
บทท่ี 3 
ผลการทดลอง 

 
3.1 ผลการตรวจคดักรองเอนไซม ์carbapenemase โดยวิธี disc diffusion 

ผลการตรวจคดักรองเอนไซม ์ carbapenemase โดยวธิ ี disc diffusion ในเชือ้ทัง้หมด 4,418 
ตวัอยา่งมเีชือ้ทีใ่หผ้ลบวกจ านวน 104 ตวัอยา่ง (รอ้ยละ 2.2) โดยสว่นใหญ่ (59 ตวัอยา่ง) เป็น Enterobacter 
spp. (ตารางที ่3.1)  
3.2 ผลการตรวจยืนยนัเอนไซม ์carbapenemase โดยวิธีฟีโนไทป์ 

ผลการตรวจยนืยนัเอนไซม ์ carbapenemase ในเชือ้ทีใ่หผ้ลบวกกบัวธิตีรวจคดักรองจ านวน 104 
ตวัอยา่งพบวา่มเีชือ้ 27 ตวัอยา่งใหผ้ลบวกกบัวธิ ี MHT นอกจากน้ีเชือ้ 36 ตวัอยา่งใหผ้ลบวกกบัวธิ ี
PBA-carbapenem combined disc แสดงวา่เชือ้อาจผลติเอนไซม ์class A carbapenemase หรอื AmpC  ใน
เชือ้ 36 ตวัอยา่งทีใ่หผ้ลบวกกบัวธิ ีPBA-carbapenem combined disc พบวา่ม ี23 ตวัอยา่งใหผ้ลบวกกบัวธิ ี
OX-carbapenem combined disc แปลผลไดว้า่เชือ้ผลติเอนไซม ์ AmpC อกี 13 ตวัอยา่งใหผ้ลบวกกบัวธิ ี
PBA-carbapenem combined disc เท่านัน้ โดยขนาดของ inhibition zone เพิม่ขึน้อยูใ่นชว่ง 5-10 มลิลเิมตร 
นอกจากน้ีมเีชือ้ 8 ตวัอยา่งทีใ่หผ้ลบวกกบัวธิ ี EDTA-carbapenem combined disc แปลผลไดว้า่เชือ้ผลติ
เอนไซม ์ MBL โดยขนาดของ inhibition zone เพิม่ขึน้อยูใ่นช่วง 6-19 มลิลเิมตร (รปูที ่ 3.1 และ 3.2 และ
ตารางที ่3.1 และ 3.2) 
3.3 การตรวจชนิดของเอนไซม ์carbapenemase โดยวิธี multiplex PCR 

ผลการตรวจชนิดของเอนไซม ์ carbapenemase โดยวธิ ี multiplex PCR พบวา่มเีชือ้จ านวน 6 
ตวัอยา่งเป็น C. freundii, E. coli และ K. pneumoniae ชนิดละ 2 ตวัอยา่งตรวจพบยนี blaNDM นอกจากน้ีม ี
K. pneumoniae อกี 2 ตวัอยา่งตรวจพบยนี blaIMP แตไ่มพ่บตวัอยา่งทีม่ยีนี blaKPC และ blaOXA-48 (รปูที ่ 3.3 
และ ตารางที ่3.2) 

ผลการตรวจหา integron ทีเ่กีย่วขอ้งกบัยนี blaIMP ใน K. pneumoniae ทัง้ 2 ตวัอยา่งโดยวธิ ีPCR 
ใหผ้ลดงัแสดงในรปูที ่3.4 เมือ่การตรวจล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี blaIMP และ integron จาก PCR product ที่
ไดพ้บวา่ทัง้ 2 ตวัอยา่งเป็น blaIMP-14a อยูบ่น integron ทีม่ยีนี aminoglycoside 6-N-acetyltransferase 
(aacA) อยูด่ว้ยเชน่เดยีวกบัทีร่ายงานใน P. aeruginosa จากโรงพยาบาลศริริาช (GenBank accession no. 
AY553332) ในขณะทีเ่ป็นยนี blaIMP-14a ใน P. aeruginosa จากโรงพยาบาลศรนีครนิทรพ์บอยูบ่น integron ที่
มยีนี aminoglycoside adenylyltransferase (aadB) อยูด่ว้ย (GenBank accession no. FJ267651) 
เชน่เดยีวกบัทีพ่บใน P. aeruginosa จากประเทศไทยซึง่แยกไดท้ีป่ระเทศนอรเ์วย ์(31) (รปูที ่3.5 และ 3.6) 

ผลการตรวจล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี blaNDM จาก PCR product ของเชือ้ทัง้ 6 ตวัอยา่ง (รปูที ่3.7) 
พบวา่เป็นยนี blaNDM-1 และมยีนีรอบขา้งเหมอืนกบัตวัอยา่งทีม่รีายงานในประเทศอนิเดยี (7), ฮอ่งกง (32) 
และสเปน (33) ซึง่ทางดา้น upstream ของยนี blaNDM-1 เป็นสว่นของยนี ISAba125 สว่นยนี ble (bleomycin 
resistance gene) และ trpF (phosphoribosylanthranilate isomerase gene) อยูท่างดา้น downstream (รปู
ที ่3.8) 
3.4 การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาต้านจลุชีพชนิดต่างๆ 

คา่ MIC ต่อยา ertapenem, imipenem และ meropenem ของเชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์NDM-1 อยูใ่นชว่ง 
16-64, 4-16 และ 4-16 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรตามล าดบั ซึง่สงูกวา่เชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์ IMP-14a ทีม่คีา่ MIC 
2-4, 0.25 และ 0.5-2 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรตามล าดบั (ตารางที ่3.3) เชือ้ทัง้ 8 ตวัอยา่งไวต่อยา colistin และ 
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tiglycycline และม ี5 ตวัอยา่งทีไ่มผ่ลติเอนไซม ์ESBL ไวต่อยา aztreonam เชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์NDM-1 ไวต่อ
ยา amikacin รอ้ยละ 100 netilmicin รอ้ยละ 83.3 gentamicin รอ้ยละ 50 และน้อยกวา่รอ้ยละ 50 ต่อ 
fluoroquinilones และ trimethoprim/sulfamethoxazon ทุกตวัอยา่งดือ้ต่อยาตา้นจุลชพีกลุ่ม -lactams ทุก
ชนิดทีท่ดสอบ สว่นเชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์ IMP-14a พบวา่ Kp-22 ไวต่อยากลุม่ amoniglycosides และ 
quinolones สว่น Kp-34 ดือ้ต่อยาสองกลุ่มน้ี 
3.5 การตรวจสอบสายพนัธุข์องแบคทีเรียท่ีดือ้ยา 

จากการท า ERIC-PCR โดยใช ้primer ERIC2 อยา่งเดยีว หรอื ERIC1R คูก่บั ERIC2 ขนาดของ
ชิน้สว่น DNA อยูร่ะหวา่ง 100 bp ถงึ 2 kb และมจี านวน 6 ถงึ 10 แถบ เมือ่อ่านผลดว้ยตาเปลา่พบวา่ทุก
ตวัอยา่งมแีถบ DNA แตกต่างกนัมากกวา่ 1 แถบขึน้ไป ยกเวน้ C. freundii  2 ตวัอยา่งทีใ่หแ้ถบของดเีอน็เอ
เหมอืนกนัทุกแถบ (รปูที ่3.9) 
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ตารางท่ี 3.1 ผลการตรวจยนืยนัการผลติเอนไซม ์carbapenemase โดยวธิ ีmodified Hodge และ combined 
disc และการตรวจชนิดของเอนไซม ์carbapenemase โดยวธิ ีmultiplex PCR   
 

Organisms 
No. isolates 

tested (%) 

No. isolates positive by 

Phenotypic testsa 
Multiplex PCRb 

positive with 

MHT PBA OXA EDTA blaNDM blaIMP 

Enterobacter spp. 59 (56.7) 17 31 21 - - - 

K. pneumonia 12 (11.5) 4 1 - 4 2 2 

Klebsiella spp.  12 (11.5) - 3 1 - - - 

E. coli 11 (10.6) 3 1 1 2 2 - 

M. morganii  6 (5.8) - - - - - - 

C. freundii  2 (1.9) 2 - - 2 2 - 

C. diversus  1 (1.0) - - - - - - 

P. rettgeri  1 (1.0) 1 - - - - - 

Total  104 (100) 27 36 23 8 6 2 

aPBA, phenylboronic acid-carbapenem combined disc test; EDTA, EDTA-carbapenem combined disc 
test; MHT, modified Hodge test; OX, oxacillin-carbapenem combined disc test.  
bTwo sets of multiplex PCR, one for blaIMP, blaVIM, blaSPM-1, blaGIM-1 blaSIM-1 and the other for blaNDM, 
blaKPC and bla OXA-48. 
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รปูท่ี 3.1 การตรวจยนืยนัเอนไซม ์carbapenemase โดยวธิทีางฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ วธิ ีmodified Hodge (a), วธิ ี
combined disc; phenylboronic acid (PBA) positive (b), PBA และ oxacillin (OX) positive (c), และ EDTA 
positive (d) 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 

(c) (d) 
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รปูท่ี 3.2 การเพิม่ขึน้ของขนาด inhibition zone ของ Enterobacteriaceae 104 ตวัอยา่งเมื่อทดสอบดว้ยวธิ ี
EDTA-, phenylboronic acid (PBA)- และ oxacillin (OX)-carbapenem combined disc  
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ตารางท่ี 3.2 ผลการตรวจคดักรองเอนไซม ์carbapenemase, modified Hodge, EDTA combined disc 
และชนิดของยนี -lactamase ในเชือ้ 8 ตวัอยา่งทีผ่ลติเอนไซม ์MBL 
 

aIncrease of inhibition zone diameters of the ertapenem disc containing 292 µg of EDTA compared 
with that of the ertapenem disc alone. 

 
 

Organisms  
isolate no. 

Screening 
test (mm) 

EDTA 
combined 
disc test 

(mm)a 

MHT carbapenemase genes 
ETP IPM 

K. pneumoniae Kp-22 17 23 7 + blaIMP-14a 

K. pneumoniae Kp-34 19 28 6 + blaIMP-14a 

C. freundii Cf-55 9 18 18 + blaNDM-1 

C. freundii Cf-119 10 16 19 + blaNDM-1 

K. pneumoniae Kp-120 10 17 19 - blaNDM-1 

K. pneumoniae Kp-103 12 16 16 + blaNDM-1 

E. coli Ec-131 13 16 17 - blaNDM-1 

E. coli Ec-148 13 18 18 + blaNDM-1 
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รปูท่ี 3.3 ผลการตรวจหายนี blaIMP (a) และ blaNDM, blaKPC และ blaOXA-48 โดยวธิ ีmultiplex PCR (b) จากเชือ้
วงศ ์Enterobacteriaceae  
(a) Lanes M, 1 kb plus DNA ladder; 1 & 2, K. pneumoniae isolates no. 22 และ 34 ตามล าดบั  
(b) Lanes M, 1 kb plus DNA ladder; 1 & 8, K. pneumoniae ATCCBAA-1705 ทีม่ยีนี blaKPC และ 
K. pneumoniae ATCCBAA-1706 ทีไ่มม่ยีนี blaKPC ตามล าดบั; 2, K. pneumoniae ทมียีนี blaOXA-48-like; 
3 ถงึ 7, C. freundii ทีม่ยีนี blaNDM; 9, PCR blank 

 

188 bp 

(a)                         1        2       M 

621 bp 650 bp 
850 bp 

100 bp 

438 bp 
798 bp 

(b)                M      1     2     3     4     5     6      7     8     9         
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รปูท่ี 3.4 ผลการตรวจหา integron ของเชือ้ทีม่ยีนี blaIMP-14a (Kp-22 และ Kp-34) โดยใชไ้พรเมอร ์5 CS คู่

กบั 3 CS (lane 1-4), 5CS คูก่บั IMP-R (lane 5-8) และ IMP-F คูก่บั 3CS (lane 9-12)  
Lane M, 1 kb plus DNA ladder; Lane 1, 2, 5, 6, 9 และ 10, Kp-22; 3, 4, 7, 8, 11 และ 12, Kp-34; และ 
13-15, PCR blank control 
 

 

2 kb 
1.65 kb 

1,000 

bp 

500 bp 

650 bp 

     M    1     2     3     4     5     6     7     8     9   10   11   12   13   14   15    
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IMP-14          GGCATCCAAG CAGCAAGCGC GTTACGCCGT GGGTCGATGT TTGATGTTAT GGAGCAGCAA 

Kp-22           ---------- ---------- ---------- -GGTCGATGT TTGATGTTAT GGAGCAGCAA 

Kp-34           ---------- ---------- ---------- --GTCGATGT TTGATGTTAT GGAGCAGCAA  

                61                                                        *** 120 

IMP-14          CGATGTTACG CAGCAGGGCA GTCGCCCTAA AACAAAGTTA GAAAAGGATA AGTATGAAAA  

Kp-22           CGATGTTACG CAGCAGGGCA GTCGCCCTAA AACAAAGTTA GAAAAGGATA AGTATGAAAA  

Kp-34           CGATGTTACG CAGCAGGGCA GTCGCCCTAA AACAAAGTTA GAAAAGGATA AGTATGAAAA  

                121                                                           180 

IMP-14          AATTATTTGT TTTATGTGTA TTCTTCTTCT GCAACATTGC AGTTGCAGAA GAATCTTTGC  

Kp-34           AATTATTTGT TTTATGTGTA TTCTTCTTCT GCAACATTGC AGTTGCAGAA GAATCTTTGC  

Kp-22           AATTATTTGT TTTATGTGTA TTCTTCTTCT GCAACATTGC AGTTGCAGAA GAATCTTTGC  

                181                                                           240 

IMP-14          CTGATTTAAA AATTGAGAAG CTTGAAGAAG GCGTTTATGT TCATACTTCG TTTGAAGAAG  

Kp-22           CTGATTTAAA AATTGAGAAG CTTGAAGAAG GCGTTTATGT TCATACTTCG TTTGAAGAAG  

Kp-34           CTGATTTAAA AATTGAGAAG CTTGAAGAAG GCGTTTATGT TCATACTTCG TTTGAAGAAG  

                241                                                           300 

IMP-14          TTAAAGGTTG GAGTGTGGTC ACTAAACACG GTTTGGTGGT TCTTGTGAAA AATGACGCCT  

Kp-22           TTAAAGGTTG GAGTGTGGTC ACTAAACACG GTTTGGTGGT TCTTGTGAAA AATGACGCCT 

Kp-34           TTAAAGGTTG GAGTGTGGTC ACTAAACACG GTTTGGTGGT TCTTGTGAAA AATGACGCCT 

                301                                                           360 

IMP-14          ATCTGATTGA TACTCCAATT ACTGCTAAAG ATACTGAAAA ATTAGTCAAT TGGTTTGTTG  

Kp-22           ATCTGATTGA TACTCCAATT ACTGCTAAAG ATACTGAAAA ATTAGTCAAT TGGTTTGTTG 

Kp-34           ATCTGATTGA TACTCCAATT ACTGCTAAAG ATACTGAAAA ATTAGTCAAT TGGTTTGTTG  

                361                                                           420 

IMP-14          AGCGGGGCTA TAAAATCAAA GGCAGTATTT CAACACATTT CCATGGTGAC AGTACGGCTG  

Kp-22           AGCGGGGCTA TAAAATCAAA GGCAGTATTT CACCACATTT CCATGGTGAC AGTACGGCTG 

Kp-34           AGCGGGGCTA TAAAATCAAA GGCAGTATTT CACCACATTT CCATGGTGAC AGTACGGCTG 

                421                                                           480 

IMP-14          GAATAGAGTG GCTTAATTCT CAATCTATCC CCACATATGC TTCTGAATTA ACAAATGAAC  

Kp-22           GAATAGAGTG GCTTAATTCT CAATCTATCC CCACATATGC TTCTGAATTA ACAAATGAAC 

Kp-34           GAATAGAGTG GCTTAATTCT CAATCTATCC CCACATATGC TTCTGAATTA ACAAATGAAC  

                481                                                           540 

IMP-14          TTCTTAAAAA AGACAATAAG GTACAAGCTA AACACTCTTT TAATGGGGTT AGTTATTCAC  

Kp-22           TTCTTAAAAA AGACAATAAG GTACAAGCTA AACACTCTTT TAATGGGGTT AGTTATTCAC 

Kp-34           TTCTTAAAAA AGACAATAAG GTACAAGCTA AACACTCTTT TAATGGGGTT AGTTATTCAC 

                541                                                           600 

IMP-14          TAATTAAAAA CAAAATTGAA GTTTTTTATC CAGGCCCAGG GCACACTCAA GATAACGTAG  

Kp-22           TAATTAAAAA CAAAATTGAA GTTTTTTATC CAGGCCCAGG GCACACTCAA GATAACGTAG 

Kp-34           TAATTAAAAA CAAAATTGAA GTTTTTTATC CAGGCCCAGG GCACACTCAA GATAACGTAG  

                601                                                           660 

IMP-14          TGGTTTGGTT ACCTGAAAAG AAAATTTTAT TCGGTGGTTG CTTTGTTAAA CCGGACGGTC  

Kp-22           TGGTTTGGTT ACCTGAAAAG AAAATTTTAT TCGGTGGTTG CTTTGTTAAA CCGGACGGTC 

Kp-34           TGGTTTGGTT ACCTGAAAAG AAAATTTTAT TCGGTGGTTG CTTTGTTAAA CCGGACGGTC  

                661                                                           720 

IMP-14          TTGGCTATTT GGGGGACGCA AATTTAGAAG CTTGGCCAAA GTCCGCTAAA ATATTAATGT  

Kp-22           TTGGCTATTT GGGGGACGCA AATTTAGAAG CTTGGCCAAA GTCCGCTAAA ATATTAATGT 

Kp-34           TTGGCTATTT GGGGGACGCA AATTTAGAAG CTTGGCCAAA GTCCGCTAAA ATATTAATGT  

                721                                                           780 

IMP-14          CTAAATATGG TAAAGCAAAA CTAGTTGTGT CGAGTCATAG TGATATTGGA GATGTATCAC  

Kp-22           CTAAATATGG TAAAGCAAAA CTAGTTGTGT CGAGTCATAG TGATATTGGA GATGTATCAC 

Kp-34           CTAAATATGG TAAAGCAAAA CTAGTTGTGT CGAGTCATAG TGATATTGGA GATGTATCAC  

                781                                                           840 

IMP-14          TCTTGAAACG TACATGGGAG CAGGCTGTTA AAGGGCTGAA TGAAAGTAAA AAATCATCAC  

Kp-22           TCTTGAAACG TACATGGGAG CAGGCTGTTA AAGGGCTGAA TGAAAGTAAA AAATCATCAC 

Kp-34           TCTTGAAACG TACATGGGAG CAGGCTGTTA AAGGGCTGAA TGAAAGTAAA AAATCATCAC  

                 

 

รปูท่ี 3.5 ล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี blaIMP-14a และ integron จาก K. pneumoniae isolates Kp-22 และ 
Kp-34 เปรยีบเทยีบกบัของยนี blaIMP-14 ซึง่รายงานโดย Tribuddharat และคณะ (2004) (GenBank 
accession no. AY553332)  
*แสดง start codon และ stop codon; แรเงาแสดงต าแหน่งนิวคลโิอไทดข์องยนี blaIMP-14a ทีต่่างจาก blaIMP-14 
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 841         ***                                               900 

IMP-14          AGCCAAGCGA CTAAATTTCT AACAAGGCGC TTCAGCACCG CGCACTTCGT GCGCTCGACA  

Kp-22           AGCCAAGCGA CTAAATTTCT AACAAGGCGC TTCAGCACCG CGCACTTCGT GCGCTCGACA 

Kp-34           AGCCAAGCGA CTAAATTTCT AACAAGGCGC TTCAGCACCG CGCACTTCGT GCGCTCGACA  

                901                                                           960 

IMP-14          GTTCGTAAGC CGCTTTTTTG TGGTTTTGCT ACGCAAAAGG TTTCCACAAA AAATCAACTT  

Kp-22           GTTCGTAAGC CGCTTTTTTG TGGTTTTGCT ACGCAAAAGG TTTCCACAAA AAATCAACTT 

Kp-34           GTTCGTAAGC CGCTTTTTTG TGGTTTTGCT ACGCAAAAGG TTTCCACAAA AAATCAACTT 

                961                                                          1020 

IMP-14          ACAAACTGCG GCTGAGCTTA ACGTTAGAAG GCCCAGGCTA TGCAGTACTC CATTCGCTCG  

Kp-22           ACAAACTGCG GCTGAGCTTA ACGTTAGAAG GCCCAGGCTA TGCAGTACTC CATTCGCTCG 

Kp-34           ACAAACTGCG GCTGAGCTTA ACGTTAGAAG GCCCAGGCTA TGCAGTACTC CATTCGCTCG  

                1021                                                         1080 

IMP-14          GTTCGTGTTT CGGATACATC TGATTGGTTA CGCCTTCGCA ATCTCCTGTG GGAAGGGGAT  

Kp-22           GTTCGTGTTT CGGATACATC TGATTGGTTA CGCCTTCGCA ATCTCCTGTG GGAAGGGGAT 

Kp-34           GTTCGTGTTT CGGATACATC TGATTGGTTA CGCCTTCGCA ATCTCCTGTG GGAAGGGGAT  

                1081                                                         1140      

IMP-14          GACCACGAAA CCGAGATCGC CCAGTTTTTC GCCGGAGCCC TGGCCGAGCC CAACGAAGTG  

Kp-22           GACCACGAAA CCGAGATCGC CCAGTTTTTC GCCGGAGCCC TGGCCGAGCC CAACGAAGTG 

Kp-34           GACCACGAAA CCGAGATCGC CCAGTTTTTC GCCGGAGCCC TGGCCGAGCC CAACGAAGTG  

                1141                                                         1200 

IMP-14          CTGGTAGCCC ATGATGATGC GGGGGCCGTT GTTGGGCATG TCGAGTTATC CATCCGCGAG  

Kp-22           CTGGTAGCCC ATGATGATGC GGGGGCCGTT GTTGGGCATG TCGAGTTATC CATCCGCGAG 

Kp-34           CTGGTAGCCC ATGATGATGC GGGGGCCGTT GTTGGGCATG TCGAGTTATC CATCCGCGAG  

                1201                                                         1260 

IMP-14          GATGTCGCAG GGCTGGAGGG CATCAGAGCG GGCTATATCG AAGGCCTGTA CATCGAGGAG  

Kp-22           GATGTCGCAG GGCTGGAGGG CATCAGAGCG GGCTATATCG AAGGCCTGTA CATCGAGGAG 

Kp-34           GATGTCGCAG GGCTGGAGGG CATCAGAGCG GGCTATATCG AAGGCCTGTA CATCGAGGAG  

                1261                                                         1320 

IMP-14          GCCCATCGCT CGTCCAGCGT CGCGACGCAG TTACTACGGC ACTCCGAGCA ATGGGCCCAA  

Kp-22           GCCCATCGCT CGTCCAGCGT CGCGACGCAG TTACTACGGC ACTCCGAGCA ATGGGCCCAA 

Kp-34           GCCCATCGCT CGTCCAGCGT CGCGACGCAG TTACTACGGC ACTCCGAGCA ATGGGCCCAA  

                1321                                                         1380 

IMP-14          AGTCAGGGAT GCCGGGCGTT TGCATCGGAT CGAGAGGATC GCCTGATCAT CCATAAGCGG  

Kp-22           AGTCAGGGAT GCCGGGCGTT TGCATCGGAT CGAGAGGATC GCCTGATCAT CCATAAGCGG 

Kp-34           AGTCAGGGAT GCCGGGCGTT TGCATCGGAT CGAGAGGATC GCCTGATCAT CCATAAGCGG 

                1381                                                         1440 

IMP-14          TTTTCTGTGA GTCCGCTTTC TAACCCTTCA TTCCAGCGGA CCGCCTTCGG CGGCCGCTGA  

Kp-22           TTTTCTGTGA GTCCGCTTTC TAACCCTTCA TTCCAGCGGA CCGCCTTCGG CGGCCGCTGA 

Kp-34           TTTTCTGTGA GTCCGCTTTC TAACCCTTCA TTCCAGCGGA CCGCCTTCGG CGGCCGCTGA  

                1441                                                         1500 

IMP-14          ATTTGAACGT TAGATGCACT AAGCACATAA TTGCTCACAG CCAAACTATC AGGTCAAGTC  

Kp-22           ATTTGAACGT TAGATGCACT AAGCACATAA TTGCTCACAG C--------- ---------- 

Kp-34           ATTTGAACGT TAGATGCACT AAGCACATA- ---------- ---------- ----------  

                 

IMP-14          TGCTT 1505 

Kp-34           ----- 

Kp-22           ----- 

 

รปูท่ี 3.5 ล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี blaIMP-14a และ integron จาก K. pneumoniae isolates Kp-22 และ 
Kp-34 เปรยีบเทยีบกบัของยนี blaIMP-14 ซึง่รายงานโดย Tribuddharat และคณะ (2004) (GenBank 
accession no. AY553332) (ต่อ)  
*แสดง start codon และ stop codon; แรเงาแสดงต าแหน่งนิวคลโิอไทดข์องยนี blaIMP-14a ทีต่่างจาก blaIMP-14 
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รปูท่ี 3.6 ยนี blaIMP-14a และ integron จาก K. pneumoniae isolates Kp-22 และ Kp-34 เปรยีบเทยีบกบัยนี 
blaIMP-14 และ integron ของ P. aeruginosa จากโรงพยาบาลศริริาช (GenBank accession no. AY553332) 
และ P. aeruginosa จากประเทศไทยไปประเทศนอรเ์วย ์ (31) และยนี blaIMP-14-a และ integron ของ P. 
aeruginosa จากโรงพยาบาลศรนีครนิทร ์(GenBank accession no. FJ267651)  
 

 

P. aeruginosa 

(Tribuddharat et al., 2004) 

P. aeruginosa P1-KKU  

(Chanawong et al., 2008) 

 

 

blaIMP-14a   aadB 

5CS 3CS 

 

blaIMP-14  aac(6’) 

5CS 3CS 

5CS 3CS 

blaIMP-14a

       

P. aeruginosa P4-KKU  

(Chanawong et al., 2008) 

 

K. pneumoniae Kp-22 & Kp-34  

(This study) 

 

5CS 
 

blaIMP-14a   aac(6’) 

3CS 

blaIMP-14   aadB 

5CS 

 
3CS P. aeruginosa K44-24  

(Samuelsen et al., 2010) 
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รปูท่ี 3.7 ผลการตรวจหายนีบรเิวณรอบขา้งของเชือ้ทีม่ยีนี blaNDM-1 จ านวน 6 ตวัอยา่งโดยใชไ้พรเมอร ์
IS125D-F คูก่บั NDM-R (a), NDM-F คูก่บั Ble-R (b) และ NDM-F คูก่บั TrpF-R  
Lane M, 1 kb plus DNA ladder; 1, Cf-55; 2, Kp-103, 3; Cf-119; 4, Kp-120; 5, Ec-131; 6, Ec148  

 

(c) 

1 kb 

1.65 kb 

 M    1     2     3     4    5     6       

1286 bp 

850 bp 

(a) 

1 kb 

       1     2      3      4     5     6    M 

942 bp 

(b) 

850 bp 
1 kb 

       1     2      3      4     5     6    M 

1004 bp 
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                961                                                          1020        

NDM-1(DVR22)    TCACTGAATA CTCGTCCTAG AAAGGCGTTA GATTGGCTTA CACCATTAGA GAAATTTGCT  

Ec-148          ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----TTGCT 

                1021                                                         1080 

NDM-1(DVR22)    CAGCTTGTTG ATTATCATAT GGCTTTTGAA ACTGTCGCAC CTCATGTTTG AATTCGCCCC  

Ec-148          CAGCTTGTTG ATTATCATAT GGCTTTTGAA ACTGTCGCAC CTCATGTTTG AATTCGCCCC 

                1081                                                         1140 

NDM-1(DVR22)    ATATTTTTGC TACAGTGAAC CAAATTAAGA TCATCTATTT ACTAGGCCTC GCATTTGCGG  

Ec-148          ATATTTTTGC TACAGTGAAC CAAATTAAGA TCATCTATTT ACTAGGCCTC GCATTTGCGG  

                1141                              ***                        1200 

NDM-1(DVR22)    GGTTTTTAAT GCTGAATAAA AGGAAAACTT GATGGAATTG CCCAATATTA TGCACCCGGT  

Ec-148          GGTTTTTAAT GCTGAATAAA AGGAAAACTT GATGGAATTG CCCAATATTA TGCACCCGGT  

                1201                                                         1260 

NDM-1(DVR22)    CGCGAAGCTG AGCACCGCAT TAGCCGCTGC ATTGATGCTG AGCGGGTGCA TGCCCGGTGA  

Ec-148          CGCGAAGCTG AGCACCGCAT TAGCCGCTGC ATTGATGCTG AGCGGGTGCA TGCCCGGTGA                 

                1261                                                         1320 

NDM-1(DVR22)    AATCCGCCCG ACGATTGGCC AGCAAATGGA AACTGGCGAC CAACGGTTTG GCGATCTGGT  

Ec-148          AATCCGCCCG ACGATTGGCC AGCAAATGGA AACTGGCGAC CAACGGTTTG GCGATCTGGT  

                1321                                                         1380 

NDM-1(DVR22)    TTTCCGCCAG CTCGCACCGA ATGTCTGGCA GCACACTTCC TATCTCGACA TGCCGGGTTT  

Ec-148          TTTCCGCCAG CTCGCACCGA ATGTCTGGCA GCACACTTCC TATCTCGACA TGCCGGGTTT  

                1381                                                         1440 

NDM-1(DVR22)    CGGGGCAGTC GCTTCCAACG GTTTGATCGT CAGGGATGGC GGCCGCGTGC TGGTGGTCGA  

Ec-148          CGGGGCAGTC GCTTCCAACG GTTTGATCGT CAGGGATGGC GGCCGCGTGC TGGTGGTCGA  

                1441                                                         1500 

NDM-1 (DVR22)   TACCGCCTGG ACCGATGACC AGACCGCCCA GATCCTCAAC TGGATCAAGC AGGAGATCAA  

Ec-148          TACCGCCTGG ACCGATGACC AGACCGCCCA GATCCTCAAC TGGATCAAGC AGGAGATCAA  

                1501                                                         1560 

NDM-1(DVR22)    CCTGCCGGTC GCGCTGGCGG TGGTGACTCA CGCGCATCAG GACAAGATGG GCGGTATGGA  

Ec-148          CCTGCCGGTC GCGCTGGCGG TGGTGACTCA CGCGCATCAG GACAAGATGG GCGGTATGGA  

                1561                                                         1620 

NDM-1(DVR22)    CGCGCTGCAT GCGGCGGGGA TTGCGACTTA TGCCAATGCG TTGTCGAACC AGCTTGCCCC  

Ec-148          CGCGCTGCAT GCGGCGGGGA TTGCGACTTA TGCCAATGCG TTGTCGAACC AGCTTGCCCC  

                1621                                                         1680 

NDM-1(DVR22)    GCAAGAGGGG ATGGTTGCGG CGCAACACAG CCTGACTTTC GCCGCCAATG GCTGGGTCGA  

Ec-148          GCAAGAGGGG ATGGTTGCGG CGCAACACAG CCTGACTTTC GCCGCCAATG GCTGGGTCGA  

                1681                                                         1740 

NDM-1(DVR22)    ACCAGCAACC GCGCCCAACT TTGGCCCGCT CAAGGTATTT TACCCCGGCC CCGGCCACAC  

Ec-148          ACCAGCAACC GCGCCCAACT TTGGCCCGCT CAAGGTATTT TACCCCGGCC CCGGCCACAC  

                1741                                                         1800 

NDM-1(DVR22)    CAGTGACAAT ATCACCGTTG GGATCGACGG CACCGACATC GCTTTTGGTG GCTGCCTGAT  

Ec-148          CAGTGACAAT ATCACCGTTG GGATCGACGG CACCGACATC GCTTTTGGTG GCTGCCTGAT 

                1801                                                         1860 

NDM-1(DVR22)    CAAGGACAGC AAGGCCAAGT CGCTCGGCAA TCTCGGTGAT GCCGACACTG AGCACTACGC  

Ec-148          CAAGGACAGC AAGGCCAAGT CGCTCGGCAA TCTCGGTGAT GCCGACACTG AGCACTACGC 

                1861                                                         1920 

NDM-1(DVR22)    CGCGTCAGCG CGCGCGTTTG GTGCGGCGTT CCCCAAGGCC AGCATGATCG TGATGAGCCA  

Ec-148          CGCGTCAGCG CGCGCGTTTG GTGCGGCGTT CCCCAAGGCC AGCATGATCG TGATGAGCCA  

                1921                                                         1980 

NDM-1(DVR22)    TTCCGCCCCC GATAGCCGCG CCGCAATCAC TCATACGGCC CGCATGGCCG ACAAGCTGCG  

Ec-148          TTCCGCCCCC GATAGCCGCG CCGCAATCAC TCATACGGCC CGCATGGCCG ACAAGCTGCG  

                1981                                                         2040 

                 ***  

NDM-1(DVR22)    CTGAGCCATG GCTGACCACG TCACCCCCAA TCTGCCATCG CGCGATTTCG ATGTGACAGA  

Ec-148          CTGAGCCATG GCTGACCACG TCACCCCCAA TCTGCCATCG CGCGATTTCG ATGTGACAGA  

                2041                                                         2100 

NDM-1(DVR22)    GGCGTTTTAT GCGAAGCTGG GCTTTGCGAC GAGTTGGAAG GATCGCGGCT GGATGATCCT  

Ec-148          GGCGTTTTAT GCGAAGCTGG GCTTTGCGAC GAGTTGGAAG GATCGCGGCT GGATGATCCT  

                2101                                                         2160  

NDM-1(DVR22)    GCAGCGCGGC GGTTTGCAGC TCGAATTCTT CCCCTATCCT GACCTCGACC CAGCTACGAG  

Ec-148          GCAGCGCGGC GGTTTGCAGC TCGAATTCTT CCCCTATCCT GACCTCGACC CAGCTACGAG  

                2161                                                         2220 

NDM-1(DVR22)    CTCGTTCGGC TGTTGCCTGC GGTTGGATGA TCTCGATGCC ATGGTGGCAT TGGTGAACGC  

Ec-148          CTCGTTCGGC TGTTGCCTGC GGTTGGATGA TCTCGATGCC ATGGTGGCAT TGGTGAACGC  

                 

 

รปูท่ี 3.8 ล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี blaNDM-1 จาก E. coli  isolates Ec-148 เปรยีบเทยีบกบัของยนี blaNDM-1 
ซึง่รายงานโดย Sole และคณะ (2011) (GenBank accession no. JF922606)  
*แสดง start codon และ stop codon 
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  2221                                                         2280 

NDM-1(DVR22)    GGCGGGAGCC GAGGAAAAAA GCACCGGCTG GCCGCGCTTC AAAGCTCCGC AACTGGAGGC  

Ec-148          GGCGGGAGCC GAGGAAAAAA GCACCGGCTG GCCGCGCTTC AAAGCTCCGC AACTGGAGGC  

        2281                                                         2340 

NDM-1(DVR22)    GAGCGGCCTG AGGATCGGCT ACCTGATCGA TCCCGACTGC ACGCTGGTGC GGCTGATCCA  

Ec-148          GAGCGGCCTG AGGATCGGCT ACCTGATCGA TCCCGACTGC ACGCTGGTGC GGCTGATCCA  

                2341                                                         2400 

NDM-1(DVR22)    GAACCCCGAC TGACCGCATG CCCGCGAAAA TCAAGATTTG CGGGATCAGC ACACCCGAGG  

Ec-148          GAACCCCGAC TGACCGCATG CCCGCGAAAA TCAAGATTTG CGGGATCAGC ACACCCGAGG 

                2401                                                         2460  

NDM-1(DVR22)    CGCTCGATGC GACCATCGCG GCGCGGGCGG ACTATGCCGG GTTGGTGTTC TATCCAGCGT  

Ec-148          CGCTCGATGC GACCATCGCG GCGCGGGCGG ACTATGCCGG GTTGGTGTTC TATCCAGCGT  

                2461                                                         2520 

NDM-1(DVR22)    CGCCCCGTGC GGTTACGTCG AATGTCGCGG GCGCTTTGAC ATCGCGCGCA GCTGGCCAGA  

Ec-148          CGCCCCGTGC GGTTACGTCG AATGTCGCGG GCGCTTTGAC ATCGCGCGCA GCTGGCCAGA               

                2521                                                         2580 

NDM-1(DVR22)    TCGCCATGGT CGGTTTGTTC GTCGATGCGG ATGATGCTGT CATCGCCGAC GCACTGGTGG  

Ec-148          TCGCCATGGT CGGTTTGTTC GTCGAT---- ---------- ---------- ----------  

                 

 

รปูท่ี 3.8 ล าดบันิวคลโิอไทดข์องยนี blaNDM-1 จาก E. coli  isolates Ec-148 เปรยีบเทยีบกบัของยนี blaNDM-1 
ซึง่รายงานโดย Sole และคณะ (2011) (GenBank accession no. JF922606) (ต่อ)  
*แสดง start codon และ stop codon 
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ตารางท่ี 3.3 ผลการทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลชพีชนิดต่างๆ ของเชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์MBL 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

 

 

AK, 30-µg amikacin; ATM, 30-µg aztreonam; CIP, 5-µg ciprofloxacin; CN, 10-µg gentamicin; CT, 10-µg colistin; ETP, 10-µg ertapenem; IPM, 10-µg imipenem; LEV, 5-µg levofloxacin; MEM, 10-µg 
meropenem; NA, 30-µg nalidixic acid; NET, 30-µg netilmicin; NFX, 10-µg norfloxacin; OFX, 5-µg ofloxacin; SXT, 1.25/23.75-µg trimethoprim/sulfametoxazole; TGC, 15-µg tigecycline. 
 
 
 
 

Organisms isolate no.  Carbapenemase genes 
MICs (mg/L) Antimicrobial susceptibility by disk diffusion test 

ETP IPM MEM ATM AK CN NET NA OFX NFX CIP LEV SXT CT TGC 

K. pneumoniae Kp-22 blaIMP-14a 2 0.25 2 S S S S S S S S S R S S 

K. pneumoniae Kp-34 blaIMP-14a 4 0.25 0.5 R R R R R R R R R R S S 

C. freundii Cf-55 blaNDM-1 64 8 8 S S R S R R R R R R S S 

C. freundii Cf-119 blaNDM-1 64 8 8 R S R S R R R R R R S S 

K. pneumoniae Kp-120 blaNDM-1 16 4 4 R S I R R R R R R R S S 

K. pneumoniae Kp-103 blaNDM-1 32 8 8 S S S S S S S S S S S S 

E. coli Ec-131 blaNDM-1 16 4 4 S S S S S S S S S S S S 

E. coli Ec-148 blaNDM-1 16 4 4 I S S S R R R R R R S S 
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 รปูท่ี 3.9 DNA fingerprint ของเชือ้ทีผ่ลติเอนไซม ์MBL จ านวน 8 ตวัอยา่งโดยเทคนิค ERIC-PCR  
Lane M, 1 kb plus DNA ladder; 1 & 6, C. freundii isolates no. 55 และ 119 ตามล าดบั; 2 & 3, E. coli 
isolates no. 131 และ 148 ตามล าดบั; 4, 5, 6, 7 & 8, K. pneumoniae isolates no. 103, 120, 22 และ 34 
ตามล าดบั  

 
 
 
 
 
 

         M        1         2        3        4         5         6        7        8        M        

1  kb 

2 kb 

850 bp 
650 bp 

500 bp 

1.5 kb 


