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บทคัดย่อ
	 วัณโรค เป็นโรคติดต่อที่เป็นปัญหาสาธารณสุขของประเทศไทยและท่ัวโลก มีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ 

Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) ซึ่งปัจจบุนัมข้ีอมลูการศกึษาเกีย่วกับความหลากหลายของสายพนัธุ์

เชือ้วัณโรคในประเทศไทยยงัมน้ีอย การแยกสายพนัธุส์ามารถใช้ประโยชน์ทางระบาดวิทยาได้ และใช้ในการสอบสวนโรค 

ติดตามแหล่งแพร่เชื้อได้ แสดงความหลากหลายของสายพันธุ์ การศึกษาครั้งน้ีใช้วิธี spoligotyping ในการแยก         

สายพันธุ์ของเชื้อวัณโรค ซึ่งวิเคราะห์จากต�ำแหน่งบนสาย DNA ที่ซ�้ำ (repeat) จ�ำนวน 43 ต�ำแหน่ง พบสายพันธุ์

เชื้อวัณโรค ในเขตพื้นท่ีรับผิดชอบของส�ำนักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 12 จังหวัดสงขลา ได้แก่ จังหวัดยะลา             

จังหวัดปัตตานี จังหวัดนราธิวาส จังหวัดตรัง จังหวัดสงขลา จังหวัดสตูล และจังหวัดพัทลุง จากผู้ป่วยวัณโรคปอด 

138 ราย วิเคราะห์แยกสายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบกับข้อมูลสายพันธุ์ในฐานข้อมูลสากล SpolDB4 พบเชื้อวัณโรค           

ที่มีรูปแบบสายพันธุ์ spoligotype 53 รูปแบบ และพบกลุ่มสายพันธุ์ใหม่ที่ยังไม่มีในฐานข้อมูล 35 สายพันธุ์ และ         

มี spoligotype ที่มีรูปแบบแตกต่างกัน 32 รูปแบบ กลุ่มสายพันธุ์ที่พบมากที่สุดคือ East African-Indian (EAI) 

รองลงมาคือ Beijing ร้อยละ 36.23 (50/138) และ 32.61 (45/138) ตามลําดับ ในกลุ่มสายพันธุ์ EAI พบสาย

พันธุ์ EAI5 มากที่สุด รองลงมาเป็น EAI6_BGD1 (Bangladesh) และ EAI2_NTB (Nonthaburi) ร้อยละ 36.00 

(18/50), 30.00 (15/50) และ 18.00 (9/50) ตามล�ำดับ วิธีการนี้เหมาะสมในการใช้แยกสายพันธุ์เชื้อวัณโรค 

เนื่องจากมีความเป็นมาตรฐานสูง มีขั้นตอนที่ไม่ยุ่งยาก พบสายพันธุ์ใหม่จ�ำนวนมาก
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Abstract

	 Tuberculosis (TB) remains an deadly infectious disease causing a serious public health problem in 

many parts of the world as well as in Thailand caused by Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) in 

which less genotypic diversity data available in Thailand. Genotypic differentiate method is an epidemiolog-

ical tool (epidemiological investigation and tracking of TB transmission) to differentiate local strains and 

allow  the  comparison  of  strains  with  global  isolates. This study manipulated spoligotyping and aimed to 

investigate strains circulating in 8 provinces: Songkhla, Yala, Pattani, Narathiwat, Trang, Songklha, Satun 

and Phatthalung under The Office of Disease Prevention and Control Region 12. A total of 138 MTC isolates 

collected from pulmonary tuberculosis patients were genotyped by spoligotyping, and the strains were com-

pared with those in the international spoligotype database (SpolDB4). Altogether 15 different spoligotype 

patterns were identified, and 37 strains were found as new genotype patterns. The East African-Indian (EAI) 

groups were the most frequent strains investigated followed by Beijing, 36.23% (50/138) and 32.61% 

(45/138), respectively. Among EAI groups EAI5 were the most commonly investigated followed by 

EAI6_BGD1 (Bangladesh) and EAI 2_NTB (Nonthaburi), 36.00% (18/50), 30.00% (15/50) and 

18.00% (9/50) respectively. 

	 This standard and practical spoligotyping is able to identify the diversity of MTC strains circulating 

in this region. 
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บทนํา
	 วัณโรคเป็นโรคติดต่อเรื้อรังท่ีเป ็นปัญหา

สาธารณสุขของประเทศไทยและทั่วโลก เกิดจากการ           

ติดเชื้อวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) ซึ่งอยู่ใน

กลุ่ม Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) 

ขนาดปัญหาวัณโรคในประเทศไทย องค์การอนามัยโลก

ได้จัดให้ประเทศไทยเป็นหนึ่งใน 14 ประเทศ ที่มีปัญหา

วัณโรครุนแรง โดยมีผู้ป่วยจํานวนมาก ซึ่งมีปัจจัยมาจาก

หลายประการ ได้แก่ ผลกระทบจากโรคเอดส์ ซึ่ง

ประเทศไทยมีผู้ตดิเชือ้เอชไอวีจํานวนมาก ระดบัความชกุ

ของการป่วยด้วยโรควัณโรคท่ียงัสงู ท�ำให้มีผู้ป่วยในระยะ

แพร่เชือ้จํานวนมาก การเคลือ่นย้ายถิน่ฐานของประชากร 

ปัญหาวัณโรคดื้อยา วัณโรคในกลุ่มแรงงานข้ามชาติ              

ผู้อพยพ การควบคุมรักษาวัณโรคในบางพืน้ที ่มีผลส�ำเร็จ

ต�ำ่กว่าเป้าหมาย จงึยังคงมีจํานวนผูป่้วยวัณโรคระยะแพร่

โรคสูง รายงานขององค์การอนามัยโลกปี พ.ศ. 2560 

ประเทศไทยมอีบุตักิารณ์เกดิโรค 156 ต่อประชากรแสน 

จํานวนผู้ป่วยทั้งหมดรายงาน 82,008 ราย และมีอัตรา

การตาย 13 ราย ต่อประชากรแสนหรือประมาณ 9,300 

ราย(1) ในขณะที่ พื้นที่รับผิดชอบของส�ำนักงานป้องกัน

ควบคุมโรคที่ 12 จังหวัดสงขลา มีการค้นพบผู้ป่วย       

รายใหม่ได้เพียงร้อยละ 70.70 อัตราการรักษาส�ำเร็จ

เพียงร้อยละ 84.00 อัตราการตายจากวัณโรคร้อยละ             

8.10 และขาดยาถึงร้อยละ 3.30(2)

	 การแยกสายพันธุ ์ที่ มีประสิทธิภาพเป ็น 

เคร่ืองมือทางระบาดวิทยาช่วยสนับสนุนการควบคุมโรค 
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และสอบสวนโรค สามารถแยกสายพันธุ ์เชื้อได้อย่าง

ละเอยีด จะท�ำให้สามารถแยกสายพนัธุข์องเชือ้วัณโรคได้                         

จึงสามารถใช้ติดตามการแพร่ของโรคได้ และอาจน�ำ

ข้อมูลสายพันธุ์ท้องถิ่นไปเปรียบเทียบสายพันธุ์ของเชื้อ

ในภูมิภาคต่างๆ ได้ทั่วโลก ท�ำให้ค้นพบสายพันธุ์ใหม่

	 การตรวจแยกสายพันธุ์เชื้อวัณโรคด้วยเทคนิค

ชีวโมเลกุลมีหลายวิธี อาศัยหลักการวิเคราะห์ความ         

หลากหลายหรอืความผันแปรของสารพนัธกุรรมวิธดีัง้เดมิ 

ได้แก่ การวิเคราะห์ลายพมิพ์ DNA (restriction fragment 

length polymorphism ; RFLP) ที่ใช้ insertion element 

6110 (IS6110) เป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรม             

(genetic marker)(3) มีรายงานการแยกเชื้อวัณโรคด้วย 

DNA marker ชนิดนี้ และศึกษาการแพร่ติดต่อเชื้อโรค

ของผู้ป่วยวัณโรคของประเทศไทย(4-5) วิธีการน้ีเป็นวิธี              

ที่แยกสายพันธุ ์วัณโรคได้ละเอียด แต่มีข้อจ�ำกัดคือ               

ไม่สามารถเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการได้            

การแยกสายพันธุ์โดยวิเคราะห์จ�ำนวน DNA repeat            

ซึ่งเป็น DNA ที่มีจ�ำนวนชุดซ�้ำๆ กัน ในจ�ำนวนที่ต่างกัน 

(variable number of tandem repeat: VNTR) เป็นอีก

วิธหีน่ึงทีมกีารใช้แยกสายพนัธุเ์ชือ้วัณโรค และวิธ ีspoli-

gotyping ก�ำลงัเป็นวิธทีีน่�ำไปใช้แพร่หลาย(6-8,10-19) และ

อาจใช้ร่วมกับวิธีการแยกสายพันธุ ์วิธีอื่นๆ จะท�ำให้

สามารถแยกสายพนัธุไ์ด้ละเอยีดมากข้ึน สามารถแยกเช้ือ

ระหว่าง M. tuberculosis และ M. bovis ซึ่งอยู่ในกลุ่ม 

MTC ได้ การแยกสายพันธุ์ด้วยวิธี spoligotyping ใช้ 

genetic marker ซึ่งเป็น DNA ใน spacer region ที่อยู่

ระหว่าง DNA repeat ทีเ่รียกว่า direct repeat (DR repeat) 

จ�ำนวน 43 ต�ำแหน่ง(8-9) genetic marker ที่ขาดหายไป

ในต�ำแหน่งต่างๆ ท�ำให้เกิดรูปแบบที่หลากหลาย           

ของ DNA ของเชื้อวัณโรค (genetic polymorphism) 

สามารถวิเคราะห์และน�ำมาใช้ในการจ�ำแนกเชื้อวัณโรค

ได้ เน่ืองจากเป็นวิธีการมาตรฐาน(9-11) จึงสามารถ            

เปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการได้ วิธีการนี้

สามารถแยกสายพันธุ์เชื้อวัณโรคได้อย่างละเอียด แม้ใน

สายพันธุ์วัณโรคท่ีมีความใกล้เคียงกันมาก บันทึกผล               

ในระบบตัวเลข สามารถเปรยีบเทยีบสายพนัธุเ์ชือ้วณัโรค

โดยใช้ฐานข้อมูลสากล SpolDB4(12) การแยกสายพันธุ์

ด้วยวิธีน้ีจะท�ำให้ได้ข้อมูล spoligotype ของสายพันธุ์                 

เชื้อวัณโรคในแต่ละพื้นที่ และยังสามารถเป็นฐานข้อมูล

สายพันธุ์เชื้อวัณโรคของประเทศได้ ในประเทศไทยมี            

การศึกษายังไม่มากนัก(8,19) โดยเฉพาะในพื้นที่ภาคใต้

ตอนล่างซึ่งเป็นพื้นที่รับผิดชอบของส�ำนักงานป้องกัน

ควบคุมโรคท่ี 12 จังหวัดสงขลา ยังไม่เคยมีรายงาน               

การศึกษาในลักษณะนี้มาก่อน

	 การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความ

หลากหลายของสายพนัธุเ์ชือ้วัณโรค โดยวิธ ีspoligotyping 

ที่ เพาะเลี้ยงแยกได้จากผู ้ป ่วยวัณโรคปอดในพื้นที่              

รบัผิดชอบของส�ำนักงานป้องกนัควบคมุโรคที ่12 จังหวัด

สงขลา (ภาคใต้ตอนล่าง)

วัสดุและวิธีการศึกษา
	 รูปแบบการศกึษาเป็นเชงิพรรณนา (descriptive 

study) ตรวจวิเคราะห์แยกสายพันธุ์เชื้อวัณโรคที่เก็บไว้

จากการปฏิบัติงานปกติ ในปีงบประมาณ 2558 โดย          

การตรวจวิเคราะห์สาย DNA ของเชื้อวัณโรคด้วยวิธี                 

spoligotyping เนือ่งจากมไิด้เกบ็ข้อมลูโดยตรงจากผู้ป่วย

วัณโรค และไม่มีการย้อนดูประวัติการป่วย หรือข้อมูล 

พื้นฐานของผู้ป่วย และไม่สามารถทราบช่ือ-สกุล ที่อยู่ 

ของผู้ป่วยได้ จึงมิได้ยื่นขอรับการพิจารณาจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์

	 ตัวอย่างเชื้อวัณโรค 

	 ตัวอย่างในการศึกษาเป็นเช้ือวัณโรค จ�ำนวน 

150 ราย ที่เพาะเลี้ยงได้จากเสมหะผู้ป่วยวัณโรคปอด

ทั้งหมด 494 ราย ปีงบประมาณ 2558 ในเขตจังหวัด

ภาคใต้ตอนล่าง จ�ำนวน 7 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดยะลา 

จังหวัดปัตตานี จังหวัดนราธิวาส จังหวัดตรัง จังหวัด

สงขลา จังหวัดสตูล และจังหวัดพทัลงุ ตัวอย่างเช้ือท้ังหมด 

เกบ็รักษาไว้ที ่-20๐C ในห้องปฏบิติัการ ไม่มกีารคดัเลอืก

หรือสุ่มแต่อย่างใด น�ำตัวอย่างโคโลนีเชื้อที่เก็บรักษา               

มาเพาะเลี้ยงต่อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Lowenstein-Jensen 

ได้เพียง 150 ราย นอกนั้นเชื้อไม่อยู่ในสภาพที่จะน�ำไป

ศึกษาต่อได้ น�ำเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้น�ำมาสกัด DNA และ
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เพื่อแยกสายพันธุ์ จ�ำนวน 150 ราย โดยส่งตรวจที่ห้อง

ปฏบิติัการสถาบนัสขุภาพแห่งชาติ (NIH) ซึง่ท�ำการตรวจ

โดยผู้เชี่ยวชาญท่ีมีความช�ำนาญในการตรวจอย่างสูง จึง

น่าจะไม่มีความผิดพลาดเกิดขึ้นในขณะท�ำการทดสอบ 

ค่าใช้จ่ายรายละประมาณ 3,000 บาท แต่เนื่องจากเป็น

โครงการศกึษาของสถาบนั NIH จงึไม่มค่ีาใช้จ่ายแต่อย่าง

ใดในการศึกษาครั้งนี้

	 การสกัดสารพันธุ์กรรม (DNA)

	 สกัด DNA จากตัวอย ่างเชื้อตามวิธีการ          

ของ Phetsuksiri B, et al(13) โดยมีขั้นตอนดังนี้ น�ำเชื้อ

วัณโรคท่ีเพาะข้ึนบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 1 loop ใส่ลงใน

หลอดขนาดเล็ก (micro tube) ขนาด 1.5 ml. ซึ่งบรรจุ

น�ำ้กลัน่สะอาด 100 µl. จากนัน้น�ำไปต้มทีอ่ณุหภมิู 95°C 

เป็นเวลา 20 นาที จะได้สารสะลายที่มี DNA น�ำ DNA 

ที่สกัดได้เก็บที่ -20°C
	 การแยกสายพันธุ์ด้วยวิธี Spoligotype

	 ข้ันตอนประกอบด้วยการเพิ่มจ�ำนวน DNA        

เป้าหมาย บริเวณ direct repeat (DR) ด้วยวิธีปฏิกิริยา

ลูกโซ่ (polymerase chain reaction ; PCR) และตรวจ

สอบหา DNA marker ด้วย DNA probe โดยวิธี hybrid-

ization ในการศึกษานี้ด�ำเนินการตาม(14) การเพิ่ม DNA 

เป้าหมายโดยเพิม่จ�ำนวนชิน้ส่วนของ DR โดยใช้ไพรเมอร์ 

(primer) DRa (GGTTTTGGGTCTGACGAC) และ 

primer DRb (CCGAGAGGGGACGGAAAC) 

ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 10x buffer 1.5 µl. PCR 

DIG labeling mix 1.5 µl., primer DRa (10 µmol) 

1 µl., primer DRb (10 µmol) 1 µl. และ Taq DNA 

polymerase (QIAGEN, Germany) ซึ่งมี Q5x solution 

3 µl. และ Taq polymerase (5 unit) 0.25 µl. ปรับ

ปริมาตรด้วยน�ำกลั่นให้ ครบ 10 µl. แล้วเติมสารละลาย 

DNA ทีส่กดัได้จากตัวอย่างเช้ือ 5 µl. โดยมปีรมิาตรรวม 

15 µl. ท�ำปฏิกิริยา PCR โดยเคร่ืองเพิ่มสารปริมาณ

พันธุกรรม (Eppendoff, Germany) ซึ่งควบคุมอุณหภูมิ

ของปฏิกิริยาดังน้ี ข้ันตอน denaturation ท่ี 98°C 60 

วินาที 1 รอบ เข้าสู่ 35 รอบ ของขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ 

DNA โดย denaturation ที่ 98°C 5 วินาที annealing ที่ 

55°C 10 วินาที และ extension ที่ 72°C 30 วินาที เข้า

สู่ขั้นตอน extension รอบสุดท้ายที่ 72°C 1 นาที และ 

4°C ตามล�ำดับ โดยใช้เชื้อวัณโรคสายพันธุ ์อ ้างอิง               

(M. tuberculosis H37Rv) เป็น positive control และ 

distilled water free DNA/ RNA เป็น negative control 

เมื่อปฏิกิริยา PCR เรียบร้อยแล้ว เก็บ PCR product ที่ 

-20°C รอวิเคราะห์ DNA marker จ�ำนวน 43 ต�ำแหน่ง 

ด้วยปฏิกิริยา hybridization

	 การท�ำปฏิกิริยา hybridization เพื่อตรวจสอบ 

DNA marker ด้วย DNA probe 43 ต�ำแหน่ง มีขั้นตอน

คือ ผสม PCR product และ Hybrid-buffer ลงในหลอด

ขนาดเล็ก 1.5 ml. น�ำไป denature โดยบ่มที่ 95°C          

จนครบเวลาท่ีต้องการ แล้วน�ำมาแช่ในน�้ำแข็งทันที             

จากน้ันเติมตัวอย่างดังกล่าวลงในหลอดที่มี spoligo 

membrane โดย membrane มี DNA probe 43 ต�ำแหน่ง 

น�ำไปอุ่นที่ 60°C เกิดปฏิกิริยา hybridization แล้วล้าง 

spoligo membrane 3 คร้ัง ที่อุณหภูมิ 60°C ด้วย 

1XTBST-E buffer เพือ่ล้าง DNA ส่วนทีไ่ม่จับกบั DNA 

probe ออก ตรวจสอบหา DNA marker โดยบ่มปฏิกิริยา 

spoligo membrane ในน�้ำยา POD (POD 1 µl. : 

1XTBST-E 1.5 ml.) แล้วล้าง spoligo membrane อีก 

3 คร้ัง ด้วย IX TBST-E buffer ท�ำการตรวจสอบสี            

ที่แถบ DNA จับกับ DNA probe ด้วยการบ่ม spoligo 

membrane ในสารละลาย TMB จนแถบ DNA ของ 

spoligo pattern ปรากฏสีขึ้นชัดเจนแล้วจึงหยุดปฏิกิริยา

ด้วยน�้ำ

	 การอ่านผลและแปลผล spoligotype 

	 อ่านผลบน spoligo membrane ซึ่งมี DNA 

probe จุดเล็กๆ จ�ำนวน 43 จุด หลังท�ำปฏิกิริยา hybrid-

ization แล้วจะปรากฏจุดข้ึนบน spoligo membrane           

ซึ่งคือ direct repeat spacer (DR spacer) ที่มีแตกต่างกัน

ตามแต่ละสายพันธุ์ของเชื้อวัณโรค ท�ำให้สามารถแยก 

สายพันธุ์ของวัณโรคได้ การอ่านจุดที่พบบน spoligo 

membrane ใช้โปรแกรม MS Excel (Microsoft) ทีม่สีตูร

ในการวิเคราะห์ค�ำนวณ โดยแทนต�ำแหน่งที่พบจุดบน 

spoligo membrane เป็น 1 และต�ำแหน่งที่ไม่พบจุดเป็น 
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0 จนครบทั้ง 43 ต�ำแหน่ง เมื่อบันทึกผลลงในตารางของ

โปรแกรม MS Excel แล้วจะประมวลผลค�ำนวณเป็น

ตัวเลข 15 หลัก จากนั้นน�ำตัวเลข 15 หลักที่ได้ไปเทียบ

หาสายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบกับตัวเลขของสายพันธุ์เชื้อ

ในฐานข้อมูล SpolDB4 ซึง่เช้ือสายพนัธุต่์างกนัจะมตัีวเลข

ต่างกัน และมี spoligo pattern ต่างกันด้วย ฐานข้อมูล 

SpolDB4 มีการรวบรวม spoligo pattern ของเช้ือวัณโรค

สายพันธุ์ต่าง ๆ ทั่วโลกไว้ พร้อมกับเลขประจ�ำสายพันธุ์ 

(spoligotype international type number ; SIT No) 

spoligo pattern ที่ต่างกัน จะมี SIT No ต่างกัน และ SIT 

No เดียวกัน เป็นเชื้อสายพันธุ์เดียวกัน ดังภาพที่ 1 ฐาน

ข้อมูลดงักล่าวยงัคงมกีารเพิม่เตมิข้อมูล สายพนัธุท์ีม่กีาร

ค้นพบใหม่อยูเ่ป็นระยะๆ โดยสถาบนัพาสเจอร์ (Pasteur 

Institute of Guadeloupe)(12)  ในการแยกสายพันธุ์ด้วย

วิธ ีspoligotyping น้ี หากวิเคราะห์แล้วไม่พบว่า มสีายพนัธุ์ 

ในฐานข้อมูล ให้แปลผลว่า เป็นสายพันธุ์ใหม่ (New/

Orphan)

ผลการศึกษา
	 จากการศึกษาสายพันธุ์เชื้อวัณโรคจากผู้ป่วย       

ในพืน้ท่ีรับผดิชอบของส�ำนักงานป้องกนัควบคุมโรคที ่12 

จังหวัดสงขลา ใน 7 จงัหวัดภาคใต้ตอนล่าง ได้แก่ จังหวัด

ยะลา จงัหวัดปัตตานี จังหวัดนราธวิาส จงัหวัดตรงั จังหวัด

สงขลา จังหวัดสตลู และจงัหวัดพทัลงุ ท่ีเพาะเลีย้งเช้ือได้

จากเสมหะผู ้ป ่วยวัณโรคปอด ทั้งหมด 494 ราย                 

ในปีงบประมาณ 2558 และได้เก็บรักษาไว้เพื่อน�ำมา

ศึกษาสายพันธุ์ได้ จ�ำนวน 150 ราย น�ำผลการแยก         

สายพันธุ์ที่ได้ไปเทียบกับ spoligo pattern ในฐานข้อมูล

สากล SpolDB4 ได้เพยีง 138 ราย อกี 12 ราย ไม่สามารถ

แปลผลได้เนื่องจากผลไม่ชัดเจน พบเชื้อวัณโรคมี        

ความหลากหลายของสายพันธุ ์  โดยมีรูปแบบของ           

spoligo pattern ท่ีต่างกันถึง 53 รูปแบบ ดังภาพที่ 1           

ซึ่ง spoligo pattern ที่ต่างกันจะมี SIT No ต่างกัน และ 

SIT No เดียวกนั เป็นเช้ือสายพนัธุเ์ดยีวกนัในการศกึษาน้ี 

เช้ือทั้งหมดสามารถจัดกลุ ่มได้ 15 กลุ ่มสายพันธุ ์            

ดังตารางที่ 1 นอกจากนี้พบเชื้อวัณโรคสายพันธุ์ใหม่ 35 

สายพันธุ์ และมีรูปแบบของ spoligo pattern ที่แตกต่าง

กันถึง 32 รูปแบบ ดังภาพที่ 2

 

 	

 

 

 

 

 

  

ภาพที่ 1 ตัวอย่าง spoligo pattern ของ DR spacers จ�ำนวน 43 ต�ำแหน่ง แสดง spoligo pattern ของเชื้อ M. tuberculosis 

สายพันธุ์ต่างๆ และ spoligo pattern ของเชื้อ M. bovis

	 จากตารางที่ 1 พบว่า จังหวัดที่มีผลตรวจมาก

ทีส่ดุคือ จังหวัดพทัลงุ 48 สายพนัธุ ์รองลงมาคอื จงัหวัด

ปัตตานี 28 สายพันธุ์ จังหวัดยะลา 24 สายพันธุ์ และทุก

จังหวัดพบเชื้อวัณโรค กลุ่มสายพันธุ์ EAI มากกว่ากลุ่ม

อื่นๆ รองลงมาเป็นกลุ่ม Beijing ยกเว้นจังหวัดสตูล           

ที่ไม่พบกลุ่มเชื้อน้ี อาจจะมีสาเหตุจากจ�ำนวนตัวอย่างที่

ส่งตรวจน้อยมาก เพียง 2 สายพันธุ์เท่านั้น จังหวัดพัทลุง

พบสายพันธุ์ใหม่มากที่สุดคือ 14 สายพันธุ์ รองลงมาคือ 

จังหวัดปัตตานีและจังหวัดนราธิวาส ตามล�ำดับ
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	 จากภาพท่ี 2 จะเหน็ว่า มเีช้ือวัณโรคถกูแยกสาย
พนัธุด้์วยวิธ ีspoligo typing จาํนวน 138 ราย พบรปูแบบ
สายพันธุ์แตกต่างกันถึง 53 รูปแบบ (pattern) พบ           

สายพันธุ์ใหม่ที่ไม่เคยพบมาก่อน (Orphan) จ�ำนวน          
35 สายพนัธุ ์ ม ีspoligo pattern ท่ีแตกต่างกนั 32 รูปแบบ

ตารางที่ 1 จ�ำนวนสายพันธุ์เชื้อวัณโรคที่แยกด้วยวิธี spoligotyping ในเขตรับผิดชอบของส�ำนักงานป้องกันควบคุมโรคที่ 12 จ�ำแนก	

	  รายจังหวัด

กลุ่มสายพันธุ์
BEIJING
EAI groups
  - EAI6_BGD1
  - EAI5
  - EAI3_ND
  - AI2_MANILLA
  - EAI2_NTB
  - EAI1_SOM
T1
T3
CAS
LAM9
MANU1
U
H3
ORPHAN

จ�ำนวนรวม

ยะลา
14
6
1
4
1
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
3

24

ปัตตานี
9
7
1
4
0
2
0
0
0
0
1
0
2
0
1
8

28

นราธิวาส
3
5
0
1
0
0
3
1
0
0
0
0
0
0
0
6

14

ตรัง
2
2
0
0
0
0
2
0
0
1
0
0
0
0
0
1
6

สงขลา
6
6
1
3
0
0
1
1
0
0
0
1
0
0
0
3

16

สตูล
0
2
1
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
2

พัทลุง
11
22
11
6
0
3
2
0
0
0
0
0
0
1
0
14
48

รวม
45
50
15
18
1
5
9
2
1
1
1
1
2
1
1
35

138
 

 

 

 

  

ภาพที่ 2 ผลการแยกสายพันธุ์ด้วยวิธี spoligotyping ที่พบทั้งหมดในการศึกษานี้
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	 เมื่อ วิ เคราะห ์สัดส ่วนของกลุ ่มสายพันธุ ์               

สายพันธุ์ที่พบมากที่สุดคือ East African-Indian (EAI) 

รองลงมาคือ Beijing กลุ่มสายพันธุ์ที่พบมาก ได้แก่ EAI 

และ Beijing ร้อยละ 36.23 (50/138) และ 32.61 

(45/138) ตามลําดับ ในกลุ่มสายพันธุ์ EAI สายพันธุ์ที่

พบมากทีส่ดุ 3 อนัดบัแรก คอื EAI5, EAI6_Bangladesh 

(BGD1) และ EAI2_Nonthaburi (NTB) ร้อยละ 36.00 

(18/50), 30.00 (15/50) และ 18.00 (9/50) ตาม

ล�ำดับ และสายพันธุ์อื่น ได้แก่ MANU1, U, H3, T1, 

T3, Central Asian (CAS), Latin American-Mediter-

ranean (LAM9) พบน้อย (1-2 สายพนัธุ)์ จากตวัอย่าง

เชื้อที่ศึกษากล่าวได้ว่า เชื้อวัณโรคสายพันธุ์ EAI และ 

Beijing เป็นสายพันธุ์ท่ีมีความชุกสูงในภาคใต้ตอนล่าง 

7 จังหวัด ที่ท�ำการศึกษาในครั้งนี้ 

วิจารณ์
	 จากผลการศึกษาคร้ังน้ีถือว่า เป็นการศึกษา

ความหลากหลายของสายพนัธุข์องเชือ้วัณโรคครัง้แรกใน

พืน้ท่ีภาคใต้ตอนล่าง ซึง่สามารถแยกสายพนัธุเ์ชือ้วัณโรค

ได้ผลคล้ายกับการศึกษาก่อนหน้าน้ี(8) แต่แตกต่างกับ 

การศึกษาในประเทศแทนซาเนีย ซึ่งพบสายพันธุ์ CAS 

สูงสุด(15) ข้อมูลสายพันธุ ์ ท�ำการจัดเก็บรวบรวมไว้             

เป็นฐานข้อมูล spoligotype SIT No ต่างๆ ในการศกึษานี้ 

เน่ืองจากตัวอย่างเชื้อท่ีศึกษา เป็นตัวอย่างที่ได้จากคลัง

เก็บรักษาเชื้อ คัดเลือกตัวอย่างจากเชื้อที่เพาะเล้ียงได้ 

และเน่ืองจากไม่มีการสุ ่มเลือกจากทุกพื้นที่ของเขต               

รับผิดชอบของ สคร. 12 สงขลา จึงเป็นเพียงการศึกษา

เชิงระบาดวิทยาชีวโมเลกุล เพื่อวิเคราะห์แยกสายพันธุ์

เชื้อวัณโรค ซึ่งยังไม่เคยมีการศึกษาในลักษณะนี้มาก่อน 

	 จากการวิเคราะห์ข้อมลูสายพนัธุใ์นการศกึษาน้ี 

ท�ำให้ทราบสายพันธุ ์เชื้อวัณโรคในผู้ป่วยแต่ละราย        

สายพันธุ ์เชื้อท่ีมีในท้องถิ่นชุมชน สายพันธุ ์ที่มีการ             

แพร่ติดต่อจ�ำนวนมาก และพบเช้ือวัณโรคมคีวามหลากหลาย 

ของสายพันธุ์ ขณะเดียวกันก็มีการพบเช้ือสายพันธุ์ใหม่ 

ที่ไม่เคยพบที่ไหนมาก่อน จ�ำนวนมากถึง 35 สายพันธุ์ 

ใน 32 patterns  ในขณะท่ีเชื้อสายพันธุ์กลุ่มใหญ่ที่         

พบมากที่สุด ได้แก่ EAI และกลุ่ม Beijing สายพันธุ์ 

Beijing มีรายงานเป็นสายพันธุ์เชื้อวัณโรคที่พบมาก           

ทัว่โลก และมกัพบในภมูภิาคเอเชยีตะวันออก สอดคล้อง

กับรายงานที่มีมาก่อน(8, 16-17) และสายพันธุ์ Beijing         

ส่วนใหญ่มักดื้อต่อยาหลัก (INH, RMP)(18-21) สามารถ

แยกเป็นสายพันธุ์ย่อย (subtype) ด้วยวิธีการน้ีร่วมกับ  

วิธอีืน่ได้ สิง่ท่ีน่าสนใจในการศกึษาครัง้น้ีอกีประการหน่ึง 

ได้แก่ การตรวจพบเชื้อวัณโรคสายพันธุ์ใหม่ (Orphan/

New) จ�ำนวนมากถึง 35 สายพันธุ์ แต่ไม่ได้ส่งข้อมูล          

ให้สถาบนัพาสเตอร์เพือ่รวบรวมข้อมูลสายพนัธุท่ี์พบใหม่

แต่อย่างใด หากท�ำการวิเคราะห์สายพันธุ์ต่อไปอย่าง          

ต่อเนื่อง อาจพบมีการแพร่เชื้อของสายพันธุ์ใหม่มากขึ้น 

และควรมีการศึกษาอย่างต่อเน่ืองอย่างเป็นระบบต่อไป 

เพื่อเป็นข้อมูลการกระจายตัวของสายพันธุ์ต่างๆ และ

สามารถเป็นตัวแทนเช้ือในแต่ละพื้นที่ได้ เน่ืองจาก          

การศึกษาครั้งน้ีไม่ได้มีการก�ำหนดจ�ำนวนตัวอย่างไว้

ตั้งแต่ต้น จึงเป็นข้อจ�ำกัดของการศึกษาคร้ังน้ีด้วย           

เพื่อเป็นข้อมูลในการป้องกันควบคุมโรคที่ได้ผลมาก      

ยิ่งข้ึนต่อไป และควรมีการศึกษาถึงความเชื่อมโยงของ 

DNA pattern กับการดื้อยาต่อไป เพื่อเปรียบเทียบกับ

พื้นที่อื่นๆ ต่อไป

สรุป
	 วิธี spoligotyping สามารถแยกสายพันธุ ์           

ของวัณโรคได้ เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก เหมาะสม สามารถ

วิเคราะห์เปรยีบเทยีบสายพนัธุ ์โดยใช้ฐานข้อมลูสายพนัธุ์

สากล SpolDB4 ท�ำให้ทราบสายพันธุ ์เชื้อที่ก่อโรค               

การกระจายของสายพันธุ์ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการศึกษา

ทางระบาดวิทยาของวัณโรค (การแพร่ติดต่อ) ความ

หลากหลายของสายพันธุ์ การค้นพบเชื้อสายพันธุ์ใหม่ๆ 

ข้อมูลสายพันธุ์เช้ือสนับสนุนการด�ำเนินงานควบคุมและ

ป้องกันโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่เน่ืองจากราคา       

ต่อเทสต์ค่อนข้างสูง (ประมาณ 3,000 บาท) จึงยังไม่

สามารถน�ำมาใช้อย่างแพร่หลายได้ส�ำหรับประเทศไทย

ในขณะนี้
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กิตติกรรมประกาศ
	 ผู้ท�ำการศึกษาขอขอบพระคุณผู้อ�ำนวยการ

ส�ำนักงานป้องกนัควบคมุโรคท่ี 12 จงัหวัดสงขลา หวัหน้า

ศูนย์วณัโรคที่ 12 จงัหวัดยะลา และเจ้าหน้าทีห่้องปฏิบัติ

การทุกโรงพยาบาลท่ีให้ความร่วมมือในการส่งตัวอย่าง

เชื้อมาเพาะเลี้ยงเชื้ออย่างถูกต้อง ตลอดจนเจ้าหน้าท่ี           

ห้องปฏิบัติการชันสูตรวัณโรค ศูนย์วัณโรคที่ 12 จังหวัด

ยะลา ทุกท่านที่ให้ก�ำลังใจและช่วยเหลือด้วยดีตลอดมา
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