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บทคัดย่อ    

 งานวิจยันีไ้ด้ท าการจ าแนกเชือ้ Acinetobacter baumannii ที่ดือ้ยาหลายขนาน ด้วยยีนคล้าย MexA และ MexB 
ที่แยกได้จากผู้ ป่วย โดยเปรียบเทียบยีนนีก้บัเชือ้ฉวยโอกาสอื่น ด้วยวิธี PCR และยืนยนัสายพนัธุ์ด้วยยีนต าแหน่ง16S – 23S 
rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) ผลการวิจยันีแ้สดงให้เห็นวา่ สามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอที่คล้ายยนี MexA และ MexB  
จาก A. baumannii ซึ่งพบเฉพาะในเชือ้แบคทีเรีย  A. baumannii ที่ดือ้ยาหลายขนาน และจะไม่พบใน A. baumannii                        
ที่ไมด่ือ้ยา จากตวัอยา่งที่เก็บจากโรงพยาบาลระยองและโรงพยาบาลชลบรีุ ในระหวา่งเดือนมีนาคม ถึง ธนัวาคม ปี พ.ศ.2559 
ดงันัน้งานวิจยันีแ้สดงให้เห็นวา่มีการแพร่กระจายของยีนเหลา่นีท้ัง้ใน 2 จงัหวดั และยีนคล้าย Mex A และ MexB ที่ค้นพบนีม้ี
ขนาด 1,175 และ 2,300 คู่เบสตามล าดบั ผลการยืนยนัสายพนัธุ์ด้วย ISR พบว่าเชือ้ A. baumannii  รวมทัง้สายพนัธุ์ที่ดือ้ยา
และไม่ดือ้ยาปฏิชีวนะทัง้ 20 ตัวอย่าง แสดงแถบของ ISR ซึ่งมีขนาด 1,258 คู่เบส  ดังนัน้การวิเคราะห์ยีนดือ้ยาของ                      
A. baumannii ออกจากเชือ้ฉวยโอกาสอื่นๆ ด้วยวิธีพีซีอาร์นีส้ามารถน าไปใช้ศึกษารูปแบบการวิวฒันาการของเชือ้ดือ้ยา 
รวมถึงการศกึษาอบุตัิการณ์การระบาดเพื่อหาแนวทางการรักษาและการป้องกนัในอนาคต 
 

ค าส าคัญ :  Acinetobacter baumannii ; ยีนคล้าย MexA และ MexB ; 
                   16S – 23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) 
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Abstract 
 This research was aimed to identify MexA and MexB like gene in Acinetobacter baumannii from clinical 
isolates and compare it among some opportunistic bacteria.   The MexA and MexB gene was analyzed and 
compared by PCR and confirmed the difference of A. baumannii among other species by 16S - 23S rRNA Intergenic 
Spacer Region ( ISR) .   The results of research could amplify both the MexA and MexB like DNAs from multidrug-
resistant A.  baumannii of which was not found in nondrug- resistant A.  baumannii among all clinical isolates from 
Rayong Hospitals and Chonburi Hospital, collected during March to December 2016.   Thus, the research was 
revealed that these Mex A and MexB like genes dispread in the two provinces, and these genes contained PCR 
products of 1,175 and 2,300 base pairs, respectively.   Also, identification of A.  baumannii by using ISR primer 
could indicate that twenty isolates of both multidrug- resistant A.  baumannii and non multidrug- resistant A. 
baumannii contained 1 ,258  base pairs of ISR.   Thus, PCR could be applied to select out multidrug- resistant A. 
baumannii and discrete from other opportunistic bacteria.  This method also included to study evolution of resistant 
bacteria and incidence of outbreaks for treatment and prevention of A. baumannii infection in the future. 
 

Keywords : multidrug resistant ; Acinetobacter baumannii ; MexA and MexB like gene ; 
                   16S – 23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) 
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บทน า   
การระบาดของเชือ้ Acinetobacter baumannii นบัเป็นปัญหาส าคญัต่อการเลือกใช้ยาในการรักษาโรคติดเชือ้จาก

แบคทีเรียฉวยโอกาส (Opportunistic Infection) (Panapakdee, 2014) เชือ้กลุ่มนีม้ีอุบตัิการณ์การก่อโรคที่รุนแรง เพราะมี
ความสามารถในการดือ้ยาหลายขนานและกลไกก่อโรคหลายแบบ จึงเป็นสาเหตกุารตายของผู้ ป่วยในโรงพยาบาลอนัดบัต้น
ของหลายประเทศ เนื่องจากเชือ้นีเ้ป็นเชือ้ที่ดือ้ยาหลายขนาน  (Lee et al., 2017)  A. baumannii เป็นเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ 
มี รูปร่างแบบ coccobacilli ไม่เคลื่อนที่  (non-motility)  มีแคปซูล ไม่หมักน า้ตาล (non- fermenter) เ ชื อ้อยู่ใน family 
Moraxellaceae เมื่อย้อมสีแกรมอาจสบัสนกบัเชือ้ Neisseria spp. หรือ Moraxella spp. เชือ้ให้ผลบวกกบัปฏิกิริยาเอนไซม์
คาตาเลส (catalase) และให้ผลลบกบัปฏิกิริยาเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase) การเจริญเป็นแบบอาศยัออกซิเจนเท่านัน้ เชือ้นี ้
มักพบบ่อยที่สุดในหอผู้ ป่วยหนัก ( Intensive Care Unit, ICU; Intermediate Care Unit)  ก่อโรคปอดอักเสบที่ เ กิดใน
โรงพยาบาล (Hospital-Acquired Pneumonia) การติดเชือ้ในกระแสเลือด แผลผ่าตดั เยื่อบชุ่องท้องอกัเสบ เป็นต้น (Hurley, 
2016; Lee et al., 2017)   ดงันัน้ A. baumannii  จึงมีอนัตรายสงู หากไม่เฝ้าระวงัอย่างทนัท่วงที ก็จะมีอตัราการเสียชีวิตสงู  
ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2545-2558  พบรายงานแสดงความไวของเชือ้ A.baumannii ต่อยากลุ่ม beta- lactam/beta-lactamase 
inhibitors และยา imipenem ลดลงเร่ือยๆ (Anunnatsiri & Tonsawan, 2011; Pagdepanichkit, 2016) ส าหรับในประเทศไทย 
ตัง้แตปี่ พ.ศ.2550 ในประเทศไทย แสดงความไวของเชือ้ A. baumanni ตอ่ยา imipenem และ ampicillin/salbactam (ร้อยละ 
57 และ 58)  ลดลง ตามล าดับ ในขณะที่ความไวต่อยาในกลุ่ม broad-spectrum cephalosporins คือ ceftazidime และ 
cefipime (ร้อยละ 46 และ 45) ลดลงเช่นกัน (Anunnatsiri & Tonsawan, 2011) ท าให้มีความยากในการตดัสินใจเลือกใช้               
ยาปฏิชีวนะในการรักษาภาวะติดเชือ้ A. baumannii  ดงันัน้จากข้อมูลการระบาดของโรคติดเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ต่อยา
หลายขนานสงูขึน้ทุกปี  (Lee et al., 2014; Liu et al., 2018) จึงมีความจ าเป็นต้องเฝ้าระวงัการติดเชือ้เพิ่ม เพื่อป้องกันการ
แพร่กระจายของเชือ้จากบคุลากรทางการแพทย์หรือจากเคร่ืองมือแพทย์สูผู่้ ป่วยไปสูช่มุชน และหาแนวทางการรักษาตอ่ไป 
งานวิจัยนีจ้ึงสนใจที่จะศึกษากลไกการขบัยาออกจากเซลล์ชนิดหนึ่งคือ Resistance-nodulation-division (RND) (Ogawa               
et al., 2012; Li et al., 2015) คือโปรตีนขบัยาออกนอกเซลล์ ที่พบในเชือ้ P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae  ซึ่งเป็น
กลไกที่อนัตรายร้ายแรง เพราะท าให้เชือ้ฉวยโอกาสเกิดการดือ้ยาหลายขนานได้รวดเร็วที่สดุ ปัจจุบนัมีผู้วิจยัศึกษามากมาย
เก่ียวกบัยีนดือ้ยาที่ใช้กลไกในการขบัยาออกจากเซลล์ชนิด RND (Resistance-Nodulation-Division (RND) Family)  ซึ่งเป็น
ยีนที่สร้างโปรตีนที่สามารถขบัยาปฏิชีวนะและสารพิษออกนอกเซลล์แบคทีเรีย โดยอาศยัการขบัเคลือ่นโปรตอนเข้าเซลล์  และ
การขับยาและสารพิษออกนอกเซลล์แบคทีเรียโดยผ่านโปรตีน RND transporter ร่วมกับ Periplasmic Membrane Fusion 
Protein (MFP) และ Outer Membrane Factor (OMF) โดยสามารถขับยาและสารพิษออกนอกเซลล์โดยไม่ต้องใช้  ATP 
(Wieczorek et al., 2008; Yoon et al., 2013; Pagdepanichkit et al., 2016) โอเปอรอนที่ส าคญัชนิดหนึง่คือ MexA คือกลุม่
ยีนที่ก าหนดการสร้างโปรตีน RND ใน P. aeruginosa  ประกอบด้วยยีน  MexA ยีน MexB  ยีน OprM ก าหนดการสร้างโปรตีน
รวมกนัสามซบัยนูิตเพื่อสร้าง RND (Lister, Wolter & Hanson, 2009) และจากการค้นคว้าจากรูปแบบการดือ้ยาและการศกึษา
ยีนชดุ RND พบวา่รูปแบบการดือ้ยาของ  A. baumannii  ที่ศกึษาในครัง้นีม้ีความคล้ายกบัรูปแบบการดือ้ยาของ  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111912002107
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P. aeruginosa และ A. baumannii  เพราะดือ้ยากลุม่ Carbapenem Quinolone Beta-lactams, Beta-lactamase Inhibitor 
Macrolide แต่ไม่ดือ้ยา tigecycline (Blair & Piddock, 2009; Li et al., 2015) ซึ่งแตกต่างจากยีนกลุ่ม RND คือ AdeABC                  
ที่ค้นพบใน A. baumannii  ที่ดือ้ตอ่ยา Tigecycline , reserpine และ carbonyl cyanide (Yoon et al., 2013; Pagdepanichkit 
et al., 2016) งานวิจยันีจ้ะท าการศกึษาเบือ้งต้นในการหาอบุตักิารณ์ของการค้นหายีน RND ของ A. baumannii นอกเหนือจาก
ยีน AdeABC (Wieczorek et al., 2008) โดยการออกแบบคู่ไพรเมอร์ยีน MexA และ MexB  ให้จ าเพาะต่อยีนดือ้ยาของ                
A. baumannii จากฐานข้อมลูยีนของ  P. aeruginosa และแบคทีเรียอื่นๆ (Minagawa et al., 2012)  ร่วมกบัปัจจุบนันกัวิจยั         
ได้พฒันาเทคนิคพีซีอาร์ เพื่อใช้ระบสุายพนัธุ์ของเชือ้ A. baumannii อย่างรวดเร็วโดยใช้ เอ็นเอบริเวณยีน 16S – 23S rRNA 
Intergenic Spacer Region (ISR)  (Ko et al., 2008; Soo et al., 2013)  เพราะปัญหาการดือ้ยาหลายขนานนี ้ท าให้ต้อง
พฒันาวิธีตรวจเชือ้ที่แม่นย าและรวดเร็ว  เพราะในปัจจุบนัยงัไม่การตรวจสายพนัธุ์ควบคู่ไปกับการตรวจหายีนดือ้ยาหลาย
ขนาน เพื่อสะดวกในการวินิจฉัยเชือ้ และการให้การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะอย่างถกูต้อ และรวดเร็วในการวางแผนการรักษา
ก่อนที่เชือ้จะกลายพนัธุ์เป็นเชือ้ดือ้ยา 

ดงันัน้งานวิจัยนีจ้ึงมีวตัถุประสงค์ เพื่อศึกษาอุบตัิการณ์ของการพบยีนดือ้ยาชนิด RND ที่ใช้ในการขบัยาออกจาก
เซลล์ ในเชือ้ A. baumannii จากสิ่งส่งตรวจควบคู่กับการจ าแนกสายพันธุ์ โดยใช้ยีนคล้าย MexA และ MexB ร่วมกับการ
จ าแนกสายพนัธุ์ของ A. baumannii ด้วยดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S – 23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) โดยไม่ต้อง
ท าการเพาะเชือ้ เพียงเก็บตวัอยา่งจากสิง่สง่ตรวจและตรวจดีเอ็นเอจากผู้ ป่วยโดยตรง  

 
วิธีด าเนินการวิจัย   

เชื้อแบคทีเรีย 
A. baumannii  จ านวน 19 ไอโซเลต ซึ่งเป็นเชือ้ที่แยกได้จากตวัอย่างสิ่งส่งตรวจของผู้ ป่วยที่รักษาในโรงพยาบาล

ชลบุรี จังหวัดชลบุรี และโรงพยาบาลระยอง จังหวัดระยอง  ในช่วงเวลาตัง้แต่  เดือนมีนาคมถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559  
แบ่งเป็น A. baumannii สายพนัธุ์ดือ้ยา (multidrug resistance (MDR) 10 ไอโซเลต และ A. baumannii สายพนัธุ์ไม่ดือ้ยา 
non- multidrug resistance (non-MDR) จ านวน 9 ไอโซเลต และสายพนัธุ์มาตรฐาน คือ A. baumannii ATCC 17978  ระบุ
สายพันธุ์ ด้วยคุณสมบัติทางชีวเคมีจากห้องปฏิบัติการโรงพยาบาล และน าไปศึกษารูปแบบการดือ้ยาด้วยวิธี agar disk 
diffusion method (CLSL, 2017)  

เชือ้แบคทีเรียชนิดอื่นๆ  ได้แก่ K. pneumoniae ดือ้ยา 2 ไอโซเลต,  E. coli  ดือ้ยา 2  ไอโซเลต, P. aeruginosa                    
ดือ้ยา 2 ไอโซเลต ที่แยกได้จากตัวอย่างส่งตรวจของผู้ ป่วยที่รักษา ณ โรงพยาบาลชลบุรี จังหวัดชลบุรี  และ Methicillin-
resistant S. aureus (MRSA), P. aeruginosa สายพนัธุ์ไมด่ือ้ยา 2 ไอโซเลต โดยทัง้หมดอยูใ่นช่วงเวลาตัง้แตเ่ดือนมีนาคมถึง
เดือนธันวาคม พ.ศ. 2559 น ามายืนยนัสายพนัธุ์เบือ้งต้นด้วยคณุสมบตัิทางชีวเคมี  จากนัน้เลีย้งเชือ้ทัง้หมดใน NA (nutrient 
agar) แล้วบม่ที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ก่อนน าไปท าการทดสอบขัน้ตอ่ไป  

 
 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527409000939
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wieczorek%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19056528
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  การสกดั Chromosomal DNA  
 เลีย้งเชือ้แบคทีเรียในอาหาร  LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น า                
น า้เลีย้งเชือ้แบคทีเรีย  มาป่ันตกตะกอนเพื่อเก็บตะกอนเซลล์แบคทีเรีย  แล้วน าเซลล์แบคทีเรียมาสกดัดีเอ็นเอด้วยชดุสกดั GF-
1 BACTERIAL DNA EXTRACTION Kit (Vivantis, U.S.A)  มีขัน้ตอน คือ เติม buffer R1 100 ไมโครลิตร   จากนัน้เติม  
Lysozyme 10mg/ml  10 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 °C 20 นาที  เพื่อท าให้เซลล์แตกโดยการท าลายผนงัเซลล์ (cell wall 
lysis) จากนัน้เติม Proteinase  K 20 mg/ml 20 ไมโครลิตร  บ่มที่อุณหภูมิ 65 °C 20 นาที  และเติม RNase 20 mg/ml 10 
ไมโครลิตร บ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 °C 5 นาที  เพื่อท าลายโปรตีนและ RNA ตามล าดบั จากนัน้เติม BG buffer 2 volume บ่มที่
อณุหภมูิ 65 °C 10 นาที  เพื่อรักษาสภาพดีเอ็นเอ แล้วจึงตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย absolute ethanol 200 ไมโครลิตร   จากนัน้
จึงแยกดีเอ็นเอออกจากสิง่ปนเปือ้นท่ีเหลอื เช่น RNA โดยน าไปโหลด (load) ใสล่ง spin column ปริมาตร  650 ไมโครลติร และ
ล้างดีเอ็นเอให้สะอาด โดยป่ันเหวี่ยง 10000xg 1 นาที  2 ครัง้ ด้วย wash buffer จากนัน้จึงชะดีเอ็นเอออกมา ด้วย 
DNase /RNase- Free Distil led Water  100 ไมโครลิตร เก็บใน microtube ขนาด 1.5 ml ได้ดีเอ็นเอปริมาตรสุทธิ 
ประมาณ 2-3 ไมโครกรัม  เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

ไพรเมอร์ 
ออกแบบจากฐานข้อมลู GenBank ได้แก่ ไพรเมอร์ คูท่ี่ 1 คือ MexAF และ MexAR : คูท่ี่ 2 คือ MexBF และ MexBR 

ซึง่เป็นไพรเมอร์ ทัง้สองคู ่ออกแบบจากบริเวณอนรัุกษ์ของยีน (conserve sequence) MexA และ MexB ของ P. aeruginosa  
และกบับริเวณอนรัุกษ์ของยีนตา่งๆ ที่คล้ายกบัของ A. baumannii จากฐานข้อมลู GenBank  ออกแบบด้วยโปรแกรม Primer 
3 และ Primer-BLAST เมื่อได้ primer ทัง้ 2 คู่ (แสดงดงัตารางที่ 1) จึงน าไปเปรียบเทียบความเหมือน (% homology) กับ 
Reference strain คือ P. aeruginosa PAO1 (mexB MDR protein, NC002516.2) และ A. baumannii  ATCC 17978  และ 
สว่นไพรเมอร์ ISR (แสดงดงัตารางที่ 1) ท าการปรับปรุงจากโพรบของ Ko et al. (20008) เพื่อใช้ระบสุายพนัธุ์และแยกความ
แตกตา่งของ A. baumannii  กบัแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่นๆ 

 
        ตารางที่ 1  ไพรเมอร์ 3 คูท่ี่ใช้ในการวิเคราะห์หา A. baumannii ดือ้ยาหลายขนาน  
                     (สงัเคราะห์จากบริษัท  Biodesign, Thailand) 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ Sequence (5’-3’) ค่าTm %GC ข น า ด ข อ ง
ผลิตภัณฑ์ (คู่เบส) 
 

คูท่ี่ 1 MexAF  CAG CAG CTC TAC CAG ATC GAC 58.73 55 
1,175 

คูท่ี่ 1 MexAR  TTC GGT AAC CAG CCA CTT GT 58.72 50 
คูท่ี่ 2 MexBF  AGG TCC AGG TGC AGA ACA AG 58.73 55 2,300  
คูท่ี่ 2 MexBR  GGA ATC GAC CAG CTT TCG TA 58.72 50 
คูท่ี่ 3 ISR 2F     TTG TAC ACA CCG CCC GTC 59.95 61 1,258 
คูท่ี่ 3 ISR 10R    TTC GCC TTT CCC TCA CGG TA 63.57 55 
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การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน MexA  MexB และ 16S-23S rRNA Intergenic Spacer Region (ISR) โดยวิธี 
polymerase chain reaction (PCR)  
 ยีน MexA  และ MexB : ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ของยีน MexA  และ MexB โดยใช้คูไ่พรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ 
2 คู ่ได้แก่ ยีน MexA  ใช้ forward primer MexAF และ reverse primer MexAR และ ยีน MexB   ใช้ forward primer  MexBF  
และ reverse primer  MexBR  (สงัเคราะห์จากบริษัท Biodesign, Thailand แสดงดงัตารางที่ 1)  ในปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 
23 µ l ประกอบด้วย  10X buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM MgCl2, 30 µM MexB primer, 5 unit Taq DNA polymerase 
(Immolase DNA polymerase 5U/ul, Bioline), nuclease water และ 5 µl template ดีเอ็นเอ  และใช้, Negative control คือ 
Mastermix ที่เติมน า้กลัน่แทน DNA, Positive control (PC) คือ Mastermix ที่เติม DNA ของเชือ้ P. aeruginosa ดือ้ยาเป็นชดุ
เปรียบเทียบ แล้วเพิ่มปริมาณ MexA ดีเอ็นเอ และ MexB ดีเอ็นเอ ด้วยเคร่ือง PCR (My cycler, BIORAD,USA) โดยมีขัน้ตอน
ดงันี ้(1) Initial Denaturation ที่ 95 °C เป็นเวลา 3 นาที (2) PCR cycle ประกอบด้วย Denature ที่อณุหภมูิ 95 °C เป็นเวลา 
45 วินาที Annealing ที่อณุหภมูิ 55 °C เป็นเวลา 45 วินาที Extension ที่อณุหภมูิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที ตามล าดบั จ านวน 
35 รอบ และ(3) Final Extension ที่อณุหภมูิ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที จากนัน้วิเคราะห์ชิน้สว่นของ ดีเอ็นเอ ด้วย 2% agarose 
gel electrophoresis ด้วยเคร่ือง Gel documentation machine, ECX-20-M (Viber lourmat, France)  และตัดเจลออกมา                
ท าให้บริสทุธ์ิ และน าไปท า sequencing โดยบริษัท Bio Basic  Inc .  (Markham, Canada) เพื่อเปรียบเทียบความเหมือน 
(%homology) ด้วยโปรแกรม BLASTN (https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/ และ bioedit)  

ISR : ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของบริเวณ ISR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่สามารถจับบริเวณ ISR ซึ่งเป็นบริเวณที่อยู่
ระหว่างยีน 16S rRNA กับ 23S rRNA (คู่ไพรเมอร์ ISR 2F และ ISR 10R) (Ko et al., 2008) แสดงในตารางที่ 1 ในปฏิกิริยา 
PCR ป ริมาตร  23 µ l ประกอบด้วย  10X buffer, 10 mM dNTPs, 25 mM MgCl2, 30 µM ISR primer, 5 unit Taq DNA 
polymerase (Immolase DNA polymerase 5U/ul, Bioline), nuclease water และ 5 µl template ดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณ ISR 
ดีเอ็นเอ ด้วยเคร่ือง  PCR machine (My cycler, BIORAD,USA)   โดยมีขัน้ตอนดังนี  ้(1)  Initial Denaturation ที่  95 °C                 
เป็นเวลา 3 นาที (2) PCR cycle ประกอบด้วย Denature ที่อณุหภมูิ 95 °C เป็นเวลา 45 วินาที Annealing ที่อณุหภมูิ 55 °C 
เป็นเวลา 45 วินาที Extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที ตามล าดับ จ านวน 35 รอบ และ(3) Final Extension               
ที่อณุหภมูิ 72 °C เป็นเวลา 7 นาที จากนัน้วิเคราะห์ชิน้สว่นของ ดีเอ็นเอ ด้วย 2% agarose gel electrophoresis และวิเคราะห์
ผลเช่นเดียวกบัวิเคราะห์ดีเอ็นเอของ MexA  และ MexB 

 
ผลการวิจัย   

การศกึษารูปแบบการดือ้ยาของเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ยา และไมด่ือ้ยาจากสิง่ตวัอยา่งที่แยกได้จากผู้ ป่วยในแผนก 
ICU unit ของโรงพยาบาลชลบรีุ จงัหวดัชลบรีุและโรงพยาบาลระยอง จงัหวดัระยอง จะใช้หลกัการจ าแนกเชือ้ MDR โดยพบ
คุณสมบตัิการดือ้ยาอย่างน้อย 3 กลุ่มจากกลุ่มยา 5 กลุ่ม ได้แก่ ดือ้ยายาตวัใดตวัหนึ่งในกลุ่ม Aminoglycisides, ยาตวัใด               

ตัวหนึ่งในกลุ่มยา β-lactam, ยาตัวใดตวัหนึ่งในกลุ่มยา Quinolone, ยาตัวใดตัวหนึ่งในกลุ่มยา Polymyxin, หรือยาตวัใด             
ตวัหนึง่ในกลุม่ยา  Carbapenem ผลการวิจยัจากตวัอยา่งเชือ้ A. baumannii   

https://blastn.ncbi.nim.nih.gov/%20และ
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ที่สุ่มเก็บในช่วงปี พ.ศ. 2559 จ านวน 19 สายพนัธุ์  พบว่า A. baumannii เป็นเชือ้ไม่ดือ้ยา 10 สายพนัธุ์  (รวมเชือ้                  
A. baumannii ATCC 17978)   และเป็นเชือ้ดือ้ยาทัง้ 10 สายพนัธุ์นี ้มกัจะดือ้ยาในกลุม่ยา aminoglycosides มากที่สดุ  และ

ดือ้ยาบางกลุ่ม ได้แก่ β-lactams, carbapenem, quinolone ส่วน A. baumannii ที่ไม่ดือ้ยา ยังคงไวต่อยา colistin  และ 
gentamycin แสดงดงัตารางที่ 2  

 
      ตารางที ่2   ผลการทดสอบความไวของเชือ้ A. baumannii 20 สายพนัธุ์ตอ่ยาต้านจลุนิทรีย์ชนิดตา่งๆ  

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-R) R R R R R R R R R R R R 
Ab7 (MDR-R) R R R R R R R R R R R R 
Ab8 (MDR-R) R R R R R R R R S R R R 
Ab9 (MDR-R) R R R I R R R R R R R R 

Ab10 (MDR-R) R R R S R R R R S S R S 
Ab11* (non-MDR-C) S S R S S S R S S S S S 
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 
Ab16 (non-MDR-R) S S R S R S R R S R R S 
Ab17 (non-MDR-R) S S R S R S R R S R R S 
Ab18 (non-MDR-R) R S R S R S R R S R R S 
Ab19 (non-MDR-R) R S R S R S R R S R R S 
Ab20 (non-MDR-R) R S R S R S R R S R R S 

Ab:  Acinetobacter baumannii, Ab11*  A.  baumannii ATCC 17978, CRO:  ceftriaxone, CTX:  cefotaxime, CAZ:  ceftazidime, SCF: 
Cefoperazone/sulbactam, TZP: tazobactam/piperacillin, IPM: imipenem, MEM: meropenem, ETP: ertapenem , CL: colistin, CIP: ciprofloxacin, AK: 
amikacin, GEN:  gentamycin, เชือ้ไวต่อยา (S; susceptible), เ ชือ้ดือ้ปานกลาง ( I; intermediate resistance) และ เชือ้ดือ้ต่อยา (R; resistant), MDR-
C:Multidrug resistance Chonburi Hospital, non-MDR-C: non-Multidrug resistance Chonburi Hospital, MDR-R:Multidrug resistance Rayong Hospital, 
non-MDR-R:non-Multidrug resistance Rayong Hospital 
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ผลการตรวจหาอบุติัการณ์ และคดักรองเชื้อ A. baumannii ดว้ยยีนคลา้ย MexA 
สามารถยืนยนัผลการใช้ยีนคล้าย MexA เพื่อตรวจหาอบุตัิการณ์ และคดักรองเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ยา ออกจาก

กลุม่เชือ้ที่ไม่มียีนดือ้ยาจ านวน 10 ตวัอย่าง (A. baumannii  จากโรงพยาบาลชลบรีุและโรงพยาบาลระยอง จ านวนอยา่งละ 5 
ตวัอย่าง)  โดยแสดงผลการวิเคราะห์ ในภาพที่ 1A lane 1-10  พบแถบดีเอ็นเอของยีนคล้าย MexA จากเชือ้ A. baumannii                
ที่ดือ้ยา ซึ่งมีขนาด 1,175 คู่เบส  และแถบดีเอ็นเอไม่จ าเพาะขนาด 419 คู่เบส (ตรวจพบยีน MexA ทัง้ 10 ไอโซเลท จากเชือ้            
A. baumannii 10 ไอโซเลท คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์) และไมพ่บยีนคล้าย MexA ในเชือ้ A. baumannii ที่ไมด่ือ้ยา (ภาพท่ี 1 B 
lane 1-10)  และงานวิจยันีย้งัพบการกระจายตวัของยีน MexA ในสิง่สง่ตรวจ ในเขตจงัหวดัชลบรีุและระยอง และเมื่อน า PCR  

 

      
(A)                                                                            (B) 

ภาพที ่1  เปรียบเทียบ MexA PCR product ของเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ยาจากโรงพยาบาลสองแหง่ จ านวน 10 ไอโซเลท    
(ภาพท่ี  1A) เชือ้จากโรงพยาบาลชลบรีุ ( เลนส์ที่ 1-5) และเชือ้จากโรงพยาบาลระยอง (เลนส์ที่ 6-10) พบแถบ  

               1,175 และ 419 คูเ่บส  และเปรียบเทียบกบัแถบ MexA DNA ของเชือ้ที่ไมด่ือ้ยา จ านวน 10 ไอโซเลท (ภาพท่ี  1B)  
A. baumannii  ATCC 17978 (เลนส์ที่ 1 )  และ A. baumannii ทีไ่มด่ือ้ยา จ านวน 9 ไอโซเลท จากโรงพยาบาล  
ชลบรีุ (เลนส์ที่ 2-5) และโรงพยาบาลระยอง (6B-10B)  ซึง่ไมพ่บแถบดีเอ็นเอ เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธีPCR และแยก               
ดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ด้วยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์, lane M: 100 bp DNA ladder (Invitrogen)  
(ไมไ่ด้แสดง control PC และ NC) 
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ภาพที ่2  MexA PCR product ของเชือ้อื่นๆที่ดือ้ยา วเิคราะห์ด้วยวิธี PCR lane M: 100 bp  DNA ladder   (Invitrogen), 
               หมายเลข 1-2 เชือ้ K. pneumoniae, หมายเลข 3-4 เชือ้ P. aeruginosa, หมายเลข 5-6 เชือ้ E. coli พบแถบ 1,175   
               และ 419 คูเ่บส ของยนี MexA ของเชือ้ดือ้ยาทัง้ 6 ไอโซเลต 

 
product ไปยืนยนัผลด้วยการ sequencing  พบวา่ PCR product  ขนาด 1,175 คูเ่บส  มีความคล้ายคลงึและใกล้ชิดมากที่สดุ
กับยีนดื อ้ยา กลุ่ม  resistance-nodulation division (RND)  ของ  A.  baumannii MDR-ZJ06 CP001937.1 และของ A. 
baumannii 1656-2 strain 29108 (CP001921.1)  มี% homology เท่ากันคือ  99%   และเมื่อศึกษาความจ าเพาะของ               
ไพรเมอร์ของยีนคล้าย MexA เพื่อใช้แยกเชือ้ A. baumannii ดือ้ยาหลายขนาน ออกจากเชือ้แบคทีเรียในกลุม่อื่น ๆ  ซึ่งแสดง
ดงัภาพที่ 2 lane 1-10  พบว่าเชือ้กลุม่อื่นที่ดือ้ยาหลายขนานก็ตรวจพบยีนคล้าย MexA  ได้แก่ E. coli, K. pneumoniae และ 
P. aeruginosa   เช่นเดียวกนั  (พบดีเอ็นเอขนาด 1,175 คูเ่บส และขนาด 419 คูเ่บส)  
 

ผลการตรวจหาอบุติัการณ์ และคดักรองเชื้อ A. baumannii ดว้ยยีนคลา้ย MexB 
 สามารถตรวจพบยีนคล้าย MexB  ขนาด  2,300 คูเ่บส เฉพาะในเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ยาหลายขนาน  (ภาพท่ี 3A  

lane 1-10) และไม่พบยีนคล้าย MexB ในกลุ่มเชือ้ A. baumannii ที่ไม่ดือ้ยา (ภาพที่ 3B  lane 1-10)  และเมื่อน า PCR 
product ไปไปหาล าดบัเบส เพื่อเปรียบเทียบกับล าดบัเบสของยีนคล้าย MexB  พบว่าเหมือนกบัยีนของเชือ้ A. baumannii 
strain A85 plasmid pA85-3 clone GC1 AbaR4 resistance island (NC_002516.2)  100%   และมีล าดับเบสที่คล้ายกับ
ล าดับเบสของ  A. baumannii strain ABO30 (NZ_CP009257.1)  95% และคล้ายกับ A. baumannii strain A85 ที่ดือ้ยา 
(KC118540.6) 85% ตามล าดบั  
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347591739?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KRTC5KX7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/322506180?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=KRTC5KX7016
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                              (A เชือ้ดือ้ยา)                                       (B เชือ้ไม่ดือ้ยา) 
 
ภาพที่ 3  เปรียบเทียบผล PCR product ของยีน MexB DNA ของเชือ้ A. baumannii ดือ้ยาและไมด่ือ้ยา จ านวนอยา่งละ 10    
               ไอโซเลท ภาพท่ี 3A    เชือ้จากโรงพยาบาลชลบรีุ lane 1-5 และ lane 6-10 จากโรงพยาบาลระยอง แยกดีเอ็นเอด้วย 
               กระแสไฟฟ้าโดยใช้ด้วยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ (A) lane M: VC 100bp plus DNA ladder (Vivantis), หมายเลข  
               1-10A พบแถบ 2,300 bp ของยีน MexB ของ A. baumannii ดือ้ยาทัง้ 10 ไอโซเลท, ภาพท่ี 3B lane M: VC 100bp 
               plus DNA ladder (Vivantis), lane 1 A. baumannii ATCC 17978  และ lane 2-10 คือ A. baumannii ทีไ่มด่ือ้ยา 
               ทัง้ 9 ไอโซเลท (ไมพ่บแถบ 2,300 bp ของยีน MexB), Negative control (NC) คือ Mastermix ที่เตมิน า้กลัน่แทน  
               DNA, Positive control (PC) คือ Mastermix ที่เตมิ DNA ของเชือ้ P. aeruginosa ดือ้ยา)  
 

เมื่อศึกษาความจ าเพาะของไพรเมอร์ของยีนคล้าย MexB  โดยเปรียบเทียบกับแบคทีเรียแกรมลบดื อ้ยา                 
สายพันธุ์ ต่างๆ ผลการตรวจแสดงให้เห็นว่ามีการพบยีนคล้าย  MexB  ชนิดนี เ้ข่นดียวกันในเ ชือ้ P.  aeruginosa,                                 
K. pneunoniae, E. coli แต่ไม่พบยีนคล้าย MexB  ในเชือ้กลุ่มอื่นๆ ได้แก่  MRSA และ  P. aeruginosa ที่ไม่ดือ้ยา แสดง                 
ดงั ภาพท่ี 4 
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(A) (B) 

 

ภาพที่ 4   ผลการส ารวจหายีน MexB  DNA จากเชือ้แบคทีเรียฉวยโอกาสดือ้ยาและไมด่ือ้ยาจากโรงพยาบาลสองแหง่ 
                คือ  โรงพยาบาลชลบรีุ (A) และโรงพยาบาลระยอง (B) แยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ด้วยอะกาโรสเจล  
                2 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4A) lane M: VC 100 bp plus DNA ladder (Vivantis), หมายเลข 1-2 คือเชือ้    
             K. pneumoniae, หมายเลข 3-4 เชือ้ P. aeruginosa, หมายเลข 5-6 เชือ้ E. coli  ทัง้หมดพบแถบ 2,300 bp  
                ของยีน MexB DNA ของเชือ้ดือ้ยาทัง้ 6 ไอโซเลต, lane R: Master mix ที่เตมิน า้กลัน่แทน DNA template,  
                (ภาพท่ี 4B)  lane M:100bp DNA ladder (Invitrogen), หมายเลข 1-3 เชือ้ Methicillin-resistant  
                Staphylococcus aureus (MRSA) ไมพ่บแถบ 2,300 bp ของยีน MexB DNA, หมายเลข 4-6 เชือ้  
              P. aeruginosa พบแถบ 2,300 คูเ่บส ของยีน MexB DNA ของเชือ้ดือ้ยาทัง้ 3 ไอโซเลต, lane R : 
              Master mix ที่เตมิน า้กลัน่แทน DNA template , Negative control (NC) คือ Mastermix ที่เติมน า้กลัน่ 
                 แทน DNA, Positive control (PC) คือ Mastermix ที่เติม DNA ของเชือ้ P. aeruginosa ดือ้ยา)     
 
 ผลการตรวจวิเคราะห์เพือ่จ าแนกสายพนัธุ์ดว้ยล าดบัเบสระหว่าง 16-23s rRNA (ISR)  

 A. baumannii  รวมทัง้สายพันธุ์ที่ดือ้ยาและไม่ดือ้ยาปฏิชีวนะทัง้ 20 ตัวอย่าง แสดงแถบของ ISR ซึ่งมีขนาด  
1,258 คู่เบส โดยตรวจพบทัง้ในเชือ้  A. baumannii  ที่แยกได้จากโรงพยาบาลชลบุรีและโรงพยาบาลระยองตามล าดับ                 
(ดังภาพที่  5A และ 5B)  และ ISR สามารถใช้ระบุสายพันธุ์ ของเชือ้ A.  baumannii  เพื่อคัดแยกออกจากเชือ้กลุ่ม 
Enterobacteraceae  เช่น  K. pneumoniae , P. aeruginosa และ  MRSA (ภาพที่ 6) ซึ่งจะไม่พบแถบขนาด 1,258 คู่เบส  
และเมื่อน าแถบ PCR product ของ ISR ไป ยืนยนัผลโดยการหาล าดบัเบส และเปรียบเทียบกบั A. baumannii ATCC 17978 
(CP000521.1) มีความคล้ายกันเท่ากับ 96%  และเทียบกับ A. baumannii strain 29108 DQ108594.1 มีความคล้ายกัน
เทา่กบั 99%            

                      

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126385999?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=KJAG5CYJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/72528396?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=KJAG5CYJ01R
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         (A)                                                     (B) 

ภาพที่ 5  เปรียบเทียบ ISR PCR product ของเชือ้ A. baumannii ดือ้ยา (หมายเลข 1-5 A และ1-5 B ที่ได้จากโรงพยาบาล   
               ชลบรีุ และไมด่ือ้ยา (หมายเลข 6-10 A และ6-10 B ที่ได้จากโรงพยาบาลระยอง ซึง่ทัง้หมดเก็บตวัอยา่งระหวา่ง  
               มีนาคมถงึเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2559 วเิคราะห์ด้วยวิธี PCR แยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ด้วยอะกาโรสเจล  
               2 เปอร์เซ็นต์ (A) lane M:100bp DNA ladder (Invitrogen), หมายเลข 1-10 พบแถบ 1,258 คูเ่บส ของยีน ISR  
               DNA ของ  A. baumannii ดือ้ยาและไมด่ือ้ยาทัง้ 10 ไอโซเลต, (B) lane M:100 bp DNA ladder (Invitrogen), 

หมายเลข 11-20 พบแถบ 1,258 bp ของยีน ISR DNA ของ A. baumannii ดือ้ยาและไมด่ือ้ยาทัง้ 10 ไอโซเลต 

 

                                     
  
ภาพที่ 6  เปรียบเทียบ ISR PCR product ของเชือ้อื่นๆทีด่ือ้ยา (หมายเลข   1-6)  จากโรงพยาบาลชลบรีุและโรงพยาบาล   
               ระยอง (หมายเลข 7-10)  แยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ด้วยอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ lane M:100 bp DNA  
               ladder (Invitrogen), หมายเลข 1-2 เชือ้ K. pneumoniae, หมายเลข 3-4 เชือ้   P. aeruginosa, หมายเลข 5-6  
               เชือ้ E. coli, หมายเลข 7-8 เชือ้ Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), หมายเลข 9-10 เชือ้  
            P. aeruginosa ไมพ่บแถบ 1,258 คูเ่บสของยีน ISR  ของเชือ้ดือ้ยาทัง้ 10 ไอโซเลต  (Positive control:MDR  
            A. baumannii) 
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วิจารณ์ผลการวิจัย   
 ผลการวิจยัจากการวิเคราะห์รูปแบบของการดือ้ยาด้วย antibiogram แสดงให้เห็นว่าเชือ้ A. baumannii ที่สุม่ตรวจ 
และแยกเชือ้ได้จากสิง่สง่ตรวจจากโรงพยาบาลชลบรีุ และโรงพยาบาลระยอง เป็นเชือ้ดือ้ยาหลายขนานที่ดือ้ยาในเกือบทกุชนดิ
ที่ใช้รักษา ได้แก่กลุ่มยา betaLlactams, carbapenem, aminoglycosides, quinolone และดือ้ต่อยา meropenem (100% 
จาก 20 สายพนัธุ์)    และเชือ้ A. baumannii มีแนวโน้มจะดือ้ตอ่ยา colistin อยา่งไรก็ตามควรทดสอบ หาคา่ MIC ของ colistin  
ด้วยวิธี Broth dilution  susceptibility test เพื่อยืนยนัผลการวิจยัตอ่ไป  และถ้า A. baumannii บางสายพนัธุ์ดือ้ตอ่ยา colistin 
ก็จะสนบัสนุนรายงานวิจัยที่พบว่าเชือ้ A. baumannii  เร่ิมดือ้ต่อยากลุ่ม polymycin (colistin)  ที่เป็นยากลุ่มที่เหลืออยู่ที่ยงั
สามารถใช้รักษาการติดเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ยาหลายขนานในปัจจบุนั  (Puttilerpong et al., 2011; Lee et al., 2014; Liu 
et al., 2018) ดงันัน้ควรตระหนกัถึง เพื่อหาแนวทางในการรักษาโรคติดเชือ้ A. baumannii  ต่อไป เช่น การใช้ยา polymycin  
ร่วมกบั netropsin เพราะเป็นยากลุม่สดุท้ายที่ยงัคงใช้รักษาได้ผลดีในปัจจบุนั (Lee et al., 2017)   
 งานวิจยันีแ้สดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ 2 คู่คือ คู่ MexAF-MexAR  และ คู่ MexBF- MexBR นีส้ามารถน ามาใช้คดักรอง
เชือ้ A. baumannii  ที่ดือ้ยาหลายขนานได้ เพราะสามารถตรวจพบยีนคล้าย MexA ขนาด 1,175 คู่เบส และยีนคล้าย MexB 
ขนาด เอ 2,300 คูเ่บส ใน A. baumannii  ทีด่ือ้ยาหลายขนาน (ซึง่จะตรวจไมพ่บยีน MexA และ MexB  จากเชือ้ A. baumannii 
ที่ไม่ดือ้ยา 9 ไอโซเลท และเชือ้มาตรฐาน A. baumannii ATCC 17978 คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์) และสามารถตรวจพบการ
แพร่กระจายของยีนคล้าย MexA และ MexB  นี ้ในเชือ้ A. baumannii  ที่ดือ้ยาในสองเขตจงัหวดัคือชลบรีุและระยอง คิดเป็น 
100 เปอร์เซ็นต์  (ส ารวจจ านวน  A. baumannii ดือ้ยา 10 ไอโซเลท พบยีนคล้าย  MexA และ MexB 10 ไอโซเลท)  อย่างไรก็
ตามการส ารวจนีย้งัคงเป็นเพียงการศึกษาเร่ิมต้น เพราะใช้ตวัอย่างน้อยเพียง 19  ไอโซเลทเท่านัน้ การศึกษาอบุตัิการณ์ควร
เพิ่มจ านวนสิ่งตวัอย่างขนาดใหญ่ เพื่อให้การวิจยัน่าเช่ือถือ  และในการท า PCR นี ้ได้ส ารวจพบยีนคล้าย MexA และ MexB 
ในกลุ่มเชือ้ดือ้ยาสายพนัธุ์อื่นๆ (เพราะพบแถบดีเอ็นเอของ MexA  ขนาด1,175 คู่เบส และขนาด 419,  500, 1000, 1500                
คูเ่บส และใน MexB พบขนาด 600 คูเ่บส)  ซึง่อาจเป็นไปได้วา่เชือ้ดือ้ยาจากแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่นๆ ตา่งก็มียีนกลุม่ RND ที่มี
ความคล้ายคลงึกนักบั A. baumannii  ที่น ามาศกึษา   จึงต้องท าการพิสจูน์โดยการน าล าดบัเบสของแถบดีเอ็นเอที่ไมจ่ าเพาะ
เหลา่นี ้ (419,  500, 600 1000, 1500 คูเ่บส) ไปหาล าดบัเบส  และน าล าดบัเสไปเปรียบเทียบกบัยีนดือ้ยากลุม่ RND ชนิดอื่นๆ 
ในฐานข้อมูล GEnBank ต่อไป หรืออาจจะต้องปรับ condition ของ PCR ให้เหมาะสมต่อไป  อย่างไรก็ตามการพบแถบ             
ดีเอ็นเอของยีนคล้าย MexA และ MexB ที่ไม่จ าเพาะอาจจะแสดงถึงความผนัแปรของยีนดือ้ยาในเชือ้ A. baumannii  ดือ้ยา              
ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ   หรืออาจแสดงถึงประสิทธิภาพของไพรเมอร์คู่ MexAF- MexAR  และ  MexBF-MexBR ซึ่งยัง
ออกแบบไม่จ าเพาะ (แม้จะออกแบบมาจากบริเวณ conserve sequence  ของยีน กลุม่ RND และของ P. aeruginosa เป็น
ต้นแบบ) ท าให้พบแถบดีเอ็นเอที่เป็น  non- specific PCR product  ในแบคทีเรียดือ้ยาชนิดอื่นๆ ที่น ามาศึกษา  และจากการ
เปรียบเทียบล าดบัเบสของยีนคล้าย MexA  จากเชือ้ A. baumannii  ทีศ่กึษาในครัง้นี ้มีความคล้ายคลงึกบัยีนดือ้ยา  AdeABC 
ของ A. baumannii ที่ดือ้ต่อยากลุ่ม Tigecycline  (Lee et al., 2014; Pagdepanichkit et al., 2016) เป็นต้น และยีนคล้าย 
MexA ที่แยกได้นีเ้ป็นยีนที่สมัพนัธ์กับ AdeABC  ในสายวิวฒันาการ (% homology คือ 77%) (ไม่ได้แสดงผล phylogenic 
tree) 
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ผลการจ าแนกสายพนัธุ์ A. baumannii ด้วยไพรเมอร์ ISR ด้วยไพรเมอร์คู ่ISR 2F-ISR 10R แสดงให้เห็นวา่ ไพรเมอร์
ทัง้สองนีม้ีความแมน่ย า  เพราะสามารถใช้แยกเชือ้ A. baumannii  ออกจากเชือ้แกรมบวกและแกรมลบสายพนัธุ์อื่นๆ อาทิเช่น 
P. aeruginosa,  K. pneunoniae, E. coli ดือ้ยา และแยกออกจาก MRSA และ P. aeruginosa ที่ไม่ดือ้ยาและเมื่อน า PCR 
product ของ ISR ไปเปรียบเทียบกบั A. baumannii สายพนัธุ์มาตรฐานได้แก่ A. baumannii ATCC 17978, A. baumannii 
25001 CMCC (B) และ A. baumannii 29108 CMCC (B) พบ % homology อยู่ในช่วง  98-99 % และ ล าดบัเบสของ  PCR 
product  อยู่บนแผนที่ยีน rRNA Operon ของ A. baumannii   ระหว่างล าดบัเบสที่ 478-1391 คู่เบส (Gürtler & Stanisich, 
1996)  (ไม่ได้น าเสนอในงานวิจัยนี )้ จึงสามารถยืนยันสายพันธุ์ของเชือ้  A. baumannii ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจอย่างมี
ประสิทธิภาพ และรวดเร็วกว่าการเพาะเชือ้และใช้เทคนิคทางชีวเคมี  และคู่ไพรเมอร์ ISR นีท้ าให้ทราบขนาดของล าดบั                 
นิวคลโีอไทด์บริเวณนอกยีน rRNA มีขนาด 1,258 คูเ่บส  

ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงแสดงให้เห็นว่าสามารถพัฒนาเทคนิคตรวจจ าแนกสายพันธุ์ของ A. baumannii ที่เป็นกลุ่ม
แบคทีเรียดือ้ยา แยกออกจากแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่นๆที่ไม่ดือ้ยา ด้วยการใช้ไพรเมอร์ 3 คู่  ได้แก่ไพรเมอร์หายีนดือ้ยาที่คล้าย 
MexA และ ยีน MexB  และไพรเมอร์ ISR  แต่ยังคงเป็นงานวิจัยในขัน้ต้น  (pilot study) เพื่อให้การจ าแนกสายพันธุ์ของ                  
A. baumannii  มีความน่าเช่ือถือมากยิ่งขึน้ ควรเพิ่มตวัอย่างให้ขนาดใหญ่ขึน้ เช่น จ านวน 100-200 ตวัอย่าง การพฒันาการ
ตรวจด้วยวิธีนีอ้าจจะมีประโยชน์  เพื่อน าไปใช้จ าแนกและคัดกรองเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ยาหลายขนาน ออกจากเชือ้
แบคทีเรียฉวยโอกาสกลุ่มอื่นๆ ได้ เช่น กลุ่ม Enterobacteriaceae ซึ่งก็จะช่วยในการวินิจฉัยโรคติดเชือ้ A. baumannii                   
ได้อย่างรวดเร็ว และเพื่อท าการรักษาได้อย่างทนัท่วงที เพื่อลดอบุตัิการณ์การดือ้ยา  โดยไม่ต้องรอผลการใช้วิธีเพาะเชือ้และ              
วิ ธีทางชีวเคมี  หรือการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ  หรือสามารถน าไพรเมอร์ทัง้ 3 คู่นีม้าใช้ตรวจคัดกรองเชือ้                               
A. baumannii ดือ้ยา ควบคูก่บัการตรวจทางชีวเคมี  
 
สรุปผลการวิจัย   
 งานวิจัยนีส้ามารถจ าแนกเชือ้ A. baumannii ที่เป็นเชือ้แบคทีเรียที่ดือ้ยาหลายขนาน  เพื่อแยกออกจากแบคทีเรีย
สายพนัธุ์อื่นๆท่ีไมด่ือ้ยาด้วยการใช้เทคนิค  PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 2 คู ่คือ คู ่MexAF-MexAR  และ คู ่MexBF- MexBR เพื่อหา
ยีนคล้าย MexA และ ยีน MexB ควบคู่กับการจ าแนกสายพันธุ์  A. baumannii ด้วยไพรเมอร์ ISR  และพบอุบัติการณ์การ
แพร่กระจายของเชือ้นีใ้นจงัหวดัชลบรีุและระยอง ในเขตภาคตะวนัออกของประเทศไทย อยา่งไรก็ตามงานวิจยันีย้งัคงเป็นเพยีง 
การศกึษาเร่ิมต้น  
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 ขอขอบคณุโรงพยาบาลชลบรีุ จงัหวดัชลบรีุ และโรงพยาบาลระยอง จงัหวดัระยอง และภาควิชาจุลชีววิทยาที่ให้
ความอนุเคราะห์เชือ้แบคทีเรียที่น ามาใช้ในงานวิจัย และขอขอบคุณภาควิชาชีววิทยา  และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ 6 
จงัหวดัชลบรีุ  ที่ให้ความอนเุคราะห์อปุกรณ์และสถานท่ีท าวิจยั 
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