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 Metallo-β-lactamase (MBL) is the major reason for carbapenems resistance 

in Pseudomonas aeruginosa and  the gene encoding of MBL can be transferred to 

other bacteria via mobile elements; integron. We aimed to investigate MBL- 

producing P. aeruginosa strains association with class 1 integron observed in 150 

isolates from a 1,200-bed hospital of Thailand. First, we investigated their 

susceptibility profile by the disc diffusion method and also determined the MIC of 

imipenem using the E-test. They showed a high rate of resistance to most antibiotics 

especially quinolones, third-generation cephalosporins, β-lactam/inhibitor and 

carbapenems. The production of MBL was detected in phenotypic and genotypic by 

the Modified Hodge Test and PCR. Moreover, class 1-integron genes were detected 

using multiplex PCR. They showed that 28 isolates were phenotypic MBL positive 

and presented high-level resistant to imipenem (MIC ≥ 32 µg/ml). In genotypic 

testing, 33.3% appeared to carry class 1-integron genes. 28 isolates harboured the 

blaIMP gene and 1 isolate harboured the blaVIM gene and revealed IMP-14 and VIM-2 

after nucleotide sequencing. Moreover, IMP-14 producing P. aeruginosa isolates 

were identical and closely related in PFGE pattern, suggesting that the dissemination 

of these MBL genes could be due to the clonal dissemination. 
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                      P. aeruginosa 
�)� MBL E-test����������������. 

3.2  ;-ก���
��ก�������*��S�3 metallo-β-lactamase .�*"T9  
       P. aeruginosa 
�)�)�\% Modified Hodge Test����������� 

4  ��)��%& 4  ;-ก���qก��ก�������*��S�3 metallo-β-lactamase .�*"T9  
                  P. aeruginosa :���
	�7�*-ก2- ,-����)���	�!	�\3.� class 1  

                  Integron 7
�ก�����)��"2ก.��%�:�ก-2�� metallo-β-lactamase  
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                  ,-� class 1 Integron������������������� 
4.1  ;-ก����)������)��"2ก.��%�:�ก-2�� metallo-β-lactamase .�  
       P. aeruginosa 7
�:"��#�ก�����-Uก7S�!-�*�*������������. 
4.2  ;-ก���
�������)��%&*������.��#�ก�����-Uก7S�!-�*�*�� *�T&:"� 
       �!�*��3 3 �U� �
�,ก� �!�*��3 qacE-F ,-� qacE-R, �!�*��3 Sul-F ,-�  
       Sul-R ,-��!�*��3 Int-F ,-� Int-R���������������. 
4.3  ;-ก����)������)��"2ก.��%�:�ก-2�� class 1 integron :�*"T9 
       P. aeruginosa 7
�:"��#�ก�����-Uก7S�!-�*�*��,�� multiplex���� 
4.4  ;-ก���qก���)���	�!	�\3.�,��,;��)���),-�
T9�����#�"%)�� 
       "��
����w :�*"T9 P. aeruginosa ก	�ก���%,-�����%�%�:�ก-2�� class 1  
       integron��������������������������. 
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	���)�-%7��
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	���)�-%7��
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5.2  ;-ก���qก���)���-�ก�-��.�*"T9���!	�\23�%&�����*��S�3 metallo- 
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�)�\% pulsed field gel electrophoresis��. 
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���������ก����������� �!"�#�$"�!�����%&��'"��� P. aeruginosa (� )
*.+.2552,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,. 
�����$-- Efflux ��	'ก!�3�ก4 ���� 3 "�!� �5$����	36�'*�$ก�-�$-- 
Efflux ����(�'"��� P. aeruginosa,,,,,,,,,,,,,,,,,. 

����ก��3���-�� �$'7�&��'��89:; β-lactamases,,,,,,,,, 
����C��:���D����	("�(�ก��� 5E5ก������-C#�:8#�5$���������
 �!"�#�$ (Susceptibility testing) &��'"��� P. aeruginosa ��#�#!O�  
disc diffusion,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,. 
����C��:���D����	("�(�ก��� 5E5ก������-
�C#�:'&�:&���	6���	�R� 
(Minimum inhibitory concentration: MIC) &���� imipenem ��	��:��Y
��-����'"��� P. aeruginosa 8��,,,,,,,,,,,,,,,,,,... 
����8*�':��;36�'*�$��	("��6�
��-��#3��-ก��������ก&�����(�ก5R�: 
metallo-β-lactamase (��� blaIMP�5$ ��� blaVIM),,,,,,,,,,. 
����8*�':��;36�'*�$��	("��6�
��-��#3��-ก��������ก&�����(�ก5R�: 
class 1 integron (��� IntI1 �5$ ��� qacEDelta1 �5$��� Sul1),,. 
�����7�#$��	("�(�ก���6� �!ก!�!��5]ก49�*�5!':�'��&��8*�':��; qacE-F 
�5$ qacE-R '*�	�����-
��7�#$��	'
:�$�:,,,,,,,,,,,.  
�����7�#$��	("�(�ก���6� �!ก!�!��5]ก49�*�5!':�'��&��8*�':��; Sul-F, 
Sul-R �5$ Int-F, Int-R '*�	�����-
��7�#$��	'
:�$�:,,,,,,,.  
�����7�#$��	'
:�$�:��	�R�&�� �!ก!�!��5]ก49�*�5!':�'���-- multiplex 
�6�
��-8*�':��; 3 C]� (8*�':��; Int-F �5$ Int-R, 8*�':��; qacE-F �5$ 
qacE-R, 8*�':��; Sul-F �5$ Sul-R),,,,,,,,,,,,,,,.. 
����
5�ก'กbc;ก��#!'C��$
;' ���-'���-�] �Y-��'�d�'�&��'"�����:

5�กก��&�� Tenover �5$Cb$,,,,,,,,,,,,,,,,,. 
�����--�E�C#�:8#�5$��������� �!"�#�$"�!�����% (�'"���  
P. aeruginosa ':�	�' ���-'���-�$
#���ก5R�:��	:���� �5$ก5R�:��	8:�:���� 
class 1 integron..............................................................................  
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����������ก���!"�#$��� imipenem *��+,!"� P. aeruginosa -
.��+�/0�� 
#1"��#$.2�./.2541-�./.255244444444444444444444444444444. 

����56�������	�1ก*����-
ก�7$8 penicillins4444444444444 
����56�������	�1ก*����-
ก�7$8 cephalosporins444444444444444.. 

����56�������*����-
ก�7$8 monobactams4444444444444444444 

����56������� clavulanic acid 444444444444444444. 
����56�������*���� imipenem444444444444444444  

����ก�0กก���!"���-
ก�7$8 β-lactams *���E6��+���44444444444444 

����ก�0กก���F���
*��+�
0G8H serine-β-lactamase #$���-
ก�7$8 β-
lactams44444444444444...4444444...4444..   

����ก�0กก���F���
*��+�
0G8H metallo-β-lactamase #$���-
ก�7$8 β-
lactams444444444444444444444444444444444444444.. 

����56�������	�1ก*�� integron ���ก��+6�!��
���*�� gene cassette �J$
56�������*�� integron44444444444444444444444444444444. 

����56�������*�� class 1 integron4444444444444444. 

����ก�����$ก��K��*����
���6LE678ก�������+�
0G8H metallo-β-
lactamase ,
M�#$��N4444444444444444444444... 
�1กOP�*�� MBL E-test strip4444444444444444444444444444 

����#F��	
$�*��0��+8��H Int-F ���0��+8��H Int-R GX������5���Jก/���,8�J
���K1Eก1E class 1 integron (GenBank No. AF313471.1)44444444..   
����#F��	
$�*��0��+8��H qacE-F ���0��+8��H qacE-R GX������5���Jก/���
`a����K1Eก1E class 1 integron (GenBank No. AF313471.1)444444.. 
����#F��	
$�*��0��+8��H Sul-F ���0��+8��H Sul-R GX������5���Jก/���8$L�
���K1Eก1E class 1 integron (GenBank No. AF313471.1)4444444..4 
�c
�J8M����.�M8�P+,!"� P. aeruginosa ���+กdE0��K�กK�ก5�����E��*
�� 
1,200 +#��� -
ก�7�+��8	�
6� #1"��#$+�!�
8�
�68 - +�!�
+8O��
 �./.2552 
KF�
L
 150 #1L��$�� 5��KF��
ก#�8,
M�*���M���$�#�LK44444444 
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ก��`�����EE�c
6L�80L����!"�#$���.gM,�L
� 11 ,
M� *��ก�7$8#1L��$��
+,!"� P. aeruginosa �1"�	8� 150 #1L��$��44444444444444... 
ก��`����6$� Minimum inhibitory concentration (MIC) *���� imipenem 
+8!������Eก1Eก�7$8#1L��$��+,!"� P. aeruginosa �1"�	8� 150 #1L��$�� ��L�LMj� 
E-test444444444444444444444444444444444444444444.. 

c�ก������Eก�������+�
0G8H metallo-β-lactamase *��+,!"�  
P. aeruginosa ��L�LMj� MBL E-test44444444444444444.   
ก��`����c�ก������Eก�������+�
0G8H metallo-β-lactamase -
���1E 
`25
0�.k ��L� MBL E-test -
ก�7$8#1L��$��+,!"� P. aeruginosa 74 #1L��$��4  

c�ก������Eก�������+�
0G8H metallo-β-lactamase *��+,!"�  
P. aeruginosa ��L�LMj� Modified Hodge Test444444444444.   
ก��`����c�ก������Eก�������+�
0G8H metallo-β-lactamase -
���1E 
`25
0�.k ��L�LMj� Modified Hodge Test -
ก�7$8#1L��$��+,!"� P. aeruginosa 
74 #1L��$��,,44444444444444444444444444 
ก��`����c�ก������Eก�������+�
0G8H metallo-β-lactamase -
���1E 
`25
0�.k ��L�LMj� Modified Hodge Test -
ก�7$8#1L��$��+,!"� P. aeruginosa 
150 #1L��$��44444444444444444444444444.. 
����c�K�กก���F�.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+�� 5��-,�0��+8��H IMP-F, IMP-R 
���-,�0��8��H VIM-F, VIM-R4444444444444444444.. 
ก��`����6L�8,7ก*����
-
ก�7$8 metallo-β-lactamase 0���ก$ ��
 blaIMP 

�����
 blaVIM +8!������E5��-,�.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+��4444444... 
����c�ก������E	����L����+	8���8*��.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+�� +8!��
����Eก1E+,!"� P. aeruginosa ATCC 27853 ���+,!"� P. aeruginosa IMP-1 
5��-,�0��+8��H qacE-F ��� qacE-R ����7P	�J8M,$L�ก��+กM� annealing �1"� 8 
���1E44444444444444444444444444444... 
����c�ก������E	����L����+	8���8*��.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+�� *��
+,!"� P. aeruginosa ATCC 27853 ��� +,!"� P. aeruginosa IMP-1 5��-,�0��
+8��H qacE-F ��� qacE-R �$L8ก1E6L�8+*�8*�
*�� MgCl2 ����#ก#$��ก1
 7 
���1E 0���ก$ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 ��� 4.0 mM ���-,��7P	�J8M,$L�ก�� 
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+กM� annealing 4 ���1E 0���ก$ 59.9, 62.8, 64.9 ��� 66.0 ��/�-
+G�+G���44444444444444444444444444.4.... 
����c�ก������E	����L����+	8���8*��.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+�� 5��
-,�0��+8��H Sul-F ��� Sul-R *��+,!"�����E P. aeruginosa ATCC 27853 
���+,!"� P. aeruginosa IMP-1 ���6L�8+*�8*�
*�� MgCl2 ��� 1.5 mM ��� 2.0 
mM GX��+.����
6$��7P	�J8Mก��+กM� annealing ����#ก#$��ก1
 8 ���1E0���ก$ 
55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 64.9, 67.8, 69.9, 71.0 ��/�+G�+G���444444. 
����c�ก������E	����L����+	8���8*��.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+�� 5��
-,�0��+8��H Int-F ��� Int-R *��+,!"�����E P. aeruginosa ATCC 27853 
���+,!"� P. aeruginosa IMP-1 ���6L�8+*�8*�
*�� MgCl2 ��� 1.5 mM ��� 2.0 
mM GX��+.����
6$��7P	�J8Mก��+กM� annealing ����#ก#$��ก1
 8 ���1E0���ก$ 
55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 64.9, 67.8, 69.9, 71.0 ��/�+G�+G���444444. 
����c�K�กก���F�.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+���EE multiplex 5��-,�0��+8��H 
3 6J$ 0���ก$ 0��+8��H Int-F ��� Int-R, 0��+8��H qacE-F ��� qacE-R, ���0��
+8��H Sul-F ��� Sul-R �F�ก������Eก1E+,!"�ก�7$8#1L��$�� No.9, 13 ��� 46 
GX��8�+,!"� P. aeruginosa ATCC 27853 +.s
+,!"�6LE678�E ���+,!"�  
P. aeruginosa IMP-1 +.s
+,!"�6LE678ELก44444444444............. 
ก��`����6L�8,7ก*��+,!"����8���
-
ก�7$8 class 1 integron (��
 IntI1 ��� ��
 
qacEDelta1 �����
 Sul1) +8!������E5��-,�.gMกM�M���Jก5G$���M+8�+���EE 
multiplex444444444444444444444444444.. 
����#F��	
$�*���F��1E
ML6��5�0��H-
+,!"� P. aeruginosa No.4, 9, 10, 11, 
18, 22, 23, 29, 31, 32 +8!��+.���E+���Ec��F��1E
ML6��5�0��H���0��ก1E��
 blaIMP 
,
M� IMP-14 -
��
*��8J� NCBI (GenBank EMBL accession no 
GQ302617)44444444444444444444444444.. 
����#F��	
$�*���F��1E
ML6��5�0��H-
+,!"� P. aeruginosa No.33, 34, 35, 
37, 38, 40, 43, 45, 100 +8!��+.���E+���Ec��F��1E
ML6��5�0��H���0��ก1E��
 
blaIMP ,
M� IMP-14 -
��
*��8J� NCBI (GenBank EMBL accession no 
GQ302617)44444444444444444444444444. 
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0��H���0��ก1E��
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M� VIM-2 -
��
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+�*��+,!"�KF�
L
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����	 

 
1. ��	����	�����	��	����������	 

����������	
�ก�
���	��������������������������
������ �������
��
!� #��$�
�����%�
�&���'(���� �%�'(�(����)�*(��%%� �+�$,*�
����-�#�& �%��
����-�.%���������������/���
$�*$�ก�
�����(
�ก0�)
�	������'(��&���&�	��ก�

�����%��������������������ก%���  ���.%$,*'(�
��(�
1,�����/�,(���((�$�*$�ก�

�ก0�)
�'* 
�(1 ����$�*����$�ก�

�ก0�	�����.�*�2�� �%�

�����%�$�ก�

�ก0���/���� ��*�� � �1��'*�����3,�ก�
����������%��&��4���3,���-�
5���
��/�+���3�����	*�6$�,%���
���7��/�)%ก 
�(1 ��
���7'��(1-4) �����ก��)
���/(���3,�ก�
�����
$��
���7'��(�,%�����(5-8) ����� 

- Streptococcus pneumoniae 
- Acinetobacter baumannii 

- Staphylococcus aureus  

- Escherichia coli 

- Klebsiella pneumoniae 

- Burkholderia pseudomallei 

- Enterococci 

- Pseudomonas aeruginosa 

����� Pseudomonas aeruginosa ��4�,� /�$�������ก
(%���/(���3,�ก�
������ก�� ����4������

(�ก ��ก�*�(�%���7���G�HI�
��������������	*����%��&�,����	� ก
(�����7��	
Gก�
�&��G 

ก
��
����-�
5��� (National Antimicrobial Resistance Surveillance Center, Thailand) 

&���� $��Z&.7. 2552 �������ก%���(���	
�ก�
���	���������������	���6 )�����	�(������

��/����	
�� ���'*�ก� �%�� ������� 
���������,��$�����%��� �%�,��� �����$�	�
����/ 

1.1 

 



2 

 

�	�	���� 1.1 :  ��������	ก	��!"��#�$	�%&'����'�&��#	�(����'!"� P. aeruginosa )��*

+.,.2552 (�0	��&�1	ก http://narst.dmsc.moph.go.th/) 

R; Resistance, I; Intermediate, S; Susceptible  

��ก	�
�����,!�'*��� �����(�
*��%�ก�
�����	����	*����%��&$���	
���� )��,!�'*��

$���/����	
����ก
���������������� ��ก��ก��� �(�/�&���
5��`&��ก�
����� imipenem 

��� P. aeruginosa 	����	��Z&.7.2541 a 2552 &������	
�ก�
���	������ก%��� (����)�*(�&�/(

���� ����4������(�ก��� �������ก
�b $�#�&��/ 1.1 )�ก�
	��������/���.% �%�$�ก
���

�%�� (���	
�ก�
������&�/(� ����ก
*��%� 5-6 $��Z&.7.2541 ��4�
*��%� 12-14 $��Z&.7.2552 

�%��Z��/(�ก�
����������/��$�ก�
	��������/���.% ��� �Z&.7.2552 )�(�ก�
��������1 �
*��%� 

14.20  �+�,
��ก�
	������$�ก
����%��(���	
�ก�
����������1 �
*��%� 13.33 $��Z &.7.2542 

����ก�
	������$�
���������,��$�����%��� (���	
�ก�
������&�/(� ����ก
*��%� 13.35 $��Z

$	�%&'���� 
��!�� ����	�� 

�	���&��	$)1

�#���#	� 
���� 

%R %I %S %R %I %S %R %I %S %R %I %S 

Amikacin 23.37 0.50 76.13 34.88 2.08 63.04 16.51 1.71 81.78 13.94 1.22 84.84 

Cefoperazone 

/sulbactam 
8.81 10.54 80.65 34.46 12.36 53.18 10.99 17.69 71.32 15.17 12.82 72.01 

Ceftazidime 13.37 2.71 83.93 43.65 2.01 54.33 24.08 3.59 72.33 23.39 3.87 72.74 

Ciprofloxacin 14.47 10.81 74.73 48.72 1.58 49.70 23.24 2.71 74.05 20.07 2.93 77.00 

Gentamicin 25.72 1.26 73.02 45.85 1.30 52.85 22.62 1.67 75.71 19.92 1.84 78.24 

Imipenem  12.55 1.70 85.74 22.50 3.21 74.29 22.26 2.91 74.83 14.20 2.92 82.88 

Netilmicin 27.35 4.41 68.24 29.99 2.45 67.57 11.25 1.50 87.26 14.08 2.45 83.47 

Norfloxacin 7.41 0.00 92.59 47.38 1.93 50.68 3.16 0.00 96.84 5.05 1.01 93.94 

Piperacillin 25.00 0.00 75.00 33.33 0.00 66.67 42.42 0.00 57.58 18.18 0.00 81.82 
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&.7.2541 ��4�
*��%� 22.26 $��Z&.7.2552 h /���4��Z��/(���	
�ก�
���������� ��ก��ก��� ���

&����ก�
	������$�
���������������� (���	
�ก�
���	���� imipenem �&�/(� ������ก�� )�

�&�/(� ����ก
*��%� 8.64 $��Z&.7.2541 ��4�
*��%� 22.50 $��Z&.7.2552 ���,!�'*��� #��$�


�����%��&��� 11 �Z ����� P. aeruginosa (���	
�ก�
���	���� imipenem �&�/(���� ��1 � 3 ���� 

 
 

R	+��� 1.1 : �����0�$��ก	��!"��#�$	 imipenem ����'!"� P. aeruginosa )������,S�$ 

��"���#�*+.,.2541-+.,.2552 (�0	��&�1	ก http://narst.dmsc.moph.go.th/) 

 

��ก.%ก�
7 ก0�����	�ก�
5G$��
���7	���6��/�)%ก �
�����3,�ก�
�����ก%��( 

imipenem �������� P. aeruginosa ��/�&�/(���� ����������ก�� (�
�����ก�
�+�
����ก�
���7

�(!กh�)ก &����  ����� P. aeruginosa (���	
�ก�
���	���� ceftazidime, imipenem �%� 

levofloxacin 1 �
*��%� 40(9) $�)
�&����%
���		��#�(��,��,� /�����
���7)�%�(���� &����

����� P. aeruginosa (���	
�ก�
���	���� imipenem �&�/(���� �� ��ก
*��%� 2 $��Z&.7.2539 ��4�


*��%� 28 $��Z&.7.2540  �%��&�/(���� ����4� 
*��%� 40 $��Z&.7.2546(10)  .%ก�

�����$�

�,
�l��(
�ก� 
�,�����Z�.7.2001-2003 ���('�	���� imipenem ����������ก%��� %%���ก
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*��%� 84.4 %%��,%��
*��%� 78.8 h /����,!�'*���%%�1 �
*��%� 5.6 #��$�
�����%��&��� 2 

�Z �%��(�/���
���������*�(�%����
���7$��1���)
� ก!��4�'�$���7�������ก�� ��� $��Z�.7.

2003 (���	
�ก�
���	���� imipenem ���1 �
*��%� 44.9(11-13)  ��ก��ก��� ���(�.%ก�
7 ก0����

�
���7��� &����
�,�����Z�.7. 1996 a 2002 ���('�	���� imipenem %%�1 �
*��%� 20 

)��`&�����&��-�G��/(���5�(��	���4� multidrug-resistant &���������ก%��(��ก%���(���	
��&�/((�ก

� �� ��ก
*��%� 11.5 ��4�
*��%� 20.5(14) 

ก%'กก�
���	����ก%��( β-lactams ��������������
��(�,%��ก%'ก ���� ก�
��%�/����%�

)�
��
*�����.����h%%G �+�$,*��.�����*�����h%%G'*�*��%�, ก�
��%�/����%�)�
��
*����� 

penicillin-binding proteins (PBPs), ก�
�������ก��ก�h%%G ��4�	*�(15-18) ����������(�ก%'ก,� /���/

�+���3 ��/�+�$,*���������$,3����	����$�ก%��( β-lactams ��/�ก!��� ก%'กก�
�
*�����'h(G β-

lactamase h /�1�������4�ก%'ก��/&�������/��	��ก�
�����ก%��(��� �����'
ก!	�((������,%�������/

��(�
1.%�	���'h(G������$�ก�
����h����	
� ,
��������������/(�)�
��
*��������,�� β-

lactams �
�ก������ ��กก�
7 ก0��%��*���*��&�/(�	�(�����ก�����7��	
G �&�/�,����������������

�������/��(�
1�
*�����'h(G������ '*�*�&���
��/�+�,�*���/������� β-lactamase ,
���
��ก��� β-

lactamase inhibitors ���� clavulanic acid, tazobactam �%� sulbactam � �(�ก�
$�*��


��ก%���
��(ก������������ก%��( β-lactams $�ก�

�ก0�.�*�2��  �	�	��(�&���� 1 ��(*(�ก�
$,*

��
��/�+�,�*���/����������'h(G β-lactamase 
��(ก��ก�
$,*����������ก%��( β-lactams �%*�ก!���

'(���(�
1�+�%�������������,%�����'* �%�&����(����'h(G β-lactamase ��������/������,%�����

�
*����'(�1�ก�������*����
��/�	�(%�'� ���'h(G$�ก%��(��� �
��ก��� metallo-β-lactamase *��

��5�(��	���/'(���(�
11�ก�������'**�� clavulanic acid, tazobactam �%� sulbactam ���.%$,*

ก�
��������/����กก%'กก�
�
*�� metallo-β-lactamase (����(
���
� �
�ก��ก��������
����/

���	����*��ก%'ก��� ����$,3�����4�������
����/��4����,	����)
�	������$�)
�&����% 

(nosocomial infection) ���� Acinetobacter spp. �%� P. aeruginosa(18, 19)   

(�
�����&���� ก�
	��������/(����,	�(���ก���������� ���+�$,*��	
�ก�
�2��(morbidity) 

�%���	
�ก�
	��(mortality) �&�/(���� ���(�/���
��������ก��ก�
	��������/'�	����(sensitive 
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strains) ��ก��ก��� ����+�$,*.�*�2��	*��&�ก
�ก0�	��$�)
�&����%���� �� �%�	*��
�ก0�*����

	*����%��&��/(�
����&� �ก���4�.%ก
���	�����/��1 ����$�*����$�ก�

�ก0�	����/�&�/(� ��	��.�*�2��

�	�%�
�� �%�
�l	*��
��#�
�(�ก� ������ก��(17, 20-22) ��3,�ก�
�������������������
����4���3,�

��/�+���3(�ก )��`&���������/�ก�
�����*��ก%'กก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 	��

��ก%��( carbapenems h /���4�����/1�ก&�q��� �� �&�/�$,*��กr�-�s	����%��&'*�
���%�( ����

������
���ก
(��ก�%��ก
(%�,%����� 
�(1 ����&��-�G����$,3���� Pseudomonas 

spp.(23, 24) ��ก��ก�����ก%��(��ก%��������4��
�)���G	��ก�

�ก0�)
�	��������/
���
� ���� ก�
	�

�����$�ก
����%�� ,�ก�������/�����ก%��(����&�/(�+�������� �������
��
!� $��5���/ก�
&�q����

$,(�6�
�/(��%�	�� ����	ก�
	������������,%��������'(�(����
�ก0�'*(25) � ��+���4��������/���/��

�ก*'���3,����������
����� �&�/��I��ก��ก�
ก
����	��'������
��
!�������������� h /�(����)�*(

$�ก�
���.���������������ก	����
���7 ���/����ก���(���ก$�ก�
�������*�(�
���7 ,
��

�(*�	��*�(���� *����%���/'(���� � ��+�$,*.�*��/	�������������ก�
���7,� /���(�
1���.���ก�


�����(�����
���7��/��4���,(���%����� )���������������$�������(�&���	����'(�'*�ก�)
�

�	������$ ������ก�
7 ก0����
��������� ���4���/��+���3��/�����$,*�
��1 �����	�ก�
5G��/

��*�
���������������*��������	���6 �	����/����ก$��
���7'��(�ก�
7 ก0�1 �ก�
�����*��

ก%'กก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 	����ก%��( carbapenems ��4��+�����*��(�ก 

�(�/������ก��ก�
7 ก0�$�	����
���7(26) 

��ก��/'*ก%���(��*��	*� �5�.�*�����'*	
�,��ก1 ����(�+���3�%���3,�ก�
��������
�����������
�� P. aeruginosa  ��/�ก�� ��$��
���7'�� ������� �'*�%!��,!�1 �ก�
�+�����.�
���('�	����	*����%��&��������������
�� P. aeruginosa ��ก)
�&����%��� 1,200 �	��� $�

ก
����&(,���
  �&�/�7 ก0�1 �����.��%����(��ก���ก�
�
*�����'h(G metallo-β-
lactamase  ����������+�ก�
7 ก0�����$�
���bZ)�'��t �%�
�����)�'��t )��+�ก�
7 ก0�,�

���(��ก������$�ก%��( metallo-β-lactamase (��� blaIMP �%���� blaVIM) �%����(��(&��-G���
class 1 Integron (��� IntI1, ��� qacEDelta1 �%���� sul1) h /���4�)�
��
*�����&��-�ก

(��/
��(�
11���������������������������
�� 
�(1 �7 ก0����(,%�ก,%�������������&��-�G��/
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase *����-� pulsed field gel electrophoresis �&�/��*�(�%
��ก%�������4��
�)���G	��ก�
�����`��$,*ก�

�ก0�*������������ก%��(��ก%��������
�(�
���� 
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��ก��ก�������+�$,*��ก,���������/(������ก�/���*��	��ก�
�����(������
�������$��
���7'��'*
	
�,��ก�%��
��1 ��*���!��
����ก*��  

 
2. ���VW������X���ก	��&1�$ 

1. �&�/�7 ก0�1 �����.��%����(��ก���ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 
)���-����bZ)�'��t  

2. �&�/�7 ก0�,����(��ก������$�ก%��( metallo-β-lactamase (��� blaIMP �%���� 
blaVIM) �%����(��(&��-G��� class 1 Integron (��� IntI1, ��� qacEDelta1 �%�
��� sul1) 

3. �&�/�7 ก0�%+�������%�)�'�G��������/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-
lactamase �%�7 ก0����(,%�ก,%�������������&��-�G��/�
*�����'h(G metallo-

β-lactamase *����-� pulsed field gel electrophoresis 

 

3. ���������ก	��&1�$ 
 �5�.�*�������7 ก0�����.����('�	�������������������� P. aeruginosa ��/�ก!�'*

��ก��/����	
�����.�*�2����/(�ก�
	������$�ก
����%��, 
����������������, ������,��$�

����%��� �%�ก�
	��������/���.% ��ก)
�&����%��� 1,200 �	��� $�ก
����&(,���
 7 ก0�

1 ����(��ก���ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ����������+�ก�
7 ก0�������-����bZ)�'��t 

�%�
�����)�'��t )��+�ก�
7 ก0�,����(��ก������$�ก%��( metallo-β-lactamase (��� blaIMP 

�%���� blaVIM) �%����(��(&��-G��� class 1 Integron (��� IntI1, ��� qacEDelta1 �%���� 

sul1)  h /���4�)�
��
*�����&��-�ก

(��/��(�
11���������������������������
�� 
�(1 �7 ก0�

%+�������%�)�'�G��������/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �%�7 ก0����(

,%�ก,%�������������&��-�G��/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase *����-� pulsed field gel  

electrophoresis 
��(*�� 
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4. �0�1�	ก�����ก	��&1�$ 
ก%��(	���������/�+�(�7 ก0�$����������
���������� �+�ก��������$���ก)
�&����%��� 

1,200 �	����,��,� /� $�ก
����&(,���
 ���/����กก�
����	���������ก���)
�&����%��/� 	*��

��7�����(
��((����ก,%��6H2���+�$,*'(���(�
1+�����ก�
'*$�������%���/�+�ก�  

 
5. ���Z$'�X����	��#	1�S�0��� 

1. (����(��*�$�1 �
���������%�����	�ก�
5G�������������
�&����%��� 1,200 
�	���  $�ก
����&(,���
 

2. (����(��*�$�1 �ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �%� integrons ��������         
  P. aeruginosa �������/�� �� 
3. '*
���*�(�%$,(�6�ก�/��ก��ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �%� integrons 

�������� P. aeruginosa ����$�
���bZ)�'��t (phenotype) �%�$�
�����)�'��t 
(genotype) 

4. �*�(�%��/'*��ก)�
�ก�
�������� �(�/��+�(�����
��,G�%��
�(�%.%�%*� ����4�
���
�/(	*�����+���3 ��/�����.%$,*��ก,���������/(������ก�/���*��	��ก�
�����(
������
�������$��
���7'��'*	
�,��ก1 ����(�+���3���ก�
�
*�����'h(G 
metallo-β-lactamase �����%��& �%�(���7 ก0�������ก�/��ก��ก�
�
*�����'h(G���
���ก��(�ก� �� �&�/��*�(�%��/'*����4��
�)���G	���&��G$�ก�
��ก�
������������/
�,(���((��
����-�#�&�����	��ก�

�ก0�.�*�2�� �%��5�����ก��ก�
��ก�
��
����������ก%���ก!	*�������($,*(�)�ก���ก�����������$�����	 �*����/��*�� 

5. )�
�ก�
�������� (���,�����/��$,*����	�ก�
5G���ก�
	������������
�������$��
���7
'��%%� )��`&���������/���$�ก%��( carbapenems �%�(���,���$,*,���������/
(������ก�/���*������ก�������('(�$,*�����������,%������&
�ก
����'�$���ก�*�� 

6. �������	�&�(&G.%������)�
�ก�
��������$���
��
����ก�

���������	���/
�ก�/���*�� '*������*�� 1 �
�/�� ����$���
��
 Clinical Microbiology and 
Infection (Impact factor: 4.014) 

7. ���������(�
1�+�����.%����������ก)�
�ก�
��� $�
���������	�������*�� 
1 �
���	���Z 
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8. �����
�(���(
��((��*������ก�

�,�����1����ก�
7 ก0��%�)
�&����%
#��$��
���7 

 
6. ��	�����"����)�ก	�����\�ก	��&1�$ 

1. �+�����.%���$���/�
���(����ก�

�����	�,
��
���������	� 
2. 	�&�(&G.%���$���
��
����ก�

�����	�,
��
���������	� 

  



 

 

�����  2 

��ก�	�����	��&1�$����ก��$��0�� 
 

1. Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa ��4�������
���ก
(%� 
������ ��/'(���(�
1�%����+�	�%ก%�)���&�/�

�+�'�$�*�
*��&%�����'*)�����ก�
 fermantation ��(�
1��
�3'*��/��5,#�(� 42 ��7�

�h%�h��� &�'*��/�'�$���/���%*�( ���� �� ��+� &�� ��	�G 
�(������,�
(27) ���/����ก�����(����(

��	���#�&��%*�(��/,%�ก,%�� �+�$,*�������7������'*$���/���%*�($�)
�&����% ���� 

�
���5����%*��(�� ��
��+�	���6 ��`� ��y������� ��
�/��(���&��G ��4�	*� (18, 20, 28-31)  ���.%$,*�����

��������4����,	��+���3��4������,� /����ก�
�ก�)
�	������$�)
�&����% (Nosocomial 

infections) )�(���	
�ก�
	���������1 �
*��%� 22-31 
��%�(� '*�ก� E. coli, Proteus spp., 

Enterobacter spp. 	�(%+���(18, 28-32) ��ก��ก��� ����� P. aeruginosa ������	����	*�������

������
��$���	
���� �%���4���3,��+���3$�ก�

�ก0� )�ก�
���	�������������ก���ก,%��

ก%'ก ���� ก�
��%�/��)�
��
*�����.����h%%G�+�$,*��.�����*�����h%%G'*�*��%�, �������(�
1�
*��

���'h(G��/��กr�-�s�+�%����$�ก%��( aminoglycosides �%� chloramphenicols ���� 

aminoglycoside acyltransferase (AAC), chloramphenicol acetyltransferase (CAT), ก%'ก 

efflux h /���(�
1�����,%�������ก��ก�h%%G, ก�
��%�/����%���I�,(��ก�
��กr�-�s����� 

���� ก�
ก%��&��-�G������'h(G DNA gyrase �+�$,*��������	���� ก%��( quinolones h /���4���$�

ก%��(��/��กr�-�s�������ก�
�
*��ก
����%���ก ��ก��ก��� ��������(�ก%'กก�
���	��������$,3�$�

ก%��( β-lactams )���(�
1��%�/����%�)�
��
*����� penicillin-binding proteins (PBPs) 

�%�ก%'กก�
�
*�����'h(G β-lactamase h /���4�ก%'ก,%�ก��/�+�$,*��������	����ก%��(��ก%��� (15-17) 
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2. $	�%&'����)�ก�W# β-lactams 

��	*����%��&$�ก%��(��� (���	
)�
��
*����/�+���3 ��� �������,�� β-lactam (β-lactam 

ring) h /���4����,����� 4 ��	�( ������กr�-�s$�ก�
y������� (bactericidal effect) .���

ก
����ก�
�����������ก�
�
*����&�����'	G (transpeptidation) $�����	�����ก�


�����
��,G.����h%%G )���*�'�����%��������ก�
�+����������'h(G��/�ก�/���*��ก��ก�
�
*����� 

peptidoglycan ,
����/���(�
��ก���'h(Gก%��(������ penicillin-binding proteins (PBPs) ���

�
�ก��'�*�� ���'h(G transpeptidase �%����'h(G carboxypeptidase (�.%�+�$,*.����h%%G

�����(��!��
� �%��ก�ก�
�	ก�%��	������h%%G'*$���/�� 

 ��	*����%��& $�ก%��( β-lactams �
�ก��'�*���� 5 ก%��(,%�ก6 '*�ก� ก%��( 

penicillins, ก%��( cephalosporins, ก%��( monobactams, ก%��( β-lactams/ β-lactamase 

inhibitors combination �%�ก%��( carbapenems(19, 32-34) ��$��	�ก%��(����กr�-�s�	ก	���ก��$�

ก�
	*����������	���6 ����� 

2.1. Penicillins ��4��� β-lactams ก%��(�
ก��/ Sir Alexader fleming  �*�&�� ��$�
&.7.2471 )�&���� �����
� Penicillium notatum (�.%�+�$,*�h%%G�������� 
staphylococci �	ก  ,%����ก���� 12 �Z	��(� (�
�(�5&.7.2483) '*(�ก�
�ก�
��ก��
�+���3��/(�r�-�sy�������������
�� ��
���(���/���� �&���h�%%�� (penicillin) 
�+�'����ก�
&�q����4������������&�/�
�ก0�ก�
	������(���1 ��������� 
���,%��
�(�/�(�ก�
$�*�� penicillins �+����(�ก� �� ���.%$,*�����������
��,%��������	��
����ก%��� �+�'����ก�
&�q���� penicillins ���$,(� )�$�*��-�ก /������
��,G �+�
$,*��ก%��(��� (������	ก�
	*����%��&ก�*��� �� 
�(����(����(��	���%������	��
���'h(G penicillinase ��/������
*��(��+�%����(�ก� ����ก*�� 1 ��(*��� penicillins 
��4�������������/�����*���%�#�� �%���4�����/��
�%��ก$�*��4�������
ก�&�/�

�ก0�)
�	��������/�ก���ก������ก
(��ก �ก
(%� �%�������
����/'(�$�*��กh������/
'�	�������(35-37) �	�ก!���(�r�-�s'(�& ��
����G��/&�'*���� ��� ก�
�&*��(38) 
�(����
�����������
������$,3���$�*ก%'ก���,%�ก,%����/�+�$,*��������	���� ���� ก�
�
*��
���'h(G penicillinase (��+�%���� ,
��ก�
�
����%�/�� PBPs h /���4���I�,(��
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,%�ก����� �%��� penicillin h (.�����*�$�������
��'�������'h(G��I�,(��'*

�*��%� ��4�	*�(39) *���,	���� � �(�ก�
&�q���� β-lactams ��กก%��(,� /� h /�ก!��� 
ก%��( cephalosporins  

 
#�&��/ 2.1 : )�
��
*��,%�ก�����$�ก%��( penicillins(19) 
 

2.2. Cephalosporins ��$�ก%��(��� �*�&��
����
ก$��Z&.7.2491 ��ก'*��ก�����
� 
Cephalosporium acremonium 	��(�'*&�q����ก%��(���$,*��4�����������ก /�
�����
��,G �� cephalosporins 
����
ก6 ���� cephalothin, cephaloridine 
�����	ก�
��กr�-�s������������������
����� $,*.%�	��������ก
(��ก��4�����
$, 3�  � %� (�ก $ �* ' (� ' * .% 	� � � ��� �  �ก
( % � ���/ � �� �ก� ��� �� 
* � � � ��' h (G 
cephalosporinase � �'*(�ก�
&�q����	
)�
��
*���&�/�$,*'*����/(�r�-�s������������
������
���ก
(%�'*�� �� (�.%	������� P. aeruginosa �%������������
����/'(�$�*

��กh���� �%�(����(�����	�����'h(G β-lactamase �� �� 	%���ก�

&����(���*� cephalosporins �����/��(�
1$,*)�ก�

���
���� �&�/����ก
$�ก�
$�* �
�,����%��%����$�*������/	*�������+�,
��ก�

�ก0�	��$�)
�&����%
(23, 35)  ก�
&�q����$,(�6$�ก%��(��� �+�$,*��(�
1�+���กก%��( cephalosporins 
��4�
���6 	�(�����	ก�
��กr�-�s	*�������������
�� '*��4� 4 
��� (generation) 
�����(23, 35, 40)

 

2.2.1. Cephalosporins �W#���� 1 (first generation) ��กr�-�s�������������ก
(��ก
����$,3�'* �ก��*� enterococci, methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis �%�$�*'*.%�*��	�������
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�ก
(%������� ���� Moraxella catarrhalis, E. coli  ��$�ก%��(��� ���� 
cephalothin, cephazolin  

2.2.2. Cephalosporins �W#���� 2 (second generation) (��������ก�
��กr�-�s	��
�����������
���ก
(%��&�/(� �� �	������*��ก���
�����/ 3 ��ก��ก������$�
���

��� �� �(����(��	�����'h(G  β-lactamase 	���������$�
������  '*�ก� 
cefuroxime, cefamandole, cefoxitin 

2.2.3. Cephalosporins �W#���� 3 (third generation) (��������ก�
��กr�-�s	�������
������
���ก
(%��� �� �	�r�-�s$�ก�
	*�������������
���ก
(��กก%��
%%�ก�����$�
�����/ 1 ��ก��ก������$�
������ ���$�*'*.%�(�ก�+�,
�������  
P. aeruginosa 	���������$�
������ '*�ก� ceftazidime, cefoperazone 

2.2.4. Cephalosporins �W#���� 4 (fourth generation) ��กr�-�s�������������
��
ก�*��ก�����
�����/ 3 �
���%�(����������
���ก
(%��%��ก
(��ก(�ก� �� 

��ก��ก������(����(�����	�����'h(G β-lactamase (�ก� ����ก*�� 

 

#�&��/ 2.2 : )�
��
*��,%�ก�����$�ก%��( cephalosporins(19) 

2.3. Monobactams ��ก%��(���(�)�
��
*���
�ก��*�����,�� β-lactam ���,��
��/�� ��กr�-�s�������������ก
(%�'*� ���� Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, 
Haemophilus, Neisseria �%� Serratia �	�'(�(�.%$�ก�
�������������ก
(��ก, ����� 
anaerobes ,
��������ก
(%������� ���� Acinetobacter sp., Burkholderia sp. 

��4�	*� ��$�ก%��(�����	�����'h(G β-lactamase '*� 	���������$�ก%��(��� '*�ก� 
aztreonam(41) 
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#�&��/ 2.3 : ���)�
��
*�������$�ก%��( monobactams(19) 

2.4. β-lactams/ β-lactamase inhibitors combination �(�/� β-lactamase ��ก�����
�ก
(%�(������(�ก� � �  �(*�� ������	�� $�ก%��(  penicillins �%�ก%�� ( 

cephalosporins ��(�r�-�s����������'h(G β-lactamase ������'* �	������'
ก!

	�( 	*��$�*����ก%���$������/���  � ��+�'����ก�
$�* β-lactamase inhibitors 
���� clavulanic acid, sulbactam, tazobactam ��4�	*� 
��(ก����$�ก%��(  

β-lactams �&�/�$,* β-lactamase inhibitors '�����������'h(G β-lactamase ��/�����
�
*��� �� ��� ���(�
1��กr�-�s	*�������������
��'*	�(�ก	�(41, 42) 1 ��(*��(�ก�


&�q�� β-lactamase inhibitors (�����������'h(G β-lactamase �	����(����'h(G 

β-lactamase ��������/��	��ก�
�+������� β-lactamase inhibitors '*  

 
#�&��/ 2.4 : ���)�
��
*�� clavulanic acid(19) 

2.5. Carbapenems ��$�ก%��( carbapenems ��4���	*����%��&ก%��( β-lactams ��/(�
r�-�sก�*����/��(41, 43) )���กr�-�s'*�$�������
���ก
(��ก�%��ก
(%����������/
$�* �% �' (� $ �* ��กh� �� �, %��� ��  � �� �  streptococci, enterococci, 
staphylococci, Listeria, Acinetobacter, Enterobacteriaceae 
�(1 ����&��-�G
����$,3���� Pseudomonas  �%���$�ก%��(��� (���5�(��	���/���ก�����,� /� ��� 
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ก�
�����	�����'h(G Extended-spectrum β-lactamases (ESBL) �%� AmpC 
β-lactamases ��/������
*��� ��(��+�%����'* � ��+�$,*��$�ก%��(��� (��
�)���G(�ก
$�ก�

�ก0�)
�	������
��(,%�����$�)
�&����% 	���������$�ก%��(��� '*�ก� 
imipenem, ertapenem, meropenem �%� doripenem ��4�	*� 1 ��(*��$�ก%��( 
carbepenems ��(��
����-�#�&����&���$ �	�ก!'(���(�
1��	��ก�
�+�������
���'h(G metallo-β-lactamase ��/�����,%�ก,%�����&��-�G�
*��� ��(��&�/��+�%��
��'* �+�$,*$�����������	
�ก�
�����$�ก%��(����&�/(���� �������	�����/��(23) 

 
#�&��/ 2.5 : ���)�
��
*������� imipenem (44) 
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3. ก�Sกก	��!"��#�$	�%&'����)�ก�W# β-lactams 

ก%'กก�
���	������������$�ก%��( β alactams �����%��& (�,%��ก%'ก ����� 
3.1. ก	����$	��ก1	ก�^��X 
 ก%'กก�
�������ก��ก�h%%G ��4�ก%'ก��/'(��ก�/���*��ก��ก�
�+����������'h(G 

�	��ก�/���*��ก��ก�
��7��&%�������กก
����ก�
��/�
��ก��� Efflux system 
ก
����ก�
��ก%����ก���กก�
�+����
��(ก�����)�
	��,%��ก%��( ���� )�
	�� 
MexB, MexE, OprM, OprN ��4�	*� �+�$,*(����(��(�
1$�ก�
�����,%�����
��ก��ก�h%%G'* h /�����/1�ก�����กก!���+��&��ก��)�
	����/�+����
��(ก��*�� ���� 

��� Efflux ��/�ก���กก�
�+�������)�
	�� MexB-MexA-OprM $������ P. 
aeruginosa ���+�$,*����������$�ก%��( quinolones, macrolides, tetracyclines, 

lincomycin, chloramphenicol, novobiocin �%� β-lactams ��ก��ก�h%%G'* 
�	�'(���(�
1����� imipenem ��ก'*(18) ��	�
����/2.1 

 
	�
����/ 2.1 : ���
��� Efflux ��/�ก���ก)�
	�� 3 ��� �%�����/�+��&��ก��
��� Efflux ����$�
����� P. aeruginosa (18) 

Cytoplasmic 
membrane 

pump 

Periplasmic 
linker 

Outer 
membrane 
channel 

Substrate 

MexB MexA OprM 
quinolones, macrolides, tetracyclines, 
liconamycin, chloramphenicol, novobiocin,  
β-lactams except imipenem  

MexD MexC  OprJ 

quinolones, macrolides, tetracyclines, 
liconamycin, chloramphenicol, novobiocin, 
penicillins except carbenicillin and sulbenicillin, 
cefipime, cefpirome, meropenem 

MexF MexE OprN fluoroquinolones, carbapenems 

MexY MexX OprM 

quinolones, macrolides, tetracyclines, 
liconamycin, chloramphenicol, aminoglycosides, 
penicillins except carbenicillin and sulbenicillin, 
cefipime, cefpirome, meropenem 
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3.2. ก	���ก	�\#	����$	��0	�a#�^��X 
 .����h%%G���������ก
(%�(� outer membrane h /��
�ก��*��)�
	����/�
��ก��� 

porin 
�(	��ก���ก���4���������� �� ��
	���6,
��������������.�����*�-��ก'�
$��h%%G���������
��'* �+���4���	*����%�/����/.�������������/ �ก�� �����  ก�

��%�/����%�)�
��
*�����)�
	�� porin ���/����กก�
ก�
ก%��&��-�G��������/

�����( ���.%$,*��������	����$�ก%��( β-lactams '*��������ก�� ���� $������  
 P. aeruginosa ��/���	���� imipenem &���� (�ก�
ก%��&��-�G������ oprD h /���4�

�����/�����(ก�
�
*��)�
	�� OprD �ก�/���*��ก��ก�
�ก� porin(45-47) (#�&��/2.6 
(3)) 

 

3.3. ก	������$�����Z�����0	������b	�	$���ก���$	 (altered target) 

 ���/����ก��I�,(��,%�ก�����$�ก%��( β-lactams ������'h(G$�ก%��( penicillin-
binding proteins (PBPs)  )�
��
*����� PBPs ����%�/����%�'* (����,	�(�
��กก�
ก%��&��-�G (mutation) ��������/�����(ก�
�
*�����'h(G��ก%��� �+�$,*
���'h(G��/�
*��� �� (�%�ก05��	ก	�����ก'���ก��( ���.%$,*��'(���(�
1���ก��
���'h(G h /���4���I�,(�������'* (#�&��/ 2.6 (2)) ก%'ก�����4�ก%'ก��/�ก�� ��(�ก
$�������ก
(��ก ���� S. aureus, S. pneumoniae �%��ก�� ��'*�*��$�������ก
(
%� ���� P. aeruginosa, Neisseria spp., Haemophilus influenzae (17, 18)  
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#�&��/ 2.6 : ���ก%'กก�
�����$�ก%��( β-lactams ���������
��, (1) $�������ก
(%� �� β-
lactams ����*���� outer membrane �������� .����������������/�
��ก��� porin ��ก����ก!��%�/����/
.��� periplasmic space '����ก�� PBPs h /���4���I�,(��,%�ก�����, (2) ก%'กก�
�������/�ก�
��กก�
��%�/����%�)�
��
*�������I�,(��,%�ก�����, (3) ก%'ก%ก�
.����������*�����h%%G 

�%� (4) ก%'กก�
�
*�����'h(G β-lactamase(17) 

 

3.4. ก	���0	����S^X β-lactamase  

�+�,
��ก�
�����$�ก%��( β-lactams ���� penicillins, cephalosporins �%� 

carbapenems ก%'กก�
�
*�����'h(G β-lactamase 1�������4�ก%'ก��/(�

���(�+���3�%�&�'*������/��(19) $��������� ���'h(G β-lactamase ��/1�ก.%�	� ��
��ก������
�����&��-�G	���6 (�(�กก��� 340 ��� h /����'h(G�	�%���� ก!(�
���(��(�
1$�ก�
�����%����	*����%��& h /���4�h����	
��	ก	���ก����ก'� 
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��ก��ก���  �� �&����������ก
(%� ��(�
1.%�	���'h(G  β-lactamase '*
,%�ก,%��ก���������
���ก
(��ก �%����(,%�ก,%��������'h(G��/�����.%�	
� �������� �+�'����ก�
���
��#�������'h(G ��4�
���6 ��	�
����/ 2.2 (27, 48-51) 
 

	�
����/ 2.2 : ���ก�
�������
��#�������'h(G β-lactamases(52) 

 
 

,�ก���
��#�������'h(G	�(ก�
�+����������'h(G ��(�
1�������'h(G  

β-lactamase '*��4� 2 ก%��($,3�6 ����� 

a. serine-β-lactamase h /����'h(G β-lactamase ����$,3�������$�ก%��(��� (�
	+��,�����กr�-�s��/�
�ก��*��ก
��(�)� serine ก�
�+����������'h(G
����7��,(��'�
�กh�%���ก
��(�)� serine ��/	+��,�����กr�-�s ��*��+�

���ก�
���ก�����,�� β-lactam ��/����$����������%�������� �
��ก���ก�
���
��/�ก�� ����� nucleophilic attack �+�$,*�ก�ก�
��ก���&��-� amide ����

�,�� β-lactam ���.%$,*��'(���(�
1��กr�-�s$�ก�
	*����%��&	���6'* 

(#�&��/ 2.7) ���.%$,*��$�ก%��( β-lactams ,%�����$,*.%ก�

�ก0���/'(�
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�������/��
 �+�'����ก�
$�* β-lactamase inhibitors 
��(ก����$�ก%��( β-

lactams h /� β-lactamase inhibitors ��(�
1����������'h(G$�ก%��(���'* �+�
$,*��$,*.%ก�

�ก0���/���/�� ��(41, 42, 48, 51) ���'h(G$�ก%��(���(�,%����� ����  

• AmpC β-lactamase : (�r�-�s$�ก�
�����%����$�ก%��( 
cephalosporins 
�����/ 3  �������/.%�	���'h(G������(�,%����� ����  
P. aeruginosa, Citrobacter freundii, Morganella morganii, 
Enterobacter spp., Serratia marcescens 

• Extended-spectrum β-lactamases (ESBL) : (�r�-�s$�ก�
����
�%����$�ก%��( penicillins �%� cephalosporins 
�����/ 3 �������/.%�	
���'h(G������ (�,%�����  ����  P. aeruginosa, 
Enterobacteriaceae, K. pneumoniae 
 

 
#�&��/ 2.7 : ���ก%'กก�
�+����������'h(G serine-β-lactamase 	����$�ก%��(  

β-lactams(51) 
 

b. Metallo-β-lactamase ��4����'h(G��/������ $�ก%��( carbapenem-

hydrolyzing-β-lactamase ,
��,�ก���
��#�)���7����5�(��	����
�5��������� ���'h(G��������������$�ก%��( molecular class B(53, 54) ก�


�+����������'h(G metallo-β-lactamase �%*��ก�����'h(G β-lactamase 

��/�6 ��� 	�&��-� amide �����,�� β-lactam �������������$�ก%��( 

β-lactams �	�%�ก05���������,� /�������'h(G metallo-β-lactamase ก!
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��� �
���5	+��,�����กr�-�s������'h(G��(� metal ion �
�ก������ �%�
���'h(G����กr�-�s'* �+���4���	*����7��-�	���/��4� divalent cation ���� 
Zn2+ ��4� cofactor $�ก�
�
�����ก�
��� (#�&��/ 2.8)(16, 17, 34, 51, 55, 56) 

 

 
#�&��/ 2.8 : ���ก%'กก�
�+����������'h(G metallo-β-lactamase 	����$�ก%��( β-
lactams(51) 

 

���'h(G metallo-β-lactamase ��(�
1�����%������������$�ก%��( β-
lactams '*��ก��� �ก��*� monobactams ���� aztreonam �%�(�

��5�(��	���/&��70ก������'h(G β-lactamase ��/�6 ��� (��
����-�#�&�$�

ก�
�����%����ก%��( carbapenems ��ก��ก��� β-lactamase inhibitors 
	���6 ���� clavulanic acid, tazobactam, sulbactam ก!'(���(�
1	*��
ก�
�+����������'h(G'* ���.%$,*�
����-�#�&$�ก�

�ก0�.�*�2��'(�'*
.%� 
�(����(�ก�
1����������/�����(ก�
�
*�����'h(G (horizontal gene 
transfer) �+�$,*ก�
�
*�����'h(G$������������
��ก��)
� )��`&���������/� 
P. aeruginosa, Enterobacteriaceae �&�/((�ก� �� �%�ก
����	��'������

��
!�(57-59) 
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4. ���S^X metallo-β-lactamase 

���'h(G metallo-β-lactamase (���� bla (MBL bla gene) ��4������/�����(ก�
�
*��
���'h(G )����������������)�
)()h(���������
�� ��&%��(� ,
���� transposons (�,%��
ก�
7 ก0� &���� MBL bla gene (�ก���

������$� class 1 integron $�������
���ก
(%� 
integron �,%����� ���+�,�*���/$�ก�
1�������� bla �*�(
�,�������&��-�G���������
��(60-62) 
��������,%��ก�
7 ก0� �+�'����ก�
�*�&����'h(G metallo-β-lactamase ���	��� ���� 

 
4.1. '�&� IMP (active on IMiPenem) (���� blaIMP�+�,�*���/�����(ก�
�
*�����'h(G

$�ก%��(��� ���'h(Gmetallo-β-lactamase ���IMP 1�ก�*�&���4��
����
ก)� 
Watanabe�%��5�(63) )�&�$������ P. aeruginosa ��/�
���73�/��2� �Z 1988 �	�
ก�
�*�&��
������� �5�.�*�����'(�'*,�%+�������%�)�'�G �%�
�����/����'h(G
��ก%��� ��ก
���/��(�/��Z 1991 ���'h(G������'*1�ก�*�&���ก�
�����/�
���73�/��2� 
$������ S. marcescens �+�'����ก�
,�%+�������%�)�'�G �%�
�����/���4���� 
IMP-1 $���/��(63) �%�$�������%���ก%��� (	*��7�

0��/ 90) (�
�����,%��`���
ก%���1 �ก�
&���� blaIMP-1$������P. aeruginosa(64)  �%� S. marcescens (65)

  ����
���&�$������ K. pneumoniae (66) ��ก*�� ��กก�
�+�
��������ก
(%���/(�
��5�(��	���4� multidrug-resistant �+���� 587 	�������$��
���73�/��2� 
�,����
�Z 2001-2002 &���������(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 1 � 431 
	������� (
*��%� 73.4) ��ก��ก������&���� $�������+���� 357 	�������(���� 
blaIMP-1 �

������(67) $������
ก���ก�
7 ก0����'h(G &���� ���'h(G$�ก%��(���&�
�`&��$������ P. aeruginosa  �%�(�ก�
�&
�ก
�����`&��$��
���73�/��2� �%�
�
���7$��1�������	������ก�`���$	*   �	������������'h(G  metallo-β-
lactamase ��� IMP ก%��1�ก&�$������������
��,%��6���&��-�G ����  
A. baumannii, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, S. marcescens,  
C. freundii, Enterobacter cloacae, E. coli, Providencia rettgeri,  

M. morganii �%� Alcaligenes sp.  ������� (�ก�
�&
�ก
����'�$�,%��6�
���7
��/�)%ก ���� �
���7��� ����	
�%�� �,
�l��(
�ก� ����� �
�h�% ���กr0 ��	�%� 
�%�)�
	��ก� �+�$,*(����'h(G$�ก%��(��� (�ก1 � 26 ��� '*�ก� IMP-1 1 � IMP-26(55) 



22 

 

4.2. '�&� VIM (Verona IMipenemase) ��4����'h(G��/&�(�ก��4���������
����ก
��� IMP �%�(���� blaVIM �+�,�*���/�����(ก�
�
*�����'h(G &��
����
ก�(�/��Z 
1997 $������ P. aeruginosa  h /���4����,	�$,*�ก�ก�

������)
�	������$�
)
�&����% ��/�(��� Verona �
���7��	�%�(68) 1 ��(*��� %+���ก
��(�)����
���'h(G��� VIM ��(����(�,(���ก��%+���ก
��(�)�������'h(G��� IMP 
�*��ก���
*��%� 40 �	����'h(G����������ก!(���5�(��	�����%�&%7��	
G���
���'h(G��/$ก%*�����ก�� �%����&���� ��� blaVIM ����$,3���1�ก�

������$�)�
��
*��
��� integron ��������ก����� blaIMP

(61, 68) (�
�����ก�
7 ก0�&���� ก�

�����ก��� blaVIM-1 �+�$,*���('���������	����$�ก%��(  penicillins, 
cephalosporins �%� carbapenems %%������(�����+���3(55) $���	 ��� blaVIM 

&�(�ก$��1���)
� �+�$,*���'h(Gก%��(���1�ก�
��ก��� �European MBLs� �	�
����������(�
1&�'*$��ก�,%� ��(
�ก��,��� ��(
�ก�$	* ����	
�%�� ������ �%�
��,
���(55, 69) ��กก�
�+�
������� P. aeruginosa ��/���	���� imipenem $������Z 
2000-2003 $�7���Gก�
�&��G��/�(��� Seoul �
���7�ก�,%�$	* &����(��������/.%�	
���'h(G metallo-β-lactamase ��� VIM-2 1 �
*��%� 18.1 �%�$��

������
�,%����� &���� 
*��%� 85.7 ��������$,*.%ก�
���	���� imipenem $���	
���� ((�
������(��*(�*������ imipenem ��/��(�
1������������'* ≥ 128 '()�
ก
�(	��
(�%%�%�	
)(70) ��ก��ก���'h(G������ ��	
��&�$������ P. aeruginosa �%*� ���
��(�
1&�'*$������������
�������/� ���� Pseudomonas putida,  
Pseudomonas fluorescens, A. baumannii, K. pneumoniae, K. oxytoca,  
E. cloacae, Proteus mirabilis �%� E. coli ��4�	*�(55) 

4.3. '�&� SPM-1 (Sao Paulo Metallo-β-lactamase) &��
����
ก��/ Sao Paulo 
�
���7�
�h�% �Z 2001)�&�$������ P. aeruginosa ��/������ก�����ก��� ('�	��
�� colistin �&����������)(69) �������ก%���'*(���ก�%�����.�*�2���!ก���� 4 �Z��/
��4�)
�(��
!��(!�%�������� acute lymphoblastic leukaemia .�*�2�����
��ก�
'�*��/(�#����(!�%��������)	
b�%	/+� (febrile neutropenia) �%�#��,%��
��������	���/����ก#��� septic shock ,%����ก���� )
�&����%����,�����
�
���7�
�h�% '*�ก�ก�

������)
�	������$�)
�&����% ���(����,	�(���ก



23 

 

���'h(G��ก%���(55)  �(�/���
��������%+���ก
��(�)�������'h(G������ก��
���'h(G��� IMP-1 &����(����(�%*���% �ก��1 � 
*��%� 35.5(56) 

4.4. '�&� GIM-1 (German IMipenemase) &��
����
ก�(�/��Z 2002 ��/ Dusseldorf 
�
���7���
(�� ��ก����� P. aeruginosa 5 '�)h�%	 h /��ก!�'*��ก.�*�2�� &����
�������ก%���'�	������������ �&���������� ��� colistin(71) �%�(�
���1����!���
��/�ก���กก�
��ก*�� pulsed field gel electrophoresis ��/'(��	ก	���ก�� �����/
�����(ก�
�
*�����'h(G������ �

������$� class 1 integron h /�������&%��(�
����%!ก (45 kb) ��������ก�����'h(G metallo-β-lactamase �����/�6 �%�
%+���ก
��(�)���� GIM-1 (����(�%*���% �ก��%+���ก
��(�)���� IMP (�ก
��/�� )��%*���% �ก��1 �
*��%� 39-43 �������� ���'(�(�
�����ก�
&����'h(G
������ $��
���7��/�6��ก�%�(55, 56, 72) 

4.5. '�&� SIM-1 (Seoul IMipenemase) &��
����
ก$�)
�&����%
���		��#�(� ��/ 
Seoul �
���7�ก�,%� 
�,�����Z 2003 a 2004 '*(�ก�
�+�
������� P. aeruginosa 
�%� A. baumannii  ��/���	����$�ก%��( carbapenem �+���� 1,234 	������� 
&���� 211 	������� (
*��%� 17) ��(�
1.%�	���'h(G metallo-β-lactamase '* 
$��

�������,%����� 
*��%� 74 (���� blaIMP �%�
*��%� 22 (���� blaVIM ��ก��ก���
���&���� ����� A. baumannii   �+���� 7 '�)h�%	 (����$�ก%��( metallo-β-
lactamase ���$,(��ก�� �� h /�(�%+���ก
��(�)��%*���% �ก�����'h(G$�ก%��( 
IMP 
*��%� 64-69 �%�$���/�����'h(G���$,(�ก!1�ก	�����/���4���� SIM-1(73) ��ก
ก�
7 ก0�&���� ���������,(��/�
*�����'h(G SIM-1 ��� (���� MIC 	���� imipenem 
�%� meropenem $�
���	/+� (8-16 '()�
ก
�(	��(�%%�%�	
) �%�	���ก!(�
��5�(��	����ก�
��4� multidrug-resistant ��ก��ก������&���� ���'h(G SIM-1 ��/
������
*��� �� (����(��(�
1$�ก�
�����%����$�ก%��( β-lactams '*�
���%�( 
���� penicillins, cephalosporins �%� carbapenems(55, 56, 72)  
 

��ก��ก��� ���'h(G metallo-β-lactamase ���$,(�6 ก!1�ก�*�&����������	�����/��$�
,%��6�
���7 ���� '�&� AIM-1 (Australian IMipenemase) (�
�����$�.�*�2���&7�����/(�
#���#�(���*(ก���ก&
��� �%�	������ P. aeruginosa $��
���7����	
�%�� h /�%+���ก
��(�)�
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������'h(G������(����(�%*���% �ก�������/�6 (��� IMP, VIM, SPM-1 �%� GIM-1) $���	
���/
�*��(�ก(72) '�&� KHM-1 (Kyorin University Hospital Metallo-β-lactamase) (�
�����$��Z
�.7.2008 $�.�*�2����/)
�&����% Kyorin (Tokyo �
���73�/��2�)  ��/	*��$�������� (catheter) 
���/����ก	������ C. freundii $�
���������������� &�����������/.%�	���'h(G������ ���	����
����������ก���$�ก%��( β-lactams �ก��*� monobactams �%�(����('�	����$�ก%��( 
carbapenems %%�(74) �%��(�/�'(����(����$��Z�.7.2009 '*(�
�����ก�
�*�&� ���'h(G 
metallo-β-lactamase '�&� NDM-1 (New Delhi Metallo-β-lactamase) $�.�*�2���&7������� 
59 �Z ��4���� Swedish �	�(�	*�ก+����(���ก������ .�*�2��
�������*�
��ก�

�ก0���/ New Delhi 
���/����ก�ก�ก�
	������ K. pneumoniae $�
���������������� �%�,%����ก�����&���'(���� 
$��Z 2010-2011 ���'h(G�����ก%���'*(�ก�
�&
�ก
����'����,%��6���� ����$��
���7������
��� �%���ก,%��6�
���7��/�)%ก ���� ��ก��1�� ����%���7 ���กr0 ���-��%�G ����	
�%�� 
������ ��� �%������ )�(������,%��6���&��-�G��/��(�
1.%�	���'h(G'* ����  
K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp., C. freundii, M. morganii, Providencia spp.(75-

80)  
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5. Integron 
Integron ��4�)�
��
*�����&��-�ก

(��/��(�
1&���
ก	������$�)�
��
*��&��-�ก

(

��/�6����h%%G ���� )�
)()h( &%��(� ,
�� transposon (����(��(�
1$�ก�
1�����ก�
���

����������������
�� )�ก�

�( (integrate) ��� gene cassette h /��

����������(ก�
�����

���'�*��*�*��ก�� )�
��
*����� integron �
�ก��*�� 2 ����,%�ก ��� �����/�
*�����'h(G 

integrase (intI gene) �%�	+��,��� attI  ���'h(G integrase ���+�,�*���/$�ก�

�(	����� 

integron ก��,���������/�
��กก���  gene cassette ��/	+��,����+��&����� attI  �(�/� gene cassette  

��*�(�
�(	��$� integron  	+��,������ gene cassette  ������	
�ก%��
�,���� attI  �%� 

recombination site ��/��/���� attC(81) (#�&��/ 2.9) 

 

#�&��/ 2.9 : ���)�
��
*��,%�ก��� integron �%�ก�
��%�/����/��� gene cassette ���)�
��
*��
��� integron (82) 
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)�
��
*����� gene cassette ����$,3���4��������%!ก��/'(�(� promotor �%�'(�

�+���4�	*���

������$� integron �	��(�/�$��/ gene cassette 1�ก�

����*�'�$�)�
��
*����� 

integron ����,%����������7�� promotor ��� integron ����$,*�ก�ก�
�����ก����������6 �%�

��/�
���5�%��*�� 3� ��� gene cassette (�	+��,����+��&����/��/���� attC ,
����/�
��ก��ก�������� 

59-base elements )�
��
*����� 59-base elements $����������	�%�������	ก	���ก�� )�

(����
�,���� 57-141 ������ �%���4�)�
��
*����/(�%�ก05��+��&��	�����������	�%���� (83, 84) 

$��������� ����������/�

������$� gene cassette �%���4�����,� /���� integron ��/�����(ก�


�
*�����'h(G β-lactamase (�(�กก��� 40 �����/�	ก	���ก�� ���� VEB-1 $������ K. pneumonia 

��ก�
���7������((85) , GES-1 $������ P. aeruginosa ��ก�
���7H
�/��7�(149), IMP-12 $������ 

P. putida ��ก�
���7��	�%�(86), VIM-2 $������ P. aeruginosa ��ก�
���7����(149) �%� OXA-9 

$������ Enterobacter aerogenes $��
���7H
�/��7�(87)  ��4�	*� 

Integron 1�ก������ก��4� 3 class $,3�6 ��� class 1, class 2 �%� class 3 integron  

�	�%� class ��� integron ��(������/�����(ก�
�
*�����'h(G integrase ��/�	ก	���ก�� ��� (���� 

intI1, intI2 �%� intI3 �����(ก�
�
*�����'h(G integrase $� class 1, class 2 �%� class 3 

integron 	�(%+��� �(�/���
�����������(�	ก	������ class 1 �%� class 2 integron &���� (�

���(�,(���ก���&������
*��%� 45 �%�ก�
7 ก0��ก�/��ก�� class 2 integron ก!���(��
�(�5�*�� 

���/����ก�*�(�%�ก�/��ก�� class 2 integron 1�ก�-����'�*�����'(����������(83, 84) ���� ����������� 

Kim S �%��5�(88) &����$������ Salmonella enterica ��/���	����,%������+���� 4 '�)h�%	 

(� dfrA1-sat2-aadA1 gene cassette �

������$� class 2 integron �%������������ Xu Z �%�

�5�(89) '*
����� class 2 integron $������ Enterococcus faecalis ��4��
����
ก$��
���7���

	��$	*��4�	*� �����'
ก!	�(���'(�(�
�����ก�
7 ก0�$ 
�����1 ������/�����(ก�
�
*�����'h(G 

metallo-β-lactamase $�)�
��
*����� class 2 integron �%� �+�,
�� class 3 integron &�


������
����
ก$��Z 1995 )� Arakawa Y �%��5�(90) )�&�$������ S. marcescens h /�&���� 

(���� blaIMP �

������$� gene cassette ���)�
��
*�� integron ��ก%���*�� ��ก��ก��� �(�/�
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��
�������� class 3 integron ก�� class 1 integron �%*� &����(����(�,(���ก��1 �
*��%� 61

,%����ก���� ���(�
�����ก�
7 ก0���� Shibata �%��5�(67) &����(������ P. putida 4 	���������/

(�������� intI1 �%���� intI3 �%�(���� blaIMP-1 �

������$� integron ��ก%���*�� ���,!�'*��� ���

��� integron ��/&�(�ก�%��+���3��/��$�ก�
�&
�ก
�������ก�
�����	*��������
�� ��� class 

1 integron �%�ก�
��%�/����/��� integron ������ก!��4��������+���3�������/���/�+�$,*�ก�ก�


�&
�ก
�������ก�
�����	*�������������
��(83, 91-94) 
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6. Class 1 integron 
)�
��
*����� integron ������ �
�ก��'�*�� �
���5 5�-conserved segment ��/(���� 

intI1 ��� 1358 ������ �

������ �����ก%����+�,�*���/$�ก�
�
*�����'h(G recombinase ��/

�+��&�� h /���4����'h(G integrase ���,� /� �%��
���5 3�-conserved segment ��� class 1 

integron  ���
�ก��'�*��������� qacEDelta1 h /���4���������(ก�
���	����
�
�ก�� 

quaternary ammonium �%��ก�/���*��ก����
y�������)
�	���6 
�(1 � ��� sul1 ��/��4���������(

ก�
���	����ก%��( sulphonamide (#�&��/ 2.10)(83, 91-94) 

 

#�&��/ 2.10 : ���)�
��
*����� class 1 integron(92) 

����������/7 ก0��ก�/��ก�� integron (�,%����������*��ก�� h /���������	���6�,%������+�$,*

�,!�1 �ก�
ก
����	����� integron ���� ����������� Sallen B �%��5�(95) '*7 ก0�������+���� 

49 '�)h�%	 $��
���7H
�/��7� &���� �����(� integron 1 �
*��%� 59 �%��������/(� integron �,%����� 

��4��������/(� species �	ก	���ก�� 6 species $�ก%��( Enterobacteriaceae, ����������� 

Schimitz FJ �%��5�(96) '*�+�ก�
7 ก0�$�������ก
(%� 3 ���&��-�G '*�ก� E. coli,  

Klebsiella spp. �%� Enterobacter spp. h /���4����,	����ก�
	������$�ก
����%�����.�*�2��

��ก)
�&����%�,��,� /�$��
���7���
(��$��Z 1993, 1996, 1999 &���������(� integron 

�&�/(� ����ก
*��%� 4.7 $��Z 1993 ��4�
*��%� 9.7 $��Z 1996 �%��&�/(� ����4�
*��%�17.4 $��Z 

1999 $���/�� ���,!�'*��� �������/(� integron (����)�*(�&�/(���� ���
�/��6 
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��ก�*�(�%����,( ���,!�'*��� ก%'กก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��������

���&��-�G	���6 �����4�ก%'ก�+���3��/ก��$,*�ก����������� ����5�.�*�����	
�,��ก1 ����(�+���3

�����3,���ก%���  �%��%!��,!����$��
���7'�� (��*�(�%ก�
7 ก0����'h(G metallo-β-

lactamase $��
�(�5�*��(�ก ����
�����ก�
�������� Boonkerd N �%��5�(26) '*

�+�ก�
7 ก0� $�	������������ P. aeruginosa 2 ���&��-�G��/'*��ก.�*�2��$�)
�&����%���

#���,�������
���7'�� &�������� 2 	�������(���� blaIMP-1 �%�,� /�$����	������� &�������

��ก%��� �

������$� class 1 integron  �%����/����ก ����� P. aeruginosa ��4��������/��(�
1�
*��

���'h(G metallo-β-lactamase '*,%�ก,%����� 
�(���������/�����(ก�
�
*�����'h(G����$,3�

(�ก1�ก�

������$�)�
��
*����� integron �+�$,*�ก�ก�
�&
�ก
������������������,%�����'�$���

ก�*�� ����5�.�*������ ��%��ก7 ก0����(��ก���ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $������ 

P. aeruginosa ����������+�ก�
7 ก0�����$�
���bZ)�'��t �%�$�
�����)�'��t 
�(����,� 

���(��(&��-G��� class 1 integron *��
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7. ก	����1������S^X metallo-β-lactamase �0�$�&k��	�l*Z�S��m 

���/����ก���'h(G metallo-β-lactamase (���5�(��	�$�ก�
�����%����������$�ก%��(  

β-lactams '*��ก��� )��`&���������/���$�ก%��( carbapenems �%�ก�
�+����������'h(G 
�+���4���	*����7��-�	���/��4� divalent cation ���� Zn2+ ��4� cofactor $�ก�
�
�����ก�
��� �+�$,*
��
 chelating agents ���	���6 ���� Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 2-
mercaptopropionic acid ��4�	*� ��(�
1�������ก�
�+����������'h(G'* �&
����
�,%�������
�+�,�*���/'� �-�	���/��4� divalent cation ��ก��ก���'h(G �+�$,*���'h(G�� cofactor ��/������
�
�����ก�
��� �%�'(���(�
1��กr�-�s'*$���/��(51) $��������� � �(��5�.�*�����,%��6�5�

&����(���*��� -�ก�
	
��������'h(G  metallo-β-lactamase ��/ ��(�
1�+�(�$�* $�
,*�������	�ก�
���ก�
�&��G� �� )���7����5�(��	��`&��������'h(G$�*��4�,%�กก�
$�ก�

���� ����	��ก�
	
��������'h(G������ (�,%����-�*��ก�� ����� 
 

7.1. Double Disc Synergy Test (DDST) 
��-����1�ก���*�� ��)� Arakawa Y �%��5�(97) �+�ก�
����)�ก�
�&���%����

�������/	*��ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase  (106 CFU/ml) ��

��,�
�%��������� Mueller Hinton agar ����/� ��ก��������.���� ceftazidime 2 

discs %�'� )����,���ก�� 4-5 �h�	��(	
 ��ก��������.��ก
��0��/(���
�������

� � � ' h (G  metallo-β-lactamase � �� �  2-mercaptopropionic acid, 

mercaptoethanol, CuCl2, FeCl2, EDTA %�'�$ก%*6ก���.�� �� ceftazidime 

�.��$�.��,� /� )�,���ก�� 1.0-2.5 �h�	��(	
 �%*�� ��+�'�����/ 37 ��7�

�h%�h���, �*�(��� ,�ก�����(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ���,!�

�
���5��
�(r�-�s�ก�� �� 
�,�����.���� ceftazidime �%��.��ก
��0��/(���


����������'h(G ���/����ก �(�/�(���
������� ���'h(G'(���(�
1�+����'* ���.%$,*�����

'�	����(�ก� �� �%��ก��
���5��
�(r�-�s� �� 
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7.2. Combined Disc Test (CDT) 
Yong D �%��5�(98) ��4�.�*���*���-�������� ����)�ก�
�&���%�����������/	*��ก�


����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase %�����,�
�%��������� Mueller 
Hinton agar ����/� ��ก��������.���� imipenem (10 '()�
ก
�() �+���� 2 �.�� 
%�'��������/�&�������'�* �%*�,���
����������'h(G ���� EDTA $��
�(�5��/
�,(���(%�'����.���� imipenem �.��$�.��,� /� �+�'�����/ 37 ��7�
�h%�h�����4���%� 16-18 ��/�)(� ����ก	 inhibition zone ��/�ก���ก�� imipenem 
�%� imipenem 
�(ก����
����������'h(G �%*��+�(���
��������ก�� 
 

7.3. Modified Hodge Test  
��4���-���/���%�(���ก ��-�ก�
	
��,����'h(G Penicillinase $������ Neisseria 
gonorrhoeae ��/ Hodge W �%��5�(130)���*�� �� ��-������4���-���/�+�'*���� ���ก 
�%�(�
���'(��&� �+�'*)�ก�
�&������� E. coli ATCC 25922 h /���4� indicator 
strain %�����,�
�%���������  Mueller Hinton agar ����/�����&������� ��ก����
����.���� imipenem 	
�'�	
�ก%�� �%*�$�* loop 	�ก�������/	*��ก�
������
��ก����.���� imipenem '��������������&������� )��ก	��%*������ E. coli  

ATCC 25922 ��'(��
*�����'h(G metallo-β-lactamase �(�/����������/�+�ก�


����%�'� ,�ก�������/	*��ก�
����'(��
*�����'h(G metallo-β-lactamase 
��ก(��+�%���� imipenem h /���4�h����	
�������'h(G ���+�$,* E. coli ATCC 
25922 (indicator strain) '(���(�
1��
�3'*$��
���5��/(��� imipenem �	�1*�

������
����/������(�
1�
*�����'h(G metallo-β-lactamase (��+�%���� 
imepenem '* ก!�����.%$,* E. coli  ATCC 25922 (indicator strain) ��(�
1� ��
'*$��
���5��/(�����ก%���(129)  �%��(�/�'(����(���� Lee K �%��5�(99) '*&�q��
��-� Modified Hodge Test $,*(��
����-�#�&���/�� �� )�ก�
������ 
MacConkey agar �����/�������� Mueller Hinton agar ���/����ก �ก%����+�� 
(bile salt) ��/��4������
�ก�������,�
�%��������� MacConkey agar ������

ก
�	�*�ก�
,%�/����'h(G β-lactamase ��������'* 
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7.4. MBL E-test 
��-������7��,%�กก�
�%*��ก����-� combined disc test �&����	�
��
�(���ก�
�����/
�ก�� ��(�'�*���.������ MBL E-test ����
�ก��'�*�� 2 *�� *��,� /�(��� 
imipenem (4-256 '()�
ก
�(/(�%%�%�	
) �
��ก*�������� IP ������ก*��,� /� (��� 
imipenem (1-64 '()�
ก
�(/(�%%�%�	
) 
�(ก�� EDTA h /���4� chelating agent 
�
��ก*�������� IPI �(�/��&���������/����ก�
�
*�����'h(G%��� Muller Hinton 
agar ����/� ��ก��������.������ MBL E-test %�'�	
�ก%�� �+�'�����/ 37 
��7��h%�h��� ��4���%� 16-18 ��/�)(� �%*�����.% inhibition zone ��/�ก�� �� ,�ก
�+���� MIC ���*�� IP ,�
*����� MIC ���*�� IPI 1*�.%��/'*(����(�กก���,
��

����ก�� 8  �������������/�����
*�����'h(G metallo-β-lactamase ���/����ก 
EDTA ��'��������ก�
�+����������'h(G ���.%$,*��� MIC ���*����/(� imipenem 

�(ก�� EDTA (����	/+�ก��� MIC ���*����/(� imipenem �&������������(100) 

���,!�'*��� ��-��������'h(G metallo-β-lactamase �	�%���-��*��	*� (��*���*�������/
�	ก	���ก�� $���-� double disc synergy test �%� combined disc test  1 ��(*������������-������(�
���(�+��&�������*����� �	�ก�
����,��#�����/�,(���(�����-����������������*��������ก 
���/����ก(�,%��6��������*�(��ก�/���*�� ���� ��������
����������'h(G, ���(��*(�*���/�,(���(
�����
����������'h(G, 
���,�����/�,(���(
�,�����.���� ,
��
�,�����.����ก���.��ก
��0��/
(���
����������'h(G ��4�	*� (72, 101) �ก	������� ก�
����*����-� double disc synergy test  
��� Arakawa Y �%��5�(97) ����+�$,*$�* 2-mercaptopropionic acid ��4���
����������'h(G$�
�5���/ Lee K �%��5�(129)  ����+�$,*$�* EDTA�+�,
����-� MBL E-test 1 ��(*����4���-���/(����(
'�(
*��%� 94) �%����(�+��&��(
*��%� 95)��� �(�/������ก����-���/�6(100) �	���-����ก!(����$�*����$�
ก�
�������(�ก �%�����ก�.%%��%�( (false negative) � ��'* ก
5���/�����(���� MIC 	���� 
imipenem �*��ก��� 4 '()�
ก
�(	��(�%%�%�	
(102)  ������-� Modified Hodge Test ���� 1 ��(*��
��4���-���/(����(�+��&�������*��	/+� �	�ก!��4���-�����'*���� ���ก (�
���1�ก (����(

�,(���(��/���+�(�$�*	
����ก
�����'h(G metallo-β-lactamase $�,*�������	�ก�
���
)
�&����%(129)  
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8. ก	����1������S^X metallo-β-lactamase �0�$�&k��	�1�Z�S��m 

���/����ก$��������� ���'(�(���-�����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��-�$��/
�1����,*�������	�ก�
��������7��	
G�%�ก�
�&��G (Clinical and Laboratory Standards 
Institute: CLSI) 1��$,*��4���-�(�	
l���+�,
��ก�
�����%� � �(�,%��ก�
7 ก0� &����(
�
���
����-�����5���������(�$�*�&�/�	
��������ก�
�
*�����'h(G ���� ก�
	
����������/�����(
ก�
�
*�����'h(G ���� ��� blaIMP, blaVIM, blaSPM )�$�*���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
�
��(ก��'&
�(�
G
��/�+��&�� �%� DNA probe h /����������-�	���ก!��4���-���/(����('���� �����'
ก!	�( ���������-�ก!'(�
��(�
1
���'�1 � variant ������'* �+���4�	*����7��������ก�
 sequencing 
��(*��(59) �%�
$��Z 2007 Mendes RE �%��5�(103) '*&�q����-� multiplex real time PCR (�$�*$�ก�


	
����������/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase &���� ��-������(�
1	
�����'*


��
!� �%���(�
1	
������������ก'�)h�%	 ��/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase '* 

���/����ก���'(�(���-�(�	
l���+�,
��ก�
	
��������'h(G metallo-β-lactamase $�

���bZ)�'��t ���������
������� ��+�ก�
	
����ก
��ก�
�
*�����'h(G������	*�*����-� MBL E-test 
h /���4���-���/(����('��%��+��&����� �	�ก!(�
����&� ��
��������ก����-� Modified Hodge Test 
h /���4���-�����'*���� ���ก (�
���1�ก �%��,(���(�������/���/���+�(�$�*$�,*�������	�ก�


���ก�
�&��G ������� ���+�ก�
	
�������������/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 
(��� blaIMP�%� ��� blaVIM) )�$�*���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
�������'�*�� 
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9. ���	��&�$	���1W�'�+�����0	����S^X metallo-β-lactamase 

 ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase (�ก�
&��&
�ก
�����`&��$������  
P. aeruginosa �%� Acinetobacter spp. 	����	���	 �	��(�/�'(����(����(�
������ก�/��ก��ก�

�&
�
����������� ก%��( Enterobacteriaceae  ��/��(�
1�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 

�����
��
!�  ���
�/(	*����ก�
�&
�ก
���������%��&ก%��(���(���ก ���'h(G metallo-β-
lactamase ����
ก��/(�
����� ��� ��� IMP-1 h /�
�����$��
���73�/��2� �(�/��Z 1990 ��ก����� 
P. aeruginosa ,%����ก����$�����ก%���7�

0��/ 90 ก!&����'h(G������ $������ 
Enterobacteriaceae �+����(�ก (104) �%�1 ��(*��� ��(�ก�
�*�&����'h(G��� IMP $,(�6
�&�/(� �� �	�ก�

�����ก���'h(G�����/�6 ������(���4��
���5�`&�� �%�(�ก�

����������

������%��������� (��#�&��/ 2.11) �	ก	�����ก���'h(GIMP-1 ��/�������4����'h(G metallo-β-
lactamase ��/&���4�%�ก05����$��
���73�/��2� 1 ��(*��%���.���'� 20 �Z�%*�ก!	�((105) 

 
#�&��/ 2.11 : ���ก�
�&
�ก
������������/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 
���	���6 
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�+�,
�����'h(G metallo-β-lactamase ��� IMP-4 ��4������/&�(�ก$��
���7��� �	�
'(�(��*�(�%��ก���Gก
ก�
�HI�
���������
�����	� �+�$,*��4�ก�
��ก��/���
��1 ����(�+���3���

���'h(G  metallo-β-lactamase ������(106, 107) (��*�(�%ก�
7 ก0�&���� ���'h(G��� IMP-4 ��/
�*�&�$������,%����� ���� Enterobacteriaceae �%� P. aeruginosa ��ก�(��� Melbourne 
�%� Sydney �
���7����	
�%�� h /������(�ก�
1�����������'h(G(���ก������	������ก
�`���$	*(108) �����'
ก!	�( ��ก
�������� Zhao WH �%��5�(109)  &���� ��ก��ก���'h(G��� 
IMP-4 �%*� $��
���7���ก!���&����'h(G metallo-β-lactamase ��ก,%��6��� $������  
P. aeruginosa  ���� ��� IMP-1, IMP-7, IMP-10 �%� VIM-2  

Toleman MA �%��5�(110) '*ก%���'�*1 ������/�����(ก�
�
*�����'h(G��� IMP &�����
��)�
��
*����� class 1 �%� class 3 integron �	�ก!'(���(�
1�
��'*��� ก�
�&
�ก
�������
���'h(G��� IMP ��/�ก�� ��(����,	�(���ก integron ���/����ก��
&��-�ก

(��/�6 ���� 
transposon ก!(������	��ก�
ก
����	��������'h(G������'*����ก�� 

���'h(G metallo-β-lactamase ��ก���,� /���/(����(�+���3 ��� ��� VIM �%�$�
�����������'h(G��� VIM ก!&�(�ก1 � 25 variants �	������/&�(�ก��/�� ��� ��� VIM-2 )����
��� VIM ��ก variants 	���ก!(����(��(&��-Gก��class 1 integron h /� class 1 integron ��� �����
&�������)�
)()h( ,
����&%��(��������� � ���4�'�'*���ก�
�&
�ก
����'���/�)%ก���
���'h(G������ (����(�ก�/���*��ก�� class 1 integron �����'
ก!	�( ���'(�(��*�(�%��/�������/��
��(�
1�
���*������0l�����'*(111, 112) ���'h(G������(�ก�
�&
�ก
����'�$� 5 ������/�)%ก(59)  
����$,3��%*����'h(G������ ��&�$������ P. aeruginosa h /���4��������/��4�	*��,	����)
�	������
$�)
�&����%���.�*�2����/$�*��
�/������,��$� (Ventilator Associated Pneumonia: VAP), $�
.�*�2����/��4�)
� cystic fibrosis �%�$�.�*�2����/'*
��ก�

�ก0���4���%���� �%�������,%�����ก!(�ก�

�&
�ก
����
�,�������&��-�G(clonal spread) (113)  ��ก��ก��� (�ก�

�������ก�
���7H
�/��7�
$��Z 2002 �ก�/��ก�����(
���
���� ����� P. aeruginosa ��/&���� blaVIM-2 $�.�*�2��)
� cystic 
fibrosis  �+�$,*'(���(�
1$�*����������$�ก�

�ก0�)
�	��������������'*(114-116) 

$�����'(�ก�/�Z��/.���(� &����'h(G  metallo-β-lactamase  ��ก�����$�ก%��( 
Enterobacteriaceae �&�/((�ก� �� ������/6$���	���$�ก%��( metallo-β-lactamase ���� IMP, 
VIM, GIM-1 �%� SPM-1 	���ก!&�$������ P. aeruginosa �������� (��&��������*������������/&�$�
�����ก%��( Enterobacteriaceae(59) ��ก����	�ก�
5G�1��(��	��
����� (�
���7 ก
�h�%�	�
ก�) �%�
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���������� 
�(1 ���ก��1�� ��/(����)�*(ก�
�&
�ก
����������'h(G metallo-β-lactamase $�
����� Enterobacteriaceae  ����4���/�����	กก���%(�ก��/�� )��`&��ก�
&����'h(G��� VIM-1 
�&
�ก
����$������ Enterobacteriaceae  ��ก�*�(�%��� Cagnacci S �%��5�(117) &���� (�ก�

1�������� blaVIM-1 .���)�
��
*�����&%��(� $������ K. pneumoniae �+�$,*�ก�ก�
ก�


���� ��$��
���7��	�%� �%�$��
���7ก
�h�%��
���7	�
ก� ก!(�ก�
�&
�ก
����������'h(G
��ก%���$������ K. pneumonia(118, 119), E. coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis 
�%� Providencia stuartii ��������ก��(120-122) ��ก��ก��� ���(�
�������� Miriagou V �%��5�
(123) &���� ����� K. pneumonia ��/(������� VIM-1 ��4��������/���	���� colistin �%� tigecycline 
*�� �+�$,*�������ก%���(���5�(��	���4� pan-drug resistant  

��ก�*�(�%���
�������������%��&��/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��/ก%���
(��%*��*��	*� ���,!�'*��� ก�
�&
�ก
��������������/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
��������'(�'*�+�ก������`&��$������ P. aeruginosa ,
�� Acinetobacter spp. �,(���������	 �	�
(�ก�
�&
�ก
����'���������$�ก%��( Enterobacteriaceae �&�/((�ก� �� �%�������(
���
�$�ก�

�����,%��6���(�ก� ��*�� �*�(�%���
��������� ���4��*�(�%��/�+���3 �+�$,*�
���*�(�%ก�

�&
�ก
������������ ������+�'����ก�
�����(ก�
�&
�ก
���������%��&��/�
*�����'h(G metallo-

β-lactamase '(�$,*�&
�ก
����'�$���ก�*�� �%���4��
�)���G�������/�$�ก�
%��	
�ก�
���
������������%��& 
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10. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
 (�������,%����������/1�ก�+�(�$�* �&�/�7 ก0����
�������� ,����(��(&��-G������
&��-�G��������������
�� ���� ������ bacteriophage typing, serotyping, plasmid 
fingerprinting, ribotyping ��4�	*� �	���������/���($�*(�ก��/�� ��� ������ pulsed field gel 
electrophoresis �+�'*)�ก�
	
 ��h%%G������
����/	*��ก�
����%�$� agarose gel �
��ก��� 
agarose plug ก�����/���+�$,*�h%%G�	ก ����)�
	����ก$,*�,%���`&�� chromosomal DNA ���
������
����/	*��ก�
���� ��ก����$�*���'h(G	��+��&�� 	� chromosomal DNA ���������
�� 
�%*�� �$�* electrophoresis $�ก�
��ก)(�%ก�%��� chromosomal DNA(124) (�,%��ก�
7 ก0��+�

���������(�$�*$�ก�
,����(��(&��-G����������/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase  ��/ก��$,*�ก�
ก�

���#��$�)
�&����% ����  ����������� Martins AF �%��5�(125) '*7 ก0������/�����(

ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��� IMP �%���� SPM  ��ก����� P. aeruginosa 
&��������� 18 '�)h�%	 (���������� SPM �%��+���� 5 '�)h�%	 (�������    IMP �(�/�$�*
������ pulsed field gel electrophoresis ,����(��(&��-G����������/(������ก%���&���� �������/(�
��� IMP �%�(���� SPM ��4��������/(����&��-�G�	ก	���ก�� �	��(�/�&���
5�ก%��(�������/(�������
����ก�� &���� (����&��-�G	*�ก+������/�,(���ก��   



 

 

����� 3 
�&k�ก	���	��&�ก	��&1�$ 

 
1. ก�W#����$#	�����ก��$��0��)�ก	��&1�$ ������" 

����� P. aeruginosa ����,( 150 	������� �ก!���ก.�*�2����/��*�
��ก�

�ก0���/)
�&����%
��� 1,200 �	��� $�ก
����&(,���
 	����	�����(����( - �����(0��� �Z&.7. 2552 )��������/

��
�( (���ก��/����	
�� 4 �
��#� '*�ก� �%��, �������, ��(,� �%�,��� 

����������(��ก (positive control) ��/$�*$����������
������ ��� ����� P. aeruginosa IMP-1 
����������(%� (negative control) ��/$�*$����������
������ ��� ����� P. aeruginosa ATCC 

27853 
 

2. ���!���!� �W�ก�sX ����	�������)'0)�ก	��&1�$ 
 

���!���!�     ��&t��\a0\�&�  �����, 
1. ��
�/�������.�( (Vortex Mixer)                        Scientific Industries         �,
�l��(
�ก� 


��� G-560E                
2. ��
�/�� Refrigerated Centrifuge       Hettich   ���
(�� 


��� Universal 320R         
3. 	�*�� (Forma Orbital Shaker)           Thermo Scientific           �,
�l��(
�ก� 
4. ��
�/�������ก�
�ก%�����             Thermo Scientific           �,
�l��(
�ก� 


��� Evolution 300 
5. 	�*�� (Incubator) 
��� INE 300      Memmert         ���
(�� 
6. 	�*�����!� -20 ��7��h%�h���               Sanyo Electric     3�/��2�  
7. 	�*��!� 4 ��7��h%�h���           Thermo Scientific            �,
�l��(
�ก� 
8. ��
�/�������(���� 
��� Densimat      BioMérieux   H
�/��7� 
9. 	�*�%������           Labconco            �,
�l��(
�ก� 


��� Purifier Logic 34408 Series 
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���!���!�     ��&t��\a0\�&�  �����, 

10. ��1���#�&��%            Bio Rad            �,
�l��(
�ก� 
(Molecular Imager Chemidoc XRS) 

11. �����ก
5G�+�,
���+� electrophoresis       Advance     3�/��2� 
(Mupid-exu Electrophoresis System) 

12. ��
�/����/����%����� 
��� CP2245     Sartorius    ���
(�� 
13. �����ก
5G pulsed field gel electrophoresis    Bio Rad            �,
�l��(
�ก� 

(CHEF Mapper XA Chiller System) 

14. ��
�/���&�/(�
�(�5��
&��-�ก

(       Bio Rad            �,
�l��(
�ก� 

��� MJ Mini PTC-1148 

15. ��
�/�������ก�
�ก%�����           Thermo Scientific            �,
�l��(
�ก� 
(UV-Visible Spectrophotometer) NanoDrop 
��� 1000 

16. ��
�/����y������� (Autoclave) 
��� Hiclave HVA-85     Hirayama     3�/��2� 
17. ��
�/����y������� (Autoclave) 
��� ES-315     Tomy Tech               �,
�l��(
�ก� 

 
�W�ก�sX      ��&t��\a0\�&�  �����, 

1. ����&���%��������� (Petri dishes)   Bibby Sterilin   ���กr0 
2. Microcentrifuge tube            Axygen           �,
�l��(
�ก�

(��� 0.5 �%� 1.5 (�%%�%�	
) 
�%� PCR tube  

3. Centrifuge tube ��� 15 (�%%�%�	
  Continental Lab Products     �,
�l��(
�ก� 
4. Centrifuge tube ��� 50 (�%%�%�	
 Continental Lab Products     �,
�l��(
�ก� 
5. Pipette tips          Axygen          �,
�l��(
�ก�

(��� 10, 200 �%� 1000 '()�
%�	
)   
6. Autopipette        Bio Rad          �,
�l��(
�ก�

(��� 0.1-2, 2-20 �%� 
20-200 '()�
%�	
) 
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�W�ก�sX      ��&t��\a0\�&�  �����, 

7. Autopipette           Gilson              H
�/��7� 
(��� 0.2-2, 1-10, 20-100 �%�1000 '()�
%�	
) 

8. Pre-sterilized Serological pipette Jet Bio-Filtration Products ����� 
(��� 5 �%� 10 (�%%�%�	
) 

9. Disposable Cuvettes                Plastibrand  ���
(�� 
10. '(*&���+�%�               United Medical Instrument    '�� 
 

�	����      ��&t��\a0\�&�  �����, 

1. ��,�
�%��������� Mueller Hinton Agar OXOID  ���กr0 
2. ��,�
�%����������,%� Mueller Hinton Broth  OXOID   ���กr0 
3. ��,�
�%��������� Trypicase Soya Agar  OXOID   ���กr0 
4. ��,�
�%����������,%� Trypicase Soya Broth  OXOID   ���กr0 
5. Tryptone  Merck    ���
(�� 
6. Tryptose Merck                       ���
(�� 
7. Agar Bacteriological (Agar No.1) OXOID   ���กr0 
8. 2,3,5 a Triphenyltetrazolium chloride                   Sigma Aldrich             �,
�l��(
�ก� 
9. Yeast extract OXOID   ���กr0 
10. �.���� Amikacin (AK) 30 '()�
ก
�(  OXOID ���กr0 
11. �.���� Ceftazidime (CAZ) 30 '()�
ก
�( OXOID   ���กr0 
12. �.���� Ciprofloxacin (CFX) 5 '()�
ก
�( OXOID   ���กr0 
13. �.���� Colistin (CL) 10 '()�
ก
�( OXOID   ���กr0 
14. �.���� Cefepime (FEP) 30 '()�
ก
�( OXOID   ���กr0 
15. �.���� Gentamicin (GM) 10 '()�
ก
�(  OXOID   ���กr0 
16. �.���� Imipenem (IPM) 10 '()�
ก
�( OXOID   ���กr0 
17. �.���� Levofloxacin (LVX) 5 '()�
ก
�(       OXOID   ���กr0 
18. �.���� Meropenem (MEM) 10 '()�
ก
�(  OXOID   ���กr0 
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�	����      ��&t��\a0\�&�  �����, 
19. �.���� Cefoperazone/sulbactam (SCFP)      OXOID   ���กr0 

105 '()�
ก
�(  
20. �.���� Piperacillin/tazobactam (TZP) OXOID   ���กr0

100/10 '()�
ก
�( 
21. �.������ imipenem Etest   AB bioMérieux   ����� 
22. �.������ MBL E-test    AB bioMérieux   ����� 
23. Ethidium bromide     Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก� 
24. Absolute ethanol         Merck                       ���
(�� 
25. Sodium chloride                                                   Ajax Finechem            ���h��%�G 
26. Sodium acetate                                                        Merck                       ���
(�� 
27. Trizma base, minimum 99.9% titration  Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก� 
28. Boric acid, for electrophoresis   Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก� 
29. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt   Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก� 

dihydrate, 99+%  
30. N-Lauroylsarcosine sodium salt,    Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก�  

for molecular biology, >=94% 
31. Phenol       Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก� 
32. Chloroform     Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก� 
33. Isoamyalcohol                Ajax Finechem            ���h��%�G 
34. Certified Low Melt Agarose        Bio Rad          �,
�l��(
�ก� 
35. Certified Megabase Agarose           Bio Rad          �,
�l��(
�ก� 
36. Certified Molecular Biology Agarose          Bio Rad          �,
�l��(
�ก� 
37. ����+��� Taq DNA Polymerase (recombinant)    Fermentas  ����� 
38. ���'h(G BcuI (SpeI)       Fermentas  ����� 
39. Proteinase K (Fungal)       Invitrogen                  ���
(�� 
40. Lysozyme, from Chicken Egg White                    Sigma Aldrich           �,
�l��(
�ก� 
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�	����      ��&t��\a0\�&�  �����, 

41. dNTP set, molecular biology grade     Fermentas  ����� 
42. GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder     Fermentas  ����� 
43. GeneRuler 100 bp DNA Ladder      Fermentas                 ����� 
44. Promega-Marker Lambda Ladders      Promega          �,
�l��(
�ก� 
45. CHEF DNA Size Standards Lambda Ladder        Bio Rad          �,
�l��(
�ก� 
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3. �&k�ก	��&1�$ 
3.1. �#����� 1  ก	���	��1����กu�������'!"� P. aeruginosa ���ก���0�$ 2  

 ��"���� 
3.1.1. �กu�������'!"� P. aeruginosa 1	ก\a0�v�$ 

�ก!�
��
�(����� P. aeruginosa ��ก.�*�2����ก)
�&����%

��� 1,200 �	��� $�ก
����&(,���
 	����	�����(����( - ����

�(0��� �Z&.7. 2552 )��������/
��
�( (���ก��/����	
�� 4 �
��#� 

'*�ก� �%��, �������, ��(,� �%�,��� 

3.1.2. ����$ก�	$+��kWX����'!"� ����กu��'!"���#���	$+��kWXS�0 
�+��������/'*(��+�ก�
�&���%����������� Mueller Hinton agar ��/ 

��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 24 ��/�)(� ��ก�������%��ก�������/

��4�)�)%����/��$��	�%����&��-�G ��ก���� %������$� motile �+�'��� ��/

��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 24 ��/�)(� ��ก�����ก!��������/'*'�*

��/��5,#�(�,*�� �(�/����+�ก�
�%�� �+��������/�ก!�'�*$� motile (� 

subculture %��� Mueller Hinton agar ��'�*��/��5,#�(� 37 ��7�

�h%�h��� ��4���%� 24 ��/�)(� 
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3.2. �#����� 2  ก	�,wกt	����\���	S�����!"��#�$	�%&'��������'!"�  
 P. aeruginosa ���ก���0�$ 2 ��"���� �����" 

3.2.1. �������	S�����!"��#�$	�%&'���� (Susceptibility testing) 
����'!"� P. aeruginosa �0�$�&k� disc diffusion 

ก�
�������('�	����	*�������������
��)���7��ก�
�&
�

����� (diffusion) ��ก�.��ก
��0ก
�������	*�������������
�� 

(antibiotic disc) �����,�
�&������� )����+�ก�
�&���������/	*��ก�


����%�����,�
�%���������$,*�(/+���(���/�.��,�*� ��ก�������

�.��ก
��0ก
����/�����	*�������'�*%���.��,�*������,�
��*��&�/�$,*

���&
�ก
������ก'�����������*��.���4� 
�7(�)�
���
���5��,�
��*���/

����
���.��ก
��0ก
����(����(��*(�*��������� �%�%%� 

	�(%+���$��
���5��/����,�����ก'� �(�/��+�ก�
������� ���,!�ก�


��
�3����������.����� ��,�
��*� ������
��1�ก�������ก�
��
�3'**��

�
�(�5�����
	*����%��&��/�
���5$ ก!��'(�(�������
��� ����/�
���5

���� �ก���4������� �
��ก�
���5������� zone of inhibition(29) 

�&k�ก	��&1�$ 

1. �&���%��������� P. aeruginosa ��/	*��ก�
��������,�
�%��������� 
Mueller Hinton agar ��/��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 24 
��/�)(� 

2. �%��ก)�)%�����������
����/	*��ก�
	
������
�(�5 4-5 )�)%�� 
(��+�ก�
�������*�� 0.85% NaCl �
��$,*'* 0.5 Mc Farland 
Standard 

3. $�*'(*&���+�%���/�
�7��ก��������(�����������
����/�+�ก�
�������$,*'*
����ก�� 0.5 Mc Farland Standard �
���
*���%*� ��$,*�,*�&�
,(�6ก��.���,%��%�� �%*��+�'��I��%��� Mueller Hinton 
agar ��/(����(,�� 4 (�%%��(	
�%�. /�.��,�*�$,*�,*��%*� �+�ก�
%�



45 

 

�����)�%�ก.���ก /�ก%������&������� �%*��I��	���`�ก.�����*���/
%�ก'�*1�/6 $,*��/�.��,�*� ��ก����,(������&������� 60 ��7��%*�
�I����������ก�� �+�������� 3 �
��� �&�/�$,*������
��ก
�����(/+���(�
��/�.��,�*������,�
�%��������� 

4. 
���.��,�*��,*� )�'(��ก�� 15 ���� ��ก����$�*��ก��� (forceps) 
��/�
�7��ก����� ,����.����(������.����,�
�%�����������/�+�ก�

�I�������'�*��/��%*� $�*�%����ก���ก���6�&�/�$,*���ก��.����*� 
)�����/$�*$�ก�
����(�����,( 11 ��� '*�ก� ciprofloxacin 
(CFX) 5 '()�
ก
�(, levofloxacin (LVX) 5 '()�
ก
�(, 
ceftazidime  (CAZ) 30 '()�
ก
�(, amikacin (AK) 30 '()�
ก
�(, 
gentamicin (GM) 10 '()�
ก
�(, cefepime (FEP) 30 '()�
ก
�(, 
imipenem (IPM) 10 '()�
ก
�(, meropenem (MEM) 10 
'()�
ก
�(, cefoperazone/sulbactam (SCFP) 75/30 '()�
ก
�( 
�%� piperacillin/tazobactam (TZP) 100/10 '()�
ก
�(, colistin 
(CL) 10 '()�
ก
�( 

5. �+�'�����/ 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 18 ��/�)(� 
6. �� inhibition zone ��/'* ��ก�����+�'������ก�����(�	
l����ก

�1����,*�������	�ก�
��������7��	
G�%�ก�
�&��G (Clinical 
and Laboratory Standards Institute: CLSI) (128) �%����/����ก'(�
(����(�	
l����� CLSI �+�,
���� Cefoperazone/sulbactam � �
�����.%)��*�������ก(126)   �����$�	�
����/ 3.1 �%���%.%
ก�
�%�� 
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	�
����/ 3.1 : ������(�	
l����/$�*$�ก�
��%.%ก�
�������('��%����	������������ 
(Susceptibility testing) �������� P. aeruginosa *����-� disc diffusion(128) 

Antimicrobial 
Agent 

Disk Content 
(SZ��ก��) 

Zone Diameter Breakpoints,  
nearest whole mm 

S I R 

Ciprofloxacin 
Levofloxacin 
Ceftazidime 
Amikacin 
Gentamicin 
Cefepime 
Imipenem 
Meropenem 
Piperacillin/tazobactam 
Cefoperazone/sulbactam(126) 
Colistin 

5 
5 
30 
30 
10 
30 
10 
10 

100/10 
75/30 

10 

≥ 21 
≥ 17 
≥ 18 
≥ 17 
≥ 15 

≥ 18 
≥ 16 
≥ 16 
≥ 18 
≥ 20 
≥ 11 

16-20 
14-16 
15-17 
15-16 
13-14 
15-17 
14-15 
14-15 

- 
15-19 

- 

≤ 15 
≤ 13 
≤ 14 
≤ 14 
≤ 12 
≤ 14 
≤ 13 
≤ 13 
≤ 17 
≤ 14 
≤ 10 
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3.2.2. �	��	��0�0����	����W� (Minimum inhibitory concentration: MIC) 
���$	 imipenem ����		�V$��$�"��'!"� P. aeruginosa S�0 �0�$�&k� 
E-test   

E-test ��4�ก�
�������('������%��& )�$�*,%�กก�
��� 
gradient method ก%������ $,*��
	*����%��&�������.��&%��	�ก 
���(��*(�*������
	*����%��&$��	�%�	+��,�����%%�	�(

���,�����ก���
�/(	*� �(�/��+�ก�
����)��I�����������,�
�%����
�����$,*�(/+���(���/�.��,�*�  �%*�����.�� E-test %�'� �+�'�����/ 37 
��7��h%�h��� ��4���%� 16-18 ��/�)(� ���ก� inhibition zone ��4���
�
(ellipse) ������� MIC '*��ก�
���5
��	����/(��%�'(�(������� ��(127) 

�&k�ก	��&1�$ 

1. �&���%��������� P. aeruginosa ��/	*��ก�
��������,�
�%��������� 
Mueller Hinton agar ��/��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 24 
��/�)(� 

2. �%��ก)�)%�����������
����/	*��ก�
	
������
�(�5 4-5 )�)%�� 
(��+�ก�
�������*�� 0.85% NaCl �
��$,*'* 0.5 Mc Farland 
Standard 

3. $�*'(*&���+�%���/�
�7��ก��������(�����������
����/�+�ก�
�������$,*'*
����ก�� 0.5 Mc Farland Standard �
���
*���%*� ��$,*�,*�&�
,(�6ก��.���,%��%�� �%*��+�'��I��%��� Mueller Hinton 
agar ��/(����(,�� 4 (�%%��(	
�%�. /�.��,�*�$,*�,*��%*� �+�ก�
%�
�����)�%�ก.���ก /�ก%������&������� �%*��I��	���`�ก.�����*���/
%�ก'�*1�/6 $,*��/�.��,�*� ��ก����,(������&������� 60 ��7� �%*�
�I����������ก�� �+�������� 3 �
��� �&�/�$,*������
��ก
�����(/+���(�
��/�.��,�*������,�
�%��������� 

4. 
���.��,�*��,*� )�'(��ก�� 15 ���� ��ก����$�*��ก��� (forceps) 
��/�
�7��ก����� ,����.������ E-test (������.����,�
�%����
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�������/�+�ก�
�I�������'�*��/��%*� $�*�%����ก���ก���6�&�/�$,*���
ก��.����*� 

5. �+�'�����/ 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 18 ��/�)(� ������� MIC 	
�
����/ ��4��
���5
��	����/(��%�'(�(������� �� �+�'������ก�����
(�	
l����ก�1����,*�������	�ก�
��������7��	
G�%�
ก�
�&��G (Clinical and Laboratory Standards Institute: CLSI)  
�����$�	�
����/ 3.2 �%���%.%ก�
�%�� 

 

	�
����/ 3.2 : ������(�	
l����/$�*$�ก�
��%.% MIC ����� imipenem 	�������  
P. aeruginosa

(128) 
Antimicrobial 
Agent 

MIC interpretive Standard (µg/ml) 
S I R 

Imipenem ≤ 4 8 ≥ 16 
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3.3. �#����� 3  ,wกt	�	�l*Z�S��m���ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase  
 )��'!"�  P. aeruginosa ���ก���0�$ 2 ��"���� �����" 

3.3.1. �����ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase ����'!"�  
P. aeruginosa �0�$ MBL E-test 

MBL E-test ��4�ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-

lactamase �������� )�$�*,%�กก�
��/���'h(G metallo-β-lactamase 

��1�ก�������*����
 chelating agents ���� EDTA  ��4�	*� h /� EDTA 

��	ก	�ก���%� � zinc ��ก��ก���'h(G h /�ก�
�+����������'h(G

�+���4���	*��(� zinc ��4� cofactor �(�/� EDTA  � zinc ��ก �����.%

$,*���'h(G'(���(�
1��กr�-�s'*  �+�$,* inhibition zone ����������/

�+�(�������/�
*�� metallo-β-lactamase (���$���/ก�*��� ��(100) 

%�ก05���� MBL E-test strip (#�&��/ 3.1) ���
�ก��'�*�� 

2 *�� ��� *�� IP h /���4�*����/(��� imipenem (4-256 '()�
ก
�(/

(�%%�%�	
) ������ก*��,� /� ��� *�� IPI h /���(��� imipenem (1-64 

'()�
ก
�(/(�%%�%�	
) 
�(ก�� EDTA h /���4� chelating agent(100) 

 

 
#�&��/ 3.1 : %�ก05���� MBL E-test strip (http://www.abbiodisk.com/) 
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�&k�ก	��&1�$ 

1. �&���%��������� P. aeruginosa ��/	*��ก�
��������,�
�%��������� 
Mueller Hinton agar ��/��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 24 
��/�)(� 

2. �%��ก)�)%�����������
����/	*��ก�
	
������
�(�5 4-5 )�)%�� 
(��+�ก�
�������*�� 0.85% NaCl �
��$,*'* 0.5 Mc Farland 
Standard 

3. $�*'(*&���+�%���/�
�7��ก��������(�����������
����/�+�ก�
�������$,*'*
����ก�� 0.5 Mc Farland Standard �
���
*���%*� ��$,*�,*�&�
,(�6ก��.���,%��%�� �%*��+�'��I��%��� Mueller Hinton 
agar ��/(����(,�� 4 (�%%��(	
�%�. /�.��,�*�$,*�,*��%*� )�%�ก
.���ก /�ก%������&������� �%*��I��	���`�ก.�����*���/%�ก'�*1�/6 $,*
��/�.��,�*� ��ก����,(������&������� 60 ��7� �%*��I����������ก�� 
�+�������� 3 �
��� �&�/�$,*������
��ก
�����(/+���(���/�.��,�*����
��,�
�%��������� 

4. 
���.��,�*��,*� )�'(��ก�� 15 ���� ��ก����$�*��ก��� (forceps) 
��/�
�7��ก����� ,����.������ MBL E-test (������.����,�

�%�����������/�+�ก�
�I�������'�*��/��%*� $�*�%����ก���ก���6�&�/�$,*
���ก��.����*� 

5. �+�'�����/ 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 16-18 ��/�)(� 
6. �������  MIC *�� IP (imipenem) �%�*�� IPI 

(imipenem+EDTA) ��ก�����+���5,���� MIC ratio )��+���5
'*��ก��	
�+���5��� 

                           MIC ratio = MIC ���*�� IP/MIC ���*�� IPI 

,�ก��� MIC ratio (����(�กก��� ,
������ก�� 8 ��%.%���������
*��

���'h(G metallo-β-lactamase 
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3.3.2. �����ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase ����'!"�  
P. aeruginosa �0�$ �&k� Modified Hodge Test (Z�$��������&k�	
1	ก Lee ����s�(129)) 

�(�/��+�ก�
�&������� E. coli ATCC 25922 h /�$�ก�
�%�����

ก+�,�$,*��4� indicator strain ����������/'(��
*�����'h(G metallo-β-

lactamases 
��(ก�������������
����/	*��ก�
��������,�
�%���������  

Mueller Hinton agar ��/(��� imipenem 10 '()�
ก
�( 1*�������
����/

	*��ก�
����'(���(�
1�
*�����'h(G  metallo-β-lactamase 

��ก(��+�%���� imipenem h /���4�h����	
�������'h(G ��4�.%$,* 

E. coli ATCC 25922 (indicator strain) '(���(�
1��
�3'*$��
���5

��/(��� imipenem �	�1*�������
����/������(�
1�
*�����'h(G 

metallo-β-lactamase '* ��(�ก�
�+�%���� imepenem ���+�$,*   

E. coli ATCC 25922 (indicator strain) ��(�
1��
�3� ��'*$��
���5

��/(�����ก%��� ��4���/����ก	��� ก�
��
�3���������
��$�%�ก05���� ��

�ก���4� inhibition zone ��/(�
��
����%*��$�'(*��(�`ก � ��
��ก��� 

clover leaf(129, 130) 

�&k�ก	��&1�$ 

1. �&���%��������� E. coli ATCC 25922 �%��������/	*��ก�
����ก�

�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �� Mueller Hinton agar ��/
��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 24 ��/�)(� 

2. �%��ก)�)%���������� E. coli ATCC 25922 �
�(�5 4-5 )�)%�� (�
�+�ก�
�������*�� 0.85% NaCl �
��$,*'* 0.5 Mc Farland 
Standard  

3. $�*'(*&���+�%���/�
�7��ก��������(�����������
�� E. coli ATCC 25922 
��/�+�ก�
��������
���
*���%*� ��$,*�,*�&�,(�6ก��.���,%�
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�%�� �%*��+�'��I��%��� Mueller Hinton agar ��/(����(,�� 4 
(�%%��(	
�%�. /�.��,�*�$,*�,*��%*� )�%�ก.���ก /�ก%������&��
����� �%*��I��	���`�ก.�����*���/%�ก'�*1�/6 $,*��/�.��,�*� ��ก����,(��
����&������� 60 ��7� �%*��I����������ก��  �+�������� 3 �
��� 
�&�/�$,*������
��ก
�����(/+���(���/�.��,�*������,�
�%��������� 

4. 
���.��,�*��,*� )�'(��ก�� 15 ���� ��ก����$�*��ก��� (forceps) 
��/�
�7��ก����� ,����.���� imipenem 10 '()�
ก
�( (����	
�
ก%����.����,�
�%�����������/�+�ก�
�I������� E. coli ATCC 25922 
'�*��/��%*� $�*�%����ก���ก���6�&�/�$,*���ก��.����*� 

5. $�* loop 	�ก)�)%������������/	*��ก�
����ก�
�
*�����'h(G 
metallo-β-lactamase �
�(�5 3-4 )�)%�� ��ก���� ��������� 
loop ��ก�������.���� imipenem 10 '()�
ก
�( '����������
����&������� 

6. �+�'�����/ 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 24 ��/�)(� 
7. ���� �%����� ก.%ก�
�%�� 
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3.4. �#����� 4  ,wกt	ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase ����'!"�  

  P. aeruginosa )�  �����1�Z�S��m ����	��	��+��kX���  

  class 1 Integron Z�$ก	��	��	'Wก���$��)�ก�W# metallo-β- 

  lactamase ��� class 1 Integron ���ก���0�$ 3 ��"���� �����" 

3.4.1. �ก�� Chromosomal DNA ����'!"� P. aeruginosa 
Chromosomal DNA ��/�ก�'*������+�'�$�*��4����!���	*���� 

(template) $�ก�
7 ก0����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� (Polymerase 

chain reaction: PCR) �&�/�,����(��ก������$�ก%��( metallo-β-

lactamase (��� blaIMP �%� ��� blaVIM) �%� class 1 Integron (��� 

IntI1, ��� qacEDelta1 �%���� sul1)   

�&k�ก	��&1�$ (131) 

1. �%�����������/	*��ก�
�ก� Chromosomal DNA $� LB broth 3 
(�%%�%�	
 ��/ 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 16-18 ��/�)(� 

2. ���+��%��������� (Cell suspension) ��/�%����'�* �
�(�5 1,500 
'()�
%�	
 $��$� microtube �����h%%G$,*	ก	�ก����/ 13,500 
��
	������ ��4���%� 1 ���� ��/��5,#�(�,*�� 

3. �+�ก�
����%*���h%%G (resuspend) )�$�* TNE buffer 1 (�%%�%�	
 
)�ก�
�� ��-%����6 ����*�ก��'*������(��
5G �%�� �����
	ก	�ก���h%%G��ก�
�����/ 13,500 
��	������ ��4���%� 1 ���� ��/
��5,#�(�,*�� 

4. �	�( TNE buffer �
�(�	
 135 '()�
%�	
 %�$�	�ก���h%%G��/'* 
.�($,*��*�ก�� �%��	�( TNE buffer ��/.�(*�� 2% Triton X-100 
%�'���ก$��
�(�	
��/����ก�� (135 '()�
%�	
) 

5. �+��h%%G$���
%�%����ก�*� 4 (�����.����h%%G*��ก�
�	�( 
lysozyme ��/(����(��*(�*� 5 (�%%�ก
�(	��(�%%�%�	
 �+���� 30 
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'()�
%�	
 .�($,*��*�ก��)�ก�
ก%��,%�� ��-%�,%��6 �
��� ��
'�*��/��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 30 ���� 

6. ��ก�����+��h%%G��/.���ก�
����.����h%%G(��+�%��)�
	����/��������
*��ก�
�	�(���'h(G proteinase K ��/(����(��*(�*� 20 (�%%�ก
�(	��
(�%%�%�	
 �+���� 15 '()�
%�	
 .�($,*��*�ก��)�ก�
ก%��,%�
� ��-%�,%��6 �
��� ��'�*��/��5,#�(� 65 ��7��h%�h��� ��4���%� 2 
��/�)(� 

7. �+ � ก � 
 � ก�  ) � 
 	� � ��/ � � � ��� � � * � � ก � 
 � 	� (
Phenol/Chloroform/Isoamyalcohol (25:24:1) �+���� 800 
'()�
%�	
%�'� �%�.�($,*��*�ก��������
� ��4���%� 5 ���� 
��ก�����+�'�������ก������/ 13,500 
��	������ ��4���%� 5 ���� 
�(�/�������
!�$,*������� h /�(� Chromosomal DNA ���� $��$� 
microtube ,%�$,(� �%*��+�����	����(��ก�
��� 

8. 	�ก�� Chromosomal DNA ��/'* �+��+�(�	ก	�ก��)��	�( 3M 
Sodium acetate �%� Absolute Ethanol ��	
����� 1:10 �+���� 
1 (�%%�%�	
 ��ก�����ก!�'�*��/ -20  ��7��h%�h��� �*�(��� 

9. ������ก	�ก�� Chromosomal DNA ��/ 13,000 
��	������ ��/
��5,#�(� 4 ��7��h%�h��� ��4���%� 30 ���� ��ก���� %*��	�ก�� 
DNA $,*�
����-�s*�� 70% ethanol  

10. � Ethanol ��ก$,*,( )�$�*����		G ,%����ก���� �%���$,* 
DNA �,*���/��5,#�(�,*���
�(�5 5 ���� �%*�� ��	�( 1X TE 
solution %�'� 200 '()�
%�	
 

11. �����(��*(�*���� Chromosomal DNA ��/'**����
�/�������
ก�
�ก%����� ��/���(����%�/� 260 ��)��(	
 ��ก����������� 
Chromosomal DNA *�� 1X TE solution $,*(����(��*(�*�����

�,���� 30-50 ��)�ก
�(	��'()�
%�	
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3.4.2. ���1����	��	'Wก���$��)�ก�W# metallo-β-lactamase ($�� 
blaIMP��� $�� blaVIM) )��'!"�P. aeruginosa Z�$)'0�%&ก&�&$	�aกZ^#
+��&����� (Polymerase chain reaction: PCR) ������1���
\�\�&�1	ก�%&ก&�&$	�aกZ^#+��&����� �0�$�&k� Agarose gel 
electrophoresis 

$�ก�
7 ก0�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��������  

P. aeruginosa $�
���)(�%ก�% )�	
�������� blaIMP �%� blaVIM ��/

(�������ก�/���*��ก��ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �������(�

ก�
�%��ก$�*'&
�(�
G ��กก�
�*�����	�(����������� Ellington �%�

�5�(132) �����$�	�
����/ 3.3 

 
	�
����/ 3.3 : ���'&
�(�
G�+��&����/$�*�+�,
��	
�����ก�
�����ก������$�ก%��( metallo-

β-lactamase (��� blaIMP�%� ��� blaVIM)  

$�� 
S+�

���X 
��	����&����Z�S��X 

��	� 

(�a#���) 

$�� blaIMP 
IMP-F  5� a GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C a 3� 

188 
IMP-R  5� a CCA AAC YAC TAS GTT ATC T a 3� 

$�� blaVIM 

VIM-F 5� - GAT GGT GTT TGG TCG CAT A a 3� 
390 

VIM-R 5� a CGA ATG CGC AGC ACC AG a 3� 

 

�&k�ก	��&1�$ 

1. �+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*����+��� Taq DNA 
Polymerase (Fermentas) �%�'&
�(�
G��/�+��&���+�,
��	
�����
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ก�
�����ก������	���6 ��	�
����/ 6 �+�ก�
.�(h����!���
	*���� �+���� 0.5 '()�
%�	
 ก�� 24.5 '()�
%�	
 �����+���$�
ก�
�+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� (reaction mixture) ��/
�
�ก��*�� 1x buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 
0.08% (v/v) Nonidet P40), 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP Mix, 
1 µM Forward �%� Reverse primer, 0.625 U Taq DNA 
Polymerase )�(��#�����/�,(���($�ก�
�+����ก�
��� ��� 94 
��7��h%�h��� 5 ���� (1 
��), 94 ��7��h%�h���  30 ������; 52 
��7��h%�h��� 40 ������; 72 ��7��h%�h��� 50 ������ (36 
��), 
72 ��7��h%�h��� 5 ���� (1 
��) 

2. ��ก���� 	
�����.%.%�	��ก���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�ก�

��ก���!���*��ก
���'bbI�����%�ก�)
���/(����(��*(�*���4� 
1% (1% agarose gel electrophoresis) �*�(��%*����
 
Ethidium Bromide ก�����/���+�'�����*������,���(��� 
(ultraviolet; UV) ��ก��
�/�� ultraviolet transilluminator  h /����+�
$ ,* � � ( � 
 1 ( � � � ,! � � 1 � � � �! � � � $ � � � % ' *
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3.4.3. ���1����	��	'Wก���$��)�ก�W# class 1 integron ($�� IntI1 

��� $�� qacEDelta1 ���$�� Sul1) )��'!"� P. aeruginosa Z�$)'0
�%&ก&�&$	�aกZ^#+��&�������� multiplex (Multiplex PCR) ���
���1���\�\�&�1	ก�%&ก&�&$	�aกZ^#+��&����� �0�$�&k� 
Agarose gel electrophoresis 
�&k�ก	��&1�$ 

1. ��ก���'&
�(�
G��/�+��&���+�,
���+� Multiplex PCR �&�/�
	
�����,����(��ก������$�ก%��( class 1 integron  )�
��ก���'&
�(�
G 3 ��� ��� 

• '&
�(�
G Int-F �%� Int-R �&�/�	
�������� IntI1 (#�&��/ 3.2) 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

#�&��/ 3.2 : ���	+��,������'&
�(�
G Int-F (#�&��) �%�'&
�(�
G Int-R (#�&%���) 

h /����)�%�ก7
���(&���/���ก�� class 1 integron (GenBank No. AF313471.1)   
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• '&
�(�
G qacE-F �%� qacE-R �&�/�	
�������� qacEDelta1  
(#�&��/ 3.3) 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

#�&��/ 3.3 : ���	+��,������'&
�(�
G qacE-F (#�&��) �%�'&
�(�
G qacE-R (#�&

%���) h /����)�%�ก7
��bI���/���ก�� class 1 integron (GenBank No. AF313471.1) 
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• '&
�(�
G Sul-F �%� Sul-R �&�/�	
�������� Sul1 (#�&��/ 3.4) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

#�&��/ 3.4 : ���	+��,������'&
�(�
G Sul-F (#�&��) �%�'&
�(�
G Sul-R (#�&%���) 

h /����)�%�ก7
��(�����/���ก�� class 1 integron (GenBank No. AF313471.1) 
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	�
����/ 3.4 : ���'&
�(�
G�+��&����/$�*�+�,
��	
�����ก�
�����ก������$�ก%��( 

class 1 integron (��� IntI1 �%� ��� qacEDelta1 �%���� Sul1) 

��� '&
�(�
G %+�������%�)�'�G 
��� 

(������) 

��� IntI1 
Int-F 5� - GGC GCG CTG AAA GGT CTG GT a 3� 

753 
Int-R 5� a CCG CTG CGT TCG GTC AAG GT a 3� 

��� 

qacEDelta1 

qacE-F 5� a TTG CCC CTT CCG CCG TTG TC a 3� 
245 

qacE-R 5� a CCT CCG CAG CGA CTT CCA CG a 3� 

��� Sul1 
Sul-F 5� a GAC GCG AGG CCT GTA TCG CC a 3� 

334 
Sul-R 5� a TCC GTC GCA AGG CGG AAA CC a 3� 

 

2. ����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*
'&
�(�
G qacE-F �%� qacE-R �%�����+��� Taq DNA 
Polymerase (Fermentas) )��+�ก�
.�(h����!���	*���� 
�+���� 0.5 '()�
%�	
 ก�� 24.5 '()�
%�	
�����+���$�ก�
�+�
���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� (reaction mixture) ��/�
�ก��*�� 1x 
buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 0.08% (v/v) 
Nonidet P40), 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP Mix, 1 µM 
Forward �%� Reverse primer, 1.25 U Taq DNA Polymerase 
)�$�ก�
�%��,��#�����/�,(���(���'*(�ก�
,�������5,#�(�$�
ก�
�ก� annealing ��ก��4� 8 
������ gradient temperature 
h /�ก+�,�$,*(���5,#�(�	����	� 50-66 ��7��h%�h��� )��#���$�
ก�
�+����ก�
�����/$�*$�����	�����$�	�
����/ 3.5  
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	�
����/ 3.5 : ����#�����/$�*$�ก�
�+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
����'&
�(�
G 

qacE-F �%� qacE-R �&�/�����,��#�����/�,(���(  

����	�� ��5,#�(� 
(��7��h%�h���) 

��%� �+����
�� 

Denaturation 94 5 ���� 1 
Denaturation 

Annealing 
 

Extension 

94 
50.0, 51.2, 53.4, 56.3, 
59.9, 62.8, 64.9, 66.0 

72 

30 ������ 
40 ������ 

 
50  ������ 

36 

Extension 72 5 ���� 1 
 
3. ��ก����	����/ 2 �%��ก��5,#�(����� annealing ��/$,*.%ก�


�ก����ก�
������/��(� 4 
��� (59.9, 62.8, 64.9 �%� 66.0 ��7�
�h%�h���) ��ก�����+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���ก�
��� )�$�*��
��+�����������ก������	����/ 2 �%��+�ก�
�
��������(��*(�*���� 
MgCl2 $,*(����(��*(�*��	ก	���ก�� 7 
��� (1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 
3.0, 3.5, 4.0 mM) �&�/�,����(��*(�*���� MgCl2 ��/�,(���(��/��
�+�,
��'&
�(�
G qacE-F �%� qacE-R 

4. ����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*
'&
�(�
G Sul-F �%� Sul-R ��ก�
��� $�����	����� $�*����+��� Taq 
DNA Polymerase (Fermentas) )��+�ก�
.�(h����!���	*���� 
�+���� 0.5 '()�
%�	
 ก�� 24.5 '()�
%�	
�����+���$�ก�
�+�
���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� (reaction mixture) ��/�
�ก��*�� 1x 
buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 0.08% (v/v) 
Nonidet P40), 0.2 mM dNTP Mix, 1 µM Forward �%� Reverse 
primer, 1.25 U Taq DNA Polymerase )�$�ก�
�%��,�
�#�����/�,(���(���'*(�ก�
,�������5,#�(�$�ก�
�ก� annealing 
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��ก��4� 8 
������ gradient temperature h /�ก+�,�$,*(�
��5,#�(�	����	� 55-71 ��7��h%�h��� )��#���$�ก�
�+����ก�
���
��/$�*$�����	�����$�	�
����/ 3.6 �������(�ก�
�%����
��������
�#�����/(����(��*(�*���� MgCl2, 	���ก�� ����� 1.5 �%� 2 mM 
MgCl2 

 

	�
����/ 3.6 : ����#�����/$�*$�ก�
�+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
����'&
�(�
G  

Sul-F, Sul-R �%� Int-F, Int-R �&�/�����,��#�����/�,(���(  

����	�� ��5,#�(� 
(��7��h%�h���) 

��%� �+����
�� 

Denaturation 94 5 ���� 1 
Denaturation 

Annealing 
 

Extension 

94 
55.0, 56.2, 58.4, 61.3 
64.9, 67.8, 69.9, 71.0 

72 

30 ������ 
40 ������ 

 
50 ������ 

36 

Extension 72 5 ���� 1 

5. ����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*
'&
�(�
G Int-F �%� Int-R $�����	����� $�*����+��� Taq DNA 
Polymerase (Fermentas) )�(�
��%�������������ก��ก�
,�
�#�����/�,(���(ก��'&
�(�
G Sul-F �%� Sul-R �������'*(�ก�

�%��,����(��*(�*���� MgCl2 ��/�,(���( (1.5 �%� 2.0 mM) 
	�(%+���  

6. ��ก����	����/ 1-5 ��/ก%���(��*��	*� ��'*�#�����/�,(���(��/��
������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���� multiplex �+�,
��'&
�(�
G���� 3 
��� ('&
�(�
G Int-F �%� Int-R, '&
�(�
G qacE-F �%� qacE-R, '&

�(�
G Sul-F �%� Sul-R) h /�ก!��� ก�
$�*����+��� Taq DNA 
Polymerase (Fermentas) )��+�ก�
.�(h����!���	*���� 
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�+���� 0.5 '()�
%�	
 ก�� 24.5 '()�
%�	
�����+���$�ก�
�+�
���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� (reaction mixture) ��/�
�ก��*�� 1x 
buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 0.08% (v/v) 
Nonidet P40), 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP Mix, 1 µM 
Forward �%� Reverse primer, 2.0 U Taq DNA Polymerase 
�%��#���$�ก�
�+����ก�
��� �����$�	�
����/ 3.7 

 

	�
����/ 3.7 : ����#�����/�,(���(��/��������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���� 

multiplex �+�,
��'&
�(�
G 3 ��� ('&
�(�
G Int-F �%� Int-R, '&
�(�
G qacE-F �%� 

qacE-R, '&
�(�
G Sul-F �%� Sul-R) 

����	�� ��5,#�(� 
(��7��h%�h���) 

��%� �+����

�� 

Denaturation 94 5 ���� 1 
Denaturation 

Annealing 
Extension 

94 
60 
72 

30 ������ 
40 ������ 
50  ������ 

36 

Extension 72 5 ���� 1 
 
7. 	
�����,����(��ก������$�ก%��( class 1 integron (��� IntI1 

�%� ��� qacEDelta1 �%���� Sul1) $������ P. aeruginosa ����,(
��/��4�ก%��(	�������$����������
������ )�$�*�#���������ก�
���
%�ก)h�&�%��(��
���� multiplex $�����	����/ 6 �%�	
�����
.%.%�	 )�ก�
��ก���!���*��ก
���'bbI�����%�ก�)
���/(�
���(��*(�*���4� 1% (1% agarose gel electrophoresis) �*�(��%
*����
 Ethidium Bromide ก�����/���+�'�����*������,���(��� 
(ultraviolet; UV) ��ก��
�/�� ultraviolet transilluminator  h /����+�
$,*��(�
1	
������1����!���$���% 
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3.4.4. ,wกt	��	��+��kX�������\���	S�����!"��#�$	�%&'����
'�&��#	�( )��'!"� P. aeruginosa ก��ก	�����S#�$��)�ก�W# 
class 1 integron  

7 ก0���
������������.����('��%����	���������������

	���6 �������� P. aeruginosa 2 ก%��( ��� ก%��(��/(����$�ก%��( class 1 

integron �%�ก%��(��/'(�(����$�ก%��( class 1 integron �&�/�����
��,G��� 

ก�
(����$�ก%��( class 1 integron (�.%	��ก�
����������������

	���6�����(�����+���3����1�	�,
��'(� )�$�*�1�	� Pearson Chi-

square test �&�/�,����(��(&��-G��ก%��� 
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3.5. �#����� 5  ,wกt	��	����&����Z�S��X���$���������Wก	���0	����S^X  

 metallo-β-lactamase ���,wกt	��	��	ก��	$����'!"��	$ 

 +��kWX�����0	����S^X metallo-β-lactamase  

3.5.1. ,wกt	��	����&����Z�S��X���$���������Wก	���0	����S^X 

metallo-β-lactamase 

	
�����%+�������%�)�'�G $������	������� P. aeruginosa ��/

(����$�ก%��( metallo-β-lactamase (��� blaIMP�%� ��� blaVIM) )�$�*

'&
�(�
G 2 ������ IMP-F, IMP-R �%� VIM-F, VIM-R (	�
����/ 3.3) 

,%����ก���� 
����
��#�������'h(G metallo-β-lactamase ��/ �����

�
*��� �� )�ก�
�+�.%%+�������%�)�'�G��/'*'���
����������


&� � -� ก 
 
 (  ( blast)  ก� � �* � (� % $ � l � � �* � (� % � � ก 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  

3.5.2. ,wกt	��	��	ก��	$����'!"��	$+��kWX�����0	����S^X metallo-

β-lactamase Z�$�&k� pulsed field gel electrophoresis 

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) ��4�ก�
�+����%!ก
)�
)b
�h�����$,*ก
���'bbI���4���%����,������6 ��-������(�
1��ก�
��!�����/(����$,3�1 �,%��%*��������'* $� PFGE (�ก���
���ก�

$ ,* ก 
 � � � ' b bI � ' �* , % � � �� 7 � � �  � �� �  $ � 
 � � �  Clamped 
Homogeneous Electric Field (CHEF) ������.����%'�*	
�ก%��

�,�����1��������'bbI���/���'�*���	�%�*�����,ก�,%�/�( �%��	�
%�*�����
�ก��*������'bbI� 4 ���� ��7������ก�
$,*'bbI�(� 2 ��7
�%��ก��
�,������7	����	ก�`����,����%�	������ก�`����,��� $�ก�

$,*ก
���'bbI��	�%�
������$,*)(�%ก�%��%�/����/'�$���7��� + 60 
��7� �
���,� /� �%� - 60 ��7� �
���,� /� (�����ก���ก��((	�$�
���	���) ก�
$,*ก
���'bbI���4����,���%��'�(�$���7�����������+�$,*
�
��)(�%ก�%������!���$,*��%�/����/'�(�
�,����(�( 120° ���('bbI�
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$������7(��
�(�5����ก�� ������ก�
��%�/����/���-�������!���� �������
�ก��((	�$����	��� ((�( 0 ��7�) ������� �+�$,*�1����!�����/�
�ก��
'*���� �%���(�
1�

��'*,%��6 	�������$�ก�
�%���
�������(133) 
�&k�ก	� 
1. �	
��(�������/	*��ก�
���� 

a. �&���%���������%��� Tryptone Soya Agar ��/��5,#�(� 37 ��7�
�h%�h��� ��4���%� 24 ��/�)(� 

b. ���%��ก)�)%������������/	*��ก�
���� (��%����$� Tryptone 
Soya Broth 3 (�%%�%�	
 ��/��5,#�(� 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 
16-18 ��/�)(� 

c. �+��������/ �%����$� Tryptone Soya Broth �
�(�	
 1500 
'()�
%�	
 $��%�$� microtube ��ก����	ก	�ก���h%%G )�
�+�'�������/ 12,000 
��	������ ��4���%� 10 ���� �%������
$�*��������'� �ก!��`&������	�ก���h%%G��/ก*�,%� 

d. %*��	�ก���h%%G*�� SE buffer 1 (�%%�%�	
 �+���� 3 �
��� )�
ก�
������/ 12,000 
��	������ �
���%� 10 ���� 

e. �������	�ก���h%%G��/%*���%*�*�� SE buffer ��ก�����+�'���
���ก�
�ก%�������/ 600 ��)��(	
 �
��$,*��
%�%���h%%G(�
���ก�
�ก%������
�(�5 1.0 

2. �	
��(������*�	������������ (plug) 
a. �	
��( 2% LMP agarose $� LMP agarose buffer  	���'�*��/ 55-

60 ��7��h%�h��� 
b. .�(��
%�%���h%%G��/�	
��('�* �
�(�5 0.5 (�%%�%�	
 ก�� 2% 

LMP agarose 0.5 (�%%�%�	
 $,*��*�ก�� ��ก�����+�����.�(��/'*
$���(�&�(&G 	�������'�*$,*������*�	���������!� � ����/�������*�	�������%�
$� lysis buffer �+�(���(��/ 55 ��7��h%�h��� ��4���%� 16-20 
��/�)(� $�	�*��  
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c. ������ lysis buffer ��ก �%�%*��������*�	�������$���+�ก%�/���/
�
�7��ก����� 2 (�%%�%�	
 5 ���� �%� 1X TE solution 1.2 
(�%%�%�	
 ��ก 5 ���� ��/��5,#�(�,*�� )��+�h�+�������� 4 �
��� �%�
�
������*��$,*�&�/(��%���4�����	��%� 30 ���� 

3. ����������*�	�������*�����'h(G	��+��&�� 
a. 	�����������*�	�������$,*(�����
�(�5 2X6 (�%%��(	
 

��ก���� pre incubate ������*� $� 1X restriction enzyme buffer 
�+���� 150 '()�
%�	
 ��/ 37 ��7��h%�h��� ��4���%� 30 ���� 
� �����������
%�%����b�b�
G��ก�%*��	�( 100 µl 1X 
restriction enzyme buffer h /�(����'h(G SpeI ��/(����(��*(�*� 
15U %�'� ��ก�����+�'� incubate ��/ 37 ��7��h%�h���, 16-18 
��/�)(� 

4. ก�
�	
��( 1% pulsed field certified agarose  
a. �	
��( 1% pulsed field certified agarose $� 0.5X TBE 

buffer �+�,
��ก�
�+� Pulsed field gel electrophoresis )��+�
������*�	���������/	�*�����'h(G SpeI �%*�$��%�'�����	������� 
�%������*����*� ����$,*��!� � ��+�'�$��$� chamber )�$�* 
0.5x TBE ��4���b�b�
G �%��#���$�ก�
�+���� ����� Initial 
switch time: 1.0 ������, Final switch time: 50.0 ������, 
Voltage:  6 V/cm, Angle: 120°, Ramping factor: linear 
��5,#�(� 12 ��7��h%�h���, ��%���/$�*: 24 ��/�)(� 

b. �*�(��%*����
 Ethidium Bromide ก�����/���+�'�����*��
����,���(��� (ultraviolet; UV) ��ก��
�/�� ultraviolet 
transilluminator  h /����+�$,*��(�
1(���,!��1����!���$�
��%'* 

5. ��
��������
���1����!�����/'*)�$�*,%�ก�ก5�Gก�
����
��,G	�(
,%�กก�
��� Tenover �%��5�(124) �����$�	�
����/ 3.8 
ก%������  



68 

 

a. ,�ก
���1����!�����/�ก�� ���,(���ก����ก�
�ก�
ก���������/��4�
���,	����ก�

��� ��1�������������������4����&��-�G����ก��
�������/�ก�ก�

��� (Indistinguishable)  

b. ,�ก(� 2-3 �1����!��� ��/�	ก	�����ก'���ก
���1����!���
������&��-�G��/�ก�ก�

��� ��1�������������������4����&��-�G
$ก%*�����ก���������/�ก�ก�

��� (Closely related)  

c. ,�ก(� 4-6 �1����!��� ��/�	ก	�����ก'���ก
���1����!���
������&��-�G��/�ก�ก�

��� ��1������������������������4�
���&��-�G$ก%*�����ก���������/�ก�ก�

��� (Possibly related)  

d. ,�ก(�(�กก��� 7 �1����!��� ��/�	ก	�����ก'���ก
���1��
��!���������&��-�G��/�ก�ก�

��� ��1�������������������4������
	������&��-�Gก���������/�ก�ก�

��� (Different)  
 

	�
����/ 3.8 : ���,%�ก�ก5�Gก�
����
��,G��
��������
���1����!�����������	�(,%�กก�
��� 
Tenover �%��5�(124) 

Catagory No. of genetic 
differences 

compared with 
outbreak 

strain 

Typical no. of 
fragment 

differences 
compared with 

outbreak pattern 

Epidemiologic interpretation 

Indistinguishable 
Closely related 
 
Possibly related 
 
Different 

0 
1 
 

2 
 

≥ 3 

0 
2-3 

 
4-6 

 
≥ 7 

Isolate is part of the outbreak 
Isolate is probably part of the 
outbreak 
Isolate is possibly part of the 
outbreak 
Isolate is not part of the 
outbreak 

 



 

 

�����  4 

\�ก	��&���	��X�0�a� 
 

1. �#����� 1  \�ก	���	��1����กu�������'!"� P. aeruginosa Z�$�$ก�	�&���#� 
 ���1'�&��#	�( 

����� P. aeruginosa ��/
��
�('*��ก.�*�2��)
�&����%��� 1,200 
�	��� $�ก
����&(,���
  	����	�����(����( - �����(0��� �Z&.7.2552 (�
�������� 150 	������� (���ก��/����	
�� 4 �
��#� '*�ก� �%�� 4 	������� 
(
*��%� 2.7), ,��� 37 	������� (
*��%� 24.7), ������� 45 	������� (
*��
%� 30.0) �%� ��(,� 64 	������� (
*��%� 42.7) �����$�#�&��/ 4.1 

 

                           
    

#�&��/ 4.1 : �.�#�(�����
�(�5����� P. aeruginosa ��/�ก!�'*��ก.�*�2��
)
�&����%��� 1,200 �	��� $�ก
����&(,���
  	����	�����(����( - 
�����(0��� &.7.2552 �+���� 150 	������� )��+���ก	�(��������/����
	
�� 
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2. �#����� 2  \�ก	�,wกt	����\���	S�����!"��#�$	�%&'���� (Susceptibility  
 testing) ��� �'!"� P. aeruginosa 

2.1. ����\���	S�����!"��#�$	�%&'��������'!"� P. aeruginosa �!��
������0�$�&k� disc diffusion 

.%ก�
7 ก0�ก%��(	������������ P. aeruginosa ����,( 150 	������� 
	������.����('��%����	��������������/$�*$�ก�

�ก0�)
�	������  
P. aeruginosa (antipseudomonal drugs) 11 ��� )�������ก��4� 7 ก%��( 
$,*.%ก�
���������$�#�&��/ 4.2 �����  
o ก�W# quinolones �
�ก��'�*�� levofloxacin �%� ciprofloxacin  .%

ก�
����&���� �����ก%��(	�������(���	
�ก�
�����
*��%� 53.3 �%� 

*��%� 52.7 	�(%+���  

o ก�W# third generation cephalosporins  h /�(� ceftazidime ��4�	�����
��$�ก%��(��� .%ก�
����&���� �����ก%��(	�������
*��%� 50 ���	����
��ก%��� 

o ก�W#  β-lactam/inhibitor h / �(�  cefoperazone/sulbactam �%� 
piperacillin/ tazobactam ��4�	�������$�ก%��(��� .%ก�
����&���� 
�����ก%��(	�������(���	
�ก�
�����
*��%� 43.3 �%� 42.0 	�(%+��� 

o ก�W# carbapenems �
�ก��'�*�� meropenem �%� imipenem .%
ก�
����&���� �����ก%��(	�������(���	
�ก�
�����
*��%� 39.3 �%� 

*��%� 35.3 	�(%+��� 

o ก�W# fourth generation cephalosporins  h /�(�  cefepime ��4�	�����
��$�ก%��(��� .%ก�
����&���� �����ก%��(	�������(���	
�ก�
���	����
��ก%���
*��%� 33.3  

o ก�W# aminoglycoside �
�ก��'�*���� gentamicin �%� amikacin 
.%ก�
����&���� �����ก%��(	�������(���	
�ก�
�����
*��%� 29.3 �%� 
22.7 	�(%+��� 

o ก�W# polymyxin h /�(��� colistin ��4�	�������$�ก%��(��� .%ก�
����
&���� �������ก	��(����('�	����������  



 
           

#�
&�

�/ 4.
2 :

 ก

�

b�
�

��
��

�.
��

��
('

��
%�

���
	��

��
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����
��
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 ��
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P
. 
ae
ru
g
in
os
a 

����
,(

 
15

0 	
���

���
� 

71 



72 

 

2.2. �#	��	��0�0����	����W� (Minimum inhibitory concentration: MIC) ���
$	 imipenem ����		�V$��$�"��'!"� P. aeruginosa S�0 �!��������0�$
�&k� E-test 

��กก%��(	������������ P. aeruginosa ����,( 150 	������� �(�/��+�(�
	
��,����(��*(�*�	/+���/������� imipenem ��/��(�
1������������'* 
(Minimum inhibitory concentration: MIC) *����-� E-test .%ก�
���� 
(#�&��/ 4.3) &����  
o ก%��(	�������������+���� 83 	������� ����4�
*��%� 55.3 (���� MIC 	��

�� imipenem �*��ก���,
������ก�� 4 '()�
ก
�(/(�%%�%�	
 ��%.%��4� 
�Susceptible�  

o ก%��(	�������������+���� 25 	������� ����4�
*��%� 16.7 (���� MIC 	��
�� imipenem ����ก�� 8 '()�
ก
�(/(�%%�%�	
   ��%.%��4� 
�Intermediate� �%� 

o ก%��(	�������������+���� 42 	������� ����4�
*��%� 28.0 (���� MIC 	��
�� imipenem (�กก���,
������ก�� 16 '()�
ก
�(/(�%%�%�	
 ��%.%��4� 
�Resistant� 



 
#�
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3. �#����� 3  \�ก	�,wกt	�	�l*Z�S��m���ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase  
 )��'!"� P. aeruginosa  

3.1. \�ก	������ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase ����'!"�  
P. aeruginosa �0�$ MBL E-test 

�(�/��+�ก%��(	������������ P. aeruginosa (�����ก�
�
*�����'h(G 

metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t *�� MBL E-test ��$,*.%��#�&��/ 

4.4(1) ���,!���� ��� MIC ���*�� IP (imipenem) (��������ก�� 6 '()�
ก
�(/

(�%%�%�	
 ���� MIC ���*�� IPI (imipenem+EDTA) (��������ก�� 1.5 

'()�
ก
�(/(�%%�%�	
 ,%����ก�+���5 ���+�$,*��� MIC ratio (MIC ���*�� 

IP/MIC ���*�� IPI) (��������ก�� 4 h /��*��ก������ cut off (cut off = 8) � �1��

'*��������'(�(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t�%�

#�&��/ 4.4(2) ���,!���� ��� MIC ���*�� IP (imipenem) (��������ก�� 24 

'()�
ก
�(/(�%%�%�	
 ���� MIC ���*�� IPI (imipenem+EDTA) (��������ก�� 

1.5 '()�
ก
�(/(�%%�%�	
 ,%����ก�+���5 ���+�$,*��� MIC ratio (MIC ���

*�� IP/MIC ���*�� IPI) (��������ก�� 16 h /�(�กก������ cut off (cut off = 8) 

� �1��'*��������(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t 



 

    
#�&��/ 4.4 : .%ก�
����

*����-� MBL E-test  ; (1)

�������/(�ก�
�
*�����'h(G 

.%ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �������� 

test  ; (1)����������/'(�(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase

�������/(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase  

(1) 

75 

 
�������� P. aeruginosa 

lactamase  (2) ���

(2) 
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�(�/��+�ก%��(	������������ P. aeruginosa �+���� 74 	�������(�

����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t *�� MBL 

E-test &���� �����(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t 

�+���� 12 	������� ����4�
*��%� 16.2 (#�&��/ 4.5) 

 
#�&��/ 4.5 : ก
�b���.%ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�

'��t *�� MBL E-test $�ก%��(	������������ P. aeruginosa 74 	�������  

% 



 

3.2. \�ก	������ก	���0	����S^X 
P. aeruginosa

metallo
$,*.%������ก��4� 
o �����'(�(�ก�
�
*�����'h(G 

�+�%�� 
strain 
inhibition 

o �����(�ก�
�
*�����'h(G 
� ���*��+�%�� 
ATCC 
��ก%��� �ก���4� 
�
��ก��� 

 

#�&��/ 4.6 : .%ก�
����
*����-� Modified Hodge Test  ; (1)
(2) ����������/(�ก�
�
*�����'h(G 

 

\�ก	������ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase
P. aeruginosa �0�$�&k� Modified Hodge Test 

�(�/��+�ก%��(	������������ P. aeruginosa (�����ก�
�
*�����'h(G 
metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t *����-� Modified Hodge Test 
$,*.%������ก��4� 2 ก%��( ����� 

�����'(�(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase � �'(�(����'h(G
�+�%�� imipenem ���.%$,* E. coli ATCC 25922 
strain '(���(�
1��
�3'*$��
���5��/(��� imipenem 
inhibition .%��#�&��/ 4.6 (1) 
�����(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ���'h(G��/������
*��� ����� 
� ���*��+�%�� imipenem h /���4�h����	
�������'h(G 
ATCC 25922 h /���4� indicator strain ��(�
1� ��'*$��
���5��/(���
��ก%��� �ก���4� inhibition zone ��/(�
��
����%*��$�'(*��(�`ก
�
��ก��� clover leaf ��#�&��/ 4.6 (2) 

.%ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �������� 
Modified Hodge Test  ; (1)����������/'(�(�ก�
�
*�����'h(G metallo

����������/(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 

(1) 
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lactamase ����'!"�  

(�����ก�
�
*�����'h(G 
Modified Hodge Test ��

� �'(�(����'h(G��ก(�
25922 h /���4� indicator 

imipenem  � ��ก� zone of 

���'h(G��/������
*��� ����� 
h /���4�h����	
�������'h(G ���.%$,* E. coli 

��(�
1� ��'*$��
���5��/(���
��/(�
��
����%*��$�'(*��(�`ก ��/

  
�������� P. aeruginosa 
metallo-β-lactamase  

(1) 

(2) 
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�(�/��+�ก%��(	������������ P. aeruginosa �+���� 74 	�������(�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t *����-� 
Modified Hodge Test &���� �����(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 
$�
���bZ)�'��t �+���� 12 	������� ����4�
*��%� 16.2 (#�&��/ 4.7)  

 

 
 
#�&��/ 4.7 : ก
�b���.%ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 

$�
���bZ)�'��t *����-� Modified Hodge Test $�ก%��(	������������ P. 
aeruginosa 74 	������� 

 

% 
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�(�/���
��������.%ก�
7 ก0�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 

$�
���bZ)�'��t *�� MBL E-test �%���-� Modified Hodge Test $�ก%��(
	������������  P. aeruginosa 74 	�������&���� ���������-�$,*.%�,(���ก�� 
100%  

$�ก�
�%������ ��%��ก$�*��-� Modified Hodge Test ����ก�
�
*��
���'h(G metallo-β-lactamase $������ก%��(	�����������,( �+���� 150 
	������� h /���ก.%ก�
�%��&���������(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-
lactamase $�
���bZ)�'��t �+���� 28 	������� ����4�
*��%� 18.7 ��
#�&��/ 4.8 

 

 
 
#�&��/ 4.8 : ก
�b���.%ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 

$�
���bZ)�'��t *����-� Modified Hodge Test $�ก%��(	������������ P. 
aeruginosa 150 	������� 

 

% 
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4. �#����� 4  \�ก	�,wกt	ก	���0	����S^X metallo-β-lactamase ����'!"�  
 P. aeruginosa )������Z��กW� ����	��	��+��kX��� class 1  

 Integron Z�$ก	��	��	'Wก���$��)�ก�W# metallo-β-lactamase ���  
 class 1 Integron 

4.1. \�ก	����1����	��	'Wก���$��)�ก�W# metallo-β-lactamase ���  
P. aeruginosa Z�$)'0�%&ก&�&$	�aกZ^#+��&����� 

.%��กก�
�+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*����+��� Taq DNA 
Polymerase 
��(ก��'&
�(�
G IMP-F, IMP-R �%�'&
�(�
G VIM-F, VIM-R 
���ก�
��� )�(��#�����/$�*�+����ก�
��� ��� 94 ��7��h%�h��� 5 ���� (1 
��), 
94 ��7��h%�h��� 30 ������; 52 ��7��h%�h��� 40 ������; 72 ��7��h%�h��� 
50 ������ (36 
��), 72 ��7��h%�h��� 5 ���� (1 
��) h /���(�
1	
�����
��� blaIMP ��ก'&
�(�
G IMP-F �%� IMP-R ��/(���� 188 ������ �����$�
#�&��/ 4.9(1) �%� ��� blaVIM��ก'&
�(�
G VIM-F �%� VIM-R ��� 390 ���
��� �����$�#�&��/ 4.9(2) 

PS ATCC; P. aeruginosa ATCC 27853,  

PS IMP-1; P. aeruginosa IMP-1 

 
#�&��/ 4.9 : ���.%��กก�
�+����ก�
���
%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*'&
�(�
G IMP-F, 
IMP-R (1) �%�$�*'&
(�
G VIM-F, VIM-R 
(2)  

(2) 

(1) 
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�(�/��+�ก%��(	������������ P. aeruginosa �+���� 150 	������� (�
����,����(��ก������$�ก%��( metallo-β-lactamase (��� blaIMP �%���� 
blaVIM) )�$�*���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� &���� ก%��(	������������ P. 

aeruginosa (���� blaIMP 28 	������� ����4�
*��%� 18.7 �%�(���� blaVIM 1 
	������� ����4�
*��%� 0.7 �����$�#�&��/ 4.10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

#�&��/ 4.10 : ก
�b������(��ก������$�ก%��( metallo-β-lactamase 
'*�ก� ��� blaIMP �%���� blaVIM �(�/�����)�$�*���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� 

% 
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4.2. \�ก	�������	�R	�������	������%&ก&�&$	�aกZ^#+��&����� 
�!��)'0S+����X 3 �a# S�0�ก# S+����X qacE-F ��� qacE-R, S+����X 
Sul-F ��� Sul-R ���S+����X Int-F ��� Int-R 
o .%ก�
����,��#�����5,#�(�����  annealing (annealing 

temperature; Ta) ��/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*'&

�(�
G qacE-F �%� qacE-R )�(�ก�
������ก��4� 8 
��� '*�ก� 50.0, 
51.2, 53.4, 56.3, 59.9, 62.8, 64.9 �%� 66.0 ��7��h%�h��� (#�&��/ 
4.11) h /�&������5,#�(�����ก�
�ก� annealing ��/�,(���( )�&����
����� P. aeruginosa ATCC 27853 ��/$�*��4� negative control '(�
��(�
1&�.%.%�	'*��/��5,#�(� 62.8, 64.9 �%� 66.0 ��7��h%�h��� 
$��5���/��5,#�(���/�6 �����(�
1&�'*  �%��(�/�&���
5���/�����  
P. aeruginosa IMP-1 h /�ก+�,�$,*��4� positive control ��&������/
��5,#�(�	�� ��	�  59.9 ��7��h%�h���  ��$,*.%.%�	��4��1���� 
qacEDelta1  � � �   2 4 5  ��� � � � ��/ ��  � � �



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
#�&��/ 4.11
�(��
� �(�/�����ก�������
P. aeruginosa

ก�
�ก� annealing

4.11 : ���.%ก�
����,��#�����/�,(���(���
�(�/�����ก������� P. aeruginosa ATCC 27853 (1) 

P. aeruginosa IMP-1 (2) )�$�*'&
�(�
G qacE-F �%� qacE
annealing ���� 8 
���  

83 

.%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%�
(1) �%������  

qacE-R  ��/��5,#�(�����
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o .%ก�
����,����(��*(�*���� MgCl2 ��/�,(���(������ก�
���%�ก)h�
&�%��(��
� )�$�*'&
�(�
G qacE-F �%� qacE-R )�$,*(����(��*(�*�
��� MgCl2 �	ก	���ก�� 7 
��� '*�ก� 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 �%� 
4.0 mM �������'*�+�ก�
����$�������5,#�(� annealing ��/$,*.%.%�	
�����/��������� 4 
��� '*�ก� 59.9, 62.8, 64.9 �%� 66.0 ��7��h%�h��� 
(#�&��/ 4.12) �%���ก.%ก�
�%��&�������(��*(�*���� MgCl2 ��/
�,(���( ��� 1.5 �%� 2.0 mM ��/ �#�����ก%������+�$,*�����  
P. aeruginosa ATCC 27853 h /���4�����������(%� (negative control) 
'(��ก�.%.%�	��ก���ก�
��� �	����+�$,*����� P. aeruginosa IMP-1 h /�
��4�����������(��ก (positive control) �ก�.%.%�	��ก���ก�
��� (���� 
245 ������ 



 

 
 

#�
&�

�/ 4.
12

 : �
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 �%
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o .%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�
$�*'&
�(�
G Sul-F �%� Sul-R )�(�	����
 2 ��� ������(��*(�*���� 
MgCl2 ��/ 1.5 �%� 2.0 mM �%�(���5,#�(�����ก�
�ก� annealing ��/
�	ก	���ก�� 8 
���'*�ก� 55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 64.9, 67.8, 69.9, 
71.0 ��7��h%�h��� (#�&��/ 4.13) ��ก.%ก�
����,��#�����/
�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*'&
�(�
G Sul-F �%� Sul-
R &���� ��5#�(���/����ก�
�ก� annealing ���� 8 
��� 	����	� 55.0-
71.0 ��7��h%�h��� (����(�,(���( ��(�
1�+�$,*�,!�.%.%�	������
��ก���ก
���%�ก)h���/(���� 334 ���������������� $��5�����ก��
���(��*(�*���� MgCl2 ��/��������(����(�,(���(����������(
��*(�*� (1.5 �%� 2.0 mM) h /���(�
1��
��������.%ก�������   
P. aeruginosa ATCC 27853 h /���4� negative control '(�&�.%.%�	
��ก���ก�
���%�ก)h���� �	������ P. aeruginosa IMP-1 h /���4�����������(
��ก (positive control)  �ก�.%.%�	��ก���ก�
�������������



 

                      P. aeruginosa

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

#�&��/ 4.13 : ���.%ก�
����,��#�����/�,(���(���
�(�
G Sul-F �%� Sul-R ������������
IMP-1 ��/���(��*(�*���� 
��5,#�(�ก�
�ก� annealing
69.9, 71.0 ��7��h%�h���
 

o .%ก�
����,��#�����/�,(���(���
$�*'&
�(�
G 
MgCl
�	ก	���ก�� 
71
�,(���(���
&���� ��5,#�(���/����ก�
�ก� 
�h%�h��� �%����(��*(�*���� 
�#�����ก%������+�$,*����� 

T
a

=
 5

5
.0

0
C

 

T
a

=
 5

6
.2

0
C

 

T
a

=
 5

8
.4

0
C

 

T
a

=
 5

5
.0

0
C

 

T
a

=
 5

6
.2

0
C

 

T
a

=
 5

8
.4

0
C

 

P. aeruginosa ATCC 27853          P. aeruginosa

���.%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� 
������������ P. aeruginosa ATCC 27853 �%������ 

��/���(��*(�*���� MgCl2 ��/ 1.5 mM (#�&��) �%� 2.0 mM (#�&%���
annealing ��/�	ก	���ก�� 8 
���'*�ก� 55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 64.9, 67.8, 

��7��h%�h��� 

.%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� 
$�*'&
�(�
G Int-F �%� Int-R )�(�	����
 2 ��� ������(��*(�*���� 
MgCl2 ��/ 1.5 �%� 2.0 mM �%�(���5,#�(�����ก�
�ก� 
�	ก	���ก�� 8 
���'*�ก� 55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 64.9, 67.8, 69.9, 
71.0 ��7��h%�h��� (#�&��/ 4.14) ��ก.%ก�
����,��#�����/
�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*'&
�(�
G 
&���� ��5,#�(���/����ก�
�ก� annealing 	����	� 
�h%�h��� �%����(��*(�*���� MgCl2 ��/�,(���( ��� 
�#�����ก%������+�$,*����� P. aeruginosa ATCC 27853

T
a

=
 5

8
.4

C
 

T
a

=
 6

1
.3

0
C

 

T
a

=
 6

4
.9

0
C

 

T
a

=
 6

7
.8

0
C

 

T
a

=
 6

9
.9

0
C

 

T
a

=
 7

1
.0

0
C

 

T
a

=
 5

5
.0

0
C

 

T
a

=
 5

6
.2

0
C

 

T
a

=
 5

8
.4

0
C

 

T
a

=
 6

1
.3

0
C

 

T
a

=
 5

8
.4

C
 

T
a

=
 6

1
.3

0
C

 

T
a

=
 6

4
.9

0
C

 

T
a

=
 6

7
.8

0
C

 

T
a

=
 6

9
.9

0
C

 

T
a

=
 7

1
.0

0
C

 

T
a

=
 5

5
.0

0
C

 

T
a

=
 5

6
.2

0
C

 

T
a

=
 5

8
.4

0
C

 

T
a

=
 6

1
.3

0
C
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P. aeruginosa IMP-1 

���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*'&

�%������ P. aeruginosa 

#�&%���) h /���%�/�����
55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 64.9, 67.8, 

���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�
��� ������(��*(�*���� 

�%�(���5,#�(�����ก�
�ก� annealing ��/
55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 64.9, 67.8, 69.9, 

��ก.%ก�
����,��#�����/
)�$�*'&
�(�
G Int-F �%� Int-R 

	����	� 61.3-69.9 ��7�
��/�,(���( ��� 2.0 mM ��ก

ATCC 27853 h /���4������

T
a

=
 6

1
.3

0
C

 

T
a

=
 6

4
.9

0
C

 

T
a

=
 6

7
.8

0
C

 

T
a

=
 6

9
.9

0
C

 

T
a

=
 7

1
.0

0
C

 

T
a

=
 6

1
.3

0
C

 

T
a

=
 6

4
.9

0
C

 

T
a

=
 6

7
.8

0
C

 

T
a

=
 6

9
.9

0
C

 

T
a

=
 7

1
.0

0
C

 



 

�����(%� 
����� 
�ก�.%.%�	��ก���ก�
��� (���� 

                  P. aeruginosa

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

#�&��/ 4.14 : ���.%ก�
����,��#�����/�,(���(���
'&
�(�
G Int-F �%� Int-
P. aeruginosa IMP-1 ��/���(��*(�*���� 
h /���%�/�������5,#�(�ก�
�ก� 
64.9, 67.8, 69.9, 71.0 
 

��ก.%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
�
��'*ก%���(�����,( �+�$,*��(�
1,��#�����/�,(���(��/���+�,
���+�
���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���� 
�(�
G 
�%� 

T
a

=
 5

5
.0

0
C

 

T
a

=
 5

6
.2

0
C

 

T
a

=
 5

8
.4

0
C

 

T
a

=
 6

1
.3

0
C

 

T
a

=
 5

5
.0

0
C

 

T
a

=
 5

6
.2

0
C

 

T
a

=
 5

8
.4

0
C

 

T
a

=
 6

1
.3

0
C

 

�����(%� (negative control) '(��ก�.%.%�	��ก���ก�
��� �	����+�$,*
����� P. aeruginosa IMP-1 h /���4�����������(��ก 
�ก�.%.%�	��ก���ก�
��� (���� 753 ������ 

P. aeruginosa ATCC 27853                   P. aeruginosa

���.%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� 
-R ������������ P. aeruginosa ATCC 27853 �%������
��/���(��*(�*���� MgCl2 ��/ 1.5 mM (#�&��) �%�

h /���%�/�������5,#�(�ก�
�ก� annealing ��/�	ก	���ก�� 8 
���'*�ก� 55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 
64.9, 67.8, 69.9, 71.0 ��7��h%�h��� 

��ก.%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
�
��'*ก%���(�����,( �+�$,*��(�
1,��#�����/�,(���(��/���+�,
���+�
���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���� multiplex �+�,
��'&
�(�
G���� 
�(�
G Int-F �%� Int-R, '&
�(�
G qacE-F �%� qacE
�%� Sul-R) ��� ก�
$�*����+��� Taq DNA Polymerase 

T
a

=
 6

1
.3

C
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4
.9
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=
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7
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'(��ก�.%.%�	��ก���ก�
��� �	����+�$,*
h /���4�����������(��ก (positive control) 

P. aeruginosa IMP-1 

���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� )�$�*
�%������ 

�%� 2.0 mM (#�&%���) 
55.0, 56.2, 58.4, 61.3, 

��ก.%ก�
����,��#�����/�,(���(������ก�
���%�ก)h�&�%��(��
�
��'*ก%���(�����,( �+�$,*��(�
1,��#�����/�,(���(��/���+�,
���+�

�+�,
��'&
�(�
G���� 3 ��� ('&

qacE-R, '&
�(�
G Sul-F 

DNA Polymerase )��+�ก�
.�(
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h����!���	*���� �+���� 0.5 '()�
%�	
 ก�� 24.5 '()�
%�	
�����+���
$�ก�
�+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
� (reaction mixture) ��/�
�ก��*�� 
1x buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 0.08% (v/v) 
Nonidet P40), 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP Mix, 1 µM Forward 
�%� Reverse primer, 2.0 U Taq DNA Polymerase (��#�����/
�,(���($�ก�
�+����ก�
��� ��� 94 ��7��h%�h��� 5 ���� (1 
��), 94 
��7��h%�h���  30 ������; 60 ��7��h%�h��� 40 ������; 72 ��7�
�h%�h��� 50 ������ (36 
��), 72 ��7��h%�h��� 5 ���� (1 
��) 

o .%��กก�
�+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���� multiplex )�$�*�#���
��ก%��� ���+�$,*�ก�.%.%�	 3 ���$����ก�
�������ก�� ��� .%.%�	���
�ก���ก'&
�(�
G Int-F �%� Int-R ��� 753 ������, .%.%�	����ก���ก
'&
�(�
G qacE-F �%� qacE-R ��� 245 ������ �%�.%.%�	����ก�
��ก'&
�(�
G Sul-F �%� Sul-R ��� 334 ������ (#�&��/ 4.15) 

 
    PS ATCC; P. aeruginosa ATCC 27853, PS IMP-1; P. aeruginosa IMP-1 
 #�&��/ 4.15 : ���.%��กก�
�+����ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���� multiplex )�
$�*'&
�(�
G 3 ��� '*�ก� '&
�(�
G Int-F �%� Int-R, '&
�(�
G qacE-F �%� qacE-
R, �%�'&
�(�
G Sul-F �%� Sul-R �+�ก�
����ก�������ก%��(	������� No.9, 13 
�%� 46 h /�(������P. aeruginosa ATCC 27853 ��4�����������(%� �%������  
P. aeruginosa IMP-1 ��4�����������(��ก
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4.3. \�ก	����1����	��	'Wก���$��)�ก�W# class 1 integron )��'!"� 
P. aeruginosa Z�$)'0�%&ก&�&$	�aกZ^#+��&�������� multiplex 

.%ก�
	
�����,����(��ก������$�ก%��( class 1 integron (��� 

IntI1 �%� ��� qacEDelta1 �%���� Sul1) $������ก%��(	������� P. aeruginosa 

����,( 150 	������� .%ก�
�%��&���� �����(����$�ก%��( class 1 integron 

��������1 � 50 	������� ����4�
*��%� 33.3 ��������$�ก%��(	�����������,( ��

���$�#�&��/ 4.16 

 

#�&��/ 4.16 : ก
�b������(��ก����������/(����$�ก%��( class 1 integron 

(��� IntI1 �%� ��� qacEDelta1 �%���� Sul1) �(�/�����)�$�*���ก�
���

%�ก)h�&�%��(��
���� multiplex 

 

 

 

% 
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4.4. \�ก	�,wกt	��	��+��kX�������\���	S�����!"��#�$	�%&'����
'�&��#	�( )��'!"� P. aeruginosa ก��ก	�����S#�$��)�ก�W# class 1 
integron  

�(�/���
������������.����('��%����	���������������� 11 ��� 

$������ P. aeruginosa ��/(����$�ก%��( class 1 integron �+���� 50 	������� 

�%���/'(�(����$�ก%��( class 1 integron ��ก 100 	������� )�$�*�1�	� 

Pearson Chi-square test &�������$�ก%��( class 1 integron (�

���(��(&��-G	��ก�
���	���� 10 ��� '*�ก� amikacin, gentamicin, 

ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, levofloxacin, 

ciprofloxacin, cefoperazone/sulbactam �%� piperacillin/tazobactam 

�����(�����+���3����1�	�         (p-value <0.01) �	�ก%��(����(��(&��-G	��

ก�
���	���� colistin �����'(�(�����+���3����1�	� ��/���� ก�
&����$�ก%��( 

class 1 integron '(�(����(��(&��-G	��ก�
���	���� colistin (	�
����/ 4.1)
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	�
����/ 4.1 : �������.����('��%����	���������������	���6 $������  

P. aeruginosa �(�/���
��������
�,����ก%��(��/(���� �%�ก%��(��/'(�(���� class 1 integron  

Antibiotic 

 

ก�W#����$��)�ก�W#  

class 1 integron (n=50) 

ก�W#���S#�$��)�ก�W#  

class 1 integron (n=100) 
p-value* 

%S %I %R %S %I %R 

Amikacin 36 0 64 98 0 2 <0.01 

Gentamicin 18 6 76 93 1 6 <0.01 

Ceftazidime 14 0 86 63 5 32 <0.01 

Cefepime 12 8 80 80 10 10 <0.01 

Imipenem 24 4 72 77 6 17 <0.01 

Meropenem 30 0 70 74 2 24 <0.01 

Levofloxacin 10 0 90 65 0 35 <0.01 

Ciprofloxacin 10 0 90 65 1 34 <0.01 

Cefoperazone/Sulbactam 14 10 76 61 12 27 <0.01 

Piperacillin/Tazobactam 36 0 64 69 0 31 <0.01 

Colistin 100 0 0 100 0 0 NS 

%S; susceptible(
*��%�), %I; intermediate(
*��%�), %R; resistant(
*��%�),  

NS; not statistically significant 

* ����
��,G*���1�	� Pearson Chi-square test 
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5. �#����� 5  \�ก	�,wกt	��	����&����Z�S��X���$���������Wก	���0	����S^X  

 metallo-β-lactamase ���,wกt	��	��	ก��	$����'!"��	$+��kWX��� 

 ��0	����S^X metallo-β-lactamase 
5.1. \�ก	�,wกt	��	����&����Z�S��X���$���������Wก	���0	����S^X 

metallo-β-lactamase 

�(�/��+������	������� P. aeruginosa ��/(����$�ก%��( metallo-β-

lactamase (��� blaIMP�%� ��� blaVIM) (�	
�����,�%+�������%�)�'�G

�%���
��������.%%+���   ����%�)�'�G��/'*$�l���*�(�% NCBI &���� �������/

(���� blaIMP ����,( 28 	������� '*�ก� ����� No.4, 9, 10, 11, 18, 22, 23, 29, 

31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 40, 43, 45, 100, 101, 104, 117, 119, 127, 

133, 136, 140 �%� 142 ��4���� blaIMP ��� IMP-14 (GenBank EMBL 

accession no GQ302617) h /�%+�������%�)�'�G	�������$�����	+��,�����/ 

374 a 561 (#�&��/ 4.17-4.19) �����������/(���� blaVIM �+���� 1 	������� 

'*�ก� ����� No.41 &���4���� blaVIM ��� VIM-2 (GenBank EMBL 

accession no GQ853417) �%�%+�������%�)�'�G	�������$�����	+��,�����/ 

151-541 (#�&��/ 4.20) 
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5.2. \�ก	�,wกt	��	��	ก��	$����'!"��	$+��kWX�����0	����S^X 

metallo-β-lactamase 24 ����$#	� Z�$�&k� pulsed field gel 
electrophoresis 

�(�/����%��ก�����	������� P. aeruginosa ��/(����$�ก%��( metallo-β-
lactamase (��� blaIMP�%� ��� blaVIM) �+���� 24 	������� (�7 ก0�1 ����(
,%�ก,%����������*����-� pulsed field gel electrophoresis �(�/�$�*
,%�ก�ก5�Gก�
����
��,G	�(,%�กก�
��� Tenover �%��5�(124) ��
��������

���1����!�����/�ก���กก�
	�*�����'h(G	��+��&�� SpeI (#�&��/ 4.21) 
&���� 
���1����!�����������(���� blaIMP (lane ��/ 1-23) �%��������/(���� 
blaVIM (lane ��/ 24) (����(�	ก	���ก������������ �%��(�/�&���
5��`&��

���1����!�����������(���� blaIMP &���� ���������$,3�(�
���1����!�����/'(�
�	ก	���ก�� ��(�
1���+���ก
���1����!�����/�ก�� ��'*��4� 2 
�����
,%�ก6 ���  
o '�&� A : �
�ก��*�� 5 ก%��(���� '*�ก� 

� A : 
���1����!�����/�ก�� ������
�,���� 250-800 ก�)%��� �����
�+���� 13 '�)h�%	 ���'*�ก� P. aeruginosa No.9, 43, 4, 38, 
101, 18, 22, 136, 29, 33, 23, 31 �%� 40 ������$�ก%��(��� 

� A1 : 
���1����!�����/�ก�� ��$�ก%��(����	ก	�����ก��� A 	
���/
�
���5
�,���� 400-450 ก�)%��� (��1����!��� 1 �1��&�/(� ��(�  
������+���� 6 '�)h�%	 ���'*�ก� P. aeruginosa No.140, 37, 34, 
133, 100 �%� 104 ������$�ก%��(��� 

� A2 : 
���1����!�����/�ก�� ��$�ก%��(����	ก	�����ก��� A 	
���/'(�
(��1����!�����/�����
���5
�,���� 650-700 ก�)%��� �	�(��1����!�
���&�/(� ��(� 2 �1� ����
�(�5 500 �%� 550 ก�)%��� (��&���
'�)h�%	��������������/������$�ก%��(��� h /�ก!��� ����� P. aeruginosa 
No.10 

� A3 : 
���1����!�����/�ก�� ��$�ก%��(����	ก	�����ก��� A 	
���/
�1����!���,��'� 2 �1� ��� �1����!�����/�����
���5
�,���� 
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400-450 ก�)%��� (��&���'�)h�%	��������������/������$�ก%��(��� h /�ก!
��� ����� P. aeruginosa No.11 

� A4 : 
���1����!�����/�ก�� ��$�ก%��(����	ก	�����ก��� A 	
���/
�1����!���,��'� 2 �1� ��� �1����!�����/�����
���5
�,���� 
300-400 ก�)%��� (��&���'�)h�%	��������������/������$�ก%��(��� h /�ก!
��� ����� Pseudomonas aeruginosa No.117 

o '�&� B : %�ก05�
���1����!�����/�ก�� �� �	ก	����������������ก��
��
�1����!������ A (��&�������� P. aeruginosa No.119 '�)h�%	����
����������/$,*%�ก05�
���1����!���������  
 

 
#�&��/ 4.21 : ���
���1����!������������+���� 24 '�)h�%	 ��/�ก���กก�
	�*��
���'h(G	��+��&�� SpeI �%���
�����������(,%�ก,%��*����-� pulsed field gel 
electrophoresis 



 

 

�����  5 
��W�\�ก	��&1�$ �R&��	$\� ����0�������� 

 

1. ��W�\�ก	��&1�$ 

.%ก�
�+�
���%��ก!�
��
�(����� P. aeruginosa ��ก)
�&����%��� 1,200 �	��� $�
ก
����&(,���
  	����	�����(����( - �����(0��� &.7.2552 $���/����	
�� 4 �
��#� '*�ก� 
�%��, �������, ��(,� �%�,��� &��������� P. aeruginosa '*(���ก��/����	
����(,�(�ก
��/�� ����4�
*��%� 42.7 
��%�(� ��� ������� ����4�
*��%� 30.0, ,��� ����4�
*��%� 24.7 
�%��%�� ����4�
*��%� 2.7 	�(%+��� 

.%ก�
7 ก0�����.����('��%�ก�
���	���������������� 11 ��� &������������� 
P. aeruginosa ��/��ก'*��ก.�*�2������ 150 	������� ���ก�
���	��������������/$�*$�ก�

�ก0�
)
�	������ P. aeruginosa  ��กก�
&���
5�	�(ก%��()�
��
*������������������� 6 ก%��( ���
��	
�ก�
��������)��`&���������/���$�ก%��( quinolones h /��
�ก��'�*����levofloxacin 
(
*��%�53.3) �%��� ciprofloxacin (
*��%�52.7) �%�ก%��( third-generation cephalosporins 
'*�ก� ��ceftazidime (
*��%�50.0) 
��%�(� ��� ��$�ก%��( β-lactam/inhibitor h /�'*�ก� �� 
cefoperazone/sulbactam (
*��%�43.3) �%��� piperacillin/tazobactam (
*��%�42.0) 
�+�,
����$�ก%��( carbapenems ��/�
�ก��*���� meropenem (
*��%�39.3) �%��� 
imipenem (
*��%�35.3)���� 1��'*��������(�ก�
�����$���	
����$ก%*�����ก����$�ก%��( fourth-
generation cephalosporins h /�'*�ก��� cefepime (
*��%�33.3) ������$�ก%��( 
aminoglycosides ��/�
�ก��'�*���� gentamicin (
*��%� 29.3) �%��� amikacin (
*��%� 
22.7) ���� &���������(���	
�ก�
���	����$�ก%��(���	/+���/�� ��ก��ก������&���� (������������&���
�����������������/��������� 150 	������� $,*.%'�	���� (
*��%� 100) h /�ก!��� �� colistin �(�/�
&���
5�������������/(��
����-�#�&���$�ก�

�ก0� ���� ��$�ก%��( carbapenem �%� fourth-
generation cephalosporin ��กก�
�%�����&���� (������ P. aeruginosa ��/��ก'*��ก��/����
	
���&��� 2 $� 3 ��������ก%��(	�����������,(����������/'�	�����������ก%��(��� $��5���/��
�������������/�6 &�ก�
����� ���1 �
*��%� 50 ��ก.%ก�
���	������������(�กก�����(ก%��( 
� ����$,*�,!���� �����	������� P. aeruginosa ��/��ก'*��ก.�*�2�����(���5�(��	���4� multidrug-
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resistant P. aeruginosa (MDRPA) $���	
���� �%�(����)�*(�+�$,*ก�

�ก0�.�*�2����/	������ก%��(
����+�'*�������ก%+���ก(�ก� �� 

ก�
�������('�
��	���� imipenem *����-� disk diffusion 	�(��-�(�	
l����� 
CLSI $,*.%	�����กก�
7 ก0�������(��*(�*�	/+���/������� imipenem (MIC) ��/������������'* 
*����-� E-test  )�&���� �����ก%��(	�������$,*.% resistant *�� E-test ����(��+�����*��กก��� ���

*��%� 28.0 $��5���/ disc diffusion ��
��������&��������������1 � 
*��%� 35.3 $��5���/.%
ก�
������� intermediate ���  E-test  (��+����1 �
*��%� 16.7 �	���-� disc diffusion $,*.%
��4� intermediate �&���
*��%� 5.3�������������/'�	���� imipenem �(�/�����*����-� E-test � �
(��&���
*��%� 55.3 �%���-� disc diffusion ��
�����.%���(��������/'�	�������
*��%� 59.3  � ���4�
��/�����$������-�$�ก�
�����&�/�
�����.%ก�
�������('�
��	���� imipenem (����(
�	ก	���ก�� �(�/�$�*��-�$�ก�
������/	���ก�� ��ก��ก��� �(�/�&���
5�$�ก%��(�����������+�$,*
&���� (��������/(���� MIC 	���� imipenem (�กก��� 32 '()�
ก
�(	��(�%%�%�	
 1 �
*��%� 92.9 (39 
	������� $� 42 	��������������������) h /����%*��ก��.%ก�
7 ก0�ก�
�
*�����'h(G metallo-

β-lactamase )�&���� �������/(���� MIC 	���� imipenem (�กก��� 32 '()�
ก
�(	��(�%%�%�	
 
��4��������/��(�
1�
*�����'h(G metallo-β-lactamase '* 

��กก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �������� P. aeruginosa *����-� 
MBL E-test ก����-� Modified Hodge Test  $�ก%��(	������������ P. aeruginosa �+���� 74 
	������� &���� �������/��(�
1�
*�����'h(G metallo-β-lactamase '*������1�ก	
��&�'**��
ก�
�������������-� h /�&����(��+���� 12 	�������  ,
������4�
*��%� 16.2 �%��(�/�&���
5�
��
�����������$�*����������������-� &������-� Modified Hodge Test (�	*����$�ก�
������/	/+�
ก���(�ก � ��+�ก�
����,����(��ก$�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��������  
P. aeruginosa $�
���bZ)�'��t .%ก�
����$�ก%��(	������������ P. aeruginosa ����,( 150 
	������� &���� (��������/��(�
1�
*�����'h(G metallo-β-lactamase  �+���� 28 	������� ,
����
��4�
*��%� 18.7 h /����$,*�,!���� ก%'กก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $������ 
P. aeruginosa ��4�ก%'ก�+���3ก%'ก,� /���/�+�$,*��������������	����$�ก%��( β-lactam$���	
���� 

.%ก�
7 ก0�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �������� P. aeruginosa $�
���

)(�%ก�% )�$�*���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
�,����(��ก������$�ก%��( metallo-β-lactamase (��� 
blaIMP �%� ��� blaVIM) &���� ก%��(	������������ P. aeruginosa (���� blaIMP 28 	������� ����4�
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*��%� 18.7 �%�(���� blaVIM 1 	������� ����4�
*��%� 0.7 ������ ���$�ก%��( metallo-β-
lactamase ��/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��/�ก�� ��$��
���7'�� &���� ���
��� IMP (����(��ก$�ก�
�ก����ก��������� VIM 

.%ก�
	
�����,����(��ก������$�ก%��( class 1 integron (��� IntI1 �%� ��� 
qacEDelta1 �%���� Sul1) )�$�*���ก�
���%�ก)h�&�%��(��
���� multiplex $������ก%��(	������� 
P. aeruginosa ����,( 150 	������� .%ก�
�%��&���� �����(����$�ก%��( class 1 integron 
��������1 � 50 	������� ����4�
*��%� 33.3 ��������$�ก%��(	�����������,( ��ก��ก��� �(�/�7 ก0�
���(��(&��-G��� class 1 integron ก������.����('��%����	���������������� 11 ��� 
&���� ���$�ก%��( class 1 integron (����(��(&��-G	��ก�
���	������������ 10 ��� (amikacin, 
gentamicin, ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, levofloxacin, ciprofloxacin, 
cefoperazone/sulbactam �%� piperacillin/tazobactam) �����(�����+���3����1�	� �	�'(�&�

���(��(&��-G	��ก�
���	���� colistin h /������� �����/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-
lactamase 
�(1 ��������������/�6 ��/��(�
1�

������$�)�
��
*����� integron '* ��(�)�ก��
�&
�ก
����'������
��
!� ������� integron h /�(���5�(��	���4� mobile element ��/(������
�+���3$�ก�
1������%����.�����������'����������
���������ก�� ,
��	������ก��'* 

��กก�
7 ก0������/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�ก%��(�������/$,*
.%��ก��กก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase  $�
�����)�'��t���� 29 	������� 
)�	
�����,�%+�������%�)�'�G�%���
��������%+�������%�)�'�G��/'*ก��l���*�(�% NCBI 
&�����������/(���� blaIMP ���� 28 	������� ��4���� blaIMP ��� IMP-14 (GenBank EMBL 
accession no GQ302617) �����������/(���� blaVIM �&��� 1 	����������� &���4���� blaVIM ��� 
VIM-2 (GenBank EMBL accession no GQ853417) ������ ����	�ก�
5Gก�
����� imipenem 

(����,	�(���กก%'กก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase )���4�.%(���ก����������� 
blaIMP ��� IMP-14 �%���� blaVIM ��� VIM-2  

�(�/�7 ก0����(,%�ก,%���������� P. aeruginosa ��/(����$�ก%��( metallo-β-
lactamase (��� blaIMP �%� ��� blaVIM) �+���� 24 	������� *����-� pulsed field gel 
electrophoresis �%�����
��,G
���1����!�����/'*)�$�*,%�ก�ก5�Gก�
����
��,G	�(,%�กก�

��� Tenover �%��5�(124) &���� �������/(� ��� blaIMP �%� ��� blaVIM (�
���1����!�����/�	ก	���
ก������������ �%��(�/�&���
5��`&���������/(���� blaIMP &����
���1����!�����/�ก�� ������'*
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��4� 2 ก%��($,3�6 ��� ก%��( A �%� B h /��������/(���� blaIMP �ก�������,(1�ก������$�ก%��( A (��&���
	���������������������/������$�ก%��( B ������ ���ก%���'*��� ����	�ก�
5Gก�
	�������������/(�

���,	�(���ก�������/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase #��$�)
�&����%��� 1,200 �	��� 
$�ก
����&(,���
  �ก���กก�
�&
�ก
���������������&��-�G����ก��,
�����&��-�G��/$ก%*�����ก��

�,����.�*�2�� 
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2. �R&��	$\�ก	��&1�$ 
��3,�ก�
�����	*����%��&,%������������� P. aeruginosa �����4���3,����

��-�
5�����/�+���3 �%�(����)�*(�&�/(���� �������	�����/��$�,%��6�
���7��/�)%ก ��3,����
�+�'������	
�ก�
��!��2�� �%���	
�ก�
	����/�&�/(���� �� ����������.%$,*'(���(�
1,�������������/
�,(���((�
�ก0�.�*�2����/	�������������ก%���'* �+�,
���
���7'�� �*�(�%���7���G�HI�
���������
�����	*����%��&�,����	� ก
(�����7��	
Gก�
�&��G ก
��
����-�
5��� &���� �����  
P. aeruginosa (����)�*(��/�����	����	*����%��&�&�/((�ก� �� )�ก�
	������$�
���������
���������������������  (���	
�ก�
���	���� imipenem �&�/(� ��1 ��
�(�5 3 ���� #��$�

�����%��&��� 11 �Z ก%������ �&�/(��ก
*��%� 8.64 $��Z&.7.2541 ��4�
*��%� 22.50 $��Z&.7.
2552 ��4�'�$���7�������ก��ก�����������
������ ��/&����(���	
�ก�
���	���� imipenem �%� 
meropenem h /���4���$�ก%��( carbapenems ���1 � 
*��%�35.3 �%�
*��%�39.3 	�(%+��� 
����	�ก�
5Gก�
�������/�ก�� ����� 1��'*�����4���	
���/�����	กก���% ���/����ก��ก%��(�����4�����/(�
�
����-�#�&����%���กr�-�s�
���%�(�����,%����� ������� ��������(���	
�ก�
���	����ก%��(��/�6 
���� quinolones, third-generation cephalosporins, β-lactam/inhibitor 1 ��
�(�5
*��%� 50 
h /���4���	
���/���(�ก �	���4���/�����$��������/���� ����� P. aeruginosa ���� 150 	������� 	���ก!'�
	���� colistin � ���4�'�'*��/��$�*�� colistin $�ก�

�ก0�.�*�2����/	������������%�'(���(�
1

�ก0�*�����������������/�6'*  .%��ก%�����4�'�$���7�������ก�������������,%��6 �5�  
��/&���� �(�/��+�ก�
�%��$�,%��%�� (��&����� tigecycline �%� colistin �������� ��/��(�
1
��������������/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ��/(���5�(��	���4� multi-drug resistance '*(134-

144) �����'
ก!	�( �� colistin ��4�����/(�.%�*���������� ���� ��4�&�0	��'	 �+�$,*�ก� acute 
tubular necrosis �%���4�&�0	��
����
���� �%��� tigecycline ก!��4�����/(�.%�*������� �+�
$,*.�*��/
���
��������ก%����ก���ก�
�%�/�'�* ������� � ��'* ,�ก�+�(�$�*$�ก�

�ก0� � �(�
���(�+���4���/��	*��&���
5������%������%�1�/1*��(72, 145)  

�(�/���
������������.����('��%����	���������������� 11 ��� $������  
P. aeruginosa ��/(��%�'(�(����$�ก%��( class 1 integron )�$�*�1�	� Pearson Chi-square test 
&�������$�ก%��( class 1 integron (����(��(&��-G�����(�����+���3����1�	� (p-value <0.01) 
	��ก�
���	������������ 10 ��� �ก��*� colistin ���%*��ก������������� Gu B �%��5�(146)  
��/ก%������ $������ P. aeruginosa �%������ A. baumannii  &����(�)�
��
*����� integrons h /�
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��(&��-G	��ก�
���	����$�ก%��( aminoglycosides, quinolones �%� β-lactam �����(�����+���3
����1�	� ��������ก��ก�� ����������� Japoni A �%��5�(147) '*ก%������ integrons $������  
E. coli (����(��(&��-G	��ก�
���	���� gentamicin, amikacin, cephalotin, ciprofloxacin, 
nalidixic acid, norfloxacin �%� co-trimoxazole �����(�����+���3 

ก�
����ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 
���bZ)�'��t $����������
������ 
&���� �(�/�����*����-� Modified Hodge Test $,*.%'(��	ก	�����กก�
����*����-� MBL 
E-test �%��(�/��+�ก�
������.%*��ก�
	
��$�
�����)�'��t )���7�����ก�
���%�ก)h�&�%��(�
�
� &���� .%ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t �%���)�'��t$����������
$,3����%*��ก��  � �(����(��4�'�'*�%�(����(�,(���(�������/���/���+�ก�
����ก�
�
*��
���'h(G metallo-β-lactamase *����-� Modified Hodge Test (��
��$�*$�,*�������	�ก�
���
ก�
�&��G���ก�
�%��ก$�*��-� MBL E-test ���/����ก�(�/���	*����	��,� /�ก�
������
��������
ก���%*� ��-�  MBL E-test 	*��$�*	*������/���ก�����-� Modified Hodge Test (�ก  ���%*��ก��
����������� Lee K �%��5�(129) ��/��������$,*$�* ��-� Modified Hodge Test �+�,
��	
����
ก
��ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $������ P. aeruginosa, P. putida �%� 
Acinetobacter spp. $�,*�������	�ก�
���ก�
�&��G  

��ก.%ก�
7 ก0�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase ����$�
���bZ)�'��t �%�$�

�����)�'��t 
�(1 �ก�
7 ก0����$�ก%��( class 1 integron $����������
������ ��(�
1�
���*�(�%
'*��#�&��/ 5.1  h /�&���� (� 1 	������� (No.32) ��/(���� blaIMP �	�$,*.%%�	�����$�ก%��( class 1 
integron ������� ��� blaIMP �������
ก����$� class ��/�6��� integron  ,
�� mobile elements 
��/�6 '* ���� class 3 integron ��4�	*�(18, 59)  ��ก��ก��� ���&���� (������ 2 	������� (No.41 �%� 
No.78) ��/(�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t �	�ก%��'(�(���� blaIMP 
��(�
1�-����'*��� �����/�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $��������ก%��� 
�������4����$�ก%��( metallo-β-lactamase �����/���/'(�$����� blaIMP  ���� ��� VIM, GIM �%� 
SPM ��4�	*� �%��(�/�	
�������� blaVIM $������ No.41  &���������(���� blaVIM ��� VIM-2  
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#�&��/ 5.1 : ������(��(&��-G���ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t 
�%�$�
���)(�%ก�% 
�(1 ����$�ก%��( class 1 integron 

 
��4���/�����$���� (������ 2 	������� (No.119 �%� No.127) (���� blaIMP �%����$�ก%��(

class 1 integron �	�ก%��'(��
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t ��(�
1
�-�����
�ก�ก�
5G��/�ก�� ��'*��� 	+��,����������������/�

������$� gene cassette $�
)�
��
*����� integron ���.%	��ก�
�ก� expression ก%������ ,�ก���������

������$� class 1 
integron $�	+��,�����/'(��,(���( ����+�$,*'(�(�ก�
�����ก������'h(G'*(83, 93, 148) 

���������
������ ���$,*�,!�ก�
�ก�� �������� blaIMP - 14 �%� blaVIM -2 $������  
P. aeruginosa )���� blaIMP - 14 (�ก�

������
����
ก$������ P. aeruginosa ��/��ก'*��ก��/����
	
�� $��
���7'�� $��Z 2004 (GenBank no.GQ302617) �	���1 ��������� ���'(�&�ก�


������������������	������$   ������� blaVIM -2  (�
������
����
ก$������ P. aeruginosa ��/
��ก'*��ก��/����	
�� $��
���7H
�/��7� $��Z 2000(61) ,%����ก���� (�
�����ก�
�*�&���� 
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blaVIM -2 $�,%���
���7��/�)%ก ���� �
���7����(149), ���
(��(150), 	�
ก�(151), �ก�,%�(152)  �%�
3�/��2�(153) ��4�	*� 

 �(�/�&���
5����(,%�ก,%�������������&��-�G��/�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 
�+���� 24 	������� &���� �������/(�
���1����!������ A �%����&��-�G$ก%*����� (closely related)
ก����� A (A1-A4) ����$,3���4���/����	
���
��#�������� h /�(�,�&�ก.�*�2����/	���ก�����
)
�&����% ��ก	�
��$�#��.��ก ���,!�'*��� $� ,�&�ก.�*�2����/ 1 (ward 1) �%� ,�&�ก.�*�2��
��/ 3 (ward 3) �������ก	��	���ก!(�
���1����!�����4���� A �����4�'�'*��� (�ก�
�&
�ก
���������
���&��-�G����ก��
�,����,�&�ก���.�*�2�� �+�,
��$�,�&�ก.�*�2�� 2 (ward 2) &����(�ก�
	������
,%�����&��-�G �	���4����&��-�G��/$ก%*�����ก���������� (
���1����!������ A, A1 �%� A2) h /���4�
��/�����$���� �������ก��/����	
���
��#��������, ��(,� �%��%�� ���.�*�2��
������ก�� 
(Patient No.4) (�ก�
	������	������&��-�Gก��$��	�%�
��� �+�$,*(����(��4�'�'*��� �����
ก���
ก�

�ก0�.�*�2��'*	���������&��-�G,� /�(
���1����!������ A2) �%�,%����ก��*�
��ก�

�ก0� '*
&�ก�
	��������ก���&��-�G (
���1����!������ A) h /���4����&��-�G��/(�ก�
�&
�ก
����#��$�
)
�&����% ����������(��������ก 2 	������� (No.119 �%� No.41) ��/���
���1����!����	ก	���
����������ก�������	����/� �+�$,*&�������&��-�G����������ก%���'(�(����(��(&��-Gก�������$ �(�/�
&���
5���ก�*�(�%������('�
��	�����%���)�'��t&���� �������/���
���1����!������ C (�
��� blaVIM �%���ก���&��-�G��/���
���1����!������ B &���� blaIMP �	�&����'�	������������
���� 11 �����/$�*���� h /��	ก	�����ก����� P. aeruginosa ���� 23 ���&��-�G ��/(���5�(��	���4� 
multidrug-resistant ��ก���&��-�G 

�+�,
���
���7'�� ���(��ก�������� P. aeruginosa ���&��-�G��/(�ก�
�
*�����'h(G 
metallo-β-lactamase ���'(�(�ก�
7 ก0�������&
�,%�� ���.%$,*������������/(����(��(�
1$�
ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase 1�ก%��%� �%�(���*�(���(�+���3 ��ก.%ก�
7 ก0�
$����������
������ &���� $�����
�����%��&���������� ((����(-�(0��� &.7.2552) �����  
P. aeruginosa ��/(���� blaIMP �%�(���� blaVIM (���	
����1 �
*��%� 18.7 (28/150) �%�
*��%� 0.7 
(1/150) 	�(%+��� ��ก��ก��� ����������� ������$,*�,!���� ก�
�&
�ก
���������%��&��/(�ก�
�
*��
���'h(G metallo-β-lactamase (����)�*(�&�/((�ก� �� �%�,�ก��3,����'(�'*
��ก�
��% �����/
�����(ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �,%����� ก!(����(��4�'�'*��/�����.���'���������
��%��&,%�ก,%�����&��-�G ���� �����$�ก%��( Enterobacteriaceae(59) ���/����ก���ก%��(��/�����(
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ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase  &����(�ก�
�

������$� class 1 integron h /���4�
)�
��
*�����&��-�ก

(��/(����(��(�
1$�ก�
1�������������
�,�������&��-�G  ������� ���4�
�
�/���
������+�,
��,���������/�ก�/���*����
��*�(�(�������%�
��((��ก���&�/�%��	
�ก�
����� 
�%�ก�
�&
�ก
����������������,%����� 

���.�*�����,�����4��������/���� ก�
7 ก0��
����������4����
�/(	*�����+���3 ��/�����.%$,*��ก
,���������/(������ก�/���*��	��ก�
�����(������
�������$��
���7'��'*	
�,��ก�%��%!��,!�
1 ����(�+���3���ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase �����%��& �%�(���7 ก0�������ก�/��ก��
ก�
�
*�����'h(G������ก��(�ก� �� �&�/��*�(�%��/'*����4��
�)���G	���&��G$�ก�
��ก�
��
����������/�,(���(�%�(��
����-�#�&�����	��ก�

�ก0�.�*�2�� $��5�����ก��ก�
��ก�
��
����������ก%���ก!	*�������($,*(�)�ก���ก�����������$�����	 �*����/��*�� 
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3. �0�������� 

1. ก�
7 ก0�ก�
�
*�����'h(G metallo-β-lactamase $�
���bZ)�'��t ��
7 ก0�
,%��6��-���
��������ก�� ���� ��-� combined disc test, double-disc synergy 
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1. ก����������������������� 

1.1. Mueller Hinton Agar  ���ก������ 
 Mueller Hinton Agar (Oxoid)       38  ก�#$ 
 %&'(ก)#*%      1000  $+))+)+,� 
 -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 

%(:; @)�@�59/.5A(%�(0(�1);&�9167&�6%+�B)(.,+ก A(%)� 25 $+))+)+,� 1กC�3��/%:;*1�C%
�DE0FG$+ 4 �9=(1>)1>;�. 

1.2. Tryptone Soya Agar ���ก������ 
 Tryptone Soya Agar (Oxoid)       40 ก�#$ 
 %&'(ก)#*%      1000  $+))+)+,� 
 -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 

%(:; @)�@�59/.5A(%�(0(�1);&�9167&�6%+�B)(.,+ก A(%)� 25 $+))+)+,� 1กC�3��/%:;*1�C%
�DE0FG$+ 4 �9=(1>)1>;�. 

1.3. Tryptone Soya Broth ���ก������ 
 Tryptone Soya Broth (Oxoid)       30 ก�#$ 
 %&'(ก)#*%      1000  $+))+)+,� 
 -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 

%(:; @)�@�59/.50)��:�)�90)��)� 3 $+))+)+,� 1กC�3��/%:;*1�C%�DE0FG$+ 4 �9=(
1>)1>;�. 

1.4. LB Broth ���ก������ 
Tryptone (Merck)         10 ก�#$   
NaCl (Ajax Finechem)          5 ก�#$ 
Yeast Extract (Oxoid)           5  ก�#$ 

 %&'(ก)#*%      1000  $+))+)+,� 
 -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 

%(:; @)�@�59/.50)��:�)�90)��)� 3 $+))+)+,� 1กC�3��/%:;*1�C%�DE0FG$+ 4 �9=(
1>)1>;�. 
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1.5. Motile ���ก������ 
 Tryptose (Merck)            10 ก�#$ 

NaCl (Ajax Finechem)          5 ก�#$ 
 Agar (Oxoid)           3 ก�#$ 
 2,3,5 [ Triphenyltetrazolium chloride (Sigma Aldrich)   0.05 ก�#$ 
 1,+$%&'(ก)#*%A%8�� 1000 $+))+)+,� A(ก%#&%-.$/0�12�(ก#% @�59/.50)�� 0)��)� 2.5 

$+))+)+,� %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 %(:; 
1กC�3��/%:;*1�C%�DE0FG$+ 4 �9=(1>)1>;�. 

 

2. ก�������������� 
2.1. 0.85% NaCl ���ก������ 
 NaCl (Ajax Finechem)        8.5  ก�#$  
 1,+$%&'(ก)#*%A%8�� 1000 $+))+)+,� -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(

167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 %(:; 
2.2. 0.5 M Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (0.5 M EDTA), pH 8.0 

���ก������ 
 EDTA (Sigma Aldrich)    186.1 ก�#$ 
 )�)(�/%%&'(ก)#*%���$(E 800 $+))+)+,� A(ก%#&%��#�/0�$; pH 8.0 ���� NaOH ก5�%:;*

A�1,+$%'(ก)#*%A%8�� 1000 $+))+)+,� -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(
167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 %(:; 

2.3. 10X TBE buffer 
 Tris-base (Sigma Aldrich)    108  ก�#$ 
 Boric acid (Sigma Aldrich)      55  ก�#$ 
 0.5 M EDTA        40 $+))+)+,� 
 1,+$%&'(ก)#*%A%8�� 1000 $+))+)+,� -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(

167&�:;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 %(:; 
2.4. 1M Tris, pH 8.0 ���ก������ 
 Tris base (Sigma Aldrich)    121.1  ก�#$ 
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 )�)(�/%%&'(ก)#*%���$(E 700 $+))+)+,� A(ก%#&%��#�/0�$; pH 8.0 ���� HCl ก5�%:;*A�
1,+$%'(ก)#*%A%8�� 1000 $+))+)+,� -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(
167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 %(:; 

2.5. 5M NaCl ���ก������ 
 NaCl (Ajax Finechem)    292.2  ก�#$ 
 1,+$%&'(ก)#*%A%8�� 1000 $+))+)+,� -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(

167&� :;* 121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 %(:; 
2.6. TNE buffer ���ก������   10 mM Tris, pH 8.0 
      10 mM NaCl 
                      @)�  10 mM EDTA, pH 8.0 
2.7. 3M Sodium acetate ���ก������ 
 Sodium acetate trihydrate (Merck)   408 ก�#$ 
 )�)(�/%%&'(ก)#*% 800 $+))+)+,� ��#� pH ���� acetic acid /0�3�� pH 5.2 A(ก%#&%1,+$

%&'(ก)#*%A%8�� 1000 $+))+)+,� -.$/0�12�(ก#% %'(3���45(167&�����18�7*�9��45(167&� :;* 
121 �9=(1>)1>;�. %(% 15 %(:; 

2.8. 1X TE solution ���ก������  10 mM Tris, pH 8.0 
      1mM EDTA, pH 8.0 
2.9. LMP agarose buffer ���ก������ 10 mM Tris, pH 8.0 

     0.1mM EDTA, pH 8.0 
2.10. SE buffer ���ก������  75 mM NaCl 

25 mM EDTA, pH 8.0 
2.11. Lysis buffer ���ก������  50 mM Tris, pH 8.0 

     50 mM EDTA, pH 8.0 
     1% Sarcosine 
     0.5 mg Proteinase K 
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,(�(9@.�98�($.#$B#%lm��0�5(98�($0)(ก0)(�2�9167&�.(�B#%lDm:;*.��(91�%3>$m metallo-β-
lactamase ก#�2��$G),5(9n:(98)+%+ก 
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PF
GE

 ty
pe

 

Ward 1 

9 9 2/3/2009 �k..(�� A 
9 43 30/3/2009 �k..(�� A 
19 23 20/4/2009 �k..(�� A 

19 31 24/4/2009 �k..(�� A 
15 18 10/3/2009 �k..(�� A 

25 29 21/3/2009 �k..(�� A 

Ward 2 

4 10 2/3/2009 �k..(�� A2 

4 38 26/3/2009 �k..(�� A 
4 101 26/3/2009 1.$0� A 

4 4 12/4/2009 1)7�� A 
30 140 23/3/2009 0%�9 A1 
30 37 25/3/2009 �k..(�� A1 

28 34 25/4/2009 �k..(�� A1 
77 104 27/3/2009 1.$0� A1 

99 133 24/4/2009 0%�9 A1 

Ward 3 

18 22 15/3/2009 �k..(�� A 

18 136 26/4/2009 �k..(�� A 
27 33 23/3/2009 �k..(�� A 

32 40 27/3/2009 �k..(�� A 

Ward 4 89 117 7/3/2009 0%�9 A4 

Ward 5 10 11 2/3/2009 �k..(�� A3 

Ward 6 75 100 28/4/2009 1.$0� A1 

Ward 7 91 119 9/3/2009 0%�9 B 

Ward 8 33 41 29/4/2009 �k..(�� C 
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