
 
วิธีปฏิบัติงาน : การตรวจเพาะเช้ือหนองใน 
 (GC Culture) และการเตรียมอาหาร 
เล้ียงเช้ือหนองใน 

 

รหัส  WI-AIDS/STI-005 

วันท่ีประกาศใช  18 ธันวาคม 2566 

แกไขคร้ังท่ี 04 

หนาท่ี   1    จาก   21 
กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
ผูจัดทำ :  

ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง 
งานอณูชีววิทยาฯ 

ผูอนุมัต:ิ 
หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ            

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 
 

เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

  
 

 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

ผูจัดทำ 
    

………………………………………….. 
(ทนพญ.สุดารัตน กิ่งผา) 

 
ตำแหนง ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง งานอณูชีววิทยา งานโรคติดตอทาง

เพศสัมพันธ โรคติดตอนำโดยแมลง  

และงานโรคอุบัติใหม อุบัติซ้ำ 

ผูทบทวน 
 

………………………………………….. 
(ทนพญ.โสภติา โสพิลา) 

 

ตำแหนง ผูจัดการวิชาการงานตรวจหาระดับเซลลซีดีส่ีงานโรคติดตอทางเพศสัมพันธ 

ผูอนุมัต ิ

 

………………………………………….. 

(ดร.ทนพญ.วภิาวี แสนวงษา) 
 

ตำแหนง หัวหนากลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 
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เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

 บันทึก การประกาศใช / การแกไข / ทบทวน 

วัน/เดือน/ป ประกาศใช / การแกไข / ทบทวน รายละเอียด ผูจัดทำ/ผูทบทวน 
01/06/2563 ประกาศใชคร้ังแรก - พรนิภา 
07/05/2564 ทบทวนเอกสารคุณภาพ ประจําป 

2564 
ทบทวนและไมมีการแกไข พรนิภา 

18/10/2564 แกไขคร้ังท่ี 01 จากผลการตรวจประเมินรับรอง 
มาตรฐานสากลISO15189:2012, 

15190:2003 
-แกไขหัวขอ WI จาก 15 หัวขอ เปน 17 

หัวขอ 

โสภิตา 

22/06/2565 แกไขคร้ังท่ี 02 แกไขหัวขอเอกสารตามขอกําหนด ISO 
15189 จาก 17 ขอ เปน 20 ขอ 

โสภิตา/ พรนิภา 

19/05/2566 แกไขคร้ังท่ี 03 -ทบทวนวิธีการปฏิบัติและแกไขให
สอดคลองกับการปฏิบัติงานจริง 

-เปล่ียนแปลงช่ือผูจัดทำ จากนางสาวโสภิตา 
โสพิลา เปน นางสาวสุดารัตน ก่ิงผา และผู
ทบทวน จาก นางสาวพรนิภา สายธนู เปน 

นางสาวโสภิตา โสพิลา 

สุดารัตน / โสภิตา 

18/12/2566 แกไขคร้ังท่ี 04 หนา 17) ทบทวนวิธกีารตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการทำใหปราศจากเช้ือ 

สุดารัตน / โสภิตา 
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สารบัญ 
 

เรื่อง หนา 
1. วัตถุประสงคของการทดสอบ        4 
2. หลักการและวิธีการท่ีใชในการทดสอบ       4 
3. ความไวและความจำเพาะของการตรวจวิเคราะห      4 
4. ประเภทหรือชนิดของตัวอยาง        4 
5. การเตรียมผูปวย          5 
6. ภาชนะบรรจุหรือสารท่ีใชเก็บตัวอยาง       5 
7. เคร่ืองมืออุปกรณและน้ำยาท่ีใช        5 
8. ขอควรระวังเพื่อความปลอดภัย        5 
9. ขั้นตอนการสอบเทียบ         5 
10. วิธีปฏิบัติงาน          6 
11. วิธีการควบคุมคุณภาพ         16 
12. ขอจำกัดและส่ิงรบกวนของการตรวจวิเคราะห      18 
13. คาความไมแนนอนของการวัด        18 
14. คาอางอิง                  18 
15. การรายงานผล / การคำนวณผล        18 
16. คำแนะนำกรณีผลไมอยูในชวงการวัด       18 
17. คาวิกฤต          18 
18. การแปลผล          19 
19. แหลงท่ีมาของคาแปรปรวน        21 
20. เอกสารท่ีเก่ียวของ / เอกสารอางอิง        21 
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วิธีปฏิบัติงาน (Work Instruction) 
เรื่อง การตรวจเพาะเช้ือหนองใน (GC Culture) และการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือหนองใน 

 
1. วัตถุประสงคของการทดสอบ 
 อธิบายขั้นตอนการเตรียมอาหารท่ีเกี่ยวของกับการเพาะเช้ือ Neisseria gonorrhoeae  และพิสูจนความไวยาของเช้ือหนอง
ใน รวมท้ังการทดสอบการปนเปอนและคุณภาพของอาหารเล้ียงเช้ือ   
 เพื่อใชเปนแนวทางมาตรฐานของหองปฏิบัติการเทคนิคการแพทย กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 
สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี ในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือไดอยางถูกตองเพื่อผลการตรวจท่ีมีประสิทธิภาพ
นาเช่ือถือ ทำใหการปฏิบัติงานมีคุณภาพและเปนมาตรฐานเดียวกัน 
 
2. หลักการและวิธีการท่ีใชในการทดสอบ  
   หนองในเปนโรคติดตอทางเพศสัมพันธท่ีพบไดบอย อาการมักรุนแรงและชัดเจน จนผูปวยตองมาพบแพทย หากท้ิงไวไม
รักษาอาการดีขึ้นไดเองเล็กนอยแตตัวโรคยังคงเปนอยู และทำใหเกิดภาวะแทรกซอนตามมาได ไดแก ภาวะมีบุตรยากท้ังหญิงและชาย 
ปวดทองนอยเร้ือรัง และการตั้งครรภนอกโพรงมดลูก 
  โรคหนองใน (Gonorrhea)  เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย ท่ีช่ือ Neisseria gonorrhoeae ซึ่งสามารถตรวจพบไดในน้ำอสุจิ
และสารน้ำในชองคลอด จึงถายทอดผานทางการมีเพศสัมพันธเปนหลัก และสามารถถายทอดไดบางโดยการสัมผัสโดยตรง เชน ทารก
ท่ีคลอดผานทางชองคลอดของมารดาท่ีติดเช้ือ ทำใหเกิดการติดเช้ือท่ีเยื่อบุตา 
         นอกจากนี้เช้ือหนองในยังสามารถพบท่ีเซลลของปากมดลูก ทอปสสาวะ ทวารหนักและชองคลอดไดอีกดวย ในสตรี เช้ือ
สามารถแพรจากชองคลอดไปทวารหนักไดเองโดยไมจำเปนตองมีเพศสัมพันธทางทวารหนัก สำหรับการมีเพศสัมพันธโดยการใชมือ
หรือนิ้วชวย ยังไมมีหลักฐานชัดเจนวาทำใหเกิดการถายทอดเช้ือได กิจกรรมตอไปนี้ ไมทำใหเกิดการถายทอดเช้ือหนองใน ไดแก กอด 
จูบ ใชหองน้ำหรือผาเช็ดตัวรวมกัน การใชสระวายน้ำรวมกัน การใชหองน้ำ หรือการใชแกวน้ำ จาน ชามรวมกัน 
 
3. ความไว และความจำเพาะของการตรวจวิเคราะห 
 ขึ้นกับตำแหนงและปริมาณเช้ือหนองใน พบวาการตรวจท่ีบริเวณคอจะมีความแมนยำนอยท่ีสุด อยางไรก็ตาม ไมมีการตรวจ
ใดใหผล 100 % ดังนั้นหากทานยังคงมีอาการอยู ท้ังท่ีผลการตรวจทุกอยางเปนลบ แนะนำใหมาตรวจติดตามเพือ่ประเมินซ้ำอีกคร้ัง 
ในทางกลับกัน หากทานไมมีอาการแตผลตรวจของทานเปนบวก อาจเนื่องจาก คูนอนของทาน ผลเปนบวก แนะนำใหพาคูนอนมา
ตรวจดวย 
 
4. ประเภทหรือชนิดของตัวอยาง 

 4.1 Vagina swab 

 4.2 Endocervix swab 

4.3 Pus from Urethra 

4.4 Pharynx swab (MSM) 

4.5 Rectum swab 

 4.6 Abscess swab 

 4.7 Eye swab (กรณีเด็กติดจากแมขณะคลอด) 
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5. การเตรียมผูปวย 
- 

6. ภาชนะบรรจุหรือสารท่ีใชเก็บตัวอยาง 

- Streak specimens on Bangrak I media 

- Streak specimens on Chocolate agar 

 
7. เคร่ืองมือ อุปกรณและนำ้ยาท่ีจำเปน 

7.1  อาหารเล้ียงเช้ือ และอาหารสำหรับทดสอบพิสูจนเช้ือ 
7.2  Loop 
7.3  ตะเกียงไฟฟาสำหรับเผา loop 
7.4  BSC class II 
7.5  Incubator and candle jar 
7.6  Autoclave and spore test 
7.7  Water bath 
7.8  กลองจุลทรรศน 
7.9  30 %H2O2  
7.10 1% Oxidase 
7.11 สารละลาย กลูโคส มอลโตส ซูโครส 
7.12 หลอดทดลอง  
7.13 Cefinase disk 
7.14  Forcep / Sterile swab 
 

8. ขอควรระวังเพ่ือความปลอดภัย 
1. สวมใส PPE ท่ีเหมาะสม ทุกคร้ังท่ีตองปฏิบัติงานกับส่ิงสงตรวจผูปวย 

2. สวมถุงมือทุกคร้ังเมื่อทําการทดสอบตัวอยางผูปวย ท่ีอาจจะมีโอกาสสัมผัสกับเลือดหรือน้ำเหลืองของผูปวยได (โดย
เฉพาะอยางยิ่งถาหากมือเปนแผลหรือถลอก) และตองลางมือดวยสบูหรือน้ำยาฆาเช้ือกอนใสถุงมือและหลังถอดถุงมือดวยทุกคร้ัง 

3. ทําความสะอาดพื้นท่ีกอนและหลังการปฏิบัติงานกับส่ิงสงตรวจ ดวย 70 % Alcohol และแชอุปกรณ เชน Tip ดวย
น้ำยาฆาเช้ือ Pose-crezol (เตรียมทุกวัน 1 ซอง ตอ น้ำ 1 ลิตร) กอนท้ิงเปนขยะติดเช้ือ 

4.  เคร่ืองมือเคร่ืองใชท่ีจะตองสัมผัสกับเลือดหรือน้ำเหลืองของผูปวย หลังทําการตรวจวิเคราะหตองเช็ดและทําความ
สะอาดดวย 70 % Alcohol 

 

9.  ข้ันตอนการสอบเทียบ 
 - 
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10. วิธีปฏิบัติงาน 
 ขั้นตอนการเพาะเล้ียงและยืนยันเช้ือ Neisseria gonorrhoeae. 
     10.1 Prepare specimens   

1. Streak specimens on Bangrak I media  Streak รูปตัว Z (male)  กรณีสงตรวจเปน female ใหแบงคร่ึง plate  
(U / C)  

 2. Cross streak specimen  
 3. Incubate at 36±1 °C ท่ี CO2 5% เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  
 
 
 
 
 
 
 
      
 
     10.2  Presumtive  test 

1. นำ Colony จาก male urethea ,urethea&endocervix (U/C) หรือ rectum, pharynx plate  ท่ีเปน pure colony  
มาทดสอบ ตอไปนี้ 

 ลักษณะ Colonial Morphology (pinkish-brown, mucoid,opaqge) 
  1.1  Gram stain  (Gram negative diplococci) 
  1.2  Oxidase test   (purple - black) 
  1.3  Superoxol  test (30%H2O2)   (Positive3+,4+) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     10.3 Subculture 
 1. นำ colony isolate จาก Bangrak I  media  มา subculture ลง chocolate agar 2 plate เพื่อใชสำหรับ  

1.1 plate 1 เพื่อทดสอบการหมักน้ำตาลของ N. gonorrhoeae (RMCT) ซึ่งเปนการทดสอบท่ีใชแยกระหวาง 
N.gonorrhoeae กับ N. species  อ่ืนๆ 

1.2 Plate  2  สำหรับเก็บเช้ือลง Skim milk  (1 tube AST testing , 1 tube for preservative) เช้ือท่ีเก็บท่ี     
-70°C อยูได 10 ป  เช้ือท่ีเก็บท่ี -20°C อยูได 3 ป 

Incubate at 36±1 °C, 
CO2 5%, 48 hrs 

1 

2 

3 
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2. นำ chocolate agar 2 plate นำเขาเคร่ือง incubator  ท่ี 36±1°C ท่ี CO2 5% เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง  (ประมาณ 20 
ช่ัวโมงเช้ือ growth สูงสุด , ท่ี 24 ช่ัวโมง เช้ือจะเหนียวและตายได) 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
     
   10.4 Confirmation and Preservation 

ทดสอบการ Ferment น้ำตาล 4 ชนิด (Rapid Micro Carbohydrate Fermentation Test  (RMCT) กรณ ี
ทดสอบ Biochem ควรเลือกทำจาก chocolate agar plate ท่ี colony isolate โดยเขี่ยเช้ือจาก CA plate ประมาณ 1 loop ใสลง
ใน aliquot tube น้ำตาลท้ัง 4 ชนิด ไดแก Glucose, Lactose, Maltose และ Sucrose  (ประมาณ 200µl) Vortex 1 รอบเพื่อให
เช้ือละลายเปนเนื้อเดียวกัน  นำเขาเคร่ือง incubator 4 ช่ัวโมง แลวอานผลการเปล่ียนสี น้ำตาลจากสีชมพูสม เปล่ียนเปน สีเหลือง 
แสดงวาเกิดการ ferment  
 N. gonorrhoeae จะสามารถ ferment เฉพาะน้ำตาล glucose เทานั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ß-lactamase test 
 การทดสอบ ß-lactamase  เปนการทดสอบวาเช้ือมีการดื้อยา penicillin หรือไม  ทดสอบโดยหยด DW ลงท่ี Cefinase 
disk  1 หยด แลวเขี่ยเช้ือประมาณ 1/2 loop ลงบน disk สังเกตวา disk ยา มีการเปล่ียนสี จากเดิมสีขาว เปน สีชมพู-แดง แสดงวา
เช้ือมีการสราง enzyme ß-lactamase   
 
 
 
 
 
 

For Skim milk 
Preservation 

For RMCT 

Colony from 
 Bangrak I media Incubate at 36±1 °C, 

CO2 5%, 18-24 hrs 
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Gram stain 
 เกล่ียเช้ือ  (smear)  บนสไลดใหกระจายเปนฟลมบางๆ ไมใหหนาแนนมากเกินไปและปลอยใหแหงในอากาศ (air dry)  
นำไปยอมสีแกรม สองภายใตกลองจุลทรรศน 

N. gonorrhoeae  พบ gram negative diplococci แบคทีเรียรูปราง
กลมอยูเปนคู คลายเล็ดถั่ว (coffee bean shape) 

 
 
 
 
 
 
 
Oxidase Test 
 การทดสอบ oxidase test ทดสอบโดยการหยดน้ำยา 1% Oxidase ลงในกระดาษกรองใหพอเปยกเล็กนอย เขี่ยเช้ือ
ประมาณ 1/2 loop ขีดลงบนกระดาษ สังเกตการณเปล่ียนสีท่ีกรดาษกรอง 
 
       Positive               เปล่ียนมวงเขม-สีดำ 
       Negative             ไมเปล่ียนสี 
 
 
 
Superoxal  test  
 เขี่ยเช้ือ 1 loop ลงบน slide  หยดน้ำยา 30%H2O2 1 หยด   สังเกตการเกิดปฏิกิริยา การเกิดฟองฟู 
 
       4+             =  เกิดฟองฟูแรง 
        Negative     =  ไมเกิดฟองฟู 
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 10.5 ข้ันตอนการทดสอบ Antimicrobial susceptibility test (AST) 
 1. Subculture 
 นำเช้ือ N. gonorrhoeae ท่ีเก็บท่ี Skim milk (10% glycerol) มา streak ลงบน chocolate agar plate  แลวนำไปบมใน
ตู incubate 36±1°C ท่ี CO2 5% เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 

 

 

  

   

 

 

 

 2.  Prepare suspention and inoculation 
 2.1 นำเช้ือ colony  ท่ีไดจาก CA plate ท่ีเวลา 18-24 ช่ัวโมง ประมาณ 1/2 loop มาใสลงใน Tryptic soy broth (2ml.) 
ใหไดความขุนเขมขนเทียบกับคาความขุนมาตรฐาน 0.5 Mcfarland นำไป streak ลงใน GC agar base ตอง streak ลง plate ภายใน 
15 นาที หลังจากนำเช้ือลง Tryptic soy broth (2ml.) เนื่องจากเช้ืออาจมีการเจริญเติบโตขึ้นทำใหความขุนไมไดตามมาตรฐาน  streak 
เสร็จวาง plate ท้ิงไว 5 นาที แลว วาง disk ยา (ขอควรระวัง  Ceftriaxone (TX) และ Cefixime (IX) ไมควรวางคูกันใน plate 
เนื่องจาก Zone ของท้ังคูกวางมาก ยากตอการอานผล) 

       2.2 นำเขาตูอบที  3-5  % ใน CO2 นาน 18-24 ช่ัวโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

N.gonorrhoeae in 
skim milk with 10% glycerol 

Chocolate agar 

Incubate at 36±1 °C, 
CO2 5%, 18-24 hrs 
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             รูปแบบการวาง Disk ยา แบบ E-test                      รูปแบบการวาง Disk ยา แบบ Disk 
                              IX (Cefixime) 
 
 
 
 
 
 
AZ      TC  
AZithromycin  Tetracycline 
 

 
 

         TX Ceftriaxone 
 

 
  3. การอานผล 
 3.1 ตรวจด ู Colonies  ของเช้ือท่ีทดสอบบนจานอาหารหลังเขาตูอบนาน  18-24  ช่ัวโมง  มีการเจริญเพียงพอหรือไม   
ตรวจสอบความคมชัดและจุดท่ีชัดเจนของเช้ือท่ีถูกยับยั้งในรูปลักษณะวงกลมรีคลายรูปไขหรือรูปใบไม 
 3.2 การอานคา MIC ใหอาน  (end point )  ตรงบริเวณกลมรีตัดกับตัวเลขบน scale  ของแผน  E-test  
 3.3 การอานคา  MIC  ท่ีถูกตองแนนอน  ควรดูบริเวณท่ีเช้ือถูกยับยั้งเปนรูปวงกลมรีติดกับตัวเลขบน scale ท้ังสองขาง  ถา
ตัดตรงกันใหอานคาตรงจุด  scale  ถาไมตรงกันใหอานตัวเลขท่ีอยูสูงกวา 
 3.4 ถาจุดตัดของเช้ือท่ีถูกยับยั้งอยูตรงกึ่งกลางหรืออยูระหวางตัวเลขดานบนและดานลางใหอานคา  MIC  ของตัวเลข
ดานบน 
 3.5 บางคร้ังอาจจะเกิด  colonies  ขนาดเล็กหรือใหญของเช้ือท่ีทดสอบ จำนวน  1-2  colonies  หรือมากกวา  เจริญอยู
บริเวณเหนือ  Ellipse  ใกลจุดตัดใหอานคาตรงจุด  colonies  นั้น          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Spectinomycin 
(SH) 

Penicillin 
(P) 

Ciprofloxacin 
(CIP) 
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การอานผล Disk             การอานผล E test 

 

Interpretive 
Categories 

Zone Inhibition Diameters 
(nearest whole mm) 

Equivalent MIC (µg/ml) 

ATCC49226 S I R ATCC49226 S I R 
Penicillin 10 

units 
26-34 ≥47 27-46 ≤26 0.25-1 ≤0.06 0.12-1 ≥2 

Ceftriaxone* 30 µg 39-51 ≥35 - - 0.004-0.016 ≤0.25 - - 
Cefixime* 5 µg 37-45 ≥31 - - 0.004-0.03 ≤0.25 - - 
Tetracycline 30 µg 30-42 ≥38 31-37 ≤30 0.25-1 ≤0.25 0.5-1 ≥2 (≥16 

TRNG) 
Ciprofloxacin 5 µg 48-58 ≥41 28-40 ≤27 0.001-0.008 ≤0.06 0.12-

0.5 
≥1 

Spectinomyci
n 

100 µg 23-29 18 15-17 14 Aug-32 ≤32 64 ≥128 

Azithromycin**  - - - 0.25-1 ≤1 
(WT) 

 ≥2 (NWT) 

Gentamycin***  - - -  ≤4 8-16 ≥32 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

***Do IQC everytime at least 1 strain; ATCC49266. If IQC within range can read results of test.*** 
   S = Susceptible 
 I = Intermediate 
 R = Resistant 
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ข้ันตอนการตรวจวินิจฉัยเช้ือหนองในศูนยสาธิต 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เจาหนาท่ีคลินกินิรนามนำ BI plate ท่ี steak ส่ิงสงตรวจของผูปวยใสใน candle jar แลวนำมาเก็บใส ใน Incubator ท่ี
หองปฏิบัติการ สวนใบขอตรวจเก็บใสในกลองรับใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสัมพันธ 

เจาหนาท่ีแล็บ ตรวจสอบความถูกตองใหตรงกัน 
 

ถูกตอง  ไมถูกตอง  

ดำเนินการตรวจขั้นตอไป แจงเจาหนาท่ีคลินิกดำเนินการแกไข 

 แกไขได
  

 แกไขไมได
  

 ปฏิเสธการตรวจ  

Incubate 24-48 hrs. 
อานเพลททุกวัน 

 

Growth No growth 
Report : No growth for GC after 48 hrs. 

พบ colony GC พบ colony other bacteria 

ยอม gram stain และ Oxidase test 

Report: No growth for GC 

พบ GNDC และ oxidase + ไมพบ GNDC และ oxidase - หรืออยางใดอยางหนึ่ง 

Fermentation test & Gonococcal antimicrobial susceptibility testing (E-test) 
 

รายงานผลโดยลงผลในแบบฟอรมลงทะเบียน/ลงผลการเพาะเช้ือหนองใน (F-AIDS/STI-029) และ 
บันทึกรับ-สงผลการตรวจทางหองปฏิบัติการกามโรค (F-AIDS/STI-032) 

สงผลให จนท..คลีนิคนิรนาม/ศูนยสาธิตบริการ พรอมเซ็นช่ือรับผลตรวจ 



 
วิธีปฏิบัติงาน : การตรวจเพาะเช้ือหนองใน 
 (GC Culture) และการเตรียมอาหาร 
เล้ียงเช้ือหนองใน 

 

รหัส  WI-AIDS/STI-005 

วันท่ีประกาศใช  18 ธันวาคม 2566 

แกไขคร้ังท่ี 04 

หนาท่ี   13    จาก   21 
กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
ผูจัดทำ :  

ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง 
งานอณูชีววิทยาฯ 

ผูอนุมัต:ิ 
หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ            

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 
 

เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

วิธีดำเนินการเม่ือไดรับเช้ือหนองในมาตรฐาน ATCC 49226 
 

เช้ือมาตรฐานจากบางรัก  
 

1. Sub culture ลง chocolate agar คร้ังท่ี 1 จำนวน 2-3 plates แลวอบเพาะเช้ือ 24-48 hrs. 
 

2. Sub culture ลง chocolate agar คร้ังท่ี 2 จำนวน 10-20 plates แลวอบเพาะเช้ือ 24-48 hrs. 
 

3. เก็บเช้ือท่ีไดจากการ sub culture คร้ังท่ี 2 ใสใน skim milk (1 plate/1 หลอด skim milk) 
 

4. เก็บหลอด skim milk ท่ีมีเช้ือมาตรฐานท่ี -20 0C หรือ -70 0C (เก็บไดนาน 1 ป) 
 

การนำมาเช้ือใชงาน 
 

นำเช้ือมาตรฐานในขอ 4 มา Sub culture ใน chocolate agar คร้ังท่ี 1 (ยังใชงานไมได) แลวอบเพาะเช้ือ 24-48 hrs. 
 

Sub culture ใน chocolate agar คร้ังท่ี 2 แลวอบเพาะเช้ือ 24-48 hrs. 
 

นำมาใชงานได 
 

ข้ันตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือสำหรับเช้ือหนองใน 
  1. ข้ันตอนการเตรียม  Bangrak I Media ปริมาตร 1 ลิตร 
 1.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

1. เคร่ืองช่ังละเอียด 
2. Erlenmeyer flask  ขนาด  1,000 มิลลิลิตร  2 ขวด  
3. เคร่ือง autoclave 
4. water  bath 
5. GC  agar  base   
6. Hemoglobin   
7. Distilled  water 
8. Bangrak I enrichment 5.0 ml. 
9. 25%dextrose 5.0 ml. 
10. ACLT  Inhibitor  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร 

            1.2 วิธีทำ  
1. ช่ัง  GC Medium Base  36  g  ใสใน Erlenmeyer  flask  ขนาด  1,000  มิลลิลิตร เติมน้ำกล่ัน  480  มิลลิลิตร  
2. ช่ัง  Hemoglobin  10  g  ใสใน Erlenmeyer  flask  ขนาด  1,000  มิลลิลิตร  เติมน้ำกล่ัน  500  มิลลิลิตร  ทำ

ใหละลายเปนเนื้อเดียวกันโดยใชการเคร่ืองเขยา  นาน 1-2 ชม.  
3. Autoclave ท่ี 120 °C 15 lb นาน  15 นาที  นำมาลดอุณหภูมิท่ี  50-56 °C  ใน water  bath   นาน 1 ช่ัวโมง 
4. เมื่ออุณหภูมิลดลง ท่ี 56°Cผสม Enrichment และ 25% Dextrose ใหเขากันใน GC Medium Base flask   
5. เติม 1% ACLT inhibitor  ใสใน GC Medium  Base flask  ผสมใหเขากัน 



 
วิธีปฏิบัติงาน : การตรวจเพาะเช้ือหนองใน 
 (GC Culture) และการเตรียมอาหาร 
เล้ียงเช้ือหนองใน 

 

รหัส  WI-AIDS/STI-005 

วันท่ีประกาศใช  18 ธันวาคม 2566 

แกไขคร้ังท่ี 04 

หนาท่ี   14    จาก   21 
กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
ผูจัดทำ :  

ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง 
งานอณูชีววิทยาฯ 

ผูอนุมัต:ิ 
หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ            

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 
 

เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

6. เติม Hemoglobin ลงใน GC Medium Base flask  ผสมใหเขากัน 
7. ใชเคร่ืองบรรจุ ดูดลง  Sterile Petri  dish  ใหไดปริมาตร   20 ml/plate 
8. ตั้งไวจนอาหารแข็งตัวดี  ประมาณ 2  ช่ัวโมง     ติดสติกเกอร วันท่ีเตรียม ช่ืออาหาร และผูเตรียม  เก็บใสตูเย็นท่ี  

2-8ºc  เก็บไดนาน 30 วัน 
 

2.  ข้ันตอนการเตรียม Chocolate Agar  ปริมาตร 1 ลิตร 

 2.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 
1. เคร่ืองช่ังละเอียด 
2. Erlenmeyer flask  ขนาด  1,000 มิลลิลิตร  2 ขวด  
3. เคร่ือง autoclave 
4. water  bath 
5. GC  agar  base   
6. Hemoglobin   
7. Distilled  water 
8. Bangrak I enrichment 5.0 ml. 
9. 25%dextrose 5.0 ml. 

 2.2 วิธีทำ 
1.  ช่ัง GC medium base 36g     ใส  Erlenmeyer flask  ขนาด ,0001 ml เติมน้ำกล่ัน  490  ml 
2. ช่ัง  Hemoglobin  10  g  ใสใน Erlenmeyer  flask  ขนาด  1,000  มิลลิลิตร  เติมน้ำกล่ัน  500  มิลลิลิตร  ทำ

ใหละลายเปนเนื้อเดียวกันโดยใชการเคร่ืองเขยา  นาน 1-2 ชม. 
3. Autoclaveท่ี121°C 1 lb นาน 15 นาที  นำมาลดอุณหภูมิท่ี  50-56°C  ใน  water  bath นาน 1 ช่ัวโมง 
4. เมื่ออุณหภูมิลดตามท่ีตองการ ผสม Enrichment และ 25% Dextrose ใหเขากันใสใน GC Medium Base flask  
5. เติม Hemoglobin ลงใน GC Medium Base flask  ผสมใหเขากัน 
6. ใชเคร่ืองบรรจุ ดูดลง  Sterile Petri  dish  ใหไดปริมาตร   20 ml/plate 
7. ตั้งไวจนอาหารแข็งตัวดี  ประมาณ 2  ช่ัวโมง ติดสติกเกอร วันท่ีเตรียม ช่ืออาหาร และผูเตรียม  เก็บใสตูเย็นท่ี  2-

8ºc  เก็บไดนาน 30 วัน 
 

3.  ข้ันตอนการเตรียม GC   Agar  +1 % growth supplement  ปริมาตร 1 ลิตร 
 3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

1. เคร่ืองช่ังละเอียด 
2. Erlenmeyer flask  ขนาด  1,000 มิลลิลิตร  1 ขวด  
3. เคร่ือง autoclave 
4. water  bath 
5. GC  agar  base   
6. Distilled  water  
7. Bangrak I enrichment 5.0 ml. 
8. 25%dextrose 5.0 ml. 



 
วิธีปฏิบัติงาน : การตรวจเพาะเช้ือหนองใน 
 (GC Culture) และการเตรียมอาหาร 
เล้ียงเช้ือหนองใน 

 

รหัส  WI-AIDS/STI-005 

วันท่ีประกาศใช  18 ธันวาคม 2566 

แกไขคร้ังท่ี 04 

หนาท่ี   15    จาก   21 
กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
ผูจัดทำ :  

ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง 
งานอณูชีววิทยาฯ 

ผูอนุมัต:ิ 
หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ            

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 
 

เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

 3.2 วิธีทำ 
1. ช่ัง 36 g  GC Medium Base  Erlenmeyer flask  ขนาด 1,000 ml 
2. เติมน้ำกล่ัน  990 ml  ทำใหละลายเปนเนื้อเดียวกันโดยใชการเคร่ืองเขยา  นาน 1-2 ชม.  
3. นำ GC Medium Base เขา Autoclave ท่ี 121° C 15 lb นาน 15 นาที   
4. นำ GC Medium Base  flask  มาลดอุณหภูมิท่ี  55°C  ใน  water  bath   นาน 1 hr. 
5. ผสม Enrichment และ 25% Dextrose ใหเขากันใสใน GC Medium Base flask   
6. ใชเคร่ืองบรรจุ ดูดลง  Sterile Petri  dish  ใหไดปริมาตร   20 ml/plate 
7. ตั้งไวจนอาหารแข็งตัวดี  ประมาณ  2 ช่ัวโมง  ติดสติกเกอร วันท่ีเตรียม ช่ืออาหาร และผูเตรียม  เก็บใสตูเย็นท่ี         

2-8ºc  เก็บไดนาน 30 วัน 
 

           4.  การเตรียม skim milk   (10%glycerol+10%skim milk)  สำหรับเก็บเช้ือหนองใน 
4.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

1. Skim milk 5  g 
2. DW  45 ml 
3. Glycerol 5 ml 
4. Screw cap tube ขนาด 2 ml 
5. Auto pipette & filter tip 

4.2 วิธีทำ 
1. ขวด skim milk  5 g  
2. เติมน้ำกล่ัน (DW) 45 ml 
3. เติม glycerol 5 ml คนใหเขากัน 
4. แบงใส screw cap tube  1  ml ปดฝาแบบหลวมๆ จะไดประมาณ 50 vials 
5. นำเขาอบใน  autoclave  (121 ºc 15 lb.)  นาน  15  นาที 
6. ปดฝาหลอดใหแนน เก็บไวท่ีตูเย็น (4-8 0C) ไดนาน 1-2  เดือน 
7.  

5. การเตรียม  Tryptic soy broth  
      5.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

1. ขวด Tryptic soy Broth  
2. DW 100 ml 
3. tube ฝาสีดำ 
4. Auto pipette & filter tip 

              5.2 วิธีทำ 
1. ช่ัง Tryptic soy broth 10 g. เติมน้ำกล่ัน 240 ml.นำ flask เขา Autoclave ท่ี 121° C 15  lb 15  นาที 
2. ใช Auto pipette ดูดลง  tube ฝาดำ ใหไดปริมาตร  2 ml/tube 
3. ติดสติกเกอร วันท่ีเตรียม ช่ืออาหาร และผูเตรียม  เก็บใสตูเย็นท่ี  2-8ºc  เก็บไดนาน 30 วัน 

 
 
 
 



 
วิธีปฏิบัติงาน : การตรวจเพาะเช้ือหนองใน 
 (GC Culture) และการเตรียมอาหาร 
เล้ียงเช้ือหนองใน 

 

รหัส  WI-AIDS/STI-005 

วันท่ีประกาศใช  18 ธันวาคม 2566 

แกไขคร้ังท่ี 04 

หนาท่ี   16    จาก   21 
กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
ผูจัดทำ :  

ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง 
งานอณูชีววิทยาฯ 

ผูอนุมัต:ิ 
หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ            

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 
 

เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

               6. การเตรียม Oxidase test 
6.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

1. น้ำยา 1% Oxidase  0.05 g 
2. DW 5 ml 
3. Syring ขนาด 5 ml 

6.2 วิธีทำ 
1. นำน้ำยา 1% Oxidase  ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง  
2. ใช syring ดูดน้ำกล่ัน (DW)  5  ml  ผสมใหเขากัน 
3. กรองใหน้ำยามีสีใส หรือใชสำลีอุดขวดกอนใช 
4. เก็บไวท่ีตูเย็น อุณหภูมิ 2-8 0C  ไดนาน 2 สัปดาห  ถึง 1 เดือน 

 
               7. การเตรียม 30% superoxol test  (30% H2O2) 

7.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี   
1. Ready to use   
2. เก็บไวท่ีตูเย็น อุณหภูมิ 2-8 0C  ไดนาน   1 ป 

 
ระยะเวลาการเก็บสิ่งสงตรวจหลังตรวจวิเคราะห  
 - plate เพาะเช้ือ ท้ิงขยะในถังติดเช้ือ หลังจากอานผล  48 ชม. 
  - เช้ือหนองใน ใน skimmilk แชท่ี อุณหภูมิ -20 °C เก็บนาน 3 ป 
 
11. วิธีการควบคุมคุณภาพ 
 11.1 การควบคุมคุณภาพภายใน (Internal quality control: IQC) 

การทดสอบการปนเปอนของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
- นำอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว 1-2 จานใสตูอบเพาะเช้ือ 35-37 ºc นาน 24 ช่ัวโมง ใหสังเกตบนหนาอาหารมีการ
เจริญเติบโตของเช้ืออ่ืนๆหรือไมหากมีเช้ืออ่ืนขึ้นบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียม อาหารเล้ียงเช้ือท้ังชุดใชไมได 
-บันทึกการทดสอบคุณภาพอาหารในแบบบันทึกการทดสอบการปนเปอนอาหารเพาะเล้ียงเช้ือหนองใน (F-AIDS/STI-036) 
- กรณีพบการปนเปอน (contamination) ใหท้ิงอาหารท่ีเตรียมของรอบนั้นท้ังหมด โดยท้ิงลงในถังขยะติดเช้ือ และกำจัด
ตามแนวทางใน วิธีปฏิบัติเร่ือง คูมือความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ (WI-LAB-004)  
การทดสอบคุณภาพอาหารเลี้ยงเช้ือหนองใน 

  ทุกคร้ังท่ีเตรียมอาหารเพาะเล้ียงเช้ือหนองใน ตองมีการทดสอบคุณภาพอาหารเล้ียงเช้ือโดยใชเช้ือหนองในมาตรฐาน (ATCC 
49226) หรือท่ีผานการพิสูจนแลววาเปนเช้ือหนองใน มา streak ลง plate อาหารท่ีเตรียมได จำนวน 1 plate จากนัน้นำไปอบ
เพาะเล้ียงท่ีตู incubator  35-37 ºc นาน 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นอานผลการทดสอบ โดยหากพบการเจริญของเช้ือหนองใน และไมมี
การปนเปอนของเช้ืออ่ืน แสดงวาสามารถใชอาหาร lot นั้นได แตหากไมพบการเจริญของเช้ือหนองใน แสดงวาคุณภาพอาหาร lot นั้น
ไมผาน ใหท้ิงอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ lot นั้น แลวเตรียมใหม บันทึกการทดสอบดังกลาวในแบบบันทึกการทดสอบคุณภาพอาหารเล้ียง
เช้ือหนองใน  (F- AIDS/STI-036) 
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 การตรวจสอบประสิทธิภาพการทำใหปราศจากเช้ือประกอบดวย 
1. การตรวจสอบทางเคมี 

 การใชแถบกระดาษกาวท่ีมีสารเคมีเคลือบไว  (Autoclave tape) ติดท่ีหออุปกรณ หรืออุปกรณในขั้นตอนการทำให
ปราศจากเช้ือดวยเคร่ืองนึ่งไอน้ำ และสังเกตปฏิกิริยาท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงบนแถบกระดาษกาวจากไมมีสีเปนสีดำ  
บงช้ีวาอุปกรณไดผานกระบวนการทำใหปราศจากเช้ือแลว ขั้นตอนการตรวจสอบดังแผนภูม ิ

2. การตรวจสอบทางชีวภาพ   
การใชตัวบงช้ีทางชีวภาพ (Biological indicator) หรือ spore test ซึ่งสามารถทำการตรวจสอบดังแผนภูมิ  

แผนภูมิท่ี 1 การตรวจสอบประสิทธิภาพการทำใหปราศจากเช้ือโดยเคร่ือง autoclave 
  ทดสอบโดย autoclave tape 

                     วัสดุ อุปกรณ ท่ีตองการทำใหปราศจากเช้ือ 
 

ติด autoclave tape ทุกคร้ัง 
 

อานผลหลัง autoclave 
1. เปล่ียนจากไมมีสีเปนสีดำ แสดงวาอุปกรณนั้นปราศจากเช้ือ สามารถใชอุปกรณในรอบนั้นได 
2. ไมเปล่ียนสี แสดงวาไมปราศจากเช้ือ ใหตรวจสอบหาสาเหตุและแกไข เชน ระยะเวลาท่ีใชไมเหมาะสม อุณหภูมิไมสูง
พอ การหออุปกรณไมเหมาะสม การบรรจุอุปกรณเขาเคร่ืองไมถูกตอง  และใหทำการ autoclave ใหมโดยสามารถใชเคร่ือง
เดิม หรือเคร่ืองใหมได  

 
          บันทึกแบบบันทึกการใชงานเคร่ือง Autoclave และการทำ Spore test (Bacillus stearothermophilus) F-LAB-024  
 

ทดสอบโดย spore test 
นำ spore test เขาเคร่ือง autoclave จำนวน 1 หลอดพรอมอุปกรณ ทดสอบอาทิตยละ 1 คร้ัง 

โดยวางในช้ันลางของเคร่ืองนึ่งบริเวณท่ีอยูเหนือชองระบายน้ำ 
 

หลังการ autoclave เสร็จส้ินนำหลอด spore test  ออกจากเคร่ือง autoclave ปลอยใหเย็นลงประมาณ 10 นาที 

 
กดหัวหลอด spore test และบีบดานขางหลอด เพื่อให media และแผนกระดาษกรองท่ีมีเช้ือมาตรฐานสัมผัสกัน ท้ังท่ีเขาเคร่ือง 

autoclave(หลอดทดสอบ) และ ไมไดเขาเคร่ือง autoclave (หลอดควบคุม) จำนวน 1 หลอด  
 

นำหลอด spore test ท้ัง 2 หลอด ไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
                                               อานผลหลัง autoclave 

 
1. สีของหลอดทดสอบเปล่ียนจากสีมวงเปนสีเหลือง แสดงวามีเช้ือเจริญ ผลการทำใหปราศจากเช้ือไมมี

ประสิทธิภาพ อุปกรณในชุดนั้นๆ ไมปราศจากเช้ือ จะตองทำการ autoclave ใหม 
2. สีของหลอดทดสอบเปนสีมวงเชนเดิม แสดงวาไมมีเช้ือเจริญ ผลการทำใหปราศจากเช้ือมีประสิทธิภาพ 

สามารถใชอุปกรณในรอบนั้นๆ ได 
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3. หลอดควบคุมตองมีการเปล่ียนจากสีมวงเปนสีเหลืองจึงถือวาการทดสอบนั้น สมบูรณ  
 

บันทึกผลในบันทึกแบบบันทึกการใชงานเคร่ือง Autoclave และการทำ Spore test (Bacillus stearothermophilus)  
F-LAB-024  

 
 11.2 การควบคุมคุณภาพภายนอก (External Quality Assurance; EQA) 
 เขารวม interlaboratory comparison  กับ กลุมงานวิจัยและพัฒนาทางชันสูตร กลุมบางรักโรคติดตอทางเพศสัมพันธ     
ปละ 2 คร้ังๆละ 2 ตัวอยาง 
 
12. ขอจำกัดและสิง่รบกวนของการตรวจวิเคราะห 
  การวินิจฉัยวาเปน โรคหนองใน หรือไมนั้น แพทยจะนำหนอง หรือปสสาวะ มาตรวจ PCR จากนั้นจะนำมายอมหาเช้ือ และ
นำไปเพาะเช้ือ เพื่อตรวจสอบ ท้ังนี้แพทยจะนำการตรวจหาโรคติดตอทางเพศสัมพันธ โรคอ่ืน ๆ รวมดวย 
 ผูชาย : ในผูชายท่ีเปน หนองใน จะมีอาการปสสาวะขัดอยางรุนแรง และมีหนองสีเหลืองขน ไหลออกมาจากทอปสสาวะ มัก
เกิดอาการหลังรับเช้ือไปแลว 2-5 วัน ถาไมรักษาอาจทำใหเกิดภาวะแทรกซอน เชน ลุกลามไปยังตอมลูกหมาก ทำใหตอมลูกหมาก
อักเสบ อัณฑะอักเสบ ฯลฯ ซึ่งทำใหเปนหมันได 
 ผูหญิง :  ในผูหญิงท่ีเปน หนองใน สวนใหญจะไมมีอาการ จนกระท่ัง 10 วันไปแลว จะมีอาการตกขาว มีกล่ินเหม็น ปสสาวะ
แสบขัด เพราะเกิดการอักเสบท่ีทอปสสาวะ และปากมดลูก ถาไมรีบรักษาเช้ือโรคจะลุกลาม ทำใหเกิดภาวะแทรกซอน เชน ตอมบารโธ
ลินอักเสบ เปนฝบวมโต การอักเสบในอุงเชิงกราน ปกมดลูกอักเสบ การอุดตันของทอรังไข ซึ่งทำใหเปนหมันหรือตั้งครรภนอกมดลูกได 
นอกจากนี้ หากหญิงมีครรภเปน โรคหนองใน เวลาคลอดอาจทำใหเด็กทารกติดเช้ือเกิดอาการตาอักเสบได และหากรักษาไมทัน จะทำ
ใหเด็กตาบอดได 
 
13. คาความไมแนนอนของการวัด 
 - 
 
14.  คาอางอิง 
 No Growth  

 
15. การรายงานผล / การคำนวณผล 

No  Growth  =  ไมพบเช้ือ Neisseria gonorrhoeae 
Growth        =  พบเช้ือ Neisseria gonorrhoeae   ทดสอบ Drug susceptibility ตอ  
 

16. คำแนะนำกรณีผลไมอยูในชวงการวัด 
- 

 
17. คาวิกฤติ 

 - 
 
 
 
 



 
วิธีปฏิบัติงาน : การตรวจเพาะเช้ือหนองใน 
 (GC Culture) และการเตรียมอาหาร 
เล้ียงเช้ือหนองใน 

 

รหัส  WI-AIDS/STI-005 

วันท่ีประกาศใช  18 ธันวาคม 2566 

แกไขคร้ังท่ี 04 

หนาท่ี   19    จาก   21 
กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
ผูจัดทำ :  

ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง 
งานอณูชีววิทยาฯ 

ผูอนุมัต:ิ 
หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ            

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 
 

เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

18. การแปลผล 
  ตารางการแปลผลการทดสอบความไวตอยาของเช้ือ N. gonorrhoeae (CLSI guideline 2019 M100) 
 ตารางท่ี 1 ตารางอานคา Zone 
        การอานผล Disk                                           การอานผล E test 

Interpretive Categories 

Zone Inhibition Diameters 
(nearest whole mm) 

Equivalent MIC (µg/ml) 

ATCC 
49226 

S I R 
ATCC 
49226 

S I R 

Penicillin (P / PG) 10 
Units 

26-34 ≥47 27-46 ≤26 0.25-1 ≤0.06 0.12-1 ≥2 

Ceftriaxone* (CRO 
/TX) 

30 µg 
39-51 ≥35 - - 

0.004-
0.016 

≤0.25 - - 

Cefixime* (CFM / 
IX) 

5 µg 
37-45 ≥31 - - 

0.004-
0.03 

≤0.25 - - 

Tetracycline (TE / 
TC) 

30  µg 
30-42 ≥38 31-37 ≤30 0.25-1 ≤0.25 0.5-1 

≥2 
(>=16 
TRNG) 

Ciprofloxacin (CIP 
/ CI) 

5 µg 
48-58 ≥41 28-40 ≤27 

0.001-
0.008 

≤0.06 
0.12-
0.5 

≥1 

Spectinomycin (SH 
/ - ) 

100 µg 
23-29 18 15-17 14 Aug-32 ≤32 64 ≥128 

Azithromycin** 
(AZM /AZ) 

 
 - - - 0.25-1 

≤1 
(WT) 

 ≥2(NWT) 

Gentamycin***   - - -  ≤4 8-16 ≥32 
*** Do IQC everytime at least 1 stain; ATCC49226. If IQC within range can read results of test*** 
หมายเหต ุ
* Ceftriaxone และ Cefixime เปนยาท่ีพบการดื้อยานอยมาก หากทดสอบ disk diffution แลวพบวาไดขนาด zone ของยา 
Ceftriaxone และ Cefixime นอยกวา 35 และ 31 ตามลำดับ หรือคา MIC มากกวา 0.25 ใหตรวจซ้ำ ถาเหมือนเดิมใหรายงานเปน 
nonsusceptible (NS) แลวสงเช้ือมาเก็บไวยังสวนกลาง เพื่อทำการตรวจสอบ/วิจัยตอไป (ท้ังนี้ในประเทศไทยยังไมเคยพบการ
รายงานการเร่ิมดื้อยา) "NS" ของยาดังกลาวมากอน) 
** Azithromycin ใชแปลผลเมื่อขนาดยาท่ีใชรักษาคือ 1 g และรักษารวมกับยาตัวอ่ืน เชน Ceftriaxone 
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 ตารางท่ี 2 ตารางการทดสอบทางชีวเคมี ของเช้ือ Neisseria spp 

Species 

Acid From* 
Nitrate 
Reduct

ion 

Poly-
saccharid
e form 
Sucrose 

DNa
se 

Superoxol 
Pigm
ent 

Colistin 
Resistance G M S F L 

N.gonorrhoeae + - - - - - - - Strong (4+) - R 
 

N.gonorrhoeae 
subspecies kochii 
 

+ - - - - - - - Strong (4+) - R 

N. meningitidis + + - - - - - - Weak (1+)to 
strong (4+) 

- R 

N. lactamica + + - - + - - - Weak (1+)to 
strong (3+) 

+ R 

N. polysaccharea + + - - - - + - Weak (1+)to 
strong (3+) 

- R 

 G M S F L       
N. cinerea - - - - - - - - Weak (2+) - (R) 
N. flavescens - - - - - - + - Weak (2+) + S 
N. mucosa + + + + - + + - Weak (2+) d S 
N. subflava 
biovar  subflava 
 

+ + - - - - - - Weak (2+) + S 

N. subflava 
biovar  flava 

+ + - + - - - - Weak (2+) + S 

N. subflava 
biovar  perflava 

+ + + + - - + - Weak (2+) + (R) 

N. sicca + + + + - - + - Weak (2+) - S 
N. elongata - - - - - - - + - - S 
M. catarrhalis - - - - - + - + Weak (1+) to 

strong (3+ to 
4+) 

- (R) 

K. denitrificans + - - - - + - - - - R 
*Acid form; G=Glucose, M=Maltose, S=Sucrose, F= Frutose และ L=Lactose 
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 (GC Culture) และการเตรียมอาหาร 
เล้ียงเช้ือหนองใน 

 

รหัส  WI-AIDS/STI-005 

วันท่ีประกาศใช  18 ธันวาคม 2566 

แกไขคร้ังท่ี 04 

หนาท่ี   21    จาก   21 
กลุมหองปฏิบัติการทางการแพทยดานควบคุมโรค 

สำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี 
ผูจัดทำ :  

ผูจัดการวิชาการงานโรคติดเช้ือวัณโรคแฝง 
งานอณูชีววิทยาฯ 

ผูอนุมัต:ิ 
หัวหนากลุมหองปฏิบัติการ            

ทางการแพทยดานควบคุมโรค 
 

เอกสารควบคุมสำหรับใชในหนวยงานท่ีระบุภายในสำนักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 10 จังหวัดอุบลราชธานี  หามทำสำเนากอนไดรับอนุญาต 

อาหารท่ีใชในการเพาะเช้ือตองเติมสารสงเสริมการเจริญของเช้ือ เชน chocolate agar สำหรับการเพาะเช้ือจากส่ิงสงตรวจ 
ตองใช selective media เชน Bangrak I media หรือ Modifiled Thayer-Martin medium เช้ือตองการคารบอนไดออกไซด      
5-10% และความช้ืน ในการอบเพาะเช้ืออุณหภูมิท่ี 35-37 องศาเซลเซียส  นาน 24-48 ช่ัวโมง ลักษณะโคโลนีบน chocolate agar 
หรือ Bangrak I media มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.6-1 mm ลักษณะกลม นูน ขอบเรียบ สีเทาและวาวแสง  นำโคโลนีท่ี
เจริญบนอาหาร เพาะเช้ือยอมสีแกรม ติดสี Gram negative diplococci การทดสอบทางชีวเคมี เช้ือใหผลบวกตอ Oxidase, 
Superoxol test และทดสอบการใชน้ำตาล Glucose,Maltose, Sucrose และ Lactose เช้ือหนองในจะยอยน้ำตาล Glucose ชนิด
เดียว สำหรับน้ำตาล  Maltose, Sucrose และ Lactose  เช้ือไมสามารถยอยได 
 
19. แหลงท่ีมาของคาแปรปรวน 
 - อาหารเล้ียงเช้ือไมไดคุณภาพ 
 - ความขุนของเช้ือ ขุนหรือ จางกวาตัวเทียบมาตรฐาน 
 
20. เอกสารท่ีเกี่ยวของ / เอกสารอางอิง 
 20.1 ใบขอสงตรวจทางหองปฏิบัติการโรคติดตอทางเพศสัมพันธ (STIs Lab)     (F-AIDS/STI-034) 
 20.2 แบบฟอรมลงทะเบียน  ลงผล การเพาะเช้ือหนองใน                        (F-AIDS STI-029) 
 20.3 แบบบันทึกผลการควบคุมคุณภาพภายใน IQC งาน STI   (F-AIDS/STI-036)  
  อาหารเล้ียงเช้ือหนองใน   
 20.4 บันทึกรายละเอียดการผลิตอาหารเล้ียงเช้ือหนองใน    (F-AIDS STI-044) 
 20.5 แบบบันทึกรับ-สง ผลตรวจทางหองปฏิบัติการ                                 (F-AIDS/STI-032)       
 20.6 คูมือการชันสูตรโรคติดตอทางเพศสัมพันธ      (SD-AIDS/STI-004) 
    กลุมโรคติดตอทางเพศสัมพันธ กรมควบคุมโรค  
 20.7 วิธีปฏิบัติคูมือความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ    (WI-LAB-004) 
 20.8 แบบบันทึกการใชงานเคร่ือง Autoclave และการทำ     (F-LAB-024) 
 Spore test (Bacillus stearothermophilus) 
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