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 งานวิจยันีÊ ศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างของรูปแบบของ 16S-23S rRNA intergenic 

spacer region (ISR) ทีÉแยกไดจ้าก Acinetobacter baumannii ดว้ยวิธีพีซีอาร์ เพืÉอเปรียบเทียบกบั 

เชืÊอแบคทีเรียฉวยโอกาส ดว้ยวิธีพีซีอาร์ พบว่าชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉสามารถเพิÉมปริมาณได ้(amplicon) 

ของ ISR จาก A. baumannii  สายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยาจาํนวนรวม 15 ไอโซเลต มีขนาด 1,230 bp 

จากการพยากรณ์จาก A. baumannii สายพนัธุต์น้แบบทีÉนาํมาออกแบบไพรเมอร์ แต่เมืÉอนาํมา

เปรียบเทียบกบัเชืÊอแบคทีเรียฉวยโอกาสชนิดอืÉนพบชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉเพิÉมปริมาณไดข้อง ISR มี

ขนาดระหว่าง 840-1,050 คู่เบส เมืÉอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง A. baumannii สายพนัธุดื์Êอยาและไม่

ดืÊอยา มาวิเคราะห์และสร้างแผนภูมิตน้ไมว้วิฒันาการ (phylogenetic tree) พบว่า A. baumannii ทัÊง 

15 ไอโซเลตมีความคลา้ยคลึงกนักบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง A. baumannii ATCC 17978 คือ 98%

และจากแผนภมิูตน้ไมว้วิฒันาการพบว่า A. baumannii สายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยา มีลาํดบั 

นิวคลีโอไทดที์Éเหมือนกนัประมาณ 98-99%ดงันัÊนการศึกษารูปแบบชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉเพิÉมปริมาณ

ไดข้อง ISR ดว้ยวิธีพีซีอาร์ อาจจะสามารถนาํไปจาํแนก A. baumannii จากสิÉงส่งตรวจในระดบั 

สปีชีส์ได ้
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 The aim of this study was to identify and compare DNA sequence of 16S–23S rRNA 

Intergenic Spacer Region (ISR) of A. baumannii with opportunistic bacteria by PCR.  All ISR 

amplicons from fifteen isolates of drug resistant and non drug resistant A. baumannii were 

identified and indicated.  The predicted nucleotide sequences of ISR, amplified from all fifteen 

A. baumannii were approximately 1,230 base pair (bp).  When compared to the ISR amplicon of 

other opportunistic bacteria, these ISRs were ranged between 840-1,050 bp.  Phylogenetic trees of 

fifteen drug resistant and non drug resistant A. baumannii indicated the evolutionary relatedness 

of A. baumannii ATCC 17978 for 98% similarity.  Also, all fifteen ISR nucleotide sequences 

from A. baumannii isolates revealed significantly 98% homology to ISR of A. baumannii ATCC 

17978. Also, the phylogenetic trees indicated the similarity of both drug resistant A. baumannii 

and non drug resistant A. baumannii for 98-99% homology.  Therefore, the study of ISR 

amplicon patterns in A. baumannii by PCR can distinguish and identify A. baumannii from other 

opportunistic bacteria, isolated from clinical specimens. 
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บททีÉ 1 

บทนํา 

 

ทีÉมาและความสําคญั 

Acinetobacter baumannii เป็นแบคทีเรียแกรมลบ โดยทั Éวไปจะไม่ก่อโรคในคน แต่พบ

ก่อโรคติดเชืÊอฉวยโอกาสทีÉเป็นสาเหตุสาํคญัของการเกิดโรคติดเชืÊอในโรงพยาบาล (nosocomial 

infection) ทีÉมีอตัราการตายสูง (พิชชาพร อธิกวิริยะกุล, ญาณภา มณีศรี และรุจิฬา ปิงยศ, 2008; 

Abbo et al., 2005) เป็นเชืÊอทีÉตรวจพบจากสิÉงส่งตรวจของผูป่้วยจากโรงพยาบาลเป็นอนัดบัสองรอง

จาก Pseudomonas aeroginosa และมีแนวโนม้จะเพิÉมขึÊนเรืÉอย ๆ (ภทัรชยั กีรติสิน, 2552) เชืÊอมกั

ฉวยโอกาสเกิดโรคในผูที้Éมีระบบภูมิคุม้กนับกพร่อง ผูป่้วยหนกัทีÉพกัฟืÊ นในหอ้ง ICUs (Intensive 

care units) (Puttilerpong et al., 2011) รวมถึงผูป่้วยโรคเบาหวาน โรคไตวาย และผูติ้ดสุราเรืÊ อรัง 

เชืÊอมีความสาํคญัทางคลินิก เนืÉองจากสามารถมีชีวิตอยูร่อดในสิÉงแวดลอ้มไดเ้ป็นเวลานาน ดืÊอต่อ 

ยาตา้นเชืÊอจุลินทรียห์ลายชนิด (ภทัรชยั กีรติสิน, 2552) ส่วนใหญ่ A. baumannii มกัทาํใหเ้กิดการ

ติดเชืÊอในระบบทางเดินหายใจ โดยเฉพาะผูป่้วยทีÉใชเ้ครืÉองช่วยหายใจ (ภทัรชยั กีรติสิน, 2552; 

Chiang et al., 2011) ก่อใหเ้กิดการติดเชืÊอทีÉปอด ทางเดินปัสสาวะ กระแสเลือด เยืÉอบุช่องทอ้ง  

เยืÉอบุสมอง แผลผา่ตดั ลิ Êนหวัใจ เยืÉอบุหวัใจชัÊนใน ขอ้อกัเสบ และการติดเชืÊอทีÉกระดกูและกลา้มเนืÊอ 

(พิชชาพร อธิกวิริยะกุล และคณะ, 2008; ภทัรชยั กีรติสิน, 2552; Mulvey & Simor, 2009) ปัจจยั

เสีÉยงทีÉทาํใหผู้ป่้วยติดเชืÊอ A. baumannii ไดง่้าย เนืÉองจาก A. baumannii จะฉวยโอกาสแทรกซอ้น

ระหว่างการทาํการรักษาผูป่้วย ยกตวัอยา่งเช่น ผูป่้วยทีÉตอ้งใส่ท่อสายสวนหรือเครืÉองมือแพทยเ์ขา้สู่

ร่างกายรวมไปถึงการใชเ้ครืÉองช่วยหายใจเป็นเวลานาน การเกิดบาดแผลจากการผา่ตดัและการใช ้

ยาปฏิชีวนะไม่ครบขนาน (Chiang et al., 2011; Puttilerpong et al., 2011) นอกจากนีÊ เชืÊอยงัสามารถ

อยูแ่บบ colonization ทีÉผวิหนงั ทางเดินอาหาร และทางเดินปัสสาวะได ้ทาํใหปั้จจยัเสีÉยงในการเกิด

การติดเชืÊอเพิÉมสูงขึÊน (ภทัรชยั กีรติสิน, 2552) 

ปัจจุบนัพบอุบติัการณ์การติดเชืÊอ A. baumannii เพิÉมสูงขึÊนจากร้อยละ 2-4 เป็นร้อยละ  

10-30 ในช่วงเวลา 15 ปีทีÉผา่นมา (พิชชาพร อธิกวิริยะกุล และคณะ, 2008; Puttilerpong et al., 2011) 

อุบติัการณ์การดืÊอยาของ A. baumannii สูงมากถึงประมาณร้อยละ 57.6 โดยรายงานจาก

โรงพยาบาลศิริราช (ปี พ. ศ. 2545) พบว่า A. baumannii ดืÊอยาในโรงพยาบาลถึงร้อยละ 57 และมี

การเสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 54.7 ขอ้มลูจากโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ (ปี พ. ศ. 2546) พบการ

ดืÊอยาของ A. baumannii ร้อยละ 23 และจากโรงพยาบาลชลบุรี พบว่ามีแนวโนม้การดืÊอยาของ 
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A. baumannii ตัÊงแต่ปี พ. ศ. 2549-2551 มีอตัราการดืÊอยาเพิÉมสูงขึÊนเช่นกนั (พิชชาพร อธิกวิริยะกุล 

และคณะ, 2008) นอกจากนีÊ ยงัมีรายงานการติดเชืÊอ A. baumannii ทีÉระบาดไปทั Éวโลก (Perez et al., 

2007; Reguero et al., 2012) เนืÉองจากปัญหาการดืÊอยาทาํใหต้อ้งพฒันาวิธีตรวจเชืÊอทีÉแม่นยาํและ

รวดเร็ว เพืÉอสะดวกในการวนิิจฉยัเชืÊอและการใหก้ารรักษาดว้ยยาปฏิชีวนะอยา่งถกูตอ้งและรวดเร็ว 

การตรวจวนิิจฉยัทางหอ้งปฏิบติัการเพืÉอตรวจสอบ A. baumannii ทาํไดห้ลายวิธี  

อาทิการยอ้มสีแกรม (Gram stain) (Vattanavanit & Chayakul, 2013; Dortet, Legrand, Soussy, & 

Cattoir, 2006) การจาํแนกดว้ยลกัษณะทางฟีโนไทป์ ดว้ย API 20 NE system และ VITEK 2 system 

(BioMérieux, 2003) ซึÉงใชก้ารทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีของ A. baumannii ดว้ย API 20 NE 

system จะใหผ้ลลบกบัการทดสอบออกซิเดส (oxidase) ใหผ้ลบวกกบัการทดสอบคาตาเลส 

(catalase) ไม่สามารถสลายนํÊ าตาลกลโูคสไดด้ว้ยกระบวนการหมกั (non-fermentation) และ

สามารถใชแ้หล่งทีÉมาของคาร์บอนไดท้ัÊง caprate, adipate, maltate, citrate และ phenylacetate 

(Dortet et al., 2006; Hanton, 2005) อยา่งไรก็ตามการจาํแนกดว้ยวิธีดงักล่าวมีความแม่นยาํแต่ล่าชา้ 

และไม่สามารถประเมินและพยากรณ์อุบติัการณ์การดืÊอยาของเชืÊอ A. baumannii ล่วงหนา้ก่อน 

การรักษาจริง หรือไม่สามารถแยกกลุ่มเชืÊอทีÉมีความใกลชิ้ดกนัทางสายววิฒันาการมาก ซึÉงมกัตอ้งใช้

เทคนิคทางชีวโมเลกุลมาช่วยจาํแนก นอกจากนีÊ ยงัประเมินความเสีÉยงของการดืÊอยาจากแบบแผน

ของการดืÊอยาปฏิชีวนะเพียงอยา่งเดียวและวิธีเหล่านีÊ ไม่รวดเร็วในการวนิิจฉยั และไม่สามารถใช้

จาํแนกเชืÊอดืÊอยา 

ดงันัÊนเพืÉอความรวดเร็วในการวางแผนการรักษาก่อนทีÉเชืÊอจะกลายพนัธุเ์ป็นเชืÊอดืÊอยา 

(Vattanavanit & Chayakul, 2013; Dortet et al., 2006; Chang et al., 2005) ดงันัÊนจึงมีการนาํดีเอน็เอ

เทคโนโลยมีาใชจ้าํแนกแบคทีเรียในระดบัสปีชีส์ อาจจะช่วยวินิจฉยัใหร้วดเร็ว แม่นยาํขึÊน  

ซึÉงดีเอน็เอเทคโนโลยสีามารถใชใ้นการสาํรวจเชืÊอ A. baumannii ดืÊอยา โดยมีเทคนิคพืÊนฐานคือ 

Probe hybridization, Polymerase chain reaction (PCR), DNA sequencing และ Restriction 

fragment length polymorphism (RFLP) (ภทัรชยั กีรติสิน, 2552) และไดมี้การพฒันามาเป็นเทคนิค

ทางชีวโมเลกุลเพืÉอการจาํแนกดว้ยจีโนไทป์ ไดแ้ก่ Restriction Fragment Length Polymorphism 

(RFLP) (Dolzani, Tonin, Lagatolla, Prandin, & Monti-Lagatolla, 1995; Hernandez et al., 2011) 

Restriction analysis of amplified ribodomal (ARDRA) (Dijkshoorn, Van Harsselaar, Tjernberg, 

Bouvet, & Vaneechoutte, 1998; Vaneechoutt et al., 1995) Ribotyping (Gerner-Smidt, Tjernberg, 

& Ursing, 1991) Sequence analysis (Chang et al., 2005; Zarrilli, Giannouli, Popolo, & Tomasone, 

2009) Multiplex PCR (Chen et al., 2007) การจาํแนกจะใชย้นีเป้าหมาย โดยเป็นยนีทีÉความเป็น

บริเวณอนุรักษสู์ง ไดแ้ก่ 16S rRNA (rrs gene) หรือยนีในกลุ่ม rRNA หรือ rRNA operon (rrn) 
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ทัÊงหมด หรือเป็นยนีเจา้บา้น (housekeeping gene) ในเซลลแ์บคทีเรีย ไดแ้ก่ rpoB gene, gyrB gene 

(Ko et al., 2008; Dortet et al., 2006), recA gene (Chang et al., 2005) และ recA gene ร่วมกบั  

16S rRNA (Nowak & Kur, 1996) 

 การจาํแนกแบคทีเรียนิยมใชย้นีในโอเปอรอน rRNA operon (rrn) ไดแ้ก่ 16S rRNA 

gene (rrs) ซึÉงมีขอ้ดีคือ เป็นยนีทีÉมีอยูใ่นแบคทีเรียทุกชนิด มีความผนัแปรทางวิวฒันาการตํÉา มีความ

เป็นบริเวณอนุรักษสู์ง และมีขนาดทีÉเหมาะสม ( ประมาณ 1.5 kb) เพียงพอทีÉจะใชเ้ป็นขอ้มลูเพืÉอ

นาํมาจาํแนกแบคทีเรีย (Janda & Abbott, 2007)  มีความหลากหลายในแต่ละกลุ่มแบคทีเรีย  

มีความจาํเพาะในการจาํแนกแบคทีเรียไดใ้นระดบัสกุล (genera) (Barry, Colleran, Glennon, 

Dunican, & Gannonl, 1991) แต่อยา่งไรก็ตาม 16S rRNA gene ไม่มีรูปแบบความแตกต่าง 

(polymorphism) จึงไม่เพียงพอจะนาํมาจาํแนกเชืÊอ Acinetobacter (Scola, Gundi, Khamis, & 

Raoult, 2006) จึงนาํมาซึÉงวิธีพฒันาการจาํแนกเชืÊอเพืÉอระบุสปีชีส์ (species) ดว้ยลกัษณะทาง 

จีโนไทป์ซึÉงเป็นวิธีทีÉมีความจาํเพาะสูงมาก (Whiley, Duke, Hardie, & Hall, 1995) โดยการใช ้

ดีเอน็เอบริเวณทีÉมีความเป็นบริเวณอนุรักษสู์ง คือบริเวณ 16S–23S rRNA Intergenic Spacer 

Sequence (ISR) (Barry et al., 1991; Gürtler & Stanisich, 1996) ซึÉงพบว่าสามารถจาํแนกไดถึ้ง

ระดบัสปีชีส์ไดอ้ยา่งแม่นยาํในแบคทีเรียหลายชนิด เช่น Serratia marcescens,  

Mycobacterium tuberculosis และ P. aeruginosa (Barry et al., 1991; Magray, Kumar, Rawat, & 

Srivastava, 2011) Escherichia coli (García-Martínez, Martínez-Murcia, Antón, & Rodríguez-

Valera, 1996) Clostridium difficil. (Gürtler, 1993) Cyanobacteria (Boyer, Flechtner, & Johansen, 

2001) เป็นตน้ โดย ISR เป็นบริเวณทีÉมีความแปรผนัตํÉาภายในกลุ่มสปีชีส์และมีความแปรผนัสูง

ระหว่างกลุ่มสปีชีส์ และขนาดทีÉสัÊนของ ISR เมืÉอเทียบกบั 16S rRNA (Chang et al., 2005) ทาํให้

การวิเคราะห์ sequencing ทาํไดง่้ายและมีความเทีÉยงตรงมากกว่า โดย ISR ถกูใชเ้ป็นเป้าหมายใน

การสงัเคราะห์ไพรเมอร์ทีÉใชใ้นงาน PCR เนืÉองจากมีขอ้ดีทีÉรูปแบบของ amplicon หรือ PCR 

product ทีÉจาํเพาะกบัสปีชีส์ จึงถกูนาํมาใหเ้ป็นเครืÉองหมายทีÉเหมาะสมเพืÉอใชจ้าํแนกแบคทีเรีย 

(Whiley et al., 1995) นอกจากนีÊ ยงัสามารถประเมินความแปรผนัภายในกลุ่มสปีชีส์เพืÉอศึกษา

วิวฒันาการของเชืÊอสายพนัธุดื์Êอยาในอนาคต (Chang et al., 2005)  

 งานวิจยันีÊ จึงมีวตัถุประสงคเ์พืÉอศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างของรูปแบบชิÊนส่วน 

ดีเอน็เอทีÉเพิÉมปริมาณไดข้อง ISR ทีÉไดจ้าก A. baumannii ดืÊอยาและไม่ดืÊอยาทีÉเพาะแยกไดจ้าก 

สิÉงส่งตรวจดว้ยไพรเมอร์ทีÉมีความจาํเพาะต่อบริเวณ ISR ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยขอ้มลูเหล่านีÊ จะใช้

ติดตามความแปรผนัและววิฒันาการของเชืÊอ A. baumannii ดืÊอยาและการปรับตวัเพืÉอกลายพนัธุเ์ป็น

เชืÊอดืÊอยาในอนาคตและเพืÉอช่วยใหแ้พทยไ์ดต้ดัสินใจในการวางแผนการรักษาผูป่้วยทีÉติดเชืÊอ 
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A. baumannii ในระยะเริÉมตน้ก่อนลุกลามและเป็นอนัตรายถึงชีวิต 

 

วตัถุประสงค์ของงานวจิยั 

 1. ศึกษาความแตกต่างของรูปแบบ amplicon ของ ISR ทีÉแยกไดจ้าก A. baumannii 

 2. เปรียบเทียบความแตกต่างของรูปแบบ amplicon ของ ISR กบัแบคทีเรียฉวยโอกาส

บางชนิด  

 

ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับจากการวจิยั 

 สามารถจาํแนกเชืÊอ A. baumannii จากการตรวจหา ISR เพืÉอศึกษาความผนัแปรทาง

พนัธุกรรมของเชืÊอ A. baumannii ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 

 

ขอบเขตของงานวจิยั 

 งานวิจยันีÊ จะทาํการจาํแนกเชืÊอ A. baumannii ดืÊอยาและไม่ดืÊอยาโดยใชบ้ริเวณ ISR 

เปรียบเทียบกบัเชืÊอแบคทีเรียก่อโรคสายพนัธุอื์Éนในหอ้งปฏิบติัการและทีÉแยกไดจ้ากสิÉงส่งตรวจของ

ผูป่้วยจากโรงพยาบาลชลบุรี จงัหวดัชลบุรี ช่วงปี พ. ศ. 2555–2556 จาํนวน 30 ตวัอยา่งดว้ยเทคนิค

พีซีอาร์ 

 

 

 

 
 



บททีÉ 2 

เอกสารและงานวิจัยทีÉเกีÉยวข้อง 

 

การศึกษาเอกสารและงานวิจยัทีÉเกีÉยวขอ้งในการวิจยัครัÊ งนีÊ  ไดน้าํเสนอเป็นลาํดบัดงัต่อไปนีÊ  

- อุบติัการณ์ปัจจุบนัของการติดเชืÊอ A. baumannii 

- จุลชีววิทยาและการก่อโรคของ A. baumannii  

- กลไกการก่อโรคและการดืÊอยาของ A. baumannii  

- หลกัการจาํแนก A. baumannii ดว้ยเทคนิคทางดีเอน็เอเทคโนโลย ี

 

อุบัตกิารณ์ปัจจุบันของการตดิเชืÊอ A. baumannii 

ปัจจุบนัโรคติดเชืÊอแบคทีเรียนบัเป็นปัญหาทีÉสาํคญัโดยเฉพาะโรคติดเชืÊอในโรงพยาบาล

สาเหตุหลกัเกิดจากเชืÊอแบคทีเรียแกรมบวกไดแ้ก่ Staphylococcus aureus,  

Staphylococcus epidermidis, Enterococci spp. แบคทีเรียแกรมลบทีÉสาํคญัไดแ้ก่ E. coli,  

Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa และ A. baumannii การติดเชืÊอ A. baumannii ในโรงพยาบาล

กาํลงัเป็นปัญหาสาํคญัทั ÉวโลกรวมทัÊงในประเทศไทย อนัเนืÉองมาจากเชืÊอชนิดนีÊ มีการดืÊอยาตา้น

จุลินทรียห์ลายชนิดและผูป่้วยทีÉมีการติดเชืÊอนีÊ มีอตัราการตายทีÉสูง จากการสาํรวจผูป่้วยทีÉติดเชืÊอ

แบคทีเรียในกระแสเลือดจาํนวน 24,179 ราย ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบว่า A. baumannii เป็น

สาเหตุของการเสียชีวิตเป็นลาํดบัทีÉสอง (43.4 เปอร์เซ็นต)์ ในผูป่้วยทีÉนอนรักษาตวัในหออภิบาล

ผูป่้วยหนกั (Intensive Care Unit; ICU) ซึÉงเป็นปรากฏการณ์ทีÉสอดคลอ้งกบัในประเทศสเปนทีÉ

พบว่า A. baumannii เป็นสาเหตุของการติดเชืÊอลาํดบัทีÉสามในผูป่้วยทีÉใส่เครืÉองช่วยหายใจโดยมี

อตัราการติดเชืÊอเพิÉมขึÊนจากร้อยละ 8.3 ในปี ค. ศ. 2003 เป็นร้อยละ 8.8 ในปี ค. ศ. 2005 ส่วนใน

ภูมิภาคเอเชียนัÊนพบว่าประเทศไตห้วนัมีอตัราการติดเชืÊอในโรงพยาบาลเนืÉองจาก A. baumannii

เพิÉมขึÊนจาก 25 ครัÊ งต่อผูป่้วย 10,000 รายในปี ค. ศ. 1999 เป็น 55 ครัÊ งต่อผูป่้วย 10,000 รายในปี  

ค. ศ. 2003 ซึÉงประเทศไทยเองก็กาํลงัเผชิญปัญหาอตัราการติดเชืÊอ A. baumannii ทีÉเพิ ÉมขึÊน

เช่นเดียวกนั จากการรายงานของศนูยเ์ฝ้าระวงัจุลินทรียดื์Êอยาแห่งชาติพบว่า A. baumannii ทีÉแยกได้

จากเสมหะผูป่้วยทั ÉวประเทศเพิÉมจากร้อยละ 14 ในปี ค. ศ. 2005 เป็นร้อยละ 17 ในปี ค. ศ. 2007 

และจดัเป็นเชืÊอแบคทีเรียลาํดบัทีÉสีÉทีÉแยกไดจ้ากสิÉงส่งตรวจทัÊงหมดของผูป่้วย (วิชยั สนัติมาลีวรกุล,  

สุทธิพร ภทัรชยากุล และโพยม วงศภ์ูวรักษ,์ 2552) 
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 อุบติัการณ์การติดเชืÊอ A. baumannii มกัพบในผูป่้วยหนกัทีÉพกัฟืÊ นในโรงพยาบาลนาน

กว่าหา้เดือน A. baumannii ส่วนใหญ่จะแฝงอยูต่ามเครืÉองระบายอากาศ ทีÉนอน หมอน ซอกเตียง  

ถุงยาหรือนํÊ าเกลือ สายพลาสติกทีÉเชืÉอมต่อกบัร่างกาย ผา้พนัแผล รถเข็น อุปกรณ์ฟืÊ นฟ ูรวมถึง 

เครืÉองเรือนต่าง ๆ การทีÉ A. baumannii สามารถอาศยัอยูบ่นพืÊนผวิของสิÉงไม่มีชีวิตไดท้าํใหเ้กิดการ

แพร่กระจายของ A. baumannii จากการปนเปืÊ อนมือหรือเสืÊอผา้เจา้หนา้ทีÉและอุปกรณ์ทางการแพทย์

ในแผนกต่าง ๆ เช่น แผนกทารกแรกเกิด แผนกผูป่้วยไฟไหม ้แผนกประสาท แผนกศลัยกรรม 

แผนกเนืÊองอกวิทยา สาเหตุของการระบาดอาจเกิดจากการพฒันาความสามารถในการดืÊอยาสูงกว่า

เชืÊอกลุ่มอืÉน ๆ โดย A. bamannii มกัติดเชืÊอผูป่้วยทีÉมีภูมิคุม้กนัตํÉาและผูป่้วยทีÉตอ้งพกัรักษาตวัเป็น

เวลานานทาํใหผู้ป่้วยเกิดโรคแทรกซอ้นและติดเชืÊอในหลายอวยัวะ เช่น ระบบปัสสาวะ  

กระแสเลือด ปอด ช่องทอ้ง ระบบทางเดินอาหาร เยืÉอหุม้สมอง แผลผา่ตดั และเยืÉอบุหวัใจ เป็นตน้

(Giamarellou, Anastasia, & Kanellakopoulou, 2008) อุบติัการณ์ของการติดเชืÊอ A. baumannii 

พบว่าเป็นปัญหาอนัดบัตน้ของการติดเชืÊอในโรงพยาบาลทั Éวโลก โดยเชืÊอ A. baumannii ดืÊอต่อ 

ยาตา้นจุลินทรียท์ั Éวโลกคิดเป็นร้อยละ 0-20 ของการติดเชืÊอ A. baumannii ทัÊงหมดในประเทศไทย

ขอ้มลูจากโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ในปี พ. ศ. 2546 มีรายงานพบเชืÊอ A. baumannii ดืÊอต่อ

ยาตา้นจุลินทรียทุ์กขนานทีÉมีจาํหน่ายในประเทศไทยร้อยละ 45 (Puttilerpong et al., 2011) 

 

จุลชีววทิยาและการก่อโรคของ A. baumannii 

A. baumannii เป็นเชืÊอแบคทีเรียแกรมลบทีÉมีรูปร่างแบบ coccobacilli มีขนาดประมาณ 1.0 

ถึง 1.5x1.5 ถึง 2.5 µm (Bergogne-Bérézin & Towner, 1996) เป็นแบคทีเรียทีÉไม่เกิดกระบวนการ

หมกั (nonfermentation) ไม่มีสี (nonpigment) สามารถจาํแนกเชืÊอ A. baumannii โดยวิธีการทาง

ชีวเคมี (biochemical) เพืÉอแยกสายพนัธุใ์นระดบัสปีชีส์ (species) ในสกุล (genus) เดียวกนั (Dolzani 

et al., 1995) ซึÉงมีวิธีการทดสอบหลายวิธี เช่น การจาํแนกดว้ย phenotype โดยใช ้API tests (kit)  

ชุด API 20 NE ดงัแสดงในตารางทีÉ 2-1 ซึÉงเป็นชุดทดสอบทีÉใชจ้าํแนกแบคทีเรียแกรมลบ โดย  

A. baumannii ใหผ้ลลบกบัทดสอบดว้ย oxidase test และ motility test ใหผ้ลบวกกบัการทดสอบ

ดว้ย catalase test เป็นตน้ (Hanlon, 2005) เจริญเติบโตไดบ้นอาหารเลีÊยงเชืÊอทั ÉวไปทีÉอุณหภูมิสูงถึง 

44 องศาเซลเซียส  (Dortet et al., 2006) สามารถแยกไดจ้ากดินและสภาพสิÉงแวดลอ้มทั Éวไปรวมไป

ถึงผวิหนงัของคน สามารถคงทนอยูใ่นสิÉงแวดลอ้มมีชีวิตอยูร่อดไดใ้นโรงพยาบาลไดเ้ป็นเวลานาน

ผลจากการศึกษาพบว่าสามารถเพาะ A. baumannii ไดจ้ากอ่างลา้งมือ พืÊนหอ้งและเตียงผูป่้วยใน

โรงพยาบาลและพบว่าเชืÊอคงทนอยูใ่นสิÉงแวดลอ้มเป็นเวลาเฉลีÉย 13 วนั เป็นสาเหตุของการติดเชืÊอ
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ในโรงพยาบาลทีÉสาํคญัทัÊงการติดเชืÊอทีÉปอด เลือด ระบบทางเดินปัสสาวะ เยืÉอหุม้สมองอกัเสบ และ

เยืÉอบุช่องทอ้งอกัเสบ เป็นตน้ (Hanlon, 2005)  

 

ตารางทีÉ 2-1 ผลการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีของ A. baumannii ดว้ยชุดทดสอบ API 20 NE  

  System (ดดัแปลงจาก Dortet et al., 2006) 

 

คุณสมบัติ 

ผล ผลการทดสอบ

ของ 

A. baumannii 
ลบ (Negative) บวก (Positive) 

ß-Hemolysis ไม่พบ พบ - 

Nitrate reduction ไม่มีสี ชมพู–แดง - 
Indole production ไม่มีสี ชมพู - 

Fermentation of glucose ฟ้า-เขียว เหลือง - 
Arginine dihydrolase เหลือง ส้ม/ ชมพู/ แดง - 

Urease activity เหลือง ส้ม/ ชมพู/ แดง - 
Esculin hydrolysis เหลือง เทา/ นํÊ าตาล/ ดาํ - 
Gelatin hydrolysis ไม่มีการแพร่เมด็สี มีการแพร่ของเมด็สีดาํ - 

ß-Galactosidase ไม่มีสี เหลือง - 
Assimilation of: 

     Glucose 

     Arabinose 

     Mannose 

Mannitol 

N-Acetylglucosamine 

     Maltose 

Gluconate 

Caprate 

Adipate 

     Malate 

     Citrate 

Phenylacetate 

 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

โปร่งแสง 

 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

ขุ่น 

 

± 

± 

- 

- 

- 

- 

± 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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ตารางทีÉ 2-1  (ต่อ)  

 

คุณสมบัติ 

ผล ผลการทดสอบ

ของ 

A. baumannii 
ลบ (Negative) บวก (Positive) 

Oxidase test   - 

Catalase test   + 

 

กลไกการก่อโรคและการดืÊอยาของ A. baumannii  

กลไกในการก่อโรคของ A. baumannii ในมนุษยน์ัÊนประกอบดว้ยสมมติฐาน 3 ขอ้ดงันีÊ คือ 

การทีÉเชืÊอมีสาร polysaccharide บริเวณแคปซูลและมี fimbriae ทาํใหส้ามารถจบัเซลลเ์ยืÉอบุไดดี้ 

สามารถสร้างเอนไซมบ์างชนิดทีÉทาํลายไขมนัปกคลุมเนืÊอเยืÉอทาํใหเ้ชืÊอจบักบัเซลลไ์ดง่้ายขึÊนและ

คุณสมบติัของ lipopolysaccharide และ lipid A ทีÉทาํใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยตรง 

(Bergogne-Bérézin & Towner, 1996) และพบกลไกการดืÊอยาของ A. baumannii หลายกลไกไดแ้ก่ 

การสร้างเอนไซมท์าํลายยา (Drug Inactivation หรือ Drug Modification) มีรายงานการสร้าง

เอนไซมห์ลากหลายชนิดดว้ยกนั ทัÊงทีÉทาํลายยากลุ่ม β-lactams ไดแ้ก่ Amp-C, β-lactamase,  

OXA-type carbapenemase และ metalo-β-lactamase  และการทาํลายยากลุ่ม aminoglycosides เช่น 

aminoglycoside-modifying enzymes (วิชยั สนัติมาลีวรกุล และคณะ, 2552) กลไกการดืÊอยาโดยการ

ลดการนาํยาเขา้เซลลโ์ดยลดการสร้าง porin (OMPs) ซึÉงเป็นกอ้นโปรตีนทีÉประกอบขึÊนใหมี้ลกัษณะ

คลา้ยช่องทีÉบริเวณเยืÉอหุม้เซลลช์ัÊนนอก (outer membrane) โดยพบว่า A. baumannii มีจาํนวนของ 

porin นอ้ย และขนาดของ porin เลก็เป็นผลทาํให ้A. baumannii มีการซึมผา่นของสารหรือยาผา่น

ชัÊน outer membrane ลดลง (นอ้ยกว่า 5%) เมืÉอเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียแกรมลบชนิดอืÉน (Vila, 

Martí, & Sánche-Céspedes, 2007) กลไกการดืÊอยาโดยการเปลีÉยนแปลงเป้าหมายในการจบัของยา 

(Alteration of Target Site) การศึกษาพบว่า เมืÉอยาปฏิชีวนะเขา้ไปสู่เซลลข์องแบคทีเรียได ้จะตรง

เขา้ไปยงับริเวณเป้าหมาย ซึÉงเป็นบริเวณจาํเพาะทีÉยาปฏิชีวนะจะเขา้ไปทาํงานได ้ทาํใหแ้บคทีเรีย

บางชนิดมีการเปลีÉยนแปลงบริเวณเป้าหมาย เพืÉอใหย้าไม่สามารถเขา้จบัได ้เช่นใน  

Streptococcus pneumoniae PBP (Penicillin Binding Protein) จะเปลีÉยนโครงสร้างเป็น PBPX  

ทาํใหเ้กิดการดืÊอยาตามมา (วีรวรรณ ลุวีระ, 2548) และความสามารถในการขบัยาออกจากเซลล ์

(Decreased Drug Uptake) แบคทีเรียมีกลไกป้องกนัไม่ใหย้าเขา้ไปในเซลล ์หรือมีการใชพ้ลงังานใน

การขบัเคลืÉอนดว้ยโปรตีนขบัยาออกนอกเซลล ์(Efflux Pump) เพืÉอนาํยาออกนอกเซลล ์ตวัอยา่งเช่น 
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โปรตีนขบัยาออกนอกเซลล ์imipenem จะอาศยัโปรตีน porin ในการควบคุมการผา่นเขา้ออกของยา

ชนิดนีÊ  เมืÉอ P. aeruginosa พฒันาโดยลดปริมาณโปรตีน porin ลง จึงสามารถลดการนาํเขา้ของยา 

imipenem นอ้ยลง กลไกการนาํเขา้ของยาในเชืÊอ Salmonella typhi จะมีการเพิÉมการแสดงออกของ

ยนีทีÉสร้างโปรตีน Multidrug Efflux Pump จึงทาํใหเ้กิดการดืÊอยาปฏิชีวนะหลายชนิด ปัจจุบนั

นกัวิทยาศาสตร์คน้พบระบบโปรตีนขบัยาออกนอกเซลล ์(Efflux Pump) 5 กลุ่มยอ่ย ซึÉงแบ่งโดยใช้

เกณฑก์ารเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโน เทคนิคทางดีเอน็เอเทคโนโลย ีการใชแ้หล่งพลงังานในการ

ขบัเคลืÉอนกลไก และชนิดของสบัสเตรททีÉจาํเพาะของปัËมชนิดต่าง ๆ คือ Major Facilitator (MFS) 

Superfamily, Small Multidrug Resistance (SMR) Family, Multidrug and Toxic Compound 

Extrusion (MATE) Family, Resistance-Nodulation-Divistion (RND) Family และ ATP-Binding 

Cassette (ABC) Family (Kumar & Schweizer, 2005) ดงัภาพทีÉ 2-1 

 

 
 

ภาพทีÉ 2-1 โครงสร้าง Efflux Pump แบบต่าง ๆ ทีÉคน้พบในปัจจุบนั (Kumar & Schweizer, 2005) 

 

หลักการจาํแนก A. baumannii ด้วยดีเอ็นเอเทคโนโลย ี

 แบคทีเรียในจีนสั Acinetobacter  สามารถแบ่งกลุ่มเป็นสปีชีส์โดยใชผ้ลการวิเคราะห์

ดว้ยลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éมีความคลา้ยคลึงกนั การจาํแนกดว้ยลกัษณะทางจีโนไทป์ดว้ยมียนี

เป้าหมายทีÉสามารถพบไดใ้นแบคทีเรียทุกชนิด คือ rRNA Operon (rrn) ทีÉมีความเป็นบริเวณอนุรักษ์

สูงในแบคทีเรีย ประกอบดว้ยยนีทีÉกาํหนดการสร้างอาร์เอน็เอชนิด 16S, 23S และ 5S (Barry et al., 

1991) เรียงลาํดบัตามการ transcription จาก 5’ ไป 3’ คือ 16S rRNA, spacer, tRNA, spacer, tRNA, 

spacer, 23S rRNA (ภาพทีÉ 2-2)โดยยนี 16S rRNA (rrs) เป็นยนีทีÉมีขนาดประมาณ 1.5 kb ไดรั้บ 
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การยอมรับนาํมาใชเ้ป็นยนีเป้าหมายในการจาํแนกแบคทีเรียในระดบัสปีชีส์ (species) จีนสั 

(genera) และแฟมิลีÉ (families) มีความเป็นบริเวณอนุรักษสู์ง (Gürtler & Stanisich, 1996) แปรผนั

ทางวิวฒันาการนอ้ยมาก (Janda & Abbott, 2007) มีฐานขอ้มลูทีÉมีความแม่นยาํเพืÉอการศึกษาความ 

แปรผนัทางวิวฒันาการ (phylogenetic analysis) มีรายงานความแตกต่างของยนี 16S rRNA ใน

แบคทีเรียกว่า 2,500 สปีชีส์ (Gürtler & Stanisich, 1996) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA operon 

(rrn operon) ทีÉสมบูรณ์บนฐานขอ้มลู 144 ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(Barry et al., 1991) ยนี 23S rRNA 

ถกูนาํมาใชใ้นการจาํแนกแบคทีเรียนอ้ยกว่ายนี 16S rRNA เนืÉองจากเป็นยนีทีÉมีขนาดใหญ่ ประมาณ  

3 kb ฐานขอ้มลูการศึกษาความแปรผนัทางวิวฒันาการของ 23S rRNA ยงัไม่สมบูรณ์ ไม่เพียงพอใน

การเปรียบเทียบ ส่วนยนี 5S rRNA มีขนาดเลก็ ประมาณ 1.2 kb ถกูนาํมาใชใ้นการจาํแนกแบคทีเรีย

นอ้ยมาก เนืÉองจากมีขนาดเลก็และนาํมาใชใ้นการจาํแนกแบคทีเรียในระดบัสปีชีส์ไม่ได ้(Gürtler & 

Stanisich, 1996; Barry et al., 1991)  

 แต่อยา่งไรก็ตามแมย้นี 16S rRNA จะมีขอ้ดีและถกูนาํมาใชอ้ยา่งแพร่หลายแต่มีรูปแบบ

ความแตกต่าง (polymorphism) ทีÉยงัไม่เพียงพอจะนาํมาจาํแนกแบคทีเรียในกลุ่ม Acinetobacter 

(Scola et al., 2006) ปัจจุบนัมีขอ้เสนอแนะใหใ้ชบ้ริเวณช่องว่างระหว่างยนี 16S rRNA และ 23S 

rRNA หรือ Intergenic Spacer Regions (ISR) เป็นบริเวณทีÉเกีÉยวขอ้งในกระบวนการ pre–RNA และ

การกาํหนดลาํดบัของ tRNA (Whiley et al., 1995) A. baumannii จะมี tRNA เป็น tRNAala และ 

tRNAile (บางชนิดอาจมีเพียง tRNAGlu หรือไม่มีเลยก็ได)้ (Osorio, Collins, Romalde, & Toranzo, 

2005) มีนาํมาใชใ้นการจาํแนกแบคทีเรีย เนืÉองจากมีความเสถียร มีความเป็นบริเวณอนุรักษสู์ง 

พบไดใ้นแบคทีเรียทุกสายพนัธุ ์(Gürtler & Stanisich, 1996; Osorio et al., 2005) มีความจาํเพาะใน

ระดบัสปีชีส์ทีÉมีความใกลชิ้ดกนัมากทางสายวิวฒันาการ (Barry et al., 1991; Maslunka, Carr, 

Gürtler, Kämpfer, & Seviour, 2006) มีความสามารถในการจาํแนกไดถึ้งระดบัสปีชีส์ (Barry et al., 

1991; Magray et al., 2011) เป็นบริเวณทีÉมีความแปรผนัตํÉาภายในกลุ่มสปีชีส์และมีความแปรผนัสูง

ระหว่างกลุ่มสปีชีส์ และขนาดทีÉสัÊนของ ISR เมืÉอเทียบกบั 16S rRNA (Chang et al., 2005) ทาํให้

การวิเคราะห์ sequencing ทาํไดง่้ายและมีความเทีÉยงตรง รวดเร็วและราคาไม่สูงมาก (Gürtler & 

Stanisich, 1996) แต่ขอ้เสียของการใชเ้ทคนิค PCR โดยมี ISR เป็นเป้าหมายคือจาํนวนก๊อปปีÊ  

16S-23S rRNA ของ Intragenic rrn Operon ก่อใหเ้กิดความหลากหลายของสายพนัธุม์ากขึÊน 

เนืÉองจากไปเพิÉมความหลากหลายของขนาดความยาวของ Intergenic Spacer Region (ISR) และเพิÉม

ความแตกต่างของจาํนวนอลัลีลของ rrn operon ทาํใหแ้ปลผลไดย้ากและทาํใหก้ารจาํแนกสายพนัธุ์

เกิดความผดิพลาด (Maslunka et al., 2006)  
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ภาพทีÉ 2-2 ตาํแหน่งของบริเวณอนุรักษภ์ายในโอเปอรอนอาร์อาร์เอน็เอ โดยการถอดรหสัจากซา้ย 

 ไปขวา เสน้สีดาํแสดงถึงบริเวณอนัหลากหลายของ rRNA และแถบหนาสีดาํแสดง 

 ชิÊนส่วนยนี 16S และ 23S หมายเลข 2-4 คือบริเวณทีÉมกัใชเ้ป็นไพรเมอร์ในหาลาํดบั 

 นิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rRNA หมายเลข 5-10 คือบริเวณทีÉมกัใชเ้ป็นไพรเมอร์ในหา 

 ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 23S rRNA ช่องว่างระหว่างไพรเมอร์หมายเลข  

 4–tRNA gene, ช่องว่างระหว่าง tRNA gene–tRNA gene, ช่องว่างระหว่าง tRNA gene– 

 ไพรเมอร์หมายเลข 5 (ในวงเลบ็ปีกกา) คือตาํแหน่งของบริเวณ ISR  

 (ดดัแปลงจาก Gürtler & Stanisich, 1996) 

 

ปัจจุบนัมีรายงานวิจยัทีÉนาํบริเวณ ISR มาใชใ้นการจาํแนกและศึกษาความผนัแปรทาง

พนัธุกรรมของเชืÊอ A. baumannii มากมาย ยกตวัอยา่ง เช่น Dolzani et al. (1995) ทาํการศึกษาเพืÉอ

จาํแนก Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii complex  

(A. calcoaceticus-A. baumannii complex) โดยใช ้ISR ของ 16S-23S rRNA ดว้ยวิธี restriction 

analysis จาํแนกจากเชืÊอ Acinetobacter จาํนวน 12 genospecies พบว่าการใช ้restriction 

endonuclease ชนิด AluI และ NdeII มีความจาํเพาะต่อ 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Sequence 

ทาํใหส้ามารถจาํแนก A. calcoaceticus-A. baumannii complex ออกจากเชืÊอ Acinetobacter  

สายพนัธุอื์Éน ๆ  

 Chang et al. (2005) ทาํการศึกษาเพืÉอจาํแนกเชืÊอ A. calcoaceticus-A. baumannii complex 

ดว้ยวิธีการวิเคราะห์แบบ Sequence analysis โดยใชบ้ริเวณ ITS ของยนี 16S-23S rRNA โดย

ทาํการศึกษาจาํแนกจากตวัอยา่ง A. calcoaceticus-A. baumannii complex จาํนวน 17 ตวัอยา่ง และ

ตวัอยา่งเชืÊออืÉนในสปีชีส์ Acinetobacter อีก จาํนวน 17 ตวัอยา่ง พบวา่การใชบ้ริเวณยนี ITS จาํแนก

เชืÊอตวัอยา่งทีÉเป็น A. calcoaceticus-A. baumannii complex มีความแม่นยาํสูงถึง 0.99 ถึง 1.00 และ

สามารถจาํแนกแยกจาก Acinetobacter สปีชีส์อืÉนมีความแม่นยาํอยูใ่นช่วง 0.86-0.92 และเมืÉอใช้

บริเวณยนี ITS ในการยนืยนั A. calcoaceticus-A. baumannii complex หลงัจากการยนืยนัดว้ยวิธี

ทางชีวเคมี API 20 NE system พบว่ามีความแม่นยาํในการจาํแนก 96.2 เปอร์เซ็นต ์(76 ตวัอยา่งจาก 

ISR ISR ISR 
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79 ตวัอยา่ง) ซึÉงจะเห็นไดว้่าการใชบ้ริเวณยนี ITS สามารถจาํแนกความแตกต่างระดบั genospecies 

ใน Acinetobacterได ้

Keum et al. (2006) ศึกษาการตรวจคดัแยกเชืÊอ A. baumannii และ P. aeruginosa ซึÉงเป็น

เชืÊอทีÉมีการระบาดก่อโรคมากทีÉสุดในโรงพยาบาล จากเชืÊอแบคทีเรียทีÉก่อโรคอืÉนอีก 24 สายพนัธุ ์

โดยทาํการออกแบบโพรบ (probes) จากยนี 23S rDNA และ 16S-23S rDNA ISR ดว้ยวิธี 

Hybridization และทาํการหารูปแบบการแสดงออกของยนีของ A. baumannii และ P. aeruginosa 

ดว้ย DNA microarray พบว่าโพรบมีประสิทธิภาพในการตรวจคดัแยก A. baumannii และ  

P. aeruginosa 84.6% และ 96.2% ตามลาํดบั 

 Chen et al. (2007) ทาํการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการจาํแนกเชืÊอ A. baumannii ดว้ยวิธี 

 one–tube multiplex PCR และวิธี automated ribotyping ทาํการจาํแนก A. baumannii ทีÉเป็น 

reference strain จาํนวน 22 ตวัอยา่ง และ A. baumannii ทีÉไดจ้ากการแยกทางคลินิก จาํนวน 138 

ตวัอยา่ง โดยใชบ้ริเวณ ITS ของยนี 16S-23S rRNA และยนี recA ผลการศึกษาเปรียบเทียบพบว่า 

วิธี multiplex PCR มีความจาํเพาะในการจาํแนก A. baumannii 100 เปอร์เซ็นต ์โดยการใชคู้ ่

ไพรเมอร์ของบริเวณ ITS และยนี recAโดย A. baumannii เท่านัÊนทีÉแสดงแถบดีเอน็เอขนาด 208 

คู่เบส ซึÉงเป็นขนาดของ ITS ซึÉงจะไม่พบในแบคทีเรียอืÉน ไดแ้ก่ E. coli, K. pneumoniae,  

P. aeruginosa และ S. aureus 

 Ko et al. (2008) ทาํการศึกษาเพืÉอจาํแนกเชืÊอ A. calcoaceticus–A. baumannii complex 

ดว้ยวิธี Oligonucleotide Array-Based Technique จากเชืÊอทีÉเพาะจาก blood culture ร่วมกบัการ

จาํแนกโดยการทดสอบความไวต่อยาตา้นจุลินทรีย ์(antimicrobial drug) พบว่าการติดฉลาก 

Oligonucleotide probes บนบริเวณ ITS ของยนี 16S-23S rRNA และบริเวณอนุรักษข์องยนี  

16S rRNA ควบคู่กนั สามารถจาํแนกเชืÊอ A. calcoaceticus-A. baumannii complex ซึÉงจากตวัอยา่ง

เชืÊอ 291 ตวัอยา่งทีÉไดจ้ากผูป่้วยสามารถจาํแนกเป็นชืÊอ A. baumannii 221 ตวัอยา่ง คิดเป็น 75 

เปอร์เซ็นต ์เชืÊอ Acinetobacter genomic specie 3 จาํนวน 67 ตวัอยา่ง คิดเป็น 23.0 เปอร์เซ็นต์ 

เชืÊอ Acinetobacter genomic specie 13 TU จาํนวน 2 ตวัอยา่งคิดเป็น 0.7 เปอร์เซ็นต ์และไม่สามารถ

ระบุไดอี้ก 1 ตวัอยา่ง คิดเป็น 0.3 เปอร์เซ็นตแ์ต่ไม่พบ A. calcoaceticus 

 Hernandez et al. (2011) ทาํการศึกษาจาํแนกเชืÊอ A. baumannii โดยวิธี RFLP-PCR เก็บ

ตวัอยา่งจากโรงพยาบาล จาํนวน 4 โรงพยาบาลในประเทศโคลมัเบียระหว่างปี 2004, 2005, 2007 

และ 2009 จาํนวน 139 ตวัอยา่ง จาํแนกทางคลินิก (clinical isolates) โดยใชบ้ริเวณ ITS ของยนี  

16S-23S rRNAโดยมี A. baumannii ATCC 19606 ในฐานขอ้มลู GenBank เป็น reference strain 

จากนัÊนนาํเชืÊอทีÉแสดงบริเวณ ITS gene จาํแนกสายพนัธุด์ว้ยวิธี RFLP เลือกใช ้MboI enzyme พบว่า



13 
 

เป็นเชืÊอ A. baumannii จาํนวน 122 ตวัอยา่ง จาก 139 ตวัอยา่ง ในทีÉนีÊพบว่า 26 ตวัอยา่งมีความ

เหมือนกนักบัเชืÊอ A. baumannii ในฐานขอ้มลู Genbank 100 เปอร์เซ็นต ์

 Reguero et al. (2012) ทาํการศึกษาจาํแนกเชืÊอ A. calcoaceticus–A. baumannii complex 

โดยศึกษารูปแบบการดืÊอยาของเชืÊอ เก็บตวัอยา่งจากโรงพยาบาล จาํนวน 4 โรงพยาบาลในประเทศ

โคลมัเบียระหว่างปี 2004, 2005, 2007 และ 2009 จาํนวน 150 ตวัอยา่ง และคดัเลือกเชืÊอ  

A. calcoaceticus–A. baumannii complex จาํนวน 60 ตวัอยา่งจากการจาํแนกเบืÊองตน้ดว้ยวิธี 

automated system จากนัÊนใชว้ิธีวิเคราะห์โดย PCR ใชไ้พรเมอร์บริเวณ ITS ของยนี 16S-23S rRNA 

และยนี rpoB ร่วมกบัการจาํแนกเชืÊอดืÊอยาโดยพิจารณาบริเวณ quinolone resistance-determining 

region (QRDR) และใชไ้พรเมอร์ ISAba-1, blaADC gene และ blaOXA พบว่า 51 ตวัอยา่งจาก 60 

ตวัอยา่ง เป็นเชืÊอ A. baumannii เป็นเชืÊอ Acinetobacter nosocomialis จาํนวน 8 ตวัอยา่ง และเป็นเชืÊอ  

Acinetobacter pittii จาํนวน 1 ตวัอยา่ง โดยใชบ้ริเวณ ITS จาํแนก ซึÉงมีความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต–์

100 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูใน GenBank 

  



 

 

บททีÉ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

วสัดุอุปกรณ์ 

 1. Thermal Cycler รุ่น T-GradintThermoblock (Labrepco, U.S.A.) 

 2. ชุดแยกชิÊนดีเอน็เอภายใตก้ระแสไฟฟ้า (Gibco, U.S.A.) 

 3. เครืÉองส่องภาพเจล Transiluminator (Hoefer Scientific Instrument, U.S.A.) 

 4. เครืÉองปัÉนเหวีÉยงความเร็วสูง (Beckman, U.S.A.) 

 5. เครืÉองชั Éง 2 ตาํแหน่ง (Ohaus Corp., U.S.A.) 

 6. GF-1 BACTERIAL DNA EXTRACTION Kit (Vivantis, U.S.A.) 

 7. ไมโครปิเปตต ์(micropipette) ขนาด 2 20 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Gilson,  

     France) 

 8. เครืÉองผสมสาร Votex (Scientific Instrument, U.S.A.) 

 9. เครืÉองปัÉนเหวีÉยงขนาดเลก็ cube mini centrifuge (GeneSearch Biotechnology, Taiwan) 

 10. Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, U.S.A.) 

 11. เครืÉองควบคุมอุณหภูมิ ThermoE (BIOER TECHNOLOGY, China) 

 

สารเคม ี

 1. เจลอะกาโรส (Amresco, U.S.A.) 

 2. อาหารเลีÊยงเชืÊอ Nutrient Agar (NA) (Hardy Diagnostics, U.S.A.) 

 3. อาหารเลีÊยงเชืÊอ Nutrient Broth (NB) (Hardy Diagnostics, U.S.A.) 

 4. 6X Loading Dye (Vivantis, U.S.A.) 

 5. 100 bp DNA Ladder Plus (Vivantis, U.S.A.) 

 6. 10 mM dNTP Mix (Vivantis, U.S.A.) 

 7. 5U/µ Taq DNA Polymerase (Vivantis, U.S.A.) 

 8. 25 mM MgCl2 (Vivantis, U.S.A.) 

 9. 50X TAE Buffer 

 10. TE buffer pH 8.0 

 11. เอธิเดียมโบรไมด ์(Promega, U.S.A.) 



15 
 

 

ไพรเมอร์ 

 ออกแบบจากฐานขอ้มลู GenBankไดแ้ก่ไพรเมอร์ ISR 2F และ ISR 10R และสั Éง

สงัเคราะห์จากบริษทั BioDesign (ประเทศไทย) ดงันีÊ    

 ไพรเมอร์ คือ ISR 2F และ ISR 10R ทีÉไดจ้ากโพรบของ Ko et al. (2008)  

เพืÉอระบุยนีสายพนัธุเ์ชืÊอ A. baumannii ออกแบบเพืÉอระบุหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีภายใน

บริเวณช่องว่างระหว่างยนี 16S rRNA และ 23S rRNA เรียกว่าดีเอน็เอชนิด 16S-23S ribosomal 

intergenic spacer region (ISR) ทีÉไดจ้ากโพรบของ Ko et al. (2008) ซึÉงเป็นไพรเมอร์จบัหา ISR ของ 

A. baumannii เพืÉอแยกความแตกต่างระหว่าง A. baumannii กบั Acinetobacter spp. อืÉน ๆ และ

แบคทีเรียกลุ่มฉวยโอกาสอืÉนทีÉแยกไดจ้ากหอ้งปฏิบติัการและโรงพยาบาล โดยไพรเมอร์คู่นีÊ มีลาํดบั

นิวคลีโอไทดด์งันีÊ คือ 

 ISR 2F    5’ TTG TAC ACA CCG CCC GTC         3’ 

 ISR 10R  5’ TTC GCC TTT CCC TCA CGG TA   3’ 

 

แบคทีเรียทีÉนํามาศึกษา 

 1. เชืÊอแบคทีเรีย A. baumannii จาํนวน 15 ไอโซเลต แบ่งเป็น A. baumanii สายพนัธุ ์

ดืÊอยา (MDR: multidrug resistance) จาํนวน 10 ไอโซเลต และ A. baumannii สายพนัธุไ์ม่ดืÊอยา 

(non-MDR: non-multidrug resistance) จาํนวน 5 ไอโซเลต เป็นเชืÊอทีÉแยกไดจ้ากตวัอยา่งสิÉงส่งตรวจ

ของผูป่้วยทีÉพกัรักษา ณ โรงพยาบาลชลบุรี จงัหวดัชลบุรี ในช่วงปี พ. ศ. 2555–2556 และในช่วง

เวลาตัÊงแต่เดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม พ. ศ. 2557 โดยผา่นการตรวจสอบดว้ยคุณสมบติัทาง

ชีวเคมี API 20 NE system, VITEX 2 system และทดสอบการดืÊอยา (ตารางทีÉ 3-1) 

 2. เชืÊอแบคทีเรียสายพนัธุอื์Éนจาํนวน 11 ไอโซเลต แบ่งเป็นเชืÊอแบคทีเรียใน

หอ้งปฏิบติัการจาํนวน 3 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ เชืÊอ S. aureus, Bacillus subilis และ Bacillus cereus  

อยา่งละ 1 ไอโซเลตและเชืÊอแบคทีเรียทีÉแยกไดจ้ากสิÉงส่งตรวจของผูป่้วยจากโรงพยาบาลชลบุรี

ในช่วงปี พ. ศ. 2555–2556 และช่วงเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม พ. ศ. 2557 จาํนวน 4 สายพนัธุ ์

ไดแ้ก่ K. pneumaniae, E. coli, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ  

P. aeruginosa สายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยาอยา่งละ 1 ไอโซเลต 
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วธีิการทดลอง 

1. ตวัอย่างเชืÊอแบคทเีรีย 

 1.1 เชืÊอ A. baumannii ทาํการเก็บตวัอยา่งเชืÊอ A. baumannii ดืÊอยา จาํนวน 10ไอโซเลต 

และเชืÊอ A. baumannii ทีÉไม่ดืÊอยาจาํนวน 5ไอโซเลต ทีÉแยกไดจ้ากสิÉงส่งตรวจของผูป่้วย โดยไดรั้บ

ความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลชลบุรี จงัหวดัชลบุรี ในช่วงปี พ. ศ. 2555–2556 และช่วงเดือน

มีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม พ. ศ. 2557  

 1.2 เชืÊอแบคทีเรียสายพนัธุอื์Éนในหอ้งปฏิบติัการทีÉไม่ดืÊอยาจาํนวน 3 สายพนัธุ ์และทีÉแยก

ไดจ้ากสิÉงส่งตรวจของผูป่้วยจากโรงพยาบาลชลบุรีในช่วงปี พ. ศ. 2555–2556 และช่วงเดือนมีนาคม

ถึงเดือนพฤษภาคม พ. ศ. 2557 จาํนวน 4 สายพนัธุ ์จาํนวนสายพนัธุล์ะ 2 ไอโซเลตแบ่งเป็น 

สายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยาซึÉงไดรั้บความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลชลบุรีในช่วงปี  

พ. ศ. 2555–2556 

 ทาํการเพาะเลีÊยงเชืÊอบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ NA (nutrient agar) แลว้บ่มทีÉอุณหภูมิ 37  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั Éวโมง และทดสอบผลการดืÊอยา (ไม่แสดงผล) ก่อนนาํไปทาํ 

การทดสอบขัÊนต่อไป 

 

2. การสกดั Chromosomal DNA 

  คดัเลือกโคโลนีของเชืÊอแบคทีเรียบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ NA จาํนวน 3-5 โคโลนี  

ลงในอาหารเหลว (NB Broth) จาํนวน 5 ml บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั Éวโมง 

จากนัÊนนาํมาสกดัดีเอน็เอ โดยนาํนํÊ าเลีÊยงเชืÊอปริมาตร 3 ml มาปัÉนเหวีÉยงทีÉ 6,000 rpm 2 นาที จากนัÊน

นาํตะกอนเซลลที์Éไดไ้ปทาํการสกดัดีเอน็เอดว้ย GF-1 BACTERIAL DNA EXTRACTION Kit 

(Vivantis, U.S.A.) ดงัขัÊนตอนนีÊ  คือ เติม buffer R1 แลว้เติม Lysozyme เพืÉอทาํใหเ้ซลลแ์ตก จากนัÊน

เติม Protenase K และ RNase เพืÉอทาํลายโปรตีนและ RNA ตามลาํดบั แลว้เติม buffer BG เพืÉอรักษา

สภาพดีเอน็เอ แลว้จึงตกตะกอนดีเอน็เอดว้ย absolute ethanol แลว้จึงแยกดีเอน็เอออกจาก 

สิÉงปนเปืÊ อนทีÉเหลือ เช่น RNA โดยนาํไปโหลด (load) ใส่ลง spin column ลา้งดีเอน็เอให้สะอาด 

อีกครัÊ งดว้ย wash buffer แลว้จึงชะและละลายเพืÉอเก็บดีเอน็เอลงใน microtube ขนาด 1.5 ml ดว้ย 

TE buffer pH 8.0 ไดดี้เอน็เอปริมาตรสุทธิ 100 ไมโครลิตร( ประมาณ 2-3 ไมโครกรัม) เก็บทีÉ

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3. การตรวจหายนี ISR ของ A. baumannii โดยปฏิกริิยาลกูโซ่โพลเีมอร์เรส PCR (Polymerase    

Chain Reaction: PCR) 

 ทาํการเพิÉมปริมาณดีเอน็เอของบริเวณ ISR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ทีÉสามารถจบับริเวณ ISR ซึÉง

เป็นบริเวณทีÉอยูร่ะหว่างยนี 16S rRNA กบั 23S rRNA (คู่ไพรเมอร์ ISR 2F และ ISR 10R) ทีÉไดจ้าก

โพรบของ Ko et al. (2008) โดยนาํดีเอน็เอทีÉไดป้ริมาตร 5 µl (100 ng) ไปผสมกบั PCR Mastermix 

ปริมาตรสุดทา้ย (total reaction volume) เท่ากบั 50 µl ทีÉประกอบดว้ย 0.2 mM dNTPs, 1 mM 

MgCl2, 0.5 U Taq DNA polymerase, ไพรเมอร์ ขา้งละ 0.6 µM  ทาํปฏิกิริยาจาํนวน 35 รอบ โดยมี

ขัÊนตอนดงันีÊ  คือ Initial Denaturation ทีÉอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที Denature ทีÉ

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที Annealing ทีÉอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

45 วินาที Extension ทีÉอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ Final Extension ทีÉอุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที หลงัจากเสร็จสิÊนปฏิกิริยาพีซีอาร์ นาํผลผลิตทีÉไดม้าวิเคราะห์

ขนาดดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟเรซิสต่อไป 

 

4. การตรวจวเิคราะห์ดีเอน็เอจาก PCR ด้วยวธิีอะกาโรสเจลอเิลก็โตรโฟเรซิส 

 หลงัจากเสร็จสิÊนปฏิกิริยา PCR นาํผลผลิตทีÉไดม้าวิเคราะห์ขนาดของดีเอน็เอจาก

ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ ดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟเรซิสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตเ์จล โดยชั Éง 

อะกาโรส (Vivantis, U.S.A.) 3 g เติม 1X TAE Buffer 30 ml รันเจลภายใตค้วามต่างศกัย ์90 โวลต์

เป็นเวลา 30 นาที โดยเปรียบเทียบขนาดกบัดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus จาํนวน 3 µl 

ทีÉมีดีเอน็เอประมาณ 300 ng ตรวจสอบเจลทีÉไดด้ว้ยเครืÉอง UV Transiluminator 

 

5. การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ระหว่าง 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) 

 นาํผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ของ ISR ทีÉไดจ้ากการเพิÉมขยายดีเอน็เอของ ISR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 

ISR 2F และ ISR 10R ทีÉไดจ้ากโพรบสาํหรับวิธี hybridization (Ko et al., 2008) มาทาํใหบ้ริสุทธิÍ ดว้ย

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, U.S.A.) แลว้ส่งไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์

(Mardmedic, Malaysia)จากนัÊนนาํขอ้มลูนิวคลีโอไทดที์Éไดม้าเปรียบเทียบกบัขอ้มลูทีÉบนัทึกไวใ้น

ฐานขอ้มลู National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

จากนัÊนนาํมาวิเคราะห์หาความเหมือนและความต่างของยนีทีÉแยกไดด้ว้ยโปรแกรมวิเคราะห์ยนีจาก

ฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยโปรแกรม BLASTN โดยเปรียบเทียบกบัยนีทีÉคลา้ยกนัในฐานขอ้มลูทีÉมีอยู ่ 
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6. สร้างแผนผงัววิฒันาการ (Phylogenetic Tree) 

 นาํขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éไดว้ิเคราะห์ขอ้มลูดว้ยโปรแกรม BioEdit (BioEdit 

Sequence Alignment Editor) จากนัÊนนาํมาเปรียบเทียบความเหมือนของขอ้มลูดว้ยโปรแกรม 

ClustalX และ ClustalW แลว้นาํขอ้มลูทีÉไดม้าสร้างแผนผงัวิวฒันาการ (Phylogenetic Tree) เพืÉอบ่งชีÊ

ชนิดของยนีทีÉศึกษา ดว้ยโปรแกรม MEGA6.0 (Biomanager, Australia) ดว้ยวิธี Neighbor-Joining 

(NJ) จากการ Bootstrap ขอ้มลู 1,000 ครัÊ ง และแสดงค่ามากกว่า 50 เปอร์เซ็นต ์



ตารางทีÉ 3-1 รูปแบบการดืÊอยาชนิดต่าง ๆ ของ A. baumannii ทีÉดืÊอยาหลายขนานทีÉแยกไดจ้ากสิÉงส่งตรวจของผูป่้วย ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก 

  โรงพยาบาลชลบุรี ในช่วงปี พ. ศ. 2555-2556 และช่วงเดือนมีนาคมถึงพฤษภาคม พ. ศ. 2557 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolate β-lactam Carbapenem Polymycin Quinolone Aminoglycoside 

    CRO CTX CAZ SCF TZP IPM MEM ETP CL CIP AK GEN 

Ab1 (MDR-C) R R R R R R R R R R R R 

Ab2 (MDR-C) R R R R R R R R R R R R 

Ab3 (MDR-C) R R R R R S R R I R R R 

Ab4 (MDR-C) R R R R S R R R I S R R 

Ab5 (MDR-C) R S R R R R R R S R R R 

Ab6 (MDR-C) R R R R R R R R R R R R 

Ab7 (MDR-C) R R R R R R R R R R R R 

Ab8 (MDR-C) R R R R R R R R S R R R 

Ab9 (MDR-C) R R R I R R R R R R R R 

Ab10 (MDR-C) R R R S R R R R S S R S 
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ตารางทีÉ 3-1 (ต่อ) 

   

 
 

 

 

 

 

 

 

 หมายเหตุ Ab: Acinetobacter baumanii, CRO:Ceftriaxone, CTX:cefotaxime, CAZ:ceftazidime, SCF: Cefoperazone/sulbactam, TZP:  

     Tazobactam/piperacillin, FOS:Fosfomycin, IPM: Imipenem, MEM:Meropenem, ETP: Ertapenem, CL: Colistin, CIP: Ciprofloxacin, 

     AK: Amikacin, GEN: Gentamycin, เชืÊอไวต่อยา (S; susceptible), เชืÊอดืÊอปานกลาง (I; intermediate resistance) และเชืÊอดืÊอต่อยา  

     (R; resistant), MDR-C: Multidrug resistance Chonburi Hospital, non-MDR-C: non-Multidrug resistance Chonburi Hospital 

Isolate β-lactam Carbapenem Polymycin Quinolone Aminoglycoside 

    CRO CTX CAZ SCF TZP IPM MEM ETP CL CIP AK GEN 

Ab11 (non-MDR-C) S R R S R R R R S R R R 

Ab12 (non-MDR-C) R R R S S R R R S S R S 

Ab13 (non-MDR-C) R R R R R S R R S S R S 

Ab14 (non-MDR-C) R S R S R S R R S R R S 

Ab15 (non-MDR-C) S S R S R S R R S R R S 
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บททีÉ 4 

ผลการวิจัย 

 

ศึกษาความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอของ ISR ทีÉแยกได้จาก A. baumannii โดยใช้

บริเวณลําดับนิวคลีโอไทด์ระหว่าง 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) 

ด้วยวธีิพซีีอาร์ 

 จากการศึกษาความแตกต่างของรูปแบบชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉเพิÉมปริมาณได้ (amplicon) ของ 

ISR ของเชืÊอ A. baumannii ทีÉแยกไดสิ้Éงส่งตรวจ โดย ISR เป็นบริเวณทีÉมีความเป็นบริเวณอนุรักษ์

สูงร่วมกบัการวินิจฉยัทางชีวเคมี โดยเชืÊอ A. baumannii ไดรั้บความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาล

ชลบุรี แบ่งเป็น A. baumannii ดืÊอยาจาํนวน 10 ไอโซเลต (Ab1-Ab10) และไม่ดืÊอยาจาํนวน 5  

ไอโซเลต (Ab11-Ab15) โดยพบว่า ในกลุ่มตวัอยา่งเชืÊอดืÊอยา มีเชืÊอ A. baumannii ทีÉดืÊอยาปฏิชีวนะ

ทุกกลุ่ม จาํนวน 12 ชนิดไดแ้ก่ไอโซเลต Ab1, Ab2, Ab6, Ab7 และ Ab9 รวม 5 ไอโซเลต ส่วน 

Ab10 เป็นไอโซเลตทีÉพบการดืÊอยานอ้ยทีÉสุดคือ 8 ชนิดยาจาก 12 ชนิดยา ในกลุ่มตวัอยา่งทีÉไม่ดืÊอยา 

พบว่าทุกไอโซเลตจะไม่ดืÊอต่อยา Colistin และยา Gentamycin แต่ดืÊอยา ceftazidime, meropenem, 

ertapenem, amikacin และไอโซเลต Ab15 ใหผ้ลการดืÊอยานอ้ยทีÉสุดคือ 5 ชนิดยา (แสดงในตาราง  

3-1) เมืÉอนาํ Chromosomal DNA ทีÉสกดัไดเ้ป็นดีเอน็เอแม่พิมพ ์(DNA template) ในการทาํปฏิกิริยา 

พีซีอาร์เพืÉอเพิÉมปริมาณดีเอน็เอของ ISR พบว่าดีเอน็เอของ ISR ทีÉแยกไดจ้าก A. baumannii ทัÊง 15 

ไอโซเลต มีขนาดเท่ากนัทุกไอโซเลต และมีขนาดประมาณ 1,200 bp (ภาพทีÉ 4-1) ดีเอน็เอของ ISR 

เมืÉอถกูนาํไปวิเคราะห์เพืÉอหาตาํแหน่งบนแผนทีÉยนี RNA Operon (Gürtler & Stanisich, 1996) 

พบว่า เสน้ forward (2F) มีตาํแหน่งอยูที่Éหมายเลข 2 ลาํดบันิวคลีโอไทดที์É 1391-1408 บนแผนทีÉยนี

ของบริเวณยนี 16S rRNA (Brosius, Palmer, Kennedy, & Noller, 1978) และเสน้ reverse (10R) มี

ตาํแหน่งอยูที่Éหมายเลข 10 ลาํดบันิวคลีโอไทดที์É 459-478 บนแผนทีÉยนีของบริเวณยนี 23S rRNA 

(Brosius, Dull, & Noller, 1979) ซึÉงเป็นไพรเมอร์ทีÉถกูออกแบบโดยใชล้าํดบันิวคลีโอไทด ์ 

RNA operon ของ E.coli (Brosius et al., 1978; Brosius et al., 1979) 

 ดงันัÊนไพรเมอร์คู่นีÊ จึงถกูออกแบบมาใหค้รอบคลุมตัÊงแต่บริเวณของยนี 16S rRNA 

บริเวณ ISR ไปจนถึงบริเวณยนี 23S rRNA บน RNA Operon (ภาพทีÉ 4-2) 
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ภาพทีÉ 4-1 ชิÊนส่วนของ ISR ของเชืÊอ A. baumannii ดว้ยวิธีพีซีอาร์และโดยการแยกดีเอน็เอดว้ย 

 กระแสไฟฟ้าดว้ยอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต,์ (A) lane M: VC 100 bp plus DNA  

 ladder, 1-10: ISR DNA ของ A. baumannii ดืÊอยา สายพนัธุ ์Ab1-Ab10 ตามลาํดบั  

 (B) lane M: VC 100 bp plus DNA ladder, 1-5: ISR DNA ของ A. baumannii ไม่ดืÊอยา 

 สายพนัธุ ์Ab11-Ab15 ตามลาํดบั 

 

 
 

ภาพทีÉ 4-2 ตาํแน่งของดีเอน็เอของ ISR ทีÉเพิÉมขยายไดด้ว้ยคู่ไพรเมอร์ 2F และ 10R บนแผนทีÉยนี  

 RNA Operon (ครอบคลุมบริเวณยนี 16S rRNA ถึงบริเวณยนี 23S rRNA)  

 (ดดัแปลงจาก Gürtler & Stanisich, 1996) 

 

ทัÊงนีÊ ยนืยนัผลไดว้่าลาํดบันิวคลีโอไทดข์องคู่ไพรเมอร์นีÊ  ปรากฏอยูบ่นลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

RNA Operon ของแบคทีเรียสายพนัธุม์าตรฐานเป็นตน้แบบคือ Acinetobacter baumannii strain 

XH386 (CP010779.1) (ภาพทีÉ 4-3) ซึÉงสามารถพยากรณ์ขนาดของชิÊนส่วนดีเอน็เอของ ISR ของ  

A. baumannii ตวัอยา่งทีÉไดจ้ากโรงพยาบาลชลบุรีได ้มีขนาดเท่ากบั 1,230 base pair (bp) 

(ภาพทีÉ 4-4)  
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ภาพทีÉ 4-3  การออกแบบคู่ไพรเมอร์ 2F และ 10R กบัสายดีเอน็เอแม่พิมพบ์ริเวณ ISR ของ 

 เชืÊอ A. baumannii  

 

เมืÉอนาํขนาดดีเอน็เอของ ISR ทัÊงสายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยาทีÉแยกไดไ้ปเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอของ 

ISR ทีÉพบในแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกทีÉเป็นเชืÊอฉวยโอกาสอืÉนเพืÉอเปรียบเทียบ

ความจาํเพาะของไพรเมอร์ ISR ในการจาํแนกเชืÊอ A. baumannii ออกจากเชืÊอในกลุ่มแบคทีเรีย 

ฉวยโอกาสชนิดต่าง ๆ ทีÉแยกไดจ้ากสิÉงส่งตรวจจากโรงพยาบาลชลบุรีและจากหอ้งปฏิบติัการ  

 ผลการเปรียบเทียบขนาดดีเอน็เอของ ISR ของ A. baumannii กบัแบคทีเรียแกรมลบและ

แกรมบวก เพืÉอจาํแนกเชืÊอ A. baumannii ออกจากเชืÊอในกลุ่มแบคทีเรียฉวยโอกาสชนิดต่าง ๆ พบว่า

ดีเอน็เอของ ISR สามารถใชจ้าํแนกเชืÊอ A. baumannii ออกจากเชืÊอในกลุ่มแบคทีเรียฉวยโอกาส 

อืÉน ๆ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ พบแถบดีเอน็เอของ ISR ขนาดคงทีÉประมาณ 1,200 bp ในเชืÊอ  

A. baumannii ซึÉงมีขนาดทีÉแตกต่างจากเชืÊอฉวยโอกาสอืÉน (ภาพทีÉ 4-6) เช่น P. aeruginosa พบ 

ดีเอน็เอของ ISR มีขนาดประมาณ 1,050 bp เชืÊอ K. pneumoniae พบแถบดีเอน็เอของ ISR ขนาด

ประมาณ 1,000 bp เชืÊอ E. coli พบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 1,000 bp ในเชืÊอ B. subtilis และ  

B. cereus พบแถบดีเอน็เอของ ISR ขนาดประมาณ 840 bp เท่ากนัส่วนเชืÊอ MRSA และ S. aureus 

ไม่พบแถบดีเอน็เอของ ISR แสดงใหเ้ห็นว่า A. baumannii มีความแตกต่างกนักบัแบคทีเรียแกรมลบ

และแกรมบวกกลุ่มแบคทีเรียฉวยโอกาสชนิดต่าง ๆ ซึÉงจากการวิเคราะห์ดว้ยลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของ ISR จะเห็นว่าสามารถใชร้ะบุสปีชีส์ได ้เนืÉองจากขนาดของดีเอน็เอของ ISRทีÉเพิÉมปริมาณได้

แตกต่างจากแบคทีเรียสายพนัธุอื์Éน และดีเอน็เอของ ISR ของ A. baumannii ทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยทัÊง 

15 ไอโซเลต มีขนาดคงทีÉเท่ากนัในทุกไอโซเลต 
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ภาพทีÉ 4-4 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ขนาด 1,230 bp ทีÉไดจ้ากการพยากรณ์จากจีโนมิก 
ดีเอน็เอของแบคทีเรียสายพนัธุ ์Acinetobacter baumannii strain XH386  

(CP010779.1) ทีÉใชเ้ป็นตน้แบบในการออกแบบคู่ไพรเมอร์ 2F และ 10R 

  

 การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอของ ISR ของ A. baumannii ทัÊง 15  

ไอโซเลต ดว้ยโปรแกรม BioEdit พบว่า A. baumannii ทัÊง 15 ไอโซเลต มีลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 

ดีเอน็เอของ ISR ขนาดใกลเ้คียงกบัการพยากรณ์ ยกตวัอยา่งเช่น A. baumannii ดืÊอยา สายพนัธุ ์Ab1 

มีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ท่ากบั 1,095 bp ดงัภาพทีÉ 4-5 
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ภาพทีÉ 4-5 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอของ ISR ทีÉเพิÉมปริมาณไดจ้าก A. baumannii สายพนัธุ ์

 Ab1 โดยใชไ้พรเมอร์ ISR 2F และ ISR 10R ในการเพิÉมจาํนวนลาํดบันิวคลีโอไทด์

 บริเวณ ISR  
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ภาพทีÉ 4-6 ดีเอน็เอของ ISR ของเชืÊอ A. baumannii และเชืÊอแบคทีเรียชนิดอืÉน ๆ ทีÉเพิÉมจาํนวนดว้ย

 วิธีพีซีอาร์ และแยกดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้าดว้ยอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต,์ lane M: VC 

 100 bp plus DNA ladder, 1, 2: A. baumannii ดืÊอยา สายพนัธุ ์Ab1 และไม่ดืÊอยา  

 สายพนัธุ ์Ab15, 3- 4: P. aeruginosa ดืÊอและไม่ดืÊอยา, 5-6: K. pneumaniae ดืÊอและ 

 ไม่ดืÊอยา, 7-8: E. coli ดืÊอและไม่ดืÊอยา, 9-10: MRSA, 11: S. aureus ไม่ดืÊอยา, 

 12: B. subilis และ 13: B. cereus 

 

ศึกษาวเิคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์และสร้างแผนภูมิต้นไม้ววิฒันาการ (phylogenetic 

tree) ISR ของ A. baumannii  

 จากขอ้มลูการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง A. baumannii สายพนัธุดื์Êอยาจาํนวน 10

ไอโซเลต และไม่ดืÊอยา 5 ไอโซเลต เมืÉอพิจารณาเปรียบเทียบจากผลการ alignment ของทัÊง 15  

ไอโซเลต แลว้นาํมาสร้างเป็นแผนภูมิตน้ไมส้ายววิฒันาการ (phylogenetic tree) พบว่าทัÊง 15  

ไอโซเลต สามารถแยกออกจากกนัเป็น 2 กลุ่ม (ภาพทีÉ 4-7 และ ภาพทีÉ 4-8 ตามลาํดบั) และมี 

ความเหมือนกบั A. baumannii ในฐานขอ้มลู GenBank มากกว่า 98 เปอร์เซ็นต ์จากนัÊนมาวิเคราะห์

เปรียบเทียบความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ระหว่างสายพนัธุด์ว้ยการ alignment 

(ภาพทีÉ 4-9) เปรียบเทียบกบัเชืÊอ A. baumannii สายพนัธุม์าตรฐานต่าง ๆ (ตารางทีÉ 4-1) พบว่า 
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ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR มีความคลา้ยคลึงกบั A. baumannii สายพนัธุม์าตรฐาน A. baumannii 

ATCC 17978 พบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนเท่ากบั 98 เปอร์เซ็นต ์และมีความคลา้ยคลึงกนักบั 

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ A. baumannii สายพนัธุม์าตรฐานอืÉนคือ A. baumannii 25001 

CMCC (B) และ A. baumannii 29108 CMCC (B) เท่ากบั 99 เปอร์เซ็นต ์และ 99 เปอร์เซ็นต ์

ตามลาํดบั  
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ภาพทีÉ 4-7 การเปรียบเทียบความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ระหว่างกลุ่ม  

 A. baumannii ดืÊอยา (Ab1-Ab10) และ กลุ่ม A. baumannii ไม่ดืÊอยา (Ab11-Ab15)  

 ดว้ยโปรแกรม ClustalW  
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ภาพทีÉ 4-8  แผนภูมิตน้ไมว้ิวฒันาการแสดงระยะห่างของสายววิฒันาการของลาํดบันิวคลีโอไทด์

 ของ A. baumannii ตวัอยา่ง จาํนวน 15 ไอโซเลต (Ab10-Ab15) ทีÉแยกไดจ้ากผูป่้วยใน

 โรงพยาบาลชลบุรี จงัหวดัชลบุรี ดว้ยโปรแกรม ClustalX และโปรแกรม MEGA6.0 

  

ตารางทีÉ 4-1  เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ  

   A. baumannii ทีÉแยกไดจ้ากโรงพยาบาลชลบุรีกบัแบคทีเรียสายพนัธุที์Éใกลชิ้ดจาก 

   ฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยโปรแกรม BLASTN (https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/) 

 

สายพนัธุ ์ Accession number % Similarity 

A. baumannii ATCC 17978 CP000521.1 98 

A. baumannii 25001 CMCC (B) DQ108593.1 99 

A. baumannii 29108 CMCC (B) DQ108594.1 99 
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36 
 

 

 

 
 

ภาพทีÉ 4-9  การวิเคราะห์เปรียบเทียบแตกต่างระหวา่งลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ  

 A. baumannii ดืÊอยา (Ab1) A. baumannii ไม่ดืÊอยา (Ab15) กบั A. baumannii  

 สายพนัธุม์าตรฐานจากฐานขอ้มลู GenBank (ไดแ้ก่ A. baumannii ATCC 17978  

 (AbATCC), A. baumannii 25001 CMCC (B) (Ab25001), A. baumannii 29108  

 CMCC (B) (Ab29108)) ดว้ยโปรแกรม ClustalW 
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 เมืÉอทาํการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของเชืÊอ A. baumannii ดืÊอยาและ 

ไม่ดืÊอยาทัÊง 15 ไอโซเลต กบักลุ่ม Acinetobacter spp. ไดแ้ก่ A. lwoffii BCRC 14855, A. johnsonii 

BCRC 14853, A. junii BCRC 14854, A. haematolyticus BCRC 14852, A. calcoaceticus LMG 

992, Acinetobacter baylyi 7.2 และ A. ursingii LMG 19575 พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR 

ทัÊงหมดทีÉนาํมาศึกษามีความคลา้ยคลึงกนัตัÊงแต่ 81-92 เปอร์เซ็นต ์(ตารางทีÉ 4-2) ร่วมกบัการ

เปรียบเทียบกบัเชืÊอแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteraceae ก่อโรคทีÉสาํคญัชนิดอืÉน ๆ ทีÉพบแยกไดจ้าก

ผูป่้วยในโรงพยาบาลชลบุรี และเป็นเชืÊอมีแนวโนม้ดืÊอยาสูง ไดแ้ก่ S. marcescens สายพนัธุ ์

Zhenjiang, Proteus vulgaris KCCM 11539, Proteus mirabilis ATCC 25933,  

Enterobacter cloacae KCCM 40044, K. pneumoniae subsp. Pneumonia KP14013, P. aeruginosa 

DPs-20 และ Salmonella enterica subsp. Entericaserovar Typhimurium 138736 (ตารางทีÉ 4-3 และ

ภาพทีÉ 4-10) พบว่าสามารถจาํแนก A. baumannii ออกจากเชืÊอในกลุ่ม Acinetobacter ชนิดอืÉน ๆ ได ้

ยกตวัอยา่ง เช่น A. calcoaceticus, A.baylyi, A. Johnsonii, A. lwoffii เป็นตน้และมีลาํดบั 

นิวคลีโอไทดข์อง ISR ทีÉมีความแตกต่างกนัทางววิฒันาการอยา่งชดัเจนกบักลุ่ม Enterobacteraceae 

จะเห็นไดว้่าการใชข้อ้มลูจากแผนภูมิตน้ไมส้ายวิวฒันาการรวมไปถึงผลการเปรียบเทียบความ

แตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR สามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ในการจาํแนกสายพนัธุ ์ 

A. baumannii ออกจากเชืÊอแบคทีเรียดืÊอยากลุ่มอืÉน ๆ และกลุ่ม Acinetobacter ทีÉมีความใกลชิ้ดกนั

ทางสายวิวฒันาการและยงัสามารถใชเ้ป็นขอ้มลูในการติดตามวิวฒันาการการกลายพนัธุข์อง  

A. baumannii ไปเป็นสายพนัธุที์ÉดืÊอยาในอนาคตได ้

 

ตารางทีÉ 4-2 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องบริเวณ ISR ของ  

  A. baumannii ทีÉแยกไดจ้ากโรงพยาบาลชลบุรีกบัแบคทีเรียกลุ่ม Acinetobacter spp. 

  จากฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยโปรแกรม BLASTN (https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/) 

 

สายพนัธุ ์ Accession number % Similarity 

A. lwoffii BCRC 14855 AY601835.1 88 

A. johnsonii BCRC 14853 AY601834.1 89 

A. junii BCRC 14854 AY601832.1 88 

A. haematolyticus BCRC 14852 AY601822.2 92 

A. calcoaceticus LMG 992 AY601831.2 81 
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ตารางทีÉ 4-2 (ต่อ) 
 
สายพนัธ์ุ Accession number % Similarity 

Acinetobacter baylyi 7.2 EF591586 85 

A. ursingii LMG 19575 AY601847.1 83 

 

ตารางทีÉ 4-3 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ  

  A. baumannii ทีÉแยกไดจ้ากโรงพยาบาลชลบุรีกบัแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteraceae  

  จากฐานขอ้มลู GenBank ดว้ยโปรแกรม BLASTN (https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/) 

 

สายพนัธุ ์ Accession number % Similarity 

Serratia marcescens strain   

     Zhenjiang 

 

EU008543.1 

 

76 

Proteus vulgaris KCCM 11539 FJ410396.1 90 

Enterobacter cloacae   

     KCCM:40044 

 

FJ410388.1 

 

77 

Proteus mirabilis ATCC 25933 

Klebsiella pneumoniae subsp.  

     pneumoniae KP14013 

AB547910.1 

 

KJ845720.1 

90 

 

75 

Pseudomonas aeruginosa  

     DPs-20 

 

JN247782.1 

 

91 

Salmonella enterica subsp.   

    enterica serovar Typhimurium  

     strain 138736 

 

 

CP007581.1 

 

 

88 
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ภาพทีÉ 4-10 แผนภูมิตน้ไมว้ิวฒันาการแสดงระยะห่างของสายววิฒันาการเพืÉอเปรียบเทียบ 

  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ A. baumannii จาํนวน 15 ตวัอยา่ง กบัเชืÊอในกลุ่ม  

  Acinetobacter spp. และกลุ่ม Enterobacteraceae ดว้ยโปรแกรม ClustalX และ  

  โปรแกรม MEGA6.0 
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บททีÉ 5 

อภิปรายและสรุปผล 

 

 การวจิยันีÊ ไดศึ้กษาเปรียบเทียบความแตกต่างของรูปแบบชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉเพิÉมปริมาณ

ไดข้อง ISR ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ เพืÉอจาํแนกเชืÊอ A. baumannii ดืÊอยาและไม่ดืÊอยาทีÉเพาะแยกไดจ้าก

สิÉงส่งตรวจ ออกจากเชืÊอแบคทีเรียดืÊอยาอืÉน ๆ และศึกษาความแปรผนัทางพนัธุกรรม รวมถึง

วิวฒันาการของ A. baumannii สายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยา โดยใชคู้่ไพรเมอร์ทีÉมีความจาํเพาะ  

(ISR 2F, ISR 10R) ทีÉไดจ้ากโพรบของเทคนิค DNA–DNA hybridization (Ko et al., 2008) ไดท้าํ

การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ A. baumannii ทุกไอโซเลตจาํนวน 15 ไอโซเลต 

พบว่าไดล้าํดบันิวคลีโอท ์1,230 bp จากการพยาการณ์จากเชืÊอสายพนัธุต์น้แบบ  

Acinetobacter baumannii strain XH386 (CP010779.1) ซึÉงใกลเ้คียงกบัผลของเจลอิเลก็โตรโฟเรซิส 

มากคือมีขนาดดีเอน็เอของ ISR ประมาณ 1200 bp (ภาพทีÉ 4-1) อยา่งไรก็ตามการใชล้าํดบั 

นิวคลีโอไทดข์อง ISR จาก A. baumannii ดืÊอยา 10 ไอโซเลต แต่ใชล้าํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR  

ไม่ดืÊอยาเพียง 5 ไอโซเลตมาทาํการเปรียบเทียบกนันัÊน สามารถใชเ้ปรียบเทียบความเหมือนหรือต่าง

ของ A. baumannii กลุ่มดืÊอยาและไม่ดืÊอยาไดโ้ดยพบว่า ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ทีÉเพิÉมจาํนวน

ไดเ้ป็นลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éอยูบ่นแผนทีÉยนีของ RNA operon (Gürtler & Stanisich, 1996) ซึÉง 

ไพรเมอร์คู่นีÊสามารถเพิÉมจาํนวนลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พืÉอครอบคลุมลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง  

RNA Operon ปรากฏในส่วนทีÉเป็นดีเอน็เอช่องว่างระหว่างยนี คือบริเวณ 16S rRNA บริเวณ ISR 

ไปจนถึง 23S rRNA (ภาพทีÉ 4-2) ซึÉงเป็นส่วนทีÉเป็นบริเวณทีÉมีความอนุรักษสู์งของแบคทีเรีย 

สามารถทีÉจะใชใ้นการจาํแนกเชืÊอ A. baumannii ในระดบัสปีชีส์ (Keum et al., 2006; Chen et al., 

2007) และในระดบัจีโนสปีชีส์ (genospecies) ทีÉมีความใกลชิ้ดทางสายวิวฒันาการกนั (Chang et al., 

2005; Reguero et al., 2012) มีขนาดเหมาะสมเพียงพอทีÉจะเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอของ ISR อืÉน ๆ 

ของแบคทีเรียทุกสายพนัธุที์Éบรรจุในฐานขอ้มลู GenBank (Janda & Abbott, 2007; Barry et al., 

1991; Magray et al., 2011) โดยไพรเมอร์คู่นีÊ พิสูจน์ใหเ้ห็นว่า ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ทีÉเพิÉม

จาํนวนไดเ้หมือนกนักบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ A. baumannii สายพนัธุม์าตรฐาน ไดแ้ก่ 

A. baumannii ATCC 17978 พบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนเท่ากบั 98 เปอร์เซ็นต ์และมีความ 

เหมือนกนักบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ISR ของ A. baumannii สายพนัธุม์าตรฐานอืÉนคือ  

A. baumannii 25001 CMCC (B) และ A. baumannii 29108 CMCC (B) เท่ากบั 99 เปอร์เซ็นต ์และ 

99 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 
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 การวจิยัไดท้าํการเปรียบเทียบดีเอน็เอของ ISR จากเชืÊอ A. baumannii ดว้ยพีซีอาร์ พบว่า

มีรูปแบบทีÉความแตกต่างจากเชืÊอแบคทีเรียดืÊอยาชนิดอืÉน ๆ มีเพียงเชืÊอ S. aureus และ MRSA  

ทีÉไม่แสดงแถบดีเอน็ของ ISR เนืÉองจากไพรเมอร์ทีÉใชไ้ม่มีความจาํเพาะต่อเชืÊอทัÊงสอง (Gürtler & 

Barrie, 1995) เมืÉอนาํมาชิÊนดีเอน็เอของ ISR ทีÉไดจ้ากการแยกดีเอน็เอดว้ยเจลอิเลก็โตรโฟเรซิสมา

วิเคราะห์ร่วมกบัการเปรียบเทียบความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA alignment) และสร้าง

แผนภูมิตน้ไมส้ายววิฒันาการ ผลการวิเคราะห์ A. baumannii ทัÊง 15 ไอโซเลต พบว่าลาํดบั 

นิวคลีโอไทดข์อง ISR สามารถแยก A. baumannii ออกเป็น 2 กลุ่ม จากขอ้มลูดงักล่าวทาํใหท้ราบว่า

มี 2 ไอโซเลตของกลุ่มไม่ดืÊอยาทีÉเขา้ไปอยูใ่นกลุ่มดืÊอยาซึÉงคาดการณ์ไดว้่าสายพนัธุไ์ม่ดืÊอยาจาํนวน 

2 ไอโซเลต (Ab12 และ Ab14) ซึÉงเมืÉอพิจารณาจากผลการทาํ DNA alignment จะเห็นว่าลาํดบั 

นิวคลีโอไทดข์องเชืÊอทัÊงสองไอโซเลต มีความเหมือนกบัไอโซเลตในกลุ่มดืÊอยา และเมืÉอพิจารณา

จากแบบแผนการดืÊอยาพบวา่มีการดืÊอยากลุ่ม Carbapenem, Aminoglycoside และกลุ่ม 

Cephalosporin ซึÉงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Liu et al. (2014) ทาํใหใ้ชเ้ป็นขอ้มลูติดตามการเกิด

การแปรผนัของสายวิวฒันาการและก่อใหเ้กิดการดืÊอยาของสองไอโซเลตนีÊ ในอนาคต  

 ดงันัÊนงานวิจยันีÊ จึงสามารถตรวจสอบแยกสปีชีส์ของ A. baumannii ดว้ยวิธีทีÉสะดวกและ

รวดเร็ว มีความแม่นยาํสูง สามารถพยากรณ์การเกิดการแปรผนัของสายวิวฒันาการ และก่อใหเ้กิด

การดืÊอยาของเชืÊอ A. baumannii ในอนาคต (Chen et al., 2007) ซึÉงสามารถทาํการศึกษาเพิÉมเติมโดย

การออกแบบคู่ไพรเมอร์ เช่น ยนี recA ทีÉมีความจาํเพาะต่อยนีดืÊอยาเพืÉอใชใ้นการจาํแนกใหช้ดัเจน

ยิ ÉงขึÊน 

 จากการทดลองเปรียบเทียบบริเวณดีเอน็เอของ ISR ของ A. baumannii กบัแบคทีเรียกลุ่ม

ดืÊอยาชนิดอืÉน เราพบว่าดีเอน็ ISR ของ A. baumannii  มีขนาดทีÉแตกต่างจากแบคทีเรียกลุ่มดืÊอยา

ชนิดอืÉนอยา่งชดัเจน ทาํใหส้ามารถจาํแนกและตรวจคดักรองเชืÊอ A. baumannii ไดดี้ รวดเร็วและมี

ความแม่นยาํ เทียบเท่าวิธีการทดสอบทางชีวเคมี สอดคลอ้งกบังานวจิยัทีÉใช ้ISR ในการจาํแนกเชืÊอ

กลุ่ม A. calcoaceticus–A. baumannii complex ทีÉใชว้ิธีการวิเคราะห์แบบ Sequence analysis ร่วมกบั

การยนืยนัผลดว้ยวิธีการทางชีวเคมี คือ API 20 NE (Chang et al., 2005) หรือการจาํแนกจากเชืÊอ

กลุ่มอืÉนๆ โดยใชเ้ทคนิค one–tube multiplex PCR และ automated ribotyping ดว้ยไพรเมอร์ทีÉ

ออกแบบมาจาํเพาะกบับริเวณยนี ISR และยนี recA พบว่าสามารถจาํแนกเชืÊอ A. baumannii และมี

รูปแบบชิÊนส่วนของดีเอน็เอทีÉแตกต่างจากแบคทีเรียกลุ่มอืÉนอยา่งชดัเจน (Chen et al., 2007) ขอ้ดี

ของการตรวจสอบแยกสปีชีส์ของ A. baumannii ดว้ย ISR เพียงอยา่งเดียวร่วมกบัเทคนิคพีซีอาร์ใน

การทดลองนีÊ มีความรวดเร็วกว่าการใชว้ิธี RFLP–PCR ซึÉงใชจ้าํแนก A. baumannii ทางคลินิกทีÉตอ้ง

มีการเลือกใชเ้อนไซมต์ดัจาํเพาะ (restriction enzyme) ทีÉเหมาะสม เพืÉอหารูปแบบทีÉจาํเพาะของ
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ชิÊนส่วนดีเอน็เอ (Hernandez et al., 2011) และการทดลองของ Ko et al. (2008) ทีÉทาํการศึกษาเพืÉอ

จาํแนกเชืÊอ A. calcoaceticus–A. baumannii complex ดว้ยวธีิ Oligonucleotide Array-Based 

Techniqueโดยมีการติดฉลาก Oligonucleotide probes บนบริเวณ ITS ของยนี 16S-23S rRNA และ

บริเวณอนุรักษข์องยนี 16S rRNA ควบคู่กนัซึÉงเป็นวิธีทีÉมีความละเอียดและแม่นยาํสูงมากแต่เป็น

เทคนิคทีÉตอ้งใชเ้ครืÉองมือทีÉทนัสมยั ตอ้งใชผู้ช้าํนาญการในการทดสอบและอ่านผลตลอดจนเสีย

ค่าใชจ่้ายสูงจึงทาํไม่เป็นทีÉนิยมในการนาํมาใชต้รวจโรคตามสถานพยาบาล (Bergogne-Bérézin & 

Towmer, 1996) 

 จะเห็นไดว้่า ขอ้ดีของวิธีการใชไ้พรเมอร์ ISR ทีÉจาํเพาะต่อ A. baumannii สามารถจาํแนก 

สปีชีส์ของ A. baumannii โดยทีÉไม่ตอ้งทาํการเพาะเชืÊอและสามารถเตรียมไดจ้ากแบคทีเรียจาก

ผูป่้วยโดยตรงและสามารถศึกษาความแปรผนัทางพนัธุกรรม รวมถึงวิวฒันาการของ A. baumannii 

สายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยา โดยใชคู้่ไพรเมอร์ทีÉมีความจาํเพาะ (ISR 2F, ISR 10R) เพียงคู่เดียว

ร่วมกบัการวิเคราะห์แผนภูมิตน้ไมส้ายววิฒันาการของ A. baumannii สายพนัธุดื์Êอยาและไม่ดืÊอยา 

สามารถทีÉจะคาดการณ์การแปรผนัของเชืÊอเพืÉอกลายเป็นเชืÊอดืÊอยาได ้อยา่งไรก็ตามยงัคงตอ้ง

ทาํการศึกษาเพิÉมเติมโดยการออกแบบคู่ไพรเมอร์กบับริเวณลาํดบัเบสทีÉมีความผนัแปรสูงและ 

บ่งบอกบริเวณทีÉดืÊอยาหรือใชย้นีดืÊอยาในการเปรียบเทียบเพิÉมเติม เพืÉอใหไ้ดไ้พรเมอร์ทีÉมี

ความจาํเพาะต่อยนีดืÊอยา เช่น ยนี recA ร่วมกบับริเวณ ITS (Chen et al., 2007) บริเวณ ITS ร่วมกบั 

ยนี rpoB ร่วมกบัการจาํแนกเชืÊอดืÊอยาโดยพิจารณาบริเวณ quinolone resistance-determining region 

(QRDR) ทีÉจะดืÊอยาในกลุ่ม β-lactams (Reguero et al., 2012) เพืÉอใชใ้นการจาํแนกสายพนัธุดื์Êอยา

และไม่ดืÊอยาของเชืÊอ A. baumannii ใหมี้ความชดัเจนยิ ÉงขึÊน ส่วนการประยกุตใ์ชไ้พรเมอร์คู่นีÊ  (ISR 

2F, ISR 10R) ร่วมกบัการวิเคราะห์ดว้ย แผนภูมิตน้ไมส้ายวิวฒันาการ สามารถประเมินการแปรผนั

ของเชืÊอ A. baumannii ในการกลายพนัธุดื์Êอยาก่อนทาํใหท้ราบผลตรวจสอบความไวต่อยา

(Antibiogram) ของเชืÊอ A. baumannii ซึÉงอาจจะช่วยลดระยะเวลาในรอผลตรวจสอบความไวต่อยา

ของเชืÊอ A. baumannii ก่อนทาํการรักษา หรือช่วยใหแ้พทยส์ามารถตดัสินใจวางแผนการรักษาโรค

ทีÉติดเชืÊอ A. baumannii ทีÉไวต่อการดืÊอยาล่วงหนา้เพืÉอลดอตัราการเสียชีวติของผูป่้วยวิกฤตในหอ้ง 

ICU นอกจากนีÊการใช ้ISR ทีÉจาํเพาะต่อ A. baumannii สามารถดูความใกลชิ้ดกนัทางสาย

วิวฒันาการของเชืÊอ A. baumannii ทีÉมีแนวโนม้จะดืÊอยากบัเชืÊอ A. baumannii ไม่ดืÊอยา เพืÉอใชศึ้กษา

อิทธิพลของ ISR ต่อการแปรผนัทางพนัธุกรรมเพืÉอปรับตวัในการดืÊอยาปฏิชีวนะในอนาคต 

เพืÉอศึกษากลไกการดืÊอยาของเชืÊอ A. baumannii ต่อไป นอกจากนีÊการใช ้ISR สามารถระบุ 

เชืÊอแบคทีเรียในระดบัสปีชีส์ ซึÉงเหมาะสมกว่าเมืÉอเทียบกบั 16S rRNA และ 23S rRNA เพราะ

สามารถแยกเชืÊอในระดบัจีนสัเท่านัÊน (Chang et al., 2005) และการใช ้ISR ทีÉจาํเพาะต่อ  
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A. baumannii สามารถนาํไปวิเคราะห์ผลโดย DNA sequencing ซึÉงทาํไดร้วดเร็วและราคาไม่สูงมาก 

(Gürtler & Stanisich, 1996) ดงันัÊนจะเห็นไดว้่า การใช ้ISR เพืÉอการตรวจสอบจาํแนกสายพนัธุข์อง

เชืÊอ A. baumannii มีความจาํเพาะกบัเชืÊอในระดบัสปีชีส์ทาํใหส้ามารถจาํแนก A. baumannii ออก

จากกลุ่ม Acinetobacter spp. อืÉน ๆ และเชืÊอกลุ่มดืÊอยาและกลุ่มดืÊอยาไดอ้ยา่งรวดเร็ว สอดคลอ้งกบั

งานวิจยัของ Keum et al. (2006) ทีÉเลือกบริเวณยนี ISR มาออกแบบโพรบ (probes) ทีÉจาํเพาะต่อเชืÊอ  

A. baumannii และ P. aeruginosa เพืÉอทาํการจาํแนกเชืÊอทัÊงสองนีÊออกจากเชืÊอดืÊอยาอืÉนใน

โรงพยาบาลจาํนวน 24 สายพนัธุ ์พบว่าโพรบทีÉออกแบบจากบริเวณยนี ISR มีประสิทธิภาพในการ

จาํแนกเชืÊอ A. baumannii และ P. aeruginosa ซึÉงเป็นเชืÊอทีÉมีความสาํคญัทีÉดืÊอยาและก่อโรคใน

โรงพยาบาลทีÉเป็นปัญหาสาธารณสุขทีÉสาํคญั 

 ดงันัÊนจะเห็นไดว้่า การใช ้ISR เพืÉอการตรวจสอบจาํแนกสายพนัธุข์องเชืÊอ A. baumannii 

มีความจาํเพาะกบัเชืÊอในระดบัสปีชีส์ทาํใหส้ามารถจาํแนก A. baumannii ออกจากกลุ่ม 

Acinetobacter spp. อืÉน ๆ และการออกแบบคู่ไพรเมอร์ทีÉจาํเพาะเชืÊอ A. baumannii กลุ่มดืÊอยา

เพิÉมเติมจะช่วยทาํใหก้ารตรวจวินิจฉยัเป็นไปไดอ้ยา่งรวดเร็ว เป็นประโยชน์กบัดา้นการแพทยแ์ละ

สาธารณสุข สามารถวินิจฉยัโรคทีÉเกิดจากการติดเชืÊอจากแบคทีเรียเพืÉอช่วยใหแ้พทยไ์ดต้ดัสินใจใน

การวางแผนการรักษาผูป่้วยทีÉติดเชืÊอ A. baumannii ในระยะเริÉมตน้ก่อนลุกลามและเป็นอนัตรายถึง

ชีวิต และยงัสามารถใชข้อ้มลูแผนภูมิตน้ไมส้ายวิวฒันาการเหล่านีÊ ไปใชป้ระโยชน์ในการติดตาม

วิวฒันาการการกลายเป็นสายพนัธุที์ÉดืÊอยา เพืÉอวางแผนป้องกนัและควบคุมการระบาดของเชืÊอต่อไป 
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1. การเตรียม Tris-Acetate (TAE) buffer 50 เท่า (50X) 

 Tris base    242  กรัม  

Glacial Acetic Acid   57.1  มิลลิลิตร  

0.5 โมลาร์ EDTA   100  มิลลิลิตร  

ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัÊนเติมนํÊ ากลั Éนจนถึงปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

 ปรับพีเอชใหไ้ด ้8.5 ดว้ย KOH 

 

2. การเตรียม Tris-Acetate (TAE) buffer 1 เท่า (1X) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

 Tris-Acetate (TAE) buffer 50 เท่า 20 มิลลิลิตรl 

 เติมนํÊ ากลั Éนจนถึงปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

 

3. 1 เปอร์เซ็นต ์อะกราโรสเจล  

อะกราโรส   0.3  กรัม  

 นํÊ ากลั Éน     30  มิลลิลิตร 

 

4. Tris EDTA buffer (TE) pH 8.0 10 เท่า  

1 M Tris-HCl, pH 8.  0 2  มิลลิลิตร  

 500 mM EDTA, pH 8.0  0.4  มิลลิลิตร  

 นํÊ ากลั Éน     197.6  มิลลิลิตร 

 

5. 0.5M Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (pH8)  

di-sodium ethylenediaminetetra-acetate.2H2O 186  กรัม  

นํÊ ากลั Éน      800  มิลลิลิตร  

 ผสมใหล้ะลาย แลว้ปรับ pH ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์(ประมาณ 20 กรัม) 
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6. Nutrient agar 

 Beef extract   3  กรัม 

 Peptone    5  กรัม 

 Agar     15 กรัม 

 นํÊ า      1 ลิตร 

 

7. Nutrient broth (NB) 

 Beef extract   3  กรัม 

 Peptone    3 กรัม 

 นํÊ า      1 ลิตร 
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