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บทคัดยอ
 เชือ้วณัโรคดือ้ยา (Multidrug resistant TB: MDR-TB) เปนเชือ้ Mycobacterium tuberculosis ทีด่ือ้ตอยาอยางนอย 2 
ขนาน คอื ยาไรแฟมปซนิ (rifampicin, RIF) และไอโซไนอาสิด (isoniazid, INH) เปนปญหาดานสาธารณสุขท่ีสาํคญัในประเทศไทย 
โดยท่ัวไป การตรวจวินจิฉยั MDR-TB อาศัยการเพาะเช้ือและทดสอบความไวตอยาตานวัณโรคดวยอาหารแข็ง เชน proportional 
method และอาหารเหลว เชน Middlebrook 7H9 ซึ่งใชเวลานาน สํานักงานปองกันควบคุมโรคที่ 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
นําระบบ AnyplexTM II MTB/MDR detection รวมกับเรียลไทมพีซีอารสําหรับตรวจวินิจฉัย MDR-TB เพื่อเพิ่มความรวดเร็ว
ในการรายงานผล โดยระบบดงักลาวสามารถตรวจการกลายพนัธุของยนีทีเ่กีย่วของกบัการดือ้ตอยาไรแฟมปซนิ (rifampicin, RIF) 
(rpoB) ได 18 แบบ และการกลายพันธุของยีนที่เกี่ยวของกับการด้ือตอยา INH (katG และ inhA) ได 7 แบบ การศึกษาน้ี
มีวัตถุประสงคเพือ่ประเมนิประสทิธภิาพการตรวจวนิจิฉยัเชือ้ MDR-TB โดย AnyplexTM II MTB/MDR detection กบัวธิมีาตรฐาน
ทาง phenotypic คือ proportional method ในเช้ือ MDR-TB ที่แยกไดจากผูปวยไมซํ้ารายกันในพื้นที่ 7 จังหวัด คือ จังหวัด
อบุลราชธานี ศรสีะเกษ ยโสธร อาํนาจเจริญ นครพนม มกุดาหาร และสกลนคร ระหวางเดือนตลุาคม พ.ศ. 2552 ถงึเดือนกันยายน 
พ.ศ. 2555 จํานวน 105 เชื้อ ผลการตรวจโดยวิธี proportional test พบวา เปนเชื้อ MDR-TB จํานวน 99 เช้ือ (รอยละ 94.3) 
เชื้อที่ดื้อตอ INH ชนิดเดียว 3 เชื้อ (รอยละ 2.9) และไวตอยา 2 ชนิด 3 เช้ือ (รอยละ 2.9) ระบบ Anyplex II system สามารถ
วินิจฉัย MDR-TB ได 88 เชื้อ (รอยละ 88.9) จากการวิเคราะหความสอดคลองผลการวิเคราะหโดยท้ังสองวิธีตามคุณสมบัติ
การดื้อยาแตละชนิด โดย Cohen’s Kappa (κ) analysis พบวา Anyplex II system ใหคา κ เทากบั 0.402 และ 0.73 เมือ่เปรยีบเทยีบ
กบั proportional test สําหรับวินิจฉัยการด้ือยา INH และ RIF ตามลําดับ เปนไปไดวา รอยละ 11.1 ของ MDR-TB ซึ่งไมสามารถ
ตรวจวินิจฉัยดวย Anyplex II system อาจจะเกี่ยวของกับประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยการดื้อยา INH โดยสรุป Anyplex II 
MTB/MDR detection system สามารถนํามาประยุกตใชในการวินิจฉัย MDR-TB จากผูปวยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
อยางไรกต็ามลาํดบันวิคลโิอไทดในยนีทีส่มัพันธกบัการดือ้ยาจาํเปนตองศกึษาตอไปเพือ่ประเมนิผลความไมสอดคลองในการวนิจิฉยั
การดื้อยาของทั้งสองเทคนิคนี้
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Efficiency of AnyplexTMII MTB/MDR detectionfor identification of 
multi-drug resistant Mycobacterium tuberculosis compared 

with drug proportional method 

Abstract
 Multidrug resistance of Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB) causes the life-threatening pulmonary disease 
worldwide including Thailand. It resists at least 2 drugs including rifampicin and isoniazid, which are the first-line 
anti-tuberculous drug of choice. Diagnosis of MDR-TB has generally based on cultivation and anti-tuberculous 
agent by proportional method and liquid medium that takes at least 2 months to report. Recently, AnyplexT-

MII MTB/MDR detection system cooperated with real-time PCR were launched for molecular diagnosis of 
MDR-TB at 10th Office of Disease Prevention and Control, Ubon Ratchathani. The system is able to identify 18 
and 7 mutations associated rifampicin (RIF) and isoniazid resistance, respectively. In order to evaluate efficiency 
of the Anyplex II system, 105 clinical MDR-TB of unrepeaed patients from Ubon Ratchathani, Si Sa Ket, Sakon 
Nakhon, Nakhon Phanom, Amnat Charoen, Mukdahan and Yasothon isolated were collected during October 
2009-September 2012 and stored in at -20°C skimmed milk were enrolled to conducted against the 
proportional test and Anyplex II system. Ninety-nine isolates (94.3%) were verified as MDR-TB isolates, but the 
others were identified as INH-resistant (3, 2.9%) and susceptible (3, 2.9%) isolates, respectively. Of 99 MDR-TB, 
Anyplex II system could identify 88 isolates (88.9%). Inter-rater agreement analysis between the proportional 
test and Anyplex II system for detection of INH and RIF resistance revealed moderate agreements for detection 
of INH (Cohen’s kappa = 0.402) and good agreement for RIF resistance (Cohen’s kappa=0.731), 
respectively. It implied that the 11.1% of undetectable MDR-TB by Anyplex II system may be 
associated with the efficiency of INH detection for the MDR-TB strains. In conclusion, Anyplex II MTB/MDR 
detection system may be an available molecular tool for detection of MDR-TB in Northeastern of Thailand. 
However, the sequencing of hotspot regions associated with INH and RIF should be further studied in order to 
evaluate discordant results of these two techniques.
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บทนํา

 วัณโรคเปนปญหาสาธารณสุขที่คุกคามชีวิตของ

มนุษยชาตินานหลายรอยป ในป พ.ศ. 2558 มีผูปวย

รายใหมเกดิขึน้ทัว่โลก 10.4 ลานคน รอยละ 60 ของผูปวย

รายใหมเปนรายงานจากประเทศอินเดีย อินโดนีเซีย จีน 

ไนจีเรีย ปากีสถานและแอฟริกาใต และพบผูปวยรายใหม

ที่ติดเชื้อวัณโรคดื้อยาหลายขนาน (multidrug-resistant 

Mycobacterium tuberculosis, MDR-TB) ประมาณ 

480,000 ราย องคการอนามยัโลกคาดการณวา ประเทศไทย 

อยูในกลุมประเทศ 20 อันดับแรกท่ีมีอุบัติการณติดเช้ือ

วัณโรคและวัณโรคด้ือยา ในชวง พ.ศ. 2559-2563 ในป 

พ.ศ. 2558 ประมาณการผูติดเชื้อรายใหม 117,000 ราย 

เปนผูปวยโรคเอดสรวม 15,000 ราย และมีแนวโนมพบ

ผูปวยติดเช้ือ MDR-TB เพิ่มข้ึน ประมาณ 4,500 ราย(1)

การวนิจิฉยั MDR-TB อาศยัการยอมสทีนกรด การเพาะเชือ้ 

และการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ ดวยการทดสอบ

การดือ้ตอไรแฟมพิซนิ (rifampicin, RIF) และไอโซไนอาสิด 
(isoniazid, INH) เปนอยางนอย แมวาจะถือเปนวิธี

มาตรฐานแตใชเวลานาน(2,3) ในทศวรรษท่ีผานมา เทคนิค
ทางอณูชีวโมเลกุลมีบทบาทสําคัญสําหรับการวินิจฉัยการ

ติดเชื้อวัณโรค และ MDR-TB(4,5) ในป พ.ศ. 2555 หอง

ปฏิบัติการวัณโรค สํานักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 
จังหวัดอุบลราชธานี นําระบบ AnyplexTM II MTB/MDR 

detection kit (Seegene Technologies, Seoul,
Republic of Korea) สําหรับการพิสูจนชนิด MDR-TB 

ระบบดังกลาวสามารถตรวจพิสูจนชนิด MTB complex 
และคุณสมบัติการกลายพันธุ ที่มีผลตอการด้ือยา RIF 

และ INH โดยใชเทคโนโลย ีdual priming oligonucleotide 
และ tagging oligonucleotide cleavage-extension 

ตรวจวิเคราะหดวยเทคนิคเรียลไทมพีซีอาร(6,7) สามารถ

ตรวจวิเคราะหการกลายพันธุในยีน rpoB 18 ตําแหนง
promoter ของยีน inhA 3 ตําแหนง และยีน katG 4 

ตําแหนง รวม 25 ตําแหนง(8) การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค

เพือ่ศกึษาประสทิธิภาพการตรวจกับตวัอยางเชือ้ MDR-TB
ที่เก็บรักษาไวในหองปฏิบัติการเปรียบเทียบกับวิธี drug 

proportional test

วัสดุและวิธีการ
 1.  แบคทีเรียที่ใชศึกษา
  เชื้อ M. tuberculosis ที่ไดรับการวินิจฉัยวา
ดื้อตอยา RIF และ INH จํานวน 105 เชื้อ ที่แยกไดจาก
ตัวอยางผูปวยไมซํ้าราย ระหวางเดือนตุลาคม พ.ศ. 2552-
กันยายน พ.ศ. 2555 และเก็บรักษาไวใน 10% skimmed 
milk (Oxoid, Hampshire, England) ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซยีส ณ หองปฏิบตักิารวณัโรค สาํนกังานปองกนั
ควบคุมโรคที่ 10 จังหวัดอุบลราชธานีนําเชื้อตัวอยาง 
ดังกลาว subculture ลงบน Lowenstein-Jensen (LJ) 
medium หลังจากอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 8 สัปดาห และตรวจยืนยันสปซีสอีกครั้งดวย SD 
BIOLINE TB Ag MPT64 Rapid test (Standard 
Diagnostic, Gyeonggi-do, Republic of Korea) ตามวิธี
ที่บริษัทกําหนด กอนท่ีจะนําไปใชในการทําการทดสอบ
ตอไป
 2. การทดสอบคุณสมบัติดื้อยา RIF และ INH 
ดวยวิธี proportional method 
  เขี่ยโคโลนีของ M. tuberculosis 2-3 loop 
ลงในหลอดบรรจุลูกแกวขนาด 3 มิลลิเมตร 10 ลูกและนํ้า
กลั่นไรเชื้อ 4-5 หยด เขยาอยางแรงดวยเคร่ือง vortex 
mixer 3-4 วินาที เติมนํ้ากลั่นไรเชื้อเพ่ิมเติมอีก 2-4 
มิลลิลิตรผสมดวย vortex อีกครั้งแลวตั้งท้ิงไว 20 นาที 
เพ่ือใหตะกอนเชื้อขนาดใหญตกตะกอน ถาย cell 
suspension ลงในหลอดทดลองแลวปรับความขุนให
เทากับ 1 McFarland Standard จากนั้นเจือจางเช้ือลง 
10 เทาเปนลําดับ (10-1, 10-2, 10-3 และ 10-4 dilution) 
ถายเชื้อในหลอดที่เจือจาง 10-4 ปริมาตร 0.1 mL ลงบน 
LJ-medium ที่มี INH เขมขน 0.2 μg/mL, 1 μg/mL
และ RIF เขมขน 40 μg/mL และ LJ medium ไมผสมยา 
อบที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห อานผล
การทดสอบ เชือ้ดือ้ยาชนดิใดชนดิหนึง่ เมือ่มโีคโลนปีรากฏ
บน LJ medium ที่ผสมยา ในสัดสวนของจํานวนโคโลนี
มากกวาหรอืเทากบั 1% เมือ่เทยีบจาํนวนบน LJ medium 
ที่ไมผสมยา โดยใช M. tuberculosis H37Rv ซึ่งไวตอยา 
INH และ RIF กับเชื้อวัณโรคดื้อยา INH และ RIF ที่ไดรับ
จากสํานักวัณโรค กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 
เปนเชื้อควบคุม(2,9)
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 3.  การสกัดดีเอ็นเอของ MDR-TB

  ดีเอ็นเอของ MDR-TB ทําการสกัดโดยน้ํายา 

ExiPrepTM DX Mycobacteria Genomic DNA kits และ

ใชเครื่อง 16DX automated extraction system 

(Bioneer, Daejeon, Repubic of Korea) ตามวิธีการ

ทีบ่ริษทักําหนด  ดเีอน็เอท่ีสกัดไดเกบ็ไวใน elution buffer 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียสเพื่อใชในการทดสอบ real-time PCR

 4.  การตรวจวิเคราะหการด้ือยา RIF และ INH 

ดวย AnyplexTM II MTB/MDR detection assay 

  ถายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตรลงใน Anyplex II 

PCR master mix ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบ

ดวย 4XMTB/MDR TOM 5 ไมโครลิตร, 4X Anyplex PCR 

Master Mix (with UDG) 5 ไมโครลิตรและ RNase-free 
water 5 ไมโครลิตร จากน้ันนําเขาเครื่อง CFX96TM

real-time PCR system (BioRad Laboratories, Seoul, 

Republic of Korea) โดยเริ่มจากขั้นตอน Denaturation 
95 องศาเซลเซียส 15 นาที ตอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 

50 รอบ (Denaturation 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 
Annealing 60 องศาเซลเซียส 60 วินาทีและ Extension 

72 องศาเซลเซียส 30 วินาที) ตอดวยปฏิกิริยาในขั้นตอน

ของการตรวจจับสัญญาณของสารเรืองแสง อุณหภูมิ
ของปฏกิริยิาจะเพิม่ขึน้จาก 55 องศาเซลเซยีส ไปจนถงึ 85 

องศาเซลเซียส โดยจะวัดสัญญาณของสารเรืองแสงท่ี
เกิดขึ้นทุก 5 วินาที และจะแสดงคาออกมาเปน Melting 

curveสารเรืองแสง FAM, HEX, Cal Red 610 และ 
Quasar 670 ใชสาํหรับตรวจจับปฏิกริยิาการมียนีเปาหมาย 

MTB, ยีนที่เก่ียวของกับการดื้อตอยา RIF,  ยีนที่เกี่ยวของ
กับการดื้อตอยา INH และ internal control ตามลําดับ 

คา melting Tm ของสารเรืองแสง HEX มีคาระหวาง 

62.0-70.0 องศาเซลเซียส  สวนคา melting Tm ของสาร
เรืองแสง Cal Red 610 มีคาระหวาง 62.0-64.5 

องศาเซลเซียส (katG) และ 69.5-72.0 องศาเซลเซียส 

(inhA) จากนั้นจึงทําการวิเคราะหผลการทดสอบจาก
โปรแกรมอัตโนมัติ Seegene Viewer 2.0 (Seegene 

Technologies) ควบคุมกระบวนการทดสอบโดย positive 

และ negative control ที่มาพรอมกับชุดทดสอบรวมถึง

การใชเชื้อ positive (เชื้อวัณโรคดื้อยา INH และ RIF ที่ได

รบัจากสาํนกัวณัโรค กรมควบคมุโรค กระทรวงสาธารณสขุ) 

และ negative control (M. tuberculosis H37Rv)

 5. การวิเคราะหทางสถิติ

  คํานวณความคาสอดคลองของการทดสอบ

โดยใช Cohen’s Kappa (10) (https://www.easy calculation. 

com/statistics/cohens-kappa-index.php) 

ผลการศึกษา

 จากตวัอยาง MDR-TB ทีแ่ยกไดจากผูปวย ระหวาง 

ป พ.ศ. 2552-2555 จาํนวน 105 ตวัอยาง เมือ่นาํมาทดสอบ

ความไวตอยาตานวัณโรค RIF และ INH โดยวิธี propor-

tional test พบวา เปนเชื้อดื้อตอยาทั้งสองชนิด วินิจฉัย

เปน MDR-TB จํานวน 99 เชื้อ (รอยละ 94.3) เชื้อดื้อ
ตอยา INH ชนิดเดยีว วินิจฉัยเปน non-MDR-TB จํานวน 

3 เชือ้ (รอยละ 2.9) และเชือ้ทีไ่มดือ้ยาทัง้สองชนดิ วนิจิฉยั

เปน susceptible-TB จํานวน 3 เช้ือ (รอยละ 2.9) 
ดังแสดงในตารางท่ี 1

 การตรวจหาเช้ือด้ือยาโดยใช Anyplex II system  
พบวาในกลุม MDR-TB จํานวน 99 เชื้อ (ตารางท่ี 1) 

Anyplex II system ใหผลตรงกับ proportional test คอื

เปนเชือ้ทีด่ือ้ยา 2 ชนดิ หรอืเปน MDR-TB88 เชือ้ (รอยละ 
88.9) แตใหผลการวินิจฉัยตางจากวิธี proportional 

test(11) เชือ้คอืวนิจิฉัยผดิพลาดเปน non-MDR-TB 10 เชือ้ 
(รอยละ 10.1) โดยแบงเปนเชื้อที่ดื้อตอยา INH ชนิดเดียว 

จํานวน 3 เชื้อ (รอยละ 3) และเชื้อที่ดื้อตอยา RIF ชนิด
เดียว จํานวน 7 เชื้อ (รอยละ 7.1) และวินิจฉัยผิดพลาด

เปนเช้ือ susceptible-TB (เช้ือที่ไมดื้อยาท้ังสองชนิด) 
จํานวน 1 เชื้อ (รอยละ 1) ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวา 
Anyplex II system มีประสิทธิภาพในการวินิจฉัยเช้ือ 

MDR-TB ไดถูกตอง รอยละ 88.9

 การตรวจหาเช้ือด้ือยาโดยใช Anyplex II system 

ในกลุม non-MDR-TB และ susceptible-TB จํานวน 

3 เชื้อ และ 3 เชื้อ ตามลําดับ พบวา Anyplex II system 
ใหผลตรงกับ proportional test ทุกเชื้อ คือตรวจพบ

เปนเชื้อท่ีดื้อยา INH ชนิดเดียว 3 เชื้อ (รอยละ 100) 

เชื้อที่ไมดื้อยา INH และ RIF3 เชื้อ (รอยละ 100) ผล
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ดงักลาวแสดงใหเห็นวา Anyplex II system มปีระสิทธภิาพ

ในการวินิจฉัยเชื้อ non-MDR-TB ไดถูกตอง รอยละ 100

ในทาํนองเดยีวกนั หากวิเคราะหผลการตรวจของ Anyplex 

II system ในแงของความถูกตองทางเทคนิคการตรวจ

การด้ือยาแตละชนิด คอื INH หรือ RIF เพียง marker เดียว 

โดยไมคํานึงถึง drug resistant marker ของเชื้อในภาพ

รวม ทําใหจัดจําแนกเชื้อตามการดื้อยา INH หรือ RIF 

จากผลการตรวจดวยวธิ ีproportional test ได 2 กลุม คอื 

กลุมเชื้อที่ดื้อ INH 102 เชื้อ (เชื้อที่ดื้อยา 2 ชนิด 99 เชื้อ 

+ เชื้อที่ดื้อ INH ชนิดเดียว 3 เชื้อ) และกลุมที่ดื้อ RIF 

99 เชื้อ (ไดแกเชื้อที่ดื้อยา 2 ชนิด 99 เชื้อ)  เมื่อวิเคราะห

พบวา Anyplex II system ตรวจพบการด้ือยา RIF 95/99 

เชือ้ (รอยละ 96) ในขณะท่ีตรวจพบการดือ้ยา INH 94/102 

เชื้อ (รอยละ 92.2) โดยพบการกลายพันธุที่เกี่ยวของกับ

การด้ือยา INH ทีต่าํแหนง katG82 ตวัอยาง (รอยละ 87.2)

ตาํแหนง promoter หนา inhA 10 ตวัอยาง (รอยละ 10.6) 

และพบการกลายพันธุรวมกันทั้งสองตําแหนง 2 ตัวอยาง 

(รอยละ 2.1) ผลดังกลาวเม่ือนาํมาวิเคราะหทางสถติเิพือ่ดู

คาความสอดคลองของวิธี Anyplex II system กับวิธี 

proportional พบวามคีา Cohen’s Kappa เทากบั 0.402 

สําหรับการตรวจการด้ือตอยา INH (ตารางที่ 2) และ 

Cohen’s Kappa เทากับ 0.731 สําหรับการตรวจการ

ดื้อตอยา RIF (ตารางท่ี 3) 

ตารางที่ 1  ความสัมพันธของการวินิจฉัยการดื้อยาไอโซไนอาสิดโดยวิธี drug proportional test กับวิธี Anyplex  I I

  real-time PCR

ตารางที ่2  ความสัมพันธของการวินิจฉัยการดื้อยาไรแฟมปซินโดยวิธี drug proportional test กับวิธี Anyplex II 

 real-time PCR

INH, isoniazid; Cohen’s Kappa, 0.402

RIF, rifampicin; Cohen’s Kappa, 0.731
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สรุปและวิจารณผลการศึกษา
 MDR-TB กอปญหาสาธารณสุขกับประเทศไทย
มากย่ิงขึ้น การวินิจฉัย MDR-TB ไดอยางรวดเร็ว จึงมี
บทบาทสาํคัญตอการควบคมุและปองกนัการแพรกระจาย 
การวินิจฉัยเชื้อวัณโรคดื้อยาโดยวิธีอณูชีวโมเลกุลไดรับ
การพัฒนาในระยะ 10 ปที่ผานมา เทคนิคสําคัญอาศัย
พื้นฐานการตรวจสอบการกลายพันธุบนยีนที่กํากับการ
สรางเอนไซมหรือโมเลกุลเปาหมาย รวมถึงการกลายพันธุ
ที่เกิดข้ึนบน promoter ของยีน(11) การดื้อยา RIF มักมี
สาเหตุจากการกลายพันธุในตําแหนง 81-base pairs hot 
spot region หรือท่ีเรียกวา Rifampicin-resistant 
determining region (RRDR) ในยีน rpoB สวนการดื้อยา 
INH สัมพันธกับการกลายพันธุ ใน katG, promoter 
ของยีน inhA และยีนอื่น ๆ เชน ndh, aphC และ furA 
เปนตน(12,13)

 มีการศึกษาการทดสอบเชื้อดื้อยาดวย Anyplex 
ทั้งในประเทศและตางประเทศ เชน การศึกษาของ Sali 
และคณะ(14) รายงานคาความไว ความจําเพาะ คาทํานาย
ผลบวกและผลลบ เทากับ รอยละ 86.4, 99, 98.8 และ 
88.4 ตา มลําดับสําหรับตัวอยางสงตรวจระบบทางเดิน
หายใจ สําหรับการศึกษาในประเทศไทย ไกรฤกษ สุธรรม
และคณะ(15) รายงานคาความไว ความจําเพาะ คาทํานาย
ผลบวกและผลลบตอการตรวจการดื้อยา INH, RIF และ 
MDR-TB เมื่อเปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวยเครื่อง 
MGIT 960 มีคาความไวเทากับรอยละ 95.2, 100 และ 94 
ตามลําดับ ความจําเพาะรอยละ 98.7, 97.6 และ 98.9 
ตามลําดับ ซึ่งตัวอยางท่ีใชในการศึกษาท้ังสองน้ีเปน
ตัวอยางสงตรวจทางคลินิก แตกตางจากการศึกษาน้ี
ที่ ใช  เ ช้ือจากโคโลนีที่ เก็บรักษาไว ในหองปฏิบัติการ 

แตผลลัพธอัตราการตรวจตรวจวิเคราะห MDR-TB ได
รอยละ 88.9 สอดคลองกับผลการศึกษาของ Molina- 
Moya B และคณะ(11) พบวา Anyplex II system สามารถ
วินิจฉัย MDR-TB ไดรอยละ 83.3 (30/36) 
 ผลการศึกษาคร้ังนี ้ไดแสดงใหเห็นวา AnyplexTM 
II MTB/MDR system ซึ่งเปนระบบการตรวจวินิจฉัย 
MDR-TB เชื่อมโยงกับเรียลไทมพีซีอาร จะมีประโยชน
ตอการวินจิฉยัวณัโรคด้ือยาในกรณีทีใ่หผลด้ือตอยาท้ังสอง
ชนิด เนื่องจากใหผลการวินิจฉัยแบบรวดเร็ว เชื่อถือได 
แตในกรณทีีใ่หผลดือ้ยาตวัใดตวัหนึง่ หรอืไมดือ้ยา มขีอควร
ระวังท่ีจะเกิดผล false negative result ทําใหแปลผลผิด 
เปน non-MDR ประมาณ รอยละ 11.9 (การศึกษานี้) 
ถึงรอยละ 16.7(11)

 การตรวจวินิจฉัยผิดพลาด (false negative 
result) นี้ สวนใหญเกิดจากความผิดพลาดในการตรวจยีน
ดื้อยา INH (Cohen’s Kappa เทากับ 0.402) สวนนอยถึง
ปานกลางเกิดจากความผิดพลาดในการตรวจยีนดื้อยา 
RIF (Cohen’s Kappa เทากับ 0.731) และสอดคลองกับ
รายงานท่ีพบวา มีปญหาในการวินิจฉัยการด้ือยา INH ได
ตํ่ากวา RIF (Sali และคณะ)(14) การที่ AnyplexTM II MTB/
MDR detection system ไมสามารถตรวจยีนดื้อยาใน
สัดสวนดังกลาวนี้อาจเกิดจาก primer ใน real time PCR 
ไมครอบคลุมตําแหนงที่มี mutation ของเชื้อดื้อยาใน
กลุมนี้ การศึกษาหาขอมูลลําดับเบสการกลายพันธุในยีน
ดังกลาวควรมีการทําการศึกษาตอไป เพ่ือใหไดขอสรุป
ที่เชื่อถือได 

ตารางที่ 3 ความสัมพันธของการวินิจฉัย MDR-TB โดยวิธี drug proportional test กับวิธี Anyplex II real-time PCR

MDR-TB, RIF and INH resistant MTB isolates; Cohen’s Kappa, 0.478
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