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บทคัดย่อภาษาไทย 

ชื่อเร่ือง การวิเคราะหจี์โนมและการแสดงออกยีนของ Acinetobacter 
baumannii ระหวา่งการติดเชือ้แบคเทอรโิอเฟจเพื่อการน าเปปไทด์
จากแบคเทอรโิอเฟจไปประยกุตใ์ช ้
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2564 
ค าส าคัญ อะซินีโตแบคเตอร ์เบามานิไอ การหาล าดบัเบสทัง้หมดภายในจีโนม 

แบคเทอรโิอเฟจ เปปไทดต์า้นจลุชีพ 
  

บทคัดย่อ 
  

Acinetobacter baumannii เป็นแบคทีเรียแกรมลบ เป็นสาเหตสุ  าคญัในการก่อโรคติด
เชือ้ในโรงพยาบาล และมีความความสามารถในการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด แบคเทอรโิอเฟจ 
vPhT2 มีความจ าเพาะต่อ Extensively drug-resistant A. baumannii (XDR-AB) 329 ที่ดือ้ต่อ
ยาปฏิชีวนะเกือบทกุชนิด การศกึษาในครัง้นีจ้ึงมีจดุประสงคใ์นการศึกษาจีโนมทัง้หมดของ XDR-
A. baumannii 329 โดยใช้เทคโนโลยี  Next generation sequencing (NGS) และศึกษาการ
แสดงออกยีนระหว่างการติดเชือ้แบคเทอริโอเฟจ โดยเทคนิค quantitative PCR (qPCR) รวมถึง
ศกึษาประสิทธิภาพของเปปไทดจ์ากเอนไซมเ์อนโดไลซินของแบคเทอรโิอเฟจ  vPhT2 ในการยบัยัง้ 
A. baumannii 329 ผลการศึกษาพบว่า A. baumannii 329 มีขนาดจีโนม 3.94 Mbp มีความ
ใกลเ้คียงกันกับเชือ้ A. baumannii NIPH17_0019 และ A. baumannii XH856 และพบการมีอยู่
ของยีนดือ้ยาและยีนก่อโรคจ านวนมาก เม่ือศึกษาการแสดงออกยีนพบว่า A. baumannii 329 มี
การแสดงออกยีนมากที่สดุในช่วง 30 นาทีแรกของการติดเชือ้ ในขณะที่แบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 มี
การแสดงออกยีนมากที่สุดในช่วง  10 นาที โดยมียีน gp114 และ gp062 แสดงออกมากที่สุด 
ส าหรบัการศึกษาประสิทธิภาพของเปปไทดต์า้นจุลชีพพบว่า เปปไทด ์vPhT02(7) มีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้ A. baumannii 329 ไดดี้ท่ีสดุและเม่ือศึกษาการเสริมฤทธ์ิกับยา colistin พบว่า เสริมฤทธ์ิ
กัน โดยมีค่าดัชนีวดัการเสริมฤทธ์ิเท่ากับ 0.02 จากการศึกษาครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นถึงขอ้มูลเชิงลึก
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ของเชือ้ A. baumannii 329 ที่มีความสามารถในการดือ้ยาเกือบทุกชนิด และประสิทธิภาพของ
เปปไทด์ต้านจุลชีพที่จะสามารถน าไปพัฒนาเป็นทางเลือกหรือสารต้านจุลชีพตัวใหม่ในการ
ควบคมุ XDR-A. baumannii ต่อไป 
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ABSTRACT 
  

Acinetobacter baumannii is a Gram-negative bacterium, which is a major 
cause of nosocomial infection and resistant to various antibiotics. vPhT2 is a bacterial 
virus that specific to extensively drug resistant A. baumannii (XDR-AB) 329. This study 
aim to investigate the whole genome of XDR-A. baumannii 329 using Next generation 
sequencing (NGS) technology, explore gene expression during phage infection 
by quantitative PCR(qPCR), and determine antimicrobial peptide activity derived from 
endolysin enzyme of vPhT2 to constrain A. baumannii 329. The results showed that the 
genome size of A. baumannii 329 was 3.94 Mbp and closely related to A. baumannii 
NIPH17_0019 and A. baumannii XH856. The presence of many drug resistance and 
virulence genes were found in the genome. The gene expression analysis of A. 
baumannii 329 were highly expressed at 30 minutes after infection with phage. Phage 
genes showed greatly expression at 10 minutes, with gp114 and gp062 genes. The 
antimicrobial activity results revealed that peptide vPhT02(7) has ability to inhibit A. 
baumannii 329. Moreover, synergistic effects of colistin were found with an impact on 
potency of the combination. The fractional inhibitory concentration (FIC) index was 0.02. 
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This work provides insight into genome analysis XDR-A. baumannii 329 and efficacy of 
antimicrobial peptides to be used for developing of novel AMPs in the future. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

การศึกษาในครัง้นีเ้สร็จสมบูรณ์ไดด้ว้ยความเมตตากรุณาและความช่วยเหลือของ  รอง
ศาสตราจารย  ์ดร.สุทธิรตัน ์สิทธิศักดิ์ อาจารยท์ี่ปรกึษาวิทยานิพนธ์ ที่ใหค้วามรู ้ค าแนะน า ชีแ้นะ
ขอ้บกพร่องต่าง ๆ และเสียสละเวลามาดูแลใหก้ารศึกษาครัง้นีส้  าเร็จลุล่วงไปดว้ยดี  ตลอดจนถึง
อาจารยท์ี่ปรกึษารว่ม ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร. กญัณิภา ทศันภกัดิ์ และ ดร.อญัชลี ฐานวิสยั ที่คอย
ช่วยเหลือ ใหค้  าแนะน าในระหว่างการพบเจอปัญหาต่าง ๆ ระหว่างการศึกษา และขอขอบพระคุณ 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ประเวช อรรจวัฒนวงศ์ จากมหาวิทยาลัยมหิดล ที่ให้ความกรุณาเป็น
ประธานในการสอบป้องกันวิทยานิพนธ์ และ รองศาสตราจารย์ ดร.ดวงกมล ขันธเลิศ ที่ใหค้วาม
กรุณาเป็นกรรมการการสอบปอ้งกนัวิทยานิพนธใ์นครัง้นี ้

นอกจากนีข้า้พเจา้ขอขอบพระคุณ  ดร.ระพี ธรรมมีภักดิ์  Assoc. Prof. Dr. Jason Sahl 
มหาวิทยาลยันอรเ์ทิรน์แอริโซนา สหรฐัอเมริกา  และนายวชันนัท ์จนัทาภากลุ นกัศึกษาปริญญาโท 
วิทยาการคอมพิวเตอร ์มหาวิทยาลยัมิสซูรี สหรฐัอเมรกิา ที่คอยใหค้ าแนะน าวิธีการใชเ้ครื่องมือต่าง 
ๆ ในการวิเคราะหข์อ้มลูทางดา้นชีวสารสนเทศ รวมถึงการติดตัง้โปรแกรมทางดา้นชีวสารสนเทศ ท า
ใหข้า้พเจา้มีความรู ้ความเขา้ใจในการใชเ้ป็นอย่างดี และขอบพระคณุคณาจารยท์กุ ๆ ท่าน รวมถึงพี่ 
ๆ นักวิทยาศาสตร ์ภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยาที่คอยสั่งสอน สนับสนุนใหก้ารศึกษาครัง้นี ้
ด  าเนินไปไดอ้ย่างดี ขอขอบคณุเพื่อน ๆ พี่ ๆ และสมาชิก S.S. LAB ที่คอยช่วยเหลือใหค้  าปรกึษาใน
ระหวา่งการศกึษา 

สดุทา้ยขา้พเจา้ขอขอบพระคณุ บิดา มารดา รวมถึงโอกาสต่าง ๆ ที่ท  าใหข้า้พเจา้ไดเ้ขา้มา
ศึกษาในระดับปริญญาโท  จนท าให้ข้าพเจ้ามีโอกาสท าให้การศึกษาครั้งนี ้ส  าเร็จ  คุณค่าและ
คณุประโยชนท์ี่ไดจ้ากการศกึษาครัง้นีข้า้พเจา้ขอมอบเป็นกตญัญกูตเวทีแด่ บิดา มารดา ครู อาจารย์
ทกุท่าน ที่มีสว่นปลกูฝังความรูใ้หข้า้พเจา้ ตลอดจนผูท้ี่มีสว่นเก่ียวขอ้ง 
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บทที ่1 
 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
ในช่วง 30 ปีที่ผ่านมา สถานการณก์ารดือ้ยาของเชือ้แบคทีเรียดือ้ยามีความรุนแรงมากขึน้ 

โดยเฉพาะเชือ้ Acinetobacter baumannii ที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายขนาน (Multidrug resistant  
A. baumannii ; MDR-AB)และดื ้อต่อยาปฏิ ชีวนะเกือบทุกชนิด (extensively drug-resistant  
A. baumannii ; XDR-AB) การติดเชื ้อ A. baumannii ได้กลายเป็นปัญหาที่ส  าคัญไปทั่ วโลก 
เนื่องจากเป็นสาเหตสุ  าคญัของการเสียชีวิตจากการติดเชือ้ในโรงพยาบาล ส าหรบัประเทศไทยมี
ระบบการติดตามและเฝ้าระวังเชื ้อดื ้อยา ซึ่งด าเนินการโดยศูนย์เฝ้าระวังเชื ้อดื ้อยาต้าน  
จุ ล ชี พ แ ห่ ง ช า ติ (National Antimicrobial Resistance Surveillance, Thailand: NARST)
กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสขุ ท างานร่วมกบัโรงพยาบาลในเครือข่ายในการ
เก็บข้อมูลและวิ เคราะห์การดื ้อยาปฏิ ชีวนะกลุ่มต่าง ๆ พบว่า ในช่วงปี  พ .ศ.2543-2562   
A. baumannii มีอัตราการดื ้อต่อยาปฏิชีวนะสูงที่สุด ตามด้วย Pseudomonas aeruginosa 
Enterobacter cloacae แล ะ  Klebsiella pneumoniae ตาม ล าดั บ (NARST, 2021) ท า ให้ มี
การศึกษา A. baumannii เป็นจ านวนมากร่วมกับการใชเ้ทคโนโลยีในปัจจุบันที่มีความทันสมัย
มากยิ่ งขึ ้นคือ การหาล าดับเบสทั้งหมดภายในจีโนมโดยใช้เทคโนโลยี  Next generation 
sequencing (NGS) ท าใหท้ราบขอ้มูลเชิงลึกภายในจีโนมเช่น ยีนก่อโรค ยีนดือ้ยา การจ าแนก
ชนิดของแบคทีเรีย การศกึษาความสมัพนัธท์างวิวฒันาการ รวมถึงการเปรียบเทียบจีโนมกบัเชือ้ที่
มีอยู่ในฐานขอ้มลู National Center for Biotechnology Information (NCBI) ทัง้หมดนีเ้พื่อศึกษา
ขอ้มลู และกลไกของเชือ้ A. baumannii เพื่อที่จะน าไปสูท่างออกส าหรบัการแกปั้ญหาหรือควบคมุ
เชือ้ A. baumannii 
 แบคเทอริโอเฟจเป็นไวรสัของแบคทีเรียมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรียโดยใชแ้บคทีเรียเป็น
โฮสต์ในการเพิ่มจ านวน และมีกลไกในการท าลายแบคทีเรีย ท าให้เซลลต์ายและปลดปล่อย
อนุภาคไวรสัออกมา(Gorski et al., 2009) ในปี พ.ศ. 2562 ไดมี้การศึกษาความสมัพันธร์ะหว่าง
แบคเทอรโิอเฟจ Abp1 กบัเชือ้ XDR-AB พบ ยีน gp34 มีความสมัพนัธก์บัยีนที่เก่ียวขอ้งกบั host 
ribosomal protein จ านวนมากของเชื ้อ  A. baumannii (Yang, Yin, et al., 2019)คุณสมบัติ
เหล่านีท้  าใหแ้บคเทอริโอเฟจถกูน ามาใชเ้ป็นทางเลือกทดแทนการใชย้าปฏิชีวนะ  (Hanlon, 2007) 
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ต่อมามีการใชแ้บคเทอรโิอเฟจในการรกัษาผูป่้วยที่ติดเชือ้ A. baumannii หลงัจากไดร้บัการผ่าตดั 
เม่ือท าการเก็บตัวอย่างมาท าการเลีย้งบนอาหารพบว่าเชือ้มีจ านวนลดลงจนหมดในวันที่ 19 
หลงัจากท าการรกัษาโดยใชแ้บคเทอริโอเฟจ (LaVergne et al., 2018) นอกจากนีย้ังมีการสรา้ง
โปรตีนลูกผสมเอนโดไลซิน (endolysin) จากแบคเทอริโอเฟจที่จ  าเพาะต่อ A. baumannii ซึ่งมี
คณุสมบตัิในการท าลายผนงัเซลลข์องเชือ้ A. baumannii พบว่า โปรตีนลกูผสมดงักล่าวสามารถ
ท าลายเชือ้ได ้(Lai et al., 2011; Thummeepak et al., 2016) ต่อมามีการสงัเคราะหเ์ปปไทดต์า้น
จุลชีพ (antimicrobial peptides ; AMPs) จากล าดบักรดอะมิโนของยีนที่ก  ากับการสรา้งเอนไซม์
เอนโดไลซินและท าการเติมกรดอะมิโนที่มีประจบุวกไปท่ีดา้นปลาย C-terminus ของ AMPs พบวา่ 
AMPs ที่ถูกเติมกรดอะมิโนมีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้ A. baumannii ไดม้ากกว่า AMPs ที่
ไม่ไดท้  าการเติมกรดอะมิโน (Peng et al., 2017)  

ในประเทศไทย มีการรายงานการแยกแบคเทอรโิอเฟจจากบอ่บ าบดัน า้เสียในโรงพยาบาล
ที่จ  าเพาะต่อ A. baumannii พบว่าแบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 มีคณุสมบตัิจ าเพาะต่อ A. baumannii 
และมีความเป็นพิษต่อเซลลก์ระเพาะปัสสาวะและเซลลส์มองของมนุษยน์อ้ย อีกทัง้ยงัช่วยเสริม
ฤทธ์ิในการท างานรว่มกบัยา colistin ช่วยลดระดบั MIC ของยาในการท าลายเชือ้ มีการวิเคราะห์
จีโนมของ vPhT2 โดยใชเ้ทคโนโลยี NGS พบว่าแบคเทอริโอเฟจมียีนที่ก  ากับการสรา้งเอนไซม์
หลายชนิดเช่น ไลโซไซม์ที่ส่วนหาง ( tail-lysozyme) และเอนโดไลซิน โดยเอนไซม์เหล่านี ้มี
คณุสมบตัิในการย่อย peptidoglycan ในผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย(Styles et al., 2020) แต่อย่างไร
ก็ตาม ความสมัพนัธร์ะหว่างแบคเทอริโอเฟจกบัเชือ้ A. baumannii ที่แยกในประเทศไทยยงัไม่มี
การศกึษาอย่างจรงิจงั เพื่อที่จะเขา้ใจขอ้มลูในเชิงลกึเก่ียวกบัความสมัพนัธข์องแบคเทอรโิอเฟจกบั
โฮสต ์ที่จะน าไปสูก่ารพฒันาสรา้งสารตวัใหม่ที่ใชย้บัยัง้เชือ้ A. baumannii ในการศกึษาครัง้นีจ้ึงมี
วตัถปุระสงคเ์พื่อการศกึษารา่งจีโนมทัง้หมดของ A. baumannii 329 และการแสดงออกยีนของ A. 
baumannii 329 และแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 ระหว่างการติดเชือ้รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพของ 
AMPs ที่ไดจ้ากแบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 ในการยบัยัง้เชือ้ A. baumannii 329 เพื่อใชเ้ป็นทางเลือก
ในการยบัยัง้ A. baumannii ต่อไป 
1.2 จุดมุ่งหมายของการวจิัย  
              1. ศกึษาล าดบันิวคลีโอไทดท์ัง้หมดภายในรา่งจีโนมของ A. baumannii 329 ที่เป็นโฮสต์
ของ vPhT2จ านวน 1 สายพนัธุโ์ดยใชเ้ทคโนโลยี NGS โดยใช ้Illumina platform 
 2. ศึกษาการแสดงออกของยีนของแบคทีเรีย A. baumannii 329 และแบคเทอริโอเฟจ 
vPhT2 ระหวา่งที่แบคทีเรยีติดเชือ้ดว้ยแบคเทอรโิอเฟจโดยใชเ้ทคนิค qPCR 
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 3. ออกแบบและศึกษาประสิทธิภาพของเปปไทดส์ังเคราะหจ์ากเอนไซมข์องแบคเทอริ
โอเฟจ vPhT2 ในการท าลายแบคทีเรยี A. baumannii 
 
1.3 ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ 

1. ทราบถึงล  าดบันิวคลีโอไทดท์ัง้หมดภายในรา่งจีโนมของ A. baumannii 329 
2. ทราบถึงระดบัการแสดงออกยีนของแบคเทอรโิอเฟจระหวา่งติดเชือ้แบคทีเรยี 
3. ทราบถึงประสิทธิภาพของเปปไทดใ์นการยบัยัง้แบคทีเรยี A. baumannii 329 
4. สามารถน าขอ้มลูที่ไดไ้ปใชศ้ึกษากลไกการท างานของแบคเทอริโอเฟจระหว่างติดเชือ้ 

A. baumannii และสามารถน าเปปไทดไ์ปประยกุตใ์ชเ้ป็นทางเลือกในการควบคมุ A. baumannii 
 
1.4 ขอบเขตการวิจัย 

ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดภายในร่างจีโนมของเชือ้ A. baumannii 329 โดยใช้
เทค โน โลยี  NGS ผ่ าน  Illumina platform จ ากนั้ น ท าการศึ กษ าการแสดงออกยี น ของ  
A. baumannii 329 และแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 ระหว่างการติดเชือ้โดยใชเ้ทคนิค qPCR ก่อนท า
การสงัเคราะหเ์ปปไทด ์vPhT2 และ vPhT2(7) ที่ไดจ้ากแบคเทอริโอเฟจน าไปศึกษาประสิทธิภาพ
ในการยบัยัง้ A. baumannii 329 

 
 
 



บทที ่2 

เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 
2.1 ทบทวนเอกสาร 

2.1.1 Acinetobacter baumannii 
2.1.1.1 จุลชีววิทยา 
เชือ้ A. baumannii เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างกลมท่อน (coccobacilli) ใหผ้ลการ

ทดสอบบวกกบัการทดสอบ catalase และผลลบกบัการทดสอบ oxidase ไม่สามารถเคลื่อนที่ได ้
(non-motile) และไม่มีการหมกัน า้ตาล(non-ferment) และมีปรมิาณของ Guanine และ Cytosine 
(G+C content) ประมาณรอ้ยละ 39 ถึง รอ้ยละ 47 มีการเจรญิเม่ือท าการบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
ขนาดโคโลนีประมาณ 1.5 - 3 มิลลิเมตร (Peleg et al., 2008)  

2.1.1.2. การก่อโรค 
A. baumannii มีความสามารถในการทนต่อสภาพแวดลอ้มที่ไม่เหมาะสมส าหรบัการ

เจรญิ และทนต่อยาปฏิชีวนะหลายขนานท าใหส้ามารถอยู่รอดและแพรก่ระจายได ้เป็นเหตใุหเ้กิด
การติดเชือ้ในโรงพยาบาลโดยเฉพาะผูป่้วยที่มีอาการวิกฤต ซึง่มีสว่นในการท าใหผู้ป่้วยมีอาการแย่
ลง น าไปสู่การเสียชีวิต (Antunes et al., 2014) มีการศึกษาก่อนหนา้นีร้ะบุว่า ปัจจยัส่งเสริมการ
ไดร้บัเชือ้ A. baumannii เก่ียวขอ้งกบัการรกัษาในหอ้ง ICU เป็นเวลานาน การใสเ่ครื่องช่วยหายใจ 
รวมถึงการลา้งไต และการใหส้ารอาหารทางหลอดเลือด นอกจากนี ้A. baumannii สามารถติดเชือ้
ไดก้บัเด็กแรกเกิดที่มีน า้หนกัแรกเกิดนอ้ย หรือคลอดก่อนก าหนด(Baran et al., 2008; Djordjevic 
et al., 2016; Fukuta et al., 2013; Lee et al., 2018) ส าหรบัช่องทางการติดเชือ้ A. baumannii มี
การส ารวจเป็นระยะเวลา 7 ปีในของการติดเชือ้ Multidrug resistant (MDR) A. baumannii ใน
ศนูยก์ารรกัษาระดบัตติยภมูิในเลบานอน พบว่าแหล่งติดเชือ้ที่พบไดบ้่อยที่สดุในตวัอย่างที่แยกได้
คือ ทางเดินหายใจ (รอ้ยละ 53.1) ตามด้วย แผลผ่าตัด (รอ้ยละ 18.8) เลือด (รอ้ยละ15.6) 
ปัสสาวะ (รอ้ยละ 10.2) และอื่น ๆ (รอ้ยละ 2.3) (Kanafani et al., 2018)  

2.1.1.3 การตดิเชือ้ของทางเดนิหายใจ (Respiratory Infections)  
มักเก่ียวข้องกับโรคปอดอักเสบที่ เกิดขึ ้นจากการใช้เครื่องช่วยหายใจ Ventilator-

associated pneumonia (VAP) เกิดขึน้จากการติดเชือ้ multidrug resistant A. baumannii ที่เป็น
สาเหตุหลกัของการเสียชีวิต (Jaruratanasirikul et al., 2019) ซึ่งการติดเชือ้ A. baumannii จาก
การใชเ้ครื่องช่วยหายใจคิดเป็นรอ้ยละ 8 ถึงรอ้ยละ 14 ในสหรฐัอเมริกาและยุโรป (Lynch III et 
al., 2017)  
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2.1.1.4 การตดิเชือ้ในกระแสเลือด (Bloodstream infection)  
มีการรายงานว่าสาเหตุการเสียชีวิตจากการติดเชือ้ในกระแสเลือดจาก A. baumannii มี

อตัราการเสียชีวิตมากถึงรอ้ยละ 40 อนัเนื่องมาจากการใหส้ารอาหารทางหลอดเลือดและการใช้
เครื่องช่วยหายใจ (Wisplinghoff et al., 2012) และพบอตัราการเสียชีวิตสงูขึน้มากถึงรอ้ยละ 68 
ในผูป่้วยมะเร็งที่ติดเชือ้ A. baumannii ในประเทศบราซิล (Freire et al., 2016) มากไปกว่านั้น 
เชือ้ A. baumannii ที่แยกไดจ้ากเลือดของผูป่้วยที่ติดเชือ้พบว่ามีการดือ้ต่อยา colistin ถึงรอ้ยละ 
42 (Papathanakos et al., 2020)  

2.1.1.5 การตดิเชือ้ทีผิ่วหนังและเนือ้เยือ่อ่อน (Skin and Soft Tissue Infections) 
 เชือ้ A. baumannii ถูกแยกออกจากผิวหนังและเนือ้เยื่ออ่อนในผูป่้วยที่มีอาการรุนแรง 

ตวัอย่างเช่น แผลไฟไหม ้หรือการบาดเจ็บ เช่น ทหารที่ไดร้บับาดเจ็บระหว่างปฏิบตัิการทางทหาร
หรือผู้ที่ประสบภัยพิบัติทางธรรมชาติ  (Bouzari et al., 2005) ต่อมาในศูนยก์ารแพทยท์หารใน
ประเทศสหรฐัอเมริกาสามารถแยกเชือ้ A. baumannii เพิ่มขึน้จากรอ้ยละ 4 เป็นรอ้ยละ 55 ใน
ระยะเวลา 8 ปี โดยตัวอย่างที่แยกได้ เป็นตัวอย่างจากแผลคิดเป็นรอ้ยละ 24 ของตัวอย่าง  
A. baumannii ทัง้หมด ยิ่งไปกว่านัน้ประมาณของ MDR A. baumannii ที่แยกไดก้ลบัสงูขึน้ในหมู่
ผูเ้สียชีวิตจากการรบในต่างประเทศรอ้ยละ 52 สงูกว่าในหมู่ผูป่้วยทอ้งถิ่นรอ้ยละ 20 (Keen III et 
al., 2010) ยิ่งไปกว่านัน้ หลงัเกิดแผ่นดินไหวที่เมืองเหวินฉวน ประเทศจีน พบว่าประมาณรอ้ยละ 
14 ของผูป่้วยที่มีการติดเชือ้ที่แผลเกิดจากการติดเชือ้ A. baumannii (Zhang et al., 2013)  
 2.1.1.6 การตดิเชือ้ในทางเดนิปัสสาวะ (Urinary Tract Infections)  

ส าหรบัการติดเชือ้ที่มีสาเหตุมาจาก A. baumannii ส่วนใหญ่มกัเก่ียวขอ้งกบัการติดเชือ้
จากทางเดินหายใจ และการติดเชือ้ทางกระแสเลือด แต่อย่างไรก็ตามมีการรายงานวา่สามารถแยก 
A. baumannii ไดจ้ากบริเวณกระเพาะปัสสาวะ (Di Venanzio et al., 2019) และมีการแยกเชือ้  
A. baumannii จากโรงพยาบาล 10 แห่งในประเทศเกาหลี พบวา่รอ้ยละ 55.6 มีความเก่ียวขอ้งกบั
การติดเชื ้อในทางเดินปัสสาวะและร้อยละ19.8 ดื ้อต่อยา  imipenem ร้อยละ 25 ดื ้อต่อยา 
meropenem รอ้ยละ 13.5 ดือ้ต่อยา polymyxin B และรอ้ยละ 17.7 ดือ้ต่อยา colistin (Park et 
al., 2010)  

2.1.1.7 โรคเยือ่หุม้สมองอักเสบ (meningitis) 
  เยื่อหุม้สมองอักเสบอันเนื่องมาจาก A. baumannii ยังคงเป็นเป็นหาส าคัญที่เพิ่มขึน้ใน
การรกัษาจากการผ่าตัดสมองที่มีอัตราการตายมากถึงรอ้ยละ 70 (Siegman-Igra et al., 1993) 
และมีการรายงานว่ารอ้ยละ 21 ของเชือ้ที่แยกไดจ้ากผูเ้สียชีวิตมีการติดเชือ้ A. baumannii เป็น
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เชือ้ที่ดือ้ต่อยาหลายขนาน มากไปกว่านัน้ในผูป่้วยที่มีโรคเบาหวานและความดนัโลหิตสงูที่ติดเชือ้ 
A. baumanni จะมีโอกาสเสียชีวิตสงูหลงัจากการผ่าตดัสมอง (Xiao et al., 2019)  

2.1.2 ปัจจัยทีก่่อใหเ้กิดโรค 
Outer Membrane Proteins หรือ OMP  
เป็นโปรตีนจากเยื่อหุม้ชัน้นอกของแบคทีเรียแกรมลบโดยทั่วไปมีบทบาทส าคญัในการเจรญิ

ในสิ่งแวดลอ้มและการปรบัตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้ม รวมถึงเป็นโปรตีนที่มีบทบาทส าคญัในการ
ก่อโรค (Wang et al., 2003) โดยมีโปรตีน OmpA ของ A. baumannii เก่ียวขอ้งกบัการบกุรุกเซลล ์
(invasion) เป็นโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 38 kDa มีความส าคญัในการแทรกเขา้ไปจบักับพืน้ผิว
ของเซลล์โฮสต์ (Choi et al., 2005) ซึ่งมีการศึกษาการบุกรุกเซลล์ของ A. baumannii ในหนู
ทดลอง (wild-type) พบว่ามีการเกิดพยาธิสภาพที่ปอดและเม็ดเลือดขาวเกิดความเสียหาย 
ในขณะที่หนูทดลองที่ไดร้บัเชือ้ A. baumannii ที่ท  าใหย้ีน OmpA กลายพันธุ ์ไม่มีการเกิดพยาธิ
สภาพของปอดและเม็ดเลือดขาวไม่เกิดความเสียหาย นอกจากนี ้OmpA ยงัมีความสามารถใน
การกระตุน้การตายของเซลลโ์ฮสต ์โดยการสรา้ง biofilm เขา้สู่กระแสเลือดและมีความสมัพนัธก์บั
เซลลเ์ยื่อบผุิวโดยการใช ้fibronectin ของโฮสต ์(Smani et al., 2012)  

Cell Envelope  
ในเชือ้แบคทีเรียก่อโรคแกรมลบ lipopolysaccharide (LPS) เป็นหนึ่งในปัจจยัความรุนแรง

ที่เก่ียวขอ้งในหลายขัน้ตอนของกระบวนการก่อโรค โดย LPS ของ A. baumannii มีความส าคญัใน
การทนต่อการท างานของซีรั่ม สามารถท าให้มีชีวิตอยู่รอดได้ (Knapp et al., 2006) และยังมี  
O-antigen ที่เป็นสว่นประกอบของผนงัเซลลพ์รอ้มดว้ย pili ที่ช่วยสง่เสรมิการยดึเกาะกบัผนงัเซลล์
ของโฮสตใ์ชส้  าหรบัการเจรญิ (Haseley & Wilkinson, 1997)  

Enzyme  
เชือ้ A. baumannii มีเอนไซม์ Phospholipases ซึ่งเป็นปัจจัยก่อให้เกิดความรุนแรงของ  

A. baumannii ท าหนา้ที่เป็นตวัย่อยสลาย phospholipids ของเยื่อหุม้เซลลข์องมนุษยท์ าใหเ้กิด
การบุกรุกเซลลไ์ด ้ในขณะที่เอนไซม ์phospholipase D ช่วยให้ A. baumannii ทนต่อซีรั่มและ
เอนไซมอ์ีกชนิดหนึ่งคือ phospholipase C ที่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลเ์ยื่อบผุิว (Camarena 
et al., 2010) นอกจากนีย้งัมีเอนไซม ์glycan-specific adamalysin-like protease เป็นเอนไซมท์ี่
ป้องกันการแข็งตัวของเลือดท าให้ช่วยส่งเสริมความสามารถในการแพร่กระจายของ  
A. baumannii (Waack et al., 2018)  
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Capsular Polysaccharide  
เชือ้ A. baumannii ที่สามารถมีชีวิตรอดในสิ่งแวดล้อมได้ ส่วนหนึ่งมาจากการที่ เชือ้มี 

capsular polysaccharides ลอ้มรอบเซลลท์ั้งหมดท าหน้าที่ในการป้องกันสภาวะต่าง ๆ จาก
สิ่งแวดลอ้มโดยมีการศึกษาเชือ้ A. baumannii ที่ท  าใหเ้กิดการกลายพันธุ์ของยีนที่เก่ียวขอ้งกับ
โครงสรา้งภายนอกเซลล์พบว่าเชือ้ไม่สามารถคงตัวอยู่ในความแหง้ได ้ชีใ้หเ้ห็นว่าองคป์ระกอบ
ภายนอกเซลลมี์สว่นช่วยให ้A. baumannii มีชีวิตรอดอยู่ในสิ่งแวดลอ้ม (Al-Hassan et al., 2013)  

Biofilm formation และ Quorum Sensing  
การก่อตัวของไบโอฟิลม์เป็นสิ่งส  าคัญของการก่อให้เกิดโรคของ A. baumannii ท าให้มี

ความสามารถดือ้ต่อยาหลายขนาน รวมถึงการทนต่อความแหง้และระบบภูมิคุม้กัน (Doi et al., 
2015) ความสัมพันธ์ระหว่างเชื ้อโรคและโฮสต์ใน A. baumannii ส่วนใหญ่ เชื ้อจะมีระบบ 
chaperon / usher pilus โดยจะมี Csu pili ควบคุมโดยระบบ BfmRS two-component (TC) ซึ่ง
เป็นกลุม่ของโมเลกลุที่มีผลตอ่การแสดงออกของยีนและช่วยสรา้งแคปซูลป้องกนัในการตอบสนอง
ต่อยาปฏิชีวนะ และยังเป็นสื่อกลางในการ pili ในการยึดเกาะกับเซลล์โฮสต์ (Greene et al., 
2016)  

Motility 
 A. baumannii เป็นแบคทีเรียที่ ไม่มีแฟลกเจลล่าและไม่เคลื่อนที่  (Skiebe et al., 2012; 

Vijayakumar et al., 2016) อย่างไรก็ตาม มีการศึกษาแสดงใหเ้ห็นว่า A. baumannii สามารถอยู่
รอดในระหว่างการติดเชือ้และสามารถแพร่กระจายบนพืน้ผิวในโรงพยาบาลโดยการเคลื่อนไหว
แบบกระตกุ (jerky movement) (Harding et al., 2013)การเคลื่อนที่ดงักล่าวประกอบดว้ยส่วนที่
ต่อ ขยาย และการหดกลบั เพื่อผลกัเซลลใ์นอาหารเลีย้งเชือ้โดยใช้ type IV pili (Wilharm et al., 
2013) นอกเหนือจากความสามารถในการเคลื่อนที่แลว้ pili ยงัมีส่วนในการก่อตวัของไบโอฟิลม์
และการถ่ายโอนยีน  

Micronutrient Acquisition Systems  
ปัจจยัส าคญัที่ท  าให ้A. baumannii เป็นเชือ้ก่อโรคในโรงพยาบาล มีความสามารถในการ

จบัธาตเุหลก็ ซึ่งกลไกหลกัที่ใชส้  าหรบัจบัธาตเุหลก็ก็คือโมเลกลุที่รูจ้กักนัในชื่อ siderophores ซึง่มี
ตวัขนส่งและตวัรบัส าหรบัการดดูซึมเหล็ก เช่น FecA และ FecI ที่ใชใ้นการเจริญเม่ือเขา้สู่กระแส
เลือด (Morris et al., 2019)  
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Protein Secretion Systems  
เชือ้ A. baumannii มีความสามารถในการหลั่ งโปรตีนไปสู่ภายนอกเซลล์ช่วยให้เชือ้มี

ความสมัพนัธก์บัสิ่งแวดลอ้มและโฮสต ์โดยมี autotransporter trimeric (Ata) เป็นโปรตีนตวัแรก
ท าหนา้ที่เป็นสื่อกลางระหว่างของเหลวของโฮสตโ์ดยเฉพาะคอลลาเจน และยงัเก่ียวขอ้งในการก่อ
ตวัของไบโอฟิลม์ (Weber et al., 2015) นอกจากนี ้A. baumannii ยงัใชร้ะบบ secretion type II  
เพื่อส่งออกโปรตีนมหโมเลกลุออกนอกเซลล ์ซึ่งประกอบดว้ย CpaA, LipA และ LipH โดยที่ LipA 
และ LipH ท าหนา้ที่เป็นเอนไซมไ์ลเปส ที่จ  าเป็นส าหรบัการย่อยไขมันและ CpaA เป็น metallo-
endopeptidase ที่ย่อยสลาย fibrinogen และ factor V ซึ่งส่งผลกระทบต่อการแข็งตัวของเลือด
อีกดว้ย (Tilley et al., 2014) ดงัภาพ 1 
 

 
ภาพ 1 แสดงปัจจยัการก่อโรคของเชือ้ A. baumannii 
             AceI = Acinetobacter chlorhexidine efflux protein; CpaA = glycan-specific 

adamalysin-like protease; Csu = chaperon/usher pilus system; LPS = 

lipopolysaccharide; Omp = outer membrane protein; PNAG = poly-β-1,6-N-
acetylglucosamine; T2SS = type II secretion system; T6SS = type VI secretion 
system. 

ที่มา: (Ayoub Moubareck & Hammoudi Halat, 2020) 
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2.1.3 ระบาดวิทยา  
ระบาดวิทยาของการติดเชือ้ Acinetobacter พบการระบาดเป็นวงกวา้งเก่ียวขอ้งกบัการติด

เชือ้ในพืน้ที่เขตรอ้น สงคราม และภยัทางธรรมชาติ รวมถึงการระบาดในโรงพยาบาลในเขตพืน้ที่มี
สภาพอากาศที่ อบอุ่ น  (Leung et al., 2019) โดยปกติ แล้ว เชื ้อมักจะอยู่ ในน ้าและดิ น 
นอกเหนือจากนี ้ไดแ้ก่ สตัวเ์ลีย้ง สตัวข์าปลอ้ง และอาหารสตัว ์(Houang et al., 2001) ส าหรบัใน
มนษุย ์Acinetobacter สามารถติดเชือ้ไดท้าง ผิวหนงั บาดแผล ทางเดินหายใจ และระบบทางเดิน
อาหาร  (Albrecht et al., 2006) Acinetobacter บางสายพนัธุส์ามารถอยู่รอดจากการท าใหแ้หง้
ในสิ่งแวดลอ้มเป็นเวลาหลายสปัดาห ์ซึ่งเป็นลกัษณะที่สง่เสรมิการแพรเ่ชือ้ผ่านการปนเป้ือนกบัไร
ฝุ่ นในโรงพยาบาล 
 การติดเชือ้ในโรงพยาบาล A. baumannii มีแนวโนม้ที่จะเกิดขึน้ในผูป่้วยที่มีอาการวิกฤต
ในหอ้งไอซียูทัง้เด็กและผูใ้หญ่ และในผูป่้วยที่รกัษาในโรงพยาบาลระยะยาว มีปัจจัยเสี่ยงไดแ้ก่ 
การผ่าตดั การสวนหลอดเลือด การใส่ท่อที่หลอดลม การใชเ้ครื่องช่วยหายใจ การใหอ้าหารทาง
สาย  และการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ cephalosporin fluoroquinolone หรือยา carbapenem 
(Fournier et al., 2006) การระบาดของเชื ้อนั้นสืบเนื่องมาจากการปนเป้ือนในอุปกรณ์ทาง
การแพทยท์ี่มกัพบบอ่ย ไดแ้ก่ เครื่องช่วยหายใจ เป็นตน้ 

2.1.4 กลไกการดือ้ยาปฏชิวีนะ 
การดือ้ยาของเชือ้ A. baumannii สามารถแบง่ออกตามกลไกของการดือ้ยาเป็น 3 กลุม่คือ 
1.การดือ้ยาโดยลดการซึมผ่านของเมมเบรน  (reducing membrane permeability) หรือ

เพิ่มการน ายาปฏิชีวนะออกจากเซลล ์(increasing efflux of the antibiotic) และการป้องกันการ
เขา้ถึงเปา้หมาย (preventing access to the target)  

2. การดือ้ยาอนัเนื่องมาจากการกลายพนัธุห์รือผ่านขบวนการการดดัแปลงโมเลกลุหลงัการ
ถอดรหสั (post-translational modification)  

3.การท าลายยาปฏิชีวนะหรอืปรบัเปลี่ยนโมเลกลุของยา (Blair et al., 2015) 
การดือ้ยาของเชือ้ A. baumannii มีปัจจยัส าคญัท่ีท าใหเ้ชือ้นัน้มีความสามารถในการดือ้ต่อ

ยาปฏิชีวนะคือการมีพันธุกรรมที่สามารถเปลี่ยนแปลงไดต้ลอด (genetic plasticity) การกลาย
พันธุ์อย่างรวดเร็ว รวมถึงการไดร้บัส่วนพันธุกรรมของแบคทีเรียที่สามารถเคลื่อนที่ได้  (mobile 
genetic elements) ดว้ยเหตุนีท้  าใหเ้ชือ้ A. baumannii มีวิวฒันาการในการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะที่
เพิ่มมากขึน้ โดยมีกลไกการดือ้ยาปฏิชีวนะชนิดตา่ง ๆ และยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการดือ้ยา ดงันี ้
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การดือ้ยากลุ่ม Beta-Lactams 
ยาปฏิชีวนะในกลุม่นีไ้ดแ้ก่ penicillin cephalosporins  carbapenems  monobactams 

และbeta-lactamase inhibitors โดยมีกลไกในการยบัยัง้การสงัเคราะห ์peptidoglycan (Aygün 
et al., 2002) มีการศกึษาพบวา่เชือ้ A. baumannii สว่นใหญ่ในปัจจบุนัมีความสามารถในการดือ้
ต่อยา penicillin และ cephalosporins (Dijkshoorn et al., 2007) 
 การดือ้ยากลุ่ม Aminoglycosides 

เอนไซม ์modifying enzymes (AMEs) มีผลท าใหย้ามีความสามารถในการจับกับ 16S 
rRNA methyltransferases ลดลงและลดการน ายา เข้าสู่ เซลล์  โดย มี การศึ กษ าพบว่ า  
A. baumannii มีอัตราการดื ้อยากลุ่ม aminoglycoside รอ้ยละ 19 ถึงรอ้ยละ  31 (Vázquez-
López et al., 2020) ส าหรบักลไกการท างานของยากลุ่ม aminoglycoside โดยจะเขา้ไปจับกับ 
30S ribosomal subunit เพื่อขดัขวางขบวนการขัน้ตอนต่อสายโพลีเปปไทดใ์หย้าว ตวัอย่างยาใน
กลุม่นีไ้ดแ้ก่ amikacin kanamycin และ tobramycin (Huang et al., 2008) 

การใชเ้อนไซมย์่อยสลายยา เชือ้ A. baumannii มีความสามารถในการใชเ้อนไซมย์่อย
สลายยากลุ่มเบต้าแลคแตมส่งผลให้เกิดการดือ้ต่อยาชนิดต่าง ๆ ได้แก่ penicillin synthetic 
cephalosporins และ carbapenems ส  าหรบัการดือ้ต่อยา carbapenems พบว่าเชือ้มีการสรา้ง
เอนไซม์ class D, OXA-type จ านวนมากในการท าลายยา รวมถึง class B metallo – beta-
lactamases (MBLs) (Brown & Amyes, 2006) 

ลดการน าสารเขา้สู่เซลล ์ ช่อง porin และโปรตีนเยื่อหุม้ชัน้นอกมีความสามารถในการน า
โมเลกลุยาปฏิชีวนะเขา้สู่โปรตีนเป้าหมาย ส าหรบั A. baumannii พบว่ามีลกัษณะของช่อง porin 
ที่เล็กและนอ้ยกว่าใน A. baumannii สายพนัธุท์ี่ท  าใหไ้ม่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ (Mussi et al., 2005)
ดงันัน้ porin และ beta lactamase จะท างานรว่มกนั เพื่อทนต่อยาปฏิชีวนะ นอกเหนือจากปัจจยั
เหลา่นีแ้ลว้ ยงัมีกลไกการป๊ัมยาออกซึง่มีสว่นช่วยในการน ายาออกจากเซลล ์

การเปลี่ยนแปลงของเป้าหมายหรือฟังก์ชั่ นภายในเซลล์เนื่ องจากการกลายพันธุ ์  
การเปลี่ยนแปลงของผนงัเซลล ์และเซลลเ์ป้าหมายอนัเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของยีน gyrA 
และเอนไซม ์parC topoisomerase สง่ผลใหด้ือ้ต่อยา quinolones ดงันัน้การใชย้าปฏิชีวนะที่ออก
ฤทธ์ิเป็นวงกวา้ง อาจเป็นสาเหตขุองการเกิดขึน้ของการดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะ (Li et al., 2006) 

2.1.5 การวินิจฉัย 
Acinetobacter เป็นสายพนัธุท์ี่เจรญิไดด้ีบนอาหารแข็งที่ใชเ้ป็นประจ าในหอ้งปฏิบตัิการจลุ

ชีววิทยาคลินิก เช่น blood agar หรือ tryptic soy both ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส หากตอ้งการ
แยก Acinetobacter จากแบคทีเรียอื่น ๆ สามารถใชอ้าหารที่เป็น selective media ในการแยก 
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Acinetobacter ออกจากแบคทีเรียชนิดอื่นโดยใชอ้าหาร Leeds Acinetobacter (Jawad et al., 
1998) และยงัสามารถใชเ้ทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลในการระบุโดยการตรวจหายีน  blaOXA-51-like  

ส าหรบั A. baumannii (Unal & Garcia-Rodriguez, 2005) 
ส าหรบัเป้าหมายในการควบคุม Acinetobacter ที่ดือ้ยาหลายขนานคือ การทราบถึงการ

แพรก่ระจายและป้องกนั ในแง่ของการท าความสะอาดสิ่งแวดลอ้มและการฆ่าเชือ้มีความส าคญั
อย่างยิ่ง เนื่องจากความสามารถของ Acinetobacter ในการอยู่รอดบนพืน้ผิวที่แหง้และปนเป้ือน
พืน้ผิวอื่น ๆ (Wendt et al., 1997) เช่น ในการศึกษาปฏิสมัพันธร์ะหว่างบุคลากรในโรงพยาบาล
และผูป่้วยที่อยู่ในโรงพยาบาลที่ติดเชือ้ Acinetobacter ที่ดือ้ยาหลายขนานพบว่า รอ้ยละ 39 เกิด
การปนเป้ือนของถุงมือและเสื ้อคลุมของบุคลากรทางการแพทย์ (Morgan et al., 2010) จึง
จ าเป็นต้องมีมาตรการท าความสะอาด ซึ่งการท าความสะอาด โดยการใช้เครื่องฉายรังสี
อัลตราไวโอเลตและการใช้ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(Otter et al., 2010) เม่ือไม่มีแหล่งที่มาหรือ
แหล่งกักเก็บเชือ้ การควบคุมก็ขึน้อยู่กบัการปฏิบตัิตามสขุอนามยัและการดแูลความสะอาดของ
สายสวนหลอดเลือดและท่อช่วยหายใจ (Eder et al., 2017) 

2.1.6 เทคโนโลย ีNGS ของ A. baumannii  
การหาล าดับของนิวคลีโอไทดใ์นสายดีเอ็นเอสามารถท าไดห้ลายวิธี  ในช่วงตน้ทศวรรษ 

1970 นักชีวเคมีคือ Walter Gilbert และ Frederick Sanger ได้คิดค้นวิธีการต่าง ๆ ในการหา
ล าดบัดีเอ็นเอ โดยวิธีการของ Gilbert เป็นวิธีการทางเคมีเปลี่ยนแปลงเบสทัง้สี่ในสายนิวคลีโอไทด์
และท าการติดตามผลที่เปลี่ยนแปลงโดยติดฉลากดว้ยสารรงัสีก่อนน าไปวิเคราะหบ์นแผ่นวุน้ดว้ย
กระแสไฟฟ้า ในทางกลบักนัวิธีการของ Sanger ใชป้ระโยชนจ์ากกระบวนการสงัเคราะหด์ีเอ็นเอ 
โดยใชข้อ้มูลล าดับบนดีเอ็นเอแม่แบบ โดยมีการใชน้ิวคลีโอไทดด์ัดแปลงทางเคมีคือ dideoxy 
nucleotides (ddNTPs) เป็นตัวยุติการสงัเคราะหส์ายดีเอ็นเอ เนื่องจากโครงสรา้งของ ddNTPs 
ขาดหมู่ -OH ที่ต  าแหน่ง 3’ ส่งผลใหด้ีออกซีนิวคลีโอไทดต์วัถดัไปไม่สามารถเกิดพนัธะฟอสโฟได
เอสเทอรไ์ด ้ท าใหก้ารสงัเคราะหส์ายดีเอ็นเอหยดุลง โดยการใชต้วัยตุิการสงัเคราะหส์ายดีเอ็นเอที่
ติดฉลากเรืองแสงแทนตวัยุติที่ติดฉลากกมัมนัตภาพรงัสี ท าใหป้ลอดภยัยิ่งขึน้ส  าหรบัใชง้านและ
ล าดับการตรวจจับที่แข็งแรงยิ่งขึน้ ต่อมามีวิธีการแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยการใชแ้คปปิลารีอิเลค
โทรโฟรีซิสแทนแผ่นเจล ท าใหแ้ยกล าดบัเบสบนสายดีเอ็นเอมีความแม่นย ามากยิ่งขึน้ (Hess et 
al., 2020) การพฒันาวิธีการของ Sanger ทัง้หมดนี ้น าไปสู่การน าไปใชอ้ย่างกวา้งขวางและเป็น
วิธีการที่เลือกใชศ้ึกษาจีโนมของมนุษย์ แมใ้นปัจจุบนัวิธีนีก้็ยงัใชก้นัอยู่อย่างแพรห่ลายในการหา
ล าดบัดีเอ็นเอ แต่วิธีการของ Sanger ไม่สามารถวิเคราะหล์  าดบัเบสปรมิาณมากไดอ้ย่างง่ายดาย 
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จึงมีการพฒันาวิธีการคน้หาล าดบันิวคลีโอไทดแ์บบใหม่มาใช้ ซึ่งวิธีนีมี้ความสามารถในการหา
ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นปริมาณมาก และสามารถท าไดห้ลายตวัอย่างในเวลาเดียวกนั วิธีนีเ้รียกว่า 
Next Generation Sequencing (NGS) มีหลักการในการอ่านล าดับเบสแบบสุ่ม โดยท าการตัด
ชิน้ส่วนดีเอ็นเอเป็นชิน้เล็ก ๆ และมีการต่อเขา้กบัอะแด็ปเตอรท์างดา้นปลาย 5’ และ 3’ ของชิน้ดี
เอ็นเอในขัน้ตอนของการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ ท าใหไ้ดป้รมิาณชิน้ดีเอ็นเอจ านวนมากเป็นชิน้ดีเอ็น
เอที่มีล  าดบัเบสสายสัน้ ๆ เรียกว่า reads เม่ือไดจ้ านวน reads จ านวนมากแลว้ ขอ้มลูที่ไดจ้ะถูก
น าไปวิเคราะหโ์ดยเครื่องมือทางชีวสารสนเทศ (bioinformatics) ต่อไป (Woollard et al., 2011)  

ปั จ จุ บั น มี ก า รศึ ก ษ า จี โน ม ทั้ ง ห ม ด (Whole-Genome-Sequence; WGS) ข อ ง  
A. baumannii ที่มีการดือ้ยาปฏิชีวนะพบว่าเชือ้ A. baumannii ที่แยกไดจ้ากโรงพยาบาลทัง้หมด
เม่ือท าการเปรียบเทียบกนัแลว้ เชือ้มีการถ่ายโอนพลาสมิดระหว่างสายพนัธุ ์ท  าใหเ้ป็นสาเหตขุอง
การดื ้อยาใน โรงพยาบาล  (Makke et al., 2020) มากไปกว่านั้ น มี การศึกษาสายพัน ธุ์  
A. baumannii 5 สายพันธุ์ที่ แยกได้จาก เด็ กที่ ป่ วย เป็นมะเร็ง เม็ ด เลื อดขาวพบว่า  เชื ้อ  
A. baumannii มีความแตกต่างกนัทางสายวิวฒันาการและมีกลุ่มยีนส าคญัที่ส่งเสริมการอยู่รอด
ในสภาพแวดลอ้มของโรงพยาบาล (Mancilla-Rojano et al., 2019) ส  าหรบัการศึกษา WGS ของ  
A. baumannii สายพนัธุอ์ื่น ๆ ในฐานขอ้มลูมีดงัตาราง 1 
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สายพันธุ ์ แพลทฟอรม์ ขนาด(bp) แหล่งทีแ่ยก ประเทศ 

AbCTX1 Oxford nanopore 4,088,883 ช่องจมกู ฝรั่งเศส 

Ab-B004d-c Oxford nanopore 4,091,477 sputum กานาร ์

MRSN15313 PacBio/Illumina 4,193,847 น า้ไขสนัหลงั บราซิล 
     

Res13-Abat- 
PEA21-P4-01-A 

Oxford nanopore/ 
Illumina 

3,747,579 ช่องจมกู แคนนาดา 

EC PacBio 3,708,164 - สาธารณรฐัเชค็ 

EH PacBio 3,752,576 - สาธารณรฐัเชค็ 

ACI713 Oxford Nanopore 3,935,674 - เยอรมนั 
9201 PacBio/Illumina 4,119,128 เลือด เม็กซิโก 

810CP PacBio/Illumina 4,089,681 อจุจาระ เม็กซิโก 
ARLG_6295 Oxford Nanopore 3,749,854 ทางเดินหายใจ อเมรกิา 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตาราง 1 ขอ้มลูการศกึษาจีโนมของ A. baumannii ในฐานขอ้มลู NCBI  
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2.1.7 แบคเทอริโอเฟจ 
2.1.7.1 ชนิดและวงจรชวีิตของแบคเทอริโอเฟจ 
แบคเทอรโิอเฟจเป็นไวรสัของแบคทีเรยีที่มีสารพนัธุกรรมเป็น DNA หรอื RNA อย่างใดอย่าง

หนึ่ง ถกูห่อหุม้ดว้ยโปรตีนแคปซิดติดกบัสว่นหาง (tail fiber) ใชส้  าหรบัยึดติดกบัตวัรบับนผิวเซลล์
ของแบคทีเรีย แล้วย่อยผนังเซลล์แบคทีเรีย จากนั้นจึงปล่อยสารพันธุกรรมเข้าไปเซลล์ของ
แบคทีเรีย เม่ือสารพนัธุกรรมเขา้ไปจะเกิดสภาวะอย่างใดอย่างหนึ่ง คือ ไวรูเลนท ์(virulence) หรือ 
เทมเพอเรต (temperate)  

Virulence phage 
Virulence เป็นแบคเทอรโิอเฟจที่ปลดปลอ่ยสารพนัธุกรรมเขา้ไปในแบคทีเรยี แลว้เหนี่ยวน า

ใหแ้บคทีเรียสรา้งสารพันธุกรรมของเฟจเพิ่ม และเกิดเป็นอนุภาคเฟจจ านวนมากภายในเซลล์
แบคทีเรีย จนกระทั่งแบคทีเรียแตก (lysis) อนภุาคเฟจจ านวนมากจงึออกมาภายนอกเซลล ์เพื่อไป
บกุรุกเซลลแ์บคทีเรียเซลลอ์ื่นที่จ  าเพาะเจาะจงส าหรบัการบกุรุกต่อไป การด ารงชีวิตแบบนีเ้รียกว่า 
วฏัจกัรไลติก (lytic cycle)  

Temperate phage 
Temperate phage คือ เฟจที่ปลดปล่อยสารพนัธุกรรมตวัเองเขา้ไปในเซลลแ์บคทีเรีย โดย

ไม่ท าใหเ้ซลลแ์บคทีเรียแตก ซึ่งสารพันธุกรรมของเฟจที่เขา้ไปในเซลลแ์บคทีเรียจะสรา้งโปรตีน
กดดัน มายับยั้งการเพิ่มจ านวนของเฟจ โดยสารพันธุกรรมของเฟจจะแทรกเข้าไปรวมกับ
โครโมโซมอล ดีเอ็นเอ (chromosomal DNA) ของแบคทีเรยีในบรเิวณที่เป็นโฮโมโลกสักนั สภาวะนี ้
เรียกว่า โปรเฟจ (prophage) เม่ือแบคทีเรียแบ่งตวัเพิ่มจ านวน ยีนของไวรสัที่ติดอยู่จึงแบ่งตวัเพิ่ม
จ านวนไปดว้ย การด ารงชีวิตของเฟจแบบนีเ้รียกวา่ วฏัจกัรโลโซเจนี (lysogeny)  
หลังจากการค้นพบแบคเทอริโอเฟจในช่วงต้นศตวรรษที่  20 มีนักวิจัยหลายคนคิดเก่ียวกับ
ศกัยภาพในการฆ่าเชือ้แบคทีเรีย เพื่อที่จะใชเ้ป็นตวัแทนในการรกัษา แต่อย่างไรก็ตาม หลงัจาก
เกิดสงครามครัง้ที่ 2 มีการคน้พบยาปฏิชีวนะที่ใชใ้นการรกัษา ท าใหก้ารศึกษาเก่ียวกบัแบคเทอริ
โอเฟจไดร้บัความสนใจนอ้ยลง กระนัน้ก็ยงัมีการศกึษาแบคเทอรโิอเฟจเพื่อใชเ้ป็นเครื่องมือส าหรบั
งานทางดา้นชีววิทยาโมเลกลุเป็นส าคญั ต่อมาเม่ือเกิดการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะที่เพิ่มมากขึน้ ท าให้
แบคเทอริโอเฟจกลับมามีความน่าสนใจอีกครัง้ โดยมีการศึกษาเก่ียวกับศักยภาพที่จะใชเ้ป็น
ตวัแทนยาปฏิชีวนะ, phage display และใชส้  าหรบัน าไปผลิตวคัซีน(Clark & March, 2006) 

ส าหรบัวงจรชีวิตของ lytic phage สิน้สดุลงที่การท าใหแ้บคทีเรียเซลลแ์ตกเพื่อปลดปลอ่ย 
อนุภาคแบคเทอริโอเฟจที่ สร้างใหม่ออกจากเซลล์ โดยท าให้เซลล์แตกจากการท าลาย 
peptidoglycan   หรือ murein ที่ผนังเซลล ์ซึ่ง peptidoglycan เป็นโครงสรา้งที่ช่วยเสริมความ
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แข็งแรงของเยื่อหุม้เซลล ์โดยช่วยใหเ้ยื่อหุม้เซลลท์นต่อสภาวะต่าง ๆ และท าใหเ้ซลลแ์บคทีเรีย
สามารถคงรูปอยู่ได้ peptidoglycan พบได้ทั้งในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยใน
แบคทีเรียแกรมลบจะมี outer membrane (OM) หุ้มอยู่ด้าน นอกสุดอีกชั้นหนึ่ง ดังนั้นหาก 
peptidoglycan ถูกท าลายหรือเสียหายจะส่งผลกระทบต่อเยื่อหุ้มเซลล ์และสามารถท าใหเ้ซลล ์
ไม่ทนทานต่อแรงดนัภายในเซลลไ์ดอ้ีกต่อไปและท าใหเ้ซลลแ์ตกในที่สดุ (Pires et al., 2016) ดงั
ภาพ 2 
 

 
ภาพ 2 การเพิ่มจ านวนของแบคเทอรโิอเฟจแบบ Lytic cycle และ Lysogenic cycle 
ที่มา: (Doss et al., 2017) 
 
2.1.7.2 แบคเทอริโอเฟจทีจ่ าเพาะต่อ A. baumannii 

การดือ้ยาปฏิชีวนะเกือบทกุชนิดของ A. baumannii ท าใหแ้บคเทอรโิอเฟจถกูน ามาใชเ้ป็น
ทางเลือกในการยับยั้ง A. baumannii เนื่องจากแบคเทอริโอเฟจที่ มีวงจรชีวิตแบบไลติก มี
ความสามารถที่จะท าลายแบคทีเรยีท าใหแ้บคทีเรยีถกูท าลาย มีการแยกและศกึษาการน าแบคเทอ
รโิอเฟจ AB1 และ AB2 มาใชใ้นการยบัยัง้ A. baumannii ที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายขนาน พบว่า
แบคเทอริโอเฟจมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง  A. baumannii (Lin et al., 2010) ในปี พ.ศ. 2555 
Liu ได้แยกแบคเทอริโอเฟจ ZZ1 ในการยับยั้งเชือ้ A. baumannii ที่แยกได้จากผู้ป่วยภายใน
โรงพยาบาล (Liu et al., 2012) ต่อมามีการแยกแบคเทอริโอเฟจ AB7-IBB2 และ AB7-IBB1 
ท าลายการสรา้งไบโอฟิลม์ของ A. baumannii มีการรายงานของ Popova พบว่า แบคเทอรโิอเฟจ 
AP22 มีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้ A. baumannii ไดห้ลายสายพันธุ์ (Popova et al., 2012) 
ในปี พ.ศ. 2557 Huang ท าการแยกแบคเทอริโอเฟจ Abp1 และน าเอนไซมเ์อนโดไลซินจากแบ
คเทอริโอเฟจมาใชใ้นการยบัยัง้เชือ้ A. baumannii พบว่าเอนไซมส์ามารถท าให้ผนงัเซลลข์อง A. 
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baumannii เกิดความเสียหาย มีการรั่วไหลของสารภายในเซลล์ (Huang & Masters, 2014) ในปี 
พ.ศ.2560 มีการศึกษาเปรียบเทียบล าดบัวิวฒันาการโดยศึกษาจีโนมทัง้หมดของแบคเทอรโิอเฟจ
ที่จ  าเพาะต่อ A. baumannii 37 สายพันธุ์ พบว่าแบคเทอริโอเฟจที่แยกได้จัดอยู่ใน family 
Leviviridae (Turner et al., 2018) จึงมีการศึกษาคณุสมบตัิทางอณูชีววิทยาของแบคเทอริโอเฟจ
เพื่อศึกษายีนที่เก่ียวขอ้งกบัเอนไซมท์ี่ใชท้  าลายแบคทีเรีย โดยมีวิธีการหาล าดบัเบสทัง้จีโนม หรือ
หายีนบางสว่นภายในจีโนม แสดงดงัตาราง 2 

 
  
 

แฟมมิลี ่
ขนาดจโีนม 

(Kb) 
เอนไซม ์ อ้างอิง 

133(Myoviridae) 43.665 Putative endolysin (Petrov et al., 2010) 

Abp2(Myoviridae) 45.373 
Lysin and 
lysozyme 

(Yang, Liu, et al., 
2019) 

AB1(Podoviridae) 41.526 Putative endolysin (Chang et al., 2011) 
Abp1(Podoviridae) 42.185 EF hand protein (Huang et al., 2013) 

ABP01 30 Endolysin 
Thummeepak et al., 

2016 
AB2(Podoviridae) 40 Endolysin(lysAB2) (Yang et al., 2010) 

 
 

ตาราง 2 การศกึษาเอนไซมเ์อนโดไลซินที่จ  าเพาะตอ่ A. baumannii 
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2.1.7.3 เอนไซมข์องแบคเทอริโอเฟจ และเปปไทดต์้านจุลชีพ 
แบคเทอริโอเฟจสามารถท าลาย peptidoglycan ของแบคทีเรียไดโ้ดยการสรา้งเอนไซม์

เอนโดไลซินและโฮลิน และมีกลไกท าให้เซลลแ์ตก มีโครงสรา้งบริเวณที่ใช้จับกับผิวของเซลล์
แบคทีเรยี และกิจกรรมของเอนไซม ์จากทางดา้นปลาย C ไปยงัปลาย N ตามล าดบัดงัภาพ 3  

การประยุกต์ใช้เอนไซม์เอนโดไลซินเก่ียวข้องกับการน าไปใช้เป็นสารต้านจุลชีพ  มี
การศึกษาในการใชเ้อนไซมเ์อนโดไลซิน PlyGRCS ซึ่งมีประสิทธิภาพในการช่วยหนูใหมี้ชีวิตรอด  
จากการติดเชื ้อ Staphylococcus aureus ในกระแสเลือด (Linden et al., 2015) ใช้เอนไซม ์
ABgp46 ในการยบัยัง้ A. baumannii เม่ือถูกกระตุน้ร่วมกับกรดซิตริก และกรดมาลิกท าใหห้นูมี
อัตราการรอดชีวิตเพิ่มขึน้ (Oliveira et al., 2016) นอกจากนีย้ังมีการน าเอนไซมเ์อนโดไลซินมา
ทดสอบทัง้ใน In vitro และ In vivo แสดงดงัตารางที่ 3 
 

 
ภาพ 3 โครงสรา้งของเอนไซมเ์อนโดไลซินประกอบดว้ยโดเมนที่มีการท างานของเอนไซม ์2 โดเมน 

(CHAP และอะมิเดส) และโดเมนการจบักบัผนงัเซลลข์องแบคทีเรยี SH3 (SH3b) 

ที่มา: (Haddad Kashani et al., 2018) 
 
นอกจากนี ้มีการน าล าดบักรดอะมิโนเอนไซมข์องแบคเทอริโอเฟจไปใชใ้นการสงัเคราะหเ์ปปไทด์
ตา้นจลุชีพ (Antimicrobial peptides ; AMPs) เป็นเปปไทดท์ี่ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 6-100 อะมิ
โน กลุ่มกรดอะมิโนพวก amphipathic และกลุ่มกรดอะมิโนประจบุวก มีความสามารถที่จะเขา้ไป
ท าลายผนังเซลลแ์บคทีเรียใหเ้กิดรูพรุน เป็นผลใหส้ารต่าง ๆ ของแบคทีเรียไหลออกมาภายนอก
เซลลแ์บคทีเรีย มีการศึกษาจ านวนมากในการน าล าดับกรดอะมิโนเอนไซม์เอนโดไลซินของ 
แบคเทอริโอเฟจไปใชใ้นการสงัเคราะห ์พบว่ามีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้แบคทีเรียได ้จึงท า
ให้ AMPs เป็นทางเลือกที่จะน าไปสู่การใช้เป็นสารตัวใหม่หรือเป็นทางเลือกในการยับยั้งเชือ้  
A. baumannii ในปี พ.ศ. 2558 มีการสรา้ง recombinant protein PlyF307 ที่ได้จากแบคเทอริ
โอเฟจ มาใชร้กัษาหนูที่ติดเชือ้ A. baumannii พบว่าหนูมีอตัราการรอดชีวิตที่สงูขึน้ เม่ือเทียบกบั
หนูที่ ไม่ได้รักษาด้วย PlyF307 ต่อมาในปี พ.ศ. 2559 ท าการดัดแปลงล าดับกรดอะมิโนของ 
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PlyF307 พบว่า มีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้ A. baumannii ที่เพิ่มมากขึน้ อีกทัง้ยังสามารถ
ท าลายการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ได ้(Thandar et al., 2016) (Lood et al., 2015)  
 

 
 
 ในปี พ.ศ.2560 มีการศึกษาการดัดแปลงล าดับของกรดอะมิโน LysAB2 P3 ที่ได้จาก 
แบคเทอริโอเฟจ AB2 พบว่า LysAB2 P3 มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง A. baumannii ไดด้ีที่สุด 
และมีความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงนอ้ย นอกจากนีเ้ม่ือท าการทดสอบความเป็น
พิษต่อเซลลพ์บว่า LysAB2 P3 มีความสามารถในการสรา้งพิษต่อเซลลน์อ้ยเช่นกนั (Peng et al., 
2017)  

 
เชือ้ที่ทดสอบ เอนโดไลซิน ชนิดการทดลอง อา้งอิง 
S. sureus PlyGRCS In vivo (mouse) (Linden et al., 2015) 

Streptococcus 
pyogenes 

PlyC In vitro (Shen et al., 2013) 

Streptococcus sp. Ply700 In vitro (Celia et al., 2008) 
A. baumannii ABgp46 In vitro (Oliveira et al., 2016) 
A. baumannii LysAB2 In vitro Lai et al., 2011 

Ps. aeruginosa Artilysin 
In vivo 

(Caenorhabditis 
elegans) 

(Briers & Lavigne, 
2015) 

 

ตาราง 3 เอนไซมเ์อนโดไลซนิที่ใชท้ดสอบกบัแบคทีเรยีสายพนัธุอ์ื่น ๆ 
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2.1.8 การประยุกตใ์ช้แบคเทอริโอเฟจ 
 Phage therapy คือการน าแบคเทอริโอเฟจมาใช้ในการรักษาโรคติดเชื ้อที่ เกิดจาก
แบคทีเรีย  แบคเทอริโอเฟจ ที่น  ามาใช้ในงานนี ้ต้องเป็น lytic phage เพราะสามารถท าลาย
แบคทีเรียเป้าหมายให้ลดน้อยลงหรือหมดไป ซึ่งจากการค้นพบแบคเทอริโอเฟจโดย Fe’lix 
d’He’relle ในปี ค.ศ.1917  ต่อมาในปี ค.ศ.1925 ไดร้ายงานการรกัษาโรคระบาดโดยใช้แบคเทอริ
โอเฟจ (Alcorlo et al., 2007) แต่ในทางกลบักนัแนวคิดของการรกัษาดว้ยแบคเทอรโิอเฟจเริม่หาย
ออกไปในปี ค.ศ. 1940 เนื่ องจากการค้นพบยาปฏิ ชีวนะ (d'Herelle, 1930) อย่างไรก็ตาม
สถานการณข์องเชือ้ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะที่เพิ่มมากขึน้ท าใหแ้บคเทอริโอเฟจมีความน่าสนใจในการ
น ามาแกไ้ขปัญหาการยบัยัง้และควบคมุเชือ้ดือ้ยาที่เป็นปัญหาในขณะนี ้
 Phage display เป็นเทคนิคระดับโมเลกุลที่ใชใ้นการสงัเคราะหโ์พลีเปปไทดเ์คลือบเฟจ 
(Smith et al., 1985) ได้แก่ แบคเทอริโอเฟจ M13 จ าเพาะต่อ Escherichia coli ที่ถูกน าไปใช้
อย่างกวา้งขวาง นอกจากนีย้งัมีแบคเทอริโอเฟจอื่น ๆ เช่น แบคเทอริโอเฟจแลมบด์าและ  T7 ที่ใช้
ส  าหรบัระบบ phage displayน าไปใชส้  าหรบัการคดัเลือกและแยกเปปไทดท์ี่มีความเฉพาะและมี
ความสมัพนัธก์ับโปรตีนเป้าหมาย สามารถใชไ้ดใ้นการออกแบบยาเพื่อใชใ้นการท าความเขา้ใจ
การจดจ าของโมเลกุล (Sidhu et al., 2000) นอกจากนีเ้ปปไทด์เหล่านีส้ามารถใช้ส  าหรบัการ
ตรวจจบัของเชือ้โรคและสารที่ถกูระบวุา่เป็นพิษตอ่สิ่งแวดลอ้มได ้(Petrenko & Vodyanoy, 2003)  
 Phage typing คือการน าแบคเทอริโอเฟจมาใชเ้ป็นเครื่องมือในการจ าแนกชนิดแบคทีเรีย
วิธีนี ้อาศัยความจ าเพาะ ระหว่างแบคเทอริโอเฟจและแบคทีเรีย ท าให้สามารถการจ าแนก 
แบคทีเรียไดถ้ึงระดับจีนัส และสปีชีส ์ถูกน าไปใชส้  าหรบัการตรวจหาแบคทีเรียที่ ท  าใหเ้กิดโรค 
(Clark & March, 2006) โดยมีวิธีการที่สามารถน าไปใชไ้ดต้รวจจับแบคทีเรียที่ท  าใหเ้กิดโรคเช่น
การใช้ green  fluorescent  protein  (GFP) ใส่เข้าไปในแบคเทอริโอเฟจ เม่ือเกิดการบุกรุก
แบคทีเรียท าใหโ้ปรตีนดงักล่าวเรืองแสงสามารถที่จะตรวจวดัการติดเชือ้ได ้(Smith et al., 1985) 



บทที ่3 
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3.1 สายพันธุข์องแบคทีเรีย แบคทเอริโอเฟจและสภาวะการเจริญที่ใช้ในการศึกษาสาย
พันธุ ์
 แบคทีเรยีที่ใชใ้นการวิเคราะหจี์โนมทัง้หมด  ศกึษาการแสดงออกของยีน  และการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเปปไทดต์า้นจุลชีพ คือ A. baumannii 329 ที่แยกไดจ้ากโรงพยาบาลทางภาค
ตะวนัออก ในปี 2558 (Leungtongkam et al., 2018) ส  าหรบัแบคเทอรโิอเฟจที่ใชใ้นการศกึษาคือ 
แบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 ที่จ  าเพาะต่อ A. baumannii แยกไดจ้ากบอ่บ าบดัน า้เสียโรงพยาบาลพทุธ
ชินราช จังหวัดพิษณุโลก  (Kitti et al., 2015) โดยแบคทีเรียจะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชื ้อ Luria 
Bertani (HiMedia, India) หรอื LB agar บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
3.2 การวิเคราะหจ์โีนมทัง้หมดของ A. baumannii 329 
 น าเชือ้ A. baumannii 329 มาเลีย้งบนอาหารแข็ง LB agar จากนัน้น าไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน จากนัน้น าโคโลนีเดี่ยวที่ไดน้  ามาเลีย้งในอาหาร LB broth 5 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน เม่ือครบเวลาน าไปป่ันตกตะกอนที่ 13,000 rpm 
เป็นเวลา 5 นาที และเทส่วนใสออกใหเ้หลือประมาณ 1 มิลลิลิตร ท าการ resuspend สว่นใสและ
ตะกอนเข้าด้วยกัน จากนั้นดูดใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร   microcentrifuge tube ท าการป่ัน
ตกตะกอนที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ทิง้สว่นใสและเติม Digestion solution 180 ไมโครลิตร 
จากนัน้ผสมตะกอนใหเ้ขา้กนัเติม Proteinase K solution 20 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ก่อนน าไป
บ่มที่ 56 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 นาที จากนัน้เติม RNase A solution 20 ไมโครลิตร ผสมให้
เขา้กัน ท าการบ่มเป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอ้ง เติม Lysis solution 200 ไมโครลิตร ผสมให้
เขา้กันเป็นเวลา 15 วินาที เติม 400 ไมโครลิตร ของ 50% ethanol ท าการผสมใหเ้ขา้กัน ก่อนท า
การย้ายใส่ Spin Cartridge ที่บรรจุใน Collection Tube ท าการป่ันตกตะกอน 6,000 x g เป็น
เวลา 1 นาที จากนัน้น าส่วนที่ไหลผ่าน (flow-through) ทิง้ แลว้น า Spin Cartridge ใส่กลบัเขา้ไป
ใน Collection Tube อีกครัง้ เติม Wash buffer I 500 ไมโครลิตร ท าการป่ันตกตะกอนที่ 8,000 x 
g เป็นเวลา 1 นาที จากนัน้น าส่วนที่ไหลผ่าน (flow-through) ทิง้ แลว้น า Spin Cartridge ใส่กลบั
เขา้ไปใน Collection Tube อีกครัง้ เติม Wash buffer II 500 ไมโครลิตร ท าการป่ันตกตะกอนที่ 
12,000 x g เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน าส่วนที่ไหลผ่าน (flow-through) ทิง้ ต่อจากนั้นน า Spin 
Cartridge ออกแลว้ไปใส่ใน Recovery Tube (1.5 มิลลิลิตร microcentrifuge tube) เติม Elution 
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buffer 200 ไมโครลิตร ลงไปตรงกลางของ Spin Cartridge แลว้บม่ที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที 
ที่อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นน า Spin Cartridge ที่บรรจุใน Recovery Tube ไปป่ันที่ 8,000 × g เป็น
เวลา 1 นาที จากนั้นเก็บตัวอย่าง DNA ที่อยู่ใน Recovery Tube ไปวัดความเขม้ขน้ดว้ยเครื่อง 
Nano drop และท าการสง่วิเคราะหโ์ดยบรษัิท Macrogen ประเทศเกาหลี เม่ือไดข้อ้มลูจากบรษัิท
น า raw data ที่ไดจ้ากการวิเคราะหล์  าดับเบสสายสัน้ (reads) จ านวนมากในรูปแบบไฟล ์fasq 
น ามาประกอบ (assembly) กลบัเป็น DNA สายยาวดว้ยวิธี de novo assembly โดยเริ่มจากการ 
trim ด้วยเครื่องมือ  Sickle v1.33 และใช้เครื่องมือ  SPAdes v3.6.0. ในการประกอบ  reads 
จ านวนมาก เข้าด้วยกัน  ก่ อนน า ไป  annotation โดย ใช้  RAST (Rapid Annotation using 
Subsystem Technology) (https://rast.nmpdr.org/) 
 3.2.1 การวิเคราะห ์Clusters of Orthologous Genes (COGs)  
 น าไฟลส์กลุ .faa ที่ไดจ้ากการ annotate ไปท าการวิเคราะหห์นา้ท่ีของยีนแต่ละกลุม่โดย
ใช ้eggNOG-mapper v2 (http://eggnog-mapper.embl.de/) และท าการสรา้งกราฟแท่งโดยใช้
โปรแกรม R studio 
 3.2.2 การวิเคราะห ์Phylogenetic tree และจ าแนกสายพันธุโ์ดยวิธี Multilocus 
sequence typing (MLST) กับเชือ้ A. baumannii ทีมี่จโีนมสมบูรณจ์ากทวปีเอเชีย 

น า FASTA ไฟลห์ลังจากท าการ assembly มาวิเคราะหร์่วมกับเชือ้ A. baumannii ที่มี
จีโนมสมบรูณใ์นฐานขอ้มลู NCBI (ขอ้มลูเม่ือ 9 สิงหาคม 2564) ทัง้หมด 145 จีโนมในทวีปเอเชีย
และท าการวิเคราะห์ Phylogenetic tree โดยใช้ CSI Phylogeny v.1.4 โดยใช้การตั้งค่าเริ่มต้น 
จากนัน้จะไดไ้ฟลผ์ลลพัธเ์ป็นไฟลส์กลุ .newick ก่อนน าไปสรา้งเป็นรูปแผนภมูิโดยใช ้Interactive 
Tree Of Life (iTOL) (https://itol.embl.de/) และจ าแนกสายพนัธุโ์ดยใช ้MLST Scans genomes 
against PubMLST schemes. (Galaxy Version 2.19.0) 
 3.2.3 การวิเคราะห ์Pangenome ของเชือ้ A. baumannii 329 กับเชือ้สายพนัธุ์
ใกล้เคียงในสายวิวัฒนาการ  
 น าไฟล์สกุล .GFF ที่ ได้จากการ annotate มาท าการวิเคราะห์ร่วมกับเชื ้อสายพันธ์
ใก ล้ เคี ย ง ทั้ ง ห ม ด  7 ส าย พั น ธุ์ โด ย ใช้  Roary (Galaxy Version 3.13.0+galaxy1) ผ่ า น 
usegalaxy.eu โดยใชก้ารตัง้คา่เริม่ตน้ จากนัน้น าไฟลผ์ลลพัธท์ี่ไดม้าท าการสรา้งเป็นแผนภาพโดย
ใช้โปรแกรม R ผ่าน script ของ  Lesley Sitter, Ph.D.(https://github.com/IamIamI/pADAP_ 
project/tree/master/Roary_stats) 
 
 

https://itol/
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3.2.4 การตรวจหายนีดือ้ยาและยนีกอ่โรคของเชือ้ A. baumannii 329 
 น าไฟล ์.gbk ของเชือ้ A. baumannii 329 และสายพันธุใ์กลเ้คียงมาท าการวิเคราะหย์ีน
ดื ้อยาและยีนก่อโรคโดยดาวน์โหลดล าดับนิ วคลี โอไทด์ของยีนดื ้อยาจากฐานข้อมูล
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (https://card.mcmaster.ca/) และ
ยีนก่อโรคจาก  virulence factor database (VFDB)(http://www.mgc.ac.cn/VFs/) ก่อนน าไป
ตรวจหายีนโดยใช้ Large-Scale BLAST Score Ratio (LS-BSR) (github.com/jasonsahl/LS-
BSR) ผ่าน Ubuntu 20.04.2 LTS และท าการสรา้งภาพ heat map ผ่าน R studio โดยใชแ้พ็คเกจ 
tidyverse และ pheatmap 
 3.2.5 การตรวจหา Genomic Islands (GIs) ของเชือ้ A. baumannii 329 
 น าไฟล ์FASTA ของเชือ้ A. baumannii 329 เพื่อศึกษาบริเวณของล าดับเบสที่มีขนาด
มากกว่า 10 Kb และศึกษาการไดร้บัยีนจากสิ่งแวดลอ้ม หรือการไดร้บัชิน้ส่วนสารพันธุกรรมที่
ส าม ารถ เค ลื่ อ น ที่ ได้ โด ย ใช้  IslandViewer 4 (https://www.pathogenomics.sfu.ca/island 
viewer/) ท าการสรา้งแผนภาพ GIs โดยใช ้R studio ผ่านแพ็คเกจ gggenes 
3.3 การศึกษาการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 
 การศึกษาการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ  (one-step grow curve) ท าโดยการน าเชื ้อ  
A. baumannii 329 ที่ เจริญอยู่ในระยะ log phage ปริมาตร 900 ไมโครลิตร มาเติม phage 
lysate vPhT2 ซึ่ งมีความเข้มข้น  1x108 pfu/มิลลิลิตร  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยมีค่ า 
Multiplicity of Infection (M.O.I.) = 0.01 น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาทีเม่ือครบ
ก าหนดน า 10 ไมโครลิตร ของ A. baumannii 329 ที่ผสมกบัแบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 ใส่ในอาหาร
LB ปรมิาตร 25 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ท าการแบ่งใส่ 1.5 มิลลิลิตร  microcentrifuge tube 
ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ทัง้หมด 11 tubes จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส จากนัน้เก็บ
ตวัอย่างครัง้ละ 0.1 มิลลิลิตร ที่เวลา  5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 70, 80, และ 90 นาที น ามาผสม
กบั A. baumannii 329 ที่มีปริมาตร 1 x 108 CFU/มิลลิลิตร ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ไปหาปริมาณ
แบคเทอริโอเฟจโดยวิธี double agar layer plaque assay และน าปริมาณแบคเทอริโอเฟจ 
(pfu/มิลลิลิตร) ที่นบัไดท้ี่เวลาตา่ง ๆ ไปสรา้งกราฟ one-step growth curve  
3.4 การศึกษาการแสดงออกของยนีโดยใช้เทคนิค quantitative PCR 

3.4.1 การสกัด total RNA  
การทดลองนีเ้ป็นขัน้ตอนการสกดั total RNA จาก แบคทีเรียและแบคเทอรโิอเฟจ ก่อนน า 

RNA ไปเปลี่ยนเป็น cDNA ในขัน้ตอนต่อไป เริ่มจากท าการเลีย้ง แบคเทอริโอเฟจ vPhT2 รว่มกบั 
A. baumannii 329 ที่มีค่าความขุ่นเท่ากับ 0.4 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ในอาหาร 10 

https://www.pathogenomics.sfu.ca/island
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มิลลิลิตร Luria-Bertani (LB) broth โดยมีค่า M.O.I. เท่ากับ 10 จากนั้นน าไปบ่มที่  37 องศา
เซลเซียส โดยมีช่วงเวลาที่แตกต่างกนัตัง้แต่ 0 10, 30, และ 60 นาทีเม่ือครบเวลา ท าการเก็บเซลล์
โดยน าไปป่ันตกตะกอนที่ 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที และเลีย้งแบคเทอริ
โอเฟจ vPhT2 ที่ไม่ไดท้  าการเลีย้งร่วมกับ AB329  จากนัน้น ากลุ่มของแบคทีเรียที่ถูกติดเชือ้ดว้ย 
แบคเทอริโอเฟจแต่ละช่วงเวลา และกลุ่มของแบคทีเรียที่ไม่ไดต้ิดเชือ้ดว้ยแบคเทอริโอเฟจท าการ
สกดั total RNA ดว้ยชดุสกดัส าเรจ็รูป GeneJET RNA Purification Kit ท าการเติม TE buffer 100 
ไมโครลิตร ที่เสริมดว้ย 0.4 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร lysozyme บ่มเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เติม lysis 
buffer 300 ไมโครลิตร ที่มี 1% 2–mercaptoethanol ใส่ลงไปในตะกอนเซลลแ์ลว้ท าการปิเปตขึน้
ลงจนเซลลแ์ตกทั้งหมด เติม ethanol 180 ไมโครลิตร ก่อนน าสารละลายตัวอย่างใส่ลงใน Spin 
Cartridge ที่ บ รรจุ ใน  Collection Tube ก่ อนน า ไป ป่ั นที่  12,000 × g เป็ น เวลา  2 น าที  ที่
อณุหภมูิหอ้ง จากนัน้น าส่วนที่ไหลผ่าน (flow-through) ทิง้ แลว้น า Spin Cartridge ใสก่ลบัเขา้ไป
ใน Collection Tube อีกครั้ง แล้วปิเปตตัวอย่างสารละลายตัวอย่างที่ เหลือ (ประมาณ 500 
ไมโครลิตร) ใส่ลงใน Spin Cartridge แลว้ท าการป่ันและท าเหมือนเดิมอีกครัง้ ต่อจากนัน้ท าการ
ลา้งตวัอย่าง RNA ดว้ยการเติม Wash Buffer I 700 ไมโครลิตร ลงไปใน Spin Cartridge ที่มี RNA 
ตัวอย่างจับอยู่ จากนั้นป่ันที่สภาวะเดิม หลังจากป่ันเรียบรอ้ยแล้วให้ทิง้ส่วนที่ไหลผ่าน  และ 
Collection Tube จากนัน้น า Spin Cartridge ที่มี RNA ตวัอย่างจบัอยู่ไปใส่ใน  Collection Tube 
อนัใหม่ ก่อนท าการเติม Wash Buffer II 600 ไมโครลิตร น าไปป่ันตกที่ 12,000 × g เป็นเวลา 15 
วินาที  ท าซ ้าอีก 1 ครั้งโดยเติม  Wash Buffer II 250 ไมโครลิตร และท าการป่ันแห้ง  Spin 
Cartridge ที่  12000 × g เป็นเวลา  1 นาที  ต่อจากนั้นน า Spin Cartridge ออกแล้วไปใส่ใน 
Recovery Tube (1.5มิลลิลิตร microcentrifuge tube) ท าการเติม RNase–Free Water ปริมาตร 
30 ไมโครลิตร ลงไปตรงกลางของ Spin Cartridge แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง จากนั้นน า Spin Cartridge ที่บรรจุใน Recovery Tube ไปป่ันที่ 12,000 × g เป็น
เวลา 2 นาที จากนั้นเก็บตัวอย่าง total RNA ที่อยู่ใน Recovery Tube ไปวัดความเข้มข้นด้วย
เค รื่ อ ง  Nano dropแ ล ะ แ ย ก ข น า ด ข อ ง  RNA ด้ ว ย  1% formaldehyde agarose gel 
electrophoresis 

3.4.2 การสร้าง complementary DNA และการวิเคราะหป์ริมาณด้วย qPCR 
  การทดลองนีเ้ป็นการสรา้ง cDNA จาก mRNA ของแบคทีเรียที่ถูกติดเชือ้ดว้ยแบคเทอริ
โอเฟจ และติดเชือ้แบคเทอรโิอเฟจ น า 10 ไมโครกรัม ของ total RNA  ที่ ได้จากการทดลอง
ก่อนหน้านี ้ มาเปลี่ยนเป็น cDNA โดยใช้ชุดส าเร็จรูป (Tetro™ cDNA Synthesis Kit , 
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Bioline) เตรียม  RNA mixture  โดยน า 10 ไมโครกร ัม  ของ total RNA  มาผสมรวมกับ 
oligo(dT) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10 mM dNTP mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5x RT buffer  
4 ไมโครลิตร Ribosafe RNase Inhibitor 1 ไมโครลิตร Tetro Reverse Transcriptase  
1 ไมโครลิตร และเติม DEPC-treated water ให้ปริมาตรรวมครบ 20 ไมโครลิตร  ผสมเบา ๆ 
จากนั้นน า  RNA mixture  ที่อยู่ใน PCR tube ไปบ่มที่ 45องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
ต่อดว้ย 85องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้น าไปวางบนน า้แข็ง จะท าใหไ้ด ้cDNA ส าหรบั
น าไปท าการวิเคราะหป์รมิาณ DNA ที่สนใจดว้ยเทคนิค qPCR ต่อไป หรอืเก็บ cDNA ที่ไดไ้วท้ี่ -20
องศาเซลเซียส 

การวิเคราะหป์ริมาณดว้ยเทคนิค qPCR โดยใช ้SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit ท า
การเตรียม PCR mixture โดยเติม 2X SensiFast No-RoX mix 6 ไมโครลิตร 10 ไมโครโมลาร์ 
forward primer 1 ไม โค ร ลิ ต ร  reverse primer 1 ไ ม โค ร ลิ ต ร  DNase free water  
3 ไมโครลิตร และ cDNA 1 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณโดยใช้เครื่อง Roche 
LightCycler 480 System โดยตัง้ค่าสภาวะดงันี ้ denature 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที 
จากนั้นตามดว้ย 35 รอบ ของขั้นตอน annealing 60 องศาเซลเซียส และ extension 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที และท าการวิเคราะหป์ระมาณ DNA โดย Roche lightcycler 480 
software  ส  าหรบั primer ที่ใชใ้นการวิเคราะหป์ริมาณ DNA ของแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 และ  
A. baumannii 329 มีล  าดบัเบสดงัตาราง 4 และ 5 ตามล าดับ จากนัน้น าค่า Ct ที่ได ้ไปค านวณ
การแสดงออกโดยใชว้ิธี Delta Ct โดยมีวิธีการค านวณดังนี ้delta Ct = Ct (gene of interest) – 
Ct (housekeeping gene) และน าไปแสดงเป็นแผนภาพ heat map ต่อไป 
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ตาราง 4 ไพรเมอรท์ี่ใชใ้นการวิเคราะหก์ารแสดงออกยีนของแบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 
 

ตาราง 5 ไพรเมอรท์ี่ใชใ้นการวิเคราะหก์ารแสดงออกยีนของ A. baumannii 329 

 

Gene Forward primer 5’ to 3’ Reverse primer 5’ to 3’ 
gp69 TCGAACTGCAATTGAGGCAT ATCCTTTGCGCAATCATGGA 
gp72 CGCCAATTTGAAGGCTTGAG GCCTGTTCTTCTGTGCAAAC 
gp114 ATATCCGTGAAGCAAAGCGT GTGAGTTACACCCATGCGAA 
gp173 GTTGCAGGTAACGAAACACG GGCATTACCACCAACCTCAA 
gp229 TTCTGGCTATACACCAGCCT TTTACCGCAGTTTGTTTGCG 
gp89 TTTGGGTGAAAGCTGATGCT TGCGACATGTGCTATTTGGA 
gp237 TCCGGGTGATGTTAAACGAC TTGCATTGTTTTTCGCAGCA 
gp035 ACCGCTGGTAAAACAGTTGA TGACATGCCACCAAGAGATG 
gp062 TGGCTATATCGACGGCAATG TCAACCGTTCAATACGAGCG 
gp090 AGCTGAATGTTCCAGCCAAA ACGCCAATTATCCCAAGACC 

 

Gene Forward primer 5’to 3’ Reverse primer 5’to 3’ 
16s rRNA GCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGG ATCGTTTACGGCATGGACTAC 

gyrB CGAGGGTGACTCAGCGGGTG GCGCACGCTCAACGTTCAGG 
RpoH TACGCTTCGTCGTTCACATT GATACAAGACGTACGCCCAT 
dnaE ACAGCATGGTTAAAAGCCCA AGTCCGTTATTTCGGCAGTC 
rho GGTCATGTGCTTAATCCGGT ACGGTCTTCACCAGCAATTT 

metXA TTTGCCGACCAGTCTTTTGA CACACGCACCATGTCTCTTA 
clpP GATTCCGTGGTCAAGCATCA CGATCGGTATCACGAGCAAT 

coaBC CCGTATGCCAGAACCAGAAG TTACAACTCGCTTACCTGCC 
kpdA CGCGACCTTAAGAGCTTTCT CGGACTGTAGGGCGAATTAC 
dadA TGCTAATGAACTCGGTCGTG TAGCAGTCGCCTGTTTCATC 
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3.5 การศึกษาฤทธิข์องเปปไทดใ์นการยับยัง้ A. baumannii 329 
3.5.1 การออกแบบเปปไทด ์
จากการวิเคราะห์จีโนมทั้งหมดของแบคเทอริโอเฟจที่จ  าเพาะต่อ A. baumannii 329 

(vPhT2) จากการศึกษาก่อนหน้านี ้  (Styles et al., 2020) น าล าดับกรดอะมิ โนของโปรตีน 
เอน โด ไลซิ น ท าการค้น ห าบ ริ เวณ อนุ รักษ์  (conserved region) โดย ใช้  MOTIF search 
(https://www.genome.jp/tools/motif/) จากนั้นน าล าดับอนุรักษ์ที่ได้ท าการออกแบบเปปไทด ์
โดยใช ้Peptide Design Library (https://www.biosyn.com/peptidescreeningtools.aspx) ใหมี้
ความยาว 25 กรดอะมิโน ก่อนน าไปท านายความสามารถในการเป็นเปปไทดต์า้นจุลชีพโดยใช้ 
Antimicrobial Peptide Database (https://aps.unmc.edu/) และท าการท านายโครงสรา้งของ
เปปไทดต์า้นจลุชีพโดยใช ้I-TASSER web server (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) 

3.5.2 การหาค่าความเข้มข้นต ่าสุดทีส่ามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้แบคทเีรีย 
(Minimum inhibitory concentration; MIC)  

วิธีการนีเ้ป็นการหาค่าความเขม้ขน้ของเปปไทดต์า้นจุลชีพที่มีความเขม้ขน้นอ้ยที่สุดใน
การยบัยัง้เชือ้ A. baumannii 329 โดยใชว้ิธี broth microdilution method โดยใช ้96 Well Round 
(U) Bottom Plate Thermo Scientific™ เริ่มจากการน าเชือ้ A. baumannii 329 เลีย้งบนอาหาร 
Mueller–Hinton Agar (MHA) ท าการบ่มเป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง ที่ 37 องศาเซลเซียส จากนัน้ท า
การเตรียม bacterial suspension โดยน าโคโลนีที่ขึน้บนอาหารไปท าการปรบัความขุ่นโดยมีค่า 
McFarland เท่ากับ 0.5 (1 x 108 CFU/มิลลิลิตร) ใน 0.85% NaCl โดยเครื่อง Densitometer 
จากนั้นท าการเจือจางเชือ้ให้มีปริมาณ 1 x 106 CFU/มิลลิลิตร ในอาหาร 2X Cation-Adjusted 
Mueller–Hinton Broth (CAMHB) หลงัจากนัน้เตรียมความเขม้ขน้ของเปปไทดโ์ดยใหค้อลมันแ์รก
ของ 96 Well Round (U) Bottom Plate Thermo Scientific™ มีความเขม้ขน้สงูสดุและท าการเจือ
จางใหค้วามเขม้ขน้ของเปปไทดล์ดลงทีละสองเท่า (Two-fold dilution) ในแต่ละหลมุจะมีปรมิาตร
รวมทัง้หมด 100 ไมโครลิตร ส าหรบัหลมุที่ไม่มีเปปไทด ์จะถูกใชเ้ป็นตวัควบคุมผลลบ ในขณะที่
หลุมที่ มียาปฏิชีวนะใช้เป็นตัวควบคุมผลบวก และความหนาแน่นของเชือ้แต่ละหลุมจะอยู่ 
ประมาณ 5 x 105 CFU/มิลลิลิตร หลงัจากนัน้ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18-24 ชั่ วโมง ส าหรับการอ่านค่า MIC คือการสังเกตค่าความเข้มข้นที่ต  ่าที่สุดที่ ไม่เห็นการ
เจรญิเติบโตของเชือ้ใน 96 Well Round (U) Bottom Plate (Conlon et al., 2009)  

3.5.3 การศึกษาการเสริมฤทธิเ์ปปไทดต้์านจุลชีพ  
การทดลองนีเ้ป็นการศึกษาการเสริมฤทธ์ิของเปปไทดต์า้นจลุชีพรว่มกบัยาปฏิชีวนะ โดย

เริ่มจากการทดสอบปฏิกิริยาเบือ้งตน้ในการเสริมฤทธ์ิกับยาปฏิชีวนะทัง้หมด 5 ชนิดคือ colistin 



29 
 

imipenem tigecycline tetracycline และ ceftazidime และ chelating agent 1 ชนิดคือ EDTA 
โดยเริ่มจากน าเปปไทด์ต้านจุลชีพความเข้มข้นที่ มีความเข้มข้น 0.25 x MICs ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร มาท าการทดสอบโดยน าไปผสมกบัยาปฏิชีวนะที่มีความเขม้ขน้ 0.25 x MICs ปรมิาตร 
25 ไมโครลิตร ผสมรวมกันกับเชื ้อ A. baumannii 329 ที่ มีปริมาณ  5 x 105 CFU/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใน  Thermo Scientific™ 96 Well Round (U) Bottom Plate โดยใช ้
sterilized water เป็นตัวควบคุมผลลบ และท าการบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากบ่มครบ เวลาแล้วท าการเติม  0.1 % TTC (2,3,5 Triphenyl tetrazolium chloride, 
Himedia™) 25 ไมโครลิตร ทุกหลมุ จากนัน้ท าการบ่มต่อในที่มืดเป็นเวลา 1ชั่วโมง ก่อนน าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate reader น าค่า
ดดูกลืนแสงที่ไดม้าค านวณอตัราการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ A. baumannii 329 

จากนั้นน ายาที่มีปฏิกิริยาร่วมกับเปปไทดต์า้นจุลชีพมาท าการทดสอบ checkerboard 
assay และค านวณดชันีวดัการเสริมฤทธ์ิ(fractional inhibitory concentration (FIC) index) เพื่อ
ศึกษาปรมิาณความเขม้ขน้นอ้ยท่ีสดุของเปปไทดต์า้นจลุชีพและยาท่ีสามารถเสรมิฤทธ์ิรว่มกนัใน
การยบัยัง้เชือ้ A. baumannii 329 เริ่มจากการน าเปปไทดต์า้นจลุชีพมาเจือจางแบบ 2-fold serial 
dilution ในแนวตัง้ภายใน 96 Well Round (U) Bottom Plate Thermo Scientific™ โดยเริ่มจาก
ความเขม้ขน้ 625 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ในแถว A ถึง แถว G จากนัน้ท า
การเจือจางยา colistin ใหมี้ความเขม้ขน้ 8 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร จนถึง 0.01 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 
ภายใน  1.5 ml tube ก่อนน าไปผสมร่วมกับเปปไทดต์า้นจุลชีพที่ไดท้  าการเจือจางไวแ้ลว้ใน  96 
Well Round (U) Bottom Plate Thermo Scientific™ก่อนหนา้นี ้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และท า
การเติมเชือ้ A. baumannii 329 ใหมี้ความหนาแน่นภายในหลมุปริมาณ 5 x 105 CFU/มิลลิลิตร
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ส าหรับแถว H1 ถึง H10 เป็นหลุมในการทดสอบ MIC ของยา และ 
คอลมัน ์A11 ถึง H7 เป็นหลุมการทดสอบ MIC ของเปปไทดต์า้นจุลชีพ และใชค้อลมัน ์A12 ถึง 
D12 เป็นตัวควบคุมผลบวก และ E12 ถึง H12 เป็นตัวควบคุมผลลบก่อนน าไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 ชั่วโมง หลังจากบ่มครบเวลาแล้วท าการเติม  0.1 % TTC (2,3,5 
Triphenyl tetrazolium chloride, Himedia™) 25 ไมโครลิตร ทุกหลุม จากนัน้ท าการบ่มต่อในที่
มืดเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท าการสงัเกตการเปลี่ยนสี และค านวณการหาค่า FIC index โดยใชส้ตูรการ
ค านวณดังนี  ้โดยที่ A และ B คือค่า MIC ของสารที่ผสมรวมกัน และค่า MICA และ MICB คือค่า 
MIC ของสาร A และ B ที่ไม่ไดผ้สมรว่มกบัสารอื่น 
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สูตรการค านวณหาค่า FIC index (Lorian, 2005) 
 

𝐹𝐼𝐶 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 =
𝐴

𝑀𝐼𝐶𝐴
+

𝐵

𝑀𝐼𝐶𝐵
= 𝐹𝐼𝐶𝐴 + 𝐹𝐼𝐶𝐵  

 
โดยมีคา่ดชันีวดัการเสรมิฤทธ์ิ ดงันี ้
ค่า FIC index มีค่า < 0.5 แสดงถึงการเสรมิฤทธ์ิกนั 
ค่า FIC index มีค่า > 4 แสดงถึงการไม่เสรมิฤทธ์ิ 
ค่า FIC index มีค่า 0.5 - 4 แสดงถึงการมีปฏิกิรยิาที่ไม่แตกต่างกนั



บทที ่4 
ผลการทดลอง  

4.1 ผลการทดลอง 
4.1.1 ข้อมูลพืน้ฐานทั่วไปภายในจโีนมและหน้าทีข่องยนีแต่ละกลุ่มของเชือ้  
A. baumannii 329  

 การศึกษาขอ้มูลพืน้ฐานทั่วไปภายในจีโนมทัง้หมดของเชือ้ A. baumannii 329 พบว่ามี 
จ านวน contigs เท่ากับ 256 และมีขนาดจีโนม 3,943,615 bp ซึ่งมีส่วนที่สามารถแปลไปเป็น
ล าดบักรดอะมิโน (coding sequence (CDS)) 3,726 ยีน และมีจ านวน RNA ทัง้หมด 69 หลงัจาก
นัน้ท าการจดักลุม่ยีนตามบทบาทการท างานของแต่ละยีนผ่านการวิเคราะห ์COG พบวา่ สามารถ
จัดกลุ่มยีนได้ทั้งหมดตามอักษร A C D E F G H I J K L M N O P Q S T U V และ No COGs 
โดยแต่ละตวัอกัษรจะเป็นสญัลกัษณข์องหนา้ที่ของยีนนัน้ ๆ ดงัภาพ 4 
 

 
ภาพ 4 การวิเคราะห ์COGs functional classes ภายในจีโนมของเชือ้ A. baumannii 329 

การวิเคราะหล์  าดบัวิวฒันาการของเชือ้ A. baumannii 329 กบัเชือ้ A. baumannii ในทวีปเอเชีย  
หลังจากการวิเคราะห์ข้อมูลพื ้นฐานทั่ วไปของเชื ้อ A. baumannii 329 ท าการศึกษาล าดับ
วิวฒันาการรว่มกบัเชือ้ A. baumannii ในทวีปเอเชียพบว่า A. baumannii 329 จดัอยู่ใน ST98 มี
ความสมัพนัธใ์กลเ้คียงทางวิวฒันาการรว่มกบัเชือ้ A. baumannii NIPH170019 จดัอยู่ในST517 
แยกไดจ้ากเลือด ประเทศกัมพูชา และ A. baumannii XH856 จัดอยู่ในกลุ่ม ST2 แยกไดจ้ากน า้
ในช่องปอดประเทศจีน  และมีเชื ้อ A. baumannii สายพันธุ์อื่น  ๆ ภายในกลุ่มเดียวกันคือ  
A. baumannii TCDC-AB0715 จัดอยู่ใน ST2 ประเทศไตห้วัน  A. baumannii 2018HBAB1 จัด



32 
 

อยู่ใน ST2 แยกไดจ้ากน า้ช่องทอ้ง ประเทศจีน  A. baumannii KAB02 จดัอยู่ใน ST2 แยกไดจ้าก
ทางเดินหายใจ  ประเทศเกาหลีใต้  A. baumannii KAB05 จัดอยู่ใน ST2 แยกได้จากเลือด 
ประเทศเกาหลีใต ้และ A. baumannii KAB06 จัดอยู่ใน ST2 แยกไดจ้ากแผล ประเทศเกาหลีใต ้
ดงัภาพ 5 
 

 
ภาพ 5 แผนภาพวิวฒันาการของเชือ้ A. baumannii 329 รว่มกบัเชือ้ A. baumannii จ านวน 145 

สายพนัธุใ์นทวีปเอเชีย 

 
4.1.2 การวิเคราะห ์Pangenome ของเชือ้ A. baumannii 329 และสายพันธุใ์กล้เคียง
ทางววิัฒนาการ 
จากการศึกษาล าดบัวิวฒันาการของเชือ้ A. baumannii 329 ร่วมกับเชือ้ A. baumannii 

ภายในทวีปเอเชียแลว้ หลังจากนั้นน าเชือ้ที่อยู่ภายในกลุ่มเดียวกันภายในสายวิวัฒนาการมา
ท าการศกึษาชดุของยีนทัง้หมดภายในจีโนม A. baumannii 329 รว่มกบัสายพนัธุข์า้งเคียงทัง้หมด 
7 สายพันธุเ์พื่อศึกษาการไดร้บัหรือขาดหายของยีนในจีโนมของ A. baumannii แต่ละสายพันธุ ์
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ผลการทดลองหลงัจากการวิเคราะหพ์บวา่ มีสว่นแกนยีน (core gene) จ านวน 3,080 ยีน สว่นยีน
รอบนอก (shell genes) จ านวน 1,108 ยีน และส่วนยีนคลาวด์ (cloud) จ านวน 876 ยีน โดยท า
การวิเคราะหแ์ละแสดงเป็นแผนภาพ heat map ดงัภาพ 6 

 

           
ภาพ 6 การแสดงชุดของยีนทั้งหมดภายในจีโนมของเชือ้ A. baumannii 329 เปรียบเทียบกับ

จีโนมของ A. baumannii สายพนัธุใ์กลเ้คียงทางวิวฒันาการ โดยสีน า้เงินแสดงการมีอยู่

ของยีน และสีครีมแสดงการไม่มีอยู่ของยีน 

 
4.1.3 การตรวจหายีนดือ้ยาและยีนก่อโรคของเชือ้ A. baumannii 329 และสายพันธุ์
ใกล้เคียงทางวิวัฒนาการ 
ส าหรบัการตรวจหายีนที่เก่ียวขอ้งกบัการดือ้ยาโดยใชฐ้านขอ้มลูจาก CARD server ท าการ

ตรวจหายีนดือ้ยาโดยแบ่งเป็นกลุ่มของกลไกการดือ้ยา พบว่าเชือ้ A. baumannii 329 และสาย
พันธุ์ใกลเ้คียงทางวิวัฒนาการมีกลไกของการดือ้ยาอาทิเช่น antibiotic inactivation ตามด้วย 
antibiotic efflux antibiotic target alteration antibiotic target protection reduced 
permeability to antibiotic และ antibiotic target replacement ตามล าดับ เม่ือเปรียบเทียบ
รูปแบบการมียีนดื ้อยาพบว่า  เชื ้อ  A. baumannii 329 มี รูปแบบยีนดื ้อยาคล้ายกับ เชื ้อ  
A. baumannii 2018HBAB1 ที่แยกไดจ้ากประเทศจีน และ A. baumannii TCDC-AB0715 จาก
ประเทศไตห้วนั มากไปกว่านัน้ เม่ือสงัเกตการมีอยู่ของยีนดือ้ยาในกลุ่มกลไกต่าง ๆ ที่มีเหมือนกนั
พบว่า เชือ้ทั้ง 8 สายพันธุ์มียีน กลุ่ม antibiotic inactivation ไดแ้ก่ AbaF  AbaQ  abeS  adeC  
adeF  adeG  adeH adeI adeJ adeK adeL adeN AmvA  กลุ่ม antibiotic efflux ไดแ้ก่ blaADC-

30 blaADC-73  blaADC-82 blaOXA-23 blaOXA-66  กลุ่ม antibiotic alteration ไดแ้ก่ gyrA  parC  และกลุ่ม 
reduced permeability to antibiotic ไดแ้ก่ LpsB  ดงัภาพ 7 
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 ในการตรวจหายีนก่อโรคของเชื ้อ A. baumannii 329 และสายพันธุ์ใกล้เคียงทาง
วิวฒันาการผ่านฐานขอ้มลู VFDB เพื่อตรวจสอบการมีอยู่ของยีนหรือไม่มี สามารถจดักลุ่มของยีน
ก่อโรคได ้8 กลุม่ ไดแ้ก่ adherence  biofilm formation  enzyme immune evasion  iron uptake 
(Acinetobactin และ heme utilization) regulation stress adaptation  และ serum resistance  
โดยพบว่ากลุ่มยีนก่อโรคที่พบไดใ้นทุกสายพนัธุค์ือ กลุ่ม adherence ไดแ้ก่ ompA  กลุ่ม biofilm 
formation ได้แก่  adeF  adeG  adeH  csuA/B  csuA  csuB  csuC  csuD  csuE  pgaA  
pgaB  pgaC  และ pgaD กลุ่ม enzyme ได้แก่ plcD กลุ่ม immune evasion ได้แก่ lpsB lpxA 
lpxB lpxC lpxD lpxL และ lpxM กลุ่ม iron uptake ได้แก่  barA  barB  basA  basB  basC  
basD  basF  basG  bash  basI  basJ  bauA  bauB  bauC  bauD  bauE  bauF  entE  
และ hemO กลุ่ม  regulation ได้แก่  bfmR และ bfmS กลุ่ม  serum resistance ได้แก่  pbpG 
ส าหรบัยีนที่ไม่พบในเชือ้ A. baumannii ทุกสายพันธุ์ ไดแ้ก่ plcC  katA และยีน abaR  abaI ใน 
A. baumannii 329  A. baumannii NIPH17-0019  A. baumannii XH856  นอกจากนีย้ังพบว่า
ยีน  bap ไม่พบใน  A. baumannii 329 และไม่พบยีน  hemO ใน เชื ้อ  A. baumannii XH856  
ดงัภาพ 8 
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ภาพ 7 การตรวจหายีนดือ้ยาของเชือ้ A. baumannii 329 ร่วมกับเชือ้ที่มีความใกลเ้คียงกันทาง

สายวิวัฒนาการ ซึ่งจ าแนกออกเป็นกลุ่มของกลไกในการดือ้ยาปฏิชีวนะโดยค่า BSR 

มากกว่า 0.6 แสดงถึงการมีอยู่ของยีน และค่า BSR นอ้ยว่า 0.4 แสดงถึงการไม่มีอยู่ของ

ยีน  
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ภาพ 8 การตรวจหายีนก่อโรคของเชือ้ A. baumannii 329 รว่มกับเชือ้ที่มีความใกลเ้คียงกนัทาง

สายวิวัฒนาการซึ่งจ าแนกออกเป็นกลุ่มกลไกของยีนก่อโรค โดยค่า BSR มากกว่า 0.6 

แสดงถึงการมีอยู่ของยีน และค่า BSR นอ้ยวา่ 0.4 แสดงถึงการไม่มีอยู่ของยีน 
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4.1.4 การตรวจหา Genomic Islands ของเชือ้ A. baumannii 329 
การตรวจหา GIs ของเชือ้เพื่อศึกษาการไดร้บัยีนเขา้มาภายในจีโนมจากสภาพแวดลอ้ม 

พบว่ามีจ านวน GI ทั้งหมด 14 GIs ซึ่งในแต่ละ GIs มียีนที่เก่ียวขอ้งกับการดือ้ยาไดแ้ก่ aphA1  
blaTEM  และ folP  ยีนเก่ียวขอ้งกบัขบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอไดแ้ก่ umuC  และ xerC ยีนเก่ียวขอ้ง
กบัการเจรญิในสภาวะที่ไม่เหมาะสมไดแ้ก่ EsiB (E. coli secretory immunoglobulin A-binding 
protein) และ cdiI โดยเฉพาะใน GI3, GI8, และ GI12 มี mobile genetic element (MGE) ไดแ้ก่ 
ISEc63 ISAba17 และ IS15 รวมถึงเอนไซม์ที่ ใช้ในขบวนการ DNA recombination คือ Tn3 
resolvase ส าหรบัใน GI11 มียีนเก่ียวขอ้งกับองคป์ระกอบของไรโบโซมไดแ้ก่ 16S rRNA tRNA  
23S rRNA และ 5S rRNA ภาพ 9 

 

 
 
ภาพ 9 การตรวจหา GIs ของเชือ้ A. baumannii 329 โดยใช ้Island viewer โดยลูกศรจะแสดง

ทิศทางการจดัเรียงตวัของยีนในแต่ละ GI 
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4.1.5 การศึกษาการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 โดยวิธี One-step growth 
curved 
การทดลองนีมี้จุดประสงคเ์พื่อศึกษาการเจริญของแบคเทอริโอเฟจในแต่ละช่วงเวลาจาก

นาทีที่ 5 จนถึง 90 นาที พบว่าแบคเทอริโอเฟจมีช่วงเวลาที่เขา้ไปเกาะติดกบัเซลลแ์บคทีเรีย และ
ฉีดสารพนัธุกรรมเขา้ไปภายในเซลลแ์บคทีเรีย ก่อนเขา้สู่กระบวนการสงัเคราะหอ์งคป์ระกอบต่าง 
ๆ จนเขา้สู่กระบวนการประกอบรูปร่างใหส้มบูรณ์ในช่วงระยะเวลา 5 นาที ถึง 20 นาทีแรกโดย
สงัเกตเห็นจากจ านวนอนภุาคของแบคเทอรโิอเฟจไม่มีการเพิ่มขึน้ จากนัน้แบคเทอรโิอเฟจจะเขา้สู่
กระบวนการท าลายผนังเซลลแ์บคทีเรียเพื่อปลดปล่อยอนุภาคแบคเทอริโอเฟจออกมาภายนอก
เซลลพ์บวา่แบคเทอรโิอเฟจมีช่วงเวลาที่ปลดปลอ่ยอนภุาคออกมาในช่วงเวลา 20 นาที ถึง 50 นาที 
ซึ่งเป็นช่วงที่มีปริมาณอนุภาคเพิ่มขึน้ ก่อนเขา้สู่ระยะคงที่โดยแบคเทอริโอเฟจจะมีปริมาณการ
ปลดปลอ่ยอนภุาคออกมาคงที่ในช่วงเวลา 50 นาที ถึง 90 นาที ดงัภาพ 10  

4.1.6 การแสดงออกยนีของเชือ้ A. baumannii 329 และแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 
ระหว่างการตดิเชือ้แบคเทอริโอเฟจ 
การศึกษาปริมาณการแสดงออกยีนของเชือ้ A. baumannii 329 และแบคเทอริโอเฟจ 

vPhT2 โดยใชเ้ทคนิค qPCR เพื่อศึกษาการแสดงออกยีนของเชือ้ A. baumannii 329 ในแต่ละ
ช่วงเวลาโดยท าการค านวณหา delta Ct โดยใชย้ีน 16S rRNA เป็นตวัควบคมุภายใน พบว่ายีนมี
การแสดงออกลดลงในช่วงเวลา 10 นาที ในช่วงของการติดเชือ้ระยะแรกโดยแบคเทอริโอเฟจ 
หลงัจากนัน้พบว่าในช่วง 30 นาที ยีนของแบคทีเรียมีการแสดงออกมากหลงัจากที่แบคเทอรโิอเฟจ
เขา้สู่ระยะท าลายเซลลข์องแบคทีเรีย และในระยะสุดท้ายของการติดเชือ้ในช่วงเวลา 60 นาที 
พบวา่ยีนมีการแสดงออกลดลงเมื่อท าการเปรียบเทียบกบัช่วงเวลา 30 นาที ดงัภาพ 11 

หลงัจากนัน้ไดท้  าการศึกษาปรมิาณการแสดงออกยีนของแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 ในแต่ละ
ช่วงเวลาของการติดเชือ้ A. baumannii 329 พบว่ายีนมีการแสดงออกมากในช่วง 10 นาที โดยมี
ยีนที่แสดงออกมากที่สุดคือ gp114 และ gp062 หลงัจากนัน้ในช่วง 30 นาที พบว่าทุกยีนมีการ
แสดงออกลดลง และมีการแสดงออกเพิ่มมากขึน้ในช่วง 60 นาที อีกครัง้ในระยะ stable period 
ดงัภาพ 12 
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ภาพ  10 กราฟแสดงการเจริญ ของแบค เทอริ โอ เฟ จ  vPhT2  ใน ระหว่ างการติ ด เชื ้อ  

A. baumannii 329 โดยใชว้ิธี One-step growth curve  

 

 
ภาพ 11 การแสดงออกยีนของเชือ้ A. baumannii 329 ระหวา่งการติดเชือ้แบคเทอรโิอเฟจ vPhT2  
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ภาพ 12 การแสดงออกยีนของแบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 ระหวา่งการติดเชือ้ A. baumannii 329  

 
4.1.7 ล าดับกรดอะมิโนและคุณสมบัตขิองเปปไทดต์้านจุลชีพ 
เปปไทดต์า้นจลุชีพที่ไดจ้ากการศกึษาครัง้นีไ้ดท้  าการวิเคราะหแ์ละท านายความสามารถใน

การเป็นเปปไทดต์า้นจุลชีพโดยใชโ้ปรแกรมหลักคือ APD web application ไดผ้ลการวิเคราะห์
แสดงดงัตาราง 6   

 
ตาราง 6 ล าดบักรดอะมิโนและคณุสมบตัิของเปปไทดต์า้นจลุชีพ vPhT02 และ vPhT02(7) 

No Code Sequence 
AA-

length 
MW(Da) 

Average 
hydropathy 

value 

Total 
hydrophobic 

ratio (%) 

Total 
net 

charge 

1 vPhT02 
LNSKDYAGAAAQ 
XXXXXXXXXXXXX 

25 2735 -0.34 44% +4.00 

2 vPhT02(7) 
WNKGRVKGKLEV 
XXXXXXXXXXXXX 

25 2906 -1.32 28% +7.00 

 *ตัวอักษรสีแดงแสดงถงึกรดอะมิโนทีม่ีประจุบวกภายในสายเปปไทด ์
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โดยเปปไทด์ต้านจุลชีพ vPhT02 ขนาด 2.7 kDa มีค่าเฉลี่ย hydropathy -0.34 มีรอ้ยละของ 
hydrophobic ratio เท่ากับ 44 และมีผลรวมประจุเป็นบวกจ านวน 4 ส าหรบัเปปไทดต์า้นจุลชีพ 
vPhT02(7) ขนาด  2.9 kDa มีค่ า เฉลี่ ย  hydropathy -1.32 มี ร ้อยละของ hydrophobic ratio 
เท่ากบั 28  มีผลรวมประจเุป็นบวกจ านวน 7 จากนัน้ท าการท านายโครงสรา้งของเปปไทดต์า้นจลุ
ชีพ vPhTh02 และ vPhTh02(7) พบว่าในกรดอะมิโนทางดา้น N-terminal ไปยัง C-terminal ใน
ต าแหน่งที่ 1 ถึง 8 มีลกัษณะขด (coil) ต าแหน่งที่  9 ถึง 12 มีลกัษณะเกลียว (helix) ต าแหน่ง 13 
ถึง 16 มีลกัษณะเป็นแผ่น (sheet) และต าแหน่งที่ 17 ถึง 25 มีลกัษณะขด (coil) แสดงดงัภาพ 13 
 

      
ภาพ 13 โครงสร้างเปปไทด์ต้านจุล ชีพ  vPhT02 (A) และโครงสร้างเปปไทด์ต้านจุลชีพ 

vPhT02(7)(B) 
 

4.1.8 การหาปริมาณความเข้มขน้ทีน้่อยทีสุ่ดของเปปไทดแ์ละยาปฏชิีวนะทีส่ามารถ
ยับยัง้เชือ้ได้ 
การศึกษาประสิทธิภาพของเปปไทดต์า้นจุลชีพ vPhT02 และ vPhT02(7) โดยการหาค่า 

MIC พบว่าเปปไทดต์า้นจุลชีพ vPhT02 มีค่า MIC มากกว่า 2,500 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร และเปป
ไทด์ต้านจุลชีพ vPhT02(7) มีค่า MIC 1,250 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะและEDTA 
ทั้งหมด 7 ชนิด พบว่ายาที่มีค่า MIC น้อยที่สุดคือ tigecycline ตามดว้ย colistin  tetracycline  
ceftazidime  EDTA  imipenem  ampicillin  และkanamycin ตามล าดบั ดงัตาราง 7 

4.1.9 การทดสอบ Checkerboard assay 
เม่ือท าการศึกษาการหาค่า MIC ของเปปไทดต์า้นจลุชีพ ยาปฏิชีวนะ และ EDTA พบว่าค่า 

MIC ของเปปไทดต์า้นจุลชีพ vPhT02(7)มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชือ้ A. baumannii สูงเม่ือ
เปรียบเทียบกบั vPhT02 จึงท าการคดัเลือกมาท าการศึกษาการเสริมฤทธ์ิของเปปไทดต์า้นจลุชีพ
รว่มกบัยาปฏิชีวนะ 5 ชนิด และEDTA โดยน าค่าความเขม้ขน้ 0.25 x MIC ของเปปไทดต์า้นจลุชีพ 
vPhT02(7) และความเข้มขน้ 0.25 x MIC ของยาปฏิชีวนะและEDTA มาท าการทดสอบโดยมี
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น า้เปลา่บรสิทุธ์ิเป็นตวัควบคมุ พบว่าในหลมุที่มีความเขม้ขน้ 0.25 x MIC ของเปปไทดต์า้นจลุชีพ 
ยาปฏิชีวนะ และ EDTA เพียงชนิดเดียวไม่สามารถยับยั้งเชือ้ A. baumannii 329 ได ้ในขณะที่
หลมุที่มีการผสมรว่มกนัระหว่างยาปฏิชีวนะ 0.25 x MIC colistin รว่มกบัเปปไทดต์า้นจลุชีพ 0.25 
x MIC vPhT02(7) พบว่าสามารถยับยั้งเชือ้ A. baumannii 329 ไดด้ังภาพ 14 ท าให้ทราบว่ามี
เพียงยา colistin ชนิดเดียวที่สามารถมีปฏิกิริยาร่วมกันกับเปปไทดต์า้นจุลชีพ vPhT02(7) จึงท า
การคัดเลือกยา colistin มาทดสอบในขัน้ตอนต่อไป โดยน ายา colistin ที่มีปฏิกิริยาร่วมกับเปป
ไทด์ต้านจุลชีพ vPhT02(7) มาท าการทดสอบ checkerboard assay และค านวณดัชนีวัดการ
เสริมฤทธ์ิ พบว่าความเขม้ขน้นอ้ยท่ีสดุของเปปไทดต์า้นจลุชีพ 9.76 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร รว่มกบั
ความเขม้ขน้นอ้ยที่สดุของยา colistin 0.03 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร สามารถยบัยัง้เชือ้ได ้เม่ือท าการ
ค านวณหาคา่ดชันีชีว้ดัการเสรมิฤทธ์ิพบวา่ มีคา่เท่ากบั 0.02 ซึง่เป็นคา่ที่ชีว้ดัวา่เปปไทดต์า้นจลุชีพ 
vPhT02(7) และ ยา colistin มีปฏิกิริยาส่งเสริมฤทธ์ิในการยบัยัง้ A. baumannii 329 ร่วมกัน ดัง
ภาพ 15 

 
ตาราง 7 ค่า MIC ของเปปไทดต์า้นจุลชีพ vPhT02  vPhT02(7) ยาปฏิชีวนะ และEDTA ในการ

ยบัยัง้เชือ้ A. baumannii 329 

Antimicrobial peptides 
MIC 

µg/ml µM 
vPhT02 >2500 >914 

vPhT02(7) 1250 430 

Antibiotics และ chelating agent 
MIC 

µg/ml µM 
colistin 2 34.62 

imipenem 625 2087 
tigecycline 1 34.15 
tetracycline 500 1125 
ceftazidime 500 914 
ampicillin 10000 28620 

kanamycin >20000 >41279 
EDTA 500 1710 
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ภาพ 14 การทดสอบการมีปฏิกิรยิาของเปปไทดต์า้นจลุชีพรว่มกบัยาปฏิชีวนะ และ EDTA   

 

 
ภาพ 15 การทดสอบ Checkerboard assay เพ่ือหาคา่ดชันีวดัการเสรมิฤทธ์ิของเปปไทดท่ี์มี

ปฏิกิรยิารว่มกนักบัยา colistin ในการยบัยัง้เชือ้ A. baumannii 329



บทที ่5  
อภปิรายผลและสรุปผลการวิจัย 

5.1 อภปิรายผล 
การศึกษาครั้งนี ้มีประจุดประสงค์เพื่ อศึกษาจีโนมและการแสดงออกยีนของเชื ้อ  

 A. baumannii 329 ระหว่างติดเชือ้แบคเทอริโอเฟจ vPhT2 เพื่อน าเปปไทดท์ี่ไดจ้ากแบคเทอริ
โอเฟจไปประยุกต์ใช้ การศึกษา COGs (ภาพ 4) พบว่ามีความสอดคล้องกับการศึกษาเชื ้อ  
A. baumannii AB030 ที่เป็นเชือ้ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะเกือบทุกชนิด พบว่ามีรูปแบบของจ านวนกลุ่ม
ยีนมีลกัษณะที่คลา้ยคลงึกนั โดยเฉพาะกลุม่ No COGs และกลุม่ S (Singh et al., 2020) ชีใ้หเ้ห็น
ว่ายีนจ านวนมากภายในจีโนมของเชือ้ A. baumannii ที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะเกือบทกุชนิดเป็นยีนที่
ยงัไม่เคยถกูจดักลุม่ลงในฐานขอ้มลู COG และไม่ทราบกลไกของยีนตามล าดบั 

การศึกษาแผนภูมิวิวัฒนาการของเชือ้ A. baumannii 329 จัดอยู่ในกลุ่ม ST98 ซึ่งเป็น
กลุ่มที่ไม่พบการระบาดมากในประเทศไทย พบการระบาดเพียงรอ้ยละ 2.96 จากการศึกษาเชือ้  
A. baumannii ที่ดือ้ยาปฏิชีวนะหลายขนาน (Khuntayaporn et al., 2021) และมีการรายงานพบ
การระบาดของ ST98 ที่ดือ้ต่อยากลุ่ม carbapenem ในประเทศโปรตุเกส คูเวต และปาเลสไตน์ 
(Bolourchi et al., 2022) และมีความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมกบัใกลเ้คียงกบักลุ่มสายพนัธุ์ ST2 ที่
เป็นสายพนัธุแ์พรก่ระจายอย่างแพรห่ลายในทวีปเอเชีย (Wareth et al., 2021) นอกจากนีย้งัแสดง
ใหเ้ห็นว่าการศึกษา MLST ไม่สอดลอ้งกบัการศึกษาล าดบัวิวฒันาการ เนื่องจาก MLST เป็นการ
น ายีน house keeping มาท าการศึกษาท าใหมี้ขอ้มลูที่ใชน้อ้ยท าใหผ้ลที่ไดจ้ากการวเคราะหต์่าง
จากการศึกษาล าดบัวิวฒันาการ (Tsang et al., 2017)(ภาพ 5) เม่ือศึกษา pangenome ของเชือ้
รว่มกบัสายพนัธุใ์กลเ้คียงทางวิวฒันาการพบว่าเชือ้ที่น  ามาวิเคราะหมี์จ านวนแกนยีนจ านวนมาก 
แสดงให้เห็นว่าเชื ้อดังกล่าวน่าจะมีบรรพบุรุษมาจากเชื ้อสายพันธุ์เดียวกันและขนาดของ 
pangenome ที่แสดงมีสว่นที่เหมือนและแตกต่างกนัออกไปในแต่ละช่วงโดยเกิดขึน้ไดเ้นื่องจาก 3 
ปัจจัยหลักคือ (1.) เชือ้มีความสามารถที่รบั DNA ใหม่เขา้มาภายในโครโมโซมของตัวเอง (2.) 
ปัจจัยทางสิ่งแวดลอ้มที่ท  าใหเ้ชือ้มีการคัดเลือกยีนเขา้มาเพื่อที่จะปรบัตัวใหส้ามารถด ารงอยู่ได ้
และปัจจัยสุดทา้ย(3.) วิวัฒนาการตามกาลเวลาท าใหเ้ชือ้แต่ละสายพันธุ์สะสมความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มสิ่งมีชีวิตน าไปสู่การเกิดวิวฒันาการแบบแบนออก (divergence evolution) (Kim et 
al., 2020; Sela et al., 2021)(ภาพ 6) 

จากนั้นได้ท าการศึกษาเชิงลึกภายในจีโนมของเชือ้ A. baumannii 329 และสายพันธุ์
ใกลเ้คียงทางวิวฒันาการ โดยท าการตรวจหายีนดือ้ยาภายในจีโนมของเชือ้แต่ละสายพนัธุ์ (ภาพ 
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7) แสดงใหเ้ห็นวา่ยีน ade  abe และaba ที่เก่ียวขอ้งกบัขบวนการ antibiotic efflux สามารถพบได้
ทุกสายพนัธุท์ี่แยกไดจ้ากสิ่งส่งตรวจจากผูป่้วยยกเวน้ยีน tet(B) ที่พบไดบ้างสายพนัธุเ์ม่ือท าการ
เปรียบเทียบกับ A. baumannii ที่แยกไดจ้ากธรรมชาติพบว่าจะไม่พบยีนเหล่านีต้ามการศึกษา
ก่อนหนา้นี ้(Yakkala et al., 2019) ในกลุม่ยีนที่เก่ียวขอ้งกบั antibiotic inactivation ไดแ้ก่ blaOXA  
blaTEM และ blaADC ซึ่งเก่ียวขอ้งกบัการดือ้ต่อยากลุ่ม beta lactamase พบว่า A. baumannii 329 
มีความสามารถในการดื ้อยากลุ่มนี ้ทุกชนิด (Tiwari et al., 2018) และมียีนที่ดื ้อต่อยากลุ่ม 
aminoglycoside ที่มีความสามารถในการสรา้งเอนไซม ์O-phosphotransferases (APH) มาท า
ให้เกิด phosphorylation ของยา aminoglycoside แต่ไม่มียีนที่ เก่ียวข้องกับการสรา้งเอนไซม  ์ 
N-acetyltransferases(AAC)มาท าใหเ้กิด acetylation ที่หมู่ amino ของยา (Shaw et al., 1993) 
อีกทั้งยังมียีน mphE ก ากับการสรา้ง macrolide phosphotransferase มีผลต่อการดือ้ยากลุ่ม 
macrolide แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาไม่พบยีน catB8 ซึ่งเป็นยีนที่เก่ียวขอ้งกับการดือ้ยา 
chloramphenicol (Pawlowski et al., 2018) ส าหรบักลุ่ม antibiotic target alteration ยีน parC 
และgyrA ซึ่งเป็นยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการดือ้ยา ciprofloxacin โดยมีการศึกษาก่อนหนา้นีพ้บว่าการ
เกิดการกลายพนัธุท์ี่ยีนทัง้สองนีจ้ะท าใหเ้ชือ้ A. baumannii มีความสามารถในการดือ้ต่อยากลุ่ม 
fluoroquinolone เพิ่มมากขึน้ (Aldred et al., 2014) ต่อมาพบการมีอยู่ของยีน tetR ส่งผลใหเ้ชือ้
อาจจะมีความสามารถในการทนต่อยา tetracycline เนื่องจาก tetR มีความสามารถในการจบักบั 
tetracycline แล้วท าให้ยีนที่ก  ากับการขนส่งยาออกภายนอกเซลล์ท างาน  (Cuthbertson & 
Nodwell, 2013) ถัดมาในกลุ่มของ antibiotic target protection พบการมีอยู่ของยีน msrE ซึ่ง
เป็นยีนที่เก่ียวขอ้งกับการดือ้ยากลุ่ม macrolide โดยมีการศึกษาก่อนหนา้นีพ้บว่ายีน msrE และ
mphE มีความสามารถส่งเสริมในการดื ้อต่อยาร่วมกัน  (López-Durán et al., 2020) กลุ่มยีน 
reduce permeability to antibiotic คือ lpsB เป็นยีนที่ก  ากบัการสงัเคราะห ์lipopolysaccharide 
ที่ผนงัเซลลมี์การศกึษาพบว่ามีผลท าใหค้่า MIC ของยากลุม่ polymyxin เพิ่มมากขึน้ (Bojkovic et 
al., 2015) และในกลุ่มสดุทา้ย กลุ่ม antibiotic target replacement พบยีน sul2 ที่ดือ้ต่อยากลุ่ม 
sulfonamides มีการศกึษาการแยก A. baumannii ในประเทศไตห้วนัพบว่าเชือ้สว่นใหญ่มีการดือ้
ตอ่ยากลุม่ sulfonamide มากถึงรอ้ยละ 71.3 แสดงใหเ้ห็นว่า โดยทั่วไปแลว้เชือ้ A. baumannii มี
ความสามารถในการดือ้ต่อยาในกลุม่นี ้(Chen et al., 2017)  

จากการศึกษาการมีอยู่ของยีนดือ้ยาพบว่ามีความสอดคลอ้งกับลักษณะฟีโนไทป์ของ  
A. baumannii 329 ที่ไดมี้การศึกษาก่อนหนา้นี ้(Kongthai et al., 2021) จากนัน้ไดท้  าการศึกษา
ยีนก่อโรค (ภาพ 8) ของเชือ้พบวา่เชือ้มียีนเก่ียวขอ้งกบัการสรา้งไบโอฟิลม์จ านวนมากที่สงัเกตเห็น
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ไดอ้ย่างชดัเจนในกลุม่ biofilm formation ไดแ้ก่ csu pili chaperone-usher assembly system ที่
เก่ียวข้องกับการส่งเสริมการสรา้งไบโอฟิล์ม สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี ้พบว่ายีนที่
เก่ียวขอ้งกับการสรา้งไบโอฟิลม์มักจะพบในเชือ้ A. baumannii ที่ก่อโรค นอกจากนีย้ังพบว่ายีน 

pgaABCD operon มีความส าคัญในการสรา้งและเปลี่ยนแปลงอนุพันธ์ของ poly-β-1,6-N-

acetyl-D-glucosamine (β-1,6-GlcNAc; PGA)  N-deacetylase  แ ล ะ  membrane porin มี
การศึกษาพบว่าการไม่มียีน pgaA ส่งผลใหก้ารสรา้งไบโอฟิลม์ลดลงใน A. baumannii DS002 
แยกไดจ้ากธรรมชาติ เม่ือเปรียบเทียบกบั A. baumannii AYE เป็นสายพนัธุท์ี่มีการสรา้งไบโอฟิลม์
จ านวนมาก  (Yakkala et al., 2019) ต่อมาในกลุ่ม  iron uptake พบยีนได้ทุกสายพันธุ์อัน
เนื่องมาจากเชือ้เหลา่นีเ้ป็นเชือ้ก่อโรคที่แยกไดจ้ากตวัอย่างผูป่้วย เม่ือเปรียบเทียบกบัการรายงาน
ของ Yakkala et al, 2019 พบว่าเชือ้ A. baumannii ที่แยกไดจ้ากธรรมชาติจะมียีนที่เก่ียวขอ้งกบั
การใชธ้าตเุหล็กนอ้ย และยงัพบว่าการกลายพนัธุข์องยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการขนส่งธาตเุหล็กมีส่วน
ช่วยใหล้ดการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ A. baumannii สง่ผลใหก้ารก่อโรคลดทอนลง จากการศกึษา
การตรวจหายีนก่อโรคและยีนดื ้อยาของเชื ้อ  A. baumannii  ชี ้ให้เห็นว่ายีนก่อโรคของ 
 A. baumannii จะพบการมีอยู่ของยีนก่อโรคจ านวนมากที่คลา้ยคลงึกนัในทกุสายพนัธุ ์ในขณะที่
การมีอยู่ของยีนดือ้ยา เม่ือท าการเปรียบเทียบกับสายพันธุอ์ื่น ๆ พบว่ามีแตกต่างกัน จึงมีความ
เป็นไปไดว้่าการก่อโรคของเชือ้ A. baumannii ในสายพนัธุต์่าง ๆ ไม่มีความแตกต่างกนั เนื่องจาก
เชือ้มีวิวฒันาการมาจากบรรพบุรุษเดียวกันเปรียบเทียบกับการมีอยู่ของยีนดือ้ยาพบแต่ละสาย
พันธุ์มีความแตกต่างกันค่อนขา้งมาก อันเนื่องมาจากการไดร้บัยีนต่าง ๆ เขา้มาผ่านขบวนการ
ถ่ายทอดยีนในแนวราบ (Horizontal gene transfer, HGT) ซึ่งจะเป็นปัญหาที่ส  าคญัในการรกัษา
เชือ้ A. baumannii ดว้ยยาปฏิชีวนะที่ระบาดทั่วโลก 

 เม่ือท าการศึกษา GI พบว่า A. baumannii 329 มีจ านวน GI ทั้งหมด 14 GIs (ภาพ 9) 
ชีใ้ห้เห็นว่าเชือ้มีการได้รับการถ่ายทอดยีนในแนวราบ โดยมียีนที่ เก่ียวข้องกับการหลบหลีก
ภูมิคุ้มกัน  esiB ซึ่งมีการศึกษาพบว่าเชื ้อ extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) และ 
intestinal pathogenic E. coli (InPEC) ที่มียีนดังกล่าวสามารถที่จะหลบหลีกการท าลายจาก
เซลลเ์ม็ดเลือดขาว neutrophil ได ้(Pastorello et al., 2013) ยีน CdiI  ซึง่ก ากบัการสรา้ง antitoxin 
ต่อสารที่ก ากับโดยยีน CdiA ส่งผลใหเ้ชือ้มีความสามาถที่จะด ารงอยู่ร่วมกับประชากรแบคทีเรีย
สายพันธุอ์ื่น ๆ ในสภาพแวดลอ้ม (De Gregorio et al., 2019) นอกจากนีย้ังพบยีนดือ้ยา blaTEM  
และ aphA1 ซึ่งเป็น antibiotic resistance island ที่จะส่งผลท าใหเ้ชือ้สายพนัธุน์ีมี้ความสามารถ
ที่จะถ่ายโอนยีนไปยงัเชือ้สายพนัธุอ์ื่น ๆ ได ้อีกทัง้ใน GI11 ซึง่เป็น genomic islet มีขนาดนอ้ยกว่า 
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10 Kbp ที่มียีนเก่ียวขอ้งกับ ribosomal protein ภายใน GI แสดงใหเ้ห็นถึงการแลกเปลี่ยนสาร
พันธุกรรมในระดับ  intragenus หรือ  intraspecies ของเชื ้อ  A. baumannii สอดคล้องกับ
ก า รศึ ก ษ าก า รถ่ า ย โอ น ยี น  16S rRNA ขอ ง เชื ้อ  Helicobacter pylori โด ย ขบ วน ก า ร 
transformation (Tian et al., 2015) จากการศึกษา GIs ภายในจีโนมของ A. baumannii 329 
แสดงใหเ้ห็นถึงความสามารถที่ส่งเสรมิใหเ้จรญิไดใ้นสภาวะที่ไม่เหมาะสม ท าใหเ้ชือ้สามารถที่จะ
ด ารงอยู่ในสภาพแวดลอ้มต่าง ๆ ไดเ้ป็นเวลานาน 

ส าหรับการการศึกษาการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ vPhT02 ในการเข้าไปติดเชื ้อ  
A. baumannii 329 (ภาพ 10) พบว่าในแต่ละช่วงเวลาแบคเทอริโอเฟจ vPhT02 มีช่วง latent 
period lysis period และ stable period สอดคลอ้งกับการศึกษาการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ 
Abp1 ที่มีวงจรชีวิตแบบไลติกเขา้ไปติดเชือ้ MDR-AB (Yang, Yin, et al., 2019) จากนัน้เพื่อศกึษา
ในเชิงลกึเก่ียวกบัการแสดงออกยีนของ A. baumannii 329 และแบคเทอรโิอเฟจ vPhT02 ระหวา่ง
การติดเชือ้โดยใชเ้ทคนิค qPCR พบว่าการแสดงออกยีนของเชือ้ A. baumannii 329 (ภาพ 11) 
ได้แก่  coaBC  clpP  dnaE  kdpA  metXA  rho  rpoH  และ dadA ซึ่งเป็นยีนที่ เก่ียวข้องกับ
ขบวนการเมแทบอลิซึม และขบวนการสงัเคราะหด์ีเอ็นเอมีการแสดงออกนอ้ยลงเพียงเล็กนอ้ย
ในช่วง 10 นาทีแรกหลงัจากที่แบคเทอริโอเฟจเริ่มมีการใชอ้งคป์ระกอบต่าง ๆ ของโฮสตเ์พื่อใชใ้น
การเพิ่มจ านวนอนภุาค ท าใหย้ีนของโฮสตมี์การแสดงออกเพิ่มมากขึน้ในช่วง 30 นาที ซึง่เป็นช่วงที่
แบคเทอริโอเฟจมีการสงัเคราะหส์ารโมเลกุลต่าง ๆ เพื่อที่จะประกอบรูปร่างอนุภาค และท าลาย
เซลล์แบคทีเรีย ต่อมาในช่วง 60 นาที ยีนของ A. baumannii 329 มีการแสดงออกลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัช่วง 30 นาที ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาความสมัพนัธข์องแบคเทอรโิอเฟจ PaP3 ที่
จ  า เพ า ะ ต่ อ  Ps. aeruginosa ใ น ก า ร วิ เค ร า ะ ห์  Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes(KEGG) pathway ของเชือ้แบคทีเรียหลังจากติดเชือ้แบคเทอริโอเฟจ PaP3 พบว่า
ในช่วง 30 นาที มียีนที่เก่ียวขอ้งกับขบวนการเมแทบอลิซึมที่ใช้ส  าหรบัการสรา้งพลังงานหรือ
สงัเคราะหส์ารโมเลกุลมีการแสดงออกเพิ่มขึน้  (Zhao et al., 2016) จากการศึกษาขา้งตน้พบว่า
เชือ้ A. baumannii 329 มีความสามารถที่จะดือ้ต่อยาปฏิชีวนะไดห้ลายชนิด และมียีนที่ส่งเสริม
การเจรญิในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม จึงไดท้  าการทดสอบฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะและออกแบบเปปไทด์
ต้านจุลชีพ เพื่ อที่ จะศึกษาแนวทางการควบคุมหรือยับยั้งเชื ้อ A. baumannii 329 โดยผล
การศึกษาพบว่ายา colistin และtigecycline มีประสิทธิภาพสงูสดุในการยบัยัง้เชือ้ ซึ่งในส่วนของ
เปปไทดต์า้นจลุชีพพบว่า vPhT02(7) มีค่า MIC เท่ากบั 1250 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร (ตาราง 7)ซึ่งมี
ประสิทธิภาพมากกวา่ vPhT02 อนัเนื่องมาจากการเพิ่มขึน้ของประจบุวกภายในสายเปปไทดท์ี่เพิ่ม
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มากขึน้ช่วยให ้vPhT02(7) มีความสามารถที่จะเขา้สู่เซลลข์องเชือ้ A. baumannii 329 ได ้ตาม
การรายงานก่อนหนา้นีท้ี่ไดมี้การศึกษาหนา้ที่ของกรดอะมิโนที่มีประจบุวกในเปปไทดต์า้นจุลชีพ
ท าให้ค่า MIC ลดลง(Jiang et al., 2010) ประกอบกับการศึกษาการเสริมฤทธ์ิร่วมกันของ 
vPhT02(7)กับยา colistin (ภาพ  15) แล้วพบว่าค่ า  MIC มีค่ าลดลง 128 เท่ า  และ66เท่ า 
ตามล าดบั โดยมีปัจจยัที่สง่ผลให ้colistin มีปฏิกิรยิารว่มกบั vPhT02(7) เนื่องจากยา colistin เป็น
ยาที่มีประจุบวกสงูซึ่งมีความสามารถที่จะไปจบักบัประจุลบที่ OM ของ A. baumannii 329 และ
ผลัก divalent ions ได้แก่ Mg2+ และCa2+ ที่ช่วยให้ชั้น OM มีความเสถียรภาพหลุดออกไป
(Thummeepak et al., 2016) ในขณะเดียวกันเปปไทดต์า้นจุลชีพ vPhT02(7) ที่มีประจุรวม +7 
สามารถที่จะผ่านเขา้สู่ชัน้ OM เพื่อที่จะท าลายชัน้ peptidoglycan สอดคลอ้งกับการศึกษาการ
ทดสอบเปปไทดต์า้นจุลชีพที่ไดจ้ากแบคเทอริโอเฟจที่จ  าเพาะต่อ A. baumannii ไดแ้ก่ LysAB2 
และPlyF307 เม่ือสอ่งภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดพบว่าเปปไทดต์า้นจลุชีพมี
ผลท าใหผ้นงัเซลลข์องเชือ้เกิดรูพรุนและท าใหข้องเหลวภายในเซลลร์ั่ วไหลออกมาเป็นเหตใุหเ้ชือ้
ตาย(Peng et al., 2017) จึงมีความเป็นไปได้ว่าเปปไทด์ต้านจุลชีพ vPhT02(7) อาจจะให้ผล
การศกึษาคลา้ยคลงึกบัการศกึษาดงัที่กลา่วมานี ้

จากการศึกษาครัง้นีไ้ดท้  าการศึกษาจีโนมทั้งหมดของ A. baumannii 329 ที่ดือ้ต่อยา
ปฏิชีวนะหลายขนาน  เพื่อที่จะทราบกลไกการดื ้อยา และความสามารถในการด ารงอยู่ใน
สภาพแวดลอ้มรวมถึงการแสดงออกยีนขณะติดเชือ้แบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 และการน าเปปไทดท์ี่
ไดจ้ากแบคเทอริโอเฟจ vPhT2 มาประยุกตใ์ชใ้นการยบัยัง้หรือควบคุมเชือ้ A. baumannii ที่เป็น
ปัญหาส าคัญในขณะนี ้พบว่าเปปไทด์ต้านจุลชีพเป็นทางเลือกที่สามารถน ามาใช้ร่วมกับยา 
colistin เพื่อที่จะลดทอนขนาดและปรมิาณของยาที่มีความเป็นพิษต่อเซลลใ์นรา่งกาย หรือน าเปป
ไทดท์ี่ไดน้  าไปพฒันาเพื่อใหมี้ประสิทธิภาพดียิ่งขึน้ อาทิเช่น การดดัแปลงเปปไทดท์ี่บรเิวณต่าง ๆ 
รวมถึงการเติมสะพาน hydrocarbon ที่ต  าแหน่งตา่ง ๆ ของกรดอะมิโนภายในสายเปปไทดต์่อไป 

 
5.2 สรุปผลการวิจยั 

การศึกษาจีโนมและการแสดงออกยีนของเชือ้ A. baumannii 329 ระหว่างการติดเชือ้ 
แบคเทอรโิอเฟจ เพื่อการน าเปปไทดท์ี่ไดจ้ากแบคเทอรโิอเฟจไปประยกุตใ์ช ้พบว่า A. baumannii 
329 มีความใกลเ้คียงกบัเชือ้ A. baumannii  

ในฐานขอ้มูลที่มีแหล่งที่มามาจากตัวอย่างจากผูป่้วย มียีนดือ้ยาและยีนก่อโรคจ านวน
มาก และพบ GIs ที่ท  าใหท้ราบวา่เชือ้มีการไดร้บัการโอนถ่ายยีนจากสิ่งแวดลอ้ม ส าหรบัการศกึษา
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การแสดงออกยีนระหว่างการติดเชือ้แบคเทอริโอเฟจแสดงใหเ้ห็นถึงการตอบสนองต่อแบคเทอริ
โอเฟจ และการเขา้ควบคมุแบคทีเรียของแบคเทอรโิอเฟจ โดยมียีน gp72 ที่ก ากบัการสรา้งเอนไซม์
เอนโดไลซินมีการแสดงออกมากในช่วงแรก และช่วงสุดท้าย ที่ มีหน้าที่ ในการท าลายชั้น  
peptidoglycan ถูกน าไปใชใ้นการออกแบบเปปไทดต์า้นจุลชีพ ผลการทดลองประสิทธิภาพของ
เปปไทดแ์สดงใหเ้ห็นว่า เปปไทด ์vPhT02(7) สามารถยบัยัง้เชือ้ A. baumannii 329 ได ้อีกทัง้ยงั
เสริมฤทธ์ิกันร่วมกับยา colistin ท าลาย A. baumannii 329 จากการศึกษาครัง้แสดงให้เห็นถึง
ขอ้มูลเชิงลึกของ XDR-A. baumannii 329 และแนวทางการควบคุมเชือ้ A. baumannii โดยใช้
เปปไทดต์า้นจลุชีพที่ไดจ้ากแบคเทอรโิอเฟจ เพื่อการน าไปพฒันาในอนาคตตอ่ไป  
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ตาราง คา่ Ct ของยีนแบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 ระหวา่งการติดเชือ้ A. baumannii 329 
 

Genes 0 min 10 min 30 min 60 min 

gp035 dCTPase 30 22.79 24.70333 23.01 

gp062 anti-sigma factor 30 19.95667 24.1 21.79333 

gp69 exonuclease A 30 22.77333 25.67333 23.59 

gp72 putative lysozyme 30 21.06667 24.83 22.88667 

gp89 holin lysis 30 22.83 24.99667 22.93333 

gp090 tail fibre 30 22.74667 24.97667 23.00333 

gp114 inhibitor of host 
transcription 

30 19.75 24.23 22.71333 

gp173 tail lysozyme 30 24.44667 26.11667 24.29333 

gp229 sigma factor 30 21.76333 25.37667 23.31667 

gp237 RNA polymerase 30 22.48667 24.19 22.42 

 
ตาราง คา่ Delta Ct ของยีน A. baumannii 329 ระหว่างการติดเชือ้แบคเทอรโิอเฟจ vPhT2 
 

Genes 0 min 10 min 30 min 60 min 

rpoH 11.56 11.83333 4.986667 8.446667 

dnaE 13.489 15.65333 5.806667 8.406667 

rho 10.035 12.34 5.026667 7.966667 

metXA 12.576 12.97333 5.143333 7.813333 

clpP 15.12 14.43667 7.066667 8.96 

coaBC 12.97 13.76333 7.453333 9.176667 

kdpA 15.682 18.35 8.586667 10.31 

dadA 10.61 11.02333 6.133333 7.856667 
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ภาคผนวก ข  

เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 
 1.เครื่องป่ันเหวี่ยงควบคมุอณุหภมูิ ScanSpeed 2236 R (LaboGene Aps, Denmark) 
 2.ตูอ้บฆ่าเชือ้ UNB300 (MEMMERT, Federal Republic, Germany) 
 3.หมอ้นึ่งความดนัไอ SS-325 (TOMY, Contherm, New Zealand) 
 4.ตูป้ลอดเชือ้ HVR 2472 (Holton LaminAir: Denmark) 

5.ตูเ้ขย่าควบคมุอณุหภมูิ Innova 4330 Refrigerated Incubator Shaker (New 
Brunswick scientific, Manasquan, New Jersey., USA) 

6.ตูบ้ม่ควบคมุอณุหภมูิ SL SHEL LAB Model 1565 Incubator (Sheldon 
Manufacturing Inc., Cornelius, Oregon, USA) 

7.เครื่องเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler 
8.เครื่องวิเคราะหป์รมิาณดีเอ็นเอ LightCycler® 480 Instrument II 
9.ASUS A550V Intel(R) Core (TM) i7-6700HQ CPU @ 2.60GHz 2.59 GHz 
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อาหารเลีย้งเชือ้ 
1.การเตรียมอาหาร LB broth ปรมิาตร 50 มิลลิลิตร 
 ชั่ง LB   1.25 กรมั 
 เติมน า้กลั่น  50 มิลลิลิตร 
ก่อนน าไปฆา่เชือ้โดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดนั 15 ปอนดต์่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ีและท าการเก็บไวท้ี่อณุหภมูหิอ้ง 
2.การเตรียมอาหาร soft medium ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชั่ง TSB   9 กรมั 
 ผงวุน้   0.7 กรมั 
 เติมน า้กลั่น  100 มิลลิลิตร 
ก่อนน าไปฆา่เชือ้โดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดนั 15 ปอนดต์่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ีและท าการเก็บไวท้ี่อณุหภมูหิอ้ง 
3.การเตรียมอาหาร 2X CAMHB ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชั่งอาหาร CAMHB 5 กรมั 
 เติมน า้กลั่น  100 มิลลิลิตร 
ก่อนน าไปฆา่เชือ้โดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดนั 15 ปอนดต์่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 12 นาท ีและท าการเก็บไวท้ี่อณุหภมูหิอ้ง 
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สารเคม ี
1.การเตรียม SM buffer (100 mM NaCl, 8 mM MgSO4, 50 mM Tris-Cl) ปรมิาตร 500 มิลลิลิตร 
 NaCl   29 กรมั 
 MgSO4.7H2O  1 กรมั 
 1 M Tris-Cl (pH 7.5) 25 มิลลิลิตร 
 ละลายสว่นผสมต่าง ๆ ทัง้หมด ก่อนท าการปรบัปรมิาตร 500 มิลลิลิตร น าไปฆา่เชือ้โดย
ใชห้มอ้นึง่ความดนัไอ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดนั 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาที และท าการเก็บไวท้ี่อณุหภมูหิอ้ง 
2.การเตรียม 5X TBE buffer (450 mM Tris-borate, 10 mM EDTA) ปรมิาตร 1 ลิตร 
 Tris base  54 กรมั 
 Boric acid  27.5 กรมั 
 0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 มิลลิลิตร 
 ละลายสว่นผสมต่าง ๆ ทัง้หมด ท าการปรบัปรมิาตร 1 ลติร จากนัน้ท าการเจือจางดว้ยน า้
กลั่นใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.5X ส าหรบัน าไปใชใ้นการเตรียม agarose gel และการท า 
agarose gel electrophoresis และท าการเก็บไวท้ี่อณุหภมูิหอ้ง 
3.การเตรียม 0.5 M EDTA (pH 8.0) ปรมิาตร 100 มิลลลิิตร 
 ละลาย disodium EDTA•H2O ปรมิาตร 18.16 กรมั ในน า้กลั่น 80 มลิลิลิตร ก่อนน าไป
ปรบั pH โดยใช ้3 M NaOH จนได ้pH 8.0 จากนัน้น ามาปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้100 มิลลลิิตร น าไป
ฆา่เชือ้โดยใชห้มอ้นึง่ความดนัไอ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดนั 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที และท าการเก็บไวท้ี่อณุหภมูิหอ้ง 
4.การเตรียม 0.85% NaCl ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชั่ง NaCl  0.85 กรมั 
 เตมิน า้กลั่น  100 มิลลิลิตร 
ก่อนน าไปฆา่เชือ้โดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดนั 15 ปอนดต์่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ีและท าการเก็บไวท้ี่อณุหภมูหิอ้ง 
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5.เตรียม 10X FA buffer และ 1X FA buffer ส  าหรบัน าไปใชว้ิเคราะห ์RNA 
 การเตรียม 10X FA buffer ประกอบดว้ย 

 50 mM NaCH₃COO 
 10 mM EDTA 
ท าการปรบั pH ใหไ้ดเ้ท่ากบั 7.0 ดว้ย NaOH 
การเตรียม 1X FA buffer ปรมิาตร 200 มิลลิลิตร 
 10 X FA buffer  20 มิลลิลิตร 
 37% (12.3 M) formaldehyde 4 มิลลิลิตร 
 RNase free water 176 มิลลิลิตร 
6.การเตรียมเจลส าหรบัการวิเคราะหอ์ารเ์อ็นเอ ปรมิาตร 50 มิลลิลิตร 
 ผงวุน้ agarose  0.5 กรมั 
37% (12.3 M formaldehyde) 900 ไมโครลิตร 
 10X FA buffer  5 มิลลิลิตร 
 RNase free water 45 มิลลิลิตร 
7.การเตรียม 10X reaction buffer 
 100 mM Tris-HCl (pH 7.5 ที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส) 
 25 MgCl2 
 1 mM CaCl2 
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ระบบปฏบิัตกิารคอมพวิเตอร ์และซอฟตแ์วร ์
1.Windows 10 Pro 
2.Windows Subsystem for Linux 2  
3.Ubuntu 20.04 LTS 
4.Conda เวอรช์ั่น 4.11.0 
5.Python เวอรช์ั่น 3.8.10 
6.R studio เวอรช์ั่น 4.1.2 
7.GraphPad Prism เวอรช์ั่น 8.0 
8.Adobe Photoshop 2020 
9.Office 365 
10.IBS software เวอรช์ั่น 1.0.3 
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