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บทคัดย่อ

	 เชื้อ carbapenem-resistant  Acinetobacter baumannii (CRAB) เป็นแบคทีเรียที่ดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems 

และเป็นสาเหตุส�ำคญัที่ก่อให้เกิดการตดิเชือ้ในโรงพยาบาลโดยเฉพาะอย่างยิ่งในหอผู้ป่วยวิกฤต ที่เพิ่มมากขึ้นทั่วโลก จากการ

ที่เชื้อกลุ่มนี้สามารถสร้างเอนไซม์ carbapenemase ซึ่งส่วนใหญ่เป็นเอนไซม์ oxacillinases (OXA) เพื่อใช้ท�ำลายยา ในงาน

วิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความชุกชนิดของยีน OXA-type ที่ก�ำหนดเอนไซม์ oxacillinases ในเชื้อ CRAB ที่แยก

ได้จากสิง่ส่งตรวจต่างๆจากผูป่้วยหอวกิฤตในโรงพยาบาลพระมงกฎุเกล้า ในช่วงปีพ.ศ. 2555-2556 จ�ำนวน 334 ตวัอย่าง พบ

ว่า เสมหะเป็นสิ่งส่งตรวจที่พบ CRAB มากที่สุดถึงร้อยละ 53 ทุกตัวอย่างดื้อต่อยาเกือบทุกชนิด แต่ยังให้ผลไวต่อยา tige-

cycline และ colistin ในอัตราร้อยละ 98.5 และ 97.3 ตามล�ำดับ ส�ำหรับการดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems พบว่าทุกตัวอย่าง

สร้างเอนไซม์ carbapenemase จากการทดสอบด้วยวิธี modified Hodge และทุกตัวอย่างไม่สร้าง metallo-β-lactamases 

(MBLs) จากการทดสอบด้วยวิธี EDTA combined disk ผลการตรวจหาชนิดของยีน bla 
OXA

 ด้วยวิธี multiplex PCR และ

ยีน MBLs ด้วยวิธี PCR พบเชือ้ CRAB ทุกตวัอย่าง มียีน bla 
OXA-51-like

 และส่วนใหญ่มีมากกว่า 1 ชนิด แต่ไมพ่บยีน MBLs 

(bla
IMP-type

 , bla
VIM-1-type 

, bla
VIM-2-type

) สามารถจัดเป็นกลุ่ม OXA–type ได้ 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 มียีน bla
OXA-23- like

 กับ 

bla
OXA-51-like

, กลุ่มที่ 2 มียีน bla
OXA-51-like

 กับ bla
OXA-58-like

 กลุ่มที่ 3 มียีน bla
OXA-23- like

, bla
OXA-51-like

 และ bla
OXA-58-like

  และ

กลุ่มที่4 มียีน bla
OXA-51-like 

 เพียงอย่างเดียวโดยมีอัตราการพบร้อยละ 97, 1.2, 0.9 และ 0.9 ตามล�ำดับ ในการศึกษานี้ไม่

พบยีน bla
OXA-24-like

 จึงสรุปได้ว่าการสร้างเอนไซม์ oxacillinases โดยยีน ชนิด bla
OXA-23- like 

, bla
OXA-51-like

, bla
OXA-58-like 

น่า

จะเป็นกลไกที่ส�ำคัญในการดื้อยากลุ่ม carbapenem ในครั้งนี้

ค�ำส�ำคัญ:	 Acinetobacter baumannii, Carbapenemase, Carbapenems, Oxacillinases
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Abstract

	 Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) is an important multidrug resistant bacterium. 

CRAB has been increasingly reported worldwide as a significant causative organism of nosocomial infection, 

especially for hospitalized patients in intensive care unit (ICU) due to its producing carbapenemase, which 

mostly consists of oxacillinases for hydrolyzing carbapenem. This study aimed to investigate the prevalence of 

oxacillinases (OXA)–type carbapenemase genes in CRAB isolates from patients in ICU at Phramongkutklao 

Hospital from the year 2012 to 2013. Of the 334 isolates, sputum was the most common specimen accounted 

for 53%. All isolates were detected for carbapenemase production by a modified Hodge test (MHT). All CRAB 

isolates were MHT-positive. However, these CRAB isolates showed negative results for MBLs detection by 

EDTA combined disk method and for confirmatory by PCR amplification of MBLs genes (bla
IMP-type

, bla
VIM-1-type

, 

and bla
VIM-2-type

). Genotyping of OXA–type carbapenemase genes by multiplex PCR revealed 3 OXA-types 

bla
OXA-23-like

, bla
OXA-51-like

, and bla
OXA-58-like

 were detected. Most CRAB isolates harbored more than one type of 

bla
OXA

. From this study, the CRAB isolates were classified into 4 groups: group 1 (harboring both bla
OXA-23-like

 

and bla
OXA-51-like

), group 2 (harboring both bla
OXA-51-like

 and bla
OXA-58-like

), group 3 (harboring bla
OXA-23-like

, bla
OXA-

51-like
, and bla

OXA-58-like
) and group 4 (harboring only bla

OXA-51-like
) with the percentages of isolates 97, 1.2, 0.9 

and 0.9 respectively. However, bla
OXA-24-like

 was not found in any isolated. In conclusion, all CRAB isolated 

were able to produce oxacillinases by the expression of bla
OXA-23-like

, bla
OXA-51-like

 and bla
OXA-58-like

, which is used 

as main mechanism for carbapenem resistance.

Keywords:	Acinetobacter baumannii, carbapenemase, carbapenems, oxacillinases
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บทน�ำ

	 Acinetobacter baumannii เป็นแบคทีเรียแกรม

ลบ พบได้ตามธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมทั่วไป เช่น ดิน น�้ำ 

เชื้อนี้สามารถเติบโตได้ในร่างกายมนุษย์ ทั้งผิวหนัง คอหอย 

เสมหะ ปัสสาวะ สารคัดหลั่งจากช่องคลอดและอุจจาระ จึง

สามารถก่อโรคได้หลากหลายระบบ
(1)
 ซึง่ล้วนแล้วแต่เป็นโรค

ที่เกิดได้ในผู้ป่วยวิกฤต
(2-3)

 พบว่าเชื้อนี้เป็นสาเหตุส�ำคัญของ

การติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) และ

ปัจจุบันทั่วโลกก�ำลังประสบปัญหาเชื้อ A. baumannii ที่

ดือ้ยา โดยเฉพาะอย่างยิง่ A. baumannii ทีด่ือ้ยาหลายชนดิ 

(MDR- A. baumannii) ผู้ป่วยที่ติดเชื้อชนิดนี้มีอัตราเส่ียง

ต่อการเสียชีวิตสูงมาก โดยเฉพาะผู้ป่วยที่ติดเชื้อในกระแส

เลือดพบมีอัตราเสี่ยงสูงถึงร้อยละ 29.0
(4) 

จากรายงาน

สถานการณ์เชื้อดื้อยาของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาแห่งชาติ 

กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย (National Anti-micro-

bial Resistant Surveillance Center Thailand; NARST) 

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2544-2556 พบ MDR- A. baumannii  มี

แนวโน้มเพิม่สงูขึน้ในทกุปี โดยเฉพาะการดือ้ยาต้านจลุชพีใน

กลุ่ม carbapenems ซึ่งเป็นยาที่มีฤทธิ์แรงที่สุดและเป็นยา

ขนานท้ายๆส�ำหรับรักษาการติดเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ พบมี

อตัราเพิม่สงูขึน้ถงึร้อยละ 64.7 ในปีพ.ศ.2556
(5)
 ข้อมลูความ

ไวของเชือ้ A. baumannii ในโรงพยาบาลพระมงกฎุเกล้า  ปี 

พ.ศ. 2555 พบว่าความไวของเชื้อ A. baumannii ต่อยา 

imipenem, cefoperazone/sulbactam, ceftazidime, pip-

eracillin/tazobactam, ciprofloxacin และ amikacin อยู่

ในระดบัรอ้ยละ19 - 33 ซึง่ถอืว่ามีความไวต�่ำมาก และพบว่า

ยังคงมีความไวต่อ tigecycline และ colistin ร้อยละ 97 

และ 99 ตามล�ำดบั ดงันัน้ การรกัษาการตดิเชือ้ A. baumannii 

ที่ดื้อยา carbapenems จึงต้องกลับไปใช้ยา colistin ซึ่งเป็น

ยาเก่าเมื่อ 50 ปีก่อนและเป็นยาที่มีพิษและในปัจจุบันการ

ทดสอบความไวต้องหาค่าเป็น MIC ตามวิธีมาตรฐาน
(6)

	 กลไกการดื้อยาที่พบใน A. baumannii มีทั้งหมด 

4 กลไก ได้แก่ การสร้างเอนไซม์ท�ำลายยา การลดการน�ำยา

เข้าเซลล์โดยลดการสร้าง porin การขบัยาออกจากเซลล์ และ

การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายในการจับของยาโดยกลไกการ

ดื้อยาในเชื้อตัวหนึ่งๆ อาจเกิดจากเพียงกลไกใดกลไกหนึ่ง 

หรือ อาจเกิดขึ้นพร้อมๆ กันหลายกลไกก็เป็นได้
(7)
 อย่างไร

ก็ตามการสร้างเอนไซม์ carbapenemase ถือเป็นกลไกหลัก

ของการดือ้ยาในเชือ้นี ้โดยเอนไซม์นีส้ามารถท�ำลายยาในกลุม่ 

carbapenems (imipenem และ meropenem) ซึ่งเป็นยา 

กลุม่ β-lactam เชือ้ทีด่ือ้ต่อยากลุม่นีม้ชีือ่เรยีกว่า carbapen-

em-resistant A. baumannii (CRAB) นอกจากจะท�ำลาย

ยาในกลุ่ม carbapenems แล้ว carbapenemase ยังท�ำลาย

ยากลุ่ม β-lactam ชนิดอื่น ๆ เช่น ceftazidime, cefopera-

zone, cefepime, piperacillin
(7-8) 

carbapenemase ที่พบใน 

A. baumannii ถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ตามลักษณะ

โครงสร้างโมเลกุลและ co-factors ที่ใช้ต่างกัน ได้แก่ OXA-

type carbapenemase และ metallo-β-lactamases (MBLs) 

OXA-type carbapenemase เป็นเอนไซม์ β–lactamase ที่

ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม D ตามโครงสร้างทางโมเลกุล หรือ 2d ตาม

ชนดิ substrate ของเอนไซม์ ในปัจจบุนัพบมากกว่า 45 type
(8,9)

 

โดยพบว่า OXA-type ที่สร้างจาก A. baumannii มีความแตก

ต่างกันในแต่ละพื้นที่ ตัวอย่างเช่น Valenzuela และคณะ  

พบเชื้อ CRAB ที่ผลิต bla
OXA-23-like 

และ bla
OXA-51-like 

ใน

ประเทศออสเตรเลีย
(10)

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบ 

bla
OXA-51-like

 และ bla
OXA-58-like

 ในประเทศอิตาลี 
(13)

 และ 

bla
OXA-58-like   

ในประเทศกรีซ
(8)
 ส่วน bla

OXA-40-like
 มีรายงาน

การพบในประเทศสหรัฐอเมริกา
(12)

 ส�ำหรับประเทศไทยส่วน

ใหญ่พบ bla
OXA-23-like

(13-16 ) 
 มีรายงาน bla 

OXA-72
และ bla 

OXA-58- like 
แต่พบน้อย

(17,18)
   

	 เนือ่งจากยงัไม่เคยมกีารศกึษาเกีย่วกบักลไกหลกัใน

การดือ้ยาของเชือ้ A. baumannii ในโรงพยาบาลพระมงกฎุเกล้า 

ผู้วิจัยจึงต้องการศึกษาชนิดของยีน OXA-type ที่พบได้บ่อย

และมรีายงานทัง้ในประเทศและต่างประเทศได้แก่ bla
OXA-23-like

, 

bla
OXA-24-like

, bla
OXA-51-like 

และ bla
OXA-58-like

 ในเชื้อ carbap-

enem-resistant A. baumannii ที่แยกได้จากผู้ป่วยในหอ 

ผูป่้วยวกิฤตโรงพยาบาลพระมงกฎุเกล้า ซึง่ในงานวจิยันีย้งัได้

ท�ำการศึกษายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ MBLs ได้แก่  

ยนี bla
IMP-type

, bla
VIM-1-type

, และ bla
VIM-2-type

 ควบคูไ่ปกบัยนี 

OXA-type ด้วย

วัสดุและวิธีการศึกษา

	 แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา 

	 เชือ้ CRAB ทกุตวัอย่าง ทีด่ือ้ต่อยาในกลุม่ carbap-

enem โดยไม่ซ�้ำในสิ่งส่งตรวจต่าง ๆ จากผู้ป่วยหอวิกฤตใน

โรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้า ช่วงเวลาตั้งแต่เดือนมกราคม 

พ.ศ. 2555 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2556 จ�ำนวน 334 สาย

พนัธุ ์ซึง่ถกูเกบ็รกัษาใน 20% glycerol trypticase soy broth 
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ในตู้เย็น -70°C ได้ถูกท�ำการพิสูจน์เชื้อซ�้ำโดยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมีตามมาตรฐานของห้องปฏิบัติการจุล

ชีววิทยาและทดสอบการดื้อยากลุ่ม carbapenem ได้แก่ 

imipenem, meropenem ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม อีก

ครั้ง โดยวิธี disk diffusion ตามวิธีมาตรฐานของ Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI) 2013 โดยทุกตัว

มีค่า inhibition zone น้อยกว่า 16 มิลลิเมตร 
(6,7)

	 เชื้อแบคทีเรียควบคุมผลบวกที่ใช้ในการศึกษายีน 

OXA-type ได้แก่ A. baumannii A288 (bla
OXA-51-like

, 

bla
OXA-23-like

)
(17)

, A. baumannii A300 (bla
OXA-72

, bla
OXA-

58 - l i k e
,  b l a

OXA-51 - l i k e
)

( 17 , 18 )
,  K .  pn eumon i a e  

(bla
IMP-14a

)
(19)

 และ Ps. aeruginosa P11 ( bla
VIM-2 

)
(17)

	 การทดสอบความไวของเชื้อ CRAB ต่อยาต้าน

จุลชีพ 

	 การทดสอบความไวของเชื้อ CRAB จ�ำนวน 334 

สายพันธุ ์ ต ่อยาต้านจุลชีพ จ�ำนวน 10 ชนิด ได้แก่  

gentamicin, amikacin, ciprofloxacin, levofloxacin, 

cefepime, imipenem, meropenem, piperacillin-tazo-

bactam และ tigecycline ตามล�ำดับด้วยวิธี agar disk 

diffusion (Kirby-Bauer) และ ส�ำหรับการทดสอบความไว

ต่อยา colistin ท�ำการทดสอบหาค่าความไวต�ำ่สดุของเชือ้ต่อ

สารต้านจลุชพี minimum inhibitory concentration (MIC) 

โดยวิธี E-test ตามมาตรฐานของ CLSI MI100-S23 แปล

ผลตามตารางมาตรฐานของ CLSI MI100-S23 / 2013
(7) 

	 การตรวจกรองเอนไซม์ carbapenemases ใน

แบคทีเรียโดยวิธี modified Hodge test (MHT)
(20)

	 ทดสอบโดยวางแผ่นยา imipenem ความเข้มข้น  

10 ไมโครกรมั ลงตรงกลางอาหารเลีย้งเชือ้ Mueller Hinton 

agar ที่มีเชื้อ Escherichia coli ATCC 25922 ซึ่งถูกเจือ

จางลง 10 เท่าจาก 0.5 McFarland จากนัน้ลากเชือ้ทีต้่องการ

ทดสอบเป็นเส้นตรงจากขอบยาจนถึงขอบจาน บ่มที่อุณหภูมิ 

35 °C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง อ่านผลบวก โดยสังเกตรอย

เว้าของ inhibition zone ของเชือ้ E. coli รอบๆเชือ้ทีท่ดสอบ 

แสดงว่าเชื้อผลิตเอนไซม์ carbapenemases ได้  

	 การตรวจหาการสร้างเอนไซม์ MBLs ด้วยวิธี 

EDTA combined disk
(21)

	 การทดสอบโดยวางแผ่นยา imipenem 10 ไมโครกรมั 

และแผ่นยา imipenem 10 ไมโครกรัม ที่เติม ethylenedi-

amine tetraacetic acid (EDTA) ความเข้มข้น 750 

ไมโครกรัม (imipenem-EDTA) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Muel-

ler Hinton agar ที่มีเชื้อ CRAB ความขุ่นมาตรฐาน 0.5 

McFarland หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 35 °C เป็นเวลา 16-18 

ชั่วโมง เปรียบเทียบความกว้างของ inhibition zone ของ

แผ่นยาทั้งสอง ถ้าผลิตเอนไซม์ MBLs ได้ จะได้ค่ามากกว่า

หรือเท่ากบั 17 มลิลเิมตร และถ้าไม่ผลติเอนไซม์ MBLs จะ

ให้ขนาด inhibition zone ของ imipenem-EDTA น้อยกว่า

หรือเท่ากับ 14 มิลลิเมตร

	 การศึกษาชนิดของ ยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 

OXA carbapenemases (OXA-type ) ด้วยวธิ ีmultiplex 

PCR และ MBLs ด้วยวิธี PCR
(22,23)

  

	 เตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) โดยสกัด

เชื้อ CRAB ด้วยวิธี heat lysis โดยละลายเชื้อใน alkaline 

lysis buffer (0.25% SDS ใน 0.05 M NaOH) แล้วแช่ใน 

heat block ที่อุณหภูมิ 95 °C นาน 15 นาที เติมน�้ำกลั่น

ปราศจากเชือ้แล้วปั่นด้วยความเร็ว 10,000 rpm. ดดูส่วนน�้ำ

ใส เก็บรักษาไว้ใน -20 °C 

	 การเตรียม PCR mixture (20 µl) ประกอบด้วย 

KAPA2G Fast  HotStart (2X), KAPA2G Fast  HotStart 

PCR Buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl 2X 

(KAPA Biosystems, USA), forward primer และ reverse 

primer (ตารางที่ 1) ความเข้มข้น 10 µmol/ µl อย่างละ 

0.2 µl และดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอย่าง 2 µl ท�ำปฏิกิริยา 

PCR ด้วยเครื่อง PCR/Thermal cycler (Aeris
TM

 , Singa-

pore) ปฏิกิริยา PCR เริ่มต้นด้วย predenature ที่ 95 °C  

3 นาที จากนั้นท�ำ PCR ต่ออีก 35 รอบ โดย denature ที่ 

95 °C 30 วนิาท,ี annealing ที ่52 °C 30 วนิาท,ี extension 

ที่ 72 °C 1 นาที และ final extension ที่ 72 °C 6 นาที 

ตรวจสอบ PCR product ที่ได้ด้วยวิธี electrophoresis โดย

ใช้ 2 % agarose gel ใน 0.5X Tris-borate-EDTA (TBE) 

buffer และย้อมด้วย  SYBR® Safe DNA gel stain  

(Invitrogen, USA) วิเคราะห์ผลโดยเปรียบเทียบกับขนาด

ของดีเอ็นมาตรฐาน (100 bp DNA ladder, New England 

Biolabs) และดดู้วยเครือ่ง UV illumination (ChemiDoc™ 
MP System BIO-RAD, USA)
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ตารางที่ 1	 รายละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจหายีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ OXA carbapenemases และ metallo 

β-lactamases ของเชื้อ CRAB

Gene Primer name Primer sequences (5’ to 3’) Product size Reference

bla 
OXA-23-like  

 OXA23-F GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 22

  OXA23-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT    

bla 
OXA-24-like  

 OXA24-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 249 22

  OXA24-R AGTTGAGCCAAAAGGGGATT    

bla 
OXA-51-like  

 OXA51-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 22

  OXA51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG    

bla 
OXA-58-like  

 OXA58-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599 22

  OXA58-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC    

bla 
IMP-like  

 IMP-F CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 488 23

  IMP-R ATAATTTGGCGGACTTTGGC    

bla
 VIM 1-like

VIM 1-F ATGTTAAAAGTTATTAGTAGT 801 23

  VIM 1-R CTACTCGGCGACTGAGCGAT    

bla 
VIM 2-like

VIM 2-F ATGTTCAAACTTTTGAGTAAG 801 23

  VIM 2-R CTA CTCAAC GACTGAGCGAT    

ผลการศึกษา

	 อัตราการพบเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อต่อยากลุ่ม 

carbapenem CRAB จ�ำนวน 334 ตัวอย่างในสิ่งส่งตรวจ 

ต่าง ๆ จากผู้ป่วย พบเชื้อในเสมหะ (sputum) มากที่สุดถึง

ร้อยละ 53 (n=177) รองลงมาพบเชื้อในเลือด (blood)  

ร้อยละ 21.9 (n=73) ในแผล หนอง น�้ำจากส่วนต่าง ๆ ของ

รา่งกาย (pus and body fluid) ปัสสาวะ (urine) และน�้ำจาก

ไขสันหลัง (CSF) พบร้อยละ 17.3 (n=58), 6.9 (n=23) 

และ 0.9 (n=3) และพบว่าเชื้อ CRAB ทุกตัวอย่างไม่ไวต่อ

ยากลุ่ม carbapenem (imipenem, meropenem), pipera-

cillin-tazobactam และ ciprofloxacin ในร้อยละ100 และ

ให้ผลไวน้อยมากต่อยา cefepime, levofloxacin, gen-

tamicin และ amikacin ในร้อยละ 0.6, 2.7, 3.9 และ 6.3 

ตามล�ำดบั แต่ยงัให้ผลไวมากต่อยา colistin และ tigecycline 

ในร้อยละ 97.3 และ 98.5 ส่วนการทดสอบหาค่าความไวต�่ำ

สุดของเชื้อ CRAB ต่อยา imipenem, meropenem และ 

colistin โดยวิธี E-test  พบว่าทุกตัวอย่างมีระดับค่า MICs 

ต่อยา imipenem และ meropenem สูง คือมากกว่า 256 

µg/ml ซึ่งมีความสอดคล้องกันในยาทั้งสองชนิด และค่า 

MICs ต่อยา colistin มีค่าอยู่ในช่วง 0.094 - ≥ 256  µg/

ml นอกจากนั้นค่า MIC50 และ ค่า MIC90 ต่อยา colistin 

มีค่าเท่ากับ 0.38 µg/ml และ 1.5 µg/ml ตามล�ำดับ ส�ำหรับ

การตรวจหาการสร้างเอนไซม์ carbapenemases โดยวิธี 

MHT พบทุกตัวอย่างให้ผลบวก แสดงว่าเชื้อสร้างเอนไซม์ 

carbapenemase ได้แก่ metallo-β-lactamases (MBLs) 

หรอื oxacillinases แต่อย่างไรกต็ามผลการตรวจหาการสร้าง

เอนไซม์ MBLs โดยวิธี EDTA combined disk ให้ผลลบ

ทุกตัวอย่าง ซึ่งแสดงว่าเชื้อทั้งหมดนี้ไม่สร้างเอนไซม์ MBLs

ผลการตรวจหายีน 4 ยีน ที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ OXA 

carbapenemases ได้แก่ bla
 OXA23-like

, bla
OXA-24 -like

, bla
OXA-
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51-like
 และ bla

OXA-58-like
 โดยวิธี multiplex PCR ของเชื้อ 

CRAB จ�ำนวน 334 ตัวอย่าง พบว่าส่วนใหญ่เชื้อ CRAB มี

ยีน OXA มากกว่าหรือเท่ากับ 1 ชนิด สามารถจัดรูปแบบ

ตามจ�ำนวนและชนิดของยีน OXA ที่พบในเชื้อ ได้เป็น 4 

กลุ่ม OXA–type ได้แก่ กลุ่มที่ 1 มียีนสองชนิด คือ 

bla
OXA-23- like 

กับ bla
OXA-51-like,

 กลุ่มที่ 2 มียีนสองชนิด คือ 

bla
OXA-51-like

 กับ bla
OXA-58-like

 กลุ่มที่ 3 มียีนสามชนิด คือ 

bla
OXA-23- like

, bla
OXA-51-like

, bla
OXA-58-like  

และ กลุ่มที่4 มียีน 

bla
OXA-51-like 

 เพียงอย่างเดียว
 
ดังแสดงในรูปที่ 1 โดยพบใน

อัตราร้อยละ 97, 1.2, 0.9 และ 0.9 ตามล�ำดับ ในขณะ

เดียวกันเชื้อ CRAB ทุกตัวอย่าง พบยีน bla
OXA-51-like

 แต่ไม่

พบยีน bla
OXA-24-like

  

รูปที่ 1	 ผลการตรวจยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ OXA carbapenemases ในเชื้อ CRAB 

	 Lane M	 :	 ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 100 bp

	 Lane 1	 :	 เชื้อควบคุมบวก ของยีน bla
OXA-51-like

, bla
OXA-23-like 

			 
(A288 : A. baumannii   ขนาด 353 กับ 501 bp)

	 Lane 2	 :	 เชื้อควบคุมบวก ของยีน bla
OXA-72

, bla
OXA-51-like

, bla
OXA-58-like

  

			   (A300 : A. baumannii ขนาด 249, 353 และ 599 bp)

	 Lane 3-12	:	 เชื้อที่ทดสอบตรวจพบยีน bla
OXA-51-like

, bla
OXA-23-like 

ขนาด 353, 501 bp

	 Lane 13	 :	 เชื้อที่ทดสอบตรวจพบยีน bla
OXA-51-like

, bla
OXA-58-like

 ขนาด 353, 599 bp

	 Lane 14	 :	 เชื้อที่ทดสอบตรวจพบยีน bla
OXA-51-like

 ขนาด 353 bp

	 Lane 15	 :	 เชื้อที่ทดสอบตรวจพบยีนbla
OXA-51-like

, bla
OXA-23-like

, bla
OXA-58-like

ขนาด 353, 501 และ 599 bp

         Lane 16	 :	 negative control

วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา

	 จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าเชื้อ CRAB จากผู้ป่วย

หออภิบาลผู้ป่วยวิกฤตในโรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้า ส่วน

ใหญ่แยกได้จากสิง่ส่งตรวจเสมหะมากทีส่ดุถงึร้อยละ 53 และ

รองลงมาพบเชือ้ในเลอืดร้อยละ 21.9 ซึง่สอดคล้องกบัทีเ่ชือ้

มักก่อโรคทางเดินหายใจ ได้แก่ โรคปอดบวม (pneumonia) 

ชนดิ ventilator-associated ทีพ่บบ่อยทีส่ดุในหอผูป่้วยหนกั 

ทีเ่คยมรีายงานจากโรงพยาบาลในระดบัตตยิภมูใินประเทศไทย 

เช่น โรงพยาบาลรามาธิบดี โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์และ 

โรงพยาบาลศรนีครนิทร์
(17,24,25)

 โดยเชือ้ทีพ่บมกัมกีารดือ้เป็น

แบบ MDR (multidrug resistance) คือ ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 

3 กลุ่มขึ้นไป ได้แก่ ยา piperacillin- tazobactam, cipro-

floxacin, cefepime, levofloxacin, gentamicin และ 

amikacin จากการศึกษาหาค่าความไวต�่ำสุดของเชื้อ CRAB 
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ในกลุ่ม XDR มีค่า MIC ต่อยา imipenem และ mero-

penem สูงมาก คือมีค่ามากกว่า หรือ เท่ากับ 256 µg/ml จึง

ท�ำให้มคีวามยากล�ำบากในการเลอืกใช้ยาปฏชิวีนะในการรกัษา

ภาวะติดเชื้อนี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งพบว่าร้อยละ 2.4 ของเชื้อ

เหล่านี้มีการดื้อยาหลายขนานเพิ่มขึ้นเป็นแบบ (extreme 

drug resistant : XDR) แต่ยังให้ผลไวมากต่อยา colistin 

และ tigecycline ในร้อยละ 97.3 และ 98.5 ตามล�ำดับ แต่

อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้ยังไม่พบเชื้อ CRAB ที่ดื้อต่อ

สารต้านจุลชีพทุกขนาน (pan drug resistant: PDR) และ

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัรายงานความไวของเชือ้ในช่วงเวลา 10 ปี

ที่ผ่านมาของโรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้าพบว่าเชื้อกลุ่มนี้มี

แนวโน้มความไวต่อยาลดลง   

	 ส�ำหรบัการตรวจการสร้างเอนไซม์ carbapenemases 

ของเชื้อ CRAB ด้วยวิธี MHT พบว่าให้ผลบวกทุกตัวอย่าง 

แต่อย่างไรก็ตามไม่พบว่ามีการสร้างเอนไซม์ MBLs ซึ่งเป็น

เอนไซม์ที่ท�ำให้เชื้อดื้อยา carbapenem ได้ในระดับสูงมาก

อย่างที่มีรายงานในต่างประเทศ
(26)

 ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่าเชื้อ 

CRAB ทีท่�ำการศกึษาในครัง้นีน่้าจะใช้กลไกการสร้างเอนไซม์ 

OXA carbapenemases ในการดื้อยากลุ่ม carbapenem ซึ่ง

มรีายงานส่วนใหญ่พบในเชือ้ A. baumannii โดยมยีนีทีค่วบคมุ 

การสร้างจัดอยู่ใน bla
OXA family 

(27)
 ในการศึกษาครั้งนี้พบยีน 

bla
OXA-51-like 

ในเชื้อ CRAB ทุกสายพันธุ์ ซึ่งสอดคล้องกับ

การศึกษาของ Turton และคณะในปี พ.ศ.2542 ซึ่งยีนนี้

สามารถพบได้โดยก�ำเนิดใน A. baumannii และได้มีการน�ำ

ไปใช้ในการพิสูจน์เชื้อ
(28)

 ส�ำหรับยีน bla
OXA-23-like

 ที่พบมาก

ที่สุดครั้งนี้มีรายงานพบครั้งแรกใน A. baumannii ที่สก็อต

แลนด์ต่อมามีการรายงานจากประเทศต่าง ๆ ทั่วโลก ได้แก่ 

บราซิล สาธารณรัฐประชาชนจีน สิงคโปร์ ฝรั่งเศส อังกฤษ 

เกาหล ีและอเมรกิาใต้รวมทัง้ในประเทศไทยด้วย
(24,25)

 นอกจาก

นี้ยังพบยีน bla
OXA-58-like

 ในเชื้อ CRAB ได้แต่เป็นจ�ำนวนน้อย 

แต่อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้ไม่พบว่าชนิดของ OXA type มี

บทบาทท�ำให้การดื้อยากลุ่ม carbapenem แตกต่างกันซึ่ง

เหมือนกับที่มีรายงานของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์
(25)

	 ดังนั้นสถานการณ์การดื้อยาของเชื้อ CRAB ใน 

โรงพยาบาลพระมงกฎุเกล้าและแนวโน้มของการดือ้ยาทีใ่ช้ใน

การรักษาเชื้อนี้ เช่น colistin ที่เพิ่มมากขึ้น จะเป็นข้อมูลให้

แก่แพทย์และบุคลากรทางการแพทย์ที่เกี่ยวข้องให้ ตระหนัก

ในการเลือกใช้ยาในการรักษา และข้อมูลที่ได้นี้ จะเป็น

แนวทางในควบคุมการแพร่ระบาดของเชื้อนี้ ไปสู่แบคทีเรีย

ชนิดอื่นในโรงพยาบาล เนื่องจากยีนที่ควบคุมการสร้าง

เอนไซม์สามารถเคลื่อนที่ไปสู่แบคทีเรียตัวอื่นท�ำให้ได้รับยีน

ดื้อต่อยาเช่นกันจึงท�ำให้เกิดการดื้อยาของเชื้อเพิ่มมากขึ้น 

อย่างไรก็ตามการทดสอบหายีนด้วยเทคนิค PCR ยังมีความ

จ�ำเป็นเพื่อใช้ในการยืนยันผล แต่มีข้อจ�ำกัดเรื่องเวลาและค่า

ใช้จ่าย 
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