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บทที่1

บทนํ า

1.1  บทนํ าตนเรื่อง

         วณัโรคเปนโรคติดตอที่สํ าคัญเปนปญหาสาธารณสุขของประเทศกํ าลังพัฒนาทั่วโลก และยัง
คงมกีารแพรระบาดในหมูประชากรทุกภูมิภาคของโลก  ผูปวยวัณโรคเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว  องค
การอนามยัโลกรายงานวาในแตละปมีผูปวยรายใหมเพิ่มข้ึนประมาณ 7-8 ลานราย และเสียชีวิตป
ละ 2-3 ลานราย (Raviglione, 2003) จ ํานวนผูปวยสะสมมีมากกวา 16 ลานรายทั่วโลก ในจํ านวน
นี ้เกือบ 40% เปนผูปวยที่มีเชื้อวัณโรคในเสมหะ (ภาสกร อัครเสวี, 2543) และสามารถแพรเชื้อติด
ตอไปยงัผูอ่ืนไดโดยการไอจาม ทํ าใหเกิดวงจรการแพรเชื้อวัณโรคตอเนื่องในทุกภูมิภาคของโลก
โดยเฉพาะในประเทศที่มีผูปวยจํ านวนมากระบบสาธารณสุขไมดีพอ และการควบคุมวัณโรคขาด
ความตอเนือ่งไมมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ผูปวยที่ไดรับการรักษาไมตอเนื่อง จะสงผลใหเกิดการ
ด้ือยาตานวัณโรค และแพรเชื้อที่ด้ือยาไปยังผูอ่ืนได  การระบาดของเชื้อเอชไอวี ท ําใหปญหาวัณ
โรคเลวรายมากขึ้น (World Health Organization, 2002) ดังทีพ่บในแถบประเทศอาฟริกา  และ
ปจจบัุนสงผลกระทบอยางมากในเอเชียใต และเอเชียตะวันออกเฉียงใต  ถึงแมวาจะพบวัณโรคใน
ทกุประเทศทัว่โลก  แตมีประมาณ 20 ประเทศเทานั้นที่มีผูปวยรวมกันเทากับ 80% ของผูปวยทั้ง
หมดทั่วโลก (World Health Organization, 2002)  โดยเฉพาะในทวีปเอเชีย ประเทศที่พบผูปวย
มาก ไดแก จนี อินเดีย อินโดนีเซีย บังคลาเทศ เวียดนาม และไทย มีผูปวยรวมกันเปน 60% ของผู
ปวยทัว่โลก  ดังนัน้องคการอนามัยโลกไดประกาศใหวัณโรคเปนภาวะฉุกเฉินทางสุขภาพและเรียก
รองใหผูน ําทุกประเทศใหความสนใจ มุงมั่น แกปญหาอยางจริงจัง
         ในประเทศไทยปญหาการติดเชื้อวัณโรคเปนปญหาสาธารณสุขที่สํ าคัญ เนื่องจากเปน
สาเหตขุองการทํ าลายสุขภาพ และการดํ ารงชีพของประชากรไทย การติดเชื้อสวนใหญเกิดในชุม
ชน เชนในโรงงานอุตสาหกรรม ชุมชนแออัด เรือนจํ า เนื่องจากสภาพความเปนอยูหนาแนน ปญหา
เศรษฐกจิไมเอื้ออํ านวยตอการดูแลสุขภาพ โดยเฉพาะในเรือนจํ ายังมีปญหายาเสพติด ซึ่งสงผลให
มกีารตดิเชือ้เอชไอวีรวมดวย ทํ าใหการแพรเชื้อวัณโรคจากผูตองขังคนหนึ่งไปยังผูตองขังอีกคน
หนึง่ไดงาย ถึงแมองคการอนามัยโลก และคณะกรรมการกาชาดระหวางประเทศ (World Health
Organization and International Committee of the Red Cross) ไดตระหนักถึงปญหานี้  และได
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จดัท ําคูมือสํ าหรับการควบคุมวัณโรคในผูตองขัง (Guidelines for The Control of Tuberculosis
in Prisons) ในประเทศไทยพบความแออัดของผูตองขังในเรือนจํ า และยาเสพติดยังคงเปนปญหา
ทีย่งัไมไดรับการแกไขอยางจริงจัง ในการวิจัยครั้งนี้จึงมีจุดประสงคที่จะศึกษาขอมูลเกี่ยวกับวัณ
โรคในผูตองขังทางภาคใตของประเทศไทย  โดยการศึกษาลายพิมพดีเอ็น (DNA fingerprinting)
โดยวิธี Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) โดยใช IS6110 เปนตัวตรวจจับ
เพือ่ทีจ่ะจ ําแนกความแตกตางทางสายพันธุของเชื้อ อันจะนํ าไปสูตนตอหรือแหลงของการแพรเชื้อ
รวมทัง้ทราบถงึวธิกีารติดเชื้อ และขอมูลเหลานี้  จะเปนประโยชนอยางมากตอการวางแผนการ
ควบคุมวัณโรคในอนาคต
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1.2  การตรวจเอกสาร

1.2.1  จนีสั มัยโคมัยแบคทีเรีย
         เชือ้มัยโคมัยแบคทีเรีย (Mycobacteria) จดัอยูในอันดับ (Order) Actinomycetales และ
วงศ Mycobacteriaceae แบคทเีรียในจีนัสนี้ สวนที่สํ าคัญของผนังเซลลประกอบดวย mycolic
acid ซึง่เปนกรดไขมัน (fatty acid) ทีต่อกนัเปนสายยาว ทํ าใหเชื้อในจีนัสนี้มีคุณสมบัติในการติดสี
ทนกรด (acid fastness) เมือ่ยอมตดิสีแลวลางดวยสารละลายอินทรียที่มีฤทธิ์เปนกรดไมออก
แบคทีเรียในจีนัสอ่ืนที่มี mycolic acid เปนสวนประกอบ ไดแก Nocardia, Rhodococcus ติดสี
ทนกรด เชนกัน แตการติดสีทนกรด ไมสมํ่ าเสมออยาง มยัโคมัยแบคทีเรีย เนือ่งจาก mycolic acid
มขีนาดเล็กกวา
          การจํ าแนกสปชีส (species) ของมยัโคแบคทีเรียในปจจุบันมีกวา 60 สปชีส มทีัง้ทํ าใหเกิด
โรคในคนและไมเกิดโรคในคน การตั้งชื่อสปชีส อาศัยคุณสมบัติในการเจริญเติบโต และคุณสมบัติ
ทางชวีเคมีเปนหลักที่เรียกวา Adansonian taxonomy (Metchock et al.., 1999) จนถึงป
ค.ศ.1980 มีการตั้งชื่อไว 41 species ดวยกนั ในเวลาตอมาเมื่อมีการศึกษาทางชีวโมเลกุลของเชื้อ
และจีนที่ควบคุมการสรางอารเอ็นเอ เชน 16s ribosomal-RNA ไดอาศัยเทคโนโลยีทางชีวโมเลกุล
ดังกลาวตั้งชื่อสปชีส ใหมๆ อีกกวา 20 ชนิด (Connell and Kreiswirth, 2000) โดยเฉพาะ
แบคทีเรียที่เจริญเติบโตชา เชน  Mycobacterium gevanense ซึง่ท ําใหเกิดโรคในผูปวยเอดส
คลาย Mycobacterium avium นอกจากนั้น ในการศึกษาจีนอารเอน็เอพบวามีความสัมพันธ
ระหวาง Mycobacterium, Nocardia และ Rhodococcus จงึมผูีเสนอใหรวม 3 จีนัส เขาอยูใน
family เดียวกัน

มยัโคมยัแบคทีเรียที่ทํ าใหเกิดโรคในคน จํ าแนกประเภทไดดังนี้
ก.  Mycobacterium tuberculosis (TB) complex ซึ่งไดแก M. tuberculosis, M. bovis,

M. africanum และ M. microti
ข.  Nontuberculous mycobacteria (NTM) หรือ atypical mycobacteria ซึ่งไดแก

M. avium-intracellularae complex (MAC), M. kansasii, M. scrofulaceum, M. fortuitum, M.
chelonae เปนตน
          ค.  M. leprae

เชื้อในกลุม TB complex มี virulence สูง และมีการติดตอระหวางคนตอคนไดทางละออง
หายใจ (droplet infection) ประกอบดวย 4 สปชีส ไดแก

M. tuberculosis  ท ําใหเกิดวัณโรคในคน  
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M. africanum     ท ําใหเกดิโรคในคน (พบมากในผูปวยแถบทวีปอาฟริกา)
M. bovis             ท ําใหเกิดโรคในวัว ควาย และติดตอมาถึงคนได
M. microti           เปนเชื้อที่ทํ าใหเกิดโรคในสตัวทีม่ีฟนแทะเชน หนู หนูตะเภาและกระตาย

                                 แตไมทํ าใหเกิดโรคในคน เคยนํ ามาทํ าเปนวคัซนีแตมผีลขางเคียงมาก
กวา BCG จงึเลิกใช

ทัง้ 4 สปชสีนี้ แมจะมีความแตกตางกันในคุณสมบัติทางชีวเคมี และลักษณะของการเพาะ
เชือ้ แตก็มีความคลายคลึงกันใน DNA sequence โดยเฉพาะ Insertion sequence ที่ชื่อวา
IS6110 จงึจดัอยูในกลุมเดียวกันและเชื่อวาอาจเปน variant ของสปชีสเดียวกัน
        M. tuberculosis ยงัแบงออกไดเปน 2 variants คือ classical variant และ Asian variant
ทัง้สอง variant แยกจากกันไดโดย TCH (Thiophen-2-carboxylic acid hydrazide) คือ
classical variant resist ตอ TCH แต Asian variant susceptible ตอ TCH
        M. africanum กแ็บงออกไดเปน 2 variant คือ africanum I และ africanum II africanum I
มคุีณสมบัติทางชีวเคมีใกลมาทาง M. bovis คือไม reduce nitrate สวน africanum II มีคุณ
สมบัติทางชีวเคมีใกลมาทาง M. tuberculosis คือ reduce nitrate
        M. bovis ก็มี 2 variants คือ classical และ BCG (Bacillus Calmette-Guerin)แยกจากกัน
ไดโดย BCG เจริญไดดีใน glycerol
        การจํ าแนก variant ไมมคีวามส ําคัญในเชิงการรักษากลาวคือในทางการรักษาจะใชยารักษา
สูตรเดยีวกันไดผล แตมีความสํ าคัญในเชิงระบาดวิทยามากกวา

1.2.2  เชื้อ Mycobacterium tuberculosis
Robert Koch เปนคนแรกที่พิสูจนไวเมื่อป ค.ศ.1882 วา วัณโรคปอดในมนุษยมีสาเหตุจาก

เชือ้โรคซึง่สามารถแยกบริสุทธิ์ไดจากผูปวย และเมื่อฉีดเขาสัตวทดลองก็ทํ าใหเกิดโรคในสัตว
ทดลอง แลวสามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์กลับคืนจากสัตวทดลองที่เปนโรคได เชื้อดังกลาว เรียกกันวา
Koch’s tubercle bacillus ซึง่ตอมาไดรับการตั้งชื่อทางวิทยาศาสตรวา Mycobacterium
tuberculosis โดย Lehman and Neuman ในป ค.ศ. 1896 โดยไดรวมเอา human และ bovine
type เขาดวยกัน (American Thoracic Society, 1990) ตอมาในป ค.ศ.1970 Karlson และ
Lessel จึงตั้งชื่อ bovine type เปนสปชีสตางหากคือ Mycobacterium bovis และเอาชื่อ M.
tuberculosis คงไวเปนชื่อเรียกของ human tubercle bacillus  เชื้อ M. tuberculosis เปนสาเหตุ
สํ าคญัของวณัโรคในคน เชื้อนี้พบในรอยโรคของผูปวยเทานั้น ไมพบในสิ่งแวดลอมตามธรรมชาติ
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1.2.2.1  สมบัติของเชื้อวัณโรค
เชือ้วณัโรคมีรูปรางเปนทอน หนาประมาณ 0.3 ไมครอน ยาวประมาณ 2-5 ไมครอน ไมมี

แคปซูล ไมสามารถเคลื่อนที่ และไมมีสปอร เมื่อยอมดวยสีแกรม จะตดิสีแกรมจางๆ เมื่อยอมดวย
สี carbol fuchsin ดวยวิธี Ziehl Neelsen จะตดิสแีดง บางครั้งเห็นเปนแทงตรงๆ หรือเปนแทงโคง
เลก็นอย อาจพบการติดสีไมสมํ่ าเสมอ beaded form สวนทีติ่ดสีมากเกิดจาก inclusion bodies
ภายในเซลล ซึ่งเปนพวก polymetaphosphate และสวนที่ไมติดสีเกิดจาก unstained vacuole
ภายในเซลล เชื้อวัณโรคที่เพิ่งเพาะเชื้อข้ึน อาจไมติดสี acid fast การถูกแสงอุลตราไวโอเลตก็ทํ า
ใหคุณสมบัติในการติดสี acid fast เปลี่ยนไปไดดวย

โครงสรางของเซลลมีลักษณะทํ านองเดียวกับที่พบในแบคทีเรียทั่วไป มีผนังเซลล
cytoplasmic membrane, mesosomes, ribosomes, fibril และ inclusion bodiesโครงสรางของ
ผนงัเซลลประกอบดวยโมเลกุลของสารที่สํ าคัญ 3 ชนิด คือ peptidoglycan (ซึง่เปน
glycopeptide), arabinogalactan (ซึง่เปน polysaccharides) และ mycolic acid (ซึง่เปนกรดไข
มัน) สารดงักลาวรวมตัวกันเปน mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan complex โดยมีชั้น
ของ peptidoglycan อยูติดกับ plasma membrane ถดัออกมาเปน arabinogalactan และ
mycolic acid ตามลํ าดับ และมี mycoside (ซึง่เปน glycolipid), sulfatides (sulfolipid) และ
lipid ชนดิตางๆ คลุมอีกชั้นหนึ่ง นอกจากนั้น ยังมีโครงสรางของ lipopolysaccharide ทีม่ีชื่อวา
lipoarabinomannan ผานชั้นตางๆของผนังเซลลไปยึดติดกับ phospholipid ของ plasma
membrane เสมอืนหนึง่เปนโครงใหกับผนังเซลล โดยผนังเซลลของเชื้อวัณโรคมีการเรียงตัวของ
peptidoglycan เปนชัน้ๆ คลายแบคทีเรียแกรมบวก แตมีสวนประกอบคอนมาทางแบคทีเรียแกรม
ลบ     กลาวคือ มี lipid มาก มี glycopeptide และโปรตนีนอย การที่ผนังเซลลมีไขมันสูงทํ าใหการ
ซมึผานของสารตางๆ ซึ่งเปน polar compound ไมคอยดี ทนตอการทํ าลายของกรดหรือดางไดดี

สารตางๆที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลมีคุณสมบัติในการเปน antigen ดังนี้
         ก. Arabinomannan และ arabinogalactan ซึง่เปน polysaccharide ท ําใหเกิด
neutrophilic response ใน host และเชื่อวาทํ าใหเกิด immediate type hypersensitivity

ข. Glycolipid ชนดิตางๆ เชน
Wax D (peptidoglycolipid) มสีมบัติเปน Freund ‘s adjuvant, ชวยกระตุน

immunogenicity ของแอนติเจนตางๆ และทํ าใหเกิด delayed hypersensitivity
Trehalose dimycolate (cord factor) ท ําใหเกิด granulomatous reaction ใน host
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Mycoside C (peptidoglycolipid) ของ M. avium complex เปน type specific ซึ่งนํ ามา
ใชแยก serotype ตางๆ ของ M. avium complex

Phospholipid ซึง่เปนสวนประกอบของ plasma membrane เชน phosphatidyl inosital
mannosides กระตุนใหเกิด humoral antibody

การเจริญของเชื้อวัณโรคเปนแบบ obligate aerobe เจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวน
ประกอบงายๆ กลาวคือ มี glycerol, pyruvate หรือ glucose เปน carbon source มี ammonium
salt, glutamine, glutamate เปน nitrogen source แตชอบ asparagine มากกวา ดังนั้น การเติม
asparagine และ amino acid บางตัว เชน alanine ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะชวยเรงใหเชื้อวัณ
โรคมกีารเริม่ตนเจริญพันธุและมีอัตราการเจริญพันธุเร็วขึ้น อุณหภูมิที่เหมาะสมสํ าหรับการเจริญ
พนัธุ คือ 38 องศาเซลเซียส และ pH ทีเ่หมาะสม คือ 6.8

เชือ้วณัโรคชอบอาหารที่มีไขมันสูง ดังนั้นในสูตรอาหารสํ าหรับเลี้ยงเชื้อวัณโรค จึงมีไขแดง
เปนสวนประกอบที่สํ าคัญ เชนสูตรของ LÖwentein Jensen, Ogawa และ Petragnani เปนตน
กาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5-10 ชวยใหการเจริญพันธุของเชื้อวัณโรคดีข้ึน เชื้อวัณโรคมีอัตรา
การเจรญิพนัธุคอนขางชา ระยะเวลาที่เชื้อวัณโรคจะทวีจํ านวนจากหนึ่งเปนสอง ในอาหารเลี้ยง
เชือ้ทีเ่หมาะสมนัน้ อยางสั้นที่สุดกินเวลาถึง 12 ชั่วโมง ในขณะที่แบคทีเรียอื่นใชเวลาเพียง 20 นาที
กอนนี้เขาใจวาเปนเพราะผนังเซลลของเชื้อวัณโรคซึ่งมีไขมันสูงนั้นเปนสิ่งกีดกั้นทํ าใหสารละลาย
ตางๆ ซมึเขาสูเซลลไมดี ทํ าใหเชื้อวัณโรคเจริญชา แตขอเท็จจริง พบวา เชื้อที่แบงตัวเร็วมีโครง
สรางของผนังเซลลไมแตกตางไปจากเชื้อวัณโรค แตมีจํ านวน copy ของจนีแตกตางกัน จึงเชื่อวา
จ ํานวนจีนที่ควบคุมการสราง RNA polymerase และอตัราการสราง อารเอ็นเอคงเปนปจจัยที่
สํ าคญัมากกวา โคโลนีของ M. tuberculosis ในอาหารเลี้ยงเชื้อประเภทไข จะเห็นดวยตาเปลา
ไดหลังจากอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส อยางนอย 2 สัปดาห (18-24 วัน) ลักษณะของโคโลนี
ทีเ่หน็ในระยะแรกๆ มีขนาดเล็ก (1-3 ม.ม.) สีเหลืองแกมเทา (buff color) ผิวแหง ขรุขระคลายหูด
โคโลนทีีม่อีายหุลายๆ สัปดาหจะนูนโตขึ้น (5-8 ม.ม.) มีลักษณะคลายดอกกะหลํ่ า โคโลนีเหลานี้
ขูดออกจากผิวอาหารเลี้ยงเชื้อไดงายแต emulsify ยาก ตางจาก M. bovis ซึ่ง emulsify ไดงาย

มัยโคแบคทีเรีย แตละชนดิเจริญพันธุไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนผสมตางๆกัน เชน
อาหารที่มี  5 % glycerol จะชวยให  M. tuberculosis  เจริญพันธุไดดีข้ึน  แตทํ าใหการเจริญพันธุ
ของ M. bovis ชะงกัลง มยัโคแบคทีเรียแตละชนิดจึงสรางสารเคมีและเอนไซมตางๆไดไมเทากัน
ท ําใหมปีฏิกริิยาทางชีวเคมีไมเหมือนกัน ดังนั้นจึงใชอัตราการเจริญพันธุ การดูลักษณะโคโลนี และ
ปฏิกริิยาทางชีวเคมี เปนหลักสํ าคัญในการแยกชนิดของมัยโคแบคทีเรีย
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1.2.2.2  พยาธกิ ําเนิดของโรคและการติดเชื้อวัณโรค
M. tuberculosis เปนสาเหตุสํ าคัญของวัณโรคปอดในคนเปนสวนใหญ ที่เหลืออาจมีสาเหตุ

จากเชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่น ไดแก M. bovis, M. avium, M. intracellulare, M. africanum เปนตน
เชือ้วณัโรคเขาสูรางกายได ทางหายใจ ทางผิวหนัง และทางเดินอาหาร แตทางหายใจเปน

ทางทีเ่ชื้อเขาสูรางกายที่สํ าคัญที่สุด (ครอฟตัน และ คณะ, 2537) เมือ่ผูปวยวัณโรคปอดไอเอา
เสมหะทีม่เีชื้อวัณโรคออกมา ละอองฝอยที่มีขนาดเล็กๆ ขนาด 1-10 ไมครอน จะลอยและกระจาย
อยูในบรรยากาศ ละอองฝอยขนาดเล็กๆเหลานี้อาจมีเชื้อโรคอยู 1-3 ตัว เมื่อถูกสูดเขาไปตามลม
หายใจ จะเขาถึงหลอดลมฝอย และถุงลม (ซึ่งไมมีสารเมือกฉาบอยู) และกอการอักเสบขึ้นได
ละอองฝอยทีม่ขีนาดใหญกวานี้ มักตกสูพื้นเสียกอน หรือถาไมตกสูพื้น เมื่อถูกสูดเขาไปก็มักติดอยู
บนสารเมอืกซึ่งบุอยูในหลอดลมขนาดใหญและถูกขับออกมาภายนอก

ความตานทานดานแรกของรางกายในผูปวยที่ไมเคยไดรับเชื้อมากอนคือ alveolar
macrophage และถกูท ําลายเปนสวนใหญ ในกรณีที่เชื้อวัณโรคมี virulence สูง เชื้อสามารถทวี
จ ํานวนและทํ าลาย macrophage และถูกปลดปลอยออกมาจาก macrophage เมื่อมีการตอบ
สนองของภูมิคุมกันดานเซลล (cell mediated immunity) จะท ําใหเกิดการอักเสบขึ้น จะมีการ
สราง tubercle เลก็ๆ และมกีารทํ าลายเนื้อเยื่อบริเวณนั้น ทํ าใหเกิดโพรง ซึ่งตอมาจะมีการสะสม
ของหินปูน (calcification) ลอมรอบบริเวณนั้น เชือ้วณัโรคที่เหลืออยูจะสงบในปอด จนกระทั่งมี
ปจจยัทีท่ํ าใหรางกายออนแอ  และถูกกระตุน (reactivate) ท ําใหเพิ่มจํ านวน และกอโรคอีกครั้ง
วณัโรคปอดในผูใหญซึ่งมีความตานทานปกติ สวนมากไมไดเกิดจากการรับเชื้อใหมจากภายนอก
(exogenous) แตเกดิจากเชื้อที่เคยสงบนิ่งอยูนานถูกกระตุน (endogenous reactivate) ในผูปวย
เอดส ซึ่งมีภูมิตานทานตํ่ า วัณโรคสวนใหญเกิดจาก exogenous infection และมีการดํ าเนินโรคที่
รุนแรง

ปจจัยที่กระตุนเชื้อวัณโรค ไดแกโรคเบาหวาน, malnutrition, corticosteroid,
immunosuppressive drugs, puberty, postpartum, และ postgastrectomy เปนตน มีผู
ประมาณไววา ประมาณรอยละ 5 ของผูที่เคยไดรับเชื้อวัณโรค จะเกิดเปนโรคขึ้นภายในระยะเวลา
1 ป  Canetti และคณะ  ไดทํ าการศึกษาจํ านวนของเชื้อวัณโรคในรอยโรคที่ยังไมไดรับการรักษา
ลักษณะตางๆ พบวา รอยโรคที่ไมเปนโพรง (non-cavity) มเีชือ้จํ านวนไมมากนัก (1x102-1x105)
และเชื้อสวนใหญมี metabolic activity ต่ํ าหรอือาจจะสูงเปนพักๆ เพราะรอยโรคประเภทนี้มี
ออกซเิจนนอย ตรงขามกับรอยโรคที่เปนโพรง (cavity) ซึง่ออกซเิจนจากบรรยากาศเขาถึง รอยโรค
ประเภทนี้จะมีเชื้อวัณโรคจํ านวนมาก (1x107-1x109) และมี metabolic activity สูง
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1.2.2.3 การวนิจิฉัยวัณโรคทางคลินิก (Clinical diagnosis of tuberculosis)
ผูปวยวณัโรคสวนใหญมีอาการ  และมีอีกจํ านวนหนึ่งที่ไมมีอาการ  อาการวัณโรคอาจเปน

ไดทัง้อาการทัว่ ๆ ไป  หรืออาการแสดงของวัณโรคปอด  หรืออาการที่สัมพันธกับอวัยวะที่เปนโรค
หรืออาการแทรกซอนอื่น ๆ ดังนั้นในการวินิจฉัยวัณโรคทางคลินิกตองอาศัย

ก. การซักประวัติ
เพือ่ดูวาเคยใกลชิดกับผูปวยวัณโรคปอด หรือผูปวยที่ไอเร้ือรัง เคยมีประวัติของปอดอักเสบ

หรือมกีารผิดปกติของภาพรังสี และเคยมีประวัติของระบบอื่นๆที่ผิดปกติหรือไม เพราะวัณโรค
สามารถลุกลามไปทุกอวัยวะในรางกายได

ข. การตรวจรางกายในระบบทางเดินหายใจ
ผูปวยจะไอมเีสมหะมากกวา 3 สัปดาห อาจมีอาการออนเพลีย  เบื่ออาหาร  นํ้ าหนักลด  ไข

ต่ํ า ๆ  ซึง่มกัเปนตอนบาย ๆ หรือตอนเย็น เหงื่อออกตอนกลางคืน  อาการเหลานี้อาจนานเปน
สัปดาหหรือเดือน กอนผูปวยพบแพทย  

ค.   การตรวจภาพรังสีทรวงอก
ลักษณะของภาพถายรังสีทรวงอกที่เห็นอาจไมสามารถวินิจฉัยโรคไดแนนอน เพราะมีโรค

อ่ืนๆทีม่ลัีกษณะคลายวัณโรค  การพบภาพถายรังสีทรวงอกปกติ จะเปนประโยชนในแงที่แสดงวา
ผูปวยไมเปนวัณโรคปอด อยางไรก็ดี วัณโรคของหลอดลมซึ่งพบไดไมนอย จะมีผลภาพถายรังสี
ทรวงอกปกตไิด ภาพถายรังสีทรวงอกที่ทํ าใหสงสัยเปนวัณโรคปอดคือ

ก. เปนฝา หรือกอน (Nodular หรือ patchy shadow) ทีส่วนบนของปอดขางใดขางหนึ่ง
หรือทั้งสองขาง

ข. มเีงาการเปลี่ยนแปลงที่ปอดสวนบนทั้ง 2 ขาง
ค. มโีพรงอากาศที่ปอดสวนบน หรือปอดเปนโพรง (cavity) โดยเฉพาะอยางยิ่ง ถามีหลาย

โพรง
ง. เงาทีม่หีินปูนเกาะ (calcified shadow) อาจจะท ําใหเกิดความยุงยากในการวินิจฉัยโดย

ทัว่ๆไป เพราะปอดบวม หรือโรคมะเร็ง อาจจะเกิดขึ้นบริเวณเดียวกันกับที่เคยเปนวัณโรคปอด และ
หายแลวโดยวิธีมีหินปูนไปเกาะ เนื้องอกที่ไมรายแรงบางชนิดก็มี calcification ได

จ. มลัีกษณะเงาเสนแสดงถึงพังผืด (fibrosis) ทีป่อดสวนบน โดยเฉพาะรวมกับเงาขาว
บางๆแบบ soft shadow แสดงถึงวัณโรคแบบคุกคาม (active process) เปนตน
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1.2.2.4 การวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการ (Laboratory diagnosis of tuberculosis)
การตรวจวนิจิฉัยวัณโรคทางหองปฏิบัติการมีหลายวิธีไดแก การตรวจหาตัวเชื้อ ตรวจหา

แอนตเิจนของเชื้อ ตรวจหาแอนติบอดีตอสวนประกอบของเชื้อ และตรวจหาเอนไซมหรือเมตาโบ
ไลทบางชนิดที่มีความสัมพันธกับการเจริญและจํ านวนเชื้อวัณโรคเพื่อประกอบการพิจารณาวาผู
ปวยเปนวัณโรคหรือไม (ชยัเวช  นุชประยูร, 2529) ในวธิตีรวจตางๆเหลานี้ การตรวจหาเชื้อวัณโรค
ทางหองปฏบัิติการจุลชีววิทยามีความสํ าคัญมากที่สุด เพราะการพบเชื้อในเสมหะ หรือส่ิงสงตรวจ
ชนดิอืน่จากผูปวย นอกจากจะเปนหลักฐานยืนยันวาผูปวยเปนวัณโรค ยังบงชี้วาผูปวยอยูในระยะ
แพรเชื้อ (active disease)  ตองไดรับการรักษาทันที  การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการจุลชีว
วทิยา   อาศัยการนํ าสิ่งสงตรวจมาปายสไลดและยอมสีทนกรด (smear and acid fast staining)
อานผลดวยกลองจุลทรรศน และเพาะเชื้อเพื่อจํ าแนกชนิดของเชื้อกอโรค

1.2.2.4.1  การตรวจดวยกลองจุลทรรศน
การตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน โดยการยอมสีเพื่อหาเชื้อวัณโรคที่นิยมใชมี 3 วิธี
ก.  วิธี Ziehl-Neelsen จะใชสี 0.3% carbofuchsin แลวใชความรอนเรงการซึมผานของสี

เขาไปในเซลลวัณโรคจากนั้นลางดวย acid-alcohol แลวยอมทับดวย 0.1% methylene blue
ข.  วิธี Kinyoun สีทีใ่ชยอมเปน 3.0% carbofuchsin โดยท ําวิธีเดียวกับการยอมวิธี Ziehl-

Neelsen แตไมตองใชความรอน
ค.  วิธีการยอม fluorochrome ใชสี fluorescence ทีน่ิยมใชคือ auramine-O  ขอดีคือเชื้อที่

ยอมติดสีสามารถจะเห็นไดงายในกลองจุลทรรศน fluorescence
วธิกีารยอมเชือ้วัณโรคบอกเพียงวาเชื้อที่เห็นเปนมัยโคแบคทีเรีย แตไมสามารถบอกชนิดของ

มัยโคแบคทีเรียได
1.2.2.4.2  การเพาะเชื้อวัณโรคจากสิ่งสงตรวจ (culture) โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ

เปนการตรวจที่มีความจํ าเพาะสูงสุด ถือเปนวิธีมาตรฐาน (Gold standard) ของการวินิจฉัยวัณ
โรค  อาหารทีน่ิยมใชในการเพาะเลี้ยงวัณโรคมี 2 ประเภท ไดแก อาหารวุน (agar base medium)
เชน Middlebrook 7H10 และ Middlebrook 7H11 กบั อาหารไข (egg-base medium) เชน
LÖwenstein-Jensen medium (Nauman,1995) และ Ogawa medium (Kanai, 1990) นอกจาก
อาหารแข็งนี้แลว อาจทดสอบในอาหารเหลวไดเชน Middle-brook 7H9 และ Sauton medium
เปนตน เมือ่เพาะเชื้อในอาหารที่เหมาะสมแลว ตองนํ าไปบมที่ตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
แลวจงึจ ําแนกชนิดของมัยโคแบคทีเรีย ตามคุณสมบัติทางชีวเคมีตางๆ  วิธีนี้มีขอดีในเรื่องความไว
เพราะสามารถเพาะแยกเชื้อไดแมมีจํ านวนเชื้อที่มีชีวิตเพียง 10 เซลลตอส่ิงสงตรวจ 1 มิลลิลิตร
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(American Thoracic Society, Centers for Disease Control. 1990) แตขอเสียของวิธีนี้คือ ใช
เวลานาน 4-6 สัปดาห

1.2.2.4.3  การจํ าแนกเชื้อ M. tuberculosis
การพิสูจนนิคมของเชื้อ จะดจูากลักษณะนิคม (ตาราง 1.2) อุณหภมูทิี่เหมาะสมในการแยก

เชื้อ M. tuberculosis เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไมมีการสรางเม็ดสีใดๆ ยกเวนสี
เหลืองออน (light buff color) ไมวาจะบมที่มีแสงหรือไมมีแสง  การยอมสีของเชื้อบนแผนสไลดจะ
มลัีกษณะของการเกาะของเชื้อเปนสายคลายงู (serpentine cord) นอกจากนี้ยังใชการทดสอบ
ปฏิกริิยาชีวเคมีชวยจํ าแนก M. tuberculosis ซึง่มี 3 การทดสอบ (Kubica, 1973)  คือ

ก.  การทดสอบ Niacin
เชื้อ M. tuberculosis   ไมสามารถเปลี่ยน free niacin  เปน niacin ribonucleotide ดังนั้น

จงึมกีารสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ข.  การทดสอบ Nitrate reduction
เชื้อ M. tuberculosis  สามารถผลิตเอนไซม เพื่อรีดิวส nitrate เปน nitrite
ค.  การทดสอบ Catalase ที่ 68 องศาเซลเซียส
เชือ้มยัโคแบคทีเรียสวนใหญสามารถผลิตเอนไซม catalase แตเอนไซม catalase ของ M.

tuberculosis ไมทนความรอนที่ 68 องศาเซลเซียส เมื่อนํ าเชื้อไปอุนที่  68 องศาเซลเซียส เอนไซม
จะถูกทํ าลายไป

ตาราง 1.1   สมบัติตางๆที่ใชสํ าหรับแยกเชื้อวัณโรคออกจากเชื้อมัยโคแบคทีเรียอื่น (NTM) มีดังนี้
สมบัติ M. tuberculosis NTM
อัตราการเจริญเติบโต >7 วัน 3 วนั หรือมากกวา
อุณหภูมิ 37 °C 25°C - 45°C
ลักษณะของโคโลนี แหง ขรุขระ คลายดอกกระหลํ่ า

ขนาดเสนผาศูนยกลาง > 1-3 มม.
มทีัง้แหง  ชื้น  ขรุขระ และเรียบ
ขนาดเสนผาศูนยกลาง ~1-2 มม.

สีของโคโลนี คลายฟางหญาแหง ครมี เหลือง สม หรือ ชมพู
Niacin test บวก ลบ
Nitrate reduction test บวก บวก หรือ ลบ
68°C Catalase test ลบ บวก
Cord formation บวก ลบ
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1.2.2.4.4 การวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการดวยวิธีอ่ืนๆ
มกีารพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉัยวัณโรค เพื่อไดผลรวดเร็วยิ่งขึ้น
ก.  การเพาะเชื้อวัณโรค
เพือ่ลดระยะเวลาการวินิจฉัยจาก 6-8 สัปดาห ใหเหลือเพียง 3-4 สัปดาห (อังคณา ฉาย

ประเสรฐิ, 2542) บริษัทเอกชนพัฒนาสูตรอาหารเหลว และแยกเชื้อดวยเครื่องอัตโนมัติไดแก
BACTEC 460 TB System (Middlebrook et al., 1977) โดยเพาะเชื้อวัณโรคในอาหารเหลว
BACTEC 12B ซึง่มสีารกัมมันตภาพรังสี 14C อยูในรูปของเกลือ palmitate เมือ่ส่ิงสงตรวจมีเชื้อมัย
โคแบคทีเรีย เชื้อจะใชสารประกอบ palmitate ในการเจริญเติบโต และปลอย 14CO2 ออกมา และ
เครือ่งวัดจะแปลงคาเปนดัชนีการเติบโต (growth index : GI) ถาคา GI > 10 แสดงวามีเชื้อ วิธีนี้
ใชเวลาประมาณ 12-18 วัน และสามารถจํ าแนกสปชีสวาใชหรือไมใช M. tuberculosis complex
นอกจากนีย้งัทดสอบความไวของเชื้อตอยาตานวัณโรคได โดยจะทราบผลภายใน 1-2 สัปดาห ขอ
เสยีของวธินีี้คือตองใชสารกัมมันตรังสี ปจจุบันมีระบบอื่นที่ปลอดภัยกวาเชน BACTEC 9000 MB
System, BACTEC MGIT 960 System,  MB/Bac T System เปนระบบการเพาะเชื้อวัณโรคคลาย
กบัวิธีเดิม แตไมใชสารกัมมันตรังสี

ข.  การจํ าแนกชนิดของเชื้อวัณโรค และมัยโคแบคทีเรียอื่นๆ
มกีารพฒันาการจํ าแนกสปชีสของเชื้อใหรวดเร็วเชน

  ข.1  NAP Test (Siddiqi et al., 1984) โดย การเติม NAP reagent (p-nitro-α-
acetllamino-β-hydroxy-propiophenone) ลงในอาหารเพาะเชื้อ BACTEC 12B สารนี้สามารถ
ยบัยั้งการเจริญของเชื้อกลุม Mycobacterium tuberculosis complex ออกจาก non-
tuberculous mycobacteria

ข.2  การใชดีเอ็นเอตรวจสอบติดฉลากดวยสารรังสี หรือสารปลอดรังสี ตรวจหาสารพันธุ
กรรมของเชือ้วัณโรค เชน ดีเอ็นเอ หรือ อารเอ็นเอ ซึ่งใหผลรวดเร็ว มีความไว และความจํ าเพาะสูง
เมือ่ทดสอบกบัเชื้อมัยโคแบคทีเรียที่บริสุทธิ์ แตมีความไวตํ่ าถาตรวจจากสิ่งสงตรวจโดยตรง ที่นิยม
ใชไดแก Accu probe ของบริษัท Gen-Probe ประเทศสหรัฐอเมริกา ใช acridinium ester ซึ่งเปน
สารเคมีเรืองแสง เปนตัวติดฉลาก (Musial et al., 1988 ; Goto  et al., 1991) และ SNAP probe
ของบริษัท Syngene ติดฉลากดวย alkaline phosphatase วิธี PCR/REA และ PCR/ELISA เปน
วธิกีารเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอ (Perry,1993) จากนัน้ตัดดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ แลวตรวจดู band
pattern หรือ ตรวจ PCR product โดยใช specific oligonucleotide probe (Patel et al.,1997)
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นอกจากนี้แลวยังมีวิธีอ่ืนๆเชน high performance liquid chromatography (HPLC), thin
layer chromatography (TLC), arbitrarily-primed PCR (AP-PCR), ligation-mediated PCR
(LMPCR), variable number of tendem repeat (VNTR) typing เปนตน หลายวิธีอยูระหวาง
ศึกษาวจิยัเปรยีบเทยีบกับวิธีมาตรฐาน เพื่อหาความไว และความจํ าเพาะของการทดสอบ

1.2.2.4.5  การทดสอบยาตานเชื้อวัณโรค (สมศักดิ์ เหรียญทอง, 2542)
การทดสอบการยาวัณโรคแบงออกเปน 2 แบบคือ
ก. การทดสอบความไวตอยาแบบตรง (Direct  Drug Susceptibility Testing Method)
เปนการทดสอบความไวตอยารักษาวัณโรค โดยใชเชื้อที่เพาะขึ้นจากเสมหะ หรือส่ิงสงตรวจ

(clinical specimens) หยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาผสมอยู ควบคูไปกับขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ
ปกตทิีไ่มผสมยาเปนตัวควบคุม วิธีการทดสอบแบบตรงนี้มีขอดี และขอเสียดังนี้

ขอดีของการทดสอบแบบตรง
-  ใหผลการทดสอบที่รวดเร็ว คือเมื่อผลเพาะเชื้อข้ึนก็จะไดผลการทดสอบการตานยาไปดวย
- เปนการทดสอบเชื้อที่ไดมาจากรอยโรคโดยตรง ผลที่ไดจึงนาจะใกลเคียงขอเท็จจริงมากกวาแบบ
indirect

ขอเสียหรือขอจํ ากัดของการทดสอบแบบตรง
- ท ําไดเฉพาะกรณีพบเชื้อในเสมหะ หรือส่ิงสงตรวจจํ านวนมากๆ และจํ านวนเชื้อที่ขวดควบคุม
ควรมมีากพอ 50-100 โคโลนี หรือมากกวา ถานอยกวานี้ผลการทดสอบที่ไดไมนาเชื่อถือ
-   ไมสามารถทํ าไดในกรณีของคนไขที่ smear negative แตการเพาะเชื้อเปนบวกในภายหลัง
-  มกีารปนเปอนไดงายทํ าใหแปลผลการทดสอบไมได
-  ควบคมุขนาด และความสมํ่ าเสมอของเชื้อที่ข้ึนไดยาก

ข.  การทดสอบความไวแบบโดยออม (Indirect Drug Susceptibility Testing Method)
(บัญญัติ ปริชญานนท และ คณะ,2542)

เปนการทดสอบความไวของยาตอเชื้อวัณโรค ที่เพาะเลี้ยงขึ้นมากอน และนํ าเชื้อที่เพาะขึ้น
มาเตรียมเปน inoculum สามารถท ําการทดสอบไดกับเชื้อทุกสายพันธุที่เพาะเลี้ยงได วิธีนี้สามารถ
ควบคมุคุณภาพของการทดสอบ โดยการควบคุมขนาด และความสมํ่ าเสมอของ inoculum

ขอเสยีของวธิีการทดสอบแบบโดยออมคือ ใชเวลานานกวาวิธีโดยตรง  และในกรณีที่เชื้อที่
น ํามาทดสอบไมดี อาจจะทํ าใหผลการทดสอบไมตรงตามความจริงของเชื้อที่มีอยูในผูปวย  ดังนั้น
การเตรียม inoculum จะตองเลอืกเข่ียเชื้อจากหลายๆโคโลนี จะทํ าใหไดเชื้อที่เปนตัวแทนที่ดีมา
ทดสอบ การทดสอบแบบโดยออมแบงเปน 3 วิธี (Inderlied and Nash, 1996) คือ
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ก.  วิธี absolute concentration
ข.  วิธี resistance ratio
ค.  วิธี proportional

ก.  วิธี absolute concentration
เลีย้งเชือ้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีและไมมียา โดยใหปริมาณเชื้อที่เพาะลงอาหารอยูระหวาง

2,000 – 10,000 นคิม ถาหากมนีิคมของเชื้อที่ข้ึนบนอาหารดังกลาวเกินกวา  20  นิคม  แสดงวา
เชื้อมีการดื้อยา

ข.  วิธี resistance ratio
หาระดบัของยา ที่ต่ํ าที่สุดที่จะยับยั้งการเจริญเติบโตของวัณโรค (minimal inhibitory

concentration) โดยใชเชื้อจากผูปวยเปรียบเทียบกับเชื้อวัณโรคมาตรฐาน H37Rv  ถาสัดสวนของ
ยาตํ ่าสดุทีจ่ะยับยั้งเชื้อของสายพันธุที่ทดสอบเปรียบเทียบกับสายพันธุ H37Rv ไมเกิน 2 แสดงวา
เชือ้สายพนัธุทีท่ดสอบจะยังไวตอยาอยู  ขอเสียของวิธีการทดสอบนี้คือจะตองใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
และระดับยาหลายระดับ

ค.  วิธี proportional
เพาะเชือ้ปริมาณที่ทราบจํ านวน  (ประมาณ 300 นิคม ตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 หลอด)  ลงใน

อาหารทีม่ยีาและไมมียาอยู  เมื่อนิคมของเชื้อข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะทํ าการคํ านวณหาสัดสวน
โดยน ําจ ํานวนนคิมของเชื้อที่ข้ึนบนอาหารที่มียา  หารดวยจํ านวนนิคมของเชื้อที่ข้ึนบนอาหารที่ไม
มยีา ถาหากสดัสวนดังกลาวมากกวารอยละ 1  จะแปลผลวาเชื้อด้ือตอยา

นอกจากนี้ยังมีวิธี radiometry (ใช BACTEC 460) ซึง่สามารถทดสอบไดทั้งจากตัวอยาง
ตรวจแบบตรง หรือแบบออม และมีการตรวจหาจีนดื้อยา พบวาการดื้อยาตอ isoniazid เกิดจาก
จีน 2 ชนิด คือ kat G และ inh A จนีตวัแรกควบคุมการสรางเอนไซม catalase-peroxidase สวน
จนีตวัหลงัควบคุมการสรางกรดไขมัน เชื้อวัณโรคที่ด้ือยา isoniazid เกอืบทัง้หมดจะมีการหาย
(deletion) หรือ กลายพันธุ (mutation) ของ kat G และจ ํานวนหนึง่จะมีการกลายพันธุของจีน inh
A สํ าหรับการดื้อยา rifampin พบวารอยละ 97 มีการกลายพันธุของจีน rpo B ทีค่วบคุมการสราง
subunit ของเอนไซม DNA-dependent RNA polymerase

1.2.2.5 การศกึษาระบาดวิทยาของวัณโรค
องคการณอนามัยโลกไดตระหนักถึงการระบาดของวัณโรค ซึ่งเปนปญหาสาธารณสุขที่

สํ าคญัของโลก เปนโรคเกาแกที่คราชีวิตมนุษย ใน พ.ศ. 2534 องคการอนามัยโลกไดประมาณวา
ประชากรโลกประมาณ 1,700 ลานราย ติดเชื้อวัณโรค เกิดผูปวยรายใหมประมาณ 8 ลานรายตอป
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และมผูีเสยีชวีิตจากวัณโรคปละประมาณ 3 ลานราย ใน พ.ศ. 2539 องคการอนามัยโลกได
ประมาณวา ประชากรที่ติดเชื้อเอชไอวีมีประมาณ 5.2 ลานราย จากปญหาที่มีการระบาดของเชื้อ
เอชไอวีเพิ่มข้ึนอยางมาก

สํ าหรบัประเทศไทยไมมีบันทึกในประวัติศาสตรวาวัณโรคเกิดขึ้นในยุคสมัยใด เขาใจวาวัณ
โรคระบาดในหมูคนไทยตลอดมาทุกยุคทุกสมัย และเปนโรคที่ทํ าใหประชากรไทยเสียชีวิตมาก ใน
บรรดาโรคตดิเชื้อ สถานการณลาสุด รวบรวมโดยคณะทํ างานดานวัณโรคของกระทรวงสาธารณ
สุข และองคการอนามัยโลก พ.ศ. 2538 สรุปวาในป พ.ศ. 2537 มีรายงานผูปวยรายใหมทั่ว
ประเทศประมาณ 47,767 คน (อัตราปวย 79 คนตอประชากรแสนคน) ผูปวยสวนใหญตรวจพบ
เชือ้กอโรคในปรมิาณมาก จึงคาดวาจํ านวนผูปวยจริงจะมีมากกวาที่รายงาน โดยจะมีจํ านวน
ระหวาง 75,000-100,000  คนตอป นอกจากนี้ไดประเมินตอไปอีกวาในป พ.ศ. 2543 จะมีมาก
กวา 120,000 คนตอป โดยเปนผูปวยวัณโรคที่ติดเชื้อเอชไอวี ประมาณ 20,000 คน และผูปวย
มากกวาครึง่จะเปนผูที่มีอายุอยูในวัยทํ างาน จากการศึกษาแบบ prospective multicenter
cohort study ของผูปวย 1,130 คน (วินัย รัตนสุวรรณ และ สุรพล สุวรรณกูล, 2544) พบอัตราการ
เกิดวัณโรคในผูติดเชื้อเอชไอวปีระมาณ 100 เทาของการเกิดวัณโรคในประชากรทั่วไป อาการที่พบ
ทัว่ไปจะมี 2 ลักษณะคือ reactivation และ newly acquire infection แตจากการศึกษาในตาง
ประเทศพบปริมาณผูติดเชื้อใกลเคียงกัน ทั้ง 2 กลุม และ ประมาณ 10-50% ของผูปวยเอชไอวีจะ
เสยีชีวิตเนื่องจากวัณโรค (เจริญ ชูโชติถาวร, 2542)

นอกจากนีย้งัพบการเพิ่มข้ึนของผูปวยวัณโรคในประชากรกลุมตางๆคือ กลุมผูสัมผัสโรค
หมายถงึผูรวมบานกับผูปวย (ธรีะ ชํ านาญกิจ, 2530 ; สุจิตรา อังคศรีทองกุล, 2531 ; ทองพัน เทพ
สุวรรณ และ ฐปนก รัตนดลิก ณ ภูเก็ต, 2533 ; เพชรวรรณ  พึ่งรัศมี และคณะ, 2537)  กลุม
บุคคลากรโรงพยาบาลซึ่งประกอบดวย แพทย พยาบาล ผูชวยพยาบาล  นักศึกษาแพทย  เจาหนา
ที่ชันสูตร         (นรวีร จั่วแจมใส และคณะ, 2540 ; ศิริภัณฑ เจียรพงศ และคณะ, 2540 ; อาภรณ
อุบลสะอาด และคณะ, 2540 ; ดวงเดือน วรสิงห และคณะ, 2540 ; ประคอง วรุตตมางกูร และ
คณะ, 2541) และกลุมผูตองขังในเรือนจํ า (นิมิต มงคล, 2533 ; ไพฑูรย มณีแสง และคณะ, 2537 ;
มณัฑนา จิระกังวาน และคณะ, 2540)

ในประเทศฝรั่งเศสจากการศึกษาวัณโรคในผูตองขัง ระหวางป พ.ศ. 2537-2538 พบวา ผู
ตองขงัมอัีตราการติดเชื้อวัณโรคสูงกวาประชากรทั่วไป และมีการถายทอดเชื้อวัณโรคจากผูที่เปน
ไปยังผูที่ไมเปน (Hanau – Bercot et al., 2000) เชนเดยีวกับการศึกษาที่ประเทศมาดากัสการ ใน
ชวงเวลาเดียวกัน พบวาวัณโรคในผูตองขังสูงเปน 16 เทาของคนปกติ  9.5% ของผูตองขังที่เปน
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วณัโรคเปนแหลงแพรเชื้อ 15.1% เปนผูติดเชื้อวัณโรคระหวางถูกคุมขัง และ 37% เคยเปนวัณโรค
กลับเปนซํ้ า (reactivation) (Rasolofo-Razanamparany et al., 2000) ตอมาในป 1996 เกิดการ
ระบาดของวัณโรคในผูตองขัง ประเทศสหรัฐอเมริกา พบผูตองขังและผูคุมติดเชื้อวัณโรค 35 คน
และ 5 คน ตามลํ าดับ (Jones et al.., 1999) จากการประเมินปจจัยที่เกี่ยวของกับการติดเชื้อวัณ
โรคในผูตองขงัพบวา ระยะเวลาที่อยูในเรือนจํ า ความลาชาในการวินิจฉัยโรค การฉีดยาเสพติด
และการติดเชื้อเอชไอวี มีผลตอการแพรกระจายของเชื้อ (March et al., 2000 ; Martin et
al.,2000) ในประเทศไทยพบวา อัตราผูตองขังที่เปนผูติดเชื้อเอชไอวีเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วจาก 0%
ในชวงแรกที่เอชไอวีระบาด ป พ.ศ. 2530 เปน 19.7% ในป พ.ศ. 2534 (Suwanagool et al.,
1988 ; Nationnal HIV Sentinel Serosurveillance, 1991 ; Sretrirutchai et al., 2002) และพบ
วาผูติดเชื้อเอชไอวีจะมีการติดเชื้อวัณโรคเพิ่มข้ึน (Ruxrungtham et al., 1996 ;
Sathapatayavongs et al., 1999 ; Tansuphasawadikul et al., 1999 ; Sretrirutchai et al.,
2002) ในประเทศไทยจากการสํ ารวจในป พ.ศ. 2540 มีผูตองขังทั่วประเทศทั้งหมด 138,367 คน
(Lerwitworapong, 1997 ; Sretrirutchai et al., 2002) และปรมิาณผูตองขังมีจํ านวนเพิ่มข้ึนอยาง
รวดเรว็ ในขณะทีจ่ ํานวนหองขังเทาเดิม ทํ าใหมีความเปนอยูอยางแออัด ดังนั้นจึงนาสนใจที่จะ
ศึกษาระบาดวทิยาของวัณโรคในผูตองขังของประเทศไทย และ หาความสัมพันธกับผูตองขังที่ติด
เชื้อเอชไอวี

1.2.2.6  การศกึษาระบาดวิทยาของวัณโรค ดวยลายพิมพดีเอ็นเอ
1.2.2.6.1  ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting)

เปนการศกึษาเพือ่หาความแตกตางระหวางเชื้อแตละสายพันธุ มีประโยชนในดานระบาด
วทิยา ท ําใหไดขอมูลเกี่ยวกับแหลงที่มาของเชื้อ วิธีการติดเชื้อ การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของ
เชือ้แบคทีเรียมีหลายวิธีเชน ใชดีเอ็นเอสายสั้นๆ(primer) ไปเพิม่จ ํานวนดีเอ็นเอที่ตํ าแหนงตางๆ
บนโครโมโซม (arbitrarily primed PCR) (Welsh and McClelland, 1990 ; Willinms, 1990) การ
ตัดดเีอน็เอดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะแลว ตรวจสอบดวยตัวตรวจจับ (probe) ซึง่อาจเปนอารเอ็นเอ
(ribotyping) หรือบางสวนของดีเอ็นเอ (restriction fragment length polymorphism : RFLP)
หรือตัดดเีอน็เอดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ แลวนํ ามาวิ่งในกระแสไฟฟาสลับ (pulsed-field gel
electrophoresis) (Bannerman et al., 1995) การตัดดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ แลวขยายและเพิ่ม
จ ํานวนแตละชิ้นสวนของดีเอ็นเอ (amplified fragment polymorphism) อยางไรก็ตาม ในการ
ตรวจความแตกตางของสายพันธุ M. tuberculosis วธิทีี่นิยมคือ restriction fragment length
polymorphism (RFLP) โดยใช insertion sequence เปนตัวตรวจจับ
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1.2.2.6.2  Insertion sequences (IS)
ในโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตไมวาจะเปนพวก Eucaryote หรือ Prokaryote จะพบสวนของดี

เอน็เอทีส่ามารถเคลื่อนจากตํ าแหนงเดิมในโครโมโซม และแทรกเขาไปอยูในตํ าแหนงใหมของ
โครโมโซมเดียวกัน หรือตางกันเชน พลาสมดิ เรียกสวนของดีเอ็นเอนี้วา transposon  และขบวน
การนี้เรียก transposition โดยมีเอนไซม transposase ชวยในการสอดแทรก  insertion
sequence เปนรูปแบบหนึ่งของ tranposon ถกูพบครั้งแรกในป พ.ศ. 2504 (Starlinger, 1980 ;
Cohen and Stapiro, 1980) โครงสรางโดยทั่วไปของ insertion sequence จะเปนสวนของดีเอ็น
เอทีม่จีีนซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม transposase และมี inverted terminal repeats อยูที่ปลาย
ทัง้สองขาง (ภาพประกอบ 1.1) ใน Procaryote ขณะที่ดีเอ็นเอแบงตัว และเกิด transposition จะ
พบ insertion sequences เพิม่ข้ึนอกี 1 ชุด ในตํ าแหนงใหม อยางไรก็ตามบางครั้ง insertion
sequences  จะถกูตดัจากตํ าแหนงเดิมในโครโมโซม หรือ พลาสมิด แลวแทรกเขาไปอยูใน
ตํ าแหนงใหม โดยไมมีการเพิ่มจํ านวนได  insertion sequence ทีแ่ทรกเขาอยูในจีนใด จะทํ าให
การท ํางานของจีนนั้นเสียไป (ภาพประกอบ 1.2) หรือขัดขวางการแสดงออกของจีนที่อยูถัดมาใน
operon (ภาพประกอบ 1.3) และแม insertion sequence จะเคลื่อนออกจากจีนอยูในตํ าแหนง
ใหม กย็งัคงใหการทํ างานของจีนนั้นเสียไป เนื่องจากยังคงมีบางสวนหลงเหลืออยู (ภาพประกอบ
1.4) insertion sequence สวนใหญพบใน Procaryote และมีหลาย family แตกตางกันไป (ตาราง
1.1) ซึ่งแตละ family กม็คุีณสมบติัจํ าเพาะตางกันเชน ควบคุมพันธุกรรม (genetic organization)
บอกความแตกตางของสายพันธุ (host range) และเกี่ยวของกับการเกิด transposition

            tranposase gene

                inverted terminal repeats

                 ภาพประกอบ 1.1  โครงสราง insertion sequence
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         ภาพประกอบ 1.2  transposition ของ IS ท ําใหเกิด mutation

         ภาพประกอบ 1.3  IS ขัดขวางการแสดงออกของจีนที่อยูถัดมาใน operon

         ภาพประกอบ 1.4  IS ออกจากจีนไปอยูตํ าแหนงใหม

Gene

×

transposition into the gene

IS

new terminatorpromoter
mRNA

no gene products

lac operon
terminator

transposition  out  of  the gene

target site duplication

IS

promoter
mRNA

gene products

Normal
lac operon terminator

lacZ lacY lacA

lacZ lacY lacA
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ตาราง 1.2  Insertion sequence ของเชื้อ E. coli
Insertion sequence Length (kb) Flanking repeat (bp) Target site duplication (bp)
IS1 768 23 9
IS2 1327 41 5
IS4 1428 18 11
IS5 1195 16 4
IS10 1329 22 9
IS50 1531 9 9

ในการเกิด transposition และมี insertion sequence เพิ่มข้ึน 1 ชุด (copy) ท ําใหพบสวน
ของดีเอ็นเอที่ซํ้ ากัน (repetitive sequences) ในจโีนมของแบคทีเรียเชน พบ IS 1 ในโครโมโซม
ของ S. sonnei 30 ชดุ  ใน E. coli 9 ชดุ เปนตน ในจีนัส Mycobacterium พบ repetitive
sequences หลายชนิดเชน พบ IS900  1 ชดุ ใน M. leprae และ พบ 15 -20 ชุด  ใน M.
paratuberculosis นอกจากนี้ยังพบ IS901 ในบางสายพันธุของ M. avium  พบ IS986 ใน M.
tuberculosis และพบ IS6110 ซึง่ identical กับ IS986 ใน M. tuberculosis สวน M. bovis BCG
พบ IS987 1 ชดุ ซึ่ง identical กบั IS986 (Dale,1995) ในจโีนมของเชื้อมัยโคแบคทีเรียแตละชนิด
จะมี insertion sequence และจํ านวน copy  แตกตางกัน (ตาราง 1.2) ซึ่งจะมีประโยชนในการ
วนิจิฉัย และศึกษาทางระบาดวิทยาของเชื้อวัณโรค

ตาราง 1.2 ตัวอยาง insertion sequence ของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย (Collins et al., 1997)
Sequence Origin Number of copies
IS6110 (IS986) M. tuberculosis complex 0 – 20
IS1081 M. tuberculosis complex 5 - 6
IS1245 M. avium 2 - 27
IS901 M. avium (bird pathogen only) 2 – 8
IS900 M. paratuberculosis 15 – 20
IS100 M. fortuitum, single strain 4



19

1.2.2.6.3  การใช insertion sequence ในการวินิจฉัยโรคและระบาดวิทยา
จากการศึกษาพบวา insertion sequence มหีลายชนดิ นอกจากนี้ยังพบหลายชุด และอยู

ในต ําแหนงที่แตกตางกัน ในจโีนมของแบคทีเรีย ทํ าใหนํ ามาใชเปนประโยชนในการบงชี้สปชีส
หรือวินิจฉัยโรคได

ในอดตีการตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุ M. tuberculosis ใชวิธี phage typing
ซึ่งมีไมกี่ type ท ําใหบางสายพันธุที่แตกตางกันอยูใน type เดยีวกนั นอกจากนี้ยังเปนวิธีที่ยุงยาก
และเสยีเวลา ปจจุบันไดมีการนํ าเอาวิธีตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) มาใช ที่นิยม
กนัมากคือ RFLP  โดยใช IS6110 เปนตัวตรวจจับ (McAdam et al.,  1990. ; Thierry et al.,
1990a ; Thierry et al.,  1990b) IS6110 มขีนาด 1,355 bp พบใน Mycobacterium
tuberculosis complex

M. tuberculosis ทีต่างสายพันธุกัน จะให RFLP pattern ตางกันเมื่อ hybridize ดวย
IS6110 (Eisenach et al.,  1988 ; Zainuddin et al.,  1989) ซึง่มปีระโยชนในการศึกษาระบาด
วทิยาของวัณโรค เนื่องจากแมวาจะถาย M. tuberculosis เขาสัตวทดลองไปหลายๆครั้ง หรือ
เหนีย่วนํ าใหเกิด drug resistance รูปแบบของ RFLP กไ็มเปลี่ยนแปลง (Herman, 1990 ;
Soolingen et al., 1991a) เชื้อ M. tuberculosis ทีแ่ยกจากคนๆเดียว ในชวง 1 ป หรือหลายปตอ
มาก็ยังคงมี DNA pattern เหมือนเดิม (Soolingen et al.,  1991a ; Otal et al., 1991 ; Cave et
al., 1994.) เชนเดยีวกบัเชือ้ทีแ่ยกจากผูปวยกอน และหลังดื้อยา ก็ใหแบบแผนเดียวกัน (Godfrey-
Faussett et al., 1993) จากการศึกษา RFLP ของเชื้อ M. tuberculosis หลายประเทศพบวา เชื้อ
ทีแ่ยกจากประเทศอาฟริกา และยุโรป มี 5-15 copies แตจากฮองกงมีหลาย copies (Das et al.,
1993) 30% ของเชื้อที่แยกจากประเทศอินเดียพบ 1 copy (single copy) และ  40% ของเชื้อที่
แยกจาก Madras พบ 1 copy หรือไมพบเลย (Das et al., 1995)  ในขณะที่เชื้อที่แยกจากประเทศ
เวยีดนาม 41 สายพันธุ พบ 5 สายพันธุ เปน single copy และ 4 สายพันธุ ไมมี insertion
sequence (Yuen et al., 1993)  เชนเดียวกับ เชื้อที่แยกจากประเทศมาเลเซีย  แทนซาเนีย และ
โอมาน พบเปนแบบ single copy (Fomukong et al., 1994) ทีน่าสนใจคือเชื้อที่แยกจาก แทนซา
เนยี และเดนมารก เปนเชื้อที่ไดจากคนไขซึ่งมีพื้นเพจากเอเซีย (Yang et al., 1995) และเชื้อสวน
ใหญที่เปน single copy จะพบ IS อยูบนสวนของ 1.5 kb. Pvu II fragment

การศกึษาเชือ้วัณโรคที่แยกจากประเทศจีนพบวา เชื้อสวนใหญมีลายพิมพดีเอ็นเอ
คลายคลึงกัน ซึ่งประกอบดวย 15-20 copies ของ IS6110 เรียกวา สายพันธุปกกิ่ง (Beijing
family) (Soolingen et al., 1995) สายพนัธุนี้ตรวจพบไดที่ประเทศ มาเลเซีย เกาหลีใต และ
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ประเทศไทย เชนกนั ในขณะที่พบไดนอยในประเทศ หรือทวีปอ่ืน สํ าหรับประเทศไทย นอกจากจะ
พบสายพนัธุวณัโรคแบบสายพันธุปกกิ่ง แลวยังพบสายพันธุวัณโรคกลุมหนึ่งที่ประกอบดวย  11-
15 copies ของ IS6110 และแตกตางจากสายพันธุปกกิ่ง เรียกสายพันธุกลุมนี้วา สายพันธุนนทบุรี
(Nonthaburii group) (Pallittapongarnpim et al., 1997)  สวนสายพันธุอ่ืนที่เหลือจะเปนกลุม
สายพันธุที่มี IS6110 เพยีงชุดเดียว (single copy)  และ กลุมสายพันธุที่ไมสามารถจัดเปนหมวด
หมูได (hetrogeneous group ) (Pallittapongarnpim et al., 1997)

ดังนัน้การทดสอบลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อวัณโรค    จึงเปนลักษณะของสารพันธุกรรม
เฉพาะของแตละสายพันธุ  ซึ่งสามารถนํ าสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยวัณโรคที่อยูในเขตพื้นที่
ภูมศิาสตรของโลกที่แตกตางกันมาเปรียบเทียบ เพื่อติดตามการแพรกระจายของเชื้อวัณโรคแตละ
สายพนัธุ ท ําใหทราบถึงแหลงหรือตนตอการแพรระบาดของเชื้อ และบอกถึงคุณสมบัติพิเศษของ
เชือ้ทีแ่ยกไดจากผูปวยวามีความสามารถในการกอโรคสูง หรือมีความรุนแรงของโรคสูง หรือเปน
เชือ้ทีด้ื่อตอยาหลายขนาน เปนตน


