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นิพนธ์ต้นฉบับ

การจ�าแนกเชื้อ Neisseria spp. โดยเทคนิค Matrix-assisted laser  
desorption/ionization–time of flight (MALDI-TOF)  

mass spectrometry

บทคัดย่อ

บทน�ำ:	 การศึกษาวจิยัเกีย่วกบัเช้ือก่อโรคหนองในชนดิ	Neisseria gonorrhoeae	ซึง่เป็นโรคตดิต่อทางเพศสัมพันธ์ในคน 

	 ได้รับความสนใจเพ่ิมข้ึน	เนื่องจากมีอุบัติการณ์การติดเช้ือโรคเพ่ิมมากข้ึน	ดังนั้นจึงมีความจ�าเป็นที่ควรจะม ี

	 เทคนิคการตรวจวินิจฉัยเช้ือที่ง่าย	รวดเร็วและถูกต้อง	ปัจจุบันมีการพัฒนาเทคโนโลยี	Matrix-assisted	laser	 

	 desorption/ionization–time	of	flight	mass	spectrometry	(MALDI-TOF	MS)	เพ่ือระบุและแยกแยะเช้ือ	 

 N. gonorrhoeae	สายพันธุ์ก่อโรคออกจาก	Neisseria	spp.	สายพันธุ์อื่นๆ

วิธีกำรศึกษำ:		 น�า	Neisseria	จ�านวน	๗	สายพันธุ์	และเช้ือ	Moraxella catarrhalis	มาเล้ียงในวุ้นช็อกโกแลต	จากนั้นน�าไป 

	 วิเคราะห์ด้วย	MALDI-TOF	MS	

ผลกำรศึกษำ:		 พบว่า	Neisseria	spp.	จ�านวน	๗	สายพันธุ	์มกีารแสดงออกของแถบเปปไทด์ทีจ่�าเพาะ	และแตกต่างจากลายพิมพ์ 

	 แถบเปปไทด์ของเชื้อ	M. catarrhalis 

วิจารณ์ และ	 ข้อดีของเทคนิค	MALDI-TOF	MS	ได้แก่	มีความจ�าเพาะและความไวสูงควบคู่กับการตรวจท�าได้อย่างรวดเร็ว	 

สรุปผลกำรศึกษำ:	ท�าให้มีการน�าวิธีการนี้มาใช้ในการระบุสายพันธุ์	Neisseria	spp.	ทดแทนวิธีมาตรฐานที่ยังคงใช้ในปัจจุบัน

ค�าส�าคัญ: Neisseria,	MALDI-Biotyper,	MALDI-TOF,	Mass	spectrometry	
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บทน�ำ
 เช้ือ Neisseria	เป็นเช้ือแบคทีเรียจัดอยู่ในตระกูล	

Neisseriaceae	เป็นเช้ือทีพ่บได้ตามธรรมชาต	ิบางสปีชีส์เป็นเช้ือ

ประจ�าถิน่ในร่างกายมนษุย์	(normal	flora)	ส่วนทีเ่ป็นเช้ือก่อโรค 

ในมนุษย์	มี	๒	สายพันธุ์ที่ส�าคัญคือ	Neisseria meningitidis  

ก่อโรคเย่ือหุ้มสมองอักเสบหรือที่เรียกกันว่าไข้กาฬหลังแอ่น	

และ	Neisseria gonorrhoeae	ก่อโรคหนองใน	ส�าหรับเช้ือ	

Moraxella catarrhalis	เดิมจัดอยู่ในตระกูล	Neisseriaceae	

เนื่องจากมีรูปร่างลักษณะและคุณสมบัติที่ใกล้เคียงกัน	

 เชื้อ Neisseria	และเชื้อ	Moraxella catarrhalis	เป็น

เช้ือที่มีรูปร่างกลม	มักอยู่กันเป็นคู่	ติดสีแกรมลบ	(Gram	

negative	diplococci)	เจริญได้ดีที่อุณหภูมิประมาณ	๓๕	-	๓๗	

องศาเซลเซยีส	ในบรรยากาศทีม่ก๊ีาซคาร์บอนไดออกไซด์	5%	 

ที	่pH	ประมาณ	๖.๕	-	๗.๕	บนอาหารเลีย้งเช้ือ	Chocolate	agar	

หรอือาหารเลีย้งเช้ือทีม่คุีณสมบตัคิล้ายกันเพราะเช้ือ	Neisseria  

ต้องการอาหารที่มีส่วนประกอบของ	inorganic	iron	และ 

สารเสริมการเจริญเติบโต	ซึ่งประกอบด้วยน�้าตาลกลูโคส	

วิตามินและ	cofactor๑,	๒

 เช้ือ Neisseria gonorrhoeae	เป็นสาเหตุของโรค

หนองในที่พบได้บ่อยที่สุดในกลุ่มโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์	

และมีอุบัติการณ์การติดเช้ือเพ่ิมสูงข้ึนทุกปี	จากข้อมูลของ	

Centers	for	Disease	Control	and	Prevention	(CDC)	ประเทศ

สหรัฐอเมริกา	ปี	ค.ศ.	๒๐๑๒	พบอัตราป่วยโรคหนองใน	

๑๐๗.๕	ต่อแสนประชากร๓	จากปี	ค.ศ.	๒๐๐๙	ซึ่งอัตราป่วย

อยู่ที่	๙๙.๘	ต่อแสนประชากร๔	และกลุ่มอายุที่พบการติดเชื้อ 

สูงสุดได้แก่	๒๐	-	๒๔	ปี	(ร้อยละ	๓๔)	รองลงมาได้แก	่ 

๑๕	-	๑๙	ปี	(ร้อยละ	๒๔)	และ	๒๕	-	๒๙	ปี	(ร้อยละ	๑๗)๓	

ส�าหรบัประเทศไทย	จากข้อมลูรายงานของส�านกัระบาดวทิยา	

กรมควบคุมโรค	กระทรวงสาธารณสุข	พบว่าโรคหนองใน	 

มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น	โดยเพิ่มขึ้นจากปี	พ.ศ.	๒๕๕๐	ที่มีอัตรา

ป่วย	๘.๙๗	ต่อแสนประชากร	เป็น	๑๑.๔๙	ต่อแสนประชากร๕	

ในปี	พ.ศ.	๒๕๕๖	โดยพบสัดส่วนเพศชายต่อเพศหญิงเท่ากับ	

๑:๐.๔๒	ส่วนกลุ ่มอายุที่พบมากที่สุดเรียงตามล�าดับคือ	 

๑๕	-	๒๔	ปี	(ร้อยละ	๕๔.๗๒)	๒๕	-	๓๔	ปี	(ร้อยละ	๑๙.๘๗)	 

๓๕	-	๔๔	ปี	(ร้อยละ	๑๐.๔๓)๖

	 ในผูช้ายจะปรากฏอาการของโรคหนองในได้ง่ายกว่า

ผู้หญิง	โดยมักเกิดการติดเช้ือครั้งแรกที่ท่อปัสสาวะ	เม่ือเป็น

มากข้ึนจะมหีนองข้นสีเหลอืงจ�านวนมาก	ภายในหนองมเีช้ืออยู่

เป็นจ�านวนมาก	และเช้ือจะลกุลามเข้าต่อมลกูหมาก	(prostate	

gland)	ท่ออสุจิ	(seminal	vesicle)	และท่ออัณฑะ	(epididymis)	

ท�าให้เกิดอาการอักเสบ	เมือ่ทิง้ไว้เรือ้รงัหนองจะค่อยๆ	หายไป	 

แต่จะเกิดพังผืดหรือแผลเป็น	(fibrosis)	และท�าให้ท่อปัสสาวะ

ตีบตันและเป็นหมันได้	ส่วนในผู้หญิงที่เป็นโรคนี้จะไม่ปรากฏ

อาการได้ถึงร้อยละ	๗๐	-	๘๐	โดยการติดเช้ือจะลุกลามจาก

ท่อปัสสาวะ	และช่องปากมดลูกและลุกลามต่อไปยังท่อน�าไข่	 

(oviduct)	ท�าให้เกิดการอักเสบของอุ ้งเชิงกราน	(pelvic	 

inflammatory	disease,	PID)	ซึ่งจะปวดท้องน้อยด้านที่ติดเช้ือ	

อาจมีเย่ือหุ้มช่องท้องส่วนล่างอักเสบและมีน�้าเหลืองออกทาง

ช่องคลอด	โรคอาจลกุลามไปทีก่ระเพาะปัสสาวะและทวารหนกั	 

และการติดเช้ือเรื้อรังจะท�าให้เกิดพังผืดซึ่งเป็นสาเหตุใหญ่

ท�าให้เป็นหมันหรือมีบุตรยาก	หรือเพราะท่อน�าไข่อุดตัน

ท�าให้เกิดการต้ังครรภ์นอกมดลูก	(ectopic	pregnancy)	ได้	 

ถ้ารักษาไม่หายจะเป็นเรื้อรังและเป็นพาหะน�าโรคได้	เพราะ

ในผู้หญิงมักไม่ปรากฏอาการ	ดังนั้นการวินิจฉัยในผู้หญิงจึง

จ�าเป็นต้องอาศัยการตรวจทางห้องปฏิบัติการเป็นหลัก๗,	๘	

ซึ่งมักเป็นการตรวจทาง	microscopic	examination	โดยการ 

ย้อมสีแกรม	(Gram	stain)	และการเพาะเล้ียงเช้ือ	(culture)	

เพ่ือให้ได้เช้ือที่บริสุทธิ์	จากนั้นท�าการทดสอบเพ่ิมเติมด้วย 

ชุดทดสอบชีวเคมเีพ่ือทดสอบ	oxidase	test	ทดสอบ	superoxol	

(30%	hydrogen	peroxide)	และทดสอบ	carbohydrate	utiliza-

tion	test๙,	๑๐

	 Matrix-assisted	laser	desorption/ionization-Time-of-

flight	mass	spectrometer	(หรอื	MALDI-TOF	MS)	เป็นเครือ่งมอื 

วัดมวลของสารที่มีความไวสูงถึงระดับอัตโตโมล	ท�างานได้

รวดเร็ว	มีความแม่นย�าสูง	เครื่องมือประกอบด้วย	๒	ส่วน

คือ	MALDI	และ	TOF	โดย	MALDI	เป็นเทคนิคท�าให้สารเกิด 

ไอออไนเซชัน	หรือแตกตัวเป็นไอออนก่อนที่จะเข้าสู่เครื่องวัด

มวลโมเลกุล	(Time-of-flight	mass	spectrometer:	TOF	MS)	

โดยผสมสารตวัอย่างกบัสารแมทรกิซ์	(matrix)	เช่น	Alpha-cya-

no-4-hydroxycinnamic	acid	(CHCA)	ส�าหรบัวเิคราะห์เปปไทด์,	 

Sinapinic	acid	(SA)	ส�าหรับวิเคราะห์โปรตีน	เป็นต้น	 

สารดังกล่าวจะละลายในตัวท�าละลายที่มีส่วนประกอบของกรด

หรอืด่างเมือ่ผสมกบัตวัอย่างจงึท�าให้สารตวัอย่างมปีระจ	ุจากนัน้

สารผสมจะถูกน�าไปหยดลงบนแผ่นโลหะ	(MALDI	plate)	ส่วน

ที่เป็นตัวท�าละลายจะถูกระเหยออกไป	จะคงเหลือไว้เฉพาะ

ผลึก	(crystallized	matrix)	และเมื่อแมทริกซ์ถูกกระตุ้นด้วย

เลเซอร์	(UV	lasers)	เช่น	nitrogen	lasers	ที่ความยาวคลื่น	

๓๓๗	นาโมเมตร	แมทริกซ์จะท�าหน้าที่เป็นตัวกลางในการ

ถ่ายทอดพลังงานจากแสงเลเซอร์ส่งไปยังโปรตนีหรอืเปปไทด์	

ที่มีประจุและแตกตัวเป็นไอออน	ท�าให้โปรตีนหรือเปปไทด์
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สามารถเคลือ่นทีไ่ด้และวเิคราะห์มวลสารด้วย	mass	analyzer	

ชนิด	time	of	flight	(TOF)	ซึ่งโปรตีนหรือเปปไทด์ที่มีมวลสาร

น้อยจะสามารถเคล่ือนที่ได้เร็วกว่าโปรตีนหรือเปปไทด์ที่มี

มวลสารมาก	จึงเดินทางไปยังตัวรับ	(detector)	ได้เร็วกว่า	

ท�าให้สามารถค�านวณระยะเวลาที่ตัวอย่างเคลื่อนที่และบอก

ขนาดของมวลสารได้๑๑ เทคนคินีม้ข้ัีนตอนทีส่ะดวกและรวดเรว็

กว่าเมื่อเทียบกับเทคนิค	LC-MS	แต่ถูกจ�ากัดด้วยปริมาณของ

ตวัอย่างในการศึกษา	นอกจากนียั้งสามารถวเิคราะห์ตวัอย่าง

ทีอ่ยู่ในสภาวะของแข็งได้ไม่ว่าจะเป็นโคโลนขีองเช้ือหรอืช้ินเนือ้	

จงึสามารถประยุกต์ใช้ในงานวจิยัทางการแพทย์ได้หลากหลาย	

ทัง้ตรวจจ�าแนกเช้ือแบคทเีรยีและเช้ือราแยกจากผูป่้วย๑๒,	๑๓,	๑๔  

หรือแม้กระทั่งเช้ือแบคทีเรียดื้อยาเช่น	multidrug-resistant	

Klebsiella	pneumoniae๑๕	และ	multidrug-resistant	Neisseria 

gonorrhoeae๑๖

	 จากการศึกษาของ	Seng	และคณะ	(ปี	ค.ศ.	๒๐๐๙)	

ที่ใช ้เทคนิค	MALDI-TOF	MS	มาตรวจจ�าแนกชนิดของ

แบคทเีรยีจากสิง่ส่งตรวจจ�านวน	๑,๖๖๐	ราย	พบว่า	การตรวจ

วเิคราะห์ด้วยเทคนคินีม้คีวามถูกต้องเท่ากับร้อยละ	๙๕.๔	โดย

สามารถจ�าแนกเช้ือได้ถงึระดบัสปีชีส์เท่ากบัร้อยละ	๘๔.๑	และ

ระบุได้ระดับ	genus	เท่ากับร้อยละ	๑๑.๓	เวลาที่ใช้ในการ

วิเคราะห์ต่อเช้ือเท่ากับ	๖	นาที	และค่าใช้จ่ายเหลือประมาณ

ร้อยละ	๒๒	-	๓๒	ของค่าใช้จ่ายที่ตรวจด้วยวิธีมาตรฐาน๑๓	ใน

ขณะที่	Ilina	และคณะ	(ปี	ค.ศ.	๒๐๐๙)	ได้ใช้	MALDI-TOF	MS	

จ�าแนกเชื้อ	Neisseria	ทั้งสิ้น	๕๙	สายพันธุ์	แบ่งเป็นสายพันธุ์

ก่อโรค	๒	สปีชีส์	ได้แก่ Neisseria meningitidis	๒๙	สายพันธุ์	

และ	Neisseria gonorrhoeae	๑๓	สายพันธุ์	กับเชื้อ	Neisseria 

ที่ไม่ก่อโรคจ�านวน	๑๕	สายพันธุ์	ผลการวิจัยพบว่า	ลายพิมพ์

แถบเปปไทด์ของเช้ือ	Neisseria	จาก	MALDI-TOF	MS	มคีวาม

แตกต่างกันระหว่างสปีชีส์	แต่ไม่มีความแตกต่างกันระหว่าง 

ซบัสปีชีส์หรอืซโีรไทป์๑๗	งานวจิยันีมุ้ง่เน้นใช้เทคนคิ	MALDI-TOF	 

MS	จ�าแนกเช้ือ	Neisseria	spp.	เปรยีบเทยีบกบัการจ�าแนกเช้ือ

ด้วยวิธีมาตรฐาน	ด้วยการย้อมสีแกรมและการเพาะเล้ียงเช้ือ

ตามด้วยการทดสอบทางชีวเคมี

วิธีกำรศึกษำ
กลุ่มตัวอย่าง

 เช้ือ Neisseria	spp.	จ�านวน	๗	สายพันธุแ์ละ	Moraxella  

catarrhalis	๑	สายพันธุ์

 เช้ือ Neisseria gonorrhoeae ATCC49226	และ	Neis-

seria meningitidis	จากส�านักโรคเอดส์	วัณโรคและโรคติดต่อ

ทางเพศสัมพันธ์	

 เช้ือ Neisseria	spp.	๕	สายพันธุ์	ได้จากองค์การ

อนามัยโลก	ประเทศออสเตรเลีย	(WHO)	ได้แก่	Neisseria 

flavescens, Neisseria lactamica, Neisseria polysaccharea 

(Morley), Neisseria subflava (Warby), Neisseria sicca	และ	

Moraxella catarrhalis	NCTC11020

การวินิจฉัยการติดเชื้อ Neisseria ทางห้องปฏิบัติการ

๑. การย้อมสีแกรม (Gram stain)

	 การตรวจสอบรปูร่างลกัษณะการตดิสแีกรม	และการ

เรยีงตวัของเช้ือ	โดยการป้ายโคโลนบีนสไลด์จากนัน้ท�าให้แห้ง

โดยการอังสไลด์เหนือเปลวไฟ	น�าไปย้อมด้วยสีแกรม	ปล่อย

ให้แห้งหรอืซบัให้แห้ง	ส่องดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์ก�าลงัขยาย	

1,000x	(oil	field)	

๒. การเพาะเลี้ยงเชื้อ

	 ท�าการเพาะเล้ียงเช้ือทั้ง	๘	สายพันธุ์	บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง	Chocolate	agar	ที่เติมสารช่วยในการเจริญ

เติบโต	(Bangrak	enrichment	solution)	ที่อุณหภูมิประมาณ	 

๓๕	องศาเซลเซียส	ที่มีความชื้นและมีก๊าซ	CO
2
	5%	เป็นเวลา	

๑๘	-	๒๔	ชั่วโมง

๓. การทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ

	 หลังจากเพาะเลี้ยงเช้ือจนได้เช้ือที่บริสุทธิ์	ท�าการ

ทดสอบด้วยชุดทดสอบชีวเคม	ีเพ่ือยืนยันและพิสูจน์คุณสมบตัิ

ของเชื้อตามวิธีดังนี้	ทดสอบ	oxidase	test	เพื่อหาการท�างาน

ของเอนไซม์	Cytochrome	C	oxidase	ท�าได้โดยป้ายเช้ือไป

ขีดบนกระดาษกรองที่หยดไว้ด้วยน�า้ยา	1%	oxidase	เช้ือจะ

เปลีย่นสีจากสชีมพู-แดง	เป็นสม่ีวงเข้ม	ภายในเวลา	๑๐	วนิาที

จากนัน้ตรวจสอบความสามารถของเอนไซม์	catalase	ของเช้ือ

โดยป้ายเช้ือลงบนสไลด์ทีส่ะอาดแล้วหยดน�า้ยา	30%	H
2
O

2	
ลง

ไปสังเกตปฏกิิรยิาจะพบว่าเกดิฟองอากาศจากนัน้ทดสอบการ

ใช้น�า้ตาลของเช้ือ	โดยวธิ	ีcarbohydrate	utilization	test	โดยใช้

น�้าตาล	๓	ชนิด	ได้แก่	กลูโคส	มอลโตส	และซูโครส	ถ้าเชื้อ 

สามารถใช้น�้าตาลชนิดใดได้จะท�าให้เกิดกรด	และเปล่ียนสี	

phenol	red	ซึ่งเป็น	indicator	จากสีแดงเป็นสีเหลือง

การจ�าแนกเชื้อ Neisseria spp. ด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS

	 น�าเช้ือมาตรฐาน	จ�านวน	๘	สายพันธุ์	มาท�าการ

ทดสอบหาลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของเช้ือด้วยเทคนคิ	MALDI-

TOF	MS	ด้วยเครื่อง	UltraFlex	MALDI-TOF/TOF	MS	(Bruker	

Dalton,	Germany)	โดยน�าเช้ือมาละลายใน	70%	ethanol	จาก

นัน้ป่ันตกตะกอน	แล้วดดูส่วนตะกอนประมาณ	๒๐	ไมโครลติร	

ผสมกบัสารแมทรกิซ์	(๑๐	มลิลกิรมัของ	Sinapinic	acid	ละลาย

ใน	50%	acetonitrile	ที่มี	2.5%	trifluoroacetic	acid	ปริมาตร	 

๑	มิลลิลิตร)	แล้วน�าไปหยดบน	MALDI	plate	ทิ้งไว้ให้แห้ง	
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ก่อนน�าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง	UltraFlex	MALDI-TOF	MS	

จากนั้นท�าการวิเคราะห์ผลโดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์	เช่น	

โปรแกรม	Flex	analysis	โปรแกรม	ClinPro	tool	(Bruker	 

Dalton,	Germany)	เพ่ือจ�าแนกเช้ือ	Neisseria	spp.	สายพันธุ์

ต่างๆ	เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล

ผลกำรศึกษำ
	 การจ�าแนกเชื้อ	Neisseria	spp.	ทางห้องปฏิบัติการ

ด้วยวิธีมาตรฐาน

การย้อมสีแกรม (Gram stain)

	 การตรวจสอบรปูร่างลกัษณะการตดิสแีกรม	และการ

เรยีงตวัของเช้ือทัง้	๘	สายพันธุ	์มลีกัษณะเหมอืนกันคือเป็นเช้ือ

ทีม่ลัีกษณะตดิสแีกรมลบ	(ตวัเช้ือตดิสแีดง)	รปูร่างกลม	อยู่กัน

เป็นคู่ๆ	(Gram	negative	diplococci)	ซึ่งจะเป็นลักษณะเฉพาะ

ของเชื้อในกลุ่มของ	Neisseria	spp.	(ตารางที่	๑)

การทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ

	 วิธีการทดสอบ	oxidase	test	เป็นการตรวจสอบหา

การท�างานของเอนไซม์	cytochrome	C	oxidase	วิธีนี้เป็นการ

แยกเช้ือ	Neisseria	spp.	ออกจากเช้ือแบคทีเรียอื่นเบื้องต้น	

เนื่องจากเช้ือ	Neisseria	spp.	จะให้ผลบวก	oxidase	test	 

ทุกเชื้อ	(ตารางที่	๑)

	 วธิกีารทดสอบ	superoxol	test	(30%	H
2
O

2
)	เป็นการ

ตรวจสอบความสามารถของเอนไซม์	catalase	ซึ่งเช้ือสร้าง

ข้ึนมาเพ่ือย่อยสลาย	H
2
O

2
	ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์	โดย

เช้ือ Neisseria	แต่ละสายพันธุ์ให้ความแรงและขนาดของ 

ฟองอากาศแตกต่างกันไป	จากผลการทดสอบพบว ่า	 

N. gonorrhoeae	ให้ระดบัความแรงมากทีสุ่ด	(4+)	ฟองมคีวาม

ละเอียดและมีความคงตัวอยู่ได้นาน	ส่วนเชื้อ	Neisseria	spp.	

อืน่ๆ	ให้ผลไม่แตกต่างกนัอย่างชัดเจน	โดยเช้ือ	N. flavescens, 

N. subflava	(Warby)	และ	N. sicca	ให้ความแรงของปฏิกิริยา

อยู่ที่	2+	ส�าหรับ	N. lactamica, N. polysaccharea	(Morley)	

และ	M. catarrhalis	ให้ความแรงอยู่ระหว่าง	1+	ถึง	3+	ส่วน	 

N. meningitides	ให้ความแรงอยู่ระหว่าง	1+	ถึง	4+

	 วธิกีารทดสอบ	carbohydrate	utilization	test	เป็นการ

ตรวจสอบการย่อยน�้าตาล	กลูโคสมอลโตส	ซูโครส	ของ

เช้ือ Neisseria	spp.	ผลการทดสอบพบว่า N. gonorrhoeae  

จะให้ผลบวกกับน�้าตาลกลูโคสเพียงอย่างเดียว	ส่วนเช้ือ

อีก	๔	สายพันธุ์ที่สามารถย่อยน�้าตาลกลูโคสและมอลโตส	

ได้แก่	N. meningitidis, N. lactamica, N. polysaccharea	และ	 

N. subflava	ส่วนเช้ือที่ย่อยน�้าตาล	๓	ชนิดทั้งน�้าตาลกลูโคส	

มอลโตส	ซูโครส	มีเพียงสายพันธุ์เดียว	ได้แก่	N. sicca	ส่วน

เช้ือ N. flavescens	และ	M. catarrhalis	นัน้ให้ผลลบกับน�า้ตาล

ทั้งสามชนิด	(ตารางที่	๑)

G	=	glucose,	M	=	maltose,	S	=	sucrose

ตารางที่ ๑			ผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ	Neisseria spp.	จ�านวน	๗	ชนิดและ	Moraxella catarrhalis	NCTC11020
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การจ�าแนกเชื้อ Neisseria spp. ด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS

	 การจ�าแนกเชื้อมาตรฐาน	จ�านวน	๘	สายพันธุ์	โดย

การหาลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของเช้ือด้วยเทคนคิ	MALDI-TOF	

MS	นั้น	พบว่าลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของเช้ือแต่ละจีนัสมี

ความแตกต่างกนัโดยเช้ือ	Neisseria	spp.	จ�านวน	๗	สายพันธุ ์

มีการแสดงออกของแถบเปปไทด์ขนาด	๔,๔๗๐,	๕,๐๕๐	และ	 

๘,๒๐๐	ดาลตัน	(Da)	ในขณะที่	M. catarrhalis	ไม่พบการ

แสดงออกของแถบเปปไทด์ดังกล่าว	ส่วนเช้ือ	M. catarrhalis 

พบว่ามีแถบเปปไทด์จ�าเพาะขนาดประมาณ	๕,๓๔๐,	๗,๕๐๐,	

๙,๔๓๐	และ	๑๒,๖๕๐	ดาลตัน	ที่ไม่พบใน	Neisseria	spp.	

ท�าให้สามารถแยกเช้ือ	M. catarrhalis ออกจาก Neisseria	spp.	

อื่นๆ	ได้อย่างชัดเจน	(รูปที่	๑)	

รูปที่ ๑	 แสดงลายพิมพ์แถบเปปไทด์	(PMF)	ของ	Moraxella catarrhalis	NCTC11020,	Neisseria flavescens, Neisseria  

 gonorrhoeae	ATCC49226, Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis, Neisseria polysaccharea	(Morley),	Neisseria  

 sicca	และ	Neisseria subflava	(Warby)	เมื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่อง	MALDI-TOF	MS	และโปรแกรม	ClinPro	tool	 

	 โดยแกน	y	แสดงปริมาณของประจุ	(หน่วยเป็น	AU)	แกน	x	แสดงค่ามวลต่อประจุ	(ดาลตัน)	โดยทั่วไปแล้วไอออน 

	 มักมีประจุ	+1	(Z	=	1)	ดั้งนั้นค่า	m/Z	จึงมีค่าเท่ากับมวลของเปปไทด์ไอออนโดยตรง

	 ส�าหรับในกลุ่มของ Neisseria	นั้น	พบว่าลายพิมพ์

แถบเปปไทด์มีความใกล้เคียงกันมาก	มีโปรตีนหลายขนาดที่

เช้ือกลุ่มนีม้เีหมอืนกัน	เช่น	โปรตนีขนาดประมาณ	๘,๖๘๐	และ	

๘,๘๗๐	ดาลตนั	ซึง่พบในเช้ือ	Neisseria	ทกุสายพันธุ	์นอกจาก

นียั้งสามารถแยก	N. sicca ออกจากเช้ือ Neisseria	อืน่ในสปีชีส์ 

เดียวกันด้วย	เนื่องจาก	N. sicca	มีการแสดงออกของแถบ

เปปไทด์ขนาด	๑๑,๐๐๑	ดาลตัน	ซึ่งจะไม่พบการแสดงออก

ของแถบเปปไทด์นี้ในเชื้อ	Neisseria	spp.	อื่นๆ	ได้	โปรแกรม	

ClinPro	tool	สามารถแสดงผลลายพิมพ์แถบเปปไทด์	(PMF)	

ของกลุ่มเชื้อ	Neisseria	ให้อยู่ในรูปของ	pseudo-gel	(รูปที่	๒)	

เพ่ือแสดงให้เห็นความแตกต่างของลายพิมพ์แถบเปปไทด์ให้

ชัดเจนขึ้น	
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รูปที่ ๒	 Pseudo-gel	ของลายพิมพ์แถบเปปไทด์	(PMF)	จาก	Moraxella catarrhalis	NCTC11020,	Neisseria flavescens, Neisseria  

 gonorrhoeae ATCC49226,	Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis, Neisseria polysaccharea (Morley),	Neisseria  

 sicca	และ	Neisseria subflava	(Warby)	เมื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่อง	MALDI-TOF	MS	และโปรแกรม	ClinPro	tool	

	 จากรูปที่	๒	ลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของแต่ละเช้ือ

สามารถแยกความแตกต่างได้ชัดเจนมากข้ึนเมื่อปรับการ

แสดงผลเป็น	pseudo-gel	พบว่า	M. catarrhalis	เป็นเช้ือที่มี

การแสดงออกของแถบเปปไทด์ที่มีความแตกต่างแยกออก

จากเช้ือ Neisseria	spp.	อื่นๆ	ได้ชัดเจนมากข้ึน	เช่น	ไม่พบ

แถบเปปไทด์จ�าเพาะขนาดประมาณ	๔,๔๐๐	และ	๕,๐๐๐	

ดาลตัน	ที่สามารถพบได้ในเช้ือ	Neisseria	spp.	จ�านวน	 

๗	สายพันธุ์	ส�าหรับลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของเชื้อ	Neisseria 

spp.	ทัง้	๗	สายพันธุ	์ได้แก่	N. gonorrhoeae, N. meningitidis,  

N. flavescens, N. polysaccharea	(Morley),	N. subflava 

(Warby)	และ	N. sicca	รวมถึง	N. lactamica	นั้นมีความ 

แตกต่างกันทางสถิติเมื่อวิเคราะห์การจัดกลุ ่มด้วย	PCA	 

(Principal	component	analysis)	(รูปที่	๓)
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
 การวนิจิฉยัทางห้องปฏบิตักิารเพ่ือตรวจหาการตดิเช้ือ 

โรคหนองใน	ท�าได้โดยการตรวจทาง	microscopic	examina-

tion	โดยการย้อมสีแกรม	จะพบเช้ือติดสีแกรมลบลักษณะ

กลม	อยู่กันเป็นคู่ในเซลล์เม็ดเลือดแต่วิธีนี้มีความไวต�่าเพียง

ร้อยละ	๓๙	-	๖๒	เมือ่เทยีบกบัการเพาะเลีย้งเช้ือ	การเพาะเช้ือ 

หนองในจากส่ิงส่งตรวจท�าได้โดยการใช้	Modified	Thayer-

Martin	agar	ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมกับการเจริญ

ของเช้ือก่อโรคหนองในมากเพราะมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ

ยับย้ังเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราที่อาจรบกวนการเจริญของเช้ือ	

N. gonorrhoeae	จากนัน้ท�าการ	subculture	เพ่ือให้เช้ือบรสิทุธิ์

และท�าการทดสอบเพ่ิมเติมด้วยชุดทดสอบทางชีวเคมีโดย

การตรวจสอบด้วย	oxidase	test	และการทดสอบ	superoxol	

(30%	H
2
O

2
)	วธิกีารดงักล่าวเป็นวธิมีาตรฐานทีต้่องใช้เวลานาน

ในการจ�าแนกเชื้อ	N. gonorrhoeae ออกจาก Neisseria	spp.	

สายพันธุ์อื่นๆ

	 จากผลการทดสอบคุณสมบัติเช้ือ	Neisseria	spp.	

(ตารางที่	๑)	จ�าเป็นต้องใช้การทดสอบหลายหลักการร่วมกัน 

จึงจะสามารถแยกเช้ือแต่ละสปีชีส์ออกจากกันได้	ผลการ

ทดสอบคุณสมบัติพบว่าสามารถแยกเช้ือ	N. gonorrhoeae 

ออกจากเช้ือ N. meningitidis	และ	Neisseria	spp.	อ่ืนๆ	

ได้	แต่ไม่สามารถแยกเช้ือ N. meningitidis, N. lactamica,  

N. polysaccharea และ	N. subflava	ออกจากกันได้ชัดเจน

เพราะให้ผล	Carbohydrate	utilization	test	เหมือนกัน	คือ	ให้

ผลบวกกับน�า้ตาลกลูโคสและมอลโตส	ผลลบกับน�า้ตาลซโูครส	

(G+M+S-)	ผลของการตรวจ	superoxol	test	ก็ให้ผลอยู่ระหว่าง	

1+	ถึง	4+	และไม่สามารถแยก N. flavescens ออกจาก M.  

catarrhalis	เนือ่งจากให้ผลเป็นลบต่อน�า้ตาลทกุตวันอกจากวธิี

ดงักล่าวทีจ่ะสามารถแยกเช้ือ	M. catarrhalis ออกจาก Neisseria  

spp.	คือการทดสอบเอนไซม์	DNase	(Deoxyribonuclease)	

โดยเชื้อ	M. catarrhalis	จะให้ผลบวก	แต่	Neisseria	spp.	จะ

ให้ผลเป็นลบ๒

	 การจ�าแนกเช้ือด้วยเทคนิค	MALDI-TOF	MS	

เป็นการจ�าแนกเช้ือจากการทดสอบหาลายพิมพ์แถบเปปไทด์

ของเช้ือแล้ววเิคราะห์เปรยีบเทยีบกับฐานข้อมลูด้วยโปรแกรม	

Flex	analysis	และ	ClinPro	tool	(รปูที	่๑)	จากลักษณะลายพิมพ์

แถบเปปไทด์ในรูปที่	๑	พบว่าลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของเช้ือ	 

M. catarrhalis แตกต่างจากเช้ือ	Neisseria	spp.	อ่ืนชัดเจนสงัเกต

เห็นได้ด้วยตาเปล่า	เช่น	M. catarrhalis	ไม่มีแถบของเปปไทด์

ขนาด	๔,๔๗๓	ดาลตนั	ในขณะทีพ่บในเช้ือ	Neisseria	spp.	อืน่ๆ	

นอกจากนี้ยังสามารถแยก	N. sicca ออกจากเช้ือ Neisseria  

spp.	อื่นได้	เนื่องจาก	N. sicca	มีการแสดงออกของโปรตีน

รูปที่ ๓	 แสดงรูป	Principal component analysis	(PCA)	๓	มิติจากการวิเคราะห์ซ�้าด้วยเครื่อง	MALDI-TOF	MS	และโปรแกรม	 

	 ClinPro	tool	ของ	Moraxella catarrhalis	NCTC11020,	Neisseria flavescens, Neisseria gonorrhoeae	ATCC49226,	 

 Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis, Neisseria polysaccharea	(Morley),	Neisseria sicca	และ	Neisseria subflava  

	 (Warby)	แต่ละจุดแทนผลการวิเคราะห์แต่ละครั้ง
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ขนาด	๑๑,๐๐๑	ดาลตัน	ซึ่งไม่พบในเช้ือ Neisseria	spp.	อ่ืน	

เมื่อแสดงลายพิมพ์แถบเปปไทด์เป็น	pseudo-gel	(รูปที่	๒)	 

พบว่าลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของ	N. lactamica	มคีวามแตกต่าง 

จากเชื้อ Neisseria	spp.	ชัดเจน

	 เมือ่ท�าการวเิคราะห์แบบแผนโปรตนีเชิงสถติโิดยการ

จัดกลุ่มแบบ	Principle	component	analysis	(PCA)	สามารถ

แยกความแตกต่างลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของเช้ือ	Neis-

seria spp.	ได้ชัดเจนมากข้ึน	ลายพิมพ์แถบเปปไทด์ของเช้ือ	 

Neisseria	spp.	จ�านวน	๗	สายพันธุม์กีารแสดงออกทีแ่ตกต่าง

กนั	สามารถจ�าแนกเช้ือทัง้หมดออกจากกันได้	ซึง่สอดคล้องกบั

งานวจิยัของ	Elena	N.	Ilina	และคณะ	(ปี	ค.ศ.	๒๐๐๙)๑๗	ในการ

ทดสอบแยกเช้ือ	N. meningitidis	และ N. gonorrhoeae กับเช้ือ  

Neisseria	ที่ไม่ก่อโรค	(nonpathogenic	Neisseria)	ด้วยวิธ	ี 

Direct	bacterial	profiling	(DBP)	โดยใช้	MALDI-TOF	MS	และ

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ	Golparian	D	และคณะ	(ปี	ค.ศ.	

๒๐๑๓)๑๘	ที่ศึกษาประเมินการแยกชนิดของเช้ือ	Neisseria 

ด้วยวิธี	MALDI-TOF	MS	เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานโดย

ท�าการตรวจเช้ือก่อโรค N. meningitidis	และ N. gonorrhoeae 

จ�านวน	๑๒๙	รายที่เป็นเชื้อแยกจากคนไข้	และ	๖๙	รายเป็น

เช้ือทั่วไป	พบว่า	สามารถจ�าแนกเช้ือ	N. meningitidis	และ	 

N. gonorrhoeae ออกจากกันได้	แต่รายงานผลเชื้อ	N. kochii 

ว่าอาจจะเป็นเชื้อ	N. meningitidis 

	 ข้อมูลจากการศกึษานี้เปน็การยนืยนัการจ�าแนกเชือ้	

Neisseria	spp.	ต่างๆ	ออกจากกันได้ด้วยวิธี	MALDI-TOF	MS	

ซึ่งต้องน�าไปประยุกต์และศึกษาต่อไป	โดยใช้ส่ิงส่งตรวจจาก 

ผู้ป่วยในประเทศไทยจ�านวนมากข้ึน	เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพ

ของเทคนคิ	MALDI-TOF	MS	ในการจ�าแนกเช้ือ	Neisseria	spp.	

ทีก่่อโรค	ในระดบัห้องปฏบิตักิาร	เพ่ือให้ได้ผลการศึกษาทีด่ข้ึีน	

การศึกษานีเ้ป็นการศึกษาเบือ้งต้นในการได้ข้อมลูและสามารถ

น�าวิธีดังกล่าวมาใช้ในการศึกษาวิเคราะห์ตัวอย่างคนไข้ต่อไป	

เพ่ือเป็นประโยชน์ในการตรวจวิเคราะห์โดยตรง	และมุ่งหวัง 

ในการน�าไปใช้ได้จริงในโรงพยาบาลต่อไปได้ในอนาคต
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Abstract

Identification of Neisseria spp. by matrix-assisted laser desorption/ionization–time of flight mass spectrometry
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Introduction:	 There	is	growing	interest	in	Neisseria gonorrhoeae,	a	strict	human	pathogen	that	causes	the	sexually	 

	 transmitted	disease	gonorrhea,	because	the	incidence	rate	of	N. gonorrhoeae	infection	is	recently	high.	 

	 Therefore,	a	simple,	fast	and	accurate	diagnosis	is	essential.	The	matrix-assisted	laser	desorption/ionization– 

	 time	of	flight	mass	spectrometry	(MALDI-TOF	MS)	protein	profile	was	used	to	identify	and	discriminate	 

	 the	pathogenic	N. gonorrhoeae	from	the	other	Neisseria	spp.	

Method:		 Seven	Neisseria	spp.	and	one	control	specie,	Moraxella catarrhalis,	were	grown	on	chocolate	agar	and	 

	 analyzed	by	MALDI-TOF	MS.	

Result:	 Every	Neisseria	spp.	yielded	reproducible	and	unique	protein	mass	spectral	fingerprints	and	was	different	 

	 from	M. catarrhalis.	

Discussion The	high	specificity	and	sensitivity	coupled	with	rapidity	of	the	MALDI-TOF	MS	method	provided	substantial	 

and Conclusion:	 advantages	over	the	time	consuming	conventional	method	currently	used	for	the	identification	of	 

 Neisseria	spp.	 

Key words: Neisseria,	MALDI-Biotyper,	MALDI-TOF,	Mass	spectrometry


