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บทคัดย่อ	 	 เบอโคลเดอเรีย	 สูโดมาลีอายคือเชื้อสาเหตุของโรคเมลิออยโดสีส	 เซฟตาซิดิมเป็นยาที่ถูกเลือกใช้สำาหรับรักษา
โรคติดเชื้อนี้	 แต่อัตราการตายก็พบสูงในพื้นที่ระบาดของโรค	การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อสืบสวนหาประสิทธิผลของ
ยาปฏิชีวนะในหลอดทดลองด้วยการทดสอบความไวของยาต้านจุลชีพต่อเชื้อเบอโคลเดอเรีย	 สูโดมาลีอายจากทั้งหมด	
1,340	สิ่งส่งตรวจที่ถูกแยกออกมาจากผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาในโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์	 โรงพยาบาลศรีสะเกษ	
และโรงพยาบาลอำานาจเจริญ	 ในช่วงระหว่างเดือนมกราคม	 2556	 ถึงเดือนกุมภาพันธ์	 2558	 เชื้อเบอโคลเดอเรีย	 
สูโดมาลีอายถูกนำามาทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยวิธีให้แผ่นยาที่มียาต้านจุลชีพที่ทราบปริมาณแน่นอนซึมลง
ไปในอาหารและทดสอบหาความเข้มข้นของยาที่ต่ำาสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้	 เซฟตาซิดิม	 อิมิพีเนม	 ไตรเมโทพริม+ 
ซัลฟาเมทอกซาโซล	และซิโปรฟลอกซาซิน	ถูกใช้เป็นยาต้านจุลชีพสำาหรับวิธีให้แผ่นยาที่มียาต้านจุลชีพที่ทราบปริมาณ
แน่นอนซึมลงไปในอาหาร	 และการทดสอบหาความเข้มข้นยาต่ำาสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ถูกทดสอบในเซฟตาซิดิม	 
อิมิพีเนม	 และไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอกซาโซล	 แบคทีเรียถูกสุ่มวิเคราะห์โดยวิธีพีซีอาร์และตามด้วยการทำาเจลอิเล็ก
โตรฟอเรซีสสำาหรับวิเคราะห์หายีน	penA	และ	ยีน	oxa

	 	 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ายาต้านจุลชีพมีประสิทธิผลต่อต้านเชื้อเบอโคลเดอเรีย	 สูโดมาลีอายด้วยวิธีให้แผ่น
ยาที่มียาต้านจุลชีพที่ทราบปริมาณแน่นอนซึมลงไปในอาหาร	 ไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอกซาโซลมีประสิทธิผลร้อยละ	
100	 เซฟตาซิดิมและอิมิพีเนมมีประสิทธิผลร้อยละ	 98.36	 และ	 99.10	 ตามลำาดับความเข้มข้นของเซฟตาซิดิมที่ต่ำาสุด
ที่สามารถยับยั้งเชื้อได้คือ	0.25	ถึงมากกว่าหรือเท่ากับ	32	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	และอิมิพีเนมเข้มข้นต่ำาสุดที่สามารถ
ยับยั้งเชื้อได้คือ	น้อยกว่าหรือเท่ากับ	0.5	ถึง	16	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	ด้วยวิธีนี้พบว่ามีเชื้อเบอโคลเดอเรีย	สูโดมาลีอาย
ดื้อต่อเซฟตาซิดิมร้อยละ	1.27	และดื้อต่ออิมิพีเนมร้อยละ	0.37	ทุกสิ่งส่งตรวจที่สุ่มตรวจพบยีน	oxa	แต่ไม่พบยีน	penA

	 	 สรุปได้ว่ายาต้านจุลชีพอย่างน้อย	 3	 ชนิดที่ทดสอบในหลอดทดลองในการศึกษาครั้งนี้มีประสิทธิผลในการรักษา
โรคเมลิออยโดสีสได้	 โดยเซฟตาซิดิมและอิมิพีเนมคือยาฆ่าทำาลายเชื้อที่ควรเลือกใช้	 ส่วนยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเบอโคล
เดอเรีย	สูโดมาลีอาย	คือไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอกซาโซล	ทั้งนี้	ถึงแม้ว่าการทดสอบเหล่านี้จะเป็นเพียงการทดสอบใน
หลอดทดลองก็ตาม	การตัดสินใจให้ยาเหล่านี้แก่ผู้ป่วยโรคเมลิออยโดสีสอย่างรวดเร็วเป็นเรื่องที่จำาเป็นมาก

  คำ�สำ�คัญ: เบอโคลเดอเรีย สูโดมาลีอาย เมลิออยโดสีส เซฟตาซิดิมความเข้มข้นยาต่ำาสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ 
  ยีน oxa ยีน penA

แบบแผนความไวต่อยาต้านจุลชีพในหลอดทดลองของเชื้อ

เบอโคลเดอเรีย สูโดมาลีอาย ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ของประเทศไทย
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ภูมิหลังและเหตุผล

Burkholderia pseudomallei	เป็นเชื้อสาเหตุของ
โรคตดิเชือ้เมลอิอยโดสสี	อาการแสดงของโรคติดเชือ้

ชนิดนี้	มีความหลากหลายตั้งแต่ติดเชื้อแต่ไม่แสดงอาการ
ไปจนถึงติดเชื้อลุกลามไปตามระบบ	จัดเป็นโรคติดเช้ือใน
เขตร้อน	สามารถพบเช้ือ B. pseudomallei ได้ท่ัวไปในดิน	
โดยเฉพาะดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนใต้	พื้นที่
ระบาดที่พบมากในประเทศไทย	เช่น	จังหวัดอุบลราชธานี	

จังหวัดศรีสะเกษ	พบการติดเชื้อชนิดนี้มากในกลุ่มผู้ป่วยที่
มีโรคประจำาตัว	 เช่น	 เบาหวาน	ธาลัสซีเมีย(1)	และกลุ่ม
ประชากรที่ประกอบอาชีพทางเกษตรกรรม	การตรวจ
วินิจฉัยสามารถทำาได้โดยการเพาะเชื้อโดยตรงจากสิ่งส่ง
ตรวจ	หรือตรวจหาระดบัแอนติบอดีต่อเชือ้	ปัจจุบนัเซฟตา
ซิดิมและยาในกลุ่มคาร์บาพีเนม	เป็นยาทีใ่ช้ในการรักษาโรค
ติดเชื้อเมลิออยโดสีส	แม้ปัจจุบันจะพบว่าผลการทดสอบ
ความไวของเชื้อ	B. pseudomallei	ต่อเซฟตาซิดิมยังอยู่

Abstract In Vitro Antimicrobial Susceptibility Patterns of Burkholderia pseudomallei in Northeastern 

 Thailand
 Pawana Panomket*, Marutpong Panya*, Jiraporn Nilsakul†, Pitchaya Pongtarinsiri‡,
 Krisorn Boonsam§

 *College of Medicine and Public Health, Ubon Ratchathani University
 †Sappasitthiprasong Hospital, Ubon Ratchathani Province, ‡Sisaket Hospital, Sisaket Province, 
 §Amnatcharoen Hospital, Amnatcharoen Province
 Corresponding author: Pawana Panomket, pawana.p@ubu.ac.th

  Burkholderia pseudomallei is	a	causative	agent	of	melioidosis.	Ceftazidime	is	a	drug	of	choice	
for	treatment	of	this	infection	but	the	mortality	rate	is	high	in	some	endemic	areas.	This	study	in-
vestigates	the	effectiveness	of	antibiotics	by	an in vitro antimicrobial	susceptibility	 test.	A	total	of	
1,340 B. pseudomallei samples	were	isolated	from	patients	admitted	to	Sappasitthiprasong	Hospital,	
Sisaket	Hospital,	and	Amnatcharoen	Hospital	between	January	2013	and	February	2015.	Antimicrobial	
susceptibility	of	B. pseudomallei were	evaluated	by	the	standard	disk	diffusion	test	and	to	determine	
minimum	 inhibitory	 concentration	 (MIC).	 Ceftazidime,	 imipenem,	 trimethoprim+sulfamethoxazole,	
and	ciprofloxacin	were	used	as	antimicrobial	agents	for	the	standard	disk	diffusion	test,	and	MIC	was	
determined	 for	ceftazidime,	 imipenem,	and	trimethoprim+sulfamethoxazole.	Bacteria	 strains	were	
randomly	selected	for	conventional	polymerase	chain	reaction	(PCR)	followed	by	gel	electrophoresis	
analysis	for	penA	and	oxa	gene.

	 	 Results	demonstrated	that	all	the	antimicrobial	agents	were	effective	against	B. pseudomallei. 
Trimethoprim+sulfamethoxazole	was	100%	effective,	and	ceftazidime	and	 imipenem	were	98.36%	
and	99.10%	effective	respectively.	Ceftazidime	MIC	was	0.25	to	≥32	mg/ml	and	imipenem	MIC	was	≤0.5	
to	16	mg/ml.	It	was	found	that	1.27%	of B. pseudomallei was	resistant	to	ceftazidime	and	0.37%	was	
resistant	to	imipenem.	All	random	samples	found	oxa	gene	but	not	penA	gene.

	 	 It	was	concluded	that	all	antimicrobial	agents	tested	effective.	Ceftazidime	and	imipenem	were	
bactericidal	drugs	of	choice	for	melioidosis	treatment.	The	bacteriostatic	agent	for B. pseudomallei 
was	trimethoprim+sulfamethoxazole.	Although,	the	activity	of	the	antimicrobial	agents	was	effective	
in vitro,	early	diagnostic	and	prompt	clinical	treatment	to	which	drugs	be	administered	intravenously	
still	urgently	needed.

  Keywords: Burkholderia pseudomallei, melioidosis, ceftazidime, minimum inhibitory concen-
tration, oxa gene, penA gene 
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ในเกณฑ์ดี	และพบการดื้อยาปฐมภูมิ	 (primary	resis-
tance)	เพยีงเลก็น้อย	แต่จากการรายงานผูป่้วยโรคติดเชือ้
เมลอิอยโดสสีทีไ่ด้รบัการรกัษาด้วยเซฟตาซดิมิ	พบว่าให้ผล
การรกัษาล้มเหลวได้(2,3)	และยงัพบรายงานการกลบัเป็นซำา้
สูง(4)	ปัจจุบันมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการดื้อยาเพิ่มมาก
ขึน้	โดยมีปัจจัยทีส่่งผลให้เชือ้ดือ้ยาได้	เช่น	การผลกัยาออก
จากเซลล์	การทำาให้เอนไซม์หมดฤทธิ์	การทำาให้เป้าหมาย
จับของยาหายไป	และการสร้าง	class	A	PenA	b-lacta-	
mase	ที่มากเกินไปและการกลายพันธุ์ของเอนไซม์ตัวนี้(5) 
หลายการศึกษารายงานการกลายพันธุ์ของยีน	penA	ซึ่ง
เกี่ยวพันกันกับการดื้อต่อเซฟตาซิดิม	 โดยเฉพาะการ
เปลี่ยนแปลงลำาดับกรดอะมิโน	การเปลี่ยนสารตั้งต้นที่
จำาเพาะใน	highly	conserved	class	A	b-lactamase(5)	

แม้ว่าการรายงานการดื้อยาจะมีไม่มาก	แต่ยาต้านจุลชีพที่
ใช้ได้กับการรักษาโรคเมลิออยโดสีสก็มีจำากัด	เนื่องจากเชื้อ
ด้ือต่อยาหลายชนิดตามธรรมชาติ	ดังนั้น	จึงควรเฝ้าระวัง
ความไวของเซฟตาซิดิม	การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาประสิทธิผลของยาต้านจุลชีพที่ใช้ในการรักษาโรคเม
ลิออยโดสีส	ตลอดจนตรวจหายีนที่เกี่ยวพันกับการด้ือต่อ
เซฟตาซิดิม

ระเบียบวิธีศึกษา

แบคทีเรีย

	 เก็บเชื้อ	B. pseudomallei	ที่แยกได้จากผู้ป่วยที่เข้า
รบัการรกัษาในโรงพยาบาลสรรพสทิธปิระสงค์	โรงพยาบาล
ศรีสะเกษ	และโรงพยาบาลอำานาจเจริญ	ในช่วงระหว่าง
เดอืนมกราคม	2556	ถงึเดอืนกุมภาพนัธ์	2558	วนิจิฉยัเชือ้
จุลชีพด้วยชุดตรวจทางชีวเคมี	และ	monoclonal	anti-
body	ต่อเช้ือ	เชื้อท้ังหมด	1,340	สายพันธุ์นำามาทดสอบ
ด้วยวิธีให้แผ่นยาที่มียาต้านจุลชีพที่ทราบปริมาณแน่นอน
ซมึลงไปในอาหารและการทดสอบหาความเข้มข้นของยาที่
ตำ่าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ	และการตรวจหายีน	penA	และ	
oxa	ด้วยวิธีพีซีอาร์

วิธี ให้แผ่นยาที่มียาต้านจุลชีพที่ทราบปริมาณ

แน่นอนซึมลงไปในอาหาร (standard disk diffusion) 

	 เกบ็เชือ้โดยเพาะเชือ้เลีย้งบน	Ashdown’s	agar	และ
เลือก	1	โคโลนี	เลี้ยงใน	trypticase	soy	broth	(Hardy	
Diagnostics	Criterion,	Santa	Maria,	USA)	นำาไปบ่ม
เพาะเชื้อที่	37oC	24	ชั่วโมง	เขย่าด้วยความเร็ว	200	รอบ
ต่อนาที	จากนั้นเตรียมเชื้อให้เป็น	mid	log	phase	โดยดูด
เชื้อ	1	มิลลิลิตร	ลงใน	TSB	50	มิลลิลิตร	และนำาไปบ่มในตู้
เพาะเชื้อ	37oC	และเขย่าด้วยความเร็ว	200	รอบต่อนาที	
เป็นเวลา	3	ชั่วโมง	และปรับความขุ่นให้ได้เท่ากับ	McFar-
land	No.	0.5	ใช้ไม้พันสำาลีปราศจากเชื้อ	จุ่มเชื้อ	และป้าย
ลงบนอาหาร	Mueller	Hinton	Agar	(Hardy	Diagnostics)	
จากน้ันวาง	paper	disk	(Oxoid,	Basingstoke,	Hants,	
UK)	นำาไปบ่ม	37oC	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	และอ่านผลโดย
วดัขนาดบริเวณโซนใสรอบๆ	paper	disk	โดยใช้เกณฑ์แปล
ผลตาม	Performance	standards	for	antimicrobial	
susceptibility	testing:	sixteenth	informational	sup-
plement(6)	(ตารางที่	1)

การทดสอบความไวด้วยวิธี MIC

	 1.	ทดสอบ	MIC	 โดยใช้ชุดทดสอบ	Sensititre	
Non-Fermenter	plate	(TREK	Diagnostic	systems,	
Biosciences	Inc.,	Magellan,	USA)	ที่มีความเข้มข้นของ
เซฟตาซิดิมท่ีใช้ในการทดสอบอยู่ในช่วง	1-16	ไมโครกรัม
ต่อมลิลิลิตร	(mg/ml)	ความเข้มข้นของอมิพีิเนมทีใ่ช้ในการ
ทดสอบอยู่ในช่วง	1-8	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	และความ
เข้มข้นของไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอกซาโซลท่ีใช้ในการ
ทดสอบอยู่ในช่วง	0.5/9.5-4/76	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	
เตรียมเชื้อที่นำามาทดสอบโดยเลี้ยงใน	Ashdown’s	agar	
และเลือก	3-5	โคโลนีเขี่ยลงในนำ้ากลั่นปราศจากเชื้อ	3	
มิลลิลิตร	ปรับความขุ่นให้ได้เท่ากับ	McFarland	No.	0.5	
จากนัน้ดูดมา	10	ไมโครลติร	(mL)	ใส่ลงในหลอดท่ีมี	Mueller 
Hinton	broth	with	N-tris	(hydroxymethyl)	methyl- 
2-aminoethanesulfonic	acid;	2-	(2-[hydroxyl-1,1-bis	
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(hydroxymethyl)	ethyl]	amino)	ethane	sulfonic	
acid,	C6H15NO6S	(TES)	buffer	11	มิลลิลิตร	ผสมให้เข้า
กันดี	ดูดเชื้อมา	50	ไมโครลิตร	ใส่ลงไปใน	Sensititre	
Non-Fermenter	plate	แล้วนำาไปบ่ม	37oC	เป็นเวลา	24	
ชัว่โมง	และอ่านผล	ถ้าหลุมท่ีมเีช้ือข้ึนจะเห็นการตกตะกอน
ของเซลล์เป็นกระดุมอยู่ก้นหลุม	อ่าน	MIC	ที่ความเข้มข้น
ตำา่สดุทีไ่ม่พบการตกตะกอน	โดยมหีลมุ	positive	control	
ซึ่งพบเซลล์ตกตะกอนเป็นกระดุมในหลุม	และ	negative	
control	ซึง่ไม่พบตะกอนเซลล์ในหลมุ	โดยใช้เกณฑ์แปลผล
ตาม	Performance	standards	for	antimicrobial	sus-
ceptibility	testing:	sixteenth	informational	supple-
ment(6)	 (ตารางที่	 2)	ถ้าเชื้อมีค่า	ceftazidime	MIC	
มากกว่า	16	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	และ	imipenem	MIC	
มากกว่า	8	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	จะนำามาทำา	MIC	agar	
dilution	ต่อไป
	 2.	 ทดสอบ	MIC	agar	dilution	โดยเตรียมอาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มีเซฟตาซิดิมและอิมิพีเนมความเข้มข้นตั้งแต่	
0.25-32	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	และเตรียมเชื้อแบคทีเรีย
ให้มีความขุ่นของเช้ือให้ได้เท่ากับ	McFarland	No.	0.5	
ทำาให้เจือจาง	10	เท่าและดูดเชื้อมา	10	ไมโครลิตร	เพื่อให้
มีเชื้อประมาณ	104	CFU/spot	และ	spot	ลงบนอาหาร
เลีย้งเช้ือทีมี่ยาความเข้มข้นต่างๆ	และปล่อยให้เชือ้ทีเ่ตมิลง
ไปแห้ง	จากน้ันควำา่จานอาหารเลีย้งเชือ้และนำาไปบ่ม	37oC	
เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	และอ่านผลความเข้มข้นของจาน

อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีความเข้มข้นของยาตำ่าสุดที่ไม่พบการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรีย	โดยใช้ Pseudomonas aerugi-
nosa	ATCC	27853	เป็นสายพันธุ์อ้างอิง

การตรวจหายีน penA และ oxa ด้วยวิธีการพีซีอาร์

	 1.	 ออกแบบไพร์เมอร์	 (primer)	 เพื่อตรวจหายีน	
Class	D	oxa	และ	Class	A	penA	ในเชื้อ	B. pseudo-
mallei	ด้วยวิธีการพีซีอาร์	ทำาโดยการเก็บลำาดับนิวคลีโอ
ไทด์ของท้ัง	2	ยีน	จากฐานข้อมูล	National	Center	for	
Biotechnology	Informational	(NCBI)	database	นำา
นิวคลีโอไทด์ของแต่ละยีนมาทำาการเปรียบเทียบความ
เหมือน	(identity)	โดยโช้โปรแกรมสำาเร็จรูป	Multiple	
Sequence	Alignment	ClustalW	Version	1.83	(http://
www.genome.jp/tools/clustalw/)	การออกแบบไพร์
เมอร์ในงานวิจัยคร้ังนี้ได้ใช้โปรแกรม	LightCycler(r)	Re-
al-Time	PCR	(Roche,	USA)
	 2.	 นำาเชื้อ B. pseudomallei มาสกัดดีเอ็นเอของ
เชื้อแบคทีเรีย	โดยใช้ชุดนำ้ายาสำาเร็จรูปยี่ห้อ	Genomic	
Bacterial	DNA	Extraction	kit	(RBC,	Bioscience,	Tai-
wan)	โดยการสกัดทำาตามคำาแนะนำาของผลิตภัณฑ์ทุกขั้น
ตอน	เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ	-20oC	แล้วจึงนำาไป
ทดสอบพีซีอาร์	 ซ่ึงมีองค์ประกอบนำ้ายาในการทำาพีซีอาร	์
ดังแสดงในตารางที่	3

ต�ร�งที่ 1	 	เกณฑ์แปลผล	disk	diffusion	test	ตาม	Performance	standards	for	antimicrobial	susceptibility	testing:	sixteenth	
informational	supplement

Antimicrobials Susceptible (mm) Intermediate (mm) Resistant (mm)

ceftazidime	30	mg	 ≥18	 15-17	 ≤14

imipenem	10	mg	 ≥19	 16-18	 ≤15

SXT	25	mg	 ≥16	 11-15	 ≤10
(trimethoprim+sulfamethoxazole	1.25/23.75	mg)	

ciprofloxacin	5	mg	 ≥21	 16-20	 ≤15



วารสารวิจัยระบบสาธารณสุข ปีที่ 11 ฉบับที่ 4 ตุลาคม-ธันวาคม 2560

544

ผลการศึกษา

วิธี ให้แผ่นยาที่มียาต้านจุลชีพที่ทราบปริมาณ

แน่นอนซึมลงไปในอาหาร (standard disk diffusion)

	 เม่ือแปลผลตามเกณฑ์ของ	CLSI	ดงัตารางที	่1	เชือ้	B. 
pseudomallei	ไวต่อเซฟตาซิดิม	อิมิพีเนม	ไตรเมโทพริม
+ซลัฟาเมทอกซาโซล	และซโิปรฟลอกซาซิน	ร้อยละ	98.36,	
99.10,	100	และ	87.9	ตามลำาดับ	และเชื้อ B. pseudo-
mallei ไวระดับปานกลางไปจนถึงดื้อต่อเซฟตาซิดิม	อิมิพี
เนม	และซิโปรฟลอกซาซิน	ร้อยละ	1.64,	0.90	และ	12.1	
ตามลำาดับ

การทดสอบความไวด้วยวิธี MIC

	 จากการวิเคราะห์เชื้อ	B. pseudomallei	จำานวน	
1,340	สายพันธุ์	 เชื้อมีค่า	ceftazidime	MIC	อยู่ระหว่าง	
0.25	-	≥32	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	imipenem	MIC	อยู่
ระหว่าง	≤	0.5	-	16	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	และ	trimetho-
prim+sulfamethoxazole	MIC	อยู่ระหว่าง	≤	1/19	-	
2/38	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	เช้ือ	B. pseudomallei	ไว
ต่อไตรเมโทพริม+ซลัฟาเมทอกซาโซลร้อยละ	100	เชือ้ทีใ่ห้
ผลความไวปานกลาง	(intermediate)	สำาหรับเซฟตาซิดิม	
จำานวน	13	สายพันธุ์	อิมิพีเนม	9	สายพันธุ์	ผลความไวดื้อ	
(resistant)	ต่อเซฟตาซิดิม	จำานวน	17	สายพันธุ์	และต่อ 
อิมิพีเนม	5	สายพันธุ์	มี	4	สายพันธุ์ที่ให้ผลดื้อต่อทั้งเซฟตา

ซิดิมและอิมิพีเนม	ผล	MIC	ของเชื้อที่ให้ผลความไวปาน
กลางและดื้อ	แสดงดังตารางที่	4

การตรวจหายีน penA และ oxa ในเชื้อ B. pseudo-

mallei ด้วยวิธีพีซีอาร์

	 จากการสุ่มเลือกเชื้อ	B. pseudomallei	จำานวน	21	
ไอโซเลต	เลือกมาจากเชื้อที่ให้ผลไว	ปานกลางและดื้อต่อ
เซฟตาซิดิมและอิมิพีเนม	ตามแสดงในตารางที่	4	และนำา
มาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ	(genomic	DNA)	ที่มีคุณภาพดีคือ
มีค่า	optical	density	at	260/280	อยู่ระหว่าง	1.8-2.0	
ซึ่งเพียงพอสำาหรับการนำาไปใช้ในการตรวจสอบยีนได้	โดย
ผลของการออกแบบไพร์เมอร์สำาหรับการเพิ่มจำานวนยีน	
oxa	และ	penA	แสดงในตารางที่	5	และมีสภาวะของการ
ทำาพีซีอาร์	(PCR	condition)	แสดงในตารางที่	6	ซึ่งหาก
สามารถเพิ่มจำานวนดีเอ็นเอเป้าหมายได้	พบว่าสำาหรับยีน	

ต�ร�งที่ 3	 องค์ประกอบนำ้ายาในการทำาพีซีอาร์

Reagents Final concentration

10X	PCR	buffer	 1X
MgCl

2
	buffer	 1.5	mM

dNTP	 200	mM
Forward	primer	 0.2	mM
Reverse	primer	 0.2	mM

ต�ร�งที่ 2	 เกณฑ์แปลผล	MIC	ตาม	Performance	standards	for	antimicrobial	susceptibility	testing:	sixteenth	informational	
supplement

 Susceptible Intermediate Resistant Pseudomonas aeruginosa
Antimicrobials (S) (I) (R) ATCC 27853
 (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (acceptable range; mg/ml)

ceftazidime	 ≤8	 16	 ≥32	 1-4
imipenem	 ≤4	 8	 ≥16	 1-4
trimethoprim+sulfamethoxazole	 ≤2/38	 -	 ≥4/76	 8/152-32/608
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ต�ร�งที่ 4	 MIC	ของเชื้อ	B. pseudomallei ที่ให้ผลความไวปานกลางและดื้อต่อเซฟตาซิดิมและอิมิพีเนม

 Isolate MIC (mg/ml) Gene Isolate MIC (mg/ml) Gene
 No. CEF IMP oxa penA No. CEF IMP oxa penA

	 B232	 16	(I)	 2	(S)	 +	 -	 B211	 32	(R)	 <0.5	(S)	 +	 -
	 B208	 16	(I)	 2	(S)	 +	 -	 B230	 32	(R)	 4	(S)	 +	 -
	 B096	 16	(I)	 16	(R)	 +	 -	 B234	 32	(R)	 2	(S)	 +	 -
	 B178	 16	(I)	 ≤0.5	(S)	 NT	 NT	 B242	 32	(R)	 <0.5	(S)	 +	 -
	 B218	 16	(I)	 2	(S)	 NT	 NT	 B279	 32	(R)	 4	(S)	 +	 -
	 B739	 16	(I)	 1	(S)	 NT	 NT	 B061	 32	(R)	 <0.5	(S)	 +	 -
	 BA02	 16	(I)	 2	(S)	 NT	 NT	 B062	 ≥32	(R)	 8	(I)	 +	 -
	 B064	 16	(I)	 ≤0.5	(S)	 NT	 NT	 B074	 ≥32	(R)	 8	(I)	 +	 -
	 B067	 16	(I)	 ≤0.5	(S)	 NT	 NT	 B081	 ≥32	(R)	 8	(I)	 +	 -
	 B068	 16	(I)	 ≤0.5	(S)	 NT	 NT	 B089	 ≥32	(R)	 16	(R)	 +	 -
	 B069	 16	(I)	 ≤0.5	(S)	 NT	 NT	 B090	 ≥32	(R)	 16	(R)	 +	 -
	 B070	 16	(I)	 ≤0.5	(S)	 NT	 NT	 B092	 ≥32	(R)	 16	(R)	 +	 -
	 B071	 16	(I)	 ≤0.5	 NT	 NT	 B110	 32	(R)	 16	(R)	 +	 -
	 B534	 32	(R)	 4	(S)	 +	 -	 B130	 32	(R)	 <0.5	(S)	 +	 -
	 B107	 32	(R)	 1	(S)	 +	 -	 B141	 32	(R)	 4	(S)	 +	 -
	 B106	 4	(S)	 8	(I)	 NT	 NT	 B666	 4	(S)	 8	(I)	 NT	 NT
	 B274	 2	(S)	 8	(I)	 NT	 NT	 BA014	 4	(S)	 8	(I)	 NT	 NT
	 B283	 4	(S)	 8	(I)	 +	 -	 B093	 2	(S)	 8	(I)	 NT	 NT

CEF	=	ceftazidime,	IMP	=	imipenem,	NT	=	No	tested,	+	=	found,	-	=	not	found

ต�ร�งที่ 5 ไพร์เมอร์สำาหรับเพิ่มจำานวนยีน	oxa	และ	penA

Primer Sequence Gene product (bp)

Oxa_Forward	 5’	ATGAAATTCCGACACGCGCT	3’	 761
Oxa_Reverse	 5’	GTCCGTATGCCGGCTGAAAC	3’
penA_	Forward	 5’-TGAATCATTCTCCGTTGCGC-3	 800
penA_	Reverse	 5’-TAGACGATGAACACGATCGGC-3’

ต�ร�งที่ 6	 สภาวะการทำาพีซีอาร์	สำาหรับยีน	oxa	และ	penA

Step Temperature Time No. of cycles

Pre-incubation	 95oC	 5	min	 1
Denaturation	 95oC	 30	sec	
Annealing	 55oC	 30	sec	 30
Extension	 72oC	 1	min
Final	extension	 72oC	 7	min	 1
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กำ�หนด

Lane	M	 คือ	100	bp	ladder	DNA	marker
Lane	N	 คือ	ชุดควบคุมลบ	(PCR	ที่ไม่มีส่วนผสมของ	DNA	template
Lane	1	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei B061	strain
Lane	2	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B062	strain
Lane	3	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B074	strain
Lane	4	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B081	strain
Lane	5	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B089	strain
Lane	6	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B090	strain
Lane	7	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B092	strain
Lane	8	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B096	strain
Lane	9	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B110	strain
Lane	10	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B130	strain
Lane	11	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B232	strain
Lane	12	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B208	strain
Lane	13	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B534	strain
Lane	14	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B107	strain
Lane	15	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B283	strain
Lane	16	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B211	strain
Lane	17	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B230	strain
Lane	18	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B234	strain
Lane	19	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B242	strain
Lane	20	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B279	strain
Lane	21	 คือ	Amplified	product	of	B. pseudomallei	B141	strain

รูปที่ 1 ผลการเพิ่มจำานวนยีน	oxa	จากดีเอนเอที่สกัดได้จากเชื้อ	B. pseudomallei

Amplified	oxa	ขนาดประมาณ	761	bp

Amplified	oxa	ขนาดประมาณ	761	bp



วารสารวิจัยระบบสาธารณสุข ปีที่ 11 ฉบับที่ 4 ตุลาคม-ธันวาคม 2560

547

oxa	จะได้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอขนาด	761	bp	ส่วนยีน	penA	
จะได้ดเีอน็เอขนาด	800	bp	ผลการทดสอบเพ่ิมจำานวนยนี
ทั้งสอง	พบว่าจากตัวอย่างจีโนมิกดีเอ็นเอ	ของเชื้อ	B. 
pseudomallei	ทั้ง	21	ไอโซเลต	พบว่าสามารถตรวจพบ
และเพิ่มจำานวนยีน	oxa	ได้ในทุกไอโซเลต	โดยมีขนาดของ	
amplified	product	ที่มีขนาดเท่ากันคือ	ขนาดประมาณ	
761	bp	(รูปที่	1)	เทียบกับ	DNA	marker	ในขณะเดียวกัน
กไ็ม่สามารถตรวจพบยนี	penA	ได้ในทกุตวัอย่าง	(ตารางที่	
4)
	 ผลการหาลำาดบัและการวเิคราะห์นวิคลีโอไทด์ของยนี	
oxa	ของเชื้อ	B. pseudomallei	จำานวน	21	ไอโซเลต	พบ
ว่าไม่มีการเปล่ียนแปลงของลำาดับนิวคลีโอไทด์	และเมื่อ
ทำาการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนก็ไม่พบการเปลี่ยนแปลง
เช่นเดยีวกนั	โดยลำาดับนวิคลโีอไทด์ของยนี	oxa	ได้รายงาน
ในฐานข้อมูล	NCBI	ภายใต้	accession	number	ดงัตาราง
ที่	7

วิจารณ์

	 การรักษาโรคติดเชื้อเมลิออยโดสีสนั้น	จำาแนกได้เป็น
สองช่วง	ช่วงแรกเรยีกระยะเฉยีบพลนั	(acute	phase)	เน้น

ไปที่การให้ยาทางหลอดเลือดเพื่อป้องกันการเสียชีวิตจาก
การติดเชื้อในกระแสเลือด	ดังนั้นยาที่ได้ผลในการรักษาใน
ระยะนีค้อืยาทีม่ฤีทธิฆ่์าเชือ้	(bactericidal)	เช่น	เซฟตาซดิมิ	
ยาในกลุ่มคาร์บาพีเนม	ระยะที่สองเป็นระยะในการกำาจัด
เชื้อให้หมดไปจากร่างกาย	(eradication	phase)	ซึ่งใน
ระยะนี้จะให้การรักษาด้วยการกินยาต่อเนื่อง	20	สัปดาห์(7,8) 
ยาทีไ่ด้ผลในการรกัษาในระยะนีค้อืยาทีอ่อกฤทธิย์บัยัง้เช้ือ	
(bacteriostatic)	ในอวยัวะต่างๆ	เพือ่ป้องกนัการกลบัเป็น
ซำ้า	 (relapse)	 เช่น	ไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอกซาโซล,	 
ด็อกซีไซคลิน(3,4)

	 เชือ้	B. pseudomallei	ทีท่ดสอบด้วยวธิใีห้แผ่นยาที่
มียาต้านจุลชีพที่ทราบปริมาณแน่นอนซึมลงไปในอาหาร	
(standard	disk	diffusion)	สามารถใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์คัดกรองความไวของยาต่อเชื้อได้ดี	แม้ว่าการ
ทดสอบด้วยวธิดีงักล่าวจะให้ผลความไวต่อเซฟตาซดิมิและ
อิมิพีเนม	ร้อยละ	98.36	และ	99.10	ตามลำาดับ	ในขณะที่
การทดสอบด้วยการทำา	MIC	นั้น	เซฟตาซิดิมให้ผลความไว
ร้อยละ	97.96	และอิมพิเีนมร้อยละ	98.95	มค่ีา	MIC

50	
และ	

MIC
90
	ของเซฟตาซิดิมเป็น	2	และ	4	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	

ตามลำาดับ	ในขณะที่	MIC
50
	และ	MIC

90
	ของอิมิพีเนม	เป็น	

ต�ร�งที่ 7 ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของ	partial	oxa	gene	ในฐานข้อมูล	NCBI

 B.pseudomallei isolate NCBI accession no. B. pseudomallei isolate NCBI accession no.

	 B103	 KY214384	 B061	 KY214394
	 B208	 KY214385	 B062	 KY214395
	 B211	 KY214386	 B074	 KY214396
	 B230	 KY214387	 B081	 KY214397
	 B232	 KY214388	 B090	 KY214398
	 B2034	 KY214389	 B092	 KY214399
	 B242	 KY214390	 B096	 KY214400
	 B279	 KY214391	 B110	 KY214401
	 B283	 KY214392	 B270	 KY214402
	 B534	 KY214393	 B107	 N.D.
	 	 	 B089	 N.D.
N.D.	=	Not	determine
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≤	0.5	และ	1	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	ตามลำาดับ		แม้ว่า 
จะให้ผลบวกปลอมร้อยละ	0.4	สำาหรับเซฟตาซิดิม	และ 
ร้อยละ	0.15	สำาหรบัอมิพิเีนม	แต่การทดสอบวธิ	ีstandard	
disk	diffusion	สามารถทำาได้ง่าย	ไม่ต้องใช้อปุกรณ์จำานวน
มาก	และราคาต่อการทดสอบถูกมากเมื่อเปรียบเทียบกับ
การทำา	MIC	จากการศึกษายาที่ออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อทั้งเซฟตา
ซิดิม	และอิมิพีเนมยังให้ผลดีในการต้านเชื้อ	B. pseudo-
mallei	ในหลอดทดลอง	และเหมาะที่จะใช้เป็นยาเร่ิมต้น
ในการรักษา	 (initial	 intensive	 therapy)	ผู้ป่วยโรค 
เมลอิอยโดสสี	อย่างไรกต็ามจากการศกึษานีพ้บว่าอมิพีิเนม		
ออกฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อ	B. pseudomallei	 ได้ดีกว่า 
เซฟตาซิดิม	ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ	Smith	และ
คณะ(9,10)

	 ในระยะกำาจัดเชื้อแบคทีเรียออกจากร่างกายให้หมด
ไป	(eradication	therapy)	เพื่อป้องกันการกลับเป็นซำ้า	
การรักษาที่ใช้ยาที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจะมี
บทบาทมาก	ไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอกซาโซลเป็นยาที่มี
ฤทธิก์ารยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีทีใ่ช้ในการรักษาโรคเมลิออยโด
สีสในพื้นที่ระบาด	จากการรายงานของเชื้อ B. pseudo-
mallei ทีแ่ยกได้จากผูป่้วยทีเ่ข้ารบัการรกัษาในโรงพยาบาล
สรรพสิทธิประสงค์ในระหว่างปีค.ศ.	 1992	ถึง	2003 
จำานวน	1,976	สายพันธุ์	ให้ผลดื้อยาร้อยละ	71	ด้วยการ
ทดสอบ	standard	disk	diffusion	และเมื่อเปรียบเทียบ
กบัการทดสอบด้วย	E-test	พบเชือ้ดือ้ยาเพยีงร้อยละ	13(11) 
ซึ่งเป็นไปได้ว่าการทดสอบด้วย	standard	disk	diffusion	
อาจทำาให้เกิดการประมาณการดือ้ยาทีม่ากเกนิไป	จากการ
ศึกษาสรุปได้ว่า	การทดสอบ	standard	disk	diffusion	
อาจมปีระโยชน์แต่กอ็าจมีข้อจำากดัในการทดสอบ	เช่น	แผ่น
ยาเสือ่มคุณภาพได้ง่าย	หากมีการเกบ็รกัษาไม่ด	ีหรือควรมี
การให้ข้อมลูในการใช้เกณฑ์พจิารณาค่า	break	point	ของ
ยาให้มีความเหมาะสม	ซึ่งหากพบว่าเชื้อ	B. pseudomal-
lei	ให้ผลไวปานกลางด้วยวธิ	ีstandard	disk	diffusion	ให้
มองว่าเชือ้น่าจะไวต่อยา	แต่หากพบเช้ือดือ้ต่อไตรเมโทพรมิ
+ซัลฟาเมทอกซาโซล	จำาเป็นต้องทำาการทดสอบ	MIC	ต่อ

ไป(11)	ผลทดสอบความไวของไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอก
ซาโซลจากการศึกษานี้	พบมีความไวร้อยละ	100	ทั้งจาก
การทดสอบด้วยวิธี	standard	disk	diffusion	และ	MIC	
โดยมีค่า	MIC

50
	และ	MIC

90
	 เป็น	1/19	ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร	ดังนั้นไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอกซาโซลยัง
สามารถออกฤทธิย์บัยัง้เชือ้	B. pseudomallei	ได้เป็นอย่าง
ดี	ในขณะท่ีซิโปรฟลอกซาซินให้ผลความไวเพียงร้อยละ	
87.9	อย่างไรก็ตาม	มีรายงานการพบการดื้อต่อไตรเมโท
พรมิ+ซลัฟาเมทอกซาโซลในประเทศออสเตรเลยี	ประมาณ
ร้อยละ	0-2.5(12)	และการรายงานการด้ือต่อไตรเมโทพริม
+ซลัฟาเมทอกซาโซลด้วยวธิ	ีstandard	disk	diffusion	ใน
ปีค.ศ.	2000	จากประเทศไทยร้อยละ	16(13)	ดังนั้นการ
ควบคุมคุณภาพในการทดสอบด้วยวิธี	 standard	disk	
diffusion	จึงเป็นเรื่องท่ีควรตระหนักและทำาควบคู่ไปกับ
การทดสอบตัวอย่างอย่างสมำ่าเสมอ
	 จากการศึกษาการโคลนนิ่งยีน	class	D	beta-lact-
amase	(oxa)	จากเชื้อ	B. pseudomallei	พบว่า	ยีนที่
ถอดรหัสออกมานี้จะสร้างเอนไซม์	oxacillinase	ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมการกลายพันธุ์ที่ด้ือต่อเซฟตาซิดิม(14) 

นอกจากนี้การด้ือต่อเซฟตาซิดิมท่ีเกิดขึ้นภายหลังมักเกิด
ร่วมกับการเกิดการกลายพันธุ์เพียงตำาแหน่งเดียว	(single	
mutation)	ในยีน	class	A	beta-lactamase	(penA)(5)	

และยงัพบว่าในผูป่้วยหนึง่ราย	การแยกได้เชือ้	B. pseudo-
mallei	ในตำาแหน่งต่างๆ	ของร่างกายทีแ่ตกต่างกนั	เช้ือจะ
มีความไวที่หลากหลายต่อยาชนิดเดียวกัน	การทดสอบ
ความไวของยาต่อเช้ือในโคโลนีที่แตกต่างกันจากตำาแหน่ง
ต่างๆ	ทีเ่กบ็สิง่ส่งตรวจควรทำาการยนืยนัการวินจิฉยัเช้ือและ
ทดสอบความไวอยู่เสมอ(15)	จากการสุ่มเชื้อ B. pseudo-
mallei ทำาพีซีอาร์เพือ่ตรวจหายนี	penA	และ	oxa	จำานวน	
21	ไอโซเลต	โดยเชื้อที่สุ่มมาทดสอบมีทั้งเชื้อที่ให้ผลความ
ไวต่อเซฟตาซิดิมและอมิพีิเนมในระดับไว	ปานกลางและด้ือ	
จากการตรวจพีซีอาร์พบยีน	oxa	ทุกไอโซเลต	แต่ไม่พบยีน	
penA	ซ่ึงเป็นไปได้ว่า	ยีน	oxa	น่าจะเป็นยีนท่ีปรากฏอยู่
บนโครโมโซม	(chromosomal	gene)	อย่างไรก็ตาม	ใน
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การศึกษานี้ไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน	oxa	เนื่องจากผล
การหาลำาดับและการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของยีน	oxa	
ของเชื้อ	B. pseudomallei จำานวน	21	ไอโซเลต	พบว่า	
ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของลำาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน
	 แม้ว่าจะพบความไวต่อเซฟตาซิดมิและอิมพีิเนมลดลง	
จากการพบค่า	MIC

50
	และ	MIC

90
	ทีส่งูข้ึน	เมือ่เทยีบกบัการ

ศกึษาก่อนหน้าน้ี(16)	แต่จากการทดสอบในหลอดทดลองทัง้
ด้วยวธีิดัง้เดมิ	(conventional)	และวธิกีารทดสอบในเซลล์	
(intracellular	method)	กย็งัให้ผลดใีนการต่อต้านเชือ้	B. 
pseudomallei	แต่พบว่าค่า	MIC	ที่ทดสอบด้วยวิธีการ
ทดสอบในเซลล์มีค่าสงูกว่าการทดสอบด้วยวธิดีัง้เดมิ(17)	ดัง
นั้น	เซฟตาซิดิม	อิมิพีเนมและไตรเมโทพริม+ซัลฟาเมทอก
ซาโซลกยั็งจดัเป็นยาทางเลอืกอันดบัแรกในการใช้รกัษาโรค
ติดเชื้อเมลิออยโดสีส	อย่างไรก็ตาม	การรักษาที่ได้ผลก็ขึ้น
อยู่กับหลายปัจจัยที่รวมถึงสภาวะของผู้ป่วยแต่ละคนด้วย
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