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บทคัดย่อ 

 
ศกึษา class 1 integrons  ในเชือ้ Pseudomonas aeruginosa (n=101) และ Acinetobacter  

baumannii (n=176)  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในโรงพยาบาล พบว่า เชือ้ทกุตวัดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดพร้อมกนั  
เชือ้ P. aeruginosa จํานวน 96 isolates (95%) ให้ผลบวกต่อยีน intl1 โดยในเชือ้เหลา่นีเ้ชือ้จํานวน 70 isolates 
(73%) มี gene cassette จดัรูปแบบ integron profile ได้ 12 รูปแบบ ซึ่งท่ีพบมากท่ีสดุคือ aadB-cmlA-aadA1 
และมีเชือ้เพียง 1  isolate ท่ีสามารถถ่ายทอด class 1 integrons แบบขวางได้ ส่วน A. baumannii  จํานวน 69 
isolates (39%) ท่ีพบว่ามียีน intl1 โดยเชือ้จํานวน 42 isolates (61%) มี gene cassette จัดรูปแบบ integron 
profile ได้ 8 รูปแบบ  ซึ่งท่ีพบมากท่ีสุดคือ dfrA1-orfC เชือ้ A. baumannii  จํานวน  6 isolates ท่ี มี class 1 
integrons บน conjugative plasmid ไมพ่บ class 2 และ 3 integrons ในเชือ้ตวัใดเลย 
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Project title  Characterization of integrons in Pseudomonas 

aeruginosa and Acinetobacter baumannii 

Name of Investigators Rungtip Chuanchuen 

    Chanwit Tripuddharat 

Year    August 2010 

 

Abstract 

 

 Class 1 integrons were characterized in Pseudomonas aeruginosa (n=101) and 

Acinetobacter baumannii (n=176) isolated from patients in hospitals. All the bacterial 

isolates were multidrug resistant. Ninety-six isolates (95%) of P. aeruginosa were 

positive to the intl1 gene. Among these isolates, seventy isolates (73%) carried gene 

cassettes. Integron profiles were defined into 12 patterns of which the most common 

one was aadB-cmlA-aadA1. Only one isolate could horizontally transfer its class 1 

intgerons. Sixty-nine isolates (39%) of A. baumannii harbored the intl1 gene. Forty-

two isolates (61%) were found to carry gene cassettes. They were arranged into 8 

integron profiles of which the most commonly identified was  dfrA1-orfC. Six A. 

baumannii contained class 1 integrons on cojugative plasmid. None of the strains 

tested carried class 2 or 3 integrons. 
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บทนํา 
 

P. aeruginosa และ A. baumannii เป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีเป็นสาเหตสํุาคญัและพบบ่อยท่ีสดุของ
การติดเชือ้แทรกซ้อนในผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล (nosocomial infections) และผู้ ป่วยท่ีมีภาวะ
ภมิูคุ้มกนับกพร่อง เช่น ผู้ ป่วยโรคเอดส์ โรคมะเร็งในเม็ดเลือดขาว ผู้ ป่วยท่ีได้รับยาสเตรียรอยด์เป็นเวลานาน ผู้ ท่ี
มีแผลไฟไหม้  หรือแผลผ่าตดั เป็นต้น การติดเชือ้มีทัง้แบบเฉียบพลนัและเรือ้รัง รวมถึงการติดเชือ้ในกระแสโลหิต 
แต่โดยส่วนใหญ่  มักเป็นแบบเรือ้ รังและไม่ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะหลายชนิด  โดย P. 
aeruginosaและ A. baumannii มักดือ้ต่อยาหลายชนิดพร้อมกัน (multiple drug resistance, MDR) เพราะ
แบคทีเรียเหลา่นีดื้อ้ยาโดยพนัธุกรรมอยู่แล้วและยงัสามารถพฒันาการดือ้ยาขึน้ได้อีกในระหว่างการรักษา ดงันัน้
จึงตอบสนองต่อยาแต่ละชนิดเพียงชัว่ระยะเวลาหนึ่งเท่านัน้ ส่งผลให้ต้องใช้ยาปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิได้ดีกว่า เพิ่ม
ระยะเวลาในการรักษาและสญูเสียค่าใช้จ่ายมากขึน้ การรักษาอาจล้มเหลวและผู้ ป่วยเสียชีวิตได้ในท่ีสดุ  ท่ีผ่าน
มาพบว่า อัตราการดือ้ต่อยาใน P. aeruginosa และ  A. baumannii  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยมีแนวโน้มสูงขึน้ 
โดยเฉพาะอย่างย่ิง ผู้ ป่วยใน intensive care units (ICUs) ท่ีพบว่ามักดือ้ต่อยาหลายกลุ่ม เช่น ceftazidime, 
imipenem, amikacin, gentamicin เป็นต้น (Tassios et al., 1997) 

integrons เป็นสารพนัธุกรรมท่ีเคล่ือนท่ีได้ (mobile genetic elements) พบมากท่ีสดุในแบคทีเรียแกรม
ลบและเป็นแหลง่สะสมของยีนดือ้ยาหลายชนิด (Hall and Stokes, 1993; Partridge, et al., 2009) โดยยีนดือ้ยา
ชนิดต่างๆ สามารถบรรจุอยู่ในรูปของ gene cassettes ใน  integrons (รูปท่ี  1) ยีนดือ้ยาเหล่านีส้ามารถ
แลกเปล่ียน เพิ่มจํานวน จัดเรียงตวัใหม่และเคล่ือนย้ายไปยงั integrons อ่ืนๆ ได้ (Vo, et al., 2006) ในปัจจุบัน
พบว่า มี integrons มากถึง 9 รูปแบบ แตท่ี่พบมากท่ีสดุคือ class  1 integrons สว่นรูปแบบอ่ืนๆ ท่ีเคยมีรายงาน
ในแบคทีเรียแกรมลบคือ class  2 และ 3 integrons ท่ีสําคญัคือ สามารถพบ integrons ได้ทัง้บนโครโมโซมและ 
conjugative plasmid โดย integrons ท่ีอยู่บนโครโมโซมจะมีความคงตวัไม่สญูหายไป ดงันัน้แบคทีเรียจะยงัคง
ดือ้ยาแม้ไม่มีการใช้ยาปฏิชีวนะ ส่วน integrons ท่ีอยู่บน conjugative plasmid จะสามารถถ่ายทอดระหว่าง
แบคทีเรียชนิดเดียวกนัและตา่งชนิดได้ (Hsu, et al., 2006) ในกรณีนี ้ทัง้ P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ีมี 
integrons-carrying plasmid จงึเป็นแหลง่สําคญัของการแพร่กระจาย 

 
 
 
 
 
 
 
 



2 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ยีนดือ้ยาไปยงัแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืนๆ ซึ่งสาเหตสํุาคญัท่ีทําให้เกิดการแพร่กระจาย integrons คือ การใช้ยา
ปฏิชีวนะเกินความจําเป็นขาดความระมัดระวังอย่างต่อเน่ืองและการใช้ยาปฏิชีวนะเพียงชนิดเดียวสามารถ
คัดเลือก P. aeruginosa และ A. baumannii  ท่ีมี integrons และดือ้ต่อยาหลายชนิดได้ (Fluit and Schmitz, 
2004) ท่ีผ่านมามีรายงานการระบาดของ P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ีมีclass 1 integrons พร้อมยีน
ดือ้ยาในหลายโรงพยาบาลในต่างประเทศ เช่น จีน (Gu et al, 2007) กรีซ (Kraniotaki et al., 2006) สเปน 
(Sevillano et al, 2006) เกาหลี (Kim et al, 2006) ไต้หวัน (Liu et al, 2006) ส่งผลให้มีการวางมาตรการทํา
ความสะอาดฆ่าเชือ้ในโรงพยาบาลอย่างเข้มงวดและจําเป็นต้องมีการเฝ้าระวังและศึกษาการดือ้ยาของเชือ้

A. 

 
B. 

 
 
C. 

 
 

รูปที่ 1  โครงสร้างของ  A. class 1, B. 2 และ C. 3 Integrons  โดยรวมประกอบด้วยยีน IntI1, intI2 and intI3 ตามลําดบั ควบคมุการผลิต
โปรตีน integrase ทําหน้าท่ีในการถ่ายทอดยีนดือ้ยาใน gene cassette รับผิดชอบ attl1, attl2 และ attl3 เป็นตําแหน่งสําหรับ การเคลื่อนท่ี
เข้ามาของ gene cassettes สว่น variable regions ประกอบด้วย gene cassette ท่ีมีขนาดต่างกนัขึน้กบัชนิดและจํานวนของยีนดือ้ยาท่ี

บรรจอุยู่  qacE1 เป็นยีน multidrug efflux ท่ีทําให้ดือ้ตอ่ quaternary ammonium compound และยาปฏิชีวนะได้ ยีน sulI ทําให้ดือ้ตอ่
ยา sulphonamides ทัง้ orfX และ orf5  เป็น open reading frame ท่ียงัไมท่ราบหน้าท่ี ยีน tnsA-E เป็นตําแหน่งท่ีให้เอนไซม์ tranposase 
มาจบัเม่ือเกิด transposition  (Fluit and Schmitz, 2004; Partridge, et al., 2009) 
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เหล่านีใ้นระดบัโมเลกลุ สําหรับประเทศไทยยงัไม่เคยมีรายงานการศกึษา integrons ใน P. aeruginosa และ A. 
baumannii  ทัง้ท่ีในประเทศไทยมีการใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาอย่างกว้างขวางมาเป็นเวลานานและใน
ขณะเดียวกนั P. aeruginosa และ A. baumannii เป็นสาเหตอุนัดบัต้นๆ ของการติดเชือ้แทรกซ้อนในผู้ ป่วยและ
เชือ้ท่ีแยกได้มกัดือ้ยาหลายชนิด  

ดงันัน้ในโครงการวิจัยครัง้นี ้จึงต้องการศึกษา integrons ซึ่งเป็นกลไกท่ีทําให้ P. aeruginosa และ A. 
baumannii ดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนั โดยครอบคลมุถึง (i) รูปแบบการดือ้ยา (ii) ความชกุของ class 1, 2 และ 3 
integrons (iii) ยีนดือ้ยาใน gene cassettes และ (iv) ความสามารถในการถ่ายทอด integrons ซึ่งจะช่วยให้
เข้าใจพันธุกรรมการดือ้ยาของ P. aeruginosa และ A. baumannii มากขึน้และทําให้ทราบถึงสถานการณ์จริง
ของการกระจายตวัของยีนดือ้ยา การศกึษาความสามารถในการถ่ายทอดยีนดือ้ยาจะชีใ้ห้เห็นถึงความสําคญัของ 
P. aeruginosa และ A. baumannii ในการเป็นแหลง่แพร่กระจายยีนดือ้ยาไปยงัแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืนๆ ข้อมลู
ท่ีได้ยงัสามารถใช้วางแผนการควบคมุและปอ้งกนัการติดเชือ้อย่างมีหลกัฐานทางวิทยาศาสตร์สนบัสนนุ  รวมทัง้
เป็นรากฐานสําคญัของการวิจัยต่อไป ได้แก่ ศึกษาความเป็นไปได้ของการใช้สมุนไพรเป็นสารในการยบัยัง้การ
ถ่ายทอด plasmid และ integrons เป็นต้น 
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วัตถุประสงค์โครงการ 
 
 คณะผู้วิจยัได้ตัง้สมมตฐิานวา่ integrons เป็นกลไกสําคญัของการดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนัใน  
P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในโรงพยาบาล รวมทัง้เป็นแหลง่ของการแพร่กระจายยีน
ดือ้ยาไปยงัแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืน เพ่ือพิสจูน์สมมติฐานดงักล่าว คณะผู้วิจยัจึงจะทําการศึกษาพนัธุกรรมการ
ดือ้ยาของ P. aeruginosa และ A. baumannii โดยมีวตัถปุระสงค์ 3 ข้อคือ 

1. เพ่ือเก็บข้อมลูความไวตอ่ยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการรักษา 
2. เพ่ือศกึษาการปรากฏและลกัษณะของ class 1, 2 และ 3 integrons  

  3.   เพ่ือทดสอบความสามารถในการถ่ายทอด integrons และยีนดือ้ยา  
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การสาํรวจแนวความคดิและการวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 
P. aeruginosa และ A. baumannii เป็นแบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีเป็นสาเหตสํุาคญัและพบบอ่ยท่ีสดุของ

การตดิเชือ้แทรกซ้อนในผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล (nosocomial infections( ปัญหาสําคญัของการ
ตดิเชือ้ทัง้ 2 ชนิดคือ การดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนั จากรายงานท่ีผา่นมาพบวา่  P. aeruginosa ท่ีแยกได้จาก
ผู้ ป่วยในโรงพยาบาลในประเทศโปรตเุกสเป็นเชือ้ท่ีดือ้ตอ่ carbapenam เชือ้เหลา่นีท้กุตวัมียีน bla(IMP-5) อยูใ่น 
class 1 integrons และมี point mutation ในบริเวณ P1 promoter ทําให้ยีน bla(IMP-5) มีการแสดงออกใน
ระดบัสงู ได้ยืนยนัผลการทดลองด้วย site-directed mutagenesis (Brizio, et al., 2006) เม่ือเร็วๆนีท่ี้ประเทศ
เกาหลี พบวา่ P. aeruginosa ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในโรงพยาบาลดือ้ยา amikacin และมี class  1 integrons 
เช่นกนั (Kim, et al., 2008) ท่ีประเทศ South Africa มีรายงานวา่ P. aeruginosa ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยโรค cystic 
fibrosis มี class 1 integrons ท่ีมียีน aadB ในอตัราท่ีสงูมาก (Syrmis, et al., 2008) ในขณะท่ีคณะผู้วิจยัอีก
กลุม่หนึง่พบวา่ P. aeruginosa มี class 1 integrons ท่ีมียีน GES-5 และ GES-5 like extended-spectrum 
beta lactamases ซึง่ถือเป็นเชือ้อบุตัใิหม่ของประเทศ (Labuschagne Cde, et al., 2008) 

ท่ีประเทศจีนมีรายงานวา่ P. aeruginosa ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในโรงพยาบาลดือ้ยา imipenem มียีน 
bla(VIM) และ class 1 integrons ในอตัราสงูถึง 81.5% และ 45.3% ตามลําดบั เชือ้บางตวัมีทัง้ bla(VIM) และ 
class 1 integrons ซึง่เป็นรายงานครัง้แรกในประเทศจีน  (Cheng, et al., 2008) ซึง่สอดคล้องกบัผลงานวิจยัท่ี
ประเทศสเปน (Sevillano, et al., 2006) 
 ในประเทศกรีซได้เกิดการระบาดของ A. baumannii ในผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาในห้อง ICUs ณ 
โรงพยาบาลแหง่หนึง่เป็นเวลานานกวา่ 3 เดือน ซึง่ A. baumannii ท่ีแยกได้ดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนั จาก
การศกึษาพนัธกุรรมของเชือ้ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย 31 รายพบวา่เชือ้เหลา่นีมี้ class 1 integrons ท่ีมี variable 
regions มากถงึ 5 รูปแบบ แสดงถึงความจําเป็นในการทําความสะอาดฆา่เชือ้ภายในโรงพยาบาลอยา่งเข้มงวด 
รวมทัง้ต้องมีระบบตรวจสอบสขุภิบาลอนามยัของโรงพยาบาลอยา่งตอ่เน่ือง (Kraniotaki, et al., 2006) 

ท่ีเมือง Nanjing ประเทศจีนยงัพบวา่ P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยมี class 1 
integrons มากถึง 40.8% และ 52.8% ตามลําดบั ซึง่ class 1 integrons เหลา่นีมี้ gene cassette arrays ท่ี
แตกตา่งกนัและไม่เคยมีรายงานมาก่อน  (Gu, et al., 2007) เม่ือไม่นานมานี ้ท่ีประเทศออสเตรเลีย มีรายงานการ
ถ่ายทอดแบบขวางของยีนดือ้ยาใน และ A. baumannii ท่ีดือ้ยา carbapenam ซึง่แยกได้จากผู้ ป่วยในห้อง ICUs 
ของโรงพยาบาลแหง่หนึง่ พบวา่เชือ้เหลา่นีมี้ the ISAba1-blaOXA-23 structure และ class 1 integrons ท่ี
สามารถถ่ายทอดได้ โดยสรุปวา่ resistant determinants เหลา่นีมี้บทบาทสําคญัในการแพร่กระจายเชือ้ดือ้ยาใน
ห้อง ICUs (Valenzuela, et al., 2007) 
 ก่อนหน้านี ้Agodi และคณะ (2006) ได้ศกึษาระบาดวิทยาของการตดิเชือ้ A. baumannii  ในห้อง ICUs 
ของโรงพยาบาล Sicilian ประเทศอิตาลี พบวา่มีผู้ ป่วยใหม่ท่ีตดิเชือ้นี ้3 รายตอ่ 100 ผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษา 100 
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ราย โดยเชือ้เหลา่นีมี้ class 1 integrons อยา่งมีนยัสําคญัและมีบทบาทในการแพร่กระจายการดือ้ยา  (Agodi, 
et al., 2006) 
 จากการศกึษาในประเทศไต้หวนัพบวา่ A. baumannii ท่ีดือ้ยา imipenem ซึง่แยกได้จากผู้ ป่วยใน
โรงพยาบาลประจําท้องถ่ิน พบวา่ เชือ้เหลา่นีมี้ class 1 integrons ซึง่ไม่มียีน bla(IMP), bla(VIM) และ bla(CFI) 
แสดงวา่ การดือ้ยาเกิดขึน้จากยีนท่ีไม่เก่ียวข้องกบั metallo-beta-lactamases และยงัไม่เคยมีการศกึษามาก่อน 
(Liu, et al., 2006)  
 นอกจาก class 1 inegtons แล้วยงัมีรายงานการพบ class 2 integrons ใน A. baumannii ซึง่มี sat2-
aadB-catB2(deltaattC)-dfrA1-sat2-aadA1-orfX อยูใ่น Tn7::In2-8 ใน variable region ซึง่ gene cassettes 
แทรกตวัอยูท่ี่ downstream ของ glm gene (Ramirez, et al., 2005) 
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วธีิดาํเนินการวจิัย 
 

การดําเนินการวิจยัแบง่เป็น 5 ระยะ คือ 
ระยะที่ 1   เก็บตวัอยา่งและแยกเชือ้ 
ระยะที่ 2   ทดสอบความไวตอ่ยาปฏิชีวนะ  
ระยะที่ 3   ศกึษาการปรากฏของ class 1, 2 และ 3 integrons 
ระยะที่ 4   ศกึษา resistance gene cassettes ใน variable regions 
ระยะที่ 5   ศกึษาความสามารถในการถ่ายทอด class 1 integrons 
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ระยะที่ 1   เก็บตวัอยา่งและแยกเชือ้ 
ในการวิจัยครัง้นี ้ทําการศึกษาใน P. aeruginosa จํานวน 101 isolates และ A. baumannii  จํานวน  

176 isolates  ซึง่แยกได้จากตวัอย่างจากผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัในโรงพยาบาลศิริราช  โดยเป็นเชือ้ท่ีแยกได้
ในช่วงปี  พ .ศ . 2544–2547 และอยู่ ใน  stock collection ของภาควิชาจุล ชีววิทยา  คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัมหิดล เก็บรักษาเชือ้ทัง้หมดใน 20% glycerol ท่ี -80oC 
 
ระยะที่ 2   ทดสอบความไวตอ่ยาปฏิชีวนะ  

ทําการหาค่าความเข้มข้นต่ําสดุท่ียบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้จนไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
(Minimum Inhibitory Concentration, MIC) ด้วยวิธี Agar dilution ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง Muller Hinton 
Agar (MHA) หรือ Microdilution ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดเหลว Muller Hinton Broth (MHB) โดยเจือจางแบบ 
two-foldตามวิธีมาตรฐานของ Clnical Laboratory Standard Institute (CLSI)  ยาปฏิชีวนะท่ีทดสอบจํานวน 15 
ช นิ ด  คื อ  carbenicillin, piperacillin, ceftaxidime, aztreonam, amikacin, gentamicin, kanamycin, 
neomycin, streptomycin, spectinomycin, ciprofloxacin, tetracycline, erythromycin, chloramphenicol 
และ trimethroprim เชือ้แบคทีเรียมาตรฐานท่ีใช้เป็นตัวควบคุมได้แก่  Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853, Escherichia coli ATCC25922 และ Staphylococcus aureus ATCC 29212  
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ตารางที่ 1  ชนิดและความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะและยาฆา่เชือ้ท่ีใช้ในการวิจยั 
 

ยาปฏชีิวนะ ความเข้มข้นที่ทดสอบ (µg/ml) Breakpoint* 
(µg/ml) 

1. carbenicillin (CAR) 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 512 
2. piperacillin (PIP) 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 128 
3. ceftaxidime (CEF) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 
4. aztreonam (ATM) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 
5. amikacin (AMK) 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 64 
6. gentamicin (GEN) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 
7. kanamycin (KAN) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 

8. neomycin (NEO) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 
9. streptomycin (STR) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 
10. spectinomycin (SPC) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 32 

11. ciprofloxacin (CIP) 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 4 
12. tetracycline (TET) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 16 
13. erythromycin (ERY) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 8 
14. chloramphenicol (CHP) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 32 
15. trimethroprim (TRI) 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 4 
 
* ความเข้มข้นของยาท่ีบง่ชีว้า่เชือ้ดือ้หรือไวตอ่ยา 

  
ระยะที่ 3   ศกึษาพนัธุกรรมของการดือ้ยา  

3.1 ตรวจการปรากฏของยีน intl1 ยีน ins ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ 

primers int1F และ int1R และ conditions ตามท่ีแสดงในตารางท่ี 2 ปฏิกิริยามีปริมาตร 25 l ประกอบด้วย 5 

l of total DNA, 10 pmoles of each primer และ 12.5 l 2.5 X PCR master mix  eppendrofMasterMix 
(Eppendrof, Hamburg, Germany) ตรวจสอบความจําเพาะของ primers ท่ีใช้ด้วยการสกัด PCR products 
ด้วยชุดทดสอบ QIAQuick gel extraction kit (Qiagen) และส่งไปตรวจหาลําดับเบสท่ี Macrogen (Seoul, 
South Korea) 

3.2 เฉพาะเชือ้ท่ีมียีน intl1 ยืนยนัด้วยการตรวจหา 3’-conserved regions ด้วย PCR โดยใช้ primers 2 

คู ่คือ qacEF กบั sul1R และ qacE1R กบั sul1R 
3.3 ตรวจการปรากฏของยีน intI2 และ intI3  ในเชือ้ทุกตัว ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer pairs  

Int2F/Int2R และ Int3F/Int3R สําหรับตรวจหายีน กบั Int2R สําหรับตรวจหายีน intI2 และ intI3 ตามลําดบั 
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ตารางที่ 2   Primers และ conditions ท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้
 

Gene Primers Sequence (5’-3’) Amplicon 
size (bp) 

References 

IntI1 Int1F CCT GCA CGG TTC GAA TG 497 Chuanchuen et al., 2007 
Int1R TCG TTT GTT CGC CCA GC 

IntI2 Int2F GGCAGACAGTTGCAAGACAA 247 Chuanchuen and Padungtod, 
2009 Int2R AAGCGATTTTCTGCGTGTTT 

IntI3 Int3F CCGGTTCAGTCTTTCCTCAA 155 Chuanchuen and Padungtod, 
2009 Int3R GAGGCGTGTACTTGCCTCAT 

Variable region 5’CS GGC ATC CAA GCA GCA AG variable Levesque et al., 2007 
3’CS AAG CAG ACT TGA CCT GA 

qacEΔ1 qacEF TAA GCC GTA CAC AAA TTG GGA GAT AT 363 Chuanchuen et al., 2007 

qacEΔ1R GCC TCC GCA GCG ACT TCC ACG 

sul1 sul1F CGG ACG CGA GGC CTG TAT C 591 Chuanchuen et al., 2007 
sul1R GGG TGC GGA CGT AGT CAG G 

qacEΔ1-sul1 qacEF  TAA GCC GTA CAC AAA TTG GGA GAT AT 1,198 Chuanchuen et al., 2007 
sul1R GGG TGC GGA CGT AGT CAG G 

 
 

ระยะที่ 4   ศกึษา resistance gene cassettes ใน variable regions 
เฉพาะเชือ้ท่ีมียีน intl1 นํามาตรวจหาการปรากฏของ resistance genes ใน variable regions  ด้วย

เทคนิค PCR โดยใช้ 5’CS และ 3’CS ศึกษายีนใน variable regions ด้วยการหาลําดบัเบส (DNA sequencing) 
สกดั PCR products และส่งไปตรวจหาลําดบัเบส  ตรวจความถกูต้องของลําดบัเบสและวิเคราะห์ลําดบัเบสFfp
เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) สําหรับ  PCR products ท่ีมี
ขนาดเดียวกันจะศึกษาด้วย Restriction endonuclease analysis โดยใช้เอนไซม์ AluI, BamHI, BglII, EcoRI, 
EcoRV, NcoI และ XbaI ตรวจสอบ restriction pattern โดยการแยกบน 1.5-2% agarose gel  PCR products 
ท่ีมีรูปแบบ digestion patterns เหมือนกันจัดเป็น Resistance genes ชนิดเดียวกัน จากนัน้จัดกลุ่ม class 1 
integrons ตามขนาดและจํานวนของ amplicons และชนิดของยีนท่ีพบ 
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ระยะที่ 5   ศกึษาความสามารถในการถ่ายทอด class 1 integrons 
ทําการศกึษาความสามารถในการถ่ายทอดของยีนดือ้ยาท่ีพบ โดยทดสอบการอยูบ่น plasmid ของ 

integrons ด้วยเทคนิค biparenteral mating ตามวิธีของ Sunde และ Sorum  2001 โดยตวัรับ (recipient) ท่ีใช้ 
คือ MG1655rifr2 (MIC ตอ่ rifampicin 256 µg/ml) สว่นตวัให้ (donor) คือเชือ้ P. aeruginosa  และ A. 
baumanni ท่ีมี resistance gene cassette บน class 1 integrons   

เพาะเลีย้งตวัให้และตวัรับในอาหารเลีย้งเชือ้ LB ชนิดเหลวปริมาณ 4 ml ใน shaking incubator 
อณุหภมิู 37° C นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้เจือจางด้วย LB ในอตัราสว่น 1:50 และเลีย้งเชือ้ตอ่ใน shaking 
incubator ท่ี 37° C นาน 4 ชัว่โมง จนถึง Mid-log phase ผสมตวัให้และตวัรับในอตัราสว่น 1:1 (700:700 µl) ใน 
eppendorf tube ป่ันเหว่ียงท่ี 8,000 rpm นาน 1 นาที เพ่ือเก็บตะกอนเซลล์และนํามาละลายใน LB ท่ีอณุหภมิู 
37° C ปริมาตร 30-50 µl ไปเปต suspension ลงบนแผน่ nitrocellulose filter ท่ีมีขนาด pore size 0.45 µm และ
วางอยูบ่นอาหารเลีย้งเชือ้ LB ชนิดแข็ง นําไป incubate ท่ีอณุหภมิู 37°C นาน 18-24 ชัว่โมง จากนัน้ล้างเชือ้
ทัง้หมดท่ีอยูบ่นแผน่ filter ในสารละลาย normal saline และป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 rpm นาน 1 นาที เพ่ือเก็บ
ตะกอนเซลล์และนําตะกอนเซลล์มาละลายในอาหารเลีย้งเชือ้ LB ชนิดเหลวปริมาตร 100 µl นํา suspension มา
spread ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB ชนิดแข็งท่ีผสมยา rifampicin ความเข้มข้น 100 µg/ml  สําหรับการคดัเลือก
เชือ้ P. aeruginosa และ 40 µg/ml  สําหรับการคดัเลือกเชือ้ A. baumanni และยาปฏิชีวนะท่ีเหมาะสมอยา่งใด
อยา่งหนึง่ ดงัตารางท่ี 3 นําไป incubate ท่ีอณุหภมิู 37 oC นาน 18-24 ชัว่โมง เพ่ือคดัเลือกโคโลนีท่ีดือ้ตอ่ยา 
rifampicin และยาปฏิชีวนะท่ีผสมในอาหารเลีย้งเชือ้ ทําการยืนยนัเชือ้ transconjugant E.coli ท่ีได้ด้วยการ
เจริญเตบิโตบนอาหารเลีย้งเชือ้ Brillian Green Agar (BGA) และ Eosin Methylene Blue (EMB) agar ตรวจหา
การปรากฏของ  plasmid และการปรากฏ class 1 integrons จาก transconjugants ด้วยเทคนิค PCR  
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ตารางที่ 3  ยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการคดัเลือก transconjugants 
 

เชือ้ตวัให้ (donor) ยาปฏิชีวนะท่ีใช้คดัเลือก (ความเข้มข้น) Gene cassette  
P. aeruginosa Streptomycin (80 g/ml) aadA6 

aadA6-orfD 
blaPSE-1-aadA2 
aadB-blaOXA-10-aadA1 
aadB-arr-2-cmlA-blaOXA-10-aac(3”)-Ia 
aadB-cmlA-aadA1 
aadB-cmlA-blaOXA-10-aadA15 

 Gentamycin (100 g/ml) aacA4 
aacA7-cmlA 
blaIMP-14-aac(6’) 

 Trimethoprim (10 g/ml) dfrA1-orfC 
blaIMP-15-dhfr-aac(6’) 

A.baumanii Streptomycin ( 80 g/ml) dfrA12-orf-aadA2 
aac(6’)I1-aadA1 
aacC1-orfX-orfY-aadA1 
aacC1-orfX-orfX-orfY-aacA1 
aac(6’)I1-aadA1-IS26-tnpA-IS26-aadA1 
aacA4-catB8-aadA1 

 Trimethoprim (( 10 g/ml) dfrA1-orfC 
dfrA12-orf-aadA2 
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ผลการวจิัย 
 

ความชุกของการดือ้ต่อยาปฏชีิวนะและรูปแบบการดือ้ยา 
 

P. aeruginosa จํานวน  101 isolates พบว่าเชือ้ทุกตัวมีการดือ้ยาปฏิชีวนะหลายชนิดพร้อมกัน  
(multidrug resistance, MDR) โดยเชือ้ทุกตัวดือ้ต่อ  kanamycin, neomycin, spectinomycin, tetracycline, 
erythromycin, chloramphenicol และ  trimethoprim (รูปท่ี 2) จดัรูปแบบการดือ้ยาทัง้หมด 14 รูปแบบ) ตาราง
ท่ี 4 โดยรูปแบบท่ีพบมากท่ีสดุคือ CAR, PIP,CEF, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, 
CHP,TRI (78.8%) แสดงดงัตารางท่ี 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2 อตัราการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะของ P. aeruginosa  แยกได้จากผู้ ป่วย (n =101)  ATM, aztreonam; AMK, amikacin;   
CAR, carbenicillin; PIP, piperacillin; CEF, ceftaxidime; GEN, gentamicin;  KAN, kanamycin: NEO, neomycin; STR, 
streptomycin; SPC, spectinomycin; CIP, ciprofloxacin; TET, tetracycline; ERY, erythromycin; CHP, 
chloramphenicol; TRI, trimethroprim 
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ตารางที่ 4 รูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะของ Pseudomonas aeruginosa (n=101) 
 
Antibiotic resistance pattern No. of isolates (%) 

KAN, NEO, STR, SPC,TET, ERY, CHP,TRI 1 (1) 
ATM, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 

GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 

AMK, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 2(2) 

CEF, ATM, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 

CAR, PIP, ATM, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 

CAR, CEF, ATM, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 

CAR, PIP, ATM, AMK, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 
CAR, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 

CAR, PIP,CEF, ATM, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 2(2) 

CAR, CEF, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 2(2) 
CAR, PIP,CEF, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 1(1) 

CAR, PIP, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 7 (7.1) 

CAR, PIP,CEF, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 78 (78.8) 

CAR, carbenicillin; PIP, piperacillin; CEF, ceftaxidime; ATM, aztreonam; AMK, amikacin;   GEN, gentamicin;  
KAN, kanamycin: NEO, neomycin; STR, streptomycin; SPC, spectinomycin; CIP, ciprofloxacin; TET, 
tetracycline; ERY, erythromycin; CHP, chloramphenicol; TRI, trimethroprim 

 
 
ส่วน A. baumannii ทัง้หมด 176 isolates พบว่าทุกเชือ้มีการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดพร้อมกัน 

อั ต ร า ก า ร ดื ้อ ย า  amikacin, aztreonam, carbenicillin, ceftaxidime, chloramphenicol, ciprofloxacin, 
erythromycin, gentamicin, kanamycin, neomycin, piperacillin, streptomycin แ ล ะ  tetracycline คื อ 
88.64%, 97.16%, 86.36%, 90.90%, 99.43%, 94.32%, 97.16%, 94.32%, 95.59%,  92.04%, 95.45%, 
97.15% และ 94.89% ตามลําดบั และมีอตัราการดือ้ยา spectinomycin และ trimethroprim เท่ากบั 100% (รูป
ท่ี 3) จดัรูปแบบการดือ้ยาทัง้หมด 30 รูปแบบ (ตารางท่ี 5)  โดยรูปแบบท่ีพบมากท่ีสดุคือ AMK- ATM-CAR-Ce-
CHP-CIP-ERY-GEN-KAN-NEO-PIP-SPC-STR-TET-TRI (81.2%) 
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รูปที่ 3 อตัราการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะของ A. baumannii แยกได้จากผู้ ป่วย (n =176)  ATM, aztreonam; AMK, 
amikacin;   CAR, carbenicillin; PIP, piperacillin; CEF, ceftaxidime; GEN, gentamicin;  KAN, kanamycin: NEO, 
neomycin; STR, streptomycin; SPC, spectinomycin; CIP, ciprofloxacin; TET, tetracycline; ERY, erythromycin; 
CHP, chloramphenicol; TRI, trimethroprim 
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ตารางที่  5 รูปแบบการดือ้ยาปฏิชีวนะของ A. baumannii (n=176) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Antibiotic resistance No. of isolates (%) 
ATM, CEF, CHP, SPC, TET, TRI 1 (0.57) 
ATM, CHP, ERY, SPC, STR, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CHP, KAN, SPC, STR, TRI 1 (0.57) 
ATM, CEF, CHP, ERY, SPC, STR, TRI 1 (0.57) 
ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, KAN, SPC, TRI 1 (0.57) 
ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, SPC, STR, TRI 1 (0.57) 
ATM, CHP, ERY, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CHP, CIP, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TRI 1 (0.57) 
ATM, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
CEF, CHP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TRI 1 (0.57) 
ATM, CEF, CHP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 3 (1.7) 
CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TRI 1 (0.57) 
AMK, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 3 (1.7) 
ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 1 (0.57) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI 143 (81.2) 
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Class 1 integrons 
 
 ใน P. aeruginosa พบยีน intI1 ในเชือ้จํานวน 96 isolates (95.04%) แต่ไม่พบยีน intI2 และ intI3 ซึ่ง

เม่ือนําเชือ้ท่ีพบยีน intI1 มาตรวจหาส่วน 3’CS พบยีน qacE1 ต่อกับ sul1 (qacE1-sul1 fusion gene) 

จํานวน 84 isolates สว่นยีน qacE1 หรือยีน sul1  พบในเชือ้จํานวน 8    และ 1 isolates ตามลําดบั พบเชือ้ท่ีมี 
gene cassettes ใน variable region ทัง้หมด 70 isolates โดย gene cassette array ท่ีพบมากท่ีสุดคือ aadB-

cmlA-aadA1  และจดั integron profiles (IPs) ได้  12 รูปแบบ (ตารางท่ี 6) โดยใช้ขนาดของ variable regions และ

จํานวนของ integrons ท่ีได้จากการเพิ่มจํานวนด้วยเทคนิค PCR (รูปท่ี 4) 
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ตารางที่  6  Integron profiles (IPs) ของ class 1 Integrons gene cassettes ที่พบใน P. aeruginosa 

 
IP Size of  

amplicons (kb) 
Inserted gene cassettes No. of 

isolates (%) 
Antibiotic resistance pattern 

I 0.8 aacA4 3 (4.3) CEF , ATM, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI  (1) 
CAR, PIP, CEF , ATM, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (1) 
CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI 

II 1.3 aadA6 4(5.7) CAR, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (1) 
CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (3) 

III 1.3 aadA6-orfD 2(2.9) CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (2) 
IV 1.3 dfrA1-orfC 1(1.4) CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (1) 
V 0.8, 1.8 aacA4,  

aacA7-cmlA 
2(2.9) CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (2) 

VI 1.8 blaIMP-14-aac(6’) 1(1.4) CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (1) 
VII 2.0 blaPSE-1-aadA2 7(10) CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (7) 
VIII 2.0 blaIMP-15-dhfr-aac(6’) 1(1.4) CAR, CEF , ATM, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (1) 
IX 2.5 aadB-blaOXA-10-aadA1 7(10) CAR, PIP, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (5) 

CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (2) 
X 2.5 aadB-arr-2-cmlA-blaOXA-10-aac(3”)-Ia 1(1.4) CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (1) 

XI 3.0 aadB-cmlA-aadA1  36(51.4) AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (1) 
CAR, PIP, ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (2) 
CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (33) 

XII 3.5 aadB-cmlA-blaOXA-10-aadA15 5(7.1) CAR, PIP, CEF , ATM, AMK, GEN, KAN, NEO, STR, SPC, CIP, TET, ERY, CHP,TRI (5) 
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aacA4 และ aac(6’) ควบคมุการดือ้ตอ่ยา amikacin, kanamycin และ tobramycin aacA7 และ aac(3”)-Ia ควบคมุการดือ้ตอ่ยา gentamicin ยีน aadA1, aadA2 และ 
aadA6 ควบคมุการดือ้ตอ่ยา streptomycin และ spectinomicin, aadB ควบคมุการดือ้ตอ่ยา gentamicin, kanamicin และ tobramicin, blaPSE-1 ควบคมุการดือ้ตอ่ยาก

ลุม่ -lactams, blaOXA-10 ควบคมุการดือ้ตอ่ยา oxacillin, blaIMP-14 ควบคมุการดือ้ตอ่ยา imipenem และ meropenem, cmlA ควบคมุการดือ้ตอ่ยา 
chloramphenicol dhfr และ dfrA1 ควบคมุการดือ้ตอ่ยา trimethoprim  
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สําหรับ A. baumannii พบยีน intI1 ในเชือ้จํานวน 69 isolates (39.20%) แตไ่ม่พบยีน intI2 และ intI3  
จากเชือ้ท่ีพบยีน intI1 พบว่า เชือ้จํานวน 24 isolates (34.78%) มี class 1 integrons แต่ไม่มี variable regions 
โดยเชือ้จํานวน 34 isolates (49.27%) มี variable regions จัด integron profiles (IPs) ตามขนาดและจํานวน
ของ variable regions ได้ทัง้หมด 8 รูปแบบ(ตารางท่ี 7 และรูปท่ี 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4  Integron profiles of class 1 integrons in P.aeruginosa 
M, molecular weight marker; lane 1-12, IPI-XII, respectively 

  1        2        3        4       5        6       7       8        9       10      11     12 
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ตารางที่ 7  Integron profiles (IPs) ของ class 1 Integrons gene cassettes ที่พบใน A. baumannii 
 
IP Size(s) of 

amplicons (kb) 
Inserted gene cassettes No. of isolates 

(%) 
Antibiotic resistance pattern 

I 
 
II 
III 
IV 
V 
VI 
VII 
 
VIII 

1.2 
 
1.6 
1.9 
2.5 
3.0 
2.3                       
1.9,  
2.5 
2.2,  
3.0 

dfrA1-orfC 
 
aac(6’)I1-aadA1 
dfrA12-orfF-aadA2 
aacC1-orfX-orfY-aadA1a 
aacC1-orfX-orfY-aadA1a 
aac(6’)I1-aadA1-IS26-tnpA-IS26-aadA1 
dfrA12-orfF-aadA2,  
aacC1-orfX-orfY-aadA1a 
aaCA4-catB8-aadA1,  
aacC1-orfX-orfY-aadA1a 

12 (28.6) 
 
6 (14.3) 
1 (2.4) 
8 (19) 
6 (14.3) 
1 (2.4) 
5 (11.9) 
 
2 (4.8) 

AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (10) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, PIP, SPC, STR, TET, TRI (2) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (6) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (1) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (1) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (6) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (1) 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (5) 
 
AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, SPC, STR, TET, TRI (2) 
 

 

dfrA1 และ dfrA12 ควบคุมการดือ้ยา trimethroprim, aac(6’)I1 และ aacA4 ควบคุมการดือ้ยา amikacin, kanamycin และ tobramycin,  aacC1 ควบคุมการดือ้ยา 
gentamicin, aadA1 และ aadA2 ควบคมุการดือ้ยา spectinomycin และ streptomycin, catB8 ควบคมุการดือ้ยา chloramphenicol 
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รูปที่ 5 Integron profiles of class 1 integrons in A. baumannii 
M, molecular weight marker; lane 1-6, IPI-VI, respectively 

 
 
 

ความสามารถในการถ่ายทอด class 1 integrons 
ก่อนทําการทดลอง ทําการสกดั plasmid เพ่ือยืนยนัวา่ P. aeruginosa จํานวน 70 isolates และ 

A. baumannii ทัง้ 42 isolates ท่ีมี resistance gene cassette ใน class 1 integrons มี plasmid และ E. coli 
MG1655rif2 ไม่มี plasmid 

ใน P. aeruginosa จากจํานวนเชือ้ท่ีพบ resistance gene cassette ใน class 1 integrons ทัง้หมด 70 
isolates เม่ือทําการทดสอบการถ่ายทอดพบวา่ class 1 integrons สามารถถ่ายทอดไปยงั E. coli MG1655rifr3 
ได้เพียงแค ่ 1   isolate โดยเป็นการถ่ายทอดท่ีได้ใช้ยา streptomycin ในการคดัเลือก transconjugant ท่ีได้มี  
class 1 integrons  และ gene cassette เหมือน P. aeruginosa ตวัให้ โดยจดัอยูใ่น  IP ท่ี XI aadB-cmlA-
aadA1 ซึง่มี resistance pattern คือ  CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, SPC, STR, TET, TRI 
 สําหรับ A. baumannii ในการวิจยัครัง้นีเ้ลือกใช้ A. baumannii จํานวน 42 isolates ท่ีมี class 1 
integrons เป็นตวัให้ หลงัจากการทํา conjugation แล้วพบวา่ A. baumannii  ให้ transconjugants ท่ีเป็น E.coli 
ท่ีดือ้ตอ่ rifampicin และ streptomycin  เม่ือทําการสกดั plasmid พบวา่ transconjugants ทกุตวัมี plasmid  
และ พบการปรากฏของ class 1 integrons ใน transconjugants  6 ตวั ได้แก่  
 
 
 

M            P1            P2          P3           P4         P5           P6           P7          P8 M

3.0
2.0

1.0
1.5

Kb

0.5

M            P1            P2          P3           P4         P5           P6           P7          P8 M

3.0
2.0

1.0
1.5

Kb

0.5
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ตารางที่ 8 class 1 integrons ใน Acinetobacter  ท่ีสามารถถ่ายทอดแบบขวางไปยงั E.coli 
 

Strain ID Class 1 integrons Resistance pattern 
AB001 
 

aacC1-orfX-orfY-aadA1 AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, 
SPC, STR, TET, TRI 

AB005 
 

aacC1-orfX-orfY-aadA1 AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, 
SPC, STR, TET, TRI 

AB009 
 

aacC1-orfX-orfY-aadA1 AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, 
SPC, STR, TET, TRI 

AB028 
 

aacC1-orfX-orfY-aadA1; 
aaCA4-catB8-aadA1 

AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, 
SPC, STR, TET, TRI 

AB050 
 

aacC1-orfX-orfY-aadA1; 
dfrA12-orf-aadA2 

AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, 
SPC, STR, TET, TRI 

AB123 
 

aacC1-orfX-orfY-aadA1 AMK, ATM, CAR, CEF, CHP, CIP, ERY, GEN, KAN, NEO, PIP, 
SPC, STR, TET, TRI 

. 
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วจิารณ์ผลของการวจิัย 
 

ผลการวิจยัพบวา่ เชือ้ P. aeruginosa และ A. baumannii  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัใน 
โรงพยาบาลดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกัน (multidrug resistance, MDR) โดยมีอัตราการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะท่ี
ทดสอบแต่ละชนิดสงูกว่า  85%  ซึ่งยงัพบว่ามีการแพร่กระจายของ class 1 integrons ใน P. aeruginosa และ 
A. baumannii  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัในโรงพยาบาล  
 

 Resistance gene cassette array ท่ีพบมากท่ีสดุใน   variable regions ของ class 1 integrons ใน P. 
aeruginosa คือ aadB-cmlA-aadA1 (36/70, 51.4%) โดย gene cassettes ท่ีพบมากท่ีสุดคือ ยีนในกลุ่ม aad 
ซึ่งเก่ียวข้องกับการดือ้ยาในกลุ่ม aminoglycosides โดยยีนท่ีพบมากท่ีสุดคือ ยีน aadB (41/70, 58.6%)  ท่ี
ควบคุมการสร้างเอนไซม์  aminoglycoside adenyltransferase ส่งผลให้ เกิดการดื อ้ต่อยา  gentamycin, 
kanamycin และ tobramycin ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้านีใ้นเชือ้ P. aeruginosa ท่ีแยกได้จาก
ผู้ ป่วยในประเทศอิหร่าน (Shahcheraghi, et al., 2010)  โดยในการวิจัยท่ีประเทศอิหร่านนีพ้บ aadA6-orfD ท่ี
พบในการศึกษาครัง้นี เ้ช่นกันและยังสอดคล้องกับผลการวิจัย อ่ืนๆ  ก่อนหน้านี ด้้วย  (Gu, et al., 2007; 
Shahcheraghi, et al., 2010) (Naas, et al., 2006) โดยบางสว่นของ gene cassette array ท่ีพบในการวิจยัครัง้
นีส้อดคล้องกบัการศึกษาก่อนหน้านี ้ คือ blaPSE-1-aadA2 เคยมีรายงานใน SGI1-O ท่ีพบใน P.mirabilis  ท่ีแยก
ได้จากอาหาร ทัง้ blaIMP-14-aac(6’) และ blaIMP-15-dhfr-aac(6’) พบใน GenBank โดยมีรหัส AY553332 และ 
AY553333 ตามลําดับ แต่ยังไม่มีการตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติ โดย aacA7-cmlA , aadB-blaOXA-10-
aadA1, aadB-arr-2-cmlA-blaOXA-10-aac(3”)-Ia, aadB-cmlA-aadA1 และ  aadB-cmlA-blaOXA-10-aadA15 ยัง
ไม่เคยมีรายงานใน P. aeruginosa มาก่อน Girlin และคณะ (2002) พบว่า P. aeruginosa ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย
ในประเทศไทยมี  blaVEM-like-aadB-arr-2-cmlA-blaOXA-10-aac(3”)-Ia (Girlich, et al., 2002) ซึ่ งใก ล้ เคียงกับ 
aadB-arr-2-cmlA-blaOXA-10-aac(3”)-Ia  ท่ีพบในการวิจยัครัง้นี ้แสดงว่ามี recombination event เกิดขึน้ระหว่าง 
gene cassette combination ใน  class 1 integrons ของ P. aeruginosa  
 

ส่วน  Resistance gene cassette array ท่ีพบมากท่ีสุดใน  A. baumannii คือ  dfrA12-orfC (18/42, 
42.9%)และ gene cassettes ท่ีพบมากท่ีสดุใน class 1 integrons ของ A. baumannii  คือ ยีนในกลุ่ม aadA1 
(28/42, 66.7%) ซึง่สอดคล้องกบัผลการวิจยัใน P. aeruginosa ท่ีได้จากการศกึษาครัง้นี ้การพบยีนท่ีควบคมุการ
ดื อ้ยากลุ่ ม  aminoglycosides ในอัต รา ท่ีสู งใน เชื อ้ทั ง้  2 ชนิด  อาจมีสาเหตุมาจาก มีการใช้ยากลุ่ ม 
aminoglycosides ในการรักษาผู้ ป่วยอย่างกว้างขวาง นอกจากนีย้ังพบยีน aadA1 และ aacA4  บน class 1 
integrons ทัง้ใน P. aeruginosa และ A. baumannii  รวมทัง้ dfrA1-orfC  และ dfrA12-orfC เคยมีรายงานใน 
Salmonella enterica และ E.coli  (Miko, et al., 2005; Sunde, 2005; Hsu, et al., 2006; Khan, et al., 2009)
โดย dfrA1-orfC  ยงัพบใน Proteus mirabilis (Boyd, et al., 2008) ด้วยเช่นกนั แสดงให้เห็นว่ามีการแลกเปล่ียน
หรือถ่ายทอดยีนเหลา่นี ้ระหวา่งแบคทีเรีย อยา่งน้อยท่ีสดุระหวา่งเชือ้ P. aeruginosa และ A. baumannii   
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โดยสว่นใหญ่ gene cassette array ท่ีพบใน A. baumannii  ในการวิจยัครัง้นีส้อดคล้องกบัผลการวิจยั
ก่อนหน้านี ้ เชน่  aacA4-catB8-aadA1 และ dfrA12-orfF-aadA2 เคยพบใน A. baumannii  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย
ในประเทศจีน (Gu, et al., 2007; Xu, et al., 2008)  และไต้หวนั (Lee, et al., 2009)  aacC1-orfX-orfY-aadA1a 
เคยมีรายงานใน  A. baumannii  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในประเทศจีน (Xu, et al., 2008) aac(6’)I1-aadA1-IS26-
tnpA-IS26-aadA1 เคยมีรายงานใน  A. baumannii  ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยในประเทศเกาหลีใต้ (Han, et al., 2008) 

 

 การท่ีพบวา่ gene cassette array เดียวกนัในเชือ้ตา่งชนิดกนั จากสถานท่ีตา่งกนัและประเทศตา่งกนั
แสดงให้เห็นวา่ class 1 integrons และ มีการแลกเปล่ียนของ gene cassettes เกิดขึน้ ซึง่เป็นสว่นประกอบท่ี
สําคญัของการแพร่กระจายของ class 1 integrons  และววิฒันาการ (evolution) ของ gene cassettes ซึง่จาก
การศกึษาวา่ class 1 integrons ท่ีมียีนดือ้ยามีการถ่ายทอดแบบขวางไปยงัแบคทีเรียอ่ืนๆ ได้ แตพ่บในอตัรา
คอ่นข้างต่ํา ซึง่อาจเป็นไปได้วา่ อาจเกิดจากข้อจํากดัของเทคนิคท่ีใช้ในห้องปฏิบตักิารครัง้นี ้อยา่งไรก็ตาม 
ผลการวิจยัแสดงยืนยนัวา่ class 1 integrons สามารถ่ายทอดตามขวางได้ ซึง่มีบทบาทสําคญัตอ่การ
แพร่กระจายของเชือ้ P. aeruginosa และ A. baumannii ดือ้ยาในโรงพยาบาล 
 

 อย่างไรก็ตามยีนดือ้ยาท่ีพบใน class 1 integrons ไม่สามารถครอบคลมุ resistance phenotype ของ 
เชือ้  P. aeruginosa และ A. baumannii  ได้ทัง้หมด  รวมทัง้มี เชือ้ ท่ี มี  class 1 integrons แต่ไม่ มี  variable 
regions ซึ่งเรียกว่า empty class 1 integrons  ซึ่งดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกันแสดงว่า ยงัมียีนดือ้ยาอ่ืนๆ ท่ีไม่ได้
อยู่บน class 1 integrons การดือ้ยาท่ีไม่เก่ียวข้องกับ class 1 integrons เหล่านีอ้าจมีสาเหตมุาจากการกลาย
พนัธุ์บนโครโมโซมหรือการแสดงออกของระบบ multidrug efflux ก็ได้ ซึง่จําเป็นท่ีจะต้องทําการศกึษาตอ่ไป  
 

ในการวิจยัครัง้นีไ้ม่พบการปรากฎของ class 2 และ 3 integrons ถึงแม้วา่เคยมีรายงานการพบทัง้ class 
2 และ 3 integrons ในแบคทีเรียแกรมลบใน the Enterobacteriaceae family (van Essen-Zandbergen, et al., 
2007) แต่ยังไม่ เคยมีรายงานใน  P. aeruginosa และ A. baumannii  มาก่อน  แสดงว่า  class 2 และ  3 
integrons ยงัไม่มีบทบาทสําคญัต่อการแพร่กระจายยีนดือ้ยาในเชือ้ทัง้ 2 ชนิด โดยเฉพาะอย่างย่ิงเชือ้ท่ีแยกได้
จากผู้ ป่วยในโรงพยาบาล 
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ข้อสรุปผลการวจิัย 
 

 โครงการวิจยัครัง้นีไ้ด้ดําเนินการไปตามแผนการท่ีวางไว้ทกุประการ จากผลการวิจยัสรุปได้วา่  
 

1. มีการแพร่กระจายของ P. aeruginosa และ A. baumannii  ดือ้ยาหลายชนิดพร้อมกนัในผู้ ป่วยท่ี
เข้ารับการรักษาตวัในโรงพยาบาล 

2. มีการแพร่กระจายของ class 1 integrons ใน P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ีแยกได้จาก
ผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาตวัในโรงพยาบาล 

3. Class 1 inetgrons ท่ีพบใน P. aeruginosa และ A. baumannii สามารถถ่ายทอดแบบขวางไปยงั
แบคทีเรียชนิดอ่ืนได้ 

4. มีการถ่ายทอดและแลกเปล่ียน resistance gene cassettes ของ class 1 integrons ท่ีพบในเชือ้ P. 
aeruginosa และ A. baumannii 

 
ผลการวิจยัชีใ้ห้เห็นถึงความจําเป็นในการควบคมุการใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาผู้ ป่วยให้เป็นไปอยา่ง 

ถกูต้องและสขุมุรอบคอบ รวมถึงการสง่เสริมให้บคุคากรท่ีเก่ียวข้องมีความเข้าใจถึงปัญหาท่ีเกิดขึน้และสนบัสนนุ
ให้มีการศกึษาพนัธุกรรมการดือ้ยาอยา่งตอ่เน่ืองเพ่ือให้ทราบปัญหาท่ีแท้จริงของการดือ้ยาในเชือ้และสามารถ
แก้ปัญหาเหลา่นีไ้ด้อยา่งถกูต้องตามหลกัวิทยาศาสตร์ ซึง่ข้อมลูท่ีได้จากการศกึษาวิจยัครัง้นีเ้ป็นประโยชน์อยา่ง
ยิ่งตอ่การนําไปศกึษาวิจยัตอ่เน่ืองเก่ียวกบัพนัธุกรรมการดือ้ยาในเชือ้ก่อโรค งานวิจยัในอนาคตและท่ีควรทําการ 
ศกึษาเพิ่มเตมิ ดงันี ้

1. ศกึษาความสมัพนัธ์ด้านระบาดวิทยาในระดบัโมเลกลุ (fingerprinting) ของ P. aeruginosa และ 
A. baumannii ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วยและสภาวะแวดล้อมในโรงพยาบาล  

2. ศกึษากลไกการดือ้ยาอ่ืนๆ ในแนวลกึตอ่ไป เพ่ือเป็นการพฒันาเทคโนโลยีและความรู้ของประเทศ 
ร่วมทัง้ได้ข้อมลูท่ีมีคณุคา่และสามารถใช้ประโยชน์ได้มากขึน้ เช่น multidrug efflux systems เป็น
ต้น 
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ประโยชน์ในการนําไปใช้ 
  

 ผลการวิจยัครัง้นีเ้ป็นการศกึษาถึง class 1 integrons ในเชือ้ P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ีเป็น
เชือ้ก่อโรคท่ีสําคญัในมนษุย์ โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง ผู้ ป่วยในโรงพยาบาล โดยสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้ดงันี ้

1. นําข้อมลูการดือ้ยาในระดบัโมเลกลุมาใช้วางแผนและประกอบการประเมินความเส่ียงเชือ้ดือ้ยาและ
เป็นแนวทางในการจดัการความเสี่ยง รวมถึงกําหนดนโยบายควบคมุการใช้ยาต้านจลุชีพในคนตอ่ไป  

2. ข้อมลูความไวตอ่ยาปฏิชีวนะของเชือ้ามารถใช้เป็นสว่นหนึง่ของข้อมลูระบาดวิทยาและการเฝา้ระวงั
เชือ้ดือ้ยาของประเทศไทย 

3. เป็นข้อมลูพืน้ฐานสําหรับการศกึษาวิจยัอ่ืนๆและการพฒันาทางเลือกอ่ืนๆในการปอ้งกนัและรักษา
โรคตดิเชือ้ ได้แก่ 

3.1  ศกึษากลไกการดือ้ยาอ่ืนๆ ในเชือ้ท่ีมี empty class 1 integrons 
3.2  ศกึษาความสมัพนัธ์ด้านระบาดวิทยาในระดบัโมเลกลุของ P. aeruginosa และ A. baumannii ท่ี

แยกได้ซึง่เป็นเชือ้จากผู้ ป่วย รวมทัง้ครอบคลมุเชือ้ท่ีแยกได้จากสว่นตา่งๆในโรงพยาบาล เพ่ือหาร
ต้นตอท่ีแท้จริงของเชือ้ทัง้ 2 ซึง่เป็นสาเหตสํุาคญัของ nosocomial infections  

4. สามารถใช้ในการเผยแพร่ความรู้ให้กบัผู้ ท่ีเก่ียวข้อง โดยเฉพาะอยา่งยิ่งนกัวิชาการ แพทย์  
เภสชักรรวมถึงประชาชนทัว่ไป เพ่ือให้เห็นความสําคญัของการใช้ยาอยา่งถกูต้องและรอบคอบ  

5. ประกอบการประเมินความเส่ียงเชือ้ดือ้ยาและเป็นแนวทางในการจดัการความเสี่ยง 
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ภาคผนวก 
 
อาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Muller Hinton Agar (MHA) (DifcoTM, MD, USA) 
 - Beef Extract Powder     2.0   g 
 - Acid Digest of Casien     17.5  g 
 - Starch       1.5  g 
 - Agar       17.0   g 
2. Luria-Bertani Agar (LB) (DifcoTM, MD, USA)  

- Trptone      10.0  g 
- Yeast Extract      5.0   g 
- Sodium chloride      5.0   g 
- Agar        15.0    g 

 
ยาปฏชีิวนะและสารเคมีอ่ืนๆ 
 
1. 50X TAE (Tris-Acetate buffer)  ใน 1,000 ml  ประกอบด้วย 
 - Tris       242.0 g 
 - Acetic acid      57.1 g 
 - 0.5M EDTA pH 8.0     100.0 ml 
2. 0.5 M EDTA, pH 8.0 ใน 1,000 ml  ประกอบด้วย 
 - Disodium ethylene diamine tetraacetate. 2H2O   186.1 g 
 - Distilled deionized water    800.0 ml 
 - Adjust pH to 8.0  
3. 1 M Tris HCl, pH 8.0  ใน  1,000 ml  ประกอบด้วย 
 - Tris (ultrapure)      121.1 g 
 - Distilled deionized water    800.0 ml 
 - Adjust pH to 8.0 by adding conc. HCL   42.0 ml 
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4. การเตรียมยาปฏิชีวนะ 
 

Antibiotics Solvents Concentrations range (µg/ml) 
Carbenicillin Water 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 

2048 
Piperacillin Water 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 
Ceftaxidime Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Aztreonam Saturated sodium bicarbonate 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Amikacin Water 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 
Gentamicin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Kanamycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Neomycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Streptomycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Spectinomycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Ciprofloxacin 0.1N NaOH 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 

256 
Tetracycline 70% ethanol 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Erythromycin Water 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
Chloramphenicol 95% ethanol 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 
Trimethiprim dimethylacetamide 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 
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