
 
 
 
 

 
 

บทที� 3 

ระเบียบวธีิวจิัย 

 

1. วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

1.1 อาหารเลี ยงเชื อและชุดทดสอบทางชีวเคมี 

- Blood agar 
- MacConkey agar  
- Mueller-Hinton agar (MHA) 
- Tryptic soy agar (TSA)  

- Triple sugar iron (TSI) agar 

- Motile-Indole-Lysine medium (MIL)  

- Urea agar  
- OF glucose 
- OF lactose 
- Nutrient broth 
- Simmon’s citrate agar   

- Oxidase test 

- 0.85% Normal saline 

1.2 แผ่นยา (antimicrobial disk) 

- Imipenem disk (10 µg) (Oxoid) 
1.3 สารเคมี 

- GF-1 Bacterial DNA extraction kit (Vivantis) 

- 1 X Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer 

- Absolute ethanol 

- 70% Ethanol 

- Sterile UltraPure water (GIBCO BRL) 

- 10 mg/ml Ethidium bromide (Vivantis) 

- Agarose gel (Vivantis) 
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- 100-1,500 base pair ladder DNA marker (Vivantis) 

- 6 X Gel loading dye (Vivantis) 

- 10 mM dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) (Vivantis) 

- 5 units/µl Taq DNA polymerase (Vivantis) 

- blaIMP-1-type-, blaVIM-2-type-, blaOXA-23-like- PCR primers (BioBasic Inc.) 
- 0.5 Mc Farland standard 

- 0.5 M EDTA (Vivantis) 
1.4 วสัดุอุปกรณ์และเครื�องมืออื�นๆ 

- Blank disk 
- Microcentrifuge tube ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร 

- Automatic pipette tip 

- Automatic pipette (Gilson) 
- PCR Thermocycler (Mastercycler® pro S, Eppendorf) 
- Refrigerated-microcentrifuge (Hettich Mikro 22R) 

- Horizontal gel electrophoresis set (Mupid EX-U) 

- Gel Documentation System (Viber Lourmat Doc-Print-1000/2)  

2. ตัวอย่างเชื อ  

 2.1 เชืMอ A. baumannii สายพนัธ์ุดืMอยา imipenem ทีXแยกไดจ้ากผูป่้วยทีXเขา้รับการรักษาทีX
โรงพยาบาลนครปฐม จงัหวดันครปฐม ระหว่างเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2552 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 
2553 จาํนวน 84 สายพนัธ์ุ จากสิXงส่งตรวจชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ เสมหะ บาดแผล ปัสสาวะ และเลือด 
ร้อยละ 73.8 (62/84), 17.9 (15/84), 7.1 (6/84) และ 1.2 (1/84) ตามลาํดบั 

2.2 เชืMอสายพนัธ์ุมาตรฐานและเชืMอควบคุมผลลบ 
 - Escherichia coli ATCC 25922 
2.3 เชืMอควบคุมผลบวก 
 - Klebsiella pneumoniae สายพนัธ์ุทีXสร้างเอนไซม ์ carbapenemase (KPC) และมี

ยนี blaIMP-1-type (ไดรั้บเชืMอโดยความอนุเคราะห์ของ ดร. พิริยาภรณ์ จงตระกลู ภาควชิาพยาธิวทิยา 
คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวทิยาลยัมหิดล) 
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- Pseudomonas aeruginosa สายพนัธ์ุทีXมียนี blaVIM-2-type และ A. baumannii สายพนัธ์ุ
ทีXมียนี blaOXA-23-like (ไดรั้บเชืMอโดยความอนุเคราะห์ของ ดร. ธนิษฐา ฉตัรสุวรรณ และนางสาวพรรณธิภา 
สมานไทย ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั)  
3. วธีิการวจัิย 

3.1 การทดสอบยืนยนัเชื อ A. baumannii  

ทดสอบยืนยนัเชืMอ A. baumannii โดยเพาะบนอาหาร blood agar และ MacConkey 
agar บ่มทีXอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัXวโมง นาํโคโลนีทีXไดม้าทดสอบ oxidase 
และพิสูจน์เชืMอโดยชุดทดสอบชีวเคมี (ตารางทีX 3.1)  

 
ตารางที� 3.1 ลกัษณะโคโลนีและผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชืMอ A. baumannii 

 
การทดสอบ ผลการทดสอบ 

Blood agar โคโลนีทึบแสง ขนาด 2-4 มิลลิเมตร 
ไม่มี hemolysis 

MacConkey agar late lactose fermenter 
Oxidase  - 
TSI K/K 
Indole - 
Motile - 
Simmon’s citrate agar + 
Urea agar +/- 
OF glucose + 
OF lactose + 
การเจริญทีXอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส + 

 
3.2 การทดสอบการดื อยา imipenem ของเชื อ A. baumannii โดยวธีิ disk diffusion   

เพาะเชืMอ A. baumannii บน tryptic soy agar บ่มทีXอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16-18 ชัXวโมง นาํมาปรับความขุ่นใน 0.85% normal saline  ให้มีความขุ่นเทียบเท่ากบั 0.5 
McFarland standard (เชืMอประมาณ 1.5 X 108 CFU/ml) ใช ้sterile swab จุ่มเชืMอแลว้นาํไปป้ายให้ทัXว
ผวิหนา้อาหารเลีMยงเชืMอ Mueller-Hinton agar จากนัMนวางแผน่ยา imipenem บนเชืMอทีXเตรียมไว ้นาํไป
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บ่มทีXอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัXวโมง อ่านผลโดยวดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง
ของโซนใส (inhibition zone) เปรียบเทียบกบัเส้นผา่ศูนยก์ลางของโซนใสตามตารางมาตรฐานของ 
CLSI (CLSI.  2010) รายงานผลตามเกณฑด์งันีM  

ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง ≥ 16 มิลลิเมตร รายงาน ไว (susceptible)  
ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง  14-15 มิลลิเมตร รายงาน ไวปานกลาง (intermediate)  
ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง ≤ 13 มิลลิเมตร รายงาน ดืMอ (resistant) 

3.3 การหาค่า MIC ต่อยา imipenem ของเชื อ A. baumannii โดยวิธีอัตโนมัติ (VITEK® 2 

Systems)  

นาํเชืMอ imipenem-resistant A. baumannii  มาทดสอบยนืยนัการดืMอยาโดยการหาค่า 
minimum inhibitory concentration (MIC) ดว้ยวิธีอตัโนมติั (VITEK® 2 Systems) ตามวิธีมาตรฐาน
ของบริษทัผูผ้ลิต รายงานผลตามเกณฑด์งันีM  

MIC  ≥ 16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร รายงาน ดืMอ (resistant) 
MIC  = 8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร รายงาน ไวปานกลาง (intermediate)  
MIC  ≤ 4 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร รายงาน ไว (susceptible) 

3.4 การทดสอบการสร้างเอนไซม์ class B and D carbapenem-hydrolysing β-lactamases 

ของเชื อ imipenem-resistant A. baumannii โดยวิธี modified Hodge test (Jesudason, Kandathil 
and Balaji.  2005 : 780-783 ; Lee et al.  2007 : 633-639)  

 เพาะเชืMอ Escherichia coli ATCC 25922 บน tryptic soy agar  บ่มทีXอุณหภูมิ 35±2 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัXวโมง นาํมาปรับความขุ่นใน 0.85% normal saline ให้มีความขุ่น
เทียบเท่ากบั 0.5 McFarland standard และเจือจางใน 0.85% normal saline อตัราส่วน 1:10 (เชืMอ
ประมาณ 107 CFU/ml) ใช ้sterile swab จุ่มเชืMอทีXเจือจางแลว้นาํไปป้ายให้ทัXวผิวหนา้อาหารเลีMยงเชืMอ 
Mueller-Hinton agar  จากนัMนวางแผน่ยา imipenem ทีXบริเวณจุดศูนยก์ลางของจานอาหาร ใชลู้ปลาก
เชืMอ imipenem-resistant A. baumannii จากขอบแผน่ยาไปทีXขอบจานอาหาร โดยทดสอบซํM าเชืMอละ 2 
ชุด ดงันัMน 1 จานอาหารทดสอบได ้2 เชืMอ นาํไปบ่มทีXอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ชัXวโมง อ่านผลบวกโดยดูการเกิดลกัษณะวงใสทีXมีการเจริญของเชืMอ Escherichia coli ATCC 25922 
เกิดขึMนตามรอย streak ของเชืMอทดสอบทีXสร้างเอนไซมไ์ด ้เรียกว่า cloverleaf shape แสดงวา่เชืMอ
สร้างเอนไซม ์class B and D carbapenem-hydrolysing β-lactamases การทดสอบนีM ใช ้Klebsiella 
pneumoniae สายพนัธ์ุทีXสร้างเอนไซม ์carbapenemase (KPC) และมียีน blaIMP-1-type, A. baumannii 
สายพนัธ์ุทีXมียนี blaOXA-23-like และ P. aeruginosa สายพนัธ์ุทีXมียนี blaVIM-2-type เป็นเชืMอควบคุมผลบวก 
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3.5 การทดสอบการสร้างเอนไซม์ metallo-ββββ-lactamases ของเชื อ imipenem-resistant           

A. baumannii โดยวิธี imipenem-EDTA double disk synergy test (Jesudason et al. 2005 : 780-
783 ; Lee et al. 2007 : 633-639)  

 เพาะเชืMอ A. baumannii  บน tryptic soy agar  บ่มทีXอุณหภูมิ 35±2  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16-18 ชัXวโมง นาํมาปรับความขุ่นใน 0.85% normal saline ให้มีความขุ่นเทียบเท่ากบั 0.5 
McFarland standard และเจือจางใน 0.85% normal saline อตัราส่วน 1:10 (เชืMอประมาณ 107 
CFU/ml) ใช ้sterile swab จุ่มเชืMอทีXเจือจางแลว้นาํไปป้ายให้ทัXวผิวหน้าอาหารเลีM ยงเชืMอ Mueller-
Hinton agar จากนัMนวางแผน่ยา imipenem และ blank disk ให้ขอบ disk ห่างกนั 10 มิลลิเมตร บน
เชืMอทีXเตรียมไว ้จากนัMนใช ้autopipette หยด 0.1 M EDTA 5 ไมโครลิตร บน blank disk นาํไปบ่มทีX
อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัXวโมง อ่านผลบวกโดยดูการเสริมฤทธิ� ของขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางของ imipenem (enlarged zone of inhibition) ระหว่าง disk แสดงวา่เชืMอสร้าง
เอนไซม์ metallo-β-lactamases การทดสอบนีM ใช้ K. pneumoniae สายพนัธ์ุทีXสร้างเอนไซม ์
carbapenemase (KPC) และมียีน blaIMP-1-type และ P. aeruginosa สายพนัธ์ุทีXมียีน blaVIM-2-type เป็นเชืMอ
ควบคุมผลบวก 

3.6 การตรวจหายีนที�เกี�ยวข้องกับการดื อยากลุ่ม carbapenems โดยใช้เทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) 

ตรวจหายีนทีXเกีXยวขอ้งกบัการดืMอยากลุ่ม carbapenems ไดแ้ก่ ยีน blaIMP-1-type, blaVIM-2-type 
และ blaOXA-23-like ในเชืMอ A. baumannii ทุกสายพนัธ์ุ 

1. การสกดัดีเอน็เอจากเชื อ A. baumannii 

 เพาะเชืMอ A. baumannii ในอาหารเลีM ยงเชืMอ tryptic soy broth (TSB) 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทีXอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัXวโมง จากนัMนปัXนตกตะกอน

เซลล์เพืXอนาํไปสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดั (GF-1 Bacterial DNA extraction kit, Vivantis) ตามวิธี

มาตรฐานของบริษทัผูผ้ลิต ละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ย Tris-EDTA (TE) buffer pH 8.0 ปริมาตร 50 µl 

เก็บรักษาทีXอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาใชท้ดสอบ 

2. การเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของเชื อในหลอดทดลองโดยวิธี polymerase chain 

reaction (PCR) (Lee et al. 2005 : 4485-4491 ; Fiett et al. 2006 : 880-886 ; Jeon et al. 2005 : 
2241-2245 ; Afzal-Shah et al. 2001 : 583-8) 
   นาํดีเอ็นเอทีXสกดัได้ของเชืMอแต่ละสายพนัธ์ุมาเพิXมจาํนวนโดยวิธี PCR 
ดว้ย specific primer sets ทีXจาํเพาะต่อยีนดืMอยาชนิด blaIMP-1-type, blaVIM-2-type และ blaOXA-23-like (ตาราง
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ทีX 3.2) โดยทาํปฏิกิริยาทีXปริมาตรรวม 20 µl ประกอบดว้ย 1 X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM 
dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 1 µM ของ primer แต่ละชนิด และ 0.5 units Taq DNA 
polymerase (ตารางทีX 3.3)  



 
 
 
 

 
 

ตารางที�  3.2 Oligonucleotide primers ทีXใชต้รวจหายนีทีXเกีXยวขอ้งกบัการดืMอยากลุ่ม carbapenems ในการวจิยัครัM งนีM   
 

Class Target β-lactamases Primer pairs Sequences (5’→→→→3’) 

 

Amplicon 

size (bp) 

 

Annealing 

temperature 

(°°°°C) 

 

เอกสารอ้างองิ 

B IMP-1-type (IMP-1, IMP-3, 
IMP-5, IMP-6, IMP-10) 

bla IMP-1-type F 
bla IMP-1 type R 

CAT GGT TTG GTG GTT CTT GT 
ATA ATT TGG CGG ACT TTG GC 

488 60 Jeon et al.  2005 : 2241-2245 

 VIM-2-type 
(VIM-2, 3, 6, 8, 9, 10, 11b) 

bla VIM-2-type F 
bla VIM-2-type R 

ATG TTC AAA CTT TTG AGT AAG 
CTA CTC AAC GAC TGA GCG AT 

801 53 Fiett et al.  2006 : 880-886  

D OXA-23-like 
(OXA-23, 27, 49) 

bla OXA-23-like F 
bla OXA-23-like R 

GAT GTG TCA TAG TAT TCG TCG 
TCA CAA CAA CTA AAA GCA CTG 

1,058 
 

53 
 

Afzal-Shah et al.  2001 : 583-588 



 
 
 
 

 
 

ตารางที� 3.3 ส่วนประกอบในการทาํ PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

โดยใชส้ภาวะในการทาํ PCR ดงันีM  

1. Denaturation ทีXอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

2. Annealing ทีXอุณหภูมิเหมาะสมสาํหรับแต่ละ specific primer sets  

(50-60 องศาเซลเซียส) แสดงดงัตารางทีX 3.2 นาน 45 วนิาที 

3. Extension ทีXอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

ทาํปฏิกิริยาทัMงสิMน 35 รอบ โดยรอบแรกทาํการ denaturation ทีXอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส               

นาน 5 นาที เพืXอทาํให้เกิดการแยกสายดีเอน็เอสายคู่ใหเ้ป็นสายเดีXยวอยา่งสมบูรณ์ และรอบสุดทา้ย 

(รอบทีX 35) ทาํการ extension ทีXอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที     เพืXอทาํใหเ้กิดการต่อสาย

ดีเอ็นเอเส้นใหม่อยา่งสมบูรณ์ 

การทดสอบนีMใช ้K. pneumoniae สายพนัธ์ุทีXสร้างเอนไซม ์carbapenemase (KPC) และมียีน 
blaIMP-1-type, P. aeruginosa สายพนัธ์ุทีXมียีน blaVIM-2-type และ A. baumannii สายพนัธ์ุทีXมียีน blaOXA-23-like 
เป็นเชืMอควบคุมผลบวก และใช ้Escherichia coli ATCC 25922 เป็นเชืMอควบคุมผลลบ 
 

 

สารละลาย ปริมาตร (µµµµl) 

1. 10X PCR buffer 2 
2. 50 mM MgCl2 0.6 
3. 10 mM dNTPs 0.4 
4. 20 µM forward primer 1 
5. 20 µM reverse primer 1 
6. 5 units/µl Taq DNA polymerase 0.5 
7. Template DNA 1 
8. Sterile UltraPure water 13.5 

ปริมาตรรวม 20 
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3. การตรวจวิเคราะห์ขนาดของสายดีเอ็นเอที�เพิ�มปริมาณได้ โดยวิธี agarose gel 

electrophoresis  

 นาํ PCR product ปริมาตร 5 µl ผสมกบั 6 X gel loading dye ปริมาตร 1 µl 

มาแยกขนาดของสายดีเอ็นเอบน 1.5% agarose gel ใน 1 X Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer 

ภายใตก้ระแสไฟฟ้าความต่างศกัยค์งทีX 100 โวลต ์นาน 90 นาที เปรียบเทียบขนาดของสายดีเอ็นเอกบั 

100-1,500 base pair ladder DNA marker จากนัMนนาํ 1.5% agarose gel ไปยอ้มสี ethidium bromide 

ตรวจดูแถบดีเอน็เอ และบนัทึกภาพภายใตเ้ครืXอง UV-transilluminator  

4. การวเิคราะห์ และแปลผลการทดลอง  

  ทํ า ก า ร จํา แ น ก ช นิ ด ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์ ก ลุ่ ม  metallo-β-lactamases แ ล ะ 
carbapenem - hydrolysing class D β-lactamases ทีXเชืMอสร้าง โดยแปลผลจากผลตรวจหายีนทีXจาํเพาะ
ต่อเอนไซมแ์ต่ละชนิด โดยใชเ้ทคนิค PCR ดว้ย specific primer ต่อยีนดืMอยาชนิดต่างๆ และให้ PCR 
product ขนาดทีXคาดวา่จะไดรั้บ (expected amplicon size) แสดงดงัตารางทีX 3.2 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 


