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กลุม่หอ้งปฏิบติัการทางการแพทยด์า้นควบคมุโรค ส�ำนกังานป้องกนัควบคมุโรคที ่5 กรมควบคมุโรค 

บทคดัย่อ
	 การระบุกลุ่มก้อนการระบาด (Outbreak Clusters) ของวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (MDR-TB) เป็นความ

ท้าทายส�ำคัญในการควบคุมโรค เน่ืองจากวิธกีารตรวจแบบ PCR-based ซ่ึงใช้กนัอย่างกว้างขวางยังมข้ีอจ�ำกดัด้าน

ความละเอยีดในการจ�ำแนกสายพันธุ์ ท�ำให้ยากต่อการยืนยันการแพร่กระจายเช้ือแบบสายพันธุเ์ดียว (clonal 

spread) และการระบุพ้ืนที่ระบาดหนาแน่น (hotspots) ได้อย่างแม่นย�ำ การศกึษาน้ีจึงมวัีตถุประสงค์เพ่ือน�ำเทคนิค 

Whole Genome Sequencing (WGS) มาใช้เปรียบเทยีบกบัวิธ ีPCR-based ในการวิเคราะห์เช้ือจากผู้ป่วย MDR-TB 

จ�ำนวน 188 รายในอ�ำเภอทา่มะกา ซ่ึงเป็นพ้ืนทีเ่สี่ยงสงู เพ่ือท�ำความเข้าใจพลวัตการแพร่เช้ือทั้งในระดบัพันธุกรรม

และระดบัระบาดวิทยา

	 ผลการศกึษาพบว่า วิธ ี PCR-based สามารถจัดกลุ่มผู้ป่วยได้ตามนิยามองค์การอนามยัโลก (WHO) 

ได้แก่ MDR-TB จ�ำนวน 167 ราย (88.8%), pre-XDR-TB จ�ำนวน 8 ราย (4.3%) และ XDR-TB จ�ำนวน 

13 ราย (6.9%) ขณะที่การวิเคราะห์ด้วย WGS สามารถจ�ำแนกเช้ือได้ละเอยีดกว่าเป็น 10 กลุ่มสายพันธุย่์อย 

แสดงให้เหน็ว่า WGS มคีวามแม่นย�ำและความละเอยีดเชิงพันธุกรรมสงูกว่าวิธแีบบเดมิอย่างชัดเจน เช้ือวัณโรค

สายพันธุ ์L2.2.M3 (Beijing lineage) พบมากที่สดุ (77.7%)  และมคีวามสมัพันธก์บัระดบัการดื้อยาที่รนุแรง 

โดยตรวจพบในผู้ป่วย pre-XDR-TB ทุกตวัอย่าง (100%) สะท้อนบทบาทส�ำคัญของสายพันธุน้ี์ในความรนุแรง

และการแพร่กระจายของวัณโรคดื้อยา นอกจากน้ี การวิเคราะห์เชิงพ้ืนทียั่งพบการกระจุกตวัอย่างชัดเจนของสายพันธุ ์

L2.2.M3 ในเขตอ�ำเภอทา่มะกา ซ่ึงบ่งช้ีถงึการแพร่กระจายแบบสายพันธุเ์ดยีว (clonal spread) การบูรณาการ

ข้อมูลจาก WGS และการวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ช่วยระบุพ้ืนที่ระบาดหนาแน่นและสายพันธุเ์สี่ยงสงูได้อย่างแม่นย�ำ 

ท�ำให้สามารถอธบิายรปูแบบการแพร่เช้ือ MDR-TB ในระดบัท้องถิ่นได้อย่างถูกต้องและเช่ือถอืได้ 

	 โดยสรปุ การประยุกตใ์ช้เทคนิค WGS ควบคู่กบัการวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ช่วยเพ่ิมความแม่นย�ำในการระบุ

สายพันธุแ์ละพ้ืนที่ระบาดหนาแน่นของ MDR-TB ซ่ึงเป็นข้อมูลส�ำคัญต่อการตดิตามสถานการณโ์รค การควบคุม

การแพร่เช้ือ และการก�ำหนดมาตรการเชิงรกุในพ้ืนที่ที่มคีวามเสี่ยงสงูต่อการเกดิวัณโรคดื้อยา 
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ABSTRACT
	 Identifying outbreak clusters of Multidrug-Resistant Tuberculosis (MDR-TB) is a significant challenge 

in disease control. Widely used PCR-based methods have limitations in strain resolution, which makes it 

difficult to confirm clonal spread and accurately identify disease hotspots. This study aimed to apply Whole 

Genome Sequencing (WGS) and compare it with the PCR-based method for analyzing Mycobacterium 

tuberculosis isolates from 188 MDR-TB patients in Tha Maka District, a high-risk area, to understand 

transmission dynamics at both the genetic and epidemiological levels.

	 Results from the PCR-based method categorized patients according to WHO definitions as MDR-TB 

(167 cases, 88.8%), pre-XDR-TB (8 cases, 4.3%), and XDR-TB (13 cases, 6.9%). In contrast, WGS 

analysis achieved a much finer differentiation, distinguishing the isolates into 10 distinct sub-lineage clusters, 

clearly demonstrating its superior accuracy and genetic resolution over conventional methods. The L2.2.M3 

strain (Beijing lineage) was the most prevalent (77.7%) and was strongly associated with high levels of drug 

resistance, being detected in 100% of pre-XDR-TB samples. This highlights the critical role of this lineage 

in the severity and spread of drug-resistant tuberculosis. Furthermore, geospatial analysis revealed a clear 

clustering of the L2.2.M3 strain in the Tha Maka districts, strongly indicating clonal spread. Integrating data from 

WGS and geospatial analysis precisely identified hotspots and high-risk strains, enabling an accurate and 

reliable explanation of local MDR-TB transmission patterns. 

	 In conclusion, WGS combined with geospatial analysis is a vital tool for monitoring, controlling, 

and implementing proactive measures in areas highly susceptible to drug-resistant tuberculosis.
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บทน�า

	 วัณโรค	(TB)	เป็นโรคทีเ่กดิจากเช้ือ	Mycobacterium 

tuberculosis (MTB)	ในกลุ่ม	Mycobacterium tuberculosis 

complex	 (MTBC)	 การศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของ	MTBC	อาศยัเทคนิค	molecular	typing	

ซ่ึงเป็นการเปรียบเทยีบจีโนมของเช้ือ	 โดยใช้ข้อมูลจาก	

single	 nucleotide	 polymorphisms	 (SNPs)	และการมี

หรือไม่มขีอง	deletion	regions	เพ่ือจ�าแนกเช้ือออกเป็น	

lineage	และ	sub-lineage	ต่างๆ1-3

	 การดื้อยาของเช้ือวัณโรคเป็นปัญหาส�าคัญ	โดยมี

สาเหตหุลักจากการกลายพันธุทางพันธุกรรม	และการรับยีน

ดื้อยาจากเช้ือสายพันธุอ์ื่น	การใช้ยาปฏชีิวนะทีไ่ม่เหมาะสม

ก่อให้เกดิแรงกดดนัคัดเลือก	(selective	pressure)	ท�าให้

สายพันธุด์ื้ อยาเพ่ิมจ�านวนขึ้น4,5	 การระบาดของวัณโรค

ดื้อยาหลายขนาน	 (MDR-TB)	 ซ่ึงดื้อต่อยา	 isoniazid	

(INH)	 และ	 rifampicin	 (RIF)	 ส่งผลให้อัตราการ

เสยีชีวิตสงูขึ้น5	การรักษาซับซ้อนและมค่ีาใช้จ่ายสงูกว่า6

	 ในอดีต	 การสอบสวนการแพร่ระบาดของ

วัณโรคดื้ อยาอาศัยการสอบสวนผู้สัมผัส	 (contact	

investigation)	 และการวิเคราะห์ทางระบาดวิทยาแบบ

ดั้งเดิม7,8	อย่างไรกต็าม	 การระบุความเช่ือมโยงของ

การแพร่เช้ือที่ชัดเจนยังคงเป็นข้อจ�ากดั	Whole	Genome	

Sequencing	(WGS)	จึงเข้ามามบีทบาทส�าคัญ	เน่ืองจาก

ให้ข้อมูลเชิงลึกระดับจีโนม	 ท�าให้สามารถระบุความ

สมัพันธท์างสายวิวัฒนาการ	(phylogenetically-linked	cases)	

และสร้างเครือข่ายการแพร่เช้ือ	(phylogenetic	network)	

ได้อย่างแม่นย�า9,10

	 ในประเทศไทย	 มีรายงานการระบาดของ	

MDR-TB	แบบ	clonal	outbreak	ทีโ่รงพยาบาลมะการักษ์	

จังหวัดกาญจนบุรี	 ในปี	 2552	 ซ่ึงอัตราการพบผู้ป่วย	

MDR-TB	 รายใหม่ในพ้ืนที่น้ีเพ่ิมสูงขึ้ นอย่างต่อเน่ือง

ตลอด	 10	 ปีที่ผ่านมา11-14	 แม้จะมีการสอบสวนทาง

ระบาดวิทยาและใช้	 social	 network	 analysis	 ร่วมกับ

การวิเคราะห์สายพันธุข์องเช้ือ	ซ่ึงพบว่าส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ	์

Beijing	ที่มคีวามคล้ายคลึงทางพันธุกรรมสงู	แต่กยั็งไม่

สามารถสรปุสาเหตกุารระบาดได้อย่างชัดเจน15

	 ข้อจ�ากัดของการสอบสวนในขณะน้ันคือ									

การขาดระบบ	contact	investigation	ที่เป็นมาตรฐาน	และ

ยังไม่มกีารบูรณาการข้อมูลทางพันธุกรรมของเช้ือเข้ากบั

ข้อมูลทางระบาดวิทยาอย่างครบถ้วน	นอกจากน้ี	เทคนิค

การตรวจยืนยันการดื้อยาในห้องปฏบิัติการที่ใช้ในอดีต	

เช่น	PCR-based	methods	(Line	Probe	Assay:	LPA,	

Xpert	 MTB/RIF,	 Real-time	 PCR)	 แม้จะรวดเร็ว									

แต่กไ็ม่สามารถจ�าแนกสายพันธุเ์พ่ือระบุความเช่ือมโยง

ทางระบาดได้

	 การศกึษาคร้ังน้ีจึงมวัีตถุประสงค์เพ่ือน�าเทคนิค	

Whole	Genome	Sequencing	(WGS)	มาใช้เป็นคร้ังแรก

ในการเปรียบเทยีบกับ	 PCR-based	 methods	 (ได้แก่	

LPA,	Xpert	MTB/RIF	และ	Real-time	PCR)	เพ่ือระบุ

กลุ่มก้อนการระบาดของวัณโรคดื้อยาในอ�าเภอท่ามะกา	

จังหวัดกาญจนบุรี	ผลการศกึษาทีไ่ด้จะช่วยท�าความเข้าใจพลวัต

การแพร่ระบาดของวัณโรคดื้อยาในพ้ืนทีท่ีม่อีบุตักิารณส์งู	

และเป็นข้อมูลส�าคัญส�าหรับการพัฒนาระบบการสอบสวนโรค

และการก�าหนดมาตรการควบคุมวัณโรคดื้อยาในอนาคต

ภาพที่	1	กรอบแนวคิด

กรอบแนวคิดในการศึกษา
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วตัถุประสงค์

	 1. เพ่ือเปรียบเทยีบประสทิธภิาพของ Whole 

Genome Sequencing (WGS) กบั PCR-based methods 

ที่ใช้ในการวินิจฉัยหรือระบุการดื้อยา ในการจัดกลุ่มและ

ยืนยันกลุ่มก้อนการแพร่กระจายของเช้ือวัณโรคดื้ อยา

หลายขนาน (MDR-TB) 

	 2. เพ่ือระบุลักษณะทางระบาดวิทยา (เช่น อายุ, 

เพศ, ที่อยู่) ของผู้ป่วย MDR-TB ที่จัดอยู่ในกลุ่มก้อน

การระบาดโดย WGS

วิธีการศึกษา 

	 รูปแบบการศึกษา 

	 การวิจัยน้ีเป็นการศึกษาแบบภาคตัดขวาง 

(cross-sectional study) โดยใช้ข้อมูลจากตัวอย่าง

เช้ือวัณโรคที่ได้จากผู้ป่วยวัณโรคดื้ อยาหลายขนานซ่ึง

ยังคงมารับการรักษาที่โรงพยาบาลมะการักษ์ในช่วงเวลา

ที่ท�ำการศกึษาวิจัย

	 ประชากรและกลุ่มตวัอย่าง 

	 ประชากรศกึษา (Study population) คือ ผู้ป่วย

วัณโรคดื้อยาหลายขนานในจังหวัดกาญจนบุรี

	 กลุ่มตวัอย่าง (Study samples) คือ ตวัอย่าง

เช้ือวัณโรคทีแ่ยกได้จากผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาหลายขนานทีข่ึ้น

ทะเบียนรักษาที่โรงพยาบาลมะการักษ์ ระหว่างปี พ.ศ. 

2557–2562

	 เครือ่งมือทีใ่ชใ้นการศึกษา ได้แก่

	 - การตรวจด้วย PCR-based methods ได้แก่ 

ผลการตรวจดื้อยา Rifampicin จาก Xpert MTB/RIF 

และผลการตรวจดื้อยา Isoniazid จาก Line Probe Assay 

(LPA) และ Real-time PCR (RT-PCR) ทีเ่คยด�ำเนินการ

ตรวจมาก่อนหน้าน้ีจากบนัทกึการตรวจทางห้องปฏบิตักิาร

	 -การหาล�ำดับพันธุกรรมของเช้ือวัณโรค 

(Whole Genome Sequencing) ใช้เทคนิค Next-Generation 

Sequencing (NGS) ด้วยเคร่ือง Ion Personal Genome 

Machine® (PGM™) system เพ่ือหาล�ำดบัพันธุกรรม

ของสาย DNA จากเช้ือวัณโรคที่ผ่านการสกดั DNA แล้ว

	 - ตวัอย่างส่งตรวจ คือ DNA จีโนมที่สกดัได้

จากเช้ือวัณโรคที่เจริญเตบิโตในอาหารเล้ียงเช้ือ

	 สถานทีส่่งตรวจ คือ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

	 การเก็บรวบรวมขอ้มูล 

	 ข้อมูลที่ใช้ในการศกึษาคร้ังน้ีได้มาจากทะเบยีน

การตรวจทางห้องปฏบิัติการของโรงพยาบาลมะการักษ์ 

จังหวัดกาญจนบุรี และฐานข้อมูลของห้องปฏิบัติการ

ทางการแพทย์ด้านควบคุมโรค ส�ำนักงานป้องกนัควบคุม

โรคที่ 5 จังหวัดราชบุรี

	 ข้อมูลที่เกบ็รวบรวมประกอบด้วย

	 1. ข้อมูลทั่วไปของผู้ป่วย ได้แก่ เพศ อายุ ที่อยู่ 

วันที่เกบ็ตวัอย่างส่งตรวจทางห้องปฏบิตักิาร และวันที่ขึ้น

ทะเบยีนรักษา

	 2. ข้อมูลทางห้องปฏบิตักิาร

	 - ผลการตรวจการดื้อยาจากวิธ ี PCR-based 

methods ได้แก่ Xpert MTB/RIF, Line Probe Assay 

(LPA) และ Real-time PCR (RT-PCR)

	 - ผลการตรวจวิเคราะห์ล�ำดับพันธุกรรมด้วย

เทคนิค Whole Genome Sequencing (WGS)

	 ตัวอย่างเช้ือที่น�ำมาศึกษาเป็นเช้ือวัณโรคที่ได้

จากการเพาะเช้ือและได้รับการตรวจยืนยันการดื้อยาด้วย 

วิธ ีPCR-based methods แล้ว และยังคงได้รับการเกบ็

รักษาไว้ในคลังเช้ือของห้องปฏบิตักิาร

	 การพทิกัษสิ์ทธิของกลุ่มตวัอย่าง

	 การศึกษาคร้ังน้ีอยู่ภายใต้ โครงการวิจัยซ่ึงได้

รับการตรวจสอบและอนุมตัโิดยคณะกรรมการจริยธรรม

การวิจัยในมนุษย์ (HREC) ของคณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ (รหัส REC.61-208-18-1) 

	 การวิเคราะห์ข้อมูล ใช้สถิติเชิงพรรณนา 

(Descriptive Statistics) ดงัน้ี

	 - ข้อมูลประชากร  เป็นการสรปุข้อมูลพ้ืนฐาน

ของผู้ป่วย ได้แก่ เพศ (จ�ำนวนและร้อยละ), อายุ (ค่าเฉล่ีย, 

กลุ่มช่วงอายุ), ที่อยู่ (สรปุการกระจายตวัตามต�ำบล)

	 - ข้อมูลทางคลินิก คือ สถานะการรักษา (ผู้ป่วยใหม่/ 

ผู้ป่วยเคยรักษามาก่อน)
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การเปรียบเทยีบ Whole Genome Sequencing และ PCR-based methods
ในการระบุกลุ่มก้อนการระบาดของวัณโรคดื้อยาหลายขนาน

                                                ณฏัฐกญัจน์ ทพิย์เครือ และคณะ

	 - ช่วงเวลาการวินิจฉัย/การเกบ็ตัวอย่าง จาก

การสรุปการกระจายตัวของตัวอย่างตามปี และเดือน 

เพ่ือดูแนวโน้มเบื้องต้นของการเกดิ MDR-TB ในแต่ละ

ช่วงเวลา

	 - เปรียบเทยีบความสามารถในการระบุกลุ่มก้อน

และการแพร่กระจาย

ผลการศึกษา

	 ตวัอย่างที่น�ำมาศกึษาเป็นสิ่งส่งตรวจจากผู้ป่วย

ทีรั่กษาส�ำเรจ็แล้วแต่อยู่ระหว่างการตดิตามการรักษา ผู้ป่วย

ที่ก�ำลังรักษาวัณโรคดื้ อยาหลายขนาน และผู้ป่วยที่ขึ้ น

ทะเบียนรักษาในช่วงปี 2557–2562 โดยสามารถเกบ็

ตัวอย่างเพ่ือน�ำไปเพาะเช้ือและวิเคราะห์ข้อมูลได้ รวม

ทั้งหมด 188 ราย

	 1. ขอ้มูลประชากรและลกัษณะทางคลินกิของ

ผูป่้วยวณัโรคด้ือยา จากการวิเคราะห์ข้อมูลผู้ป่วยวัณโรค

ดื้อยาจ�ำนวน 188 ราย พบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นเพศชาย 

(55.3%) และมสีดัส่วนของผู้สงูอายุในระดบัสงู โดยกลุ่ม

อายุมากกว่า 64 ปีเป็นร้อยละ 26.1 และเมื่อรวมกบักลุ่ม

อายุ 45 ปีขึ้นไปพบว่ามสีดัส่วนรวมประมาณร้อยละ 70 

สะท้อนให้เหน็ว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นกลุ่มวัยกลางคนและ

ผู้สงูอายุ ด้านสถานะการรักษาพบว่าร้อยละ 83.5 เป็นผู้ป่วย

รายใหม่ที่ไม่เคยได้รับการรักษาวัณโรคมาก่อน ขณะที่

การจ�ำแนกประเภทการดื้อยาด้วยวิธ ีPCR-based methods 

พบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นกลุ่มวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 

(MDR-TB) ร้อยละ 88.8 ส่วนกลุ่มที่มกีารดื้อยารนุแรง

มากขึ้น ได้แก่ Pre-XDR-TB และ XDR-TB มสีดัส่วน

รวมร้อยละ 11.2 รายละเอยีดดงัแสดงในตารางที่ 1

ตารางที ่1 ข้อมูลประชากรและลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา

 ขอ้มูลตวัแปร จ�ำนวน  (รอ้ยละ)

จ�ำนวน 188

เพศ

หญิง             84 (44.7)

ชาย            104 (55.3)

กลุ่มอาย ุ(ปี)

18-24             13 (6.9)

25-34             14 (7.4)

35-44             30 (16)

45-54             40 (21.3)

55-64             42 (22.3)

> 64             49 (26.1)

ประเภทการข้ึนทะเบยีนรกัษาวณัโรค

New case            157 (83.5)

Previously treated case              31 (16.5)

การแบ่งกลุ่มการด้ือยา ดว้ย PCR-based methods

MDR-TB            167 (88.8)

Pre XDR-TB (นิยามเก่า)                8 (4.3)

XDR-TB (นิยามเก่า)              13 (6.9)
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	 2. การวิเคราะห์สายพนัธุข์องเช้ือวณัโรค

ด้ือยาหลายขนานจากการตรวจ Whole Genome 

Sequencing (WGS)

	 ผลการวิเคราะห์สายพันธุ์ของเช้ือวัณโรคจาก

ผู้ป่วย MDR-TB จ�ำนวน 188 ตวัอย่าง พบว่าสามารถ

จ�ำแนกเช้ือวัณโรคออกได้เป็น 3 กลุ่มสายพันธุห์ลัก ได้แก่ 

Lineage 1 (Indo-Oceanic lineage), Lineage 2 (East 

Asian lineage; Beijing family) และ Lineage 4 (Euro- 

American lineage) โดยพบว่าเช้ือส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ์

ในกลุ่ม Lineage 2 ซ่ึงเป็นกลุ่มทีม่คีวามชุกสงูทีส่ดุ แบ่งออก

เป็น 5 สายพันธุย่์อย ได้แก่ L2.2.M3 จ�ำนวน 146 ตวัอย่าง 

(77.7%), L2.2.M2 จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง (5.3%), 

L2.2.M1 จ�ำนวน 7 ตวัอย่าง (3.7%) และ L2.1 จ�ำนวน 

6 ตัวอย่าง (3.2%) ส่วนสายพันธุใ์นกลุ่ม Lineage 1 

(Indo-Oceanic lineage) พบรวมทั้งหมด 11 ตวัอย่าง 

(5.8%) จ�ำแนกเป็น 4 สายพันธุ์ย่อย ได้แก่ L1.1.1 

จ�ำนวน 4 ตวัอย่าง (2.1%), L1.1.2 จ�ำนวน 1 ตวัอย่าง 

(0.5%), L1.1.3 จ�ำนวน 4 ตัวอย่าง (2.1%) และ 

L1.2.2 จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง (1.1%) ขณะที่สายพันธุ์

ในกลุ่ม Lineage 4 พบเพียง 4 ตวัอย่าง (2.1%) ซ่ึง

ทั้งหมดเป็นสายพันธุ์ย่อย L4.5 รายละเอียดแสดงใน

ตารางที่ 2

	 3. การจ�ำแนกผูป่้วยดว้ยวิธี PCR-based methods 

กบัการตรวจ Whole Genome Sequencing การศกึษา

ตัวอย่างผู้ป่วยวัณโรคจ�ำนวน 188 ตัวอย่าง พบว่าวิธ ี

PCR-based methods สามารถจ�ำแนกผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา

ออกเป็น 3 กลุ่มหลักตามนิยามขององค์การอนามยัโลก 

ได้แก่ MDR-TB, Pre-XDR-TB, และ XDR-TB ขณะที่

การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Whole Genome Sequencing 

(WGS) สามารถให้การจ�ำแนกเช้ือทีล่ะเอยีดกว่า โดยแบ่ง

เป็น 3 สายพันธุห์ลักและ 10 สายพันธุย่์อย รายละเอยีด

แสดงในตารางที่ 3

	 การเปรียบเทียบผลการจัดจ�ำแนกผู้ป่วยด้วย

เทคนิค WGS และวิธ ีPCR-based methods พบมคีวาม

สมัพันธอ์ย่างมนัียส�ำคัญทางสถติ ิ(p = 0.001) ระหว่าง

กลุ่มสายพันธุเ์ช้ือ (WGS Lineage) กบัระดบัการดื้อยา 

(PCR-based methods) ส�ำหรับผู้ป่วยทีจั่ดเป็น MDR-TB 

ทั้งหมด 167 ตวัอย่าง การวิเคราะห์โดย เทคนิค WGS 

จ�ำแนกเช้ือวัณโรคได้เป็น 9 สายพันธุย่์อย โดยสายพันธุย่์อย 

L2.2.M3 มจี�ำนวนมากทีส่ดุถงึ 132 ตวัอย่าง (ร้อยละ 79) 

ในทางกลับกนั ผู้ป่วยทีจั่ดเป็น Pre-XDR-TB ทัง้ 8 ตวัอย่าง 

เป็นสายพันธุย่์อย L2.2.M3 ทัง้หมด (ร้อยละ 100) ส่วนกลุ่ม

ผู้ป่วย XDR-TB (13 ตวัอย่าง) จ�ำแนกได้เป็น 3 สายพันธุย่์อย 

ได้แก่ L1.1.1, L2.1 และ L2.2.M3 โดยส่วนใหญ่อยู่ใน

สายพันธุ์ L2.1 และ L2.2.M3 ในสัดส่วนที่เท่ากัน 

มจี�ำนวน 6 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 46.2 ต่อสายพันธุ์

ตารางที ่2 การวิเคราะห์สายพันธุข์องเช้ือวัณโรคดื้อยาจากการตรวจด้วย Whole Genome Sequencing (WGS)

สายพนัธุห์ลกั  สายพนัธุย่์อย จ�ำนวน (รอ้ยละ)

Lineage 1
(Indo-Oceanic lineage)

L1.1.1           4 (2.1)

L1.1.2           1 (0.5)

 L1.1.3           4 (2.1)

L1.2.2           2 (1.1)

Lineage 2 
(East Asian lineage; Beijing family)

L2.1           6 (3.2)

L2.2.AA3           4 (2.1)

L2.2.M1           7 (3.7)

L2.2.M2         10 (5.3)

L2.2.M3 146 (77.7)

Lineage 4 (Euro-American lineage) L4.5           4 (2.1)
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การเปรียบเทยีบ	Whole	Genome	Sequencing	และ	PCR-based	methods
ในการระบุกลุ่มก้อนการระบาดของวัณโรคดื้อยาหลายขนาน

																																																ณฏัฐกญัจน์	ทพิย์เครือ	และคณะ

ตารางที ่3	การจ�าแนกกลุ่มผู้ป่วย	ด้วยวิธ	ีPCR-based	methods	ตามการดื้อยา	และการจ�าแนกด้วยวิธ	ีWhole	Genome	Sequencing

การจ�าแนกดว้ยวิธี 

Whole Genome Sequencing

การจ�าแนกตามการด้ือยาดว้ยวิธี Test stat./ 

Fisher's exact testMDR-TB Pre-XDR-TB XDR-TB

			L1.1.1 3	(1.8) 0	(0) 1	(7.7) p - value= 0.001

			L1.1.2 1	(0.6) 0	(0) 0	(0)

			L1.1.3 4	(2.4) 0	(0) 0	(0)

			L1.2.2 2	(1.2) 0	(0) 0	(0)

			L2.1 0	(0) 0	(0) 6	(46.2)

			L2.2.AA3 4	(2.4) 0	(0) 0	(0)

			L2.2.M1 7	(4.2) 0	(0) 0	(0)

			L2.2.M2 10	(6) 0	(0) 0	(0)

			L2.2.M3 132	(79) 8	(100) 6	(46.2)

			L4.5 4	(2.4) 0	(0) 0	(0)

รวม 167 8 13

ภาพที่	2	แสดงการกระจายทางภมูศิาสตร์และสายพันธุข์องเช้ือวัณโรคจ�านวน	188	ตวัอย่าง	ในอ�าเภอทา่มะกาและอ�าเภอใกล้เคียง	

												โดยจุดแต่ละจุดบนแผนที่แทนผู้ป่วยแต่ละราย	โดยสขีองจุดแสดงถงึสายพันธุข์องเช้ือ	MTB	ส่วนการไล่ระดบัสบีน

											แผนที่แสดงความหนาแน่นของผู้ป่วย	โดยบริเวณที่มสีเีข้มกว่าหมายถงึพ้ืนที่ที่มจี�านวนผู้ป่วยสงูกว่า
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	 4. ผลการวิเคราะหเ์ชิงพื้ นทีข่องการกระจาย

สายพนัธุเ์ช้ือวณัโรค

	 การวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ร่วมกับพิกัดที่อยู่อาศัย

ของผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา จ�ำนวน 188 ตัวอย่าง โดยใช้

ระบบสารสนเทศภมูิศาสตร์ (GIS) พบว่าสายพันธุข์อง

เช้ือวัณโรคทั้ง 10 สายพันธุย่์อยมรีปูแบบการกระจายที่

แตกต่างกนัในแต่ละอ�ำเภอ โดยสายพันธุ ์L2.2.M3 ซ่ึง

เป็นสายพันธุท์ี่พบมากที่สดุ (ร้อยละ 77.7) แสดงการ

รวมกลุ่มเชิงพ้ืนที่ (spatial clustering) อย่างเด่นชัดใน

อ�ำเภอท่ามะกา ซ่ึงปรากฏเป็นกลุ่มสีแดงบนแผนที่ 

สะท้อนถึงการแพร่กระจายของเช้ือแบบสายพันธุ์เดียว 

(clonal spread) ในสองอ�ำเภอน้ี

	 ในทางตรงกนัข้าม พ้ืนที่อื่น เช่น อ�ำเภอทา่ม่วง 

และอ�ำเภอพนมทวน พบความหลากหลายของสายพันธุ์

มากกว่า โดยปรากฏเป็นจุดสหีลายสแีละมคีวามหนาแน่น

ของการรวมกลุ่มต�่ำกว่าอย่างชัดเจน ซ่ึงบ่งช้ีว่าการแพร่

ระบาดในพ้ืนที่เหล่าน้ีเป็นแบบหลายสายพันธุ์ และ

อาจเกี่ยวข้องกบัการน�ำเข้าของเช้ือจากหลายแหล่งหรือ

การแพร่กระจายที่ไม่เป็นกลุ่มก้อน ผลการศึกษาน้ี

แสดงให้เหน็การวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ด้วย GIS ซ่ึงสามารถ

ช่วยระบุพ้ืนที่ที่มีการรวมกลุ่มของสายพันธุวั์ณโรคดื้อยา

อย่างชัดเจน และเป็นข้อมูลส�ำคัญส�ำหรับการก�ำหนด

มาตรการควบคุมการแพร่ระบาดในพ้ืนที่เฉพาะได้อย่าง

ตรงจุด ดงัรายละเอยีดแสดงในรปูที่ 2

อภิปรายผล  

	 การศึกษาคร้ังน้ีให้ข้อมูลเชิงลึกเกี่ยวกับการ

ระบาดของวัณโรคดื้ อยาในพ้ืนที่เสี่ยงของประเทศไทย 

โดยใช้เทคนิค Whole Genome Sequencing (WGS) เพ่ือ

ท�ำความเข้าใจลักษณะทางพันธุกรรมและการกระจายเชิง

พ้ืนที่ของเช้ือวัณโรคดื้อยา ผลการศกึษาช้ีให้เหน็ประเดน็

ส�ำคัญดงัน้ี

	 1. ลกัษณะของผูป่้วยและรูปแบบการด้ือยา 

ผลการศกึษาพบว่าผู้ป่วยวัณโรคดื้อยาส่วนใหญ่เป็นเพศชาย 

(55.3%) และอยู่ในกลุ่มอายุมากกว่า 45 ปี (ประมาณ 70%) 

โดย 83.5% เป็นผู้ป่วยรายใหม่ (new case) ที่ได้รับ

การวินิจฉัยว่าเป็น MDR-TB ขณะที่มเีพียง 16.5% เป็น

ผู้ป่วยที่เคยได้รับการรักษามาก่อน (previously treated 

case) การพบผู้ป่วย MDR-TB ในกลุ่มรายใหม่ใน

สดัส่วนสงู บ่งช้ีถงึการแพร่ระบาดแบบปฐมภมู ิ(primary 

transmission) ของเช้ือวัณโรคดื้อยาในชุมชน มากกว่า

การเกดิจากการรักษาทีไ่ม่ครบถ้วน (secondary resistance) 

ซ่ึงปัจจัยที่อาจส่งผล ได้แก่ ภมูิคุ้มกนัที่ลดลงในผู้สงูอายุ 

รวมถงึพฤตกิรรมเสี่ยงทางสงัคม เช่น การสบูบุหร่ี การดื่ม

แอลกอฮอล์ และการสัมผัสเ ช้ือในสถานที่ท�ำงาน 

ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าในพ้ืนที่ที่มีภาระ

วัณโรคสงู16-18

	 2. การแพร่ของสายพันธุ์ L2.2.M3                 

การวิเคราะห์ WGS พบว่าสายพันธุ์ L2.2.M3 เป็น

สายพันธุห์ลักทีพ่บในผู้ป่วยถงึ 77.7% ของทัง้หมด การมี

สายพันธุ์เดียวที่ครอบง�ำในสัดส่วนสูง บ่งช้ีถึงการแพร่

ระบาดแบบสายพันธุเ์ดยีว (clonal spread) ของเช้ือที่มี

ความสามารถในการอยู่รอดและแพร่กระจายได้ดใีนชุมชน 

โดยเป็นที่ทราบกันดีว่าสายพันธุ์ Beijing มีแนวโน้ม

ดื้ อ ต่ อย าหลายช นิดและสามารถแพ ร่ เ ช้ื อ ไ ด้มี

ประสทิธภิาพมากกว่าสายพันธุอ์ื่น การแพร่ของสายพันธุ์

น้ีจึงอาจเป็นปัจจัยส�ำคัญที่ส่งผลให้เกดิการแพร่กระจาย

ของเช้ือ MDR-TB และ pre-XDR-TB ในพ้ืนที่

อย่างต่อเน่ือง งานวิจัยก่อนหน้าน้ีในภมูภิาคเอเชียตะวัน

ออกเฉียงใต้และจีนกร็ายงานลักษณะการแพร่เช้ือแบบ

สายพันธุเ์ดียว (clonal spread) ของสายพันธุ ์ Beijing 

และความสมัพันธก์บัการดื้อยาหลายชนิด1, 19

	 3. การระบาดเชิงพื้ นที ่การวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่

พบว่าผู้ป่วยวัณโรคดื้อยา โดยเฉพาะสายพันธุ ์L2.2.M3 

มกีารกระจุกตวัอย่างชัดเจนในเขตอ�ำเภอทา่มะกา สะท้อนถงึ

การระบาดในระดบัท้องถิน่ (local transmission) ทีเ่กดิขึ้น

อย่างต่อเน่ือง การระบุพ้ืนทีท่ีม่คีวามหนาแน่นของผู้ป่วยสงู 

(hotspot) มคีวามส�ำคัญอย่างย่ิงต่อการวางแผนควบคุมโรค 

โดยเฉพาะการด�ำเนินมาตรการเชิงรกุ เช่น การค้นหาผู้ป่วย

เชิงรกุ (active case finding) และ การตดิตามผู้สมัผสัโรค 

(contact tracing) เพ่ือหยุดย้ังการแพร่เช้ือในชุมชน ดงัทีม่ี

การรายงานโดย Coscolla & Gagneux และ Liang19, 20   
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การเปรียบเทยีบ Whole Genome Sequencing และ PCR-based methods
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                                                ณฏัฐกญัจน์ ทพิย์เครือ และคณะ

การใช้การวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ (spatial analysis) และการ

ระบุ hotspot เป็นเคร่ืองมือส�ำคัญในการวางแผน

มาตรการควบคุมวัณโรคดื้อยา โดยเฉพาะในพ้ืนที่ที่มกีาร

แพร่กระจายของสายพันธุ ์Beijing อย่างต่อเน่ือง

	

สรุปผลการวิจยั

	 ผลการศึกษาน้ีแสดงถงึความส�ำคัญของการใช้

เทคนิค WGS ร่วมกับการวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ในการ

ท�ำความเข้าใจรูปแบบการแพร่เช้ือและสายพันธุวั์ณโรค

ดื้ อยาในระดับพ้ืนที่ ข้อมูลที่ได้สามารถน�ำไปใช้ในการ

ก�ำหนดมาตรการควบคุมโรคที่มีประสิทธิภาพมากขึ้ น 

โดยเฉพาะการมุ่งเน้นในพ้ืนที่เสี่ยงสูงและสายพันธุ์ที่มี

ศกัยภาพในการแพร่กระจายสงู เช่น L2.2.M3	

ขอ้เสนอแนะ

	 ขอ้เสนอแนะเชิงนโยบายและการควบคุมโรค

	 1. ควรน�ำเทคนิค Whole Genome Sequencing 

(WGS) มาใช้เป็นส่วนหน่ึงของระบบเฝ้าระวังวัณโรค

ดื้อยาในระดบัภมูภิาค เพ่ือให้สามารถระบุสายพันธุแ์ละ

รูปแบบการแพร่กระจายได้อย่างรวดเร็วและแม่นย�ำ

มากกว่าวิธ ีPCR-based

	 2. หน่วยงานสาธารณสขุควรน�ำข้อมูลจากการ

วิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ร่วมกบัข้อมูลพันธุกรรมของเช้ือ เพ่ือ

ระบุพ้ืนที่เสี่ยง (hotspot) และด�ำเนินมาตรการควบคุม

โรคเชิงรกุ เช่น การติดตามผู้สมัผสั (contact tracing) 

และการค้นหาผู้ป่วยเชิงรกุ (active case finding)

	 3. ควรจัดสรรทรัพยากรทางสาธารณสขุและงบ

ประมาณไปยังพ้ืนที่ที่พบการกระจุกตัวของสายพันธุท์ี่มี

ศกัยภาพในการแพร่กระจายสงู เช่น L2.2.M3 เพ่ือยับย้ัง

การแพร่เช้ือและลดการเกดิผู้ป่วยรายใหม่

	 ขอ้เสนอแนะเชิงวิชาการและการวิจยั

	 1. ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือติดตาม

วิวัฒนาการทางพันธุกรรมของสายพันธุ์ L2.2.M3       

และสายพันธุอ์ื่น ๆ  ในระยะยาว เพ่ือท�ำความเข้าใจกลไก

การดื้อยาและความสามารถในการแพร่เช้ือในบริบทของ

ประเทศไทย

	 2. การบูรณาการข้อมูลทางจีโนมิกสก์บัข้อมูล

ทางคลินิกและสงัคม (เช่น พฤตกิรรมเสีย่ง การเคล่ือนย้าย

ประชากร) จะช่วยให้สามารถอธิบายรูปแบบการแพร่

ระบาดของวัณโรคดื้อยาได้ครบถ้วนย่ิงขึ้น

	 3. ควรส่งเสริมการพัฒนาศกัยภาพห้องปฏบิตัิ

การระดับภมูิภาคให้สามารถด�ำเนินการวิเคราะห์ WGS 

ได้ รวมทั้งพัฒนาระบบฐานข้อมูลกลาง เพ่ือให้สามารถ

เช่ือมโยงและใช้ประโยชน์ข้อมูลร่วมกนัระหว่างหน่วยงาน

ขอ้จ�ำกดัของการศึกษา

	 1.ขอบเขตของขอ้มูลตวัอย่างจ�ำกดัในระดบั

ทอ้งถิน่ การศึกษาน้ีวิเคราะห์เช้ือจากผู้ป่วย MDR-TB 

จ�ำนวน 188 รายในอ�ำเภอทา่มะกา พร้อมการเช่ือมโยง

เชิงพ้ืนที่กบัอ�ำเภอทา่ม่วง ซ่ึงท�ำให้ผลลัพธส์ะท้อนเฉพาะ

พลวัตการแพร่เช้ือในพ้ืนที่เสี่ยงสงูระดับท้องถิ่นเท่าน้ัน 

จึงยังไม่สามารถใช้เป็นตัวแทนส�ำหรับสรุปแนวโน้มการ

แพร่กระจายของ MDR-TB ในระดับจังหวัดหรือ

ระดบัประเทศได้อย่างสมบูรณ์

	 2. ขอ้จ�ำกดัดา้นขอ้มูลระบาดวิทยาในการ

ยนืยนัการแพร่เช้ือ แม้ว่าการศกึษาเน้นการเปรียบเทยีบ

เทคนิคจ�ำแนกสายพันธุแ์ละการวิเคราะห์เชิงพ้ืนที ่แต่การระบุ

กลุ่มก้อนการระบาด (clusters) ด้วย WGS จ�ำเป็นต้อง 

บูรณาการข้อมูลทางระบาดวิทยา เช่น ประวัตกิารสมัผสัร่วม 

สถานที่ที่ผู้ป่วยไป หรือระยะเวลาการวินิจฉัย ซ่ึงข้อมูล

เหล่าน้ียังไม่ครบถ้วนในชุดข้อมูลที่ใช้ ท�ำให้การยืนยัน

เหตุการณ์แพร่เช้ือจริง (confirmed transmission) 

สามารถท�ำได้ในระดับจ�ำกดั เน่ืองจากข้อมูลที่ใช้มาจาก

ผลทางห้องปฏบิตักิารเป็นหลัก

	 3. ขอ้จ�ำกดัดา้นการยืนยนัการแพร่กระจาย

แบบ Clonal Spread  การยืนยันลักษณะการแพร่กระจาย

แบบสายพันธุเ์ดียว (clonal spread) ต้องอาศัยเกณฑ์

ความแตกต่างของ SNPs ทีเ่ข้มงวดร่วมกบัข้อมูลระบาดวิทยา 

อย่างไรกต็าม การตคีวามลักษณะการกระจุกตวัเชิงพ้ืนที่

โดยไม่เปิดเผยเกณฑ ์SNP cut-off หรือหลักเกณฑท์ี่ใช้

ในการจัดกลุ่มสายพันธุ์ อาจท�ำให้การสรุปการเกิด 

clonal spread ยังไม่สมบูรณเ์ทา่ที่ควร
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