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ABSTRACT 
 Carbapenems are effective antibiotics for the treatment of infections caused by 
multidrug-resistant (MDR) Pseudomonas aeruginosa. However, resistance to these 
antibiotics, such as imipenem, has increased steadily in recent years. The major mechanism 
of imipenem resistance in P. aeruginosa is a loss of OprD protein on the outer membrane 
that usually forms specific channels for uptake of basic amino acids and imipenem into the 
cells. From OprD-mediated resistance, an OprD detection technique was developed for 
imipenem susceptibility testing. Species confirmation of the pathogen should be considered 
as an internal control of the immunological test, since this resistance mechanism may be 
shared also by other pseudomonads. In this study, a major outer membrane porin protein F 
(OprF) is interesting in view of its species specificity for P. aeruginosa. The whole oprF 
gene of P. aeruginosa PA10 clinical strain was cloned into pET-28b plasmid and expressed 
for a (His)6-tagged OprF fusion protein in E. coli BL21. The fusion protein in form of an 
insoluble inclusion body was purified by HisTrap HP column chromatography, confirmed 
its identity by matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass 
spectrometry, and prepared for specific polyclonal antibody production in a New Zealand 
White rabbit. The anti-OprF polyclonal antibody was used to determine the specificity in 
Western blot analysis, and it showed a specific band of OprF protein from wild type P. 
aeruginosa and 6 clinical isolates. It showed no cross-reaction in other Pseudomonas 
species, such as P. alcaligenes, P. fluorescens, P. mendocina, P. putida, P. stutzeri, and P. 
syringae. There was no specific banding pattern in E. coli ATCC 25922 and BL21. These 
results suggested that OprF protein may be used in characterization of P. aeruginosa at the 
species level. 
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บทคดัยอ่ 

 ยากลุ่ม carbapenem นับเป็นยาต้านจุลชีพท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการรักษาการติดเช้ือ 

Pseudomonas aeruginosa ท่ีด้ือยาหลายขนาน   แต่ในปัจจุบนัพบวา่เช้ือด้ือต่อยาในกลุ่มน้ีเช่น ยา imipenem 

เพ่ิมข้ึนอยา่งต่อเน่ือง   โดยกลไกหลกัท่ีเช้ือใชใ้นการด้ือยา imipenem คือ การสูญหายของโปรตีน OprD บน

เยื่อหุ้มเซลลช์ั้นนอก ซ่ึงปกติมีหน้าท่ีในการนาํกรดอะมิโนท่ีเป็นเบสเขา้สู่เซลลแ์ละยงัเป็นช่องทางสาํหรับ

นาํเขา้ยา imipenem   จากความรู้เร่ืองการด้ือยาจากการเปล่ียนแปลงของโปรตีน OprD ไดมี้การนาํเทคนิค

การตรวจหาโปรตีน OprD มาใช้กบัชุดตรวจหาความไวต่อยา imipenem ของเช้ือ P. aeruginosa ซ่ึงใน

อนาคตจะมีการพฒันาต่อไป   แต่การพิสูจน์ยืนยนัเช้ือ P. aeruginosa นบัเป็นเร่ืองสาํคญัในแง่ของการเป็น 

internal control ของชุดทดสอบ เน่ืองจากกลไกการด้ือยาน้ีอาจพบไดใ้นเช้ือ pseudomonads อ่ืนๆ   ในการ

ทดลองน้ีจึงไดศึ้กษาโปรตีน OprF ซ่ึงเป็นโปรตีนส่วนใหญ่บนเยื่อหุ้มเซลลช์ั้นนอกของเช้ือ P. aeruginosa 

ในแง่ของความจาํเพาะ เพ่ือบอกวา่เช้ือท่ีทดสอบเป็นเช้ือ P. aeruginosa หรือไม่   การทดลองเร่ิมจากการนาํ

ยีน oprF ของเช้ือ P. aeruginosa PA10 เขา้ pET-28b expression vector และทาํให้เกิดการสร้าง (His)6-

tagged OprF ใน E. coli BL21   โปรตีนน้ีอยู่ในรูป inclusion body และถูกนาํมาทาํให้บริสุทธ์ิโดยคอลมัน์

โครมาโตกราฟฟี HisTrap HP   หลงัจากนั้นทาํการวิเคราะห์โปรตีนเพ่ือยืนยนัโดย MALDI-TOF mass 

spectrometry ก่อนจะนาํไปเตรียมเพ่ือทาํการผลิต polyclonal antibody จากกระต่าย ซ่ึงแอนติบอด้ีท่ีไดจ้ะมี

ความจาํเพาะต่อโปรตีน OprF   ในการวิเคราะห์หาความจาํเพาะของโปรตีน OprF ต่อเช้ือ P. aeruginosa ใช้

วิธีวิเคราะห์โดย Western blot ซ่ึงผลการทดลองพบว่า โปรตีน OprF มีความจาํเพาะต่อเช้ือ P. aeruginosa 

ไม่พบ cross-reaction กบัเช้ือ Pseudomonas สปีชีส์อ่ืน ไดแ้ก่ P. alcaligenes, P. fluorescens, P. mendocina, 

P. putida, P. stutzeri, P. syringae และไม่พบว่ามีความจาํเพาะต่อโปรตีนจาก E. coli BL21 และ E. coli 

ATCC 25922. 
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