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บทคัดย่อ        
	 วัณโรคเป็นปัญหาส�ำคัญทางสาธารณสุข การแยกสายพันธุ์ของเชื้อวัณโรคมีประโยชน์ในการสอบสวน                 

ด้านระบาดวิทยาและติดตามการแพร่ติดต่อของโรค การศึกษาน้ีท�ำการแยกสายพันธุ์และศึกษาการแพร่ติดต่อของ

เช้ือวัณโรค ในเขตอ�ำเภอท่ามะกา จงัหวัดกาญจนบรุ ีซึง่มีการระบาดของเช้ือวัณโรคด้ือยา โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์

ลายพิมพ์ DNA (DNA fingerprint) ของเช้ือวัณโรคที่เพาะเลี้ยงจากเสมหะผู้ป่วยที่ได้รับการข้ึนทะเบียนรักษา    

วัณโรคระหว่างปี พ.ศ. 2556-2557 จ�ำนวน 68 ตัวอย่าง ในจ�ำนวนนี้เป็นเชื้อดื้อยาหลายขนาน (การดื้อต่อยา 

isoniazid และ rifampicin) จ�ำนวน 20  ตวัอย่าง และเป็นเชือ้ด้ือยาหลกั isoniazid หรือ rifampicin ชนดิเดียว จ�ำนวน 

5 ตัวอย่าง ใช้วิธีการที่เป็นสากลในการแยกสายพันธุ์ ได้แก่ spoligotyping  และการวิเคราะห์ Mycobacterial                

interspersed repetitive unit-variable number of tandem repeat (MIRU-VNTR) ผลการแยกสายพันธุ์พบเชื้อ

วัณโรคสายพันธุ์ Beijing มีจ�ำนวนมาก คิดเป็นร้อยละ 50.00 (34/68) สายพันธุ์อื่น 12 สายพันธุ์  และสายพันธุ์

ใหม่  7 สายพันธุ์ ผลการแยกย่อยสายพันธุ์ (subtype) ในกลุ่ม Beijing พบเชื้อ 14 ตัวอย่าง เป็นสายพันธุ์เดียวกัน

และเป็นเชื้อดื้อยาหลายขนาน ผลการจ�ำแนกสายพันธุ์ในคร้ังน้ีเชื่อมโยงการระบาดเชื้อวัณโรคด้ือยาในเขตอ�ำเภอ

ท่ามะกา จังหวัดกาญจนบุรี ตั้งแต่ พ.ศ. 2545 จนถึงปัจจุบันได้ บ่งชี้สายพันธุ์ที่ส�ำคัญซึ่งเป็นสาเหตุการแพร่ระบาด

ของเชือ้วัณโรคด้ือยาท่ียากต่อการควบคมุก�ำจัดการแพร่ติดต่อได้ ควรมกีารตดิตามการระบาดโดยตรวจแยกสายพนัธุ์

อย่างต่อเนื่อง และก�ำหนดมาตรการในการควบคุมการแพร่ติดต่อ การป้องกันและรักษาอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป

Abstract
	 Tuberculosis (TB) is one of the leading public health problems. Genotypic characterization of My-

cobacterium tuberculosis (MTB) is useful for epidemiological investigation and tracking of TB transmission. 

This study aimed to genetically identify and observe transmission of MTB by analyzing DNA fingerprints of 
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tubercle bacilli isolated from pulmonary TB patients who were registered at an outbreak area of Thamaka 

district, Kanchanaburi province in 2013-2014. Sixty-eight DNA samples including twenty multidrug-resistant 

(MDR), and five mono-resistant MTB either to isoniazid or rifampicin were genotyped based on spoligo-

typing and subtyped using Mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number of tandem repeat (MI-

RU-VNTR). The results revealed that 34 of 68 (50.00%) isolates belonged to Beijing genotype (SIT No. 

1). Other twelve and seven new spoligotypes were identified. The major cumulative subtype of Beijing 

cluster was MDR-TB, and 14 of these had identical MIRU-VNTR genotype. This evidence linked to the 

strains of M. tuberculosis that have been found at an MDR-TB outbreak in Thamaka district, Kanchanaburi 

province since the year 2002. It suggests that this area still has MDR-TB transmission which cannot be 

eliminated over the time. MTB genotyping, proper measures of TB prevention and control should be contin-

ued.
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บทน�ำ
	 วัณโรคเป็นปัญหาส�ำคัญด้านสาธารณสุข 

รายงานขององค์การอนามัยโลกปี พ.ศ. 2558 ประเทศไทย 

มีผู้ป่วยวัณโรครวม 67,722 ราย จัดอยูใ่นกลุม่ 22 ประเทศ 

ท่ีมีผู้ป่วยวัณโรคจ�ำนวนมาก มีอตัราการดือ้ยาหลายขนาน

ในผู้ป่วยใหม่ร้อยละ 3.70 (มีจ�ำนวน 9,000 ราย) และ

ในผู้ป่วยที่เคยรักษามาก่อนมีอัตราร้อยละ 18.00                   

(มีจ�ำนวน 2,900 ราย)(1) จังหวัดกาญจนบุรีเป็นจังหวัด

ท่ีมีป ัญหาวัณโรคดื้อยามากแห่งหน่ึงของประเทศ 

สถานการณ์วัณโรคของจังหวัดตั้งแต่ปีงบประมาณ 

2549-2557 มีผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ทุกประเภท คนไทย

ปีละประมาณ 700 ราย ต่างชาติ 200 ราย ในจ�ำนวนนี้

เป็นผู้ป่วยวัณโรครายใหม่เสมหะพบเชือ้คนไทยประมาณ 

400 ราย ต่างชาติ 100 ราย อัตราป่วยวัณโรครายใหม่

เสมหะพบเช้ือต่อแสนประชากร ตั้งแต่ปีงบประมาณ 

2552-2557 เท่ากับ 46.50, 49.59, 44.14, 45.10, 

47.56 และ 43.85 ตามล�ำดับ การแพร่ระบาดวัณโรค

ดื้อยาหลายขนานในพื้นที่จังหวัดกาญจนบุรีเกิดข้ึน             

ตั้งแต่ก่อนปี 2549 และมีความรุนแรงเพิ่มมากข้ึน          

ในปี 2552 ท�ำให้มีผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาหลายขนานมาก

ของประเทศไทย โดยเฉพาะอ�ำเภอท่ามะกา ส�ำหรับปี 

2557 ผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาส่วนใหญ่อยู่ในอ�ำเภอท่ามะกา 

พบร้อยละ 50.00 รองลงมาคือ อ�ำเภอท่าม่วงและ

พนมทวน ร้อยละ 10.00 อ�ำเภอเมืองและบ่อพลอย             

ร้อยละ 8.00 ตามล�ำดบั จากข้อมูลตัง้แต่ปี 2552-2557 

ผู้ป่วยส่วนใหญ่มีสัญชาติไทย จ�ำนวน 35 ราย 26 ราย             

40 ราย 39 ราย 30 ราย และ 38 รายตามล�ำดับ ใน            

กลุม่ต่างชาติ ตัง้แต่ปี 2552-2557 มีผูป่้วยวัณโรคด้ือยา 

2 ราย 1 ราย 0 ราย 5 ราย 1 ราย และ 1 ราย ตามล�ำดับ 

ส�ำหรับผลการรักษาผู้ป่วยวัณโรคด้ือยาหลายขนาน                 

ในกลุ่มผู้ป่วยคนไทย อัตราความส�ำเร็จมีแนวโน้มสูงข้ึน 

ส่วนในกลุม่ต่างชาติ ผลการรักษาส่วนใหญ่ขาดยาเน่ืองจาก

ย้ายกลบัประเทศ(2)

	 วัณโรคเป็นโรคติดต่อเรือ้รังอบุติัซ�ำ้มีผลกระทบ

ต่อผู้ป่วยมาก ทั้งด้านสุขภาพ ผลทางสังคมจากการ

รงัเกยีจกลวัการติดต่อ ผลทางเศรษฐกจิ ขาดงาน และค่า

ใช้จ่ายในการรักษาติดต่อกันเป็นเวลานาน ซึ่งค่าใช้จ่าย

เพิม่สงูข้ึนมากในผู้ป่วยดือ้ยา ซึง่มกัล้มเหลวในการรกัษา

หรือเสียชีวิต มีการแพร่ติดต่อ เกิดปัญหาในการควบคุม

โรค วิธีควบคุมวัณโรคที่ดีคือ การวินิจฉัยโรคได้อย่างถูก

ต้องรวดเร็ว ให้การรักษาวัณโรคด้วยยาที่ได ้ผลมี

ประสทิธภิาพ ป้องกนัไม่เกิดปัญหาวัณโรคด้ือยา เน่ืองจาก
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เช้ือวัณโรคเจรญิช้า การทดสอบความไวของเชือ้ต่อยาโดย

อาศัยการเพาะเชื้อจะใช้เวลานาน การตรวจวัณโรคและ

วัณโรคดือ้ยาทีไ่ด้ผลเร็ว จะเป็นประโยชน์ในการรักษาและ

ควบคุมโรค(3) การรักษาผู้ป่วยวัณโรคทั่วไป จะใช้ยาสูตร

มาตรฐานประกอบด้วยยาหลายชนิด เพื่อป้องกันปัญหา

การดื้อยา  ใช้เวลารักษาอย่างน้อย 6 เดือน ยาที่เลือกใช้

เมื่อวัณโรคดื้อยาหลักหลายขนาน (multi-drug resistant 

tuberculosis, MDR-TB) ซึ่งดื้อต่อยา isoniazid และ 

rifampicin ใช้ยาส�ำรอง เช่น ofloxacin ปัญหาเชื้อวัณโรค

ดื้อยาเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะกลุ่มผู้ป่วยติดเชื้อ HIV และ                

ผู้ป่วยวัณโรคที่เคยรักษาวัณโรค(3-5) 

 	 ในปี พ.ศ. 2554 มีรายงานพบวัณโรคด้ือยา

ระบาดต่อเน่ืองในชมุชน อ�ำเภอท่ามะกา จงัหวัดกาญจนบรีุ 

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545(4) และมีการตรวจลายพิมพ์ DNA 

ของเชื้อวัณโรคในพื้นที่น้ี(6-7) เพื่อวิเคราะห์การระบาด 

ค้นหาแหล่งแพร่โรค ความรนุแรงของโรค ศกึษาแนวโน้ม

การแพร่ติดต่อ วิวัฒนาการของเชือ้วัณโรคในการกลายพนัธุ์ 

ซึ่งด้ือต่อยาต้านวัณโรค และศึกษาความหลากหลาย               

ทางพันธุกรรมของเช้ือวัณโรคในพื้นที่ซึ่งจะช่วยให้ทราบ

สถานการณ์ของวัณโรคและวัณโรคด้ือยา มีการติดตาม

ประสิทธิผลในการรักษา และด�ำเนินการป้องกันและ

ควบคมุวัณโรค พบเชื้อวณัโรคที่ระบาดส่วนใหญ่ในพื้นที่

กาญจนบรุตีัง้แต่ปี พ.ศ. 2545 ถงึ พ.ศ. 2553 เป็นสายพนัธุ์ 

Beijing และเชื้อสายพันธุ ์ Beijing ส่วนใหญ่ดื้อยา  

ปัจจุบนัปัญหาเช้ือวัณโรคดือ้ยาระบาดยังคงมอียูใ่นพืน้ท่ีน้ี  

การพฒันางานตรวจแยกสายพนัธุวั์ณโรคและประยกุต์ใช้

ในการติดตามระบาดวิทยา(6-20) จะช่วยเพิม่ประสทิธภิาพ 

การเฝ้าระวังและควบคุมวัณโรค โดยเฉพาะที่มีในพื้นที่ที่

เป็นปัญหาการแพร่ติดต่อของโรคเป็นระยะเวลานาน

	 การแยกสายพันธุ์เชื้อวัณโรคมีหลายวิธี เช่น 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

เป็นวิธดีัง้เดมิใช้ DNA marker ชนิด IS6110 ซึง่มีเฉพาะ

ในเชื้อวัณโรค สามารถใช้แยกเชื้อวัณโรคจากเชื้อ                

มัยโคแบคทีเรียอื่นได้ และใช้แยกสายพันธุ์ในการศึกษา

ด้านวิวัฒนาการของเชือ้และระบาดวิทยา(9-23)  มรีายงาน

การตรวจแยกเชื้อวัณโรคด้วย DNA marker ชนิดน้ี            

และศึกษาการแพร่ติดต่อเชื้อของผู้ป่วยวัณโรคของ

ประเทศไทย(10) วิธกีารนีเ้ป็นวิธทีีแ่ยกสายพนัธุวั์ณโรคได้

ละเอียด แต่มีข้อจ�ำกัดในการเปรียบเทียบผลการตรวจ

วิเคราะห์ระหว่างห้องปฏิบัติการ วิธีที่สอง spoligotyping 

เป็นวิธีแยกสายพันธุ ์ด ้วย DNA marker ระหว่าง                      

direct-repeat จ�ำนวน 43 ต�ำแหน่งใน chromosomal 

DNA เช้ือวัณโรค มีความหลากหลายเน่ืองจากเชือ้วัณโรค

ในแต่ละสายพันธุ์จะมีหรือไม่มี DNA marker นี้ใน 43 

ต�ำแหน่งที่ต่างกัน(10-11) วิธีที่สาม วิเคราะห์ Mycobacterial 

interspersed repetitive unit-variable number of tandem 

repeat (MIRU-VNTR) ซึง่เป็น DNA repeat อกีรปูแบบ

หน่ึง สายพันธุ์ท่ีต่างกันจะมีจ�ำนวน DNA repeat ของ 

MIRU-VNTR ที่ต่างกัน ปัจจุบันมี MIRU-VNTR ไม่

น้อยกว่า 24 ต�ำแหน่ง  ในการวิเคราะห์ท่ีเป็นชดุมาตรฐาน

จะใช้อย่างน้อย 12 ต�ำแหน่งเป็นต้น(12) การแยกสายพนัธุ์

ด้วย spoligotyping ร่วมกับการใช้ MIRU-VNTR 

สามารถแยกย่อยสายพันธุ์ (subtyping) ให้ได้ความ

ละเอียดมากขึ้น มีการใช้แพร่หลายทั่วไป สามารถบันทึก

ผลในระบบตัวเลขท�ำให้เปรียบเทียบสายพันธุ์ระหว่าง

ประเทศท่ัวโลกได้โดยใช้ฐานข้อมูลสากล Spol4DB(10-14) 

และยังสามารถบนัทึกเป็นฐานข้อมลูสายพนัธุเ์ชือ้วัณโรค

ของประเทศไทยได้ต่อไป

	 การศึกษาวิจัยน้ีได้แยกสายพันธุ์เชื้อวัณโรคใน

พืน้ท่ีอ�ำเภอท่ามะกา จงัหวัดกาญจนบรุ ีโดยมวัีตถปุระสงค์

เพื่อศึกษาสายพันธุ์เช้ือในพื้นท่ีท่ีมีการระบาดมาก และ

ประยุกต์ใช้วิธีการแยกสายพันธุ์ในการติดตามการแพร่

ติดต่อและการกระจายของเช้ือวัณโรคและวัณโรคด้ือยา

ในช่วงระหว่างปี 2556-2557 เพือ่สนับสนนุการควบคุม

วัณโรค นอกจากน้ียังเป็นการพัฒนาความสามารถของ

ห้องปฏบิติัการในการจ�ำแนกสายพนัธุเ์ช้ือวณัโรค โดยวิธี 

spoligotyping ร่วมกับการวิเคราะห์ MIRU-VNTR ซึ่ง

เป็นการแยกสายพนัธุใ์นระดบัโมเลกลุท่ีใช้กนัแพร่หลาย  

เปรียบเทียบสายพันธุ์เชื้อวัณโรคในพื้นท่ีและวิเคราะห์

สายพันธุ์ใหม่ ซึ่งไม่มีในฐานข้อมูลสายพันธุ์เชื้อวัณโรค

นานาชาติ วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางสายพันธุ์ได้ทั้งใน

ระดับท้องถิ่นและระดับภูมิภาคต่าง ๆ  ของโลก และเพื่อ
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จัดเก็บเป็นฐานข้อมูลสายพันธุ์เช้ือวัณโรคระดับโมเลกุล

ของประเทศไทย ข้อมูลที่ได้ท�ำให้ทราบสายพันธุ์ที่ตรวจ

พบมาก (dominant strain)  ความหลากหลายของ                

สายพนัธุ ์(diversity) สายพนัธุใ์หม่ ความสมัพนัธ์ระหว่าง 

genotype และ phenotype ของเชื้อดื้อยา เช ่น                              

ความสัมพันธ์กับการดื้อยา ความรุนแรงของเชื้อ เป็นต้น 

วัสดุและวิธีการศึกษา
	 รปูแบบการวิจัยเป็นการศกึษาวิจัยเชิงพรรณนา 

โดยวิเคราะห์สายพนัธุด้์วยการตรวจลายพมิพ์ DNA ของ

เชื้อวัณโรค

ตัวอย่างเชื้อวัณโรค 

	 คัดเลือกตัวอย่างเช้ือวัณโรคทั้งหมดในช่วง

ระหว่างปี 2556-2557 โดยเชื้อเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส ในห้องปฏิบัติการวัณโรค ส�ำนักงาน

ป้องกันควบคุมโรคที่ 5 จังหวัดราชบุรี เป็นเชื้อท่ี                

เพาะเลี้ยงได้จากตัวอย่างเสมหะของผู้ป่วยวัณโรคท่ี                

เข ้ารับการรักษาวัณโรคในโรงพยาบาลมะการักษ ์              

อ�ำเภอท่ามะกา จังหวัดกาญจนบุรี มีผลทดสอบความไว

ของเชื้อต่อยารักษาวัณโรค รวบรวมรายละเอียดตัวอย่าง

จากแบบบันทึกการส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์

การเตรียมตัวอย่างสารพันธุกรรม DNA 

	 น�ำตัวอย่างเช้ือที่เก็บในอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 500 มิลลิลิตร เพาะเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ

ชนิดเหลวด้วยเคร่ืองเพาะเช้ืออตัโนมัต ิBACTEC MGIT 

960 (Becton Dickinson Microbiology Systems, 

Cockeysville, MD, USA) ปั่นตกตะกอนด้วยเคร่ือง             

ป่ันเหว่ียง เกบ็ตะกอนเซลล์ สกดั DNA จากตะกอนเซลล์

ด้วยเครื่องสกัดอัตโนมัติ SEEPREP 12 (Seegene, Inc. 

Korea) ได้ปริมาตรสารละลาย DNA 30 ไมโครลิตร น�ำ

ตัวอย่างสารละลาย DNA ท่ีได้ไปวัดความเข้มข้นด้วย

เครื่อง spectrophotometer ความยาวคลื่น 260                       

นาโนเมตร ก่อนน�ำไปใช้ในการแยกสายพนัธุข์องเชือ้ด้วย

วิธี spoligotyping และ MIRU-VNTR  ต่อไป

การตรวจแยกสายพนัธุเ์ชือ้วณัโรคด้วยวธิ ีspoligotyping 

	 น�ำตัวอย่าง DNA อย่างน้อย 10 นาโนกรัม 

ปริมาตร 1.5 ไมโครลติร ท�ำปฏกิริิยา Polymerase Chain 

Reaction (PCR) และท�ำปฏกิริิยา hybridization วิเคราะห์

โดยห้องปฏบัิติการกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง

สาธารณสุข สรุปดังนี้ การท�ำปฏิกิริยา PCR เป็นการเพิ่ม

จ�ำนวนช้ินส่วนบริเวณ direct repeat ซ่ึงเป็นบริเวณที่มี 

DNA marker ในการแยกสายพนัธุ ์ปฏกิิรยิาประกอบด้วย 

1x PCR buffer, 1x Q solution,  PCR dig labeling 1.5 

ไมโครลิตร (Roche Diagnostics, Germany), 10 

ไมโครลิตร primer DRa (GGTTTTGGGTCTGAC-

GAC), 10 ไมโครลิตร primer DRb (CCGAGAGGG-

GACGGAAAC), 2.5 Unit Taq polymerase (QIA-

GEN, Germany)  และ DNA  ปริมาตรรวม 15 ไมโครลติร 

ใช้สภาวะของปฏิกิริยาตามข้ันตอนต่อไปน้ี pre-ampli-

fication 98๐C  60 วินาที  1 รอบ, Amplification 35 

รอบ ประกอบด้วย  98๐C 5 วินาที, 55๐C 10 วินาที และ 

72๐C  30 วินาที และ post-amplification 72๐C 1 นาที    

	 การท�ำปฏิกิริยา hybridization เพื่อตรวจสอบ 

DNA marker ด้วย DNA probe มี 43 ต�ำแหน่ง มี                  

ขั้นตอนโดยสรุปดังนี้ ผสม PCR product และสารละลาย 

buffer ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร น�ำไปบ่ม

ที่ 95๐C จนครบเวลาท่ีต้องการแล้วน�ำมาแช่ในน�้ำแข็ง

ทันที จากน้ันเติมตัวอย่างดังกล่าวลงในหลอด Spoligo 

Membrane น�ำไปอุ่นที่ 60๐C แล้วล้าง Spoligo Mem-

brane 3 คร้ัง ที่อุณหภูมิ 60๐C ด้วย 1X TBST-E         

buffer จากนั้น บ่ม Spoligo Membrane ในน�้ำยา POD 

(POD 1 ul: 1X TBST-E 1.5 ml) แล้วล้าง Spoligo 

Membrane อีก 3 คร้ัง ด้วย 1X TBST-E buffer               

ให้เกิดสีด้วยสารละลาย TMB จนแถบ DNA ปรากฏ                 

สีข้ึนชัดเจนแล้ว จึงหยุดปฏิกิริยาด้วยน�้ำ และตากแผ่น 

Spoligo Membrane ให้แห้ง อ่านผลจุดสีซึ่งเป็น DNA 

marker ต�ำแหน่งต่างๆ 43 ต�ำแหน่ง ที่ปรากฏบนแผ่น 

Spoligo Membrane บันทึกผลในระบบเลขฐานสองคือ 

บันทึก 1 เม่ือพบจุดสี และบันทึก 0 เมื่อไม่พบจุดสี                 

ในโปรแกรม Excel ประมวลผลเป็นระบบดิจิตอล                   
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15 หลัก (15-digit octal code) แล้วน�ำไปเทียบกับ                

สายพนัธุเ์ชือ้ในฐานข้อมลู SpolDB4 ซึง่ได้มกีารรวบรวม

สายพันธุ์พร้อมกับเลขสายพันธุ์อ้างอิง spoligotype-               

international type number (SIT No.) ไว้แล้ว โดย 

Pasteur Institute of Guadeloupe(15)

การแยกสายพนัธุย่์อยของเชือ้วณัโรคด้วย MIRU-VNTR

	 เลือกตัวอย่าง DNA ท่ีมีผล spoligotype               

เหมือนกัน น�ำมาแยกสายพันธุ์ย่อย (subtype) ด้วย 

MIRU-VNTR ซึ่งตรวจวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข โดย

วิเคราะห์ DNA repeat ของ DNA marker 15 ต�ำแหน่ง 

ดังน้ี MIRU04, MIRU10, MIRU16, MIRU26, 

MIRU31, MIRU39, MIRU40, ETR-A, QUB11b, 

QUB26(VN4052), VN424, VN1955, VN2401, 

VN3690, VN4156  ท�ำปฏกิริยิา PCR เพือ่เพิม่ปรมิาณ 

DNA marker แต่ละต�ำแหน่งด้วยส่วนผสมปฏิกิริยาดังนี้ 

1x PCR buffer, 0.25 mM dNTP, 1 mM MgCl2, 1 

M Betaine, 0.05 Unit Taq DNA Polymerase (Prome-

ga, USA) ท�ำปฏกิริยิาด้วยอณุหภมิูต่างๆ ดงัน้ี pre-am-

plification ที่ 95๐C 5 นาที 1 รอบ, amplification ที่ 

95๐C 15 วินาที, 55๐C 20 วินาที, 72๐C 45 วินาที ท�ำ

ซ�้ำ 35 รอบ และ post-amplification ที่ 72๐C 5 นาที 1 

รอบ ตรวจวัดขนาด DNA ด้วยวิธีเปรียบเทียบกับ DNA 

ladder ขนาด 50 bp เพื่อนับจ�ำนวน tandem repeat ของ

แต่ละ marker โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ agarose gel elec-

trophoresis และเทียบขนาด DNA ที่ได้ตามหลักการวิธี

การของ Supply และคณะ(16)

ผลการศึกษา
ข้อมูลทั่วไป

      	 การกระจายของเชื้อวัณโรคทั้งหมดมาจาก

อ�ำเภอท่ามะกา จังหวัดกาญจนบุรี เป็นคนไทยร้อยละ 

97.00 เป็นเชื้อที่มาจากผู้ป่วยวัณโรคเพศชาย ร้อยละ 

57.00 และเป็นเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนานที่เป็นยา 

INH และ RIF ร้อยละ 29.40 (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 จ�ำนวนและสัดส่วนเป็นร้อยละของเชื้อวัณโรคที่มีแหล่งที่มาของเชื้อวัณโรคจากตัวอย่างเสมหะของผู้ป่วยวัณโรคปอด 	
              และลักษณะการดื้อต่อยาของเชื้อวัณโรคจ�ำนวน 68 ตัวอย่างเชื้อที่ศึกษาวิจัย

ข้อมูล

แหล่งที่มา
สัญชาติ

อายุ

เพศ

ลักษณะการดื้อยาต่อยาต้านวัณโรค

รายละเอียด

อ.ท่ามาะกา จ.กาญจนบุรี
ไทย
ต่างด้าว
≤30 ปี
31-60 ปี
>60 ปี
ไม่ทราบอายุ
ชาย
หญิง
ไม่ทราบเพศ
ไวต่อยา INH RIF EMB และ STM
ดื้อยา STM
ดื้อยา INH
ดื้อยา RIF
ดื้อยา RIF และ STM
ดื้อยา INH และ RIF
ดื้อยา INH RIF และ STM
ดื้อยา INH RIF EMB และ STM

จ�ำนวน

68
66
2
7
18
17
26
39
22
7
40
3
1
3
1
2
12
6

ร้อยละ

100
97.00
3.00
10.00
26.00
25.00
38.00
57.00
32.00
10.00
59.00
4.00
1.00
4.00
1.00
3.00
18.00
9.00

MDR

หมายเหตุ : INH ย่อมาจาก isoniazid, RIF ย่อมาจาก rifampicin, STM ย่อมาจาก streptomycin, EMB ย่อมาจาก ethambutal
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ผลการแยกสายพันธุ์เชื้อวัณโรคด้วยวิธี spoligotyping

	 ตัวอย่างวิเคราะห์เป็น DNA ของเช้ือวัณโรค

จ�ำนวน 68 ตวัอย่าง แยกสายพนัธุเ์ช้ือวัณโรคได้ดังตาราง

ที่ 2 และแสดงแผนภูมิแจกแจงความถี่ (ร้อยละ) ของ

สายพันธุ์เชื้อวัณโรคดังภาพที่ 1 

ตารางที่ 2 spoligotype patterns ของสายพันธุ์เชื้อวัณโรคจ�ำนวน 68 ตัวอย่าง โดยแยกสายพันธุ์ด้วยวิธี spoligotyping

หมายเหตุ :  SIT No. ย่อมาจาก spoligo-international type number หมายถึง หมายเลขประจ�ำตัวสายพันธุ์ (ID, identify number), 	

	    clade คือ ชื่อสายพันธุ์เชื้อวัณโรค, จุดสี่เหลี่ยมทึบแสดงถึงการมี DNA marker ในต�ำแหน่งต่าง ๆ บริเวณระหว่าง direct 	

	    repeat 43 ต�ำแหน่ง

              

ภาพที่ 1 แผนภูมิแจกแจงความถี่ (ร้อยละ) ของสายพันธุ์ต่าง ๆ ของเชื้อวัณโรคที่แยกด้วย spoligotype 

ที่พบในพื้นที่อ�ำเภอท่ามะกา จังหวัดกาญจนบุรี ในปี พ.ศ. 2556-2557

No (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 Drug N %

1 BEIJING 1 34 (50) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 INH&RIF 15 22
INH 1
RIF 1

2 EAI2_NTB 89 6 (8) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 EAI5 236 3 (4) 0 0 0 0 0 0
4 EAI5 256 4 (6) 0 0 0 0 0 0 RIF 1 1
5 EAI5 1395 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 EAI6_BGD1 292 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0
7 591 2 (3) 0 0 0 0 0 0 INH&RIF 1 1

0 0 0 0 0 0 RIF 1 1
8 EAI6_BGD1 1414 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 H3 50 1 (2) 0 0 0 0 0 0
10 T1 53 2 (3) 0 0 0 0 0
11 U 523 4 (6) INH&RIF 3 4
12 U 1189 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 U 1391 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 NEW1 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 NEW2 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 INH&RIF 1 1
16 NEW3 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 NEW4 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 NEW5 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 NEW6 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 NEW7 1 (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 RIF 1 1

68 25

Spoligotype patterns Resistance pattern

Total

Type
Clade SIT no N
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	 ตัวอย่าง DNA ของเชื้อวัณโรคที่น�ำมาศึกษา 

ครั้งนี้ให้ผล spoligotype 20 แบบไม่ซ�้ำกัน ซึ่งประกอบ

ด้วยกลุ่มเชื้อ 7 cluster ในจ�ำนวน 55 ตัวอย่าง และ          

เป็นเชื้อสายพันธุ์เด่ียว 13 ตัวอย่าง กลุ่มเช้ือวัณโรค 

cluster I เป็นสายพนัธุ ์Beijing แบบ SIT No. 1 มีสดัส่วน 

34 ใน 68  ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 50.00 ในจ�ำนวนนี้

ประกอบด้วยเช้ือวัณโรคท่ีแยกได้จากผู้ป่วยวัณโรคปอด

ทีเ่ป็นชาวไทย 32 ราย และเช้ือท่ีแยกได้จากผู้ป่วยวัณโรค

ที่เป็นต่างด้าว 2 ราย เชื้อ cluster II เป็นสายพันธุ์ 

EAI2_NTB (Nonthaburi) มี SIT No. 89 มีสัดส่วน 6 

ใน 68 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 8.00 เช้ือ cluster III และ 

IV เป็นของสายพันธุ์ EAI5 ซึ่งมี spoligotype 2 รูปแบบ 

ได้แก่ แบบ SIT No. 236 มีสัดส่วน 3 ใน 68 ตัวอย่าง 

คิดเป็นร้อยละ 4.00 และแบบ SIT No. 256 มีสัดส่วน 

4 ใน 68 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 6.00 เชื้อ cluster V 

เป็นสายพนัธุ ์EAI6_BGD1 แบบ SIT No. 591 มสีดัส่วน 

2 ใน 68 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 3.00 เชื้อ cluster VI 

เป็นสายพันธุ์ T1 มีสัดส่วน 2 ใน 68 ตัวอย่าง คิดเป็น

ร้อยละ 3.00 และเชื้อ cluster VII เป็นสายพันธุ์ U แบบ 

SIT No. 523 มีสัดส่วน 4 ใน 68 ตัวอย่าง คิดเป็น         

ร ้อยละ 6.00 และพบสายเชื้อวัณโรคสายพันธุ ์ ท่ี                            

มีเพียงตัวอย่างเดียว แต่พบมีในฐานข้อมูลสากลมีดังน้ี 

เชื้อสายพันธุ์ EAI6_BGD1 แบบ SIT No. 292 และ 

1414 สายพันธุ์ H3 แบบ SIT No. 50 และเชื้อสายพันธุ์ 

U แบบ SIT No. 1189 และ 1391 และสายพันธุ์ใหม่ 

(NEW) 7 ตัวอย่าง (แบบใหม่ไม่มีในฐานข้อมูลสากล) 

และเมื่อวิเคราะห์ spoligotype กับการด้ือยาพบ                       

เช้ือดือ้ยาหลายขนาน มจี�ำนวน 20 ตัวอย่าง เป็นสายพนัธุ์ 

Beijing 15 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 75.00 สายพันธุ์ U 

แบบ SIT No. 523  3 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 14.20 

สายพันธุ์ EAI6_BGD1 และสายพันธุ์ใหม่ (NEW)             

อย่างละ 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 5.00    

ผลการแยกสายพนัธุย่์อยของเชือ้วณัโรคด้วยวธิ ีMIRU 

-VNTR  

	 สายพันธุ์ Beijing แยกสายพันธุ์ย่อยตามวิธี 

MIRU-VNTR สามารถแสดงความสัมพันธ์โดยการจัด

กลุ่มสายพันธุ์ย่อยให้เห็นได้ดังในภาพที่ 2 

ภาพที่ 2 dendogram จัดกลุ่มและวิวัฒนาการของเชื้อวัณโรค เมื่อวิเคราะห์กลุ่มเชื้อ Beijing ด้วย MIRU-VNTR typing              

กล่องสีเหลือง หมายถึง เชื้อวัณโรคไวยาหลัก INH และ RIF กล่องสีแดงเชื้อดื้อยาหลักหลายขนาน INH และ RIF               

กล่องสีน�้ำเงินเชื้อดื้อยา RIF กล่องสีเขียวเชื้อดื้อยา INH
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	 เน่ืองจากกลุ่มสายพันธุ์ Beijing SIT No. 1 

เป็นกลุ ่มที่มีจ�ำนวนมากที่สุด เมื่อจ�ำแนกแยกย่อย             

สายพันธุ์นี้ จ�ำนวน 34 ตัวอย่าง ด้วยวิธี MIRU-VNTR                

โดยใช้ DNA marker 15 ต�ำแหน่ง ต่อหน่ึงตัวอย่าง               

แต่ละต�ำแหน่งของ DNA marker ในเช้ือวัณโรคจะมี

จ�ำนวนชุดที่เป็น DNA repeat ได้หลากหลายรูปแบบชุด

ตัง้แต่ 1-10 แตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ย่อย จงึท�ำให้

แยกย่อยสายพันธุ์ Beijing ต่อไปได้ ผลตรวจพบว่า 

สามารถแยกสายพันธุ์ย่อยได้ 4 subtype  ได้แก่ subtype 

I (A) ถงึ subtype IV (D) และสายพนัธุเ์ดีย่ว 12 ตวัอย่าง 

ดังภาพที่ 2 เชื้อวัณโรค subtype I (A) เป็นกลุ่มใหญ่มี

สดัส่วน 16 ใน 34 ตวัอย่าง คดิเป็นสดัส่วนร้อยละ 41.00 

เชื้อในกลุ่มน้ีเป็นเชื้อวัณโรคท่ีมีลักษณะด้ือยาหลัก INH 

และ RIF 14 ตัวอย่าง เชื้อ subtype II (B), III (C), IV 

(D)  มกีลุม่ละ 2 ตวัอย่าง จากการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์

ระหว่างสายพนัธุเ์ชือ้กบัการก่อให้เกดิโรคในผู้ป่วยพบว่า

เชื้อ subtype I (A) ซึ่งมีสัดส่วนขนาดใหญ่ เป็นเชื้อ              

ที่มีลักษณะก่อโรครุนแรง เน่ืองจากดื้อยาหลายขนาน  

เป็นสายพนัธุด้ั์งเดมิพบในผู้ป่วยชาวไทย ก่อโรคในผู้ป่วย

อายุตั้งแต่ 22-73 ปี และในกลุ่มผู้ป่วยที่ไม่ทราบอายุ 

อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาครั้งนี้ไม่พบ cluster ในผู้ป่วย

ต่างด้าว ซึ่งมีจ�ำนวน 2 ตัวอย่าง

วิจารณ์
	 เชื้อ วัณโรคที่น� ำมาแยกสายพันธุ ์ด ้วยวิธี               

spoligotyping และวิธ ีMIRU-VNTR ในการศกึษาครัง้นี้ 

ตามเกณฑ์การคัดตวัอย่างซึง่มาจากโรงพยาบาลมะการกัษ์ 

และเพาะเลี้ยงเจริญได้เฉพาะของปี พ.ศ. 2556-2557 

มจี�ำนวนตวัอย่างเชือ้ 68 ตัวอย่าง สามารถแยกเชือ้ได้ 20 

สายพนัธุ ์โดยพบสายพนัธุห์ลกัเป็นเชือ้สายพนัธุ ์Beijing 

มีการแพร่ระบาดมากในพื้นที่อ�ำเภอท่ามะกา จังหวัด

กาญจนบุรี คิดเป็นสัดส่วนร้อยละ 50.00 (34 ใน 68 

ตวัอย่าง) สอดคล้องกบังานวิจัยทัว่โลกได้รายงานการแพร่

ระบาดสายพนัธุ ์Beijing ทัว่โลก(10-11, 17-21) และพบเชื้อ

สายพันธุ ์  Beijing ท่ีมีอัตราการด้ือยาสูงส�ำหรับ

ประเทศไทย สอดคล้องกบัการศกึษาวิจัยของ Regmi และ

คณะ(6) และ Disratthakit(7) พบเชื้อวัณโรคสายพันธุ์ 

Beijing ท่ีเป็น MDR-TB และการดือ้ยารนุแรง (XDR-TB) 

ในพื้นที่กาญจนบุรีตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545 ถึง พ.ศ. 2553 

เมื่อแยกย่อยสายพันธุ์ Beijing ด้วยผล MIRU-VNTR 

พบเชื้อ subtype I (A) ซึ่งเป็นกลุ่มใหญ่ในจ�ำนวนนี้พบ

มีเชื้อดื้อยาหลัก INH และ RIF จ�ำนวน 14 ตัวอย่าง และ

เม่ือวิเคราะห์เทยีบกับผล MIRU-VNTR ของ Disratthakit 

ให้ผลตรงกัน และเป็นเชื้อที่มีการดื้อยาหลายขนานเช่น

เดียวกัน ท�ำให้สามารถยืนยันได้ว่าเชื้อวัณโรค subtype I 

(A) เป็นสายพันธุ ์ที่ส�ำคัญเป็นสาเหตุท่ีท�ำให้เกิด                  

การระบาดของวัณโรคด้ือยาหลายขนาน และอาจมี               

การแพร่ติดต่อกันต้ังแต่ปี 2545 จนถึงปัจจุบัน(4) 

สอดคล้องกับงานศึกษาวิจัยหลายฉบับท่ีแสดงให้เห็นว่า 

เชือ้สายพนัธุ ์Beijing เป็นเชือ้ไวต่อการก่อให้เกดิวัณโรค

ในผู้ป่วยจ�ำนวนมาก  และเป็นสายพันธุ์ท่ีมีวิวัฒนาการ

เป็นเชื้อดื้อยาต่อไป(13, 22-24) สิ่งท่ีน่าสนใจในการศึกษา

ครั้งน้ียังพบว่า ในพื้นที่ศึกษาน้ีมีเช้ือวัณโรคที่เป็นสาย

พันธุ ์ใหม่ซ่ึงไม่เคยมีในฐานข้อมูล SpolDB4 รวม                     

7 ตัวอย่าง คิดเป็นสดัส่วนร้อยละ 10.00 (7 ใน 68 ตวัอย่าง) 

และมีเช้ือวัณโรคในผู้ป่วยชาวต่างด้าว (2 ตัวอย่าง)                

ซึง่เป็นสายพนัธุ ์Beijing แต่ให้ผลแยกย่อยสายพนัธุด้์วย

วิธี MIRU-VNTR แตกต่างจากผลของสายพันธุ์ที่พบ            

ในผู้ป่วยคนไทย เน่ืองจากจ�ำนวนตัวอย่างเชื้อที่ศึกษา                  

มีกรอบเวลาศึกษาจากเชื้อที่เพาะข้ึนระหว่างปี 2556-

2557 จ�ำนวนตัวอย่างเช้ือที่เพาะข้ึนและเก็บรักษาไว้                

มีไม่มาก เป็นข้อจ�ำกัดของการสรุปสายพันธุ์เชื้อที่พบ

เฉพาะในคนไทยหรือคนต่างชาติ จากข้อมลูสายพนัธุเ์ช้ือ

ที่ตรวจพบอาจกล่าวได้ว่า เช้ือวัณโรคที่พบระบาดใน                

อ�ำเภอท่ามะกา ส่วนใหญ่เป็นเชือ้ท้องถิน่  ในขณะเดยีวกนั

ก็ มีส ่วนของเชื้อต ่างถิ่นที่แยกได ้ เป ็นเชื้อ วัณโรค                        

สายพนัธุใ์หม่ และเชือ้จากผู้ป่วยต่างด้าวน้ียงัไม่พบมกีาร

แพร่ติดต่อเชื้อวัณโรคในคนไทย จากการวิเคราะห์              

สายพันธุ์เชื้อวัณโรคด้วย spoligotyping และ MIRU 

-VNTR ท�ำให้ทราบสายพันธุ์เชื้อที่มีในท้องถิ่นชุมชน             

มีการแพร่ติดต่อ และท�ำให้ทราบสถานการณ์การแพร่

ระบาดของเช้ือวัณโรคและเช้ือวัณโรคด้ือยาท่ีเกิดข้ึน        
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ในอ�ำเภอท่ามะกา พบเช้ือวัณโรคด้ือยาสายพนัธุเ์ดยีวกนั                      

ในประชากรทั้งในวัยท�ำงานและวัยผู ้สูงอายุ แสดง                    

ให้เห็นว่า มีการแพร่ติดต่อกัน เช้ือวัณโรคส่วนหน่ึงไว            

ต ่อยาและมีวิ วัฒนาการกลายพันธุ ์ เป ็นเชื้อดื้อยา                      

ต้านวัณโรคมีการแพร่ตดิต่อท�ำให้พบเช้ือดือ้ยาจ�ำนวนมาก 

เชือ้ส่วนใหญ่ท่ีพบเป็นเชือ้ประจ�ำถิน่ซึง่ยากต่อการควบคุม 

แม้ว่าจะควบคุมมานานแต่ยังควบคุมไม่ได้ ประกอบกับ

การมีเชื้อใหม่เพิ่มข้ึนในพื้นที่ ท�ำให้การควบคุมวัณโรค                   

ในพื้นที่น้ียังไม่ได้ผลดี ข้อมูลน้ีน่าจะเป็นประโยชน์                 

ในการเพิ่มประสิทธิภาพการรักษา การเฝ้าระวัง และการ

ควบคุมป้องกันวัณโรค โดยเฉพาะวัณโรคดื้อยาต่อไป
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