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บทคัดยอ
 วัณโรคเปนโรคติดตอสําคัญทางสาธารณสุขที่พบไดทั่วโลกและยังคงมีการแพรระบาดอยางมากโดยเฉพาะอยางย่ิงใน

แถบภูมภิาคเอเชีย และแอฟรกิา ประเทศไทยจดัอยูในลาํดับท่ี 18 ของกลุมประเทศทีม่คีวามชุกสงู 22 ลาํดับแรกของโลก การ

ศึกษาทางระบาดวิทยาของเชือ้ Mycobacterium tuberculosis โดยอาศัยเทคนคิทางดานอณูชีววิทยาไดถกูพฒันาข้ึนมาหลาย

วธิแีละนาํมาใชอยางกวางขวางเพื่ อเปนขอมลูดานการควบคุมการแพรกระจาย ติดตามการรกัษา และศกึษาความสัมพนัธกบัการ

ด้ือตอยาตานวัณโรคของเช้ือ การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่ อศึกษารูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis โดยใชวิธี 

Mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number tandem repeat typing จํานวน 24 loci ในเช้ือ  

M. tuberculosis จํานวน 27 ตัวอยางท่ีแยกไดจากโรงพยาบาลศรีนครินทร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ในป 

พ.ศ. 2544 ผลการศึกษาสามารถแยกรูปแบบไดทั้งหมด 24 รูปแบบ โดยจัดกลุมเชื้อไดทั้งหมด  2 สายพันธุ ไดแก East 

African Indians (EAI)  จํานวน 14 ตัวอยาง (51.85%) 11 รูปแบบ และ Beijing จํานวน 3 ตัวอยาง (11.11%)  3 รูป

แบบ นอกจากน้ียังพบตัวอยางท่ีมีรูปแบบเดี่ยวที่ไมพบในฐานขอมูลออนไลนจํานวน 10 ตัวอยาง (37.04%) เมื่ อคํานวณคา

อํานาจการจัดจําแนกสายพันธุโดยใช  Hunter Gaston Discriminatory Index (HGDI) พบวา primer ที่ใหคา HGDI  สูง

ไดแก Mtub04 (0.6), MIRU04 (0.855), MIRU16 (0.613), Q2163b (0.693), ETRA (0.673), ETRB (0.777), 

Mtub39 (0.780) และ QUB26 (0.704) จึงมีความเปนไปไดวา primer ทั้ง 8 ชุดดังกลาวอาจมีความเหมาะสมที่จะนําไปใช
ในการแยกสายพันธุของเช้ือ M. tuberculosis ที่ระบาดในแถบภูมิภาคน้ีตอไป

คําสําคัญ : Mycobacterium tuberculosis, MIRU-VNTR typing
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Abstract
 Tuberculosis is one of the important infectious diseases which has been distributed around the world. 
The incidence of tuberculosis still presents in the Asia and Africa. Thailand is ranking in 18 of 22 high burden 

countries in 2014 reported by WHO. The epidemiological study of Mycobacterium tuberculosis based on 

molecular methods have been developed and widely used to investigate the genetic diversity, control the disease 

transmission and evaluate drug resistance.  In this study, 27 M. tuberculosis isolates from Srinagarind hospital, 

Khon Kaen in 2001, were analyzed using 24 loci primers based on mycobacterial interspersed repetitive unit-

variable number tandem repeat (MIRU-VNTR) typing. Genotyping revealed a total of 24 MIRU-VNTR profiles 

comprising of 2 lineages: 14 East-African Indian (EAI) isolates (51.85%) with 11 profiles and 3 Beijing iso-

lates (11.11%) with 3 profiles. The other 10 unique profiles (37.04%) were not identical to any profile in 

MIRU-VNTRplus database. In addition, the discriminatory index for each loci was calculated using Hunter 

Gaston Discriminatory Index (HGDI). Mtub04 (0.6), MIRU04 (0.855), MIRU16 (0.613), Q2163b (0.693), 

ETRA (0.673), ETRB (0.777), Mtub39 (0.780) and QUB26 (0.704) showed high HGDI. These 8 MIRU 

primers may be appropriate for epidemiology investigation in this region. 

Keywords :  Mycobacterium tuberculosis,  MIRU-VNTR typing
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บทนํา
 การติดเช้ือ Mycobacterium tuberculosis กอให
เกิดวัณโรคซ่ึงเปนปญหาท่ีสําคัญทางสาธารณสุขของทุก
ประเทศทั่วโลก จากรายงานประจําปขององคการอนามัยโลก
ในป ค.ศ. 2014 พบวามีผูปวยวัณโรคประมาณ 11 ลานคน 
โดยเปนผูปวยรายใหมประมาณ 9 ลานคน และมีผูปวยตาย
ไปประมาณ 2 ลานคน จากการจัดอันดับประเทศที่มีภาวะ
วิกฤตเกี่ยวกับวัณโรคมากท่ีสุด 22 ประเทศ ซ่ึงประเทศไทย
อยูในอันดับท่ี 18 ของโลก(1) การศึกษาระบาดวิทยาของ
วัณโรคจะชวยใหสามารถอธิบายลักษณะรูปแบบการระบาด 
จําแนกกลุมเสี่ยง ความถ่ีและจํานวนสายพันธุที่มีการระบาด 
คาดหมายแนวโนมของการระบาด การเฝาระวงัการแพรระบาด
ของเช้ือ ไดอยางมีประสิทธิภาพ ซ่ึงจะนําไปสูการกําหนด
แนวทางการปองกันและควบคุมวัณโรคไดดียิ่งข้ึน 
 ปญหาสําคัญอีกดานของการติดเช้ือในปจจุบันคือ 

ภาวะการด้ือตอยาตานจุลชพีของเชือ้ท่ีเพิม่มากขึน้ โดยเฉพาะ

การด้ือตอยาหลายชนิด การแพรกระจายของเช้ือสงผลใหการ

ควบคุมโรคและการรกัษาท่ีมปีระสทิธภิาพทําไดยากย่ิงข้ึน จาก

การศึกษาสายพันธุของเช้ือกับการด้ือยาพบวา กลุมของเชื้อ

บางสายพันธุ เชน Beijing type มีความสัมพันธกับการด้ือ

ตอยาตานจุลชีพบางชนิดท่ีใชอยูในปจจุบัน(2-11) ดังนั้นหาก

ทราบ genotype ของเช้ือก็จะสามารถเลอืกการรักษา เฝาระวงั 

ติดตามการแพรระบาด และวางแผนการควบคุมโรคไดอยาง

มีประสิทธิภาพมากข้ึน 
 การศึกษา genotyping ของเช้ือ Mycobacterium 

มีการใชเทคนิคตางๆมากมาย วิธีมาตรฐานท่ีใชแตเดิมคือ  

IS6110 Restriction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP) หลงัจากมีการระบาดของเช้ือท่ีมากข้ึน วธิ ีRFLP ไม
สามารถใชแยกกลุมรูปแบบของเช้ือท่ีมี จํานวนชุดของ 
IS6110 นอยได (12-18) ในป ค.ศ. 2006 Supply และคณะ 
ไดพัฒนาวิธี Variable numbers of tandem repeats 

(VNTR) มาใชในการศึกษา genotyping ซ่ึงสามารถแยกรูป

แบบยีนของเช้ือท่ีมากข้ึน วธิกีารทาํงายกวา และระยะเวลาใน
การทํานอยกวาวิธี RFLP โดยใช mycobacterial inter-
spersed repetitive units (MIRU) จํานวน 12-24 loci มา

ใชในการแยกรูปแบบยีนของเช้ือ (19) ในป ค.ศ. 2010 Thong-

On และคณะ ไดทาํการศึกษาเปรียบเทยีบวิธกีารศึกษารูปแบบ
ทางพันธุกรรมของเชื้อมัยโคแบคทีเรียที่มี จํานวน copy ของ 

IS6110 ที่นอย (1-6 copy) พบวาการใช MIRU-VNTR 

typing สามารถแยกรปูแบบทางพันธกุรรมของเชือ้ไดถงึ 151 
รูปแบบ ในขณะที่การใชเทคนิค IS6110-RFLP และ spoli-
gotyping สามารถแยกรูปแบบไดเพียง 65 และ 54 รูปแบบ
ตามลําดับ ดังน้ันวิธ ีMIRU-VNTR typing จึงเปนวธิทีีเ่หมาะ
สมเพื่ อใชในการศึกษารูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อมัยโค
แบคทีเรียไดดีในปจจุบัน
 ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือยังมีรายงานการศึกษา
ทางระบาดวิทยาของวัณโรค โดยการใชเทคนิคดานโมเลกุล
อื่ นๆที่ยังไมหลากหลายที่จะนําไปสูการวิเคราะหเปรียบเทียบ
ผลการศึกษาทางระบาดวิทยาท่ีครอบคลุมมากย่ิงข้ึน การ
ศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค์การวิจัยเพื่อศึกษา รูปแบบทาง
พันธุกรรมและจําแนกสายพันธุของเช้ือ M. tuberculosis ที่
แยกไดจากโรงพยาบาลศรีนครนิทร ผลจากการศึกษาจะนําไป
สูความรู ความเขาใจทางดานระบาดวิทยาของเช้ือวัณโรคท่ี
เคยระบาดในภูมิภาคน้ี และใชเปนขอมูลพื้นฐานอันจะเปน

ประโยชน และสามารถนาํไปประยุกตใชในการรักษา ควบคุม 

และเฝาระวังการแพรกระจายของเช้ือวัณโรคในภูมิภาคน้ีได

วัสดุและวิธีการศึกษา
 1. กลุมตัวอยาง

 เชือ้ Mycobacterium tuberculosis  ทีแ่ยกไดจาก

ผูปวยในโรงพยาบาลศรีนครินทร จังหวัดขอนแกน ในป พ.ศ. 

2544 จํานวน 27 ตัวอยาง แยกพิสูจนสปชีสดวยวิธี PCR-

REA (Polymerase chain reaction and restriction en-

zyme analysis) และเชื้อ Mycobacterium tuberculosis 
สายพันธุมาตรฐาน H37Rv เปนเชื้อควบคุมการทดสอบ
 2. การเพาะเล้ียงเช้ือและสกัดดีเอ็นเอ

 เพาะเลี้ยงเช้ือลงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง Lo-

wenstein-Jensen medium (BBL; Becton Dickinson) นาํ
โคโลนีบรสิทุธิท่ี์ขึน้บนอาหารเลีย้งเช้ือมาสกัดดีเอน็เอดวยวิธ ี

enzymatic ตามวิธีของ van Soolingen และคณะ ดังข้ัน
ตอนตอไปน้ี ใช  loop  เขี่ยเชื้อจากอาหารเล้ียงเช้ือ LJ me-

dium มา 1 loop ใสลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร ที่มี  
1X TE (Tris–EDTA buffer) 400 ไมโครลิตร นําไปตม

เพื่ อฆาเช้ือท่ี 80 oC  นาน 20 นาที เติม 50 ไมโครลิตรของ 

lysozyme  ที่มีความเขมขน 10  mg/ml  เพื่ อทําใหผนัง
เซลลแตก เขยาใหผสมกันดีแลวนําไปอุนที่ 37 oC  นาน 1 
ช่ัวโมง หรือขามคืน เติม  10% SDS จํานวน 75 ไมโครลิตร 

และ proteinase K ที่มีความเขมขน 10 mg/ml จํานวน 5 
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ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยเขยาอยางเร็ว เติม 5 M NaCl 
100 ไมโครลิตร  เติม CTAB/NaCl ที่อุนไวที่ 65 oC 100 
ไมโครลติร  เขยาจนเปนสขีาวขุน เตมิ  chloroform/isoamyl 
alcohol (อัตราสวน 24 : 1) 750 ไมโครลิตร เขยาจนเขากัน
ดี นําไปปนที่ 12,000 g นาน 5 นาที ดูดสวนใสขางบน ใสใน 
microcentrifuge tube หลอดใหม ตกตะกอน DNA โดยการ
เติม isopropanal 450 ไมโครลิตร เก็บไวที่ 20 oC  นาน 1 
ช่ัวโมง หรือ -70 oC 30 นาที นําไปปนที่ 12,000 g นาน 15 
นาที เทสวนใสขางบนท้ิงไป วางท้ิงไวใหตะกอนแหงดีที่
อุณหภูมหิอง เตมิ 1X TE buffer 200 ไมโครลติร เตมิ Rnase 
2 ไมโครลิตร อุนที่ 37 oC นาน 15 นาที เก็บตะกอน DNA 
ไวที่ -20 oC หรือ -70 oC เพื่ อนําไปใชในขั้นตอนตอไป

 3. การศึกษารูปแบบทางพันธุกรรม (MIRU-
VNTR typing)
 ศึกษารูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อ ดวยวิธี 
polymerase chain reaction โดยใชไพรเมอรของ inter-
spersed repetitive-unit (MIRU) loci จํานวน 24 ชุด ไดแก 
MIRU02, Mtub04, ETRC,MIRU 04, MIRU 40, MIRU 
10, MIRU 16, Mtub21, MIRU 2 0, QUB2163b, ETRA, 
Mtub29, Mtub30, ETRB, MIRU 23, MIRU 24, MIRU 
26, MIRU27, Mtub34, MIRU 31, Mtub39, QUB26, 
QUB4156 และ MIRU 39 ตามลําดับ ดังแสดงใน ตาราง
ที่ 1 ทําการเพิ่มจํานวน ดีเอ็นเอ ของตัวอยาง ดวยไพรเมอร 
MIRU จํานวน 24 ชุด ตอตัวอยาง หาขนาดของผลิตภัณฑ
ที่ไดดวยวิธี gel electrophoresis เปรียบเทียบขนาดของช้ิน
ผลิตภัณฑที่ไดกับ ดีเอ็นเอ มาตรฐาน 1 kb plus

ตารางที่ 1 Primer sequences สําหรับ 24 loci MIRU-VNTR typing

Primer Primer sequence (5’ to 3’) MIRU-VNTR length (bp)

MIRU 2 F: TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT 53

R: TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT 

Mtub04 F: CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT 51

R: GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC 

ETR C F: CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT 58

R: AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA

MIRU 4* F: GCGCGAGAGCCCGAACTGC 77

R: GCGCAGCAGAAACGCCAGC

MIRU 40 F : GGGTTGCTGGATGACAACGTGT 54

R : GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA

MIRU 10 F : GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC 53

R : GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT 

MIRU 16 F: TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA 53

R: CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC 

Mtub21 F: AGATCCCAGTTGTCGTCGTC 57

R: CAACATCGCCTGGTTCTGTA

MIRU 20 F: TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG 77

R: GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
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Primer Primer sequence (5’ to 3’) MIRU-VNTR length (bp)

QUB-11b F: CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG 69

R: CGAAGTGAATGGTGGCAT 

ETR A F: AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT 75

R: CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT

Mtub29 F: GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT 57

R: AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC

Mtub30 F: CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT 58

R: ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA

ETR B F: ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT 57

R: CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC

MIRU 23 F: CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG 53

R: AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC

MIRU 24 F: CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT 54

R: GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA 

MIRU 26 F: TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC 51

R: CATAGGCGACCAGGCGAATAG 

MIRU 27* F: TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA 53

R: GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA 

Mtub34 F: GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA 54

R: GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC

MIRU 31* F: ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA 53

R: GTGCCGACGTGGTCTTGAT

Mtub 39 F:  CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC 58

R: TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG

QUB-26 F: AACGCTCAGCTGTCGGAT 111

R:CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT

QUB-4156 F: TGACCACGGATTGCTCTAGT 59

R: GCCGGCGTCCATGTT

MIRU 39 F: CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC 53

R: CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT

*MIRU 4, 27 and 31 are also known as ETR-D, QUB-5 and E, respectively

ตารางที่ 1 Primer sequences สําหรับ 24 loci MIRU-VNTR typing (ตอ)
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 4. การวิเคราะหขอมูล
 จําแนกรูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อโดยใชฐาน
ขอมลูออนไลน http://www.miru-vntrplus.org  หาคาอํานาจ
ในการจาํแนกสายพันธุของ primer โดยใชการคํานวณคาจาก 
Hunter-Gaston discriminatory index (HGDI) หาความ
หลากหลายและความสัมพนัธทางพันธกุรรมของเช้ือสายพันธุ
ตางๆตามสายวิวัฒนาการโดยใช Unweight Pair Group 
Method with Arithmetic Mean (UPGMA- Tree)
 การศึกษาน้ีไดรับการรับรองจากคณะกรรมการ
จริยธรรมการวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลัยขอนแกน เลขที่ 
HE561418

ผลการศึกษา
 1. รูปแบบ MIRU-VNTR
 สามารถแยกรูปแบบ (MIRU-VNTR profiles) ได
เปน 24 รูปแบบ โดยมี MIRU-VNTR profile  ที่สามารถ
จัดกลุมตัวอยางไดเปน 1 กลุม มีจํานวนสมาชิก 4 ตัวอยาง 
คือรปูแบบ  214524352143236223342513  สวนทีเ่หลอื 
23 ตัวอยาง ใหรูปแบบที่แตกตางกันเปนรูปแบบเดี่ยวทั้ง 23 
ตัวอยาง ดังแสดงใน ตารางที่ 2

ตารางที่ 2 MIRU-VNTR Profile สายพันธุและการกระจายตัวของเช้ือ M. tuberculosis 

Pattern MIRU-VNTR profile No. of isolates (Sample No.) Lineage

1 214524352143236223342513 4 (1,11,18,22) EAI

2 224534252233245223155613 1 (2) EAI

3 214524312143246223342712 1 (3) EAI

4 214232252243235173343523 1 (4) Unknown

5 224634252263245223353513 1 (5) EAI

6 224654322243245223343513 1 (6) Unknown

7 214433322283231223235422 1 (7) Unknown

8 214944142263235223446423 1 (8) Unknown

9 214733252263235123245622 1 (9) Unknown

10 214733192153245123342422 1 (10) Unknown

11 2145243A2143266223342523 1 (12) EAI

12 224734252243255223344313 1 (13) EAI

13 224533252243215223354313 1 (14) Unknown

14 224834252373225223344513 1 (15) EAI

15 224734252373225223354513 1 (16) EAI

16 224634252253245223354513 1 (17) EAI

17 224734252253245223354513 1 (19) EAI

18 244233352644425173353723 1 (20) Beijing

19 214333252643225173353522 1 (21) Unknown

20 224634292243255223352513 1 (23) EAI

21 214A24252263225223555222 1 (24) Unknown

22 244233352644425173353623 1 (25) Beijing

23 214A24152623245223353423 1 (26) Unknown

24 244233352344425173333722 1 (27) Beijing
*A = 10 allele
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 2. การจําแนกสายพันธุ
 สามารถจําแนกเช้ือไดทั้งหมด 2 สายพันธุ ไดแก 
East African Indians (EAI)  14 ตัวอยาง (รอยละ 51.85) 
11 รูปแบบ และ Beijing 3 ตัวอยาง (รอยละ 11.11)  3 

รูปแบบ และพบตัวอยางท่ีไมสามารถจัดกลุมไดในฐานขอมูล
ออนไลน ซ่ึงจัดเปน unknown จํานวน 10 ตัวอยาง (รอยละ 
37.04) 10 รูปแบบ ดังแสดงใน รูปที่ 1

รูปที่ 1 การกระจายตัวของสายพันธุของเช้ือ Mycobacterium tuberculosis พบรูปแบบ East African Indians (EAI)  

จํานวน 14 ตัวอยาง (รอยละ 51.85) Beijing จํานวน 3 ตัวอยาง (รอยละ 11.11)  รูปแบบ unknown 10 ตัวอยาง 

(รอยละ 37.04)

 3. การวเิคราะหคาอาํนาจการจดัจาํแนกสายพนัธุ

ของ Primers

 วิเคราะหโดยใชการคํานวณคาจาก Hunter-Gaston 

index (HGDI)  โดยใชเกณฑดังน้ี highly discriminant (h 
> 0.6), moderately discriminant (0.3 < h < 0.6), 

poorly discriminant (h < 0.3) พบคาอํานาจในการจัด

จําแนกสายพันธุโดยไพรเมอรรวมทั้งหมดเทากับ (HGDI) 
0.983โดย Primer Mtub04, MIRU04, MIRU16, 

Q2163b, ETRA, ETRB, Mtub39 และ QUB26  มอํีานาจ

ในการจัดจําแนกสูง Primer MIRU 40, MIRU 10, 

Mtub21, MIRU 23, MIRU 24, MIRU 26, MIRU 31, 

QUB4156 และ MIRU 39 มีอํานาจในการจัดจําแนกปาน

กลาง สวน Primer MIRU 02, ETRC, MIRU 20, 
Mtub29, Mtub30, MIRU 27 และ Mtub34 มีอํานาจใน

การจัดจําแนกต่ํา ดังแสดงใน ตารางที่ 3
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ตารางที่ 3 คาอํานาจการจัดจําแนกสายพันธุ (Hunter – Gaston Discriminatory Index; HGDI) 

MIRU-VNTR 
loci

Number of copies of repetitive unit คา HGDI
(h)

คาอํานาจ
จําแนก

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

MIRU02 - - 27 - - - - - - - - 0.000 ต่ํา

Mtub04 - 14 10 - 3 - - - - - - 0.600 สูง

ETRC - - - - 27 - - - - - - 0.000 ต่ํา

MIRU04 - - 4 1 1 8 4 5 1 1 2 0.855 สูง

MIRU40 - - 8 17 1 1 - - - - - 0.532 ปานกลาง

MIRU10 - - 1 8 18 - - - - - - 0.484 ปานกลาง

MIRU16 - 3 13 11 - - - - - - - 0.613 สูง

Mtub21 - 1 2 - 1 20 - - - 2 1 0.453 ปานกลาง

MIRU20 - - 27 - - - - - - - - 0.000 ต่ํา

QUB2163b - 7 13 3 - - 4 - - - - 0.693 สูง

ETRA - - 1 1 15 3 4 2 1 - - 0.673 สูง

Mtub29 - - - 24 3 - - - - - - 0.205 ต่ํา

Mtub30 - - 24 - 3 - - - - - - 0.205 ต่ํา

ETRB - 1 7 8 8 2 1 - - - - 0.777 สูง

MIRU23 - 1 - - - 20 6 - - - - 0.416 ปานกลาง

MIRU24 - 6 21 - - - - - - - - 0.356 ปานกลาง

MIRU26 - - 22 - - - - 5 - - - 0.313 ปานกลาง

MIRU27 - - - 27 - - - - - - - 0.000 ต่ํา

Mtub34 - 1 2 22 1 1 - - - - - 0.34 ปานกลาง

MIRU31 - - - 2 13 12 - - - - - 0.587 ปานกลาง

Mtub39 - - 8 8 6 4 1 - - - - 0.780 สูง

QUB26 - - 1 2 4 14 3 3 - - - 0.704 สูง

QUB4156 - 16 11 - - - - - - - - 0.500 ปานกลาง

MIRU39 - - 7 20 - - - - - - - 0.399 ปานกลาง
(h > 0.6) = อํานาจจําแนกสูง; (0.3 < h < 0.6) = อํานาจจําแนกปานกลาง; h < 0.3) = อํานาจจําแนกต่ํา 

 4. ความหลากหลายและความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการของเชื้อ
 วิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของเช้ือ โดย

ใช UPGMA- Tree พบวิวัฒนาการทางพันธุกรรมที่เกิดจาก
โคลนเดียวกัน แลวมีการแยกสายออกไปเปน 4 แขนง คือ 

แขนง EAI รูปแบบที่มีสมาชิก 4 ตัวอยาง  แขนง  EAI ที่มี

สมาชิกเปนรูปแบบเดี่ยว แขนง Beijing และ แขนง un-
known โดยพบสมาชิกของ unknown บางสวนที่มีแนวโนม

ของรูปแบบที่ใกลเคียงกับสายพันธุ EAI (2 ตัวอยาง) และ 
Beijing (2 ตัวอยาง)  ดังแสดงใน รูปที่ 2
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รูปที่ 2 Phylogenetic tree สรางโดย Unweight Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA- Tree) พบ

สายวิวัฒนาการของรูปแบบทางพันธุกรรมตาม MIRU-VNTR 24 loci แยกออกเปน 4 แขนง โดยพบแขนงของ 

EAI รูปแบบที่มีสมาชิก 4 ตัวอยาง* และ EAI รูปแบบเดี่ยว 2 ตัวอยาง (A) แขนง EAI รูปแบบเดี่ยว 8 ตัวอยาง 

และ unknown 2 ตัวอยาง (B) แขนง Beijing 3 ตัวอยาง และ unknown 2 ตัวอยาง (C) แขนง unknown 6 

ตัวอยาง (D)

วิจารณและสรุปผลการศึกษา
 จากการศึกษารูปแบบทางพันธกุรรมของเช้ือ Myco-

bacterium tuberculosis ที่แยกไดจากโรงพยาบาล

ศรีนครินทรในป พ.ศ. 2544 ดวยวิธ ี24-loci MIRU-VNTR 
typing เมื่ อนําผล MIRU profile จํานวน 24-loci ทั้ง 27 
ตัวอยางมาเปรียบเทียบกับรูปแบบที่ปรากฎในฐานขอมูล

ออนไลน: http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.

faces เพื่ อหาสายพันธุของเช้ือ M.  tuberculosis  พบ 
MIRU profile ทัง้หมด 24 รปูแบบ โดยจัดกลุมไดเพยีงกลุม

เดียวท่ีมีจํานวนสมาชิก 4 ตัวอยาง คือ  MIRU profile 
214524352143236223342513 ซ่ึงอาจมีความเก่ียวของ

กับการติดตอหรือการแพรกระจายของเช้ือท่ีมีรูปแบบทาง
พันธุกรรมเหมือนกันจากผูปวยรายหนึ่งไปสูอีกราย หรือจาก

แหลงระบาดหนึ่งไปยังอีกแหลงหนึ่งได (21) จึงทําใหพบ 

MIRU profile ทีส่ามารถจดัเปน 1 กลุมไดและมรีปูแบบทาง

พันธุกรรมที่เหมือนกัน นอกจากน้ียังพบ MIRU profile 

เดี่ยว ๆ อีก 23 รูปแบบที่ไมสามารถจัดกลุมได แสดงถึงเช้ือ 
M. tuberculosis มีความหลากหลายของรูปแบบทาง
พันธุกรรม อาจเก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงของยีนในรูป

แบบตางๆเชน deletion, insertion, mutation ในระหวาง

กระบวนการ DNA replication ซ่ึงพบไดบนโครโมโซมของ

เชื้อ M. tuberculosis ทําใหสามารถพบจํานวน repeat unit 
ไดแตกตางกัน 
 เชื้อ M. tuberculosis ทั้งหมด 27 ตัวอยาง พบ

ทั้งหมด  2 สายพันธุ ไดแก East African Indians (EAI)  
14 ตัวอยาง (51.85%) และ Beijing 3 ตัวอยาง (รอยละ 

11.11) นอกจากน้ียังพบตัวอยางท่ีไมสามารถจัดกลุมไดใน
ฐานขอมูลออนไลนจํานวน 10 ตัวอยาง (รอยละ 37.04) ซ่ึง
แสดงใหเหน็วาในจํานวนตัวอยางท้ังหมด 27 ตัวอยางพบเช้ือ 
M. tuberculosis สายพันธุ EAI  มีความชุกมากที่สุด ซ่ึง

แตกตางจากขอมูลทางระบาดวิทยาท่ีไดมีการศึกษาพบสาย
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พันธุ Beijing และสายพันธุ EAI มีการระบาดสูงเทาๆกันใน
แถบ Far East Asia (22) และเมื่ อเปรยีบเทยีบกับผลการศึกษา
ของ Prodinger  และคณะในป ค.ศ. 1990 – 2000 ที่ได
ศึกษารูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อ M. tuberculosis ในผู
ปวยวัณโรค โรงพยาบาลรามาธิบดี ประเทศไทย ดวยวิธี 
Spoligotyping พบเชือ้ M. tuberculosis สายพนัธุ Beijing  
มีความชุกถึงรอยละ 44.1(23) และผลจากศึกษาของ Kiat-
ichai Faksri และคณะท่ีศึกษาสายพันธุของเช้ือ M. tuber-
culosis ทีแ่ยกไดจากน้ําไขสันหลงัของผูปวยวัณโรคในป ค.ศ. 
1996-2007 พบเชื้อ M. tuberculosis สายพันธุ Beijing 
และ EAI มีความชุกถึงรอยละ 56 และ 31 ตามลําดับ (21)  
ซ่ึงแตกตางจากผลการศึกษารปูแบบทางพันธกุรรมของเชือ้ M. 
tuberculosis ที่แยกไดจากโรงพยาบาลศรีนครินทรที่ไดรับ  
โดยอาจเกิดจากปจจัยหลาย ๆ สวน เชน ความแตกตางของ
ชวงเวลา เทคนิควิธีที่ใชในการศึกษา ระหวางวิธีที่ศึกษาโดย 

วิธีที่นํามาอางอิง คือวิธี Spoligotyping และวิธี IS6110   

และการเคลื่ อนยายของประชากรจึงทําใหมีการแพรกระจาย

ของเช้ือตางสายพันธุ (24) รวมไปถงึกลุมตัวอยางท่ีใชศึกษาใน

ครัง้น้ีมจํีานวนนอย ขอมลูทีไ่ดรบัจึงอาจไมเพยีงพอท่ีจะแสดง

ถึงการแพรกระจายของเช้ือท้ังหมด 

 นอกจากน้ีไดมีการประเมินคาอํานาจการจัดจําแนก

สายพันธุของเช้ือพบวา Primer Mtub04, MIRU04, 

MIRU16, Q2163b, ETRA, ETRB, Mtub39 และ 

QUB26  มีอํานาจในการจัดจําแนกสูง Primer MIRU 40, 

MIRU 10, Mtub21, MIRU 23, MIRU 24, MIRU 26, 
MIRU 31, QUB4156 และ MIRU 39 มีอํานาจในการจัด

จําแนกไดปานกลาง สวน Primer MIRU 02, ETRC, MIRU 
20, Mtub29, Mtub30, MIRU 27 และ Mtub34 มีอํานาจ

ในการจัดจําแนกต่ํา ขอมูลสวนใหญสอดคลองกับการศึกษา

ของ Liu และคณะ (25) และ Guo และคณะ (26)  ดังน้ันสามารถ

นํา Primer ดังกลาวมาใชในการแยกสายพันธุของเช้ือ M. 
tuberculosis ในแถบพื้นที่นี้ตอไปได นอกจากน้ียังพบวา

เทคนิค MIRU-VNTR typing ที่ใชในการศึกษาคร้ังน้ีมีคา
อํานาจจัดจําแนกสายพันธุของเช้ือสูง (HGDI = 0.983) ซ่ึง

สอดคลองกับการศึกษาท่ีมีการรายงานกอนหนาน้ีของ Guo 
และ คณะ (26) และ Han และคณะ (20)

 24 -loci MIRU-VNTR genotyping เปนเทคนิค
ที่สามารถทําไดงาย รวดเร็ว สามารถทําซ้ําๆกัน และไดผล

เหมือนเดิมทุกครั้ง สามารถนํามาใชในการติดตามการแพร

ระบาดของเช้ือ M. tuberculosis เพื่ อประโยชนในการ
ปองกันการแพรระบาดของเช้ือ อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ี
เปนเพียงการศึกษานํารองเทาน้ัน การศึกษาตอไปในอนาคต
ควรเพิ่มจํานวนกลุมตัวอยางใหมากและมาจากหลาย ๆ  พ้ืนที่
ทีม่กีารระบาดของเช้ือ M. tuberculosis   เพื่ อใหครอบคลุม
กลุมสายพันธุของเช้ือ M. tuberculosis ที่กําลังระบาด อาจ
นําไปสูการอธิบายการกระจายตัวของเช้ือ M. tuberculosis 
สายพนัธุตางๆได รวมไปถงึอาจวิเคราะหรปูแบบทางพันธกุรรม
ของเช้ือรวมกบัผลการดือ้ตอยาตานจุลชพี เพื่ อบอกวารปูแบบ
ทางพันธุกรรมที่แยกได มีความสัมพันธกับผลการด้ือตอยา
ตานจุลชีพชนิดท่ีเกิดข้ึนในผูปวยได และควรทําการศึกษาใน
ตัวอยางเช้ือ M. tuberculosis ที่เปนปจจุบันเพื่ อสามารถ
วเิคราะหขอมูลใหใกลกบัความเปนจรงิและสอดคลองกับการ
ระบาดของเช้ือ M. tuberculosis  ที่เกิดข้ึนจริงได
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