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เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ Acinetobacter baumannii เป็นเชื้อฉวยโอกาส ที่ก่อให้เกิด

การติดเชื้อในโรงพยาบาล และมีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด จากหลายกลไกการดื้อยา รวมถึง
การใช้ efflux pump ขับยาออกนอกเซลล์ การศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้ทดสอบหาค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MIC) ต่อยา amikacin ในเชื้อ A. baumannii ทั้งหมด 8 
ตัวอย่าง ที่ได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 19606 พบว่าเชื้อ 
A. baumannii 7 ตัวอย่างมีค่า MIC อยู่ในช่วง 0.25 – 4 µg/mL (ไวต่อยา) และเชื้ออีก 2 ตัวอย่าง
มีค่า MIC เท่ากับ 64 และมากกว่า 256 µg/mL (ดื้อต่อยา) เมื่อเหนี่ยวน าเชื้อด้วยยา amikacin 
โดยเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มียา amikacin ความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นเป็นสองเท่า ทุก 48 ชั่วโมง 
ติดต่อกันเป็นเวลาหลายวัน พบว่าเชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin ทั้ง 8 
ตัวอย่าง มีค่า MIC เพ่ิมขึ้นอยู่ในช่วง 32 ถึงมากกว่า 256 µg/mL ผลการศึกษาการใช้สารยับยั้ง 
efflux pump ได้แก่ สาร carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) พบว่าเชื้อ  
A. baumannii หลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin ทั้ง 8 ตัวอย่าง มีค่า MIC ต่อยา amikacin เมื่อมี
สาร CCCP ลดลงมากกว่าหรือเท่ากับ 4 เท่าของค่า MIC ต่อยา amikacin ที่ไม่มีสาร CCCP แสดง
ว่าเชื้อที่ทดสอบทุกตัวอย่างมีการแสดงออกของ  efflux pump เมื่อศึกษาการแสดงออกของ
ยีน efflux pump (adeB) ด้วยเทคนิค PCR และ Real-Time PCR พบยีน adeB ของเชื้อก่อน
เหนี่ยวน าและหลังเหนี่ยวน าด้วย amikacin ทุกตัวอย่าง นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อก่อนเหนี่ยวน าด้วย 
amikacin ในกลุ่มที่ดื้อยาหลายขนานมีการแสดงออกของยีน adeB เพ่ิมขึ้น ร้อยละ 37.5 (3 ใน 8 
ตัวอย่าง) ส่วนเชื้อหลังเหนี่ยวน าด้วย amikacin มีการแสดงออกของยีน adeB เพ่ิมขึ้นทุกตัวอย่าง
คิดเป็น ร้อยละ 100 จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความส าคัญในการใช้ยาปฏิชีวนะเกินความ
จ าเป็น อันอาจน าไปสู่การดื้อยาของเชื้อ A. baumannii ซึ่งมีกลไกในการขับยาออกได้ 
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Acinetobacter baumannii is an opportunistic gram negative bacteria that 

cause nosocomial infections. it has been resistant to many antimicrobial agents by 
using several mechanisms including overexpression of efflux pump mechanisms to 
extrude the agents. In this study determined the minimum inhibitory concentration 
(MIC) of amikacin in eight clinical isolates and the A. baumannii ATCC 19606. The 
MIC range of amikacin in seven isolates were of 0.25 – 4 µg/mL (susceptible) and the 
other were 64 and greater than 256 µg/mL (resistance). Induction of amikacin 
resistance was performed by serial passaging every 48 hours with vary concentration 
of amikacin. All eight amikacin-induced isolates had increased the MIC of amikacin 
between 32 µg/mL to greater than 256 µg/mL. The phenotypic expression of the 
efflux pump was compared to MIC values of amikacin with and without efflux pump 
inhibitor, carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP). All induced amikacin-
resistant A. baumannii had decreased at least 4-fold in the presence of CCCP 
showing the phenotypic efflux pump expression. Expression of efflux pump was 
detected by PCR and Real-Time PCR technique, adeB gene was found in all isolates. 
In MDR -A. baumannii showed 37.5 % increase expression of adeB gene and all 
induced amikacin-resistant A. baumannii expressed the adeB gene. This study can 
show the effect of overusing antimicrobial agents that causes multidrug-resistant 
bacteria. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

เชื้อ Acinetobacter baumannii เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างกลมแท่ง (coccobacilli)  

ต้องการอากาศในการเจริญ ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ มักเป็นเชื้อฉวยโอกาส ก่อให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล 

(nosocomial infection) (1) อาศัยอยู่ตามแหล่งน้ าธรรมชาต ิสิ่งแวดล้อมในโรงพยาบาล และพบอยู่บริเวณ

ผิวหนังได้ (2) เป็นสาเหตุของการติดเชื้อที่ปอด การติดเชื้อในกระแสเลือด การติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปัสสาวะ เยื่อหุ้มสมองอักเสบ และเยื่อบุช่องท้องอักเสบ เป็นต้น ปัจจุบันโรคติดเชื้อ  

A. baumannii นับเป็นปัญหาส าคัญของประเทศไทยและทั่วโลก จากการศึกษาในประเทศไต้หวันโดย 

Lee และคณะ (3) พบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อยาหลายขนาน (Multidrug resistance; 

MDR - A. baumannii) มีความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะแทรกซ้อนที่รุนแรง มีอัตราการเสียชีวิตสูง ต้อง

อยู่ในโรงพยาบาลเพิ่มขึ้น 13.4 วัน และเสียค่าใช้จ่ายเพิ่ม 3,758 เหรียญสหรัฐเมื่อเทียบกับผู้ป่วยติด

เชื้อที่ไม่ใช่ MDR - A. baumannii และการศึกษาของ Kuo และคณะ (4) พบว่าผู้ป่วยที่ติดเชื้อ MDR 

- A. baumannii มีอัตราการตายที่ 30 วัน หลังจากการรักษาสูงถึงร้อยละ 49 จากข้อมูลของศูนย์เฝ้า

ระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุขประเทศไทย 

ช่วงเวลา 5 ปี ตั้งแต่ พ.ศ. 2557 – พ.ศ. 2561 พบว่าเชื้อ A. baumannii มีการดื้อยา cefotaxime 

และ ceftriaxone สูงมากเฉลี่ยร้อยละ 96.4 ส่วนยา ceftazidime, cefepime, piperacillin/

tazobactam และ ampicillin/sulbactam ดื้อยาเฉลี่ยร้อยละ  

69.9 - 72.5 ยาในกลุ่ม carbapenem (meropenem, imipenem) ดื้อยาเฉลี่ยร้อยละ 70.2 และ 

69.8 ตามล าดับ ส าหรับยาในกลุ่ม aminoglycoside ได้แก่ gentamicin และ amikacin ดื้อยาเฉลี่ย

ร้อยละ 63.3 และ 53.5 ตามล าดับ (5) 

เกณฑ์ในการจัดเป็น MDR - A. baumannii คือเชื้อมีการดื้อยาต้านจุลชีพตั้งแต่ 3 กลุ่มขึ้นไป จาก

กลุ่มยา หรือชื่อยาดังต่อไปนี้ aminoglycosides, antipseudomonal penicillins, carbapenems, 

cephaolosporins, quinolones, colistin, ampicillin/sulbactam, cefoperazone/sulbactam หรือ 

tetracyclines (6) โดยยาต้านจุลชีพที่นิยมใช้ในการรักษา A. baumannii คือ broad spectrum 

cephalosporins (ceftazidime และ cefipime) carbapenems (imipenem) และ 
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fluoroquinolones (ciprofloxacin และ levofloxacin) (7, 8) มีการใช้ยาต้านจุลชีพด้วยการใช้ชนิด

เดียว ได้แก่ imipenem, meropenem, ampicillin/sulbactam, amikacin, polymyxin B, 

colistin, tigecycline และยาผสมที่เสริมฤทธิ์กัน เช่น rifampicin ร่วมกับ colistin หรือ imipenem 

การใช้ยา imipenem หรือ meropenem ร่วมกับ aminoglycosides เป็นต้น (9)  

จากข้อมูลของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

กระทรวงสาธารณสุขประเทศไทยช่วง 5 ปี ตั้งแต่ พ.ศ. 2557 – พ.ศ. 2561 พบว่าเชื้อ  

A. baumannii มีการดื้อยา cefotaxime และ ceftriaxone สูงมากเฉลี่ยร้อยละ 96.4 ส่วนยา 

ceftazidime, cefepime, piperacillin/tazobactam และ ampicillin/sulbactam ดื้อยาเฉลี่ยร้อย

ละ 69.9 - 72.5 ยาในกลุ่ม carbapenem (meropenem, imipenem) ดื้อยาเฉลี่ยร้อยละ 70.2 และ 

69.8 ตามล าดับ ส าหรับยาในกลุ่ม aminoglycoside ได้แก่ gentamicin และ amikacin ดื้อยาเฉลี่ย

ร้อยละ 63.3 และ 53.5 ตามล าดับ (5) โดยปกติยา carbapenem เป็นยากลุ่มส าคัญท่ีใช้ในการ

รักษาการติดเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อยาต้านจุลชีพหลายขนาน (10) หากมีการดื้อยาในกลุ่มนี้จะท า

ให้เกิดความยุ่งยากในการรักษาการติดเชื้อ เนื่องจากเป็นยาขนานสุดท้าย (last resort antibiotic) ที่

ใช้ในการรักษาท าให้ต้องมีการเปลี่ยนยาต้านจุลชีพชนิดใหม่ ซึ่งในปัจจุบันจากรายงานการวิจัยที่ผ่าน

มาพบว่าเชื้อชนิดนี้ดื้อต่อยาเกือบทุกชนิดที่มีใช้ในการรักษาการติดเชื้อในปัจจุบัน ยกเว้น colistin 

(11) อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อ A. baumannii มีความไวต่อยา colistin เริ่มลดลง จากร้อยละ 99.9 ใน

ปี พ.ศ. 2559 เป็นร้อยละ 99.7 ในปี พ.ศ. 2560 ปัจจุบันความไวของเชื้อต่อยา colistin ลดลงเหลือ

ร้อยละ 97.7 ในปี พ.ศ. 2563 (5) 

ข้อมูลจากโรงพยาบาลศิริราชพบว่าการใช้ยา colistin ในการรักษา A. baumannii ดื้อยา

หลายขนาน ท าให้ผู้ป่วยตอบสนองทางคลินิกดีขึ้น ร้อยละ 30.8 และมีการตอบสนองต่อเชื้อดียิ่งขึน้ 

ร้อยละ 94.9 แต่พบ nephrotoxicity ร้อยละ 30.81 (12) การใช้ยาต้านจุลชีพยังพบข้อจ ากัดในด้าน

ประสิทธิผล และความปลอดภัยของยาแต่ละชนิด เชื้อ A. baumannii สามารถพัฒนาการดื้อยาจาก

หลายกลไก ผ่านทั้งทางโครโมโซม และพลาสมิด ซึ่งกลไกการดื้อยาหลักๆที่พบใน A. baumannii มี

ทั้งหมด 4 กลไก ได้แก่ การสร้างเอนไซม์ท าลายยา การลดการน ายาเข้าเซลล์โดยลดการสร้าง porin 

การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายในการจับของยา และ การขับยาออกจากเซลล์ (13) ซึ่งอาจเกิดจากเพียง

กลไกใดกลไกหนึ่ง หรือ อาจเกิดข้ึนพร้อมกันด้วยหลายกลไกก็เป็นได้ โดยการขับยาออกจากเซลล์ด้วย 

efflux pump เป็นสาเหตุหลักในการดื้อยาของเชื้อ A. baumannii ที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อใน
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โรงพยาบาล กลไกนี้ท าให้ความเข้มข้นยาภายในเซลล์ลดลง ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ 

ระบบ efflux pump ในปัจจุบันมี 6 ชนิด ได้แก่ resistance-nodulation-cell division (RND) 

superfamily, major facilitator superfamily (MFS), multidrug and toxic compound 

extrusion (MATE) superfamily, small multidrug resistance (SMR) family, ATP binding 

cassette (ABC) superfamily  และ proteobacterial antimicrobial composite efflux (PACE) 

family (14) โดยมีการศึกษาพบ efflux pump ในกลุ่ม RND เป็นกลุ่มแรก เนื่องจากมีโมเลกุลขนาด

ใหญ่ พบได้ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบเกือบทุกชนิด เป็นกลไกที่ท าให้เชื้อดื้อยาหลายขนานได้ พบว่า

การแสดงออกของ AdeABC ซึ่งเป็นระบบย่อยหนึ่งในกลุ่ม RND family ท าให้เกิดการดื้อต่อยาที่ใช้ใน

การรักษาหลายชนิด ที่ไม่มีความสัมพันธ์กันทางโครงสร้าง เช่น amikacin, chloramphenicol, 

cefotaxime, erythromycin, gentamicin, kanamycin, norfloxacin, tetracycline, 

tobracycline และ trimethroprim เป็นต้น (15) ในส่วนของระบบ MFS family ซึ่งเป็นระบบที่มี

การศึกษารองลงมา พบว่ายีน craA มีส่วนเกี่ยวข้องต่อการดื้อยา chloramphenicol, imipenem, 

quinolones, aminoglycosides และtetracycline (16) มีการศึกษาพบว่ายีน ermB ที่จัดอยู่ในกลุ่ม 

MFS family เกี่ยวข้องกับการดื้อยาหลายขนาน ซึ่งมักอยู่ในชิ้นส่วนสารพันธุกรรมพลาสมิด 

(plasmid) ในเชื้อ Escherichia coli พบการสังเคราะห์โปรตีน EmrB ในเชื้อ A. baumannii และเม่ือ

ท าการทดสอบความสามารถของ efflux pump ด้วยเทคนิค spot assay เปรียบเทียบจ านวนเชื้อที่

เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเข้มข้นของยา colistin ตั้งแต่ 0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ถึง  

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ระหว่างเชื้อ A. baumannii เทียบกับ เชื้อ A. baumannii กลายพันธุ์โดย

ถูกตัดยีน ermB ออก พบว่าเชื้อกลายพันธุ์เจริญได้น้อยกว่า หรือไม่สามารถเจริญได้ เมื่อเทียบกับเชื้อ 

A. baumannii ที่ความเข้มข้นยาเท่ากัน (17) ระบบ MATE efflux pump ประกอบด้วยยีน adeM 

เป็นยีนส าคัญ เกี่ยวข้องกับการดื้อยา β-lactams หรือ cephalosporin (18),(19) แต่อาจมี

ความสัมพันธ์กับการดื้อยา aminoglycosides, trimethoprim, fluoroquinolones, erythromycin 

และ chloramphenicol ระบบ SMR efflux pump ประกอบด้วยยีน abeS ปรากฎอยู่บนจีโนมของ

เชื้อ A. baumannii มีส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อยา novobiocin, fluoroquinolones, erythromycin 

และ chloramphenicol (20-22) ระบบ ABC efflux pump เป็น efflux pump เพียงระบบเดียวที่

ใช้การย่อยสลาย ATP เป็นแหล่งพลังงาน ประกอบด้วยโปรตีนที่อยู่ภายในไซโตพลาซึมของเชื้อ และ

เนื้อเยื่อของเซลล์เจ้าบ้านeukaryote พบว่ามีส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อยา erythromycin และ 
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gramicidin (23),(24) ระบบ PACE efflux pump สามารถพบได้ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด 

โดยพบยีน aceI ในเชื้อ A. baumannii ซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อ chlorhexidine (25) กลไกการ

ดื้อยาด้วยการขับยาออกบางชนิดที่อาจพบการแสดงออกต่ าๆ ในเชื้อ A. baumannii ที่มีความไวต่อ

ยาต้านจุลชีพ หรือได้รับสารพันธุกรรมจากเชื้ออ่ืนๆภายหลัง ระบบ efflux pump จึงอาจเป็นสาเหตุ

ส าคัญที่ท าให้เชื้อพัฒนาความสามารถในการดื้อต่อยาหลายชนิดเพิ่มขึ้น หากมีการใช้ยาปฏิชีวนะ

ปริมาณความเข้มข้นมากเกินความจ าเป็น น าไปสู่การรักษาผู้ป่วยที่จ ากัด และเป็นปัญหาสาธารณสุข

ต่อไป 

การศึกษา efflux pump สามารถศึกษาได้จากการแสดงออกทางฟีโนไทป์ได้หลายเทคนิค 

เช่น การสังเกตการเรืองของสาร ethidium bromide (EB) ผ่านแสงยูวี โดยพบการเรืองแสงบริเวณท่ี

เชื้อเจริญมากกว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แสดงถึงการท างานของ efflux pump ในการขับสาร EB 

ออกนอกเซลล์ (26) การเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 

(minimum inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี broth microdilution เทียบกับการท างาน

ร่วมกับสารยับยั้ง efflux pump (efflux pump inhibitor, EPI) หรือเทคนิค spot assay เปรียบเทียบ

จ านวนเชื้อที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเข้มข้นของยาปริมาณต่างๆ ระหว่างเชื้อ  

A. baumannii เทียบกับ เชื้อ A. baumannii กลายพันธุ์โดยถูกตัดยีน efflux pump ออก (18) ซ่ึง

บ่งชี้ให้เห็นการท างานของ efflux pump ได้ทั้งทางฟีโนไทป์ และจีโนไทป์ การศึกษาถึงจีโนไทป์ของ 

efflux pump ได้ด้วยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณและตรวจวัดชิ้นส่วนสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) หรือ เทคนิค Real-Time PCR ซึ่งสามารถตรวจการแสดงออก

ของยีนได้ทุกปฏิกิริยา การตรวจวัดปริมาณการสังเคราะห์โปรตีนจากสารพันธุกรรม 

อาร์เอ็นเอ ด้วยเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) เป็นต้น 

มีการศึกษาการแสดงออกของ efflux pump ในเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ หรือ

เหนี่ยวน าให้เชื้อดื้อต่อยาปฏิชีวนะ เปรียบเทียบการแสดงออกของ efflux pump ในเชื้อสายพันธุ์ที่ไว

ต่อยาปฏิชีวนะ หรือสายพันธุ์มาตรฐาน ทั้งวิธีการเหนี่ยวน าเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความ

เข้มข้นของยาปฏิชีวนะในระดับต่ าๆ และเพ่ิมความเข้มข้นขึ้นเรื่อยๆ จนถึงความเข้มข้น  

128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อที่ดื้อยาที่ความเข้มข้นนี้ซ้ า 5 ครั้ง และน าไปเลี้ยงซ้ าอีก 2 ครั้งใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ไม่มียาเพ่ือให้คงสภาพการดื้อยา (27) วิธี serial subcultivation ใช้แผ่นยา 

imipenem 10 ไมโครกรัม วางลงบน Mueller-Hinton Agar จากนั้นคัดเลือกเชื้อท่ีเจริญบริเวณขอบ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 5 

ของ inhibition zone น ามาเพาะเลี้ยงและท าการเหนี่ยวน าซ้ าเรื่อยๆ โดยบริเวณขอบที่เชื้อเจริญได้ มี

ความเข้มข้นของยาในระดับ subinhibitory (27) หรือวิธี serial passaging ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่

มีความเข้มข้นยาเท่ากับค่า MIC เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นน าเชื้อมาเพ่ิมจ านวนต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

ความเข้มข้นยาเพ่ิมข้ึนเป็น 8 เท่าของค่า MIC, 16 เท่าของค่า MIC ตามล าดับ และน าไปเลี้ยงซ้ าอีก 2 

ครั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ที่มีความเข้มข้นยา16 เท่าของค่า MIC (27)  

ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะศึกษาถึงกลไกการดื้อยาด้วยการขับยาออกจากเซลล์ด้วย efflux 

pump ในเชื้อ A. baumannii สายพันธุ์ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ สายพันธุ์ที่ดื้อยาหลายขนาน และสายพันธุ์

ที่เหนี่ยวน าให้ดื้อต่อยา amikacin โดยใช้วิธ ีserial passaging ในการเหนี่ยวน าเชื้อให้ดื้อยา จากนั้น

ตรวจวัดการแสดงออกของ efflux pump ทั้งวิธีทางฟีโนไทป์ ด้วยการเปรียบเทียบค่า MIC ด้วยวธิ ี

broth microdilution ซึ่งควรมีค่าลดลงอย่างน้อย 4 เท่า ในการทดสอบที่มีสาร EPI และวิธีทางจีโน

ไทป์ ด้วยการเพ่ิมปริมาณและตรวจวัดชิ้นส่วนสารพันธุกรรม ด้วยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) และตรวจวัดปริมาณอาร์เอ็นเอ ด้วยเทคนิค Reverse Transcription Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR) เปรียบเทียบรูปแบบการดื้อยา และการแสดงออกของ efflux pump 

ระหว่างเชื้อก่อนเหนี่ยวน าและหลังถูกเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin ผู้วิจัยคาดหวังวา่งานวิจัยนี้จะ

ก่อให้เกิดองค์ความรู้ใหม่เพ่ิมขึ้น น าไปสู่การพัฒนาแนวทางการรักษาผู้ป่วยติดเชื้อ  

A. baumannii และชี้ให้เห็นถึงความส าคัญในการใช้ยาปฏิชีวนะมากเกินความจ าเป็นที่จะน าไปสู่การ

ดื้อยาของเชื้อได้ 
 

1.2 ค าถามงานวิจัย 

1.2.1 การแสดงออกของ efflux pump ระบบ RND ทั้งทางฟีโนไทป์ และทางจีโนไทป์ 

สัมพันธ์กับการดื้อต่อยา amikacin ของเชื้อ Acinetobacter baumannii หรือไม่ 

1.2.2 การแสดงออกของ efflux pump ระบบ RND แตกต่างกันในเชื้อ Acinetobacter 

baumannii สายพันธุ์ดื้อยาหลายขนาน สายพันธุ์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา และสายพันธุ์มาตรฐาน 

หรือไม่ 
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1.3 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.3.1 เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ efflux pump ในการดื้อต่อยา amikacin ของเชื้อ 

Acinetobacter baumannii โดยวิธีทางฟีโนไทป์ และทางจีโนไทป์ 

1.3.2 เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ยีน adeB ในกลไก efflux pump 

ของ ระบบ RND และความไวต่อยา amikacin ของเชื้อ Acinetobacter baumannii หลังถูก

เหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin 

 

1.4 สมมติฐานงานวิจัย 

1.4.1 พบการแสดงออกของ efflux pump ที่เพ่ิมขึ้นในเชื้อ Acinetobacter baumannii 

ที่มีการดื้อยา เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของ efflux pump ในเชื้อ Acinetobacter baumannii 

ที่ไวต่อยา 

1.4.2 พบการแสดงออกที่มากข้ึนของ efflux pump ในเชื้อ Acinetobacter baumannii 

ที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา 
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1.6 กรอบแนวคิดของงานวิจัย 

เชื้อ A. baumannii ที่แยกได้จากผู้ป่วยทั้ง 8 ตัวอย่าง ได้แก่ A153, A259, A262, D191, D219, 

D273, E261 และ F202 

เชื้อ A. baumannii สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 19606 (wild type strain) 

 

 
เหนี่ยวน าเชื้อให้ดื้อต่อยา 

amikacin 
 

 

ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
amikacin โดยหาค่า MIC ด้วย

วิธี broth microdilution 
  

 

1. ตรวจการท างานของ efflux pump ด้วยเทคนิค synergistic with efflux pump inhibitor 
broth microdilution 
2. ตรวจหายีน blaoxa-51-like และยีน efflux pump: adeB ด้วยเทคนิค PCR 
3. ตรวจวัดการแสดงออกของยีน adeB ด้วยเทคนิค Reverse Transcription qPCR (Real-Time 
PCR) 
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1.7 ขอบเขตงานวิจัย 

เชื้อ Acinetobacter baumannii ทีผ่่านการเพาะแยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่เข้ารับ

การรักษาในโรงพยาบาลระดับตติยภูมิ เขตภาคกลางตอนบน โดยคัดเลือกเชื้อที่มีแบบแผนความไวต่อ

ยาต่างกัน 4 แบบ จ านวน 8 ตัวอย่าง  

 

1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.8.1 เข้าใจความสัมพันธ์ของการดื้อยาหลายขนานในเชื้อ Acinetobacter baumannii 

กับการแสดงออกของยีน efflux pump 

1.8.2 เป็นความรู้ส าหรับการศึกษาต่อในอนาคตและเป็นข้อมูลให้แก่แพทย์และบุคลากรทาง

การแพทย์ที่เกี่ยวข้องให้ตระหนักในการเลือกใช้ยาในการรักษา 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 9 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ลักษณะของเชื้อ A. baumannii  

เชื้อ Acinetobacter  ถูกค้นพบครั้งแรกโดยนักวิทยาศาสตร์ที่ชื่อว่า Willem Beijerink ใน

ปี พ.ศ. 2454 โดยแยกได้จากดิน  (28) เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างกลมแท่ง (coccobacilli)  อาศัย

อากาศในการเจริญเติบโต (strictly aerobic) ไม่หมักย่อยน้ าตาล (non-fermentation) ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ 

(non-motile) ไม่สร้างสปอร์ ให้ผลการทดสอบ oxidase เป็นลบ และการทดสอบ catalase เป็นบวก 

แบคทีเรียในจีนัสนี้ประกอบด้วยหลายสปีชีส ์ สปีชีส์ที่พบได้บ่อยท่ีสุดในการแยกเชื้อในสิ่งส่งตรวจ คือ 

A. baumannii ทั้งนี้การรายงานจะระบุเป็น A. calcoaceticus - A .baumannii complex เนื่องจาก

มีลักษณะทางกายภาพคล้ายกัน จึงยากต่อการจ าแนกสายพันธุ์ (29) มักเป็นเชื้อฉวยโอกาส ก่อให้เกิดการติด

เชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) สามารถอาศัยอยู่ตามแหล่งน้ าธรรมชาติ สิ่งแวดล้อมใน

โรงพยาบาล และอยู่บริเวณผวิหนังได้ จึงท าให้พบว่าเชื้อ A. baumannii ไม่เพียงแต่ก่อโรคใน

สถานพยาบาล (hospital-acquired infection; HAI) แต่ยังสามารถก่อโรคในชุมชนได้อีกด้วย 

(community-acquired infection; CAI) เช่น โรคปอดบวมจากการติดเชื้อ (community-acquired 

pneumonia; CAP) โดยเชื้อที่เป็นสาเหตุ CAI จะมีอุบัติการณ์ เป็นเชื้อ Multidrug resistance; MDR 

- A. baumannii (MDRAB) น้อยกว่าเชื้อที่เป็นสาเหตุ HAI จากรายงานของโรงพยาบาลสงขลา

นครินทร์ ในปี พ.ศ. 2550 พบว่าโรคปอดบวมจากการติดเชื้อ ที่มีความไวต่อยา ciprofloxacin, co-

trimoxazole, ceftazidime, imipenem, amikacin และ gentamicin ซึ่งผู้ป่วยมีภาวะปอดบวม

รุนแรง มีความผิดปกติของหลายอวัยวะ และเสียชีวิตหลังจากเข้ารับการรักษา 30 ชั่วโมง (30) 

นอกจากกนี้เชื้อ A. baumannii ยังเป็นสาเหตุของการติดเชื้อที่ปอด การติดเชื้อในกระแสเลือด การติด

เชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ เยื่อหุ้มสมองอักเสบ และเยื่อบุช่องท้องอักเสบ เป็นต้น 

 

2.2 การก่อโรคของเชื้อ A. baumannii 

กลไกในการก่อโรคของ A. baumannii ในมนุษย์นั้น ประกอบด้วยสมมติฐาน 4 ข้อ ดังนี้ 

การสร้างสาร polysaccharide บริเวณแคปซูลท าให้สามารถจับเซลล์เยื่อบุได้ด ี การสร้าง fimbriae 

ท าให้สามารถจับกับเซลล์เยื่อบุได้ดี การสร้างเอนไซม์บางชนิดที่ท าลายไขมันปกคลุมเนื้อเยื่อ ท าให้เชื้อ
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จับเซลล์ได้ง่ายข้ึน และ ความเป็นพิษต่อเซลล์โดยตรงจากคุณสมบัติของ lipopolysaccharide และ 

lipid A ของเชื้อ (13) เชื้อ สามารถก่อโรคได้ในหลายระบบ แต่การติดเชื้อที่พบได้บ่อยท่ีสุดใน 

หออภิบาล ผู้ป่วยมี 3 ระบบ คือ ระบบทางเดินหายใจส่วนล่าง ระบบโลหิต และระบบทางเดินปัสสาวะ 

(31) 

ปอดอักเสบในโรงพยาบาล (hospital-acquired pneumonia; HAP) เป็นการติดเชื้อที่พบ

ได้บ่อยที่สุด ส่วนใหญ่จะเป็นการติดเชื้อในระยะหลัง (late-onset HAP) คือ หลังจากนอนโรงพยาบาล

เกิน 4 วัน (32) การวินิจฉัยใช้หลักเกณฑ์เดียวกับปอดอักเสบทั่วไป คือ มีไข้ อุณหภูมิมากกว่า 38 องศา

เซลเซียส มีลักษณะ และสีเสมหะเปลี่ยน มีเม็ดเลือดขาวเพ่ิมข้ึน และมีการเปลี่ยนแปลงของภาพรังสี

ทรวงอก (33) ปอดอักเสบจาก Acinetobacter จะพบหลายกลีบปอด แต่มีรายงานที่พบเป็นโพรงน้ า

ในช่องปอด หนองในช่องปอด หรือเกิดรูเชื่อมระหว่างปอดและช่องเยื่อหุ้มปอด (34) ตามมาด้วยการ

ติดเชื้อในกระแสเลือด ซึ่งบางรายงานพบได้ถึงร้อยละ 50 (35) ผู้ป่วยส่วนใหญ่ต้องนอนโรงพยาบาล

นาน 7 - 9 วัน และพบอัตราการเสียชีวิตสูงกว่าการติดเชื้อชนิดอื่น Fagon และคณะ (36) พบว่าผู้ป่วย

ที่ปอดอักเสบจาก MDR-A. baumannii มีอัตราการเสียชีวิตร้อยละ 87 เมื่อเทียบกับเชื้อชนิดอื่นมี

อัตราการเสียชีวิตเพียงร้อยละ 55 อย่างมีนัยส าคัญ อัตราการเสียชีวิตจะลดลงเมื่อผู้ป่วยได้รับยาต้าน

จุลชีพอย่างเหมาะสม มากกว่า 3 วัน (32, 37) แสดงให้เห็นว่าการให้ยาต้านจุลชีพที่เหมาะสมตั้งแต่

แรกจะช่วยลดอัตราการเสียชีวิตได้ 

การติดเชื้อในอวัยวะต่างๆ สามารถน ามาสู่การติดเชื้อในกระแสเลือดได้ โดยมักพบการติด

เชื้อในกระแสเลือดในผู้ป่วยสูงอายุและผู้ป่วยภูมิต้านทานต่ า (38) Vidal และคณะ (39) ศึกษาผู้ป่วย 

296 ราย ที่ติดเชื้อ Acinetobacter ในกระแสเลือดพบว่าร้อยละ 26.3 ได้รับสารสเตียรอยด์ และ 

ร้อยละ 23.6 เป็นผู้ป่วยปลูกถ่ายไขกระดูกหรือปลูกถ่ายอวัยวะอ่ืน แหล่งส าคัญของการติดเชื้อใน

กระแสเลือดมาจากสายสวนหลอดเลือดด าส่วนกลางเกือบร้อยละ 40 รองลงมาเป็นปอดอักเสบ และ

ติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ (37) ผู้ป่วยมากถึงหนึ่งในสามจะมีภาวะช็อกตามมา (40, 41) ภาวะแทรกซ้อน

อ่ืนๆ ที่ส าคัญคือ การติดเชื้อในลิ้นหัวใจเทียม หลอดเลือดด าอุดตันอักเสบ และหนองในตับ ผู้ป่วยที่ติด

เชื้อจะมีอัตราการเสียชีวิต ร้อยละ 15-46 (42)  

อุบัติการณ์การติดเชื้อในทางเดินปัสสาวะ พบได้ร้อยละ 30 (43) โดยพบในผู้ป่วยเพศหญิงที่

คาสายสวนปัสสาวะและนอนในหออภิบาลผู้ป่วยเป็นเวลานาน (44, 45) มีโอกาสเกิดกรวยไตอักเสบ

และติดเชื้อในกระแสเลือด ตามมา การวินิจฉัยท าได้โดยเก็บปัสสาวะส่งตรวจ และ พบเชื้ออย่างน้อย 
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102 - 105 colony-forming unit (CFU/mL) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และควรส่งเพาะเลี้ยงเชื้อในเลือด

ก่อนให้ยาต้านจุลชีพด้วย (46) 

 

2.3 การรักษาโรคติดเชื้อ A. baumannii  

การรักษาการติดเชื้อ Acinetobacter ยังคงต้อง ใช้ยาต้านจุลชีพเป็นหลักร่วมกับการรักษา

ประคับประคอง อ่ืนๆ การเลือกใช้ยาที่ครอบคลุมเชื้อแต่แรกยังคงมีความส าคัญ การรักษาโรคติดเชื้อ 

A.baumannii มีความซับซ้อนมากขึ้น เนื่องจากพบอุบัติการณ์ MDR - A. baumannii ที่ค่อนข้างสูง 

ซึ่งยาต้านจุลชีพที่สามารถใช้ในการรักษาในปัจจุบัน มีทั้งการใช้ยาต้านจุลชีพด้วยการใช้ยาชนิดเดียว 

ได้แก่ imipenem, meropenem, ampicillin/sulbactam, amikacin, polymyxin B, colistin, 

sulbactam, tigecycline และยาผสมที่เสริมฤทธิ์กัน เช่น rifampicin ร่วมกับ colistin หรือ 

imipenem การใช้ยา imipenem หรือ meropenem ร่วมกับ aminoglycosides เป็นต้น (12)  

Amikacin เป็นยากลุ่ม Aminoglycosides เป็นยาที่มีประโยชน์มากในการรักษาโรคติดเชื้อ

เนื่องจากสามารถฆ่าเชื้อหลายชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โดยกลไก

หลักในการออกฤทธิ์ คือ การยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน เนื่องจากยานี้มีใช้ในรูปแบบฉีดเท่านั้น และ

ยังมีปัญหาของพิษต่อไต และหู ท าให้มีการใช้ยานี้ไม่มากเท่ายากลุ่มอ่ืน มักไม่ใช้เป็นยารักษาเดี่ยว 

โดยเฉพาะผู้ที่ได้รับการรักษาเป็นระยะเวลานาน (47) 

Imipenem เป็นยาในกลุ่ม carbapenems ออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ ซึ่งเป็นยา

หลักท่ีมีการน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในการรักษาโรคติดเชื้อ A. baumannii ในอดีต อย่างไรก็ตาม

ในปัจจุบันพบว่าเชื้อมีความไวต่อยาลดลงจากการมีกลไกการดื้อยาที่หลากหลาย จากกรณีศึกษาของ

โรงพยาบาลในประเทศสเปน ในผู้ป่วยที่เป็น Ventilatio-Associated Pneumonia (VAP) จากการติด

เชื้อ A. baumannii มีความไวต่อ imipenem จ านวน 14 ราย และได้รับการรักษาด้วย imipenem 

cilastatin ชนิดฉีดเข้าหลอดเลือดด าขนาด 2-3 กรัม ต่อวัน ผลการรักษาพบว่าผู้ป่วย  

8 ราย มีอาการทางคลินิกดีขึ้น ร้อยละ 57 (11) จากการศึกษา in vitro เพ่ือประเมินค่าพารามิเตอร์

ทางเภสัชพลศาสตร์ซึ่ง เกี่ยวข้องกับระยะเวลาของการให้ meropenem โดยใช้เชื้อ A. baumannii 

พบว่าการให้ meropenem ขนาด 1 กรัม ทุก 8 ชั่วโมง หยดเข้าหลอดเลือดด าอย่างต่อเนื่องนาน  

3 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อดีที่สุด (48) ในกรณีท่ีเชื้อมีความไวต่อ imipenem สามารถ
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เลือกใช้ยานี้ได้ เนื่องจากยามีประสิทธิภาพปานกลาง และมีความปลอดภัยสูง แต่ไม่ควรใช้เป็น 

empirical therapy ในพ้ืนที่ที่เชื้อมีการดื้อต่อยานี้สูง  

Colistin จัดเป็นยาเก่าในกลุ่ม polymyxins ปัจจุบันมีการน ายานี้กลับมาใช้ใหม่ในการ

รักษาโรค ติดเชื้อ A. baumannii ทีด่ื้อต่อยา ผลการศึกษาทางคลินิกของโรงพยาบาลศิริราชในผู้ป่วย

ที่ติดเชื้อที่ปอด กระแสเลือด ช่องท้อง ระบบทางเดินปัสสาวะ ผิวหนัง และไซนัสอักเสบ จ านวน  

78 ราย เป็นผู้ป่วยติดเชื้อ multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa จ านวน 7 ราย  

ติดเชื้อ A. baumannii ดื้อยาหลายขนาน จ านวน 71 ราย โดยศึกษาประสิทธิภาพ และความปลอดภัย

ของยา colistin ชนิดฉีดเข้าหลอดเลือดด า ขนาด 2.5-5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน โดยแบ่งให้วันละ 

1-2 ครั้ง พบว่าผู้ป่วยร้อยละ 80.8 และ 94.9 มีอาการแสดงทางคลินิกของการติดเชื้อหายไป และผล

การเพาะเชื้อเป็นลบ ตามล าดับ โดยพบความเป็นพิษต่อไต จากการใช้ colistin  

ร้อยละ 30.8 ซึ่งปัจจัยเสี่ยงที่ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อไตจากการใช้ colistin ได้แก่ โรคไตเสื่อมเรื้อรัง

และภาวะพร่องสารน้ า (12) 

จากการศึกษาของ Pothirat C และคณะ (49) ได้เปรียบเทียบผู้ป่วยปอดอักเสบ 2 กลุ่ม  โดย

กลุ่มแรกจ านวน 25 ราย เมื่อย้อมเสมหะด้วย Gram stain พบ gram-negative coccobacilli จะ

ได้รับยา colistin เป็น empirical treatment ทั้งแบบฉีดเข้าหลอดเลือดด า และสูดพ่นแบบละออง

ฝอย ส่วนกลุ่มที่สองจ านวน 28 ราย ใช้ยา colistin เป็น alternative treatment คือมีการเปลี่ยนยา

ภายหลังเมื่อทราบความไวของเชื้อ โดยทั้งสองกลุ่มมีความรุนแรงของโรคใกล้เคียงกัน พบว่าในสัปดาห์

ที่ 2 กลุ่มที่ได้ยา colistin แบบ empirical treatment มีอัตราการเสียชีวิตน้อยกว่ากลุ่มท่ีได้แบบ 

alternative treatment ราวครึ่งหนึ่งอย่างมีนัยส าคัญ (ร้อยละ 30.4 และร้อยละ 60.0,  

p 0.031) ส่วนในแง่ของการเกิดพิษต่อไต พบว่าในวันที่ 28 กลุ่มที่ได้ยา colistin แบบ alternative มี

การท างานของไตผิดปกติสูงกว่ากลุ่มแรกอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งน่าจะเป็นผลจากการที่ให้ยาต้านจุลชีพที่

เหมาะสมล่าช้าไป การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการเลือกยาต้านจุลชีพที่ไวกับเชื้อตั้งแต่แรกมีผลดีกว่า 

ในการศึกษาของ Rattanaumpawan P และคณะ (50) การใช้ยา colistin ฉีดเข้าหลอดเลือดด า

ร่วมกับสูดยาแบบละอองฝอย (nebulizer) มีประสิทธิภาพในการรักษาปอดอักเสบได้ดีกว่าฉีดเพียง

อย่างเดียว การศึกษาแบบสุ่มในผู้ป่วยปอดอักเสบจากเครื่องช่วยหายใจที่ติดเชื้อแกรมลบ โดยกลุ่มแรก

จ านวน 51 ราย ให้พ่นยา colistin แบบละอองฝอยขนาดเท่ากับ 75 มิลลิกรัม ในน้ าเกลือ  

4 มิลลิลิตร ส่วนกลุ่มที่ 2 ผู้ปว่ยปอดอักเสบจ านวน 49 ราย ให้พ่นน้ าเกลืออย่างเดียว พบว่ากลุ่มท่ีได้
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ยา colistin ชนิดพ่นมีการก าจัดเชื้อที่ดีกว่า มีความปลอดภัย แต่ผลทางคลินิกท้ังสองกลุ่มไม่แตกต่าง

กัน เนื่องจากกลุ่มตัวอย่างมีน้อย การใช้ยา colistin แบบสูดเป็นละอองฝอย มีปัญหาเรื่องเป็นฟองแต่

คุณสมบัติของยาไม่เปลี่ยน หากพ่นผ่านเครื่องช่วยหายใจควรปิด flow sensor ก่อน เพราะอาจท า ให้ 

flow sensor เสียได้ง่าย อีกประเด็นคือ nebulizer ที่ใช้ซ้ าต้องหมั่นท าความสะอาดเสมอ เพราะหาก

ไม่ท าความสะอาดอาจท าให้ยาหมดช้าหรือผู้ป่วยได้รับยาน้อยกว่าปกติ (49) 

จากการศึกษาของ วันวิสาข์ และพีรยา (51) โดยศึกษาข้อมูลการรักษาผู้ป่วยปอดอักเสบใน

โรงพยาบาล (ปอดอักเสบในโรงพยาบาล หรือ hospital-acquired pneumonia, HAP และปอด

อักเสบที่เกี่ยวข้องกับเครื่องช่วยหายใจ หรือ ventilator-associated pneumonia, VAP) จากการติด

เชื้อ A. baumannii ดื้อยาหลายขนาน (MDR-A. baumannii) และ A. baumannii ดื้อยาเกือบทุก

ชนิด (XDR-A. baumannii) ที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา ณ หอผู้ป่วยอายุ

รกรรม ทั้งหอผู้ป่วยสามัญ หออภิบาลผู้ป่วยวิกฤต (Intensive Care Unit; ICU) และหออภิบาล

ผู้ป่วยหนักทางเดินหายใจ (Respiratory Care Unit; RCU) ตั้งแต่วันที่ 1 กรกฎาคม พ.ศ. 2559 ถึง  

31 ธันวาคม พ.ศ. 2559 ทั้งหมด 94 ราย พบว่ามีแบบแผนการใช้ยาต้านจุลชีพตามกลุ่มยาทั้งหมด  

17 แบบแผน แบบแผนยาที่ผู้ป่วยได้รับมากท่ีสุด คือ การใช้ colistin ฉีดร่วมกับยากลุ่ม 

carbapenems 31 ราย คิดเป็นร้อยละ 33.0 ผู้ป่วยกลุ่มนี้ 4 ราย มีผลลัพธ์ทางคลินิกดีขึ้นเมื่อได้ยา

ต้านจุลชีพ 72 ชั่วโมง เมื่อติดตามจนสิ้นสุดการรักษาด้วยยาต้านจุลชีพพบว่า 8 รายหายจากโรค และ 

22 รายเสียชีวิตในโรงพยาบาล การใช้ยาต้านจุลชีพที่มี colistin ให้ผลลัพธ์ทางคลินิกไม่ต่างจากการใช้

ยาต้านจุลชีพที่ไม่มี colistin ผู้ป่วยที่มีการใช้ยาต้านจุลชีพร่วมกันหลายชนิดมีอัตราการเสียชีวิตใน

โรงพยาบาลน้อยกว่าผู้ที่ใช้ยาต้านจุลชีพชนิดเดียว (P=0.049) แต่พบอาการไม่พึงประสงค์จากการใช้

ยาต้านจุลชีพในผู้ป่วย 13 ราย คิดเป็นร้อยละ 13.8 โดยพบอาการเป็นพิษต่อไตจาก colistin 11 ราย 

จากผู้ใช้ colistin ชนิดยาฉีด 37 ราย เพราะฉะนั้นแบบแผนยาต้านจุลชีพที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วยปอด

อักเสบในโรงพยาบาลที่ติดเชื้อ MDR A. baumannii และ XDR A. baumannii มากที่สุด คือ การใช้ 

colistin ฉีดร่วมกับยากลุ่ม carbapenems และ ควรมีการติดตามการเกิดพิษต่อไต  

จากการศึกษาของ บุษยาและคณะ (52) โดยเปรียบเทียบผลการรักษาผู้ป่วยปอดอักเสบจาก

การตดิเชื้อ A. baumannii ดื้อยาต้านจุลชีพหลายขนาน ด้วยแบบแผนการรักษาที่มี tigecycline, 

colistin และ tigecycline ร่วมกับ colistin ติดต่อกันอย่างน้อย 3 วัน ซึ่งเป็นข้อมูลย้อนหลังระหว่าง

ปี พ.ศ. 2555 ถึง ปีพ.ศ. 2558 พบว่าผู้ป่วย 264 ราย ประกอบด้วยเพศชายร้อยละ 61 จ าแนกเป็น
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กลุ่มท่ีได้รับการรักษาด้วย tigecycline 66 ราย colistin 85 ราย และ tigecycline ร่วมกับ colistin 

113 ราย มีอัตราการเสียชีวิตภายใน 30 วัน ร้อยละ 62.1, 45.9 และ 58.4 ตามล าดับ มีอาการแสดง

ทางคลินิกดีขึ้นร้อยละ 34.8, 49.4 และ 39.8 ตามล าดับ แต่พบอาการไม่พึงประสงค์ ได้แก่ ไตบาดเจ็บ

เฉียบพลันร้อยละ 15.2, 47.1 และ 58.4 ตามล าดับ อาการตับบาดเจ็บร้อยละ 16.7, 5.9 และ 7.1 

ตามล าดับสอดคล้องกับการศึกษาของ ศิรินาถ และคณะ (53) ที่พบว่าจากผู้ป่วยติดเชื้อ  

A. baumannii จ านวน 49 รายที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลวชิระภูเก็ต ระหว่างเดือนมิถุนายนถึง

เดือนกันยายน ปี พ.ศ. 2559 โดยมีผู้ป่วย 46 รายที่ได้รับยาอ่ืนๆ ได้แก่ ceftriaxone, ceftazidime, 

meropenem, tigecycline, piperacillin/tazobactam, vancomycin และ amphotericin B 

ระหว่างรอผลยืนยันการติดเชื้อ A. baumannii และผู้ป่วย 3 รายที่ได้รับยาฉีด colistin ในทันที โดย

ศึกษาเปรียบเทียบผลการรักษาด้วยยา colistin เดี่ยว 11 ราย และได้รับ colistin ร่วมกับยาอื่น 38 

ราย มีสัดส่วนของผู้ป่วยที่ได้รับยาฉีด colistin เดี่ยว(ร้อยละ 45.4) ที่เพาะเชื้อซ้ าแล้วไม่พบเชื้อ  

A. baumannii หลังสิ้นสุดการรักษา มากกว่าผู้ป่วยที่ได้รับยาฉีด colistin ร่วมกับยาอื่น(ร้อยละ 31.6) 

แต่มักพบอาการแทรกซ้อน โดยพบการเกิดพิษต่อไตในผู้ป่วย 23 ราย คิดเป็นร้อยละ 46.9 

 

2.4 กลไกการดื้อยาของเชื้อ A. baumannii 

ข้อมูลสถานการณ์เชื้อดื้อยาของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาแห่งชาติ กระทรวงสาธารณสุข 

ประเทศไทย (5) พบว่าเชื้อ A. baumannii ที่แยกไดจากผู้ป่วยทั่วประเทศ 51 โรงพยาบาล ในปี  

พ.ศ. 2564 มีความดื้อต่อยาต้านจุลชีพแต่ละชนิด เฉลี่ยประมาณร้อยละ 66.2 โดยดื้อต่อยา 

imipenem, ciprofloxacin, cefepime, piperacillin/tazobactam, ampicillin/sulbactam และ 

amikacin  ร้อยละ 71.3, 70.3, 69.9, 69.2, 64.1 และ 52.2 ตามล าดับ อย่างไรก็ตามยังคงมีความไว

ต่อยา colistin ถึงร้อยละ 97.5 เมื่อพิจารณาผลความไวต่อยาของเชื้อ A. calcoaceticus -  

A. baumannii ที่จ าแนกได้จากผู้ป่วยนอก (OPD) ผู้ป่วยใน (IPD) และผู้ป่วยวิกฤต (ICU) พบว่าเชื้อที่

จ าแนกได้จากผู้ป่วยหนักมีความไวต่อยาต่ ากว่าเชื้อที่จ าแนกได้จากผู้ป่วยใน และผู้ป่วยนอกตามล าดับ 

โดยปี พ.ศ. 2564 มีอัตราความไวต่อยา amikacin ของเชื้อ A. calcoaceticus - A. baumannii ที่

จ าแนกได้จากผู้ป่วยนอก ผู้ป่วยใน และผู้ป่วยหนัก ร้อยละ 60.5, 45.1 และ 39.9 ตามล าดับ ปัจจุบัน

พบการติดเชื้อ A. baumannii ที่มีการดื้อยาเพ่ิมมากขึ้น ส่งผลต่อการรักษาท่ีจ ากัด ซึ่งกลไกการดื้อยา

ที่พบในเชื้อ A. baumannii มีทั้งหมด 4 กลไก ได้แก่ การสร้างเอนไซม์ท าลายยา การลดการน ายาเข้า



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 15 

เซลล์โดยลดการสร้าง porin การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายในการจับของยา และการขับยาออกจากเซลล์ 

(13) 

 
ภาพที่ 1 แสดงแนวโน้มอัตราความด้ือต่อยาปฏิชีวนะชนิดต่างๆของเชื้อ Acinetobacter spp. ตั้งแต่

ปี พ.ศ. 2543 – 2564 (5) 

 

 

ภาพที่ 2 แสดงแนวโน้มอัตราการดื้อยา imipenem ของเชื้อ A. calcoaceticus - baumannii 

complex ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2543 – 2564 (5) 
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2.5 กลไกการดื้อยาด้วยระบบ efflux pump ของเชื้อ A. baumannii  

การดื้อยาด้วยระบบ efflux pump เป็นกลไกที่ตอบสนองต่อยาปฏิชีวนะ และสารพิษได้เร็ว 

และมีประสิทธิภาพที่สุด ซึ่งอาจมีแต่ก าเนิด (intrinsic) และมีการแสดงออกมากข้ึน หรือได้รับสาร

พันธุกรรมกลายพันธุ์จากพลาสมิด โดยสังเคราะห์โปรตีนขนส่งชนิดต้องการพลังงาน (energy-

dependent transporter) (54) เกณฑ์ในการจัดระบบ efflux pump จะใช้ส่วนประกอบ สารตั้งต้น

(substrate) แหล่งพลังงานที่ใช้ในการขับสารออกนอกเซลล์ และจ านวนของโปรตีนที่อยู่ระหว่างเยื่อ

หุ้มเซลล์ (transmembrane spanning regions) (55) โดยปัจจุบันสามารถจัดระบบ efflux pump 

เป็น 6 กลุ่ม ได้แก่ ATP-binding cassette (ABC) family, major facilitator superfamily (MFS), 

multidrug and toxin extrusion (MATE) family, small multidrug resistance (SMR) family, 

resistance-nodulation-cell division (RND) superfamily และ proteobacterial antimicrobial 

compound efflux (PACE) family (25) โดยกลุ่ม efflux pump ระบบ RND, MFS, SMR และ ABC 

เป็นโปรตีนขนส่งที่มีขนาดใหญ่สามารถขับสารที่เป็นพิษต่อเซลล์ ยาปฏิชีวนะ ผลผลิตจากกระบวนการ

เผาผลาญทางเคมี (metabolite) ออกนอกเซลล์ได้ ระบบ efflux pump สามารถพบได้ทั้งโครงสร้าง

องค์ประกอบเดี่ยว (single component) และหลายองค์ประกอบ (multiple component) ซึ่งพบ

ลักษณะหลายองค์ประกอบได้ในกลุ่ม RND family โดย efflux pump มีหน้าทีในการขับสารจาก

ภายในไซโตพลาสซึม และบริเวณระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์ออกสู่ภายนอกเซลล์ (56) 

 
ภาพที่ 3 แสดงแบบจ าลองแสดงโครงสร้างของระบบ efflux pump หลักในเชื้อ A. baumannii (57)  

 

1.1. ระบบ RND efflux pump พบได้ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบเกือบทุกชนิด เป็นกลไกท่ี

ท าให้เชื้อดื้อยาหลายขนานได้ ทั้งใน A. baumannii, E. coli และ P. aeruginosa (58) โดย RND 
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family ประกอบด้วยยีน 3 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ adeABC, adeIJK และ adeFGH (59) ซึ่งระบบ AdeABC 

และ AdeIJK มีรายงานการพบในสิ่งส่งตรวจที่แยกได้จากผู้ป่วย ส่วนระบบ AdeFGH พบการแสดงออก

ในเชื้อในห้องปฏิบัติการเท่านั้น 

1.1.1. AdeABC เป็นกลุ่มยีนที่พบเป็นกลุ่มแรก และมีการศึกษามากที่สุดในปัจจุบัน พบอยู่บน

โครโมโซมของเชื้อ A. baumannii ประกอบด้วยยีน adeA, adeB และ adeC เรียงต่อกัน 

ท าหน้าที่สังเคราะห์ membrane fusion protein, multidrug transporter และ outer 

membrane channel protein ตามล าดับ โดยโปรตีน AdeB จะจับกับยาปฏิชีวนะหรือสาร

ตั้งต้นภายในไซโตพลาสซีม หรือเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในของชั้น phospholipid bilayer จากนั้น

จะขับออกนอกเซลล์โดยผ่าน AdeC ซึ่งเป็น membrane channel protein (60) มีการ

ตรวจพบยีน adeB ในเชื้อ A. baumannii ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจสูง โดยพบได้ในทุกสาย

พันธุ์ (56) แม้ว่าบางการศึกษาพบร้อยละ 70-75 (61, 62) อาจพบยีน adeA มากกว่ายีน 

adeB (63, 64)  อย่างไรก็ตามนักวิจัยส่วนใหญ่พบว่ายีน adeB มีความส าคัญมากที่สุดใน

ระบบ  adeABC และเก่ียวข้องกับการดื้อต่อยาของเชื้อ A. baumannii (56, 65) ส่วนยีน 

adeC ตรวจพบได้ต่ า คาดว่ายีน adeC น่าจะเก่ียวข้องกับการดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิด 

(56) พบว่ากลุ่มยีน adeABC มีความเก่ียวข้องกับการดื้อยาที่ใช้ในการรักษาหลายชนิด ที่ไม่

มีความสัมพันธ์กันทางโครงสร้าง เช่น amikacin, chloramphenicol, cefotaxime, 

erythromycin, gentamicin, kanamycin, norfloxacin, tetracycline, tobracycline 

และ trimethroprim เป็นต้น โดยยีน AdeABC ถูกควบคุมการแสดงออกด้วยกลุ่มยีน 

AdeRS อยู่ระหว่างกลุ่มยีน AdeABC (66) มีการศึกษาพบว่าหากการท างานของยีน adeR 

หรือยีน adeS ไม่ปกติ เชื้อจะมีการดื้อต่อยา tigecycline, chloramphenicol, 

minocycline, erythromycin, cefotoxime, tetracycline, fluoroquinolones และ 

trimethroprim มากขึ้น แต่ช่วยเพิ่มความไวต่อยา aminoglycoside (56) 
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ภาพที่ 4 แสดงถึงการท างานของ adeABC efflux pump ในเชื้อ A. baumannii (60)  

 

1.1.2. AdeIJK กลุ่มยีนขนาดใหญ่เป็นอันดับสองในระบบ RND ศึกษาครั้งแรกในปี พ.ศ. 2551 พบ

การแสดงออกน้อยกว่า AdeABC ประกอบด้วยยีน adeI, adeJ และ adeK พบการ

แสดงออกของยีน adeJ ในเชื้อที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจร้อยละ 86 - 100 สามารถขับออกยา

ในกลุ่ม β–lactams, lincosamide, fluoroquinolones, chloramphenicol, 

trimethroprim และ fusidic acid โดยยีน adeJ เกี่ยวข้องกับความไวต่อยา 

chloramphenicol, macrolides, lincosamides, tetracyclines, quinolones และ β–

lactams (67) ยีน AdeIJK ถูกควบคุมการแสดงออกด้วยยีน adeN ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของ 

tetR พบว่ายีน adeN เกี่ยวข้องกับการดื้อยา ertapenem, aztreonam, tigecycline, 

meropenem และ minocycline 

1.1.3. AdeFGH พบอยู่บนจีโนมของเชื้อ A. baumannii โดยพบยีน adeG เป็นส่วนใหญ่ร้อยละ 

80 มากกว่ายีน adeF และ adeH กลุ่มยีน AdeFGH ถูกควบคุมการแสดงออกด้วยยีน adeL 

ซึ่งเป็น LysR (LTTR) ในเชื้อที่ไม่มีการแสดงออกของทั้งระบบ AdeABC และ AdeIJK พบว่า

ระบบ AdeFGH สามารถขับออกยา chloramphenicol, ciprofloxacin และ 

trimethroprim (68) 
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1.2. ระบบ MFS efflux pump มีการศึกษารองมาจาก ระบบ RND อาศัยการเคลื่อนที่

ของโปรตอน (motive force of proton, PMF) เป็นแหล่งพลังงานในการขับยาออกนอกเซลล์ (69) 

จัดเป็น secondary active transport ขนาดใหญ่ สังเคราะห์ได้ 400 ถึง 600 กรดอะมิโน พบได้ใน

เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และอาจพบได้ในเซลล์ยูคาริโอต โดยในเชื้อแบคทีเรียแก

รมลบอาจพบลักษณะโครงสร้างหลายองค์ประกอบ (56) ประกอบไปด้วยยีน tet(A/B), cmlA, craA, 

และ floR (70) โดยมีการศึกษาพบว่ายีน tetA น าไปสู่การดื้อยา tetracyclin ในขณะที่ยีน tetB 

เกี่ยวข้องกับการดื้อยา tetracyclin และ minocycline (71) พบอัตราการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนของยีน 

tetA และยีน tetB ร้อยละ 30 - 45 และ ร้อยละ 32 - 72 ในเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อยา tetracycline 

(71, 72) ส่วนยีน cmlA เกี่ยวข้องกับการดื้อยาในกลุ่ม -lactams, chloramphenicole, 

fluoroquinolones, tetracycline และ rifampicin และ ยีน craA เกี่ยวข้องกับการดื้อยา 

chloranphenicol, imipenems, quinolones, aminoglycosides และ tetracyclines (73) มี

รายงานพบการถ่ายทอดยีน tetB-tetR ผ่านพลาสมิดได้ ในขณะที่ยีน floR และ ยีน cmlA มีส่วน

เกี่ยวข้องกับยีน abaR ในโครโมโซมของ A. baumannii (74-76) นอกจากนี้จากการศึกษาของ Ming-

Feng Lin และคณะ (17) พบกลุ่มยีน EmrAB ประกอบด้วยยีน emrA และ emrB ซึ่งพบได้ในพลาสมิ

ดของเชื้อ E. coli มีส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อสารพิษ รวมทั้ง carbonylcyanide m-

chlorophenylhydrazone (CCCP), 2-chlorophenylhydrazine hydrochloride (CHH), 

tetrachlorosalicylanflide (TSA), nalidixic acid, และ phenylmercury acetate (PMA) การ

ควบคุมการแสดงออกของ emrAB ด้วยยีน emrR ซึ่งเป็น negative regulator โดยในการศึกษาครั้ง

นี้พบว่าการกระตุ้น EmrAB efflux pump ในเชื้อ A. baumannii ช่วยเพิ่มความสามารถในการทน

ต่อ osmotic stress และยา colistin ซึ่งเป็นยากลุ่มสุดท้ายที่ใช้รักษา MDR-A. baumannii  

1.3. ระบบ MATE efflux pump สามารถสังเคราะห์โปรตีนที่มีขนาด 400 ถึง 700 

กรดอะมิโน อาศยัแรงขับโปรตอน และความแตกต่างความเข้มข้นของโซเดียมไอออน (Sodium ion 

gradient) เป็นแหล่งพลังงาน (56) โดยมียีน AbeM เป็นยีนส าคัญ พบได้ในเชื้อ A. baumannii ดื้อยา

หลายขนานถึงร้อยละ 63 – 100 (75, 77) สังเคราะห์โปรตีนที่มีขนาด 447 กรดอะมิโน มีลักษณะที่

ละลายน้ าไม่ได้ อาจมีความสัมพันธ์กับการดื้อยา aminoglycosides, trimethoprim, 

fluoroquinolones, erythromycin,  และ chloramphenicol 
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1.4. ระบบ SMR efflux pump จัดอยู่ใน Drug/Metabolite Transporter (DMT) 

superfamily สังเคราะห์โปรตีนขนาด 100 ถึง 120 กรดอะมิโน ประกอบเป็น transmembrane 

helics 4 ส่วน เชื่อมต่อกันเป็น homodimers (56) อาศัยแรงขับเคลื่อนจากการเคลื่อนที่ของโปรตอน

ในการขับสารที่เป็นพิษต่อเซลล์ SMR efflux pump ของเชื้อ A. baumannii จะพบยีน abeS 

สังเคราะห์โปรตีนขนาด 108 กรดอะมิโน มีส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อยา novobiocin, 

fluoroquinolones, erythromycin, detergents (benzalkonium chloride), chloramphenicol 

และ dye (19-21) 

1.5. ระบบ ABC efflux pump จัดอยู่ในกลุ่มที่สังเคราะห์โปรตีนดื้อยาหลายขนานขนาด

ใหญ่ ประกอบด้วย nucleotide-binding domain(NBDs) 2 สว่น และ Transmembrane 

domain(TMDs) 2 ส่วน โดย NBDs มีลักษณะที่มีขั้ว ละลายน้ าได้(hydrophilic) เป็นส่วนที่จ าเพาะ 

และย่อยสลาย ATP โดย ATPase ในขณะที่ TMDs เป็นโปรตีนที่ฝังอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์บริเวณท่ีไม่

ละลายน้ า(hydrophobic) เป็นส่วนที่จับและขับสารออก  พบได้ทั้งในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 

แบคทีเรียแกรมลบ เชื้อรา และ เซลล์ยูคาริโอต (56) ABC efflux pump เป็น efflux pump เพียง

ระบบเดียวที่ใช้การย่อยสลาย ATP เป็นแหล่งพลังงาน โดยในแบคทีเรียแกรมลบ พบโครงสร้างสาม

ส่วน ประกอบด้วยโปรตีนที่อยู่ภายในไซโตพลาซึมของเชื้อ และเมมเบรนของเซลล์เจ้าบ้าน พบว่ามี

ส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อยา erythromycin และ gramicidin (78) 

1.6. ระบบ PACE efflux pump เป็นระบบ efflux pump ที่มีการพบล่าสุด (25) 

สามารถพบได้ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด ได้แก่ Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Vibrio parahaemolyticus, Enterobacter cloacae 

และ Salmonella enterica serovar Typhi(18,29,86) โดยพบยีน aceI ในเชื้อ A. baumannii 

สังเคราะห์โปรตีนขนาด 150 กรดอะมิโน ประกอบด้วย transmembrane 2 ส่วนเรียงติดกัน (56) ซ่ึง

มีส่วนเกี่ยวข้องกับการดื้อ chlorhexidine (25) 

 

2.6 การท างานของ efflux pump inhibitor (EPI)  

Efflux pump inhibitor (EPI) เป็นโมเลกุลของสารเคมีที่สังเคราะห์ขึ้น หรือพบได้ใน

ธรรมชาติ มีความสามารถที่กระท าอย่างจ าเพาะต่อระบบ efflux pump ท าให้ยาปฏิชีวนะมี

ประสิทธิภาพตามปกติ (79) สารที่มีการศึกษาเป็น efflux pump inhibitor ได้แก่ Phenyl-arginine 
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beta naphthylamide (PAβN), carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP), 1-

naphthylmethyl-piperazine (NMP), phenothiazines, omeprazole (prochlorperazine, 

chlorpromazine, และ promazine), verapamil และ reserpine (57) ปัจจุบันยังไม่ทราบหลักการ

การท างานของ EPI อย่างแน่ชัด (80, 81) มีข้อสันนิษฐานถึงเป้าหมายการท างานของ EPI ดังนี้ การ

เปลี่ยนแปลงขั้นตอนควบคุมการแสดงออกของ efflux pump การยับยั้งการรวบรวมส่วนประกอบ

ของ efflux pump ให้สมบูรณ์ การกีดขวางบริเวณ outer membrane channel การท าลายแหล่ง

พลังงานของ efflux pump การใช้สารที่ไม่ใช่ยาปฏิชีวนะ ซึ่งมีบริเวณที่จับจ าเพาะต่อ efflux pump 

จึงไม่เกดิการยับยั้งยาปฏิชีวนะ หรือ การเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้างทางเคมีของยาปฏิชีวนะ เพ่ือ

ลดความจ าเพาะต่อ efflux pump และไม่เกิดการขับยาออกนอกเซลล์  

 

 
ภาพที่ 5 แสดงเป้าหมายของ efflux pump inhibitor ในการยับยั้งการท างานของ efflux pump 

(57) 

 

การศึกษาการแสดงออกของ efflux pump ด้วยวิธีเจือจางความเข้มข้นของสารยับยั้ง 

efflux pump ครั้งละ 2 เท่าในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (2-fold agar dilution) โดยพบว่าสาร 

phenylalanine-arginine beta-naphthylamide (PAN) ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร สามารถลดค่า MIC ของยา trimethoprim, clindamycin และ chloramphenicol ได ้(82, 
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83) ในขณะที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลดค่า MIC ของ nicidixic acid ได้ถึง 

16 เท่า (84) และ ลดค่า MIC ของ minocycline ได้มากกว่าเท่ากับ 4 เท่า เมื่อทดสอบด้วยสาร PAN 

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (85) ส่วนสาร carbonyl cyanide m-chlorophenyl 

hydrazone (CCCP) มีส่วนช่วยให้เชื้อไวต่อยา colistin เนื่องจากสารนี้ออกฤทธิ์ขัดขวางการเคลื่อนที่

ของโปรตอน ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานของ efflux pump ท าให้ไม่เกิดการขับยาออกนอกเซลล์ (86)  

จากการศึกษาของ Wentao และคณะ (87) เปรียบเทียบผลของ efflux pump inhibitor 

ต่อการดื้อยา colistin ด้วยกลไก efflux pump ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ พบว่าสาร CCCP มีส่วน

ช่วยยับยั้ง และลดการดื้อยาในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบดื้อยาหลายขนาน โดยเฉพาะเชื้อ  

A. baumannii สายพันธุ์ดื้อยา colistin ในขณะที่ PAN และ NMP มีส่วนช่วยลดการเจริญของเชื้อ 

การใช้ reserpine ร่วมกับยาปฏิชีวนะต่างๆ ท าให้เชื้อ A. baumannii มีค่า MIC ลดลงในยา 

amikacin, aztreonam, ceftazidime, ciprofloxacin, gentamycin, kanamycin, neomycin, 

piperacillin และ tetracycline ในขณะที่ CCCP ช่วยลดค่า MIC ของยา amikacin, aztreonam, 

carbenicillin, ceftazidime, chloramphenicol, ciprofloxacin, erythromycin, gentamycin, 

kanamycin, neomycin, piperacillin และ tetracycline 

แม้ว่าจะมีน าสารหลายชนิดมาศึกษาถึงผลการยับยั้ง efflux pump ในห้องปฏิบัติการ (63) 

แต่ยังมีข้อจ ากัดในการน าไปใช้รักษาผู้ป่วย เนื่องมาจากสารนั้นมีความเป็นพิษต่อมนุษย์สูง (82, 88) 

ปัจจุบันจึงมีความสนใจในการศึกษาสารจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์เป็น efflux pump inhibitor เพ่ิมขึ้น 

โดยสาร Biricodar-timcodar, Falvone, Berberis, Mahonia, Dalea versicolor, Lycopus 

europaeus และ Rosmarinus officinalis เป็นสารสกัดจากพืช นิยมใช้ศึกษาต่อต้านเชื้อแบคทีเรีย 

(89) จากการศึกษาพบว่า Lycopus europaeus และ Rosmarinus officinalis มีประสิทธิภาพใน

การลดการท างานของ efflux pump ท าให้เชื้อกลับมาไวต่อยา ในเชื้อ A. baumannii และ  

P. aeruginosa ที่ดื้อยาหลายขนาน (90) 

 

2.7 การเหนี่ยวน าเชื้อให้ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 

หลายการศึกษากลไกการดื้อยาด้วย efflux pump ท าการเปรียบเทียบข้อมูลระหว่างเชื้อ

สายพันธุ์ที่ถูกเหนี่ยวน าให้มีการดื้อต่อยา และสายพันธุ์ก่อนเหนี่ยวน า หรือสายพันธุ์มาตรฐาน เพ่ือ
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แสดงให้เห็นว่าเชื้อที่ไวต่อยาปฏิชีวนะสามารถถูกกระตุ้นให้มีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้ เมื่อถูก

เหนี่ยวน าด้วยยาความเข้มข้นต่ า เป็นเวลานาน นอกจากนี้ยังเป็นการกระตุ้นให้เชื้อมีการแสดงออก

ของ efflux pump เพ่ิมข้ึน ดังการศึกษาของ Wan Zhu และคณะ (27) ที่ศึกษาความแตกต่างของ

การแสดงออกของ adeB efflux pump ทั้งทางฟีโนไทป์ และจีโนไทป์ ในเชื้อ A. baumannii ที่ถูก

เหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin, netilmicin และ imipenem โดยเริ่มเหนี่ยวน าเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวที่มคีวามเข้มข้นของยาปฏิชีวนะในระดับต่ าๆ และเพ่ิมความเข้มข้นข้ึนเรื่อยๆ จนถึงความเข้มข้น 

128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อที่ดื้อยาที่ความเข้มข้นนี้ซ้ า 5 ครั้ง และน าไปเลี้ยงซ้ าอีก 2 ครั้งใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ไม่มียาเพ่ือให้คงสภาพการดื้อยา การศึกษาของ Yanpeng และคณะ (91) ท า

การเหนี่ยวน าเชื้อ A. baumannii ให้ดื้อต่อยา imipenem โดยวิธี serial subcultivation ใช้แผ่นยา 

imipenem 10 ไมโครกรัม วางลงบน Mueller-Hinton Agar จากนั้นคัดเลือกเชื้อท่ีเจริญบริเวณขอบ

ของ inhibition zone น ามาเพาะเลี้ยงและท าการเหนี่ยวน าซ้ าเรื่อยๆ โดยบริเวณขอบที่เชื้อเจริญได้ มี

ความเข้มข้นของยาในระดับ subinhibitory ส่วนการศึกษาของ Ming Feng Lin และคณะ (92) 

เหนี่ยวน าเชื้อ A. baumannii  ให้ดื้อต่อยา tigecycline โดยวิธี serial passaging ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวที่มีความเข้มข้นยาเท่ากับค่า MIC เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นน าเชื้อมาเพ่ิมจ านวนต่อในอาหารเลี้ยง

เชื้อที่มีความเข้มข้นยาเพ่ิมข้ึนเป็น 8 เท่าของค่า MIC, 16 เท่าของค่า MIC ตามล าดับ และน าไปเลี้ยง

ซ้ าอีก 2 ครั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ที่มีความเข้มข้นยา 16 เท่าของค่า MIC แล้วน าศึกษาการ

แสดงออกของยีน adeAB เทียบกับเชื้อสายพันธุ์อ่ืนๆ รวมทั้งเชื้อ A. baumannii ATCC 17978  

 

2.8 เทคนิคการตรวจวัด efflux pump 

2.8.1 การศึกษาการแสดงออกของ efflux pump ทางฟีโนไทป์ 

เทคนิค reproducible ethidium bromide (EB)-agar based อาศัยการตรวจวัดการเรือง

แสงภายใต้แสงยูวีของสาร ethidium bromide จากการขับสารออกนอกเซลล์ของเชื้อ เมื่อเชื้อถูก

เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วยสาร ethidium bromide ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 

24 ชั่วโมง ซึ่งมีข้อจ ากัดถึงประสิทธิภาพในการท างานของ efflux pump ที่แตกต่างกันในเชื้อแต่ละ

ชนิด (ดังแสดงในภาพที่ 7) และเรื่องความปลอดภัยต่อผู้วิจัยในการใช้สาร ethidium bromide แม้ว่า

จะเป็นวิธีที่ท าได้ง่าย ราคาไม่แพง และไม่ต้องใช้เครื่องมือพิเศษ (93) 
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ภาพที่ 6 แสดงการเรืองแสงฟลูออเรสเซนภายใต้แสงยูวีที่แตกต่างกันของเชื้อ Escherichia coli (บน) 

และ เชื้อ Staphylococcus aureus (ล่าง) หลังจากบ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีสาร ethidium bromide ความเข้มข้นต่างๆกัน เป็นเวลา 16 ชั่วโมง (93) 

 

เทคนิคการตรวจวัดค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (minimum 

inhibitory concentration, MIC) ร่วมกับการท างานของสารยับยั้ง efflux pump (EPI) อาศัย

หลักการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงที่มีความเข้มข้นของยาปริมาณต่างๆ โดยมักเจือจางความเข้มข้นยา

เป็นสองเท่า (2-fold dilution) มีการศึกษาท้ังแบบอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  (27, 94) และอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว (95) ร่วมกับการใส่สารยับยั้ง EPI ที่ความเข้มข้นคงที่ เปรียบเทียบความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะ

ต่ าสุดที่เชื้อไม่สามารถเจริญได้ หากเชื้อมีการดื้อยาด้วยกลไก efflux pump การทดสอบที่มีสาร EPI 

ควรมีการเจริญของเชื้อที่ความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะต่ ากว่า อย่างน้อย 4 เท่า การศึกษาของ Wan 

Zhu และคณะ (27) ทดสอบหาค่า MIC ต่อยา imipenem, nethilmicin และ amikacin ของเชื้อ 

เปรียบเทียบกับ ค่า MIC ตอ่ยาปฏิชีวนะท้ังสามชนิด ร่วมกับสาร CCCP ซึ่งเป็นสารยับยั้ง efflux 

pump พบว่าค่า MIC ที่มีสาร CCCP ของเชื้อที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ น้อยกว่าสองเท่าของค่า MIC ที่ไม่มี

สาร CCCP ในขณะที่เชื้อที่ดื้อต่อยา amikacin และ nethilmicin มีค่า MIC ที่มีสาร CCCP ร่วมด้วย 

ลดลงอย่างน้อย 4 เท่า เมื่อเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มีสาร CCCP การศึกษาของ Chao Hu และคณะ (96) 

ทดสอบในเชื้อ A. baumannii 74 ตัวอย่าง พบว่ามีการออกฤทธิ์ร่วมระหว่างยา imipenem กับ EPI 

(amlodipine และ CCCP) ท าให้มีค่า MIC ลดลง และมีผลความไวต่อยา imipenem เพ่ิมข้ึน จากร้อย

ละ 25 เป็น 45.31 และ 42.19 ตามล าดับ 

2.8.2 การศึกษาการแสดงออกของ efflux pump ทางจโีนไทป์ 
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เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ

จ านวนมากในหลอดทดลอง โดยใช้ระยะเวลาอันสั้น เป็นการเลียนแบบปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ

ในธรรมชาติ จากดีเอ็นเอต้นแบบให้ได้ดีเอ็นเอสายใหม่ โดยอาศัยเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอร์เรส (DNA 

polymerase) และชิ้นส่วนดีเอ็นเอสายสั้นๆ ที่ทราบล าดับเบส หรือ primer ในการเกิดปฏิกิริยา โดย

ขั้นตอน denature เป็นขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้คงอยู่เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว  ที่อุณหภูมิสูง

ประมาณ 92 – 95 องศาเซลเซียส เพ่ือเข้าสู่ขั้นตอน annealing ซึ่งเป็นขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิอยู่ในช่วง 

50 - 65 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ primer เข้าจับคู่สมกับสายดีเอ็นเอต้นแบบ และเข้าสู่ขั้นตอน 

extension เป็นขั้นตอนสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ต่อจากส่วนปลายด้าน 5’ ของ primer ตามข้อมูล

บนดีเอ็นเอ ที่เป็นต้นแบบแต่ละสายโดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งเอนไซม์

นี้สามารถท างานได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซียส จากข้ันตอนทั้งหมดนับเป็นจ านวน 1 รอบ 

(one cycle) จะให้ผลผลิตเป็นดีเอ็นเอสายคู่ท่ีมีล าดับเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบเพิ่มข้ึน

เป็นสองเท่า เมื่อจัดให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่จากขั้นที่ 1 ถึง 3 หมุนเวียนไปอีกหลาย ๆ รอบจะเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอได้ มากมาย ประมาณว่าปฏิกิริยา 20 รอบ สามารถเพ่ิมปริมาณสารดีเอ็นเอไม่ได้น้อยกว่า 

100,000 เท่า (97) เป็นเทคนิคท่ีเหมาะส าหรับการตรวจหายีนที่สนใจ ปัจจุบันถือว่าเป็นเทคนิค

พ้ืนฐานที่ใช้ในการศึกษาทางด้านอณูชีววิทยา การตรวจหายีน efflux pump ด้วยวิธี PCR มีหลาย

การศึกษา ดังการศึกษาของ Chao Hu และคณะ (96) ตรวจหายีน adeB, adeE, adeJ, abeM และ 

abeS ด้วยวิธี PCR ในเชื้อ MDR-A. baumannii ทั้งหมด  

55 ตัวอย่าง พบร้อยละ 100, 83.6, 100, 96.4 และ 96.4 ตามล าดับ แต่ไม่พบยีน adeH การศึกษา

ของ Ardehli และคณะ (98) ตรวจคัดกรองยีน efflux pump ในเชื้อ A. baumannii ทั้งหมด  

80 ตัวอย่าง ที่จ าแนกได้ในช่วงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2560 พบยีน 

adeF และ adeJ ในเชื้อจ านวน 76 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 98  

เทคนิค reverse transcription-polymerase chain reaction 

การเกิด gene transcription เป็นกระบวนการสังเคราะห์ mRNA จากรหัสพันธุกรรมบน 

DNA มี บทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีน (gene expression) ระดับของ gene 

transcription ภายในเซลล์หนึ่ง สามารถเปลี่ยนแปลงเพ่ือตอบสนองต่อสัญญาณมากมายที่เกิดขึ้นใน

ขณะที่เกิดการ พัฒนา การเปลี่ยนแปลง และหน้าที่ทางสรีรวิทยาของเซลล์ การเปลี่ยนระดับ 

transcription เป็นสาเหตุให้ เกิดการแปรเปลี่ยนระดับของ mRNA แต่ละชนิดจากภาวะปกติ 
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(steady-state levels) ฉะนั้นการตรวจวิเคราะห์ระดับ mRNA ของยีนหนึ่งจึงจ าเป็น และมี

ความส าคัญมากต่อการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการ แสดงออกของยีน ขั้นตอนส าคัญของเทคนิค RT-PCR 

(61) เริ่มต้นโดยสกัด RNA จากเนื้อเยื่อหรือเซลล์ แล้วใช้ RNA นี้เป็นแม่พิมพ์ (template) ส าหรับ

ปฏิกิริยา reverse transcription ให้สังเคราะห์ complementary DNA หรือ cDNA เอนไซม์ที่ใช้ใน

ปฏิกิริยานี้ คือ reverse transcriptase จากนั้นใช้ cDNA ที่สังเคราะห์ได้เป็นแม่พิมพ์ส าหรับปฏิกิริยา 

PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 2 สาย ที่สังเคราะห์มาเพ่ือขยายต าแหน่งยีนที่สนใจบน cDNA นั้น ผลิตผล PCR 

ที่ขยายจ านวน cDNA สามารถตรวจวิเคราะห์ในท านองเดียวกันกับผลิตผล PCR จากเทคนิคพ้ืนฐาน 

โดยการวิเคราะห์ ขนาดของผลิตผล PCR ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และตรวจยืนยันโดย

วิธี restriction digestion, hybridization หรือ nucleotide sequencing นิยมใช้ในการตรวจหา

ผลิตผลของยีน (gene transcripts) ในสิ่งส่งตรวจที่มี RNA ปริมาณน้อยๆ การตรวจวิเคราะห์ผลิตผล

ของหลายๆยีนได้พร้อมกัน (simultaneous analysis) การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ (quantitative 

analysis) ของ mRNA ที่สนใจการสร้างตัวตรวจจ าเพาะยีนที่เป็น cDNA (generation of cDNA 

hybridization probes) และการตรวจหา alternatively spliced gene transcripts เป็นเทคนิคท่ี

ไม่มีการรบกวน (interferences) จากล าดับนิวคลิโอไทด์ของ intron RNA เป้าหมายถูกเพ่ิมขยาย

จ านวนโดยธรรมชาติด้วยกระบวนการ transcription มาแล้ว การตรวจวิเคราะห์ท าได้กับ active 

genes และช่วยให้สามารถวิเคราะห์ RNA viruses ได้ แต่ข้อจ ากัดท่ีส าคัญของเทคนิคนี้ ได้แก่ RNA 

เป็นสารที่เสียคุณสมบัติง่ายกว่า DNA การแยกสกัด RNA ต้องท าหลายขั้นตอน และต้องการขั้นตอน 

reverse transcription เพ่ือสังเคราะห์ cDNA 

จากการศึกษาของ Ming-Feng Lin และคณะ (18) เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 

efflux pump ของเชื้อ MDR-A. baumannii ซึ่งประกอบด้วย A. baumannii ที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อ

ต่อยา amikacin, imipenem และ tigecycline 3 ตัวอย่าง และเชื้อท่ีจ าแนกได้จากโรงพยาบาลต่างๆ

ในประเทศไต้หวัน 7 ตัวอย่าง เทียบกับเชื้อ A. baumannii ATCC 17978 พบการแสดงออกของยีน 

adeB, abeS และ abeM มากขึ้นในเชื้อทุกตัวอย่าง แต่พบการแสดงออกของยีน emrA-like และ 

emrB-like ลดลงในเชื้อทุกตัวอย่าง ยกเว้นเชื้อที่เหนี่ยวน าให้ดื้อ tigecycline ในขณะที่พบการ

แสดงออกของยีน adeJ, macB และ craA เพ่ิมสูงขึ้นในบางตัวอย่าง 

การศึกษาของ Wan Zhu และคณะ (27) ศึกษาระดับการแสดงของยีน adeB ด้วยเทคนิค 

Reverse Transcription qPCR โดยเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน 16s rRNA ซึ่งเป็น internal 
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reference gene พบการแสดงออกของยีน adeB ร้อยละ 33.33 ในเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อต่อยา 

nethilmicin ในขณะที่พบการแสดงออกของยีน adeB ในเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อต่อยา 

amikamicin ทุกสายพันธุ์  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

ตารางที่ 1 แสดงเครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

1 ตู้อบ (Incubator) รุ่น INE 300 Memmert สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

2 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water 

bath) 

Memmert สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

3 เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ Orbital 

Shaker 

Thermo Fisher สหรัฐอเมริกา 

4 ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส Thermo Scientific สหรัฐอเมริกา 

5 ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส Sanyo Electric ญี่ปุ่น 

6 ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส Thermo Fisher สหรัฐอเมริกา 

7 เครื่อง Refrigerated centrifuge 

รุ่น Universal 320R 

Hettich สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

8 เครื่องวัดปฏิกิริยาจากเพลท วัด

ปริมาณสารพันธุกรรม Synergy H1 

Hybrid Multi-Mode Reader 

BioTek สหรัฐอเมริกา 

9 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม รุ่น 

MJ PTC-1148 (Thermo Cycler) 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา  

10 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

Labcycler Grandient 

Thermobolck 48 ALU 

SensoQuest GmbH สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

11 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

CFX96 Connect Real-Time PCR 

Bio-Rad สหรัฐอเมริกา 
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 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

12 ชุดถ่ายภาพเจล  

(Molecular Imager 

ChemiDocXRS) 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา  

13 QuantStudio™ 5 Real-Time 

PCR System 

Thermo Fisher 

Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

14 เครื่องเขย่าผสม (Vortex Mixer)  

รุ่น G-560E 

Scientific Industries สหรัฐอเมริกา  

15 เครื่องวัดความขุ่น รุ่น Densimat BioMérieux  ฝรั่งเศส 

16 เครื่องชั่งแบบละเอียด รุ่น CP2245 Sartorius  สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

17 เครื่องอบฆ่าเชื้อ (Autoclave) รุ่น 

Hiclave HVA-85 

Hirayama  ญี่ปุ่น  

18 ขวดฝาเกลียว ขนาด 250, 500 และ 

1000 มิลลิลิตร 

Schott Duran สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

19 หลอดก้นแหลมฝาเกลียวปราศจาก

เชื้อ ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

Corning สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

20 หลอดทดลอง และฝา ขนาด 

13x100 

Pyrex สหรัฐอเมริกา 

21 หลอดก้นแหลม ขนาด 0.2 และ 1.5 

มิลลิลิตร 

Axygen สหรัฐอเมริกา 

22 ไมโครเพลทปราศจากเชื้อ 96 หลุม

ก้นกลม  

Nunc™ Thermo 

Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

23 0.2 ml 8-Tube PCR Strips, low 

profile, clear #TLS0801 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา  

24 Autopipette ขนาด  

0.1-2, 2-20, 20-200 และ  

Gilson สหรัฐอเมริกา  
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 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

100- 1,000 ไมโครลิตร 

25 Pipette tips ขนาด 0.1-2, 2-20, 

20-200 และ 100- 1,000 

ไมโครลิตร 

Axygen สหรัฐอเมริกา 

26 อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth Oxoid สหราชอาณาจักร 

27 อาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart 

Infusion Broth 

Oxoid สหราชอาณาจักร 

28 Agar Bacteriological  

(Agar No.1)  

Oxoid  สหราชอาณาจักร 

29 อาหารเลี้ยงเชื้อ  

Mueller Hinton Agar 

DifcoTM & BBLTM สหรัฐอเมริกา 

30 อาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton II 

Broth (Cation-Adjusted)  

DifcoTM & BBLTM สหรัฐอเมริกา 

31 อาหารเลี้ยงเชื้อทดสอบชีวเคมี 

Triple Sugar Iron (TSI) 

Oxoid สหราชอาณาจักร 

32 อาหารเลี้ยงเชื้อทดสอบชีวเคมี 

Motile 

BD สหรัฐอเมริกา 

33 อาหารเลี้ยงเชื้อทดสอบชีวเคมี 

phenol red base 

Oxoid สหราชอาณาจักร 

34 Glucose MERCK สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

35 Lactose AR. grade Ajax-Finechem 

Thermo Scientifi 

สหรัฐอเมริกา 

36 แผ่นยา  Oxoid สหราชอาณาจักร 

37 ชุดน้ ายา Maxime RT PreMix Kit iNtRON 

Biotechnology 

สาธารณรัฐเกาหลี 
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 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

38 ชุดน้ ายา iTaq Universal SYBR 

Green Supermix 

Bio Rad สหรัฐอเมริกา  

39 ชุดน้ ายา Taq DNA polymerase, 

10x Buffer, MgCl2  

Thermo Scientific  สหรัฐอเมริกา 

 dNTP Set   Promega สหรัฐอเมริกา 

41 GeneRuler 100 bp Plus DNA 

Ladder 

Thermo Scientific สหรัฐอเมริกา 

42 SYBR®Safe DNA gel stain   Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

43 DNA Gel Loading dye (6x) Thermo Scientific สหรัฐอเมริกา 

44 Agarose Power Bio Rad สหรัฐอเมริกา  

45 Tris base MERCK สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

46 Acetic acid glacial Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา  

47 Ethylenediaminetetraacetic 

acid disdium salt 

dehydrate,99% 

Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

48 Amikacin disulfate salt Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

49 Carbonyl cyanide 3-

chlorophenyl-hydrazone 

Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

50 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

51 UltraPure™ DNase/RNase-Free 

Distilled Water 

Introvigen Thermo 

Fisher 

สหรัฐอเมริกา 

52 Trizol® Reagent Introvigen Thermo 

Fisher 

สหรัฐอเมริกา 

53 Chloroform MERCK สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

52 Absolute Ethanol MERCK สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
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 เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมี บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 

53 Chloroform MERCK สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

53 Absolute Ethanol MERCK สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

 

3.2 เชื้อท่ีใช้ในการวิจัย 

เชื้อ A. baumannii สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 19606 (AB19606) และเชื้อที่จ าแนกได้

จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลระดับตติยภูมิ เขตภาคกลางตอนบน 

ทั้งหมด 8 ตัวอย่าง ก าหนดให้ชื่อ A153, A259, A262, D191, D219, D273, E261 และ F202 ซึ่งมี

รูปแบบความไวต่อยาแตกต่างกัน เพาะเลี้ยงเชื้อ A. baumannii จ านวน 9 ตัวอย่าง บนอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง Mueller Hinton Agar (MHA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง 

เลือกโคโลนีเดี่ยวของ A. baumannii ซึ่งให้โคโลนีลักษณะกลม สีขาวขุ่น มาทดสอบปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมี ได้แก่ Triple Sugar Iron Agar (TSI), Motile, 10% Glucose และ 10% Lactose บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และการเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง เก็บรักษา

เชื้อทั้งหมดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain heart infusion (BHI) 0.5 มิลลิลิตร ที่เติม glycerol  

ร้อยละ 20 ในอัตราส่วนหนึ่งต่อหนึ่งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสก่อนน ามาศึกษาต่อไป 

 

3.3 ศึกษาแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Susceptibility testing) ของเชื้อ  

A. baumannii ด้วยวิธี disk diffusion 

การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อทางกายภาพ (phenotypic method) โดยอาศัย

การแพร่ของยาจากแผ่นกระดาษกรองชุบยาปฏิชีวนะไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง โดยความเข้มข้นของ

ยาปฏิชีวนะลดลดตามระยะห่างจากแผ่นยาปฏิชีวนะ เชื้อที่น ามาทดสอบถูกเพาะเลี้ยงโดยการ

กระจายเชื้อให้ทั่วพ้ืนผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นวางแผ่นยาปฏิชีวนะบนอาหารเลี้ยงเ ชื้อ บ่มใน

สภาวะ อุณหภูมิ และระยะเวลาที่เหมาะสมของเชื้อ สังเกตระยะห่างการเจริญของเชื้อแบคทีเรียจาก

แผ่นยาปฏิชีวนะ โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณที่ไม่มีการเจริญของเชื้อ ( inhibition zone) 

ผ่านกึ่งกลางของแผ่นยาปฏิชีวนะ เทียบค่ามาตรฐานของเชื้อและยาชนิดนั้น  ตามมาตรฐานของ

สถาบันห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์และการแพทย์ (Clinical and Laboratory Standard 

Institute : CLSI) M100, 28th ปี ค.ศ. 2018 (99) โดยทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของ เชื้อ
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แบคทีเรียมาตรฐานเป็นตัวควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ (Quality control of system) ได้แก่ 

เชื้อ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และเชื้อ Escherichia coli ATCC 25922 

เพาะเลี้ยงเชื้อ A. baumannii ที่ต้องการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton Agar 

(MHA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่ต้องการทดสอบ

ประมาณ 3 – 5 โคโลนี มาเจือจางในสารละลายน้ าเกลือความเข้มข้น 0.85% ให้ได้ความเข้มข้นของ

เชื้อประมาณ 1 – 2 x 108 CFU/mL หรือเทียบเท่าความขุ่น 0.5 McFarland Standard ใช้ไม้พันส าลี

ปราศจากเชื้อจุ่มในสารละลายเชื้อ บิดให้แห้งหมาดกับหลอดทดลอง แล้วน ามากระจายเชื้อสาม

ระนาบ โดยหมุนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 60 องศา ให้ทั่วพื้นผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA ที่มีความหนา 4 

มิลลิเมตร รอให้พ้ืนผิวแห้ง ไม่เกิน 15 นาที เผาฆ่าเชื้อปากคีบ ก่อนน าไปหยิบแผ่นยาปฏิชีวนะวางให้

แนบติดกับพ้ืนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการทดสอบมีทั้งหมด 9 ชนิด ได้แก่ 

ampicillin/sulbactam (SAM) 10/10 ไมโครกรัม piperacillin/tazobactam (TZP) 100/10 

ไมโครกรัม ceftazidime (CAZ) 30 ไมโครกรัม imipenem (IMP) 10 ไมโครกรัม meropenem 

(MEM) 10 ไมโครกรัม gentamicin (CN) 10 ไมโครกรัม amikacin (AMK) 30 ไมโครกรัม 

ciprofloxacin (CIP) 5 ไมโครกรัม และ trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT) 1.25/23.75 

ไมโครกรัม บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 - 24 ชั่วโมง วัด inhibition zone เทียบค่า

มาตรฐาน CLSI M100, 28th ปี ค.ศ. 2018 (99) ตามตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 แสดงค่ามาตรฐานที่ใช้ในการแปลผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Susceptibility 

testing) ของเชื้อ A. baumannii (99) 

Antimicrobial Agents Disk 
Content 

(µg) 

Zone diameter (mm) 
Interpretive Criteria 

Susceptible Intermediate Resistant 

Ampicillin-sulbactam (SAM) 10/10 ≥15 12 - 14 ≤11 
Piperacillin-tazobactam (TZP) 100/10 ≥21 18 - 20 ≤17 

Ceftazidime (CAZ) 30 ≥18 15 - 17 ≤14 
Imipenem (IMP) 10 ≥22 19 - 21 ≤18 

Meropenem (MEM) 10 ≥18 15 - 17 ≤14 

Gentamicin (CN) 10 ≥15 13 - 14 ≤12 
Amikacin (AMK) 30 ≥17 15 - 16 ≤14 

Ciprofloxacin (CIP) 5 ≥21 16 - 20 ≤15 

Trimethoprim/sulfamethoxazole 
(SXT) 

1.25/23.75 ≥16 11 - 15 ≤10 

     
3.4 ทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 

(minimum inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี broth microdilution 

เพาะเลี้ยงเชื้อ A. baumannii ทั้ง 8 ตัวอย่าง บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Mueller Hinton 

Agar (MHA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อที่เจริญแล้วละลายใน

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mueller Hinton II Cation-Adjusted (CAMHB) ให้มีความเข้มข้นเชื้อประมาณ 

1-2 x 108 CFU/mL เท่ากับ 0.5 McFarland Standard เจือจางเชื้อด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

CAMHB ให้มีความเข้มข้นประมาณ 1 - 2 x 106 CFU/mL  

เตรียมยา amikacin ความเข้มข้นตั้งต้น 5,120 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ละลายด้วยน้ า

บริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ น ามาเจือจางด้วย CAMHB ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.125 – 512 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร  

ท าการทดสอบหาค่า MIC ของยา amikacin ในไมโครเพลท 96 หลุม ดูดยา amikacin 

ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาณ 50 ไมโครลิตร โดยความเข้มข้นของยา amikacin ก่อนใส่เชื้อ 
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ประกอบด้วย 0.125 – 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นดูดเชื้อที่เจือจางแล้ว ใส่หลุมปฏิกิริยาหลุม

ละ 50 ไมโครลิตร ความเข้มข้นสุดท้ายของยา amikacin จะประกอบด้วย 0.06 – 256 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 - 24 ชั่วโมง อ่านค่า MIC คือความเข้มข้น

ต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ ตามตารางท่ี 3 

การควบคุมคุณภาพของการทดสอบหาค่า MIC ดังนี้ หลุมการเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว CAMHB ที่ปราศจากยาปฏิชีวนะ เป็นตัวควบคุมการเจริญของเชื้อ (Growth control) 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CAMHB 100 ไมโครลิตร เป็นตัวทดสอบปราศจากเชื้อ (sterility test) และใช้

เชื้อแบคทีเรียมาตรฐานเป็นตัวควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ (Quality control of system) 

ได้แก่ P. aeruginosa ATCC 27853 และ E. coli ATCC 25922 โดยค่า MIC ของยา amikacin ต้อง

อยู่ในช่วง 1 – 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.5 – 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ตามเกณฑ์

มาตรฐานของ CLSI M100, 28th ปี ค.ศ. 2018 (99) 

 

ตารางที่ 3 แสดงค่ามาตรฐานที่ใช้ในการแปลผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา 

amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ A. baumannii (99) 

Antimicrobial Agents Susceptible Intermediate Resistant 

amikacin 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
≤16 32 ≥64 

 

3.5 การเหนี่ยวน าเชื้อ A. baumannii ให้ดื้อยาปฏิชีวนะ 

น าเชื้อ A. baumannii ทั้ง 8 ตัวอย่าง ได้แก่ AB19606, A153, A259, A262, D191, D219, 

D273 และ E261 ที่เก็บอยู่ท่ีอุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MHA บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง จากนั้นเริ่มเหนี่ยวน า โดยดัดแปลงวิธีจาก

การศึกษาของ Lin M. และคณะ (100) ในวันที่ 1 โดยน าโคโลนีของเชื้อ A. baumannii แต่ละตัวอย่าง 

ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion (BHI) 5 มิลลิลิตร ที่มียา amikacin ความ

เข้มข้นเท่ากับครึ่งหนึ่งของค่า MIC ของเชื้อนั้น โดยให้เชื้อมีความเข้มข้นสุดท้ายประมาณ 105 

CFU/mL บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) 
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ที่ความเร็ว 110 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในวันที่ 3 น าเชื้อ A. baumannii ที่เลี้ยงจากวันที ่

1 มา 25 ไมโครลิตร ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI 5 มิลลิลิตร ที่มียา amikacin ที่ความเข้มข้น

เท่ากับค่า MIC ของเชื้อนั้น บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 110 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง และท าการเลี้ยงเชื้อทุกๆ 48 ชั่วโมงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของยา 

amikacin เพ่ิมขึ้นเป็นสองเท่า จนถึงความเข้มข้น 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือความเข้มข้นสูงสุด

ที่เชื้อสามารถเจริญได้ จากนั้นแบ่งเชื้อ A. baumannii ที่เหนี่ยวน าให้ดื้อต่อยา amikacin ได้แล้ว เป็น

หลอดเล็กประมาณ 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เติม glycerol ร้อยละ 20 จัดเก็บที่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาศึกษาต่อไป และเพาะเลี้ยงเชื้อหลังเหนี่ยวน าบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็งปราศจากยา amikacin เป็นเวลา 30 วัน น าไปทดสอบแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ 

ด้วยวิธี disk diffusion อีกครั้ง 

 

3.6 ศึกษาการแสดงออกของ efflux pump ทางฟีโนไทป์โดยทดสอบผลของ efflux pump 

inhibitor (EPI) ต่อความไวของยา amikacin 

ทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ร่วมกับสารยับยั้ง efflux pump (EPI) 

ได้แก่ สาร Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) ของเชื้อ A. baumannii หลัง

ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin ด้วยวิธี broth microdilution ซ่ึงดัดแปลงมาจาก Jian Li และ คณะ 

(101)   

เพาะเลี้ยงเชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน าทั้ง 8 ตัวอย่าง บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

Mueller Hinton Agar (MHA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อที่

เจริญแล้วละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mueller Hinton II Cation-Adjusted (CAMHB) ให้มีความ

เข้มข้นเชื้อประมาณ 1-2 x 108 CFU/mL เท่ากับ 0.5 McFarland Standard เจือจางเชื้อด้วยอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว CAMHB ให้มีความเข้มข้นประมาณ 1 - 2 x 106 CFU/mL 

เตรียมยา amikacin ความเข้มข้นตั้งต้น 5,120 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยละลายด้วยน้ า

บริสุทธิ์ปราศจากเชื้อ น ามาเจือจางด้วย CMAHB ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.125 – 512 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร 
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เตรียมสารยับยั้ง efflux pump ได้แก่ CCCP ความเข้มข้นตั้งต้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ละลายด้วย DMSO น ามาเจือจางในยา amikacin แต่ละความเข้มข้น ให้มีความเข้มข้นของ CCCP 50 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ท าการทดสอบหาค่า MIC ของยา amikacin ที่มีสาร CCCP ในไมโครเพลท 96 หลุม ดูดยา 

amikacin ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาณ 50 ไมโครลิตร โดยความเข้มข้นของสาร CCCP ก่อนใส่เชื้อ

เท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และความเข้มข้นของยา amikacin ก่อนใส่เชื้อ ประกอบด้วย 0.125 

– 512 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นดูดเชื้อที่เจือจางแล้ว ใส่หลุมปฏิกิริยาหลุมละ  

50 ไมโครลิตร ความเข้มข้นสุดท้ายของสาร CCCP เท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และความเข้มข้น

ของยา amikacin จะประกอบด้วย 0.06 – 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 - 24 ชั่วโมง อ่านค่า MIC คือความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อได้ อ่านค่า MIC คือความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อได ้โดยเปรียบเทียบค่า MIC ของเชื้อ A. baumannii ที่ท าการทดสอบทั้งที่มีและไม่มี CCCP 

โดยค่า MIC ของเชื้อ A. baumannii ต่อยา amikacin ที่มีสาร CCCP ลดลงอย่างน้อย  

4 เท่าเม่ือเทียบกับค่า MIC ต่อยา amikacin ที่ไม่ได้เติม CCCP แสดงว่าเชื้อ A. baumannii มีการ

แสดงออกของ efflux pumps (98) 

การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ ดังนี้ หลุมการเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

CAMHB ที่ปราศจากยาปฏิชีวนะและสารยับยั้ง efflux pump เป็นตัวควบคุมการเจริญของเชื้อ 

(Growth control)  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CAMHB 100 ไมโครลิตร เป็นตัวทดสอบปราศจากเชื้อ 

(sterility test)   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CAMHB และตัวท าละลาย DMSO เป็นตัวควบคุมสารละลาย 

(solvent control) อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CAMHB และ CCCP เป็นตัวควบคุมสารทดสอบ (reagent 

control) และใช้เชื้อ AB19606 เป็นตัวควบคุมคุณภาพของระบบทดสอบ 

 

3.7 ตรวจหายีน blaoxa-51-like และยีน efflux pump (adeB) ด้วยเทคนิค Polymerase 

Chain Reaction (PCR)  

3.7.1 การสกัดสารพันธุกรรมดีเอ็นเอของเชื้อ A. baumannii  

เพาะเลี้ยงเชื้อ A. baumannii บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MHA ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

18-24 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อเต็ม 1 ลูปมาละลายใน TE buffer (10 มิลลิโมลาร์ Tris, 1 มิลลิโมลาร์ EDTA, 
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pH 8.0 with HCl) ที่ปราศจากเชื้อ 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาที ท าให้เย็นทันทีด้วยการแช่ในน้ าแข็ง ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาท ี

เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดแยกส่วนใสไปยังหลอดที่เตรียมไว้ส าหรับเก็บดีเอ็น

เอ วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยเครื่อง Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader 

(บริษัท BioTek จ ากัด สหรฐัอเมริกา) และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ทดสอบ

ต่อไป 

3.7.2 ตรวจหายีน blaoxa-51-like และยีน efflux pump (adeB) ด้วยเทคนคิ 

Polymerase Chain Reaction (PCR) และตรวจสอบผลผลิตด้วยวิธี Agarose Gel 

Electrophoresis 

ตรวจหายีน blaoxa-51-like ขนาด 353 คู่เบส ซึ่งเป็นยีนที่มักใช้ในการบ่งชี้หรือยืนยันว่าเป็น

เชื้อ A. baumannii (102) และยีน adeB ขนาด 457 คู่เบส ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับโปรตีนบริเวณ

เยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อมีหน้าที่ในการขับสารออกนอกเซลล์ (efflux pump) โดยดีเอ็นเอที่สกัดได้จาก

ตัวอย่างถูกใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ดัง

แสดงในตารางที่ 4 โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้น 100 นาโนกรัม ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาซึ่งมี

ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วยน้ าบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อปริมาตร 16.8 ไมโครลิตร, 1X Taq 

buffer with KCl (100 มิลลโิมลาร์ Tris-HCl; pH 8.8 ที่ 25 องศาเซลเซียส, 500 มิลลิโมลาร์ KCl, 

0.8%(V/V)) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร, MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  

1.5 ไมโครลิตร, dNTP mix ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, Forward primer 

และ Reverse primer ความเข้มข้นอย่างละ 0.5 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.25 ไมโครลิตร และ 1.0 U 

Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้สภาวะดังแสดง

ในตารางที่ 5 โดยใช้เชื้อ AB19606 เป็นตัวควบคุมบวก และใช้น้ าบริสุทธิ์ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุม

ลบ 
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ตารางที่ 4 แสดงล าดับเบสของไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ยีน ชื่อไพร

เมอร์ 

ล าดับเบส (5’ - 3’) ขนาด

ผลิตภัณฑ์ 

(คู่เบส) 

อ้างอิง 

blaoxa-51-like OXA51-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 (103) 

OXA51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG 

adeB adeB-F GCTTTACTGGCTGCTCAAGA 457 (96) 

adeB-R GTTGTTCCATTTCACGCATT 

 

ตารางที่ 5 แสดงขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา รอบ 

Initial 
Denaturation 

94 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ 

Denaturation 94 องศาเซลเซียส 25 วินาที 
30 รอบ Annealing 52 องศาเซลเซียส 40 วินาที 

Extension 72 องศาเซลเซียส 50 วินาที 
Final Extension 72 องศาเซลเซียส 6 นาที 1 รอบ 

 

ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วย agarose gel electrophoresis เตรียม 2% agarose ใน TAE 

buffer 100 มิลลิลิตร ต้มจนกระทั่ง agarose ละลายจนหมด แล้วตั้งทิ้งไว้ให้อุณหภูมิเย็นลง ประมาณ 

60 องศาเซลเซียส ใส่สี SYBR® Safe DNA stain 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ก่อนน าไปเทลงบน gel 

chamber พร้อมใส่หวี (comb) เพ่ือท าช่องใส่ผลผลิตดีเอ็นเอ ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 15 - 30 นาที ในที่

ปราศจากแสง ให้วุ้นแข็งตัวและป้องกันการเสื่อมของสี SYBR® Safe DNA stain จากนั้นให้ดึงหวีออก 

น าแผ่น agarose gel ที่ได้ใส่ใน electrophoresis tank และเท TAE buffer ให้ท่วมผิว agarose gel 

น าผลิตภัณฑ์PCRที่ ต้องการทดสอบมา 5 ไมโครลิตร ผสมกับ DNA loading dye  

1 ไมโครลิตร หยอดผลิตภัณฑ์ PCR ที่ผสมสีแล้ว 5 ไมโครลิตร ลงใน agarose gel ที่เตรียมไว้ ต่อ

ขั้วไฟฟ้าเข้ากับเครื่องก าเนิดไฟ โดยให้กระแสวิ่งจากข้ัวลบไปยังขั้วบวก ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้าประมาณ 

90 โวลต ์ เป็นเวลา 60 นาที หรือ DNA Loading dye เคลื่อนที่ไปถึงเกือบสุดปลายอีกข้างของ 
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agarose gel น า agarose gel ที่ได้ไปถ่ายภาพและวิเคราะห์ด้วยเครื่องก าเนิดแสง UV ชุดถ่ายภาพ

เจล (Molecular Imager ChemiDocXRS) และบันทึกผล 

 

3.8 ศึกษาการแสดงออกของยีน efflux pump (adeB) โดยเทคนิค Real-Time PCR 

3.8.1 การสกัดอาร์เอ็นเอของเชื้อ A. baumannii 

เชื้อ A. baumannii  ก่อนเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin ทั้งหมด 8 ตัวอย่าง ได้แก่ A153, 

A259, A262, D191, D219, D273, E261 และ AB19606 และเชื้อ A. baumannii  หลังเหนี่ยวน า

ด้วยยา amikacin ทั้งหมด 8 ตัวอย่าง ได้แก่ A153-Ind, A259-Ind, A262-Ind, D191-Ind,  

D219-Ind, D273-Ind, E261-Ind และ AB19606-Ind ถูกน ามาเพาะเลี้ยงบน Mueller Hinton Agar 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 - 24 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ยเชื้อละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ให้มี

ความเข้มข้น 1 x 108 CFU/mL หรือ 0.5 McFarland เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ให้มี

ความเข้มข้น 1 x 107 CFU/mL ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ท าการปั่นตกตะกอนเชื้อ ด้วยความเร็ว 

12,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดูดแยกส่วนใสด้านบนออก ละลายตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย TRIzolTM 

ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ดูดขึ้นลงให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา  

5 นาที เติม Chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที เมื่อครบ

เวลาปั่นแยกชั้นด้วยความเร็ว 12,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีจะได้สารผสม

ที่แยกออกเป็นสามส่วน ได้แก่ ส่วน phenol-chloroform สีแดงด้านล่าง ส่วนของดีเอ็นเอ และโปรตีน

ตรงกลาง และส่วนใสด้านบน จากนั้นเอียงหลอด 45 องศา ดูดแยกส่วนใสไว้ในหลอดใหม่ ครั้งละ 50 

ไมโครลิตร ให้ได้ประมาณ 450 ไมโครลิตร เพ่ือตกตะกอนอาร์เอ็นเอ เติม isopropanol ปริมาตร 450 

ไมโครลิตร เท่ากับส่วนใส บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปั่นตกตะกอนอาร์เอ็น

เอด้วยความเร็ว 12,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จะได้ตะกอนอาร์เอ็นเอสี

ขาวคล้ายเจลตกตะกอนอยู่ด้านล่าง ดูดทิ้งส่วนใสออก จากนั้นละลายตะกอนด้วย 75% ethanol 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 7,500 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง ปล่อยไว้ให้แห้ง ละลายด้วย RNase-free water, 0.1 มิลลิโมลาร์ EDTA 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ดูดขึ้นลงให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 55-60  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที วัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ โดยเครื่อง 
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Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader (บริษัท BioTek จ ากัด, สหรัฐอเมริกา) ท าให้ปราศจากดี

เอ็นเอด้วยสารละลาย DNase I (RNase free) โดยน าอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้ (200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม 10X DNase I Buffer 5 ไมโครลิตร และเติม DNase I (2U)  

1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติมสารละลาย EDTA ให้ได้ความ

เข้มข้นสุดท้าย 5 มิลลิโมลาร์ จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จัดเก็บที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หรือ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ทดสอบต่อไป 

 

3.8.2 การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) 

ท าการสังเคราะห์ complementary DNA โดยใช้น้ ายา RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (บริษัท Thermo Scientific™, สหรัฐอเมริกา) อาร์เอ็นเอที่สกัดได้ (100 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร) ปริมาตร 11 ไมโครลิตร ผสมกับ Random Hexamer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ให้เข้ากัน 

บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมส่วนประกอบของ 5X Reaction Buffer 

ปริมาตร 4 ไมโครลิตร, RiboLock RNase Inhibitor (20 หน่วยต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 

10 มิลลิโมลาร์ dNTP Mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ RevertAid M-MuLV RT (200 หน่วยต่อ

ไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ท าปฏิกิริยาด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม รุ่น 

MJ PTC-1148 (Thermo Cycler) ตามข้ันตอนดังแสดงในตารางที่ 6 จากนั้นตรวจวัดคุณภาพ และ

ปริมาณ cDNA กับเครื่อง Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader (บริษัท BioTek จ ากัด 

สหรัฐอเมริกา) จัดเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หรือ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ทดสอบ

ต่อไป 

 

ตารางที่ 6 แสดงขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายเดี่ยวจากสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอ  

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 

cDNA Synthesis 25 องศาเซลเซียส 5 นาที 

42 องศาเซลเซียส 60 นาที 

Termination 70 องศาเซลเซียส 5 นาที 
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3.8.3 การตรวจวัดการแสดงออกของยีน efflux pump (adeB) ในเชื้อ  

A. baumannii ด้วยเทคนิค Real-Time PCR 

การตรวจการแสดงออกของยีน adeB  โดยมียีน 16s rRNA เป็นยีนอ้างอิง ผู้วิจัยใช้น้ ายา 

iTaqTM Universal SYBR Green Supermix (บริษัท Bio-rad จ ากัด, สหรัฐอเมริกา) โดยหลักการคือ 

สี SYBR green ซึ่งเป็นสีฟลูออเรสเซนต์ที่สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอตรงต าแหน่ง minor groove ของ

ดีเอ็นเอสายคู่ได้ เมื่อสารนี้ถูกกระตุ้นด้วยแสงอัตราไวโอเลต จะมีการคายพลังงานออกมาเป็นแสงของ

ฟลูออเรสเซนต์ ในช่วงการคลายสายดีเอ็นเอจากเส้นคู่ให้กลายเป็นเส้นเดี่ยวนั้น สี SYBR Green ยังไม่

สามารถเข้าจับกับเส้นดีเอ็นเอเส้นเดี่ยวได้ แต่เมื่อเริ่มมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเส้นใหม่ SYBR Green 

จะเข้าแทรกตัวเข้าไปในดีเอ็นเอเส้นคู่ และเรืองแสงเมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสงอัลตราไวโอเลต แต่เมื่อรอบ

ของปฏิกิริยากลับมาถึงช่วงการคลายสายดีเอ็นเอ สี SYBR Green ก็จะหลุดออกจากสายดีเอ็นเอ  

ท าให้การเรืองแสงลดลง (104) โดยตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยเครื่อง QuantStudio™ 5 Real-Time PCR 

System (บริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด, สหรัฐอเมริกา)  

 

ตารางที่ 7 แสดงล าดับเบสของไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา Real-Time PCR 

ยีน ชื่อไพรเมอร์ ล าดับเบส (5’ - 3’) 

อุณหภูมิ 

Melting (Tm) 

(องศาเซลเซียส) 

ขนาด

ผลิตภัณฑ์ 

(คู่เบส) 

อ้างอิง 

16S RNA 16S_F ACGGTCGCAAGACTAAAACTCA 61.19 
108 (96) 

16S_R GTATGTCAAGGCCAGGTAAGGT 59.42 

adeB-RT adeB-F-RT AACGGACGACCATCTTTGAGTATT 60.43 
246 (105) 

adeB-R-RT CAGTTGTTCCATTTCACGCATT 59.99 

 

ตัวอย่างจะท าปฏิกิริยาในแถบพลาสติกหลุมแถวละ 8 หลุม การทดสอบใช้ปริมาตรรวมของ

ปฏิกิริยาจ านวน 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย cDNA template 1 ไมโครลิตร เติม Forward primer 

และ Reverse primer ความเข้มข้นอย่างละ 10 ไมโครโมลาร์ ดังแสดงในตารางที่ 7 อย่างละ  

1 ไมโครลิตร และเติมน้ ายา iTaqTM Universal SYBR Green Supermix 10 ไมโครลิตร จากนั้นปรับ
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ปริมาตรรวมด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ ในการท าปฏิกิริยาจะท าการทดสอบด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์เป็นตวั

ควบคุมลบ (negative control) โดยท าปฏิกิริยาภายใต้สภาวะดังแสดงในตารางที่ 8 

 

ตารางที่ 8 แสดงขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยา Real-Time PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา รอบ 

Polymerase Activation 

& DNA Denatureation 
95 องศาเซลเซียส 3 นาที 1 รอบ 

Denaturation 95 องศาเซลเซียส 5 วินาที 
40 รอบ 

Annealing 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

Melt-Curve Analysis 65-95 องศาเซลเซียส Increment 0.5 องศาเซลเซียส/วินาที 

 

ระดับการแสดงออกของยีน วัดจากค่า cycle threshold (CT) จากการวิเคราะห์แต่ละ

ตัวอย่างโดยท าการทดสอบ 3 ครั้งแต่ละการทดสอบท าซ้ าสามครั้ง ผ่านโปรแกรม QuanStudioTM 

Design and Analysis Software โดยรายงานระดับการแสดงออกของยีนระหว่างยีน efflux pump 

adeB และยีน 16s RNA เทียบกับการแสดงออกของเชื้อ A. baumannii ATCC 19606 เป็นจ านวน

เท่าของความสัมพันธ์ Relative quantitative Real-Time PCR ด้วยวิธีค านวณตามวิธีของ Livak และ 

Schmittgen (2-∆∆CT method) ซึ่งเป็นการวัดปริมาณแบบสัมพันธ์จากการเปรียบเทียบค่า 

threshold cycle (CT) ของยีนที่สนใจเทียบกับยีนที่เป็น reference gene ค านวณเป็นจ านวนเท่า

ระหว่างตัวอย่าง (Sample) และตัวเปรียบเทียบ (Calibrator) (106)  

Ratio  = 2-∆∆CT = 2-[(CT sample – CT house keeping gene) - (CT calibrator - CT house keeping gene)]  
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บทที่ 4 
ผลการด าเนินงานวิจัย  

 

4.1 ผลการศึกษาแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ A. baumannii ด้วยวิธี disk 

diffusion และผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเชื้อ (minimum inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี broth 

microdilution 

เชื้อที่น ามาทดสอบทั้ง 9 ตัวอย่าง ได้แก่ A153, A259, A262, D191, D219, D273, E261, 

F202 และ AB19606 ให้ผลการทดสอบทางปฏิกิริยาชีวเคมีดังนี้ TSI ให้ผลเป็น K/N, non-motile, 

10% Glucose ให้ผลเป็น Acid, 10% Lactose ให้ผลเป็น Acid และเจริญที่ 42 องศาเซลเซียส แสดง

ว่าเป็นเชื้อ A. baumannii  

เมื่อน ามาศึกษาแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยขนาด Inhibition zone ของยา

ปฏิชีวนะแต่ละชนิด ที่ทดสอบกับเชื้อ P. aeruginosa ATCC 27853 และเชื้อ E. coli ATCC 25922 

มีขนาดอยู่ในเกณฑ์ตามมาตรฐาน CLSI M100, 28th ปี ค.ศ. 2018 (99)  และพบว่าเชื้อ A. 

baumannii จ านวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ A153, A259, A262 และ AB19606 ไวต่อยาปฏิชีวนะที่ทดสอบ

ทั้ง 9 ชนิด ส่วนเชื้อ E261 ดื้อต่อยา amikacin และ trimethoprim/sulfamethoxazole แต่ไวต่อยา

ปฏิชีวนะชนิดอื่นๆ เชื้อ D191, D219 และ D273 จัดเป็นเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อยาหลายขนาน 

เนื่องจากดื้อยามากกว่าหรือเท่ากับ 3 กลุ่มยา โดยเชื้อ D191, D219 และ D273 ด้ือต่อยา 

ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem, meropenem และ piperacillin/tazobactam ดื้อปาน

กลางต่อยา gentamicin ไวต่อยา amikacin, trimethoprim/sulfamethoxazole และ 

ampicillin/sulbactam ยกเว้นเชื้อ D219 ให้ผลดื้อปานกลางต่อยา ampicillin/sulbactam ส่วนเชื้อ 

F202 ดื้อต่อยา amikacin, gentamicin, ampicillin/sulbactam, imipenem, meropenem และ 

piperacillin/tazobactam แต่ไวต่อยา ceftazidime, ciprofloxacin และ 

trimethoprim/sulfamethoxazole 
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ตารางที่ 9 แสดงแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ A. baumannii 

เชื้อที่
ทดสอบ 

SAM TZP CAZ IMP MEM CN AMK CIP SXT 

AB19606 S S S S S S S S S 

A153 S S S S S S S S S 

A259 S S S S S S S S S 

A262 S S S S S S S S S 

D191 S R R R R I S R S 

D219 I R R R R I S R S 
D273 S R R R R I S R S 

E261 S S S S S S R S R 

F202 R R S R R R R S S 
SAM ; ampicillin/sulbactam, TZP ; piperacillin/tazobactam, CAZ; ceftazidime, IPM; imipenem, 

MEM; meropenem, CN ; gentamicin, AMK ; amikacin, CIP ; ciprofloxacin, SXT ; trimethoprim-

sulfamethoxazole 

S ; susceptible, I ; intermediate, R ; resistance 
 

เมื่อน าเชื้อ A. baumannii ทัง้ 9 ตัวอย่าง มาท าการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา 

amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโต พบว่าค่า MIC ต่อยา amikacin ของเชื้อ A. baumannii จ านวน 

9 ตัวอย่าง อยู่ในช่วงตั้งแต ่ 0.25 ถึง มากกว่า 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยพบว่าเชื้อส่วนใหญ่

จ านวน 6 ตัวอย่าง ได้แก่ กลุ่มที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ ประกอบด้วยเชื้อ A153, A259, A262 และกลุ่มดื้อ

ยาหลายขนาน ประกอบด้วยเชื้อ D191, D219 และ D273 ให้ผลไวต่อยา amikacin โดยมีค่า MIC อยู่

ในช่วงตั้งแต ่0.25 – 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนเชื้อ E261 และ F202 ให้ผลดื้อต่อยา amikacin 

โดยมีค่า MIC เท่ากับ 64 และ มากกว่า 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ส่วนเชื้อ AB19606 ไว

ต่อยา amikacin โดยมีค่า MIC เท่ากับ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเชื้อ P. aeruginosa ATCC 

27853 และ E. coli ATCC 25922 ที่เป็นตัวควบคุมคุณภาพ มีค่า MIC ของยา amikacin อยู่ในช่วง 1 

– 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.5 – 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ตามการ

แปลผล breakpoint ของ CLSI M100, 28th ปี ค.ศ. 2018 (99) โดยค่า MIC ต่อยา amikacin ของ
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เชื้อ A. baumannii จ านวนทั้ง 9 ตัวอย่าง สอดคล้องกับแบบแผนความไวต่อยา amikacin โดยวิธ ี

disk diffusion 

 

ตารางที่ 10 แสดงผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อ 

เชื้อที่

ทดสอบ 

ค่า MIC ของยา amikacin 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
Range of 

MIC 

แปลผล 

breakpoint 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

AB19606 16 16 16 16 S 

A153 0.5 1 1 0.5 S 

A259 2 4 4 4 S 

A262 2 4 4 4 S 

D191 0.5 2 2 2 S 

D219 1 4 4 4 S 

D273 0.25 0.5 0.5 0.5 S 

E261 64 64 64 64 R 

F202 >256 >256 >256 >256 R 

 

4.2 ผลการเหนี่ยวน าเชื้อ A. baumannii ให้ดื้อยาปฏิชีวนะ 

จากผลการทดสอบค่า MIC ของเชื้อ A. baumannii ทั้ง 8 ตัวอย่าง ได้ค่าความเข้มข้นของ

ยา amikacin ส าหรับเริ่มต้นการเหนี่ยวน าให้เชื้อดื้อยาอยู่ในช่วง 0.25 - 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

โดยใช้ความเข้มข้นของยา amikacin เริ่มต้น เป็นครึ่งหนึ่งของค่า MIC ต่อยา amikacin ของเชื้อ A. 

baumannii แต่ละตัวอย่าง โดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่า 110 รอบต่อนาที โดย

ทุกๆ 48 ชั่วโมง จะเพ่ิมความเข้มข้นของยา amikacin เป็นสองเท่า พบว่าเชื้อ A. baumannii หลัง

เหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin มีค่า MIC ต่อยา amikacin ดังนี้ เชื้อ A153, D273, D219 และ D191 

มีค่า MIC ต่อยา amikacin หลังเหนี่ยวน าเท่ากับ 32, 64, 128 และ 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตามล าดับ ส่วนเชื้อ A259, A262, E261 และ AB19606 มีค่า MIC ต่อยา amikacin หลังเหนี่ยวน า

มากกว่า 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

โดยเชื้อ A. baumannii ทุกตัวอย่างหลังเหนี่ยวน าเปลี่ยนจากไวหรือดื้อยา เป็นดื้อต่อยา 

amikacin เพ่ิมข้ึน 4 - 128 เท่า ยกเว้นเชื้อ A153 หลังเหนี่ยวน าเปลี่ยนจากไวเป็นดื้อยาปานกลาง โดย

มีความเข้มข้นยา amikacin เพ่ิมข้ึน 32 เท่า 

  

ตารางที่ 11 แสดงผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อก่อนเหนี่ยวน า และหลังเหนี่ยวน าด้วย amikacin 

เชื้อที่

ทดสอบ 

ค่า MIC ของยา 

amikacin ก่อน

เหนี่ยวน า 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่า MIC ของยา 

amikacin หลัง

เหนี่ยวน า 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

จ านวนเท่าของค่า MIC ของยา 

amikacin ที่เพิ่มขึ้นหลังถูก

เหนี่ยวน า (เท่า) 

AB19606 16 >256 >16 

A153 1 32 32 

A259 4 >256 >128 

A262 4 >256 >128 

D191 2 256 128 

D219 4 128 32 

D273 0.5 64 128 

E261 64 >256 >4 

 

เมื่อน าเชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งท่ีปราศจาก

ยา amikacin เป็นเวลา 30 วัน จากนั้นน าไปทดสอบแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ ด้วยวิธ ี disk 

diffusion พบว่าเชื้อ A. baumannii ที่ไวต่อยา amikacin และ gentamicin เปลี่ยนเป็นดื้อต่อยาทั้ง

สองชนิด (AB19606-Ind, A153-Ind, A259-Ind, A262-Ind) ส่วนเชื้อที่ดื้อปานกลางต่อยา 
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gentamicin เปลี่ยนเป็นดื้อยา ( D191-Ind, D219-Ind, D273-Ind) ยกเว้นเชื้อ A153 หลังเหนี่ยวน า

เปลี่ยนจากไวเป็นดื้อปานกลางต่อยา amikacin ซึ่งผลสอดคล้องกับค่า MIC ดังแสดงในตารางที่ 12 

 

ตารางที่ 12 แสดงแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน าด้วยยา 

amikacin 

เชื้อที่ทดสอบ SAM TZP CAZ IMP MEM CN AMK CIP SXT 

AB19606-Ind S S S S S R R S S 

A153-Ind S S S S S R I S S 

A259-Ind S S S S S R R S S 

A262-Ind S S S S S R R S S 

D191-Ind S R R R R R R R S 

D219-Ind I R R R R R R R S 

D273-Ind S R R R R R R R S 
E261-Ind S S S S S R R S R 

SAM ; ampicillin/sulbactam, TZP ; piperacillin/tazobactam, CAZ; ceftazidime, IPM; imipenem, 

MEM; meropenem, CN ; gentamicin, AMK ; amikacin, CIP ; ciprofloxacin, SXT ; trimethoprim-

sulfamethoxazole 

S ; susceptible, I ; intermediate, R ; resistance 

 

4.3 ผลการทดสอบ efflux pump inhibitor (EPI) ต่อความไวต่อยา amikacin 

เชื้อ A. baumannii ทั้ง 8 ตัวอย่างหลังเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin เมื่อน ามาทดสอบการ

แสดงออกของ efflux pump โดยวิธีทางฟีโนไทป์โดยใช้ CCCP เป็นสารยับยั้ง efflux pumps พบว่า

ค่า MIC ต่อยา amikacin ที่มี CCCP มีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยลดลง

มากกว่า 4 เท่าเม่ือเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มี CCCP แสดงว่าเชื้อ A. baumannii ทุกตัวอย่างที่น ามา

เหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin ในหลอดทดลอง มีการแสดงออกของ efflux pump 
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ตารางที่ 13 แสดงค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่มี และไม่

มีสาร CCCP ของเชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน า 

เชื้อที่ทดสอบ 
ค่า MIC ของยา amikacin 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่า MIC ของยา amikacin+CCCP 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

AB19606-Ind >256 ≤0.25 

A153-Ind 32 ≤0.25 

A259-Ind >256 ≤0.25 

A262-Ind >256 ≤0.25 

D191-Ind 256 ≤0.25 

D219-Ind 128 ≤0.25 

D273-Ind 64 ≤0.25 

E261-Ind >256 ≤0.25 

 

4.4 ตรวจหายีน blaoxa-51-like และยีน efflux pump (adeB) ด้วยเทคนิค Polymerase 

Chain Reaction (PCR) และตรวจสอบผลด้วยวิธี Agarose Gel Electrophoresis 

ดีเอ็นเอของเชื้อ A. baumannii ก่อนเหนี่ยวน าจ านวน 8 ตัวอย่าง และหลังเหนี่ยวน าให้ดื้อ

ยา amikacin 8 ตัวอย่าง ซ่ึงสกัดด้วยวิธีการต้ม เมื่อน ามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ

เมอเรส ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีนเป้าหมาย ได้แก่ ยีน blaoxa-51-like เป็น intrinsic gene ที่ใช้ยืนยัน

ว่าเป็น เชื้อ A. baumannii และยีน adeB ที่เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีน ที่อยู่บริเวณเยื่อหุ้ม

เซลล์ มีหน้าที่ในการขับสารที่เป็นพิษต่อเซลล์ออก (efflux pump) 

เมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยการท า 2% Agarose Gel Electrophoresis โดย

เปรียบเทียบกับขนาดของ DNA Ladder 100 คู่เบส พบแถบดีเอ็นเอของยีน blaoxa-51-like ขนาด 353 

คู่เบส ในทุกตัวอย่างของเชื้อ A. baumannii ทั้งก่อนและหลังเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin ดังแสดง

ในภาพที่ 7 และ 8 ตามล าดับ  
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พบแถบดีเอ็นเอของยีน adeB ขนาด 457 คู่เบส ในทุกตัวอย่างของเชื้อ A. baumannii ทั้ง

ก่อนและหลังเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin ดังแสดงในภาพที่ 9 และ 10 ตามล าดับ 

NC
 

DN
A 

La
dd

er
 

AB
19

60
6 

A1
53

 

A2
59

 

A2
62

 

D1
91

 

D2
19

 

D2
73

 

E2
61

 

 
ภาพที่ 7 แสดงผลการท า 2% Agarose Gel Electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ

เชื้อ A. baumannii ก่อนเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin กับไพรเมอร์ของยีน blaoxa-51-like โดยแถวที่ 1 

คือ negative control (NC) แถวที่ 2 คือ DNA Ladder 100 คู่เบส และแถวที่ 3 - 10 คือ ตัวอย่าง

เชื้อ A. baumannii ก่อนเหนี่ยวน าด้วย amikacin ที่พบแถบดีเอ็นเอของยีน blaoxa-51-like 
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ภาพที่ 8 แสดงผลการท า 2% Agarose Gel Electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ

เชื้อ A. baumannii หลังถูกเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin กับไพรเมอร์ของยีน blaoxa-51-like โดยแถวที่ 

1 คือ DNA Ladder 100 คู่เบส และแถวที่ 2 - 9 คือ ตัวอย่างเชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน าด้วย 

amikacin ที่พบแถบดีเอ็นเอของยีน blaoxa-51-like 
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ภาพที่ 9 แสดงผลการท า 2% Agarose Gel Electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ

เชื้อ A. baumannii ก่อนเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin กับไพรเมอร์ของยีน adeB โดยแถวที่ 1 คือ 

negative control (NC) แถวที่ 2 คือ DNA Ladder 100 คู่เบส และแถวที่ 3 - 10 คือ ตัวอย่างเชื้อ 

A. baumannii ก่อนเหนี่ยวน าด้วย amikacin ที่พบแถบดีเอ็นเอของยีน adeB 
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ภาพที่ 10 แสดงผลการท า 2% Agarose Gel Electrophoresis หลังปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ

เชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin กับไพรเมอร์ของยีน adeB โดยแถวที่ 1 คือ 

DNA Ladder 100 คู่เบส และแถวที่ 2 - 9 คือ ตัวอย่างเชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน าด้วยยา 

amikacin ที่พบแถบดีเอ็นเอของยีน adeB 

 

4.5 ตรวจวัดการแสดงออกของยีน efflux pump (adeB) ในเชื้อ A. baumannii ด้วย

เทคนิค Real-Time PCR  

จากการน าไพรเมอร์ที่ออกแบบมาท าการหาค่า Ta หรือ annealing temperature ที่

เหมาะสม เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา PCR ที่ดีที่สุด โดยการท า PCR gradient ระหว่างช่วงอุณหภูมิ 56 – 66 

องศาเซลเซียส กับดีเอ็นเอสายเดี่ยวของเชื้อ AB19606 ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จาก

ผลการทดลอง พบว่าสามารถตรวจพบการเกิดปฏิกิริยาได้ทั้ง 8 อุณหภูมิ ผู้วิจัยจึงเลือกใช้อุณหภูมิ 60 
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องศาเซลเซียส ตามค าแนะน าการใช้ของน้ ายา iTaqTM Universal SYBR Green Supermix (บริษัท 

Bio-rad จ ากัด, สหรัฐอเมริกา) ในการทดลองต่อไป 

 

ตารางที่ 14 แสดงรอบปฏิกิริยาที่ตรวจพบยีน 16s RNA และ adeB ของเชื้อ A. baumannii โดยใช้

อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง 56 – 66 องศาเซลเซียส  

Ta (o C) CT ของยีน 

16s RNA 

SD CT ของยีน 

adeB 

SD ∆CT 

66.0 25.94 0.042 26.53 0.085 0.59 

65.5 25.86 0.042 26.61 0.014 0.75 

64.3 25.55 0.262 26.27 0.127 0.725 

62.4 25.73 0.212 26.38 0.092 0.645 

60 25.70 0.071 26.10 0.007 0.395 

58 25.87 0.099 26.77 0.410 0.9 

56.7 25.47 0.325 26.24 0.000 0.77 

56 25.72 0.099 26.19 0.141 0.47 

 

จากการศึกษาผลของการเหนี่ยวน าเชื้อ A. baumannii ดว้ยยา amikacin ว่ามีผลต่อการ

แสดงออกของยีน efflux pump adeB ในเชื้อ A. baumannii จ านวน 17 ตัวอย่างโดยแบ่งเป็น เชือ้

ก่อนเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin จ านวน 9 ตัวอย่าง และเชื้อหลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin จ านวน 

8 ตัวอย่าง ด้วยวิธี Real-Time PCR (ท าการทดลอง 3 ครั้งแต่ละครั้งท าซ้ าสามครั้ง) เมื่อเปรียบเทียบ

ผลการแสดงออกของยีน adeB ในเชื้อก่อนเหนี่ยวน าด้วย amikacin จ านวน 9 ตัวอย่าง น ามา

วิเคราะห์ค่าสัมพันธ์ relative quantitative Real-Time PCR พบว่าเชื้อที่ดื้อยาหลายขนาน แต่ไวต่อ

ยา amikacin (เชื้อ D191, D219 และ D273) มีการแสดงออกของยีน adeB ประมาณ 6 – 24 เท่า 

ยกเว้นเชื้อ F202 ที่ดื้อยาหลายขนาน และดื้อยา amikacin มีการแสดงออกของ efflux pump ยีน 

adeB ในระดับต่ า (0.4 เท่า) เมื่อเทียบกับเชื้อ AB19606 ในขณะที่เชื้อ A153, A259 และ A262 ที่ไว

ต่อยาปฏิชีวนะทั้งหมดที่น ามาทดสอบ และเชื้อ E261 ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ แต่ดื้อยา amikacin มีการ
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แสดงออกของยีน adeB ในระดับต่ าเช่นกันอยู่ในช่วงประมาณ 0.015 - 0.7 เท่าเม่ือเทียบกับเชื้อ

AB19606 ดังแสดงในภาพที่ 11 

 
ภาพที่ 11 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยจ านวนเท่าความสัมพันธ์ของยีน adeB ของเชื้อ A. baumannii ก่อน

เหนี่ยวน าด้วยยา amikacin เทียบกับเชื้อ A.  baumannii สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 19606 

(AB19606) โดยท าการทดสอบ 3 ครั้ง แต่ละการทดสอบท าซ้ าสามครั้ง  

  

การแสดงออกของยีน adeB ของเชื้อ A. baumannii จ านวน 8 ตัวอย่างหลังถูกเหนี่ยวน า

ด้วยยา amikacin ได้แก่ A153-Ind, A259-Ind, A262-Ind, D191-Ind, D219-Ind, D273-Ind, E261-

Ind และ AB19606-Ind พบวา่มีค่าสัมพันธ์ relative quantitative Real-Time PCR เพ่ิมข้ึนประมาณ 

10 – 15,230 เท่า เมื่อเทียบกับการแสดงออกของยีน adeB ของเชื้อ A. baumannii ก่อนเหนี่ยวน า

ในแต่ละตัวอย่างเอง ดังแสดงในภาพที่ 12 – 13 โดยเชื้อ A. baumannii ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ ได้แก่ 

เชื้อ AB19606-Ind, A153-Ind, A259-Ind และ A262-Ind มีการแสดงออกของยีน adeB เพ่ิมข้ึนสูง

กว่าก่อนเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin โดยมีค่าสัมพันธ์ relative quantitative Real-Time PCR เฉลี่ย

เพ่ิมข้ึนดังนี้  2,203.571 (1,294.324 - 2,663.395), 2,348.908 (1,061.780 - 3,869.186), 

10,144.034 (5,410.019 - 15,230.334), และ  236.076 (122.754 - 460.979) เท่าตามล าดับดัง

แสดงในภาพที่12 ในขณะที่เชื้อ A. baumannii กลุ่มท่ีดื้อยาหลายขนาน (D191, D219 และ D273) 

ก่อนเหนี่ยวด้วยยา amikacin มีการแสดงออกของยีน adeB ในระดับต่ าๆอยู่ก่อนแล้ว ดังแสดงในภาพ
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ที่ 11 เมื่อถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin (เชื้อ D191-Ind, D219-Ind และ D273-Ind) มีจ านวนเท่า

การแสดงออกของยีนที่ไม่สูงมาก มีค่าสัมพันธ์ relative quantitative Real-Time PCR ดังนี้  16.390 

(10.450 - 22.249), 286.317 (135.447 - 451.283) และ  20.760 (14.983 - 32.887) เท่าตามล าดับ 

ส่วนเชื้อ E261 ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะแต่ดื้อยา amikacin เมื่อถูกเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin มีค่าสัมพันธ ์

relative quantitative Real-Time PCR เพ่ิมสูงขึ้น  504.149 (312.362 - 650.246) เท่าดังแสดงใน

ภาพที่ 13 

 

ภาพที่ 12 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยจ านวนเท่าความสัมพันธ์ของยีน adeB ของเชื้อ A. baumannii ใน

กลุ่มท่ีไวต่อยา amikacin เปรียบเทียบหลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin กับก่อนเหนี่ยวน าในแต่ละเชื้อ

ตัวอย่างเอง โดยท าการทดสอบ 3 ครั้ง แต่ละครั้งท าซ้ าสามครั้ง  
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ภาพที่ 13 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยจ านวนเท่าความสัมพันธ์ของยีน adeB ของเชื้อ A. baumannii ใน

กลุ่มที่ดื้อต่อยาต้านจุลชีพหลายขนาน และเชื้อที่ดื้อต่อยา amikacin เปรียบเทียบหลังเหนี่ยวน าด้วย

ยา amikacin กับก่อนเหนี่ยวน าในแต่ละเชื้อตัวอย่างเอง โดยท าการทดสอบ 3 ครั้ง แต่ละครั้งท าซ้ า

สามครั้ง  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย และอภิปรายผล 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

เชื้อ Acinetobacter baumannii ทีจ่ าแนกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่เข้ารักษาใน

โรงพยาบาลระดับตติยภูมิ ภาคกลางตอนบน จ านวน 9 ตัวอย่าง ได้แก่ A153, A259, A262, D191, 

D219, D273, E261, F202 และ AB19606 ให้ผลการทดสอบทางปฏิกิริยาชีวเคมี และการตรวจหายีน 

blaoxa-51-like ด้วยเทคนิค PCR ยืนยันว่าเป็นเชื้อ A. baumannii เมื่อน ามาศึกษาแบบแผนความไวต่อ

ยาปฏิชีวนะ ด้วยวิธี disk diffusion และศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อ ด้วยวิธี broth microdilution พบว่าให้ผลการทดลองสอดคล้องกัน  

โดยเชื้อจ านวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ A153, A259, A262 และ AB19606 ให้ผลไวต่อยา

ปฏิชีวนะท่ีทดสอบท้ัง 9 ชนิด และให้ค่า MIC ต่อยา amikacin เท่ากับ 0.5, 2, 2 และ 16 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เป็นค่าที่อยู่ในช่วงไวต่อยา amikacin  

เชื้อ E261 ให้ผลดื้อต่อยา amikacin และ trimethoprim/sulfamethoxazole แต่ไวต่อ

ยาปฏิชีวนะชนิดอื่นๆ ซึ่งให้ค่า MIC ต่อยา amikacin เท่ากับ 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งอยู่ในช่วง

ดื้อต่อยา amikacin  

เชื้อตัวอย่างที่เหลือจัดเป็นเชื้อ A. baumannii ที่ดื้อยาหลายขนาน เนื่องจากให้ผลดื้อยา

ปฏิชีวนะอย่างน้อยสามกลุ่ม โดยเชื้อ D191, D219 และ D273 ดื้อต่อยา ceftazidime, 

ciprofloxacin, imipenem, meropenem และ piperacillin/tazobactam ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม 

cephalosporins, fluoroquinolones, carbapenems และ penicillins ตามล าดับ ดื้อปานกลาง

ต่อยา gentamicin ไวต่อยา ampicillin/sulbactam, trimethoprim/sulfamethoxazole และ 

amikacin ยกเว้นเชื้อ D219 ให้ผลดื้อปานกลางต่อยา ampicillin/sulbactam โดยเชื้อ D191, D219 

และ D273 ให้ค่า MIC ต่อยา amikacin เท่ากับ 0.5, 1 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ

ซึ่งอยู่ในช่วงไวต่อยา amikacin  

ส่วนเชื้อ F202 ดื้อต่อยา amikacin, gentamicin, ampicillin/sulbactam, imipenem, 

meropenem และ piperacillin/tazobactam แต่ไวต่อยา ceftazidime, ciprofloxacin และ 
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trimethoprim/sulfamethoxazole ให้ค่า MIC ต่อยา amikacin มากกว่า 256 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ซึ่งอยู่ในช่วงด้ือต่อยา amikacin 

ค่า MIC ต่อยา amikacin ทีใ่ช้ในการเหนี่ยวน าให้เชื้อดื้อยาในหลอดทดลอง มีค่าตั้งแต่  

0.25 - 32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากการเหนี่ยวน าเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียา amikacin พบว่าเชื้อ 

A. baumannii สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะท่ีมีความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นได้ เมื่อทดสอบ

หาค่า MIC ต่อยา amikacin ของเชื้อหลังเหนี่ยวน า พบว่าเชื้อ A. baumannii ทุกตัวอย่างหลัง

เหนี่ยวน าเปลี่ยนจากไวหรือดื้อยา เป็นดื้อต่อยา amikacin เพ่ิมข้ึน 4 - 128 เท่า โดยเชื้อ A153, D273, 

D219 และ D191 หลังเหนี่ยวน า มีค่า MIC ต่อยา amikacin เท่ากับ 32, 64, 128 และ 256 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ส่วนเชื้อ A259, A262, E261 และ AB19606 หลังเหนี่ยวน า มีค่า MIC ต่อยา 

amikacin มากกว่า 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ผลการทดสอบการแสดงออกของ efflux pump ด้วยวิธีทางฟีโนไทป์ โดยการหาค่า MIC 

ต่อยา amikacin ร่วมกับสารยับยั้งการท างานของ efflux pump (efflux pump inhibitor, EPI) 

ได้แก่ carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) เปรียบเทียบค่า MIC ต่อยา 

amikacin ที่มี และไม่มีสาร CCCP โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายของสาร CCCP เท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร พบว่าเชื้อ A. baumannii ทั้ง 8 ตัวอย่างหลังเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin มีค่า MIC ต่อยา 

amikacin ที่มีสาร CCCP มีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยลดลงมากกว่า  

4 เท่าเม่ือเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มีสาร CCCP แสดงว่าเชื้อ A. baumannii ทุกตัวอย่างหลังเหนี่ยวน า 

มีการแสดงออกของ efflux pumps  

จากผลการทดสอบการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน blaoxa-51-like 

และ ยีน adeB สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีนทั้งสองได้ ในเชื้อ A. baumannii ทุกตัวอย่างทั้ง 

16 ตัวอย่าง ก่อนและหลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin เมื่อท าการศึกษาการแสดงออกของยีน efflux 

pump (adeB) ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ของเชื้อก่อน และหลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin เทียบ

กับเชื้อ AB19606 พบว่าเชื้อก่อนเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin 3 จาก 8 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 37.5 

ซึ่งเป็นเชื้อดื้อยาหลายขนาน ได้แก่ D191, D219 และ D273 มีการแสดงออกของยีน adeB เพ่ิมขึ้น 

โดยค่าสัมพันธ์ relative quantitative Real-Time PCR เมื่อเทียบกับเชื้อ AB19606 เป็นจ านวน 

17.47, 6.14 และ 24.22 เท่าตามล าดับ และพบการแสดงออกของยีน adeB เพ่ิมขึ้นในเชื้อหลัง

เหนี่ยวน าด้วยยา amikacin ทั้ง 8 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 100 โดยมีค่าสัมพันธ์ relative 
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quantitative Real-Time PCR ในเชื้อ AB19606-Ind, A153-Ind, A259-Ind, A262-Ind, D191-Ind, 

D219-Ind, D273-Ind และ E261-Ind เพ่ิมขึ้น เมื่อเทียบกับเชื้อก่อนเหนี่ยวน าในแต่ละตัวอย่าง มี

ค่าเฉลี่ย 2,203.571 (1,294.324 - 2,663.395), 2,348.908 (1,061.780 - 3,869.186), 10,144.034 

(5,410.019 - 15,230.334), 236.076 (122.754 - 460.979), 16.390 (10.450 - 22.249), 286.317 

(135.447 - 451.283), 20.760 (14.983 - 32.887) และ 504.149 (312.362 - 650.246) เท่า

ตามล าดับ 

 

5.2 อภิปรายผลการวิจัย 

เชื้อ Acinetobacter baumannii ปัจจุบันมีแนวโน้มดื้อยาหลายชนิด (Multidrug-

resistant, MDR) เพ่ิมข้ึน หรืออาจกลายเป็นเชื้อดื้อยาทุกชนิด (Pandrug-resistant) ได้ ซึ่งเป็นหนึ่ง

ในเชื้อก่อโรคที่เป็นปัญหาส าคัญทางการแพทย์ เนื่องมาจากเชื้อนี้มีกลไกการดื้อยาหลายชนิด รวมถึง

การก าจัดยาออกนอกเซลล์ด้วย efflux pump ที่อาจเป็นกลไกหลักท าให้เชื้อดื้อยาหลายขนาน (27) 

จากข้อมูลของศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์กระทรวง

สาธารณสุขประเทศไทยช่วงปี พ.ศ. 2557 – พ.ศ. 2561 พบว่าเชื้อ A. baumannii มีการดื้อยา 

cefotaxime และ ceftriaxone สูงมากเฉลี่ยร้อยละ 96.4 ส่วนยา ceftazidime, cefepime, 

piperacillin/tazobactam และ ampicillin/sulbactam ดื้อยาเฉลี่ยร้อยละ 69.9 - 72.5 ยาในกลุ่ม 

carbapenem (meropenem, imipenem) ดื้อยาเฉลี่ยร้อยละ 70.2 และ 69.8 ตามล าดับ ส าหรับ

ยาในกลุ่ม aminoglycoside ได้แก่ gentamicin และ amikacin ดื้อยาเฉลี่ยร้อยละ 63.3 และ 53.5 

ตามล าดับ โดยข้อมูลจาก 51 โรงพยาบาล ในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2564 พบว่าเชื้อ Acinetobacter 

spp. มีอัตราการดื้อยา imipenem, ciprofloxacin, cefepime, piperacillin/tazobactam, 

ampicillin/sulbactam และ amikacin ร้อยละ 71.3, 70.3, 69.9, 69.2, 64.1 และ 52.5 ตามล าดับ 

โดยเชื้อ Acinetobacter spp. มีอัตราการดื้อยา amikacin เพ่ิมข้ึนจาก ร้อยละ 49.5 ในปี พ.ศ. 2560 

(5) เป็นร้อยละ 52.5 ในปี พ.ศ. 2564 ยากลุ่มส าคัญที่ใช้ในการรักษาการติดเชื้อ A. baumannii ด้ือ

ยาต้านจุลชีพหลายขนาน ได้แก่ ยากลุ่ม carbapenem และ colistin (10) เนื่องจากเป็นยาขนาน

สุดท้าย (last resort antibiotic) ที่ใช้ในการรักษา ซึ่งในปัจจุบันจากรายงานการวิจัยที่ผ่านมาพบว่า 

เชื้อชนิดนี้ดื้อต่อยาต้านจุลชีพเกือบทุกชนิดที่ใช้ในการรักษาการติดเชื้อในปัจจุบัน (11) อย่างไรก็ตาม

พบว่าเชื้อ A. baumannii มีความไวต่อยา colistin เริ่มลดลง จากร้อยละ 99.9 ในปี พ.ศ. 2559 เป็น
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ร้อยละ 99.7 ในปี พ.ศ. 2560 และ ลดลงเหลือร้อยละ 97.7 ในปี พ.ศ. 2563 (5) การดื้อยาที่พบในเชื้อ 

A. baumannii อาจเกิดจากกลไกการดื้อยากลไกใดกลไกหนึ่ง หรือหลายกลไกร่วมกัน หนึ่งในกลไก

การดื้อยานั้น คือ การขับยาออกจากเซลล์ด้วย efflux pump (13) 

การศึกษาในครั้งนี้ ผู้วิจัยได้ความอนุเคราะห์เชื้อ A. baumannii ที่ผ่านการเพาะแยกได้จาก

สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษา ในโรงพยาบาลระดับตติยภูมิ เขตภาคกลางตอนบน จ านวน 8 

ตัวอย่าง และเชื้อสายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 19606 โดยได้ตรวจพบแถบดีเอ็นเอของยีน blaoxa-51-like 

ในทุกตัวอย่างของเชื้อ A. baumannii ที่น ามาทดสอบ โดยยีน blaoxa-51-like เป็น intrinsic gene ที่

พบอยู่บนโครโมโซมของเชื้อ A. baumannii เป็นหนึ่งในยีนที่นิยมใช้บ่งชี้ว่าเป็นเชื้อ A. baumannii 

ได้ แต่อาจพบการถ่ายทอดยีนผ่านพลาสมิดได้ (27) นอกจากนี้ยังมียีน housekeeping gene อ่ืนๆ ที่

สามารถใช้จ าแนกชนิดของเชื้อได้เช่นกัน ได้แก่ ยีน gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, และ rpoD 

(102, 107) เชื้อตัวอย่างที่น ามาทดสอบสามารถแบ่งกลุ่มได้เป็น 4 กลุ่ม ตามแบบแผนความไวต่อยา

ปฏิชีวนะท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ 1. กลุ่มท่ีไวต่อยาปฏิชีวนะท่ีน ามาทดสอบทุกชนิด (เชื้อ A153, A259, 

A262 และ AB19606) 2. กลุ่มดื้อยาหลายขนาน แต่ไวต่อยา amikacin (เชื้อ D191, D219 และ 

D273) 3. เชื้อดื้อยาหลายขนาน และดื้อต่อยา amikacin (เชื้อ F202) และ 4. เชื้อที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ

อ่ืน แต่ดื้อต่อยา amikacin (เชื้อ E261) โดยพบว่าเชื้อ E261 ดื้อต่อยา amikacin แต่ไวต่อยา 

gentamicin ทางผู้วิจัยได้ท าการทดสอบแบบแผนความไวต่อยา amikacin และยา gentamicin ด้วย

วิธี disk diffusion ซ้ าอีกครั้ง โดยพบว่าได้ผลการศึกษาเหมือนเดิม ซ่ึงอาจเกิดจากเชื้อมีการดื้อยา 

amikacin ด้วยกลไกอ่ืน เช่น การสร้างเอนไซม์ N-acetyltransferases ที่ท าให้เกิดเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างของยาปฏิชีวนะ โดยเอนไซม์นี้ประกอบไปด้วย 4 ชนิด โดยเอนไซม์แต่ละชนิดมี

ความสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างยาที่ต่างกันออกไป เช่น AAC(6')-I สัมพันธ์กับการดื้อยา 

tobramycin, dibekacin, amikacin, 5-episisomicin, netilmicin, 2'-N-ethylnetilmicin, และ 

sisomicin เป็นต้น (108)  

จากผลการศึกษาหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา amikacin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ 

(MIC) พบว่าค่า MIC ต่อยา amikacin ของเชื้อกลุ่มที่ดื้อต่อยา amikacin มีค่า MIC ตั้งแต่ 64 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรขึ้นไป และเชื้อกลุ่มที่ไวต่อยา amikacin มีค่า MIC ตั้งแต่ 0.5 – 16 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร โดยผลที่ได้สอดคล้องกับผลการทดสอบแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ ด้วยวิธี disk 
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diffusion โดยเชื้อกลุ่มที่ไวต่อยา amikacin ทั้ง 7 ตัวอย่าง จะมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดของยา 

amikacin ที่สามารถยับยั้งการเจริญที่แตกต่างกันไป 

เมื่อเหนี่ยวน าเชื้อ A. baumannii ให้ดื้อยา amikacin โดยเริ่มเพาะเลี้ยงเชื้อแต่ละตัวอย่าง 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นยา amikacin เป็นครึ่งหนึ่งของค่า MIC ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่เชื้อยัง

สามารถเจริญได้ และเพ่ิมความเข้มข้นของยา amikacin เป็นสองเท่า ทุก 48 ชั่วโมง ซึ่งเป็นระยะเวลา

ที่เชื้อมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนอย่างคงที่ จากการศึกษาของ Zahra Farshadzadeh และคณะ (109) 

ที่ศึกษาอัตราการเจริญของเชื้อ A. baumannii สายพันธุ์มาตรฐาน ATCC 19606 ที่เวลา 12, 24, 36 

และ 48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็วในช่วงเวลา 0 – 12 ชั่วโมงแรก จากนั้น

เพ่ิมจ านวนช้าลงในช่วงเวลา 12 – 24 ชั่วโมง และเริ่มมีจ านวนคงท่ี ตั้งแต่ช่วงเวลา 36 – 48 ชั่วโมง 

หลังจากเหนี่ยวน าเป็นระยะเวลาทั้งสิ้นประมาณ 30 วัน น าเชื้อที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin มา

ทดสอบหาค่า MIC พบว่า เชื้อ A. baumannii หลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin (Induced strains) มี

ค่า MIC เพ่ิมสูงขึ้น จากไวหรือดื้อยา เป็นดื้อยาปานกลาง หรือดื้อยา amikacin โดยเชื้อหลังเหนี่ยวน า

มีค่า MIC เปลี่ยนแปลงไปโดยเพิ่มขึ้นตั้งแต่ 4 – 128 เท่า โดยเชื้อในกลุ่มท่ีไวต่อยาปฏิชีวนะท่ีน ามา

ทดสอบทุกชนิดและไวต่อยา amikacin (เชื้อ A153, A259 และ A262) มีค่า MIC เพ่ิมข้ึน 32 ถึง

มากกว่า 128 เท่า กลุ่มท่ีดื้อยาหลายขนาน แต่ไวต่อยา amikacin (เชื้อ D191, D219 และ D273) มี

ค่า MIC เพ่ิมข้ึน 32 – 128 เท่า ส่วนเชื้อที่ไวต่อยาปฏิชีวนะอ่ืน แต่ดื้อต่อยา amikacin (เชื้อ E261) มี

ค่า MIC เ(27)พ่ิมขึ้น 4 เท่า สอดคล้องกับการศึกษาของ Anton Y. Peleg และคณะ (105) และ

การศึกษาของ Zhu W และคณะ (27) โดย Anton Y. Peleg และคณะ (105) ได้ท าการเลี้ยงเชื้อ A. 

baumannii ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Mueller-Hinton Agar II ที่มียา tigecycline ความเข้มข้นเป็น

ครึ่งหนึ่งของค่า MIC ของเชื้อแต่ละตัว โดยเพิ่มความเข้มข้นของยาเป็นสองเท่า ทุก 24 ชั่วโมง จนเชื้อ

ไม่สามารถเจริญได้ พบว่าเชื้อสามารถเจริญได้จนถึงความเข้มข้น 12 เท่าของค่า MIC ภายในเวลา 4 

วัน ส่วนการศึกษาของ Zhu W และคณะ (27) ได้ท าการเหนี่ยวน าเชื้อ A. baumannii โดยเลี้ยงเชื้อ

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mueller-Hinton broth ที่มียา amikacin ความเข้มเข้นเป็นครึ่งหนึ่งของค่า 

MIC จนถึงความเข้มข้น 128 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใช้เวลาในการเหนี่ยวน าประมาณสี่สัปดาห์ พบว่า

เชื้อจ านวน 19 ตัวอย่าง ที่ไวต่อยา amikacin สามารถเปลี่ยนเป็นดื้อยา amikacin ได้ 11 ตัวอย่าง 

แสดงว่าเชื้อสามารถถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยาในหลอดทดลองได้ หากอยู่ในสภาวะที่มียาปฏิชีวนะความ

เข้มข้นระดับต่ าๆ เป็นระยะเวลานาน 
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เมื่อน าเชื้อ A. baumannii ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin มาทดสอบแบบแผนความไว

ต่อยาปฏิชีวนะ ด้วยวิธ ี disk diffusion พบว่าเชื้อที่ไวต่อยา amikacin เปลี่ยนเป็นดื้อยาปานกลาง 

หรือดื้อยา amikacin และพบว่าเชื้อที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin มีแนวโน้มไวต่อยาในกลุ่ม 

aminoglycoside ชนิดอื่นลดลง โดยเชื้อที่ไวต่อยา gentamicin เปลี่ยนเป็นดื้อยาทุกตัวอย่าง โดย

กลไกการดื้อยากลุ่ม aminoglycoside ชนิดอื่นอาจเกิดจากการท างานของ efflux pump ที่สามารถ

ขับยาออกจากเซลล์ได้หลายประเภทอย่างไม่จ าเพาะ หรืออาจเกิดจากกลไกอ่ืนๆร่วมด้วย ซึ่งควรมี

การศึกษาต่อไป 

จากผลการทดสอบแบบแผนความไวต่อยาปฏิชีวนะ ด้วยวธิี disk diffusion ของเชื้อที่ถูก

เหนี่ยวน าแล้ว พบว่าเชื้อมีความไวต่อยา amikacin เปลี่ยนเป็นดื้อยาปานกลาง และดื้อยา เป็นที่น่า

สังเกตว่า เชื้อที่ถูกเหนี่ยวน าด้วย amikacin มีแนวโน้มไวต่อยาในกลุ่ม aminoglycoside ชนิดอื่น

ลดลง โดยพบว่าเชื้อที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin มีความไวต่อยา gentamicin เปลี่ยนเป็นดื้อยา

ร่วมด้วย อาจเกิดจากการท างานของ efflux pump ที่สามารถขับยาออกจากเซลล์ได้หลายประเภท

อย่างไม่จ าเพาะ 

จากผลศึกษาการแสดงออกของ efflux pump โดยวิธีทางฟีโนไทป์ ด้วยการหาค่า MIC ต่อ

ยา amikacin ร่วมกับสาร CCCP พบว่าเชื้อ A. baumannii ทั้ง 8 ตัวอย่างภายหลังเหนี่ยวน าให้ดื้อยา 

amikacin มีการแสดงออกของ efflux pump เนื่องจากมีค่า MIC ต่อยา amikacin ที่มีสาร CCCP 

น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยลดลงมากกว่า 4 เท่าเม่ือเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มี

สาร CCCP ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Anton Y. Peleg และคณะ (105) ที่ศึกษาการแสดงออก

ของ efflux pump พบว่าค่า MIC ต่อยา tigecycline เมื่อมีสารยับยั้ง efflux pump ได้แก่  phenyl-

arginine-β-naphthylamide (PAβN) มีค่าลดลงอย่างน้อย 4 เท่าเม่ือเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มี PaβN 

และสอดคล้องกับการศึกษาของ Zhu W และคณะ (27) ได้ท าการทดสอบการแสดงออกของ efflux 

pump โดยใช้สารยับยั้ง efflux pump ชนิด CCCP พบวา่เชื้อ A. baumannii ที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อ

ยา amikacin มีค่า MIC ที่มีสาร CCCP ลดลงมากกว่าหรือเท่ากับ 4 เท่า เมื่อเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มี 

CCCP คิดเป็นร้อยละ 90.9 (10/11)  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาของนักวิจัยท่านอ่ืนที่ได้ทดสอบการแสดงออกของ efflux pump 

ต่อยา ciprofloxacin และ meropenem พบว่าค่า MIC ที่มสีาร CCCP ลดลงมากกว่าหรือเท่ากับ 4 

เท่า เมื่อเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มีสาร CCCP คิดเป็นร้อยละ 46.1 (30/65) และ 71.43 (20/28) 
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ตามล าดับ (27, 90) (88, 110) ในส่วนของการศึกษาในยา imipenem, cefepime และ tigecycline 

พบค่า MIC ที่มี CCCP ลดลงมากกว่าหรือเท่ากับ 4 เท่า เมื่อเทียบกับค่า MIC ที่ไม่มี CCCP เพียงร้อย

ละ 2.1 (1/47), 8.5 (4/47) และ 22.5 (18/80) ตามล าดับ (111, 112) 

เมื่อท าการศึกษาการแสดงออกของยีน efflux pump ชนิด RND (adeB) ด้วยเทคนิค Real-

Time PCR ของเชื้อก่อน และหลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin เทียบกับเชื้อสาย AB19606 พบว่าเชื้อ

ก่อนเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin จ านวน 3 จาก 8 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 37.5 ซึ่งเป็นเชื้อดื้อยาหลาย

ขนาน ได้แก่ D191, D219 และ D273 มีการแสดงออกของยีน adeB เพ่ิมขึ้น เมื่อเทียบกับเชื้อ 

AB19606 เป็นจ านวนเฉลี่ย 17.47, 6.14 และ 24.22 เท่าตามล าดับ และพบการแสดงออกของยีน 

adeB เพ่ิมข้ึนในเชื้อหลังเหนี่ยวน าด้วยยา amikacin ทั้ง 8 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 100 โดยพบการ

แสดงออกของยีน adeB ในเชื้อ A153-Ind , A259-Ind, A262-Ind, D191-Ind, D219-Ind, D273-

Ind, E261-Ind และ AB19606-Ind เพ่ิมข้ึนเมื่อเทียบกับเชื้อก่อนเหนี่ยวน าแต่ละตัวอย่าง แต่ไม่อาจ

สรุปได้ว่า การท างานของ efflux pump มีความสัมพันธ์อย่างจ าเพาะกับการดื้อยาของเชื้อ A. 

baumannii ในทุกตัวอย่าง เนื่องจากเชื้อที่ไวต่อยาอย่างเชื้อ A262 เมื่อเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacin 

แล้ว (A262-Ind) มีจ านวนเท่าการแสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้น แต่ไม่สูงมากเท่าเชื้อ AB19606, A153 

และ A259 รวมถึงการแสดงของยีน adeB ในเชื้อ E261-Ind ที่มีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้นหลังจากถูก

เหนี่ยวน า แต่ไม่พบการแสดงออกของยีนที่มากกว่าเชื้อ AB19606 แม้ว่าเชื้อ E261 จะดื้อยา 

amikacin อยู่ก่อนแล้ว อย่างไรก็ตามจากผลการศึกษานี้สามารถพิสูจน์สมมติฐานของงานวิจัยที่ว่า 

เชื้อที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา สามารถพบการแสดงออกของ efflux pump เพ่ิมข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับ

การศึกษาของ Zhu W และคณะ (27) ได้ท าการทดสอบการแสดงออกของ efflux pump โดยตรวจ

พบการแสดงออกของยีน adeB ด้วยเทคนิค Real-Time PCR ในเชื้อที่ดื้อยา amikacin 10 ตัวอย่าง

จากเชื้อที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา amikacinจ านวน 11 ตัวอย่าง 

จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อ A. baumannii ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะสามารถถูก

เหนี่ยวน าให้เจริญ และดื้อต่อยาปฏิชีวนะในหลอดทดลองได้ หากอยู่ในสภาวะที่มียาในระดับต่ าๆเป็น

เวลานาน ซึ่งตอบสนองต่อสภาวะในการเจริญที่มียาปฏิชีวนะ โดยการแสดงออกของ efflux pump 

เพ่ิมข้ึน ซึ่งอาจเป็นหนึ่งในกลไกการดื้อยาของเชื้อที่ไม่จ าเพาะเจาะจงต่อยา แต่อาจสัมพันธ์กับเชื้อท่ีด้ือ

ต่อยาหลายขนาน และเชื้อที่ถูกเหนี่ยวน าให้ดื้อยา อาจมีการแสดงออกของ efflux pump ร่วมกับ
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กลไกการดื้อยาอื่นของเชื้อในตัวอย่างต่างกันออกไป หากไม่มกีารใช้ยาในการรักษาอย่างถูกต้อง จะท า

ให้แนวโน้มการดื้อยาเพ่ิมสูงขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เชื้อ A. baumannii ที่ปัจจุบันพบว่ามีการดื้อยา

ต้านจุลชีพหลายขนานมากข้ึน ยาที่มีไม่สามารถรักษาผู้ป่วยได้ เป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิต 

 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

5.1 ควรท าการศึกษาตัวอย่างเชื้อ A. baumannii เพ่ิมเติมจากโรงพยาบาลทั่วประเทศ 

เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่ครอบคลุมมากข้ึน 

5.2 ควรศึกษายีน efflux pump กลุ่มอ่ืนๆ หรือยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์ efflux 

pump ที่มีส่วนในการดื้อยาของเชื้อ A. baumannii ร่วมกับยาปฏิชีวนะชนิดอื่น 

5.3 ควรศึกษากลไกการดื้อยาอ่ืนๆ เพ่ิมเติม ได้แก่ การสร้างเอนไซม์ท าลายยา หรือ การ

กลายพันธุ์ของเป้าหมายในการจับของยา 
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