
บทท่ี 2 
วสัดแุละวิธีการศึกษา 

 
2.1 ตวัอย่างแบคทีเรีย 

เกบ็ตวัอยา่งแบคทเีรยีวงศ ์ Enterobacteriaceae จากหน่วยจุลชวีวทิยาคลนิิก โรงพยาบาลศรี
นครนิทร ์ตัง้แต่เดอืนตุลาคม 2553 จนถงึเดอืนสงิหาคม 2554 จ านวน 4,818 ตวัอยา่ง เป็นเชือ้ทีแ่ยกไดจ้าก
ปสัสาวะรอ้ยละ 42.7 เสมหะรอ้ยละ 22.0 หนองรอ้ยละ 17.7 สารน ้าจากรา่งกายรอ้ยละ 10.5 และเลอืดรอ้ยละ 
7.2 สว่นใหญ่เป็นเชือ้ E. coli รอ้ยละ 44.1 K. pneumoniae รอ้ยละ 25.3 Enterobacter spp. รอ้ยละ 10.7 
และ Proteus mirabilis รอ้ยละ 6.8 (ตารางที ่2.1) โดยเกบ็เชือ้จากจานอาหารเลีย้งเชือ้ Mueller Hinton agar 
หรอืหลอดอาหาร triple sugar iron agar จากนัน้เกบ็รกัษาในหลอดอาหาร nutrient agar (Oxoid, 
Basingstoke, Hampshire, England) ทีอุ่ณหภมูหิอ้งจนกวา่จะท าการทดสอบ เชือ้ทีใ่หผ้ลบวกกบัวธิตีรวจ
กรองเอนไซม ์ carbapenemase เกบ็รกัษาใน skimmed milk (Himedia, Mumbai, India) ทีเ่ตมิกลเีซอรอล 
(VWR International, Poole, England) รอ้ยละ 15-20 ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

โครงการน้ีไดผ้่านการรบัรองจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในมนุษย์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
โดยยดึหลกัเกณฑต์ามค าประกาศเฮลซงิก ิ(Declaration of Helsinki) และแนวทางการปฏบิตักิารวจิยัทาง
คลนิิกทีด่ ี(ICU GCP) โครงการเลขที ่HE551092 เมือ่วนัที ่1 เมษายน 2556 (ภาคผนวก) 
2.2 การตรวจคดักรองเอนไซม ์carbapenemase โดยวิธี disc diffusion 

ตรวจคดักรองเอนไซม ์ carbapenemase ในเชือ้ทัง้หมด 4,818 ตวัอยา่งโดยใชแ้ผน่ยา ertapenem 
10 ไมโครกรมั หรอื imipenem 10 ไมโครกรมั (Oxoid) วางไวต้รงกลางอาหารเลีย้งเชือ้ ปรบัเชือ้ใหม้คีวามขุน่
เท่ากบั 0.5 McFarland จากนัน้ป้ายเชือ้เป็นเสน้ตรงหา่งจากขอบแผน่ยาประมาณ 0.5 มลิลเิมตร จนถงึขอบ
จานอาหารเลีย้งเชือ้ วดัขนาด inhibition zone ถา้ขนาด inhibition zone ของยา ertapenem น้อยกวา่หรอื
เท่ากบั 21 มลิลเิมตร (23) หรอื imipenem น้อยกวา่หรอืเท่ากบั 20 มลิลเิมตร (24) น าไปทดสอบยนืยนัต่อไป 
เชือ้ควบคุมการทดสอบ ไดแ้ก่ E. coli ATCC25922 
2.3 การตรวจหาเอนไซม ์carbapenemase โดยวิธีทางฟีโนไทป์ 

ตรวจยนืยนัเอนไซม ์ carbapenemase โดยวธิทีางฟีโนไทป์ในเชือ้ทีใ่หผ้ลบวกต่อการตรวจคดักรอง
เอนไซม ์carbapenemase ทัง้หมดดงัน้ี 

2.3.1 วิธี modified Hodge (MHT) 
ปรบัเชือ้ E. coli ATCC25922 ใหม้คีวามขุน่เทา่กบั 0.5 McFarland  ป้ายเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 

Mueller Hinton agar (MHA) ใหท้ัว่ผวิหน้าอาหาร วางแผน่ยา impenem หรอืยา ertapenem 10 ไมโครกรมั 
ใช ้ loop ขดีเชือ้ทีต่อ้งการทดสอบจากขอบแผ่นยาจนถงึขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ อบเพาะเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ 37 

องศาเซลเซยีส นาน 18-24 ชัว่โมง ถา้ inhibition zone ของ E. coli ATCC25922 รอบเชือ้ทีท่ดสอบเป็นรอย
เวา้เขา้ไปแสดงวา่เชือ้ผลติเอนไซม ์carbapenemase ได ้(23) 

2.3.2 วิธี combined disc 
ใชย้า imipenem หรอื ertapenem 10 ไมโครกรมัทีเ่ตมิ -lactamase inhibitor 3 ชนิด ไดแ้ก่ 

phenylboronic acid (PBA) 300 ไมโครกรมัเป็นสารยบัยัง้เอนไซม ์ class A carbapenemase และ AmpC 
-lactamase (AmpC) ยา oxacillin (OX) 1000 ไมโครกรมัเป็นสารยบัยัง้เอนไซม ์ AmpC และ EDTA 292 
ไมโครกรมัเป็นสารยบัยัง้เอนไซม ์ class B carbapenemase หรอื MBL อ่านผลบวกเมือ่ใหข้นาดของ  
inhibition zone ต่อยา imipenem หรอื ertapenem ทีเ่ตมิ inhibitor กวา้งกวา่ยาทีไ่มไ่ดเ้ตมิมากกวา่หรอื  
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ตารางท่ี 2.1 แบคทเีรยีวงศ ์ Enterobacteriaceae จ านวน 4,818 ตวัอยา่งทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ย
โรงพยาบาลศรนีครนิทร ์ระหวา่งเดอืนตุลาคม พ.ศ. 2553 ถงึเดอืนสงิหาคม พ.ศ. 2554 
 

Organisms 
No. of test isolates various specimens 

Total (%) 
Urine Sputum Pus Body fluid Blood 

E. coli 1207 182 335 222 179 2125(44.1) 

Enterobacter spp. 136 189 112 46 33 516(10.7) 

K. pneumoniae 314 509 170 131 94 1218(25.3) 

Klebsiella spp. 40 41 15 18 11 125(2.6) 

K. oxytoca 17 5 13 7 0 42(0.9) 

S. marcescens 5 22 5 2 1 35(0.7) 

Serratia spp. 2 22 2 1 0 27(0.6) 

C. diversus 29 13 10 10 3 65(1.3) 

C. freundii 20 4 9 9 1 43(0.9) 

P. mirabilis 157 42 97 25 5 326(6.8) 

P. vulgaris 15 7 18 6 1 47(1.0) 

P. penneri 1 0 3 1 0 5(0.1) 

P. rettgeri 33 14 10 4 1 62(1.3) 

Providencia  spp. 9 4 1 3 0 17(0.4) 

M. morganii 61 7 39 12 4 123(2.6) 

E. tarda 1 0 7 0 0 8(0.2) 

Salmonella gr.B 1 0 2 1 3 7(0.1) 

Salmonella gr.C 3 0 1 0 0 4(0.1) 

Salmonella gr.D 3 0 4 6 9 22(0.5) 

Salmonella gr.E 1 0 0 0 0 1(0.1) 

Total 2055(42.7) 1061(22.0) 853(17.7) 504(10.5) 345(7.2) 4818(100) 
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เท่ากบั 5 มลิลเิมตร โดยเชือ้ทีใ่หผ้ลบวกกบั PBA อยา่งเดยีวแปลผลวา่เชือ้ผลติเอนไซม ์ calss A 
carbapenemase เชือ้ทีใ่หผ้ลบวกกบั PBA และ OX แปลผลวา่เชือ้ผลติเอนไซม ์AmpC และเชือ้ทีใ่หผ้ลบวก
กบั EDTA อยา่งเดยีวแปลผลวา่เชือ้ผลติเอนไซม ์MBL (24,25) 
2.4 การตรวจชนิดของเอนไซม ์carbapenemase โดยวิธี multiplex PCR 

ตรวจชนิดของเอนไซม ์ carbapenemase ในเชือ้ทีใ่หผ้ลบวกต่อการตรวจคดักรองทัง้หมดโดยวธิ ี
multiplex PCR ไดแ้ก่ ชุดแรกตรวจหายนี blaIMP, blaVIM, blaGIM, blaSPM และ blaSIM (26) และอกีหนึ่งชุด
ตรวจหายนี blaNDM, blaKPC และ blaOXA-48 (27) (ตารางที ่ 2.2) โดยเพาะเลีย้งเชือ้ทัง้หมดบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
MHA ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมงจากนัน้สกดั DNA โดยเขีย่เชือ้จ านวน 1 โคโลนี
ลงในน ้ากลัน่ทีป่ราศจากเชือ้ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ท าใหเ้ชือ้กระจายตวัไมจ่บัเป็นกอ้น ตม้ทีอุ่ณหภมู ิ 95 
องศาเซลเซยีส 5 นาท ีสว่นผสมของปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย 1XTaq DNA polymerase reaction buffer 
(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) magnesium chloride ความเขม้ขน้ 2.0 mM, deoxynucleotide 
triphosphates (dNTPs) (SibEnzyme, Novosibirsk, Russia) ความเขม้ขน้ 0.2 mM, ไพรเ์มอรข์อง 
multiplex PCR ชุดแรกใชค้วามเขม้ขน้ชนิดละ 0.8 M ยกเวน้ไพรเ์มอร ์ VIMF และ VIMR ใชค้วามเขม้ขน้
ชนิดละ 0.4 µM สว่นอกีชุดใชไ้พรเ์มอรค์วามเขม้ขน้ชนิดละ 0.125 M, Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
0.625 U และเตมิ DNA ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเท่ากบั 25 ไมโครลติร สภาวะทีใ่ชใ้น
ปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย predenaturation ทีอุ่ณหภมู ิ 94 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี denaturation ที่
อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท ีannealing ทีอุ่ณหภมู ิ52 องศาเซลเซยีส 40 วนิาท ีและ extension ที่
อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส 50 วนิาท ีจ านวน 36 รอบ และ final extension ทีอุ่ณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส 5 
นาท ีโดยใชเ้ครือ่ง G-Strom Thermal cycler (Gene Technologies, Essex, England) แยก PCR product ที่
ไดใ้นวุน้ (ISC BioExpress, Madrid, Spain) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1.5 ดว้ยกระแสไฟฟ้า และใช ้ 1 kb plus 
DNA ladder (Invitrogen) ในการเปรยีบเทยีบขนาดของแถบดเีอน็เอ จากนัน้ยอ้มวุน้ในสารละลาย ethidium 
bromide ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร นาน 10 นาท ี น าวุน้ทีย่อ้มแลว้ไปดดูว้ยเครือ่ง UV 
illumination Gel DOC 1000 (Bio-Rad, CA, USA) และบนัทกึภาพไว ้

เชือ้อา้งองิทีใ่ชเ้ป็นเชือ้ควบคุมผลบวก ไดแ้ก่ P. aeruginosa ทีม่ยีนี blaIMP-1 (ไดร้บัความอนุเคราะห์
จาก Prof. David Livermore, Antibiotic Resistance Monitoring & Reference Laboratory, HPA 
Microbiology Services-Colindale Unit, London, UK), P. aeruginosa ทีม่ยีนี blaVIM-2 (12), K. pneumoniae 
ATCCBAA-1705 ทีม่ยีนี blaKPC-1, K. pneumoniae ทีม่ยีนี blaOXA-48-like (ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากศนูยเ์กบ็
รกัษาและรวบรวมสายพนัธุจ์ุลนิทรยีท์างการแพทย ์ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์ กระทรวงสาธารณสขุ) และ 
C. freundii ทีม่ยีนี blaNDM-1 (ไดจ้ากการศกึษาครัง้น้ีและตรวจยนืยนัโดยการตรวจหาล าดบันิวคลโิอไทดแ์ลว้) 
2.5  การตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน  blaIMP และ integron 

ตรวจหาล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี blaIMP และ integron ทีเ่กีย่วขอ้งในเชือ้ทีใ่หผ้ลบวกทัง้หมดโดย
ใชไ้พรเมอร ์5CS คูก่บั 3CS, 5CS คูก่บั IMP-R และ IMP-F คูก่บั 3CS (28) (ตารางที ่2.2) สว่นผสมของ
ปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย 1XTaq DNA polymerase reaction buffer, magnesium chloride ความเขม้ขน้ 
2.5 mM, dNTPs ความเขม้ขน้ 0.2 mM, ไพรเ์มอรค์วามเขม้ขน้ชนิดละ 0.3 µM, Taq DNA polymerase 
(Invitrogen) 1.25 U และเตมิ DNA ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเท่ากบั 50 ไมโครลติร 
สภาวะทีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย predenaturation ทีอุ่ณหภมู ิ 95 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี
denaturation ทีอุ่ณหภมู ิ 95 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี annealing ทีอุ่ณหภมู ิ 52 องศาเซลเซยีส 1 นาท ีและ 
extension ทีอุ่ณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส 3 นาท ีจ านวน 30 รอบ และ final extension ทีอุ่ณหภมู ิ72 องศา
เซลเซยีส 10 นาท ีจากนัน้ท าให ้PCR product บรสิทุธิด์ว้ยชุดน ้ายาส าเรจ็รปู (NucleoSpin Extract II kit, 
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ตารางท่ี 2.2 ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการศกึษา 
 

Genes 
Primer 
names 

Oligonucleotide sequences (5   3) 
Expected 

sizes of PCR 
product (bp) 

References 

blaIMP IMX-F GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C 188 26 
 IMX-R CCA AAC YAC TAS GTT ATC T  
blaVIM VMX-F GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 390 
 VMX-R CGA ATG CGC AGC ACC AG  
blaGIM-1 GMX-F TCG ACA CAC CTT GGT CTG AA 477 
 GMX-R AAC TTC CAA CTT TGC CAT GC  
blaSIM-1 SIMX-F TAC AAG GGA TTC GGC ATC G 570 
 SIMX-R TAA TGG CCT GTT CCC ATG TG  
blaSPM-1 SPM1-F CCA AGA TTG ATT CGG ACG TT 344 This study 
 SPM1-R TCG CTT CAG ATC CTC GTT TT  
blaOXA-48 OXA-48F GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC 438 27 
 OXA-48R CAT CAA GTT CAA CCC AAC CG  
blaNDM NDM-F GGT TTG GCG ATC TGG TTT TC 621 
 NDM-R CGG AAT GGC TCA TCA CGA TC  
blaKPC KPC-F CGT CTA GTT CTG CTG TCT TG 798 
 KPC-R CTT GTC ATC CTT GTT AGG CG  
Class 1 
integron 

5´CS GGC ATC CAA GCA GCA AGC  28 
3´CS AAG CAG ACT TGA CCT GAT  

IS125 IS125D-F GGC GTT AGA TTG GCT TAC ACC  This study 
Ble Ble-R GAT CAG GTA GCC GAT CCT CA   This study 
TrpF TrpF-R AGC TTG GCT GCC ACC AGT       This study 
strain 
typing 

ERIC-1R ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C  29 
ERIC-2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G  
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GmbH & Co., Duren, Germany) และสง่ตรวจล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนีทีภ่าควชิาชวีเคม ี คณะ
แพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น ซึง่ใชห้ลกัการ dideoxy-chain termination ดว้ยเครือ่งวเิคราะหอ์ตัโนมตั ิ
MegaBACE 1000 (Amercham Biosciences, Champaign, USA) ไพรเ์มอรท์ีใ่ชต้รวจหาล าดบันิวคลโีอไทด์ 
ไดแ้ก่ IMP-F, IMP-R, 5CS และ 3CS 
2.6 การตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละยีนรอบข้างของยีน blaNDM 

ตรวจหาล าดบันิวคลโีอไทดข์อง blaNDM ทัง้ยนีและยนีบรเิวณขา้งเคยีงจากเชือ้ทีใ่หผ้ลบวกทัง้หมด 
โดยไดอ้อกแบบไพรเมอรจ์ากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี blaNDM ทีม่รีายงานมาก่อนหน้าน้ี ไดแ้ก่ IS125D-F, 
Ble-R และ TrpF-R เตรยีม PCR product โดยใชไ้พรเมอร ์ IS125D-F คูก่บั NDM-R, NDM-F คูก่บั Ble-R 
และ NDM-F คูก่บั TrpF-R ซึง่ให ้product ขนาด 942 bp, 1004 bp และ 1286 bp ตามล าดบั (ตารางที ่2.2) 
สว่นผสมของปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย 1XTaq DNA polymerase reaction buffer, magnesium chloride 
ความเขม้ขน้ 1.5 mM, dNTPs ความเขม้ขน้ 0.2 mM, ไพรเ์มอรค์วามเขม้ขน้ชนิดละ 0.5 µM, Taq DNA 

polymerase (Invitrogen) 1.25 U และเตมิ DNA ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ใหไ้ดป้รมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 50 
ไมโครลติร สภาวะทีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย predenaturation ทีอุ่ณหภมู ิ 94 องศาเซลเซยีส 
5 นาท ีdenaturation ทีอุ่ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท ีannealing ทีอุ่ณหภมู ิ57 องศาเซลเซยีส 40 
วนิาท ี และ extension ทีอุ่ณหภมู ิ 72 องศาเซลเซยีส 90 วนิาท ี จ านวน 36 รอบ และ final extension ที่
อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีท าให ้PCR product บรสิทุธิด์ว้ยชุดน ้ายาส าเรจ็รปู และสง่ตรวจล าดบันิ
วคลโีอไทดข์องยนี ไพรเ์มอรท์ีใ่ชต้รวจหาล าดบันิวคลโีอไทด ์ไดแ้ก่ NDM-F, NDM-R, IS125D-F, Ble-R และ 
TrpF-R 
2.7 การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาต้านจลุชีพชนิดต่างๆ 

ทดสอบความไวของเชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์ carbapenemase ต่อสารตา้นจุลชพีต่างๆ โดยวธิ ี disc 
diffusion (Oxoid) ไดแ้ก่ 30-μg amikacin, 10/10-μg ampicillin/sulbactam, 30-μg aztreonam, 30-μg 
cefepime, 30-μg cefpirome, 30-μg cefotaxime, 75/30-μg cefoperazone/sulbactam, 30-μg ceftazidime, 
30-μg ciprofloxacin, 10-μg colistin, 10-μg ertapenem, 10-μg gentamicin, 10-μg imipenem, 5-μg 
levofloxacin, 10-μg meropenem, 30-μg nalidixic acid, 30-μg netilmicin, 10-μg norfloxacin, 5-μg 
ofloxacin, 100/10-μg piperacillin/tazobactam, 1.25/23.75-μg trimethoprim-sulfamethoxazole และ 15-μg 
tigecycline และหาคา่ MIC ต่อยา ertapenem (MSD, Paris, France), imipenem (MSD, NJ, USA) และ 
meropenem (Siam Bheasach, Bangkok, Thailand) (ความเขม้ขน้ 0.0625-128 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) 
โดยวธิ ีagar dilution เชือ้ควบคุมผลไวต่อยา ไดแ้ก่ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ATCC 27853 
อ่านและแปลผลการทดสอบตามเกณฑข์อง CLSI (23) 
2.8 การตรวจสอบสายพนัธุข์องแบคทีเรียท่ีดือ้ยา 

แยกสายพนัธุข์องเชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์ carbapenemase ทัง้หมดโดยใชเ้ทคนิค ERIC-PCR (29) 
สว่นผสมของปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย 1XTaq DNA polymerase reaction buffer, magnesium chloride 
ความเขม้ขน้ 2.0 mM, dNTPs ความเขม้ขน้ 0.2 mM, ไพรเ์มอรค์วามเขม้ขน้ชนิดละ 0.5 µM, Taq DNA 
polymerase (New England Biolabs, Ontario, Canada) 2 U และเตมิ DNA ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ใหไ้ด้
ปรมิาตรสดุทา้ยเท่ากบั 50 ไมโครลติร สภาวะทีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย predenaturation ที่
อุณหภมู ิ 95 องศาเซลเซยีส 7 นาท ี denaturation ทีอุ่ณหภูม ิ 90 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท ี annealing ที่
อุณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส 1 นาท ีและ extension ทีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส 8 นาท ีจ านวน 30 รอบ 
และ final extension ทีอุ่ณหภมู ิ 65 องศาเซลเซยีส 16 นาท ี อ่านผลดว้ยตาเปลา่ ถา้เชือ้ใหแ้ถบ DNA 
แตกต่างกนั 1 แถบขึน้ไปแปลผลเป็นเชือ้ต่างสายพนัธุก์นั (30) 


