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เชื้อหนองในเปนเชื้อกอโรคที่สําคัญเน่ืองดวยการพบอบุัติการณของโรคและการดือ้ตอสาร

ตานจุลชีพของเชื้อสูง ดังน้ันผูวิจัยจึงพัฒนาพัฒนาการตรวจวินิจฉยัเชื้อ Neisseria gonorrhoeae 
ประจวบกับคณุสมบัติการดือ้ยาโดยวิธีทางอณูชีววิทยา โดยชุดทดสอบสามารถใชวินิจฉัยหนองใน
และแยกชนิดของพลาสมิดที่กอใหเกิดการดื้อเพนนิซิลนิ (PPNG) เตตราซัยคลนิในความเขมขนสงู 
(TRNG) และลดความไวตอ ciprofloxacin โดยการ mutate ที่ serine-91 ของ gyrase A gene ของ
เชื้อได ในการศึกษาครั้งน้ี ศึกษาเชื้อทีแ่ยกจากผูปวยที่เขารบัการรักษาที่โรงพยาบาลบางรัก รวม
จํานวนทั้งสิ้น 273 isolates โดยแยกไดในชวงเดือนมกราคมถึงมีนาคม 2543 จํานวน 31 isolates 
ชวงเดือนมกราคมถึงมีนาคม 2545 จํานวน 32 isolates ชวงเดือนตุลาคมถึงธันวาคม 2545 จํานวน 
56 isolates และชวงเดือนมกราคมถึงมีนาคม 2550 จํานวน 154 isolates พบวา สัมพันธกบั
การศึกษาโดยวิธี phenotype เปนอยางดี โดยใหผลการวินิจฉัย PPNG 100%, TRNG 98.9%, และ
การลดความไวตอ ciprofloxacin 100% และพบอุบตักิารณของการดื้อยาหลายชนิดรวมกันสงู โดย
พบการระบาดของ Africa type ในเชื้อ PPNG และ America type ในเชื้อ TRNG นอกจากนี้ พบ 
mutation ที่ serine-91 ของ gyrase A gene เพ่ิมขึ้นจาก 51.6% ในเชื้อที่แยกไดเดือนมกราคมถึง
มีนาคม 2543 เปน 98.4% ในเชื้อที่แยกไดเดือนมกราคมถึงมีนาคม 2550 จึงเห็นไดวา ชุดทดสอบที่
พัฒนาขึ้นนี้มีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในหองปฏิบัตกิารตอไป 
 
Keywords : เชื้อหนองใน การวินิจฉัยเชือ้หนองใน การทดสอบความไวตอสารตานจุลชีพ  
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Abstract 
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Neisseria gonorrhoeae is one of the most prevalent bacterial sexually transmitted pathogens 
and it also highly presents resistant phenotype. In Thailand, the increasing trends in the number of 
gonorrhea cases and an elevation in resistant strains have been reported. We aimed to validate the in-
house PCR for diagnosis and multi-drug resistance detection of N. gonorrhoeae. The decreased 
susceptibility to ciprofloxacin could be identified by the mutation of serine-91. In addition, the PCR 
could also differentiate plasmid type in penicillin (PPNG) and tetracycline resistance isolates 
(TRNG). The 273 isolates of N. gonorrhoeae from patients attending at Bangrak hospital (National 
Centre of STIs), 31 isolates obtained between January-March 2000, 32 isolates obtained between 
January-March 2002, 56 isolates obtained between October-December 2002, and 154 isolates 
obtained between January-March 2007, were tested. As compared to phenotype expression, the 
sensitivity for detection of PPNG, TRNG, and decreased susceptible to ciprofloxacin was 100%, 
98.9%, and 100%, respectively. Multiple resistance determinants were commonly existed. Our data 

revealed the highest prevalence of the epidemic Africa type of genomic β−lactamase and the 
America type of high level tetracycline resistance plasmid. Furthermore, serine-91 mutation was also 
found increasing from 51.6% during January-March 2000 to 98.4% during January-March 2007. The 
method can be used to detect N. gonorrhoeae in specimens. Thus, this multiplex PCR is benefit to 
apply use in the STI laboratories.  
 
Key words: Neissseria gonorrhoeae, multiplex PCR, quinolone resistance, penicillin resistance, 
tetracycline resistance 
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รายละเอียดผลการดําเนินการของโครงการ 

1. สรุปผลการดําเนินงานของโครงการโดยยอ 
ในการศึกษาเชื้อหนองในทีแ่ยกจากโรงพยาบาลบางรักในป 2550 จํานวนทั้งสิ้น 113 isolates 

พบวาเชื้อทั้งหมดไวตอสารตานจุลชีพ ceftriaxone, cefixime, spectinomycin และ cefuroxime ในขณะที่
มีอุบัติการณการดื้อตอ penicillin, quinolone, tetracycline จํานวน จํานวน 95 isolates (84.1%), 107 
isolates (94.7%) และ 99 isolates (87.6%) ตามลําดับ โดยเชื้อดื้อ penicillin ทุกตัว สรางเอนไซม 
Penicillinase (Penicillinase producing Neisseria gonorrhoeae, PPNG) และในการพฒันาวิธีการทดสอบ
ทางอณูชีววิทยา โดยการทํา Multiplex PCR และตัดดวยเอนไซม HinfI โดยชุดทดสอบนี้พัฒนาเพื่อการ
วินิจฉยัเชื้อหนองในและตดิตามเพื่อการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อได โดยสามารถตรวจแยก PPNG 
(penicillinase producing Neisseria gonorrhoeae), TRNG (tetracycline resistant Neisseria 
gonorrhoeae), QRNG (quinolone resistant Neisseria gonorrhoeae) ได นอกจากนี้ สามารถ
บอกชนิดของพลาสมิดที่ควบคุมเชื้อ PPNG และ TRNG โดยการบอกชนิดของพลาสมิด Africa, 
Toronto, Asia ใน PPNG ไดจากการออกแบบ primers คือ Primers GC-1 (5’-AAC TCA CGG ACA 
AAA TCA GCC-3’), GC-2 (5’-CAC CTA TAA ATC TCG CAA GCC-3’), GC-3 (5’-AAC GCA 
AGC AGG ACG AAA TC-3’) และ GC-4 (5’-CCT CCA CCT TCA TCC TCA GC-3’), Tet M gene 
ของพลาสมิดชนิด American และ Dutch type ของ TRNG คือ Primers Tet MF (5’-ACT GTT GAA 
CCG AGY AAA CCT-3’) และ Tet MR (5’-TCT ATC CGA CTA TTT GGA CGA CG-3’) 
และการตรวจเชื้อ QRNG จากการตรวจ mutation ที่ตําแหนง serine-91 ของ gyrase A gene โดยใช 
primer GyrAF (5'-CGG CGC GTA CTG TAC GCG ATG CA-3' ) และ GyrAR (5'-AAT GTC TGC 
CAG CAT TTC ATG TGA GA-3') (Tanaka M และคณะ 2000) นอกจากนีเ้พื่อประโยชนในการที่จะ
นําชุดทดสอบไปใชตรวจหาเชื้อจากตวัอยางตรวจ จึงมกีารใช Internal control ในปฏิกิริยา คือ primers 
GFPuvF (5’-GTC AGT GGA GAG GGT GAA GG-3’), GFPuvR (5’-ACC ATG TGG TCA CGC 
TTT TC-3’) และพลาสมิดที่มียีน GFPuv อยู ซ่ึงเมื่อนํา ชุดทดสอบใชกับเชื้อจํานวน 48 isolates พบวา 
ไดผลดี โดยไมมี cross reaction กับเชื้ออ่ืน และ internal control พบ band เสมอ 
ผลการศึกษาความไวตอสารตานจุลชีพโดยวิธีทางอณูชีววิทยา ใหผลสอดคลอง กับวิธีทาง phenotype 
โดยเชื้อ PPNG ทุกตัวพบพลาสมิดโดยพบเปนชนิด Africa, Toronto, Asia จํานวน 32, 5, และ 3 isolates 
ตามลําดับ และเชื้อดื้อยา Tetracycline พบพลาสมิดชนิด American และ Dutch เปน 25 และ 14 isolates 
ตามลําดับ และพบ Ser-91 mutation ในเชื้อทุกตวัทีไ่มไวตอ Ciprofloxacin นัน่คือ ชุดทดสอบนี้มี
ประโยชนทั้งการใชวนิิจฉัยและบอกความไวตอสารตานจุลชีพของเชื้อหนองในไดด ี

ในการทดสอบเชื้อที่แยกจากผูปวยหนองในที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลบางรักที่แยกไดจาก
ป 2543, 2545 และ 2550 จํานวนทั้งสิ้น 273 isolates ผลที่ไดพบวา การวินิจฉัยโดยชดุทดสอบใหผลการ



 1 

ทดสอบที่สัมพันธสูงกับการตรวจวนิิจฉัยโดย conventional method โดยสัมพันธกับการตรวจเชื้อดื้อ 
penicillin, ดื้อ tetracycline ดวยความเขมขนสูง (TRNG) และไมไวตอ ciprofloxacin 100%, 98.9% และ 
100% ตามลําดับ ซ่ึงชนิดของ resistance plasmid ที่พบสูง คือ Africa type สําหรับ penicillinase 
producing N. gonorrhoeae (PPNG) และ America type สําหรับ TRNG นอกจากนี้ พบเชื้อที่มี mutation 
ของ Serine 91 ของยีน gyrase A ซ่ึงพบไดในเชื้อไมไวตอ ciprofloxacin สูงเชนกัน โดยพบอุบัตกิารณ
ของเชื้อดึ้อยามีแนวโนมสูงขึ้น โดยสามารถนำชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นศึกษากับตัวอยางตรวจที่แยกได
จากผูปวยที่เตมิเชื้อในปสสาวะ พบวา ไดผลดีเมี่อใชตะกอนที่เตรียมไดหลังจากสกัดดวย 1% tritonX ที่มี 
proteinase K หรือ Chelex 100 ใน Tris-EDTA buffer แตเมื่อนําไปทดลองใชกับตัวอยางตรวจผูปวยโดย
เทียบกับวิธีแยกโดยวิธี commercial kit พบวา มีบางรายไมสามารถ ใชไดเมื่อเทยีบกบัวิธี commercial kit 
ดังนั้นจึงใชวิธี commercial kit ในการเตรียมตัวอยางตรวจเพื่อตรวจดวยวิธีอณชีูววิทยา 
พบวาผลที่ไดจากวิธีอณูชีววทิยาเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืน เชน วิธีกลองจลุทรรศน และการเพาะเชื้อ และ
เปรียบเทียบผลการดื้อยาของเชื้อเมื่อทดสอบกับชุดตรวจวินจิฉัยโรคหนองในที่พัฒนาขึ้น กับเชื้อจาก
โคโลนีที่เพาะเลี้ยงได สําหรับตัวอยางตรวจผูปวยหญิง นํามาใชประโยชนไดในการวินิจฉยัและการดื้อ
ตอยา penicillin และ ciprofloxacin แตไมสามารถใชในการแยก TRNG ได เพราะพบไดในเกือบทุก
ตัวอยางตรวจแมไมพบเชื้อหนองในทั้งวธีิทางกลองจุลทรรศน การเพาะเชื้อ และวิธีทางอณชีูววิทยา 
สําหรับผูปวยชายสามารถใชชุดตรวจกับตัวอยางตรวจเพื่อการวินจิฉัยและการดื้อตอ penicillin, 
tetracycline และ ciprofloxacin ไดด ีอยางไรก็ตาม ความไวของการทดสอบมีคาใกลเคียงกับวิธีเพาะเชื้อ
เทานั้น จึงควรมีการพัฒนาใหดีขึ้นตอไป 

2. ผลงานวิจัย 
2.1 บทนํา 
โรคหนองใน (gonorrhoeae) เปนโรคตดิตอทางเพศสมัพันธที่พบไดบอยชนิดหนึ่ง โดย WHO 

ประมาณอุบัตกิารณผูปวยใหมโรคหนองใน ในป 2542 ถึง 62 ลานคน จากผูปวยโรคติดตอทางเพศ
สัมพันธที่รักษาได (curable sexually transmitted infections) จํานวน 340 ลานคน ซ่ึงพบสูงที่สุดจาก
ประชากรในกลุมประเทศแถบ South และ Southeast Asia (27 ลานคน) โดยรายงานอุบัติการณของโรค
ขอมูลที่ไดยังไมสมบูรณและถูกตองนัก เนื่องจากหลายปจจัยรวมทั้งกระบวนการเกบ็ขอมูลและวธีิการ
วินิจฉยั ซ่ึงการวินิจฉยัมีการใชอาการทางคลินิกและวิธีการทดสอบทางหองปฎิบัตกิาร ซ่ึงผูติดเชื้อมีทั้ง
แสดงอาการและไมแสดงอาการ สําหรับวิธีวินจิฉัยทางหองปฎิบัติการมีหลายวิธีและแตละวิธีมีความไว
และความจําเพาะแตกตางกนั นอกจากนี้เชื้อกอโรค (Neisseria gonorrhoeae) ยังเปนเชื้อที่เปนปญหา
เนื่องจากการดือ้ยา มีรายงานเชื้อดื้อยาไดหลายชนดิและพบอุบัติการณเชื้อดื้อยาสงูดวย เชน N. 
gonorrhoeae ดื้อยาเพนนิซิลิน โดยการสรางเอนไซม penicillinase ที่เรียกวา penicillinase producing 
Neisseria gonorrhoeae (PPNG) และเชื้อดื้อตอยากลุม fluoroquinolones ที่เรียกวา Quinolone resistance 
Neisseria gonorrhoeae (QRNG) โดยอุบัติการณเชื้อดื้อยามีแนวโนมสูงขึ้นในประเทศตางๆ ทั่วโลก ซ่ึง
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การทราบความไวตอยาตานจุลชีพจึงเปนสิ่งสําคัญ นอกจากปญหาดังกลาว ยังพบวา เชื้อ N. gonorrhoeae 
สามารถสงตอยีนดื้อยาระหวางเชื้อ N. gonorrhoeae ดวยกันและกับเชื้ออ่ืนๆ ได เชน Haemophilus 
ducreyi, Haemophilus parainfluenzae, Escherichia coli เปนตน ดังนัน้ ถาการควบคุมโรคไมมี
ประสิทธิภาพดีพอก็จะกอใหเกิดการระบาดของเชื้อ N. gonorrhoeae และเชื้ออ่ืนๆ ที่ดื้อยา 

 สําหรับประเทศไทย พบผูปวยโรคหนองในเปนอนัดบัสองของผูปวยกามโรคทั้งหมดทั่วประเทศ
พบถึง 41% ในป 2538 แลวมีอุบัติการณลดลงจนถึงป 2541 (31.5%) จากนั้นมีอัตราเพิ่มขึ้นเปน 33% 
และ 36% ในป 2542 และป 2543 ตามลําดับ โดยพบเชือ้ดื้อยาสูงทั้ง PPNG และ QRNG จากการศึกษา
ของคณะผูวจิยั พบเชื้อ PPNG เปน 48.5% ในป 2543 และ 80.0% ในป 2545 ในขณะทีพ่บเชือ้ดื้อตอ 
norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin เปน 63.2%, 27.9%, 27.9% ในป 2543 และ 82.0%, 59.3%, 50.3% 
ในป 2545 ตามลําดับ โดยเชือ้ PPNG ที่แยกได พบพลาสมิดทั้งสามชนิด คือ Africa, Asia, และ Toronto 
type และมีการกระจายแตกตางกันในแตละชวงเวลาที่แยกได จึงนาํมาใชประโยชนในการศกึษาดาน
ระบาดวิทยาไดเชนเดยีวกัน  

เห็นไดวา การตรวจวนิิจฉยัทางหองปฏบิัติการจึงเปนสิ่งสําคัญ ซ่ึงตองการวิธีทีม่ีความไวและ
ความจําเพาะสงู เพื่อนําไปใชในการวินิจฉยัผูติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ ซ่ึงเปนประโยชนเพื่อการ
รักษา การเฝาระวงัโรค รวมถึงการตรวจในผูติดเชื้อทีไ่มมีอาการ ปองกันการแพรระบาดของโรคเชื้อ
หนองในดื้อยาและเชื้ออ่ืนๆ เนื่องจากการสงตอยีนดื้อยา ดังนั้นคณะผูวิจัย ตองการพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉยัทางหองปฏิบัติการที่มีความไวและความจําเพาะตอเชื้อ N. gonorrhoeae และคุณสมบัติการดื้อยา
ของเชื้อโดยวธีิทางอณูชีววทิยา เพื่อประโยชนในการวนิจิฉัยเพื่อการรักษาและติดตามดานระบาดวทิยา  

2.2 วัตถุประสงคของโครงการ 
ผูปวยโรคหนองในมีอุบัติการณและเชื้อดื้อยาสูงในประเทศไทย 

โดยการวินิจฉยัจะใชวิธีทางกลองจุลทรรศนและการเพาะเชื้อ 
ซ่ึงเปนวิธีที่มีความจําเพาะดแีตมีความไวไมมากนัก เชน ผูปวยไดรับยามากอนซึ่ง
ทําใหขอมูลที่ไดถูกตอง และผูติดเชื้อไมไดรับการรักษา มีผลใหมีเกิดการแพรกระจายเชื้อรวมถึงการดื้อ
ยาของเชื้อ N. gonorrhoeae และ เชื้ออ่ืนๆที่ไดรับยีนดือ้ยา ดังนั้นคณะผูวิจัยตองการพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉยัและคณุสมบัติการดือ้ยาของเชื้อ N. gonorrhoeae ทางหองปฏิบัติการโดยวธีิทางอณูชีววทิยาเพื่อ
ประโยชนในการวินจิฉัยเพือ่การรักษาและติดตามดานระบาดวิทยา  

2.3 การดําเนินการวิจัยตามวัตถุประสงค 
1. การเพาะเลีย้งเชื้อ 
นําเชื้อ N. gonorrhoeae ที่เกบ็ไวที่ -70 oC มาเพาะเลี้ยงบน chocolated agar plate ใน candle jar  

แลว incubate ที่อุณหภูมิ 35-37 oC เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง สวนเชื้ออ่ืนๆ ที่จะทดสอบความจําเพาะ
ของชุดทดสอบ ใหเลือกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 
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2. ศึกษา antimicrobial susceptibility patterns 
ทดสอบความไวตอยาตานจลุชืพของเชื้อหนองในซึ่งทดสอบบน chocolated agar plate โดย

ทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพหลายชนดิ เชน penicillin, ceftriaxone, spectinomycin, norfloxacin, 
ofloxacin และ ciprofloxacin เปนตน 

3. ทดสอบหายีนดื้อยาโดยวธีิ PCR  
ศึกษาชนดิของพลาสมิดที่พบในเชื้อ PPNG และตรวจตาํแหนงการ mutate ของยีนทีก่อใหเกิด

การดื้อยา ciprofloxacin ที่พบบอย 
4. พัฒนาชุดตรวจวนิิจฉัยโรคหนองใน 

- ศึกษาหายนีที่เหมาะสมในการพัฒนาชุดตรวจวนิิจฉยัเชื้อ N. gonorrhoeae โดยวิธี simple 
PCR และ multiplex PCR ซ่ึงโดยรวมวธีิวินจิฉัยและการตรวจยนีดื้อยารวมดวย 

- ทดสอบชุดตรวจวนิิจฉัยโรคหนองในกับเชื้อ known control เพื่อศกึษาความไวและ
ความจําเพาะของชุดทดสอบ 

5. ทดสอบชุดตรวจวนิิจฉยัโรคหนองในกบัตัวอยางตรวจที่ไดจากผูปวย 
- พัฒนาวิธีการเตรียมตัวอยางตรวจ 
- ทดสอบตัวอยางตรวจตวัอยางตรวจดวยวิธีการอื่น เชน วิธีทางกลองจลุทรรศน, การเพาะเชื้อ 
- ทดสอบชุดตรวจวนิิจฉัยโรคหนองในทีพ่ฒันาขึ้นกับตวัอยางตรวจโดยเทียบกบัวิธีอ่ืน  

6. วิเคราะหขอมูล 
นําผลการทดสอบชุดตรวจวินิจฉยัโรคหนองในที่พัฒนาขึ้นกับตัวอยางตรวจมาประเมินและ 

เทียบผลที่ไดกบัวิธีอ่ืน  

2.4 ผลงานวิจัยท่ีไดรับ  
1. เชื้อหนองในและความไวตอยาตานจุลชืพของเชื้อ 
1.1 ไดรับเชื้อ N. gonorrhoeae ที่แยกจากผูปวยที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลบางรักในชวงเดือน

มกราคมถึงมีนาคม ป 2550 จํานวน 150 isolates และเทียบกับเชื้อป 2543 และ ป 2545 
1.2 ทดสอบความไวตอสารตานจลุชีพของเชื้อหนองในที่ไดรับโดยวิธี Disc diffusion โดยศึกษา

ตอสารตานจุลชีพ penicillin, cefuroxime, ceftriaxone, cefixime, spectinomycin, norfloxacin, ofloxacin, 
ciprofloxacin และ tetracycline จากการศึกษาเชื้อจํานวน 113 isolates พบวา เชื้อทั้งหมดไวตอสารตาน
จุลชีพ ceftriaxone, cefixime, cefuroxime และ spectinomycin ในขณะที่พบอบุัติการณการดือ้ตอ 
penicillin, norfloxacin,ofloxacin, ciprofloxacin, และ tetracycline จาํนวน 95 isolates (84.1%), 107 
isolates (94.7%), 98 isolates (86.7%), 98 isolates (86.7%) และ 99 isolates (87.6%) ตามลําดับ โดยเชื้อ
ดื้อ penicillin ทุก isolates มีการสรางเอนไซม Penicillinase (Penicillinase producing Neisseria 

gonorrhoeae, PPNG) (ตารางที่ 1) และพบเชื้อดื้อ tetracycline จํานวนมากที่มี zone size ≤19 มิลลิเมตร 
และนําไปตรวจ ทดสอบหา MIC  เพื่อแยกเชื้อ Tetracycline resistant N. gonorrhoeae (TRNG)  
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ตารางที่ 1 ตารางแสดงความไวตอสารตานจุลชีพของเชื้อหนองในจํานวน 113 isolates ที่แยกจากผูปวยที่
เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลบางรักในชวงเดือนมกราคมถึงมีนาคม ป 2550  

Antimicrobial resistance patterns Number of isolates (%) 
Susceptible  1 (0.9%) 
 Penicillinase producing N. gonorrhoeae (PPNG) 0 (0%) 
Tetracycline resistance  2 (1.8%) 
 Quinolone resistance 5 (4.4%) 

      Norfloxacin resistance 5 (4.4%) 
      Ofloxacin resistance 5 (4.4%) 
      Ciprofloxacin resistance 5 (4.4%) 

PPNG and Tetracycline resistance 3 (2.7%) 
 PPNG and quinolone resistance 8 (7.1%) 

      PPNG and norfloxacin resistance 8 (7.1%) 
      PPNG and ofloxacin resistance 8 (7.1%) 
      PPNG and ciprofloxacin resistance 8 (7.1%) 

 Tetracycline and quinolone resistance 10 (8.8%) 
     Tetracycline and norfloxacin resistance 10 (8.8%) 
     Tetracycline and ofloxacin resistance 9 (8.0%) 
     Tetracycline and ciprofloxacin resistance 9 (8.0%) 

 PPNG, tetracycline, and quinolone resistance 84 (74.3%) 
     PPNG, tetracycline and norfloxacin resistance 84 (74.3%) 
     PPNG, tetracycline and ofloxacin resistance 76 (67.3%) 
     PPNG, tetracycline and ciprofloxacin resistance 76 (67.3%) 

 
2. พัฒนาชุดทดสอบโรคหนองใน 
2.1 พัฒนาชุดทดสอบโรคหนองในโดยออกแบบ primer GC-1 ถึง GC-4 (โดยใชลําดับเบสดัง

รูปที่ 1) เพื่อใชตรวจเชื้อและชนิดของพลาสมิด Africa, Toronto, Asia ใน PPNG นอกจากนี้มีการ
ออกแบบ primer Tet MF และ Tet MR เพื่อใชตรวจเชือ้และชนิดของพลาสมิด American และ Dutch 
type ใน TRNG และใช primer GyrAF และ GyrAR (Tanaka M และคณะ, 2000) เพื่อตรวจ quinolone 
resistant determining region (QRDR) ของ gyrase A gene เพื่อการวนิิจฉัยเชื้อหนองในและเมื่อตัดดวย
เอนไซม Hinf I จะตรวจเชื้อ QRNG จากการพบ mutation ที่ตําแหนง serine-91 ของ gyrase A gene โดย
นํา primers ทัง้หมดมาใชในปฏกิิริยาเดยีวกัน (multiplex PCR) และใช primer GFPuvF และ GFPuvR 
และพลาสมิดที่มียีน GFPuv อยูรวมในปฏกิิริยาดวยเพื่อใชเปน internal control ในชดุตรวจวินิจฉยัโรค
หนองใน เพื่อ ปนชุดทดสอบที่จะนําไปสูการทดสอบในตัวอยางตรวจตอไปได (ตารางที่ 2) 
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รูปที่ 1 ภาพแสดงการเปรียวเทียบลําดับเบสของพลาสมิดชนิดตางๆ ของเชื้อหนองในที่ดื้อ penicillin 
(Pagotto et al.  Sequence analysis of the family of penicillinase-producing plasmids of Neisseria 
gonorrhoeae. Plasmid 2000;43: 24–34). 
 
ตารางที่  2  ลําดับเบสของ Primers ทีใ่ชในปฏิกิริยา multiplex PCR 

ช่ือ ลําดับเบส เอกสารอางอิง 
GC-1  5’-AAC TCA CGG ACA AAA TCA GCC-3’ การศึกษานี ้
GC-2  5’-CAC CTA TAA ATC TCG CAA GCC-3’  การศึกษานี ้
GC-3  5’-AAC GCA AGC AGG ACG AAA TC-3’  การศึกษานี ้
GC-4  5’-CCT CCA CCT TCA TCC TCA GC-3’  การศึกษานี ้
Tet MF  5’-ACT GTT GAA CCG AGY AAA CCT-3’  การศึกษานี ้
Tet MR 5’-TCT ATC CGA CTA TTT GGA CGA CG-3’ การศึกษานี ้
GyrAF  5'-CGG CGC GTA CTG TAC GCG ATG CA-3' Tanaka M และคณะ, 2000 
GyrAR 5'-AAT GTC TGC CAG CAT TTC ATG TGA GA-3' Tanaka M และคณะ, 2000 
GFPuvF 5’-GTC AGT GGA GAG GGT GAA GG-3’  การศึกษานี ้
GFPuvR  5’-ACC ATG TGG TCA CGC TTT TC-3’ การศึกษานี ้
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2.2 ทํา PCR ในปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย PCR buffer, MgCl2, dNTPs, primer 

GC-1, primer GC-2, primer GC-3, primer GC-4, primer TetMF, primer TetMR, primer GFPuvF, 
primer GFPuvR, primer GyrAF, primer GyrAR, Taq DNA polymerase, pGFPuv และเชื้อที่ปรับความ
ขุน McFarland No. 0.5 (หลังตมที่ 95°C 20 นาที)  

จากนั้นนําไปเพิ่มจํานวนโดยการนําเขาเครื่อง Thermocycler ตามโปรแกรมดังนี ้
1 cycle Incubate ที่ 94°C 5 นาที    
35 cycles  Denaturing ที่ 94°C 30 วินาที  

Annealing ที่ 60°C 30 วินาที  
Extension ที่ 72°C 1.5 นาที   

1 cycle Extension ที่ 72°C 10 นาที  
 mutation ที่ตําแหนง serine-91 ของ gyrase A gene และชนิดของพลาสมิดใน TRNG ทํา

โดยนํา products ที่ไดตัดดวยเอนไซม Hinf I แลวนํา products กอนและหลัง run บน 1.5% agarose gel 
และแปลผลโดยใช ตารางที ่3 
 

ตารางที่  3  ขนาดของ Products ที่พบกอนและหลงัตัดตวย Hinf I หลังตัดดวยเอนไซม Hinf I   
Primers Genes Characteristics Product size (bp) 

   Before cut  After cut  
Africa 1070 1070 
Asia 737 737 

GC-1 ถึง GC-4 Plasmid types in PPNG 

Toronto / Rio 435 435 
American 842 748, 94 TetMF+TetMR TetM in plasmid types 

of TRNG Dutch 842 571, 176, 94 
Mutation at Ser-91  278 278 GyrAF+GyrAR QRDR in Gyrase A 
Non mutation at Ser-91 278 166, 112 

GFPuvF+GFPuvR GFPuv  572 395, 177 
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รูปที่ 2 ภาพแสดง band patterns ของเชื้อหนองในดื้อสารตานจุลชีพแบบตางๆ โดย Lane เลขคี่ และเลขคู 
แสดง products ของตัวอยางตรวจเดยีวกัน กอนและหลังการตัดดวยเอนไซม HinfI ตามลําดับ 

Lane 1-2 แทนเชื้อ PPNG, TRNG, ไมไวตอ ciprofloxacin มีพลาสมิดชนิด Africa (PPNG), Dutch (TRNG), 
Lane 3-4, 9-10 แทนเชื้อ PPNG, TRNG, ไมไวตอ ciprofloxacin มีพลาสมิดชนิด Africa (PPNG), 

America (TRNG), 
Lane 5-6 แทนเชื้อ Non-PPNG, TRNG, ไมไวตอ ciprofloxacin มีพลาสมิดชนิด Dutch (TRNG), 
Lane 7-8 แทนเชื้อ Non-PPNG, TRNG, ไมไวตอ ciprofloxacin มีพลาสมิดชนิด America (TRNG),  
Lane 11-12 แทนเชื้อ PPNG, ไวตอ ciprofloxacin มีพลาสมิดชนิด Africa (PPNG),  
Lane 13-14 แทนเชื้อ PPNG, ไมไวตอ ciprofloxacin มีพลาสมิดชนิด Africa (PPNG)  

 
3. ทดสอบความจําเพาะของชดุทดสอบนําชดุทดสอบเชื้อหนองในที่พัฒนาขึ้นทดสอบกับเชื้อ 

ชนิดอื่นอยางละ 1 ตัว คือ Beta-hemolytic streptococcus group B, alpha-streptococci, Streptococcus 
pneumoniae, Beta-hemolytic streptococcus group D, Beta-hemolytic streptococcus group A, 
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Erysipelotrix rhusiopathiae, Listeria monocytogenes, Corynebacterium diptheriae, Bacillus subtilis, 
Neisseria sicca, Neisseria mucosa, Moraxella catarrhalis, Klebsiella pneumoniae, Yersenia 
enterocolytica, Enterobacter aerogenes, Vibrio cholerae, Aeromonas hydrophila, Plesiomonas 
shigelloides, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25283, Acinetobacter baumanii, Serratia marcescens, 
Shigella flexeneri, Escherichia coli ATCC 25922, Providencia rettgeri, Proteus mirabilis, 
Edwardsiella tarda, Morganella morganii, Citrobacter freundii, Salmonella enteritidis, Salmonella 
arizonae, Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida, พบวา ชุดทดสอบมีความจําเพาะสูงโดยไมม ี
cross reaction กับเชื้ออ่ืนรวมทั้ง Non-pathogenic Neisseria 
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4. ใชชดุทดสอบเพื่อแยกวินิจฉยัเชื้อหนองใน 
นําชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นทดสอบเชื้อ N. gonorrhoeae ที่ทราบผลวามไวตอสารตานจุลชีพแลว

จํานวน 48 isolates พบวาผลที่ไดสอดคลองกับผลที่ศึกษาโดยวิธี Disc diffusion และพบวาเชื้อ PPNG 
ทุกตัว (n = 40 isolates) มีพลาสมิดโดยพบเปนชนิด Africa, Toronto, Asia จํานวน 32, 5 และ 3 isolates 
ตามลําดับ ซ่ึงพบวา zone size ตอ penicillin disc มีความแตกตางกนัตามชนิดของพลาสมิด โดย isolate 
ที่มีพลาสมิดชนิด Toronto หรือ Asia มีขนาด zone แคบ (6-10 มิลลิเมตร) ในขณะที่ isolate ที่มีพ
ลาสมิดชนิด Africa มีชวงขนาด zone ที่พบมีชวงกวาง (6-26 มิลลิเมตร) และเชื้อที่พบพลาสมิดชนิด 
America หรือ Dutch (ซ่ึงแสดงถึงเชื้อเปน TRNG) พบเฉพาะในเชื้อดื้อ Tetracycline โดยพบเปน TRNG 
สูง (39/42 (92.9%) isolates ของเชื้อดื้อ Tetracycline) ซ่ึงพบเปนพลาสมิดชนิด America และ Dutch 
จํานวน 25 และ 14 isolates ตามลําดับ นอกจากนี้ พบวาเชื้อที่มีพลาสมิดชนิด Toronto หรือ Asia พบ
เฉพาะ Dutch type (100%) ในขณะที่เชื้อที่มีพลาสมิดชนิด Africa พบทั้ง America และ Dutch แตเปน
ชนิด America สูงถึง 88.9% ของเชื้อที่พบพลาสมิดในเชือ้ดื้อ Tetracycline  

นอกจากนี้เมื่อนําชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นทดสอบเชื้อ N. gonorrhoeae จํานวนมากขึน้ จํานวน
รวมทั้งสิ้น 273 isolates (เปนเชื้อที่แยกจากผูปวยหนองในที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลบางรักป 2543 
2545 และ 2550) ผลที่ไดพบวา การวินจิฉัยโดยชดุทดสอบใหผลการทดสอบที่สัมพันธดีกับการตรวจ
วินิจฉยัโดย conventional method โดยสัมพันธกับการตรวจการดื้อของเชื้อตอ penicillin 100% การดื้อ
ตอ tetracycline ดวยความเขมขนสูง (TRNG) 98.9% และไมไวตอ ciprofloxacin 100% ตามลําดับ โดย
พบอุบัติการณของเชื้อดื้อยามีแนวโนมสูงขึ้นตามชวงเวลา ซ่ึงชนิดของพลาสมิดดึ้อยาที่พบสูง คือ Africa 
type สําหรับ penicillinase producing N. gonorrhoeae (PPNG) และ America type สําหรับ TRNG 
นอกจากนี้ พบวาเชื้อมี mutation ของ Serine 91 ของยีน gyrase A ซ่ึงพบในเชื้อที่ไมไวตอ ciprofloxacin 
สูงเชนกัน  

4.1 ทดสอบชุดตรวจวินิจฉยัโรคหนองในกับตวัอยางตรวจทีไ่ดจากผูปวย 
4.1.1 พัฒนาวิธีการเตรียมตัวอยางตรวจ 
ในการทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการเตรียมตัวอยางตรวจ โดยการเติมเชื้อในปสสาวะ 

พบวา การเตรยีมโดยการใชตะกอนทีไ่ดหลังจากสกัดดวย 1% triton X ที่มี proteinase K (50 mM Tris-
HCl [pH 7.5], 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 250 �g/mL of proteinase K) หรือ การใช 20% w/v 
Chelex 100 Chelex 100 ใน Tris-EDTA buffer (10 mmol/L Tris-HCl [pH 8.0], 1 mmol/L EDTA) เพื่อ
เปนตัวอยางตรวจที่ใชในการทดสอบกับชุดตรวจสอบไดผลดี ซ่ึงเมื่อนําวิธีการดังกลาวมาประยกุต ใช
ในการเตรยีมตัวอยางตรวจและเทียบผลทีไ่ดกับ commercial kit พบวา สามารถใชในการเตรียมตวัอยาง
ตรวจไดแตมบีางรายไมสามารถใชไดเมือ่เทียบกับวิธี commercial kit จึงใชวิธี commercial kit ในการ
เตรียมตัวอยางตรวจผูปวย 

4.1.2 ทดสอบตัวอยางตรวจดวยวธีิทางอณูชีววทิยาเทียบกับวธีิการอื่น  
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ทดสอบตัวอยางตรวจกับชดุตรวจวนิิจฉยัโรคหนองในทีพ่ัฒนาขึ้นกับวธีิอ่ืน เชน วธีิกลอง
จุลทรรศน และการเพาะเชือ้ และเปรียบเทียบผลการดื้อยาของเชื้อเมื่อทดสอบกับชุดตรวจวินิจฉัยโรค
หนองในที่พัฒนาขึ้นกับเชื้อจากโคโลนีที่เพาะเลี้ยงได ซ่ึงจากผลความไวตอสารตานจุลชีพในการแยก
เชื้อเปน PPNG, TRNG, QRNG ใหผลการวินิจฉยัเหมือนกันของทั้งสองวิธี อยางไรก็ตามผลการแยกเชื้อ 
TRNG นัน้ ไมสามารถนํามาใชในตวัอยางตรวจจากผูปวยหญิง เพราะพบไดในเกือบทุกตัวอยางตรวจแม
ไมพบเชื้อหนองในทั้งวิธีทางกลองจุลทรรศน การเพาะเชื้อ และวธีิทางอณูชีววทิยา โดยการศึกษา
ตัวอยางตรวจจากผูปวยหญิงจํานวน 49 ตัวอยาง ผลที่ไดพบวา ใหผลบวกในการวินจิฉัยในตัวอยางตรวจ
ตรงกัน โดยใหผลบวกวิธีทางกลองจุลทรรศน 1 ตัวอยาง วิธีทางการเพาะเชื้อ 3 ตวัอยาง และวิธีทางอณู
ชีววิทยา 4 ตัวอยาง ในขณะที่การศึกษาตวัอยางตรวจจากผูปวยชายจํานวน 76 ตัวอยาง  ผลที่ไดพบวา ให
ผลบวกในการวินิจฉยัในตัวอยางตรวจตรงกัน โดยใหผลบวกวิธีทางกลองจุลทรรศน 71 ตัวอยาง วิธี
ทางการเพาะเชื้อ 69 ตัวอยาง และวิธีทางอณูชีววิทยา 68 ตัวอยาง จากผลการทดสอบที่ได แสดงใหเห็น
วา ในการใชชุดตรวจที่พฒันาขึ้นกับตวัอยางตรวจผูปวยหญิงนัน้ นาํมาใชประโยชนไดในการวนิิจฉัย
และการดื้อตอ penicillin และ ciprofloxacin แตไมสามารถใชในการแยก TRNG ได สําหรับผูปวยชาย
สามารถใชชุดตรวจที่พัฒนาขึ้นกับตัวอยางตรวจเพื่อการวินิจฉยัและการดื้อตอ penicillin, tetracycline 
และ ciprofloxacin ไดดี อยางไรก็ตาม ความไวของการทดสอบมีคาใกลเคียงกับวธีิเพาะเชื้อเทานั้น จึง
ควรมีการพัฒนาใหดีขึ้นตอไป 
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