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Abstract  

 WHO endorses Bedaquiline (BDQ) as Group A antituberculosis drugs for clinical practice. 

Rapid identification of drug-resistant MTB strains is crucial for optimizing treatment efficacy, 

preventing further transmission, and effectively controlling the spread of contagious tuberculosis. 

Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) is 

a technique applied to use for detection of antimicrobial resistance, including tuberculosis drug 

resistance. Therefore, there is a high probability that MALDI-TOF MS could generate specific mass 

spectrum patterns related to BDQ resistance. The aim of this study was to examine the pattern of 

protein mass spectra (PMS) between BDQ-spontaneous mutants derived from spontaneous mutation 

in M. tuberculosis H37Ra ATCC 25177 compared to H37Ra wild type using MALDI-TOF MS. A 

stepwise induced mutation was performed in M7H10 agar plate containing BDQ concentrations 

ranging from 0.125 to 1.00 µg/mL. The BDQ-resistant colonies exhibiting on M7H10 containing 

BDQ concentration between 0.50 and 1.00 µg/mL were used to study their protein mass spectrum 

patterns compared to H37Ra wild type via MALDI-TOF MS. The results revealed the presence of 

6 spontaneous BDQR strains (H1-H6). MALDI-TOF MS analysis revealed that BDQR strains 

exhibited 6 significantly different PMS pattern compared to M. tuberculosis H37Ra WT. All BDQR 

strains displayed a significant decrease in the major mass spectra peak within the range of m/z 5688-

5693. H1 exhibited an interesting minor MS peak increase in ranges 2733 and 4864- 4865 m/z. 

In H3  and H5, there was a significant increase in the mass spectrum peak observed in the range of 

4932-4933 m/z and 5332-5334 m/z. respectively. MSP dendrogram clearly distinguishes 

between each BDQR strain and the wild type. In conclusion, this study successfully distinguishes 

protein mass spectra between wild type and BDQR strains. MALDI-TOF MS has demonstrated 

reliability and holds potential as an alternative technique for detecting drug resistance in MTB. 
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บทคดัย่อ   

WHO อนุมัติให้ Bedaquiline (BDQ) เป็นยารักษาวัณโรคกลุ่ม A ที่พิจารณาน ามาใช้ส าหรับการ

รักษาทางคลินิก การตรวจและวินิจฉัยลักษณะการดื้ อยาชนิดใหม่อย่างรวดเร็วน าไปสู่การรักษาที่มี

ประสิทธิภาพ ป้องกันและควบคุมโรคไม่ให้เชื้ อวัณโรคแพร่กระจาย matrix assisted laser desorption 

ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) เป็นเทคนิคที่น ามาประยุกต์ใช้ใน

การตรวจลักษณะการดื้ อยาในเชื้ อจุลชีพต่าง ๆ รวมไปถึงเชื้ อวัณโรค ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้สูงที่น า

เทคนิคนี้ มาตรวจหาลักษณะการดื้ อยา BDQ ในตัวอย่างเชื้ อวัณโรค ในการศึกษานี้ มีวัตถุประสงค์เพ่ือ

ศึกษารูปแบบ protein mass spectrum (PMS) ของเชื้ อกลายพันธุ์ดื้ อยา BDQ ด้วยการสร้างเชื้ อวัณโรค

สายพันธุ์ H37Ra ATCC 25177 ให้เกิด spontaneous resistance ต่อยา BDQ โดยถ่ายโอนเชื้ อทีละ

ขั้นตอนลงใน M7H10 ที่มีความเข้มข้นของยา BDQ ตั้งแต่ 0.125 ถึง 1.00 µg/mL เป็นล าดับ เช้ือที่ข้ึน

ใน M7H10 ตั้งแต่ความเข้มข้น 0.50 ถึง 1.00 µg/mL ถือเป็นเชื้ อดื้ อยา BDQ จะน ามาศึกษารูปแบบ 

PMS เปรียบเทยีบ H37Ra wild type ด้วย MALDI-TOF MS จากผลการศึกษาสามารถสร้างเชื้ อวัณโรค

สายพันธุ์ดื้ อยา BDQ (BDQ-resistance strains; BDQR strains) ได้ทั้ งหมด 6 สายพันธุ์ (H1-H6)      

การวิเคราะห์ด้วย MALDI-TOF MS แสดงให้เห็นถึงรูปแบบ PMS ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ          

6 รูปแบบเมื่อเปรียบเทยีบกบั M. tuberculosis H37Ra WT ใน BDQR ทุกสายพันธุม์ีการลดลงของ PMS 

หลักช่วง m/z 5688- 5693 สายพันธุ์ H1 พบ PMS รองที่เพ่ิมข้ึนอย่างโดดเด่นในต าแหน่ง m/z  2733 

และ 4864-4865 ในสายพันธุ์ H3 และ H5 พบ PMS เพ่ิมข้ึนที่ต าแหน่ง m/z  4932 - 4933   และ 

5332-5334 ตามล าดับ Main spectral profile (MSP) dendrogram สามารถจ าแนกสายพันธุข์อง BDQR 

และ wild type ออกจากกันได้อย่างชัดเจน ดังนั้นงานวิจัยนี้ สามารถน ารูปแบบ PMS จ าแนกระหว่างสาย

พันธุ์ที่ไว และดื้อต่อยา BDQ ออกจากกันได้ MALDI-TOF MS จึงแสดงให้เห็นถึงความน่าเชื่อถือ และ

สามารถใช้เป็นเทคนิคทางเลือกในการตรวจหาลักษณะการดื้อยาในงานวัณโรค 
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บทน า 

 วัณโรค (Tuberculosis, TB) เป็นโรคติดเชื้ อเกิดจากเชื้ อวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) 

และเป็นปัญหาสาธารณสขุที่ก่อให้เกดิการเสยีชีวิตมากที่สดุเป็นล าดับที่ 2 รองจาก COVID-19(1) จากการ

คาดการณ์ขององค์การอนามัยโลก ประเทศไทยมีอุบัติการณ์ผู้ ป่วยวัณโรครายใหม่และกลับมาเป็นซ ้า 

103,000 ราย ในจ านวนดังกล่าวมีผู้ป่วยวัณโรคที่ติดเช้ือเอชไอวี (TB/HIV) 8,900 ราย และมีผู้ป่วยวัณ

โรคดื้ อยา RR/MDR-TB ประมาณ 2,400 ราย(2, 3) อัตราความส าเร็จในการรักษาวัณโรคดื้ อยาหลาย

ขนาน (RR/MDR-TB) อยู่ที่ร้อยละ 63(1) ขณะที่การศึกษา meta-analysis พบอัตราความส าเรจ็ในการ

รักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนานชนิดรุนแรง (XDR-TB) มีเพียงร้อยละ 44.2(4) จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่

ต้องใช้ยาในการรักษาที่มีหลักฐานเชิงประจักษ์ทางด้านประสิทธิภาพ และความปลอดภัยในการรักษา ในปี 

ค.ศ. 2020 องค์การอนามัยโลกได้ประกาศถึงแนวทางการรักษาผู้ ป่วยวัณโรคโดยพิจารณาใช้ยารักษาวัณ

โรคขนานใหม่ (new line drug anti-tuberculosis) ที่ ให้ประสิทธิผลและประสิทธิภาพที่ดี(5, 6) โดย 

Bedaquiline (BDQ) เป็นยารักษาวัณโรคขนานใหม่ในกลุ่ม A มีกลไกออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์ ATP 

ซึ่งส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเชื้อวัณโรค(7, 8) มีการน ามาปรับใช้รักษาทางคลินิกประกอบกบัยากลุ่มต่าง 

ๆ โดยมีสองสูตรการรักษา คือ สูตรยารักษาระยะสั้น (shorter oral regimens) และระยะยาว (longer oral 

regimens) ในปี ค.ศ. 2022 องค์การอนามัยโลกมีการปรับสตูรรักษาเพ่ิมเติมโดยน า BDQ ปรับใช้ร่วมกบั 

Pretomanid (Pa), Linezolid (L), และ Moxifloxacin (M) กลายเป็นสูตรรักษาส าหรับ 6 เดือน คือ 

BPaL หรือสูตรรักษาระยะยาว 9 ถึง 18 เดือนคือ BPaLM(9, 10) ส าหรับรักษาผู้ ป่วย RR/MDR-TB และ 

Pre-XDR TB หลังจากได้พิจารณาน ามาใช้ในทางคลินิกได้ไม่นานนัก มีรายงานการดื้อยาเกิดขึ้นในผู้ป่วย

ที่ได้รับการรักษาด้วย BDQ พบในประเทศอินเดียและจีน(11, 12) และในปีล่าสุดมีรายงานการดื้อยาต่อสตูร

การรักษา BPaL ในแอฟริกาใต้(13) ไม่พบรายงานการดื้อยาต่อสูตรการรักษา BPaLM แต่อย่างใด อัตรา

การดื้อยาต่อ BDQ ในเชื้ อ MDR-TB ที่เพาะแยกจากทางคลินิกสูงถึงร้อยละ 4.4(14, 15) ในปัจจุบันกลไก

การดื้อยาที่ตรวจพบ และมีความเกี่ยวข้องต่อ BDQ ส่วนใหญ่เกิดจากการกลายพันธุ์ของยีนต่าง ๆ  เช่น 

atpE, Rv0678 (mmpR) และ pepQ atpE มีหน้าที่ควบคุม ATP synthase subunit c(16) เป็นเป้าหมายใน

การออกฤทธิ์ของยา BDQ(17) การกลายพันธุข์อง atpE ส่งผลให้ค่า BDQ MIC เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ(18, 

19), Rv0678 (mmpR) มีบทบาทเกี่ยวข้องกับ MmpL5-MmpS5 เป็น repressor efflux pump ในการขับ

สารออกจากเซลล์ การกลายพันธุข์อง mmpR ส่งผลให้ rotator ring ATPase ท างานผิดปกติ(20) และ pepQ 

เป็น cytoplasmic aminopeptidase ยังไม่พบกลไกของยา BDQ ต่อยีนนี้อย่างแน่ชัด แต่การกลายพันธุข์อง

ยีน pepQ ส่งผลให้เกิด low-level bedaquiline และ clofazimine resistance(21) การตรวจเชื้ อดื้ อยาต่อ 

BDQ ได้อย่างรวดเร็วจึงมีความส าคัญต่อการรักษา การติดตามโรค  และการพยากรณ์การด าเนินโรค      
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ในปัจจุบันการตรวจหาเชื้ อดื้อยา BDQ ต้องอาศัยวิธีทางฟีโนไทป์ส าหรับทดสอบความไวของเชื้ อต่อยา ซึ่ง

ต้องใช้เคร่ืองมือ บุคลากรที่มีความช านาญ และใช้เวลานานกว่าจะทราบผล นอกจากนี้  critical drug 

concentration (CC) ที่ใช้ยังแตกต่างกันข้ึนอยู่กับวิธีที่ใช้ทดสอบ ส าหรับการตรวจทางจีโนไทป์ยังคงมี

ข้อจ ากดั เนื่องจากองค์ความรู้ เกี่ยวกบัการดื้อยายังมีน้อย จึงเกดิการศึกษา พัฒนา คิดค้น และประยุกต์วิธี

ที่ช่วยเพ่ิมประสิทธิผล และประสิทธิภาพในตรวจหาการดื้อยาในเช้ือวัณโรค พร้อมทั้งลดระยะเวลาในการ

ตรวจ สามารถให้ผลที่ถูกต้อง และแม่นย า Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight 

Mass Spectrometry หรือ MALDI-TOF MS เป็นเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ที่ท าการตรึงโปรตีน หรือเปบ

ไทด์ กับผลึกของเมทริกซ์ และยิงแสงเลเซอร์ลงบนตัวอย่างโปรตีนให้เกดิการแตกตัวเป็นไอออน เกิดการ

เคล่ือนที่ไปตามท่อสญุญากาศที่มีสนามไฟฟ้า โดยสารที่มีมวลโมเลกุลน้อยจะเคล่ือนที่ไปได้เรว็กว่าสารที่มี

มวลโมเลกุลมาก และตกกระทบกบัตัวตรวจจับ (detector) ระยะเวลาที่ไอออนเคล่ือนที่ไปตกกระทบกบัตวั

ตรวจจับ เรียกว่า time-of-flight (TOF) ได้เป็น m/z peak จากนั้นน ามาเปรียบเทยีบ PMS ใน database 

เพ่ือระบุชนิดของตัวอย่าง ในปัจจุบัน MALDI-TOF MS มีการน าไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชื้ อจุลชีพ 

และประยุกต์มาใช้เพ่ือตรวจหาการดื้อต่อสารต้านจุลชีพต่าง ๆ เป็นจ านวนมาก เช่น การตรวจ colistin 

resistance ใน Escherichia coli(22) การตรวจหาความไวต่อ fluconazole ที่ สัมพันธ์ ต่อ CDR1 และ 

CDR2(23) มีการน าเทคนิคใช้ส าหรับการตรวจหาการดื้อยารักษาวัณโรคขนานที่หนึ่งต่อเช้ือกลุ่ม MTB และ 

NTM(24) มีการประยุกต์ PCR มาใช้ร่วมกับ MALDI-TOF MS เพ่ือท านายการดื้อยาใน MTB(25) ดังนั้น 

การน าเทคนิค MALDI-TOF MS มาประยุกต์ใช้ในการตรวจลักษณะการดื้ อต่อยา BDQ ของเชื้ อ          

M. tuberculosis พบความเป็นไปได้สูงที่จะตรวจลักษณะที่แตกต่างของโปรตีนที่สร้างข้ึนระหว่างเช้ือที่ไว

และดื้ อต่อยา ในการศึกษานี้ จะท าการศึกษาเชื้ อวัณโรคสายพันธุ์มาตรฐาน M. tuberculosis H37Ra 

ATCC 25177 เช้ือชนิดนี้ เป็นเช้ือที่จัดอยู่ในกลุ่มความเสี่ยงที่  2 สามารถน ามาปฏิบัติงานภายใน

ห้องปฏิบัติการชีวนิรภัยระดับที่ 2(26, 27)คุณสมบัติของเชื้ อมีความแตกต่างกับ H37Rv เพียงเล็กน้อย มี

ต าแหน่ง insertion และ deletion ที่แตกต่างกันเนื่ องจากขนาดจีโนมของ H37Ra มีขนาดใหญ่กว่า 

H37Rv(28) มีการน าเชื้ อทั้งสองชนิดไปใช้ในการศึกษาการกลายพันธุ์เพ่ือตรวจหายีนดื้ อยาด้วยเทคนิค 

CRISPR(29) ท า molecular docking ของยาต้านวัณโรคโดยใช้ H37Ra เป็นเชื้ อทดสอบ(30) ทดสอบการ

ออกฤทธิ์ของสารสกดัจากพืชต่อ H37Ra(31) H37Ra จึงเป็นตัวแทนส าหรับทดลองในการวิจัยครั้งนี้ ได้เป็น

อย่างดี หลังจากประเทศไทยได้พิจารณาน ายาทั้งสองชนิดมามีส่วนร่วมในสตูรการรักษาวัณโรคดื้อยา มีการ

ปรับใช้จนถึงปัจจุบัน ยังไม่พบรายงาน หรืออุบัติการณ์การดื้ อยาต่อ BDQ ดังนั้น ในการศึกษาคร้ังนี้ มี

วัตถุประสงค์เพ่ือสร้างเช้ือกลายพันธุ์ที่ดื้ อต่อยา BDQ ด้วย spontaneous mutation ท าให้ได้ BDQ-

spontaneous mutants ที่เป็นไปตามข้อก าหนดของ WHO ที่เช้ือดื้อยาต่อ BDQ จะมีค่า CC มากกว่า 0.25 

µg/mL จากนั้นน าเช้ือดื้อยาที่ได้มาเปรียบเทยีบรูปแบบการเปล่ียนแปลง PMS ต่อเชื้ อ H37Ra wild type 

ด้วย MALDI-TOF MS เพ่ือพิจารณาความสามารถในการใช้เทคนิค MALDI-TOF MS จ าแนกเช้ือที่ไว

และดื้อต่อยาออกจากกนั  
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วสัดุและวิธีการศึกษา 

การวิจัยนี้ เป็นการศึกษาแบบเชิงทดลอง (experimental study) โดยท าการวิเคราะห์ลักษณะการ

ดื้ อ ย า  bedaquiline ใน เ ชื้ อ  M.  tuberculosis H37Ra ATCC 25177 (wild type) เ ป รี ยบ เที ยบกับ           

M.  tuberculosis H37Ra ATCC 25177 สายพันธุ์ ที่ ดื้ อ ต่อยา  BDQ (Bedaquiline-resistant strains; 

BDQR strains) ที่ ไ ด้ จ ากกระบวนการ  spontaneous mutation และศึ กษาลั กษณะของ  PMS ด้ วย         

MALDI-TOF MS  

 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัยทั้งหมด ผ่านกระบวนการพิจารณาด้านความปลอดภัยทางชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (TU-IBC Project ID 041/2565) ไม่มีการใช้ตัวอย่างจากทางคลินิกใน

การศึกษา ขั้นตอนประกอบไปด้วยการเตรียมสารละลาย BDQ การสร้างเชื้ อสายพันธุ์ดื้ อยา BDQ ด้วย 

spontaneous mutation และการสกัดโปรตีนเพ่ือน าไปวิเคราะห์ศึกษาลักษณะ  protein mass spectrum 

(PMS) ของ BDQR strains เปรียบเทยีบกบั M. tuberculosis H37Ra wild type 

 การเตรียมยา bedaquiline 

ท าการเตรียมสารต้านจุลชีพ bedaquiline ตาม Technical manual for drug susceptibility testing 

of medicines used in the treatment of tuberculosis(32) ส า ร ต้ า น จุ ล ชี พ  bedaquiline สั่ ง ซื้ อ จ า ก

MedChemExpress (BDQ catalog number HY-14881) ละลายด้วย dimethyl sulfoxide (DMSO) ท า

การเตรียม stock solution ของสารต้านจุลชีพ BDQ ที่ 4,000 µg/mL (4 mg/mL) ท าการถ่ายเทสารลง

ใน vial หลอดละ 100 µL เกบ็ stock ที่ freezer -80°C ส าหรับ working solution ท าการเจือจางด้วย 

M7H9-10% OADC 900  µL ต่ อ  stock solution 100  µL (1:10) จ ะ ไ ด้  final working solution       

ความเข้มข้นเท่ากบั 400 µg/mL พร้อมส าหรับใช้งานเพ่ือการทดสอบต่าง ๆ 

การสรา้งเช้ือ M. tuberculosis H37Ra ที่ดื้ อต่อ bedaquiline ดว้ย Spontaneous mutation และ

การคดัเลือก mutant strains 

กระบวนการท า spontaneous mutation อ้างอิงจากงานวิจัยก่อนหน้าโดยดัดแปลงจาก N .Ismail 

และคณะ(33) อธิบายโดยย่อ น าโคโลนีของเช้ือวัณโรคที่เพาะเล้ียงบนอาหารไข่ LJ medium โดยอยู่ในช่วง

ระยะเวลาการเจริญเติบโต 4 สัปดาห์ ใส่ลงในหลอดแก้วฝาเกลียวที่มีลูกแก้ว ผสมจนโคโลนีกระจายตัว

ออกจากกัน และเติม M7H9-0.2% glycerol ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร จากนั้นเขย่าสารด้วย vortex mixer 

30 วินาท ีจนสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เมื่อเซลล์กระจายตัวดีแล้วให้ตั้งหลอดทิ้งไว้อย่างน้อย 20 นาที 

เพ่ือให้กลุ่มเซลล์ขนาดใหญ่ตกตะกอน จากนั้นปิเปตเซลล์แขวนลอยปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดแก้วฝาเกลียวหลอดใหม่ ที่มี M7H9-10% OADC ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และท าการปรับค่าความ

ขุ่นเช้ือให้อยู่ที่  McFarland No.3 (มีเชื้ อประมาณ 108 CFU/mL) โดยใช้ McFarland densitometer 

control ปรับเซลล์แขวนลอยให้เจือจางเชื้ อลงใน Eppendorf tube ให้ได้ความเข้มข้นที่ 10-6 – 10-9 

ส าหรับเพลทควบคุม (Drug free control; DFC) ปิเปตเซลล์ที่ เจือจางในแต่ละความเข้มข้น 100 

ไมโครลิตรลงใน DFC ส่วนเช้ือที่มีความขุ่นที่ McFarland No.3 ให้ปิเปตเซลล์ลงใน M7H10 โดยผสมกับ

สารต้านจุลชีพ BDQ ที่ 0.125 µg/mL จากนั้นท าการถ่ายโอนเชื้อทลีะขั้นตอนจากความเข้มข้นต ่าไปจนถงึ

ความเข้มข้นสูง โดยเร่ิมที่ 0.125, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 µg/mL ตามล าดับ บ่มเช้ือที่ 37°C 

ระยะเวลา 4 สปัดาห์ อ่านผลการทดสอบเมื่อ drug free control plate สามารถสงัเกตโคโลนีได้ด้วยตาเปล่า 
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ท าการคัดเลือกโคโลนีที่ให้ผลดื้อต่อยา BDQ (BDQR strains) โดยเกบ็เฉพาะเช้ือที่เจริญเติบโตได้ในเพลท

ที่ผสมสารต้านจุลชีพ BDQ ที่มากกว่า 0.25 µg/mL ตามเกณฑ์ของ WHO(32)น า BDQR เพาะเลี้ ยงใน 

M7H10 ที่มีสารต้านจุลชีพผสม และบ่มเช้ือที่ 37°C 4 สัปดาห์ก่อนน าไปศึกษาต่อในส่วน MALDI-TOF 

MS และเกบ็ ลงใน Middlebrook 7H9-10% OADC 15% glycerol ที่ผสมสารต้านจุลชีพของ BDQ ที่

ความเข้มข้นนั้นๆ เกบ็ stock เช้ือ ที่ -80°C  

การสกดัโปรตีน และวิเคราะห์ลกัษณะ protein mass spectrum ระหว่าง wild type และ mutant 

strains ดว้ย MALDI-TOF MS 

 สกัดโปรตีนด้วยวิธีการ sonication (SM) โดยท าการดัดแปลงขั้นตอนบางส่วนจากงานวิจัยของ 

Komolsiri. S และคณะ(34) อธิบายโดยย่อ เข่ียเช้ือจาก M7H10 ใส่ลงใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ที่มีน า้กล่ันปราศจากเช้ือปริมาตร 500 ไมโครลิตร อุ่นที่ 95°C เป็นเวลา 30 นาทเีพ่ือฆ่าเชื้ อมัย

โคแบคทีเรีย บดเชื้ อให้ละเอียด 30 วินาที และผสม suspension ให้เข้ากัน น าไปป่ันที่ความเร็วรอบ 

13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที ดูดสารละลายส่วนใสออก และท าการป่ันล้างด้วยน ้ากลั่นปราศจากเชื้ อ 

300 ไมโครลิตร ป่ันที่ความเร็วรอบ 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที ดูดสารละลายส่วนใสออก ท าซ ้า 2 

รอบเพ่ือป้องกันการเจือปนของอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นข้ันตอนต่าง ๆ เป็นไปตามวิธีการศึกษาที่ของ 

Komolsiri. S และคณะ(34)เมื่อได้สารละลายส่วนใสจากการสกัดโปรตีนเรียบร้อย หยดสารละลายส่วนใส 

และ bacterial test standard (BTS) ซึ่งเป็นเชื้อ Escherichia coli ATCC 25922 ใช้ส าหรับเป็น calibrator 

เพ่ือควบคุมผลการทดลอง (internal quality control) ชนิดละ 1 ไมโครลิตร รอให้แห้ง และ ปิเปตสาร

กระตุ้นให้พลังงาน (matrix) ชนิด α-Cyano-4-Hydroxycinnamic Acid (HCCA) matrix 1 ไมโครลิตร 

ลงบน MALDI target plate รอจนแห้ง จึงน าไปเข้าเคร่ือง MALDI-TOF (Autoflex II, Bruker Daltonics, 

Bremen, Germany)  เพ่ือท าการวิเคราะห์ลักษณะ PMS ผ่านโปรแกรม FlexControl™ (Bruker, Germany) 

เกบ็สเปกตรัมในแต่ละตัวอย่างด้วย positive linear mode, mass/charge (m/z) ratio ในช่วง 2,000–

20,000 ดาลตัน ค่าศักย์ไฟฟ้ากระตุ้นอยู่ที่ 20 kV ความเข้มเลเซอร์ที่ 40% ยิงด้วยเลเซอร์ 2,000 shots 

ต่อ 1 หลุม โดยท าการเกบ็ข้อมูลของสายพันธุ ์wild type และ mutant อย่างน้อยตัวอย่างชนิดละ 20 หลุม  

 การวิเคราะหข์อ้มูล (Data analysis) 

วิเคราะห์ PMS ที่ได้จากตัวอย่าง H37Ra wild type และ BDQR strains โดยใช้โปรแกรม MBT 

Compass Explorer (Bruker, Germany) ที่มีฐานข้อมูลของเช้ือหลากหลายชนิดรวมไปถึงเช้ือวัณโรค น ามา

เปรียบเทยีบต่อเชื้อ BDQR strains ท าการเลือกตัวแทนของแต่ละตวัอย่างมา 1 หลุม โดยที่ตัวแทนตัวอย่าง

ต้องสามารถแยกจีนัส และสปีชีส์ออกจากกันได้ และมีค่า log score ที่มากกว่าหรือเท่ากับ 2.000 จากนั้น

น าผลที่ได้สรุปออกมาในรูปแบบเมนสเปกตรัมโปรไฟล์ (Main spectra profiles; MSPs) เดนโดรแกรม 

ซึ่งจะสามารถจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้ อออกจากกัน พร้อมทั้งวิเคราะห์ลักษณะ  PMS ในตัวอย่างที่เป็น

ตัวแทนส าหรับการวิเคราะห์ สังเกต mass to charge ratio (m/z) และ intensities เปรียบเทียบกับ    

H37Ra wild type ด้วยโปรแกรม FlexAnalysis™ (Bruker, Germany)  
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ผลการศึกษา 

ผลการท า BDQ spontaneous mutation ของ MTB H37Ra  

หลังจากที่ได้ท าการเหนี่ยวน าเช้ือให้ดื้ อยาต่อ BDQ ในความเข้มข้นที่สูงข้ึนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า

สามารถเกบ็เชื้อ BDQR strains ได้ทั้งหมด 6 สายพันธุ ์โดยเกบ็ได้ชนิดละ 2 สายพันธุ ์จากเพลท M7H10 

ที่ผสม BDQ ที่ความเข้มข้น 0.50, 0.75, และ 1.00 µg/mL โดยสามารถสรุปได้ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 BDQR strains ทั้ง 6 สายพันธุท์ี่ได้จากกระบวนการท า spontaneous mutation 

 

หมายเลขตวัอย่าง สายพนัธุ ์ ความเขม้ขน้ของ BDQ ในอาหาร M7H10 

1 H1 0.50 µg/mL BDQ mutant (BDQR pattern 1) 

2 H2 0.75 µg/mL BDQ mutant (BDQR pattern 3) 

3 H3 1.00 µg/mL BDQ mutant (BDQR pattern 5) 

4 H4 0.50 µg/mL BDQ Mutant (BDQR pattern 2) 

5 H5 0.75 µg/mL BDQ mutant (BDQR pattern 4) 

6 H6 1.00 µg/mL BDQ mutant (BDQR pattern 6) 

 

ผลการวิเคราะห์รูปแบบ protein mass spectrum ที่สัมพันธ์ต่อการดื้ อยา BDQ เมื่อเปรียบเทียบ

ระหว่าง H37Ra wild type 

น าตัวอย่าง BDQR strains ทั้ง 6 สายพันธุ์ที่ได้มาผ่านกระบวนการสกัดโปรตีน โดยท าการสกัด

ตัวอย่าง H37Ra wild type เพ่ือเปรียบเทยีบลักษณะ PMS ด้วย MALDI-TOF MS พบลักษณะที่แตกต่าง

กันทั้งหมด 6 รูปแบบ (ภาพที่ 1-4) เชื้ อจ านวน 2 สายพันธุ์ (H1 และ H4) ที่ ข้ึนบน M7H10 ผสม 

BDQ ความเข้มข้น 0.50 µg/mL ท าการตรวจรูปแบบ PMS พบลักษณะความแตกต่างของ PMS ที่มีพีค

เพ่ิมข้ึนที่ต าแหน่งช่วง m/z 4883-4885 และลดลงที่ต าแหน่งช่วง m/z 5687-5689 เมื่อเปรียบเทยีบ

กับ H37Ra wild type (ภาพที่ 1) เชื้ อจ านวน 2 สายพันธุ์ (H2 และ H5) ที่ข้ึนบน M7H10 ผสม BDQ 

ความเข้มข้น 0.75 µg/mL ท าการตรวจรูปแบบ PMS พบลักษณะความแตกต่างของ PMS ที่มีพีคลดลงที่

ต าแหน่งช่วง m/z 3099 และ 5687-5689 เมื่อเปรียบเทยีบกบั H37Ra wild type (ภาพที่ 2) และ เชื้อ

จ านวน 2 สายพันธุ ์(H3 และ H6) ที่ข้ึนบน M7H10 ผสม BDQ ความเข้มข้น 1.00 µg/mL ท าการตรวจ

รูปแบบ PMSพบลักษณะความแตกต่างของ PMS ที่มีพีคเพ่ิมข้ึนที่ต าแหน่งช่วง m/z 4931-4932 และ

ลดลงที่ต าแหน่งช่วง m/z 5687-5689 เมื่อเปรียบเทียบกับ H37Ra wild type (ภาพที่ 3) เมื่อน าผล 

PMS ทั้งหมดที่ได้จัดเรียงล าดับ และจัดเรียงกลุ่ม พบว่าในทุกสายพันธุ์มีการตรวจพบ PMS พีคลดลงอ

ย่างมีนัยส าคัญที่ต าแหน่งช่วง m/z 5688-5693 นอกจากนี้ ยังพบ PMS รองที่มีความแตกต่างกับ wild 

type อย่างโดดเด่น โดยสายพันธุ์ H1 ตรวจพบ PMS ลดลงที่ ช่วงต าแหน่ง m/z 2732-2733 และ 

3099-3101 สายพันธุ์ H2 PMS พีคลดลงที่ช่วงต าแหน่ง m/z 4339-4342 เฉกเช่นเดียวกันกับสาย

พันธุ์ H3 ในขณะที่ H4 พบ PMS พีค ลดลงที่ช่วงต าแหน่ง m/z 3099-3101 คล้ายกับสายพันธุ์ H5 แต่

กลับพบการลดลง PMS พีคที่ต าแหน่ง m/z 3514-3519 อย่างชัดเจน และมีการเพ่ิมขึ้นของ PMS พีคที่

ต าแหน่งช่วง m/z 5332-5334 และในสายพันธุ์ H6 พบการลดลง PMS พีคที่ต าแหน่ง m/z 4339-
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4342 (ภาพที่ 4) การจัดจ าแนกสายพันธุ์ด้วย MSP dendrogram แสดงเชื้ อทุกสายพันธุ์สามารถจ าแนก

ออกจากกนัได้เป็นอย่างชัดเจน โดยพบว่าสายพันธุเ์ชื้อ H1 และ H5 มีความใกล้เคียงกนักบั MTB H37Ra 

wild type สายพันธุ์ H2 มีความใกล้เคียงกับสายพันธุ์ H6 ใขณะที่ H2 H3 H4 และ H6 มีความแตกต่าง

กับ MTB H37Ra wild type เป็นอย่างมาก สิ่งนี้ จึงช่วยสันนิษฐานได้ว่า MALDI-TOF MS สามารถท า

การตรวจแยกลักษณะการดื้อยา BDQ ที่มีลักษณะต่างๆ ที่แตกต่างออกจากกนัได้ (ภาพที่ 5) 

ภาพที่ 1 แสดงรูปแบบแมสสเปกตรัมแบบภาพรวมของ BDQr strains ที่ 0.50 µg/mL โดยตรวจพบลักษณะ

ที่แตกต่างกนั 2 รูปแบบ (สายพันธุ ์H1 และ H4) ที่แตกต่างกนัเม่ือเปรียบเทยีบกบั H37Ra WT 

  

ภาพที่ 2 แสดงรูปแบบแมสสเปกตรัมแบบภาพรวมของ BDQr strains ที่ 0.75 µg/mL โดยตรวจพบ

ลักษณะที่แตกต่างกนั 2 รูปแบบ (สายพันธุ ์H2 และ H5) ที่แตกต่างกนัเม่ือเปรียบเทยีบกบั H37Ra WT  
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ภาพที่ 3 แสดงแมสสเปกตรัมแบบภาพรวมของ BDQr strains ที่ 1.00 µg/mL โดยตรวจพบลักษณะที่ 

แตกต่างกนั 2 รูปแบบ (สายพันธุ ์H3 และ H6) ที่แตกต่างกนัเม่ือเปรียบเทยีบกบั H37Ra WT 

 
 

ภาพที่ 4 แสดงแมสสเปกตรัมในขอบเขตช่วง m/z 2500 ถึง 6000 ของ BDQr strains (H1-6); ลูกศรสี

ด าชี้ ไปแต่ละต าแหน่งแสดงถึงความแตกต่างของแมสสเปกตรัม  ในต าแหน่งนั้ นๆ                       

เมื่อเปรียบเทยีบกบั H37Ra WT  
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ภาพที่ 5 แสดงลักษณะ MALDI-TOF MS โดยอาศัย main spectrum profile (MSP) dendrogram ใน

การจ าแนกความสัมพันธ์ของ BDQR strains ทั้ง 6 สายพันธุ์ โดยเรียงจากบนลงล่าง; เส้นสีแดง

ประกอบไปด้วยเชื้ อสายพันธุ์ H3 H4 H6 และ H2; เส้นสีฟ้าประกอบไปด้วย MTB H37Ra 

WT (ตัวอย่างควบคุม) เชื้อสายพันธ ์H5 และ H1 ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิจารณ ์

 Bedaquiline (BDQ) เป็นยารักษาวัณโรคขนานใหม่ในกลุ่ม A มีการประกาศใช้ในทางคลินิกเพ่ือ

รักษาผู้ป่วยติดเชื้อ MDR- และ XDR-TB เนื่องจากมีหลักฐานที่ให้ประสทิธภิาพและประสทิธผิลที่ดี(5) BDQ 

มีกลไกยับยั้ง ATP synthase ที่ต าแหน่ง c-subunit ของเชื้ อ MTB ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญส าหรับการ

เจริญเติบโตของเชื้ อวัณโรค(7, 8, 35) หลังจากที่มีการประกาศใช้โดยองค์กรอนามัยโลกได้ระยะหนึ่ง มีการพบ

อุบัติการณ์และรายงานการดื้ อยาต่อ BDQ ในประเทศจีนและอินเดีย(11, 12) ในการศึกษาคร้ังนี้ จึงมี

วัตถุประสงค์เพ่ือท าการสร้างเชื้ อสายพันธุ์ดื้อยาต่อ BDQ โดยอาศัยกระบวนการ spontaneous mutation ใน

เชื้ อM. tuberculosis H37Ra โดยจากการศึกษาก่อนหน้าพบการท า BDQ-spontaneous mutation ในเชื้ อM. 

tuberculosis H37Rv เท่านั้น(33, 36) ไม่พบการศึกษาใดๆ ท าการทดสอบในตัวอย่าง MTB H37Ra  

 ในการสร้างเชื้ อวัณโรคสายพันธุ์ดื้ อยาด้วยวิธีการ spontaneous mutation ไ ด้ เชื้ อ BDQ-

spontaneous mutants ที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 0.125 µg/mL เนื่องจากเกณฑ์ของ WHO ที่ก าหนดให้ค่า 

CC BDQ ต้องมากกว่า 0.25 µg/mL จึงจะถือว่าดื้อต่อ BDQ ดังนั้นจึงมีการบ่มยาที่ความเข้มข้นเดิมไป

จนถึงความเข้มข้นในระดับสูง จนปรากฏผลลัพธ์ได้เช้ือสายพันธุ์ดื้ อยาที่ความเข้มข้น 0.50, 0.75 และ 

1.00 µg/mL ได้ทั้งหมด 6 สายพันธุ์ เมื่อท าการวิเคราะห์ BDQR strains ด้วย MALDI-TOF MS พบว่า

ต าแหน่ง PMS หลักที่ m/z 5688-5693 มีการลดลงอย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับ PMS ของ H37Ra wild 

type ในขณะที่สายพันธุ์ H1 พบ PMS พีครองที่มีความโดดเด่น มีการลดลงที่ช่วงต าแหน่ง m/z  2732 -

7332 และ 3099-3101 ตรงกันข้ามกับสายพันธุ์ H3 ที่พบ PMS เพ่ิมข้ึนอย่างน่าสนใจที่ช่วงต าแหน่ง 

m/z 4931-4932 นอกจากนี้  สายพันธุ์ H5 ยังตรวจพบ PMS พีคเพ่ิมข้ึนที่ต าแหน่ง m/z 5332 เมื่อ

เปรียบเทียบกับ H37Ra wild type สอดคล้องกับผล MSP dendrogram ที่บ่งบอกว่าสายพันธุ์ H3 และ 
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H6 มีความแตกต่างกับ H37Ra WT เป็นอย่างมาก ดังนั้น การตรวจพบ PMS ที่มีความแตกต่างกัน

ออกไปในแต่ละสายพันธุ์ อาจมีความเกี่ยวข้องต่อการดื้อยา BDQ และยีนดื้อยา ดังตัวอย่างการศึกษาของ 

Furniss และคณะที่ตรวจหาการดื้อยาต่อ colistin ใน E. coli โดยตรวจพบ PMS หลักที่เกี่ยวข้องกับ lipid 

A ใน E. coli ที่ต าแหน่ง m/z 1796.2 หากมีการดื้อยาชนิด chromosomal mutation เกดิการเปล่ียนแปลง

โครงสร้างเป็น L-Ara4N หรือ pETN ส่งผลให้ตรวจ PMS พีคเพ่ิมเติมได้ที่ต าแหน่ง m/z 1,927.2 และ 

1,919.2 ตามล าดับ(22) สอดคล้องกับการศึกษาความไวต่อ fluconazole ใน Candida albicans ซึ่งตรวจ

พบ PMS มีการเปล่ียนแปลงในสายพันธุ์ที่ไวต่อยา (susceptible) ไวปานกลาง (intermediate) และดื้ อ 

(resistant) ต่อยา fluconazole ที่ต าแหน่ง m/z 3376-3382 โดยมีความสอดคล้องต่อยีน CDR1 และ 

CDR2 (23) อย่างไรกต็ามยังไม่พบการศึกษาใดตรวจสอบลักษณะ PMS ที่บ่งช้ีการดื้อยาต่อ BDQ โดยตรง 

จากแนวโน้มการศึกษาต่าง ๆ ประกอบกับการวิจัยคร้ังนี้  เป็นการศึกษาน าร่องเพ่ือยืนยันเบื้ องต้นว่า 

MALDI-TOF MS สามารถน ามาประยุกต์ใช้ดูลักษณะการดื้ อยา BDQ ในเชื้ อวัณโรคได้จริง สามารถ

จ าแนกความแตกต่างของเช้ือที่ดื้ อต่อยา BDQ และไวต่อยา BDQ ออกจากกันได้อย่างชัดเจน และมี

ประเดน็ที่น่าสนใจที่ควรจะศึกษาต่อไปในส่วนของยีนดื้อยา BDQ มีความสมัพันธ ์หรือสอดคล้องต่อ PMS 

ที่เปล่ียนแปลงไปในแต่ละสายพันธุ์ ซึ่งมีการรายงานถึงยีนดื้ อยาที่เกี่ยวข้องต่อ BDQ เช่น atpE, mmpR 

(Rv0678), Rv1979c, pepQ, mmpL5, atpB และ ppsC(37) การเปล่ียนแปลงของ PMS สายพันธุ์ต่างๆ 

จากงานวิจัยนี้อาจจะมีความเกี่ยวข้องต่อยีนดื้อยาข้างต้นที่อาจปรากฏลักษณะ PMS เฉพาะที่แตกต่างกนั 

ข้อจ ากดัในการวิจัยคร้ังนี้  คือ ไม่มีการใช้เช้ือวัณโรคที่เพาะแยกจากทางคลินิก (TB clinical isolates) 

ร่วมด้วย เนื่องจากเป็นจุดเริ่มต้นของการศึกษายาวัณโรคขนานใหม่ BDQ ที่เปรียบเทียบใน wild type และ 

mutant strains ของเชื้ อ MTB H37Ra ไม่พบการศึกษาทั้งในประเทศไทย และต่างประเทศ มีเพียงการศึกษา

ที่ใกล้เคียงที่ท าการวิจัย spontaneous mutation ต่อ BDQ ใน H37Rv(33) นอกจากนี้  MALDI-TOF MS เป็น

การทดสอบรูปแบบเชิงคุณภาพ (qualitative method) ท าให้ไม่สามารถระบุชนิดและปริมาณของโปรตีนที่ช้ี

เฉพาะได้อย่างชัดเจน ผลที่ได้เกดิจากรูปแบบ PMS ที่มีความแตกต่างกนัระหว่างเช้ือดื้อยาและไวต่อยา BDQ 

ไม่สามารถระบุต าแหน่งและชนิดของยีนที่กลายพันธุ์ของเช้ือดื้อยาที่เกิดข้ึนได้ ซึ่งควรท าการศึกษาชนิดของ

โปรตีนและชนิดของยีนที่กลายพันธุข์องเช้ือดื้อยา BDQ ในงานวิจัยนี้ ต่อไป 

สรุปผลและขอ้เสนอแนะ 

 เทคนิค MALDI-TOF MS สามารถวิเคราะห์ลักษณะแมสสเปกตรัมและจ าแนกรูปแบบเช้ือที่ไว 

และดื้ อต่อ BDQ ของเชื้ อ M. tuberculosis H37Ra ออกจากกันได้ อย่างไรกต็ามในการศึกษานี้ ยังไม่ได้

พิสูจน์ในระดับยีน หรือตัวอย่างเช้ือที่ดื้ อต่อ BDQ จากผู้ ป่วยจริง ดังนั้นควรน ารูปแบบผลการดื้อยาต่อ 

BDQ ที่ได้จากการศึกษาในคร้ังนี้  ไปวิเคราะห์ร่วมกับตัวอย่างเช้ือวัณโรคที่ดื้ อต่อ BDQ ในผู้ ป่วย และ

ศึกษาควบคู่ไปกับชนิดของยีนที่กลายพันธุ์ เพ่ือให้มั่นใจว่า รูปแบบแมสสเปกตรัมในการศึกษาคร้ังนี้  

สามารถช่วยตรวจคัดกรองเช้ือวัณโรคที่ดื้อยา BDQ เบื้องต้นได้ ซึ่งจะท าให้การรายงานผลต่อแพทย์หรือผู้

ที่เกี่ยวข้องได้อย่างรวดเรว็ เพ่ือลดความเสี่ยงในการด าเนินโรคที่รุนแรงจากการตรวจพบการดื้อยาที่ล่าช้า 

และเพ่ือป้องกนัการแพร่กระจายวัณโรคดื้อยาต่อ BDQ ที่อาจเกดิข้ึนได้ในประเทศไทย 
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