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ปัจจุบนัมีรายงานการติดเช้ือด้ือยาท่ีเพิ่มมากข้ึน สาเหตุสาํคญัมาจากการใชย้าตา้นจุลชีพท่ี

มากเกินความจาํเป็นทาํใหเ้ช้ือเกิดการด้ือต่อยา โดยมีรายงานพบการด้ือยาโคลิสตินในเช้ือวงศ ์

Enterobacterales ท่ีด้ือยากลุ่ม third generation cephalosporins, carbapenems งานวจิยัน้ีมี

วตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาความชุกและความสัมพนัธ์ของยนี mcr-1 และ int-1 ในเช้ือ uropathogenic  
E. coli (UPEC) ท่ีด้ือยาในกลุ่ม third generation cephalosporins และ carbapenems ท่ีแยกไดจ้าก

ผูป่้วยในโรงพยาบาลนพรัตน์ราชธานีปี 2560 จาํนวน 83 ตวัอยา่ง มาทดสอบหาค่า minimal 

inhibitory concentration (MIC) ต่อโคลิสติน โดยใชว้ธีิ broth microdilution และตรวจหายนี mcr-1 

และ int-1 ดว้ยวธีิ polymerase chain reaction (PCR) จากการศึกษาพบวา่ ในเช้ือ uropathogenic E. 

coli  มีค่า MIC = 1 µg/ml ร้อยละ 4.8 และเช้ือท่ีมีค่า MIC = 2 µg/ml ร้อยละ 95.2 ซ่ึงแปลผลไดว้า่มี

ความไวต่อยาโคลิสติน ในการศึกษาคร้ังน้ีตรวจไม่พบยนี mcr-1 แต่พบยนี int-1 ร้อยละ 67.5 โดยยนี 

int-1 พบในเช้ือ UPEC ท่ีมีการด้ือยาหลายขนาน (multidrug resistance) ซ่ึงยนี int-1 มีบทบาทสาํคญั

ในการแพร่กระจายยนีด้ือยา 
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ABSTRACT 

 

Title: Detection of colistin resistance among third generation cephalosporin or carbapenem-

resistant uropathogenic Escherichia coli isolates 

Researcher: Siriporn Kowaboot, Ph.D. Affiliation:Faculty of Medical Technology 

Year of publication: 2023 Publisher: Rangsit University 

Source: Rangsit University No. of pages: 42 pages 

Keywords: mcr-1, int-1, colistin, third generation cephalosporins, carbapenems 

Currently, there are increasing reports of drug-resistant infections. This is mainly due to 

the overuse of antimicrobials that cause bacteria to develop drug resistance. Gram-negative bacteria 

resistant to colistin were found, especially Enterobacterales, from 1% in 2016 and increased to 

4.4% in 2021. The purpose of this research was to study the prevalence and association of mcr-1 

and  

int-1 genes in drug resistant uropathogenic E. coli among third generation cephalosporins and 

carbapenems isolated from patients in Nopparat Rajathanee Hospital in 2017. All 83 samples were 

tested for minimal inhibitory concentration (MIC) to colistin by broth microdilution and detection 

of mcr-1 and int-1 genes by polymerase chain reaction (PCR). 4.8% of coli had MIC = 1 mg/ml 

and 95.2% of coli had MIC = 2 mg/ml, which could be interpreted as colistin-susceptible. The mcr-

1 gene was not detected whereas the int-1 gene was detected 67.5% from total samples used in this 

study. Furthermore, in the present study, int-1 gene was found in multidrug-resistant UPEC. The 

class 1 integron gene plays a major role in disseminated of antibiotic resistance. 
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บทที ่1 

บทนํา 

 

ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

ความชุกของการติดเช้ือทางเดินปัสสาวะ (UTI) ท่ีเกิดจากแบคทีเรียแกรมลบท่ีด้ือยาหลาย

ชนิดเป็นปัญหาสําคญัทัว่โลก เน่ืองจากแบคทีเรียท่ีด้ือยาเหล่าน้ีมีการพฒันาความสามารถในการ

ต้านทานยาเพิ่มมากข้ึน เช่น ด้ือยากลุ่ม fluoroquinolone cephalosporin และ carbapemens (Loho 

et.al., 2015) แบคทีเรียแกรมลบในกลุ่ม Enterobacterales มกัพบเป็นสาเหตุของการติดเช้ือทางเดิน

ปัสสาวะ โดยเฉพาะ Escherichia coli (E. coli) พบเป็นสาเหตุของ UTI ร้อยละ 70-80 (Pirkani et.al., 

2020) การด้ือยาต่อ fluoroquinolones, β-lactams, aminoglycosides และ carbapenems และการขาด

การพฒันายาต้านแบคทีเรียชนิดใหม่ทาํให้แพทย์มีการพิจารณาการใช้ยา โคลิสติน (colistin) 

สาํหรับการรักษาแบคทีเรียแกรมลบท่ีด้ือต่อยาหลายขนาน (Li et.al., 2006)  

 ยาโคลิสติน มีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงส่วนใหญ่ใชรั้กษาแบคทีเรียกลุ่ม 

Enterobacterales และ non-fermentative Gram-negative bacteria บางชนิด เช่น  

Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobactor baumannii (Tan et.al., 2006) ยาโคลิสติน หรือ 

polymyxin E เป็นยาในกลุ่ม polymyxins มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรียโดย cationic polypeptide ของยาโค

ลิสตินทาํปฏิกิริยากบั anionic lipopolysaccharide ของแบคทีเรียแกรมลบ ทาํใหเ้กิดการร่ัวของ

ของเหลวภายในเซลลอ์อกนอกเซลลส่์งผลใหเ้ซลลแ์บคทีเรียตาย อยา่งไรก็ตามการใชโ้คลิสตินท่ี

เพิ่มข้ึนทาํใหพ้บการด้ือยาโคลิสตินในเช้ือแกรมลบเพิ่มข้ึนทัว่โลก และมีอตัราการด้ือยาเพิ่มอยา่ง

ต่อเน่ืองข้ึนเร่ือยๆ (Gales et.al, 2011)  

 กลไกทัว่ไปของการด้ือยาโคลิสตินท่ีสําคญัคือการเปล่ียนแปลง lipopolysaccharide (LPS) 

จ า ก ก า ร ก ล า ย พัน ธ์ุ ข อ ง  two-component regulatory system (TCS) ไ ด้แ ก่  PmrA/PmrB แ ล ะ 

PhoP/PhoQ การกลายพนัธ์ุเหล่าน้ีทาํให้มีการเพิ่มของโมเลกุล 4 amino-4-deoxy-L-arabinose (L-

Ara4N) และ phosphoethanolamine (PEtN) ซ่ึงมีประจุบวกบน lipid A ทาํให้ไปลดประจุลบบน 

outer membrane ส่งผลให้ลดปฏิกิริยาระหว่าง cationic polypeptide ของโคลิสติน กับ anionic 

lipopolysaccharide (LPS) ทําให้ เ ช้ือ ด้ือต่อยาโคลิสติน (Poirel et.al., 2017 ; Trent et.al., 2004) 

นอกจากน้ีย ังพบกลไกเพื่อขับยาโคลิสตินออกนอกเซลล์ (efflux pump) ในเช้ือ Klebseilla 

pneumoniae โดยถูกควบคุมโดยยีน acrAB และ kpnEF กลไกการด้ือต่อยาโคลิสตินเหล่าน้ีเป็นการ

กลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนในโครโมโซม (chromosomally-mediated) (Olaitan et.al., 2014; Pragasam et.al., 

2016) ในปี พ.ศ. 2558 มีการรายงานการตรวจพบยนี mcr-1 ในเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาโคลิสตินท่ีแยกได้



2 
 

จากเน้ือสุกรในประเทศจีน ซ่ึงเป็นการรายงานยนีด้ือยาโคลิสตินท่ีอยูบ่นพลาสมิดของแบคทีเรียเป็น

คร้ังแรก (plasmid-mediated colistin resistance) ซ่ึงพลาสมิดท่ีมียีนด้ือยาน้ีสามารถถ่ายทอดไปสู่

แบคทีเรียชนิดอ่ืนได ้(Liu et.al., 2015) และไดมี้การรายงานการพบยีน mcr-2 บนพลาสมิดจากเช้ือ 

E. coli ท่ีด้ือยาโคลิสติน (Xavier et.al., 2016) การพบยีนด้ือยาโคลิสตินพบพลาสมิดได้รับความ

สนใจอย่างมาก ต่อมาเร่ิมมีการรายงานการคน้พบยีน mcr อ่ืนๆ ได้แก่ mcr-2, mcr-3, mcr-4 และ 

mcr-5 ในภูมิศาสตร์ท่ีแตกต่างกนั (Duggett et.al., 2018) ล่าสุดมีการคน้พบอีก 4 ยีน ท่ีควบคุมการ

ด้ือ ย า โ ค ลิ ส ติ น  ( mcr-6, mcr-7, mcr-8 แ ล ะ  mcr-9) ซ่ึ ง ส่ ว น ใ ห ญ่ แย ก ไ ด้จ า ก เ ช้ื อ ใ น ก ลุ่ ม 

Enterobacterales (AbuOun et.al., 2018; Yang et.al., 2018; Wang et.al., 2018; Carroll et.al., 2019) 

อยา่งไรก็ตามในหมู่ mcr family ยีน mcr-1 เป็นยีนท่ีถูกตรวจพบไดบ้่อยท่ีสุดในฟาร์มสัตวแ์ละจาก

การติดเช้ือ Enterobacteriaceae ในมนุษย ์(Skov et.al., 2016) ในประเทศไทยเร่ิมมีรายงานคร้ังแรก

ในปี พ.ศ. 2559 โดยตรวจพบ E. coli ท่ีด้ือต่อยาโคลิสตินและมียนีด้ือยา mcr-1 จากตวัอยา่งปัสสาวะ

ของผูป่้วยท่ีเขา้รักษาตวัท่ีโรงพยาบาลเพชรบูรณ์ และในปี พ.ศ. 2563 มีการรายงานความชุกยนี mcr-

1 พบร้อยละ 15 จากตวัอย่างเช้ือท่ีด้ือยาโคลิสติน โดยเช้ือท่ีพบยีน mcr-1 เป็นเช้ือ E. coli ทั้งหมด 

(Puncharat et.al., 2020)  

ปัจจุบันพบว่าเช้ือ E. coli ซ่ึงมักพบเป็นสาเหตุของ UTI มีการด้ือยา  fluoroquinolone 

cephalosporin และ carbapemens เพิ่มข้ึน ซ่ึงเป็นยาหลกัในการรักษาการติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ 

ทาํให้แพทยจ์าํเป็นตอ้งใช้ยาโคลิสตินมากข้ึน และทาํให้มีโอกาสพบเช้ือด้ือยาโคลิสตินมากข้ึน 

ขอ้จาํกดัในการทดสอบการด้ือต่อยาโคลิสติน คือไม่สามารถใชว้ิธี disk diffusion หรือการทดสอบ

ดว้ย E-test ตอ้งใช้วิธี broth dilution เท่านั้น เป็นเหตุให้ไม่มีขอ้มูลผลการทดสอบความไวของเช้ือ 

E. coli ต่อยาโคลิสติน ดงันั้นผูว้ิจยัจึงสนใจศึกษาหาความชุกของการด้ือต่อยาโคลิสตินของเช้ือ E. 

coli ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือ carbapemens และศึกษาหายีน mcr-1 และ 

int1 ในตวัอยา่งจากผูป่้วย UTI 

 

วตัถุประสงค์การวจัิย  

1. เพื่อหาความชุกของเช้ือ E. coli ท่ีก่อโรคทางเดินปัสสาวะท่ีด้ือยาโคลิสติน 

2. เพื่อหาความชุกของยนี mcr-1 และ Int1 ท่ีควบคุมการด้ือยาโคลิสตินในเช้ือ E. coli ท่ีก่อ

โรคทางเดินปัสสาวะ 
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สมมติฐานของการวจัิย 

 1. เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาโคลิสติน จะตรวจพบยนี mcr 

2. เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาหลายขนานมีความสัมพนัธ์กบัการพบยนี int1 

 

ขอบเขตของการวจัิย 

 การศึกษาคร้ังน้ีเพื่อศึกษาเก่ียวกบัเช้ือ uropathogenic E. coli ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยท่ีติดเช้ือใน

ระบบทางเดินปัสสาวะในโรงพยาบาลนพรัตน์ราชธานีในปี 2560 เพื่อศึกษาหายนี mcr-1 ถึง mcr-10  

และ int-1 ในเช้ือ uropathogenic E. coli ท่ีด้ือยาในกลุ่ม third generation cephalosporins หรือ 

carbapenems ดว้ยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) และหาค่า MIC ต่อยาโคลิสตินดว้ยวธีิ 

broth microdilition 

 

กรอบแนวคิดในการวจัิย 

 

 
 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  

 การเผยแพร่ผลการศึกษาน้ีจะเป็นขอ้มูลในการศึกษาทางระบาดวิทยาเพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลใน

การเฝ้าระวงัการแพร่กระจายของเช้ือด้ือยาตา้นจุลชีพในโรงพยาบาล การทราบถึงขอ้มูลอุบติัการณ์ 

หรือความชุกการด้ือยาโคลิสตินของเช้ือ E. coli ท่ีก่อโรคในทางเดินปัสสาวะ ซ่ึงจะเป็นประโยชน์

แก่แพทยแ์ละบุคลากรทางการแพทยท่ี์เก่ียวขอ้งให้ตระหนักในการเลือกใช้ยาในการรักษา ทั้งน้ี

ผลทดสอบอณูชีววิทยาทาํให้ทราบถึงกลไกการด้ือยาโคลิสตินท่ีเกิดจากยีนด้ือยาชนิด mcr-1 และ 

Int1 ซ่ึงจะเป็นความรู้พื้นฐานเก่ียวกบักลไกการด้ือยา  

 

E. coli ด้ือยา Third generation cephalosporins 

หรือ carbapenem 

Phenotype

ทดสอบความไวตอยา colistin ดวยวิธี 

broth microdilution

Genetype

ตรวจหายีนท่ีควบคุมการด้ือยา colistin 

(mcr-1-10, Int1)
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

 

2.1 Uropathogenic Escherichia coli  

เช้ือ E. coli เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุพบบ่อยมากท่ีสุดในระบบทางเดินปัสสาวะ โดยร้อย

ละ 85 เป็นการติดเช้ือภายนอกโรงพยาบาล และร้อยละ 50 เป็นการติดเช้ือภายในโรงพยาบาล E. 

coli ท่ีทาํให้เกิดการติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ หรือ uropathogen E. coli (UPEC) มาจาก

แบคทีเรียในทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract flora) โดยมีปัจจยัความรุนแรงท่ีสามารถเกาะติด

หรือรวมตวักนัท่ีฝีเยบ็ (perineum) และท่อปัสสาวะแลว้เคล่ือนยา้ยมาท่ีระบบทางเดินปัสสาวะ เช้ือ 

UPEC ท่ีมี capsular acidic polysaccharide antigens มีความสัมพนัธ์เก่ียวขอ้งกบักรวยไตอกัเสบ 

แบคทีเรียจะยึดติดเกาะกบัเยื่อบุผิว (vaginal and urothelial epithelial cells) ปัจจยัทีทาํให้

เกิดการเกาะติดคือ P fimbriae โดยมีบทบาทในการก่อโรคแบบ ascending UTI ปัจจยัท่ีก่อให้เกิด

การยึดเกาะอีกชนิดคือ Afa adhesion ซ่ึงสามารถยึดเกาะกบัเซลล์ uroepithelium โดยใช ้AfaD และ 

AfaE adhesin นอกจากน้ี adhesion น้ียงัมีหนา้ท่ีช่วยหลีกเล่ียงการตรวจจบัของระบบภูมิคุม้กนัและ

ยาตา้นจุลชีพได ้ดว้ยสาเหตุน้ีสามารถอธิบายการเกิดการติดเช้ือซํ้ าและการก่อโรคแบบเร้ืองรังของ 

UPEC ได ้ในส่วนของปัจจยัก่อโรคชนิด secreted virulence factor ของ uropathogens ในส่วนของ

ปัจจยัก่อโรคชนิด secreted virulence factor ของ uropathogens  คือโปรตีน a-haemolysin ทาํหน้าท่ี

เป็น pore-forming toxin ซ่ึงจดัเป็นสมาชิกของ RTX toxin family โดยสารพิษชนิดน้ีมีการพบได้

อยา่งแพร่หลายในแบคทีเรียแกรมลบท่ีสามารถก่อโรคได ้จากการศึกษาของ Jonas และคณะ พบวา่ 

ท่ีความเขม้ขน้ของสารพิษตํ่าๆ สามารถชกันาํใหเ้กิด apoptosis ของ neutrophils, T lymphocyte และ 

เซลล์ไตได้ จึงทาํให้เกิดการหลุดลอก (exfoliation) ของเซลล์ uroepithelium (Jonas et al., 1993) 

ในขณะท่ีสารพิษความเขม้ขน้สูงเป็นสาเหตุให้เกิดการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง ส่งผลให้เช้ือ

สามารถขา้มผนงัเยื่อเมือกและก่อให้เกิดการแตกสลายของเซลล์ในระบบภูมิคุม้กนัได ้(Johnson et 

al., 1991)  

 

2.2 Antibiotic 

2.2.1 Third generation cephalosporins  

เป็นยาท่ีถูกพฒันาต่อจาก second-generation cephalosporins โดยการดดัแปลงหมู่ แทนท่ี

เป็นวงอะโรมาติกท่ีตาํแหน่ง R7 เป็นหมู่อะมิโนไทอะโซล (aminothiazole) ซ่ึงมีผลทาํให้ไดย้าท่ีมี

ขอบเขตการออกฤทธ์ิฆ่าแบคทีเรียกวา้งข้ึน สามารถผ่านเขา้สมองได ้จึงใช้เป็นยารักษาโรคสมอง
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อกัเสบท่ีเกิดจากการติดเช้ือ Pneumococci, Meningococci, Hemophilus influenzae ได้ผลดีกับเช้ือ

แบคทีเรียแกรมลบกลุ่ม Enterobacterales เช่น Citrobacter spp., Salmonella spp., Serratia spp., E. 

coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis ย ก เ ว้ น  Enterobacter spp. โ ด ย  third-generation 

cephalosporins เป็นยาท่ีทนต่อเอนไซม์ beta-lactamases ได้ดีมากข้ึน แต่ไม่ทนต่อ AmpC beta-

lactamases, extended spectrum beta-lactamases และ carbapenemases  

1) Third generation cephalosporins ท่ี ใช้ เ ป็นยาฉีด ได้แก่  cefotaxime, ceftriaxone และ

ceftazidime ซ่ึงเป็นยาท่ีใชไ้ดผ้ลกบั P. aeruginosa 

2) Third generation cephalosporins ท่ี ใช้ เ ป็นยารับประทานได้แ ก่  cefdinir, ceftibuten, 

cefditoren, cefixime 

กลไกการออกฤทธ์ิ cephalosporin เป็นยาตา้นเช้ือแบคทีเรียในกลุ่ม beta-lactam มีกลไก

การออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรียโดยจบักบั PBPs และยบัย ั้งกระบวนการ transpeptidation ของการ

สังเคราะห์ peptidoglycan ทาํให้โครงสร้างผนงัเซลลข์องแบคทีเรียไม่สมบูรณ์และไม่สามารถดาํรง

ชีพต่อไปได้ third-generation cephalosporins เป็นยาท่ีมีหมู่ฟังก์ชันในตาํแหน่งท่ี 7 เป็นหมู่ amino 

thiazolyl-oxyimino มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ กวา้งมากกวา่ second-generation 

cephalosporins และมีความคงทนต่อเอนไซม์ beta-lactamases ดีมาก ยกเวน้เช้ือแบคทีเรียท่ีสร้าง

เอนไซมใ์นกลุ่ม ESBLs 

2.2.2 Carbapenems  

เป็นยาตา้นแบคทีเรียกลุ่ม beta-lactams ออกฤทธ์ิครอบคลุมทั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบและ

แกรมบวก ในปัจจุบนัใชใ้นรูปแบบยาฉีด สําหรับการรักษาอาการติดเช้ือรุนแรงในโรงพยาบาล ยา 

carbapenems รุ่นใหม่มีการพฒันาโครงสร้างทางเคมีให้มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียดีข้ึน มีฤทธ์ิคลอบ

คลุมเช้ือแบคทีเรียกวา้งข้ึน ในอนาคตจะมียารูปแบบรับประทานซ่ึงอยูใ่นรูป ester prodrug 

การรักษาการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ กลุ่มยาปฏิชีวนะท่ีมีโครงสร้างเคมีท่ีเรียกว่า 

beta-lactam antibiotics สามารถออกฤทธ์ิต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียไดห้ลายชนิด carbapenems เป็นอนุ

พนัธ์ุทางธรรมชาติท่ีพฒันามาจากเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces cattleya ในทางคลินิกจดัให้ยากลุ่มน้ี

เป็นทางเลือกสุดทา้ยหลงัจากใชย้าตา้นแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนแลว้ไม่ไดผ้ล 

กลไกการออกฤทธ์ิของยากลุ่ม carbapenems คือ ตวัยาจะยบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล์ของเช้ือ

แบคทีเรีย โดยตัวยาจะเข้าจับกับเอนไซม์ท่ีจ ําเป็นในการสังเคราะห์ผนังเซลล์ มีช่ือเรียกว่า 

penicillin-binding protein enzymes ส่งผลใหเ้ช้ือแบคทีเรียหยดุการเจริญเติบโตและตายลงในท่ีสุด 
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 2.2.3 โคลสิติน (Colistin) หรือ โพลมีัยซิน อ ี(Polymyxin E) 

เป็นยาตา้นจุลชีพในกลุ่ม polymyxins ซ่ึงถูกคน้พบในปี ค.ศ. 1947 ใชส้ําหรับรักษาการติด

เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ แต่เน่ืองจากยาน้ีทาํให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์ไดสู้งโดยเฉพาะพิษต่อไต

และพิษต่อระบบประสาท ดงันั้นเม่ือมีการคน้พบยาตา้นจุลชีพชนิดอ่ืนท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย

แกรมลบไดดี้และมีความเป็นพิษตํ่า การใช้ยาโคลิสตินในการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียจึงลดลง

อย่างไรก็ตาม เน่ืองจากปัจจุบนัอุบติัการณ์ด้ือยาของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบเพิ่มสูงข้ึน โดยเฉพาะ

อยา่งยิ่งเช้ือ A. baumannii, P. aeruginosa และ เช้ือกลุ่ม Enterobacterales ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคท่ีสาํคญั

ของการติดเช้ือในโรงพยาบาล จึงทาํใหมี้การนาํยาโคลิสตินกลบัมาใชอี้กคร้ัง 

ยาโคลิสตินเป็นยาต้านจุลชีพประเภท polypeptide cationic ท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ มี

โครงสร้างเป็นสารโพลีเปบไทด์ท่ีเช่ือมต่อกบักรดไขมนั มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือ (bactericidal) โดย cationic 

polypeptide ของยาโคลิสตินทาํปฏิกิริยากับ anionic lipopolysaccharide (LPS) ท่ี outer membrane 

ของแบคทีเรียแกรมลบ ทาํให้ยาเขา้แทนท่ีแมกนีเซียม (Mg2+) และแคลเซียม (Ca2+) ทาํให้เกิดการ

เพิ่ม permeabilityของผนังเซลล์ ทาํให้ cytoplasmic membrane แยกออกจากกัน ส่งผลให้เซลล์

แบคทีเรียตาย (Koomanachai et al., 2015) 

ยาโคลิสตินใชรั้กษาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียบางชนิด เช่น การติดเช้ือแบคทีเรีย

แกรมลบท่ีรุนแรง, การติดเช้ือในระบบทางเดินอาหารและลาํไส้ และอาจใช้รักษาโรคอ่ืนๆ ตาม

ดุลพินิจของแพทย ์รูปแบบของยาโคลิสตินมี 2 รูปแบบ ไดแ้ก่ 

1) Colistin sulphate เป็นยาเฉพาะท่ี เช่น ยาหยอดตา, ยาหยอดหู, ยาทาผิวหนัง และยา

รับประทาน มีฤทธ์ิทาํลายเช้ือในลาํไส้ เน่ืองจากยาน้ีไม่ถูกดูดซึมจากกระเพาะอาหารและลาํไส้ ไม่

สามารถใหโ้ดยการฉีดเพื่อรักษาโรคติดเช้ือตามระบบไดเ้น่ืองจากมีพิษมาก 

2) Sodium colistin methanesulfonate ห รื อ  colistin methanesulfonate ห รื อ  colistin 

sulfomethate หรือ colistimethate (CMS) เป็นยาฉีดเข้าหลอดเลือดดํา, ฉีดเข้ากล้ามเน้ือ, พ่นเข้า

หลอดลม หรือฉีดเขา้นํ้ าไขสันหลงั เม่ือเขา้สู่ร่างกายจะถูกเปล่ียนเป็นโคลิสตินซ่ึงมีฤทธ์ิมากกว่า 

CMS ประมาณ 2 ถึง 4 เท่า ดงันั้น CMS จึงเปรียบเสมือน prodrug ของโคลิสติน 

 

2.3 การดื้อยาต้านจุลชีพของ uropathogenic E. coli  

การรักษาการติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะส่วนล่างแบบไม่ซับซ้อนสามารถใช้ยาตา้น

จุลชีพแบบคร้ังเดียวหรือระยะสั้นได ้แต่อยา่งไรก็ตามการใชย้าแบบคร้ังเดียวมกัจะมีอตัราการกลบั

เป็นซํ้ าท่ีสูง จากแนวทางการรักษาตาม International Clinical Practice Guidelines for the Treatment 

of Acute Uncomplicated Cystitis and Pyelonephritis in Women ของสมาคมโรคติดเช้ือประเทศ
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สหรัฐอเมริกา (Infectious Disease Society of America; IDSA) ในปี ค.ศ. 2011 (Gupta et al., 2011) 

ระบุวา่ยาท่ีควรพิจารณาเลือกใชไ้ดแ้ก่ nitrofurantoin, cotrimoxazole (TMP/SMZ), fosfomycin และ 

pivmecillinam สําหรับโรคกรวยไตอกัเสบเฉียบพลนั (acute pyelonephritis) จดัเป็นการติดเช้ือใน

ระบบทางเดินปัสสาวะส่วนบน ซ่ึงเป็นการติดเช้ือท่ีมีความรุนแรงผูป่้วยอาจมีภาวะ sepsis ได ้ดงันั้น

ในการรักษาการติดเช้ือดงักล่าวตอ้งให้ยาท่ีมีความเขม้ขน้ของยาในกระแสเลือดและในเน้ือไตท่ีสูง

เพียงพอในการกาํจดัเช้ือ โดยยาท่ีใช้ในการรักษาโรคกรวยไตอกัเสบเฉียบพลนัได้แก่ยาในกลุ่ม 

quinolones เช่น ofloxacin, ciprofloxacin หรือ levofloxacin  

ปัจจุบนัประเทศไทยกาํลงัประสบปัญหาของเช้ือ E. coli ท่ีก่อโรคในระบบทางเดินปัสสาวะ

ในชุมชนด้ือต่อยาตา้นจุลชีพหลายชนิดท่ีเคยใชไ้ดผ้ลในการรักษา  จากรายงานของศูนยเ์ฝ้าระวงัเช้ือ

ด้ือยาตา้นจุลชีพแห่งชาติในปี พ.ศ. 2556 พบวา่เช้ือ E. coli ท่ีแยกไดจ้ากปัสสาวะของผูป่้วยนอกด้ือ

ต่อยา TMP/SMZ และ ampicillin ท่ีเคยถูกแนะนาํในแนวทางการรักษาใหเ้ป็นยาท่ีควรเลือกใชรั้กษา

เป็นอนัดบัแรก (first line drug) เพิ่มสูงข้ึนถึงร้อยละ 60.6 และ 86.9 ตามลาํดบั จากขอ้มูลขา้งตน้ใน

แนวทางการรักษาตามสมาคมโรคติดเช้ือของประเทศสหรัฐอเมริกา (IDSA ) ในปี ค.ศ. 2011 ได้

แนะนาํวา่ในกรณีท่ีมีอุบติัการณ์ของเช้ือด้ือยา TMP/SMZ สูงเกินร้อยละ 20 ควรพิจารณาเปล่ียนการ

รักษามาใช้ยาในกลุ่ม quinolones แทนจึงส่งผลให้ในปัจจุบนัยาในกลุ่ม quinolones ถูกแนะนาํให้

พิจารณาใช้เป็นอนัดบัแรกในการรักษาโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะและมีการใช้อย่าง

แพร่หลายมากข้ึน สถานการณ์ในปัจจุบนั ประเทศไทยกําลังประสบปัญหาการด้ือยาในกลุ่ม 

quinolones ของเช้ือ E. coli ท่ีแยกไดจ้ากปัสสาวะของผูป่้วยในชุมชน มีการรายงานพบวา่เช้ือ E. coli 

ท่ีแยกได้จากปัสสาวะของผูป่้วยในชุมชนด้ือต่อยาในกลุ่ม quinolones มากกว่าร้อยละ 50 จาก

การศึกษาของ Karlowsky และคณะ ในปี ค.ศ. 2006 ประเมินความไวของยาในกลุ่มผูป่้วยนอกท่ีผล

เพาะเช้ือเป็น E. coli ท่ีด้ือต่อยาในกลุ่ม quinolones ทั้งหมด ผลการศึกษาพบว่า third generation 

cephalosporins (cefdinir), ertapenem และ nitrofurantoin เป็นยาท่ีมีความไวเกินร้อยละ 85 ต่อเช้ือ

สายพนัธ์ุท่ีเป็น ciprofloxacin resistant E. coli (Karlowsky et al., 2006) โดยเฉพาะยา nitrofurantoin 

ซ่ึงให้ผลความไวต่อเช้ือ E. coli  สูงถึงร้อยละ 93.71 ซ่ึงต่อมาไดมี้การแนะนาํแนวทางการพิจารณา

ยาทางเลือก (drug of choice) สําหรับ E. coli ท่ีด้ือยากลุ่ม quinolone ให้ใชย้า amoxicillin/clavulanic 

acid, third generation cephalosporins และ nitrofurantoin ปัจจุบนัพบการด้ือยาจากการสร้างเอนไซม ์

Bata-Lactamases ชนิด ESBLs และ AmpC cephalosporinases แนวทางการเลือกใชย้าตา้นจุลชีพใน

การรักษาเช้ือแบคทีเรียกรัมลบด้ือยามีค่อนขา้งจาํกดั เช้ือ K. pneumonia ท่ีสร้างเอนไซม์ ESBLs 

สามารถใชย้ากลุ่ม carbapenems ซ่ึงถือว่าเป็นยาท่ีมีฤทธ์ิกวา้งท่ีสุด จากขอ้มูลของศูนยเ์ฝ้าระวงัเช้ือ

ด้ือยาตา้นจุลชีพแห่งชาติสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์(NARST) 
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ในปี พ.ศ. 2560 พบการด้ือต่อยากลุ่ม carbapenems ในเช้ือ E. coli และ K. pneumoniae คิดเป็นร้อย

ละ 1 และ 13 ตามลาํดบั และในปี พ.ศ. 2561 มีรายงานการด้ือต่อยากลุ่ม carbapenems ใน E. coli 

และ K. pneumoniae ร้อยละ 6.10 และ 22.86 ตามลาํดบั (ศูนยเ์ฝ้าระวงัเช้ือด้ือยาตา้นจุลชีพแห่งชาติ. 

2562) จะเห็นได้ว่าแนวโน้มการพบเช้ือ carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) เพิ่มข้ึน 

แต่กรณีท่ีเป็นเช้ือด้ือยาหลายขนาน (multi–drug resistance, MDR) เช่น เช้ือสร้างเอนไซม์ New 

Delhi metallo–beta–lactamases (NDM–1) ซ่ึงทาํลายยาตา้นจุลชีพกลุ่ม ß-lactam เหลือเพียงยากลุ่ม 

polymyxin และ tigecycline เท่านั้นท่ียงัสามารถใช้รักษาได ้ทาํให้แพทยมี์ความจาํเป็นตอ้งใช้ยาท่ี

ยงัคงมีประสิทธิภาพในการทาํลายเช้ือ เช่น ยาโคลิสติน ในกลุ่มของ polymyxin  

 

2.4 กลไกการดื้อยา colistin 

2.4.1 Intrinsic Resistance 

การด้ือยาโคลิสติตแบบเกิดข้ึนตามธรรมชาติพบใน Serratia marcescens และ Proteus 

mirabilis จ า ก ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ยี น  arnBCADTEF แ ล ะ  eptB ทํ า ใ ห้ เ กิ ด ก า ร เ ติ ม 

phosphoethanolamine (pEtN) และ 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N) ท่ีมีประจุบวนบน 

LPS การปรับเปล่ียนโครงสร้างทาํใหเ้พิ่มประจุบวกบน LPS ซ่ึงเป็นเป้าหมายเร่ิมตน้ของ colistin ทาํ

ใหย้าเขา้จบักบัเป้าหมายไดน้อ้ยลงส่งผลใหค้วามไวของเช้ือต่อยาลดลง 

2.4.2 Acquired Resistance 

 2.4.2.1 Chromosomal Modulation of PmrAB and PhoPQ Two-Component 

Systems 

 Salmonella และ E. coli สามารถดัดแปลง LPS โดยการเปล่ียน lipid A ผ่านการ

สั ง เ ค ร า ะ ห์ ท า ง ชี ว ภ า พ ข อ ง  4 - amino-4 - deoxy-L-arabinose (L-Ara4 N) แ ล ะ / ห รื อ 

phosphoethanolamine (PEtn) การสังเคราะห์น้ีเก่ียวขอ้งกบัการกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนในโครโมโซม 

(chromosomally-mediated) เช่นเดียวกับการด้ือยาโคลิสติตแบบเกิดข้ึนตามธรรมชาติ โดยอาศยั 

two-component systems (TCS) PmrA/PmrB และ PhoP/PhoQ ระบบแรก PmrA/PmrB ทําหน้าท่ี

ควบคุม PMrHIJKLM operon ซ่ึงส่งเสริมการสังเคราะห์ N4-aminoarabinosis เม่ือเกิดพนัธะเคมีกบั

ช้ินส่วนของไขมนั A จะเปล่ียนประจุลบของ cell membrane โดยการทาํให้ phospholipid ท่ีมีประจุ

ลบเป็นกลาง ซ่ึงกลไกน้ีพบได้ในเช้ือ Pseudomonas aeruginosa กลไกการด้ือโคลิสตินใน K. 

pneumoniae ผ่านการกลายพนัธ์ุของ phoP/phoQ TCS และตวัควบคุม mgrB นาํไปสู่การดดัแปลง

หรือการสูญเสียชั้นเมมเบรนของ LPS  
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 2.4.2.2 Mutation in LPS Synthesis Genes 

 การสังเคราะห์ LPS ควบคุมโดยยีน ramA ท่ีมียีนย่อยสามยีน คือ ramA, romA, 

และ ramR มีรายงานว่าระดบั ramA ท่ีเพิ่มข้ึนทาํให้เกิดการปรับเปล่ียนการสังเคราะห์ lipid A ท่ี

ควบคุมอุปสรรคการซึมผา่น LPS ส่งผลให้เพิ่มความตา้นทาน colistin การสูญเสียผลลพัธ์ LPS (De 

Majumdar S, 2016) นอกจากน้ีการกลายพนัธ์ุท่ี lpxA, lpxC และ lpxD ท่ีควบคุมกบัการสังเคราะห์

ไขมนัทาํให้สูญเสียการผลิต LPS ส่งผลให้ไม่เกิดการจบัตวัของ colistin กบัเมมเบรน (Saleh et al., 

2020) 

 2.4.2.2 แคปซูล (capsular polysaccharide; CPS) 

 แคปซูลในแบคทีเรียทาํหนา้ท่ีป้องกนัอนัตรายจากยาตา้นจุลชีพรวมถึงโคลิสติน มี

รายงานวา่รูปแบบความตา้นทานข้ึนอยู่กบัจาํนวนชั้นของแคปซูลท่ีแบคทีเรียสามารถผลิตได ้เช่น 

เช้ือ K. pneumoniae ท่ีมีแคปซูลหลายชั้นมีความตา้นทานไดดี้กวา่แบคทีเรียท่ีมีแคปซูลเพียงไม่ก่ีชั้น 

(Formosa C, 2015) นอกจากน้ี การแสดงออกของ CPS สังเคราะห์ท่ีไม่มีการควบคุม มีรายงานว่า 

two-component PhoPQ และการเกิด efflux pump ถูกกระตุน้ดว้ย Cpx (conjugative pilus expression) 

and Rcs (regulator of capsule synthesis) ท่ีควบคุมการสร้างแคปซูล (Zhai et al., 2018) นอกจากน้ี

ยงัพบยีน ugd ในการสังเคราะห์ CPS และ L-Ara4N ในขบวนการฟอสโฟรีเลชั่นทาํให้เกิดการ

รวมตวัเป็นแคปซูลในแบคทีเรียซ่ึงทาํใหด้ื้อต่อโคลิสติน (Lacour et al., 2006)  

 2.4.2.3 Efflux pump 

 ยีน KpnEF, AcrAB และ Sap ควบคุมการสร้างโปรตีนท่ีทาํให้เกิดการป๊ัมยาออก

จากเซลล์ของแบคทีเรียและทาํให้ด้ือโคลิสติน นอกจากน้ียงัมีสังเกตพบว่า PhoPQ TCS ข้ึนอยู่กบั

การแสดงออกขอ AcrAB (Parra-Lopez et al., 1993) 

 2.4.2.4 Plasmid-mediated mcr-like genes 

 Plasmid-mediated colistin resistance gene (mcr) ควบคุมการสร้า lipid A 

phosphoethanolamine transferase ซ่ึงทาํใหส้ามารถความตา้นทานต่อยาโคลิสตินโดยการถ่ายโอน 

phosphoethanolamine ใหก้บั lipid A ในช่วงเวลาสั้น ๆ ทัว่โลกพบการด้ือยาโคลิสตินใน 

Enterobacteriaceae โดยเฉพาะ E. coli และ K. pneumoniae ซ่ึงมียนี mcr-1 ตั้งแต่สัตวท่ี์นาํมาผลิต

เป็นอาหาร มนุษย ์ และสภาพแวดลอ้ม ซ่ึงมีความเป็นไปไดว้า่มีการส่งผา่นยนีด้ือยาโคลิสตินแบบ 

horizontal transmission ปัจจุบนัมีการคน้พบยนี mcr family ตั้งแต่ mcr 1 ถึง mcr 10 บน plasmid ของ

แบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae 
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 2.4.2.5 Class 1 integron-integrase gene (int 1) 

 Integrons จดัเป็น genetic elements ท่ีมีคุณสมบติัสามารถในการคดัเลือกและรวบ

ส่วนของ gene cassettes เขา้ไปแทรกในส่วนของ operon โดยใชก้ลไก site-specific recombination 

โดย integron น้ีอาจพบบน transposon หรือ conjugative plasmid ซ่ึงทาํใหเ้ช้ือแบคทีเรียด้ือต่อยาดา้น

จุลชีพสามารถแพร่กระจายไดง่้าย ปัจจุบนัสามารถแบ่ง integron ออกเป็น 8 class โดยแบ่งตามความ

แตกต่างของลาํดบัเบส integrase gene เฉพาะ class 1, 2 และ 3 ท่ีเก่ียวขอ้งกบั gene cassettes ท่ีมีการ

ด้ือต่อยาตา้นจุลชีพ โดยเฉพาะ class 1 (int 1) พบเป็นสาเหตุหลกัท่ีทาํใหเ้กิดการแพร่กระจายยนีด้ือ

ยา (Vásquez-Ponce et al., 2019) 

 

2.5 อุบัติการณ์ดื้อยา colistin 

จากรายงานของ European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) ในปี พ.ศ. 

2560 พบเช้ือด้ือยา colistin ร้อยละ 8.5 (ร้อยละ 2.4 พบใน K. pneumonia ส่วนใน E coli พบเพียง

เล็กน้อย) ประเทศไทยปัญหาการด้ือยาท่ีสําคัญ คือ การด้ือยาของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบใน

โรงพยาบาล เช่น Acinetobacter spp. และ Pseudomonas spp. ซ่ึงเป็นสาเหตุสําคญัของการเสียชีวิต

จากการติดเช้ือในโรงพยาบาล ส่วนเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นปัญหาในชุมชน เช่น E. coli และ Klebsiella 

spp. มีการรายงานเช้ือกลุ่ม Enterobacteriaceae ด้ือต่อยากลุ่ม จาํนวน 243 ตวัอยา่ง จากโรงพยาบาล

ราชบุรี ในช่วงเวลา 2559-2560 พบเช้ือด้ือต่อยาโคลิสติน ร้อยละ 16.5 และตรวจพบยีน mcr-1 ร้อย

ละ 2.46 โดยพบมากในส่ิงส่งตรวจ ปัสสาวะ คิดเป็นร้อยละ 42.5 (Wongut-sa et al., 2020) 

 

2.6 วจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

จากงานวิจยัของ Nwai Oo Khine, et al., 2020 ไดศึ้กษาความถ่ีของยีน mcr-1 ในเช้ือ E. coli 

จากตวัอยา่งอุจจาระของสุกรท่ีมีสุขภาพดีในระบบเกษตรกรรมทัว่ประเทศไทยทั้งหมด 696 ตวัอยา่ง 

จากฟาร์ม 80 แห่ง ใน 49 จงัหวดัของประเทศไทยท่ีด้ือยาโคลิสตินจากสุกรขนุอาย ุ18 ถึง 20 สัปดาห์ 

แต่ละตวัท่ีมีลักษณะปกติและไม่มีประวติัโรคลาํไส้หรือการรักษาด้วยยาตา้นจุลชีพ พบว่าการ

แพร่กระจายของการด้ือยาโคลิสติน ในเช้ือ E. coli ท่ีมียีน mcr-1 ด้ือต่อยาโคลิสตินทั้งหมด 105 จาก 

696 ตัวอย่างของเช้ือ  E. coli ท่ี ถูกแยกโดยใช้สี  eosin methylene blue จาก  broth microdilution 

method และจากการตรวจ PCR พบว่ามียีน mcr-1 และ mcr-3 ในเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้ 31 ใน 105 

ชนิด ท่ีด้ือยาโคลิสติน จึงสรุปได้ว่าการตรวจหายีน mcr-1 และ mcr-3 ในเช้ือ E.  coli ท่ีด้ือต่อยา

หลายชนิดในตวัอย่างจากสุกรทั้งหมด 696 ตวัอย่าง พบเช้ือ E. coli ท่ีมียีน mcr-1 ร้อยละ 4.45 และ

พบเช้ือ E. coli ท่ีมีทั้งยนี mcr-1 และ mcr-3 ร่วมกนัร้อยละ 0.43 
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จากงานวจิยัของวษิณุ ธรรมลิขิตกุล (2551) ไดศึ้กษาความชุกของการติดเช้ือในโรงพยาบาล 

20 แห่งทั่วประเทศไทย พบความชุกเฉล่ียของการติดเช้ือร้อยละ 6.5 มีอัตราการติดเช้ือใน

โรงพยาบาลขนาดใหญ่ร้อยละ 7.6 และหออภิบาลร้อยละ 22.6 ซ่ึงมากกว่าอตัราการติดเช้ือใน

โรงพยาบาลขนาดเล็กร้อยละ 4.9 และหอผูป่้วยทัว่ไปร้อยละ 1.1-6.8 การติดเช้ือในโรงพยาบาลมกั

เกิดจากเช้ือแบคทีเรียแกรมลบร้อยละ 70 และ methicillin-resistance Staphylococcus aureus หรือ 

MRSA ร้อยละ 5 ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียแกรมลบส่วนใหญ่เป็นสาเหตุของการติดเช้ือ P. aeruginosa, 

Acinetobacter spp. และ Klebsiella pneumoniae เช้ือแบคทีเรียมกัด้ือยาตา้นจุลชีพหลายขนาน เช่น 

P. aeruginosa, A. baumannii การทดสอบความไวของแบคทีเรียท่ีแยกได้จากผูป่้วยท่ีได้รับการ

รักษาในโรงพยาบาลศิริราช พ.ศ. 2550 พบว่า P. aeruginosa และ A. baumannii ด้ือยากลุ่ม beta-

lactams, aminoglycosides และ fluoroquinolones ซ่ึงยาน้ีเป็นยาหลักสําหรับรักษาโรคติดเช้ือ

แบคทีเรียแกรมลบ เช้ือทุกสายพนัธ์ุไดรั้บการทดสอบความไวกบัยาโคลิสติน ดงันั้นยาโคลิสตินจะ

เป็นยาตา้นจุลชีพท่ีมีบทบาทสําคญัสําหรับรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ความชุกของ A. 

baumannii ท่ี ด้ื อ ย า ต้ า น จุ ล ชี พ ทุ ก ข น า น  ใ น ก ลุ่ ม  beta-lactams, aminoglycosides แ ล ะ 

fluoroquinolones ในโรงพยาบาลศิริราช ผูป่้วยเหล่าน้ีมกัได้รับการรักษาด้วยยาตา้นจุลชีพหลาย

ขนานร่วมกัน (เช่น meropenem ร่วมกับ netilmicin ร่วมกับ cefoperazone/sulbactam) ปัจจยัเส่ียง

ของการติดเช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือต่อยาตา้นจุลชีพ คือ การมีสายหรือท่อต่างๆในร่างกายและการ

ไดรั้บยาตา้นจุลชีพมาก่อน ยากลุ่มโพลีมยัซินถูกนาํกลบัมาใชรั้กษาการติดเช้ือด้ือยา ผูว้ิจยัทดสอบ

ฤทธ์ิของยาโพลีมยัซิน บี และยาโคลิสติน ต่อ P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ีด้ือยาตา้นจุลชีพ

ทุกขนาน พบวา่ทุกสายพนัธ์ุไวต่อยาโพลีมยัซิน บี และยาโคลิสติน 

จากงานวิจยัของนิตยา สิงห์พลทนั (2563) ได้ศึกษาการด้ือยาในเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ 

ปัญหาอุบติัใหม่และน่ากลวัมากท่ีสุดปัญหาหน่ึง คือ การระบาดของเช้ือในวงศ ์Enterobacterales ท่ี

ด้ือต่อยากลุ่ม carbapenems ซ่ึงเป็นยากลุ่มสุดทา้ยท่ีมีฤทธ์ิกวา้งท่ีสุด ในปัจจุบนัมีรายงานการพบ 

Enterobacterales ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม carbapenems การด้ือยาน้ีจะส่งผลกระทบต่อการรักษา แต่โคลิ

สตินเป็นยาทางเลือกสุดทา้ยท่ีจะใชใ้นการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียด้ือยาหลายขนาน รวมทั้งเช้ือ

กลุ่ม Enterobacterales ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม carbapenems ในปัจจุบนัพบว่าเช้ือในกลุ่มน้ีมีแนวโน้มเพิ่ม

สูงข้ึน เน่ืองจากมีการนาํยาโคลิสตินมารักษาการติดเช้ือในผูป่้วย จึงทาํให้พบเช้ือด้ือยาน้ีเพิ่มข้ึน 

ปัจจยัสําคญัอย่างหน่ึงท่ีสัมพนัธ์กบัการด้ือยาโคลิสตินคือ การได้รับยาโคลิสตินเป็นเวลานาน มี

รายงานพบวา่เช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีด้ือต่อยาโคลิสตินสามารถส่งต่อยนีด้ือยาขา้มสายพนัธ์ุไดง่้าย

ข้ึนและเร็วข้ึน (mcr-1) ในการศึกษาตรวจหายีน mcr-1 ท่ีด้ือต่อยาโคลิสตินในเช้ือ Enterobacterales 

ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม carbapenems ในโรงพยาบาลต่างๆในประเทศจีนช่วงเดือนมกราคม พ.ศ.2557 พบ
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ยนี mcr-1 ในผูป่้วย 3 รายใน 2 จงัหวดั ปัจจุบนัพบเช้ือแบคทีเรียท่ีมียนีด้ือยา mcr-1 ในหลายประเทศ

รวมทั้งประเทศไทย โดยมีรายงานการด้ือต่อยาโคลิสตินท่ีเกิดจากยีน mcr-1 และอาจเป็นปัญหาใน

อนาคต งานวิจยัน้ีศึกษาอุบติัการณ์การด้ือต่อยาโคลิสตินในเช้ือ Enterobacterales สายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อ

ยากลุ่ม carbapenems พบการด้ือยาร้อยละ 18.8 และยงัตรวจไม่พบยีนด้ือยาชนิด mcr-1 ท่ีทาํให้เช้ือ

ด้ือต่อยาโคลิสตินในการศึกษาคร้ังน้ี ดงันั้นจึงควรมีการเฝ้าระวงั และมีมาตรการควบคุมไม่ใหมี้การ

แพร่กระจายของเช้ือด้ือยาน้ีเพิ่มข้ึน 

จากงานวิจยัของปุญชรัสม์ิ วงษ์อุตสาห์ (2563) ไดศึ้กษาหาความชุกของการด้ือต่อยาโคลิ

สตินในเช้ือแบคทีเรียวงศ์ Enterobacterales ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือ 

carbapenems และศึกษาหายีน mcr-1 ในตัวอย่างส่ิงส่งตรวจของผู ้ป่วยติดเ ช้ือไม่ซํ้ ารายใน

โรงพยาบาลราชบุรี วนิิจฉยัยนืยนัเช้ือดว้ยการทาํ  biochemical test โดยเช้ือท่ีใชไ้ม่ใช่เช้ือท่ีด้ือต่อยา

โคลิสตินโดยกาํเนิด ทาํการเพาะเล้ียงบน MacConkey agar และ Mueller-Hinton agar (MHA) ท่ีมียา

โคลิสตินผสมอยู่ จากนั้นนําเช้ือท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือมาทดสอบหาค่า MIC ด้วยวิธี broth 

microdilution และวิธี Polymerase chain reaction เพื่อตรวจหายีน mcr-1 พบว่าเช้ือแบคทีเรียเเกรม

ลบวงศ์ Enterobacterales ท่ีด้ือยากลุ่ม third generation cephalosporins หรือ carbapenems จาํนวน 

243 ตวัอยา่ง เม่ือนาํมาหาค่า MIC พบวา่มีเช้ือ 40 ตวัอยา่งท่ีด้ือต่อยาโคลิสติน โดยเป็นเช้ือ E. coli 21 

ตวัอย่าง และ K. pneumoniae 19 ตวัอยา่ง และในเช้ือ 40 ตวัอยา่งพบว่าเป็นเช้ือท่ีมาจากส่ิงส่งตรวจ

จากปัสสาวะ 17 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อย 42.5 และจากการทาํ PCR พบวา่ใน 40 ตวัอยา่งท่ีด้ือต่อยาโคลิ

สติน มี 6 ตวัอยา่งท่ีพบยนีด้ือยา mcr-1 ซ่ึงเป็นเช้ือ E. coli ท่ีด้ือต่อยา third generation cephalosporins 

ทั้งหมด โดยมีค่า MIC อยู่ท่ี 4-16 ug/ml จากขอ้มูลแสดงในเห็นถึงการแพร่กระจายของยีนด้ือยา 

mcr-1 ท่ีเพิ่มมากข้ึนจึงเป็นขอ้มูลสาํคญัเพื่อควบคุมการระบาดของยนีด้ือยาต่อไป 

จากงานวจิยัของ Fouzia, et al., 2018 ไดศึ้กษา Class 1 integrons ในผูป่้วย uropathogenic E. 

coli ท่ีด้ือยาหลายขนานจากโรงพยาบาล Karachi โดยนาํเช้ือ E. coli ท่ีแยกไดม้าทดสอบความไวต่อ

ยาตา้นจุลชีพด้วยวิธี Kirby Bauer disc diffusion method ตาม CLSI ทดสอบกบัยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ 

ampicillin, aztreonam, amoxicillin/clavulanic acid, imipenem, amikacin, ceftriaxone, cefepime, 

cefuroxime, ciprofloxacin, nalidixic acid, piperacillin-tazobactam, cotrimoxazole จากผลการศึกษา 

พบวา่ 500 ตวัอยา่งท่ีนาํมาทดสอบเป็นเช้ือ E.coli ท่ีด้ือยาหลายขนาน 105 ตวัอย่าง และเม่ือนาํเช้ือ

มาทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชีพ พบวา่ มากกวา่ร้อยละ 50 ของตวัอยา่งท่ีนาํมาทดสอบ สามารถ

ต้า นท า น ต่ อย า  aztreonam, amoxil/clav acid, ampicillin, cotrimoxazole, ceftriaxone, cefipime, 

cefuroxime และประมาณร้อยละ 40 ของเช้ือท่ีแยกไดส้ามารถตา้นทานต่อ imipenem, mikacin, กรด 

nalidixic ซ่ึงเช้ือท่ีแยกได้เหล่าน้ีได้รับการยืนยนัเพิ่มเติมว่าเป็นเช้ือท่ีด้ือยาหลายขนาน โดย 
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amplification 16srRNA และยงัพบอีกว่า 105 ตวัอย่างของเช้ือ E. coli ท่ีด้ือต่อยาหลายขนาน มียีน 

ESBL จากการศึกษาการตรวจหา Integrons พบยีน Class 1 integrase ร้อยละ 79 ของเช้ือ E. coli ท่ี

ด้ือต่อยาหลายขนาน เป็นยีน intI1, qacEΔ1 และ sul1  ร่วมกนัร้อยละ 58  เป็นยีน  qacEΔ1, sul1 

ร้อยละ 5  และเป็นยีน  intI, sul1, qacEΔ1 ร้อยละ 10, 10, 6 ตามลาํดบั ดงันั้น แสดงให้เห็นว่าการ

แพร่กระจายของยนีต่างๆ ทาํใหเ้กิดการด้ือยาปฏิชีวนะ และยงัเก่ียวขอ้งกบัโครงสร้างทางพนัธุกรรม

ท่ีเรียกว่า Integrons ในช่วงไม่ ก่ีปีท่ีผ่านมา Integrons มีบทบาทสําคัญในการส่งผ่านยีนแบบ 

Horizontal transmission ของยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะในแบคทีเรีย Integrons มี site เฉพาะคือ attI1 

ซ่ึง cassettes ของยีนสามารถรวมเขา้ดว้ยกนัโดยการรวมตวักนัใหม่เฉพาะ site ซ่ึง encoded โดยยีน 

intI1   และ int-1 ยงัมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการด้ือยาหลายขนานอีก 

จากงานวิจยัของ Mahboobe และคณะได้ศึกษาความชุกการด้ือยาและ class 1 และ 2 

Intregron ในเช้ือ E. coli ท่ีแยกไดจ้ากการติดเช้ือทางเดินปัสสาวะ จากโรงพยาบาลในอิหร่าน โดย

เก็บตวัอย่าง 100 ตวัอย่าง มายืนยนัเช้ือดว้ยการทาํการทดสอบทางชีวเคมี เพื่อยืนยนัว่าเป็นเช้ือ E. 

coli  แลว้นาํเช้ือไปทดสอบการด้ือยาดว้ยการ Disk diffusion method ตามมาตรฐานของ CLSI โดย

ทดสอบกับยาปฏิชีวนะ ได้แก่ Ampicillin, amikacin, gentamicin, ceftazidime, cefotaxime, 

ciprofloxacin, co-trimoxazole และ nalidixic acid จากนั้นนาํมาทาํ PCR เพื่อตรวจหา class 1 และ 2 

Intregron ผลการศึกษาพบวา่ 100 ตวัอยา่งท่ีนาํมาทดสอบเป็น E. coli ทั้งหมด และ เป็นเช้ือ E. coli 

ด้ือยาหลายขนาน (MDR) 80% การวิเคราะห์ระดบัโมเลกุล แสดงให้เห็นวา่ 70% ของเช้ือท่ีแยกได้

พบ class 1 intregron ในขณะท่ี class 2 intregron พบเพียง 3% นอกจากน้ี class 1 intregron  มี

ความสัมพนัธ์กบัการด้ือต่อยา ampicillin, gentamicin, ciprofloxacin, co-trimoxazole และ nalidixic 

acid ดงันั้นจึงเป็นเร่ืองสําคญัมากในการติดตามการด้ือยาท่ีเกิดจาก intregron โดยเฉพาะ class 1 

intregron เพื่อควบคุมการติดเช้ือทางเดินปัสสาวะท่ีเกิดจาก E. coli ท่ีด้ือต่อยาหลายขนาน 
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บทที ่3 

วธีิดําเนินงานวจัิย 

 

 

3.1 แบคทเีรียทีใ่ช้ในการศึกษา 

 3.1.1. เช้ือ E. coli  

คาํนวณกลุ่มตวัอย่าง โดยใช้อุบติัการณ์เช้ือ Escherichia coli ท่ีก่อโรคในระบบ

ทางเดินปัสสาวะ ท่ีด้ือยาโคลิสติน และพบ mcr-1 ในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2560 ซ่ึงพบความชุก

ประมาณร้อยละ 2.46 (P = 0.0246) (Wongut-sa et al., 2020)      

   จากสูตร                                  n =         Z2α/2 P(1-P)  

                                 e2 

   กาํหนดค่าความเช่ือมัน่ท่ี 95% หรือ α = 0.05 

                                             Zα/2 =  1.96 

   กาํหนดให ้e = 0.05 (ยอมรับใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนได ้5%) 

N =    1.96² x 0.0246(1-0.0246) 

                                                                       (0.05) 2 

    =      36.8  

   ดงันั้น จาํนวนเช้ือท่ีเหมาะสมในการทาํวจิยัคือ 37 ตวัอยา่ง 

       

 เน่ืองจากงานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาต่อเน่ืองจาก Tewawong (2020) โดยพบเช้ือ E. coli ก่อโรค

ทางเดินปัสสาวะด้ือยา Third generation cephalosporins หรือ carbapenem  จาํนวน 83 สายพนัธ์ุ 

(ร้อยละ 40) ผูว้ิจยัจึงจะใชต้วัอยา่งเช้ือทั้งหมด 83 สายพนัธ์ุ มาศึกษาในงานวิจยัน้ี  โดยเช้ือดงักล่าว

ถูกเก็บไวท่ี้ -20 °C คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวทิยาลยัรังสิต 

 

3.1.2. เช้ือสายพนัธ์ุมาตรฐาน 

 Escherichia coli ATCC25922 สําหรับการทดสอบความไวต่อยา การหาค่า MIC ของยาโค

ลิสติน  
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3.2 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวจัิย 

3.2.1  เคร่ืองมือ 

1) Palm Micro Centrifuge (D1008) DLAB Scientific Co., Ltd. / 

China 

2) Vortex Mixer (MX-s) Scilogex / USA. 

3) Thermal Cyclers (T100) Bio-Rad Laboratories / USA. 

4) Mini Electrophoresis System (Mini-ES2) Hangzhou Allsheng 

Instruments Co., Ltd. / China 

5) Gel Documentation System (GelDoc Go) Bio-Rad Laboratories / USA. 

6) Hot air oven Memmert / Germany 

7) Autoclave  Hirayama / Japan 

8) Water bath GFL / Germany 

3.2.2   อุปกรณ์ 

1) Pipette Tips, 1,000 µl Tarsons Product / India 

2) Pipette Tips, 1-200 µl Kirgen Bioscience Co., Ltd. / 

China 

3) Pipette Tips, 5-10 µl ABDOS / India 

4) Microcentrifuge tube, 1.5 ml  Tarsons Product / India 

5) Automatic pipette, 100-1,000 µl Eppendorf / Germany 

6) Automatic pipette, 20-200 µl Biohit / Finland 

7) Microtiter plate Thermo Fisher Scientific / 

USA. 

8) Eppendorf tube Tarsons Product / India 

9) PCR Tubes, 0.2 ml BIOFIL / China 

10) Loop Unitasin / USA. 

11) Needle Unitasin / USA. 

12) Glass tube PYREX / USA. 

13) ถุงมือยาง SRITRANG GLOVES / 

Thailand 
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3.2.3 สารเคมีในการทดสอบ PCR 

1) Agarose gel BIOLINE / USA. 

2) TBE buffer 10X SERVA / Germany 

 3) 10X buffer taq Quanta Bioscience / USA. 

 4) dNTPs Quanta Bioscience / USA. 

5) Magnesium chloride Quanta Bioscience / USA. 

6) Oligonucleotide primer Macrogen / South Korea 

7) Taq DNA polymerase  Quanta Bioscience / USA. 

3.2.4  อาหารเลีย้งเช้ือ และอาหารทดสอบชีวเคม ี

1) Tryptic Soy Agar HIMEDIA / India 

2) Cation adjusted Mueller - Hinton Broth Thermo Fisher Scientific / 

(CAMHB) USA.  

 3.2.3   สารเคมีในการทดสอบ broth microdilution 

1) Colistin Sulphate Sigma-Aldrich / USA. 

 

3.3 การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาโคลสิติน ด้วยวธีิ broth microdilution 

3.3.1 การตรวจคัดกรองเช้ือดื้อยาโคลสิติน โดยวธีิ agar screening 

 เจือจางเช้ือตวัอย่างใน normal saline solution (NSS) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และปรับความ

ขุ่นให้เทียบเท่ากบั McFarland standards No. 0.5 จากนั้น นาํเช้ือปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน

อาหารเล้ียงเช้ือ Mueller-Hinton agar (MHA) ท่ีมียาโคลิสติน 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Sigma-

Aldrich, St.Louis, USA) หลังจาก บ่มท่ีอุณหภูมิ 33-37 °C นาน 16-20 ชั่วโมง นําเช้ือท่ีเจริญบน

อาหารเล้ียงเช้ือมาทดสอบหาค่า MIC และนาํไปสกดั plasmid DNA เพื่อตรวจหายนีด้ือยาต่อไป 

 

 3.3.2 การทดสอบความไวแบบปริมาณวิเคราะห์ของเช้ือต่อยาโคลิสติน ด้วยวิธี broth 

microdilution 

 ทดสอบความไวต่อยาโคลิสตินสําหรับเช้ือ E. coli เป็นไปตามขอ้กาํหนดของ Clinical and 

Laboratory Standard Institude (CLSI, 2022) นาํเช้ือท่ีข้ึนบน screening agar มาทดสอบหาค่า MIC 

ดว้ยวิธี broth microdilution ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของยาโคลิสติน เท่ากบั 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 

8, 16, 32 และ 64 µg/ml และควบคุมคุณภาพการทดสอบด้วยเช้ืออา้งอิงมาตรฐาน E. coli ATCC 

25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ E. coli NCTC 13846 (colistin resistant strain) 
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นาํค่า MIC ท่ีได้มาแปลผลการทดสอบตามท่ีกาํหนดโดยมาตรฐานของ European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST 2022) ซ่ึ ง แ ป ล ผ ล ก า ร ด้ื อ ย า โ ด ย ใ ช้ค่ า  MIC 

breakpoint < 2 และ > 4 µg/ml แปลผลเป็น intermediate และ resistance ตามลาํดบั 

 

3.4 ตรวจยืนยนัเช้ือ E. coli  

นาํเช้ือ E. coli จาก stock ซ่ึงเก็บไวท่ี้ -20 °C มาเพาะเล้ียงบน tryptic soy agar บ่มท่ี 37 °C 

นาน 18-24 ชัว่โมง สกดั DNA ของเช้ือ E. coli ดว้ยวิธีการตม้ ทาํไดโ้ดยการเข่ียโคโลนีของเช้ือจาก 

tryptic soy agar 3-5 โคโลนี ใส่ลงไปใน microtube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีนํ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือปริมาตร 

1 ml จากนั้ นนําไปต้มใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 95 °C นาน 20 นาที นําไปป่ันตกตะกอนด้วย

ความเร็ว 12,000 rpm นาน 5 นาที ดูดเอาส่วนใสใส่ใน microtube ขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ หาความ

เขม้ขน้ของ DNA ท่ีสกดัไดโ้ดยใช้ NanoDrop 1000 spectrophotometer ซ่ึง DNA ท่ีสกดัไดน้ี้จะใช้

เป็น template ในขั้นตอนการทาํ polymerase chain reaction (PCR) ตรวจยืนยนัว่าเป็นเช้ือ E. coli 

โดยการตรวจหายนี 16srRNA ดว้ยวธีิ PCR (Momtaz et al. , 2013)  

 

3.5 การสกดั plasmid 

 นาํเช้ือ E. coli จากขอ้ 7.2.1 เพิ่มจาํนวนใน Luria-Bertani (LB) broth บ่มท่ี 37 °C ท่ี shaker 

incubator นาน 18-24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทาํการสกัด plasmid ด้วยชุดสกัด (GeneJET Plasmid 

Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA) หาความเข้มข้นของ DNA ท่ีสกัดได้โดยใช้ NanoDrop 

1000 spectrophotometer และทาํการเก็บ plasmid ท่ี -20 °C 

 

3.6 ตรวจหายนี mcr และ Int1 ในเช้ือ E. coli โดยวธีิ polymerase chain reaction (PCR) 

 3.6.1 ตรวจหายีน  mcr (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9 

และ mcr-10) ด้วยวธีิ multiplex PCR; mPCR (Nguyet LTY, 2022) 

 ส่วนผสมในการทาํ mPCR (20 µl) ประกอบดว้ย 0.04 µM ของแต่ละ forward primer และ 

reverse primer, ดีเอ็นเอต้นแบบของเช้ือ E. coli 20 ng และ 1x Green PCR mix kit (Biotechrabbit, 

Germany) primer และ ขนาดของ PCR product ดงัแสดงในตารางท่ี 1 สภาวะการทาํปฏิกิริยา PCR 

คือ pre-denaturation ท่ี 94 °C นาน 3 นาที ทาํการเพิ่มจาํนวน DNA 25 รอบ (denaturation ท่ี 94 °C 

นาน 30 วินาที, annealing ท่ี 58 °C นาน 90 วินาที, extension ท่ี 72 °C นาน 60 วินาที, และ final 

extension ท่ี 72 °C นาน 5 นาที ตรวจหา PCR product ด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis และ

นาํไปดูผลภายใต ้UV transilluminator ตดั gel บริเวณท่ีมีขนาดเทียบเท่ากบั PCR product ท่ีตอ้งการ 
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ทําให้ gel บริสุทธ์ิด้วย Gel/PCR Kit เพื่อทํา DNA sequencing (Macrogen, South Korea) นําผล 

DNA sequences ของแต่ละยนีตรวจสอบความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทด์เทียบกบัฐานขอ้มูล 

NCBI (www.ncbi.nlm.nhi.gov) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST     

 

 3.6.2 การตรวจหา class 1 integron-integrase gene (Int1) ด้วยวธีิ PCR 

 ส่วนผสมสําหรับ PCR reaction และ PCR condition สําหรับตรวจหา Int1 ใช้สภาวะ

เดียวกบัขอ้ 7.5.1 primer และ ขนาดของ PCR product ของ Int1 ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1   

 

3.7 การวเิคราะห์ข้อมูล  

3.7.1 วิ เคราะห์หาความชุกของยีน mcr-1 และ int-1  ในเ ช้ือ E. coli ท่ี ด้ือต่อยา  third 

generation cephalosporins หรือ carbapenems ในรูปแบบของร้อยละ   

3.7.2 วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่าง phenotype และ genotype ในเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาโคลิ

สตินและตรวจพบยีนด้ือยาด้วย Cohen’s kappa coefficient in SPSS version 23 ( IBM Corp. in 

Armonk, NY) กาํหนด P value < 0.05 

 

ตารางที ่3.1 Primer sequences และ PCR product (Nguyet LTY, 2022)   

Genes F/R primer Sequence PCR product 

(bp) 

mcr-1 MCR1F 5’-AGT CCG TTT GTT CTT GTG GC-3’ 320 

MCR1R 5’-AGA TCC TTG GTC TCG GCT TG-3’ 

mcr-2 MCR2F 5’-CAA GTG TGT TGG TCG CAG TT-3’ 715 

MCR2R 5’-TCT AGC CCG ACA AGC ATA CC-3’ 

mcr-3 MCR3F 5’-AAA TAA AAA TTG TTC CGC TTA TG-3’ 929 

MCR3R 5’-AAT GGA GAT CCC CGT TTT T-3’ 

mcr-4 MCR4F 5’-TCA CTT TCA TCA CTG CGT TG-3’ 1116 

MCR4R 5’-TTG GTC CAT GAC TAC CAA TG-3’ 

mcr-5 MCR5F 5’-ATG CGG TTG TCT GCA TTT ATC-3’ 1644 

MCR5R 5’-TAC TTG TGG TTG TCC TTT TCT G-3’ 

mcr-6 MCR6F 5’-GTC CGG TCA ATC CCT ATC TGT-3’ 556 

MCR6R 5’-ATC CGG GAT TGA CAA GTA C-3’ 
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Genes F/R primer Sequence PCR product 

(bp) 

mcr-7 MCR7F 5’-TGC TAC AGC CCT TTT CGT-3’ 892 

MCR7R 5’-TTC ATC TGC GCC ACC TCG T-3’ 

mcr-8 MCR8F 5’-AAC CGC CAG AGC ACA GAA TT-3’ 667 

MCR8R 5’-TTC CCC CAG CGA TTC TCC AT-3’ 

mcr-9 MCR9F 5´-AGA ACA TGC ACG GAA CGG AT-3´ 183 

MCR9R 5´-CTC ACG AAA AAC CCA CGC TG-3´ 

mcr-10 MCR10F 5’-AGC CGT CTT GAA CAT GTG AG-3’ 744 

MCR10R 5’-CAT ACA GGG CAC CGA GAC TG-3’ 

int1 INT1-F 5’-CTC CCG CAC GAT GAT CGT-3’ 450 

INT1-R 5’-TTG CGT GAG CGC ATA CGC-3’ 

16srRNA 16srRNAF 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ 919 
 16srRNAR 5’-CCG TCA ATT CAT TTG AGT TT-3’  
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บทที ่4 

ผลการทดลอง และอภิปรายผล 

 

4.1 รูปแบบการดื้อยากลุ่ม third generation cephalosporin และ carbapenem ของเช้ือ E. coli  

เ ช้ื อ  E. coli ท่ี ด้ื อย า ก ลุ่ ม  third generation cephalosporin แล ะ  carbapenem จา ก ผู ้ป่ วย

โรงพยาบาลนพรัตน์ราชธานี ปี 2560 จาํนวน 83 ตัวอย่าง จากข้อมูลการด้ือยาของเช้ือ E.coli 

(Nipaporn, 2560) ซ่ึงนํามาจัดรูปแบบการด้ือยา ceftriaxone, cefotaxime, ceftazidime, ertapenem, 

meropenem และ imipenem สามารถจดักลุ่มได ้3 กลุ่ม คือ รูปแบบท่ี 1 คือ เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยากลุ่ม 

third generation cephalosporin ท่ีมียา ceftazidime ให้ผลการทดสอบเป็น intermediate จํานวน 7 

ตัวอย่าง  คิดเป็นร้อยละ 8.4 รูปแบบท่ี  2 คือ เ ช้ือ E. coli ด้ือเฉพาะยากลุ่ม third generation 

cephalosporin จาํนวน 73 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 88.0 และรูปแบบท่ี 3 คือ เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยากลุ่ม 

third generation cephalosporin และ carbapenem จาํนวน 3 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 3.6 ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 รูปแบบการด้ือยากลุ่ม third generation cephalosporin และ carbapenem ของเช้ือ E. coli 

รูปแบบการด้ือยา 
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 จาํนวน (ร้อยละ) 

1 R R I S S S 7 (8.4) 

2 R R R S S S 73 (88.0) 

3 R R R R R R 3 (3.6) 

 

4.2 การตรวจหายนี 16S rRNA ในเช้ือ E. coli 

เช้ือ E. coli ทั้ง 83 ตวัอยา่ง ตรวจพบยีน 16S rRNA ซ่ึงมีขนาดของ PCR product 919 bp ดงั

แสดงในรูปท่ี 4.1 และจากผล sequencing ยนืยนัวา่เป็นเช้ือ E. coli  
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รูปที่ 4.1  ผลการตรวจหายีน 16S rRNA ในเช้ือ E. coli ตวัอย่างเช้ือ E. coli ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดง

ใน lane 1-11 สําหรับ positive control คือ E. coli ATCC 25922 แสดงใน lane ท่ี 12 เช้ือ S. aureus 

ATCC 25923 และ นํ้ ากลัน่เป็น negative control ดงัแสดงใน lane ท่ี 13 และ 14 ตามลาํดบั lane M 

คือ DNA ladder 100bp + 3Kb 

 

4.3 ผลการตรวจเช้ือ E. coli ทีดื่้อต่อยาโคลสิติน และผลตรวจยืนยนัด้วย MIC 

 เ ช้ือ E. coli ท่ี ด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporin และ  carbapenem จํานวน 8 

ตวัอย่าง เม่ือนาํไปหาค่า MIC ต่อยาโคลิสตินดว้ยวิธี broth microdilution พบวา่เช้ือท่ีมีค่า MIC = 1 

µg/ml มี 4 ตวัอย่างคิดเป็นร้อยละ 4.8 และเช้ือท่ีมีค่า MIC = 2 mg/ml มี 79 ตวัอย่างคิดเป็นร้อยละ 

95.2 ซ่ึงทั้งหมดแปลผลไดเ้ป็นเช้ือไวต่อยาโคลิสตินระดบัปานกลาง ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2 และตาราง

ท่ี 4.2 ในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบเช้ือท่ีมีค่า MIC > 4 µg/ml ในการทดสอบน้ีใช้เช้ือ E. coli 25922 

เป็น control ซ่ึงตอ้งมีค่า MIC อยูใ่นระหวา่ง 0.25-2 µg/ml และใชเ้ช้ือ P. rettgeri ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีด้ือยา 

colistin แบบ intrinsically reristance เป็น positive control 
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รูปที ่4.2  ผลการทดสอบ MIC ต่อยาโคลิสตินดว้ยวธีิ broth microdilution แถวท่ี 1-3 คือ ตวัอยา่งเช้ือ 

E. coli ท่ีใช้ในการศึกษา ผล MIC ของเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาโคลิสติน (แยกได้จากผูป่้วยปี 2566),  

P. rettgeri (MIC > 8 µg/ml)แล ะ  E. coli 25922 (MIC = 2 µg/ml) แส ดง ใ นแถ ว ท่ี  4, 5 แล ะ  6 

ตามลาํดบั 

 

ตารางที ่4.2   ผลการทดสอบ MIC ต่อยาโคลิสตินดว้ยวธีิ broth microdilution 

เช้ือ E. coli 
จาํนวน (ร้อยละ) 

1 mg/ml 2 mg/ml 

ด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporin 4 (4.8) 76 (91.6) 

ด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporin และ carbapenem 0 3 (3.6) 

 

4.4 การตรวจหายนี mcr-(1-10) และ int-1 ด้วยวธีิ PCR 

เช้ือ E. coli ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporin และ carbapenem นาํมาตรวจหา

ยนี mcr และ int-1 ดว้ยวธีิ PCR พบวา่จากการศึกษาจากเช้ือทั้งหมด 83 ตวัอยา่ง ไม่พบยนี mcr แต่

พบยนี int-1 จาํนวน 56 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 67.5 และไม่มียนี int-1 จาํนวน 27 ตวัอยา่ง คิดเป็น

ร้อยละ 32.5 ดงัรูปท่ี 4.3 และ 4.4 
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รูปที่ 4.3  ผลการตรวจหายีน mcr-1 ในเช้ือ E. coli ตวัอย่างเช้ือ E. coli ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใน 

lane 1-19 สาํหรับ positive และ negative control คือ เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาโคลิสตินแยกไดจ้ากผูป่้วยปี 

2566 และนํ้ากลัน่ ดงัแสดงใน lane ท่ี 20 และ 21 ตามลาํดบั lane M คือ DNA ladder 100bp+ 3Kb 

 

 
รูปที ่4.4  ผลการตรวจหายนี int-1 ในเช้ือ E. coli   

Lane M  DNA ladder 100bp + 3Kb 

Lane 1-20 ตวัอยา่งเช้ือ E. coli  

Lane 21  นํ้ากลัน่  

 

4.5 ผลการทดสอบ DNA sequencing 

เช้ือ E. coli ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporin และ carbapenem ท่ีพบยีน int-

1 เม่ือนาํไปทาํ sequenicing ไดผ้ลดงัรูป 4.5 และเม่ือทาํการ blast ใน NCBI มีความเหมือนกบั E. 

coli strain F29 class I integron ร้อยละ 99 ดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 
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รูปที ่4.5 Sequencing Chromatograms ของยนี int-1 

 

 
 

รูปที ่4.6 ผล sequenicing เม่ือนาํไปทาํการ blast ใน NCBI พบว่า ผลตรงกบั class 1 integron 

ของ E. coli strain F29 ร้อย 99 
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4.6 การตรวจหายนี mcr-1 และ int-1 การจัดรูปแบบการดื้อยากลุ่ม third generation cephalosporin 

และ carbapenem ร่วมกบัการตรวจพบยนี int-1 

รูป แบ บ ก า ร ด้ือย า  ceftriaxone, cefotaxime, ceftazidime, ertapenem, meropenem แล ะ 

imipenem ในการตรวจพบยนี int-1 สามารถจดักลุ่มได ้3 กลุ่ม คือ รูปแบบการด้ือยาท่ี 1 ตรวจพบยีน 

int-1 จาํนวน 4 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 57 ไม่พบยีน int-1 จาํนวน 3 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 43 

รูปแบบการด้ือยาท่ี 2 ตรวจพบยีน int-1 จาํนวน 52 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 68 ไม่พบยีน int-1 

จาํนวน 24 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 32 และรูปแบบการด้ือยาท่ี 3 ตรวจพบยนี int-1 จาํนวน 3 ตวัอยา่ง 

คิดเป็นร้อยละ 100 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 

 

ตารางที่ 4.3 รูปแบบการด้ือยากลุ่ม third generation cephalosporin และ carbapenem กบัการตรวจ

พบยนี int-1 

รูปแบบการดื้อยา Int-1 positive Int-1 Negative 

รูปแบบการด้ือยาท่ี 1 4(57 %) 3 (43%) 

รูปแบบการด้ือยาท่ี 2 52(68%) 24(32%) 

รูปแบบการด้ือยาท่ี 3 3(100%) 0 

 

รูปแบบการด้ือยา ampicillin, amoxicillin clavulanic acid, piperacillin/tazobactam, cefotaxime, 

ceftriaxone, ceftazidime, gentamicin, amikacin, netilmycin, ciprofloxacin, norfloxacin, 

levofloxacin, trimethoprim/sulfamethoxazole, carbapenem, fosfomycin, cefazolin สามารถ

จดักลุ่มไดท้ั้งหมด 14  รูปแบบ ดงัตารางท่ี 4.4 จากตวัอยา่งเช้ือ 83 ตวัอยา่ง เป็นเช้ือ 

multidrug resistance (MDR) ร้อยละ 82 และเช้ือท่ีเป็น non multidrug resistance (Non-

MDR) ร้อยละ 18  ซ่ึงนิยาม MDR เป็นขอ้มูลท่ีไดจ้ากการแปลผลของโรงพยาบาลนพรัตน์

ราชธานี ในปี พ.ศ.2560 

เม่ือหาความสัมพนัธ์พบวา่เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาหลายขนาน (multidrug resistance) มีความสัมพนัธ์กบั

การตรวจพบยนี int-1 อยา่งมีนยัสาํคญัท่ีความเช่ือมัน่ 95% CI (p-value < 0.05) ตารางท่ี 4.5 
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ตารางที ่4.4      ตารางรูปแบบการด้ือยาและการตรวจพบ int-1   

รูปแบบ 

การด้ือยา 
A

m
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Multidrug 

Resist

ance 

(MDR) 

int-1 

positive 

int-1 

negative 

1 
R S R R S S S S S 

Non-MDR 1 0 

2 
R S R R S S R R S 

Non-MDR 2 4 

3 
R S R R S S R R S 

MDR 13 1 

4 
R S R R S R S R S 

MDR 2 1 

5 
R S R R S R R S S 

MDR 0 4 

6 
R S R R S R R R S 

MDR 4 0 

7 
R R R R S S S S S 

Non-MDR 2 0 

8 
R R R R S S S S R 

Non-MDR 0 1 

9 
R R R R S S R S S 

Non-MDR 0 5 

10 
R R R R S S R R S 

MDR 8 1 

11 R R R R S R S R S MDR 1 1 

12 R R R R S R R S S MDR 0 6 

13 R R R R S R R R S MDR 20 3 

14 R R R R R R R R S MDR 3 0 

Amp; Ampicillin, AMC; Amoxicillin clavulanic acid, Pip/tazo; piperacillin/tazobactam, CTX; 

Cefotaxime, CRO; Ceftriaxone, CAZ; Ceftazidime, CN; gentamicin, AK; Amikacin, Net; 

Netilmycin, CIP; Ciprofloxacin, Nor; Norfloxacin, LEV; Levofloxacin, SXT; 

trimethoprim/sulfamethoxazole 

 

ตารางที ่4.5  ความสัมพนัธ์ระหวา่งการด้ือยาหลายขนานกบัการตรวจพบยนี int-1 

 Int-1 positive Int-1 negative Total chi-square  p value 

MDR 51 (45.88%) 17 (22.12%) 68 

9.7208 0.001822 Non-MDR 5 (10.12%) 10 (4.88%) 15 

Total  57 27 83 
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บทที ่5 

สรุป วจิารณ์ และข้อเสนอแนะ 

 

งานวิจัยคร้ังน้ีเลือกศึกษาเฉพาะเช้ือ uropathogenic E.coli ท่ีด้ือยากลุ่ม third generation 

cephalosporin และ carbapenem จาํนวน 83 ตวัอยา่ง จากผูป่้วยโรงพยาบาลนพรัตน์ราชธานี ปี 2560 

นาํมาตรวจยืนยนัโดยการตรวจหายีน 16S rRNA ให้ผลบวกทั้ง 83 ตวัอยา่ง เม่ือทดสอบความไวต่อ

ยาโคลิสิตินพบว่าทุกตัวอย่างมีค่า MIC < 2 ดังนั้ น เช้ือ E. coli ท่ีนํามาศึกษาไม่พบการด้ือยา 

โคลิสติน และไม่พบยนี mcr-1 เม่ือทาํการยืนยนัดว้ยวธีิ PCR แต่ตรวจพบยีน int-1 ร้อยละ 67.5 อาจ

เน่ืองจากเช้ือ E. coli ท่ีนาํมาทดสอบเป็นเช้ือท่ีด้ือยาหลายขนาน โดยเช้ือ E. coli ท่ีนาํมาศึกษาเป็น

เช้ือท่ี ก่อให้เ กิดโรคติดเ ช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ สายพันธ์ุหลักท่ี ก่อให้เ กิดโรคคือ 

uropathogenic E.coli (UPEC) โดยการใชย้าในการรักษาเช้ือแบคทีเรียแกรมลบจะใชย้าในกลุ่ม third 

generation cephalosporins และ carbapenems ซ่ึงเป็นยาต้านจุลชีพท่ีออกฤทธ์ิในวงกว้างและมี

ประสิทธิภาพสูง  

ในปี 2011 มีรายงานของ Daryl J. Hoban พบเอนไซม์ extended-spectrum β -lactamases 

(ESBLs) ในเช้ือ E. coli ท่ีไดจ้ากผูป่้วย UTI โดยเอนไซม์น้ีสามารถทาํลายยากลุ่ม third generation 

cephalosporins และ carbapenems ได้แก่  ceftriaxone, ceftazidime, ertapenem และ imipenemได้ 

และในการศึกษาคร้ังน้ีไดน้าํเช้ือ E.coli ในปี 2560 ส่วนใหญ่เป็นเช้ือชนิด  ESBL producing  E.coli 

ดงันั้นก็จะมีการด้ือยาในกลุ่ม third generation cephalosporins ร้อยละ 100 และ carbapenems ร้อย

ละ 3.70 สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ กิจจา จิตรรมย ์และ ปิยะรัตน์ จิตรภิรมย ์ศึกษาความชุกของ

การสร้างเอนไซม ์ESBLs  ในเช้ือ E. coli พบความชุกของ การด้ือต่อ ESBLs สูง โดยเฉพาะยากลุ่ม 

third generation cephalosporins คือ ceftazidime, cefpodoxime และ ceftriaxone ร้อยละ 28.3 

กา รศึ ก ษา ค ร้ัง น้ี เ ช้ื อ  E. coli ทั้ ง หม ด 83 ตัวอย่า ง  ท่ี ด้ื อ ต่อยา ก ลุ่ ม  third generation 

cephalosporins และ carbapenems ไดผ้ลการทาํ MIC ต่อยาโคลิสตินโดยเช้ือทั้งหมดไม่ด้ือยา และ

ตรวจไม่พบยีน mcr-1 จากการศึกษาของ Eiamphungporn W. และคณะ ในปี 2018 เช้ือ E. coli ท่ีมี

ค่า MIC ต่อยาโคลิสติน < 4 mg/L ตรวจไม่พบยีน mcr-1 แต่พบยีน mcr-1 ในเช้ือท่ีมีค่า MIC อยู่

ระหว่าง 4-32 mg/L แสดงถึงความสัมพนัธ์ระหว่างการตรวจพบยีน mcr-1 กบัการด้ือยาโคลิสติน 

แต่ในการศึกษาของ นิตยา สิงห์พลทนั ปี 2563 ซ่ึงตรวจไม่พบยนี mcr-1 ในเช้ือท่ีด้ือต่อยาโคลิสติน 

โดยมีค่า MIC >4 mg/L และยงัมีรายงานของปุญชรัสม์ิ วงษอุ์ตสาห์ และคณะ ในปี 2019 ท่ีตรวจพบ

ยีน mcr-1 ในเช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาโคลิสติน ร้อยละ 28.57 มีการศึกษาของ Nwai Oo Khine และคณะ

ในปี 2020 เป็นการศึกษาในสุกรพบยีน mcr-1 ในเช้ือ E. coli ท่ีด้ือต่อยาโคลิสติน ร้อยละ 4.45 และ 
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mcr-3 ร้อยละ 0.43 และรายงานของ Luong ThiYen Nguyet และคณะ ในปี 2022 ศึกษาเช้ือ E. coli 

ท่ีท ําให้เกิดโรคอุจจาระร่วงจากฟาร์มหมู โดยทั้ งหมดเป็นเช้ือท่ีเกิดการด้ือยาหลายขนาน 

(multidrug-resistance ; MDR) โดยพบยีน mcr-1 ร้อยละ 48.6 mcr-3 ร้อยละ 51.4 mcr-1 รวมกับ 

mcr-3 ร้อยละ 75.7 int-1 ร้อยละ 75.7 และ int-1 ร่วมกับ mobile colistin resistance (mcr) ร้อยละ 

85.7 ซ่ึงจะเห็นวา่มีความชุกของยีน mcr-1 ใน E.coli ท่ีแยกไดจ้ากสุกร มากกวา่เช้ือ E. coli ท่ีแยกได้

จากผูป่้วย เม่ือเทียบกบัการศึกษาท่ีกล่าวมาขา้งตน้ คาดวา่อาจเกิดจากการใชย้าปฏิชีวนะในปศุสัตว ์ 

เน่ืองจากการใช้ยาปฏิชีวนะในสัตว ์มีการใช้ยาหลายรูปแบบ เช่น ผสมในนํ้ าหรืออาหารสัตว ์อาจ

เป็นการไปกระตุน้การด้ือยาเพิ่มข้ึน และส่งผลให้มีการด้ือต่อยามากกวา่ในคน นอกจากการด้ือยาโค

ลิสตินจะถูกควบคุมโดยยีน mcr-1 แล้วอาจจะถูกควบคุมด้วยยีน mcr-2 ถึง mcr-10 จึงควร

ทาํการศึกษาต่อไป 

 ในการศึกษาของ Fluit และ Schmitz ในปี 2004 พบว่ายีน integrons สามารถแพร่กระจาย

ยีนด้ือยาได้แบบ horizontal ท่ีมีบทบาทสําคญัต่อเช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีด้ือยาหลายขนาน และ

รายงานของ Peter A. White และคณะ ในปี 2001 ท่ีทาํการศึกษาในคนพบความสัมพนัธ์ระหวา่งการ

ตรวจพบ integrons และการด้ือยาหลายขนานในเช้ือ Enterobacterales สําหรับการศึกษาคร้ังน้ีเป็น

เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาหลายขนานแต่ไม่ด้ือต่อยาโคลิสติน ตรวจพบยนี int-1 ร้อยละ 67.5 สอดคลอ้งกบั

ผลการศึกษาของ Mohammad Kargar และคณะ ในปี 2014 เช้ือ E. coli ท่ีด้ือยาหลายขนาน ตรวจพบ

ยีน int-1 ร้อยละ 78.26 int-2 ร้อยละ 76.81 และพบยีน int-3 เป็นคร้ังแรกในอิหร่าน ร้อยละ 26.09 

และจากการศึกษาของ Fouzia Zeeshan Khan และคณะ ในปี 2018 พบยีน int-1 ร้อยละ 79 ในเช้ือ E. 

coli ท่ีด้ือยาหลายขนานท่ีมีอตัราการตรวจพบใกล้เคียงกนั แสดงว่าการตรวจพบยีน int-1 อาจจะ

เก่ียวขอ้งกบัเช้ือท่ีด้ือยาหลายขนาน โดยจากการศึกษาของ Levesque และคณะ ในปี 1995 พบวา่ int-

1 สามารถท่ีจะจับกับยีนด้ือยาเกือบทุกชนิด  เช่น β-lactams, aminoglycosides, phenicols, 

sulphonamides, macorlides, rifampicins และ trimethoprims แลว้นาํมาสอดแทรกเขา้ไปใน gene 

cassette และมีการแสดงสามารถถ่ายทอดไปยงัแบคทีเรียชนิดอ่ืนได้ทั้งชุด ซ่ึงเป็นการศึกษาของ 

Canton และคณะ ในปี 2003 ทาํให้มีการแพร่กระจายการด้ือยาแบบ MDR ได้อย่างกวา้งขวาง 

นอกจากน้ีมีการศึกษาของ Cathy Goldstein และคณะ ในปี 2001 พบ int-1 ในเช้ือ E. coli ท่ีแยกได้

จากปศุสัตว,์ สัตวเ์ล้ียง,และสัตวห์ายาก และการศึกษาของ มณฑล เลิศคณาวนิชกุล ในปี 2559 ใน

ทาํการศึกษาเช้ือ E. coli ท่ีด้ือต่อยากลุ่ม third generation cephalosporins ในตวัอยา่งเน้ือไก่ และเน้ือ

ววั ตรวจพบยนี int-1 ร้อยละ 7.76  

จะเห็นว่าข้อมูล ท่ีได้จากการศึกษาเ ช้ือ uropathogenic E. coli ท่ี ด้ือต่อยากลุ่ม third 

generation cephalosporins และ carbapenem แยกไดจ้ากผูป่้วยโรงพยาบาลนพรัตน์ราชธานี ปี 2560 
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แสดงให้เห็นถึงความชุกของยีน int-1 ในเช้ือ uropathogenic E. coli และทราบถึงความสัมพนัธ์ของ

ยีน  int-1 ข อง เ ช้ื อ  uropathogenic E.coli ท่ี ด้ื อ ต่อย า ก ลุ่ ม  third generation cephalosporins แล ะ 

carbapenems เพื่อเป็นประโยชน์แก่แพทยแ์ละบุคลากรทางการแพทยท่ี์เก่ียวขอ้งให้ตระหนกัในการ

เลือกใช้ยารักษา และเพื่อเป็นประโยชน์ในการศึกษาต่อไป แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบยีน mcr-1 

ในเช้ือ uropathogenic E. coli ดงันั้นเพื่อเฝ้าติดตามสถานการณ์การด้ือยา colistin ในเช้ือ E. coli จึง

ควรทาํการเก็บตวัอยา่งเช้ือเพิ่มเติมในปัจจุบนั 
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การเตรียมนํา้ยาและสารเคม ี

 

Agarose gel 1.5 % 

  1xTBE 100 ml  

  Agarose 1.5 g 

  เตรียมส่วนผสมต่างๆดงักล่าว นาํไปละลายพอเขา้กนัจากนั้นนาํไปอุ่นดว้ยไมโครเวฟ  

เพื่อใหส้ารละลายเน้ือเดียวกนั จากนั้นนาํ เจลท่ีละลาย 30 ml ผสมกบั Safe view dye 15 µl จากนั้น

นาํไปใชใ้นการทาํ Gel electrophoresis  

 

Cation adjusted Mueller - Hinton Broth (CaMHB) 1000 ml. 

  CaMHB 21   g 

  Distilled water 1000 ml. 

  นาํส่วนผสมต่างๆผสมใหเ้ขา้กนัโดยนาํไปละลายท่ีเคร่ือง autoclave ท่ี 121 องศาเซลเซียส 

15 นาทีเพื่อทาํการ Sterilize 

 

Colistin 1 mg/ml 

  Colistin sulphate 10   mg 

  Distilled water 7.76 ml    

  ก่อนการเตรียมจะตอ้งทาํการคาํนวณค่า potency ของยาตาม CLSI จากนั้นนาํส่วนผสม

ต่างๆดงักล่าวนาํไปละลายใหเ้ขา้กนั โดยการเตรียมความเขม้ขน้ของยาท่ีใชจ้ะเจือจางแบบ two-fold 

dilution และตอ้งเตรียมความเขม้ขน้ใหเ้ป็น 2 เท่าของความเขม้ขน้ท่ีใชเ้พื่อนาํไปเจือจาง 
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ผล sequencing mcr-1 
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