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Pseudomonas aeruginosa ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ (PREVALENCE OF CLASS A, C 

AND D β-LACTAMASE AMONG CLINICAL ISOLATES OF PSEUDOMONAS 
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Pseudomonas aeruginosa เป็นเชื้อที่ส าคัญที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อภายในโรงพยาบาล 

และมีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดเพ่ิมมากขึ้น โดยการสร้างเอนไซม์ β-lactamase เป็นกลไก

การดื้อยาที่มีความส าคัญและพบได้บ่อยในเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยา β-lactam  ในการศึกษา

ครั้งนี้ได้ตรวจหาความชุกของยีนที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase ของเชื้อ P. aeruginosa ในคลาส A 
C และ D ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) หาความ
หลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อด้วยวิธี pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) และทดสอบ
ความไวต่อยาด้วยวิธี disk diffusion กับเชื้อ P. aeruginosa 118 สายพันธุ์ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ 
ผลการทดสอบพบว่าเชื้อ P. aeruginosa 51 สายพันธุ์ (ร้อยละ 43.22) เป็นเชื้อ P. aeruginosa ที่
ดื้อต่อยาหลายขนาน (multidrug-resistant P. aeruginosa: MDR-PA) และร้อยละ 44.91 ดื้อต่อยา 

ceftazidime นอกจากนี้ยังพบยีนที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase ในเชื้อ P. aeruginosa 80 สาย
พันธุ์ (ร้อยละ 67.80) ซึ่งพบยีน VEB-1 AmpC และ OXA-10 จ านวน 9 (ร้อยละ 7.62), 75 (ร้อยละ 
63.56) และ 18 (ร้อยละ 15.25) สายพันธุ์ตามล าดับ ไม่พบยีน PER-1 CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์
และยีน SHV-1 ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถจ าแนกความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อ P. 
aeruginosa ด้วยวิธี PFGE ได้ 29 pulsotype (PT) มี 2 PT ที่เป็น PT หลัก โดย PT1 เป็น PT ที่มี
ยีน OXA-10 แสดงออกร่วมกับยีน AmpC เป็น PT ที่ใหญ่ที่สุด นอกจากนี้ เชื้อที่มียีน VEB-1 
สามารถพบได้กระจายไปในหลายๆ PT และเชื้อที่มียีน AmpC พบว่ามีความหลากหลายของ PT มาก 

ดังนั้นความชุกของยีน β-lactamase สามารถพบยีนหลากหลายได้แก่ ยีน OXA-10 AmpC และ 
VEB-1 ในเชื้อ P. aeruginosa ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ โดยมี PT หลักคือ PT 1 โดยพบเชื้อ P. 
aeruginosa ที่มียีน OXA-10 ดังนั้นควรตระหนักและเฝ้าระวังการพบเอนไซม์ oxacillinase ในเชื้อ 
P. aeruginosa ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ 
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Pseudomonas aeruginosa is one of the most important causes of 
nosocomial infection and it has increasing resistance to many antimicrobial agents. 

β-lactamase production is the most frequent mechanism for β-lactam resistance in 

P. aeruginosa. We evaluated the prevalence of β-lactamase genes in P. aeruginosa 
for classes A, C, and D by polymerase chain reaction (PCR), and investigated clonal 
diversity by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). We used the disk diffusion 
method to test 118 non-duplicate clinical isolates of P. aeruginosa for antimicrobial 
susceptibility. We identified 51 isolates (43.22%) as multidrug-resistant P. aeruginosa 

(MDR-PA), approximately 44.91% of which were resistant to ceftazidime. β-lactamase 
genes were found in 80 isolates of P. aeruginosa (67.80%). The genes that encode 
VEB-1, AmpC, and OXA-10 were detected in 9 (7.62%), 75 (63.56%), and 18 (15.25%) 
of these isolates, respectively. The genes that encode PER-1, CTX-M, TEM-1 and 
derivatives, and SHV-1 were not found in any of the P. aeruginosa isolates. We 
identified 29 different pulsotypes (PT) by PFGE. Two predominate PT were found. In 
PT1, OXA-10, which was co-produced with the AmpC gene, was predominant. 
Moreover, VEB-1-producing strains were found to be scattered in many PT, and 

AmpC-producing strains showed high PT diversity. The prevalence of β-lactamase 
genes in P. aeruginosa was represented by the genetic heterogeneity of OXA-10, 
AmpC, and VEB-1. The predominant clone of P. aeruginosa clinical isolates was OXA-
10. This raises concern about oxacillinases among P. aeruginosa clinical isolates. 
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บทที ่1 
บทน า 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ปัจจุบันปัญหาการติดเชื้อและการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคนั้นถือเป็นปัญหาที่มี
ความส าคัญในระดับโลกเกิดขึ้นต่อเนื่องไม่มีที่สิ้นสุด (1) โดยประเทศไทยก็ประสบปัญหานี้เช่นกัน 
เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียนั้นดื้อต่อยาต้านจุลชีพที่ใช้รักษา ท าให้การรักษาไม่ได้ผล นอกจากนั้น
แบคทีเรียหลายชนิดอาจดื้อต่อยาต้านจุลชีพหลายขนาน และยังสามารถเพ่ิมจ านวนสายพันธุ์ของเชื้อ
ที่ดื้อยาและแพร่ระบาดได้อย่างรวดเร็ว หากไม่มีการควบคุมการใช้ยาต้านจุลชีพให้เหมาะสม หรือ
ละเลยการเฝ้าระวังเชื้อดื้อยา อาจเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจเนื่องจากเชื้อดื้อยาต้านจุลชี พต้อง
เปลี่ยนใช้ยาตัวใหม่ที่มีราคาแพงกว่า หรืออาจไม่มียารักษาที่ให้ผลดีและปลอดภัย ผู้ป่วยอาจต้องนอน
รักษาตัวในโรงพยาบาลนานขึ้น มีโอกาสติดเชื้อโรคอ่ืนๆมากขึ้น (2) 

เ ชื้ อ แบคที เ รี ยดื้ อ ยาส่ วนมากจะ เป็ นแบคที เ รี ย แกรมลบ  โดย เฉพาะ เชื้ อกลุ่ ม 
Enterobacteriaceae และกลุ่ม non-ferment bacilli ซึ่งเชื้อที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล
และเป็นปัญหาส าคัญคือเชื้อ Pseudomonas aeruginosa (3-5) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ
สถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข ได้ศึกษาข้อมูลผู้ป่วยที่รักษาตัวในโรงพยาบาล และข้อมูลการติดเชื้อใน
โรงพยาบาลทุกระดับท่ัวประเทศจ านวน 1,023 แห่ง ในปี พ.ศ. 2553 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa เป็น 
1 ใน 5 ของจุลชีพที่พบบ่อยในโรงพยาบาลและมักดื้อยาปฏิชีวนะหลายขนาน (2) จากข้อมูลของศูนย์
เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข (National 
Antimicrobial Resistant Surveillance in Thailand: NARST) พบว่าในปี พ.ศ. 2542 เชื้อ  
P. aeruginosa จากสิ่งส่งตรวจชนิดต่างๆ มีความไวต่อยา ceftazidime อยู่ที่ร้อยละ 77.00 แต่
ข้อมูลในช่วง 13 ปีที่ผ่านมาตั้งแต่ พ.ศ. 2543-2555 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มีความไวต่อยา 
ceftazidime อยู่ในช่วงร้อยละ 70.00-74.00 เฉลี่ยมีความไวต่อยานี้ร้อยละ 72.20 ซึ่งจะเห็นได้ว่า
เชื้อ P. aeruginosa มีความไวต่อยา ceftazidime ลดลงจากอดีตถึงร้อยละ 5.00 (6) การศึกษาใน
ต่างประเทศของ Sader SH. และคณะ (7) ในผู้ป่วยโรคปอดบวมจากศูนย์การแพทย์ในประเทศ
สหรัฐอเมริกาจ านวน 28 แห่งและจากประเทศในทวีปยุโรปจ านวน 11 ประเทศ 25 ศูนย์ฯ ในช่วง
เดือนมกราคม ค.ศ. 2009 ถึงเดือนธันวาคม 2012 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มีความไวต่อยา
ปฏิชีวนะลดลง โดยพบความไวต่อยา ceftazidime ในสหรัฐอเมริกาและทวีปยุโรปอยู่ที่ร้อยละ 79.60 
และ 68.70 ตามล าดับ ส่วนในทวีปเอเชีย โดยเฉพาะประเทศจีนจากศึกษาในผู้ป่วยที่โรงพยาบาลแห่ง
หนึ่งในเมืองเจิ้งโจว มณฑลเหอหนาน พบอัตราการดื้อต่อยา ceftazidime อยู่ที่ร้อยละ 51.60 (8) ซึ่ง
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จะเห็นว่าอัตราการดื้อต่อยา ceftazidime ของเชื้อ P. aeruginosa ในแต่ละประเทศทั่วโลกมีอัตราที่
แตกต่างกันไป  

กลไกการดื้อยากลุ่ม β-lactam ของเชื้อแบคทีเรียมีอยู่หลายกลไก ได้แก่ การลดการผ่าน
ของยาไม่ให้เข้าสู่เซลล์ การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโมเลกุลเป้าหมายที่ยาจะไปจับหรือออกฤทธิ์ 
การขับยาออกจากเซลล์ และการสร้างเอนไซม์ท าลายยา (9) ซึ่งกลไกที่ส าคัญที่สุดและพบบ่อยที่สุด
ก่อให้เกิดปัญหาการดื้อยาเกิดจากเชื้อสร้างเอนไซม์ไปท าลายตัวยา (10) โดยยาที่ใช้ในการรักษาโรค

ติดเชื้อจากแบคทีเรียในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นยาในกลุ่ม β-lactam (11) โดยเฉพาะยาในกลุ่ม 
cephalosporins รุ่นที่ 3 ซึ่งเป็นยาที่นิยมใช้บ่อยมากที่สุดในการเริ่มการรักษาการติดเชื้อ  
P. aeruginosa ได้แก่ ยา ceftazidime cefotaxime เป็นต้น ซึ่งเอนไซม์ที่ท าให้เกิดการดื้อยาใน

กลุ่ม cephalosporins รุ่นที่ 3 ของเชื้อ P. aeruginosa คือเอนไซม์ β-lactamase  

ในปัจจุบันเอนไซม์ β-lactamase มีมากมายหลายชนิด ถ้าจัดกลุ่มตามโครงสร้างระดับ
โมเลกุล (molecular classification) ตามระบบของ Ambler สามารถแบ่งได้เป็น 4 คลาส คือคลาส 
A B C และ D โดยเอนไซม์คลาส B เป็นเอนไซมค์ลาสเดียวในกลุ่มที่มีต าแหน่งออกฤทธิ์ต้องอาศัยธาตุ
โลหะที่มีประจุบวกสอง (divalent cation) เช่น สังกะสี (Zn2+) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา จึงเรียกเอนไซม์

ค ล า ส นี้ ว่ า  metallo-β-lactamase ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง เ อ น ไ ซ ม์ ค ล า ส นี้ ไ ด้ ด้ ว ย 
ethylenediaminetetraacetate (EDTA) ส่วนเอนไซม์ คลาส A C และ D มีต าแหน่งออกฤทธิ์ที่

ประกอบด้วยกรดอะมิโน serine จึงเรียกว่าเป็น serine β-lactamase นอกจากนี้เอนไซม์  

-lactamase ยังมีคุณสมบัติในการท าลายยาได้ต่างกัน โดย metallo-β-lactamase จะท าลายยา
ได้หลายชนิดและเป็นสาเหตุให้เกิดการดื้อยาในกลุ่ม carbapenems ส่วนเอนไซม์คลาส A C และ D 
จะท าลายยาในกลุ่ม cephalosporins ชนิดที่มีฤทธิ์กว้างโดยเฉพาะยาในรุ่นที่ 3 ดังนั้นเอนไซม์  

β-lactamase ที่ท าให้เกิดการดื้อต่อยาในกลุ่ม cephalosporins รุ่นที่ 3 โดยเฉพาะยา 

ceftazidime ที่ใช้รักษาโรคติดเชื้อจากเชื้อ P. aeruginosa ได้แก่ เอนไซม์คลาส A β-lactamase 

(Extended-spectrum β-lactamase: ESBL) คลาส C β-lactamase (AmpC β-lactamase: 

AmpC) และคลาส D β-lactamase (Oxacillinase) ในเอนไซม์ทั้งสี่คลาสของเอนไซม์  

β-lactamase คลาส A ถือว่าเป็นเอนไซม์ที่มีความหลากหลายมากที่สุดและพบบ่อยมากที่สุด 

สามารถยับยั้งเอนไซม์กลุ่มนี้ด้วยสารยับยั้งเอนไซม์ β-lactamase ได้แก่ clavulanic acid 
tazobactam และ sulbactam โดยเอนไซม์ในกลุ่มนี้ประกอบด้วยยีนที่สร้างเอนไซม์หลายชนิด อาทิ
เช่น VEB PER CTX SHV TEM และ GES เป็นต้น (12) โดยเอนไซม์คลาส C และ D นั้นดื้อต่อยา 
cephamycins (เป็นยากลุ่มหนึ่งของ cephalosporins) และยา oxacillin ตามล าดับ เอนไซม์ทั้ง
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สองคลาสนี้ไม่สามารถยับยั้งด้วยสารยับยั้งเอนไซม์ β-lactamase ส าหรับเอนไซม์คลาส D นั้นพบได้
บ่อยในเชื้อ P. aeruginosa (13, 14) และมีความหลายหลายของยีนมากรองจากเอนไซม์คลาส A 
(15) สามารถจัดอยู่เป็นกลุ่มๆได้ เช่น OXA-1 OXA-2 และ OXA-10 โดยที่ยีน OXA-10 เป็นยีน
ต้นแบบของการดื้อต่อยา oxacillin และ ยา cephalosporins (14) 

นอกจากนี้ยังพบความสัมพันธ์ของเอนไซม์ β-lactamase คลาส A (VEB-1) และเอนไซม์
คลาส D (OXA) ว่าเอนไซม์ทั้ง 2 คลาสนี้พบร่วมกันบนหน่วยพันธุกรรมเคลื่อนที่ (mobile element) 
ได้แก่ คลาส 1 integrons (16) ซึ่งท าให้เกิดการกระจายยีนดื้อยาจากเชื้อหนึ่งไปสู่เชื้ออ่ืนๆได้ ท าให้
การรักษาด้วยยาในกลุ่ม cephalosporins ไม่ได้ผล ผู้ป่วยจะต้องเปลี่ยนไปใช้ยาต้านจุลชีพในกลุ่ม
ใหม่ซึ่งอาจมีราคาแพง ได้แก่ ยาในกลุ่ม carbapenems ได้แก่ ยา imipenem meropenem เป็น
ต้น และถ้าหากมีการใช้ยาชนิดใหม่เป็นวงกว้างอาจท าให้เชื้อดื้อต่อยากลุ่มนี้เกิดขึ้น หรือท าให้เกิดการ
ดื้อต่อยาหลายขนานของเชื้อ P. aeruginosa (multidrug resistant P. aeruginosa) ได้ จะท าให้
เกิดความยุ่งยากในการรักษาการติดเชื้อเนื่องจากเป็นยาขนานสุดท้าย (last resort antibiotic) ที่ใช้
ในการรักษาการติดเชื้อที่ดื้อยาต้านจุลชีพหลายชนิด ซึ่งในปัจจุบันแทบจะไม่มียาต้านจุลชีพที่ใช้ในการ
รักษาอาจต้องรอการพัฒนายาใหม่ๆที่ให้การรักษาได้ผลดี มีประสิทธิภาพสูงสุด นอกจากนี้ยัง
ก่อให้เกิดการสูญเสียทรัพยากรที่ใช้ในการรักษามากขึ้ นกว่าปกติ เนื่องจากผู้ป่วยต้องรักษาใน
โรงพยาบาลเป็นระยะเวลานานขึ้น อีกทั้งแพทย์อาจจ าเป็นต้องเปลี่ยนไปใช้ยาเก่าที่เคยใช้รักษาได้ผล 
ได้แก่ ยา colistin แต่ยานี้มีผลข้างเคียงมาก อาทิเช่น ผลข้างเคียงต่อไต (nephrotoxicity) เป็นพิษ
ต่อประสาท (neurotoxicity) หน้าชาหรือเป็นอัมพาต มึนงง อ่อนเพลีย (17) 

การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาในโรงพยาบาลทั่วไปส่วนใหญ่จะตรวจหา

เอนไซม์ β-lactamase ในระดับฟีโนไทป์เท่านั้น ได้แก่ disk diffusion ซึ่งถือเป็นตรวจคัดกรอง
เบื้องต้น (screening test) หรือการท า combined disk test โดยเปรียบเทียบ inhibition zone 
ของแผ่นยาที่มี extended-spectrum cephalosporins (ESC) เพียงอย่างเดียว กับแผ่นยาที่มี ESC 

ร่วมกับ clavulanic acid เพ่ือหาเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A ส่วนการท า AmpC disk test 

เพ่ือหาเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส C แต่วิธีนี้ก็ยังไม่ใช่วิธีมาตรฐานในการตรวจ (18, 19) 

ส าหรับเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส D นั้นยังไม่มีวิธีทางหรือแนวทางที่เป็นมาตรฐานในการ
ตรวจหาเอนไซม์คลาสนี้เลย วิธีที่ได้กล่าวมาข้างต้นนั้น ท าให้ทราบเบื้องต้นว่าเชื้อนั้นมีเอนไซม์  

β-lactamase ในคลาสใด แต่วิธีการตรวจในระดับฟีโนไทป์นี้ยังไม่มีแนวทางมาตรฐานส าหรับการ
ตรวจในเชื้อ P. aeruginosa และไม่สามารถบ่งบอกหรือทราบถึงว่ามียีนดื้อยายีนใด หรือหลายๆยีน

ร่วมกันที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase ได้ รวมถึงการเกิดผลลบปลอมในการทดสอบหา  

β-lactamase คลาส A จากการที่เชื้อสร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส C ไปบดบังการตรวจ  
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(15, 20) ดังนั้นการศึกษาหายีนดื้อยาของเชื้อในระดับโมเลกุลหรือวิธีทางจีโนไทป์จะท าให้ได้ข้อมูลที่

ถูกต้องและทราบความชุกของเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ตรงตามความเป็นจริง จาก
การศึกษาในต่างประเทศหลายการศึกษา ได้แก่ Jabalameli F. และคณะ (21) ในปี ค.ศ. 2011 ได้
หาความชุกของยีนที่ผลิตเอนไซม์ ESBL ของเชื้อ P. aeruginosa ในผู้ป่วยไฟไหม้ที่ประเทศอิหร่าน 
พบยีน PER-1 และ VEB-1 ประมาณร้อยละ 50.00 และ 31.30 ตามล าดับ ซึ่งผลที่ได้ตรงกับ
การศึกษาของ Mirsalehian A. และคณะ (22) ในปี ค.ศ. 2010 ส่วนประเทศซาอุดิอาระเบียพบเชื้อ 
P. aeruginosa มียีน VEB-1 ร้อยละ 68.00 ส่วนยีน GES ร้อยละ 20.00 (23) และจากการศึกษาของ 
Lin S. และคณะ (24) จากประเทศไต้หวันในปี ค.ศ. 2012 ได้ท าการทดสอบเชื้อ P. aeruginosa 
จ านวน 765 สายพันธุ์ พบว่าเชื้อดื้อยา expanded-spectrum cephalosporins (ceftazidime 
aztreonam หรือ cefepime) จ านวน 57 สายพันธุ์ ตรวจพบยีน AmpC อย่างเดียวร้อยละ 38.60 
ยีน TEM อย่างเดียวร้อยละ 1.60 ยีน AmpC และยีน TEM ร้อยละ14.00 ยีน AmpC และยีน ESBL 
อ่ืนๆ ไดแ้ก่ VEB SHV และ GES ประมาณร้อยละ 3.20 แต่อย่างไรก็ตามการตรวจหายีนดื้อยาที่สร้าง 

β-lactamase เพียงอย่างเดียวนั้นยังไม่สามารถบอกได้ว่าเชื้อที่มียีนดื้อยาเหล่านี้มาจากแหล่งต้น
ก าเนิดหรือ clone เดียวกันหรือไม่ จึงจ าเป็นจะต้องมีการศึกษาทางระบาดวิทยาในระดับโมเลกุลเพ่ือ
หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ ซึ่งบ่งบอกถึงลักษณะหรือรูปแบบของการระบาดของเชื้อได้  
เทคนิคที่ได้รับการยอมรับให้เป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ในงานทางด้านระบาดวิทยาระดับ
โมเลกุลคือ pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) วิธีนี้อาศัยหลักการคล้ายกับการท า 
agarose gel electrophoresis แต่สามารถแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ได้มากถึง 2 ล้านคู่เบส โดยการ
ให้สนามไฟฟ้าสลับ 2 ทิศทาง ท ามุม 120o ซึ่งกันและกัน ซึ่งโมเลกุลดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่จะ
ตอบสนองต่อสนามไฟฟ้าได้ช้ากว่าดีเอ็นเอท่ีมีโมเลกุลเล็ก ท าให้สามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอของเชื้อที่ผ่าน
การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะได้ หลังจากนั้นน ามาแปลผลและเปรียบเทียบรูปแบบของชิ้นส่วนดีเอ็น
เอเพ่ือหา pulsotype (PT) ต่อไป ซึ่งข้อมูลทั้งหมดจะน ามาประกอบกันเพ่ือใช้เป็นตัวช่วยในการ
ตัดสินใจการเลือกใช้ยาต้านจุลชีพที่มีประสิทธิภาพในการรักษาอย่างสูงสุด รวมถึงการดูแลผู้ป่วย และ
เฝ้าระวังการแพร่ระบาดและการติดเชื้อ P. aeruginosa ภายในโรงพยาบาล เช่น จากการศึกษาของ 
Lin S. และคณะ ในปี ค.ศ. 2012 ในประเทศไต้หวัน (24) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa 35 สายพันธุ์ที่
ตรวจยีนดื้อยาโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้ผลบวกโดยพบยีน AmpC ร่วมกับยีนที่สร้าง ESBL 
อ่ืนๆ ได้แก่ TEM VEB SHV และ GES ประกอบด้วย 9 กลุ่ม (cluster) โดยมี 2 กลุ่มหลัก ๆ ของเชื้อ
ที่แพร่ระบาดในช่วงเวลานั้น ในขณะที่การศึกษาของ Qing Y. และคณะในปี ค.ศ. 2014 ในประเทศ
จีน (25) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อยา ceftazidime จ านวน 51 สายพันธุ์ตรวจพบยีนดื้อยา
จ านวน 35 สายพันธุ์ โดยพบยีน PER-1 มากที่สุดรองลงมาคือ CTX-M-15 CTX-M-3 และ  
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CTX-M-14 โดยพบว่าเชื้อที่พบยีน PER-1 อยู่ในโคลนเดียวกันและมีแบบแผนการดื้อยาที่เหมือนกัน 
โดยเป็นสาเหตุให้เกิดการระบาดในช่วงนั้น แต่ข้อมูลในประเทศไทยที่ศึกษาเกี่ยวกับระบาดวิทยา

ระดับโมเลกุลของเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ในเชื้อ P. aeruginosa มีจ านวนจ ากัด
และสายพันธุ์ที่ศึกษามีจ านวนน้อย 

จากปัญหาดังกล่าวข้างต้นท าให้ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะศึกษาการตรวจหายีนของ เอนไซม์  

β-lactamase คลาส A C และ D ในเชื้อ P. aeruginosa โดยตรวจหายีนของเอนไซม์  

β-lactamase คลาส A ได้แก่ VEB-1 PER-1 CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 ส่วน
เอนไซม์ในคลาส C ตรวจหายีน AmpC และเอนไซม์ในคลาส D ตรวจหายีน OXA-10 ซ่ึงการตรวจยีน
ดังกล่าวจะใช้วิธีทางโมเลกุล ที่เรียกว่าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: 
PCR) ส่วนการศึกษาหาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเพ่ือดูการแพร่ระบาดของเชื้อ P. aeruginosa ว่า
มามีความสัมพันธ์ทางสายพันธุ์กันหรือไม่จะใช้เทคนิค pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
เพ่ือที่จะน าข้อมูลดังกล่าวมาเป็นประโยชน์ในการศึกษาทางระบาดวิทยาระดับโมเลกุล หรือเป็นข้อมูล
ในการเลือกใช้ยาในการรักษาโรคติดเชื้อจากเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อยาหรือน าข้อมูลที่ได้ไปเก็บรวม
เพ่ือน าไปท าบันทึกสถิติการดื้อยาในระดับชาติหรือระดับภูมิภาคได้ นอกจากนี้ยังสร้างความตื่นตัวใน
การป้องกันเฝ้าระวังและควบคุมการติดเชื้อดื้อยาที่เกิดข้ึนในโรงพยาบาลอีกด้วย 

 
2. วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือศึกษาหาความชุกของยีนที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ของเชื้อ 
P. aeruginosa ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

2. เพ่ือทราบชนิดของยีนที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ของเชื้อ  
P. aeruginosa ในโรงพยาบาลที่ท าการศึกษา 

3. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของเชื้อ P. aeruginosa ด้วยวิธี pulsed-field gel 
electrophoresis 
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3. สมมติฐานของการวิจัย 

1. เชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อยา cephalosporins รุ่นที่ 3 โดยเฉพาะยา ceftazidime จะมี

ยีนดื้อยาที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D 

2. เชื้อ P. aeruginosa มียีนดื้อยาที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase ชนิดเดียวกันน่าจะเกิด
จาก clone หรือต้นก าเนิดเดียวกัน 

4. ขอบเขตการวิจัย 

งานวิจัยนี้ต้องการศึกษาหาความชุกและทราบชนิดของยีนที่สร้าง เอนไซม์ β-lactamase 
คลาส A C และ D ของเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อยา cephalosporins รุ่นที่ 3 โดยเฉพาะยา 
ceftazidime โดยทดสอบกับเชื้อ P. aeruginosa ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ ได้แก่ เลือด ปัสสาวะ 
เสมหะ หนอง จากโรงพยาบาลในกรุงเทพมหานคร ขนาด 1,200 เตียง รวมทั้งศึกษาหาความสัมพันธ์
เชิงพันธุกรรมของเชื้อด้วยวิธี pulsed-field gel electrophoresis เพ่ือให้ทราบความสัมพันธ์ของเชื้อ
ว่ามาจาก clone หรือต้นก าเนิดเดียวกันหรือไม่ 

5. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  

1. ทราบความชุกของยีนที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ของเชื้อ  
P. aeruginosa  

2. ทราบชนิดของยีนที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ของเชื้อ  
P. aeruginosa ในโรงพยาบาลที่ท าการศึกษา 

3. ทราบความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมของเชื้อ P. aeruginosa และช่วยให้ตระหนักถึงปัญหา
การแพร่ระบาดของเชื้อที่ดื้อยาในโรงพยาบาล 

4. ทราบถึงระบาดวิทยาระดับโมเลกุลในเชิงลึกของ β-lactamase คลาส A C และ D ของ
เชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อยา ceftazidime และเป็นข้อมูลในการเลือกใช้ยาต้านจุลชีพที่เหมาะสม
และมีประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษาผู้ป่วย นอกจากนี้ยังกระตุ้นกระบวนการการเฝ้าระวังการ
แพร่กระจายของเชื้อดื้อยาในประเทศไทย 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. Pseudomonas aeruginosa 

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่งขนาด 0.5-1 x 1.5-5 µm เจริญได้ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
(aerobe bacteria) ไม่สามารถหมักย่อยน้ าตาล (non-ferment bacilli) ไม่สร้างสปอร์ พบทั้งในดิน 
น้ า ผิวหนัง อาจพบบนพ้ืนผิวของพลาสติกหรือเครื่องมือทางการแพทย์ สามารถทนทานต่อ
สภาพแวดล้อมของตัวเชื้อ ก่อให้เกิดปัญหาการติดเชื้อเรื้อรัง P. aeruginosa สามารถสร้างรงควัตถุ 
(pigment) ได้หลายชนิดได้แก่ pyocyanin (สีเขียวแกมน้ าเงิน) pyoverdine (สีเขียวเหลืองสะท้อน
แสง) และ pyorubin (สีแดงอมน้ าตาล) P. aeruginosa สามารถใช้สารอินทรีย์ได้หลายชนิดเพ่ือใช้
เป็นอาหารในการเจริญเติบโต สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส โคโลนีจะมีลักษณะ
แตกต่างหลายแบบได้แก่ เล็ก ขอบไม่เรียบ แบนราบ คล้ายกระสวยหรือสี่เหลี่ยมขนมเปียกปูน ถ้าเชื้อ
มาจากระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินปัสสาวะจะมีลักษณะโคโลนีเป็นเมือกเยิ้ม (26, 27)  
P. aeruginosa เป็นเชื้อก่อโรคแบบฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) และยังเป็นสาเหตุหลัก
ของการติดเชื้อภายในโรงพยาบาล (nosocomial infection) โดยเฉพาะผู้ป่วยที่มีความบกพร่องทาง
ภูมิคุ้มกันเช่น ผู้ป่วยที่เป็นโรคเอดส์ โรค cystic fibrosis โรคมะเร็งหรือผู้ป่วยที่มีบาดแผลไฟไหม้ เป็น
ต้น ผู้ป่วยที่ต้องใส่สายสวน P. aeruginosa สามารถท าให้เกิดการติดเชื้อได้หลายระบบในร่างกาย 
เช่น ระบบทางเดินหายใจ ระบบไหลเวียนเลือด ระบบปัสสาวะ ระบบประสาทต่างๆ (ตา หู ระบบ
ประสาทส่วนกลาง) ผิวหนัง และกระดูก (27, 28) 

ปัจจัยการก่อโรค (virulence factor) ของ P. aeruginosa มีหลายปัจจัยได้แก่ เอนไซม์ที่
เชื้อสร้างขึ้น ได้แก่ elastase, alkaline protease, phospholipase และ lecithinase สารพิษ 
ได้แก่ exotoxin A และ lipopolysaccharide ส่วนประกอบของแบคทีเรีย (structural 
component) ได้แก่ pili capsule และ flagella เป็นต้น นอกจากนี้ P. aeruginosa สามารถ
ถ่ายทอดยีนดื้อยาผ่านทางทางพลาสมิด หรือกระบวนการ transduction และ conjugation ได้อีก
ด้วย (26) 

การรักษาผู้ป่วยที่ติดเชื้อ P. aeruginosa โดยปกติเชื้อจะไวต่อยากลุ่ม antipseudomonal 

β-lactam ได้แก่ piperacillin cephalosporins รุ่นที่ 3 และ 4 ได้แก่  ceftazidime 
cefoperazone และ cefepime ยากลุ่ม carbapenems ได้แก่ imipenem และ meropenem 
ยากลุ่ม aminoglycosides ได้แก่ gentamicin tobramycin และ amikacin รวมถึง 
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fluoroquinolones และ colistin ในบางกรณีอาจจ าเป็นที่จะต้องใช้ยา 2 กุล่ม ควบคู่กันคือ ยากลุ่ม 

antipseudomonal β-lactam กับยากลุ่ม aminoglycosides เพ่ือให้เกิดการรักษาที่มี
ประสิทธิภาพ แต่ถึงอย่างไรก็ตามการรักษาจะต้องพิจารณาผลการทดสอบความไวต่อยาของเชื้อด้วย 
เพ่ือให้ได้ผลการรักษาที่ดีท่ีสุด (27-29) 

2. β-lactam 

ยาที่เป็นต้นแบบของยากลุ่ม β-lactam และเป็นยา β-lactam ชนิดแรกคือยา penicillin 

ถูกค้นพบโดย Sir Alexander Fleming ในปี ค.ศ. 1982 (30) และต่อมายา β-lactam เป็นยาต้าน
จุลชีพที่ใช้กันอย่างกว้างขวางในการรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย (11) ประกอบด้วยกลุ่มย่อยของยา

หลายกลุ่ม โดยแต่ละกลุ่มจะมีลักษณะโครงสร้างหลักที่เหมือนกันคือ β-lactam ring (31) ยากลุ่ม 

β-lactam แบ่งได้เป็น penicillins cephalosporins cephamycins carbapenems และ 
monobactams (32) ดังมรีายละเอียดดังนี้ 

Penicillins เป็นยากลุ่มแรกที่ถูกค้นพบโดย Sir Alexander Fleming ในปี ค.ศ. 1982 
หลังจากนั้น Florey และคณะได้สกัดแยกสารที่มีคุณสมบัติในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย คือสารที่มีชื่อว่า 
เพนนิซิลลิน (penicillin) โดยยานี้ใช้กันอย่างแพร่หลายจนถึงปัจจุบัน มีโครงสร้างหลักของยาคือ กรด 

6-aminopenicillanic (β-lactam ring เชื่อมต่อกับวงแหวน thiazolidine) (33) เมื่อมีการใช้ยา 
peniciliin กันอย่างกว้างขวาง จึงก่อให้เกิดการดื้อยาดังกล่าวในแบคทีเรียหลายชนิด จนต้องน าไปสู่
การคิดค้นและพัฒนายา penicillin ตัวใหม่ๆข้ึนมา โดยใช้กรรมวิธีกึ่งสังเคราะห์ ท าให้เกิดยาที่มีความ
ทนต่อ penicillinase คือยา penicillinase-resistant penicillins (PRPs) และ extended-
spectrum penicillins (27) 

ภาพที่ 2.1 แสดงลักษณะโครงสร้างทั่วไปของยากลุ่ม penicillins (34) 
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Cephalosporins เป็นยาที่ได้จากกระบวนการหมัก (fermentation) ของเชื้อรา 

Cephalosporium มีโครงสร้างหลักคือกรด 7-aminocephalosporanic (35) (β-lactam ring 
เชื่อมต่อกับวงแหวน dihydrothiazine) ยากลุ่มนี้ใช้ไม่ได้ผลกับเชื้อ enterococci ซึ่งดื้อต่อยาชนิดนี้
โดยธรรมชาติอยู่แล้ว ยากลุ่มนี้แบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม (27) ดังนี้ 

1. First generation (narrow spectrum) cephalosporins ได้แก่ cefazolin 
cephalexin cefadroxil cephaloridine cephalothin cephapirin และ cephradine ยากลุ่มนี้ใช้
ได้ผลดีกับเชื้อแกรมบวก ได้แก่ Staphylococci และ Streptococci แต่ใช้ไม่ได้ผลกับเชื้อ 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และบางสายพันธุ์ของเชื้อ coagulase-
negative staphylococci ยานี้มีฤทธิ์ปานกลางกับเชื้อแบคทีเรียแกรมลบได้แก่ Escherichia coli 
และ Klebsiella และมีฤทธิ์ต่ าในเชื้อ Haemophilus influenzae, Pseudomonas และเชื้อกลุ่ม 
Enterobacteriaceae 

2. Second generation (expanded spectrum) cephalosporins ได้แก่ cefamandole 
cefuroxime cefaclor cefonicid และ cefprozil ยากลุ่มนี้สามารถทนทานต่อเอนไซม์  

β-lactamase บางชนิดของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบจ าพวก Enterobacteriaceae, Haemophilus 
และ Neisseria แต่ยากลุ่มนี้ไม่สามารถใช้กับเชื้อ Pseudomonas ได ้

3. Third generation (board spectrum) cephalosporins ได้แก่ cefoperazone 
cefotaxime ceftibuten cefixime cefpodoxime ceftazidime cefdinir ceftizoxime และ 
ceftriaxone ยาในกลุ่มนี้มีประสิทธิภาพน้อยต่อเชื้อแกรมบวก แต่มีประสิทธิภาพสูงในเชื้อกลุ่ม 

Enterobacteriaceae และ Pseudomonas เนื่องจากมีความต้านทานต่อเอนไซม์ β-lactamase 
และสามารถผ่านชั้นผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบได้ดี โดยที่ยา cefoperazone และยา 
ceftazidime มีประสิทธิภาพสูงในการต้านเชื้อ P. aeruginosa ส่วนยา cefotaxime ceftizoxime 
และ ceftriaxone ต้านเชื้อในกลุ่ม Enterobacteriaceae ได้ด ี

4. Fourth generation cephalosporins ได้แก่ cefpirome และ cefepime ยาในกลุ่มนี้มี
ประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้นทั้งในเชื้อแกรมบวก และในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ สามารถต้านทานเอนไซม์  

β-lactamase และสามารถผ่ านชั้ นผนั ง เซลล์ ของ เชื้ อ แบคที เ รี ย แกรมลบได้ดี กว่ ากลุ่ ม  
third generation cephalosporins (36) 
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Cephamycins มีความสามารถในการต้านทานเชื้อกลุ่ม anaerobe โดยทั่วไปมีฤทธิ์คล้าย
กับยาในกลุ่ม second generation (expanded spectrum) cephalosporins แต่มีความต้านทาน

ต่อเอนไซม์ β-lactamase มากกว่า ยาในกลุ่มนี้ได้แก่ cefoxitin cefotetan และ cefmetazole 
(27, 37) 

ภาพที่ 2.2 แสดงลักษณะโครงสร้างทั่วไปของยากลุ่ม cephalosporins (34) 
Carbapenems ยาในกลุ่มนี้ได้แก่ imipenem meropenem และ ertapenem เป็นยาที่

มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อสูง สามารถต้านเชื้อจุลชีพได้หลายกลุ่ม การออกฤทธิ์ของยาโดยจับกับ penicillin-
binding proteins (PBPs) ท าให้เกิดการยับยั้งการสร้างผนังเซลล์และท าให้การเชื้อตาย ยากลุ่มนี้ถือ
เป็นยาที่มีฤทธิ์กว้างที่สุดจึงน ามาใช้เป็นยาในกลุ่มท้ายๆหรือเป็นทางเลือกสุดท้าย (38) แต่ในปัจจุบัน
พบปัญหาการดื้อยาในกลุ่มนี้แล้วเช่นกัน (39) ยากลุ่ม carbapenems ที่ถูกค้นพบตัวแรกคือ 
thienamycin เป็นสารที่ผลิตจาก Streptomyces cattleya (40) แต่เนื่องจาก thienamycin มี
สถานะไม่คงที่ (unstable) ในสารละลายและไม่สามารถทนความเป็นด่างอ่อนได้ (pH8.0) อีกทั้งยังมี
ปฏิกิริยากับนิวคลีโอไทด์ (41) จึงได้มีการพัฒนายาที่มีความเหมาะสมในการรักษาซึ่งยานี้เป็นอนุพันธ์
ของ thienamycin ได้แก่ยา imipenem ซึ่งไม่มีข้อจ ากัดแบบ thienamycin ในปี ค.ศ. 1985 ยา 
imipenem ถือเป็นยากลุ่ม carbapenems ตัวแรกท่ีถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย 
แต่ข้อด้อยของยา imipenem อยู่ที่ถูกท าให้หมดฤทธิ์ได้ด้วย dehydropeptidase I (DHP-I) ซึ่งพบ
ในไตของมนุษย์ท าให้ระดับของยาลดลงอย่างรวดเร็ว (42) ดังนั้นยานี้จึงต้องใช้ร่วมกับ cilastatin ซึ่ง
เป็นสารยับยั้ง DHP-I ท าให้ระดับยาในเลือดไม่ลดลงเร็วเกินไป (43, 44) ต่อมาจึงมีการพัฒนายากลุ่ม
นี้ต่อมาเป็น meropenem และ ertapenem 
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ภาพที่ 2.3 แสดงลักษณะโครงสร้างของยา meropenem ซึ่งเป็นยากลุ่ม carbapenems 
(34) 
Monobactams ยากุล่มนี้ออกฤทธิ์โดยการจับกับ penicillin-binding protein 3 (PBP3) 

มีความสามารถใกล้เคียงกับยากลุ่ม aminoglycosides และ third generation (board spectrum) 

cephalosporins ทั้งยังมีความทนทานต่อเอนไซม์ β-lactamase สูง มีความสามารถต้านเชื้อในกลุ่ม
แกรมลบ กลุ่ม aerobe และ facultative anaerobe ได้แก่กลุ่ม Enterobacteriaceae และกลุ่ม 
Pseudomonas แต่อย่างไรก็ตามยากลุ่มนี้กลับไม่ค่อยให้ผลดีกับการรักษาโรคติดเชื้อจากเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวก และกลุ่ม aerobe บางชนิด ได้แก่เชื้อ Acinetobacter และ Burkholderia 
เป็นต้น ในปัจจุบันยากลุ่มนี้มียาที่ใช้เพียงตัวเดียวคือ aztreonam (27, 45) 

 
ภาพที่ 2.4 แสดงลักษณะโครงสร้างทั่วไปของยากลุ่ม monobactams (34) 

สารยับยั้ง β-lactamase (β-lactamase inhibitor) เป็นสารที่มีฤทธิ์ต้านจุลชีพในระดับ

ต่ า แต่มีผลในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ β-lactamase ได้ จึงต้องใช้ผสมร่วมกับยาต้านจุลชีพ

กลุ่ม β-lactam เพ่ือให้เกิดการออกฤทธิ์ของยาที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น สารยับยั้งเอนไซม์  

β-lactamase ได้แก่ 

1. Clavulanic acid เป็นสารยับยั้งเอนไซม์ β-lactamase ที่มีจุดก าเนิดร่วมกับยากลุ่ม 
carbapenems ได้แก่สาร olivanic acids (เป็น backbone ของยากลุ่ม carbapenems ก่อนจะ
ค้นพบสาร thienamycin ซึ่งมีฤทธิ์เป็น carbapenems) (46, 47) แต่ด้วยข้อด้อยหลายประการของ 
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olivanic acids อาทิเช่น ความไม่คงทนของสาร (unstability) ความสามารถในการผ่านเข้าสู่เซลล์
น้อย olivanic acids จึงไม่สามารถแก้ปัญหาการดื้อยาได้ (40) จึงน าไปสู่การพัฒนาและค้นพบ 

clavulanic acid และ thienamycin โดย clavulanic acid จะเข้าจับกับเอนไซม์ β-lactamase 
อย่างถาวรท าให้ยาที่ใช้ควบคู่กับ clavulanic acid สามารถออกฤทธิ์ก าจัดเชื้อแบคทีเรียได้ดียิ่งขึ้น 
โดยยาที่ใช้ร่วมกับ clavulanic acid เป็นส่วนใหญ่คือยา amoxicillin (48) 

 

 
ภาพที่ 2.5 แสดงลักษณะโครงสร้างของ clavulanic acid (34) 

2. Tazobactam เป็นสารยับยั้งเอนไซม์ β-lactamase ที่มีความสามารถใกล้เคียงกับ 

clavulanic acid แต่มีฤทธิ์มากกว่า sulbactam ส าหรับเอนไซม์ β-lactamase ที่เกิดจากยีน TEM 
และ SHV และอนุพันธ์ของยีนทั้งสอง (49) tazobactam จะมีความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์  

β-lactamase ได้เกือบทุกประเภท โดย tazobactam มักจะใช้ร่วมกับยา piperacillin คือ 

piperacillin/tazobactam แต่ก็ยังยานี้ไม่สามารถยับยั้งเอนไซม์ β-lactamase จากยีน AmpC 

(คลาส C β-lactamase) ได้ (50) 

3. Sulbactam เป็นสารยับยั้งเอนไซม์ β-lactamase อีกหนึ่งตัวที่ส าคัญที่ช่วยให้ยาในกลุ่ม 
cephalosporins ท างานในการก าจัดเชื้อแบคทีเรียได้ดีขึ้น ปกติจะใช้ sulbactam คู่กับยา 
cefoperazone (51) 

โดยยากลุ่ม β-lactam ที่ได้กล่าวมาข้างต้นนี้จะออกฤทธิ์โดยไปจับและยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ transpeptidase หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า penicillin-binding proteins (PBPs) ที่เยื่อหุ้ม
เซลล์ของเชื้อแบคทีเรียในระยะที่มีการสร้างผนังเซลล์ จึงท าให้ไม่เกิดกระบวนการ transpeptidation 
หรือการ cross-linked ของสาย peptidoglycan (ระหว่างหน่วยย่อย N-acetylglucosamine: 
NAG และ N-acetylmuramic acid: NAM) ผลคือท าให้เชื้อแบคทีเรียไม่สามารถสร้างผนังเซลล์ได้ 
ผนังเซลล์เกิดความผิดปกติ ท าให้เชื้อไม่สามารถแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนได้และตายในที่สุด (32, 52) 

ส าหรับเชื้อ P. aeruginosa ยาที่นิยมใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อจากเชื้อดังกล่าวจะเป็นยา β-lactam 
ในกลุ่ม cephalosporins ได้แก่ ceftazidime (53) แต่อย่างไรก็ตามการใช้ยาซ้ าๆเดิมๆเป็นเวลานาน
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หรือใช้ยาแบบผิดๆโดยที่ไม่มีการวางแผนจากข้อมูลความไวต่อยาก็อาจจะก่อให้เกิดการดื้อยาของเชื้อ
ได้ (32) 

 

3. กลไกการดื้อยากลุ่ม β-lactam 

 

ภาพที่ 2.6 แสดงกลไกการดื้อยากลุ่ม β-lactam ของเชื้อแบคทีเรีย โดย 1. การท างานของยา  

β-lactam ปกต ิ2. กลไกการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเป้าหมายการออกฤทธิ์ของยา 3. การลดการผ่าน
ของยาเข้าสู่เซลล์ 4. การขับยาออกจากเซลล์ 5.การสร้างเอนไซม์ท าลายยา 
 

กลไกการดื้อยากลุ่ม β-lactam สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลไกส าคัญดังนี้ 

1. การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเป้าหมายการออกฤทธิ์ของยา  

ต าแหน่งเป้าหมายในการออกฤทธิ์ของยากลุ่ม β-lactam คือ penicillin-binding proteins 
(PBPs) (54) ซึ่งจะไปขัดขวางกระบวนการ transpeptidation ที่มีความส าคัญในการสร้างผนังเซลล์
ของเชื้อแบคทีเรีย ท าให้เชื้อไม่สามารถสร้างผนังเซลล์ได้และตายในที่สุด แต่หากมีการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของ PBPs ไปจะก่อให้เกิดการดื้อยาขึ้น ซึ่งส่วนมากจะพบการดื้อยาด้วยกลไกนี้ในเชื้อ

β-lactam 

PBPs 

Changed PBPs 

β-lactamase 

Destroyed β-lactam 
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แบคทีเรียแกรมบวกมากกว่าเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โดย PBPs นั้นอยู่ที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรียซึ่งมีอยู่หลายชนิดแล้วแต่เชื้อ PBPs ที่เป็นชนิดเดียวกันอาจมีโครงสร้างต่างกันหากไม่ใช่เชื้อ

ชนิดเดียวกัน การดื้อต่อยาในกลุ่ม β-lactam โดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ PBPs ที่เป็นปัญหา
อยู่มากคือเชื้อ Staphylococcus aureus ที่เป็นพวก methicillin resistant S. aureus (MRSA) 
เกิดการเปลี่ยนแปลง PBPs โดยอิทธิพลของยีน mecA ซึ่งมี PBP2a เพ่ิมขึ้นมาจากเดิมที่มี PBP4 
ชนิดเดียว การเพ่ิมมานี้อาจเกิดขึ้นตลอดเวลาหรือถูกกระตุ้น (55) อาจมาจากหลายปัจจัยเช่น ความ

เป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ ความเข้มข้นของสาร เป็นต้น (56) ท าให้เกิดการดื้อต่อยาในกลุ่ม β-lactam 
ทั้งหมด รวมถึงยาในกลุ่ม cephalosporins monobactams และกลุ่ม carbapenems ด้วย 

อย่างไรก็ตามการดื้อยาด้วยการเปลี่ยนแปลง PBPs นี้พบได้ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ อาทิ

เช่นเชื้อ Neisseria gonorrhoeae ที่ไม่พบการสร้างเอนไซม์ β-lactamase แต่พบการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของยีน ponA และ penA ที่ควบคุมการสร้าง PBP1 และ PBP2 ตามล าดับท าให้เชื้อ

ดังกล่าวดื้อต่อยา penicillin (57, 58) นอกจากนี้ยังมีเชื้ออ่ืนๆ ที่เกิดการดื้อยากลุ่ม β-lactam โดย
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ PBPs ได้แก่ เชื้อ P. aeruginosa, H. influenzae,  
N. meningitides และ Bacteroides fragilis  เป็นต้น 

2. การลดการผ่านของยาเข้าสู่เซลล์ 

โดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรียแกรมลบบริเวณ outer membrane จะมีช่องทางส าหรับให้สารผ่าน
เข้าหรือออกจากเซลล์เพ่ือควบคุมสมดุลภายในเซลล์ ประกอบด้วยกลุ่มของโปรตีนที่เรียกว่า porin ซึ่ง
เป็นช่องทางของยาที่เข้าสู่เซลล์เช่นเดียวกัน เชื้อบางชนิดเช่น ได้แก่ E. coli มีโปรตีน porin 2 ชนิด 
คือ OmpC และ OmpF การกลายพันธุ์ของยีนดังกล่าว หรือการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีน 
porin จะท าให้ยาไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้น าไปสู่การดื้อต่อยาในที่สุด (59) ในขณะที่เชื้อ  
P. aeruginosa สามารถดื้อต่อยาหลายชนิดได้ด้วยการลดการผ่านของยาเข้าสู่เซลล์ ได้แก่ ยาการดื้อ
ต่อยากลุ่ม carbapenems ซ่ึงจ าเพาะกับการเข้าสู่เซลล์ทางช่องของโปรตีนที่ประกอบด้วย OprD 
การกลายพันธุ์ของยีนหรือการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ OprD ท าให้เชื้อดื้อยากลุ่มนี้ได้ (60) 

3. การขับยาออกจากเซลล์ 

กลไกการดื้อยาชนิดนี้ขับเคลื่อนด้วยพลังงาน เรียกว่าระบบ efflux (61) การท างานจะเป็น
ในลักษณะของการน ายาที่ผ่านเข้าสู่เซลล์แล้วขับออกจากเซลล์ก่อนที่จะจับกับเป้าหมายของยา ท าให้
ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ ได้  ตัวอย่างการดื้อยาด้วยกลไกการขับยาออกจากเซลล์ได้แก่  เชื้อ  
P. aeruginosa มีโปรตีนหลายตัวท างานร่วมกันเป็นระบบ efflux ที่ส าคัญ ได้แก่ MexA MexB และ 
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OprM (62) มีบทบาทในการขับยาต้านเชื้อแบคทีเรียหลายกลุ่มโดยยาที่ถูกขับออกมานั้นมี
ความจ าเพาะ  

4. การสร้างเอนไซม์ 

เป็นกลไกที่มีความส าคัญและพบได้บ่อยที่สุดส าหรับการดื้อต่อยาในกลุ่ม β-lactam โดย

เอนไซม์ที่ท าลายยากลุ่ม β-lactam มีชื่อว่า เอนไซม์ β-lactamase ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 

4. β-lactamase 

เอนไซม์ β-lactamase เป็นเอนไซม์ที่มีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม β-lactam ได้ 

โดยเข้าไปจับโมเลกุลของยาและท าลาย amide bond ของ β-lactam ring (ต าแหน่งระหว่าง 
คาร์บอนและไนโตรเจน) ท าให้ยาเสียโครงสร้างและหมดฤทธิ์ในการท าลายเชื้อ  (32) เอนไซม์  

β-lactamase จะเข้าจับกับยา β-lactam แบบไม่ถาวรคือเมื่อเข้าจับและท าลายยาโมเลกุลหนึ่ง
เสร็จจะสามารถแยกออกจากโมเลกุลยาที่ถูกท าลายแล้วไปจับกับโมเลกุลของยาโมเลกุลอ่ืนได้อีก จึ ง

ท าให้เอนไซม์ β-lactamase มีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม β-lactam ได้ด ี(63) 

ในปัจจุบันมีเอนไซม์ β-lactamase มากมายหลายชนิด แต่ถ้าจัดกลุ่มตามโครงสร้างระดับ
โมเลกุล (molecular classification) ตามระบบของ Ambler สามารถแบ่งได้เป็น 4 คลาส ได้แก่ 
คลาส A B C และ D โดยเอนไซม์คลาส A C และ D จะมีต าแหน่งออกฤทธิ์ที่กรดอมิโน serine มี
เฉพาะเอนไซม์คลาส B เท่านั้นที่อาศัยธาตุโลหะประจุ 2+ เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นธาตุ
สังกะสี (Zn2+) (12) คุณสมบัติของเอนไซม์แต่ละคลาส มีรายละเอียดดังนี้ 

คลาส A β-lactamase 

เอนไซม์ β-lactamase คลาส A อาจเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Extended-spectrum  

β-lactamase (ESBL) พบว่าเป็นเอนไซม์กลุ่มที่มีความหลากหลายของยีนมากที่สุดในบรรดา 4 
คลาส(15) ได้แก่ยีน VEB PER CTX TEM SHV และ GES โดยในแต่ละยีนจะแยกย่อยไปอีก ได้แก่ 

TEM-1 TEM-50 เป็นต้น เอนไซม์ในกลุ่มนี้มีความสามารถการท าลายยากลุ่ม β-lactam ได้หลาย
ชนิด ได้แก่ penicillins cephalosporins, monobactams แต่สามารถถูกยับยั้งด้วย  

β-lactamase inhibitor ได้แก่ clavulanic acid เป็นต้น (15, 63) แต่ถึงอย่างไรก็ตามเชื้อสามารถ

กลายพันธุ์จนสามารถสร้างเอนไซม์ที่มีความต้านทานต่อ β-lactamase inhibitor ได้แล้ว (64)  

VEB-1 มีชื่อเต็มว่า Vietnamese extended-spectrum β-lactamase-1 โดยที่มาของชื่อ
มาจากการค้นพบยีนนี้จากเชื้อ E. coli ในเด็กชาวเวียดนามอายุ 4 เดือนในปี ค.ศ. 1999 (65) 
เอนไซม์ดังกล่าวมีฤทธิ์ในการท าลายยากลุ่ม cephalosporins ที่มีฤทธิ์กว้างและยากลุ่ม 
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monobactams นอกจากนี้ VEB-1 ยังเป็นต้นแบบในการกลายพันธุ์ไปเป็น VEB-2 ถึง VEB-16 ด้วย 
(66, 67) มีรายงานการพบเอนไซม์ VEB-1 ในเชื้อ P. aeruginosa ได้หลายประเทศ ได้แก่ กลุ่ม
ประเทศตะวันออกกลาง จากงานวิจัยของ Al-Agamy MH. และคณะ ในปี ค.ศ. 2012 ที่ประเทศ
ซาอุดิอาระเบีย (68) ท าการตรวจหายีน VEB-1 ในเชื้อ P. aeruginosa 200 สายพันธุ์ พบยีน VEB-1 
จ านวน 20 สายพันธุ์ หรือคิดเป็นร้อยละ 10.00 จากงานวิจัยของ Zafer MM. และคณะในปีเดียวกัน
จากประเทศอียิปต์ (69) ที่ทดสอบหายีน VEB-1 ในเชื้อ P. aeruginosa 122 สายพันธุ์ พบยีน VEB-1 
จ านวน 5 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 10.4 Mirsalehian A. และคณะ ในปี ค.ศ. 2010 จากประเทศ
อิหร่าน (22) ที่พบยีน VEB-1 จ านวน 21 สายพันธุ์ จากเชื้อ P. aeruginosa 170 สายพันธุ์ คิดเป็น
ร้อยละ 12.35 หรือจากประเทศแถบยุโรป ได้แก่ สหราชอาณาจักร (70) และที่บัลแกเรีย (71) 
ตรวจหายีน VEB-1 ร้อยละ 80.00 และ 33.10 ตามล าดับ ในประเทศแถบเอเชียเช่นประเทศจีนก็มี
รายงานการพบยีน VEB-1 เช่นกัน เช่น รายงานของ Chen Z. และคณะในปี ค.ศ. 2015 (72) ที่พบ
ยีน VEB-1 ร้อยละ 11.40 (24 สายพันธุ์) จากเชื้อ P. aeruginosa 210 สายพันธุ์ ซึ่งรายงานใน
ประเทศไทยก็พบยีน VEB-1 ค่อนข้างสูง เช่น รายงานในปี ค.ศ. 2001 ที่มีการทดสอบเชื้อ  
P. aeruginosa ที่สร้างเอนไซม์ ESBL ในระดับฟีโนไทป์ 17 สายพันธุ์จากโรงพยาบาลศรีนครินทร์ 
ตรวจพบยีน VEB-1 จ านวน 16 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 94.00 (73) หรือการศึกษาของ Girlich D. 
และคณะในปี ค.ศ. 2002 (16) ที่ได้ท าการทดสอบเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยา ceftazidime 
จ านวน 33 สายพันธุ์ ตรวจพบยีน VEB-1 จ านวน 31 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 93.00 

PER-1 ถูกค้นพบในปี ค.ศ. 1994 ปัจจุบันมีการกลายพันธุ์ไปเป็น PER-2 ถึง PER-8 (66) มี
ฤทธิ์ในการท าลายยา ceftazidime และกลุ่ม monobactams มีโครงสร้างในระดับโมเลกุลต่างจาก 
ESBL ชนิดอ่ืน (32, 74) สามารถพบยีนนี้แพร่กระจายในเชื้อ P. aeruginosa  
และเชื้อ A. baumannii (75) แม้ว่าในระยะแรกจะพบเอนไซม์ PER ไม่มากนัก แต่มีรายงานเพ่ิมขึ้น
ในอเมริกาใต้และยุโรป และเป็นปัญหาในการรักษา (76, 77) ซึ่งมีรายงานการพบยีน PER-1  
ในเชื้อ P. aeruginosa มากในกลุ่มประเทศตะวันออกกลางและยุโรป อาทิเช่น จากการศึกษาของ 
Mirsalehian A. และคณะในปี ค.ศ. 2010 ในประเทศอิหร่าน (22) เชื้อ P. aeruginosa 67 สายพันธุ์
ที่ดื้อยาหลายชนิด พบยีน PER-1 สูงถึงร้อยละ 49.25 หรือรายงานในปี ค.ศ. 2014 จากประเทศ
อิหร่านของ Farshadzadeh Z. และคณะ (78) ที่น าเชื้อที่มีเอนไซม์ ESBL 96 สายพันธุ์ มาตรวจหา
ยีนและพบยีน PER-1 จ านวน 52 สายพันธุ์ คิดเป็น 54.16 หรือจากรายงานของ Empel J. และคณะ
ที่ประเทศโปแลนด์ในปี ค.ศ. 2007 (79) ที่พบว่าเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 41 สายพันธุ์ที่มีการ
สร้างเอนไซม์ ESBL นั้นมียีน PER-1 ทุกสายพันธุ์ และจากรายงานที่ประเทศตุรกีในปี ค.ศ. 1997 ของ 
Vahaboglu H. และคณะ (80) ที่พบเชื้อ P. aeruginosa 72 สายพันธุ์ มียีน PER-1 33 สายพันธุ์ คิด
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เป็นร้อยละ 46.00 นอกจากนี้ยังมีการพบยีน PER-1 ในประเทศอ่ืนๆด้วยเช่น จากการศึกษาของ 
Qing Y. และคณะในปี ค.ศ. 2014 ที่ประเทศจีน (25) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa 51 สายพันธุ์ที่ดื้อ
ต่อยา ceftazidime มียีน PER-1 อยู่ร้อยละ 68.60 แต่ถึงอย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานการพบยีนชนิด
นี้ในประเทศไทย 

TEM-1 และอนุพันธ์ ถูกค้นพบเมื่อปี ค.ศ. 1965 จากเชื้อ E. coli ที่แยกได้จากผู้ป่วยชื่อ 
Temoneria ในเมืองเอเธนส์ ประเทศกรีซ ซึ่งชื่อของเอนไซม์นี้มาจากพยัญชนะ 3 ตัวแรกของชื่อ
ผู้ป่วย (TEM) (81) เอนไซม์ในกลุ่มนี้มีการกลายพันธุ์มากโดยการเปลี่ยนแปลงล าดับของกรดอะมิโน 
(64, 66) โดยมีฤทธิ์ในการท าลายยากลุ่ม cephalosporins ซึ่งมีรายงานการพบยีน TEM  
ในเชื้อ P. aeruginosa ได้น้อยมาก เช่น จากการศึกษาของ Lin S. และคณะในปี ค.ศ. 2012 ใน
ประเทศไต้หวัน (24) พบว่าจากเชื้อ P. aeruginosa 57 สายพันธุ์มียีน TEM อยู่ร้อยละ 13.00 ซึ่ง
พบว่าเป็นยีน TEM อย่างเดียวร้อยละ 1.00 และที่เหลืออีกร้อยละ 12.00 พบยีน TEM ร่วมกับยีน 
AmpC หรือรายงานการพบอนุพันธ์ของยีน TEM-1 เช่นการค้นพบยีน TEM-4 ในเชื้อ P. aeruginosa 
ของ Poirel L. และคณะจากประเทศฝรั่งเศสในปี ค.ศ. 1999 (82) หรือรายงานจากประเทศฝรั่งเศส
ในปี ค.ศ. 2002 ของ Dubois V. และคณะ (83) ที่มีรายงานการค้นพบ TEM-21  
ในเชื้อ P. aeruginosa ส าหรับในประเทศไทยรายงานการค้นพบยีน TEM-1 และอนุพันธ์ในเชื้อ  
P. aeruginosa ยังไม่มีให้พบเห็นแต่ถึงอย่างไรก็ตามก็มีรายงานการพบยีน TEM-1 และอนุพันธ์ใน
เชื้อกลุ่มอ่ืนๆเช่น Enterobacteriaceae ดังเช่นการศึกษาของ Chanawong A. และคณะในปี ค.ศ. 
2007 (84) ที่พบยีน TEM-1 จากเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae ที่เก็บรวบรวมได้ในปี ค.ศ. 1998-
1999 และ ค.ศ. 2003 ร้อยละ 48 (23/48 สายพันธุ์) และ 79 (41/52สายพันธุ์) ตามล าดับ 

CTX-M ถูกค้นพบในปี ค.ศ. 1988 เป็นครั้งแรกในเชื้อ E. coli ในประเทศญี่ปุ่น โดยให้ชื่อว่า 
FEC-1 (85) หลังจากนั้นในปี ค.ศ. 1990 มีการค้นพบเอนไซม์ดังกล่าวเช่นกันในสหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนีโดยตั้งชื่อว่า CTX-M-1 (86) เอนไซม์ในกลุ่มนี้มีความสามารถในการท าลายยา cefotaxime 
ได้ดีกว่ายา ceftazidime (87) ซึ่งถือเป็นลักษณะส าคัญที่แตกต่างจาก ESBL ในกลุ่มอ่ืนๆ ซึ่งก็มี
รายงานการพบยีน CTX-M ในเชื้อ P. aeruginosa เช่น จากการศึกษาของ Polotto M. และคณะใน
ปี ค.ศ. 2012 ในประเทศบราซิล (88) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa 56 สายพันธุ์มียีน CTX-M-2 อยู่
ร้อยละ 19.60 หรือรายงานการระบาดของยีน CTX-M จากรายงานการศึกษาของ Celenza G. และ
คณะในปี ค.ศ. 2006 (89) ที่พบว่าเชื้อ P. aeruginosa 69 สายพันธุ์พบยีน CTX-M อยู่มากถึงร้อย
ละ 82.61 ในประเทศแถบเอเชียเช่น จากการศึกษาของ Qing Y. และคณะในปี ค.ศ. 2014 ใน
ประเทศจีน (25) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa 51 สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยา ceftazidime มียีน CTX-M อยู่
ร้อยละ 17.60 ยังไม่มีรายงานการพบยีน CTX-M ในเชื้อ P. aeruginosa ในประเทศไทย แต่มี
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รายงานการพบยีนนี้มากในเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae ดังรายงานของ Chanawong A. และ
คณะในปี ค.ศ. 2007 (84) ที่พบยีน CTX-M-9 ร้อยละ 52.00 จากเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae 
48 สายพันธุ์ที่เก็บรวบรวมได้ในปี ค.ศ. 1998-1999 และพบยีน CTX-M-15 CTX-M-14 และ  
CTX-M-9 ร้อยละ 44.00, 11.00 และ 10.00 ตามล าดับ จากเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae 52 
สายพันธุ์ที่เก็บรวบรวมได้ในปี ค.ศ. 2003 หรือจากงานวิจัยที่ผ่านมาของ Luvsansharav UO. และ
คณะในปี ค.ศ. 2012 (90) ที่ศึกษาหายีน CTX-M ในเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae จ านวน 417 
สายพันธุ์ พบว่ามียีน CTX-M อยู่ 274 สายพันธุ์คิดเป็นร้อยละ 65.70 ซึ่งในจ านวนนี้ส่วนมากร้อยละ 
60.60 เป็นยีน CTX-M-9 group และอีกร้อยละ 38.70 เป็นยีน CTX-M-1 group 

SHV-1 พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1972 โดย Pitton JS. ตอนแรกให้ชื่อว่า Pit-2 (91) ต่อมา
เปลี่ยนมาเป็น SHV (sulfhydryl variable) เพราะเอนไซม์กลุ่มนี้มีความสามารถในการตอบสนองต่อ
การยับยั้งฤทธิ์ได้โดยหมู่ sulfhydryl ที่เป็นส่วนประกอบของสาร p-chloromercuribenzoate ได้ไม่
เท่ากันแปรผันไปตามชนิดของเอนไซม์ที่เป็นซับสเตรต ยีนนี้มีความใกล้คียงกับยีน TEM-1 ถึงร้อยละ 
63.70 (92) พบยีนนี้ได้บนโครโมโซมของเชื้อ Klebsiella pneumoniae และสามารถส่งต่อไปยังเชื้อ
อ่ืนๆได้ (93) เริ่มแรกเป็นเอนไซม์ที่มีความสามารถท าลายยากลุ่ม penicillins เท่านั้นซึ่งถือว่ามีฤทธิ์
แคบ แต่เมื่อเกิดการกลายพันธุ์จนท าให้มีความสามารถในการจับกับตัวยาเพ่ิมมากขึ้น ส่งผลให้เกิด
การท าลายยากลุ่ม cephalosporins ในรุ่นที่ 3 ได้ (94) และจากการศึกษาของ Kalai Blagui S. และ
คณะในปี ค.ศ. 2009 ในประเทศตูนีเซียพบว่าเชื้อ P.aeruginosa มียีน SHV-1 อยู่ร้อยละ 100.00 
จากตัวอย่าง P.aeruginosa ที่เป็น multidrug resistant 12 ตัวอย่าง (95) หรือการค้นพบยีน  
SHV-2a ในเชื้อ P. aeruginosa สายพันธุ์ RP-1 ที่ประเทศฝรั่งเศสในปี ค.ศ. 1999 (96) ส าหรับใน
ประเทศไทยยีน SHV นั้นส่วนมากพบได้ในเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae เช่นการศึกษาของ 
Chanawong A. และคณะในปี ค.ศ. 2007 (84) ที่พบยีน SHV ร้อยละ 79.00 (38/48 สายพันธุ์) 
และ 36.00 (19/52 สายพันธุ์) จากเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae ที่เก็บรวบรวมได้ในปี ค.ศ. 
1998-1999 และ ค.ศ. 2003 ตามล าดับ แต่ถึงอย่างไรก็ตามก็เคยมีรายงานการพบยีน SHV ในเชื้อ  
P. aeruginosa จากการศึกษาของ Chanawong A. และคณะในปี ค.ศ. 2001 (73) ที่พบยีน  
SHV-12 ในเชื้อ P. aeruginosa 1 สายพันธุ์จากเชื้อ P. aeruginosa 16 สายพันธุ์ 

คลาส B β-lactamase 

เอนไซม์ β-lactamase คลาส B เรียกอีกอย่างหนึ่งว่า Metallo-β-lactamase เอนไซม์

ชนิดนี้ใช้สังกะสี (Zn2+) ในการเร่งปฏิกิริยา มีความสามารถในการท าลายยากลุ่ม β-lactam ได้เกือบ

ทุกชนิดโดยเฉพาะอย่างยิ่งในยากลุ่ม carbapenems ไม่สามารถต้านฤทธิ์ด้วยสาร β-lactamase 
inhibitor ได้ (15) การยับยั้งเอนไซม์กลุ่มนี้จะต้องใช้สารเคมีที่ไปแย่งจับกับไอออนของสังกะสี ได้แก่ 
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ethylenediaminetetraacetic (EDTA) ท าให้เอนไซม์ไม่มีตัวเร่งปฏิกิริยาและไม่สามารถท างานได้ใน
ที่สุด (97) 

คลาส C β-lactamase 

เอนไซม์ β-lactamase คลาส C เรียกอีกอย่างหนึ่งว่า AmpC β-lactamase หรือ 
cephalosporinase เนื่องจากเป้าหมายหลักในการออกฤทธิ์ท าลายของยาคือ ยากลุ่ม 
cephalosporins ส่วนอีกชื่อที่เรียกว่า AmpC ได้มาจากการค้นพบเอนไซม์นี้ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1940 ที่
พบการดื้อยา ampicillin ในเชื้อ E. coli ซึ่งพบว่ามียีนที่เกี่ยวข้องด้วยกัน 3 ยีนคือ AmpA AmpB 
และ AmpC ซึ่งมีเฉพาะยีน AmpC เท่านั้นที่มีส่วนในการสร้างเอนไซม์ (98-101) เอนไซม์ AmpC 
เป็นเอนไซม์ที่สามารถพบได้มากในกลุ่มแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่ม 
Enterobacteriaceae และกลุ่ม Nonfermentative gram-negative bacilli เอนไซม์ AmpC แม้
จะมีโครงสร้างทางโมเลกุลต่างจากเอนไซม์ใน คลาส A แต่มีฤทธิ์ในการท าลายยาคล้ายกับกลุ่มของ 
คลาส A ที่เป็น ESBL คือ ท าลายยากุล่ม penicillins และ cephalosporins แต่ไม่สามารถท าลาย
ยากลุ่ม carbapenems ได้ แต่มีฤทธิ์ในการท าลายยาที่แตกต่างจากเอนไซม์ ESBL คือมีสามารถ
ท าลายยากลุ่ม cephamycins ได้ แต่ไม่สามารถท าลายยาในกลุ่ม cephalosporins รุ่นที่ 4 ไม่

สามารถถูกยับยั้งได้ด้วยสารที่เป็น β-lactamase inhibitor (102) ส าหรับเชื้อ P. aeruginosa มี
การศึกษาพบว่า หากมีการกลายพันธุ์ของกรดอะมิ โนบางต าแหน่งของโมเลกุลโครงสร้าง เช่น 
alanine ที่ต าแหน่ง 105 จะท าให้เอนไซม์ชนิดนี้มีฤทธิ์ที่กว้างขึ้นคือมีความสามารถในการท าลายยา
ในกลุ่ม carbapenems ได้ด้วย (103) 

เอนไซม์ AmpC นั้นอาจเกิดจากการสร้างเอนไซม์ AmpC จากยีน AmpC ที่อยู่บนส่วนของ
โครโมโซม (chromosomal-mediated) ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด ได้แก่ 
Enterobacter Serratia Morganella และ Pseudomonas เป็นต้น ท าให้เชื้อเกิดการดื้อต่อยาที่
เป็นเป้าหมายของเอนไซม์แต่ก าเนิดหรืออาจเรียกว่าเป็นการดื้อยาจากภายใน ( intrinsic resistance) 
(102, 104) อีกประเภทหนึ่งคือการสร้างเอนไซม์ AmpC จากพลาสมิด (plasmid-mediated) ซึ่ง
ประเภทนี้พบอย่างแพร่หลายในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบในกลุ่ม Enterobacteriaciae (105) เกิดจาก
การย้ายส่วนของยีน AmpC ที่เคยอยู่บนโครโมโซมมาอยู่บนหน่วยพันธุกรรมที่เคลื่อนที่จากเซลล์หนึ่ง
ไปสู่อีกเซลล์ได้ง่ายได้แก่ พลาสมิด ท าให้เกิดการแพร่กระจายของยีน AmpC ได้อย่างรวดเร็วและท า
ให้เชื้อนั้นเดิมที่ไม่เคยมียีน AmpC ก็มียีน AmpC และสร้างเอนไซม์ AmpC ได้ส่งผลให้เชื้อนั้นดื้อต่อ
ยาได้ ซึ่งเป็นผลหลังจากที่ได้รับยีน AmpC มาจากภายนอก (acquired resistance) ซึ่งในทางการ
ตรวจระดับฟีโนไทป์ไม่สามารถแยกระหว่างเอนไซม์ AmpC ที่มาจากโครโมโซมหรือมาจากพลาสมิด
ได้ต้องอาศัยเทคนิคทางโมเลกุลเพียงอย่างเดียว (106) ส าหรับการจ าแนกหรือจัดกลุ่มเอนไซม์ AmpC 
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นั้นโดยทั่วไปจะจัดกลุ่มเฉพาะเอนไซม์ AmpC ที่มาจากพลาสมิด (102, 105) โดยจ าแนกได้ 10 กลุ่ม 
ดังนี้ 

1. CYM พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1989 ที่ประเทศเกาหลีใต้จากเชื้อ K. pneumoniae (107) 
ซึ่ง CMY มาจากค าว่า cephamycinase เพราะเป้าหมายหลักของเอนไซม์กลุ่มนี้คือยากลุ่ม 
cephamycins เอนไซม์ในกลุ่ม CMY นี้ถือเป็นเอนไซม์กลุ่มใหญ่ที่สุดในบรรดายีนที่สร้างเอนไซม์ 
AmpC ที่พบบนพลาสมิด ปัจจุบันมีมากถึง 136 ชนิด (66) พบ CMY-2 ได้มากที่สุดจากหลายๆแหล่ง
ทั่วโลก ซึ่งมีต้นก าเนิดจากเชื้อ Citrobacter freundii (102, 108, 109) 

2. MIR พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1990 ที่ประเทศสหรัฐอเมริกาจากเชื้อ K. pneumoniae ซึ่ง 
MIR มาจากค าว่า Miriam เป็นชื่อโรงพยาบาลที่พบเชื้อนี้เป็นครั้งแรก (110) ปัจจุบันมีเอนไซม์ 
AmpC กลุ่ม MIR อยู่ 18 ชนิด (66) 

3. MOX พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1993 ที่ประเทศญี่ปุ่นจากเชื้อ K. pneumoniae ค าว่า 
MOX มาจากการที่เอนไซม์ชนิดนี้ท าให้เชื้อดื้อต่อยา moxalatam (111) ปัจจุบันมีเอนไซม์ AmpC 
กลุ่ม MOX อยู่ 11 ชนิด(66) 

4. LAT พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1993 ที่ประเทศกรีซจากเชื้อ K. pneumoniae ค าว่า LAT 
มาจากการที่เอนไซม์ชนิดนี้ท าให้เชื้อดื้อต่อยา latamoxef และเป็นเอนไซม์ AmpC ที่มีเพียงตัวเดียว
คือ LAT-1 ซึ่งไม่พบอนุพันธ์ของยีนดังกล่าว (112) 

5. DHA พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1997 ที่ประเทศซาอุดิอาระเบียจากเชื้อ Salmonella spp. 
ค าว่า DHA มาจากค าว่า Dhahran ซึ่งเป็นชื่อโรงพยาบาลที่คนพบเชื้อนี้เป็นครั้งแรก (113) ปัจจุบัน
พบเอนไซม ์AmpC กลุ่ม DHA อยู่ 23 ชนิด (66) 

6. FOX พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1994 ที่ประเทศอาเจนตินาจากเชื้อ K. pneumoniae ค าว่า 
FOX มากจากการที่เอนไซม์ชนิดนี้ท าให้เชื้อดื้อต่อยา cefoxitin (114) ปัจจุบันพบเอนไซม์ AmpC 
กลุ่ม FOX อยู่ 11 ชนิดแม้ว่าจะมี FOX-1 ถึง FOX-12 แต่เพราะ FOX-6 ซ้ ากับ FOX-5 (66) 

7. ACT พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1997 ที่ประเทศสหรัฐอเมริกาจากเชื้อ K. pneumoniae ค า
ว่า ACT มาจากค าว่า AmpC Type กลุ่มนี้มีความพิเศษตรงที่มีการสร้างโปรตีนผนังเซลล์ภายนอก
ลดลง ท าให้เกิดการดื้อต่อยา imipenems ด้วย (115) ปัจจุบันพบเอนไซม์ AmpC กลุ่ม ACT อยู่ 38 
ชนิด (66) 
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8. ACC พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1999 ที่สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนีจากเชื้อ  
K. pneumoniae ค าว่า ACC มาจากค าว่า Ambler คลาส C เพราะเอนไซม์ในกลุ่มนี้มีคุณสมบัติ
โครงสร้างโมเลกุลเหมือนกับเอนไซม์คลาส C (116) ซึ่งถูกเสนอโดย Dr. Richard Ambler (12) 
ปัจจุบันพบเอนไซม์ AmpC กลุ่ม ACC อยู่ 5 ชนิด (66) 

9. BIL พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1992 ที่ประเทศปากีสถานจากเชื้อ E. coli ค าว่า BIL มาจาก 
Bilal ซึ่งเป็นชื่อผู้ป่วยที่พบเชื้อที่มียีนดังกล่าว (117) แต่อย่างไรก็ตามพบภายหลังว่า BIL-1 นี้มี
โครงสร้างโมเลกุลเหมือนกับยีน CMY-2 จึงเรียกภายหลังว่า CMY-2 แทน (66, 105) 

10. CFE พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 2004 ที่ประเทศญี่ปุ่นจากเชื้อ E. coli ค าว่า CFE มาจากค า
ว่า Citrobacter freundii เพราะมีการศึกษาระดับพันธุกรรมแล้วพบว่ายีนนี้มาจากยีนที่สร้างเอนไซม์ 
AmpC ของ C. freundii (118) เป็นเอนไซม์ AmpC ที่มีเพียงตัวเดียวคือ CFE-1 ซึ่งไม่พบอนุพันธ์ของ
ยีนดังกล่าว (66) 

กลไกการควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC 

โดยปกติการสร้างเอนไซม์ AmpC จะมีการสร้างเอนไซม์อยู่แล้วในระดับที่ต่ ามาก หรือที่
เรียกว่า constitutive expression การสร้างเอนไซม์ชนิดนี้จะเพ่ิมขึ้นเมื่อเชื้อมีเจริญมากขึ้นดังที่พบ
ในเชื้อ E. coli (119) และมีการสร้างเอนไซม์อีกรูปแบบหนึ่งก็คือปกติจะไม่มีการสร้างเอนไซม์ AmpC 
หรือมีการสร้างน้อยมาก แต่ถ้าหากมีการได้รับยา หรือถูกกระตุ้นจากยาต้านจุลชีพโดยเฉพาะอย่างยิ่ง

ยา β-lactam ในกลุ่ม cephamycins และ cephalosporins จะเกิดกระบวนการเหนี่ยวน าหรือที่

เรียกว่า induce expression ท าให้เชื้อสามารถสร้างเอนไซม์ AmpC β-lactamase ได้ในปริมาณที่
สูง (15, 20) ซึ่งสามารถพบได้ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบหลายๆ สายพันธุ์ได้แก่ เชื้อ P. aeruginosa, 
E. cloacae, C. freundii เป็นต้น ปัจจุบันกลไกการควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC ที่เกิดขึ้นจาก
กระบวนการเหนี่ยวน านี้มีความซับซ้อน แต่จะกล่าวคือ ในสภาวะปกติยีน AmpR จะสร้างโปรตีน 
AmpR ขึ้นเพ่ือกดการท างาน (repressor) ของยีน AmpC จึงไม่มีการสร้างเอนไซม์ AmpC เรียก

ภาวะนี้ว่า repression แต่ในสภาวะที่มีตัวเหนี่ยวน า ซึ่งตัวเหนี่ยวน าในที่นี้คือยา β-lactam ในกลุ่ม 
cephalosporins และ/หรือ ยากลุ่ม cephamycins ในระยะแรกตัวยาจะท าหน้าที่ต้านเชื้อ
แบคทีเรียโดยการเข้าขัดขวางกระบวนการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งเกี่ยวของกับการสังเคราะห์
สารประกอบ murein ส่งผลให้เกิดการสะสมของโปรตีนสายสั้นๆที่มีชื่อว่า N-acetylglucosamine-
1,6-anhydro-N-acetylmuramic acid หลังจากนั้นส่วนที่เป็น N-acetylglucosamine จะแยกตัว
ออกไป ส่วนที่เหลือจะกลายเป็น ชุดของโปรตีนสายสั้น 1,6 -anhydro-N-acetylmuramic acid 
oligopeptides (tri- tetra- และ pentapeptides) โปรตีนสายสั้นกลุ่มนี้จะเข้าไปแย่งจับกับโปรตีน
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สายสั้นที่เป็นตัวควบคุมการท างานของโปรตีน AmpR ตามปกติที่ชื่อว่า UDP-N-acetylmuramic 
acid เมื่อ UDP-N-acetylmuramic acid ถูกแทนที่ด้วย 1,6-anhydro-N-acetylmuramic acid 
oligopeptides ที่ต าแหน่งจับบนโปรตีน AmpR ท าให้การจัดเรียงโมเลกุลของโปรตีน AmpR 
เปลี่ยนไปจากเดิมที่เคยท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้งการแสดงออกของยีน AmpC ที่สร้างเอนไซม์ AmpC ก็
กลายเป็นตัวเร่ง หรือเป็นตัวกระตุ้น (activator) การแสดงออกของยีน AmpC ได้ส่งผลให้เกิดการ
สร้างเอนไซม์ AmpC ขึ้นมาในปริมาณมากได้ เรียกสภาวะนี้ว่า derepression (120, 121) 
นอกจากนี้ยังพบว่ามียีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC คือยีน AmpD AmpE 
และ AmpG โดย ยีน AmpD โดยปกติจะสร้างโปรตีน AmpD ที่ท าหน้าที่เป็น  
N-acetylemuramyl-L-alanine amidase ซึ่ งจะคอยท าลายโปรตีนสายสั้ น  
1,6-anhydro-N-acetylmuramic acid oligopeptides ซึ่งจะไปลดการกระตุ้นการท างานของ
โปรตีน AmpR ดังที่กล่าวไปข้างต้นแล้วก็จะช่วยยับยั้งการสร้างเอนไซม์ AmpC ได้ ยีน AmpE ท า
หน้าที่สร้างโปรตีน AmpE ซ่ึงมีหน้าที่เป็นโปรตีนเยื่อหุ้มเซลล์ท างานควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC 
ร่วมกับโปรตีน AmpD (122) ยีน AmpG ที่สร้างโปรตีน AmpG ที่ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ permease 
ที่ท าหน้าที่น าโปรตีนสายสั้นส าหรับสร้างผนังเซลล์แบคทีเรียกลับเข้ามาสู่ส่วนไซโทพลาซึม เพ่ือน า
กลับมาใช้สร้างผนังเซลล์ใหม่ (123) การขาดหรือมีความบกพร่องของยีนทั้ง 3 นี้ ท าให้กลไกเหนี่ยวน า
การสร้างเอนไซม์ AmpC นั้นเสียไป แต่ไม่ได้หมายความว่าจะไม่มีการสร้างเอนไซม์ AmpC กล่าวคือ 
จะมีการสร้างเอนไซม์ AmpC ต่อไปแบบตลอดเวลาและมีปริมาณมากโดยไม่ขึ้นกับปริมาณของสาร
เหนี่ยวน าที่เรียกว่า constitutive hyperproduction ซึ่งพบว่าสาเหตุที่ก่อให้เกิดการสร้างเอนไซม์ 
AmpC ในปริมาณท่ีสูงตลอดเวลาได้ที่เรียกว่า constitutive hyperproduction ที่พบได้บ่อยที่สุดคือ
การที่มีการกลายพันธุ์ของยีน AmpD (124) รองลงมาก็คือการกลายพันธุ์หรือการขาดหายไปของยีน 
AmpR (120, 125, 126) พบน้อยสุดคือการบกพร่องของยีน AmpG (123) ถึงอย่างไรก็ตามแม้จะมี
กลไกการควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC ที่ได้กล่าวไว้ข้างต้นแล้วก็ยังพบอีกว่าเชื้อแบคทีเรียแต่ละ
สายพันธุ์ก็มีกลไกการควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC ที่แตกต่างกันออกไปอีกเช่น เชื้อ E. coli ที่ไม่มี
ยีน AmpR (127) ดังนั้นการสร้างเอนไซม์ AmpC จึงไม่สามารถเหนี่ยวน าได้ แต่ถูกควบคุมโดย 
promotor และการเจริญของเชื้อ (119) ซึ่งเหมือนกับการสร้างเอนไซม์ AmpC ในเชื้อ Shigella 
(128) เชื้อ Acinetobactor baumannii ก็พบว่าไม่มียีน AmpR เช่นเดียวกันดังนั้นการสร้างเอนไซม์ 
AmpC จึงเป็นไม่ใช่รูปแบบที่มีการเหนี่ยวน า (129) ในขณะที่เชื้อ Serratia marcescens ถูกควบคุม
โดยยีน AmpR แต่ส่วนของการถอดรหัสของยีน AmpC นั้นต่างออกไป ท าให้เกิดโครงสร้าง  
stem-loop ส่งผลต่อช่วงเวลาครึ่งชีวิตของการแปลรหัสของยีน AmpC (130) ส าหรับเชื้อ  
P. aeruginosa นั้นการควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC นั้นต่างออกไปและมีความซับซ้อนมากกว่า
เชื้อในกลุ่ม Enterobacteriaceae เพราะ เชื้อ P. aeruginosa มียีน AmpD ถึง 3 ตัว คือ AmpD 
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AmpDh2 และ AmpDh3 (131) ซึ่งถ้ามียีนใดยีนหนึ่งหรือสองยีนกลายพันธุ์ไปจะก่อให้เกิดการสร้าง
เอนไซม์ AmpC ในปริมาณที่สูงตลอดเวลาหรืออาจเรียกว่า partial redepression constitutive 
hyperproduction แต่หากเกิดการกลายพันธุ์ของยีน AmpD ทั้ง 3 ยีนจะก่อให้เกิดการสร้างเอนไซม์ 
AmpC ในปริมาณที่สูงมากตลอดเวลาซึ่งอาจเรียกว่าเป็น fully redepression constitutive 
hyperproduction นอกจากนี้เชื้อ P. aeruginosa ยังมีอีกกลไกหนึ่งอีกคือกลไกการชักน าการสร้าง
เอนไซม์ AmpC คือ จากยีน AmpG และ AmpP ซึ่งถูกกระตุ้นได้ด้วยโปรตีน AmpR เมื่อเชื้อมีการ

สัมผัสกับยากลุ่ม β-lactam (132) 
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ภาพที่ 2.7 แสดงกลไกหลักท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์ AmpC 1. การสร้างเอนไซม์ AmpC ในสภาวะ
ปกติท่ีไม่มีการสร้างหรือสร้างได้น้อยมาก (สีฟ้า) 2.กลไกที่เกิดจากการเหนี่ยวน าจากการได้รับยากลุ่ม 

β-lactam 3. กลไกการสร้างเอนไซม์ AmpC เพ่ิมจากการกลายพันธุ์ของยีน AmpR (สีแดงอ่อน)  
4. กลไกการสร้างเอนไซม์ AmpC จากการกลายพันธุ์ของยีน AmpD ทั้ง 3 ; กลายพันธุ์ 1-2 ยีนเป็น 

AmpC 
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AmpDh3 

1,6-anhydro-N-acetylmuramic acid 
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β-lactam Break cell wall 
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oligopeptides 
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partial redepression (สีแดงอ่อน-สีส้ม) ถ้ากลายพันธุ์ 3 ยีนจะเป็น fully redepression (สีแดง
เข้ม) 

เนื่องจากเอนไซม์ AmpC นั้นไม่สามารถถูกยับยั้งได้ด้วยสาร β-lactamase แต่ก็ยังมีสาร
บางชนิดที่มีผลยับยั้งเอนไซม์นี้ได้เช่น boronic acid (133) เป็นต้น ซึ่งก็มีการพัฒนาการตรวจหา
เอนไซม์ AmpC ในระดับฟีโนไทป์ ได้แก่วิธี three-dimensional test, AmpC disk test,  
Boronic acid disk test, Disk approximation test เป็นต้น (134) แต่ก็ยังไม่มีวิธีใดที่เป็นวิธี
มาตรฐานในการตรวจหาเอนไซม์ AmpC ในระดับฟีโนไทป์ได้ ดังนั้นในทางเวชปฏิบัติจึงไม่มีการ
รายงานผลเอนไซม์ชนิดนี้ และจากที่ได้กล่าวไปแล้วว่าเอนไซม์ AmpC นี้จะเกิดขึ้นหลังจากได้สัมผัส

กับยา β-lactam โดยเฉพาะอย่างยิ่งยากลุ่ม cephalosporins จึงท าให้ในระยะแรกการทดสอบ
ความไวและดื้อต่อยาอาจให้ผลว่า มีความไวต่อยาที่จะใช้ในการรักษา แต่เมื่อรักษาไปได้ซักระยะหนึ่ง 
การรักษาด้วยยาที่เคยใช้จะไม่ได้ผล สุดท้ายก็จะเกิดปัญหาของการรักษาได้ 

และอีกปัญหาหนึ่งในการรักษาโรคติดเชื้อที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียที่สร้างเอนไซม์ AmpC นั่น

ก็คือ เอนไซม์ AmpC สามารถท าให้ผลการตรวจหาเอนไซม์ β-lactamase คลาส A ในระดับฟีโน

ไทป์ให้ผลลบปลอมด้วยเนื่องจากเอนไซม์ AmpC สามารถทนต่อ β-lactamase inhibitor ท าให้ไป
บดบังการตรวจ (135) จะท าให้เกิดความผิดพลาดในการแปลผลของความไวและดื้อต่อยาได้  

คลาส D β-lactamase 

เอนไซม์ β-lactamase คลาส D อาจเรียกอีกอย่างว่า oxacillinase มีความหลากหลายของ
ยีนรองจาก คลาส A (15) ชื่อ oxacillinase มาจากการที่ค้นพบเอนไซม์นี้ ว่ามีความสามารถท าลาย
ยา cloxacillin และ oxacillin ได้รวดเร็วกว่า benzylpenicillin (penicillin G) (136) เอนไซม์ใน
กลุ่มนี้ทุกตัว มีคุณสมบัติท าลายยากลุ่ม aminopenicllins และ carboxycillins รวมถึง penicillins 

มีความสามารถทนต่อ β-lactamase inhibitor แต่ถูกยับยั้งได้ด้วยเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
(32, 137) ซึ่งเป็นคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์คลาสนี้ ซึ่งคุณสมบัตินี้ยังไม่สามารถอธิบายได้อย่าง
ชัดเจน แต่ก็พบว่ามีความเก่ียวข้องกับกรดอะมิโน ไทโรซีน (Tyr) ที่ต าแหน่งที ่144 ของเอนไซม์เพราะ
มีการพบว่าหากเกิดการกลายพันธุ์ไปโดยการแทนที่ Tyr ด้วยกรดอะมิโน ฟีนิลอลานีน (Phe) จะท าให้
เอนไซม์นี้สูญเสียความสามารถถูกยับยั้งด้วยเกลือโซเดียมคลอไรด์นี้ไป (138) ส่วนใหญ่ยีนที่ควบคุม
การสร้างเอนไซม์ในคลาสนี้อยู่บนหน่วยพันธุ์กรรมเคลื่อนที่ๆเรียกว่า integron ซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องกับ 
insertion sequences (IS) and transposons (Tn) และพบว่ายีนที่สร้างเอนไซม์ส่วนมากในคลาสนี้
จะเป็นการดื้อยาแบบรับมาภายหลัง (acquired resistance) แต่ก็มีพบแล้วว่ามีการดื้อยาโดยก าเนิด 
(naturally resistance) ด้วยทั้งในเชื้อก่อโรคและในสิ่งแวดล้อม (139)  
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ยีนในคลาส D แบ่งได้ 3 กลุ่มใหญ่ๆดังนี ้

OXA-1 ยีนนี้สามารถถูกพบได้ท้ังบนพลาสมิดและ integron ที่อยู่บนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ
หลายชนิด OXA-1 จะสามารถท าลายยากลุ่ม aminopenicillins และ ureidopenicillins ได้ดีและ
ท าลายยากลุ่ม narrow-spectrum cephalosporins ได้ นอกจากนี้ยังสามารถท าลายยากลุ่ม 
broad-spectrum cephalosporins ได้บางตัวได้แก่ cefepime และ cefpirome แต่ไม่พบการดื้อ
ต่อยา ceftazidime (140) ยีน OXA-1 สามารถพบได้มากในเชื้อกลุ่ม Enterobacteriae ที่มีการดื้อ
ต่อยา ampicillin ได้แก่ E. coli, Shigella flexneri และ Salmonella spp. เป็นต้น ซึ่งเชื้อเหล่านี้
เป็นเชื้อที่พบได้ในชุมชน (community-acquired enterobacterial species) (141-143) มีการ
ตรวจพบเชื้อเหล่านี้ทั้งในคนและในสัตว์ เช่น พบเชื้อ Shigella dysenteriae ที่แพร่กระจายอยู่ใน
หลายพ้ืนที่ (144) และเชื้อ Salmonella enterica serovar Typhimurium จากมนุษย์ และ
ผลิตภัณฑ์อาหารที่ได้จากสัตว์ในประเทศโปรตุเกส (145) มีการพบเชื้อ Shigella spp. กับเชื้อ 
Salmonella spp. สายพันธ์ที่ดื้อต่อยา ampicillin ได้บ่อยจากมนุษย์ในประเทศสหรัฐอเมริกาอีก

ด้วย (146) ยีน OXA-1 มักถูกพบร่วมกับยีน ESBL (β-lactamase คลาส A) อ่ืนๆเช่น ยีน OXA-1 
และ CTX-M-1 ที่ถูกพบร่วมกันในเชื้อ E. coli ที่ประเทศสเปน (147) และก็มีการรายงานการพบยีน 
OXA-1 ที่เกี่ยวข้องกับยีน CTX-M-15 ชนิดที่ระบาดทั่วโลกจากเชื้อ E. coli อย่างต่อเนื่อง
แพร่กระจายไปในหลายพ้ืนที่ (148) และในกลุ่มของ OXA-1 นี้ยังมีอนุพันธ์ของ OXA-1 อีกเช่น ยีน 
OXA-47 ที่สามารถพบได้ในเชื้อ K. pneumoniae ในประเทศตุรกีซึ่งมีคุณสมบัติดื้อยาในกลุ่มที่มี
ฤทธิ์แคบ (narrow-spectrum) ซึ่งคล้ายกับคุณสมบัติของ OXA-1 (149) และยีน OXA-31 ที่สามารถ
พบได้ในเชื้อ E. coli และ P. aeruginosa ที่ประเทศฝรั่งเศสซึ่งก็มีคุณสมบัติในคล้ายกับคุณสมบัติ
ของ OXA-1 แม้ว่าเชื้อทั้ง 2 จะมีความสามารถในการเลือกผ่านสารเข้าออกเซลล์ไม่เหมือนกันก็ตาม 
โดย E. coli เป็น low-level intrinsic impermeability แต่ P. aeruginosa เป็น high-level 
intrinsic impermeability) (140) มีการพบว่ายีน OXA-1 เป็นยีนเดียวกับยีน OXA-30 (150)  

OXA-2 กลุ่มนี้ก็เป็นอีกกุล่มหนึ่งที่มีความสามารถท าลายยาที่มีฤทธิ์แคบได้ (narrow-
spectrum) มีความเหมือนกันของกรดอมิโนถึงร้อยละ 30.00 กับกลุ่มของ OXA-1 (151) ยีนในกลุ่ม 
OXA-2 นั้นมีอนุพันธ์อยู่หลายตัวได้แก่ OXA-3 OXA-15 OXA-21 OXA-32 OXA-34 OXA-36 และ 
OXA-53 ยีนในกลุ่มนี้สามารถพบได้บนเชื้อ P. aeruginosa และ S. typhimurium ที่มียีน ESBL 
PER-1 อยู่ (79) นอกจากนี้ยังพบยีน OXA-2 ในเชื้อ P. aeruginosa ในประเทศเซอเบียและ ฮังการี 
ซึ่งพบคู่กับยีน PER-1 ด้วย (152) และนอกจากนี้ยังพบยีนในกลุ่ม OXA-2 ได้จากเชื้อแบคทีเรียแกรม
ลบหลายชนิดในหลายประเทศ เช่น Morganella morganii ในประเทศอาร์เจนตินา (153)  
K. pneumoniae ในประเทศอุรุกวัย (154) E. coli ในประเทศฝรั่งเศส และก็ยังพบในเชื้ออ่ืนๆอีก
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เช่น Bordetella bronchuseptica และ Aeromonas hydrophila แม้กระทั่งในเชื้อแบคทีเรียแก
รมบวกเช่น Corynebacterium amycolatum (14) เป็นต้น และมีรายงานการพบ OXA-21 ที่เป็น
อนุพันธ์ของ OXA-3 ในเชื้อ Acinetobacter baumannii บริเวณแถบอเมริกาใต ้(155) 

OXA-10 เดิมมีชื่อว่า PSE-2 ความสามารถท าลายยากลุ่ม cephalosporins ได้แก่ 
cefotaximem ceptriaxone และ aztreonam ในระดับต่ า ไม่สามารถท าลายยา ceftazidime 
cephamycins และ carbapenems (156) ยีนในกลุ่มนี้พบได้ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด 
แต่ที่มีพบบ่อยที่สุดก็จะมีเชื้อ P. aeruginosa (157-161) นอกจากนี้ยังพบว่ายีนในกลุ่ม OXA-10 นั้น
มีการกลายพันธุ์ของยีนไปเป็นอนุพันธ์ของยีน OXA-11 OXA-13 OXA-16 OXA-28 OXA-35 และ 
OXA-74 ซึ่งล้วนแล้วแต่ท าให้เกิดการดื้อต่อยาในกลุ่ม cephalosporins ที่มีฤทธิ์กว้าง (expanded-
spectrum cephalosporins) มีส่วนน้อยของเอนไซม์กลุ่มนี้ที่ท าให้เกิดการดื้อยาในกลุ่มยาที่มีฤทธิ์
แคบ (narrow-spectrum) หนึ่งในนั้นก็คือยีน OXA-7 ซึ่งมีรายงานจากเชื้อ E. coli ซึ่งร้อยละ 95.00 
ของล าดับกรดอะมิโนนั้นตรงกับของ OXA-10 (162, 163) นอกจากนี้ยังพบว่ายีนในกลุ่ม OXA-10 
นั้นมีล าดับของนิวคลีโอไทล์ที่แตกต่างจากยีน OXA ในกลุ่มอ่ืนๆมากที่สุดอีกด้วย (14) 

ยีน OXA ในกลุ่มอ่ืนๆ ในกลุ่มยีนที่สร้างเอนไซม์ OXA ที่มีฤทธิ์แคบ (narrow-spectrum) ที่
ไม่ได้เป็นอนุพันธ์ กับยีนในกลุ่ม OXA-1 OXA-2 และ OXA-10 ได้แก่ 

ยีน OXA-9 ที่ค้นพบครั้งแรกในเชื้อ K. pneumoniae ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทล์เหมือนกับยีน 
OXA-12 และ OXA-18 อยู่ร้อยละ 45.00 และ 54.00 ตามล าดับ (164) แต่ที่น่าแปลกคือเอนไซม์ 
OXA-9 มีคุณสมบัติต่างจากเอนไซม์ OXA ใน คลาส D ตัวอ่ืนคือถูกยับยั้งได้ด้วย clavulanic acid 
และ cloxacillin แต่ไม่ถูกยับยั้งด้วย NaCl (165) นอกจากนี้ยังมีการพบยีน OXA-9 ในเชื้อ 

Pseudomonas putida ร่วมกับยีนที่สร้าง metallo-β-lactamase ซึ่งคือยีน VIM-2 ที่ประเทศ
ฝรั่งเศส (166) และพบยีน OXA-9 ในเชื้อ Enterobacter cloacae จากประเทศแคนาดา (167) ใน
เชื้อ Enterobacter aerogenes ในประเทศฝรั่งเศส (168)  

ยีน OXA-48 ซึ่งเป็นเอนไซม์ คลาส D ที่มีคุณสมบัติเป็น carbapenemase ซึ่งพบใน  
K. pneumoniae จากประเทศตุรกี (149)  

ยีน OXA-5 ที่พบในเชื้อ P. aeruginosa จากสหราชอาณาจักร (162) ซึ่งมีการหา 
ล าดับนิวคลีโอไทล์ พบว่ามีความเหมือนกับยีนในกลุ่ม OXA-10 อยู่น้อยกว่าร้อยละ 81.00 พบอยู่บน 
integron และพบว่าสามารถพบร่วมกับยีน GES-2 จากเชื้อ P. aeruginosa ในประเทศแถบอเมริกา
กลาง (169) โดยคุณสมบัติของ OXA-5 สามารถท าลายยา penicillins ฤทธิ์แคบ oxacillin 
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cephalothin (cephalotin) และถูกยับยั้งได้ด้วย NaCl แต่ไม่สามารถยับยั้งได้ด้วย clavulanate 
(162)  

ยีน OXA-129 ที่มีกรดอะมิโนต่างจาก OXA-5 เพียง 12 ตัว พบได้ในเชื้อ  
S. enterica subsp. Enterica serovar Bredeney จากประเทศบราซิล (170) 

ยีน OXA-20 สามารถสร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส D ที่มีฤทธิ์แคบได้ OXA-20 จะ
เหมือนกับ OXA-2 มากที่สุด สามารถท าลายยา penicillin cephalothin และ cephaloridine แต่
ไม่สามารถท าลายยา cephalosporins ที่มีฤทธิ์กว้างได้ OXA-20 ถูกยับยั้งได้ด้วย clavulanic acid 
ได้ (171) และยังพบอีกว่าในประเทศอิตาลีเชื้อ P. aeruginosa มีการพบยีน OXA-20 ร่วมกับยีน 
OXA-18 (172) ในขณะที่มีการพบยีน OXA-20 อยู่บน integron ในเชื้อ A. baumannii ในประเทศ
ฝรั่งเศสและอิตาลี่ (173, 174) และยังมีการพบยีน OXA-37 ซึ่งเป็นยีนที่เกิดจากการกลายพันธุ์แบบ
จุดเดียว (point mutation) ของยีน OXA-20 จากเชื้อ A. baumannii ในประเทศสเปนอีกด้วย 
(175) 

ยีน OXA-46 ซึ่งพบในเชื้อ P. aeruginosa ในประเทศอิตาลีที่มีการดื้อยาหลายขนาน 

(multidrug resistant) โดยพบร่วมกับยีนที่ก่อให้เกิดการสร้างเอนไซม์ metallo-β-lactamase ซึ่ง
คือยีน VIM-1 โดยยีน OXA-46 มีความเหมือนของกรดอะมิโนถึงร้อยละ 78.00 กับยีน OXA-2 และ 

OXA-53 ซึ่งถือว่ามีความใกล้เคียงกับยีนนี้มากที่สุด เอนไซม์ β-lactamase จากยีน OXA-46 
สามารถท าลายยา penicillins oxacillin และ cephalosporins ที่มีฤทธิ์แคบได้ แต่ที่น่าสนใจคือ
เอนไซม์ดังกล่าวสามารถถูกยับยั้งได้ด้วย tazobactam และ carbapenems และมีความไวต่อ NaCl 
ต่ า (176) 

นอกจากนี้ยังพบว่ายีน OXA บางยีนนั้นมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ β-lactamase 

ที่มีฤทธิ์กว้างด้วย (extended-spectrum β-lactamase) ซึ่งส่วนมากจะเป็นยีนที่เกิดจากการกลาย

พันธุ์หรือเป็นอนุพันธ์ของยีนในกลุ่มที่มีการสร้างเอนไซม์ β-lactamase ที่มีฤทธิ์แคบซึ่งส่วนใหญ่จะ
พบได้จากเชื้อ P. aeruginosa อาทิเช่น 

OXA-15 เกิดจากการกลายพันธุ์ของ OXA-2 โดย เปลี่ยน Asp เป็น Gly ที่ต าแน่งที่ 150 
ตามระบบเลขของ DBL OXA-15 นั้นถูกพบบน คลาส 1 integron ในเชื้อ P. aeruginosa จาก
ประเทศตุรกี (177) OXA-15 มีความสามารถในการท าลายยา ceftazidime มากขึ้นเมื่อเทียบกับ 
OXA-2 แต่ก็ท าให้ความสามารถในการท าลายยา cefepime และ aztreonam น้อยลงเมื่อเทียบกับ 
OXA-2 



29 
 

OXA-32 เกิดจากการกลายพันธุ์ของ OXA-2 เช่นกัน โดยแทนที่กรดอะมิโน Leu เป็น Ile ที่
ต าแน่ง 169 ตามระบบเลข DBL ก่อให้เกิดการสร้างเอนไซม์ที่มีฤทธิ์กว้างท าให้ดื้ อต่อยา 
ceftazidime แต่ไม่ดื้อต่อยา cefotaxime และการกลายพันธุ์นี้ก็มีผลท าให้เอนไซม์ชนิดนี้ถูกยับยั้งได้
ด้วยยา imipenem และ cefoxitin เมื่อเทียบกับ OXA-2 ยีน OXA-32 นี้ถูกพบบน integron ที่อยู่
บน 250 kb conjugative plasmid จากเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อต่อยา ceftazidime จากผู้ป่วยที่
ประเทศฝรั่งเศส (178) 

ยังมียีนที่เกิดจากการกลายพันธุ์ของ OXA-10 อีกหลายตัวเช่น OXA-11 ที่ถูกพบจากเชื้อ  
P. aeruginosa ในประเทศตุรกี ที่มีการกลายพันธุ์ 2 ต าแหน่งคือแทนที่กรดอะมิโน Asn ไปเป็น Ser 
ที่ต าแหน่ง 146 และ Gly ไปเป็น Asp ที่ต าแหน่ง 167 (ตามระบบเลข DBL) ท าให้ดื้อต่อ 
ceftazidime มากขึ้น (179) ยีนตัวอ่ืนๆในกลุ่ม OXA-10 ที่มีการสร้างเอนไซม์ที่มีฤทธิ์กว้างจากเชื้อ 
P. aeruginosa จากประเทศตุรกี ดังนี้ OXA-14 ที่เกิดจากการเปลี่ยน Gly ไปเป็น Asp ที่ต าแหน่ง 
167 (160) OXA-16 ที่เกิดจากการเปลี่ยนกรดอะมิโน Ala เป็น Thr ที่ต าแหน่ง 114 และ Gly เป็น 
Asp ที่ต าแหน่ง 167 (161) OXA-17 ที่เกิดจากการเปลี่ยนกรดอะมิโน Asn เป็น Ser ที่ต าแหน่ง 76 
ท าให้เพ่ิมความสามารถในการท าลาย cefotaxime แต่ลดการท าลายยา ceftazidime (159)  
OXA-35 ที่พบจากเชื้อ P. aeruginosa จากประเทศฝรั่งเศส (140) ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์ของทั้ง 
OXA-19 (170) และ OXA-28 (180) เอนไซม์ OXA-35 นั้นมีความสามารถในการท าลายยา 
penicillin และ cefsulodin แต่ไม่ท าลายยากลุ่ม cephalosporins ทั้งฤทธิ์แคบและฤทธิ์กว้าง ซึ่ง
ในทางตรงกันข้าม OXA-19 และ OXA-28 ที่ต่างจาก OXA-10 เพียง 9 และ 10 กรดอะมิโน 
ตามล าดับ มีความสามารถทนต่อยา ceftazidime (180, 181) 

นอกจากนี้ยังพบยีนที่สร้างเอนไซม์ OXA ที่มีฤทธิ์กว้างซึ่งไม่มีความเกี่ยวข้องกันทาง
โครงสร้างกับกลุ่มที่สร้างเอนไซม์ที่มีฤทธิ์แคบเช่น 

OXA-18 ซึ่งเป็นเอนไซม์ตัวแรกที่พบในเอนไซม์ประเภทนี้ถูกพบในเชื้อ P. aeruginosa ที่
กรุงปารีสประเทศฝรั่งเศสในปี ค.ศ. 1995 เอนไซม์ OXA-18 นั้นมีความเหมือนกันของกรดอะมิโน
น้อยกว่าร้อยละ 50.00 กับ OXA ตัวอ่ืนๆ ซึ่งเอนไซม์ตัวนี้ดื้อต่อยาในกลุ่ม cephalosporins ที่มีฤทธิ์
กว้าง แต่เป็นที่น่าแปลกใจที่สามารถยับยั้งได้ด้วย clavulanic acid (172) 

OXA-45 ซึ่งเป็นอีก 1 ยีนที่ก่อให้เกิดการสร้างเอนไซม์ β-lactamase ที่มีฤทธิ์กว้างที่พบ
จากเชื้อ P. aeruginosa มักพบร่วมกับยีนใน คลาส B คือ VIM-7 (182) OXA-45 มีความเหมือนกับ 
OXA-18 OXA-9 และ OXA-22 อยู่ร้อยละ 66.00, 43.00 และ 40.00 ตามล าดับ OXA-45 สามารถ
ท าลายยากลุ่ม cephalosporins ที่มีฤทธิ์กว้างได้ อาทิเช่น ceftazidime cefotaxime และ 
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aztreonam แต่ไม่ท าลาย cephamycins และ carbapenems ซึ่ง OXA-45 ก็สามารถถูยับยั้งด้วย 
clavulanic acid เช่นเดียวกับ OXA-18 (182) 

OXA-53 เป็นอีกยีนที่ก่อให้เกิดการสร้างเอนไซม์ β-lactamase ที่มีฤทธิ์กว้างที่พบจากเชื้อ 
S.enterica serovar Agona จากประเทศบราซิล มีกรดอะมิโนเหมือนกับ OXA-2 ถึงร้อยละ 90.00 
แต่สามารถถูกยับยั้งได้ด้วย clavulanic acid และมีความต้านทานต่อยา ceftazidime เพ่ิมขึ้น ยีน 
OXA-53 พบได้ท้ังบน plasmid และ integron (183) 

5. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

ในอดีตการศึกษาเรื่องโรคติดเชื้อต่างๆไม่ว่าจะเป็นการศึกษาเกี่ยวกับการติดต่อของโรค 
ระบาดวิทยา การหาสาเหตุของการเกิดโรคระบาดจากการติดเชื้อ หรือการจัดหมวดหมู่ของเชื้อ
แบคทีเรีย จะใช้เทคนิคทางฟีโนไทป์ (phenotype) ซึ่งจะดูลักษณะการแสดงออกของเชื้อ ได้แก่ 
biotyping, antimicrobial susceptibility testing, serotyping, bacteriophage typing (184, 
185) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้ประเมินในทางระบาดวิทยาเบื้องต้น ต่อมาประมาณปี ค.ศ. 1970 เทคนิคทาง
โมเลกุลเริ่มเข้ามามีบทบาทท าให้เห็นชัดเจนยิ่งขึ้นว่าเทคนิคทางฟีโนไทป์นั้นสามารถบ่งบอกได้แค่การ
แสดงออกของเชื้อที่เป็นอยู่ ซึ่งอาจจะไม่ตรงกับสิ่งที่มีอยู่ในสารพันธุกรรมของเชื้อนั้นๆได้ ดังนั้นจะ
เห็นว่าเทคนิคทางโมเลกุลนั้นเริ่มที่จะน ามาใช้ในทางระบาดวิทยาเพ่ืออธิบายการระบาดของเชื้อนั้นๆ
ได้อาจเรียกว่า ระบาดวิทยาโมเลกุล (molecular epidemiology) (186) ซึ่งเริ่มแรกใช้ agarose gel 
electrophoresis ในการวิเคราะห์พลาสมิด แต่ทว่า จีโนม ของเชื้อนั้นถือเป็นพ้ืนฐานของ “โมเลกุล
ระบุตัวตน”(molecule of identity) ในเซลล์ ดังนั้นจึงเป็นตัวชี้วัดที่ดีที่สุดในการแยกแยะ
ความสัมพันธ์ของเชื้อได้ ซึ่งหลักการดังกล่าวก็เป็นพ้ืนฐานให้กับเทคนิครุ่นต่อๆมา เช่นรุ่นที่  2 ที่ใช้
เอนไซม์ตัดจ าเพาะและ probe รุ่นที่ 3 ใช้ PFGE และปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส รุ่นที่ 4 การหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) ซึ่งใช้เป็นเทคนิคในการวิเคราะห์ในทางระบาดวิทยา (186-
188) ซึ่งแม้ว่าปัจจุบันจะมีเทคนิคทางโมเลกุลพัฒนาขึ้นมาอย่างมากมายแต่เทคนิค PFGE ยังคงเป็น
เทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์และเปรียบเทียบ จีโนม ของเชื้อแบคทีเรีย (189) ซึ่งถือเป็นวิธี
มาตรฐาน (gold standard) ส าหรับงานในด้านการหาความสัมพันธ์ทางสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่
เกิดการระบาดหรือใช้หาแหล่งที่มาของเชื้อก่อโรคนั้นๆได้ 

การใช้ agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจดูกรดนิวคลีอิกในเซลล์แบคทีเรีย (190) 
นั้นถือเป็นการปฏิวัติวงการระบาดวิทยาสู่ระบาดวิทยาในระดับโมเลกุล ซึ่งน ามาใช้งานในทางด้าน
ระบาดวิทยา การเทียบเคียงความเหมือนของชิ้นส่วนโครโมโซมที่ถูกตัดโดยเอนไซม์ตัดจ าเพาะแล้ว
น ามาตรวจผลด้วยการใช้ agarose gel electrophoresis ซึ่งถือเป็นก้าวส าคัญในเทคนิครุ่นที่ 2 ใน
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งานทางด้านระบาดวิทยา ที่ใช้จีโนมเป็นพ้ืนฐานในการวิเคราะห์ แต่ถึงอย่างไรก็ตามก็พบกับปัญหาที่
แก้ได้ยาก นั่นคือดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะนั้น อาจมีต าแหน่งของการตัดมากมายจาก
โครโมโซมของเชื้อแบคทีเรียที่มีในหลักล้านคู่เบส ท าให้ความเกิดความยากในการจัดรูปแบบของ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ และจะเกิดชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกว่า 20 kb ท าให้ดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่
เหล่านี้เมื่อน ามาท า agarose gel electrophoresis จะไม่เกิดการแยกแถบดีเอ็นเอ (seize 
independent comigration) จากนั้นในช่วงปี ค.ศ. 1980 ก็เริ่มมีการใช้หลักการการให้กระแสไฟฟ้า
ในการท า electrophoresis ใหม่โดยอาศัยพ้ืนฐานของหลักการของการเปลี่ยนเส้นทางเป็นระยะของ
สนามไฟฟ้าที่สัมพันธ์กับทิศทางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในเจล กล่าวคือ เมื่อสนามไฟฟ้ามีการเปลี่ยน
ทิศทางของสนามไฟฟ้านั้น ดีเอ็นเอที่มีโมเลกุลเล็กจะใช้เวลาในการปรับทิศทางการเคลื่อนที่ของ
โมเลกุลน้อยกว่าดีเอ็นเอที่มีโมเลกุลใหญ่ และการเพ่ิมระยะเวลาของการเปลี่ยนทิศทางของ
สนามไฟฟ้า จะท าให้เกิดการแยกของแถบดีเอ็นเอได้ในช่วงที่กว้าง (191, 192) ซึ่งหลักการดังกล่าวมี
การน าไปประยุกต์เป็นเครื่องมือส าหรับการท า PFGE มากมาย เช่น orthogonal field gel 
electrophoresis (193), transvers alternating field electrophoresis (194), field inversion 
gel electrophoresis (FIGE) (195) และ contour-clamped homogenous electric field 
electrophoresis (CHEF) (196) ซึ่งวิธีที่กล่าวมาท้ังหมดนั้น ต่างกันที่การให้กระแสไฟฟ้า ซึ่งพบว่าวิธี
ที่ใช้กันอย่างมากที่ได้รับความนิยมและแพร่หลายก็คือวิธี CHEF ท าให้เมื่อกล่าวถึง PFGE มักจะ
กล่าวถึงการใช้วิธี CHEF แต่ก็ยังมีบ้างท่ียังคงใช้วิธี FIGE อยู่เหมือนกัน 

จากที่กล่าวมาข้างต้นแล้วว่า พ้ืนฐานของหลักการของ PFGE นั้นเกิดจากการที่แถบชิ้นส่วน
ของดีเอ็นเอแยกออกจากกันด้วยความสัมพันธ์ของขนาดโมเลกุล เวลาที่ใช้ และการเปลี่ยนแปลงของ
ทิศทางของสนามไฟฟ้าซึ่ง CHEF นั้นประกอบด้วยขั้วอิเล็กโทรด 24 ตัวเรียงตัวกันเป็นรูป 6 เหลี่ยม มี
ด้านละ 4 อิเล็กโทรด ซึ่งจะสามารถให้สนามไฟฟ้าไล่ระดับและมีรูปแบบของทิศทางที่แน่นอนเพ่ือให้
โมเลกุลดีเอ็นเอปรับทิศทางได้โดยส่วนมากทิศทางของสนามไฟฟ้าทั้งสองจะท ามุมกัน 120 องศา ท า
มุม 60 องศา และ -60 องศากับแนวตั้งฉาก ท าให้โมเลกุลดีเอ็นเอนั้นเคลื่อนที่ในเจล ไปทางซ้ายและ
ทางขวาเท่ากัน ท าให้ได้ผลเป็นแถบดีเอ็นเอท่ีแยกกันลงมาเป็นทางเส้นตรง (straight vertical lanes) 
เหมือนกับ electrophoresis ทั่วไป CHEF นั้นได้รับผลกระทบจากปัจจัยหลายอย่าง เช่น ความ
เข้มข้นและความหนาของแผ่น agarose gel ส่วนผสมของบัฟเฟอร์ และความแรงของสนามไฟฟ้า 
(โวลต์ต่อเซนติเมตร) แต่ค่าเหล่านี้มักมีค่าที่เป็นค่ามาตรฐานอยู่แล้วเช่น ใช้ 1% agarose (SeaKem 
Gold, Megabase agarose), 0.5X Tris-borate-EDTA (TBE) และความแรงของสนามไฟฟ้า 6 
โวลต์ต่อเซนติเมตร (189, 197) 
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ในขณะที่ FIGE นั้นสามารถท าได้รวดเร็วกว่า CHEF แต่ว่าความสามารถในการแยกแถบดี
เอ็นเอจะต่ ากว่าแม้ว่าการเตรียมตัวอย่างและเจลจะเหมือนกันก็ตาม กล่าวคือ FIGE นั้นไม่ต้องอาศัย 
chamber ที่มีรูปร่างพิเศษเหมือนอย่าง CHEF (CHEF chamber เป็นรูป 6 เหลี่ยม) ท าให้ทิศ
ทางการไหลของกระแสไฟฟ้าเป็นในลักษณะท ามุมกัน 180 องศา (CHEF 120 องศา) ซึ่งเรียกอีกแบบ
ว่า Zero-Integrated Field Electrophoresis (ZIFE) (198) หรืออาจกล่าวได้ว่าเป็นการให้
กระแสไฟฟ้าเพ่ือให้เกิดสนามไฟฟ้าที่ย้อนกลับไปมาในทิศทางตรงกันข้ามนั่นเอง โดยมีอัตราส่วนการ
ให้กระแส เดินหน้า : ย้อนกลับ อยู่ที่ 3:1 สามารถให้ความแรงของกระแสไฟได้ต่างกัน ซึ่งรูปแบบของ 
แถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะนั้นส าหรับ FIGE จะให้ผลคล้ายกับ PFGE แต่ในขณะที่ 
CHEF อาจใช้เวลาถึง 20-30 ชั่วโมง FIGE ใช้เวลาเพียงแค่ 3-4 ชั่วโมงเท่านั้น (199, 200) แต่แถบดี
เอ็นเอที่ได้จะอัดรวมกันอย่างแน่นหนาและแถบดีเอ็นเอมีความหนามากกว่าวิธี CHEF ดังนั้นวิธี FIGE 
จึงเหมาะกับการเป็นวิธีคัดกรองเบื้องต้นที่รวดเร็วเท่านั้น 

นอกจากวิธีแล้วยังมีปัจจัยอ่ืนๆที่มีผลต่อการท า PFGE อีกหลายปัจจัยไม่ว่าจะเป็น สถานที่ที่
ใช้ท า PFGE ซึ่งผลของแต่ละห้องปฏิบัติการอาจจะไม่เหมือนกันเนื่องจากความหลากหลายของวิธีการ
และการควบคุมสภาวะของปฎิกิริยาต่างๆที่ไม่เหมือนกันในแต่ละห้องปฎิบัติการ (201-204) แต่ก็มี
หน่วยงานต่างๆเช่น United states Centers for Disease Control PulseNet และ PulseNet 
International consortium of laboratories illustrates ที่ท าแนวทางการท า PFGE ให้เป็น
มาตรฐานในทางเดียวกันเพ่ือให้ได้ผลการทดสอบที่สามารถท าซ้ าได้ในแต่ละห้องปฏิบัติการ (205-
208) แต่ถึงอย่างไรก็ตามก็ยังมีปัจจัยอ่ืนๆที่เป็นตัวควบคุมผลของ PFGE เช่น การเตรียมดีเอ็นเอ
ตัวอย่าง การเลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะ และ สภาวะของการท า electrophoresis ซึ่งมีรายละเอียด
ดังนี้ 

1. การเตรียมดีเอ็นเอตัวอย่าง 

เป็นปัจจัยเริ่มต้นที่ส าคัญมากเนื่องจากคุณภาพและปริมาณของโครโมโซมดีเอ็นเอของเชื้อมี
ผลต่อความสามารถในการท าซ้ าได้ ทั้งในการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ 
ซึ่งปริมาณของเชื้อที่ใช้ควรจะเป็น 1-5 x 109 CFU/ml ซึ่งเทียบเท่ากับค่าความขุ่น 0.5-1 (ที่ 610 นา
โนเมตร) และในขั้นตอนการท านั้นจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อที่น ามาวิเคราะห์ เช่น เอนไซม์ 
และสภาวะของการ lysis นั้นไม่เหมือนกันในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โดย
เชื้อแกรมบวกนั้นมีจะใช้ EC buffer ( 6 มิลลิโมลาร์ Tris hydrochloride [pH 7.6], 1 มิลลิโมลาร์ 
NaCl, 100 มิลลิโมลาร์ EDTA [pH 7.5], 0.5% Brij 58, 0.2% deoxycholate, 0.5% sodium 
lauroyl sarcosine) เป็น buffer ในการ lysis โครโมโซมของเชื้อ และใช้ lysostaphin เป็น lysis 
enzyme โดย lysis enzyme ดังกล่าวจะถูกผสมเข้าไปในเนื้อของเจล ที่ใช้ในการเตรียมตัวอย่าง 
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plug เลย เมื่อท าการ lysis จนสมบูรณ์จะแทนที่ EC buffer ด้วย TE buffer เพ่ือรักษาสภาพ
โครโมโซมดีเอ็นเอของเชื้อ (200) ในขณะที่เชื้อแบคทีเรียแกรมลบนั้นใช้ lysis buffer (50 มิลลิโมลาร์ 
Tris, 50 มิลลิโมลาร์ EDTA, 1% sarcosyl) และใช้ proteinase K เป็นเอนไซม์ท าลาย โปรตีน
จ าพวก nucleases เพ่ือกันไม่ให้โปรตีนเหล่านั้นมาท าลายโครโมโซมดีเอ็นเอ เมื่อเสร็จสิ้น
กระบวนการ lysis แล้วจะมีขั้นตอนการล้าง lysis buffer และ protieanase K ออกด้วย น้ ากลั่น 
และ TE buffer เพ่ือไม่ให้ proteinase K มารบกวนปฏิกิริยาการตัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะต่อไป (207, 209, 210) 

2. การเลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

การเลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะนั้นส่งผลอย่างมากต่อผลการท า PFGE เพราะจะเป็นตัวชี้บ่งถึง
ความเหมือนและแตกต่างของเชื้อในแต่ละสายพันธุ์ ซึ่งโดยหลักการทั่วไปแล้วการตัดโครโมโซมดีเอ็น
เอของเชื้อนั้นควรอยู่ในปริมาณที่สามารถน ามาคิดวิเคราะห์ได้ คือ มากกว่า 10 ชิ้น แต่ไม่ควรมากกว่า 
30 ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ (211) ซึ่งผลตรงนี้มีความเกี่ยวของกับความถี่ในการตัดโครโมโซมดีเอ็นเอของ
เชื้อโดยดูจากต าแหน่งการตัดของเอนไซม์ในโครโมโซมดีเอ็นเอของเชื้อ โดยทั่วไปจะมีความสัมพันธ์
แบบผกผันของ ความยาวของต าแหน่งจับของเอนไซม์ และปริมาณความถี่ที่จะเกิดการตัด ดังนั้นใน
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เอนไซม์ที่มีต าแหน่งจับ 8 นิวคลีโอไทด์หรือมากกว่าเช่น NotI 
(5’GC^GGCCGC3’) จะมีโอกาสเกิดการตัดที่น้อย แต่อย่างไรก็ตามถ้ามีสัดส่วน G+C มากใน
โครโมโซมจะมีโอกาสตัดได้มากขึ้น แต่ถ้าเป็นเชื้อกลุ่มที่มีสัดส่วน A+T มากจะมีนิวคลีโอไทด์ชุด CCG 
และ CGG อยู่น้อย ในขณะที่นิวคลีโอไทด์ชุด CTAG มักจะพบได้ยากในเชื้อที่มี G+C มาก (212) ซึ่ง
เป็นเหตุผลที่เอนไซม์ที่มีต าแหน่งจับ 6 นิวคลีโอไทด์ เช่น SpeI (5’A^CTAGT3’) จะมีการตัดที่น้อยใน
โครโมโซมที่มีสัดส่วน G+C มากของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ในขณะที่ เอนไซม์ SmaI 
(5’CCC^GGG3’) จะมีโอกาสตัดน้อยในโครโมโซมท่ีมีสัดส่วน A+T มากของเชื้อแกรมบวก แต่บางครั้ง
ก็พบความไม่ปกติในการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะเช่นกัน เช่น เอนไซม์ SmaI ที่ปกติจะมาใช้ในเชื้อ 
Staphylococcus aureus ซึ่งเชื้อตัวนี้ใน strain multi locus sequence type (MLST) ST398 
ไม่สามารถน ามาท า PFGE ได้กล่าวคือเป็น non-typeable (213) เนื่องจาก เอนไซม์ SmaI นั้นไม่
สามารถเข้าท าปฏิกิริยาได้เนื่องจากการ methylation ที่ต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ แต่ก็มีวิธีแก้ไข
โดยใช้เอนไซม์ Cfr9I ซึ่งเป็น neoschizomer ของเอนไซม์ SmaI (214, 215) 

3. สภาวะที่ใช้ในการท า electrophoresis 

ตามที่ได้กล่าวข้างต้นไปแล้วว่า PFGE นั้นจะแยกดีเอ็นเอ ด้วยขนาดของดีเอ็นเอ เวลาที่ท า 
และความสามารถในการปรับทิศทางในการเคลื่อนที่ของโมเลกุลดีเอ็นเอโดยอาศัยจังหวะช่วงคลื่น
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สนามไฟฟ้าในทิศทางที่แตกต่างกัน ดังนั้น การเลือก ช่วงเวลาสลับกระแสไฟฟ้า (pulse-time 
switching) นั้นจะถูกก าหนดโดย ช่วงขนาดของดีเอ็นเอที่ต้องการจะแยก โดยชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ถูก
เอนไซม์ตัดจ าเพาะตัดแต่ละชิ้นจะมีการตอบสนองต่อกระแสไฟฟ้าในช่วงเวลาที่น้อยที่สุดไม่เท่ากัน จึง
ท าให้ในการท า PFGE ช่วงเวลาในการสลับของกระแสไฟฟ้าจะเริ่มจากค่าน้อยๆแล้วค่อยๆเพ่ิมขึ้น
ตามล าดับ (ramped) เพ่ือให้เกิดการแยกของชิ้นส่วนดีเอ็นเอจากชิ้นเล็กไปจนถึงชิ้นใหญ่ การ
ปรับเปลี่ยนค่ากระแสไฟฟ้าทั้งค่าเริ่มต้น (initial switch time) และค่าสุดท้าย (final switch time) 
นั้นสามารถปรับเปลี่ยนได้ร่วมกับค่าเวลารวมที่ใช้ในการท า PFGE ทั้งหมด คือโดยทั่วไปถ้าชิ้นส่วนดี
เอ็นเอชิ้นที่ใหญ่ที่สุดมีขนาดใหญ่มาก ค่าเวลาสลับกระแสไฟฟ้าค่าสุดท้าย และเวลาที่ใช้ในการท า 
PFGE ก็ควรจะมากขึ้นตามด้วย (216) 

จากนั้นน ามาวิเคราะห์ความเหมือนหรือแตกต่างกันของลักษณะแถบดีเอ็นเอด้วยหลักการ
ของ Tenover และคณะ (217) หรือในกรณีที่มีตัวอย่างมากๆ และมีการท าหลายๆรอบ (หลาย เจล) 
ท าให้ไม่สามารถเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอด้วยตาเปล่าได้ จะมีโปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการช่วย
วิเคราะห์ (computer-assisted analysis or CAA) ที่ใช้จ าแนกความเหมือนหรือแตกต่างของ
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอซึ่งส่วนมากจะค านวนจากค่า Dice coefficient ซึ่งค านวนจาก สองเท่าของ
แถบดีเอ็นเอที่มี เหมือนกันหารด้วยผลบวกของจ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดของทั้งคู่  ( Dice 
coefficient = 2NAB / (NA+NB)) (218) โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ได้แก่ BioNumeric (Applied 
Maths) เป็นต้น เพ่ือดูว่าเชื้อแบคทีเรียที่น ามาทดสอบนั้นมีความสัมพันธ์กันทางพันธุกรรมมากน้อย
เพียงใด 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. เชื้อท่ีใช้ในการวิจัย 

เชื้อตัวอย่าง Pseudomonas aeruginosa จ านวน 118 สายพันธุ์ ที่มาจากผู้ป่วยไม่ซ้ ากัน 
เก็บอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อรักษาสภาพ จากโรงพยาบาลขนาด 1,200 เตียง ในกรุงเทพมหานคร ตั้งแต่
เดือนมีนาคม-เมษายน ปี พ.ศ. 2552 (ได้รับความอนุเคราะห์จาก คุณสมศักดิ์ ราหุล ห้องปฏิบัติการ
จุลชีววิทยา โรงพยาบาลราชวิถี) เชื้อ P. aeruginosa นี้ได้ผ่านการเพาะเลี้ยง พิสูจน์แยกเชื้อด้วยวิธี
ทางชีวเคมี จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาของ รพ.ที่ท าการศึกษา 

 
2. เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ในการวิจัย 

ตารางท่ี 3.1 แสดงเครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ในการวิจัย 

 เครื่องมือ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

1 Biosafety cabinet class II รุ่น Purifier Logic 
34408 Series 

Labconco สหรัฐอเมริกา 

2 เครื่อง Refrigerated centrifuge รุ่น Universal 
320 R 

Hettich สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

3 ตู้อบ (Incubator) รุ่น INE 300 Memmert สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

4 Water bath Memmert สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

5 Freezer -20◦c Sanyo Electric ญี่ปุ่น 

6 ชุดถ่ายภาพเจล (Molecular Imager ChemiDoc 
XRS) 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา 

7 ชุดอุปกรณ์ส าหรับท า Electrophoresis tool  

(Mupid-exu Electrophoresis System) 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา 
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 เครื่องมือ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

8 Thermo cycler รุ่น MJ Mini PTC-1148 Bio Rad สหรัฐอเมริกา 

9 Nano drop 1000 Thermo 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

10 เครื่องอบฆ่าเชื้อ (Autoclave) รุ่น ES-315 Tommy Tech สหรัฐอเมริกา 

11 เครื่องเขย่าผสม (Vortex Mixer) รุ่น G-560E Scientific 
Industries 

สหรัฐอเมริกา 

12 ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส Thermo 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

13 เครื่องวัดความขุ่น รุ่น Densimat BioMérieux ฝรั่งเศส 

14 เครื่องชั่งแบบละเอียด รุ่น CP2245 Sartorius สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

15 เครื่องอบฆ่าเชื้อ (Autoclave) รุ่น Hiclave HVA-
85 

Hirayama ญี่ปุ่น 

16 Speed Vacuum รุ่น DNA 110 Speed Vac Thermo 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

17 Spectrophotometer รุ่น Evolution 300 Thermo 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

18 ชุดเครื่องมือ pulsed field gel electrophoresis 
(CHEF Mapper® XA System) 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา 

 อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

19 จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri dishes) Bibby Sterilin สหราชอาณาจักร 

20 Microcentrifuge tube (ขนาด 0.2 และ 1.5 
มิลลิลิตร) 

Axygen สหรัฐอเมริกา 

21 Autopipette (ขนาด 0.1-2, 2-20, 20-200 และ 
200-1,000 ไมโครลิตร) 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา 
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 อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

22 ขวดแลปฝาเกลียว (0.1, 0.5, 1, 2 ลิตร) Schott Duran สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

23 Volumetric cylinder ขนาด 100 และ 1,000 
มิลลิลิตร 

VITLAB สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

24 Parafilm Parafilm สหรัฐอเมริกา 

25 Pipette tips (ขนาด 10, 200 และ 1000 
ไมโครลิตร) 

Axygen สหรัฐอเมริกา 

26 Disposable Cuvette Plastibrand สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

27 ไม้พันส าลี United Medical 
Instrument 

ไทย 

28 หลอดทดลอง (ขนาด 12x75 และ 13x100 
มิลลิเมตร) 

Pyrex สหรัฐอเมริกา 

 สารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

29 อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton Agar Oxoid สหราชอาณาจักร 

30 อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton Broth Oxoid สหราชอาณาจักร 

31 อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Agar Oxoid สหราชอาณาจักร 

32 อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Broth Oxoid สหราชอาณาจักร 

33 อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth Oxoid สหราชอาณาจักร 

34 Agar Bacteriological (Agar No.1) Oxoid สหราชอาณาจักร 

35 อาหารเลี้ยงเชื้อทดสอบชีวเคมี Triple Sugar Iron Oxoid สหราชอาณาจักร 

36 อาหารเลี้ยงเชื้อทดสอบชีวเคมี Simmons Citrate Oxoid สหราชอาณาจักร 

37 อาหารเลี้ยงเชื้อทดสอบชีวเคมี Arginine 
Decarboxylation 

BD สหรัฐอเมริกา 
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 สารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

38 อาหารเลี้ยงเชื้อทดสอบชีวเคมี Motile BD สหรัฐอเมริกา 

39 Absolute ethanol Merck สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

40 แผ่นยา Ceftazidime (CAZ) 30 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

41 แผ่นยา Cefepime (FEP) 30 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

42 แผ่นยา Cefoperazone/sulbactam (SCFP) 
75/30 ไมโครกรัม 

Oxoid สหราชอาณาจักร 

43 แผ่นยา Piperacillin/tazobactam (TZP) 100/10 
ไมโครกรัม 

Oxoid สหราชอาณาจักร 

44 แผ่นยา Amikacin (AK) 30 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

45 แผ่นยา Gentamicin (GM) 10 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

46 แผ่นยา Ciprofloxacin (CFX) 5 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

47 แผ่นยา Levofloxacin (LVX) 5 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

48 แผ่นยา Imipenam (IPM) 10 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

49 แผ่นยา Meropenem (MEM) 10 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

50 แผ่นยา Colistin (CL) 10 ไมโครกรัม Oxoid สหราชอาณาจักร 

51 ชุดน้ ายา Taq DNA polymerase Thermo 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

52 dNTP set Promega สหรัฐอเมริกา 

53 GeneRuler 100 bp DNA ladder Thermo 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

54 TBE buffer (powder) aMResco สหรัฐอเมริกา 

55 SYBR® Safe DNA gel stain Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

56 Ethidium bromide Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 
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 สารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

57 Sodium Chloride Ajax Finechem นิวซีแลนด์ 

58 100X TE buffer Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

59 Tris base aMReSCo สหรัฐอเมริกา 

60 Ethylenediaminetetraacetic acid disodium 
salt dehydrate, 99% 

Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

61 N-lauroylsarcosine sodium salt, for 
molecular biology, ≥94% 

Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

62 CertifiedTM Low Melt Agarose Bio Rad สหรัฐอเมริกา 

63 CertifiedTM Megabase Agarose Bio Rad สหรัฐอเมริกา 

64 CertifiedTM Molecular Biology Agarose Bio Rad สหรัฐอเมริกา 

65 Proteinase K (Fungal) Invitrogen สหพันธ์สาธารณรัฐ
เยอรมนี 

66 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ SpeI-HF New England 
Biolabs 

สหรัฐอเมริกา 

67 CHEF DNA Size Standard Lamda Ladder Bio Rad สหรัฐอเมริกา 
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3. วิธีการวิจัย 

3.1 เก็บตัวอย่างเชื้อ P. aeruginosa 

3.1.1. น าเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 118 สายพันธุ์ ที่ได้จากโรงพยาบาลดังกล่าวข้างต้น 
น ามาเพาะเลี้ยงบน Mueller Hinton Agar (MHA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
18-24 ชั่วโมง 

3.1.2. เลือกโคโลนีเดี่ยวของ P. aeruginosa ซึ่งจะให้โคโลนีสีเขียว หรือสีเขียวเหลือง 
ลักษณะแบน คล้ายกระสวย มาทดสอบทางชีวเคมี คือ Triple Sugar Iron Agar (TSI), Simmons 
Citrate Agar (Citrate utilization test), Arginine Decarboxylation Test (AD) และ Motile บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง 

3.1.3. น าเชื้อที่ผลการทดสอบชีวเคมียืนยันว่าเป็น P. aeruginosa มาเก็บในอาหาร 
Tryptone Soya Broth ที่ผสม glycerol ร้อยละ 15 อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือรอท าการ
ทดสอบต่อไป 

3.2 การศึกษาแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Susceptibility testing) ของเชื้อ 
 P. aeruginosa ด้วยวิธี disk diffusion 

เป็นวิธีที่อาศัยการแพร่ของยาจากแผ่นกระดาษกรองชุบยาปฏิชีวนะ (antibiotic disk หรือ 
Kirby-Bauer disk) สู่อาหารเลี้ยงเชื้อ วิธีที่นิยมปัจจุบันคือการวางแผ่นยาลงบนผิวหน้าของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเพ่ือให้ยาแพร่กระจายออกไปสู่เนื้อวุ้นที่เรียกว่า disk diffusion test หรือ Kirby-Bauer 
test (219) บริเวณท่ีอยู่รอบแผ่นยาจะมีความเข้มข้นของยาสูง และลดลงตามล าดับในบริเวณที่อยู่ห่าง
ออกไป ในการทดสอบนี้เชื้อที่น ามาทดสอบจะเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการเกลี่ยเชื้อให้ทั่ว
ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อจากนั้นวางแผ่นยาลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ น าไปอบในอุณหภูมิและ
ระยะเวลาที่เหมาะสม จะเห็นการเจริญของเชื้อแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อหากระดับยาในบริเวณ
นั้นไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ บริเวณรอบแผ่นยาซึ่งมีความเข้มข้นของยาสูงท าให้เชื้อไม่
สามารถเจริญได้จะเรียกว่า inhibition zone โดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณดังกล่าว โดยมี
จุดศูนย์กลางอยู่ที่ต าแหน่งกึ่งกลางแผ่นยาสามารถใช้ในการแปลผลความไวต่อยาโดยเทียบกับค่า
มาตรฐานของเชื้อและยาชนิดนั้น (27) 
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วิธีการวิจัย 

1. เพาะเลี้ยงเชื้อ P. aeruginosa ที่ต้องการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton 
Agar (MHA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 

2. เลือกโคโลนีของเชื้อที่ต้องการทดสอบมาประมาณ 4 -5 โคโลนี มาท าการเจือจางใน 
0.85% NaCl ให้ได้ความขุ่น 0.5 McFarland Standard 

3. ใช้ไม้พันส าลีที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว มาจุ่มเชื้อที่เจือจางไว้แล้ว บิดให้แห้งพอประมาณกับ
ผนังหลอดทดลอง แล้วน ามาป้ายให้ทั่วบน MHA ที่มีความหนา 4 มิลลิเมตร เริ่มด้วยการลากไม้พัน
ส าลีผ่านกึ่งกลางของจานเพาะเชื้อ จากนั้นป้ายตั้งฉากกับเส้นที่ลากไว้ข้างต้นโดยป้ายในลักษณะถี่ๆให้
ทั่วผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ ท าเช่นนี้ 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งให้หมุนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 60 องศา 
เพ่ือให้เชื้อที่ท าการทดสอบกระจายทั่วผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้ออย่างสม่ าเสมอ 

4. รอให้ผิวหน้าแห้งแต่ไม่เกิน 15 นาที จากนั้นใช้ปากคีบที่ผ่านการเผาฆ่าเชื้อ หยิบแผ่นยา
มาวางบนผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ท าการป้ายเชื้อไว้จนทั่วผิวหน้าแล้ว ใช้ปลายปากคีบกดแผ่นยา
เบาๆเพ่ือให้ผิวหน้าของแผ่นยาแนบติดกับผิวหน้าของผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยยาที่ใช้ในการทดสอบมี
ทั้งหมด 11 ชนิด คือ ceftazidime (CAZ) 30 ไมโครกรัม cefepime (FEP) 30 ไมโครกรัม 
cefoperazone/sulbactam (SCFP) 75/30 ไมโครกรัม piperacillin/tazobactam (TZP) 100/10 
ไมโครกรัม amikacin (AK) 30 ไมโครกรัม gentamicin (GM) 10 ไมโครกรัม ciprofloxacin (CFX) 
5 ไมโครกรัม levofloxacin (LVX) 5 ไมโครกรัม imipenem (IPM) 10 ไมโครกรัม meropenem 
(MEM) 10 ไมโครกรัม และ colistin (CL) 10 ไมโครกรัม 

5. น าไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 

6. วัด inhibition zone จากนั้นน าไปเทียบกับค่ามาตรฐานจากสถาบันห้องปฎิบัติการทาง
วิทยาศาสตร์และการแพทย์ (Clinical and Laboratory Standard Institute: CLSI) ปี ค.ศ. 2009 
(220) และเนื่องจากไม่มีค่ามาตรฐานส าหรับยา cefoperazone/sulbactam (SCFP) จึงเปรียบเทียบ
อ้างอิงจาก Barry A. และคณะ (221) ดังแสดงตารางการแปลผลการทดลองตามตารางที่ 3.2 
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ตารางที่  3.2 แสดงค่ามาตรฐานที่ใช้ในการแปลผลการทดสอบความไวต่อยาปฎิชีวนะ 
(Susceptibility testing) ของเชื้อ P. aeruginosa (220) 
 

Antimicrobial Agents Disk 
Content 

(µg) 

Zone diameter (mm) 
Interpretive Criteria 

R I S 
Ceftazidime 30 ≤14 15-17 ≥18 

Cefepime 30 ≤14 15-17 ≥18 

Cefoperazone/sulbactam 
(221) 

75/30 ≤14 15-19 ≥20 

Piperacillin/tazobactam 100/10 ≤17 - ≥18 

Amikacin 30 ≤14 15-16 ≥17 

Gentamicin 10 ≤12 13-14 ≥15 

Ciprofloxacin 5 ≤15 16-20 ≥21 
Levofloxacin 5 ≤13 14-16 ≥17 

Imipenem 10 ≤13 14-15 ≥16 
Meropenem 10 ≤13 14-15 ≥16  

Colistin 10 ≤10 - ≥11 
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3.3 การศึกษาการสร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ด้วยวิธีทาง genotype 

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ P. aeruginosa  

วิธีการวิจัย (ดัดแปลงจาก (222))  

1. น าเชื้อ P. aeruginosa มาท าการเพาะเลี้ยงบน Tryptone Soya Agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง  

2. น าโคโลนีของเชื้อประมาณ 10-15 โคโลนี มาละลายใน Nutrient Broth ปรับความขุ่นให้
ได ้2 McFarland Standard 

3. ต้มทีอุ่ณหภูมิ 98-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี

4. จากนั้นน ามาปั่นตกตะกอนที่ 12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร มาใส่ในหลอดทดลองหลอดใหม่ที่เตรียมไว้ 

5. เติม 95% ethanol ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร เป็นเวลา 
10 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ 

6. น าไปปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วน 
95% ethanol ทิ้งและซับ ethanol ออกให้หมด 

7. เติม 70% ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร เขย่าหลอดกลับไปมา แล้วน าไปปั่นที่ 
12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ท าในขั้นตอนนี้ซ้ าอีก 2 ครั้ง เพ่ือ
เป็นการล้างตะกอนดีเอ็นเอ รอบสุดท้ายจะซับ ethanol ออกให้หมด 

8. จากนั้นวางไว้ที่อุณหภูมิห้องหรือน าเข้าเครื่อง speed vacuum เพ่ือให้ตะกอนดีเอ็นเอ
แห้ง เติมสารละลาย 1X TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

9. น าไปตรวจหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ด้วยเครื่อง nano drop ที่ความยาวคลื่น 260 nm 

10. น าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปเก็บรักษาที่อุณหภุมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือจะน าไปท าปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส 
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3.3.2 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพื่อหาความชุกของยีน β-lactamase คลาส A C และ 
D 

วิธีการวิจัย (223) 

1. เตรียมน้ ายา master mix ปริมาตร 24 ไมโครลิตรประกอบด้วย 1x Taq buffer with 

KCL (100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl; pH 8.8 ที่ 25 องศาเซลเซียส, 500 มิลลิโมลาร์ KCl, 0.8% (v/v) 
Nonidet P40.), MgCl2  ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ dNTP mix ความเข้มข้น100 ไมโครโมลาร์ 
forward และ reverse primer ความเข้มข้นอย่างละ 0.5 ไมโครโมลาร์ ดังแสดงในตารางที่ 2 และ 
1.0 U Taq DNA polymerase  

2. เติมดีเอ็นเอของ P. aeruginosa ที่สกัดไว้แล้ว หลอดละ 1 ไมโครลิตร ส าหรับ negative 
control ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ส่วนเชื้อ positive control ของแต่ละยีนมีดังนี้  เชื้อ P. 
aeruginosa No.76 ส าหรับยีน VEB-1 เชื้อ A. baumannii No.35 ส าหรับยีน PER-1 และ เชื้อ K. 
pneumoniae clinical strain ส าหรับยีน CTX-M ยีน TEM-1 และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 เชื้อ P. 
aeruginosa No.4 ส าหรับยีน AmpC และเชื้อ P. aeruginosa No.35 ส าหรับยีน OXA-10 

3. จากนั้นน าเข้าเครื่อง Thermo cycler โดยมีสภาวะของปฏิกิริยาดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 
3 นาที แล้วตามด้วย 30 รอบของ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที อุณหภูมิ annealing ตามตารางที่ 
3.3 เป็นเวลา 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
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ตารางที่ 3.3 แสดง Primer ที่ใช้ในการตรวจหายีน β-lactamase คลาส A C และ D ของเชื้อ 
P. aeruginosa  

 

Genes Primer (5’-3’) 
Annealing 
temp (oC) 

Product 
size (bp) 

Reference 

Class A 

VEB-1 
F: cgacttccatttcccgatgc 
R: ggactctgcaacaaatacgc 

58.6 650 (224) 

PER-1 
F: atgaatgtcattataaaagc 
R: aatttgggcttagggcagaa 

52.3 920 (225) 

CTX-M 
F: cgctttgcgatgtgcag 
R: accgcgatatcgttggt 

49.5 550 (226) 

TEM-1 and 
derivatives 

F: ataaaattcttgaagacgaaa 
R: gacagttaccaatgcttaatca 

43.1 1079 (227) 

SHV-1 
F: tggttatgcgtt atattcgcc 
R: ggttagcgttgccagtgct 

50.7 870 (228) 

Class C AmpC 
F: atgcagccaacgacaaagg 
R: cgccctcgcgagcgcgcttc 

57.6 1243 (103) 

Class D Oxa-10 
F: tctttcgagtacggcattagc 
R: ccaatgatgccctcactttcc 

60.22 760 (229) 
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3.3.3 การวิเคราะห์หาผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธี Agarose gel 
electrophoresis 

วิธีการวิจัย 

1. น าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส มาตรวจสอบผลผลิตโดยเคลื่อนที่
ผ่านกระแสไฟฟ้าใน 1.5% agarose gel ที่ผสมด้วยสี SYBR® Safe DNA gel stain  

2. ผสมผลิตภัณฑ์กับ loading dye แล้วใส่ลงในหลุมบนวุ้นโดยใช้ DNA marker ladder 
100-basepair plus เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐานในการเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ 

3. ตั้งค่าเครื่อง electrophoresis ที่ 80 โวลต์ เวลา 40 นาที  

4. จากนั้นน าไปถ่ายภาพและดูแถบดีเอ็นเอใต้แสง UV ด้วยเครื่อง ChemiDoc XRS 

3.3.4 การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน β-lactamase คลาส A C และ D 

ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ ของเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน β-lactamase คลาส A C 
และ D โดยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งส่งวิเคราะห์ผลที่บริษัท BIONEER (ประเทศเกาหลี) โดยผ่าน
ตัวแทนในประเทศไทยคือ บริษัท ยูทูไบโอ (ประเทศไทย) จ ากัด ตรวจวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ด้วยเครื่องวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์รุ่น ABI 3730XL DNA Analyzer (Applied 
Biosystems™) ด้วยหลักการ Dye-terminator sequencing น ามาดูผลด้วย Program SnapGene 
Viewer จากนั้นน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลสารพันธุกรรม (blast) กับ
ฐานข้อมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

3.3.5 การศึกษาหาความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อที่สร้างเอนไซม์ β-lactamase คลาส 
A C และ D โดยวิธี Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ในงานวิจัยครั้งนี้จะใช้หลักการ Clamped 
homogeneous electric field (CHEF) (196) ซึ่งเป็นวิธีการท า PFGE ที่ได้รับความนิยมและใช้กัน
มากในปัจจุบัน พ้ืนฐานของหลักการของ PFGE นั้นเกิดจากการที่แถบชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ (ที่อาจมาก
ถึงขนาด Mb) แยกออกจากกันด้วยความสัมพันธ์ของขนาดโมเลกุล และเวลาของการเปลี่ยนแปลง
ของทิศทางของสนามไฟฟ้า กล่าวคือ ดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่จะมีตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลง
สนามไฟฟ้าได้ช้ากว่าดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็ก ซึ่งในระบบ CHEF นั้นแผ่น gel ตัวอย่างนั้นจะอยู่ตรงกลาง
ของขั้วอิเล็กโทรดที่ประกอบไปด้วยขั้วอิเล็กโทรด 24 ตัวเรียงตัวกันเป็นรูป 6 เหลี่ยมด้านเท่า มีด้าน
ละ 4 อิเล็กโทรด ซึ่งจะสามารถให้สนามไฟฟ้าไล่ระดับและมีรูปแบบของทิศทางที่แน่นอนเพ่ือให้

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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โมเลกุลดีเอ็นเอปรับทิศทางและเคลื่อนที่ไปได้ โดยส่วนมากทิศทางของสนามไฟฟ้าทั้งสองจะท ามุมกัน 
120 องศา (ท ามุม 60 องศา และ -60 องศากับเส้นสมมติในแนวตั้งฉาก) ซึ่งการให้สนามไฟฟ้าใน 2 
ทิศทางดังกล่าวในระบบ CHEF นี้จะท าให้โมเลกุลดีเอ็นเอใน gel นั้นเคลื่อนที่ลงมาในทิศทางที่เฉียง
ไปทางซ้ายและทางขวาเท่ากัน ท าให้ได้ผลเป็นแถบดีเอ็นเอที่แยกกันลงมาเป็นทางเส้นตร ง  
(straight vertical lanes) เหมือนกับการท า electrophoresis ทั่วไป ท าให้สามารถอ่านผลการแยก
ของแถบดีเอ็นเอได้ง่าย (230) 

วิธีการวิจัย 

1. ขั้นเตรียมตัวอย่างเชื้อ P. aeruginosa ที่ใช้ทดสอบ 

1.1 เลี้ยงเชื้อ P. aeruginosa ที่จะท าการทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Agar 
(TSA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง 

1.2 เลือกโคโลนีของเชื้อ P. aeruginosa มาเลี้ยงต่อใน Tryptone Soya Broth (TSB) 3 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง 

1.3 ปิเปตต์เชื้อที่เลี้ยงใน TSB มา 1.5 มิลลิลิตร มาใส่ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก จากนั้น
น าไปตกตะกอนเซลล์โดยน าไปปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง
อย่างระมัดระวัง เก็บตะกอนเซลล์ไว้ 

1.4 ล้างตะกอนเซลล์โดยการผสมตะกอนเซลล์กับ 1 มิลลิลิตร ของ SE buffer (ผสมจน
ตะกอนเซลล์ละลายหมด) น าไปปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ีท าเช่นนี้ซ้ า 3 ครั้ง 

1.5 เจือจางตะกอนเซลล์ที่ผ่านการล้างด้วย SE buffer ด้วยการน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร โดยปรับสารละลายเซลล์ให้มีค่าการดูดกลืนแสงประมาณ 1.0  

2. ขั้นตอนการเตรียมชิ้นวุ้น (plug) ตัวอย่างเชื้อ P. aeruginosa  

*ส าหรับขั้นตอนนี้ต้องท าต่อจากข้ันตอนที่ 1 ทันท ี

2.1 เตรียม 2% Low Melting Point (LMP) Agarose ใน LMP buffer ที่อุณหภูมิ 55-60 
องศาเซลเซียส (ต้องรักษาอุณหภูมิไว้ที่ 55-60 องศาตลอด) 

2.2 ผสมสารละลายเซลล์ที่เตรียมไว้ในขั้นตอนที่ 1.5 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กับ 2 % LMP 
agarose 0.5 มิลลิลิตร (ควรระวังอย่าให้มีเซลล์ที่ติดเป็นก้อนปนมา) ให้เข้ากันดีด้วยการปิเปตต์เบาๆ 
จากนั้นน าส่วนผสมที่ได้ไปใส่ในแม่พิมพ์ชิ้นวุ้นตัวอย่าง (plug mold) โดยต้องระวังไม่ให้ให้เกิด
ฟองอากาศ ตั้งทิ้งไว้จนแข็ง ในขั้นตอนนี้เราจะได้ plug ที่มีเชื้อ P. aeruginosa อยู่ภายใน 
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2.3 ระหว่างรอ plug แข็งตัวเตรียม lysis buffer โดยแบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 3 
มิลลิลิตร 

2.4 เขี่ยชิ้น plug ที่แข็งแล้วลงใน lysis buffer ที่เตรียมไว้ น าไปบ่มที่ 55 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลาประมาณ 16-20 ชั่วโมง 

2.5 เมื่อครบเวลา เทส่วน lysis buffer ออก และล้างชิ้นวุ้นตัวอย่างในน้ ากลั่นที่ปราศจาก
เชื้อ 2 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที เทน้ าทิ้งแล้วล้าง plug ต่อด้วย 1X TE buffer ที่ปราศจากเชื้อ 1.2 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง โดยท าซ้ า 4-5 รอบ โดยรอบสุดท้ายให้เพ่ิมเวลาเป็น
ขั้นตอนละ 30 นาท ี

2.6 ในขั้นตอนนี้เราจะได้ plug ที่มีโครโมโซมดีเอ็นเอทั้งหมดของเชื้อ P. aeruginosa 
สามารถเก็บ plug ไว้ใน 1X TE buffer ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้นานหลายสัปดาห์ โดยต้องมี
การเปลี่ยนถ่าย TE buffer เป็นครั้งคราว 

3. การย่อยโครโมโซมดีเอ็นเอใน plug ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

3.1 ตัดแบ่ง plug ให้ได้ขนาด 2X6 มิลลิเมตรหรือประมาณ 1/3 ของ plug ตามขวาง 
จากนั้น pre equilibrated ชิ้น plug ที่ตัดแล้ว ด้วยการบ่มชิ้น plug ที่ตัดแล้วใน 150 ไมโครลิตร 
ของ 1X restriction enzyme buffer ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

3.2 ดูด 1X restriction enzyme buffer ออกแล้วเติมเอนไซม์ตัดจ าเพาะ SpeI-HF ความ
เข้มข้น 15U ที่ละลายอยู่ใน 1X restriction enzyme buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37
องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง 

4. การน าชิ้น plug ลง gel และท า PFGE 

4.1 เตรียม 1% CertifiedTM Megabase Agarose ใน 0.5X TBE buffer รอ gel แข็งตัว 

4.2 น าชิ้น plug ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ Spe-HF ใส่ลงในช่องตัวอย่าง (ตามหลุมของหวี) 
ปิดช่องตัวอย่างด้วย gel ที่ยังอุ่นให้ทั่วหลุม ทิ้งให้ gel ทั้งหมดแข็ง ตรวจสอบความเรียบร้อยของแผ่น 
gel อีกครั้งว่าไม่มีฟองอากาศหรือความเสียหายที่ plug ตัวอย่าง 

4.3 น าแผ่น gel ไปใส่ใน chamber electrophoresis ของเครื่อง CHEF Mapper XA® 
System ที่มีบัฟเฟอร์ 0.5X TBE ปริมาตร 2.4 ลิตรอยู่ จากนั้นตั้งสภาวะการท างานของเครื่อง CHEF 
Mapper XA® System ดังนี้ Two state program, voltage: 6 V/cm, run time: 24 h., 
included angle: 120o, initial switch time: 1 sec., final switch time: 50 sec., ramping 
factor: linear, อุณหภูมิ (ตั้งที่ chiller): 12 องศาเซลเซียส 
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4.4 เมื่อครบเวลา น า gel ไปย้อมด้วย Ethidium bromide แล้วน าไปดูแถบดีเอ็นเอใต้แสง 
UV ด้วยเครื่อง ChemiDoc XRS จากนั้นบันทึกภาพถ่าย gel ไว้เป็นไฟล์ภาพดิจิตัล 

5.เปรียบเทียบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม Bionumeric Version7.5 โดยใช้หลักเกณฑ์
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธี Dice coefficient และจัดกลุ่มด้วยวิธี Unweighted pair group 
method with arithmetic averages (UPGMA) ด้วยค่าพารามิเตอร์ optimize 1.5% และ 
tolerance in the band position 1.5% โดยจะตัดสินให้เชื้อที่ท าการทดสอบเป็นกลุ่มเดียวกันเมื่อ
คะแนนความเหมือนกัน ≥80% 
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บทที ่4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

1. ผลการเก็บรวบรวมเชื้อ P. aeruginosa จ าแนกตามชนิดของสิ่งส่งตรวจ 

เชื้อ P. aeruginosa จ านวน 118 สายพันธุ์จากโรงพยาบาลขนาด 1,200 เตียง ใน
กรุงเทพมหานคร ตั้งแต่เดือนมีนาคม ถึง เมษายน ปี พ.ศ. 2552  ส่วนใหญ่มาจาก เสมหะ (51/118 
สายพันธุ์ ร้อยละ 43.22) รองลงมาคือ หนอง (36/118 สายพันธุ์ ร้อยละ 30.51) ปัสสาวะ (28/118 
สายพันธุ์ ร้อยละ 23.73) และ เลือด (3/118 สายพันธุ์ ร้อยละ 2.54) ตามล าดับ ดังภาพที ่4.1 

 

ภาพที่ 4.1 แผนภูมิแสดงจ านวนเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 118 สายพันธุ์ จ าแนกตามชนิดของสิ่ง
ส่งตรวจ 
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2. ผลการศึกษาแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antimicrobial susceptibility testing) 
ของเชื้อ P. aeruginosa ด้วยวิธี disk diffusion 

แบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะทั้ง 11 ชนิดที่ใช้ในการศึกษานี้ของเชื้อ P. aeruginosa 

จ านวน 118 สายพันธุ์ ดังแสดงในภาพที่ 4.2 โดยยาปฏิชีวินะที่ใช้นี้สามารถแบ่งออกเป็น 6 กลุ่มยา 

โดยกลุ่มยาแรกคือ cephalosporins เป็นยากลุ่ม β-lactam ในการศึกษานี้ประกอบด้วย ยา 

ceftazidime (CAZ) และ ยา cefepime (FEP) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มีอัตราการดื้อต่อยาร้อย

ละ 44.91 และ 28.81 ตามล าดับ กลุ่มยาที่สอง β-lactam/β-lactamase inhibitor เป็นยากลุ่ม 

β-lactam ที่เพ่ิมสารยับยั้งเอนไซม์ β-lactamase เข้าไปเพื่อให้เกิดประสิทธิภาพในการรักษาที่ดีขึ้น 

ใ น ก า ร ศึ ก ษ า นี้ ไ ด้ ท ด ส อ บ ย า  cefoperazone/sulbactam (SCFP) แ ล ะ ย า 

piperacillin/tazobactam (TZP) พบว่าเชื้อกลุ่มตัวอย่างมีอัตราการดื้อต่อยาร้อยละ 38.98 และ 

36.44 ตามล าดับ กลุ่มยาที่สาม aminoglycosides ประกอบด้วยยา amikacin (AK) และยา 

gentamicin (GM) พบว่ามีอัตราการดื้อต่อยาร้อยละ 18.64 และ 25.42 ตามล าดับ กลุ่มยาที่สี่ 

fluoroquinolones ประกอบด้วยยา ciprofloxacin (CFX) และยา levofloxacin (LVX) พบว่ามี

อัตราการดื้อต่อยาร้อยละ 48.30 และ 49.15 ตามล าดับ กลุ่มยาที่ห้า carbapenems ประกอบด้วย

ยา imipenem (IPM) และยา meropenem (MEM) พบว่ามีอัตราการดื้อต่อยาร้อยละ 31.36 และ 

33.05 ตามล าดับ และยากลุ่มสุดท้าย polymyxins ยาที่ใช้คือ colistin (CL) พบว่าเชื้อ  

P. aeruginosa ไวต่อยานี้ทั้ง 118 สายพันธุ์ 
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CAZ FEP SCFP TZP AK GM CFX LVX IPM MEM CL

S 62 74 58 75 96 85 60 60 73 77 118

I 3 10 14 0 0 3 1 0 8 2 0

R 53 34 46 43 22 30 57 58 37 39 0

Antimicrobial susceptibility test of 118 P. aeruginosa 

 

 
ภาพที่ 4.2 แผนภูมิแสดงผลของความไวต่อยาปฏิชีวนะทีใ่ช้ในการทดสอบ 11 ชนิดของเชื้อ  
P. aeruginosa ทั้ง 118 สายพันธุ์ 
CAZ; cefazidime, FEP; cefepime, SCFP; cefoperazone/sulbactam, TZP; 
piperacillin/tazobactam, AK; amikacin, GM; gentamicin, CFX; ciprofloxacin, LVX; 
levofloxacin, IPM; imipenem, MEM; meropenem, CL; colistin, S; susceptible, I; 
intermediate, R; resistance 

เมื่อน าแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะทั้ง 11 ชนิดของเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 118 
สายพันธุ์ มาจัดรูปแบบของความไวต่อกลุ่มยาทั้ง 6 กลุ่มยา สามารถจัดได้ ทั้งหมด 18 รูปแบบ ดัง
ตารางที่ 4.1 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงรูปแบบของความไวต่อกลุ่มยาทั้ง 18 รูปแบบของตัวอย่างเชื้อ  

P. aeruginosa 

รูปแบบ
ความไว
ต่อยา 

กลุ่มยา antibiotics 
จ านวนเชื้อ 

P. aeruginosa β-lactam 
β-lactam/ 

inhibitor 

Amino 

glycosides 

Fluoro 

quinolones 
Carbapenems Polymyxins 

1 R R R R R S 20 

2 R R R R S S 3 

3 R R S R R S 13 

4 R S R R R S 3 

5 R R S R S S 6 

6 S R S R R S 3 

7 R R S S R S 1 

8 R S R S R S 1 

9 R S S R R S 1 

10 R R S S S S 5 

11 R S S R S S 2 

12 S R S S R S 2 

13 S S R R S S 3 

14 S S S R R S 1 

15 R S S S S S 1 

16 S S S R S S 3 

17 S S S S R S 3 

18 S S S S S S 47 

S; susceptible, I; intermediate, R; resistance 
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จากตารางที่ 4.1 พบว่ารูปแบบของความไวต่อกลุ่มยาของเชื้อ P. aeruginosa ทั้ง 18 
รูปแบบนั้นสามารถแบ่งได้ 2 กลุ่มใหญ่คือ กลุ่มที่มีการดื้อยามากกว่าหรือเท่ากับ 3 กลุ่มยา เป็นเชื้อที่
ดื้อยาหลายขนานที่เรียกว่า Multidrug resistance P. aeruginosa (MDR-PA) (231) ประกอบด้วย 
เชื้อ P. aeruginosa จ านวน 51 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 43.22 (51/118) โดยในกลุ่ม MDR-PA นี้มี
รูปแบบของความไวต่อกลุ่มยาในรูปแบบที่ 1 ถึง 9 มีรายละเอียดดังนี้ รูปแบบที่ 1 เป็นรูปแบบที่มีการ
ดื้อต่อยาทั้ง 5 กลุ่มยา (ยกเว้นไวต่อ polymyxins: colistin) รูปแบบที่ 2 ถึง 4 ซึ่งเป็นรูปแบบที่มีการ
ดื้อต่อยา 4 กลุ่มยา โดยรูปแบบที่ 2 ไม่ดื้อยา (non susceptible) ในกลุ่ม carbapenems และ 
polymyxins รูปแบบที่ 3 ไม่ดื้อยากลุ่ม aminoglycosides และ polymyxins รูปแบบที่ 4 ไม่ดื้อต่อ

ยากลุ่ม β-lactam/β-lactamase inhibitor และ polymyxins ส าหรับรูปแบบที่ 5 ถึง 9 นั้นจะมี
รูปแบบที่ดื้อยา 3 กลุ่มยา โดยรูปแบบที่ 5 ไม่ดื้อต่อยากลุ่ม aminoglycosides carbapenems และ 

polymyxins รูปแบบที่ 6 ไม่ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam aminoglycosides และ polymyxins, 
รูปแบบที่ 7 ไม่ดื้อต่อยากลุ่ม aminoglycosides fluoroquinolones และ polymyxins, รูปแบบที่ 

8 ไม่ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam/β-lactamase inhibitor fluoroquinolones และ polymyxins 

และรูปแบบที่ 9 ไม่ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam/β-lactamase inhibitor  aminoglycosides และ 
polymyxins โดยพบรูปแบบที่ 1 จ านวน 20 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 16.95 (20/118) ส่วนรูปแบบ
ที่ 2 ถึง 4 พบ 19 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 16.10 (19/118) และ รูปแบบที่ 5 ถึง 9 พบ19 สายพันธุ์ 
คิดเป็นร้อยละ 16.10 (19/118)  

อีกกลุ่มที่มีการดื้อต่อยาน้อยกว่า 3 กลุ่มยาจัดว่าเป็นกลุ่มเชื้อที่ไม่ดื้อยาหลายขนานที่เรียกว่า 

Non Multidrug resistance P. aeruginosa (Non MDR-PA) ประกอบด้วยเชื้อ P. aeruginosa 
จ านวน 67 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 56.78 (67/118) โดยในกลุ่ม Non MDR-PA มีรูปแบบของความ
ไวต่อกลุ่มยาในรูปแบบที่ 10-18 มีรายละเอียดดังนี้ รูปแบบที่ 10-14 เป็นรูปแบบที่มีการดื้อยาเพียง 

2 กลุ่มยาเท่านั้น โดยรูปแบบที่ 10 ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam และ β-lactam/β-lactamase 

inhibitor รูปแบบที่ 11 ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam และ fluoroquinolones รูปแบบที่ 12 ดื้อต่อยา 

กลุ่ม β-lactam/β-lactamase inhibitor และ carbapenems รูปแบบที่ 13 ดื้อต่อยากลุ่ม 
aminoglycosides และ fluoroquinolones รูปแบบที่ 14 ดื้อต่อยากลุ่ม fluoroquinolones และ 
carbapenems ส่วนรูปแบบที่ 15-17 เป็นรูปแบบที่มีการดื้อต่อยาเพียงกลุ่มเดียวเท่านั้น โดยรูปแบบ

ที่ 15 ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam รูปแบบที่ 16 ดื้อต่อยา fluoroquinolones รูปแบบที่ 17 ดื้อต่อยา 
carbapenems และรูปแบบสุดท้าย รูปแบบที่ 18 เป็นรูปแบบที่ไม่ดื้อต่อยากลุ่มใดเลย โดยพบ
รูปแบบที่ 10-14 จ านวน 13 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 11.02 (13/118) รูปแบบที่ 15-17 จ านวน 7 
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สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 5.93 (7/118) รูปแบบที่ 18 จ านวน 47 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 39.83 
(47/118) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 

ตารางท่ี 4.2 แสดงการจ าแนกเชื้อ P. aeruginosa ออกเป็น MDR-PA และ Non MDR-PA 

ประเภท จ านวนกลุ่มยาที่ดื้อ รูปแบบการดื้อต่อยา จ านวนเชื้อ (%) 

MDR-PA 

5 1 20 (16.95) 

4 2-4 19 (16.10) 
3 5-9 12 (10.17) 

รวม ≥3 กลุ่มยา 1-9 51 (43.22) 

Non MDR-PA 
2 10-14 13 (11.02) 

1 15-17 7 (5.93) 

0 18 47 (39.83) 
รวม ≤2 กลุ่มยา 10-18 67 (56.78) 
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3. ผลการศึกษาการสร้างเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D ของเชื้อ P. aeruginosa 
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

คลาส A β-lactamase 

ส าหรับ คลาส A β-lactamase ยีนที่ท าการทดสอบมี 5 ยีนคือ VEB-1 PER-1 CTX-M 
TEM-1 และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 เมื่อท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ primer ของยีนดังกล่าว 
โดยมีเชื้อ positive control ของแต่ละยีนดังนี้ เชื้อ P. aeruginosa No.76 ส าหรับยีน VEB-1 เชื้อ 
A. baumannii No.35 ส าหรับยีน PER-1 และ เชื้อ K. pneumoniae clinical strain ส าหรับยีน 
CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 จากนั้นน ามาตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ของ
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วย agarose gel electrophoresis แล้ว ดูแถบผลิตภัณฑ์ใต้แสง UV 
ด้วยเครื่อง Chemidoc XRS จะเห็นแถบของผลิตภัณฑ์ส าหรับยีน VEB-1 PER-1 CTX-M TEM-1 
และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 ขนาด 650, 920, 550, 1,079 และ 870 คู่เบส ตามล าดับ ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.3-4.7 การศึกษานี้พบว่ามีเชื้อ P. aeruginosa ให้ผลบวกกับยีน VEB-1 เพียงยีนเดียว
จ านวน 9 สายพันธุ์ ประกอบด้วย P. aeruginosa No.2, 22, 35, 43, 48, 72, 76, 79, 105 คิดเป็น
ร้อยละ 7.63 ไม่พบผลบวกกับยีน PER-1 CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 
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ภาพที่ 4.3 แสดงผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ 
primer ของยีน VEB-1 โดยแถวที่ 1 (ซ้ายสุด) คือ Ladder 100 คู่เบส แถวที่ 2 คือ  
negative control แถวที่ 3 คือ positive control; P .aeruginosa No.76 ให้ผลบวกโดยเกิด
ผลผลิตขนาด 650 คู่เบส แถวที่ 4-20 คือเชื้อ P. aeruginosa ที่ทดสอบ โดยแถวที่ 6, 14-15 จะให้
ผลบวกกับยีน VEB-1 
 

  

La
dd

er
 

Ne
ga

tiv
e 

co
nt

ro
l 

3,000 bp 

1,500 bp 

1,000 bp 

500 bp 

P. 
ae

ru
gin

os
a 

No
.76

 

No
.22

 

No
.43

 
No

.79
 

No
.16

 
No

.7 

No
.29

 
No

.32
 

No
.33

 
No

.34
 

No
.37

 
No

.40
 

No
.26

 

No
.80

 
No

.85
 

No
.89

 
No

.99
 

No
.11

0 

650 bp 



58 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4 แสดงผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ 
primer ของยีน PER-1 โดยแถวที่ 1 (ซ้ายสุด) คือ Ladder 100 คู่เบส แถวที่ 2 คือ  
negative control แถวที่ 3 คือ positive control; A. baumannii No.35 ให้ผลบวกโดยเกิด
ผลผลิตขนาด 920 คู่เบส แถวที่ 4-20 คือเชื้อ P. aeruginosa ที่ทดสอบ  
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ภาพที่ 4.5 แสดงผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ 
primer ของยีน CTX-M โดยแถวที่ 1 (ซ้ายสุด) คือ Ladder 100 คู่เบส แถวที่ 2 คือ  
negative control แถวที่ 3 คือ positive control; K. pneumoniae clinical stain ให้ผลบวกโดย
เกิดผลผลิตขนาด 550 คู่เบส แถวที่ 4-20 คือเชื้อ P. aeruginosa ที่ทดสอบ 
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ภาพที่ 4.6 แสดงผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ 
primer ของยีน TEM-1 และอนุพันธ์ โดยแถวที่ 1 (ซ้ายสุด) คือ Ladder 100 คู่เบส แถวที่ 2 คือ 
negative control แถวที่ 3 คือ positive control; K. pneumoniae clinical stain ให้ผลบวกโดย
เกิดผลผลิตขนาด 1,079 คู่เบส แถวที่ 4-20 คือเชื้อ P. aeruginosa ที่ทดสอบ 
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ภาพที่ 4.7 แสดงผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ 
primer ของยีน SHV-1 โดยแถวที่ 1 (ซ้ายสุด) คือ Ladder 100 คู่เบส แถวที่ 2 คือ  
negative control แถวที่ 3 คือ positive control; K. pneumoniae clinical stain ให้ผลบวกโดย
เกิดผลผลิตขนาด 870 คู่เบส แถวที่ 4-20 คือเชื้อ P. aeruginosa ที่ทดสอบ 
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คลาส C β-lactamase 

ส าหรับ คลาส C  β-lactamase ยีนที่ท าการทดสอบคือยีน AmpC เมื่อท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอ
ลิเมอเรส กับ primer ของยีน AmpC โดยมี P. aeruginosa No.4 เป็นเชื้อ positive control 
จากนั้นน ามาตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วย  agarose gel 
electrophoresis แล้ว ดูแถบผลิตภัณฑ์ใต้แสง UV ด้วยเครื่อง Chemidoc XRS จะเห็นแถบของ
ผลิตภัณฑ์ส าหรับยีน AmpC ขนาด 1,243 คู่เบส ดังแสดงในภาพที่ 4.8 ผลการทดสอบพบว่า มีเชื้อ 
P. aeruginosa ที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวกกับยีน AmpC จ านวน 75 สายพันธุ์ จากเชื้อ  
P. aeruginosa ทั้งหมด 118 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 63.56 
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ภาพที่ 4.8 แสดงผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ 
primer ของยีน AmpC โดยแถวที่ 1 (ซ้ายสุด) คือ Ladder 100 คู่เบส แถวที่ 2 คือ  
negative control แถวที่ 3 คือ positive control; P .aeruginosa No.4 ให้ผลบวกโดยเกิดผลผลิต
ขนาด 1,234 คู่เบส แถวที่ 4-20 คือเชื้อ P. aeruginosa ที่ทดสอบ โดยแถวที่ 4-6, 8-11 ให้ผลบวก
กับยีน AmpC 
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คลาส D β-lactamase 

ส าหรับ คลาส D  β-lactamase ยีนที่ท าการทดสอบคือยีน OXA-10 เมื่อท าปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส กับ primer ของยีน OXA-10 โดยมี P. aeruginosa No.35 เป็นเชื้อ positive control 
จากนั้นน ามาตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วย  agarose gel 
electrophoresis แล้ว ดูแถบผลิตภัณฑ์ใต้แสง UV ด้วยเครื่อง Chemidoc XRS จะเห็นแถบของ
ผลิตภัณฑ์ส าหรับยีน OXA-10 ขนาด 760 คู่เบส ดังแสดงในภาพที่ 4.9 ผลการทดสอบพบว่า มีเชื้อ 
P. aeruginosa ที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวกกับยีน OXA-10 จ านวน 18 สายพันธุ์ จากเชื้อ  
P. aeruginosa ทั้งหมด 118 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 15.25 ได้แก่ P. aeruginosa No.35, 36, 43, 
48, 55, 56, 58, 65, 66, 68, 69, 71, 72, 79, 91, 93, 108 และ No.111 
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ภาพที่ 4.9 แสดงผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับ 
primer ของยีน OXA-10 โดยแถวที่ 1 (ซ้ายสุด) คือ Ladder 100 คู่เบส แถวที่ 2 คือ  
negative control แถวที่ 4 คือ positive control; P .aeruginosa No.35 ให้ผลบวกโดยเกิด
ผลผลิตขนาด 760 คู่เบส แถวที่ 3, 5-20 คือเชื้อ P. aeruginosa ที่ทดสอบ โดยแถวที่ 5-15 ให้
ผลบวกกับยีน OXA-10 
  

La
dd

er
 

Ne
ga

tiv
e 

co
nt

ro
l 

3,000 bp 

1,500 bp 

1,000 bp 

500 bp 

P. 
ae

ru
gin

os
a 

No
.35

 

No
.43

 

No
.69

 
No

.71
 

No
.36

 

No
.34

 

No
.55

 
No

.56
 

No
.58

 
No

.65
 

No
.66

 
No

.68
 

No
.48

 

No
.11

2 
No

.11
3 

No
.11

4 
No

.11
5 

No
.11

6 

760 bp 



66 
 

4. ผลการศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D 

ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ ของเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีนของเอนไซม์ β-lactamase 
คลาส A C และ D ซึ่งก็คือยีน VEB-1 AmpC และ OXA-10 โดยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ส่ง
วิเคราะห์ผลที่บริษัท BIONEER (ประเทศเกาหลีใต้) ด้วยหลักการ Dye-terminator sequencing 
น ามาดูผลด้วย Program SnapGene Viewer แล้วจึงน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ
ข้อมูลสารพันธุกรรม (blast) กับฐานข้อมูลของ National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) มีรายละเอียดดังนี้ 

  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ยีน VEB-1  

เมื่อน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ เชื้อ P. aeruginosa ที่ให้ผลบวกกับยีน VEB-1 จ านวน 9 
สายพันธุ์ (No.2 , 22, 35, 43, 48 ,72, 76, 79 และ 105) มาท าการเทียบเคียงล าดับนิวคลีโอไทด์กับ
ยีน VEB-1 (จากฐานข้อมูลของ NCBI: Accession No. AF010416) เพ่ือหาความเหมือนและความ
ต่าง พบว่ายีน VEB-1 ที่ให้ผลบวกกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับยีน 
VEB-1 ที่ใช้อ้างอิง ถึงร้อยละ 99 ทั้ง 9 สายพันธุ์ โดยเทียบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 372-381 ถึง
ล าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 974-988 ของยีน VEB-1 ดังแสดงตัวอย่างภาพบางส่วนของผลการหาล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของเชื้อ P. aeruginosa No.76 ที่ให้ผลบวกกับยีน VEB-1 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรส (ภาพที ่4.10-4.11) 

 

ภาพที่ 4.10 แสดงตัวอย่างภาพบางส่วนของผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ P. aeruginosa 
No.76 ที่ให้ผลบวกกับยีน VEB-1 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
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ยีน AmpC  

เมื่อน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ เชื้อ P. aeruginosa ที่ให้ผลบวกกับยีน AmpC จ านวน 7 
สายพันธุ์ (No.7, 47, 52, 58, 61, 71 และ 114) โดยสุ่มมาจากเชื้อที่ให้ผลบวกทั้งหมด 75 สายพันธุ์
คิดเป็นร้อยละ 10 โดยน ามาเทียบเคียงล าดับนิวคลีโอไทด์กับยีน AmpC (จากฐานข้อมูลของ NCBI: 
Accession No. AF490770.1) เพื่อหาความเหมือนและความต่าง พบว่ายีน AmpC ทั้ง 7 สายพันธุ์ที่
ให้ผลบวกกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับยีน AmpC ที่ใช้อ้างอิง ถึง
ร้อยละ 95-99 โดยสามารถเทียบได้กับล าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 39-395 ถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 
967-1,256 ของยีน AmpC ดังแสดงตัวอย่างภาพบางส่วนของผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ  
P. aeruginosa No.7 ที่ให้ผลบวกกับยีน AmpC ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (ภาพที่ 4.12-4.13) 

 

ภาพที่ 4.12 แสดงตัวอย่างภาพบางส่วนของผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ P. aeruginosa 
No.7 ที่ให้ผลบวกกับยีน AmpC ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
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ยีน OXA-10  

เมื่อน าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ เชื้อ P. aeruginosa ที่ให้ผลบวกกับยีน OXA-10 จ านวน 
18 สายพันธุ์ (No.35, 36, 43, 48, 55, 56, 58, 65, 66, 68, 69, 71, 72, 79, 91, 93, 108 และ 
111) มาท าการเทียบเคียงล าดับนิวคลีโอไทด์กับยีน OXA-10 (จากฐานข้อมูลของ NCBI: Accession 
No. U37105) เพ่ือหาความเหมือนและความต่าง พบว่ายีน OXA-10 ที่ให้ผลบวกกับปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรสมีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับยีน OXA-10 ที่ใช้อ้างอิง ถึงร้อยละ 99 ทั้ง 18 สายพันธุ์ 
โดยเทียบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 1,371-1,385 ถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 2,090-2,100 ของ
ยีน OXA-10 ดังแสดงตัวอย่างภาพบางส่วนของผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ P. aeruginosa 
No. 35 ที่ให้ผลบวกกับยีน OXA-10 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (ภาพที ่4.14-4.15) 

 

ภาพที่ 4.14 แสดงตัวอย่างภาพบางส่วนของผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ P. aeruginosa 
No.35 ที่ให้ผลบวกกับยีน OXA-10 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
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5. ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างผลของความไวต่อกลุ่มยาทั้ง 6 กลุ่มยา และ ผลของการท า

ปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D  

เมื่อน าผลของการท าปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส 
A C และ D ของเชื้อ P. aeruginosa ทั้ง 118 ตัว มาเทียบเคียงหาสัมพันธ์กับผลของความไวต่อกลุ่ม
ยาทั้ง 6 กลุ่มยาแสดงในตารางที 4.3 ดังนี้ 
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จากตารางเทียบเคียงแสดงความสัมพันธ์ของทั้ง 2 วิธีพบว่า มีความสัมพันธ์ระหว่างผลความ
ไวต่อกลุ่มยาทั้ง 6 กลุ่มยาและผลของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังนี้  

เชื้อที่ให้ผลบวกกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A 
C และ D และผลความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบของความไวต่อยาทั้ง 6 กลุ่มยา พบว่ายีน VEB-1 พบ
ในเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 9 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 7.62 (9/118) มีอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม 

β-lactam β-lactam/β-lactamase inhibitor aminoglycosides fluoroquinolones และ
carbapenems คือร้อยละ 100.00, 55.55, 77.78, 100.00 และ 77.78 ตามล าดับ โดยทุกสายพันธุ์ 
ไวต่อยากลุ่ม polymyxins (CL) โดยพบรูปแบบความไวต่อยา 5 รูปแบบซึ่งเป็นแบบ MDR-PA ทุก
สายพันธุ์ คือ รูปแบบที่ 1 (2 สายพันธุ์), 2 (2 สายพันธุ์), 3, 4 (3 สายพันธุ์) และ 9 

ในขณะที่ยีน AmpC พบในเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 75 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 63.56 

(75/118) ส่วนอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam β-lactam/β-lactamase inhibitor 
aminoglycosides fluoroquinolones และ carbapenems คือร้อยละ 53.33, 43.33, 29.33, 
56.00 และ 49.33 ตามล าดับ โดยทุกสายพันธุ์ ไวต่อยากลุ่ม polymyxins (CL) พบรูปแบบความไว
และดื้อต่อยามีความหลากหลายถึง 12 รูปแบบดังนี้ รูปแบบที่ 1 (18 สายพันธุ์), 3 (10 สายพันธุ์),  
4 (2 สายพันธุ์), 5 (6 สายพันธุ์), 6 (2 สายพันธุ์), 7, 8, 11 (2 สายพันธุ์), 13, 14, 17 (2 สายพันธุ์) 
และ 18 (29 สายพันธุ์) แต่พบว่าเชื้อเป็น MDR-PA ร้อยละ 53.33 (40/75) ที่เหลือมีรูปแบบของ
ความไวต่อยาแบบ Non MDR-PA ร้อยละ 46.67 (35/75) 

ส าหรับยีน OXA-10 พบในเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 18 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 15.25 

(75/118) มีอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam β-lactam/β-lactamase inhibitor 
aminoglycosides fluoroquinolones และ carbapenems คือร้อยละ 94.44, 77.78, 94.44, 
88.89 และ 78.95 ตามล าดับ โดยทุกสายพันธุ์ ไวต่อยาในกลุ่ม polymyxins (CL) เช่นเดียวกับเชื้อที่
พบในสองยีนแรก และพบรูปแบบความไวและดื้อต่อยา 5 รูปแบบคือ รูปแบบที่ 1 (12 สายพันธุ์),  
2 (2 สายพันธุ์), 4 (2 สายพันธุ์), 8 และ 18 ซึ่งเชื้อแทบทุกสายพันธุ์เป็น MDR-PA ยกเว้นสายพันธุ์
เดียวที่ไวต่อยาทุกกลุ่ม (รูปแบบที่ 18) 

กลุ่มท่ีให้ผลบวกกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A 
C และ D เพียงยีนใดยีนหนึ่งเท่านั้น พบว่ามีเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน VEB-1 ยีนเพียงเดียวเท่านั้น 

จ านวน 1 สายพันธุ์คิดเป็นร้อยละ 0.85 (1/118) โดยเชื้อดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam 
fluoroquinolones และ carbapenems ร้อยละ 100.00 พบรูปแบบความไวต่อยาเป็นแบบ  
MDR-PA (รูปแบบที่ 9) ในขณะที่เชื้อที่ให้ผลปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีน AmpC เพียงยีนเดียว
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เท่านั้น จ านวน 58 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 49.15 (58/118) มีอัตราการดื้อต่อยาทั้ง 5 กลุ่มยา  

β-lactam β-lactam/β-lactamase inhibitor aminoglycosides fluoroquinolones และ 
carbapenems ในระดับปานกลางคือร้อยละ 41.38, 41.38, 12.07, 46.55 และ 36.20 ตามล าดับ 
พบรูปแบบความไวต่อยา 10 รูปแบบ ดังนี้ รูปแบบที่ 1 (6 สายพันธุ์), 3 (9 สายพันธุ์), 5 (6 สาย
พันธุ์), 6 (2 สายพันธุ์), 7, 11 (2 สายพันธุ์), 13, 14, 17 (2 สายพันธุ์) และ 18 (28 สายพันธุ์) ซึ่งเชื้อ
เป็น MDR-PA ร้อยละ 41.38 (24/58) ที่เหลือมีรูปแบบของความไวต่อยาแบบ Non MDR-PA ร้อย
ละ 58.62 (34/58) ไม่พบเชื้อ P. aeruginosa ที่ให้ผลบวกกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับเฉพาะ
กับยีน OXA-10 เพียงยีนเดียวเลย 

กลุ่มท่ีให้ผลบวกกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A 
C และ D ร่วมกันสองยีนหรือทั้งสามยีน จ านวน 21 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 17.80 (21/118) ซึ่งเชื้อ
ส่วนใหญ่จะดื้อยาทั้ง 5 กลุ่มค่อนข้างสูงและรูปแบบการดื้อต่อกลุ่มยาเป็นแบบ MDR-PA เกือบทุก
สายพันธุ์ 

ส าหรับกลุ่มที่ให้ผลลบกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์ β-lactamase ใน
คลาส A C และ D พบจ านวน 38 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 32.20 (38/118) มีอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม 

β-lactam β-lactam/β-lactamase inhibitor aminoglycosides fluoroquinolones และ 
carbapenems ค่อนข้างต่ าคือร้อยละ 28.95, 34.21, 10.52, 28.95 และ 21.05 ตามล าดับ พบ
รูปแบบความไวต่อยา 11 รูปแบบคือ รูปแบบที่ 1, 2, 3 (3 สายพันธุ์), 6, 10 (5 สายพันธุ์),  
12 (2 สายพันธุ์), 13 (2 สายพันธุ์), 15, 16 (3 สายพันธุ์), 17 และ 18 (18 สายพันธุ์) ซึ่งเชื้อเป็น 
MDR-PA เพียงร้อยละ 15.79 (6/38) ส่วนมากเชื้อมีรูปแบบของความไวต่อยาแบบ Non MDR-PA 
ถึงร้อยละ 84.21 (32/38) 
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6. ผลการศึกษาความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อ P. aeruginosa ที่ตรวจพบยีนของ

เอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D จ านวน 80 สายพันธุ์ ด้วยวิธี pulsed-field gel 
electrophoresis (PFGE) 

เชื้อ P. aeruginosa ที่ตรวจพบยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D (ยีน 
VEB-1 AmpC และ OXA-10) จ านวน 80 สายพันธุ์ มาศึกษาถึงความหลากหลายทางสายพันธุ์ของ
เชื้อด้วยวิธี PFGE จะได้ภาพถ่ายของเจลตามภาพที่ 4.16 และเมื่อใช้โปรแกรมวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอ 
Bionumeric เวอร์ชั่น 7.5 (ใบอนุญาตการใช้งานในระยะทดลองใช้ฟรี 30 วัน) โดยใช้หลักเกณฑ์
เปรียบเทียบแถบดีของดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ SpeI-HF ด้วยวิธี Dice coefficient 
และจัดกลุ่มด้วยวิธี Unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) 
โดยใช้ค่าพารามิเตอร์ optimize 1.5% และ tolerance in the band position 1.5% เกณฑ์ตัดสิน
ว่าเชื้อที่ท าการทดสอบเป็นกลุ่มเดียวกันเมื่อคะแนนความเหมือนกัน ≥ ร้อยละ80 ซึ่งเป็นไปตาม
หลักการของ Tenover และคณะ พบว่ามีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมด 29 pulsotype 
(PT) ตามภาพที่ 4.17 โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

Pulsotype 1 (PT1): เป็น PT หลักที่ใหญ่ที่สุด มีเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 19 สายพันธุ์ 
คิดเป็นร้อยละ 23.75 มีสมาชิกดังนี้คือ P. aeruginosa No.4, 5, 12, 25, 32, 36, 55, 56, 58, 65, 
66, 68, 69, 71, 91, 93, 100, 108, 111  

Pulsotype 2 (PT2): เป็น PT ที่มีขนาดรองลงมาโดยมีเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 17 สาย
พันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 21.25 มีสมาชิกดังนี้คือ P. aeruginosa No.6, 7, 20, 29, 42, 47, 59, 61, 88, 
96, 98, 99, 106, 107, 109, 113, 114  

Pulsotype 3 (PT3): มีสมาชิกจ านวน 4 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 5.00 ประกอบด้วย P. 
aeruginosa No. 8, 15, 22, 48  

Pulsotype 4 (PT4): เป็น PT ขนาดเท่ากับ PT3 มีสมาชิกจ านวน 4 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อย
ละ 5.00 ประกอบด้วย P. aeruginosa No.1, 2, 18, 103  

Pulsotype 5 (PT5): เป็น PT ขนาดเล็กมีสมาชิกจ านวน 3 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 3.75 
ประกอบด้วย P. aeruginosa No.13, 72, 90  

Pulsotype 6 (PT6): เป็น PT ขนาดเล็กเท่ากับ PT5 มีสมาชิกจ านวน 3 สายพันธุ์ คิดเป็น
ร้อยละ 3.75 ประกอบด้วย P. aeruginosa No.19, 77, 41 
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Pulsotype 7 ถึง Pulsotype 13 (PT7-PT13): มีสมาชิก PT ละ 2 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 
2.50 โดย 

Pulsotype 7 (PT7): ประกอบด้วย P. aeruginosa No.92, 102  

Pulsotype 8 (PT8): ประกอบด้วย P. aeruginosa No.9, 79  

Pulsotype 9 (PT9): ประกอบด้วย P. aeruginosa No.85, 112 

Pulsotype 10 (PT10): ประกอบด้วย P. aeruginosa No.23, 24 

Pulsotype 11 (PT11): ประกอบด้วย P. aeruginosa No.11, 76  

Pulsotype 12 (PT12): ประกอบด้วย P. aeruginosa No.35, 39 

Pulsotype 13 (PT13): ประกอบด้วย P. aeruginosa No.104, 115 

Pulsotype 14 ถึง Pulsotype 27 (PT14-PT27) มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ SpeI-HF ที่ไม่เหมือนกันเลย (unique type) คิดเป็นร้อยละ 1.25 นอกจากนี้ยังมี
เชื้อ P. aeruginosa จ านวน 2 สายพันธุ์ ที่ให้ผล PFGE เป็น Smear band คือ P. aeruginosa 
No.16, 17 จึงจัดเป็น PT 28 และ 29 ตามล าดับ 
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ภาพที่ 4.16 แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอของเชื้อ P. aeruginosa ที่ถูกตัดเอนไซม์ตัดจ าเพาะด้วย 
SpeI-HF ด้วยวิธี pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) โดยแถวที่ 1 และ 15 เป็น  
Lamda Ladder ส่วนแถวที ่2-14 เป็นตัวอย่างเชื้อ P. aeruginosa  
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7. ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างผลของการจัดความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อด้วย
วิธี PFGE ความไวต่อยาทั้ง 11 ชนิด และผลของการท าปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของ

เอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D  

เมื่อน าผลของการจัดความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อด้วยวิธี PFGE การท าปฎิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และD ซึ่งถือเป็นวิธีทางจีโนไทป์ 
มาเทียบเคียงหาความสัมพันธ์กับผลของความไวต่อยาทั้ง 6 กลุ่มยาดังแสดงในตารางที่ 4.4 ดังนี้ 
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กลุ่มที่ 1. PT1 มีสมาชิก 19 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 23.75 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ใน 
PT นี้มียีน OXA-10 เป็นหลักคิดเป็นร้อยละ 68.42 (13/19) โดยพบร่วมกับยีน AmpC และพบยีน 

AmpC เพียงยีนเดียวเท่านั้น ร้อยละ 31.58 (6/19) โดย PT มีอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam  

β-lactam/β-lactamase inhibitor aminoglycosides fluoroquinolones และ carbapenems 
อยู่ในระดับสูงคือร้อยละ 100.00, 89.47, 84.21, 89.47 และ 94.73 ตามล าดับ พบรูปแบบความไว
ต่อยา 4 รูปแบบ คือรูปแบบที่ 1 (15 สายพันธุ์), 3 (2 สายพันธุ์), 8 และ 18 ซึ่งเกือบทุกสายพันธุ์เป็น 
MDR-PA 

กลุ่มที่ 2. PT2 มีสมาชิก 17 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 21.25 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ใน 
PT นี้พบยีน AmpC เพียงยีนเดียว คิดเป็นร้อยละ 100.00 (17/17) มีอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม  

β-lactam β-lactam/β-lactamase inhibitor aminoglycosides fluoroquinolones และ 
carbapenems อยู่ในระดับปานกลางคือร้อยละ 58.82, 58.82, 0.00, 70.59 และ 58.82 ตามล าดับ 
พบรูปแบบความไวต่อยา 7 รูปแบบ คือรูปแบบที่ 3 (7 สายพันธุ์), 5 (2 สายพันธุ์), 6, 11, 14, 17 
และ 18 (4 สายพันธุ์) มีรูปแบบความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA เพียงร้อยละ 58.82 (10/17) ส่วน 
Non MDR-PA พบร้อยละ 41.18 (7/17) 

กลุ่มที่ 3. PT3 มีสมาชิก 4 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 5.00 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ใน PT 
นี้พบยีน AmpC เท่านั้น ยีน VEB-1 ร่วมกับยีน AmpC และ ยีน VEB-1 ร่วมกับยีน OXA-10 คิดเป็น

ร้อยละ 50.00 (2/4), 25.00 (1/4) และ 25.00 (1/4) ตามล าดับ มีอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam 

β-lactam/β-lactamase inhibitor aminoglycosides fluoroquinolones และ carbapenems 
ร้อยละ 75.00, 100.00, 50.00, 100.00 และ 100.00 ตามล าดับ และพบรูปแบบความไวและดื้อต่อ
ยา 3 รูปแบบ คือรูปแบบที่ 1(2 สายพันธุ์), 3 และ 6 ซึ่งทุกสายพันธุ์เป็น MDR-PA 

กลุ่มที่ 4. PT4 มีสมาชิก 4 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 5.00 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ใน PT 
นี้พบยีน AmpC เท่านั้นและ ยีน VEB-1 ร่วมกับยีน AmpC คิดเป็นร้อยละ 75.00 (3/4) และ 25.00 

(1/4) ตามล าดับ มีอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam aminoglycosides fluoroquinolones และ 
carbapenems เท่ากันคือร้อยละ 25.00 และพบรูปแบบความไวต่อยา 2 รูปแบบ คือรูปแบบที่ 4 
และ 18 (3 สายพันธุ์) โดยเชื้อส่วนใหญ่เป็น Non MDR-PA พบร้อยละ 75.00 (3/4) และ MDR-PA 
เพียงร้อยละ 25.00 (1/4) 

กลุ่มที่ 5. PT5 มีสมาชิก 3 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 3.75 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ใน PT 
พบยีน AmpC เท่านั้นและ ยีน VEB-1 ร่วมกับ OXA-10 คิดเป็นร้อยละ 66.67 (2/3) และ 33.33 

(1/3) ตามล าดับ และพบอัตราการดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam β-lactam/β-lactamase inhibitor 
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aminoglycoside fluoroquinolones และ carbapenems เท่ากันๆ คือ ร้อยละ 33.33 พบรูปแบบ
ความไวต่อยา 3 รูปแบบ คือรูปแบบที่ 2, 17 และ 18 โดยเชื้อส่วนใหญ่เป็น Non MDR-PA  
พบร้อยละ 67.77 (2/3) และ MDR-PA เพียงร้อยละ 33.33 (1/3) 

กลุ่มที่ 6. พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ในกลุ่มนี้ พบยีน AmpC เท่านั้น ประกอบด้วย PT6, 
PT7, PT9, PT10 และ PT13 โดยเชื้อส่วนใหญ่เป็น Non MDR-PA พบร้อยละ 67.77 (6/9) และ 
MDR-PA เพียงร้อยละ 33.33 (3/9)  

กลุ่มที่ 7. ประกอบด้วย PT8 PT11 PT12 และ PT14 -29 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ใน
กลุ่มนี้ พบยีน AmpC เพียงยีนเดียว หรือพบ AmpC ร่วมกับ VEB-1 หรือพบ VEB-1 ร่วมกับ OXA-
10 
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บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

1. สรุปผลการวิจัย 

เชื้อ P. aeruginosa จ านวน 118 สายพันธุ์ จากโรงพยาบาลขนาด 1,200 เตียง ใน
กรุงเทพมหานคร ตั้งแต่เดือนมีนาคม–เดือนเมษายน ปี พ.ศ. 2552 พบว่าเป็นเชื้อที่มาจากสิ่งส่งตรวจ
ที่เป็นเสมหะมากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 43.22 (51/118) รองลงมา คือ หนองร้อยละ 30.51 (36/118), 
ปัสสาวะร้อยละ 23.73 (28/118) และน้อยที่สุดคือเลือดร้อยละ 2.54 (3/118) 

ผลการศึกษาแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ P. aeruginosa ทั้ง 
11 ชนิดโดยวิธี disk diffusion พบว่าเชื้อ P. aeruginosa 118 สายพันธุ์ มีอัตราการดื้อยาดังนี้ ยาก
ลุ่ม fluoroquinolones ได้แก่ยา LVX และยา CFX มีอัตราการดื้อยาสูงร้อยละ 49.15 (58/118) 

และ 48.30 (57/118) ตามล าดับ รองลงมาคือยา β-lactam ที่เป็น third generation 
cephalosporins ได้แก่ยา CAZ โดยมีอัตราการดื้อยาร้อยละ 44.91 (53/118) ซึ่งถือได้ว่ามีการดื้อ
ย า สู ง ใ น ร ะ ดั บ ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ ก ลุ่ ม  fluoroquinolones ล า ดั บ ถั ด ม า เ ป็ น ย า ก ลุ่ ม  

β-lactam/β-lactamase inhibitor คือยา SCFP และยา TZP มีอัตราการดื้อยา ร้อยละ 38.98 
(46/118) และ 36.44 (43/118) ตามล าดับ ส าหรับการดื้อยาในกลุ่ม carbapenems ประกอบด้วย
ยา MEM และ IPM มีอัตราการดื้อยาร้อยละ 33.05 (39/118) และ 31.36 (37/118) ตามล าดับ ส่วน

ยา β-lactam ในกลุ่ม fourth generation cephalosporins ได้แก่ยา FEP มีอัตราการดื้อยาร้อย
ละ 28.81 (34/118) ส่วนยากลุ่ม aminoglycosides มีอัตราการดื้อยาในระดับต่ าโดยเฉพาะยา AK 
ดื้อยาร้อยละ 18.64 (22/118) ส่วนยา GM มีอัตราการดื้อยาร้อยละ 25.42 (30/118) และยากลุ่ม
สุดท้าย polymyxins ได้แก่ยา CL นั้นเชื้อ P. aeruginosa ทุกสายพันธุ์ไม่พบว่าดื้อยาชนิดนี้ 

เมื่อพิจารณารูปแบบของความไวต่อยาทั้ง 18 รูปแบบของเชื้อ P. aeruginosa 118 สาย
พันธุ์ พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มีรูปแบบทีด่ื้อยาทั้ง 5 กลุ่มยา (รูปแบบที่ 1) มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 
16.95 (20/118) รองลงมาเป็นรูปแบบที่ดื้อยา 4 กลุ่มยา (รูปแบบที่ 2-4) ร้อยละ 16.10 (19/118) 
และรูปแบบที่ดื้อยา 3 กลุ่มยา (รูปแบบที่ 5-9) ร้อยละ 10.17 (12/118) รวมทั้งหมดที่เชื้อดื้อต่อยา
ตั้งแต่สามกลุ่มขึ้นไป (รูปแบบที่ 1-9) ซึ่งถือว่าเป็นเชื้อดื้อยาหลายขนาน MDR-PA ถึงเกือบครึ่งหนึ่ง
คือร้อยละ 43.22 (51/118) ส่วนที่เหลือเป็น non MDR-PA (รูปแบบที่ 10-18) คิดเป็นร้อยละ 56.78 
(67/118) โดยในกลุ่มนี้จะพบรูปแบบที่ 18 ซึ่งไวต่อยาทุกชนิดมากที่สุดร้อยละ 39.83 (47/118) 
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รองลงมาเป็นรูปแบบที่ดื้อยา 2 กลุ่มยา (รูปแบบที่ 10-14) ร้อยละ 11.02 (13/118) และรูปแบบที่ดื้อ
ยาเพียงหนึ่งกลุ่มยา (รูปแบบที่ 15-17) ร้อยละ 5.93 (7/118) 

ผลการศึกษาการสร้างเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D โดยวิธีทางจีโนไทป์ด้วย

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในการหาความชุกของยีนในกลุ่ม β-lactamase คลาส A ได้แก่ยีน VEB-1 
PER-1 CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 เอนไซม์คลาส C ได้แก่ยีน AmpC เอนไซม์คลาส 
D ได้แก่ยีน OXA-10 พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มีความชุกต่อยีน AmpC มากที่สุดคือร้อยละ 63.56 
(75/118) รองลงมาคือยีน OXA-10 และยีน VEB-1 พบร้อยละ 15.25 (18/118) และ 7.63 (9/118) 
ตามล าดับ ไม่พบยีน PER-1 CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์ และยีน SHV-1 เลย เมื่อน าเชื้อที่ให้ผลบวก

จากการทดสอบการสร้างเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D ในระดับจีโนไทป์ทั้ง 80 สาย
พันธุ์ มาตรวจสอบหาล าดับนิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับฐานข้อมูล NCBI 
พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่ให้ผลบวกกับยีน VEB-1 เป็นยีน VEB-1 จริง (GenBank accession 
No. AF010416) เชื้อที่ให้ผลบวกกับยีน AmpC เป็นยีน AmpC (GenBank accession No. 
AF490770.1) และเชื้อที่ให้ผลบวกกับยีน OXA-10 เป็นยีน OXA-10 จริงเช่นกัน (GenBank 
accession No. U37105) 

เมื่อพิจารณาผลความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบของความไวต่อยาทั้ง 6 กลุ่มยา และผลการ

สร้างเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A C และ D ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสพบว่า เชื้อ  

P. aeruginosa 9 สายพันธุ์ที่ให้ผลบวกกับยีน VEB-1 มีการดื้อยาในกลุ่ม β-lactam ทุกสายพันธุ์ 

คือร้อยละ 100.00 (9/9) และการดื้อยาลดลงในกลุ่มยา β-lactam/β-lactam inhibitor คือร้อยละ 
55.55 (5/9) โดยมีรูปแบบของความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA ทุกตัว (รูปแบบที่ 1, 2, 3, 4 และ 9) 
ส าหรับเชื้อ P. aeruginosa 18 สายพันธุ์ที่ให้ผลบวกกับปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีน OXA-10 
พบว่ามีการดื้อยาทุกชนิดสูง ยกเว้นยา CL และมีรูปแบบของความไวต่อยาแบบ MDR-PA เป็นส่วน
ใหญ่ ร้อยละ 94.44 (17/18) ยกเว้นสายพันธุ์เดียวที่เป็น non MDR-PA (รูปแบบที่ 18) ส าหรับเชื้อ 
P. aeruginosa ที่ให้ผลบวกกับยีน AmpC พบว่ามีอัตราการดื้อยาทุกชนิดในระดับปานกลาง โดย
พบว่ามีรูปแบบของความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA ร้อยละ 53.33 (40/75) (รูปแบบที่ 1, 3, 4, 5, 
6, 7 และ 8) ที่เหลือมีรูปแบบของความไวต่อยาแบบ Non MDR-PA ร้อยละ 46.67 (35/75) 
(รูปแบบที่ 11, 13, 14, 17 และ 18) 

จากผลดังกล่าวแสดงว่าอุบัติการณ์ของการดื้อยา β-lactam โดยเฉพาะอย่างยิ่งยา 

cephalosporins มีสาเหตุมาจากการสร้างเอนไซม์ β-lactamase ได้แก่ยีน VEB-1 AmpC และ 
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OXA-10 อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาถึงกลไกอ่ืนๆที่อาจเกี่ยวข้องกับการดื้อยา β-lactam ได้แก่ 
การลดการผ่านของยาเข้าสู่เซลล์ หรือการขับยาออกจากเซลล์โดย efflux systems  

เมื่อศึกษาความหลากหลายทางสายพันธ์ของเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน β-lactamase ใน 
คลาส A C และ D จ านวน 80 สายพันธุ์ ด้วยวิธี PFGE พบว่ามี 2 pulsotype (PT) หลักคือ PT1 
และ PT2 โดย PT1 เป็น PT ที่ใหญ่ที่สุดคิดเป็นร้อยละ 23.75 (19/80) โดยมียีน OXA-10 เป็นหลัก
คิดเป็นร้อยละ 68.42 (13/19) โดยพบร่วมกับยีน AmpC โดยมีรูปแบบความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-
PA เกือบทุกสายพันธุ์ถึงร้อยละ 94.73 (18/19) ยกเว้นเพียงสายพันธุ์เดียวที่ไวต่อยาทุกตัว ส าหรับ 
PT2 เป็น PT ที่พบมากเป็นอันดับสองคิดเป็นร้อยละ 21.25 (17/80) โดยมียีน AmpC เป็นหลักเพียง
ยีนเดียวคิดเป็นร้อยละ 21.25 (17/80) มีรูปแบบความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA น้อยกว่าใน PT1
พบเพียงร้อยละ 58.82 (10/17)  

ส าหรับ PT อ่ืนนั้นมี 1 PT ที่มีเชื้อ 4 สายพันธุ์ 2 PT ที่มีเชื้อ 3 สายพันธุ์ 6 PT ที่มีเชื้อ 2 
สายพันธุ์ และมี 17 PT ที่มีเชื้อ PT ละ 1 สายพันธุ์เท่านั้น นอกจากนี้พบว่ายีน VEB-1 อยู่กระจัด
กระจายในหลายๆ PT โดยพบถึง 7 PT ด้วยกัน ได้แก่ PT3 PT4 PT5 PT11 PT12 PT23 และ PT27 
และสามารถพบยีน AmpC กระจายในเกือบทุกๆ PT ถึง 28 PT จากผลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า
อุบัติการณ์การติดเชื้อ P. aeruginosa ที่ดื้อยาที่มีสาเหตุมาจากการที่เชื้อสร้างเอนไซม์  

β-lactamase ภายในโรงพยาบาลขนาด 1,200 เตียงในกรุงเทพมหานคร เกิดจากการแพร่กระจาย
ของเชื้อหลายๆ PT ไม่ได้มาจาก PT เดียว โดยมี PT ที่พบมากอยู่ 2 PT ได้แก่ PT1 ซึ่งเป็น PT ที่มียีน 
OXA-10 ร่วมกับ AmpC เป็นสมาชิกส่วนมากซึ่ง PT นี้จะก่อปัญหาในการรักษามากกว่าเนื่องจากมี
อัตราการดื้อยาแบบ MDR-PA ที่สูงกว่า PT2 ที่พบรองลงมา 
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2. อภิปรายผล 

ปัญหาการดื้อยาด้านจุลชีพของเชื้อ P. aeruginosa นั้นเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญ และ
มีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่องในหลายๆประเทศทั่วโลก ปัญหานี้น าไปสู่อัตราการเจ็บป่วย และ
อัตราการเสียชีวิตที่เพ่ิมสูงขึ้น นอกจากนี้หากยังมีการใช้ยาปฏิชีวนะที่ไม่เหมาะสมกับการรักษาผู้ป่วย
ที่ติดเชื้อ P. aeruginosa อาจท าให้เกิดการดื้อยาได้ ส าหรับประเทศไทย ข้อมูลของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อ
ดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  กระทรวงสาธารณสุข พบว่าเชื้ อ   

P. aeruginosa มีแนวโน้มของความไวต่อยากลุ่ม β-lactam ลดลง โดยเฉพาะอย่างยิ่งยา CAZ (6) 
ซึ่งจะเห็นได้ในการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่าเชื้อ P. aeruginosa นั้นดื้อต่อยา CAZ ค่อนข้างสูง จากข้อมูล
ดังกล่าวท าให้ยิ่งต้องตระหนักถึงการติดตามการดื้อต่อยา CAZ ของเชื้อ P. aeruginosa เพราะยา 
CAZ นั้นเป็นยาในกลุ่ม third generation cephalosporins ที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ  
P. aeruginosa (232) 

ตัวอย่างเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 118 สายพันธุ์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าส่วนใหญ่มา
จากเสมหะร้อยละ 43.22 หนองร้อยละ 30.15 ปัสสาวะร้อยละ 23.73 และเลือดร้อยละ 2.54 ซึ่ง
คล้ายกับงานวิจัยในประเทศอินเดียสองงานวิจัย โดยงานวิจัยแรก Mohanasoundaram KM. (233) 
พบว่าการติดเชื้อ P. aeruginosa ในช่วงปี ค.ศ. 2008-2010 ส่วนใหญ่มาจากหนอง ระบบทางเดิน
หายใจ และปัสสาวะเป็นหลัก โดยพบร้อยละ 30.00, 29.19 และ 16.22 ตามล าดับ ส่วนงานวิจัยที่
สองของ Senthamarai S.และคณะ (234) ในปี ค.ศ. 2014 พบมากในสิ่งส่งตรวจที่มาจากหนอง ร้อย
ละ 47.11 รองลงมาคือ เสมหะและปัสสาวะเช่นเดียวกันโดยพบร้อยละ 36.53 , 12.50 ตามล าดับ ซึ่ง
จะเห็นได้ว่าการติดเชื้อ P. aeruginosa จะพบมากในสิ่งส่งตรวจที่มาจากหนอง ระบบทางเดินหายใจ 
และปัสสาวะเป็นส่วนใหญ่ แต่อย่างไรก็ตามการก่อโรคของเชื้อ P. aeruginosa นั้นสามารถก่อโรคได้
หลายๆระบบดังเช่น งานวิจัยของประเทศทางตะวันออกกลาง Yetkin G.และคณะจากประเทศตุรกี 
(235) พบว่าการติดเชื้อ P. aeruginosa ส่วนใหญ่มาจากปัสสาวะร้อยละ 35.00 ส่วนน้อยจากเลือด
และเสมหะคิดเป็นร้อยละ 13.00 และ 8.00 ตามล าดับ ส่วนงานวิจัยในประเทศอียิปต์ (69) พบว่าเชื้อ 
P. aeruginosa ส่วนใหญ่มาจากหนองจากบาดแผลร้อยละ 36.06 รองลงมาคือเลือด ปัสสาวะ 
เสมหะ และจากแหล่งอ่ืนๆ ได้แก่ สายสวน น้ าไขสันหลัง พบร้อยละ 23.77, 18.03, 9.01 และ 13.11 
ตามล าดับ จากประเทศอิหร่าน (236) Akhi MT. และคณะ พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มาจากระบบ
ทางเดินหายใจส่วนบนและล่าง ร้อยละ 57.71 รองลงมาเป็นปัสสาวะ เลือด บาดแผลและจาก 
น้ าไขสันหลังร้อยละ 30.06, 7.14, 3.57 และ 1.76 ตามล าดับ 

ในการศึกษาครั้งนี้ผลของความไวต่อยาปฏิชีวนะทั้ง 11 ชนิดโดยวิธี disk diffusion พบว่า
เชื้อ P. aeruginosa ที่น ามาทดสอบทั้ง 118 สายพันธุ์ มีอัตราการดื้อยากลุ่ม fluoroquinolones 
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สูงสุดโดยมีอัตราการดื้อยา LVX และยา CFX ร้อยละ 49.15 (58/118) และ 48.30 (57/118) 
ตามล าดับ พบอัตราการดื้อยากลุ่ม aminoglycosides ต่ ากล่าวคือยา AK และยา GM การดื้อยานี้
ร้อยละ 18.64 และ 25.42 ตามล าดับ ซึ่งผลดังกล่าวเป็นไปในทางเดียวกันกับงานวิจัยของ 
Sutherland CA. และคณะจากประเทศสหรัฐอเมริกา (237) ที่พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่น ามา
ทดสอบนั้นมีอัตราการดื้อยากลุ่ม fluoroquinolones ค่อนข้างสูงอยู่ที่ประมาณร้อยละ 68.00 และ
ดื้อยากลุ่ม aminoglycosides ต่ าคือประมาณร้อยละ 5.00 ที่เป็นเช่นนี้อาจเป็นเพราะยากลุ่ม 
fluoroquinolones เป็นยาที่นิยมใช้รักษาการติดเชื้อ P. aeruginosa (antipseudomonal 
antibiotic) โดยเป็นยาที่ใช้รับประทานในขนาดที่เหมาะสม (convenient oral dosing) นอกจากนี้
ยังมีความปลอดภัยสูง รักษาได้ผลดี จึงนิยมใช้กันมากขึ้นเรื่อยๆ จึงอาจเป็นสาเหตุให้เกิดการดื้อยาใน
อัตราที่สูงขึ้นอย่างรวดเร็ว (238) กลไกการดื้อยาในกลุ่ม fluoroquinolones นี้มี 2 กลไกหลักที่
ส าคัญคือ 1.การเปลี่ยนแปลงโมเลกุล subunit ของ DNA gylase (ยีนgyrA) และ topoisomerase 
IV (ยีนparC) 2.การกลายพันธุ์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับระบบ efflux pump ได้แก่ membrane fusion 
proteins และ outer membrane protein (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN) (239)  

ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาเอนไซม์ β-lactamase คลาส A C และ D ซึ่ง

สามารถท าลายยา β-lactam โดยเฉพาะยาในกลุ่ม cephalosporins ได้ เชื้อ P. aeruginosa ที่ท า

การทดสอบนี้พบว่าดื้อยา CAZ ซึ่งเป็นยา β-lactam ในกลุ่ม cephalosporins ที่ใช้รักษาโรคติดเชื้อ 
P. aeruginosa ในระดับค่อนข้างสูงถึงร้อยละ 44.91 (53/118 สายพันธุ์) โดยพบดื้อมากเป็นอันดับ
สองรองจากยาในกลุ่ม fluoroquinolones ซึ่งให้ผลการวิจัยนี้ให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Woodford N. และคณะจากสหราชอาณาจักร (70) Li Y. และคณะจากประเทศจีน (8) พบว่ามีอัตรา
การดื้อยา CAZ ของเชื้อ P. aeruginosa ร้อยละ 47.00 และ 51.60 ตามล าดับ นอกจากนี้ยังให้ผล
คล้ายกับงานวิจัยของ Kos VN. และคณะ (240) ที่ทดสอบกับเชื้อ P. aeruginosa 181 สายพันธุ์ที่มา
จากประเทศต่างๆทั่วโลก ได้แก่ สหรัฐอเมริกา แคนาดา จาก 6 ประเทศทางทวีปอเมริกาใต้ 7 
ประเทศทางทวีปยุโรป และ 3 ประเทศจากทวีปเอเชียโดยพบว่ามีอัตราการดื้อยา CAZ ร้อยละ 55.00 
แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีการดื้อยา CAZ แตกต่างจากการศึกษานี้โดยพบอัตราการดื้อยาสูงหรือต่ ากว่า 
จากการศึกษาของ Sader HS. และคณะ (7) ที่ท าในเชื้อ P. aeruginosa ที่เก็บตัวอย่างจากศูนย์
การแพทย์ในประเทศสหรัฐอเมริกาจ านวน 28 แห่งและจากทวีปยุโรปจ านวน 11 ประเทศ 25 ศูนย์ฯ 
และงานวิจัยของ Vahaboglu H. และคณะจากประเทศตุรกี (80) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มีอัตรา
การดื้อยา CAZ ต่ ากว่าในการศึกษาครั้งนี้ คือร้อยละ 16.10-24.00 และ 28 ตามล าดับ แต่พบว่าใน
การวิจัยของ Zafer MM. และคณะจากประเทศอียิปต์ (69) Mirsalehian A. และคณะจากประเทศ
อิหร่าน (22) และ Mayank D. และคณะจากประเทศอินเดีย (241) มีอัตราการดื้อยา CAZ สูงกว่า
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การศึกษานี้คือพบร้อยละ 60.60, 63.00 และ 100.00 ตามล าดับ จากผลข้างต้นจะเห็นว่าอุบัติการณ์
การดื้อต่อยา CAZ นั้นมีความหลากหลายแตกต่างกัน ซึ่งอาจจะเป็นเพราะความชุกของยีนที่สร้าง

เอนไซม์ β-lactamase ที่ก่อให้เกิดการดื้อต่อยา CAZ ในแต่ละพ้ืนที่แตกต่างกัน หรืออาจมีการใช้ยา 
CAZ ในการรักษาการติดเชื้อ P. aeruginosa มากเกินความจ าเป็น หรือใช้ยารักษาโดยวินิจฉัยจาก
การอาการแสดงของผู้ป่วย (empirical therapy) โดยไม่ได้ท าการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะก่อน 
จึงท าให้เกิดการดื้อยา CAZ มากขึ้น 

เมื่อพิจารณาเกี่ยวกับการดื้อยาหลายขนานของเชื้อ P. aeruginosa โดยใช้เกณฑ์ว่าเชื้อเป็น 
MDR-PA เมื่อมีการดื้อยามากกว่าหรือเท่ากับ 3 กลุ่มยา ในการศึกษาครั้งนี้พบ MDR-PA ร้อยละ 
43.22 (51/118 สายพันธุ์) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาของ Li Y. และคณะจากประเทศ
จีน (8) และงานวิจัยที่ผ่านมาของ Fazeli H. และคณะจากประเทศอิหร่าน (242) ที่พบว่ามีเชื้อ  
P. aeruginosa ทีเ่ป็น MDR-PA อยู่ประมาณร้อยละ 37.90 และ 45.00 ตามล าดับ แต่อย่างไรก็ตาม
พบว่ามีการดื้อยาหลายขนานของเชื้อ P. aeruginosa แตกต่างจากการศึกษานี้โดยพบในอัตราที่สูง
หรือต่ ากว่า ดังงานวิจัยในประเทศอิหร่าน โดย Vaez H. และคณะ (243) และ Mirsalehian A. และ
คณะ (22) มีอัตราการพบ MDR-PA สูงกว่างานวิจัยนี้คือพบร้อยละ 51.80 และ 87.05 ตามล าดับ 
ส่วนประเทศเอธิโอเปีย Godebo G. และคณะ (244) พบ MDR-PA อยู่เพียงร้อยละ 19.30 เท่านั้นซึ่ง
น้อยกว่าการศึกษาครั้งนี้ นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อตัวอย่าง P. aeruginosa ทุกสายพันธุ์ไวต่อยา CL ซึ่ง
ผลการศึกษาเป็นไปในทิศทางเดียวกับกับหลายประเทศ อาทิเช่น สหราชอาณาจักร (70) ตุรกี (245) 
กรีซ (246) และสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี (247) ดังนั้นยา CL ซึ่งยาเก่าที่เคยใช้รักษาได้ผลอาจเป็น
ทางเลือกในการใช้รักษาเชื้อ P. aeruginosa ที่เป็น MDR-PA ได้ แต่ยานี้มีผลข้างเคียงมาก เช่น 
ผลข้างเคียงต่อไต (nephrotoxicity) เป็นพิษต่อประสาท (neurotoxicity) (17) อย่างไรก็ตามเริ่มมี
รายงานการดื้อยา CL บ้างแล้วในประเทศเดนมาร์ก โดย Johansen HK. และคณะ (248) พบว่ามี
การดื้อยา CL ในผู้ป่วยโรค chronic lung infection จากเชื้อ P. aeruginosa ซึ่งพบสองช่วง 
ช่วงแรกในปี ค.ศ. 1995-1999 จ านวน 17 รายโดยที่ผู้ป่วยโรคนี้ได้รับยา CL ในการรักษาต่อเนื่องเป็น
เวลาเฉลี่ย 10 ปี (ช่วงระหว่าง 5-15ปี) และพบการระบาดครั้งที่ 2 ในปี ค.ศ. 2004 ซึ่งเป็นผู้ป่วยกลุ่ม
เดิม 17 รายและผู้ป่วยกลุ่มใหม่ 23 ราย คิดเป็นร้อยละ 14 (40/280 ราย) ได้รับยา CL ในการรักษา
ต่อเนื่องเป็นเวลาเฉลี่ย 17 ปี (ช่วงระหว่าง 10-21ปี) จากที่กล่าวมาข้างต้นจะเห็นว่าระบาดวิทยาของ
การดื้อต่อยา CAZ การดื้อยาหลายขนาน MDR-PA มีเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ และเริ่มมีอุบัติการการดื้อต่อ
ยา CL ให้พบเห็น ดังนั้นผู้วิจัยหวังว่าควรมีความระมัดระวังและ ตระหนักถึงการเลือกใช้ยาต้านจุลชีพ
ในการรักษาโรคติดเชื้อที่เกิดจากเชื้อ P. aeruginosa  
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ส าหรับการศึกษาจีโนไทป์โดยใช้วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพ่ือหาความชุกของยีน  

β-lactamase คลาส A C และ D พบว่าให้ผลบวก ร้อยละ 67.80 (80/118 สายพันธุ์) ได้แก่ ยีน 
VEB-1 AmpC และ OXA-10 ไม่สามารถตรวจพบพบยีน PER-1 CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์และยีน 
SHV-1 ได้ อาจเป็นผลเนื่องมาจากการแพร่กระจายของยีนแต่ละยีนในแต่ละภูมิภาคมีความแตกต่าง
กัน หรือขึ้นกับตัวเชื้อเอง ได้แก่ ยีน PER-1 ที่มีการศึกษาก่อนหน้าพบว่ามีการแพร่กระจายในประเทศ
ตุรกี กลุ่มประเทศตะวันออกกลาง ยุโรป และจีน (22, 25, 78-80, 152, 249) ส่วนยีน SHV TEM 
และ CTX-M นั้นโอกาสพบได้น้อยมากในเชื้อ P. aeruginosa (250) แต่มีรายงานการพบยีนดังกล่าว
ในเชื้อ P. aeruginosa บ้าง โดยพบยีน CTX-M-2 และ CTX-M-43 ที่แพร่กระจายในประเทศอิตาลี
และบราซิล (88, 89) ยีน SHV-2a ที่มีรายงานการพบที่ประเทศฝรั่งเศส (96) และยีน TEM-4 และ 
TEM-24 ที่มีรายงานการค้นพบที่ประเทศฝรั่งเศส (82, 83) ส าหรับในประเทศไทยนั้นยังไม่มีรายงาน
การพบยีน PER-1 CTX-M TEM-1 และอนุพันธ์และยีน SHV-1 ในเชื้อ P. aeruginosa แต่สามารถ
พบได้บ่อยในเชื้อกลุ่ม Enterobacteriaceae ดังเช่นการศึกษาของ Chanawong A. และคณะ (84) 
ตรวจเชื้อ Enterobaceriaceae 48 สายพันธุ์ ในปี ค.ศ. 1998-1999 พบยีน SHV CTX-M-9 และ 
TEM-1 ร้อยละ 79.00, 52.00 และ 48.00 ตามล าดับ ต่อมาในปี ค.ศ. 2003 ตรวจเชื้อ 
Enterobaceriaceae 52 สายพันธุ์พบยีน TEM-1 CTX-M-15 SHV CTX-M-14 และ CTX-M-9 ร้อย
ละ 79.00, 44.00, 36.00, 11.00 และ 10.00 ตามล าดับ ส่วน Luvsansharav UO. และคณะ (90) 
ตรวจหายีน CTX-M ในเชื้อ Enterobaceriaceae พบว่าเป็นยีน CTX-M-9 group และ CTX-M-1 
group ร้อยละ 60.60 และ 38.70 ตามล าดับ โดยเชื้อส่วนมากนั้นมาจาก Escherichia coli ร้อยละ 
85.4 รองลงมาคือ Klebsiella pneumoniae ร้อยละ 4.7 แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานการพบอนุพันธ์
ของยีน SHV ในประเทศไทยโดย Chanawong A. และคณะ (251) พบยีน SHV-12 ในเชื้อ  
P. aeruginosa 1 สายพันธุ์จากเชื้อ P. aeruginosa 16 สายพันธุ์ คิดเป็นร้อยละ 6.25 

จากการหาความชุกของยีน β-lactamase คลาส A C และ D ในเชื้อ P. aeruginosa พบ

ยีน VEB-1 AmpC และ OXA-10 โดยยีน AmpC (class C β-lactamase) ตรวจพบมากท่ีสุดคือร้อย
ละ 63.56 (75/118) เนื่องจากยีนนี้เป็นยีน intrinsic ของเชื้อ P. aeruginosa (252, 253) สามารถ
สร้างได้ตลอดเวลาในระดับต่ าๆ ซึ่งการศึกษาเป็นไปในทางเดียวกับ Lin SP. และคณะจากประเทศ
ไต้หวัน (24) ที่พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ตรวจพบยีน AmpC เป็นส่วนใหญ่ ส าหรับยีน OXA-10 

(class D β-lactamase) ในการศึกษาครั้งนี้พบมากรองลงมาจากยีน AmpC คือร้อยละ 15.25 
(18/118) ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานจากประเทศเกาหลีใต้และตุรกีที่พบยีน OXA-10 ร้อยละ 13.10 
และ 17.33 ตามล าดับ (227, 254)  



 

 

93 

แต่งานวิจัยจากประเทศเกาหลีใต้อีกกลุ่มหนึ่ง (255) และบางประเทศในกลุ่มประเทศ
ตะวันออกกลาง เช่น ประเทศอิหร่าน (22) อียิปต์ (69) จะพบยีน OXA-10 สูงกว่าการศึกษานี้คือร้อย

ละ 28.29, 29.41 และ 41.70 ตามล าดับ ส่วนยีน class A β-lactamase ในการศึกษานี้พบยีนเดียว
คือ VEB-1 ซึ่งพบน้อยเพียงร้อยละ 7.62 (9/118) ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยจากหลายๆประเทศ ได้แก่ 
ประเทศจีนโดย Chen Z. และคณะ (72) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa มียีน VEB-1 อยู่ร้อยละ 11.4 
บางประเทศในแถบตะวันออกกลาง ได้แก่ ประเทศซาอุดิอารเบีย (68) อียิปต์ (69) และอิหร่าน (22) 
พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ตรวจพบยีน VEB-1 ร้อยละ 10.00, 10.40 และ 12.35 ตามล าดับ ในทาง
ตรงกันข้ามการศึกษาจากสหราชอาณาจักร และในประเทศไทยพบอัตราการแพร่กระจายของยีน 
VEB-1 ในเชื้อ P. aeruginosa ที่สูงกว่าการศึกษาครั้งนี้ (70, 71, 251) จากผลข้างต้นจะเห็นว่า
อุบัติการณ์การพบยีน OXA-10 และ VEB-1 นั้นมีความหลากหลายอัตราการตรวจพบได้ไม่เท่ากัน แม้
จะอยู่ในพ้ืนที่ใกล้เคียงกันอาจเป็นเพราะพ้ืนที่ที่ท าการศึกษานั้นมีการระบาดหรือการกระจายตัวของ
ยีนต่างกัน นอกจากนี้ยีนดื้อยาทั้งสองยีนนี้เป็นยีนชนิดได้รับมา (acquired resistant genes) ซึ่งยีน
เหล่านี้จะรับมาจากเชื้ออ่ืนๆ ทางพลาสมิดหรือหน่วยพันธุกรรมเคลื่อนที่ชนิดอ่ืน ได้แก่เชื้อในกลุ่ม 
Enterobacteriaceae (65) หรือรับมาจากเชื้อ P. aeruginosa ตัวอ่ืนๆ (157) จึงท าให้อุบัติการณ์
การพบยีนดังกล่าวแตกต่างกันไป  

จากตารางที่ 4.3 พบว่า เชื้อ P. aeruginosa 9 สายพันธุ์ที่มียีน VEB-1 นั้นทุกตัวดื้อต่อ 

ยากลุ่ม β-lactam แต่ยังพบว่ามีความไวต่อยากลุ่ม β-lactam/β-lactamase inhibitor อยู่โดยพบ
ร้อยละ 100 (9/9) และ 55.56 (5/9) ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบรูปแบบของความไวต่อยาเป็นแบบ 
MDR-PA ทุกตัว (แบบที่ 1, 2, 3, 4 และ 9) ในขณะที่เชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน OXA-10 จ านวน 

18 สายพันธุ์มีอัตราการดื้อยา β-lactam และ β-lactam/β-lactamase inhibitor สูง พบร้อยละ 
94.44 (17/18) และ 77.78 (14/18) ตามล าดับ โดยรูปแบบของความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA 
เกือบทุกตัว (แบบที่ 1, 2, 4 และ 8) ยกเว้นหนึ่งสายพันธุ์ที่ไวต่อยา (แบบ 18) เนื่องจากยีน VEB-1 

อยู่ใน class A β-lactamase สามารถท าลายยาในกลุ่ม β-lactam ได้แต่ถูกยับยั้งฤทธิ์ด้วย  

β-lactamase inhibitor (63) ส่วนยีน OXA-10 อยู่ใน class D β-lactamase สามารถท าลายยาก

ลุ่ม β-lactam ได้เช่นเดียวกันกับ class A β-lactamase แต่มักไม่ถูกต้านทานฤทธิ์ด้วยสาร  

β-lactamase inhibitor (15) จึงท าให้มีอัตราการดื้อยาในยากลุ่ม β-lactam และ β-lactamase 
inhibitor ในระดับสูงได้ ส่วนการพบรูปแบบของความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA สูงนั้น ให้ผล
สอดคล้องกับ งานวิจัยของ Vatcheva-Dobrevska R. และคณะจากประเทศบัลแกเรีย (256) และ 
Murugan N. จากประเทศอินเดีย (257) ที่พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน VEB-1 และ OXA-10 มี
รูปแบบของความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA หรืองานวิจัยของ Yan JJ. และคณะจากประเทศไต้หวัน 
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(258) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน OXA-10 เป็น MDR-PA ทั้งหมด ส าหรับเชื้อ  

P. aeruginosa ที่มียีน AmpC จ านวน 75 สายพันธุ์มีอัตราการดื้อต่อยา β-lactam ในระดับปาน
กลางประมาณร้อยละ 53.33 (40/75) และมีรูปแบบของความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA เพียงร้อย
ละ 53.33 (40/75) (แบบที่ 1, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8) แบบ Non MDR-PA ร้อยละ 46.67 (35/75) 
(แบบที่ 11, 13, 14, 17 และ 18) เนื่องจากยีน AmpC จะท าให้ความไวต่อยาในกลุ่ม 
cephalosporins ที่มีฤทธิ์กว้าง เช่น ยา CAZ ลดลง (reduced susceptible) และเอนไซม์ชนิดนี้มี
ฤทธิ์ในการท าลายยา CAZ ต่ า จึงท าได้แค่ลดความไวต่อยา CAZ เท่านั้น (103) ส่วนการพบ MDR-PA 
น้อย เนื่องจากเอนไซม์ cephalosporinase หรือ AmpC ในเชื้อ P. aeruginosa โดยปกติสามารถ
สร้างได้ในปริมาณต่ าๆ แต่สามารถเพ่ิมปริมาณของเอนไซม์ได้จากหลายกระบวนการ เช่น 

กระบวนการ derepression ที่เกิดจากการที่เชื้อสัมผัสกับยา β-lactam (120) กล่าวคือ AmpR 

หลังจากถูกกระตุ้นด้วยยากลุ่ม β-lactam แล้ว จะไปกระตุ้นยีน AmpG และ AmpP ให้เกิดการ
สร้างเอนไซม์ AmpC ได้มากขึ้น (131, 132) หรือเกิดจากการกลายพันธุ์ของยีน AmpD (131) 

นอกจากนี้ยังพบยีน OXA-10 ร่วมกับยีน VEB-1 ซึ่งผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ  
Murugan N. และคณะจากประเทศอินเดีย (257) ที่ท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ  
P. aeruginosa สายพันธุ์ VRFPA09 และพบ ยีน VEB-1 ร่วมกับ OXA-10 ในจีโนมของเชื้อ ซึ่งผล
ดังกล่าวเกี่ยวข้องกับการที่พบ ยีน OXA-10 และยีน VEB-1 อยู่บนหน่วยพันธุกรรมเคลื่อนที่  
(mobile element) เดียวกัน เช่น class 1 integron (16, 259, 260) ซึ่งผลนี้สนับสนุน 
จากงานวิจัยที่ผ่านมาของ Piyakul C. และคณะ (261) ที่พบว่ามี class 1 integron ในเชื้อ  
P. aeruginosa 75 สายพันธุ์ ซึ่งเชื้อบางสายพันธุ์เป็นเชื้อส่วนหนึ่งในการศึกษาครั้งนี้ด้วย 

จากผลการวิเคราะห์รูปแบบของแถบดีเอ็นเอของเชื้อจากการท า PFGE ของเชื้อ  
P. aerugnosa ทั้ง 80 สายพันธุ์ ที่ให้ผลบวกด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับยีนของเอนไซม์  
β-lactamase ในคลาส A C และ D (ยีน VEB-1 AmpC และ OXA-10)  โดยใช้เอนไซม์ SpeI-HF 
ในการตัดโครโมโซมดีเอ็นเอของเชื้อ P. aeruginosa ให้ผลการจ าแนกความหลากหลายทางสายพันธุ์
ของเชื้อ P. aeruginosa ได้ดี โดยวิธี PFGE นั้นเป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ในการศึกษา
ระบาดวิทยาระดับโมเลกุล (molecular genotyping) ของเชื้อ P. aeruginosa ภายในโรงพยาบาล
เนื่องจากความสามารถในการแยกแยะที่สูง (high discriminatory capacity) สามารถท าซ้ าได้ดี 
(good reproducibility) และแปลผลได้ง่าย (ease of interpretation) (230) ในการศึกษานี้
สามารถจ าแนกความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อ P. aeruginosa ภายในโรงพยาบาลขนาด 
1,200 เตียงในกรุงเทพมหานคร ได้ถึง 29 PT ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่ท าการทดสอบ
นั้นมาจากบรรพบุรุษคนละบรรพบุรุษกันหรือมีแหล่งต้นก าเนิดเริ่มต้นจากเชื้อคนละโคลนกัน (217) 
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โดยพบ PT หลักอยู่ 2 PT คือ PT1 (19 สายพันธุ์) และ PT2 (17 สายพันธุ์) นอกจากนี้ยังพบ PT 
เล็กๆ ที่มีสมาชิก 1-4 สายพันธุ์ อยู่ร้อยละ 55.00 (44/80 สายพันธุ์) โดยใน PT1 พบว่าเชื้อมีรูปแบบ
ความไวต่อยาเป็นแบบ MDR-PA (แบบที่ 1, 3 และ 8) ยกเว้นหนึ่งสายพันธุ์ที่เป็น non MDR-PA 
(แบบที่ 18) ซึ่งให้ผลคล้ายกับงานวิจัยของ Muller-Premru M. และคณะจากประเทศสโลวีเนีย 
(262) ไดท้ าการศึกษาด้วยวิธี PFGE ในเชื้อ P. aeruginosa พบว่าสามารถแยกความหลากหลายทาง
สายพันธุ์ได้ 9 PT โดยมี PT ใหญ่อยู่ 2 PT และ PT หลักเป็นเชื้อที่เป็น multi-resistant และพบ PT 
ที่ไม่ใช่ PT หลักนั้นพบได้ร้อยละ 43.75 (7/16) แต่งานวิจัยของ Selim S. และคณะจากประเทศ
อียิปต์ (263) ให้ผลที่แตกต่างจากงานวิจัยนี้ พบว่าเชื้อ P. aeruginosa 19 สายพันธุ์ นั้นสามารแยก 
PT ได้ทั้งหมด 10 PT มี PT หลัก 1 PT แต่เชื้อเป็น non MDR-PA และ PT ย่อยๆมากถึงร้อยละ 
73.68 (14/19 สายพันธุ์) 

เมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธุ์ระหว่างยีนของเอนไซม์ β-lactamase กับรูปแบบของแถบดี
เอ็นเอของเชื้อ P. aeruginosa จากการท า PFGE พบว่า PT1 ซึ่งเป็น PT หลักพบยีน OXA-10 เป็น
ส่วนใหญ่ ซึ่งผลเป็นไปในทางเดียวกับงานวิจัยในประเทศฝรั่งเศสสองงานวิจัย โดยงานวิจัยแรกเป็น
ของ Vettoretti L. และคณะ (264) พบว่า PT หลักประกอบด้วยเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน  
OXA-10 และอีกงานวิจัยที่สนับสนุนคืองานวิจัยของ Cholley P. และคณะ (265) พบว่า PT หลักนั้น
ประกอบด้วยเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีนที่เป็นอนุพันธ์ของ OXA-10 ซึ่งต่างจากการศึกษาของ  
Qing Y. และคณะจากประเทศจีน (25) ที่พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีนที่เป็นอนุพันธ์ของยีน 
OXA-10 นั้นกระจายอยู่ในหลายๆ PT ส าหรับเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน VEB-1 ในการศึกษานี้
พบว่าจะอยู่กระจายอยู่ในหลายๆ PT ซึ่งคล้ายกับการศึกษาในประเทศไทยของ Girlich D. และคณะ 
(16) ที่ศึกษาในเชื้อ P. aeruginosa จ านวน 31 สายพันธุ์ที่ให้ผลบวกกับยีน VEB-1 พบว่าเชื้อนั้น
กระจายอยู่ใน 3 PT และ 4 unique type ซึ่งต่างจากการศึกษาของ Woodford N. และคณะจาก 
สหราชอาณาจักร (70) และ Chanawong A. และคณะจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
ของประเทศไทย (251) พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน VEB-1 นั้นอยู่รวมกันเป็น PT หลัก 
นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน AmpC นั้นมีความหลากหลาย 
ทางสายพันธุ์หรือมีจ านวน PT มากถึง 28 PT ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยที่ผ่านมาของ  
Rodríguez-Martínez JM และคณะ (266) ที่พบว่า เชื้อ P. aeruginosa ที่มียีน AmpC 25  
สายพันธุ์นั้นมีความหลายหลายของ PT ได้มากถึง 15 PT ในการศึกษาครั้งนี้มีเชื้อ P. aeruginosa 
จ านวน 2 สายพันธุ์คิดเป็นร้อยละ 2.50 ที่ให้ผลการทดลอง PFGE เป็น smear band หรือ 
กล่าวอีกนัยหนึ่งคือไม่สามารถจ าแนกความหลากหลายทางสายพันธุ์ของเชื้อดังกล่าวด้วยวิธี PFGE ได้ 
(untypable) ซึ่งคล้ายกับงานวิจัยของ Grundmann H. และคณะ (267) และ Girlich D. และคณะ 
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(16) ที่ว่าเชื้อ P. aeruginosa บางสายพันธุ์นั้นไม่สามารถน ามาหาความหลากหลายทางสายพันธุ์ด้วย
วิธี PFGE ได้แม้ว่าจะพยายามน ามาท าซ้ าก็ตาม เพราะในเชื้อตัวอย่างบางตัวอาจมี activity ของ
เอนไซม์ nuclease ภายในเซลล์มากกว่าปกติท าให้โครโมโซมดีเอ็นเอถูกท าลายก่อนที่จะถึงขั้นตอนที่
โครโมโซมดีเอ็นเอถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (268) จากการศึกษาความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมด้วย
วิธี PFGE ของเชื้อ P. aeruginosa ที่พบเอนไซม์ oxacillinases (OXA-10) cephalosporinase 

(AmpC) และ class A β-lactamase (VEB-1) พบว่ามีความหลากหลายทางพันธุกรรมมาก แต่
อย่างไรก็ตาม PT ที่พบบ่อยเป็นจ านวนมากคือ PT ที่มียีน OXA-10 เป็นหลักและเชื้อ  
P. aeruginosa เป็น MDR-PA เกือบทั้งหมด งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าต้องเฝ้าระวังและตระหนักถึง

ความส าคัญในการพบเอนไซม์คลาส D β-lactamase (oxacillinases; OXA-10) ในเชื้อ  
P. aeruginosa  

จากผลงานวิจัยนี้ผู้วิจัยหวังว่าผู้ที่เกี่ยวข้องต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มวิชาชีพ แพทย์ 
พยาบาล นักเทคนิคการแพทย์ หรือวิชาชีพอ่ืนๆที่มีความใกล้ชิดหรือเกี่ยวข้องกับผู้ป่วยและตัวเชื้อทั้ง
ทางตรงและทางอ้อม จะได้ตระหนักถึงความส าคัญของการติดตามเฝ้าระวังและการควบคุมโรคติดเชื้อ
ที่เกิดจากเชื้อ P. aeruginosa ภายในโรงพยาบาล การใช้ยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพที่เหมาะสม
กับตัวเชื้อหรือโรคติดเชื้อเพ่ือให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด 
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3. ข้อเสนอแนะ 

1. ควรศึกษาตัวอย่างเชื้อ P. aeruginosa จากโรงพยาบาลหลายๆแห่งทั่วประเทศ หรือเก็บ
เชื้อตัวอย่างในช่วงเวลาที่นานกว่านี้ เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่มากขึ้นและครอบคลุมขึ้น 

2. ควรศึกษาความชุกของเอนไซม์ β-lactamase ในคลาส A และ D เพ่ิมขึ้น เพ่ือศึกษาการ
สร้างยีนในคลาสนั้นให้มาก ครอบคลุม และสมบูรณ์ยิ่งขึ้น ได้แก่ ยีน GES BEL OXA-1 และอนุพันธ์ 
และยีน OXA-2 และอนุพันธ์ เป็นต้น 

3. เพ่ือให้ทราบกลไกการดื้อยาทั้งหมดของเชื้อ P. aeruginosa ควรศึกษากลไกการดื้อยา
อ่ืนๆเพิ่มเติม ได้แก่ การขับยาออกเซลล์โดย efflux pump หรือการลดการผ่านของยาเข้าสู่เซลล์ 

4. เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่มีประโยชน์ในด้านระบาดมากขึ้นควรเก็บตัวอย่างเชื้อ P. aeruginosa ที่
อยู่ภายในสิ่งแวดล้อมภายในโรงพยาบาล หรือน าข้อมูลจากเวชระเบียนมาใช้ (ต้องได้รับการยอมรับ
จากคณะกรรมการจริยธรรมก่อน) 
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ภาคผนวก ก 
ขั้นตอนการเตรียมสารเคมีและอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. การเตรียมสารหมวดอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.1 Mueller Hinton Agar มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Mueller Hinton Agar (Oxoid) 38 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันน าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) มาเทลงบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ปลอดเชื้อ (sterile plate) ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ (sterile 
technique) ทิ้งไว้ให้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว แล้วน าไปเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

1.2 Mueller Hinton Broth มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Mueller Hinton Broth (Oxoid) 38 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส 
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1.3 Tryptone Soya Agar มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Tryptone Soya Agar (Oxoid) 40 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันน าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) มาเทลงบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ปลอดเชื้อ (sterile plate) ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ (sterile 
technique) ทิ้งไว้ให้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว แล้วน าไปเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

1.4 Tryptone Soya Broth มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Tryptone Soya Broth (Oxoid) 30 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส 

1.5 Nutrient Broth มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Nutrient Broth (Oxoid) 13 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส 
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1.6 Triple Sugar Iron มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Triple Sugar Iron Agar (Oxoid) 65 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) มาเอียงให้หน้าวุ้น
เฉียง (slope) และมีก้น (butt) ลึกประมาณ 1 นิ้ว เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว น าไป
เก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

1.7 Simons Citrate มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Simons Citrate Agar (Oxoid) 23 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) มาเอียงให้หน้าวุ้น
เฉียง (slope) เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว น าไปเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 
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1.8 Arginine Decarboxylation มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง DifcoTM Decarboxylase Base Moeller (BD) 10.5 กรัม 

- ชั่งผง Agar Bacteriological (Agar No.1) (Oxoid) 0.2 กรัม (0.2% w/v) 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- ส าหรับหลอดที่ใช้ทดสอบ Arginine Decarboxylation นั้น จะใส่ L-Arginine 
monohydrochloride (Merck) 1 กรัม (1% w/v) (ส าหรับหลอด control นั้นจะ
ไม่ใส่ L-Arginine monohydrochloride) 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส 

1.9 Motile มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Motility test medium (BD) 22 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่ 4 องศา
เซลเซียส 
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2. การเตรียมสารหมวดสารเคมี 

2.1 70% ethanol 1 ลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ตวง Absolute ethanol 700 มิลลิลิตร 

- เติมน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร 

- ผสมให้เข้ากันดี เก็บรักษาไว้ที่อุณภูมิห้อง 

2.2 0.5X TBE buffer 2 ลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง TBE (aMReSCo) 17.0 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 2 ลิตร 

- ผสมโดยเขย่าให้เข้ากันมากที่สุด แล้วอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

2.3 Normal saline solution หรือ NSS (0.85% NaCl) มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่ง NaCl (Ajax Finechem) 8.5 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร 

- เขย่าให้เข้ากันให้ละลายดีอาจใช้ความร้อนช่วย จากนั้นแบ่งใส่หลอดทดลองหลอด
ละ 3 มิลลิลิตร ปิดด้วยฝาพลาสติก 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น า NSS ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

2.4 5 โมลาร์ Sodium Chloride 100 มิลลิลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่ง NaCl (Ajax finechem) 29.22 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

- น าไป autoclave 121องศาเซลเซียส 15 นาท ี
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2.5 1 โมลาร์ Tris, pH 8.0 250 มิลลิลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง Tris base (aMReSCo) 30.275 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 150 มิลลิลิตร คนให้ละลายด้วย magnetic stirrer  

- ปรับ pH ด้วย 6 M HCL จนได้ pH ประมาณ 8.0 

- ปรับปริมาตรให้ได้ 250 มิลลิลิตร 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น า 1 M Tris ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

2.6 0.5 โมลาร์ EDTA (Na2), pH 8.0 250 มิลลิลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง EDTA (Na2) (Bio-Rad) 30.275 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น 150 มิลลิลิตร คนให้ละลายด้วย magnetic stirrer และอาจใช้ความ
ร้อนช่วย 

- ปรับ pH ด้วยเกล็ด NaOH จนได้ pH ประมาณ 8.0 

- ปรับปริมาตรให้ได้ 250 มิลลิลิตร 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น า 0.5 M EDTA (Na2) ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
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2.7 1X TE buffer 500 มิลลลิิตร (10 มิลลิโมลาร ์Tris, 1 มิลลิโมลาร์ EDTA, pH 8.0) มีวิธี
เตรียมดังนี้ 

- ตวง 100X TE buffer (Sigma-aldrich) 5 มิลลิลิตร 

- เติมน้ ากลั่น 495 มิลลิลิตร 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น า 1X TE buffer ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 

2.8 Saline-EDTA (SE) buffer 500 มิลลิลตร (75 มิลลิโมลาร์ NaCl, 25 มิลลิโมลาร์ EDTA) 
มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ตวง 5 M NaCl 7.5 มิลลิลิตร 

- ตวง 0.5 M EDTA 25 มิลลิลตร 

- น ามาผสมกันแล้วเติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น า SE buffer ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 

2.9 Low Melting Point Agarose (LMP) buffer 50 มิลลิลิตร (10 มิลลิโมลาร์ Tris, 0.1 
มิลลิโมลาร์ EDTA) มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ปิเปต 1 โมลาร์ Tris 500 ไมโครลิตร 

- ปิเปต 0.5 โมลาร์ EDTA 50 ไมโครลิตร 

- ผสมให้เข้ากันแล้วเติมน้ ากลั่นให้ครบ 50 มิลลิลิตร 

- น าไปอบนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

- น า LMP buffer ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว (sterile) ไปเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
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2.10 Proteinase K buffer 10 มิลลิลิตร (50 มิลลิโมลาร ์Tris, 50 มิลลิโมลาร์ EDTA,1% 
N-Lauroylsarcosine sodium salt) มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ตวง 1 โมลาร ์Tris 0.5 มิลลิลิตร 

- ตวง 0.5 โมลาร ์EDTA 1 มิลลิลิตร 

- ชั่ง N-Lauroylsarcosine sodium salt 0.1 กรัม 

- ผสมให้เข้ากันแล้วเติมน้ ากลั่น (sterile) 8.5 มิลลิลิตร 

- กรองด้วยแผ่นกรอง (filter 0.2 ไมครอน) แล้วแบ่งใส่ microcentrifurge tube 
หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

2.11 Proteinase K solution (stock) 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง proteinase K (Invitrogen) 0.05 กรัม 

- เติม proteinase K buffer 1 มิลลิลิตร 

- ผสมให้เข้ากันเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

2.12 Proteinase K solution (working) 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ปิเปต proteinase K solution (stock) 0.4 มิลลิลิตร 

- เติม proteinase K buffer 0.6 มิลลิลิตร 

- ผสมให้เข้ากันสามารถเก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 
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2.13 Lysis buffer 40 มิลลิลติร (50 มิลลิโมลาร ์Tris, 50 มิลลิโมลาร์ EDTA, 1% N-
Lauroylsarcosine sodium salt, proteinase K 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ตวง 1 โมลาร์ Tris 2 มิลลิลิตร 

- ตวง 0.5 โมลาร์ EDTA 4 มิลลิลิตร 

- ชั่งผง N-Lauroylsarcosine sodium salt 0.4 กรัม 

- เติมน้ ากลั่น (sterile) 34 มิลลิลิตร 

- ปิเปต สารละลายดังกล่าวออกมา 39 มิลลิลิตร 

- เติม proteinase K solution (working) 1 มิลลิลิตร 

- ผสมให้เข้ากัน แล้วกรองด้วยแผ่นกรอง (filter 0.2 ไมครอน) แล้วแบ่งใส่ หลอด
ทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตร น าไปใช้ทันที 

2.14 Ethidium bromide 400 มิลลิลิตร ส าหรับย้อมแผ่น PFGE-gel (working 0.5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ปิเปต Ethidium bromide (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 20 ไมโครลิตร 

- เติม 0.5X TBE buffer 400 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเก็บไว้ในที่มืด 

2.15 SpeI-HF 15 U 100 ไมโครลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ปิเปต SpeI (10 U/ไมโครลิตร) 1.5 ไมโครลิตร 

- เติม 1X Restriction enzyme (RE) buffer 100 ไมโครลิตร 

- ผสมให้เข้ากันน าไปใช้ได้ทันที 
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2.16 1.5% agarose gel 100 มิลลิลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง CertifiedTM Molecular Biology Agarose จ านวน 1.5 กรัม 

- เติม 0.5x TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

- เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นน าไปให้ความร้อนโดยเครื่อง microwave ได้สารละลายใส
จึงน าออกจาก microwave ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง รอให้อุณหภูมิของสารละลายเย็น
ลงจนมือจับได้ 

- เติม 10,000X SYBR® Safe DNA gel stain ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้า
กัน แล้วเทลงใน gel cast tray รอให้วุ้นแข็งตัว 

2.17 2% Low Melting Point Agarose 10 มิลลิลิตร มีวธิีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง CertifiedTM Low Melting Point Agarose จ านวน 0.2 กรัม 

- เติม LMP buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

- ผสมให้เข้ากันจากนั้นน าไปให้ความร้อนโดยเครื่อง microwave ได้สารละลายใส
จึงน าออกจาก microwave และควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ระหว่าง 55-60 องศา
เซลเซียส 

2.18 1% CertifiedTM Megabase Agarose 100 มิลลิลิตร มีวิธีเตรียมดังนี้ 

- ชั่งผง CertifiedTM Megabase Agarose จ านวน 1 กรัม 

- เติม 0.5X TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

- เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นน าไปให้ความร้อนโดยเครื่อง microwave ได้สารละลายใส
จึงน าออกจาก microwave ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง รอให้อุณหภูมิของสารละลายเย็น
ลงจนมือจับได้ 

- เทลงใน gel cast tray รอให้วุ้นแข็งตัว 
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ภาคผนวก ข  
ตารางแสดงผลงานวิจัยทั้งหมด 

No. ID CAZ FEP SCFP TZP AK GM CFX LVX IPM MEM CL ASP VEB-1 AmpC OXA-10 PT 

1 10321 S S S S S S S S S S S 18 N P N 4 
2 10345 R R I S S R R R R R S 4 P P N 4 

3 20030 S S S S S S S S S S S 18 N P N 19 
4 20055-2 R S R R S I R R I R S 3 N P N 1 

5 20062 R R R R R R R R R R S 1 N P N 1 
6 50023 I I I R S S R R S R S 3 N P N 2 

7 50039-2 R I R R S S R R S R S 3 N P N 2 
8 50048-2 R R R R S R R R R S S 1 N P N 3 
9 50050 S S S S S S S S S S S 18 N P N 8 
10 50089-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
11 50118 S S S S S S S S S S S 18 N P N 11 

12 60154 R R R R R R R R R R S 1 N P N 1 
13 20249 S S S S S S S S S S S 18 N P N 5 

14 20253 S S S S S S S S S S S 18 N P N 20 
15 20276-2 S I R R S S R R R R S 6 N P N 3 
16 20307-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 28 
17 50135-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 29 
18 50144 S S S S S S S S S S S 18 N P N 4 
19 50158-2 R S R R S S R R S S S 5 N P N 6 
20 50163-2 R R I R S S R R R R S 3 N P N 2 

21 50166-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 24 
22 50182-2 R R R R S S R R R R S 3 P P N 3 
23 50185 S S S S S S S S S S S 18 N P N 10 
24 50186 R S I S S S R R S S S 11 N P N 10 

25 50221-2 R R R R R R R R R R S 1 N P N 1 
26 50225 S S S S S S S S S S S 18 N P N 25 

27 60172-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
28 60203-2 S S S S S R R R S S S 13 N P N 14 
29 60239 R I R R S S R R I R S 3 N P N 2 
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No. ID CAZ FEP SCFP TZP AK GM CFX LVX IPM MEM CL ASP VEB-1 AmpC OXA-10 PT 

30 60297 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
31 20451-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 

32 20453 R R R R R R R R R R S 1 N P N 1 
33 20548-2 R S I S S S S S S S S 15 N N N N/A 
34 20592-2 S S S s S S R R S S S 16 N N N N/A 
35 20595-2 R R R S R R R R S S S 2 P N P 12 
36 20717-2 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 

37 50274-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
38 50277 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 

39 50283-2 R S R S S S R R S S S 5 N P N 12 
40 50291 R S R R S S R R S R S 3 N N N N/A 

41 50307-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 6 
42 50349 R S R R S S R R I S S 5 N P N 2 
43 50354 R R I S S R R R R S S 4 P N P 23 
44 50399-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
45 50409-2 R I R R S S R R R R S 3 N N N N/A 
46 50427 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
47 50430-2 I S I S S S R R I R S 14 N P N 2 

48 50431-2 R R R R S R R R R S S 1 P N P 3 
49 60334-2 R R R R R R R R R R S 1 N N N N/A 

50 60392 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
51 60414-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
52 60415-2 R I R R S S S S R R S 7 N P N 21 
53 60503-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
54 60511-2 S S R S S S S S I R S 12 N N N N/A 

55 60512 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 
56 60546 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 
57 60560 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
58 10672 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 

59 20032-2 R S I R S S R R S I S 5 N P N 2 
60 20037 R R R R S S S S S S S 10 N N N N/A 

61 20070-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 2 
62 20406-2 R R R S R R R R S S S 2 N N N N/A 
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No. ID CAZ FEP SCFP TZP AK GM CFX LVX IPM MEM CL ASP VEB-1 AmpC OXA-10 PT 

63 20553 S S S S S S S S R S S 17 N N N N/A 
64 20660-2 S S S S S R R R S S S 13 N N N N/A 

65 20681 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 
66 20714 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 
67 20735-2 R S R S S S R R S S S 5 N P N 15 
68 20749 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 
69 20792-2 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 

70 20807-2 R S R R S S S S S S S 10 N N N N/A 
71 20831 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 

72 20875-2 R R R S R R R R S S S 2 P N P 5 
73 20911 R R S R S S S S S S S 10 N N N N/A 

74 60606-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
75 60634 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
76 60646-2 R R I S S I R R R S S 9 P N N 11 
77 60167-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 6 
78 60692 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
79 60023-2 R R I S S R R R R S S 4 P P P 8 
80 60103 R I I R S S S S S S S 10 N N N N/A 

81 60105 R S R S S S R R S R S 3 N N N N/A 
82 60136 R S I R S S S S S S S 10 N N N N/A 

83 60140-1 S S S S S S I R S S S 16 N N N N/A 
84 60140-2 S S I S S S R R S S S 16 N N N N/A 
85 60647-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 9 
86 60208 S S S S R R R R S S S 13 N N N N/A 
87 60210 S S R R S S R R S R S 6 N N N N/A 

88 60302-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 2 
89 60365 S S S S S S S S S S S 18 N P N 17 
90 60382 S S S S S S S S R S S 17 N P N 5 
91 60446 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 

92 60455 R I R R S S R R S S S 5 N P N 7 
93 60487 R R R R R R R R R R S 1 N P P 1 

94 60503 I S I R S I S S R R S 12 N N N N/A 
95 60549-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
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No. ID CAZ FEP SCFP TZP AK GM CFX LVX IPM MEM CL ASP VEB-1 AmpC OXA-10 PT 

96 50025 S I R S S S R R I R S 6 N P N 2 
97 50075 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 

98 50115 R I S S S S R R S S S 11 N P N 2 
99 50117-2 S S S S S S S S I S S 18 N P N 2 
100 50122-2 S R R S S S R R R R S 3 N P N 1 
101 50129-2 S S S S S S S S S S S 18 N N N N/A 
102 50167 S S S S S S S S S S S 18 N P N 7 

103 50190 S S S S S S S S S S S 18 N P N 4 
104 50209 S S S S S S S S S S S 18 N P N 13 

105 50215-2 R R R R S R R R R R S 1 P P N 27 
106 50272 R S R R S S R R R R S 3 N P N 2 

107 50285-2 R S R R S S R R R I S 3 N P N 2 
108 50298 S S S S S S S S S S S 18 N P P 1 
109 50381-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 2 
110 50383 S S S S S S S S S S S 18 N P N 16 
111 50452 S R S S R R S S R R S 8 N P P 1 
112 50464 R R R S R R R R R R S 1 N P N 9 
113 50465 R R R R S S R R I R S 3 N P N 2 

114 50478-2 S S S S S S S S R S S 17 N P N 2 
115 50504-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 13 

116 50511-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 22 
117 50525 S S S S S S S S S S S 18 N P N 26 
118 50530-2 S S S S S S S S S S S 18 N P N 18 

 
CAZ; cefazidime, FEP; cefepime, SCFP; cefoperazone/sulbactam, TZP; 
piperacillin/tazobactam, AK; amikacin, GM; gentamicin, CFX; ciprofloxacin, LVX; 
levofloxacin, IPM; imipenem, MEM; meropenem, CL; colistin, ASP; antibiotic 
susceptible pattern, PT; pulsotype, S; susceptible, I; intermediate, R; resistance 
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