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1. บทนํา (Introduction) 

ในปจจุบันนี้มีสถานการณการเกิดโรคติดเชื้อตางๆมากมายท่ัวโลก และท่ีสําคัญยิ่งไปกวานั้นก็

คือเชื้อกอโรคตางๆเหลานี้ก็ไดสรางปญหาท่ีสําคัญมากคือปญหาการดื้อยาซ่ึงไดเพ่ิมสูงข้ึนโดยเกิดจาก

การท่ีเชื้อมีการพัฒนาการดื้อตอยาเพ่ิมข้ึนอยูเสมอ มีการปรับตัวตอยาโดยวิธีการตางๆ เพ่ือท่ีจะขจัด 

หรือลดประสิทธิภาพของยาตานจุลชีพ การดื้อยาอาจเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติของเชื้อนั้นๆ หรืออาจเกิด

ภายใตความกดดันของการใชยาตานจุลชีพ (selective pressure) สําหรับสถานการณเชื้อกอโรคท่ีดื้อ

ยาในประเทศไทยนั้นพบวาขณะนี้เชื้อแบคทีเรียหลายสปชีสมีการดื้อยาแบบหลายชนิด (multidrug 

resistance, MDR) และบางสปชีสดื้อยาทุกชนิด ทําใหปจจุบันพบโรคติดเชื้อท่ีรักษาไมไดเพ่ิมจํานวนข้ึน

เรื่อยๆ เชื้อแบคทีเรียดื้อยาเปนปญหาสําคัญทางการแพทยและสาธารณสุข ซ่ึงนับวันจะมีความรุนแรง

เพ่ิมข้ึนซ่ึงเปนผลมาจากการแพรกระจายของเชื้อดื้อยา ซ่ึงสงผลทําใหคาใชจายในการรักษาและอัตรา

การตายสูงข้ึน 

เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa เปนเชื้อแบคทีเรียรูปทอน แกรมลบ จัดเปนเชื้อ

ฉวยโอกาสและเปนสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในโรงพยาบาล ซ่ึงสามารถกอใหเกิดโรคไดในทุกระบบ

ของรางกาย ผูปวยท่ีอยูในโรงพยาบาลจะมีการติดเชื้อ P. aeruginosa ไดงายและรุนแรง โดยท่ีเชื้อจะมี

การเพ่ิมจํานวนอยูในน้ําหรือท่ีมีความชื้น ตามเครื่องมือแพทย หรือเครื่องชวยหายใจ คนท่ีเกิดการติด

เชื้องายไดแกผูปวยท่ีมีแผลอักเสบ แผลไฟไหม การติดเชื้อท่ีตา ผูปวยท่ีมีภูมิคุมกันต่ําเนื่องจากสูงอายุ 

หรือไดรับยากดภูมิคุมกัน การติดเชื้อ P. aeruginosa ในโรงพยาบาลเปนปญหาท่ีพบบอยใน Intensive 

Care Unit (ICU) เนื่องจาก ICU เปนท่ีรวมของผูปวยท่ีมีอาการรุนแรงและมีความไวตอการติดเชื้อ ทํา

ใหเกิดการติดเชื้อแทรกซอนในผูปวยในโรงพยาบาลสูง การรักษาโรคติดเชื้อ P. aeruginosa นั้นก็จะใช

ยาในกลุมท่ีออกฤทธิ์กวางและหลายชนิดรวมกันในการรักษาเชน beta-lactams, aminoglycosides 

และ quinolones ฯลฯ อยางไรก็ตามเชื้อ P. aeruginosa ท่ีพบในโรงพยาบาลเปนเชื้อท่ีดื้อตอยาตาน

จุลชีพหลายชนิด (MDR P. aeruginosa) ทําใหการรักษาไมไดผล ในปจจุบันยาท่ีจะใชรักษาการติดเชื้อ 

MDR P. aeruginosa มีไมมากนัก ทําใหผูปวยมีอัตราการตายสูง ขอมูลจากศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตาน

จุลชีพแหงชาติ (National Antimicrobial Resistance Surveillance Center Thailand: NARST) 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ระบุวา เชื้อ P. aeruginosa มีการดื้อยาสูงข้ึน ทําใหตองมีการเฝาระวัง

อยางใกลชิด  

การดื้อยาในเชื้อแบคทีเรียอาจเกิดข้ึนไดโดย (1). แบบธรรมชาติ (natural หรือ intrinsic 

resistance) เปนผลจากคุณสมบัติของเชื้อท่ีมีอยูแตกําเนิดและสามารถถายทอดไปสูเซลรุนลูก จึงมีแบบ

แผนการดื้อยาท่ีคอนขางแนนอนสําหรับเชื้อกลุมเดียวกัน และ (2). เกิดข้ึนภายหลัง (acquired 

resistance) เปนผลจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางหรือสรีรวิทยาของเซลภายหลังการกําเนิดเซล เชน

การกลายพันธุ หรือไดรับยีนดื้อยาจากภายนอก  เชื้อ MDR P. aeruginosa มีกลไกในการดื้อยาหลาย

กลไกท้ังในแบบ intrinsic และ acquired resistance การควบคุมการแพรกระจายของเชื้อ MDR P. 
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aeruginosa ในโรงพยาบาลทําไดยากเนื่องจากยีนดื้อยามักพบอยูบน mobile genetic element ทํา

ใหความสามารถในการดื้อยาแพรกระจายไปยังเชื้ออ่ืนๆ ไดเร็ว ความรูในดานยีนดื้อยาในเชื้อ MDR P. 

aeruginosa และการถายทอดยีนดื้อยา อาจทําใหมีการปองกันการแพรกระจายของเชื้อ MDR P. 

aeruginosa ไดดียิ่งข้ึน และอาจสงผลใหอัตราการตายจากเชื้อ MDR P. aeruginosa ลดลงได  

การศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกาพบอุบัติการณและความชุกของเชื้อ P. aeruginosa ท่ีดื้อตอ

ยากลุม cephalosporin รุนท่ี 3 (20-35%) และ ยา imipenem (15%) ใน ICU โดยตัวเลขนี้ไมมีการ

เปลี่ยนแปลงในชวงป ค.ศ.1989-1997 สําหรับการดื้อยากลุม fluoroquinolone (ciprofloxacin และ 

ofloxacin) พบวามีอัตราการดื้อยาสูงข้ึนจากท่ี 4% ในปค.ศ. 1989 ถึงประมาณ 15% ในปค.ศ.1997 

ท้ังในและนอก ICU ในปจจุบันนี้ยากลุมสุดทายของการรักษาโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากเชื้อ P. aeruginosa 

คือยากลุม carbapenems ซ่ึงมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดดีเปนเหตุใหมีการใชท่ีสูงมาก จึงทําใหขณะนี้มีเชื้อ P. 

aeruginosa ท่ีดื้อยาเหลานี้เพ่ิมสูงข้ึน โดยไดมีการรายงานการพบเชื้อ P. aeruginosa ท่ีดื้อตอยากลุม 

carbapenem 21% จาก ICU ในประเทศสหรัฐอเมริกา ในชวงป ค.ศ. 1998-2002 และตอมาในป ค.ศ. 

2003 ก็ไดเพ่ิมข้ึนเปน 24.3% (NNIS, 2004) สําหรับในชวงป ค.ศ. 2006-2007 ก็พบวาการดื้อยา 

carbapenem ของเชื้อ P. aeruginosa เพ่ิมข้ึนเปน 25%  

สําหรับการศึกษาในประเทศไทย โดยการศึกษาการติดเชื้อในโรงพยาบาลศิริราชในระหวางป

ค.ศ.1983-1986 พบความชุกจากการติดเชื้อ P. aeruginosa ระหวาง 22-31% โดยเปนอันดับหนึ่งของ

การติดเชื้อท้ังหมด (Danchavijitr and Waitayapiches, 1988) ตอมาไดมีการศึกษาการติดเชื้อใน ICU 

ของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ศิริราช และรามาธิบดี ในป ค.ศ.1991-1992 เปนเวลา 4 เดือน พบวาการ

ติดเชื้อ P. aeruginosa เปนอันดับสอง คือ 22% ของการติดเชื้อแกรมลบท้ังหมด ในป ค.ศ.1998-1999 

ก็ไดมีการรายงานถึงความชุกของการติดเชื้อ P. aeruginosa วาเปนอันดับหนึ่งคือ 27% ในโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ (Jayanetra et al.,1994) สําหรับการรายงานอุบัติการณการดื้อยาของเชื้อ P. 

aeruginosa ซ่ึงการศึกษาของโรงพยาบาลโรคทรวงอกในป ค.ศ.1997 พบ MDR P. aeruginosa ถึง 

15-38% (นลินี และคณะ, 2547) และจากการรายงานของศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพแหงชาติ 

ในชวงป ค.ศ. 2000-2005 พบวาเชื้อ P. aeruginosa เปนเชื้อแบคทีเรียกอโรคท่ีพบมากเปนอันดับสอง 

(11-12%) และในป ค.ศ. 2006-2008 ก็ถูกรายงานวาพบมากเปนอันดับสาม (10-11%) (NARST, 

2009)  

การศึกษาความไวของเชื้อ P. aeruginosa  ตอยาตานจุลชีพในหลายประเทศรวมท้ังประเทศ

ไทย พบวามีแนวโนมการดื้อยาหลายชนิดเพ่ิมข้ึน  และมีการดื้อยาในระดับสูงอีกดวย  เชื้อแบคทีเรียท่ี

เคยไวตอยาแลวเกิดการดื้อยาในภายหลังนั้น อาจเกิดมาจากการกลายพันธุ (mutation) หรือเกิดจาก

เชื้อไดรับยีนดื้อยา ซ่ึงถายทอดจากเชื้อท่ีดื้อยาอยูกอนแลว โดยกระบวนการ horizontal gene 

transfer เนื่องจากยีนดื้อยาหลายชนิดมักพบอยูบน genetic elements ท่ีสามารถเคลื่อนท่ีได แตท่ีพบ

บอยคือยีนดื้อยาเหลานี้มักจะสอดแทรกใน gene cassette ท่ีอยูบน class 1 integron และ integron 
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มักพบอยูบน plasmid หรือ transposon จึงทําใหสามารถท่ีจะพายีนดื้อยาเคลื่อนท่ีไปได ทําใหเกิดการ

ถายทอดยีนดื้อยาเหลานี้ไปยังแบคทีเรียสปชีสเดียวกันหรือตางสปชีสกันก็ได ซ่ึง integron จัดเปนอีก

ปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญสําหรับการแพรกระจายของยีนดื้อยา ทําใหสามารถท่ีจะถายทอดยีนดื้อยาไดอยาง

รวดเร็ว 

Integrons ถูกคนพบในป ค.ศ. 1995 โดย Hall และ Collis พบมากในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 

ท่ีเปน nosocomial pathogen ซ่ึงพบไดท่ัวโลก ซ่ึง integrons จัดเปน genetic elements ท่ีมี

คุณสมบัติพิเศษคือ สามารถ recruit และรวมสวนของ gene cassettes เขาไปแทรกในสวนของ 

operon โดยใชกลไก site-specific recombination (Hall and Collis, 1995) โดย integron นี้อาจ

พบอยูบน transposon หรือ conjugative plasmid ซ่ึงทําใหเชื้อแบคทีเรียท่ีดื้อตอยาตานจุลชีพ

สามารถแพรกระจายไดงายและมีการแพรกระจายอยางกวางขวาง ในปจจุบันนี้สามารถแบง integrons 

ออกไดเปน 8 class (Whittle and Salyers, 2002) โดยแบงตามความแตกตางของลําดับเบสของ 

integrase gene ท่ีจะไดเปนชนิดของเอนไซม integrase ท่ีตางกันของแตละ class ดวย โดยเฉพาะ 

class 1, 2, 3 เทานั้นท่ีเก่ียวของกับ gene cassettes ท่ีมีการดื้อตอยา (antibiotic resistance) 

 ในสวนของแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดการติดเชื้อในคนนั้นมักจะพบยีนท่ีเก่ียวของกับการดื้อยาใน

กลุมของ beta-lactam อยูใน gene cassette ท่ีจะแทรกอยูใน class 1 integron ซ่ึง class 1 

integron นั้นไดถูกรายงานวาพบในแบคทีเรียแกรมลบหลายจีนัสประกอบดวย Acinetobacter, 

Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, 

Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella และ Vibrio สวน 

class 2 integron นั้นมักจะพบอยูใน Tn7 family ของ transposons โดยท่ี class 2 integron ไดมี

การพบในเชื้อ Acinetobacter, Shigella และ Salmonella สวน gene cassette ท่ีมักพบเจอบอยๆ

ใน class 2 integron นี้ก็คือ aadA1, dfrA1 และ sat สําหรับ class 3 integron นั้นไดมีการรายงาน

การพบในเชื้อ P. aeruginosa, Serratia marcescens, Achromobacter xylosoxidans, 

Pseudomonas putida และ Klebsiella pneumoniae ท่ีแยกไดจากญี่ปุน (Fluit and Schmitz, 

2004) อยางไรก็ตาม integron ท่ีมีบทบาทมากในเรื่องการดื้อยาไดแก class 1 integron ซ่ึง

ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ (ภาพ 1) 

1.  5'conserved sequence (5'-CS) ซ่ึงตําแหนงนี้จะประกอบดวย intI1, attachment site 

(attI1), promoter ซ่ึง intI1 gene จะทําหนาท่ีแปลรหัสไดเปนเอนไซม integrase โดยเอนไซมนี้จะ

เปนตัวกระตุนใหเกิดการรวมตัวกันใหมของยีนหลังจากท่ีมีการสอดแทรกของ gene cassettes สวน 

attl1 นั้นจะทําหนาท่ีเปน recognition site สําหรับเอนไซม integrase ท่ีจะเขามาตัดและเชื่อมตอ

สวนของ gene cassettes เขากับสวนของ integron สําหรับ promoter นั้น promoters ท่ีอยูใน 5′ 
CS  ของ integron ชวย ทําหนาท่ีคลายกับเปน natural expression vector สําหรับ จะชวยในการ

แสดงออกของ gene cassette ท่ีสอดแทรกเขาไปใน integron  
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2.  Gene cassettes คือกลุมของยีนดื้อยาโดยสวนใหญแลวมักจะเปนยีนท่ีไมมี promoter 

หรือมีความเปน promoter ท่ีต่ํา แลวก็จะตามดวย attachment site (attC) หรือ 59-base 

element (59-be) ซ่ึงจะทําหนาท่ีในการจดจําตําแหนงของ integrase ในระหวางท่ีเกิด 

recombination นอกจากนี้ในสวนนี้ก็ยังจะพบสวนของ core site (GTTRRRY) และ invert core site 

(TTRRRY) ดวย (Recchia and Hall, 1995) ตัวอยางของ gene cassette ไดแก   

  2.1 beta-lactam resistance gene cassettes จะควบคุมการสรางเอนไซม beta-

lactamase ทําใหดื้อยา beta-lactams (Rowe-Magnus & Mazel, 2002) 

2.2 aminoglycoside resistance gene cassettes พบมีประมาณ 21 ชนิด (Row-

Magnus & Mazel, 1999,) สวนใหญ gene cassette นี้จะอยูในกลุม aad gene 

(aminoglycoside adenyltransferase family) ทําใหดื้อตอยา streptomycin และ 

spectinomycin (Mazel et al. 2000)  

 3.  3'conserved sequence (3'-CS) โดยท่ัวไปแลวตําแหนงนี้ก็จะมีสวนของยีนท่ีดื้อตอ 

quaternary ammonium compound (qacE∆1), sulphonamide (sulI, sulfamethoxazole 

resistant gene) และมีสวนของ open reading frame (ORF) ท่ีมีบทบาทตอการดื้อยาชนิดตางๆ 

แบคทีเรียท่ีมี integron อยูอาจจะมีความสามารถท่ีจะพัฒนาการดื้อยาตานจุลชีพหลายชนิดไดอยาง

รวดเร็ว และยังชวยใหสามารถถายทอดยีนดื้อยาเหลานี้ไปยังสปชีสเดียวกันหรือคนละสปชีสได ดังนั้น

แบคทีเรียท่ีมี integron ท่ีมียีนดื้อยาจึงเปนปญหาท่ีสําคัญในการใชยาตานจุลชีพไดในอนาคต  (Fluit 

and Schmitz, 2004) 

 

 

 
 

ภาพ 1 แสดงโครงสรางบางสวนของ class 1 integron โดยท่ี P1 คือ promoter สําหรับ 
              การแปลรหัสของ gene cassettes, P2 คือ promoter ตัวท่ีสองซ่ึงมักจะไม 
              ทํางาน, P คือpromoter สําหรับ qacE∆ gene และ sulI gene  
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   (Fluit and Schmitz, 2004) 

 
 

 สําหรับการศึกษายีนดื้อยาท่ีเก่ียวของกับ integron ในประเทศไทย นั้น มีรายงานการศึกษาใน

สัตวพบยีนดื้อยาท่ีเก่ียวของกับ class 1 integron ในเชื้อ Escherichia coli จากสุกรและผูเลี้ยงสุกรถึง 

63.5% และเชื้อเหลานี้ก็เปนเชื้อท่ีดื้อยาหลายชนิด (Phongpaichit et al., 2007) การศึกษาในเชื้อ 

Salmonella enterica ท่ีแยกไดจาก ไกและสุกรในประเทศไทย พบยีนดื้อยาท่ีเก่ียวของกับ class 1 

integron นั้น มีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายการดื้อยา (รุงทิพย และ พรเพ็ญ, 2551) สวน

การศึกษายีนดื้อยาในคนพบยีนดื้อยาในกลุม beta-lactam (blaVEB-1 และ blaOXA-10) และ rifampicin 

(arr-2) ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของ class 1 integron ในเชื้อ P. aeruginosa และ Enterobacteriaceae 

และยีนดื้อยาเหลานี้สามารถถายทอดไปยังแบคทีเรียอ่ืนๆได (Girlich et al., 2001) การศึกษาใน

ตัวอยางอุจจาระของคนก็พบ class 1 integron จากเชื้อ E. coli ท่ีดื้อยาหลายชนิด (Phongpaichit et 

al., 2008) นอกจากนี้ผูวิจัยไดรายงานการตรวจพบยีนท่ีดื้อยา imipenem บน class 1 integron ใน

เชื้อ P. aeruginosa  (bla IMP-1) ซ่ึงสามารถถายทอดไปยังแบคทีเรียอ่ืนไดเชนกัน (Boonkerd et al., 

2009) 
 

2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย (Objective) 

เพ่ือศึกษาชนิดของยีนดื้อยาบน class 1 integron ในเชื้อ MDR P. aeruginosa  

 

3. ระเบียบวิธีวิจัย (Materials and Methods) 

3.1 กลุมตัวอยางท่ีใชในการวิจัย (Bacterial isolates) 

        เชื้อท่ีใชในการศึกษาไดแก เชื้อ P. aeruginosa จํานวนอยางนอย 50 ไอโซเลต ซ่ึงเชื้อเหลานี้

เปน clinical isolates ท่ีไดทําการศึกษากอนหนานี้วาเปนเชื้อท่ีดื้อยาหลายชนิด (MDR P. 

aeruginosa) รวมท้ัง ceftazidime และ imipenem   

3.2 การทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพโดยวิธี Disk diffusion test 

 Disk diffusion test เปนวิธีการท่ีใชในการทดสอบความไวตอยา ในการรายงานผลสามารถ

บอกไดวาเชื้อมีความไวตอยาในระดับใด โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ DifcoTM LB Broth, Miller (Luria-

Bertani) (Becton,Dickinson and Company., Sparks, MD 21152, USA) บมในเครื่องเขยาความเร็วรอบ 

200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นใชไมพันสําลีท่ีทําใหปราศจากเชื้อแลวจุมลงไปในเชื้อท่ี

เตรียมความเขมขนของเชื้อเทากับ McFarland standard No. 0.5 แลวทําการ swab เชื้อท่ีตองการทดสอบ

บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ DifcoTM Mueller-Hinton agar (Becton, Dickinson and Company., Sparks, 
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MD 21152, USA) แลวทําการวาง antibiotic disk (Oxiod Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK) นําไปบม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง อานผลการทดสอบโดยการวัดขนาดของ clear zone 

จากนั้นนําไปเปรียบเทียบกับมาตรฐานท่ีกําหนดไว (CLSI, 2007) ซ่ึงสามารถแปลผลได 3 ระดับคือ R 

(resistant), I (intermediated) และ S (susceptible)  

3.3 การตรวจหา class 1 integron (Detection of class 1 integron) โดยวิธี PCR 

 สําหรับงานวิจัยนี้จะใชวิธี colony PCR โดยเตรียม template ดวยวิธี boiling method 

เนื่องจาก integron ในแตละ class นั้นจะมีความแตกตางท่ีเอนไซม integrase ดังนั้นการตรวจหา 

class 1 integron นี้จะอาศัย specific primer ท่ีสามารถจับกับ intI ได (ตาราง 1) ในปฏิกิริยาของการ

ทํา PCR ประกอบดวย template,10 µM forward primer, 10 µM reverse primer, 5 µM dNTPs, 

1.5 µM MgCl2, Taq polymerase, 10X amplification buffer และ sterile deionized water 

ปรับปริมาตรรวม 50 µl สภาวะท่ีเหมาะสมในการทํา PCR สําหรับการตรวจหา intI คือ 94 ºC 5 นาที 

1 รอบ, 94 ºC 45 วินาที (denaturing), 48 ºC 45 วินาที (annealing), 72 ºC 5 นาที (extension) 

จํานวน 30 รอบ และ 72 ºC 10นาที 1 รอบ หลังจากไดเพ่ิมปริมาณแลว ทําตรวจผลการ 

amplification ดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis จากนั้นนํา PCR product ท่ีไดมาทําให

บริสุทธิ์ และทําการหาลําดับเบส หลังจากทราบลําดับเบสแลว นํามาวิเคราะหลําดับเบสท่ีไดกับลําดับ

เบสท่ีมีรายงาน ดวยโปรแกรมวิเคราะหจากเวบไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 

3.4 การตรวจหายีนดื้อยาท่ีอยูบน class 1 integron  โดยวิธี PCR 

 เชื้อท่ีใหผลบวกตอ intI จะนํามาตรวจหายีนท่ีอยูบน class 1 integron โดยใช specific 

primer ท่ีสามารถจับกับ 5'-CS (forward primer) และ 3'-CS  (reverse primer) (ตาราง 1) ใน

ปฏิกิริยาของการทํา PCR นั้นจะเหมือนกับท่ีไดระบุไวในขอ 3.2 แตจะเพ่ิมเวลาในข้ันตอน extension 

เปน 5 นาที และเอนไซม Taq polymerase ท่ีใชจะเปนเอนไซมสําหรับ Long PCR product 

fragment เนื่องจาก ยีนท่ีอยูบน class 1 integron นั้นมักจะมีหลายยีน ซ่ึงจะทําใหได PCR product  

ขนาดใหญทําตรวจผลการ amplification ดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis จากนั้นนํา PCR 

product ท่ีไดมาทําใหบริสุทธิ์ ทําการหาลําดับเบส และวิเคราะหผลเหมือนกับท่ีไดระบุไวในขอ 3.3   

 

ตารางท่ี 1 แสดง Primer ท่ีใชในการตรวจหา class 1 integron  

 
Primers Sequences   Expected PCR products (bp.)      References 

 

Int1 F 5’GCA TCC TCG GTT TTC TGG3’  457   Shibata et al.,2003 

Int1 R 5’GGT GTG GCG GGC TTC GTG3’   

5'CS 5’GGC ATC CAA GCA GCA AG3’  Variable   Lévesque et al., 1995 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3'CS 5’AAG CAG ACT TGA CCT GA3’   

___________________________________________________________________________ 

 
4. ผลการทดลองและอภปิรายผล (Results and Discussions) 

4.1 การศึกษาความไวของเช้ือ P. aeruginosa ตอยาตานจุลชีพ 

การรักษาโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากเชื้อ P. aeruginosa นั้นสวนใหญแลวมักจะใชยาหลายขนาน

รวมกัน จึงทําใหเชื้อเกิดการดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน จึงมีความจําเปนท่ีจะตองศึกษาความไวของเชื้อ

ตอยาตานจุลชีพเหลานี้ ซ่ึงการศึกษาความไวของเชื้อตอยาตานจุลชีพ จะใชวิธี Disk diffusion test ยา

ท่ีใชทดสอบ ไดแก third generation cephalosporins (ceftazidime), imipenem, ciprofloxacin, 

นอกจากนั้นยังมีกลุม aminoglycosides (gentamicin, amikacin) อีกดวย เม่ือทําการวัดขนาดของ 

inhibition zone แลวนําไปเปรียบเทียบกับมาตรฐานของ CLSI (CLSI, 2007) ซ่ึงจะสามารถแปลผลได 

3 ระดับคือ เชื้อมีความไวตอยา (S: susceptible) เชื้อมีความไวตอยาระดับกลาง (I: intermediate) 

และเชื้อมีการดื้อยา (R: resistant) ผลการศึกษาแสดงไวในตาราง 2 พบวาเชื้อมีการดื้อตอยา 

ceftazidime และ ciprofloxacin คิดเปนรอยละ 88 (44/50) และ 90 (45/50) นอกจากนั้นเชื้อสวน

ใหญยังมีการดื้อตอยา imipenem ถึงรอยละ 62 % (31/50) สําหรับยากลุม aminoglycosides นั้น

พบวาเชื้อดื้อตอยา gentamicin และ amikacin ถึง 80 % (40/50) และ 56 % (28/50) ตามลําดับ  

จากผลการศึกษาความไวของยาตานจุลชีพตอเชื้อ P. aeruginosa พบวาเชื้อสวนใหญมีการ

ดื้อตอยาท่ีใชเปนตัวเลือกในการรักษาโรคติดเชื้อ P. aeruginosa ท้ังยากลุม fluoroquinolone, 

aminoglycoside และ beta-lactam รวมท้ังยา carbapenem ท่ีออกฤทธิ์ไดกวางขวางและถือวาดี

ท่ีสุดในปจจุบัน เชื้อ P. aeruginosa ก็ยังพัฒนาตัวเองใหอยูรอดและดื้อยาไดงาย ซ่ึงก็สอดคลองกับ

รายงานสถานการณท้ังตางประเทศและในประเทศ เรื่องการดื้อยา carbapenem และกลุมยาอ่ืนท่ีใช

รักษาโรคติดเชื้อ P. aeruginosa โดยจากการศึกษาของ MYSTIC program Brazil ป ค.ศ. 2003 ซ่ึง

เปนการศึกษาใน 20 โรงพยาบาลของบราซิล พบเชื้อ P. aeruginosa มากท่ีสุดจากเชื้อกอโรคใน

โรงพยาบาลและมีอัตราการดื้อตอยา meropenem 64 % และ ceftazidime 55.8 % (Kiffer et al., 

2005) ในปเดียวกันก็มีการรายงานของ Canadian National Intensive Care Unit พบวานอกจากเชื้อ 

P. aeruginosa จะมีการดื้อตอยา meropenem แลวยังดื้อตอยากลุม cephalosporin รุนท่ี 3 และ 4 

คือ ceftriaxone และ cefepime ถึง 30 % และ 10.2 % ตามลําดับ (Zhanel et al., 2008) ในป 

ค.ศ. 2006 ก็มีการศึกษาการเฝาระวังเชื้อกอโรคในโรงพยาบาลจากศูนยการแพทยของสหรัฐอเมริกา 

พบวา 10.7 % และ 6.4 % ของเชื้อ P. aeruginosa มีการดื้อยา impenem และ meropenem 

ตามลําดับ (Rhomberg et al., 2007) นอกจากนั้นยังมีการรายงานการดื้อยา imipenem ในเชื้อ P. 

aeruginosa ในระหวางป ค.ศ. 2005-2008 จากโรงพยาบาลศูนยการแพทย Malaya ประเทศมาเลเซีย 

(Khosravi et al., 2010) อีกดวย สําหรับในประเทศไทยนั้นไดมีการศึกษาผูปวยท่ีรักษาตัวในหอผูปวย
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วิกฤตของโรงพยาบาลสงขลานครินทร ในชวงป ค.ศ. 2000-2002 ก็พบปญหาการดื้อยา imipenem 

ของเชื้อ P. aeruginosa ถึง 30.9 % (Thongpiyapoom et al., 2004) ตอมาไดมีการรายงานจาก

ศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาแหงชาติ (NARST) ถึงการดื้อยาของเชื้อ P. aeruginosa พบวาในชวงปค.ศ. 

2000-2005 เชื้อมีอัตราการดื้อตอยา imipenem (12.8-15.4 %), meropenem (8.5-15.5 %), 

ceftazidime (24.6-26.2 %), amikacin (17.9-23.6 %) และ MDR ซ่ึงรวมการดื้อยา amikacin, 

ciprofloxacin และ ceftazidime (33-44.6 %) เปนตน (Dejsirilert et al., 2009) ตอมาก็มีการศึกษา

ในเด็กท่ีอายุต่ํากวา 15 ปท่ีรักษาตัวอยูในหอผูปวยวิกฤตในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ในป ค.ศ. 2005 ก็

พบปญหาการดื้อยาของเชื้อ P. aeruginosa โดย MDR P. aeruginosa พบมากเปนอันดับสองคือ 55 

% ซ่ึง MDR P. aeruginosa ท้ังหมดนี้ก็มีการดื้อตอยากลุม carbapenem ดวย (Sritippayawan et 

al., 2009) นอกจากนั้นในป ค.ศ. 2005-2006 ไดมีการรายงานจากแผนกกุมารเวชกรรม โรงพยาบาล

ขอนแกน วาพบเชื้อ MDR P. aeruginosa ถึง 10.53 % (เสง่ียม และ พรทิพย, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตาราง  2    แสดงผลการทดสอบความไวของเชื้อ P. aeruginosa ตอยาตานจุลชีพ โดยวิธี Disk 

diffusion test 
       ความไวตอยาตานจลุชีพ 
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Isolate  Isolation  specimens               

  date    CAZ IPM CN AK CIP  

PA4-458  7/11/2550 pus  R I R R R  

PA4-489  7/11/2550 sputum  R I R S R  

PA546  8/11/2550 sputum  R R R I R  

PA850  13/11/2550 sputum  R R R R R  

PA884  13/11/2550 sputum  R I R I R  

PA935  14/11/2550 sputum  R I R R R  

PA974  14/11/2550 sputum  R I R S R  

PA975  14/11/2550 sputum  R R R S R  

PA1058  15/11/2550 urine  R I R S R  

PA1360  19/11/2550 sputum  R I R R R  

PA1630  19/11/2550 sputum  R I R R R  

PA1775  25/11/2550 sputum  R S R S R  

PA952  12/12/2550 -  R I R R R  

PA953  15/12/2550 -  R I R S R  

PA1691  23/12/2550 sputum  R R R I R  

PA2413  29/12/2550 sputum  R R R R R  

PA2259  30/12/2550 sputum  R S R R R  

PAk90  7/01/2551 blood  R R R R R  

PA321  7/01/2551 sputum  S I S S S  

PA2149  27/01/2551 sputum  R R R R R  

PA2290  29/01/2551 sputum  R R S S S  

PA195  2/02/2551 sputum  R I R R R   

PA248  3/02/2551 fluid  R S R R R  

PA304  4/02/2551 sputum  S R S S R  

PA923  12/02/2551 sputum  R R R S R  

PA931  12/02/2551 pus  R R R S R  

ตาราง  2  (ตอ)  

       ความไวตอยาตานจลุชีพ 

Isolate  Isolation  specimens               

  date    CAZ IPM CN AK CIP 

PA948  12/02/2551 sputum  R R R R R 

PA966  12/02/2551 sputum  R R R R R   

PA1266  15/02/2551 sputum  R R R R R  

PA1304  16/02/2551 sputum  R I R R R  

PA1625  20/02/2551 sputum  S R S S S  
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PA1632  20/02/2551 sputum  R R R R R  

PA2169  27/02/2551 sputum  R I R R R  

PA2201  27/02/2551 sputum  S R S S R   

PA2354  29/02/2551 -  R R S S S  

PA36  1/03/2551 sputum  S R S S R  

PA128  2/03/2551 pus  R R R R R  

PA181  3/03/2551 sputum  R I R S R  

PA982  12/03/2551 pus  R R R R R  

PA1110  15/03/2551 sputum  R R R R R  

PA1154  15/03/2551 pus  R S R R R  

PA1361  17/03/2551 sputum  R R R R R  

PA1410  19/03/2551 sputum  R R R R R  

PA1868  23/03/2551 sputum  R R R R R  

PA60  1/04/2551 wound  R R R R R  

PA277  3/04/2551 burn  R R R R R  

PA329  4/04/2551 pus  S R S S I  

PA392  5/04/2551 sputum  R R R R R  

PA398  5/04/2551 pus  R R S S S  

PA460  6/04/2551 -  R R I S R  

หมายเหตุ  S: susceptible, I: intermediate, R: resistant 

 Abbreviations: CAZ (Ceftazidime), IPM (Imipenem), CN (Gentamicin), AK (Amikacin), CIP 

(Ciprofloxacin) 

 - : ไมมีขอมูล 

4.2 การตรวจหา class 1 integron โดยวิธี PCR   

 ปจจุบันนี้พบปญหาวาเชื้อมีการดื้อยาตานจุลชีพหลายขนานพรอมกัน โดยเกิดจากการมี 

genetic element ชนิดหนึ่งท่ีเรียกวา integron ซ่ึงแพรกระจายมากในหมูแบคทีเรียแกรมลบ โดย 

integron สามารถสะสมยีนดื้อยาชนิดตางๆใหมาเรียงตอกัน ทําใหสะดวกตอการสรางเอนไซมมาทําลาย

ยาตานจุลชีพหลายขนานพรอมกัน และการสงตอยีนดื้อยาหลายชนิดไปพรอมๆกันก็เกิดข้ึนไดงายอีก

ดวย และยีนดื้อยาในเชื้อ P. aeruginosa มักจะสอดแทรกใน class 1 integron โดยใชกลไก site-

specific recombination ซ่ึง class 1 integron จะประกอบดวย conserved segment 2 สวน คือ 

 นอกจากนั้นยังมีสวนของ (CS׳3) conserved segment׳และ 3 (CS׳5) conserved segment׳5

variable region อยูระหวาง 5׳CS และ 3׳CS ซ่ึงเปน gene cassette ท่ีมีกลุมของยีนดื้อยาชนิดตางๆ 

ดังนั้นการศึกษานี้จึงนําเชื้อ P. aeruginosa 50 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจากผูปวยมาทําการตรวจหา class 1 

integron โดยเทคนิค PCR โดยในข้ันตอนแรกจะทําการเพ่ิมจํานวนยีน intI1 ซ่ึงใช primer ท่ีจําเพาะ

กับยีน intI1 คือ int1F-int1R primer ผลปรากฏวามีเชื้อจํานวน 41 ไอโซเลต ใหผลบวกกับ int1F-
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int1R ไดแก PA4-458, PA4-489, PA546, PA850, PA884, PA935, PA974, PA975, PA1058, 

PA1360, PA1630, PA1775, PA952, PA953, PA1691, PA2413, PA2259, Pak90, PA2149, 

PA2290, PA195, PA248, PA923, PA931, PA948, PA966, PA1266, PA1304, PA1632, PA2169, 

PA181, PA982, PA1110, PA1154, PA1361, PA1410, PA1868, PA60, PA277, PA392 และ 

PA460 มีการตรวจพบ PCR product ซ่ึงใหขนาดท่ีใกลเคียงกับ PCR product ของ intI1 คือ ขนาด

ประมาณ 457 bp (ภาพ 2) ดังนั้นเชื้อท้ัง 41 ไอโซเลตนี้อาจมียีน intI1 ซ่ึงเปนยีนท่ีพบบน class 1 

integronตัวอยางของ intI1 PCR product จึงไดถูกนําไปทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดแลวนํามา

วิเคราะหผล ปรากฏวาใหความเหมือนกับยีน intI1 เทากับ 100 % identity (แสดงดังภาพ 3) แสดงวา

เชื้อเหลานั้นมียีน intI1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        M     1      2      3      4      5     6      7      8      9 

 
 

ภาพ  2  แสดงขนาดของ PCR product จากการเพ่ิมปริมาณดีเอนเอของยีน intI1 

(ขนาดประมาณ 457 bp) ในเชื้อ P. aeruginosa บางไอโซเลต บน 1 % agarose gel  

  ใน 0.5x TBE buffer  Lane M: 100 bp ladder marker (Fermentas); Lane 1-9:  

  PA850, PA277, PA935, PA4-486, PA2169, PA2259, PA60, PA2149 และ PA974  

3000 bp 

1000 bp 

500 bp 
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  ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     10        20        30        40        50   
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   CTACCTCTCACTAGTGAGGGGCGGCAGCGCATCAAGCGGTGAGCGCACTC  
           Stop codon 
                     60        70        80        90       100  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   CGGCACCGCCAACTTTCAGCACATGCGTGTAAATCATCGTCGTAGAGACG  
                    110       120       130       140       150  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   TCGGAATGGCCGAGCAGATCCTGCACGGTTCGAATGTCGTAACCGCTGCG  
         Int1R 
                    160       170       180       190       200  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   GAGCAAGGCCGTCGCGAACGAGTGGCGGAGGGTGTGCGGTGTGGCGGGCT  
PA884-Int1  -------------------------------------GGTGTGGCGGGCT  
                    210       220       230       240       250  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   TCGTGATGCCTGCTTGTTCTACGGCACGTTTGAAGGCGCGCTGAAAGGTC  
PA884-Int1  TCGTGATGCCTGCTTGTTCTACGGCACGTTTGAAGGCGCGCTGAAAGGTC  
                    260       270       280       290       300  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   TGGTCATACATGTGATGGCGACGCACGACACCGCTCCGTGGATCGGTCGA  
PA884-Int1  TGGTCATACATGTGATGGCGACGCACGACACCGCTCCGTGGATCGGTCGA  
                    310       320       330       340       350  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   ATGCGTGTGCTGCGCAAAAACCCAGAACCACGGCCAGGAATGCCCGGCGC  
PA884-Int1  ATGCGTGTGCTGCGCAAAAACCCAGAACCACGGCCAGGAATGCCCGGCGC  
                    360       370       380       390       400  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 



13 

 

Int1 gene   GCGGATACTTCCGCTCAAGGGCGTCGGGAAGCGCAACGCCGCTGCGGCCC  
PA884-Int1  GCGGATACTTCCGCTCAAGGGCGTCGGGAAGCGCAACGCCGCTGCGGCCC  
                    410       420       430       440       450  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   TCGGCCTGGTCCTTCAGCCACCATGCCCGTGCACGCGACAGCTGCTCGCG  
PA884-Int1  TCGGCCTGGTCCTTCAGCCACCATGCCCGTGCACGCGACAGCTGCTCGCG  
                    460       470       480       490       500  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   CAGGCTGGGTGCCAAGCTCTCGGGTAACATCAAGGCCCGATCCTTGGAGC  
PA884-Int1  CAGGCTGGGTGCCAAGCTCTCGGGTAACATCAAGGCCCGATCCTTGGAGC  
                    510       520       530       540       550  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   CCTTGCCCTCCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGATCCTTG  
PA884-Int1  CCTTGCCCTCCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGATCCTTG  
                    560       570       580       590       600  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Int1 gene   ACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAG  
PA884-Int1  ACCCGCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAG  
                                                   Int1F 
 
 

ภาพ  3 แสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ intI1 gene ในเชื้อ P. aeruginosa PA884  

4.3 การตรวจหายีนดื้อยาท่ีอยูบน class 1 integron โดยวิธี PCR 

 จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาเชื้อ P. aeruginosa 41 ไอโซเลต มียีน intI1 ซ่ึงเปน

ลักษณะเฉพาะของ class 1 integron ดังนั้นจึงนําเชื้อเหลานี้มาวิเคราะหหาชนิดและจํานวนของ gene 

cassette ท่ีอยูบน class 1 integron โดยเทคนิค PCR ซ่ึงใช In5׳CS-In3׳CS primer ท่ีจําเพาะกับสวน

ของ 5׳CS และ 3׳CS ผลปรากฏวาพบ PCR product ของ class 1 integron ท่ีมีขนาดแตกตางกัน 7 

ขนาด คือมีขนาดประมาณ 700 bp, 1300 bp, 1400 bp, 2000 bp, 2600 bp, 3000 bp และ 7000 

bp (ภาพ 4) นอกจากนั้นยังพบวาในเชื้อบางไอโซเลตยังพบ class 1 integron มากกวา 1 ชนิด (ตาราง 

3) คือพบ class 1 integron ท่ีมี 2 ขนาดอยูในเชื้อไอโซเลตเดียวกัน ซ่ึงพบในเชื้อ 5 ไอโซเลต ไดแก 

PA1154, PA1775, PA2259, PA974 และ PA953 และยังพบ class 1 integron ท่ีมีถึง 3 ขนาดอยูใน

เชื้อไอโซเลตเดียวกัน โดยพบในเชื้อ 5 ไอโซเลต ไดแก PA1691, PAk90, PA975, PA1266 และ PA181 

ดังนั้นจึงสามารถท่ีจะแบงรูปแบบของ class 1 integron ท่ีพบในเชื้อท้ัง 41 ไอโซเลต ได 7 รูปแบบ 

(ตาราง 3) คือรูปแบบท่ี 1, 3, 5, 6 และ 7 จะพบ class 1 integron จํานวน 1 ชนิด ในเชื้อไอโซเลต

เดียวกัน คือมีขนาดประมาณ 700 bp, 1300 bp, 2000 bp, 3000 bp และ 7000 bp ตามลําดับ ใน

รูปแบบท่ี 4 จะพบวามี 2 ชนิดของ class 1 integron ภายในเชื้อไอโซเลตเดียวกัน คือขนาดประมาณ 

1400 bp และ 2600 bp สําหรับรูปแบบท่ี 2 พบวามี class 1 integron ถึง 3 ชนิดอยูในเชื้อไอโซเลต

เดียวกัน คือขนาดประมาณ 700 bp, 1400 bp และ 2600 bp เม่ือพิจารณาถึงรูปแบบของ class 1 

integron ท่ีพบมากท่ีสุดก็คือ รูปแบบท่ี 3 โดยพบมากถึง 25 ไอโซเลตจากท้ังหมด 41 ไอโซเลต คิดเปน 

60.97 % 
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              M     1     2      3      4     5     6       7 

 
 

ภาพ  4  แสดงขนาดของ PCR product ของ class 1 integron ท้ัง 7 รูปแบบท่ีพบในเชื้อ  

  P. aeruginosa บน 1.0 % agarose gel ใน 0.5x TBE buffer   

  Lane M: 100 bp ladder marker (Fermentas); Lane 1-7: PA931, PA1266, PA546, 

  PA1154, PA1110, PA277 และ PA966 ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

3000 bp 
2000 bp 
1500 bp 

1000 bp 

500 bp 
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ตาราง  3  แสดงรูปแบบของ class 1 integron ท่ีตรวจพบในเชื้อ P. aeruginosa ท่ีแยกไดจากผูปวย 

 
Integron  no.   isolates   Approximate size of integron (bp) 

types  of isolates 

       1  2  PA923, PA931    700 

       2  5  PA1691, PAk90, PA975   700, 1400, 2600 

    PA1266, PA181 

       3  25  PA4-458, PA4-489, PA546,   1300  

    PA850, PA884, PA935,     

    PA1058, PA1360, PA1630,     

    PA952, PA2413, PA2149,   

    PA195, PA248, PA948, 

    PA1304, PA1632, PA2169, 

    PA982, PA1361, PA1410, PA60, 

    PA1868, PA392, PA460 

       4  5  PA1154, PA1775, PA2259,   1400, 2600 

    PA974, PA953 

       5  2  PA1110, PA2290    2000 

       6  1  PA277     3000 

       7  1  PA966     7000 

 

สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ gene casettes บน class 1 integron โดยใชเทคนิค 

sequencing แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาวิเคราะห ผลปรากฏวา PCR product ท่ีมีขนาดตางกันก็

จะพบยีนดื้อยาท่ีแตกตางกันดวย โดย gene casettes บน class 1 integron ท่ีพบนี้มีตั้งแต 1, 2, 3 

และ 7 gene (ภาพ 5) โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

4.3.1 class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 700 bp ท่ีพบใน integron รูปแบบท่ี 1 และ 2 

(ภาพ 5a) เม่ือวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดแลวก็พบวามีเพียง 1 ยีนคือ aadB ท่ี encode เอนไซม 

aminoglycoside adenylyltransferase (AAD(2׳׳)) ซ่ึงทําใหเชื้อดื้อตอยา gentamicin และ 
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kanamycin โดยรูปแบบของ gene cassettes ท่ีพบนี้เคยมีรายงานวาพบในเชื้อ P. aeruginosa ท่ี

แยกไดจากผูปวยท้ังในประเทศบราซิล (Fonseca et al., 2006), ฮังการี (Ratkai et al., 2008) และ

อิหราน (Shahcheraghi et al., 2010) เปนตน  

4.3.2 class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 1300 bp พบใน integron รูปแบบท่ี 3 เพียง

รูปแบบเดียว เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ aadA6-

orfD (ภาพ 5b) ซ่ึง aadA6 จะ encode เอนไซม aminoglycoside adenylyltransferase 

(ANT(3׳׳)-If) ทําใหเชื้อดื้อตอยา streptomycin โดยรูปแบบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes นี้เคย

มีรายงานการพบบน class 1 integron ท่ีมีขนาด 1300 bp ในเชื้อ P. aeruginosa 15 ไอโซเลตท่ีแยก

ไดจากผูปวยในประเทศจีนในระหวางป ค.ศ. 2003-2005 (Gu et al., 2007) และป ค.ศ. 2007 ก็ยังพบ

ในเชื้อ P. aeruginosa ท่ีแยกจากผูปวยในประเทศอิหราน (Shahcheraghi et al., 2010) เปนตน  

4.3.3 class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 1400 bp พบใน integron รูปแบบท่ี 2 และ 4 

นั้นมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหแลวพบวาคือยีน aacA7 แตวามีการจัดเรียงตัวแบบ duplicate 

(aacA7- aacA7) (ภาพ 5c) โดยยีนนี้จะ encode เอนไซม aminoglycoside acetyltransferase 

(AAC(6׳)-Ib) ทําใหเชื้อเกิดการดื้อตอยาในกลุม aminoglycoside เชน amikacin และ tobramicin 

โดย aacA7 นี้เคยพบบน integron ท่ีแทรกตัวใน MDR plasmid pBWH301 โดยพบในเชื้อ 

Enterobacter spp. ระหวางเกิดการแพรระบาดของการดื้อยาในโรงพยาบาลท่ีประเทศเวเนซุเอลา ซ่ึง 

aacA7 อยูรวมกับยีนอ่ืนดวยคือ aacA7-catB3-aadB-oxa2-orfD (Hopkins et al., 1991 และ 

Bunny et al., 1995) นอกจากนั้นยังพบ aacA7 ในเชื้อ Pseudomonas putida strain Pp1 ท่ีพบ

ในประเทศโปรตุเกส ซ่ึงพบวามีการจัดเรียงตัวอยูรวมกับยีนอ่ืนคือ aacA7-blaRVIM-2R-aacC1-aacA4 บน 

class 1 integron ดวย (Santos et al., 2010) 

4.3.4  class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 2000 bp พบใน integron รูปแบบท่ี 5 เม่ือ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ blaP1b-aadA2 (ภาพ 

5d) ซ่ึง blaP1b จะ encode เอนไซม PSE-1/CARB-2 beta-lactamase โดยทําใหเชื้อดื้อตอยา 

carbenicillin (Quinteira et al., 2005) และ aadA2 ก็ encode สําหรับเอนไซม aminoglycoside 

adenylyltransferase (ANT(3׳׳)Ib) ทําใหเชื้อดื้อตอยา streptomycin (Bito and Susani, 1994) ได

มีรายงานกอนนี้วาเคยพบ blaP1b-aadA2 ในเชื้อ Morganella morganii (Rojas et al., 2006) 

4.3.5 class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 2600 bp พบใน integron รูปแบบท่ี 2 และ 4 

เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ aac(3)-Ic-(smr1-

like)-cmlA5 (ภาพ 5e) โดยท่ี aac(3)-Ic จะ encode เอนไซม aminoglycoside acetyltransferase 

(AAC(3)-Ic) และทําใหเชื้อดื้อตอ gentamicin (Riccio et al., 2003) สําหรับ smr จะ encode 

multidrug resistance protein (SMR family) ซ่ึงทําใหเชื้อดื้อตอ toxic compounds หลายชนิด 

รวมท้ังยาตานจุลชีพกลุม aminoglycoside (Li et al., 2003) ซ่ึงกอนนี้ก็เคยพบ smr ท่ีอยูบน 
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integron ดวยคือ smr1 ในเชื้อ Stenotrophomonas maltophilia จํานวน 6 ไอโซเลต ซ่ึงแยกได

จากผูปวยท่ี Kaohsiung Medical University Hospital ในป ค.ศ. 2002 (Chang et al., 2004) 

สําหรับสิ่งท่ีนาสนใจคือ smr ท่ีพบในการศึกษานี้เม่ือนําไปศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบวามีความ

คลายคลึงกับ smr1 ถึง 98.74 % โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดตางกันเพียง 4 ตําแหนงในยีนนี้คือ G A 

(ตําแหนงท่ี 40), C T (ตําแหนงท่ี 255), G T (ตําแหนงท่ี 261) และ C T (ตําแหนงท่ี 303) 

เม่ือวิเคราะหถึงระดับกรดอะมิโนพบวามีความคลายคลึงกับ SMR1 ถึง 98.94 % โดยท่ีกรดอะมิโนมีการ

เปลี่ยนแปลงเพียง 1 ตําแหนงเทานั้นคือกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 14 เปลี่ยนจาก Valine (Val,V)  

Isoleucine (IIe,I) แสดงดังภาพ 6 ซ่ึง smr1-like ท่ีพบนี้ไมเคยมีพบมากอนเม่ือเปรียบเทียบกับยีนและ

กรดอะมิโนท่ีมีอยูใน GenBank สําหรับ cmlA5 ก็ encode chloramphenicol resistance protein 

ซ่ึงการเรียงตัว aac(3)-Ic–cmlA5 ก็เคยมีรายงานการพบในเชื้อ P. aeruginosa ท่ีโรงพยาบาล

มหาวิทยาลัยในตุรกี (Ozgumus et al., 2007) 

4.3.6 class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 3000 bp พบใน integron รูปแบบท่ี 6 เม่ือ

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ aadB-cmlA1-aadA15 

(ภาพ 5f) โดย aadB ก็ทําใหเชื้อดื้อยา gentamicin และ kanamycin สําหรับ cmlA1 และ aadA15 

ก็ทําใหเชื้อดื้อตอยา chloramphenicol และ streptomycin ตามลําดับ ซ่ึงเคยมีการรายงานกอนนี้ถึง

การพบ aadA15 ในประเทศไตหวันวาพบการจัดเรียงตัวของยีน catB3-blaOXA-10-aadA15 บน class 

1 integron ในเชื้อ P. aeruginosa (Yan et al., 2006) 

4.3.7 class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 7000 bp ท่ีพบใน integron รูปแบบท่ี 7 นั้น

พบในเชื้อ 1 ไอโซเลต คือ PA966 เม่ือนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบวามีการจัดเรียงตัวของ gene 

cassettes คือ tnpA IS10-like-blaVEB-2-aadB-arr-(2)-cmlA5-blaOXA-10-aadA1 (ภาพ 5g) บริเวณ 

upstream กอนถึงตําแหนงของ blaVEB-2 gene cassette พบยีน tnpA เม่ือทําการเปรียบเทียบลําดับ 

นิวคลีโอไทดแลวปรากฏวามีความเหมือน 100 % identity กับ tnpA IS10-like (GenBank accession 

no. AY536743) โดย IS10-like เปน insertion sequence ท่ีมีบทบาทเปน transposable element 

ซ่ึงจะ encode เอนไซม transposase ท่ีถูกใชสําหรับการเคลื่อนท่ีและทําใหสามารถท่ีจะแทรกไปยัง 

target molecule ได (Chandler and Mahillon, 2002) หลังจากตําแหนงของ tnpA IS10-like ก็จะพบ

ยีน blaVEB-2 ซ่ึงเปน ESBL ชนิดหนึ่ง สําหรับในประเทศไทยเคยมีรายงานมากอนนี้วา มักพบ IS1999 

อยูบริเวณ upstream กอนถึงตําแหนงของ blaVEB (Girlich et al., 2002) นอกจากนั้น promoter 

ของ IS1999 ยังชวยเพ่ิมการแสดงออกของ blaVEB-1 ในเชื้อ P. aeruginosa อีกดวย (Aubert et al., 

2003) ในการศึกษานี้พบวา tnpA IS10-like ในเชื้อ P. aeruginosa มีความคลายคลึงกับ IS1999 ถึง 

99% identity โดยนิวคลีโอไทดตางกันเพียง 2 ตําแหนงภายในยีน คือเปลี่ยนจาก A G ในตําแหนงท่ี 

910 และเปลี่ยนจาก A C ในตําแหนงท่ี 1235 ซ่ึงก็ตรงกับการรายงานของ Mahillon และ 
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Chandler ป ค.ศ. 1998 ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวา tnpA IS10-like จะไปทําหนาท่ีเปน promoter เพ่ิม

การแสดงออกของ blaVEB-2 ในเชื้อ PA966 ได 

สําหรับ blaVEB-2 จะทําใหเชื้อเกิดการดื้อตอยา ceftazidime ในอัตราท่ีสูง โดย blaVEB-2 ท่ี

อยูบน class 1 integron นี้เคยมีรายงานการพบในเชื้อ P. aeruginosa 2 ไอโซเลต ท่ีดื้อยา 

ceftazidime สูง ท่ีแยกไดจากผูปวยของโรงพยาบาลศิริราช (Girlich et al., 2002) ซ่ึง blaVEB-2 ท่ีพบ

ในไอโซเลต PA966 นี้ก็มีการดื้อตอยา ceftazidime แสดงวา blaVEB-2 มีบทบาทในการทําใหเชื้อดื้อตอ

ยา ceftazidime นอกจากนั้นยังพบยีน aadB, arr-2 และ cmlA5 ท่ีทําใหเชื้อดื้อตอยา gentamicin, 

rifampin และ chloramphenicol ตามลําดับ ถัดมาพบยีน blaOXA-10 ซ่ึงทําใหเชื้อดื้อตอ β-lactam 

อ่ืนอีกดวย และยีน aadA1 ท่ีทําใหเชื้อดื้อตอยา streptomycin ซ่ึงรูปแบบการจัดเรียงตัวของ gene 

cassettes ท่ีพบนี้ คือ tnpA IS10-like-blaVEB-2-aadB-arr-(2)-cmlA5-blaOXA-10-aadA1 มีความ

คลายคลึงกับท่ีเคยมีการรายงานกอนหนานี้แลวในเชื้อ P. aeruginosa ท่ีแยกไดจากผูปวยของ

โรงพยาบาลศิริราช โดยมีการจัดเรียงตัวของ gene cassettes เหมือนกัน แตตางกันตรงตําแหนงของ 

insertion sequence ท่ีเปลี่ยนจาก tnpA IS10-like เปน tnpA IS1999 เทานั้น (Girlich et al., 2002) 

แสดงใหเห็นวาบริเวณ upstream กอนถึงตําแหนง veb-2 cassette นั้นนอกจากท่ีมักจะพบเปน 

IS1999 แลวยังสามารถพบไดเปน IS10-like อีกดวย  
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In5׳CS In3׳CS 

534 bp. 

aadB 

700 bp. 

279 bp. 

In5׳CS In3׳CS 

846 bp. 

orfD aadA6 

1300 bp. 

aacA7 aacA7 

In5׳CS In3׳CS Pa1266F1 

459 bp. 459 bp. 
1400 bp. 

In3׳CS 

867 bp. 792 bp. 
 blaP1b (PSE-1/CARB-2) aadA2

 

In5׳CS

 

2000 bp. 
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ภาพ 5  แสดงรูปแบบของ gene cassettes ท่ีอยูบน class 1 integron ท่ีมีขนาดตางกัน โดยท่ี 

                   คือทิศทางของ primer และ         คือทิศทางของ gene จาก start codon ไปยัง 

stop codon 
         
smr1(AF406792)    MGWIYLILAGVFEVGWPVGLKMAQTPETRWSGIGVAVAFMTVSGFLLWLA  
smr-PA1154        .............I....................................  
 
                           60        70        80        90       100  
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
smr1(AF406792)    QRQIPIGTAYAVWTGIGAAGTFFVGVLYYGDPTSFFRYMGVALIIAGVIT  
smr-PA1154        ..................................................  
 
                         
                  ....|. 
smr1(AF406792)    LKLAH*  
smr-PA1154        .....*  

 

ภาพ  6  แสดงการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ SMR1-like จากเชื้อ P. aeruginosa PA1154 

กับ SMR1 ท่ีพบในเชื้อ Stenotrophomonas maltophilia  

เครื่องหมาย . คือตําแหนงกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน  

บริเวณท่ีแรเงาสีเทา คือ ตําแหนงกรดอะมิโนของ SMR1-like จากเชื้อ P. aeruginosa 

PA1154 ท่ีตางจาก SMR1 ท่ีพบในเชื้อ Stenotrophomonas maltophilia 

 

In5׳CS In3׳CS Pa1154F1 Pa1154R1 

aac(3)-Ic smr1-like cmlA5 

471 bp. 318 bp. 1259 bp. 

2600 bp. 

1260 bp. 534 bp. 791 bp. 

In5׳CS In3׳CS Pa277F1 Pa277R1 

aadB cmlA1 aadA15 

3000 bp. 

1251 bp. 900 bp. 534 bp. 543 bp. 1260 bp. 801 bp. 780 bp. 

7000 bp. 

In5׳CS In3׳CS Pa966F1 VEB-F aadBF Pa966R2 Pa1154R1 Pa966R1 

tnpAIS10-like  blaVEB-2 aadB aar-2 cmlA5 blaoxa-10 aadA1 
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จากผลการศึกษายีนดื้อยาใน class 1 integron ในเชื้อท้ังหมด 41 ไอโซเลต สามารถสรุป

รูปแบบของยีนดื้อยาท่ีพบและรูปแบบการดื้อยาของเชื้อ ดังแสดงในตาราง 4 แสดงใหเห็นวารูปแบบของ

ยีนดื้อยาท่ีพบและรูปแบบการดื้อยาของเชื้อมีความสัมพันธกัน ดังนั้นการดื้อยาหลายชนิดในเชื้อ P. 

aeruginosa จึงอาจเปนไปไดท่ีเกิดจากยีนดื้อยาท่ีพบเปนสวนหนึ่งของ class 1 integron 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตาราง  4  แสดงความสัมพันธของยีนดื้อยาท่ีพบในเชื้อ P. aeruginosa กับรูปแบบการดื้อยาของเชื้อ 

      

ยีนดื้อยา     เชื้อ  รูปแบบการดื้อยา 

Integron type 1 (700 bp) 

-700 bp: aadB (CNr)     PA923   CNr 

       PA931   CNr 

Integron type 2 (700 bp,1400 bp, 2600 bp) 

-700 bp: aadB (CNr)     PA1691   CNr 

-1400 bp: aacA7-aacA7 (AKr)    PAk90   CNr, AKr 

-2600 bp: aac(3)-Ic-(smr1-like)-cmlA5 (CNr, Cr*) PA975   CNr 

       PA1266   CNr, AKr 

       PA181   CNr 

Integron type 3 (1300 bp) 

-1300 bp: aadA6-orfD (Sr*)    PA4-458, PA4-489, 

       PA546, PA850, 

       PA884, PA935,         - 

       PA1058, PA1360, (เนื่องจาก 

       PA1630, PA952, ไมไดทําการ 
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       PA2413, PA2149, ทดสอบกับ 

       PA195, PA248,          Streptomycin) 

       PA948, PA1304, 

       PA1632, PA2169, 

       PA982, PA1361 

       PA1410, PA460, 

       PA60, PA392, PA1868 

 

 

 

 

ตาราง  4  (ตอ) 

 

ยีนดื้อยา     เชื้อ  รูปแบบการดื้อยา 

Integron type 4 (1400 bp, 2600 bp) 

-1400 bp: aacA7-aacA7 (AKr)    PA1154  CNr, AKr 

-2600 bp: aac(3)-Ic-(smr1-like)-cmlA5 (CNr, Cr*) PA1775  CNr 

       PA2259  CNr, AKr 

       PA974  CNr 

       PA953  CNr 

Integron type 5 (2000 bp) 

-2000 bp: blaP1b-aadA2 (Cbr*, Sr*)   PA1110 - 

       PA398       (เนื่องจากไมไดทําการ 

               ทดสอบกับยา 

              Carbenicillin และ 

              Streptomtcin) 

Integron type 6 (3000 bp) 

-3000 bp: aadB-cmlA1-aadA15 (CNr, Cr*, Sr*)  PA277  CNr 

Integron type 7 (7000 bp) 

-7000 bp: tnpA IS10-like-blaVEB-2-aadB-arr-(2)-  PA966  CAZ r, CNr, 

     cmlA5-blaOXA-10-aadA1     TICr, PRL r 

   (CAZ r, CNr, RIFr*, TICr, PRL r, Cr*, Sr*) 
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หมายเหตุ  r คือ resistant , * คือ ยาตานจุลชีพท่ีไมไดทําการทดสอบในงานวิจัยนี้ 

       Abbreviations: AK (Amikacin), C (Chloramphenicol), CAZ (Ceftazidime), 

      Cb (Carbenicillin), CN (Gentamicin), PRL (Piperacillin), RIF (Rifampin), 

      TIC (Ticarcillin), S (Streptomycin)  

 

5. บทสรุป (Summary) 

การศึกษาการดื้อยาของเชื้อ P. aeruginosa จํานวน 50 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจากผูปวยของ

โรงพยาบาลใน จังหวัดพิษณุโลก ดวยการศึกษาความไวของเชื้อตอยาตานจุลชีพชนิดตางๆ โดยวิธี Disk 

diffusion test พบวาเชื้อสวนใหญมีการดื้อตอยาท่ีใชในการทดสอบท้ัง 5 ชนิดไดแก ceftazidime 

imipenem, ciprofloxacin, gentamicin และ amikacin) แสดงถึงวาเชื้อสวนใหญมีการดื้อตอยา

หลายขนานท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาในปจจุบัน เนื่องจากการดื้อยาหลายชนิดในเชื้อ P. 

aeruginosa เกิดจากยีนดื้อยาซ่ึงสวนใหญมักพบบน class 1 integron จึงตรวจหา class 1 integron 

โดยใช primer จําเพาะกับยีน intI1 พบวาเชื้อจํานวน 41 ไอโซเลตใหผลบวกกับ intI1 ซ่ึงเปน

ลักษณะเฉพาะของ class 1 integron ดังนั้นจึงนําเชื้อเหลานี้มาวิเคราะหหา gene cassette ท่ีอยูบน 

class 1 integron ผลปรากฏวาพบ PCR product ของ class 1 integron ท่ีมีขนาดแตกตางกัน 7 

ขนาด คือมีขนาดประมาณ 700 bp, 1300 bp, 1400 bp, 2000 bp, 2600 bp, 3000 bp และ 7000 

bp นอกจากนั้นยังสามารถท่ีจะแบงรูปแบบของ class 1 integron ท่ีพบในเชื้อท้ัง 41 ไอโซเลต ได 7 

รูปแบบอีกดวย เม่ือพิจารณาถึงรูปแบบของ class 1 integron ท่ีพบมากท่ีสุดก็คือ รูปแบบท่ี 3 (มี 1 

integron ท่ีมีขนาด PCR product ประมาณ 1300 bp) โดยพบมากถึง 25 ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 

60.97  

สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ gene casettes บน class 1 integron พบวาโดย

สวนใหญแลวจะพบยีนในกลุมของ aad gene (aadB, aadA1, aadA2, aadA6 และ aadA15) และ

กลุม aac gene (aacA7 และ aac(3)-Ic) ซ่ึงจะ encode เอนไซม aminoglycoside 

adenylyltransferase และ aminoglycoside acetyltransferase ตามลําดับ ซ่ึงจะทําใหเชื้อดื้อตอ

ยากลุม aminoglycoside นอกจากนั้นยังมีการตรวจพบยีนในกลุม beta-lactamase ไดแก blaP1b, 

blaVEB-2 และ blaOXA-10 ท่ีทําใหเชื้อดื้อตอยา carbenicillin, ceftazidime และยากลุม beta-lactam

อีกดวย และเปนท่ีนาสนใจวาการจัดเรียงตัวของยีนบน class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 7000 bp 

ท่ีพบในเชื้อ PA966 นี้ มีรูปแบบท่ีคลายคลึงกันมากกับ class 1 integron ท่ีพบในเชื้อ P. aeruginosa 

ท่ีแยกไดจากผูปวยของโรงพยาบาลศิริราชในป ค.ศ.1999 โดยการจัดเรียงตัวของยีนท่ีพบในเชื้อ PA966 

คือ tnpA IS10-like-blaVEB-2-aadB-arr-(2)-cmlA5-blaOXA-10-aadA1 ซ่ึงแตกตางกับท่ีพบในเชื้อ P. 

aeruginosa ท่ีแยกไดจากผูปวยของโรงพยาบาลศิริราชเพียงแคตําแหนงของ insertion sequence ท่ี
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เปลี่ยนจาก tnpA IS10-like เปน tnpA IS1999 เทานั้น สําหรับยีนดื้อยาท่ีนาสนใจอีกชนิดหนึ่งคือ smr ท่ีพบ

บน class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 2600 bp เม่ือนําไปศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบวามี

ความคลายคลึงกับ smr1 ถึง 98.74% เม่ือวิเคราะหถึงระดับกรดอะมิโนพบวามีความคลายคลึงกับ 

SMR1 ถึง 98.94% โดยท่ีกรดอะมิโนมีการเปลี่ยนแปลงเพียง 1 ตําแหนงเทานั้นคือกรดอะมิโนตําแหนง

ท่ี 14 เปลี่ยนจาก Valine (Val,V)  Isoleucine (IIe,I) ซ่ึง smr1-like ท่ีพบนี้ไมเคยมีพบมากอนเม่ือ

เปรียบเทียบกับยีนและกรดอะมิโนท่ีมีอยูใน GenBank  

เม่ือศึกษายีนดื้อยาใน class 1 integron ในเชื้อท้ังหมด 41 ไอโซเลต แสดงใหเห็นวารูปแบบ

ของยีนดื้อยาท่ีพบและรูปแบบการดื้อยาของเชื้อมีความสัมพันธกัน โดยการดื้อยาหลายชนิดในเชื้อ P. 

aeruginosa เกิดจากการท่ีเชื้อสรางเอนไซมออกมาทําลายยา โดยยีนท่ีกําหนดการสรางเอนไซม

เหลานั้นสวนหนึ่งพบบน class 1 integron ซ่ึงสามารถสะสมยีนดื้อยาชนิดตางๆใหมาเรียงตอกัน ทําให

สะดวกตอการสรางเอนไซมมาทําลายยาตานจุลชีพหลายขนานพรอมกัน ดังนั้นยีนดื้อยาท่ีอยูบน class 

1 integron จึงเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญสําหรับการแพรกระจายของยีนดื้อยา ทําใหเชื้อดื้อยาตานจุล

ชีพหลายขนานพรอมกันและทําใหสามารถท่ีจะถายทอดยีนดื้อยาไดอยางรวดเร็วอีกดวย 
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