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บทคัดย่อภาษาไทย 

ถิรพิทย์ บุตรลพ : การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ที่มีความสัมพันธ์กับ
การดื้อยา metronidazole ของเชื้อ Helicobacter pylori โดยวิธี Multiplex allele-
specific polymerase chain reaction (MAS-PCR) (DETECTION OF RDXA AND FRXA 
GENE MUTATIONS ASSOCIATED WITH METRONIDAZOLE RESISTANCE IN 
HELICOBACTER PYLORI BY MULTIPLEX ALLELE-SPECIFIC POLYMERASE CHAIN 
REACTION (MAS-PCR)) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.นันทรี ชัยชนะวงศาโรจน์ {, 
133 หน้า. 

การดื้อยา metronidazole (Mtz) ในเชื้อ Helicobacter pylori เป็นปัญหาใหญ่ที่พบได้
ทั่วโลก RdxA และ FrxA เป็นเอนไซม์ที่ช่วยให้ยา Mtz อยู่ในรูปที่สามารถท างานได้ การเปลี่ยนแปลง
ของเอนไซม์มีผลต่อการดื้อยา Mtz การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาลักษณะการกลายพันธ์ุที่พบ
บนยีน rdxA และ frxA ในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา Mtz และพัฒนาเทคนิค Multiplex allele 
specific-polymerase chain reaction (MAS-PCR) เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ที่พบได้สูงสุดในเชื้อ 
H. pylori ที่ดื้อต่อยา Mtz จากการวิเคราะห์การกลายพันธุ์บนยีน rdxA และ frxA ในเชื้อ H. pylori 
ที่ดื้อยา Mtz จ านวน 34 ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับเชื้อมาตรฐาน ATCC 26695 พบการกลายพันธุ์
แบบ missense สูงถึง 97.1 และ 78.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ พบการกลายพันธุ์แบบ frameshift 
20.6 และ 32.1 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบการกลายพันธุ์แบบ  nonsense 8.8 และ 10.7 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์สูงสุดใน RdxA เป็นแบบ missense ได้แก่ D 59 
N  94.1 เปอร์เซ็นต์, T 31 E   88.2 เปอร์เซ็นต์ และ R 131 K  85.3 เปอร์เซ็นต์ ต าแหน่งที่พบการ
กลายพันธ์ุสูงสุดใน FrxA เป็นแบบ missense ได้แก ่F 72 S และ G 73 S  57.1 เปอร์เซ็นต ์รองลงมา 
C 193 S  53.6  เปอร์เซ็นต์ งานวิจัยนี้ได้พัฒนาเทคนิค MAS-PCR ที่มีไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับต าแหน่ง
เบสที่ 175 และ 392 ของยีน rdxA ได้ส าเร็จ เมื่อน ามาตรวจหาการกลายพันธุ์ในเชื้อ H. pylori 35 
สายพันธุ์ พบว่าให้ผลตรงกับเทคนิค Sequencing ยกเว้น 2 สายพันธุ์ที่ไม่สามารถตรวจวัดได้ เทคนิค 
MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้นเป็นเครื่องมือที่มีประโยชน์อย่างยิ่งส าหรับใช้ศึกษาทางระบาดวิทยาเกี่ยวการ
กลายพันธ์ุของยีนที่สัมพันธ์กับการดื้อยา Mtz 
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Resistance to metronidazole (Mtz) in Helicobacter pylori has been a major 
problem worldwide. Alteration in Mtz nitroreductase enzymes are the major 
contributing factors, mainly including RdxA and FrxA. Objectives of this research were 
to study type of RdxA and FrxA mutations and develop Multiplex allele specific-
polymerase chain reaction (MAS-PCR) for detection of the most common genotypes in 
Mtz-resistant H. pylori. The rdxA and frxA genes of H. pylori were amplified and 
sequenced from 34 Mtz-resistant H. pylori isolates. Sequence alignments were 
compared to H. pylori ATCC 26695 reference strains. A large number of point mutations 
were displayed in the RdxA and FrxA with highest percentage of missense mutations 
(97.1% and 78.6%, respectively). The rate of frameshift and nonsense mutations 
in RdxA were 20.6% and 8.8% and FrxA were 32.1% and 10.7%, respectively. The most 
common missense mutations in RdxA were D 59 N (94.1%), T 31 E (88.2%) and R 131 
K (85.3%). While, the most common missense mutations in FrxA were F 72 S (57.1%), 
G 73 S (57.1%) and C 193 S (53.6%). The developed MAS primers specific to position 
175 and 392 of rdxA gene, successfully amplified the common alleles. Overall the 
results of MAS-PCR assay were in good concordance with sequencing but only two 
is discordant couples. Thus the developed MAS-PCR could be a useful tool for 
epidemiological studies of H. pylori associated with Mtz-resistance. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1. ความเป็นมา และความส าคัญของปัญหา 

Helicobacter pylori เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเป็นเกลียว (spiral) ความยาว 2 ถึง 

4 ไมโครเมตร เป็นแบคที เรี ยที่ ต้ องการออกซิ เจนปริมาณเล็กน้อยในการ เจริญ เติบโต

(microaerophilic)  เชื้อ H. pylori สามารถอยู่ในร่างกายมนุษย์ได้นานหลายสิบปี การติดเชื้อ

สามารถก่อให้เกิดพยาธิสภาพต่างในกระเพาะอาหาร และล าไส้เล็กส่วนต้นของมนุษย์ เช่น แผลใน

กระเพาะอาหาร (peptic ulcers, gastric ulcers), โรคกระเพาะอาหาร (gastritis) และอาจน าไปสู่

โรคมะเร็งในกระเพาะอาหาร (gastric cancer, gastric MALT (mucosa-associated lymphoid 

tissue) lymphoma) ได้ [1] อุบัติการณ์การติดเชื้อ H. pylori พบว่ามีสูงถึง 50 เปอร์เซ็นต์ ของ

ประชากรทั่วโลก [2] ในประเทศไทยพบผู้ติดเชื้อพบสูงถึง 40.2 ถึง 45.9 เปอร์เซ็นต์ ของประชากร  

[3, 4] 

การรักษาขั้นพื้นฐานของการติดเชื้อ H. pylori (First line treatment) คือการรักษาที่เรียกว่า 

Triple therapy  เป็นการรักษาโดยใช้ยา 3 ชนิดร่วมกันคือ ยาที่ใช้ลดการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร 

(Proton-pump inhibitor หรื อ  PPI)  ร่ ว มกั บยาปฏิ ชี วนะ  อี ก  2 ชนิ ด  ไ ด้ แก่  amoxicillin, 

clarithromycin, metronidazole  

metronidazole (2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethanol หรือ C6H9N3O3) เป็น

ยาชนิดหนึ่ งที่ ใ ช้ รั กษาการติด เชื้ อ  H. pylori จั ดอยู่ ในกลุ่ ม  nitroimidazole antibiotic ยา 

metronidazole จะถูก reduce โดยเอนไซม์ของเชื้อตรงหมู่ไนโตรเจน (nitro group) ต าแหน่งที่ 5 
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ท าให้ได้สารซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาเคมีที่สามารถท าลายสายดีเอ็นเอ ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างของสายดีเอ็นเอ จึงท าให้เชื้อไม่สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอ สร้างโปรตีนได้ และตายในที่สุด 

[5] ในปัจจุบันพบอัตราการดื้อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori ทั่วโลก 26.7เปอร์เซ็นต์ โดย

จะแตกต่างกันไปในแต่ละพื้นที่ [6] ในประเทศไทยพบอัตราการดื้อยา metronidazole ของเชื้อ H. 

pylori สูงถึง 35 ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ [7] การด้ือยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori จัดเป็นปัญหา

ใหญ่ที่มีส่วนท าให้การรักษาล้มเหลว และก่อให้เกิดความเสียหายทั้งด้านสาธารณสุข และด้าน

เศรษฐกิจ  

การตรวจหาการดื้อยา (Susceptibility testing) metronidazole ของเชื้อ H. pylori ตาม

ลักษณะทางกายภาพ (Phenotypic) มีด้วยกันหลายวิธี  เช่น Agar dilution method, Broth 

dilution method, E-test [8, 9] ข้อเสียของวิธีเหล่านี้คือ การเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ใช้เวลานาน 

และท าได้ยากเนื่องจากเชื้อตายง่าย ในปัจจุบันจึงมีงานวิจัยที่ศึกษาการพัฒนาการตรวจหาการดื้อยา  

metronidazole ของเชื้อ H. pylori โดยใช้ลักษณะทางจีโนไทป ์(Genotypic) อย่างแพร่หลาย โดยมี

การน าเทคนิคทางอณูชีววิทยา ที่มีความจ าเพาะและความไวสูงมาใช้เช่น PCR และ DNA 

sequencing [10] 

ยีน rdxA และ frxA เป็นยีนที่พบในเชื้อ H. pylori สามารถถอดรหัสออกมาเป็นโปรตีนที่มีชื่อ

ว่า oxygen-insensitive NADPH nitroreductase และ NADPH flavin oxidoreductase ตามล าดับ 

ซึ่งโปรตีนทั้ง 2 ชนิด จัดเป็นเอนไซม์ ที่สามารถ reduce หมู่ไนโตรเจน ของยา metronidazole เพื่อ

กระตุ้นให้ยาท างานได้ [5, 11] เมื่อยีน rdxA และ frxA เกิดการกลายพันธุ์ ส่งผลให้เอนไซม์ที่ผลิตขึ้น

ไม่สามารถท างานได้ และส่งผลต่อการท างานของยา metronidazole ในปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้

เทคนิคทางอณูชีววิทยา  ต่างๆ เช่น  PCR, RFLP, DNA sequencing, Cloning และ Molecular 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjMvN6T5o3NAhVCRo8KHQQIDXsQFggbMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.thaibiotech.info%2Fwhat-is-molecular-biology.php&usg=AFQjCNGBSwfro1J6uUP39f3GvcCMHhqW3A&sig2=SmCSTXcEQrQQMcaZdS-ffA
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replacement [12, 13] เพื่อศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์ของยีน  rdxA และ frxA 

กับการดื้อยา metronidazole ใน H. pylori อย่างแพร่หลาย แต่ผลการศึกษามีความแตกต่างกันไป

ในแต่ละประเทศ ตัวอย่างเช่น  การศึกษาล าดับเบสของยีน rdxA ในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา 

metronidazole พบว่า มีการเกิดการกลายพันธุ์ แบบ insertion, deletion และ substitution ใน

หลายต าแหน่ง [12, 14] ในการศึกษาล าดับเบสของยีน rdxA และ frxA ในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา 

metronidazole และเชื้อที่ไวต่อยา metronidazole ในไต้หวัน พบการกลายพันธุ์ ของยีน rdxA 

และ frxA สูงถึง 86 เปอร์เซ็นต์ และ 43 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ตัวอย่างการกลายพันธุ์ที่พบได้แก่ การ

กลายพันธุ์แบบ frameshift ในยีน rdxA ท าให้เกิด stop codon ต าแหน่งเบสที่ 158 และ การกลาย

พันธุ์แบบ frameshift ในยีน frxA ท าให้เกิด stop codon ที่ต าแหน่งเบส 39 [15] ปัจจุบันยังไม่

สามารถสรุปลักษณะกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการด้ือยา metronidazole ได้อย่างชัดเจน  

Multiplex allele-specific polymerase chain reaction (MAS-PCR) เป็นเทคนิคทางอณู

วิทยา ที่มีความจ าเพาะ และความไวสูง พัฒนามาจากเทคนิค Allele-specific polymerase chain 

reaction (AS-PCR) และ Multiplex polymerase chain reaction (MPCR) เพื่อใช้ตรวจหาการ

กลายพันธุ์ของเบสเพียงเบสเดียวบนดีเอ็นเอต้นแบบ โดยสามารถตรวจวัดพร้อมกันได้ในหลาย

ต าแหน่ง หลักการของ MAS-PCR คือ เอนไซม์ Thermus aquaticus DNA polymerase ไม่สามารถ

ท าปฏิกิริยาในขั้นตอน extension ได้ถ้าหากด้าน 3' ของ oligonucleotide primer ไม่เป็นคู่สมกับดี

เอ็นเอต้นแบบ ดังนั้นจึงต้องออกแบบไพรเมอร์ ให้มีความเหมาะสมกับต าแหน่งเบสที่ต้องการ

ตรวจสอบ ในปัจจุบันมีการน าเทคนิค MAS-PCR มาประยุกต์ใช้ในงานด้านพันธุกรรมต่างๆอย่าง

แพร่หลาย ตัวอย่างเช่น การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อหายีนดื้อยาของเชื้อ Mycobacterium 
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tuberculosis (MTB) ที่มีต าแหน่งการกลายพันธ์ุของเบสดังนี ้katG315, rpoB531, gyrA94, rrs1401 

และผลที่ได้จากเทคนิค MAS-PCR สอดคล้อง 100 เปอร์เซ็นต ์กับ เทคนิค Sequencing [16] 

ในงานวิจัยนี้ได้ท าการวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ที่พบในเชื้อ H. pylori 

ที่ดื้อต่อยา metronidazole ว่ามีความแตกต่างจากที่เคยมีการศึกษาหรือไม่ อย่างไร และมุ่งที่จะ

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR ซึ่งเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยา เพื่อมาใช้ตรวจวิเคราะห์หาการกลายพันธุ์ ที่

พบสูงสุดของยีน rdxA ในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole เทคนิค MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้น

มีข้อดีคือ มีความจ าเพาะและความไวสูง ใช้เวลาในการทดสอบน้อย และไม่ต้องเพาะเลี้ยงเชื้อ ทั้งนี้

การพัฒนาเทคนิคดังกล่าวเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะน ามาใช้ในการศึกษาระบาดวิทยาของการกลาย

พันธ์ุบนยีน rdxA ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา metronidazole ในเชื้อ H. pylori 

 

2. วัตถุประสงค์การวิจัย 

2.1 เพื่อศึกษาลักษณะการกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ที่พบในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อ

ยา metronidazole  

2.2 เพื่อศึกษาลักษณะการกลายพันธ์ุของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่ง

ตรวจ Campylobacter-like organism test (CLO test)  

2.3 เพื่อพัฒนาเทคนิค MAS-PCR ส าหรับใช้ในการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน rdxA 

ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบการกลายพันธ์ุสูงสุดในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา metronidazole 
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3. ขอบเขตของงานวิจัย 

ท าการศึกษาเชื้อ H. pylori จ านวนทั้งสิ้น 34 สายพันธุ์ ที่ดื้อต่อยา metronidazole ที่เพาะ

แยกจากชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารของผู้ป่วย ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.นพ. รัฐกร วิไลชนม์ 

หน่วยโรคทางเดินอาหารและตับ คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์ ท าการสกัดดีเอ็นเอของ

เชื้อเพื่อน ามาวิเคราะห์ล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค Sequencing 

จากนั้นพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 

97 และพัฒนาเทคนิค MAS-PCR  เพื่อใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งกรดอะมิโน

ที่  59 และ 131 ซึ่ ง เป็นต าแหน่ งที่พบการกลายพันธุ์ สู งที่ สุด ในเชื้ อ  H. pylori ที่ ดื้ อต่อยา 

metronidazole โดยการหาอุณหภูมิ ความเข้มข้นไพรเมอร์ ที่เหมาะสมที่สุดส าหรับปฏิกิริยา MAS-

PCR จากนั้นน าเทคนิค MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้นมาทดสอบกับ เชื้อ H. pylori ทั้ง 35 สายพันธุ์ และ

เปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างเทคนิค MAS-PCR และ Sequencing ซึ่งเป็นเทคนิคมาตรฐาน 

(goal standard) นอกจากนั้นน าเชื้อ H. pylori ที่ ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO test ที่ ได้รับความ

อนุเคราะห์จากแผนกทางเดินอาหาร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และได้รับการตรวจยืนยันว่าเป็นเช้ือ H. 

pylori จากการศึกษาก่อนหน้านี้ [17] จ านวนทั้งสิ้น 30 สายพันธุ์ มาสกัดดีเอ็นเอของเชื้อเพื่อน ามา

วิเคราะห์ล าดับเบสที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค Sequencing และน ามา

ทดสอบด้วยเทคนิค MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้น 

 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

4.1 ทราบลักษณะการกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ที่พบในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา 

metronidazole  
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4.2 สามารถน าเทคนิค MAS-PCR ซึ่งเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์

การกลายพันธุ์ของยีน rdxA เพื่อศึกษาระบาดวิทยาของการกลายพันธุ์ของยีน ที่มีความสัมพันธ์กับ

การด้ือยา metronidazole ในเช้ือ H. pylori 

4.3 สามารถประยุกต์ใช้เทคนิค MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน rdxA 

และ frxA ที่มีความสัมพันธ์กับการดื้อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori จากตัวอย่างสิ่งตรวจ

อื่นๆ เช่น ชิ้นเนื้อ อุจจาระ น้ าลาย 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

1. ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Helicobacter pylori 

Helicobacter pylori เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเป็นเกลียว (spiral) ความยาว 2 ถึง 

4 ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 ถึง 1.0 ไมโครเมตร มีแฟลกเจลลา 4 ถึง 6 อัน จากปลายด้าน

หนึ่ง (Lophotrichous flagella) จัดอยู่ในกลุ่ม microaerophilic เป็นแบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจน

ปริมาณเล็กน้อยในการเจริญเติบโต เยื่อหุ้มเซลล์ภายนอก (outer membrane) ของเชื้อ H. pylori 

ประกอบด้วย phospholipids และ lipopolysaccharide (LPS) เหมือนกับแบคทีเรียแกรมลบชนิด

อื่นๆ นอกจากนั้นยังพบ cholesterol glucosides ซึ่งพบได้น้อยในเยื่อหุ้มเซลล์ภายนอก ของ

แบคทีเรียแกรมลบทั่วไป [1] คุณสมบัติเพิ่มเติมของเชื้อ H. pylori คือสามารถเปลี่ยนรูปร่าง เป็น ทรง

กลม (coccoid form) [18] และสร้าง biofilms ได้ [19] เชื้อ H. pylori สามารถสร้างเอนไซม์ 

oxidase, catalase และ urease เชื้อ H. pylori ถูกพบในปี  1982 โดย นักวิทยาศาสตร์ชาว

ออสเตรเลีย Barry Marshall และ Robin Warren เชื้อส่วนใหญ่พบที่บริเวณกระเพาะอาหาร และ

ล าไส้เล็กส่วนต้นของมนุษย์ [20] เชื้อ H. pylori สามารถอาศัยอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่เป็นกรด เช่น

บริเวณกระเพาะอาหาร เนื่องจากเช้ือสามารถสร้างเอนไซม์ urease ได้อย่างรวดเร็ว เพื่อไปย่อย urea 

ให้เป็น carbon dioxide และ ammonia สภาวะเบสที่เกิดขึ้นจะไป neutralize กรดบริเวณรอบๆตัว

เชื้อ ท าให้บริเวณรอบๆตัวเชื้อมีค่าความเป็นกรดเบส (PH) ปกติเหมาะสมในการเจริญเติบโตของเชื้อ 

H. pylori [21] อีกทั้งเชื้อ H. pylori มี แฟลกเจลลาหลายอัน (multi-flagellate) ช่วยในการเคลื่อนที่
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ผ่านชั้นเมือก และ เยื่อบุกระเพาะอาหาร เพื่อเคลื่อนที่ไปยังเซลล์ที่อยู่ด้านล่างของกระเพราะอาหาร 

ท าให้ป้องกันการสัมผัสโดยตรงกับกรดในกระเพาะอาหาร   

 

 

รูปที่ 1 รูปแสดงลักษณะของเชื้อ H. pylori 

ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน ก าลังขยาย 1 ไมครอน [22] 

  

2. พยาธิภาพ และปัจจัยการก่อโรค 

เชื้อ H. pylori สามารถอยู่ในร่างกายมนุษย์ได้นานหลายสิบปี การติดเชื้อสามารถก่อให้เกิด

พยาธิสภาพต่างในกระเพาะอาหาร และล าไส้เล็กส่วนต้น ผู้ติดเชื้อมากถึง 85 เปอร์เซ็นต์ จะไม่แสดง

อาการหรือภาวะแทรกซ้อนในตอนต้นของการติดเชื้อ [23] เช่น ปวดท้อง (acute gastritis with 

abdominal pain), คลื่นไส้ (nausea) [24] และเมื่อมีการติดเชื้อแบบเรื้อรังก็จะมีอาการต่างๆแสดง

ให้เห็นเช่น ปวดท้อง (stomach pains), คลื่นไส้ (nausea), ท้องบวม (bloating), เรอ (belching), 

บางครั้งอาเจียน (vomiting) และอุจจาระมีสีด า (black stool) [25] ผู้ป่วยที่ติดเชื้อ 10 ถึง 20 

เปอร์เซ็นต์ เป็นแผลในกระเพาะอาหาร (gastric ulcers) หรือแผลในล าไส้ส่วนต้น (peptic ulcers) 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:EMpylori.jpg
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และ 1 ถึง 2 เปอร์เซ็นต์ มีความเสี่ยงที่จะพัฒนาไปเป็นมะเร็งกระเพาะอาหาร  การติดเชื้อ H. pylori 

จัดเป็นเป็นปัจจัยเสี่ยงที่ท าให้เกิดมะเร็งกระเพาะอาหารสูงกว่ากว่าคนปกติ ประมาณ 6 เท่า [1] 

การติดเชื้อ H. pylori ยังไม่ทราบแน่ชัด ในปัจจุบันคาดว่าเชื้อติดจากจากคนสู่คน โดยตัวเชื้อ

จะปนเปื้อนใน อาหาร น้ าดื่ม อุจจาระ น้ าลาย และ คราบแบคทีเรียที่ผิวฟัน [26] ระยะแรกของการ

ติดเชื้อ H. pylori ส่วนใหญ่จะไม่มีอาการ บางรายอาจจะมีอาการเช่น คลื่นไส้ อาเจียน ปวดท้อง

บ่อยๆ เนื่องมาจาก H. pylori ใช้แฟลกเจลลา ไชไปในชั้นเมือก (mucus) ของกระเพาะอาหาร จนไป

ถึงช้ันเซลล์เยื่อบุของกระเพาะอาหาร (epithelial cell) ท าให้เกิดแผลในกระเพาะอาหาร นอกจากนั้น

เชื้อยังสามารถสร้างสารหลายชนิดที่กระตุ้นระบบภูมิกัน เช่น  proteases, vacuolating cytotoxin 

A (VacA) (มีผลท าลาย epithelial cells และอาจก่อให้เกิด apoptosis), urease (ย่อย urea เป็น 

carbon dioxide และ ammonia ซึ่ง ammonia มีผลเป็นพิษต่อเซลล์เยื่อบุของกระเพาะอาหาร) , 

phospholipases, Cytotoxin Associated gene (CagA) (มีผลท าให้เกิดการอักเสบ และยังเป็น 

สารก่อให้เกิดมะเร็ง (carcinogen) [27] สารเหล่านี้ท าให้มีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ท าให้เม็ด

เลือดขาว และสารที่ก่อให้เกิดการอักเสบเกิดการรวมตัวในบริเวณเยื่อบุกระเพาะอาหาร ท าให้เกิดการ

อักเสบ และเมื่อรวมเข้ากับกรดในกระเพาะอาหารที่หลั่งออกมา ท าให้เกิดแผลในกระเพาะอาหาร 

(gastric ulcers) หรือแผลในล าไส้ส่วนต้น (peptic ulcers) ได้ [26] การติดเช้ือ H. pylori จะกระตุ้น

ให้ G cell ใน antrum ของกระเพาะอาหาร หลั่งฮอร์โมน gastrin ซึ่งมีผลท าให้เกิดการหลั่งกรดใน

กระเพาะอาหารเพิ่มขึ้น กรดที่หลั่งออกมาในปริมาณมากขึ้นเป็นผลให้เกิดการอักเสบของกระเพาะ

อาหารเรื้อรัง (gastritis)  หรือการอักเสบในล าไส้เล็กส่วนต้นเรื้อรัง (duodenitis) [27 , 28] 

นอกจากนั้นการติดเชื้อเป็นระยะเวลายาวนานอาจท าให้เซลล์บริเวณกระเพาะอาหารมีการกลายพันธุ์

เป็นเซลล์มะเร็งได้  ในปัจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับกลไกของเชื้อ H. pylori ที่ท าให้เกิดมะเร็งกระเพาะ



 

 

10 

อาหาร (gastric cancer) และ มะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิดก่อเกิดในกระเพาะอาหาร (gastric MALT 

(mucosa-associated lymphoid tissue) lymphoma) อย่างแพร่หลาย แต่ก็ยังไม่มีข้อสรุปของ

เรื่องดังกล่าวอย่างชัดเจน  

 

3. ระบาดวทิยา 

อุบัติการณ์การติดเชื้อ H. pylori พบว่ามีสูงถึง 50 เปอร์เซ็นต์ ของประชากรทั่วโลก [2] และ

พบผู้ติดเชื้อได้ทุกประเทศทั่วโลก อุบัติการณ์ของการติดเชื้อจะแตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย 

เช่น พื้นที่ ภูมิล าเนา อายุ เชื้อชาติ สถานะทางสังคม และเศรษฐกิจ [29] เชื้อ H. pylori มีอยู่

หลากหลายสายพันธุ์ แตกต่างกันไปตามแต่ละภูมิภาค การย้ายถิ่นมีผลต่อการกระจายสายพันธุ์ [30] 

อัตราการติดเชื้อ H. pylori เพิ่มสูงขึ้นในกลุ่มประเทศก าลังพัฒนา และอัตราการติดเชื้อลดต่ าลงใน

ประเทศแถบตะวันตก [31] ในประเทศก าลังพัฒนาพบอุบัติการณ์การติดเชื้อรายใหม่เพิ่มขึ้น 3 ถึง 10  

เปอร์เซ็นต์ ของประชากรในแต่ละปี ในขณะที่ประเทศที่พัฒนาแล้ว พบอุบัติการณ์การติดเชื้อรายใหม่

เพิ่มขึ้นเพียงแค่ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ของประชากรในแต่ละปีเท่านั้น [32] อุบัติการณ์การติดเชื้อในเด็กแรก

เกิดพบได้น้อยมาก และพบว่ามีอัตราการติดเชื้อสูงขึ้นในผู้ที่อายุมากขึ้น [33] พบว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 

ของผู้ที่ติดเชื้อมีอายุมากกว่า 60 ปี ไม่พบความแตกต่างของอุบัติการณ์การติดเชื้อ H. pylori ใน เพศ

หญิง เพศชาย และความแตกต่างของแต่ละช่วงอายุในวัยผู้ใหญ่ [34] ในการศึกษาอุบัติการณ์การติด

เชื้อ H. pylori ในปีคริสตศักราช (ค.ศ.) 2013 ถึง 2014 พบอุบัติการณ์การติดเชื้อ H. pylori มีอัตรา

ที่สูงในหลายประเทศ  ในยุโรปเหนือ และ อเมริกันเหนือ มีประชากร ประมาณหนึ่งในสามที่ติดเชื้อ 

H. pylori ในขณะที่ยุโรปตะวันออกเฉียงใต้, อเมริกาใต้ และเอเชีย ส่วนมากมีอุบัติการณ์การติดเชื้อ 

H. pylori สูงกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ของประชากร [34] ในเอเชียอุบัติการณ์ติดเชื้อ H. pylori จะมีความ
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แตกต่างกันไปในแต่ละประเทศ ในประเทศจีนมี อุบัติการณ์การติดเชื้อ 62 เปอร์เซ็นต์ ของประชากร 

[35]  ในประเทศญี่ปุ่น 27.5 เปอร์เซ็นต์ ของประชากร [36] ในประเทศเวียดนาม 65.6 เปอร์เซ็นต์ 

ของประชากร [37] และ ในประเทศไทยพบผู้ติดเช้ือพบสูงถึง 40.2 ถึง 45.9 เปอร์เซ็นต์ ของประชากร 

[3, 4] อัตราการติดเช้ือมากสุดพบที่ภาคเหนือสูงถึง 50 เปอร์เซ็นต์ ของผู้ติดเชื้อในประเทศไทย [38] 

 

4. วิธีการตรวจหาเชื้อ H. pylori 

วิธีการตรวจหาเชื้อ H. pylori ในปัจจุบันสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มได้แก่  

4.1 Invasive tests  

เป็นวิธีที่ต้องส่องกล้องระบบทางเดินอาหาร (endoscopy) เพื่อตัดชิ้นเนื้อเยื่อบุกระเพาะ

อาหารแล้วจึงน ามาทดสอบหาเชื้อ H. pylori ด้วยวิธีจุลกายวิภาคศาสตร์ของเซลล์และเนื้อเยื่อ 

(histology), การเพาะเลี้ยง (culture), และการทดสอบการผลิตเอนไซม์ (rapid urease test) ของ

เชื้อ ดังนี ้

4.1.1 Histology เป็นการตรวจหาตัวเชื้อโดยตรงด้วยการย้อมสี เช่น hematoxylin 

and eosin (H&E) staining, Giemsa stain, Warthin-Starry silver stain, Genta stain แ ล ะ 

immunohistochemical (IHC) stain [39, 40] 

Giemsa stain เป็นวิธีการย้อมสีเพื่อตรวจหาเช้ือ H. pylori ที่นิยมมากในห้องปฏิบัติการ 

เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความไว และความจ าเพาะสูง เมื่อเปรียบเทียบกับ วิธี hematoxylin and eosin 

(H&E) staining รวมทั้ง สะดวก และค่าใช้จ่ายไม่แพงเมื่อเทียบกับวิธีย้อมสี เช่น Warthin-Starry 

silver stain, Genta stain และ immunohistochemical (IHC) stain [41] 
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4.1.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture) คือ เพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart 

infusion (BHI) agar ที่มีส่วนประกอบของ 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรของเลือดแกะ ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสในสภาวะที่ออกซิเจนเจือจาง (CO2 10 เปอร์เซ็นต์ และ O2 5 เปอร์เซ็นต์) แล้วน าไป

ทดสอบสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อเพื่อบ่งชี้ว่าเป็น H. pylori โดยเชื้อจะให้ผลการทดสอบเป็นบวกต่อ

การทดสอบชีวเคมีที่ส าคัญคือการผลิตเอนไซม์ oxidase, catalase, และ urease   

4.1.3 Rapid urease test เป็นการทดสอบหาเชื้อ H. pylori โดยอาศัยคุณสมบัติของ

เชื้อ H. pylori ที่สามารถสร้างเอนไซม์ urease เพื่อเปลี่ยน urea เป็น ammonia ท าให้ pH เพิ่ม 

ส่งผลให้สีของ phenol red ซึ่งเป็น indicator เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีแดง แสดงว่าชิ้นเนื้อที่

ทดสอบมีเชื้อ H. pylori ในการทดสอบหาเชื้อ H. pylori ในกลุ่มทดลอง 1000 คน พบว่า Rapid 

urease test มีความไว และ ความจ าเพาะ มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ และใช้เวลาอ่านผลการทดสอบ

ไม่กี่นาทีเท่าน้ัน [42] 

4.2 Non-invasive tests  

เป็นวิธีที่ไม่ต้องส่องกล้องระบบทางเดินอาหาร (endoscopy) เป็นการทดสอบหาเชื้อทางอ้อม 

ได้แก่  ตรวจทางซีรั่มวิทยา (serology), ตรวจยู เรียทางลมหายใจ  (urea breath test), ตรวจ

แอนติเจนในอุจจาระ (stool antigen test), และเทคนิคทางอณูชีววิทยา (molecular techniques) 

ต่างๆ  

4.2.1 Serology ในปัจจุบันนิยมใช้ตรวจหา antibody ต่อเชื้อ H. pylori ชนิด IgG ใน

ซีรั่ม และ IgA ในน้ าลายของผู้ป่วย เทคนิคที่นิยมคือ enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) และ latex agglutination การทดสอบ antibody ต่อเชื้อ H. pylori ไม่สามารถแสดงถึงว่า 
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ณ ปัจจุบันมีการติดเชื้อ และไม่สามารถแสดงระยะเวลาที่ได้รับเชื้อ บอกได้เพียงว่ามี antibody ต่อ

เชื้อ H. pylori เท่านั้น 

4.2.2 Urea breathe test เป็นการตรวจหาเชื้อทางลมหายใจ โดยอาศัยคุณสมบัติของ

เอนไซม์ urease ที่เชื้อ H. pylori ผลิตขึ้น โดยก่อนท าการทดสอบ 2 สัปดาห์ ควรงดยาที่ใช้รักษาการ

ติดเชื้อ H. pylori  

4.2.3 Stool antigen test เป็นวิธีการตรวจหา antigen ของเชื้อ H. pylori ที่อาจ

ปะปนมากับอุจาระของผู้ป่วย เทคนิคที่นิยมได้แก่ enzymatic immunoassay (EIA) มักใช้ Stool 

antigen test ช่วยติดตามการรักษา [43] 

4.2.4 Molecular techniques ใ นปั จ จุ บั น นิ ย ม ใ ช้ เ ท คนิ ค  polymerase chain 

reaction (PCR) เนื่องจากเป็นวิธีที่มีความไวและความจาเพาะสูง สามารถตรวจได้ทั้งตัวอย่างจากชิ้น

เนื้อกระเพาะอาหาร, น้ าลาย, และ อุจจาระ โดยการตรวจหายีนต่างๆของเชื้อ เช่น 16S rRNA, the 

random chromosome sequence, the 26-kDa species-specific antigen, the urease , the 

glmM  

ในการทดสอบหาการติดเชื้อ H. pylori จากชิ้นเนื้อในการเพาะอาหาร (gastric 

biopsies) โดยเปรียบเทียบวิธีต่างๆ พบว่าการตรวจหาเชื้อ โดยใช้วิธี PCR ของยีน ureC มีความไว

มากกว่าวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture)  ส่วนวิธี the rapid-urease test  และ histological 

examinations สามารถตรวจหาเช้ือ H. pylori ในคนไข้ไม่กี่รายเท่าน้ัน [44] 

ในการตรวจหาเชื้อ H. pylori จากตัวอย่างอุจจาระ โดยใช้วิธี PCR หายีน 23S rRNA 

พบว่ามีความไวสูง รวมทั้งสามารถหาการดื้อยา Clarithromycin โดยตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน 

23S rRNA ในตัวอย่างที่มาจากอุจจาระได้เช่นเดียวกัน [45] 
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5. การรักษา 

ในปัจจุบันการรักษาการติดเชื้อ H. pylori มีหลายวิธีด้วยกัน โดยนิยมใช้ยาหลายชนิดร่วมกัน

ในการรักษา การเลือกใช้ยาขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง เช่น เชื้อมีการดื้อยา แพ้ยา การใช้ยาชนิดนั้นเป็น

เวลานานๆอาจเป็นพิษต่อร่างกาย  

Triple therapy เป็นการรักษาขั้นพื้นฐาน ที่จัดเป็น First line treatment ของการรักษาการ

ติดเชื้อ H. pylori เป็นการรักษาโดยให้ยา 3 ชนิดพร้อมกันคือ Proton-pump inhibitor (PPI) เป็น

ยาที่ ใช้ ลดการหลั่ งกรดในกระเพาะอาหาร ตั วอย่ าง เช่น  lansoprazole, esomeprazole, 

omeprazole ร่ ว ม กั บ ย า ปฏิ ชี ว น ะ  อี ก  2 ช นิ ด ไ ด้ แ ก่  amoxicillin, clarithromycin ห รื อ 

metronidazole โดยผู้ป่วยจะได้รับยาต่อเนื่องเป็นเวลา 10 วัน ถึง 2 อาทิตย์ ประสิทธิผลในการ

ก าจัดเชื้ออยู่ที่ประมาณ 70 ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ [7, 46] หากพบ First line treatment ของ  H. 

pylori มีอัตราการก าจัดเชื้อต่ าให้เปลี่ยนไปใช้วิธีอื่น ตัวอย่าง  Triple therapy ได้แก่ รักษาโดยใช้ยา 

PPI ร่วมกับ amoxicillin 1 กรัม และ clarithromycin 500 มิลลิกรัม เป็นเวลา 14 วัน, รักษาโดยใช้

ยาPPI ร่วมกับ metronidazole 400 มิลลิกรัม และ clarithromycin 250 มิลลิกรัม เป็นเวลา 14 

วัน  (PPI ได้แก่  esomeprazole 20 มิลลิกรัม , lansoprazole 30 มิลลิกรัม , omeprazole 20 

มิลลิกรัม , pantoprazole 40 มิลลิกรัม หรือ rabeprazole 20 มิลลิกรัม ชนิดใดชนิดหนึ่ง)  

 Sequential therapy คือการเริ่มการรักษาด้วยยาตัวเดียว  โดยเริ่มต้นจากการให้  

amoxicillin ร่ วมกั บ  PPI เ ป็ น เ วลา  5 วั น  ซึ่ ง  amoxicillin จะป้ อ งกั นการ  efflux ของยา 

clarithromycin ที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย และให้ clarithromycin ร่วมกับ PPI ต่ออีก 5 วัน [7, 46] 

แต่วิธี Sequential therapy ไม่สามารถใช้กับผู้ที่แพ้ยา penicillin ประสิทธิผลในการก าจัดเชื้ออยู่ที่
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ประมาณ 94 เปอร์เซ็นต์ และจะเพิ่มขึ้นเป็น 98 เปอร์เซ็นต์ ถ้าผู้ป่วยไม่ดื้อยา clarithromycin จะ

ลดลงเหลือ 65 เปอร์เซ็นต์ ถ้าผู้ป่วยดื้อยา clarithromycin [7] หากการรักษาไม่ได้ผล ให้เปลี่ยนไปใช้

วิธีอื่น ตัวอย่าง  Sequential therapy [47] ได้แก่ รักษาโดยใช้ยา lansoprazole 30 มิลลิกรัม 

ร่วมกับ amoxicillin 1.0 กรัม เป็นระยะเวลา 5 วัน ต่อจากนั้นรักษาโดยใช้ยา lansoprazole 30 

มิลลิกรัม ร่วมกับ clarithromycin 500 มิลลิกรัม ร่วมกับ tinidazole 500 มิลิกรัม เป็นระยะเวลา 5 

วัน 

 Bismuth Quadruple therapy คือการให้ยาในกลุ่ม bismuth (ยาเคลือบกระเพาะอาหาร) 

ร่วมกับยา PPI, และ ยาปฏิชีวนะ อีก 2 ชนิด Bismuth Quadruple therapy ไม่สามารถใช้รักษา

เป็นระยะเวลานานได้ เนื่องจาก bismuth ที่ถูกดูดซึมอาจเกิดพิษ ต่อระบบประสาท ประสิทธิผลใน

การก าจัดเชื้ออยู่ที่ประมาณ 82 เปอร์เซ็นต์ [7] หากการรักษาไม่ได้ผล ให้เปลี่ยนไปใช้วิธีอื่น ตัวอย่าง 

Bismuth Quadruple therapy [48 ]  ได้แก่  รั กษาโดยใช้ยา PPI ร่ วมกับ bismuth ร่ วมกับ 

tetracycline 500 มิลลิกรัม และ metronidazole 250 มิลลิกรัม เป็นระยะเวลา 14 วัน  

 Concomitant therapy เ ป็ นกา ร ให้ ย า  พร้ อมกั น  4 ชนิ ด  ได้ แ ก่  PPI, amoxicillin, 

clarithromycin, metronidazole ประสิทธิผลในการก าจัดเชื้ออยู่ที่ประมาณ 88 เปอร์เซ็นต์  [7] 

หากการรักษาไม่ได้ผล ให้เปลี่ยนไปใช้วิธีอื่น ตัวอย่าง Concomitant therapy [48] ได้แก่ รักษาโดย

ใช้ยา PPI ร่วมกับ clarithromycin 500 มิลลิกรัม ร่วมกับ amoxicillin 1 กรัม และ metronidazole 

500 มิลลิกรัม เป็นระยะเวลา 10 วัน  

 นอกจากนี้ยังมีแนวทางการรักษาการติดเชื้อ H. pylori อย่างมากมาย เช่น Levofloxacin-

based triple therapy, Culture-guided therapy, Levofloxacin-based quadruple therapy 

ในปัจจุบันมีการปรับปรุงการรักษาการติดเชื้อ H. pylori อย่างแพร่หลาย เพื่อให้มีความเหมาะสม 
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และประสพความส าเร็จในการรักษา โดยพัฒนาให้เหมาะสมกับ การดื้อยาต่างๆที่เพิ่มขึ้น ลักษณะ

ประชากร และปัจจัยต่างๆ โดยเริ่มจากการรักษาขั้นพื้นฐาน (Triple therapy)  มาเป็นต้นแบบ และ

น าไปปรับใช้ให้เหมาะสม [48] 

 

6. ยา Metronidazole 

 

รูปที่ 2 สูตรเคมีของยา metronidazole [49] 
 

Metronidazole (2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethanol หรือ C6H9N3O3) เป็น

ยาชนิดหนึ่งที่ใช้รักษาการติดเชื้อ H. pylori จัดเป็นยาในกลุ่ม nitroimidazole antibiotic ใช้รักษา

โรคที่เกิดจากการการติดเชื้อ anaerobic bacteria และ protozoa metronidazole เริ่มน ามาใช้ใน

ปี 1960 ในประเทศฝรั่งเศส [50] ปัจจุบันองการองค์นามัยโลกได้จัด metronidazole เป็นยาหลักที่

ส าคัญที่สุดชนิดหนึ่งที่ใช้รักษาการติดเชื้อจุลชีพต่างๆ ยา metronidazole จะซึมเข้าผนังเซลล์ของ

เชื้อ และ ถูก reduce โดยโปรตีนภายในเซลล์ของเชื้อตรงต าแหน่ง nitro group ต าแหน่งที่ 5 ของยา 

ท าให้ได้สารซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาเคมีที่สามารถท าลายสายดีเอ็นเอ ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
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โครงสร้างของสายดีเอ็นเอ ท าให้เกลียวของสายดีเอ็นเอ ไม่เสถียร ท าให้ดีเอ็นเอ ทั้งสายเดี่ยว และคู่ 

เกิดการแตกหัก  จึงท าให้เชื้อไม่สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอ และ สร้างโปรตีนได้  [51] 

 

 

รูปที่ 3 metronidazole ที่ถูก reduce ให้อยู่ในรูป active form ซึ่งมีผลในการท าลายดีเอ็นเอ 
 

ผลข้างเคียงขอการใช้ยา metronidazole แตกต่างกันไป ที่พบบ่อย ได้แก่  คลื่นไส้ อาเจียน

ท้องเสีย น้ าหนักลด ปวดท้อง ปวดศีรษะ  เวียนศีรษะ และ รู้สึกถึงรสชาติโลหะในปาก  ผลข้างเคียงที่

พบไม่บ่อย ได้แก่ ท าให้เกิดอาการแพ้ (มีอาการต่างไปตามบุคคล) ลิ้นบวม ลิ้มเปื่อย   ปัสสาวะสีเข้ม 

และอาการชาตามร่างกาย และอื่นๆ [52] 

ในปัจจุบันพบอัตราการดื้อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori ทั่วโลกประมาณ 26.7 

เปอร์เซ็นต์ [6]โดย จะแตกต่างกันไปในแต่ละพื้นที่ ในทวีปยุโรปพบอัตราการดื้อยา metronidazole 

ของเชื้อ H. pylori 17 เปอร์เซ็นต์ ในทวีปอเมริกา 44.1 เปอร์เซ็นต์ ในทวีปแอฟริกา 92.4 เปอร์เซ็นต์ 

ในทวีปเอเชีย 37.1 เปอร์เซ็นต์ ในประเทศเกาหลี 49.6 เปอร์เซ็นต์ [53] ในอิตาลี 23.9 เปอร์เซ็นต์ 

(44) [54] และในประเทศไทยพบสูงถึง 35 ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ [7] การดื้อยา metronidazole ของ
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เชื้อ H. pylori จึงจัดเป็นปัญหาใหญ่ที่มีส่วนท าให้การรักษาล้มเหลว และก่อให้เกิดความเสียหายทั้ง

ด้านสาธารณสุข และด้านเศรษฐกิจ  

 

7. การตรวจหาการดื้อยา (Susceptibility testing) ของเชื้อ H. pylori 

วิธีการตรวจหาการดื้อยาของเช้ือ H. pylori สามารถแบ่งได้เป็น 2 วิธีคือ 

7.1 การตรวจหาการดื้อยาตามลักษณะที่เชื้อแสดงออกมา (Phenotypic)  

โดยจะตรวจหาจากคุณสมบตัิที่เช้ือแสดงออกมา ได้แก ่

7.1.1 Agar dilution method เป็นวิธีที่ สถาบันห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์ และ

การแพทย์ (Clinical and Laboratory Standards Institute หรือ CLSI) แนะน า และจัดให้เป็นการ

ทดสอบมาตรฐาน (gold standard) ในการตรวจหาการดื้อยาของ เชื้อ H. pylori โดยเชื้อ H. pylori 

ที่ดื้อยา metronidazole จะมีค่าความเข้มข้นของยา metronidazole ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ  (Minimum inhibitory concentration หรือ MIC) มากกว่า หรือเท่ากับ  8 

ไมโครกรัม ต่อ มิลลิลิตร 

7.1.2 Broth dilution method เป็นวิธีประยุกต์มาจาก Agar dilution method เพื่อ

น ามาใช้กับเครื่อง automate แต่ในปัจจุบันยังได้รับความนิยมน้อยเนื่องจาก เชื้อจะเจริญเติบโตยาก

ใน broth [8] 

7.1.3 Breakpoint susceptibility testing เป็นวิธีแบบง่ายของเทคนิค Agar dilution 

โดยเลือกท าการทดสอบเฉพาะความเข้มข้นของยาที่สามารถแบ่งเชื้อได้เป็น เชื้อที่ไวต่อยา 

(susceptible), เชื้อที่อยู่กึ่งกลางระหว่างเชื้อที่ดื้อเป็นไวต่อยา  (intermediate) หรือเชื้อที่ดื้อยา 
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(resistant) จากการศึกษาเปรียบเทียบ ระหว่างวิธี breakpoint susceptibility กับ Agar dilution 

พบว่าผลที่ได้เหมือนกันถึง 94 เปอร์เซ็นต์ [9, 55] 

7.1.4 Disk diffusion testing เป็นวิธีที่ง่าย และต้นทุนต่ า แต่ไม่นิยมใช้เนื่องจาก เชื้อ 

H. pylori เจริญเติบโตช้า 

7.1.5 E-test จัดเป็นวิธีที่ทันสมัย สามารถหาค่าความเข้มข้นของยา metronidazole 

ที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ แต่ไม่นิยมใช้เนื่องจากเชื้อ H. pylori เจริญเติบโตช้า มี

การศึกษาเปรียบเทียบการตรวจหาการดื้อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori ระหว่าง E-test 

กับ Agar dilution method พบว่าผลการทดสอบที่ได้ให้ผลเหมือนกัน [56] 

7.2 การตรวจหาการดื้อยา ตามรูปแบบของยีน (Genotypic) 

เป็นการตรวจหาการดื้อยาตามรูปแบบของยีน เป็นการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนที่ส่งผล

ต่อการดื้อยาของเชื้อ H. pylori โดยจะใช้วิธีทางอณูชีววิทยา (molecular) ตัวอย่างเช่น การ

ประยุกต์ใช้ PCR-RFLP มาตรวจหายีนดื้อยา clarithromycin ที่เกิดการกลายพันธุ์ ที่ยีน 23S rRNA 

ของเชื้อ H. pylori [17] การตรวจหาความสัมพันธ์ของการดื้อยา metronidazole กับการกลายพันธุ์

ของยีน rdxA โดยใช้ PCR-RFLP และ Sequencing [10] 

 

8. ยีน rdxA และ frxA 

จีโนม (Genome) ของเชื้อ H. pylori จะมีความหลายหลากต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ และแต่

ละภูมิภาค [57] ตัวอย่างเช่น genome ของ strain "26695" ประกอบไปด้วย nucleotide 1.7 ล้าน 

base pairs (คู่เบส) มียีนทั้งหมด 1,550 ยีน [58] 

http://www.thaibiotech.info/what-is-genome.php
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ยีน rdxA เป็นยีนหนึ่งที่พบใน H. pylori มีลักษณะเป็นเส้นตรง ความยาว 633 คู่เบส สามารถ

ถอดรหัส ออกมาเป็นโปรตีนที่มีชื่อว่า oxygen-insensitive NADPH nitroreductase มีความยาว 

210 amino acids (aa) oxygen-insensitive NADPH nitroreductase จัดเป็นเอนไซม์ ที่สามารถ 

reduce หมู่ nitro group เพื่อกระตุ้นยา metronidazole ให้สามารถท างาน โครงสร้างของโปรตีนที่

ถูกถอดรหัสมาจากยีน rdxA มีลักษณะเป็น homodimer exhibiting domain swapping โดยมี

พันธะ FMN เชื่อมระหว่าง dimer ทั้งสองโมเลกุล [11]  

 

 

รูปที่ 4 A แบบจ าลองโปรตีนของยีน rdxA B แบบจ าลอง functional dimer ของโปรตีน 
RdxA [11] 

 

ยีน frxA เป็นยีนที่พบใน H. pylori มีลักษณะเป็นเส้นตรง ความยาว 654 คู่เบส สามารถ

ถอดรหัสออกมาเป็นโปรตีนที่มีชื่อว่า NADPH flavin oxidoreductase มีความยาว 217 amino 

acids (aa) NADPH flavin oxidoreductase จัดเป็นเอนไซม์ ที่สามารถ reduce หมู่ nitro group 

เพื่อกระตุ้นยา metronidazole ให้ท างาน [59]  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3504637_nihms413555f1.jpg
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ยีน rdxA และ frxA สามารถถอดรหัสออกมาเป็นโปรตีนที่เป็นเอนไซม์ที่สามารถ reduce ยา 

metronidazole ตรงหมู่ไนโตรเจน (nitro group) ต าแหน่งที่ 5 ท าให้ยา metronidazole อยู่ใน

รูปแบบที่สามารถท างานได้ กลไกการดื้อยา metronidazole ในเชื้อ H. pylori เกิดขึ้นเมื่อยีน rdxA 

และ frxA เกิดการกลายพันธุ์ ท าให้เอนไซต์เปลี่ยนรูปไป ส่งผลกับความสามารถ  reduce ยา 

metronidazole และท าให้เชื้อด้ือต่อยา metronidazole ดังรูปที่ 5 

 

 

รูปที่ 5 A แบบจ าลองกลไกการท างานของยา metronidazole 
           B แบบจ าลองยา metronidazole ที่ไม่สามารถท างานได้ 

 

เนื่องจากยีน rdxA และ frxA สามารถถอดรหัสออกมาเป็นเอนไซม์ที่สามารถกระตุ้นให้ยา 

metronidazole ท างานได้ จึงมีการประยุกต์ใช้วิธีทาง molecular ต่างๆ เช่น  PCR, RFLP, DNA 

sequencing, Cloning แ ล ะ  Molecular replacement (59,60,61,62) เ พื่ อ ศึ ก ษ า เ กี่ ย ว กั บ

ความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์ของยีน  rdxA และ frxA กับการดื้อยา metronidazole ใน H. 
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pylori อย่างแพร่หลาย แต่ผลการศึกษามีความแตกต่างกันไปในแต่ละประเทศ ปัจจุบันจึงยังไม่

สามารถสรุปลักษณะกลายพันธุ์ที่สัมพันธ์กับการดื้อยา metronidazole ได้อย่างชัดเจน พบว่าการ

กลายพันธ์ุของยีน rdxA และยีน rdxA ร่วมกับ frxA ส่งผลให้มีการดื้อยา metronidazole ในปริมาณ

ที่สูงขึ้น แต่มีความแตกต่างกันไปของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ [59] การศึกษาล าดับเบสของยีน rdxA ใน

เชื้ อ  H. pylori ที่ ดื้ อยา metronidazole พบว่า  มีการเกิดการกลายพันธุ์  แบบ missence, 

frameshift และ nonsense ในหลายต าแหน่ง [12, 13] H. pylori ที่ดื้อยา metronidazole เกิด

การกลายพันธุ์แบบ substitution ที่กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 148 ของยีน rdxA ท าให้เกิดเป็นรหัสที่

หยุดสังเคราะห์โปรตีน (stop codon) ขึ้น  insertion ที่กรดอะมิโน ต าแหน่งที่ 141 ท าให้เกิดเป็น

รหัสที่หยุดสังเคราะห์โปรตีน [60]  และในการศึกษาล าดับเบสของยีน rdxA และ frxA ในเชื้อ H. 

pylori ที่ดื้อยา metronidazole และเชื้อที่ไวต่อยา metronidazole ในไต้หวันพบการกลายพันธุ์ 

ของยีน rdxA และ frxA สูงถึง 86 เปอร์เซ็นต์ และ 43 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ การกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้น

มีทั้งแบบ insertion , deletion และ substitution และพบในต าแหน่งที่ต่างกันไป เช่นในยีน rdxA 

พบการกลายพันธุ์แบบ frameshift ท าให้เกิดรหัสที่หยุดสังเคราะห์โปรตีน ต าแหน่งเบสที่ 158 และ

ในยีน frxA พบการกลายพันธุ์แบบ frameshift ท าให้เกิดรหัสที่หยุดสังเคราะห์โปรตีน ที่ต าแหน่งเบส 

39 [15] จากการวิเคราะห์ยีน rdxA และ frxA ของเชื้อที่ด้ือยา metronidazole กับการเกิดการกลาย

พันธุ์แบบ frameshift พบว่าการเกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift ในยีน rdxA น่าจะเกี่ยวข้องกับ 

การดื้อยา metronidazole เนื่องจากพบการกลายพันธุ์แบบ frameshift ของยีน rdxA สูงถึง 44 

เปอร์เซ็นต์ ในตัวอย่างเชื้อ 132 ตัวอย่างที่ดื้อต่อยา metronidazole แต่ไม่พบความสัมพันธ์ของการ

เกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift ในยีน frxA [61] พบว่าการกลายพันธุ์ที่กรดอะมิโนที่ 16 ของ 

RdxA เป็น Hitidine มีผลต่อการดื้อยา metronidazole [62] พบว่าการกลายพันธุ์ของยีน rdxA มี

ความสัมพันธ์กับการด้ือยา metronidazole และการกลายพันธุ์ของยีน frxA มีส่วนช่วยให้มีการดื้อยา
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ที่ปริมาณสูงขึ้น [63] แต่ในหลายงานวิจัยกลับพบว่าไม่สามารถสรุปความสัมพันธ์ระหว่างการกลาย

พันธุ์ของยีน  rdxA และ frxA กับการดื้อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori หรืออาจส่งผลน้อย

มาก เนื่องจากการกลายพันธุ์ที่พบเชื้อ H. pylori ที่ดื้อ และไวต่อยา metronidazole ไม่มีความ

แตกต่างกัน ตัวอย่างเช่น การวิเคราะห์เปรียบเทียบยีน rdxA และ frxA ระหว่างเชื้อ H. pylori ที่ดื้อ

ยา metronidazole และไวต่อยา metronidazole ในสหราชอาณาจักร พบว่า มีอัตราการกลาย

พันธุ์ของยีน frxA แบบ frameshift สูง ทั้งในเชื้อที่ดื้อ และไวต่อยา metronidazole จึงสรุปได้ว่า

การกลายพันธุ์ของยีน frxA ไม่เกี่ยวข้องกับการดื้อยา metronidazole เชื้อ H. pylori [64]  งานวิจัย

ที่ผ่านมาพบว่ายีน rdxA ในเชื้อที่ดื้อยา metronidazole และเชื้อที่ไวต่อยา metronidazole ของ

คนไข้ 11 ใน 15 คน ไม่พบความแตกต่างกัน จึงสรุปได้ว่า การกลายพันธุ์ของยีน rdxA ในเชื้อ H. 

pylori ไม่เกี่ยวข้องกับการด้ือยา metronidazole [65] 

 

ตารางที่ 1 รายละเอียดการกลายพันธ์ุของยีน rdxA และ frxA ในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา 

metronidazole [15] 
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9. Multiplex allele-specific polymerase chain reaction (MAS-PCR) 

MAS-PCR เป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของเบสเพียงเบสเดียวบนดีเอ็นเอต้นแบบ 

โดยพัฒนาให้สามารถตรวจวัดพร้อมกันได้ในหลายต าแหน่ง และสามารถน าผลผลิต PCR ที่ได้ ไป

ตรวจวัดโดยวิธี ethidium bromide-stained agarose หรือ polyacrylamide gel 

MAS-PCR พัฒนามาจากเทคนิค Allele-specific polymerase chain reaction (AS-PCR) 

และ Multiplex polymerase chain reaction (MPCR)   หลักการของ MAS-PCR คือ เอนไซม์ 

Thermus aquaticus DNA polymerase ไม่สามารถท าปฏิกิริยาในขั้นตอน extension ได้ถ้าหาก

ด้าน 3' ของ oligonucleotide primer ไม่เป็นคู่สมกับดีเอ็นเอต้นแบบ ดังนั้นการออกแบบไพรเมอร์ 

ให้มีความเหมาะสมกับต าแหน่งเบสที่ต้องการตรวจสอบ ดังรูปที่ 6 

ในงานวิจัยปัจจุบันมีการน าเทคนิค MAS-PCR มาประยุกต์ใช้ในงานด้านพันธุศาสตร์ต่างๆ 

อย่างแพร่หลาย เช่นการพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อหายีนดื้อยาของเชื้อ Mycobacterium 

tuberculosis (MTB) ที่มีต าแหน่งการกลายพันธุ์ของเบสดังนี้ katG315, rpoB531, gyrA94  และ 

rrs1401 ผลที่ได้สอดคล้อง 100 เปอร์เซ็นต์ กับเทคนิค DNA sequencing [16] , การพัฒนาเทคนิค 

MAS-PCR เพื่ อตรวจหา Multidrug-Resistant Tuberculosis ในปานามา เนื่ องจากเชื้ อ  M. 

tuberculosis มียีนดื้อยาหลายต าแหน่งที่ต่างกันไป จึงมีการพัฒนา MAS-PCR มาตรวจหายีน ดื้อยา

ในต าแหน่งต่างๆพร้อมกัน  พบว่าเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค Sequencing พบว่ามีความไวและ

ความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์  [66] การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์

ของยีน GyrAD94G และ rrsA1401G ซึ่งมีความสัมพันธ์ต่อการดื้อยาที่เป็น second-line ของ M. 

tuberculosis พบว่า เทคนิค MAS-PCR มี ความไวในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของ ยีน GyrA 

D94G และ rrsA1401G สูงถึง 54.5 เปอร์เซ็นต์ และ 90.0 เปอร์เซ็นต์ ทั้งยังมีความจ าเพาะสูงถึง 100 
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เปอร์เซ็นต์ [67] , การพัฒนา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์การดื้อยา rifampicin (RMP) ที่

ต าแหน่งกรดอะมิโนที่  516, 526 และ 531 ของยีน rpoB ในเชื้อ M. tuberculosis เมื่อเปรียบเทียบ

วิธี  MAS-PCR กับ GenoType MTBDR assay พบว่ ามีความไว 83.7 เปอร์ เซ็นต์  และ 93.3 

เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบความจ าเพาะของทั้งสองวิธีสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต ์ถึงแม้วิธี GenoType 

MTBDR assay จะมีความไวที่มากกว่าวิธี MAS-PCR แต่เนื่องจากมีราคาของการทดสอบสูงกว่ามาก 

ท าให้วิธี MAS-PCR น่าจะเป็นตัวเลือกในการใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rpoB ที่มีผลต่อการดื้อ

ยา rifampicin ในประเทศก าลังพัฒนา [67] 
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รูปที่ 6 แสดงหลักการของ MAS-PCR ขั้นตอนที่ 1 Denaturation: เพิ่มอุณหภูมิ เพื่อให้ DNA 

ต้นแบบแยกออกจากกัน ขั้นตอนที่ 2 Annealing: อุณหภูมิลดลง เพื่อให้ไพรเมอร์คู่หลัก และ ไพร

เมอร์ที่เป็น allele-specific ที่ต าแหน่งต่างๆ เข้าไปจับดีเอ็นเอต้นแบบโดยที่ไพรเมอร์ที่เป็น allele-

specific  ที่เข้าไปจับดีเอ็นเอ ต้นแบบได้ต้องมี  ด้าน 3’ จ าเพาะกับดีเอ็นเอต้นแบบ ขั้นตอนที่ 3 

Extension: เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 

 



 

 

27 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

1. สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์  

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที่ใช้งานวิจัย มีรายละเอียด ดังนี้ 

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื่อ H. pylori ประกอบด้วย  brain 

heart infusion (BHI) agar ซื้อจากบริษัท Oxoid จ ากัด สหราชอาณาจักร   

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการสกัดสารพันธุกรรม Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit Protocol ซื้อจากบริษัท Promaga จ ากัด สหรัฐอเมริกา    

สารเคมี น้ ายา วัสดุทางวิทยาศาสตร์ที่ใช้ใน เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

และ เทคนิค Multiplex allele specific-polymerase chain reaction (MAS-PCR) ประกอบไป

ด้วย 1XPCR buffer, เอนไซม์ Taq DNA polymerase และ deoxynucleotide (dNTPs) ซื้อจาก

บริษัท New England Biolabs จ ากัด สหรัฐอเมริกา  

Boric acid, Etylenediaminetetraacetic acid และ Agarose ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldirich 

จ ากัด สหรัฐอเมริกา  

Tris base ซื้อจากบริษัท Promaga จ ากัด สหรัฐอเมริกา  

ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส ซื้อจากบริษัท fermentas life sciences จ ากัด สหรัฐอเมริกา  

ไพรเมอร์สั่งจากบริษัท BioDesign จ ากัด ประเทศไทย  
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Ethidium bromide ซื้อจากบริษัท Plus OneTM จ ากัด สหรัฐอเมริกา  

 

2. วิธีการทดลอง 

2.1 เชื้อ H. pylori  

2.1.1 เชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole 

เชื้อ H. pylori จ านวน 34 สายพันธุ์ เพาะแยกจากชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารของผู้ป่วย 

และผ่านการทดสอบหาความเข้มข้นยาที่น้อยที่สุดที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori (Minimum 

inhibitory concentration หรือ MIC)  ตามวิธีมาตรฐานของ  Clinical Laboratory Standard 

Institute (CLSI) ปี 2007 ว่าเป็นเชื้อที่ด้ือต่อยา metronidazole โดยมีค่า MIC มากกว่า หรือ เท่ากับ 

8 กรัมต่อมิลลิลิตร ได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.นพ. รัฐกร วิไลชนม์ หน่วยโรคทางเดินอาหาร

และตับ คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ ปทุมธานี ประเทศไทย 

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion (BHI) agar ที่มีส่วนประกอบของ เลือดคน 5 

เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะที่ออกซิเจนเจือจาง ประกอบด้วย 

คาร์บอนไดออกไซด์ 10 เปอร์เซ็นต์ และ ออกซิเจน 5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ Anaero Pack จากบริษัท 

Mitsubishi gas chemical ประเทศญี่ปุ่น บ่มใน anaerobic jar เป็นระยะเวลา 5 วัน เก็บรักษาใน 1 

มิลลิลิตร ของ tryptic soy broth ที่มีส่วนประกอบของ กลีเซอรอล 15 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส 

2.1.2 Campylobacter-like organism test (CLO test) หรือ Rapid urease test ที่

ให้ผลบวก 30 ตัวอย่าง 
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เชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO test ที่ให้ผลบวก จ านวน 30 ตัวอย่าง ได้รับความอนุเคราะห์

จากแผนกทางเดินอาหาร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ที่ได้รับการตรวจยืนยันว่าเป็นเชื้อ H. pylori จาก

การศึกษาก่อนหน้าน้ี เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.1.3 เชื้อแบคทีเรียสายพันธ์ุมาตรฐาน ATCC 51932  

เชื้อ H. pylori มาตรฐานสายพันธุ์ ATCC 51932 ใช้เป็นตัวควบคุมบวกในปฏิกิริยา 

PCR เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ brain heart infusion (BHI) agar ที่มีส่วนประกอบของ เลือดคน 

5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะที่ออกซิเจนเจือจาง เช่นเดียวกับข้อ 2.1.1 

เป็นระยะเวลา 5 วัน  

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 

2.2.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole และเชื้อ H. 

pylori ATCC 51932  

ท าการสกัดแยกดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole จ านวน 34 

สายพันธุ์ และเชื้อ H. pylori ATCC 51932 โดยใช้ชุดทดสอบ Wizard genomic DNA purification 

kit (Promega, Madison,WI) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ น าเชื้อที่เก็บรักษาใน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปั่นที่ 

12,000 g โดยใช้เครื่องปั่นตกตะกอนความเร็วสูง (Micro high speed refrigerated centrifuge)  

จากบริษัท Vision จ ากัด ประเทศเกาหลี เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งส่วนใส และน าเฉพาะส่วนตะกอนมา

ละลายในบัฟเฟอร์ Cell Lysis Solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายข้างต้นให้เข้ากัน

โดยใช้ เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) จากบริษัท Genie 2 จ ากัด สหรัฐอเมริกา และ น าไปบ่มที่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่งโมง จากนั้นปล่อยให้เย็นจนอุณหภูมิของสารละลายมีค่า

เท่ากับอุณหภูมิห้อง เติม RNase Solution ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน และบ่ม
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ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม Protein Precipitation Solution ผสม

สารละลายให้เข้ากัน แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปปั่นที่ความเร็ว 13,000 g เป็นเวลา 3  

นาที ปิเปตสารละลายที่เป็นส่วนใสด้านบนปริมาตร 600 ไมโครลิตร มาใส่ในหลอด 1.5 ไมโครลิตร ที่

มี Isopropanol ปริมาณ 600 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน น าไปปั่น ด้วยความเร็ว 13000 g 

เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งส่วนใส เติม 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  น าไปปั่นที่

ความเร็ว 13000 g เป็นเวลา 2 นาที ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เติม 

Rehydration Solution ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 

จากนั้นท าการวัดปริมาณดีเอ็นเอ ด้วยเครื่องวัดปริมาณ DNA (Nanodroptm 1000 spectometer 

หรือ Nano Drop) ของบริษัท Thermo scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา ที่ความยาวคลื่น 260 นาโน

เมตร 

2.2.2 สกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO test  

สกัดดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori จาก CLO test ที่ให้ผลบวก จ านวน 30 ตัวอย่างโดยน า

วุ้นจาก CLO test ที่ให้ผลบวกใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร บดด้วยที่บดให้ละเอียด เติมน้ าที่ปราศจาก

เชื้อ (deionized water) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมสารละลายข้างต้นให้เข้ากันโดยใช้ เครื่อง

เขย่าผสมสาร (Vortex) จากบริษัท Genie 2 จ ากัด สหรัฐอเมริกา จากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดเป็น

เวลา 10 นาที และปั่นที่ความเร็ว 7000 g โดยใช้เครื่องปั่นตกตะกอนความเร็วสูง (Micro high 

speed refrigerated centrifuge) จากบริษัท Vision จ ากัด ประเทศเกาหลี เป็นเวลา 5 นาที ปิเปต

ส่วนใสด้านบนปริมาณ 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม ethanol ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ และปั่นด้วย

ความเร็ว 7000 g เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเทส่วนใสด้านบนทิ้ง และปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เป็น
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เวลา 30 นาที เติม Tris-EDTA buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท าการวัดปริมาณดีเอ็นเอ ด้วย

เครื่องวัดปริมาณ DNA ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

2.3 การเพิ่ มปริมาณยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain 

Reaction) 

2.3.1 การเพ่ิมปริมาณของยีน rdxA ด้วยเทคนิค PCR  

เพิ่มปริมาณยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค PCR โดยน าดีเอ็นเอของเชื้อ H. 

pylori ที่สกัดได้ดังข้อ 2.2 มาท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X 

thermobuffer (ประกอบด้วย Tris-HCl 10 มิลลิโมลาร,์ KCl 50 มิลลิโมลาร ์และ MgCl2 1.5 มิลลิโม

ลาร์), dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์, rdxA-F 0.5 ไมโครโมลาร์, rdxA-R 0.5 ไมโครโมลาร์ (รายละเอียดไพร

เมอร์แต่ละชนิดดังแสดงใน ตารางที่ 2) Taq DNA polymerase 1.25 ยูนิต และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 

100 นาโนกรัม โดยหลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และหลอดควบคุมบวกใช้ดีเอ็นเอที่สกัด

จาก H. pylori ATCC 51932 ตั้ ง โปรแกรมเครื่อง Thermo cycler ของบริษัท Biorad จ ากัด 

สหรัฐอเมริกา ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที, อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

1 นาที จ านวน 40 รอบ และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
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ตารางที่ 2 ตารางแสดงล าดับเบสของไพรเมอร์ ในการเพ่ิมจ านวนยีน rdxA 

Primer 

name 
Primer sequences (5’-3’) position 

Product 

sizes (bp) 
Ref 

rdxA-R GCAGGAGCATCAGATAGTTCT 7092 – 7112 
886 [10] 

rdxA-F GGGATTTTATTGTATGCTACAA 7978 – 7957 

 

2.3.2 การเพ่ิมปริมาณของยีน frxA ด้วยเทคนิค PCR  

เพิ่มปริมาณยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค PCR โดยน าดีเอ็นเอ ของเชื้อ H. 

pylori ที่สกัดได้ดังข้อ 2.2 มาท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X 

thermobuffer, dNTPs 0.2 มิลลิ โมลาร์ , frxA-F 0.5 ไมโครโมลาร์ , frxA-R 0.5 ไมโครโมลาร์  

(รายละเอียดไพรเมอร์แต่ละชนิดถูกแสดงใน ตารางที่ 3) Taq DNA polymerase 1.25 ยูนิต และดี

เอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม โดยหลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และหลอดควบคุมบวกใช้

ดีเอ็นเอที่สกัดจาก H. pylori ATCC 51932 ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo cycler ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 

94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาท,ี อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูม ิ52 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 40 รอบ และ 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
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ตารางที่ 3 ตารางแสดงล าดับเบสของไพรเมอร์ ในการเพ่ิมจ านวนยีน frxA  

Primer 

name 
Primer sequences (5’-3’) position 

Product 

sizes (bp) 
Ref 

frxA-F GGATATGGCAGCCGTTTATCATT 4233 – 4255 
780 [10] 

frxA-R GAATAGGCATCATTTAAGAGATTA 5013 – 4990 

 

 

2.4 การตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส 

(Agarose gel electrophoresis) 

น าผลผลิต PCR ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ที่ได้จากข้อ 2.3 ผสมกับ loading dyes ความเข้มข้น 

6 เท่า ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน าไปผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์

ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 

100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที ด้วยเครื่องอิเล็กโตรโฟเรซิส (Gel electrophoresis) Mupid-EXU Gel 

Electrophoresis จากบริษัท Mupid จ ากัด ประเทศญี่ปุ่น สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่อง

บันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัตราไวโอเลต (UV transilliminator G:BOX) จากบริษัท SynGene จ ากัด 

สหรัฐอเมริกา เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ 

2.5 การวิเคราะห์ล าดับเบสยีน rdxA และ frxA จากผลผลิตในปฏิกิริยา PCR  

น าผลผลิตในปฏิกิริยา PCR ในข้อ 2.3 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ความเข้มข้นของผลผลิต PCR 

มีค่ามากกว่า หรือ เท่ากับ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยใช้ไพรเมอร์ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ 
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ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ยีน rdxA มีล าดับเบสดังนี้ 5’GGGATTTTATTGTATGCTACAA3’ 

และไพรเมอร์ยีน frxA มีล าดับเบสดังนี้ 5’GGATATGGCAGCCGTTTATCATT3’ ส่งวิเคราะห์ที่บริษัท 

Bioneer จ ากัด ประเทศเกาหลีใต้ น าล าดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบกับ ยีน rdxA และ frxA  ของเชื้อ 

H. pylori ATCC 26695 ( ยี น  rdxA = accession number HP0954 แ ล ะ  frxA = accession 

number HP0642)  โดยโปรแกรม Basic local alignment search tool  

(BLAST : http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi)  

2.6 การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori และจัดท า 

phylogenetic tree 

น าล าดับเบสของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole จ านวน 

34 สายพันธ์ุ และ ตัวอย่าง CLO testsจ านวน 30 ตัวอย่าง ที่ได้จากข้อ 2.5  มาวิเคราะห์เปรียบเทียบ

กับล าดับเบสของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695 (ยีน rdxA = accession 

number HP0954 และ frxA = accession number HP0642)  เพื่อหาการเปลี่ยนแปลงของล าดับ

เบสต าแหน่งต่างๆ จัดท า และจัดท า phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม  

BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) 

2.7 การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 

291 ของเชื้อ H. pylori 

2.7.1 การออกแบบไพรเมอร์ 

ออกแบบไพรเมอร์ที่เป็น Allele specific กับต าแหน่งเบสที่ 291 (กรดอะมิโนต าแหน่ง

ที่ 97) โดยไพรเมอร์ที่ออกแบบต้องมีด้าน 3' ของ oligonucleotide เป็นคู่สมกับเบสของยีน rdxA ที่
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ต าแหน่งเบส 291  เมื่อท างานร่วมกับไพรเมอร์คู่หลักที่ใช้ในปฏิกิริยาตามข้อ 2.3.1 ได้ผลผลิต MAS-

PCR ขนาดต่างกัน  รายละเอียดของ Allele specific primer (AS-primer ) ที่ออกแบบ และ ไพร

เมอร์คู่หลักที่ใช้ในปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 4 ต าแหน่งทิศทางของ AS-primer  ดังรูปที่ 7  ตรวจสอบ

ความจ าเพาะของ AS-primer  ด้วยโปรแกรม BLAST 

 

ตารางที่ 4 ตารางแสดงรายละเอียดของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลาย

พันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 ของเชื้อ H. pylori 

Primer 

name 
Sequence(5’-3’) 

TM 

(degree Celsius) 

Product 

length 

(bp) 

rdxA-F GGGATTTTATTGTATGCTACAA 58 
886 

rdxA-R GCAGGAGCATCAGATAGTTCT 62 

Sequence (Allele specific primer) 

AS97-R TTTTGCATGTAGTGGCCG 54 358 
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รูปที่ 7 แสดงต าแหน่งทิศทางของ AS-primer  ที่ต าแหน่งเบส 291 
 

2.7.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ที่ใช้ทดสอบหาการกลาย

พันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 

2.7.2.1 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ที่ใช้ทดสอบหา

การกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 

ท าปฏิกิริยา PCR โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิ ในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน 

ได้แก่ 55, 60 และ 65 องศาเซลเซียส เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของการท างานของ AS-primer  ที่

ออกแบบได้ในข้อ 2.7.1 หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 (เชื้อ H. pylori ATCC 51932 )  หลอดควบคุม mutant ใช้ดี

เอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 291 หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อ ท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X thermobuffer, dNTPs 0.2 

มิลลิโมลาร์, AS97-R 0.5 ไมโครโมลาร์, rdxA-F 0.5 ไมโครโมลาร์ Taq DNA polymerase 1.25 ยู

นิต และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที, อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิในขั้นตอน 

Annealing ที่แตกต่างกันในแต่ละหลอด ดังนี้ 55, 60 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 40 รอบ และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 
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1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจล

ภายใต้แสงอัตราไวโอเลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบ

ที่อ่านได้ เลือกอุณหภูมิที่สามารถสังเกตเห็นขนาดผลผลิต  PCR ของดีเอ็นเอ wild type ตามที่

คาดหวังไว้คือ 358 คู่เบส ได้ชัดเจนที่สุด และไม่พบขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ mutant 

2.7.2.2 การความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR 

ที่ใช้ทดสอบหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 

ท าการทดสอบ MAS-PCR หาความเข้มข้นของ AS-primer  ที่เหมาะสมโดย

ทดสอบที่ความเข้มข้นของ AS-primer  ต่างๆกันดังนี้ 0.125, 0.25 และ 0.5 ไมโครโมลาร์ หลอด

ควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นของเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 

(เชื้อ H. pylori ATCC 51932 ) หลอดควบคุมmutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลายพันธุ์

ที่ต าแหน่งเบส 291 หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 

ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X thermobuffer, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์, rdxA-F 1 ไมโครโมลาร์, 

rdxA-R 0.5 ไมโครโมลาร์ Taq DNA polymerase 1.25 ยูนิต และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม 

ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที, อุณหภูมิ 95 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 35 รอบ และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่ เกิดขึ้นด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 

เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไม่โครลิตร ภายใต้

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสง
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อัตราไวโอเลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ 

เลือกความเข้มข้นที่สามารถสังเกตเห็นขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ wild type ตามที่คาดหวังไว้

คือ 886 และ 358 คู่เบส ได้อย่างชัดเจนที่สุด และพบขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ mutant ตามที่

คาดหวังไว้ได้แก่ 886 คู่เบส เท่านั้น 

2.8 การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 

175 และ 392 ของเชื้อ H. pylori 

2.8.1 การออกแบบไพรเมอร์ 

ออกแบบไพรเมอร์ที่เป็น Allele specific ที่ต าแหน่งเบส 91 และ 92 (กรดอะมิโน

ต าแหน่งที่ 31), 175 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 59) และ 392  (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 131) โดยไพร

เมอร์ที่ออกแบบต้องมีด้าน 3' ของ oligonucleotide เป็นคู่สมกับเบสของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 

91, 92, 175 และ 392  ท างานร่วมกับไพร์เมอร์คู่หลักที่ใช้ในปฏิกิริยาตามข้อ 2.3.1 ได้ผลผลิต MAS-

PCR ขนาดต่างกัน  รายละเอียดของ AS-primer  ที่ออกแบบ และไพรเมอร์คู่หลักที่ใช้ในปฏิกิริยา

แสดงในตารางที่ 5 ต าแหน่งทิศทางของ AS-primer  ดังรูปที่ 8  ตรวจสอบความจ าเพาะของ AS-

primer  ด้วยโปรแกรม BLAST 
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ตารางที่ 5 ตารางแสดงรายละเอียดของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลาย

พันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 91, 92, 175 และ 392 ของเชื้อ H. pylori 

Primer 

name 
Sequence 

TM 

(degree 

Celsius) 

Product 

length 

(bp) 

rdxA-R 5’ GCAGGAGCATCAGATAGTTCT 3’ 62 
886 

rdxA-F 5’ GGGATTTTATTGTATGCTACAA 3’ 58 

Sequence (Allele specific primer) 

AS31-F 5’ CATTATGAGTTTTCTAGCAC 3’ 54 765 

AS31-R 5’ AGCGATTTCTTCTAATTCTGT 3’ 56 161 

AS59-F 5’ GCATTTTGTGATGGTTACTG 3’ 56 681 

AS131-F 5’ TCAACCACAGCATGCAAAG 3’ 56 463 

 

 

 

รูปที่ 8 แสดงต าแหน่งทิศทางของ AS-primer ที่ต าแหน่งเบส 91, 92, 175 และ 392  
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2.8.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อทดสอบหาการกลาย

พันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 

2.8.2.1 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ของยีน rdxA 

ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392 

ท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยให้อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ของปฏิกิริยา

ต่างกันไป ได้แก่ 50, 55, 58 และ 60 องศาเซลเซียส หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอ เชื้อ H. 

pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392 หลอดควบคุม mutant 

ใช้ดีเอ็นเอที่มีการกลายพันธุ์ ที่ทั้ง 3 ต าแหน่ง หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ท าปฏิกิริยา 

MAS-PCR ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X thermobuffer, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์

, rdxA-F 0.2 ไมโครโมลาร,์ rdxA-R 0.4 ไมโครโมลาร,์ AS31-F 0.2 ไมโครโมลาร,์ AS59-F 0.2 ไมโคร

โมลาร์, AS131-F 0.2 ไมโครโมลาร์ (รายละเอียดไพรเมอร์แต่ละชนิดถูกแสดงใน ตารางที่ 5), Taq 

DNA polymerase 1.25 ยูนิต และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo 

cycler ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 40 รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ Annealing มีอุณหภูมิแตกต่างกันไปในแต่ละรูปแบบได้แก่ 

50, 55, 58 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการ

ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide 

ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไม่โครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกต

แถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัตราไวโอเลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ เลือกอุณหภูมิที่สามารถสังเกตเห็นขนาดผลผลิต  
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PCR ของดีเอ็นเอ wild type ตามที่คาดหวังไว้ได้แก่ 886, 765, 681 และ 463 คู่เบส ได้อย่างชัดเจน

ที่สุด และพบขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ mutant ตามที่คาดหวังไว้ได้แก่ 886 คู่เบส เท่านั้น 

ท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยให้อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ทั้ง 3 ขั้นตอนของ

ปฏิกิริยาต่างกันไป 4 รูปแบบ รูปแบบที่ 1 ให้อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ทั้ง 3 ขั้นตอนเป็น 55, 

60, 51 องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 2 เป็น 58, 62, 53 องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 3 เป็น 60, 64, 55 

องศาเซลเซียส และ รูปแบบที่ 4 เป็น 62, 66, 58 องศาเซลเซียส หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็น

เอของเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 91-92, 175 และ 392 หลอด

ควบคุม mutant ใช้ดีเอ็นเอที่มีการกลายพันธุ์ ที่ทั้ง 3 ต าแหน่ง หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจาก

เชื้อ ท าปฏิกิริยา MAS-PCR ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X thermobuffer, 

dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์, rdxA-F 0.2 ไมโครโมลาร์, rdxA-R 0.4 ไมโครโมลาร์, AS31-F 0.2 ไมโครโม

ลาร์, AS59-F0.2 ไมโครโมลาร์, AS131-F 0.2 ไมโครโมลาร์, Taq DNA polymerase 1.25 ยูนิต 

และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo cycler ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 95 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 10 รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

อุณหภูมิ Annealing ที่ 1 มีอุณหภูมิแตกต่างกันไปในแต่ละรูปแบบได้แก่ 55, 58, 60, 62 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 20 รอบ ของ 

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ Annealing ที่ 2 (มีอุณหภูมิแตกต่างกันไป

ในแต่ละรูปแบบได้แก่ 60, 62, 64, 66  องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 20 รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

อุณหภูมิ Annealing ที่ 3 (มีอุณหภูมิแตกต่างกันไปในแต่ละรูปแบบได้แก่ 51, 53, 55, 58 องศา

เซลเซียส) เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ อุณหภูมิ 72 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้าบน

วุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 

ไมโครกรัมต่อไม่โครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้

เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัตราไวโอเลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และ

บันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ เลือกอุณหภูมิที่สามารถสังเกตเห็นขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ 

wild type ตามที่คาดหวังไว้ได้แก่ 886, 765, 681 และ 463 คู่เบส ได้อย่างชัดเจนที่สุด และพบ

ขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ mutant ตามที่คาดหวังไว้ได้แก่ 886 คู่เบส เท่านั้น 

ท าปฏิกิริยา PCR เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของการท างานของ AS-primer  ที่

ต าแหน่งเบสที่ 92 โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิ ในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ดังนี้ 50, 52, 55 

และ 60 องศาเซลเซียส  หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลาย

พันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92 หลอดควบคุมmutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลาย

พันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 92 หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 

50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X thermobuffer, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์, AS31-F 0.5 ไมโครโม

ลาร์, rdxA-R 0.5 ไมโครโมลาร์ Taq DNA polymerase 1.25 ยูนิต และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 100 นาโน

กรัม ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที, อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกันในแต่ละหลอด ดังนี้ 

50, 52, 55 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

จ านวน 40 รอบ และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้น

ด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium 

bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 
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นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัตราไวโอเลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ เลือกอุณหภูมิที่สามารถสังเกตเห็น

ขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ wild type ตามที่คาดหวังไว้คือ765 คู่เบส ได้ชัดเจนที่สุด และไม่พบ

ขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ mutant 

ท าปฏิกิริยา PCR เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของการท างานของ AS-primer  ที่

ต าแหน่งเบสที่ 91 โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิ ในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 50, 52, 55 

และ 60 องศาเซลเซียส  หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลาย

พันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 91 หลอดควบคุมmutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลาย

พันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 91 หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 

50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X thermobuffer, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์, AS31-R 0.5 ไมโครโม

ลาร์, rdxA-F หรือ 0.5 ไมโครโมลาร์ Taq DNA polymerase 1.25 ยูนิต และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 100 

นาโนกรัม ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที, 

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกันในแต่ละ

หลอด ได้แก่ 50, 52, 55 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 นาที จ านวน 40 รอบ และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบผลผลิต 

PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ 

Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น

เวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัตราไวโอเลต เทียบขนาด

กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ เลือกอุณหภูมิที่สามารถ
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สังเกตเห็นขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ wild type ตามที่คาดหวังไว้ได้แก่ 161 คู่เบส ได้อย่าง

ชัดเจนที่สุด และไม่พบขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ mutant  

2.8.2.2 การหาความเข้มข้นไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ที่

ใช้ตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 

ท าการทดสอบ MAS-PCR หาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เป็น AS-primer  ที่

เหมาะสมของการท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยก าหนดความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เป็น Allele 

specific ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  ของยีน rdxA (AS131-F) ให้เป็น 0.025 , 0.05, 0.1 และ 

0.2 ไมโครโมลาร์ หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอใช้ดีเอ็นของเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลาย

พันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ มาท า

ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X thermobuffer, dNTPs 0.2 มิลลิ

โมลาร์, rdxA-F 0.2 ไมโครโมลาร์, rdxA-R 0.4 ไมโครโมลาร์, AS59-F 0.2 ไมโครโมลาร์, Taq DNA 

polymerase 1.25 ยูนิต และ ดีเอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo cycler 

ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 10 รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 นาที ตามด้วย 20 รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 64 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 20 รอบ 

ของ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

ตรวจสอบผลผลิต PCR ที่ เกิดขึ้นด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 

เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไม่โครลิตร ภายใต้
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กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสง

อัตราไวโอเลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ 

เลือกความเข้มข้นที่สามารถสังเกตเห็นขนาดผลผลิต PCR ของดีเอ็นเอ wild type ตามที่คาดหวังไว้

ได้แก่ 886, 681 และ 463 คู่เบส ได้อย่างชัดเจนที่สุด และพบขนาดผลผลิต  PCR ของดีเอ็นเอ 

mutant ตามที่คาดหวังไว้ได้แก่ 886 คู่เบส เท่านั้น 

ท าปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อทดสอบสภาวะที่ใช้ตรวจหากลายพันธุ์ของยีน rdxA 

ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 ของเชื้อ H. pylori โดยใช้ตัวแทนเชื้อทั้ง 4 สายพันธุ์ ที่สกัดได้จาก

ขั้นตอน 2.2 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา MAS-PCR ที่มีและไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA 

ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 ต่างกันไป ซึ่งมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วย 1X 

thermobuffer, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร์ , rdxA-F 0.2 ไมโครโมลาร์ , rdxA-R 0.4 ไมโครโมลาร์ , 

AS59-F 0.2 ไมโครโมลาร์, AS131-F 0.1 ไมโครโมลาร์  Taq DNA polymerase 1.25 ยูนิต และ ดี

เอ็นเอต้นแบบ 100 นาโนกรัม ตั้งโปรแกรมเครื่อง Thermo cycler ดังนี้ เริ่มที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 10 รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 20 

รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 

วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 20 รอบ ของ อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ตรวจสอบผลผลิต 

MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่มี

ส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อไม่โครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 
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100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัตราไวโอ

เลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และบันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ โดยผลผลิต

ที่อ่านได้ ต้องสามารถเห็นได้ชัดเจนไม่มีแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่ดีเอ็นเอเป้าหมาย 

2.9 การตรวจหาการกลายพนัธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 ของเชื้อ H. 

pylori ด้วยเทคนคิ MAS-PCR  

ท าปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 

กับเช้ือ H. pylori ทั้งหมด 35 สายพันธุ์ และเชื้อ H. pylori ที่ได้จาก CLO tests ที่ให้ผลบวก จ านวน 

30 สายพันธุ์ โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อที่สกัดได้จากขั้นตอน 2.2 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับปฏิกิริยา 

MAS-PCR ซึ่งมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ซึ่งมีส่วนประกอบ และสภาวะเหมือนข้อ 2.8 หลอด

ควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ตรวจสอบผลผลิต MAS-PCR ที่เกิดขึ้นด้วยการผ่านกระแสไฟฟ้า

บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ที่มีส่วนผสมของ Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 

ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้

เครื่องบันทึกภาพเจลภายใต้แสงอัตราไวโอเลต เทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส และ

บันทึกภาพผลการทดสอบที่อ่านได้ 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

1. การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอจาก เชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole จ านวน 34 สายพันธุ์, เชื้อ H. 

pylori ATCC 51932 และเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests ที่ให้ผลบวก 30 ตัวอย่าง 

พบว่าแถบดีเอ็นเอเมื่อผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มีขนาดใหญ่ และ

พบสเมียร์เล็กน้อยในบางสายพันธุ์ ดีเอ็นเอที่สกัดได้มีคุณภาพในเกณฑ์ดี ดังตัวอย่างในภาพที่ 9 ผล

การวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ ด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ Nanodroptm 1000 spectometer 

หรือ Nano Drop ของบริษัท Thermo scientific จ ากัด สหรัฐอเมริกา ที่ความยาวคลื่น 260 นาโน

เมตร พบว่าปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้อยู่ในช่วงระหว่าง 54 ถึง 957 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ดีเอ็น

เอที่สกัดได้มีปริมาณเพียงพอที่น าไปใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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 รูปที่ 9 ดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori ที่สกัดได้ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบน

วุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1 เชื้อ H. pylori 

ATCC 51932 แถว 2 เชื้อ H. pylori รหัส PT12 แถว 3 เชื้อ H. pylori รหัส AY61 แถว 3 เชื้อ H. 

pylori รหัส BM33  

 

2. การเพิ่มปรมิาณยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค PCR  

เพิ่มปริมาณของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole ได้ 34  

และ 28 สายพันธุ์ ตามล าดับ สายพันธุ์ที่สามารถเพิ่มปริมาณยีน rdxA และ frxA ได้แก่ รหัส PT12, 

PT32, PT66, PT14, Y263, PT96, PT70, PT54, PT45, PT34, Y127, PT19, BM64, BM35, AY61, 
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AY69, BG25, BM32, BM33, BM34, Y22, BM31, BM45, MS248, MS251, PT15, Y121, A49 สาย

พันธุ์ที่สามารถเพิ่มปริมาณยีน rdxA ได้เพียงยีนเดียว ได้แก่ รหัส PT46, PT27, Y32, MS265, 

MS175, MS118 

เพิ่มปริมาณของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests ที่

ให้ผลบวกได้ 30 และ 14 สายพันธุ์ ตามล าดับ สายพันธุ์ที่สามารถเพิ่มปริมาณยีน rdxA และ frxA 

ได้แก่ รหัส 10, 15B, 28B, 29B, 30B, 2BR, 3BR, 6BR, 301, 305, 308, 309, 314, 1CR สายพันธุ์ที่

สามารถเพิ่มปริมาณยีน rdxA ได้เพียงยีนเดียว ได้แก่ รหัส 1BR, 4BR, 5BR, 302, 303, 304, 306, 

307, 310, 311, 312, 313, 315, 316, 2CR, 3CR 

เพิ่มปริมาณของยีนด้วยเทคนิค PCR โดยมียีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ์

มาตรฐาน ATCC 51932 เป็นตัวควบคุมบวก และมีน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ผลการ

ตรวจสอบผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

ขนาด 100 คู่เบส พบแถบดีเอ็นเอของยีน rdxA และ frxA ขนาด 886 และ 780 คู่เบส ตามล าดับ ดัง

ตัวอย่างแสดงในรูป 10 และ 11 วัดปริมาณผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ Nano 

Drop พบว่าปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้อยู่ในช่วงระหว่าง 47 ถึง 1247 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

ผลผลิต PCR ที่ได้มีปริมาณเพียงพอที่น าไปใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 
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รูปที่ 10 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ด้วย

เทคนิค PCR ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1 H. pylori ATCC 51932 แถวที่ 2 เชื้อ H. pylori รหัส 

MS248 แถวที่ 3 เชื้อ H. pylori รหัส MS251 แถว 4 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

 
 

รูปที่ 11 ผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค 

PCR ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ L คือดี

เอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส, แถว 1  H. pylori ATCC 51932, แถวที่ 2 ถึง 11 เชื้อ H. pylori รหัส 

PT12, PT32, PT66, PT14, Y263, PT96, PT70, PT54, PT45, PT34 แถว 12 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 
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3. การวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค Sequencing  

ศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา metronidazole

จ านวน 34 สายพันธุ์ และเชื้อ H. pylori จาก CLO tests ที่ให้ผลบวก 30 ตัวอย่าง โดยวิเคราะห์

ความเหมือนของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori จากล าดับเบสของผลผลิต PCR ที่ได้ทั้งหมด 

กับฐานข้อมูลในธนาคารยีนของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ด้วย

โปรแกรม BLAST  พบว่าทั้งหมดมีล าดับเบสคล้ายกับยีนของเชื้อ H. pylori ในฐานข้อมูลมากกว่า 80 

เปอร์เซ็นต์ 

3.1 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา 

metronidazole 

3.1.1 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน rdxA 

วิเคราะห์การกลายพันธุ์ของล าดับเบสที่ ได้โดยเปรียบเทียบต าแหน่ง  และการ

เปลี่ยนแปลงของล าดับเบสกับ ยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695 (accession number 

HP0954)  ด้วยโปรแกรม BioEdit  พบว่าเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole ทั้งหมด 34 

สายพันธุ์ มีการกลายพันธุ์ที่หลากหลายรูปแบบ ทั้งแบบ insertion , deletion และ substitution 

และพบได้ในหลายต าแหน่ง การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของโปรตีน RdxA แสดงดังตารางที่ 6 

พบการกลายพันธุ์ แบบ missense, frameshift และ nonsense สู งถึ ง  33 ตัวอย่าง  (97.1 

เปอร์เซ็นต์), 7 ตัวอย่าง (20.6 เปอร์เซ็นต์) และ 3 ตัวอย่าง (8.8 เปอร์เซ็นต์) ตามล าดับ 3 ต าแหน่งที่

พบมากที่สุดของกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ส่งผลกับการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนได้แก่ ต าแหน่ง

เบสที่ 175 มีการเปลี่ยนแปลงเบสจาก G เป็น A ส่งผลท าให้กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 59 เปลี่ยนจาก 

Asp เป็น Asn พบสูงถึง 94.1 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาพบการเปลี่ยนแปลงเบสต าแหน่งที่ 91 และ 92 
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จาก AC เป็น GA ส่งผลท าให้กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31 เปลี่ยนจาก Thr เป็น Glu พบสูงถึง 88.2 

เปอร์เซ็นต์ และ พบการเปลี่ยนแปลงเบสต าแหน่งที่ 392 จาก G เป็น A มีผลท าให้กรดอะมิโน

ต าแหน่งที่ 131 เปลี่ยนจาก Arg เป็น Lys พบสูงถึง 85.3 เปอร์เซ็นต์ พบว่ามี 1 สายพันธุ์ (2.9 

เปอร์เซ็นต์) เท่านั้นที่ไม่เกิดการกลายพันธุ์ และพบว่ามี 26 สายพันธุ์ (76.5 เปอร์เซ็นต์) ที่เกิดการ

กลายพันธ์ุของกรดอะมิโนทั้ง 3 ต าแหน่งพร้อมกัน ได้แก่ กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31, 59 และ 131 

วิเคราะห์การกลายพันธุ์ของล าดับเบสที่ ได้โดยเปรียบเทียบต าแหน่ง  และการ

เปลี่ยนแปลงของล าดับเบสกับ ยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 51932 ซึ่งเป็นเชื้อที่ไวต่อยา 

metronidazole [68] พบว่าเช้ือ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole ทั้งหมด 34 สายพันธ์ุ มีการ

กลายพันธุ์หลากหลายรูปแบบ และพบได้ในหลายต าแหน่ง แสดงดังตารางที่ 7 และเชื้อทั้ง 34 สาย

พันธุ์ มีการกลายพันธุ์ที่ส่งผลให้กรดอะมิโนของโปรตีน RdxA มีลักษณะต่างกับเชื้อ H. pylori ATCC 

51932 นอกจากนั้นยังพบว่ามีเชื้อ H. pylori 4 สายพันธุ์ ที่มีกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31, 59 และ 131 

ตรงกันกับ เชื้อ H. pylori ATCC 51932  
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ตารางที่ 6 กรดอะมิโนของโปรตีน RdxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole 

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori ATCC 26695  

 
. = อะมิโนชนิดเดียวกับ H. pylori ATCC 26695, * = กลายพันธุ์แบบ nonsense,         
<,> = กลายพันธุ์แบบ frameshift (deletion, insertion ตามล าดับ),       = ต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์สูงสุด,         
     = การกลายพันธุ์ที่ส่งผลต่อการดื้อยา metronidazole,      = การกลายพันธุ์ที่พบใหม่ในงานวิจัยนี้ 

 

Amino acid position 
strain 1 2 4 6 7 9 10 16 21 27 31 37 41 50 52 53 56 59 62 64 68 71 72 74 79 80 88 90 91
26695 M K L Q E R R R M E T A R Q W H M D L K A Y F E S A S R P
51932 . . . H . . . . . . E . . . . . I N V N V . . . . . . . .
PT66 I . . . . . . C . . E . . . . R . N V . . . . . N . . . .
PT27 . . . . . . . H . . E . . . . . . N . N . . . . . . . K .
Y263 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
Y32 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N T . . . < . . . .
PT96 . . . . . . . . V . E . . . . R . N . . . . . . . . P . S
PT70 . . . . . . . . . . E . . . . R . N V . T . . . . . P . .
PT54 . . . . . . . . . . E . . . . R . N . . . . . . . . . . .
PT45 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
PT34 . . . . . . . . . . E . . . . R . N . N V . . . . . . . .

MS265 . . . . . . . . . . E . . . . R . N V . T . . . . . P . .
MS175 . . . . . . . H . . E S . . . . . N . N . . . . . . . . .
Y127 . . . . . . . H . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
PT19 . . . . . . . H . . E . . . . . . N . . . . . . . . . K .
BM64 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . . . . . . . . . . .
BM35 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
AY61 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
BG25 . . . . . . . . . . E . . . . R . N V . V . . . . . P . .
BM32 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
BM33 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
BM34 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
AY22 . . . . . . . . . K E . . . . . . N V . . . . G . . . . .
BM31 . . . . . > . . . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
MS118 . . . . . . . . . . E . . . . R . N V . . > . . . . P . S
MS248 . . . . . . . . . . E . K . . R . N . . . . . . . P . .
MS251 . . . . . . . . . . E . . * . R . N . . . . . . . P . .
Y121 . . . . . . . . . . E . . . . . . N . N S > . . . . . .
PT14 . . . . . . . . . . E . . . . R . N . . . . . . . . P . .
AY67 . . . . . . . . . . E . . . . R . N . . V . . . . . . . .
BM45 . * W . K . S C . . E . . . . . . N . N . . . . . . . . .
PT15 . . . > . . . C . . E . . . . . . N . N V . . . . . . .
PT46 . . . . . . . . . . . . . . . . . N . . V . . . T . . .
A49 . . < . . < . . . . . . . . * . . N . . . . . . . . . . .
PT32 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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Amino acid position 
strain 92 97 98 104 106 111 113 115 116 118 131 163 172 175 176 179 180 182 183 193 203 204 205 206
26695 S H G L P V V P S A R G V E R K P I A A K V D A
51932 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT66 . . S . . . . . . K . I . . . . . . . . I A .
PT27 . T . . S . . . . . K . . . . . . . . . . . . .
Y263 . T . . S . . . . . K D I . . . . . . . . I A .
Y32 . T . . S . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT96 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . . . . T
PT70 . . S . . . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT54 . . S . T . . L . . K . I . . . . . . . . . . .
PT45 . . S . . . . . . . K . . Q . . . . T . . . A .
PT34 . . . . . . M . . . K . I . . . . . . . T

MS265 . . S . . . . . . . K . I . . R S . . . . . . .
MS175 . Y . . S A . . . . K . . . . . . . . . . . . .
Y127 . . S . S . . . . . K . I . . . . . . . . . . .
PT19 . . . . . . . . . T K . . . . . . . . . . . . .
BM64 . T . . L . . . . T K . . . . . . . . . . . . .
BM35 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
AY61 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
BG25 R . S F . . . F . K . I . . . . . . . . . . .
BM32 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
BM33 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
BM34 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
AY22 . T . . S . . . . . K . . . H . . . . . . I A .
BM31 . T . . L . . . . . K . I . . . . . . . . I A .
MS118 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . T . I . T
MS248 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . . . . T
MS251 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . . I . T
Y121 . T . . S . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT14 . . S . . . . . . . . . I . . . . . . . . . A .
AY67 . . . . T . . . . . . . I Q . . . . . . . . . T
BM45 . T . . S A . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT15 . T . . S A . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT46 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . R I A .
A49 . . . . T . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT32 . T . S . . . . . K . . . . . . < . . . I A .
PT12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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  ตารางที่ 7 กรดอะมิโนของโปรตีน RdxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole 

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori ATCC 51932 จัดกลุ่มตามความเหมือนของกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31, 

59 และ 131  

 

Amino acid position 

strain 1 2 4 6 7 9 10 16 21 27 31 37 41 50 52 53 56 59 62 64 68 71 72 74 79 80 88 90 91

51932 M K L H E R R R M E E A R Q W H I N V N V Y F E S A S R P
PT14 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . L K A . . . . . P . .
AY67 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . L K . . . . . . . . .
BM45 . * W Q K . S C . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
PT15 . . . > . . . C . . . . . . . . M . L . . . . . . . . .
PT66 I . . Q . . . C . . . . . . . R M . . K A . . . N . . . .
PT27 . . . Q . . . H . . . . . . . . M . L . A . . . . . . K .
Y263 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
Y32 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . T . . . < . . . .
PT96 . . . Q . . . . V . . . . . . R M . L K A . . . . . P . S
PT70 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . . K T . . . . . P . .
PT54 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . L K A . . . . . . . .
PT45 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
PT34 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . L . . . . . . . . . .

MS265 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . . K T . . . . . P . .
MS175 . . . Q . . . H . . . S . . . . M . L . A . . . . . . . .
Y127 . . . Q . . . H . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
PT19 . . . Q . . . H . . . . . . . . M . L K A . . . . . . K .
BM64 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L K A . . . . . . . .
BM35 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
AY61 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
BG25 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . . K . . . . . . P . .
BM32 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
BM33 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
BM34 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
AY22 . . . Q . . . . . K . . . . . . M . . K A . . G . . . . .
BM31 . . . Q . > . . . . . . . . . . M . L . A . . . . . . . .
MS118 . . . Q . . . . . . . . . . . R M . . K A > . . . . P . S
MS248 . . . Q . . . . . . . . K . . R M . L K A . . . . P . .
MS251 . . . Q . . . . . . . . . * . R M . L K A . . . . P . .
Y121 . . . Q . . . . . . . . . . . . M . L . S > . . . . . .
PT46 . . . Q . . . . . . T . . . . . M . L K . . . . T . . .
A49 . . < Q . < . . . . T . . . * . M . L K A . . . . . . . .
PT12 . . . Q . . . . . . T . . . . . M D L K A . . . . . . . .
PT32 . . . Q . . . . . . T . . . . . M D L K A . . . . . . . .
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Amino acid position 

strain 92 97 98 104 106 111 113 115 116 118 131 163 172 175 176 179 180 182 183 193 203 204 205 206

51932 S H G L P V V P S A R G V E R K P I A A K V D A
PT14 . . S . . . . . . . . . I . . . . . . . . . A .
AY67 . . . . T . . . . . . . I Q . . . . . . . . . T
BM45 . T . . S A . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT15 . T . . S A . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT66 . . S . . . . . . K . I . . . . . . . . I A .
PT27 . T . . S . . . . . K . . . . . . . . . . . . .
Y263 . T . . S . . . . . K D I . . . . . . . . I A .
Y32 . T . . S . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT96 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . . . . T
PT70 . . S . . . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT54 . . S . T . . L . . K . I . . . . . . . . . . .
PT45 . . S . . . . . . . K . . Q . . . . T . . . A .
PT34 . . . . . . M . . . K . I . . . . . . . T

MS265 . . S . . . . . . . K . I . . R S . . . . . . .
MS175 . Y . . S A . . . . K . . . . . . . . . . . . .
Y127 . . S . S . . . . . K . I . . . . . . . . . . .
PT19 . . . . . . . . . T K . . . . . . . . . . . . .
BM64 . T . . L . . . . T K . . . . . . . . . . . . .
BM35 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
AY61 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
BG25 R . S F . . . F . K . I . . . . . . . . . . .
BM32 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
BM33 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
BM34 . T . . L . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
AY22 . T . . S . . . . . K . . . H . . . . . . I A .
BM31 . T . . L . . . . . K . I . . . . . . . . I A .
MS118 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . T . I . T
MS248 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . . . . T
MS251 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . . I . T
Y121 . T . . S . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT46 . . S . . . . . . . K . I . . . . . . . R I A .
A49 . . . . T . . . . . K . . . . . . . . . . I A .
PT12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT32 . T . S . . . . . K . . . . . . < . . . I A .
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3.1.2 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน frxA 

วิเคราะห์การกลายพันธุ์ของล าดับเบสที่ ได้โดยเปรียบเทียบต าแหน่ง  และการ

เปลี่ยนแปลงของล าดับเบสกับ ยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695  (frxA = accession 

number HP0642) ด้วยโปรแกรม BioEdit  พบว่าเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole 

ทั้งหมด 28 สายพันธุ์ มีการกลายพันธุ์ที่หลากหลายรูปแบบ ทั้งแบบ insertion , deletion และ 

substitution และพบได้ในหลายต าแหน่ง การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของโปรตีน FrxA แสดงดัง

ตารางที่ 8  พบการกลายพันธุ์แบบ missense, frameshift และ nonsense สูงถึง 22 ตัวอย่าง  

(78.6 เปอร์เซ็นต์), 9 ตัวอย่าง (32.1เปอร์เซ็นต์) และ 3 ตัวอย่าง (10.7 เปอร์เซ็นต์) ตามล าดับ 

ต าแหน่งที่พบมากที่สุดของกลายพันธุ์ของยีน frxA ที่ส่งผลกับการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนได้แก่ 

ต าแหน่งเบสที่ 215 มีการเปลี่ยนแปลงเบสจาก T เป็น C ส่งผลท าให้โคดอนที่ 72 เปลี่ยนจาก Phe 

เป็น Ser พบสูงถึง 57.1 เปอร์เซ็นต์ และ ต าแหน่งเบสที่ 217 มีการเปลี่ยนแปลงเบสจาก G เป็น A 

ส่งผลท าให้โคดอนที่ 73 เปลี่ยนจาก Gly เป็น Ser พบสูงถึง 57.1 เปอร์เซ็นต์ และ รองมาพบการ

เปลี่ยนแปลงเบสต าแหน่งที่ 577 จาก T เป็น A ส่งผลท าให้โคดอนที่ 193 เปลี่ยนจาก Cys เป็น Ser 

พบสูงถึง 53.6 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางที่ 8 กรดอะมิโนของโปรตีน FrxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole 

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori ATCC 26695  

 

  

 

 

 

Amino acid position

strain 1 7 16 18 27 30 34 35 37 39 40 43 44 60 65 66 67 68 70 72 73 94 96
26695 M V A K Q W V E G L A S I K P M A W A F G D V
PT32 V . . . . * . . . . . . . . . . . . . S S . .
PT66 . I T . . . . . . . . A F . . . V . . S S . .
PT14 . . T . . . . . . . . . . . . . . . . S S . .
Y263 . . T . . . . . . . . . V . . . . . . S S G .
Y127 . . . . . . . . . . . . V . Q I . . V S S . .
BM64 . . T . . . . . . . . . V . . . . . V S S . .
BM35 . I . . . . . . . . . . V . . I . . . S S . I
AY61 . I T . . . . . . . . A F . . . . . . S S . .
AY67 . I . . . . . . . . . . . . . . . . . S S . .
BM32 . I . . . . . . . . . . V . . I . . . S S . I
BM33 . I . . . . . . . . . . V . . I . . . S S . I
BM34 . I . . . . . . . . . . V . . I . . . S S . I
AY22 . . T . . . . . . . . . . R S . . . . S S . .
BM31 . I . . . . . . . . . . V . . I . . . S S . I
BM45 . I T . . . . . . . . . F . . . . . . S S . .
Y121 . . T . H . . D C F H . . . . . . . V S S . .
A49 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

MS251 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
MS248 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT12 . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT96 . . T . . . I . . . . . . . . . . . . . . . .
PT70 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT15 . . . . . . . . . . . . . . . . . * . . . . .
BG25 . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT54 . I . < . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT45 . . . < . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT34 . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT19 . . . < . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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Amino acid position

strain 109 111 117 124 126 129 130 131 132 154 169 176 177 193 200 206 208
26695 D N I N M N S E R A E E E C E R K
PT32 . H . S . . . . . . . . . S . . .
PT66 . D M S . . . G . . . K . S . . .
PT14 . H . . . T D . . . . . . . . . .
Y263 . H . . . . . . . . . . . S . L .
Y127 . . . S . . . . . . . K . S . . .
BM64 . H . S . . . . . . . . . S . . .
BM35 > D . . . . . . . . . K . S . . .
AY61 . D M S . . N . . . . K . S . . .
AY67 . . . . . . . . . . . . . . . . .
BM32 > D . . . . . . . . . K . S . . .
BM33 > D . . . . . . . . . K . S . . .
BM34 > D . . . . . . . . . K . S . . .
AY22 . H . S I . . . . . . K . S . . .
BM31 > D . . . . . . . . . K . S . . .
BM45 . D M S . . . . . . . K . S . . N
Y121 . H . . . . . . . . . . . S . . .
A49 . . . . . . . . . . K . . . . . .

MS251 . . . . . . . . . . . . . . . . .
MS248 . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT12 . . . . . . . . * . . . . . . . .
PT96 . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT70 . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT15 . . . . . . . . . . . . . . . . .
BG25 . . . . . . . . . V . . . S . . .
PT54 . H . . . . . . . . . . K . . . .
PT45 . . . . . . . . . . . . . . . . .
PT34 > . . . . . . . . . K . . . K . .
PT19 . . . . . . . . . . . . . . . . .
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3.2 การวิเคราะห์ล าดับเบสยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ 

CLO tests 

3.2.1 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน/rdxA 

วิเคราะห์การกลายพันธุ์ของล าดับเบสที่ ได้โดย เปรียบเทียบต าแหน่ง และการ

เปลี่ยนแปลงของล าดับเบสกับ ยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695  (accession number 

HP0954) ด้วยโปรแกรม BioEdit  พบว่าเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests ทั้งหมด 30 

สายพันธุ์ มีการกลายพันธุ์ที่หลากหลายรูปแบบ ทั้งแบบ insertion , deletion และ substitution 

และพบได้ในหลายต าแหน่ง การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของโปรตีน RdxA แสดงดังตารางที่ 9 

พบการกลายพันธุ์ แบบ missense, frameshift และ nonsense สู งถึ ง  30 ตัวอย่ าง   (100 

เปอร์เซ็นต์), 1 ตัวอย่าง (3.3 เปอร์เซ็นต์) และ 4 ตัวอย่าง (13.3 เปอร์เซ็นต์) ตามล าดับ ต าแหน่ง

กลายพันธุ์สูงสุด ของยีน rdxA 3 ล าดับแรก คือ  ต าแหน่งเบสที่ 175, 91 ถึง92 และ 392 คิดเป็น 

96.7, 80 และ 76.7 ตามล าดับ เช่นเดียวกับการกลายพันธุ์ที่พบในเชื้อที่ดื้อยา metronidazole และ

พบว่ามี 20 สายพันธุ์ (66.7 เปอร์เซ็นต์) ที่เกิดการกลายพันธุ์ของกรดอะมิโนทั้ง 3 ต าแหน่งพร้อมกัน 

ได้แก่ กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31, 59 และ 131 
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ตารางที่ 9 กรดอะมิโนของโปรตีน RdxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests 

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori ATCC 26695  

 

Amino acid position

strain 6 7 8 10 14 20 26 30 31 32 36 38 49 51 53 56 59 62 64 68 88 90

26695 Q E K R N K Y S T E I E T P H M D L K A S R
29B H . . . . . . . E . . . . . . . N . . . . .
30B . . . . . . . N E * . . . . . . N . N . . .
3BR R * H K K G . . E . V . . . I N . . . . .
4BR . < . K K . . . E . V . . . . I N . . . . .
5BR R . . K K . . . E . D . . . . I N . N . . .
6BR . . . K K . . . E . V . . . . I N . . . . .
301 . . . K K . . . E . V . . . . I N . N . . K
302 R * L K K . . . E . V . . . . I N . N . . .
303 . . . . . . . . E . . . . . . . N . N . . .
305 . . . . . . . . E . . . . . . . N . N . . .
307 . . . . . . . . E . . . . . R . N . . . P .
308 . . . . . . . . E . . . . . . . N . . . . .
310 R . . K K . . . E . D . . . . I N . N . . .
311 R . . K K . . . E . V . . . . I N . N . . K
312 . . . . . . . . E . . . . . . . N . N . . .
314 . . . . . . . . E . . . . . R . N . . . P .
316 R . . . K . . . E . V . . . . I N . . . . .
1CR R * . K K . . . E . V . . . . I N . . . . .
2CR R . . . K . . . E . . . . . . . N . N . . .
3CR . . . . . . . . E . . . . . R . N V . V P .
10 . . . . . . . . . . . . . . . . N . . V . .
15B . . . . . . . . . . . . . . . . N . N . . K
309 . K . . . . . . . . . I Q . . N . . . P .
2BR . K K K . . . E . V . . . . I N . . . . K
304 . . . . . G . . E . . . . . R . N . . V P .
306 . K . K K . . . E . V . . . . I N . . . . K
1BR . D N Q K . . . E . V . . . . I . . . . . .
28B . . . . . . C . . . . . . . . . N V . . . K
313 . . . . . . . . . . D . . . . N . . . . .
315 . . . . . . . . . . . . . R . N . . . . K
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Amino acid position

strain 91 97 98 103 106 111 118 123 131 143 160 172 175 183 204 205 206

26695 P H G N P V S V R A I V E A V D A
29B . T . . S . . . K . . I . . . . T
30B . T . S S . . . K . . I . . . . T
3BR . . . . . . . K . . . . . . . T
4BR . . . . . . . . K . . I . . I A .
5BR . . . . . . . . K . . . . V . . .
6BR . . . . . . . . K . . . . . I A .
301 . . . . . . . . K . . . . . . . T
302 . . . . T . . . K . . I . . . . .
303 . . S . . . . . K . . . Q T . A .
305 . T . . L . . . K . . . . . I A .
307 . . S . . . . . K . . I . . . . .
308 . T . . L . T . K . . . . . . . .
310 . . . . . . . . K . . . . V . . T
311 . . . . . . . . K . . . . . . A T
312 . T . . L . . . K . . . . . I A .
314 S . . . . . . . K . . I . . . . T
316 . . . . . . . . K . . . . . . . .
1CR . . . . . . . . K . . . . . . . T
2CR . . . . . . . . K . . . . . I A .
3CR . . S . . . . . K . . I . . . . .
10 . . . . T . . . K . . I . . I A .
15B . T . . S . . . K . . I . I A .
309 . . S . . . . . K T . I . . . . .
2BR . . . . . . . . . . . . . . . . .
304 . . S . . A . . . . S M K . . . .
306 . . . . . . . . . . . . . . . . .
1BR . . . . . . . . . . . . . . . . .
28B . . S . . . . . . . . . V . . .
313 . Y . . A . . M . . . . . . . A .
315 . . . . . . . . . . . . . . . . .
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3.2.2 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน/frxA 

วิเคราะห์การกลายพันธุ์ของล าดับเบสที่ ได้โดยเปรียบเทียบต าแหน่ง และการ

เปลี่ยนแปลงของล าดับเบสกับ ยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695 (frxA = accession 

number HP0642)  ด้วย โปรแกรม BioEdit  พบว่าเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests 

ทั้งหมด 14 สายพันธุ์ มีการกลายพันธุ์ที่หลากหลายรูปแบบ ทั้งแบบ insertion , deletion และ 

substitution และพบได้ในหลายต าแหน่ง การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของโปรตีน FrxA แสดงดัง

ตารางที่ 10 พบการกลายพันธุ์แบบ missense, frameshift และ nonsense สูงถึง 13 ตัวอย่าง  

(92.8 เปอร์เซ็นต์), 1 ตัวอย่าง (7.1เปอร์เซ็นต์) และ 1 ตัวอย่าง (7.1 เปอร์เซ็นต์) ตามล าดับ ต าแหน่ง

ที่พบมากที่สุดของกลายพันธุ์ของยีน frxA ที่ส่งผลกับการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเป็นเช่นเดียวกับ 

กลายพันธุ์ที่พบในยีน frxA ของเชื้อที่ดื้อยา metronidazole  ได้แก่ ต าแหน่งเบสที่ 217, 215 และ 

577 คิดเป็น 57.1, 50 และ 42.9 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ 
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ตารางที่ 10 กรดอะมิโนของโปรตีน FrxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests 

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori ATCC 26695  

 

 

 

Amino acid position

strain 5 7 16 27 43 44 67 68 72 73 87 95 96 101 111 117 119
26695 Q V A Q S I A W F G K Y V H N I K

10 R I . . . . . . . . . . . . . . .
15B . . T . . . . . S S . . . . H . .
28B . . . . . . . . . . . . I . . . .
29B . . . H A F . . S S E N . . . M S
30B . . T . A F . . P S . . . . D M .
2BR . I . . . V . . S S . . . . . . .
3BR . I . . . V . . S S . . . . D M .
6BR . . . . . . . . . . . I . . . .
301 . . T . . V V G S S . . . . . . .
305 . I T . . > . . . . . . . . . . .
308 . I . . . V . . S S . . . . . . .
309 . . . . . . . . . . . . . . . . .
314 . . T . . V . . S S . D F Q . . .
1CR . . T . . . . . . . . . . . . . .

Amino acid position

strain 122 124 129 130 131 132 145 153 156 163 176 188 193
26695 Q N N S E R Q A L I E C C

10 . . . . . * . . . . . . .
15B . T D . . . . . . . . .
28B . S . . . . . . . . . . S
29B . S . . . . . S . M K . S
30B . S . . . . . . . . K S .
2BR . . . . . . . . . . . . .
3BR . S . . G . . . . . K . S
6BR . . . . . . . . . . . . .
301 . . . . . . . . . . . . .
305 . . . . . . . . . . . . .
308 . S . . . . . . . . . . S
309 . . . . . . . . . . . . .
314 L . . . . . P . I . . . S
1CR . . . . . . . S . . . . S
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4. การวิเคราะห์วิวัฒนาการของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori จาก phylogenetic 

tree โดยใช้โปรแกรม BioEdit  

จัดท า phylogenetic tree ของล าดับเบสที่ได้มาโดยใช้โปรแกรม BioEdit เพื่อวิเคราะห์จัด

กลุ่ม ศึกษาวิวัฒนาการ และความสัมพันธ์ของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori phylogenetic 

tree ของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา metronidazole จ านวน 34 ตัวอย่าง เป็น

ดังภาพที่ 12 และ 13 และ phylogenetic tree ของเชื้อ Helicobacter pylori ที่มาจากสิ่งส่งตรวจ 

CLO test เป็นดังภาพที่ 14 และ15 พบว่าเช้ือมีความหลากหลายของยีน rdxA และ frxA ที่ต่างกันไป 

ไม่สามารถจ าแนกความสัมพันธ์ของเชื้อเป็นกลุ่มได้  
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รูปที่  12 phylogenetic tree ของยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา metronidazole 

จ านวน 34 ตัวอย่าง และเชื้อ H. pylori ATCC 26695 
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รูปที่  13 phylogenetic tree ของยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา metronidazole 

จ านวน 28 ตัวอย่าง และเชื้อ H. pylori ATCC 26695 
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รูปที่ 14 phylogenetic tree ของยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO 

tests จ านวน 30 ตัวอย่าง และเชื้อ H. pylori ATCC 26695 
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รูปที่ 15 phylogenetic tree ของยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests
จ านวน 14 ตัวอย่าง และเชื้อ H. pylori ATCC 26695 
 

 

5. การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 

ของเชื้อ H. pylori 

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 291 (กรดอะมิโน

ต าแหน่งที่ 97) บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori โดยใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori 2 สายพันธุ์ เป็นดี

เอ็นเอต้นแบบในการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ดังนี้ ดีเอ็นเอ wild type 
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ที่ยีน rdxA ไม่กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 291 ได้แก่ เชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 51932 และ ดีเอ็น

เอที่ยีน rdxA กลายพันธ์ุที่ที่ต าแหน่งเบส 291 ได้แก่ เชื้อ H. pylori รหัส AY61 

5.1 การออกแบบไพรเมอร ์

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 291 (กรดอะมิโน

ต าแหน่งที่ 97) บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์สูงถึง  46.1 

เปอร์เซ็นต์ และสูงเป็นอันดับที่ 5 ของการกลายพันธุ์ที่พบในเชื้อที่ดื้อยา metronidazole โดย

ออกแบบ AS-primers ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบส 291 ของยีน rdxA โดย AS-primers ที่ถูกออกแบบ

ขึ้นในการศึกษานี้ ใช้ยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695 เป็นต้นแบบ ออกแบบด้าน 3' ของ 

oligonucleotide ให้เป็นเบส G ซึ่งเป็นคู่สมกับต าแหน่งเบส 291 (โคดอนที่ 97) ของเชื้อ H. pylori 

ATCC 26695  โดยออกแบบให้เป็นด้าน reward  เพื่อให้ได้ผลผลิต MAS-PCR ที่มีขนาดต่างกันเมื่อ

ท างานร่วมกับไพรเมอร์คู่หลักที่ใช้ในปฏิกิริยา ต าแหน่งที่เข้าจับบนยีน rdxA และทิศทางการท างาน

ของ AS-primers เพื่อท าปฏิกิริยาแสดงดังภาพที่ 16 ล าดับเบส, ค่า Tm (melting temperature) 

และขนาดของผลผลิตที่ได้จาก AS-primer แสดงในตารางที่ 11  
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รูปที่ 16 ต าแหน่ง และทิศทางการท างานที่ AS-primers (AS97-R) เข้าจับบนยีน rdxA ของ

เชื้อ H. pylori ATCC 26695 ที่ออกแบบได ้

 

ตารางที่ 11 ตารางแสดงรายละเอียดของ AS-primers (AS97-R) ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบสที ่

291 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori 

Primer 

name 
Sequence(5’-3’) 

TM 

(degree Celsius) 

Product 

length 

(bp) 

AS97-R TTTTGCATGTAGTGGCCG 54 358 

 

 

5.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งเบส 291 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori 

5.2.1 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR  
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ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ AS-primers (AS97-R) ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักใน

ปฏิกิริยา (rdxA-F) โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 55, 60 และ 

65 องศาเซลเซียส เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของการท างานของ AS-primers (AS97-R) หลอด

ควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่ง

เบส 291 (เชื้อ H. pylori ATCC 51932 )  หลอดควบคุม mutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori 

ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 291 (รหัส AY61) หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ผลการ

ตรวจสอบผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

ขนาด 100 คู่เบส เป็นดังภาพที่ 17 พบว่า ทั้ง 3 อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 

55, 60 และ 65 องศาเซลเซียส หลอดควบคุม wild type พบผลผลิตขนาด 358 คู่เบส และไม่พบ

ผลผลิตในหลอดควบคุม mutant เลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ 60 องศาเซลเซียส เพราะเป็นอุณหภูมิ

ที่สูง และเห็นผลผลิตที่ชัดเจน 
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รูปที่ 17 ผลผลิต PCR จาก AS-primers (AS97-R) ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักในปฏิกิริยา 

(rdxA-F) ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ L 

คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1, 2, 3 เชื้อ H. pylori ATCC 51932 ที่มีอุณหภูมิในขั้นตอน 

Annealing ที่แตกต่างกัน ดังนี้ 55, 60 และ 65 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 4,5,6 เชื้อ H. pylori 

รหัส AY61 ที่มีอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing แตกต่างกัน ดังนี้ 55, 60 และ 65 องศาเซลเซียส 

ตามล าดับ แถว 7 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

5.2.2 การหาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR 

ท าการทดสอบ MAS-PCR หาความเข้มข้นของ AS-primers ที่เหมาะสมโดยก าหนด

ความเข้มข้นของ AS-primers (AS97-R) ให้แตกต่างกันได้แก่ 0.5, 0.25 และ 0.125 ไมโครโมลาร์ 

หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่

ต าแหน่งเบส 291 (เชื้อ H. pylori ATCC 51932 )  หลอดควบคุม mutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. 

pylori ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 291 (รหัส AY61) หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ผล

การตรวจสอบผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอ
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มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เป็นดังภาพที่ 18 พบว่าทุกความเข้มข้นของ AS-primers (AS97-R) คือ 

0.5, 0.25 และ 0.125 ไมโครโมลาร์ พบผลผลิตของการทดสอบ MAS-PCR โดยหลอดควบคุม wild 

type มีขนาด 886 คู่เบส และ 358 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตจากไพรเมอร์คู่หลักในปฏิกิริยา และผลผลิต

จาก AS-primers (AS97-R) ขณะที่หลอดควบคุม mutant พบผลผลิตที่ได้จากไพรเมอร์คู่หลักขนาด 

886 คู่เบส เท่านั้น พบว่าความเข้มข้นของ AS-primers (AS97-R) ที่ 0.125 ไมโครโมลาร์ ให้ผลผลิต 

แยกออกจากกัน และมีขนาดชัดเจนที่สุด   

 
รูปที่ 18 ผลผลิต MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 291 ของ

เชื้อ H. pylori ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 

เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1, 2, 3 เชื้อ H. pylori ATCC 51932 ที่มีความ

เข้มข้นของ  AS-primers (AS97-R) ให้แตกต่างกันได้แก่  0.5, 0.25 และ 0.125 ไมโครโมลาร์  

ตามล าดับ แถว 4, 5, 6 เชื้อ H. pylori รหัส AY61 ที่มีความเข้มข้นของ AS-primers (AS97-R) 

แตกต่างกันดังนี้ 0.5, 0.25 และ 0.125 ไมโครโมลาร ์ตามล าดับ แถว 7 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 
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6. การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 

และ 392 ของเชื้อ H. pylori 

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 ของ

ยีน rdxA เชื้อ H. pylori ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์สูงสุด และสูงเป็นอันดับที่ 3 ในเชื้อ H. 

pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole ใช้ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori 4 สายพันธุ์ เป็นดีเอ็นเอต้นแบบใน

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR ดังนี้ เชื้อ H. pylori  รหัส PT12 เป็นดีเอ็น

เอ wild type ที่ยีน rdxA ไม่กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 59) และ 392  

(กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 131) , เชื้อ H. pylori  รหัส PT32 เป็นดีเอ็นเอที่ยีน rdxA ไม่กลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งเบส 175 แต่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 392,  เชื้อ H. pylori  ATCC 51932 เป็นดีเอ็นเอที่ยีน 

rdxA กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 แต่ไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 392  และเชื้อ H. pylori  รหัส 

BM64 เป็นดีเอ็นเอที่ยีน rdxA ที่กลายพันธ์ุ ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392   

6.1 การออกแบบไพรเมอร ์

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจวิเคราะห์การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392 

ของยีน rdxA เชื้อ H. pylori ซึ่งเป็นต าแหน่งการกลายพันธ์ุที่พบสูงสุด 3 ต าแหน่งในเชื้อ H. pylori ที่

ดื้อต่อยา metronidazole โดยออกแบบ AS-primers ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392  

ของยีน rdxA โดย AS-primers ที่ถูกออกแบบขึ้นในการศึกษานี้ ใช้ยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori 

ATCC 26695 เป็นต้นแบบ โดยออกแบบด้าน 3' ของ oligonucleotide ให้เป็นเบส C ซึ่งเป็นคู่สม

กับต าแหน่งเบส 92 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31) และออกแบบด้าน 3' ของ oligonucleotide ให้เป็น

เบส G ซึ่งเป็นคู่สมกับต าแหน่งเบส 175 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 59) และ 392  (กรดอะมิโนต าแหน่ง

ที่ 131) ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695  โดยออกแบบให้เป็นด้าน forward  เพื่อให้ได้ผลผลิต 
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MAS-PCR ที่มีขนาดต่างกันเมื่อท างานร่วมกับไพรเมอร์คู่หลักที่ใช้ในปฏิกิริยา ต าแหน่งที่เข้าจับบนยีน 

rdxA และทิศทางการท างานของ AS-primers เพื่อท าปฏิกิริยาแสดงดังภาพที่ 19 ล าดับเบส, ค่า Tm 

(melting temperature) และขนาดของผลผลิตที่ได้จาก AS-primer แสดงในตารางที่ 12  

 
รูปที่ 19 ต าแหน่ง และทิศทางการท างานที่ AS-primers (AS31-F, AS59-F, AS131-F) เข้าจับ

บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695 ที่ออกแบบได ้
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ตารางที่ 12 ตารางแสดงรายละเอียดของ AS-primers ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบส 92, 175 

และ 392 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori 

Primer 

name 
Sequence(5’-3’) 

TM 

(degree Celsius) 

Product 

length 

(bp) 

AS31-F 5’ CATTATGAGTTTTCTAGCAC 3’ 54 765 

AS59-F 5’ GCATTTTGTGATGGTTACTG 3’ 56 681 

AS131-F 5’ TCAACCACAGCATGCAAAG 3’ 56 463 

 

 

6.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori 

6.2.1 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR  

ท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยใช้ AS-primers ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบส 92, 175 และ 

392  ของยีน rdxA ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักในปฏิกิริยา โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิในขั้นตอน 

Annealing ที่แตกต่างกัน ดังนี้ 50, 55, 58 และ 60 องศาเซลเซียส หลอดควบคุม wild type ใช้ดี

เอ็นเอตัวแทนเชื้อ  H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392 

(รหัส PT12)  หลอดควบคุม mutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 

92, 175 และ 392 (รหัส BM64) หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ผลการตรวจสอบผลผลิต 

PCR บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส 

เป็นดังภาพที่ 20 จากการทดสอบพบว่าไม่มี อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ใดที่สามารถใช้ตรวจหา
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การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392  ของยีน rdxA ในปฏิกิริยา MAS-PCR พบว่าที่

อุณหภูมิ Annealing ที่ 58 และ 60 องศาเซลเซียส หลอดควบคุม wild type และ หลอดควบคุม 

mutant พบผลผลิตขนาด 886 คู่ เบส ซึ่งเป็นผลผลิตจากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ที่อุณหภูมิ  

Annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส หลอดควบคุม wild type พบผลผลิตขนาด 681 คู่เบส ซึ่งเป็น

ผลผลิตจาก AS59-F ที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบสที่ 175 ของยีน rdxA  เท่านั้น  และ

หลอดควบคุม mutant พบผลผลิตขนาด 886 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตจากไพรเมอร์คู่หลัก และพบ

ผลผลิตที่ไม่ได้คาดหวังที่ 400 คู่เบส ที่อุณหภูมิ Annealing ที่ 50 องศาเซลเซียส หลอดควบคุมwild 

type พบผลผลิตขนาด 463 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตจาก AS131-F ที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งเบสที่ 392 ของยีน rdxA  เท่านั้น  และหลอดควบคุม mutant พบผลผลิตขนาด 886 คู่เบส 

และ 392 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตจากไพรเมอร์คู่หลัก และผลผลิตจาก AS131-F ซึ่งใช้ตรวจหาการกลาย

พันธ์ุที่ต าแหน่งเบสที่ 392 ของยีน rdxA  

. 

. 

. 

. 

. 

.. 
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รูปที่ 20 ผลผลิต MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 

และ 392  ของเชื้อ H. pylori ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความ

เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1, 4, 7, 10 เชื้อ H. pylori รหัส 

PT12 ที่มีอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ดังนี้ 60, 58, 55 และ 50 องศาเซลเซียส 

ตามล าดับ แถว 2,5,8,11 เชื้อ H. pylori รหัสฺ BM64 ที่มีอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่าง

กัน ดังน้ี 60, 58, 55 และ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 3, 6, 9, 12 คือน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 

 

ท าปฏิกิริยา MAS-PCR โดยใช้ AS-primers ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบส 92, 175 และ 

392  ของยีน rdxA ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักในปฏิกิริยา โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิในขั้นตอน 

Annealing ที่แตกต่างกันทั้ง 3 ขั้นตอนของปฏิกิริยาต่างกันไป 4 รูปแบบ รูปแบบที่ 1 ให้อุณหภูมิใน

ขั้นตอน Annealing ทั้ง 3 ขั้นตอนเป็น 55, 60, 51 องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 2 เป็น 58, 62, 53 

องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 3 เป็น 60, 64, 55 องศาเซลเซียส และ รูปแบบที่ 4 เป็น 62, 66, 58 องศา

เซลเซียส เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยา MAS-PCR หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอ

ตัวแทนเชื้อ  H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 และ 392 (รหัส 

PT12)  หลอดควบคุม mutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลายพันธ์ุที่ต าแหน่งเบส 92, 175 

และ 392 (รหัส BM64) หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ผลการตรวจสอบผลผลิต PCR บน

วุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เป็นดังภาพ
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ที่ 21 พบว่าหลอดควบคุมwild type ที่ขั้นตอน Annealing รูปแบบที่ 2 และรูปแบบที่ 3 พบผลผลิต

ขนาดขนาด 886 คู่เบส, 681 คู่เบส และ 463 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตของไพรเมอร์คู่หลัก AS59-F ที่ใช้

ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบสที่ 175 บนยีน rdxA และ AS131-F ที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์

ที่ต าแหน่งเบสที่  392 บนยีน rdxA ซึ่งขนาดผลผลิตเป็นไปตามที่คาดหวังไว้ ขณะที่ขั้นตอน 

Annealing รูปแบบที่ 4 พบผลผลิตขนาดขนาด 886 คู่เบส, 681 คู่เบส เท่านั้น และ Annealing 

รูปแบบที่ 1 พบผลผลิตขนาดขนาด 886 คู่เบส, 681 คู่เบส ,463 คู่เบส และผลผลิตที่ไม่ได้คาดหวัง

ขนาด 400 คู่เบส อย่างไรก็ตามไม่พบผลผลิตขนาด 765 คู่เบส AS31-F ที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งเบสที่ 92 บนยีน rdxA ที่อุณหภูมิทุกรูปแบบ หลอดควบคุม mutant ของทุกรูปแบบพบ

ผลผลิตขนาด 886 คู่เบส จากไพรเมอร์คู่หลักเท่านั้น ซึ่งเป็นไปตามที่คาดหวังไว้  พบว่าที่อุณหภูมิใน

ขั้นตอน Annealing ที่ รูปแบบที่ 3 คือ 60, 64, 55 องศาเซลเซียส ให้ผลผลิตที่ชัดเจนที่สุด 

 

 

 

 

 



 

 

81 

 
 รูปที่ 21 ผลผลิต MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92, 175 

และ 392  ของเชื้อ H. pylori ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความ

เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1, 2, 3, 4  เชื้อ H. pylori ที่ รหัส 

PT12 โดยก าหนดให้ที่มีอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน 4 รูปแบบ รูปแบบที่ 1 ให้

อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ทั้ง 3 ขั้นตอนเป็น 55, 60, 51 องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 2 เป็น 58, 

62, 53 องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 3 เป็น 60, 64, 55 องศาเซลเซียส และ รูปแบบที่ 4 เป็น 62, 66, 

58 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 4, 5, 6 เชื้อ H. pylori รหัสฺ BM64 โดยก าหนดให้ที่มีอุณหภูมิใน

ขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน 4 รูปแบบ รูปแบบที่ 1 ให้อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ทั้ง 3 

ขั้นตอนเป็น 55, 60, 51 องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 2 เป็น 58, 62, 53 องศาเซลเซียส รูปแบบที่ 3 

เป็น 60, 64, 55 องศาเซลเซียส และ รูปแบบที่ 4 เป็น 62, 66, 58 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 9 

น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ AS-primers (AS31-F) ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักใน

ปฏิกิริยา (rdxA-R) โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ดังนี้ 50, 52, 55 

และ 60 องศาเซลเซียส เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของการท างานของ AS-primers (AS31-F) ที่ใช้
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ตรวจหาการกลายพันธุ์ของต าแหน่งเบสที่ 92 บนยีน rdxA หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอ

ตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92 (เชื้อ H. pylori รหัส 

PT12)  หลอดควบคุม mutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลายพันธ์ุที่ต าแหน่งเบส 92 (รหัส 

BM64) หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ผลการตรวจสอบผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสค

วามเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เป็นดังภาพที่ 22 พบว่าไม่

พบผลผลิตขนาด 765 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตจาก AS31-F ที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบสที่ 

92 บนยีน rdxA  

 
รูปที่ 22 ผลผลิต PCR โดยใช้AS-primers (AS31-F) ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักใน

ปฏิกิริยา (rdxA-F) เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 92 ของเชื้อ H. pylori 

ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็น

เอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1, 2, 3, 4 เชื้อ H. pylori รหัส PT12 โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิในขั้นตอน 

Annealing ที่แตกต่างกันดังนี้ 50, 52, 55 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 4, 5, 6 เชื้อ H. 

pylori  รหัส BM64 โดยก าหนดอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน คือ 50, 52, 55 และ 

60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 9 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 
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6.2.2 การออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบส 91 และการหาอุณหภูมิที่

เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา PCR  

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR ในการตรวจวิเคราะห์ต าแหน่งเบส 91 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 

31) บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori โดยออกแบบ AS-primers ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบส 91 ของ

ยีน rdxA โดย AS-primers ที่ถูกออกแบบขึ้นในการศึกษานี้ ใช้ยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 

26695 เป็นต้นแบบ ออกแบบด้าน 3' ของ oligonucleotide ให้เป็นเบส T ซึ่งเป็นคู่สมกับต าแหน่ง

เบส 91 ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695  โดยออกแบบให้เป็นด้าน reward  ต าแหน่งที่เข้าจับบน

ยีน rdxA และทิศทางการท างานของ AS-primers เพื่อท าปฏิกิริยาแสดงดังภาพที่ 23 ล าดับเบส, ค่า 

Tm (melting temperature) และขนาดของผลผลิตที่ได้จาก AS-primer แสดงในตารางที่ 13 

 

 
รูปที่ 23 ต าแหน่ง และทิศทางการท างานที่ AS-primers (AS31-R) ที่เข้าจับบนยีน rdxA ของ

เชื้อ H. pylori ATCC 26695 ที่ออกแบบได ้
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ตารางที่ 13 ตารางแสดงรายละเอียดของ AS-primers (AS31-R) ที่จ าเพาะกับต าแหน่งเบสที ่

91 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori 

Primer 

name 
Sequence(5’-3’) 

TM 

(degree Celsius) 

Product 

length 

(bp) 

AS31-R 5’ AGCGATTTCTTCTAATTCTGT 3’ 56 161 

  

 

ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ AS-primers (AS31-R) ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักในปฏิกิริยา 

(rdxA-F) โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ดังนี้ 50, 52, 55 และ 60 

องศาเซลเซียส เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของการท างานของ AS-primers (AS31-R) ที่ใช้ตรวจหา

การกลายพันธุ์ของต าแหน่งเบสที่ 91 บนยีน rdxA หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ 

H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 91 (เชื้อ H. pylori รหัส PT12)  หลอด

ควบคุม mutant ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 91 (รหัส BM64) 

หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ผลการตรวจสอบผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 

1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด100 คู่เบส เป็นดังภาพที่ 24  พบว่าไม่พบผลผลิต

ขนาด 161 คู่เบส ซึ่งเป็นผลผลิตจาก AS31-R ที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบสที่ 91 บนยีน 

rdxA  
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รูปที่ 24 ผลผลิต PCR โดยใช้ AS-primers (AS31-R) ที่ออกแบบร่วมกับไพรเมอร์หลักใน

ปฏิกิริยา (rdxA-F) เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 91 ของเชื้อ H. pylori 

ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็น

เอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1,2,3,4 เชื้อ H. pylori รหัส PT12 โดยก าหนดให้มีอุณหภูมิในขั้นตอน 

Annealing ที่แตกต่างกันดังนี้ 50, 52, 55 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 4, 5, 6 เชื้อ H. 

pylori  รหัสฺ BM64 โดยก าหนดอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน คือ 50, 52, 55 และ 

60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ แถว 9 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

6.2.3 การหาความเข้มข้นไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา MAS-PCR ที่ใช้

ตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  

ท าการทดสอบ MAS-PCR เพื่อหาความเข้มข้นของ AS-primers (AS131-F) ที่เหมาะสม 

ที่ใช้ในปฏิกิริยา MAS-PCR ในหาการตรวจกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 โดย

ก าหนดความเข้มข้นของ AS-primers (AS131-F) ให้แตกต่างกันดังนี้ 0.025 , 0.05, 0.1 และ 0.2 ไม

โครโมลาร์ หลอดควบคุม wild type ใช้ดีเอ็นเอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของยีน 

rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  (เชื้อ H. pylori รหัส PT12 )  หลอดควบคุม mutant ใช้ดีเอ็น
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เอตัวแทนเชื้อ H. pylori ที่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  (เชื้อ H. pylori รหัส BM64)  

หลอดควบคุมลบใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ผลการตรวจสอบผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 

1.5 เปอร์เซ็นต์โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เป็นดังภาพที่ 25 พบว่าหลอดควบคุม

wild type ที่ความเข้มข้นของ AS-primers (AS131-F) 0.05, 0.1 และ 0.2 ไมโครโมลาร์ พบผลผลิต

ขนาด 886 คู่เบส, 681 คู่เบส และ 463 คู่เบส ตามที่คาดหวังไว้ หลอดควบคุมwild type ที่ความ

เข้มข้นของ AS-primers (AS131-F) 0.025 ไมโครโมลาร์ พบผลผลิตขนาดขนาด 886 คู่เบส และ 

681 คู่เบส เท่านั้น หลอดควยคุม mutant ของทุกเข้มข้นของ AS-primers (AS131-F) พบผลผลิต

ขนาด 886 คู่เบส ตามที่คาดหวังไว้ ความเข้มข้นของ AS-primers (AS131-F) ที่เหมาะสมที่สุดคือ 

0.1 ไมโครโมลาร ์ซึ่งให้ผลผลิตในปฏิกิริยา MAS-PCR แยกกันได้ชัดเจนที่สุด 
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รูปที่ 25 ผลผลิต MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 

392  ของเชื้อ H. pylori ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความเข้มข้น 

1.5 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1, 2, 3, 4 เชื้อ H. pylori รหัส PT12 โดย

ก าหนดความเข้มข้นของ AS-primers (AS131-F) ให้แตกต่างกันดังนี้ 0.025, 0.05, 0.1 และ 0.2 ไม

โครโมลาร์ ตามล าดับ แถว 4, 5, 6 เชื้อ H. pylori รหัสฺ BM64 โดยก าหนดความเข้มข้นของ AS-

primers (AS131-F) ให้แตกต่างกันดังนี้ 0.025, 0.05, 0.1 และ 0.2 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ แถว 9, 

10, 11, 12 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

น าสภาวะที่เหมาะสมที่ได้มาทดสอบกับดีเอ็นเอ 4 ตัวอย่าง ที่ไม่กลายพันธุ์ และ กลาย

พันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  แตกต่างกัน ทั้งหมด 4 ตัวอย่าง ดังนี้ เชื้อ H. pylori  รหัส PT12 

เป็นดีเอ็นเอ wild type ที่ยีน rdxA ไม่กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  , เชื้อ H. pylori  

รหัส PT32 เป็นดีเอ็นเอที่ยีน rdxA ไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 175 แต่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 392 ,  

เชื้อ H. pylori  ATCC 51932 เป็นดีเอ็นเอที่ยีน rdxA กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 แต่ไม่กลาย

พันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 392  และเชื้อ H. pylori  รหัส BM64 เป็น ดีเอ็นเอที่ยีน rdxA กลายพันธุ์ ที่

ต าแหน่งเบส 175 และ 392  พบว่าเทคนิค MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถแยกการกลายพันธุ์ทั้ง 4 

แบบได้ชัดเจน ดังแสดงในภาพที่ 26 ยีน rdxA ที่ไม่มีการกลายพันธุ์ของต าแหน่งเบส 175 และ 392 
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จะพบผลผลิต MAS-PCR ทั้งสามขนาด ได้แก่ 886, 681 และ 463 คู่เบส ขณะที่ยีน rdxA ที่กลาย

พันธุ์ต าแหน่งเบส 175 แต่ไม่กลายพันธุ์ที่เบส 392 จะพบผลผลิต MAS-PCR สองขนาด คือ 886 และ 

463 คู่เบส และยีน rdxA ที่ไม่กลายพันธุ์ต าแหน่งเบส 175 แต่พบกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบสที่ 392 จะ

พบผลผลิต MAS-PCR สองขนาด คือ 886 และ 681 คู่เบส และ ยีน rdxA ที่กลายพันธุ์ทั้งต าแหน่ง

เบส 175 และ 392 จะพบผลผลิต MAS-PCR เพียงขนาดเดียว คือ 886 คู่เบส 

 

 
รูปที่ 26 ผลผลิต MAS-PCR ของยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori เพื่อตรวจหากลายพันธ์ุที่

ต าแหน่งเบส 175 และ 392  ตรวจสอบด้วยการเคลื่อนที่ผา่นกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรสความ

เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ L คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คู่เบส แถว 1 น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ แถว 2 เชื้อ 

H. pylori  รหสั PT12  แถว 3 เชื้อ H. pylori  รหัส PT32 แถว 4 เชื้อ H. pylori  ATCC 51932 

แถว 5 เชื้อ H. pylori  รหสั BM64 
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7. การตรวจหาการกลายพนัธุ์ที่ต าแหน่งเบสที ่175 และ 392 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori  

ตรวจหาการกลายพันธุ์บนยีน rdxA  ของดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อ metronidazole 

ทั้งหมด 34 สายพันธุ์ และ เชื้อ H. pylori ATCC 51932 ด้วยเทคนิค MAS-PCR  เปรียบเทียบกับ

เทคนิค Sequencing ผลดังตารางที่ 14 พบว่า การกลายพันธุ์บนยีน rdxA  ของเชื้อ H. pylori 

ทั้งหมด 35 สายพันธุ์  สอดคล้องกับผลจากเทคนิค  Sequencing 33 สายพันธุ์  คิดเป็น 94.3 

เปอร์เซ็นต์ ดังนี้ ดีเอ็นเอที่ยีน  rdxA ไม่กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  คิดเป็น 2.9

เปอร์เซ็นต์ ดีเอ็นเอที่ยีน rdxA ไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 175 แต่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 392 คิดเป็น 

2.9 เปอร์เซ็นต์ ดีเอ็นเอที่ยีน rdxA กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 แต่ไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 

392  คิดเป็น 14.3 เปอร์เซ็นต์ และ ดีเอ็นเอที่ยีน rdxA กลายพันธ์ุ ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  คิด

เป็น 74.3 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวน 2 สายพันธุ์ที่เทคนิค MAS-PCR ไม่สามารถอ่านผลได้ เนื่องจากไม่พบ

ผลผลิตขนาด 886 คู่เบสที่เป็น internal control ในปฏิกิริยา ขณะที่วิธี Sequencing ตรวจพบ 

กลายพันธ์ุของยีน rdxA ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392   
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ตารางที่ 14 การตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบสที่ 175 และ 392 บนยีน rdxA ของเชื้อ 

H. pylori ด้วยเทคนิค Sequencing เปรียบเทียบกับเทคนิค  MAS-PCR 

 

rdxA gene 
Type of mutation 

Amino acid change 

Sequencing MAS-PCR 

Number of 
mutation (%) 

Number of 
mutation (%) 

Wild type G(175) /Asp (59) 

G(392)/Arg(131) 

1/35(2.9) 1/35 (2.9) 

Mutate Codon 131 G(175) /Asp (59) 

A(392)/Lys(131) 

1/35 (2.9) 1/35 (2.9) 

Mutate Codon 59 A(175)/Asn(59) 

G(392)/Arg(131) 

5/35 (14.3) 5/35 (14.3) 

Mutate Codon 59 

Mutate Codon 131 

A(175)/Asn(59) 

A(392)/Lys(131) 

28/35 (80) 26/35 (74.3) 

 

 

ตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน rdxA ในดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori จาก CLO test ที่ให้ผลบวก 

30 ตัวอย่าง ด้วยวิธี MAS-PCR  พบว่าเกิด smear หนา และไม่พบผลผลิตขนาด 886 คู่เบสที่เป็น 

internal control ในปฏิกิริยา  
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บทที่ 5 
อภิปรายผล 

 

การดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ H. pylori เป็นปัญหาหลักในการรักษาการติดเชื้อ H. pylori ให้

ประสพความส าเร็จ ยา metronidazole ถูกน ามาใช้ในการโรคติดเชื้อต่างๆ อย่างแพร่หลาย รวมถึง

ใช้รักษาการติดเชื้อ H. pylori ด้วย การใช้อย่างแพร่หลายส่งผลให้เชื้อมีการพัฒนาความต้านทานต่อ

ยา  metronidazole ที่สูงขึ้นด้วย [69] พบว่าอัตราการดื้อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori 

สูงที่สุดในหลายประเทศโดยเฉพาะประเทศที่ก าลังพัฒนา เมื่อเทียบกับ ยา clarithromycin และ 

amoxicillin ซึ่งเป็นยาหลักที่ใช้รักษาการติดเชื้อ H. pylori เช่นเดียวกัน [6] จากรายงานที่ผ่านมา

อัตราการดื้อยาของเชื้อ H. pylori ทั่วโลก พบว่า ดื้อยา metronidazole, clarithromycin และ 

amoxicillin เป็น 26.7, 17.2 และ 11.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และในทวีปเอเชียพบอัตราการดื้อยา 

metronidazole, clarithromycin และ amoxicillin ของเชื้อ H. pylori เป็น 37.1, 18.9 และ 11.6 

เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ [6] ดังนั้นการดื้อยา metronidazole เชื้อ H. pylori มีบทบาทส าคัญในการ

รักษาการติดเช้ืออย่างมีประสิทธิภาพ 

การดื้อต่อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori มีความสัมพันธ์กับการกลายพันธุ์ของยีน  

rdxA และ frxA [10] โครงสร้าง RdxA ประกอบด้วย homodimer exhibiting domain swapping 

โดยมีพันธะ FMN เชื่อมระหว่าง dimer ทั้งสองโมเลกุล นอกจากนั้นยังมีต าแหน่งของ cysteine ใกล้

กับพันธะ FMN เพื่อช่วยในปฏิกิริยา reducing activity เพื่อ reduce ยา metronidazole ให้อยู่ใน

รูปที่ท างานได้ [11] ในการศึกษานี้ได้ศึกษาลักษณะการกลายพันธุ์ในยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ที่

ดื้อยา metronidazole พบว่ามีการกลายพันธุ์ในหลายต าแหน่ง โดยพบการการกลายพันธุ์แบบ 
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missense 97.1 เปอร์เซ็นต์ แบบ frameshift 20.6 เปอร์เซ็นต์ และ แบบ nonsense 8.8 เปอร์เซ็นต์ 

รูปแบบการกลายพันธ์ุที่พบมากที่สุดในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา Metronidazole ในการศึกษาครั้งนี ้ 

มีด้วยกัน 3 ต าแหน่ง คือ เบส A (adenine) ต าแหน่งที่ 175 (กรดอะมิโนชนิด Asn ต าแหน่งที่ 59) 

พบสูงถึง 94.1 เปอร์เซ็นต์, เบส G (guanine) และ A ต าแหน่งที่ 91 และ 92 (กรดอะมิโนชนิด Glu 

ต าแหน่งที่ 31) พบสูงถึง 88.2 เปอร์เซ็นต์ และ เบส A  ต าแหน่งที่ 392 (กรดอะมิโนชนิด Lys 

ต าแหน่งที่ 131) พบสูงถึง 85.3 เปอร์เซ็นต์ โดยทั้ง 3 ต าแหน่งที่พบนั้นตรงกับต าแหน่งที่พบในการ

กลายพันธุ์สูงที่สุดของ  CLO tests ที่ให้ผลบวก เช่นกันดังนี้  เบส A ที่ต าแหน่ง 175 พบ 96.7 

เปอร์เซ็นต์, เบส G และ A ต าแหน่งที่ 91 และ 92 พบ 80 เปอร์เซ็นต์ และ เบส A  ต าแหน่งที่ 392 

พบ 76.7 เปอร์เซ็นต์  

เมื่อเปรียบเทียบการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่พบในการศึกษาครั้งนี้ กับการศึกษาวิจัยในเชื้อ 

H. pylori ที่ไว และดื้อต่อยา metronidazole ก่อนหน้านี้ พบการกลายพันธุ์แบบ missense ใน

หลายต าแหน่งมีลักษณะเหมือนกัน ตัวอย่างเช่น การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน rdxA ในเชื้อ H. 

pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole ในปี 2014 จ านวน 7 สายพันธุ์พบว่า เชื้อ H. pylori 6 สายพันธุ์

มีการกลายพันธุ์ในรูปแบบแตกต่างกันไป การเปลี่ยนแปลงที่พบมากที่สุดคือ มีการกลายพันธุ์ของ

กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 59 สูงถึง 85.7 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบสูงที่สุดในงานวิจัยนี้เช่นกัน 

รองมาคือ เกิดการกลายพันธ์ุที่กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 131 สูงถึง 57.1 เปอร์เซ็นต์ และยังพบการกลาย

พันธ์ุของกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 79 จ านวน 3 สายพันธ์ุ [70] 

ในการศึกษารูปแบบการกลายพันธุ์ที่พบในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole ครั้งนี้ 

พบว่ากรดอะมิโนบางตัวเกิดการกลายพันธุ์แบบ missense เหมือนกับงานวิจัยที่ผ่านมา ตัวอย่างเช่น 

Arg16His (พบในการศึกษานี้เป็นจ านวน 4 ตัวอย่าง), His53Arg (พบในการศึกษานี้เป็นจ านวน 12 
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ตัวอย่าง), Gly163Asp (พบในการศึกษานี้เป็นจ านวน 1 ตัวอย่าง), Val204Ile (พบในการศึกษานี้เป็น

จ านวน 17 ตัวอย่าง), Ala206Thr (พบในการศึกษานี้เป็นจ านวน 6 ตัวอย่าง) [12, 15, 60, 71] 

รูปแบบการกลายพันธุ์แบบ missense ใหม่ที่พบได้ในงานวิจัยนี้ คือต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 1, 4, 10, 

21, 37, 41, 74, 79, 91, 92, 104, 106, 113, 115, 116, 176, 183, 193 และ 203  

การกลายพันธุ์แบบ missense ใน  RdxA ที่น าไปสู่การสูญเสียความสามารถของเอนไซม์  

reductase และส่งผลต่อการเพิ่มความต้านทานต่อยา metronidazole ของเชื้อ H. pylori มี

ดังต่อไปนี้  

รูปแบบที่คาดว่ามีผลต่อการลดพลังงานการดึงดูดกันของพันธะ FMN  ที่เชื่อมระหว่างโปรตีน 

ได้แก่การเปลี่ยนแปลงของ กรดอะมิโน  Arg  ที่ต าแหน่ง 16 , กรดอะมิโน  Ser  ที่ต าแหน่ง 18 ,

กรดอะมิโน  Lys ที่ต าแหน่ง 20 , กรดอะมิโน  Asn ที่ต าแหน่ง 73 , กรดอะมิโน  Ile ที่ต าแหน่ง 142 

, กรดอะมิโน  Gly ที่ต าแหน่ง 162 และ กรดอะมิโน  Lys ที่ต าแหน่ง 200  

รูปแบบที่คาดว่ามีผลกับความเสถียรระหว่าง dimer ของโปรตีน ได้แก่การเปลี่ยนแปลงของ 

กรดอะมิโน Leu ที่ต าแหน่ง 42, กรดอะมิโน Ser ที่ต าแหน่ง 43, กรดอะมิโน Arg ที่ต าแหน่ง 41, 

กรดอะมิโน Gln ที่ต าแหน่ง 50, กรดอะมิโน Val ที่ต าแหน่ง 55, กรดอะมิโน Ile ที่ต าแหน่ง 142, 

กรดอะมิโน Gly ที่ต าแหน่ง 145, กรดอะมิโน Lys ที่ต าแหน่ง 202, และ กรดอะมิโน Leu ที่ต าแหน่ง 

209  

รูปแบบที่คาดว่ามีผลต่อความสัมพันธ์กับปฏิกิริยา redox ของเอนไซม์ ได้แก่การเปลี่ยนแปลง

ของ กรดอะมิโน Cys ที่ต าแหน่ง 19, กรดอะมิโน Tyr ที่ต าแหน่ง 47 และ กรดอะมิโน Cys ที่ต าแหน่ง 

159  
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รูปแบบที่คาดว่าเป็นสาเหตุให้เกิดความไม่เสถียรของ dimer ได้แก่ กรดอะมิโน Gly ที่ต าแหน่ง 

149 และ กรดอะมิโน His ที่ต าแหน่ง 17 [11] ในการศึกษาครั้งนี้พบว่ามีเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา 

metronidazole 7 สายพันธ์ุ (20.6 เปอร์เซ็นต)์ ที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 16, 1 

สายพันธุ์ (2.9 เปอร์เซ็นต์) ที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 41 และ 1 สายพันธุ์ (2.9 

เปอร์เซ็นต์) ที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 50 ของโปรตีน RdxA ซึ่งการกลายพันธุ์ที่

ต าแหน่งดังกล่าวส่งผลต่อการด้ือ metronidazole  

ในการศึกษาครั้งนี้พบว่ามีเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole สูงถึง 26 สายพันธุ์ 

(76.5 เปอร์เซ็นต์) เกิดการกลายพันธุ์แบบ missense ที่กรดอะมิโน 3 ต าแหน่งพร้อมกัน ได้แก่ 

กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31, 59 และ 131 เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา 

metronidazole ก่อนหน้า พบการกลายพันธุ์ทั้ ง 3 ต าแหน่งดังกล่าวพร้อมกันคิดเป็น 59.5 

เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่เชื้อ H. pylori ที่ไว้ต่อยา metronidazole พบการกลายพันธุ์ทั้ง 3 ต าแหน่ง

ดังกล่าวพร้อมกันเพียงแค่ 22 เปอร์เซ็นต์เท่านั้น [10, 15, 72-74] ในการศึกษานี้จึงมุ่งที่จะพัฒนา

เทคนิค MAS-PCR ที่มีความไว และความจ าเพาะสูง มาตรวจหาการกลายพันธุ์ของทั้ง 3 ต าแหน่ง 

ได้แก่ต าแหน่งเบสที่ 91-92, 175 และ 392 บนยีน rdxA  

ในการศึกษาครั้งนี้ยังพบการกลายพันธุ์แบบ stop codons ที่ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 2, 50, 

และ 52 โดยการกลายพันธุ์แบบ stop codons ที่ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 50 พบในงานวิจัยของ Yang 

และคณะ ในปี 2004 เช่นกัน  

จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าเชื้อที่มีการดื้อต่อยา metronidazole เท่านั้นที่จะพบการกลาย

พันธุ์แบบ frameshift ตัวอย่างเช่น การศึกษาการกลายพันธุ์แบบ frameshift ที่ส่งผลต่อโครงสร้าง

ของโปรตีน และสัมพันธ์กับการดื้อยา metronidazole พบว่าเชื้อ H. pylori ที่มีการกลายพันธุ์แบบ 
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frameshift สามารทนต่อยา metronidazole ที่มีความเข้นสูงถึง 64 ถึง 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

โดยต าแหน่งที่เกิด frameshift มีดังน้ี เกิด deletion ที่ต าแหน่งเบสที่ 63 ถึง 66, เกิด Insertion เบส 

G ที่ต าแหน่งเบสที่ 332, เกิด Insertion เบส G ที่ต าแหน่งเบสที่ 240, เกิด deletion ที่ต าแหน่งเบส

ที่ 112 ถึง 120, เกิด Insertion เบส T ที่ต าแหน่งเบสที่ 430, เกิด Insertion เบส G ที่ต าแหน่งเบสที่ 

467 และ เกิด Insertion เบส T ที่ต าแหน่งเบสที่ 459 [15, 75] การศึกษาการเกิดการกลายพันธ์ุแบบ 

deletion ของเชื้อ  H. pylori ที่ดื้อ และไวต่อยา metronidazole ในประเทศอิหร่านจ านวน 63 

สายพันธ์ พบว่า 22.9 เปอร์เซ็นต์ ของเชื้อที่ดื้อต่อยา metronidazole พบการกลายพันธุ์แบบ 

deletion ที่ยีน rdxA ในขณะที่เชื้อที่ไวต่อยา metronidazole ไม่พบการกลายพันธุ์แบบ deletion 

และการศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA เปรียบเทียบระหว่างเชื้อ H. pylori ที่ดื้อและไวต่อยา 

metronidazole พบว่าเชื้อ H. pylori ที่ ไวต่อยา metronidazole ไม่พบการกลายพันธ์แบบ 

frameshift ทั้ง 10 สายพันธุ์ แต่พบการกลายพันธ์แบบ frameshift 5 สายพันธุ์ จากจ านวนเชื้อ H. 

pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole 11 สายพันธุ์ คิดเป็น 45.5 เปอร์เซ็นต์ [76] ในการศึกษานี้พบว่า

เกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift ในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole สูงถึง 20.6 

เปอร์เซ็นต์ ต าแหน่งกรดอะมิโนที่พบการกลายพันธ์ุแบบ frameshift ได้แก่ 4, 6, 9, 71, 72, 79, 182 

ซึ่งพบในการศึกษานี้เท่านั้น 

ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา metronidazole ทั้ง 34 สายพันธุ์ มีการกลาย

พันธุ์ที่ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของโปรตีน RdxA แตกต่างกับเชื้อ H. pylori 

ATCC 51932 ซึ่งเป็นสายพันธ์ุที่ไวต่อยา metronidazole เมื่อเปรียบเทียบกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 31, 

59 และ 131 ของโปรตีน RdxA พบว่ามีเชื้อจ านวน 4 สายพันธุ์ (11.8 เปอร์เซ็นต์) ที่มีกรดอะมิโนทั้ง 

3 ต าแหน่งเหมือนกันกับเชื้อ H. pylori ATCC 51932 ได้แก่ Glu, Asn และ Arg ตามล าดับ และ
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พบว่าเชื้อ 2 สายพันธุ์ จากทั้งหมด 4 สายพันธุ์ มีการกลายพันธุ์ที่กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 16 ซึ่งได้รับ

การยืนยันว่าเป็นต าแหน่งที่ส่งผลกับการดื้อยา metronidazole นอกจากนั้นเชื้อทั้ง 4 สายพันธุ์ มี

การกลายพันธุ์ที่กรดอะมิโนที่ต าแหน่งต่างๆ ได้แก่ 2, 4, 6, 7, 10, 53, 56, 62, 64, 68, 88, 97, 98, 

106, 111, 172, 175, 205, 206 แตกต่างกับเชื้อ H. pylori ATCC 51932    

ในการศึกษานี้ ได้ศึกษาลักษณะการกลายพันธุ์ ในยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อยา 

metronidazole พบการกลายพันธุ์แบบ missense, frameshift และ nonsense ทั้งหมด 78.6 

เปอร์เซ็นต์, 32.1 เปอร์เซ็นต์ และ 10.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ต าแหน่งที่พบมากที่สุดของกลายพันธ์

ของยีน frxA ที่ส่งผลกับการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนได้แก่ ต าแหน่งเบสที่ 215 มีการเปลี่ยนแปลง

เบสจาก T เป็น C ส่งผลท าให้กรดอะมิโนที่ 72 เปลี่ยนจาก Phe เป็น Ser พบสูงถึง 57.1 เปอร์เซ็นต์ 

และ ต าแหน่งเบสที่ 217 มีการเปลี่ยนแปลงเบสจาก G เป็น A ส่งผลท าให้กรดอะมิโนที่ 73 เปลี่ยน

จาก Gly เป็น Ser พบสูงถึง 57.1 เปอร์เซ็นต์ และ รองมาพบการเปลี่ยนแปลงเบสต าแหน่งเบสที่ 577 

จาก T เป็น A ส่งผลท าให้กรดอะมิโนที่ 193 เปลี่ยนจาก Cys เป็น Ser พบสูงถึง 53.6 เปอร์เซ็นต์ 

พบว่าทั้ง 3 รูปแบบ พบสูงที่สุดในยีน frxA ของเชื้อ H. pylori จาก CLO test ที่ให้ผลบวก เช่นกัน 

ได้แก่ ต าแหน่งเบสที่ 217, 215 และ 577 คิดเป็น 57.1, 50 และ 42.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

ต าแหน่งการกลายพันธุ์ใหม่ที่พบเฉพาะในการวิจัยนี้ ได้แก่ การกลายพันธุ์แบบ missense ที่ต าแหน่ง

กรดอะมิโน 1, 27, 35, 37, 39, 60, 65, 66, 67, 70, 94, 131, 154, 177, 200 และ 206 การกลาย

พันธุ์แบบ frameshift ที่ต าแหน่งกรดอะมิโน 109 และการกลายพันธุ์แบบ nonsense ที่ต าแหน่ง

กรดอะมิโน 30 ในงานวิจัยนี้ไม่สามารถสรุปลักษณะการกลายพันธุ์ของยีน frxA มี่สัมพันธ์กับการดื้อ

ยา metronidazole เช่นเดียวกับงานวิจัยที่ผ่านมา แต่จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าการกลายพันธุ์

ของยีน frxA อาจไม่ได้สัมพันธ์กับการดื้อยา metronidazole โดยตรง แต่พบว่ามีส่วนช่วยเพิ่มระดับ
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การดื้อยา metronidazole ในเชื้อที่มีการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ร่วมด้วย [15, 75] ในการศึกษา

ครั้งนี้พบว่ามีเชื้อที่ดื้อยา metronidazole 1 สายพันธุ์ ได้แก่ รหัส PT 12 มีล าดับกรดอะมิโนของ

โปรตีน RdxA เหมือนกับ เชื้อ H. pylori ATCC 26695 แต่พบว่าเกิดการกลายพันธุ์แบบ nonsense 

ที่ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 32 และเกิดการกลายพันธุ์แบบ missense ที่ต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 7 ของ 

โปรตีน FrxA ซึ่งอาจจะส่งผลต่อการดื้อยา metronidazole ของสายพันธ์ุดังกล่าว    

การศึกษา phylogenetic tree เพื่อดูวิวัฒนาการ ความสัมพันธ์ของยีน rdxA ในเชื้อ H. pylori 

ที่ดื้อต่อยา metronidazole จ านวน 34 ตัวอย่าง และ เชื้อ H. pylori จาก CLO test ที่ให้ผลบวก 

30 ตัวอย่าง ในครั้งนี้ พบว่าเชื้อมีพันธุกรรมที่หลากหลายไม่สามารถจ าแนกกลุ่มได้ เช่นเดียวกับ

งานวิจัยก่อนหน้าของ Solca และคณะ ในปี 2000 ที่วิเคราะห์ phylogenetic tree ยีน rdxA ของ

เชื้อ H. pylori จ านวน 30 สายพันธ์ุ ทั้งที่ดื้อ และ ไว ต่อยา metronidazole พบว่า dendrogram มี

การกระจายแบบสุ่ม และ ไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์ ที่ดื้อ และไวต่อยา 

metronidazole ได้  ทั้งนี้ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน rdxA อาจเกิดจากกลไก frequent 

recombination structure ของเชื้อ H. pylori เช่นเดียวกันกับ housekeeping ยีนทั้ง 4  (atpD, 

scoB, glnA, and recA) ที่ได้มีการศึกษาไว้ในงานวิจัยของคุณ Matteo [12]  

การศึกษา phylogenetic tree เพื่อดูวิวัฒนาการ ความสัมพันธุ์ของยีน frxA ในเช้ือ H. pylori 

ที่ดื้อต่อยา Metronidazole จ านวน 28 ตัวอย่าง และ เชื้อ H. pylori จาก CLO test ที่ให้ผลบวก 14 

ตัวอย่าง ซึ่งเป็นการศึกษาแรก พบว่าเชื้อมีพันธุกรรมที่หลากหลายไม่สามารถจ าแนกกลุ่มได้เช่นกัน 

การศึกษาจีโนไทป์ (genotype) ของเชื้อจุลชีพต่างๆ มีความส าคัญทางระบาดวิทยาอย่างมาก 

เพื่อศึกษาลักษณะจีโนไทป์ของเชื้อว่ามีการแพร่ระบาดแบบไหน และมีความสัมพันธ์กับการดื้อยาชนิด

ต่างๆอย่างไร เพื่อน าไปพัฒนาการรักษาการติดเชื้อจุลชีพต่างๆ ให้ประสพความส าเร็จ  ในปัจจุบันมี
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การศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole พบได้อย่างแพร่หลาย โดยได้

น าวิธีทางอณูชีววิทยาต่างๆมาใช้ วิธีทางอณูชีววิทยาที่พบมากที่สุดได้แก่ เทคนิค  Sequencing 

ตัวอย่างเช่น การตรวจหาความสัมพันธ์ของการดื้อยา metronidazole กับการกลายพันธ์ของยีน 

rdxA โดยใช้ PCR-RFLP และ Sequencing [77] 

 เทคนิค MAS-PCR เป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่มีความจ าเพาะ ความไว และความเร็วในการ

ทดสอบสูง สามารถใช้งานกับเครื่อง basic thermal cycler ที่หาได้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปได้ และ

สามารถใช้ในการศึกษาการกลายพันธุ์ของเบสเดียว ในหลายต าแหน่งได้ ในปัจจุบันได้มีการพัฒนา

เทคนิค MAS-PCR มาใช้ในงานอณูพันธุศาสตร์ การตรวจหายีนดื้อยาในเชื้อจุลชีพต่างๆ และศึกษา

ระบาดวิทยาในรูปแบบจีโนไทป์ ของเชื้ออย่างแพร่หลาย ผลที่ได้แม่นย า และสอดคล้องกับเทคนิค 

Sequencing ซึ่งเป็นเทคนิคมาตรฐานที่ใช้หาล าดับเบสของยีนในปัจจุบัน  ตัวอย่างเช่น  การพัฒนา

เทคนิค MAS-PCR เพื่อหายีนด้ือยาของเชื้อ Mycobacterium tuberculosis (MTB) ที่มีต าแหน่งการ

กลายพันธ์ของเบสดังนี้ katG315, rpoB531, gyrA94  และ rrs1401 ผลที่ได้สอดคล้อง 100 เปอร์เซ็น 

กับ เทคนิค DNA sequencing [16], การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหา Multidrug-

Resistant Tuberculosis ในปานามา เนื่องจากเชื้อ M. tuberculosis มียีนดื้อยาหลายต าแหน่งที่

ต่างกันไป จึงมีการพัฒนา MAS-PCR มาตรวจหายีนดื้อยาในต าแหน่งต่างพร้อมกัน  พบว่าเมื่อ

เปรียบเทียบกับเทคนิค Sequencing พบว่ามีความไวและความจ าเพาะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ [66] 

ในการศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งพัฒนาเทคนิค MAS-PCR มาใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่

พบได้สูงในเชื้อที่ดื้อยา metronidazole ซึ่งมีความจ าเพาะ และความไวสูง ร่วมทั้งราคาไม่แพง ใช้

เวลาในการทดสอบไม่มาก และสามารถทดสอบพร้อมๆกันได้หลายตัวอย่าง มาเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่

ใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ในการศึกษาระบาดวิทยา (epidemiological) เพื่อ
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ศึกษาความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์ของยีน กับการดื้อยา metronidazole ในเชื้อ H. pylori เพื่อ

พัฒนารักษาการติดเชื้อ H. pylori ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ลดความสูญเสียทางด้านสุขภาพ 

เศรษฐกิจ ของประชากรในอนาคต  

 ในการศึกษานี้ได้พัฒนาเทคนิค MAS-PCR ส าเร็จ 2 ชุดการทดสอบ ชุดแรกคือ พัฒนาเทคนิค 

MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA  ที่ต าแหน่งเบสที่ 291 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 

97)  และ ชุดสองคือ พัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA  ที่ต าแหน่ง

เบสที่ 175 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 59) และ 392 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 131)  

การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA  ที่ต าแหน่งเบสที่ 291 

(กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 97)  ของเชื้อ H. pylori ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์สูงถึง 46.1 

เปอร์เซ็นต์ และสูงเป็นอันดับที่ 5 ของการกลายพันธุ์ที่พบในเชื้อที่ดื้อยา Metronidazole ใน

การศึกษานี้ โดย AS-primers (AS97-R) ที่ถูกออกแบบขึ้นในการศึกษานี้ใช้ยีน rdxA ของเชื้อ H. 

pylori ATCC 26695 เป็นต้นแบบ ออกแบบด้าน 3' ของ oligonucleotide ให้เป็นเบส G ซึ่งเป็นคู่

สมกับต าแหน่งเบส 291 (โคดอนที่ 97) ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695  โดยออกแบบให้เป็นด้าน 

reward  เพื่อให้ได้ผลผลิต MAS-PCR ที่มีขนาดต่างกันเมื่อท างานร่วมกับไพรเมอร์คู่หลักที่ใช้ใน

ปฏิกิริยา ท าการทดสอบหาอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing และความเข้มข้นของ AS-primers 

(AS97-R) ที่เหมาะสมที่สุด ของปฏิกิริยา MAS-PCR พบว่าที่อุณหภูมิ Annealing ที่ 60 องศาเซล

เชียส และ AS-primers (AS97-R) ความเข้มข้น 0.125 ไมโครโมลาร์ เป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุด ได้

ผลผลิต MAS-PCR ขนาด 886 และ 358 คู่เบส  

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA  ที่ต าแหน่งเบสที่ 175 

(กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 59) และ 392 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 131) ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบการกลาย
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พันธุ์สูงที่สุด (94.1 เปอร์เซ็นต์) และสูงเป็นอันดับที่ 3 (85.3 เปอร์เซ็นต์) ของการกลายพันธุ์ที่พบใน

เชื้อที่ดื้อยา metronidazole โดยออกแบบ AS-primers ให้จ าเพาะกับต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์

สูงที่สุด 3 ต าแหน่งที่พบในเชื้อที่ดื้อยา metronidazole ได้แก่ ที่ต าแหน่งเบสที่ 175 (กรดอะมิโน

ต าแหน่งที่ 59), ต าแหน่งเบสที่ 92 (กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 31) และ ต าแหน่งเบสที่ 392 (กรดอะมิโน

ต าแหน่งที่ 131)  โดยใช้ยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695 เป็นต้นแบบ ออกแบบด้าน 3' 

ของ oligonucleotide ให้เป็นเบส G, C และ G ซึ่งเป็นคู่สมกับต าแหน่งเบสที่ 175, 92 และ 131 

ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695  ตามล าดับ   โดยออกแบบให้เป็นด้าน forward  เพื่อให้ได้ผลผลิต 

MAS-PCR ที่มีขนาดต่างกันเมื่อท างานร่วมกับไพรเมอร์คู่หลักที่ใช้ในปฏิกิริยา ท าการทดสอบหา

อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 50, 55, 58 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าไม่มี

อุณหภูมิที่เหมาะสมขั้นตอน Annealing ใดที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ในต าแหน่งดังกล่าวได้ จึงได้

ทดสอบอุณหภูมิในขั้นตอน Annealing ที่แตกต่างกัน 3 รอบของอุณหภูมิ พบว่าที่อุณหภูมิ  60, 64 

และ 55 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุด การทดสอบหาความเข้มข้นของ AS-primers 

(AS131-F) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ให้ตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบสที่ 392 พบว่าความเข้มข้นที่

เหมาะสมที่สุดคือ 0.1 ไมโครโมลาร์ และความเข้มข้นที่เหมาะสมของ AS-primers (AS59-F) เท่ากับ 

0.2 ไมโครโมลาร ์

ส าหรับการตรวจหาการกลายพันธุ์ของเบสต าแหน่งที่ 91 และ 92 ของยีน rdxA  นั้น ได้

ออกแบบไพรเมอร์จ านวน 2 ชุด คือ AS-primers (AS31-F) และ AS-primers (AS31-R) โดยน ามา

ทดสอบ PCR โดยก าหนดอุณหภูมิ Annealing ที่แตกต่างกัน ดังนี้ 50, 52, 55 และ 60 องศาเซลเซียส 

จากการทดสอบพบว่าไม่มีอุณหภูมิใดที่เหมาะสม 
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ในการศึกษาครั้งนี้ได้ตรวจหาการกลายพันธุ์บนยีน rdxA  ที่ต าแหน่งเบสที่ 175 และ 392 ของ

ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อ metronidazole ทั้งหมด 34 สายพันธุ์ และ เชื้อ H. pylori ATCC 

51932 ด้วยวิธี MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับ วิธี Sequencing ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้

ตรวจหาการกลายพันธุ์ในปัจจุบัน พบว่าการกลายพันธุ์บนยีน rdxA  ของเชื้อ H. pylori ทั้งหมด 35 

สายพันธ์ุ สอดคล้องกับผลจากวิธ ีSequencing 33 สายพันธ์ุ คิดเป็น 94.3 เปอร์เซ็นต์ ดังนี้ ดเีอ็นเอที่

ยีน rdxA ไม่กลายพันธุ ์ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  คิดเป็น 2.9 เปอร์เซ็นต์ ดีเอ็นเอที่ยีน rdxA ไม่

กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 175 แต่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 392 คิดเป็น 2.9 เปอร์เซ็นต์ ดีเอ็นเอที่ยีน 

rdxA กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 แต่ไม่กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 392  คิดเป็น 14.3 เปอร์เซ็นต์ 

และ ดีเอ็นเอที่ยีน rdxA กลายพันธุ์ ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392  คิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต์ ในการ

ทดสอบนี้พบเพียง 2 สายพันธุ์ของดีเอ็นเอที่ยีน rdxA กลายพันธุ์ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392   ที่

เทคนิค MAS-PCR ไม่สามารถตรวจวัดได้ เนื่องจากไม่พบผลผลิตของ MAS-PCR อาจเนื่องมาจากดี

เอ็นเอของเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ์นี้มีปริมาณที่น้อยเกินไป และในปฏิกิริยา MAS-PCR จะใช้อุณหภูมิสูง 

อาจส่งผลต่อการท างานในปฏิกิริยา MAS-PCR ได้ [78]  

การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA กับ ดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ที่ได้จาก CLO test ที่

ให้ผลบวก 30 ตัวอย่าง ด้วยวิธี MAS-PCR  พบว่าเกิด smear หนา และไม่พบผลผลิตของไพรเมอร์คู่

หลักที่เป็นตัวควบคุมบวกในปฏิกิริยา เนื่องมาจากดีเอ็นเอของเชื้อ H. pylori ที่ได้จาก CLO test มี

ความเป็นด่างสูง มีดีเอ็นเอของเชื้อผสมอยู่น้อย อาจมีดีเอ็นเอที่มาจาก gastric biopsy ของคน

รบกวนปฏิกิริยา และในปฏิกิริยา MAS-PCR จะใช้อุณหภูมิสูง อาจส่งผลต่อการท างานในปฏิกิริยา 

MAS-PCR ได้ [17, 78, 79] 
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เทคนิค MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้หวังอย่างยิ่งว่าจะเป็นประโยชน์ส าหรับการใช้ศึกษาระบาด

วิทยา (epidemiological) หาความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์ของยีน กับการดื้อยา metronidazole 

ในเชื้อ H. pylori และการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาในอนาคต เพื่ออ านวยความสะดวกใน การ

จ าแนกสายพันธุ์ต่างๆ ของเชื้อ  H. pylori และการคาดการณ์ของ ความไวต่อยาปฏิชีวนะ เพื่อการ

ป้องกันและ เฝ้าระวัง สุขภาพของประชากรต่อไป 
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

 

การศึกษาครั้งนี้ได้ศึกษาเกี่ยวกับลักษณะการกลายพันธ์ุของยีน rdxA และ frxA ที่พบในเชื้อ H. 

pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole จ านวน 34 ตัวอย่าง และเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ 

CLO test จ านวน 30 ตัวอย่าง รวมทั้งพัฒนาเทคนิค MAS-PCR ซึ่งเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่มี

ความจ าเพาะ และความไวสูง ราคาไม่แพง ใช้เวลาในการทดสอบไม่มาก และสามารถทดสอบพร้อมๆ

กันได้หลายตัวอย่าง มาตรวจหาการกลายพันธ์ของยีน rdxA ที่พบได้สูงสุดในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อ

ยา metronidazole เพื่อเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ใช้ในการศึกษาระบาดวิทยา (epidemiological) 

เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ของการกลายพันธุ์ของยีน rdxA กับการดื้อยา metronidazole เพื่อพัฒนา

รักษาการติดเช้ือ H. pylori ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ลดความสูญเสียทางด้านสุขภาพ เศรษฐกิจ ของ

ประชากรในอนาคต  

การศึกษาลักษณะการกลายพันธ์ของยีน rdxA และ frxA ที่พบในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา 

metronidazole และ เชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO test พบว่ามีการกลายพันธุ์แตกต่าง

กันออกไป ในหลายต าแหน่ง รูปแบบการกลายพันธุ์มีทั้ งแบบ missence, frameshift และ 

nonsense ในการวิเคราะห์ phylogenetic ของเชื้อ H. pylori พบว่าเชื้อมีความหลากหลายของยีน 

rdxA และ frxA ที่ต่างกันไป ไม่สามารถจัดกลุ่มความสัมพันธ์ที่ชัดเจน  

การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิค MAS-PCR มาตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ทั้งหมด 2 

ชุดทดสอบ ได้แก่ MAS-PCR ที่ใช้ตรวจหาการกลายพันธ์ที่ต าแหน่งเบส 291 และ MAS-PCR ที่ใช้

ตรวจหาการกลายพันธ์ที่ต าแหน่งเบส 175 และ 392 ซึ่งเป็นต าแหน่งที่พบการกลายพันธุ์สูงที่สูงที่สุด 
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และสูงเป็นอันดับที่ 3 ในเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole โดยออกแบบด้าน 3’ ของไพร

เมอร์ที่เป็น AS-primer ให้มีเบสเหมือนกับเชื้อที่ไม่มีการกลายพันธุ์ และหาสภาวะที่เหมาะสมต่างๆ 

ในปฏิกิริยา MAS-PCR จากนั้นน าเทคนิค MAS-PCR ที่พัฒนาขึ้นมาตรวจหาการกลายพันธ์ที่ต าแหน่ง

เบส 175 และ 392 ของยีน rdxA กับเชื้อ H. pylori ทั้งหมด 35 สายพันธุ์ พบว่าให้ผลตรงกับเทคนิค 

Sequencing ซึ่งเป็นเทคนิคมาตรฐานที่ใช้ในปัจจุบันสูงถึง 94.3 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อน าไปทดสอบกับ

เชื้อ H. pylori ที่มาจากสิ่งส่งตรวจ CLO test พบว่าไม่สามารถอ่านผลได้ เนื่องจากไม่พบผลผลิตใน

ต าแหน่งที่คาดหมาย   

การศึกษาที่น่าจะท าในอนาคตคือ ศึกษาลักษณะการกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ของ

เชื้อที่ไวต่อยา metronidazole มาเปรียบเทียบ ร่วมทั้งศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างการกลายพันธุ์

ต าแหน่งต่างๆที่พบในเชื้อที่ดื้อยาว่ามีความสัมพันธ์กับการดื้อยา metronidazole หรือไม่ ร่วมทั้ง

พัฒนาเทคนิค MAS-PCR ให้ใช้ตรวจหาการกลายพันธุ์ในต าแหน่งต่างๆเพิ่มขึ้น และพัฒนาให้สามารถ

ใช้ได้กับเชื้อ H. pylori ที่มาจากสิ่งส่งตรวจ CLO test หรือสิ่งส่งตรวจอื่นๆ  
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ภาคผนวก 

 

1. วิธีเตรียม Tris EDTA บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 10 เท่า (10x TE buffer) 

ผสม Tris-HCI ความเข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เข้ากับ EDTA ความเข้มข้น 

500 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั้นปริมาตร 197.6 มิลลิลิตร 

 

2. วิธีเตรียม tryptic soy broth  

ชั่ง tryptic soy broth ปริมาณ 6 กรัม เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 200 มิลลิลตรน ามาต้มจน

เดือดให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ดูดใส่หลอด หลอดละ 2 มิลลิลิตร ปิดฝาและน าไป autoclave ที่

ความดัน 15 ปอนด์ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเชีย เป็นเวลา 15 นาท ี

 

3. การวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน rdxA และ frxA  

วิเคราะห์การกลายพันธุ์ของล าดับเบสที่ได้โดยเปรียบเทียบต าแหน่ง และการเปลี่ยนแปลงของ

ล าดับเบสกับ ยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ATCC 26695 พบว่าเช้ือ H. pylori ที่ดื้อต่อยา 

metronidazole มีการกลายพันธุ์ที่หลากหลายรูปแบบ ดังตารางที่ 15 และ 17 ตามล าดับ และมี

อัตราการกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนดังตารางที่ 16 และ 18 ตามล าดับ 

วิเคราะห์การกลายพันธุ์ยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO test พบ

การกลายพันธุ์ที่หลากหลายรูปแบบ ดังตารางที่ 19 และ 21 ตามล าดับ และมีอัตราการกลายพันธุ์ที่

ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนดังตารางที่ 20 และ 22 ตามล าดับ   
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ตารางที่ 15 ล าดับเบสยีน rdxA ของ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole เปรียบเทียบกับ 

เชื้อ H. pylori ATCC 26695  
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ตารางที่ 16 อัตราการกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในยีน rdxA ของเชื้อ 

H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole เมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือ H. pylori ATCC 26695  

 

rdxA gene Number of Mtz-
resistant  

H. pylori (%) 
Change in nucleotide 

sequence 
Change in amino acid 

sequence 

Missense 
G(175)→A Asp(59) → Asn 94.1 

AC(91,92)→GA Thr(31)→Glu 88.2 

G(392)→A Arg(131)→Lys 85.3 

A(614)→C Asp(205)→Ala 50 

G(610)→A Val(204)→Ile 50 

A(192)→T Lys(64)→Asn 47.1 

CAC(289,290,291)→ACG His(97)→Thr 47.1 

G(514)→A Val(172)→Ile 44.1 

G(292)→A Gly(98)→Ser 38.2 

A(158)→G His(53)→Arg 35.3 

C(316)→T Pro(106)→Ser 29.4 

T(262)→C Ser(88)→Pro 23.5 

CC(316,317)→TT Pro(106)→Leu 20.6 

G(616)→A Ala(206)→Thr 17.6 

T(184)→G Leu(62)→Val 17.6 

C(203)→T Ala(68→Val), 14.7 

G(47)→A Arg(16)→His 11.8 

C(316)→A Pro(106)→Thr 8.8 

T(332)→C Val(111)→Ala 8.8 

C(46)→T Arg(16)→Cys 8.8 
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rdxA gene Number of Mtz-
resistant  

H. pylori (%) 
Change in nucleotide 

sequence 
Change in amino acid 

sequence 

Missense 
G(202)→A Ala(68)→Ser 8.8 

G(269)→A Arg(90)→Lys 5.9 

G(352)→A Ser(118)→Ala 5.9 

G(523)→C Glu(175)→Gln 5.9 

CC(271,273)→TT Pro(91)→Ser 5.9 

G(3)→A Met(1)→Ile 2.9 

T(11)→G Leu(4)→Trp 2.9 

A(30)→T Arg(10)→Ser 2.9 

G(19)→A Glu(7) →Lys 2.9 

A(61)→G A(61)→ Gly 2.9 

G(79)→A Glu(27)→Lys 2.9 

G(109)→T Ala(37)→Ser 2.9 

GG(122,123)→AA Arg(41)→Lys 2.9 

G(202)→T Ala(68)→Ser 2.9 

A(221)→G Glu(74)→Gly 2.9 

G(236)→A Ser(79)→Asn 2.9 

G(238)→A Ala(80)→Thr 2.9 

C(276)→G Ser(92)→Arg 2.9 

C(289)→T His(97)→Tyr 2.9 

CC(310,312)→TT Leu(104)→Phe 2.9 

G(337)→A Val(113)→Met 2.9 

C(344)→T Pro(115)→Leu 2.9 

C(347)→T Ser(116)→Phe 2.9 
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rdxA gene Number of Mtz-
resistant  

H. pylori (%) 
Change in nucleotide 

sequence 
Change in amino acid 

sequence 

Missense 
G(448)→A Gly(163)→Asp 2.9 

G(527)→A Arg(176)→His 2.9 

A(536)→G Lys(179)→Arg 2.9 

C(538)→T Pro(180)→Ser 2.9 

G(547)→A Ala(183)→Thr 2.9 

G(577)→A Ala(193)→Thr 2.9 

AA(608,609)→GG Lys(203)→Arg 2.9 

Frame shift 
Deletion T(11) Leu(4) →Frame shift 2.9 

Insertion GGATCA(18) Gln (6) →Frame shift 2.9 

Deletion A(25) Arg(9) →Frame shift 2.9 

Insertion A(25) Arg(9) →Frame shift 2.9 

Insertion T(212) Tyr(71) →Frame shift 2.9 

Insertion G(214) Phe(72) →Frame shift 2.9 

Deletion A(235) Ser (79) →Frame shift 2.9 

Deletion A(544) Ile (182) →Frame shift 2.9 

Nonsense 

A→T(4) Lys(2)→ Stop codon 2.9 

C→T(148) Gln(50)→ Stop codon 2.9 

G→A(156) W(52)→ Stop codon 2.9 
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ตารางที่ 17 ล าดับเบสยีน frxA ของ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole เปรียบเทียบกับ

เชื้อ H. pylori ATCC 26695  
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ตารางที่ 18 อตัราการกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในยีน frxA ของเชื้อ 

H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole เปรียบเทียบกับ เช้ือ H. pylori ATCC 26695  

 

frxA gene Number of Mtz-
resistant  

H. pylori (%) 
Change in nucleotide 

sequence 
Change in amino acid 

sequence 

Missense 
T(215)→C Phe(72) → Ser 57.1 

G(217)→A Gly (73)→ Ser 57.1 

T(577)→A Cys(193) → Ser 53.6 

V(7)→I Gly (19) →Ala 42.9 

GA(46,48) →AG Ala(16)→Thr 35.7 

G(526)→A Glu(176)→Lys 35.7 

A(130)→G Ile(44) →Val 28.6 

A(331)→G Asn(111)→Asp 28.6 

A(371)→G Asn(124)→ Ser 25 

G(198)→T Met(66) →Ile 21.4 

G(286)→A Val(96)→Ile 17.9 

A(331)→C Asn(111)→His 17.9 

A(130)→T Ile(44) →Phe 10.7 

C(209)→T Ala(70) →Val 10.7 

C(351)→G Ila(117)→Met 10.7 

T(127) →G Ser(43) →Ala 7.1 

M(1) →V Ala(1) → Gly 3.6 

A(81) →C Gln(27) →His 3.6 

G(100) →A Val(34)→Ile 3.6 

A(105) →C Gly(35)→Asp 3.6 
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frxA gene Number of Mtz-
resistant  

H. pylori (%) 
Change in nucleotide 

sequence 
Change in amino acid 

sequence 

Missense 
GG(109,111) →TC Gly (37) →Cys 3.6 

A(117) →C Leu(39) →Phe 3.6 

GC(118,119) →CA Ala(40) →His 3.6 

A(179)→G Lys(60)→Arg 3.6 

C(193)→T Pro(65) → Ser 3.6 

C(194)→A Pro(65) →Gln 3.6 

C(200)→T Ala(67)→Val 3.6 

A(281)→G Asp(94) → Gly 3.6 

G(378)→A Met(126) →Ile 3.6 

A(386)→C Asn (129) →Thr 3.6 

G(389)→A Ser(130) → Asn 3.6 

AG(388,389)→GA Ser(130)→Asp 3.6 

G(392)→A Gly(131)→ Gly 3.6 

C(461)→T Ala(154) →Val 3.6 

G(505)→A Glu(169) → Lys 3.6 

G(528)→A Glu (177) → Lys 3.6 

G(598)→A Glu (200) →Lys 3.6 

G(617)→T Arg(206) →Leu 3.6 

G(624)→T Cys(208)→Asn 3.6 

Frame shift 

Insertion A(317) Asp(109) 21.4 

Deletion A(54) Lys(18) 10.7 

 

 



 

 

124 

frxA gene Number of Mtz-
resistant  

H. pylori (%) 
Change in nucleotide 

sequence 
Change in amino acid 

sequence 

Nonsense 
G(89) →A Trp (30) → Stop codon 3.6 

G(203)→A Trp(68)→ Stop codon 3.6 

C(394)→T Arg(132)→ Stop codon 3.6 
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ตารางที่ 19 ล าดับเบสของยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests 

เปรียบเทียบกับ เช้ือ H. pylori ATCC 26695
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ตารางที่ 20 อตัราการกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในยีน rdxA ของเชื้อ 

H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests เปรียบเทียบกับ เช้ือ H. pylori ATCC 26695 

 

rdxA gene Number of 
positive 
CLO test 

samples (%) 

Change in nucleotide 
sequence 

Change in amino acid 
sequence 

Missense 
G(175)→A Asp(59) → Asn 96.7 

AC(91,92)→GA Thr(31)→Glu 80 

G(392)→A Arg(131)→Lys 76.7 

G(42)→C Asn(14) →Lys 46.7 

G(168)→A Met(56) →Ile 43.3 

G(29)→A Arg(10) →Lys 36.7 

A(106)→G Ile(36) →Val 36.7 

A(192)→T Lys(64)→Asn 36.7 

G(514)→A Val(172)→Ile 33.3 

A(614)→C Asp(205)→Ala 33.3 

A(17)→G Gln(6) →Arg 26.7 

G(616)→A Ala(206)→Thr 26.7 

G(269)→A Arg(90)→Lys 23.3 

G(610)→A Val(204)→Ile 23.3 

CAC(289,290,291)→ACG His(97)→Thr, 20 

G(292)→A Gly(98)→Ser 20 

A(158)→G His(53)→Arg 16.7 

T(262)→C Ser(88)→Pro 16.7 

G(19)→A Glu(7) →Lys 10 
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rdxA gene Number of 
positive 
CLO test 

samples (%) 

Change in nucleotide 
sequence 

Change in amino acid 
sequence 

Missense 
C(203)→T Ala(68)→Val 10 

CC(316,317)→TT Pro(106)→Leu 10 

C(316)→T Pro(106)→Ser 10 

C(548)→T Ala(183) →Ver 10 

C(60)→G Lys(20) →Gly 6.7 

AT(106,107)→GA Ile(36) →Asp 6.7 

T(184)→G Leu(62)→Val 6.7 

C(316)→A Pro(106)→Thr 6.7 

A(18)→C Gln(6) →His 3.3 

A(21)→C Glu(7) →Asp 3.3 

A(24)→C Lys (8) →Asn 3.3 

AA(22,24)→CC Lys 8)→His 3.3 

AAA(22,23,24)→CTC Lys(8) →Leu 3.3 

AG(28,29)→CA Rrg(10) →Gln 3.3 

A(77)→G Yyr(26) →Cys 3.3 

G(89)→A Ser(30) →Asn 3.3 

C(117)→T Glu(38) →Asp 3.3 

CG(114,145)→TA Thr(49) →Ile 3.3 

C(152)→A Pro(51) →Gln 3.3 

CC(271,273)→TT Pro(91)→Ser 3.3 
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rdxA gene Number of 
positive 
CLO test 

samples (%) 

Change in nucleotide 
sequence 

Change in amino acid 
sequence 

Missense 
C(289)→T His(97)→Tyr 3.3 

AT(308,309)→CG Asn(103) →Ser 3.3 

C(316)→G Pro(106) →Ala 3.3 

T(332)→C Val(111)→Ala 3.3 

G(352)→A Ser(118)→Ala 3.3 

G(367)→A Val(123) →Met 3.3 

G(427,429)→T Ala(143) →Thr 3.3 

T(479)→G Ile(160) →Ser 3.3 

G(514,516)→T Val(172) →Met 3.3 

G(525)→A Glu(175) →Lys 3.3 

G(523)→C Glu(175)→Gln 3.3 

G(547)→A Ala(183)→Thr 3.3 

Frame shift 

Deletion A(19) Glu(7) →Frame shift 3.3 

Nonsense 

GA→TG(19,21) Glu(7) → Stop codon 3.3 

G→T(94) Glu(32) → Stop codon 3.3 
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ตารางที่ 21 ล าดับเบสยีน frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests 

เปรียบเทียบกับเชื้อ H. pylori ATCC 26695  
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ตารางที่ 22 อตัราการกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในยีน frxA ของ H. 

pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests เปรียบเทียบกับ เช้ือ H. pylori ATCC 26695 

 

frxA gene Number of 
positive 
CLO test 

samples (%) 

Change in nucleotide 
sequence 

Change in amino acid 
sequence 

Missense 
G(217)→A Gly(73)→Ser 57.1 

T(215)→C Phe(72)→ Ser 50 

GA(46,48) →AG Ala(16)→Thr 42.9 

T(577)→A Cys(193)→ Ser 42.9 

G(19)→A Val(7) →Ile 35.7 

A(130)→G Ile(44) →Val 35.7 

A(371)→G Asn (124)→ Ser 35.7 

C(351)→G Ile(117)→Met 21.4 

G(526)→A Glu(176)→Lys 21.4 

T(127) →G Ser (43) →Ala 14.3 

A(130)→T Ile(44) →Phe 14.3 

G(286)→A Val(96)→Ile 14.3 

G(286)→A Val(96)→Ile 14.3 

A(331)→G Asn(111)→Asp 14.3 

GG(457,459)→TA Ala(153)→ Ser 14.3 

A(14)→G Gln (5)→Arg 7.1 

A(81) →C Gln(27) →His 7.1 

C(200)→T Ala(67)→Val 7.1 

T(202)→G Trp(68)→ Gly 7.1 
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frxA gene Number of 
positive 
CLO test 

samples (%) 

Change in nucleotide 
sequence 

Change in amino acid 
sequence 

Missense 
TT(214,215)→CC Phe(72)→Pro 7.1 

A(259)→G Lys(87)→Glu 7.1 

TC(283,285)→AT Tyr (95)→Asn 7.1 

TC(283,285)→GT Tyr(95)→Asp 7.1 

G(286)→T Val(96)→Phe 7.1 

T(303)→G His(101)→Gln 7.1 

A(331)→C Asn(111)→His 7.1 

AAA(355-357)→TCC Lys(119)→ Ser 7.1 

A(365)→T Gln(122)→Leu 7.1 

A(386)→C Asn(129)→Thr 7.1 

AG(388,389)→GA Ser (130)→Asp 7.1 

G(392)→A Glu(131)→ Gly 7.1 

A(434)→C Gln(145)→Pro 7.1 

T(466)→A Leu(156)→Ile 7.1 

T(489)→G Ile(163)→Met 7.1 

G(564)→A Cys(188)→ Ser 7.1 

Frame shift 

Insertion A(131) Ile(44) →Frame shift 7.1 

Nonsense 

C(394)→T Arg(132) → Stop codon 7.1 
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นางสาว ถิรพิทย์ บุตรลพ เกิดวันที่ 8 กันยายน พ.ศ. 2530 แขวงศิริราช เขตบางกอก
น้อย กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศึกษาปริญญาตรี จากคณะเทคนิคการแพทย์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา  2552 และในปี 2555 ได้เข้าศึกษาต่อในระดับบัณฑิตศึกษา 
หลักสูตรวิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุลชีววิทยาทางการแพทย์และวิทยาภูมิคุ้มกัน คณะสหเวช
ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทที่ 1 บทนำ
	1. ความเป็นมา และความสำคัญของปัญหา
	2. วัตถุประสงค์การวิจัย
	3. ขอบเขตของงานวิจัย
	4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย

	บทที่ 2  เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	1. ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Helicobacter pylori
	2. พยาธิภาพ และปัจจัยการก่อโรค
	3. ระบาดวิทยา
	4. วิธีการตรวจหาเชื้อ H. pylori
	5. การรักษา
	6. ยา Metronidazole
	7. การตรวจหาการดื้อยา (Susceptibility testing) ของเชื้อ H. pylori
	7.2 การตรวจหาการดื้อยา ตามรูปแบบของยีน (Genotypic)

	8. ยีน rdxA และ frxA
	9. Multiplex allele-specific polymerase chain reaction (MAS-PCR)

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	1. สารเคมี น้ำยา วัสดุทางวิทยาศาสตร์
	2. วิธีการทดลอง
	2.1 เชื้อ H. pylori
	2.2 การสกัดดีเอ็นเอ
	2.3 การเพิ่มปริมาณยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain Reaction)
	2.4 การตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยการเคลื่อนที่ผ่านกระแสไฟฟ้าบนวุ้นอะกาโรส (Agarose gel electrophoresis)
	2.5 การวิเคราะห์ลำดับเบสยีน rdxA และ frxA จากผลผลิตในปฏิกิริยา PCR
	2.6 การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori และจัดทำ phylogenetic tree
	2.7 การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ตำแหน่งเบส 291 ของเชื้อ H. pylori
	2.8 การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ตำแหน่งเบส 175 และ 392 ของเชื้อ H. pylori
	2.9 การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ตำแหน่งเบส 175 และ 392 ของเชื้อ H. pylori ด้วยเทคนิค MAS-PCR


	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	1. การสกัดดีเอ็นเอ
	2. การเพิ่มปริมาณยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค PCR
	3. การวิเคราะห์ลำดับเบสของยีน rdxA และ frxA ด้วยเทคนิค Sequencing
	3.1 การวิเคราะห์ลำดับเบสของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ดื้อต่อยา metronidazole
	3.2 การวิเคราะห์ลำดับเบสยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจ CLO tests

	4. การวิเคราะห์วิวัฒนาการของยีน rdxA และ frxA ของเชื้อ H. pylori จาก phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม BioEdit
	5. การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ตำแหน่งเบส 291 ของเชื้อ H. pylori
	5.1 การออกแบบไพรเมอร์
	5.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่งเบส 291 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori

	6. การพัฒนาเทคนิค MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีน rdxA ที่ตำแหน่งเบส 175 และ 392 ของเชื้อ H. pylori
	6.1 การออกแบบไพรเมอร์
	6.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยา MAS-PCR เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่งเบส 92, 175 และ 392 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori

	7. การตรวจหาการกลายพันธุ์ที่ตำแหน่งเบสที่ 175 และ 392 บนยีน rdxA ของเชื้อ H. pylori

	บทที่ 5 อภิปรายผล
	บทที่ 6 สรุปผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	2. วิธีเตรียม tryptic soy broth
	3. การวิเคราะห์ลำดับเบสของยีน rdxA และ frxA

	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

