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บทคัดย่อ 
Acinetobacter baumannii เป็นหนึ่งในเชือ้ก่อโรคส าคญัของมนุษยท์ี่ก่อใหเ้กิดการติดเชือ้โรงพยาบาลและดือ้ยา

หลายขนาน การทดสอบความไวตอ่โคลสิตินมีขัน้ตอนการทดสอบท่ีซบัซอ้น หรอืราคาที่สงูของชดุทดสอบส าเรจ็รูป การศกึษานี ้
จึงมีวตัถปุระสงคเ์พื่อประเมินการทดสอบความไวของยาโคลิสตินต่อ A. baumannii ดว้ยเทคนิค colistin broth disk elution 
(CBDE) ท าการศึกษาโดยใชเ้ชือ้ A. baumannii จ านวน 98 สายพนัธุ ์โดยทดสอบความไวต่อโคลิสตินของเชือ้ A. baumannii 
ดว้ยวิธี CBDE เปรียบเทียบกับวิธี broth microdilution (BMD) จากนัน้ ท าการวิเคราะหค์่า very major error (VME), major 
error (ME), categorical agreement (CA), essential agreement (EA), ความจ าเพาะและความไวของ CBDE จากการศกึษา 
พบวา่ CBDE มี CA และ EA เทา่กบั 82.7 และ 84.7% โดยมีคา่ VME และ ME เทา่กบั 12 (46.2%) และ 5 (6.9%) ตามล าดบั 
ความไวและความจ าเพาะของ CBDE เทา่กบั 53.8 และ 93.1 % ตามล าดบั การทดสอบความไวของยาโคลสิตินดว้ยวธีิ CBDE 
ไมเ่หมาะส าหรบัใชก้บัเชือ้ A. baumannii  
 

ค าส าคัญ : โคลสิติน ; broth disk elution ; Acinetobacter  baumannii 
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Abstract 
Acinetobacter baumannii is one of the major human pathogen causing nosocomial infections with highly 

drug-resistant to multiple classes of antibiotics. Antimicrobial susceptibility testing of colistin are more complex and 
high cost of commercial kit.  In this study, we aimed to evaluate the colistin broth disk elution (CBDE) to determine 
in vitro colistin susceptibility against A. baumannii.  A total of 98 isolates of A. baumannii were used in this study. 
Colistin MICs against A. baumannii were determined by CBDE and were compared with broth microdilution method. 
A very major error ( VME) , a major error (ME) , categorical agreement (CA) , essential agreement ( EA) , specificity, 
and sensitivity were analyzed. CBDE yield a CA and EA of 82.7 and 84.7%, respectively. Twelve VME (46.2%) and 
5 ME (6.9%) were observed. Sensitivity and specificity of CBDE were 53.8 and 93.1%, respectively. CBDE was not 
suitable to detect colistin susceptibility of A. baumannii. 
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บทน า 
Acinetobacter baumannii เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปกึ่งกลมกึ่งแท่ง (coccobacilli) ที่ก่อใหเ้กิดปัญหาการติดเชือ้         

ในโรงพยาบาล โดยเป็นเชือ้ฉวยโอกาสที่ก่อใหเ้กิดการติดเชือ้ในระบบต่างๆ นอกจากนี ้ปัจจุบนัพบอบุตัิการณก์ารดือ้ต่อยา
หลายขนานของ A. baumannii (multidrug resistant A. baumannii; MDRAB) รวมถึง สายพันธุ์ที่ดือ้ต่อ carbapenem 
(carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii; CRAB) (Gonzalez-Villoria & Valverde-Garduno, 2016; Higgins 
et al., 2010) ท าใหก้ารรกัษามีขอ้จ ากดัมากยิ่งขึน้ โคลสิตินซึง่เป็นยารุน่เก่าในกลุม่ polymyxin จึงถกูน ากลบัมาใช ้ในปัจจบุนั 
โคลิสตินถือเป็นยาตา้นแบคทีเรียที่มีอยู่กลุม่สดุทา้ยที่สามารถใชใ้นการรกัษาโรคติดเชือ้แบคทีเรียกลุม่แกรมลบที่ดือ้ยาหลาย
ขนานได ้อยา่งไรก็ตาม การใชย้าโคลสิตินในการรกัษานัน้มีขอ้จ ากดัที่ส  าคญั คือ ความเป็นพิษไต (nephrotoxicity) สงู (Nation 
et al., 2017)  นอกจากนี ้ยังพบอุบัติการณก์ารดือ้ต่อโคลิสตินของเชือ้ A. baumannii (colistin resistance A. baumannii; 
CoRAB) ประมาณ 0.3-5% อีกด้วย (Qureshi et al., 2015) ดังนั้น การระบุความไวต่อโคลิสตินของเชือ้ A. baumannii                  
ก่อนการเลอืกใชย้าจึงมีความส าคญัอยา่งยิ่ง เพื่อช่วยลดความเสีย่งจากการไดร้บัยาโคลสิตินโดยไมจ่ าเป็นของผูป่้วยที่ติดเชือ้ 

การทดสอบความไวของเชือ้ต่อโคลิสตินตามแนวทางของ Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
ก าหนดใหท้ าการทดสอบค่า minimal inhibitory concentration (MIC) ดว้ยวิธี broth microdilution (BMD) (CLSI, 2018b) 
แต่วิธีการดงักลา่วมีขัน้ตอนยุ่งยาก จึงไม่เหมาะกบัการทดสอบในงานประจ า ส าหรบัการทดสอบดว้ยวิธี disk diffusion และ 
gradient diffusion method ที่ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิกมักใช้กันนั้นไม่ถูกแนะน าให้ใช้ในการทดสอบความไวต่อ                 
โคลิสติน เนื่องจากโมเลกุลของยาโคลิสตินมีขนาดใหญ่ท าใหย้ากต่อการแพร่กระจาย ( diffusion) ในอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง                   
ผลการทดสอบจึงมกัคลาดเคลื่อน (Hindler & Humphries, 2013; Matuschek et al., 2018; Tan & Ng, 2006)  ส  าหรบั การ
ทดสอบดว้ยชดุทดสอบ Broth microdilution ที่มีจ าหน่ายในเชิงพาณิชย ์แมว้่าการทดสอบที่คอ่นขา้งสอดคลอ้งกบัวิธี BMD ที่
เป็นวิธีมาตรฐาน (Hindler & Humphries, 2013; Matuschek et al., 2018) แต่วิธีการดังกล่าวมีต้นทุนที่สูงและต้องการ
เครื่องมือพิเศษ จึงท าใหม้ีหอ้งปฏิบตัิการที่สามารถทดสอบความไวของเชือ้ต่อโคลิสตินไดใ้นวงจ ากดั ดงันัน้ วิธีการทดสอบ
ความไวของเชือ้ตอ่โคลสิตินที่มีความสะดวก ความถกูตอ้งแมน่ย าและราคาถกูจึงยงัเป็นท่ีตอ้งการในปัจจบุนั  

ในปี 2018 Simner และคณะ ไดพ้ฒันาวิธีการตรวจหาค่า MIC ของโคลิสตินอย่างง่ายโดยประยุกตใ์ชว้ิธี colistin 
broth disk elution test (CBDE) เพื่อให้เป็นทางเลือกในการทดสอบความไวของยาโคลิสตินที่ห้องปฏิบัติการสามารถ
ด าเนินการได ้การทดสอบดงักลา่วกระท าโดยการแช่แผน่ยาโคลสิติน ขนาด 10 µg จ านวน 0, 1, 2 และ  4  แผน่ในแตล่ะหลอด
ทดลองที่มี cation-adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB) ปริมาตร 10 ml เพื่อใหช้ะโคลิสตินออกมาในอาหารเลีย้งเชือ้
และมีความเขม้ขน้ของยาที่ 0, 1, 2 และ 4 µg/ml ตามล าดบั หลงัจากเพาะเชือ้ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ดงักลา่วแลว้ อา่นคา่ MIC 
จากหลอดที่มีความเขม้ขน้ของโคลิสตินท่ีนอ้ยที่สดุที่อาหารเลีย้งเชือ้ยงัใสอยูแ่ละแปลผลความไวตอ่โคลิสตินตามแนวทางของ 

CLSI โดยเชือ้ไวปานกลางตอ่โคลิสตินเมื่อมีคา่ MIC  2 µg/ml และแปลผลว่า ดือ้ต่อโคลิสตินเมื่อมีคา่ MIC  4 µg/ml จาก
การศึกษา พบว่า CBDE มีประสิทธิภาพในการทดสอบความไวต่อโคลิสตินของ Enterobacteriaceae และ P. aeruginosa 
และ A. baumannii เทียบเท่ากับวิธี BMD มาตรฐาน (Simner et al., 2019) อย่างไรก็ตาม ดว้ยจ านวนเชือ้ A. baumannii                
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ที่ใช้ในการศึกษาดงักลา่วมีจ านวนจ ากัดเพียง 24 สายพันธุ์ จึงไม่สามารถบ่งถึงประสิทธิภาพของวิธีการ CBDE ได ้การ
ประเมินวิธีการโคลิสติน CBDE ใน A. baumannii จึงยังมีความจ าเป็นก่อนน าวิธีการดังกล่าวไปใช้จริงในหอ้งปฏิบัติการ 
การศึกษานีจ้ึงท าการประเมินประสิทธิภาพในการทดสอบความไวต่อโคลิสตินของเชือ้ A. baumannii ดว้ยวิธี CBDE โดย
เปรยีบเทียบกบั BMD ซึง่เป็นวิธีมาตรฐาน  
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

แบคทเีรยีทีใ่ชใ้นการศกึษา 
A. baumanii ทีใ่ชใ้นการศกึษา ประกอบดว้ยเชือ้ A. baumannii จ านวน 2 ชดุ ประกอบดว้ย 1) A. baumanii ทีเ่พาะ

แยกไดจ้ากสิ่งสง่ตรวจชนิด เสมหะ ปัสสาวะ เลือดและหนอง ณ โรงพยาบาลหนองคาย จ านวน 68 ตวัอย่าง ในช่วงระหว่าง 
พฤษภาคม -ธันวาคม พ.ศ. 2563   2) A. baumannii เพาะแยกได้จากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจและถูกส่งมาตรวจยืนยัน ณ 
กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย ์จ านวน 30 ตวัอยา่ง รวมทัง้สิน้ 98 ตวัอยา่ง โดยท าการตรวจจ าแนกชนิดดว้ยเครือ่งอตัโนมตัิ Vitek 
2 compact (bioMérieux, USA) โดยอา่นผลและแปลผลเพื่อระบชุนิดของเชือ้ก็ตอ่เมื่อมคีา่ % confidence interval (CI) ตัง้แต ่
85% ขึน้ไป และท าการทดสอบความไวของ A. baumannii ต่อสารตา้นจุลชีพชนิด amikacin, gentamicin, ceftazidime, 
piperacillin- tazobactam, ciprofloxacin, trimethoprime-sulfamethoxazole, ceftriaxone และ meropenem ด้วยเครื่อง
อตัโนมตัิ Sensititre™ ARIS™ 2X (Thermo Fisher Scientific Inc, สหรฐัอเมรกิา) รายงานผลเป็นคา่ MIC ของสารตา้นจลุชีพ
แต่ละชนิด จากนัน้ผูว้ิจยัท าการแปลผลความไวต่อสารจุลชีพตามเกณฑท์ี่ CLSI ก าหนด (CLSI, 2020) ทัง้นี ้รายงานเป็นเชือ้
ดือ้ยาหลายขนาน (MDR) เมื่อเชือ้ดือ้ยาตัง้แต่  3 กลุม่ขึน้ไป 

การเตรียมเชือ้ตวัอย่าง เชือ้ตวัอย่างถกูเพาะบน sheep blood agar  บ่มที่อณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง และ
ท าการเพาะดว้ยกระบวนการดงักลา่วซ า้อีกครัง้ ก่อนน าเชือ้มาใชใ้นการทดสอบ จากนัน้ ท าการเจือจางเชือ้ดงักลา่วใน 0.85% 
Normal saline ใหม้ีความขุน่เท่ากบั McFarland standard no. 0.5 จากนัน้น าไปวดัความขุ่นท่ีความยาวคลื่นแสงเท่ากบั 600 
nm ดว้ยเครือ่ง nanodrop (Thermo Scientific™, UK) และปรบัความขุน่ของเชือ้ โดยตอ้งมีคา่ดดูกลนืแสงระหวา่ง 0.08-0.11 
ซึ่งไดเ้ชือ้ที่ความเขม้ขน้ประมาณ 1.5x108 CFU/ml ทัง้นี ้ในการทดสอบดว้ย broth microdilution test ตอ้งน าเชือ้ดงักลา่วมา
เจือจาง 100 เทา่ใน CAMHB เพื่อใหไ้ดเ้ชือ้ที่มีความเขม้ขน้ประมาณ 1.5x106 CFU/ml และใชเ้ชือ้ที่เตรยีมภายใน 15 นาที 

การทดสอบค่า MIC ต่อโคลสิตนิดว้ย Broth disk elution test 
การศึกษานีใ้ช้วิธีการทดสอบค่า MIC ต่อโคลิสตินดว้ย Broth disk elution test ตามวิธีของ Simmner และคณะ 

(Simner et al., 2019) โดยใส่แผ่นยาที่มีโคลิสติน ปริมาณ 10 µg (Oxoid®), UK) จ านวน 0, 1, 2, และ 4 แผ่นลงในแต่ละ
หลอดทดลองที่มี cation-adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB) (Thermo Scientific™ , UK) ปรมิาตร 10 ml ซึง่ท าใหไ้ด้
สารละลายที่มีโคลสิตินที่ความเขม้ขน้เทา่กบั 0, 1, 2, และ 4 µg/ml ตามล าดบั หลงัจาก ตัง้ทิง้ไวท้ี่อณุภมูิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที
แลว้ จึงเติมเชือ้แบคทีเรียสายพันธุ์อ้างอิงหรือเชือ้ตัวอย่าง A. baumannii    ที่มีความเขม้ข้นประมาณ 1.5x108 CFU/ml 
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ปริมาตร 50 µl ลงในแต่ละหลอด จากนัน้น าไปบ่มที่ 35+2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา อ่านผลโดย
สงัเกตความขุน่ซึง่แสดงถึงการเจรญิของเชือ้ในแตล่ะหลอด และแปลผลการทดสอบตามแนวทางดงัแสดงในตารางที่ 1  
 
ตารางที ่1  แนวทางอา่นและการแปลผลคา่ MIC ตอ่โคลสิตินดว้ยการทดสอบ broth disk elution test 
                  (Simner et al., 2019) 

Media appearance  
MIC Result 
 (µg/ml) Colistin concentration (µg/ml) 

0a 1 2 4 

Turbid Clear Clear Clear ≤ 1  

Turbid Turbid Clear Clear    2 

Turbid Turbid Turbid Clear    4  

Turbid Turbid Turbid Turbid  4  
a กรณีหลอดที่มีความเขม้ขน้ของโคลสิติน เทา่กบั 0 µg/ml ไมพ่บการเจรญิของเชือ้หรอือาหารเลีย้งเชือ้ 
ยงัใสอยู ่(Clear) นัน้ไมส่ามารถแปลผลได ้(Invalid) 

 
การทดสอบค่า MIC ต่อโคลสิตนิดว้ย broth microdilution test  
ท าการทดสอบค่า MIC ต่อโคลิสติน ดว้ย broth microdilution test ตามวิธีของ CLSI (CLSI, 2018) ในการศึกษานี ้

ใชค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยของโคลสิติน ท่ี 0.125-32 µg/ml ในการทดสอบ 
ผูว้ิจยัใช ้colistin sulfate (Sigma-Aldrich, USA)  ในการเตรยีมสารละลายโคลสิติน โดยเจือจางในน า้กลั่นปราศจาก

เชือ้ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 1,024 µg/ml จากนัน้เก็บรกัษาไวท้ี่อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าน ามาใชใ้นการทดสอบ 
ในการทดสอบ ผูว้ิจยัเจือจางสารละลายโคลิสตินใน CAMHB (Oxoid®), UK)  ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้เท่ากบั 64, 32, 16, 8, 4, 2, 
1, 0.5, และ 0.25 µg/ml จากนัน้ดดูสารละลายในแตล่ะความเขม้ขน้ ปริมาตร 50 µl ลงในแต่ละหลมุของ 96 well untreated-
polystyrene plate (Deltalab, Spain) จากนัน้ เติมแบคทีเรียที่มีความเขม้ขน้ประมาณ 1.5x106 CFU/ml ปริมาตร 50 µl ลงใน
หลมุทดสอบที่มีสารละลายโคลิสตินที่ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ซึ่งท าใหใ้นแตล่ะหลมุทดสอบมีความเขม้ขน้สดุทา้ยของเชือ้ทดสอบ
เทา่กบั 5x105 CFU/ml และความเขม้ขน้สดุทา้ยของยาในหลมุทดสอบ เทา่กบั 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, และ 0.125 µg/ml 
ทัง้นี ้มีหลุมที่ใส่เฉพาะ CAMHB และใส่ CAMHB พรอ้มเชือ้ทดสอบเป็นหลุม sterile และ growth control ในการทดสอบ 
จากนัน้ ปิดฝา plate และน าไปบม่ที่อณุหภมูิ 35+2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-20 ชั่วโมง อา่นผลการทดสอบไดก็้เมื่ออาหาร
เลีย้งเชือ้ในหลมุ sterile control มีลกัษณะใสหรือไมพ่บการเจริญของเชือ้ ในขณะที่ หลมุ growth control ของเชือ้ทดสอบนัน้ 
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มีเชือ้เจริญ โดยสงัเกตไดจ้ากอาหารเลีย้งเชือ้ขุ่นหรือเชือ้เจริญปรากฏเป็นเม็ดกระดมุที่กน้หลมุทดสอบ อ่านผลค่า MIC ของ              
โคลสิตินตอ่เชือ้ทดสอบไดจ้ากหลมุทดสอบที่มีความเขม้ขน้ของยาโคลสิตินที่นอ้ยที่สดุที่อาหารเลีย้งเชือ้ยงัใสอยู ่ 

การแปลผลความไวต่อโคลสิตนิและการควบคมุคณุภาพ  
ในแตล่ะครัง้ของการทดสอบดว้ย BMD และ CBDE ผูว้ิจยัท าการทดสอบคา่ MIC ของโคลสิตินตอ่เชือ้สายพนัธุอ์า้งองิ 

( Reference strain)  ประกอบด้วย  Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ 
Escherichia coli NCTC 13846 เพื่อท าการควบคุมคุณภาพ โดยผู้วิจัยแปลผลการทดสอบแต่ละครัง้  ก็ต่อเมื่อ ค่า MIC                       
ตอ่โคลสิตินของเชือ้ E. coli NCTC 13846, E. coli ATCC 25922, และ P. aeruginosa ATCC 27853 อยูร่ะหวา่ง 4-16, 0.25-
2, และ 0.5-4 µg/ml ตามล าดบั ในการศึกษานี ้ผูว้ิจัยท าการแปลผลความไวต่อโคลิสตินของเชือ้ทดสอบตามแนวทางของ 
CLSI โดยที่เชือ้ A. baumannii ไวปานกลาง (intermediate) ต่อโคลิสติน เมื่อมีค่า MIC ≤ 2 µg/ml ในขณะที่ เชือ้ที่มีค่า MIC 
≥ 4 µg/ml ถือเป็นเชือ้ดือ้ (resistant) ตอ่โคลสิติน (CLSI, 2020) 

การรบัรองจรยิธรรมการวจิยั  
การศึกษานีไ้ดร้บัการรบัรองจริยธรรมการท าวิจัยในมนุษยจ์ากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษยช์ุดที่ 3 

มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร ์โครงการเลขท่ี 074/2562 และจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวิจยัในมนษุย ์โรงพยาบาลหนองคาย 
โครงการเลขท่ี 07/2562  

การวเิคราะหข์อ้มูล 
ในปัจจุบนั เกณฑก์ารพิจารณาความไวตอ่โคลิสตินมีเพียง “ไวปานกลาง” (intermediate) และ “ดือ้” (resistant) ต่อ

โคลิสตินเท่านั้น (CLSI, 2020)  ดังนั้น ผลการทดสอบที่เป็นไวปานกลาง ถูกวิเคราะห์ในลักษณะเดียวกันกับไวต่อยา 
(susceptible)  ในการค านวนค่า  very major error (VME), major error (ME), essential agreement (EA) , categorical 
agreement (CA), sensitivity, และ specificity โดย ค่า VME คือจ านวนตวัอย่างที่มีผลความไวปลอม (false-susceptible) 
ขณะที่ ME เป็นตวัอย่างที่มีผลความดือ้ปลอม (false-resistant) ส  าหรบั essential agreement (EA) คือตวัอย่างที่มีค่า MIC 
ดว้ยวิธี CBDE อยู่ในช่วง MIC ± 1 ของวิธี BMD และ categorical agreement (CA) คือ ตวัอย่างที่มีความไวตอ่โคลิสตินดว้ย
วิธี CBDE เหมือนกนักบัวิธี CBDE ทัง้นี ้ค  านวนคา่ตา่งๆ ตามสมการท่ีแสดงใน ภาพท่ี 1  

ประสทิธิภาพของ CBDE ในการทดสอบความไวตอ่โคลสิตินของ A. baumannii อยูใ่นระดบัท่ียอมรบัไดก็้ตอ่เมื่อมคีา่ 
EA และ CA มากกวา่ 90 % และมีคา่ VME and ME นอ้ยกวา่ 3 % (ISO, 2018) 
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                             ภาพที ่1  วิธีการวเิคราะหข์อ้มลูเพื่อประเมินประสทิธิภาพของ CBDE 

 
ผลการวิจัย 

จากการทดสอบความไวต่อสารตา้นจุลชีพชนิดต่างๆ ของเชือ้ A. baumannii จ านวนทัง้สิน้ 98 สายพนัธุ ์พบว่าเชือ้
สว่นใหญ่เป็นเชือ้ที่ดือ้ยาหลายขนาน (MDRAB) คิดเป็น 77.6% (76/98) โดยทัง้ 76 สายพนัธุพ์บวา่ดือ้ตอ่ยา meropenem ซึ่ง
เป็นยาในกลุม่ carbapenem ดว้ยเช่นเดียวกนั จากการทดสอบความไวตอ่โคลสิตินดว้ยวธีิ BMD ซึง่ที่เป็นวิธีมาตรฐาน พบเป็น
เชือ้ที่ไวปานกลางและดือ้ตอ่โคลิสติน จ านวน 72 (73.5%) และ 26 ตวัอย่าง (26.5%) ตามล าดบั ในขณะที่ การทดสอบความ
ไวต่อโคลิสตินดว้ยวิธี CBDE พบว่าเป็นเชือ้ไวปานกลางต่อยาโคลิสติน จ านวน 79  สายพนัธุ ์(80.6%)  และดือ้ตอ่ยาโคลสิติน 
จ านวน 19 สายพนัธุ ์(19.4%)  เมื่อเปรียบเทียบผล MIC และความไวต่อโคลิสตินที่ไดจ้ากวิธีทัง้สองวิธี พบว่า ผลการทดสอบ
ความไวตอ่โคลสิติน ดว้ยวิธี CBDE สอดคลอ้งกบัวิธี  BMD ในเชือ้ A. baumannii จ านวน 81 สายพนัธุ ์โดยมีคา่ %CA คิดเป็น 
82.7% โดยเป็นเชือ้ดือ้และไวปานกลางตอ่โคลสิติน จ านวน 14 และ 67 ตวัอยา่ง ตามล าดบั ในขณะท่ี เชือ้อีก 17 ตวัอยา่งมีผล
การทดสอบความไวต่อโคลิสตินดว้ยวิธี CBDE ที่ไม่สอดคลอ้งกบัวิธีมาตรฐาน โดยใน 12 ตวัอย่าง พบเป็นเชือ้ดือ้ยาดว้ยวิธี
มาตรฐาน (MIC ≥ 4 µg/ml) แตด่ว้ยวิธี CBDE พบเป็นเชือ้ไวปานกลาง (MIC ≤ 2 µg/ml) ซึง่จดัเป็น very major error (VME)  
แตอ่ีก 5 ตวัอยา่ง พบวา่ไวปานกลางตอ่โคลสิตินดว้ยวิธี BMD (MIC ≤ 2 µg/ml) แตพ่บเป็นเชือ้ดือ้ยาดว้ยวิธี CBDE (MIC ≥ 4 
µg/ml ) ซึ่งเป็น major error ดงันัน้ วิธี CBDE มีค่า %VME และ %ME เท่ากบั 46.2% (12/26) และ 6.9% (5/72) ตามล าดบั 
ส าหรบัความไวและความจ าเพาะในการทดสอบของวิธี CBDE นัน้มีค่าเท่ากับ 53.8 และ 93.1% ตามล าดับ ค่า MIC ต่อ                
โคลิสตินจากวิธี CBDE มีค่าอยู่ในช่วงระหว่าง MIC±1 ของวิธี BMD ในเชือ้ทดสอบ จ านวน 83 ตัวอย่าง ท าให ้%EA ของ 
CBDE มีค่าเท่ากบั 84.7% โดยที่เชือ้ตวัอย่างที่มีผลการทดสอบเป็น VME และ ME ส่วนใหญ่มีค่า MIC อยู่นอกช่วง MIC±1 
ของวิธี BMD (จ านวน 9 และ 5 ตวัอยา่ง ตามล าดบั) (ภาพที ่2) 
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ในการทดสอบ BMD และ CBDE ผูว้ิจัยท าการทดสอบค่า MIC ของเชือ้มาตรฐานทัง้สามชนิดควบคู่ไปกับการ
ทดสอบในแต่ละครัง้ดว้ยเสมอ ซึ่งจากการศึกษา พบว่าค่า MIC  ของเชือ้มาตรฐาน E. coli NTCT 13846, E. coli  ATCC 
25922 และ P. aeruginosa ATCC 27853 ดว้ยวิธี BMD อยู่ในช่วงระหว่าง 4-8, 0.25-0.5, และ 0.5-2 µg/ml ตามล าดบั ซึ่ง
เป็นค่า MIC ที่อยู่ในช่วงที่ยอมรบัตามที่ CLSI ก าหนด ส าหรบั การทดสอบ CBDE พบว่าส่วนใหญ่ มีค่า MIC ประมาณ 4 - 

4, ≤ 1, และ  ≤1-2 µg/ml ตามล าดบั  
 

ภาพที ่2  คา่ MIC และประสทิธิภาพในการทดสอบความไวตอ่โคลสิตินของเชือ้ A. baumannii จ านวน 98 ตวัอยา่ง      
               ดว้ยวิธี CBDE เปรยีบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน BMD 

 
 
วิจารณผ์ลการวิจัย 

ในการศึกษาครัง้นี ้ผูว้ิจยัท าการศึกษาวิธีการทดสอบความไวของโคลิสตินในกลุม่เชือ้ A. baumannii เนื่องจากเชือ้ 
A. baumannii พบเป็นเชือ้ก่อโรคไดห้ลายระบบโดยเฉพาะผูป่้วยวิกฤต และมักพบเป็นเชือ้ดือ้ต่อยาหลายขนาน ซึ่งท าให้
ทางเลือกการใชย้าในการรกัษามีนอ้ยลง กรอบกบัในประเทศไทย โคลิสตินเป็นยาในกลุม่ polymyxin ที่ไดร้บัการแนะน าใหใ้ช้
เป็นยาส าหรบัการรกัษาโรคติดเชือ้แบคทีเรียแกรมลบท่ีดือ้ตอ่ยาหลายขนานรวมไปถึง MDR A. baumannii (Viehman et al., 
2014) แต่ดว้ยยาดงักลา่วมีความเป็นพิษต่อรา่งกายที่สงู การทดสอบความไวต่อโคลิสตินของเชือ้  A. baumannii จึงมีความ
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จ าเป็น เพื่อเป็นแนวทางในการตดัสินใจในการเลือกใชย้าและใหก้ารบริหารยาดงักลา่วมีความเหมาะสม สง่ผลใหก้ารรกัษา
ผูป่้วยดว้ยยาดงักลา่วมีความปลอดภยัและมีประสทิธิภาพ และลดโอกาสของการเกิดเชือ้ดือ้ยาดงักลา่วได้ 

แม้ว่า CLSI ก าหนดให้วิธี broth microdilution เป็นวิธีมาตรฐานในการทดสอบความไวของเชือ้แบคทีเรียต่อ                
โคลสิติน  อยา่งไรก็ตาม การทดสอบความไวตอ่โคลสิตินดว้ยวิธี BMD ไมน่ิยมน ามาใชใ้นหอ้งปฏิบตัิการของโรงพยาบาลทั่วไป 
เนื่องจาก วิธีดงักลา่วมีขัน้ตอนการปฏิบตัิงานท่ีละเอียดซบัซอ้นหลายขัน้ตอน ผูป้ฏิบตัิงานจึงตอ้งเป็นผูม้ีความช านาญและฝีมอื
แม่นย าสงู การเตรียมยาที่ใชใ้นการทดสอบใหม้ีความเขม้ขน้ถกูตอ้งจึงกระท าค่อนขา้งท าไดย้าก เนื่องจากใชค้วามเขม้ขน้ใน
การทดสอบที่ค่อนขา้งต ่า กรอปกับโคลิสตินมีคุณสมบตัิเป็น polypeptide cationic ท าใหจ้ับกับพืน้ผิวที่มีประจุเป็นลบไดด้ี 
โดยเฉพาะกับภาชนะพลาสติกที่ใช้ในการทดสอบ ซึ่งส่งท าให้ได้ค่า MIC ที่ไม่ถูกต้องได้ (Karvanen et al., 2017) CLSI                 
จึงก าหนดใหใ้ช ้microtiter well plate ชนิด untreated polystyrene เพื่อลดปัญหาการดดูซบัยาดงักลา่ว   

วิธี agar dilution เป็นวิธีที่ใชท้ดสอบความไวยาโคลิสตินที่ง่ายและสะดวกกวา่วิธี BMD แต่มีขัน้ตอนที่ตอ้งใชเ้วลา
ในกระบวนการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ในความเขม้ขน้ระดบัต่างๆ เพิ่มเติม จึงพบปัญหาในเรื่องการเตรียมยาในปริมาณนอ้ย 
รวมไปถึงการกระจายตวัของยาที่ไมส่ม ่าเสมอ สว่นวิธีการทดสอบ disk diffusion และ วิธี E-test agar diffusion ปัจจบุนั CLSI 
และ EUCAST ไม่แนะน าให้ใช้ทดสอบความไวต่อโคลิสตินดว้ยวิธีทัง้สาม เนื่องจากสามารถใหผ้ลการทดสอบที่มีความ
คลาดเคลือ่นสงูที่เป็นผลมาจากการกระจายตวัของยาในอาหารเลีย้งเชือ้ 

วิธี Rapid PolymyxinTM Acinetobacter  ขัน้ตอนไม่ยุ่งยาก ใชเ้วลาในการทดสอบเพียง 2 - 4 ชั่วโมง แต่เมื่อเปรียบ
กับวิธี BMD พบว่า Rapid PolymyxinTM Acinetobacter  มี CA ต ่า  (59.8%) แต่ VME สงู (58.8%)(Kon et al., 2020) จึงไม่
เหมาะที่จะน าวิธีการนีม้าใชใ้นหอ้งปฏิบตัิการ ในปัจจบุนั การใชเ้ครื่องอตัโนมตัิดว้ยหลกัการ broth microdilution ใหค้า่ความ
ถูกตอ้งแม่นย าสูงใกลเ้คียงกับวิธี BMD (Matuschek et al., 2018) แต่เครื่องอตัโนมตัินัน้  มีขอ้จ ากัดที่ส  าคญัคือตน้ทุนสงู               
ท าใหห้อ้งปฏิบตัิการในโรงพยาบาลที่มีงบประมาณจ ากดัไมส่ามารถน ามาใชใ้นงานประจ าวนัได ้ส  าหรบัการสง่วิเคราะหไ์ปยงั
หอ้งปฏิบตัิการภายนอกที่สามารถทดสอบค่า MIC ต่อโคลิสตินดว้ยวิธีมาตรฐาน แมว้่าจะสะดวกแต่ดว้ยตอ้งใชร้ะยะเวลา                     
ในการรอคอยผลการทดสอบที่คอ่นขา้งนาน จึงอาจมีผลตอ่การรกัษาในผูป่้วยวิกฤติได ้ 

วิธี CBDE ถูกพฒันาขึน้เมื่อปี ค.ศ.1973 โดยน ามาใชท้ดสอบความไวต่อสารตา้นจุลชีพของเชือ้กลุ่ม anaerobic 
bacteria ดว้ยวิธี Broth macrodilution method โดย CBDE เป็นวิธีที่อาศยัหลกัการชะสารตา้นจุลชีพจากแผ่นยาส าเร็จรูป
ออกมาในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวทดแทนการเตรียมสารตา้นจุลชีพดว้ยการชั่งและละลายสารตา้นจุลชีพปริมาตรนอ้ยในอาหาร
เลีย้งเชือ้ที่อาจเกิดความคลาดเคลื่อนไดสู้ง CBDE ไดถู้กน าไปใชใ้นทดสอบความไวต่อสารตา้นจุลชีพชนิดต่างๆ ของเชือ้ 
anaerobic bacteria และพบวา่ CBDE มีผลการทดสอบที่สอดคลอ้งกบัวิธี agar dilution ที่เป็นวิธีอา้งอิง ตัง้แต ่84.5 ถึง 99% 
(Bianchini et al., 1997; Jorgensen et al., 1986) ในปี ค.ศ.2018 CBDE  ถูกน ามาประยุกตใ์ชใ้นการทดสอบความไวต่อ               
โคลิสตินในเชือ้กลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ เพื่อใหง้่ายและสะดวกต่อการทดสอบประจ าวนัในหอ้งปฏิบัติการในโรงพยาบาล               
โดยพบว่า CBDE ใหผ้ลการทดสอบความไวต่อโคลิสตินของเชือ้ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ ที่สอดคลอ้งกับวิธี BMD ที่เป็น               
วิธีมาตรฐาน อย่างไรก็ตาม เชือ้ A. baumannii ที่ใช้ในการทดสอบมีเพียง 24 สายพันธุ์ โดยเป็นเชือ้ดือ้ต่อโคลิสตินเพียง             
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2 สายพนัธุ์ (Simner et al., 2019) ขอ้มูลการศึกษาจึงยงัไม่เพียงพอที่จะน า CBDE ไปใชใ้นการทดสอบเชือ้ A. baumannii               
ในหอ้งปฏิบตัิการจรงิได ้ 

ผูว้ิจยัจึงท าการประเมินประสิทธิภาพการทดสอบความไวตอ่โคลิสตินดว้ย CBDE ในเชือ้ A. baumannii complex 
จ านวน 98 สายพนัธุ์ ซึ่งเป็นการศึกษาแรกที่ใชเ้ชือ้ A. baumannii complex จ านวนมากในการทดสอบ และเชือ้มีค่า MIC                
ตอ่โคลสิตินกระจายตวัในเกือบทกุความเขม้ขน้ยาที่ใชใ้นการทดสอบ CBDE โดยเฉพาะอยา่งยิ่งเชือ้ที่มีคา่ MIC ตอ่โคลสิติน ณ 
จุด breakpoint  โดยเชือ้มีค่า MIC เท่ากับ 2 และ 4 µg/ml จ านวน 28 (28.6%) และ 15 สายพนัธ์ (15.3%) ตามล าดบั ทัง้นี ้
ผูว้ิจัยเลือกใช้อาหารเลีย้งเชือ้ CAMHB ส าเร็จรูปที่มีจ าหน่ายในประเทศไทยในเชิงพานิชยใ์นการทดสอบดว้ยวิธี CBDE 
เนื่องจากผูว้ิจัยเห็นว่า การใช้อาหารเลีย้งเชือ้ส  าเร็จรูปสามารถลดขัน้ตอนการเตรียมอาหาร จึงสะดวกต่อการใชง้านจริง                  
ในหอ้งปฏิบตัิการได ้ 

แมว้่า ในปัจจุบนั CLSI ไดก้ าหนดใหใ้ช ้E. coli AR bank no. 0349 และ P. aeruginosa ATCC 27853 เป็นเชือ้
มาตรฐานในการทดสอบคณุภาพการทดสอบ CBDE ตามขอ้มลูจากการศึกษาปัจจุบนัของ Humphries และคณะ ในปี 2019 
(Humphries et al., 2019)   แต่ดว้ย การศึกษานีไ้ดด้  าเนินการศึกษาก่อนมีขอ้ก าหนดดงักล่าว ผูว้ิจัยจึงไดใ้ช้ E. coli NCTC 
13846 ตามแนวทางที่ก าหนดโดย EUCAST (EUCAST, 2019) รวมกับ P.aeruginosa ATCC 27853 และ E. coli ATCC 
25922 ในการควบคุมคุณภาพการทดสอบ จากการศึกษา ผู้วิจัยพบว่า ค่า MIC ต่อโคลิสตินของ E. coli NCTC 13846                     

มีค่าประมาณ 4 ถึง  4 µg/ml ส าหรบั P. aeruginosa ATCC 27853 มีค่า MIC อยู่ในช่วง ≤ 1-2 µg/ml ซึ่งสอดคลอ้งเกณฑ ์               
ที่ก าหนดไวท้ี่ (EUCAST, 2019) ในขณะที่ เชือ้ E. coli ATCC 25922 มีค่า MIC ต่อโคลิสติน  ≤1 µg/ml ซึ่งเป็นค่าที่อยู่นอก
ช่วงของความเขม้ขน้ที่ใชใ้นการทดสอบดว้ยวิธี CBDE ดงันัน้  E. coli ATCC 25922 จึงไม่เหมาะที่จะน ามาใชเ้ป็นเชือ้ในการ
ควบคมุคณุภาพส าหรบัวิธี CBDE (Humphries et al., 2019)    

จากการทดสอบค่า MIC ต่อโคลิสตินของเชือ้ A. baumannii  จ านวน 98 ตวัอย่าง ผูว้ิจยัพบว่าวิธี CBDE มีผลการ
ทดสอบที่สอดคลอ้งกับวิธีมาตรฐานเพียง 82.7% โดยมีความคลาดเคลื่อน เป็น VME และ ME เท่ากับ 12 (46.2%) และ 5  
(6.9 %) ซึ่งค่าที่สูงกว่าที่ ISO 20776-2:2007 ก าหนดไว้ที่  3% ผลการทดลองนีเ้น้นย า้รายงานการศึกษาปัจจุบันของ 
Humphries และคณะ (Humphries et al., 2019)  ที่พบว่า วิธี CBDE มีประสิทธิภาพในการทดสอบความไวต่อโคลิสตินของ
เชือ้ Enterbacterales และ P. aeruginosa ไดไ้ม่แตกต่างต่างจากวิธีมาตรฐาน แต่วิธีดงักลา่วนีไ้ม่ควรน าไปใชใ้นการทดสอบ
ความไวต่อโคลิสตินในเชือ้ Acinetobacter spp. เนื่องจากมีผลการทดสอบที่คลาดเคลื่อน โดยมีค่า VME (5.5%) และ ME 
(3.3%) สูงกว่าที่  ISO 20776-2:2007 ก าหนด นอกจากวิธี CBDE แล้ว ยังพบว่า colistin agar test ที่อาศัยหลักการ                       
agar dilution technique ก็ไม่เหมาะสมส าหรับการตรวจวิ เคราะห์ความไวต่อโคลิสตินในเชื ้อ Acinetobacter spp.                         
ดว้ยเช่นเดียวกนั ดงันัน้ ในปัจจุบนัวิธี BMD  อาจเป็นวิธีการเดียวที่เหมาะสมส าหรบัใชใ้นการทดสอบความไวตอ่โคลสิตินของ 
Acinetobacter spp. อยา่งไรก็ตาม การทดสอบความไวตอ่โคลสิตินของเชือ้ A. baumannii ดว้ย BMD พบวา่มีความนา่เช่ือถือ
ที่ต  ่า (82.3%) เมื่อเปรียบกับการทดสอบกับเชือ้กลุ่ม Enterbacterales (97.5%) ทั้งนี  ้แม้ยังไม่ทราบถึงสาเหตุที่แน่ชัด               
แต่คาดการณว์่าคุณสมบัติบางประการของเชือ้ Acinetobacter อาจเป็นสาเหตุหนึ่งที่ก่อใหเ้กิดความคลาดเคลื่อนในการ
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ทดสอบความไวต่อโคลิสตินได ้เนื่องจากเชือ้ Acinetobacter spp. มีแนวโนม้สญูเสียการคณุสมบตัิการดือ้ยาดงักลา่วไดโ้ดย
พบว่าเชือ้บางสายพนัธุม์ีค่า MIC ต่อโคลิสตินต ่าลง หลงัเก็บรกัษาเชือ้ไวร้ะยะเวลาหนึ่งหรือในระหว่างการเพาะเลีย้งเชือ้ซ  า้
หลายครัง้ (Hindler & Humphries, 2013) หรืออาจเกิดจากการพฒันาการดือ้ยาในบางกลุ่มเซลลข์องเชือ้ที่ไวต่อโคลิสติน 
เรียกว่าลกัษณะการดือ้ยาเช่นนีว้่า heteroresistance ซึ่งพบไดบ้่อยในเชือ้ Acinetobacter spp. โดยเฉพาะ A. baumannii                  
ที่แยกไดจ้ากผูป่้วยที่เคยไดร้บัการรกัษาดว้ยยาโคลิสตินมาก่อน ที่สามารถพบ heteroresistance subpopulation ไดส้งูถึง 
98% (Hawley et al., 2008)  

ขอ้จ ากดัในการศึกษานีป้ระกอบดว้ย  ความเขม้ขน้ของโคลิสตินใน CAMHB ที่ถกูชะจากแผ่นยานัน้ เป็นเพียงการ
คาดการณจ์ากจ านวนแผ่นยาที่ใชแ้ละปริมาณโคลิสตินที่อยู่ในแต่และแผ่นยาเท่านัน้ ผูว้ิ จยัไม่ไดท้  าการตรวจวดัความเขม้ขน้
ของโคลสิตินในอาหารเลีย้งเชือ้โดยตรง นอกจากนี ้ยงัไมพ่บรายงานการศกึษาปรมิาณของโคลสิตินที่ถกูชะออกมาใน CAMHB 
จึงท าใหย้งัไม่ทราบความเขม้ขน้ของโคลิสตินใชใ้นการทดสอบดว้ยวิธี CBDE ที่แน่ชดั ซึ่งขอ้จ ากดันีอ้าจเป็นสว่นหนึ่งที่ท  าให้
เกิดความคลาดเคลือ่นของการทดสอบดว้ย CBDE ได ้จึงควรมีการศกึษาความเขม้ขน้ของโคลสิตินที่ไดจ้ากการชะออกมาจาก
แผน่ยาเพิ่มเติมตอ่ไป  
 
สรุปผลการวิจัย  

จากการศกึษานี ้สามารถสรุปไดว้า่ วิธี CBDE ไมเ่หมาะที่จะน าไปทดสอบความไวตอ่โคลสิตินในเชือ้ A. baumannii 
เนื่องจาก มีความคาดเคลือ่นสงู ซึง่อาจสง่ผลใหเ้กิดอนัตรายตอ่ผูป่้วยเนื่องจากผลไวยาปลอม ในขณะท่ี ผลดือ้ยาปลอมก็สง่ผล
ใหผู้ป่้วยพลาดโอกาสในการรกัษาดว้ยยาที่เหมาะสมที่เป็นทางเลอืกตวัสดุทา้ยได ้อยา่งไรก็ตาม ในปัจจบุนั ยงัไมม่ีการทดสอบ
ความไวต่อโคลิสตินของเชือ้ Acinetobacter spp. ที่มีง่าย สะดวก ถูกตอ้งและแม่นย า การศึกษาเพื่อพฒันาปรบัปรุงวิธีการ
ทดสอบความไวต่อโคลิสตินส าหรบัเชือ้ Acinetobacter spp.โดยเฉพาะ A. baumanii ใหม้ีประสิทธิภาพดีขึน้หรือการคิดคน้
วิธีการทดสอบรูปแบบใหมจ่ึงยงัคงมีความส าคญัอยู่ 
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