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Abstract

Laboratory testing of anaerobic infections has exploded with molecular techniques and high technology.
New species of anaerobic bacteria are increasing.  However, laboratory diagnosis of anaero-bic bacteria is not
routinely performed because of special culture requirement, difficulty to isolate, time consumption, the expense,
and experienced technicians. This article aimed to share an experience in anaerobic laboratory diagnosis and
literature review for guidance to other clinical laboratories about specimen collection and transportation, selection
of suitable culture media and incubation techniques including the use of anaerobic chamber, anaerobic jar, and
anaerobic pouch bag.  Currently, matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) has proved to be rapid and reliable for the identification of anaerobic bacteria in routine
laboratory.  Epsilometer test (E-test) which has been developed for minimum inhibitory concentration (MIC)
determinations of antibi otics has proved to be easy with reduced workload, compared to the standard agar
dilution or broth microdilution method, and appropriate for use in routine laboratory.
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บทฟื� นฟูวิชาการ

การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื� อแอนแอโรบในห้องปฏิบัติการ
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์
มยุรี ขันติพงศ*์

ฝ่ายจุลชีววิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร

บทคดัยอ่

การตรวจวิ นิ จฉัยโรคติ ดเชื � อแอนแอโรบทางห้องปฏิบัติ การมี การพัฒนาอย่ างรวดเร็ วด้วยเทคนิ ค

ทางอณูชีววิทยาและเทคโนโลยีชั� นสูง ทาํ ให้พบแอนแอโรบิคแบคที เรียสปีชีส์ใหม่  ๆ มากมาย อย่างไรก็ตาม

การตรวจวิ นิ จฉั ยแอนแอโรบิ คแบคที เรี ยในห้ องปฏิ บั ติ การจุ ลชี ววิ ทยาคลิ นิ กยั ง ไม่ เ ป็ นที� แพร่ หลาย

เนื� องจากเทคนิคการเพาะเลี �ยงที� ยุ่ งยาก ใช้เวลานาน ค่าใช้จ่ ายสูง อีกทั� งผู้ ปฏิบัติ งานต้องมีความชาํนาญ

ทั� งการใช้ เครื� องมื ออุปกรณ์  และการบาํ รุ งรักษา บทความนี �มี วัตถุประสงค์ เพื� อแบ่ งปันประสบการณ์และ

ทบทวนวรรณกรรมเพื�อเป็นแนวทางสาํหรบัหอ้งปฏิบตัิการของโรงพยาบาลทุกระดับและหน่วยงานอื�น ๆ ที�เกี�ยวขอ้ง

ในการเก็บและนาํส่งสิ� งส่งตรวจให้ถูกวิ ธี  การเลือกใช้อาหารเลี �ยงเชื �อที� เหมาะสม และเทคนิคการเพาะเลี �ยง

ต่าง ๆ ประกอบด้วยการใช้งานตู้บ่มไร้ออกซิเจน โหลไร้ออกซิเจน และถุงไร้ออกซิเจน ปัจจุบันการวิเคราะห์เชื �อ

ดว้ยเทคนิค matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight  massspectrometry (MALDI-TOF MS)

เป็นที� นิยมอย่างแพร่หลายสาํหรับงานประจาํทางห้องปฏิบัติการช่วยให้รายงานผลได้รวดเร็ว และแม่นยาํขึ �น

รวมทั�งการทดสอบความไวรับต่อยาปฏิชีวนะด้วยวิธี Epsilometertest (E-test) ซึ�งถูกพัฒนาขั�นตอนการทดสอบ

ให้ง่ายขึ �นใช้แรงงานและอุปกรณ์น้อยลงเมื� อเทียบกับวิ ธีมาตรฐาน agar dilution หรือ broth microdilution

สามารถตรวจหาค่า Minimum inhibitoryconcentration (MIC) และแปลผลการทดสอบตาม Clinical laboratory

standards institute (CLSI) จึงเป็นการทดสอบที�เหมาะกบังานประจาํทางหอ้งปฏิบตัิการเช่นกนั

คําสําคัญ: แอนแอโรบิคแบคทีเรยี, การเพาะเลี �ยงเชื �อแอนแอโรบ, เทคนิคการบม่เชื �อแอนแอโรบ.
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ปัจจุบันการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื �อแอนแอโรบ

ทางหอ้งปฏิบัติการมีการพัฒนาอย่างรวดเร็วดว้ยเทคโนโลยี

ที� ก้าวหน้า จึงเป็นเครื� องมือที� มีบทบาทสาํคัญในการช่วย

วิ นิ จฉัยค้นหาสาเหตุของโรค ตลอดจนการเลื อกยาที� มี

ประสิทธิภาพในการรักษาผู้ ป่วยให้ประสบผลสาํ เร็จและ

ติดตามการรักษาได้อย่างต่อเนื�อง แอนแอโรบิคแบคทีเรีย

มทีั�งที�เป็นแบคทเีรยีประจาํถิ�นของมนษุยซ์ึ�งตั�งถิ�นฐานที�ผิวหนงั

ในระบบทางเดินอาหารตั�งแต่ช่องปากจนถึงลาํไส้ และใน

ระบบทางเดินปัสสาวะของเพศหญิง (1 - 4) อีกทั�งเป็นแบคทีเรยี

ก่ อโรคที� ทาํ ให้ เ กิ ดโรคติ ดเชื � อจากภายในร่ างกายเอง

และการติดเชื �อจากภายนอกรา่งกาย เช่น อบุตัิเหต ุการผา่ตดั

และสัตว์กัด เป็นต้น แอนแอโรบิคแบคทีเรียมักก่อโรคร่วม

กับเชื � ออื� นและทาํให้เกิดอาการรุนแรง (4) การเพาะแยก

แอนแอโรบิ คแบคที เรี ยในห้องปฏิ บั ติ การจุ ลชี ววิ ทยา

คลินิกยังไม่เป็นที�แพร่หลาย เนื�องจากค่าใช้จ่ายค่อนขา้งสูง

มีเทคนิคที�ค่อนขา้งยุ่งยาก ใช้เวลานาน อีกทั�งยังตอ้งอาศัย

ความชาํนาญของผู้ปฏิบัติงาน จึงมีเพียงกรมวิทยาศาสตร์

การแพทย ์ กระทรวงสาธารณสุข โรงพยาบาลระดับตติยภูมิ

ของรัฐ และโรงเรียนแพทย์เท่านั�นที�ให้บริการเพาะแยกเชื �อ

กลุม่นี �  บทความนี �เขียนขึ �นจากประสบการณแ์ละการทบทวน

วรรณกรรม โดยใหค้วามสาํคญักบัการเพาะแยกแอนแอโรบิค

แบคทีเรียในหอ้งปฏิบตัิการจุลชีววิทยาคลินิก ตั�งแต่การเก็บ

และนาํส่งสิ�งส่งตรวจ อาหารเลี �ยงเชื �อ เทคนิคการเพาะเลี �ยง

การวิเคราะหเ์ชื �อ และการทดสอบความไวรบัต่อยาปฏิชีวนะ

เพื� อเป็นแนวทางสาํหรับห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาคลินิก

ของโรงพยาบาลทกุระดบัและหนว่ยงานอื�น ๆ ที�เกี�ยวขอ้ง

การเก็บและนําส่งสิ�งส่งตรวจ

ในการเพาะแยกแอนแอโรบิคแบคที เรีย สิ� งแรก

ที� ต้องให้ความสาํคัญคือ การเก็บและนาํส่งสิ� งส่งตรวจ

หอ้งปฏิบัติการควรจัดทาํคู่มือแนะนาํแก่บุคลากรทางคลินิก

เกี�ยวกบัสิ�งสง่ตรวจที�เหมาะสมและไมเ่หมาะสมตอ่การเพาะแยก

ระยะเวลาการเก็บและนาํส่ง การใช้อาหารสาํหรับนาํส่ง

สิ� งส่งตรวจแบบไร้ออกซิเจน (anaerobic transport me-

dium) และขอ้ควรคาํนึงดงันี �

1. วิธีการเก็บสิ�งส่งตรวจที�ดีที�สดุคือ เก็บจากบริเวณที�มีการ

ติดเชื �อด้วยเทคนิคปลอดเชื �อ และหลีกเลี� ยงการปนเปื� อน

จากเชื �อประจาํถิ�น (1, 5, 6)

2. หลีกเลี� ยงการเก็บสิ� งส่งตรวจด้วยไม้พันสาํลี เนื� องจาก

มีโอกาสปนเปื�อนสูงจากเชื �อประจาํถิ� น สิ� งส่งตรวจเก็บได้

ปริมาณนอ้ย อีกทั�งเชื �อบางชนิดจับกับเสน้ใยของสาํลี ทาํให้

โอกาสในการพบเชื �อก่อโรคน้อยลงไปด้วย (2, 7)  หากจาํเป็น

ตอ้งเก็บดว้ยไมพ้นัสาํล ีเช่น แผลปิด แผลจากสตัวก์ดั แผลลกึ

ควรเก็บ 2  อนั สาํหรบัเพาะแยกเชื �อและยอ้มสแีกรม

3. นาํส่งสิ� งส่งตรวจมายังห้องปฏิบัติการให้เร็วที� สุดเท่า

ที� จะทาํได้ หากไม่สามารถนาํส่งได้ในขณะนั�น ให้เก็บที�

อุณหภูมิหอ้ง หลีกเลี�ยงอุณหภูมิที�รอ้นหรือเย็นเกินไป (2, 4, 6)

4. ห้ามนาํ ส่งสิ� งส่งตรวจด้วยกระบอกพร้อมเข็ มฉีดยา

เพราะไม่ปลอดภัยต่อผู้นาํส่งอาจถูกเข็มตาํ และเกิดการ

ปนเปื�อนตอ่สิ�งแวดลอ้มหากสิ�งสง่ตรวจรั�วไหล (2, 4, 6)

5. สิ�งส่งตรวจจากการติดเชื �อทางจักษุ เช่น เยื�อบุตาอักเสบ

กระจกตาอักเสบ ถุงนํ�าตาอักเสบ ท่อนํ�าตาอกัเสบ และการ

ติดเชื �อภายในลูกตา เป็นสิ� งส่งตรวจที� มีปริมาณน้อยมาก

เก็บคอ่นขา้งยาก และอาจเก็บใหมไ่มไ่ดอ้ีก  แนะนาํใหท้าํการ

เพาะเชื �อโดยตรงบนอาหารเลี �ยงเชื �อ โดยลากสิ� งส่งตรวจ

เป็นรูปตัวซี (C) บนผิวหน้าวุ้นซึ� งเรียกวิธีนี �ว่า C-shaped

streaks (8, 9) (รูปที�  1) จากนั�นนาํจานอาหารเลี �ยงเชื �อ

ใส่ในถุงไร้ออกซิเจน และนาํส่งห้องปฏิบัติการทันที  ทั�งนี �

ผู้เก็บสิ�งส่งตรวจจาํเป็นตอ้งเรียนรู ้วิธีเพาะเชื �อ และวิธีใช้ถุง

ไรอ้อกซิเจน ดังนั�นการสื�อสารระหว่างผู้ปฏิบัติงานทางหอ้ง

ปฏิบัติการกับผู้ปฏิบัติงานทางคลินิกจึงมีความสาํคัญเป็น

อย่างยิ�งในการเก็บและนาํส่งสิ�งส่งตรวจ

Figure 1.  Inoculating specimen on the surface of agar in C-shaped streaks.
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ภาชนะนําส่ง

นอกจากการเก็บสิ�งส่งตรวจที�ดี ถูกที� และถูกเวลา

แลว้ การเลือกภาชนะนาํส่งยังมีความสาํคัญเป็นอย่างมาก

เช่นกัน แม้มีผู้ ผลิตหลายบริษัทแต่แหล่งผลิตล้วนอยู่ ใน

ต่างประเทศ ทาํให้ราคาค่อนข้างสูง และอายุการใช้งาน

เหลือน้อยเมื� อนาํ เข้ามาใช้งาน ฝ่ายจุลชีววิทยามีความ

สามารถในการผลิตภาชนะนาํส่งเพื�อใช้ภายในโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ์ อีกทั� งจาํหน่ายในราคาถูกให้กับหน่วยงาน

ภายนอกที�ตอ้งการเก็บสิ�งสง่ตรวจ โดยใช ้ modified  Cary-

Blair transport medium (5)  ซึ� งเป็นวุ้นกึ� งแข็ง บรรจุใน

ภาชนะแก้ ว เพื� อป้ องกั นการซึ มผ่ านของออกซิ เ จน

ประกอบด้วยสารอาหารที� ทาํ ให้แอนแอโรบิ คแบคที เรี ย

มีชีวิต แต่ไม่เพิ�มจาํนวนระหว่างการนาํส่งห้องปฏิบัติการ

ประกอบด้วยเกลือแร่ที�มีคุณสมบัติเป็น buffer มี sodium

thioglycolate และ cysteine เป็น reducing agent ทาํใหค้า่

oxidation reduction potential (OR potential) ตํ�า และมี

resazurin เป็นดชันีชี �วดัปริมาณออกซิเจน วุน้จะเปลี�ยนจาก

สีขาวเป็นสีชมพจูากผิวบนลงถึงกน้หลอดเมื�อสมัผสัออกซิเจน

modified Cary-Blair transport medium บรรจใุนบรรจภุณัฑ์

2 แบบเพื� อความสะดวกในการเก็บและนาํส่งสิ� งส่งตรวจ

(รูปที� �)

1.  Anaerobic transport tube (รูปที� 2A)  เป็นหลอดแกว้

ที�บรรจ ุmodified  Cary-Blair transport medium สงูสามใน

สี� ของหลอดแก้ว และปิดด้วยฝาเกลียว ใช้สาํหรับเก็บสิ� ง

ส่งตรวจด้วยไม้พันสาํลี โดยแทงไม้พันสาํลีให้ถึงก้นหลอด

แล้วหักปลายไม้พันสาํลีทิ �ง ปิดฝาเกลียวให้แน่น กรณีสิ� ง

สง่ตรวจเป็นชิ �นเนื �อ ใหต้ดัชิ �นเนื �อเป็นชิ �นเลก็ ๆ  วางบนผิววุน้

แลว้ปิดฝาเกลยีวใหแ้นน่ นาํสง่หอ้งปฏิบตัิการทนัที (2)

2.  Anaerobic transport vial (รูปที�  2B)  เป็นขวดแก้ว

ขนาดเลก็ที�บรรจ ุ modified  Cary-Blair transport medium

สูงหนึ� งในสองของขวด ปิดด้วยจุกยางและครอบด้วยฝา

อลูมิเนียมอีกชั�น ใชส้าํหรบัเก็บสิ�งส่งตรวจที�เป็นสารนํ�า เช่น

pleural fluid, abdominal fluid และ liver abscess เป็นตน้

โดยเก็บสิ�งส่งตรวจดว้ยเข็มฉีดยา แลว้ฉีดลงใน anaerobic

transport vial ช้าๆ ไม่ให้เกิดฟองอากาศและสิ� งส่งตรวจ

ลอยอยูบ่นผิววุน้ (2)

อาหารเลี �ยงเชื �อ

ในการเพาะเลี �ยงแอนแอโรบิคแบคทีเรียจากสิ�งส่ง

ตรวจควรเลือกใช้อาหารเลี �ยงเชื �อพื �นฐานให้ครอบคลุมเชื �อ

ก่อโรคทั�งหมด  และไม่ควรใชอ้าหารเลี �ยงเชื �อเพียงชนิดเดียว

โดยทั�วไปมีดงันี � (2, 4, 5, 10, 11)

A B

Figure  2.  Modified cary-Blair transport medium; (A) anaerobic transport tube for swab collecting, tissue specimen;

   (B) anaerobic transport vial for liquid specimen. Products of Department of Microbiology, King Chulalongkorn

   Memorial Hospital, Thai Redcross Society.
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Brucella blood agar (BR) เป็น enrichment

medium ที� แอนแอโรบิ คแบคที เรียส่วนใหญ่ เจริญได้ดี

เหมาะสาํหรับการเพาะเชื � อจากสิ� งส่งตรวจ การต่อเชื � อ

(subculture) เพื�อการทดสอบอื�น ๆ  เช่นการทดสอบทางชีวเคมี

และการทดสอบความไวรบัต่อยาปฏิชีวนะ เป็นตน้

Phenylethyl alcohol blood agar (PEA) เป็น

selective medium เนื� องจากยับยั� งการเจริญของกลุ่ ม

facultative gram-negative bacilli ยับยั� งการแผ่ลาม

ของ Proteus และ Clostr idium ขณะที� แอนแอโรบิ ค

แบคทีเรยีแกรมบวกและแกรมลบสว่นใหญ่เจรญิไดด้ี เชื �อกลุม่

Porphyromonas และ Prevotel la สามารถเรื องแสง

สีแดงส้มเมื� ออายุน้อย และเห็นเป็นสีดาํเมื� ออายุมากขึ �น

บน PEA

Bacteroides bile esculin agar (BBE) เป็น selective

medium ที� ยับยั� งการเจริญของกลุ่มแบคที เรียแกรมบวก

เชื �อกลุ่ม Bacteroides fragilis ที�ทนนํ�าดี (bile resistant)

เจริญได้บน BBE เกิดโคโลนีสีเทาถึงดาํ ขณะที�  Bilophilla

wadsworthia สร้างโคโลนีเล็กโปร่งแสงมีจุดดาํตรงกลาง

เรี ยกว่ า fisheye ส่วน Fusobacter ium morti ferum

โคโลนีมีสีเทาถึงดาํเหมือน Bacteroides fragilis แต่ต่างกนั

ที�รูปร่างจากการยอ้มสีแกรม

Thioglycolate broth (THIO) เป็นอาหารพื �นฐาน

ชนิดเหลวที� เชื �อส่วนใหญ่เจริญได้ดี  หลังจากเพาะสิ� งส่ง

ตรวจบนอาหารวุน้แข็ง BR, PEA และ BBE แลว้ ใหห้ยดสิ�ง

ส่งตรวจลงใน THIO บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน เพื�อสังเกต

การเจริญของเชื �อ และเป็นแหล่งเก็บสาํรองสิ�งส่งตรวจกรณี

เครื�องมือเสียหาย หรือสิ�งสง่ตรวจที�มีเชื �อปริมาณนอ้ยอาจถกู

ยบัยั�งการเจรญิจากยาปฏิชีวนะ การเพาะสิ�งสง่ตรวจใน THIO

จะเพิ�มโอกาสในการพบเชื �อไดม้ากขึ �น ทั�งนี �ควรตม้ไลอ่อกซเิจน

และทาํใหเ้ย็นที�อณุหภมูิหอ้งก่อนใชง้าน และไม่ควรตม้ซํ�าๆ

เทคนิคการบ่มเชื �อ

ใชเ้ทคนิคการสรา้งพื �นที�จาํกัดที�มีภาวะไรอ้อกซิเจน

เพื� อให้แอนแอโรบิคแบคที เรียเจริญ เนื� องจากแบคที เรีย

กลุม่นี �สว่นใหญ่ขาดคณุสมบตัิในการสรา้ง enzyme catalase

จึงไม่สามารถกาํจัดสารประกอบ peroxide หรือ hydrogen

peroxide ที�เกิดขึ �นในสภาวะที�มีออกซิเจน (2, 12) พื �นที�จาํกัด

ที�มีสภาวะไรอ้อกชิเจน ได้แก่ ตู้บ่มไรอ้อกซิเจน (anaerobic

chamber) โหลไรอ้อกซิเจน (anaerobic jar) กลอ่งไรอ้อกซเิจน

(anaerobic box) หรือถุงไร้ออกซิเจน (anaerobic bag)

โดยมีแหล่งกาํ เนิดแก๊สในรูปแบบแก๊สผสมบรรจุถังหรือ

สารเคมีบรรจุซอง นอกจากนี �ยังต้องมีดัชนีบ่งชี �สภาวะไร้

ออกซิเจน เช่น resazurin ที� มีสีชมพูเมื� อมีออกซิ เจนและ

เปลี� ยนเป็นสีขาวเมื� อไร้ออกซิเจน หรือ methylene blue

ที�มีสีฟ้าและเปลี�ยนเป็นสีขาวเมื�อไรอ้อกซิเจน(12)  สาํหรบัหอ้ง

ปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ให้บริการ

เพาะเลี � ยงแอนแอโรบิ คแบคที เรี ยจากสิ� งส่ งตรวจด้วย

anaerobic chamber เป็นเทคนิคหลกั และใชก้ารเพาะเลี �ยง

ใน anaerobic jar หรือ anaerobic box เป็นเทคนิคสาํรอง

เมื�อ anaerobic chamber ใชง้านไมไ่ด ้การใช ้anaerobic bag

เป็นทั� งเทคนิ คการเพาะเลี � ยงและการขนส่ งสิ� งส่ งตรวจ

เทคนิคที�ใชม้ีดงันี �

Anaerobic chamber technique ใชตู้บ้ม่ไรอ้อกซเิจน

รุน่ Concept 400 (Ruskinn technology, UK) ปรบัอณุหภมูิ

35 - 37 องศาเซลเซี ยสแหล่งกาํ เนิ ดแก๊สประกอบด้วย

แก๊สผสม 1 ถัง และแก๊สไนโตรเจนบริสทุธิ�รอ้ยละ 99.9 อีก

1 ถัง แก๊สผสมประกอบด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ร ้อยละ

5 ไฮโดรเจนรอ้ยละ 5 และไนโตรเจนรอ้ยละ 90 ในการติดตั�ง

เพื�อใช้งานครั�งแรก ไนโตรเจนถูกปล่อยเขา้แทนที�อากาศที�มี

ในตู้บ่มให้มากที� สุด อากาศปกติประกอบด้วยออกซิ เจน

รอ้ยละ 79 ไนโตรเจนร้อยละ 20  และแก๊สเฉื�อยร้อยละ 1

จากนั�นจะปลอ่ยแก๊สผสมเขา้ตูบ้ม่จนภายในตูบ้่มไรอ้อกซิเจน

โดยสมบูรณ์ โดยสังเกตจากดัชนีบ่ งชี � เปลี� ยนเป็นสีขาว

ภายในตูบ้ม่ติดตั�งตวัเรง่ปฏิกิรยิา Palladium catalyst เพื�อดกั

จับออกซิ เจนที� หลงเหลือให้กลายเป็นนํ�า และระบายออก

ดา้นนอก ขอ้ดีของตู้บ่มไรอ้อกซิเจนคือ 1) เพาะเชื �อจากสิ�ง

สง่ตรวจบนอาหารเลี �ยงเชื �อโดยตรงภายในตูบ้ม่ ลดการสมัผสั

ออกซิ เจน; 2) ตรวจสอบการเจริญของเชื � อได้ตั� งแต่  24

ชั�วโมงแรก ไม่จาํเป็นตอ้งรอถึง 48 ชั�วโมงสามารถตรวจสอบ

เชื �อสายพันธุ์ ที� เจริญเร็วและทาํการทดสอบได้ทันที  เช่น

Clostridium spp. และบ่มต่อ (reincubate) เพื�อตรวจหา

เชื � อสายพันธุ์ ที� เจริญช้า เช่ น Fusobacter ium spp.,

Actinomyces spp. หรอืเพื�อการตอ่เชื �อ โดยไมจ่าํเป็นตอ้งนาํ

จานอาหารเลี �ยงเชื �อออกจากตู้บ่ม 3) เพาะเลี �ยงเชื �อได้

คราวละมาก ๆ เหมาะกบัหอ้งปฏิบตัิการที�สิ�งสง่ตรวจมากกวา่

5 ตัวอย่ างต่อวัน (4) ส่ วนข้อเสี ยคื อ 1) ค่ าใช้จ่ ายสูง

ไมเ่หมาะกบัหอ้งปฏิบตัิการขนาดเลก็ที�มีสิ�งสง่ตรวจนอ้ย; และ

�) บุคลากรต้องมีความชาํนาญทั�งการใช้งานและการบาํรุง

รกัษาเครื�องมือ
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Anaerobic jar technique ใช้โหลรูปทรงกระบอก

หรอืกลอ่งสี�เหลี�ยมที�มฝีาปิดรว่มกบัแก๊สซอง (gas pouch) (13)

ที� มี สารประกอบหลักคื อไวตามิ นซี  (ascorbic acid)

ที�ทาํหนา้ที�ดดูซบัออกซิเจนในโหล และปลดปลอ่ยคารบ์อนได

ออกไซดร์อ้ยละ 16  แทนที�อากาศในโหลโดยสมบรูณภ์ายใน

2 ชั�วโมง  เทคนิคนี �เหมาะกับหอ้งปฏิบัติการที�มีสิ�งส่งตรวจ

3 - 5 ตวัอย่างต่อวนั (4) โดยทาํการเพาะเชื �อจากสิ�งส่งตรวจ

วนัละครั�งในคราวเดียวกนั เพื�อลดการสิ �นเปลือง และบ่มเชื �อ

อย่างน้อย 48  ชั� วโมง ก่อนตรวจสอบการเจริญของเชื �อ

การตรวจสอบเชื �อและการทดสอบต่าง ๆ จาํเป็นตอ้งปฏิบัติ

ดว้ยความรวดเร็วเพื�อลดการสมัผสัออกซิเจน หากตอ้งบ่มต่อ

จาํเป็นตอ้งเปลี�ยนแก๊สซองใหม่ เปลี�ยนดชันีบง่ชี �ใหม่ ขอ้ดีคือ

1) ประหยัดค่าใช้จ่าย ใช้พื �นที� น้อยและทาํการเพาะเชื �อ

จากสิ�งสง่ตรวจวนัละครั�งในคราวเดียวกนั และ 2) การใชง้าน

สะดวกเมื�อใชร้่วมกับแก๊สซอง และการบาํรุงรกัษาไม่ยุ่งยาก

ข้อเสียคื อ 1) ต้องอาศัยตู้ บ่มอุณหภูมิ  35 - 37 องศา

เซลเซี ยสร่วมด้วย 2) การตรวจสอบเชื � อต้องรวดเร็ ว

เพื�อลดการสัมผัสออกซิเจน และ 3) ต้องบ่มเชื �ออย่างน้อย

48 ชั� วโมง หากสงสัยว่ามีเชื �อสายพันธุ์ที� เจริญเร็วและเชื �อ

สายพนัธุท์ี�เจรญิชา้อยูใ่น anaerobic jar เดียวกนั ตอ้งวางแผน

การปฏิบัติงานเพื�อลดการสมัผัสออกซิเจนของเชื �อสายพันธุ์

ที�เจริญชา้

Anaerobic bag technique ใชถุ้งพลาสติกเนื �อใส

ป้องกันการซึมผ่านของแก๊ส (13) โดยการหนีบปากถุงใหแ้น่น

ดว้ยคลปิหนีบรูปแทง่  หรอืใชถ้งุที�มีซิปรูด (W-zipper pouch-

bag) ใช้งานร่วมกับ gas pouch และดัชนีบ่งชี �สภาวะ

ไร้ออกซิ เจน เหมาะกับห้องปฏิบัติการขนาดเล็กที� มีสิ� งส่ง

ตรวจนอ้ยแค่ 1 - 2 ตัวอย่างต่อวัน (4)  หรือเป็นสิ�งส่งตรวจ

ที� ส่งนอกเวลาราชการ หรือสิ� งส่งตรวจที� เก็บได้น้อยมาก

ซึ�งจาํเป็นต้องเพาะบนอาหารเลี �ยงเชื �อทันทีหลังจากการทาํ

หตัถการ เชน่ สิ�งสง่ตรวจทางจกัษุกรรม (14)  ขอ้ดคีอื 1) สงัเกต

การเจริญของเชื �อโดยมองผ่านถุงใส หากเชื �อไม่เจริญหรือ

เจริญไม่ดีพอ สามารถบ่มเชื �อต่อโดยไม่จาํเป็นตอ้งเปิดถุง 2)

เพาะเชื �อจากสิ� งส่งตรวจได้ทันที  1 ตัวอย่างต่อ 1 ถุง 3)

ประโยชน์การใช้งาน เป็นได้ทั�งถุงบ่มไรอ้อกซิเจนและถุงไร้

ออกซิ เจนขนส่งตัวอย่าง และ 4) สามารถใช้ซ ํ�า หากไม่มี

รอยรั�ว ขอ้เสยีคือ 1) ตอ้งอาศยัตูบ้่มอณุหภมูิ 35 - 37 องศา

เซลเซียสร่วมด้วย และ 2) การทดสอบต่อหลังจากเปิดถุง

ตอ้งทาํอย่างรวดเร็วเพื�อลดการสมัผสัออกซิเจน

การวิเคราะห์เชื �อ

ปัจจบุนัเทคนคิ matrix-assisted laser desorption

ionization-time of flight  mass spectrometry (MALDI-TOF MS)

เป็นที� นิยมอย่างแพร่หลายเหมาะกับงานประจาํทางห้อง

ปฏิบตักิาร (15 - 17) เชื �อเพยีง 1 - 2 โคโลนี เพยีงพอตอ่การทดสอบ

มีความแม่นยาํสูง ประหยดัเวลา และค่าใช้จ่าย รายงานผล

ได้รวดเร็วเมื� อเปรียบเทียบกับการทดสอบทางชีวเคมี (18,19)

โดยการเขี� ยเชื �อบนแผ่นทดสอบและตกผลึกด้วยเมทริกซ์

จากนั�นนาํเข้าเครื�องวิเคราะห์อัตโนมัติ เมื�อผลึกถูกกระตุ้น

ดว้ยแสงเลเชอร ์โปรตนีของเชื �อจะแตกตวัเป็นไอออนในวฎัภาค

แก๊สเคลื� อนที� ไปตามท่อสูญญากาศที� มีสนามไฟฟ้าไปตก

กระทบกบัตวัตรวจวดั ไอออนจะถกูคดัแยกตามความเร็วของ

การเคลื�อนที�โดยไอออนที�มวลเลก็จะเคลื�อนที�ไดเ้รว็กวา่ไอออน

ที�มีมวลใหญ่ระยะเวลาที�ไอออนไปตกกระทบกับตัวตรวจวัด

เรียกว่า Time-of-Flight เครื�องจะคาํนวณนํ�าหนักโมเลกุล

ของเปปไทดเ์ป็นมวลตอ่ประจุ (m/z) ผลการตรวจวดัจะแสดง

ออกมาในรูปแมสสเปกตรมั เป็น Peptide mass fingerprint

(PMF) โดย PMF จะถกูนาํมาวิเคราะหจ์าํแนกเชื �อโดยเปรียบ

เทียบกับฐานขอ้มูลสเปกตรมัของเชื �อที�มี กรณีที�ไม่มีชื�อเชื �อ

ในฐานขอ้มูลของ MALDI-TOF MS รุ่นที�ใชง้าน หอ้งปฏิบตัิ

การควรรายงานผลการย้อมสีแกรมในเบื �องต้นและแนะนาํ

ใหท้ดสอบดว้ยการหาลาํดบัเบสของยีน16S rRNA ถา้จาํเป็น

ตวัอยา่งเช่น Prevotella amnii เพาะแยกไดจ้ากนํ�าในช่องทอ้ง

ของผูป่้วยทางสตูนิรเีวช แตไ่มม่ใีนฐานขอ้มลูของ MALDI-TOF

MS จาํเป็นต้องส่งตรวจด้วยการหาลาํดับเบสของยีน 16S

rRNA เพื� อการค้นหาสาเหตุของโรค (20) อย่างไรก็ตาม

การตรวจดูลกัษณะจาํเพาะของเชื �อบนอาหารเลี �ยงเชื �อ และ

การย้อมสีแกรมจัดเป็นการวิ เคราะห์ในเบื �องต้นที� สาํคัญ

มีการแบ่งแอนแอโรบิคแบคทีเรียเป็นกลุ่ม (2) ดังแสดงใน

(ตาราง 1) Bacteroides fragilis group, Parabacteroides

spp. ติดสีแกรมลบรูปแท่ง ทนต่อนํ�าดีจึงเจริญได้บน BBE

และมีโคโลนีสีดาํจากการย่อยสลายเอสคูลิน Bacteroides

ureolyticus group ติ ดสีแกรมลบรู ปแท่ ง โคโลนี เล็ ก

บุ๋ มตรงกลางและไม่ เจริญบน BBE  Porphyromonas-

Prevotella group ติดสีแกรมลบรูปแท่ง โคโลนีอายุยงันอ้ย

เรืองแสงสีส้มถึงแดงภายใต้ฟลูออเรสเซนต์ และเมื� ออายุ

มากขึ �นเปลี� ยนเป็นสีนํ�า ตาลถึ งดาํ บน BR และ PEA

Fusobacterium ติดสแีกรมลบ รูปรา่งเรยีวบาง โคโลนีบน BR

เหมือนเกรด็ขนมปัง Clostridium perfringens ติดสแีกรมบวก

รู ปแท่ ง โคโลนี ใหญ่  ย่อยสลายเม็ ดเลื อดเป็น � ชั� น

Actinomyces israelii ติดสีแกรมบวกรูปแท่ง ไม่สรา้งสปอร์

รูปรา่งคลา้ยกิ�งไมแ้ตกแขนง โคโลนีเหมือนฟันกราม เป็นตน้
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BR PEA BBE Pigm. Fluo. Gram reaction  Colony morphology       Presumptive identification

G G G   -   - Pale,  2 - 3 mm.       Bacteroides fragilis

negative-  circular, convex,          group

bacilli  gray to gray-       Parabacteroides spp.

 white (shiny)

G G or NG   -   - Thin,  Small, smooth       Bacteroides ureolyticus

NG negative-  and convex,         group. (B. ureolyticus,

bacilli with  pitting,       Campylobacter spp., C.

rounded  spreading       gracilis and Sutterella)

ends

G G NG black   -* Negative-  Circular, convex,        Porphyromonas-

bacilli or  brown to black        Prevotella group

coccobacilli

G G NG   -**   + Negative-  Circular, convex,        Porphyromonas-

bacilli or  Brick red        Prevotella group

coccobacilli  fluorescence

G G/ NG   -   +/- Negative-  < 0.5 - 2 mm.        Fusobacterium spp.

NG bacilli,  breadcrumb,

slender  speckled,

shape  smooth,

 greening agar

G G NG   -   - Positive-  Double zone of        C. perfringens

bacilli, box-  hemolysis

car shape

G G/ NG   -   - Positive-  molar tooth        Actinomyces israelii

NG bacilli,

branching

Table 1. Identification and preliminary report of anaerobic bacteria. (2, 4)

G, growth; NG, no growth; BBE, Bacteroides bile esculin agar; BR, Brucella blood agar; PEA, phenylethyl alcohol blood

agar; Pigm, pigment; Fluor, fluorescence; *Mature pigmented colonies do not florescence; **Very young colonies

(48 hours) may not be black; black pigment often takes 4 - 5 days incubation.
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การทดสอบความไวรับต่อยาปฏิชีวนะ

ตามมาตรฐาน Clinical laboratory standards

institute (CLSI)(21) การทดสอบความไวรับต่อยาปฏิชีวนะ

ของแอนแอโรบิคแบคทีเรียใช้วิธี agar dilution หรือ broth

microdilution เพื�อหาความเขม้ขน้ตํ�าที�สุดที�สามารถยับยั�ง

การเจรญิของเชื �อ (minimum inhibitory concentration, MIC)

ข้อดีของ � วิ ธีนี �คือราคาถูก สามารถทดสอบตัวอย่างได้

คราวละจาํนวนมาก แต่ ไม่ เหมาะกับการนาํมาใช้ในงาน

ประจาํทางห้องปฏิบัติ การ เนื� องจากวิ ธี  agar dilution

มีขั�นตอนการทดสอบที�ยุ่งยากทั�งการเตรียมสารต้านจุลชีพ

การเตรยีมอาหารเลี �ยงเชื �อ และยงัตอ้งใชอ้ปุกรณแ์ละแรงงาน

จาํนวนมาก (22) ขณะที�แอนแอโรบบางสายพนัธุ์เจริญไดไ้ม่ดี

ในอาหารเหลวจึงไม่เหมาะกับวิธี broth microdilution (23)

ทาํใหว้ิธีนี �ทดสอบไดเ้ฉพาะ Bacteroides fragilis group และ

Parabacteroides (21, 24) วิธี Epsilometer (E-test) เป็นวิธีการ

ทดสอบความไวตอ่ยาวิธีใหมท่ี�ถกูพฒันาขึ �นและมีการทดสอบ

ความใช้ ได้ (validation)(25, 26) ในการตรวจหาค่ า MIC

โดยการเคลอืบยาปฏิชีวนะที�มีความเขม้ขน้จากนอ้ยไปหามาก

ตามลาํดบับนแผน่ทดสอบ  ซึ�งจะแตกตา่งกนัไปขึ �นอยูก่บัชนิด

ของยา (26) หลกัการและวิธีทดสอบคลา้ยกับ disk diffusion

โดยการปรับความขุ่ นของเชื � อตามที� ผู้ ผลิ ตแนะนาํ แล้ว

เพาะเชื �อลงบนผิวอาหารเลี �ยงเชื �อชนิดแข็งและวางแผน่ E-test

ของยาแตล่ะชนิดลงไป บม่ในสภาวะไรอ้อกซเิจน 24 - 48 ชั�วโมง

แปลผลการทดสอบตาม CLSI ขอ้ดีของวิธีนี �คือขั�นตอนการ

ทดสอบง่าย ใชแ้รงงานและอปุกรณน์อ้ย สามารถทดสอบได้

คราวละมาก ๆ เหมาะกับงานประจาํแต่อย่างไรก็ตามก่อนที�

จะนาํมาใช้ในห้องปฏิบัติการต้องมีการประเมินวิ ธี E-test

เทียบกบัวิธี agar dilutionเพื�อเป็นการทวนสอบ (verification)

ใหแ้นใ่จวา่วิธี E-test สามารถนาํมาใชท้ดแทนวิธีมาตรฐานได้

ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ได้ทาํ

เล็กนอ้ยในยา cefoxitin รอ้ยละ  80.0 และยา imipenem

รอ้ยละ 73.0 เนื�องจากแนวโนม้ของคา่ MIC ที�ไดจ้ากวิธี E-test

จะตํ�ากวา่วิธี agar dilution ในกลุม่ยา 2 ชนิดนี � (ไมไ่ดต้ีพิมพ)์

ยาปฏิชีวนะที�ใชท้ดสอบความไวรบัของเชื �อแอนแอโรบในงาน

ประจาํทางห้องปฏิบัติ การ ประกอบด้วย ampicillin,

penicillin, amoxicillin-clavulanate, ampicillin-sulbactam,

piperacillin/tazobactam, clindamycin, ertapenem,

imipenem, meropenem และ metronidazole(24)

สรุป

การเพาะแยกแอนแอโรบิ คแบคที เรี ยทางห้อง

ปฏิบัติ การจุลชี ววิ ทยาคลินิ กจะประสบความสาํ เร็ จได้

สิ� งสาํคัญประการแรกคือ สิ� งส่งตรวจ หากเก็บสิ� งส่งตรวจ

ไม่ถูกวิ ธี  นาํส่งใน  transport medium ที� ไม่ เหมาะสม

และไม่ทันเวลา โอกาสพบแอนแอโรบิคแบคทีเรียก็น้อยลง

ประการที�สองคือ การสื�อสารที�ดีระหว่างผูป้ฏิบตัิงานทางหอ้ง

ปฏิบัติการกับผู้ปฏิบัติงานทางคลินิก ไม่ว่าจะเป็นแพทย์

พยาบาล หรือบุคลากรผู้นาํส่งสิ�งส่งตรวจจะนาํมาซึ�งความ

สาํ เร็ จในการเพาะเลี � ยงแอนแอโรบิ คแบคที เรี ยในห้อง

ปฎิบัติการเช่นกัน และประการสาํคัญที�สุดคือความพร้อม

ของห้องปฏิบัติการทั�งบุคลากรที� มีความชาํนาญ เทคนิค

การเพาะเลี �ยงที� ได้มาตรฐาน และเทคนิควิ เคราะห์เชื � อ

ที� ทันสมัย MALDI-TOF MS เป็นเทคนิคที� นิ ยมอย่ าง

แพร่หลายในงานประจาํ ทางห้องปฏิ บัติ การในอนาคต

เทคนิค Next-generation sequencing (NGS) ซึ�งเป็นเทคนิค

ที� ใช้ในงานวิจัยระดับสูง อาจเป็นอีกเทคนิคหนึ� งที� นาํมา

ใช้ควบคู่  หรือทดแทน MALDI-TOF MS ในงานประจาํ

ทางห้องปฏิบัติการ เนื� องจากสามารถทดสอบจากสิ� งส่ง

ตรวจของผู้ป่วยได้โดยตรง รวมทั�งระบุชนิดของแบคทีเรีย

ยีนดื �อยา และตาํแหน่งกลายพนัธุ์ของยีนดื �อยานั�นได ้ช่วยให้

การวิเคราะห์เชื �อแอนแอโรบิคแบคทีเรียได้ถูกต้อง แม่นยาํ

และรวดเร็ วขึ � นสามารถช่ วยแพทย์ในการวิ เคราะห์ โรค

และดาํ เนินการรักษาได้ทันท่วงที  ในช่วง 50 ปีของการ

พัฒนางานทางห้องปฏิ บัติ การแอนแอโรบิ คแบคที เรี ย

ฝ่ายจุลชีววิทยา ไดร้บัการสนบัสนนุเป็นอยา่งดีทั�งดา้นเทคนิค

การเพาะเลี �ยงเชื �อ และเทคนิคที�ทันสมัยในการวิเคราะหเ์ชื �อ

แอนแอโรบิคแบคทีเรีย จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และ

คณะแพทยศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั

การทวนสอบโดยใช้แอนแอโรบิ คแบคที เรี ยจาํ นวน 30

ตวัอยา่งประกอบดว้ย แกรมลบรูปแทง่ 15 ตวัอยา่ง แกรมบวก

รูปแทง่สรา้งสปอร ์5 ตวัอยา่ง แกรมบวกรูปแทง่ไมส่รา้งสปอร์

3 ตัวอย่ าง และแอนแอโรบรู ปกลม 7 ตัวอย่ าง ต่อยา

clindamycin, cefoxitin, imipenem, metronidazole และ

penicillin พบว่าทั�ง 2 วิธีให้ผลสอดคลอ้งกันร้อยละ 89.3

โดยระดับค่าร้อยละของความไวรับที� สอดคล้องระหว่าง 2

วธีิใหค้า่สงูในยา clindamycin     รอ้ยละ 100.0 metronidazole

รอ้ยละ 97.0 และ penicillin รอ้ยละ  97.0 ใหค้า่คอ่นขา้งตํ�า



Vol. 7  No. 1 95Laboratory diagnosis of anaerobic infections
in King Chulalongkorn Memorial HospitalJanuary - June 2025

เอกสารอ้างอิง

1. Nagy E, Boyanova L, Justesen US. How to isolate,

identify and determine antimicrobial susceptibility

of anaerobic bacteria in routine laboratories. Clin

Microbiol Infect 2018;24:1139-48.

2. Jousimies-Somer HR, Summanen P, Citron DM,

Baron EJ, Wexler HM, Finegold SM. Wadsworth-KTL

anaerobic bacteriology manual. Belmont, CA: Start

Now Pr; 2002.

3. Cohen-Poradosu R, Kasper DL. Anaerobic infections:

general concept. . In: Bennett JE, Dolin R, Blaser MJ

editors. Mandell, Douglas, and Bennett’s principles

and practice of infectious diseases. Philadelphia,

PA : Elsevier/Saunders; 2015. p.2736-43.

4. Schuetz AN, Brown K, Harriott M, Morris TE, Carroll

KC, Paulick AL, et al. Anaerobic bacteriology In:

Leber AL, Burnham CAB, editors. Clinical

microbiology procedures handbook. 4th ed.

Washington, DC: ASM Press; 2022. p. 4.1-4.17.

5. Peterson LR. Effect of media on transport and

recovery of anaerobic bacteria. Clin Infect Dis

1997;25 Suppl 2:S134-6.

6. McElvania E, Singh K. Specimen collection,

transport, and processing: Bacteriology. In: Carroll

KC, Pfaller MA editors. Manual of clinical

microbiology.12th ed. Washington, DC: ASM Press;

2019. p.302-30.

7. Baron EJ. Specimen collection, transport, and

processing: bacteriology. In: Jorgensen JH, Pfaller

MA, Carroll  KC, editors. Manual of clinical

microbiology.11th ed. Washington, DC: ASM Press;

2015. p. 270-315.

8. Leck A. Taking a corneal scrape and making a

diagnosis. Community Eye Health 2015;28:8-9.

9. Ranjini CY, Waddepally VV. Microbial profile of

corneal ulcers in a tertiary care hospital in South India.

J Ophthalmic Vis Res 2016;11:363-7.

10. Mangels JI, Douglas BP. Comparison of four

commercial brucella agar media for growth of

anaerobic organisms. J Clin Microbiol 1989;27:

2268-71.

11. Murray PR. Growth of clinical isolates of anaerobic

bacteria on agar media: effects of media

composition, storage conditions, and reduction

under anaerobic conditions. J Clin Microbiol

1978;8:708-14.

12. Anderson KL, Fung DYC. Anaerobic methods,

techniques and principles for food bacteriology:

a review. J Food Prot 1983;46:811-22.

13. Rosenblatt JE, Stewart PR. Anaerobic bag culture

method. J Clin Microbiol1975;1:527-30.

14. Hirunwiwatkul P, Wachirasereechai K, Khantipong

M, Chongthaleong A. Identifications of hordeolum

pathogens and its susceptibility to antimicrobial

agents in topical and oral medications. Asian Biomed

2012;6:297-302.

15. Rodríguez-Sánchez B, Alcalá L, Marín M, Ruiz A,

Alonso E, Bouza E. Evaluation of MALDI-TOF MS

(Matrix-Assisted Laser Desorption-Ionization

Time-of-Flight Mass Spectrometry) for routine

identification of anaerobic bacteria. Anaerobe

2016;42:101-7.

16. Alcalá L, Marín M, Ruiz A, Quiroga L, Zamora-Cintas

M, Fernández-Chico MA, et al. Identifying anaerobic

bacteria using MALDI-TOF mass spectrometry: a

four-year experience. Front Cell Infect Microbiol

2021;11:521014.

17. Nagy E. Matrix-assisted laser desorption/ionization

time-of-flight mass spectrometry: a new possibility

for the identification and typing of anaerobic

bacteria. Future Microbiol 2014;9:217-33.

18. Kierzkowska M, Majewska A, Kuthan RT, Sawicka-

Grzelak A, Mtynarczyk G. A comparison of Api 20A vs

MALDI-TOF MS for routine identification of clinically

significant anaerobic bacterial strains to the species

level. J Microbiological Methods 2013;92:209-12.

19. Li Y, Gu B, Liu G, Xia W, Fan K, Mei Y, et al. MALDI-

TOF MS versus VITEK 2 ANC card for identification

of anaerobic bacteria. J Thorac Dis 2014;6:517-23.

20. Lawson PA, Moore E, Falsen E. Prevotella amnii sp.

nov., isolated from human amniotic fluid. Int J Syst

Evol Microbiol 2008;58(Pt 1):89-92.



96                J Med BiosciM. Khantipong

21. Clinical and Laboratory Standards Institute. Methods

for antimicrobial susceptibility testing of anaerobic

bacteria. 9th ed. CLSI standard M11. Wayne, PA:

Clinical and Laboratory Standards Institute; 2018.

22. Schuetz AN. Antimicrobial resistance and

susceptibility testing of anaerobic bacteria. Clin Infect

Dis 2014;59:698-705.

23. Wilkins TD, Thiel T. Modified broth-disk method for

testing the antibiotic susceptibility of anaerobic

bacteria. Antimicrob Agents Chemother 1973;3:

350-6.

24. Clinical and Laboratory Standards Institute.

Performance standards for antimicrobial

susceptibility testing. 33rd ed. CLSI supplement

M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards

Institute; 2023.

25. Rosenblatt JE, Gustafson DR. Evaluation of the Etest

for susceptibility testing of anaerobic bacteria. Diagn

Microbiol Infect Dis 1995;22:279-84. .

26. Citron DM, Ostovari MI, Karlsson A, Goldstein EJ.

Evaluation of the E test for susceptibility testing of

anaerobic bacteria. J Clin Microbiol 1991;29:

2197-203.


