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1. บทนํา (Introduction) 

ในปจจุบันนี้มีสถานการณการเกิดโรคติดเชื้อตางๆมากมายท่ัวโลก และท่ีสําคัญยิ่งไปกวานั้นก็

คือเชื้อกอโรคตางๆเหลานี้ก็ไดสรางปญหาท่ีสําคัญมากคือปญหาการดื้อยาซ่ึงไดเพ่ิมสูงข้ึนโดยเกิดจาก

การท่ีเชื้อมีการพัฒนาการดื้อตอยาเพ่ิมข้ึนอยูเสมอ มีการปรับตัวตอยาโดยวิธีการตางๆ เพ่ือท่ีจะขจัด 

หรือลดประสิทธิภาพของยาตานจุลชีพ การดื้อยาอาจเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติของเชื้อนั้นๆ หรืออาจเกิด

ภายใตความกดดันของการใชยาตานจุลชีพ (selective pressure) สําหรับสถานการณเชื้อกอโรคท่ีดื้อ

ยาในประเทศไทยนั้นพบวาขณะนี้เชื้อแบคทีเรียหลายสปชีสมีการดื้อยาแบบหลายชนิด (multidrug 

resistance, MDR) และบางสปชีสดื้อยาทุกชนิด ทําใหปจจุบันพบโรคติดเชื้อท่ีรักษาไมไดเพ่ิมจํานวนข้ึน

เรื่อยๆ เชื้อแบคทีเรียดื้อยาเปนปญหาสําคัญทางการแพทยและสาธารณสุข ซ่ึงนับวันจะมีความรุนแรง

เพ่ิมข้ึนซ่ึงเปนผลมาจากการแพรกระจายของเชื้อดื้อยา ซ่ึงสงผลทําใหคาใชจายในการรักษาและอัตรา

การตายสูงข้ึน 

เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa เปนเชื้อแบคทีเรียรูปทอน แกรมลบ จัดเปนเชื้อ

ฉวยโอกาสและเปนสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในโรงพยาบาล ซ่ึงสามารถกอใหเกิดโรคไดในทุกระบบ

ของรางกาย ผูปวยท่ีอยูในโรงพยาบาลจะมีการติดเชื้อ P. aeruginosa ไดงายและรุนแรง โดยท่ีเชื้อจะมี

การเพ่ิมจํานวนอยูในน้ําหรือท่ีมีความชื้น ตามเครื่องมือแพทย หรือเครื่องชวยหายใจ คนท่ีเกิดการติด

เชื้องายไดแกผูปวยท่ีมีแผลอักเสบ แผลไฟไหม การติดเชื้อท่ีตา ผูปวยท่ีมีภูมิคุมกันต่ําเนื่องจากสูงอายุ 

หรือไดรับยากดภูมิคุมกัน การติดเชื้อ P. aeruginosa ในโรงพยาบาลเปนปญหาท่ีพบบอยใน Intensive 

Care Unit (ICU) เนื่องจาก ICU เปนท่ีรวมของผูปวยท่ีมีอาการรุนแรงและมีความไวตอการติดเชื้อ ทํา

ใหเกิดการติดเชื้อแทรกซอนในผูปวยในโรงพยาบาลสูง การรักษาโรคติดเชื้อ P. aeruginosa นั้นก็จะใช

ยาในกลุมท่ีออกฤทธิ์กวางและหลายชนิดรวมกันในการรักษาเชน beta-lactams, aminoglycosides 

และ quinolones ฯลฯ อยางไรก็ตามเชื้อ P. aeruginosa ท่ีพบในโรงพยาบาลเปนเชื้อท่ีดื้อตอยาตาน

จุลชีพหลายชนิด (MDR P. aeruginosa) ทําใหการรักษาไมไดผล ในปจจุบันยาท่ีจะใชรักษาการติดเชื้อ 

MDR P. aeruginosa มีไมมากนัก ทําใหผูปวยมีอัตราการตายสูง ขอมูลจากศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตาน

จุลชีพแหงชาติ (National Antimicrobial Resistance Surveillance Center Thailand: NARST) 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ระบุวา เชื้อ P. aeruginosa มีการดื้อยาสูงข้ึน ทําใหตองมีการเฝาระวัง

อยางใกลชิด  

การดื้อยาในเชื้อแบคทีเรียอาจเกิดข้ึนไดโดย (1). แบบธรรมชาติ (natural หรือ intrinsic 

resistance) เปนผลจากคุณสมบัติของเชื้อท่ีมีอยูแตกําเนิดและสามารถถายทอดไปสูเซลรุนลูก จึงมีแบบ

แผนการดื้อยาท่ีคอนขางแนนอนสําหรับเชื้อกลุมเดียวกัน และ (2). เกิดข้ึนภายหลัง (acquired 

resistance) เปนผลจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางหรือสรีรวิทยาของเซลภายหลังการกําเนิดเซล เชน

การกลายพันธุ หรือไดรับยีนดื้อยาจากภายนอก  เชื้อ MDR P. aeruginosa มีกลไกในการดื้อยาหลาย

กลไกท้ังในแบบ intrinsic และ acquired resistance การควบคุมการแพรกระจายของเชื้อ MDR P. 
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aeruginosa ในโรงพยาบาลทําไดยากเนื่องจากยีนดื้อยามักพบอยูบน mobile genetic element ทํา

ใหความสามารถในการดื้อยาแพรกระจายไปยังเชื้ออ่ืนๆ ไดเร็ว ความรูในดานยีนดื้อยาในเชื้อ MDR P. 

aeruginosa และการถายทอดยีนดื้อยา อาจทําใหมีการปองกันการแพรกระจายของเชื้อ MDR P. 

aeruginosa ไดดียิ่งข้ึน และอาจสงผลใหอัตราการตายจากเชื้อ MDR P. aeruginosa ลดลงได  

การศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกาพบอุบัติการณและความชุกของเชื้อ P. aeruginosa ท่ีดื้อตอ

ยากลุม cephalosporin รุนท่ี 3 (20-35%) และ ยา imipenem (15%) ใน ICU โดยตัวเลขนี้ไมมีการ

เปลี่ยนแปลงในชวงป ค.ศ.1989-1997 สําหรับการดื้อยากลุม fluoroquinolone (ciprofloxacin และ 

ofloxacin) พบวามีอัตราการดื้อยาสูงข้ึนจากท่ี 4% ในปค.ศ. 1989 ถึงประมาณ 15% ในปค.ศ.1997 

ท้ังในและนอก ICU ในปจจุบันนี้ยากลุมสุดทายของการรักษาโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากเชื้อ P. aeruginosa 

คือยากลุม carbapenems ซ่ึงมีฤทธิ์ฆาเชื้อไดดีเปนเหตุใหมีการใชท่ีสูงมาก จึงทําใหขณะนี้มีเชื้อ P. 

aeruginosa ท่ีดื้อยาเหลานี้เพ่ิมสูงข้ึน โดยไดมีการรายงานการพบเชื้อ P. aeruginosa ท่ีดื้อตอยากลุม 

carbapenem 21% จาก ICU ในประเทศสหรัฐอเมริกา ในชวงป ค.ศ. 1998-2002 และตอมาในป ค.ศ. 

2003 ก็ไดเพ่ิมข้ึนเปน 24.3% (NNIS, 2004) สําหรับในชวงป ค.ศ. 2006-2007 ก็พบวาการดื้อยา 

carbapenem ของเชื้อ P. aeruginosa เพ่ิมข้ึนเปน 25%  

สําหรับการศึกษาในประเทศไทย โดยการศึกษาการติดเชื้อในโรงพยาบาลศิริราชในระหวางป

ค.ศ.1983-1986 พบความชุกจากการติดเชื้อ P. aeruginosa ระหวาง 22-31% โดยเปนอันดับหนึ่งของ

การติดเชื้อท้ังหมด (Danchavijitr and Waitayapiches, 1988) ตอมาไดมีการศึกษาการติดเชื้อใน ICU 

ของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ศิริราช และรามาธิบดี ในป ค.ศ.1991-1992 เปนเวลา 4 เดือน พบวาการ

ติดเชื้อ P. aeruginosa เปนอันดับสอง คือ 22% ของการติดเชื้อแกรมลบท้ังหมด ในป ค.ศ.1998-1999 

ก็ไดมีการรายงานถึงความชุกของการติดเชื้อ P. aeruginosa วาเปนอันดับหนึ่งคือ 27% ในโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ (Jayanetra et al.,1994) สําหรับการรายงานอุบัติการณการดื้อยาของเชื้อ P. 

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

15-38% (นลินี และคณะ, 2547) และจากการรายงานของศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพแหงชาติ 

ในชวงป ค.ศ. 2000-2005 พบวาเชื้อ P. aeruginosa เปนเชื้อแบคทีเรียกอโรคท่ีพบมากเปนอันดับสอง 

(11-12%) และในป ค.ศ. 2006-2008 ก็ถูกรายงานวาพบมากเปนอันดับสาม (10-11%) (NARST, 

2009)  

การศึกษาความไวของเชื้อ P. aeruginosa  ตอยาตานจุลชีพในหลายประเทศรวมท้ังประเทศ

ไทย พบวามีแนวโนมการดื้อยาหลายชนิดเพ่ิมข้ึน  และมีการดื้อยาในระดับสูงอีกดวย  เชื้อแบคทีเรียท่ี

เคยไวตอยาแลวเกิดการดื้อยาในภายหลังนั้น อาจเกิดมาจากการกลายพันธุ (mutation) หรือเกิดจาก

เชื้อไดรับยีนดื้อยา ซ่ึงถายทอดจากเชื้อท่ีดื้อยาอยูกอนแลว โดยกระบวนการ horizontal gene 

transfer เนื่องจากยีนดื้อยาหลายชนิดมักพบอยูบน genetic elements ท่ีสามารถเคลื่อนท่ีได แตท่ีพบ

บอยคือยีนดื้อยาเหลานี้มักจะสอดแทรกใน gene cassette ท่ีอยูบน class 1 integron และ integron 
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มักพบอยูบน plasmid หรือ transposon จึงทําใหสามารถท่ีจะพายีนดื้อยาเคลื่อนท่ีไปได ทําใหเกิดการ

ถายทอดยีนดื้อยาเหลานี้ไปยังแบคทีเรียสปชีสเดียวกันหรือตางสปชีสกันก็ได ซ่ึง integron จัดเปนอีก

ปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญสําหรับการแพรกระจายของยีนดื้อยา ทําใหสามารถท่ีจะถายทอดยีนดื้อยาไดอยาง

รวดเร็ว 

Integrons ถูกคนพบในป ค.ศ. 1995 โดย Hall และ Collis พบมากในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 

ท่ีเปน nosocomial pathogen ซ่ึงพบไดท่ัวโลก ซ่ึง integrons จัดเปน genetic elements ท่ีมี

คุณสมบัติพิเศษคือ สามารถ recruit และรวมสวนของ gene cassettes เขาไปแทรกในสวนของ 

operon โดยใชกลไก site-specific recombination (Hall and Collis, 1995) โดย integron นี้อาจ

พบอยูบน transposon หรือ conjugative plasmid ซ่ึงทําใหเชื้อแบคทีเรียท่ีดื้อตอยาตานจุลชีพ

สามารถแพรกระจายไดงายและมีการแพรกระจายอยางกวางขวาง ในปจจุบันนี้สามารถแบง integrons 

ออกไดเปน 8 class (Whittle and Salyers, 2002) โดยแบงตามความแตกตางของลําดับเบสของ 

integrase gene ท่ีจะไดเปนชนิดของเอนไซม integrase ท่ีตางกันของแตละ class ดวย โดยเฉพาะ 

class 1, 2, 3 เทานั้นท่ีเก่ียวของกับ gene cassettes ท่ีมีการดื้อตอยา (antibiotic resistance) 

 ในสวนของแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดการติดเชื้อในคนนั้นมักจะพบยีนท่ีเก่ียวของกับการดื้อยาใน

กลุมของ beta-lactam อยูใน gene cassette ท่ีจะแทรกอยูใน class 1 integron ซ่ึง class 1 

integron นั้นไดถูกรายงานวาพบในแบคทีเรียแกรมลบหลายจีนัสประกอบดวย Acinetobacter, 

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

Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella และ Vibrio สวน 

class 2 integron นั้นมักจะพบอยูใน Tn7 family ของ transposons โดยท่ี class 2 integron ไดมี

การพบในเชื้อ Acinetobacter, Shigella และ Salmonella สวน gene cassette ท่ีมักพบเจอบอยๆ

ใน class 2 integron นี้ก็คือ aadA1, dfrA1 และ sat สําหรับ class 3 integron นั้นไดมีการรายงาน

การพบในเชื้อ P. aeruginosa, Serratia marcescens, Achromobacter xylosoxidans, 

Pseudomonas putida และ Klebsiella pneumoniae ท่ีแยกไดจากญี่ปุน (Fluit and Schmitz, 

2004) อยางไรก็ตาม integron ท่ีมีบทบาทมากในเรื่องการดื้อยาไดแก class 1 integron ซ่ึง

ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ (ภาพ 1) 

1.  5'conserved sequence (5'-CS) ซ่ึงตําแหนงนี้จะประกอบดวย intI1, attachment site 

(attI1), promoter ซ่ึง intI1 gene จะทําหนาท่ีแปลรหัสไดเปนเอนไซม integrase โดยเอนไซมนี้จะ

เปนตัวกระตุนใหเกิดการรวมตัวกันใหมของยีนหลังจากท่ีมีการสอดแทรกของ gene cassettes สวน 

attl1 นั้นจะทําหนาท่ีเปน recognition site สําหรับเอนไซม integrase ท่ีจะเขามาตัดและเชื่อมตอ

สวนของ gene cassettes เขากับสวนของ integron สําหรับ promoter นั้น promoters ท่ีอยูใน 5′ 
CS  ของ integron ชวย ทําหนาท่ีคลายกับเปน natural expression vector สําหรับ จะชวยในการ

แสดงออกของ gene cassette ท่ีสอดแทรกเขาไปใน integron  
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2.  Gene cassettes คือกลุมของยีนดื้อยาโดยสวนใหญแลวมักจะเปนยีนท่ีไมมี promoter 

หรือมีความเปน promoter ท่ีต่ํา แลวก็จะตามดวย attachment site (attC) หรือ 59-base 

element (59-be) ซ่ึงจะทําหนาท่ีในการจดจําตําแหนงของ integrase ในระหวางท่ีเกิด 

recombination นอกจากนี้ในสวนนี้ก็ยังจะพบสวนของ core site (GTTRRRY) และ invert core site 

(TTRRRY) ดวย (Recchia and Hall, 1995) ตัวอยางของ gene cassette ไดแก   

  2.1 beta-lactam resistance gene cassettes จะควบคุมการสรางเอนไซม beta-

lactamase ทําใหดื้อยา beta-lactams (Rowe-Magnus & Mazel, 2002) 

2.2 aminoglycoside resistance gene cassettes พบมีประมาณ 21 ชนิด (Row-

Magnus & Mazel, 1999,) สวนใหญ gene cassette นี้จะอยูในกลุม aad gene 

(aminoglycoside adenyltransferase family) ทําใหดื้อตอยา streptomycin และ 

spectinomycin (Mazel et al. 2000)  

 3.  3'conserved sequence (3'-CS) โดยท่ัวไปแลวตําแหนงนี้ก็จะมีสวนของยีนท่ีดื้อตอ 

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

resistant gene) และมีสวนของ open reading frame (ORF) ท่ีมีบทบาทตอการดื้อยาชนิดตางๆ 

แบคทีเรียท่ีมี integron อยูอาจจะมีความสามารถท่ีจะพัฒนาการดื้อยาตานจุลชีพหลายชนิดไดอยาง

รวดเร็ว และยังชวยใหสามารถถายทอดยีนดื้อยาเหลานี้ไปยังสปชีสเดียวกันหรือคนละสปชีสได ดังนั้น

แบคทีเรียท่ีมี integron ท่ีมียีนดื้อยาจึงเปนปญหาท่ีสําคัญในการใชยาตานจุลชีพไดในอนาคต  (Fluit 

and Schmitz, 2004) 

 

 

 
 

ภาพ 1 แสดงโครงสรางบางสวนของ 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) 

 
 

 สําหรับการศึกษายีนดื้อยาท่ีเก่ียวของกับ integron ในประเทศไทย นั้น มีรายงานการศึกษาใน

สัตวพบยีนดื้อยาท่ีเก่ียวของกับ class 1 integron ในเชื้อ Escherichia coli จากสุกรและผูเลี้ยงสุกรถึง 

63.5% และเชื้อเหลานี้ก็เปนเชื้อท่ีดื้อยาหลายชนิด (Phongpaichit et al., 2007) การศึกษาในเชื้อ 

Salmonella enterica ท่ีแยกไดจาก ไกและสุกรในประเทศไทย พบยีนดื้อยาท่ีเก่ียวของกับ class 1 

integron นั้น มีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายการดื้อยา (รุงทิพย และ พรเพ็ญ, 2551) สวน

การศึกษายีนดื้อยาในคนพบยีนดื้อยาในกลุม beta-lactam (blaVEB-1 และ blaOXA-10) และ rifampicin 

(arr-2) ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของ class 1 integron ในเชื้อ P. aeruginosa และ Enterobacteriaceae 

และยีนดื้อยาเหลานี้สามารถถายทอดไปยังแบคทีเรียอ่ืนๆได (Girlich et al., 2001) การศึกษาใน

ตัวอยางอุจจาระของคนก็พบ class 1 integron จากเชื้อ E. coli ท่ีดื้อยาหลายชนิด (Phongpaichit et 

al., 2008) นอกจากนี้ผูวิจัยไดรายงานการตรวจพบยีนท่ีดื้อยา imipenem บน class 1 integron ใน

เชื้อ P. aeruginosa  (bla IMP-1) ซ่ึงสามารถถายทอดไปยังแบคทีเรียอ่ืนไดเชนกัน (Boonkerd et al., 

2009) 
 

2. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย (Objective) 

เพ่ือศึกษาชนิดของยีนดื้อยาบน class 1 integron ในเชื้อ MDR P. aeruginosa  

 

3. ระเบียบวิธีวิจัย (Materials and Methods) 

3.1 กลุมตัวอยางท่ีใชในการวิจัย (Bacterial isolates) 

        เชื้อท่ีใชในการศึกษาไดแก เชื้อ P. aeruginosa จํานวนอยางนอย 50 ไอโซเลต ซ่ึงเชื้อเหลานี้

เปน clinical isolates ท่ีไดทําการศึกษากอนหนานี้วาเปนเชื้อท่ีดื้อยาหลายชนิด (MDR P. 

aeruginosa) รวมท้ัง ceftazidime และ imipenem   

3.2 การทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพโดยวิธี Disk diffusion test 

 Disk diffusion test เปนวิธีการท่ีใชในการทดสอบความไวตอยา ในการรายงานผลสามารถ

บอกไดวาเชื้อมีความไวตอยาในระดับใด โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ DifcoTM LB Broth, Miller (Luria-

Bertani) (Becton,Dickinson and Company., Sparks, MD 21152, USA) บมในเครื่องเขยาความเร็วรอบ 

200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นใชไมพันสําลีท่ีทําใหปราศจากเชื้อแลวจุมลงไปในเชื้อท่ี

เตรียมความเขมขนของเชื้อเทากับ McFarland standard No. 0.5 แลวทําการ swab เชื้อท่ีตองการทดสอบ

บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ DifcoTM Mueller-Hinton agar (Becton, Dickinson and Company., Sparks, 
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MD 21152, USA) แลวทําการวาง antibiotic disk (Oxiod Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK) นําไปบม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง อานผลการทดสอบโดยการวัดขนาดของ 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 

 สําหรับงานวิจัยนี้จะใชวิธี colony PCR โดยเตรียม template ดวยวิธี boiling method 

เนื่องจาก integron ในแตละ class นั้นจะมีความแตกตางท่ีเอนไซม integrase ดังนั้นการตรวจหา 

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

ทํา PCR ประกอบดวย 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 หลังจากไดเพ่ิมปริมาณแลว ทําตรวจผลการ 

amplification ดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis จากนั้นนํา PCR product ท่ีไดมาทําให

บริสุทธิ์ และทําการหาลําดับเบส หลังจากทราบลําดับเบสแลว นํามาวิเคราะหลําดับเบสท่ีไดกับลําดับ

เบสท่ีมีรายงาน ดวยโปรแกรมวิเคราะหจากเวบไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

 

3.4 การตรวจหายีนดื้อยาท่ีอยูบน class 1 integron  โดยวิธี PCR 

 เชื้อท่ีใหผลบวกตอ intI จะนํามาตรวจหายีนท่ีอยูบน class 1 integron โดยใช specific 

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

ปฏิกิริยาของการทํา PCR นั้นจะเหมือนกับท่ีไดระบุไวในขอ 3.2 แตจะเพ่ิมเวลาในข้ันตอน extension 

เปน 5 นาที และเอนไซม Taq polymerase ท่ีใชจะเปนเอนไซมสําหรับ Long PCR product 

fragment เนื่องจาก ยีนท่ีอยูบน class 1 integron นั้นมักจะมีหลายยีน ซ่ึงจะทําใหได PCR product  

ขนาดใหญทําตรวจผลการ amplification ดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis จากนั้นนํา PCR 

product ท่ีไดมาทําใหบริสุทธิ์ ทําการหาลําดับเบส และวิเคราะหผลเหมือนกับท่ีไดระบุไวในขอ 3.3   

 

ตารางท่ี 1 แสดง Primer ท่ีใชในการตรวจหา 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 ตอยาตานจุลชีพ 

การรักษาโรคติดเชื้อท่ีเกิดจากเชื้อ P. aeruginosa นั้นสวนใหญแลวมักจะใชยาหลายขนาน

รวมกัน จึงทําใหเชื้อเกิดการดื้อยาหลายชนิดพรอมกัน จึงมีความจําเปนท่ีจะตองศึกษาความไวของเชื้อ

ตอยาตานจุลชีพเหลานี้ ซ่ึงการศึกษาความไวของเชื้อตอยาตานจุลชีพ จะใชวิธี Disk diffusion test ยา

ท่ีใชทดสอบ ไดแก third generation cephalosporins (ceftazidime), imipenem, ciprofloxacin, 

นอกจากนั้นยังมีกลุม aminoglycosides (gentamicin, amikacin) อีกดวย เม่ือทําการวัดขนาดของ 

inhibition zone แลวนําไปเปรียบเทียบกับมาตรฐานของ CLSI (CLSI, 2007) ซ่ึงจะสามารถแปลผลได 

3 ระดับคือ เชื้อมีความไวตอยา (S: susceptible) เชื้อมีความไวตอยาระดับกลาง (I: intermediate) 

และเชื้อมีการดื้อยา (R: resistant) ผลการศึกษาแสดงไวในตาราง 2 พบวาเชื้อมีการดื้อตอยา 

ceftazidime และ ciprofloxacin คิดเปนรอยละ 88 (44/50) และ 90 (45/50) นอกจากนั้นเชื้อสวน

ใหญยังมีการดื้อตอยา imipenem ถึงรอยละ 62 % (31/50) สําหรับยากลุม aminoglycosides นั้น

พบวาเชื้อดื้อตอยา gentamicin และ amikacin ถึง 80 % (40/50) และ 56 % (28/50) ตามลําดับ  

จากผลการศึกษาความไวของยาตานจุลชีพตอเชื้อ P. aeruginosa พบวาเชื้อสวนใหญมีการ

ดื้อตอยาท่ีใชเปนตัวเลือกในการรักษาโรคติดเชื้อ P. aeruginosa ท้ังยากลุม fluoroquinolone, 

aminoglycoside และ beta-lactam รวมท้ังยา carbapenem ท่ีออกฤทธิ์ไดกวางขวางและถือวาดี

ท่ีสุดในปจจุบัน เชื้อ P. aeruginosa ก็ยังพัฒนาตัวเองใหอยูรอดและดื้อยาไดงาย ซ่ึงก็สอดคลองกับ

รายงานสถานการณท้ังตางประเทศและในประเทศ เรื่องการดื้อยา carbapenem และกลุมยาอ่ืนท่ีใช

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

เปนการศึกษาใน 20 โรงพยาบาลของบราซิล พบเชื้อ P. aeruginosa มากท่ีสุดจากเชื้อกอโรคใน

โรงพยาบาลและมีอัตราการดื้อตอยา meropenem 64 % และ ceftazidime 55.8 % (Kiffer et al., 

2005) ในปเดียวกันก็มีการรายงานของ Canadian National Intensive Care Unit พบวานอกจากเชื้อ 

P. aeruginosa จะมีการดื้อตอยา meropenem แลวยังดื้อตอยากลุม cephalosporin รุนท่ี 3 และ 4 

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

ค.ศ. 2006 ก็มีการศึกษาการเฝาระวังเชื้อกอโรคในโรงพยาบาลจากศูนยการแพทยของสหรัฐอเมริกา 

พบวา 10.7 % และ 6.4 % ของเชื้อ P. aeruginosa มีการดื้อยา impenem และ meropenem 

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

aeruginosa ในระหวางป ค.ศ. 2005-2008 จากโรงพยาบาลศูนยการแพทย Malaya ประเทศมาเลเซีย 

(Khosravi et al., 2010) อีกดวย สําหรับในประเทศไทยนั้นไดมีการศึกษาผูปวยท่ีรักษาตัวในหอผูปวย
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วิกฤตของโรงพยาบาลสงขลานครินทร ในชวงป ค.ศ. 2000-2002 ก็พบปญหาการดื้อยา imipenem 

ของเชื้อ P. aeruginosa ถึง 30.9 % (Thongpiyapoom et al., 2004) ตอมาไดมีการรายงานจาก

ศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาแหงชาติ (NARST) ถึงการดื้อยาของเชื้อ P. aeruginosa พบวาในชวงปค.ศ. 

2000-2005 เชื้อมีอัตราการดื้อตอยา 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 %) เปนตน (Dejsirilert et al., 2009) ตอมาก็มีการศึกษา

ในเด็กท่ีอายุต่ํากวา 15 ปท่ีรักษาตัวอยูในหอผูปวยวิกฤตในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ในป ค.ศ. 2005 ก็

พบปญหาการดื้อยาของเชื้อ P. aeruginosa โดย MDR P. aeruginosa พบมากเปนอันดับสองคือ 55 

% ซ่ึง MDR P. aeruginosa ท้ังหมดนี้ก็มีการดื้อตอยากลุม carbapenem ดวย (Sritippayawan et 

al., 2009) นอกจากนั้นในป ค.ศ. 2005-2006 ไดมีการรายงานจากแผนกกุมารเวชกรรม โรงพยาบาล

ขอนแกน วาพบเชื้อ MDR P. aeruginosa ถึง 10.53 % (เสง่ียม และ พรทิพย, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตาราง  2    แสดงผลการทดสอบความไวของเชื้อ P. aeruginosa ตอยาตานจุลชีพ โดยวิธี Disk 

diffusion test 
       ความไวตอยาตานจลุชีพ 
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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  (ตอ)  

       ความไวตอยาตานจลุชีพ 

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) 

 - : ไมมีขอมูล 

4.2 การตรวจหา class 1 integron โดยวิธี PCR   

 ปจจุบันนี้พบปญหาวาเชื้อมีการดื้อยาตานจุลชีพหลายขนานพรอมกัน โดยเกิดจากการมี 

genetic element ชนิดหนึ่งท่ีเรียกวา integron ซ่ึงแพรกระจายมากในหมูแบคทีเรียแกรมลบ โดย 

integron สามารถสะสมยีนดื้อยาชนิดตางๆใหมาเรียงตอกัน ทําใหสะดวกตอการสรางเอนไซมมาทําลาย

ยาตานจุลชีพหลายขนานพรอมกัน และการสงตอยีนดื้อยาหลายชนิดไปพรอมๆกันก็เกิดข้ึนไดงายอีก

ดวย และยีนดื้อยาในเชื้อ P. aeruginosa มักจะสอดแทรกใน class 1 integron โดยใชกลไก site-

specific recombination ซ่ึง class 1 integron จะประกอบดวย conserved segment 2 สวน คือ 

 นอกจากนั้นยังมีสวนของ (CS׳3) conserved segment׳และ 3 (CS׳5) conserved segment׳5

variable region อยูระหวาง 5׳CS และ 3׳CS ซ่ึงเปน gene cassette ท่ีมีกลุมของยีนดื้อยาชนิดตางๆ 

ดังนั้นการศึกษานี้จึงนําเชื้อ P. aeruginosa 50 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจากผูปวยมาทําการตรวจหา class 1 

integron โดยเทคนิค PCR โดยในข้ันตอนแรกจะทําการเพ่ิมจํานวนยีน intI1 ซ่ึงใช primer ท่ีจําเพาะ

กับยีน intI1 คือ int1F-int1R primer ผลปรากฏวามีเชื้อจํานวน 41 ไอโซเลต ใหผลบวกกับ int1F-
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int1R ไดแก 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 ซ่ึงใหขนาดท่ีใกลเคียงกับ PCR product ของ intI1 คือ ขนาด

ประมาณ 457 bp (ภาพ 2) ดังนั้นเชื้อท้ัง 41 ไอโซเลตนี้อาจมียีน intI1 ซ่ึงเปนยีนท่ีพบบน class 1 

integronตัวอยางของ intI1 PCR product จึงไดถูกนําไปทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดแลวนํามา

วิเคราะหผล ปรากฏวาใหความเหมือนกับยีน intI1 เทากับ 100 % identity (แสดงดังภาพ 3) แสดงวา

เชื้อเหลานั้นมียีน 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  
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
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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 แสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ intI1 gene ในเชื้อ P. aeruginosa PA884  

4.3 การตรวจหายีนดื้อยาท่ีอยูบน class 1 integron โดยวิธี PCR 

 จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาเชื้อ P. aeruginosa 41 ไอโซเลต มียีน intI1 ซ่ึงเปน

ลักษณะเฉพาะของ class 1 integron ดังนั้นจึงนําเชื้อเหลานี้มาวิเคราะหหาชนิดและจํานวนของ gene 

cassette ท่ีอยูบน class 1 integron โดยเทคนิค PCR ซ่ึงใช In5׳CS-In3׳CS primer ท่ีจําเพาะกับสวน

ของ 5׳CS และ 3׳CS ผลปรากฏวาพบ PCR product ของ class 1 integron ท่ีมีขนาดแตกตางกัน 7 

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

bp (ภาพ 4) นอกจากนั้นยังพบวาในเชื้อบางไอโซเลตยังพบ class 1 integron มากกวา 1 ชนิด (ตาราง 

3) คือพบ class 1 integron ท่ีมี 2 ขนาดอยูในเชื้อไอโซเลตเดียวกัน ซ่ึงพบในเชื้อ 5 ไอโซเลต ไดแก 

PA1154, PA1775, PA2259, PA974 และ PA953 และยังพบ class 1 integron ท่ีมีถึง 3 ขนาดอยูใน

เชื้อไอโซเลตเดียวกัน โดยพบในเชื้อ 5 ไอโซเลต ไดแก PA1691, PAk90, PA975, PA1266 และ PA181 

ดังนั้นจึงสามารถท่ีจะแบงรูปแบบของ 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 จะพบวามี 2 ชนิดของ class 1 integron ภายในเชื้อไอโซเลตเดียวกัน คือขนาดประมาณ 

1400 bp และ 2600 bp สําหรับรูปแบบท่ี 2 พบวามี class 1 integron ถึง 3 ชนิดอยูในเชื้อไอโซเลต

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

integron ท่ีพบมากท่ีสุดก็คือ รูปแบบท่ี 3 โดยพบมากถึง 25 ไอโซเลตจากท้ังหมด 41 ไอโซเลต คิดเปน 

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 ท่ีแยกไดจากผูปวย 

 
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 

 

สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ gene casettes บน class 1 integron โดยใชเทคนิค 

sequencing แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาวิเคราะห ผลปรากฏวา PCR product ท่ีมีขนาดตางกันก็

จะพบยีนดื้อยาท่ีแตกตางกันดวย 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) เม่ือวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดแลวก็พบวามีเพียง 1 ยีนคือ aadB ท่ี encode เอนไซม 

aminoglycoside adenylyltransferase (AAD(2׳׳)) ซ่ึงทําใหเชื้อดื้อตอยา gentamicin และ 
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kanamycin โดยรูปแบบของ gene cassettes ท่ีพบนี้เคยมีรายงานวาพบในเชื้อ P. aeruginosa ท่ี

แยกไดจากผูปวยท้ังในประเทศบราซิล (Fonseca et al., 2006), ฮังการี (Ratkai et al., 2008) และ

อิหราน (Shahcheraghi et al., 2010) เปนตน  

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

รูปแบบเดียว เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ aadA6-

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

(ANT(3׳׳)-If) ทําใหเชื้อดื้อตอยา streptomycin โดยรูปแบบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes นี้เคย

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

ไดจากผูปวยในประเทศจีนในระหวางป ค.ศ. 2003-2005 (Gu et al., 2007) และป ค.ศ. 2007 ก็ยังพบ

ในเชื้อ P. aeruginosa ท่ีแยกจากผูปวยในประเทศอิหราน (Shahcheraghi et al., 2010) เปนตน  

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

นั้นมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหแลวพบวาคือยีน aacA7 แตวามีการจัดเรียงตัวแบบ duplicate 

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

(AAC(6׳)-Ib) ทําใหเชื้อเกิดการดื้อตอยาในกลุม aminoglycoside เชน amikacin และ tobramicin 

โดย aacA7 นี้เคยพบบน integron ท่ีแทรกตัวใน MDR plasmid pBWH301 โดยพบในเชื้อ 

Enterobacter spp. ระหวางเกิดการแพรระบาดของการดื้อยาในโรงพยาบาลท่ีประเทศเวเนซุเอลา ซ่ึง 

aacA7 อยูรวมกับยีนอ่ืนดวยคือ aacA7-catB3-aadB-oxa2-orfD (Hopkins et al., 1991 และ 

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

ในประเทศโปรตุเกส ซ่ึงพบวามีการจัดเรียงตัวอยูรวมกับยีนอ่ืนคือ aacA7-blaRVIM-2R-aacC1-aacA4 บน 

class 1 integron ดวย (Santos et al., 2010) 

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

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ blaP1b-aadA2 (ภาพ 

5d) ซ่ึง blaP1b จะ encode เอนไซม PSE-1/CARB-2 beta-lactamase โดยทําใหเชื้อดื้อตอยา 

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

adenylyltransferase (ANT(3׳׳)Ib) ทําใหเชื้อดื้อตอยา streptomycin (Bito and Susani, 1994) ได

มีรายงานกอนนี้วาเคยพบ blaP1b-aadA2 ในเชื้อ Morganella morganii (Rojas et al., 2006) 

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

เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ aac(3)-Ic-(smr1-

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

(AAC(3)-Ic) และทําใหเชื้อดื้อตอ gentamicin (Riccio et al., 2003) สําหรับ smr จะ encode 

multidrug resistance protein (SMR family) ซ่ึงทําใหเชื้อดื้อตอ toxic compounds หลายชนิด 

รวมท้ังยาตานจุลชีพกลุม aminoglycoside (Li et al., 2003) ซ่ึงกอนนี้ก็เคยพบ smr ท่ีอยูบน 
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integron ดวยคือ smr1 ในเชื้อ Stenotrophomonas maltophilia จํานวน 6 ไอโซเลต ซ่ึงแยกได

จากผูปวยท่ี Kaohsiung Medical University Hospital ในป ค.ศ. 2002 (Chang et al., 2004) 

สําหรับสิ่งท่ีนาสนใจคือ smr ท่ีพบในการศึกษานี้เม่ือนําไปศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบวามีความ

คลายคลึงกับ smr1 ถึง 98.74 % โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดตางกันเพียง 4 ตําแหนงในยีนนี้คือ G A 

(ตําแหนงท่ี 40), C T (ตําแหนงท่ี 255), G T (ตําแหนงท่ี 261) และ C T (ตําแหนงท่ี 303) 

เม่ือวิเคราะหถึงระดับกรดอะมิโนพบวามีความคลายคลึงกับ SMR1 ถึง 98.94 % โดยท่ีกรดอะมิโนมีการ

เปลี่ยนแปลงเพียง 1 ตําแหนงเทานั้นคือกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 14 เปลี่ยนจาก Valine (Val,V)  

Isoleucine (IIe,I) แสดงดังภาพ 6 ซ่ึง smr1-like ท่ีพบนี้ไมเคยมีพบมากอนเม่ือเปรียบเทียบกับยีนและ

กรดอะมิโนท่ีมีอยูใน 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

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบการจัดเรียงตัวของ gene cassettes คือ aadB-cmlA1-aadA15 

(ภาพ 5f) โดย aadB ก็ทําใหเชื้อดื้อยา gentamicin และ kanamycin สําหรับ cmlA1 และ aadA15 

ก็ทําใหเชื้อดื้อตอยา chloramphenicol และ streptomycin ตามลําดับ ซ่ึงเคยมีการรายงานกอนนี้ถึง

การพบ aadA15 ในประเทศไตหวันวาพบการจัดเรียงตัวของยีน 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 เม่ือนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบวามีการจัดเรียงตัวของ gene 

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

upstream กอนถึงตําแหนงของ blaVEB-2 gene cassette พบยีน tnpA เม่ือทําการเปรียบเทียบลําดับ 

นิวคลีโอไทดแลวปรากฏวามีความเหมือน 100 % identity กับ tnpA IS10-like (GenBank accession 

no. AY536743) โดย IS10-like เปน insertion sequence ท่ีมีบทบาทเปน transposable element 

ซ่ึงจะ encode เอนไซม transposase ท่ีถูกใชสําหรับการเคลื่อนท่ีและทําใหสามารถท่ีจะแทรกไปยัง 

target molecule ได (Chandler and Mahillon, 2002) หลังจากตําแหนงของ tnpA IS10-like ก็จะพบ

ยีน blaVEB-2 ซ่ึงเปน ESBL ชนิดหนึ่ง สําหรับในประเทศไทยเคยมีรายงานมากอนนี้วา มักพบ IS1999 

อยูบริเวณ upstream กอนถึงตําแหนงของ blaVEB (Girlich et al., 2002) นอกจากนั้น promoter 

ของ IS1999 ยังชวยเพ่ิมการแสดงออกของ blaVEB-1 ในเชื้อ P. aeruginosa อีกดวย (Aubert et al., 

2003) ในการศึกษานี้พบวา tnpA IS10-like ในเชื้อ P. aeruginosa มีความคลายคลึงกับ IS1999 ถึง 

99% identity โดยนิวคลีโอไทดตางกันเพียง 2 ตําแหนงภายในยีน คือเปลี่ยนจาก A G ในตําแหนงท่ี 

910 และเปลี่ยนจาก A C ในตําแหนงท่ี 1235 ซ่ึงก็ตรงกับการรายงานของ Mahillon และ 
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Chandler ป ค.ศ. 1998 ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวา tnpA IS10-like จะไปทําหนาท่ีเปน promoter เพ่ิม

การแสดงออกของ blaVEB-2 ในเชื้อ PA966 ได 

สําหรับ blaVEB-2 จะทําใหเชื้อเกิดการดื้อตอยา ceftazidime ในอัตราท่ีสูง โดย blaVEB-2 ท่ี

อยูบน class 1 integron นี้เคยมีรายงานการพบในเชื้อ P. aeruginosa 2 ไอโซเลต ท่ีดื้อยา 

ceftazidime สูง ท่ีแยกไดจากผูปวยของโรงพยาบาลศิริราช (Girlich et al., 2002) ซ่ึง blaVEB-2 ท่ีพบ

ในไอโซเลต PA966 นี้ก็มีการดื้อตอยา ceftazidime แสดงวา blaVEB-2 มีบทบาทในการทําใหเชื้อดื้อตอ

ยา ceftazidime นอกจากนั้นยังพบยีน aadB, arr-2 และ cmlA5 ท่ีทําใหเชื้อดื้อตอยา gentamicin, 

rifampin และ chloramphenicol ตามลําดับ ถัดมาพบยีน blaOXA-10 ซ่ึงทําใหเชื้อดื้อตอ β-lactam 

อ่ืนอีกดวย และยีน aadA1 ท่ีทําใหเชื้อดื้อตอยา streptomycin ซ่ึงรูปแบบการจัดเรียงตัวของ gene 

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

คลายคลึงกับท่ีเคยมีการรายงานกอนหนานี้แลวในเชื้อ P. aeruginosa ท่ีแยกไดจากผูปวยของ

โรงพยาบาลศิริราช โดยมีการจัดเรียงตัวของ gene cassettes เหมือนกัน แตตางกันตรงตําแหนงของ 

insertion sequence ท่ีเปลี่ยนจาก tnpA IS10-like เปน tnpA IS1999 เทานั้น (Girlich et al., 2002) 

แสดงใหเห็นวาบริเวณ upstream กอนถึงตําแหนง veb-2 cassette นั้นนอกจากท่ีมักจะพบเปน 

IS1999 แลวยังสามารถพบไดเปน IS10-like อีกดวย  
 

 

 

 

 

 

 

(a)      (b) 
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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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(e) 

 

 

 

(f) 

 

 

 

(g) 

 

 

 

 

ภาพ 5  แสดงรูปแบบของ gene cassettes ท่ีอยูบน class 1 integron ท่ีมีขนาดตางกัน 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 . คือตําแหนงกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน  

บริเวณท่ีแรเงาสีเทา คือ ตําแหนงกรดอะมิโนของ SMR1-like จากเชื้อ P. aeruginosa 

PA1154 ท่ีตางจาก 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 แสดงใหเห็นวารูปแบบของ

ยีนดื้อยาท่ีพบและรูปแบบการดื้อยาของเชื้อมีความสัมพันธกัน ดังนั้นการดื้อยาหลายชนิดในเชื้อ P. 

aeruginosa จึงอาจเปนไปไดท่ีเกิดจากยีนดื้อยาท่ีพบเปนสวนหนึ่งของ class 1 integron 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตาราง  4  แสดงความสัมพันธของยีนดื้อยาท่ีพบในเชื้อ 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, ไมไดทําการ 
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       PA2413, PA2149, ทดสอบกับ 

       PA195, PA248,          Streptomycin) 

       PA948, PA1304, 

       PA1632, PA2169, 

       PA982, PA1361 

       PA1410, PA460, 

       PA60, PA392, PA1868 

 

 

 

 

ตาราง  4  (ตอ) 

 

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       (เนื่องจากไมไดทําการ 

               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*) 



22 

 

 

หมายเหตุ  r คือ resistant , * คือ ยาตานจุลชีพท่ีไมไดทําการทดสอบในงานวิจัยนี้ 

       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 ท่ีแยกไดจากผูปวยของ

โรงพยาบาลใน จังหวัดพิษณุโลก ดวยการศึกษาความไวของเชื้อตอยาตานจุลชีพชนิดตางๆ โดยวิธี Disk 

diffusion test พบวาเชื้อสวนใหญมีการดื้อตอยาท่ีใชในการทดสอบท้ัง 5 ชนิดไดแก ceftazidime 

imipenem, ciprofloxacin, gentamicin และ amikacin) แสดงถึงวาเชื้อสวนใหญมีการดื้อตอยา

หลายขนานท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาในปจจุบัน เนื่องจากการดื้อยาหลายชนิดในเชื้อ P. 

aeruginosa เกิดจากยีนดื้อยาซ่ึงสวนใหญมักพบบน class 1 integron จึงตรวจหา class 1 integron 

โดยใช primer จําเพาะกับยีน intI1 พบวาเชื้อจํานวน 41 ไอโซเลตใหผลบวกกับ intI1 ซ่ึงเปน

ลักษณะเฉพาะของ class 1 integron ดังนั้นจึงนําเชื้อเหลานี้มาวิเคราะหหา gene cassette ท่ีอยูบน 

class 1 integron ผลปรากฏวาพบ PCR product ของ class 1 integron ท่ีมีขนาดแตกตางกัน 7 

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

bp นอกจากนั้นยังสามารถท่ีจะแบงรูปแบบของ class 1 integron ท่ีพบในเชื้อท้ัง 41 ไอโซเลต ได 7 

รูปแบบอีกดวย เม่ือพิจารณาถึงรูปแบบของ class 1 integron ท่ีพบมากท่ีสุดก็คือ รูปแบบท่ี 3 (มี 1 

integron ท่ีมีขนาด PCR product ประมาณ 1300 bp) โดยพบมากถึง 25 ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 

60.97  

สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ gene casettes บน class 1 integron พบวาโดย

สวนใหญแลวจะพบยีนในกลุมของ aad gene (aadB, aadA1, aadA2, aadA6 และ aadA15) และ

กลุม aac gene (aacA7 และ aac(3)-Ic) ซ่ึงจะ encode เอนไซม aminoglycoside 

adenylyltransferase และ aminoglycoside acetyltransferase ตามลําดับ ซ่ึงจะทําใหเชื้อดื้อตอ

ยากลุม aminoglycoside นอกจากนั้นยังมีการตรวจพบยีนในกลุม beta-lactamase ไดแก blaP1b, 

blaVEB-2 และ blaOXA-10 ท่ีทําใหเชื้อดื้อตอยา carbenicillin, ceftazidime และยากลุม beta-lactam

อีกดวย และเปนท่ีนาสนใจวาการจัดเรียงตัวของยีนบน class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 7000 bp 

ท่ีพบในเชื้อ PA966 นี้ มีรูปแบบท่ีคลายคลึงกันมากกับ class 1 integron ท่ีพบในเชื้อ P. aeruginosa 

ท่ีแยกไดจากผูปวยของโรงพยาบาลศิริราชในป ค.ศ.1999 โดยการจัดเรียงตัวของยีนท่ีพบในเชื้อ PA966 

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

aeruginosa ท่ีแยกไดจากผูปวยของโรงพยาบาลศิริราชเพียงแคตําแหนงของ insertion sequence ท่ี
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เปลี่ยนจาก tnpA IS10-like เปน tnpA IS1999 เทานั้น สําหรับยีนดื้อยาท่ีนาสนใจอีกชนิดหนึ่งคือ smr ท่ีพบ

บน class 1 integron ท่ีมีขนาดประมาณ 2600 bp เม่ือนําไปศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบวามี

ความคลายคลึงกับ smr1 ถึง 98.74% เม่ือวิเคราะหถึงระดับกรดอะมิโนพบวามีความคลายคลึงกับ 

SMR1 ถึง 98.94% โดยท่ีกรดอะมิโนมีการเปลี่ยนแปลงเพียง 1 ตําแหนงเทานั้นคือกรดอะมิโนตําแหนง

ท่ี 14 เปลี่ยนจาก Valine (Val,V)  Isoleucine (IIe,I) ซ่ึง smr1-like ท่ีพบนี้ไมเคยมีพบมากอนเม่ือ

เปรียบเทียบกับยีนและกรดอะมิโนท่ีมีอยูใน GenBank  

เม่ือศึกษายีนดื้อยาใน class 1 integron ในเชื้อท้ังหมด 41 ไอโซเลต แสดงใหเห็นวารูปแบบ

ของยีนดื้อยาท่ีพบและรูปแบบการดื้อยาของเชื้อมีความสัมพันธกัน โดยการดื้อยาหลายชนิดในเชื้อ P. 

aeruginosa เกิดจากการท่ีเชื้อสรางเอนไซมออกมาทําลายยา โดยยีนท่ีกําหนดการสรางเอนไซม

เหลานั้นสวนหนึ่งพบบน class 1 integron ซ่ึงสามารถสะสมยีนดื้อยาชนิดตางๆใหมาเรียงตอกัน ทําให

สะดวกตอการสรางเอนไซมมาทําลายยาตานจุลชีพหลายขนานพรอมกัน ดังนั้นยีนดื้อยาท่ีอยูบน class 

1 integron จึงเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีสําคัญสําหรับการแพรกระจายของยีนดื้อยา ทําใหเชื้อดื้อยาตานจุล

ชีพหลายขนานพรอมกันและทําใหสามารถท่ีจะถายทอดยีนดื้อยาไดอยางรวดเร็วอีกดวย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารอางอิง 
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