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บทคัดย่อ 
 
        วัณโรคเป็นปัญหาทางสาธารณสุขของโลกที่สําคัญซึง่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Mycobacterium 
tuberculosis   การอุบัติของเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug-resistant M. tuberculosis; MDR-
TB) และเชื้อวัณโรคดื้อยาทุกขนาน (Extensively drug-resistant M. tuberculosis; XDR-TB) ทําให้การ
รักษาและการควบคุมวัณโรคทําได้ยากขึ้น   ดังนั้น การตรวจสอบสายพันธ์ุของเชื้อวัณโรคที่ด้ือยาอย่าง
รวดเร็วจึงมีความสําคัญสําหรบัการเอาชนะวัณโรคดื้อยาเหล่านี้   ยาปฏิชีวนะอะมิกาซินและกานามยัซินเป็น
ยาสํารองชนิดฉีดที่ใช้สําหรับการรักษาวัณโรคดื้อยาหลายขนาน   การต้านทานต่อยาชนิดใดชนิดหนึ่งทําให้
เชื้อถูกนิยามว่าเป็นเชื้อวัณโรคดื้อยาทุกขนาน   กลไกการด้ือยาเหล่านี้ยังไม่เป็นที่ทราบกันดีในทุกกลไก   
ความเข้าใจในกลไกการดื้อยาให้มากขึ้นจะนําไปสู่การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อวัณโรคสายพันธ์ุที่ด้ือยา
ให้มีประสทิธิภาพมากยิ่งขึ้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการศึกษากลไกที่เกี่ยวข้องกับการต้านยาปฏิชีวนะ 
อะมิกาซินและกานามัยซินของเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน 3 สายพันธ์ุและเชื้อวัณโรคดื้อยาทุกขนาน 26 
สายพันธ์ุที่แยกได้จากผู้ป่วยในประเทศไทย   เป็นที่น่าเสียดายว่าการแสดงออกของเวคเตอร์สําหรับ E. coli 
และมัยโคแบคทีเรีย pOLYG และ pSMT1 ที่มีช้ินส่วนดีเอ็นเอที่สกัดมาจากเชื้อวัณโรคที่แยกมาจากผู้ป่วยไม่
ประสบผลสําเร็จ   ดังนั้น จึงทําการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์โดยการเพิ่ม
ปริมาณยีน 16S rRNA ยีน eis ยีน gidB ยีน tap และยีน whiB7 โดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่เพอริเมอเรสและ
ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR   ผลการทดลองพบว่าเชื้อวัณโรคดื้อยาร้อยละ 72 มกีารกลาย
พันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง A1401G   ในขณะที่เชื้อวัณโรคดื้อยาร้อยละ 17 มีการกลายพันธ์ุของ
บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน eis ที่ตําหน่ง C-14T หรือ G-37T   เชื้อวัณโรคดื้อยาที่เหลืออีกร้อยละ 11 นั้นยัง
ไม่ทราบกลไกการดื้อยาที่แน่นอน   การกลายพันธ์ุของยีน tap และยีน gidB ถูกพบในทั้งในเชื้อวัณโรคที่ด้ือ
และไวต่อยาปฏิชีวนะกานามัยซิน แสดงให้เห็นว่ายีนทั้งสองไม่เกี่ยวข้องกับการด้ือยานี้  
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ABSTRACT 

        Tuberculosis (TB) is an important global public health problem caused by 
infection with Mycobacterium tuberculosis. The emergence of multidrug-resistant M. 
tuberculosis (MDR-TB) and extensively drug-resistant M. tuberculosis (XDR-TB) makes the 
treatment and control of tuberculosis difficult. Rapid detection of drug-resistant strains is 
important for the successful treatment of drug-resistant tuberculosis. Amikacin (AK) and 
kanamycin (KM) are injectable second-line anti-TB drugs used for treatment of MDR-TB, and 
resistance to one of these drugs is a criterion for XDR-TB. Not all resistance mechanisms to 
these drugs are well understood. Improved understanding of resistance mechanisms could 
promote the development of highly sensitive methods for the detection of drug-resistant 
strains. This study aimed to investigate the mechanisms associated with AK and KM 
resistance in 26 XDR-TB and 3 MDR-TB clinical strains isolated in Thailand. Unfortunately, 
overexpression of E. coli/Mycobacteria shuttle vectors pOLYG and pSMT1 containing DNA 
fragments isolated from M. tuberculosis clinical isolates was unsuccessful. Therefore, genes 
involving aminoglycoside resistance including 16S rRNA, eis, gidB, tap, and whiB7 were 
investigated by DNA amplification by PCR and sequencing. The results revealed that 72% 
of resistant strains had an A1401G mutation in the 16S rRNA gene, while 17% harbored 
either a C-14T or a G-37T mutation in the promoter region of the eis gene. No known 
resistance mechanisms were found in the remaining 11% of the resistant strains. Mutations 
of tap and gidB were found in both KM-resistant and KM-susceptible strains, indicating that 
they were not associated with the resistance phenotype.  

Key words: Mycobacterium, second-line drug, resistance, aminoglycoside 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

         โครงการวิจัยเรื่อง การตรวจหากลไกการดื้อยากลุ่ม aminoglycoside ที่ยังไม่เคยมีรายงานในเชื้อ
วัณโรค ดําเนินงานจนสามารถสําเร็จลุล่วงไปด้วยดี โดยได้รับทุนสนับสนุนจากงบรายได้คณะวิทยาศาสตร์
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ประจําปี ๒๕๕๔ ถึง ๒๕๕๕   คณะผูร้่วมวิจัย
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ด้ือยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ทีไ่ด้ให้ความสะดวกและ
ให้ความช่วยเหลือในการทําวิจัย และขอขอบคุณนักศึกษาปริญญาโทและเอกในกลุ่มวิจัยที่ได้ทุ่มเทกําลัง
กายและกําลังใจในการทําวิจัยให้สําเร็จลลุ่วงเป็นอย่างดี         
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      ด้วยโปรแกรม ClustalW และตําแหน่งการกลายพันธ์ุ A1401G ในยีน rrs                35 
4.7  ตัวอย่างแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน eis (Rv2416c) ยีน gidB (Rv3919c) ยีน tap         39 
      (Rv1258c) และยีน whiB7 (Rv3197A) 
4.8  การกลายพันธ์ุของยีน eis ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุด้ือต่อยากานามัยซิน ที่ตําแหน่ง         41 
      C-14T (ก) และ G-37T (ข) 
4.9  การกลายพันธ์ุของยีน gidB ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุด้ือต่อยากานามัยซิน ที่ตําแหน่ง       42 
       A276C และ C299T การวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน eis ของเชื้อ  
       M. tuberculosis  
4.10 การกลายพันธ์ุของยีน tap ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุด้ือต่อยากานามัยซินที่ตําแหน่ง   43 
       Ins581C  
      



 
 

บทที่ 1 

บทนํา 

 
1.1 ความสําคญัและที่มาของงานวิจัย 

             วัณโรคเป็นโรคติดเชื้อที่เป็นสาเหตุของการเสียชีวิตของมนุษย์เป็นลําดับต้นๆ มาต้ังแต่อดีตกาล   
จนกระทั่งในปีพุทธศักราช 2425 Robert Koch นายแพทย์ชาวเยอรมันได้ค้นพบว่าเชื้อที่เป็นสาเหตุของ
วัณโรคคือเชื้อ Mycobacterium tuberculosis   ในแต่ละปี จะมีผู้เสียชีวิตจากวัณโรคประมาณ 2 ล้านคน 
และยังมีผู้ติดเชื้ออีกมากที่ยังไม่แสดงอาการ   จากรายงานขององค์การอนามัยโลกในปี พ.ศ. 2552 พบว่า
ประเทศไทยเป็นหนึ่งใน 22 ประเทศที่มีผู้ป่วยวัณโรคมากที่สุดในโลก โดยประเทศไทยจัดอยู่ในอันดับที่ 18   
ในแต่ละปี มผีู้ป่วยวัณโรคใหม่ประมาณ 91,000 รายและมีผู้ป่วยวัณโรคเสียชีวิตประมาณ 14,000 คน 
(WHO, 2009)   การควบคุมวัณโรคให้ได้ผลดีนั้นต้องประกอบด้วยการตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยให้ได้ผลรวดเร็ว
และถูกต้อง ตลอดจนการรักษาผู้ป่วยให้หายขาดอย่างมีประสิทธิภาพ เพื่อลดการแพร่กระจายเชื้อจาก
ผู้ป่วยสู่บุคคลอ่ืนและชุมชน   ในปัจจุบัน การควบคุมวัณโรคในประเทศไทยที่อาศัปัจจัยที่กล่าวมาข้างต้น
นั้นยังไม่สามารถทําได้อย่างมีประสิทธิภาพเท่าที่ควร   นอกจากนี้ ยังมีอุบัติการณ์การติดเชื้อวัณโรคดื้อยา 
ทั้งเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug-resistant tuberculosis, MDR-TB) และเชื้อ 
วัณโรคดื้อยาเกือบทุกขนาน (Extensively drug-resistant tuberculosis, XDR-TB) ที่เพิ่มขึ้นอย่างมาก 
ทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศทั่วโลก เป็นสาเหตุอีกสาเหตุหนึ่งที่ทําให้การควบคุมวัณโรคเป็นไปได้ยาก
ย่ิงขึ้น   แนวทางหนึ่งที่จะช่วยลดปัญหาความรุนแรงของวัณโรคไม่ให้เพิ่มมากขึ้นและสามารถกําจัดวัณโรค
ให้หมดไปได้ในระยะยาว คือการพัฒนายารักษาวัณโรคที่มีประสิทธิภาพซึ่งสามารถออกฤทธิ์ได้กับเชื้อวัณ
โรคด้ือยาและเชื้อวัณโรคที่อยู่ในระยะแฝง และการพัฒนาการใช้วัคซีนที่มีประสทิธิภาพให้ภูมิคุ้มกันกับ
ผู้ป่วยวัณโรคปอดซึ่งเป็นกลุ่มที่สามารถแพรก่ระจายเชื้อได้   อย่างไรก็ตาม การพัฒนายารักษาโรคหรือการ
พัฒนาวัคซีนจําเป็นต้องอาศัยความรู้ความเข้าใจในเชื้อวัณโรคเสียก่อน ไม่ว่าจะเป็นความรู้เกี่ยวกับกลไก
พยาธิกําเนิดของโรค ความรู้ในด้านพันธุศาสตร์ของเชื้อ ความรู้เกี่ยวกับกลไกการด้ือยา ความรู้เกี่ยวกับการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนเพื่อตอบสนองต่อภูมิคุ้มกันเมื่อเชื้ออยู่ในร่างกาย รวมทั้งความรู้เกี่ยวกับปัจจัย
และวิธีการที่ทาํให้เชื้อเข้าสู่สภาวะแฝง (Persistency)   ในปัจจุบัน ความรู้ที่กล่าวมานียั้งไม่สามารถอธิบาย
และเข้าใจได้ทัง้หมด ยังต้องอาศัยการศึกษาค้นคว้าวิจัยอีกมาก 

ยาที่ใช้รักษาวัณโรคในปัจจุบันประกอบด้วยยาหลักที่ใช้ร่วมกันหลายชนิด ได้แก่ ไอโซไนอะซิด 
(Isoniazid) ไรแฟมพิซิน (Rifampicin) ไพราซินามายด์ (Pyrazinamide) และอีแทมบูทอล (Ethambutol)   
นอกจากนี้ ยังมยีาสํารองที่จะนํามาใช้ในกรณีที่เชื้อด้ือต่อยาหลักไรแฟมพิซิน และ/หรือ ไอโซไนอะซดิ ได้แก่ 
ยากลุ่มฟลูออโรควิโนโลน (Fluoroquinolone) ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ (Aminoglycoside)  
เอทไทโอนามายด์ (Ethionamide) กรกพาราอะมิโนซาลิไซลิก (PAS) และไซโคลเซอรีน (Cycloserine)   
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ยาต่างๆ ที่กลา่วมานี้เกือบทั้งหมดโดยเฉพาะยาหลักได้ค้นพบและใช้รักษาวัณโรคมานานไม่น้อยกว่า 40 ปี
แล้ว   ในปัจจบัุนพบเชื้อที่ด้ือต่อยาเหล่านี้แล้วทั้งหมด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง มีรายงานพบเชื้อด้ือยาสายพันธ์ุที่
เรียกว่า Totally drug-resistant tuberculosis ซึ่งเป็นสายพันธ์ุที่ด้ือต่อยาที่ใช้รักษาวัณโรคทั้งหมดที่มีอยู่
ในปัจจุบัน (Velayati et al., 2009)   ดังนั้น จึงมีความจําเป็นเร่งด่วนในการพัฒนาศึกษายารักษา 
วัณโรคชนิดใหม่ ที่จะใช้รับมือกับปัญหาวัณโรคดื้อยาที่พบมากและรุนแรงขึ้นอนาคตอันใกล้นี้ การศึกษา
กลไกการด้ือยาของเชื้อวัณโรคเป็นวิธีการหนึ่งที่ใช้ศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของยา และวิธีการที่ทําให้เชื้อด้ือ
ต่อยา ซึ่งความรู้ที่ได้จะนําไปสู่การพัฒนาปรับปรุงยาหรือสูตรโครงสรา้งของยาเพื่อเอาชนะการดื้อยาของ
เชื้อ   นอกจากนี้ ความรู้ที่ได้ยังสามารถนําไปใช้พัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อด้ือยาแบบทราบผลเร็ว โดยอาศัย
วิธีการทางอณูชีวิทยาตรวจหายีนด้ือยาอีกด้วย 

ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ทีใ่ช้ในการรักษาวัณโรคในปัจจบัุน ได้แก่ อะมกิาซิน (Amikacin) กานา
มัยซิน (Kanamycin) และคาปรีโอมัยซิน (Capreomycin) โดยยาคาปรีโอมัยซินเป็นยาเพียงชนิดเดียวที่ไม่
มีใช้ในประเทศไทย   ยากลุม่นี้เป็นยาสําคัญในกลุ่มยาสํารองคู่กับยากลุ่มฟลูออโรควิโนโลนในการรกัษาวัณ
โรคด้ือยาหลายขนาน และการดื้อยากลุ่มนี้ยังใช้เป็นหลักในการนิยามเชื้อวัณโรคดื้อยาในกลุ่ม XDR-TB   
ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ออกฤทธิ์โดยจับกับไรโบโซม (Ribosome) บริเวณ 16S rRNA ของ 30S Small 
subunit และยับย้ังการสร้างโปรตีนของเชื้อ   การด้ือต่อยากลุ่มนี้ของเชื้อวัณโรคพบมากกว่าร้อยละ 90 
เกิดจากการผ่าเหล่า (Mutation) ของยีน 16S rRNA บริเวณตําแหน่งจับของยา ส่งผลให้ยาไม่สามารถจับ
กับเป้าหมายและออกฤทธิ์ได้   อย่างไรก็ตาม ยังมีเชื้ออีกจํานวนหนึ่งที่ด้ือต่อยากลุ่มนี้ แต่ไม่พบการผา่เหล่า
ดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าเชื้อวัณโรคยังมีกลไกอ่ืนอีกที่เกี่ยงข้องต่อการดื้อยา จึงเป็นที่มาของการศึกษายีนที่
เกี่ยวข้องกับกลไกการด้ือยาที่ว่านี้ และผลจากการศึกษาที่ได้จะสามารถนําไปสู่ความรู้ความเข้าใจในการดื้อ
ต่อยา โดยอาจนําไปใช้ศึกษาต่อยอดเพื่อการพัฒนายาต้านวัณโรคชนิดใหม่ได้   ส่วนในระยะสั้น สามารถ
นําไปใช้เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อวัณโรคดื้อยา โดยเฉพาะเชื้อวัณโรคสายพันธ์ุ XDR-TB แบบทราบผล
เร็วที่สามารถตรวจหาเชื้อด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ได้มากกว่าที่มีใช้อยู่ในปัจจุบัน 

จากผลการศึกษาเบื้องต้นของคณะผู้วิจัยกับเชื้อวัณโรคที่แยกได้จากผู้ป่วยในประเทศไทยกับการ
ด้ือยากานามันซินและอะมิกาซินพบว่า ประมาณร้อยละ 14-30 ของเชื้อที่ด้ือยาที่ศึกษานั้น ไม่พบการกลาย
พันธ์ุของยีน 16S rRNA ในบริเวณที่มีการรายงานมาก่อน โดยเชื้อวัณโรคเหล่านี้สว่นมากจะดื้อต่อยาทั้ง
กานามัยซินและอะมิกาซิน ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นว่าน่าจะมีกลไกอ่ืนๆ ที่มผีลทําให้เชื้อวัณโรคเหล่านี้ด้ือ
ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์อีก เมื่อรวมกับผลการศึกษาก่อนหน้านี้ จึงทําให้เกิดแนวคิดที่จะทําการค้นหาและ
ศึกษายีนอื่นๆ ที่มรีายงานถึงการดื้อยากลุ่มนี้ในเชื้อวัณโรค เพื่อใช้เป็นองค์ความรู้ ทาํให้เข้าใจถึงกลไกการ
ด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ได้ย่ิงขึ้น และอาจจะนําองค์ความรู้นี้มาใช้ในการพัฒนาทางการแพทย์ได้อีก
ต่อไปในอนาคต 

 



3 
 

1.2 วัตถุประสงคข์องงานวจิัย 

             เพื่อศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ของเชื้อวัณโรค  

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

             ในงานวิจัยนี้ ได้ทําการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ของเชื้อวัณโรค 2 
วิธี คือ (1) ทําการ Overexpression ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เตรียมได้จากเช้ือวัณโรคดื้อยากานามัยซิน
และอะมิกาซินที่ไม่ได้เกิดจากการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่พบเป็นส่วนใหญ่ โดยใช้เชื้อ 
Mycobacterium smegmatis เป็น Model bacteria ในการคัดเลือกโคนที่ด้ือยากลุ่มนี้ จากนั้นทําการ
วิเคราะห์ยีนที่อยู่ในชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่คาดว่าจะมีผลต่อการดื้อยา (2) ทําการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีนที่คาดว่าจะเกี่ยวข้องกับการด้ือต่อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกจากผู้ป่วย
วัณโรค โดยจะทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ในเชื้อที่ด้ือและไวต่อยากานามัยซิน  

1.4 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะไดร้ับ 

             ทําให้เกิดองค์ความรู้ใหม่ๆ ที่เกี่ยวข้องกับกลไกการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ รวมทั้งอาจเป็น
แนวทางในการพัฒนายาต้านวัณโรคชนิดใหม่ที่สามารถทําลายเชื้อก่อวัณโรคดื้อยาเหล่านี้ได้ 



 
 

บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1 วัณโรค 

             วัณโรคเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis   เมื่อผู้ป่วยได้รับเชื้อ
วัณโรคแล้ว จะมีอาการโดยทั่วไปคือ เป็นไข้เรื้อรัง ผอมลง เบ่ืออาหาร อ่อนเพลีย  ไอมีเสมหะ จนถงึไอเป็น
เลือด หอบเหนื่อย เจ็บหน้าอก ต่อมน้ําเหลืองโต คลําได้ก้อนในท้อง ปวดศีรษะ หมดสติ ชักเกร็ง ฯลฯ   คน
ส่วนมากเมื่อติดเชื้อวัณโรคมักจะไม่แสดงอาการใด  ๆเนื่องจากภูมิคุ้มกันของร่างกายสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ
เชื้อได้   มีเพียงร้อยละ 8-10 ของผู้ติดเชื้อเท่านั้นที่จะเกิดเป็นโรคและแสดงอาการ   เมื่อกล่าวถึงวัณโรคนั้น 
บุคคลทั่วไปมักจะเข้าใจไปว่าเป็นโรคที่เกิดที่ปอดหรือวัณโรคปอด แต่ความจริงแล้ว วัณโรคอาจเป็นได้กับ
ทุกๆ อวัยวะของร่างกาย เช่น ลําไส้ ตับ มา้ม ต่อมน้ําเหลือง ผิวหนัง และเยื่อหุ้มสมอง ฯลฯ   อย่างไรก็ตาม 
นักวิทยาศาสตร์ยังเชื่อว่าการติดเชื้อวัณโรคจะต้องเริ่มต้นจากปอดก่อนเสมอ แม้ว่าอาจไม่พบในปอดก็ตาม   
วัณโรคสามารถแบ่งได้ 2 ชนิดตามอวัยวะที่เกิดพยาธิสภาพ คือ วัณโรคปอด (Pulmonary Tuberculosis) 
ซึ่งปอดเป็นอวัยวะที่มีการติดเชื้อวัณโรคบ่อยที่สุดและวัณโรคนอกปอด (Extrapulmonary Tuberculosis) 
ซึ่งพบได้ในเกือบทุกอวัยวะ อาทิเช่น วัณโรคต่อมน้ําเหลืองบริเวณคอ วัณโรคเยื่อหุ้มสมอง วัณโรคเยื่อหุ้ม
ปอด วัณโรคกระดูกสันหลัง และวัณโรคเยือ่หุ้มหัวใจ เป็นต้น 

2.2 เชื้อวัณโรค 

             2.2.1 ลักษณะของเชื้อ M. tuberculosis 

  เชื้อ M. tuberculosis เป็นเชื้อแบคทีเรียทีก่่อให้เกิดวัณโรค บางครั้งอาจจะเรียกเชื้อนี้ว่า 
เชื้อเอเอฟบี (AFB/Acid Fast Bacilli)   เชื้อ M. tuberculosis จัดอยู่ในวงศ์ Mycobacteriaceae เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะเป็นรูปท่อน โค้งเล็กน้อย ขนาดยาวประมาณ 2-4 ไมครอน กว้างประมาณ 
0.2-0.5 ไมครอน (รูปที ่2.1) ไมส่ร้างสปอร์ ไม่เคลื่อนที ่ต้องการอากาศ มักพบได้ในที่แห้งแล้งและทีม่นี้ํามัน
มาก   จากการศึกษาองค์ประกอบของผนังเซลล์พบว่า ผนังเซลล์ของเชื้อ M. tuberculosis 
ประกอบด้วยเปปติโดไกลแคนและมีลิพิดเปน็ส่วนประกอบถึงร้อยละ 60   ลิพิดที่พบในบริเวณผนงัเซลล์
ของเชื้อวัณโรคสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กรดมัยโคลิก (Mycolic acid) คอร์ดแฟกเตอร์ (Cord 
factor) และแวกซ์-ดี (Wax-D) โดยพบว่าองค์ประกอบทั้งสามนี้มีความเกี่ยวข้องกับกลไกการดํารงชีวิตของ
เชื้อวัณโรค   กรดมัยโคลิกจะทําหน้าที่เป็นสารเลือกผ่านที่ผนังเซลล์ เพื่อปกป้องเซลล์จากการทาํลายของ
โปรตีนประจุบวก ไลโซไซมแ์ละอนุมูลออกซิเจน (Oxygen radical)   คอร์ดแฟกเตอร์จะมีความเป็นพิษต่อ
เซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและสามารถยบัย้ัง Polymorphonuclear Leucocyte migration   แวกซ-์
ดีจัดเป็นไกลโคลิปิดที่มีคุณสมบัติเป็นตัวกระตุ้นภูมิคุ้มกันของแอนติเจนต่างๆ  
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รูปที่ 2.1 ขนาดและรูปร่างของเชื้อ Mycobacterium tuberculosis 
ที่มา : http://www.flickr.com/photos/flickrsy/6936515861/ 

M. tuberculosis เจริญได้ดีในที่มีออกซิเจนและมีอัตราการเจริญของเชื้อเพิ่มขึ้น เมื่อเลี้ยง
ในสภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ แต่อัตราการเจริญของเชื้อนี้จะตํ่ากว่าแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ   M. 
tuberculosis ใช้เวลา 18 ช่ัวโมงในการแบ่งตัวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดังนั้น จึงต้องใช้เวลาอย่าง
น้อย 10-14 วัน จึงจะเห็นเป็นโคโลนีบนอาหารแข็ง   ลกัษณะของโคโลนี คือ มีขนาดเล็ก แห้ง และเป็น
เกล็ด   ในอาหารเหลวสังเคราะห์ เชื้อจะเจริญเป็นแผ่นอยู่บนผิวหน้าของอาหารเนื่องจากเชื้อมีผิวเซลล์ที่ไม่
ทําปฏิกิริยากับน้ํา   การใหอ้ากาศโดยการเขย่าขวดเลี้ยงเช้ือจะทําให้เชื้อเจริญเร็วขึ้นและทําให้ระยะพักตัว 
(Lag phase) สั้นลง   พีเอชของอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญคือ พีเอช 7.0   อย่างไรก็ตาม สามารถ
เพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีพีเอช 6.0-7.6 ได้เช่นกัน 

             2.2.2 การจําแนกชนิดของเชื้อมยัโคแบคทเีรีย 

  เชื้อมัยโคแบคทีเรียสามารถจาํแนกได้เป็น 2 กลุ่ม โดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมี ดังนี้ 
1. Typical mycobacteria หรือ “Tubercle bacilli” เป็นเชื้อมัยโคแบคทีเรียที่

ก่อให้เกิดวัณโรคในคนและในสัตว์ เช่น M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum เป็นต้น 
2. Atypical mycobacteria หรือ Non tuberculosis mycobacteria เป็นเชื้อมัยโค

แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ที่ไมก่่อให้เกิดวัณโรค เช่น M. avium complex (MAC), M. kansasii, M. fortuitum 
เป็นต้น แต่มีบทบาทสําคัญในการก่อโรคในผู้ที่มีภูมิคุม้กันบกพร่อง  

นอกจากนี้ Runyon (1959) ได้จําแนกชนิดของมัยโคแบคทีเรียโดยอาศัยความเร็วในการ
เจริญเติบโต การสร้างรงควัตถุคาโรทีนอยด์ และลกัษณะของโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อเป็น 4 ชนิด คือ 
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1. Runyon Group I Photochromogen สร้างเม็ดสีเมื่อถูกแสง และเจริญเติบโตช้า 
2. Runyon Group II Scotochromogen สร้างเม็ดสีโดยไม่ขึ้นกับแสง เจริญเติบโตช้า 
3. Runyon Group III Nonchromogen ไม่สามารถสร้างเม็ดสีได้ 
4. Runyon Group IV Rapid grower เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว 

2.3 การติดต่อและการแพรเ่ชื้อ 

             การติดต่อและการแพร่เชื้อวัณโรคระหว่างมนุษย์ สามารถเกิดขึ้นได้โดยผ่านทางระบบทางเดิน
หายใจ เนื่องจากมนุษย์จําเป็นต้องนําก๊าซออกซิเจนที่ได้จากการหายใจเข้าไปใช้ในกระบวนการเผาผลาญ
อาหาร   เชื้อวัณโรคส่วนใหญ่ติดมาจากการไอหรือจามของผู้ป่วยวัณโรค   เมื่อผู้ป่วยไอหรือจาม จะทําให้
เชื้อที่อยู่ภายในทางเดินหายใจของผู้ป่วยกระจายออกสู่ภายนอก โดยจะมีลักษณะเป็นละอองเสมหะ   การ
ไอครั้งหนึ่งจะก่อให้เกิดละอองเสมหะในบรรยากาศถึง 3,000 เซลลข์องเชื้อวัณโรคต่ออนุภาคของละออง
อากาศ 1 อนุภาค ซึ่งหากเทียบกับละอองเสมหะของคนพูด จะต้องใช้เวลาพูดนานถึง 5 นาทีจึงจะเกิดละออง
เสมหะในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน   แต่ถ้าเป็นการจามจะเกิดละอองเสมหะมากกว่าการไอหลายเท่า   ละออง
เสมหะที่มีขนาดใหญ่จะตกลงสู่พ้ืนดิน   เมื่อเสมหะแห้งแล้วอาจเกิดละอองของเชื้อขนาดเล็กและมโีอกาส
ฟุ้งกระจายจากพื้นได้อีกครั้ง   ละอองเสมหะที่สําคญัทีส่ามารถลงสู่ถงุลมปอดได้คือ ละอองที่มีขนาดเล็ก
กว่า 4 ไมโครเมตร   การติดต่อแพร่กระจายของเชื้อวัณโรคทางการหายใจเอาละอองเชื้อเข้าไปนี้ นับเป็น
ทางติดต่อที่สําคัญทีสุ่ด   ส่วนการติดต่อทางอื่นๆ เช่น ทางผิวหนังจากแผลที่เกิดจากเชื้อวัณโรค การสมัผัส
สิ่งของเครื่องใช้ของผู้ป่วย หรือ ทางอาหารนั้นเกิดขึ้นได้เช่นกัน  แต่โอกาสมีเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับการ
ติดต่อในระบบทางเดินหายใจ   ดังนั้น จึงเชื่อว่าเชื้อวัณโรคที่ติดอยู่ตามเสื้อผ้า เครื่องเรือน หนังสือ และ
พ้ืนดิน จึงไม่ใช่แหล่งที่มาของการติดเชื้อที่สําคัญ   เชื้อโรคสามารถถกูทําลายอย่างรวดเร็วด้วยความร้อน 
แสงแดด และความแห้ง   ถงึแม้ว่าเชื้อจะแห้ง เมื่อลงเชื้อก็จะไม่แขวนลอยในอากาศ แต่หากเชื้อปลิวไปกับ
ลม ก็เป็นอนภุาคขนาดใหญท่ี่มักไม่ทําให้เกิดการติดเชื้อ   ผู้ที่อยู่ใกล้ชิดกับผู้ป่วยที่แพร่เชื้อวัณโรคซึ่งมี
โอกาสจะได้รับเชื้อวัณโรคเข้าไปบ่อยจะมีโอกาสติดเชื้อและเป็นโรคมากกว่าผู้ที่ไม่ได้อยู่ใกล้ชิดกับผู้ป่วย 

2.4 กลไกการก่อโรค 

             เมื่อเชื้อเข้าสู่ทางเดินหายใจ บริเวณที่พบเชื้อวัณโรคเข้าไปก่อพยาธิสภาพแห่งแรกมักเป็นบริเวณ
ปอดข้างขวา ได้แก่ ส่วนล่างของปอดกลีบบน ส่วนบนของปอดกลีบล่าง ปอดกลีบกลาง เพราะมีอากาศไหล
ถ่ายเทมากกว่าบริเวณอื่นๆ   อัลวีโอลาแมคโครฟาจ (Alveolar macrophages) ที่อยู่ในถุงลมปอดจะเข้า
มาจับกินเชื้อที่เข้ามาถึงปอด   หากมีปรมิาณเชื้อไม่มาก ร่างกายก็สามารถกําจัดเชื้อเหล่านี้ได้   แต่ถ้ามี
ปริมาณเชื้อมาก จะมีลิมโฟไซต์ (Lymphocyte) และโมโนไซต์ (Monocyte) เข้ามาเพิ่มยังบริเวณนี้และ
ช่วยขจัดเชื้อด้วยการทําให้มปีฏิกิริยาของการอักเสบเกิดขึ้นโดยเกิดเป็นลักษณะของทูเบอร์เคิล (Tubercle) 
หรือที่เรียกว่าแกรนูโลมาตัสลีซัน (Granulomatous lesion) ซึ่งจะเต็มไปด้วยเซลล์พวกโมโนนิวเคลียร์ 
(Mononuclear cell)   ลิมโฟไซต์และแมคโครฟาจเรียงรายอยู่ล้อมรอบเซลลท์ี่ตาย   ต่อมา ภายในทูเบอร์
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เคิลจะกลายเป็นไขเหลวๆ ซึ่งเกิดจากการสะสมของเซลลท์ี่ตายและมีเชื้ออยู่เป็นจํานวนมากเรียกว่า 
“Caseous necrosis”   เมื่อทูเบอร์เคิลนี้ผุกร่อนหรือแตกออก เชื้อที่อยู่ภายในก็จะกระจายออกมาตาม
หลอดลม ปนออกมากับเสมหะของผู้ป่วยได้ ทําให้ทูเบอร์เคลิมีลักษณะเป็นโพรงอากาศที่มีเชื้ออยู่จํานวน
มาก   เมื่อเวลาผ่านไป จะมีแคลเซียมมาจับ ทําให้เกิดเป็นรอยโรค (รปูที่ 2.2)   การตรวจพบรอยโรค
สามารถทําได้โดยดูจากภาพเอกซเรย์ปอด ซึ่งจะเห็นเป็นลักษณะของการที่แคลเซียมไปจับบริเวณปอดที่ติด
เชื้อครั้งแรกและที่ต่อมน้ํา เหลืองบริเวณขั้วปอด   เชื้อที่สามารถทนอยูภ่ายในเซลล์ของแมคโครฟาจได้จะ
รอดพ้นจากการถูกจับกินและเพิ่มปริมาณขึน้ได้ภายในแมคโครฟาจ   จากนั้น เชื้อจะแพร่กระจายทาง
น้ําเหลืองไปยังต่อมน้ําเหลืองที่ขั้วปอด ทําให้ต่อมน้ําเหลอืงเหล่านี้มีขนาดโตขึ้น หรือ อาจแพร่กระจาย
โดยตรงจากปอดไปยังเยื่อหุ้มปอด  นอกจากนี้ ยังแพร่กระจายทางกระแสโลหิตไปยังอวัยวะต่างๆ นอกปอด 
เช่น ไต กระดูก เยื่อหุ้มสมอง ตับ และม้าม เป็นต้น 

 

รูปที่ 2.2 การก่อโรคของเชื้อวัณโรคในปอด 
ที่มา : http://pathport.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/Tuberculosis.html 

             สิ่งที่ทําให้เชื้อวัณโรคสามารถรอดพ้นจากการถูกจับกินได้นั้นก็คือ เมื่อเชื้ออยู่ภายในฟาโกโซม 
(Phagosome) เชื้อจะป้องกันการรวมตัวของไลโซโซมกบัฟาโกโซม ส่งผลให้เชื้อไมถู่กทําลายแต่ยังคงอยู่
ภายในเซลล์ได้   นอกจากนี้ เชื้อยังสามารถทําลายแมคโครฟาจได้โดยตรงอีกด้วย   เชื้อวัณโรคสามารถคง
อยู่ภายในเซลล์หรืออวัยวะต่างๆ เป็นเวลานานและมักเป็นสาเหตุของการติดเชื้อซ้ําภายหลัง โดยการติดเชื้อ
ในภายหลังนี้เองที่ทําให้พบรอยโรคหรือทูเบอร์เคิลที่ยอดปอดหรือส่วนต่างๆ ของปอด   ในการทดสอบ 
ทูเบอร์คูลิน จะให้ผลบวกภายหลังการติดเชื้อเป็นเวลา 3-8 สัปดาห์ เมื่อร่างกายติดเชื้อวัณโรค คนสว่นใหญ่
จะสามารถทําลายเชื้อได้หมดเองและไม่แสดงอาการออกมาใดๆ แต่ให้ผลการทดสอบทูเบอร์คูลินเป็นบวก 
หากทําการทดสอบทูเบอร์คูลนิให้ผลบวก จะมีเพียงประมาณร้อยละ 10 ของผู้ติดเชื้อเท่านั้นที่เป็นวัณโรค
และแสดงอาการ 
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2.5 การวินิจฉยัโรค 

การวินิจฉัยวัณโรคสามารถทําได้หลายวิธี ดังนี้ 
1. การตรวจสอบอาการที่น่าสงสัยว่าเป็นวัณโรคปอด ได้แก่ อาการไอเรื้อรัง โดยเฉพาะไอเกิน 3 

สัปดาห์ หรือไอเป็นเลือด และอาการอื่นๆ เช่น อาการเหนื่อย อ่อนเพลีย เบ่ืออาหาร เป็นต้น 
2. การถ่ายภาพรังสีทรวงอก เพื่อตรวจสอบเงาเปรอะเปื้อนบนแผ่นฟิล์ม ซึ่งการตรวจนี้จะมี

ความจําเพาะตํ่า เนื่องจากความผิดปกติที่เห็นอาจจะไม่ได้เกิดจากวัณโรคก็ได้  
3. การตรวจเสมหะเพื่อหาเชื้อวัณโรค วิธีการนี้เป็นวิธีที่มีความจําเพาะเจาะจงต่อการตรวจสอบ

เชื้อวัณโรค ซึ่งจะทําให้การวินิจฉัยถูกต้องยิ่งขึ้น   การตรวจสอบทําได้โดยการย้อมเสมหะด้วยวิธี Ziehl 
Neelsen แล้วการตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน ์ หรอืทําการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรคจากเสมหะของผู้ป่วย 
แล้วทดสอบความไวของเชื้อต่อยา 

4. การตรวจทางพยาธิวิทยาของชิ้นเนื้อ 
5. การทดสอบวัณโรคบนผิวหนัง หรือ Tuberculin skin test สามารถทําได้โดยการฉีดยาเข้าสู่

ภายใต้ผิวหนัง แล้วทําการตรวจดูตุ่มที่เกิดขึ้น โดยผลการทดสอบจะแสดงเป็นค่าบวกหรือค่าลบ 
6. การใช้เทคนิคทันสมัยอ่ืนๆ ในการตรวจสอบ เช่น เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR), 

Ligase chain reaction (LCR) เป็นต้น แต่วิธีเหล่านี้ยังไม่เหมาะสมที่จะนํามาใช้ในการวินิจฉัยวัณโรคปอด 
ตามห้องปฏิบัติการทั่วไป เนื่องจากมีค่าใช้จ่ายสูงและต้องอาศัยความชํานาญของเจ้าหน้าที่ 

2.6 ยารักษาวณัโรคและเชื้อวัณโรคดื้อยา 

ยารักษาวัณโรคสามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ ยาหลัก (First-line drug) และยาสํารอง 
(Second-line drug) โดยยาหลัก คือ ยาที่มีประสิทธิภาพสูงในการรักษาวัณโรคและมีผลข้างเคียงที่พอ
ยอมรับได้   ยาที่ใช้เป็นยาหลัก ได้แก่ ไอโซไนอะซิด (Isoniazid, INH) ไรแฟมพิซิน (Rifampicin, RIF) ไพ
ราซินาไมด์ (Pyrazinamide, PZA) และอีแทมบูทอล (Ethambutol)   ส่วนยาสํารอง คือ ยาที่จะนาํมาใช้
ในกรณีทีผู่้ป่วยวัณโรคเกิดการด้ือยาหลักที่ใช้ในการรักษาแล้ว โดยยาสํารองที่นิยมใช้ในการรักษาวัณโรค 
เช่น ยากลุ่มฟลูออโรควิโนโลน (Fluoroquinolone) และยากลุ่มอะมโินไกลโคไซด์ (Aminoglycoside) 
เป็นต้น 

ยาไอโซไนอะซิด (INH) เป็นยาที่ออกฤทธิ์โดยทําหน้าที่ในการยับย้ังการสังเคราะห์กรดมัยโคลิกที่
เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ของเชื้อในกลุ่มมัยโคแบคทีเรีย   จากงานวิจัยของ Zhang et al. (1992) 
พบว่า การออกฤทธิ์ของยาชนิดนี้ต้องอาศัยการทํางานของเอนไซม์คะตาเลสเพอรอกซิเดส (Catalase 
peroxidase) หรือ Kat G ในการทําให้ยาอยู่ในรูป Active form ซึ่ง Active form ของ INH จะจับด้วย
พันธะโควาเลนต์กับ Acyl carrier protein (InhA) ที่เป็นองค์ประกอบสําคัญในการสงัเคราะห์กรดมัยโคลิก 
และส่งผลให้เกดิการยับย้ังการสังเคราะห์กรดมัยโคลิก   การกลายพันธ์ุของยีน katG และบริเวณโปรโม-
เตอร์ของยีน inhA จึงมีผลทาํให้เกิดการด้ือต่อยาไอโซไนอะซิด (Johnson et al., 2006) 
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ยาไรแฟมพิซิน (RIF) เป็นยาที่ออกฤทธิ์โดยยับย้ังการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอของเชื้อ โดยจับกับ β-
subunit ของเอนไซม์อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA polymerase) โดยท่ี RIF จะจับกับเอนไซม์อาร์เอ็นเอ
พอลิเมอเรสของแบคทีเรียเท่านั้น แต่ไม่จบักับเอนไซม์อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรสของเซลล์ยูคาริโอต (McClure 
and Cech, 1978)   จากงานวิจัยของ Rattan et al. (1998) พบว่า การด้ือยากลุ่มนี้ของเชื้อวัณโรคจะเกิด

จากการกลายพันธ์ุของยีน rpoB ซึ่งเป็นยีนที่สามารถถอดและแปลรหสัเป็น β-subunit ของเอนไซม ์
อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส โดยทําให้ RIF ไม่สามารถเข้าไปจับกับเอนไซม์อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรสได้ 

 ยาไพราซินาไมด์ (PZA) เป็นยาที่มีกลไกการออกฤทธิ์ที่ไมชั่ดเจน (Cynamon et al., 1992) ทราบ
เพียงยาชนิดนี้จะสามารถเปลี่ยนไปเป็นกรดไพราซิโรอิก ซึ่งเป็น Active form ของยาชนิดนี้ โดยอาศัยการ
ทํางานของเอนไซม์ไพราซินามิเดส (Pyrazinamidase) ที่ถอดและแปลรหัสมาจากยีน pncA ดังนั้นการ
กลายพันธ์ุของยีนนี้จึงมีความเกี่ยวข้องกับการด้ือยาไพราซินาไมด์ (Portugal et al., 2004) 

 ยาอีแทมบูทอล (Ethambutol) เป็นยาที่มีกลไกการออกฤทธิ์ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์อะรา 
บิโนซิลทรานสเฟอเรส (Arabinosyl transerase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกระบวนการสร้างอะราบิโนกาแลก
แทน (Arabinogalactcan) ที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลลข์องเชื้อกลุ่มมัยโคแบคทเีรีย   การขดัขวาง
การสร้างอะราบิโนกาแลกแทนจะทําให้ไม่เกดิการสร้างผนังเซลล์ของเชื้อกลุ่มมัยโคแบคทเีรีย และทําให้ยา
หลายชนิดเข้าสู่เซลล์ได้ดีย่ิงขึ้น (Takayama and Kilburn, 1989)   การกลายพันธ์ุของยีนในโอเปอรอน 
embCAB ที่ถอดและแปลรหสัเป็นเอนไซมอ์ะราบิโนซิลทรานสเฟอเรสจะทําให้เกิดการด้ือยาอีแทมบูทอลนี ้
(Ramaswamy et al., 2000) 

             ยาสํารองที่นิยมใช้ในการรักษาวัณโรค ได้แก่ ยากลุ่มฟลูออโรควิโนโลน และ ยากลุม่อะมิโน 
ไกลโคไซด์ เปน็ต้น   ยากลุม่อะมิโนไกลโคไซด์ออกฤทธิ์ในการยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีน โดยยาจะจับกับ
บริเวณ 16S rRNA บนไรโบโซม ส่งผลให้เกิดการยบัย้ังการสังเคราะห์โปรตีนในกระบวนการแปลรหัส
(Alangaden et al., 1998)   ดังนั้น หากมีการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ในบริเวณที่เป็นเป้าหมายของยา 
จึงส่งผลให้เกิดการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ 

 จากการศึกษาการดื้อต่อยาของเชื้อวัณโรคดังที่กล่าวมาในขั้นต้น จึงทําให้องค์การอนามัยโลก 
(WHO) จัดจําแนกเชื้อวัณโรคดื้อยาเป็น 2 ประเภท (WHO, 2010) ดังนี้ 

1. เชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (Multidrug-resistant tuberculosis หรอื MDR-TB) หมายถึง 
เชื้อวัณโรคดื้อยามากกว่าหนึ่งขนาน แต่อย่างน้อยที่สุดต้องดื้อต่อยาไอโซไนอะซิดและไรแฟมพิซิน 

2. เชื้อวัณโรคดื้อยาทุกขนาน (Extensively drug-resistant tuberculosis หรือ XDR-TB) 
หมายถึง เชื้อ MDR-TB ที่ด้ือต่อยากลุ่มฟลูออโรควิโนโลนตัวใดตัวหนึ่ง และยาฉีดอย่างน้อยอีก 1 ชนิด คือ 
กานามัยซิน อะมิกาซิน หรือ คาปรีโอมัยซิน 
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2.7 การป้องกนัวัณโรค  

การป้องกันการติดเชื้อวัณโรค (ที่มา: สํานักวัณโรค กรมควบคมุโรค กระทรวงสาธารณสุข) 
สามารถทําได้ดังนี้ 

1. หลีกเลี่ยงการสัมผสัใกลชิ้ดกับผู้ป่วยที่กําลังมีอาการไอ และยังไม่ได้รับการรักษาด้วยยารักษา 
วัณโรค 

2.  ในผู้ติดเชื้อที่ไม่มีอาการ โดยเฉพาะในเด็กอายุตํ่ากว่า 4 ปี ที่ตรวจได้ผลทูเบอร์ควิลินเป็นบวก 
แพทย์จะพิจารณาให้ยาป้องกันไอโซไนอะซิด เป็นเวลา 2-3 เดือน 

3.  การให้วัคซนี BCG เพื่อป้องกันวัณโรค โดยองค์การอนามัยโลกจะแนะนําให้ฉีดวัคซนีในเด็กแรก
เกิด ซึ่งวัคซีนนี้จะมีประสทิธิภาพในการป้องกันวัณโรคชนิดรุนแรงแบบแพร่กระจาย และวัณโรคเยื่อหุ้ม
สมองได้ 

2.8 ปัญหาของวัณโรคในปัจจุบัน 

             วัณโรคเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่สําคญัปัญหาหนึ่งของประเทศไทย   จากสถิติของกระทรวง
สาธารณสุขพบว่า ประชากรมีอัตราการตายเนื่องจากวัณโรคสูง โดยวัณโรคเป็นสาเหตุหนึ่งในสิบอันดับแรก
ของการตายของประชากรและเปน็สาเหตุของการตายที่สูงที่สุดในบรรดาโรคติดเชื้อทั้งหลาย โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในทศวรรษที่ผ่านมา มีรายงานว่า วัณโรคที่เคยได้รับการควบคุมอัตราการป่วยและอัตราการตาย
ลดลงเป็นลําดับนั้นกลับมีการแพร่ระบาดมากขึ้นในประเทศที่กําลังพัฒนาทั่วโลก รวมถึงในประเทศ
สหรัฐอเมริกาและประเทศอตุสาหกรรมอื่นๆ อีกด้วย   ทั้งนี้เชื่อว่ามีปัจจัยสําคัญที่เกีย่วข้องคือ การระบาด
อย่างรุนแรงของเชื้อไวรัสเอดส์ การระบาดของเชื้อก่อวัณโรคชนิดด้ือยาหลายขนาน รวมทั้งปัจจัยอ่ืนๆ อาทิ
เช่น ภาวะทางเศรษฐกิจสังคมที่ยํ่าแย่ในชุมชนบางแห่ง และการควบคุมวัณโรคที่ไม่เขม้งวดเท่าที่ควรในบาง
ประเทศ   องค์การอนามัยโลกจึงต้องประกาศเตือนว่า ขณะนี้การระบาดของวัณโรคเป็นภาวะฉุกเฉินระดับ
โลกและร้ายแรงมากที่สุดในประวัติศาสตร์ หากไม่มีการจดัการให้สถานการณ์ดีขึ้นกว่าในปัจจุบันนี้ วัณโรค
จะทําลายชีวิตมนุษย์เพิ่มมากขึ้น และอาจจะมีผู้ป่วยวัณโรคเสียชีวิตถึง 30 ล้านคนต่อปี รวมถึงผู้ป่วยหลาย
รายอาจเป็นวัณโรคที่รักษาไม่ได้เนื่องจากภาวะดื้อยาหลายขนานที่เพิ่มมากขึ้นอีกด้วย 

             ในประเทศไทย โดยเฉพาะกรุงเทพมหานครทีม่ีประชากรหนาแน่น รวมทั้งมีการอพยพของประชากรจาก
ชนบท และมีชาวต่างชาติเข้ามาพํานักเป็นจํานวนมากนั้น พบว่ามีการระบาดของวัณโรค และเชื้อไวรัสเอดส์เพิ่ม
มากขึ้น เนื่องจากมีประชากรหนาแน่น อยู่อย่างแออัด ฐานะทางเศรษฐกจิตํ่าและสุขภาพของประชาชนส่วน
ใหญ่ไม่ได้รับการดูแลอย่างทั่วถึง   นอกจากนี้ ในต่างประเทศ อาทิเช่น ในเมืองนิวยอร์ค ก็มีอัตราการป่วย
ด้วยวัณโรคเพิ่มขึ้น 4 เทา่ของอัตราการป่วยโดยเฉลี่ยของประเทศ หรือ ในเมืองโตรอนโต ก็มีอัตราการป่วย
ด้วยวัณโรคเพิ่มขึ้น 3 เท่าของอัตราป่วยโดยเฉลี่ยของประเทศเช่นกัน   นอกจากอัตราการป่วยด้วยวัณโรคที่
มีรายงานว่าเพิ่มมากขึ้นในเมอืงใหญ่ๆ หลายแห่งทั่วโลกแล้ว ยังพบว่ามีภาวะการติดเชื้อด้ือยาหลายขนาน
เพิ่มมากขึ้นเช่นเดียวกัน   
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             ปัจจุบัน นักวิจัยพยายามปรับปรุงวิธีการรักษาวัณโรค โดยการสร้างยาต้านวัณโรคใหม่ๆ  ที่จะไม่
ก่อให้เกิดการด้ือยาขึ้นมาอีก   มีงานวิจัยที่คิดค้นวิธีการรักษาโรคโดยมุ่งเน้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการ
ก่อโรคของเชื้อในระดับโมเลกลุแล้วหาวิธีการยับย้ังการก่อโรค ซึ่งคาดว่าจะเป็นการแก้ปัญหาที่ต้นเหตุโดย
จะไม่ทําให้เกิดการอุบัติของเชื้อก่อวัณโรคดื้อยาขึ้นมาอีก 

2.9 กลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ของเชื้อวณัโรค 

หลังจากการค้นพบเชื้อวัณโรคดื้อต่อยาหลายขนาน (MDR-TB) การใช้ยาสํารองจึงกลายเป็น
ทางเลือกหนึ่งในการรักษาผู้ป่วย แต่ในปัจจุบันกลับพบว่ามีการอุบัติของเชื้อวัณโรคดื้อยาทุกขนาน (XDR-
TB) ที่ด้ือต่อทั้งยาหลักและยาสํารองบางชนิด   นักวิจัยทั่วโลกจึงได้เร่งทําการวิจัยศึกษาวิธีการยับย้ังวัณโรค
ด้ือยาอย่างเร่งด่วน โดยก่อนอื่นจะต้องเข้าใจกลไกที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยาเสียก่อน   กลไกที่เกี่ยวข้องกับ
การด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ (Aminoglycoside) ของเชื้อวัณโรคที่ทราบกันดีในปัจจุบัน มีทั้งหมด 3 
กลไก ดังนี้ 

1. กลไกการเปลี่ยนแปลงรูปร่างหรือโครงสร้างของเป้าหมายยา (Alteration of drug 
target structure)    

ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์จะสามารถออกฤทธิ์ได้โดยการเข้าไปจับกับบริเวณ 16S rRNA ของ 
ไรโบโซมของเชื้อวัณโรคเพื่อทําการยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีน   การกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA หรือ rrs 
จึงมีผลทําให้เชื้อวัณโรคเกิดการด้ือยาในกลุ่มนี้ (Alangaden et al., 1998) 

2. กลไกการสร้างเอนไซม์ที่สามารถทําลายฤทธ์ิของยา (Aminoglycoside modifying 
enzyme)    

เอนไซม์ที่พบว่าสามารถทําลายฤทธ์ิของยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อวัณโรคได้คือ เอนไซม์ 
อะมิโนไกลโคไซด์อะเซทิลทรานสเฟอเรส (Aminoglycoside 2´-N-acetyltransferase) หรือ AAC   
เอนไซม์ชนิดนี้จะทําการย่อยสลายหมู่อะมิโนตําแหน่งที่ 2 ของยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ โดยอาศัย
กระบวนการอะเซทิลเลชัน (Acetylation) ทําให้ยากลุ่มนีไ้ม่สามารถออกฤทธิ์ได้ (Vetting et al., 2005) 

3. กลไกการป้องกันยากลุ่มอะมโินไกลโคไซด์เข้าสู่เซลล์หรือกลไกการขับยาออกจากเซลล์ 
(Drug efflux pump)    

กลไกนี้จะเป็นการอาศัยการทํางานของโปรตีนที่มีความสามารถในการขบัยาปฏิชีวนะหรือสารพิษ
ต่างๆ จึงทําให้ยาปฏิชีวนะหรือสารพิษต่างๆ มีการสะสมภายในเซลลล์ดลง และมผีลทําให้เชื้อวัณโรคเกิด
การด้ือยา (Louw et al., 2009) 

2.10 ยีนทีเ่ก่ียวขอ้งกับการดือ้ยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด ์

จนกระทั่งถึงปัจจุบันนี้ พบว่าการกลายพันธ์ุของยีนบางยีนมีผลทําให้เชื้อวัณโรคสามารถดื้อยาได้ 
โดยยีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ที่จะทําการศึกษาในงานวิจัยนี้มีทั้งหมด 5 ยีน ดังนี้ 
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1. ยีน 16S rRNA หรือ rrs    

การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด์หรือการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA หรือ rrs จะเป็นสาเหตุ
หลักที่ทําให้เชื้อ M. tuberculosis เกิดการด้ือยาในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์  โดยส่วนใหญ่การกลายพันธ์ุจะ
พบที่ตําแหน่งของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1401 มากที่สุด ซึ่งจะมีการเปลี่ยนแปลงจากเบสอะดีนีน (Adenine) 
ไปเป็นเบสกัวนีน (Guanine)   การกลายพันธ์ุนี้จะส่งผลให้ยาในกลุม่อะมิโนไกลโคไซด์ไม่สามารถเขา้จับกับ
บริเวณเป้าหมายของยาได้ จึงทําให้เชื้อวัณโรคเกิดการด้ือยาในกลุ่มนี ้   มีรายงานพบว่าเชื้อวัณโรคที่มีการ

กลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง 1401 (A→G) จะมีความสามารถในการดื้อยาอะมิกาซินและ
กานามัยซินในระดับที่สูง โดยมีค่า MIC (Minimum inhibition concentration) มากกว่า 64 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (Suzuki et al., 1998)    

2. ยีน eis (Rv2416c)  

ยีน eis (Rv2416c) ทําหน้าที่ถอดและแปลรหัสเป็นเอนไซม์อะมิโนไกลโคไซด์อะเซทิลทรานส 
เฟอเรสในเชื้อ M. tuberculosis   จากรายงานที่ผ่านมาพบว่า การกลายพันธ์ุบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน 
eis จะมีผลทําให้ระดับการถอดรหัสของยีน eis เพิ่มสูงขึ้น และส่งผลทาํให้เชื้อวัณโรคเกิดการด้ือยากานา
มัยซินในระดับที่ตํ่า โดยมีค่า MIC น้อยกว่า 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Zaunbrecher et al., 2009)  

3. ยีน gidB (Rv3919c) 

ยีน gidB (Rv3919c) ทําหน้าที่ถอดและแปลรหัสเป็นเอนไซม์ 7-Methylguanosine (m7G) 
methyltransferase ที่สามารถเกิดปฏิกิริยาเมทิลเลชันทีตํ่าแหน่ง G527 ในบริเวณ loop-530 ของ 16S 
rRNA   การกลายพันธ์ุของยีน gidB ในเชื้อ M. tuberculosis มีความสมัพันธ์กับการด้ือยาสเตรปโตมัยซนิ 
(Streptomycin) โดยพบการกลายพันธ์ุของยีน gidB ในเชื้อวัณโรคที่ด้ือต่อยาสเตรปโตมัยซินซึ่งไม่มีการ
กลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA หรือ rrs โดยมีผลทําให้เกดิการด้ือยาชนิดนี้ในระดับตํ่า ซึ่งมีค่า MIC เท่ากับ  
2 - 8 ไมโครกรมัต่อมิลลลิิตร (Spies et al., 2011) 

4. ยีน tap (Rv1258c) 

จากการศึกษาการนํายีน tap จากเชื้อ Mycobacterium fortuitum ไปแสดงออกในเชื้อ 
Mycobacterium smegmatis พบว่า ยีน tap นีส้ามารถแสดงออกโดยถอดและแปลรหัสเป็นโปรตีนที่มี
ความสามารถในการขับยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์และเตตรา้ซัยคลินให้ออกนอกเซลล์ได้ (Drug efflux 
pump) และเมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน Tap ของเชื้อ M. fortuitum กับลําดับ
กรดอะมิโนของจีโนมของเชื้อ M. tuberculosis พบว่าลําดับกรดอะมิโนของยีน Rv1258c ของเชื้อ M. 
tuberculosis จะมีความคล้ายคลึง (Homolog) กับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน Tap ของเชื้อ M. 
fortuitum (Aínsa et al., 1998)  
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5. ยีน whiB7 

ยีน whiB7 หรือ Rv3197A สามารถถอดและแปลรหัสได้เป็นโปรตีนที่กระตุ้นกระบวนการ
ถอดรหัส (Transcriptional activator) ในเชื้อวัณโรค โดยยีนนี้จะเกิดการแสดงออกได้โดยการชักนําจาก
ยาปฏิชีวนะอีริโทรมัยซิน (Erythromycin) เตตร้าซัยคลิน (Tetracycline) และสเตรปโตมัยซิน 
(Streptomycin)   นอกจากนี้ พบว่ามียีนบางยีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยาในเชื้อวัณโรคที่จะอยู่ภายใต้การ
ควบคุมของยีน whiB7 เช่น ยีน eis (Rv2416c) และยีน tap (Rv1258c) เป็นต้น (Morris et al., 2005)   
จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน whiB7 ในเชื้อวัณโรคดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ด้วยวิธี qRT-
PCR พบว่าการกลายพันธ์ุในบริเวณ 5´ untranslated ของยีน whiB7 จะมีผลทําให้ระดับการแสดงออก
ของ whiB7 เพิ่มมากขึ้นถึง 23–145 เท่าและจะมีผลทําให้ระดับการแสดงออกของยีน eis และ tap เพิ่ม
มากขึ้นเช่นเดียวกัน (Reeves et al., 2013) 
          

 



 
 

บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1 เชื้อจลุินทรีย์ 

             3.1.1 เชื้อวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) ที่แยกได้จากผู้ป่วยและมีความสามารถใน 

                    การด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ ได้รับความอนุเคราะห์จากทุนวิจัยวัณโรคดื้อยา ศิริราช
มูลนิธิในพระอุปถัมภ์ของสมเด็จพระเจ้าพ่ีนางเธอเจ้าฟ้ากัลยาณิวัฒนากรมหลวงนราธิวาช 
ราชนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล  

             3.1.2 เชื้อวัณโรค Mycobacterium tuberculosis สายพันธ์ุ H37Rv  

             3.1.3 เชื้อ Escherichia coli DH5α (F-Φ80lacZ ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 deoR  

recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-)  
(Invitrogen, USA) 

 3.2 สารเคม ี

         3.2.1 อาหารเลี้ยงเชือ้ 

3.2.1.1 อาหารสูตร Löwenstein Jensen (LJ) (ภาคผนวก ก)    
3.2.1.2 อาหารเหลวสูตร Middlebrook 7H9 broth และอาหารแข็งสูตร Middlebrook 
          7H10 agar (ภาคผนวก ก) 
3.2.1.2 อาหารสูตร LB (ภาคผนวก ก) 

         3.2.2 ยาปฏิชีวนะ 

3.2.2.1 กานามัยซิน (Kanamycin) (Sigma Aldrich, Germany) 
3.2.2.2 อะมิกาซิน (Amikacin) (Sigma Aldrich, Germany) 
3.2.2.3 ไฮโกรมัยซิน (Hygromycin) (PAA Laboratories, Austria) 

         3.2.3 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

แลมบ์ดาฝาจ (λ) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII (ขนาด 125, 564, 2,027, 2,322,  
4,361, 6,557, 9,416 และ 23,130 คู่เบส) (Invitrogen, USA) 
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         3.2.4 พลาสมิดดีเอน็เอ 

       3.2.4.1 พลาสมิด pOLYG (Gaora et al., 1997) (ภาคผนวก ข)  
      3.2.4.2 พลาสมิด pSMT1 (Snewin, 1999) (ภาคผนวก ข) 

3.2.5 เอนไซม์และเอนไซมตั์ดจําเพาะ 

3.2.5.1 เอนไซม์ RNaseA (Promega, USA) 
3.2.5.2 เอนไซม์ Proteinase K (USB, USA) 
3.2.5.3 เอนไซม์ Calf Intestinal alkaline phosphatase (Promega, USA) 
3.2.5.4 เอนไซม์ T4 ligase (Fermentas, USA) 
3.2.5.5 เอนไซม์ Taq DNA polymerase (Promega, USA) 
3.2.5.6 เอนไซม์ Lysozyme (Amresco, USA) 
3.2.5.7 เอนไซม์ Sau3AI (Promega, USA) 
3.2.5.8 เอนไซม์ BamHI (Biolabs, England) 

         3.2.6 ชุดทดสอบ (Kit) 

3.2.6.1 ชุดทําดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิ (Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit) (Geneaid, 
Taiwan) 

3.2.6.2 ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (High-speed Plasmid Mini Kit) (Geneaid, Taiwan) 

         3.2.7 เคมีภัณฑ์ 

3.2.7.1   อะกาโรส (Agarose) (Bio Whittaker Molecular Applications, USA) 
3.2.7.2   เจลสตาร์ (GelStar® Nucleic acid gel stain) (Bio Whittaker Molecular  
         Applications, USA) 
3.2.7.3   สีย้อมดีเอ็นเอ (Tracking dye) 0.25% (v/v) Bromophenol blue, 30% (v/v)  
            Glycerol) 
3.2.7.4   บัฟเฟอร์ Tris-EDTA (Tris 0.1 โมลาร์, EDTA 0.01 โมลาร์ pH 8.0 และ pH 7.5) 
3.2.7.5   บัฟเฟอร์ Tris-Borate-EDTA (Tris 89 มิลลิโมลาร์, Boric acid 89 มิลลิโมลาร์ 

        EDTA 2 โมลาร ์pH 8.3) 
3.2.7.6   โซเดยีมโดเดคซิลซลัเฟต (Sodium dodecyl sulfate; SDS) เข้มข้นร้อยละ 1  

                             (น้ําหนักต่อปริมาตร) 
3.2.7.7   โซเดยีมซิเตรท (Sodium citrate) 
3.2.7.8   โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) 
3.2.7.9   เอ็น-อะเซทิล-แอล-ซีสเทอีน (N-Acetyl-L-Cysteine) 
3.2.7.10  บัฟเฟอร์โซเดียมอะซีเตท (Sodium acetate) 3 โมลาร์ พีเอช 5.2  
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3.2.7.11  เอทานอลเข้มข้นรอ้ยละ 70 ที่เยน็จัด (70% Ethanol) 
3.2.7.12   เอทานอลเข้มข้นร้อยละ 99 ที่เย็นจัด (99% Ethanol) 
3.2.7.13   กลเีซอรอล (Glycerol) เข้มข้นร้อยละ 86  
3.2.7.14 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride)  
3.2.7.15 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) 5 โมลาร์ 
3.2.7.16 ทวีน 80 (Tween 80) (Fluka, Switzerland) 
3.2.7.17 CTAB; N-Cetyl-N,N,N-trimethyl-ammonium bromide (Sigma Aldrich,  
         USA) 
3.2.7.18 สารละลาย Tris-EDTA-Tween-Lysozyme; TETL (Tris 10 มิลลิโมลาร,์ EDTA  

  1 มิลลิโมลาร,์ Tween 80 0.5 เปอร์เซ็นต์, ไลโซไซม์ 2 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร) 
3.2.7.19 สารละลายคลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (Chloroform-isoamylalcohol) 

  อัตราส่วน 24 ต่อ 1 

 3.3 อุปกรณ ์

3.3.1   หม้อนึง่ฆ่าเชื้อ (Autoclave) บริษัท Tomy รุ่น Autoclave-325 ประเทศญี่ปุ่น 
3.3.2   เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) บริษัท Hermle-Labortech รุ่น Z383K ประเทศ   

เยอรมนี 
3.3.3   เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) บริษัท Labnet รุน่ Spectrafuge ประเทศเยอรมนี 
3.3.4   ตู้เขี่ยเชื้อ (Laminar flow) บริษัท International Scientific Supply รุ่น HS123    

ประเทศไทย 
3.3.5   เครื่องผสมสาร (Vortex) บริษัท Scientific Industries รุ่น Genie 2 ประเทศ 

สหรัฐอเมริกา 
3.3.6   เครื่องเขย่าเลี้ยงเชื้อ (Incubator shaker) บริษัท New Brunswick Scientific รุ่น  

Innova 4,000 ประเทศสหรฐัอเมริกา 
3.3.7   ตู้บ่มเลี้ยงเชื้อ (Incubator) บริษัท Scientific Promotion รุ่น Binder control  
      ประเทศญีปุ่่น 
3.3.8   ชุดอุปกรณ์แยกสารพันธุกรรมด้วยไฟฟ้า (Electrophoresis equipments) บริษัท  

Amersham Pharmacia Biotech รุ่น GNA 100 ประเทศสวีเดน 
3.3.9   ชุดวิเคราะห์และถ่ายรูปอะกาโรสเจล (Gel documentation analysis) บริษทั  

Syngene รุ่น Bts-20.M ประเทศเยอรมนี 
3.3.10 แหล่งกําเนิดไฟฟ้า (Power supply) บริษัท Amersham Pharmacia Biotech รุ่น  
         EPS 301 ประเทศสวเีดน 
3.3.11 เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) บริษัท Denver Instrument รุ่น 215  
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                          ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.3.12 เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Heat block) (D1100 AccuBlock™, Labnet, USA) 
3.3.13 เครื่องแก้ว (Glasswares) 
3.3.14 ไมโครปิเปต (Micropipette) 

3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 การคัดแยกและการเพาะเลี้ยงเชื้อวัณโรค 

                 3.4.1.1 การคัดแยกเชื้อวณัโรคจากเสมหะของผู้ป่วยวัณโรค 

นําเสมหะที่ได้จากผู้ป่วยมาย่อยด้วยสารละลายเอ็น-อะเซทิล-แอล-ซีสเทอีน (N-Acetyl-L-
Cysteine) 0.5 เปอร์เซ็นต์ในโซเดียมซิเตรท 1.45 เปอร์เซ็นต์ ทีม่ีโซเดยีมไฮดรอกไซด์ 2.25 เปอร์เซ็นต์ ใน
ปริมาตรที่เท่ากันในหลอดปัน่ขนาด 50 มิลลิลิตร โดยปริมาตรทั้งหมดไม่ควรเกิน 20 มิลลลิิตร   ต้ังหลอด
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที   เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ให้ได้ปรมิาตร
ทั้งหมดเป็น 35 มิลลลิิตร   เขย่าให้เข้ากันและนําไปป่ันเหวี่ยงที่ 3,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที   เทส่วนใสทิ้ง ป่ันล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตร 15 มิลลลิิตร   สุดท้าย ละลายตะกอนเซลลใ์นสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร   แบ่งสารละลายแขวนลอยของเซลล์ที่ได้ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรไปเพาะเชื้อวัณโรคบน
อาหารไข่ Löwenstein Jensen (LJ) (ภาคผนวก ก)   บ่มหลอดเพาะเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 3-4 สัปดาห์หรือจนกว่าจะเห็นโคโลนีเชื้อ   ทําการจําแนกชนิดเชื้อวัณโรคด้วยวิธี One-tube 
multiplex PCR โดยขั้นตอนการทําทั้งหมดยกเว้นการปั่นและการบ่มเชื้อต้องทําใน Biosafety cabinet 
Class II  

3.4.1.2 การจาํแนกชนิดเชื้อวัณโรคด้วยวิธี One-tube multiplex PCR 

       ทําการเพิ่มจํานวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอโดยใช้ดีเอ็นเอที่เตรียมได้จากเชื้อที่เพาะขึ้นจากเสมหะด้วย
วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) โดยมีองค์ประกอบในการเกิดปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร ดังนี้ (1) 
ไพรเมอร์ 2 คู่ประกอบด้วยไพรเมอร์ TPOL (5’-CCGGCGCTTGCGGGCGGACCCACCGCC-3’) ปริมาณ 
25 พิโคโมล ไพรเมอร์ TPOR (5’-CAGGCTGCCCTGCCCCACGCCCCGGTAG-3’) ปริมาณ 25 พิโคโมล 
ไพรเมอร์ PT1 (5’-CAACGCGCCGTCGGTGG-3’) ปริมาณ 10 พิโคโมล ไพรเมอร์ PT2 (5’-
CCCCCCACGGCACCGC-3’) ปริมาณ 10 พิโคโมล (2) บัฟเฟอร์ Tris-HCl (pH8.4) ความเข้มข้น 10 มิลลิ
โมลาร์ KCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ (3) MgCl2 ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ (4) dNTP ความเข้มข้น 
200 ไมโครโมลาร์ (5) Taq DNA polymerase ปริมาณ 1 ยูนิต (6) ดีเอ็นเอของเชื้อปริมาณ 5-10 นาโน
กรัม   ขั้นตอนของการทําการเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอที่สนใจด้วย PCR มีดังนี้ Initial denaturation ที่ 94 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที   PCR ครั้งแรกจํานวน 20 รอบ มีสภาวะดังนี้ Denaturation ที่ 94 องศา
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เซลเซียส นาน 1 นาที Annealing ที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ Primer extension ที่ 72 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที   PCR ครั้งที่สองจํานวน 35 รอบ ดังนี้ Denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที Annealing ที่ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ Primer extension ที่ 72 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที   ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR จําเพาะขนาด 768 (จาก TPOL/TPOR) และ 396 (จาก 
PT1/PT2) คู่เบส ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 2.5 เปอร์เซ็นต์ 

                3.4.1.3 การเพาะเลี้ยงเชื้อวณัโรคดื้อยากานามัยซิน 

                นําเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จากเสมหะของผู้ป่วยวัณโรคมาทําการเพาะเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง Middlebrook 7H10 ที่มี OADC 10 เปอร์เซน็ต์ (ภาคผนวก ก) และยาปฏิชีวนะกานามัยซิน 
ความเข้มข้นสดุท้าย 6 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร   สําหรับเชื้อ M. tuberculosis H37Rv ที่ใช้เป็นเชื้อสาย
พันธ์ุเปรียบเทียบในงานวิจัยนี้ จะทําการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง Middlebrook 7H10 ที่มี OADC 10 
เปอร์เซ็นต์   จานอาหารแข็งทั้งหมดจะนําไปบ่มที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 สัปดาห์ โดย
เชื้อ M. tuberculosis ด้ือต่อยากานามัยซินที่ทําการเพาะเลี้ยงได้ในงานวิจัยนี้ จะนําไปทําการสกัดจีโนมิก 
ดีเอ็นเอในขั้นตอนต่อไป 

3.4.2 การตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องกับกลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชือ้วัณโรค 
โดยการทํา Overexpression ของชิ้นส่วนดีเอน็เอทีเ่ตรียมได้จากเชือ้วัณโรคดื้อยากานามัยซนิ 

                3.4.2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

 นําเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จากเสมหะของผู้ป่วยวัณโรคและดื้อต่อยากานามัยซิน มา
เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง Middlebrook 7H10 เป็นเวลา 3-4 สัปดาห ์   จากนั้น นําเซลล์มากระจายใน
หลอดไมโครเซน็ตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลลิิตรที่มีบัฟเฟอร์ TE (Tris 0.1 โมลาร์ EDTA 0.01 โมลาร์ (pH 8.0)) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว้ทําการบ่มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   จากนั้น ทําการ
เก็บเกี่ยวเซลลโ์ดยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที   เกบ็เซลลม์า
กระจายในสารละลาย Tris-EDTA-Tween-Lysozyme (TETL) (Tris 10 มิลลิโมลาร ์EDTA 1 มิลลโิมลาร ์
Tween 80 0.5 เปอร์เซ็นต์ ไลโซไซม์ 2 มลิลิกรัมต่อมิลลิลติร) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร   นําหลอดไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง  จากนั้น ย้ายส่วนผสมทัง้หมดลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์
ที่มีเอนไซม์โปรตีเนส เค (Proteinase K) ปริมาณ 0.44 มิลลิกรัม แล้วเติมสารละลายโซเดียมโดเดคซิล
ซัลเฟตที่มีความเข้มข้นร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 40 ไมโครลติร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 1 ช่ัวโมง   จากนั้น นําไปบ่มที่อุณภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดปฏิกิริยาการ
ทํางานของเอนไซม ์ แล้วเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 
สารละลาย CTAB ร้อยละ 10 (น้ําหนักต่อปริมาตร) ในโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.7 โมลาร์ ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร   จากนั้น ใช้ปิเปตกระจายเซลล์ออย่างเบามือจนเกิดสีขาวขุ่นคล้ายน้ํานม แล้วนําหลอดไปบ่มที่



19 
 

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   จากนั้น เติมสารละลายคลอโรฟอร์มไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ (Chloroform-isoamyl alcohol) อัตราสว่น 24:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นําไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ย้ายส่วนใสใส่
หลอดใหมแ่ละเติมสารละลายคลอโรฟอร์มไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (Chloroform-isoamyl alcohol) 
อัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 600 ไมโครลิตรอีกครั้ง  นําหลอดไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วนใสด้านบน เก็บส่วนใส
ใส่หลอดใหม่อีกครั้ง   จากนั้น ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยการเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตทความเข้มข้น 3  
โมลาร์ ปริมาตร 0.1 เท่าของปริมาตรส่วนใสที่ได้ และเติมเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 99 (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ที่เยน็จัด ปริมาตร 2.5 เท่าของปริมาตรสารละลายทั้งหมด   บ่มที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที   จากนั้น นําหลอดไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนดีเอ็นเอที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอลความเข้มขน้ร้อยละ 70 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ที่เย็นจัด ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที   ทิ้งสว่นใสและทิ้งไว้จนตะกอนดีเอ็นเอแห้ง   หลงัจาก
นั้น จึงละลายดีเอ็นเอด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TE (Tris 0.1 โมลาร ์EDTA 0.01 โมลาร ์(pH 7.5)) ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร   จากนั้น เติมเอนไซม์ RNaseA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อกําจัดอาร์เอ็นเอออก แลว้ทําการวิเคราะห์จีโนมิกดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟเรซิสต่อไป 

                3.4.2.2 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ด้วยชุด High-speed Plasmid 
Mini kit 

นําโคโลนีของเชื้อ E. coli ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG หรือ pSMT1 มาทําการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรทีม่ียาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลลิิตร เขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลาข้ามคืน   จากนั้น ทํา
การเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง
ส่วนใส   หลังจากนั้น เติมบัฟเฟอร์ PD1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วกระจายเซลล์โดยการปิเปตขึ้นลง   
เติมบัฟเฟอร์ PD2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และทําการกลับหลอดไปมา ต้ังทิ้งไว้ เป็นเวลา 2 นาท ี  
จากนั้น ทําการเติมบัฟเฟอร์ PD3 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา   นาํหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 3 นาที   ปิเปตส่วนใสที่ได้ใส่ลงใน PD column ที่
วางลงใน Collection tube แล้วนําไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที   ทิ้ง
ส่วนใส แล้วเติมบัฟเฟอร์ W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงใน PD column   ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วินาที   ทิ้งสารละลาย เติมบัฟเฟอร์สําหรับล้าง (Wash buffer) 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน PD column   นําหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 30 วินาที ทิ้งสารละลาย   หลังจากนั้น ป่ันเหวี่ยงหลอดเปล่าอีกครั้งที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 3 นาที   ทําการย้าย PD column แห้งไปวางลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์
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สําหรับชะ (Elution buffer) ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงไป ต้ังทิ้งไว้เป็นเวลา 2 นาที และทําการป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที   จากนั้น ทําการวิเคราะห์พลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธี 
อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสต่อไป 

                3.4.2.3 การวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซสิ 

                เตรียมเจลเข้มขน้ร้อยละ 0.8 (น้ําหนักต่อปริมาตร) โดยช่ังอะกาโรส 0.16 กรัม มากระจายใน
บัฟเฟอร์ TBE ปริมาตร 20 มิลลิลิตร   ทําให้ละลายด้วยความร้อนแล้วรอให้อุ่น   จากนั้น จึงเติม
สารละลายเจลสตาร์ (Gelstar) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกันแล้วเทใส่แมพิ่มพ์ที่
ประกอบด้วยถาดรองและหวี โดยต้องหลีกเลี่ยงการโดนแสง   เมื่อเจลแข็งตัวจึงดึงหวีออกแล้วย้ายแผ่น 
เจลพร้อมถาดรองลงอ่าง (Gel chamber) ที่มีบัฟเฟอร์ TBE   จากนั้น ทําการหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานและ
ดีเอ็นเอที่ต้องการศึกษา (ผสมสีย้อมแล้ว) ลงไป   ทําการแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์คงที่ 
8 โวลต์ต่อเซนติเมตร   จากนั้น นําเจลที่ได้ไปส่องภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต   วิเคราะห์และถ่ายรูปอะกา
โรสเจลด้วย Gel documentation analysis 

                 3.4.2.4 การทาํ Partial digestion 

 นําจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis ที่ทําการสกัดได้จากวิธีการในขั้นตอนที่ 3.4.2.1 
มาทําการย่อยแบบ Partial digestion ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI โดยการนําจีโนมิกดีเอ็นเอผสมกับ
บัฟเฟอร์ 1 เท่า ใหม้ีปริมาตร 100 ไมโครลติรและมีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร   
จากนั้น ทําการแบ่งสารละลายดีเอ็นเอนี้ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ 5 หลอด โดยปิเปตสารปริมาตร 30, 
20, 20, 20 และ 10 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 1-5 ตามลําดับ   ปิเปตเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI ความ
เข้มข้น 10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 1   ศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ที่
เหมาะสมต่อการย่อยจีโนมิกดีเอ็นเอให้ได้ขนาดตามที่ต้องการ โดยปิเปตสารผสมจากหลอดที่ 1 ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร ลงในหลอดที ่2   ปิเปตสารผสมจากหลอดที่ 2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 3 ปิ
เปตสารผสมจากหลอดที่ 3 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 4   และปิเปตสารผสมจากหลอดที่ 4 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 5 จะได้ความเข้มข้นของสุดท้ายเอนไซม์ในหลอดที่ 1 ถึง 5 เท่ากับ 
16.5, 5.5, 1.85, 0.6, 0.15 ยูนิตต่อไมโครกรัมดีเอ็นเอ (รปูที่ 3.1)   นําหลอดไมโครเซน็ตริฟิวจ์ทั้ง 5 หลอด
ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และหยุดปฏิกิริยาการย่อยโดยการเติมสารละลาย 
EDTA ความเข้มข้น 5 โมลาร์ พีเอช 8.0 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดทั้งห้า   จากน้ัน จึงนาํ
สารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากการทํา Partial digestion ไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 
0.8 เปอร์เซ็นต์ และนําผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์มาทําให้บริสุทธ์ิด้วยชุด Gel/PCR DNA 
Fragment Extraction kit (Geneaid, Taiwan)     
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รูปที่ 3.1 วิธีการเจือจางความเข้มข้นของเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI ในการตัดแบบ Partial digestion 
 

3.4.2.5 การทาํดีเอ็นเอใหบ้ริสุทธิ์ด้วยชุด Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit  

ตัดแถบดีเอ็นเอที่อยู่ในอะกาโรสเจลที่ต้องการ ใสล่งในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์   เติมบัฟเฟอร์ 
DF ปริมาตร 500 ไมโครลิตร   จากนั้น บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีหรือจนกว่าเจล
จะละลายหมด   ทําการกลับหลอดทุก 2 นาที   หลังจากที่เจลละลายหมดแล้ว ย้ายสารละลายเจลไปใส่ใน 
DF Column   นําไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที   จากน้ัน เติมบัฟเฟอร์ 
W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร   นําไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที   ทิ้ง
สารละลายที่ก้นหลอด   ทําการเติมบัฟเฟอร์สําหรับล้าง (Wash buffer) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว้
เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมหิ้อง   นําหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
ทิ้งส่วนใส่ที่ก้นหลอด และทําการป่ันเหวี่ยงหลอดเปล่าที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที   
จากนั้น ย้ายคอลัมน์ไปวางในหลอดเซ็นตริฟิวจ์หลอดใหม่ เติมบัฟเฟอร์สําหรับชะ (Elution buffer) 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว้ เป็นเวลา 2 นาที แลว้ทําการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
อีกครั้ง เพื่อให้เกิดการชะล้างดีเอ็นเอออกจากคอลัมน ์

                 3.4.2.6 การตัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI 

 นําพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ที่สกัดได้จากวิธีการในหัวข้อ 3.4.2.2 มาทําการ
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI โดยใช้องค์ประกอบและปริมาตรของสารที่ใช้ในปฏิกิริยาดังแสดงใน
ตารางที่ 3.1   จากนั้น นําหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน   นําพลาสมดิดีเอ็นเอ
ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะแล้ว มาศึกษาผลการตัดด้วยการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคอะกาโรส
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เจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (0.8 เปอร์เซ็นต์)   เมื่อพบว่าเกิดการย่อยที่สมบูรณ์ จึงนําผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ผ่านการ
ตัดด้วยเอนไซม์มาทําให้บรสิทุธ์ิด้วยชุด Gel/PCR DNA Fragment Extraction kit (Geneaid, Taiwan)    
พลาสมิดดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ BamHI (หัวข้อ 3.4.2.5) จะสามารถนําไปเชื่อมกับช้ินส่วนจีโนมิก 
ดีเอ็นเอที่ผ่านการตัดแบบ Partial digestion ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI (หัวข้อ 3.4.2.4)   

ตารางที่ 3.1 ส่วนประกอบและปริมาตรของสารที่ใช้ในปฏิกิริยาการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ 
pSMT1 ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI 

ส่วนประกอบที่ใช้ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG (120 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 
พลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1 (50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)  
เอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI (10 ยูนิตต่อไมโครลิตร)  
บัฟเฟอร์ NEB 10 เท่า 
สารละลาย BSA (1 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร) 
น้ํากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  

80 
- 

12 
12 
12 
4 

- 
80 
12 
12 
12 
4 

ปริมาตรสุทธิ 120 120 

 
 

3.4.2.7 การทาํปฏิกิริยา Dephosphorylation 

นําพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI มา
ทําปฏิกิริยา Dephosphorylation เพื่อกําจัดหมู่ฟอสเฟตที่ปลาย 5´ ของสายดีเอ็นเอออก ทําให้การ
เชื่อมต่อ (Ligation) ของพลาสมิดดีเอ็นเอกับจีโนมิกดีเอ็นเอที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม ์ Sau3AI ทําได้ง่าย
ขึ้น   องค์ประกอบและปริมาตรของสารที่ใช้ในปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3.2   นําหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 15 นาที  จากน้ัน ปิเปตเอนไซม์ CIAP เพิ่มลงไปอีก 4 ไมโครลิตร บ่มต่อที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติมบัพเฟอร์สําหรับหยุดปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ CIAP (CIAP stop buffer) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร   จากนั้น นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มาทําให้
บริสุทธ์ิด้วยชุด Gel/PCR DNA Fragment Extraction kit และวิเคราะห์ผลด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตร
โฟเรซิส 0.8 เปอร์เซ็นต์ 

3.4.2.8 การทาํปฏิกิริยาการเชื่อมต่อ (Ligation) 

นาํจีโนมิกดีเอ็นเอและพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้ทําการเตรียมไว้จากหัวข้อ 3.4.2.4 และ 3.4.2.6 
มาทําปฏิกิริยาการเชื่อมต่อ โดยใช้องค์ประกอบและปริมาตรของสารที่ใช้ในปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 
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3.3   บ่มที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน   จากนั้น หยุดปฏิกิริยาการเชื่อมต่อโดยนําหลอด
ไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   นําผลิตภัณฑท์ี่ได้ไปทําการย้ายเข้าสู่เซลลใ์ห้อาศัย 

E. coli DH5α ต่อไป 

ตารางที ่ 3.2 ส่วนประกอบและปริมาตรของสารที่ใช้ในปฏิกิริยาการการทํา Dephosphorylation ของ 
พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ที่ผา่นการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI 
 

ส่วนประกอบที่ใช้ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG/BamHI (24 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 
พลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1/BamHI (24 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)  
เอนไซม์ Calf intestinal alkaline phosphatase หรือ CIAP 
(0.01 ยูนิตต่อไมโครลิตร)  
บัฟเฟอร์ CIAP 10 เท่า 
น้ํากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  

18 
- 
4 
 
4 
14 

- 
18 
4 
 
4 
14 

ปริมาตรสุทธิ 40 40 

 
ตารางที่ 3.3 ส่วนประกอบและปริมาตรของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา Ligation  
 

ปริมาตร (ไมโครลิตร)  
สารที่ใช ้ Ligation 

reaction  
Negative  Ligation 

reaction 
Negative  

พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG/BamHI (Purified)  
(67.44 นาโนกรัมต่อไมโครลติร) 

2 2 - - 

พลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1/BamHI (Purified) 
(22.48 นาโนกรัมต่อไมโครลติร) 

- - 4 4 

จีโนมิกดีเอ็นเอ/Sau3AI (Purified) 
(11.63 นาโนกรัมต่อไมโครลติร) 

4 - 4 - 

บัฟเฟอร์ Ligation 10 เท่า 1.5 1.5 1.5 1.5 

เอนไซม์ T4 ligase (0.15 ยูนิตต่อไมโครลิตร) 1.5 1.5 1.5 1.5 
น้ํากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 6 10 4 8 
ปริมาตรสุทธิ 15 15 15 15 
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3.4.2.9 การทรานสฟอร์มพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมเขา้สูเ่ซลล์ให้อาศัย E.coli DH5α 

นําผลิตภัณฑ์ทีไ่ด้จากปฏิกิริยา Ligation (หัวข้อ 3.4.2.7) มาทําการ Transformation เข้าสู่
เซลล์ Competent ของ E. coli และใช้พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 เป็น Positive 
transformation และใช้น้ําที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วเป็น Negative transformation   นอกจากนี้  ยังมี 
พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI และทําใหบ้ริสุทธ์ิ
แลว้ ที่จะถูกนาํมาใช้เป็น Negative ligation (หัวข้อ 3.4.2.7)   การทรานสฟอร์มทําโดยการปิเปตเซลล ์
Competent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ที่วางบนน้ําแข็ง   ปิเปตผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากปฏิกิริยา Ligation (Ligation reaction), Positive transformation, Negative transformation 
และ Negative ligation ลงในหลอดที่มีเซลล ์ Competent ที่เย็น   ทิ้งไว้บนน้ําแข็ง เป็นเวลา 30 นาที   
หลังจากนั้น นาํหลอดทุกหลอดไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แล้ววาง
บนน้ําแข็ง เป็นเวลา 1-2 นาที   จากนั้น เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ลงไปในหลอด   บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง โดยพลิกหลอดกลับไปมาทุก 10 นาที   หลังจากนั้น  
นําสารละลายเซลลท์ั้งหมดมาทําการ spread plate บนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิความ
เข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติรและยากานามัยซินความเข้มข้นสุดท้าย 10 ไมโครกรัมต่อ
มิลลลิิตร บ่มเป็นเวลาข้ามคืน แล้วจึงทําการคัดเลือกโคลนที่ได้ เพื่อนําไปใช้ในการศึกษาต่อไป 

 
           3.4.3 การตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องกับกลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อวัณโรคโดย
การศึกษาการกลายพนัธุข์องยีนทีส่นใจ (Gene mutation) ด้วยการวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด ์
(DNA sequencing) 

                3.4.3.1 การออกแบบไพรเมอร์ 

  นําข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ต้องการศึกษาจากธนาคารยีน (GeneBank) มาใช้ในการ
ออกแบบไพรเมอร์ของยีน 16S rRNA (rrs) ยีน eis (Rv2416c) ยีน gidB (Rv3919c) ยีน tap (Rv1258c) 
และยีน whiB7 (Rv3197A) โดยไพรเมอร์ที่ใช้ในเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน gidB และ tap ทาํการ
ออกแบบให้ไพรเมอร์ด้าน Forward อยู่ห่างจากบริเวณจุดเริ่มต้นการแปลรหัสของยีนประมาณ 500 เบส 
และออกแบบไพรเมอร์ด้าน Reverse ให้อยู่ห่างจากบริเวณจุดสิ้นสุดการแปลรหัสของยีนประมาณ 100 
เบส (รูปที่ 3.2)   ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ทั้งหมดแสดงดังตารางที่ 3.4  
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รูปที่ 3.2 ตัวอย่างการออกแบบไพรเมอร์ของยีน tap (Rv1258c) 

 
 
                 3.4.3.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain 
reaction; PCR)  

ทําการเพิ่มปริมาณยีนที่สนใจศึกษา ได้แก่ ยีน 16S rRNA (rrs) ยีน eis (Rv2416c) ยีน gidB 
(Rv3919c) ยีน tap (Rv1258c) และยีน whiB7 (Rv3197A) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) โดย
องค์ประกอบและปริมาณสารที่ใช้ในการทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจะแสดงตารางที่ 3.5   สภาวะท่ีใช้ใน
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะแสดงในตารางที่ 3.6 โดยอุณหภูมิที่ใช้ในขั้นตอนการจับของไพรเมอร์ 
(Annealing step) จะเปลี่ยนแปลงตามค่า Melting temperature (Tm) ของไพรเมอร์ของแต่ละคู่ที่ใช้ใน
ปฏิกิริยา (ตารางที่ 3.4) รวมทั้งเวลาที่ใช้ในขั้นตอนการสร้างสายดีเอ็นเอ (Extension step) จะขึ้นอยู่กับ
ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ต้องการ โดยจะใช้เวลา 1 นาทีสําหรับผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 1,000 คู่เบส   
จากนั้น นําผลติภัณฑ์ PCR ที่ได้ไปทําการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสต่อไป 

tap (Rv1258C) 

ผลิตภัณฑ์ PCR 

ประมาณ 500 เบส ประมาณ 100 เบส 



26 
 

ตารางที ่3.4 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่และตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต่างๆ ของเชื้อ M.tuberculosis สายพันธุ์ที่ดื้อต่อ

ยากานามัยซิน 

 

ยีนที่ทําการศึกษา ไพรเมอร์ ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 

(5´-3´) 

Tm (oC) ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR (bp) 

16S rRNA (rrs) F-tb16s 

R-261 

5´-GAAAGCGTGGGGAGCGAACA-3´ 

5´-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3´ 

56 779 

eis 

(Rv2416c) 

F-Rv2417c 

R-eis-Rv2415c 

5´-GCGGTGCATCACGTCGCCGA-3´ 

5´-GCAACGCGATCCGCGAGTGC-3´ 

60 1,660 

gidB 

(Rv3919c) 

F-gidB 

R-gidB 

5´-CTGAACAAGTTGGTCGGGCG-3´ 

5´-CGTCGGTGTCGGTGGTGTCA-3´ 

60 1,237 

tap 

(Rv1258c) 

F-Rv1259 

R-Rv1257c 

5´-CAGGCCGGCCCTATGCAGTG-3´ 

5´-CGGTCTTGCCGGTAGCCGTC-3´ 

58 1,847 

whiB7 

(Rv3197A) 

F URT-whiB7 

R whiB7 

5´-GCTGGTTCGCGGTCGGACCT-3´ 

5´-CGGGGTATCGGCGAACCACA-3´ 

59 550 



 
 

                  

ตารางที่ 3.5 องค์ประกอบและปริมาณสารเคมีทีใ่ช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรส 

องค์ประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

บัฟเฟอร์ Gotaq PCR 10 เท่า 
แมกนีเซียมคลอไรด์ (25 มิลลิโมลาร์) 
ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (10 มิลลิโมลาร์) 
ไพรเมอร์ Forward (5 ไมโครโมลาร์) 
ไพรเมอร์ Reverse (5 ไมโครโมลาร์) 
เอนไซม์ Taq DNA polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร) 
จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis 
น้ํากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 

10 
3 
1 

2.5 
2.5 
0.5 
1 

29.5 

ปริมาตรสุทธิ 50 

 
 

ตารางที่ 3.6 สภาวะที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ขั้นที ่ ขั้นตอน อุณหภูมิ 
(องศาเซลซียส) 

เวลา 

1 Initial denaturation 94 5 นาที 

2 
(35 รอบ) 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
56-60 

72 

30 วินาที 
60 วินาที 

90-120 วินาที 

3 Final extension 72 7 นาที 

 
 
                3.4.3.3 การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ ่
พอลเิมอเรส (PCR)  

นําผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ไปทําให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุด Gel/PCR DNA Fragment Extraction kit 
(Geneaid, Taiwan)   หลงัจากนั้น นําผลิตภัณฑ์ PCR ที่ผ่านการทําให้บริสุทธ์ิไปวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีนที่สนใจจากปฏิกิริยา BigDye Terminator Reactions ด้วยเครื่อง ABI PRISM® 3700 DNA 
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Analyzer โดยส่งวิเคราะห์ที่ First BASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย   นําลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไป
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของจีโนมของเชื้อ M. tuberculosis H37Rv (Accession no. 
NC_000962) ที่ได้รายงานไว้ในธนาคารยีนด้วยโปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1994) เพื่อ
วิเคราะห์ตําแหน่งการกลายพันธ์ุของแต่ละยีน  

         3.4.4 การทดสอบความไวของเชือ้ต่อยาปฏิชีวนะอะมิกาซนิ กานามัยซนิ และคาปรีโอมัยซิน  

ทําการทดสอบความไวของยาปฏิชีวนะอะมิกาซินและกานามัยซินต่อเชื้อวัณโรคดื้อยากลุ่มอะมิโน
ไกลโคไซด์ทีแ่ยกจากผู้ป่วยในประเทศไทย โดยวิธี Agar dilution test (Wood et al., 2003)   นาํโคโลนี
ของเชื้อที่ต้องการทดสอบมาทํา Stock solution โดยการเจือจางในอาหารเหลว Middlebrook 7H9 ที่
เติม OADC ความเข้มข้นสดุท้าย 10 เปอร์เซ็นต์ Tween 80 ความเข้มข้นสุดทา้ย 0.05 เปอร์เซ็นต์   
จากนั้น วัดความขุ่นของสารละลายของเชื้อให้มีค่าเท่ากับค่ามาตรฐานของ McFarland หมายเลข 1 หรือ 3 
× 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร   ปิเปตสารละลายของเชื้อที่มีความขุ่นตรงกับที่ต้องการ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร
ลงบนอาหารแข็ง Middlebrook 7H10 ที่มียาปฏิชีวนะปฏิชีวนะอะมิกาซินหรือกานามัยซิน ความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 0, 2, 4, 8, 16, 32 และ 64 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร   Spread plate ให้ทั่ว   นําจานอาหาร
ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 สัปดาห์   จากนั้น วิเคราะห์ค่าความเข้มข้นตํ่าสุดของยา
ปฏิชีวนะอะมิกาซิน และกานามัยซิน ทีส่ามารถทําการยับย้ังการเจริญของเชื้อวัณโรคดื้อยาได้ (Minimum 
Inhibition Concentration; MIC) โดยเปรียบเทียบกับค่า MIC ต่อยาทั้ง 3 ชนิดของเชื้อวัณโรคที่แยกได้
จากผู้ป่วยเทียบกับเชื้อ M. tuberculosis H37Rv 

งานศึกษาวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการศกึษาวิจัยในคน ของคณะ
แพทยศาสตร์ศริิราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล Certificate of Approval no. Si 208/2005 



 
 

บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

4.1 ผลการคัดแยกเชื้อวัณโรคดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์จากเสมหะของผู้ป่วยวัณโรค 

         จากการนําเสมหะของผู้ป่วยวัณโรคที่ได้รับความอนุเคราะห์มาจากทุนวิจัยวัณโรคื้อยา ศิริราชมูลนิธิ 
ในพระอุปถัมภ์ของสมเด็จพระเจ้าพ่ีนางเธอเจ้าฟ้ากัลยาณิวัฒนากรมหลวงนราธิวาชราชนครินทร ์ คณะ
แพทยศาสตร์ศริิราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล มาทําการทดสอบเชื้อวัณโรคที่มีคุณสมบัติต้านยาใน
กลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ โดยนําโคโลนีของเชื้อทุกสายพันธ์ุที่แยกได้มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง Middle 
brook 7H10 ที่มี OADC ความเข้มข้นสุดทา้ย 10 เปอร์เซ็นต์และมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 6 
ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร พบว่ามีเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จากเสมหะของผู้ป่วยที่เจริญบนอาหาร 
Middlebrook 7H10 ที่มียาปฏิชีวนะกานามัยซินทั้งหมด 29 สายพันธ์ุ ได้แก่ M. tuberculosis สายพันธ์ุ  
13287, 13617, 14260, 15966, 16179, 16825, 17012, 17016, 17092, 17164, 17592, 17653, 
17688, 17845, 17962, 17984, 18182, 18515, 18810, 19109, 19111, 19381, 20120, 21127, 
21388, 21848, 22104, 24433 และ 27058 ซึ่งเชื้อทั้ง 29 สายพันธ์ุที่ได้นี้จะนําไปใช้ศึกษายีนและกลไกที่
เกี่ยวข้องกับการต้านยาในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ต่อไป 

4.2 ผลการตรวจสอบยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชือ้วัณโรคดื้อยา โดย
การวิเคราะหก์ารกลายพันธุ์ของลําดับนวิคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA 

  ในการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อวัณโรคดื้อยา ขั้น
แรกจะต้องทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA หรือ rrs ของเชื้อ M. tuberculosis ที่แยก
มาจากผู้ป่วยและมีคุณสมบัติการต้านยากานามัยซินเสียก่อน เนื่องจากการดื้อยาส่วนใหญท่ี่พบมักจะเกิด
จากการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA   หลังจากนั้น จงึทําการคัดเลือกเชื้อ M. tuberculosis ที่ไม่พบการ
กลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA มาทําการศึกษายีนอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับกลไกการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์
ต่อไป  

  4.2.1 ผลการศึกษาการกลายพันธุ์ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยา
ปฏิชีวนะกานามัยซิน 

  4.2.1.1 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี 16S rRNA ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

                จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดัง
แสดงในหัวข้อ 3.4.3.2 โดยใชไพรเมอร์ที่ได้ทําการออกแบบไว้ในตารางที่ 3.4 และใช้จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ 
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M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซินเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่มีขนาด
ประมาณ 800 คู่เบส ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่คาดว่าจะได้รับคือ 779 คู่เบส (รูปที่ 4.1)   
จากนั้น นําผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการใช้เชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซินทุกสายพันธ์ุ
เป็นแม่แบบไปทําให้บริสุทธ์ิด้วยชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit ก่อนตรวจสอบลําดับ 
นิวคลีโอไทด์ต่อไป 

 

 

 

รูปที่ 4.1 ตัวอย่างแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rRNA  
 เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจแลมบ์ดาที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII 
 เลน 1  คือ ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 16825  
 เลน 2  คือ ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 17841  
 

4.2.1.2 ผลการวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rRNA 

จากการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rRNA ที่ได้ด้วย BigDye 
Terminator Reactions จากด้วยเครื่อง ABI PRISMR 3700 DNA Analyzer และนําลําดับนิวคลีโอไทด์
ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซินทั้ง 29 
สายพันธ์ุมาทําการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. tuberculosis H37Rv 
(NC_000962) ที่ได้รายงานไว้ในธนาคารยีน (NCBI) ด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่าเชื้อ M. tuberculosis 
ที่ด้ือยาจํานวน 21 สายพันธ์ุ มีการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง 1401 โดยจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงลาํดับนิวคลีโอไทด์จากเบสอะดินีน (A) ไปเป็นกัวนีน (G) (รูปที่ 4.2) ในขณะที่มีเพียงเชื้อ M. 
tuberculosis ที่ด้ือยาจํานวน 8 สายพันธ์ุที่ไม่พบการกลายพันธ์ุยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่งนี้ (ตารางที่ 4.1) 
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แสดงให้เห็นว่าเชื้อ M. tuberculosis ทีด้ื่อยาปฏิชีวนะกานามัยซินคิดเป็นร้อยละ 72.4 มีการกลายพันธ์ุ
ของยีน 16S rRNA   อย่างไรก็ตาม จากการทดลองไม่พบการกลายพันธ์ุที่ตําแหน่งอื่นๆ ของยีนนี้ในเชื้อ M. 
tuberculosis ทุกสายพันธ์ุที่ทําการศึกษา   ในการทดลองต่อไป จึงได้ทําการคัดเลือกเชื้อ M. 
tuberculosis ที่ด้ือยาจํานวน 8 สายพันธ์ุที่ไม่พบการกลายพันธ์ุยีน 16S rRNA ไปทําการศึกษายีนที่
เกี่ยวข้องกับกลไกการต้านยาในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ต่อไป 

 

 

 
 

รูปที ่ 4.2 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 
13287 ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซิน กับลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis 
H37Rv ด้วยโปรแกรม ClustalW   กรอบสี่เหลี่ยมแสดงตําแหน่งของการกลายพันธ์ุ A1401G ในยีน 16S 
rRNA   
 
 
 
 
 
 

A1401G 
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ตารางที่ 4.1 ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis ทั้ง 29 
สายพันธ์ุ  
 

ลําดับ

ที่ 

สายพันธ์ุ ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ

ยีน 16S rRNA 

ลําดับ

ที่ 

สายพันธ์ุ ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ

ยีน 16S rRNA 

1 13287 A1401G 16 17984 NM 

2 13617 NM 17 18182 A1401G 

3 14260 NM 18 18515 A1401G 

4 15966 NM 19 18810 A1401G 

5 16179 A1401G 20 19109 A1401G 

6 16825 NM 21 19111 A1401G 

7 17012 A1401G 22 19381 A1401G 

8 17016 A1401G 23 20120 NM 

9 17092 A1401G 24 21127 A1401G 

10 17164 NM 25 21388 A1401G 

11 17592 A1401G 26 21848 A1401G 

12 17653 A1401G 27 22104 A1401G 

13 17688 A1401G 28 24433 NM 

14 17845 A1401G 29 27058 A1401G 

15 17962 A1401G Ctrl H37Rv NM 

NM หมายถึง ไม่เกิดการกลายพันธ์ุ (No mutation)  
A1401G หมายถึง การกลายพันธ์ุที่ตําแหน่ง 1401 จากเบสอะดินีน (A) เปลี่ยนไปเป็นเบสกัวนีน (G)  
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4.3 ผลการตรวจสอบยนีที่เก่ียวข้องกับกลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชือ้วัณโรค ด้วยวิธีการ
ทํา Overexpression ของชิ้นส่วนดเีอ็นเอของเชื้อวณัโรคดื้อยาในเซลล์ E. coli  

 การศึกษายีนทีค่าดว่าจะเกี่ยวข้องกับการด้ือยาในกลุ่มอะมโินไกลโคไซด์ของเชื้อวัณโรคดื้อยา โดย
การทํา Overexpression มีวิธีการดังนี้ นําจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis ด้ือยาที่สกัดได้มาย่อย
บางส่วน (Partial digestion) ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI เพื่อให้มีขนาดเล็กลง   จากนั้น นําช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอที่ได้มาเชื่อมต่อกับพลาสมิด pOLYG และ pSMT1 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI (พลาสมิด
ทั้ง 2 ชนิดนี้สามารถแสดงออกได้ทั้งใน E. coli และ Mycobacterium sp.)   นําพลาสมิดดีเอ็นเอ

ลูกผสมทรานสฟอร์มเข้าสู่เซลล์ให้อาศัย E. coli DH5α   สุดท้าย ศึกษาคุณสมบัติการต้านยาของทรานส
ฟอร์มแมนทแ์ละศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม    

          4.3.1 ผลการเตรียมจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อวัณโรคดื้อยากานามัยซิน 

จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จากเสมหะของผู้ป่วยที่ต้านยาปฏิชีวนะกานามัย
ซินทั้งหมด 8 สายพันธ์ุ บนอาหารแข็ง Middlebrook 7H10 ที่มียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น
สุดท้าย 6 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-4 สัปดาห์ แล้วนํา
โคโลนีของเชื้อแต่ละสายพันธ์ุมาทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอตามวิธีการทดลองในหัวข้อ 3.4.2.1 และ
วิเคราะห์จีโนมิกดีเอน็เอที่สกัดได้ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสทีม่ีความเขม้ข้นอะกาโรส 0.8 
เปอร์เซ็นต์ พบว่าปรากฎแถบจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis ทุกสายพันธ์ุที่ด้ือต่อยากานา 
มัยซินเพียง 1 แถบ โดยอยู่เหนือชิ้นส่วนของดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจแลมบ์ดาที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ  
HindIII ที่มีขนาด 23,130 คู่เบส (รูปที่ 4.3) 
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รูปที่ 4.3 ตัวอย่างจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุต่างๆ ที่ด้ือต่อยากานามัยซิน 

  เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจแลมบ์ดาที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII 
  เลน 1 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 13617 
  เลน 2 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 14260 
  เลน 3 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 15966 
  เลน 4 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 16825 
  เลน 5 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 17164 
  เลน 6 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 17984 

    เลน 7 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 20120 
 
4.3.2 ผลการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ด้วยชุด High-speed Plasmid 

Mini kit 

จากการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ด้วยชุด High-speed Plasmid Mini kit 
ตามข้ันตอนในหัวข้อที่ 3.4.2.2 และวิเคราะห์พลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 
0.8 เปอร์เซ็นต์ พบว่าพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ที่ทําการสกัดได้นี้มีความเข้มข้นประมาณ 
120 และ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามลําดับ (รูปที่ 4.4) 
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รูปที่ 4.4 พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ที่ได้จากการสกัดด้วยชุด High-speed Plasmid Mini Kit 

  เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจแลมบ์ดาที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII 
  เลน 1 คือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG  
  เลน 2 คือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1 
 

4.3.3 ผลการย่อยจีโนมิกดีเอ็นเอบางส่วน (Partial digestion) 

จากการนําจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุต่างๆ มาทําการย่อยแบบ Partial 
digestion ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI ตามวิธีการในขั้นตอนที่ 3.4.2.4 เพื่อหาความเข้มข้นของ
เอนไซม์ที่เหมาะสมในการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอให้ได้ช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการ (ประมาณ 500-3,000 คู่
เบส) แล้วทําการวิเคราะห์ดีเอ็นเอที่ได้จากการย่อยแบบบางส่วน (Partial digested DNA) ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 0.8 เปอร์เซ็นต์ พบว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการย่อยนั้นมีความแตกต่างกัน เมื่อใช้
ความเข้มข้นของเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI ที่ต่างกัน โดยเมื่อใช้เอนไซม์ทีม่ีความเข้มข้นสุดท้าย 16.5 
และ 5.5 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ จีโนมิกดีเอ็นเอจะถูกย่อยอย่างสมบูรณ์ ไม่พบลักษณะเป็นแถบปื้น 
(รูปที่ 4.5) ในขณะที่เมื่อใชเ้อนไซม์ที่มีความเข้มข้นสุดทา้ย 0.15 ยูนติต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ จีโนมิก 
ดีเอ็นเอจะถูกย่อยอย่างไม่สมบูรณ ์ พบแถบดีเอ็นเอเป็นปื้นที่มีขนาดตั้งแต่ 500 ถึงประมาณ 6,000 คู่เบส 
(รูปที่ 4.5)   จากการทดลองพบว่าความเข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์ตัดจําเพาะที่เหมาะสมในการตัดจีโนมิก
ดีเอ็นเอให้มีช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด 500-3,000 คู่เบส คือ 0.15 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ   จากนั้น จึง
ทําการตัดช้ินส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 500 ถึง 3,000 คู่เบสออกจากเจล และทําให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุด 
Gel/PCR DNA Fragment Extraction kit  
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รูปที่ 4.5 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 17984 ด้วย 
เอนไซม์ Sau3AI แบบ Partial digestion 

  เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจแลมบ์ดาที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII 
     เลน 1 คือ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ Sau3AI ความเข้มข้นสุดท้าย  
          16.5 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ    

  เลน 2 คือ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ Sau3AI ความเข้มข้นสุดท้าย  
  5.5 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ    
  เลน 3 คือ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ Sau3AI ความเข้มข้นสุดท้าย  
  1.85 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ    
  เลน 4 คือ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ Sau3AI ความเข้มข้นสุดท้าย 
  0.6 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ    
  เลน 5 คือ ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ Sau3AI ความเข้มข้นสุดท้าย  
  0.15 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ    

  
4.3.4 ผลการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI และ

การทํา dephosphorylation 

จากการนําพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI ตาม
วิธีการในหัวข้อ 3.4.2.5 แล้วนําผลติภัณฑ์ที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส 0.8 
เปอร์เซ็นต์ พบว่าพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG ที่ได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI มขีนาด
ประมาณ 5,000 คู่เบส เนื่องจากพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG มีขนาด 5,315 คู่เบส มีจุดจดจําของเอนไซม์ตัด
จําเพาะ BamHI เพียงตําแหน่งเดียว (ภาคผนวก ข)   ดังนั้น เมื่อนําพลาสมิด pOLYG มาตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจําเพาะ BamHI แล้วจะทําให้ได้พลาสมิดดีเอ็นเอที่เป็นเส้นตรงเพียงขนาดเดียว   ส่วนพลาสมดิดีเอ็นเอ 
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pSMT1 ที่ได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI จะปรากฏแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ที่มีขนาดประมาณ 
5,000 และ 2,000 คู่เบส (รปูที่ 4.6) เนื่องจากพลาสมิด pSMT1 มีจุดจดจําของเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI 
2 ตําแหน่งที่บริเวณส่วนต้นและส่วนท้ายของยีน luxAB (ภาคผนวก ข) ดังนั้น เมื่อนําพลาสมิด pSMT1 มา
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI จะได้ช้ินส่วนดีเอ็นเอ 2 ช้ินที่มขีนาด 5,817 คู่เบส และ 2,403 คู่เบส   
หลังจากนั้น จึงทําให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสําเร็จรูป Gel/PCR DNA Fragment Extraction kit และนําผลติภัณฑ์
ที่ได้มาทําการกําจัดหมู่ฟอสเฟตที่ปลาย 5´ (Dephosphorylation) 

 

 
 
รูปที่ 4.6 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ 
BamHI  

  เลน M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจแลมบ์ดาที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII 
  เลน 1  คือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG  
  เลน 2 คือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI  
  เลน 3 คือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1  
  เลน 4 คือ พลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1 ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI  

 
4.3.5 ผลการเชื่อมต่อ (Ligation) และผลการทรานสฟอร์มพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม 

จากการนําช้ินส่วนจีโนมิกดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI เพียงบางส่วนมาเชื่อมต่อ
กับพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG และ pSMT1 ที่ผ่านการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ BamHI จะทําให้ได้เปน็ 

พลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม แลว้ทําการทรานสฟอร์มเข้าสู่เชื้อให้อาศัย E. coli DH5α ตามขั้นตอนที่ 3.4.2.7 
และ 3.4.2.8 ตามลําดับ โดยทําการศึกษาในเชื้อวัณโรคทั้งหมด 8 สายพันธ์ุ พบว่า ไม่สามารถพบโคโลนีที่
เจริญบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินและกานามัยซิน ความเข้มข้นสุดท้าย 100 และ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร ตามลําดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปัจจัยต่างๆ ทีม่ีผลต่อการโคลนยีน เช่น ขนาดของ
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ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ไม่เหมาะสม การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI อาจตัดตรงกลางยีน ทําให้ไมส่ามารถ
โคลนยีนทั้งหมดได้ สภาวะในการทําการ Dephosphorylation, Ligation และ Transformation หรือ
อาจเป็นไปได้ว่ายีนดังกล่าวไม่สามารถแสดงออกได้ในเชื้อ E. coli เป็นต้น   ดังนั้น คณะวิจัยจึงพยายามหา
วิธีการอื่นมาใช้ในการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยาในกลุ่มอะมโินไกลโคไซด์ของเชื้อวัณโรคดื้อยา   
จากการตรวจเอกสารพบว่า เชื้อด้ือยาจํานวนมากเกิดจากการกลายพันธ์ุที่ลําดับนิวคลีโอไทด์หนึ่งๆ ของยีน
ที่เกี่ยวข้อง   ในการทดลองต่อไป จะได้นําเชื้อวัณโรคดื้อยาทั้งหมด 8 สายพันธ์ุมาศึกษาการกลายพันธ์ุของ
ยีนที่คาดว่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับการด้ือยา 

4.4 ผลการตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องกับกลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชือ้วัณโรคดื้อยา โดย
การวิเคราะหก์ารกลายพันธุ์ของลําดับนวิคลีโอไทด์ของยีนทีเ่ก่ียวข้อง 

  ยีนที่คาดว่าจะเกี่ยวข้องกับกลไกการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อวัณโรคดื้อยาที่ศึกษา มี
ดังนี้ ยีน eis (Rv2416c) ที่ถอดและแปลรหสัเป็นเอนไซม์อะมโินไกลโคไซด์เอซิทิลทรานสเฟอเรส 
(Aminoglycoside acetyltransferase) ยีน gidB (Rv3919c) ที่ถอดและแปลรหัสเป็น 7-
Methylguanosine (m7G) methyltransferase ยีน tap (Rv1258c) ที่ถอดและแปลรหัสเป็น Multidrug 
efflux pump และยีน whiB7 (Rv3197A) ที่ถอดและแปลรหัสเป็น Transcriptional activator โดยทํา
การเพิ่มปริมาณของยีนหรือชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สนใจด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) ก่อนทํา
การวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ 

4.4.1 ผลการศึกษาการกลายพันธุ์ของยนี eis (Rv2416c) ยีน gidB (Rv3919c) ยีน tap 
(Rv1258c) และยนี whiB7 (Rv3197A) ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชวีนะกานามัยซิน 

เชื้อ M. tuberculosis ทั้ง 8 สายพันธ์ุ ได้แก่ สายพันธ์ุ 13617, 14260, 15966, 16825, 
17164, 17984, 20120 และ 24433 ที่ไม่พบการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA จะถูกนําไปศึกษาลําดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน eis ยีน gidB ยีน tap และยีน whiB7 (Rv3197A) แล้วทําการเปรียบเทียบลําดับ 
นิวคลีโอไทด์ของแต่ละยีนที่ได้กับลําดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. tuberculosis H37Rv (Accession no. 
NC_000962) ที่ได้รายงานไว้ในธนาคารยีน (NCBI) ด้วยโปรแกรม ClustalW  

  4.4.1.1 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน eis (Rv2416c) ยีน gidB (Rv3919c) ยีน tap 
(Rv1258c) และยีน whiB7 (Rv3197A) ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

         จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน eis (Rv2416c) ยีน gidB (Rv3919c) ยีน tap (Rv1258c) และ
ยีน whiB7 (Rv3197A) ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังแสดงในหัวข้อ 3.4.3.2 โดยใชไพรเมอร์ที่
ได้ทําการออกแบบไว้ในตารางที่ 3.4 และใช้จีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะ
กานามัยซินเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน eis (Rv2416c) ยีน gidB (Rv3919c) ยีน 
tap (Rv1258c) และยีน whiB7 (Rv3197A) ที่มีขนาดประมาณ 1,600, 1,200, 1,800 และ 500 คู่เบส 



39 
 

ตามลําดับ ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่คาดว่าจะได้รับคือ 1,660, 1,237, 1,847 และ 550 
คู่เบส ตามลําดับ (รูปที่ 4.7)   จากนั้น นําผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ของทุกยีนของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือ
ยาปฏิชีวนะกานามัยซินทั้ง 8 สายพันธ์ุไปทําให้บริสุทธ์ิด้วยชุด Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit 
และตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป 

 

                           
 

        
 
รูปที่ 4.7 ตัวอย่างแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน eis (Rv2416c) (ก) ยีน gidB (Rv3919c) (ข) 
ยีน tap (Rv1258c) (ค) และยีน whiB7 (Rv3197A) (ง) 

 เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจแลมบ์ดาที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ HindIII 
 เลน 1  คือ ผลิตภัณฑ์ PCR ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 13617  
 เลน 2  คือ ผลิตภัณฑ์ PCR ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุ 14260  
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4.4.1.2 ผลการวิเคราะหล์ําดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน eis (Rv2416c) ยีน 

gidB (Rv3919c) ยีน tap (Rv1258c) และยนี whiB7 (Rv3197A) 

จากการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ด้วย BigDye Terminator 
Reactions จากด้วยเครื่อง ABI PRISMR 3700 DNA Analyzer และนําลําดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ 
PCR ของยีน eis (Rv2416c) ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซินและไม่มีการกลาย
พันธ์ุของยีน 16S rRNA ทั้ง 8 สายพันธ์ุ มาทําการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ M. 
tuberculosis H37Rv ที่ได้รายงานไว้ในธนาคารยีน (NCBI) ด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่า เชื้อ M. 
tuberculosis 5 สายพันธ์ุ ได้แก่ สายพันธ์ุ 13617, 14260, 15966, 17984 และ 20120 มีการกลายพันธ์ุ
ของยีน eis (Rv2416c) โดยกลายพันธ์ุส่วนใหญ่เกิดที่ตําแหน่งนิวคลีโอไทด์ -14 (นิวคลีโอไทด์ที่พบก่อน
หน้า Start codon 14 ตัว) ซึ่งเปลี่ยนจากเบสไซโตซีน (C) ไปเป็นเบสไทมีน (T) หรือ C-14T และมีเพียง 1 
สายพันธ์ุเท่านั้น คือ สายพันธ์ุ 15966 ที่มีการกลายพนัธ์ุของยีน eis ที่ตําแหน่งนิวคลีโอไทด์ -37 โดย
เปลี่ยนจากเบสกัวนีน (G) เปลี่ยนไปเป็นไทมีน (T) หรือ G-37T (รูปที่ 4.8ก และ ข)   ในขณะที่เชื้อ M. 
tuberculosis อีก 2 สายพันธ์ุไม่พบการกลายพันธ์ุของยีน eis (ตารางที่ 4.2) 
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(ก) 
 

 
(ข) 
 

รูปที่ 4.8 การกลายพันธ์ุของยีน eis ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุด้ือต่อยากานามัยซิน ที่ตําแหน่ง 
C-14T (ก) และ G-37T (ข) 
 

จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน gidB เชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกานามัย
ซินและไม่มีการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ทั้ง 8 สายพันธ์ุ พบว่าเชื้อ M. tuberculosis ทุกสายพันธ์ุที่
ทําการศึกษามกีารกลายพันธ์ุของยีน gidB ในลําดับนิวคลีโอไทด์ตําแหน่งที่ 299 โดยเปลี่ยนจากเบสไซโต
ซีน (C) ไปเป็นเบสไทมีน (T) หรือ C299T (รูปที่ 4.9ก) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด์นี้จะส่งผลให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสในตําแหนง่ที่ 100 จากกรดอะมิโนเซอรนี 
(Serine; S) ไปเป็นกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine; F) หรือ S100F (ตารางที่ 4.2)   นอกจากนี้ 
เชื้อ M. tuberculosis จํานวน 7 สายพันธ์ุ ยังพบการกลายพันธ์ุของยีน gidB ในลําดับนิวคลโีอไทด์
ตําแหน่งที่ 276 จากเบสอะดีนีน (A) ไปเป็นเบสไซโตซีน (C) หรือ A276C (รูปที่ 4.9ข) โดยการกลายพันธ์ุที่

C-14T 

G-37T 
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ตําแหน่ง A276C จะทําให้เกดิการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่ตําแหน่ง 92 จากกรดกลูตามิก (Glutamic 
acid; E) ไปเป็นกรดแอสปาร์ติก (Aspartic acid; D) หรือ E92D (ตารางที่ 4.2)   จากการทดลองพบว่าการ
กลายพันธ์ุของยีน gidB เกิดขึ้นในเกือบทุกสายพันธ์ุของเชื้อที่ทําการศึกษา จึงคาดว่าการกลายพันธ์ุของยีน 
gidB ไม่น่าจะเกี่ยวข้องกับการด้ือยาปฏิชีวนะในกลุ่มอะมโินไกลโคไซด์   เพื่อเป็นการยืนยันว่าการกลาย
พันธ์ุของยีน gidB นี้ไม่มีผลต่อการดื้อยา จึงได้นําเชื้อวัณโรคที่ไวต่อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ทั้งหมด 27 
สายพันธ์ุ มาทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน gidB และพบว่าเชื้อวัณโรคที่ไวต่อยากลุ่มอะมิโนไกลโค
ไซด์มีการกลายพันธ์ุของยีน gidB ในตําแหน่ง A276C และ C299T เช่นกัน (ข้อมลูไม่ได้แสดง)  

 
 

 
 
รูปที่ 4.9 การกลายพันธ์ุของยีน gidB ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุด้ือต่อยากานามัยซิน ที่ตําแหน่ง  
A276C และ C299T  
 
   จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน tap ในเชื้อ M. tuberculosis ทั้ง 8 สายพันธ์ุ พบว่า 
เชื้อ 7 สายพันธ์ุ จะสามารถพบการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ตําแหน่ง 581 โดยจะมีเบสไซโตซนี (C) 
เพิ่มขึ้นมา 1 เบส หรือ Ins581C (รูปที่ 4.10) ซึ่งจะมผีลทําให้เกดิการเปลี่ยนแปลงการแปลรหสัของกรด 
อะมิโนของโปรตีน Tap โดยจะทําให้พบ Stop codon และนําไปสู่การสิ้นสุดการแปลรหัส    การเพิ่มเบส
ไซโตซีนในสายดีเอ็นเอจะมีผลทําให้ได้โปรตีนที่มี 231 ตัว ซึ่งน้อยกว่าโปรตีน Tap ที่มีกรดอะมิโน 419 ตัว
(ตารางที่ 4.2) นอกจากนี้ มเีพียง 1 สายพันธ์ุ คือ สายพันธ์ุ 24433 ที่ไม่พบการกลายพันธ์ุของยีน tap 
(ตารางที่ 4.2) 
 

A276C 

C299T 
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รูปที่ 4.10 การกลายพันธ์ุของยีน tap ของเชื้อ M. tuberculosis สายพันธ์ุด้ือต่อยากานามัยซินที่ตําแหน่ง  
Ins581C  
 

จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน whiB7 ในเชื้อ M. tuberculosis ทั้ง 8 สายพันธ์ุ พบว่า
ไม่เกิดการกลายพันธ์ุของเชื้อทั้ง 8 สายพันธ์ุ (ตารางที่ 4.2) แสดงให้เห็นว่ายีน whiB7 ไม่มีส่วนเกี่ยวขอ้งกับ
การด้ือยาในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์  
 
4.5 ผลการวิเคราะห์คา่ MIC (Minimum Inhibition concentration) ต่อยาปฏิชีวนะอะมกิาซินและ
กานามัยซนิของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ 

จากการวิเคราะห์ค่า MIC ของเชื้อ M. tuberculosis ต่อยาปฏิชีวนะอะมิกาซินและกานามัยซิน 
ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ทั้ง 29 สายพันธ์ุ พบว่าเชื้อทุกสายพันธ์ุมีค่า MIC 
ต่อยากานามัยซินมากกว่า 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งจัดว่าเป็นค่า MIC ที่สูง   ในขณะที่ค่า MIC ของ
เชื้อ M. tuberculosis ต่ออะมิกาซินมีค่าเท่ากับ 8 หรือมากกว่า 64 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร และจากการ
พิจารณาค่า MIC ต่อยาปฏิชีวนะอะมิกาซินและกานามัยซนิของเชื้อ M. tuberculosis ทั้ง 8 สายพันธ์ุที่ไม่
พบการกลายพันธ์ุที่ตําแหน่ง A1401G ในยีน 16S rRNA พบว่ามีเชื้อ M. tuberculosis 2 สายพันธ์ุ คือ 
สายพันธ์ุ 16825 และ 17164 ที่มีค่า MIC ต่ออะมิกาซินมีค่าเท่ากับ 8 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร (ตารางที่ 
4.2)  

 
 
 
 

Ins 581C 
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ตารางที่ 4.2 ผลการตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีน eis, gidB, tap และ whiB7 และค่า MIC ต่อยาปฏิชีวนะอะมิกาซินและกานามัยซิน ในเชื้อ M. tuberculosis 
จํานวน 8 สายพันธุ์ที่ไม่พบการกลายพันธุ์ของยีน 16S rRNA  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การกลายพันธุ์ของยีน gidB การกลายพันธุ์ของยีน tap MIC  (μg/ml) สายพันธุ์ การกลายพันธุ์
ของยีน eis 

ตําแหน่งลําดับ 
นิวคลีโอไทด์ 

ตําแหน่งลําดับ
กรดอะมิโน 

ตําแหน่งลําดับ 
นิวคลีโอไทด์ 

ตําแหน่งลําดับ
กรดอะมิโน 

การกลายพันธุ์ของ
ยีน whiB7 

AK KM 

13617 C-14T A276C 
C299T 

E92D 
S100F 

ins 581C Frameshift 
(419>231) 

NM 8 >64 

14260 C-14T A276C 
C299T 

E92D 
S100F 

ins 581C Frameshift 
(419>231) 

NM 8 >64 

15966 G-37T A276C 
C299T 

E92D 
S100F 

ins 581C Frameshift 
(419>231) 

NM 8 >64 

16825 NM A276C 
C299T 

E92D 
S100F 

ins 581C Frameshift 
(419>231) 

NM >64 >64 

17164 NM A276C 
C299T 

E92D 
S100F 

ins 581C Frameshift 
(419>231) 

NM >64 >64 

17984 C-14T A276C 
C299T 

E92D 
S100F 

ins 581C Frameshift 
(419>231) 

NM 8 >64 

20120 C-14T A276C 
C299T 

E92D 
S100F 

ins 581C Frameshift 
(419>231) 

NM 8 >64 

24433 NM C299T S100F NM NM NM ND ND 



 
 

บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

5.1 ผลการศกึษาการกลายพันธุ์ของยนี 16S rRNA ของเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยาปฏิชีวนะกานา
มัยซินทั้ง 29 สายพันธุ ์

ในการทดลองนี้ ขั้นแรกเปน็การศึกษาการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ของเชื้อ M. 
tuberculosis ที่ด้ือต่อยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ซึ่งแยกได้จากเสมหะผูป่้วยวัณโรคดื้อยาทั้งหมด 29 สาย
พันธ์ุ เนื่องจากการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์มักเกิดจากการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA เป็นส่วนใหญ ่  
จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่าเชื้อ M. tuberculosis ทีด้ื่อยาจํานวน 21 สาย
พันธ์ุ หรือคิดเป็นร้อยละ 72.4 จะเกิดการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง 1401 โดยจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทด์จากเบสอะดีนีน (A) ไปเป็นเบสกัวนีน (G) (ตารางที่ 4.2)   ในขณะที่เชื้อ M. 
tuberculosis ที่ด้ือยาจํานวน 8 สายพันธ์ุ หรือคิดเป็นร้อยละ 27.6 จะไม่พบการกลายพันธ์ุของยีน 16S 
rRNA (ตารางที่ 4.2)   จากการทดลองพบเฉพาะการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง A1401G แต่
ไม่พบการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ในตําแหน่งอื่น   โดยทั่วไป การกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่
ตําแหน่ง A1401G จะพบมากที่สุดในเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือต่อยาปฏิชีวนะอะมิกาซินและกานามัยซนิ 
(Suzuki et al., 1998)   อยา่งไรก็ตาม สามารถพบการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่งอื่นๆ เช่น 
C1402G และ G1484T ได้เช่นกัน (Kiet et al., 2010; Brossier et al., 2010; Feuerriegel et al., 
2009; Suzuki et al., 1998; Sirgel et al., 2012)   การกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง 
A1401G จัดเป็นยีนเครื่องหมายที่สําคัญ (Strong marker) ของการต้านยาปฏิชีวนะอะมิกาซิน กานามัยซิน 
และคาปรีโอมยัซิน โดยการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง A1401G มีผลต่อการต้านยาคาปรีโอ
มัยซินในระดับตํ่า   ในขณะทีก่ารกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง C1402T จัดเป็นยีนเครื่องหมาย
ที่ไม่ดี (Poor marker) ของการต้านยาปฏิชีวนะนี้ เนื่องจากสามารถพบการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่
ตําแหน่ง C1402T ในเชื้อสายพันธ์ุที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ (Susceptible strain) ได้ (Georghiou et al., 
2012)   ในการทดลองนี้ พบการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ในเชื้อ M. tuberculosis ที่แยกได้จาก
ผู้ป่วยในประเทศไทยคิดเป็นร้อยละ 72.4 ซึ่งสูงกว่าร้อยละ 56 ที่ได้จากงานวิจัยของ Georghiou และคณะ 
(2012) เนื่องจากสายพันธ์ุที่ทําการศึกษาถูกคัดแยกมาจากอาหารคัดเลือกที่มียาปฏิชีวนะกานามัยซิน 

จากการทดลองพบเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง 
A1401G จํานวน 20 สายพันธ์ุจากทั้งหมด 21 สายพันธ์ุที่มีการด้ือยาอะมิกาซินและกานามัยซินในระดับสูง 
โดยมีค่า MIC ของเชื้อต่อยาทั้งสองชนิดมากกว่า 64 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร   ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ
ผลการศึกษาทีผ่่านมา โดยพบว่าเชื้อ M. tuberculosis ที่มีการกลายพนัธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง 
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A1401G มีค่า MIC ต่อยาอะมิกาซินและกานามัยซินในระดับที่สูง (Jugheli et al., 2009)   นอกจากนี้ 
จากการศึกษาค่า MIC ของเชื้อ M. tuberculosis ด้ือยากานามัยซินทัง้ 8 สายพันธ์ุที่ไม่มีการกลายพันธ์ุ
ของยีน 16S rRNA ที่ตําแหนง่ A1401G พบว่าเชื้อทั้ง 8 สายพันธ์ุมีการด้ือยากานามัยซินในระดับสูงเช่นกัน 
โดยมีค่า MIC มากกว่า 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่าอาจมียีนหรือกลไกอื่นๆ ทีม่คีวาม
เกี่ยวข้องกับการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อวัณโรคอีก   จากการศึกษาค่า MIC ของเชื้อ M. 
tuberculosis ด้ือยากานามัยซินทั้ง 8 สายพันธ์ุที่ไม่มีการกลายพนัธ์ุของยีน 16S rRNA ที่ตําแหน่ง 
A1401G พบว่ามีเชื้อเพียง 5 สายพันธ์ุที่มีค่า MIC ต่อของยาอะมิกาซินในระดับตํ่า โดยมีค่า MIC เท่ากับ 8 
ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร แสดงว่ากลไกหรือยีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยาอะมิกาซินและกานามัยซินอาจมีความ
แตกต่างกันขึ้นกับชนิดของสายพันธ์ุของเชื้อวัณโรค 

5.2 ผลการตรวจสอบยนีที่เก่ียวข้องกับกลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชือ้วัณโรค ด้วยวิธีการ
ทํา Overexpression ของชิ้นส่วนดเีอ็นเอของเชื้อวณัโรคดื้อยาใน E. coli  

 จากการนําเชื้อ M. tuberculosis ที่ไม่พบการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA มาศึกษายีนที่อาจมี
ส่วนร่วมในกลไกการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ โดยนําจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อเหล่านี้มาย่อยเพียงบางส่วน 
(Partial digestion) ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI แล้วทําการเชื่อมชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากการย่อยเข้า
กับพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG หรือ pSMT1 ที่สามารถแสดงออกใน E. coli และ Mycobacteria   จากนั้น 
ทรานสฟอร์มพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมเข้าสูเ่ชื้อ E. coli พบว่าไม่สามารถได้ทรานสฟอร์มแมนทท์ี่เจริญบน
อาหารที่มีทั้งยาปฏิชีวนะกานามัยซินและไฮโกรมัยซิน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปัจจัยต่างๆ ที่มผีลต่อการโคลน
ยีน ดังนี้ 

(1) ขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ไม่เหมาะสม  
พลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG เป็นพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีขนาด 5,315 คู่เบสและมีจุดเริม่ต้นของการ

จําลองตัวเองของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย (oriM) (Gaora et al., 1997) ในขณะที่พลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1 
เป็นพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีขนาด 8,220 คู่เบสและมีจุดเริม่ต้นของการจําลองตัวเองของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย
(ALori) และ E. coli (Eori) ซึ่งสามารถใชพ้ลาสมิดดีเอ็นเอทั้ง 2 ชนิดนี้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนที่
สนใจในเชื้อมัยโคแบคทีเรียได้   อย่างไรก็ตาม เนื่องจากพลาสมิดดีเอ็นเอทั้งสองนี้มีขนาดใหญ่ จึงทําให้การ
เชื่อมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สนใจ (ที่อาจมีขนาดที่ใหญ่เช่นกนั) นั้นทําได้ยาก  

(2) สภาวะที่ใช้ในการโคลนยีน 
สภาวะที่มีผลต่อประสิทธิภาพในการโคลนยนี ได้แก่ สภาวะการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอและจีโนมิกดี

เอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ สภาวะในการทํา Dephosphorylation สภาวการเชื่อมต่อและการทรานส
ฟอร์มเมชัน ฯลฯ 
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(3) การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ   
การตัดจีโนมิกดีเอ็นเอให้มีขนาดเล็กลงด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Sau3AI ที่มีบริเวณจดจําของ

เอนไซม์เพียง 4 ตําแหน่ง ถึงแม้จะเป็นการตัดเพียงบางส่วน แต่ก็อาจทําการตัดบริเวณภายในของยีนที่
สนใจซึ่งจะทําให้ยีนดังกล่าวไม่สามารถแสดงออกได้ 

(4) ปัจจัยอ่ืนๆ เช่น การควบคุมระดับการแสดงออกของยีนที่สนใจโดยอาศัยโปรตีนควบคุม 
ชนิดของโปรโมเตอร์ เป็นต้น 

5.3 ผลการศกึษายีนทีเ่ก่ียวข้องกบัการดื้อยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อวัณโรคดื้อยากานามัยซนิ โดย
การวิเคราะหก์ารกลายพันธุ์ของยนี eis (Rv2416c) ยีน gidB (Rv3919c) ยีน tap (Rv1258c) และ
ยีน whiB7 (Rv3197A) 

จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน eis ในเชื้อวัณโรคที่ด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ซึ่งไม่มี
การกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA พบว่า เชื้อ M. tuberculosis 5 สายพันธ์ุจากทั้งหมด 8 สายพันธ์ุ จะเกิด
การกลายพันธ์ุในบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน eis (ตารางที่ 4.2) ซึ่งยีน eis สามารถถอดและแปลรหัสได้เป็น
เอนไซม์อะมิโนไกลโคไซด์อะเซทิลทรานสเฟอเรส (Aminoglycoside acetyltransferase)   มีรายงาน
พบว่าการกลายพันธ์ุในบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน eis เกี่ยวข้องกับการด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซินในเชื้อ M. 
tuberculosis (Zaunbrecher et al., 2009) อย่างไรก็ตาม จะพบการกลายพันธ์ุของยีน eis ในเชี้อวัณโรค
ด้ือยาน้อยกว่าการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA   จากการทดลองพบตําแหน่งของการกลายพันธ์ุในบริเวณ
โปรโมเตอร์ของยีน eis ทีตํ่าแหน่ง -14 โดยเปลี่ยนจากเบสไซโตซีน (Cytosine) ไปเป็นเบสไทมีน 
(Thymine) จํานวน 4 สายพันธ์ุ และที่ตําแหน่ง -37 ที่เปลี่ยนจากเบสกัวนีน (Guanine) ไปเป็นเบสไทมีน 
(Thymine) จาํนวน 1 สายพันธ์ุ (ตารางที่ 4.2) ซึ่งตําแหน่งการกลายพันธ์ุที่ได้คือ C-14T และ G-37T นั้น
ได้มีการรายงานแล้วในเชื้อ M. tuberculosis ด้ือยากลุม่อะมิโนไกลโคไซด์ (Zaunbrecher et al., 2009) 
รวมถึงมีการแสดงตําแหน่งอื่นๆ ของการกลายพันธ์ุในบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน eis เช่น ตําแหน่ง G-6T 
(ตําแหน่ง -6 เปลี่ยนจากเบสกัวนีนไปเป็นเบสไทมีน) ตําแหน่ง G-10A (ตําแหน่ง -10 เปลี่ยนจากเบสกัวนีน 
ไปเป็นเบสอะดีนิน) ตําแหน่ง C-12T (ตําแหน่ง -12 เปลี่ยนจากเบสไซโตซีนไปเป็นเบสไทมีน) เป็นต้น 
(Engström et al., 2011; Gikalo et al., 2012)   จากการศึกษาครัง้นี้พบว่า การกลายพันธ์ุในบริเวณ 
โปรโมเตอร์ของยีน eis จะทาํให้เกิดการด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซินในระดับสูง โดยมีค่า MIC มากกว่า 64 
ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร ซึ่งแตกต่างจากรายงานของ Zaunbrecher และคณะ (2009) ที่พบว่าการเพิ่มการ
แสดงออก (Overexpression) ของยีน eis จะทําให้เกิดการด้ือต่อยากานามัยซินในระดับตํ่า โดยมคี่า MIC 
น้อยกว่า 40 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร   จากผลดังกล่าวข้างต้น แสดงให้เห็นว่าน่าจะมีกลไกอ่ืนๆ ที่เกีย่วข้อง
กับการกลายพันธ์ุของยีน eis ที่ทําให้เกิดการด้ือยากานามัยซินในระดบัสูงในเชื้อ M. tuberculosis ที่
ทําการศึกษา 
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ยีน gidB เป็นยีนที่สามารถถอดและแปลรหัสเป็นเอนไซม์ 16S rRNA methyltransferase 
(Okamoto et al., 2007)   มีรายงานพบว่า การกลายพันธ์ุของยีน gidB นี้มีส่วนเกี่ยวข้องกับการด้ือยา
ปฏิชีวนะสเตรปโตมัยซินในระดับตํ่า (Wong et al., 2011)   จากการศึกษาการกลายพันธ์ุของยีน gidB ใน
ในเชื้อวัณโรคที่ด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ซึ่งไม่มีการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA พบว่าเชื้อ M. 
tuberculosis ทั้ง 8 สายพันธ์ุ มีการกลายพันธ์ุของยีน gidB ที่ตําแหน่งต่างๆ โดยเชื้อทุกสายพันธ์ุมีการ
กลายพันธ์ุที่ C299T (ตําแหน่ง 299 เปลี่ยนจากเบสไซโตซีนไปเป็นเบสไทมีน) และเชื้อ M. tuberculosis 
จํานวน 7 สายพันธ์ุ หรือคิดเป็นร้อยละ 87.5 มีการกลายพันธ์ุที่ A276T (ตําแหน่ง 276 เปลี่ยนจากเบสอะ
ดีนีนไปเป็นเบสไทมีน)   ถึงแม้ว่าการกลายพันธ์ุของยีน gidB ทั้งสองตําแหน่งนี้จะทําให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนของเอนไซม์ 16S rRNA methyltransferase แต่จากการพบการกลายพันธ์ุ
ของยีน gidB ในเชื้อ M. tuberculosis ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะกานามัยซิน จึงคาดว่ายีน gidB นี้ไม่มีความ
เกี่ยวข้องกับการด้ือยาอะมิกาซินและกานามัยซินของเชื้อวัณโรคที่ทําการศึกษา 

ยีน tap หรือยีน Rv1258c เป็นยีนที่สามารถถอดและแปลรหัสเป็น Multidrug efflux pump 
ในเชื้อ M. fortuitum ซึ่งโปรตีนนี้มีความคล้ายคลึงกับโปรตีน Tap ในเชื้อ M. tuberculosis (Aínsa et 
al., 1998) โดยเมื่อนํายีน tap ของเชื้อ M. fortuitum มาแสดงออกในเชื้อ M. smegmatis พบว่าเชื้อที่
ได้รับยีน tap มีความสามารถในการดื้อต่อยาเตตระซัยคลินและยาในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ (Aínsa et al., 
1998; De Rossi et al., 2002; Siddiqi et al., 2004)   จากการศึกษาการกลายพันธ์ุของยีน tap หรือ 
Rv1258c ในเชื้อวัณโรคดื้อยากานามัยซินพบว่า มีเชื้อ M. tuberculosis 7 สายพันธ์ุที่เกิดการเพิ่มขึ้น 
(Insertion) ของเบสไซโตซีนที่ตําแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 581 ซึ่งการกลายพันธ์ุลักษณะนี้จะส่งผลต่อการอ่าน
รหัสโคดอนและทําให้เกิดการหยุดการแปลรหัสเร็วขึ้น   จํานวนของกรดอะมิโนของโปรตีน Tap ที่มีการ
เพิ่มเบสไซโตซนีในยีน tap จะได้ 231 ตัวจากเดิมที่แปลรหัสได้ 419 ตัว และอาจสง่ผลต่อการทํางานของ
โปรตีน Tap   อย่างไรก็ตาม แต่พิจารณาจากค่า MIC ของเชื้อต่อยาอะมิกาซินและกานามัยซินพบว่า เชื้อ 
M. tuberculosis ที่มีการกลายพันธ์ุของยีน tap นี้ สามารถดื้อยาทั้งสองชนิดได้ แสดงให้เห็นว่า อาจมี
กลไกอ่ืนในเชื้อก่อวัณโรคดื้อยานอกเหนือจากกลไกการนํายาออกนอกเซลล์โดยโปรตีน Tap  

ยีน whiB7 หรือยีน Rv3197A เป็นยีนที่สามารถถอดและแปลรหัสได้เป็นโปรตีนกระตุ้น
กระบวนการถอดรหัส (Transcriptional activator) (Burian et al., 2012)   มีรายงานพบว่าการ
แสดงออกของโปรตีน WhiB7 จะเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนด้ือยา eis และ tap (Morris et al., 
2005) โดยเมือ่ระดับการแสดงออกของยีน whiB7 เพิ่มขึ้นจากการกลายพันธ์ุในบริเวณ 5´-untranslated 
จะส่งผลใหร้ะดับการแสดงออกของยีน eis และ tap มากขึ้นเช่นเดียวกัน   การกลายพันธ์ุในบริเวณ 5´-
untranslated ของยีน whiB7 นี้จะทําให้เกิดการด้ือยาปฏิชีวนะกานามัยซินและสเตรปโตมัยซินในระดับ
ตํ่า (Reeves et al., 2013)   จากการศกึษาการกลายพันธ์ุของยีน whiB7 ของเชื้อ M. tuberculosis 
ทั้งหมด 8 สายพันธ์ุ ไม่พบการกลายพันธ์ุในบริเวณ 5´ untranslated ของยีน whiB7 ในเชื้อทั้งหมด  
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จากการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยากลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในเชื้อ M. tuberculosis ด้ือยา
กานามัยซินทีค่ัดแยกได้จากผู้ป่วยวัณโรคในประเทศไทย สรุปได้ว่าร้อยละ 72 ของเชื้อ M. tuberculosis ที่
ด้ือยากานามัยซินจะเกิดจากการกลายพันธ์ุของยีน 16S rRNA หรือ rrs ที่ตําแหน่ง 1401 (จากเบสอะดินีน
ไปเป็นเบสกัวนีน)   การกลายพันธ์ุนี้จะทําให้เกิดการด้ือยาอะมิกาซินและกานามัยซินในระดับสูง   ในขณะ
ที่มีเชื้อ M. tuberculosis ที่ด้ือยากานามัยซินร้อยละ 17 เกิดการกลายพันธ์ุในบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน 
eis และอีกร้อยละ 11 ของเชื้อ M. tuberculosis ด้ือยากานามัยซิน ทีใ่ช้ในการศึกษานี้ ยังไม่ทราบกลไก
หรือยีนที่หน้าที่ที่เกี่ยวข้องกับการด้ือยาอะมิกาซินและกานามัยซินทีแ่นชั่ด 
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ภาคผนวก ก 
 

1. อาหารเพาะเลีย้งเชื้อ Löwenstein-Jensen (LJ) 

 1.1 Salt solution:  
Monopotassium phosphate     2.4 กรัม 

  Magnesium sulphate (7H2O)     0.24 กรัม 
  Magnesium citrate      0.6 กรัม 
  Asparagine       3.6 กรัม 
  Glycerol       12.0 มิลลลิิตร 
  น้ํากลั่น        600 มิลลลิิตร  
 นําสารละลายที่ได้ไปทําการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

1.2 Homogenized whole eggs (1 ลิตร)  

  เตรียมโดยล้างไข่ไก่ในน้ําสบู่ 5% โดยแช่ทิ้งไว้ 30 นาที นาํมาล้างน้ําให้สะอาด แล้วไปแช่
ใน 70% แอลกอฮอล์ เป็นเวลา 15 นาที นํามาต่อยใส่ภาชนะที่ปราศจากเชื้อ ตีให้เขา้กันและระวังอย่าให้
เกิดฟอง กรองผ่านผ้าก๊อซที่ปราศจากเชื้อ (หนาประมาณ 4 ช้ัน) ลงในสารละลาย salt solution (ข้อ 1.1) 
เติม malachite green 2% ลงไป 20 มิลลลิิตร เขยา่ให้เข้ากัน เทใส่ขวดฝาเกลียวที่ปราศจากเชื้อ แล้ว
นําไปวางเอียงในตู้นึ่ง 85 องศาเซลเซียส ประมาณ 2 ช่ัวโมง อาหารเลี้ยงเชื้อก็จะสุกแข็งตัว ปิดฝาให้สนิท 
และเก็บไว้ในตู้เย็นไว้ใช้ได้ประมาณ 1 เดือน  
 
2. OADC (Oleic acid-albumin-dextrose-catalase) 

 ส่วนประกอบ (1 ลิตร) 
  Bovine albumin fraction V     50.0 กรัม 
  Glucose       20.0 กรัม 
  Sodium chloride      8.5 กรัม 
  Oleic acid       0.5 กรัม 
  Catalase       0.04  กรัม 
 จากนั้นจะนําส่วนผสมที่ได้มาทําการกรองเพื่อป้องกันการปนเปื้อนเชื้อ 
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ภาคผนวก ก (ต่อ) 
 
3. อาหารเพาะเลีย้งเชื้อ Middlebrook 7H9 และ 7H10 

 ส่วนประกอบ (1 ลิตร) 
  Ammonium sulfate      0.50  กรัม 
  L-Glutamic acid      0.50  กรัม 
  Monopotassium phosphate     1.50  กรัม 
  Disodium phosphate      1.50  กรัม 
  Sodium citrate       0.40  กรัม 
  Ferric ammonium citrate     0.40  กรัม 
  Magnesium sulfate      0.025  กรัม 
  Calcium chloride      0.0005  กรัม 
  Zinc sulfate       0.001  กรัม 
  Copper sulfate       0.001  กรัม 
  Pyridoxine hydrochloride     0.001  กรัม 
  Biotin        0.0005  กรัม 
  Malachite green      0.00025 กรัม 

 อาหาร Middlebrook 7H10 จะมีองค์ประกอบของสารต่างๆ เช่นเดียวกับอาหาร Middlebrook 
7H9 แต่จะมีการเติมวุ้น ปริมาณ 15 กรัมต่ออาหารปริมาตร 1 ลิตร ลงไป โดยสารละลายที่ได้ไปทําการฆ่า
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
4. อาหารเพาะเลีย้งเชื้อ Luria-Bertani (LB) 

 ส่วนประกอบ (1 ลิตร) 
  Tryptone       10 กรัม 
  Yest extract       5 กรัม 
  Sodium chloride      10 กรัม 

 จากนั้นต้องทําการปรับพีเอชให้มีค่าเท่ากับ 7.4 ด้วย NaOH โดยอาหารแข็ง LB จะมีองค์ประกอบ
ของสารต่างๆ เช่นเดียวกับอาหารเหลว LB แต่จะมีการเติมวุ้น ปริมาณ 15 กรัมต่ออาหารปริมาตร 1 ลิตร 
ลงไป ซึ่งสารละลายที่ได้ไปทําการฆา่เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

1. แผนที่ยีนของพลาสมิดดีเอ็นเอ pOLYG (Gaora et al., 1997) 
 

 
 
 
2. แผนที่ยีนของพลาสมิดดีเอ็นเอ pSMT1 (Snewin et al., 1999) 
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ภาคผนวก ค 

 
1. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA (rrs) 
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ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 
2. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน eis 
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ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 
2. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน eis (ต่อ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



60 
 

ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 
3. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยนี gidB 
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ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 
3. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยนี gidB 
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ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 
4. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยนี tap 
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ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 
4. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยนี tap (ต่อ) 
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ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 

5. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 5´ untranslated ของยีน whiB7 
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ภาคผนวก ค (ต่อ) 
 

5. ลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 5´ untranslated ของยีน whiB7 (ต่อ) 
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ข้อมูลประวตัิคณะผู้วิจัย  
ประวัติส่วนตวั 
ช่ือ-สกุล   นางอังคณา ฉายประเสริฐ  

เพศ � ชาย หญิง  วันเดือนปีเกิด   12 กันยายน 2495 อายุ   60   ปี      

สถานภาพ  � โสด   สมรส 
ตําแหน่งปัจจุบัน   รองศาสตราจารย์ 

 
ประวัติการศึกษา 

ช่ือย่อปริญญา สาขา สถาบันที่จบ ปีที่จบ 

วท.บ. (เกียรตินิยม) พฤกษศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 2516 

วท.ม. พฤกษศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 2519 

Dr. rer. nat Biology Ruhr University, Bochum, 
Germany 

2526 

 
สาขาวิจัยที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา)  จุลชีววิทยาของราและมัยโคแบคทเีรีย 
        
รางวัลดา้นวชิาการ/ด้านวิจยั/งานสร้างสรรค์ (ด้านศลิปะ หรืออื่นๆ) ที่ได้รับ  

ปี พ.ศ. ช่ือรางวัล สถาบันที่ให ้
2536 Excellent Preclinical Research on the title 

“Induction of zoospore formation in Thai 
isolates of Pythium insidiosum.” 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2543 Appreciate Prize in Medicine and Public 
Health, Thailand Research Council for the 
Invention of Detection of M. tuberculosis DNA 
by PCR-kit. 

สภาวิจัยแห่งชาติ 

2546 Received Excellent Prize in Medicine and 
Public Health, Thailand Research Council for 
the Invention of Identification kit for M. 
tuberculosis by Multiplex PCR. 

สภาวิจัยแห่งชาติ 

2546 รางวัลบุคลากรดีเด่นคณะแพทยศาสตร์ศิรริาช
พยาบาล 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2551 ได้รับรางวัลจากทุนเจ้าพระยาพระเสด็จสุเรนทราธิบดี 
ประจําปีการศึกษา 2551  ภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 
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อาจารย์ดีเด่นทางปรีคลินิก 
2552 ได้รับรางวัลผลงานวิจัยดีเด่นทางปรีคลินิก เรื่อง 

Molecular analysis of Mycobacterium 
tuberculosis from tuberculous meningitis 
patients in Thailland” 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2553 ได้รับรางวัลชมเชย ผลงานวิจัยดีเด่นทางปรีคลินิก 
เรื่อง Surveillance of pyrazinamide 
susceptibility among multi-drug resistant 
Mycobacterium tuberculosis isolates from 
Siriraj Hospital, Thailand 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

 
ทุนการศึกษาและทุนวิจัยที่เคยได้รับ  

ปี พ.ศ. ทุนการศึกษาและทุนวิจัย สถาบันที่ให ้

2522-26 Deutscher Academischer Austausch-Dienst 
(DAAD) Scholarship 

DAAD, Germany 

2529-31 Preliminary investigation on evaluation the 
use of serological techniques as an aid in 
antemortem diagnosis of aspergillosis 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2531 Compare studies on mycobacterial DNA from 
strains which are sensitive and some which 
are resistant to antituberculosis drugs and     
construction of DNA-library of M. tuberculosis 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2532 Construction of DNA probes for detection of 
M. tuberculosis directly from clinical 
specimens and culture media 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2533-35 Development of a PCR technique for 
detection of M. tuberculosis DNA directly 
from clinical specimens 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2534-36 Biological and molecular characterization of 
Pythium insidiosum the etiologic agent of 
human pythiosis 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2537-38 PCR fingerprinting for strain typing of 
Cryptococcus neoformans 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 
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2537-39 Development and assessment of a diagnostic 
kit for direct detection of M. tuberculosis 
from clinical samples in clinical microbiology 
laboratory using the polymerase chain 
reaction (PCR) technique 

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโลยี
ชีวภาพแห่งชาติ 

2538-40 Cutaneous mycobacterial infection: Molecular 
diagnosis and appropriate treatment regimens 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2538-39 Immunodiffusion test for diagnosing 
Penicillosis marneffei and PCR fingerprinting 
for strain typing of Penicillium marneffei 

องค์การอนามัยโลก 

2539-40 Assessment of a PCR technique for diagnosing 
and monitoring cryptococcosis 

Jansen Research Council 
Thailand 

2539-40 Screening for antimycobacterial activity of 
natural substances 

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโลยี
ชีวภาพแห่งชาติ 

2542-43 Clinical efficacy of lemon grass oil cream in 
treatment of ringworm 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2542-43 Development and assessment of rapid drug 
susceptibility test of Mycobacterium 
tuberculosis using 3- (4, 5-dimethylthiazol-2-
yl) -2, 5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2540-43 Collection, phenotypic and genotypic 
characterization of Mycobacterium 
tuberculosis strains in Thailand 

Thailand Tropical Disease 
Research (T-2) 

2544-45 In vitro antifungal susceptibility and 
genotypes of clinical isolated Candida spp. 
from patients with candidemia, oral 
candidiasis and candida vaginitis 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2544-46 Identification of nontuberculous 
mycobacteria in AIDS patients: Molecular and 
phenotypic methods including drug 
susceptibility tests 

ทบวงมหาวิทยาลัย 

2546-48 Molecular typings and phylogeny of Pythium 
insidiosum 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2548 Assessment of WATERLIFE system in killing LICC Co.,Ltd. 
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Mycobacterium tuberculosis (H37Rv), E. coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus sp. and 
Candida albicans in water 

2547-49 Tuberculosis susceptibility genes in Thai 
ethnics 

TB/HIV Res. Center and from 
Thai NIH, Research Institute, 
International Medical Center 
of Japan 

2547-48 การตรวจหา Mycobacterium tuberculosis ในช้าง
เลี้ยงเอเชีย 

สภาวิจัยแห่งชาติ   

2547-48 Development of One-tube Multiplex PCR for 
detection of Rifampicin resistant                     
M. tuberculosis 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2548-50 Drug tolerance in Mycobacterium 
tuberculosis from Northern Thailand 

RIT, Japan 

2547-50 Intracellular pharmacokinetics and 
pharmacodynamics of anti-tuberculous 
chemotherapy in relation to expression of 
human ABC transporters 

Welcome Trust 

2549-50 การติดเชื้อมากกว่า 1 สายพนัธ์ุในผู้ป่วยวัณโรค 
(Multiple infection with Mycobacterium  
tuberculosis strain in active tuberculosis 
patients) 

คณะแพทยศาสตร์  โรงพยาบาล
รามธิบดี 

2549-51 Molecular identification and phylogeny of 
rapid grower mycobacteria from Siriraj and  
Ramathibodi Hospitals 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2550-51 Surveillance of pyrazinamide susceptibility 
among Mycobacterium tuberculosis isolates 
from Siriraj Hospital 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2549-52 Deciphering clarithomycin resistance 
mechanism in M. tuberculosis 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2551-52 Evaluation of macroarrays for identification of 
multidrug-resistant Mycobacterium 
tuberculosis (MDR-TB) 

วช. 
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2551-54 Determination of virulent-related M. 
tuberculosis strains isolated from 
cerebrospinal fluid 

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโลยี
ชีวภาพแห่งชาติ 

2548-55 Molecular characterization of genes conferring 
resistance to antituberculous drugs of Thai 
MDR-TB isolates 

Drug-Resistant Research Fund, 
Siriraj Foundation Under The 
Patronage To pass Her Royal 
Highness Princess Galyani 
Vadhana 

2552-55 TMC 207 in subjects with sputum smear 
positive pulmonary infection with multi-drug  
resistant Mycobacterium tuberculosis (MDR-
TB) 

Jannsen Cilag, Thailand 

2553-55 Development of high throughput detection 
method of MDR & XDR-TB using DigiTag 2 
assay 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2553-55 Identification adhesive material during 
encystment of zoospores and gene (s) 
conferring growth at 37 oC of Pythium 
insidiosum and determination of protease in 
P. insidiosum Thai isolates 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2553-55 Analysis of heterogeneity among 
Mycobacterium tuberculosis Beijing genotype 
isolated from CSF and development of 
tuberculous meningitis 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2553-55 Development multiplex allele-specific 
polymerase chain reaction for rapid detection 
of multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) 

วช. 

2553-57 MAS-PCR rapid screening test for multidrug-
resistant tuberculosis (MDR-TB)  

NIAID, NIH, USA 

2555-57 Nucleic acid lateral flow test for point of care 
diagnosis of TB complex and multidrug- 
resistant Mycobacterium tuberculosis (MDRTB) 

สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ 

2555-58 DNA chip for identification and typing 
Mycobacterium tuberculosis using DigiTag 
platform 

NSTDA-JST 
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ผลงานวิจัย/งานสร้างสรรค ์
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บรรณาธิการ อังคณา  ฉายประเสริฐ, สริฤิกษ์  ทรงศิวิไล, เจษฎาวรรณ   วิจิตรเวชการและ โกวิท  
คัมภีรภาพ. โรงพิมพ์มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์, หน้า 50-64.(100%) 

3. อังคณา  ฉายประเสริฐ. Clinical  use  of  laboratory  tests  in  infectious  diseases  ใน
ตํารา An  update  on  infectious  diseases  IV 2540; บรรณาธิการ  บุญมี  สถาปัตยวงศ์  
อัษฎาวิภากุล,   สมาคมโรคติดเชื้อแห่งประเทศไทย,  สวิชาญการพิมพ์ ,กรุงเทพฯ  (หน้า 67-
86).(100%) 

4. อังคณา  ฉายประเสริฐ. Clinical  use  of  laboratory  tests in  infectious  diseases : 
Mycobacteriology & Mycology. ในตํารา An  update on  infectiuous  diseases V 2541, 
บรรณาธิการ  บุญมี  สถาปตัยวงศ์  อัษฎาวิภากุล, สมาคมโรคติดเชื้อแห่งประเทศไทย, สวิชาญการ
พิมพ์, กรุงเทพฯ  (หน้า 335-55).(100%) 

5. ศมนีย์  สุขรุง่เรือง, อังคณา  ฉายประเสริฐ, "ราฉวยโอกาสในผูป่้วยเอดส์" : Cryptococcus 
neoformans บทที่ 14 ใน  เอชไอวีและจุลชีพฉวยโอกาส 2541;  บรรณาธิการ พิไลพันธ์  พุธวัฒนะ 
และคณะ     อักษรสมัย กรงุเทพฯ หน้า 14.1-14.17. (50%) 

6. อังคณา    ฉายประเสริฐ,  อมร ลลีารัศมี, จลุชีววิทยาของมัยโคแบคทีเรียสิ่งแวดลอ้ม บทที่ 11 ใน 
ตํารา       เวชศาสตร์สิ่งแวดล้อม ฉบับเฉลมิพระเกียรติ 72 พรรษา มหาราช 2542; บรรณาธิการ สม
ชัย บวรกิตติ, จอห์น พี ลอฟทัส และ กฤษดา ศรีสําราญ. เรือนแก้วการแพทย์ กรุงเทพฯ หน้า 193-
210. (80%)  

7. อังคณา    ฉายประเสริฐ,  การทดสอบความไวของเชื้อมัยโคแบคทีเรยีต่อยาจากสิ่งส่งตรวจโดยตรง 
ในหนังสือ  การทดสอบความไวต่อยาของเชื้อวัณโรค ; การประยุกต์ทางคลินิกและเพือ่การพัฒนายา
ใหม;่ Edited  by  Prasit  Palittapongarnpim. National Center for Genetic Engineering 
and Biotechnology Mahidol University  ISBN  974-87703-9-7; 2543 ; หน้า 49-54. 
(100%) 

8. อังคณา    ฉายประเสริฐ, การตรวจวินิจฉัยวัณโรคทางห้องปฎิบัติการปัจจุบันและอนาคต ในรายงาน
การประชุม “วิชาการวัณโรคและโรคระบบการหายใจระดับชาติ” ครั้งที่  5  จัดโดยสมาคมปราบวัณ
โรคแห่งประเทศไทยในพระบรมราชูปถัมภ์ ร่วมกับ กระทรวงสาธารณสุข  กรุงเทพมหานคร  สมาคม
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อุรเวชช์แห่งประเทศไทยและสถาบันวิจัยวัณโรค สมาคมปราบวัณโรคแห่งประเทศญี่ปุ่น 2545; หน้า 
9-31. (100%) 

9. อังคณา  ฉายประเสริฐ, วิธีการใหม่ในการวินิจฉัยวัณโรค ใน "วัณโรค" พิมพ์ครั้งที่ 5 พ.ศ. 2546; 
บรรณาธิการ  บัญญัติ ปริชญานนท์, ชัยเวช  นุชประยูร, สงคราม  ทรัพยเ์จริญ.  โรงพิมพ์จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ หน้า 197-223. (100%)  

10. อังคณา   ฉายประเสริฐ, วัณโรคที่ติดต่อระหว่างสัตว์และคน: สถานการณ์วัณโรคในปัจจุบัน ใน
เอกสารประกอบการสัมมนาวิชาการ “มิติใหม่ของการควบคุมโรคติดต่อระหว่างสัตว์และคน” 2546; 
หน้า 166-170. (100%) 

11. อังคณา  ฉายประเสริฐ, การตรวจวินิจฉัยวัณโรคทางห้องปฎิบัติการปัจจุบันและอนาคต  ในหนังสอื
ประกอบการผึกอบรม  Zoonosis โรคติดต่อระหว่างสัตว์และคน  โดยสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
กรมปศุสัตว์  กระทรวงเกษตรและสหกรณ์  ISBN:  974-682-109-1. 2546; หน้า 201-221. 
(100%) 

12. Mahaisavariya P, Chaiprasert A. Chapter 1. Dermatophytoses, some subcutaneous 

fungal infections : chromoblastomycosis, mycetoma, entomophthoromycosis and 

dimorphic fungal skin infections. In : Fungi in human and animal health. Edited by 

R.K.S. Kushwaha 2004;  Scientific Publishers (India) pp 1-28. 40%) 

13. อังคณา    ฉายประเสริฐ. Laboratory  Diagnosis  of  Mycobacterial  Intections (การตรวจหา
เชื้อมัยโคแบกทีเรียในห้องปฎิบัติการ) ในการจัดอบรมระยะสั้นของสมาคมโรคติดเชื้อในเด็กแห่ง
ประเทศไทย เรื่อง Update  On  Pediatric  Infectious  Diseases  2004; หน้า  153-64. 
(100%)  

14. Chaiprasert A. Dermatophytes and Pythiosis. In Thai Fungal Diversity. Edited by 
Jones EBG, Tanticharoen M, Hyde K.D. Published  by Biotec, Thailand,  2004; 213-225. 
(100%) 

15. Chaiprasert A, Prariyachatikul C, Srimuang S. Penicillium  marneffei  in Online  
Encyclopedia  of Medical Genomics and Proteomics 2006; หน้า 1-6 (50%) 

16. อังคณา ฉายประเสริฐ. Rapid Diagnosis of Infectious Diseases: Visual Diagnosis of 
Mycoses. ในหนังสือการจัดอบรมระยะสั้นของสมาคมโรคติดเชื้อแห่งประเทศไทย  เรื่อง An 
Update on  Infectious  Diseases 2007; pp 120-129. 

17. Kiatichai Faksri, Therdsak Prammananan, Manoon Leechawengwongs, Angkana 
Chaiprasert. Molecular Epidemiology and Drug Resistance of Tuberculous Meningitis. 
In Meningitis Edited by George Wireko-Brobby 2012, pp 85-112. 

 
การเสนอผลงานวิชาการ 
- ได้รับรางวัล Outstanding Poster Award ในการประชุมวิชาการ In recognition of excellent 

achievevment in poster presentation at 7th International Symposium on Antimicrobial 
Agents and Resistance (ISAAR 2009) เมื่อวันที่ 18-20 มีนาคม พ.ศ. 2552 ณ กรุงเทพฯ เรื่อง 
“MDR-TB and XDR-TB; data analysis from 8-year service 
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- ได้รับรางวัลโปสเตอร์ดีเด่น ในการประชุมวิชาการโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก  ครั้งที่  11  
ระหว่างวันที่  1-3  เมษายน  พ.ศ.  2553  ณ  โรงแรมจอมเทียน ปาล์ม บีช รีสอร์ท เมืองพัทยา  
จังหวัดชลบุรี  ในหัวข้อเรื่อง  “Subtyping of Mycobacterium tuberculosis Beijing family and 
clinical correlations from tuberculous meningitis and pulmonary tuberculosis patients”  

 
ผลงานสิทธิบตัร/สิ่งประดษิฐ์/งานสรา้งสรรค์ (ศลิปะ หรือ อื่นๆ) 
1. นางอังคณา  ฉายประเสริฐ, นางนิภา  ต่ิงต้อย, นางสาวสมบุญ  ศรมีว่ง, นายเทอดศักด์ิ  พราหมณะ

นันทน์, นางสาววิยะดา  อาจรัตนกูล, นางสาวปรียวิศว์  ณ  อุบล, นายกิตติพันธ์  เสมอพิทักษ์, นางสาว
วัชรินทร์  รังสีภาณุรัตน์, นายสง่า  พัฒนากิจสกุลและนายเพทาย  เย็นจิตโสมนัส  เรือ่ง  “ชุดจําแนก
ชนิดเชื้อกลุ่มก่อวัณโรคโดยวิธีมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์”  ให้ไว้ ณ วันที ่  2  กุมภาพันธ์  2546 (รางวัล  ดี
เยี่ยม)  ย่ืนขอจดสิทธิบัตร  เมื่อวันที่  2 กรกฎาคม  2544  เลขทีค่ําขอ  066671 ได้รับสิทธิบัตรเมื่อ 1 
กรกฎาคม พ.ศ. 2553 เลขทีส่ิทธิบัตร 28130 

2. นางอังคณา  ฉายประเสริฐ, นางนิภา  ต่ิงต้อย, นางสาววิยะดา  อาจรัตนกูล, นายสง่า  พัฒนากิจสกุล, 
นายสุชัย  เจริญรัตนกูล, นายนิธิพัฒน์  เจียรกุล, นายเพทาย  เย็นจติโสมนัส, นายกิตติพันธ์  เสมอ
พิทักษ์, นายเทอดศักด์ิ  พราหมณะนันทนแ์ละนางสาวสมบุญ  ศรีม่วง  เรื่อง  “ชุดตรวจสอบสําเร็จเพื่อ
ตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อวัณโรคในสิ่งส่งตรวจโดยวิธีพีซีอาร์”  ให้ไว้  ณ  วันที่  4  กุมภาพันธ์  2543 
(รางวัล  ชมเชย)  ย่ืนขอจดสิทธิบัตร  เมื่อวันที่  2  กรกฏาคม  2544  เลขที่คําขอ  066670 ได้รับ
สิทธิบัตรเมื่อ 8 มกราคม พ.ศ. 2553 เลขทีส่ิทธิบัตร 27265 

3. นางอังคณา  ฉายประเสริฐ, นางนิภา  ต่ิงต้อย, นาวสาวสมบุญ  ศรีม่วง, นางพรรณแข  มไหสวริยะและ
นายอภิชาติ  ศิวยาธร  เรื่อง  “การตรวจหา DNA ของเชื้อ M. marinum และ M. fortuitum 
complex”  ย่ืนขอจดสิทธิบัตร  เมื่อวันที่ 5 เมษายน 2544  เลขทีค่ําขอ  064843  ได้รับสิทธิบัตรเมื่อ 
1 กรกฎาคม พ.ศ. 2553 เลขที่สิทธิบัตร 28129 
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ข้อมูลประวตัิคณะผู้วิจัย  
ประวัติส่วนตวั 
ช่ือ-สกุล     นายเทอดศักด์ิ  พราหมณะนันทน์ 
เพศ  ชาย �หญิง  วันเดือนปีเกิด  15 กุมภาพันธ์ 2512 อายุ   44   ปี      

สถานภาพ  � โสด   สมรส 
ตําแหน่งปัจจุบัน     นักวิจัยอาวุโส 

 
ประวัติการศึกษา 

ช่ือย่อปริญญา สาขา สถาบันที่จบ ปีที่จบ 

วท.บ. เทคนิคการแพทย์       มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 2533 

วท.ม. จุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยมหิดล 2537 

Dr. rer. biol. hum. Microbiology Hannover Medical School 2543 

 
สาขาวิจัยที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) 
อณูชีววิทยาของเชื้อมัยโคแบคทีเรีย โดยเฉพาะทางด้านกลไกการดื้อยา และจุลชีววิทยาของเชื้อมัยโค-
แบคทีเรีย 
 
รางวัลดา้นวชิาการ/ด้านวิจยั/งานสร้างสรรค์ (ด้านศลิปะ หรืออื่นๆ) ที่ได้รับ  
ปี พ.ศ. ช่ือรางวัล สถาบันที่ให ้

2543 รางวัลวิทยานิพนธ์ดีเด่นประจําปี 2543  
 

Hannover Medical School, 
Hannover, Germany 

2543 รางวัลวิทยานิพนธ์ดีเด่นประจําปี 2543  
 

German Society for Hygiene and 
Microbiology, Germany 

2546 รางวัลดีเยี่ยมผลงานประดิษฐ์คิดค้นสาขา
วิทยาศาสตร์การแพทย์ เรื่อง “ชุดจําแนกชนิดเชื้อ
กลุ่มก่อวัณโรคโดยวิธีมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์” 

สภาวิจัยแห่งชาติ 

2554 รางวัลการได้รับคุ้มครองสิทธิบัตรเรื่องชุดตรวจสอบ
เชื้อวัณโรคจากสิ่งส่งตรวจในระดับห้องปฏิบัติการ
โดยวิธี One-tube nested PCR และเรื่องการ
จําแนกชนิดเชื้อ Mycobacterium tuberculosis 
และ nontuberculous mycobacteria โดยวิธี 
One-tube multiplex PCR 

สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ 
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ทุนการศึกษาและทุนวิจัยที่เคยได้รับ  

ปี พ.ศ. ทุนการศึกษาและทุนวิจัย สถาบันที่ให ้
2538-42 Deutscher Akademischer Austausch Dienst 

(DAAD) Scholarship 
DAAD, Germany 

2544-46 การโคลนและการศึกษาคุณสมบัติของยีนที่สร้าง
โปรตีนควบคุมการกําจัด macrolide ออกจากเซลล์
ของเชื้อวัณโรค 

สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช) 

2544-45 Evaluation of Polymerase Chain Reaction-
Restriction Enzyme Analysis (PCR-REA) for 
identification of mycobacterium species 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2547-48 Cloning and functional characterization of 
squalene-hopene cyclase (SHC) from 
Mycobacterium tuberculosis 

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

2547-48 Development of one-tube multiplex PCR for 
detection of rifampicin-resistant 
Mycobacterium tuberculosis 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2548-50 Molecular characterization of genes 
conferring resistance to antituberculous 
drugs of Thai MDR-TB isolates 

ทุนวิจัยวัณโรคดื้อยาในศิริราชมูลนิธิ 

2549-50 Computational identification of non-coding 
RNAs in Mycobacterium tuberculosis 

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

2550-52 Investigation of Mycobacterium tuberculosis 
uvrC gene 

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

2550-52 Molecular identification and phylogeny of 
rapid grower mycobacteria from Siriraj and 
Ramathibodi Hospitals 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2550-51 Surveillance of pyrazinamide susceptibility 
among Mycobacterium  tuberculosis 
isolates from Siriraj Hospital 

คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

2551-52 Evaluation of macroarrays for identification 
of multidrug-resistant Mycobacterium 
tuberculosis (MDR-TB) 

สภาวิจัยแห่งชาติ 

2551-53 Determination of virulent-related M. ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
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tuberculosis strains isolated from 
cerebrospinal fluid 

เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

2550-53 Decipering clarithromycin resistance 
mechanism in Mycobacterium  tuberculosis 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2553-55 Identification of a novel mechanism 
conferring clarithromycin resistance in 
Mycobacterium tuberculosis 

สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ 

2553-57 MAS-PCR Rapid screening test for multidrug-
resistant tuberculosis (MDR-TB) 

NIAID, NIH, USA 

2554-56 Identification of a novel mechanism 
conferring aminoglycoside resistance in 
Mycobacterium tuberculosis 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้า
คุณทหารลาดกระบัง 

2554-56 Analysis of heterogeneity among 
Mycobacterium tuberculosis Beijing 
genotype isolated from cerebrospinal fluid 
(CSF) and development of tuberculous 
meningitis 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

2554-57 Development of a novel serological assay to 
detect LTBI and a drug to eradicate LTBI or 
prevent development of tuberculosis 

สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ 

2555-57 Nucleic acid lateral flow test for point of 
care diagnosis of TB complex and multidrug- 
resistant Mycobacterium tuberculosis 
(MDRTB) 

สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ 

2555-58 DNA chip for identification and typing 
Mycobacterium tuberculosis using DigiTag 
platform 

NSTDA-JST 

 
ผลงานวิจัย/งานสร้างสรรค ์
ผลงานวิจัย/งานสร้างสรรคท์ี่ตีพิมพเ์ผยแพร ่(ระดับชาติและนานาชาติ) 
1. Phunpruch S, Warit S, Suksamran R, Billamas P, Jaitrong S, Palittapongarnpim P, 
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