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วไลลักษณ กาญจนะพิน1 วรรธนี สังขหิรัญ1 วัชราภรณ คำจุมพล2 และ วันทนา ปวีณกิตติพร2

1ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12 สงขลา กรมวิทยาศาสตรการแพทย อำเภอเมือง สงขลา 90100
2สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพฒันาและประเมนิประสิทธภิาพเทคนิค Real-time
PCR เพื่อการตรวจยีนดื้อยา vancomycin และ 

methicillin ในเชื้อ Staphylococcus aureus 
และ Enterococcus spp. 

บทคัดยอ Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (VRSA), methicillin resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) และ vancomycin-resistant Enterococcus spp. (VRE) เปนเชื้อแบคทีเรียดื้อยากลุมแกรมบวกที่ใช
เปนสญัญาณเตอืนการเฝาระวงัเชือ้ดือ้ยาระดับประเทศ การตรวจยนีดือ้ยาของเชือ้กลุมนีต้องการเทคนคิทีร่วดเรว็และแมนยาํสงู 
การศกึษานีม้วีตัถปุระสงคเพือ่พัฒนาวธิ ีReal-time PCR สาํหรบัตรวจยนีด้ือยาสาํคญัชนดิ van และ mec ของกลุมแบคทเีรยี
ดื้อยา VRE และ MRSA ตามลําดับ และเฝาระวังเชื้อ VRSA ในการทดสอบรอบเดียว เพื่อใชติดตามสถานการณการดื้อยา
และยีนดื้อยาอยางตอเนื่อง การประเมินประสิทธิภาพของวิธีที่พัฒนาที่ใช 3 หลอดปฏิกิริยาในการตรวจ พบวาสามารถตรวจยีน 
vanA ความเขมขนต่ําสุดเทากับ 0.6 CFU/µL และยีน vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA  ที่ความเขมขนต่ําสุดที่ 6.0 
CFU/µL คา PCR effi  ciency ของการตรวจทั้ง 5 ยีน อยูในชวง 89–103% การเปรียบเทียบความสอดคลองของวิธีที่พัฒนา
กับวิธี PCR เมื่อตรวจตัวอยางเช้ือสายพันธุมาตรฐานที่เปนเชื้อด้ือยา VRE และ MRSA ที่เก็บรวบรวมที่ศูนยวิทยาศาสตร
การแพทยที ่12 สงขลา กรมวทิยาศาสตรการแพทย  ในระหวาง พ.ศ. 2564–2566 จาํนวน 132 สายพนัธุ พบความสอดคลองตรงกัน
อยางสมบูรณ (kappa = 1.0) คาความไวและความจําเพาะ รอยละ 100 วิธีที่พัฒนานี้สามารถรายงานผลไดเร็วขึ้น เนื่องจาก
สามารถตรวจยีน van และ mec ไดในการทดสอบครั้งเดียวกัน และไมมีขั้นตอนหลังปฏิกิริยา PCR จึงสามารถนําไปใชในงาน
ประจําในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาที่มีตัวอยางตรวจจํานวนมากได

คําสําคัญ :  เรียลไทมพีซีอาร, VRE, VRSA, MRSA
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บทนํา

แผนยุทธศาสตรการจัดการการดื้ อยาของ

ประเทศไทย กำหนดให vancomycin-resistant 

Staphylococcus aureus (VRSA), methicillin 

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ 

vancomycin-resistant Enterococcus spp. (VRE) 

เปนเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกดือ้ยาสำคญัท่ีใชเปนสัญญาณ

เตือนการเฝาระวังเชื้อดื้อยาระดับประเทศ(1,2) ดังนั้น

การเฝาระวังเชื้อดื้อยา การศึกษาวิจัยดานเชื้อดื้อยา และ

การพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหใหรวดเร็ว ทันสมัย 

จึงมีความสำคัญและควรดำเนินอยางตอเนื่อง 

 MRSA เปนปญหาสำคัญของโรคติดเชื้อใน

โรงพยาบาลและมีรายงานการพบในชุมชนเพ่ิมมากขึ้น

เชือ้นีม้กีลไกการดือ้ยา methicillin ดวยการเปล่ียนแปลง

โครงสรางของผนังเซลลที่ pencillin binding protein

(PBP) เปนชนิด penicillin binding protein2a

(PBP2a)โดยการควบคุมของยีน mecA ซ่ึงการ

เปลี่ยนแปลงนี้สงผลใหยาเขาสูเซลลไดลดลง โดยยีน

ด้ือยานี้มีในโครงสรางทางพันธุกรรมเคลื่อนที่ชนิด 

staphylococcal cassette chromosome (SCC) 

mec สามารถสงตอยีนดื้อยาจากเชื้อสายพันธุหนึ่งสูอีก

สายพนัธุหนึง่ได ซึง่เปนสาเหตสุำคญัของการแพรกระจาย

ของเชื้อดื้อยาไดอยางรวดเร็ว(3–6) ดังนั้น vancomycin

จงึเปนยาทีม่บีทบาทสำคญัในการรกัษาการตดิเชือ้รนุแรง

ที่เกิดจากแบคทีเรียแกรมบวก จากรายงานการศึกษา

ในประเทศไทย พบอุบัติการณของเชื้อ MRSA ใน

ประเทศไทยมีผลความไวลดลงตอยา vancomycin

เรียกวา vancomycin intermediate S. aureus 

(VISA) ซ่ึงเปนสัญญาณบงชี้ถึงโอกาสที่อาจเกิดการ

ดือ้ยา(7–9) แมวาปจจุบันยงัไมพบ VRSA ในประเทศกต็าม 

แตควรมีระบบการเฝาระวังเชื้อดื้อยาน้ีในโรงพยาบาล

ที่มีการพบ MRSA สูง เนื่องจากมีรายงานการพบเช้ือ

ดื้อยา VISA และ VRSA เพิ่มขึ้นในหลายประเทศ(10,11) 

จากการศึกษาพบวาเชื้อ MRSA ไวตอยา vancomycin 

ลดลง และพบยีนชนิด vanA มีความเกี่ยวของกับการ

ดื้อยาของเชื้อ VRSA ซ่ึงยีนชนิด MRSA ไดรับการ

ถายโอนยีนจาก VRE ที่มักพบการติดเชื้อรวมกันหรือ 

co-infection(12) นอกจากนั้น vancomycin ยังใชเปน

ยารักษาผูปวยติดเชื้อ Enterococcus spp. ซึ่งเปนหนึ่ง

ในสาเหตุของโรคติดเช้ือในโรงพยาบาลที่พบไดบอย

เชนกัน และจากการใชยานี้ในการรักษาผูปวยทำใหพบ

เช้ือดื้อยา VRE โดยเฉพาะ E. faecium เพิ่มมากขึ้น 

จากป พ.ศ. 2555 รอยละ 0.7 เปน รอยละ 12.8 ในป 

พ.ศ. 2563(13,14) การดื้อยา vancomycin เกิดจากยีน

ชนิด van ไดแก vanA, vanB, vanC, vanD, vanE 

และ vanG  ซ่ึงแตละยีนควบคุมการดื้อยาและมีระดับ

การดื้อตอยา vancomycin ตางกัน ชนิดของยีนดื้อยาที่

พบมากในเชือ้ VRE ไดแก vanA, vanB และ vanC ซึง่

อยูบน mobile genetic element transposon ทําให

มีการถายทอดไปยังเช้ืออ่ืนไดงาย สงผลใหเกิดการแพร

เชื้อดื้อยา vancomycin อยางรวดเร็ว(15,16) ทำให

Enterococci ที่ดื้อตอยา vancomycin กลายเปนขอ

กังวลหลักในทางการแพทย เนื่องจากความชุกที่เพิ่มขึ้น

และความสามารถในการถายโอนการดือ้ยา vancomycin 

ไปยังแบคทีเรียอื่นๆ รวมถึง Staphylococcus aureus 

ที่ดื้อตอ methicillin ทำใหตองเฝาระวังเช้ือกลุมนี้

ตอเนือ่ง(12,17) การตรวจยนีดือ้ยาของเช้ือแบคทเีรยีกลุมนี้

จงึควรใชเทคนคิทีร่วดเรว็และมคีวามแมนยำสงู มรีายงาน

การพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ใชในการตรวจยีน

ดือ้ยาชนดิ van เพือ่เฝาระวงัการดือ้ยาของเช้ือ VRE และ 

VRSA(18–23) รวมท้ังการตรวจยีนดื้อยาชนิด mecA ใน

เชื้อกลุม MRSA(24) ซึ่งชนิดของเชื้อและยีนดื้อยาที่ตรวจ

วเิคราะหจะแตกตางกนัตามชนดิของเช้ือท่ีเปนปญหาของ

ประเทศหรือเช้ือที่พบเปนปญหาของโรงพยาบาลนั้นๆ 

ซึ่งเทคนิคนี้สามารถใชไพรเมอร (primer) และโพรบ 

(probe) ที่จำเพาะในการตรวจยีนที่หลากหลาย ไมมี

ข้ันตอน post amplification detection สามารถลด

ขั้นตอนและลดระยะเวลาได(18) ปจจุบันประเทศไทย

ใชวิธี PCR ในการตรวจยีนดื้อยา ซึ่งมีขั้นตอนยุงยาก

อกีทัง้การตรวจยนีดือ้ยายงัจำกดัอยูเฉพาะในหองปฏบิตักิาร

ผูเช่ียวชาญเฉพาะหรือหองปฏิบัติการอางอิง แตหากมี

การพัฒนาวิธีที่รวดเร็ว ลดขั้นตอนการทำงาน และมี

ความถูกตอง แมนยำสูง จะชวยใหการตรวจยีนดื้อยา

ทำไดในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาของโรงพยาบาล

ตางๆ ไดมากขึ้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของระบบ

เฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพ 
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การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีการ

ตรวจยีนดื้อยา vancomycin ชนิด vanA, vanB, 

vanC1, vanC2/C3 และยีนดื้อยา methicillin ชนิด 

mecA ในเชือ้กลุม VRE, VRSA และ MRSA ในครัง้เดยีว

ดวยเทคนคิ Real-time PCR สำหรบัตรวจวเิคราะหหายนี

ดือ้ยาในกลุมเช้ือแบคทีเรยีแกรมบวกท่ีเฝาระวังการดือ้ยา

ในการทดสอบคราวเดียวกัน โดยประเมินประสิทธิภาพ

ของวิธีที่พัฒนาเปรียบเทียบกับวิธี PCR 

วัสดุและวิธีการ

เชื้อแบคทีเรีย

เชื้อแบคทีเรียที่มียีนดื้อยา สายพันธุมาตรฐาน

E. faecalis DMST 8308 และ DMST 10785

E. gallinarum DMST 6979 และ DMST 11914 และ 

S. aureus DMST 22168 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

สาธารณสขุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ใชเปนตวัควบคมุ

ผลบวกของการตรวจยนีดือ้ยาชนดิ vanA, vanB, vanC1,

vanC2/C3 และ mecA ตามลำดับ(25) เพื่อประเมิน

ประสทิธภิาพ ความไวและความจำเพาะของวธิ ีReal-time

PCR ที่พัฒนา เชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุ

มาตรฐานอื่นๆ จำนวน 23 สายพันธุ ไดแก S. aureus 

(ATCC 25923, DMST 64483, DMST 59042 และ 

ATCC 29213), S. pneumoniae (ATCC 49619 และ 

DMST 64428), S. epidermidis (DMST 15505), 

S. saprophyticus (DMST 15906), E. faecium 

(DMST 65241), E. faecalis (DMST 65233 และ 

DMST 65234), B. subtilis  (DMST 23936),

B. cereus (DMST 24704), S. saprophyticus

(DMST 15906), Clostridium sporogenes 

(DMST 15282), C. perfringens (DMST 16637),

C. bifermentans (DMST 22355), C. diphtheriae 

(DMST 7471 และ DMST 7472) และ C. diphtheriae

toxigenic strain ท่ีแยกไดจากผูปวย จำนวน 4 สายพนัธุ 

และเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เก็บรวบรวมจากโรงพยาบาล

เครือขาย ในชวงป พ.ศ. 2564–2566 ในโครงการ

การพัฒนาระบบเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพระดับชาติ

สูระดบัโลก การพัฒนาเครอืขายหองปฏิบตักิารอางอิงสวน

ภมิูภาค กรมวิทยาศาสตรการแพทย จำนวน 109 สายพนัธุ

ที่มีการตรวจดวยวิธี PCR(26−28) แบงเปนสายพันธุ 

vancomycin-resistant Enterococci (VRE) จำนวน 

52 สายพันธุ  vancomycin susceptible Enterococci 

(VSE) จำนวน 12 สายพันธุ methicillin resistant 

S. aureus (MRSA) จำนวน 35 สายพนัธุ  Methicillin

susceptible S. aureus จำนวน 5 สายพนัธุ E. faecalis

จำนวน 5 สายพันธุ เชื้อทั้งหมดเก็บรักษาในกลีเซอรอล 

(glycerol) ความเขมขน 15% ที่ตูแชเข็ง อุณหภูมิ -70

องศาเซลเซียส (Haier, ULT Freezer, Haier

Biomedical, China)

การสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย

นำเชื้อแบคทีเรียที่ เก็บรักษามาเพาะเลี้ยงใน

tryptic soy agar (Biomedia, Thailand) บมที่ตู

เพาะเชือ้ (Memmert, IF450, Memmert, Germany) 

อณุหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง เขีย่โคโลนี

ของเชื้อ จำนวน 1 loop ลงในหลอด microcentrifuge 

ที่มีสารละลาย lysis buffer (0.25% SDS และ 0.05 M

NaOH) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ปดฝาใหสนิทดวย

แผนพาราฟลม ผสมใหเขากนั และนำไปตมทีอ่างควบคมุ

อุณหภมูแิบบแหง (Biosan, Thermo Block TDB-120,

Biosan, Latvia) อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 15 นาท ีจากนัน้นำเขาเครือ่งปนเหวีย่ง (Eppendorf,

C5430, Eppendorf, Germany) ที่ความเร็วรอบ 

12,000 g เปนเวลา 5 นาท ีเมือ่ครบเวลาใชปเปต (Biohit,

Proline, Sartorious, Finland) ดูดสวนใสที่มี DNA

ของเช้ือลงในหลอด microcentrifuge เติมน้ำกลั่น

ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และนำไปสกัด

สารพันธุกรรมดวยชุดน้ำยา nucleic acid extraction

kit B-200 (Zybio, B-200, Zybio, China)

โดยใชเครื่องสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ (Zybio, 

รุน EXM3000, China) ไดตัวอยาง DNA ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร และวัดความบริสุทธิ์ของ DNA ที่สกัด

ดวยเครื่อง Nanodrop Lite Spectrophotometer

(Thermo Fisher Scientific, USA) จากนั้นเก็บ

ตวัอยาง DNA ระหวางรอการตรวจตูแชเข็ง อณุหภมิู -20

องศาเซลเซียส (Haier, Deep Freezer, Haier

Biomedical, China)
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การตรวจหายนีดือ้ยาของเชือ้แบคทเีรยีแกรมบวก ดวย

วิธี Real-time PCR

การตรวจหายีนดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย vanA, 

vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ดวยวิธี 

Real-time PCR ประยุกตใชไพรเมอร (primer) และ

โพรบ (probe) ท่ีจำเพาะกับแตละยีนจาก Flipse J 

และคณะ(20) และ Galia L และคณะ(24) สังเคราะหโดย 

Bionics Co. Ltd. (Seoul, South Korea) รายละเอยีด

ของ primer และ probe ดงัแสดงในตารางท่ี 1 การตรวจ

แบงเปน 3 หลอด/ปฏิกิริยา โดยหลอดที่ 1 ทำปฏิกิริยา

แบบ duplex สำหรับยีน vanA, vanB หลอดที่ 2 ทำ

ปฏิกิริยาแบบ duplex สำหรับยีน vanC1, vanC2/C3 

และหลอดที ่3 ทำปฏกิริยิาแบบ single สำหรบัยนี mecA 

ทดสอบหาความเขมขนท่ีเหมาะสมในการทำ

ปฏกิริิยาของ primer และ probe ทีค่วามเขมขน 100, 200,

400 และ 800 nM/reaction และทดสอบหาอุณหภูมิ

เหมาะสมในการทำปฏิกิริยา โดยเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม CFX96 (Bio-Rad, USA) ประกอบดวย

ขัน้ตอน initiation ท่ีอณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา

15 นาที เพ่ือ denature และกระตุนการทำงานของ

เอนไซม polymerase จากนั้นเพิ่มจำนวน 42 รอบ โดย 

denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 วินาที สวนขั้นตอน annealing และ extension 

ทดลองใชอุณหภูมิเดียวกันท่ีระหวางอุณหภูมิ 56−62 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วินาที เลือกความเขมขน

ของ primer, probe และอณุหภมูสิำหรบัการทำปฏกิิรยิา 

โดยพิจารณาจากคา Ct และ s curve จากกราฟที่เกิดขึ้น

เพื่อใชในการประเมินวิธี Real-time PCR ตอไป  

เตรยีมหลอดปฏกิริยิา ปรมิาตรรวม 20 ไมโครลติร 

ประกอบดวย PCR master mix (Roche Light

Cycler® 480 Probe Master, USA), forward 

primer, reverse primer และ probe สำหรับแตละยีน 

ปเปต DNA template ความเขมขน 3 ng/µL ปริมาตร 

5 ไมโครลิตร โดยใช DNA ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ

มาตรฐานชนิด E. faecalis DMST 8308 และ DMST 

10785, E. gallinarum DMST 6979 และ DMST 

11914, S. aureus  DMST 22168 เปนตวัควบคมุผลบวก

ในการตรวจยีนดื้อยาชนิด vanA, vanB, vanC1, 

vanC2/C3 และ mecA ตามลำดบั และ DNase- RNase

free water ใชเปนตัวควบคุมแบบไมมี DNA ตนแบบ 

(no template control; NTC) ในการทดสอบ 

การประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time PCR 

ที่พัฒนา 

ประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time PCR 

โดยการหาชวงปริมาณเชื้อ (detection range) และ

คาความเขมขนของเช้ือปริมาณต่ำสุด (limit of

quantification; LOQ) ที ่primer และ probe จำเพาะ

ของแตละยีนสามารถตรวจไดดวยเทคนิคที่พัฒนาข้ึน

โดยเขี่ยโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียมาตรฐาน จำนวน 5

สายพันธุ ดังที่กลาวขางตน ซึ่งเพาะเลี้ยงบน tryptic soy 

agar ใสในน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และปรับความขุนของเช้ือใหเทากับ 0.5 MacFarland 

Standard หรือเทากับ 1.5 x 108 CFU/mL นำเชื้อ

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ไปสกัดได DNA ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร เพื่อเปนตัวควบคุมปฏิกิริยาผลบวก 

นำ DNA ที่สกัดเจือจางที่ความเขมขนตางๆ จำนวน 

6 ความเขมขน (10 fold serial dilution) เริ่มจาก

ความเขมขน 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µL จากนั้นนำมา

วิเคราะหดวยวิธี Real-time PCR ทำการทดสอบ

3 ซ้ำ และสราง standard curve คำนวณคา PCR

efficiency, coefficient of correlation (R2) และ 

linearity ดวยโปรแกรม Bio-Rad CFX Manager

ของเครื่อง CFX96 Real-Time PCR Detection

System โดยคา PCR efficiency เปนการประเมิน

ประสิทธิภาพในการเพิ่มจำนวนยีนเปาหมาย (PCR 

amplicon) ในการตรวจวิเคราะห โดยปฏิกิริยาท่ีดี

ควรมีคา efficiency อยูระหวาง 90–110% สวน R2 

เปนการประเมินความสัมพันธเชิงเสนของตัวแปรในการ

ทดสอบโดยการเจือจาง DNA ของตัวควบคุมผลบวก

ซึง่คา R2 ควรมคีามากกวาหรอืเทากับ 0.98 และ linearity

ของการวัดควรมีชวงการวัดที่กวางและสามารถตรวจ 

DNA ไดในระดับต่ำ
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ตารางที่ 1  Primer และ probe สำหรับการตรวจหายีน van และ mec โดยวิธี Real-time PCR

Target 
gene

Primer/probe Sequence (5' ï 3')
Tm*
oC

PCR product 
(bp)

vanA vanA_forward GCCGGAAAAAGGCTCTGAA 56.03 67

vanA_reverse TCCTCGCTCCTCTGCTGAA 59.34

vanA_probe-FAM ACGCAGTTATAACCGTTCCCGCAGACC

vanB vanB_forward CGCAGCTTGCATGGACAA 57.24 58

vanB_reverse GGCGATGCCCGCATT 54.11

vanB_probe-HEX TCACTGGCCTACATTC

vanC1 vanC1_forward CTTATGTTGGTTGCCATGTCG 55.54 138

vanC1_reverse CGATTGTGGCAGGATCGTT 55.84

vanC1_probe-FAM TGGCTCTTGCATCAACTTGCTGATACCA

vanC2/C3 vanC2/3_forward GCACTCCAATCATCTCCCTATG 56.72 113

vanC2/C3_reverse CAYGTGTCTTGTCGGATGTT 54.27

vanC2/C3_probe-HEX TAYGACCTCTCTTTGATCGGGATCRCC

mecA mecA_forward CAATGCCAAAATCTCAGGTAAAGTG 57.69 107

mecA_reverse AACCATCGTTACGGATTGCTTC 56.68

mecA_probe-FAM ATGAGCTATATGAGAACGG

หมายเหตุ: *คำนวณ melting temperature (Tm) ดวยวิธี Nearest Neighbor โดย OligoCalc http://biotools.nubic.
 northwestern.edu/OligoCalc.html

การทดสอบความไว (sensitivity) และความจำเพาะ 

(specificity) เชิงวิเคราะหของวิธีตรวจ

การตรวจหายนีดือ้ยาของเชือ้แบคทีเรยีแกรมบวก

ดวยวิธี Real-time PCR โดยการหาปริมาณ DNA ที่ 

primer และ probe จำเพาะของแตละยีน โดยนำ DNA 

ที่สกัดเพื่อเปนตัวควบคุมผลบวก เจือจางที่ความเขมขน

ตางๆ จำนวน 6 ความเขมขน เริ่มจากความเขมขนของ

เชื้อเทากับ 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µL จากนั้นวิเคราะห

ดวยวิธี Real-time PCR และสราง standard curve 

เพือ่ใชสำหรบัอางองิการเปรยีบเทยีบหาความเขมขนของ

เชื้อที่สามารถตรวจพบได ดำเนินการทดสอบ primer, 

probe และสภาวะของปฏิกิริยาที่เหมาะสม โดยเตรียม 

DNA ของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุมาตรฐาน

อื่นๆ จำนวน 23 ชนิด และ DNA ของเชื้อแบคทีเรีย

ดื้อยาชนิด VRE, MRSA และแบคทีเรียสายพันธุ

ไมดื้อยาที่ไดรับการตรวจยืนยันดวยวิธี PCR จาก

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข(26-28) จำนวน 109 

สายพันธุ มาตรวจดวยวิธี Real-time PCR ที่พัฒนา 

อานผล และประเมินผลความไวและความจำเพาะของวิธี

ที่พัฒนาขึ้นดวยการคำนวณทางสถิติ

การคำนวณทางสถิติ

ประเมนิความสอดคลองของวธิ ีReal-time PCR 

กับวิธี PCR ดวยสถิติ kappa analysis และประเมินคา

sensitivity, specificity, accuracy, positive

predictive value และ negative predictive value  

โดยคำนวณดวยโปรแกรมสำเรจ็รปู MedCalc-version 

22.026  

จริยธรรมการวิจัย

การศึกษานี้ผานการรับรองจริยธรรมการวิจัย 

จากคณะกรรมการพิจารณาการศึกษาวิจัยในคน กรม

วทิยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสขุ รหสัเอกสาร

รบัรองหมายเลข DMSc-EC027 อนมุตัวินัที ่25 ตลุาคม 

พ.ศ. 2567 
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ผล

วิธี Real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นสำหรับตรวจ

หายีนดื้อยาในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกกลุม VRSA, 

VRE และ MRSA โดยทดสอบกับแบคทีเรียด้ือยา

สายพันธุมาตรฐาน E. faecalis DMST 8308 และ 

DMST 10785, E. gallinarum DMST 6979 และ 

DMST 11914 และ S. aureus DMST 22168 ที่มียีน

ดื้อยา vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA 

ตามลำดับ เปนตัวควบคุมผลบวก ดวยชุด primer และ 

probe ของแตละยนีในการทดสอบเพยีงครัง้เดยีว ดำเนนิ

การทดสอบความเขมขนของ primer และ probe ที่

เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาเปน 400 nM forward 

primer, 400 nM reverse primer, 200 nM probe 

สำหรับทุกยีน ดังแสดงในภาพที่ 1 มีสภาวะของปฏิกิริยา 

Real-time PCR ที่เหมาะสมในการทดสอบยีนทั้ง 5 

ชนิด คือ 95 องศาเซลเซียส 15 นาที จำนวน 1 รอบ และ 

95 องศาเซลเซียส 15 วินาที, 60 องศาเซลเซียส 1 นาที  

จำนวน 42 รอบ ผลการทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 2 

ภาพที่ 1 Amplification curve จากปฎิกิริยา Real-time PCR ของการตรวจยีนชนิด vanA, vanB, vanC1, 

 vanC2/C3 และ mecA ดังภาพ A−E ตามลำดับ โดยเจือจางความเขมขนของ primer ที่ 100, 200, 400 

 และ 800 nM ตอปฏิกิริยา ซึ่งแสดงดวยกราฟสีแดง, สีเขียว, สีน้ำเงิน และสีเหลือง  ตามลำดับ
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และกราฟแสดงลักษณะเปน s-curve และไมพบสญัญาณ

รบกวน (noise band) ในการทดสอบทุกยนี อกีทัง้พบผล

การทดสอบถกูตองเมือ่ทดสอบกบั DNA ของตวัควบคมุ

ผลบวกและตัวควบคุมผลลบ รอยละ 100 ดังแสดงใน

ภาพที่ 2 เมื่อตรวจผลผลิต PCR ของยีน vanA,  vanB, 

vanC1, vanC2/C3 และ mecA  มีขนาด 67, 58, 138, 

113 และ 107 bp ตามลำดบั โดยการเปรยีบเทยีบขนาดกับ 

100 bp DNA ladder (New England Biolabs Inc.,

USA) ใน 2% agarose ภายหลังการทำ electrophosis 

ดังแสดงในภาพที่ 3

ตารางที่ 2  การทดสอบอณุหภมิูท่ีเหมาะสมนำมาใชในขัน้ตอน annealing ของปฏกิริยิา Real-time PCR ทีส่ามารถ

 ตรวจทุกยีนไดในครั้งเดียว 

ยีนเปาหมาย
Annealing temperature/Mean-Cq value

62.0 ํC 61.0 ํC 60.0 ํC 57.8 ํC 57 ํC 56 ํC

vanA
vanB
vanC1

vanC2/C3
mecA

27.72
28.80
26.13
25.91
30.91

27.56
27.07
25.50
25.85
31.09

27.62
25.84
25.28
25.98
31.20

27.78
24.64
25.32
26.82
32.38

27.72
24.71
25.37
26.03
ND

23.48
ND
ND
ND
ND

ภาพที่ 2 Amplification curve ของการตรวจยีนชนิด vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ของ

 เชื้อแบคทีเรียสายพันธุมาตรฐานที่เปนตัวควบคุมผลบวกของแตละยีนดวยวิธี Real-time PCR

ภาพที่ 3 Gel electrophoresis ผลการตรวจยีนดวยวิธี Real-time PCR แสดงผลผลิต PCR ชนิด vanA,
 vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA มีขนาด 67, 58, 138, 113 และ 107 bp ตามลำดับ Lane 
  M: DNA Ladder, Lane 1,2: vanA, Lane 3,4: vanB, Lane 6,7: vanC1, Lane 8,9: vanC2/C3 
      Lane 11-14: mecA และ Lane 5,10,15: Negative control

หมายเหตุ: ND = not detected
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การทดสอบความไว (sensitivity) 

ความไวในการตรวจหายนีด้ือยาของเชือ้ Entero-

coccus spp. ที่ดื้อยา vancomycin และ methicillin 

ดวยวิธี Real-time PCR พบวาวิธีนี้สามารถตรวจยีน

ชนิด vanA ท่ีความเขมขนต่ำสุดเทากับ 0.6 CFU/µl 

และยีนชนิด vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA 

ที่ความเขมขนต่ำสุดเทากับ 6.0 CFU/µl ดังแสดงใน

ตารางที่ 3 

ผลการประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time 

PCR  

การประเมินประสิทธิภาพของวิธี Real-time 

PCR ที่พัฒนา โดยพิจารณาจากคา PCR efficiency, 

coefficient of correlation (R2) และความเปนเสนตรง

(linearity) ซึง่สามารถคำนวณไดจาก standard curve 

ของการตรวจ DNA ของตัวควบคุมผลบวกที่ 6 ความ

เขมขน ในชวง 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µl พบวา PCR 

efficiency ของการตรวจยีนชนิดตางๆ ดวยเทคนิค 

Real-time PCR อยูในชวง 89%−103% และคา R2 อยู

ในชวง 0.994 - 1.000 โดยมคีา slope อยูในชวง  -3.252

ถึง -3.618 ดังแสดงในตารางที่ 3 และ linearity อยู

ในชวงความเขมขนของเช้ือ 6.0 x 104 - 0.6 CFU/µl

amplification curve, standard curve, คา efficiency,

R2 และ linearity ของการตรวจยีนชนิด vanA, vanB, 

vanC1, vanC2/C3 และ mecA ดวยเทคนคิ Real-time

PCR ดังแสดงในภาพที่ 4

ตารางที่ 3  คา sensitivity, PCR efficiency, coefficient of correlation (R2) และ slope ของการตรวจยีน

 ชนิดตางๆ ดวยเทคนิค Real-time PCR

ชนิดของยีน

Sensitivity
(ความเขมขนต่ำสุด
ของเชื้อแบคทีเรีย
ที่ตรวจพบยีน)

% PCR efficiency R2 Slope

vanA
vanB
vanC1

vanC2/C3
mecA

0.6 CFU/µL
6.0 CFU/µL
6.0 CFU/µL
6.0 CFU/µL
6.0 CFU/µL

103.0
89.0
98.9
99.2
100.9

0.998
0.994
1.000
1.000
0.999

-3.252
-3.618
-3.348
-3.340
-3.301

A
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ภาพที่ 4  Amplification curve, standard curve, คา efficiency, R2 และ linearity ของการตรวจยนีชนดิ vanA,
 vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ดงัภาพ A−E ตามลำดบั ความเขมขน 6.0 x 104 - 0.6  CFU/µL
 ดวยเทคนิค Real-time PCR (คา relative fluorescence unit (RFU) คือ คาสารเรืองแสงสัมพัทธ 
 และคา quantification cycle (Cq) คือ จํานวนรอบที่สัญญาณแสงของตัวอยางตัดกับเสน threshold)

B

C

D

E
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การทดสอบความจำเพาะ (specificity) 

การทดสอบความจำเพาะของ primer, probe 

และสภาวะของปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมของวิธีน้ีกับ DNA 

ของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุมาตรฐาน ดำเนิน

การทดสอบความจำเพาะของวิธีดวยเชื้อแบคทีเรียดื้อยา

ชนิด VRE, MRSA และแบคทีเรียสายพันธุไมดื้อยาที่

ไดรับการตรวจยืนยันดวยวิธี conventional PCR จาก

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข จำนวน 132 สาย

พันธุ(26) พบวาใหผลสอดคลองรอยละ 100 

วิจารณ

วิธี Real-time PCR เปนวิธีที่พัฒนาเพื่อ

การตรวจยนีดือ้ยาชนดิ van cluster และ mecA ในกลุม

เชือ้แบคทเีรียแกรมบวกชนิด VRSA, VRE และ MRSA 

ที่ใชเปนสัญญาณเตือนการเฝาระวังเชื้อดื้อยา จากเดิม

เปนเทคนิค PCR และมีสภาวะการทำปฏิกิริยาของแตละ

ยีนตางกัน ซึ่งมีความยุงยากท่ีตองทำการตรวจทีละยีน

เปาหมาย ทำใหใชเวลานานในการตรวจวิเคราะห

การศึกษานี้จึงพัฒนาเทคนิค Real-time PCR โดย

ใช primer และ probe ที่จำเพาะกับยีน 5 ยีน ไดแก 

vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ใน 3 

หลอดปฏกิริยิาท่ีใชสภาวะเดยีวกนัในการเพ่ิมปรมิาณ โดย

สามารถตรวจตัวอยาง DNA ที่สกัดจากเซลลแบคทีเรีย

ความเขมขนเทากับ 0.6 CFU/µL สำหรับการตรวจยีน

ชนดิ vanA และ 6.0 CFU/µL สำหรบัการตรวจยนีชนดิ 

vanB, vanC1, vanC2/C3 และ mecA ซ่ึงจากการศกึษา

ของ Dehbashi S และคณะ(22), Cha CH และคณะ(30) 

และ Babady NE และคณะ(31) รายงานคาความเขมขน

ต่ำสุดของเทคนิค Real-time PCR ที่สามารถตรวจพบ

เชื้อ VRE เทากับ 0.01, 0.1 และ 0.1 CFU/µL ตาม

ลำดับ และการศึกษาของ Galia L และคณะ(24)  พบคา

detection limit ของการตรวจยีน mecA เทากับ 

0.514 CFU/µL ซึ่งคา detection limit ของเทคนิค 

Real-time PCR จะแตกตางกันตามขั้นตอนของ

การเตรียมตัวอยางทดสอบ แตจากรายงานทั้งหมดที่

กลาวมา แสดงวาวิธีน้ีมีความไวเพียงพอหากใชเปนวิธี

ตรวจเชื้อแบคทีเรียดื้อยาชนิด VRSA MRSA และ 

VRE ที่แยกจากตัวอยางผูปวย ขอจำกัดของการศึกษานี้ 

คือ คาความเขมขนของแบคทีเรียจากการศึกษาเปนคา

โดยประมาณจากการใชเชื้อเริ่มตน 0.5 MacFarland 

standard หรือเทากับ 1. x 108 CFU/mL นำมาสกัด

และทดสอบดวยเทคนิคที่พัฒนาขึ้น จึงควรนำเทคนิคนี้

ทดสอบกับตัวอยาง DNA ที่ทราบคาความเขมขน

จะสามารถทำใหระบคุา detection limit ของปฏกิิรยิาได

แมนยำยิ่งขึ้น วิธีการนี้พัฒนาขึ้นเพื่อใหตรวจเชิงคุณภาพ 

จงึอาจไมจำเปนตองทราบปรมิาณเช้ือทีชั่ดเจน นอกจากนี้

คา PCR efficiency ของวิธีอยูในชวง 89% − 103% 

ซึ่งเปนคาประสิทธิภาพในการสราง PCR amplicon 

แบบ 2n ในแตละรอบของปฏิกิริยา ที่ประเมินภาพรวม

ประสิทธิภาพของ primer probe น้ำยา และสภาวะท่ี

ใชวาจำเพาะตอยีนเปาหมาย โดยปฏิกิริยาที่ดีจะมีคา 

efficiency ระหวาง 90%–110%(29) การศึกษานี้พบ

การตรวจยนี vanB มคีา PCR efficiency ที ่89% ซึง่อาจ

มีสาเหตุจากความจำเพาะของ primer และ probe ตอ

ยีน vanB หรือสภาวะของปฏิกิริยาที่ใชตองมีการปรับให

เหมาะสมมากยิง่ขึน้ จากการตรวจ vanB ดวยวธิทีีพ่ฒันานี้

ใหผลถูกตองรอยละ 100 เมื่อทดสอบซ้ำกับตัวอยาง

ควบคมุผลบวกและไมพบสญัญาณรบกวน (noise band) 

ในการทดสอบ การประเมินความสัมพันธเชิงเสนของ

ตัวแปรในการทดสอบหรือคา coefficient of correla-

tion (R2) โดยทำการเจือจาง DNA control ซึ่งคา R2 

ควรมีมากกวาหรือเทากับ 0.98 ซึ่งเทคนิค Real-time

PCR นี้มีคาอยูในชวง 0.994–1.000 ซึ่งเปนเกณฑท่ี

สามารถยอมรับได จากผลดังกลาวขางตนสามารถสรุป

ไดวาเทคนิคนี้มีประสิทธิภาพในการตรวจยีนดื้อยาและ

มีความสอดคลองของผลการตรวจของวิธีที่พัฒนากับ

วิธี  PCR สอดคลองกับผลการศึกษาของ Flipse J 

และคณะ(20) และ Galia L และคณะ(24) ที่ไดนำเทคนิค 

Real-time PCR มาใชในการตรวจเช้ือดือ้ยากลุม VRE 

และ MRSA ซึง่ใหผลการตรวจสอดคลองกับวธิมีาตรฐาน 

คาความไวและความจำเพาะรอยละ 100 เชนกัน  

วิธีที่พัฒนานี้สามารถรายงานผลไดเร็วขึ้นและลด

ขั้นตอนการทำ gel electrophoresis หลังการทำ PCR 

เหมาะกับการนำมาใชตรวจการระบาดของเชื้อดื้อยา

แกรมบวกที่เปนปญหาพบบอย และสามารถนำไปใช
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ในงานประจำในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาเพื่อเฝาระวัง

อยางตอเนื่อง จากรายงานการศึกษาเชื้อดื้อยากลุม 

VRE จากตัวอยางท่ีสงตรวจยืนยันที่กรมวิทยาศาสตร

การแพทย ระหวางป พ.ศ. 2564−2566 ตรวจไมพบยีน

ชนดิ vanB, vanC1 และ vanC2/C3 จากเชือ้แบคทเีรยี

ที่สงตรวจยืนยัน แตพบยีนดื้อยาชนิด vanA ทั้งหมด

รอยละ 100(26−28) จึงเปนขอจำกัดของการศึกษานี้

ทีท่ดสอบความใชไดของวธิทีีพ่ฒันาเพือ่ตรวจยนีทัง้ 3 ชนดิ

โดยใช เชื้ อควบคุมผลบวกในการทดสอบเท านั้น

การเตรยีมความพรอมทางหองปฏบัิตกิาร เพือ่ใหสามารถ

ตรวจยีนดื้อยาทั้ง 3 ชนิดได แมวายังไมพบการแพร

ของยนีเหลานีใ้นประเทศไทย แตมคีวามจำเปนอยางมาก

ตอระบบการเฝาระวังเชื้อดื้อยาของประเทศไทยและ

เพื่อสนับสนุนใหระบบการเตือนภัยทางหองปฏิบัติการ 

(lab alert) ใหมีประสทิธภิาพยิง่ขึน้ เทคนคินีจ้งึสามารถ

นำไปใชในงานประจำของหองปฏิบัติการจุลชีววิทยาของ

โรงพยาบาล เพื่อชวยสนับสนุนกลยุทธการเฝาระวังเชื้อ

ดื้อยาและ lab alert ใหทันตอการควบคุมการระบาด

ของเชื้อดื้อยา

สรุป

วธีิ Real-time PCR เพือ่ตรวจหายนีดือ้ยาสำคัญ 

vancomycin และ methicillin ของกลุมแบคทีเรีย

แกรมบวก โดยใชการทดสอบ 3 หลอดปฏิกิริยาใน

รอบเดียวที่พัฒนาขึ้นนี้ สามารถตรวจตัวอยาง DNA ที่

สกดัจากเซลลแบคทเีรยีความเขมขนเทากบั 0.6 CFU/µL 

สำหรบัการตรวจยนีชนดิ vanA และ 6.0 CFU/µL สำหรบั

การตรวจยีนชนิด vanB, vanC1, vanC2/C3 และ 

mecA คา PCR efficiency อยูในชวง 89% − 103%

มคีวามไวและความจำเพาะของวิธ ีรอยละ 100 จงึสามารถ

รายงานผลไดเรว็ขึน้และชวยลดขัน้ตอนภายหลงัปฏกิริยิา 

PCR 

กิตติกรรมประกาศ

งานวจิยัน้ีไดรบังบประมาณสนับสนุนจากโครงการ 

การพัฒนาระบบเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพระดับชาติ

สูระดับโลก การพัฒนาเครือขายหองปฏิบัติการอางอิงใน

ภูมิภาค (Modified Enhancing Incorporation of 

Global and National Antimicrobial Resistance

Surveillance; Tier Lab Network) ศูนยความ

รวมมือไทย-สหรัฐ ดานสาธารณสุข (Thailand 

MOPH–U.S.CDC Collaboration; TUC) และ

โครงการการเสริมความเขมแข็งเครือขายระบบเฝาระวัง

เ ช้ือด้ือยาตานจุลชีพประเทศไทย และขอขอบคุณ

ผูอำนวยการศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12 สงขลา 
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Development and Validation of a 
Real-time PCR Assay for Vancomycin 

and Methicillin Resistant Staphylococcus 
aureus and Enterococcus spp.

ABSTRACT  Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (VRSA), methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA), and vancomycin-resistant Enterococcus spp. (VRE) are Gram-positive, drug-resistant 
bacteria that serve as key indicators in national drug-resistance surveillance. Detecting drug-resistance 
genes in these bacteria requires rapid and highly accurate techniques. To support continuous drug 
resistance monitoring, this study aimed to develop a real-time PCR method for detecting the primary 
resistance genes, van and mecA, in VRE and MRSA, respectively, and for monitoring VRSA, which can 
be conducted using a single thermal profi le condition. The developed method, which used three reaction 
tubes, demonstrated a limit of detection (LOD) for the vanA gene at 0.6 CFU/µL and the vanB, vanC1, 
vanC2/C3, and mecA genes at 6.0 CFU/µL. The PCR effi  ciency ranged from 89% to 103%. Comparative 
analysis against conventional PCR with 132 strains of VRE and MRSA revealed complete concordance 
(kappa = 1.0), with 100% sensitivity and specifi city. This real-time PCR method allows simultaneous 
detection of van and mec genes in a single protocol without a post-PCR step, thereby reducing operational 
time compared to individual PCR tests and enabling high-throughput sample analysis.

Keywords: Real-time PCR, VRE, VRSA, MRSA


