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บทคัดย่อ
	 ด้วยกลไกการดื้อยาของแบคทเีรียที่สามารถสร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase ซ่ึงคล้ายคลึงกบัฤทธิ์ของ

เอนไซม์ ESBLs (extended-spectrum ß-lactamases) ท�ำให้เช้ือดื้อต่อยากลุ่มเพนนิซิลิน, cephalosprorin และ 

monobactam แต่เอนไซม ์AmpC ß-lactamase สามารถท�ำลายฤทธิ์ของยากลุ่ม cephamycin ได้และไม่ถูกยับย้ัง

ด้วยยากลุ่มยับย้ังเอนไซม ์ß-lactamase จึงท�ำให้เช้ือดื้อยาหลายขนาน เป็นผลให้ยาที่ใช้ในการรักษามีไม่มากนัก 

ทั้ง Klebsiella pneumoniae และ Escherichia coli ที่เป็นสาเหตหุลักที่ท�ำให้เกดิการตดิเช้ือในโรงพยาบาลกส็ามารถ

สร้างเอนไซมน้ี์ได้แม้จะมรีายงานการพบการดื้อยาโดยกลไกการสร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase ตั้งแต่

คริสตศกัราช 1980 แต่บุคลากรที่เกี่ยวข้องทางด้านโรคตดิเช้ือกยั็งไม่ค�ำนึงถงึความส�ำคัญของปัญหาน้ีด้วยวิธกีาร

ทดสอบยังยุ่งยาก ไม่สะดวก ต้องการสารเคมพิีเศษที่หาไม่ได้ในงานประจ�ำ รวมถงึยังมคีวามไว และความจ�ำเพาะ

ที่ต�่ำ ห้องปฏบิตักิารส่วนใหญ่จึงยังไม่มกีารหากลไกการดื้อยาของเอนไซมน้ี์อกีทั้งไม่มวิีธมีาตรฐานที่ Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) แนะน�ำ ความส�ำคัญที่ต้องตรวจหาเอนไซม ์AmpC ß-lactamase คือเช้ือ

กลุ่มแกรมลบ เช่น E. coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis, และ Salmonella spp. ที่สามารถสร้างเอนไซม์น้ีได้ 

ให้ผลไวปลอมในหลอดทดลองกบัยากลุ่ม cephalosporins จากผลไวต่อยาปลอม ท�ำให้การรักษาผู้ป่วยไม่ได้ผล

อาจท�ำให้เสยีชีวิตด้วย ในการศกึษาอบุตักิารณข์องเช้ือแกรมลบที่สร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase ในสถาบนั

บ�ำราศนราดูร ผู้วิจัยได้เลือกใช้วิธ ีAmpC Disk test ซ่ึงเป็นวิธทีี่ค่อนข้างง่าย ศกึษาจากเช้ือแกรมลบที่แยกได้จาก

ผู้ป่วยระหว่าง เดอืนกรกฎาคม ถงึ กนัยายน 2550 จากเช้ือแบคทเีรียหลายสายพันธุจ์ากผู้ป่วยไม่ซ�ำ้รายจ�ำนวน 

117 สายพันธุ ์พบเช้ือสามารถสร้าง AmpC ß-lactamase จ�ำนวน 18 สายพันธุค์ิดเป็นร้อยละ 15.8 น�ำเช้ือที่สร้าง

เอนไซมไ์ด้มาจ�ำแนกตามสิ่งส่งตรวจพบว่า 7 สายพันธุแ์ยกได้จากเสมหะทั้งหมด 40 ตวัอย่างคิดเป็นร้อยละ 17.5 

จากหนองทั้งหมด 26 ตวัอย่างพบ 4 สายพันธุค์ิดเป็นร้อยละ 15.4 จากปัสสาวะทั้งหมด 41 ตวัอย่างพบ 7 สาย

พันธุค์ิดเป็นร้อยละ 14.6 จากเลือดทั้งหมด 7 ตวัอย่างพบ 1 สายพันธุค์ิดเป็นร้อยละ 14.3 แม้ปัจจุบนัยังไม่มวิีธี

มาตรฐานที่ง่าย และให้ผลที่น่าเช่ือถอืที่สดุ แต่การท�ำ AmpC Disk test เพ่ือเป็นรายงานเบื้องต้นให้แพทย์ได้ใช้

ประกอบการวางแผนการรักษาคนไข้เพ่ือลดอตัราการตายกน่็าจะประยุกตใ์ช้ได้ในงานประจ�ำวัน เพ่ือเป็นประโยชน์

สงูสดุแก่ผู้ป่วย

คำ�สำ�คัญ: AmpC ß-lactamase, plasmid-mediated AmpC ß-lactamases
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ABSTRACT
	 Like extended-spectrum ß-lactamases (ESBLs), AmpC ß-lactamase has a broad substrate profile 

that includes penicillins, cephalosporins, and monobactam. In contrast to ESBLs, they hydrolyze cephamycin 

and are not inhibited by commercial available ß-lactamase inhibitors. These enzymes are typically associated 

with multiple antibiotic resistances, leaving few therapeutic options. Bacteria, mostly Klebsiella pneumoniae 

and Escherichia coli, producing AmpC ß-lactamases have been responsible for nosocomial outbreaks of 

infection and colonization. Although AmpC ß-lactamases were first reported in the late 1980s, many infectious 

disease personnel remain unaware of their clinical importance. These enzymes are typically produced by 

isolates of E. coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis, and Salmonella spp.. AmpC ß-lactamases have been 

associated with false in vitro susceptibility to cephalosporins. Many laboratories do not test for this resistance 

mechanism because current tests are inconvenient, subjective, lack sensitivity and/ or specific, or require 

reagents that are not readily available. In this study the AmpC disk test was applied as a study tool for study 

the incidence of AmpC ß-lactamase producing bacteria isolated from July-September 2007 in Bamrasnaradura 

Infectious Diseases Institute. Among 117 strains of nonduplicated clinical isolates of gram negative bacteria, 

18 isolates have been produced the AmpC ß-lactamase (15.8%). Beyond source of specimens, 7 strains of 

AmpC ß-lactamase producing bacteria has been isolated from 40 sputums (17.5 %), 4 strains have been 

isolated from 26 pus samples (15.4%), 6 strains have been isolated from 41 urine samples (14.6%), and 

1 strain has been isolated from 7 hemoculture samples (4.3%), respectively.

Key words: AmpC ß-lactamase, plasmid-mediated AmpC ß-lactamases
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บทน�ำ
	 เอนไซม ์AmpC เป็นเอนไซม์ที่พบได้ในโครโมโซม

ของแบคทเีรียกลุ่มแกรมลบ เช่น Enterobacter, Citrobacter, 

Serratia, และ Pseudomonas ท�ำให้เช้ือดื้อต่อยาต้านจุลชีพ

กลุ่ม oxyimino และ 7-α-methoxy-cephalosporin เมื่อ 
ทศวรรษที่ผ่านมาพบเอนไซมน้ี์บน plasmid จึง ท�ำให้

พบการดื้อยาต้านจุลชีพมากขึ้นในเช้ือ Escherichia coli 

และ Klebseilla spp.1 มรีายงานการพบ plasmid-mediated 

AmpC ß-lactamase คร้ังแรกเมื่อปี ค.ศ.1980 เช้ือ

แบคทเีรียที่มีการสร้างเอนไซม์ชนิดน้ีจะดื้อต่อสารต้านจุลชีพ 

กลุ่มเพนนิซิลิน กลุ่ม cephalosporin รวมถงึ monobactams 

แต่เช้ือยังสามารถท�ำลายฤทธิ์ยากลุ่ม cephamycin และ

ไม่ถูกยับย้ังด้วยยากลุ่มที่มีฤทธิ์เป็นตัวยับย้ังเอนไซม์ 

ß-lactamase แต่ยังให้ผลไวต่อ cefepime, cefpirome และ 

carbapenem เช้ือที่สร้างเอนไซม์ชนิดน้ีได้จะดื้อยาต้าน

จุลชีพหลายขนานโดยเฉพาะเช้ือ Klebsiella pneumoniae 

และ E. coli ซ่ึงเป็นสาเหตหุลักของการตดิเช้ือในโรง

พยาบาล2 จากรายงานของ Pai และคณะ พบความล้ม

เหลวต่อการรักษาด้วยยา cefotaxime และ ceftazidime 

ของเช้ือ K. pneumoniae ที่แยกเช้ือได้จากกระแสเลือด

ที่สามารถสร้างเอนไซม์ AmpC ß-lactamase ซ่ึงเป็นผล

จากการรายงานผลความไวต่อสารต้านจุลชีพที่ผดิพลาด 

โดยเช้ือน้ีให้ผลไวต่อยาในหลอดทดลอง ผู้ป่วยอาจเสยี

ชีวิตถ้าเปล่ียนไปใช้ยากลุ่ม carbapenem ไม่ทนัเวลา อตัรา

การตายที่สงูถงึร้อยละ 46 มคีวามสมัพันธก์บัการพบ

เอนไซม์ DHA-1 และยังพบว่าการสร้างเอนไซม์ CMY-

1-like มอีตัราการตายสงูถงึร้อยละ 14.3 อย่างไรกต็าม

กยั็งเป็นการศึกษาในกลุ่มตัวอย่างจ�ำนวนน้อยแต่ห้อง

ปฏิบัติการทางคลินิกควรมีวิธีที่ ถูกต้องที่จะตรวจหา 

และรายงานผลการสร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase3

	 การทดสอบหาเอนไซม์ AmpC ß-lactamase

ในห้องปฏบิตักิารคลินิกยังไม่มมีาตรฐานตาม Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, (ช่ือเดมิ 

NCCLS)) วิธกีารในปัจจุบนัที่มยัีงยุ่งยาก ไม่สะดวก

ต้องการสารเคมพิีเศษที่หาไม่ได้ในงานประจ�ำ ทั้งยังมี

ความไว และความจ�ำเพาะที่ต�่ำ2 มนัีกวิจัยหลายกลุ่มที่

ทดลองหาวิธทีี่ง่าย4-8 และสามารถจะปฏบิตัเิป็นงานประจ�ำ

ได้ในการหาอุบัติการณ์ของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบที่

แยกได้จากผู้ป่วยที่มารักษาที่สถาบันบ�ำราศนราดูร

ระหว่างเดอืนกรกฎาคมถงึกนัยายน ปี 2550 ได้ท�ำตาม

แนวทางของ Jennifer และคณะ2,9 เพ่ือใช้ประโยชน์ใน

การท�ำนาย และวางแผนการรักษาของแพทย์แก่ผู้ป่วยที่

ตดิเช้ือแบคทเีรีย และน�ำไปประยุกตใ์ช้ในงานประจ�ำ

วัตถุประสงค์
	 1. เพ่ือหาอบุตักิารณข์องเช้ือแบคทเีรียแกรมลบ

ที่สร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase ที่แยกได้จากผู้ป่วยใน

สถาบนับ�ำราศนราดูร ระหว่างเดอืนกรกฎาคมถงึกนัยายน 2550

	 2. เพ่ือน�ำวิธกีารทดสอบหาการสร้างเอนไซม์ 

AmpC ß-lactamase ของเช้ือแบคทเีรียไปใช้ในงานประจ�ำ

วสัดุและวิธีการ
	  วิธีการท�ำ AmpC Disk Test2,9 ใช้เช้ือที่ sub 

culture ข้ามคืนที่บ่มที่อณุหภมู ิ35 องศาเซลเซียส ( ํC) 

บนอาหารเล้ียงเช้ือ MacConkey Agar ส�ำหรับทดสอบ 

AmpC disk test ดงัน้ีน�ำเช้ือ E. coli ATCC 25922 ไป 

ปรับความขุ่นด้วยน�ำ้เกลือ (0.85% Normal Saline, NSS) 

ให้ได้ความขุ่นมาตรฐาน McFarland No. 0.5 ป้ายเช้ือ

E. coli ATCC 25922 ที่ปรับความขุ่นแล้วบน Mueller 

Hinton Agar ให้ได้ 3 ระนาบตามวิธ ีdisk diffusion เพ่ือ

ใช้เป็นพ้ืน น�ำ cefoxitin disk 30 μg (FOX
30
) วางลงบน 

อาหารเล้ียงเช้ือจานละ 3 แผ่น จากน้ันน�ำ AmpC disk 

ที่หยอดน�ำ้กล่ันปราศจากเช้ือ 20 μl วางข้าง FOX
30

disk 2 ข้าง ดงัภาพที่1 เขี่ยเช้ือที่ต้องการทดสอบมา

หลายๆนิคมให้ได้ 1 loopful วางบน AmpC disk ระวัง

อย่าให้เช้ือออกนอก disk โดยใช้เช้ือ 1 สายพันธุ/์disk

คว�่ำจานอาหารเล้ียงเช้ือ น�ำไปบ่มที่อณุหภมู ิ35 ํC นาน 

16-18 ช่ัวโมง โดยใช้เช้ือแบคทเีรีย Escherichia coli 

ATCC 25922 สายพันธุ์มาตรฐานส�ำหรับเป็นเช้ือ

ควบคุมลบใช้เช้ือ Escherichia coli WHO 21/2006 

สายพันธุท์ี่สร้าง AmpC ß-lactamase ส�ำหรับเป็นเช้ือ

ควบคุมบวก จากน้ันอ่านผลบนัทกึ และแปลผล
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การแปลผล
	 EDTA ทีอ่ยู่บน AmpC disk ไปท�ำลายผนังเซลล์

ของเช้ือเป็นผลให้เช้ือที่มเีอนไซม์ AmpC ß-lactamase 

สามารถหล่ังเอนไซมม์าท�ำลายฤทธิ์ของยา cefoxiti (FOX
30
) 

ท�ำให้เช้ือ E. coli ATCC 25922 ที่ใช้เป็นพ้ืนสามารถ

เจริญได้ จึงเกดิการเว้าของ inhibition zone เกดิผลบวก 

ถ้าเช้ือไม่สามารถสร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase จะ

ไม่เกดิการเว้าของ inhibition zone เกดิผลลบ ถ้าพบการ

เว้าของ inhibition zone บ้าง เกดิผลบวกเลก็น้อย (weak 

positive) ดงัแสดงใน ภาพที่ 2

ภาพที ่1 แสดงการวาง cefoxitin disk (FOX30) และ AmpC disk

ผลการทดลอง
	 เช้ือแบคทเีรียแกรมลบที่น�ำมาทดสอบทั้งหมด 

117 สายพันธุ ์แยกได้จาก สิ่งส่งตรวจเลือด 7 ตวัอย่าง 

หนอง 26 ตวัอย่าง เสมหะ 40 ตวัอย่าง ปัสสาวะ 41 

ตวัอย่าง และอื่นๆ 3 ตวัอย่าง พบเช้ือสร้างเอนไซม ์AmpC 

ß-lactamase 18 สายพันธุค์ิดเป็นร้อยละ 15.8 เมื่อแยก

ตามชนิดสิ่งส่งตรวจตัวอย่างเลือดพบเช้ือสร้างเอนไซม์ 

AmpC ß-lactamase 1 สายพันธุค์ิดเป็นร้อยละ 14.3 

ตวัอย่างหนองพบเช้ือสร้างเอนไซมA์mpC ß-lactamase 

4 สายพันธุค์ิดเป็นร้อยละ 15.4 ตวัอย่างเสมหะพบเช้ือ

สร้างเอนไซม์ AmpC ß-lactamase 7 สายพันธุค์ิดเป็น

ร้อยละ 17.5 ตวัอย่างปัสสาวะพบเช้ือสร้างเอนไซมA์mpC 

ß-lactamase 6 สายพันธุค์ิดเป็นร้อยละ 14.6

ภาพที ่2 แสดงผลบวก ผลลบ และผลบวกเล็กนอ้ย ของการทดสอบการสรา้งเอนไซม ์AmpC ß-lactamase โดยการทดสอบ 

            AmpC disk test กบัเช้ือแบคทีเรีย 6 สายพนัธุบ์นจานเพาะเช้ือขนาด 90 มิลลิเมตร ดว้ยการป้ายเช้ือแต่ละสายพนัธุ์

           บนแต่ละดา้นของแผ่นยา cefoxitin disks (FOX30) ทั้ง 3 แผ่นยา
2

	 เมื่อแยกตามชนิดของเช้ือจากทั้ง 18 สายพันธุ์

ที่ตรวจ พบว่ามกีารสร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase พบ

เช้ือ Morganella morgannii, Acinetobacter baumannii, 

Enterobacter cloacae, Escherichai coli และ Klebsiella 

pneumoniae คิดเป็นร้อยละ 38.9, 27.8, 16.7, 11.1 

และ 5.6 ตามล�ำดบั

	 ผลของการสร้างเอนไซม ์AmpC ß-lactamase 

ด้วยวิธ ีAmpC disk test ผลบวกของเช้ือควบคุมบวก 

E. coli WHO 21/2006 และ เช้ือสายพันธุห์มายเลข 32 

เกดิการส่งเสริมการเจริญเตบิโตของเช้ือ E. coli ATCC 

25922 ที่ใช้เป็นพ้ืนผลลบของเช้ือควบคุมลบ E. coli 

ATCC 25922 และเช้ือสายพันธุห์มายเลข 34, 36 และ 

37 ไม่มีการส่งเสริมการเจริญของเช้ือที่ใช้เป็นพ้ืน ดงั

แสดงตวัอย่างในภาพที่ 3
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วารสารสถาบนับ�ำราศนราดูร 
ปีที่ 2 ฉบับที่ 1 มกราคม - เมษายน 2551

ผลของการใช้เทคนิคการดูดเสมหะด้วยระบบปิด
ต่อการเกิดปอดอักเสบจากการใช้เครื่องช่วยหายใจ 

และความอิ่มตัวของออกซิเจนในเลือดแดงในผู้ป่วยที่ใช้เครื่องช่วยหายใจ
วราภรณ์ เทียนทอง และคณะ

สรุปและอภิปรายผล
	 เช้ือแบคทเีรียแกรมลบที่แยกได้จากผู้ป่วยใน

สถาบนับ�ำราศนราดูร ระยะเวลา 3 เดอืน ระหว่างกรกฎาคม-

กนัยายน 2550 น้ันพบอบุตักิารณข์องเช้ือกลุ่มน้ีในการ

สร้างเอนไซม์ AmpC ß-lactamase สงูถงึร้อยละ 15.8 

ด้วยวิธกีารทดสอบด้วย AmpC Disk test มข้ีอระวัง และ

ข้อจ�ำกดัถ้าเช้ือที่น�ำมาทดสอบดื้อ carbapenem ต้องระวัง

การแปลผลเพราะอาจเกดิจากเอนไซม ์carbapenamse ไม่ใช่ 

AmpC ß-lactamase ซ่ึงในการศกึษาคร้ังน้ียังไม่ได้ด�ำเนิน

การทดสอบหาเอนไซมท์ี่อาจให้ผลบวกปลอมดงักล่าว9 

วิธกีารทดสอบด้วย AmpC Disk test ยังไม่สามารถแยก 

chromosomal mediated AmpC type ß-lactamases ออก

จาก plasmid mediated AmpC type ß-lactamases ได้ 

ดงัน้ันถ้าท�ำการทดสอบในเช้ือที่มี chromosomal mediated 

AmpC type ß-lactamases ได้เช่น E. coli, E. cloacae, 

P. aeruginosa และ Acinetobacter ถ้าได้ผลบวกต้อง

ยืนยันด้วย genetic testing เพ่ือแยกว่าเป็น chromosomal 

หรือ plasmid mediated AmpC ß-lactamase วิธกีารตรวจ

หา AmpC ß-lactamase ยังเป็นเทคนิคที่ค่อนข้างยุ่งยาก 

ทั้งยังไม่สามารถแยกระหว่าง chromosomal mediated 

AmpC type ß-lactamases ออกจาก plasmid mediated 

AmpC type ß-lactamases ได้โดยการท�ำ AmpC Disk 

test แม้ปัจจุบันจะยังไม่มีวิธมีาตรฐานที่ง่ายและให้ผลที่

น่าเช่ือถอืที่สดุ แต่การท�ำ AmpC Disk test เพ่ือเป็น

ภาพที3่ แสดงตวัอย่างการทดสอบการสรา้ง AmpC ß-lactamase ดว้ยวิธีAmpC Disk Test

รายงานเบื้องต้นให้แพทย์ได้ใช้ประกอบการวางแผนการ

รักษาคนไข้เพ่ือลดอตัราการตาย กน่็าจะประยุกตใ์ช้ได้ใน

งานประจ�ำวัน เพ่ือเป็นประโยชน์สงูสดุแก่ผู้ป่วย3 ผู้วิจัย

จะท�ำการศกึษาเปรียบเทยีบวิธ ีAmpC Disk test กบัวิธี

มาตรฐาน Three-dimensional Extract Test (TDET) 

เพ่ือหาความจ�ำเพาะ ความไว และความน่าเช่ือถอืของวิธ ี

AmpC Disk test ต่อไป
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