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*** สาํนกังานป้องกนัควบคมุโรคที� � จงัหวดัเชียงใหม่ กรมควบคมุโรค

บทคดัย่อ วัณโรคเป็นโรคตดิต่อที �เป็นปัญหาสาธารณสขุ ทั�วโลกมีข้อมูลสายพันธุเ์ชื�อวณัโรคหลายสายพันธุ ์แต่ในประเทศไทย

ข้อมูลสายพันธุ์มีจาํกดั การแยกสายพันธุ์เป็นเครื�องมือทางระบาดวิทยา วิธีการที�เหมาะสมจะแยกสายพันธุ์เชื� อใน

ท้องถิ�นและเปรียบเทียบกับเชื� อต่างถิ�นหรือสายพันธุ์ต่างๆ ทั�วโลกได้ ใช้ประโยชน์ในการสอบสวนโรคติดตามการ

แพร่ตดิต่อ แสดงความหลากหลายและความสมัพันธร์ะหว่างสายพันธุ ์งานวิจัยนี�ทาํการศึกษาวิธ ีspoligotyping ซึ�งใช้

แพร่หลายในการแยกสายพันธุเ์ชื�อวณัโรค โดยวเิคราะหค์วามหลากหลายของ DNA 43 ตาํแหน่ง ได้ผลตรวจพิสจูน์เชื�อ

และสายพันธุ ์จัดทาํเป็นฐานข้อมูลสายพันธุเ์ชื�อวัณโรค spoligotype ประยุกตใ์ช้วิธกีารเพื�อศึกษาสายพันธุเ์ชื�อวัณโรค

ในจังหวัดอตุรดติถ ์พิษณุโลก สโุขทยั และเพชรบูรณ ์จาํนวนตวัอย่างเชื�อ ��� ตวัอย่าง แยกได้จากผู้ป่วยวัณโรคปอด

นาํผลการแยกสายพันธุไ์ปวิเคราะหเ์ปรียบเทยีบกบัข้อมูลสายพันธุใ์นฐานข้อมูลสากล SpolDB4 พบเชื�อวณัโรคที�ศกึษา

มรีปูแบบสายพันธุ ์ spoligotype 34 รูปแบบ และพบสายพันธุใ์หม่ที�ยังไม่มใีนฐานข้อมูล สายพันธุท์ี �พบมากที�สดุคอื

East African-Indian (EAI) และ Beijing รองลงมาได้แก่ สายพันธุ ์H3, U, T1, BOV, S และ Beijing Like ตามลาํดบั

สดัส่วนของกลุ่มสายพันธุท์ี �พบมากได้แก่ EAI และ Beijing คดิเป็นร้อยละ ��.�� (��/���) และ ��.�� (��/

���) ตามลาํดบั ในกลุ่มสายพันธุ ์EAI พบสายพันธุ ์EAI2_NTB (Nonthaburi) มากที�สดุ ตรวจพบ Mycobacterium

bovis ซึ�งแสดงการแพร่ติดต่อของวัณโรคจากสตัว์สู่คน วิธกีารนี� เหมาะสมในการใช้แยกสายพันธุ์เชื� อวัณโรค ทาํให้

ทราบสายพันธุ์เชื� อในผู้ ป่วย ความหลากหลายของสายพันธุ ์ สายพันธุ์หลักที�มีจาํนวนมาก พบสายพันธุ์ใหม่ ข้อมูล

สายพันธุเ์ป็นประโยชน์ในการเฝ้าระวังและติดตามการแพร่ตดิต่อของวัณโรค
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บทนํา

  วัณโรคเป็นโรคติดต่อเรื� อรังที� เป็นปัญหาทั�วโลก

สาเหตุเกดิจากการติดเชื�อวัณโรค (Mycobacterium tu-

berculosis) ซึ�งอยู่ในกลุ่ม Mycobacterium tuberculosis

complex ที�ทาํให้เกดิโรคในคนและในสตัว์บางชนิด เชื�ออื�น

ในกลุ่มนี�  ได้แก ่Mycobacterium africanum , Mycobac-
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terium bovis, Mycobacterium microti , Mycobacterium

canetti, Mycobacterium caprae , Mycobacterium pinni-

pedii, Mycobacterium suricattae  และ Mycobacterium

mungi โดยมีเชื�อ Mycobacterium bovis  เป็นเชื�อที�สาํคัญ

ในสัตว์ที�ทาํให้เกิดวัณโรคในสตัว์และติดต่อคน
(1)

วัณโรคในประเทศไทยเป็นปัญหาสาธารณสขุที �สาํคัญ

มีลักษณะโรคแพร่ติดต่อตลอดปี องค์การอนามัยโลกได้

จัดให้ประเทศไทยเป็นหนึ�งใน �� ประเทศที�มีปัญหาวัณ-

โรครุนแรง โดยมีผู้ป่วยจาํนวนมาก ซึ �งมีผลมาจากหลาย

ประการ ได้แก่ ผลกระทบจากโรคเอดสซึ์ �งประเทศไทยมี

ผู้ติดเชื�อเอชไอวีจาํนวนมาก ระดับความชุกของการป่วย

ด้วยโรควัณโรคที �ยังสูง  ทาํให้มีผู้ป่วยในระยะแพร่เชื� อ

จาํนวนมาก ปัญหาการเคลื�อนย้ายถิ�นฐานของประชากร

ปัญหาวัณโรคดื�อยา วัณโรคในกลุ่มแรงงานข้ามชาติ ผู้-

อพยพ การควบคุมรักษาวัณโรคในบางพื� นที�มีผลสาํเรจ็

ตํ�ากว่าเป้าหมาย จึงยังคงมีจาํนวนผู้ป่วยวัณโรคระยะ

แพร่โรคสงู รายงานขององค์การอนามัยโลกปี พ.ศ. 2558

ประเทศไทยมีความชุกของโรค ��� ต่อประชากรแสน

อุบัติการณ์เกดิโรค ��� ต่อประชากรแสน จาํนวนผู้ป่วย

ทั�งหมดรายงาน ��,��� ราย และมีอัตราการตาย ��

รายต่อประชากรแสนหรือประมาณ �,800 ราย
(2)

 ภาค-

เหนือในพื� นที�รับผิดชอบของสาํนักงานป้องกันควบคุม-

โรคที� 2 จังหวัดพิษณุโลก ในปี พ.ศ. ���� จาํนวนผู้ป่วย

วัณโรค �,��� ราย เป็นผู้ป่วยที�ขึ� นทะเบียน จาํนวน

3,��� ราย เปรียบเทียบกับในพื� นที� รับผิดชอบของ

สาํนักงานป้องกนัควบคุมโรคที� � จังหวัดเชียงใหม่ จาํนวน

ผู้ป่วย ��,009 ราย  เป็นผู้ป่วยที�ขึ� นทะเบียนจาํนวน

5,073 ราย
(3)

การแยกสายพันธุ์เป็นเครื�องมือทางระบาดวิทยาช่วย

สนับสนุนการควบคุมโรคและสอบสวนโรค วิธีการแยก

สายพันธุ์ที� ไม่ซับซ้อน ราคาต้นทุนไม่สูง สามารถแยก

สายพันธุเ์ชื� อได้อย่างละเอียด จะทาํให้สามารถแยกสาย-

พันธุ์ของเชื� อวัณโรคในท้องถิ�นชุมชน ซึ�งเชื� อมักมีความ

สมัพันธ์ใกล้ชิด หรือเป็นเชื� อสายพันธุ์เดียวกันที�เกิดจาก

การแพร่ติดต่อ จึงสามารถใช้ติดตามการแพร่ติดต่อของ

โรคได้ วิธีการที�มีการใช้กันแพร่หลาย และผลการแยก

สายพันธุท์ี�สามารถเปรียบเทยีบผลได้ระหว่างห้องปฏบัิติ-

การ จะทาํให้สามารถเปรียบเทยีบข้อมูลสายพันธุเ์ชื� อและ

สามารถติดตามระบาดวิทยาของโรคได้เป็นอย่างดี อาจนาํ

ข้อมูลสายพันธุ์ท้องถิ�นไปเปรียบเทยีบสายพันธุต่์างๆ ได้

ทั�วโลก ทาํให้ค้นพบสายพันธุ์ใหม่ ทราบความชุก การ

กระจายของสายพันธุ ์การแพร่ติดต่อในท้องที�ชุมชน การ

พัฒนางานตรวจแยกสายพันธุ์วัณโรคและประยุกต์ใช้ใน

การติดตามระบาดวิทยาจะช่วยเพิ� มประสิทธิภาพการ

สอบสวนเฝ้าระวังโรคและควบคุมวัณโรค โดยเฉพาะที �มี

ในพื�นที�ที�เป็นปัญหาการแพร่ติดต่อของโรคเป็นระยะเวลา

นาน

การตรวจแยกสายพันธุ์เชื� อวัณโรคด้วยเทคนิคชีว-

โมเลกุลมีหลายวิธี อาศัยหลักการวิเคราะห์ความหลาก-

หลายหรือความผันแปรของสารพันธุกรรม วิธีดั� งเดิม

ได้แก่ restriction fragment length polymorphism

(RFLP) เป็นการวิเคราะห์ลายพิมพ์ DNA ที�ใช้ inser-

tion element 6110 (IS6110) เป็นเครื� องหมายทาง

พันธุกรรม (genetic marker)
(4)

 มีรายงานการแยกเชื�อ-

วัณโรคด้วย DNA marker ชนิดนี�  และศึกษาการแพร่ติด-

ต่อเชื� อโรคของผู้ป่วยวัณโรคของประเทศไทย
(5,6)

 วิธี

การนี� เป็นวิธีที�แยกสายพันธุ์วัณโรคได้ละเอียด แต่มีข้อ

จาํกัดในการเปรียบเทยีบผลระหว่างห้องปฏบัิติการ การ

แยกสายพันธุโ์ดยวิเคราะหจ์าํนวน DNA repeat ของ vari-

able number of tandem repeat (VNTR) ซึ�งเป็น DNA

ที�มีจาํนวนชุดซํ �าๆ กนั ในจาํนวนที �ต่างกันเป็นอีกวิธหีนึ�ง

การแยกสายพันธุ์ เชื� อด้วยวิธี spoligotyping เป็นวิธีที�

ใช้แพร่หลาย
(7,8)

 และอาจใช้ร่วมกับวิธกีารแยกสายพันธุ์

วิธีอื� น ทาํให้สามารถแยกสายพันธุ์ได้ละเอียดมากขึ� น

สามารถแยกเชื�อระหว่าง M. tuberculosis  และ M. bovis

ซึ� งอยู่ ในกลุ่ม M. tuberculosis complex ได้ การ

แยกสายพันธุ์ด้วยวิธี spoligotyping ใช้ genetic marker

ซึ�งเป็น DNA ใน spacer region ที�อยู่ระหว่าง DNA re-

peat ที�เรียกว่า Direct repeat (DR repeat) จาํนวน ��

ตาํแหน่ง
(9)

 genetic marker ที�ขาดหายไปในตาํแหน่งต่างๆ
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ทาํให้เกดิรูปแบบที�หลากหลายของ DNA ของเชื�อวัณโรค

(genetic polymorphism) สามารถวิเคราะห์และนาํมาใช้

ในการจาํแนกเชื�อวัณโรคได้ เนื�องจากเป็นวิธกีารมาตร-

ฐาน
(7-8,10-12)

  จึงสามารถเปรียบเทียบผลระหว่างห้อง-

ปฏบิัติการได้ วิธีการนี� สามารถแยกสายพันธุ์เชื� อวัณโรค

ได้อย่างละเอยีด แม้ในสายพันธุวั์ณโรคที�มีความใกล้เคียง

กันมาก บันทกึผลในระบบตัวเลข สามารถเปรียบเทยีบ

สายพันธุเ์ชื� อวัณโรคโดยใช้ฐานข้อมูลสากล SpolDB4
(13)

การแยกสายพันธุ์ด้วยวิธนีี� จะทาํให้ได้ข้อมูล spoligotype

ของสายพันธุ์เชื� อวัณโรคในพื� นที�และยังสามารถบันทึก

เป็นฐานข้อมูลสายพันธุ์เชื� อวัณโรคของประเทศได้ต่อไป

ในประเทศไทย การแยกสายพันธุ์และข้อมูลสายพันธุ์

เชื� อวัณโรคยังมีอยู่จาํกัด การศึกษาวิจัยนี� มีวัตถุประสงค์

เพื� อศึกษาการใช้วิธี spoligotyping ในการแยกสาย-

พันธุ์เชื� อวัณโรค ศึกษาสายพันธุ์เชื� อวัณโรค และพัฒนา

งานตรวจแยกสายพันธุ์ทางห้องปฏิบัติการ ทาํการแยก

สายพันธุ์เชื� อวัณโรคที�เพาะเลี� ยงแยกได้จากเสมหะผู้ป่วย

วัณโรคปอดใน � จังหวัดภาคเหนือตอนล่าง วิเคราะห์

สายพันธุ์ เชื� อโดยใช้ฐานข้อมูลสากล จัดทาํฐานข้อมูล

สายพันธุ์เชื�อที�ตรวจพบ ศึกษาการใช้ประโยชน์ของข้อมูล

สายพันธุด้์านระบาดวิทยา เช่น วิเคราะห์การกระจายของ

เชื�อ การแพร่ติดต่อ ข้อมูลสายพันธุท์าํให้ทราบสายพันธุ์

ที�พบมาก พบสายพันธุ์ใหม่ และเชื� อวัณโรคในพื� นที�ที�

ศึกษามีหลากหลายสายพันธุ์  พบการแพร่ติดต่อของ

วัณโรคจากสตัว์สู่คน เป็นต้น

วิธีการศึกษา

รูปแบบการวิจัยเป็นแบบเชิงพรรณนา โดยวิเคราะห์

สายพันธุเ์ชื�อวัณโรคด้วยการตรวจวิเคราะห ์DNA ของเชื�อ

ด้วยวิธี spoligotyping และวิเคราะห์ข้อมูลสายพันธุ์เชื� อ

ดาํเนินการระหว่างปี ����-����

ตวัอย่างเชื� อวณัโรค

ตัวอย่างในการศึกษาเป็นเชื�อวัณโรคจาํนวน ��� ตัว-

อย่าง เพาะเลี�ยงได้จากเสมหะผู้ป่วยวัณโรคปอด  ในเขต

จังหวัดภาคเหนือตอนล่าง ได้แก่ จังหวัดอตุรดิตถ์ จาํนวน

�� ตัวอย่าง จังหวัดพิษณุโลก จาํนวน �� ตัวอย่าง จังหวัด

สโุขทยั จาํนวน �� ตัวอย่าง และ จงัหวัดเพชรบูรณ์ จาํนวน

� ตัวอย่าง ตัวอย่างเชื�อทั�งหมดเกบ็รักษาไว้ที� -�� 
๐
C ใน

ห้องปฏบัิติการ นาํตัวอย่างเชื�อที�เกบ็รักษามาเพาะเลี�ยงต่อ

บนอาหารเลี�ยงเชื�อ Lowenstein-Jensen เชื�อที�เพาะเลี�ยง

ได้นาํมาสกัด DNA และแยกสายพันธุ์

การสกดัสารพนัธุกรรม DNA

สกัด DNA จากตัวอย่างเชื� อตามวิธีการของ Phet-

suksiri และคณะ
(14)

 โดยดัดแปลงดังนี�  นาํเชื� อวัณโรคที�

เพาะขึ�นบนอาหารเลี�ยงเชื�อ 1 loop ใส่ลงในหลอดขนาด

เลก็ (microtube) ขนาด 1.5 ml ซึ�งบรรจุนํ�ากลั�นสะอาด

100 µl จากนั�นนาํไปต้มเป็นเวลา �� นาที จะได้สาร-

ละลายที �มี DNA นาํ DNA ที�ได้เกบ็ที� -�� 
๐
C รอการ

ตรวจวิเคราะห์ในขั�นต่อไป

การแยกสายพนัธุด์ว้ยวิธี Spoligotyping

ขั�นตอนประกอบด้วยการเพิ�มจาํนวน DNA เป้าหมาย

บริเวณ direct repeat ด้วยวิธ ีpolymerase chain reaction

(PCR) และตรวจสอบหา DNA marker ด้วย DNA probe

โดยวิธี Hybridization ในการศึกษานี� ดาํเนินการตาม

Kamerbeek และคณะรายงาน
(15)

 การเพิ�ม DNA เป้า-

หมายโดยเพิ�มจาํนวนชิ�นส่วนของ direct repeat ใช้ primer

DRa (GGTTTTGGGTCTGACGAC) และ primer DRb

(CCGAGAGGGGACGGAAAC) ปฏกิริิยา PCR ประ-

กอบด้วย 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) ซึ�งมี Q5x solution 3 µl และ Taq poly-

merase (5 unit) 0.25 µl ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นให้

ครบ 10 µl แล้วเติมสารละลาย DNA ที�สกัดได้จาก

ตัวอย่างเชื�อ 5 µl โดยมีปริมาตรรวม �� µl ทาํปฏกิริิยา

PCR โดยเครื�องเพิ�มสารปริมาณพันธุกรรม  (Eppendoff,

Germany) ซึ�งควบคุมอุณหภมูิของปฏกิิริยาดังนี�  ขั�นตอน

denaturation ที� 98
๐
C �� วินาที � รอบ เข้าสู่ ��

รอบของขั�นตอนการเพิ�มปริมาณ DNA โดย denaturation

ที� 98
๐
C � วินาที annealing ที� 55

๐
C �� วินาท ีและ
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extension ที� 72
๐
C �� วินาที เข้าสู่ขั�นตอน extension

รอบสดุท้ายที� 72
๐
C � นาท ีและ �

๐
C ตามลาํดับ โดยใช้

เชื� อวัณโรคสายพันธุ์อ้างอิง (M. tuberculosis H37Ra)

เป็น Positive control และ distilled water free DNA/

RNA เป็น Negative control เมื�อปฏกิริิยา PCR เรียบ-

ร้อยแล้ว เกบ็ PCR product ที� -��
๐
C รอวิเคราะห์ DNA

marker จาํนวน �� ตาํแหน่ง ด้วยปฏกิิริยา hybridiza-

tion

การทาํปฏกิริิยา hybridization เพื�อตรวจสอบ DNA

marker ด้วย DNA probe �� ตาํแหน่ง มีขั�นตอนคือ ผสม

PCR product และ Hybri-buffer ลงใน หลอดขนาดเลก็

1.5 ml นาํไป denature โดยบ่มที � ��
๐
C จนครบเวลาที�

ต้องการ แล้วนาํมาแช่ในนํ �าแขง็ทนัท ีจากนั�นเติมตัวอย่าง

ดังกล่าวลงในหลอดที�มี spoligo membrane โดย mem-

brane มี DNA probe �� ตาํแหน่ง นาํไปอุ่นที� ��
๐
C เกดิ

ปฏกิริิยา hybridization แล้วล้าง spoligo membrane 3

ครั�ง ที�อณุหภมูิ ��
๐
C  ด้วย 1X TBST-E buffer เพื�อล้าง

DNA ส่วนที�ไม่จับกับ DNA probe ออก ตรวจสอบหา

DNA marker โดยบ่มปฏิกิริยา spoligo membrane

ในนํ�ายา POD (POD 1 µl : 1X TBST-E 1.5 ml) แล้ว

ล้าง spoligo membrane อกี 3  ครั�ง ด้วย 1X TBST-E

buffer ทาํการตรวจสอบสทีี �แถบ DNA จับกบั DNA probe

ด้วยการบ่ม spoligo membrane ในสารละลาย TMB จน

แถบ DNA ของ spoligo pattern ปรากฏส ีขึ�นชัดเจนแล้ว

จึงหยุดปฏกิิริยาด้วยนํ�า

การอ่านผลและแปลผล Spoligotype

อ่านผลบน spoligo membrane ซึ�งมี DNA probe

จุดเลก็ๆ จาํนวน 43 จุด หลังทาํปฏิกริิยา hybridization

แล้วจะปรากฏจุดขึ�นบน spoligo membrane  ซึ�งคือ Di-

rect repeat spacer (DR spacer) ที�มีแตกต่างกันตามแต่

ละสายพันธุ์ของเชื� อวัณโรค ทาํให้สามารถแยกสายพันธุ์

ของวัณโรคได้ การอา่นจุดที�พบบน spoligo membrane ใช้

โปรแกรม MS Excel (Microsoft®) ที� มีสูตรในการ

วิเคราะห์คาํนวณ โดยแทนตาํแหน่งที �พบจุดบน spoligo

membrane เป็น 1 และตาํแหน่งที �ไม่พบจุดเป็น 0 จนครบ

ทั�ง 43 ตาํแหน่ง เมื�อบันทกึผลลงในตารางของโปรแกรม

MS Excel แล้วจะประมวลผลคาํนวณเป็นตัวเลข 15 หลัก

จากนั�นนาํตัวเลข �� หลักที�ได้ไปเทียบหาสายพันธุ์โดย

เปรียบเทียบกับตัวเลขของสายพันธุ์ เชื� อในฐานข้อมูล

SpolDB4 ซึ�งเชื�อสายพันธุต่์างกนัจะมีตวัเลขต่างกนั และมี

spoligo pattern ต่างกันด้วย ตัวอย่าง spoligo pattern ใน

ฐานข้อมูล SpolDB4 ดังภาพที � 1 ซึ�งแสดง spoligo pat-

tern ของเชื�อวัณโรคสายพันธุ์  EAI1_SOM, EAI2_Non-

thaburi, EAI2_Manila, EAI5 และแสดง spoligo pat-

tern ของเชื�อ M. bovis เปรียบเทยีบกบั spoligo pattern

ของเชื� อวัณโรคสายพันธุ์ Beijing ฐานข้อมูล SpolDB4

มีการรวบรวม spoligo pattern ของเชื�อวัณโรคสายพันธุ์

ต่างๆ ทั�วโลกไว้ พร้อมกับเลข SIT No (spoligotype in-

ternational type number) ซึ�งเป็นเลขประจาํสายพันธุ์

ดังภาพที � 2 ฐานข้อมูลดังกล่าวยังคงมีการเพิ�มเติมข้อมูล

สายพันธุที์�มีการค้นพบใหม่อยู่เป็นระยะๆ โดย Pasteur

Institute of Guadeloupe
(13)

 ในการแยกสายพันธุ์ด้วยวิธี

Spoligotyping นี�  หากวิเคราะห์แล้วไม่พบว่ามีสายพันธุ์

ในฐานข้อมูล ให้แปลผลว่าเป็นสายพันธุใ์หม่

ผลการศึกษา

จากการศึกษาสายพันธุวั์ณโรคจากผู้ป่วยในเขตภาค-

เหนือตอนล่าง 162 ตัวอย่าง ใน � จังหวัด นาํผลการแยก

สายพันธุท์ี�ได้ไปเทยีบกบั spoligo pattern ในฐานข้อมูล

สากล SpolDB4 พบเชื� อวัณโรคในจังหวัดอุตรดิตถ์

พิษณุโลก สุโขทยั และเพชรบูรณ์ มีความหลากหลายของ

สายพันธุ ์(ตาราง � และภาพที � 3) โดยมีรูปแบบ spoligo

pattern ที�ต่างกัน 34 รูปแบบ ซึ�ง spoligo pattern ที�

ต่างกันจะมี SIT No ต่างกัน และ SIT No เดียวกัน เป็น

เชื� อสายพันธุ์ เดียวกัน spoligo pattern ที� คล้ายกัน

สามารถจัดกลุ่มได้ ในการศึกษานี�  เชื� อทั�งหมดสามารถ

จัดกลุ่มได้ 9 กลุ่มสายพันธุ์ (ตารางที� � และภาพที � 3)

นอกจากนี� พบเชื� อวัณโรคสายพันธุ์ ใหม่ �� ตัวอย่าง

ซึ�งสายพันธุ์ใหม่นี� มี spoligo pattern ต่างกัน รวม ��

รูปแบบ (ตารางที � � และภาพที � 3)
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ภาพที� � Spoligo pattern ของ DR spacers จํานวน �� ตําแหน่ง แสดง spoligo pattern ของเชื� อ M. tuberculosis สายพนัธุต่์างๆ

และ spoligo pattern ของเชื� อ M. bovis

ภาพที� � แผนภาพผลวิเคราะหส์ายพนัธุเ์ชื� อวณัโรคดว้ย SpolDB4 แสดง SIT No และ spoligo pattern ใชค้น้หาสายพนัธุ-์

วณัโรค จุดแสดง DR spacers จํานวน �� ตําแหน่ง เรียงกนับน spoligo membrane โดยจุดสีดําแสดงตําแหน่งของ

DR spacer ที�พบ และจุดสีขาวคือตําแหน่งของ DR spacer ที�ไม่พบในสายพนัธุน์ ั�นๆ ส่วนแถบสีแสดงผลการวิเคราะห์

เป็นชื�อของสายพนัธุต์ามรูปแบบจุดของ spolilgo pattern ที�พบบน spoligo membrane

ตารางที� � สายพนัธุเ์ชื� อวณัโรคที�พบในเขตจงัหวดัอตุรดิตถ ์พษิณุโลก สุโขทยั และเพชรบูรณ ์แยกสายพนัธุด์ว้ยวิธี spoligotyping

 กลุ่มสายพันธุ ์                                                            จาํนวนตวัอย่างเชื �อวัณโรค

                                      จังหวัดอตุรดติถ ์    จังหวัดพิษณุโลก     จังหวัดสโุขทยั     จังหวัดเพชรบูรณ ์     รวม

EAI Groups 39 24 6 2 71

- EAI2_NTB 18 15 4 1 38

- EAI5 12 7 1 1 21

- EAI2_MANILLA 5 1 - - 6

- EAI1_SOM 4 1 1 - 6

BEIJING  28 21 5 4 58

New type 7 7 - - 14

H3 4 2 - - 6

U 2 2 1 1 6

T1 1 1 - - 2

BOV 2 - - - 2

S 2 - - - 2

BEIJING LIKE 1 - - - 1

จาํนวนรวม 86 57 12 7 162

No.
1
2
3
4
5
6

Spoligo pattern

SIT No   Spoligo type
439 EAI1_SOM
89 EAI2_NTB
19 EAI2_MINILLA

126 EAI5
1599 BOV

1 Beijing

1 - 43
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เมื�อวิเคราะห์สดัส่วนของกลุ่มสายพันธุ ์กลุ่มสายพันธุ์

ที�พบมากที �สดุคือ East African-Indian (EAI) คิดเป็น

ร้อยละ ��.�� (71/162) ในกลุ่มนี�ประกอบด้วย EAI2_

NTB, EAI5, EAI2_Manila และ EAI1_SOM โดยพบ

สายพันธุ ์EAI2_NTB (Nonthaburi) (SIT no 89) มากที�

สดุ คิดเป็นร้อยละ ��.�� (38/71) รองลงมาคือกลุ่ม

Beijing (SIT no 1) คิดเป็นร้อยละ ��.�� (58/162)

และสายพันธุอ์ื �น ได้แก่ H3, U, T1, BOV, S และ Beijing

Like ซึ�งพบน้อย จากตัวอย่างเชื�อที�ศึกษากล่าวได้ว่า เชื�อ-

วัณโรคสายพันธุ์ EAI และ Beijing เป็นสายพันธุ์ที� มี

ความชุกสงูในภาคเหนือตอนล่าง � จังหวัดนี�  นอกจากนี�

spoligotyping สามารถตรวจแยกเชื�อ M. bovis (BOV,

SIT no 1599) (ตาราง � และภาพที� 3) จาํนวน �

ตัวอย่าง แสดงถงึการแพร่ติดต่อของวัณโรคจากสตัว์สู่คน

วิจารณ์

เชื� อวัณโรคมีหลายสายพันธุ์ แต่ละสายพันธุ์มีความ

รุนแรงในการกอ่โรค และมีผลต่อการตอบสนองของระบบ

ภูมิต้านทานของร่างกายที�แตกต่างกัน บางสายพันธุ์มัก

เป็นเชื�อวัณโรคที �ดื�อยา เช่น สายพันธุ์ Beijing มักดื�อต่อ

ยาหลัก isoniazid และหรือ rifampicin การศึกษา

สายพันธุ์ เชื� อวัณโรค ทาํให้เข้าใจระบาดวิทยาและการ

แพร่ติดต่อของวัณโรคดียิ�งขึ�น

การศึกษาสายพันธุ์เชื� อวัณโรคในที�แยกได้จากผู้ป่วย

วัณโรคในจังหวัดอุตรดิตถ์ พิษณุโลก สุโขทัย และ

เพชรบูรณ์ที �รายงานนี� ใช้วิธ ีspoligotyping ในการวิเคราะห์

แยกสายพันธุ์ สามารถแยกสายพันธุ์เชื� อวัณโรคได้เช่น-

เดียวกับที�มีรายงานการศึกษาวิจัย
(16-19)

 ข้อมูลสายพันธุ์

ทาํการจัดเกบ็รวบรวมไว้เป็นฐานข้อมูล spoligotype SIT

ภาพที� � Spoligo pattern ที�พบทั�งหมดในการศึกษานี� จํานวน �� รูปแบบ การปรากฏของ DNA marker ในแต่ละตําแหน่ง

ทําใหเ้กิดรูปแบบที�แตกต่างกนัของ spoligo pattern เมื�อเปรียบเทียบกบั spoligo pattern ใน SpolDB4 จะมี spoligo pattern

ที� เหมือนกัน จะได้เลขประจําสายพันธุ์ (identity, ID) ที� เรียกว่า SIT number เดียวกัน SIT number (SIT no)

และมีชื�อเรียกแต่ละสายพนัธุ์
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

No ต่างๆ วิธกีารมีความเหมาะสม ใช้กนัอย่างแพร่หลาย

มีฐานข้อมูลสากล จึงเป็นวิธกีารที�ใช้ประโยชน์ในวิเคราะห์

สายพันธุ์ได้อย่างกว้างขวาง สามารถที�จะใช้ติดตามการ

แพร่ติดต่อของวัณโรคได้ในพื� นที�เฉพาะ เช่น พื� นที�หรือ

ชุมชนที� มีการแพร่ระบาด หรือศึกษาในกลุ่มประชากร

ที�สนใจ ในการศึกษานี� เนื�องจากตัวอย่างเชื� อที�ศึกษาเป็น

ตัวอย่างที�ได้จากคลังเกบ็รักษาเชื�อ คัดเลือกตัวอย่างจาก

เชื� อที�เพาะเลี� ยงได้ และเนื�องจากเชื� อไม่ได้คัดเลือกจาก

ทุกภาคส่วนของจังหวัดหรือภูมิภาค จึงเป็นการศึกษา

ระบาดวิทยาโมเลกุลโดยวิเคราะห์สายพันธุ์เชื� อวัณโรค

ในพื� นที�เฉพาะ ซึ�งไม่เคยมีการแยกสายพันธุเ์ชื� อในพื� นที�

นี�มาก่อน

จากการวิเคราะห์ข้อมูลสายพันธุใ์นการศึกษานี�  ทาํให้

ทราบสายพันธุเ์ชื�อวัณโรคในผู้ป่วยแต่ละราย สายพันธุเ์ชื �อ

ที�มีในท้องถิ�นชุมชน สายพันธุ์ที �มีการแพร่ติดต่อจาํนวน

มาก และพบเชื�อวัณโรคมีหลายสายพันธุ์ ขณะเดียวกนักมี็

การพบเชื�อสายพันธุใ์หม่ การกระจายของเชื�อใน � จังหวัด

เปรียบเทยีบแล้วมีรูปแบบที �คล้ายกนั อาจเนื�องมาจากมี

พื�นที�ติดกัน และประชากรมีการเดินทางติดต่อกนั ทาํให้

เชื�อมีการแพร่ติดต่อหรือเป็นเชื�อประจาํถิ�น โดยเชื�อสาย-

พันธุก์ลุ่มใหญ่พี�พบมากที�สดุ ได้แก่ EAI และกลุ่ม Beijing

ซึ�งเป็นสายพันธุท์ี �มีการแพร่ติดต่อมากเหมือนกันทั�งใน �

จังหวัด สายพันธุ ์Beijing มีรายงานเป็นสายพันธุเ์ชื�อวัณ-

โรคที�พบมากทั �วโลก และมักพบในภมูิภาคเอเชียตะวัน-

ออก สอดคล้องกบัรายงานที�มีมากอ่น
(20-21)

 และสายพันธุ์

Beijing ส่วนใหญ่มักดื�อยา
(22)

 เชื�อวัณโรคสายพันธุ์ที �พบ

กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่ม EAI และ Beijing นี�  สามารถแยก

เป็นสายพันธุย่์อย (subtype) ด้วยวิธีการอื�น นอกจากนี�

ยังพบเชื�อ M. bovis (Bov) ซึ�งเป็นเชื�อที�อยู่ในกลุ่มของ

M. tuberculosis  complex จาํนวน 2 ตัวอย่าง โดยเชื�อ

M. bovis มักพบในปศุสัตว์ แต่สามารถกอ่โรคได้ทั �งในคน

และสตัว์ ทาํให้ทราบว่าเชื�อมีการแพร่ติดต่อจากสตัว์สูค่น

ซึ�งเป็นเรื�องที�น่าสนใจเนื�องจากจะช่วยทาํให้มีติดตามสตัว์

ป่วยเป็นวัณโรคในปศุสัตว์  รวมถึงการสอบสวนโรคในผู้ที �

ดูแลสัตว์เลี� ยงแล้วป่วยเป็นวัณโรคเพื�อลดการแพร่กระ-

จายของโรค สิ�งที�น่าสนใจในการศึกษาอีกประการหนึ�ง

ได้แก่ การตรวจพบเชื�อวัณโรคสายพันธุ์ใหม่ จาํนวน ��

ตัวอย่าง ซึ�งมีรูปแบบ spoligo pattern ที�ต่างกัน �� รูป-

แบบ หากวิเคราะห์สายพันธุต่์อไป อาจพบมีการแพร่ติด-

ต่อของสายพันธุ์ใหม่ ทาํให้มีการตรวจพบสายพันธุ์ใหม่

แต่ละสายพันธุม์ีจาํนวนมากกว่า � ตัวอย่างหรือมีจาํนวน

มากขึ� น สาํหรับการแยกสายพันธุ์เชื� อวัณโรคด้วยวิธีอื�น

และข้อมูลการแยกสายพันธุใ์นพื�นที�อื�นในประเทศไทยจะ

มีการศึกษาวิจัยต่อไป

สรุป

วิธ ีspoligotyping สามารถแยกสายพันธุข์องวัณโรคได้

เป็นวิธทีี�ง่าย สะดวก เหมาะสม สามารถวิเคราะห์เปรียบ-

เทยีบสายพันธุโ์ดยใช้ฐานข้อมูลสายพันธุส์ากล SpolDB4

ทาํให้ทราบสายพันธุเ์ชื�อที�กอ่โรค การกระจายของสายพันธุ์

ความหลากหลายของสายพันธุ์ การแพร่ติดต่อ ข้อมูล

สายพันธุเ์ชื�อสนับสนุนการดาํเนินงานควบคุมและป้องกนั

โรค และการศึกษาด้านระบาดวิทยาได้อย่างมีประสิทธ-ิ

ภาพ
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Tuberculosis (TB) remains an infectious disease causing a public health problem. Presence of

different lineages of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) has been noted while there are very

limited genotype data available pertaining strains circulated in Thailand. Genotypic method is an epide-

miological tool to differentiate local strains and allow the comparison of strains with global isolates.

Genotyping is useful for epidemiological investigation and tracking of TB transmission. The genotypes

elucidate diversity of strains circulating and the genetic link among the isolates. This study manipulated

spoligotyping and aimed to investigate strains circulating in Uttaradit, Phitsanulok, Sukhothai and Phetchabun

provinces of Thailand. A total of 162 MTC isolates collected from pulmonary tuberculosis patients were

genotyped by spoligotyping, and the strains were compared with those in the international spoligotype

database (SpolDB4). Altogether 34 different spoligotype patterns were identified; and new genotypes

were found as unidentified families or had individual non-clustering genotypes of M. tuberculosis. The

East African-Indian (EAI) groups were the predominant strains followed by Beijing, H3, U, T1, BOV, S

and Beijing Like. The proportions of majorities, EAI and Beijing were 43.30% (71/162) and 35.80%

(58/162), respectively. EAI2_NTB (Nonthaburi) was the most frequent spoligotype among the EAI

groups. In addition, 2 isolates were identified to be Mycobacterium bovis suggesting the transmission of

tuberculosis between human and animals. Therefore, spoligotyping revealed the diversity of MTC strains

circulating in this region. The major and the minor groups as well as the new MTC strains could be

identified. Thus, data of genotypes should be useful in supporting surveillance and control of tuberculosis.

Key words: tuberculosis, genotyping, spoligotyping


