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บทคัดยอ 
  
 เปนทีย่อมรับอยางกวางขวางแลววาเชื้อ nontypeable Haemophilus influenzae  (NTHi) 
เปนเชื้อกอโรคที่สําคัญในทางเดินหายใจของคน  โดยกอใหเกิดโรคไดทั้งในเด็กและผูใหญทั่วโลก  เชือ้ 
nontypeable  H.  influenzae  นี้เปนสาเหตสาํคัญของโรคหูชัน้กลางอักเสบในเดก็  โรคปอดบวมใน
ผูใหญ  โรคไซนัสอักเสบในเด็กและผูใหญ และโรคติดเชื้อในทางเดนิหายใจสวนลางในผูปวยทีเ่ปนโรค
ปอดอุดกั้นเรื้อรัง  เนื่องจากขอมูลการติดเชื้อของ NTHi ในประเทศไทยยังมีไมมากนัก  โครงการวิจัยนี้
จึงมุงศกึษาถึงความชกุและคุณสมบัติของเชื้อ NTHi ทีแ่ยกไดจากผูปวยไทย  โดยทําการเก็บตัวอยาง
จากสิง่สงตรวจของผูปวยที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลพุทธชินราช  จังหวัดพิษณุโลก ต้ังแตวันที ่ 1 
กรกฏาคม 2548 ถึงวันที ่ 31 สิงหาคม 2549   โดยอาศัยเทคนคิ PCR-serotyping จากเชือ้ H. 
influenzae 102 isolate พบวาเปนเชื้อ NTHi จํานวน 94 (92.16%) isolate และสวนใหญของเชื้อ 
NTHi แยกไดจากเสมหะของผูปวย  เปนที่นาสนใจวาเชื้อ NTHi ทีต่รวจพบจํานวนหนึง่มาจากสิ่งสง
ตรวจที่เปนเลอืดของผูปวย invasive infection และจํานวนที่ตรวจพบนีใ้กลเคียงกนักบัเชื้อ H. 
influenzae serotype b  เชื้อ NTHi ในการศึกษานี้แยกไดจากผูปวยทุกวยั (อาย ุ1 ถึง 105 ป) โดยพบ
การติดเชื้อในอัตราที่สูงในผูปวยอายุต้ังแต 46 ปข้ึนไป การศึกษา biotype ของเชื้อ NTHi ที่แยกได 
พบวาเปน biotype III 63.83% รองลงมาเปน biotype II (7.45%), VIII (7.45%), I (6.38%), V 
(6.38%), IV (5.32%) และ VI (3.19%) ตามลําดับ และ 37 (37.23%) จาก 94 NTHi strains พบวาดื้อ
ตอยา ampicillin และ 16 strains (17.02%) ด้ือตอยา chloramphenicol  นอกจากนีพ้บการดื้อตอทั้ง
ยา ampicillin และ chloramphenicol จาํนวน 16 (17.02%) isolate   เชื้อ NTHi ที่แยกไดสามารถ
สรางเอนไซม β-lactamase โดยคิดเปนรอยละ 37.23 ของ NTHi isolate ทั้งหมด  และเชื้อทีส่ราง
เอนไซม β-lactamase  ทุก isolate จะดื้อตอยา ampicillin   เชื้อ NTHi ทั้งหมดยงัคงมีความไวตอยา 
cefotaxime และ ofloxacin  จากการศึกษารูปแบบของ outer membrane proteins (OMPs) ของเชื้อ 
NTHi สายพนัธุไทยที่แยกได โดยเทคนิค SDS-PAGE พบวามีความหลากหลายมากในการแสดงออก
ของ OMPs  และจากการทํา Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ของเชื้อเหลานี้พบความ
แตกตางของ PFGE pattern มากถงึ 46 (83.63%) pattern จากจาํนวน 55 NTHi isolate ทีน่ํามา
ศึกษา ซึ่งชี้ใหเห็นถึงความแตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทยเปน
อยางมาก  ถึงแมวาการบงชี้ถึงการระบาดของเชื้อ NTHi ในประเทศไทยยงัตองอาศัยจํานวนตัวอยาง
มากกวานี ้  ผลการศึกษาที่ไดรับคร้ังนี้แสดงใหเห็นถึงความชกุ ความหลากหลายทางฟโนทัยปและจี
โนทยัปของเชือ้ NTHi ในผูปวยไทยที่แยกไดจากโรงพยาบาลแหงหนึง่ในเขตภาคเหนือตอนลาง จงึ
สมควรอยางยิง่ที่จะตระหนักถึงความสําคญั และบทบาทของ NTHi ในฐานะเชื้อกอโรคในผูปวยไทย  
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Abstract 
 

 Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) has become a significant human 
pathogen causing mild to severe respiratory illnesses worldwide.  The pathogen is 
associated with a wide variety of diseases including otitis media in infants and children, 
pneumonia in adults, sinusitis in children and adults, and lower respiratory tract infection in 
adults with chronic obstructive pulmonary disease.  There has been limited data concerning 
NTHi infections in Thailand.  This study thus carried out to determine the prevalence of, and 
to characterize the clinical NTHi isolates among Thai patients.  One hundred and two strains 
of H. influenzae isolated from patients at a Buddhachinaraj Hospital, Phitsanulok during 
July, 2005 to August, 2006 were serotyped by PCR.  Of 102 isolates, 94 (92.16%) were 
identified as non(sero)typeable.  Most of these NTHi isolates were from sputum.  
Interestingly, a comparative number of NTHi and H. influenzae serotype b isolates was 
observed among patiants with invasive infections. The NTHi population in this study were 
from patients at all ages (1 year to 105 years), with most of the infections found in patients 
aged 46 years or over.  Biotype analysis showed that the majority (91.67%) of NTHi strains 
were biotype III.  The rest belonged to biotype II (7.45%), VIII (7.45%), followed by biotypes 
I (6.38%), V (6.38%), IV (5.32%) and VI (3.19%).  Thirty-seven (37.23%) out of 94 NTHi 
strains were resistant to ampicillin, and 16 strains (17.02%) to chloramphenicol.  Resistance 
to both ampicillin and chloramphenicol was present in 16 (17.02%) of NTHi strains.  β-
lactamase production was detected in 37.23% of isolates.   All β-lactamase strains were 
resistant to ampicillin.  However, all NTHi strains were found to be susceptible to cefotaxime 
and ofloxacin.  SDS-PAGE analysis of outer membrane protein profiles showed a marked 
OMP patterns among Thai NTHi isolates.  Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis 
revealed 46 (83.63%) pattern of NTHi 55 isolates studied, suggesting the genetic 
heterogeneity among Thai NTHi strains.  Although additional clinical samples are required to 
define the burden of NTHi in Thailand, the results in this study suggest the high prevalence 
of NTHi infections among Thai patients, and that role(s) of NTHi as a significant pathogen 
should be assessed in Thailand.   
Keywords:  Nontypeable Haemophilus influenzae, NTHi, biotypes, β-lactamase, antimicrobial 
susceptibility, outer membrane proteins, pulsed-field gel electrophoresis 
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Executive Summary 
 
1. ความสาํคัญและที่มาของปญหา 

ปจจุบันเปนทีย่อมรับกันอยางกวางขวางแลววา Nontypeable Haemophilus influenzae 
(NTHi) สามารถกอใหเกิดโรคทางทางเดนิหายใจที่รุนแรงหลายชนิด ทั้งในเด็ก ผูใหญ และผูสูงอาย ุ
(Hardy et al., 2003; Murphy, 2003) ทั้งประเทศทีพ่ัฒนาแลวและกําลงัพฒันา (Foxwell et al., 
1998)  NTHi กอโรคไดทั้งที่เปนแบบ localized และ invasive infection ที่สําคัญไดแก  otitis media, 
pneumonia, exacerbation of chronic lung disease, sinusitis, conjunctivitis meningitis, 
bacteraemia และ postpartum และ neonatal sepsis โดยมีรายงานอัตราการติดเชื้อโดย NTHi 
สูงขึ้นทุกๆ ป และสูงกวาในอดีตที่ผานมา  ทัง้ในประเทศที่พัฒนาแลว เชนประเทศในแถบอเมริกา  
ลาตินอเมริกา  ยุโรป   ออสเตรเลีย (Smith-Vaughan et al., 1996; Smith-Vaughan et al., 1997; 
Bonifacio da Silva and Martin, 2001; O'Neill et al., 2003; Bajanca et al., 2004; Campos et 
al., 2004) และประเทศที่กาํลังพัฒนา  โดยเฉพาะอยางยิ่งประเทศในแถบเอเชยี  เชน ไตหวัน ญ่ีปุน 
ปากีสถาน และ ฟลิปปนส (Chen et al., 1999; Turnak et al., 2001; Luong et al., 2004; Straus et 
al., 1998, Weinberg et al., 1990)   ปจจุบันการรักษาการติดเชื้อจาก NTHi  อาศัยเพยีงยาตานจุล
ชีพ (antibiotics) เทานั้น  อยางไรก็ตามมีรายงานมากมายเกี่ยวกับการดื้อยาตานจลุชีพของเชื้อ NTHi   
ในอัตราที่สูงในหลายประเทศทั่วโลก  ทั้งในอเมริกา  ลาตินอเมริกา ยุโรป  และเอเชยี  และอัตราการดื้อ
ยาดังกลาวสูงกวาเชื้อ H. influenzae type b ที่สําคญัในปจจุบันยงัไมมีวัคซนีสําหรับปองกนัการติด
เชื้อ NTHi 

ที่ผานมาจนถงึปจจุบันประเทศไทยไดใหความสาํคัญตอเชื้อ H. influenzae เฉพาะ type b 
เทานัน้  การตรวจวินจิฉัยในหองปฏิบัติการจึงมุงเนนเฉพาะ H. influenzae type b  โดยไมไดตระหนกั
ถึงบทบาทสําคัญในฐานะเชือ้กอโรคของ NTHi เทาที่ควร  ดวยเหตผุลที่กลาวมาแลวขางตน ประกอบ
กับมีรายงานเกี่ยวกับ phenotypic และ genotypic diversity  ทีห่ลากหลายของเชือ้ NTHi  จึงมคีวาม
จําเปนอยางยิง่สําหรับประเทศไทยที่จะตองมีการศึกษาวิจัย โดยเฉพาะในดานการระบาดวิทยา 
บทบาทในการกอโรค คุณสมบัติทาง phenotype และ genotype ของเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดใน
ประเทศไทย ตลอดจนการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกายตอตัวเชื้อ NTHi ดังกลาว 
ผูวิจัยจงึไดเสนอโครงการวจิัยนี้ข้ึนเพื่อทาํการศึกษาถงึความชกุ และคุณสมบัติทาง genotype และ  
phenotype (biotype, outer membrane protein และ antibiotic susceptibility) ของเชื้อ NTHi สาย
พันธุที่แยกไดจากผูปวยในประเทศไทย  เพื่อเปนขอมูลข้ันพื้นฐานในการการเฝาระวงัเชื้อ และการ
เตรียมการเพือ่ปองกันและควบคุมการแพรกระจายของเชื้อนี้ในประเทศไทย  และเนื่องจาก outer 
membrane protein ของ NTHi มีความสาํคัญในแงของการเปน target antigen ที่ดีสําหรบั 
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protective immune response และเปน  adherence factor สําหรับขบวนการ colonization ซึ่งถือวา
เปน critical step ของการเกิดพยาธิสภาพโดย NTHi   การศึกษา outer membrane protein profile 
ของ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทยในโครงการวิจัยนีย้ังสามารถนาํไปใชเปนขอมูลเบื้องตนใน
การศึกษารูปแบบการแสดงออก  ความหลากหลายของ outer membrane protein  กลไกการกอโรค
โดย NTHi (ซึ่งขณะนี้ยังไมทราบแนนอน) ตลอดจนการพัฒนาวัคซนีสาํหรับ NTHi สายพนัธุที่แยกไดใน
ประเทศไทยในอนาคตตอไป 
 
2.   วัตถุประสงค 
 เพื่อศึกษาความชุก และคุณสมบัติทาง phenotype และ genotype ของเชื้อ  nontypeable H. 
influenzae (NTHi) ที่แยกไดจากผูปวยทีเ่ขารับการรักษาที่โรงพยาบาลศูนยภาคเหนอืตอนลาง 
(โรงพยาบาลพุทธชินราช  จงัหวัดพิษณุโลก) 
3. ระเบียบวธิวีจิัย 

3.1 ตัวอยางสิ่งสงตรวจ (specimen) 
 เก็บตัวอยางสิง่สงตรวจทั้งทีเ่ปน sterile และ non-sterile site จากผูปวยที่เขารับการรักษาที่
โรงพยาบาลพทุธชนิราช จังหวัดพษิณุโลก (ทั้งผูปวยนอกและผูปวยใน) ซึ่งเปนโรงพยาบาลศูนยของ
เขตจังหวัดภาคเหนือตอนลาง  ต้ังแตวันที่ 1 กรกฏาคม 2548 ถึงวนัที่ 31 สิงหาคม 2549  พรอมทั้ง
บันทกึขอมูลของผูปวย ทัง้เพศ อายุ การวนิิจฉัยและประวัติการใชยา antibiotics (ถาม)ี  
 3.2 Isolation and Identification of Haemophilus influenzae 

3.2.1 Bacterial strains and isolation 
 ตัวอยางสิ่งสงตรวจที่ไดจะนาํมาแยกหาเชือ้ H. influenzae โดยนาํมาเลี้ยงบน chocolate 
agar (CA) plate ที่ 37oC ในสภาวะที่ม ี5% CO2 และตรวจสอบยืนยนัโคโลนทีี่ได โดย Gram staining 
และความตองการทัง้ haemin (X factor) และ nicotinamide adenine dinucleotide (NAD; V factor) 
ในการเจริญเติบโตของเชื้อ  H. influenzae     

3.2.2 Identification of H. influenzae 
3.2.2.1 Identification by PCR method 

 แตละ isolate ของ H. influenzae  ที่แยกไดจากขอ 3.2.1 จะนํามาทาํการ identify วาเปน 
typeable หรือ nontypeable strain โดยอาศัยเทคนิค PCR  โดยใช HI-1, HI-2 primers และยืนยันผล
การตรวจสอบดวย capsular type-specific primers a ถึง f ตามวธิกีารของ Falla และ LaClaire 
(Falla et al., 1994; LaClaire et al., 2003)   
 3.3 Characterization of nontypeable Haemophilus influenzae isolates 
 3.3.1 การศึกษาคุณสมบัติทาง phenotype 

3.3.1.1 Biotype of NTHi  
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 เนื่องจากมีรายงานความสมัพันธระหวาง biotype และ clinical isolate ของเชื้อ H. 
influenzae (Murphy et al., 1992; Webster et al., 1995; Alrawi et al., 2002)  ในการศึกษาครั้งนี ้
จะนาํ  NTHi แตละ isolate ที่ไดมาตรวจหา biotype โดยอาศัย biochemical reaction ของ indole, 
ornithine decarboxylase และ urease ตามวธิีการของ Kilian (Kilian, 1976) 

3.3.1.2 Antibiomicrobial susceptibility test 
 Nontypeable H. influenzae (NTHi) strain ที่แยกได จะนํามาตรวจหาความไวตอยาตานจุล
ชีพที่ใชบอยกบัผูปวยติดเชือ้ H. influenzae  ดวยวิธ ีdisk diffusion method ตามวิธีการของ National 
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)  

3.3.1.3 Analysis of outer membrane protein profiles 
 เนื่องจากมีรายงานพบความหลากหลายในอัตราที่สูงของเชื้อ NTHi โดยเฉพาะสวนที่เปน  
outer membrane protein (OMP) และพบในอัตราที่สูงกวา OMP ของเชื้อ H. influenzae type b  ทัง้
มีการศึกษาวากลไกการกอโรคโดย NTHi นั้น อาศัย adhesion molecule หลายชนดิ  โดยเฉพาะสวนที่
เปน OMP ของตัวเชื้อ และการพัฒนาวัคซีนสําหรับ NTHi ในปจจุบันก็มุงเนนไปที ่OMP เหลานัน้  ใน
โครงการวิจยันี้จึงทําการศึกษา profile ของ OMP ของเชื้อ NTHi สายพันธุที่แยกไดจากผูปวยใน
ประเทศไทย  โดยการสกัด OMPs ตามวธิีการของ Carlone (Carlone et al., 1986)  และศึกษา OMP 
profile โดยอาศัยเทคนิค  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) โดยใช 10% separating gel 
 3.3.2 การศึกษาคุณสมบัติทาง genotype 
 3.3.2.1 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
 นอกจากการศึกษา OMP ของ NTHi แลว  ในโครงการวิจยันี้ยงัศึกษาคณุสมบัติทาง 
genotype ของเชื้อ NTHi ดวย  โดยใชเทคนิคที่ไดรับการยอมรับวาเปน “gold standard” สําหรับการ 
typing ของเชือ้ H. influenzae  คือ Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ในการตรวจวิเคราะห  
โดยจะทาํการตัด chromosomal DNA ดวย SmaI ตามวิธีการของ Moor et al. (Moor et al., 1999)  
และนําไปวเิคราะหบน agarose gel เปรียบเทียบกับ DNA marker ใน CHEF-Mapper (BioRad) 
หลังจากนั้นทาํการยอมเจลดวย ethidium bromide และทําการวิเคราะห PFGE pattern ตามวิธีการ
ของ Tenover et al. (Tenover et al.,1995)   
 
4.  ผลการทดลอง 
 4.1.  Clinical samples and microbiological identification of Haemophilus influenzae 
 ตัวอยางสิ่งสงตรวจ 5 ชนิด ไดแกเสมหะ (sputum), throat swab, bronchial wash, หนอง 
(pus) จากตาและโพรงจมกู, และเลือด (sterile site) จากผูปวยทีเ่ขารับการรักษาทีโ่รงพยาบาลพทุธชนิ
ราช จังหวัดพษิณุโลก ต้ังแตวันที่ 1 กรกฏาคม 2548 ถึงวนัที่ 31 สิงหาคม 2549   นํามาทําการแยกเชื้อ
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โดยวิธีในหวัขอ 3.2.1  สามารถแยกเชื้อ H. influenzae  ไดทั้งสิ้น 102 isolate  เชื้อ H. influenzae  
บริสุทธิ์ดังกลาวมาจากตัวอยางสิง่สงตรวจของผูปวยที่มอีายุต้ังแต 1 ป ถึง 105 ป โดยมีอายเุฉลีย่ที่ 56  
ป  แบงเปนเพศชาย 64 คน และเพศหญงิ 38 คน ในจํานวนนีเ้ปน H. influenzae ที่แยกไดจากเสมหะ, 
throat swab, bronchial wash, หนอง (pus) จากตาและโพรงจมูก, และจากเลือด จํานวน 87, 1, 1, 8 
และ  5  isolates ตามลําดับ 
 

4.2  Serotyping of H. influenzae by PCR 
 เชื้อ H. influenzae บริสุทธิ์จะถูกนํามาทาํการ identify ตอเพื่อแยกวาเปน capsular 
serotypeable strain หรือ nonserotypeable strain ดวยเทคนิค PCR โดยใช HI-1, HI-2 primers และ
ยืนยนัผลการตรวจสอบดวย capsular type-specific primers a ถึง f ตามวธิทีี่กลาวมาแลวในหวัขอ 
3.2.2.1 ผลการจําแนกเชื้อ H. influenzae จํานวน 102 isolate ดวยวิธี PCR พบวาเปน nontypeable 
H. influenzae  (NTHi) strain ทั้งสิน้ 94 isolates คิดเปน 92.16% ของ H. influenzae ที่แยกไดทั้งหมด  
ที่เหลือเปน serotype a, b, e และ f จํานวน 3, 3, 1 และ 1 isolate คิดเปนรอยละ 2.94, 2.94, 0.98 
และ 0.98 ตามลําดับ   และสวนใหญ (81 จาก 94; 86.17%) ของเชื้อ NTHi แยกไดจากเสมหะของ
ผูปวย  พบการติดเชื้อ NTHi ในผูปวยทุกวยัตั้งแตอาย ุ1 ป จนถงึอาย ุ105 ป โดยพบอัตราการติดเชื้อสูง
ในผูปวยอายต้ัุงแต 46 ปข้ึนไป  เปนทีน่าสังเกตวาในจํานวนเชื้อ NTHi ที่แยกไดทั้งหมดม ี  3 isolate 
(3.19%) แยกไดจากสิ่งสงตรวจที่เปนเลอืด (hemoculture) ซึ่งเปน sterile site จากผูปวยทีม่ีอาย ุ 2 
และ 70 ป (อีก 1 รายไมทราบอายุ) ซึง่เปนจํานวนที่ใกลเคียงกับการติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุมา
จาก H. influenzae  type b  
 4.3 การศึกษาคุณสมบัติทาง phenotype ของเชื้อ nontypeable H. influenzae ที่
แยกได 
 4.3.1 Biotype ของเชื้อ nontypeable H. influenzae  
 เชื้อ NTHi ที่แยกได นํามาทาํการตรวจหา biotype โดยอาศัยปฏิกิริยาทางชวีเคมีของ indole 
production, ornithine decarboxylation และ urease activity ตามวิธีการของ Kilian (Kilian, 1976) 
พบวา 60 จาก 94 isolate ของเชื้อ NTHi ที่แยกไดเปน biotype III คิดเปน 63.83% ของเชื้อ NTHi ที่
แยกไดทั้งหมด รองลงมาเปน biotype II (7.45%), VIII (7.45%), I (6.38%), V (6.38%), IV (5.32%) 
และ VI (3.19%) ตามลาํดับ และในจํานวน 55 isolate (91.67%) ของ H. influenzae biotype III มา
จากสิง่สงตรวจที่เปนเสมหะ  ไมพบ biotype VII จากเชือ้ NTHi ในการศึกษานี ้ 

4.3.2 Antimicrobial susceptibility 
 ผลการศึกษาความไวของยาตานจุลชีพของเชื้อ NTHi จํานวน 94 isolate ที่แยกได พบวามี
ความสามารถในการตานตอยา ampicillin และ chloramphenicol ถึงรอยละ 37.23 และ 17.02 
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ตามลําดับ  พบการดื้อตอยาตานจุลชีพมากกวา 1 ชนดิ (ampiciliin และ chloramphenicol) จํานวน
ถึง 16 isolate โดยคิดเปน 17.02%  ในกรณทีี่มีการทดสอบความไวตอยา 
trimetroprim/sulfa(cotrimoxazole)  พบเชื้อ NTHi ที่ด้ือตอยาดังกลาวถึง 57.45% ของจํานวนเชื้อที่
ทดสอบทัง้หมด  นอกจากนีย้ังพบวาประมาณ 37% ของเชื้อ nontypeable H. influenzae ที่แยกไดมี
ความสามารถในการสรางเอนไซม β-lactamase  และเชื้อที่สรางเอนไซม β-lactamase  ทุก isolate 
จะดื้อตอยา ampicillin ในจาํนวนนี้รวมถึง NTHi ที่แยกไดจากเลือด (1 isolate)   จากการศึกษาครั้งนี้
ไมพบ isolate ที่เปน ampicillin-resistant β-lactamase  negative strain   และเชื้อ NTHi ที่แยกได
ทั้งหมดยงัคงมีความไวตอยา cefotaxime และ ofloxacin   

4.3.3 Analysis of outer membrane protein profiles of NTHi isolates 
 เชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากโครงการวิจยันี ้ นํามาทําการศึกษา profile ของ outer 
membrane proteins (OMPs) ตามวิธใีนหวัขอ 3.3.1.3  ผลจากการทาํ SDS-PAGE พบวา OMP 
profile ของเชื้อ NTHi สายพันธุที่แยกไดผูปวยไทยจากการศึกษานี้ ประกอบไปดวย OMPs จํานวน 4-
7 ชนิดซึ่งมี molecular weight อยูระหวาง 25-116 kDa  รูปแบบของ OMP จากเชื้อ NTHi สายพันธุที่
แยกไดผูปวยไทยในการศึกษาครั้งนีพ้บวามีความหลากหลายมาก ทั้งชนิดของ major OMP bands 
และระดับการแสดงออก (levels of expression) ของ OMP แตละชนิด และไมมีรูปแบบใดที่พบเปน 
dominant OMP pattern อยางไรก็ตามจากการวิเคราะหรูปแบบของ OMP ดวยโปรแกรม GeneTool 
System พบวาเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดผูปวยไทยทีศึ่กษาเหลานีม้ีการแสดงออกของ major outer 
membrane proteins ที่ molecular weight ระหวาง 37-42 kDa  นอกจากนี้ยงัพบ OMPs ที่ 
molecular weight ระหวาง 26-32 kDa ดวย  เปนทีน่าสังเกตวา NU-48 และ NU-56 ซึ่งแยกไดจาก
เลือดของผูปวย invasive infection มี OMP profile ที่เหมือนกัน ในขณะที่ NU-84 ซึ่งแยกไดจากเลือด
ผูปวยเชนกนั มีการแสดงออกของ OMP ที่ตางจาก NU ทัง้สองสายพันธุ นอกจากความหลากหลาย
ของรูปแบบแลว ผลจากการศึกษาครั้งนี้ไมพบความสัมพันธระหวาง OMP profile และ biotype หรือ
ชนิดของสิ่งสงตรวจ  

4.4  การศกึษาคุณสมบัติทาง genotype ของเชื้อ NTHi ที่แยกไดโดยเทคนคิ Pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE) 
 เชื้อ NTHi สายพนัธุทีว่ิเคราะหคุณสมบัติของ OMPs แลวจะนํามาทาํการศึกษาคุณสมบัติทาง 
genotype ตอโดยใชเทคนคิ PFGE ตามวิธีในหวัขอที ่ 3.3.2.1 ผล PFGE ของเชื้อ NTHi สายพันธุที่
แยกไดจากผูปวยไทย จะเหน็ไดวา โดยใชrestriction enzyme, SmaI, PFGE pattern ของ NTHi สาย
พันธุที่แยกไดจากผูปวยไทย มีความแตกตางกนัมาก จากการวเิคราะหพบ PFGE pattern ที่ตางกันถงึ 
46 (83.63%) pattern จากจํานวน NTHi 55 isolates ทีท่ําการศึกษาทั้งหมด  ความแตกตางของ 
PFGE pattern นี้พบไดแมในกรณีที่มกีารแสดงออกของ OMP profile เหมือนกนั เชน NU-97 และ 
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NU-100 มี OMP profile เหมือนกนั แตมี PFGE pattern ที่ตางกนัโดยสิ้นเชงิ เชนเดียวกับ NU-64 และ 
NU-66 เปนตน  เปนที่นาสงัเกตวา NTHi strains ที่แยกไดจากผูปวย invasive infection (NU-48 และ 
NU-56) ซึ่งม ีOMP profile เหมือนกนั ก็พบ pattern ของ PFGE ที่ตางกนั  อยางไรก็ตามในการศกึษา
คร้ังนี้พบ NTHi strains ทีม่ีการแสดงออกของทัง้ OMP และ PFGE profiles ที่เหมือนกัน ดังเชนใน
กรณีของ NU-77, NU-97, NU-103 และ NU-62, NU-63 ซึ่งเชื้อ NTHi เหลานี้แยกจากผูปวยตางคน
กันทั้งสิน้  และในจํานวน isolate ที่นํามาศึกษา PFGE มีเพียง NU-35, -37 และ -68 ที่เอนไซม SmaI 
ไมสามารถยอยได (results not shown)   
 
5.  สรปุและวิจารณผลการทดลอง 
 โครงการวิจยันี้ไดนําเทคนิค PCR ซึ่งมีความจาํเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) 
สูง มาใชเพื่อการจําแนกเชื้อ nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) ออกจาก serotypeable 
H. influenzae  โดยการใช primers HI-1 และ HI-2  ซึ่งจะ amplify ชิ้นสวนของ bexA gene ซึ่งเปนยนี
ที่มีความสําคญัในการ export และการแสดงออกของ polysaccharide capsule ของ H. influenzae  
(Luong et al., 2004; Falla et al., 1994; LaClaire et al., 2003)  สามารถแยกเชื้อ NTHi ไดจากสิ่งสง
ตรวจของผูปวยที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลพุทธชินราช จงัหวัดพษิณุโลก โดยพบเชื้อ NTHi สูงถึง
รอยละ 92.16% ของเชื้อ H. influenzae ที่แยกไดทัง้หมดจากผูปวย  ซึ่งเปนเปอรเซนตที่สูงกวาเชื้อ H. 
influenzae serotype b (2.94%) มาก  ผูปวยที่ติดเชื้อ NTHi เหลานี ้พบวามีอายุต้ังแต 1 ป ถึง 105 ป  
และไมไดจํากัดอยูเฉพาะเดก็ที่มีอายุตํ่ากวา 5 ปเหมือนการติดเชื้อจาก H. influenzae type b  โดยพบ
การติดเชื้อ NTHi ในอัตราสูงในผูปวยทีม่ีอายุต้ังแต 46 ปข้ึนไป โดยเฉพาะอยางยิ่งผูปวยสูงวัย อายุ
ระหวาง 66-75 ป ผลการศกึษาครั้งนี้สอดคลองกับการศึกษาจากประเทศอื่น ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งจาก
ประเทศทีก่ําลงัพัฒนา (Foxwell et al., 1998)  และหากพิจารณาเฉพาะเชื้อ H. influenzae ที่แยกได
จากผูปวย invasive infection พบวาเปนเชื้อ NTHi และ H. influenzae type b ในอัตราที่ใกลเคียงกนั 
(3 isolate และ 2 isolate ตามลําดับ) และเชื้อ NTHi ที่แยกไดนี้มาจากผูปวยที่มีอายุ 2 และ 70 ป (อีก 
1 รายไมทราบอายุ) และทีน่าสนใจพบวาเชื้อจากผูปวย invasive infection ดังกลาวมีความสามารถใน
การสรางเอนไซม β-lactamase และดื้อตอยา ampicillin 
 เนื่องจากมีรายงานความสมัพันธระหวาง biotype และ clinical isolate ของเชื้อ H. 
influenzae (Murphy et al., 1992; Webster et al., 1995; Alrawi et al., 2002)  การศึกษา biotype 
ของเชื้อ NTHi สายพนัธุไทยที่แยกไดจากผูปวยจากการศึกษานี้ พบวาเปน biotype III ถึง 63.83% 
และ 91.67% ของ H. influenzae biotype III มาจากสิง่สงตรวจที่เปนเสมหะ นอกนัน้พบเปน biotype 
II (7.45%), VIII (7.45%), I (6.38%), V (6.38%), IV (5.32%) และ VI (3.19%) ตามลําดับ แตไมพบ 
biotype VII จากเชื้อ NTHi จากการศึกษาครั้งนี ้  เนือ่งจากชนิดของสิ่งสงตรวจในโครงการนี้สวนใหญ



 11

ไดมาจากเสมหะผูปวย การศึกษาครั้งนี้จึงไมสามารถระบุความสัมพนัธระหวาง biotype และชนิดของ
ตัวอยางสิ่งสงตรวจได 
 เชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทยเหลานี้ พบวามีความสามารถในการตานตอยา 
ampicillin และ chloramphenicol สูงถงึรอยละ 37.23 และ 17.02 ตามลาํดับ  พบการดื้อตอทั้งยา 
ampiciliin และ chloramphenicol ถึง 17.02%   และพบเชื้อ NTHi ที่ด้ือตอยา 
trimetroprim/sulfa(cotrimoxazole)  สูงถงึ 57.45% ของจํานวนเชื้อที่ทดสอบทั้งหมด  นอกจากนี้ยงั
พบเชื้อ NTHi  ที่ด้ือตอยาตานจุลชีพ 3 ชนิด (multidrug resistant strains) คือ ampiciliin, 
chloramphenicol และ trimetroprim/sulfa(cotrimoxazole) ถึง 7.45%  และประมาณ 37% ของเชื้อ 
nontypeable H. influenzae ที่แยกไดทัง้หมดมีความสามารถในการสรางเอนไซม β-lactamase  และ
เชื้อที่สรางเอนไซม β-lactamase  ทุก isolate จะดื้อตอยา ampicillin และไมพบ isolate ที่เปน 
ampicillin-resistant β-lactamase  negative strains อยางไรก็ตาม เชื้อ NTHi ที่แยกไดยังคงมีความ
ไวตอยา cefotaxime และ ofloxacin โดยรวม ผลดังกลาวชี้ใหเห็นถึงการดื้อตอยาตานจุลชีพในอัตราที่
สูงของเชื้อ NTHi สายพนัธุทีแ่ยกไดจากผูปวยไทยเหลานี ้  

การศึกษา outer membrane protein (OMP) profile ของเชื้อ NTHi สายพนัธุทีแ่ยกไดจาก
ผูปวยไทย โดยเทคนิค SDS-PAGE พบวาประกอบ OMPs จํานวน 4-7 ชนิดซึ่งม ีmolecular weight 
อยูระหวาง 25-116 kDa  รูปแบบของ OMP จากเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดผูปวยไทยในการศึกษา
คร้ังนี้พบวามคีวามหลากหลายมาก ทัง้ชนิดของ major OMP bands และระดับการแสดงออก (levels 
of expression) ของ OMP แตละชนิด และไมมีรูปแบบใดที่พบเปน dominant OMP pattern   และ
จากการวิเคราะหรูปแบบของ OMP พบวาเชื้อ NTHi สายพนัธุไทยทีศึ่กษาเหลานีม้ีการแสดงออกของ 
major outer membrane proteins ที่ molecular weight ระหวาง 37-42 kDa ซึ่งสอดคลองกับรายงาน
การวิจยัจากประเทศอื่น ๆ (Munson et al., 1990, Murphy and Bartos, 1988; Yi and Murphy, 
1994; Neary et al., 2001) ที่พบ most abundant OMP ของเชื้อ NTHi ที่ molecular weight 36-42 
kDa (P2 protein) (Munson et al., 1990, Murphy and Bartos, 1988; Yi and Murphy, 1994; 
Neary et al., 2001)   นอกจากนี้ยงัพบ OMPs ที่ molecular weight ระหวาง 26-32 kDa ดวย ซึ่ง
สอดคลองกับผลการรายงานอื่น ๆ ที่พบ OMPs ที่ molecular weight ระหวาง 26-32 kDa ที่สําคัญ
ไดแก P4 (Green et al., 1991), P5 (Bakaletz et al., 1997; Bakaletz et al., 1999; Webb and 
Cripps, 2000; Bakaletz, 2001), OMP26 (Kyd and Cripps, 1998; El-Adhami et al., 1999; Kyd 
et al., 2003) อยางไรก็ตามมีรายงานวา antigenic heterogeneity ของ OMP ของเชื้อ NTHi ในอัตรา
ที่คอนขางสูง (Smith-Vaughan et al., 1996)    ผลการศึกษารูปแบบของ OMPs นี้เปนเพยีงองค
ความรูพืน้ฐานที่ไดรับ  การศึกษาในขัน้ตอไปจะเนนการศึกษา antigenicity และ immunogenicity 
ของ OMPs จากเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทย ตลอดจน common epitope(s) ที่ปรากฏ
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บน OMP ของเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดดังกลาว เพือ่ศึกษาถงึกลไก และ/หรือบทบาทในการกอโรค 
ตลอดจนการพัฒนาวัคซนีในอนาคต 
 การศึกษาทาง genotype โดยอาศัยเทคนิค PFGE ซึ่งถือเปน gold standard สําหรับการทํา 
typing ของเชื้อ NTHi พบ PFGE pattern ที่ตางกันถึง 46 (83.63%) pattern จากจํานวน NTHi 55 
isolate ทีท่ําการศึกษาทั้งหมด และเปนทีน่าสงัเกตวา NTHi isolate จาก hemoculture (NU-48 และ 
NU-56) ในขณะที่มีการแสดงออกของ OMP เหมือนกนั แตมี PFGE pattern ที่ตางกนั  เปนไปไดวา 
NTHi strain ซึ่งมีความแตกตางกันทาง genetic อาจใชกลไก (เชน OMPs) ที่เหมือนกนัในการกอโรค
ได  อยางไรกต็ามกลไกการกอโรคดังกลาวยังคงตองไดรับการศึกษาวจิัยตอไป  โดยรวมผลจาก PFGE
นี้แสดงใหเหน็ถึง ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ NTHi strain ซึ่งแยกไดจากผูปวยไทย  แมจะ
เปนการศึกษาจากโรงพยาบาลศูนยเพียงแหงเดียวก็ตาม  เทคนิค PFGE ดังกลาวสามารถนาํมาใช
ศึกษาทางระบาดวิทยาของเชื้อ NTHi สายพนัธุไทยได และผลจาก PFGE สามารถยังสามารถบอกถึง 
NTHi strain ที่ circulate อยูในชุมชนนั้นๆ ไดดวย 
 สรุปโดยภาพรวมของโครงการวิจัยนี้ แสดงใหเห็นถึงการติดเชื้อของ nontypeable H. 
influenzae ในอัตราที่สูงถงึ 92.16% เมือ่เทียบกบัเชื้อ H. influenzae ทั้งหมดทีแ่ยกไดในผูปวยที่เขา
การรักษาจากโรงพยาบาลศนูยแหงหนึง่ในเขตจังหวัดภาคเหนือตอนลาง และการตดิเชื้อดังกลาวพบใน
ผูปวยทุกวยั ต้ังแตเด็กอาย ุ 1 ป จนถงึ 105 ป  แตมักพบการติดเชื้อในอัตราที่สูงในผูสูงอายุ ทีม่ีอายุ
ระหวาง 66-75 ป  เชื้อ NTHi ที่แยกไดเหลานี้มีความสามารถในการสรางเอนไซม β-lactamase และ
ด้ือตอยา ตานจุลชีพในอัตราที่สูง  และยิง่ไปกวานัน้พบ multidrug-resistant NTHi strain ในอัตราที่สูง
อีกดวย  เปนที่นาสังเกตวาเชื้อ NTHi สามารถกอใหเกดิ invasive infection ไดในอัตราที่พอ ๆ กับเชื้อ 
H. influenzae serotype b และการศึกษา OMP และ PFGE pattern ของเชื้อ NTHi ที่แยกได พบ
ความหลากหลายทาง phenotype และ genotype ระหวางสายพันธุจากผูปวยทีแ่ยกไดในประเทศไทย  
ถึงแมจะมีขอจํากัดในเรื่องจํานวนตวัอยางที่ศึกษาและมาจากโรงพยาบาลศนูยเพียงแหงเดียว  ผล
การศึกษาที่ไดรับคร้ังนี้แสดงใหเหน็ถงึความชุกของเชื้อ NTHi ในผูปวยไทย การตระหนักถึงบทบาท
ความสาํคัญของเชื้อ NTHi ในฐานะเชื้อกอโรค การวางแผนการปองกนั และควบคุมโรคที่มีสาเหตุมา
จากเชื้อ NTHi ในประเทศไทยจงึควรไดรับความสนใจ  ovd0kdoyhoผลการศึกษาทางดาน 
phonotype และ genotype จากโครงการวิจยันี้สามารถนาํมาใชเปนขอมูลพืน้ฐานในการวิจัยขั้นสูง
ตอไป 
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เนื้อหางานวิจัย 
 

1. ความสาํคัญและที่มาของปญหา 
Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) เปนแบคทีเรียกรัมลบ  รูปรางเปนทอนสัน้ๆ 

(coccobacilli)   มีลักษณะเฉพาะที่แตกตางไปจาก serotypeable H. influenzae อ่ืนๆ (type a, b, c, 
d, e และ f) คือไมมีการสราง polysaccharide capsule หอหุมบนผิวเซลล  จึงเรียกวาเปน 
nontypeable strain   แบคทีเรียชนิดนีม้ีมนุษยเปน natural host เทานัน้ พบเชือ้นี้ไดบริเวณทางเดนิ
หายใจสวนบน รวมถงึ nasopharynx และ posterior oropharynx  โดยมี carriage rate สูงถงึ 80%  
และ 40% ในเด็กและ ในผูใหญตามลาํดับ (Mackowiak, 1982; Kuklinska and Kilian, 1984)   ใน
ประเทศทีก่ําลงัพัฒนา เชน Papua New Guinea มีรายงานของ  carriage rate ในเด็กแรกเกิดอายุ 0-
3 เดือน สูงถึง 100%   (Gratten et al., 1986)  ปจจุบันเปนที่ยอมรับกันอยางกวางขวางแลววา NTHi 
สามารถกอใหเกิดโรคทางทางเดนิหายใจที่รุนแรงและเปนปญหาที่สําคัญทางดานสาธารณสุขหลาย
ชนิด  การเกิดโรคโดย NTHi ไมไดจํากัดอยูเฉพาะในเด็กที่มีอายุตํ่ากวา 5 ปเหมือนใน H. influenzae 
type b (Hib) เทานัน้   NTHi ยังเปนสาเหตุของโรครายแรงในผูใหญและผูสูงอายุอีกดวย  (Hardy et 
al., 2003; Murphy, 2003)  NTHi กอโรคไดทั้งที่เปนแบบ localized และ invasive infection ซึ่งมี
รายงานการกอโรคโดย NTHi ในหลายประเทศ  ทัง้ประเทศที่พัฒนาแลวและกําลงัพัฒนา (Foxwell et 
al., 1998)  โรคที่สําคัญไดแก  otitis media, pneumonia, exacerbation of chronic lung disease, 
sinusitis, conjunctivitis meningitis, bacteraemia และ postpartum และ neonatal sepsis  ขณะนี้
การรักษาการติดเชื้อจาก NTHi  อาศัยเพียงยาตานจุลชีพ (antibiotics) เทานัน้  อยางไรกต็ามมี
รายงานมากมายเกีย่วกับการดื้อยาตานจลุชีพของเชื้อ NTHi   ในหลายประเทศทัว่โลก  ทั้งในอเมริกา  
ลาตินอเมริกา ยุโรป  และเอเชีย   ที่สําคัญยังไมมีวัคซีนสําหรับปองกนัการติดเชือ้ nontypeable H. 
influenzae ออกมาใช  วัคซีนสาํหรับเชื้อ H. influenzae ที่ใชกนัอยูในปจจุบัน คือ capsular-
polysaccharide conjugate (polyribosyl ribitol phosphate; RPR) vaccine ซึ่งสามารถกระตุน
ระบบภูมิคุมกนัและปองกันการติดเชื้อจาก  H. influenzae serotype b เทานัน้  แตวัคซีนชนิดนี้ไม
สามารถปองกนัการติดเชื้อจาก  NTHi  ได เนื่องจาก NTHi ไมมีการสราง polysaccharide capsule 
บนผิวเซลล     
 สําหรับประเทศไทย  ยงัไมพบการรายงานขอมูลใดๆ ที่เกี่ยวกับการระบาดวทิยา และ
การศึกษาอ่ืนๆ ซึ่งเกีย่วของกับเชื้อ NTHi  ที่ผานมาจนถึงปจจุบันประเทศไทยไดใหความสําคัญตอเชื้อ 
H. influenzae เฉพาะ type b เทานัน้  ที่เปนเชนนี้ เปนไปไดวาสาเหตุของการกอโรครุนแรงโดย H. 
influenzae ในอดีตจะมาจาก type b เปนสวนใหญ  การตรวจวนิิจฉัยในหองปฏิบัติการจึงมุงเนน
เฉพาะ H. influenzae type b  โดยไมไดตระหนักถึงบทบาทสําคัญในการกอโรคของ  NTHi เทาที่ควร   
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และเนื่องจาก non-serotypeable H. influenzae มักจะเกิดการเกาะกลุมระหวางตัวเชื้อดวยกนัเอง  
การตรวจวนิิจฉัยในหองปฏบัิติการอาจเกดิความคลาดเคลื่อนในการแปลผลได เมื่อมีการทดสอบโดย
อาศัยปฏิกิริยาการเกาะกลุม (agglutination) เชนแปลผลเปน serotype b เนื่องจากมีความลาํเอียงใน
การตรวจหาเชื้อ type b อยูแลว (Shann, 1999)   อยางไรก็ตาม  ขณะนี้ทัว่โลกไดยอมรับและให
ความสาํคัญอยางยิ่งตอเชื้อ NTHi ในการเปนสาเหตุกอโรคทางทางเดนิหายใจที่รายแรงหลายชนิด โดย
มีรายงานอัตราการติดเชื้อโดย NTHi สูงขึ้นทกุๆ ป และสูงกวาในอดีตที่ผานมา  ทัง้ในประเทศที่พฒันา
แลว เชนประเทศในแถบอเมริกา  ลาตินอเมริกา  ยุโรป   ออสเตรเลีย (Smith-Vaughan et al., 1996; 
Smith-Vaughan et al., 1997; Bonifacio da Silva and Martin, 2001; O'Neill et al., 2003; 
Bajanca et al., 2004; Campos et al., 2004) และประเทศที่กําลังพัฒนา  โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ประเทศในแถบเอเชีย  เชน ไตหวัน ญ่ีปุน ปากีสถาน และ ฟลิปปนส ดวยเชนกนั (Chen et al., 1999; 
Turnak et al., 2001; Luong et al., 2004; Straus et al., 1998, Weinberg et al., 1990)    ทีสํ่าคัญ
ในปจจุบันยังไมมีวัคซนีสําหรับปองกันการติดเชื้อ NTHi  ประกอบกบัมีรายงานเกีย่วกับ phenotypic 
และ genotypic diversity และรายงานการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ NTHi ในอัตราที่สูง  และสูงกวา
เชื้อ H. influenzae type b   ดวยเหตุผลดังกลาว จึงมีความจาํเปนอยางยิ่งสาํหรับประเทศไทยที่
จะตองมีการศึกษาวิจัย โดยเฉพาะในดานการระบาดวทิยา บทบาทในการกอโรค คุณสมบัติทาง 
phenotype และ genotype ของเชื้อ NTHi สายพนัธุทีแ่ยกไดในประเทศไทย ตลอดจนการศึกษาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกนัของรางกายตอตัวเชื้อ NTHi ดังกลาว ผูวิจยัจึงไดเสนอโครงการวิจยันีข้ึ้นเพื่อ
ทําการศึกษาถึงความชุก บทบาทในการกอโรคของเชื้อ NTHi  และคุณสมบัติทาง genotype และ  
phenotype (biotype, outer membrane protein และ antibiotic susceptibility) ของเชื้อ NTHi สาย
พันธุที่แยกไดจากผูปวยในประเทศไทย  เพื่อเปนขอมูลข้ันพื้นฐานในการการเฝาระวงัเชื้อ และการ
เตรียมการเพือ่ปองกันและควบคุมการแพรกระจายของเชื้อนี้ในประเทศไทย  และเนื่องจาก outer 
membrane protein ของ NTHi มีความสาํคัญในแงของการเปน target antigen ที่ดีสําหรบั 
protective immune response และเปน  adherence factor สําหรับขบวนการ colonization ซึ่งถือวา
เปน critical step ของการเกิดพยาธิสภาพโดย NTHi   การศึกษา outer membrane protein profile 
ของ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทยในโครงการวิจัยนีย้ังสามารถนาํไปใชเปนขอมูลเบื้องตนใน
การศึกษารูปแบบการแสดงออก  ความหลากหลายของ outer membrane protein  กลไกการกอโรค
โดย NTHi (ซึ่งขณะนี้ยังไมทราบแนนอน) ตลอดจนการพัฒนาวัคซนีสาํหรับ NTHi สายพนัธุที่แยกไดใน
ประเทศไทยในอนาคตตอไป 
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2.   วัตถุประสงค 
 2.1 เพื่อศึกษาความชุกของเชื้อ  nontypeable H. influenzae (NTHi) เทียบกับเชื้อ 
typeable H. influenzae  ที่แยกไดจากผูปวยที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลศูนยภาคเหนือตอนลาง 
(โรงพยาบาลพุทธชินราช  จงัหวัดพิษณุโลก) 
 2.2 เพื่อศึกษาคุณสมบัติทาง phenotype ไดแก biotype, outer membrane protein 
profile และ antibiotic susceptibility ของเชื้อ NTHi ทีแ่ยกไดจากผูปวยในขอ 2.1 
 2.3 เพื่อศึกษาคุณสมบัติทาง genotype รวมทัง้การหาลาํดับเบสของ 16S rRNA ของเชื้อ 
NTHi ที่แยกไดจากผูปวยในขอ 2.1 
3.  วธิีการทดลอง 

3.1 ตัวอยางสิ่งสงตรวจ (specimen) 
 เก็บตัวอยางสิง่สงตรวจทั้งทีเ่ปน sterile และ non-sterile site จากผูปวยที่เขารับการรักษาที่
โรงพยาบาลพทุธชนิราช จังหวัดพษิณุโลก (ทั้งผูปวยนอกและผูปวยใน) ซึ่งเปนโรงพยาบาลศูนยของ
เขตจังหวัดภาคเหนือตอนลาง  ต้ังแตวันที่ 1 กรกฏาคม 2548 ถึงวนัที่ 31 สิงหาคม 2549  พรอมทั้ง
บันทกึขอมูลของผูปวย ทัง้เพศ อายุ การวนิิจฉัยและประวัติการใชยา antibiotics (ถาม)ี  
 3.2 Isolation and Identification of Haemophilus influenzae 

3.2.1 Bacterial strains and isolation 
 ตัวอยางสิ่งสงตรวจที่ไดจะนาํมาแยกหาเชือ้ H. influenzae โดยนาํมาเลี้ยงบน chocolate 
agar (CA) plate ที่ 37oC ในสภาวะที่ม ี5% CO2 และตรวจสอบยืนยนัโคโลนทีี่ได โดย Gram staining 
และความตองการทัง้ haemin (X factor) และ nicotinamide adenine dinucleotide (NAD; V factor) 
ในการเจริญเติบโตของเชื้อ  H. influenzae     

3.2.2 Identification of H. influenzae 
3.2.2.1 Identification by PCR method 

 แตละ isolate ของ H. influenzae  ที่แยกไดจากขอ 3.2.1 จะนํามาทาํการ identify วาเปน 
typeable หรือ nontypeable strain โดยอาศัยเทคนิค PCR  โดยใช HI-1, HI-2 primers และยืนยันผล
การตรวจสอบดวย capsular type-specific primers a ถึง f  
 การจําแนก serotype โดย PCR ทําไดโดยการสกัด DNA จากโคโลนีของเชื้อ H. influenzae 
ตามวิธกีารของ Falla และ LaClaire (Falla et al., 1994; LaClaire et al., 2003)  โดยปรับเปลี่ยน
วิธีการบางสวน  เร่ิมจากการเขี่ย 8-10 โคโลนีของเชื้อ H. influenzae บริสุทธิ์ที่เจริญอยูบน CA ใน
สภาวะ 37oC, 5% CO2 ลงในน้าํกลัน่ที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 120 µl  นาํไป incubate ที่ 100 oC นาน 
10 นาท ี จากนั้นนําไปปนที ่ 13,000 rpm, 5 นาท ี  ดูดสวนใสดานบน (supernatant) ใสใน 1.5 ml 
microcentrifuge tube หลอดใหม และนาํ DNA ที่สกัดไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 260 
nm และคํานวณความเขมขนของ DNA ที่สกัดได   
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 PCR-serotyping ของเชื้อ H. influenzae ทําไดโดยใช primers HI-1 และ HI-2  ซึ่งจะ amplify 
bexA gene ของ capsular typeable H. influenzae  (a, b, c, d, e และ f) ได PCR product ขนาด 
343 bp ในขณะที ่ nontypeable (noncapsulated) strains จะใหผลลบกับ HI-1 และ  HI-2 primers   
ซึ่งในโครงการวิจัยนี้ใช reference H. influenzae strains; type a, b, c, d, e, และ f (DMST 4690, 
DMST 7956, DMST 4693, DMST 4694, DMST 4695, และ DMST 9003) และ nontypeble strain 
(DMST 3088) ที่ไดจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทยมาเปน 
positive และ negative control ตามลําดับ   H. influenzae-DNA ที่ใหผลลบกบั HI-1/HI-2 primers 
จะถูกนํามาตรวจสอบยนืยนัผลโดยใช  capsular type-specific primers a ถึง f  (a1/a2, b1/b2, 
c1/c2, d1/d2, e1/e2 และ f1/f2) อีกครั้ง  H. influenzae isolate ใดทีใ่หผล PCR เปนลบกับ HI-1 และ  
HI-2 primers, และ capsular type-specific primers a ถึง f  จะถือวาเปน nontypeable strain     
Primers และ PCR components และ PCR condition ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้แสดงในตารางที่  1, 2  
และ 3 
 
ตารางที่ 1  H. influenzae capsule type-specific primers (Falla et al., 1994) 

Primer names Sequence (5’ to 3’) capsular type 
HI-1 CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC a to f 
HI-2 TGTCCATGTCTTCAAAATGATG a to f 
a1 CTACTCATTGCAGCATTTGC a 
a2 GAATATGACCTGATCTTCTG a 
b1 GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC b 
b2 GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA b 
c1 TCTGTGTAGATGATGGTTCA c 
c2 CAGAGGCAAGCTATTAGTGA c 
d1 TGATGACCGATACAACCTGT d 
d2 TCCACTCTTCAAACCATTCT d 
e1 GGTAACGAATGTAGTGGTAG e 
e2 GCTTTACTGTATAAGTCTAG e 
f1 GCTACTATCAAGTCCAAATC f 
f2 CGCAATTATGGAAGAAAGCT f 
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ตารางที่ 2  Components of PCR reaction mixture and their concentration. 
 

 Component Final concentration 
Sterile ddH2O to final volume 
10x PCR reaction buffer  (Fermentas) 1x 
MgCl2 3 mM 
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Fermentas) 200 µM 
DNA template  100 ng 
5’ Primer  0.4 µM 
3’ Primer  0.4 µM 
Tag DNA polymerase (Fermentas) 0.5 Unit 

 
 
 
 
ตารางที่ 3  PCR conditions ที่ใชในการศกึษาครั้งนี้   
 

Condition For HI-1/HI-2 และ e1/e2 
primers 

For a1/a2, b1/b2, c1/c2, 
d1/d2, และ f1/f2 

Denaturing temperature 94 oC, 1 นาท ี 94 oC, 1 นาท ี
Annealing temperature 55 oC, 1 นาท ี 60 oC, 1 นาท ี
Extension temperature 72 oC, 1 นาท ี 72 oC, 1 นาท ี

• Total 35 cycles 
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3.3 Characterization of nontypeable Haemophilus influenzae isolates 
 3.3.1 การศึกษาคุณสมบัติทาง phenotype 

3.3.1.1 Biotype of NTHi  
 เนื่องจากมีรายงานความสมัพันธระหวาง biotype และ clinical isolate ของเชื้อ H. 
influenzae (Murphy et al., 1992; Webster et al., 1995; Alrawi et al., 2002)  ในการศึกษาครั้งนี ้
จะนาํ  NTHi แตละ isolate ที่ไดมาตรวจหา biotype โดยอาศัย biochemical reaction ของ indole, 
ornithine decarboxylase และ urease ตามวธิีการของ Kilian (Kilian, 1976) 

3.3.1.2  Antibiomicrobial susceptibility test 
 Nontypeable H. influenzae (NTHi) strain ที่แยกได จะนํามาตรวจหาความไวตอยาตานจุล
ชีพ ดวยวิธ ี disk diffusion method โดยใช Haemophilus test medium (HTM) และแผนยาตานจุล
ชีพ ampicillin (10 µg), chloramphenicol (30 µg), cefotaxime (30 µg), และ ofloxaxin (5 µg) 
หลังการบมที3่7oC, 5% CO2 นาน 16-18 ชั่วโมง วัด zone of inhibition โดยเทยีบกับตารางมาตรฐาน
ของ National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) นอกจากนี้ยงัทาํการวดั β-
lactamase production ของเชื้อ NTHi ที่แยกได โดยใช Chromogenic Cephalosporin method 
(Cefinase®) โดยใช ampicillin resistant H. influenzae (β-lactamase producer) และ S. aureus 
ATCC 25923 เปน positive และ negative control ตามลําดับ 

3.3.1.3 Analysis of outer membrane protein profiles 
การศึกษา profile ของ outer membrane proteins (OMPs) ของเชื้อ NTHi สายพันธุที่แยกได

จากโครงการวจิัยนี ้ทําไดโดยการสกัด OMPs ตามวธิกีารของ Carlone (Carlone et al., 1986) เร่ิม
จากการ scrap เชื้อ NTHi ทีเ่จริญบน CA ใสใน 1 ml ของ 10 mM HEPES  เก็บเซลลแบคทีเรียโดยการ
นําไปปนที ่ 5,000 g, 4oC, 10 นาท ี  ลางเซลลดวย 1 ml  10 mM HEPES จากนั้นนําไปปนอกีครั้งที่ 
15,600 g, 4oC, นาน 2 นาที    Bacterial cell pellet ที่ไดนําไปเกบ็ที่ -70 oC ประมาณ 1 ชัว่โมงกอน
การสกัด OMPs 

ข้ันตอนการสกัด OMPs เร่ิมจากการ resuspend bacterial pellet ดวย 1 ml ของ 10 mM 
HEPES จากนั้นทําใหเซลลแตกดวยเครื่องสลายเซลลดวยคลื่นความถี่สูง Vibra cell VCX600 ที่ 40 
Watt นาน 10 วนิาที จาํนวนทัง้สิ้น 6 คร้ัง ทาํการปนที ่15,600 g, 4oC, 2 นาที  และเก็บ supernatant 
ที่ไดใน 1.5 ml microcentrifuge tube หลอดใหม ทําการปนอีกครั้งหนึ่งที่ 15,600 g, 4oC, นาน 30 
นาท ี Resuspend pellet ที่ไดดวย 200 µl ของ 10 mM HEPES  และเติม 200 µl ของ 2% sarkosyl 
(ใน 10 mM HEPES)  จากนัน้นาํไป incubate ที่อุณหภูมิหอง 30 นาท ีเมื่อครบเวลาแลวทาํการปนอีก
คร้ังที่ 15,600 g, 4oC, 30 นาที และดูด supernatant ทิ้ง เก็บสวนที่เปน pellet ไว จากนั้นเติม 0.5 ml 
ของ 10 mM HEPES อยางชา ๆ โดยไมใหรบกวน pellet ที่ได และทาํการปนอีกครัง้ที ่15,600 g, 4oC, 
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2 นาที ดูด supernatant ทิ้ง และ resuspend OMPs ที่สกัดไดดวย 50-100 µl ของ 10 mM HEPES
และวัดปริมาณโปรตีนที่ไดดวย Bio-Rad Protein assay kit (Bio-Rad) ตามคูมือที่ผูผลิตแนะนํา   
OMPs ที่สกัดไดจะนํามาทาํการศึกษา profile ดวยเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยใช 10% separating gel ความเขมขนของโปรตีนที่สกัดได
กอนการผสมกับ sample buffer เทากับ 0.4 mg/ml 
 3.3.2 การศึกษาคุณสมบัติทาง genotype 
 3.3.2.1 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
 เชื้อ NTHi สายพนัธุทีว่ิเคราะหคุณสมบัติของ OMPs แลวจะนํามาทาํการศึกษาคุณสมบัติทาง 
genotype ตอโดยใชเทคนิค PFGE เร่ิมจากการเตรียม bacterial suspension ใน SE buffer (75 mM 
NaCl, 25 mM EDTA) ใหได Optical Density ที่ 620 nm ประมาณ 0.8-0.9 จากนัน้นาํไปผสมกบั 2% 
low-melting point agarose (Bio-Rad) ในอัตราสวน 1:1  หลังการเตรียม plug จาก bacterial 
mixture ที่ไดใน plug mould  จึงทําการ treat plug ทีไ่ดดวย lysis buffer (0.1% SDS, 100 mM 
EDTA) ซึ่งม ี proteinase K (Invitrogen) ความเขมขน 1.5 mg/ml ที่ 56 oC, 16-18 ชั่วโมง เมือ่ครบ
เวลาทําการลาง  plugs ดวย TE buffer (10 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.0) ที่ 37 oC นาน 1 ชั่วโมง 
ทั้งหมด 5 คร้ัง จากนัน้จึงทาํการยอย chromosomal DNA ดวย SmaI (10 Units, Fermentas) ที่ 
30oC, 16 ชั่วโมง กอนนํา plug ที่ไดไปทํา electrophoresis ใน CHEF Mapper (Bio-Rad) โดยเตรียม 
agarose gel mความเขมขน 1% ใน 0.5 TBE buffer (45 mM Tris, 45 mM Boric acaid, 1 mM 
EDTA, ph 8.0)  ทําการแยก DNA fragment ที่ 6 V/cm ที่ 13 oC นาน 20 ชั่วโมง 18 นาท ีโดย pulse 
time จาก 0.47 ถึง 44.69 , linear ที ่ 120 o  โดยใช Lambda ladder (promega) เปน DNA size 
standard  ยอม gel ดวย 1 µg/ml ethydium bromide นาน 30 นาที และลางออกดวยน้าํกลั่น 30 
นาที จงึทําการถายภาพดวย UV transillumination และวิเคราะห DNA fragment ที่ไดโดยเทยีบกับ 
DNA marker  
  
4.  ผลการทดลอง 
 4.1.  Clinical samples and microbiological identification of Haemophilus influenzae 
 ตัวอยางสิ่งสงตรวจ 5 ชนิด ไดแกเสมหะ (sputum), throat swab, bronchial wash, หนอง 
(pus) จากตาและโพรงจมกู, และเลือด (sterile site) จากผูปวยทีเ่ขารับการรักษาทีโ่รงพยาบาลพทุธชนิ
ราช จังหวัดพิษณุโลก ซึ่งเปนโรงพยาบาลศูนยของเขตจังหวัดภาคเหนือตอนลาง ต้ังแตวนัที่ 1 
กรกฏาคม 2548 ถึงวนัที่ 31 สิงหาคม 2549   นํามาทําการแยกเชื้อโดยเลี้ยงบน chocolate agar (CA) 
plate ที ่ 37oC ในสภาวะที่ม ี 5% CO2  และตรวจสอบยืนยนัโคโลนีที่ไดโดยการทํา Gram staining  
จากนั้นทดสอบความตองการ X, V และ XV factor ในการเจริญของเชื้อ Haemophilus influenzae   
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จากตัวอยางสิง่สงตรวจที่เกบ็ได สามารถแยกเชื้อ H. influenzae  ไดทั้งสิน้ 140 isolate ในจํานวนนีม้ี
การปนเปอนดวยเชื้อแบคทีเรียอื่น ๆ 38 isolates  ในงานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาเชื้อ  H. influenzae ที่
แยกไดบริสุทธิจ์ํานวน  102  isolate  เชื้อ H. influenzae  บริสุทธิดั์งกลาวมาจากตัวอยางสิง่สงตรวจ
ของผูปวยที่มอีายุต้ังแต 1 ป ถึง 105 ป โดยมีอายุเฉลีย่ที่ 56  ป  แบงเปนเพศชาย 64 คน และเพศหญิง 
38 คน ในจํานวนนีเ้ปน H. influenzae ที่แยกไดจากเสมหะ, throat swab, bronchial wash, หนอง 
(pus) จากตาและโพรงจมกู, และจากเลือด จํานวน 87, 1, 1, 8 และ  5  isolates ตามลําดับ 
 

4.2  Serotyping of H. influenzae by PCR 
 เชื้อ H. influenzae บริสุทธิ์จะถูกนํามาทาํการ identify ตอเพื่อแยกวาเปน capsular 
serotypeable strain หรือ nonserotypeable strain ดวยเทคนิค PCR โดยใช HI-1, HI-2 primers และ
ยืนยนัผลการตรวจสอบดวย capsular type-specific primers a ถึง f ตามวธิทีี่กลาวมาแลวในหวัขอ 
3.2.2.1  

ผลการจําแนกเชื้อ H. influenzae จํานวน 102 isolate ดวยวิธ ีPCR โดย primers HI-1/HI-2, 
a1/a2, b1/b2, c1/c2, d1/d2, e1/e2 และ f1/ f2 (ตารางที่ 4) พบวาเปน nontypeable H. influenzae  
(NTHi) strain ทั้งสิน้ 94 isolates คิดเปน 92.16% ของ H. influenzae ที่แยกไดทั้งหมด  ที่เหลือเปน 
serotype a, b, e และ f จํานวน 3, 3, 1 และ 1 isolate คิดเปนรอยละ 2.94, 2.94, 0.98 และ 0.98 
ตามลําดับ   และสวนใหญ (81 จาก 94; 86.17%) ของเชื้อ NTHi แยกไดจากเสมหะของผูปวย  ตาราง
ที่  5 แสดง  H. influenzae  แตละ serotype แยกตามชนิดของสิ่งสงตรวจ  
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ตารางที่ 4  Identification of H. influenzae isolates by PCR. 
Capsular type-specific primers 

 
 

H. influenzae  
HI1/HI-2 
primers 

 
a1/a2 

 
b1/b2 

 
c1/c2 

 
d1/d2 

 
e1/e2 

 
f1/f2 

Serotype or 
nontypeable 

strains 

NU-1 - - - - - - - NT 
NU -2 - - - - - - - NT 
NU -3 - - - - - - - NT 
NU -5 - - - - - - - NT 
NU-6 - - - - - - + F 
NU-7 - - - - - - - NT 
NU-8 - - - - - - - NT 
NU-9 - - - - - - - NT 

NU-10 - - - - - - - NT 
NU-11 - - - - - - - NT 
NU-13 + - + - - -- - B 
NU-14 - - - - - - - NT 
NU-15 - - - - - - - NT 
NU-17 - - - - - - - NT 
NU-20 + - + - - - - B 
NU-21 - - - - - - - NT 
NU-22 - - - - - - - NT 
NU-23 - - - - - - - NT 
NU-24 - - - - - - - NT 
NU-26 + - + - - - - B 
NU-27 - - - - - - - NT 
NU-32 - - - - - - - NT 
NU-34 - - - - - - - NT 
NU-35 - - - - - - - NT 
NU-37 - - - - - - - NT 
NU-38 - - - - - - - NT 
NU-39 - - - - - - - NT 
NU-40 - - - - - - - NT 
NU-41 - - - - - - - NT 
NU-42 + + - - - - - A 
NU-43 - - - - - - - NT 
NU-44 - - - - - - - NT 
NU-46 + + - - - - - A 
NU-47 - - - - - - - NT 
NU-48 - - - - - - - NT 
NU-49 + + - - - - - A 
NU-52 - - - - - - - NT 
NU-53 - - - - - - - NT 
NU-54 - - - - - - - NT 
NU-55 - - - - - - - NT 
NU-56 - - - - - - - NT 
NU-58 - - - - - - - NT 
NU-59 - - - - - - - NT 
NU-60 - - - - - - -   NT 
NU-61 + - - - - + - E 
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Capsular type-specific primers  
H. influenzae  

HI1/HI-2 
primers  

a1/a2 
 

b1/b2 
 

c1/c2 
 

d1/d2 
 

e1/e2 
 

f1/f2 

Serotype or 
nontypeable 

strains 
NU-62 - - - - - - -   NT 
NU-63 - - - - - - -   NT 
NU-64 - - - - - - -   NT 
NU-65 - - - - - - -   NT 
NU-66 - - - - - - -   NT 
NU-67 - - - - - - -   NT 
NU-68 - - - - - - -   NT 
NU-69 - - - - - - -   NT 
NU-70 - - - - - - -   NT 
NU-71 - - - - - - -   NT 
NU-74 - - - - - - -   NT 
NU-75 - - - - - - -   NT 
NU-76 - - - - - - -   NT 
NU-77 - - - - - - -   NT 
NU-78 - - - - - - -   NT 
NU-80 - - - - - - -   NT 
NU-81 - - - - - - -   NT 
NU-82 - - - - - - -   NT 
NU-83 - - - - - - -   NT 
NU-84 - - - - - - -   NT 
NU-85 - - - - - - -   NT 
NU-86 - - - - - - -   NT 
NU-87 - - - - - - -   NT 
NU-89 - - - - - - -   NT 
NU-92 - - - - - - -   NT 
NU-95 - - - - - - -   NT 
NU-96 - - - - - - -   NT 
NU-97 - - - - - - -   NT 
NU-100 - - - - - - -   NT 
NU-101 - - - - - - -   NT 
NU-102 - - - - - - -   NT 
NU-103 - - - - - - -   NT 
NU-104 - - - - - - -   NT 
NU-105 - - - - - - -   NT 
NU-106 - - - - - - -   NT 
NU-107 - - - - - - -   NT 
NU-111 - - - - - - -   NT 
NU-112 - - - - - - -   NT 
NU-113 - - - - - - -   NT 
NU-105 - - - - - - -   NT 
NU-106 - - - - - - -   NT 
NU-107 - - - - - - -   NT 
NU-111 - - - - - - -   NT 
NU-112 - - - - - - -   NT 
NU-113 - - - - - - -   NT 
NU-114 - - - - - - -   NT 
NU-115 - - - - - - -   NT 
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Capsular type-specific primers  
H. influenzae  

HI1/HI-2 
primers  

a1/a2 
 

b1/b2 
 

c1/c2 
 

d1/d2 
 

e1/e2 
 

f1/f2 

Serotype or 
nontypeable 

strains 
NU-116 - - - - - - -   NT 
NU-117 - - - - - - -   NT 
NU-118 - - - - - - -   NT 
NU-122 - - - - - - -   NT 
NU-123 - - - - - - -   NT 
NU-127 - - - - - - -   NT 
NU-128 - - - - - - -   NT 
NU-129 - - - - - - -   NT 
NU-130 - - - - - - -   NT 
NU-132 - - - - - - -   NT 
NU-133 - - - - - - -   NT 
NU-134 - - - - - - -   NT 
NU-135 - - - - - - -   NT 
NU-137 - - - - - - -   NT 
NU-139 - - - - - - -   NT 
NU-140 - - - - - - -   NT 

 
+: Amplified PCR product ขนาด 343, 250, 480, 1350, และ 450 bp เมื่อใช HI1/HI-2, a1/a2, b1/b2, e1/e2  
และ  f1/f2 primers ตามลําดับ 
 
 
 
ตารางที่ 5  Serotypes of H. influenzae isolates according to specimen types. 
 

No. of isolates according to specimen types Serotypes Total no. of 
isolates Sputum Bronchial 

wash 
Throat 
swab 

Pus Blood 

NTHi 94 81 1 1 8 3 
A 3 3 0 0 0 0 
B 3 1 0 0 0 2 
E 1 1 0 0 0 0 
F 1 1 0 0 0 0 
Total 102 87 1 1 8 5 
 
 
  



 24

 เมื่อพิจารณาถึงอายุของผูปวยที่ติดเชื้อ nontypeable H. influenzae จากการศึกษาครั้งนี ้พบ
การติดเชื้อดังกลาวในผูปวยทุกวยัตั้งแตอาย ุ1 ป จนถึงอายุ 105 ป โดยพบอัตราการติดเชื้อสูงในผูปวย
อายุต้ังแต 46 ปข้ึนไป (รูปที ่1) และในจํานวนนีพ้บการติดเชื้อสูงสุด (13 ราย) ที่ชวงอาย ุ66 ถึง 70 ป 
คิดเปน 13.83% รองลงมาเปนชวงอายุ 71-75, 76-80 และ 81-85 ป โดยพบการตดิเชื้อจํานวน 11, 8 
และ 7 ราย คิดเปน 11.70%, 8.51%, 7.45% ตามลําดับ  NTHi ทุก isolate ที่แยกไดจากผูปวยที่มีอายุ
ต้ังแต 46 ปข้ึนไปมาจากสิง่สงตรวจที่เปนเสมหะทั้งสิน้    ถึงแมวาเชื้อ H. influenzae จะพบเปน 
common colonizer บริเวณทางเดินหายใจของคนปกติ  แตจากการทํา Quantitative culture พบวา
ปริมาณของเชือ้ H. influenzae ที่เพาะไดจากสิ่งสงตรวจของผูปวยมากกวาครึง่ในการศึกษาครัง้นี้มี
นัยสําคัญในการกอโรค (พบปริมาณของเชือ้เปน moderate หรือ numerous หรือ >105 CFU/ml เมื่อ
ทํา semi-quantitative culture)  และเชื้อ H. influenzae  ที่แยกไดเหลานี้สวนใหญพบเปน dominant 
organism และสวนนอยพบการเจริญรวมกับเชื้อกอโรคทางทางเดนิหายใจอื่น ๆ  เปนทีน่าสงัเกตวาใน
จํานวนเชื้อ NTHi ที่แยกไดทั้งหมดมี  3 isolate (3.19%) แยกไดจากสิ่งสงตรวจที่เปนเลือด 
(hemoculture) ซึ่งเปน sterile site จากผูปวยที่มีอาย ุ 2 และ 70 ป (อีก 1 รายไมทราบอายุ) ซึ่งเปน
จํานวนที่ใกลเคียงกับการตดิเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุมาจาก H. influenzae  type b (ตารางที่ 5)  
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รูปที่ 1  Age distribution of isolated nontypeable H. influenzae. 
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 4.3 การศึกษาคุณสมบัติทาง phenotype ของเชื้อ nontypeable H. influenzae ที่
แยกได 
 4.3.1 Biotype ของเชื้อ nontypeable H. influenzae  
 เชื้อ NTHi ที่แยกไดจํานวน 94 isolate นาํมาทําการตรวจหา biotype โดยอาศัยปฏิกิริยาทาง
ชีวเคมีของ indole production, ornithine decarboxylation และ urease activity ตามวิธกีารของ 
Kilian (Kilian, 1976) พบวา 60 จาก 94 isolate ของเชื้อ NTHi ที่แยกไดเปน biotype III คิดเปน 
63.83% ของเชื้อ NTHi ที่แยกไดทั้งหมด รองลงมาเปน biotype II (7.45%), VIII (7.45%), I (6.38%), 
V (6.38%), IV (5.32%) และ VI (3.19%) ตามลําดบั และในจํานวน 55 isolate (91.67%) ของ H. 
influenzae biotype III มาจากสิง่สงตรวจที่เปนเสมหะ  ไมพบ biotype VII จากเชื้อ NTHi ใน
การศึกษานี ้(ตารางที่ 6) 
 
 
ตารางที่ 6  Biotypes of NTHi associated with types of specimens collected 
 

Biotype Type of 
specimens 

Total no. of 
isolates I II III IV V VI VII VIII 

Sputum 81 4 6 55 3 3 3 0 7 
Bronchial wash 1 0 0 0 0 1 0 0 0 
Throat swab 1 0 0 0 0 1 0 0 0 
Pus 8 2 0 3 2 1 0 0 0 
Blood 3 0 1 2 0 0 0 0 0 
Total 94 6 7 60 5 6 3 0 7 
 
 

4.3.3 Antimicrobial susceptibility 
 เชื้อ NTHi จํานวน 94 isolate ที่แยกได นาํมาตรวจหาความไวตอยาตานจุลชพี และการสราง 
β-lactamase ดวยวิธทีี่กลาวมาแลวในหัวขอ 3..3.1.2  ผลของความไวตอยาตานจลุชีพของ NTHi ที่
แยกไดจากการศึกษานี ้แสดงในตารางที่ 7 
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ตารางที่ 7 Antimicrobial susceptibility of isolated NTHi. 
 No. (%) of isolates 
β-lactamase production* 35 (37.23) 
Ampicillin resistance 35 (37.23) 
Chloramphenicol resistance 16 (17.02) 
Ampicillin + Chloramphenicol resistance 16 (17.02) 
Cefotaxime susceptibility 94 (100) 
Ofloxacin susceptibility 94 (100) 
* β-lactamase production was determined by chromogenic Cephalosporin method. 
  
  
 ผลการศึกษาความไวของยาตานจุลชีพขางตน พบวาเชื้อ nontypeable H. influenzae ที่แยก
ไดมีความสามารถในการตานตอยา ampicillin และ chloramphenicol ถึงรอยละ 37.23 และ 17.02 
ตามลําดับ  พบการดื้อตอยาตานจุลชีพมากกวา 1 ชนดิ (ampiciliin และ chloramphenicol) จํานวน
ถึง 16 isolate โดยคิดเปน 17.02%  ในกรณทีี่มีการทดสอบความไวตอยา 
trimetroprim/sulfa(cotrimoxazole)  พบเชื้อ NTHi ที่ด้ือตอยาดังกลาวถึง 57.45% ของจํานวนเชื้อที่
ทดสอบทัง้หมด  นอกจากนีย้ังพบวาประมาณ 37% ของเชื้อ nontypeable H. influenzae ที่แยกไดมี
ความสามารถในการสรางเอนไซม β-lactamase  และเชื้อที่สรางเอนไซม β-lactamase  ทุก isolate 
จะดื้อตอยา ampicillin ในจาํนวนนี้รวมถึง NTHi ที่แยกไดจากเลือด (1 isolate)   จากการศึกษาครั้งนี้
ไมพบ isolate ที่เปน ampicillin-resistant β-lactamase  negative strain   และเชื้อ NTHi ที่แยกได
ทั้งหมดยงัคงมีความไวตอยา cefotaxime และ ofloxacin   
 

4.3.3 Analysis of outer membrane protein profiles of NTHi isolates 
 เชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากโครงการวิจยันี ้ นํามาทําการศึกษา profile ของ outer 
membrane proteins (OMPs) ตามวิธีในหวัขอ 3.3.1.3 

ผลจากการทาํ SDS-PAGE หลายครั้งซึง่ใหผลเหมือนกนั (reproducible results)  พบวา 
OMP profile ของเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดผูปวยไทยจากการศึกษานี้ ประกอบไปดวย OMPs 
จํานวน 4-7 ชนิดซึ่งม ีmolecular weight อยูระหวาง 25-116 kDa (รูปที่ 2)  รูปแบบของ OMP จาก
เชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดผูปวยไทยในการศึกษาครัง้นีพ้บวามีความหลากหลายมาก ทั้งชนดิของ 
major OMP bands และระดับการแสดงออก (levels of expression) ของ OMP แตละชนิด และไมมี
รูปแบบใดที่พบเปน dominant OMP pattern อยางไรก็ตามจากการวิเคราะหรูปแบบของ OMP ดวย
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โปรแกรม GeneTool System พบวาเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดผูปวยไทยทีศึ่กษาเหลานีม้ีการ
แสดงออกของ major outer membrane proteins ที่ molecular weight ระหวาง 37-42 kDa  
นอกจากนีย้ังพบ OMPs ที่ molecular weight ระหวาง 26-32 kDa ดวย  เปนที่นาสังเกตวา NU-48 
และ NU-56 ซึ่งแยกไดจากเลือดของผูปวย invasive infection ม ีOMP profile ทีเ่หมือนกนั ในขณะที่ 
NU-84 ซึ่งแยกไดจากเลือดผูปวยเชนกนั มีการแสดงออกของ OMP ที่ตางจาก NU ทั้งสองสายพันธุ 
นอกจากความหลากหลายของรูปแบบแลว ผลจากการศึกษาครั้งนีไ้มพบความสมัพันธระหวาง OMP 
profile และ biotype หรือชนิดของสิ่งสงตรวจ (รูปที่ 2) 
                       MW        1           2          3         11        14        34        44       96        97 

 
         Biotype                III        III        VI      III      III      VIII      III       III         III 
 
                         100     MW         5          17       23        38        39         41       43         48 

 
        Biotype    IV                    III        II        V          I       II        III       V          II 
 
รูปที่ 2  OMP profiles of isolated NTHi analyzed by 10% SDS-PAGE and stained by 
Coomassie Brilliant Blue.  MW, Molecular weight marker (kDa).   
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                               52      53       MW       64       66        74       76        80        82        87 

 
        Biotype     IV       III                 III        III        V         III        I        VI       III 
 

 
                           56         92        95        101      112     MW        8         9         15           21 

 
     Biotype       III       V        III        IV       III                  III        II         II        V 
 
 
 

รูปที่ 2  (continued) 
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                          MW       35        67         68        69         75      81        84        106      107 

 
         Biotype             III        III        III        III        III        III        IIII       III       VI 
 
 
 
 
                          7         MW        10       24         27        37         40          47       55        62 

 
        Biotype   III                  III          V         IV        III        III         I          III       III 
 
 
 

รูปที่ 2  (continued) 
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                         63          77        86        103       111      MW        22        102      105      116 

 
        Biotype   III       II         III         III        III                    III        III        III        III    
 
 
 
 
รูปที่ 2  OMP profiles of isolated NTHi analyzed by 10% SDS-PAGE and stained by 
Coomassie Brilliant Blue.  MW, Molecular weight marker (kDa).  Numbers above each figure 
indicate NTHi strains and biotypes are shown. 
 
 
 4.4  การศกึษาคุณสมบัติทาง genotype ของเชื้อ NTHi ที่แยกไดโดยเทคนคิ Pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE) 
 เชื้อ NTHi สายพนัธุทีว่ิเคราะหคุณสมบัติของ OMPs แลวจะนํามาทาํการศึกษาคุณสมบัติทาง 
genotype ตอโดยใชเทคนคิ PFGE ตามวิธีในหวัขอที ่ 3.3.2.1 ผล PFGE ของเชื้อ NTHi สายพันธุที่
แยกไดจากผูปวยไทย แสดงในรูปที่ 3 จะเห็นไดวา โดยใชrestriction enzyme, SmaI, PFGE pattern 
ของ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทย มีความแตกตางกนัมาก จากการวเิคราะหพบ PFGE 
pattern ที่ตางกนัถึง 46 (83.63%) pattern จากจํานวน NTHi 55 isolates ที่ทาํการศึกษาทั้งหมด  
ความแตกตางของ PFGE pattern นี้พบไดแมในกรณีทีม่ีการแสดงออกของ OMP profile เหมือนกนั 

 

97 

66 

45 

30 
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เชน NU-97 และ NU-100 มี OMP profile เหมือนกัน แตมี PFGE pattern ที่ตางกันโดยสิน้เชิง 
เชนเดียวกับ NU-64 และ NU-66 เปนตน  เปนทีน่าสงัเกตวา NTHi strains ที่แยกไดจากผูปวย 
invasive infection (NU-48 และ NU-56) ซึ่งมี OMP profile เหมือนกัน ก็พบ pattern ของ PFGE ที่
ตางกนั  อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนีพ้บ NTHi strains ที่มีการแสดงออกของทัง้ OMP และ PFGE 
profiles ที่เหมือนกนั ดังเชนในกรณีของ NU-77, NU-97, NU-103 และ NU-62, NU-63 ซึ่งเชื้อ NTHi 
เหลานี้แยกจากผูปวยตางคนกนัทัง้สิ้น  และในจํานวน isolate ที่นาํมาศึกษา PFGE มีเพียง NU-35, -
37 และ -68 ทีเ่อนไซม SmaI ไมสามารถยอยได (results not shown)   
 

 

 
 
 

รูปที่ 3 PFGE patterns of SmaI-digested chromosomal DNAs of NTHi isolated from Thai 
patients. M, Lambda DNA size standard; numbers indicated NTHi strains (NUs). 
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รูปที่ 3 (continued) 
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รูปที่ 3 (continued) 
 
 
 
 

M 56 M 56 
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รูปที่ 3 (continued) 
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รูปที่ 3 PFGE patterns of SmaI-digested chromosomal DNAs of NTHi isolated from Thai 
patients. M, Lambda DNA size standard; numbers indicated NTHi strains (NUs). 
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ผลการวิเคราะหดวย PFGE ของ NTHi isolate สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทยในการศึกษา

คร้ังนี้ พบวา NTHi isolate เหลานี้มีความแตกตางทาง genotype เปนอยางมาก (46 PFGE patterns 
จาก 55 isolates)  และเนื่องจากโครงการวจิัยนี้ไดใชงบประมาณสวนใหญในปที่ 2 สําหรับสารเคมีเพื่อ
การหาสภาวะที่เหมาะสมของ PFGE ดวยเหตุนี ้ ประกอบกับมี NTHi isolate ที่มี PFGE pattern ที่
ตางกนัเปนจํานวนมาก  ทาํใหงบประมาณในสวนที่จะทํา 16S rRNA sequencing ไมเพียงพอ จาก
จํานวนตวัอยางที่มี PFGE pattern ตางกนั อยางไรก็ตามผลการวจิัยที่ไดรับคร้ังนี้ นาจะเพยีงพอตอ
การตอบโจทยการวิจยัที่ไดต้ังไวเกีย่วกับความชกุของเชือ้ nontypeable Haemophilus influenzae ที่
แยกไดจากผูปวยไทย  ตลอดจนคุณสมบัติของเชื้อดังกลาวทาง phenotype โดยการศึกษา OMP 
profiles และคุณสมบัติทาง genotype โดยเทคนิค PFGE ซึ่งถือวาเปน gold standard ในการทํา 
typing ของเชือ้แบคทีเรีย 
 
5.  สรปุและวิจารณผลการทดลอง 
 โครงการวิจยันี้ไดนําเทคนิค PCR มาใชเพื่อการจําแนกเชื้อ nontypeable Haemophilus 
influenzae (NTHi) ออกจาก serotypeable H. influenzae  โดยการใช primers HI-1 และ HI-2  ซึง่
จะ amplify ชิ้นสวนของ bexA gene ซึ่งเปนยนีทีม่ีความสําคัญในการ export และการแสดงออกของ 
polysaccharide capsule ของ H. influenzae  (Luong et al., 2004; Falla et al., 1994; LaClaire et 
al., 2003)  เชื้อ H. influenzae  isolate ที่ใหผลลบ (no PCR product) กับ HI-1 และ HI-2  primers 
จะถูกนํามาตวรจสอบยืนยบัผลที่ไดดวย capsular type-specific primers a ถึง f  (a1/a2, b1/b2, 
c1/c2, d1/d2, e1/e2 และ f1/f2) อีกครัง้  H. influenzae  isolate ที่ใหผลลบทัง้ HI-1 และ HI-2  และ 
capsular type-specific primers a ถึง f จึงนับวาเปน nontypeable H. influenzae strain (NTHi) 
การ identify เชื้อ H. influenzae โดย PCR นี้มีขอดีกวาการวิธ ี converntional serotyping ซึ่งอาศยั 
Haemophilus influenzae capsular type-specific antisera  serotyping เนื่องจากลดปญหาเรื่อง 
cross-reaction และ autoagglutination ที่เกิดจากการใช H. influenzae type-specific antisera 
(Falla et al., 1994) 
 โดยอาศัยเทคนิค PCR ดังกลาว โครงการวิจัยนี้สามารถแยกเชื้อ NTHi ไดจากสิ่งสงตรวจของ
ผูปวยที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลพทุธชินราช จงัหวัดพษิณุโลก ซึง่เปนโรงพยาบาลศนูยของเขต
จังหวัดภาคเหนือตอนลาง โดยพบเชื้อ NTHi สูงถงึรอยละ 92.16% ของเชื้อ H. influenzae ที่แยกได
ทั้งหมดจากผูปวย  ซึ่งเปนเปอรเซนตที่สูงกวาเชื้อ H. influenzae serotype b (2.94%) มาก  ถงึแมวา
เชื้อ H. influenzae จะพบเปน common colonizer บริเวณทางเดนิหายใจของคนปกต ิ  แตปริมาณ
ของเชื้อ nontypeable H. influenzae ที่เพาะไดจากการทํา quantitative culture ของสิ่งสงตรวจผูปวย
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สวนใหญจากการศึกษาครั้งนี้ พบวามนีัยสําคัญในการกอโรค และพบเชื้อนี้เปน  dominant organism  
มีเพียงสวนนอยทีพ่บการเจรญิรวมกับเชื้อกอโรคทางทางเดินหายใจอื่น ๆ   ผูปวยที่ติดเชื้อ NTHi 
เหลานี ้พบวามีอายุต้ังแต 1 ป ถึง 105 ป  และไมไดจํากัดอยูเฉพาะเด็กที่มีอายุตํ่ากวา 5 ปเหมือนการ
ติดเชื้อจาก H. influenzae type b  โดยพบการติดเชื้อ NTHi ในอัตราสูงในผูปวยทีม่ีอายุต้ังแต 46 ป
ข้ึนไป โดยเฉพาะอยางยิง่ผูปวยสูงวัย อายุระหวาง 66-75 ป ผลการศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับการศึกษา
จากประเทศอืน่ ๆ โดยเฉพาะอยางยิง่จากประเทศที่กาํลังพัฒนา (Foxwell et al., 1998)  และหาก
พิจารณาเฉพาะเชื้อ H. influenzae ที่แยกไดจากผูปวย invasive infection พบวาเปนเชื้อ NTHi และ 
H. influenzae type b ในอัตราที่ใกลเคียงกนั (3 isolate และ 2 isolate ตามลําดบั) และเชื้อ NTHi ที่
แยกไดนี้มาจากผูปวยที่มีอายุ 2 และ 70 ป (อีก 1 รายไมทราบอายุ) และทีน่าสนใจพบวาเชื้อจากผูปวย 
invasive infection ดังกลาวมีความสามารถในการสรางเอนไซม β-lactamase และดื้อตอยา 
ampicillin 
 เนื่องจากมีรายงานความสมัพันธระหวาง biotype และ clinical isolate ของเชื้อ H. 
influenzae (Murphy et al., 1992; Webster et al., 1995; Alrawi et al., 2002)  การศึกษา biotype 
ของเชื้อ NTHi สายพนัธุไทยที่แยกไดจากผูปวยจากการศึกษานี้ พบวาเปน biotype III ถึง 63.83% 
และ 91.67% ของ H. influenzae biotype III มาจากสิง่สงตรวจที่เปนเสมหะ นอกนัน้พบเปน biotype 
II (7.45%), VIII (7.45%), I (6.38%), V (6.38%), IV (5.32%) และ VI (3.19%) ตามลําดับ แตไมพบ 
biotype VII จากเชื้อ NTHi จากการศึกษาครั้งนี ้  เนือ่งจากชนิดของสิ่งสงตรวจในโครงการนี้สวนใหญ
ไดมาจากเสมหะผูปวย การศึกษาครั้งนี้จึงไมสามารถระบุความสัมพนัธระหวาง biotype และชนิดของ
ตัวอยางสิ่งสงตรวจได 
 เชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทยเหลานี้ พบวามีความสามารถในการตานตอยา 
ampicillin และ chloramphenicol สูงถงึรอยละ 37.23 และ 17.02 ตามลาํดับ  พบการดื้อตอทั้งยา 
ampiciliin และ chloramphenicol ถึง 17.02%   และพบเชื้อ NTHi ที่ด้ือตอยา 
trimetroprim/sulfa(cotrimoxazole)  สูงถงึ 57.45% ของจํานวนเชื้อที่ทดสอบทั้งหมด  นอกจากนี้ยงั
พบเชื้อ NTHi  ที่ด้ือตอยาตานจุลชีพ 3 ชนิด (multidrug resistant strains) คือ ampiciliin, 
chloramphenicol และ trimetroprim/sulfa(cotrimoxazole) ถึง 7.45%  และประมาณ 37% ของเชื้อ 
nontypeable H. influenzae ที่แยกไดทัง้หมดมีความสามารถในการสรางเอนไซม β-lactamase  และ
เชื้อที่สรางเอนไซม β-lactamase  ทุก isolate จะดื้อตอยา ampicillin และไมพบ isolate ที่เปน 
ampicillin-resistant β-lactamase  negative strains อยางไรก็ตาม เชื้อ NTHi ที่แยกไดยังคงมีความ
ไวตอยา cefotaxime และ ofloxacin โดยรวม ผลดังกลาวชี้ใหเห็นถึงการดื้อตอยาตานจุลชีพในอัตราที่
สูงของเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทยเหลานี้  หากมีการ identify เชื้อที่ถกูตองใน
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หองปฏิบัติการ (เชน PCR-serotyping) จะสงผลใหมีการเลือกใชยาตานจุลชพีที่เหมาะสม และลด
ปญหาการใชนาตานจุลชพีที่ไมจําเปนลงได 
 การศึกษา outer membrane protein (OMP) profile ของเชื้อ NTHi สายพนัธุทีแ่ยกไดจาก
ผูปวยไทย โดยเทคนิค SDS-PAGE พบวาประกอบ OMPs จํานวน 4-7 ชนิดซึ่งม ีmolecular weight 
อยูระหวาง 25-116 kDa  รูปแบบของ OMP จากเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดผูปวยไทยในการศึกษา
คร้ังนี้พบวามคีวามหลากหลายมาก ทัง้ชนิดของ major OMP bands และระดับการแสดงออก (levels 
of expression) ของ OMP แตละชนิด และไมมีรูปแบบใดที่พบเปน dominant OMP pattern   และ
จากการวิเคราะหรูปแบบของ OMP พบวาเชื้อ NTHi สายพนัธุไทยทีศึ่กษาเหลานีม้ีการแสดงออกของ 
major outer membrane proteins ที่ molecular weight ระหวาง 37-42 kDa ซึ่งสอดคลองกับรายงาน
การวิจยัจากประเทศอื่น ๆ (Munson et al., 1990, Murphy and Bartos, 1988; Yi and Murphy, 
1994; Neary et al., 2001) ที่พบ most abundant OMP ของเชื้อ NTHi ที่ molecular weight 36-42 
kDa (P2 protein) (Munson et al., 1990, Murphy and Bartos, 1988; Yi and Murphy, 1994; 
Neary et al., 2001)   นอกจากนี้ยงัพบ OMPs ที่ molecular weight ระหวาง 26-32 kDa ดวย ซึ่ง
สอดคลองกับผลการรายงานอื่น ๆ ที่พบ OMPs ที่ molecular weight ระหวาง 26-32 kDa ที่สําคัญ
ไดแก P4 (Green et al., 1991), P5 (Bakaletz et al., 1997; Bakaletz et al., 1999; Webb and 
Cripps, 2000; Bakaletz, 2001), OMP26 (Kyd and Cripps, 1998; El-Adhami et al., 1999; Kyd 
et al., 2003) อยางไรก็ตามมีรายงานวา antigenic heterogeneity ของ OMP ของเชื้อ NTHi ในอัตรา
ที่คอนขางสูง (Smith-Vaughan et al., 1996)    ผลการศึกษารูปแบบของ OMPs นี้เปนเพยีงองค
ความรูพืน้ฐานที่ไดรับ  การศึกษาในขัน้ตอไปจะเนนการศึกษา antigenicity และ immunogenicity 
ของ OMPs จากเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจากผูปวยไทย ตลอดจน common epitope(s) ที่ปรากฏ
บน OMP ของเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดดังกลาว เพือ่ศึกษาถงึกลไก และ/หรือบทบาทในการกอโรค 
ตลอดจนการพัฒนาวัคซนีในอนาคต 
 เปนทีน่าสังเกตวา NTHi isolates (NU-48 และ NU-56) ที่แยกไดจากเลือดของผูปวย 
invasive infection มีการแสดงออกของ OMP profile ที่เหมือนกนั   OMP ดังกลาวอาจมีบทบาท
สําคัญในการกอโรคของเชื้อ NTHi นี้  กลไกการกอโรคโดยเฉพาะอยางยิ่งกลไกการติดเชื้อในกระแส
เลือดโดย NTHi  ยงัคงตองมีการศึกษาตอไป 
 การศึกษาทาง genotype โดยอาศัยเทคนิค PFGE ซึ่งถือเปน gold standard สําหรับการทํา 
typing ของเชื้อ NTHi พบ PFGE pattern ที่ตางกันถึง 46 (83.63%) pattern จากจํานวน NTHi 55 
isolate ทีท่ําการศึกษาทั้งหมด และเปนทีน่าสงัเกตวา NTHi isolate จาก hemoculture (NU-48 และ 
NU-56) ในขณะที่มีการแสดงออกของ OMP เหมือนกนั แตมี PFGE pattern ที่ตางกนั  เปนไปไดวา 
NTHi strain ซึ่งมีความแตกตางกันทาง genetic อาจใชกลไก (เชน OMPs) ที่เหมือนกนัในการกอโรค
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ได  อยางไรกต็ามกลไกการกอโรคดังกลาวยังคงตองไดรับการศึกษาวจิัยตอไป  โดยรวมผลจาก PFGE
นี้แสดงใหเหน็ถึง ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ NTHi strain ซึ่งแยกไดจากผูปวยไทย  แมจะ
เปนการศึกษาจากโรงพยาบาลศูนยเพียงแหงเดียวก็ตาม   
 เนื่องจากความสามารถในการแยกความแตกตางระหวางสายพนัธุของเทคนิค pulsed field 
gel electrophoresis แมในกรณีของเชื้อมีการแสดงออกของ OMP เหมือนกัน  ดังแสดงใหเหน็จากผล
การศึกษาในครั้งนี้ เทคนิคดังกลาวจงึสามารถนาํมาใชศึกษาทางระบาดวิทยาของเชือ้ NTHi สายพันธุ
ไทยได และผลจาก PFGE สามารถยังสามารถบอกถึง NTHi strain ที่ circulate อยูในชุมชนนัน้ๆ ได
ดวย 
 สรุปโดยภาพรวมของโครงการวิจัยนี้ แสดงใหเห็นถึงการติดเชื้อของ nontypeable H. 
influenzae ในอัตราที่สูงถงึ 92.16% เมือ่เทียบกบัเชื้อ H. influenzae ทั้งหมดทีแ่ยกไดในผูปวยที่เขา
การรักษาจากโรงพยาบาลศนูยแหงหนึง่ในเขตจังหวัดภาคเหนือตอนลาง และการตดิเชื้อดังกลาวพบใน
ผูปวยทุกวยั ต้ังแตเด็กอาย ุ 1 ป จนถงึ 105 ป  แตมักพบการติดเชื้อในอัตราที่สูงในผูสูงอายุ ทีม่ีอายุ
ระหวาง 66-75 ป  เชื้อ NTHi ที่แยกไดเหลานี้มีความสามารถในการสรางเอนไซม β-lactamase และ
ด้ือตอยา ตานจุลชีพในอัตราที่สูง  และยิง่ไปกวานัน้พบ multidrug-resistant NTHi strain ในอัตราที่สูง
อีกดวย  เปนที่นาสังเกตวาเชื้อ NTHi สามารถกอใหเกดิ invasive infection ไดในอัตราที่พอ ๆ กับเชื้อ 
H. influenzae serotype b และการศึกษา OMP และ PFGE pattern ของเชื้อ NTHi ที่แยกได พบ
ความหลากหลายทาง phenotype และ genotype ระหวางสายพันธุจากผูปวยทีแ่ยกไดในประเทศไทย  
ถึงแมจะมีขอจํากัดในเรื่องจํานวนตวัอยางที่ศึกษาและมาจากโรงพยาบาลศนูยเพียงแหงเดียว  ผล
การศึกษาที่ไดรับคร้ังนี้แสดงใหเหน็ถงึความชุกของเชื้อ NTHi ในผูปวยไทย การตระหนักถึงบทบาท
ความสาํคัญของเชื้อ NTHi ในฐานะเชื้อกอโรค การวางแผนการปองกนั และควบคุมโรคที่มีสาเหตุมา
จากเชื้อ NTHi ในประเทศไทยจงึควรไดรับความสนใจ  ovd0kdoyhoผลการศึกษาทางดาน 
phonotype และ genotype จากโครงการวิจยันี้สามารถนาํมาใชเปนขอมูลพืน้ฐานในการวิจัยขั้นสูง
ตอไป 
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Output ที่ไดจากโครงการ 
 
ผลงานตามทีค่าดไวของโครงการวิจัย 

•  โดยอาศัยเทคนิค PCR ซึ่งมีความไว (sensitivity) และความจาํเพาะ (specificity) สูงกวา 
converntional serotyping โครงการวิจยันี้แสดงใหเหน็ถึงความชุกในอัตราที่สูงของเชื้อ nontypeable 
Haemophilus influenzae (NTHi)  โดยคดิเปนรอยละ 92.16 ของเชือ้ H. influenzae ที่แยกไดทัง้หมด
จากผูปวยทีเ่ขารับการรักษาที่โรงพยาบาลพุทธชินราช จังหวัดพิษณุโลก ซึง่เปนโรงพยาบาลศูนยของ
เขตจังหวัดภาคเหนือตอนลาง  และเปนทีน่าสงัเกตวาการติดเชื้อ NTHi มีเปอรเซนตที่สูงกวา H. 
influenzae serotype b (2.94%) มาก   และการติดเชื้อ NTHi ในผูปวยทีเ่ขารับการรักษาที่
โรงพยาบาลศนูยดังกลาว ไมไดจํากัดอยูเฉพาะเด็กทีม่อีายุตํ่ากวา 5 ปเหมือนการติดเชื้อจาก H. 
influenzae type b แตพบวาผูปวยที่ติดเชือ้ NTHi มีอายุต้ังแต 1 ป ถึง 105 ป โดยพบการติดเชื้อใน
อัตราสูงในผูปวยทีม่ีอายุต้ังแต 46 ปข้ึนไป โดยเฉพาะอยางยิ่งผูปวยสูงวัย อายุระหวาง 66-75 ป  และ
ที่นาสนใจคือ พบเชื้อดังกลาวกอโรคในผูปวย invasive infection ในจํานวนที่ใกลเคียงกับเชือ้  H. 
influenzae serotype b 
 •  การศึกษาคุณสมบัติทาง phenotype ของเชื้อ NTHi สายพันธุไทยเหลานี้ พบวาสวนใหญ
เปน biotype III ที่เหลือสวนนอยเปน biotype อ่ืน ๆ แตไมพบ biotype IV จากการศึกษาครั้งนี ้  เมื่อ
ศึกษาถงึความสามารถในการดื้อตอยาตานจุลชีพ พบวามีอัตราการดื้อยาสูงมาก และพบ multidrug 
resistant strains ในอัตราทีสู่งเชนกัน  นอกจากนั้นเชื้อ NTHi ที่แยกไดยังมีความสามารถในการสราง 
เอนไซม β-lactamase ในอตัราที่สูงเชนกนั   
 •  การศึกษา outer membrane protein (OMP) profile ของเชื้อ NTHi สายพนัธุที่แยกไดจาก
ผูปวยไทย โดยเทคนิค SDS-PAGE พบวามีความหลากหลายมาก ทั้งชนิดของ major OMP bands 
และระดับการแสดงออก (levels of expression) ของ OMP แตละชนิด และไมมีรูปแบบใดที่พบเปน 
dominant OMP pattern  ของ OMP พบวาเชื้อ NTHi สายพันธุไทยที่ศึกษาเหลานี้มีการแสดงออกของ 
major outer membrane proteins ที่ molecular weight ระหวาง 37-42 kDa และ 26-32 kDa ผล
การศึกษานี้จะเปนความรูพืน้ฐานเพื่อใชในการศึกษาวจิัยถึงกลไก และ/หรือบทบาทในการกอโรค 
ตลอดจนการพัฒนาวัคซนีในอนาคต 
 •  การศึกษาทาง genotype โดยอาศัยเทคนิค PFGE ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ 
NTHi strain ซึ่งแยกไดจากผูปวยไทย  แมจะเปนการศกึษาจากโรงพยาบาลศนูยเพียงแหงเดียวก็ตาม  
อยางไรก็ตามจากการศึกษาครั้งนี้ สามารถนําเทคนิคดังกลาวใชศึกษาทางระบาดวิทยาของเชื้อ NTHi 
สายพนัธุไทยได และผลจาก PFGE สามารถยังสามารถบอกถึง NTHi strain ที่ circulate อยูในชุมชน
นั้นๆ ไดดวย 
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