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Multilocus Sequence Typing (MLST): 

เทคนิคระดับโมเลกุลเพื่อติดตามความปลอดภัยในอาหาร

ชนม์ชนก ถีถะแก้ว*

บทคัดย่อ
	 ปัจจบุนัโรคติดเช้ือทางเดนิอาหารถือเป็นปัญหา

สาธารณสขุทัว่โลกโดยเฉพาะในประเทศแถบเขตรอ้น  

วิธีการตรวจสอบแหล่งที่มาของการติดแบคทีเรีย 

ก่อโรคทางเดินอาหารสามารถทำ�ได้โดยการศึกษา

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสายพันธ์ุท่ีแยกได้จาก

ผู้ป่วยโรคอุจจาระร่วงและท่ีแยกได้จากแหล่งต่างๆ

รวมท้ังอาหาร Multilocus Sequence Typing (MLST) 

เป็นวิธีการวิเคราะห์ทางพันธุกรรมและการจำ�แนกชนิด

แบคทเีรยีโดยใช้หลกัความสมัพนัธ์ของรหัสพนัธกุรรม

ของยีนพ้ืนฐาน (Housekeeping Genes) ของแบคทีเรีย

ที่แยกได้จากแหล่งต่างๆเพื่อวิเคราะห์ความใกล้ชิด

ของสายพันธ์ุและใช้ในการระบุแหล่งการแพร่กระจาย

ของเชื้อก่อโรค ข้อได้เปรียบที่สำ�คัญของวิธี MLST 

กับวิธีทางโมเลกุลประเภทอ่ืนคือ สามารถเปรียบเทียบ

ความสัมพันธ์ของสายพันธุ์ที่ศึกษากับสายพันธุ์อื่น

จากทั่วโลกได้โดยผ่านฐานข้อมูลทางอินเทอร์เนต   

ในปัจจบัุนนำ�วิธ ีMLST มาใช้อย่างแพรห่ลายในดา้น

วิทยาการระบาดและวิวัฒนาการของแบคทีเรียก่อโรค

ในอาหารทีส่ำ�คัญหลายชนดิ ข้อมลูทีไ่ดจ้ากวธิ ีMLST 

สามารถนำ�ไปใช้ประโยชน์ในการตรวจตราการปนเป้ือน

แบคทีเรียก่อโรคในอุตสาหกรรมอาหาร ส่งผลให้

ระบบรักษาความปลอดภยัในอาหารมมีาตรฐานสงูข้ึน
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สัมพันธ์ของพันธุกรรม, ระบาดวิทยา

โมเลกุล

วารสารสาธารณสุขศาสตร์ 2560; 47(1): 91-104

*	 ภาควิชาชีววิทยา คณะสาธารณสุขศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล



92

Journal of Public Health Vol.47 No.1 (Jan-Apr 2017)

1. ความเป็นมาของวิธี MLST
	 Multilocus sequence typing (MLST) เป็นวิธี

ท่ีใช้จำ�แนกสายพันธ์ุของแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบ

รหัสพันธุกรรมของยีนพ้ืนฐาน (Housekeeping Genes) 

ยีนเหลา่นีม้บีทบาทสำ�คัญในการดำ�รงชีวิตของจลุชีพ 

เช่น ยีนท่ีทำ�หน้าท่ีในการสร้างเอนไซม์เก่ียวข้องในกลไก

การสร้างพลังงาน เช่น Fructose-bisphosphate 

Aldolase Class 2 (fbaA) และยีนท่ีใช้ในกระบวนการ

ซ่อมแซมสารพันธุกรรม เช่น Recombinase A (recA) 

เป็นต้น วิธี MLST เป็นท่ีรู้จักคร้ังแรกเม่ือปี ค.ศ. 1998 

โดย Martin C. J. Maiden และคณะ1 เปน็ผูพ้ฒันา

มาจากวิธี Multilocus Enzyme Electrophoresis 

(MLEE) ท่ีคิดค้นโดย Robert K. Selander และคณะ2 

ในปี ค.ศ.1986 วิธี MLEE เป็นวิธีการจำ�แนกสายพันธ์ุ

ของแบคทีเรียจากลักษณะทางกายภาพ (Phenotype) 

ของเอนไซมท์ีส่ำ�คญัในการดำ�รงชีวิตของจลุชีพโดยใช้

เกณฑ์การเปรียบเทียบระยะทางการเคลื่อนที่บน

สนามไฟฟ้าของเอนไซม์นั้น แต่เนื่องจากวิธี MLEE 

สามารถจำ�แนกสายพันธ์ุแบคทีเรียได้ต่อเม่ือความต่าง

ของสารพนัธกุรรมในยีนท่ีสรา้งเอนไซมม์อีทิธิพลมาก

พอที่จะทำ�ให้คุณสมบัติการเคลื่อนท่ีของเอนไซม์ 

บนสนามไฟฟ้าต่างกัน ทำ�ให้การจำ�แนกสายพันธุ์

แบคทเีรยีดว้ยวิธ ีMLEE มคีวามละเอยีดไมม่ากพอที่

จะจำ�แนกความต่างกันของแบคทเีรยีบางสายพนัธุไ์ด้ 

ในปี ค.ศ. 1998 Martin C. J. Maiden และคณะ

จงึริเร่ิมพฒันาวธิ ีMLST ข้ึนเพือ่การจำ�แนกสายพนัธุ์

แบคทีเรียให้มีความละเอียดย่ิงข้ึนในระดับท่ีแม้แต่

ความต่างเพียงตำ�แหน่งเดียวของรหัสพันธุกรรมก็

สามารถจำ�แนกประเภทของสายพันธุ์แบคทีเรียได้ 

นอกจากนี้ข้อได้เปรียบที่สำ�คัญของวิธี MLST ได้แก่ 

สามารถทดสอบซ้ำ�ได้ มีความน่าเช่ือถือสูง และสามารถ

นำ�ข้อมูลของแบคทีเรียที่ศึกษาไปเปรียบเทียบกับ

ข้อมูลจากทั่วโลกโดยผ่านฐานข้อมูลทางอินเทอร์เนต

เพื่อใช้ศึกษาการระบาดของแบคทีเรียเหล่านั้น3 

อย่างไรก็ตามวิธี MLST มีข้อเสียคือต้องอาศัยอุปกรณ์

ทีม่เีทคโนโลยีสมยัใหม ่เช่น เครือ่งถอดรหัสพนัธกุรรม 

(DNA Sequencer) ทำ�ให้ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์สูง 

แต่ในปัจจุบันมีการพัฒนาเทคโนโลยีดังกล่าวอย่าง 

ต่อเนื่องทำ�ให้ค่าใช้จ่ายในการถอดรหัสพันธุกรรม 

ลดลงกว่าสมัยก่อนมาก และมีแนวโน้มจะลดลงอีก

ในอนาคตจนถึงระดับที่สามารถประยุกต์เพื่อพัฒนา

เทคนิคปฏิบัติการประจำ�วันของการตรวจพันธุกรรม

แบคทีเรียก่อโรคในอาหารได้

	 ข้ันตอนโดยย่อของวิธี MLST เร่ิมต้นจากการแยก

แบคทเีรยีจากตัวอย่างอจุจาระผูป้ว่ยโรคอจุจาระร่วง 

อาหาร หรือสิ่งแวดล้อม จากนั้นสกัดสารพันธุกรรม

จากแบคทีเรียที่แยกได้ และใช้วิธี Polymerase 

Chain Reaction (PCR) เพิ่มจำ�นวนสารพันธุกรรม

ของยีนพ้ืนฐานของแบคทีเรียแต่ละสายพันธ์ุเพ่ือเข้าสู่

กระบวนการถอดรหัสพันธุกรรม เมื่อได้ข้อมูลรหัส

พนัธุกรรมของแบคทเีรียทีใ่ช้ศกึษาแลว้จงึบรรจขุ้อมลู

ดังกล่าวลงในฐานข้อมูลทางอินเตอร์เนต (http://

pubmlst.org) โดยผา่นผูต้รวจสอบประจำ�ฐานข้อมลู 

(curator) ทำ�ให้สามารถวิเคราะห์เปรียบเทียบความ

สัมพันธ์เชิงพันธุศาสตร์ของเช้ือก่อโรคจากตัวอย่าง 

ทีศ่กึษาและแบคทเีรยีชนดิดังกลา่วจากทัว่โลกโดยใช้

โปรแกรมคอมพิวเตอร์4-6 (รูปที่ 1)
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Figure 1	Diagram Shows MLST Scheme Starting from Bacterial Isolation from Clinical, Seafood 

and Evironmental Samples. DNA extraction was subsequently performed, followed 

by PCR amplification of housekeeping genes for each isolate. Nucleotides of PCR 

fragments of the housekeeping genes are sequenced, and the nucleotide sequence 

data will be submitted to online database.

2. วิธีตรวจทางชีววิทยาระดับโมเลกุลที่ใช้
ในการตรวจย้อนกลับเพื่อสืบหาแหล่งที่มา
ของแบคทีเรียก่อโรค
	 การศึกษาแหล่งท่ีมาของเช้ือก่อโรคในอุตสาหกรรม

อาหาร จำ�เป็นต้องมีความเข้าใจกระบวนการผลิต

และการขนส่งอาหารต้ังแต่แหล่งวัตถุดิบ เช่น จากทะเล 

แม่น้ำ� หรือ ฟาร์มเลี้ยงสัตว์ จนถึงระบบการขนส่ง

วัตถุดบิจากแหลง่ผลติจนถึงโรงงานแปรรปู ตลอดจน

สภาพแวดล้อมของแหล่งจำ�หน่ายในตลาดท้องถ่ิน 

และในห้างสรรพสินค้า จนถึงมือผู้บริโภค เนื่องจาก

จำ�นวนและชนิดของแบคทีเรียในแต่ละแหล่งที่พบ 

มคีวามแตกต่างกัน ยกตวัอย่างเช่น จำ�นวนแบคทเีรยี
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ที่พบในอาหารชนิดเดียวกันจากสถานท่ีขายอาหาร

บริเวณในและนอกอาคารมีปริมาณต่างกัน7 และ 

การปฏิบัติตนด้านสุขาภิบาลอาหาร เช่น การให้ความรู้

เพื่อเพิ่มทัศนคติการปฎิบัติอย่างถูกสุขอนามัยของ 

ผู้สัมผัสอาหารส่งผลต่อระดับการปนเปื้อนแบคทีเรีย

ในอาหาร8 เป็นต้น นอกจากนี้แบคทีเรียบางชนิด 

เป็นแบคทีเรียประจำ�ถ่ินท่ีอาศัยอยู่ในร่างกายสัตว์  

จึงสามารถปนเป้ือนมากับเน้ือสัตว์ท่ีนำ�มาใช้ทำ�อาหาร 

แบคทีเรียบางชนิดปนเป้ือนมากับน้ำ�หรือมือผู้ผลิต

อาหารเอง และอาจทำ�ให้แบคทีเรียเหล่านั้นเข้าสู่

ร่างกายผู้บริโภคได้ ปัจจัยที่เก่ียวข้องกับความเสี่ยง 

ในการปนเป้ือนเช้ือก่อโรคในอาหารมีหลายประการ เช่น 

คุณภาพการขนส่งอาหารจนถึงมือผู้บริโภค ความสะอาด

และอนามัยของผู้จำ�หน่ายอาหาร และวิธีการปรุงอาหาร 

เป็นตน้9 อย่างไรก็ตามแบคทเีรยีทีป่นเป้ือนในอาหาร

มีทั้งสายพันธ์ุก่อโรคและไม่ก่อโรค การตรวจสอบ 

การปนเป้ือนแบคทเีรียในอาหารจงึมคีวามจำ�เป็นต้อง

จำ�แนกถึงระดบัสายพนัธุเ์พือ่การประเมนิความเสีย่ง

ท่ีแม่นยำ�10 นอกจากน้ีการศึกษาสายพันธ์ุของแบคทีเรีย

มีประโยชน์อย่างย่ิงในการศึกษาวิทยาการระบาด 

เชน่ การสบืหาแหลง่ทีม่าของสายพนัธุท์ีร่ะบาดว่ามา

จากแหล่งใดโดยการเปรียบเทียบลักษณะทางพันธุกรรม

ของแบคทีเรียท่ีแยกได้ในผู้ป่วยติดเช้ือ และจาก

ตัวอย่างอาหารหรือสภาพแวดล้อมได้โดยวิธีการจำ�แนก

ชนดิท่ีระดับโมเลกุล (Molecular Typing) โดยอาศัย

ความแตกต่างของรหัสพันธุกรรมของแบคทีเรีย 

ต่างสายพันธ์ุ วิธีดังกล่าวประยุกต์เพ่ือสืบหาแหล่งท่ีมา

ของแบคทเีรียก่อโรคอจุจาระรว่งอย่างแพรห่ลาย11-14 

ยกตัวอย่างเช่น วิธี Pulse Field Gel Electro- 

phoresis (PFGE) และ Restriction Fragment 

Length Polymorphism (RFLP) ใช้จำ�แนกสายพันธ์ุ

โดยอาศยัเอนไซมตั์ดจำ�เพาะ (Restriction Enzyme) 

กับลำ�ดับสารพันธุกรรมในสาย DNA หลังจากที่สาย 

DNA ของแบคทีเรียถูกเอนไซม์ตัดแล้ว ชิ้น DNA 

จะเคลื่อนที่บนเจลตัวนำ�กระแสสลับในสนามไฟฟ้า 

ระยะการเคลื่อนที่ของช้ิน DNA จากแบคทีเรียที่มี

รหัสพันธุกรรมแตกต่างกันจะไม่เท่ากัน ในขณะท่ี

แบคทีเรียสายพันธ์ุเดียวกันท่ีมีรหัสพันธุกรรมเหมือนกัน 

ชิ้น DNA ที่ถูกตัดจะเคลื่อนที่ในระยะทางที่เท่ากัน 

รูปแบบการเคลื่อนท่ีของ DNA นี้เรียกว่า DNA 

fingerprint หรือ ลายพิมพ์ DNA ซึ่งเป็นสิ่งที่ใช้ใน

การจำ�แนกสายพันธ์ุแบคทีเรียได้ สำ�หรับวิธี Random 

Amplified Polymorphism Deoxyribonucleic Acid 

(RAPD), Amplified Fragment Length Polymor-

phism (AFLP) และ Variable Number of Tandem 

Repeat (VNTR) Analysis ใช้จำ�แนกสายพันธ์ุโดยอาศัย

หลกัการ PCR ในการเพิม่จำ�นวนช้ิน DNA ทีจ่ำ�เพาะ

กับสาย DNA ต้นแบบ (Primer) และนำ�ชิ้น DNA 

ทีถู่กเพิม่จำ�นวนนัน้มาวเิคราะห์การเคลือ่นท่ีบนเจลท่ี

ผ่านกระแสไฟฟ้า แบคทีเรียท่ีมีรหัสพันธุกรรมเหมือนกัน

จะให้ผลการเพ่ิมจำ�นวนช้ิน DNA ท่ีจำ�เพาะต่อ Primer 

เหมือนกัน ทำ�ให้เห็นรูปแบบของ DNA ที่ปรากฏบน

เจลเหมอืนกัน ในขณะทีแ่บคทเีรยีท่ีมรีหัสพนัธกุรรม

ต่างกันจะแสดงรูปแบบการเคล่ือนท่ีของ DNA ต่างกัน 

ส่วนวิธี Multilocus Sequence Typing (MLST)  

และ Single Nucleotide Polymorphism (SNP)  

Analysis เป็นวิธีทางโมเลกุลท่ีอาศัยเทคโนโลยีการอ่าน

รหัสพันธุกรรม (DNA Sequencing) และถอืเป็นวธิี

ที่มีวิวัฒนาการทันสมัยที่สุด วิธี MLST ใช้จำ�แนก

สายพันธ์ุโดยการเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของยีน

พื้นฐานอย่างน้อย 7 ยีน ส่วนวิธี SNP Analysis 

จำ�แนกโดยการเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมหรือชนิด

ของเบสที่แตกต่างกันเพียงตำ�แหน่งเดียว (Single 

Polymorphic Site) ที่พบในรหัสพันธุกรรมทั้งหมด

ของแบคทีเรีย
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	 วิธีเหล่าน้ีสามารถจำ�แนกสายพันธ์ุของแบคทีเรีย

ก่อโรคได้โดยใช้คุณสมบัติท่ีแตกต่างกัน จงึทำ�ให้แต่ละ

วิธีมีข้อดีข้อเสียต่างกัน ยกตัวอย่างเช่น วิธี PFGE 

เป็นวิธีท่ีนิยมใช้อย่างแพร่หลายในการทำ�วิจัย เน่ืองจาก

มีความละเอียดในการจำ�แนกและมีความจำ�เพาะ

มากกว่าวิธีท่ีใช้หลักการ PCR เช่น RAPD และ AFLP 

อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์โดยวิธี PFGE มีข้อจำ�กัด

คือไม่สามารถนำ�ข้อมูลท่ีได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบ

สายพนัธุท์ีก่่อให้เกิดโรคระบาดจากต่างพืน้ทีซ่ึ่งศึกษา

โดยคณะผู้ทดลองคนละกลุ่ม จึงทำ�ให้การเช่ือมโยง

ข้อมูลด้านการระบาดของเช้ือจากต่างถ่ินเป็นไปได้ยาก 

ถึงแม้ว่าวิธีการจำ�แนกโดยการอ่านรหัสพันธุกรรม 

เช่น MLST และ SNP ต้องอาศัยอุปกรณ์ที่มีความ

จำ�เพาะสูงและมีราคาแพง เช่น DNA Sequencer 

แต่ในปัจจุบันการวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมสามารถ

ทำ�ได้ง่ายข้ึนเน่ืองจากเคร่ือง DNA Sequencer มีราคา

ถูกลง และบริษัทเอกชนที่มีบริการวิเคราะห์รหัส

พันธุกรรมเกิดข้ึนจำ�นวนมาก ทำ�ให้ห้องปฏิบัติการ

ตรวจความปลอดภัยในอาหารสามารถเข้าถึงบริการ

การวิเคราะห์รหัสพนัธกุรรมได้สะดวกข้ึน วิธ ีMLST 

จึงเป็นทางเลือกท่ีได้รับความนิยมในการวิจัยเน่ืองจาก

สามารถจำ�แนกสายพนัธุแ์บคทีเรียได้ละเอยีดกว่าวิธี 

PFGE นอกจากนี้ผลท่ีได้จากวิธี MLST สามารถ 

ทำ�ซ้ำ�และเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุอื่นจากต่างถ่ินได้ 

จึงทำ�ใหก้ารแปลผลมีความคงที ่เป็นมาตรฐานสากล 

และมปีระโยชนต่์อการศึกษาเพือ่วิเคราะห์การระบาด

ของเชื้อก่อโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ

3. วิธีการวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมโดยวิธี 
MLST
	 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของรหัสพันธุกรรม

โดยวิธี MLST สามารถทำ�ได้ 2 แบบ คือ วิธีดู 

ลำ�ดับสารพันธุกรรมทั้ง 7 ยีนมาเรียงต่อเนื่องกันไป 

(Concatenated Sequence)  และวธิกีำ�หนดตวัเลข

ท่ีบ่งบอกลักษณะจำ�เพาะของรหัสพันธุกรรมในแต่ละยีน 

(Allele Profile) แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มี Con-

catenated Sequence และ Allele Profile ท่ีจำ�เพาะ 

กรณวิีเคราะห์จาก Concatenated Sequence หาก

รหัสพันธุกรรมมีความต่างกันหลายตำ�แหน่งหมายความ

ว่าสายพันธ์ุน้ันมีความต่างทางพันธุกรรมสูง ส่วนในกรณี

ที่ใช้การวิเคราะห์โดย Allele Profile รหัสพันธุกรรม

ของยีนแต่ละยีนท่ีมเีอกลกัษณไ์มซ้่ำ�กับรหัสพนัธุกรรม

ของยีนนั้นในสายพันธุ์อื่นจะมีตัวเลขจำ�เพาะ (Allele 

Number) สำ�หรับยีนที่มีรหัสพันธุกรรมซ้ำ�กับยีนที่ 

ได้รับการกำ�หนด Allele Number แล้ว จะมี Allele 

Number ที่เหมือนกันกับยีนนั้น ลักษณะพันธุกรรม

ที่ได้จากวิธี MLST ของแบคทีเรียหนึ่งสายพันธุ์

ประกอบไปด้วย 7 Allele Numbers โดยตัวเลข 

แต่ละตัวกำ�หนดมาจากรหัสพันธุกรรมท่ีจำ�เพาะของ

ยีนทั้ง 7 ยีน กลุ่มตัวเลขทั้ง 7 ตัวนี้เรียกว่า Allele 

Profile เอกลักษณ์เฉพาะของแต่ละ Allele Profile 

จะถูกแต่งตั้งเป็นตัวเลข เรียกว่า Sequence Type 

(ST) โดยแบคทีเรียแต่ละสายพันธ์ุจะมี ST ประจำ�ตัว 

แบคทีเรียต่างสายพันธุ์อาจมี ST เหมือนกันก็เป็นได้

หากสายพันธุ์ดังกล่าวมีรหัสพันธุกรรมของทั้ง 7 ยีน

เหมือนกัน ส่วนการวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมโดยใช้ 

Allele Profile ทำ�ได้โดยการพิจารณาจากความแตกต่าง

ของ Allele Number รูปที่ 2 แสดงให้เห็นการระบุ 

Allele Number (รูปที่ 2A) ในแต่ละตำ�แหน่งของ

ยีนพ้ืนฐานและการกำ�หนด ST (รูปท่ี 2B) จาก Allele 

Profile ของเชื้อที่ศึกษาโดยวิธี MLST
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Figure 2	MLST Data Interpretation. (A) Fragments of seven housekeeping genes, genes 1-7, 

used for the MLST scheme are presented. Allelic types, e.g. alleles 1, 2, 3, etc., 

are assigned for the unique nucleotide sequences of individual gene fragments. 

(B) Unique combinations of seven allelic types create the ST, e.g. ST1, 2, 3, etc., 

for an individual isolate3.

	 การวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมจาก Concatenated 

Sequence มีข้อได้เปรียบคือสามารถบอกความแตกต่าง

ของรหัสพันธุกรรมจากแบคทีเรียต่างสายพันธ์ุได้

ละเอียดมากกว่าการวิเคราะห์จาก Allele Profile 

เนื่องจากสามารถระบุตำ�แหน่งและจำ�นวนเบสท่ี 

ตา่งกันได้ ในขณะทีก่ารวเิคราะห์จาก Allele Profile 

ไมส่ามารถจำ�แนกระดับความตา่งของรหัสพนัธกุรรม

ในยีนเดียวกันได้ บ่งบอกได้เพียงว่ารหัสพันธุกรรมในยีน

ท่ีศึกษามีความเหมือนหรือต่างกันเท่าน้ัน อย่างไรก็ตาม 

Allele Profile มปีระโยชนใ์นการวิเคราะห์การระบาด

ของกลุ่มแบคทีเรียสายพันธุ์ที่อาจมาจากบรรพบุรุษ

เดียวกัน (Clonal Relationship) ได้โดยอาศัยโปรแกรม

คอมพิวเตอร์วิเคราะห์ เช่น eBURST15 ข้อมูล MLST 

ของแบคทเีรยีทีศ่กึษาภายในห้องปฏบัิตกิารของผูวิ้จยั

สามารถนำ�ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลของแบคทีเรีย 

จากแหล่งอื่นทั่วโลกได้ที่เวบไซต์ฐานข้อมูล MLST 

(www.pubmlst.org) ผู้วิจัยสามารถเทียบหา Allele 

Profile และ ST ของแบคทีเรียที่ศึกษาจาก Con-

catenated Sequence โดยผ่านโปรแกรมสำ�เร็จรูป

ในเวบไซต์ได้เช่นกัน
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4. การคดัเลือกตวัอย่างแบคทเีรยี (bacte-
rial selection) ยีนที่เหมาะสม (gene 
selection) และการออกแบบสารพันธุกรรม
ต้นแบบใช้ในการเพิ่มจำ�นวนยีน (primer 
design) ด้วยวิธี MLST
	 การคัดเลือกแบคทีเรียที่จะนำ�มาศึกษาถือเป็น

ปัจจยัทีม่คีวามสำ�คญัในวิธ ีMLST ตวัแทนแบคทเีรีย

ที่นำ�มาวิเคราะห์ควรคัดเลือกมาจากแบคทีเรียท่ีพบ

ในแหลง่ทีม่าหลากหลาย เช่น แบคทีเรยีท่ีแยกได้จาก

ผูป้ว่ยโรคอจุจาระรว่งในประเทศไทยและตา่งประเทศ

ท่ัวโลกมีประโยชน์ในการวิเคราะห์จุดเร่ิมต้นของสายพันธ์ุ

ที่กำ�ลังระบาดรวมถึงเส้นทางการแพร่กระจายของ

เช้ือโรคเหล่าน้ัน นอกจากน้ีการเปรียบเทียบความใกล้ชิด

ของสายพันธ์ุท่ีแยกได้จากผู้ป่วย ส่ิงแวดล้อมและปัจจัย

ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการผลิตอาหาร เช่น วัตถุดิบ 

น้ำ�ล้างวัตถุดิบ ภาชนะบรรจุวัตถุดิบ พาหนะขนส่ง

อาหาร และคนงานในโรงงานผลิตอาหาร เป็นต้น 

ทำ�ให้สามารถระบุแหล่งท่ีมาของการติดเช้ือก่อโรค 

สู่คนซ่ึงมีประโยชน์ต่อการประเมินความเสี่ยงด้าน

ความปลอดภัยในการผลิตอาหาร และส่งผลให้การ

กำ�หนดมาตราการเฝ้าระวังการติดเช้ือในผู้บริโภคมี

ประสิทธิภาพมากขึ้น 

	 การพจิารณาเลอืกยีนทีเ่หมาะสมกับวิธี MLST 

ประกอบไปด้วยปัจจัยหลักคือ ชนิดยีน ตำ�แหน่งของ

ยีนน้ันบนโครโมโซม และจำ�นวนของยีนท่ีใช้3,5,16  

การจำ�แนกประเภทแบคทีเรียจำ�เป็นต้องเข้าใจถึง

วิวัฒนาการทางพันธุศาสตร์ท่ีปราศจากกระบวนคัดเลือก

โดยปัจจยักระตุน้จากสิง่แวดลอ้มภายนอก (Positive 

Selection) ยีนพ้ืนฐานทำ�หน้าท่ีสำ�คัญในการดำ�รงชีพ

ซ่ึงพบได้ในแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ และแบคทีเรีย

จำ�เป็นตอ้งรกัษาคุณสมบัติท่ีสำ�คัญในการดำ�รงชีพนัน้

ไวใ้ห้คงท่ีโดยหลกีเลีย่งให้เกิดการกลายพนัธุน์อ้ยท่ีสดุ 

ในขณะท่ียีนประเภทอ่ืน เช่น ยีนท่ีทำ�หน้าท่ีในการผลิต

โปรตีนที่ใช้ในการสร้างผนังเซลล ์ อาจได้รับอิทธิพล

จากสิ่งแวดล้อมทำ�ให้เกิดการกลายพันธุ์เพื่อปรับตัว

ในสภาวะท่ีเปล่ียนไปได้ง่าย หรือ ยีนท่ีควบคุมการผลิต

สารพิษ อาจพบเฉพาะในสายพันธุ์ที่ก่อโรค แต่อาจ

ไมพ่บในสายพนัธ์ุทีไ่มก่่อโรค ดงันัน้ยีนพืน้ฐานจงึเป็น

ตัวเลือกท่ีเหมาะสมในการศึกษาความเก่ียวข้องทาง

พันธุกรรมรวมถึงวิวัฒนาการด้ังเดิมซ่ึงส่งผลให้ทราบถึง 

ทีม่าสายพนัธุบ์รรพบุรุษของแบคทเีรียได ้ยีนพืน้ฐาน

ที่ใช้ควรมีจำ�นวนอย่างน้อย 7 ยีนจากแบคทีเรีย

จำ�นวนอย่างน้อย 100 ตัว เนื่องจากเป็นจำ�นวนที่มี

ความเช่ือถือได้ทางสถิติในการจำ�แนกสายพันธุ์3 

นอกจากน้ียีนท่ีคัดเลือกต้องมีการกระจายตัวท่ีเหมาะสม

บนโครโมโซม กล่าวคือไม่ต้ังอยู่ในตำ�แหน่งท่ีชิดกันเกินไป

เพื่อหลีกเลี่ยงการได้รับอิทธิพลจากการเปลี่ยนแปลง

สารพนัธกุรรมในบรเิวณใกลเ้คียง ปัจจยัสำ�คญัในการ

ออกแบบสารพันธุกรรมต้นแบบท่ีใช้เป็น primer 

ได้แก่ การใช้ primer คู่สมที่สามารถเพิ่มจำ�นวนยีน

ที่มีความยาว 400-600 คู่เบสต่อหนึ่งยีน3 ระบบ 

การออกแบบ Primer ที่เหมาะสมสำ�หรับวิธี MLST 

คือ Primer ระบบคู่ (Nested Primers) การใช้ 

Primer ระบบคู่ คือการใช้ Primer ที่ต่างกัน 2 ชุด

ในการเพ่ิมจำ�นวนช้ินส่วนของยีนท่ีต้องการในปฏิกิริยา 

PCR และ Primer สำ�หรับกระบวนการอ่านรหัส

พันธุกรรม (Nucleotide Sequencing) การใช้ Primer 

ระบบคู่ทำ�ให้ผลที่ได้มีความแม่นยำ�สูงข้ึนเนื่องจาก

เป็นวิธีท่ีลดความเสี่ยงการเกิดความผิดพลาดในการ

เพิ่มจำ�นวนช้ินส่วนของยีนที่ต้องการ เมื่อได้ข้อมูล

รหัสพันธุกรรมของยีนพ้ืนฐานจากแบคทีเรียท่ีใช้ศึกษา

แต่ละตัวแล้ว จึงเข้าสู่กระบวนการวิเคราะห์รหัส

พันธุกรรมต่อไป
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5. ผลการศึกษาโดยวิธี Multilocus se-
quence typing ในการสบืหาแหลง่การตดิ
เชื้อ Campylobacter jejuni และ Vibrio 
parahaemolyticus
	 ผลการศกึษาโดยวิธ ีMLST มปีระโยชนใ์นการ

วิจัยเพื่อสืบหาแหล่งที่มาของเช้ือก่อโรคอุจจาระร่วง

ทีพ่บได้ในอาหาร เช่น Campylobacter jejuni และ 

Vibrio  parahaemolyticus แบคทีเรียทั้งสองเป็น

เช้ือก่อโรคในคนท่ีพบได้ในสัตว์ต่างประเภท C. jejuni 

เป็นเชื้อประจำ�ถิ่นที่พบในสัตว์ปีก เช่น เป็ด ไก่ นก 

และสัตว์บก เช่น วัว แกะ และสุกร เป็นต้น17  

ส่วน V.  parahaemolyticus เป็นเชื้อประจำ�ถิ่น 

ที่พบได้ในสัตว์ทะเล18 โดยเฉพาะสัตว์มีเปลือกแข็ง 

เช่น กุ้ง ปู และหอย เป็นต้น แบคทีเรียเหล่านี้อาจ

เจือปนมากับอาหารหากกระบวนการผลิตไม่ได้มาตรฐาน 

ส่งผลให้ผู้บริโภคอาหารน้ันติดเช้ือดังกล่าวและก่อให้เกิด

โรคอุจจาระร่วงหรือลำ�ไส้อักเสบ

	 ในประเทศนิวซีแลนด์ วิธี MLST นำ�มาใช้

ศึกษาวิทยาการระบาดของ C.  jejuni จากตัวอย่าง

ทีแ่ยกจากอจุจาระผูป่้วย เนือ้ไก่ เนือ้หม ูเนือ้ววั และ

เนื้อแกะ19-22 Wilson และคณะ (2008) ศึกษา 

รหัสพันธุกรรมจาก ST ของเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วย 

1,231 ราย พบว่ามีความใกล้เคียงกับ ST ของเชื้อ

ท่ีแยกได้จากปศุสัตว์ (96.6%) มากกว่าเช้ือท่ีแยกได้จาก

สัตว์ป่า (2.3%) และส่ิงแวดล้อม (1.1%) ความเหมือน

ทางพนัธกุรรมของเช้ือจากผูป่้วยและเช้ือจากปศุสตัว์

ประเภทต่างๆเรียงตามลำ�ดับได้แก่ เนื้อไก่ (56.5%) 

เน้ือวัว (35.0%) และเน้ือแกะ (4.3%) แสดงให้เห็นว่า

สายพนัธุท์ีก่่อโรคอจุจาระรว่งในคนพบมากทีส่ดุในไก่

เมื่อเทียบกับสัตว์ชนิดอื่น19 นอกจากนี้ Mullner  

และคณะ (2009) ได้วิเคราะห์รหัสพันธุกรรมจาก ST 

ของ C.  jejuni ทั้งหมด 969 ตัว ซึ่งประกอบด้วย

เชื้อจากผู้ป่วยจำ�นวน 502 ตัว และเชื้อจากเนื้อสัตว์

ชนดิต่างๆอกีจำ�นวน 467 ตัว พบวา่ สายพนัธุท่ี์แยก

ได้จากเนื้อไก่มี ST ที่ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ที่แยกได้

จากผู้ป่วยมากที่สุดเมื่อเทียบกับเนื้อสัตว์ชนิดอื่น 

โดยคิดเป็น 58-76% ของสายพันธ์ุท้ังหมดท่ีเป็นสาเหตุ

ของโรคอุจจาระร่วงในผู้ป่วย การศึกษาน้ีสนับสนุนว่า 

การปนเปื้อนของเชื้อ C. jejuni ในเนื้อไก่น่าจะเป็น

สาเหตุหลักของการเกิดโรคอุจจาระร่วงในคน20  

(รูปที่ 3) ข้อสรุปที่ได้จากงานวิจัยเหล่านี้นำ�ไปสู่การ

กำ�หนดนโยบายมุ่งเน้นการควบคุมรักษาความปลอดภัย

ในกระบวนการผลติเนือ้ไก่ภายในประเทศนวิซีแลนด์

ให้มีความเข้มงวดมากขึ้น ส่งผลให้อัตราการติดเชื้อ

จากเดิม 15,873 รายต่อปี ในปี ค.ศ. 2006 ลดลง

เป็น 6,689 รายต่อปี ในปี ค.ศ. 200820,23 นอกจากน้ี

วิธี MLST สามารถใช้ระบุสายพันธุ์ที่มีความสำ�คัญ

ต่อการระบาดของเชื้อ C. jejuni ซึ่งได้แก่ สายพันธุ์ 

ST-474 ถึงแม้พบว่า สายพันธ์ุนี้มีความชุกสูงใน

โรงงานผลิตเนื้อไก่แห่งหนึ่งในประเทศนิวซีแลนด์  

แตก่ลบัพบได้นอ้ยในประเทศอืน่และเมือ่นำ�ข้อมลูมา

เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล MLST ของเช้ือ C. jejuni 

ทางอนิเตอรเ์นต จงึสรปุไดว้า่ ST-474 เป็นสายพนัธุ์

ทีม่กีารระบาดเฉพาะพืน้ที ่และอาจมวิีวฒันาการเพือ่

ความอยู่รอดท่ีจำ�เพาะต่อสิ่งแวดล้อมในพื้นท่ีนั้น21 

อย่างไรก็ตาม นักวิจัยจากประเทศฟินแลนด์พบว่า  

เชื้อ C. jejuni บางกลุ่มที่แยกได้จากผู้ป่วยมี ST  

ที่ไม่พบในเช้ือที่แยกได้จากสัตว์ปีกและสัตว์บก24  

ดังนั้นอาจมีความเป็นไปได้ว่าการติดเชื้อ C. jejuni 

ในบรเิวณท่ีศึกษาอาจมาจากแหลง่ทีม่าอืน่นอกเหนอื

จากการบริโภคอาหารที่ปนเป้ือน ต่อมา French  

และคณะ (2009) พบว่า เชื้อ C. jejuni ที่มี ST  

ตรงกับสายพนัธ์ุก่อโรคในคนถูกแยกไดจ้ากมลูนกทีพ่บ

ในสนามเด็กเล่น25 ทำ�ให้ทราบว่าการติดเช้ือชนิดนี้
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อาจจะไม่ได้เกิดข้ึนจากการบริโภคอาหารเท่านั้น  

การประเมินความเส่ียงในการติดเช้ือจากการปนเป้ือน

จากแหล่งกสิกรรม แหล่งน้ำ� หรือภายในที่อยู่อาศัย 

เช่น สัตว์เลี้ยง เป็นสิ่งที่ควรระวังสำ�หรับการติดเชื้อ

ชนดินีเ้ช่นกัน นอกจากนีวิ้ธ ีMLST ถูกนำ�มาใช้ศึกษา

ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ C. jejuni ในเนื้อไก่

จากบริษัทผู้ผลิตหลากหลายบริษัท พบว่าสายพันธุ์ที่

แยกได้จากเนื้อไก่ของแต่ละบริษัทมี ST แตกต่างกัน

โดยแยกกลุม่ตามบรษิทัทีเ่ปน็แหลง่ทีม่าของเช้ือนัน้20 

ผลจากการศึกษานี้นำ�ไปสู่การทำ�ความเข้าใจเรื่อง

วิวัฒนาการความอยู่รอดของเช้ือ C. jejuni ท่ีอาจจะ

ตา่งกันตามสภาพแวดลอ้มของแต่ละบรษิทั สง่ผลให้

เกิดการตรวจสอบข้ันตอนการผลิตของแต่ละบริษัท

เพ่ือปรับมาตรการหรือออกข้อบังคับในกระบวนการผลิต

ให้ได้มาตรฐานความปลอดภัยและลดอัตราการปนเป้ือน

ของเชื้อก่อโรคได้มีประสิทธิภาพมากขึ้น

Figure 3	Process for Identifying Source of Infection of C. jejuni by MLST. Clinical isolates 

were recovered from patients, as well as other isolates were recovered from poultry, 

cattle and pigs. DNA extraction and MLST analysis were subsequently performed 

using these isolates and the genetic relationships among the strains were determined. 

Poultry was identified as a source of infection for human clinical strains because 

the MLST analysis revealed that strains recovered from poultry represent identical 

sequence type (ST) to those from clinical samples. Solid line represents the most 

genetic similarity of isolates from human clinical samples with that of poultry, and 

dash line represents less genetic similarity of isolates from human clinical samples 

with that of cattle and pig.19-22
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	 อย่างไรก็ตาม ผลวิเคราะห์โดยวิธี MLST  

ข้ึนอยู่กับประเภทของเช้ือท่ีใช้ศึกษา ในกรณีแบคทีเรีย  

V. parahaemolyticus วิธี MLST ให้ผลวิเคราะห์

ต่างจากเชื้อ C. jejuni การศึกษาเชื้อ V. parahae-

molyticus ที่แยกได้จากผู้ป่วย อาหารทะเล และ 

สิ่งแวดล้อม ไม่พบสายพันธุ์ก่อโรคที่มี ST เดียวกัน

ในเช้ือที่แยกได้จากอาหารทะเล หรือสิ่งแวดล้อมที่ 

นำ�มาศึกษา26-28 แสดงให้เห็นว่า เช้ือที่แยกได้จาก 

ผูป่้วยมลีกัษณะทางพนัธุกรรมตา่งจากเช้ือทีแ่ยกจาก

อาหารทะเล หรือสิ่งแวดล้อม ข้อมูลเหล่านี้นำ�ไปสู่

การศึกษาเพ่ือหาแหล่งท่ีมาของสายพันธ์ุก่อโรคท่ีแท้จริง 

หรือปัจจัยกระตุ้นท่ีมีผลต่อการอุบัติใหม่และอุบัติซ้ำ�

ของสายพันธุ์ก่อโรคต่อไป อย่างไรก็ตาม MLST มี

ประโยชน์สำ�หรับ V. parahaemolyticus กรณศีกึษา

เพ่ือระบุความสัมพันธ์ของเช้ือก่อโรคจากผู้ป่วยท่ีแยกได้

ภายในประเทศและต่างประเทศ ทำ�ให้เข้าใจท่ีมาของ

อุบัติการณ์การเกิดโรคระบาดโดยสายพันธุ์เดียวกัน

จากผู้ป่วยต่างทวีป29-31

	 วิธ ีMLST มปีระโยชนใ์นการติดตามแหลง่ท่ีมา

ของเช้ือก่อโรคอุจจาระร่วงโดยการจำ�แนกสายพันธุ์

แบคทีเรีย เช่น C. jejuni ที่พบในตัวอย่างอุจจาระ

ของผู้ป่วย อาหาร และสิ่งแวดล้อม ความแตกต่าง

ของรหัสพันธุกรรมท่ีได้มาจาก ST ของแต่ละสายพันธ์ุ 

สามารถนำ�มาคำ�นวนเป็นเปอรเ์ซ็นความตา่งเพือ่ช่วย

ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณทำ�ให้มีความแม่นยำ�มากกว่า

ข้อมูลที่ได้จากวิธีทางโมเลกุลประเภทอื่น ข้อสำ�คัญ

อกีประการหนึง่คือสามารถเปรียบเทยีบ ST ของเช้ือ

ท่ีศึกษากับ ST ของเช้ือท่ีแยกโดยคณะผู้วิจัยอ่ืนท่ีมีอยู่

ในฐานข้อมูลทางอินเตอร์เนตเพื่อวิเคราะห์เชื่อมโยง

เส้นทางการระบาดของเช้ือนั้น และสามารถศึกษา

วิวัฒนาการของเช้ือทีแ่ยกไดภ้ายในประเทศเมือ่เทียบ

กับเช้ือจากต่างประเทศได้ตามท่ียกตัวอย่างในกรณี

เชื้อ V. parahaemolyticus

สรุป
	 เทคโนโลยีทางวิทยาศาสตร์สามารถนำ�มาประยุกต์

ในการพัฒนาคุณภาพและความปลอดภัยของอาหารได้ 

การศึกษาความสมัพนัธ์เชิงพนัธศุาสตร์ของแบคทเีรยี

ก่อโรคโดยวิธ ีMLST ทำ�ให้เข้าใจถึงวิทยาการระบาด 

และแหลง่ทีม่าของการปนเป้ือนเช้ือก่อโรคจากอาหาร

ซ่ึงสามารถนำ�ไปใช้ในการปรับปรุงกระบวนการผลิต

อาหารเพื่อลดความเสี่ยงของการติดเช้ือก่อโรคใน 

ผู้บริโภค อย่างไรก็ตามการนำ�ความรู้จากวิธีดังกล่าว

ไปใช้ประโยชน์จำ�เป็นต้องอาศัยความร่วมมือและ

ความเชี่ยวชาญหลายด้าน ได้แก่ นักวิจัยผู้มีความรู้

ด้านการสกัดและเพิ่มจำ�นวน DNA การวิเคราะห์

รหัสพันธุกรรม บุคลากรที่มีความเข้าใจกระบวนการ

ผลิตอาหารและสามารถเข้าถึงบริเวณเก็บตัวอย่าง

สำ�หรับการแยกแบคทีเรียได้ รวมถึงความเข้าใจ

สภาพแวดลอ้มและวัฒนธรรมการรบัประทานอาหาร

ของคนในชุมชนนั้นจึงจะสามารถประยุกต์ความรู้ 

ดังกล่าวในทางปฏิบัติเพื่อการลดอัตราการเกิดโรค 

ติดเชื้อทางเดินอาหารได้อย่างมีประสิทธิภาพ
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Multilocus Sequence Typing (MLST): 

Molecular Technique for Monitoring Food Safety

Chonchanok Theethakaew*

ABSTRACT
	 Foodborne infectious diseases are a 

worldwide public health burden particularly 

in tropical countries. Determining potential 

sources of infection has mitigated transmission 

of bacteria. Sources of bacterial enteric infection 

could be identified by genetic relatedness of 

strains isolated from patients with diarrhea and 

strains isolated from various sources including 

food. Multilocus sequence typing (MLST) is 

a genetic analysis used to identify bacterial 

strains based on nucleotide sequences of 

housekeeping genes of bacteria collected 

from various sources. MLST analysis allows 

understanding of genetic relationships and 

sources of bacteria transmission. The advantage 

of MLST over other molecular methods is 

the ability to compare genetic profiles of 

examined strains from individual laboratories 

to those from over the world through online 

database. At present, the MLST approach has 

been successfully applied in epidemiological 

and molecular evolutionary studies of several 

foodborne pathogenic bacteria. Generated 

outcomes from MLST could imporve surveillance 

of bacterial pathogens in food industry and 

generate higher standard of food safety.
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