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นิพนธ์ต้นฉบับ

การตรวจหาเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสชนิดฤทธิ์ขยาย
และแอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมสในเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี

พจมาน  ผู้มีสัตย์1   ปิยะรัตน์  จิตรภิรมย์1 และ เกรียงศักดิ์  มีพันธ์2
1ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏบ้านสมเด็จเจ้าพระยา
2หน่วยจุลชีววิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์วชิรพยาบาล มหาวิทยาลัยนวมินทราธิราช

บทคัดย่อ  กลไกส�ำคัญที่เชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอีดื้อต่อสารต้านจุลชีพ ได้แก่ การสร้างเอนไซม์บีตา-แลคทาเมส ชนิดฤทธิ์ขยาย

และแอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส  วัตถุประสงค์ เพื่อตรวจหาเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอีที่สร้างเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสชนิดฤทธิ์ 

ขยายและแอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส ในเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยท่ีเข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลวชิรพยาบาล กรุงเทพมหานคร 

วิธีการศึกษา เชื้อที่ศึกษาแยกได้จากสิ่งส่งตรวจ จ�ำนวน 400 ไอโซเลท น�ำมาตรวจหาการสร้างเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสชนิดฤทธิ์ขยาย 

โดยวิธี double disc synergy test และตรวจหาเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส โดยวิธี AmpC disc test  ผลการศึกษา พบ

เชื้อที่สร้างเอนไซม์บีตา-แลคทาเมส ชนิดฤทธิ์ขยาย จ�ำนวน 170 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 42.5  เชื้อที่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลค 

ทาเมส จ�ำนวน 21 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 5.3  พบเชื้อที่สร้างทั้งเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสชนิดฤทธิ์ขยายและ แอมพ์ซี บีตา-แลคทา

เมส จ�ำนวน 7 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 1.8
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บทน�ำ

ปัญหาเชื้อแบคเทอเรียดื้อต่อสารต้านจุลชีพกลุ่มบีตา-แลคแทม 

(b-lactam) พบมากในเชื้อกลุ่มแกรมลบ รูปแท่ง รวมทั้งกลุ่มเอน

เทอโรแบคเทอริซีอี (Enterobacteriaceae) โดยเชื้อสร้างเอนไซม์

บีตา-แลคทาเมส (b-lactamase) มาท�ำลายยาซึ่งมีโครงสร้างเป็น

วงแหวนบีตา-แลคแทม (b-lactam ring) เช่น เพนิซิลิน (peni-

cillin) และเซฟาโลสปอรินส์ (cephalosporins) เอนไซม์กลุ่มนี้

มีหลายชนิด ชนิดที่มีความส�ำคัญ คือ เอนไซม์บีตา-แลคทาเมส

ชนิดฤทธิ์ขยาย (Extended-Spectrum b-lactamase; ESBL) 

ท�ำให้เชื้อดื้อต่อยาในกลุ่มบีตา-แลคแทมทั้งหมด ยกเว้นยากลุ่ม 

คาร์บาพีเนมส์ (carbapenems) และเซฟาไมซิน (cephamycin) 

โดยเชื้อที่มักพบว่ามีการสร้างเอนไซม์ชนิดนี้ ได้แก่ Escherichia 

coli และ Klebsiella spp1  ปัจจุบันพบเชื้อที่สร้างเอนไซม์ ESBL 

ที่แยกได้จากผู้ป่วยเพิ่มมากขึ้น และพบได้ทั่วโลก เช่น พบเชื้อ E. 

coli และ K. pneumoniae ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ร้อยละ 4.8, 

8.5 และมากกว่าร้อยละ 12 ในประเทศเกาหลี ไต้หวัน และฮ่องกง 

ตามล�ำดับ2  ส�ำหรับในประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อ K. pneu-

moniae และ E. coli ที่ดื้อต่อสารต้านจุลชีพโดยการสร้างเอนไซม์ 

ESBL ร้อยละ 53.4 และ 53.6 ตามล�ำดับ3  นอกเหนือจากเอนไซม์ 

ESBL แล้ว ได้มีการค้นพบเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสชนิด แอมพ์

ซี บีตา- แลคทาเมส (AmpC b-lactamase) ซึ่งสามารถท�ำลาย

ยาเพนิซิลิน ยากลุ่มเซฟาโลสปอรินส์ รุ่นที่ 3 โมโนแบคแทม 

(monobactam)  เอชทรีโอแนม (aztreonam) และที่แตกต่าง

จากเอนไซม์ ESBL คือเอนไซม์นี้สามารถท�ำลายยาเซฟาไมซินได้ 

และไม่ถูกยับยั้งด้วยสารยับยั้งเอนไซม์บีตา-แลคทาเมส (b-lac-

tamase inhibitors) ชนิดกรดคลาวูลานิก (clavulanic acid)4  

โดยยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส พบ

ได้บนโครโมโซมในเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี บางชนิด เช่น 

Enterobacter spp, Shigella spp, Providencia spp, Citro-

bacter freundii, Morganella morganii, Serratia marcescens 

ไดรับตนฉบับเมื่อ 8 กรกฎาคม 2558 ไดตีพิมพเมื่อ 28 สิงหาคม 2558

ตองการส�ำเนาตนฉบับติดตอ พจมาน  ผู้มีสัตย์ 1ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ 

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏบ้านสมเด็จเจ้าพระยา 

อาคาร 9 ซอยอิสรภาพ 15 แขวงหิรัญรูจี เขตธนบุรี กรุงเทพฯ 10600
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และ E. coli5,6  อย่างไรก็ตามยีนดื้อยาชนิดนี้สามารถถ่ายโอนผ่าน

ทางพลาสมิด (plasmid-mediated AmpC b-lactamase) จึง

ท�ำให้เชื้อบางชนิด เช่น K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmo-

nella spp. และ Proteus mirabilis สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-

แลคทาเมสได้ ในปัจจุบันพบความชุกของเชื้อที่สร้างเอนไซม์แอมพ์

ซี บีตา-แลคทาเมสได้หลายพื้นที่ เช่น อินเดีย สาธารณรัฐเชค 

ร้อยละ 24 และ 1.1 ตามล�ำดับ7,8   รวมทั้งประเทศไทย โดยพบ

ในเชื้อ E. coli ร้อยละ 5.13  นอกจากนี้ยังพบเชื้อที่สร้างเอนไซม์

ทั้ง 2 ชนิดนี้ร่วมกันอีกด้วย9  ซึ่งเชื้อที่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-

แลคทาเมสได้นั้นจะบดบังการตรวจหาเอนไซม์ ESBL โดยจะท�ำให้

ตรวจไม่พบการสร้างเอนไซม์ ESBL10  การตรวจโดยใช้กรดคลา-

วูลานิก ซึ่งเป็นสารยับยั้งเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสที่ใช้ส�ำหรับตรวจ

หาเชื้อที่สร้างเอนไซม์ ESBL นั้นไม่สามารถยับยั้งเอนไซม์แอมพ์

ซี บีตา-แลคทาเมสได้ จึงท�ำให้ตรวจไม่พบการดื้อยาของเชื้อที่สร้าง

เอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส อีกทั้งยังไม่มีวิธีที่ Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI) แนะน�ำ ด้วย

เหตุนี้นักวิทยาศาสตร์หลายคณะจึงศึกษาหาวิธีการตรวจหาแอมพ์

ซี บีตา-แลคทาเมส เช่น AmpC disc test, disc antagonism 

test, modified three-dimensional test, inhibitor-based 

method เป็นต้น11 โดยสารยับยั้งเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทา

เมส ที่ใช้แทนกรดคลาวูลานิก ได้แก่ กรดโบโรนิก (boronic acid) 

นอกจากนี้ยังมีผู้น�ำยาเซฟิพีม (cefepime) มาใช้ในการตรวจหา

เชื้อที่สร้างเอนไซม์ ESBL ร่วมกับแอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส อีก

ด้วย12  ด้วยเหตุผลดังกล่าว หากห้องปฏิบัติการท�ำการตรวจหา

เฉพาะเอนไซม์ ESBL เพียงอย่างเดียว อาจท�ำให้เกิดความผิด

พลาดในการรักษาได้ เนื่องจากอาจเกิดผลลบปลอม (false 

negative) เพราะหากเชื้อมีการสร้างเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดนี้ร่วมกัน 

เป็นไปได้ที่เชื้อที่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส จะบดบัง

การตรวจหาเอนไซม์ ESBL หากตรวจโดยใช้กรดคลาวูลานิก จึง

ตรวจหาเช้ือกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอีท่ีดื้อต่อสารต้านจุลชีพ 

โดยการสร้างเอนไซม์ ESBL และ/หรือแอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส  

ซึ่งนอกเหนือจากเชื้อ E.coli และ K. pneumoniae แล้ว เอนไซม์

ทั้ง 2 ชนิดนี้ก็สามารถพบได้ในเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี 

ชนิดอื่นๆ เช่นเดียวกัน ซึ่งข้อมูลที่ได้จะเป็นประโยชน์ส�ำหรับใช้

เป็นแนวทางในการรักษา การเฝ้าระวังเชื้อดื้อต่อสารต้านจุลชีพ 

และรับมือกับเช้ือดื้อต่อสารต้านจุลชีพชนิดใหม่ที่เพิ่มมากข้ึนใน

ปัจจุบันได้ทันท่วงที

วัสดุและวิธีการ

เชื้อตัวอย่าง

เชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี แยกได้จากผู้ป่วยที่เข้ารับการ

รักษาที่คณะแพทยศาสตร์วชิรพยาบาล มหาวิทยาลัยนวมินทราธิ

ราช จ�ำนวน 400 ไอโซเลท ได้แก่ เชื้อ Enterobacter cloacae 

จ�ำนวน 21 ไอโซเลท  Enterobacter aerogenes จ�ำนวน 4 ไอ

โซเลท  K. pneumoniae จ�ำนวน 110 ไอโซเลท  K. ozanae 

จ�ำนวน 4 ไอโซเลท  E. coli จ�ำนวน 216 ไอโซเลท  P. mirabi-

lis จ�ำนวน 14 ไอโซเลท  Proteus vulgaris จ�ำนวน 2 ไอโซเลท  

Citrobacter diversus จ�ำนวน 5 ไอโซเลท  C. freundii จ�ำนวน 

4 ไอโซเลท  Citrobacter amalonaticus จ�ำนวน 2 ไอโซเลท 

Shigella spp. จ�ำนวน 2 ไอโซเลท  Morganella morganii 

จ�ำนวน 2 ไอโซเลท  Serratia marcescens จ�ำนวน 2 ไอโซโลท  

Providencia staurtii จ�ำนวน 1 ไอโซเลท และ Salmonella 

spp. 11 ไอโซเลท แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ ได้แก่ เสมหะ (sputum) 

ปัสสาวะช่วงกลาง (midstream urine) ปัสสาวะจากสายสวน 

(catheterized urine) น�้ำดี (bile) เลือด (blood) หนอง (pus) 

บาดแผล (wound) อุจจาระ (stool) น�้ำล้างปอด (bronchoal-

veolar lavage) และสิ่งส่งตรวจที่ป้ายจากปากมดลูก (cervical 

swab)

วิธีการวิจัย

ตัวอย่างเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี จากคณะแพทยศาสตร์

วชิรพยาบาล มหาวิทยาลัยนวมินทราธิราช ถูกน�ำมาวินิจฉัยเชื้อ

โดยการทดสอบทางชีวเคมีอีกครั้ง ณ ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏบ้านสมเด็จ

เจ้าพระยา

1.	 การตรวจหาการสร้างเอนไซม์ ESBL โดยวิธี double disc 

synergy test

น�ำเชื้อในกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี ที่ได้ปรับความขุ่นให้ได้

เท่ากับ 0.5 McFarland โดยใช้เครื่องวัดความขุ่นของสารละลาย 

(Densitometer) จากนั้นน�ำไม้พันส�ำลีปราศจากเชื้อ (Sterile cot-

ton swab) จุ่มลงไป บิดข้างหลอดพอหมาด น�ำไปป้ายลงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA) ให้เป็นสนามเชื้อ วาง

แผ่นยา Amoxicillin/clavulanate (AMX/cla) (20/10 ไมโคร 

กรัม) ตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA แล้ววางแผ่นยาเซทา-

ซิดีม (ceftazidime) (30 ไมโครกรัม) เซโพดอกซิม (cefpodox-

ime) (10 ไมโครกรัม)  เซฟไทรอะโซน (ceftriaxone) (30 ไมโครกรัม) 
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เซฟอทาซีม (cefotaxime) (30 ไมโครกรัม) ให้ห่างจากขอบแผ่น

ยา AMX/cla 20 มิลลิเมตร บ่มเชื้อที่ 35 องศาเซลเซียส นาน 24 

ชั่วโมง ดูวงใสที่ถูกยายับยั้ง โดยด้านที่ใกล้กับ AMX/cla จะขยาย

ออกไปจากวงปกติซ่ึงเกิดจากการเสริมฤทธ์ิของกรดคลาวูลานิก 

แปลผลเป็นบวก แสดงว่าเชื้อสร้างเอนไซม์ ESBL

ในการทดลองนี้ใช้เชื้อ K. pneumoniae ATCC 700603 ซึ่ง

เป็นเช้ือท่ีสร้างเอนไซม์ ESBL เป็นเชื้อควบคุมที่ให้ผลบวก 

(positive control) และใช้เชื้อ E. coli ATCC 25922 ซึ่งเป็น

เชื้อที่ไม่สร้างเอนไซม์ ESBL เป็นเชื้อควบคุมที่ให้ผลลบ (negative 

control)  

2.	 การตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทา

เมส

ปรับเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอีให้ได้ความขุ่นเท่ากับ 0.5 

MacFarland โดยใช้เครื่องวัดความขุ่นของสารละลาย (Densi-

tometer) จากนั้นป้ายเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA ให้เป็น

สนามเชื้อ วางแผ่นยาเซฟอกซิทิน (30 ไมโครกรัม) บ่มเชื้อนาน 

24 ชั่วโมง วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone ถ้า

มีขนาด ≤ 18 มิลลิเมตร แสดงว่าให้ผลบวกต่อการตรวจคัดกรอง

การสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส13  อย่างไรก็ตามเชื้อที่

ให้ผลบวกและผลลบต่อการตรวจคัดกรองจะน�ำมาตรวจหาการ

สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส โดยวิธี AmpC disc test 

ต่อไป 

3.	 การตรวจหาการสร้างเอนไซม์ AmpC- b-lactamase 

โดยวิธี AmpC disc test

3.1	 การเตรียม AmpC disc

ผสมน�้ำเกลือ (Normal saline solution) 1 ส่วน ต่อ 

100x Tris-EDTA 1 ส่วน น�ำมา 20 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่น

กระดาษกรองปราศจากเชื้อ (sterile blank disc) ทิ้งไว้ให้แห้ง 

เก็บที่ 2-8 องศาเซลเซียส เมื่อต้องการน�ำมาใช้ให้หยดน�้ำเกลือ 20 

ไมโครลิตร จากนั้นน�ำโคโลนีของเชื้อที่จะทดสอบหลายๆ โคโลนี 

ป้ายลงบน AmpC disc ที่เตรียมไว้เพื่อให้เอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-

แลคทาเมส ที่อยู่ภายในเซลล์หลั่งออกมานอกเซลล์

3.2	 การตรวจหาการสร้างเอนไซม์ AmpC b-lactamase

ปรับเชื้อ E. coli ATCC 25922 ให้มีความขุ่นเท่ากับ 0.5 

McFarland (เชื้อไวต่อยาเซฟอกซิทิน) โดยใช้เครื่องวัดความขุ่น

ของสารละลาย (Densitometer) ป้ายเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MHA ให้เป็นสนามเชื้อ วางแผ่นยาเซฟอกซิทิน (30 ไมโครกรัม) 

ลงไป น�ำ AmpC disc ที่ป้ายเชื้อที่ต้องการทดสอบแล้ว วางให้

ใกล้ขอบของแผ่นยาเซฟอกซิทินมากที่สุด บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส 

นาน 24 ชั่วโมง เชื้อที่สามารถสร้างเอนไซม์ AmpC b-lactamase 

ได้ จะท�ำลายยาเซฟอกซิทินที่น�ำมาทดสอบ ซึ่งจะท�ำให้เชื้อ E.coli 

ATCC 25922 เจริญได้ จึงเห็นลักษณะของ inhibition zone 

เป็นรูป clover-leaf แสดงว่าเชื้อที่อยู่บน AmpC disc นั้นสร้าง

เอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส แปลผลเป็นบวก5

ในการทดลองนี้ใช้เชื้อ E. cloacae ATCC BAA-1143 ซึ่ง

เป็นเชื้อที่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส เป็นเชื้อควบคุม

ที่ให้ผลบวก (positive control) และใช้เชื้อ K. pneumoniaei 

ATCC 700603 ซึ่งเป็นเชื้อที่ไม่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลค-

ทาเมส เป็นเชื้อควบคุมที่ให้ผลลบ (negative control)

3.	 การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล

ข้อมูลที่ได้เป็นข้อมูลเชิงคุณภาพ โดยผลที่ได้เป็นการตรวจพบ

การสร้างเอนไซม์หรือไม่พบการสร้างเอนไซม์ที่ศึกษา และน�ำเสนอ

ข้อมูลเป็นค่าร้อยละ

ผลการวิจัย

การตรวจหาการสร้างเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสชนิดฤทธิ์ขยาย

เมื่อน�ำเชื้อในกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอีทั้ง 400 ไอโซเลท มา

ทดสอบหาการสร้างเอนไซม์บีตา- แลคทาเมสชนิดฤทธิ์ขยาย พบ

ว่ามีเชื้อที่สร้างเอนไซม์ ESBL จ�ำนวน 170 ไอโซเลท คิดเป็น 

ร้อยละ 42.5 โดยพบในเชื้อ E. coli จ�ำนวน 118 ไอโซเลท E. 

cloacae จ�ำนวน 10 ไอโซเลท K. pneumoniae จ�ำนวน 37 

ไอโซเลท Salmonella spp. จ�ำนวน 2 ไอโซเลท K. ozaenae 

จ�ำนวน 2 ไอโซเลท และ E. aerogenes จ�ำนวน 1 ไอโซเลท 

การตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส

เมื่อน�ำเชื้อในกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี ทั้ง 400 ไอโซเลท 

มาตรวจคัดกรองการสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส โดย

การวางแผ่นยาเซฟอกซิทิน พบว่ามีเชื้อที่ให้ผลบวกต่อการตรวจ

คัดกรองทั้งสิ้น 71 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 17.8 ดังตารางที่ 1

การตรวจหาการสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส โดยวิธี 

AmpC disc test

เป็นการทดสอบหาการสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส 

โดยการวางแผ่นยาเซฟอกซิทิน ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA ที่มี

เชื้อ E. coli ATCC 25922 ป้ายอยู่ น�ำ AmpC disc ที่มีเชื้อที่

ต้องการทดสอบมาวางใกล้แผ่นยาเซฟอกซิทินมากที่สุด โดยที่แผ่น 
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AmpC disc จะมี Tris-EDTA อยู่ ท�ำให้เอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-

แลคทาเมส หลั่งออกมาท�ำลายฤทธิ์ยาเซฟอกซิทิน เชื้อ E. coli 

ATCC 25922 จึงสามารถเจริญได้  จะมองเห็นการเจริญเข้าไป

ใกล้แผ่นยาเซฟอกซิทิน ดังรูปที่ 1 จากการทดลองพบว่าเชื้อที่ให้

ผลบวกต่อการทดสอบนี้มีจ�ำนวน 21 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 5.3 

ซึ่งเชื้อที่ให้ผลบวกต่อการทดสอบ ได้แก่ E. cloacae จ�ำนวน 8 

ไอโซเลท E. coli จ�ำนวน 7 ไอโซเลท  E. aerogense จ�ำนวน 1 

ไอโซเลท  P. mirabilis จ�ำนวน 1 ไอโซเลท  C. diversus จ�ำนวน 

1 ไอโซเลท  C. freundii จ�ำนวน 2 ไอโซเลท และ P. staurtii 

จ�ำนวน 1 ไอโซเลท  โดยแบ่งเป็นเชื้อที่มีผลการตรวจคัดกรองเป็น

บวก จ�ำนวน 19 ไอโซเลท และให้ผลลบต่อการตรวจคัดกรอง 

จ�ำนวน 2 ไอโซเลท (ตารางที่ 1)

นอกจากนี้พบเชื้อที่สามารถสร้างเอนไซม์ ESBL และ แอมพ์

ซี บีตา-แลคทาเมส ทั้งสิ้น 7 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 1.8 โดย

พบในเชื้อ E. cloacae จ�ำนวน 3 ไอโซเลท และ E. coli จ�ำนวน 

4 ไอโซเลท

วิจารณ์และสรุป

จากการศึกษาพบว่าเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอีมีการสร้าง

เอนไซม์ ESBL ทั้งสิ้น 170 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 42.5 ซึ่งใกล้

เคียงกับการศึกษาของ Sankar และคณะ ในประเทศอินเดีย ซึ่ง

พบการสร้างเอนไซม์ ESBL ในเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอี 

ร้อยละ 48.5014   จากการวิจัยครั้งนี้พบว่าโดยส่วนใหญ่จะพบการ

สร้างเอนไซม์ ESBL ในเชื้อ E. coli จ�ำนวน 118 ไอโซเลท คิด

เป็นร้อยละ 54.6 (118/216) ของเชื้อ E. coli ทั้งหมด ซึ่งสอดคล้อง

กับการศึกษาในประเทศเกาหลี ที่พบเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ 

ESBL ร้อยละ 45.315  ใกล้เคียงกับการศึกษาในโรงพยาบาลศิริราช 

ซึ่งพบเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ร้อยละ 56.916  และพบ

ในเชื้อ K. pneumoniae จ�ำนวน 37 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 

33.6 (37/110) ของเชื้อ K. pneumoniae ทั้งหมด สอดคล้องกับ

การศึกษาการสร้างเอนไซม์ ESBL ที่โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ 

ซึ่งพบเชื้อ K. pneumoniae ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ร้อยละ 32.017  

และใกล้เคียงกับการศึกษาในโรงพยาบาลศิริราช ซึ่งพบเชื้อ K. 

pneumoniae ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ร้อยละ 33.316

จากการตรวจคัดกรองเชื้อกลุ่มเอนเทอโรแบคเทอริซีอีที่สร้าง

เอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส โดยใช้ยาเซฟอกซิทิน ซึ่งเป็น

ยาในกลุ่มเซฟาไมซิน พบมีเชื้อที่ให้ผลบวกต่อการตรวจคัดกรอง 

แต่เมื่อน�ำมาตรวจยืนยันโดยวิธี AmpC disc test พบว่าให้ผล

เป็นลบ อาจเกิดจากเชื้อดังกล่าวมีกลไกการดื้อยาอื่นๆ เช่น การ

สร้างเอนไซม์บีตา-แลคทาเมสชนิดอื่นๆ ที่ท�ำลายยากลุ่มเซฟาไม

ซินได้ หรือเกิดจากการลดความสามารถในการผ่านเข้าออกของ

เมมเบรนภายนอก (outer membrane permeability) ท�ำให้ยา

ไม่สามารถเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียได้ หรือการน�ำยาออกนอกเซลล์ 

(efflux pump) การลดปริมาณพอรินส์ เป็นต้น18-20  สอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Grover และคณะ ที่พบเชื้อ E. coli, K. pneu-

moniae และ P. mirabilis ที่ดื้อต่อยาเซฟอกซิทิน และไม่สร้าง

เอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส20  อย่างไรก็ตาม จากผลการ

วิจัยมีเชื้อที่ให้ผลลบต่อการตรวจคัดกรอง แต่พบมีการสร้างเอน

ไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส จ�ำนวน 2 ไอโซเลท (ตารางที่ 1)  

อาจเกิดจากชนิดของเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส ซึ่งมีความ

ไวต่อยาเซฟอกซิทินแตกต่างกัน21,22

รูปที่ 1  การทดสอบ AmpC disc เชื้อที่ให้ผลบวกต่อการทดสอบ 

คือ E. cloacae และหมายเลข 323 เชื้อที่ให้ผลลบต่อการทดสอบ 

คือเชื้อ K. pneumoniae และหมายเลข 314

ตารางที่ 1  ผลการตรวจคัดกรองและการตรวจหาการสร้างเอน

ไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมสโดยวิธี AmpC disc test 

การตรวจคัดกรอง AmpC disc test

AmpC screening positive (n = 71) 19

AmpC screening negative (n = 329) 2

Total (400) 21 (5.3%)
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วิธี AmpC disc เป็นวิธีที่น�ำเชื้อที่ต้องการทดสอบป้ายลงบน

แผ่นกระดาษกรองปราศจากเชื้อ ที่มีสารอีดีทีเอ (Tris-ethylene-

diaminetetra acetic; Tris-EDTA) อยู่ หากเชื้อใดที่มีการสร้าง

เอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมสได้ ก็จะสามารถหลั่งออกมาท�ำลาย

ยาเซฟอกซิทิน ท�ำให้เชื้อ E. coli ATCC 25922 สามารถเจริญ

รอบแผ่นยาได้ จากการวิจัยครั้งนี้พบว่ามีเชื้อจ�ำนวน 21 ไอโซเลท 

ที่ให้ผลบวกต่อการทดสอบนี้ ซึ่งวิธี AmpC disc test เป็นวิธีที่

ง่าย สะดวก ในการตรวจหาเชื้อที่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา- 

แลคทาเมส ที่มีลักษณะแบบ plasmid-mediated AmpC beta-

lactamase5  แต่จากผลการวิจัยของผู้วิจัยในครั้งนี้ เชื้อส่วนใหญ่

ที่ให้ผลบวกกับการทดสอบนี้คือกลุ่ม chromosomal-mediated 

beta-lactamase ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธี AmpC disc test นี้ก็

สามารถตรวจหาเชื้อที่มีการสร้างแอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส แบบ 

chromosomal-mediated ที่มีการสร้างเอนไซม์ในปริมาณมาก

ได้5

ในการตรวจหาเชื้อที่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส 

สามารถใช้หลักการเดียวกับการตรวจหาการสร้างเอนไซม์ ESBL 

นั่นคือการใช้สารที่มีคุณสมบัติยับยั้งเอนไซม์นั้นๆ เช่น กรดโบโร

นิก (phenylboronic acid หรือ 3-aminophenylboronic acid) 

มีคุณสมบัติยับยั้งเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส23  อย่างไร

ก็ตามยาคลอซาซิลิน (cloxacillin) และยาเซฟิพีม (cefepime) 

ก็สามารถยับยั้งเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมสได้18  อย่างไร

ก็ตามข้อจ�ำกัดของการใช้กรดโบโรนิกคือ อาจมีเอนไซม์บางชนิด

ที่สามารถถูกยับยั้งได้ด้วยกรดโบโรนิก จึงต้องแปลผลด้วยความ

ระมัดระวัง18

ดังที่ได้กล่าวมาแล้วว่าการที่เชื้อสร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา- 

แลคทาเมสนั้น มีผลต่อการตรวจหาเอนไซม์ ESBL เนื่องจากใน

การตรวจหาเอนไซม์ ESBL จะใช้กรดคลาวูลานิกเป็นสารยับยั้ง

การสร้างเอนไซม์ ESBL  ซึ่งไม่มีผลต่อการยับยั้งการสร้างเอนไซม์

แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส ดังนั้นควรมีการน�ำยาเซฟิพีมมาใช้ใน

การตรวจหาเชื้อที่สร้างเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดนี้ร่วมกัน เนื่องจากเชื้อ

ที่สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส จะไวต่อยาเซฟิพีมซึ่งเป็น

ยากลุ่มเซฟาโลสปอรินส์รุ่นที่ 4 ในขณะที่ถูกท�ำลายได้ด้วยเอนไซม์ 

ESBL7,24

โรคติดเชื้อดื้อต่อสารต้านจุลชีพในปัจจุบัน เกิดขึ้นทั้งในชุมชน

และในโรงพยาบาล โดยโรคติดเชื้อที่เกิดในโรงพยาบาลมีความชุก

ของเชื้อดื้อสารต้านจุลชีพมากกว่าโรคติดเชื้อในชุมชน25  ซึ่งส่วน

ใหญ่เกิดจากแบคทีเรียก่อโรคติดเชื้อในโรงพยาบาล (hospital-

acquired infections) ที่ส�ำคัญคือการติดเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม

เอนเทอโรแบคเทอริซีอีที่ดื้อต่อสารต้านจุลชีพโดยการสร้างเอนไซม์ 

ESBL นั่นเอง ซึ่งจากผลการวิจัยในครั้งนี้พบการสร้างเอนไซม์ 

ESBL สูงถึงร้อยละ 42.5 และหากเชื้อมีการดื้อต่อสารต้านจุลชีพ

หลายชนิด เช่น สร้างเอนไซม์แอมพ์ซี บีตา-แลคทาเมส ก็ยิ่งส่ง

ผลต่อการรักษาเป็นอย่างมาก ดังนั้นจึงควรมีการเฝ้าระวังเชื้อดื้อ

ต่อสารต้านจุลชีพ ซึ่งมีความส�ำคัญมากต่อการควบคุมและการ

ป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อดื้อต่อสารต้านจุลชีพ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งในสถานการณ์ของการระบาดของเชื้อดื้อต่อสารต้านจุลชีพ 

และข้อมูลจากการเฝ้าระวังนี้ยังใช้เป็นแนวทางการใช้สารต้านจุลชีพ

ส�ำหรับรักษาผู้ป่วยโรคติดเชื้อ นอกจากนี้สถานพยาบาลและหน่วย

งานที่เกี่ยวข้องควรพัฒนาวิธีการวินิจฉัยโรคติดเช้ือให้มีคุณภาพ 

โดยเฉพาะการวินิจฉัยโรคติดเช้ือทางห้องปฏิบัติการที่สามารถ

วินิจฉัยโรคติดเชื้อได้อย่างแม่นย�ำ และรวดเร็ว เพื่อใช้เป็น 

แนวทางในการงดหรือลดการใช้สารต้านจุลชีพโดยไม่จ�ำเป็น และ

เพิ่มคุณภาพการรักษาโรคติดเชื้อที่จ�ำเป็นต้องได้รับสารต้านจุลชีพ

ให้เหมาะสมยิ่งขึ้น ซึ่งเป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถป้องกันและควบคุม

การดื้อสารต้านจุลชีพได้ และที่ส�ำคัญสถานพยาบาลและหน่วยงาน

ที่เกี่ยวข้องควรมีการก�ำหนดมาตรการป้องกันและควบคุมการ 

แพร่กระจายเชื้อดื้อสารต้านจุลชีพในสถานพยาบาล ทั้งมาตรการ

ทั่วไป เช่น การล้างมือ และมาตรการเฉพาะตามประเภทของผู้ป่วย 

เช่น contact precaution อย่างเป็นระบบและง่ายต่อการปฏิบัติ

ด้วย
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Detection of Extended-Spectrum Beta-Lactamase and
AmpC Beta-Lactamase in Enterobacteriaceae

Potjaman Pumeesat1, Piyarat Chitpirom1 and Kriangsak Miphan2.
1Department of Medical Technology, Faculty of Science and Technology, Bansomdej Chaopraya Rajabhat University;
2Microbiology, Department of Clinical Pathology, Faculty of Medicine Vajira Hospital, Navamindradhiraj University. 

Abstract:  The crucial antibiotic resistant mechanism of Enterobacteriaceae is the production of Extended-

spectrum beta-lactamase (ESBL) and AmpC beta-lactamase.  The aimed of this study was to investigate ESBL 

and AmpC beta-lactamase production in Enterobacteriaceae isolated from patients in Vajira Hospital, Bangkok. 

Method:  A total of 400 clinical isolates of Enterobacteriaceae were examined for ESBL production by double disc 

synergy test and AmpC-producing strains were detected by AmpC disc test.  Results: ESBL and AmpC - 

producing Enterobacteriaceae were 170 isolates (42.5%) and 21 isolates (5.3%), respectively.  This study also found 

7 isolates (1.8%) produced both ESBL and AmpC beta-lactamase.

Keywords:	 l AmpC b-lactamase  l Enterobacteriaceae  l Extended-Spectrum  l b-lactamase

RTA Med J 2015;68:165-71.
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