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บทที่ 4 
ผลการวจิัย 

 
 เชือ้ K. pneumoniae ท่ีแยกได้จากสิ่งสง่ตรวจผู้ ป่วยท่ีเข้าท าการรักษาใน 

โรงพยาบาลพทุธชินราชพิษณโุลกโรงพยาบาลแมส่อด และโรงพยาบาลในแถบภาคเหนือตอนลา่ง 
จ านวน 165 ตวัอย่าง และเชือ้แบคทีเรียควบคมุ ได้แก่ K. pneumoniae สายพนัธุ์ R154 เป็น 

Positive control (produced AmpC β –lactamase) และ K. pneumoniae สายพนัธุ์ ATCC 
700603 เป็น Negative control (no AmpC β –lactamase) ถกูน ามาศกึษา ณ คณะสหเวช
ศาสตร์ มหาวิทยาลยันเรศวร จงัหวดัพิษณุโลก ดงันี ้
 
4.1 การตรวจหาการสร้างเอนไซม์ pAmpC 

 ท าการตรวจหาการผลิตเอนไซม์ AmpC -lactamases ทางฟีโนไทป์ในเชือ้ K. 
pneumoniae จ านวน 165 ตวัอย่าง ด้วยวิธี inhibitor-based test โดยการวางแผ่นยา cefoxitin 
ขนาด 30 ไมโครกรัม และ cefoxitin ขนาด 30 ไมโครกรัม ท่ีเติม boronic acid ขนาด 400 
ไมโครกรัม พบเชือ้ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ AmpC beta-lactamases จ านวน 25 ตวัอย่าง คิดเป็น
ร้อยละ 15.15  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
    
       Positive                   Negative 
     ภาพท่ี 4 แสดงการตรวจหาเอนไซม์ AmpC beta-lactamases ด้วยวิธี inhibitor-based test ( 
รูป A: ให้ผลการทดสอบเป็นบวก ส่วนรูป B ให้ผลการทดสอบเป็นลบ) 

 

A B 
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เม่ือตรวจหาการผลิตเอนไซม์ AmpC -lactamases ทางจีโนไทป์ในเชือ้ K. pneumoniae 
ด้วยวิธี multiplex PCR เพ่ือตรวจหายีน AmpC ท่ีก ากบับน พลาสมิด ได้แก่ ยีน MOX, CMY, LAT, 
BIL, DHA, ACC, MIR, ACT และ FOX  พบเชือ้  K. pneumoniae ท่ีมียีน AmpC ท่ีก ากบับน 
พลาสมิดทัง้หมด 16 ตวัอยา่ง คดิเป็น 9.7 ได้แก่ ยีน LAT/CMY/BIL จ านวน 7 ตวัอยา่ง คดิเป็นร้อย
ละ 43.75, ยีน DHA จ านวน 5 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 31.25, ยีน ACC จ านวน 2 ตวัอยา่ง คิดเป็น
ร้อยละ 12.5, ยีน MIR/ACT จ านวน 1 ตวัอยา่ง คดิเป็นร้อยละ 6.25 และยีน FOX จ านวน 1 
ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 6.25 (ดงัตาราง 5) ทัง้นีห้ากตรวจพบยีน AmpC ท่ีก ากบับนพลาสมิดมี
ขนาดของ PCR product เทา่กนั จะท าการตรวจหายีนใหม ่โดยการใช้ primers ท่ีจ าเพาะกบัยีนท่ี
สงสยัโดยวิธี PCR อีกครัง้ 
 

 

 
ภาพท่ี 5 แสดง PCR product ของยีน AmpC ท่ีก ากบับนพลาสมิด 

Lane  M 100 bp DNA ladder 
1 K. pneumoniae ที่มียีน DHA-1/DHA-2 

   2-6 K. pneumoniae ที่ไมม่ียีน pAmpC 
 7 Positive control K. pneumoniae (MIR-1) 
 8 Positive control K. pneumoniae (CMY-1) 
 9 Positive control K. pneumoniae (DHA-1) 
 10 Positive control E. aerogenes (FOX-R) 
 11 Positive control K. pneumoniae (ACT-1) 
 12 Positive control K. pneumoniae (ACC-1) 
 13 Negative control E.coli ATCC 25922 
 14 Negative control Master mix 

 M      1       2       3      4        5      6      M       7       8      9     10     11     12     13     14 

346 bp (ACC-1) 

302 bp (ACT-1) 

190 bp (FOX-R) 

302 bp (MIR-1) 
405 bp (DHA) 

462 bp (CMY-1) 405 bp (DHA-1) 
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ตารางที่  3  การจ าแนกชนิดของยีน AmpC ในเชือ้ K. pneumoniae ด้วยวิธี multiplex PCR 
ยีน จ านวน (ตัวอย่าง) 

MOX/CMY 0   
LAT/CMY/BIL   7 (43.75%)  

DHA   5 (31.25%) 
ACC 2 (12.5%) 

MIR/ACT 1 (6.25%) 
FOX 1 (6.25%) 
รวม 16 (100%) 

 
 
ตารางที่ 4 แสดงผลการผลิตเอนไซม์ AmpC beta-lactamases ทางฟีโนไทป์และจีโนไทป์ 

Tests phenotype 

genotype (multiplex PCR) 

positive negative 

inhibitor-based test 
positive 12 13 

negative 4 136 

 
 

ตารางที่  5  แสดงคา่ความไว ความจ าเพาะ คา่ท านายผลบวก และคา่ท านายผลลบของวิธี 

Inihibitor based  เม่ือเทียบกบัวิธี Multiplex PCR 

Tests Sensitivity Specificity 
Positive 

predictive value 

Negative 

predictive value 

Inhibitor-based test 
12/(12+4) x 100      

= 75% 

136/(136+13) x 100 

= 91.28% 

12/(12+13) x 100     

= 48% 

136/(136+4) x 100   

= 97.14% 
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4.2  การก าหนดแนวทางในการตรวจกรองหาเอนไซม์ pAmpC โดยวิธี Disk susceptibility 
testing    
 4.2.1 การก าหนดระยะห่างระหวา่งแผน่ยา Cefoxitin (Fox) ซึง่มีคณุสมบตัเิป็นตวักระตุ้น

การสร้างเอนไซม์ AmpC β –lactamase และตวัอ่ืนในกลุม่นี ้ (Ceftazidime, Cefotaxime, 
Ceftriaxone, Cefpodoxime, Cefoperazone) ท่ี 2 ระยะคือ 1) 15 มิลลิเมตร และ 2) 20 
มิลลิเมตร จากนัน้อา่นผลการเปล่ียนแปลงของ inhibition zone ท่ีเกิดขึน้รอบๆ แผน่ยา และผล
การศกึษาพบวา่ ระยะห่างระหวา่งแผน่ยาท่ีระยะ 20 มิลลิเมตร ท าให้เห็นลกัษณะของ Inhibition 
zone และปฏิกริยาระหว่างคูย่าได้ชดัเจนกวา่ท่ีระยะหา่ง 15 มิลลิเมตร ดงัภาพท่ี 6 
 4.2.2 การเตมิ Phenyl boronic acid เพ่ือเป็นตวัยบัยัง้การสร้างเอนไซม์ลงบนแผน่ยา 
cefoxitin (FOX) ท่ีวางอยู่ตรงกลาง ท่ีระยะหา่งระหวา่งแผน่ยาเป็น 20 มิลลิเมตร ในการทดสอบ
ความไวตอ่ยาของเชือ้ K. pneumoniae พบวา่เชือ้ควบคมุท่ีมียีนดือ้ยาทกุเชือ้แสดงให้เห็นวา่มีการ
เพิ่มขึน้ของขนาด inhibition zone (enhance zone หรือ D shape) และการเสริมฤทธ์ิกนัของคูย่า 
(synergist) สงูสดุคือ 100% ในระหวา่งคูย่า cefoxitin ท่ีเตมิ phenylboronic acid (FOX+BA)  
กบั cefotaxime  รองลงมาคือ คูย่า FOX+BA กบั ceftazidime. และ คูย่า FOX+BA กบั 

ceftriaxone คดิเป็น 83.33% เทา่กนั ในขณะท่ีเชือ้ควบคมุผลลบไมเ่ห็นการเปล่ียนแปลงดงักลา่ว 
ดงัภาพท่ี 7 
 เม่ือน ามาศกึษาในตวัอย่างเชือ้ท่ีแยกจากผู้ ป่วยจ านวน 15 ตวัอยา่งท่ีให้ผลบวกตอ่การ
ตรวจหายีน AmpC พบวา่ มีเพียง 5 ตวัอย่างท่ีให้ผลการทดสอบความไวตอ่ยาท่ีมีการเพิ่มขึน้ของ
ขนาด inhibition zone (enhance zone หรือ D shape) หรือการเสริมฤทธ์ิกนัของคูย่า (synergist) 
ในระหวา่งคูย่า cefoxitin ท่ีเตมิ phenylboronic acid (FOX+BA)  กบั cefotaxime หรือ 
ceftazidime.คดิเป็น 33.33%  สว่นอีก 10 ตวัอยา่ง ไมเ่ห็นการเปล่ียนแปลงดงักลา่ว 
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ภาพท่ี  6 The interaction pattern between cefoxitin alone and five antibiotics 
 
 
 
 
 
 

(a) DHA-1; FOX (15 mm) 

 

 
 

(b) DHA-1; FOX (20 mm) 

 

 

(c) ACC-1; FOX (15 mm) 

 

 
 

(d) ACC-1; FOX (20 mm) 
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ภาพท่ี  7 The interaction pattern between cefoxitin with phenylboronic acid

(a) DHA-1; FOX/BA (15 mm) 

 

 

(b) DHA-1; FOX/BA (20 mm) 

 

 (c) ACC-1; FOX/BA (15 mm) 

 

 
 

 

(d) ACC-1; FOX/BA (20 mm) 

 

 
 

 (e) MIR-1; FOX/BA (15 mm) 

 

 

(f) MIR-1; FOX/BA (20 mm) 
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