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บทคดัย่อภาษาไทย 
 

 Burkholderia pseudomallei คอืสาเหตุของโรคตดิเชือ้เมลลอิอยโดสสีและยา ceftazidime คอืยา
ที่ใช้ในการรกัษา อย่างไรก็ตามอัตราการตายก็ยงัพบสูงในพื้นที่ระบาดของโรค การศึกษาครัง้นี้มี
วตัถุประสงค์เพื่อศึกษาหาอุบตัิการณ์ของการกลายพันธุ์ของ blaPenAและblaOXA และแนวโน้มของยา
ปฏชิวีนะของยากลุ่มβ-lactam ในเชื้อB. pseudomallei จากผู้ป่วยที่เขา้รบัการรกัษาในโรงพยาบาลของ
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย เชือ้B. pseudomallei ทัง้หมดจ านวน 1340 ไอโซเลต ทีแ่ยก
ได้จากผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ โรงพยาบาลศรีสะเกษ และ
โรงพยาบาลอ านาจเจรญิ ในช่วงระหว่าง เดือนมกราคม 2556 ถึง เดือนกุมภาพันธ์ 2558 ถูกน ามา
ศกึษาความไวของยาต้านจุลชพีต่อเชือ้ดว้ยวธิ ีstandard disk diffusion และการท า minimum inhibitory 
concentration(MIC)เทคนิคปฏิกิรยิาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบดัง้เดิม (conventional polymerase chain 
reaction) ถูกใช้ในการตรวจหายีนสร้างเอนไซม์β-lactamase คือblaPenAและblaOXA ด้วยไพรเมอร์
จ าเพ าะ เชื้ อB. pseudomallei  ที่ แยกได้จากผู้ ป่ วยส่ วนมากไวต่อยา ceftazidime, piperacillin, 
cotrimoxazole cipofloxacinและ imipenem ด้วยวิธี standard disk diffusion มี Cefatzidime MIC อยู่
ระหว่าง ≤1-≥32 µg/ml และ imipenem MIC อยู่ระหว่าง≤0.5-≥8 µg/ml ค่า MIC50และ MIC90ของยา 
ceftazidimeคือ 2 และ 4 µg/ml ตามล าดับ และ MIC50 and MIC90ของยา imipenem คือ≤0.5 และ 1 
µg/ml ตามล าดบั การตรวจหายนี class D beta-lactamase หรอื oxa ท าโดยใชc้onventionalPCR และ 
gel electrophoresis ส าม ารถ ต รว จพ บ ยีน  oxa ได้ ทุ ก ตั ว อ ย่ า งดี เอ็ น เอที่ ส กั ด ได้ จ าก เชื้ อ 
B. pseudomallei ผลการตรวจสอบล าดบัเบส และการวเิคราะห์ล าดบักรดอะมโินโดยวธิชีวีสารสนเทศ 
พบว่าล าดบักรดอะมโินจากการแปลรหสัจากล าดบัเบสมคีวามเหมอืน 100% กบัล าดบักรดอะมโินของ
โป รตีน  oxa ใน ฐานข้อมู ล  National Center for Biotechnology Information (NCBI)  ซึ่ งผ ลการ
วเิคราะหด์งักล่าวแสดงใหเ้หน็ว่าไม่พบการกลายพนัธุท์ ัง้ในระดบัยนีและระดบัยนีและโปรตนีoxa ผลการ
ตรวจหายนี PenA พบว่าไม่สามารถตรวจพบยนี PenA ได้ในทุกโปรตนีตวัอย่างดเีอน็เอ อย่างไรก็ตาม
จากการศึกษาตอนเริม่ต้นของคณะผู้วจิยัสามารถตรวจพบยนี PenA ขนาด 300-500 bp ดงันัน้จงึมี
ความสนใจส่ง amplified product ดงักล่าวไปท า DNA sequencing เพื่อยนืยนัว่าทีพ่บเป็นยนี PenA  
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 
  

 Burkholderia pseudomallei are a causative agent of melioidosis and ceftazidime is the 
drug of choice for treatment. However, the motility rate is high in endemic areas. This study 
aimed to investigate an incident of the blaPenA and blaOXA mutation and tendency of β-lactam 
antibiotics in B. pseudomallei from patients admitted to hospitals in lower North-East Thailand. 
A total of 1,340 isolates of patients with B. pseudomallei admitted to Sappasitthiprasong 
Hospital, Sisaket Hospital, and Amnatcharoen Hospital between January 2013 and February 
2015 were determined for antimicrobial susceptibility by standard disk diffusion and minimum 
inhibitory concentration (MIC). The conventional polymerase chain reaction (PCR) was used for 
the detection of blaPenA and blaOXA in β-lactamase genes with the specific primers. Almost all of 
the clinical isolates of B. pseudomallei were susceptible to ceftazidime, piperacillin, 
cotrimoxazole, cipofloxacin, and imipenem by the standard disk diffusion test. Cefatzidime MIC 
was ≤1-≥32 µg/ml and imipenem MIC was ≤0.5-≥8 µg/ml. MIC50 and MIC90 of ceftazidime 
were 2 µg/ml and 4 µg/ml respectively, and MIC50 and MIC90 of imipenem were ≤0.5 µg/ml and 
1 µg/ml respectively. The conventional PCR followed by gel electrophoresis revealed that only 
Class D beta-lactamase gene or oxa was detected in all DNA samples isolated from B. 
pseudomallei. DNA sequencing followed by amino acid analysis and comparison by the 
bioinformatic approach found that all translated amino acid sequences showed 100% identity to 
those reported in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database. This 
result demonstrated that there were no any mutations in oxa gene in B. pseudomallei. PenA 
gene was not detected in all DNA samples. However, the penA gene with the length of 300-500 
bp was detected from the beginning of this study. It is suggested that this amplified product be 
sent for sequencing to confirm that it is penA. 
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บทน าความส าคญัและท่ีมาของปัญหา 
 

 โรคเมลอิอยโดสสีเป็นโรคตดิเชือ้ทีม่สีาเหตุมาจากเชือ้ Burkholderia pseudomalleiโดยเป็นโรค
ตดิเชือ้จากชุมชนมากเป็นอนัดบัตน้ๆ พบมากในกลุ่มผูป่้วยทีม่พีืน้ฐานมโีรคประจ าตวั เช่น 
โรคเบาหวาน โรคโลหติจาง เป็นตน้ และมกัพบในประชากกรกลุ่มทีม่อีาชพีทางเกษตรกรรม ทีม่ ี
ลกัษณะของอาชพีสมัผสักบัดนิ เช่น ชาวไร ่ชาวนา เพราะเชือ้จลุชพีชนิดนี้สามารถพบไดใ้นดนิ และน ้า 
และมรีายงานพบจลุชพีนี้สงูในดนิในแถบจงัหวดัทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ โดยเฉพาะจงัหวดั
อุบลราชธานี ในหลายพืน้ที ่ปัจจบุนัยา Ceftazidime และ Carbapenem เป็นยาทีใ่ชใ้นการรกัษาโรคตดิ
เชือ้เมลลอิอยโดสสี แมปั้จจบุนัจะพบว่าผลการทดสอบความไวของเชือ้ B. pseudomalleiต่อ 
ceftazidime ยงัอยูใ่นเกณฑด์ ีและพบ primary resistance เพยีงเลก็น้อย แต่จากการรายงานผูป่้วยโรค
ตดิเชือ้เมลลอิอยโดสสีทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ยยา ceftazidime ทีไ่ดผ้ลเพยีงรอ้ยละ 30 และยงัพบรายงาน
การเกดิการกลบัเป็นซ ้าสงู จากการศกึษาเชือ้ B. pseudomalleiทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยโรงพยาบาลสรรพ
สทิธปิระสงค ์ จ านวน 85 isolates โดยเทคนิคทางโมเลกุล พบว่าเชือ้รอ้ยละ 85 ขึน้ไปม ี Oxa, และ
PenA ยนี ซึง่ยนีเหล่านี้ท าใหจ้ลุชพีสามารถสรา้งเอนไซม ์beta-lactamase ซึง่ส่งผลต่อการใชย้าในกลุ่ม 
beta-lactam และจากการศกึษาพบว่า Classical Extended spectrum beta lactamase (ESBL) 
พฒันามาจากการกลายพนัธุใ์นต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่งของล าดบักรดอะมโินของยนีทีม่กีารสรา้ง
เอนไซม ์beta-lactamase เช่น TEM-/SHV-derived ESBL เป็นต้น ท าใหเ้ชือ้มกีารสรา้งเอนไซม์ ESBL 
ซึง่จะส่งผลใหเ้ชือ้จลุชพีดือ้ต่อยาในกลุ่ม beta lactam และ beta lactam inhibitor ท าใหเ้กดิขอ้จ ากดัใน
การเลอืกใชใ้นการรกัษาผูป่้วย และตอ้งสญูเสยีค่าใชจ้่ายในการใชย้า broad spectrum ทีม่รีาคาแพง
และท าใหก้ารรกัษาไมไ่ดผ้ล และส่งผลต่อการพฒันาดือ้ยาของจลุชพีในอนาคต ดว้ยปัญหาดงักล่าว ท า
ใหก้ลุ่มผูว้จิยัสนใจทีจ่ะท าการศกึษาเชือ้ B. pseudomalleiทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในโรงพยาบาลในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือตอนใต ้ ไดแ้ก่ โรงพยาบาลสรรพสทิธิป์ระสงค ์ จงัหวดัอุบลราชธานี  โรงพยาบาล
ศรสีะเกษ โรงพยาบาลยโสธร และโรงพยาบาลอ านาจเจรญิ ดว้ยการศกึษา Minimum inhibitory 
concentration (MIC) ต่อยาในกลุ่ม beta-lactam ตรวจล าดบัเบสและการกลายพนัธุข์องเชือ้จลุชพีดว้ย
เทคนิคทางโมเลกุล เพื่อใหท้ราบแนวโน้มของเชือ้ B. pseudomalleiต่อยาในกลุ่ม beta-lactam และ
พฒันาการดือ้ยาของเชือ้ ในล าดบัต่อไป หากพบเชือ้ทีก่ลายพนัธุต่์อยนีทีส่รา้ง beta lactamase จะท า
การออกแบบไพรเมอรเ์พื่อใชใ้นการตรวจวนิิจฉยัดว้ยเทคนิค PCR เพื่อใหส้ามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้น
การตรวจวนิิจฉัยเชือ้เหล่านี้ต่อไปในหอ้งปฏบิตักิาร เพื่อใหท้ราบปัญหาดงักล่าว และเผยแพรอ่งค์
ความรูใ้หแ้ก่บุคลากรทางการแพทย ์ โดยเฉพาะแพทยใ์หต้ระหนกัถงึการเลอืกใชย้าตา้นจลุชพี เพื่อลด
ค่าใชจ้่ายในการรกัษา ดแูลผูป่้วย และพฒันาเทคโนโลยทีีเ่หมาะสมในการตรวจวนิิจฉยัเชือ้กลายพนัธุ์
เหล่านี้ ดว้ยเทคนิค PCR 
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วตัถปุระสงคข์องการศึกษา 
1. เพื่อหาอุบตักิารณ์ของเชือ้ B. pseudomalleiทีม่ยีนี OxaและPenA  กลายพนัธุ ์

2. เพื่อหาแนวโน้มของเชือ้ B. pseudomalleiต่อยาในกลุ่ม beta lactam 

3. เพื่อหาล าดบัของกรดอะมโินทีก่ลายพนัธุข์องยนีOxaและPenA  และออกแบบไพรเมอร ์เพื่อ

ใชใ้นการวนิิจฉัยเชือ้ B. pseudomalleiกลายพนัธุ ์
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โรคเมลิออยโดสีส 
 

โรคตดิเชือ้เมลลอิอยโดสสี เป็นโรคตดิเชือ้ทีพ่บไดบ้่อยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนใต ้ มี
อตัราการตายและการเกดิเป็นซ ้าสงู ยา ceftazidimeเป็นยามาตรฐานทีใ่ชใ้นการรกัษาผูป่้วย แต่ปัจจบุนั
กม็รีายงานพบเชือ้ดือ้ต่อยา ceftazidime และมเีพยีงรอ้ยละ 30 เท่านัน้ทีร่กัษาไดผ้ลด ี จากการศกึษา
เชือ้ B. pseudomalleiทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยโรงพยาบาลสรรพสทิธิป์ระสงค ์ จ านวน 85 isolates โดย
เทคนิคทางโมเลกุล พบว่าเชือ้รอ้ยละ 85 ขึน้ไปม ีOxa,และPenA ยนี ซึง่ยนีเหล่านี้ท าใหจ้ลุชพีสามารถ
สรา้งเอนไซม ์ beta-lactamase ซึง่ส่งผลต่อการใชย้าในกลุ่ม beta-lactam และถา้ยนีเหล่านี้มกีารกลาย
พนัธุใ์นต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่งของล าดบักรดอะมโิน กจ็ะน ามาสู่การสรา้ง Extended spectrum beta 
lactamase (ESBL) ซึง่จะส่งผลใหเ้ชือ้จลุชพีดือ้ต่อยาในกลุ่ม beta lactam และ beta lactam inhibitor 
ท าใหเ้กดิขอ้จ ากดัในการเลอืกใชใ้นการรกัษาผูป่้วย และการกลายพนัธุข์องเชือ้จลุชพีในบางล าดบั
กรดอะมโินอาจไม่ท าใหเ้ชือ้มคี่า Minimum inhibitory concentration (MIC) ต่อยาตา้นจลุชพีสงู แต่มี
การเปลีย่นแปลงเกดิขึน้กบัจลุชพี บางล าดบัอาจมผีลต่อการสรา้งเอนไซมเ์พื่อยบัยัง้การท างานของยา 
หรอืการเปลีย่นแปลงส่งผลต่อ receptor ส าหรบัจบัยาท าใหย้าจบัที ่ receptor เหล่านัน้ไมไ่ด ้ ส่งผลให้
การรกัษาดว้ยยาตา้นจลุชพีไมไ่ดผ้ล แต่ปัจจบุนัการตรวจวนิิจฉัยความไวของยาต่อยาตา้นจลุชพีทาง
หอ้งปฏบิตักิารดว้ยเทคนิค standard disc diffusion และ MIC ไมส่ามารถท านายลกัษณะหรอืบอกการ
เปลีย่นแปลงทีเ่กดิขึน้ได ้ ท าใหเ้กดิการใชย้าทีไ่มไ่ดผ้ลสิน้เปลอืงค่าใชจ้่าย และมโีอกาสท าใหเ้ชือ้จลุชพี
พฒันาดือ้ยาสูงขึน้ ทีส่ าคญัผูป่้วยนอนโรงพยาบาลเป็นเวลานาน ส่งผลต่อค่าใชจ้า่ยในการรกัษา และ
ดแูลผูป่้วยสงูขึน้ ตามล าดบั เพื่อใหล้ดปัญหาดงักล่าว การใชเ้ทคนิคทางโมเลกุลเพื่อตรวจหาล าดบัเบส
ของเชือ้ B. pseudomalleiจะช่วยใหท้ราบการเปลีย่นแปลงในระดบัยนี หาไพรเมอรท์ีเ่หมาะสม และ
จดัท าวธิมีาตรฐานทีใ่ชใ้นการตรวจวนิิจฉยัดว้ยวธิ ีPCR ท าใหแ้พทยส์ามารถเลอืกยาทีเ่หมาะสม เพื่อให้
การรกัษาไดผ้ลเรว็และลดค่าใชจ้่ายในการดแูลผูป่้วย 

การทบทวนวรรณกรรม 

Burkholderia pseudomallei 
 เชื้อ B. pseudomallei เป็นเชื้อที่พบมากในดนิแถบภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

เป็นเชื้อที่ก่อให้เกดิโรคเมลอิอยโดสสี เชือ้นี้เป็น Saprophytic bacteria พบไดท้ัว่ไปในสิง่แวดล้อม 
เช่น ดนิ และน ้า ในถิน่ระบาดพบว่าเชือ้นี้มคีวามทนนานต่อสภาพแวดลอ้มไดด้มีากสามารถแยกเชือ้ได้
จากดนิทีอ่ยูล่กึลงไปถงึ 90 เซนตเิมตร (Cheng, 2005) ในฤดรูอ้นพบเชือ้สงูกว่าในฤดฝูนชาวนา 
ชาวสวนสมัผสักบัดนิและน ้าในฤดฝูนจงึมโีอกาสรบัเชือ้มากในฤดฝูนจงึมอุีบตักิารณ์ของการตดิเชือ้และ
เกดิโรคสงูนอกจากนัน้เชือ้นี้สามารถทนอุณหภูมติ ่าในตูเ้ยน็ไดเ้ป็นเวลาหลายเดอืนหรอืในน ้ากลัน่เป็น
เวลานาน และเชือ้สามารถเจรญิเตบิโตไดใ้นน ้าเลีย้งทีม่คีวามเป็นกรด pH 4.5 และทีอุ่ณหภูมริะหว่าง 
15-42 องศาเซลเซยีส ในประเทศไทยมรีายงานผูป่้วยตดิเชือ้ B. pseudomalleiจากชุมชนหรอื 
community acquired septicaemia รอ้ยละ 20 และมอีาการรุนแรงอตัราการตายสงูรอ้ยละ 70-80% 
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(Chaowagul, 1989) ปัจจบุนัประเทศสหรฐัอเมรกิาไดจ้ดัเชือ้นี้ใหอ้ยูใ่นกลุ่มซึง่มคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะ
น ามาใชเ้ป็นอาวุธชวีภาพ Category B ลกัษณะทางคลนิิกและอาการแสดง อาการและอาการแสดง
ของโรคคลา้ยคลงึกบัโรคอื่นๆมากมายเกดิไดก้บัอวยัวะ ทุกระบบในร่ายกายมคีวามหลากหลายทาง
คลนิิกมาก ตัง้แต่การตดิเชือ้โดยไม่มอีาการการตดิเชือ้เฉพาะทีใ่นอวยัวะใดอวยัวะหนึ่ง ทีอ่าจเป็นเรือ้รงั
จนถงึรนุแรงการตดิเชือ้เฉียบพลนัในกระแสเลอืด คลา้ยกบัการตดิเชือ้จากแบคทเีรยีแกรมลบอื่นๆ 
(White, 1989; Chaowagul, 2000; Dance, 2002) ผูป่้วยอาจเสยีชวีติในเวลาเพยีง 1-3 วนั ผูป่้วยส่วน
ใหญ่รอ้ยละ 88 จะมอีาการไขซ้ึง่พบรว่มกบัอาการสัน่ถงึรอ้ยละ 35.3 นอกจากนัน้จะมอีาการเหมอืน
อาการตดิเชือ้ทัว่ไป เช่น อ่อนเพลยี ไอแหง้ๆหรอืไอมเีสมหะ ในรายทีม่อีาการรนุแรงจะพบมกีาร
เปลีย่นแปลงระดบัความรูส้กึตวัไดก้ารตดิเชือ้ในกระแสเลอืด พบไดร้อ้ยละ 65 ของผูป่้วยทัง้หมด และ
อาจพบรว่มกบัการตดิเชือ้ของอวยัวะอื่นๆ ในกรณขีอง disseminated septicaemia ซึง่พบการตดิเชือ้ 
รว่มมากกว่า 1 แห่งพบไดร้อ้ยละ 46 ส าหรบั non-disseminated septicaemia ซึง่พบ การตดิเชือ้รว่ม 1 
แห่งพบไดร้อ้ยละ 10 ส่วน primary infectionทีไ่มพ่บแหล่งตดิเชือ้ จากอวยัวะอื่นพบไดร้อ้ยละ 9 ผูป่้วย
อาจมอีาการชอ็กร่วมดว้ย และเสยีชวีติในเวลารวดเรว็อตัราการตายจากภาวะน้ีสงูถงึรอ้ยละ 60-80 และ
สงูกว่าการตดิเชือ้ในกระแสเลอืดจากเชือ้อื่นอยา่งมนียัส าคญั (Leelarasamee, 1989; Chaowagul, 
2000) ปอดอกัเสบเป็นอาการทีพ่บไดบ้่อยทีสุ่ดประมาณรอ้ยละ 50 อาจเป็น primary focus หรอืพบ
รว่มกบัการตดิเชือ้ในกระแสเลอืดกไ็ด ้ ซึง่พบไดถ้งึรอ้ยละ 70 การตดิเชือ้ในปอดเป็น community 
acquired pneumonia ทีพ่บบ่อยทีสุ่ดในผูใ้หญ่ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (Chaowagul, 2000; White, 
2003) 

 ส าหรบัผูป่้วยเดก็ทีเ่ป็นโรคเมลอิอยโดสสิพบว่าท าใหเ้กดิภาวะต่อมน ้าลาย parotid อกัเสบเป็นฝี
ไดบ้่อยมากจนอาจกล่าวไดว้่า B. pseudomalleiเป็นสาเหตุของการอกัเสบของ ต่อมน ้าลาย parotid ที่
พบไดบ้่อยทีสุ่ดถงึรอ้ยละ 30 ของผูป่้วยเดก็เมลอิอยโดสสิ 

 การวนิิจฉยัโรคทางคลนิิกท าไดย้ากเนื่องจากมอีาการและอาการแสดงทีค่ลา้ยคลงึ กบัโรคอื่นๆ
จะตอ้งอาศยัลกัษณะทางคลนิิกและพสิจูน์ว่าเกดิจากเชือ้B. pseudomalleiโดยการเพาะแยกเชือ้จากสิง่ส่ง
ตรวจทาง เช่นเสมหะ หนอง หรอืเลอืด การยอ้มสแีกรมเชือ้B. pseudomalleiจะตดิสแีกรมลบรปูแท่ง 
โดยจะตดิสเีขม้ทีป่ลายทัง้สองขา้ง (bipolar staining) แต่ลกัษณะการตดิสดีงักล่าวไมจ่ าเพาะต่อเชือ้นี้ 
อาจพบ ไดใ้นพวกEnterobacteriaceae, Klebsiella, Escherichia coli และ Pasteurella pestis ดงันัน้จงึ
มคีวามจ าเป็นตอ้งเพาะเชือ้และวนิิจฉยัดว้ยการตรวจทางชวีเคม ี การยอ้มสแีกรมมคีวามไวเพยีงรอ้ยละ 
55 การตรวจเพาะเชือ้โดยทัว่ไปตอ้งใชเ้วลาอยา่งน้อย 48-72 ชัว่โมง เชือ้มลีกัษณะโคโลนีทีเ่หีย่วย่น และ
มกีลิน่ของไอระเหยของดนิหลงัฝนตกการใช ้ Ashdown' selective media จะใหผ้ลดกีว่า blood agar 
และ MacConky agar การตรวจทาง serology ใหผ้ลรวดเรว็ นิยมตรวจดว้ยวธิ ี Indirect 
Haemagglutination test (IHA) แต่การแปลผลจากค่า cut off titer แตกต่างกนัขึน้กบัว่าเป็นถิน่ระบาด
ของเชือ้หรอืไม ่ดงันัน้การวนิิจฉยัโรคเป็นไปดว้ยความยากล าบาก ปัจจบุนัมรีายงานการใช ้antigen และ 
antibody ทีม่คีวามจ าเพาะมากขึน้และน ามาพฒันาดว้ยเทคนิคต่างๆเพื่อจะใชว้นิิจฉัยโรค 
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 การรกัษาโรคเมลอิอยโดสสิดว้ยยาปฏชิวีนะใหผ้ลไมเ่ป็นทีน่่าพอใจทัง้ๆทีเ่ชือ้ไวต่อยาในหลอด
ทดลอง การทดสอบความไวของเชือ้ต่อยาในหลอดทดลองไมว่่าจะเป็นการทดสอบดว้ยวธิเีชงิปรมิาณ
หรอืเชงิคุณภาพไมส่อดคลอ้งกบัผลการรกัษาเสมอไป (Jenny, 2001) นอกจากนี้ยงัมปัีจจยัอื่นๆอกีที่
น่าจะมผีลต่อการรกัษา เช่น จ านวนของเชื้อรอยโรคหรอืการออกฤทธิข์องยาเป็นเพยีง bacteristatic 
เป็นตน้ ปัจจบุนักเ็ริม่มรีายงานการดือ้ต่อยาปฏชิวีนะทีใ่ชใ้นการรกัษา เนื่องจากเชือ้มปัีจจยัหลายอยา่ง 
เช่น สามารถสรา้งไบโอฟิลม ์ม ี chromosome-mediated beta-lactamases encoded gene ทีส่ามารถ
สรา้งเอนไซมเ์พื่อยบัยัง้หรอืท าลายยา (Livermore, 1987; Cheung, 2002; Niumsup, 2002; 
Tribuddharat, 2003) หรอืมกีารสญูเสยี Penicillin binding protein 3(PBP3) (Chantratita, 2012) โดย
พบว่าเชือ้ทีด่ ือ้ต่อยา ceftazidime จะมกีารหายไปของยนีที ่ encode PBP3 เป็นตน้ จากหลายปัจจยั
น่าจะน ามาสู่การรกัษาดว้ยปฏชิวีนะไมไ่ดผ้ล 

 ยาต้านจลุชีพกลุ่ม Beta-lactams 
เป็นยาปฏชิวีนะที่มคีวามส าคญัในการท าลายเชือ้ของโรคตดิเชื้อทีเ่กดิจากแบคทเีรยีกลุ่มแกรม

บวกและแกรมลบ มสี่วนประกอบของโครงสรา้งเป็น four membered beta-lactam ring ซึง่โครงสรา้งนี้มี
บทบาทในการท าลายเอนไซมข์องแบคทเีรยีทีใ่ชใ้นการสรา้งผนงัเซลล ์ ทีเ่รยีกว่า penicillin binding 
proteins (PBPs) ท าใหเ้ชือ้จลุชพีถูกยบัยัง้การสรา้งผนังเซลล ์ตวัอยา่งยาในกลุ่มนี้ไดแ้ก่ 

 1. Penicillin จดัเป็นสารทีม่ ีBeta-lactamsm ring เป็นโครงสรา้งพืน้ฐานออกฤทธิโ์ดยหา้มการ
สรา้งผนงัเซลล ์โดยจบักบั Penicillin-binding-protein ชนิด 1-3 ท าใหไ้มเ่กดิ Transpeptidation จงึไม่มี
การสรา้ง Peptidoglycan ท าใหม้ ีautolysis ท าใหเ้ซลลแ์ตก แบ่งเป็นกลุ่มต่างๆ ดงันี้ 

 1.1Natural penicillins ไดแ้ก่ Penicillin G, Penicillin V ซึง่ยากลุ่มนี้ไม่ทนต่อ Penicillinase แต่
จะมปีระสทิธภิาพสงูต่อเชือ้แกรมบวกและ Spirochete  

 1.2 Penicillinase resistant penicillin เช่น Methicillin, Oxacillin ใชใ้นแบคทเีรยีแกรมบวกที่
สรา้ง Penicillinase 

 1.3 Aminopenicillin ไมท่นต่อ Penicillinase ไดแ้ก่ Ampicillin และ Amoxicillin ยากลุ่มน้ีมฤีทธิ ์
ต่อเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบบางชนิด 

 1.4 Extended spectrum penicillins ใชไ้ดผ้ลกบั gram negative โดยรวมถงึPseudomonas 
aeruginosaเช่น Piperacillin  

2. Cepalosporins เป็นยาในกลุ่ม Beta-lactam ทีอ่อกฤทธิไ์ปยบัยัง้การสรา้งผนงัเซลลช์นิด 
PBP1-3ยาในกลุ่มนี้ทนต่อเอน็ไซม ์Penicillinase ใชไ้ดด้ใีนแบคทเีรยีกลุ่มแกรมบวกและแกรมลบยาใน
กลุ่มนี้แบ่งออกเป็น 4 รุน่ตามความกวา้งในการออกฤทธิก์บัแบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบและความ
ทนต่อเอนไซม ์Beta-lactamasesดงันี้ 

2.1Frist generation cephalosporins เช่น Cephalothin, Cefazolin ใชไ้ดก้บัแบคทเีรยีแกรม
บวกทรงกลมและแกรมลบบางชนิด เช่นKlebsiella spp., Escherichia coli และProteus mirabilisแต่ไม่
ทนต่อเอนไซม ์Cephalosporinase 
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 2.2 Second generation cephalosporins เช่น Cefuroxime มปีระสทิธภิาพดกีว่า Frist 
generation cephalosporins คอื ทนต่อเอนไซม ์ Cephalosporinase ท าใหม้กีารออกฤทธิก์บัเชือ้
แบคทเีรยีแกรมลบเพิม่ขึน้ ส่วน Cefoxitin ซึง่เป็นยาในรุ่น 2 ซึง่ทนต่อ Extended spectrum beta-
lactamases (ESBL) เพราะเป็นยากลุ่ม Cephamycins 

 2.3 Third generation cephalosporins เช่น Cefpodoxime, Ceftriazone มปีระสทิธภิาพดใีชไ้ด้
กบัแบคทเีรยีแกรมลบและแกรมบวก 

 2.4 Fourth generation cephalosporins เช่น Cefepime มฤีทธิค์รอบคลุมแบคทเีรยีแกรมลบ
กวา้งกว่าและทนต่อเอนไซม ์Cephalosporinase ไดด้ ี

 3. Monobactams เป็นยาในกลุ่ม Beta-lactams ทีอ่อกฤทธิย์บัยัง้การสรา้งผนงัเซลลข์องแกรม
ลบทรงแท่งที ่ PBP3 ท าใหเ้ซลลย์ดืยาวและตายในทีสุ่ด โดยยากลุ่มนี้ทนต่อการท าลายดว้ย Beta-
lactamases เช่น Azteronam การดือ้ยา Aztreonam อาจพบในเชือ้Klebsiella oxytocaทีส่ามารถสรา้ง 
K1 beta-lactamases ไปท าลายยาได ้

 4. Carbapenemsเป็นสารทีม่ ีBeta lactam ring ทีอ่อกฤทธิก์วา้งโดยยาน้ีสามารถซมึผ่านผนงั
เซลลส์่วนนอกของแบคทเีรยีแกรมลบไดด้แีละทนต่อเอน็ไซม์ Beta-lactamases รวมทัง้ ESBLs เช่น 
Imipenem และ Meropenem  

 ปัจจบุนัมกีารพฒันาสารยบัยัง้เอน็ไซม ์ Beta-lactamases เรยีกว่า Beta-lactamases inhibitor 
เช่น clavulanic acid, sulbactam ซึง่มคีุณสมบตัคิอืเป็นสารทีท่นต่อฤทธิข์องเอนไซม ์Beta-lactamases 
โดยจะใชร้ว่มกบัยาในกลุ่ม Beta lactams เนื่องจากสารนี้มโีครงสรา้งคลา้ยยาในกลุ่ม Beta-lactams สาร
นี้จงึไปจบักบัเอน็ไซม ์Beta-lactamases ท าใหย้า Beta-lactams ออกฤทธิไ์ด ้

 การด้ือยาในกลุ่ม Beta-lactams(Poole, 2004) 
กลไกการดือ้ยาในกลุ่มนี้มหีลายสาเหตุ ดงันี้ 
1. การสรา้ง beta-lactamases ส่วนใหญ่พบในเชือ้กลุ่ม Enterobacteriaceae แบคทเีรยีกลุ่มแกรม

ลบอื่นๆ เช่น Acinetobacter spp. Pseudomonas spp. เป็นตน้ ซึง่เอนไซมน์ี้เป็น hydrolytic enzymes 
ทีท่ าลาย amide bond ของ four membered beta-lactam ringแลว้ส่งผลใหย้านัน้หมดประสทิธภิาพ 
โดยแบ่งคุณสมบตัขิอง beta-lactamases ตามล าดบั amino acid ดงันี้ 

1.1 Class A enzyme มคีวามหลากหลายของเอนไซมด์งันี้ 

- Penicillinase พบในแบคทเีรยีกลุ่มแกรมบวก และเป็นเอนไซมท์ีย่อ่ยยา Penicillins 
สามารถยบัยัง้เอนไซมช์นิดนี้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 

- TEM-1, TEM-2, SHV-1 จดัเป็น restricted spectrum beta-lactamases สามารถยอ่ย
ยากลุ่ม Penicillins และ Cephalosporins, และ cephalosporinase สามารถยบัยัง้
เอนไซมช์นิดนี้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 

- Numerous SHV and TEM variants, CTX-M-1 to -28, PER-1 & -2, VEB-1, GES-1, 
IBC-1, several chromosomal enzymes พบในแบคทเีรยีกลุ่มแกรมลบ จดัเป็น 
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extended spectrum beta-lactamases มคีุณสมบตัยิอ่ยยาในกลุ่ม Penicillins, narrow-
spectrum and extended –sprectrum cephalosporins, monobactams โดยเอนไซม์
เหล่านี้สามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 

- TEM-30 to -41, -44, -45, -51, -54 จดัเป็น inhibitor resistant beta-lactamases ซึง่
เป็นเอนไซมท์ีย่อ่ยยาในกลุ่ม Penicillins และ Cephalosporins ซึง่เอนไซมเ์หล่านี้ไม่
สามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 

- TEM-50, -68, -80จดัเป็น inhibitor resistant extended sprectrum beta-lactamases 
ซึง่เป็นเอนไซมท์ีย่อ่ยยาในกลุ่ม Penicillins และ Narrow sprectrum cephalosporins 
และ extended spectrum cephalosporins กลุ่มที ่ low level ซึง่เอนไซมเ์หล่านี้ไม่
สามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 

- NMC-A, SME-1 to -3, IMI-1, KPC-1 to -3, GES-2, SHV-38 จดัเป็นเอนไซมก์ลุ่ม 
Carbapenemase ยอ่ยยาในกลุ่ม Penicillins, cephalosporins, carbapenems, 
monobactams และบางครัง้สามารถยอ่ย extended spectrum beta-lactams ซึง่
เอนไซมเ์หล่านี้สามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 

1.2 Class B enzyme ไดแ้ก่ IMP-1 to -13, VIM-1 to -7, SPM-1, และอกีหลายชนิดทีเ่ป็น 
chromosomal enzymes ของแบคทเีรยีกลุ่มแกรมลบ เอนไซมเ์หล่านี้สามารถยอ่ยยาใน
กลุ่ม beta-lactams ทัง้หมด รวมทัง้ carbapenems และ extended spectrum beta-
lactams และ cephalosporins รุน่ที ่ 4 เอนไซมเ์หล่านี้ไมส่ามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย Clavulanic 
acid แต่ยบัยัง้ไดด้ว้ย EDTA 

1.3 Class C enzyme ไดแ้ก่ CMY-2, to -13, LAT-1, MOX-1 & -2, FOX-1 to -6, ACT-1, 
MIR-1, DHA-1 & -2, ACC-1, CFE-1, และอกีหลายชนิดทีเ่ป็น chromosomal enzymes 
ของแบคทเีรยีกลุ่มแกรมลบจดัเป็น expanded spectrum cephalosporinase เอนไซม์
เหล่านี้สามารถยอ่ยยาในกลุ่ม penicillins, narrow and extended spectrum 
cephalosporins, cephamycins และ monobactams เอนไซมเ์หล่านี้ไมส่ามารถยบัยัง้ได้
ดว้ย Clavulanic acid และ EDTA 

1.4 Class D enzyme มหีลายชนิด ดงันี้ 
1.4.1 Numerous OXA variants จดัเป็น narrow spectrum penicillinase สามารถยอ่ยยา 

penicillins และ cloxacillin เอนไซมเ์หล่านี้อาจจะยบัยัง้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 
หรอืไมก่ไ็ด ้แต่ไม่สามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย EDTA 

1.4.2 Several OXA-2 & -10 derivatives, OXA-18, -29, -30, -31, -32, -45 จดัเป็น 
extended spectrum beta-lactamase ซึง่สามารถยอ่ยยากลุ่ม penicillins, 
cloxacillin, extended spectrum beta lactams, และยากลุ่ม monobactams บางตวั 
หรอื cephalosporins รุน่ที ่ 4 เอนไซมเ์หล่านี้อาจจะยบัยัง้ไดด้ว้ย Clavulanic acid 
หรอืไมก่ไ็ด ้แต่ไมส่ามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย EDTA 
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1.4.3 OXA-23 to -27, -40, -48, -54 จดัเป็น carbapenemase สามารถยอ่ยยาในกลุ่ม 
penicillins, oxacillin และ carbapenems เอนไซมเ์หล่านี้ถูกยบัยัง้ไดด้ว้ย 
Clavulanic acid แต่ไมถู่กยบัยัง้ไดด้ว้ย EDTA 

2. Extended spectrum beta-lactamases (ESBL) เป็นเอนไซมท์ีม่ฤีทธิก์วา้งในการ hydrolyze 
ยาทีเ่ป็น extended spectrumและ cephalosporins รุน่ที ่ 3 เกดิจาก plasmidencode อยูบ่น 
chromosomes บ่อยครัง้ทีพ่บรว่มใน integrons ซึง่เอนไซมเ์หล่านี้เป็นอนุพนัธุข์อง Class A และ Class 
D beta lactamases และสามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย beta –lactamases inhibitors โดยทัว่ไปได ้พบมากใน
แบคทเีรยีแกรมลบโดยเฉพาะในวงศ ์ Enterobacteriaceae เอนไซมเ์หล่านี้มรีายงานพบไดบ้่อยในเชือ้ 
Escherichia coliและ Klebsiella pneumoniae เชือ้ทีส่ามารถสรา้ง ESBL จะดือ้ต่อยากลุ่ม 
penicillins,cephalosporins รุน่ที ่ 1 และ 2 และ cephalosporins รุน่ที ่ 3 กลุ่มทีเ่ป็น oxyimino 
cephalosporins เช่น cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone และกลุ่ม monobactams เช่น aztreonam 
เชือ้เหล่านี้ยงัคงไวเพยีงยา cephamycins, cephalosporins รุน่ที ่ 4 เช่น cefepime, cefpirome และ 
carbapenems แต่อยา่งไรกต็ามยาเหล่านี้กร็กัษาเชือ้ทีส่รา้ง ESBL ไดป้ระสทิธภิาพไดผ้ลไมส่ม ่าเสมอ 
หรอืมปีระสทิธภิาพน้อย และน ามาสู่การรกัษาทีล่ม้เหลว 

ESBL families 

ในอดตี Classical ESBL พฒันามาจากเอนไซม ์class A TEM (จาก TEM-1 หรอื TEM-2) และ 
SHV (จาก SHV-1) และเป็นชนิดทีพ่บไดบ้่อยในกลุ่มของ ESBL ทัง้หมด นอกจากนี้ยงัพบในกลุ่ม
เอนไซมc์lass D ESBL เช่น OXA family ไดบ้า้ง ปัจจุบนัมรีายงานการพบ non-TEM, non-SHV, non-
OXA ESBL ในแบคทเีรยีหลายชนิดทัว่โลก เช่น families BES, GES, PER, TLA, VEB และ CTX-M 
กลุ่มทีเ่ป็นอนุพนัธุข์อง TEM, SHV และ OXA ESBLมกัเป็นผลมาจากการกลายพนัธุใ์นส่วน narrow 
spectrum counterparts ซึง่เอนไซม ์ ESBL เหล่านี้มกัเป็นลกัษณะของ plasmid encoded หรอืไมก่ ็
mobile ท าใหเ้กดิการดือ้ยาอยา่งกวา้งตามธรรมชาตปัิจจบุนัพบ ESBL families ดงันี้ 

1. TEM-/SHV-derived ESBLs  

              TEM- derived type ESBL พฒันามาจาก TEM-1 และ TEM-2 มกีารกลายพนัธุท์ีต่ าแหน่ง 
Glu 104, Arg164, Gly238 และ Glu240 

              SHV- derived type ESBLพบไดบ้่อยในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยมคีวามแตกต่างจาก SHV-1 
โดยการแทนที ่ glycine ทีต่ าแหน่งที ่ 238 ดว้ย serine และต าแหน่ง Glu240 พบไดใ้น 
EnterobacteriaceaeและการระบาดของPseudomonasและAcinetobacter spp. 
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               ซึง่การแทนทีท่ีต่ าแหน่ง Arg164 ใน TEM มกัพบรว่มกบัการดือ้ต่อยา ceftazidime และการ
แทนทีท่ตี าแหน่ง Gly238 มกัดือ้ต่อ cefotaxime ในขณะทีก่ารกลายพนัธุเ์กดิทีก่ารแทนทีท่ีต่ าแหน่ง 
Gly238 และ Glu240 ของ SHV-1 จะพบรว่มกบัการดือ้ต่อceftazidime และ cefotaxime 

2. OXA-type ESBLs 

กลุ่มนี้มกีารกลายพนัธุห์ลายแบบ เช่น OXA-10 derived ESBLs พบบ่อยว่ามกีารกลายพนัธุท์ี่
ต าแหน่ง Gly167 ซึง่จะท าใหด้ือ้ต่อยา ceftazidime และ ESBL แบบน้ีสามารถพบไดท้ัง้ plasmid หรอื 
chromosomal แต่มกัไมพ่บรว่มใน classical integrons 

3. CTX-M ESBLs 

กลุ่มนี้เป็น plasmid encoded CTX-M series ปัจจบุนัมไีม่น้อยกว่า 37 variants ทีพ่บทัว่โลก
และมกัพบในแบคทเีรยีวงศ์ Enterobacteriaceae 

4. Other ESBLs เช่น PER-1, PER-2, VEB-1 

Multidrug resistance in ESBL producers 

แบคทเีรยีทีส่ามารถสรา้ง ESBL ไดส้ามารถดือ้ต่อยาในกลุ่ม beta-lactam ตัง้แต่ narrow ถงึ 
broad spectrum เป็นผลมาจาก 

1. การทีแ่บคทเีรยีมกีารสรา้ง AmpC หรอื class C cephalosporinase ซึง่เป็นส าคญัต่อต่อการ
ดือ้ยากลุ่ม beta-lactamในแบคทเีรยีกลุ่มแกรมลบ มทีัง้ chromosolmal และ plasmid encoded โดย 
AmpC beta-lactamases พบว่ามฤีทธิต์า้นต่อ penicillins และ cephalosporins รวมทัง้ยาหลายตวัใน
กลุ่ม oxyiminocephalosporins เช่น cefotaxime, ceftazidime และ cefotetan และยากลุ่ม 
monobactams แต่ยงัคงไวต่อ carbapenems และยาบางตวัใน cephalosporins รุน่ที ่4 เช่น cefepime, 
cefpirome 

1.1 Chromosomal AmpC beta-lactamases: พบอยูบ่นโครโมโซมของแบคทเีรยีในวงศ์ 
Enterobacteriaceaeและแบคทเีรยีแกรมลบกลุ่มอื่นๆ เกดิจากการใชย้าในกลุ่ม beta lactam หลายชนิด 
โดยเฉพาะยาในกลุ่ม cephalosporins และ carbapenems ซึง่เป็นตวัเหนี่ยวน าใหเ้กดิการสรา้งเอนไซม ์
AmpC แต่เอนไซมน์ี้จะไม ่hydrolyze ยาในกลุ่ม oxyiminocephalosporins และการแสดงออกของampC 
ยนีกม็อีทิธพิลต่อ AmpR regulator และ ampDยนี ท าใหเ้กดิกลายพนัธุข์องยนีดงักล่าว  
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1.2 Plasmid encoded AmpC beta-lactamases: การทีแ่บคทเีรยีม ีplasmid encoded AmpC 
beta lactamases ท าใหเ้พิม่การดือ้ต่อยากลุ่มอื่นทีไ่มใ่ช่ beta-lactam แบ่งตามล าดบักรดอะมโิน ได ้ 5 
กลุ่ม ดงันี้ 

1.2.1 Families of plasmid borne AmpC beta-lactamases  

1.2.2 Carbapenemases 

1.2.3 Class A carbapenemases 

1.2.3 Class B metallo- beta-lactamases 

1.2.4 Class D oxacillinases with carbapenemase activity  

ในส่วนของเชือ้ B. pseudomalleiปัจจบุนัพบว่าความสามารถในการดือ้ยากลุ่ม beta-lactam 
โดยเฉพาะอย่างยิง่ยา Ceftazidime มคีวามสมัพนัธโ์ดยตรงกบัการเกดิ mutation ในยนี beta-latamsae 
ทัง้ Class A และ Class D beta-lactamase(Sarovichet al. 2012) 

การตรวจหาเอนไซมแ์ละยีนเบต้าแลคตาเมส 
 ปัจจบุนัมกีารพฒันาการตรวจหา ESBL หลายวธิสี่วนใหญ่เป็นการตรวจหา ESBL ทีส่รา้งจาก

Klebsiella ซึง่เป็น genus ทีพ่บ ESBL มากทีสุ่ดและสามารถทีจ่ะน ามาใชต้รวจ ESBL จากเชือ้อื่นๆใน 
Family Enterobacteriaceaeทีไ่มส่รา้ง chromosomal beta-lactamase หรอืสรา้งไดน้้อยมากเช่น 
Escherichia coli และProteus mirabilisวธิกีารตรวจหาเอนไซมช์นิดนี้มหีลายวธิ ีไดแ้ก่ 

 1. วธิ ีDouble disc โดยอาศยัหลกัว่า ESBL ถูกยบัยัง้ดว้ยสารตา้นเบตา้แลคทาเมส 
 2. วธิ ี Combination disc ใชห้ลกัการเดยีวกบัวธิ ี disc diffusion โดยเปรยีบเทยีบ inhibition 

zone ของแผ่นยาทีม่ ี extended-spectrum cephalosporin (ESC) เพยีงอยา่งเดยีวกบัเเผ่นยาทีม่ ีESC 
รว่มกบั clavulanic acid ซึง่เป็น beta-lactamase inhibitor 

 3. วธิ ี dilution ตามวธิมีาตรฐาน broth dilution ของ National Committee of Clinical 
Laboratory Standards (NCCLS) โดยเปรยีบเทยีบ MIC ระหว่างหลอดทีใ่ส่ extended-spectrum 
cephalosporin (ESC) เพยีงอยา่งเดยีวกบั MIC ของหลอดทีใ่ส่ ESC รว่มกบั clavulanic acid โดย
หลกัการเช่นเดยีวกบัวธิ ีcombination disc 

 นอกจากการตรวจหาเอนไซมแ์ลว้การตรวจหายนี ESBL โดยอาศยัเทคนิค PCR กเ็ป็นอกี
วธิกีารหนึ่งทีศ่กึษากนัอย่างแพรห่ลาย ทัง้ใน Genus Klebsiella, E. coliหรอืแมแ้ต่ใน B. pseudomallei 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarovich%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22363490
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ระเบียบวิธีวิจยั  
แบคทเีรยี 
     เกบ็เชือ้ B. pseudomalleiทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยทีเ่ขา้รบัการรกัษาในโรงพยาบาลทีร่ว่มโครงการ 

วนิิจฉยัเชือ้จลุชพีดว้ยชุดตรวจทางชวีเคม ีและ monoclonal antibody ต่อเชือ้ ตัง้แต่ 1 มกราคม 2556-
31 พฤษภาคม 2557ประมาณ 1,300 isolates รวบรวมเชือ้แบคทเีรยีและน ามาทดสอบใน Biosafety 
level 3 ทีศู่นยว์จิยัโรคเมลอิอยโดสสิ คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น สกดั DNA น ามาท าการ
ทดสอบในระดบัโมเลกุลต่อทีว่ทิยาลยัแพทยศาสตรแ์ละการสาธารณสุข มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี 

การทดสอบความไวของยาตา้นจลุชพี 
     ทดสอบค่าความไวของเชือ้จลุชพีต่อยาในกลุ่ม beta-lactam โดยการศกึษา Minimum 

inhibitory concentration (MIC)โดยใชชุ้ดทดสอบของ Sensititre Non-Fermenter plate (TREK 
Diagnostic systems, Biosciences Inc., Magellan, USA) ทีม่คีวามเขม้ขน้ของยาในกลุ่ม beta-lactam 
ทีใ่ชใ้นการทดสอบอยูใ่นช่วง 1-256 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร (µg/ml) เตรยีมเชือ้ทีน่ ามาทดสอบโดยเลีย้ง
ใน Ashdown’s agar และเลอืก 3-5 โคโลนีเขีย่ลงในน ้ากลัน่ปราศจากเชือ้ 3 มลิลลิติร (ml) แลว้ปรบั
ความขุ่นใหเ้ท่ากบั McFarland No. 0.5 จากนัน้ดดูมา 10 ไมโครลติร (µL) ใส่ลงไปในหลอดทีม่ ีMueller 
Hinton broth with N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic acid; 2-(2-hydroxy-1,1-
bis(hydroxymethyl)ethylamino)ethane sulfonic acid, C6H15NO6S (TES) buffer 11 ml ผสมใหเ้ขา้
กนัด ีดดูเชือ้มา 50 µL ใส่ลงไปใน Sensititre Non-Fermenter plate แลว้น าไปบ่ม 37C เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และอ่านผล ถา้หลุมทีม่เีชือ้ขึน้จะเหน็การตกตะกอนของเซลลเ์ป็นกระดุมอยูก่น้หลุม อ่าน MIC ที่
ความเขม้ขน้ต ่าสุดทีไ่มพ่บการตกตะกอน โดยมหีลุม positive ซึง่พบตะกอนเซลลใ์นหลุมและ negative 
control ซึง่ไมพ่บตะกอนเซลลใ์นหลุม Reference strain เป็น Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 
 การเตรยีมตวัอยา่งดเีอนเอของเชือ้ B. pseudomallei 

1.1 ท าการเกบ็ตวัอยา่งเชือ้แบคทเีรยี B. pseudomallei ทีค่ดัแยกไดจ้ากผูป่้วยทีเ่ขา้รบัการ
รกัษาทีโ่รงพยาบาลสรรพสทิธปิระสงค ์ จงัหวดัอุบลราชธานี โรงพยาบาลศรสีะเกษ และโรงพยาบาล
อ านาจเจรญิโดยจ านวนเชือ้ทีจ่ะน ามาสกดัดเีอนเอจะตอ้งมคีุณสมบตัใินการดือ้ยา  

1.2 การสกดัดเีอนเอของเชือ้แบคทเีรยี โดยใชชุ้ดน ้ายาส าเรจ็รปูยีห่อ้ Genomic Bacterial DNA 
Extraction kit (RBC, Bioscience, Taiwan) โดยท าการสกดัตามค าแนะน าของผลติภณัฑท์ุกขัน้ตอน 

1.3 เกบ็รกัษา isolated genomic DNA ของเชือ้แต่ละไอโซเลตทีส่กดัไดไ้วท้ีอุ่ณหภูม ิ-20 องศา
เซลเซยีส เพื่อใชใ้นการท า polymerase chain reaction (PCR) ส าหรบัการตรวจหายนี Class D 
oxacillinases (oxa)และ (penA) 

การตรวจหายนี Class D oxacillinases (oxa) และ Class A carbapenemases (penA)ในเชือ้
B. pseudomallei 
 เพื่อเป็นการตรวจหายนีเป้าหมาย 2 ชนิด คอื oxa และ penA ซึง่เป็นยนีทีม่สี่วนเกีย่วขอ้งกบั
การดือ้ยาในเชือ้ B. pseudomallei ซึง่วธิกีารวเิคราะหน์ัน้จะตอ้งตอ้งการเพิม่จ านวนยนีเป้าหมายและ
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ศกึษาล าดบัเบสแต่ละตวั (A, T C, และ G) โดยการท า DNA sequencing ซึง่ส าหรบัการท า PCR นัน้ 
คณะผูว้จิยัจงึไดท้ าการวเิคราะหล์ าดบัเบสของยนีทัง้สองดงักล่าวโดยวธิกีารทางชวีสารสนเทศแลว้ท า
การออกแบบไพรเ์มอรท์ีเ่หมาะสมส าหรบัใชใ้นการตรวจหายนีโดยวธิ ี conventional PCR ซึง่มวีธิกีาร
ดงันี้ 

 2.1 เกบ็ล ำดบันิวคลโีอไทดข์องทัง้ยนี oxa และ penAจำกฐำนขอ้มลูNational Center for 
Biotechnology Information (NCBI) database  

 2.2 น ำนิวคลโีอไทดข์องยนีแต่ละชนิด มำท ำกำรเปรยีบเทยีบควำมเหมอืน (identity) โดยโช้
โปรแกรมส ำเรจ็รปู Multiple Sequence AlignmentClustalW Version 1.83 
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/)  

2.3 น าต าแหน่งทีเ่ป็นต าแหน่งอนุรกัษณ์ของแต่ละยนีมาออกแบบไพรเ์มอรโ์ดยใชโ้ปรกรม

ส าเรจ็รปู LightCycler® Real-Time PCR (Roche) 

แผนการทดลอง 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. pseudomallei, the strain from clinical specimen and environment 

Genomic DNA extraction   

Conventional PCR for amplification of specific genes, includingPenAand 
BlaOxa genes 

DNA sequencing by Sanger sequencing technique  

Data analysis, conclusion, and discussion 

Sequence comparative analysis at amino acid level 
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สถานท่ีท าการวิจยั ทดลอง หรือเกบ็ข้อมลู 
สถานทีท่ีใ่ชใ้นการท าวจิยั : วทิยาลยัแพทยศาสตรแ์ละการสาธารณสุข มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี 

และศูนยว์จิยัโรคเมลอิอยโดสสี คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
แหล่งเกบ็เชือ้: เชือ้ B. pseudomalleiทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยในโรงพยาบาลสรรพสทิธิป์ระสงค ์

โรงพยาบาลศรสีะเกษ และ โรงพยาบาลอ านาจเจรญิ 
 
ผลการทดลอง 
1. การทดสอบความไวของยาตา้นจลุชพี(Phenotypic study) 
1.1วธิ ีStandard disk diffusion 
          เชือ้ทีไ่ดเ้กบ็จากผูป่้วยทัง้หมด 1340 isolates จากโรงพยาบาลสรรพสทิธิป์ระสงค ์จ านวน 876 
isolates โรงพยาบาลศรสีะเกษ จ านวน 272 isolatesและโรงพยาบาลอ านาจเจรญิ จ านวน 192 isolates
แปลผลความไวตาม M100-S24 performance standards for antimicrobial susceptibility testing; 
Twenty-Fourth Informational Supplement ดงัตารางที ่1 พบว่าเชือ้ B. pseudomalleiทีแ่ยกไดม้คีวาม
ไวต่อยาSXT รอ้ยละ 100 Piperacillin รอ้ยละ 98-100ยา Ceftazidime รอ้ยละ 97-99Imipenem รอ้ยละ 
98-100และCiprofloxacin รอ้ยละ 84-94(ตารางที ่2-5) 
 

ตารางท่ี 1 แสดงผลinhibition zoneของยาCeftazidime Imipenem Piperacillin SXT และ 
Ciprofloxacin ตาม Performance standards for antimicrobial susceptibility testing 

 
Antibiotics Susceptible (mm) Intermediate (mm) Resistant (mm) 
Ceftazidime 30 µg ≥18 15-17 ≤14 
Imipenem 10 µg ≥19 16-18 ≤15 
Piperacillin 100 µg ≥18 - ≤17 
SXT 25 µg 
(trimethoprim-
sulfamethoxazole 
1.25/23.75 µg) 

≥16 11-15 ≤10 

Ciprofloxacin 5 µg ≥21 16-20 ≤15 
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ตารางท่ี 2 แสดงผลความไวของเชือ้ B. pseudomalleiของยาCeftazidime Imipenem Piperacillin SXT 
และ Ciprofloxacin ตาม Performance standards for antimicrobial susceptibility testing จาก
การศกึษาดว้ย standard disk diffusion รพ.สรรพสทิธปิระสงคจ์ านวน876isolates 
 
Antibiotics Susceptible (isolates) Intermediate (isolates) Resistant (isolates) 
Ceftazidime 30 µg 858 (97.95%) - 18 (2.05%) 
Imipenem 10 µg 867 (98.97%) - 9 (1.03%) 
Piperacillin 100 µg 864 (98.63%) - 12 (1.37%) 
SXT 25 µg 
(trimethoprim-
sulfamethoxazole 
1.25/23.75 µg) 

876 (100%) - - 

Ciprofloxacin 5 µg 736 (84.01%) - 140 (15.99%) 
 
ตารางท่ี 3 แสดงผลความไวของเชือ้ B. pseudomalleiของยาCeftazidime Imipenem Piperacillin SXT 
และ Ciprofloxacin ตาม Performance standards for antimicrobial susceptibility testing จาก
การศกึษาดว้ย standard disk diffusion รพ.ศรสีะเกษจ านวน 272 isolates 
 
Antibiotics Susceptible (isolates) Intermediate (isolates) Resistant (isolates) 
Ceftazidime 30 µg 269 (98.89%) - 3 (1.11%) 
Imipenem 10 µg 269 (98.89%) - 3 (1.11%) 
Piperacillin 100 µg 272 (100%) - - 
SXT 25 µg 
(trimethoprim-
sulfamethoxazole 
1.25/23.75 µg) 

272 (100%) - - 

Ciprofloxacin 5 µg 249 (91.54%) 15 (5.51%) 8 (2.98%) 
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ตารางท่ี 4 แสดงผลความไวของเชือ้ B. pseudomalleiของยาCeftazidime Imipenem Piperacillin SXT 
และ Ciprofloxacin ตาม Performance standards for antimicrobial susceptibility testing จาก
การศกึษาดว้ย standard disk diffusion รพ.อ านาจเจรญิจ านวน 192 isolates 
 
Antibiotics Susceptible (isolates) Intermediate (isolates) Resistant (isolates) 
Ceftazidime 30 µg 191 (99.47%) - 1 (0.53%) 
Imipenem 10 µg 192 (100%) - - 
Piperacillin 100 µg 192 (100%) - - 
SXT 25 µg 
(trimethoprim-
sulfamethoxazole 
1.25/23.75 µg) 

192 (100%) - - 

Ciprofloxacin 5 µg 182 (94.79%) 7 (3.64%) 3 (1.57%) 
 
ตารางท่ี 5 แสดงการเปรยีบเทยีบผลความไวของเชือ้ B. pseudomalleiของยา Ceftazidime Imipenem 
Piperacillin SXT และ Ciprofloxacin ตาม Performance standards for antimicrobial susceptibility 
testing จากการศกึษาดว้ย standard disk diffusion ระหว่าง รพ.สรรพสทิธปิระสงค ์รพ.ศรสีะเกษและ
อ านาจเจรญิ 
 
Antibiotics Susceptible (mm) Intermediate (mm) Resistant (mm) 

สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ 

Ceftazidime 30 
µg 

 97.95% 98.89% 99.47% - -  2.05% 1.11% 0.53% 

Imipenem 10 µg  98.97% 98.89% 100% - -  1.03% 1.11% - 

Piperacillin 100 
µg 

98.63%  100% 100% - -  1.37% - - 

SXT 25 µg 
(trimethoprim-
sulfamethoxazole 
1.25/23.75 µg) 

 100% 100% 100% - -  - - - 

Ciprofloxacin 5 
µg 

84.01%  91.54% 94.79% - 5.51% 3.64% 15.99% 2.98% 1.57% 
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1.2 การทดสอบ Minimal Inhibitory Concentration 
เชือ้ทีแ่ยกไดจ้าก รพ.ศรสีะเกษ และ รพ.อ านาจเจรญิมคีวามไวต่อยา Ceftazidime และ Imipenem รอ้ย
ละ 100 ในขณะทีเ่ชือ้ทีแ่ยกไดจ้าก รพ.สรรพสทิธปิระสงค ์มคีวามไวต่อ Ceftazidime รอ้ยละ 96.57 และ 
Imipenem รอ้ยละ 98.40 ในขณะทีย่าอื่นๆไม่มเีกณฑใ์นการแปลผลจงึสรปุเป็นค่า MIC50และ MIC90

แสดงในตารางที ่8 
 การแปลผลตาม CLSI ส าหรบัเชือ้ B. pseudomalleiม ีbreak point ต่อยา ดงัต่อไปนี้ 
 
ตารางท่ี 6 Break point ของยาตา้นจลุชพีต่อเชือ้B. pseudomallei ตามเกณฑข์อง CLSI 
 
Antibiotics Susceptible (µg/ml) Intermediate (µg/ml) Resistant (µg/ml) 
Ceftazidime ≤8 16 ≥32 
Imipenem ≤4 8 ≥16 
  
ตารางที ่7 แสดงผลความไวของเชือ้ B. pseudomalleiของยาCeftazidime และ Imipenem ตาม 
Performance standards for antimicrobial susceptibility testingทีแ่ยกไดจ้าก รพ. รพ.สรรพสทิธิ
ประสงค ์รพ.ศรสีะเกษและอ านาจเจรญิ 
 
Antibiotics Susceptible (µg/ml) Intermediate (µg/ml) Resistant (µg/ml) 

สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ 

Ceftazidime 846 
(96.57%) 

272 
(100%) 

192 
(100%) 

13 
(1.48%) 

-  17 
(1.95%) 

-  

Imipenem 862 
(98.40%) 

272 
(100%) 

192 
(100%) 

9 
(1.03%) 

-  5 
(0.57%) 

-  

 
 
ส าหรบัยา Piperacillin SXT และ Ciprofloxacin ไมม่ตีารางแปลผล ส าหรบัเชือ้ B. pseudomalleiจงึ
แสดงผลของ MIC50และ MIC90ต่อยา ดงันี้ 
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ตารางท่ี 8 แสดงค่า MIC50และ MIC90 ของยา Ceftazidime Imipenem Piperacillin SXT และ 
Ciprofloxacin ของเชือ้ B. pseudomalleiทีแ่ยกไดจ้าก รพ. รพ.สรรพสทิธปิระสงค ์รพ.ศรสีะเกษและ
อ านาจเจรญิ 
 
Antibiotics MIC50 (µg/ml) MIC90 (µg/ml) 

สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ สรรพสทิธิ
ประสงค ์

ศรสีะเกษ อ านาจเจรญิ 

Ceftazidime 2 2 2 4 4 4 
Imipenem ≤0.5 ≤0.5 ≤0.5 1 1 1 
Piperacillin ≤8 ≤8 ≤8 ≤8 ≤8 ≤8 
SXT ≤1/19 ≤1/19 ≤1/19 ≤1/19 ≤1/19 ≤1/19 
Ciprofloxacin 1 2 1 2 2 2 
 
2. การศึกษายีนท่ีมีผลต่อการด้ือยา (Genotypic study) 
2.1ผลการออกแบบไพรเ์มอรส์ าหรบัตรวจหายนี oxa และ penA ดว้ยวธิกีาร PCR 

การออกแบบไพรเ์มอรส์ าหรบัตรวจหายนี oxa และ penA ด้วยวธิกีาร PCR นัน้ คณะผู้วจิยัได้

ท าการเก็บล าดบันิวคลโีอไทด์ของทัง้ 2 ยนี โดยยนี oxa ได้ทัง้สิ้นจ านวน 17 สาย (ตารางที่9)และยนี 

penA ไดท้ัง้หมด 2 สาย (ตารางที1่0) ซึง่พบว่าopen reading frame (ORF) ของยนีoxaมขีนาด 810 bp 

และpenA มขีนาด 888 bpการออกแบบไพรเ์มอรใ์นงานวจิยัครัง้นี้ได้ใช้โปรแกรม LightCycler® Real-

Time PCR (Roche, USA) ซึง่ไดคู้่ไพรเ์มอร ์ 
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ตารางท่ี 9 ยนี oxa ส าหรบัการออกแบบไพรเ์มอร ์ 
 

ยีน  เช้ือ Accession number 

oxa Burkholderia mallei ATCC 23344 CP000011.2 
Burkholderia pseudomallei MSHR346 ACOJ01000001.1 

Burkholderia pseudomallei strain E15 AJ488303.1 

Burkholderia pseudomallei strain 1902a AJ488302.1 

Burkholderia pseudomallei isolate 76161 FJ147202.1 
Burkholderia pseudomallei strain A316 AM263456.1 

Burkholderia pseudomallei strain 979b AM263455.1 

Burkholderia pseudomallei strain 392f AM263454.1 

Burkholderia pseudomallei strain 392a AM263453.1 

Burkholderia pseudomallei strain 365c AM263452.1 

Burkholderia pseudomallei strain 316c AM263450.1 

Burkholderia pseudomallei K42 CP009163.1 

Burkholderia pseudomallei AJ632249.1 

Burkholderia pseudomallei AJ631966.1 

Burkholderia pseudomallei strain BD CP009210.1 

Burkholderia pseudomallei TSV 48 CP009160.1 

Burkholderia pseudomallei 354a AGVS01000748.1 

Burkholderia pseudomallei 354e AHJD01000283.1 
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ตารางท่ี 10 ยนี penAส าหรบัการออกแบบไพรเ์มอร ์ 
 

ยีน  เช้ือ Accession number 

penA Burkholderia mallei ATCC 23344 CP000011.2 
 Burkholderia pseudomallei K96243 NC_006351.1 
 

การออกแบบเบื้องต้นคณะผูว้จิยัมุ่งเน้นที่จะเพิม่จ านวนยนีเฉพาะตรงต าแหน่งที่มกัการเกดิการ

กลายพันธุ์ของยนีทัง้ oxa และ penA จงึได้ออกแบบได้ดังแสดงในตารางที่11 และทดสอบการเพิ่ม

จ านวนยีนทั ้งสอง โดยใช้  PCR component และPCR condition ในตารางที่ 12 และตารางที่ 13 

ตามล าดบั 

 
ตารางท่ี11 ไพรเ์มอรส์ าหรบัเพิม่จ านวนยนี penAและ oxaครัง้ที1่ 

 
Primer Sequence 

Oxa_Forward 5’TGAAATTCCGACACGCGCTG 3’ 

Oxa_Reverse 5’CGTCCGTATGCCTGCTGAAA 3’ 

penA_ Forward 5′-GCAGCACATCCAAGATGATGC-3′ 

penA_ Reverse 5′-GCCGATCGTGTTCATCGTCTA-3′ 

 
 

ตารางท่ี12องคป์ระกอบน ้ายาในการท า PCR  
 

Reagents Final concentration 
10X PCR buffer 1X 
MgCl2 buffer 1.5 mM 
dNTP 200 µM 
Forward primer 0.2 µM 
Reverse primer 0.2 µM 
DNA polymerase 1 unit 
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ตารางท่ี13PCRcondition ส าหรบัยนีpenA และ oxa 
 

Step temperature Time No. of cycles 
Pre-incubation 95 0C 5 min 1 
Denaturation 95 0C 30 sec 

30 Annealing 55 0C 30 sec 
Extension 72 0C 1 min 
Final extension 72 0C 7 min 1 

 
ผลการทดสอบเพิม่จ านวนยนีเป้าหมาย คอื penAและ oxa แสดงดงัภาพที ่ 1 และ 2 โดย

สามารถเพิม่จ านวนยนีทัง้สองไดอ้ยา่งจ าเพาะโดยยนี oxa มขีนาดประมาณ 300 bp (ภาพที1่) และ 
penA (ภาพที2่) มขีนาดประมาณ 500 bp ส่วน โดยการศกึษาพบว่า ส าหรบัยนี penAสามารถตรวจพบ
ไดจ้ านวน 8 จากตวัอยา่งดเีอน 10 ตวัอยา่ง และส าหรบัยนี oxa โดยตรวจไดใ้นทุกตวัอยา่ง อยา่งไรก็
ตามผูว้จิยัไดน้ าเสนอผลการเพิม่จ านวนยนี ดงักล่าวนี้ใหค้ณะกรรมการฯ ซึง่ไดข้อ้แนะน าทีด่วี่า เหน็ควร
ท าการออกแบบไพรเ์มอรค์ู่ใหมข่องทัง้ยนี oxa และ penA เพื่อใหไ้ดย้นีทัง้สองทีส่มบรูณ์มากทีสุ่ด ดงันัน้
คณะผูว้จิยัจงึไดท้ าการออกแบบไพรเ์มอรค์ู่ใหม ่ดงัแสดง ในตารางที่14 
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ภาพท่ี1 ผลการเพิม่จ านวนยนี oxa จากดเีอนเอทีส่กดัไดจ้ากเชือ้ B. pseudomalleiสายพนัธุ ์

B001-B010 
ก าหนด 
Lane M คอื Hyper DNA ladder IV 
Lane 1 และ 2คอื PCR without template DNA 
Lane 3คอื Amplified product of B. pseudomallei 001 strain 
Lane 4คอื Amplified product of B. pseudomallei 002 strain 
Lane 5คอื Amplified product of B. pseudomallei 003 strain 
Lane 6คอื Amplified product of B. pseudomallei 004 strain 
Lane 7คอื Amplified product of B. pseudomallei 005 strain 
Lane 8คอื Amplified product of B. pseudomallei 006 strain 
Lane 9คอื Amplified product of B. pseudomallei 007 strain 
Lane 10คอื Amplified product of B. pseudomallei 008 strain 
Lane 11คอื Amplified product of B. pseudomallei 009 strain 
Lane 12คอื Amplified product of B. pseudomallei 0010 strain 
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ภาพท่ี2 ผลการเพิม่จ านวนยนี penA จากดเีอนเอทีส่กดัไดจ้ากเชือ้ B. pseudomalleiสายพนัธุ ์

B001-B010 
ก าหนด 
Lane M คอื Hyper DNA ladder IV 
Lane 1 และ 2คอื PCR without template DNA 
Lane 3คอื Amplified product of B. pseudomallei 001 strain 
Lane 4คอื Amplified product of B. pseudomallei 002 strain 
Lane 5คอื Amplified product of B. pseudomallei 003 strain 
Lane 6คอื Amplified product of B. pseudomallei 004 strain 
Lane 7คอื Amplified product of B. pseudomallei 005 strain 
Lane 8คอื Amplified product of B. pseudomallei 006 strain 
Lane 9คอื Amplified product of B. pseudomallei 007 strain 
Lane 10คอื Amplified product of B. pseudomallei 008 strain 
Lane 11คอื Amplified product of B. pseudomallei 009 strain 
Lane 12คอื Amplified product of B. pseudomallei 0010 strain 
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ตารางท่ี 14 ไพรเ์มอรส์ าหรบัเพิม่จ านวนยนี oxaและ penA ครัง้ที2่ 
 

Primer Sequence Gene product (bp) 

Oxa_Forward 5’ ATGAAATTCCGACACGCGCT 3’ 761 

Oxa_Reverse 5’ GTCCGTATGCCGGCTGAAAC 3’ 

penA_ Forward 5′-TGAATCATTCTCCGTTGCGC-3 800 

penA_ Reverse 5′-TAGACGATGAACACGATCGGC-3′ 

 
 
2.2 การตรวจหายีน oxa และ penA ในเช้ือBurkholderia pseudomallei ท่ีด้ือยา โดยใช้ไพรเ์มอร์
คู่ใหม่ 

คณะผู้วิจยัสามารถคัดแยกเชื้อ Burkholderia pseudomalleiจากผู้ป่วยที่เข้ารบัการรักษาที่
โรงพยาบาลสรรพสทิธปิระสงค์ โรงพยาบาลศรสีะเกษ และโรงพยาบาลอ านาจเจรญิ ได้จ านวนทัง้สิ้น 
1,340ไอโซเลต โดยในจ านวนนี้ มีเชื้อที่ดื้อ (resistant) ต่อยาCeftazidime จ านวน 17 ไอโซเลต 
(MIC≥32µg/ml) ดื้อต่อยา Imipenem จ านวน 5 ไอโซเลต (MIC≥16µg/ml) รวมทัง้สิ้น 22 ไอโซเลต
นอกจากนี้ยงัพบเชือ้ทีด่ ือ้ต่อยาระดบัปานกลาง (intermediate) ดือ้ต่อยา Ceftazidime จ านวน 13 ไอโซ
เลต (MIC 16µg/ml) ดื้อต่อยา Imipenem จ านวน 9 ไอโซเลต (MIC 8µg/ml) รวมทัง้สิ้น 22 ไอโซเลต
และสามารถสกดั genomic DNA ทีม่คีุณภาพด ีคอืมคี่า optical density at 260/280 อยู่ระหว่าง 1.8-2.0 
ซึง่เพยีงพอส าหรบัน าไปใชใ้นการตรวจสอบยนีได ้

ผลการทดสอบเพิม่จ านวนยนีเป้าหมาย คอื oxaและ penA จากตวัอย่าง genomic DNA ของ
เชื้อ  B. pseudomallei ทัง้ 22 ไอโซเลตโดยวิธีการ PCR และใช้ condition ตามตารางที่ 2 พบว่า 
สามารถตรวจพบและเพิม่จ านวนยนี oxaไดใ้นทุกไอโซเลตโดยมขีนาดของ amplified product ทีม่ขีนาด
เท่ากนั คอืขนาดประมาณ 750 bp เทยีบกับ DNA marker ในขณะเดยีวกนัก็ไม่สามารถตรวจพบยนี 
penA ไดใ้นทุกตวัอยา่ง (ตารางที1่5) 
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ตารางท่ี15ผลการเพิม่จ านวนยนี Oxa และ penA ในเชือ้ B. pseudomallei จ านวน 22 ไอโซเลต 
 

B. pseudomallei (ไอโซเลต) ยนี B. pseudomallei (ไอโซเลต) ยนี 
Oxa PenA Oxa PenA 

B534 + - B061 + - 
B107 + - B062 + - 
B130 + - B074 + - 
B141 + - B081 + - 
B208 + - B089 + - 
B211 + - B090 + - 
B230 + - B092 + - 
B232 + - B096 + - 
B234 + - B110 + - 
B242 + -    
B270 + -    
B279 + -    
B283 + -    
+ หมายถงึ ตรวจพบยนี 
- หมายถงึ ตรวจไมพ่บยนี 

 
คณะผู้วิจ ัยได้ท าการส่ง amplified product ของยีน oxa จ านวน 19 ไอโซเลตไปท า DNA 

sequencing ส่วนอกี 3 ไอโซเลต คอื B093 B107 และ B141 ไม่ไดส้่งท า DNAsequencing เนื่องจากใน
ขณะนัน้คุณภาพ amplified product ไม่เพียงพอส าหรบัท า sequencing ซึ่งผลการหาล าดับและการ
วเิคราะหก์รดอะมโินของยนี oxaทัง้ 19 ไอโซเลต มดีงันี้ 
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ผลการหาล าดบัและการวิเคราะห์กรดอะมิโนของยีน oxa                                        
1.B. pseudomalleiB130 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
222 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B130 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใช้ฐานข้อมูล UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโินของ
เชื้อ B130 เหมอืนกับล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชื้อ B. pseudomalleiK96243 ทุกประการ คือ 100% 
identity  ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 
 

ORF2: 222 AA. 
>B130 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNEHDPVLPYR
DSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGNADVSGDPGQN
NGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTLADGTVVHGKTGVSYPLL
ADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTL 
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2. B. pseudomalleiB208 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
223 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชื้อ B208 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B208 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei (strain 1026b) ทุก
ประการ ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 
 

ORF2: 223 AA. 
>B208 
LLGCIAASAH AKTICTAIAD AGTGKLLLQD GDCGRRASPA STFKIAISLM GYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDS YIAWGGEAWK QPTDPTRWLK YSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGNADVSGDPGQN 
NGLDRAWIGS SLQISPLEQL EFLGKMLDRK LPVSPTAVDM TERIVESTTL 
ADGTVVHGKT GVSYPLLADG TRDWARGSGW FVGWIVRGKQ TLV 
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3. B. pseudomalleiB211 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
231 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B211 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B211 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei (strain 1026b) ทุก
ประการคอื 100% identity  ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 

ORF2: 231 AA. 
>B211 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLLQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDEADGTVVHGKT 
GVSYPLLADG TRDWARGSGW FVGWIVRGKQ TLV 
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4. B. pseudomalleiB230 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 3 (ORF3) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
234 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B230 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B230 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei (strain 1026b)ทุก
ประการคอื 100% identity (231/231)  ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 
 

 
 
 
 
 

ORF3: 234 AA. 
>B230 
GNPLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLLQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFL 
RNEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFG 
YGNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIVES 
TTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDE 
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5. B. pseudomalleiB232 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 3 (ORF3) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
242 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B232 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B232 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei (strain 1026b)ทุก
ประการคอื 100% identity 240/240 ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 

ORF3: 242 AA. 
>B232 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLLQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGI 
TD 
 



30 
 

 
6. B. pseudomalleiB234 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 1 (ORF1) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
241 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B234 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B232 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei (strain 1026b)ทุก
ประการคอื 100% identity 239/239 ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 

ORF1: 241 AA. 
>B234 
FAGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLLQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGI 
R 
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7. B. pseudomalleiB242 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
246 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B242 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B242 เหมอืนกับล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei (strain K96243)
ทุกประการคอื 239/241 (99%) ซึง่กรดอะมโินสองตวัแรกทีม่คีวามต่างอาจเกดิจากผลการอ่านล าดบัเบส
ช่วงตน้มคีวามผดิพลาดท าใหก้รดอะมโินเปลีย่นแปลง ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 

ORF2: 246 AA. 
>B242 
GGILLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGF 
LRNEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAF 
GYGNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVE 
STTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPV 
SAGKTD 
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8. B. pseudomalleiB279 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 1 (ORF1) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
244 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B279 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B279 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei Pakistan9คือ 
241/242 (99%) กรดอะมิโนตัวแรกที่มีความต่างอาจเกิดจากผลการอ่านล าดับเบสช่วงต้นมีความ
ผดิพลาดท าใหก้รดอะมโินเปลีย่นแปลง ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 
 
 
 

ORF1: 244 AA. 
>B279 
ILLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLR 
NEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGY 
GNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIVEST 
TLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSA 
GIPD 
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9. B. pseudomalleiB283 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
240 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B283 กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B283 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei Pakistan9คือ 
240/240 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 
 
 
 
 
 

ORF2: 240 AA. 
>B283 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGI 
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10. B. pseudomalleiB534 
ในการวิเคราะห์การอ่านกรดอะมิโน สามารถ translate ล าดับ sequenced DNA แล้วอ่าน

กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
241 amino acid (aa.) ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชื้อ B534กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B534 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei คือ 240/241 
(99%) กรดอะมโิน 1 ตวัที่มคีวามต่างอาจเกดิจากผลการอ่านล าดบัเบสช่วงปลายอาจมคีวามผดิพลาด
ท าใหก้รดอะมโินเปลีย่นแปลง ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 

ORF2: 241 AA. 
>B534 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGL 
R 
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11. B. pseudomalleiB061 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
238 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B061กบัล าดบักรดอะมโินโดยใชโ้ปรแกรม 
BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโินของเชือ้ 
B061 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei (strain K96243)คอื 
238/238 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 
 
 

ORF2: 238 AA. 
>B061 
CIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNEHDPVLPYRDSYIAW
GGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGNADVSGDPGQNNGLDRAWIG
SSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGS
GWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGIR 
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12. B. pseudomalleiB062 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
239 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชื้อ B062กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B062 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei คอื 
237/237(100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 
 
 
 
 
 

ORF2: 239 AA. 
>B062 
CIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNEHDPVLPYRDSYIAW
GGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGNADVSGDPGQNNGLDRAWIG
SSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGS
GWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGITD 
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13. B. pseudomalleiB074 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
243 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B074กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B074 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei (strain K96243) 
คอื 243/243 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 

ORF2: 243 AA. 
>B074 
FVLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLR 
NEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGY 
GNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVEST 
TLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSA 
GIR 
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14. B. pseudomalleiB081 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
241 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B081กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B081 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei คอื 237/237 
(100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 
 
 

ORF2: 241 AA. 
>B081 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSPDY 
A 
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15. B. pseudomalleiB090 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
241 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B090กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B090 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei คอื 241/241 
(100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้เช่นกบัไอโซเลตอื่นๆ  

 

 
 
 
 
 
 

ORF2: 241 AA. 
>B090 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGI 
R 
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16. B. pseudomalleiB092 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
237 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B092กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B092 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei (strain K96243)คอื 
234/234 (100% )ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้เช่นกบัไอโซเลตอื่นๆ  

 

 
 
 
 
 
 
 

ORF2: 237 AA. 
>B092 
IAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNEHDPV 
LPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGNADVS 
GDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTLADGT 
VVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAAYG 
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17. B. pseudomalleiB096 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 1 (ORF1) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
243 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B096กบัล าดบักรดอะมโินโดยใชโ้ปรแกรม 
BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโินของเชือ้ 
B096 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei (strain K96243)คอื 
243/243 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้เช่นกบัไอโซเลตอื่นๆ  

 

 
 
 
 
 
 

ORF1: 243 AA. 
>B096 
FVLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLR 
NEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGY 
GNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVEST 
TLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSA 
GIR 
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18. B. pseudomalleiB110 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 1 (ORF1) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
242 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B110กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B110 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei Pakistan 9คอื 
238/238 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้เช่นกบัไอโซเลตอื่นๆ  

 

 
 
 
 
 

ORF1: 242 AA. 
>B110 
IRFAGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLR 
NEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGY 
GNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIVEST 
TLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSA 
GI 
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19. B. pseudomalleiB270 
 ในการวเิคราะหก์ารอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แลว้อ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 1 (ORF1) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
242 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B270กบัล าดบักรดอะมโินโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชือ้ B270 เหมอืนกบัล าดบักรดอะมโิน Oxa ในเชือ้Burkholderia pseudomallei (strain K96243) 
คอื 239/239 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้เช่นกบัไอโซเลตอื่นๆ  

 

 
 
นอกจากนี้  คณ ะผู้ วิจ ัย ได้ท าการส่ ง  amplified PCR product ของยีน  oxa ของเชื้ อ  B. 

pseudomalleiไอโซเลต คือ  B001, B006, B007 และ B008 ที่ ไม่มี phenotype ของการดื้อ ต่อยา
ปฏชิวีนะไปท า DNA sequencing และท าการวเิคราะหล์ าดบักรดอะมโิน พบว่ายนี oxa จากทุกไอโซเลต 
คอื B001, B006, B007 และ B008 ไม่พบการกลายพนัธ์โดยอ่านผลการวเิคราะห์เมื่อเปรยีบเทยีบกบั

ORF1: 242 AA. 
>B270 
LLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAGFLRNE 
HDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKAFGYGN 
ADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTERIVESTTL 
ADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQPVSAGN 
TD 
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ล าดบัเบสของยนี oxa ในฐานขอ้มลู โดยใหค้่าความเหมอืน เท่ากบั 100 identity ซึง่มรีายละเอยีดผลการ
วเิคราะห ์ดงันี้ 
 
ผลการวิเคราะห ์sequenced Oxa ของเช้ือ B.pseudomallei B001 
 ในการวเิคราะห์การอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แล้วอ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
243 amino acid ผลการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเชือ้ B001กบัล าดบักรดอะมโินโดยใชโ้ปรแกรม 
BLASTP (version 2.2.31+) โดยใช้ฐานข้อมูล UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโินของเชื้อ 
B001 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei Pakistan 9 คือ 243/243 
(100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 

 
 
 
 
 
 

ORF2: 243 AA. 
>B001 
SSAFVLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYDAG 
FLRNEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYAKA 
FGYGNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLDRKLPVSPTAVDMTERIV 
ESTTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERKQP 
VSA 
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ผลการวิเคราะห ์sequenced Oxa ของเช้ือ B.pseudomalleiB006 
 ในการวเิคราะห์การอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แล้วอ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
245 amino acid ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของเชื้อ B006กับล าดับกรดอะมิโนโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ  B006 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei K96243 คือ 
245/245 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ORF2: 245 AA. 

>B006 
ALSSAFVLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYD 

AGFLRNEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYA 

KAFGYGNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTER 

IVESTTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERK 

QPVSA 
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ผลการวิเคราะห ์sequenced Oxa ของเช้ือ B.pseudomallei B007 
 ในการวเิคราะห์การอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แล้วอ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 2 (ORF2) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
245 amino acid ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของเชื้อ B007กับล าดับกรดอะมิโนโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ  B007 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei K96243 คือ 
245/245 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

ORF2: 245 AA. 

>B007 
ALSSAFVLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYD 

AGFLRNEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYA 

KAFGYGNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTER 

IVESTTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERK 

QPVSA 
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ผลการวิเคราะห ์sequenced Oxa ของเช้ือ B.pseudomallei B008 
 ในการวเิคราะห์การอ่านกรดอะมโิน สามารถ translate ล าดบั sequenced DNA แล้วอ่าน
กรดอะมโินไดท้ี ่Open reading frame 3 (ORF3) ดงัแสดงในกรอบภาพดา้นล่างซึง่ไดก้รดอะมโินจ านวน 
245 amino acid ผลการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของเชื้อ B008กับล าดับกรดอะมิโนโดยใช้
โปรแกรม BLASTP (version 2.2.31+) โดยใชฐ้านขอ้มลู UniProtKB database พบว่า ล าดบักรดอะมโิน
ของเชื้อ B008 เหมือนกับล าดับกรดอะมิโน Oxa ในเชื้อBurkholderia pseudomallei Pakistan 9  คือ 
245/245 (100%) ดงันัน้ จงึไมพ่บการกลายพนัธุใ์นเชือ้ไอโซเลตนี้  

 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

ORF2: 245 AA. 
>B008 
ALSSAFVLLGCIAASAHAKTICTAIADAGTGKLLVQDGDCGRRASPASTFKIAISLMGYD 

AGFLRNEHDPVLPYRDSYIAWGGEAWKQPTDPTRWLKYSVVWYSQQVAHHLGAQRFAQYA 

KAFGYGNADVSGDPGQNNGLDRAWIGSSLQISPLEQLEFLGKMLNRKLPVSPTAVDMTER 

IVESTTLADGTVVHGKTGVSYPLLADGTRDWARGSGWFVGWIVRGKQTLVFARLTQDERK 

QPVSA 
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ข้อวิจารณ์ 
 Ceftazidime เป็นยาทีใ่ชใ้นการรกัษาโรตดิเชือ้ B. pseudomallei แต่ปัจจุบนัพบรายงานว่าผลทาง
คลนิิกไม่สมัพนัธก์นักบัผลการตรวจความไวจากทางหอ้งปฏบิตักิาร จากการศกึษาในปี 2012 พบว่าเชือ้ 
B. pseudomallei ไว ต่ อยาceftazidime ร้อยละ 100 ด้ วย  MIC 1-2 µg/ml แ ต่การรักษ าด้วยยา
ceftazidime ได้ผล เพีย งร้อยละ30 (Pawana et al 2011) จากการศึกษาครัง้นี้ พบว่ ามี เชื้ อ  B. 
pseudomallei ความไวต่อ  Ceftazidime ร้อยละ 96.57 และ Imipenem ร้อยละ 98.40 ซึ่ งเชื้อ  B. 
pseudomallei มีแนวโน้มดื้อต่อยาที่ใช้ในการรกัษา โดยมีค่า ceftazidime MIC ≤1-≥32µg/ml และ
Imipenem MIC≤0.5-≥8µg/ml จ าก ผ ลก ารท ดส อบ  MIC พ บ เชื้ อB. pseudomallei ที่ ดื้ อ ต่ อ ย า
ceftazidime และ  Imipenem รอ้ยละ 1.95 และ 0.57 ตามล าดบั แต่อย่างไรกต็ามเชือ้ B. pseudomallei 
ที่ดื้อต่อยา ceftazidime และ  Imipenem ด้วยการตรวจ MIC ไม่พบการดื้อยาตรวจวธิ ีstandard disk 
diffusion ซึ่งเป็นวธิมีาตรฐานที่ใช้ในการตรวจความไวของยาปฏิชีวนะในห้องปฏิบตัิการจุลชีววทิยา 
ส าหรบัยา trimethoprim-sulfamethoxazole ที่ใช้รกัษาโรคเมลลอิอยโดสสีเพื่อป้องกนัการเกิดการกลบั
เป็นซ ้าและให้ผู้ป่วยรับประทานติดต่อกัน 20 สัปดาห์พบว่ายังมีความไวร้อยละ100 ในขณะที ่
ciprofloxacin มคีวามไวรอ้ยละ 84.01-94.79 ซึ่งมคี่า MIC50 และ MIC90≤1/19 µg/ml ส าหรบัยาที่เป็น
ทางเลอืกในการรกัษาโรคติดเชื้อชนิดนี้ เช่น piperacillin มคีวามไวร้อยละ 98.63-100 ซึ่งมคี่า MIC50 
และ MIC90≤8 µg/ml 
 การทดลองจากหลายห้องปฏิบตัิการพบว่าเชื้อ B. pseudomallei มกีารกลายพนัธุ์ ทัง้ class A 
หรือ class D β-lactamases (Ho et al , 2002, Niumsup et al, 2002, Tribuddharat et al 2003) ซึ่ง
ในปัจจบุนัน้ีพบการรายงานเอนไซม ์β-lactamases ทีผ่ลติจากยนี 2 ชนิด คอื BlaPenA และ BlaOXAใน B. 
pseudomallei BlaPenA คอื ยนีที่อยู่บนโครโมโซมที่ม ีputative twin arginine translocase (TAT) และ
สร้าง class A β-lactamases โดยจากการศึกษาพบว่าเอนไซม์ดังกล่าวท าให้เกิดการดื้อ ต่อยา 
ceftazidime ในผู้ป่วยที่ได้รบัการรกัษาด้วยยา ceftazidime (Godfrey et al, 1991, Tribuddharat et al 
2003, Samet al, 2009) แต่อย่างไรก็ตามเอนไซม์ class A β-lactamases ก็ไวต่อ clavulanic acid 
inhibitor ซึ่ง penA พบรายงานว่าท าให้ดื้อต่อยากลุ่ม β-lactam หลายชนิด สามารถพบได้ทัง้ใน 
Escherichia coli และ แบคทเีรยีกลุ่มแกรมลบอื่นๆ (Cheung et al, 2002, Tribuddharat et al 2003) มี
การศึกษาล าดับกรดอะมิโนของ penA ใน B. pseudomallei (Cheung et al, 2002) และจากการ
ออกแบบไพรเมอรจ์ากตารางที1่ พบ penA ใน B. pseudomallei ทีแ่ยกไดจ้ากผูป่้วยโรคเมลลอิอยโดสสี
ทีร่บัการรกัษาในโรงพยาบาลสรรพสทิธป์ระสงคม์ากกว่ารอ้ยละ 90 ซึ้งเชือ้ดงักล่าวไวต่อยา ceftazidime 
และ imipenem ดว้ยวธิ ีstandard disk diffusion และการทดสอบ MIC ผูป่้วยเหล่านี้ไดร้บัการรกัษาดว้ย
ยา ceftazidime แต่อย่างไรกต็ามมผีูป่้วยทีห่ายมเีพยีงรอ้ยละ 30.3 เมื่อมกีารออกแบบไพรเมอรใ์หม่ตาม
ตารางที่ 2 ในการเพิม่จ านวนยนี และใช้หลกัการในเลอืกใช้สายพนัธุ์มาทดสอบ โดยพจิารณาจากสาย
พนัธุใ์หค้่า MIC ทีอ่ยูใ่นระดบัสูง พบว่าไมส่ามารถตรวจหายนี penA ซึง่มขีนาด 1,000 bp เลยและถงึแม้
คณะผู้วิจยัจะท าการออกแบบไพร์เมอร์คู่ใหม่ให้ท าการเพิ่มจ านวนยีน penA ที่มีขนาดเล็กลง คือ 
ประมาณ 800 bp ก็ไม่สามารถเพิ่มจ านวนได้ ทัง้นี้ส ังเกตได้ว่ายีน penA ขนาดเต็ม open reading 
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frame ไม่ค่อยพบรายงานในฐานขอ้มลู NCBI อย่างไรกต็ามเป็นทีน่่าสนใจในการส่งยนี penA ทีม่ขีนาด 
300-500 bp (รูปที่2)   ที่เพิ่มจ านวนได้ในครัง้แรกไปท า DNA sequencing ต่อไปแม้ว่าจะพบ case 
report ผู้ป่วยที่ได้รบัการรกัษาด้วยยา ceftazidime และพบว่าการรกัษาล้มเหลวไม่ได้ผล เนื่องจากพบ
การกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง P167 ของ penA โดยลักษณะการดื้อต่อ  ceftazidime เป็นแบบ sup-
population ซึ่งเกิดขึ้นหลงัจากหลงัจากผู้ป่วยได้รบัยา ceftazidime มาแล้ว 17 วนั ท าให้เชื้อเกิดการ
กลายพนัธุ์ที่ต าแหน่ง P167 (P167S mutation) ภายใต้ภาวการณ์รกัษาด้วยยาceftazidime (Sarovich, 
2012) แต่จากการศึกษานี้ไม่พบยนี penA ซึ่งมขีนาด 1,000 bp และ 800 bp เลยในตัวอย่างเชื้อ B. 
pseudomallei จ านวน 1,340 isolates 
 OXA type β-lactamases จั ด เ ป็ น  class D β-lactamases ซึ่ ง มั ก พ บ ใน  Pseudomonas 
aeruginosa (Weldhagen, 2004) และสามารถผลติไดใ้นแบคทเีรยีกลุ่มแกรมลบหลายชนิด โดยเอนไซม์
นี้สามารถ hydrolyzes ยา oxacillin ซึ่งเป็นยาต้านเชื้อ Staphylococcus แต่เอนไซม์นี้จะถูกยบัยัง้ด้วย 
clavulanic acid น้ อ ย  (Nuno, 2014) มี ก า รศึ ก ษ าพ บ  OXA-57 D β-lactamases จ าก เชื้ อ  B. 
pseudomallei ทัง้ที่แยกได้จากผู้ป่วยและสิ่งแวดล้อม (Keith, 2005) ตลอดจนพบใน Burkholderia 
thailandensis การพบ OXA-57 D β-lactamases ที่กลายพนัธุ ์ส่งผลต่อการดือ้ต่อยาในกลุ่ม β-lactam
จากการศกึษาตรวจพบยนี Oxa ไดเ้กอืบทุกไอโซเลต จงึมกีารออกแบบไพรเมอรใ์หม่ทีค่รอบคลุม open 
reading frame (ORF) ของทัง้ยนี  oxa โดย ORF ของยนี oxa มขีนาด 810 bpซึ่งจากการศกึษาครัง้นี้ 
เชื้อ B. pseudomallei ที่ดื้อต่อยา ceftazidime และ  Imipenem ตรวจพบยนี oxa ทุกไอโซเลต แต่ไม่
พบว่ามกีารกลายพนัธุข์องยนี oxa 
 จากการศึกษาพบเชื้อ B. pseudomallei ที่ดื้อต่อยา ceftazidime และ  Imipenem ร้อยละ 1.95 
และ 0.57 ตามล าดบั และเชือ้ทีด่ ือ้ยาดงักล่าวตรวจพบยนี oxa แต่ไม่พบยนี penA ซึง่มขีนาด 1,000 bp 
และ 800 bp เมื่อน า DNA จากเชือ้เหล่านี้ไปท าการศกึษาหาล าดบักรดอะมโิน พบว่าไม่มกีารกลายพนัธุ์
ของยนี oxa ซีง่เป็นไปไดว้่าเชือ้เหล่านี้อาจจะมกีารดือ้ยาดงักล่าวดว้ยกลไกอื่นๆ เช่น การเปลีย่นแปลง 
penicillin binding protein (PBP) หรอืการลดการแสดงออกของ PBP3 การผลกัยาออกจากเซลล์ เป็น
ตน้ (Chantratita et al, 2012) 
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สรปุการศึกษาตามวตัถปุระสงค ์
1. ไมพ่บการกลายพนัธุข์องยนี oxa และ penA ในเชือ้ B. pseudomallei 

1. พบ oxa ยนี ในเชื้อ B. pseudomallei ที่ดื้อต่อยา ceftazidime และยา imipenem ด้วยการ
ตรวจ MIC 

2. ไม่พบการกลายพนัธุ์ของยนี oxa ในเชื้อ B. pseudomallei ที่ดื้อต่อยา ceftazidime และยา 
imipenem 

3. พบยนี penA เกือบรอ้ยละ90ในเชื้อ B. pseudomallei เมื่อตรวจด้วยวธิ ีconventional PCR 
ทีม่ไีพรเมอรข์นาด 300-500 bp 

4. ไม่พบ penA ยนีในเชื้อ B. pseudomallei ที่ตรวจด้วยวิธ ีconventional PCR ที่มไีพรเมอร์
ขนาด 800-1000 bp 
2. เชือ้ B. pseudomallei มแีนวโน้มมคีวามไวลดลงในยา ceftazidime และ imipenem 
3. ไม่สามารถหาล าดบัของกรดอะมโินที่กลายพนัธุข์องยนี oxa และ penA ไดเ้นื่องจากไม่พบการกลาย
พนัธุ ์เป็นไปไดว้่าเชือ้ทีม่กีารดื้อต่อ ceftazidime และ imipenem อาจจะมกีลไกการดือ้ยาจากกลไกอื่นๆ 
เช่น การเปลี่ยนแปลง penicillin binding protein (PBP) การผลกัยาออกจากเซลล์ เป็นต้น ซึ่งอาจจะ
ตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิในอนาคต 
 
สรปุและข้อเสนอแนะ  

สรปุงานทัง้หมดทีไ่ดด้ าเนินงานเกีย่วกบัการตรวจหายนีและการวเิคราะหก์ารกลายพนัธุข์องยนี 
oxa และ penA ในเชือ้ B. pseudomalleiจากผูป่้วยทีเ่ขา้รบัการรกัษาทีโ่รงพยาบาลสรรพสทิธปิระสงค ์
โรงพยาบาลศรสีะเกษและโรงพยาบาลอ านาจเจรญิ โดยไดส้กดั genomic DNA จากเชือ้B. 
Pseudomallei ไอโซเลตต่างๆ โดยเริม่แรกนัน้คณะผูว้จิยัไดท้ าการเพิม่จ านวนยนีทัง้สองในเชือ้ B. 
pseudomallei ทุกตวัอยา่ง ซึง่ผลการศกึษาพบว่าสามารถตรวจพบยนี oxa และ penA ไดเ้กอืบทุกไอโซ
เลต โดยหลกัการและเหตุผลทีค่ณะผูว้จิยัไดด้ าเนินการออกแบบไพรเ์มอรข์ึน้มาใชต้อนเริม่ตน้ของการ
ด าเนินงานวจิยันัน้ เพื่อมุง่เน้นใหค้รบคลุมเฉพาะต าแหน่งทีม่กีารรายงานการเกดิการกลายพนัธุ ์
(mutation) เท่านัน้ ตวัอยา่งเช่น ยนี penA ซึง่มกัพบการกลายพนัธุใ์นต าแหน่งกรดอะมโินต าแหน่ง 69 
และ 167 โดยในต าแหน่ง 69 พบการเปลีย่นแปลงกรดอะมโินจาก  cystein (C) เป็น tyrosine (Y) และ
การกลายพนัธุใ์นต าแหน่งกรดอะมโินต าแหน่ง 167 พบการเปลีย่นแปลงกรดอะมโินจาก  Proline (P) 
เป็น Serine (S) (Ambler et al., 1991) นอกจากนี้ยงัพบการขาดหายไป (deletion) ของกรดอะมโิน 
glutamine ในต าแหน่งกรดอะมโิน 168 (Yi et al., 2012) เป็นตน้ ส่วนยนี oxa นัน้ ต าแหน่งทีม่ ี
ความสมัพนัธก์นัหว่างต าแหน่งกลายพนัธุก์บัการดือ้ยา ceftazidime พบในต าแหน่ง K232N และ 
S104P ของยนี  oxa42 และ oxa43 ตามล าดบั โดยการกลายพนัธุใ์นต าแหน่งกรดอะมโินต าแหน่ง 104 
พบการเปลีย่นแปลงกรดอะมโินจาก  Serine (S) ไปเป็น Proline (P) เป็นตน้ อยา่งไรกต็ามยนีทีไ่ดไ้ม่
ครอบคลุมต าแหน่ง open reading frame (ORF) คณะผูว้จิยัจงึด าเนินการออกแบบไพรเ์มอรค์ู่ใหม่
เพื่อใหค้รอบคุมต าแหน่งดงักล่าวของยนีทัง้สอง  
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คณะกรรมการฯเห็นควรให้ท าการออกแบบไพร์เมอร์คู่ใหม่ที่ครอบคลุม open reading frame 
(ORF) ของทัง้ยนี  oxa และ penA โดย ORF ของยนี Oxa มขีนาด 810 bp และ penA มขีนาด 888 bp 
โดยผลการตรวจหายนี oxaและ penA ในเชือ้ทีม่ฟีีโนไทป์ดือ้ต่อยา พบว่าสามารถตรวจพบยนี oxaไดใ้น
ทุกไอโซเลตที่มฟีีโนไทป์ดื้อยา ในขณะเดียวกันก็ไม่สามารถตรวจพบยนี penA ได้ในทุกไอโซเลต
เช่นเดยีวกนั ผลการส่งตรวจหาล าดบันิวคลโอไทดข์องยนี oxa และน ามาหาล าดบักรดอะมโิน พบว่าไม่มี
การกลายพันธุ์ของยนี oxa ทัง้นี้  เนื่องจากผลการท า amino acid sequence alignment ของยีน oxa 
จากแบคทีเรยีทุกไอโซเลต พบมีความเหมือน 100% identity กับล าดับกรดอะมิโนของยีน oxa ใน
ฐานขอ้มลู ดงันัน้จงึสรุปไดว้่าเชือ้แบคทเีรยี B. pseudomalleiทีม่ฟีีโนไทป์ดือ้ยาในงานวจิยัครัง้นี้ไม่มกีาร
กลายพันธุ์ ส่วนยนี penA ไม่สามารถตรวจพบได้ทัง้ ORF อย่างไรก็ตาม partial sequence ของยีน 
penA ที่สามารถตรวจพบในช่วงแรกของการศกึษา (ประมาณ 500 bp) น่ามคีวามสนใจในการส่งตรวจ
ล าดบันิวคลโีอไทดต่์อไปในอนาคต  
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โทรศพัทเ์คลื่อนที ่087-7139889 อเีมล sutthini.t@gmail.com  
หน้าทีค่วามรบัผดิชอบต่อโครงการทีเ่สนอ ทบทวนวรรณกรรมและประวตัผิูป่้วย  
คดิเป็นสดัส่วน 3% (โปรดระบุเป็นจ านวนเตม็ โดยหากรวมสดัส่วนของผูว้จิยัทุกท่านแลว้ตอ้งไมเ่กนิ 
100%)  

ผูร่้วมวิจยั 3 
ชื่อ (นางสาว/นาง/นาย)(ไทย)จฑุารตัน์ จติตมิณี   
  (องักฤษ)Jutharat Jittimanee   
ต าแหน่งอาจารย ์   
ระดบัการศกึษาสงูสุดปรญิญาเอก   
ความช านาญ/ประสบการณ์ในการท างานวจิยัเทคนิคทางโมเลกุลทางการแพทย ์7 ปี   
หน่วยงานตน้สงักดั วทิยาลยัแพทยศาสตรแ์ละการสาธารณสุข มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี   
สถานทีต่ดิต่อ 85 ถนนสถลมารค์ วทิยาลยัแพทยศาสตรแ์ละการสาธารณสุข มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี
ต.ศรไีคล อ.วารนิช าราบ จงัหวดัอุบลราชธานี 34190   
โทรศพัท ์045-353900 ต่อ 5858 โทรสาร 045-353928  
โทรศพัทเ์คลื่อนที ่084-9566240 อเีมล jutharat_manee@yahoo.com  
หน้าทีค่วามรบัผดิชอบต่อโครงการทีเ่สนอ สกดั DNA จากแบคทเีรยี  
คดิเป็นสดัส่วน 2% (โปรดระบุเป็นจ านวนเตม็ โดยหากรวมสดัส่วนของผูว้จิยัทุกท่านแลว้ตอ้งไมเ่กนิ 
100%)  
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ผูร่้วมวิจยั 4 
ชื่อ (นางสาว/นาง/นาย)(ไทย)มารตุพงศ ์ ปัญญา   
  (องักฤษ)Marutpong Panya   
ต าแหน่งอาจารย ์   
ระดบัการศกึษาสงูสุดปรญิญาเอก   
ความช านาญ/ประสบการณ์ในการท างานวจิยัเทคนิคทางโมเลกุลทางการแพทย ์5 ปี   
หน่วยงานตน้สงักดั วทิยาลยัแพทยศาสตรแ์ละการสาธารณสุข มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี   
สถานทีต่ดิต่อ 85 ถนนสถลมารค์ วทิยาลยัแพทยศาสตรแ์ละการสาธารณสุข มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี
ต.ศรไีคล อ.วารนิช าราบ จงัหวดัอุบลราชธานี 34190   
โทรศพัท ์045-353900 ต่อ 5852 โทรสาร 045-353928  
โทรศพัทเ์คลื่อนที ่081-3895189 อเีมล marutpongp@gmail.com  
หน้าทีค่วามรบัผดิชอบต่อโครงการทีเ่สนอ ออกแบบไพรเมอร ์ท าการทดลองในส่วนทีเ่กีย่วกบัการ
วนิิจฉยัโดยใชเ้ทคนิคทางโมเลกุล   
คดิเป็นสดัส่วน 40% (โปรดระบุเป็นจ านวนเตม็ โดยหากรวมสดัส่วนของผูว้จิยัทุกท่านแลว้ตอ้งไมเ่กนิ 
100%)  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




