหา
คาร์บาพีนีเมสยีน 
 

Method  

CR-GNB a with positive gene  
(23 strains)  % 

Sensitivity  
% 

Specificity  % PPV  % NPV  
KPC  NDM  IMP  OXA  VIM  Neg.b  

(0)  (13)  (5)  (1)  (4)  (0)  

PODD  0  13  5  1  4  0  
100  

(23/23)  
100  

(23/23)  
100  

(23/23)  
100 

(23/23)  

Chromogenic 
agar  

0  12  5  1  4  1  
95.65 

(22/23)  
100 

 (23/23)  
100  

(23/23)  
95.83 

(23/24)  

Multiplex PCR 
for 
carbapenemas
e genes  

0  13  5  1  4  0  
100  

(23/23)  
100 

(23/23)  
100 

(23/23)  
100 

(23/23)  

aCR-GNB เชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม 
bNeg Negative 
 
ตารางท่ี 4  ผลการทดสอบ recovery ของวิธี PODD, chromogenic agar และ multiplex PCR 
ส าหรับการตรวจหาคาร์บาพีนีเมสยีน 

Organism  
(23 strains) 

% recovery positive isolate in method. 
PODD Chromogenic agar Multiplex  PCR 

CRE (15)    KPC (0) - - - 
NDM (12) 100 (12/12) 91.67 (11/12) 100 (12/12) 

IMP (2) 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (2/2) 
OXA (1) 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1) 
VIM (0) - - - 

CR-NFB (8)   KPC (0) - - - 
NDM (1) 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (1/1) 
IMP (3) 100 (3/3) 100 (3/3) 100 (3/3) 

OXA (0) - - - 
VIM (4) 100 (4/4) 100 (4/4) 100 (4/4) 

CRE : Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, CR-NFB : Carbapenem resistant 
nonfermentative Bacilli
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อภิปรายผล 

ปัจจุบันมีหลายการทดสอบที่สามารถ
ตรวจสอบ carbapenemase-producing ได้
ในแบคทีเรียแกรมลบ ไม่ว่าจะตรวจหาเอนไซม์
ที่สามารถย่อยสลายฤทธิ์ของสารต้านจุลชีพใน
กลุ่ม เช่น modified Hodge test (MHT) หรือ
การถูกยับยั้งด้วยสารบางอย่าง ( inhibitor-
based methods using metal chelators 
for MBLs) ซึ่งเป็นคุณลักษณะที่ส าคัญในการใช้
แยกชนิดหรือกลุ่มของเอนไซม์ได้ เช่น  MBL E-
test, boronic acid for KPCs [12] รวมถึง 
Carba-NP [13] แต่ในงานประจ าวันยังไม่
สามารถใช้วิธีการเหล่านี้ในการคัดกรองเชื้อ 
CRE และ CR-NFB ท่ามกลางเชื้อแบคทีเรีย
หลายๆสายพันธุ์พร้อมกันได้ อย่างไรก็ตาม 
ผู้ปฏิบัติงานจ าเป็นต้องแยกเป็นเชื้อเดี่ยวและ
ปฏิบัติตาม CLSI guideline อย่างเคร่งครัด
ก่อนรายงานผลไปยังแพทย์และบุคลากรที่
เกี่ยวข้องเช่นเดิม   

ในงานวิจัยนี้ Inhibition zone 
criteria ที่น ามาเป็นเกณฑ์คัดเข้า (Cut-off 
positive sample) ใช้ criteria zone size 
ข อ ง เ ชื้ อ แ บ ค ที เ รี ย แ ก ร ม ล บ  ก ลุ่ ม 
Enterobacteriaceae ซึ่งมี Inhibition zone 
กว้างที่สุด เมื่อเทียบกับเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ
กลุ่มที่เหลือ ดังนั้นการที่ positive sample ใด 
พบเชื้อในกลุ่ม Non-fermentative Gram 
negative bacilli ที่ยังให้ผลไว (Susceptible) 
ต่อการทดสอบ ก็อาจท าให้เกิดผลบวกปลอม 
ในขั้นตอนของการคัดกรองด้วยวิธี PODD ซึ่ง
ถือเป็นข้อจ ากัดของวิธีนี้ ดังนั้น การแยกพิสูจน์
ชนิดของเชื้อและท าการทดสอบความไวของ
เชื้อต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมอีกครั้ง จากตัวอย่าง
อุจจาระที่ให้ผล PODD บวก จึงมีความจ าเป็น 
เ พ่ือการตรวจยืนยั น เชื้ อดื้ อยา  และ เ พ่ือ

ประโยชน์ทางด้านระบาดวิทยา และรายงานผล
ชนิดของเชื้อดื้อยาให้แพทย์ทราบ 

จากการตรวจหาสารพันธุกรรมของ
เชื้อในสร้างเอนไซม์คาร์บาพินีเมส ด้วยวิธี 
multiplex PCR เพ่ือตรวจหายีน 5 ชนิด ได้แก่  
blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaOXA และ blaVIM 
พบว่าให้ sensitivity และ specificity ไม่
แตกต่างกับวิธี PODD  งานวิจัยนี้ สามารถ
ตรวจหายีน carbapenemases ทั้ง 5 ชนิด 
จากอุจจาระโดยตรงด้วยวิธี multiplex PCR 
ผลได้เร็วขึ้น ลดระยะลงได้ 2-3 วัน และไม่มี
การรบกวนจากแบคทีเรียประจ าถิ่นในอุจจาระ
ที่มีจ านวนมากและสามารถน าไปใช้ในการ
ตรวจหาผู้ป่วยที่เป็นพาหะเชื้อดื้อยาแฝงใน
อุจจาระได้เช่นเดียวกัน  

ส าหรับผลที่ไม่สอดคล้องของเชื้อที่
ทดสอบบน chromogenic agar เมื่อเทียบกับ
การทดสอบอ่ืนๆ  อาจมีปัจจัยกระทบจาก
สาเหตุต่างๆได้ เช่น ความเสถียรของสารต้าน
จุลชีพที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรไปตาม
ระยะเวลาการเตรียม, การเก็บรักษาก่อนการใช้
งาน, ปริมาณของเชื้อที่ต้องปรับให้มีความขุ่น
เท่ากับ 0.5 McFarland ก่อนเพาะเลี้ยงลงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ และกรณีมีเชื้อที่สามารถยับยั้ง
การออกฤทธิ์ของสารต้านจุลชีพได้ ท าให้เชื้อที่
ไวต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนมก็สามารถเจริญได้แม้
ได้รับการทดสอบยืนยันภายหลังว่าไวต่อยานี้
ภายหลัง 

อย่างไรก็ตาม วิธี PODD สามารถใช้
เป็นวิธีคัดกรองเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อ
ยากลุ่มคาร์บาพีเนม ซึ่งมีค่าใช้จ่ายที่ถูกกว่าการ
ใช้วิธี multiplex PCR หรือ chromogenic 
agar นอกจากนี้ยังสะดวกต่อการปฏิบัติงาน 
เหมาะกับการใช้เพ่ือทดสอบในโรงพยาบาลของ
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รัฐทั่ วไป ที่ ไม่มี เครื่องมือราคาแพง หรือมี
งบประมาณท่ีจ ากัดในการตรวจหาเชื้อเหล่านี้  

สรุปผล 

วิธี PODD มีความสามารถในการคัด
กรองเชื้อไม่แตกต่างจากวิธีคัดกรองอ่ืนๆ 
สามารถตรวจเชื้อดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนมได้ง่าย 
ราคาถูก มีความไว (sensitivity) และ
ความจ าเพาะสูง สามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน
งานประจ าวัน ครอบคลุมการคัดกรองเชื้อที่ดื้อ
ย า ด้ ว ย ก ล ไ ก ข อ ง ก า ร ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ 
carbapenemases ได้แก่ blaKPC, blaNDM, 
blaIMP, blaOXA และ blaVIM genes ที่เป็น
ปัญห า ใน โ ร งพยาบาล ในกา รติ ด เ ชื้ อ ใ น
โรงพยาบาล (Nosocomial Infection) ไม่ว่า
จะเป็นการเฝ้าระวังการติดเชื้อนอกล าไส้ของ
ผู้ป่วยที่พบเป็นพาหะเชื้อดื้อแฝงในอุจจาระรวม
ไปจนถึงการป้องกันการแพร่กระจายไปยัง
ผู้ป่วยรายอื่น 

ข้อเสนอแนะ 

วิธี PODD ที่ได้พัฒนาจากงานวิจัยนี้ 
สามารถใช้ในการตรวจคัดกรองเชื้อดื้อยาใน
อุจจาระผู้ป่วยในโรงพยาบาลทั่วไปได้ เนื่องจาก
เป็นวิธีที่ง่าย ไม่ต้องใช้เครื่องมือราคาแพง โดย
วิธีนี้ ให้ผลถูกต้องและมีความจ าเพาะสูงไม่
แตกต่างไปจากวิธีการตรวจทางชีวโมเลกุล 
อย่างไรก็ตาม หากผู้ที่สนใจศึกษาชนิดของยีน
ดื้อยา สามารถใช้วิธีที่ทางชีวโมเลกุลที่ ได้
น าเสนอไว้ในงานวิจัยนี้ 
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