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Abstract
 Currently, carbapenem and colistin resistant Gram negative bacilli are increasingly 

reported worldwide. Moreover, mcr-1, a plasmid-mediated colistin resistant gene, has recently 

been reported. The finding has brought clinical concern because colistin is the last-resort  

antibiotic for the treatment of extensively drug-resistant Gram-negative bacterial infections. 

Therefore, the prevalence data of colistin-resistant bacteria in different areas of the country can 

be used to support the prevention and control measures of these organisms. The objectives of 

this research were to determine the prevalence of colistin resistance and investigate the mcr-1 

genes among third generation cephalosporin-or carbapenem-resistant Enterobacteriaceae  

isolated from patients in Ratchaburi Hospital during June 2016 to May 2017. A total of 243, 

non-duplicated and non-intrinsic resistance to colistin, clinical isolates of third generation 

cephalosporins- or carbapenem-resistant Enterobacteriaceae were used in this study.  

The bacterial isolates were screened for colistin resistance using Mueller-Hinton agar containing 

2 µg/mL of colistin. The colistin resistant isolates were determined the MIC of colistin using 
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broth microdilution and the mcr-1 gene was investigated using PCR assay. Forty (16.5 %)  

of 243 third generation cephalosporins- or carbapenem-resistant isolates were resistant to  

colistin. These strains were mostly detected in surgery, medicine and ICU wards at 45.0, 37.5 

and 10.0 %, respectively. Urine, sputum and pus/swab were the top three sources where 42.5, 

27.5 and 15.0 %, respectively, of colistin-resistant isolates were detected. The colistin MICs  

of these isolates ranged from 4 to > 64 µg/mL. The mcr-1 gene was detected in 6 isolates,  

5 from surgery and 1 from a medicine ward, in 3 pus/swab, 2 sputum and a blood sample, all of 

which were identified as Escherichia coli. The colistin MICs of the mcr-1 positive isolates  

ranged from 4 to 16 µg/mL. In conclusion, the prevalence of colistin resistance and  

the existence of mcr-1 gene in third generation cephalosporins- or carbapenem-resistant  

Enterobacteriaceae among patients in Ratchaburi Hospital would raise the awareness and 

proper use of antibiotics. The information could also be used as an input for prevention and 

control of the hospital spreading of these resistant organisms. 
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ความชุกของการดื้อยาโคลิสตินของแบคทีเรีย 
Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยากลุ่ม Third Generation 

Cephalosporins หรือคาร์บาพีเนมที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของ
ผู้ป่วยในโรงพยาบาลราชบุรี
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บทคัดย่อ
ปัจจุบันมีรายงานแบคทีเรียแกรมลบดื้อยากลุ่มคาร์บาพีเนม (carbapenems) ร่วมกับการดื้อยา

โคลิสติน (colistin) เพิ่มขึ้นทั่วโลก และมีรายงานพบยีน mcr-1 ซ่ึงเป็นยีนสัมพันธ์กับการดื้อยา 

โคลิสตินบนพลาสมิด จึงต้องให้ความสำ�คัญเป็นอย่างยิ่งกับการศึกษาวิจัยแบคทีเรียเหล่านี้ เนื่องจาก 

โคลิสตินเป็นยาลำ�ดับท้ายๆ สำ�หรับรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียแกรมลบที่ดื้อต่อยาเกือบทุกขนาน  

ดังนั้น ความรู้เกี่ยวกับแบคทีเรียดื้อยาโคลิสติน ในพื้นที่ต่างๆ ของประเทศ จะช่วยสนับสนุนมาตรการ

การควบคมุและปอ้งกันการแพรก่ระจายเชือ้ดือ้ยาเหลา่นี้ได ้การวจิยันีม้วีตัถปุระสงคเ์พือ่หาความชกุของ

การดื้อยาโคลิสติน และหายีน mcr-1 ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อ

ยากลุ่ม third generation cephalosporins และหรือคาร์บาพีเนม ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจที่ส่งตรวจ 

เพาะเชื้อที่ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลราชบุรี ตั้งแต่เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2559 ถึงเดือน

พฤษภาคม พ.ศ. 2560 ตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อยากลุ่ม third 

generation cephalosporins หรือคาร์บาพีเนมที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ ซึ่งเป็นตัวอย่างจากผู้ป่วยไม่ซ้ำ�

รายและไม่เป็นเชื้อท่ีดื้อยา colistin โดยกำ�เนิด (intrinsic resistance) จำ�นวนทั้งสิ้น 243 ตัวอย่าง  

ถูกนำ�มาคัดกรองการดื้อต่อยา colistin โดยใช้ Mueller Hinton agar ที่มีโคลิสติน 2 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร จากนั้น นำ�เชื้อที่ดื้อต่อยาโคลิสติน จากการคัดกรอง มาทดสอบหาค่า minimal inhibitory 

concentration (MIC) ต่อโคลิสตินด้วยวิธี broth microdilution และตรวจหายีน mcr-1 ด้วยวิธี  

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: seksun@hotmail.com
รับบทความ: 22 มิถุนายน 2562	 แก้ไขบทความ: 17 สิงหาคม 2562	 รับตีพิมพ์บทความ: 24 กุมภาพันธ์ 2563
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คำ�สำ�คัญ: Enterobacteriaceae ที่ดื้อโคลิสติน, ยีน mcr-1

polymerase chain reaction (PCR) จากการศึกษาพบว่า ในเชื้อแกรมลบ Enterobacteriaceae ดื้อต่อ

ยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือคาร์บาพีเนม จำ�นวน 243 ตัวอย่าง พบเชื้อดื้อต่อยา 

โคลิสติน จำ�นวน 40 ตัวอย่าง (ร้อยละ 16.5) โดยพบมากที่สุดจากผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม แผนก 

อายุรกรรม และแผนกผู้ป่วยระยะวิกฤต (intensive care unit, ICU) คิดเป็นร้อยละ 45.0, 37.5 และ 

10.0 ตามลำ�ดับ ชนิดของสิ่งส่งตรวจที่พบเชื้อดื้อต่อโคลิสตินมากที่สุด ได้แก่ ปัสสาวะ เสมหะ และ 

หนองหรือไม้ป้าย (swab) คิดเป็นร้อยละ 42.5, 27.5 และ 15.0 ตามลำ�ดับ โดยค่า MIC ต่อยาโคลิสติน 

พบอยู่ในชว่ง 4 ถงึ >64 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร และพบเชือ้ที่ใหผ้ลบวกตอ่ยนี mcr-1 จำ�นวน 6 ตวัอยา่ง 

ซึ่งเป็น Escherichia coli ทั้งหมด เชื้อที่พบยีน mcr-1 ได้จากผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม 5 ตัวอย่าง และ

อายุรกรรม 1 ตัวอย่าง โดยแยกได้จากสิ่งส่งตรวจชนิดหนองหรือไม้ป้าย 3 ตัวอย่าง เสมหะ 2 ตัวอย่าง 

และเลือด 1 ตัวอย่าง และมีค่า MIC ต่อยาโคลิสตินอยู่ในช่วง 4 ถึง 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสรุป

ความชุกของการดื้อต่อยาโคลิสติน และการพบยีน mcr-1 ในเชื้อ Enterobacteriaceae ดื้อต่อยากลุ่ม 

third generation cephalosporins หรอืคารบ์าพเีนมทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยโรงพยาบาลราชบรุ ีจะเปน็ขอ้มลู

ใหแ้กแ่พทยแ์ละบคุลากรทางการแพทยท์ีเ่กีย่วขอ้งตระหนกัในการเลอืกใช้ยารกัษา ตลอดจนใชป้ระกอบ

การจัดทำ�มาตรการป้องกันและควบคุมการแพร่กระจายเชื้อในโรงพยาบาล
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บทน�ำ
ปัจจุบันปัญหาการดื้อยาของเชื้อจุลชีพก่อ

โรคมีแนวโน้มสูงขึ้น มีการติดเชื้อแบคทีเรียด้ือยา

ปฏิชีวนะปีละกว่า 100,000 คน สาเหตุสำ�คัญมาจาก

การใช้ยาต้านจุลชีพมากขึ้น ทั้งการใช้ยาที่ไม่จำ�เป็น

และเกินความจำ�เป็น โดยมูลค่าการใช้ยาปฏิชีวนะ 

ของประชากรไทยมากกว่า 10,000 ล้านบาทต่อปี  

และมีการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาปฏิชีวนะปีละกว่า 

100,000 คน ทำ�ใหย้าปฏชิวีนะชนดิเกา่ทีเ่คยใช้ไม่ได้

ผลเท่าที่ควร ผู้ป่วยบางรายต้องเปลี่ยนใช้ยาปฏิชีวนะ

ชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพสูงกว่าและมีราคาแพง(1) 

การรักษาเชื้อดื้อยาบางชนิด ไม่มียารักษาที่มีประสิทธิ 

ผลดีและปลอดภัยทำ�ให้ค่าใช้จ่ายในการรักษาเพิ่มขึ้น 

ใชเ้วลารกัษานานขึน้และโอกาสเสยีชวีติสงู นอกจากนัน้ 

แบคทเีรยีเหล่านีส้ามารถถา่ยทอดรหสัพนัธกุรรมดือ้ยา

ไปสูแ่บคทเีรยีสายพนัธุอ์ืน่ๆ ทำ�ใหป้ญัหาการดือ้ยาทวี

ความรุนแรงยิ่งขึ้น ทั้งนี้จากศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยา

ต้านจุลชีพแห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ระบุ

ว่าอัตราความชุกของแบคทีเรียดื้อยาเพิ่มสูงขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง แบคทีเรียแกรมลบวงศ์ 

Enterobacteriaceae ได้แก่ Escherichia coli 

และ Klebsiella pneumoniae(2) ซึ่งการดื้อยาของ

เช้ือแกรมลบวงศน์ีท้ีเ่ปน็ปญัหามากทีส่ดุ คอืการดือ้ตอ่

ยากลุ่มคาร์บาพีเนม (carbapenem) ซึ่งถือว่าเป็นยา 

กลุ่มทีม่ฤีทธิก์ว้างทีส่ดุ ดงันัน้การรกัษาโรคตดิเชือ้จาก 

เชื้อกลุ่มนี้จึงมีความจำ�เป็นต้องใช้ยาอื่นที่ยังคงมี

ประสิทธิภาพในการทำ�ลายเชื้อ เช่น ยาโคลิสติน  

(colistin) 

ยาโคลิสติน หรือ polymyxin E เป็นยาใน

กลุ่ม polymyxins มีโครงสร้างเป็นสารโพลีเปบไทด์ 

ที่เชื่อมต่อกับกรดไขมัน ผลิตโดยเชื้อ Bacillus  

polymyxa subspecies colistinus มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ

แบคทีเรียโดย cationic polypeptide ของยาโคลิสติน 

ทำ�ปฏิกิริยากับ anionic lipopolysaccharide (LPS) 

ที่เยื่อหุ้มชั้นนอก (outer membrane) ของแบคทีเรีย

แกรมลบ ทำ�ใหย้าเขา้แทนทีแ่มกนเีซยีม (Mg+2) และ

แคลเซียม (Ca+2) ทำ�ให้เกิดการเพิ่ม permeability 

ของผนังเซลล์ ทำ�ให้ cytoplasmic membrane แยก

ออกจากกัน ส่งผลให้เซลล์แบคทีเรียตาย(3) อย่างไร

ก็ตาม มีรายงานการดื้อต่อยาโคลิสตินในแบคทีเรีย 

แกรมลบ ซึ่งมีกลไกสำ�คัญคือการดัดแปลง LPS จาก

การกลายพันธ์ุของ two-component regulatory 

system (TCS) ได้แก่ PhoP/PhoQ TCS และ 

PmrA/PmrB TCS การกลายพันธุ์ของ MgrB ซึ่ง

ทำ�หน้าที่กดการทำ�งาน (negative feedback) ของ 

PhoP/PhoQ TCS การกลายพันธุ์เหล่านี้ทำ�ให้มีการ

เพิ่มของโมเลกุล 4 amino-4-deoxy-L-arabinose 

(L-Ara4N) และ phosphoethanolamine (PEtN) 

ซึ่งมีประจุบวกบน lipid A จึงไปลดปฏิกิริยาระหว่าง 

cationic polypeptide ของโคลิสติน กับ anionic 

lipopolysaccharide (LPS) ทำ�ให้เชื้อดื้อต่อยา 

โคลิสติน หรือการสร้าง efflux pump เพื่อขับยาออก

นอกเซลล์ซึ่งพบในเชื้อ K. pneumoniae เกิดจาก

ยีน acrAB และ kpnEF ซึ่งกลไกการดื้อต่อยา 

โคลสิตนิเหลา่นีเ้ปน็การกลายพนัธุท์ีเ่กดิขึน้ในโครโมโซม 

(chromosomally-mediated)(4, 5) ในปี พ.ศ. 2558 

นักวิจัยจากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ภาคใต้ของจีน

รายงานพบเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยาโคลิสตินในเนื้อ

สุกร จากยีน mcr-1 (plasmid-mediated colistin 

resistance) บนพลาสมิดของแบคทีเรียเป็นครั้งแรก 

ซึ่งพลาสมิดที่มียีนนี้สามารถถ่ายทอดไปสู่แบคทีเรีย

ชนดิอืน่ได้(6) และมขีอ้มลูทีบ่ง่ชีว้า่อบุตักิารณเ์ชือ้ดือ้ยา

โคลิสตินสายพันธุ์ที่มียีน mcr-1 มีการแพร่กระจาย 

ในหลาย ภมูภิาคทัว่โลก ตอ่มา Xavier และคณะ จาก

ประเทศเบลเยี่ยมศึกษาการดื้อต่อยาโคลิสตินของเชื้อ 

E. coli พบว่าเกิดจากยีน mcr-2 ที่พบอยู่บนพลาสมิด

ของแบคทีเรียเช่นเดียวกับยีน mcr-1(7) สำ�หรับ

ประเทศไทย เริ่มมีรายงานครั้งแรกจากสถาบันวิจัย
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วิทยาศาสตร์สาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี โดยศูนย์เฝ้า

ระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ เมื่อเดือนเมษายน

พ.ศ. 2559 โดยตรวจพบ E. coli ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน 

มียีนดื้อยา mcr-1 จากตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยที่

เขา้รกัษาตวัที่โรงพยาบาลเพชรบรูณ ์และพบอกี 4 ราย 

จากตัวอย่างของผู้ป่วยจังหวัดน่าน นนทบุรี จันทบุรี 

และนครศรีธรรมราช จากอุบัติการณ์ดังกล่าว ผู้วิจัย

จึงสนใจศึกษาแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Enterobac-

teriaceae ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน ซึ่งแยกได้จากผู้ป่วย

ในโรงพยาบาลราชบุรี เนื่องจากยาโคลิสติน ถูกนำ�มา

ใช้สำ�หรับการรักษาการติดเชื้อที่มีสาเหตุมาจาก  

multidrug resistant Gram negative bacilli และ

การติดเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อต่อยา

คาร์บาพี เนมเมส (carbapenem-resis tant  

Enterobacteriaceae; CRE) ซึ่งปัจจุบันพบว่า 

โรงพยาบาลราชบุรีพบเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae 

ที่ดื้อต่อยาคาร์บาพีเนมเพิ่มขึ้นเป็นลำ�ดับ คือ ในปี 

พ.ศ. 2557 พบ 58 ราย ปี พ.ศ. 2558 พบ 63 ราย 

และในปีพ.ศ. 2559 พบ 108 ราย แพทย์จำ�เป็นต้อง

ใช้ยาโคลิสตินมากขึ้น ทำ�ให้มีโอกาสพบเชื้อดื้อยา 

โคลิสตนิมากขึน้ และจากนโยบายการเฝา้ระวงัเชือ้วงศ ์ 

Enterobactericeae ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน ของ

กระทรวงสาธารณสุข แต่ยังมีข้อจำ�กัดในการทดสอบ

การดื้อต่อยาโคลิสติน คือไม่สามารถใช้วิธี disk  

diffusion หรือ modified Kirby-Bauer หรือการ

ทดสอบดว้ย E-test ตอ้งใชว้ธิ ีbroth dilution เทา่นัน้ 

และเนื่องจากโรงพยาบาลราชบุรีมีข้อจำ�กัดในการทำ� 

MIC ด้วยวิธี broth dilution เป็นเหตุให้ไม่มีข้อมูล

ผลการทดสอบความไวของเชื้อวงศ์ Enterobacte-

riaceae ต่อยาโคลิสตินในโรงพยาบาลราชบุรี ดังนั้น 

ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาหาความชุกของการดื้อต่อยา 

โคลิสติน ของเชื้อวงศ์ Enterobacteriaceae ที่ดื้อ

ต่อยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือ 

คาร์บาพีเนม และศึกษาหายีน mcr-1 ในตัวอย่าง 

สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในโรงพยาบาลราชบุรี ผลการ

ศกึษาครัง้นีจ้ะเปน็ขอ้มลูในการศกึษาทางระบาดวทิยา

เพื่อกำ�หนดมาตรการควบคุมเชื้อดื้อยาและเป็นข้อมูล

ในการเฝ้าระวังการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาต้าน

จุลชีพในโรงพยาบาลราชบุรีต่อไป 

วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างเชื้อ

ตัวอย่างเชื้อที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้เป็นเชื้อ

แบคทเีรยีแกรมลบวงศ ์Enterobacteriaceae ทีด่ือ้

ต่อยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือ

คารบ์าพเีนม ทีแ่ยกไดจ้ากส่ิงส่งตรวจของผูป้ว่ยไมซ่้ำ�

ราย และผ่านการทดสอบวินิจฉัยยืนยันชนิดเชื้อด้วย

การทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) ของ 

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลราชบุรี ทั้งนี้ 

ตัวอย่างเชื้อที่ ใช้ ในการศึกษาไม่ ใช่เชื้อที่ดื้อต่อยา 

โคลิสตินโดยกำ�เนิด ประกอบด้วย Proteus spp., 

Providencia spp., Morganella morganii และ 

Serratia spp. เก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือนมิถุนายน 

พ.ศ. 2559 ถึงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2560 จำ�นวน

ทั้งส้ิน 243 ตัวอย่าง ตัวอย่างเชื้อถูกเก็บรักษาใน 

glycerol stock ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส โดย

ทำ�การเพาะเชื้อบน MacConkey agar (Becton 

Dickinson, USA) และนำ�ไปบ่มที่ตู้บ่มเพาะเชื้อที่

อุณหภูมิ 33-37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 

ชั่วโมง ก่อนนำ�มาใช้ในการทดสอบ

2. การตรวจคัดกรองเชื้อดื้อยาโคลิสติน โดยวิธี 

agar screening 

เจือจางเชื้อตัวอย่างใน normal saline  

solution (NSS) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และปรับความ

ขุ่นให้เทียบเท่ากับ McFarland standards No. 0.5 

จากนั้น นำ�เชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA) 
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(Becton Dickinson, USA) ที่มียาโคลิสติน 

2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) หลังจาก บ่มที่อุณหภูมิ 33-37 องศา

เซลเซยีส นาน 16-20 ชัว่โมง นำ�เชือ้ทีเ่จรญิบนอาหาร

เล้ียงเช้ือมาทดสอบหาคา่ MIC และนำ�ไปสกดัดเีอน็เอ

เพื่อตรวจหายีน mcr-1 ต่อไป

3.	 การทดสอบความไวแบบปรมิาณวเิคราะหข์อง

เชื้อต่อยาโคลิสติน ด้วยวิธี broth microdilution 

นำ�เชื้อที่ขึ้นบน screening agar มาทดสอบ

หาค่า MIC ด้วยวิธี broth microdilution(8, 9)  

ที่ระดับความเข้มข้นของยาโคลิสติน เท่ากับ 0.125, 

0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 16, 32 และ 64 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และควบคุมคุณภาพการทดสอบด้วย 

เชื้ออ้างอิงมาตรฐาน E. coli ATCC 25922,  

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ  

E. coli NCTC 13846 (colistin resistant strain) 

นำ�ค่า MIC ที่ได้มาแปลผลการทดสอบตามที่กำ�หนด

โดยมาตรฐานของ European Committee on  

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST 

2018)(10) ซึง่แปลผลการดือ้ยาโดยใชค้า่ MIC break-

point >2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

4.	 การตรวจหายีน mcr-1 ด้วยวิธี Polymerase 

Chain Reaction (PCR)

เตรียม boiled DNA template โดยเพาะ

เชื้อที่เจริญบน screening agar ใน Tryptic soy 

broth (BactoTM, France) บ่มที่อุณหภูมิ 33-37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้น  

นำ�เชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาผสมกับ TE buffer 

500 ไมโครลติร นำ�ไปปัน่ที ่13,500 รอบตอ่นาท ีนาน 

5 นาที เทส่วนใส (supernatant) ทิ้งแล้วเติม TE 

buffer 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นำ�ไปเข้า heat 

box ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แล้วแช่ใน

น้ำ�แข็ง 3 นาที นำ�ไปปั่น 13,500 รอบต่อนาที นาน 

10 นาที และดูดเก็บส่วนใส นำ�ไปตรวจหายีน mcr-1 

ด้วย PCR โดย primer ที่เลือกใช้ แสดงใน Table 1 

Table 1 Primers used for amplification of the mcr-1 gene

Target gene Primer sequences Amplicon size (bp) Reference

mcr-1 CLR F 5’CGGTCAGTCCGTTTGTTC’3 309 Liu et al., 2015

CLR R 5’CTTGGTCGGTCTGTAGGG’3

ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรทั้งหมด 20 

ไมโครลิตร ประกอบด้วย dNTP ที่ความเข้มข้น  

2 มิลลิโมลาร์, primer แต่ละชนิดที่ความเข้มข้น  

2 ไมโครโมลาร์, DNA Taq polymerase ที่ความ 

เข้มข้น 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร และ boiled DNA 

template ปริมาตร 2 ไมโครลิตร สำ�หรับ PCR  

condition ที่ใช้ประกอบด้วย initial denaturation 

ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที denaturation  

ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที annealing  

ที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที extension  

ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที เป็นจำ�นวน  

35 รอบ และ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 

นาน 5 นาที จากนั้นนำ� PCR product ที่ได้ ไป 

ตรวจสอบด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสที่ความ

เข้มข้นของเจลเท่ากับร้อยละ 2.0 (w/v) 
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ผลการวิจัย
1.	 ผลการตรวจคัดกรองหาเชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน 

ที่ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และผล

ตรวจยืนยันด้วย MIC

จากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบวงศ์ Entero-

bacteriaceae ที่ดื้อยากลุ่ม third generation 

cephalosporins หรือ คาร์บาพีเนม จำ�นวน  

243 ตัวอย่าง พบเป็น E. coli 146 ตัวอย่าง K. 

pneumoniae 86 ตวัอยา่ง Enterobacter cloacae 

complex 8 ตัวอย่าง Klebsiella aerogenes 2 

ตัวอย่าง และ Salmonella spp. 1 ตัวอย่าง เมื่อนำ�

มาทดสอบคดักรองการดือ้ตอ่ยาโคลสิตนิ โดยวธิ ีagar 

screening พบว่าให้ผลบวกจำ�นวน 48 ตัวอย่าง และ

เมื่อนำ�ไปตรวจหาค่า MIC ต่อยาโคลิสตินด้วยวิธี 

broth microdilution พบว่าเชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน

จำ�นวน 40 ตัวอย่าง (ร้อยละ 16.4) โดยเป็น E. coli 

21 ตัวอย่าง และ K. pneumoniae 19 ตัวอย่าง 

เมื่อจำ�แนกเชื้อดื้อยาทั้ง 40 ตัวอย่างตาม

แผนกผูป้ว่ยและชนดิส่ิงส่งตรวจ พบวา่แหล่งหลักของ

เชื้อดื้อต่อยาโคลิสตินคือผู้ป่วยแผนกศัลยกรรมและ

แผนกอายุรกรรม ซึ่งครอบคลุมกว่าร้อยละ 80 ของ

เชื้อดื้อยาที่พบ (Table 2) และเมื่อจำ�แนกตาม

ประเภทส่ิงส่งตรวจพบว่า เชื้อส่วนใหญ่พบมากที่สุด

จากสิ่งส่งตรวจจากปัสสาวะร้อยละ 42.5 (17/40)  

รองลงมาเป็นเชื้อที่พบจากเสมหะ ร้อยละ 27.5 

(11/40) และจากหนองหรอืไมป้า้ย รอ้ยละ 15 (6/40) 

(Table 3) 

Table 2  Distribution of colistin resistant Enterobacteriaceae in different departments

Department
Colistin resistant Enterobacteriaceae (n)

Total (n) %
E. coli K. pneumoniae

Surgery 13 5 18 45.0

Internal medicine 6 9 15 37.5

Intensive care unit 0 4 4 10.0

Pediatrics 1 0 1 2.5

Physical medicine and 
rehabilitation

0 1 1 2.5

Outpatient 1 0 1 2.5

Total (n) 21 19 40 100
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2.	 ผลการทดสอบความไวแบบปริมาณวิเคราะห์

ของเชือ้ตอ่ยาโคลสิติน ด้วยวธีิ broth microdilution

ผลทดสอบความไวของเชื้อแบคทีเรียแกรม

ลบต่อยาโคลิสติน จำ�นวน 40 ตัวอย่าง พบค่า MIC 

ต่อยาโคลิสติน ของ เชื้อ E. coli และ K. pneu-

moniae มคีา่ตัง้แต ่4 ถงึ >64 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร 

(Table 4)

Table 3 Distribution of colistin resistant Enterobacteriaceae in different clinical specimens 

Specimens
Colistin resistant Enterobacteriaceae (n)

Total (n) %
E. coli K. pneumoniae

Urine 10 7 17 42.5

Sputum 3 8 11 27.5

Pus/Swab 5 1 6 15.0

Blood 2 3 5 12.5

Body fluid 1  0 1 2.5

Total (n) 21 19 40 100

Organism
Colistin MIC

Total (n)
4 µg/mL 8 µg/mL 16 µg/mL 32 µg/mL 64 µg/mL >64 µg/mL

Escherichia coli 5 10 5 0 0 1 21

Klebsiella pneumoniae 1 1 5 9 1 2 19

Total (n) 6 11 10 9 1 3 40

Table 4 Minimal inhibitory concentrations (MICs) for colistin of Enterobacteriaceae resistant to colistin
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3.	 ผลการตรวจหายีนดื้อยา mcr-1 ด้วยวิธี PCR

จากผลตรวจหายีนดื้อยาชนิด mcr-1 ด้วย

วิธี PCR ในเชื้อที่ให้ผลดื้อต่อยาโคลิสติน จำ�นวน  

40 ตวัอย่าง พบเชือ้ที่ใหผ้ลบวกตอ่ยนี mcr-1 จำ�นวน 

6 ตัวอย่าง โดยพบเป็นเชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยากลุ่ม 

third generation cephalosporins ทั้งหมด ซึ่งเชื้อ

ที่พบยีน mcr-1 แยกได้จากผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม  

5 ตัวอย่าง และอายุรกรรม 1 ตัวอย่าง โดยมีค่า MIC 

ตอ่ยาโคลสิตนิ อยู่ในชว่ง 4-16 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร 

(Table 5) 

Table 5 Demographics of colistin resistant Enterobactericeae carrying mcr-1 gene

Strains

Sample 

collection 

date

Department Ward Specimen Organism Drug resistance
Colistin 

MIC

(µg/mL)

RBH037 Oct 14, 2015 Surgery Male surgical 

ward-2

Sputum E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

8

RBH049 Oct 18, 2015 Surgery Pediatric 
surgical 
ward 

Pus/Swab E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

16

RBH056 Nov 15, 2015 Surgery Orthopaedic 
surgical ward

Pus/Swab E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

8

RBH134 Feb 21, 2016 Surgery Female 
surgical ward

Pus/Swab E. coli 3 rd gene ra t i on 

cephalosporin

16

RBH135 Feb 6, 2016 Internal 
medicine  

Male medical
ward-1

Blood E. coli 3 rd gene ra t i on 
cephalosporin

8

RBH162 Mar 27, 2016 Surgery Male surgical 
ward-1

Sputum E. coli 3 rd gene ra t i on 
cephalosporin

4

วิจารณ์และสรุป
งานวิจัยครั้งนี้เลือกศึกษาเฉพาะในเชื้อ

แบคทเีรยีวงศ ์Enterobacteriaceae เนือ่งจากเปน็

เชื้อที่ก่อโรคได้หลายระบบ และเป็นเชื้อที่พบได้ใน

ระบบทางเดินอาหารของคนทั่วไป จึงทำ�ให้สามารถ

แพร่กระจายเกิดการระบาดได้ ดังนั้นหากเชื้อได้รับ

การถ่ายทอดยีนดื้อยาแล้ว จะทำ�ให้การรักษาผู้ป่วยที่

ติดเชื้อทำ�ได้ยาก เนื่องจากเชื้อมักจะดื้อต่อยาหลาย

กลุ่ม ทำ�ให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้

จากการศึกษาครั้งนี้พบการดื้อยาโคลิสติน 

ในเชื้อ K. pneumoniae และ E. coli เท่านั้น โดย

พบในเชื้อ K. pneumoniae ร้อยละ 22.1 และ E. 

coli ร้อยละ 14.4 ซึ่งมีอัตราใกล้เคียงกับการศึกษา

ของ Moosavian และ Emam(11) ที่ได้รายงานการ

ดื้อยาโคลิสตินในเชื้อ K. pneumoniae ร้อยละ 21.8 

(26/119) และ E. coli ร้อยละ 10.8 (38/351)  

ที่แยกได้จากตัวอย่างผู้ป่วยในประเทศอิหร่าน
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เมื่อจำ�แนกตามแผนกของผู้ป่วย พบเชื้อที่

ดื้อต่อยาโคลิสตินมากในผู้ป่วยแผนกศัลยกรรม  

อายุรกรรม และแผนกผู้ป่วยระยะวิกฤต ตามลำ�ดับ 

เน่ืองจากเป็นแผนกที่ผู้ป่วยได้รับยาต้านจุลชีพมาก

และเป็นประจำ� จึงทำ�ให้เกิดโอกาสพบเชื้อสายพันธุ์ที่

ดื้อยามากขึ้น แต่เมื่อแยกตามหอผู้ป่วยพบว่าพบต่าง

หอผูป้ว่ยกันโดยทีแ่ตล่ะหอผูป้ว่ยไม่ไดอ้ยู่ในพืน้ที่ใกล้

เคียงกัน และช่วงเวลาที่พบเชื้อส่วนใหญ่อยู่ในเดือน

ตุลาคม พ.ศ. 2559 และเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2560 

แสดงว่าอาจมีการระบาดแบบกระจายอยู่ทั่วไปใน 

โรงพยาบาล และเมื่อจำ�แนกตามชนิดของสิ่งส่งตรวจ 

พบวา่เช้ือทีด่ือ้ตอ่ยาโคลสิตนิ สว่นใหญจ่ะเปน็ตำ�แหนง่

ทีม่เีชือ้ประจำ�ถิน่ จึงทำ�ใหพ้บในตวัอย่างปสัสาวะและ

เสมหะมากกวา่ตวัอยา่งชนดิอืน่ทีเ่ปน็เลอืดและสารน้ำ�

ในร่างกาย และเมื่อทดสอบหาค่า MIC ต่อยาโคลิสติน 

พบว่าเชื้อ K. pneumoniae มีค่า MIC สูงกว่าเชื้อ 

E. coli 

ผลการนำ�เชื้อที่ดื้อต่อยาโคลิสตินทั้งหมด 

จำ�นวน 40 ตัวอย่าง มาตรวจหายีน พบว่ามียีน  

mcr-1 ซึ่งพบในเชื้อ E. coli เท่านั้น โดยไม่พบใน

เชื้อ K. pneumoniae และค่า MIC ต่อยาโคลิสตินมี

ค่า 4 ถึง 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งสอดคล้องกับ

ผลการศึกษาของ Bianco และคณะ(12) ที่ได้สำ�รวจ

หายีน mcr-1 ถึง mcr-5 ของเชื้อแบคทีเรียวงศ์ 

Enterobacteriaceae ใน Romagna ทางตอนเหนอื

ของอิตาลี ในช่วงเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือน

กรกฎาคม พ.ศ. 2560 พบว่าการดื้อต่อยาโคลิสติน  

ที่เกิดจาก mcr-1 พบ 26 ตัวอย่าง จาก 19,053 

ตัวอย่าง (ร้อยละ 0.14) เป็นเชื้อ E. coli ทั้งหมด ซึ่ง

ค่า MIC ต่อยาโคลิสตินมีค่า 4 ถึง 16 ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลิตร สอดคลอ้งกบัการศกึษาของเอีย่ม พึง่พรและ

คณะ(13) ที่ได้ศึกษาหายีน mcr-1 ในตัวอย่างเชื้อ  

E. coli และ K. pneumoniae ที่ดื้อต่อยาโคลิสติน 

ในตัวอย่างจากประเทศไทย ช่วงปี พ.ศ. 2557 พบ

ว่าการดื้อต่อยาโคลิสตินที่เกิดจาก mcr-1 พบในเชื้อ 

E. coli มากกว่า ซึ่งพบ 11 ตัวอย่าง (ร้อยละ 29.7) 

และค่า MIC ต่อยาโคลิสตินของเชื้อ E. coli ที่พบยีน 

mcr-1 มีค่า 4-32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเชื้อ  

E. coli ทั้งหมดที่พบว่ามียีน mcr-1 เป็นเชื้อที่มีการ

ดื้อต่อยาในกลุ่ม third generation cephalosporins 

แต่มีความไวของยาในกลุ่มคาร์บาพีเนม ข้อมูล

สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Kawahara และ 

คณะ(14) ที่พบยีน mcr-1 จำ�นวน 31 ตัวอย่าง ใน

เชื้อ E. coli ที่ดื้อต่อยา cefotaxime แต่มีความ 

ไวต่อยากลุ่มคาร์บาพีเนม ในตัวอย่างอุจจาระของ

ประชากรในหมู่บ้านประเทศเวียดนาม ดังนั้นการที่ 

พบยีน mcr-1 ไม่จำ�เป็นต้องมีการดื้อต่อยากลุ่ม 

คาร์บาพีเนม ซึ่งเป็นยากลุ่มที่มีฤทธิ์กว้างที่สุดในการ

รกัษาเชือ้แบคทเีรยีวงศ ์Enterobacteriaceae หรอื

การไดร้บัยาโคลิสตนิ แตอ่าจเกิดจากการไดร้บัเชือ้จาก

การรบัประทานเนือ้สัตวท์ีเ่ปน็หว่งโซอ่าหาร เนือ่งจาก

ปัจจุบันมีการนำ�ยาโคลิสตินมาใช้ในการเล้ียงสัตว์

จำ�นวนมาก ดงันัน้อาจตอ้งมกีารศึกษาหาความสัมพนัธ์

ระหว่างสัตว์ คน และสิ่งแวดล้อม เพื่อที่จะได้ควบคุม

และป้องกันการระบาดของยีน mcr-1

สำ�หรับเชื้อที่มีการดื้อต่อยาโคลิสติน แต่ไม่

พบยีน mcr-1 อาจมีการดื้อยาที่เกิดจากยีนดื้อยา 

อ่ืนๆ ซึ่งไม่ได้เกิดจากยีน mcr-1 เช่น mcr-2,  

mcr-3, mcr-4 หรือ mcr-5 เนื่องจาก Wise MG 

และคณะ(15) ได้สำ�รวจความชุกของยีน mcr-1-

mcr-5 ที่เก็บจากเชื้อแบคทีเรียวงศ์ Enterobacte-

riaceae ที่ดื้อต่อยาโคลิสตินทั่วทุกทวีปในช่วง  

พ.ศ. 2557 พบเชื้อดื้อต่อยาโคลิสติน 908 ตัวอย่าง 

โดยพบเชือ้ดือ้ยาโคลิสตนิ ทีเ่กิดจากยีน mcr -1 และ 

mcr-3 จำ�นวน 29 ตัวอย่าง เป็นยีน mcr -1 จำ�นวน 

25 ตัวอย่าง และ mcr-3 จำ�นวน 4 ตัวอย่าง ยีน 

mcr-3 ที่พบเป็นตัวอย่างจากประเทศไทยทั้งหมด  

โดยแยกได้จากเชื้อ E. coli 3 ตัวอย่าง และเชื้อ  
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K. pneumoniae 1 ตัวอย่าง หรือการดื้อยาโคลิสติน 

อาจไม่ไดเ้กิดจากยนี mcr แตอ่าจเกดิจากมกีารกลาย

พันธุ์ของยีนในโครโมโซม โดยเฉพาะเชื้อ K. pneu-

moniae ทีเ่กิดการกลายพนัธุข์องโปรตนี MgrB ทำ�ให้

ดื้อต่อยาโคลิสติน(16) ดังนั้นควรศึกษากลไกการดื้อยา

ในเชื้อเหล่านี้ต่อไป 

การศึกษาครั้งนี้มีข้อจำ�กัดในเรื่องตัวอย่าง 

เน่ืองจาก เชือ้วงศ ์Enterobacteriaceae ทีพ่บส่วน

ใหญ่เป็นเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae ส่วน

ตัวอย่างที่เป็นเชื้อชนิดอื่น เช่น Enterobacter spp. 

และ C. freundii ยังมีจำ�นวนน้อย ทำ�ให้การทดสอบ

ไม่ครอบคลุมเชื้อที่มี colistin heteroresistance  

ซึ่งมีค่า MIC ต่ำ�(17-18) 

จะเหน็วา่ขอ้มลูที่ไดจ้ากการศกึษาเชือ้แกรม

ลบวงศ ์Enterobacteriaceae ทีด่ือ้ตอ่ยาโคลสิตนิที่

แยกไดจ้ากสิง่สง่ตรวจของผูป้ว่ยในโรงพยาบาลราชบรุ ี

แสดงให้เห็นการเกิดอุบัติการณ์การดื้อต่อยาโคลิสติน 

ซึ่งจะเป็นประโยชน์แก่แพทย์และบุคลากรทางการ

แพทย์ที่เกี่ยวข้องให้ตระหนักในการเลือกใช้ยารักษา 

ทั้งนี้ ผลทดสอบอณูชีววิทยาทำ�ให้ทราบถึงกลไกการ

ดื้อยาโคลิสตินที่เกิดจากยีนดื้อยาชนิด mcr-1 ซึ่งจะ

เป็นความรู้พื้นฐานเกี่ยวกับกลไกการดื้อยา และ

สถานการณก์ารดือ้ยาของโรงพยาบาลเพือ่การควบคมุ

การแพร่กระจายเชื้อต่อไป
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