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Abstract 
 
Project Code :  TRG5880129 
Project Title :  Investigation of imipenem hypersusceptible mechanisms in multidrug 

resistant Pseudomonas aeruginosa 
Investigator : Dr. Piyatip Khuntayaporn 
 Faculty of Pharmacy, Mahidol University 
E-mail Address : piyatip.khn@mahidol.ac.th 
Project Period : 2 years 
 

Pseudomonas aeruginosa is a well-known microorganism which has been concerned 
as one of the most emerging threats in this century. Serious infections caused by this 
pathogen are often treated by carbapenems which were considered as one of the last resort 
antibiotics. Unfortunately, carbapenems resistance in Gram-negative bacteria including P. 
aeruginosa was increasing. In this study, we were aimed to identify two mainly molecular 
mechanisms which believed to be involved in imipenem hypersusceptible. The first 
mechanism was nfxB mutant which can be resulting in overexpression of mexCD-oprJ efflux 
pump systems. The specific primers were designed for nfxB gene. PCR products were 
submitted for sequencing. However, nfxB mutant strain were identified but those mutant 
were silent mutation. The second mechanism was metallo-beta-lactamase (MBL) production 
which was important carbepenems resistance mechansims and usually related with 
nosocomial infections caused by P. aeruginosa. Since MBLs gene have varied sequences, five 
pairs of primers were designed to cover at least 45 genes. Each set of primers was optimized 
and PCR products were submit for sequencing. This study was able to detect IMP-1, IMP-13, 
IMP-14a and VIM-2. Moreover, this study was able to identify novel IMP-type MBLs, IMP-65, 
which present high similarity to IMP-14. It was also noteworthy that these genes, IMP-14 and 
variants, were identified only in clinical isolates related to Thailand. However, those genes 
were identified in carbapenems resistance P. aeruginosa but none in imipenem 
hypersusceptible. Multilocus sequence typing method was used to determine and compare 
dissemination traits of imipenem hypersusceptible and MBL harboring CR-MDR P. aeruginosa. 
ST235 was detected in both groups. Moreover, ST235 was found as a major ST type in 
Thailand followed by ST964 and ST111. There were also many STs which never been 
reported in Thailand including ST273, ST292, ST621, ST1584 and ST1816. This study was also 
help emphasized the dissemination trait difference of MBL-harbored P. aeruginosa between 
Thailand and European countries. 
 
Keywords : Pseudomonas aeruginosa, Metallo beta-lactamase, nfxB, IMP-65, Multilocus 

sequence typing   
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เช้ือ Pseudomonas aeruginosa เปนหนึ่งในเช้ือท่ีจัดวาเปนภัยอันตรายในศตวรรษนี้  การติดเช้ือ 

P. aeruginosa ชนิดรุนแรงมักไดรับการรักษาดวยยากลุมคารบาพีเนม  ซึ่งถือเปนยากลุมทางเลือกทายๆ ของ

การรักษาการติดเช้ือ  อยางไรก็ตามพบวามีการด้ือยากลุมคารบาพีเนมมากข้ึนโดยเฉพาะเช้ือแบคทีเรียแกรม

ลบซึ่งรวมถึงเช้ือ P. aeruginosa นี้ดวย  ในโครงการวิจัยนี้ตองการศึกษาเกี่ยวกับกลไกหลักๆ สองกลไกท่ีเช่ือ

วาเกี่ยวของกับการสงผลใหเช้ือ P. aeruginosa ไวตอยาอิมิพีเนม  ในกลไกแรกนั้นจะเกี่ยวของกบัการศึกษา

ยีน nfxB ซึ่งเช่ือวาการกลายพันธุของยีนนี้จะสงผลใหเกิดการเพิ่มข้ึนของ mexCD-oprJ efflux pump ซึ่ง

การศึกษาทําโดยออกแบบไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะกับยีน nfxB จากนั้นทําการปรับสภาวะของ PCR ให

เหมาะสมและ PCR products ท่ีไดจะถูกสงไปหาลําดับเบส  จากผลการทดลองพบวายีน nfxB มีการกลาย

พันธุหลายจุดแตการกลายพันธุเกิดข้ึนในลําดับเบสท่ี 3 ของชุด codon ซึ่งไมสงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลง

โปรตีน   และกลไกท่ีสองท่ีทําการศึกษาเกี่ยวของกับการสรางเอนไซม metallo beta-lactamase ซึ่งเปน

กลไกท่ีพบไดบอยในเช้ือ P. aeruginosa โดยเฉพาะในสายพันธุท่ีมักเกิดการติดเช้ือฉวยโอกาส  แตเนื่องจาก

ยีนกลุม MBLs มีความหลากหลายสูง  ดังนั้นจึงแบงชุด primer ออกเปน 5 ชุดเพื่อใหสามารถครอบคลุมได

อยางนอย 45 ยีน  primer แตละชุดจะถูกปรับใหมีสภาวะท่ีเหมาะสมและ PCR product ท่ีไดจะถูกสงไปหา

ลําดับเบส  ในการศึกษานี้ไดพบยีน IMP-1, IMP-13, IMP-14a และ VIM-2  นอกจากนี้แลวยังสามารถคนพบ

ยีน IMP ชนิดใหมคือ IMP-65 ซึ่งมีความคลายคลึงกับ IMP-14 และเปนท่ีนาสังเกตวายีนกลุมนี้ (IMP-14 and 

variants) จะพบเฉพาะเช้ือท่ีมีความเกี่ยวของกับประเทศไทยเทานั้น แตอยางไรก็ตามยีนท่ีสรางเอนไซม 

metallo beta-lactamase เหลานี้ตรวจพบในเช้ือ P. aeruginosa ท่ีด้ือตอยาหลายชนิดซึ่งเปนกลุมควบคุม  

ซึ่งจากการพบยีนใหมนี้นํามาซึ่งการศึกษาระบาดวทิยาของเช้ือท้ังสองกลุมมาเปรียบเทียบกันและเปรียบเทียบ

กับประเทศอื่นๆ ดวย  จึงใชวิธี multilocus sequence typing  ซึ่งพบวา ST235 เปน ST หลักของท้ังสอง

กลุม  นอกจากนี้แลวยังพบวา ST235 เปน ST หลักในประเทศไทย  และลําดับรองลงมาคือ ST964 และ 

ST111  นอกจากนี้ในการศึกษานี้ยังพบ ST อีกหลายชนิดซึ่งไมเคยมีการรายงานในประเทศไทยมากอนไดแก. 

ST273, ST292, ST621, ST1584 และ ST1816  นอกจากนี้การศึกษานี้ยังชวยบงช้ีใหเห็นความแตกตาง

ระหวางระบาดวิทยาของประเทศไทยและประเทศในทวีปยุโรป 

 

คําหลัก :  ซูโดโมแนส แอรูจิโนซา, เอนไซมเมทัลโลเบตาแลคแทมเมส, ยีน nfxB, ยีน IMP-65,  

มัลติโลคัสซีเควนไทปปง  
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บทที่ 1  

บทนํา 
 

 

Pseudomonas aeruginosa เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีสําคัญ  และยังเปนหนึ่งในเช้ือกลุม 

ESKAPE ซึ่งจัดเปนเช้ือกอโรคท่ีสําคัญแหงศตวรรษท่ี 21(1) โดยยาปฏิชีวนะท่ีแนะนําใหใชในการรักษาการติด

เช้ือรุนแรงโดย P. aeruginosa คือยากลุมคารบาพีเนม (carbapenems)  โดยยากลุมนี้มีความสามารถในการ

ออกฤทธิ์ฆาเช้ือท่ีกวางและสามารถทนตอเอนไซมเบตาเลคเทมเมสสวนใหญได  นอกจากนั้นแลวยากลุม 

carbapenems ยังจัดเปนยากลุมทายๆ ท่ีใชในการรักษาโรคติดเช้ือท่ีรุนแรงตาง ๆ(2)  ตัวอยางของยาในกลุม 

carbapenems ไดแก  อิมิพีเนม (imipenem) เมโรพีเนม (meropenem) และโดริพีเนม (doripenem)  แต

ถึงแมวายากลุม carbapenems จะมีคุณสมบัติท่ีดี  แตโครโมโซมของเช้ือ P. aeruginosa มีกลไกท่ีสามารถ

ด้ือตอยาไดหลายกลไกและยังสามารถรับกลไกการด้ือยาใหมๆ เขาไปไดผานทางการรับ plasmid  กลไกการ

ด้ือยาท่ีสําคัญในเช้ือ P. aeruginosa ไดแก กลไก efflux pump ซึ่งจะเรงการขับยาออกจากเซลล, การลด

การสรางโปรตีน OprD ท่ีชวยในการนํายาเขาเซลลและการสรางเอนไซมกลุม carbapenemase ท่ีทําลายยา 

กลุม carbapenems
(3, 4) และเมื่อเร็วๆ นี้ WHO ยังประกาศใหเช้ือ P. aeruginosa ท่ีด้ือตอยากลุม 

carbapenems เปนเช้ือกลุมท่ีมีความจําเปนเรงดวน(5)  

โดยทฤษฎีแลวยาเมโรพีเนมจะมีโอกาศท่ีเช้ือ P. aeruginosa จะด้ือตอยาไดยากกวาเนื่องจากตองใช

กลไกในการด้ือยารวมกันถึงสองกลไกคือการเพิ่มการสราง efflux pump และลดการสรางโปรตีน oprD  แต

อยางไรก็ตามมีรายงานบางฉบับพบสายพันธุแบคทีเรียบางสายพันธุท่ีมีความไวตอยาอิมิพีเนม 
(6)  ซึ่งความ

พยายามเพื่อจะอธิบายเกี่ยวกับกลไกท่ีเกี่ยวของกับการเกิดเหตุการณเชนนี้ยังไมชัดเจน  ทฤษฎีสวนมากจะ

พยายามอธิบายเกี่ยวกับการเกิดการกลายพันธุท่ียีน nfxB  ซึ่งเปนผลใหเกิดการสราง mexCD-oprJ efflux 

pump systems สูงข้ึนมาก 
(7)  แตจากการศึกษากอนหนานี้ของผูวิจัยพบวามีสายพันธุท่ีมีความไวตอยาอิมิพี

เนมแตกลับไมพบการเพิ่มปริมาณของ mexD mRNA ผูวิจัยจึงต้ังสมมติฐานวาสายพันธุท่ีมีความไวตอยาอิมิพี

เนมนั้นนาจะเปนผลโดยหลักจากการสรางโปรตีน OprJ  และนอกจากนี้แลวความเปนไปไดอีกกรณีหนึ่ง

เกี่ยวของกับเอนไซมกลุม metallo-beta-lactamase ซึ่งมีความสามารถในการยอยสลายยาแตละชนิดในกลุม 

carbapenems ไดแตกตางกัน ซึ่งในเอนไซมกลุม metallo beta-lactamase หลายชนิดพบวาคา MIC ของ

ยา imipenem ตํ่ากวายา meropenem (8) ดังนั้นในการศึกษานี้จึงสนใจศึกษากลไกซึ่งทําใหเช้ือท่ีด้ือตอยา

หลายชนิดซึ่งจะเปนความรูซึ่งชวยในการจัดการกับเช้ือด้ือยาในอนาคตได  และนอกจากนี้แลวยังทําใหเกิด

ความรูท่ีเกี่ยวของกับกลไกด้ือยาในเช้ือแบคทีเรียมากข้ึนอีกดวย 

1.1  วัตถุประสงคของโครงการ 

- ศึกษาหากลไกในระดับโมเลกุลท่ีสงผลใหเช้ือมีความไวตอยาอิมีพีเนม 

- ศึกษาลักษณะของยีน oprJ ในเช้ือ P. aeruginosa 

- ศึกษาเอนไซม metallo beta-lactamase ในเช้ือ P. aeruginosa ท่ีด้ือตอยาหลายชนิด 

- พัฒนาเช้ือสายพันธุ P. aeruginosa (ΔmexCD-oprJ)::lac oprJ   
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บทที่ 2 

วิธีการทดลอง 
 

 

2.1  การศึกษายีนท่ีสรางเอนไซมกลุม metallo beta-lactamase  

 ในการศึกษายีนท่ีสรางเอนไซมกลุม metallo beta-lactamase โดยใชวิธี polymerase chain 

reaction (PCR)  เนื่องจากยีนของเอนไซมในกลุมนี้มีความแตกตางกันมาก  จึงจําเปนตองมีการออกแบบ 

primer หลายคู  และออกแบบ primer เพื่อใหสามารถตรวจสอบยีนในกลุมนี้ใหไดมากท่ีสุด  โดยจะเนน

ออกแบบไพรเมอรใหตรวจสอบยีนกลุม VIM-1 ถึง VIM-25, IMP-1 ถึง IMP-25, และยีน NDM-1  หลังจากนั้น

ทําการปรับเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี PCR เพื่อใชในการตรวจสอบ โดยคู primer ท่ีออกแบบใน

ข้ันตอนนี้คือ primer IMP-A, primer IMP-B, primer IMP-C, primer VIM-D, primer VIM-E และ primer 

NDM-1 

จีโนมท้ังโครโมโซมและพลาสมิดถูกสกัดจากเช้ือ P. aeruginosa สายพันธุท่ีไดจากทางคลินิกเพื่อใช

เปนตนแบบในขบวนการ PCR  และ PCR product ถูกนําไปหาขนาดดวยวิธี agarose gel electrophoresis  

 

2.2  การตรวจสอบลําดับยีนของ metallo beta-lactamase 

 PCR product ของยีนกลุม metallo beta-lactamase (จากขอ 2.1) ในเช้ือท่ีนํามาทดสอบถูกสงไป

หาลําดับเบสดวยวิธี DNA sequencing และใน PCR product ท่ีไมสามารถระบุชนิดของ metallo beta-

lactamase ไดแนชัด  ไดทําการออกแบบ primer คูใหมไดแก primer IMP-G, primer IMP-H และ primer 

1337 เพื่อใหสามารถระบุชนิดของ metallo beta-lactamase  จากนั้นไดทําการหา PCR condition ท่ี

เหมาะสมของ primer ชุดใหมนี้ 

 PCR product ของ metallo beta-lactamase จาก primer กลุมนี้ถูกนําสงไปหาลําดับเบสดวยวิธี 

DNA sequencing เพื่อระบุชนิดของเอนไซม metallo beta-lactamase 

 

2.3   การศึกษาการกลายพันธุของยีน nfxB  

 ในการศึกษาการกลายพันธุของยีน nfxB นั้นใชวิธีการ PCR เชนกัน  โดย primer ถูกออกแบบเพื่อ

เพิ่มจํานวนยีน nfxB  และครอบคลุมในสวน upstream ท่ีสําคัญของยีน nfxB  หลังจากนั้นไดทําการปรับเพื่อ

หาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี PCR ท่ีใชในการทดสอบเพื่อใหได PCR product ของ nfxB ปริมาณสูง  

จีโนมท้ังโครโมโซมและพลาสมิดถูกสกัดจากเช้ือ P. aeruginosa สายพันธุท่ีไดจากทางคลินิกเพื่อใช

เปนตนแบบในขบวนการ PCR  และ PCR product ถูกนําไปหาขนาดดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

นอกจากนี้แลว PCR product ของเช้ือท่ีคัดเลือกมานี้ไดถูกนําสงไปหาลําดับเบสดวยวิธี DNA sequencing 

และนําผลท่ีไดมาเปรียบเทียบเพื่อหาความเปนไปไดท่ียีน nfxB จะเกิดการกลายพันธุ  
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2.4  การตรวจสอบยืนยันลําดับเบสของยีน metallo beta-lactamase ชนิดใหม 

 ยีน imipenemase ซึ่งมีลําดับเบสท่ีคลายคลีงกับยีน IMP-14 และคาดวาเปน allele ใหมถูกนํามาทํา 

PCR โดยใช DNA polymerase ท่ีเปน proof reading และสงไป sequence เพื่อยืนยันลําดับเบสอยางนอย 

3 ครั้ง  Primer ซึ่งมีความจําเพาะตอยีน allele ใหมถูกออกแบบมาใหครอบคลุมต้ังแต start codon ถึง 

stop codon  และทําการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ PCR condition  เมื่อได PCR product แลวนําไป

โคลนเขากับพลาสมิด pGem®-T Easy และทําการสง sequence เพื่อยืนยันผลอีกครั้ง  โดยผล sequence 

ท่ีได  ถูกสงเขาไปท่ี NCBI เพื่อขอ allele ใหมของยีน imipenemase  

 

2.5 การเปรียบเทียบความเกี่ยวของของยีน imipenemase ชนิดใหมกับยีนในกลุมเดียวกัน 

 ลําดับเบสของยีน imipenemase ชนิดใหมและยีนในกลุม imipenemase ท่ีเคยมีรายงานมาแลว

กอนหนานี้ไดถูกนํามาเปรียบเทียบความเกี่ยวของกันและสรางออกมาเปน phylogenetic tree โดยใช MEGA 

program version 7.0.26 

 

2.6 การศึกษาหาการกระจายตัวของเช้ือดวยวิธี MLST 

 เช้ือ P. aeruginosa ท่ีมียีน MBLs และเช้ือ P. aeruginosa ท่ีเปนเช้ือ imipenem 

hypersusceptible ถูกนําไปศึกษา sequence typing เพื่อดูการระบาดและเปนการเทียบกับเช้ือ P. 

aeruginosa ในการศึกษาอื่นๆ โดยการหา sequence typing ทําโดยการทํา PCR ยีน 7 ยีน  โดยในการ

ทดลองไดออกแบบ primer ใหม 2 คูสําหรับยีน mutL และ nuoD และทําการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสม  

โดย PCR product ท่ีไดของท้ัง 7 ยีนในเช้ือแตละตัวถูกสงไปหาลําดับเบส  โดยผลการทํา sequence ท่ีไดถูก

นําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล MLST (36http://pubmlst.org/paeruginosa/) 

 
 

  

http://pubmlst.org/paeruginosa/
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 
 

 

3.1 การศึกษายีนท่ีสรางเอนไซมกลุม metallo-beta-lactamase  

 ในการศึกษายีนท่ีสรางเอนไซมกลุม metallo beta-lactamase โดยใชวิธี polymerase chain 

reaction (PCR)  เนื่องจากยีนของเอนไซมในกลุมนี้มีความแตกตางกันมาก  จึงจําเปนตองมีการออกแบบ 

primer หลายคู  และออกแบบ primer เพื่อใหสามารถตรวจสอบยีนในกลุมนี้ใหไดมากท่ีสุด  โดยจะเนน

ออกแบบไพรเมอรใหตรวจสอบยีนกลุม VIM-1 ถึง VIM-25, IMP-1 ถึง IMP-25, และยีน NDM-1  หลังจากนั้น

ทําการปรับเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี PCR เพื่อใชในการตรวจสอบ โดยคู primer ท่ีออกแบบใน

ข้ันตอนนี้คือ primer IMP-A, primer IMP-B, primer IMP-C, primer VIM-D, primer VIM-E และ primer 

NDM-1 ซึ่งกลุม primer ท่ีออกแบบมานี้แบงตามแนวโนมความเกี่ยวเนื่องกันจาก phylogenetic tree (9).  

โดย primer ท่ีออกแบบมาแตละคูจะสามารถตรวจสอบชนิดของยีนไดตามตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 การแบงกลุมยีน metallo beta-lactamase ท่ีสามารถตรวจหาไดจากแตละชุด primer 

 

Group Primer Detectable gene 

IMP-A IMP-AF IMP-1, IMP-3, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-7, IMP-9, IMP-10, IMP-

15, IMP-25, IMP-26 IMP-AR 

IMP-B IMP-BF IMP-1, IMP-11, IMP-16, IMP-21, IMP-22 

IMP-BR 

IMP-C IMP-CF IMP-1, IMP-2, IMP-8, IMP-12, IMP-13, IMP-14, IMP-18, IMP-19, 

IMP-20, IMP-24, IMP-32, IMP-48 IMP-CR 

VIM-D VIM-DF VIM-2, VIM-3, VIM-6, VIM-8, VIM-9, VIM-10, VIM-11, VIM-14, 

VIM-15, VIM-16, VIM-17, VIM-18, VIM-20, VIM-23, VIM-24 VIM-DR 

VIM-E VIM-EF VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-5, VIM-12, VIM-19, VIM-25 

VIM-ER 
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 ลําดับเบสของเอนไซม metallo-beta-lactamases ไดจากเวปฐานขอมูลของ NCBI (เขาถึงไดจาก  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) หลังจากนั้นนํามาทํา alignment เพื่อหา conserved 

sequence ของแตละกลุมไพรเมอร โดยในการหา conserved sequence จะใชยีน IMP-1 และ VIM-2 รวม

ในทุกกลุมของไพรเมอร IMP-Type และ VIM-type metallo-beta-lactamases ตามลําดับ เพื่อใชเปน 

control  โดยไพรเมอรแตละกลุมแสดงตามตารางท่ี 2 และทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของไพรเมอรท่ีใชใน

การทํา PCR ดังตารางท่ี 3 โดยสวนประกอบในการทํา PCR 50 µL คือ ใช DNA template ประมาณ 100 

ng, 0.4 µM of each primer, 1 mM of dNTPs, 0.5 units of Taq DNA polymerase, 1X buffer (10 

mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2) หลังจากนั้นเติมน้ําเพื่อปรับปริมาตร  และเฉพาะในการทํา 

PCR ของกลุม IMP-B จะตองเพิ่ม 4% DMSO 

 

ตารางท่ี 2 ลําดับไพรเมอรของแตละกลุมเพื่อใชในการตรวจสอบยีน metallo-beta-lactamases 

 

Group Primer 

name 

Primer sequence Product 

size 

IMP-A IMP-AF  GTT AAC GGG TGG GGC GTT G 194 bp 

 IMP-AR AGC CAC TCT ATT CCG CCC GT  

IMP-B IMP-BF TTG AAG AAG TTA ACG GGT GGG G 556 bp 

 IMP-BR TTT CAA GAG CGA CGC ATC TCC  

IMP-C IMP-CF GGT TTG TGG AGC GCG GCT A 463 bp 

 IMP-CR CCT TTA ACA GCC TGT TCC CAT GT  

VIM-D VIM-DF TAG CGG TGA GTA TCC GAC AGT 604 bp 

 VIM-DR TGC TTC CGG GTA GTG TTG TTG  

VIM-E VIM-EF CCG GTC GGA GAG GTC CGA C 532 bp 

 VIM-ER CCA GAT CGG CAT CGG CCA CG  

 NDM-1F TAG CCG CTG CAT TGA TGC TGA 571 bp 

 NDM-1R CCA CCA AAA GCG ATG TCG GT  
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ตารางท่ี 3 PCR condition ท่ีเหมาะสมสําหรับการใชไพรเมอรเพื่อตรวจสอบยีน metallo 

beta-lactamases 

 

 Denaturation 94 ºC 3 min 

30 

rounds 

of 

Denaturation 94 ºC 30 sec 

Annealing IMP-A, IMP-C, VIM-D  64 ºC 30 sec 

 IMP-B  62 ºC 

 VIM-E 66 ºC 

 NDM-1 60 ºC 

Extension 72 ºC 30 sec 

 Final extension 72 ºC 5 min 

 

ในการทดสอบหายีน metallo-beta-lactamase ไดทําในเช้ือ P. aeruginosa ท่ีด้ือตอยาหลายชนิด

และด้ือตอยากลุม carbapenems ท้ังชนิดท่ีมีความไวตอยาอิมิพีเนมและไมมีความไวตอยาอิมิพีเนม  โดยผล

การทดลองพบวาในเช้ือ P. aeruginosa ท่ีมีความไวตอยาอิมิพีเนมไมตรวจพบยีน metallo-beta-

lactamase แตในเช้ือ P. aeruginosa ท่ีไมมีความไวตอยาอิมิพีเนมตรวจพบเช้ือท่ีมียีนท้ังกลุม IMP-type 

และ VIM-type metallo-beta-lactamase  ดังแสดงในภาพท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ 
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Lane M :   2-log DNA Ladder 

  Lane 1 :   Positive control of IMP-type metallo-beta-lactamase 

Lane 2 :   Positive result IMP-C clinically isolated P. aeruginosa  

Lane 3 :   Negative result of IMP-type metallo-beta-lactamase in clinically  

    isolated P. aeruginosa  

  Lane 4 :   P. aeruginosa PAO1 (Negative control) 

 

ภาพท่ี 1 ตัวอยางผลของ gel electrophoresis ในการตรวจสอบยีน IMP-type metallo-beta-lactamase 

โดยใช primer 3 ชุด คือ IMP-AF และ IMP-AR (A) IMP-BF และ IMP-BR (B) และ IMP-CF และ 

IMP-CR (C) โดย PCR product ท่ีตองการคือ 194, 556 และ 463 bp ตามลําดับ (ตามลูกศรแสดง

ในภาพ) 
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Lane M :   2-log DNA Ladder 

  Lane 1 :   Positive control of VIM-type metallo-beta-lactamase 

Lane 2 :   Positive result VIM-type metallo-beta-lactamase in clinically 

    isolated P. aeruginosa  

Lane 3 :   Negative result of VIM-type metallo-beta-lactamase in clinically  

    isolated P. aeruginosa  

  Lane 4 :   P. aeruginosa PAO1 (Negative control) 

 

ภาพท่ี 2 ตัวอยางผลของ gel electrophoresis ในการตรวจสอบยีน VIM-type metallo-beta-lactamase 

โดยใช primer 2 ชุด คือ VIM-DF และ VIM-DR (A) และ VIM-EF และ VIM-ER (B) โดย PCR 

product ท่ีตองการคือ 604, 532 bp ตามลําดับ (ตามลูกศรแสดงในภาพ) 
 

PCR product ท่ีไดถูกสงไปหาลําดับเบส โดยผลพบวายังไมสามารถระบุชนิดของ IMP ได  เนื่องจาก

ไพรเมอรท่ีออกแบบชุดแรกใชเพื่อการตรวจหาอยางกวาง จึงจําเปนตองออกแบบไพรเมอรชุดใหมเพื่อใชในการ

จําแนกชนิดของยีนและมีความจําเพาะกับยีนท่ีคาดการณมากข้ึน ดังตารางท่ี 4  โดยชนิดของยีนท่ีจะ

ครอบคลุมและสามารถจําแนกจากกันไดดังตารางท่ี 5  โดยไดปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมของไพรเมอรท่ีใชใน

การทํา PCR ดังตารางท่ี 6 และสวนประกอบของ PCR 50 µL คือ ใช DNA template ประมาณ 100 ng, 0.4 

µM of each primer, 1 mM of dNTPs, 0.5 units of Taq DNA polymerase, 1X buffer (10 mM Tris-

HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2) หลังจากนั้นเติมน้ําเพื่อปรับปริมาตร   

 

 

 

 

700 
 

600 
500 

 

400 
 

300 
 

200 
 

700 
600 
500 
 

400 
 

300 
 

200 
 

 



9 

ตารางท่ี 4  ไพรเมอรเพื่อใชในจําแนกชนิดยีน IMP-type metallo-beta-lactamases 

 

Group Primer name Primer sequence Product size 

IMP-G IMP-GF  GCT ACC GCA GCA GAG TCT TT 456 bp 

 IMP-GR CAG GCA ACC AAA CCA CTA CG  

IMP-H IMP-HF GGT TGG AGT GTG GTC ACT AAA C 466 bp 

 IMP-HR CCA AAT AGC CAA GAC CGT CC  

 

ตารางท่ี 5  การแบงกลุมยีนท่ีสามารถจําแนกไดจากแตละชุด primer 

 

Group Primer Detectable gene 

IMP-G IMP-GF IMP-1, IMP-10, IMP-30, IMP-52 

 IMP-GR 

IMP-H IMP-HF IMP-14,IMP-14a, IMP-32, IMP-48, IMP-65 

 IMP-HR 

 

ตารางท่ี 6  PCR condition ท่ีเหมาะสมสําหรับการใชไพรเมอรในการจําแนกยีน IMP-type metallo 

beta-lactamases 

 

 Denaturation 94 ºC 3 min 

30 

rounds 

of 

Denaturation 94 ºC 30 sec 

Annealing IMP-G, IMP-H  55 ºC 30 sec 

Extension 72 ºC 30 sec 

 Final extension 72 ºC 5 min 

 

 PCR product ท่ีไดถูกสงไปหาลําดับเบส  จากขอมูลท่ีไดพบวาในเช้ือ P. aeruginosa จากทางคลินิก

ตรวจไมพบยีน NDM-1 แตในเช้ือ P. aeruginosa ท่ีไมมีความไวตอยาอิมิพีเนมตรวจพบยีน พบยีน IMP-1, 

IMP-13, IMP-14a และ VIM-2  นอกจากนี้แลวยังตรวจพบยีนท่ีมีความคลายคลึงกับยีน IMP-14a แตยังไมพบ

ลําดับเบสท่ีตรงกันจากในฐานขอมูลของ NCBI แตอยางไรก็ตามเพื่อเปนการยืนยันวาเปนยีนใหมจําเปนตองทํา

การทดสอบเพิ่มเติมอีก 
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3.2  การศึกษาการกลายพันธุของยีน nfxB  

 ในการศึกษาการกลายพันธุของยีน nfxB จะใชวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยได

ออกแบบ primer ใหครอบคลุมยีน nfxB ซึ่งรวมไปถึงสวน upstream ของยีนดวยและทําการปรับเพื่อหา

สภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี PCR ท่ีใชในการทดสอบ   

ขอมูลของยีน nfxB นํามาจากฐานขอมูลของเช้ือ Pseudomonas aeruginosa PAO1 (เขาถึงไดจาก 

http://www.pseudomonas.com/)  โดยชุดไพรเมอรท่ีใชในการตรวจสอบยีน nfxB ดังแสดงในตารางท่ี 7 

และสภาวะของการทํา PCR ดังแสดงในตารางท่ี 8 โดย PCR 50 µL คือ ใช DNA template ประมาณ 100 

ng, 0.4 µM of each primer, 0.4 mM of dNTPs, 0.5 units of Taq DNA polymerase, 1X buffer (10 

mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2) หลังจากนั้นเติมน้ําเพื่อปรับปริมาตร  และผลการทดลอง PCR 

ของยีน nfxB ดังแสดงในภาพท่ี 3 

 

ตารางท่ี 7 ไพรเมอรเพื่อใชในศึกษายีน nfxB 

 

Gene Primer name Primer sequence Product size 

nfxB nfxF ATT GAA AAC GGA TCG AAT GGT ACT 816 bp 

 nfxR GAC TGA TCT TCC CGA GTG TCG  

 

ตารางท่ี 8  PCR condition ท่ีเหมาะสมสําหรับการใชไพรเมอรในการศึกษายีน nfxB 

 

 Denaturation 95 ºC 3 min 

30 rounds 

of 

Denaturation 95 ºC 30 sec 

Annealing 60 ºC 30 sec 

Extension 72 ºC 30 sec 

 Final extension 72 ºC 5 min 
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   Lane M :   2-log DNA Ladder 

  Lane 1 :   P. aeruginosa PAO1 

Lane 2 :   Clinically isolated P. aeruginosa 

    (imipenem susceptible) 

Lane 3 :   Clinically isolated P. aeruginosa 

    (imipenem non-susceptible) 
 

 

 

 

ภาพท่ี 3 แสดงผลของ gel electrophoresis ของยีน nfxB โดย PCR product ท่ีตองการคือ 816 bp  

(ตามลูกศรแสดงในภาพ)  

 

PCR product ของยีน nfxB ในเช้ือ clinically isolated P. aeruginosa ท่ีเปน imipenem 

susceptible ถูกสงไปหาลําดับเบส และขอมูลลําดับเบสไดถูกนํามาเปรียบเทียบ โดยใชโปรแกรม Clustal W 

(เขาถึงไดท่ี http://www.genome.jp/tools/clustalw/)  โดยผลการทํา multiple alignment แสดงดัง

ภาพท่ี 4 และไดแสดงรหัส protein ของยีน nfxB ในภาพท่ี 5 ซึ่งพบวาลําดับเบสมีการเปล่ียนแปลงแตไมได

สงผลกระทบกับการแสดงออกยีน nfxB เนื่องจากการเปล่ียนลําดับเบสเกิดในตําแหนงท่ี 3 ของ reading 

frame และรหัส DNA ไมสงผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงโปรตีน 
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ภาพท่ี 4 ผล multiple alignment ของยีน nfxB จาก clinical isolated P. aeruginosa (PAC01-

PAC13) เปรียบเทียบกับเช้ือ P. aeruginosa สายพันธุมาตรฐาน (PAO1) โดยแสดง start 

codon และ stop codon ในกรอบเสนประ (     ) และไดแสดง mutation point ใน

กรอบเสนทึบ (    ) 
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ภาพท่ี 5 ลําดับเบสของยีน nfxB พรอม protein sequence โดยแสดงจาก start codon ถึง stop codon 

และแสดง mutation point ในกรอบเสนทึบ  
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3.4  การตรวจสอบยืนยันลําดับเบสของยีน metallo beta-lactamase ชนิดใหม 

 ยีน imipenemase ซึ่งมีลําดับเบสท่ีคลายคลีงกับยีน IMP-14 และคาดวาเปน allele ใหมถูกนํามาทํา 

PCR โดยใช DNA polymerase ท่ีเปน proof reading และสงไป sequence เพื่อยืนยันลําดับเบสอยางนอย 

3 ครั้ง   

 จากนั้นเพื่อใหไดลําดับเบสครบจึงออกแบบ Primer ซึ่งมีความจําเพาะตอยีน allele ใหมซึ่ง

ครอบคลุมต้ังแต start codon ถึง stop codon  ดังตารางท่ี 9  และทําการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

PCR condition ดังตารางท่ี 10 โดย PCR 50 µL คือ ใช DNA template ประมาณ 100 ng, 0.4 µM of 

each primer, 0.4 mM of dNTPs, 1.5 units of KAPA HiFi DNA polymerase, 1X buffer (10 mM 

Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2) หลังจากนั้นเติมน้ําเพื่อปรับปริมาตร  และผลการทดลอง PCR ของ

ยีน blaIMP-novel ดังแสดงในภาพท่ี 6 

 

ตารางท่ี 9 ไพรเมอรเพื่อใชในศึกษายีน blaIMP-novel 

 

Primer Nucleotide sequence (5'-3') 
Product 

size (bp) 

IMP-NF ATG AAA AAA TTA TTT GTT TTA TGT 741 bp 

IMP-NR TTA GTC GCT TGG CTG TGA 

 

ตารางท่ี 10 PCR condition ท่ีเหมาะสมสําหรับการศึกษายีน blaIMP-novel 

 

 Denaturation 95 ºC 3 min 

30 rounds 

of 

Denaturation 95 ºC 30 sec 

Annealing 52 ºC 30 sec 

Extension 72 ºC 30 sec 

 Final extension 72 ºC 3 min 
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        1    M 

 

Lane M :   HyperLadderTM 1 kb 

  Lane 1 :   P. aeruginosa clinical isolates carried Novel-IMP type 

 

ภาพท่ี 6 ผลของ gel electrophoresis ของยีน IMP ชนิดใหม ท่ีความเขมขน 1.2% agarose โดย PCR 

product ท่ีตองการคือ 741 bp (ตามลูกศรแสดงในภาพ)  

 

 เมื่อได PCR product แลวนําไปโคลนเขากับพลาสมิด pGem®-T Easy และทําการสง sequence 

เพื่อยืนยันผลอีกครั้ง  โดยผล sequence ท่ีไดถูกนํามาเปรียบเทียบกับ IMP ชนิดตางๆ ท่ีเคยมีรายงานกอน

หนา (ภาพท่ี 7)  และพบวา IMP ชนิดใหมมีการเปล่ียนลําดับเบสในตําแหนงท่ีสงผลใหชนิดของโปรตีน

เปล่ียนไปดังภาพท่ี 8  ดังนั้น IMP ชนิดใหมจึงถูกสงเขาไปท่ี NCBI เพื่อขอ allele ใหมของยีน imipenemase 

(ภาคผนวก) ซึ่งได allele ใหมคือ IMP-65 
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ภาพท่ี  7 ลําดับเบสของ IMP ชนิดใหมเปรียบเทียบกับ IMP ท่ีมีลําดับเบสใกลเคียงกันไดแก IMP-14,  

IMP-14a, IMP-32 และ IMP-48 โดยลําดับเบสท่ีแตกตางของแตละยีนแสดงโดยใชสีท่ีแตกตางกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  8 ลําดับโปรตีนท่ีแปลออกมาของยีน IMP ชนิดใหมเทียบกับ IMP-14, IMP-14a, IMP-32 และ IMP-

48 โดยแสดงลําดับโปรตีนท่ีแตกตางใชสีท่ีแตกตางกัน 
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3.5 การเปรียบเทียบความเกี่ยวของของยีน imipenemase ชนิดใหมกับยีนในกลุมเดียวกัน 

 ลําดับเบสของยีน imipenemase ชนิดใหมและยีนในกลุม imipenemase ท่ีเคยมีรายงานมาแลว

กอนหนานี้ไดถูกนํามาเปรียบเทียบความเกี่ยวของกันและสรางออกมาเปน phylogenetic tree โดยใชวิธี 

Neighbor-Joining โดยใช MEGA program version 7.0.26  โดยผลการสราง phylogenetic tree ของ 

IMP ชนิดใหมแสดงดังภาพท่ี 9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9  phylogenetic tree ของ IMP-type MBLs โดยเปรียบเทียบ IMP-65 (ตามลูกศรแสดงในภาพ) กับ 

IMP ชนิดอื่นท่ีเคยมีรายงานมาแลวกอนหนานี้ 
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3.4 การศึกษาหาการกระจายตัวของเช้ือดวยวิธี Multilocus sequence typing 

 เช้ือ P. aeruginosa ท่ีมียีน MBLs และเช้ือ P. aeruginosa ท่ีเปนเช้ือ imipenem 

hypersusceptible ถูกเลือกมาเปนตัวแทนเพื่อนําไปศึกษา sequence typing เพื่อดูการระบาดและเปนการ

เทียบกับเช้ือ P. aeruginosa ในการศึกษาอื่นๆ โดยการหา sequence typing ทําโดยการทํา PCR ยีน 7 

ยีน  (10) โดยในการทดลองไดออกแบบ primer ใหม 2 คูสําหรับยีน mutL และ nuoD (ตารางท่ี 11) และทํา

การปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสม  โดย PCR product ท่ีไดของท้ัง 7 ยีนในเช้ือแตละตัวถูกสงไปหาลําดับเบส  

โดยผลการทํา sequence ท่ีไดถูกนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล MLST จากนั้นเช้ือแตละตัวซึ่งประกอบดวย

ชุดยีน 7 ยีน จะถูกแปลออกมาเปน ST ซึ่งบอกถึงโคลนของแตละเช้ือ (ตารางท่ี 12)  

 

ตารางท่ี 11  ลําดับนิวคลีโอไทดของ primer ท่ีใชในการศึกษา multilocus sequence typing 

 

Primer Nucleotide sequence (5'-3') 
product 

size (bp) 
Ref 

acsA-F 

acsA-R 

ACC TGG TGT ACG CCT CGC TGA C 

GAC ATA GAT GCC CTG CCC CTT GAT 
842 (10) 

aroE-F 

aroE-R 

TGG GGC TAT GAC TGG AAA CC 

TAA CCC GGT TTT GTG ATT CCT ACA 
1034 (10) 

guaA-F 

guaA-R 

CGG CCT CGA CGT GTG GAT GA 

GAA CGC CTG GCT GGT CTT GTG GTA 
940 (10) 

mutL-F 

mutL-R 

AGG TTC GCG ACC TGT TCT T 

GGA CTC TCC AGC ACG CTC T 
688 

In this 

study 

nuoD-F 

nuoD-R 

CAC CGA GTT CGA TCC CTA CT 

GGC ATC CAG TCG AGG AAC T 
633 

In this 

study 

ppsA-F 

ppsA-R 

GGT CGC TCG GTC AAG GTA GTG G 

GGG TTC TCT TCT TCC GGC TCG TAG 
989 (10) 

trpE-F 

trpE-R 

GCG GCC CAG GGT CGT GAG 

CCC GGC GCT TGT TGA TGG TT 
811 (10) 
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ตารางท่ี 12  ผลการศึกษา MLST ของเช้ือ P. aeruginosa ของเช้ือท่ีมีความไวตอยา imipenem และเช้ือท่ี

ตรวจพบเอนไซม metallo beta-lactamase 

 

 

 
  

Strains MBLs ST acsA aroE guaA mutL nuoD ppsA trpE 

Standard strain 

PAO1  549 7 5 12 3 4 1 7 

Imipenem hypersusceptible P. aeruginosa 

MPPA-051  235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-136  235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-241  235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-328  235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-342  235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-222  273 104 4 36 71 4 4 53 

MPPA-002  1816 40 5 11 3 4 40 2 

Metallo beta lactamases producing P. aeruginosa 

MPPA-092 VIM-2 235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-198 VIM-2 235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-213 VIM-2 235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-217 VIM-2 235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-286 IMP-14a 235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-409 VIM-2 235 38 11 3 13 1 2 4 

MPPA-066 IMP-1 964 145 5 26 3 4 4 26 

MPPA-068 IMP-1 964 145 5 26 3 4 4 26 

MPPA-103 IMP-1 964 145 5 26 3 4 4 26 

MPPA-138 IMP-65 111 17 5 5 4 4 4 3 

MPPA-155 IMP-65 111 17 5 5 4 4 4 3 

MPPA-179 IMP-14a 292 109 10 73 3 4 4 3 

MPPA-263 IMP-13 621 15 5 20 5 1 4 25 

MPPA-135 VIM-2 1584 38 5 3 13 1 2 4 
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บทที่ 4  

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 
 

 

 ยากลุมคารบาพีเนม (carbapenems)  มีคุณสมบัติในการยับยั้งเช้ือไดกวางท้ังเช้ือกลุมแกรมบวก  

แกรมลบ  และเช้ือไมใชอากาศ  นอกจากนี้แลวยากลุม carbapenems ยังมีคุณสมบัติในการทนตอเอนไซมท่ี

สามารถยอยสลายยากลุม beta-lactams ไดยกเวนเอนไซมกลุม carbapenemase  ซึ่งดวยคุณสมบัติเหลานี้

ทําใหยากลุม carbapenems เปนยาท่ีมีความสําคัญและมักใชในการรักษาการติดเช้ือท่ีรุนแรงซึ่งรวมไปถึงเช้ือ 

Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobacter spp. ดวย (11)  โดยเช้ือ P. aeruginosa เปนเช้ือ

แบคทีเรียแกรมลบท่ีสําคัญและมักกอโรคติดเช้ือฉวยโอกาสในโรงพยาบาลโดยเฉพาะในผูปวยท่ีมีภาวะ

ภูมิคุมกันตํ่า  ในการติดเช้ือท่ีรุนแรงเชนการติดเช้ือในกระแสเลือด มักใชยากลุม carbapenems ในการ

รักษา (12) แตเช้ือ P. aeruginosa มีกลไกท่ีสามารถด้ือตอยาไดหลายกลไกและยังสามารถรับกลไกการด้ือยา

ใหมๆ เพิ่มเติมไดผานทางการรับ plasmid ท่ีมียีนด้ือยาเหลานั้นอยู  อยางไรก็ตามมีรายงานถึงเช้ือมีความไว

ตอยาอิมีพีเนมทางคลินิกอยูบาง แตยังไมทราบถึงกลไกการแสดงออกอยางแนชัด (6)   

โครงการวิจัยนี้ไดศึกษาเกี่ยวกับกลไกระดับ molecular สองกลุมดวยกัน  โดยในกลุมแรกศึกษา

เกี่ยวกับยีน nfxB ซึ่งมีการรายงานวาสงผลตอการแสดงออกของ efflux pump กลุม mexCD-oprJ (7) แต

จากการศึกษาพบวาเช้ือซึ่งมีความไวตอยา imipenem พบการเปล่ียนแปลงของยีน nfxB หลายจุดแตอยางไร

ก็ตามการเปล่ียนแปลงลําดับเบสเกิดข้ึนท่ีเบสลําดับท่ี 3 ของชุด codon และไมสงผลตอการกลายพันธุของ

ลําดับโปรตีน (silent mutation) จึงพอสรุปไดวายีน nfxB ของเช้ือกลุมนี้ไมมีการเปล่ียนแปลงลําดับโปรตีน

เมื่อเทียบกับเช้ือมาตรฐาน P. aeruginosa PAO1   

ในกลไกกลุมท่ีสองไดทําการศึกษากลไกเกี่ยวกับเอนไซม metallo beta-lactamase ซึ่งเปนเอนไซม

ท่ีมีคุณสมบัติทําลายยากลุม carbapenemase ซึ่งพบมากในเช้ือ P. aeruginosa แตอยางไรก็ตามเอนไซมแต

ละชนิดของ metallo beta-lactamase นั้นจะมีความแตกตางของคุณสมบัติในการทําลายยากลุม beta-

lactams ท่ีแตกตางกัน  โดยมีรายงานวาเอนไซมบางชนิดในกลุม metallo beta-lactamase มีความสามารถ

ในการทําลายยา imipenem และยา meropenem ท่ีแตกตางกัน (8)  ดังนั้นจําเปนตองหาชนิดของเอนไซมท่ี

พบในเช้ือกลุมนี้  โดยการหาเอนไซมกลุม metallo beta-lactmase นั้นไดทําการศึกษาในเช้ือ P. 

aeruginosa ท่ีด้ือตอยาหลายชนิด  ท้ังท่ีไวและไมไวตอยา imipenem  โดยผลการทดลองไมตรวจพบเอนไซม 

metallo beta-lactamase ในเช้ือกลุมท่ีไวตอยา imipenem  แตในเช้ือ P. aeruginosa ท่ีด้ือตอยาหลาย

ชนิดพบเอนไซม metallo beta-lactamase หลายชนิดไดแก IMP-1 IMP-13 IMP-14a และ VIM-2  

นอกจากนี้แลวยังพบเอนไซมชนิดใหมซึ่งมีลําดับเบสใกลเคียงกับ IMP-14a แตมีตําแหนงของลําดับเบสจาก 

IMP-14 จํานวน 2 ตําแหนง  ซึ่งในลําดับเบสตําแหนงท่ี 301 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงจาก Adenine (A) เปน 

Guanine (G) สงผลใหโปรตีนในตําแหนงท่ี 101 เปล่ียนแปลงจาก Threonine (T) เปน Alanine (A) ซึ่งจาก

การเปล่ียนแปลงนี้ทําใหสามารถนําลําดับกรดอะมิโนดังกลาวไปขอ Allele ชนิดใหมของยีนในกลุม IMP ได  
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ซึ่งไดรับการระบุเลขของลําดับยีนใหมเปน IMP-65  นอกจากนี้แลวยีนท่ีใกลเคียงกลุม IMP-14 ยัง

ประกอบดวย IMP-32 และ IMP-48  ซึ่งเปนท่ีนาสังเกตวายีนกลุมดังกลาว (IMP14 and variants) นั้นพบ

เฉพาะเช้ือจากในประเทศไทย (13-16)  เมื่อนําลําดับเบสของเอนไซมกลุมดังกลาวไปหาความสัมพันธกับเอนไซม 

imipenemase ชนิดอื่นท่ีเคยมีรายงานมากอนพบวาลําดับเบสของเอนไซม imipenemase กลุมนี้  มีความ

แตกตางกับเอนไซม IMP-1 คอนขางมาก โดยมีความแตกตางประมาณ 15% ซึ่งเอนไซม IMP-1 เปนเอนไซมท่ี

มีการพบการระบาดเดนในทวีปเอเชียโดยเฉพาะประเทศญี่ปุน (9)  นอกจากนี้แลวในตัวอยางท่ีนํามาศึกษา

พบวาเอนไซม metallo beta-lactamase ท่ีพบมากท่ีสุดคือ VIM-2 ตามมาดวย IMP-1 และ IMP-14 and 

variants ในจํานวนท่ีเทากัน  ซึ่งเปนท่ีนาสังเกตวาเอนไซม imipenemase กลุม IMP-14 and variants 

อาจจะเปนเอนไซมซึ่งพบเดนเฉพาะในประเทศไทย   

เมื่อนําเช้ือจากท้ังสองกลุมมาศึกษาดูการกระจายตัวโดยเปรียบเทียบในเช้ือท้ังสองกลุมโดยใชวิธี 

multilocus sequence typing (MLST) ซึ่งในประเทศไทยยังมีการศึกษาเกี่ยวกับ ST ของเช้ือ P. 

aeruginosa เพียงไมกี่สายพันธุโดยพบเพียง ST235 และ ST260 (17, 18)  ซึ่งในการศึกษานี้ ผูวิจัยไดเพิ่ม

ตัวอยางในการศึกษาและเปนเช้ือท่ีด้ือตอยาหลายชนิด  โดยผลการศึกษาพบวา ST ท่ีเดนในเช้ือท้ังสองกลุม

เปน ST235 ซึ่งสอดคลองกับหลายๆ การศึกษาท่ีพบวา ST เดนของเช้ือ P. aeruginosa ท่ีพบท่ัวโลกคือ 

ST235 (19)  นอกจากนี้ในงานวิจัยดังกลาวยังระบุอีกดวยวา ST111 และ ST175 ถือเปน ST ท่ีสําคัญท่ีพบได

ท่ัวโลกโดยเฉพาะในประเทศแถบยุโรป (19)  โดยในงานวิจัยนี้  พบเช้ือท่ีเปน ST111 โดยเปนเช้ือท่ีมียีน IMP 

ชนิดใหมดวย   นอกจากนี้แลว ST111 ยังไมเคยมีรายงานการพบในประเทศไทย  แมแตในทวีปเอเชียก็ยังมี

รายงานไมมากนัก  ผูวิจัยยังพบอีกวา ST964 ซึ่งถือเปน ST ท่ีพบมากเปนลําดับ 2 โดย ST964 ไมเคยมี

รายงานการพบในประเทศไทยมากอน  แตเคยมีรายงานจากประเทศสิงคโปรและสหราชอาณาจักร (20, 21)  

นอกจากนี้แลว ST273, ST292, ST621, ST1584, และ ST1816 ยังไมเคยมีรายงานจากประเทศไทยเชนกัน  

โดยเฉพาะอยางยิ่ง ST621, ST1584, และ ST1816 สืบคนไมพบรายงานจากประเทศในทวีปเอเชีย  และเปน

ท่ีนาสนใจวาในการศึกษานี้พบ เช้ือท่ีเปน ST621 และมียีน IMP-13 เชนเดียวกับหลายรายงานท่ัวโลก(22)  แต

เนื่องจากขอมูลแหลงท่ีมาของเช้ือมีเพียงภาคท่ีไดรับตัวอยางจึงไมสามารถตรวจสอบหาประวัติของเช้ือสาย

พันธุนี้ได  จากขอมูลเหลานี้อาจจะพอสรุปไดวาเช้ือ P. aeruginosa ท่ีเปนสายพันธุสําคัญในการกอโรคคือ 

ST235 และแนวโนมของสายพันธุอื่นๆ มีความแตกตางระหวางประเทศในทวีปยุโรปและประเทศในทวีปเอเชีย 

ในงานวิจัยนี้ตรวจพบยีน imipenemase ชนิดใหมและอาจบงช้ีเอนไซม imipenemase กลุม IMP-

14 and variants ซึ่งมีลักษณะเดนในประเทศไทย  นอกจากนี้การศึกษา MLST ยังบงช้ีวา ST235 คือ ST เดน

ในประเทศไทย  และยังพบ ST อื่นอีกหลายชนิดท่ีไมเคยพบในประเทศมากอน  นอกจากนี้ยังอาจบงช้ีไดวา

การกระจายตัวของ ST ในประเทศไทยมีความแตกตางจากประเทศในแถบยุโรป  แตอยางไรก็ตามยังไมมี

การศึกษาลักษณะการแสดงออกของเอนไซม IMP-14 and variants ซึ่งเปนเอนไซมเดนในประเทศไทย  โดย

ผูวิจัยคาดวาจะทําการศึกษาลักษณะการแสดงออกของเอนไซมกลุมนี้ตอไปในอนาคต 
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Abstract 22 

Pseudomonas aeruginosa is a well-known microorganism which has been concerned as one of 23 

the most emerging threats in this century. Serious infections caused by this pathogen are often 24 

treated by carbapenems which were considered as one of the last resort antibiotics. Metallo-beta-25 

lactamase (MBL) production is one of the most important carbepenems resistance mechansims 26 

and usually related with nosocomial infections caused by P. aeruginosa. This study was aimed to 27 

determine MBL genes and dissemination pattern of MBL producing P. aeruginosa strains. 28 

Specific primers were designed to detect MBL genes which include IMP-, VIM-, and NDM-29 

MBL genes. IMP-1, IMP-13, IMP-14a and VIM-2 were detected in this study. Moreover, novel 30 

IMP-type MBLs was discovered and emphasized unique group of MBLs. Multilocus sequence 31 

typing method was used to determine dissemination pattern of CR-MDR P. aeruginosa. ST235 32 

was detected in both MBL harboring and non-haboring strains. ST235 was found as a major ST 33 

type in Thailand followed by ST964 and ST111. There were also many STs which never been 34 

reported in Thailand including ST273, ST292, ST621, ST1584 and ST1816. This study was also 35 

help emphasized the dissemination trait difference of MBL-harbored P. aeruginosa in Asia. 36 

Keywords 37 

Pseudomonas aeruginosa, Metallo beta-lactamase, Multilocus sequence typing, IMP-65  38 
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Introduction 39 

Beta-lactams is a very large drug group which about half of antibiotics use nowadays. 40 

Mechanism of beta-lactams agents is bactericidal which inhibit synthesis process of 41 

peptidoglycan of bacteria cell wall. However, bacteria can mutate and escape from beta-lactams 42 

by many mechanisms. One of the most prevalence resistance mechanisms against beta-lactams in 43 

Gram-negative bacteria is production of enzymes which can destroy these agents. These 44 

enzymes are known as beta-lactamases and can be categorized into many subgroups such as 45 

penicillinases, cephalosporinases and extended spectrum beta-lactamases (ESBLs) (1). 46 

Fortunately, most of beta-lactamases cannot hydrolyze carbapenems which made them 47 

concerned as the last resort of treatment.  48 

However, since 1980s, enzyme that could destroy carbapenems was discovered and 49 

concerned as a threat (2). This enzyme was called imipenemase and catergorized as metallo-beta-50 

lactamase (MBL). MBLs are belong to class B beta lactamase which can hydrolyze all beta-51 

lactams except monobactams (1). MBLs cannot inhibit by any commercially beta lactamase 52 

inhibitors but metal chelating agents such as EDTA could inhibit the activity of class B enzyme 53 

(1).  54 

 Increasing of antibiotic resistance situations has raised an awareness around the world. 55 

ESKAPE is a group of bacteria which has been recognized as threats of this century (3). 56 

Pseudomonas aeruginosa is also belonged in this group because its resistance mechanisms such 57 

as efflux pumps, loss of porins and production of beta-lactamase enzymes (4). MBLs was also 58 

one of resistance mechanisms that frequent found in P. aeruginosa especially in severe infection. 59 

Eventhough, MBLs producing P. aeruginosa had been isolated in Thailand. Only few 60 

studies has been performed multilocus sequence typing (MLST) of MBL-producing P. 61 
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aeruginosa in Asia. Only 1 study have been identified P. aeruginosa isolates of sequence type 62 

(ST) 235 harbouring VIM-2 in Thailand. The objective of this study was to investigate the 63 

dissemination traits of P. aeruginosa harboring MBLs including novel type of MBLs, IMP-65, 64 

collected from hospitals across Thailand. 65 

 66 

Results 67 

Detection of integronI and metallo beta-lactamase genes   68 

 All CR-MDR P. aeruginosa were detected for phenotypic screened by paper diffusion 69 

method and detected for intI gene by PCR method. One hundred and thirty four (88.74%) 70 

clinical isolates of P. aeruginosa were positive for int1 gene. One hundred and four clinical 71 

isolates (67.97%) of CR-MDR P. aeruginosa were positive by CDT and/or DDST. These strains 72 

were submitted for metallo beta-lactamase genes detection by PCR method. Total of 31 73 

(20.26%) clinical isolates of P. aeruginosa were detected metallo-beta-lactamase gene by PCR 74 

method which can be divided into VIM-type primer for 14 strains and IMP-type primer for 17 75 

strains. In VIM-type primers, all 14 strains were detected by VIM-D primer but only 9 strains 76 

were also detected by VIM-E. All VIM-D PCR products were sequenced and identified as VIM-77 

2. In IMP-type primers, all 17 strains were detected by IMP-C primer. Among those, seven 78 

strains were detected by any IMP-type primers. All IMP-C PCR products were submitted for 79 

sequencing. However, sequencing results could not determine specific type of IMP genes. 80 

Therefore, those strains were amplified with IMP-G, IMP-H and IMP-13 primers to identify 81 

specific type of IMP-MBLs. PCR products were sequenced and found IMP-1, IMP-14 and 82 

IMP13 harboring strains for 8, 6 and 1 strains, respectively. However, two strains were 83 

unidentified. Therefore, IMP-14 primer were designed based on IMP-14 sequence because new 84 



5 

allele of MBLs present high similarity sequences to blaIMP-14. Novel gene was assigned as 85 

IMP-65 by NCBI. Dissemination of MBL genes detected in P. aeruginosa across Thailand was 86 

showed in Figure 1. 87 

 88 

Novel IMP-type 89 

Translated protein sequences of IMP14, IMP-14a, IMP-32, IMP-48 and IMP-65 were 90 

compared as showed in Figure 2. These sequences presented high similarity with one or two 91 

amino acids change. Moreover, phylogenetic tree of IMP-type MBLs was created to analyse 92 

evolution of IMP-65 against others IMP-type MBLs as showed in Figure 3.  93 

 94 

MLST profile analysis 95 

Eleven clinical isolates of MDR P. aeruginosa in Thailand were identified as ST235 96 

based on MLST results. Among those, six clinical isolates were MBLs-producing P. aeruginosa 97 

which harbored VIM-2 for 5 clinical isolates and only one isolate harbored IMP-14a. All IMP-1 98 

producing isolates were identified as ST964. Moreover, both IMP-65 harbored P. aeruginosa 99 

were characterized as ST111. Others MBLs harboring P. aeruginosa were identified as ST292, 100 

ST621 and ST1584 which was found only one clinical isolate each. Interestingly, most of VIM-2 101 

carrying P. aeruginosa were identified as ST235 but one isolate was identified as ST1584. 102 

Among non-harbored MBL gene CR-MDR clinical isolates, ST235 was also identified as a 103 

dominant type. ST273 and ST1816 were also identified in this non-harbored MBLs group. It 104 

noteworthy that ST235 was found as dominant ST (52.38%) in Thailand followed by ST964 105 

(14.29%) and ST111 (9.52%). ST292, ST273, ST621, ST1584 and ST1816 were found only in 106 

one clinical isolate each. 107 
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 108 

 109 

Discussion 110 

Detection of metallo beta-lactamases producing microorganisms is quite a challenging. 111 

Several phenotypic methods such as, double disc synergy test and combine disk test have been 112 

proposed by many researches and have been used for preliminary MBL detection (5, 6). These 113 

methods were based on susceptibility of MBL to antibiotics and properties of MBL that required 114 

zinc ions at active site for hydrolysis beta-lactam antibiotics (1). Recently, new method, Carba-115 

NP test were introduced (7). Carba-NP test is a fast and easy method. However, many rural area 116 

in many countries are still not familiar with the procedure and cost. Hence, the confirmation 117 

method using paper disc diffusion principle is more preferred (8). EUCAST also recommend 118 

many phenotypic method such as, DDST and CDT which also able to identify type of enzyme 119 

for epidemiology control (9, 10). 120 

In our study, clinical isolates were phenotypic screened by paper disc diffusion, DDST 121 

and CDT. Many of clinical isolates were interpreted as positive. IntegronI which always related 122 

with many antibiotic resistance mechanisms was also found in most of tested clinical isolates. 123 

These might indicated that those CR-MDR clinical isolates might carried many antibiotic 124 

resistance mechanisms such as, loss of OprD, multiple efflux pumps, or antibiotic inactivating 125 

enzymes and could be affected the phenotypic screening method. However, all positive 126 

phenotypic screened were further identified for specific type of MBLs. 127 

Most prevalence MBLs belong to IMP- and VIM- type in P. aeruginosa. However, one 128 

of the most recent discovered MBLs, the NDM-type was also discovered worldwide (11). In our 129 

studies, we were discovered IMP-1, IMP-13, IMP-14a, VIM-2 and a novel MBLs, IMP-65. 130 
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Previously reported of VIM-type MBLs in Thailand were VIM-2, VIM-5 and VIM-45 (12). In 131 

this study, we found only VIM-2 but these clinical isolates were collected from tertiary hospitals 132 

located in different parts of Thailand. This might indicated that VIM-2 MBLs was a major player 133 

in VIM-type MBLs in Thailand.  134 

Some previous reports showed varies IMP-type in Thailand contained with IMP-1, IMP-135 

13, IMP-14, IMP-14a IMP-32 and IMP-48 (12-16). In this study, many IMP-type MBLs, IMP-1, 136 

IMP-13, IMP-14a, and IMP-65 were identified. The results also indicated that IMP-1 and IMP-137 

14a might be dominant types of IMP-MBLs in Thailand. Novel IMP-type MBLs, IMP-65, was 138 

demonstrated an amino acid changed from IMP-14 at the 101st position from alanine to 139 

threonine. There were also some IMP-type, IMP-32 and IMP-48, which presented similar 140 

sequences with IMP-65 and IMP-14.  Moreover, IMP-14, IMP-14a, IMP-32, IMP-48 and IMP-141 

65 were never reported in any clinical isolate from other countries than Thailand. These might 142 

indicated that IMP-14 and variants were localize and also dominant in Thailand.  143 

Acquired MBL genes were always found within class I integrons which usually carried 144 

other additional resistance genes and also known as a gene cassette (17). Integron I is an 145 

important mechanisms that bacteria used in transfer resistance mechanisms. Most of integron I is 146 

always found carried within transposons which help the bacteria to transfer antibiotic resistance 147 

gene from one to another (17). In our study, we also found that most of MDR P. aeruginosa 148 

were carried integron I gene. Moreover, All MBLs harbored P. aeruginosa except one strain 149 

(96.55%) were also carried integron I gene which was similar to many previous studies (18, 19).  150 

The phylogenetic tree represented evolution of IMP type. This tree have 6 groups are 151 

group A, B, C, D, E and F. Group A contained many IMP-types including IMP-13, IMP-14, 152 

IMP-14a, IMP-36, IMP-48. Novel IMP-65 was demonstrated close evolution with group A IMP-153 
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type. Other dominant IMP-type in Thailand, IMP-1 was located in group B. Pairs of primers in 154 

this study were designed to bind different alleles of IMP-MBLs. The results showed that all IMP-155 

type MBLs in Thailand were detected by IMP-C primers which were designed to detect all 156 

previously report IMP-type in Thailand but it was unable to distinguished specific alleles of 157 

IMP-type in Thailand. From these results, this set of primer may be used as molecular 158 

confirmation test to detect dominant type of IMP-MBLs for epidemiology control in Thailand.  159 

ST235 was identified as a dominant ST in Thailand. Moreover, we also found that ST964 160 

was also presented as a significant ST type among MBL-harbored P. aeruginosa. However, this 161 

study was emphasized that ST235 was the dominant ST in Thailand when compared the results 162 

with previous studies (20, 21). In Kim et al, they studied dissemination of carbapenemase P. 163 

aeruginosa but only a few clinical isolates from Thailand were included and showed only ST235 164 

(20). Another ST from Thailand is ST260 which was detected in P. aeruginosa harbored IMP-14 165 

(21).  166 

ST235, ST111 and ST175 are high-risk clones which now concerned as majority of P. 167 

aeruginosa clinical isolates (22). However, in Asian countries, we found only a few ST111 (23, 168 

24). In this study, ST111 was identified but ST175 was undiscovered. In our study, ST111 were 169 

also carried novel IMP-type MBLs, IMP-65. These finding was quite interesting since ST111 170 

occasionally found in Asia and IMP-65 or similar IMP-types never reported in other places than 171 

Thailand. Unfortunately, the information about those strains cannot retrieved other than the 172 

location of the collection. 173 

ST273, ST292, ST621, ST964, ST1584, and ST1816 were also never been reported in 174 

Thailand before. ST 964, the second most ST in this study, were reported in Singapore and UK 175 

(25, 26). Those stains of ST964 in Singapore were also carried IMP-1 as found in our study. 176 



9 

ST292 was another ST which were reported in Asia countries, China and Korea (27, 28). 177 

However, we cannot find any report of ST621, ST1584, and ST1816 in Asia. It was interesting 178 

that we found ST621 which always carrying IMP-13 as same as many countries (29). From these 179 

results, it might indicate the different dissemination trait from European countries which 180 

identified a lot of ST111 and ST175. However, the larger groups of samples may be required to 181 

gain more data. 182 

 183 

Conclusion 184 

In conclusion, we were found that VIM-2 and IMP-1 were dominant MBL genes in 185 

Thailand and we also able to identify novel IMP, IMP-65. The novel gene was emphasized on 186 

dominant localize MBLs, IMP-14 and variants. Our study also emphasized on ST235 as a 187 

dominant STs of P. aeruginosa. However, we might able to indicate some different ST pattern 188 

between Asian countries and other continents.   189 
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Material and methods 190 

1. Bacterial culture collection 191 

Carbapenems-resistance P. aeruginosa clinical isolates were collected in 2007-2009 from 192 

patient in five regions of Thailand. A total of 151 P. aeruginosa clinical isolates was 193 

characterized as carbapenems resistance among multidrug resistance (CR-MDR). Multidrug 194 

resistance (MDR) criteria in this study was defined as non-susceptible to at least 3 of 5 drug 195 

groups which used in Pseudomonas infection treatment (30). Carbapenems resistance (CR) was 196 

defined by being non-susceptible to at least one carbapenem. 197 

 198 

2. Phenotypic screening for metallo beta-lactamase  199 

Phenotypic screening for metallo-beta-lactamase (MBL) enzyme was performed by paper 200 

diffusion method which divided into 2 major methods which were double-disk synergy test 201 

(DDST) and combine disk test (CD) using EDTA as metallo beta-lactamase inhibitor (5).  202 

 203 

3. Detection of integronI gene  204 

 All CR-MDR P. aeruginosa were submitted for integron1 detection by PCR method. The 205 

specific primers, Int1-F and Int1-R, of integron1 gene were used as previously described (31). 206 

 207 

4. Genotypic detection of metallo beta lactamase gene  208 

Metallo beta-lactamase genes were divided into 3 groups for IMP-MBLs and 2 groups for 209 

VIM-MBLs depended on genotypic relationship of metallo-beta-lactamase genes (11). Each set 210 

of primers were designed to detect MBL genes in each groups (Table 1). IMP-1 and VIM-2 were 211 

used as control. Whole-cell lysates obtained from clinical isolates were used as DNA templates 212 
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for blaIMP and blaVIM detection by PCR method. All IMP-type PCR products were further 213 

identified for specific types of IMP-gene by PCR with IMP-G, IMP-H and IMP-13. All PCR 214 

products were submitted for sequencing. Nucleotide sequences were compared with sequence 215 

databases using BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). 216 

 217 

5. Amplification of new allele of IMP-MBL 218 

IMP-N primers were designed for a full gene amplification. IMP-14 was used as template 219 

because new allele of MBLs present high similarity sequences to blaIMP-14. A purified PCR 220 

product was ligated with pGEM®-T Easy vector and submitted for sequencing at AITbiotech 221 

Sequencing Lab, Singapore. Universal primers, SP6 and T7, were used in sequencing. The new 222 

allele of metallo-beta-lactamase sequence was translate to protein sequence by BioEdit program. 223 

A full sequence of new metallo-meta-lactamase allele was submitted to assign as a novel allele at 224 

NCBI database. DNA Sequences of novel allele were analyzed and compared with similar 225 

sequences which were IMP14, IMP-14a, IMP-32 and IMP-48. 226 

 227 

6. Phylogenetic analysis 228 

The nucleotide sequences of IMP type genes including IMP-65 were multiple 229 

alignment based on iterative refinement method. Evolution model of the blaIMP gene was 230 

selected for estimate the relationships among sequence themselves without regardless species of 231 

host. The evolutionary history using the Neighbor-Joining method and the evolutionary distances 232 

using the Kimura 2-parameter method phylogenetic tree analyzed were performed by MEGA 233 

program version 7.0.26. 234 

 235 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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7. Multi locus sequence typing for metallo beta-lactamase producing 236 

MBL harboring P. aeruginosa were selected as representatives in each location when 237 

clinical isolates harbored the same MBL gene and demonstrated the same PFGE pattern (32). A 238 

total of 14 clinical isolates P. aeruginosa was chosen and characterized for sequence typing (ST) 239 

by MLST method. Seven of meropenem resistance among MDR P. aeruginosa clinical isolates 240 

were chosen for comparison.  241 

P. aeruginosa clinical isolates were characterized for molecular typing. MLST was 242 

performed as described previously with some modifications (33). Briefly, seven housekeeping 243 

genes (ascA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA, and trpE), were amplified and sequenced. The 244 

nucleotide sequences were determined and compared with MLST database to assign the allele of 245 

these genes and STs (http://pubmlst.org/paeruginosa/). Primers for mutL and nuoD genes were 246 

modified in this study as showed in table 1. 247 

 248 
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Figure legends 367 

 368 

Figure 1 369 

Dissemination of MBL genes detected in P. aeruginosa across Thailand. Type of MBL genes 370 

were followed by number of samples. 371 

 372 

Figure 2 373 

Translated protein sequences of IMP14, IMP-14a, IMP-32, IMP-48 and IMP-65. The difference 374 

sequences was indicated in different color.  375 

 376 

Figure 3 377 

Evolutionary relationships of IMP-type genes. Phylogenetic tree of IMP type were analyzed by 378 

Neighbor-Joining method. The bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates is taken to 379 

represent the evolutionary history. Novel IMP-65 was indicated by arrow.  380 
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Table 1 List of primers designed in this study. 

Primer Nucleotide sequence (5'-3') Detectable gene Group 
IMP-AF GTT AAC GGG TGG GGC GTT G IMP-1, IMP-3, IMP-4, IMP-5, IMP-6, IMP-7, 

IMP-9, IMP-10, IMP-15, IMP-25, IMP-26 
IMP-A 

IMP-AR AGC CAC TCT ATT CCG CCC GT 
IMP-BF TTG AAG AAG TTA ACG GGT GGG G IMP-1, IMP-11, IMP-16, IMP-21, IMP-22 IMP-B 
IMP-BR TTT CAA GAG CGA CGC ATC TCC 
IMP-CF GGT TTG TGG AGC GCG GCT A IMP-1, IMP-2, IMP-8, IMP-12, IMP-13, IMP-

14, IMP-18, IMP-19, IMP-20, IMP-24 
IMP-C 

IMP-CR CCT TTA ACA GCC TGT TCC CAT GT 
VIM-DF TAG CGG TGA GTA TCC GAC AGT VIM-2, VIM-3, VIM-6, VIM-8, VIM-9, VIM-

10, VIM-11, VIM-14, VIM-15, VIM-16, VIM-
17, VIM-18, VIM-20, VIM-23, VIM-24 

VIM-D 
VIM-DR TGC TTC CGG GTA GTG TTG TTG 

VIM-EF CCG GTC GGA GAG GTC CGA C VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-5, VIM-12, VIM-
19, VIM-25 

VIM-E 
VIM-ER CCA GAT CGG CAT CGG CCA CG 
IMP-GF GCT ACC GCA GCA GAG TCT TT IMP-1, IMP-10, IMP-30, IMP-52 IMP-G 
IMP-GR CAG GCA ACC AAA CCA CTA CG 
IMP-HF GGT TGG AGT GTG GTC ACT AAA C IMP-14,IMP-14a, IMP-32, IMP-48, IMP-65 IMP-H 
IMP-HR CCA AAT AGC CAA GAC CGT CC 
IMP-13F AAC ACG GTT TAG TGG TGC TTG T IMP-13  
IMP-13R TTA GTT ACT TGG TGA TGA TGT TT  
IMP-NF ATG AAA AAA TTA TTT GTT TTA TGT IMP-14, IMP-14a, IMP-32, IMP-48, IMP-65  
IMP-NR TTA GTC GCT TGG CTG TGA  
mutL-F AGG TTC GCG ACC TGT TCT T mutL  
mutL-R GGA CTC TCC AGC ACG CTC T  
nuoD-F CAC CGA GTT CGA TCC CTA CT nuoD  
nuoD-R GGC ATC CAG TCG AGG AAC T  
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Table 2 Multi-locus sequence typing (MLST) allelic profiles and sequence types (ST) of 

21 P. aeruginosa clinical isolates collected across Thailand. 
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Metallo beta lactamases non-producing P. aeruginosa 
MPPA-051 235  38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-136 235  38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-241 235  38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-328 235  38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-342 235  38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-222 273  104 4 36 71 4 4 53 
MPPA-002 1816  40 5 11 3 4 40 2 
Metallo beta lactamases producing P. aeruginosa 
MPPA-092 235 VIM-2 38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-198 235 VIM-2 38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-213 235 VIM-2 38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-217 235 VIM-2 38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-286 235 IMP-14a 38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-409 235 VIM-2 38 11 3 13 1 2 4 
MPPA-066 964 IMP-1 145 5 26 3 4 4 26 
MPPA-068 964 IMP-1 145 5 26 3 4 4 26 
MPPA-103 964 IMP-1 145 5 26 3 4 4 26 
MPPA-138 111 IMP-65 17 5 5 4 4 4 3 
MPPA-155 111 IMP-65 17 5 5 4 4 4 3 
MPPA-179 292 IMP-14a 109 10 73 3 4 4 3 
MPPA-263 621 IMP-13 15 5 20 5 1 4 25 
MPPA-135 1584 VIM-2 38 5 3 13 1 2 4 


