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 งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษายีนคล้าย MexB ท่ีแยกได้จาก Acinetobacter 
baumannii และวิเคราะห์เปรียบเทียบยีนน้ีกบัเช้ือฉวยโอกาสอ่ืน ดว้ยวิธี PCR และยืนยนัสายพนัธ์ุ
ดว้ยยีนต าแหน่ง16S – 23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) ของเช้ือ Acinetobacter 
baumannii  งานวจิยัน้ีสามารถเพิ่มขยายดีเอน็เอท่ีคลา้ยยนี MexB จาก A. baumannii ซ่ึงพบเฉพาะใน
เช้ือแบคทีเรีย  A. baumannii ท่ีด้ือยาหลายขนาน และจะไม่พบใน A. baumannii  ท่ีไม่ด้ือยา จาก
ตวัอยา่งท่ีเก็บจากโรงพยาบาลระยองและโรงพยาบาลชลบุรี ในระหวา่งเดือนมีนาคม ถึง ธนัวาคม ปี 
พ.ศ.2557 ดงันั้นงานวิจยัน้ี แสดงให้เห็นว่ามีการแพร่กระจายของยีนน้ีทั้งใน 2 จงัหวดั และยีน 
MexB ท่ีคน้พบน้ีมีขนาด  2,300 คู่เบส และยีนคลา้ย MexB ท่ีพบใน A. baumannii ท่ีด้ือยาหลาย
ขนาน มีความคลา้ยคลึงและใกลชิ้ดกบัยีนด้ือยา กลุ่ม resistance-nodulation division (RND) ของ
เช้ือ  P. aeruginosa ท่ีด้ือยาหลายขนาน  ผลการยืนยนัสายพนัธ์ุดว้ย ISR พบวา่เช้ือ A. baumannii  
รวมทั้งสายพนัธ์ุท่ีด้ือยาและไม่ด้ือยาปฏิชีวนะทั้ง 20 ตวัอยา่ง แสดงแถบของ ISR ซ่ึงมีขนาด 1,230 
คู่เบส  ดงันั้นการวิเคราะห์ยีนด้ือยาชนิดน้ีดว้ยวิธี PCR จึงเหมาะส าหรับน าไปประยุกตใ์ชเ้พื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการคดัแยกเช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือยาออกจากเช้ือท่ีไม่ด้ือยาในห้องปฏิบติัการทั้ง
ในโรงพยาบาล และหน่วยงานทัว่ไป  รวมถึงใช้ศึกษารูปแบบการวิวฒันาการของเช้ือด้ือยารวมถึง
การศึกษาอุบติัการณ์การระบาดเพื่อหาแนวทางการรักษาและการป้องกนัในอนาคต 
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 This research was aimed to study MexB like gene in Acinetobacter baumannii and 
characterize it among some opportunistic bacteria.  The MexB gene was analyzed and compared 
by PCR and confirmed the difference of A. baumannii among other species by 16S - 23S rRNA 
Intergenic Spacer Region (ISR). This research could only amplify the MexB like DNA from 
multidrug-resistant A. baumannii of which was not found in non drug-resistant A. baumannii 
among all samples, isolated from Rayong Hospitals and Chonburi Hospital during March to 
December 2014.  Thus, the research was revealed that MexB like gene dispread in the two 
provinces, and this gene contained PCR product of 2,300 base pairs.  This research also found 
that Mex B like gene isolated from multidrug-resistant A. baumannii was similar to resistance-
nodulation-cell division (RND) gene found in multidrug-resistant P. aeruginosa. Also, 
identification of A. baumannii by using ISR primer could indicate that twenty isolates of both 
multidrug-resistant A. baumannii and non multidrug-resistant A. baumannii contained 1,230 base 
pairs of ISR.  Thus, PCR could be applied to select out multidrug-resistant A. baumannii and 
discrete from non drug-resistant A. baumannii in laboratory, hospital and agencies.  This method 
also included to study evolution of resistant bacteria and incidence of outbreaks for treatment and 
prevention A. baumannii infection in the future. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ทีม่าและความส าคญั 

การระบาดของเช้ือด้ือยานบัเป็นปัญหาส าคญัต่อการเลือกใช้ยาในการรักษาโรคติดเช้ือ
จากแบคทีเรียฉวยโอกาส (Opportunistic Infection) (Panapakdee, 2014) เช้ือกลุ่มน้ีมีอุบติัการณ์การ
ก่อโรคท่ีรุนแรงและเป็นสาเหตุการตายของผูป่้วยในโรงพยาบาลอนัดับต้นของหลายประเทศ 
เน่ืองจากเช้ือด้ือยาหลายขนาน (Multidrug-resistance: MDR) การแพทยใ์นปัจจุบนัไดมี้การใช้ยา
ปฏิชีวนะหลากหลายในการรักษาโรคติดเช้ือ ในบางคร้ังก็มีการใชย้าปฏิชีวนะอยา่งเกินความจ าเป็น 
จนท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียหลากหลายชนิดมีการพฒันาความสามารถในการด้ือยาในรูปแบบต่าง ๆ เพิ่ม
มากข้ึน ซ่ึงส่งผลให้เกิดปัญหาทางด้านสาธารณสุข หน่ึงในเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นปัญหาของ
สถานพยาบาลหลายแห่งคือเช้ือ Acinetobacter baumannii ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบกลุ่ม          
ฉวยโอกาส และมกัส่งผลให้ผูป่้วยท่ีมีสุขภาพอ่อนแอหรือผูป่้วยท่ีตอ้งพกัฟ้ืนเป็นเวลานานเกิดโรค
แทรกซ้อนได้ง่ายยิ่งข้ึน และเน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีมีวิวฒันาการในการด้ือยาหลายขนานได้อย่าง
รวดเร็ว มีความส าคญัในฐานะท่ีเป็นเช้ือก่อโรคในโรงพยาบาลท่ีพบไดบ้่อย และมกัเป็นเช้ือท่ีด้ือต่อ
ยาปฏิชีวนะหลายชนิด เช้ือชนิดน้ีเป็นสาเหตุของโรคปอดบวม (pneumonia) ชนิด ventilator-
associated ท่ีพบบ่อยท่ีสุดในหอผูป่้วยหนกั (Intensive Care Unit, ICU; Intermediate Care Unit)  
นอกจากน้ียงัมีรายงานการพบเช้ือน้ีมากข้ึนในหลายๆ ประเทศ (วิชัย สันติมาลากุล, สุทธิพร        
ภทัรชยากุล และโพยม วงศภ์ูวรักษ์, 2552) โดยส่วนใหญ่เป็นการติดเช้ือในโรงพยาบาล แมว้า่จะมี
รายงานการติดเช้ือ Acinatobacter  จากชุมชน แต่ก็ไม่มากนกัเม่ือเทียบกบัการติดเช้ือในโรงพยาบาล 
ความส าคญัอีกประการหน่ึงของ  Acinetobacter spp. คือ เช้ือเหล่าน้ีมกัจะด้ือต่อยาปฏิชีวนะพร้อมๆ 
กนัหลายชนิด โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการด้ือต่อยาในกลุ่ม Carbapenems โดยเช้ือท่ีด้ือต่อ Carbapenems 
มกัจะด้ือต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดในเวลาเดียวกนั (วารสารสถาบนัวิจยัระบบสาธารณสุข, 2555) 
ทั้งน้ียงัสามารถแพร่ระบาดได้ง่าย จากบุคลากรทางการแพทยห์รือจากเคร่ืองมือแพทย์ (วีรพงศ ์
วฒันาพานิช และพรรณทิพย ์ฉายากุล, 2556) จากการศึกษาการแพร่ระบาดของประเทศไทยในปี
พ.ศ. 2539–2540 พบว่ามีการระบาดของโรคติดเช้ือ A. baumannii สูงถึงร้อยละ 57 ทั้งน้ียงัพบ
อุบติัการณ์ด้ือยาหลายขนานในประเทศไทย ท าให้ผูป่้วยมีอตัราการเสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 54.7 
(Keerasuntonpong, Samakeenich, Tribuddharat, & Thamlikitkul, 2002) ในปี พ.ศ.2546 ไดมี้
การศึกษาการติดเช้ือน้ีในโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ พบว่าอตัราการด้ือยา Carbapenem 



 
 

เพิ่มข้ึนถึงร้อยละ 40 จึงท าใหผู้ป่้วยมีปัจจยัเส่ียงท่ีจะเป็นโรคติดเช้ือ A. baumannii ด้ือยาเพิ่มมากข้ึน 
(Chaiwarith, Mahatthanaphak, Boonchoo, Supparatpinyo, & Sirisanthana, 2005) ตั้งแต่ปี         
พ.ศ. 2545-2550 มีรายงานแสดงความไวของเช้ือ A. baumannii ต่อยากลุ่ม beta-lactam/beta-
lactamase inhibitors และยา imipenem ลดลงเร่ือยๆ (Anunnatsiri & Tonsawan, 2011)โดยในปี  
พ.ศ.2550 แสดงความไวของเช้ือ A. baumanni ต่อยา imipenem และ ampicillin/salbactam (ร้อยละ 
57 และ 58) ตามล าดบั ในขณะท่ีความไวต่อยาในกลุ่ม broad-spectrum cephalosporins คือ 
ceftazidime และ cefipime (ร้อยละ 46 และ 45) ตามล าดบั ดงันั้นจากขอ้มูลการระบาดของโรค    
ติดเช้ือ A. baumannii ท่ีสูงข้ึนทุกปี จึงมีความจ าเป็นตอ้งเฝ้าระวงัการติดเช้ือเพิ่ม เพื่อป้องกนัการ
แพร่กระจายของเช้ือไปสู่ชุมชน 

ในปัจจุบนัห้องปฏิบติัการสามารถวินิจฉยัโรคติดเช้ือ A. baumannii ไดโ้ดยวิธีวิเคราะห์
ทางชีวเคมี โดยเช้ือ A. baumannii เป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างแบบ coccobacilli               
ไม่เคล่ือนท่ี (non-motility) มีแคปซูล ไม่หมักน ้ าตาล (non-fermenter) เช้ืออยู่ใน family 
Moraxellaceae เม่ือยอ้มสีแกรมอาจสับสนกบัเช้ือ Neisseria spp. หรือ Moraxella spp. เช้ือให้
ผลบวกกบัปฏิกิริยาเอนไซม์คาตาเลส (catalase) และให้ผลลบกบัปฏิกิริยาเอนไซม์ออกซิเดส 
(oxidase) การเจริญเป็นแบบอาศยัออกซิเจนเท่านั้น (ชาญกิจ พุฒิเลอพงศ์, วรางคณา ชวนะสิทธ์ิ, 
และวลัภา เลาหะวลีสันต์ิ, 2551) เช้ือชนิดน้ีเจริญเติบโตง่ายในอาหารเล้ียงเช้ือทัว่ไป และอาศยัอยูไ่ด้
บริเวณร่างกายมนุษย ์ทั้งผิวหนงั คอหอย เสมหะ ปัสสาวะ สารคดัหลัง่จากช่องคลอด และอุจจาระ 
จึงสามารถก่อโรคได้หลากหลายระบบ ทั้ งปอดอักเสบ เยื่อหุ้มสมองอักเสบ การติดเช้ือใน      
กระแสเลือด เน้ือเยือ่อ่อน แผลผา่ตดั เยือ่บุช่องทอ้งอกัเสบ เยื่อหุ้มหวัใจอกัเสบ ติดเช้ือในสายหลอด
เลือดและติดเช้ือทางเดินปัสสาวะเป็นตน้ (วีรพงศ์ วฒันาวนิช และพรรณทิพย์ ฉายากุล, 2556)     
เช้ือชนิดน้ีสามารถก่อโรคติดเช้ือในอวยัวะของผูท่ี้อ่อนแอ เช่น ผูป่้วยโรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง        
พิษสุราเร้ือรัง เบาหวาน และผูท่ี้เขา้รับการผ่าตดัอวยัวะเน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีทนทานต่อส่ิงแวดลอ้ม 
ท าให้ก าจดัไดย้ากกวา่เช้ืออ่ืน ๆ และเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีมีอตัราการด้ือยาสูงมาก หากตรวจวินิจฉัย
ไม่ทันท่วงทีก็จะมีอัตราการเสียชีวิตสูง ดังนั้ นจึงก่อปัญหาการระบาดในโรงพยาบาลสูงมาก 
ก่อให้เกิดโรคต่างๆ ท่ีเป็นอนัตราย เช่น โรคปอดอกัเสบท่ีเกิดในโรงพยาบาล (Hospital-Acquired 
Pneumonia) โรคปอดอกัเสบชุมชน (Community-Acquired Pneumonia) โรคติดเช้ือในกระแสเลือด 
โรคติดเช้ือในบาดแผล โรคติดเช้ือทางเดินปัสสาวะ โรคติดเช้ือในเยื่อบุช่องทอ้ง และเยื่อหุ้มสมอง
อกัเสบ เป็นตน้ (วีรพงศ ์ วฒันาวนิช และพรรณทิพย ์ฉายากุล, 2556) ดงันั้น เช้ือ A. baumannii        
มีอนัตรายสูง หากไม่เฝ้าระวงัอยา่งทนัท่วงทีก็จะมีอตัราการเสียชีวิตสูง เพราะเช้ือน้ีมีความสามารถ
ในการด้ือยาหลายขนาน  ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545-2550 มีรายงานแสดงความไวของเช้ือ A.baumannii  



 
 

ต่อยากลุ่ม beta-lactam/beta-lactamase inhibitors และยา imipenem ลดลงเร่ือยๆ (Anunnatsiri        
& Tonsawan, 2011)โดยในปี พ.ศ.2550 แสดงความไวของเช้ือ A. baumanni ต่อยา imipenem และ 
ampicillin/salbactam (ร้อยละ57และ58) ตามล าดบั ในขณะท่ีความไวต่อยาในกลุ่ม broad-spectrum 
cephalosporins คือ ceftazidime และ cefipime (ร้อยละ 46 และ 45) ตามล าดบั นอกจากน้ียงัพบวา่
เช้ือ A. baumannii มีความสามารถในการด้ือยาหลายขนาน  เม่ือศึกษากลไกการด้ือยาของ              
A. baumannii พบวา่มีหลายกลไก เช่น การสร้างเอนไซม ์topoisomerase การสร้างเอนไซม ์beta-
lactamases ยอ่ยสลายโครงสร้าง Beta-lactem (เช่น ยีน OXA-51-like ช่วยในการด้ือยา Carbapenem) 
การลดการน ายาเขา้เซลล์โดยลดจ านวน porin การสร้าง aminoglycoside-modifying enzymes (เช่น 
ยีน AAC(3)-la ช่วยในการด้ือต่อยา Gentamicin)  และการสร้าง efflux pump เพื่อขบัยาออกจาก
เซลล ์(เช่น ยีน Tet(A) ช่วยในการด้ือยา Tetracyclin) การปรับปรุงโครงสร้างเป้าหมายเขา้จบัของยา 
(เช่น ยีน GyrA ช่วยในการด้ือยา Quinolones) และการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง Outer-Membrane 
Protein (OMPs) (เช่น ยีน CarO ช่วยในการด้ือยา Carbapenems) เป็นตน้ (Dijkshoorn et al., 2007 ; 
Woodford, Turton, & Livermore, 2011)  ซ่ึงหากเช้ือแบคทีเรียมีการด้ือยาหลายกลไกพร้อมกนัจะ
ท าให้พัฒนากลายเป็นแบคทีเรียสายพันธ์ุ ท่ีสามารถด้ือต่อยาต้านจุลชีพทุกชนิดได้ (pan-
resistantstrains)  (Falagas & Karageorgopoulos, 2008 ; จารุกรณ์ วิศาลสวสัด์ิ, 2551 ; ภทัราภรณ์ 
รอดเสถียร, 2551) จากการปรับตวัด้ือยาของเช้ือน้ีท าให้มีความยากในการตดัสินใจเลือกใช้ยา
ปฏิชีวนะในการรักษาภาวะติดเช้ือ Acinetobacter spp. ทั้งน้ียงัสามารถแพร่ระบาดได้ง่าย จาก
บุคลากรทางการแพทยห์รือจากเคร่ืองมือแพทย์สู่ผูป่้วย (วีรพงศ์ วฒันาพานิช และพรรณทิพย ์  
ฉายากุล, 2556) 

งานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะศึกษากลไกการขบัยาออกจากเซลล์ชนิดหน่ึงคือ Resistance-
nodulation-division (RND) (Llanes et al., 2004; Blair & Piddock, 2009; Ogawa et al., 2012) ซ่ึง
กลไกน้ีเป็นกลไกหลกัท่ีแบคทีเรียใชใ้นการด้ือยาของแบคทีเรียบางกลุ่ม ดงัเช่น เช้ือ P. aeruginosa, 
E. coli, K. pneumoniae  ซ่ึงเป็นกลไกท่ีอนัตรายร้ายแรง เพราะท าให้เกิดการด้ือยาหลายขนานได้
รวดเร็วท่ีสุด ปัจจุบนัมีผูว้ิจยัศึกษามากมายเก่ียวกบัยีนด้ือยาท่ีใช้กลไกในการขบัยาออกจากเซลล์
ชนิด RND (Llanes et al., 2004 ; Blair & Piddock, 2009 ; Piddock, 2006 ; Poole, 2007 ; Li & 
Nikaido, 2009; Nikaido, 2009) นอกจากน้ียงัพบวา่เช้ือ Citrobacter freundii  และ Enterobacter  
aerogenes มีความสามารถในการด้ือยาท่ีใชก้ลไกในการขบัยาออกจากเซลล์ ชนิด RND ไดเ้ช่นกนั 
(Schumacher et al., 2006) จากการคน้ควา้พบวา่รูปแบบการด้ือยาของ  A. baumannii  มีความคลา้ย
กบัรูปแบบการด้ือยาของ P. aeruginosa และ E. coli  (Blair & Piddock, 2009) งานวิจยัน้ี              
จะท าการศึกษาเบ้ืองตน้ในการหาอุบติัการณ์ของการคน้พบยีน RND ของ A. baumannii โดยการ
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ออกแบบคู่ไพรเมอร์ยีน MexB ให้จ  าเพาะต่อยีนด้ือยาของ A. baumannii จากฐานขอ้มูลยีนของ       
P. aeruginosa และแบคทีเรียอ่ืน ๆ (Starr, Fruci, & Poole, 2012; Minagawa et al., 2012) ยีน MexA 
คือยีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีน MexA ยีน MexB ก าหนดการสร้างโปรตีน MexB  ยีน OprM 
ก าหนดการสร้างโปรตีน OprM  รวมกนัสามซบัยนิูตเพื่อสร้าง RND (Lister, Wolter, & Hanson, 
2009) เพื่อพิสูจน์วา่สามารถพบยีน MexB ในกลุ่ม A. baumannii  ด้ือยาดว้ยเช่นกนั นอกจากน้ียงัได้
ท าการศึกษาวิธีการจ าแนก A. baumannii  ดว้ยดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S – 23S rRNA Intergenic 
Spacer Region (ISR) (Ko et al., 2008; เกศินี จีรวฒันนุกุล และวิสาตรี คงเจริญสุนทร, 2557) ท่ี
จ  าเพาะต่อ A. baumannii สามารถจ าแนกสปีชีส์ของ A. baumannii ร่วมกบัยีนด้ือยาคือ MexB  โดย
ไม่ตอ้งท าการเพาะเช้ือ เพื่อแยกดีเอ็นเอจากผูป่้วยโดยตรง นอกจากน้ีไดย้งัศึกษายีน MexA อีกดว้ย 
(เนตรชนก สุวรรณะ และวสิาตรี คงเจริญสุนทร, 2555)  ดงันั้นการศึกษายีน RND ใน A. baumannii  
อาจใชต้อบสมมุติฐาน คือ A. baumannii  ใชย้ีน RND เป็นกลไกหลกัในการด้ือต่อยาปฏิชีวนะทุก
ขนาน ร่วมกบัการใช ้ ISR จึงอาจมีประโยชน์ต่อการศึกษาแบคทีเรียส่ิงแวดลอ้ม ระบาดวิทยา และ
พยาธิวิทยา เพื่อจ าแนกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียในระดับสปีชีส์และสามารถวินิจฉัยและติดตาม
ผลการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรีย นอกจากน้ีงานวิจยัน้ีมีคุณค่า เพราะอาจจะช่วยลดระยะเวลาเพื่อ
รอผลตรวจสอบความไวต่อยาของเช้ือ A. baumannii สามารถใช้ติดตามความแปรผนัและ
วิวฒันาการของเช้ือ A. baumannii ด้ือยาเพื่อปรับตวัเพื่อกลายพนัธ์ุเป็นเช้ือด้ือยาในอนาคต ซ่ึง
อาจจะช่วยให้แพทยไ์ด้ตดัสินใจในการวางแผนการรักษาผูป่้วยท่ีติดเช้ือ A. baumannii ในระยะ
เร่ิมตน้ด้ือยาก่อนลุกลามและเป็นอนัตรายถึงชีวิต  พร้อมกนัน้ียงัพฒันาวิธีจ  าแนกยีนด้ือยาในเช้ือ    
A. baumannii ดว้ย วิธี Multiplex PCR โดยใชไ้พรเมอร์ระบุยีน MexB ร่วมกบัการใชไ้พรเมอร์ระบุ
สายพนัธ์ุ (species) ดว้ย ISR 

งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาอุบติัการณ์ของการพบยีนด้ือยาชนิด RND ท่ีใชใ้น
การขบัยาออกจากเซลล์ ในเช้ือ A. baumannii จากส่ิงส่งตรวจควบคู่กบัการจ าแนกสายพนัธ์ุโดยใช้ 
ดีเอ็นเอเทคโนโลยี โดยใชบ้ริเวณ 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Region หรือ ISR เพื่อใช้
ตรวจหายีนด้ือยาหลายขนานท่ีมีกลไกแบบป๊ัมของยีน MexB ควบคู่กบัการระบุสายพนัธ์ุเช้ือ          
A. baumannii อยา่งแม่นย  ามากยิง่ข้ึน เพื่อใหส้ามารถจ าแนก A. baumannii ไดใ้นระดบัสปีชีส์ 

วตัถุประสงค์ของงานวจิัย  
1.  เพื่อส ารวจยีนด้ือยาชนิด MexB ในเช้ือ A. baumannii ด้ือยาและไม่ด้ือยาท่ีคดัแยกจาก

ส่ิงส่งตรวจดว้ยเทคนิคพีซีอาร์  
2.  เพื่อใชเ้ทคนิค Multiplex PCR ในการจ าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยา โดยไพรเมอร์ 2 

คู่ซ่ึงจ  าเพาะต่อยนี MexB และ ISR เพื่อจ าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาจากส่ิงส่งตรวจ 



 
 

 
 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจิัย 
สามารถจ าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาและไม่ด้ือยา ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ดว้ยการ 

ตรวจหายนีด้ือยา MexB ควบคู่กบัการตรวจหา ISR เพื่อระบุสายพนัธ์ุของ A. baumannii  
  

ขอบเขตของงานวจิัย 
งานวิจยัน้ีจะท าการจ าแนกยีนด้ือยาหลายขนาน ของเช้ือ A. baumannii ตวัอยา่งท่ีแยกมา

จากส่ิงส่งตรวจของผูป่้วยจากโรงพยาบาลชลบุรี จงัหวดัชลบุรี และโรงพยาบาลระยอง จงัหวดั
ระยอง โดยเทคนิคพีซีอาร์ 



 
 

 บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 
การศึกษาเอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งในการวจิยัคร้ังน้ี ไดน้ าเสนอเป็นล าดบัดงัต่อไปน้ี 

-  อุบติัการณ์และความส าคญัของเช้ือ A. baumannii   
-  กลไกการด้ือยาของแบคทีเรีย  
-  กลไกการขบัสารออกนอกเซลล ์(Efflux pump mechanism)  
-  โปรตีนป๊ัมยากลุ่ม Resistance-Nodulation-Division (RND) Family ท่ีพบในแบคทีเรีย 
-  การจ าแนกเช้ือ A. baumannii ดว้ยเทคนิคทางดีเอ็นเอเทคโนโลยี 

 
อบัุติการณ์และความส าคญัของเช้ือ Acinetobacter baumannii   

Acinetobacter เป็นแบคทีเรียแกรมลบท่อนสั้นซ่ึงเป็นกลุ่มตอ้งการออกซิเจน ไม่หมกั
น ้าตาล เคล่ือนท่ีไม่ได ้มีผลคะตะเลสเป็นบวก ไม่เกิดการออกซิไดซ์ มีค่า G+C content อยูท่ี่ 39-47 
เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นคลาส Moraxelaceae ออร์เดอร์ Gammaproteobacteria ซ่ึงประกอบดว้ยสมาชิกคือ 
Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter โดย A. baumannii สามารถเจริญไดดี้บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
เช่น Sheep Blood Agar หรือ Tryplic Soy Agar ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือบ่มเช้ือ                
A. baumannii เป็นเวลาขา้มคืน จะไดโ้คโลนีรูปร่างกลม ขอบเรียบ สีขาวขุ่น เส้นผา่นศูนยก์ลาง 15-
30 มิลลิเมตร เม่ือส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์จะพบเช้ือเรียงตวัเป็นคู่หรือสาย เช้ือ A. baumannii พบ
ทัว่ไปในธรรมชาติ สามารถแยกไดจ้ากในดิน น ้ า สัตว ์และในร่างกายของมนุษย ์การเก็บตวัอย่าง
เช้ือ A. baumannii จากส่ิงแวดลอ้มหรือส่ิงส่งตรวจ มกัเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่าพีเอชต ่า       
มีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอน และใช้ไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจน (Peleg, Seifert, & Paterson, 
2008) 

เช้ือ A. baumannii  เป็นสาเหตุหลกัท่ีก่อให้เกิดการติดเช้ือแบบฉวยโอกาส อนัเป็นผลให้
มีอตัราการเจ็บป่วยหรือเสียชีวิตเพิ่มมากข้ึนในปี ค.ศ. 1970 เช้ือน้ียงัไม่ไดรั้บความสนใจมากนัก 
เน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีมีความสามารถก่อโรคต ่า เป็นผลให้การตรวจวิเคราะห์เช้ือ A. baumannii ใน
ผูป่้วยถูกละเลยบ่อยคร้ัง อย่างไรก็ตามในช่วงยี่สิบปีต่อมาเร่ิมมีการให้ความสนใจในเช้ือกลุ่ม
Acinetobacter เพิ่มมากข้ึน เพราะเช้ือน้ีมีอุบติัการณ์การก่อโรคท่ีรุนแรงและเป็นสาเหตุการตายของ
ผูป่้วยในโรงพยาบาลอนัดบัตน้ของหลายประเทศ ลกัษณะการแพร่กระจายของเช้ือน้ีมกัมีการแพร่ 

 



 
 

กระจายทัว่โลกในหออภิบาลผูป่้วยหนกั หรือ ICU (Intensive Care Unit) และเกิดการกลายพนัธ์ุได้
ง่าย จึงพบอุบติัการณ์ด้ือยาหลายขนานของเช้ือน้ีเพิ่มข้ึน  

ปัจจุบนัมีการพบอุบติัการณ์การติดเช้ือ A. baumannii  มากข้ึนในผูป่้วยหนกัท่ีพกัฟ้ืนใน
โรงพยาบาลนานกวา่หา้เดือน เช้ือ A. baumannii ส่วนใหญ่จะแฝงอยูต่ามเคร่ืองระบายอากาศ ท่ีนอน 
หมอน ซอกเตียง ถุงยาหรือน ้ าเกลือ สายพลาสติกท่ีเช่ือมต่อกบัร่างกาย ผา้พนัแผล รถเข็น อุปกรณ์
ฟ้ืนฟู รวมถึงเคร่ืองเรือนต่าง ๆ การท่ี A. baumannii สามารถอาศยัอยูบ่นพื้นผิวของส่ิงไม่มีชีวิต มกั
ท าใหเ้กิดการแพร่กระจายของ A. baumannii จากการปนเป้ือนมือหรือเส้ือผา้เจา้หนา้ท่ี และอุปกรณ์
ทางการแพทยใ์นแผนกต่าง ๆ เช่น แผนกทารกแรกเกิด แผนกผูป่้วยไฟไหม ้แผนกประสาท แผนก
ศลัยกรรม แผนกเน้ืองอกวิทยา สาเหตุของการระบาดอาจเกิดจากการพฒันาความสามารถในการ 
ด้ือยาสูงกวา่เช้ือกลุ่มอ่ืน ๆ โดยเช้ือ A. bamannii มกัติดเช้ือในผูป่้วยท่ีมีภูมิคุม้กนัต ่าและผูป่้วยท่ีตอ้ง
พกัรักษาตวัเป็นเวลานาน  ท าให้ผูป่้วยเกิดโรคแทรกซ้อนและติดเช้ือในหลายอวยัวะ เช่น ระบบ
ปัสสาวะ กระแสเลือด ปอด ช่องทอ้ง ระบบทางเดินอาหาร เยื่อหุ้มสมอง แผลผา่ตดั และเยื่อบุหวัใจ 
เป็นตน้ (Giamarellou,  Antoniadou, & Kanellakopoulou, 2008) จากการเฝ้าระวงัมานานกวา่ 10 ปี
ของศูนยเ์ฝ้าระวงัเช้ือด้ือยาตา้นจุลชีพ กรมวิทยาศาสตร์การแพทยพ์บว่า เช้ือ A. baumannii มี
แนวโน้มด้ือยาเพิ่มข้ึนทุกปี มีอตัราการด้ือยาหลายชนิดพร้อมกนัสูงถึงร้อยละ 55 ไดแ้ก่ยากลุ่ม 
aminoglycosides, beta-lactams, quinilone, แมแ้ต่ยาท่ีเคยใชรั้กษาไดดี้ในอดีต เช่น carbapenem ใน
ปี พ.ศ.2543 ด้ือยา imipinem เพียงร้อยละ 1-2 แต่ในปี พ.ศ.2554  ด้ือยาเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 64 และ
ด้ือยาถึงร้อยละ 85 ในผูป่้วย ICU (National Antimicrobial Resistance Surveillance and Training, 
2555) สถานการณ์ปัจจุบนั A. baumannii ด้ือยาปฏิชีวนะแทบทุกประเภท ยกเวน้ Colistin (วิษณุ 
ธรรมลิขิตกุล, 2551) เพราะเหตุน้ีจึงท าให้เช้ือกลุ่ม Acinetobacter กลายพนัธ์ุและก่อความรุนแรง
มากกว่าการระบาดของ Meticillin-Resistance Staphylococus aureus (MRSA) (Giamarellou, 
Antoniadou, & Kanellakopoulou, 2008) ส าหรับในประเทศไทยช่วง 15 ปีท่ีผา่นมานั้น อุบติัการณ์
การติดเช้ือ A. baumannii ในโรงพยาบาลเพิ่มข้ึนจากร้อยละ 2-4 เป็นร้อยละ 10-30 โดยพบมากใน
หออภิบาลผูป่้วย การติดเช้ือส่วนใหญ่เป็นปอดอกัเสบ (Saelao & Utiswannakul, 2008) ขอ้มูลจาก
ศูนย์เฝ้าระวงัเช้ือด้ือยาแห่งชาติกระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย (National Anti-microbial 
Resistant Surveillance Center Thailand; NARST) ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545-2550 แสดงผลความไวของ
เช้ือ A. baumannii ต่อยากลุ่ม beta-lactam/beta-lactamase inhibitors และยา imipenem ลดลงเร่ือย ๆ 
โดยในปี พ.ศ. 2550 ความไวของเช้ือ A. baumanni ต่อยา imipenem และ ampicillin/salbactam  
(ร้อยละ 57 และ 58) ตามล าดบั ในขณะท่ีความไวต่อยาในกลุ่มbroad-spectrum cephalosporins คือ 
ceftazidime และ cefipime (ร้อยละ 46 และ 45) ตามล าดบั นอกจากน้ียงัมีรายงานพบว่าอตัราการ 



 
 

ด้ือยาหลายขนานของเช้ือ A. baumannii ในโรงพยาบาลหวัหินปี ค.ศ.2010-2014 สูงข้ึนทุกปี คือ 
ร้อยละ 68.16, 87.25, 76.9, 81.04 และ 83.93 ตามล าดบั (อรอนงค์ หงษ์ชุมแพ และวิชัย              
สันติมาลีวรกุล, 2559)  

มีการพบอุบติัการณ์การระบาดในระบบทางเดินหายใจของคนไขใ้นโรงพยาบาล ซ่ึงเช้ือ
เจริญเติบโตในล าคอของผูป่้วยพิษสุราเร้ือรังเป็นสาเหตุของการติดเช้ือแบคทีเรียในกระแสเลือด 
Berlau et al. (1999) มีการตรวจพบเช้ือกลุ่ม Acinetobacter จากอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพแข็งแรง
จ านวน 192 คน เช้ือท่ีพบมากท่ีสุดคือ A. lwoffii และ A. baumannii นอกจากน้ียงัไดมี้การศึกษาการ
ปนเป้ือนของเช้ือ A. baumannii ในผลไมส้ดหลากหลายชนิดท่ีหาซ้ือจากทอ้งตลาด โดยตรวจพบ
เช้ือกลุ่ม Acinetobacter ถึงร้อยละ 17 ส่วนใหญ่ตรวจพบเช้ือสายพนัธ์ุ A. baumannii มากถึงร้อยละ 
56 และยงัตรวจพบเช้ือ A. baumannii ในแอปเป้ิล เมล่อน ถัว่ กระหล ่าปลี แครอท มนัฝร่ัง หวัไชเทา้ 
แตงกวา พริกไทย เห็ด และขา้วโพด การศึกษาช่วงปีหลงั ๆ พบวา่อาหารของโรงพยาบาลมีโอกาส
เป็นแหล่งของเช้ือ A. baumannii  ท  าใหเ้กิดการเจริญของเช้ือน้ีในระบบทางเดินอาหารของผูป่้วยใน
โรงพยาบาล (Fournier & Richet, 2006) 

นอกจากความสามารถในการติดเช้ือ A. baumannii ในอวยัวะต่าง ๆ ของร่างกายแลว้ เช้ือ
น้ียงัสามารถส่งผลให้ผูป่้วยเป็นอนัตรายถึงชีวิตไดเ้น่ืองจาก A. baumannii มีความสามารถในการ  
ด้ือยาหลายขนาน เม่ือศึกษากลไกการด้ือยาของ A. baumannii พบวา่มีหลายหลายกลไก เช่น การ
ยอ่ยสลายโครงสร้าง Beta-lactem (เช่น ยีน OXA-51-like ช่วยในการด้ือยา Carbapenem) การด้ือยา 
กลุ่ม Aminoglycoside (เช่น ยีน AAC(3)-la ช่วยในการด้ือต่อยา Gentamicin) การด้ือยากลุ่ม 
Chloramphenicol  (เช่น ยีน CAT1 ช่วยในการด้ือยา Chloramphenicol) การปรับปรุงโครงสร้าง
เป้าหมายเขา้จบัของยา (เช่น ยีน GyrA ช่วยในการด้ือยา Quinolones) โครงสร้าง Efflux pump (เช่น 
ยีน Tet(A) ช่วยในการด้ือยา Tetracyclin) และการแปลงแปลงโครงสร้าง Outer-Membrane Protein 
(OMPs) (เช่น ยีน CarO ช่วยในการด้ือยา Carbapenems) เป็นตน้ (Dijkshoorn, Nemec, & Seifert, 
2007) 

Colistin จดัเป็นยาเก่าในกลุ่ม polymyxins ซ่ึงปัจจุบนัมีการน ายาน้ีกลบัมาใชใ้หม่ในการ
รักษาโรคติดเช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือต่อยา โดย Colistin เป็นยาตา้นจุลชีพประเภท Polypeptide 
Cationic ท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ โดยกลไกการออกฤทธ์ิของยา colistin ยาจะไปจบัท่ีบริเวณ lipid A 
ของ Lipopolysaccharide (LPS) ซ่ึงอยู่บน outer membrane ของแบคทีเรียแกรมลบ ท าให้
กระบวนการจดัรูปแบบของ outer membrane ของเช้ือผิดปกติไป จากนั้นจะขบัแคลเซียม และ
แมกนีเซียมของผนงัเซลล์ ท าใหผ้นงัเซลลร่ั์ว และแบคทีเรียตายในท่ีสุด กลไกการออกฤทธ์ิของยาน้ี
แตกต่างจากยากลุ่มอ่ืน และมีกลไกท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัการใช้เอนไซม์ต่าง ๆ จึงท าให้โอกาสท่ี



 
 

แบคทีเรียจะเปล่ียนจากไวต่อยาเป็นด้ือต่อยามีนอ้ยจึงเป็นยาท่ียงัใชรั้กษาอยูใ่นปัจจุบนั (Li et al., 
2007) 

             
 

ภาพท่ี 2-1 กลไกการท างานของยา Colistin (ท่ีมา:  Yun Cai, Dong Chai, & Wang, 2012) 
 

กลไกการดือ้ยาของแบคทเีรีย (วรีวรรณ ลุวรีะ, 2548 : Mcdermott & While, 2011) 
1.  การด้ือยาโดยธรรมชาติ (Intrinsic Resistance) เช้ือแบคทีเรียบางชนิดมีความสามารถ

ในการด้ือยาตามธรรมชาติอยู่แล้ว ท าให้ยาปฏิชีวนะบางชนิด เช่น Vancomycin ไม่สามารถท า
อนัตรายต่อเซลล์แบคทีเรียแกรมลบรูปท่อนบางชนิดได้ หรือ Aminoglycoside ท่ีใช้ในกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีไม่ใชอ้อกซิเจน 

2.  การด้ือยาเกิดข้ึนในระหว่างการรักษาหรือไดรั้บยีนท่ีถ่ายฝากจากจุลินทรียช์นิดอ่ืน 
(Acquired Resistance) เป็นกลไกท่ีแบคทีเรียพฒันาข้ึนมาเพื่อจะขจดัหรือลดประสิทธิภาพของยา
ปฏิชีวนะ แบ่งยอ่ยเป็น 4 กลไกใหญ่ ๆ ซ่ึงในเช้ือแต่ละชนิดมีกลไกการด้ือยาหลายชนิดดงัน้ี 

2.1  ลบล้างฤทธ์ิของยา หรือเปล่ียนแปลงยา (Drug Inactivation หรือ Drug 
Modification) เป็นกลไกท่ีพบมากท่ีสุด เกิดจากการท่ีแบคทีเรียสร้างเอนไซมบ์างชนิดข้ึนมาท าลาย 
เปล่ียนแปลง หรือหกัลา้งยาปฏิชีวนะ ตวัอยา่งท่ีเราพบไดบ้่อย เช่น Penicillinases Beta-Lactamases 
หรือ Cephalosporinases   

2.2  เปล่ียนแปลงต าแหน่งการออกฤทธ์ิของยาเป้าหมาย (Alteration of Target Site) 
เน่ืองจากยาบางชนิดเม่ือเขา้ไปสู่เซลล์ของแบคทีเรียได ้จะตรงเขา้ไปยงับริเวณเป้าหมาย ซ่ึงเป็น
บริเวณจ าเพาะท่ียาปฏิชีวนะจะเขา้ไปท างานได ้ท าให้แบคทีเรียบางชนิดน้ีมาเปล่ียนแปลงบริเวณ
เป้าหมาย เพื่อให้ยาไม่สามารถเขา้จบัได ้ เช่น ใน Streptococcus pneumoniae PBP (Penicillin 
Binding Protein) จะเปล่ียนโครงสร้างเป็น PBPX ท าใหเ้กิดการด้ือยาตามมา 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=2&ved=0CC0QFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.thaileptoclub.org%2Fepi%2Findex.php%3Foption%3Dcom_content%26task%3Dview%26id%3D87%26Itemid%3D45&rct=j&q=S.%20pneumoniae%20&tbs=lr%3Alang_1th&ei=dr0vTrfCKZO0sAOR05ntDw&usg=AFQjCNGnhDPccbLcC2WKpsiLgwZZQgel_A&sig2=yHLNqibzqQo3E_YXTYalww&cad=rja


 
 

2.3  เล่ียงกลไกการด้ือยา (Bypass Pathway) เช้ือท่ีด้ือยาสร้างบริเวณเป้าหมายข้ึนมา
ใหม่ ท าใหย้าปฏิชีวนะมาจบัติดกบับริเวณท่ีสร้างข้ึนใหม่ ท าให้ไม่มีผลกบัโครงสร้างเดิมและยาจะ
ออกฤทธ์ิไม่ได ้เช่น PBP2a ในกรณี MRSA 

2.4   ลดการน ายาเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย (Decreased Drug Uptake) แบคทีเรียมีกลไก
ป้องกนัไม่ให้ยาเขา้ไปในเซลล์ หรือมีการใช้พลงังานในการขบัเคล่ือนดว้ยโปรตีนป๊ัมยา (Efflux 
Pump) เพื่อน ายาออกนอกเซลล ์ตวัอยา่ง เช่น โปรตีนป๊ัมยา Imipenam จะอาศยัโปรตีน Porin ในการ
ควบคุมการผา่นเขา้ออกของยาชนิดน้ี เม่ือ P. aeruginosa พฒันาโดยลดปริมาณโปรตีน Porin ลง จึง
สามารถลดการน าเขา้ของยา Imipenam นอ้ยลง กลไกการน าเขา้ของยาในเช้ือ Salmonella typhi จะมี
การเพิ่มการแสดงออกของยีนท่ีสร้างโปรตีน Multidrug Efflux Pump จึงท าให้เกิดการด้ือยา
ปฏิชีวนะหลายชนิด  

ปัจจุบนันกัวิทยาศาสตร์คน้พบระบบโปรตีนป๊ัมยา Efflux Pump 5 กลุ่มยอ่ย ซ่ึงแบ่ง
โดยใชเ้กณฑก์ารเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน เทคนิคทางดีเอน็เอเทคโนโลยี การใชแ้หล่งพลงังาน
ในการขบัเคล่ือนกลไก และชนิดของสับสเตรทท่ีจ าเพาะของป๊ัมชนิดต่าง ๆ คือ 1.) Major 
Facilitator (MFS) Superfamily 2.) Small Multidrug Resistance (SMR) Family 3.) Multidrug and 
Toxic Compound Extrusion (MATE) Family 4.) Resistance-Nodulation-Divistion (RND) Family 
และ 5.) ATP-Binding Cassette (ABC) Family ดงัภาพท่ี 2-2 

 

 
ภาพท่ี 2-2 โครงสร้าง Efflux Pump แบบต่าง ๆ ท่ีคน้พบในปัจจุบนั (Piddock, 2006) 
  



 
 

ปัจจุบนัพบว่าเช้ือ A. baumannii มีความสามารถในการ  ด้ือยาหลายขนาน เม่ือศึกษา
กลไกการด้ือยาของ A. baumannii พบวา่มีหลายกลไก เช่น การสร้างเอนไซม ์topoisomerase การ
สร้างเอนไซม ์beta-lactamases ยอ่ยสลายโครงสร้าง Beta-lactam (เช่น ยีน OXA-51-like ช่วยในการ
ด้ือยา Carbapenem) การลดการน ายาเขา้เซลล์โดยลดจ านวน porin การสร้าง aminoglycoside-
modifying enzymes (เช่น ยีน AAC(3)-la ช่วยในการด้ือต่อยา Gentamicin)  และการสร้าง efflux 
pump เพื่อขบัยาออกจากเซลล์ (เช่น ยีน Tet(A) ช่วยในการด้ือยา Tetracycline) การปรับปรุง
โครงสร้างเป้าหมายเข้าจับของยา (เช่น ยีน GyrA ช่วยในการด้ือยา Quinolones) และการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้าง Outer-Membrane Protein (OMPs) (เช่น ยีน CarO ช่วยในการด้ือยา 
Carbapenems) เป็นตน้ (Dijkshoorn, Nemec, & Seifert, 2007) ซ่ึงหากเช้ือมีการด้ือยาหลายกลไก
พร้อมกนัจะท าให้พฒันากลายเป็นสายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อยาตา้นจุลชีพทุกชนิด (pan-resistant strains) ได ้
(Thomson, & Bonomo, 2005) เกณฑ์ในการจดัเป็นการด้ือยาหลายขนาน (Multidrug resistance, 
MDR) คือเช้ือมีการด้ือยาตา้นจุลชีพตั้งแต่ 3 กลุ่มข้ึนไปจากกลุ่มยาดงัน้ี aminoglycisides, penicillin, 
cabaprnems, cephalosporins, quinolone, polymyxin, cefoperazone/sulbactam หรือ tetracycline, 
beta lactam/beta lactamase combination, fluoroquinolones, glycopeptide, macrolid, lincosamides, 
sulfonamide และ chloramphenical 
 

กลไกการขับสารออกนอกเซลล์ (Efflux pump mechanism) (Piddock, 2006; Venter    
et al., 2015) 

เช้ือแบคทีเรียสามารถตา้นทานการท างานของสารปฏิชีวนะได ้โดยอาศยักลไกต่าง ๆ 
ซ่ึงระบบการขนส่งสาร (transporting system) ก็ถือวา่เป็นหน่ึงในกลไกดงักล่าวเช่นเดียวกนั โดยท่ี
ตวัขนส่ง (Transporter) จะมีอยูใ่นเซลล์ของส่ิงมีชีวิตทุกชนิด (และในเซลล์ยคูาริโอต) และเป็นตวั
ขบัเคล่ือนให้สารประกอบหลายชนิด เช่น substrate ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการท างานของอวยัวะ
ต่าง ๆ ในร่างกาย, substrate ท่ีไม่ใช่สารปฏิชีวนะ และสารปฏิชีวนะ (มีองค์ประกอบทางเคมีท่ี
แตกต่างกนัออกไป) ไหลเขา้สู่ (influx) หรือขบัออก (efflux) มานอกเซลล์ นอกจากน้ี ยงัพบวา่มีตวั
ขนส่งแบบสองทิศทาง (Bidirectional Transporter) ท่ีสามารถท าหน้าท่ีไดห้ลากหลายมากข้ึนอีก
ดว้ย Bacterial efflux pump ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานสารปฏิชีวนะนั้น ถือวา่เป็นบทบาทหน่ึงของ
กลุ่มแบคทีเรียชนิดก่อโรคอีกดว้ย (bacterial pathogenicity) ทั้งน้ี มี efflux-pump protein อยู ่5 กลุ่ม
ดว้ยกนั ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการด้ือยาหลายชนิด (MDR) ของเช้ือแบคทีเรีย ไดแ้ก่ 

 
 

http://frontiersin.org/people/u/173151


 
 

1)  กลุ่มท่ีขบัตวัยาหลายชนิด และสารท่ีเป็นพิษ (multidrug and toxic compound  
extrusion; MATE) 

2)  superfamily ของ adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette (ABC) 
3)  กลุ่มของโปรตีนชนิด small multidrug resistance (SMR) 
4)  major facilitator superfamily (MFS) 
5)  กลุ่ม resistance-nodulation-cell division (RND)  
 
เกณฑ์การจ าแนกกลุ่มโปรตีนดังกล่าวข้างต้น จะอา้งอิงจากล าดับของกรดอะมิโนท่ี

เหมือนกนั แหล่งพลงังานท่ี pumpใช้ จ  านวนของสารประกอบท่ีอยู่ใน pump (เชิงเด่ียว หรือ
เชิงซ้อน) จ านวนของtransmembrane-spanning region และชนิดของ substrate ท่ี pump ขบัออกมา 
นอกจากน้ี ยงัพบ pump ท่ีขบัตวัยาออกจากเซลล์ (Drug efflux pump) ในแบคทีเรียแกรมลบ และ 
แกรมบวกอีกดว้ย แต่ประสิทธิภาพในการตา้นทานของ pump ท่ีพบในแบคทีเรียแกรมลบนั้น จะมี
ความซบัซอ้นมากกวา่ เน่ืองจากโครงสร้างทางโมเลกุลของเยือ่หุม้เซลล ์(cell envelope) 

 
โครงสร้างของ Efflux pump ของกลุ่มโปรตีน RND (Wieczorek et al., 2008) 

แบคทีเรียแกรมลบ จะไดรั้บการปกป้องจากเยื่อหุ้มชั้นนอก (outer membrane) ดว้ย
เหตุน้ี ตวัขนส่ง (transporter) efflux ของ RND family จึงถูกแบ่งออกเป็นระบบโครงสร้าง 3 ระบบ
ดว้ยกนั ซ่ึงจะมีเหมือนกนัในเช้ือแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุ จากการศึกษาท่ีผ่านมา มีการพบระบบ
โครงสร้าง AcrAB-TolC จากเช้ือ E. coli และระบบโครงสร้าง MexAB-OprM จากเช้ือ P. aeruginosa 
ซ่ึง efflux pump ทั้งสองกลุ่มน้ี จะประกอบไปดว้ย โปรตีนขนส่ง (transporter protein) (efflux) (เช่น 
AcrB) (ภาพท่ี 2-3)  ซ่ึงจะอยู่ในเยื่อหุ้มชั้นใน (inner membrane) (cytoplasmic), periplasmic 
accessory protein (หรือ membrane fusion protein (MFP)) (เช่น AcrA) และ โปรตีนท่ีอยูบ่นผิวดา้น
นอก (outer membrane protein; OMP) (เช่น TolC) ซ่ึงอยูใ่นเยื่อหุ้มชั้นนอก (outer membrane) ของ
แบคทีเรียแกรมลบ การเกิดตวัขนส่งท่ีตา้นทานยาปฏิชีวนะ (transporter) ของ RND ในเช้ือ         
ฉวยโอกาส (nosocomial pathogen) ตวัอยา่งเช่น เช้ือ P. aeruginosa จะมีระบบอยูเ่พียง 2-3 ระบบ
เท่านั้นท่ีสามารถท างานในเวลาเดียวกนั ในทางคลินิกแลว้ เช้ือ P. aeruginosa สามารถขนส่ง efflux 
pump สองระบบไดพ้ร้อมกนั นัน่คือ MexAB-OprM กบั MexXY หรือ MexAB-OprM กบั MexEF-
OprN (ภาพท่ี 2-4)  ส าหรับเช้ือ A. baumannii นั้น AdeB จะเป็นโปรตีนขนส่งตวัยาหลายชนิด 
(multidrug transporter protein), AdeA จะเป็น membrane fusion protein (MFP) และ AdeC จะเป็น 
โปรตีนท่ีอยูบ่นผิวดา้นนอก (outer membrane protein; OMP) ทั้งน้ี ตวัขนส่ง (transporter) efflux 



 
 

(AdeB) จะดกัจบั substrate ทั้งท่ีมาจากภายใน phospholipid bilayer ของเยื่อหุ้มชั้นใน (inner 
membrane) และจาก cytoplasm จากนั้น จึงขนส่ง substrate ดงักล่าวเขา้ไปยงัตวักลางภายนอกเซลล ์
(extracellular medium) โดยอาศยัโปรตีนท่ีอยูบ่นผิวดา้นนอก (outer membrane protein; OMP) 
(AdeC) สรุปดงัตารางท่ี 2-1และตารางท่ี 2-2    
 
 

 
 

ภาพท่ี 2-3 โครงสร้างป๊ัม AcrAB-TolC ของเช้ือ E. coli (Carolina, Jorge, & Jose, 2013) 
 

                                       
 

ภาพท่ี 2-4 โครงสร้างป๊ัม MexAB-OprM ของเช้ือ P. aeruginosa (Poole et. al., 1993) 
 



 
 

ตารางท่ี 2-1   RND family efflux pumps ท่ีเป็นสาเหตุของการด้ือยาของแบคทีเรียก่อโรคในปัจจุบนั     
                      (ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Wieczorek et al., 2008) 
 

Organism Efflux components Antibiotic as substrates 

MFP Main transporter OMP 
A. baumannii AdeA AdeB AdeC AG, CM, FQ, NO, TC, TM 

AdeI AdeJ AdeK ? 
E. coli AcrA AcrB TolC BL, CM, FQ, ML, NO, RF 

AcrA AcrD TolC AG, FU 

AcrB AcrF TolC FQ 

MdlA MdlBC TolC NO 

YhiU YhiV TolC NO 

K. pneumoniae AcrA AcrB ? FQ 

P. mirabilis AcrA AcrB ? NO 
P. aeruginosa MexA MexB OprM AG, BL, CM, ML, NO, TC, TM 

MexC MexD OprJ CM, CP, FQ, TC 

MexE MexF OprN CM, FQ 

MexH MexI OprD NO 
 
 
ตารางท่ี 2-2   เปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีนป๊ัมในกลุ่ม RND ของเช้ือด้ือยา (ท่ีมา: ดดัแปลง 
                      จาก Magnet, Courvalin, Lambert, 2001) 
 

Sequence  % Identity 

compared AcrA AcrB MtrC MtrD MexA MexB MexC MexD MexX MexY AmrA AmrB AcrD 

AdeA 38   39   37   37   34   37     

AdeB   49   47   47   53   46   46 45 

 



 
 

ส าหรับ Periplasmatic protein AdeA จะเป็นส่ือกลางในการท างานร่วมกนัระหวา่ง AdeB 
กบั AdeC การขนส่งตวัยาโดย pump แต่ละกลุ่มนั้น จะถูกขบัเคล่ือนโดยความแตกต่างทาง
ศกัยไ์ฟฟ้าเคมีระหว่างเยื่อเซลล์ (transmembrane electrochemical gradient) ของโปรตอน โดย
สมาชิกของ RND family ก็คือ proton antiporter ท่ีใชค้วามแตกต่างของโปรตอนเป็นพลงัในการขบั
ตวัยาออกจากเซลล ์โดยมีการแลกเปล่ียนกนัระหวา่ง H+ ion หน่ึงตวั กบัโมเลกุลของยา 1 โมเลกุล  
โครงสร้างต่อมาของ RND-type efflux protein จะประกอบดว้ย transmembrane segment (TMS) 12 
ชนิดดว้ยกนั โดยมีห่วงยาว 2 ห่วง อยูร่ะหวา่ง TMS 1 และ 2 กบั TMS 7 และ 8 รูปแบบของโปรตีน
ท่ีอยูบ่นผวิดา้นนอก (outer membrane protein; OMP) แบบสามสาย จะท าให้เกิดโครงสร้างท่ีมีช่อง
ทางเขา้ออกของสารละลายข้ึนมา โดยจะทอดผา่นระหวา่ง เยื่อหุ้มชั้นนอก (outer membrane) และ 
periplasmic space ส าหรับโปรตีน membrane fusion protein (MFP) จะเก่ียวขอ้งกบัการท าให้เยื่อ
หุ้มชั้นใน (inner membrane) และเยื่อหุ้มชั้นนอก (outer membrane) เขา้ไปใกล ้หรือตรึงอยู่บน
โครงสร้างของโปรตีนท่ีอยูบ่นผิวดา้นนอก (outer membrane protein; OMP) (Magnet, Courvalin, 
& Lambert, 2001) 
 

โปรตีนป๊ัมยากลุ่ม Resistance-Nodulation-Division (RND) Family ทีพ่บในแบคทเีรีย 
A. baumannii มีคุณสมบติัในการด้ือยาหลายขนาน อาจเกิดจากการปรับตวัหรือมียีน Mdr 

ซ่ึงมีหน้าท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนป้ัมยาออกนอกเซล์เมมเบรน (Transmembrane Transporters)  
ยนีน้ีเกิดการกลายพนัธ์ุจากการเหน่ียวน าของโลหะหนกัหรือสารพิษภายในร่างกายของผูป่้วยท าให้
เกิดการปรับปรุงโครงสร้างในการป๊ัมสารพิษออกนอกเซลล์ ซ่ึงเป็นกลไกท่ีท าให้เกิดการด้ือยา
หลายขนานไดพ้ร้อมกนั (Kumar & Schweizer, 2005; Alekshun & Levy, 2007) โดยพบตวัอยา่งใน 
Neisseria gonorrhoeae พบโปรตีนกลุ่ม Mtr หรือใน Klebsiella pneumoniae พบโปรตีนกลุ่ม 
RamA และใน P. aeruginosa พบยีนและโปรตีนป้ัมยามากกวา่หน่ึงชนิด โดยมีกลุ่มท่ีส าคญัคือ    
โอเปอรอน MexAB-OprM (Gotoh et al., 1995)   

โปรตีนในกลุ่มโอเปอรอน MexAB-OprM คือยีนท่ีสร้างโปรตีนในกลุ่ม Resistance-
Nodulation-Division (RND) Family คือกลุ่มโปรตีนป๊ัมยาท่ีฝังทอดยาวระหวา่งเยื่อหุ้มชั้นนอกกบั
เยื่อหุ้มชั้นใน สามารถพบ RND Transporters ไดใ้นแบคทีเรียหลายชนิด ซ่ึงมีบทบาทส าคญัต่อการ
ด้ือต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ กลุ่ม RND Transporters จะท างานร่วมกบั Periplasmic 
Membrane Fusion Protein (MFP) และ Outer Membrane Factor (OMF) โดย MFP Proteins 
ประกอบดว้ย Single N-terminal TMS และ Large C-terminal Periplasmic Domain ซ่ึงจะชกัน าให้
เกิดการหลอมรวมกนัระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและและเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน ผลจากการท างาน



 
 

ร่วมกนัของโปรตีนดงักล่าวเป็นสาเหตุให้เกิดการขบัยาและสารพิษผ่านออกจากเซลล์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ (Gotoh et al., 1995)   

โปรตีนป๊ัมยากลุ่ม RND Family มีโครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 2-2 และ 2-5 เป็นโครงสร้าง
ทุติยภูมิของโปรตีน ท่ีประกอบดว้ย 12 TMSb Transporters เหล่าน้ี มกัจะเป็นโปรตีนท่ีถอดรหสัมา
จากยนีในโครโมโซม และพบวา่โปรตีนดงักล่าวน้ีมีบทบาทส าคญัในการด้ือต่อยาแบบหลายขนาน 
การขนส่งโลหะหนกัออกจากเซลล ์การขนส่งโอลิโกแซคคาร์ไรด์ รวมทั้งขบัตวัท าละลายท่ีไม่มีขั้ว 
(Hydrophobic Solvents) ออกจากเซลล์ โดยพบวา่ส่วนท่ีเป็นองค์ประกอบของ RND ในระบบ 
Transporters น้ีเป็นส่วนท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัสับสเตรท  (Substrate Specificity) ท่ีหลากหลาย
และมีความสามารถในการขบัยาออกจากเซลล์ โดยสามารถขบัยาและสารพิษท่ีอยู่บริเวณท่ีเป็น 
Cytoplasm และ Periplasm  จากการศึกษาแสดงให้เห็นวา่ Transporter  ชนิดน้ีจะจบักบัยาซ่ึงเป็น
สับสเตรทตรงบริเวณท่ีเป็น Hydrophobic Region และสามารถท่ีจะสอดแทรกเขา้มาสู่บริเวณของ 
Phospholipid Bilayer ได ้ตวัอยา่ง เช่น BmrR Transporter ของ Bacillus subtilis พบวา่มีลกัษณะท่ี
เป็น Hydrophobicity นอกจากน้ีพบวา่รูปร่างและขนาดโมเลกุลของยายงัมีบทบาทส าคญัมากต่อการ
จบักบั Transporter Protein ปัจจุบนัคน้พบโปรตีนป้ัมยาชนิดน้ีในแบคทีเรียแกรมลบชนิดต่าง ๆ เช่น 
P. aeruginosa, E. coli และ A. baumannii (ตารางท่ี 2-1 และ ภาพท่ี 2-5)  (Putman et al., 2000) 

ภาพท่ี 2-5 โครงสร้างจ าลองของ Multidrug Transporter ชนิด Resistance-Nodulation-Division     
  Family บริเวณท่ีแรเงาคือ Residues ของ Conserved Sequences Motifs (Putman et al.,   
 2000)  
 



 
 

ปัจจุบนัมีการคน้พบยนีและสามารถแยกยีนด้ือยาปฏิชีวนะและโอเปอรอนของแบคทีเรีย
มากมายบางสายพนัธ์ุท่ีใช้ระบบ (RND Family) เช่น P. aeruginasa, Escherichia coli, Neisseria 
gonorrhoeae, Burkholderia pseudomallei และ A. baumannii เป็นตน้ สามารถแจกแจงลกัษณะเด่น
ของยีนและโอเปอรอนส าคญั ดงัตวัอยา่งต่อไปน้ีคือ (Veen & Konings, 1997; Putman et al., 2000; 
Magnet et al., 2000; Marchand et al., 2004; Touati et al., 2008)    

P. aeruginosa มีป๊ัมยาหลกัท่ีส าคญัท่ีสุดคือ RND Pump ซ่ึงป้ัมน้ีใชก้ารท างานร่วมกนั
หลายระบบแตกต่างจาก ABC Superfamily ซ่ึงใช้การไฮโดรไลท์ ATP เป็นพลงังานในการ
ขบัเคล่ือนแบบปฐมภูมิ ส่วนกลุ่มของ RND Family เป็นแบบทุติยภูมิ มีการใช้พลงังานอนุภาค
โปรตอนในการขบัเคล่ือน การแตกตวัของอนุภาคโปรตอนท่ีจะท าให้เกิดโปรตอนคู่โดดเด่ียวและ 
Carbonyl Cyanide m-chlirophenylhydrazone จะเพิ่มและสะสมในสับสเตรทของแบคทีเรียเพื่อ
ส่งออกตามปกติ RND Pump ของ P. aeruginosa มีองคป์ระกอบ  3 ส่วนคือ Periplasmic Membrane 
Fusion Protein (MFP), Outer Membrane Facter (OMF) และ Cytomembrane Transpoter ซ่ึงมี
รูปแบบโครงสร้างของช่องทางท่ีขา้มผา่นระหวา่งเยื่อหุ้มเซลล์ (ดงัภาพ 2-4) ท าให้มีการผา่นของยา
ประเภท Lipophilic กบั Amphiphilic ออกจากบริเวณ Periplasmic Space และไซโตพลาสซึมไปสู่
ภายนอกเซลล ์ซ่ึงการถอดรหสัน้ีมีการท างานภายในโอเปอรอนของโครโมโซม (ดงัภาพท่ี 2-3 และ 
2-4) (Kumar & Schweizer, 2005) โปรตีนป๊ัมยาของเช้ือ P. aeruginosa คือโปรตีน RND Pump 
ประกอบด้วยโปรตีนย่อยทั้งหมด 10 ชนิด คือ MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, 
MexXY, MexJK, MexGHI-OpmD, MexVW, MexPQ-OpmE, MexMN และ Tri ABC ท่ีสามารถ
จบักบัสับเตรตต่างชนิดกัน เช่น ยาปฏิชีวนะ ยาฆ่าแมลง สียอ้ม ผงซักฟอก สารละลายอินทรีย ์       
สารอโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และโฮโมเซอรีนแล็คโตน โปรตีนป้ัมของ P. aeruginosa ชนิดน้ีคือ 
MexAB-OprM Efflux Pump ซ่ึง MexAB-OprM Efflux Pump เป็นส่วนท่ีสามารถขนส่งยาหลาย
ประเภทออกนอกเซลล์ เช่น Fluoroquinlone, Tetracycline, Chloramphenical, Beta-lactams และ 
Beta-lactamase Inhibitor, Macrolide, Novobiocin, Trimethoprim และ Sulfonamides  และขนส่งยา
ปฏิชีวนะกลุ่มเบตาแลคแตมหลายชนิด เช่น Carboxypenicillins, Aztreonam, Extended-Spectrum 
Cephalosporin (ตวัอย่าง Ceftazidime และ Cefotaxime), Penems (ตวัอย่างเช่น Faropenem), 
Carbapenems, Meropenem และ Panipenem จึงเป็นสาเหตุให้เช้ือ P. aeruginosa มีความสามารถใน
การด้ือยาหลายขนาน และมียนี mexR (ภาพท่ี 2-6 )  เป็นเป็นยีนควบคุมการท างานของป๊ัมชนิดน้ีอีก
ทอดหน่ึงคลา้ยกบัโปรตีนป๊ัมยาของ E. coli คือ AcrAB- TolC efflux pump (Lister, Wolter, & 
Hanson, 2009) 
 



 
 

 

 
 
ภาพท่ี 2-6 โอเปอรอนของ RND Efflux Pump ใน P. aeruginosa แสดงองคป์ระกอบและ 
  คุณลกัษณะของป๊ัม โดยลูกศรสีแดงเขม้เป็น Transcriptional Regulator-encoding Gene 
  ลูกศรสีน ้าเงินเขม้ คือ Membrane Fusion Protein-encoding Gene ลูกศรสีฟ้า RND    
  Transporter-encoding Gene ลูกศรสีแดง Outer Membrane Protein-encoding Gene   
  (Lister, Wolter, & Hanson, 2009) 
 

โปรตีนป๊ัมยาของ N. gonorrhoeae สามารถป๊ัม Trion X-100 ออกนอกเซลล์ คือชนิด 
MtrRCDE Efflux Pump ควบคุมดว้ยยนีในโครโมโซม คือโอเปอรอน MtrRCDE ประกอบดว้ยส่วน
ของ Transcriptional Regulator Gene คือยีน MtrR, MtrC, MtrD และ MtrE ซ่ึงจะถอดรหสัส าหรับ
โปรตีน MFP, RND, และ OMP family ตามล าดบั ศึกษายีนโดยการสอดแทรกยีน MtrC หรือ MtrE 
(ภาพท่ี 2-7) พบวา่จะท าให้ความสามารถตา้นทานต่อ Eythromycin, Penicillin, Fatty Acids ลดลง 
แสดงวา่โปรตีนทั้งสองมีความจ าเป็นต่อกระบวนการป๊ัมยาออกนอกเซลล ์(Putman et al., 2000)  

 
ภาพท่ี 2-7 โครงสร้าง MtrRCDE Efflux Pump ของเช้ือ N. gonorrhoeae RND family efflux pumps  

ท่ีเป็นสาเหตุของการด้ือยาของแบคทีเรียก่อโรคในปัจจุบนั (ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Shafer   
et al., 2008) 

 
โปรตีนป๊ัมยาของ B. pseudomallei ท าให้เช้ือน้ีมีความตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะท่ีน ามา

รักษา เช่น Beta-lactams, Aminoglycosides และ Macrolides เป็นตน้ ควบคุมดว้ยโอเปอรอน 
AmrAB-OprA ซ่ึงถอดรหสัเป็น Multidrug Efflux Pump โปรตีนซบัยนิูตท่ีท าให้เกิดความตา้นทาน



 
 

ต่อยาปฏิชีวนะ Aminoglycoside และ Macrolide คือ AmrA และ AmrB มีลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกบั
โปรตีน MexC และ MexB ใน P. aeruginosa ตามล าดบั (Moore et al., 1999; Magnet et al., 2001)    

โปรตีนป๊ัมยาของ E. coli มีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานต่อสารดีเทอร์เจน สียอ้มท่ีมี
สภาวะเป็นด่าง และยาปฏิชีวนะควบคุมดว้ยยีน คือ ArcA และ ArcB ซ่ึงเป็นยีนท่ีอยูบ่นโอเปอรอน
เดียวกนั โดยท่ี ArcA เป็นโปรตีนป๊ัมยากลุ่ม MFP Family ในขณะท่ี ArcB เป็นโปรตีนป๊ัมยากลุ่ม 
RND family และผลของการกลายพนัธ์ุดว้ยเทคนิคสอดแทรกยีนแสดงให้เห็นว่าโปรตีนซบัยนิูต  
ArcA และ ArcB มีความจ าเป็นต่อการเกิดการด้ือยาหลายขนาน เพราะท างานร่วมกบั Outer 
Membrane Protein ท่ีช่ือ TolC รวมกลุ่มเป็นโปรตีนป๊ัมยาท่ีสมบูรณ์คือ ArcAB efflux system พบวา่ 
TolC (ภาพท่ี 2-3) จะประกอบตวัเป็นช่องใหส้ารละลายผา่นไดซ่ึ้งช่องดงักล่าวจะแพร่กระจายออกสู่ 
Outermembrane และ Periplasmic Space ของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียท าให้สามารถขนส่งสาร
ผา่นเขา้ออกระหวา่งบริเวณภายในไซโตพลาสซึมและส่ิงแวดลอ้มภายนอก (Putman et al., 2000; 
Jiang et al., 2015)  
 นอกจากน้ี ย ังสามารถพบโปรตีนป๊ัมยาได้ในเช้ืออีกหลายชนิดด้วยกัน เช่น ใน 
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium smegmatis และ Mycobacterium avium complex พบ
โปรตีนป๊ัมยากลุ่ม PMF (Pule et al., 2016) และมีงายวิจยัท่ีศึกษาโปรตีนป๊ัมยาชนิด RND ไดแ้ก่ 
AdeABC  ท่ีส ารวจยีนน้ีจ านวน 14 ตวัอย่างใน A. baumannii  ท่ีด้ือต่อยา Tigecycline แต่ไม่ได้
เปรียบเทียบความเหมือนและต่างกบัยีน MexAB (Yoon et al., 2013) และAdeABC ท่ีพบใน            
A. baumannii  ท่ีด้ือต่อ reserpine และ carbonyl cyanide (Pagdepanichkit et al., 2016) 

 

การจ าแนกเช้ือ A. baumannii ด้วยเทคนิคทางดีเอน็เอเทคโนโลยี 
แบคทีเรียในจีนสั Acinetobacter  สามารถแบ่งกลุ่มเป็นสปีชีส์โดยใชเ้กณฑ์ จ  าแนกดว้ย

ล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีคล้ายคลึงกัน จากการเปรียบเทียบด้วยต้นไม้วิวฒันาการและเทคนิคทาง 
ดีเอ็นเอเทคโนโลยี ปัจจุบนัมี Acinetobacter อยูท่ ั้งหมด 32 สายพนัธ์ุ จ  าแนกดว้ยลายพิมพดี์เอ็นเอ 
แต่เป็นวิธีท่ีเกิดการผิดพลาดไดง่้าย นอกจากน้ียงันิยมใชเ้ปรียบเทียบยีนของโครโมโซม คือ rRNA 
Operon (rrn) ในโปรคาริโอตประกอบดว้ยยีนท่ีก าหนดการสร้างอาร์เอ็นเอชนิด 16S, 23S และ 5S 
การใช ้Intergenic Spacer Regions (16S-23S rRNA Gene ISR และ 23S-5S rRNA Gene ISR) คือดี
เอ็นเอท่ีอยู่ตรงรอยต่อระหว่างยีนสังเคราะห์ rRNA (ดงัภาพท่ี 2-8) ถึงแมว้่าการเปรียบเทียบดว้ย
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA จะเป็นท่ีแพร่หลายในการใช้เป็นตวัช้ีวดัเพื่อจ าแนกสายพนัธ์ุ
ของโปรคาริโอต แต่วิธีน้ีมีขอ้จ ากดั คือถา้ใชย้ีน 16S rRNA เพื่อคดัแยกเช้ือจะไม่สามารถใชจ้  าแนก
เช้ือแบคทีเรียท่ีมีความใกลชิ้ดทางสายพนัธ์ุกนัมาก ปัจจุบนัจึงมีผูเ้สนอการใช้ 16S-23S ISR เพื่อการ
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เพิ่มประสิทธิภาพในการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือท่ีมีความใกลเ้คียงกนัมากข้ึน นอกจากน้ียงัมีการใช้
ลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะกบัยนี 16S-23S rRNA ท่ีผา่นการเพิ่มจ านวนโดย
วธีิการพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการจ าแนกเช้ือแบคทีเรีย ท าใหเ้ห็นความแตกต่างของเช้ือท่ี
มีสายพนัธ์ุใกลชิ้ดให้ชดัเจนมากยิ่งข้ึนท าให้แปลผลไดย้าก ขอ้เสียของวิธีน้ีคือ จ านวนก๊อปป้ี 16S-
23S rRNA ของ Intragenic rrn Operon  สามารถใหเ้กิดความหลากหลายของสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย
มากข้ึน ท าให้เกิดความแปรผนัทุกคร้ังในล าดบันิวคลีโอไทด์และความยาวของ Intergenic Spacer 
Region (ISR)  ของแบคทีเรียหลากหลายสายพนัธ์ุจึงมกัเกิดจากความแตกต่างระหวา่งอลัลีลของ rrn 
operon  ภายในล าดับนิวคลีโอไทด์สายเดียวกันได้ จึงเป็นผลให้เกิดความแตกต่างของล าดับ            
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S RNA ของแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุมากยิ่งข้ึน ท าให้มีความผนัแปรของ
ยีนน้ีสูงมาก ท าให้การจ าแนกสายพนัธ์ุแบคทีเรียผิดพลาดได ้โดยเฉพาะในกลุ่มแบคทีเรียอาเคีย 
(Maslunka, Carr, Gürtler, Kämpfer, & Seviour, 2006) 
 
 
 
 
 
                                               1                                                      2 
ภาพท่ี 2-8 ต าแหน่งของบริเวณอนุรักษภ์ายในโอเปอรอนอาร์เอน็เอ โดยการถอดรหสัจากซา้ยไป   
 ขวา แสดงถึงบริเวณอนัหลากหลายของ rRNA และแถบสีฟ้าแสดงช้ินส่วน ยนี16S, 23S  

และ 5S หมายเลข 1 คือ บริเวณท่ีมกัใชเ้ป็นไพรเมอร์ในหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 16S  
rRNA และหมายเลข 2 คือบริเวณท่ีมกัใชเ้ป็นไพรเมอร์ในหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 23S  
rRNA (ท่ีมา : http://www.irn.pdx.edu/~newmanl/SynRRNA.GIF, 2547) 

 
จากงานวิจยัของ Dolzani et al. (1995) ศึกษาการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือ Acinetobacter 

ซ่ึ ง เ ป็ น เ ช้ื อ ก่ อโ รค ท่ี มี ก า ร ระบ าดมาก ข้ึน เ ร่ื อย  ๆ  ได้ท า ก า รแยกส ายพัน ธ์ุ ขอ ง เ ช้ื อ 
A. baumannii ออกเป็น 5 กลุ่ม คือ Genospecies 2, 3 และ 13 และอีกสองกลุ่มท่ีเพิ่งคน้พบใหม่ดว้ย
วิธี DNA-DNA Hybridization หรือวิธี Ribotyping ซ่ึงทั้งสองวิธีน้ีเป็นวิธีท่ีซบัซ้อนและใชเ้วลามาก 
อีกทั้งยงัไม่เหมาะในการใชจ้  าแนกสปีชีส์ในสถานพยาบาล  และส่งผลให้ไม่สามารถจ าแนกความ
แตกต่างของแบคทีเรียจีนสัเดียวกนั จึงใชเ้ทคนิคพีซีอาร์เพิ่มขยายช้ินดีเอ็นเอส่วน 16S-23S rRNA 
Intergenic Spacer (ISR) ควบคู่วิธีการใชเ้อ็นไซมต์ดัจ าเพาะ AluI และ NdeII ตดัช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ี

http://www.irn.pdx.edu/~newmanl/SynRRNA.GIF


 
 

เพิ่มขยายไดอี้กข้ึนหน่ึง ซ่ึงจากการวิเคราะห์เปรียบเทียบกบัเช้ือ A. baumannii 36 ตวัอยา่ง โดยวิธี 
DNA-DNA Hybridization พบว่าขอ้มูลท่ีไดส้ามารถจ าแนกจีนสัและสปีช่ีส์ของ A. baumannii 
ค่อนขา้งไดผ้ลดีและจ าแนกคุณลกัษณะเช้ือได ้ถูกตอ้งมีความแม่นย  ายิ่งข้ึน จากนั้นมีผูว้ิจยัอีกหลาย
กลุ่มศึกษาการจ าแนกของ A. calcoaceticticus-A. baumanii complex จ านวน 68 ตวัอยา่ง โดยใช้
เทคนิควเิคราะห์ทางฟีโนไทป์เพื่อยนืยนัรูปแบบของการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ และการทดสอบ
การจ าแนกสายพนัธ์ุในการทดลอง โดยเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอแต่ละช้ินส่วนท่ีถูกตดัจาก
ล าดับดีเอ็นเอของ ISR เทคนิควิเคราะห์ฟีโนไทป์ จึงเป็นอีกวิธีการหน่ึงท่ีสามารถจ าแนก                 
A. calcoaceticticus-A. baumanii Complex ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (Dolzani, Tonin, Lagatolla, 
Prandin, & Monti-Lagatolla, 1995) 

ศึกษาการจ าแนกจีนสัและสปีชีส์ A. calcoaceticticus, A.baumannii, Genomic Species 3, 
Genomic Species 13 TU และ A. calcoaceticticus-A. baumanii complex เป็นกลุ่ม Acinetobacter ท่ี  
มียีนใกล้เคียงกันเป็นอย่างมากและยากในการจ าแนกทางฟีโนไทป์ เพื่อแยกออกจากกลุ่มเช้ือ          
A. calcoaceticticus ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีไม่ก่อโรคแยกออกจาก A. baumannii ท่ีเป็นกลุ่มแบคทีเรียฉวย
โอกาส  การศึกษาคร้ังน้ีดว้ยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) โดยใช ้
ISR เพื่อจ าแนกสายพนัธ์ุท่ีมีความใกลชิ้ดกนัมากเหล่าน้ีออกจากกนั จากการทดลองใช้ล าดบั ISR 
ในเช้ือ 11 สายพนัธ์ุเปรียบเทียบกบั Acinetobacter สายพนัธ์ุอ่ืน ๆ จ านวน 17 ตวัอยา่ง พบล าดบั     
นิวคลีโอไทด์ของ ISR จะมีความยาว 607 ถึง 638 คู่เบส และมีล าดบันิวคลีโอไทด์ใกลเ้คียงกนัมาก
ในระดบั 0.99-1.0  ทดลองโดยใชว้ิธีการในการจ าแนกเช้ือ 79 ตวัอยา่ง พบวา่เช้ือ A. calcoaceticus    
(18 ตวัอยา่ง) และ A. baumannii (61 ตวัอย่าง) ร่วมกบัการวิเคราะห์ทางชีวเคมีคือ API 20 NE 
System มาจ าแนก A. baumannii (46 ตวัอยา่ง), Genomic Species3 (19 ตวัอยา่ง) และ Genomic 
Species 13 TU (11 ตวัอยา่ง) ท าให้ทราบวา่ ISR นัน่สามารถจ าแนกเป็น Acinetobacter ไดล้ะเอียด
ในระดบัสปีชีส์ ไดถึ้ง 96.2 เปอร์เซ็นต ์(จากทั้งหมด 79 ตวัอยา่ง แยกได ้76 ตวัอยา่ง) และสามารถ
แยกแบคทีเรียออกเป็น 2 กลุ่มคือ A. calcoaceticticus-A. baumanii complex ไดอี้กดว้ย นอกจากน้ี
ยงัใชเ้ทคนิค AFLP เพื่อยืนยนัผลการจ าแนกความถูกตอ้งของยีนกบัดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
อ่ืนจากฐานข้อมูล GenBank เพื่อปรับปรุงไปใช้ในสถานพยาบาลเพื่อการแยกเช้ือสายพนัธ์ุท่ี
ใกลเ้คียงกนั (Chang, Wei, Dijkshoorn, Vaneechoutte, Tang, & Chang, 2005; Ko et al., 2008) 

วิเคราะห์ดว้ยลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค Ribotyping (Gerner-smidt, 1992) และใช้
เอ็นไซม์ตดัวิเคราะห์ยีน ISR หรือยีนของ rRNA , ยีน rpoB และยีน gyrB ซ่ึงแสดงถึงผลท่ีดี แต่มี
ขอ้จ ากดัคือมีความผนัแปรสูงจากวิวฒันาการของสายพนัธ์ุของแต่ละสปีชีส์ (Vaneechoutte et al., 
1995) ดงัน้ี การใชบ้ริเวณ ISR ซ่ึงเป็นบริเวณยนีระหวา่ง 16S และ 23S rRNA เป็นอาจเป็นทางเลือก



 
 

อีกวิธีหน่ึงในการคดัแยกสปีชีส์ของแบคทีเรียต่างสายพนัธ์ุและแบคทีเรียท่ีมีสายพนัธ์ุใกล้ชิดกนั
มาก  

ปัจจุบนันกัวทิยาศาตร์ไดน้ าเสนอการระบุสายพนัธ์ุแบคทีเรียดว้ย ISR ซ่ึงมีประโยชน์ต่อ
การศึกษาแบคทีเรียส่ิงแวดล้อม ระบาดวิทยา และพยาธิวิทยา สามารถจ าแนกสายพันธ์ุของ
แบคทีเรียในระดับสปีชีส์  และสามารถวินิจฉัยและติดตามผลการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรีย 
ตลอดจนยืนยนัผลการทดลองดว้ยวิธีอ่ืน ๆ ดงักล่าวขา้งตน้ ปัจจุบนัยงัคงตอ้งอาศยัวิธีการแยกโดย
วิธี DNA-DNA Hybridization ซ่ึงเป็นวิธีท่ีเรียกไดว้า่เป็น “Gold Standard” เพื่อการคดัแยกเช้ือให้มี
ความน่าเช่ือถือ ไดแ้ก่การศึกษาและจ าแนกกลุ่มเช้ือ A. calcoaceticus-A. baumannii Complex  
ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงน าเสนอการจ าแนกเช้ือ A. baumannii ดว้ยเทคนิคการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ เพื่อท่ีจะ
ใชจ้  าแนกเช้ือ A. baumannii  (Ko et al., 2008) 

การศึกษาลกัษณะลายพิมพดี์เอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียสามารถให้ขอ้มูลท่ีเป็นประโยชน์
มาก เก่ียวกบัแหล่งท่ีมาและการแพร่กระจายของการติดเช้ือ ด้ือยาและบ่งบอกความสัมพนัธ์ทาง
ระบาดวิทยาได ้ ทั้งยงัเป็นเคร่ืองมือท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการช่วย ประเมินผลและการพฒันา
มาตรการป้องการติดเช้ือ ด้ือยาไดเ้ป็นอยา่งดี จากการศึกษาก่อนหนา้น้ี มีนกัวิจยัหลายท่านท่ีศึกษา
ลกัษณะลายพิมพดี์เอ็นเอ โดยเลือกใช้วิธีท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ pulsed-field gel electrophoresis 
(PFGE) amplified fragment length polymorphism (AFLP) random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) repetitive elementpolymerase chain reaction (REP-PCR) amplified ribosomal DNA 
restriction analysis (ARDRA) ribotyping และ enterobacteria repetitive intergenec consessus 
(ERIC-PCR) ซ่ึงทุกวธีิให้ผลการทดลองท่ี เป็นไปในแนวทางเดียวกนั คือสามารถแยกลกัษณะ ลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือได้เป็นกลุ่ม และยงัสามารถบอกถึงการแพร่ระบาดของเช้ือด้ือยาได้เช่น 
เดียวกนั จะแตกต่างก็เพียงในหลกัการและวิธีการ แปลผลของแต่ละวิธี (วราภรณ์ แดงอาจ, ธานี 
วงษช์ยั, และศิริลกัษณ์ ธีระภูธร, 2557) วิธี random amplified polymorphic DNA (RAPD) เป็นวิธี
ศึกษาลกัษณะลายพิมพดี์เอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอแบบสุ่ม โดย
ใชไ้พรเมอร์ท่ีไม่จ  าเพาะเจาะจง (arbitrary primer) และมีขนาดสั้นประมาณ 10-20 นิวคลีโอไทด์ น า
ผลิตผลของดีเอ็นเอท่ีได้มาแยกขนาดด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริสิส ( agarose gel 
electrophoresis) เพื่อหาลายพิมพดี์เอ็นเอ แลว้ยอ้มดว้ยสีเอธิเดียมโบรไมด์ท่ีท าให้เห็นแถบดีเอ็นเอ
เรืองแสงภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต ไดมี้ผูน้ าวิธีอาร์เอพีดีมาใช้ศึกษาลกัษณะลายพิมพดี์เอ็นเอใน
เช้ือแบคทีเรียทัว่ไปรวมถึงใน A. baumannii เน่ืองจาก เป็นวิธีท่ีมีความไว ความละเอียด และ
ความจ าเพาะสูงใกลเ้คียงกบัวิธี PFGE รวมทั้งขั้นตอนไม่ยุง่ยาก ซบัซ้อน สะดวกรวดเร็ว ไม่จ  า เป็น
ตอ้งรู้ขอ้มูลล าดบัคู่เบส ตน้ทุนไม่สูงนกั ใชห้ลกัการเดียวกบัการท าพีซีอาร์ จึงสามารถใชเ้คร่ืองมือ



 
 

เดียวกนักบัการท าพีซีอาร์และให้ผลการแยกกลุ่มใกลเ้คียงกบั วิธี PFGE ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐาน (gold 
standard method) ท่ีสามารถแยกแยะลกัษณะความแตกต่าง ทางพนัธุกรรมไดเ้ป็นอยา่งดี แต่ตอ้งใช้
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ราคาแพง ขั้นตอนยุง่ยากซบัซอ้น ตอ้งใชค้วาม เช่ียวชาญ  

Acinetobacter  สามารถจดักลุ่มสปีชีส์โดยใช้เกณฑ์ จ  าแนกดว้ยล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี
คล้ า ย ค ลึ งกัน  จ า กก า ร เป รี ยบ เ ที ยบด้ ว ย ต้น ไม้วิ ว ัฒน าก า รและก า ร ใช้ เ ทค นิคท า ง 
ดีเอ็นเอเทคโนโลยี ปัจจุบนัมี Acinetobacter อยูท่ ั้งหมด 32 สายพนัธ์ุ จ  าแนกดว้ยลายพิมพดี์เอ็นเอ 
นอกจากน้ียงันิยมใช้เปรียบเทียบยีนของโครโมโซม คือ rRNA Operon (rrn) ในโปรคาริโอต
ประกอบดว้ยยีนท่ีก าหนดการสร้างอาร์เอ็นเอชนิด 16S, 23S และ 5S การใช ้Intergenic Spacer 
Regions (16S-23S rRNA Gene ISR และ 23S-5S rRNA Gene ISR) คือดีเอ็นเอท่ีอยูต่รงรอยต่อ
ระหว่างยีนสังเคราะห์ rRNA แต่วิธีน้ีมีขอ้จ ากดั คือถ้าใช้ยีน 16S rRNA เพื่อคดัแยกเช้ือจะไม่
สามารถใชจ้  าแนกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความใกลชิ้ดทางสายพนัธ์ุกนัมาก ในปัจจุบนัจึงมีผูเ้สนอการใช้ 
16S-23S ISR เพื่อการเพิ่มประสิทธิภาพในการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือท่ีมีความใกลเ้คียงกนัมากข้ึน 
และยงัมีการใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction enzyme) กับยีน         
16S-23S rRNA ท่ีผา่นการเพิ่มจ านวนโดยวิธีการพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการจ าแนกเช้ือ
แบคทีเรีย ท าใหเ้ห็นความแตกต่างของเช้ือท่ีมีสายพนัธ์ุใกลชิ้ดให้ชดัเจนมากยิ่งข้ึนท าให้แปลผลได้
ยาก ขอ้เสียของวิธีน้ีคือ จ านวนก๊อปป้ี 16S-23S rRNA ของ Intragenic rrn Operon  สามารถให้เกิด
ความหลากหลายของสายพนัธ์ุของแบคทีเรียมากข้ึน ท าให้เกิดความแปรผนัทุกคร้ังในล าดับ          
นิวคลีโอไทด์และความยาวของ Intergenic Spacer Region (ISR)  ของแบคทีเรียหลากหลายสาย
พนัธ์ุจึงมกัเกิดจากความแตกต่างระหว่างอลัลีลของ rrn operon  ภายในล าดบันิวคลีโอไทด์สาย
เดียวกนัได ้จึงเป็นผลให้เกิดความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S RNA ของแบคทีเรีย
แต่ละสายพนัธ์ุมากยิง่ข้ึน ท าใหมี้ความผนัแปรของยนีน้ีสูงมาก ท าให้การจ าแนกสายพนัธ์ุแบคทีเรีย
ผิดพลาดได ้โดยเฉพาะในกลุ่มแบคทีเรียอาเคีย (Maslunka, Carr, Gürtler, Kämpfer, & Seviour, 
2006)  

วิธี DNA-DNA Hybridization พบว่าขอ้มูลท่ีได้สามารถจ าแนกจีนสัและสปีช่ีส์ของ      
A. baumannii ค่อนขา้งไดผ้ลดีและจ าแนกคุณลกัษณะเช้ือได ้ถูกตอ้งมีความแม่นย  ายิ่งข้ึน จากนั้นมี
ผูว้ิจยัอีกหลายกลุ่มศึกษาการจ าแนกของ A. calcoaceticticus-A. baumanii complex จ านวน 68 
ตวัอยา่ง โดยใชเ้ทคนิควิเคราะห์ทางฟีโนไทป์เพื่อยืนยนัรูปแบบของการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
และการทดสอบการจ าแนกสายพนัธ์ุในการทดลอง โดยเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอแต่ละ
ช้ินส่วนท่ีถูกตัดจากล าดับดีเอ็นเอของ ISR เทคนิควิเคราะห์ฟีโนไทป์จึงเป็นอีกวิธีการหน่ึงท่ี



 
 

สามารถจ าแนก  A. calcoaceticticus-A. baumanii Complex ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Dolzani et al., 
1995)  

ศึกษาการจ าแนกจีนสัและสปีชีส์ A. calcoaceticticus, A.baumannii, Genomic Species 3, 
Genomic Species 13 TU และ A. calcoaceticticus-A. baumanii complex เป็นกลุ่ม Acinetobacter  
ท่ีมียีนใกล้เคียงกนัเป็นอย่างมากและยากในการจ าแนกทางฟีโนไทป์ เพื่อแยกออกจากกลุ่มเช้ือ      
A. calcoaceticticus ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีไม่ก่อโรคแยกออกจาก A. baumannii ท่ีเป็นกลุ่มแบคทีเรียฉวย
โอกาส  การศึกษาคร้ังน้ีดว้ยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) โดยใช ้
ISR เพื่อจ าแนกสายพนัธ์ุท่ีมีความใกลชิ้ดกนัมากเหล่าน้ีออกจากกนั จากการทดลองใช้ล าดบั ISR 
ในเช้ือ 11 สายพนัธ์ุเปรียบเทียบกบั Acinetobacter สายพนัธ์ุอ่ืน ๆ จ านวน 17 ตวัอยา่ง พบล าดบั     
นิวคลีโอไทด์ของ ISR จะมีความยาว 607 ถึง 638 คู่เบส และมีล าดบันิวคลีโอไทด์ใกลเ้คียงกนัมาก
ในระดบั 0.99-1.0  ทดลองโดยใชว้ิธีการในการจ าแนกเช้ือ 79 ตวัอยา่ง พบวา่เช้ือ A. calcoaceticus    
(18 ตวัอยา่ง) และ A. baumannii (61 ตวัอย่าง) ร่วมกบัการวิเคราะห์ทางชีวเคมีคือ API 20 NE 
System มาจ าแนก A. baumannii (46 ตวัอยา่ง), Genomic Species3 (19 ตวัอยา่ง) และ Genomic 
Species 13 TU (11 ตวัอยา่ง) ท าให้ทราบวา่ ISR นัน่สามารถจ าแนกเป็น Acinetobacter ไดล้ะเอียด
ในระดบัสปีชีส์ ไดถึ้ง 96.2 เปอร์เซ็นต ์(จากทั้งหมด 79 ตวัอยา่ง แยกได ้76 ตวัอยา่ง) และสามารถ
แยกแบคทีเรียออกเป็น 2 กลุ่มคือ A. calcoaceticticus-A. baumanii complex ไดอี้กดว้ย นอกจากน้ี
ยงัใชเ้ทคนิค AFLP เพื่อยืนยนัผลการจ าแนกความถูกตอ้งของยีนกบัดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
อ่ืนจากฐานข้อมูล GenBank เพื่อปรับปรุงไปใช้ในสถานพยาบาลเพื่อการแยกเช้ือสายพนัธ์ุท่ี
ใกลเ้คียงกนั (Chang et al., 2005; Ko et al., 2008)  

วิเคราะห์ดว้ยลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค Ribotyping (Gerner-smidt, 1992) และใช้
เอ็นไซม์ตดัวิเคราะห์ยีน ISR หรือยีนของ rRNA , ยีน rpoB และยีน gyrB ซ่ึงแสดงถึงผลท่ีดี แต่มี
ขอ้จ ากดัคือมีความผนัแปรสูงจากวิวฒันาการของสายพนัธ์ุของแต่ละสปีชีส์ (Vaneechoutte et al., 
1995) ดงัน้ี การใชบ้ริเวณ ISR ซ่ึงเป็นบริเวณยนีระหวา่ง 16S และ 23S rRNA เป็นอาจเป็นทางเลือก
อีกวธีิหน่ึงในการคดัแยกสปีชีส์ของแบคทีเรียต่างสายพนัธ์ุและแบคทีเรียท่ีมีสายพนัธ์ุใกลชิ้ดกนั 

การใช้  ISR จึงอาจมีประโยชน์ต่อการศึกษาแบคทีเรียส่ิงแวดล้อม ระบาดวิทยา และ
พยาธิวิทยา เพื่อจ าแนกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียในระดับสปีชีส์และสามารถวินิจฉัยและติดตาม
ผลการรักษาโรคติดเช้ือ A. baumannii ด้ือยา ตลอดจนยืนยนัผลการทดลองดว้ยวิธีอ่ืน ๆ ดงักล่าว
ขา้งตน้ ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงน าเสนอการจ าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาดว้ยเทคนิคการเพิ่มขยายดี
เอ็นเอ เพื่อท่ีจะใชจ้  าแนกเช้ือ A. baumannii การศึกษายีน  MexB  นั้น สามารถวิเคราะห์ไดโ้ดย
วิธีการทางอณูชีววิทยา (DNA techniques Chromosomal) ขั้นตอนคือการสกัดดีเอ็นเอ และน า



 
 

ผลผลิตท่ีไดไ้ปเพิ่มปริมาณดว้ยวิธี polymerase chain reaction (PCR) จากนั้นตรวจสอบผลผลิตดว้ย
วิธี Agarose gelelectrophoresis (Nobuhisa Masuda et al., 2000) หรือการใชว้ิธี real time PCR แทน
วิธีการดั้งเดิม (Catherine Llanes et al., 2000) และวิธี Quantitative real time PCR (qRT-PCR) 
(Mohammad Reza Arabestani et al., 2015) เป็นตน้ ซ่ึงวิธีน้ีเหมาะส าหรับการตรวจหาช้ินส่วน       
ดีเอน็เอท่ีผูศึ้กษาตอ้งการ ทั้งยงัประหยดังบประมาณและเวลา จึงเป็นวธีิท่ีนิยมกนัอยา่งแพร่หลายใน
ปัจจุบนั แต่ขอ้เสียส าหรับวิธีน้ีคือ ตอ้งทราบล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีชดัเจน จึงจะสามารถตรวจสอบ
ผลผลิตท่ีถูกตอ้งได ้

http://aac.asm.org/search?author1=Nobuhisa+Masuda&sortspec=date&submit=Submit
http://aac.asm.org/search?author1=Catherine+Llanes&sortspec=date&submit=Submit


 
 

บทที ่3 
วธีิด าเนินการวจิยั 

วสัดุอปุกรณ์ 
1.  Thermal Cycler PCR Machine, MyCycler (Bio-Rad, U.S.A.) 

 2.  Gel electrophoresis machine, Power pac300 (Biorad, U.S.A.) 
 3.  Gel documentation machine, ECX-20-M (Viber lourmat, France) 
 4.  Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, U.S.A) 
 5.  GF-1 Bacterial DNA extraction kit (Vivantis, U.S.A) 
 6.  Centrifuge, Spectrafuge (Labnet, U.S.A) 
 7.  Refrigerator (Toshiba®, Thailand) 
 8.  Freezer (Panasonic, Thailand) 
 9.  Block heater (Labnet, U.S.A) 
 10.  Microwave (Sharp, Thailand) 
 11.  Automatic pipette (Gilson, France) with Filter tip (Rainin, U.S.A.) 
 12.  1.5 and 2.0 ml Microcentrifuge (QSP, U.S.A) 
 13.  Ellectronic balance, BT4202S (Sartorius, Germany) 
 14.  Biological safety cabinet class II type B2 (Nuair, U.S.A.) 
 15.  DNA/RNA UV-cleaner box (Biosan, Latvia) 

สารเคม ี
 1.  Agarose gel, Analytical grade (Amresco, U.S.A) 
 2.  อาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient agar (Bio Basic Inc., U.S.A) 
 3.  10X Loading Dye (Vivantis, U.S.A) 

4.  100bp DNA ladder (Invitrogen) 
 5.  Nuclease Free Water (Applichem, Germany) 
 6.  100 bp DNA Ladder Plus (Vivantis, U.S.A) 
 7.  10 mM dNTP Mix (Vivantis, U.S.A) 
 8.  5 unit Taq DNA polymerase (Immolase DNA pol.5U/ul (Bioline, U.S.A.) 
 9.  TBE Buffer 
 10.  เอธิเดียมโบรไมด์ (Promega, U.S.A) 

 



 
 

ไพรเมอร์ 
ออกแบบจากฐานขอ้มูล GenBank ไดแ้ก่ไพรเมอร์ คู่ท่ี 1 คือ MexBF-MexBR และไพร

เมอร์คู่ท่ี 2 คือ ISR 2F และ ISR 10R (Ko et al., 2008) โดยสั่งสังเคราะห์จากบริษทั BioDesign  
ดงัน้ี  

ไพรเมอร์ คู่ท่ี  1 เพื่อจ าแนกยีนด้ือยา คือยีน MexB ไพรเมอร์คู่น้ีออกแบบจากบริเวณ
อนุรักษข์องยนี (conserve sequence) MexB ของ P. aeruginosa* เปรียบเทียบกบับริเวณอนุรักษข์อง
ยนีคลา้ยกบัของ A. baumannii จากฐานขอ้มูล GenBank ออกแบบดว้ยโปรแกรม Primer 3 โดยไพร
เมอร์คู่น้ีมีล าดบันิวคลีโอไทดด์งัน้ีคือ 
 
ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ของดีเอ็นเอ Sequence (5’-3’) ขนาดของผลติภัณฑ์ (คู่เบส) 

 
MexBF  AGG TCC AGG TGC AGA ACA AG 

2,300  
MexBR  GGA ATC GAC CAG CTT TCG TA 
*Reference strain คือแบคทีเรีย P. aeruginosa PAO1 (mexB MDR protein, NC002516.2) 
(ค่าTm MexBF =58.73 และ %GC=55, ค่าTm MexBR=58.72 และ %GC=50) 

ไพรเมอร์ คู่ท่ี  2 ระบุยีนสายพนัธ์ุเช้ือ A. baumannii เพื่อหาล าดบันิวคลีโอไทด์ ของยีน
ภายในบริเวณช่องว่างระหว่างยีน 16S rRNA และ 23S rRNA เรียกว่าดีเอ็นเอชนิด 16S-23S 
ribosomal intergenic spacer region (ISR) อา้งอิงจากโพรบของ Ko et al. (2008) ซ่ึงเป็นไพรเมอร์
จบัหา ISR ของ A. baumannii เพื่อแยกความแตกต่างระหวา่ง A. baumannii  กบั Acinetobacter spp.  
อ่ืน ๆ โดยไพรเมอร์คู่น้ีมีล าดบันิวคลีโอไทดด์งัน้ีคือ 
 
ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ของดีเอ็นเอ Sequence (5’-3’) ขนาดของผลติภัณฑ์ (คู่เบส) 

 
ISR 2F     TTG TAC ACA CCG CCC GTC 1,258 

 ISR 10R    TTC GCC TTT CCC TCA CGG TA 
*Reference strain คือแบคทีเรีย Acinetobacter baumannii strain XH386 (CP010779.1) 
(ค่าTm ISR 2F =59.95 และ %GC=61, ค่าTm ISR 10R =63.57 และ %GC=55) 
 
 
 



 
 

ไพรเมอร์ คู่ท่ี 3 เพื่อจ าแนกยนีด้ือ คือยนี MexA ไพรเมอร์คู่น้ีออกแบบจากบริเวณอนุรักษ์
ของยีน (conserve sequence) MexA ของ P. aeruginosa* เปรียบเทียบกบับริเวณอนุรักษข์องยีน
คลา้ยกบัของ A. baumannii จากฐานขอ้มูล GenBank ออกแบบดว้ยโปรแกรม Primer 3 อา้งอิงจาก 
เนตรชนก สุวรรณะ และ วิสาตรี คงเจริญสุนทร. (2555) โดยไพรเมอร์คู่น้ีมีล าดบันิวคลีโอไทด์
ดงัน้ีคือ 
 
ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ของดีเอ็นเอ Sequence (5’-3’) ขนาดของผลติภัณฑ์ (คู่เบส) 

 
MexAF  CAG CAG CTC TAC CAG ATC GAC 

612  
MexAR  TTC GGT AAC CAG CCA CTT GT 
* Reference strain คือแบคทีเรีย P. aeruginosa (Accession number L11616) 
(ค่าTm MexAF =58.73 และ %GC=55, ค่าTm MexAR=58.72 และ %GC=50) 
 

 
ภาพท่ี 3-1 ต าแหน่งของบริเวณอนุรักษภ์ายในโอเปอรอนอาร์อาร์เอน็เอ โดยการถอดรหสัจากซา้ย 
 ไปขวา เส้นสีด าแสดงถึงบริเวณอนัหลากหลายของ rRNA และแถบหนาสีด าแสดง 
 ช้ินส่วนยนี 16S และ 23S หมายเลข 2-4 คือบริเวณท่ีมกัใชเ้ป็นไพรเมอร์ในหาล าดบั 
 นิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rRNA หมายเลข 5-10 คือบริเวณท่ีมกัใชเ้ป็นไพรเมอร์ในหา 
 ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 23S rRNA ช่องวา่งระหวา่งไพรเมอร์หมายเลข 4–tRNA  
 gene, ช่องวา่งระหวา่ง tRNA gene–tRNA gene, ช่องวา่งระหวา่ง tRNA gene– 
 ไพรเมอร์หมายเลข 5 คือต าแหน่งของบริเวณ ISR (ดดัแปลงจาก Gürtler & Stanisich,  
 1996) 
 
 
 
 
 



 
 

เช้ือแบคทเีรีย 
A. baumannii  จ  านวน 20 ไอโซเลต แบ่งเป็น A. baumanii สายพนัธ์ุด้ือยา (multidrug 

resistance (MDR) 10 ไอโซเลต และ A. baumannii สายพนัธ์ุไม่ด้ือยา non- multidrug resistance 
(non-MDR) จ านวน 10 ไอโซเลต ซ่ึงตรวจสอบดว้ยคุณสมบติัทางชีวเคมี (ตาราง3-1)  ตรวจสอบ
การด้ือยาดว้ยวิธี agar disk diffusion method (ตาราง3-2) และเป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากตวัอย่างส่ิงส่ง
ตรวจของผูป่้วยท่ีรักษา ณ โรงพยาบาลชลบุรี และโรงพยาบาลระยอง ในช่วงเวลาตั้งแต่เดือน
มีนาคมถึงเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2557 โดยการจ าแนกเช้ือ MDR นั้นจะตอ้งด้ือยาอยา่งนอ้ย 3 กลุ่มจาก
กลุ่มดงัต่อไปน้ี sulfonamide aminoglycisides, penicillin, cabaprnems, cephalosporins, quinolone, 
polymyxin, glycopeptide, macrolid, cefoperazone/sulbactam หรือ tetracycline, beta lactam/beta 
lactamase combination, fluoroquinolones, lincosamides และ chloramphenical 

เช้ือแบคทีเรียชนิดอื่นๆ  ไดแ้ก่ K. pneumoniae ด้ือยา 2 ไอโซเลต,  E. coli  ด้ือยา 2        
ไอโซเลต, P. aeruginosa ด้ือยา 2 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจ้ากตวัอย่างส่งตรวจของผูป่้วยท่ีรักษา ณ 
โรงพยาบาลชลบุรี จงัหวดัชลบุรี  และ Methicillin-resistant S. aureus (MRSA),   P. aeruginosa 
สายพนัธ์ุด้ือยาอย่างละ 3 ไอโซเลต,  P. aeruginosa สายพนัธ์ุไม่ด้ือยา 2 ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้าก
ตวัอยา่งส่งตรวจของผูป่้วยท่ีรักษา ณ โรงพยาบาลระยอง จงัหวดัระยอ ง โดยทั้งหมดอยูใ่นช่วงเวลา
ตั้งแต่เดือนมีนาคมถึงเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2557 เล้ียงเช้ือใน NA (nutrient agar) แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 °C เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ก่อนน าไปท าการทดสอบขั้นต่อไป  
 ท  าการเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA (nutrient agar) แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง และทดสอบผลการด้ือยา ก่อนน าไปท าการทดสอบขั้นต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ตารางท่ี 3-1 ผลการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีของ A. baumannii  
 

คุณสมบัติ 
ผล ผลการทดสอบของ 

A. baumannii ลบ (Negative) บวก (Positive) 
Oxidase test ไม่มีสี สีม่วง - 
Catalase test ไม่เกิดฟอง เกิดฟอง + 
Sulfide สีเหลือง สีด า - 
Indole production ไม่มีสี ชมพ ู - 
Motility ไม่ขุ่น ขุ่น - 
Nitrate reduction ไม่มีสี ชมพ–ูแดง - 
Malonate สีเขียว สีน ้าเงิน - 
Simmon citrate โปร่งแสง ขุ่น + 
OF Lactose โปร่งแสง ขุ่น + 
OF Sucrose โปร่งแสง ขุ่น - 
OF Manital โปร่งแสง ขุ่น - 
OF Arabinose โปร่งแสง ขุ่น ± 
OF Xylose โปร่งแสง ขุ่น + 
OF Maltose โปร่งแสง ขุ่น - 
Esculin hydrolysis เหลือง เทา/ น ้าตาล/ ด า - 
Fermentation of glucose ฟ้า-เขียว เหลือง - 
Arginine dihydrolase เหลือง ส้ม/ ชมพ/ู แดง - 
Urease activity เหลือง ส้ม/ ชมพ/ู แดง - 
ß-Galactosidase ไม่มีสี เหลือง - 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ตารางท่ี 3-2 ผลการทดสอบความไวของเช้ือ A. baumanii 20 สายพนัธ์ุต่อยาตา้นจุลชีพชนิดต่างๆ  
 

Isolate   β-lactam Carbapenem Polymycin Quinolone Aminoglycoside 

    CRO CTX CAZ SCF TZP IPM MEM ETP CL CIP AK GEN 

Ab1 (MDR-C) R R R R R R R R R R R R 

Ab2 (MDR-C) R R R R R R R R R R R R 

Ab3 (MDR-C) R R R R R S R R I R R R 

Ab4 (MDR-C) R R R R S R R R I S R R 

Ab5 (MDR-C) R S R R R R R R S R R R 

Ab6 (MDR-R) R R R R R R R R R R R R 

Ab7 (MDR-R) R R R R R R R R R R R R 

Ab8 (MDR-R) R R R R R R R R S R R R 

Ab9 (MDR-R) R R R I R R R R R R R R 

Ab10 (MDR-R) R R R S R R R R S S R S 

Ab11 (non-MDR-C) S R R S R R R R S R R R 

Ab12 (non-MDR-C) R R R S S R R R S S R S 

Ab13 (non-MDR-C) R R R R R S R R S S R S 

Ab14 (non-MDR-C) R S R S R S R R S R R S 

Ab15 (non-MDR-C) S S R S R S R R S R R S 

Ab16 (non-MDR-R) S S R S R S R R S R R S 

Ab17 (non-MDR-R) S S R S R S R R S R R S 

Ab18 (non-MDR-R) R S R S R S R R S R R S 

Isolate   β-lactam Carbapenem Polymycin Quinolone Aminoglycoside 

  CRO CTX CAZ SCF TZP IPM MEM ETP CL CIP AK GEN 

Ab19 (non-MDR-R) R S R S R S R R S R R S 

Ab20 (non-MDR-R) R S R S R S R R S R R S 

 
Ab: Acinetobacter baumanii, CRO: ceftriaxone, CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime, SCF: Cefoperazone/sulbactam, TZP: 
tazobactam/piperacillin, IPM: imipenem, MEM: meropenem, ETP: ertapenem , CL: colistin, CIP: ciprofloxacin, AK: amikacin, 
GEN: gentamycin, เช้ือไวต่อยา (S; susceptible), เช้ือด้ือปานกลาง (I; intermediate resistance) และ เช้ือด้ือต่อยา (R; resistant), 
MDR-C:Multidrug resistance Chonburi Hospital, non-MDR-C:non-Multidrug resistance Chonburi Hospital, MDR-R:Multidrug 
resistance Rayong Hospital, non-MDR-R:non-Multidrug resistance Rayong Hospital 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

วธิีการทดลอง 
การเตรียมตัวอย่างเช้ือแบคทีเรีย 

น าเช้ือทั้งหมด 34 ไอโซเลต ไดแ้ก่ A. baumannii ด้ือยา 10 ไอโซเลต, A. baumannii ไม่
ด้ือยา 10 ไอโซเลต และเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ K. pneumoniae ด้ือยา 2 ไอโซเลต,  E. coli  ด้ือ
ยา 2 ไอโซเลต,  P. aeruginosa ด้ือยา 2 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งส่งตรวจของผูป่้วยท่ีรักษา ณ 
โรงพยาบาลชลบุรี จงัหวดัชลบุรี  และ Methicillin-resistant S. aureus (MRSA),   P. aeruginosa 
สายพนัธ์ุด้ือยาอย่างละ 3 ไอโซเลต,  P. aeruginosa สายพนัธ์ุไม่ด้ือยา 2 ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้าก
ตวัอย่างส่งตรวจของผูป่้วยท่ีรักษา ณ โรงพยาบาลระยอง จงัหวดัระยอง เพาะเล้ียงเช้ือใน NA 
(nutrient agar) แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เพื่อเตรียมสกดั DNA 

 
การสกดั Chromosomal DNA  
 เลือกโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเช้ือ NA ท่ีผา่นการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็น
เวลา 24-48 ชัว่โมง น ามาสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดั GF-1 BACTERIAL DNA EXTRACTION Kit 
(Vivantis, U.S.A) มีขั้นตอน คือ เติม buffer R1 จากนั้นเติม Lysozyme เพื่อท าให้เซลล์แตกโดยการ
ท าลายผนงัเซลล์ (cell wall lysis) จากนั้นเติม Proteinase K และ RNase เพื่อท าลายโปรตีนและ 
RNA ตามล าดบั จากนั้นเติม BG buffer เพื่อรักษาสภาพดีเอ็นเอ แลว้จึงตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 
absolute ethanol จากนั้นจึงแยกดีเอ็นเอออกจากส่ิงปนเป้ือนท่ีเหลือ เช่น RNA โดยน าไปโหลด 
(load) ใส่ลง spin column ชะลา้งดีเอ็นเอให้สะอาดอีกคร้ังดว้ย wash buffer จากนั้นจึงชะดีเอ็นเอ
ดว้ย TE buffer pH 8.0 เก็บใน microtube ขนาด 1.5 ml ไดดี้เอ็นเอปริมาตรสุทธิ 100 ไมโครลิตร      
( ประมาณ 2-3 ไมโครกรัม)  เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณยนี MexB โดยวธีิ polymerase chain reaction (PCR) 

ท าการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ของยีน MexB ในเช้ือ A. baumanii และ เช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืน  
โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะคือ forward primer MexBF 5’ AGG-TCC-AGG-TGC-AGA-
ACA-AG 3’ และ reverse primer MexBR 5’ GGA-ATC-GAC-CAG-CTT-TCG-TA 3’ (ออกแบบ
ดว้ยโปรแกรม Bioedit และ Primer 3 และสังเคราะห์จากบริษทั Biodesign, Thailand) ในปฏิกิริยา 
PCR ปริมาตร 23 µl ประกอบดว้ย 10X buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM MgCl2, 30 µM MexB 
primer, 5 unit Taq ดีเอ็นเอ polymerase (Immolase DNA pol.5U/ul, Bioline), nuclease water และ 5 
µl template ดีเอน็เอ เพิ่มปริมาณ MexB ดีเอ็นเอ ดว้ยเคร่ือง PCR (My cycler, BIORAD,USA) โดยมี
ขั้นตอนดงัน้ี (1) Initial Denaturation ท่ี 95 °C เป็นเวลา 3 นาที (2) PCR cycle ประกอบดว้ย 



 
 

Denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 45 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 °C เป็นเวลา 45 วินาที 
Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที ตามล าดบั จ านวน 35 รอบ และ(3) Final Extension ท่ี
อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที จากนั้นวิเคราะห์ช้ินส่วนของ ดีเอ็นเอ ดว้ย 2% agarose gel 
electrophoresis    
 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) 

โดยวธีิ PCR เพือ่ยนืยนัสายพนัธ์ุ Acinetobacter 
ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของบริเวณ ISR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีสามารถจบับริเวณ ISR 

ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีอยูร่ะหวา่งยีน 16S rRNA กบั 23S rRNA (คู่ไพรเมอร์ ISR 2F และ ISR 10R) ท่ีได้
จากวิธี Hybridization (Ko et al., 2008) คือ forward primer ISR 2F; 5′-TTG TAC ACA CCG CCC 
GTC-3′ และ reverse primer ISR 10R; 5′- TTC GCC TTT CCC TCA CGG TA-3′ ในปฏิกิริยา 
PCR ปริมาตร 23 µl ประกอบดว้ย 10X buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM MgCl2, 30 µM ISR primer, 
5 unit Taq DNA polymerase (Immolase DNA pol.5U/ul, Bioline), nuclease water และ 5 µl 
template ดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณ ISR ดีเอ็นเอ ดว้ยเคร่ือง PCR machine (My cycler, BIORAD,USA)  
โดยมีขั้นตอนดงัน้ี (1) Initial Denaturation ท่ี 95 °C เป็นเวลา 3 นาที (2) PCR cycle ประกอบดว้ย 
Denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 45 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 °C เป็นเวลา 45 วินาที 
Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที ตามล าดบั จ านวน 35 รอบ และ(3) Final Extension ท่ี
อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที จากนั้นวิเคราะห์ช้ินส่วนของ ดีเอ็นเอ ดว้ย 2% agarose gel 
electrophoresis 
 

การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณยนี MexA โดยวธีิ polymerase chain reaction (PCR) 
ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ของยีน MexA ในเช้ือ A. baumanii โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมี

ความจ าเพาะคือ forward primer MexAF 5’ CAG CAG CTC TAC CAG ATC GAC 3’ และ reverse 
primer MexAR 5’ TTC GGT AAC CAG CCA CTT GT 3’ (ออกแบบดว้ยโปรแกรม Bioedit และ 
Primer 3 และสังเคราะห์จากบริษทั Biodesign, Thailand) ในปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกบั MexB 
จากนั้นวเิคราะห์ช้ินส่วนของ ดีเอน็เอ ดว้ย 2% agarose gel electrophoresis    
 
 
 
 



 
 

การตรวจวเิคราะห์ดีเอน็เอจาก PCR ด้วยวธีิอะกาโรสเจลอเิลก็โตรโฟเรซิส  
 หลังจากเสร็จส้ินปฏิกิริยา PCR น าผลผลิตท่ีได้มาวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟเรซิส ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์และ โดยชัง่อะกาโรส (Vivantis, U.S.A) 2 g เติม 
1X TBE Buffer 100 ml รันเจลภายใตค้วามต่างศกัย ์100 โวลตเ์ป็นเวลา 30 นาที โดยเปรียบเทียบ
ขนาดกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder ตรวจสอบเจลดว้ยการยอ้มสี Ethidium bromide 
และตรวจสอบแถบ DNA ท่ีได้ดว้ยเคร่ือง Gel documentation machine, ECX-20-M (Viber 
lourmat, France)  
 
การวเิคราะห์หายนี MexB ด้วยวธีิ Multiplex polymerase chain reaction 

ท าการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ของยนี MexB และ ISR ในเช้ือ A. baumanii ท่ีด้ือยา โดยใช้
ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ 2 คู่ คือ forward primer ISR 2F; 5′-TTG TAC ACA CCG CCC GTC-3′
และ reverse primer ISR 10R; 5′- TTC GCC TTT CCC TCA CGG TA-3′ และ forward primer 
MexBF 5’ AGG-TCC-AGG-TGC-AGA-ACA-AG 3’ และ reverse primer MexBR 5’ GGA-ATC-
GAC-CAG-CTT-TCG-TA 3’ (Biodesign) ในปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 23 µl ประกอบดว้ย 10X 
buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM MgCl2, 30 µM MexB และ ISR primer, 5 unit Taq ดีเอน็เอ 
polymerase (Immolase DNA pol.5U/ul, Bioline), nuclease water และ 5 µl template ดีเอน็เอ เพิ่ม
ปริมาณ ดีเอน็เอ ดว้ยเคร่ือง PCR machine (My cycler, BIORAD,USA) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี (1) 
Initial Denaturation ท่ี 95 °C เป็นเวลา 3 นาที (2) PCR cycle ประกอบดว้ย Denature ท่ีอุณหภูมิ    
95 °C เป็นเวลา 45 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 °C เป็นเวลา 45 วนิาที Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 
°C เป็นเวลา 1 นาที ตามล าดบั จ  านวน 35 รอบ และ(3) Final Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 7 
นาที จากนั้นวิเคราะห์ช้ินส่วนของ ดีเอ็นเอ ดว้ย 2% agarose gel electrophoresis   

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
การศึกษาเปรียบเทยีบและจ าแนกเช้ือ A. baumannii ดือ้ยาหลายขนาน โดยใช้ยนี MexB 
 งานวิจยัน้ีไดท้  าการจ าแนกยีน MexB จากเช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือยา ดว้ยการท าพีซีอาร์ 
เพื่อคดักรองเช้ือ A. baumannii จากส่ิงส่งตรวจ ท่ีมียีนชนิด MexB ยืนยนัผลควบคู่กบัวิธีวินิจฉยัเช้ือ
ดว้ยวิธีการทางชีวเคมี โดยท าการศึกษาจากการน าแบคทีเรีย A. baumannii ด้ือยาและไม่ด้ือยาซ่ึง
ไดรั้บความอนุเคราะห์ส่ิงส่งตรวจ จากโรงพยาบาล ชลบุรีและโรงพยาบาลระยอง จ านวนอยา่งละ 5 
ตวัอยา่ง มาท าการตรวจวิเคราะห์ น ามาเพิ่มขยายจ านวนล าดบันิวคลีโอไทด์ดว้ยวิธีพีซีอาร์ โดยใช้
ไพรเมอร์ท่ีดดัแปลงจากโพรบ ส าหรับวิธี Hybridization (Ko et al., 2008) และ ไพรเมอร์จ าเพาะ 
(specific primer) ท่ีออกแบบวิเคราะห์เทียบเคียงกับบริเวณอนุรักษ์ของยีน MexB ของ                    
P. aeruginosa และวิเคราะห์เปรียบเทียบกบับริเวณอนุรักษข์องยีนคลา้ยกบัของ A. baumannii และ
ยีนด้ือยาอ่ืน ๆ จากฐานขอ้มูล GenBank ออกแบบดว้ยโปรแกรม Primer 3 และไพรเมอร์คู่จ  าเพาะ
เพื่อหายีน MexB หลงัจากการเพิ่มจ านวนล าดบันิวคลีโอไทด์ พบวา่เช้ือ A. baumannii  สายพนัธ์ุท่ี
ด้ือยาทั้ง 10 ตวัอยา่ง แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน MexB ซ่ึงมีขนาด 2,300 คู่เบส (มีขนาดใกลเ้คียงกบั
ความคาดการจากการออกแบบ Primer จากโปรแกรม Primer 3) (ดงัภาพท่ี 4-1) และไดน้ าไปท าการ
หาล าดบัคู่เบสของยีน MexB ปรากกฎว่าดีเอ็นเอเพิ่มขยายไดไ้ม่เสถียร ท าให้ไม่สามารถหาล าดบัคู่
เบสของ MexB ได ้ นอกจากน้ียงัพบดีเอ็น non specific DNA ขนาด ประมาณ 600 คู่เบสในเลนท่ี 3,  
non specific DNA ขนาด ประมาณ 700 คู่เบสในเลนท่ี 4, non specific DNA ขนาด ประมาณ 300 คู่
เบสในเลนท่ี 6-7 และ non specific DNA ขนาด ประมาณ 1,200 คู่เบส ในเลนท่ี 9 (ดงัภาพท่ี 4-1 A) 
อย่างไรก็ตามงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ MexB สามารถใช้เป็นดชันียืนยนัการ
ตรวจคดัแยกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาออกจากเช้ือท่ีไม่ด้ือยาไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพควบคู่กบัวิธี  
ทดสอบทางชีวเคมีท่ีได้รับการวินิจฉัยจากโรงพยาบาล นอกจากน้ียงัได้น าไพรเมอร์ MexB มา
วเิคราะห์เพื่อหายนี MexBโดยน าเช้ือแบคทีเรียด้ือยาหลายขนานชนิดอ่ืนๆ มาเพิ่มขยายจ านวนล าดบั
นิวคลีโอไทดด์ว้ยวธีิพีซีอาร์ เพื่อเปรียบเทียบยนี MexB  ท่ีพบเพื่อเปรียบเทียบความ จ าเพาะของไพร
เมอร์ MexB ในการจ าแนกเช้ือ   A. baumannii ด้ือยาออกจากเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียฉวยโอกาสชนิด
ต่าง ๆ 
 ผลการเปรียบเทียบยีน MexB ของ A. baumannii ด้ือยาหลายขนานกบั A. baumannii ไม่
ด้ือยา เพื่อหาอุบติัการณ์การด้ือยาของยีน MexB พบวา่ไพรเมอร์ MexB ท่ีออกแบบน้ีเป็นไพรเมอร์

 



 
 

จ าเพาะท่ีสามารถใชจ้  าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาหลายขนาน แยกออกจากกลุ่มเช้ือ A. baumannii 
ไม่ด้ือยาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ กล่าวคือไม่พบแถบดีเอ็นเอของยีน MexB มีขนาดเท่ากบั 2,300 คู่
เบส ในกลุ่มเช้ือ A. baumannii ไม่ด้ือยา (ภาพท่ี 4-1 B  lane 1-10)  แต่จะพบยีน MexB ขนาด  2,300 
คู่ เฉพาะในกลุ่มเช้ือ A. baumannii ด้ือยาหลายขนานเท่านั้น อยา่งไรก็ตามผลในรูปท่ี ภาพท่ี 4-1 A 
และ B  ยงัแสดงความไม่จ  าเพาะของไพรเมอร์ท่ีออกแบบ เพราะพบแถบดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะ (non 
specific band) อยูด่ว้ย (ขนาดประมาณ 500 คู่เบส)  และเม่ือศึกษาดูอุบติัการณ์การคน้พบยีน MexB 
พบวา่เช้ือ A. baumannii ด้ือยาท่ีเก็บจากต่างแหล่งกนัคือ โรงพยาบาลชลบุรี และโรงพยาบาลระยอง 
จงัหวดัชลบุรี ยงัคงตรวจพบ ยีน MexB  ในเช้ือA. baumannii ด้ือยาเช่นเดียวกนัคือแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 2,300 คู่เบส แต่แตกต่างกนั คือพบแถบดีเอ็นเอไม่จ  าเพาะเพิ่มเติมท่ีมีขนาดไม่เท่ากนัใน
โรงพยาบาลสองแห่ง (500-1000 คู่เบส) 

นอกจากน้ีไดศึ้กษาเปรียบเทียบความจ าเพาะของยีน MexB ของ A. baumannii ด้ือยา
หลายขนานกบัแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกด้ือยาหลายขนานสายพนัธ์ุอ่ืน ๆ (ภาพท่ี 4-2 A 
และ B  lane 1-6)  พบวา่ สามารถพบยนี MexB ขนาดเท่ากบั 2,300 คู่เบส ไดเ้ช่นกนัในเช้ือแบคทีเรีย    
แกรมลบด้ือยาหลายขนานสายพนัธ์ุต่าง ๆ เช่น P. aeruginosa, K. pneunoniae, E. coli แต่ไม่พบยีน 
MexB ในแบคทีเรียแกรมบวก คือ MRSA และ P. aeruginosa ท่ีไม่ด้ือยา แสดงดงัภาพท่ี 4-2 B  
ดงันั้นผลการวิจยัน้ีแสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ MexB ท่ีออกแบบมาน้ียงัไม่มีความจ าเพาะต่อเฉพาะ
กลุ่มเช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือยาหลายขนาน เพราะพบแถบดีเอ็นเอ 2,300 คู่เบส ในแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุด้ือยาชนิดอ่ืน ๆ ดว้ย โดยเฉพาะพบใน P. aeruginosa ท่ีเป็นเช้ือตน้แบบในการออกแบบ  
นอกจากน้ีพบขอ้สังเกตุจากผลของพีซีอาร์จากภาพ 4-2 A และ B ซ่ึงพบวา่เช้ือด้ือยา P. aeruginosa 
ท่ีไอโซเลทไดจ้ากต่างแหล่งกนัจาก โรงพยาบาลชลบุรี และโรงพยาบาลระยอง จงัหวดัชลบุรี ยงัคง
ตรวจพบ ยีน MexB  เช่นเดียวกนัคือแถบดีเอ็นเอขนาด  2,300 คู่เบส (ภาพ 4-2, เลนส์ท่ี 3-4 ในภาพ 
A และเลนส์ท่ี 4-6 ในภาพ B)  การพบดีเอ็นเอคลา้ยยีน MexB ในเช้ือ  P. aeruginosa แต่ ยีนท่ีคลา้ย 
MexB ท่ีเพิ่มขยายไดเ้ป็นแถบดีเอ็นเอขนาดคลา้ยกนักบัแถบท่ีพบใน  A. baumannii คือประมาณ 
2,300 คู่เบส  และพบแถบดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะ (non specific band) เพิ่มเติมจ านวน 1 แถบดีเอ็นเอ 
ขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส ในเลน 3-5 ภาพ 4-2 A  และแถบดีเอ็นเอเพิ่มจ านวน 2 แถบ ท่ีมีขนาด
ประมาณ 900 และ 1,200 คู่เบสในเลน 2  ภาพ 4-2 A นอกจากน้ียงัพบแถบดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะ
จ านวน 1 แถบดีเอ็นเอ ขนาดประมาณ 600 คู่เบส ในเลน 4-6 ภาพ 4-2 B   จากขอ้มูลเหล่าน้ี ท าให้
เราทราบว่า การใชย้ีน MexB เพียงช้ินเดียว ไม่สามารถใชจ้  าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาหลาย
ขนาน ออกจากเช้ือด้ือยาสายพันธ์ุอ่ืน ๆ เช่น เช้ือในกลุ่ม P. aeriginosa และเช้ือกลุ่ม 
Enterobacteraceae (แต่ยงัคงมีศกัยภาพสามารถระบุวา่เป็นเช้ือด้ือยา แยกจากเช้ือท่ีไม่ด้ือยาไดจ้าก



 
 

แถบดีเอ็นเอขนาด 2,300 คู่เบส) จีงจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการตรวจยืนยนัสายพนัธ์ุด้ือยา A. baumannii 
เพิ่มเติมดว้ยไพรเมอร์ช้ินอ่ืนๆ ควบคู่ดว้ย ไดแ้ก่ Mex A และ MexB ควบคู่กบัการตรวจสอบดว้ย
รูปแบบการด้ือยา 

 
 

 
                           
                                       (A: เช้ือด้ือยา)                                (B: เช้ือไม่ด้ือยา) 
 
ภาพท่ี 4-1 แถบ MexB DNA ของเช้ือ A. baumannii ด้ือยาและไม่ด้ือยา จ านวนอยา่งละ 10 ไอโซเลท                 

(1-5A และ 1-5B จากโรงพยาบาลชลบุรี, 6-10A และ 6-10B จากโรงพยาบาลระยอง) 
แยกดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยใชด้ว้ยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ (A) lane M: VC 
100bp plus DNA ladder (Vivantis), หมายเลข 1-10A พบแถบ 2,300 bp ของยีน MexB 
DNA ของ A. baumannii ด้ือยาทั้ง 10 ไอโซเลท, (B) lane M: VC 100bp plus DNA 
ladder (Vivantis), หมายเลข 1-10B ไม่พบแถบ 2,300 bp ของยีน MexB DNA ของ        
A. baumannii ไม่ด้ือยาทั้ง 10 ไอโซเลท, Negative control (NC) คือ Mastermix ท่ีเติมน ้ า
กลั่นแทน DNA, Positive control (PC) คือ Mastermix ท่ีเติม DNA ของเช้ือ                   
P. aeruginosa ด้ือยา)     

 
 
 



 
 

 
     (A)                                           (B) 

 
ภาพท่ี 4-2  PCR product ของเช้ือแบคทีเรียฉวยโอกาสด้ือยาและไม่ด้ือยาจากโรงพยาบาลสองแห่ง  

คือโรงพยาบาลชลบุรี (A) และโรงพยาบาลระยอง (B) แยกดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้าโดย
ใชด้ว้ยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต ์(A) lane M: VC 100 bp plus DNA ladder (Vivantis), 
หมายเลข 1-2 คือเช้ือ K. pneumoniae, หมายเลข 3-4 เช้ือ P. aeruginosa, หมายเลข 5-6 
เช้ือ E. coli  พบแถบ 2,300bp ของยีน MexB DNA ของเช้ือด้ือยาทั้ง 6 ไอโซเลต, lane R: 
Master mix ท่ีเติมน ้ ากลัน่แทน DNA template, (B) lane M:100bp DNA ladder 
(Invitrogen), หมายเลข 1-3 เช้ือ Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
ไม่พบแถบ 2,300bp ของยีน MexB DNA, หมายเลข 4-6 เช้ือ       P. aeruginosa พบแถบ 
2,300 คู่เบส ของยีน MexB DNA ของเช้ือด้ือยาทั้ง 3 ไอโซเลต, lane R:Master mix ท่ีเติม
น ้ ากลัน่แทน DNA template , Negative control (NC) คือ Mastermix ท่ีเติมน ้ ากลัน่แทน 
DNA, Positive control (PC) คือ Mastermix ท่ีเติม DNA ของเช้ือ P. aeruginosa ด้ือยา)     

 
 
 



 
 

 
 

ภาพท่ี 4-3  เปรียบเทียบ MexB PCR product ของเช้ือ P. aeruginosa ท่ีไม่ด้ือยาจ านวน 2 ไอโซเลท 
(1-2) และ MexB DNA ของเช้ือ P. aeruginosa ท่ีด้ือยาจ านวน 3 ไอโซเลท (3-5) และแยก
ดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยใชด้ว้ยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต ์ lane M: 100 bp plus 
DNA ladder (Invitrigen), หมายเลข 1-2 เช้ือ P. aeruginosa ไม่ด้ือยา ไม่พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 2,300bp หมายเลข 3-5 เช้ือ     P. aeruginosa ด้ือยา พบแถบดีเอ็นเอขนาด 2,300 คู่
เบส, lane R: Master mix ท่ีเติมน ้ ากลัน่แทน DNA template , Negative control (NC) คือ 
Mastermix ท่ีเติมน ้ ากลัน่แทน DNA, Positive control (PC) คือ Mastermix ท่ีเติม DNA 
ของเช้ือ P. aeruginosa ด้ือยา)     

  

การศึกษาเปรียบเทยีบและจ าแนกเช้ือ A. baumannii โดยใช้บริเวณล าดับนิวคลโีอไทด์
ระหว่าง 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR)  
 การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อจ าแนกสายพนัธ์ุ ของเช้ือ A. baumannii ท่ีแยกไดจ้ากส่ิงส่ง
ตรวจ โดยใช้ดชันีท่ีสามารถแยกจีนสัและสปีชีส์ของเช้ือน้ีไดอ้ย่างแม่นย  าคือ ล าดบันิวคลีโอไทด ์
ISR ดว้ยวิธีพีซีอาร์ (ใชไ้พรเมอร์ท่ีดดัแปลงจากโพรบ ส าหรับวิธี Hybridization (Ko et al., 2008) 
เพื่อจะน าไปตรวจคดักรองเช้ือ A. baumannii จากส่ิงส่งตรวจยนืยนัผลควบคู่กบัวิธีระบุสายพนัธ์ุเช้ือ
ดว้ยวิธีการทางชีวเคมี โดยท าการศึกษาจากการน าแบคทีเรีย A. baumannii ด้ือยาและไม่ด้ือยาซ่ึง
ได้รับความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลชลบุรีและโรงพยาบาลระยองท่ีเก็บได้จากส่ิงส่งตรวจ 
จ านวนอย่างละ 5 ตวัอย่าง มาท าการวิเคราะห์ ด้วยการเพิ่มขยายจ านวนล าดบันิวคลีโอไทด์ วิธี     
พีซีอาร์ พบว่าเช้ือ A. baumannii  รวมทั้งสายพนัธ์ุท่ีด้ือยาและไม่ด้ือยาปฏิชีวนะทั้ง 20 ตวัอย่าง 



 
 

แสดงแถบของ ISR ซ่ึงมีขนาด 1,258 คู่เบส (ดงัภาพท่ี 4-4) แสดงให้เห็นวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์  ISR 
มีความจ าเพาะสูงมาก เพราะสามารถใชย้ืนยนัการคดัแยกเช้ือ A. baumannii  ออกจากเช้ือชนิดกลุ่ม 
Enterobacteraceae อ่ืนๆ ไดแ้ก่ K. pneumoniae เช้ือ P. aeruginosa และเช้ือแกรมบวกด้ือยา MRSA   
และเช้ือ A. baumannii  ท่ีมาจากแหล่งเก็บท่ีแตกต่างกนัคือจากโรงพยาบาลชลบุรีและโรงพยาบาล
ระยอง จงัหวดัชลบุรี  และเช้ือท่ีเก็บได้มาจากต่างเวลากนั ต่างยงัคงพบแถบดีเอ็นเอ ISR ขนาด 
1,258 คู่เบสเช่นเดิมคงท่ีเสมอ  ดงันั้นจะเห็นไดว้่าการใช้ไพรเมอร์ ISR สามารถระบุสายพนัธ์ุของ      
A. baumannii ไดอ้ยา่งถูกตอ้งและมีความจ าเพาะสูง แสดงดงัภาพท่ี 4-4 และ ภาพท่ี 4-5  นอกจากน้ี
ยงัไดเ้พิ่มขยายจ านวนล าดบันิวคลีโอไทด์ ISR ดว้ยวิธีพีซีอาร์ ในแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก 
(ภาพท่ี 4-5)    ท าให้ทราบวา่สามารถแยกเช้ือต่างสายพนัธ์ุกนัได ้ดว้ยการใชไ้พรเมอร์ ISR ในการ
จ าแนกเช้ือ A. baumannii ออกจากเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียฉวยโอกาสชนิดอ่ืน ๆ 
  

 
(A)                                                         (B) 

ภาพท่ี 4-4 เปรียบเทียบ ISR PCR product ของเช้ือ A. baumannii ด้ือยา (หมายเลข 1-5 A และ1-5 B  
ท่ีได้จากโรงพยาบาลชลบุรี และไม่ด้ือยา (หมายเลข 6-10 A และ6-10 B ท่ีได้จาก
โรงพยาบาลระยอง ซ่ึงทั้งหมดเก็บตวัอยา่งระหว่าง มีนาคมถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2557 
วิเคราะห์ด้วยวิธี PCR แยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ด้วยอะกาโรสเจล                   
2 เปอร์เซ็นต์ (A) lane M:100bp DNA ladder (Invitrogen), หมายเลข 1-10 พบแถบ 
1,258 คู่เบส ของยีน ISR DNA ของ  A. baumannii ด้ือยาและไม่ด้ือยาทั้ง 10 ไอโซเลต, 
(B) lane M:100 bp DNA ladder (Invitrogen), หมายเลข 11-20 พบแถบ 1,258 bp ของยีน 
ISR DNA ของ A. baumannii ด้ือยาและไม่ด้ือยาทั้ง 10 ไอโซเลต 

 



 
 

 
 
ภาพท่ี 4-5 เปรียบเทียบ ISR PCR product ของเช้ืออ่ืนๆท่ีด้ือยา (หมายเลข 1-6) จากโรงพยาบาล 

ชลบุรีและโรงพยาบาลระยอง (หมายเลข 7-10) แยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้
ดว้ยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต ์lane M:100 bp DNA ladder (Invitrogen), หมายเลข 1-2 
เช้ือ K. pneumoniae, หมายเลข 3-4 เช้ือ P. aeruginosa, หมายเลข 5-6 เช้ือ E. coli, 
หมายเลข 7-8 เช้ือ Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), หมายเลข 9-10 
เช้ือ P. aeruginosa ไม่พบแถบ 1,258 คู่เบสของยีน ISR  ของเช้ือด้ือยาทั้ง 10 ไอโซเลต  
(Positive control:MDR A. baumannii) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

การศึกษาเปรียบเทยีบและจ าแนกเช้ือ A. baumannii ดือ้ยาหลายขนาน โดยใช้ยนี MexA 
 งานวิจัยน้ีได้ศึกษาและยืนยนัผลการใช้ ยีน MexA ในการจ าแนกยีน MexA จากเช้ือ        
A. baumannii ด้ือยา ท่ีแยกไดจ้ากส่ิงส่งตรวจจากโรงพยาบาลสองแห่ง และเพื่อศึกษาเร่ืองการคงอยู ่
(stability) ของยีนกลุ่ม RND pump ในเช้ือ A. baumannii ด้ือยา และเพื่อใชใ้นการสุ่มตรวจคดักรอง
เช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือยา เปรียบเทียบกบักลุ่มเช้ือท่ีไม่มียีนด้ือยาจ านวน 10 ตวัอย่าง ไดแ้ก่เช้ือ     
A. baumannii จากโรงพยาบาลชลบุรีและโรงพยาบาลระยอง จ านวนอยา่งละ 5 ตวัอยา่ง ผลการวิจยั
หลงัจากการไดย้ืนยนัผลจากการระบุสายพนัธ์ดว้ย ISR แลว้ พบวา่เช้ือทั้ง 10 ตวัอยา่งท่ีน ามาศึกษา
เป็นเช้ือ A. baumannii สายพนัธ์ุท่ีด้ือยา แสดงแถบของยีน MexA ซ่ึงมีขนาด 419 คู่เบส และแถบ     
ดีเอน็เอไม่จ  าเพาะขนาด 1,175 (มีขนาดใกลเ้คียงกบั ISR) ดงัภาพท่ี 4-6 แสดงให้เห็นวา่ล าดบันิวคลี
โอไทด ์MexA สามารถใชเ้ป็นดชันียืนยนัการตรวจคดัแยกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาออกจากเช้ือท่ีไม่
ด้ือยาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเช่นเดียวกนักบั MexB นอกจากน้ียงัไดว้ิเคราะห์ความจ าเพาะของไพร
เมอร์ของยนี MexA ในการจ าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาออกจากเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียฉวยโอกาส
ชนิดต่าง ๆ แสดงดงัภาพท่ี 4-7 ซ่ึงผลการวิเคราะห์จากรูปน้ีแสดงให้เห็นวา่ไม่สามารถจ าแนกเช้ือ  
A. baumannii ด้ือยา ออกจากเช้ือกลุ่มๆอ่ืนๆดว้ยไพรเมอร์ของยีน MexA เพราะเช้ือด้ือยาสายพนัธ์ุ
อ่ืนๆ ยงัคงตรวจพบยีนคลา้ย MexA เช่นเดียวกนั (พบดีเอ็นเอขนาด1,175 คู่เบส และขนาด 419 คู่
เบส) ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่เช้ือด้ือยาเหล่าน้ีต่างก็พบยีนกลุ่ม RND เช่นเดียวกบัเช้ือ  A. baumannii   
ด้ือยา และเช้ือเหล่านั้นอาจเป็นเช้ือด้ือยาหลายขนานเช่นเดียวกบัเช้ือ A. baumannii  ด้ือยา 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
(A)                                                         (B) 

ภาพท่ี 4-6 เปรียบเทียบ MexA PCR product ของเช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือยาจ านวน 10 ไอโซเลท (A)  
จากโรงพยาบาลชลบุรี (1-5) และโรงพยาบาลระยอง (6-10) เปรียบเทียบกบัแถบ MexA 
DNA ของเช้ือ A. baumannii ท่ีไม่ด้ือยา จ านวน 10 ไอโซเลท (B) จากโรงพยาบาลชลบุรี
(1-5) และโรงพยาบาลระยอง (6-10) วิเคราะห์ด้วยวิธีPCR และแยกดีเอ็นเอด้วย
กระแสไฟฟ้าโดยใชด้ว้ยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต,์ lane M: 100 bp DNA ladder 
(Invitrogen) 

 

 
 

ภาพท่ี 4-7 MexA PCR product ของเช้ืออ่ืน ๆ ท่ีด้ือยา จ านวน 6 ไอโซเลท วเิคราะห์ดว้ยวธีิ PCR,  
lane M:100bp  DNA ladder (Invitrogen), หมายเลข 1-2 เช้ือ K. pneumoniae, หมายเลข 
3-4 เช้ือ P. aeruginosa, หมายเลข 5-6 เช้ือ E. coli พบแถบ 419 คู่เบส ของยีน MexA ของ
เช้ือด้ือยาทั้ง 6 ไอโซเลต, lane 7: Master mix ท่ีเติมน ้ากลัน่แทน DNA template 

 



 
 

การพฒันาเทคนิค Multiplex PCR เพือ่ใช้คดักรองเช้ือ A. baumannii ทีด่ือ้ยาออกจาก
เช้ือแบคทเีรียสายพนัธ์ุอืน่ 
 งานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาออกแบบเทคนิค Multiplex PCR โดยใชไ้พรเมอร์สองคู่คือยีน MexB 
(MexBR กบั MexBF) และคู่ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อล าดบันิวคลีโอไทด์ ISR  (ISR 2F กบั ISR 10R)  
เพื่อเพิ่มจ านวนล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ยีนคลา้ย MexB และล าดบันิวคลีโอไทด์ ISR ในปฏิกิริยา
เดียวกนั เพื่อคดักรอง A. baumannii ออกจากเช้ือชนิดอ่ืนและคน้หายีน MexB ในคราวเดียวกนัโดย
ทดสอบกบัตวัอย่างเช้ือ A. baumannii ทั้งด้ือยาและไม่ด้ือยาจ านวน 10 ตวัอยา่ง จากผลการวิจยัน้ี
แสดงให้เห็นวา่เทคนิค Multiplex PCR ท่ีออกแบบเพื่อคน้หายีน MexB และ ISR ไปพร้อมกนันั้น 
สามารถจ าแนกเช้ือ A.baumannii และสามารถคดักรองหายีนตา้นยาของเช้ือ A. baumannii ท่ีด้ือยา
แยกออกจากเช้ือ A. baumannii ไม่ด้ือยาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (ภาพท่ี 4-8 แถบท่ี 1-10) เพราะพบ
แถบดีเอ็นเอของยีน MexB ขนาด 2,300 คู่เบส และแถบของ ISR ขนาด 1,258 คู่เบส ในตวัอย่าง
เฉพาะกลุ่ม A. baumannii  ดงันั้นเทคนิค Multiplex PCR น้ี มีประโยชน์ เพราะท าให้สามารถตรวจ
คดักรองเช้ือ A. baumannii  ท่ีด้ือยาออกจากเช้ือท่ีไม่ด้ือยาชนิดอ่ืน ๆ โดยไม่ตอ้งใชเ้ทคนิคทางดีเอ็น
เอเทคโนโลยีท่ียุง่ยากเพื่อระบุหายีนด้ือยา เช่น DNA Hybridization หรือ ribotyping   นอกจากน้ีใน
อนาคตจะท าการตรวจสอบดว้ยวิธี Multiplex PCR เพื่อเพิ่มขีดความสามารถของความจ าเพาะของ
ไพรเมอร์สองคู่ได้แก่ ได้แก่ ยีน MexB และ ISR หรือสามคู่ ไดแ้ก่ ยีน MexA ยีน MexB และ ISR 
ดว้ยเทคนิค Multiplex PCR  นอกจากนั้นจะตอ้งเพื่อพิสูจน์ความไว จ าเพาะ และความแม่นย  าของ
ไพรเมอร์ทั้งสามชนิดน้ีในการคดักรองเช้ือ A. baumannii ด้ือยา ออกจากเช้ือแบคทีเรียด้ือยาสาย
พนัธ์ุอ่ืน เช่น แบคทีเรียด้ือยากลุ่มฉวยโอกาสท่ีแยกไดจ้ากส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นปัญหาก่อโรคติดเช้ือใน
โรงพยาบาลต่อไปในอนาคต  
 



 
 

 
 
ภาพท่ี 4-8 PCR product จากเทคนิค Multiplex PCR ของเช้ือ A. baumannii โดยใชไ้พรเมอร์สองคู่ 

คือ ISR 2F กบั ISR 10R และ MexBF กบั MexBR โดยใชอุ้ณหภูมิ Denaturation คือ 95 
องศาเซลเซียส Annealing คือ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นแยกดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้า
บนอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซนต์, หมายเลข 1-5 คือตวัอยา่งเช้ือ A. baumannii ด้ือยาจาก
โรงพยาบาลชลบุรี (พบดีเอ็นเอขนาด 1,258 คู่เบสและ 2,300 คู่เบส หมายเลข 6-10 คือ
ตวัอยา่งเช้ือ A. baumannii ด้ือยาจากโรงพยาบาลชลบุรี (พบดีเอ็นเอขนาด 1,258 คู่เบส
และ 2,300 คู่เบส, lane M:100 bp DNA ladder (Invitrogen), lane R: Master mix ท่ีเติมน ้ า
กลัน่แทน DNA template 

 



 
 

                                                  บทที ่5 
 อภปิรายผลการทดลอง 

 
งานวจิยัน้ีสามารถใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ่มจ านวนยนี MexB ท่ีออกแบบใหจ้ าเพาะกบั 

A. baumannii  เพื่อใชแ้ยกดีเอน็เอท่ีคลา้ยยีน MexB จาก A. baumannii ด้ือยา  และจากผลการใชไ้พร
เมอร์คู่ MexB จ  าแนกนั้น สรุปได้ว่าสามารถตรวจพบยีน MexB ได้เฉพาะในเช้ือแบคทีเรีย               
A. baumannii ท่ีด้ือยาหลายขนาน แต่ไม่พบยีน MexB ใน A. baumannii ท่ีไม่ด้ือยา  ดงันั้นไพรเมอร์
คู่น้ีจึงสามารถน ามาใชค้ดักรองเช้ือ A. baumannii  ด้ือยาออกจากกลุ่มเช้ือ A. baumannii ท่ีไม่ด้ือยา
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (ตรวจไม่พบยีน MexB 10 ไอโซเลท จากเช้ือ A. baumannii 10 ไอโซเลท 
คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์) และสามารถตรวจพบการแพร่กระจายของยีน MexB น้ีในเช้ือ                   
A. baumannii ท่ีด้ือยาในสองเขตจงัหวดัชลบุรีและระยอง คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์  (ส ารวจจาก
โรงพยาบาลชลบุรีและโรงพยาบาลระยองจ านวนตวัอยา่ง A. baumannii ด้ือยา 10 ไอโซเลท พบยีน  
MexB 10 ไอโซเลท) งานวิจยัน้ีจึงแสดงให้เห็นวา่มีการแพร่กระจายของยีนน้ีในสองจงัหวดัในเขต
ภาคตะวนัออก และมีโอกาสท่ีจะพบการแพร่กระจายของยีนไปทัว่ประเทศ จากรายงานการระบาด
ของเช้ือ A. baumannii ด้ือยาพบว่ามีการระบาดเพิ่มสูงข้ึนในทุกๆปี (Chaiwarith et al., 2005)  
อย่างไรก็ตามงานวิจยัน้ีพบว่ายีน MexB ท่ีแยกได้จากวิธีพีซีอาร์น้ีมีความจ าเพาะต ่า เพราะเม่ือ
ตรวจหายีน MexB น้ีในเช้ือกลุ่มอ่ืน ๆ เช่น P. aeruginosa, K. pneunoniae, E. coli ท่ีด้ือยาพบแถบ   
ดีเอ็นคลา้ยยีน MexB เช่นเดียวกบัท่ีตรวจพบในเช้ือ A. baumannii ด้ือยา และพบแถบดีเอ็นเอไม่
จ  าเพาะ ขนาดสั้นกวา่ ยีน MexB (ท่ีคาดไวจ้ากการออกแบบ) คือขนาด 300-1,2000 คู่เบส เพิ่มเติม
จ านวน 1-2 แถบแลว้แต่ชนิดของเช้ือแบคทีเรียท่ีน ามาศึกษา ซ่ึงอธิบายไดว้า่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบช้ิน
น้ียงัไม่จ  าเพาะ และดีเอ็นท่ีเพิ่มขยายไดก้็ไม่เสถียรพอท่ีจะน าไปหาล าดบัคู่เบสได ้จึงไม่สามารถ
เปรียบเทียบล าดบัเบสดว้ยโปรแกรม BLASTได้  จึงไม่ทราบขนาดท่ีแทจ้ริงของยีน MexB ท่ีเพิ่ม
ขยายไดจ้ากเช้ือตน้แบบ A. baumannii ด้ือยาหลายขนาน และแถบ non specific DNA น้ี น่าจะเกิด
จาก เช้ืออ่ืนๆ ท่ีแยกได้จากส่ิงส่งตรวจต่างก็มีแนวโน้มจะด้ือยา เพราะตรวจพบช้ินดีเอ็นเอท่ีใกล้
เคียบกบัขนาด 2,300 คู่เบส เช่นกนั อยา่งไรก็ตาม ดีเอ็นเอท่ีคลา้ย ยีน MexB และมีขนาดหลากหลาย 
คือ เท่ากบั 2,300 คู่เบส และ300-1,200 คู่เบส เหล่าน้ี ก็น่าจะเป็นยีนกลุ่ม DNR Family เช่นเดียวกนั
กบัท่ีพบใน A. baumannii ท่ีด้ือยาหลายขนาน ช้ินดีเอ็นเอท่ีพบเหล่าน้ีอาจเกิดจากดีเอ็นเอ ท่ี
ก าหนดการสร้างโปรตีนหลาย subunit ของยีนกลุ่ม RND จึงปรากฏแถบดีเอ็นเอไม่จ  าเพาะขนาด 
300-1,200 คู่เบส เพิ่มเติม  ผลการวิจยัน้ีไดท้  าการยืนยนัตามขอ้สมมุติฐานไดจ้ากการพบดีเอ็นเอไม่
จ  าเพาะใน P. aeruginosa ซ่ึงอาจจะเป็นยีนกลุ่ม DNR Family ท่ีคล้ายคลึงกนัคือ โอเปอรอน 

 



 
 

MexAB-OprM  แต่ล าดบัคู่เบสอาจแตกต่างกนั (เป็นสาเหตุท าให้เช้ือ P. aeruginosa มีรูปแบบการ
ด้ือยาท่ีคลา้ย A. baumannii จากการวิจยัน้ี เช่น Fluoroquinlone, Tetracycline, Chloramphenical, 
Beta-lactams และ Beta-lactamase Inhibitor, Macrolide, Novobiocin, Trimethoprim และ 
Sulfonamides และการขนส่งยาปฏิชีวนะกลุ่มเบตาแลคแตมหลายชนิด เช่น Carboxypenicillins, 
Aztreonam, Extended-Spectrum Cephalosporin (ตวัอยา่ง Ceftazidime และ Cefotaxime), Penems 
(ตวัอย่างเช่น Faropenem), Carbapenems, Meropenem และ Panipenem) (Lister, Wolter, & 
Hanson, 2009) นอกจากน้ีผลการวจิยัน้ีไดส้นบัสนุนการคน้พบยีนกลุ่ม RND คือ AdeABC ท่ีส ารวจ
การแสดงออกของยนีน้ีจากเช้ือแบคทีเรีย A. baumannii 14 ตวัอยา่งท่ีด้ือต่อยา Tigecycline แต่ไม่ได้
เปรียบเทียบความเหมือนและต่างกบัยีน MexAB (Yoon et al., 2013) และศึกษาการแสดงออกของ
ยีน AdeABC ท่ีพบใน A. baumannii ท่ีด้ือต่อ reserpine และ carbonyl cyanide (Pagdepanichkit      
et al., 2016) ส่วนผลการวจิยัคร้ังน้ีพบแถบ non specific DNA ขนาด 1,500 คู่เบส เพิ่มเติมจากแถบดี
เอ็นเอ 2,300 คู่เบส แสดงให้เห็นวา่ใน E. coli ก็อาจจะพบยีนกลุ่ม DNR Family ท่ีคลา้ยคลึงกนักบั
ใน A. baumannii ท่ีด้ือยาไดเ้ช่นเดียวกนั แต่พบขนาดช้ินดีเอน็เอยอ่ยเพิ่มเติมและขนาดใหญ่กวา่ของ 
A. baumannii แสดงให้เห็นวา่ยีน A. baumannii ท่ีส ารวจพบอาจมีขนาดและล าดบัเบสท่ีแตกต่าง
จากยีน RND ท่ีพบใน E. coli เพราะพบหลกัฐานงานวิจยัท่ีสนบัสนุนจากการคน้พบโปรตีนป๊ัมยา
ในเช้ือ E. coli คือ AcrAB- TolC efflux pump (Putman et al., 2000; Lister, Wolter & Hanson, 
2009) นอกจากน้ีงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นวา่ K. pneumoniae ก็พบแถบดีเอ็นเอขนาด 2,300 คู่เบส 
ร่วมกบัช้ิน non specific DNA  ขนาด 1,500 คู่เบส และแถบดีเอน็เอขนาดเล็ก 500 คู่เบส ซ่ึงแสดงให้
เห็นวา่ไพรเมอร์  MexB  คู่น้ียงัสามารถเพิ่มขยายช้ินดีเอ็นเอท่ีคลา้ยยีน MexB ไดใ้น K. pneumoniae 
เช่นเดียวกนั แสดงวา่เช้ือน้ีก็มีแนวโน้มจะด้ือยาเช่นเดียวกนักบัยีน RND ท่ีพบใน A. baumannii  
และ P. aeruginosa แต่ขนาดของยีนและล าดบัเบสของยีน RND ท่ีส ารวจพบอาจจะมีขนาดและ
ล าดบัเบสแตกต่างกนั อยา่งไรก็ตามตอ้งพิสูจน์โดยการท า sequencing ในขั้นต่อไปเพื่อหาขนาดของ
แถบดีเอ็นเอของ MexB ท่ีพบทั้ งหมดน้ีมาพิสูจน์และเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BLAST แต่
เน่ืองจากดีเอ็นเอท่ีเพิ่มขยายได้จากไพรเมอร์คู่น้ีไม่เสถียร และไม่คงทนเพียงพอในการน าไปหา
ล าดบัคู่เบส หรือมีขนาดช้ินใหญ่มากเกินประสิทธิภาพของ Tag ท่ีจะปรับสภาพให้คงอยู่นานพอ  
เพื่อน าไป cloning หรือน าไปหาล าดบัคู่เบส นอกจากน้ีไพรเมอร์คู่ MexB น้ีสามารถตรวจคดักรอง
แยกเช้ือแบคทีเรียด้ือยาออกจากกลุ่มไม่ด้ือยาได ้ เพราะจะไม่พบยีน MexB ใน A. baumannii  และ 
P. aeruginosa ท่ีไม่ด้ือยา ขอ้สังเกตคือ ในเช้ือกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกด้ือยาจะไม่พบยีน MexB ตรง
ตามความคาดหมาย เพราะ MRSA ไม่มียีนชุด RND (Laura & Piddock, 2006) ดงันั้นงานวิจยัน้ีท า
ใหท้ราบวา่ คู่ไพรเมอร์ของยีน MexB น้ีสามารถท่ีจะตรวจคดักรองแยกเช้ือท่ีด้ือยาออกจากกลุ่มเช้ือ



 
 

ท่ีไม่ด้ือยาได้ แต่ไม่จ  าเพาะต่อการตรวจหาเช้ือท่ีเป็นกลุ่มเช้ือด้ือยากลุ่มแกรมลบด้วยกนัเอง ซ่ึง
จะตอ้งน าไพรเมอร์น้ีไปปรับปรุงโดยการออกแบบไพรเมอร์ใหม่ จากบริเวณ homologous DNA 
หรือเป็นบริเวณ conserve อ่ืนๆของ RND ในเช้ือ A. baumannii ของผลิตภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มขยายได ้
หรือออกแบบไพรเมอร์ ชนิด inner primer จากดีเอ็นเอท่ีพิ่มขยายไดช้ิ้นแรก ดว้ยการท า Nested 
PCR หรือใชไ้พรเมอร์คู่ MexA และ MexB ร่วมกนัในการท า Multiplex PCR ควบคู่กบัการน าคู่  
ไพรเมอร์ ISR มาใชร่้วมในการตรวจคดักรองเช้ือ A. baumannii ในล าดบัต่อไป 

นอกจากน้ีจากฐานขอ้มูลยงัพบการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ดงักล่าวกบัล าดับ     
นิวคลีโอไทด์ของ ยีนด้ือยาอ่ืน ๆ ในฐานขอ้มูลจาก GenBank พบว่ายีนด้ือยาท่ีแยกไดจ้ากส่ิงส่ง
ตรวจจากการวิจยัในคร้ังน้ีอยู่ในคลสัเตอร์เดียวกนักบักลุ่มยีนป๊ัมยาหลายขนาน 3 กลุ่ม ซ่ึงโปรตีน 
RND ของ MexB จากงานวจิยัคร้ังน้ีคลา้ยกบัยนี AdeB ของ A. baumannii (Magnet et al., 2001)  

จากการทดลองนั้นพบแถบ DNA มีขนาดท่ีแตกต่างจากตวัอย่างแบคทีเรียกลุ่มฉวย
โอกาสชนิดอ่ืนอยา่งชดัเจน จึงท าใหส้ามารถระบุและคดักรองเช้ือ A. baumannii ในระดบัสปีชีส์ได้
อยา่งแม่นย  าเทียบเท่ากบัวธีิทดสอบทางชีวเคมีซ่ึงคลา้ยคลึงกบังานวจิยัท่ีใช ้ISR ในการแยกเช้ือกลุ่ม 
Staphylococus แต่การแยก S. aureus ตอ้งเพิ่มเติมวิธีการตดัดว้ยเอนไซม์ หรือ ribotyping ควบคู่เพื่อ
ยืนยนัผลอีกคร้ังหน่ึง (Villard et al., 2006) ส าหรับการใช้เทคนิค Pulsed – Field Gel 
Electrophoresis (PFGE) ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใชเ้อ็นไซมต์ดัจ าเพาะ (Gräser et al, 1993; Allardet-Servent    
et al., 1989; Gouby et al, 1992; Putman et al., 2000) ส าหรับหารูปแบบจ าเพาะของช้ินส่วนดีเอ็นเอ 
เป็นเทคนิคท่ีมีความละเอียดสูงมาก ผูใ้ชจ้  าเป็นตอ้งมีความช านาญการ ตลอดจนการเสียค่าใชจ่้ายสูง 
ท าให้เทคนิคน้ีไม่เป็นท่ีนิยมในการน ามาใช้ตรวจโรคตามสถานพยาบาล (Bergogne-Bérézin & 
Towmer, 1996) 
 งานวจิยัขา้งตน้น้ีไดท้  าการยนืยนัประสิทธิภาขของไพรเมอร์ ISR เพื่อยนืยนัสายพนัธ์ุของ
เช้ือ A. baumannii ดว้ยล าดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งดีเอ็นเอ 16S-23S rRNA แทน 16sDNA gene  
เพื่อทดแทนวิธีการดั้งเดิมดว้ยการใชโ้พรบและเทคนิค DNA-DNA Hybridization (Ko et al., 2008) 
ซ่ึงงานวจิยัน้ีช่วยยนืยนัผลวา่ไพรเมอร์ ISR 2F และ ISR 10R มีความแม่นย  าสูงมาก เพราะให้ผลการ
ตรวจสอบกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุมาตรฐานไดแ้ก่ A. baumannii ATCC 17978, A. baumannii 25001 
CMCC (B) และ A. baumannii 29108 CMCC (B) พบเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากบั 98-99 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และล าดบัเบสท่ีวเิคราะห์ไดอ้ยูบ่นแผนท่ียีน RNA Operon ระหวา่งล าดบัเบส
ท่ี 478-1391 คู่เบส (Gürtler & Stanisich, 1996)  (แสดงในตารางภาคผนวกท่ี ก 2) จึงสามารถยืนยนั
สายพนัธ์ุของเช้ือ  A. baumannii ท่ีแยกไดจ้ากส่ิงส่งตรวจอยา่งมีประสิทธิภาพ รวดเร็วกวา่การเพาะ
เช้ือและใช้เทคนิคทางชีวเคมี และคู่ไพรเมอร์ ISR น้ีท าให้ทราบขนาดของล าดบันิวคลีโอไทด์



 
 

บริเวณนอกยีน rRNA มีขนาดดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะมากขนาด 1,230 คู่เบส แต่ล าดบัเบสจากการแยก     
ดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ามีขนาด 1,258 คู่เบสซ่ึงคลาดเคล่ือนเล็กน้อยเม่ือเปรียบเทียบกบัคู่ ISR 
ตน้แบบ พยากรณ์จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุมาตรฐานเป็นตน้แบบคือ A. baumannii strain XH386 
(CP010779.1) และ A. baumannii strain 29108 (ตารางภาคผนวกท่ี ก-2) ดงันั้นจึงสามารถใชไ้พร
เมอร์ ISR คู่น้ี เพื่อแยกเช้ือ  A. baumannii  ออกจากเช้ือแกรมบวกและแกรมลบสายพนัธ์ุอ่ืนๆ อาทิ
เช่น P. aeruginosa,  K. pneunoniae, E. coli ด้ือยา และแยกออกจาก MRSA และ P. aeruginosa ท่ี
ไม่ด้ือยา (ไม่พบแถบดีเอ็นเอของ ISR ขนาด 1,258 คู่เบส จึงท าให้สามารถระบุและคดักรองเช้ือ    
A. baumannii ในระดบัสปีชีส์ไดอ้ยา่งแม่นย  าเทียบเท่ากบัวธีิทดสอบทางชีวเคมี ซ่ึงเทคนิคทาง PCR 
น้ีเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย  า ใชร้ะยะเวลานอ้ยกวา่วิธีดั้งเดิม การเปรียบเทียบดีเอ็นเอของ ISR จาก
เช้ือ A. baumannii ดว้ยพีซีอาร์ พบว่ามีรูปแบบท่ีความแตกต่างจากเช้ือแบคทีเรียด้ือยาชนิดอ่ืน ๆ     
มีเพียงเช้ือกลุ่มท่ีไม่ด้ือยาและ MRSA ท่ีไม่แสดงแถบดีเอ็นของ ISR เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใช้ไม่มี
ความจ าเพาะต่อเช้ือทั้งสอง (Gürtler & Barrie, 1995)  

จากการทดลองเปรียบเทียบบริเวณดีเอ็นเอของ ISR ของ A. baumannii กบัแบคทีเรียกลุ่ม
ด้ือยาชนิดอ่ืน ท าให้สามารถจ าแนกและตรวจคดักรองเช้ือ A. baumannii ได ้สอดคลอ้งกบังานวิจยั
ท่ีใช ้ISR ในการจ าแนกเช้ือกลุ่ม A. calcoaceticus–A. baumannii complex ท่ีใชว้ธีิการวิเคราะห์แบบ 
Sequence analysis ร่วมกบัการยืนยนัผลดว้ยวิธีการทางชีวเคมี คือ API 20 NE (Chang et al., 2005) 
การทดลองน้ีมีความรวดเร็วกวา่การใชว้ิธี RFLP–PCR ซ่ึงใชจ้  าแนก A. baumannii ทางคลินิกท่ีตอ้ง
มีการเลือกใช้เอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction enzyme) ท่ีเหมาะสม เพื่อหารูปแบบท่ีจ าเพาะของ
ช้ินส่วนดีเอ็นเอ (Hernandez et al., 2011) และการทดลองของ Ko et al. (2008) ท่ีท าการศึกษาเพื่อ
จ าแนกเช้ือ A. calcoaceticus–A. baumannii complex ด้วยวิธี Oligonucleotide Array-Based 
Techniqueโดยมีการติดฉลาก Oligonucleotide probes บนบริเวณ ITS ของยีน 16S-23S rRNA และ
บริเวณอนุรักษข์องยีน 16S rRNA ควบคู่กนัซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความละเอียดและแม่นย  าสูงมาก ตอ้งใช้
เคร่ืองมือท่ีทนัสมยั ตอ้งใชผู้ช้  านาญการในการทดสอบและตลอดจนเสียค่าใชจ่้ายสูงจึงท าไม่เป็นท่ี
นิยมในการน ามาใชต้รวจ (Bergogne-Bérézin & Towmer, 1996) 
 งานวิจยัน้ีไดท้  าการวิเคราะห์และส ารวจหายีน MexA จากเช้ือ A. baumannii ด้ือยาจาก
โรงพยาบาลชลบุรีและโรงพยาบาลระยอง ผลวจิยัพบล าดบัเบสขนาด 419 คู่เบส และพบแถบ 
ดีเอ็นเอไม่จ  าเพาะขนาด 1,175 คู่เบสของ ยีน MexA เพิ่มเติมในเช้ือ E. coli, K. pneumoniae และ            
P. aeruginosa  ซ่ึงเป็นผลจากเช้ือสายพนัธ์ุท่ีน ามาทดสอบมียนี MexA ท่ีคลา้ยคลึงและใกลชิ้ดกบัยีน
ด้ือยากกลุ่ม DNR Family ของเช้ือ P. aeruginosa และแถบดีเอ็นเอไม่จ  าเพาะขนาด 1,175 คู่เบส น้ี
อาจเป็นยีนอีกยีนหน่ึงท่ีควบคุมการท างานของ RND pump ดงันั้นเทคนิคพีซีอาร์ท่ีใชก้บัไพรเมอร์     



 
 

MexA จึงสามารถจ าแนกเช้ือ A. baumannii ด้ือยาออกจากเช้ือ A. baumannii ท่ีไม่ด้ือยาไดเ้ป็น
ผลส าเร็จ (ไม่พบยีนขนาด 419 คู่เบส ในเช้ือ A. baumannii ไม่ด้ือยา) และงานวิจยัน้ียงัพิสูจน์การ
กระจายตวัของยีน MexA ในส่ิงส่งตรวจท่ีเก็บไดจ้ากโรงพยาบาลชลบุรีและโรงพยาบาลระยองนั้น 
และแสดงให้เห็นเช่นกนักบั MexB วา่มีการแพร่กระจายของยีน MexA น้ีในสองจงัหวดัในเขตภาค
ตะวนัออก  
 นอกเหนือจากการคน้พบยนี MexA และยนี MexB ดงักล่าวขา้งตน้แลว้ งานวิจยัน้ีสามารถ
พฒันาเทคนิคตรวจจ าแนกสายพนัธ์ุของ A. baumannii ท่ีเป็นกลุ่มแบคทีเรียด้ือยา แยกออกจาก
แบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนๆท่ีไม่ด้ือยาดว้ยการใช้เทคนิค Multiplex PCR เพื่อคน้หายีนท่ีคลา้ย MexB 
และควบคู่กบัการจ าแนกสายพนัธ์ุ A. baumannii ดว้ยไพรเมอร์ ISR ในปฏิกิริยาเดียวกนั จากการ
วิจยัน้ีสามารถก็ตรวจสอบไดว้า่วิธี Multiplex PCR ท่ีออกแบบน้ี สามารถจ าแนกเช้ือ A. baumannii 
ได้ดี และมีความเป็นไปได้ท่ีจะสมารถน า Multiplex PCR ไปใช้จ  าแนกและคัดกรองเช้ือ                
A.baumannii เพื่อให้แยกออกจาก เ ช้ือแบคทีเรียฉวยโอกาสกลุ่มอ่ืน ๆ ได้ เ ช่น ก ลุ่ม 
Enterobacteriaceae เพื่อช่วยในการวินิจฉยัโรคติดเช้ือ A. baumannii ไดอ้ย่างรวดเร็ว และท าการ
รักษาได้อย่างทนัท่วงที โดยไม่ตอ้งรอผลการใช้วิธีเพาะเช้ือและวิธีทางชีวเคมี หรือการทดสอบ
ความไวต่อยาปฏิชีวนะ อยา่งไรก็ตามตอ้งเพิ่มผลการพิสูจน์โดยใช ้Multiplex PCR ร่วมกบัการใช้
ไพรเมอร์สองคู่คือ ยีน MexB และ ISR หรือใช้คู่ไพรเมอร์ของ ยีน MexA และ ISR หรือ ไพรเมอร์
สามคู่ไดแ้ก่ ยีน MexA ยีน MexB และ ISR ให้สามารถน าไปตรวจคดักรองเช้ือ A. baumannii ด้ือยา
ออกจากเช้ือไม่ด้ือยา และคดัแยกเช้ือแบคทีเรียต่างสายพนัธ์ุ ออกจาก A. baumannii ในล าดบัต่อไป  
เพื่อท่ีจะมัน่ใจว่าเทคนิคพีซีอาร์ร่วมกบัการออกแบบไพรเมอร์คู่ ยีน MexA ยีน MexB และ ISR มี
ประสิทธิภาพเพียงพอท่ีจะใช้ตรวจคดักรองเช้ือ A. baumannii ด้ือยา เพื่อทดแทนการใชก้ารตรวจ
ทางชีวเคมีและแบบแผนการด้ือยา (antibiotic susceptibility test)  

งานวิจยัน้ีไดค้น้พบยีน MexB ท่ีสามารถตรวจคดักรองเช้ือ A. baumannii  สายพนัธ์ุด้ือยา 
ออกจาก A. baumannii สายพนัธ์ุไม่ด้ือยา และสามารถพฒันาเทคนิค Multiplex PCR ดว้ยการ
ออกแบบไพรเมอร์ 2 คู่ ซ่ึงจ าเพาะต่อยีน MexB และคู่ไพรเมอร์ ISR เพื่อใชต้รวจหายีนด้ือยา MexB 
จากเช้ือ A. baumannii เพื่อช่วยตรวจคดักรองเช้ือ A. baumannii  ท่ีด้ือยาออกจากเช้ือท่ีไม่ด้ือยาออก
จากเช้ือชนิดอ่ืน ๆ ท่ีแยกได้จากส่ิงส่งตรวจโดยไม่ตอ้งใช้เทคนิคทางดีเอ็นเอเทคโนโลยีท่ียุ่งยาก 
งานวิจยัน้ียงัสามารถใชต้รวจหาอุบติัการณ์การด้ือยาของเช้ือ A. baumannii ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยโรค
ติดเช้ือ A. baumannii จากโรงพยาบาล และสามารถทดสอบไดค้ร้ังละหลายตวัอยา่ง และขอ้ดีของ
วิธี Multiplex PCR คือช่วยลดระยะเวลาตรวจพิสูจน์เช้ือ A. baumannii สายพนัธ์ุด้ือยาอยา่งรวดเร็ว



 
 

และแม่นย  า เพื่อใหแ้พทยไ์ดว้นิิจฉยัโรคติดเช้ือจาก A. baumannii  ไดอ้ยา่งรวดเร็วและตลอดจนช่วย
ติดตามผลในการรักษาทางคลีนิคต่อไป 

มีนกัวิจยัหลายกลุ่มใชเ้ทคนิค Multiplex PCR มาใชใ้นการตรวจวิเคราะห์จ าแนกเช้ือหลาย
ชนิด เช่น Pérez-roth et al., (2001) ใชเ้ทคนิค Multiplex PCR ในการตรวจหาเช้ือ S. aureus สามารถ
จ าแนกเช้ือและตรวจสอบความด้ือยาของเช้ือ โดยใชย้ีน femB เป็นตวัจ าแนกสายพนัธ์ุด้ือยาของเช้ือ 
S. aureus โดยใชย้ีน MecA ในการตรวจสอบหาเช้ือ S. aureus ท่ีด้ือต่อยา Methicillin และยีน IleS-2 
เพื่อตรวจสอบการด้ือยา นอกจากน้ียงัมีงานวิจยั ในการจ าแนก E. coli ท่ีก่อโรคอุจจาระร่วงโดยใช้
ยีน Eae เพื่อแยกเช้ือ Enteropathogenic E. coli  ยีน Stx ส าหรับแยกเช้ือ Shiga Toxin-producing     
E. coli ยีน Elt และยีน Est ส าหรับแยกเช้ือ Enterotoxigenic E. coli และยีน IpaH ส าหรับแยก 
Enteroinvasive E. coli (Toma et al., 2003) 

 นอกจากน้ีการวิจยัช้ินน้ีจะเป็นขอ้มูลพื้นฐานเพื่อศึกษากลไกการตา้นยาปฏิชีวนะของเช้ือ
แบคทีเรีย A. baumannii สายพนัธ์ุท่ีด้ือยาหลายขนาน และเพื่อสร้างแผนท่ีโอเปอรอนยีนด้ือยา 
MexB จากเช้ือ A. baumannii ในประเทศไทย เพื่อศึกษากลไกการด้ือยาและการท างานของยีนด้ือยา 
กลุ่ม RND Family (ซ่ึงเป็นชนิดท่ีคลา้ยคลึงกบัโอเปอรอนด้ือยาของ P. aeruginosa คือโอเปอรอน 
mexA-mexB-omprM) นอกจากน้ี วิธี Multiplex PCR ยงัสามารถช่วยติดตามผลการรักษาโรคติดเช้ือ
ท่ีเกิดจากเช้ือ A. baumannii ด้ือยาท่ีก่อปัญหาการติดเช้ือในโรงพยาบาลและในผูป่้วยภูมิคุม้กนั
อ่อนแอ งานวิจยัช้ินต่อไปคือการพฒันาวิธีวิเคราะห์ท่ีสามารถจ าแนกโอเปอรอน (mexA-mexB-
omprM) ไดด้้วยวิธี Multiplex PCR และการศึกษาการระบาดของยีนกลุ่มน้ีในเขตพื้นท่ีต่างๆใน
ประเทศไทย เพื่อใชเ้ป็นฐานขอ้มูลในการศึกษาวธีิป้องกนัและเลือกใชว้ธีิการรักษาอยา่งเหมาะสม 

ขอ้มูลต่างๆจากงานวิจยัฉบบัน้ีจะช่วยให้การดูแลสุขภาพของประชาชนให้ปลอดจากการ
ติดเช้ือ A. baumannii  และลดสาเหตุการตายจากการติดเช้ือ A. baumannii ในโรงพยาบาล หรือ
สามารถใชข้อ้มูลจากผลพีซีอาร์ มาประกอบการวางแผนการเลือกใชย้าในการรักษาไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
เพื่อป้องกนัการใช้ยาเกินความจ าเป็น การควบคุมการแพร่กระจายของโรค ช่วยเสริมสร้างระบบ
สาธารณสุขทั้งในระยะสั้นและระยะยาวอยา่งมีประสิทธิภาพ หรือช่วยปรับปรุงกลวธีิท่ีมีอยูเ่ดิมให้มี
ประสิทธิภาพมากข้ึน ทั้งน้ี การศึกษากลไกการด้ือยาของเช้ือ A. baumannii และการท างานของยีน
ด้ือยา กลุ่ม RND Family ในประเทศไทยยงัมีไม่มากนกั ดงันั้นงานวิจยัช้ินน้ีจะเป็นประโยชน์อยา่ง
ยิ่งต่องานวิจยัทางวิทยาศาสตร์สุขภาพ และจะช่วยให้งานวิจยัทางวิทยาศาสตร์สุขภาพมีความ
ถูกตอ้งสมบูรณ์ยิง่ข้ึน 
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 - หลกัการออกแบบไพรเมอร์ 
 - เปรียบเทียบความเหมือนต่างของล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย 
 - ภาพลกัษณะของเช้ือ A. baumannii 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 

หลกัการการออกแบบไพรเมอร์  
 ได้ท  าการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือนต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือ

แบคทีเรียหรือยีนตน้แบบแบคทีเรียท่ีสนกบั กบัแบคทีเรียจากฐานของมูล GenBank ดว้ยโปรแกรม 
BLASTN (https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/) และ Bio edit จากนั้นท าการออกแบบไพรเมอร์ดว้ย 
โปรแกรม Primer 3 และพยากรณ์ล าดบัท่ีไพรเมอร์เขา้จบัดงัแสดงในภาพภาคผนวกท่ี ก1 และ ก2 

 
5’ MexBF------->    311 
3’ GACATCGCCC AGGTCCAGGT GCAGAACAAG CTGCAACTGG CCACCCCGCT ACTGCCGCAG GAAGTGCAGC GCCAGGGGAT   
CCGGGTGACC AAGGCGGTGA AGAACTTCCT CATGGTGGTC GGTGTGGTTT CCACCGACGG CAGCATGACC AAGGAAGACC 
TGTCGAACTA CATCGTTTCC AACATCCAGG ACCCACTCTC GCGGACCAAG GGCGTCGGTG ACTTCCAGGT GTTCGGCTCG 
CAGTACTCGA TGCGCATCTG GCTCGACCCG GCCAAGCTGA ACAGCTACCA GCTGACCCCC GGCGACGTGA GCAGCGCGAT 
CCAGGCGCAG AACGTGCAGA TTTCCTCCGG CCAGCTCGGC GGCTTGCCGG CGGTCAAGGG CCAGCAGCTC AACGCCACCA 
TCATCGGCAA GACCCGCCTG CAGACCGCGG AGCAATTCGA GAACATCCTG CTCAAGGTCA ATCCCGACGG TTCCCAGGTG 
CGCCTGAAGG ACGTCGCCGA TGTAGGCCTG GGCGGCCAGG ACTACAGCAT CAACGCGCAG TTCAACGGCA GCCCGGCGTC 
CGGTATCGCG ATCAAGCTGG CCACCGGCGC CAACGCGCTG GATACCGCCA AGGCGATCCG CCAGACCATC GCCAACCTGG 
AACCGTTCAT GCCGCAGGGC ATGAAGGTGG TCTACCCGTA CGACACCACC CCGGTGGTCT CGGCCTCGAT CCATGAGGTA  
GTGAAGACCC TCGGCGAGGC GATCCTCCTC GTGTTCCTGG TGATGTACCT GTTCCTGCAG AACTTCCGCG CCACGCTGAT  
CCCGACCATC GCCGTACCGG TGGTGCTGCT GGGGACCTTC GGCGTGCTCG CCGCGTTCGG CTTCTCGATC AACACCCTGA 
CCATGTTCGG CATGGTGCTG GCCATCGGCT TGCTGGTGGA CGACGCCATC GTGGTGGTGG AGAACGTCGA GCGGGTGATG 
GCCGAGGAAG GCCTGTCGCC AAGGGAGGCG GCGCGCAAGT CCATGGGCCA GATCCAGGGC GCGCTGGTCG GTATCGCCAT 
GGTGCTCTCG GCGGTATTCC TGCCGATGGC GTTCTTCGGC GGCTCCACCG GGGTGATCTA CCGGCAGTTC TCCATCACCA  
TCGTGTCGGC CATGGCCCTC TCGGTGATCG TGGCGCTGAT CCTCACCCCG GCGCTCTGCG CGACCATGCT CAAGCCGATC 
GAGAAAGGCG ACCATGGCGA GCACAAGGGC GGCTTCTTCG GCTGGTTCAA CCGGATGTTC CTTTCCACCA CCCACGGCTA 
CGAGCGGGGC GTGGCGTCGA TCCTCAAGCA TCGCGCGCCG TACCTGCTGA TCTACGTGGT GATCGTGGCC GGGATGATCT 
GGATGTTCAC CCGCATTCCC ACCGCGTTCC TCCCCGACGA GGACCAGGGC GTACTGTTCG CCCAGGTACA GACCCCGCCG  
GGCTCCAGTG CCGAGCGTAC CCAGGTGGTG GTGGACTCGA TGCGCGAATA CCTGCTGGAG AAGGAAAGCT CTTCGGTCAG 
CTCGGTGTTC ACCGTGACCG GCTTCAACTT CGCCGGCCGC GGCCAGAGTT CGGGCATGGC GTTCATCATG CTCAAGCCCT 
GGGAAGAGCG TCCCGGTGGC GAGAACAGCG TGTTCGAACT GGCCAAGCGC GCGCAGATGC ACTTCTTCAG CTTCAAGGAC 
GCGATGGTGT TCGCCTTCGC GCCGCCGTCG GTACTGGAAC TGGGTAACGC CACCGGCTTC GACCTGTTCC TCCAGGACCA 
GGCGGGTGTC GGCCACGAAG TCCTGCTCCA GGCGCGCAAC AAGTTCCTCA TGCTCGCCGC GCAGAACCCG GCGCTGCAAC 
GCGTGCGCCC CAACGGCATG AGCGACGAAC CGCAGTACAA GCTGGAGATC GACGACGAGA AGGCCAGCGC CCTCGGCGTG 
TCCCTTGCCG ACATCAACAG CACCGTGTCC ATCGCCTGGG GTTCCAGCTA CGTCAACGAT TTCATCGACC GTGGCCGGGT 
CAAGCGGGTC TACCTGCAGG GCAGGCCGGA CGCGCGGATG AACCCGGACG ACCTGAGCAA GTGGTACGTG CGCAACGACA 
AGGGCGAGAT GGTGCCGTTC AACGCCTTCG CCACCGGCAA GTGGGAATAC GGTTCGCCGA AGCTGGAGCG CTACAATGGC  
GTGCCGGCGA TGGAGATCCT CGGCGAGCCG GCGCCCGGCC TGAGTTCCGG TGACGCCATG GCGGCGGTCG AGGAGATCGT 
CAAGCAATTG CCGAAAGGCG TTGGCTACTC CTGGACCGGC CTGTCCTACG AGGAGCGCTT GTCCGGCTCG CAGGCGCCGG 
CGCTGTATGC GCTGTCGCTG CTGGTGGTGT TCCTCTGCCT GGCGGCCCTG TACGAAAGCT GGTCGATTCC  3’ 
                                                                                                                                                                                     2690 <---5’ MexBR 
                           
 

ภาพผนวกท่ี ก-1 ล าดบันิวคลีโอไทด์ MexB ขนาด 2,300 bp ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ P.aeruginosa  
   PAO1 (NC_002516.2) ท่ีใชเ้ป็นตน้แบบในการออกแบบคู่ไพรเมอร์ MexBF และ  
   MexBR 

https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/)%20และ


 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ก-2 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ขนาด 1,230 bp ท่ีไดจ้ากการพยากรณ์จากจีโนมิก 

  ดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Acinetobacter baumannii strain XH386  
  (CP010779.1) ท่ีใชเ้ป็นตน้แบบในการออกแบบคู่ไพรเมอร์ 2F และ 10R 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ตารางภาคผนวกท่ี ก-1 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง MexB  
  multidrug resistance protein MexB (Pseudomonas aeruginosa PAO1, Gene   
  ID: 877852) แบคทีเรียตน้แบบในการออกแบบไพรเมอร์ กบัแบคทีเรียสาย  
  พนัธ์ A. baumannii ด้ือยาจากฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม BLASTN   
  (https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/) 

 
สายพนัธ์ุ Accession number % Similarity 
A. baumannii strain A85 plasmid pA85-3 
clone GC1 AbaR4 resistance island 

NC_002516.2 100 

A. baumannii strain ABO30 NZ_CP009257.1  

1752635-1754656  

95 

A. baumannii strain A85 (MDR) KC118540.6 85 
 
ตารางภาคผนวกท่ี ก-2 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR จาก 

  เช้ือ A. baumannii ตน้แบบ กบัแบคทีเรียสายพนัธ์ A. baumannii จากฐาน   
  ขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม BLASTN (https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/) 

 

สายพนัธ์ุ Accession number % Similarity 
Acinetobacter baumannii strain 29108 DQ108594.1 99 
Acinetobacter baumannii  
strain DM19305/01 16S-23S rRNA 

EU030660.1 99 

Acinetobacter baumannii ATCC 17978 CP000521.1 96 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/72528396?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=KJAG5CYJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154622972?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=KJAG5CYJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126385999?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=KJAG5CYJ01R


 
 

 
 

ภาพผนวกท่ี ก-3 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ Acinetobacter baumannii ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ   
   Blood agar ภายใตส้ภาวะท่ีมีออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12  
   ชัว่โมง  
 

 
 

ภาพผนวกท่ี ก-4 ลกัษณะเซลลข์องเช้ือ Acinetobacter baumannii ท่ีผา่นการยอ้มแกรม (Gram’s  
   stain, Gram’s negative coccobacilli)  
 



 
 

ตารางภาคผนวกที ่ก-3 Mastermix ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยนี MexB, MexA และ ISR  
  ดว้ยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 
Components of the Master Mix Data Volumn (µl) 

Sterile deionized water - 12.7  
10X Enzyme Buffer  2X buffer 2 
25 mM MgCl2 - 0.8 
10 mM dNTP mix 0.4 mM 0.4 
10 µM  Forward primer 0.5 µM 1 
10 µM  Reverse primer 0.5 µM 1 
Tag  DNA polymerase (5U/µl) 5 U 0.1 
DNA template - 5 ul 
Total volumn  23 

 
 
โดยมีปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
 
     ขั้นท่ี 1  95 องศาเซลเซียส   3 นาที 
   ขั้นท่ี 2    95 องศาเซลเซียส   45 วนิาที 
                    55 องศาเซลเซียส   45 วนิาที           35 รอบ 
                         72 องศาเซลเซียส   1 นาที 
   ขั้นท่ี 3   72 องศาเซลเซียส   7 นาที 
 

 
 

 

 
 
 

 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ข 
 
     - การเตรียมสารเคมี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

1. การเตรียม Tris-Borate-EDTA buffer (TBE)  
  TBE 10x                      100     มิลลิลิตร 
 น ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ   1000 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเ้ขา้กนั  
2. 2 เปอร์เซ็นต ์อะกาโรสเจล 
 อะกาโรส    2 กรัม  
 น ้ากลัน่    100 มิลลิลิตร 
3. Luria Broth (LB) มีองคป์ระกอบดงัน้ี 
 ทริปโตน     10  กรัม 
 Yeast Extract    5  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์   10  กรัม 
 น ้า     1  ลิตร 
4. 0.5M Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (pH8)  

di-sodium ethylenediaminetetra-acetate.2H2O 186  กรัม  
น ้ากลัน่      800  มิลลิลิตร  

 ผสมใหล้ะลาย แลว้ปรับ pH ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (ประมาณ 20 กรัม) 
5. Nutrient agar 
 Beef extract    3  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 Agar      15 กรัม 
 น ้า       1 ลิตร 
6. Nutrient broth (NB) 
 Beef extract    3  กรัม 
 Peptone     3 กรัม 
 น ้า       1  
 
 
 
 
 


