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คู่ำานิำา

	 ค้�มือกิารตรวจิวินิจิฉััยโรคหนองในทางห้องปฏิิบััติกิารทางกิารแพทย์	 ไดิ์้จิัดิ์	

พิมพ์ข้�นครั�งแรกิในปี	 พ.ศ.	 2562	 โดิ์ยผู้้้ทรงคุณัวุฒิิกิรมควบัคุมโรค	 คณัะผู้้้เชี�ยวชาญ	

คณัะทำางาน	และผู้้้มีส�วนได้ิ์ส�วนเสียจิากิทีมสหวิชาชีพ	ได้ิ์ร�วมจัิดิ์ประชุมเชิงปฏิิบััติกิาร

จิัดิ์ทำาค้�มือกิารตรวจิวินิจิฉััยโรคหนองในทางห้องปฏิิบััติกิารทางกิารแพทย์ทั�งหมดิ์									

2	 ครั�ง	 เพื�อให้บัุคลากิรทางห้องปฏิิบััติกิารทางกิารแพทย์	 และบัุคลากิรสาธารณัสุข	

ทั�งภาครัฐ	 และเอกิชนในประเทศไทย	 ใช้เป็นค้�มือกิารตรวจิวินิจิฉััยโรคหนองในทาง	

ห้องปฏิิบััติกิารทางกิารแพทย	์ในกิารปฏิิบััติงานเพื�อให้ได้ิ์ผู้ลกิารตรวจิวินิจิฉััย	ที�ถ้กิต้อง	

แม�นยำา	ตามมาตรฐาน

	 ณั	โอกิาสนี�	ขอขอบัคุณัที�ปร้กิษา	ผู้้้เชี�ยวชาญ	คณัะทำางาน	และผู้้้มีส�วนได้ิ์ส�วนเสีย	

จิากิทีมสหวิชาชีพทุกิท�าน	ที�มีส�วนร�วมในกิารจัิดิ์ทำาค้�มือกิารตรวจิวินิจิฉััยโรคหนองใน	

ทางห้องปฏิิบััติกิารทางกิารแพทย์จินสำาเร็จิลุล�วงไปด้ิ์วยดีิ์

	 ค้�มือกิารตรวจิวินิจิฉััยโรคหนองในทางห้องปฏิิบััติกิารทางกิารแพทย์ไดิ์้ผู้�าน					

กิารตรวจิประเมินและรับัรองมาตรฐานผู้ลิตภัณัฑ์์เพื�อกิารเฝ้้าระวัง	ป้องกัิน	ควบัคุมโรค	

และภัยสุขภาพ	กิรมควบัคุมโรคแล้ว	ณั	วันที�	19	พฤศจิิกิายน	2562

(นายสุวรรณัชัย	วัฒินายิ�งเจิริญชัย)

อธิบัดีิ์กิรมควบัคุมโรค
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นิิยามืศััพท์และคู่ำาย�อ

คำาย่อ	 	 	 	 	 คำาเต็็ม

CDC	 	 	 	 	 Centers	for	Disease	Control	and	Prevention	(USA)

CLSI     Clinical and Laboratory Standards Institute

DS     Decrease susceptible

I     Intermediate

MIC      Minimal Inhibitory Concentration

NS     Nonsusceptible

PenR     Penicillin resistant Neisseria gonorrhoeae

QRNG     Quinolone resistant Neisseria gonorrhoeae

R     Resistant

S     Susceptible

SDD     Susceptible dose dependent

TetR     Tetracycline resistant Neisseria gonorrhoeae

WHO     World Health Organization

คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

8



คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

9คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

8

สารบััญ
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เช้ี�อ	N.gonorrhoeae 

ภาคผนวก	

	 	 กิารเก็ิบัรักิษาเชื�อ	N.gonorrhoeae 

	 	 วิธีกิารส�งเชื�อเพื�อยืนยันผู้ลกิารทดิ์สอบัที�กิลุ�มบัางรักิ

	 	 	 โรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์

	 	 กิารเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ	

	 	 วิธีกิารเตรียมนำ�ายาต�างๆ	

	 	 กิารเตรียม	McFarland	Standard

	 	 กิารย้อมสีแกิรม	(Gram	stain)

	 	 กิารควบัคุมคุณัภาพของสีแกิรม
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สารบััญตาราง

ตารางที�	1.1		 แสดิ์งข้อม้ลของ	WHO	จิำานวนประเทศในแต�ละภ้มิภาค
ที�พบักิารดืิ์�อยาต้านจุิลชีพหลักิ	ของเชื�อ	N.gonorrhoeae 
ในปี	ค.ศ.	2016	(พ.ศ.	2559)

ตารางที�	1.2		 ร้อยละและจิำานวนกิารดิ์ื �อต�อยาปฏิิชีวนะทางห้อง	
ปฏิิบััติกิารของเชื�อ	N. gonorrhoeae	 ปี	 พ.ศ.	 2555-
2560	(ข้อม้ลจิากิ	กิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์)

ตารางที�	1.3		 ร้อยละและจิำานวนของเชื�อ	N. gonorrhoeae ที�มีผู้ล	
ความไวต�อยาลดิ์ลง	ของ	ceftriaxone,	cefixime	และ	
Azithromycin	ในปี	2555-2560	(ข้อม้ลจิากิห้องปฏิิบััติกิาร	
กิลุ�มโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์และสำานักิงานป้องกิัน		
ควบัคุมโรค)	

ตารางที�	4.1		 กิารเตรียมสารต้านจิุลชีพเพื�อใช้ทดิ์สอบัหาค�าความ		
เข้มข้นส้งสุดิ์ที�	128	µg/ml	โดิ์ยวิธี	broth	dilution

ตารางที�	4.2		 กิารเตรียมสารต้านจิุลชีพเพื�อใช้ทดิ์สอบัหาค�าความ		
เข้มข้นส้งสุดิ์ที�	128	µg/ml	โดิ์ยวิธี	agar	dilution

ตารางที�	5.1		 กิารทดิ์สอบัทางชีวเคมี	ของเชื�อ	Neisseria spp.
ตารางที�	5.2		 ตารางแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจิุลชีพของ

เชื�อ	N. gonorrhoeae
ภาคผนวก	
ตารางที�	1		 	 ค�า	MIC	ที�กิำาหนดิ์ไว้สำาหรับักิารส�งเชื�อเพื�อยืนยันผู้ลกิาร

ทดิ์สอบั
ตารางที�	2		 	 แสดิ์งเชื�อที�ใช้และผู้ลกิารควบัคุมคุณัภาพภายในของ			

อาหารเลี�ยงเชื�อ	
ตารางที�	3		 	 กิารเตรียม	McFarland	standard	และจิำานวนแบัคทีเรีย	

เปรียบัเทียบักิับัความขุ�นของ	McFarland	 standard	
หมายเลขต�างๆ	

ตารางที�	4		 	 แสดิ์งเชื�อที�ใช้และผู้ลกิารควบัคุมของสีย้อมแกิรม
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สารบััญร่ป

ร้ปที�	1.1		 แสดิ์งร้อยละของเชื�อ	N. gonorrhoeae	 ที�พบัว�ามีความไว	

ต�อยาลดิ์ลงหรือดิ์ื �อต�อยากิลุ �ม	 extended-spectrum						

cephalosporin	(ESC)	อันได้ิ์แกิ�	ceftriaxone	และ	cefixime	

ในปี	ค.ศ.	2016

ร้ปที�	1.2		 แสดิ์งร้อยละของเชื�อ N. gonorrhoeae	 ที�พบัว�ามีความไว	

ต�อยาลดิ์ลงหรือดืิ์�อต�อยา	azithromycin	ในปี	ค.ศ.	2016

ร้ปที�	1.3		 แสดิ์งร้อยละของเชื�อ	N. gonorrhoeae	 ที�พบัว�ามีความไว	

ต�อยาลดิ์ลงหรือดืิ์�อต�อยา	ciprofloxacin	ในปี	ค.ศ.	2016

ร้ปที�	2.1		 ลักิษณัะเชื�อ	N. gonorrhoeae

ร้ปที�	3.1		 โครงสร้างสารต้านจิุลชีพกิลุ�ม	 ß-lactams	 และสารยับัยั�ง	

ß-lactamase

ร้ปที�	3.2		 ตัวอย�างโครงสร้างสารต้านจิุลชีพกิลุ�มอื�นๆ	 นอกิเหนือจิากิ	

กิลุ�ม	ß-lactams	

ร้ปที�	3.3		 ตัวอย�างกิารสร้างเอนไซม์ของเชื�อซ้�งมีผู้ลในกิารทำาลายสาร	

ต้านจุิลชีพ	

ร้ปที�	3.4		 ตัวอย�างกิารกิารเปลี�ยนแปลงเป้ามีผู้ลให้เชื�อดืิ์�อสารต้านจุิลชีพ

ร้ปที�	3.5		 ภาพแสดิ์งกิารมปี้�มเพื�อขับัสารต้านจิุลชีพมผีู้ลให้เชื�อดิ์ื�อสาร

ต้านจุิลชีพ	

ร้ปที�	4.1		 กิารทดิ์สอบั	diffusion	method	

ร้ปที�	4.2		 กิารทดิ์สอบั	epsilometer	test	(E	test)

ร้ปที�	5.1		 แสดิ์งลักิษณัะกิาร	streak	เป็นร้ปตัว	Z	หนองหรือสารคัดิ์หลั�ง	

จิากิผู้้้ป่วยแล้วป้ายลงบัน	MTM	หรือ	Bangrak	I	media

ร้ปที�	5.2		 แสดิ์งลักิษณัะกิาร	cross	streak	ให้เชื�อกิระจิายตัวจิากิตัว	Z

ร้ปที�	5.3		 แสดิ์งลักิษณัะโคโลนีเชื�อ	N. gonorrhoeae	ที�ไม�มีและมีเชื�อ

แบัคทีเรียชนิดิ์อื�นปน
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สารบััญร่ป (ต�อ)

ร้ปที�	5.4		 แสดิ์งลักิษณัะเชื�อในกิลุ�ม	Neisseria	spp.

ร้ปที�	5.5		 แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	N. gonorrhoeae 

กัิบันำ�ายา	1%	Oxidase

ร้ปที�	5.6		 แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	N. gonorrhoeae 

กัิบั	30%	H
2
O

2	

ร้ปที�	5.7		 แสดิ์งผู้ลกิารทดิ์สอบักิารหมักินำ�าตาลของเชื�อ	N. gonorrhoeae

ร้ปที�	5.8		 แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	N. gonorrhoeae 

กัิบันำ�ายา	bromocresol	purple	(BCP)

ร้ปที�	5.9		 แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	N. gonorrhoeae 

กัิบั	cefinase	disk® 

ร้ปที�	5.10	แสดิ์งขั�นตอนกิารเพาะเชื�อและยืนยันเชื�อ N. gonorrhoeae

ร้ปที�	5.11	ร้ปแบับักิารวาง	 disk	 บันจิานเพาะเชื �อขนาดิ์เส้นผู้�าน				

ศ้นย์กิลาง	100	mm	และ	150	mm

ร้ปที�	5.12	ร้ปแบับักิารวาง	 E	 test	 บันจิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�าน		

ศ้นย์กิลาง	100	mm	และ	150	mm

ร้ปที�	5.13	ผู้ังกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	 ciprofloxacin	

ของเชื�อ	N. gonorrhoeae	ชนิดิ์	disk

ร้ปที�	5.14	ผัู้งกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	penicillin	ของเชื�อ	

N. gonorrhoeae	ชนิดิ์	disk	

ร้ปที�	5.15	ผู้ังกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	 tetracycline	

ของเชื�อ	N. gonorrhoeae ชนิดิ์	disk

ร้ปที�	5.16	ผู้ังกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	 tetracycline	

ของเชื�อ	N. gonorrhoeae	ชนิดิ์	E	test
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สารบััญแผู้นิภู่มืิ

แผู้นภ้มิที�	1.1	 แนวโน้มอัตราป่วยต�อแสนประชากิรโรคติดิ์ต�อทาง			

เพศสัมพันธ์	 จิำาแนกิตามชนิดิ์ของโรคติดิ์ต�อทาง			

เพศสัมพันธ์หลักิ	 ปี	 พ.ศ.	 2547-2561	 ข้อม้ลจิากิ	

สำานักิระบัาดิ์วิทยา	กิรมควบัคุมโรค

แผู้นภ้มิที�	1.2	 แนวโน้มอัตราป่วยต�อแสนประชากิรโรคหนองใน		

จิำาแนกิตามอายุ	 ปี	 พ.ศ.	 2551-2561	 ข้อม้ลจิากิ	

สำานักิระบัาดิ์วิทยา	กิรมควบัคุมโรค

แผู้นภ้มิที�	1.3	 ร้อยละของกิารทดิ์สอบัหากิารดิ์ื�อของเชื�อ	N. gonor-

rhoeae ต�อยา	cefixime	จิำาแนกิตามค�า	MIC	ปี	พ.ศ.	

2555-2560	 (ข้อม้ลจิากิกิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อทางเพศ

สัมพันธ์)	

แผู้นภ้มิที�	1.4	 ร้อยละของกิารทดิ์สอบัหากิารดิ์ื�อของเชื�อ	N. gonor-

rhoeae ต�อยา	 ceftriaxone	จิำาแนกิตามค�า	MIC	 ปี	

พ.ศ.	 2555-2560	 (ข้อม้ลจิากิกิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อ	

ทางเพศสัมพันธ์)

แผู้นภ้มิที�	1.5	 ร้อยละกิารกิระจิายของรป้แบับักิารดิ์ื�อยา	 penicillin,	

tetracycline	 และ	 ciprofloxacin	 ในกิารทดิ์สอบั	

อากิารดืิ์�อของเชื�อ	N. gonorrhoeae	ปี	พ.ศ.	2560
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บัทท่� 1
	 สถานการณ์์โรคหนองในและการดื้้�อยา

นายแพิที่ย์ศุุภโชีค	คงเท่ี่ยน

นางสาวปริศุนา	บัวสกุล

	 โรคหนองใน	(gonorrhea)	เกิิดิ์จิากิเชื�อ	Neisseria gonorrhoeae	เป็นโรคติดิ์ต�อ	

ทางเพศสัมพันธ์ที�พบัได้ิ์บั�อยที�สุดิ์ในกิลุ�มโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์หลักิและมีอุบััติกิารณ์ั	

กิารติดิ์เชื�อเพิ�มส้งข้�นทุกิปี	 โรคหนองในเป็นโรคที�มีอากิารและอากิารแสดิ์งที�หลากิหลาย	

ตั�งแต�ไม�ปรากิฏิอากิาร	มีอากิารเฉัพาะที�	จินถ้ง	กิระจิายทั�วร�างกิาย	โดิ์ยอากิารเฉัพาะ

ที�เบัื�องต้นในผู้้้ป่วยชายส�วนใหญ�จิะมีป้สสาวะแสบัขัดิ์มีหนองไหลจิากิท�อป้สสาวะ									

แต�ในขณัะที�ผู้้้ป่วยหญิงส�วนใหญ�มักิไม�มีอากิาร	หากิมีอากิารจิะมีตกิขาวผิู้ดิ์ปกิติไม�คัน	

นอกิจิากินี�ยังสามารถพบัเชื�อไดิ์้ที�ลำาคอ	 และทวารหนักิ	 ซ้�งเป็นช�องทางที�ใช้สำาหรับั	

มีเพศสัมพันธ์	

   	สถานการณ์โรคหนองใน

	 ข้อม้ลเฝ้้าระวังโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์ในประเทศไทย	จิากิรายงาน	506	ของ	

สำานักิระบัาดิ์วิทยา	กิรมควบัคุมโรค	พบัว�าโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์	ที�มีอัตราป่วยส้ง	

ที�สุดิ์	ได้ิ์แกิ�	โรคหนองใน	โรคซิฟิลิส	และโรคหนองในเทียม	ตามลำาดัิ์บัดังแสดงในแผนภูมิ		

ท่ี่�	1.1	โดิ์ยโรคหนองใน	มีแนวโน้มเพิ�มส้งข้�น	โดิ์ยเพิ�มข้�นจิากิปี	พ.ศ.	2556	ที�มีอัตราป่วย	

10.45	ต�อแสนประชากิร	เป็น	13.14	ต�อแสนประชากิร	ในปี	พ.ศ.	2558	มีอัตราป่วย	

ส้งสุดิ์ที�	 15.84	ต�อแสนประชากิร	 ในปี	พ.ศ.	2560	และมีแนวโน้มลดิ์ลงเป็น	15.13	

ต�อแสนประชากิร	 ในปี	 พ.ศ.	 2561	 สัดิ์ส�วนเพศชายต�อเพศหญิง	 เท�ากิับั	 1:	 0.81									

กิลุ�มอายุที�พบัมากิที�สุดิ์เรียงตามลำาดัิ์บั	คือ	15-24	ปี	(60.48%)	25-34	ปี	(19.60%)	

35-44	ปี	(8.27%)1 ดังแสดงในแผนภูมิท่ี่�	1.2
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แผนภูมิที่่�	 1.2	 แนวโน้มอัตราป่วยต�อแสนประชากิรโรคหนองใน	 จิำาแนกิตามอายุ												

ปี	พ.ศ.	2552-2561	ข้อม้ลจิากิ	สำานักิระบัาดิ์วิทยา	กิรมควบัคุมโรค
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   	สถานการณ์การด้�อยา

	 กิารดืิ์�อยาของเชื�อ	N. gonorrhoeae	มีรายงานในหลายๆ	ประเทศทั�วโลกิ	และ	

พบัว�ามีแนวโน้มที�จิะพบักิารดิ์ื�อยาเพิ�มส้งข้�น	 และรายงานที�สำาคัญคือไดิ์้พบักิารดิ์ื�อยา	

ceftriaxone	ในประเทศญี�ปุ่น2	ซ้�งยา	ceftriaxone	เป็นยาที�เป็นยาหลักิในกิารรักิษา

โรคหนองใน	 และยังมีรายงานกิารพบัเชื�อ	N. gonorrhoeae ที�ดิ์ื�อยา	 ceftriaxone	

และ	 azithromycin	 รวมไปถ้งยาทางเลือกิอื�นๆ	 ในกิารรักิษาหนองในหลายชนิดิ์ที�	

ประเทศอังกิฤษและออสเตรเลีย3	และยังพบัว�า	 ผู้้้ป่วยกิารติดิ์เชื�อ N. gonorrhoeae 

ดืิ์�อยา	ดัิ์งกิล�าวมีประวัติกิารได้ิ์รับัเชื�อจิากิภ้มิภาคเอเชียตะวันออกิเฉีัยงใต้1	จ้ิงมีโอกิาส

เป็นไปไดิ์้ส้งที�ประเทศไทยจิะพบัเชื�อ	 N. gonorrhoeae	 ดิ์ื�อยาในอนาคตอันใกิล้													

ดัิ์งนั�นกิารเฝ้้าระวังอย�างต�อเนื�องจ้ิงมีความสำาคัญ

	 จิากิข้อมล้ของ	World	Health	Organization	 (WHO)	 และ	 Gonococcal	

Antimicrobial	 Surveillance	 programme	 (GASP)	 เกิี�ยวกิับัร้อยละของความไว	

ต�อยาที�ลดิ์ลง	 และกิารดิ์ื�อต�อยาต้านจิุลชีพของเชื�อ N. gonorrhoeae	 จิากิทั�วโลกิ								

ในปี	 ค.ศ.	 2016	 (พ.ศ.	 2559)	 ดิ์ังร้ปที�	 1.1,	 1.2	 และ	 1.34	 แสดิ์งให้เห็นว�าเชื�อ																

N. gonorrhoeae	มีร้อยละกิารดืิ์�อต�อยา	ciprofloxacin	ส้งทั�วโลกิ	โดิ์ยประเทศไทย		

มีเชื�อ	N. gonorrhoeae ที�ดิ์ื�อต�อยา	 ciprofloxacin	 ในสัดิ์ส�วนที�ส้งมากิกิว�า	 70%								

ซ้�งเป็นผู้ลมาจิากิกิารใช้ยาชนิดิ์นี�โดิ์ยไม�มีกิารควบัคุมในอดีิ์ต5	และสิ�งที�ต้องเฝ้้าระวังคือ	

โอกิาสพบัเชื�อ N. gonorrhoeae	ที�ดืิ์�อต�อยา	ceftriaxone	ซ้�งแม้ว�าจิะยังไม�พบัในป้จิจุิบััน	

แต�ข้อม้ลของประเทศรอบัข้างประเทศไทย	 มีโอกิาสเป็นไปได้ิ์ส้งที�จิะมีกิารแพร�กิระจิาย	

ของเชื�อ	N. gonorrhoeae	ดืิ์�อยาเข้ามาในอนาคตอันใกิล้
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ต็ารางท่ี่�	1.1	แสดิ์งข้อม้ลของ	WHO	จิำานวนประเทศในแต�ละภ้มิภาคที�พบักิารดืิ์�อยา

ต้านจุิลชีพหลักิ	ของเชื�อ	N. gonorrhoeae	ในปี	ค.ศ.	2016	(พ.ศ.	2559)4

9 
 

ตารางท่ี 1.1 แสดงข'อมูลของ WHO จำนวนประเทศในแต;ละภูมิภาคท่ีพบการ

ด้ือยาต'านจุลชีพหลัก ของเช้ือ N. gonorrhoeae ในปL ค.ศ. 2016 (พ.ศ. 2559)
4
 

 

 

การเฝXาระวังการดื ้อยาของเชื ้อ N. gonorrhoeae กลุ ;มบางรัก
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	 กิารเฝ้้าระวังกิารดิ์ื�อยาของเชื�อ	N. gonorrhoeae	 กิลุ�มบัางรักิโรคตดิิ์ต�อทาง	

เพศสัมพันธ์	 กิองโรคเอดิ์ส์และโรคตดิิ์ต�อทางเพศสัมพันธ	์ ไดิ์้ดิ์ำาเนินกิารเฝ้้าระวังเชื�อ						

N. gonorrhoeae ดืิ์�อยาต้านจุิลชีพทางห้องปฏิิบััติกิาร	ติดิ์ต�อกัินมาหลายปี	โดิ์ยร�วม

กัิบัห้องปฏิิบััติกิารของสำานักิป้องกัินควบัคุมโรคเขตต�างๆ	ผู้ลจิากิกิารดิ์ำาเนินกิารพบัว�า	

เชื�อ	N. gonorrhoeae มีอุบััติกิารณั์กิารดิ์ื�อต�อยาปฏิชิีวนะเพิ�มข้�นหลายชนดิิ์	 และมี	

แนวโน้มของอัตรากิารดืิ์�อต�อยาเพิ�มส้งข้�น	เช�น	ยาในกิลุ�ม	quinolone	เช�น	ofloxacin,	

norfloxacin	และ	ciprofloxacin	พบักิารดืิ์�อยา	ciprofloxacin	เพิ�มข้�นอย�างรวดิ์เร็ว	

โดิ์ยในปี	 พ.ศ.	 2555	 มีอัตรากิารดิ์ื�อยาร้อยละ	 87.42	 เพิ�มเป็นร้อยละ	 96.14	 ในป	ี						

พ.ศ.	 2560	 ในป้จิจิุบัันไดิ์้ยกิเลิกิกิารนำายาชนิดิ์นี�มาใช้ในกิารรักิษาโรคหนองในแล้ว	

ในส�วนยา	gentamycin	ตามต็ารางท่ี่�	1.2	ยังไม�มีรายงานเชื�อดืิ์�อยา	แต�เมื�อพิจิารณัา	

ผู้ลกิารทดิ์สอบัพบัว�า	ค�า	intermediate	ปี	2555	อย้�ร้อยละ	5.65	และเพิ�มเป็นร้อยละ	

31.76	ในปี	2560	ซ้�งสามารถทำานายได้ิ์ว�า	ในระยะเวลาไม�นาน	อาจิจิะพบัเชื�อที�ดืิ์�อต�อยา	

gentamycin	 อีกิทั�งยาชนิดิ์นี�	 ยังให้ผู้ลกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อหนองในที�เยื�อบัุคอไม�ดิ์	ี

เท�าที�ควร	 แต�อย�างไรกิ็ตาม	 ตามแนวทางกิารรักิษาขององค์กิารอนามัยโลกิ	 (WHO)	

ไดิ์้แนะนำาให้ใช้	 gentamycin	 ในรายที�แพ้ยากิลุ�ม	 cephalosporin	 หรือพบัเชื�อ													

N. gonorrhoeae	ที�ดืิ์�อต�อยา	cephalosporin6 ส�วนยาปฏิิชีวนะอื�นๆ	ที�พบักิารดืิ์�อยา	

ในระดิ์ับัส้งและไม�สามารถนำามารักิษาโรคหนองในไดิ์้	 เนื�องจิากิพบักิารดิ์ื�อยา	 คือ					

penicillin,	tetracycline	เป็นต้น
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	 สำาหรับัยาที�อย้�ในแนวทางกิารรักิษาโรคหนองใน	ในป้จิจุิบัันของไทยคือยากิลุ�ม	

3rd	 generation	 cephalosporin	 ไดิ์้แกิ�	 ceftriaxone	 โดิ์ยใช้	 cefixime	 และ												

gentamicin	 เป็นยารักิษาทางเลือกิ	 จิากิกิารเฝ้้าระวังยังไม�พบัรายงานเชื�อที�ความไว	

ต�อยาลดิ์ลง	สำาหรับัยากิลุ�ม	macrolides	ที�ใช้เป็นยารักิษาร�วมได้ิ์แกิ�	azithromycin	

ในปี	2560	พบัรายงานเชื�อที�ให้ผู้ลความไวต�อยาลดิ์ลง	(MIC	≥	2	µg/ml)	1	สายพันธ์ุ	

คิดิ์เป็นร้อยละ	0.26

	 ถ้งแม้ว�าในประเทศไทยยังไม�มีรายงานเชื�อที�มีความไวต�อยา	 3rd generation 

cephalosporin	ลดิ์ลง	แต�เมื�อพิจิารณัาค�า	MIC	(minimal	inhibitory	concentration)	

ของยา	cefixime	ในแผู้นภ้มิที�	1.3	และ	Ceftriaxone	ในแผู้นภ้มิที�	1.4	พบัว�าในปี	

2560	พบัแนวโน้มค�า	MIC	ที�เพิ�มส้งข้�น	โดิ์ยเฉัพาะยา	cefixime	ซี�งค�า	MIC	ที�ทดิ์สอบั	

ได้ิ์ห�างจิากิค�า	DS	(MIC	≥	0.25	µg/ml)	เพียง	1	ความเข้มข้น	(dilution)	ส�วนค�า	MIC	

ของ	ceftriaxone	ยังไม�พบักิารเปลี�ยนแปลงที�ชัดิ์เจิน	และจิากิตารางที�	1.2	พบัรายงาน	

เชื�อกิลุ�ม	ß-lactamase	positive	ลดิ์ลงอย�างต�อเนื�อง	ทำาให้มีแนวโน้มว�าประเทศไทย

จิะมีรายงานเชื�อที�ความไวลดิ์ลงในเวลาอันใกิล้นี�
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ต็ารางที่่�	 1.2	 ร้อยละและจิำานวนกิารดิ์ื�อต�อยาปฏิิชีวนะทางห้องปฏิิบััติกิารของเชื�อ						

N. gonorrhoeae	ปี	พ.ศ.	2555-2560	(ข้อม้ลจิากิกิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์)

2555 2556 2557 2558 2559 2560

Ceftriaxone

(No.	of	isolates)

0 0 0 0 0 0

(483) (461) (497) (666) (708) (443)

Cefixime

(No.	of	isolates)

0 0 0 0 0 0

(483) (461) (497) (666) (708) (443)

Azithromycin

(No.	of	isolates)

0 0 0 0 0 0.26

(260) (169) (251) (397) (609) (381)

Penicillin	

(No.	of	isolates)

85.57 85.34 83.73 83.48 82.14 80.86

(485) (464) (510) (678) (756) (444)

Tetracycline

(No.	of	isolates)

81.61 80.26 81.21 86.49 83.45 80.36

(484) (461) (495) (666) (707) (443)

Ciprofloxacin

(No.	of	isolates)

87.42 91.76 90.73 90.28 93.16 96.14

(485) (461) (496) (679) (702) (440)

Gentamicin

(No.	of	isolates)

0 0 0 0 0 0

(177) (241) (250) (401) (608) (381)

Spectinomycin

(No.	of	isolates)

0 0 0 0 0 0

(485) (461) (425) (664) (707) (439)

ß-lactamase	positive

(No.	of	isolates)

83.92 84.91 83.53 83.48 81.88 79.28

(485) (464) (510) (678) (756) (444)
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(No. of isolates) (484) (461) (495) (666) (707) (443) 

Ciprofloxacin 

(No. of isolates) 

87.42 91.76 90.73 90.28 93.16 96.14 

(485) (461) (496) (679) (702) (440) 

Gentamicin 

(No. of isolates) 

0 0 0 0 0 0 

(177) (241) (250) (401) (608) (381) 

Spectinomycin 

(No. of isolates) 

0 0 0 0 0 0 

(485) (461) (425) (664) (707) (439) 

ß-lactamase positive 

(No. of isolates) 

83.92 84.91 83.53 83.48 81.88 79.28 

(485) (464) (510) (678) (756) (444) 

 

 

แผนภูมิท่ี 1.3 ร'อยละของการทดสอบหาการด้ือของเช้ือ N. gonorrhoeae 

ต;อยา cefixime จำแนกตามค;า MIC ปL พ.ศ. 2555-2560 (ข'อมูลจากกลุ;มบาง

รักโรคติดต;อทางเพศสัมพันธ[) 
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แผนภูมิที่่�	 1.3	 ร้อยละของกิารทดิ์สอบัหากิารดิ์ื�อของเชื�อ	N. gonorrhoeae	 ต�อยา	

cefixime	จิำาแนกิตามค�า	MIC	ปี	พ.ศ.	2555-2560	(ข้อม้ลจิากิกิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อ

ทางเพศสัมพันธ์)
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แผนภูมิท่ี 1.4 ร'อยละของการทดสอบหาการด้ือของเช้ือ N. gonorrhoeae 

ต;อยา ceftriaxone จำแนกตามค;า MIC ปL พ.ศ. 2555-2560 (ข'อมูลจากกลุ;ม

บางรักโรคติดต;อทางเพศสัมพันธ[) 

 

แผนภูม ิท ี ่  1.5 ร 'อยละการกระจายของร ูปแบบการดื ้อยา penicillin, 

tetracycline และ  ciprofloxacin ในการทดสอบอาการด ื ้ อของ เ ช้ือ              
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, QRNG, 8%
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12%

, TetR/QRNG, 
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G, 77%

แผนภูมิที่่�	 1.4	 ร้อยละของกิารทดิ์สอบัหากิารดิ์ื�อของเชื�อ	N. gonorrhoeae	 ต�อยา	

ceftriaxone	จิำาแนกิตามค�า	MIC	ปี	พ.ศ.	2555-2560	(ข้อม้ลจิากิกิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์

ต�อทางเพศสัมพันธ์)
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แผนภูมิท่ี 1.4 ร'อยละของการทดสอบหาการด้ือของเช้ือ N. gonorrhoeae 

ต;อยา ceftriaxone จำแนกตามค;า MIC ปL พ.ศ. 2555-2560 (ข'อมูลจากกลุ;ม

บางรักโรคติดต;อทางเพศสัมพันธ[) 

 

แผนภูม ิท ี ่  1.5 ร 'อยละการกระจายของร ูปแบบการดื ้อยา penicillin, 

tetracycline และ  ciprofloxacin ในการทดสอบอาการด ื ้ อของ เ ช้ือ              
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2558 (636 isolates) 2559 (697 isolates) 2560 (428 isolates)

, Susceptible, 0%

, PenR, 0%
, TetR, 1%

, QRNG, 8%

, PenR/TetR, 2%
, PenR/QRNG, 

12%

, TetR/QRNG, 
0%

, 
PenR/TetR/QRN

G, 77%

แผนภูมิท่ี่�	 1.5	 ร้อยละกิารกิระจิายของร้ปแบับักิารดืิ์�อยา	penicillin,	 tetracycline	

และ	ciprofloxacin	ในกิารทดิ์สอบัอากิารดืิ์�อของเชื�อ	N. gonorrhoeae ปี	พ.ศ.	2560	

(ข้อม้ลจิากิกิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์)

หมายเหต็ุ:	 PenR	 =	 penicillin	 resistant,	 TetR	 =	 tetracycline	 resistant,													

QRNG	=	quinolone-resistant	N. gonorrhoeae

จิากิแผู้นภ้มิที�	 1.5	 พบัว�าเชื�อหนองในที�พบัในประเทศไทย	 ส�วนใหญ�มีกิารดิ์ื�อต�อยา	

penicillin,	tetracycline	และ	quinolone	พร้อมๆ	กัินถ้ง	77%	โดิ์ยมีเพียงแค�	3%	

ที�ไม�ดืิ์�อต�อยากิลุ�ม	quinolone	(ในกิรณีันี�หมายถ้งยา	ciprofloxacin)	และมีเพียงแค�	

20%	 ที�ไม�ดิ์ื �อต�อยา	 tetracycline	 ดิ์ังนั �นยา	 penicillin,	 tetracycline	 และ																			

ciprofloxacin	จ้ิงไม�แนะนำาให้นำามารักิษาโรคหนองในอีกิต�อไป	
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บัทท่� 2
	 แนวทางการรักษาโรคหนองใน
 (gonococcal infection)

นายแพิที่ย์ศุุภโชีค	คงเท่ี่ยน

แพิที่ย์หญิิงธัินยนันท์ี่	กังวาฬพิรโรจัน์

นายแพิที่ย์ณัฐพิล	งามจิัรธิรรม

	 เชื�อที�ทำาให้เกิิดิ์โรค	คือ N. gonorrhoeae ซ้�งเป็น	gram-negative	diplococci	

มีขนาดิ์	0.6	x	0.8-1.0	ไมครอน	เมื�อย้อมสีแกิรม	เชื�อจิะติดิ์สี	แกิรมลบั	(gram	negative)	

มีลักิษณัะคล้ายเมล็ดิ์ถั�วหรือเมล็ดิ์กิาแฟหรือร้ปไตอย้�เป็นค้�	(coffee	bean	or	kidney	

shaped	 pairs)	 มีลักิษณัะพิเศษคือหันดิ์้านเว้าเข้าหากิัน	 ตัวเชื�อจิะอย้�ไดิ์้ทั�งภายใน	

และหรือภายนอกิเม็ดิ์เลือดิ์ขาว	 (intra	 and	 extra	 polymorphonuclear	 cells)	

สามารถเจิริญเติบัโตภายในเวลา	 24-48	 ชั�วโมงบันอาหารชนิดิ์พิเศษเจิริญไดิ์้ดิ์ีที�											

pH	7.2-7.4	อุณัหภ้มิ	35-36	°C	ภายใต้บัรรยากิาศที�มี	CO
2
	3-5%	ระยะฟ้กิตัว	1-14	วัน	

แต�ที�พบับั�อยคือ	3-5	วัน

17 
 

บทที่ 2                                                                                                                                                                              

แนวทางการรักษาโรคหนองใน                                                                                 

(gonococcal  infection) 

นายแพทย�ศุภโชค คงเทียน 

แพทย�หญิงธันยนันท� กังวาฬพรโรจน� 

นายแพทย�ณัฐพล งามจริยธรรม 

 เชื้อที่ทำใหèเกิดโรค คือ N. gonorrhoeae ซึ่งเปìน gram-negative 

diplococci  มีขนาด 0.6 x 0.8-1.0 ไมครอน เมื่อยèอมสีแกรม เชื้อจะติดสี  

แกรมลบ (gram negative) มีลักษณะคลèายเมล็ดถั่วหรือเมล็ดกาแฟหรือรูปไต

อยูõเปìนคูõ (coffee bean or kidney shaped pairs) มีลักษณะพิเศษคือหัน

ดèานเวèาเขèาหากัน ตัวเชื้อจะอยูõไดèทั้งภายในและหรือภายนอกเม็ดเลือดขาว 

(intra and extra polymorphonuclear cells) สามารถเจริญเติบโตภายใน

เวลา 24-48 ชั่วโมงบนอาหารชนิดพิเศษเจริญไดèดีท่ี pH 7.2-7.4 อุณหภูมิ 35-

36°C ภายใตèบรรยากาศที่มี CO2 3-5% ระยะฟûกตัว 1 -14 วัน แตõที่พบบõอย

คือ 3-5 วัน 

 

gram- negative 

diplococci 

extracellular 

gram- negative 

diplococci 

intracellular 

เซลลOเม็ดเลือดขาว

ชนิด polymorpho- 

nuclear (PMN) 

รูปท่ี่�	2.1	ลักิษณัะเชื�อ	N. gonorrhoeae
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 ลักษณะที่างคลินิกในผู้ชีาย1	 ส�วนใหญ�จิะมีหนองไหลออกิจิากิท�อป้สสาวะ		

และมีอากิารป้สสาวะแสบัขัดิ์	 บัางรายมีเพียงอากิารป้สสาวะแสบัขัดิ์เล็กิน้อยหรือม	ี		

ม้กิขุ�น	ประมาณัร้อยละ	10	ไม�มีอากิาร

	 ผู้้้ชายที�ใช้ปากิกัิบัอวัยวะเพศชาย	 (oral	 sex)	 โดิ์ยไม�ใช้ถุงยางอนามัยอาจิติดิ์เชื�อ	

N. gonorrhoeae	ที�ช�องคอได้ิ์	ผู้้้ชายที�ใช้ปากิกัิบัอวัยวะเพศหญิง	อาจิติดิ์เชื�อที�ช�องคอ	

ไดิ์้เช�นกิัน	 แต�พบัอุบััติกิารณั์ของโรคตำ�ากิว�ากิรณัีที�ผู้้้หญิงใช้ปากิกิับัอวัยวะเพศชาย										

ส�วนกิารติดิ์เชื�อในทวารหนักิมักิไม�ปรากิฏิอากิาร	

 ลักษณะที่างคลินิกในผู้หญิิง1	ส�วนใหญ�ไม�ปรากิฏิอากิาร	หากิมีอากิาร	จิะพบั	

ตกิขาวผู้ิดิ์ปกิติ	 ป้สสาวะแสบัขัดิ์	 ปวดิ์ท้องน้อย	 ตรวจิพบักิารอักิเสบัที�ท�อป้สสาวะ	

ปากิมดิ์ล้กิ	 หรือ	 ช�องทวารหนักิ	 กิารวินิจิฉััยโรคหนองในในผู้้้ป่วยหญิงจิ้งจิำาเป็นต้อง				

อาศัยกิารตรวจิทางห้องปฏิิบััติกิารเป็นหลักิ

	 กิารใช้ปากิร�วมเพศ	(oral	sex)	โดิ์ยไม�ใช้ถุงยางอนามัยอาจิติดิ์เชื�อโรคหนองใน

ที�ช�องคอได้ิ์	ส�วนใหญ�ไม�มีอากิาร	เช�นเดีิ์ยวกัิบักิารติดิ์เชื�อทางทวารหนักิ

	 ในหญิงตั�งครรภ์ที�ติดิ์เชื�อหนองในที�บัริเวณัปากิมดิ์ล้กิและช�องคลอดิ์อาจิทำาให้

ทารกิแรกิคลอดิ์ติดิ์เชื�อไดิ์้จิากิกิารคลอดิ์ผู้�านช�องคลอดิ์	 และทำาให้เกิิดิ์ยื�อบัุตาอักิเสบั	

(ophthalmia	neonatorum)	หากิไม�รีบัรับักิารรักิษาอาจิทำาให้ทารกิตาบัอดิ์ได้ิ์

	การวินิจัฉััย	

	 กิารตรวจิวินิจิฉััยเบัื�องต้น	 :	 กิารตรวจิ	 Gram	 strain	 พบั	 gram-negative				

intracellular	 diplococci	 จิากิสารคัดิ์หลั�งในท�อป้สสาวะ	 ปากิมดิ์ล้กิ	 ช�องคอ	

หรือทวารหนักิ

	 กิารตรวจิวินิจิฉััยยืนยันผู้ล	 :	กิารตรวจิเพาะเชื�อพบั	N. gonorrhoeae	และ/

หรือ	nucleic	acid	amplification	test	(NAAT)	ให้ผู้ลบัวกิต�อ	N. gonorrhoeae  
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หมายเหตุ็

		 กิรณีัใช้	NAAT	ในกิารตรวจิยืนยันผู้ล	แนะนำาให้เก็ิบัสิ�งส�งตรวจิจิากิท�อป้สสาวะ	

และปากิมดิ์ล้กิ3

	 แนะนำาให้ตรวจิเพาะเชื �อ	 และ/หรือ	 NAAT	 เพื �อกิารวินิจิฉััยกิารติดิ์เชื �อ																	

N. gonorrhoeae	ในสถานพยาบัาลที�สามารถตรวจิได้ิ์	รวมถ้งกิารตรวจิคัดิ์กิรองกิาร

ติดิ์เชื�อเอชไอวี	และซิฟิลิสในผู้้้มารับับัริกิารทุกิราย	

การรักษาหนองใน

Ceftriaxone 500	มิลลิกิรัม		ฉีัดิ์เข้ากิล้ามเนื�อครั�งเดีิ์ยว2

(ในเดิ์็กินำ�าหนักิตัวน้อยกิว�าหรือเท�ากิับั	 45	 กิิโลกิรัม	 ให้ยา			

ขนาดิ์	50	mg/นำ�าหนักิตัว	 1	 kg	 (ไม�เกิิน	 250	mg)	 ฉีัดิ์เข้า	

กิล้ามเนื�อครั�งเดิ์ียว)2	 โดิ์ยทั�งหมดิ์ต้องร�วมกิับัให้กิารรักิษา			

โรคหนองในเทียมร�วมด้ิ์วย4

	 ติดิ์ตามรักิษาค้�เพศสัมพันธ์แม้ไม�มีอากิาร	รวมถ้งติดิ์ตามค้�เพศสัมพันธ์ที�ผู้�านมา

ใน	60	วันกิ�อนมารับักิารรักิษา	

	 งดิ์กิารมีเพศสัมพันธ์	7	วันหลังสิ�นสุดิ์กิารรักิษาและผู้้้ป่วยไม�ปรากิฏิอากิารแล้ว

การรักษาที่างเล้อก

Cefixime 400	มิลลิกิรัม	กิินครั�งเดีิ์ยว2	ให้ในกิรณีัที�ไม�สามารถฉีัดิ์ยาได้ิ์	

Gentamicin 160-240	mg	 ฉัีดิ์เข้ากิล้ามเนื�อหรือฉัีดิ์เข้าทางหลอดิ์เลือดิ์	

ดิ์ำาครั�งเดีิ์ยว	ให้ในกิรณีัแพ้ยา	cephalosporins2	  

(ให้ผู้ลกิารตอบัสนองไม�ดีิ์นักิในรายที�ติดิ์เชื�อหนองในที�ช�องคอ	

และไม�มีหลักิฐาน	เพียงพอในกิารรักิษาหนองในที�ทวารหนักิ5)
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 ภาวะแที่รกซ้้อน1	ในกิรณีัที�ได้ิ์รับักิารรักิษาไม�ถ้กิต้องอาจิเกิิดิ์

	 1.	 ภาวะแทรกิซ้อนเฉัพาะที�	(local	complicated	gonorrhea)	

	 	 	 1.1		 ในผู้้้ป่วยชาย

	 	 	 	 	 	 -	กิารอักิเสบัของท�อป้สสาวะส�วนหลัง	(posterior	urethritis)	

	 	 	 	 	 	 -	ท�อพักิอสุจิิอักิเสบั	(epididymitis)	และล้กิอัณัฑ์ะอักิเสบั	(orchitis)	

เป็นภาวะที�ค�อนข้างรุนแรง	 เพราะอาจิทำาให้เกิิดิ์กิารตีบัตันของท�อ	

epididymis	ในกิรณีัที�เป็นทั�งสองข้างอาจิทำาให้เป็นหมันได้ิ์	

	 	 	 	 	 	 -	ฝี้ของต�อมข้างปากิท�อป้สสาวะ	(paraurethral	duct	abscess)	

	 	 	 	 	 	 -	ฝี้บัริเวณัรอบัท�อป้สสาวะ	(periurethral	abscess)	

	 	 	 	 	 	 -	ฝี้ที�ต�อมคาวเปอร์	(Cowper’s	gland	abscess)

	 	 	 1.2		 ในผู้้้ป่วยหญิง

	 	 	 	 	 	 -	ฝี้ของต�อมบัาร์โธลิน	(Bartholin’s	abscess)	ซ้�งเป็นภาวะแทรกิซ้อน	

ที�พบับั�อยที�สุดิ์	

	 	 	 	 	 	 -	ฝี้ที�ปีกิมดิ์ล้กิและรังไข�	(tubo-ovarian	abscess)	

	 	 	 	 	 	 -	อุ้งเชิงกิรานอักิเสบั	(pelvic	inflammatory	disease;	PID)	

     	 การรักษา	 ให้กิารรักิษาเหมือนหนองในชนิดิ์ไม�มีภาวะแทรกิซ้อน	

แต�ให้ยาต�อเนื�องอย�างน้อย	2	วัน	หรือจินกิว�าจิะหาย

	 2.	 ภาวะแทรกิซ้อนแพร�กิระจิาย	 (disseminated	 gonococcal	 infection;	

DGI)	 เกิิดิ์จิากิเชื�อแพร�กิระจิายไปตามกิระแสเลือดิ์	 ลักิษณัะทางคลินิกิ	

ที�พบับั�อย	คือ

	 	 	 2.1		 มีอากิารปวดิ์ข้อ	 (arthralgia)	 ต�อมามีกิารอักิเสบัของข้อ	 (arthritis)	

อาจิเกิิดิ์ข้อเดีิ์ยว	หรือ	หลายข้อย้ายตำาแหน�งได้ิ์	(migratory	polyar-

thritis)	 ข้อที�พบัไดิ์้บั�อยคือ	 ข้อมือ	 หรือข้อเท้า	 อาจิพบัที�ข้อศอกิ	

หรือข้อเข�าได้ิ์

	 	 	 2.2		 รอยโรคที�ผิู้วหนังซ้�งเกิิดิ์จิากิกิารอักิเสบัที�เส้นเลือดิ์ของผิู้วหนัง	(septic	

vasculitis)	รอยโรคที�พบัได้ิ์บั�อยคือ	ตุ�มหนองอย้�บันฐานสีแดิ์ง	สามารถ	

พบักิารตายของเนื�อเยื�อบัริเวณักิลางรอยโรคได้ิ์	(necrotic	pustule)	
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มักิพบักิารกิระจิายของรอยโรคบัริเวณัมือเท้า	และ	แขนขาส�วนปลาย	

โดิ์ยรอยโรคบัริเวณัมือและเท้าอาจิมีอากิารเจิ็บั	 แต�รอยโรคบัริเวณั				

บัริเวณัอื�นมักิไม�มีอากิารคันหรือเจ็ิบั6

	 	 	 2.3		 ในผู้้้หญิง	 อาจิเป็นสาเหตุของกิารตั�งครรภ์นอกิมดิ์ล้กิ	 (ectopic							

pregnancy)	หรือเป็นหมันได้ิ์

      การรักษา	ควรรับัไว้รักิษาในโรงพยาบัาลและให้กิารรักิษา	ดัิ์งนี�

	 1.	 กิรณัีมีจิุดิ์เลือดิ์ออกิใต้ผู้ิวหนัง	 (petechiae)	 หรือตุ�มหนอง	 (pustule)	 ที�	

ผิู้วหนัง,	ปวดิ์ข้อ	(arthralgia),	ข้ออักิเสบั	(septic	arthritis),	เอ็นและเยื�อบุั	

ข้ออักิเสบั	(tenosynovitis)	ให้ใช้ยา	

	 	 	 -	Ceftriaxone	1-2	g	ฉีัดิ์เข้าหลอดิ์เลือดิ์ดิ์ำา	วันละ	1	ครั�ง2,7	จินอากิารดีิ์ข้�น	

แล้วเปลี�ยนเป็นยากิิน	(cefixime	400	mg	วันละ	2	ครั�ง)	รวมระยะเวลา	

ในกิารรักิษาอย�างน้อย	7	วัน

	 	 	 -	ให้รักิษาโรคหนองในเทียมร�วมด้ิ์วย1,4

	 	 	 -	ค้�เพศสัมพันธ์ควรได้ิ์รับักิารประเมินกิารติดิ์เชื�อและรักิษา1,4

	 2.	 กิรณีัที�มีเยื�อหุ้มสมองอักิเสบั	(meningitis)	ร�วมด้ิ์วย	ให้ใช้ยา	

	 	 	 -	Ceftriaxone	1-2	g	 ฉีัดิ์เข้าหลอดิ์เลือดิ์ดิ์ำา	 ทุกิ	12	 ชั�วโมง	นาน	10-14	

วัน1,6	ให้รักิษาโรคหนองในเทียมร�วมด้ิ์วย4

	 	 	 -	ค้�เพศสัมพันธ์ควรได้ิ์รับักิารประเมินกิารติดิ์เชื�อและรักิษา1

	 3.	 กิรณีัที�มีเยื�อหุ้มหัวใจิอักิเสบั	(endocarditis)	ร�วมด้ิ์วย	ให้ใช้ยา

	 	 	 -	Ceftriaxone	1-2	g	ฉีัดิ์เข้าหลอดิ์เลือดิ์ดิ์ำา	ทุกิ	12	ชั�วโมง	นานอย�างน้อย	

4	สัปดิ์าห์2,7

	 	 	 -	ให้กิารรักิษาหนองในเทียมร�วมด้ิ์วย4,7

	 	 	 -	ค้�เพศสัมพันธ์ควรได้ิ์รับักิารประเมินกิารติดิ์เชื�อและรักิษา1

หมายเหตุ็	

	 ผู้้้ป่วยโรคหนองใน	ไม�ว�าจิะมีหรือไม�มีภาวะแทรกิซ้อน	หากิผู้้้ป่วยติดิ์เชื�อเอชไอวี	

ร�วมด้ิ์วย	ให้กิารรักิษาเหมือนผู้้้ป่วยไม�ติดิ์เชื�อเอชไอวี2,7
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	ในหญิิงตั็�งครรภ์	

	 -	Ceftriaxone	500	มิลลิกิรัม2	ฉีัดิ์เข้ากิล้ามเนื�อครั�งเดีิ์ยว	ร�วมกัิบั	azithromycin	

1	g	กิินครั�งเดีิ์ยว	

	ในหญิิงให้นมบุต็ร

	 -	Ceftriaxone	500	มิลลิกิรัม2	ฉีัดิ์เข้ากิล้ามเนื�อครั�งเดีิ์ยว	ร�วมกัิบั	azithromycin	

1	g	กิินครั�งเดีิ์ยว	

	การนัดผู้ป่วยหลังการรักษา2

 หนองในชีนิดไม่ม่ภาวะแที่รกซ้้อน	(uncomplicated	gonorrhea)	

 ครั�งที�	1	 	 7	 วัน	 หลังจิากิวันที�รับักิารรักิษา	 เพื�อทำากิารตรวจิ	 Gram	 stain,	

culture	ซำ�า

 ครั�งที�	2	 	 1-3	 เดิ์ือน	 หลังจิากิวันที�รักิษา	 พร้อมทั�งตรวจิเลือดิ์ซำ�าเพื�อค้นหา	

โรคซิฟิลิส	และให้กิารปร้กิษาเพื�อตรวจิหากิารติดิ์เชื�อเอชไอวี	

 หนองในท่ี่�ม่ภาวะแที่รกซ้้อน	(complicated	gonorrhea)	

 ครั�งที�	1			 ในวันรุ�งข้�น	เพื�อฉีัดิ์ยาซำ�า

 ครั�งที�	2			 7	วัน	หลังฉีัดิ์ยาซำ�าหรือวันรุ�งข้�นหากิอากิารยังไม�ดีิ์ข้�น	เพื�อทำากิารตรวจิ	

Gram	stain,	culture	ซำ�า

 ครั�งที�	3			 3	เดืิ์อน	หลังจิากิวันที�รับักิารรักิษา	พร้อมทั�งตรวจิเลือดิ์ซำ�าเพื�อค้นหา	

โรคซิฟิลิสและให้กิารปร้กิษาเพื�อตรวจิหากิารติดิ์เชื�อเอชไอวี	ในกิรณีั	

ที�ไม�มาติดิ์ตามใน	3	เดืิ์อน	หากิมารับับัริกิารภายในหน้�งปี	ให้ตรวจิหา	

โรค	หนองในและซิฟิลิสซำ�า	เนื�องจิากิมีโอกิาสติดิ์เชื�อซำ�าส้ง
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หมายเหตุ็

	 1.	 ในกิรณัีตรวจิดิ์้วย	 NAAT	 ของ	N. gonorrhoeae	 แนะนำาให้ตรวจิซำ�า	

หลังจิากิรักิษาแล้ว	2	สัปดิ์าห์2

	 2.	 ในกิรณีัผู้้้ป่วยมีความเสี�ยงครั�งใหม�	ควรตรวจิหาโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์

	การรักษาในกรณ่	treatment	failure2

	 ในกิรณัีกิารรักิษาดิ์้วยยากิลุ�มแนะนำาข้างต้น	 (ceftriaxone	 500	mg	 หรือ				

cefixime	 400	mg)	 ไม�ไดิ์ผู้้ล	 โดิ์ยผู้้้ป่วยยังคงมีอากิารหลังทำากิารรกัิษา	 7	 วัน	 และ									

ซักิประวัติไม�มีพบัความเสี�ยงกิารติดิ์เชื�อซำ�า	 (re-infection)	 ควรตรวจิหลังกิารรักิษา	

(test	of	cure)	ดัิ์งนี�

	 -	เพาะเชื�อ	(culture)	และ	

	 -	ทดิ์สอบัความไวของเชื�อหนองในต�อสารต้านจุิลชีพ	(antimicrobial	suscep-

tibility testing for N. gonorrhoeae)

	ยาท่ี่�แนะนำาในกรณ่	treatment	failure	ของ	ceftriaxone	และ	cefixime

	 -	Ceftriaxone	 1	 g	 ฉัีดิ์เข้ากิล้ามเนื�อครั�งเดิ์ียว	 ร�วมกิับั	 azithromycin	 2	 g	

กิินครั�งเดีิ์ยว

	 -	Spectinomycin	 2	 g	 ฉัีดิ์เข้ากิล้ามเนื�อครั�งเดิ์ียว	 (ในกิรณัีที�ผู้้้ป่วยไม�ไดิ์้มี	

กิารติดิ์เชื�อหนองในที�ช�องคอ)	ร�วมกัิบั	azithromycin	2	g	กิินครั�งเดีิ์ยว

	 -	Gentamicin	 160-240	mg	 ฉีัดิ์เข้ากิล้ามเนื�อหรือฉีัดิ์เข้าทางหลอดิ์เลือดิ์ดิ์ำา	

ครั�งเดีิ์ยว	ร�วมกัิบั	azithromycin	2	g	กิินครั�งเดีิ์ยว

หมายเหตุ็

	 1.	 กิารใช้	 gentamicin	 มีหลักิฐานไม�เพียงพอที�จิะยืนยันประสิทธิภาพใน									

กิารรักิษาหนองในที�ทวารหนักิและช�องคอ4

	 2.	 ยา	spectinomycin	ขณัะนี�ยังไม�มีจิำาหน�ายในประเทศไทย
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บัทท่� 3
	 สารต้้านจุุลชีีพ	และกลไกการดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ

ผศุ.	ดร.	รัต็นา	ลาวัง	

สารต้้านจุุลชีีพ

	 สารต้านจุิลชีพมีหลายชนิดิ์	ทั�งที�ผู้ลิตจิากิเชื�อจุิลินทรีย์	กิารสังเคราะห์	และก้ิ�ง

สังเคราะห์โดิ์ยสารต้านจุิลชีพมีทั�งกิลุ�มที�ออกิฤทธิ�กิว้างและแคบั	ออกิฤทธิ�ฆ่�าเชื�อ	และ	

ยับัยั�งเชื�อ	 โดิ์ยสารต้านจิุลชีพมีทั�งใช้สำาหรับัแบัคทีเรีย	 เชื�อรา	 และไวรัส	 ซ้�งในบัทนี�	

จิะกิล�าวถ้งสารต้านแบัคทีเรีย	 โดิ์ยมีกิารจิัดิ์กิลุ�มสารต้านแบัคทีเรียไดิ์้หลายวิธีที�นิยม	

คือแบั�งตามกิลไกิกิารออกิฤทธิ�	แบั�งเป็น

	1.	ยับยั�งการสังเคราะห์ผนังเซ้ลล์	

	 ในกิารสังเคราะห์ผู้นังเซลล์ของแบัคทีเรียมีหลายขั�นตอน	สารต้านจุิลชีพที�ผู้ลิต

มีหลายชนิดิ์ที�สำาคัญและกิารออกิฤทธิ�ที�หลายตำาแหน�งแตกิต�างกิัน	 สารต้านจิุลชีพที�	

นิยมใช้อย�างแพร�หลาย	คือ

	 1.1		 ß-lactams

	 	 	 	 สารต้านจุิลชีพกิลุ�มนี�มีโครงสร้างที�สำาคัญ	คือ	ß-lactam	ring	(ร้ปที�	3.1)		

โดิ์ยโครงสร้างของสารต้านจุิลชีพกิลุ�มนี�	คล้ายกัิบั	D-Alanyl-D-Alanine	จ้ิงออกิฤทธิ�	

ในกิารจิับัไดิ์้กิับัเอนไซม์	 transpeptidase	 (penicillin	 binding	 protein,	 PBP)	

มีผู้ลเกิิดิ์กิารยับัยั�งเอนไซม์	transpeptidase	และ	transglycosylase	และมีผู้ลฆ่�าเชื�อ	

(bactericidal	effect)	และมีกิารใช้อย�างแพร�หลาย	ซ้�งแบั�งได้ิ์หลายกิลุ�ม	ได้ิ์แกิ�
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	 	 	 	 1.1.1		 Penicillins	 มีส้ตรโครสร้างพื�นฐานเป็น	6-aminopenicillanic	

acid	(6-APA)	และสารต้านจุิลชีพแต�ละชนิดิ์ต�างกัินที�	acyl	side	

chain	ซ้�งมีผู้ลให้	ออกิฤทธิ�แตกิต�างกัินได้ิ์

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Natural	 penicillins	 เช�น	 penicillin	 G	 และ	 penicillin	 V	

เป็นสารต้านจุิลชีพที�ออกิฤทธิ�แคบั	เนื�องจิากิออกิฤทธิ�ได้ิ์เฉัพาะ

แกิรมบัวกิเท�านั�น

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Aminopenicillins	เช�น	ampicillin	และ	amoxicillin	ออกิฤทธิ�	

ไดิ์้ดิ์ีกิับัเชื�อกิลุ�มแกิรมบัวกิ	 และออกิฤทธิ�กิับัเชื�อแกิรมลบับัาง				

ชนิดิ์แต�ไม�สามารถทนต�อเชื�อที�สร้างเอนไซม์	ß-lactamase	ได้ิ์

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Penicillinase	stable	penicillins	เช�น	methicillin,	oxacillin,	

cloxacillin	สามารถทนต�อเอนไซม์	ß-lactamase	ที�สร้างโดิ์ย	

Staphylococci	ได้ิ์

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Extended	spectrum	penicillins	สามารถออกิฤทธิ�ได้ิ์กิว้าง

ทั�งเชื�อแกิรมบัวกิ	 และแกิรมลบั	 ซ้�งประกิอบัดิ์้วยโครงสร้าง	

หลายแบับั	เช�น	ureidopenicillins	(azlocillin,	mezlocillin,	

piperacillin),	carboxypenicillins	(carbonicillin,	ticarcillin),	

amidopenicillins	(mecillinam)	

	 	 	 	 1.1.2		 Cephalosporins	และ	related	drugs	มีโครงสร้างพื�นฐานเป็น	

7-aminocephalo	sporanic	acid	(7-ACA)	และแต�ละชนิดิ์ต�างกัิน	

ที�	 acyl	 side	 chain	 สองแห�ง	 (ร้ปที�	 3.1)	 ซ้�งมีผู้ลให้ขอบัข�าย	

กิารออกิฤทธิ�แตกิต�างกิันไดิ์้	 จิ้งมีกิารจิัดิ์แบั�ง	 cephalosporins	

เป็น	5	รุ�น	(generation)	คือ

       	 -	First	 generation	 เช�น	 cephalothin,	 cephazolin,											

cephaloridine,	 cephalexin	 มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�ต�อเชื�อ	

แกิรมบัวกิเป็นส�วนใหญ�	และแกิรมลบับัางชนิดิ์
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     	 	 	 -	Second	generation	เช�น	cefuroxime,	cefaclor,	ceprozil,	

cefamandole,	loracarbef,	cefoxitin	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�	

ต�อเชื�อแกิรมลบัเพิ�มข้�น	 โดิ์ยใช้ไดิ์้ดิ์ีกิับัเชื�อ	Haemophilus        

influenzae	 และ	Moraxella catarrhalis	 ที�สร้างเอนไซม์	

ß-lactamase	 ดิ์้วย	 ซ้�งนำาไปใช้ในกิารรกัิษาไซนัสอกัิเสบั	หรือ	

lower	 respiratory	 tract	 infection	 ไดิ์้	 รวมถ้งมีผู้ลต�อเชื�อ	

anaerobes	 ดิ์้วย	 โดิ์ย	 cefuroxime,	 cefaclor,	 ceprozil,	

loracarbef	เป็นยากิิน	และ	cefaclor	ถ้กิทำาลายได้ิ์ง�ายด้ิ์วยเอนไซม์	

ß-lactamase	

      	 	 -	Third	generation	เช�น	ceftizoxime,	cefixime,	cefpodoxime,	

cefdinir,	ceftibuten,	cefotaxime,	ceftazidime,	ceftriaxone,	

cefoperazone,	moxalactam	เป็นสารต้านจุิลชีพที�มีขอบัข�าย	

กิารออกิฤทธิ�ต�อแบัคทีเรียแกิรมลบัดิ์ีข้�นแต�มีฤทธิ�	 ในกิารต้าน	

แกิรมบัวกิลดิ์ลง	อย�างไรก็ิตาม	กิลุ�มนี�เฉัพาะ	ceftazidime	และ	

cefoperazone	 ที�มีผู้ลต�อเชื�อ	Pseudomonas aeruginosa 

และ	ceftizoxime	และ	moxalactam	มีผู้ลต�อเชื�อ	Bacteroides 

fragilis	ซ้�งสารต้านจุิลชีพบัางชนิดิ์ในกิลุ�มนี�สามารถผู้�าน	blood	

brain	barrier	ได้ิ์ด้ิ์วย	โดิ์ย	moxalactam	จัิดิ์เป็น	oxacephems	

เนื�องจิากิมีโครงสร้างต�างจิากิ	cephalosporins	เล็กิน้อย	โดิ์ยมี	

ยา	 cefixime,	 cefdinir,	 ceftibuten,	 cefpodoxime	ที�พบั	

ในร้ปยากิิน
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        - Fourth	generation	เช�น	cefepime,	cefpirome	มีขอบัข�าย	

กิารออกิฤทธิ�กิว้างกิว�า	third	generation	โดิ์ยมีคุณัสมบััติเป็น	

zwitterionic	และทนต�อเอ็นไซม์	cephalosporinase	หลายชนิดิ์	

เช�น	inducible	AmpC	ออกิฤทธิ�ได้ิ์ดีิ์ทั�งต�อแบัคทีเรียแกิรมลบั

และแกิรมบัวกิ	 เช�น	Pseudomonas aeruginosa,	 Entero-

bacteriaceae,	Staphylococcus aureus,	Streptococcus 

pneumoniae,	Haemophilus,	และ	Neisseria	สารต้านจุิลชีพ	

กิลุ�มนี�สามารถผู้�าน	blood	brain	barrier	ได้ิ์ดีิ์ด้ิ์วย

       	 -	Fifth	generation	เช�น	ceftaroline	ceftobiprole	ขอบัข�าย

กิารออกิฤทธิ�กิว้างทั�งต�อแบัคทีเรียแกิรมลบัและแกิรมบัวกิ	

โดิ์ยรวมถ้งเชื�อแกิรมบัวกิ	เช�น	methicillin	resistant	Staphy-

lococci	 (MRS),	 penicillin	 resistant	 S. pneumoniae 

(PRSP),	และ	ceftriaxone	resistant	S. pneumoniae

	 	 	 	 1.1.3		 Cephamycins	เช�น	cefoxitin	และ	cefotetan	มีโครงสร้างคล้าย	

cephalospoins	แต�มี	side	chain	ของ	ß-lactam	เป็น	methoxy	

แทน	hydrogen	atom	ของ	cephalosporins	 มีขอบัข�ายกิาร	

ออกิฤทธิ �ต้านเชื �อแบัคทีเรียกิว้างทั �งแกิรมบัวกิและแกิรมลบั	

รวมทั�งกิารทนต�อเอนไซม์	ß-lactamase	ได้ิ์ดีิ์	รวมทั�ง	extended	

spectrum	ß-lactamases	(ESBLs)

	 	 	 	 1.1.4		 Monobactams	เช�น	aztreonam	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�ดีิ์กัิบั

เชื�อแบัคทีเรียแกิรมลบั	 และทนต�อ	 ß-lactamase	 หลายชนิดิ์							

แต�ไม�มีผู้ลต�อแบัคทีเรียแกิรมบัวกิและ	anaerobes	 โดิ์ยมักิใช้ใน

กิารรักิษาร�วมกัิบัสารต้านจุิลชีพชนิดิ์อื�น
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แกรมลบ รวมท้ังการทนตõอเอนไซม� ß-lactamase ไดèดี รวมท้ัง 

extended spectrum ß-lactamases (ESBLs) 

1.1.4. Monobactams เชõน aztreonam มีขอบขõายการออกฤทธิ์ดี

กับเชื ้อแบคทีเรียแกรมลบ และทนตõอ ß-lactamase หลาย

ชนิด แตõไมõมีผลตõอแบคทีเรียแกรมบวกและ anaerobes โดย

มักใชèในการรักษารõวมกับสารตèานจุลชีพชนิดอ่ืน 

 

 

 

 
ร ูปที ่ 3.1 โครงสรèางสารตèานจุลชีพกลุ õม ß-lactams และสารยับยั ้ง ß-

lactamase รูปท่ี่�	3.1	โครงสร้างสารต้านจุิลชีพกิลุ�ม	ß-lactams	และสารยับัยั�ง	ß-lactamase
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	 	 	 	 1.1.5		 Carbapenems	เช�น	imipenem,	meropenem,	ertapenem,	

doripenem,	 biapenem,	 lenapenem,	 faropenem	

มีโครงสร้างคล้าย	penicillins	(ดัิ์งร้ป	3.1)	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�	

ต้านเชื �อแบัคทีเรียกิว้างทั �งแกิรมบัวกิและแกิรมลบั	 รวมทั �ง										

anaerobes	นอกิจิากินี�	ทนต�อเอนไซม์	ß-lactamase	ได้ิ์ดีิ์	รวมทั�ง	

extended	 spectrum	 ß-lactamases	 (ESBLs)	 และ	 AmpC	

(Class	C)	ß	-lactamases

	 	 	 	 1.1.6		 ß-lactam	 /	 ß-lactamase	 inhibitor	 combination	 เช�น					

amoxicillin-clavulanic	 acid,	 ampicillin-sulbactam,									

piperacillin-tazobactam	 มีกิารนำาสารที�มีคุณัสมบััติยับัยั�ง				

กิารทำางานของ	ß-lactamase	ใช้ร�วมกัิบั	aminopenicillins	หรือ	

extended-spectrum	penicillins	โดิ์ยสารยับัยั�ง	ß-lactamase	

ไม�มีคุณัสมบััติในกิารต้านเชื�อจุิลชีพ	(ยกิเว้น	sulbactam	มีฤทธิ�บ้ัาง)	

แต�จัิบั	ß-lactamase	และ	มีผู้ลให้	ß-lactams	ออกิฤทธิ�ได้ิ์

	 1.2		 Glycopeptides

	 	 	 	 สารต้านจุิลชีพกิลุ�มนี�มีส�วนประกิอบัของคาร์โบัไฮเดิ์รท	และ	polypep-

tides	เช�น	vancomycin	และ	teicoplanin,	dalbavancin,	telavancin	มีขอบัข�าย

กิารออกิฤทธิ�ต�อเชื�อแกิรมบัวกิได้ิ์ดีิ์แต�ไม�มีผู้ลต�อเชื�อแกิรมลบั	ออกิฤทธิ�แบับั	bacteri-

cidal	โดิ์ยจัิบักัิบั	D-alanyl-D-alanine	(D-ala-D-ala)	ยับัยั�งเอนไซม์	transpeptidase	

และ	 transglycosylase	 ซ้�งมีผู้ลในกิารยับัยั�งกิารเกิิดิ์	 cross-linking	 ในกิารสร้าง	

peptidoglycan	ของเชื�อ	
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	 1.3		 Fosfomycin

	 	 	 	 สารต้านจุิลชีพนี�ออกิฤทธิ�โดิ์ยยับัยั�งในขั�นตอนตั�งแต�กิารสร้าง	precursor	

ของกิารสังเคราะห์ผู้นังเซลล์	 โดิ์ยจิับักิับัเอนไซม์	 enolpyruvate	 transferase	 ซ้�งม	ี

ผู้ลยับัยั�งกิารเติม	lactate	จิากิ	phosphoenolpyruvate	(PEP)	แกิ�	UDP-N-acetyl-

glucosamine	ซ้�งสัมพันธ์กัิบักิารสร้าง	N-acetyl-muramic	acid	ในกิารสังเคราะห์	

ผู้นังเซลล์	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�ต�อเชื�อทั�งแกิรมบัวกิและแกิรมลบั	และมีผู้ลเสริมฤทธิ�	

กัิบักิารใช้ยากิลุ�ม	ß-lactams,	aminoglycosides	และ	fluoroquinolones	ซ้�งสารต้าน	

จุิลชีพนี�ขับัออกิได้ิ์ดีิ์ที�ไต	จ้ิงใช้ได้ิ์ผู้ลดีิ์ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อในระบับัทางเดิิ์นป้สสาวะ

	 1.4		 Bacitracin

	 	 	 	 สารต้านจุิลชีพนี�จัิดิ์เป็นสาร	cyclic	peptide	ออกิฤทธิ�โดิ์ยรบักิวนกิารเกิิดิ์	

dephosphorylation	 ใน	 cycling	 ของ	 lipid	 carrier	 ในกิารสังเคราะห์ผู้นังเซลล์											

มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�ต�อเชื�อแกิรมบัวกิไดิ์้ดิ์ีมากิ	 แต�สารต้านจิุลชีพนี�	 มีผู้ลข้างเคียง	

ต�อไตส้ง	 (nephrotoxic)	 จ้ิงมีกิารใช้เฉัพาะภายนอกิ	โดิ์ยกิารยับัยั�ง	flora	 ที�	 lesion	

ที�ผิู้วหนัง	ใน	wound	หรือ	mucous	membrane

	 1.5		 Cycloserine

	 	 	 	 สารต้านจิุลชีพนี�มีโครงสร้างคล้าย	 D-alanine	 จิ้งมีผู้ลยับัยั�งเอนไซม	์				

alanine	racemase	และ	D-alanine	ligase	ในกิารนำา	D-alanine	ไปใช้ในกิารสร้าง	

peptidoglycan	 pentapeptide	 จิ้งมีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�ต�อเชื�อทั�งแกิรมบัวกิ	

และแกิรมลบั	 ใช้มากิในกิารติดิ์เชื�อ	 Mycobacteria	 มีผู้ลข้างเคียงไดิ์้ต�อ	 central						

nervous system
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	2.	ยับยั�งการสังเคราะห์โปรต่็น

	 กิารสังเคราะห์โปรตีนของแบัคทีเรียมีหลายขั�นตอนทั�ง	initiation,	elongation	

และ	termination	ดัิ์งนั�น	จ้ิงมีกิารพัฒินาสารต้านจุิลชีพหลายกิลุ�มเพื�อยับัยั�งขั�นตอน

ต�างๆ	เช�น

	 2.1		 Aminoglycosides

	 	 	 	 สารต้านจุิลชีพกิลุ�มนี�มีโครงสร้างต�างกัินได้ิ์	แต�ในส้ตรโครงสร้างมักิมีส�วน

คาร์โบัไฮเดิ์รทที�คล้ายกัินโดิ์ยเป็น	amino	sugar	อย�างน้อยหน้�งตัว	เช�น	streptomycin,	

amikacin,	 gentamicin,	 tobramycin,	 kanamycin,	 spectinomycin	 สำาหรับั	

spectinomycin	จัิดิ์เป็น	aminocyclitol	เนื�องจิากิขาดิ์ส�วนของ	amino	sugar	แต�มี	

inositol	ring	และหม้�	methyl	amino	แทนหม้�	hydroxyl	(ร้ปที�	3.2)	โดิ์ย	amino-

glycoside	ผู้�านเข้าทาง	porin	และ	transport	เข้าเซลล์	โดิ์ยยาจัิบักัิบั	30s	subunit	

(12s	subunit)	ของไรโบัโซม	แล้วมีผู้ลให้อ�านลำาดัิ์บัเบัสเปลี�ยนไป	กิารเรียงลำาดัิ์บัของ

กิรดิ์อะมิโนบันสายโปรตีนเปลี�ยน	 ทำาให้สร้างโปรตีนผู้ิดิ์ชนิดิ์หรือสร้างไม�ไดิ์้	 จิ้งมีฤทธิ�	

ฆ่�าเชื�อแบัคทีเรียไดิ์้	 (cidal	 effect)	 โดิ์ยออกิฤทธิ�ไดิ์้ดิ์ีทั�งแบัคทีเรียแกิรมบัวกิ	 และ	

แกิรมลบัหลายชนิดิ์

	 2.2		 Tetracyclines

	 	 	 	 สารต้านจุิลชีพกิลุ�มนี�	เช�น	tetracycline,	doxycycline,	minocycline,	

tigecycline	 ซ้�งมีโครงสร้างหลักิดัิ์งร้ปที�	 2	 โดิ์ยสารต้านจุิลชีพนี�จัิบัแบับั	 reversible	

กิับั	 30s	 subunit	 ของ	 ribosome	 และยับัยั�งกิารจิับัของ	 amino-acyl-tRNA	 กิับั	

mRNA-ribosome	 complex	 ที�ตำาแหน�ง	 A	 site	 มีฤทธิ�ยับัยั�งเชื�อแบัคทีเรียไดิ์้										

(bacteriostatic	effect)	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�กิว้างทั�งแบัคทีเรียแกิรมบัวกิ	แกิรมลบั	

anaerobes,	Rickettsia,	Chlamydia,	Mycoplasmas	แต�สารต้านจุิลชีพนี�มีผู้ลข้าง

เคียงค�อนข้างรุนแรง	ในเด็ิ์กิทำาให้ฟ้นที�งอกิมีสีเหลืองผิู้ดิ์ปกิติ	และทารกิเกิิดิ์พิกิารได้ิ์
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	 2.3		 Macrolides

	 	 	 	 มีโครงสร้างที�ประกิอบัดิ์้วย	 lactone	 ring	 ขนาดิ์ใหญ�	 และมี	 amino	

sugar	หน้�งหรือมากิกิว�ามาจัิบัด้ิ์วย	glycosidic	bond	(ร้ปที�	3.2)	เช�น	erythromycin,	

roxithromycin,	clarithomycin,	azithromycin	โดิ์ยออกิฤทธิ�จัิบัแบับั	irreversible	

กิับั	 50s	 subunit	 ของ	 ribosome	 และมีผู้ลยับัยั�งขั�นตอนกิาร	 translocation	

ในกิารสังเคราะห์โปรตีน	 โดิ์ยตำาแหน�งที�ยาไปจิับัใกิล้เคียงกิันทั�ง	 lincosamides,				

streptogramin	B,	 และ	chloramphenicol	ยากิลุ�ม	macrolides	 มีขอบัข�ายกิาร			

ออกิฤทธิ�กัิบัเชื�อแบัคทีเรียแกิรมบัวกิหลายชนิดิ์	โดิ์ยเฉัพาะอย�างยิ�ง	กิลุ�ม	Streptococci,	

Streptococcus pneumoniae,	 Staphylococci,	 Corynebacteria,	 Listeria	

และเชื�ออื�นๆ	บัางชนิดิ์	เช�น	Helicobacter,	Legionella,	Chlamydia

	 2.4		 Lincosamides

	 	 	 	 โครงสร้างหลักิประกิอบัด้ิ์วย	amino	acid,	trans-L-4-n-propylhygric	

acid	เชื�อมกัิบั	amino	sugar	ที�มี	sulfur	อย้�ด้ิ์วย	(ร้ปที�	3.2)	เช�น	lincomycin	และ	

clindamycin	ซ้�ง	lincomycin	มีผู้ลข้างเคียงส้งจ้ิงไม�ใช้แล้ว	โดิ์ย	clindamycin	จัิบักัิบั	

50s	subunit	ของ	ribosome	ใกิล้	P	site	มีผู้ลรบักิวนกิารจัิบัของ	aa-tRNA	โดิ์ยแย�ง	

จัิบัแทนและเปลี�ยนโครงสร้างของ	ribosome	ซ้�ง	clindamycin	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�	

กัิบัเชื�อแบัคทีเรียแกิรมบัวกิหลายชนิดิ์โดิ์ยเฉัพาะ	S. aureus,	 Streptococcus	และ	

Pneumococci	แต�ไม�มีผู้ลต�อเชื�อแกิรมลบั

	 2.5		 Streptogramins

	 	 	 	 Quinopristin	 (streptogramin	B)-dalfopristin	 (streptogramin	A)	

เป็นสารต้านจิุลชีพที�ออกิฤทธิ�โดิ์ยจิับักิับั	 50s	 subunit	 ของ	 ribosome	 มีขอบัข�าย	

กิารออกิฤทธิ�ต�อเชื�อแกิรมบัวกิดิ์ี	 รวมทั�งเชื�อแกิรมบัวกิดิ์ื�อยา	 เช�น	multiple	 drug	

resistance	streptococci,	penicillin	resistant	Streptococcus pneumoniae 

(PRSP),	methicillin	resistant	S. aureus	(MRSA)
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	 2.6.	Phenicols

	 	 	 	 สารต้านจิุลชีพกิลุ�มนี�	 เช�น	 chloramphenicol	 และ	 thiamphenicol	

ออกิฤทธิ�โดิ์ยจิับัแบับั	 reversible	 กิับั	 50s	 subunit	 ของ	 ribosome	 ใกิล้	 P	 site	

มีผู้ลรบักิวนกิารจัิบัของ	aa-tRNA	โดิ์ยยับัยั�งกิารต�อสาย	peptide	เป็นสารต้านจุิลชีพ

ที�มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�กิว้างทั�งแบัคทีเรียแกิรมบัวกิและแกิรมลบั	 (aerobes	 และ	

anaerobes)	และ	Rickettsiae	แต�สารต้านจุิลชีพกิลุ�มนี�มีผู้ลข้างเคียงค�อนข้างรุนแรง	

โดิ์ยรบักิวนกิารทำางานของไขกิระด้ิ์กิได้ิ์

	 2.7		 Oxazolidinones

	 	 	 	 Linezolid	เป็นสารต้านจุิลชีพที�จัิบัอย�างจิำาเพาะกัิบั	23s	rRNA	บัน	50s	

subunit	 ของ	 ribosome	 โดิ์ยมีผู้ลป้องกิันกิารเกิิดิ์	 complex	 ของ	 30s	 subunit,	

mRNA,	 initiation	 factor	 และ	 formyl	methionyl	 tRNA	 ในกิารรวมเป็น	 70s								

ribosome	 ทำาให้เกิิดิ์กิารยับัยั�งกิารสังเคราะห์โปรตีนในขั�นตอนแรกิ	 จิ้งออกิฤทธิ�	

ในกิารฆ่�าเชื�อไดิ์้	 (Bactericidal	 effect)	 จิากิความจิำาเพาะในกิารจิับัจิ้งไม�มี	 cross-		

resistance	 กัิบัยาต้านจุิลชีพอื�น	 โดิ์ยออกิฤทธิ�ได้ิ์ดีิ์กัิบัแบัคทีเรียแกิรมบัวกิรวมทั�งเชื�อ

ดิ์ื�อยา	 เช�น	 vancomycin	 resistant	 Enterococci	 (VRE)	methicillin	 resistant								

S. aureus	(MRSA)	และเชื�อ	multiple	drug	resistance	แกิรมบัวกิอื�นๆ
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	3.	Cell	membrane	permeability

	 เป็นกิลุ�มสารต้านจิุลชีพที�มีผู้ลข้างเคียงส้ง	 จิ้งมีกิารพัฒินาสารต้านจิุลชีพ	

กิลุ�มนี�น้อย	ประกิอบัด้ิ์วย	สารต้านจุิลชีพกิลุ�มหลักิคือ	polypeptides	

 3.1		 Polymyxins	เช�น	polymyxin	B	และ	polymyxin	E	(colistin)	ออกิฤทธิ�	

โดิ์ยทำาลายผู้นังเซลล์บัางส�วน	ทำาให้ศ้นย์เสียสารในเซลล์บัางส�วน	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�	

ต�อแบัคทีเรียแกิรมลบัส�วนใหญ�	โดิ์ยออกิฤทธิ�ได้ิ์กัิบัเชื�อ	Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter baumanii และแบัคทีเรียแกิรมลบัดืิ์�อยาด้ิ์วย	ซ้�ง	polymyxin	มีผู้ล

โดิ์ยรบักิวนกิารเรียงตัวของเยื�อหุ้มเซลล์	และเนื�องจิากิ	polymyxin	 มีผู้ลข้างเคียงส้ง	

รวมทั�งต�อไต	(nephrotoxicity)	จ้ิงมักิใช้เป็นยาภายนอกิ	หรือใช้ด้ิ์วยความระมัดิ์ระวัง	

หรือเปลี�ยนเป็นร้ปของเกิลือและอื�นๆ	เพื�อให้ความเป็นพิษลดิ์ลง

	 3.2		 Daptomycin	 สารต้านจิุลชีพนี�จิัดิ์เป็นสาร	 cyclic	 lipopeptide	

ออกิฤทธิ�โดิ์ยยาจิับักิับั	 membrane	 และมีผู้ลให้มีกิารเสียโปตัสเซียมจิากิเซลล	์

ทำาให้เสียสมดุิ์ลย์ของอิออน	ซ้�งกิระทบักิารทำางานในกิารสังเคราะห์	DNA,	RNA	และ	

โปรตีน	 ซ้�งเป็นยามีฤทธิ�แบับัฆ่�าเชื�อ	 (Bactericidal	 effect)	 และสารต้านจิุลชีพนี�	

ใช้ไดิ์้ดิ์ีกิับัแบัคทีเรียแกิรมบัวกิ	 โดิ์ยรวมทั�งแกิรมบัวกิดิ์ื�อยา	 เช�น	 เชื�อ	methicillin						

resistant	Staphylococci	(MRS),	vancomycin	resistance	Enterococci	(VRE),	

และ	vancomycin	intermediate	Staphylococcus aureus	(VISA)	
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	4.	ยับยั�งการสังเคราะห์	nucleic	acid

	 4.1		 Quinolones	สารต้านจุิลชีพที�เกิิดิ์จิากิกิารสังเคราะห์มีฤทธิ�ในกิารยับัยั�ง	

กิารคลายเกิลียวของสาย	 DNA	 ซ้�งในกิารสังเคราะห์	 DNA	 ทำาให้มีกิารแตกิของสาย	

DNA	เพิ�มข้�น	โดิ์ยมีผู้ลต�อเอนไซม์	2	ชนิดิ์	คือ	DNA	gyrase	และ	topoisomerase	IV	

มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�ดิ์ีต�อแอโรบัิกิแบัคทีเรียแกิรมลบั	 แต�ไม�ดิ์ีนักิกิับัแกิรมบัวกิ	

จ้ิงเปลี�ยน	side	chain	เพื�อให้มีกิารออกิฤทธิ�ที�ดีิ์ข้�น	จ้ิงมีกิารจัิดิ์แบั�งเป็น	4	รุ�น	คือ

   	 -	First	generation	เช�น	nalidixic	acid,	cinoxacin	ออกิฤทธิ�ได้ิ์ดีิ์กัิบั	

gram-negative	bacilli	 ใช้ในกิารรักิษาผู้้้ป่วยติดิ์เชื�อในระบับัทางเดิิ์น

ป้สสาวะ
   	 -	Second	generation	เช�น	norfloxacin,	ofloxacin,	ciprofloxacin,	

enofloxacin,	 lomefloxacin	 ออกิฤทธิ�ไดิ์้ดิ์ีกิับั	 gram-negative							
bacilli	และแบัคทีเรียแกิรมบัวกิบัางชนิดิ์	ใช้ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อใน
ระบับัทางเดิิ์นป้สสาวะ	และโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์

   	 -	Third	generation	เช�น	levofloxacin,	sparfloxacin,	gatifloxacin	
ออกิฤทธิ�กิว้างโดิ์ยออกิฤทธิ�ได้ิ์ดีิ์กัิบั	gram-negative	bacilli	และแกิรม	
บัวกิหลายชนิดิ์	 โดิ์ยเฉัพาะอย�างยิ�ง	 Streptococcus pneumoniae 
จ้ิงใช้ในกิารรักิษา	Community-acquired	pneumonia

   	 -	Fourth	generation	เช�น	moxifloxacin,	trovafloxacin,	sitaflox-
acin	 ขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�กิว้างมากิ	 ไดิ์้ดิ์ีทั�งกิับั	 gram-negative	
bacilli,	gram-positive	cocci	และ	anaerobes	โดิ์ยยังพบักิารดืิ์�อยาตำ�า

	 4.2		 Ansamycins	เช�น	rifampin	เป็นสารก้ิ�งสังเคราะห์ขนาดิ์ใหญ�	เป็นอนุพันธ์	
ของ	rifamycin	มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�ทั�ง	gram-positive	cocci,	gram-negative	
cocci,	 enteric	 bacteria	 บัางชนิดิ์,	Mycobacteria,	 Chlamydia	 โดิ์ยออกิฤทธิ�	

จัิบัอย�างแน�นกัิบั	ß-subunit	ของ	DNA-dependent	RNA	polymerase	 จ้ิงยับัยั�ง	
กิารสังเคราะห์	RNA	ซ้�งออกิฤทธิ�แบับั	bactericidal	กัิบั	Mycobacteria	และกิารที�	
ยาเข้าส้�เซลล์ได้ิ์ดีิ์จ้ิงใช้กัิบักิารรักิษา	intracellular	organism	เนื�องจิากิความจิำาเพาะ	
ของตำาแหน�งกิารจัิบัของ	rifampin	จ้ิงไม�มี	cross-resistance	กัิบักิารดืิ์�อสารต้านจุิลชีพ	
กิลุ�มอื�น	แต�เกิิดิ์	cross-resistance	กัิบัอนุพันธ์อื�นของ	rifamycin	ได้ิ์
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	5.	ยับยั�งการสังเคราะห์	Folic	acid

	 5.1		 Sulfonamides
	 	 	 	 สารต้านจิุลชีพกิลุ �มนี �	 เช�น	 sulfamethoxazole,	 sulfadiazine,						
sulfisoxazole	 เป็นสารที�มีโครงสร้างคล้าย	 p-aminobenzoic	 acid	 (PABA)	
จ้ิงสามารถจัิบักัิบัเอนไซม์	dihydrofolate	synthase	ได้ิ์	ซ้�งมีผู้ลยับัยั�งกิารสร้าง	folic	
acid	 ซ้�งเป็นขั�นตอนสำาคัญในกิารสร้าง	 purines	 และสังเคราะห์	 nucleic	 acids	
โดิ์ยออกิฤทธิ�แบับั	 bacteriostatic	 มีขอบัข�ายกิารออกิฤทธิ�กิว้างทั�งแบัคทีเรียแกิรม	

บัวกิ	แกิรมลบั	Nocardia,	Chlamydia trachomatis	และโปรโตซัวบัางชนิดิ์

	 5.2		 Trimethoprims

	 	 	 	 Trimethoprims	 เช�น	 trimethoprim,	 ormethoprim	 ออกิฤทธิ�โดิ์ย	

ยับัยั�งเอนไซม์	dihydrofolic	acid	reductase	ซ้�งเป็นเอนไซม์ที�เปลี�ยน	dihydrofolic	

acid	เป็น	tetrahydrofolic	acid	ซ้�งเป็นขั�นตอนในกิารสังเคราะห์	purines	และ	DNA	

ดัิ์งนั�นกิารใช้	trimethoprims	ร�วมกัิบั	sulfonamides	จ้ิงมีผู้ลเสริมฤทธิ�กัิน	(synergism)	

ดัิ์งนั�นจ้ิงมีกิารใช้ยา	trimethoprim	เดีิ์�ยวหรือร�วมกัิบั	sulfonamides	ได้ิ์	สารต้านจุิลชีพ	

ร�วมระหว�าง	sulfonamides	และ	trimethoprims	ที�นิยมใช้	เช�น	sulfamethoxazole-	

trimethoprim
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 Trimethoprims เชõน trimethoprim, ormethoprim ออกฤทธ์ิโดย

ยับย้ังเอนไซม� dihydrofolic acid reductase ซ่ึงเปìนเอนไซม�ท่ีเปล่ียน 

dihydrofolic acid เปìน tetrahydrofolic acid ซ่ึงเปìนข้ันตอนในการ

สังเคราะห� purines และ DNA ดังน้ันการใชè trimethoprims รõวมกับ 

sulfonamides จึงมีผลเสริมฤทธ์ิกัน (synergism) ดังน้ันจึงมีการใชèยา 

trimethoprim เด่ียวหรือรõวมกับ sulfonamides ไดè สารตèานจุลชีพรõวม

ระหวõาง sulfonamides และ trimethoprims ท่ีนิยมใชè เชõน 

sulfamethoxazole-trimethoprim 
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รูปที่ 3.2 ตัวอยõางโครงสรèางสารตèานจุลชีพกลุõมอื่น ๆ นอกเหนือจากกลุõม ß-

lactams 

Antimycobacterial drugs 

 เช ื ้ อ  Mycobacteria ม ี กลไกการด ื ้ อ โดยธรรมชาต ิ  ( intrinsic 

resistance) ตõอสารตèานจุลชีพหลายชนิด โดยสารตèานจุลชีพที่มีผลตõอเซลล�ท่ี

มีการแบõงตัวมักใชèไมõไดèผลในการรักษาการติดเชื้อนี้ เนื่องจากเชื้อนี้เจริญชèา 

นอกจากนี้เชื้อ Mycobacteria เปìนเซลล�ที่มี lipid สูง และเปìน intracellular 

bacteria ของ macrophage มีผลใหèสารผõานเขèาสูõเซลล�ไดèไมõดี และเช้ือชนิดน้ี

ก็เกิดการดื้อตõอสารตèานจุลชีพไดèงõาย ดังนั้นในการรักษาจึงตèองใชèสารตèานจุล

ชีพหลายชนิดรõวมกันในการรักษา เพื่อป=องกันการเกิดการด้ือยา โดยตèองรักษา

หลายเดือน ซึ ่งสารตèานจุลชีพที ่ใชèเปìน first line คือ isoniazid, rifampin 

(หรือ rifamycin ตัวอ่ืน), pyrazinamide, และ ethambutol  

รูปท่ี่�	3.2	ตัวอย�างโครงสร้างสารต้านจุิลชีพกิลุ�มอื�นๆ	นอกิเหนือจิากิกิลุ�ม	ß-lactams
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  Antimycobacterial	drugs

	 	 	 	 เชื�อ	Mycobacteria	มีกิลไกิกิารดืิ์�อโดิ์ยธรรมชาติ	(intrinsic	resistance)	

ต�อสารต้านจุิลชีพหลายชนิดิ์	 โดิ์ยสารต้านจุิลชีพที�มีผู้ลต�อเซลล์ที�มีกิารแบั�งตัวมักิใช้ไม�

ได้ิ์ผู้ลในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อนี�	เนื�องจิากิเชื�อนี�เจิริญช้า	นอกิจิากินี�เชื�อ	Mycobacteria	

เป็นเซลล์ที�มี	lipid	ส้ง	และเป็น	intracellular	bacteria	ของ	macrophage	มีผู้ลให้

สารผู้�านเข้าส้�เซลล์ไดิ์้ไม�ดิ์ี	 และเชื�อชนิดิ์นี�กิ็เกิิดิ์กิารดิ์ื�อต�อสารต้านจิุลชีพไดิ์้ง�าย	 ดิ์ังนั�น	

ในกิารรักิษาจ้ิงต้องใช้สารต้านจุิลชีพหลายชนิดิ์ร�วมกัินในกิารรักิษา	เพื�อป้องกัินกิารเกิิดิ์	

กิารดืิ์�อยา	โดิ์ยต้องรักิษาหลายเดืิ์อน	ซ้�งสารต้านจุิลชีพที�ใช้เป็น	first	line	คือ	isoniazid,	

rifampin	(หรือ	rifamycin	ตัวอื�น),	pyrazinamide,	และ	ethambutol	

		Isoniazid

	 Isoniazid	(INH)	เป็นสารต้านจุิลชีพที�ออกิฤทธิ�ดีิ์มากิในกิารรักิษา	tuberculosis	

เนื�องจิากิเชื�อมักิไวต�อยา	ซ้�งยานี�มีขนาดิ์เล็กิจ้ิงผู้�านเข้าส้�เซลล์	macrophage	ได้ิ์ดีิ์	จ้ิงมี

ผู้ลต�อเชื�อทั�งที�อย้�ในและนอกิเซลล์	 อย�างไรกิ็ตามยานี�จิะออกิฤทธิ�น้อยต�อกิารติดิ์เชื�อ	

atypical	mycobacterial	 species	 โดิ์ย	 isoniazid	 เป็น	 prodrug	 ซ้�งจิะ	 active	

โดิ์ยอาศัย	KarG	และ	mycobacterial	catalase-peroxidase	จิากินั�น	active	isoniazid	

จิะเกิิดิ์	covalent	complex	กัิบั	acyl	carrier	protein	(AcpM)	และ	carrier	protein	

synthetase	(KasA)	ซ้�งมีผู้ลยับัยั�งกิารสังเคราะห์	mycolic	acids	ที�ผู้นังเซลล์	และทำาให้	

เซลล์ตาย	 จิ้งออกิฤทธิ�แบับั	 bactericidal	 ต�อเชื�อที�กิำาลังเจิริญเติบัโต	 ผู้ลข้างเคียง	

ที�พบับั�อย	คือกิาร	induced	เกิิดิ์	hepatitis

		Rifampin	หร้อ	rifamycin	ตั็วอ้�น

	 Rifampin	เป็นสารอนุพันธ์ของ	rifamycin	ซ้�งออกิฤทธิ�ได้ิ์ดีิ์กัิบัเชื�อหลายกิลุ�ม

ทั�ง	 gram-positive	 bacteria,	 gram-negative	 bacteria,	 Mycobacteria	 และ	

Chlamydia	โดิ์ยออกิฤทธิ�จัิบัอย�างแน�นกัิบั	ß-subunit	ของ	DNA-dependent	RNA	

polymerase	จ้ิงยับัยั�งกิารสังเคราะห์	RNA	โดิ์ยสารต้านจุิลชีพสามารถไปยังเนื�อเยื�อ	

ต�างๆ	และเข้าส้�	phagocytic	cells	ได้ิ์
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	Pyrazinamide

	 Pyrazinamide	(PZA)	มีความสัมพันธ์ใกิล้เคียงกัิบั	nicotinamide	โดิ์ยเป็นส

ารที�ไม�มีฤทธิ�ในภาวะเป็นกิลาง	 (neutral	 pH)	 แต�เมื�ออย้�ในภาวะเป็นกิรดิ์	 (pH	5.5)	

จิะยับัยั�งเชื�อ	 TB	 และ	Mycobacteria	 อื�นบัางชนิดิ์ไดิ์้ที�ความเข้มข้น	 20	 µg/ml	

ดิ์ังนั�นเมื�อยาเข้าส้�	 macrophage	 จิ้งมีผู้ลต�อเชื�อ	Mycobacteria	 ในเซลล์ไดิ์้	 โดิ์ย			

pyrazinamide	จิะถ้กิเปลี�ยนเป็น	pyrazinoic	acid	โดิ์ยเอนไซม์	pyrazinamidase	

ที�ถ้กิควบัคุมโดิ์ยยีน	pncA	 ของเชื�อ	Mycobacteria	 โดิ์ยยานี�เป็นตัวสำาคัญในกิารใช้		

ร�วมกัิบั	isoniazid	และ	rifampin	ในกิารรักิษาระยะสั�น	(6	เดืิ์อน)	ซ้�งกิารดืิ์�ออาจิเกิิดิ์	

จิากิกิารลดิ์กิารนำาเข้า	หรือ	mutation	ของ	pncA	จ้ิงมีผู้ลให้มีกิารเปลี�ยนยาให้	active	

ลดิ์ลง	โดิ์ยเกิิดิ์ข้�นค�อนข้างเร็วแต�จิะไม�มี	cross-resistance	กัิบัยาต้านวัณัโรคกิลุ�มอื�น	

ผู้ลข้างเคียงที�พบับั�อย	คือ	hepatotoxicity	(1-5%)	คลื�นไส้	อาเจีิยน

		Ethambutol

	 Ethambutol	เป็นสารสังเคราะห์ที�ออกิฤทธิ�โดิ์ยกิารยับัยั�งเอนไซม์	mycobac-

terial	 arabinosyl	 transferases	 ซ้�งควบัคุมโดิ์ย	embCAB	 operon	 โดิ์ยเอนไซม์	

มีหน้าที�เกีิ�ยวข้องกัิบักิารเกิิดิ์	polymerization	ของ	arabinoglycan	ซ้�งเป็นส�วนประกิอบั	

ที�สำาคัญของผู้นังเซลล์ของเชื�อ	 กิารดืิ์�อยาเกิิดิ์จิากิกิาร	mutation	 มีผู้ลให้มี	 overex-

pression	ของ	emb	gene	product	ซ้�งกิารดืิ์�อยานี�เกิิดิ์ข้�นง�ายในเชื�อเมื�อมีกิารใช้เพียง	

ชนิดิ์เดีิ์ยวในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อ	Mycobacteria	จ้ิงมักิให้ร�วมกัิบัยาชนิดิ์อื�น	ผู้ลข้างเคียง	

ที�รุนแรงจิากิกิารใช้คือ	retrobulbar	neuritis	มีผู้ลให้กิารมองเห็นไม�ดีิ์และตาบัอดิ์สีได้ิ์

		Alternative	second	line	drugs

	 มีสารต้านจุิลชีพบัางชนิดิ์ใช้เป็น	alternative	drug	ในกิรณีัที�	1)	พบัเชื�อดืิ์�อยากิลุ�ม	

first	line	2)	ในรายที�กิารรักิษาไม�ได้ิ์ผู้ลในทางคลินิกิในกิารรักิษาด้ิ์วย	conventional	

therapy	 3)	 ในรายที�ผู้้้ป่วยแพ้ยาที�ใช้ในกิารรักิษาอย�างรุนแรง	 4)	 มี	 guideline	

สำาหรับักิารด้ิ์แลเรื�องความเป็นพิษ	ยาที�ใช้	เช�น
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	 -	Ethionamide	 มีความใกิล้เคียงกิับั	 isoniazid	 และยับัยั�งกิารสังเคราะห	์

mycolic	acid	เช�นกัิน

	 -	Capreomycin	 เป็นสารต้านจิุลชีพที �ยับัยั �งกิารสังเคราะห์	 peptide	

ของโปรตีน	โดิ์ยยานี�เป็นยาฉีัดิ์ที�สำาคัญในกิารรักิษาผู้้้ป่วยวัณัโรคที�ดืิ์�อยา

	 -	Cycloserine	เป็นสารต้านจุิลชีพที�ยับัยั�งกิารสังเคราะห์ผู้นังเซลล์	มีผู้ลต�อเชื�อ	

Mycobacteria	หลายชนิดิ์	แต�มีผู้ลข้างเคียงต�อระบับัประสาทส�วนกิลางได้ิ์

	 -	Aminosalicylic	 acid	 (PAS)	 เป็นสารต้านจิุลชีพกิลุ�มยับัยั�งกิารสังเคราะห์	

Folic	 acid	 เนื�องจิากิมีโครงสร้างคล้าย	 PABA	 ซ้�งเป็นยาที�ออกิฤทธิ�ไดิ์้ดิ์ี	

มากิกัิบัเชื�อ	Mycobacteria	เกืิอบัทั�งหมดิ์

	 -	Kanamicin	&	amikacin	โดิ์ย	kanamicin	ใช้รักิษาวัณัโรคที�เกิิดิ์จิากิเชื�อดืิ์�อ	

streptomicin	 จิากิป้ญหากิารพบัอุบััติกิารณั์ของเชื�อดิ์ื�อยาหลายชนิดิ์ส้งข้�น	

(multipledrug-resistant	tuberculosis)	ทำาให้	amikacin	มีบัทบัาทมากิข้�น	

เนื�องจิากิอุบััติกิารณั์ของเชื�อดิ์ื�อ	 amikacin	 ตำ�า	 และ	 amikacin	 ยังใช้กิับั	

atypical	mycobacteria	ได้ิ์ด้ิ์วย	โดิ์ยมักิใช้	amikacin	ร�วมกัิบัยาอื�น	2-3	ชนิดิ์

	 -	Fluoroquinolones	 ออกิฤทธิ�กิับั	 atypical	 mycobacteria	 ไดิ์้ดิ์้วย	

โดิ์ยใช้ยากิลุ�มนี�ร�วมกิับัยาอื�น	 2-3	 ชนิดิ์โดิ์ยมักิใช้ร�วมในกิารรักิษากิรณัีพบั	

เชื�อดืิ์�อยา	first	line	โดิ์ย	moxifloxacin	เป็นตัวที�ออกิฤทธิ�ต�อ	M. tuberculosis 

ดีิ์ที�สุดิ์ในยากิลุ�มนี�

	 -	Linezolid	มีกิารใช้ร�วมกัิบัยา	second	และ	third	line	ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อ	

ชนิดิ์	multidrug-resistance	ผู้ลข้างเคียงของกิารใช้ยานาน	 คือ	กิารกิดิ์ไข	

กิระดิ์้กิ	 ดิ์ังนั�นยานี�ควรจิะใช้เป็นตัวสุดิ์ท้ายที�ใช้ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อดิ์ื�อ					

first	และ	second	line

	 -	Rifabutin	เป็นอนุพันธ์ของ	rifamycin	โดิ์ยออกิฤทธิ�ได้ิ์ดีิ์ต�อ	M. tuberculosis,	

M. avium intracellulare	 และ	M. fortuitum	 โดิ์ยออกิฤทธิ�เหมือน											

rifampin	และเกิิดิ์	cross-resistance	 กัิบั	 rifampin	ยานี�ใช้ได้ิ์ผู้ลดีิ์มากิใน	

กิารป้องกัินและรักิษากิารติดิ์เชื�อโรค	disseminated	atypical	mycobacteria	

ในผู้้้ป่วยเอดิ์ส์ที�มี	CD4	<50	cells/µl	และใช้ป้องกัินกิารเกิิดิ์	tuberculosis	ได้ิ์



คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

55คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

54

	 -	Rifapentine	เป็น	analog	ของ	rifampin	จ้ิงมีฤทธิ�ยับัยั�ง	RNA	polymerase	

โดิ์ยให้ผู้ลดีิ์มากิกัิบั	M. tuberculosis	 และ	M. avium	 โดิ์ยยานี�มี	 cross-		

resistance	ระหว�าง	rifampin	และ	rifapentine	นอกิจิากินี�ยานี�มี	toxicity	

เหมือน	rifampin	ด้ิ์วย	โดิ์ยยานี�อาจิใช้ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อ	Mycobacteria	

ที�ไวต�อยา	rifampin	เมื�อใช้ต�อเนื�องหลังจิากิ	2	เดืิ์อน	อย�างไรก็ิตามในผู้้้ป่วยเอดิ์ส์	

พบัว�ามีอุบััติกิารณั์กิารติดิ์เชื�อซำ�าส้งดิ์้วยเชื�อดิ์ื�อยา	 rifampin	 จิ้งไม�ควรใช้							

ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อในผู้้้ป่วยกิลุ�มนี�

กลไกการดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ

	 กิารดิ์ื�อสารต้านจิุลชีพของเชื�อเกิิดิ์ข้�นจิากิกิารที�เชื�อที�ไวมีกิารเปลี�ยนแปลงทาง

พันธุกิรรม	โดิ์ยยีนดืิ์�อสารต้านจุิลชีพอาจิอย้�บันโครโมโซมหรือพลาสมิดิ์ก็ิได้ิ์	ซ้�งกิารดืิ์�อยา	

อาจิเป็นผู้ลจิากิกิารเกิิดิ์	mutation	ของลำาดัิ์บัเบัสบันโครโมโซม	หรือกิารแลกิเปลี�ยน

ยีนดิ์ื�อสารต้านจิุลชีพระหว�างแบัคทีเรีย	 (horizontal	 gene	 transfer)	 โดิ์ยวิธี										

transformation,	transduction	หรือ	conjugation

	 1.	 Transformation	เป็นกิารส�งต�อยีนโดิ์ยยีนดืิ์�อยาอย้�ในร้ปของ	free	DNA	

โดิ์ยอาจิเป็นส�วนของโครโมโซมหรือพลาสมดิิ์แล้วมีกิารยีนเข้าส้�เซลล์ตัวรับั	

(recipient)	โดิ์ยยีนสามารถสอดิ์แทรกิรวมกัิบั	genomic	DNA	ของเชื�อได้ิ์	

โดิ์ยลำาดัิ์บัเบัสใน	genomic	DNA	กัิบั	insertion	sequence	ต้องคล้ายคล้งกัิน	

เพื�อให้	 DNA	 ใหม�เข้าไปแทนที�และแลกิเปลี�ยนกิับั	 DNA	 เกิ�าของเชื�อไดิ์้								

โดิ์ยเกิิดิ์ทั�งในแบัคทีเรียแกิรมบัวกิและแกิรมลบัที�อย้�ในสกิุลเดิ์ียวกิันหรือ							

ใกิล้เคียงกัิน

	 2.	 Transduction	เป็นวิธีกิารส�งต�อยีนโดิ์ยยีนดืิ์�อยาอย้�กัิบั	bacteriophage	

และเมื�อ	 phage	 ไปอาศัยแบัคทีเรียเซลล์ใหม�กิ็จิะนำายีนดิ์ื�อยาไปดิ์้วย	

โดิ์ยยีนดืิ์�อยาจิะสอดิ์แทรกิกัิบั	genomic	DNA	ของแบัคทีเรีย	กิารแลกิเปลี�ยน	
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ยีนดืิ์�อยาโดิ์ยวิธีกิารนี�เกิิดิ์ได้ิ์ทั�งแบัคทีเรีย	 แกิรมบัวกิและแกิรมลบั	 แต�ต้อง	

เป็นชนิดิ์ที�ไวรัสอาศัย	และเจิริญเติบัโตได้ิ์

	 3.	 Conjugation	เป็นวิธีกิารส�งต�อยีนระหว�างแบัคทีเรียโดิ์ยผู้�านทาง	sex	pili	

เป็นตัวเชื�อมระหว�างเซลล์ทั�งสอง	ถ้ายีนดืิ์�อยาอย้�บัน	conjugative	plasmid	

จิะสามารถส�งต�อกิารดิ์ื�อยาไดิ์้โดิ์ยตรงและอาจิเป็นกิารถ�ายทอดิ์กิารดิ์ื�อยา	

หลายชนิดิ์พร้อมกัินได้ิ์	แต�สำาหรับัยีนดืิ์�อยาอย้�บัน	non-conjugative	plasmid	

อาจิถ้กิส�งไปยังเซลล์ตัวรับัได้ิ์โดิ์ยอาศัยร�วมไปกัิบักิารส�งต�อของ	conjugative	

plasmid 

	 	 	 เชื�อจุิลชีพที�มียีนดืิ์�อสารต้านจุิลชีพ	 พบักิารแสดิ์งออกิด้ิ์านกิลไกิทางชีวเคมี	

ได้ิ์หลายแบับั	โดิ์ยกิารดืิ์�อสารต้านจุิลชีพหน้�งชนิดิ์อาจิเกิิดิ์ได้ิ์จิากิกิลไกิหลายแบับั	และ

กิลไกิที�พบับั�อยในเชื�อแต�ละชนิดิ์อาจิมีความแตกิต�างกิันไดิ์้	 ซ้�งกิลไกิที�พบับั�อยที�กิ�อให	้

เชื�อดืิ์�อสารต้านจุิลชีพ	คือ

	1.	Drug	inactivation	or	modification	(การที่ำาลายยา)

	 เชื �อดิ์ื �อยาหลายชนิดิ์มีกิารสร้างเอนไซม์มาทำาลายสารต้านจิุลชีพไดิ์้	 เช�น	

กิารสร้าง	 ß-lactamases	 ของเชื �อเพื �อทำาลายสารต้านจิุลชีพกิลุ �ม	 ß-lactams	

โดิ์ยเมื�อทำาลาย	penicillin	เกิิดิ์เป็น	penicilloic	acid	และทำาลาย	cephalosporin	

เกิิดิ์เป็น	 cephalosporic	 acid	 ซ้�งไม�มีฤทธิ�ต้านเชื�อ	 โดิ์ยเอนไซม์	 ß-lactamase														

มีหลายชนิดิ์ดัิ์งนั�นความสามารถในกิารทำาลาย	ß-lactams	จ้ิงแตกิต�างกัินได้ิ์ตามชนิดิ์

ของเอนไซม์	เช�น	ถ้าเชื�อสร้าง	extended	spectrum	ß-lactamases	มีผู้ลให้เชื�อดืิ์�อ	

ß-lactams	เกืิอบัทั�งหมดิ์	ยกิเว้น	cephamycin	และ	carbapenems	ซ้�ง	ß-lactamase	

พบัไดิ์้ทั�งในเชื�อแบัคทีเรียแกิรมบัวกิและแกิรมลบั	 นอกิจิากินี�	 พบัเชื�อสร้างเอนไซม	์

chloramphenicol	acetyltransferase	(CAT)	ซ้�งทำาลายสารต้านจุิลชีพ	chloram-

phenicol	ได้ิ์หรือเชื�อสร้างเอนไซม์ที�ทำาให้เปลี�ยนโครงสร้างสารต้านจุิลชีพ	aminogly-

cosides	 ด้ิ์วยกิารเกิิดิ์	acetylation,	adenylation	หรือ	phosphorylation	ทำาให้			

สารต้านจุิลชีพออกิฤทธิ�ไม�ได้ิ์อีกิต�อไป
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รูปท่ี 3.3 ตัวอยõางการสรèางเอนไซม�ของเชื้อซึ่งมีผลในการทำลายสารตèานจุล

ชีพ (Walsh C. Nature 2000;406: 775-781). 

 

2. Modified target sites (การเปล่ียนแปลงเปàาของสารต'านจุลชีพ) 

 การออกฤทธิ์ของสารตèานจุลชีพ ตèองจับกับเป=าหมาย (target sites) 

ไดè จึงจะสามารถทำงานไดè ดังนั้นเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของเป=าหมาย จึงมีผล

ตõอการจับของสารตèานจุลชีพ เชõน เอนไซม� transpeptidase (penicillin 

binding proteins, PBPs) เปìนเป=าหมายในการจับของสารตèานจุลชีพกลุõม ß-

lactams เมื ่อเชื ้อ Staphylococcus aureus ไดèรับยีน mecA ทำใหèมีการ

สรèาง PBP2a (หรือเรียกวõา PBP2’) มีผลใหèเชื ้อดื ้อสารตèานจุลชีพกลุõม ß-

lactams ท้ังหมด (methicillin resistant Staphylococcus aureus, MRSA) 

หรือการเปลี ่ยนแปลงโครงสรèางของ PBPs มีผลใหèเชื ้อ Streptococcus 
pneumoniae, N. gonorrhoeae ด้ือ penicillin การเปลี ่ยนแปลงเป=าของ

สารตèานจุลชีพทำใหèเชื ้อดื ้อยา พบในการดื ้อตõอสารตèานจุลชีพพชนิดอ่ืน

นอกเหนือจาก ß-lactams เชõนกัน เชõน การเปลี่ยนแปลงของ D-ala-D-ala 

รูปที่่�	 3.3	 ตัวอย�างกิารสร้างเอนไซม์ของเชื�อซ้�งมีผู้ลในกิารทำาลายสารต้านจิุลชีพ				

(Walsh	C.	Nature	2000;406:	775-781).

	2.	Modified	target	sites	(การเปล่�ยนแปลงเป้าของสารต้็านจุัลช่ีพิ)

	 กิารออกิฤทธิ�ของสารต้านจิุลชีพ	 ต้องจิับักิับัเป้าหมาย	 (target	 sites)	 ไดิ์้	

จ้ิงจิะสามารถทำางานได้ิ์	ดัิ์งนั�นเมื�อมีกิารเปลี�ยนแปลงของเป้าหมาย	จ้ิงมีผู้ลต�อกิารจัิบั

ของสารต้านจุิลชีพ	เช�น	 เอนไซม์	transpeptidase	 (penicillin	binding	proteins,	

PBPs)	เป็นเป้าหมายในกิารจัิบัของสารต้านจุิลชีพกิลุ�ม	ß-lactams	เมื�อเชื�อ	Staphy-

lococcus aureus	ได้ิ์รับัยีน	mecA ทำาให้มีกิารสร้าง	PBP2a	(หรือเรียกิว�า	PBP2’)		

มีผู้ลให้เชื�อดิ์ื�อสารต้านจิุลชีพกิลุ�ม	 ß-lactams	 ทั�งหมดิ์	 (methicillin	 resistant					

Staphylococcus	 aureus,	 MRSA)	 หรือกิารเปลี�ยนแปลงโครงสร้างของ	 PBPs	

มีผู้ลให้เชื�อ	 Streptococcus pneumoniae,	N. gonorrhoeae	 ดิ์ื�อ	 penicillin												

กิารเปลี�ยนแปลงเป้าของสารต้านจุิลชีพทำาให้เชื�อดืิ์�อยา	พบัในกิารดืิ์�อต�อสารต้านจุิลชีพ	

ชนิดิ์อื�นนอกิเหนือจิากิ	ß-lactams	 เช�นกัิน	 เช�น	กิารเปลี�ยนแปลงของ	D-ala-D-ala	

(สารตั�งต้นกิารสังเคราะห์	peptidoglycan)	เป็น	D-ala-D-lac	มีผู้ลให้เชื�อเกิิดิ์กิารดืิ์�อต�อ	

glycopeptides,	กิารเปลี�ยนแปลงของเอนไซม์	DNA	gyrase	และ	topoisomerase	

IV	 มีผู้ลให้เชื�อเกิิดิ์กิารดิ์ื�อต�อ	 fluoroquinolone,	 กิารเปลี�ยนแปลงของ	 ß-subunit	

ของ	RNA	polymerase	มีผู้ลให้เชื�อเกิิดิ์กิารดืิ์�อต�อ	rifampin	และกิารเปลี�ยนแปลงของ	

dihydrofolate	reductase	มีผู้ลให้เชื�อเกิิดิ์กิารดืิ์�อต�อ	trimethoprim



คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

57คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

56

50 
 

(สารตั้งตèนการสังเคราะห� peptidoglycan) เปìน D-ala-D-lac มีผลใหèเชื้อเกิด

การดื้อตõอ glycopeptides, การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม� DNA gyrase และ 

topoisomerase IV ม ีผลให è เช ื ้อเก ิดการด ื ้อต õอ fluoroquinolone, การ

เปลี่ยนแปลงของ ß-subunit ของ RNA polymerase มีผลใหèเชื้อเกิดการด้ือ

ตõอ rifampin และการเปลี่ยนแปลงของ dihydrofolate reductase มีผลใหè

เช้ือเกิดการด้ือตõอ trimethoprim 

 

รูปท่ี 3.4 ตัวอยõางการการเปลี ่ยนแปลงเป=ามีผลใหèเชื ้อดื ้อสารตèานจุลชีพ 

(Walsh C. Nature 2000; 406:775-781). 

 

3. Decreased uptake (การลดการผlานของสารต'านจุลชีพเข'า

เซลลO) 

 การที่ยาจะยับยั้งการเจริญหรือทำลายเชื้อไดè จำเปìนตèองมีปริมาณ

สารตèานจุลชีพสูงพอที่จะออกฤทธิ์กระทบตõอการเจริญของเชื้อ ดังนั้นการด้ือ

ของเช้ือท่ีพบบõอยอีกวิธีหน่ึงเกิดจากการมีปริมาณสารตèานจุลชีพในเซลล�ลดลง 

ทำใหèเชื้อไมõถูกยับยั้งหรือถูกทำลาย เชื้อดื้อยาหลายชนิดพบวõา เกิดจากลดการ

ผõานของยาเขèาเซลล� เชõน การเปลี่ยนแปลงของ porins ซึ่งเปìนโปรตีนที่พบไดè

รูปท่ี่�	 3.4	 ตัวอย�างกิารกิารเปลี�ยนแปลงเป้ามีผู้ลให้เชื�อดืิ์�อสารต้านจุิลชีพ	 (Walsh	C.	

Nature	2000;	406:775-781).

	3.	Decreased	uptake	(การลดการผ่านของสารต้็านจุัลช่ีพิเข้าเซ้ลล์)

	 กิารที�ยาจิะยับัยั�งกิารเจิริญหรือทำาลายเชื�อไดิ์้	 จิำาเป็นต้องมีปริมาณัสารต้าน									

จุิลชีพส้งพอที�จิะออกิฤทธิ�กิระทบัต�อกิารเจิริญของเชื�อ	ดัิ์งนั�นกิารดืิ์�อของเชื�อที�พบับั�อย

อีกิวิธีหน้�งเกิิดิ์จิากิกิารมีปริมาณัสารต้านจุิลชีพในเซลล์ลดิ์ลง	ทำาให้เชื�อไม�ถ้กิยับัยั�งหรือ	

ถ้กิทำาลาย	 เชื�อดิ์ื �อยาหลายชนิดิ์พบัว�า	 เกิิดิ์จิากิลดิ์กิารผู้�านของยาเข้าเซลล์	 เช�น	

กิารเปลี�ยนแปลงของ	 porins	 ซ้�งเป็นโปรตีนที�พบัไดิ์้ตามร้ในเยื�อหุ้มเซลล์เพื�อลดิ์												

กิารเข้าของสารต้านจุิลชีพ	(เช�น	กิารดืิ์�อ	chloramphenicol)	หรือกิารมีป้�มเพื�อขับัสาร	

ต้านจุิลชีพออกินอกิเซลล์ในปริมาณัที�มากิกิว�ากิาร	เข้าเซลล์	(เช�น	กิารดืิ์�อ	tetracycline)
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ตามรูในเยื ่อหุ èมเซลล�เพื ่อลดการเขèาของสารตèานจุลชีพ (เชõน การด้ือ 

chloramphenicol) หรือ การมีปûΩมเพื่อขับสารตèานจุลชีพออกนอกเซลล�ใน

ปริมาณท่ีมากกวõาการ เขèาเซลล� (เชõน การด้ือ tetracycline) 

 

รูปท่ี 3.5 ภาพแสดงการมีปûΩมเพื่อขับสารตèานจุลชีพมีผลใหèเชื้อดื้อสารตèานจุล

ชีพ (Walsh C. Nature 2000;406: 775-781). 

 นอกจากกลไกดังกลõาวขèางตèน มีการพบการดื้อสารตèานจุลชีพของเช้ือ

ดèวยกลไกอื่นๆ บèาง เชõน sulfonamides มีโครงสรèางคลèายสารตั้งตèน ดังน้ัน

การเพิ่มปริมาณการผลิตสารตั้งตèนใหèมีปริมาณสูงจะทำใหèสามารถแยõงจับ

เอ็นไซม�และเชื ้อเจริญเติบโตตõอไปไดè เช õน การเพิ ่มระดับของ papa-

aminobenzoic acid (PABA) หรือเพิ่มปริมาณเอ็นไซม�เพื่อแขõงกับปริมาณยา 

ก็จะทำใหèเชื ้อเจริญเติบโตตõอไปไดèเชõนกัน เชõน การเพ่ิม dihydrofolate 

reductase (DHFR) ก็จะทำใหèเช้ือด้ือ trimethoprim 

 

รูปที่่�	 3.5	 ภาพแสดิ์งกิารมีป้�มเพื�อขับัสารต้านจิุลชีพมีผู้ลให้เชื�อดิ์ื�อสารต้านจิุลชีพ	

(Walsh	C.	Nature	2000;406:	775-781).

	 นอกิจิากิกิลไกิดิ์ังกิล�าวข้างต้น	 มีกิารพบักิารดิ์ื�อสารต้านจิุลชีพของเชื�อดิ์้วย		

กิลไกิอื�นๆ	บ้ัาง	เช�น	sulfonamides	มีโครงสร้างคล้ายสารตั�งต้น	ดัิ์งนั�นกิารเพิ�มปริมาณั	

กิารผู้ลิตสารตั�งต้นให้มีปริมาณัส้งจิะทำาให้สามารถแย�งจัิบัเอ็นไซม์และเชื�อเจิริญเติบัโต

ต�อไปไดิ์้	 เช�น	 กิารเพิ�มระดิ์ับัของ	 papa-aminobenzoic	 acid	 (PABA)	 หรือเพิ�ม											

ปริมาณัเอ็นไซม์เพื�อแข�งกัิบัปริมาณัยา	 ก็ิจิะทำาให้เชื�อเจิริญเติบัโตต�อไปได้ิ์เช�นกัิน	 เช�น	

กิารเพิ�ม	dihydrofolate	reductase	(DHFR)	ก็ิจิะทำาให้เชื�อดืิ์�อ	trimethoprim
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	การดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพของเชี้�อหนองใน

	 โรคหนองในเป็นเชื�อกิ�อโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์ที�รักิษาได้ิ์	 (curable	sexually	

transmitted	diseases)	 เกิิดิ์จิากิเชื�อหนองใน	 (Neisseria gonorrhoeae)	 โดิ์ยเชื�อ			

N. gonorrhoeae	และ	Haemophilus ducreyi	 เป็นเชื�อกิ�อโรคที�สำาคัญที�มีกิารดืิ์�อ	

ยาส้ง	 ทำาให้ยากิแกิ�กิารรักิษาและควบัคุม	 โดิ์ยเชื�อหนองในมีกิารพัฒินากิารดิ์ื�อยาไดิ์้	

หลายชนิดิ์และที�สำาคัญ	ได้ิ์แกิ�

	1.	Penicillins

	 	 	 กิารดิ์ื�อยา	 Penicillins	 ในเชื�อหนองในมีกิารระบัาดิ์ทั�วโลกิ	 ซ้�งยีนดิ์ื�อยาที�		

พบัมีทั �งที �อย้ �บันพลาสมิดิ์และโครโมโซม	 โดิ์ยกิารระบัาดิ์ดิ์้วยกิารสร้างเอนไซม	์										

penicillinase	 ที�เรียกิว�า	 penicillinase	 producing	N. gonorrhoeae	 (PPNG)	

มียีนควบัคุมอย้�บันพลาสมิดิ์	และเอนไซม์ที�พบัส�วนใหญ�เป็น	penicillinase	ชนิดิ์	TEM-1	

ซ้�งเป็นชนิดิ์ของเอนไซม์ที�พบัได้ิ์บั�อยที�สุดิ์ในเชื�อแบัคทีเรีย	โดิ์ยเอนไซม์	penicillinase	

ชนิดิ์	TEM-1	เป็นชนิดิ์ที�สามารถย�อยได้ิ์เฉัพาะ	narrow	spectrum	penicillins	(กิลุ�ม	2b)	

เช�น	penicillin,	ampicillin	และ	amoxycillin	เป็นต้น	นอกิจิากินี�	มีกิารพบัเอนไซม์ชนิดิ์	

TEM-135	 ในเชื�อหนองใน	 โดิ์ยเอนไซม์นี�มีความแตกิต�างกิับัเอนไซม์ชนิดิ์	 TEM-1	

ในตำาแหน�งของกิรดิ์อะมิโนที�	 182	 โดิ์ยเปลี�ยนจิากิ	methionine	 เป็น	 threonine	

(Met182Thr)	ซ้�งเอนไซม์นี�ยังคงคุณัสมบััติของกิารย�อยได้ิ์เฉัพาะ	narrow	spectrum	

penicillins	(กิลุ�ม	2b)	ซ้�งพลาสมิดิ์พาหะของเอนไซม์	penicillinase	ที�พบัในเชื�อหนองใน	

มีไดิ์้หลายชนิดิ์	 คือ	 Africa,	 Asia,	 Toronto,	 Rio,	 Nimes,	 New	 Zealand	 และ										

Johannesberg	โดิ์ยกิารระบัาดิ์ของเชื�อ	PPNG	เกิิดิ์จิากิกิารพบัพลาสมิดิ์ชนิดิ์	Africa,	

Asia,	หรือ	Toronto	สำาหรับักิรณีัพบัยีนดืิ์�อยาบันโครโมโซมเกิิดิ์จิากิกิลไกิอื�นๆ	ที�ไม�ใช�

กิารสร้างเอนไซม์ซ้�งมียีนควบัคุมอย้�บันโครโมโซม	จ้ิงเรียกิว�า	chromosomal	mediated	

resistance N. gonorrhoeae (CMRNG)	เช�น	กิารกิลายพันธ์ุของ	PBP-1	และ	PBP-2	

ทำาให้ลดิ์กิารจัิบัของยา	penicillins	ต�อเป้าหมาย	โดิ์ย	PBP-1	และ	PBP-2	มีกิารควบัคุม	

ด้ิ์วยยีน	ponA	และ	penA	ตามลำาดัิ์บั	นอกิจิากินี�	พบัความเกีิ�ยวข้องกัิบัยีนหลายชนิดิ์	
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เช�น	กิารกิลายพันธ์ุของ	penB	และ	penC	(pilQ)	มีผู้ลต�อ	porin	โดิ์ยมีผู้ลลดิ์กิารเข้า

ของยาส้�เซลล์ได้ิ์หลายชนิดิ์	 จ้ิงมีผู้ลให้เกิิดิ์กิารดืิ์�อต�อยา	 penicillins,	 tetracyclines,	

และ	quinolones	สำาหรับักิารกิลายพันธ์ุของ	mtr	 มีผู้ลกิระตุ้นต�อ	MtrCDE	efflux	

pump	ซ้�งมีผู้ลให้เกิิดิ์กิารดืิ์�อต�อยา	ß-penicillins,	tetracyclines	และ	quinolones	

โดิ์ยในเชื�อตัวเดีิ์ยวกัินอาจิพบักิารดืิ์�อยา	penicillins	ทั�ง	PPNG	และ	CMRNG	ร�วมกัินได้ิ์

	2.	Tetracyclines

	 	 	 กิารดืิ์�อยา	tetracyclines	ในเชื�อหนองในพบัระบัาดิ์ทั�วโลกิ	โดิ์ยกิารดืิ์�อยา

มียีนที�เกิี�ยวข้องไดิ์้ทั�งบันโครโมโซมและพลาสมิดิ์	 โดิ์ยยีนบันโครโมโซมเกิี�ยวข้องกิับั		

กิารกิลายพันธ์ุของ	mtr	และ	penB	ซ้�งกิ�อให้เกิิดิ์กิารดืิ์�อยาในความเข้มข้นตำ�า	ในขณัะ

ที�ยีนควบัคุมที�อย้�บันพลาสมิดิ์	 เกิิดิ์จิากิมียีน	 tetM	 ใน	 24.5	Mda	 conjugative							

plasmid	 โดิ์ยพบัชนิดิ์หลักิของ	 tetM	 2	 ชนิดิ์	 คือ	 Dutch	 และ	 America	 ซ้�งม	ี

ความแตกิต�างของลำาดัิ์บัเบัสเล็กิน้อย	โดิ์ยกิารดืิ์�อยาที�มียีนบันพลาสมิดิ์	กิ�อให้เกิิดิ์กิาร

ดืิ์�อยาในความเข้มข้นส้ง	เรียกิเชื�อกิลุ�มนี�ว�า	tetracycline-resistant	N. gonorrhoeae 

(TRNG)	 โดิ์ยยีน tetM	 มีกิารระบัาดิ์ในเชื�อประจิำาถิ�นของระบับัสืบัพันธุ์	 ซ้�งกิารมียีน	

บันพลาสมิดิ์	ร�วมกัิบักิารมี	selective	pressure	เนื�องจิากิกิารใช้ยากิลุ�ม	tetracyclines	

ในกิารรักิษาโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์กิ�อให้เกิิดิ์กิารระบัาดิ์ของเชื�อ	TRNG

	3.	Quinolones

	 	 	 กิารดิ์ื�อยากิลุ�ม	 quinolones	 ของเชื�อหนองใน	 (quinolone-resistant							

N. gonorrhoeae,	 QRNG)	 มียีนควบัคุมอย้�บันโครโมโซม	 โดิ์ยมีกิลไกิที�พบัหลักิ	 คือ	

กิลายพันธ์ุของยีน	gyrA	และ	parC ซ้�งมีผู้ลให้กิารจัิบัของยาที�เป้าหมายลดิ์ลง	(target	

alteration)	โดิ์ยกิารกิลายพันธ์ุของยีน	gyrA มีผู้ลต�อ	DNA	gyrase	subunit	A	(GyrA)	

โดิ์ยพบัตำาแหน�งกิารกิลายพันธุ์ของกิรดิ์อะมิโนที�พบับั�อย	 คือ	 serine	 ที�ตำาแหน�ง	 91	
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(Ser-91)	และ	aspartic	acid	ที�ตำาแหน�ง	95	(Asp-95)	ในขณัะที�กิารกิลายพันธ์ุของยีน	

parC	มีผู้ลต�อ	DNA	topoisomerase	IV	โดิ์ยพบัตำาแหน�งกิารกิลายพันธ์ุของกิรดิ์อะมิโน	

ที�พบับั�อย	 คือ	 Asp-86	 Ser-87,	 Ser-88	 และ	 Gly-91	 ซ้�งกิารกิลายพันธุ์ของ	 DNA	

topoisomerase	IV	ร�วมด้ิ์วยทำาให้เพิ�มความเข้มข้นส้งข้�น	นั�นคือ	กิารดืิ์�อยาในความ	

เข้มข้นส้งข้�นเมื�อมีกิารกิลายพันธ์ุหลายเป้าหมาย	(alteration	in	multiple	targets)	

ในขณัะที�กิลไกิจิากิ	efflux	pump	พบักิารดืิ์�อยาในความเข้มข้นตำ�า	 ซ้�งมีกิารรายงาน	

พบัเชื�อ	QRNG	ส้งข้�นและมี	MIC	ส้งข้�นด้ิ์วย	

	4.	Spectinomycin	และ	aminoglycosides

	 	 	 ยา	spectinomycin	เป็นยาที�ออกิฤทธิ�ได้ิ์ดีิ์ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อหนองใน	

โดิ์ยพบัเชื�อดิ์ื�อยาเป็นครั�งคราว	 ซ้�งกิารดิ์ื�อยากิลุ�มนี�	 มียีนควบัคุมอย้�บันโครโมโซม	

โดิ์ยเกิิดิ์จิากิกิารกิลายพันธ์ุของ	 ribosomal	 genes	 โดิ์ยกิารดืิ์�อยา	 spectinomycin	

เกิิดิ์จิากิกิารกิลายพันธ์ุของยีน spc	 ในขณัะที�กิารดืิ์�อยา	aminoglycosides	 เกิิดิ์จิากิ	

กิารกิลายพันธ์ุของยีน	kan	นอกิจิากินี�	พบัว�า	เชื�อที�มีค�า	MIC	ส้งข้�นของยา	gentamicin	

เกีิ�ยวข้องกัิบักิลไกิของ	porin	ด้ิ์วย

	5.	Macrolides

	 	 	 ยา	azithromycin	ซ้�งเป็นอนุพันธ์ของ	erythromycin	เป็นยาที�ใช้ในกิาร

รักิษากิารติดิ์เชื�อหนองในได้ิ์ดีิ์	โดิ์ยยานี�เป็นยาที�ใช้ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อ Chlamydia 

trachomatis	สำาหรับัเชื�อดืิ์�อยาพบัยีนควบัคุมกิารดืิ์�อยา	อย้�บันโครโมโซม	โดิ์ยเกีิ�ยวข้อง	

กัิบักิารกิลายพันธ์ุของ	23sRNA	rrl	 ซ้�งควบัคุมโดิ์ยยีน	mtrR	และ	mtrC	นอกิจิากินี�	

เกิี�ยวข้องกิับักิารกิลายพันธุ์ของ	 ermB,	 ermC	 และ	 ermF	 มีผู้ลเกิิดิ์	methylase	

ของเป้าหมายในกิารจัิบัของยา	ทำาให้ยาจัิบัได้ิ์ลดิ์ลง
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	6.	Sulphonamide-trimethoprim	combinations

	 	 	 Sulfamethoxazole	-trimethoprim	(cotrimoxazole)	เคยเป็นยาที�นำา

มาใช้ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อหนองใน	ซ้�งต้องใช้หลาย	dose	จ้ิงทำาให้ง�ายต�อกิารพัฒินา	

กิารดิ์ื�อยาเนื�องจิากิป้ญหาในกิารควบัคุมดิ์้แลเรื�องกิารใช้ยา	 โดิ์ยยีนควบัคุมกิารดิ์ื�อยา	

อย้�บันโครโมโซม	โดิ์ยเกิิดิ์จิากิกิารสังเคราะห์สารตั�งต้น	p-aminobenzoic	acid	(PABA)	

ในปริมาณัมากิกิว�าปกิติ	ซ้�งเกิิดิ์จิากิกิารกิลายพันธ์ุของยีน	dihydropteroate	synthetase	

	7.	Chloramphenicol	/Thiamphenicol	

	 	 	 Chloramphenicol	เป็นยาที�นำามาใช้ในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อในหลายประเทศ	

และมีกิารกิล�าวถ้งประสิทธิภาพในกิารรักิษากิารติดิ์เชื�อหนองใน	โดิ์ยกิารดืิ์�อยา	พบัว�ามี	

ยีนควบัคุมอย้�บันโครโมโซม	 โดิ์ยเกิี�ยวข้องกิับักิารกิลายพันธุ์ของยีน	penB,	mtrR        

และ	chl 

	8.	Cephalosporins	

	 	 	 ป้จิจุิบัันใช้เป็น	first-line	ในกิารรักิษาหนองใน	โดิ์ยกิารดืิ์�อต�อ	penicillins	

ของเชื�อพบักิารเกิิดิ์	 cross-resistance	 กัิบัยา	 cephalosporins	 รุ�นแรกิได้ิ์	 โดิ์ยเกิิดิ์	

กิารเปลี�ยนแปลงของเป้าหมาย	 (target	 alteration)	 ทำาให้ยาเข้าส้�เซลล์ไดิ์้ลดิ์ลง	

โดิ์ยขณัะนี�	พบัเชื�อให้ผู้ลไวต�อยาลดิ์ลง	(decreased	susceptible)	เพิ�มข้�น	ซ้�งเกิิดิ์จิากิ	

กิารกิลายพันธ์ุของยีนบันโครโมโซม	กิลไกิที�พบัเกิิดิ์จิากิ	mosaic	และ	non	mosaic	

ของยีน	penA นอกิจิากินี�	เกีิ�ยวกัิบักิารกิลายพันธ์ุของยีน	penB,	ponA,	และ	mtrR 
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บัทท่� 4
	 การทดื้สอบความไวต้่อสารต้้านจุุลชีีพของเชี้�อแบคทีเรีย
 (Antimicrobial susceptibility testing)

นางสาวมณ่มณฑ์์	โคเบนท์ี่

ผศุ.	ดร.	รัต็นา	ลาวัง

	 กิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจิุลชีพของเชื�อแบัคทีเรียเป็นขบัวนกิารสำาคัญ	

สำาหรับักิารประเมินความสามารถของสารต้านจุิลชีพ	 ในกิารยับัยั�งกิารเจิริญหรือฆ่�าเชื�อ	

แบัคทีเรียที�แยกิไดิ์้จิากิสิ�งส�งตรวจิ	 เพื�อให้แพทย์ใช้เป็นข้อม้ลประกิอบักิารตัดิ์สินใจิ							

เลือกิชนิดิ์และระดัิ์บัของสารต้านจุิลชีพต�อเชื�อแบัคทีเรียที�เหมาะสำาหรับักิารรักิษาผู้้้ป่วย	

รวมทั�งใช้ในกิารศ้กิษาแนวโน้มกิารดืิ์�อยาของเชื�อด้ิ์วย	อย�างไรก็ิตาม	กิารทดิ์สอบัความ

ไวต�อสารต้านจุิลชีพของเชื�อแบัคทีเรียจัิดิ์เป็นกิารทดิ์สอบัทางห้องปฏิิบััติกิาร	กิารแปล

ผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพของเชื�อแบัคทีเรียอาศัยกิารอ้างอิงกัิบัค�ามาตรฐาน	

ซ้�งถ้กิกิำาหนดิ์โดิ์ยหน�วยงานสากิล	ที�นิยมใช้คือมาตรฐานของ	Clinical	and	Laboratory	

Standards	 Institute	 (CLSI)	 ของประเทศสหรัฐอเมริกิา	 วิธีกิารทดิ์สอบัและค�า												

มาตรฐานในกิารแปลผู้ลมีความแตกิต�างกิันไปตามชนิดิ์ของเชื�อแบัคทีเรียและชนิดิ์				

ของสารต้านจุิลชีพ	โดิ์ยกิารทดิ์สอบัจิำาเป็นต้องทำาด้ิ์วยวิธีมาตรฐานที�กิำาหนดิ์ไว้	เพื�อให้

สามารถเปรียบัเทียบัผู้ลกัิบัค�าอ้างอิงได้ิ์

 วิธ่ิการที่ดสอบความไวต่็อสารต้็านจุัลช่ีพิของเช้ี�อแบคท่ี่เร่ย

	 กิารทดิ์สอบัความไวสามารถทำาไดิ์้หลายวิธี	 เมื�อพิจิารณัาตามความละเอียดิ์		

ของผู้ลกิารทดิ์สอบัแบั�งได้ิ์เป็น	2	กิลุ�มคือ

	 1.	 แบับัก้ิ�งปริมาณัวิเคราะห์	(semiquantitative	method)

	 2.	 แบับัปริมาณัวิเคราะห์	(quantitative	method)
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	1.	การที่ดสอบความไวแบบก่�งปริมาณวิเคราะห์

	 เป็นวิธีทดิ์สอบัความไวอย�างง�ายๆ	และสะดิ์วกิ	นิยมใช้ในกิรณีัต�อไปนี�

	 1.1	ต้องกิารทดิ์สอบักัิบัแบัคทีเรียหลายๆ	สายพันธ์ุ

	 1.2	ต้องกิารทดิ์สอบัผู้ลเพียงคร�าวๆ	ว�าเชื�อดืิ์�อหรือไม�ดืิ์�อต�อยา

	 1.3	ต้องกิารทดิ์สอบัความไวกัิบัสารต้านจุิลชีพหลายชนิดิ์

	 แบัคทีเรียที�นำามาทดิ์สอบัดิ์้วยวิธีนี�จิะต้องสามารถเจิริญไดิ์้ดิ์ีในอาหารเลี�ยงเชื�อ

ทั�ว	ๆ 	ไปและมีอัตรากิารเจิริญเติบัโตอย�างสมำ�าเสมอ	กิารทดิ์สอบัความไวแบับัก้ิ�งปริมาณั	

วิเคราะห์ที�นิยมใช้ในป้จิจิุบัันคือ	 disk	 diffusion	method	 หรือ	 agar	 diffusion	

method 

	 1.1.	Disk	diffusion	method	หร้อ	Kirby	Bauer’s	method

	 	 	 	 Disk	diffusion	method	 เป็นวิธีกิารทดิ์สอบัความไวของเชื�อแบัคทีเรีย	

ต�อสารต้านจุิลชีพเชิงคุณัภาพ	และได้ิ์รับักิารรับัรองเป็นวิธีมาตรฐานโดิ์ยสถาบัันควบัคุม	

มาตรฐานทางห้องปฏิิบัตัิกิาร	 CLSI	 ซ้�งนานาชาติยอมรบััและนิยมใช้ในงานประจิำาวัน	

ของห้องปฏิิบััติกิารต�างๆ	ทั�วโลกิ	เนื�องจิากิเป็นวิธีที�ทำาได้ิ์ง�าย	สะดิ์วกิ	รวดิ์เร็ว	ผู้ลที�ได้ิ์

มีความสอดิ์คล้องกิับัค�าความเข้มข้นตำ�าสุดิ์ของสารต้านจิุลชีพที�สามารถยับัยั�งกิาร		

เจิริญเติบัโตของเชื�อได้ิ์	(minimal	inhibitory	concentration;	MIC)	และเป็นข้อม้ล	

เบืั�องต้นแกิ�แพทย์ในกิารเลือกิใช้ยารักิษาผู้้้ป่วย

   	 1.1.1	 หลักการ	Disk	diffusion	method	มีหลักิกิารของกิารทดิ์สอบั				

คือสารต้านจุิลชีพที�ทราบัความเข้มข้น	จิะแพร�ทุกิทิศทาง	ออกิจิากิแผู้�นกิระดิ์าษกิรอง	

ร้ปกิลม	 (disk)	 เพื�อไปยับัยั�งกิารเจิริญเติบัโตของแบัคทีเรียที�เพาะเลี�ยงบันผู้ิวหน้า			

อาหารแข็ง	 ความเข้มข้นของสารต้านจิุลชีพส้งสุดิ์จิะอย้�ใกิล้	 disk	 และลดิ์ลงตาม	

ระยะห�างจิากิ	disk	 โดิ์ยสารต้านจุิลชีพที�มีนำ�าหนักิโมเลกุิลขนาดิ์ใหญ�จิะเคลื�อนที�ช้ากิว�า	

สารต้านจิุลชีพที�มีนำ�าหนักิโมเลกิุลขนาดิ์เล็กิ	 หลังจิากิอบัเพาะเลี�ยงเชื�อในสภาวะที�		

เหมาะสมแล้ว	จิะนำาจิานอาหารออกิมาตรวจิวัดิ์ขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลางของวงใสรอบั	

disk	ที�เกิิดิ์จิากิเชื�อแบัคทีเรียถ้กิยับัยั�งกิารเจิริญ	(inhibition	zone)	เป็นหน�วยมิลลิเมตร	

และนำาไปเปรียบัเทียบักิับัขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลางในตารางแปลผู้ลมาตรฐาน															
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ใน	 CLSI	 guideline	 รายงานผู้ลเชิงคุณัภาพเป็นไว	 (susceptible;	 S),	 ไวปานกิลาง	

(intermediate;	I)	ดืิ์�อ	(resistant;	R)	ไม�ไว	(nonsusceptible;	NS)	หรือ	(susceptible-	

dose	dependent	(SDD)

      	 	 ไว	 (susceptible;	 S)	หมายถ้งแบัคทีเรียที�ทำากิารทดิ์สอบัถ้กิ	

ยับัยั�ง	 กิารเจิริญดิ์้วยสารต้านจิุลชีพอย้�ในระดิ์ับัไม�เกิินค�าจิุดิ์ตัดิ์ความไวของยา	 และ					

สามารถใช้ยาในปริมาณัปกิติเพื�อยับัยั�งกิารเจิริญของเชื�อ	 ซ้�งบั�งชี�ว�าน�าจิะสามารถ	

ใช้ยาในกิารรักิษาทางคลินิกิได้ิ์

       	 ไวปานกลาง	 (intermediate;	 I)	หมายถ้ง	แบัคทีเรียที�ทำากิาร	

ทดิ์สอบัถ้กิยับัยั�งกิารเจิริญด้ิ์วยระดัิ์บัของสารต้านจุิลชีพในระดัิ์บัส้งกิว�าระดัิ์บัที�บั�งชี�ว�า

เชื�อมีความไวต�อยา	แต�ตำ�ากิว�าระดัิ์บัที�บั�งชี�ว�าเชื�อดืิ์�อต�อยา	

        ด้�อ	(resistant;	R)	หมายถ้งแบัคทีเรียที�ทำากิารทดิ์สอบัถ้กิยับัยั�ง				

กิารเจิริญดิ์้วยสารต้านจิุลชีพอย้�ในระดิ์ับัส้งกิว�าระดิ์ับัของยาที�สามารถใช้ไดิ์้อย�าง									

ปลอดิ์ภัยในเนื�อเยื�อหรือส้งกิว�าค�าจิุดิ์ตัดิ์ความไวของยาและปริมาณัยาที�ใช้ไม�สามารถ

ยับัยั�งกิารเจิริญของเชื�อซ้�งบั�งชี�ว�าไม�ควรใช้ยาดัิ์งกิล�าวในกิารรักิษาทางคลินิกิ

       	 ไม่ไว	NS	(nonsusceptible)	หมายถ้ง	แบัคทีเรียที�ทำากิารทดิ์สอบั	

มีค�า	 MICs	 ที�ส้งกิว�าหรือขนาดิ์ของ	 inhibition	 zone	 แคบักิว�าค�าจิุดิ์ตัดิ์ความไว		

(breakpoint	 susceptible)	 ที�กิำาหนดิ์ในเชื�อที�กิารแปลผู้ลเฉัพาะที�ให้ผู้ลไวต�อยา												

เนื�องด้ิ์วยอุบััติกิารณ์ัของเชื�อดืิ์�อยายังพบัน้อยมากิหรือไม�พบัเลย	

       	 SDD	(Susceptible	dose	dependent)	หมายถ้ง	แบัคทีเรีย

ที�ทำากิารทดิ์สอบัมีค�าจุิดิ์ตัดิ์ความไว	ที�ให้ผู้ลไวต�อยาที�ทดิ์สอบัเมื�อใช้ในปริมาณัที�แนะนำา	

ให้ใช้เพื�อกิารรักิษาผู้้้ป่วย	

   	 1.1.2.	ปัจัจััยสำาคัญิเก่�ยวกับการที่ดสอบวิธ่ิ	disk	diffusion	method

	 	 	 	 	 	 	 	 กิารทดิ์สอบัความไวด้ิ์วยวิธี	disk	diffusion	กิารแปลผู้ลข้�นอย้�กัิบั	

ขนาดิ์ของ	 inhibition	 zone	 ดิ์ังนั�น	 เราจิ้งควรทราบัป้จิจิัยที�มีผู้ลต�อขนาดิ์ของ															

inhibition	zone	ซ้�งมีหลายป้จิจัิยดัิ์งนี�
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      	 	 1.	 อาหารเล่�ยงเชี้�อ	 (test	medium)	 อาหารมาตรฐานสำาหรับั	

ทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพของแบัคทีเรียคือ	Mueller-Hinton	agar	(MHA)	ที�มี	

pH	 7.2-7.4	 และมีกิารควบัคุมปริมาณัไอออนประจิุบัวกิ	 (cation)	 ไดิ์้แกิ�	 แคลเซียม	

(Ca2+)	ไม�เกิิน	25	mg/l	และแมกินีเซียม	(Mg2+)	ไม�เกิิน	12.5	mg/l	และกิำาหนดิ์ให้			

อาหารเลี�ยงเชื�อปราศจิากิไทมีนและไทมิดีิ์น	 เพราะอาหารเลี�ยงเชื�อที�มีไทมีนและไทมิดีิ์น	

จิะมีผู้ลยับัยั�งกิารออกิฤทธิ�ของซัลโฟนาไมด์ิ์และไตรเมโทพิม	ความหนาของอาหารเลี�ยง	

เชื�อมีกิารกิำาหนดิ์มาตรฐานความหนาของอาหารเลี�ยงเชื�อเป็น	 4	mm	 เตรียมโดิ์ยใช้	

อาหารเลี�ยงเชื�อปริมาตร	25	ml	ในจิานอาหารที�มีขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	100	mm	

และใช้อาหารเลี�ยงเชื�อปริมาตร	60	ml	ในจิานอาหารที�มีขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	150	mm	

ผู้ิวหน้าของอาหารเลี�ยงเชื�อต้องเรียบัและมีระดิ์ับัสมำ�าเสมอไม�เอียงลาดิ์กิ�อนนำามาใช้					

ควรไว้ที�อุณัหภ้มิห้องและผู้้�งผิู้วหน้าอาหารเลี�ยงเชื�อให้แห้งกิ�อน

      	 	 2.	 สารต็้านจัุลชี่พิ	 (antimicrobial	 disk)	 มีลักิษณัะเป็น	 disk	

ขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	 6	mm	 รายละเอียดิ์บันแผู้�นสารต้านจิุลชีพประกิอบัดิ์้วย		

ชื�อย�อและปริมาณัยา	แหล�งที�มาของยาที�ใช้ทดิ์สอบัควรได้ิ์มาตรฐานและมีกิารควบัคุม

คุณัภาพทางห้องปฏิิบััติกิารกิารเกิ็บัรักิษา	 disk	 ควรเกิ็บัในกิล�องที�มีสารดิ์้ดิ์ความชื�น	

(desiccator)	 ที�อุณัหภ้มิ	 -20	 °C	 จินกิว�าจิะนำามาใช้	 เมื�อนำาแผู้�นสารต้านจุิลชีพออกิ	

มาใช้แล้วสามารถเก็ิบัที�อุณัหภ้มิ	2-8	°C	กิ�อนนำามาใช้จิะต้องวางที�อุณัหภ้มิห้องอย�าง

น้อย	 1	 ชั�วโมง	 กิ�อนใช้งานเพื�อป้องกิันกิารควบัแน�นของไอนำ�า	 พบัว�ากิารนำาส�งและ							

กิารเกิ็บัสารต้านจิุลชีพที�ไม�ถ้กิวิธีจิะทำาให้สารต้านจิุลชีพเสื�อมคุณัภาพกิ�อนถ้งวันหมดิ์

อายุ	 กิารใช้	 ในกิารทดิ์สอบัที�ใช้	 disk	 ที�เสื�อมคุณัภาพหรือหมดิ์อายุ	 มีผู้ลทำาให้ขนาดิ์					

เส้นผู้�านศ้นย์กิลางของวงใสที�เชื�อถ้กิยับัยั�งกิารเจิริญ	(inhibition	zone)	เล็กิกิว�าความ

เป็นจิริงทำาให้กิารรายงานผู้ลผิู้ดิ์พลาดิ์ได้ิ์

      	 	 3.	 ปริมาณเช้ี�อแบคท่ี่เร่ย	(inoculum	size)	กิารเตรียมแบัคทีเรีย	

สามารถทำาได้ิ์	2	วิธี	คือ	

         	 3.1.	 การเต็ร่ยมเช้ี�อด้วย	วิธ่ิ	broth	culture	method	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 -	เลือกิโคโลนีที�มีลักิษณัะเหมือนกัิน	3	ถ้ง	5	โคโลนีโดิ์ยใช้	

loop	 แตะส�วนบันของโคโลนี	 ใส�ในอาหารเพาะเชื�อ	
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เช�น	tryptic	soy	broth	หลอดิ์ละ	2	ml	อบัเพาะเลี�ยงที�	

อุณัหภ้มิ	 35	 °C	 ประมาณั	 2-5	 ชั�วโมง	 วิธี	 broth						

culture	method	 ไม�แนะนำาให้ใช้ในกิารเตรียมเชื�อ															

Staphylococcus	 spp., Haemophilus	 spp.,	

Streptococcus	 spp.	 และ	 N. gonorrhoeae          

เพื�อทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพด้ิ์วยวิธีนี�

         	 3.2		 การเต็ร่ยมเช้ี�อด้วย	วิธ่ิ	colony	suspension

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 -	ใช้เชื�อ	isolated	colony	ซ้�งเพาะบันอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดิ์	

nonselective	medium	เช�น	blood	agar	เป็นเวลา	

18-24	 ชั�วโมง	 ใส�ใน	 NSS	 หรือ	Mueller-Hinton	

broth	เพื�อใช้ปรับัความขุ�น	โดิ์ยวิธี	colony	suspen-

sion	นี�สามารถใช้เตรียมเชื�อทั�วไป	รวมทั�งเชื�อเจิริญยากิ	

เพื�อใช้ทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพ	

	 นำาเชื�อที�เตรียมมาปรับัเทียบัความขุ�นให้เท�ากิับั	 0.5	McFarland	 standard	

No.1	 ซ้�งจิะมีจิำานวนแบัคทีเรียประมาณั	 1.5×108	 CFU/ml	 กิารเทียบัความขุ�นควร			

ทำาในที�ที�มีแสงสว�างเพียงพอโดิ์ยใช้กิระดิ์าษขาว	ที�มีเส้นตรงท้บัสีดิ์ำาเป็นฉัากิหลังเทียบั	

ความขุ�นโดิ์ยดิ์้จิากิความชัดิ์ของเส้นสีดิ์ำาผู้�านหลอดิ์เชื�อ	 หากิเชื�อมากิเกิินไปจิะทำาให้	

เห็นเส้นสีดิ์ำาชัดิ์เจินน้อยกิว�าหลอดิ์	 0.5	McFarland	 standard	 No.1	 ในกิรณัีนี�ให้		

เจืิอจิางเชื�อด้ิ์วยกิารเติม	NSS	หรือ	Mueller-Hinton	broth	เพิ�ม	แต�ถ้าเป็น	colony	

suspension	แล้วเชื�อน้อยเกิินไปให้เพิ�มเชื�อลงในหลอดิ์หรือ	ถ้าเป็น	broth	culture	

method	 เชื�อน้อยเกิินไปแสดิ์งว�าเชื�อที�ไดิ์้ไม�อย้�ในช�วง	 log	 phase	 ให้เริ�มต้นตั�งแต�	

กิารเตรียมเชื�อใหม�	หากิใช้วิธีกิารเทียบัความขุ�นอาจิทำาได้ิ์โดิ์ยวัดิ์ด้ิ์วยเครื�อง	spectro-

photometer	ที�ความยาวคลื�น	625	นาโนเมตร	จิะได้ิ์ค�าด้ิ์ดิ์กิลืนแสง	(OD)	ประมาณั	

0.08-0.10

	 จิำานวนแบัคทีเรียที�ใช้ทดิ์สอบั	 ถ้าใช้แบัคทีเรียจิำานวนมากิเกิินไปจิะทำาให้											

inhibition	zone	แคบั	และถ้าใช้จิำานวนแบัคทีเรียน้อยเกิินไปจิะได้ิ์	inhibition	zone	

กิว้างกิว�าความเป็นจิริง	
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       	 4.		อุณหภูมิ	 (temperature)	 โดิ์ยทั�วไปควรอบัเพาะเลี�ยงเชื�อที�	
ทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจิุลชีพของเชื�อแบัคทีเรียที�อุณัหภ้มิ	 35	 °C	 แต�เกิณัฑ์์กิาร		
ยอมรับัของเชื�อและยาแต�ละชนิดิ์มีความแตกิต�างกิัน	 เช�น	 Staphylococcus	 spp.	
อบัเพาะเลี�ยงที�	35±2	°C	และ	N. gonorrhoeae	36±1	°C	อุณัหภ้มิที�ไม�เหมาะสมมี
ผู้ลต�อกิารเจิริญของเชื�อ	ซ้�งทำาให้ความไวต�อยาเปลี�ยนแปลงไปได้ิ์
      	 	 5.	 ระยะเวลาอบเพิาะเช้ี�อ	(incubation	period)	อาจิแตกิต�างกัิน	
ในเชื�อและยาแต�ละชนิดิ์	 และมีผู้ลต�อกิารแปลผู้ลความไวต�อยาไดิ์้	 โดิ์ยทั�วไปควร	
อบัเพาะเชื�อเป็นเวลา	16-18	ชั�วโมง	แต�เชื�อ	N.gonorrhoeae อบัที�	20-24	ชั�วโมง
      	 	 6.	 การควบคุมคุณภาพิ	โดิ์ยใช้เชื�อมาตรฐานดิ์ำาเนินกิารควบัค้�กัิบั	
ระบับั	ซ้�งวิธีกิารทดิ์สอบัและกิารแปลผู้ลเป็นไปโดิ์ยวิธีเดีิ์ยวกัิน	หรือเป็นไปตามเกิณัฑ์์
ที�ยอมรับัได้ิ์ของ	CLSI	ซ้�งผู้ลกิารควบัคุมคุณัภาพต้องผู้�าน	ถ้งจิะดิ์ำาเนินกิารรายงานผู้ล
กิารทดิ์สอบัได้ิ์	กิารทดิ์สอบัและกิารแปลผู้ลนี�ใช้ตาม	CLSI	กิำาหนดิ์
วิธ่ิการที่ดสอบ
	 1.	 หลังจิากิเทียบัความขุ�นกัิบั	0.5	McFarland	standard	No.1	(suspension	

solution)	แล้ว	 ให้เพาะลงบันอาหารเลี�ยงเชื�อที�เหมาะสม	 โดิ์ยใช้	 sterile	
swab	size	M	จุิ�มลงใน	suspension	solution	หมุน	swab	หลายๆ	ครั�ง	
เพื�อให้เชื�อซ้มเข้าให้ทั�ว	 แตะ	 swab	 กิับัผู้ิวดิ์้านในของหลอดิ์แล้วหมุนให้	
swab	พอหมาดิ์ๆ	นำามาป้ายเป็น	3	ระนาบั	ทำามุม	60	องศาในแต�ละครั�ง	
ให้เชื�อกิระจิายทั�วผู้ิวของอาหารเลี�ยงเชื�อแล้วป้ายรอบัขอบัดิ์้านในของ		
อาหารเพาะเชื�ออีกิครั�งหน้�ง

	 2.	 ใช้	forcep	ที�ทำาให้ปราศจิากิเชื�อ	คีบั	disk	มาวางบันผิู้วของอาหารเลี�ยงเชื�อ	
ที�ปล�อยให้ผิู้วอาหารเลี�ยงเชื�อแห้ง	แต�ห้ามเกิิน	15	นาที	กิดิ์เบัาๆ	 ให้แผู้�น	
disk	ติดิ์กัิบัอาหารเลี�ยงเชื�อ	ถ้าใช้จิานเลี�ยงเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	100	
มิลลิเมตร	ไม�ควรวาง	disk	เกิิน	5	ชนิดิ์	ถ้าใช้จิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�าน	
ศ้นย์กิลาง	150	มิลลิเมตรไม�ควรวาง	disk	เกิิน	12	ชนิดิ์

	 	 	 	 	 	 สำาหรับัเชื�อ S.pneumoniae,	N. gonorrhoeae	และ	Haemophilus spp. 
ถ้าใช้จิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	100	มิลลิเมตร	ไม�ควรวาง	disk	
เกิิน	 4	 ชนิดิ์	 ถ้าใช้จิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	 150	 มิลลิเมตร	
ไม�ควรวาง	disk	เกิิน	9	ชนิดิ์
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	 3.	 นำาจิานเพาะเชื�อที�ได้ิ์	อบัเพาะเลี�ยงที�อุณัหภ้มิ	35	°C	เป็นเวลา	16-18	ชั�วโมง	
(เกิณัฑ์์กิารยอมรับัของเชื�อและยาแต�ละชนิดิ์มีความแตกิต�างกัิน)	ภายใน	15	นาที	
หลังจิากิวางแผู้�นยาเสร็จิเรียบัร้อยแล้ว	โดิ์ยวางควำ�าให้ด้ิ์านที�เป็นอาหารเลี�ยงเชื�อ	
อย้�ข้างบัน

	 4.	 กิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพในแต�ละครั�ง	ควรทดิ์สอบักัิบัแบัคทีเรีย	
สายพันธ์ุมาตรฐานควบัค้�ไปด้ิ์วยเพื�อตรวจิสอบัความถ้กิต้องของกิารทดิ์สอบั

	 5.	 นำาจิานเพาะเชื�อที�อบัเพาะเลี�ยงครบัเวลามาวัดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลางของ								
inhibition	zone	เป็นค�ามิลลิเมตรโดิ์ยใช้เครื�องมือวัดิ์ขนาดิ์ที�ได้ิ์มาตรฐาน	
vernier,	 calipers	 หรือไม้บัรรทัดิ์	 เราสามารถวัดิ์ขนาดิ์ของ	 inhibition	
zone	 จิากิด้ิ์านหน้าหรือดิ์้านหลังจิานเพาะเชื�อหากิเป็นอาหารเลี�ยงเชื�อใส	
แต�ถ้าเป็นอาหารเลี�ยงเชื�อที�มีเลือดิ์ผู้สมจิะต้องวัดิ์จิากิด้ิ์านหน้าของจิานเพาะ	
เชื�อถ้าเตรียมเชื�อไดิ์้ถ้กิต้อง	 เชื�อจิะข้�นอย�างสมำ�าเสมอไม�มีช�องว�างระหว�าง	

โคโลนี	และขอบัของ	inhibition	zone	จิะชัดิ์เจิน

69 
 

 
รูปท่ี 4.1 การทดสอบ Diffusion method  

ท่ีมา: https://microbeonline.com/wp-

content/uploads/2013/07/Muller-Hinton-Agar.gif.  

6. นำผลท่ีวัดไดèมาเทียบกับคõาในตารางแปลผลมาตรฐานตามเกณฑ� 

CLSI guideline โดยผลของเช้ือควบคุมตèองอยูõในเกณฑ�ยอมรับไดè 

เนื่องจาก CLSI guideline มีการปรับปรุงและเปลี่ยนแปลงขèอมูลการ

แปลผลและการรายงานผลใหèถูกตèองเปìนปûจจุบันเพื่อใหèสอดคลèองกับการ

รักษาเชื้อแบคทีเรียแตõละชนิดจากผูèป¢วยทุกป¶ ทำใหèผูèปฏิบัติงานจำเปìนจะตèอง

ติดตามขèอมูลเหลõาน้ีเพ่ือนำมาประยุกต�ใชèในหèองปฏิบัติการตõอไป 

 

2. แบบปริมาณวิเคราะหO (quantitative method) 

 เปìนการทดสอบที่ใหèผลเปìนคõาความเขèมขèนของสารตèานจุลชีพที่นèอย

ที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย โดยการผสมสารตèานจุลชีพที่มี

รูปท่ี่�	4.1	กิารทดิ์สอบั	Diffusion	method	

ที่่�มา:	 https://microbeonline.com/wp-content/uploads/2013/07/Muller-

Hinton-Agar.gif.	
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	 6.	 นำาผู้ลที�วัดิ์ไดิ์้มาเทียบักิับัค�าในตารางแปลผู้ลมาตรฐานตามเกิณัฑ์์	 CLSI	
guideline	โดิ์ยผู้ลของเชื�อควบัคุมต้องอย้�ในเกิณัฑ์์ยอมรับัได้ิ์

	 	 	 เนื�องจิากิ	 CLSI	 guideline	 มีกิารปรับัปรุงและเปลี�ยนแปลงข้อม้ลกิาร								

แปลผู้ลและกิารรายงานผู้ลให้ถ้กิต้องเป็นป้จิจิุบัันเพื�อให้สอดิ์คล้องกิับักิารรักิษาเชื�อ			

แบัคทีเรียแต�ละชนิดิ์จิากิผู้้้ป่วยทุกิปี	 ทำาให้ผู้้้ปฏิิบััติงานจิำาเป็นจิะต้องติดิ์ตามข้อม้ล								

เหล�านี�เพื�อนำามาประยุกิต์ใช้ในห้องปฏิิบััติกิารต�อไป

	2.	แบบปริมาณวิเคราะห์	(quantitative	method)

	 เป็นกิารทดิ์สอบัที�ให้ผู้ลเป็นค�าความเข้มข้นของสารต้านจิุลชีพที�น้อยที�สุดิ์ที�					

สามารถยบััยั�งกิารเจิริญของแบัคทีเรีย	โดิ์ยกิารผู้สมสารต้านจุิลชีพที�มีความเข้มข้นจิากิ

ส้งไปหาตำ�ากัิบัอาหารเลี�ยงเชื�อแล้วใส�เชื�อลงไป	นำาไปอบัเพาะเชื�อข้ามคืนในต้อ้บั	35	°C	

ทำากิารตรวจิหาความเข้มข้นตำ�าสุดิ์ของสารต้านจิุลชีพที�สามารถยับัยั�งกิารเจิริญของ	

เชื�อที�ทดิ์สอบั	เรียกิว�า	minimum	inhibitory	concentration	(MIC)	และในบัางวิธี	

จิะทราบัค�าความเข้มข้นของสารต้านจุิลชีพน้อยที�สุดิ์ที�สามารถฆ่�าแบัคทีเรียนั�นได้ิ์เรียกิ

ว�า	minimum	bactericidal	concentration	(MBC)	กิารทดิ์สอบัความไวแบับัปริมาณั	

วิเคราะห์นี�มีขั�นตอนและวิธีกิารยุ�งยากิกิว�าแบับัก้ิ�งปริมาณัวิเคราะห์กิารทราบัค�า	MIC	

หรือ	MBC	เพื�อพิจิารณัาให้ปริมาณัยาที�ถ้กิต้องเหมาะสมในกิารรักิษา	นอกิจิากินี�กิาร

ทดิ์สอบัความไวแบับัปริมาณัวิเคราะห์ยังเป็นวิธีที�นิยมใช้ในกิารศ้กิษาสารต้านจิุลชีพ	

ชนิดิ์ใหม�กัิบัแบัคทีเรียชนิดิ์ต�างๆ	เพื�อด้ิ์ค�า	MIC	ซ้�งค�า	MIC	ยิ�งน้อยจิะแสดิ์งถ้งประสิทธิภาพ	

ที�ดีิ์ของสารต้านจุิลชีพนั�น

	 นอกิจิากินี�ยังใช้กิารหาค�า	MIC	 เป็นกิารตรวจิยืนยันกิารดิ์ื�อยาของแบัคทีเรีย			

บัางชนิดิ์ที�ไม�สามารถแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัจิากิวิธี	disk	diffusion	ได้ิ์	
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	สารต้็านจุัลช่ีพิท่ี่�ที่ดสอบ

	 สารต้านจิุลชีพที�นำามาทดิ์สอบัเป็นผู้งมาตรฐานอ้างอิงทางห้องปฏิิบััติกิาร						

(laboratory	 reference	 standard	 powder)	 ซ้�งต้องปราศจิากิสารที�มีฤทธิ�ต้าน	

จิุลชีพปนเป้�อน	 โดิ์ยซื�อจิากิบัริษัทที�ผู้ลิตยาหรือสารเคมีที�เชื�อถือไดิ์้	 ซ้�งจิะมีข้อม้ล	

เกีิ�ยวกัิบัส�วนประกิอบัของสารเคมี,	กิารเก็ิบัรักิษา,	ความคงตัว,	ความแรง	(potency),	

คุณัสมบััติในกิารละลาย,	วันหมดิ์อายุ	และข้อม้ลอื�นๆ

	 กิารเลือกิระดิ์ับัความเข้มข้นของสารต้านจิุลชีพที �จิะทดิ์สอบันั�น	 ควรให้	

ครอบัคลุมจุิดิ์ตัดิ์	(cut	off	หรือ	break	point)	ที�ใช้ในกิารแปลผู้ล	โดิ์ยทั�วไปนิยมเลือกิ	

ความเข้มข้นของสารต้านจุิลชีพระหว�าง	0.125	ถ้ง	256	ไมโครกิรัมต�อมิลลิลิตร	

	 กิารเตรียมสารละลายของผู้งยาต้านจุิลชีพ	ควรคำานวณัปริมาณัยาที�ต้องกิารชั�ง

จิากิค�า	potency	ที�บัอกิไว้ในฉัลากิข้างขวดิ์ยา	ซ้�งนิยมบัอกิเป็นค�าไมโครกิรัมต�อมิลลิกิรัม

	 คำานวณันำ�าหนักิที�ต้องชั�ง	ได้ิ์จิากิส้ตรนี�

 

W =
VxC

P

	 W	=	นำ�าหนักิของผู้งยาที�ต้องนำามาละลาย	(เป็นมิลลิกิรัม)

	 P	=	ค�า	potency	ของยา	(ไมโครกิรัมต�อมิลลิกิรัม)

	 C	=	ความเข้มข้นของสารละลายยา	(ไมโครกิรัมต�อมิลลิกิรัม)

	 V	=	ปริมาตรของสารละลายที�ต้องกิาร	(มิลลิลิตร)

Dilution	method	 เป็นวิธีมาตรฐานในกิารทดิ์สอบัความไวของเชื�อแบัคทีเรียต�อ							

สารต้านจุิลชีพเชิงปริมาณัประกิอบัด้ิ์วยวิธี	broth	dilution,	agar	dilution	และ	E	test
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 2.1		 Broth	dilution	เป็นกิารเจืิอจิางสารต้านจุิลชีพในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว

ทำาได้ิ์	2	วิธี

   	 2.1.1	 Broth	macrodilution	method	ทำากิารทดิ์สอบัในหลอดิ์ทดิ์ลอง	

ซ้�งมีวิธีกิารดัิ์งนี�

การเต็ร่ยมอาหารเล่�ยงเช้ี�อ

 อาหารมาตรฐานที�ใช้ในกิารทดิ์สอบั	broth	 dilution	 คือ	 cation-adjusted	
Mueller-Hinton	broth	 (CAMHB)	 ที�มีกิารควบัคุมพีเอช	ปริมาณัไอออนประจุิบัวกิ	
(cation)	และไทมิดีิ์น	(thymidine)	จิากิบัริษัทผู้้้ผู้ลิต	ถ้าต้องกิารทดิ์สอบัเชื�อกิลุ�มเจิริญ	
ยากิจิะต้องเติมสารส�งเสริมกิารเจิริญ	หรือใช้อาหารชนิดิ์ที�ทำาให้เชื�อเจิริญได้ิ์ดีิ์	ปริมาณั
อาหารที�ใช้ในกิารทดิ์สอบัมีความแตกิต�างกัิน	ทำาให้จิำาแนกิวิธี	broth	dilution	ออกิเป็น	
2	วิธี	คือ
	 Broth	macrodilution	(tube	dilution)	test	วิธีนี�จิะทำากิารทดิ์สอบัในหลอดิ์	
ทดิ์ลองขนาดิ์	13	×	100	mm	โดิ์ยใช้อาหารเหลวปริมาณั	1-2	ml	ต�อหลอดิ์ทดิ์ลอง	
Broth	microdilution	test	วิธีนี�จิะทำากิารทดิ์สอบัในถาดิ์หลุมพอลิสไทรีนขนาดิ์เล็กิ	
(polystyrene	microtiter	tray)	ที�มีหลุมทดิ์ลอง	80-100	หลุม	(ส�วนใหญ�	96	หลุม)	
โดิ์ยใช้อาหารเหลวปริมาณั	0.1	ml/หลุม	

การเต็ร่ยมสารต้็านจุัลช่ีพิ
	 สารต้านจุิลชีพ	จิะต้องเป็นผู้งสารต้านจุิลชีพมาตรฐาน	 (standard	powder)	
ที�มีความบัริสุทธิ�	ไม�มีแป้ง	หรือนำ�าตาล	หรือสารอื�นปนเป้�อน	เตรียมสารต้านจุิลชีพให้
มีความเข้มข้นเป็น	 40	 เท�าของความเข้มข้นส้งสุดิ์ที�ต้องกิารทดิ์สอบัเพื�อเป็น	 stock	
และเมื�อต้องกิารทดิ์สอบัให้ใช้	1	ml	ใส�ในหลอดิ์ที�	1	และใส�อาหารเลี�ยงเชื�อ	Cation-		
adjusted	Mueller-Hinton	broth	(CAMHB)	pH	7.2-7.4	1	ml	จิากินั�นใช้สารต้าน
จุิลชีพในหลอดิ์ที�	 1	 ใส�ในหลอดิ์ที�	 2,	 3,	 4	 หลอดิ์ละ	 1	ml.	 และใส�อาหารเลี�ยงเชื�อ	
cation-adjusted	Mueller-Hinton	broth	(CAMHB)	pH	7.2-7.4	หลอดิ์ละ	1,	3,	7	
ml	ในหลอดิ์ที�	2,	3,	4	ตามลำาดัิ์บั	จิากินั�นใช้สารต้านจุิลชีพหลอดิ์ที�	4	แบั�งใส�ในหลอดิ์ที�	
5,	6,	7	หลอดิ์ละ	1	ml	และใส�	CAMHB	หลอดิ์ละ	1,	3,	7	ml	ในหลอดิ์ที�	5,	6,	7	
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ตามลำาดัิ์บั	จิากินั�นใช้สารต้านจุิลชีพหลอดิ์ที�	7	แบั�งใส�ในหลอดิ์ที�	8,	9,	10	หลอดิ์ละ			
1	ml	 และใส�	 CAMHB	 หลอดิ์ละ	 1,	 3,	 7	ml	 ในหลอดิ์ที�	 8,	 9,	 10	 ตามลำาดิ์ับั	
ซ้�งความเข้มข้นของทุกิหลอดิ์เป็น	 2	 เท�า	 ซ้�งเมื�อเติมเชื�อที�เตรียมไว้จิะทำาให้เจิือจิาง	
ได้ิ์ความเข้มข้นตามต้องกิาร	 เช�น	 ตัวอย�างกิารเตรียมสารต้านจุิลชีพเพื�อใช้ทดิ์สอบัหา	
ค�าความเข้มข้นส้งสุดิ์ที�	128	µg/ml	เป็นดัิ์งตาราง

ต็ารางท่ี่�	4.1	กิารเตรียมสารต้านจุิลชีพเพื�อใช้ทดิ์สอบัหาค�าความเข้มข้นส้งสุดิ์ที�	128	
µg/ml	โดิ์ยวิธี	broth	dilution

หลอดท่ี่�

Antimicrobial	solution
ปริมาต็ร	

CAMHB

ความเข้มข้น

สุดท้ี่าย

(µg/ml)
ความเข้มข้น

	(µg/ml)
Source ปริมาต็ร

1 5120 Stock 1 9 512

2 512 หลอดิ์ที�	1 1 1 256

3 512 หลอดิ์ที�	1 1 3 128

4 512 หลอดิ์ที�	1 1 7 64

5 64 หลอดิ์ที�	4 1 1 32

6 64 หลอดิ์ที�	4 1 3 16

7 64 หลอดิ์ที�	4 1 7 8

8 8 หลอดิ์ที�	7 1 1 4

9 8 หลอดิ์ที�	7 1 3 2

10 8 หลอดิ์ที�	7 1 7 1
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การเต็ร่ยมเช้ี�อแบคท่ี่เร่ย
	 เตรียมเชื�อแบัคทีเรียได้ิ์จิากิทั�งวิธี	colony	suspensionและ	วิธี	broth	culture	
method	โดิ์ยนำาแบัคทีเรียทดิ์สอบัที�เตรียมได้ิ์มาปรับัความขุ�นให้เท�ากัิบั	0.5	McFarland	
standard	 No.1	 แล้วนำามาเจิือจิาง	 1:100	 ในนำ�าเกิลือปราศจิากิเชื�อจิะไดิ์้แบัคทีเรีย	
จิำานวนประมาณั	106	CFU/ml	ควรทดิ์สอบัแบัคทีเรียสายพันธ์ุมาตรฐานควบัค้�ไปด้ิ์วย	
ทุกิครั�ง	เพื�อตรวจิสอบัความถ้กิต้องของกิารทดิ์สอบั

วิธ่ิที่ดสอบ

	 นำาสารต้านจิุลชีพที�เตรียมไว้แล้วตามลำาดิ์ับั	 (1-10)	 มาใส�ในหลอดิ์ปราศจิากิ	

เชื�อหลอดิ์ที�	 1-10	หลอดิ์ละ	1	ml	และ	หลอดิ์ที�	 11,	12	 ให้ใส�	CAMHB	หลอดิ์ละ										

1	ml	จิากินั�นเติมเชื�อแบัคทีเรียที�ปรับัความขุ�นแล้วในหลอดิ์ที�	2-11	หลอดิ์ละ	1	ml	

นั�นคือ	 หลอดิ์ที�	 11	 มีอาหารเลี�ยงเชื�อและแบัคทีเรียจิ้งเป็นหลอดิ์ควบัคุมผู้ลบัวกิ							

(positive	control)	หลอดิ์ที�	12	จิะมีแต�อาหารเลี�ยงเชื�อ	และหลอดิ์ที�	1	จิะมีแต�อาหาร	

เลี�ยงเชื�อและสารต้านจุิลชีพ	 จ้ิงเป็นหลอดิ์ควบัคุมผู้ลลบั	 (negative	 control)	 นำาไป	

อบัเพาะเลี�ยงที�	35	°C	เป็นเวลา	16-20	ชั�วโมง	

	 -	แบัคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานที�ใช้เป็นตัวควบัคุม	 ควรมีค�า	MIC	 อย้�ในช�วงที�	

มาตรฐานกิำาหนดิ์	 จิ้งจิะอ�านค�าความเข้มข้นของสารต้านจิุลชีพน้อยที�สุดิ์ที�	

ยับัยั�งกิารเจิริญของแบัคทีเรียไดิ์้	 โดิ์ยสังเกิตความขุ�นของอาหารเลี�ยงเชื�อ							

หลอดิ์ที�ไม�ขุ�นจิะไม�มีกิารเจิริญของแบัคทีเรีย	 โดิ์ยความเข้มข้นตำ�าสุดิ์ที�ยับัยั�ง	

เชื�อได้ิ์ให้อ�านผู้ลเป็นค�า	MIC	

	 -	กิรณัีต้องกิารอ�านค�า	MBC	 นำาอาหารเลี�ยงเชื�อจิากิหลอดิ์ที�ไม�ขุ�นทั�งหมดิ์มา	

หลอดิ์ละ	10	µl	เพาะในอาหารเลี�ยงเชื�อที�ไม�มีสารต้านจุิลชีพ	แล้วอบัเพาะเลี�ยง	

ที�	 35	 °C	 เป็นเวลา	 16-20	 ชั�วโมง	 อ�านค�าความเข้มข้นของสารต้านจิุลชีพ								

น้อยที�สุดิ์ที�แบัคทีเรียไม�เจิริญหรือเจิริญน้อยกิว�าร้อยละ	0.1	เป็นค�า	MBC	
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 2.1.2	 Broth	microdilution	method	 เป็นวิธีหาค�า	 MIC	 และ	MBC	

เหมือนกิับั	 broth	macrodilution	method	 ต�างกิันที�ภาชนะที�ใช้ในกิารทดิ์สอบั	

และปริมาตรของเชื�อ	 ยา	 และอาหารเลี�ยงเชื�อ	 วิธีนี�จิะทดิ์สอบัในmicrotiter	 plates	

ทำาให้ประหยัดิ์ปริมาณัของสารต้านจิุลชีพและปริมาณัอาหารเลี�ยงเชื�อ	 ซ้�งหลักิกิาร	

เตรียมสารต้านจิุลชีพ	 กิารเตรียมแบัคทีเรียที�จิะทดิ์สอบั	 ชนิดิ์ของอาหารเลี�ยงเชื�อ	

กิารอบัเพาะเชื �อ	 กิารอ�านและแปลผู้ล	 ทำาเช�นเดิ์ียวกิับักิารทดิ์สอบัแบับั	 broth									

macrodilution method 

	 2.2		 Agar	dilution	method

	 	 	 	 เป็นกิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจิุลชีพโดิ์ยเจิือจิางสารต้านจิุลชีพใน	

อาหารเลี�ยงเชื�อชนิดิ์แข็ง	 แล้วเพาะแบัคทีเรียบันผู้ิวอาหารเลี�ยงเชื�อเป็นจิุดิ์ๆ	 โดิ์ยใช้	

เครื�องมือ	 inoculum	 replicating	 apparatus	 ซ้�งมี	 multipoint	 inoculator	

โดิ์ยหลักิกิารทดิ์สอบั	agar	dilution	จิะเหมือนกัิบั	broth	dilution	แต�จิะแตกิต�างกัิน	

ที�ขั�นตอนกิารผู้สมสารต้านจุิลชีพความเข้มข้นต�างๆ	รวมกัิบัอาหารเลี�ยงเชื�อที�หลอมเหลว	

เป็นเนื�อเดีิ์ยวกัินกิ�อน	รอให้อาหารแข็งกิ�อนที�จิะเพาะเชื�อทดิ์สอบัลงไปโดิ์ยใช้เครื�องมือ

พิเศษภายหลังกิารบั�มเชื�อเป็นเวลา	16-20	 ชั�วโมง	 ถ้าความเข้มข้นของสารต้านจุิลชีพ	

สามารถยับัยั�งกิารเจิริญได้ิ์จิะไม�เห็นโคโลนีเจิริญข้�นมาบันอาหารเลี�ยงเชื�อ	 รายงานผู้ล	

เป็นค�าความเข้มข้นตำ�าสุดิ์ของสารต้านจุิลชีพที�ยับัยังกิารเจิริญของเชื�อได้ิ์	(MIC)	หน�วย	

µg/ml

การเต็ร่ยมสารต้็านจุัลช่ีพิ

	 จิะต้องทราบัค�า	potency	ของสารต้านจุิลชีพ	คำานวณัปริมาณัผู้งมาตรฐานที�

ต้องชั�งจิากิค�า	potency,	ความเข้มข้นส้งสุดิ์ที�ต้องกิารและปริมาตรของสารต้านจุิลชีพ

ที�ต้องกิารใช้	กิารคำานวณันี�จิะต้องเตรียมสารต้านจุิลชีพมีความเข้มข้นเป็น	40	เท�าของ	

ความเข้มข้นส้งสุดิ์ที�ต้องกิารทดิ์สอบั	 ในกิารเตรียมความเข้มข้นของสารตานจุิลชีพทำา

โดิ์ยใช้	stock	ปริมาตร	2,	1,	1	ml	ใส�ในหลอดิ์ที�	1,	2,	3	และใส�ตัวทำาละลาย	(diluent)	

ซ้�งส�วนใหญ�จิะใช้นำ�ากิลั�นในกิารเจืิอจิาง	ปริมาตรหลอดิ์ละ	2,	3,	7	ml	ใส�ในหลอดิ์ที�	1,	



คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

79คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

78

2,	 และ	 3	 ตามลำาดิ์ับั	 จิากินั�นใช้สารต้านจิุลชีพในหลอดิ์ที�	 3	 ปริมาตร	 2,	 1,	 1	ml	

ใส�ในหลอดิ์ที�	4,	5,	6	และใส�ตัวทำาละลายหลอดิ์ละ	2,	3,	7	ml	ในหลอดิ์ที�	4,	5,	และ	

6	ตามลำาดัิ์บั	จิากินั�นใช้สารต้านจุิลชีพในหลอดิ์ที�	6	ปริมาตร	2,	1,	1	ml	แบั�งใส�ในหลอดิ์ที�	

7,	8,	9	และใส�ตัวทำาละลายหลอดิ์ละ	2,	3,	7	ml	ในหลอดิ์ที�	7,	8,	และ	9	ตามลำาดัิ์บั	

ซ้�งความเข้มข้นของทุกิหลอดิ์เป็น	 10	 เท�า	 ซ้�งเมื�อเติมเชื�ออาหารเลี�ยงเชื�อชนิดิ์แข็งที�						

เตรียมไว้จิะทำาให้เจิือจิางไดิ์้ความเข้มข้นที�ต้องกิาร	 เช�น	 ตัวอย�างกิารเตรียมสารต้าน						

จุิลชีพเพื�อใช้ทดิ์สอบัหาค�าความเข้มข้นส้งสุดิ์ที�	128	µg/ml	เป็นดัิ์งตาราง

ต็ารางท่ี่�	4.2	กิารเตรียมสารต้านจุิลชีพเพื�อใช้ทดิ์สอบัหาค�าความเข้มข้นส้งสุดิ์ที�	128	

µg/mL	โดิ์ยวิธี	agar	dilution

หลอดท่ี่�

Antimicrobial	solution

ปริมาต็ร	

Diluent

ความเข้มข้น

สุดท้ี่ายท่ี่�	1:10	

ใน	agar	

(µg/ml)

ความเข้มข้น

	(µg/ml)
Source ปริมาต็ร

1 5120 Stock 2 2 256

2 5120 Stock 1 3 128

3 5120 Stock 1 7 64

4 640 หลอดิ์ที�	3 2 2 32

5 640 หลอดิ์ที�	3 1 3 16

6 640 หลอดิ์ที�	3 1 7 8

7 80 หลอดิ์ที�	6 2 2 4

8 80 หลอดิ์ที�	6 1 3 2

9 80 หลอดิ์ที�	6 1 7 1
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การเต็ร่ยมอาหารเล่�ยงเช้ี�อ

	 อาหารมาตรฐานที�ใช้ในกิารทดิ์สอบั	คือ	Mueller-Hinton	agar	โดิ์ยนำามาต้ม	

121	 °C	15	นาที	 ให้ละลายแล้วแบั�งใส�หลอดิ์	หลอดิ์ละ	18	ml	นำาไปน้�งทำาลายเชื�อ	

แล้วทำาให้อุณัหภ้มิลดิ์ลงถ้งประมาณั	50	°C	โดิ์ยแช�ใน	water	bath

	 นำายาที�เจืิอจิางแล้วแต�ละความเข้มข้นมา	2	ml	ใส�ในหลอดิ์อาหารเลี�ยงเชื�อผู้ส

มให้เข้ากัินแล้วเทลงในจิานเพาะเชื�อที�ปราศจิากิเชื�อ	และใช้ตัวทำาละลาย	2	ml	ใส�ใน	

หลอดิ์อาหารเลี�ยงเชื�อผู้สมให้เข้ากัินแล้วเทลงในจิานเพาะเชื�อที�ปราศจิากิเชื�อ	(positive	

control)	ตั�งไว้ให้อาหารเลี�ยงเชื�อแข็ง	และตากิผิู้วหน้าอาหารเลี�ยงเชื�อให้แห้ง

การเต็ร่ยมเช้ี�อแบคท่ี่เร่ย

	 เตรียมเชื�อโดิ์ยวิธี	 direct	 colony	 หรือ	 broth	 culture	method	 ให้ไดิ์	้

เชื�อที�ความขุ�นเท�ากิับั	 0.5	McFarland	 standard	 No.1	 ซ้�งจิะมีเชื�อประมาณั	 108   

CFU/ml	นำามาเจืิอจิาง	1:10	ด้ิ์วยนำ�าเกิลือปราศจิากิเชื�อจิะได้ิ์ความเข้มข้นของเชื�อเป็น	

107	CFU/ml	เมื�อนำา	multipoint	inoculator	มาแตะเชื�อนี�จิะมีเชื�อติดิ์มาประมาณั	

1	 µl	 ปริมาณัเชื�อสุดิ์ท้ายที�อย้�บัน	 agar	 dilution	 plate	 เท�ากิับั	 104	 CFU/spot												

เมื�อปรับัความขุ�นและเจิือจิางแล้วควรนำามาทดิ์สอบัภายใน	 15	 นาที	 เพื�อป้องกิัน										

กิารเปลี�ยนแปลงของจิำานวนเชื�อแบัคทีเรีย

วิธ่ิการที่ดสอบ

	 นำาแบัคทีเรียที �เตรียมแล้วมาเพาะบันอาหารเลี �ยงเชื �อที �มีสารต้านจิุลชีพ	

โดิ์ยอาจิใช้ล้ปที�เทียบัมาตรฐาน	(calibrated	loop)	ปิเปตต์อัตโนมัติ	หรือ	inoculum	

replicating	 apparatus	 โดิ์ยนำาแบัคทีเรียมาใส�ในหลุมๆ	 ละ	 500	 µl	 จิากินั�นนำา						

multipoint	 inoculator	 แตะเชื�อในหลุมแล้วนำาไปแตะบันผู้ิวอาหารเลี�ยงเชื �อ	

ปลายของ	multipoint	inoculator	จิะถ�ายโอนเชื�อมาได้ิ์ประมาณั	1	µl	ทำาให้ได้ิ์เชื�อใน	

แต�ละจิุดิ์ประมาณั	 104-105	 CFU	 ควรหยดิ์เชื�อบันผู้ิว	 agar	 ที�เป็น	 control	 plate	

ซ้�งไม�มียาต้านจุิลชีพ	กิ�อน	plate	ที�มียาโดิ์ยเรียงจิากิยาเข้มข้นน้อยไปมากิ	นอกิจิากินี�

ควรทดิ์สอบักัิบัแบัคทีเรียสายพันธ์ุมาตรฐานควบัค้�ไปด้ิ์วย	เพื�อตรวจิสอบัความถ้กิต้อง
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ของกิารทดิ์สอบั	เมื�อหยดิ์เชื�อเสร็จิแล้วควรวางจิานเพาะเชื�อในระนาบัให้หยดิ์เชื�อแห้ง	

แล้วจ้ิงควำ�าจิานเพาะเชื�อ	นำาไปอบัเพาะเลี�ยงที�	35	°C	เป็นเวลา	16-20	ชั�วโมง

การอ่านและแปลผล

	 อ�านค�าความเข้มข้นของสารต้านจุิลชีพน้อยที�สุดิ์ที�แบัคทีเรียไม�เจิริญเป็นค�า	MIC	

โดิ์ยค�า	 MIC	 ที�ไดิ์้นี�จิะมีความถ้กิต้องเชื�อถือไดิ์้	 เมื�อแบัคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน	

ซ้�งใช้เป็นตัวควบัคุมไดิ์้ค�า	MIC	 อย้�ในช�วงที�มาตรฐานกิำาหนดิ์	 ค�า	MIC	 ที�ไดิ์้สามารถ	

นำาไปแปลผู้ลเป็นไว	ไวปานกิลาง	ไม�ไว	หรือดืิ์�อ	ได้ิ์จิากิตารางมาตรฐานที�กิำาหนดิ์ค�า	cut	

off	หรือ	breakpoint

	 2.3		 Epsilometer	test	(E	test)

	 	 	 	 ไดิ์้มีกิารพัฒินาวิธีกิารทดิ์สอบั	MIC	 ให้สะดิ์วกิข้�น	 ซ้�งพัฒินาข้�นโดิ์ยใช้								

หลักิกิารแพร�กิระจิายของสารต้านจุิลชีพ	มีความสะดิ์วกิในกิารปฏิิบััติเหมือนกิารทดิ์สอบั	

disk	diffusion	method	และรายงานผู้ลเป็นค�า	MIC	เหมือนกิารทดิ์สอบั	broth	หรือ	

agar	dilution	method	โดิ์ยกิารใช้แถบัพลาสติกิ	(strip)	ที�มีคุณัสมบััติไม�ด้ิ์ดิ์ซับันำ�าขนาดิ์	

5×50	มิลลิเมตร	โดิ์ยด้ิ์านหน้�งเคลือบัไว้ด้ิ์วยสารต้านจุิลชีพที�มีความเข้มข้นลดิ์ลงอย�าง

ต�อเนื�องจิากิความเข้มข้นมากิไปหาน้อย	 อีกิดิ์้านหน้�งมีตัวเลขและสเกิลบัอกิค�าความ			

เข้มข้นของสารต้านจุิลชีพที�ตำาแหน�งต�างๆ	(continuous	concentration	gradient)	

วางแถบัสารต้านจิุลชีพบันผู้ิวหน้าของอาหารเลี�ยงเชื�อ	Mueller-Hinton	 agar	 ที�ทำา	

กิารเพาะเชื�อแบัคทีเรียโดิ์ยวิธีเดีิ์ยวกัิบักิารทดิ์สอบั	disk	diffusion	method	แล้วนำา	

plates	ไปอบัเพาะเลี�ยงในสภาวะที�เหมาะสมของเชื�อแต�ละสายพันธ์ุ	ถ้าสารต้านจุิลชีพ	

สามารถยับัยั�งกิารเจิริญของเชื�อได้ิ์	จิะเกิิดิ์วงใสร้ปหยดิ์นำ�า	(inhibition	ellipse	zone)	

เนื�องจิากิความเข้มข้นของสารต้านจุิลชีพบันแถบัไม�เท�ากัินตลอดิ์ทั�งแถบั	ลักิษณัะของ	

inhibition	zone	จ้ิงไม�เป็นวงกิลมแต�จิะเป็นร้ปหยดิ์นำ�า	โดิ์ยบัริเวณัที�มีสารต้านจุิลชีพ

เข้มข้นส้งจิะโค้งกิว้าง	และแคบัลงตามความเข้มข้นของสารต้านจุิลชีพที�ลดิ์ลง	จุิดิ์ความ	

เข้มข้นน้อยที�สุดิ์ที�แบัคทีเรียไม�สามารถเจิริญได้ิ์ตรงปลายร้ปหยดิ์นำ�าดัิ์งร้ป	อ�านเป็นค�า	

MIC
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รูปท่ี 4.2การทดสอบ Epsilometer test (E test) 

ท่ีมา: https://pbs.twimg.com/media/CZYR9jLWAAANsqJ.jpg. 

วิธีนี้มีขèอดีคือสามารถ รายงานผลเปìนคõา MIC โดยเปìนวิธีท่ีทำไดèงõาย 

สะดวก ตัดขั้นตอนยุõงยากในการเจือจางสารตèานจุลชีพ ประหยัดเวลาในการ

ทดสอบ และสามารถนำมาทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียทั่วไปรวมทั้ง anaerobes 

และ Mycobacteria แตõมีขèอดèอยคือ ราคาแถบ E-test คõอนขèางแพง และ

ความเขèมขèนที่สามารถวัดไดèมีความจำกัดขึ้นอยูõกับแถบ E-test ของแตõละ

บริษัท 

  

รูปท่ี่�	4.2	กิารทดิ์สอบั	Epsilometer	test	(E	test)

ท่ี่�มา:	https://pbs.twimg.com/media/CZYR9jLWAAANsqJ.jpg.

	 วิธีนี�มีข้อดีิ์คือสามารถ	รายงานผู้ลเป็นค�า	MIC	โดิ์ยเป็นวิธีที�ทำาได้ิ์ง�าย	สะดิ์วกิ	

ตัดิ์ขั�นตอนยุ�งยากิในกิารเจิือจิางสารต้านจิุลชีพ	 ประหยัดิ์เวลาในกิารทดิ์สอบั	 และ									

สามารถนำามาทดิ์สอบักัิบัเชื�อแบัคทีเรียทั�วไปรวมทั�ง	anaerobes	และ	Mycobacteria	

แต�มีข้อดิ์้อยคือ	 ราคาแถบั	 E	 test	 ค�อนข้างแพง	 และความเข้มข้นที�สามารถวัดิ์ไดิ์้มี		

ความจิำากัิดิ์ข้�นอย้�กัิบัแถบั	E	test	ของแต�ละบัริษัท
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บัทท่� 5 
	 การเพาะเชี้�อและการทดื้สอบความไวต้่อสารต้้านจุุลชีีพ
	 ของเชี้�อ	N. gonorrhoeae

นายพิงศุธิร	แสงประเสริฐ

ผศุ.	ดร.	รัต็นา	ลาวัง

	การเพาะเชี้�อ	(culture	method)

	 วิธีกิารเพาะเชื�อถือเป็นวิธีมาตรฐานอ้างอิง	(reference	method)	ในกิารวินิจิฉััย	

โรคหนองใน	ซ้�งเป็นวิธีที�ถ้กิต้องและแม�นยำากิว�าวิธีกิารอ�านผู้ลจิากิ	Gram	stain	แต�วิธี

กิารเพาะเลี�ยงเชื�อจิะค�อนข้างซับัซ้อนกิว�าเชื�อแบัคทีเรียอื�นๆ	เพราะเชื�อ	N. gonorrhoeae 

เป็นเชื�อที�ต้องกิารอาหารพิเศษในกิารเจิริญ	 และในบัรรยากิาศที�ใช้เพาะเลี�ยงเชื�อต้อง	

มีความชื�นเพียงพอ	 มีปริมาณั	 CO
2
	 (5-10%)	 อาหารเลี�ยงเชื�อที�สามารถใช้ในกิาร	

เพาะเลี�ยงไดิ์้ดิ์ี	 เช�น	 chocolate	 agar	 ซ้�งส�วนใหญ�ใช้ในกิารเพาะเชื�อจิากิตัวอย�าง	

ตรวจิที�ปราศจิากิเชื�อ	เช�น	เลือดิ์	หรือใช้	subculture	แต�ในกิรณีัที�ต้องกิารเพาะเลี�ยง	

เชื�อจิากิหนองหรือสารคัดิ์หลั�งในผู้้้ป่วยที�มีเชื�อประจิำาถิ�น	 อาจิจิำาเป็นต้องใช้อาหาร									

เลี�ยงเชื�อที�มีส�วนผู้สมของสารยับัยั�งเชื�ออื�นๆ	 กิ�อน	 เช�น	Modified	 Thayer-Martin	

media	(MTM),	Bangrak	I	media	(ส้ตรอาหารที�กิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์	

ปรับัใช้)	ซ้�งวิธีกิารเพาะเชื�อประกิอบัด้ิ์วยหลายขั�นตอน	คือ
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1.	การเก็บตั็วอย่างจัากผู้ป่วย	

	 สามารถเกิ็บัหนองหรือสารคัดิ์หลั�งจิากิผู้้้ป่วยชายและผู้้้ป่วยหญิง	 ไดิ์้จิากิ	

ท�อป้สสาวะ	(urethra),	ช�องคลอดิ์	(vagina),	ปากิมดิ์ล้กิ	(endocervix),	คอ	(pharynx),	

ทวารหนักิ	 (rectum),	 ฝี้	 (abcess)	 และ	 เยื�อบัุตา	 (conjunctival)	 เป็นต้น	 ข้�นกิับั	

ตำาแหน�งที�มีความเสี�ยง	โดิ์ยเก็ิบัหนองหรือสารคัดิ์หลั�งจิากิผู้้้ป่วยแล้วป้ายลงบัน	MTM	

หรือ	 Bangrak	 I	 Media	 เป็นร้ปตัว	 Z	 (ร้ปที�	 5.1)	 และนำาส�งห้องปฏิิบััติกิารทันที												

ในกิรณีัที�ไม�สามารถลงสิ�งส�งตรวจิบัน	plate	ได้ิ์โดิ์ยตรงให้ใช้	transport	medium	เช�น	

Stuart	หรือ	Amies	และนำาส�งห้องปฏิิบััติกิารภายใน	6	ชั�วโมง	ซ้�งสามารถเก็ิบัรักิษา	

สภาพในต้้เย็นที�อุณัหภ้มิ	2-8	°C	ได้ิ์กิ�อนนำาส�ง

84 
 

1. การเก็บตัวอยlางจากผู'ปjวย  

สามารถเก็บหนองหรือสารคัดหล่ังจากผูèป¢วยชายและผูèป¢วยหญิง ไดè

จาก ทõอปûสสาวะ (urethra), ชõองคลอด (vagina), ปากมดลูก (endocervix), 

คอ (pharynx), ทวารหนัก (rectum), ฝ¶ (abcess) และ เย่ือบุตา 

(conjunctival) เปìนตèน ข้ึนกับตำแหนõงท่ีมีความเส่ียง โดยเก็บหนองหรือสาร

คัดหล่ังจากผูèป¢วยแลèวป=ายลงบน MTM หรือ Bangrak I Media เปìนรูปตัว Z 

(รูปท่ี 5.1) และนำสõงหèองปฏิบัติการทันที ในกรณีท่ีไมõสามารถลงส่ิงสõงตรวจบน 

plate ไดèโดยตรงใหèใชè transport medium เชõน Stuart หรือ Amies และ

นำสõงหèองปฏิบัติการภายใน 6 ช่ัวโมง ซ่ึงสามารถเก็บรักษาสภาพในตูèเย็นท่ี

อุณหภูมิ 2-8 °C ไดèกõอนนำสõง 

รูปท่ี 5.1 แสดงลักษณะการ streak เปìนรูปตัว Z หนองหรือสารคัดหล่ังจาก

ผูèป¢วยแลèวป=ายลงบน MTM หรือ Bangrak I Media  

 

2. วิธีการเพาะเล้ียงเช้ือ N. gonorrhoeae  

หลังจากไดèตัวอยõางจากผูèป¢วยที่ streak เปìนรูปตัว Z บนอาหารเลี้ยง

เชื ้อ Modified Thayer-Martin Media (MTM) หรือ Bangrak I Media (วิธี

เตรียมดังภาคผนวก) กõอนนำเขèาตูè incubator ใหè cross streak อีกครั้งหน่ึง 

(รูปท่ี 5.2) เพ่ือใหèตัวอยõางตรวจท่ีป=ายลงบนอาหารกระจายตัวออกมา หลังจาก

รูปที่่�	 5.1	 แสดิ์งลกัิษณัะกิาร	 streak	 เป็นรป้ตัว	 Z	 หนองหรือสารคดัิ์หลั�งจิากิผู้้้ป่วย		

แล้วป้ายลงบัน	MTM	หรือ	Bangrak	I	Media	

	2.	วิธ่ิการเพิาะเล่�ยงเช้ี�อ	N. gonorrhoeae 

	 หลังจิากิไดิ์้ตัวอย�างจิากิผู้้้ป่วยที�	 streak	 เป็นร้ปตัว	 Z	 บันอาหารเลี�ยงเชื�อ					

Modified	 Thayer-Martin	Media	 (MTM)	 หรือ	 Bangrak	 I	 Media	 (วิธีเตรียม	

ดิ์ังภาคผู้นวกิ)	 กิ�อนนำาเข้าต้้	 incubator	 ให้	 cross	 streak	 อกีิครั�งหน้�ง	 (ร้ปที�	 5.2)								

เพื�อให้ตัวอย�างตรวจิที�ป้ายลงบันอาหารกิระจิายตัวออกิมา	หลังจิากินั�นนำาเข้าต้้	 CO
2	

incubator	(ตั�งอุณัหภ้มิ	36±1	°C	และ	CO
2
	ที�	5%)	หากิห้องปฏิิบััติกิารไม�มีต้้	CO

2	

incubator	สามารถประยุกิต์ใช้	candle	jar	แทนได้ิ์	โดิ์ยมีวิธีกิารเตรียมดัิ์งนี�
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	 1.	 วาง	plates	ลงใน	candle	jar	ให้เหลือพื�นที�ว�างพอที�จิะวางเทียนลงไป

	 2.	 วางสำาลีชุบันำ�าหมาดิ์ๆ	ลงไปในกิระป๋อง	 (เพื�อให้มีความชื�นเพียงพอต�อกิาร	

เจิริญของเชื�อ	N. gonorrhoeae)	 อาจิบัรรจิุลงในขวดิ์เพื�อป้องกิันกิาร	

contaminate 

	 3.	 จุิดิ์เทียนสีขาวในกิระป๋องแล้วปิดิ์ฝ้าให้สนิท	รอจินกิว�าเทียนจิะดัิ์บั	กิารเผู้า	

ไหม้ของเทียนจิะทำาให้บัรรยากิาศภายในกิระป๋องมี	CO
2
	ประมาณั	3-5%	

(หากิใช้เทียนสีอื�นๆ	อาจิทำาให้เกิิดิ์ควันพิษที�สามารถยับัยั�งกิารเจิริญของเชื�อ	

N. gonorrhoeae ได้ิ์	ต้องระวังอย�าให้เทียนล้มและเว้นระยะพอประมาณั

ไม�วางชิดิ์กัิบั	plate	มากิเกิินไปเพราะหากิ	plate	ทำาจิากิพลาสติกิอาจิจิะไหม้ได้ิ์)

	 4.	 นำาไปใส�ใน	incubator	ตั�งอุณัหภ้มิประมาณั	36	±	1	°C	(ปกิติจิะเพาะเชื�อ	

N. gonorrhoeae	24-48	ชั�วโมง)

85 
 

นั้นนำเขèาตูè CO2 incubator (ตั ้งอุณหภูมิ 36±1 °C และ CO2 ที่ 5%) หาก

หèองปฏิบัติการไมõมีตูè CO2 incubator สามารถประยุกต�ใชè candle jar แทน

ไดè โดยมีวิธีการเตรียมดังน้ี 

1. วาง plates ลงใน candle jar ใหèเหลือพื้นที่วõางพอที่จะวางเทียน

ลงไป 

2. วางสำลีชุบน้ำหมาดๆ ลงไปในกระป«อง (เพื่อใหèมีความชื้นเพียงพอ

ตõอการเจริญของเชื้อ N. gonorrhoeae) อาจบรรจุลงในขวดเพ่ือ

ป=องกันการ contaminate  

3. จุดเทียนสีขาวในกระป«องแลèวป§ดฝาใหèสนิท รอจนกวõาเทียนจะดับ 

การเผาใหมèของเทียนจะทำใหèบรรยากาศภายในกระป«องมี CO2  

ประมาณ 3 – 5 % (หากใชèเทียนสีอื่นๆ อาจทำใหèเกิดควันพิษท่ี

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ N. gonorrhoeae ไดè ตèองระวัง

อยõาใหèเทียนลèมและเวèนระยะพอประมาณไมõวางชิดกับ plate มาก

เกินไปเพราะหาก plate ทำจากพลาสติกอาจจะไหมèไดè) 

4. นำไปใสõใน incubator ตั้งอุณหภูมิประมาณ 36 + 1 °C (ปกติจะ

เพาะเช้ือ N. gonorrhoeae 24-48 ช่ัวโมง) 

รูปท่ี 5.2 แสดงลักษณะการ cross streak ใหèเช้ือกระจายตัวจากตัว Z 

 

รูปท่ี่�	5.2	แสดิ์งลักิษณัะกิาร	cross	streak	ให้เชื�อกิระจิายตัวจิากิตัว	Z
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	3.	การวินิจัฉััยเช้ี�อ	N. gonorrhoeae

	 หลังจิากิเพาะเชื�อนาน	 24-48	 ชั�วโมงแล้ว	 สามารถนำาเชื�อออกิมาเพื�อกิาร							

วินิจิฉััยได้ิ์	โดิ์ยมีขั�นตอน	ดัิ์งนี�	

 3.1		 สังเกต็ลักษณะโคโลน่

	 	 	 	 ลักิษณัะโคโลนีของเชื�อ	 N. gonorrhoeae	 มักิพบัลักิษณัะ	 กิลมน้น	

ขอบัเรียบั	 สีนำ �าตาลเทา	 เมื�อส�องดิ์้ภายใต้แสงไฟจิะเห็นความวาวสะท้อนแสงไดิ์้	

โคโลนีอาจิมีหลายขนาดิ์	ตั�งแต�ขนาดิ์	0.5-2	mm	หากิเกิิน	24	ชั�วโมงแล้ว	เมื�อใช้	loop	

เขี�ยจิะพบัว�าโคโลนีมีความเหนียว	เมื�อพบัโคโลนีสงสัยให้	subculture	บัน	chocolate	

agar	(CA)	อีกิครั�งจ้ิงจิะสามารถทดิ์สอบัในขั�นตอนต�อไปได้ิ์	ในกิรณีัสิ�งส�งตรวจิที�ได้ิ์จิากิ	

คอ	(pharynx)	และทวารหนักิ	(rectum)	บัางครั�งยาปฏิิชีวนะที�ใส�ลงไปในอาหารเลี�ยง	

เชื�อไม�สามารถยับัยั�งเชื�ออื�นได้ิ์หมดิ์	จิะพบัเชื�ออื�นปะปนอย้�กัิบัเชื�อ	N. gonorrhoeae 

จิำานวนมากิหรือบัางครั�งข้�นปกิคลุมเชื�อ	N. gonorrhoeae	 (ร้ปที�	 5.3)	 เนื�องจิากิ	

ทำาให้กิารด้ิ์โคโลนียากิข้�น	จ้ิงจิำาเป็นต้อง	subculture	บัน	MTM	กิ�อน	เพื�อให้ได้ิ์โคโลนี	

เดีิ์�ยวของเชื�อ	
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3. การวินิจฉัยเช้ือ N. gonorrhoeae 

หลังจากเพาะเช้ือนาน 24-48 ช่ัวโมงแลèว สามารถนำเช้ือออกมาเพ่ือ

การวินิจฉัยไดè โดยมีข้ันตอน ดังน้ี  

 

3.1. สังเกตลักษณะโคโลนี 

ลักษณะโคโลนีของเชื้อ N. gonorrhoeae มักพบลักษณะ กลมนูน 

ขอบเรียบ สีน้ำตาลเทา เมื่อสõองดูภายใตèแสงไฟจะเห็นความวาวสะทèอน

แสงไดè โคโลนีอาจมีหลายขนาด ตั้งแตõขนาด 0.5 – 2 mm หากเกิน 24 

ชั่วโมงแลèว เมื่อใชè loop เขี่ยจะพบวõาโคโลนีมีความเหนียว เมื่อพบโคโลนี

สงสัยใหè subculture บน chocolate agar (CA) อีกครั้งจึงจะสามารถ

ทดสอบในขั้นตอนตõอไปไดè ในกรณีสิ่งสõงตรวจที่ไดèจาก คอ (pharynx) 

และทวารหนัก (rectum) บางคร้ังยาปฏิชีวนะท่ีใสõลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ

ไม õสามารถยับย ั ้งเช ื ้ออ ื ่นได èหมด จะพบเช ื ้ออ ื ่นปะปนอยู õก ับเ ช้ือ               

N.  gonorrhoeae จ ำ น ว น ม า ก ห ร ื อ บ า ง ค ร ั ้ ง ข ึ ้ น ป ก ค ล ุ ม เ ช้ื อ                         

N. gonorrhoeae (รูปท่ี 5.3) เนื ่องจาก ทำใหèการดูโคโลนียากขึ ้น จึง

จำเปìนตèอง subculture บน MTM กõอน เพ่ือใหèไดèโคโลนีเด่ียวของเช้ือ  

  

ลักษณะโคโลนีเชื้อ N. gonorrhoeae  
ไมõมแีบคทีเรยีชนิดอื่นปน 

ลักษณะโคโลนีเชื้อ N. gonorrhoeae 
มีแบคทีเรยีชนิดอื่นปน 

 

รูปท่ี่�	5.3	แสดิ์งลักิษณัะโคโลนีเชื�อ N. gonorrhoeae	ที�ไม�มีและมีเชื�อแบัคทีเรียชนิดิ์อื�นปน
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 หมายเหตุ	:	ในกิารอ�านผู้ลเพาะเชื�อที�ได้ิ์จิากิผู้้้ป่วย	ควรอ�านผู้ลหลังจิากิเพาะเชื�อ	

ประมาณั	48	ชั�วโมง	เพราะจิะทำาให้โคโลนีที�อ�านผู้ล	มีขนาดิ์ใหญ�	ง�ายต�อกิารแยกิออกิ

จิากิโคโลนีของแบัคทีเรียตัวอื�นๆ	 และสามารถเลือกิโคโลนีที�ต้องกิารมา	 subculture	

ได้ิ์ง�าย	ลดิ์กิาร	contaminate	จิากิเชื�อตัวอื�น	(แต�ไม�ควรทิ�งไว้เกิิน	48	ชม.)	หากิต้องกิาร	

subculture	ให้ได้ิ์เชื�อ	pure	เพื�อเก็ิบั	stock	culture	หรือเพื�อทดิ์สอบัอื�นๆ	โดิ์ยทั�วไป	

จิะใช้เวลาเพาะเชื�อนานประมาณั	18-24	ชั�วโมง	(หากิเกิิน	24	ชั�วโมง	เชื�อจิะตายบัางส�วน	

ไม�เหมาะแกิ�กิารนำามาทดิ์สอบั	โดิ์ยเฉัพาะอย�างยิ�ง	กิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพ	

สังเกิตได้ิ์จิากิเมื�อเขี�ยโคโลนีบัน	plate	จิะมีความหนืดิ์มากิกิว�าปกิติ	เกิาะกัินเป็นก้ิอน	

และละลายในนำ�าเกิลือหรือสารละลายอื�นๆ	ได้ิ์ยากิ

	 3.2		 Gram	stain	

	 	 	 	 ป้ายโคโลนีที�สงสัย	(สีเทานำ�าตาล)	บันสไลด์ิ์ที�หยดิ์นำ�ากิลั�นไว้	แล้วใช้	loop	

เขี�ยเชื�อให้กิระจิายเป็นฟิล์มบัางๆ	ร้ปวงกิลมขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	1	cm	ซ้�งสามารถ	

ทำาให้เชื�อกิระจิายตัว	 และนำาสไลดิ์์ไป	 fix	 กิ�อนนำามาย้อมแกิรม	 (วิธีตามภาคผู้นวกิ)									

ส�องด้ิ์ภายใต้กิล้องจุิลทรรศน์กิำาลังขยาย	100x	(oil	field)	จิะพบัลักิษณัะเป็นเชื�อแกิรมลบั	

(ติดิ์สีแดิ์ง)	ร้ปร�างกิลม	อย้�กัินเป็นค้�	(gram’s	negative	diplococci)	ซ้�งจิะเป็นลักิษณัะ	

เฉัพาะของเชื�อในกิลุ�มของ	Neisseria	spp.	(ร้ปที�	5.4)
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รูปที ่  5.3 แสดงลักษณะโคโลนีเช ื ้อ N. gonorrhoeae ที ่ไม õม ีและมีเช้ือ

แบคทีเรียชนิดอ่ืนปน 

 

หมายเหตุ : ในการอõานผลเพาะเชื ้อที ่ไดèจากผู èป¢วย ควรอõานผล

หลังจากเพาะเชื้อประมาณ 48 ชั่วโมง เพราะจะทำใหèโคโลนีที่อõานผล มีขนาด

ใหญõ งõายตõอการแยกออกจากโคโลนีของแบคทีเรียตัวอื่นๆ และสามารถเลือก

โคโลนีท่ีตèองการมา subculture ไดèงõาย ลดการ contaminate จากเช้ือตัวอ่ืน 

(แตõไมõควรทิ้งไวèเกิน 48 ชม.) หากตèองการ subculture ใหèไดèเชื้อ pure เพ่ือ

เก็บ stock culture หรือเพื่อทดสอบอื่นๆ โดยทั่วไปจะใชèเวลาเพาะเชื้อนาน

ประมาณ 18 - 24 ชั่วโมง (หากเกิน 24 ชั่วโมง เชื้อจะตายบางสõวน ไมõเหมาะ

แกõการนำมาทดสอบ โดยเฉพาะอยõางย่ิง การทดสอบความไวตõอสารตèานจุลชีพ 

สังเกตไดèจากเมื่อเขี่ยโคโลนีบน plate จะมีความหนืดมากกวõาปกติ เกาะกัน

เปìนกèอน และละลายในน้ำเกลือหรือสารละลายอ่ืนๆ ไดèยาก 

3.2. Gram stain  

ป=ายโคโลนีที่สงสัย (สีเทาน้ำตาล) บนสไลด�ท่ีหยดน้ำกลั่นไวè แลèวใชè 

loop เขี่ยเชื้อใหèกระจายเปìนฟ§ล�มบางๆ รูปวงกลมขนาดเสèนผõานศูนย�กลาง 1 

รูปท่ี่�	 5.4	 แสดิ์งลักิษณัะเชื�อในกิลุ�ม	Neisseria	 spp.	 เป็นแกิรมลบั(ตัวเชื�อติดิ์สีแดิ์ง)	

ร้ปร�างกิลม	อย้�กัินเป็นค้�ๆ	(gram	negative	diplococci)	100X
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	 3.3		 การที่ดสอบที่างช่ีวเคม่เช้ี�อ	N. gonorrhoeae 

	 	 	 	 กิารทดิ์สอบัทางชีวเคมี	หลายกิารทดิ์สอบั	(ตารางที�	5.1)	โดิ์ยมีกิารทดิ์สอบั	

ทางชีวเคมีที�สำาคัญ	เช�น	

    3.3.1	 Oxidase	test

	 	 	 	 	 	 	 	 หากิบัน	plate	มีโคโลนีของเชื�อจิำานวนมากิสามารถหยดิ์นำ�ายา	1%	

oxidase	 ลงบันโคโลนีที�ต้องกิารทดิ์สอบั	 โดิ์ยตรง	 (วิธีเตรียมดิ์ังภาคผู้นวกิ)	 โคโลนี	

ของเชื�อ	N. gonorrhoeae จิะเปลี�ยนเป็นสีม�วงเข้มภายในเวลา	10	วินาที	หากิมีโคโลนี	

ที�สงสัยในปริมาณัน้อยให้แตะโคโลนีเชื�อมาป้ายบันกิระดิ์าษกิรองที�ชุบันำ�ายา	 1%								

oxidase	จิะเปลี�ยนเป็นสีม�วงเข้มภายในเวลา	10	วินาที	เช�นกัิน	(ร้ปที�	5.5)	หากิมีเชื�อ	

เพียงโคโลนีเดีิ์ยว	ให้	subculture	ไว้กิ�อนเพื�อทดิ์สอบัในวันถัดิ์ไป

89 
 

รูปท่ี 5.5 แสดงปฏิกิริยาการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ N. gonorrhoeae กับ

น้ำยา 1% Oxidase 

หมายเหตุ : ในกรณีที่ plate เพาะเชื้อ มีเชื้ออื่นๆ ขึ้นคลุมทั้ง plate 

ใหèหยดน้ำยา 1% oxidase ลงไปประมาณครึ่งหนึ่งของ plate หากครึ่งที่หยด

น้ำยาลงไปมีอยõางนèอย 1 โคโลนีเปลี่ยนเปìนสีดำ แสดงวõาใน plate อาจจะมี

โคโลนีเชื ้อ N. gonorrhoeae อยูõ แตõถูกเจริญทับดèวยเชื ้อชนิดอื ่น ใหèป=าย

โคโลนีในดèานที่ไมõไดèหยดน้ำยา มาแยกใหèไดèโคโลนีเดี่ยวของเชื้อเพื่อทดสอบ

ตõอไป 

3.3.2. Superoxol test (30% H2O2) 

ป=ายเชื้อลงบนสไลด�ที่สะอาดแลèวหยดน้ำยา 30% H2O2 หรือ 

3% H2O2  (catalase test) ลงไป สังเกตปฏิกิริยา หากเปìนเชื้อ N. 
gonorrhoeae จะพบวõาเกิดฟองอากาศปริมาณมากทันทีที่หยดน้ำยา 

(4+) หากเปìนเชื ้อ          N. meningitidis หรือ species อื ่น ๆ 

อาจจะพบวõาเกิดฟองอากาศชèา ๆ เพียงเล็กนèอย (1+) (รูปท่ี 5.6) 

Positive Negative 

Positive Negative 

รูปท่ี่�	5.5	แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	N. gonorrhoeae	กัิบันำ�ายา	

1%	Oxidase

หมายเหตุ็	:	ในกิรณีัที�	plate	เพาะเชื�อ	มีเชื�ออื�นๆ	ข้�นคลุมทั�ง	plate	ให้หยดิ์นำ�ายา	1%	

oxidase	ลงไปประมาณัคร้�งหน้�งของ	plate	หากิคร้�งที�หยดิ์นำ�ายาลงไปมีอย�างน้อย	1	

โคโลนีเปลี�ยนเป็นสีดิ์ำา	แสดิ์งว�าใน	plate	อาจิจิะมีโคโลนีเชื�อ	N. gonorrhoeae	อย้�	

แต�ถ้กิเจิริญทับัดิ์้วยเชื�อชนิดิ์อื�น	 ให้ป้ายโคโลนีในดิ์้านที�ไม�ไดิ์้หยดิ์นำ�ายา	 มาแยกิให้ไดิ์้			

โคโลนีเดีิ์�ยวของเชื�อเพื�อทดิ์สอบัต�อไป
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	 	 	 	 3.3.2	 Superoxol	test	(30%	H
2
O

2
)

	 	 	 	 	 	 	 	 ป้ายเชื�อลงบันสไลด์ิ์ที�สะอาดิ์แล้วหยดิ์นำ�ายา	30%	H
2
O

2
	หรือ	3%	

H
2
O

2
	(catalase	test)	ลงไป	สังเกิตปฏิิกิิริยา	หากิเป็นเชื�อ	N. gonorrhoeae จิะพบั

ว�าเกิิดิ์ฟองอากิาศปริมาณัมากิทันทีที�หยดิ์นำ�ายา	 (4+)	หากิเป็นเชื�อ	N. meningitidis 

หรือ	species	อื�นๆ	อาจิจิะพบัว�าเกิิดิ์ฟองอากิาศช้าๆ	เพียงเล็กิน้อย	(1+)	(ร้ปที�	5.6)
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ปฏิกิริยา 1+  ปฏิกิริยา 4+  

  
รูปท่ี 5.6 แสดงปฏิกิริยาการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ N. gonorrhoeae 

กับ 30% H2O2 

หมายเหตุ : ไมõควรหยดน้ำยา 30% H2O2 ลงบน colony เช้ือโดยตรง 

เพราะเมื่อเกิดปฏิกิริยาแรง อาจเกิดฟองอากาศกระเด็นทำใหèเชื้อในสõวนอื่นๆ 

ของ plate ตาย หรือเกิดการ contaminate ไดè  

3.3.3. Carbohydrate utilization test  

วิธีนี ้ใชèหลักการของความสามารถในการหมัก (ferment) 

น้ำตาลของเชื้อ ซึ่งสารละลายจะมีสõวนผสมของน้ำตาล โดยปกติจะ

ทดสอบการใชèน้ำตาล glucose (G) maltose (M) sucrose (S) และ 

lactose (L) และมี phenol red เปìน indicator ถèาเช ื ้อสามารถ 

ferment น้ำตาลชนิดนั ้นไดè ทำใหèสารละลาย pH เปìนกรดและ

เปลี่ยนสีจากสีแดงเปìนสีเหลือง โดยเชื้อ           N. gonorrhoeae 
จะสามารถ ferment น้ำตาลกลูโคสไดèเพียงตัวเดียว โดยการทดสอบ

อาจใช è  rapid micro carbohydrate test โดยการทดสอบจะใชè 

sterile loop เขี่ยโคโลนีเชื้อมา 1 loop จาก chocolate agar แบõง

ใสõในหลอดน้ำตาล G, M, S หรือ L เม่ือใสõเช้ือเสร็จแลèวสามารถนำเขèา 

incubator อุณหภูมิ 36±1°C ใชèเวลาเพียง 30 นาที – 2 ชั่วโมง ก็

สามารถอõานผลไดè (รูปที ่ 5.7) หรืออาจใชèการทดสอบ Cysteine 

Positive 

รูปท่ี่�	5.6	แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	N. gonorrhoeae	กัิบั	30%	

H
2
O

2

หมายเหตุ็:	ไม�ควรหยดิ์นำ�ายา	30%	H
2
O

2
	ลงบัน	colony	เชื�อโดิ์ยตรง	เพราะเมื�อเกิิดิ์	

ปฏิิกิิริยาแรง	 อาจิเกิิดิ์ฟองอากิาศกิระเดิ์็นทำาให้เชื�อในส�วนอื�นๆ	 ของ	 plate	 ตาย	

หรือเกิิดิ์กิาร	contaminate	ได้ิ์	

	 	 	 	 3.3.3	 Carbohydrate	utilization	test	

	 	 	 	 	 	 	 	 วิธีนี�ใช้หลักิกิารของความสามารถในกิารหมักิ	(ferment)	นำ�าตาล	

ของเชื�อ	 ซ้�งสารละลายจิะมีส�วนผู้สมของนำ�าตาล	 โดิ์ยปกิติจิะทดิ์สอบักิารใช้นำ�าตาล	

glucose	(G)	maltose	(M)	sucrose	(S)	และ	lactose	(L)	และมี	phenol	red	เป็น	

indicator	ถ้าเชื�อสามารถ	ferment	นำ�าตาลชนิดิ์นั�นได้ิ์	ทำาให้สารละลาย	pH	เป็นกิรดิ์

และเปลี�ยนสีจิากิสีแดิ์งเป็นสีเหลือง	โดิ์ยเชื�อ	N. gonorrhoeae	จิะสามารถ	ferment	

นำ�าตาลกิล้โคสได้ิ์เพียงตัวเดีิ์ยว	โดิ์ยกิารทดิ์สอบัอาจิใช้	rapid	micro	carbohydrate	

test	โดิ์ยกิารทดิ์สอบัจิะใช้	sterile	loop	เขี�ยโคโลนีเชื�อมา	1	loop	จิากิ	chocolate	agar	
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แบั�งใส�ในหลอดิ์นำ �าตาล	 G,	 M,	 S	 และ	 L	 เมื �อใส�เชื �อเสร็จิแล้วสามารถนำาเข้า																				

incubator	 อุณัหภ้มิ	 36±1°C	 ใช้เวลาเพียง	 30	นาที-2	 ชั�วโมง	 ก็ิสามารถอ�านผู้ลได้ิ์	

(ร้ปที�	5.7)	หรืออาจิใช้กิารทดิ์สอบั	Cysteine	trypticase	agar	(CTA)	ที�มีนำ�าตาล	G,	

M,	S	และ	L	ความเข้มข้น	1-2%	อย้�	ให้ใส�เชื�อในปริมาณัมากิ	แล้วนำาเข้า	incubator	

อุณัหภ้มิ	36±1°C	ใช้เวลา	24	ชั�วโมง	ถ้งอ�านผู้ลได้ิ์	และแปลผู้ลกิารทดิ์สอบักัิบั	CDC	

(ตารางที�	1)

91 
 

trypticase agar (CTA) ที่มีน้ำตาล G, M, S หรือ L ความเขèมขèน 1-

2% อยูõ ใหèใสõเชื ้อในปริมาณมาก แลèวนำเขèา incubator อุณหภูมิ 

36±1°C ใชèเวลา 24 ชั่วโมง ถึงอõานผลไดè และแปลผลการทดสอบกับ 

CDC (ตารางท่ี 1) 

รูปท่ี 5.7 แสดงผลการทดสอบการหมักน้ำตาลของเช้ือ N. gonorrhoeae 

  
รูปท่ี่�	5.7	แสดิ์งผู้ลกิารทดิ์สอบักิารหมักินำ�าตาลของเชื�อ	N. gonorrhoeae

ต็ารางท่ี่�	5.1	กิารทดิ์สอบัทางชีวเคมี	ของเชื�อ	Neisseria	spp.

Species

Acid	From*
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N. gonorrhoeae + - - - - - - - Strong	(4+)	

("explosive")

- R

N. gonorrhoeae

subspecies kochii

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

Acid	From*
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N. meningitidis + + - - - - - - Weak	(1+)	to

strong	(4+)	

- R

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

strong	(3+)	

+ R

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

strong	(3+)	

- (R)

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	From	;	G	=	Glucose,	M	=	Maltose,	S	=	Sucrose,	F	=	Fructose	และ											

L = Lactose

ท่ี่�มา	http://www.cdc.gov/std/gonorrhea/lab/biochemical.htm
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	4.	การที่ดสอบ	ß-lactamase	test	เช้ี�อ	N. gonorrhoeae

	 กิารทดิ์สอบักิารดิ์ื�อต�อยา	 penicillin	 โดิ์ยเกิิดิ์จิากิกิลไกิกิารสร้างเอนไซม	์					

ß-lactamase	 มาทำาลายโครงสร้างของยา	 penicillin	 โดิ์ยกิารดิ์ื�อต�อยา	 penicillin	

ในเชื�อ	N. gonorrhoeae	ด้ิ์วยกิลไกินี�เกิิดิ์ข้�นจิากิยีนที�อย้�บัน	พลาสมิดิ์	ทำาได้ิ์หลายวิธี	เช�น

 4.1		 Acidimetric	method	

	 	 	 	 หลักิกิารคือ	enzyme	penicillinase	จิะย�อย	penicillin	เป็น	peniciloic	

acid	(กิรดิ์)	ทดิ์สอบัโดิ์ยกิารหยดิ์นำ�ายา	bromocresol	purple	(BCP)	ลงบันกิระดิ์าษกิรอง	

แล้วป้ายโคโลนีของเชื�อลงบันกิระดิ์าษกิรอง	หากิสีของกิระดิ์าษบัริเวณัที�ป้ายเชื�อเปลี�ย

นจิากิสีม�วงเป็นสีเหลือง	(ร้ปที�	5.8)	แสดิ์งว�าเชื�อนี�	สร้างเอนไซม์	ß-lactamase	เป็น	

strain	ชนิดิ์ที�เรียกิว�า	penicillinase	producing	N. gonorrhoeae	(PPNG)
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M. catarrhalis - - - - - + - + 

Weak (1+) to  

Strong (3+ to 

4+) 

- (R) 

K. denitrificans + - - - - + - - - - R 

*Acid From ; G=Glucose, M=Maltose, S=Sucrose, F=Fructose และ L=Lactose 

ที่มา http://www.cdc.gov/std/gonorrhea/lab/biochemical.htm 

4. การทดสอบ ß-lactamase test เช้ือ N. gonorrhoeae 

การทดสอบการดื ้อตõอยา penicillin โดยเกิดจากกลไกการสรèาง

เอนไซม� β -lactamase มาทำลายโครงสรèางของยา penicillin โดยการดื้อตõอ

ยา penicillin ในเชื้อ N. gonorrhoeae ดèวยกลไกนี้เกิดขึ้นจากยีนที่อยูõบน 

พลาสมิด ทำไดèหลายวิธี เชõน 

4.1. Acidimetric method  

หลักการคือ enzyme penicillinase จะยõอย penicillin เปìน 

peniciloic acid (กรด) ทดสอบโดยการหยดน้ำยา bromocresol purple 

(BCP) ลงบนกระดาษกรอง แลèวป=ายโคโลนีของเช้ือลงบนกระดาษกรอง หากสี

ของกระดาษบริเวณท่ีป=ายเช้ือเปล่ียนจากสีมõวงเปìนสีเหลือง (รูปท่ี 5.8) แสดง

วõาเช้ือน้ี สรèางเอนไซม� β-lactamase เปìน strain ชนิดท่ีเรียกวõา penicillinase 

producing N. gonorrhoeae (PPNG) 

 

ß -lactamase Positive ß -lactamase Negative 

  

รูปท่ี 5.8 แสดงปฏิกิริยาการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ N. gonorrhoeae กับ

น้ำยา bromocresol purple (BCP) 

 

รูปท่ี่�	5.8	แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	N. gonorrhoeae	กัิบันำ�ายา	

bromocresol	purple	(BCP)

 4.2		 ที่ดสอบโดยวิธ่ิ	chromogenic	cephalosporin

	 	 	 	 กิารทดิ์สอบัโดิ์ยใช้นำ�ายา	 nitrocefin	 solution	 หรือ	 cefinase	 disk®       

(มียา	 nitrocefin	 อย้�)	 ทำาโดิ์ยกิารป้ายโคโลนีของเชื�อลงบันแผู้�น	 disk	 หากิเชื�อ	

สร้างเอนไซม์	ß-lactamase	จิะย�อยสลาย	nitrocefin	เปลี�ยนเป็นสีแดิ์ง	 (ร้ปที�	5.9)	

แสดิ์งว�าเชื�อ	N. gonorrhoeae เป็น	strain	ที�ดืิ์�อต�อยา	penicillin	ชนิดิ์	PPNG	
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4.2. ทดสอบโดยวิธี chromogenic cephalosporin 

การทดสอบโดยใชèน้ำยา nitrocefin solution หรือ cefinase disk® 

(มี ยา nitrocefin อยูõ) ทำโดยการป=ายโคโลนีของเชื้อลงบนแผõน disk หากเช้ือ 

สรèางเอนไซม� β -lactamase จะยõอยสลาย nitrocefin เปลี่ยนเปìนสีแดง (รูป

ที ่ 5.9) แสดงวõาเชื ้อ N. gonorrhoeae เปìน strain ที ่ดื ้อตõอยา penicillin 

ชนิด PPNG  

 
 

รูปท่ี 5.9 แสดงปฏิกิริยาการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ N. gonorrhoeae 

กับ cefinase disk® 

5. การควบคุมคุณภาพการเพาะเช้ือ 

เนื ่องดèวยวิธีการเพาะเชื้อประกอบดèวยหลายขั้นตอน จึงตèองมีการ

ควบคุมคุณภาพในทุกขั้นตอน ทั้ง อาหารเลี้ยงเชื้อ การยèอมสี และการควบคุม

คุณภาพอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียม ใชèเชื้อสายพันธุ�มาตรฐาน ดังภาคผนวก สõวน

การควบคุมคุณภาพในการผลิตน้ำยาทดสอบทางชีวเคมี จะใชèเชื้อสายพันธุ�

มาตรฐาน คือ N. gonorrhoeae ATCC 43069   

รูปที่่�	 5.9	 แสดิ์งปฏิิกิิริยากิารทดิ์สอบัทางชีวเคมีของเชื�อ	 N. gonorrhoeae	 กิับั											

cefinase	disk®

	5.	การควบคุมคุณภาพิการเพิาะเช้ี�อ

	 เนื�องดิ์้วยวิธีกิารเพาะเชื�อประกิอบัดิ์้วยหลายขั�นตอน	 จิ้งต้องมีกิารควบัคุม			

คุณัภาพในทุกิขั�นตอน	ทั�ง	อาหารเลี�ยงเชื�อ	กิารย้อมสี	และกิารควบัคุมคุณัภาพอาหาร

เลี�ยงเชื�อที�เตรียม	ใช้เชื�อสายพันธ์ุมาตรฐาน	ดัิ์งภาคผู้นวกิ	ส�วนกิารควบัคุมคุณัภาพใน

กิารผู้ลิตนำ�ายาทดิ์สอบัทางชีวเคมี	จิะใช้เชื�อสายพันธ์ุมาตรฐาน	คือ	N. gonorrhoeae 

ATCC	43069	



คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

95คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

94
95 

 

   

รูปท่ี 5.10 แสดงข้ันตอนการเพาะเช้ือและยืนยันเช้ือ N. gonorrhoeae 
รูปท่ี่�	5.10	แสดิ์งขั�นตอนกิารเพาะเชื�อและยืนยันเชื�อ N. gonorrhoeae
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	การทดื้สอบความไวต้่อสารต้้านจุุลชีีพของเชี้�อ	N. gonorrhoeae
 

	 กิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจิุลชีพของเชื�อ N. gonorrhoeae มีกิาร	

ดิ์ำาเนินกิารหลายขั�นตอน	คือ

	1.	การเต็ร่ยมเช้ี�อ

	 	 	 นำาเชื�อ	N. gonorrhoeae ที�ไดิ์้หลังจิากิกิารวินิจิฉััยหรือที�	 subculture	

มาจิากิ	Storage	Stock	ที�จิะทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพมาเพาะเลี�ยงบันอาหาร	

เลี�ยงเชื�อชนิดิ์	nonselective	medium	 เช�น	 chocolate	 agar	 โดิ์ยอบัเพาะเลี�ยงที�	

36±1	oC	ใน	5-10%	CO
2
	หรือ	candle	jar	เป็นเวลา	18-24	ชั�วโมง	จิากินั�น	นำาโคโลนี	

ที�ได้ิ์มาละลายลงใน	Muller	Hinton	broth	 เทียบัความขุ�นให้ได้ิ์ความเข้มข้นเท�ากัิบั	

0.5	McFarland	No.1	หากิวัดิ์ด้ิ์วยเครื�อง	spectrophotometer	ที�	640	nm	จิะได้ิ์ค�า	

absorbance	เท�ากัิบั	0.15

	2.	สารต้็านจุัลช่ีพิ	

	 	 	 สารต้านจุิลชีพ	ที�แนะนำาให้ใช้ทดิ์สอบักัิบัเชื�อ	N. gonorrhoeae	ตามเกิณัฑ์์	

CLSI	คือ

	 	 	 -	Penicillins	ได้ิ์แกิ�	penicillin

	 	 	 -	Cephalosporins	ได้ิ์แกิ�	ceftriaxone	และ	cefixime	

	 	 	 -	Tetracyclines	ได้ิ์แกิ�	tetracycline

	 	 	 -	Fluoroquinolones	ได้ิ์แกิ�	ciprofloxacin	

	 	 	 -	Aminocyclitols	ได้ิ์แกิ�	spectinomycin

	 	 	 -	Macrolide	ได้ิ์แกิ�	azithromycin
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	3.	วิธ่ิการที่ดสอบความไวต่็อสารต้็านจุัลช่ีพิ

	 	 	 มีวิธีกิารทดิ์สอบัไดิ์้ทั�งแบับักิ้�งปริมาณัวิเคราะห์	 เช�น	 disk	 diffusion						

method	และแบับัปริมาณัวิเคราะห์	เช�น	agar	dilution	method	และ	Epsilometer	

test	(E	test)	โดิ์ยวิธี	E	test	เป็นวิธีที�ทำาได้ิ์ง�ายกิว�าวิธี	agar	dilution	

	 	 	 3.1		 แบับัก้ิ�งปริมาณัวิเคราะห์	เช�น	disk	diffusion	method	ทดิ์สอบัโดิ์ยใช้	

sterile	swab	จุิ�มลงใน	suspension	solution	(เชื�อ)	ที�ปรับัความขุ�นแล้ว	หมุน	swab	

หลายๆ	ครั�ง	เพื�อให้เชื�อซ้มเข้าให้ทั�ว	แตะ	swab	กัิบัผิู้วด้ิ์านในของหลอดิ์แล้วหมุนให้	

swab	พอหมาดิ์ๆ	นำามาป้ายเป็น	3	ระนาบั	บันอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดิ์	GC	agar	base	

+	1%	defined	growth	supplement	แล้วนำา	disk	วางบันผิู้วหน้าของอาหารเลี�ยงเชื�อ	

(ห้ามทิ�งไว้เกิิน	 15	 นาที)	 ถ้าใช้จิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	 100	mm	

ไม�ควรวาง	disk	 เกิิน	4	ชนิดิ์	 ถ้าใช้จิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	150	mm	

ไม�ควรวาง	disk	เกิิน	9	ชนิดิ์	(ร้ปที�	5.11)	แล้วนำาไป	incubate	ที�	36±1°C	5%	CO
2	

เป็นเวลา	 20-24	 ชั�วโมง	 และนำามาวัดิ์ค�าเส้นผู้�านศ้นย์กิลางของ	 inhibition	 zone	

แล้วแปลผู้ลตามเกิณัฑ์์ของ	CLSI	(ตารางที�	5.2)
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Epsilometer test (E test) โดยวิธี E test เปìนวิธีท่ีทำไดèงõายกวõาวิธี agar 

dilution  

3.1. แบบกึ่งปริมาณวิเคราะห� เชõน disk diffusion method ทดสอบโดย

ใชè sterile swab จุ õมลงใน suspension solution (เชื ้อ) ที ่ปรับ

ความขุõนแลèว หมุน swab หลายๆ ครั้ง เพื่อใหèเชื้อซึมเขèาใหèทั่ว แตะ 

swab กับผิวดèานในของหลอดแลèวหมุนใหè swab พอหมาดๆ นำมา

ป=ายเปìน 3 ระนาบ บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด GC agar base + 1% 

defined growth supplement แลèวนำ disk วางบนผิวหนèาของ

อาหารเลี้ยงเชื้อ (หèามทิ้งไวèเกิน 15 นาที) ถèาใชèจานเพาะเชื้อขนาด

เสèนผõานศูนย�กลาง 100 mm ไมõควรวาง disk เกิน 4 ชนิด ถèาใชèจาน

เพาะเชื้อขนาดเสèนผõานศูนย�กลาง 150 mm ไมõควรวาง disk เกิน 9 

ชนิด (รูปท่ี 5.11) แลèวนำไป incubate ที ่ 36±1°C 5% CO2 เปìน

เวลา 20-24 ช ั ่วโมง และนำมาว ัดค õาเส èนผ õานศูนย �กลางของ 

inhibition zone แลèวแปลผลตามเกณฑ�ของ CLSI (ตารางท่ี 5.2) 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 5.11 รูปแบบการวาง disk บนจานเพาะเช้ือขนาดเสèนผõานศูนย�กลาง 

100 mm และ 150 mm 

รูปท่ี่�	5.11	ร้ปแบับักิารวาง	disk	บันจิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	100	mm	

และ	150	mm
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	 3.2		 แบับัปริมาณัวิเคราะห์	 โดิ์ยวิธี	 E	 test	 ทดิ์สอบัโดิ์ยกิารใช้เชื�อและกิาร						

เพาะเลี�ยงบันอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดิ์	GC	agar	base	+	1%	defined	growth	supplement	

เช�นเดีิ์ยวกัิบัวิธี	disk	diffusion	method	แล้วนำาแผู้�น	E	test	ที�มีคุณัสมบััติไม�ด้ิ์ดิ์ซับันำ�า	

ขนาดิ์	 5×50	mm	 โดิ์ยดิ์้านหน้�งเคลือบัไว้ดิ์้วยสารต้านจิุลชีพที�มีความเข้มข้นลดิ์ลง						

อย�างต�อเนื�องจิากิความเข้มข้นมากิไปหาน้อย	 อีกิดิ์้านหน้�งมีตัวเลขและสเกิลบัอกิค�า	

ความเข้มข้นของสารต้านจิุลชีพที�ตำาแหน�งต�างๆ	 (continuous	 concentration							

gradient)	 วางบันผู้ิวหน้าของอาหารเพาะเชื�อ	 (ร้ปที�	 5.12)	 ห้ามทิ�งไว้เกิิน	 15	 นาที	

แล้วนำาไปอบัเพาะเลี�ยงที�	36±1°C	5%	CO
2
	เป็นเวลา	20-24	ชั�วโมง	และอ�านค�า	MIC	

จิากิจิุดิ์ความเข้มข้นน้อยที�สุดิ์ที�แบัคทีเรียไม�สามารถเจิริญไดิ์้ตรงปลายร้ปหยดิ์นำ�า	

แล้วแปลผู้ลตามเกิณัฑ์์ของ	CLSI	(ตารางที�	5.2)
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3.2. แบบปริมาณวิเคราะห� โดยวิธี E test ทดสอบโดยการใชèเชื้อและการ

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด GC agar base + 1% defined 

growth supplement เชõนเดียวกับวิธ ี disk diffusion method 

แลèวนำแผõน E test ที่มีคุณสมบัติไมõดูดซับน้ำขนาด 5×50 mm โดย

ดèานหนึ่งเคลือบไวèดèวยสารตèานจุลชีพที่มีความเขèมขèนลดลงอยõาง

ตõอเนื่องจากความเขèมขèนมากไปหานèอย อีกดèานหนึ่งมีตัวเลขและ

สเกลบอกคõาความเขèมขèนของสารตèานจุลชีพที ่ตำแหนõงตõางๆ 

(continuous concentration gradient) วางบนผิวหนèาของอาหาร

เพาะเช้ือ (รูปท่ี 5.12) หèามท้ิงไวèเกิน 15 นาที แลèวนำไปอบเพาะเล้ียง

ที่ 36±1°C 5% CO2 เปìนเวลา 20-24 ชั่วโมง และอõานคõา MIC จาก

จุดความเขèมขèนนèอยที่สุดที่แบคทีเรียไมõสามารถเจริญไดèตรงปลายรูป

หยดน้ำ แลèวแปลผลตามเกณฑ�ของ CLSI (ตารางท่ี 5.2) 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5.12 รูปแบบการวาง E test บนจานเพาะเช้ือขนาดเสèนผõานศูนย�กลาง 

100 mm และ 150 mm 

รูปท่ี่�	5.12	ร้ปแบับักิารวาง	E	test	บันจิานเพาะเชื�อขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	100	mm	

และ	150	mm

	 3.3.	 แบับัปริมาณัวิเคราะห์	โดิ์ยวิธี	agar	dilution	method	วิธีนี�เป็นวิธีมาตรฐาน	

อ้างอิง	(reference	method)	ทดิ์สอบัโดิ์ยกิารเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อที�มีสารต้านจุิลชีพ	

ที�ต้องกิารทดิ์สอบัในความเข้มข้นต�างๆ	จิากินั�น	นำาเชื�อ	N. gonorrhoeae ที�เตรียมไว้มา	

ใส�ในหลุมๆ	 ละ	 500	 µl	 จิากินั�นนำา	multipoint	 inoculator	 แตะเชื�อในหลุมแล้ว		

นำาไปแตะบันผิู้วอาหารเลี�ยงเชื�อ	ปลายของ	multipoint	inoculators	จิะถ�ายโอนเชื�อมา	

ได้ิ์ประมาณั	1	µl	ทำาให้ได้ิ์เชื�อในแต�ละจุิดิ์ประมาณั	104-105	CFU	กิารเพาะเชื�อนี�ควร	
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เริ�มจิากิเพาะเชื�อในจิานอาหารที�ไม�มีสารต้านจิุลชีพกิ�อน	 เพื�อตรวจิสอบัความมีชีวิต	

(viability)	 และความบัริสุทธิ�	 (pure	 culture)	 ของเชื�อที�ทดิ์สอบั	 ตามดิ์้วยอาหาร									

เพาะเชื�อที�มีสารต้านจิุลชีพเข้มข้นน้อยที�สุดิ์ไปยังจิานเพาะเชื�อที�มีสารต้านจิุลชีพ		

เข้มข้นส้งข้�นตามลำาดัิ์บั	แล้วนำาไปแล้วนำาไปอบัเพาะเลี�ยงที�	36±1°C	5%	CO
2
	เป็นเวลา	

20-24	 ชั�วโมง	 และอ�านค�าความเข้มข้นของสารต้านจิุลชีพน้อยที�สุดิ์ที�แบัคทีเรียไม�		

เจิริญเป็นค�า	MIC	แล้วแปลผู้ลตามเกิณัฑ์์ของ	CLSI	(ตารางที�	5.2)

ต็ารางท่ี่�	5.2	ตารางแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพของเชื�อ	N. gonorrhoeae 

(CLSI	guideline	2019	M100)

Antimicrobial	

Agent

Disk	

Content

Interpretive	

Categories	and	Zone	

Diameter	Break-

points,	nearest	

whole	mm

Interpretive	

Categories	and	MIC	

Breakpoints,	µg/ml

S I R S I R

Penicillin 10	units ≥47 27-46 ≤26	 ≤0.06 0.12-1 ≥2

Tetracycline 30	µg ≥38 31-37 ≤30 ≤0.25 0.5-1 ≥2	

Spectinomycin 100	µg ≥18 15-17 ≤14	 ≤32 64 ≥128

Ceftriaxone*	 30	µg ≥35 - - ≤0.25 - -

Cefixime*	 5	µg ≥31 - - ≤0.25 - -

Ciprofloxacin	 5	µg ≥41 28-40	 ≤27	 ≤0.06 0.12-

0.5	

≥1

Azithromycin** - - - - ≤1 - -
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หมายเหตุ็	:	

*Ceftriaxone	 และ	 cefixime	 เป็นยาที�พบักิารดิ์ื�อยาน้อยมากิ	 หากิทดิ์สอบั	 disk	

diffution	แล้วพบัว�าได้ิ์ขนาดิ์	zone	ของยา	ceftriaxone	และ	cefixime	น้อยกิว�า	

35	และ	31	ตามลำาดัิ์บั	หรือค�า	MIC	มากิกิว�า	0.25	ให้ตรวจิซำ�า	ถ้าเหมือนเดิิ์มให้รายงานเป็น	

Nonsusceptible	 (NS)	 แล้วส�งเชื�อมาเกิ็บัไว้ยังส�วนกิลาง	 เพื�อทำากิารตรวจิสอบั/

วิจัิยต�อไป	 (ทั�งนี�ในประเทศไทยยังไม�เคยพบักิารรายงานกิารเริ�มดืิ์�อยา	 “NS”	 ของยา	

ดัิ์งกิล�าวมากิ�อน)

**Azithromycin	ใช้แปลผู้ลเมื�อขนาดิ์ยาที�ใช้รักิษาคือ	1	g	และรักิษาร�วมกัิบัยาตัวอื�น	

เช�น	ceftriaxone	

	4.	การควบคุมคุณภาพิการที่ดสอบความไวต่็อสารต้็านจุัลช่ีพิ

	 	 	 กิารควบัคุมคุณัภาพในกิารผู้ลิตอาหารเลี�ยงเชื�อ	 GC	 agar	 base	 +1%				

defined	growth	supplement	และกิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพจิะใช้เชื�อ

สายพันธ์ุ	มาตรฐาน	ดัิ์งภาคผู้นวกิ

	5.	การรายงานผลการที่ดสอบความไวต่็อสารต้็านจุัลช่ีพิ

	 	 	 เมื�อแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อสารต้านจุิลชีพชนิดิ์ต�างๆ	แล้ว	สามารถ							

รายงานผู้ลกิารทดิ์สอบัสารต้านจุิลชีพแต�ละชนิดิ์ได้ิ์	ดัิ์งนี�

	 5.1		 การแปลและรายงานผลต่็อยากลุ่ม	quinolone	

	 	 	 	 กิารดิ์ื�อยากิลุ�ม	 quinolone	 เช�น	 ciprofloxacin	 นั�นมักิดิ์ื�อยาโดิ์ยยีนที�	

อย้�บันโครโมโซม	ซ้�งสามารถทดิ์สอบัได้ิ์โดิ์ยกิารวาง	disk	เพื�อหา	resistant	strain	หรือ	

quinolone-resistant	N. gonorrhoeae	(QRNG)	ได้ิ์โดิ์ยอาจิจิะไม�ต้องทดิ์สอบัหาค�า	

MIC	แปลผู้ลกิารทดิ์สอบัดัิ์งแสดิ์ง
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Ciprofloxacin (Disk)

ขนาด zone 

≥ 41 mm

รายงานผล (S) 

ขนาด zone 

28–40 mm

รายงานผล (I)

ขนาด zone 

≤ 27 mm

รายงานผล (R) หรือ 

QRNG* Strain 

รูปที่่ �	 5.13	 ผู้ังกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	 ciprofloxacin	 ของเชื �อ																	

N. gonorrhoeae	ชนิดิ์	disk

	 5.2		 การแปลและรายงานผลต่็อยา	penicillin

	 	 	 	 กิลไกิกิารดืิ์�อยา	penicillin	ของเชื�อ	N. gonorrhoeae	นั�น	พบัเป็นกิารดืิ์�อยา	

โดิ์ยยีนที�อย้�บันพลาสมิดิ์	หรือที�เรียกิกัินว�า	penicillinase	producing	N. gonorrhoeae 

(PPNG	 strain)	 ซ้ �งหากิเชื�อมียีนดิ์ื�อยานี�อย้�บันพลาสมิดิ์จิะสามารถผู้ลิตเอนไซม์								

ß-lactamase	ทำาลายโครงสร้างของยา	penicillin	ทำาให้ยา	Penicillin	 ไม�สามารถ	

ฆ่�าเชื�อได้ิ์	กิารตรวจิเอนไซม์นี�ทำาได้ิ์ง�ายโดิ์ยทดิ์สอบักัิบั	BCP	reagent	หรือ	nitrocefin	

test	โดิ์ย	BCP	reagent	มีส�วนผู้สมของยา	penicillin	อย้�	หากิเชื�อสามารถผู้ลิตเอนไซม์	

มาทำาลายโครงสร้างของยา	 penicillin	 ไดิ์้	 จิะทำาให้เกิิดิ์กิรดิ์	 เปลี�ยนสี	 indicator	

ทำาให้กิลายเป็นสีเหลือง	
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	 ในกิรณีัทีผู้ลกิารทดิ์สอบั	ß-lactamase	positive	

	 -	ให้รายงานเป็น	 resistance	 ชนิดิ์	 PPNG	 (penicillinase	 producing														

N. gonorrhoeae)	ดืิ์�อยา	penicillin	โดิ์ยมียีนอย้�บันพลาสมิดิ์	

	 ในกิรณีัทีผู้ลกิารทดิ์สอบั	ß-lactamase	negative	ให้นำามาทดิ์สอบักิารดืิ์�อยา	

ต�อด้ิ์วย	penicillin	disk	diffusion	เพื�อตรวจิว�า	เชื�อ	non	penicillinase	producing	

N. gonorrhoeae	(non	PPNG)	ให้ผู้ลกิารทดิ์สอบัต�อยา	penicillin	ซ้�งแปลผู้ลเป็นดัิ์งนี�

	 -	ขนาดิ์	zone	≥	47	mm	ให้รายงานผู้ล	susceptible	

	 -	ขนาดิ์	zone	27-46	mm	ให้รายงานผู้ล	intermediate

	 -	ขนาดิ์	zone	≤	26	mm	ให้รายงานผู้ล	resistant	หรือ	chromosomally-	

mediated N. gonorrhoeae	 (CMRNG)	 กิารดืิ์�อยา	 penicillin	 โดิ์ยมียีน	

อย้�บันโครโมโซม

Penicillin (Disk)

ขนาด zone 

≥ 47 mm

รายงานผล (S) 

ขนาด zone 

27–46 mm

รายงานผล (I)

ขนาด zone 

≤ 26 mm

รายงานผล (R) หรือ 

CMRNG* Strain 

รูปท่ี่�	5.14	ผัู้งกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	penicillin	ของเชื�อ	N. gonorrhoeae 

ชนิดิ์	disk
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	 5.3		 การแปลและรายงานผลต่็อยา	tetracycline

	 	 	 	 5.3.1		 ทดิ์สอบัด้ิ์วยวิธี	disk	diffusion	สามารถแปลและรายงานผู้ลกิาร

ทดิ์สอบัดัิ์งนี�

	 	 	 	 	 	 	 -	ขนาดิ์	zone	≥	38	mm	ให้รายงานผู้ล	susceptible	

	 	 	 	 	 	 	 -	ขนาดิ์	zone	31-37	mm	ให้รายงานผู้ล	intermediate

	 	 	 	 	 	 	 -	ขนาดิ์	zone	≤	30	mm	ให้รายงานผู้ล	resistant	แต�ถ้าขนาดิ์	

zone	<	19	mm	สงสัย	TRNG	(high-level	tetracycline-resis-

tant N. gonorrhoeae)	ต้องทดิ์สอบัหาค�า	MIC	เพื�อกิารยืนยัน	

Tetracycline (Disk)

ขนาด zone 

≥ 38 mm

รายงานผล (S)

ขนาด zone 

31–37 mm

รายงานผล (I)

ขนาด zone 

≤ 30 mm

รายงานผล (R) 

รูปที่่ �	 5.15	 ผู้ังกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	 tetracycline	 ของเชื �อ																				

N. gonorrhoeae ชนิดิ์	disk
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	 	 	 	 5.3.2		 ในกิรณีัที�ทดิ์สอบัด้ิ์วยวิธี	แบับัปริมาณัวิเคราะห์	สามารถแปลผู้ล	

กิารทดิ์สอบัดัิ์งนี�	(หาค�า	MIC)	สามารถแปลและรายงานผู้ลกิารทดิ์สอบัหาค�า	MIC	ดัิ์งนี�

	 	 	 	 	 	 	 -	ค�า	MIC	≤	0.25	µg/ml	ให้รายงานผู้ล	susceptible	(เป็น	non	

TRNG	ด้ิ์วย)

	 	 	 	 	 	 	 -	ค�า	MIC	0.5-1	µg/ml	ให้รายงานผู้ล	intermediate	(เป็น	non	

TRNG	ด้ิ์วย)

	 	 	 	 	 	 	 -	ค�า	MIC	2-8	µg/ml	รายงานผู้ล	resistant	หรือ	TetR	(low-		

level	tetracycline-resistant	N.	gonorrhoeae)	ซ้�งเชื�อ	ดืิ์�อยา	

tetracycline	 ในความเข้มข้นตำ �า	 โดิ์ยมียีนควบัคุมอย้�บัน	

โครโมโซม	(เป็น	non	TRNG	ด้ิ์วย)

	 	 	 	 	 	 	 -	ค�า	 MIC	 ≥	 16	 µg/ml	 รายงานผู้ล	 resistant	 หรือ	 TRNG	

(high-level tetracycline-resistant N. gonorrhoeae)	

ซ้�งเชื�อดืิ์�อยา	 tetracycline	 ในความเข้มข้นส้งโดิ์ยมียีนควบัคุม	

อย้�บันพลาสมิดิ์
Tetracycline 

(คา MIC)

คา MIC 

≤ 0.25 µg/ml

รายงานผล (S) 

Non TRNG

คา MIC 

0.5-1 µg/ml

รายงานผล (I)

Non TRNG

คา MIC 

2-8 µg/ml

รายงานผล (R) 

tetR

คา MIC 

≥ 16 µg/ml

รายงานผล (R)

TRNG 

รูปที่่ �	 5.16	 ผู้ังกิารแปลผู้ลกิารทดิ์สอบัความไวต�อยา	 tetracycline	 ของเชื �อ																				

N. gonorrhoeae	ตามค�า	MIC
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ภูาคู่ผู้นิวก

นางสาวพิรทิี่พิย์	เผ่าผาง

ดร.ธินิษฐา	ฉััต็รสุวรรณ

การเก็บัรักษาเช่้�อ N. gonorrhoeae

	 วิธีกิารเกิ็บัรักิษาเชื�อ	 N. gonorrhoeae ให้มีชีวิตยืนยาวและอย้�ไดิ์้นาน	

เพื�อใช้สำาหรับัอ้างอิง	หรือเพื�อเก็ิบัไว้ศ้กิษา	มีวิธีกิารเก็ิบัที�นิยมใช้กัินดัิ์งนี�

	 1.	 กิารเก็ิบัรักิษาเชื�อโดิ์ยกิารแช�แข็ง	(freezing)

	 2.	 กิารเก็ิบัรักิษาเชื�อใน	chocolate	agar	slant

	 3.	 กิารเก็ิบัรักิษาเชื�อในสภาพแห้งสภาวะส้ญญากิาศ	(lyophilized)

	1.	การเก็บรักษาเช้ี�อโดยการแช่ีแข็ง	(freezing)

	 ใช้	Sterile	loop	เก็ิบัเชื�อ	N. gonorrhoeae	จิากิ	chocolate	agar	ที�เพาะ	

ไว้นาน	 18-24	 ชั�วโมง	 ใส�ใน	 cryoprotective	 nutritive	 broth	 ผู้สมกัิบั	 15-20%	

glycerol1 หรือ	10%	skim	milk	ผู้สมกัิบั	10%	glycerol	จิำานวน	1	ml	ในหลอดิ์	

เก็ิบัสารแช�แข็ง	(cryogenic	tube)	ขนาดิ์	2	ml	สามารถเก็ิบัในต้้เย็น	-20	°C	ไว้ได้ิ์นาน	

2	 สัปดิ์าห์	 ถ้าต้องกิารเกิ็บัไว้เป็นเวลานานให้เกิ็บัที�	 -70	 °C	 หรือเกิ็บัใส�ในถัง	 liquid	

nitrogen	 (-196	 °C)1,2	ทั�งนี�จิะต้องวัดิ์ปริมาตรของ	 liquid	 nitrogen	 อย้�เสมอ	

ไม�ควรเปิดิ์ถังบั�อย	และต้องเติม	liquid	nitrogen	เมื�อมีปริมาณัเหลือคร้�งถัง
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	2.	การเก็บรักษาเช้ี�อใน	chocolate	agar	slant

	 เพาะเชื�อ	N. gonorrhoeae	 บัน	 chocolate	 agar	 slant	 ที�บัรรจิุในหลอดิ์	

เก็ิบัเข้าต้้อบัเพาะเชื�อ	36±1°C	ใน	CO
2
	5-10%	นาน	18-24	ชั�วโมง	เมื�อเชื�อเจิริญแล้วค�อยๆ	

เท	sterile	liquid	paraffin	ลงในหลอดิ์ให้ท�วมเชื�อ	เก็ิบัเข้าต้้อบัเชื�อ	36±1°C	ใน	CO
2	

5-10%	เป็นเวลา	24	ชั�วโมง	แล้วนำาออกิมาไว้ที�อุณัหภ้มิห้อง	โดิ์ยสามารถเก็ิบัเชื�อไว้ได้ิ์นาน	

5	วัน	เมื�อต้องกิารใช้เชื�อที�เก็ิบัไว้	ให้นำา	sterile	loop	เขี�ยเชื�อในหลอดิ์และนำาไปเพาะบัน	

chocolate	agar	เป็นเวลา	24	หรือ	48	ชั�วโมง2

	3.	การเก็บรักษาเช้ี�อในสภาพิแห้งสภาวะสูญิญิากาศุ	(lyophilized)

	 กิารเกิ็บัเชื�อโดิ์ยวิธีนี�	 เครื�องมืออุปกิรณั์	 และนำ�ายาที�ใช้กิับัเครื�องมีราคาแพง	

และมีวิธีกิารทำาหลายขั�นตอน	 แต�เป็นวิธีกิารที�เกิ็บัเชื�อไดิ์้เป็นระยะเวลานานหลายปี						

โดิ์ยใช้วิธีกิารแช�แข็งเชื �อและนำาไปทำาให้แห้งในสภาวะส้ญญากิาศ	 โดิ์ยใช้เครื �อง													

lyophilizer3	 เชื�อที�เก็ิบัโดิ์ยวิธีนี�สามารถเก็ิบัหลอดิ์หรือขวดิ์ที�ใส�เชื�อไว้ที�อุณัหภ้มิห้องได้ิ์	

แต�ควรเกิ็บัไว้ในต้้แช�	 4-10	 °C	 เมื�อจิะนำามาใช้ให้เติมอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดิ์เหลว	 เช�น	

tryptic	soy	broth	แล้วด้ิ์ดิ์ส�วนผู้สมทั�งหมดิ์มาเพาะในอาหารเลี�ยงเชื�อ	นำาเข้าต้้เพาะเชื�อ	

วิธีนี�เหมาะสำาหรับักิารขนส�งเชื�อไปยังที�ห�างไกิล1	 มีรายงานกิารศ้กิษาพบัว�าวิธีนี�สามารถ	

เก็ิบัรักิษาเชื�อ	N. gonorrhoeae	ได้ิ์นานถ้ง	6	ปี4
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วิธีการส�งเช่้�อเพื�อยืนิยันิผู้ลการทดสอบัท่�
กลุ�มืบัางรักโรคู่ติดต�อทางเพศัสัมืพันิธ์

	 กิารส�งเชื�อ	N. gonorrhoeae	เพื�อมายืนยันผู้ลกิารวิเคราะห์ยังห้องปฏิิบััติกิาร

กิลุ�มบัางรักิโรคติดิ์ต�อทางเพศสัมพันธ์นั�น	 สามารถช�วยในกิารยืนยันผู้ลกิารเพาะเชื�อ					

และกิารทดิ์สอบัความไวต�อยาต้านจิุลชีพ	 หากิพบัเชื�อที�มีค�า	minimal	 inhibitory	

concentration	(MIC)	ตามค�าที�ส�วนกิลางกิำาหนดิ์	ดัิ์งตารางที�	1

ต็ารางท่ี่�	1	ค�า	MIC	ที�กิำาหนดิ์ไว้สำาหรับักิารส�งเชื�อเพื�อยืนยันผู้ลกิารทดิ์สอบั4

ยาต้็านจุัลช่ีพิ ค่า	MIC	ท่ี่�กำาหนด	(µg/ml)

Ceftriaxone >	0.25

Cefixime >	0.25

Azithromycin > 1

	 ให้นำาส�งมายังห้องปฏิิบััติกิารกิลาง	เพื�อช�วยตรวจิยืนยันซำ�าและนำามาเป็นเชื�อที�

ใช้ในกิารวิจัิยต�อไป



คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

109คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

108

หมายเหตุ็	*	:	ลักษณะตั็วอย่างท่ี่�ส่ง

•	 ตัวอย�างเชื�อ	N. gonorrhoeae	ที�เพาะบัน	chocolate	agar	plate	

(เชื�ออายุประมาณั	18-24	ชม.)	สามารถส�งได้ิ์ที�อุณัหภ้มิห้อง	แต�ต้อง

ส�งเป็นพัสดุิ์ภัณัฑ์์ดิ์�วนที�ถ้งปลายทางภายใน	1-2	วัน5 

•	 ตัวอย�างที�เพาะบัน	chocolate	agar	slant	(เชื�ออายุประมาณั	18-24	

ชม.)	 ให้เททับัเชื�อดิ์้วย	 sterile	 liquid	 paraffin	 จินท�วม	 slant	

(ไม�ต้องแช�เย็น)	แต�ต้องส�งให้ถ้งปลายทางภายใน	5	วัน2	

•	 ตัวอย�างแช�แข็ง	เช�น	เชื�อที�บัรรจุิใน	skim	milk	เป็นต้น	ต้องใส�นำ�าแข็งแห้ง	

ให้พอเหมาะ1,5

ขั�นต็อนการส่งเช้ี�อเพ้ิ�อย้นยันท่ี่�ส่วนกลาง

ปิดรอยต่็อของภาชีนะท่ี่�ใส่ตั็วอย่าง*	

ท่ี่�จัะนำาส่งให้แน่น	เพ้ิ�อป้องกันการปนเป้�อน

ตั็วอย่างไม่แช่ีแข็ง:	บัรรจุิตัวอย�างลงกิล�อง	ใส�วัสดุิ์กัินกิระแทกิให้เต็มกิล�อง	

เพื�อป้องกัินกิารเคลื�อนที�ของตัวอย�างและต้องส�งให้ถ้งปลายทางภายใน	

2	วัน

ตั็วอย่างแช่ีแข็ง:	บัรรจุิตัวอย�างลงในกิล�องโฟม	ใส�นำ�าเเข็งแห้ง	ให้ปริมาณั	

เหมาะสมกัิบัจิำานวนตัวอย�าง	ขนาดิ์ของกิล�อง	และระยะเวลาในกิารขนส�ง
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การเตรียมือาหารเล่�ยงเช่้�อ

	1.	Bangrak	I	medium

ส�วนประกิอบั   GC agar base (OXOIDTM)		 	 		 36	g

		 	 	 	 	 	 2%	Hemoglobin	solution	(w/v)		 		 500	ml

	 	 	 	 			 Bangrak	enrichment		 	 	 5	ml

		 	 	 	 	 	 25%	Dextrose		 	 	 		 	 5	ml

		 	 	 	 	 	 ACLT	inhibitor		 	 	 		 	 10	ml

	 	 			 	 	 Distilled	water			 	 		 	 480	ml

วิธีเตรียม 

	 1.	 ชั�ง	GC	agar	base	36	g	และเติมนำ�ากิลั�น	480	ml	ใน	erlenmeyer	flask	

ขนาดิ์	2000	ml

	 2.	 เตรียม	2%	hemoglobin	solution	โดิ์ย	ชั�ง	hemoglobin	10	g	และเติม	

นำ�ากิลั�น	500	ml	ใน	erlenmeyer	flask	ขนาดิ์	1000	ml	ละลาย	hemoglobin	

ด้ิ์วย	magnetic	stirrer	นาน	30	นาที

	 3.	 นำาส�วนประกิอบัในข้อ	 1	 และ	 2	 ทำาให้ปราศจิากิเชื�อดิ์้วยเครื�องน้�งฆ่�าเชื�อ	

(autoclave)	ที�อุณัหภ้มิ	121˚C	เป็นเวลา	15	นาที1	เมื�อเสร็จิแล้ว	นำาไปแช�	

ใน	water	bath	ให้อาหารเลี�ยงเชื�อเย็นลงประมาณั	50-55	˚C6 

	 4.	 ผู้สม	Bangrak	enrichment	และ	25%	Dextrose	ให้เข้ากัิน	จิากินั�นเติม	

ลงใน	GC	agar	base	

	 5.	 เติม	1%	ACLT	inhibitor	ลงใน	GC	agar	base	แล้วผู้สมให้เข้ากัิน

	 6.	 เติม	 2%	hemoglobin	 solution	ลงใน	GC	agar	base	ผู้สมให้เข้ากัิน	

เทลงใน	sterile	petri	dish	ประมาณั	15-20	ml/plate1 โดิ์ยระวังไม�ให้	

เกิิดิ์ฟองอากิาศ
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	 7.	 ทิ�งให้อาหารเลี�ยงเชื�อแข็งตัวที�อุณัหภ้มิห้อง	 และบัรรจิุใส�ถุงพลาสติกิ	

ปิดิ์ปากิถุงให้สนิท	กิ�อนจิะนำาไปเก็ิบัที�	2-8˚C6

หมายเหต็ุ:	 ห้องปฏิิบััติกิารสามารถใช้	Modified	 Thayer-Martin	medium	 แทน	

Bangrak	I	medium	ได้ิ์	

	2.	Chocolate	agar

ส�วนประกิอบั   GC agar base (OXOIDTM)		 	 		 36	g

		 	 	 	 	 	 2%	Hemoglobin	solution	(w/v)		 		 500	ml

		 	 	 	 	 	 Bangrak	enrichment		 	 	 5	ml

		 	 	 	 	 	 25%	Dextrose		 	 	 		 	 5	ml

	 	 	 	 	 	 Distilled	water	 	 	 		 	 490	ml

วิธีเตรียม 

	 1.	 ชั�ง	GC	agar	base	36	g	และเติมนำ�ากิลั�น	490	ml	ใน	erlenmeyer	flask	

ขนาดิ์	2000	ml

	 2.	 เตรียม	 2%	 hemoglobin	 solution	 โดิ์ยชั �ง	 hemoglobin	 10	 g	

และเติมนำ�ากิลั�น	500	ml	ใน	erlenmeyer	flask	ขนาดิ์	1000	ml	ละลาย	

hemoglobin	ด้ิ์วย	magnetic	stirrer	นาน	30	นาที

	 3.	 นำาส�วนประกิอบัในข้อ	 1	 และ	 2	 ทำาให้ปราศจิากิเชื�อดิ์้วยเครื�องน้�งฆ่�าเชื�อ	

ที�อุณัหภ้มิ	 121˚C	 เป็นเวลา	15	นาที1	 เมื�อเสร็จิแล้ว	นำาไปแช�ใน	water	

bath	ให้อาหารเลี�ยงเชื�อเย็นลงประมาณั	50-55	˚C6

	 4.	 ผู้สม	Bangrak	enrichment	และ	25%	dextrose	ให้เข้ากัิน	จิากินั�นเติมลงใน	

GC agar base
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	 5.	 เติม	 2%	hemoglobin	 solution	ลงใน	GC	agar	base	ผู้สมให้เข้ากัิน	

เทลงใน	sterile	petri	dish	ประมาณั	15-20	ml/plate1	โดิ์ยระวังไม�ให้	

เกิิดิ์ฟองอากิาศ

	 6.	 ทิ�งให้อาหารเลี�ยงเชื�อแข็งตัวที�อุณัหภ้มิห้อง	 และบัรรจิุใส�ถุงพลาสติกิ	

ปิดิ์ปากิถุงให้สนิท	กิ�อนจิะนำาไปเก็ิบัที�	2-8˚C6

	3.	GC	agar	

ส�วนประกิอบั   GC agar base (OXOIDTM)		 	 		 36	g

		 	 	 	 	 	 Bangrak	enrichment		 	 	 5	ml

		 	 	 	 	 	 25%	Dextrose		 	 	 		 	 5	ml

	 	 			 	 	 Distilled	water	 	 	 		 	 990	ml

วิธีเตรียม 

	 1.	 ชั�ง	GC	agar	base	36	g	และเติมนำ�ากิลั�น	990	ml	ใน	erlenmeyer	flask	

ขนาดิ์	2000	ml

	 2.	 ทำาให้ปราศจิากิเชื�อดิ์้วยเครื�องน้�งฆ่�าเชื�อ	 ที�อุณัหภ้มิ	 121˚C	 เป็นเวลา	 15	

นาที1	 เมื�อเสร็จิแล้ว	 นำาไปแช�ใน	water	 bath	 ให้อาหารเลี�ยงเชื�อเย็นลง	

ประมาณั	50-55	˚C6

	 3.	 ผู้สม	Bangrak	enrichment	และ	25%	dextrose	ให้เข้ากัิน	จิากินั�นเติมลงใน	

GC agar base

	 4.	 ตวงอาหารเลี�ยงเชื�อ	 ปริมาตร	 20-25	ml	 เทลงใน	 sterile	 petri	 dish	

ขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	90	mm	หรือ	ปริมาตร	60	ml	สำาหรับั	petri	dish	

ขนาดิ์เส้นผู้�านศ้นย์กิลาง	150	mm2	โดิ์ยระวังไม�ให้เกิิดิ์ฟองอากิาศ

	 5.	 ทิ�งให้อาหารเลี�ยงเชื�อแข็งตัวที�อุณัหภ้มิห้อง	 และบัรรจิุใส�ถุงพลาสติกิ	

ปิดิ์ปากิถุงให้สนิท	กิ�อนจิะนำาไปเก็ิบัที�	2-8˚C6

หมายเหตุ็:	อาหารเลี�ยงเชื�อแบับัเพลทสามารถเก็ิบัไว้ได้ิ์นาน	1	เดืิ์อน6 
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การคู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภูาพอาหารเล่�ยงเช่้�อ

	1.	การที่ดสอบการปราศุจัากเช้ี�อ

	 อาหารเลี�ยงเชื�อทุกิชนิดิ์กิ�อนใช้ต้องนำามาทดิ์สอบัสภาวะปราศจิากิเชื�อ	 โดิ์ยนำา	

อาหารเลี�ยงเชื�อมา	 5%	 ของจิำานวนอาหารที�เตรียม	 บั�มที�ต้้	 incubator	 36±1°C												

นาน	 18-24	 ชั�วโมง5	 ส�วนอาหารที�เหลือเก็ิบัในต้้เย็นที�อุณัหภ้มิ	 2-8˚C	 โดิ์ยควำ�าหน้า				

อาหารลงและทดิ์สอบัคุณัภาพอาหารกิ�อนนำาไปใช้6 

	2.	การที่ดสอบคุณภาพิของอาหารเล่�ยงเช้ี�อ

	 กิารทดิ์สอบัคุณัสมบััติของอาหารเลี�ยงเชื �อเป็นกิารทดิ์สอบัคุณัสมบััติของ				

อาหารแต�ละชนิดิ์	โดิ์ยใช้เชื�อสายพันธ์ุมาตรฐาน	เมื�อห้องปฏิิบััติกิารเตรียมอาหารเพาะเชื�อ	

เสร็จิแล้ว	 ต้องทำากิารควบัคุมคุณัภาพ	 โดิ์ยดิ์้กิารเจิริญเติบัโตของแบัคทีเรียในอาหาร	

แต�ละชนิดิ์นั�น	โดิ์ยใช้ทั�งเชื�อสายพันธ์ุที�สามารถเจิริญได้ิ์บันอาหารเลี�ยงเชื�อ	และสายพันธ์ุ	

ที�ถ้กิยับัยั�งกิารเจิริญเติบัโต	 มาทำากิารทดิ์สอบัแต�ละครั�ง5	 สำาหรับัเชื�อที�ใช้ควบัคุม										

กิารทดิ์สอบัค�าความไวต�อยาต้านจุิลชีพ	ต้องให้ผู้ลกิารทดิ์สอบัอย้�ในช�วงที�กิำาหนดิ์ตาม

มาตรฐาน	เช�น	Clinical	and	laboratory	standards	institute	(CLSI)	โดิ์ยเชื�อที�ใช้

ในกิารทดิ์สอบัอาหารแต�ละชนิดิ์แสดิ์งในตารางที�	2	1,6,7
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ต็ารางท่ี่�	2	แสดิ์งเชื�อที�ใช้และผู้ลกิารควบัคุมคุณัภาพภายในของอาหารเลี�ยงเชื�อ

อาหารเล่�ยงเช้ี�อ เช้ี�อท่ี่�ใช้ีที่ดสอบ ATCC	No. ผลการที่ดสอบ

Bangrak	I	medium N. gonorrhoeae 

Staphylococcus epidermidis 

Proteus mirabilis 

Candida albicans 

43069

12228

43071

10231

เชื�อเจิริญ

เชื�อไม�เจิริญ

เชื�อไม�เจิริญ

เชื�อไม�เจิริญ

Chocolate agar N. gonorrhoeae 

Haemophilus influenzae 

43069

10211

เชื�อเจิริญ

เชื�อเจิริญ

GC agar N. gonorrhoeae 49226 เชื�อเจิริญและ

ค�าความไว

ต�อสารต้านจุิลชีพ

ของเชื�อมาตรฐาน

อย้�ในช�วง

ที�กิำาหนดิ์
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วิธีการเตรียมืนิำ�ายาต�างๆ

	1.	1%	Oxidase	test

	 1.	 ชั�งสาร	N,	N-dimethylaniline	0.3	g	 ใส�ใน	erlenmeyer	flask	ขนาดิ์	

125	ml

	 2.	 เติมนำ�ากิลั�น	30	ml	ผู้สมให้ส�วนผู้สมเข้ากัินด้ิ์วยเครื�อง	magnetic	stirrer	

เป็นเวลาประมาณั	10	นาที

	 3.	 นำากิระดิ์าษฟอยด์ิ์ห�อรอบัๆ	erlenmeyer	flask	และปิดิ์ฝ้าไว้เพื�อป้องกัินแสง

	 4.	 ติดิ์ฉัลากิ	ล็อต	วันที�ผู้ลิต	วันหมดิ์อายุและเก็ิบัรักิษาในต้้เย็นอุณัหภ้มิ	2-8˚C	

มีอายุกิารเก็ิบั	2	สัปดิ์าห์

	2.	10%	Skim	milk	with	10%	glycerol

	 1.	 ชั�ง	skim	milk	(OxoidTM)	10	g	ใส�ใน	erlenmeyer	flask	ขนาดิ์	500	ml	

	 2.	 เติมนำ�า	90	ml	ผู้สมส�วนผู้สมให้เข้ากัินด้ิ์วยเครื�อง	magnetic	stirrer	เป็นเวลา	

10	นาที

	 3.	 เติม	glycerol	ลงไป	10	ml	และคนต�อไปอีกิประมาณั	10	นาที

	 4.	 บัรรจุิ	skim	milk	ปริมาตร	1	ml	ในหลอดิ์เก็ิบัสารแช�แข็ง	ใส�ลงกิล�องแล้ว

ทำาให้ปราศจิากิเชื�อด้ิ์วยเครื�องน้�งฆ่�าเชื�อ	ที�อุณัหภ้มิ	121˚C	เป็นเวลา	5	นาที8

	 5.	 เก็ิบัรักิษาในต้้เย็นอุณัหภ้มิ	2-8˚C	สามารถเก็ิบัไว้ใช้ได้ิ์นานประมาณั	2	เดืิ์อน6
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	3.	Mueller-Hinton	broth

	 1.	 ชั�ง	Mueller-Hinton	broth	base	(BBLTM)	11	g	เทลง	erlenmeyer	flask	

ขนาดิ์	1000	ml

	 2.	 เติมนำ�ากิลั�น	500	ml	ใส�	magnetic	bar	วางบันเครื�อง	magnetic	stirrer	

เป็นเวลา	10	นาที

	 3.	 บัรรจิุใส�หลอดิ์แกิ้วมีฝ้าเกิลียว	 (screw	 cap	 tube)	 หลอดิ์ละ	 2.5	ml	

ปิดิ์จุิกิให้แน�น

	 4.	 ทำาให้ปราศจิากิเชื�อด้ิ์วยเครื�องน้�งฆ่�าเชื�อ	ที�อุณัหภ้มิ	116-121˚C	เป็นเวลา	

10-15	นาที9 

	 5.	 ติดิ์ฉัลากิ	ล็อตที�ผู้ลิต	วันที�ผู้ลิต	วันหมดิ์อายุ	และเก็ิบัรักิษาในต้้เย็นอุณัหภ้มิ	

2-8˚C	มีอายุกิารเก็ิบันาน	2	เดืิ์อน6
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การเตรียมื McFarland Standard

	 McFarland	 standard	 เป็นมาตรฐานที�ใช้เทียบัความขุ�นของ	

bacteria	ซ้�งเป็น	สารละลายที�ประกิอบัด้ิ์วย	1.175%	BaCl
2
 (barium 

chloride)	 และ	 1%	 H
2
SO

4 
(sulfuric	 acid)	 เมื �อผู้สมกิันแล้ว	

จิะเกิิดิ์ตะกิอนของ	 BaSO
4
	 (Barium	 sulfate)	 ทำาให้	 solution	 ขุ�น	

ตามลำาดิ์ับั	 ตั�งแต�	 number	 1-10	 โดิ์ยกิารเพิ�มอัตราส�วนของ	 BaCl
2	

ในส�วนผู้สมดิ์ังแสดิ์งในตารางที �	 3	 จิากินั�นทำากิารแบั�งใส�หลอดิ์แกิ้ว												

ปิดิ์ฝ้าหลอดิ์ดิ์้วยพาราฟิล์มเพื �อป้องกิันกิารระเหย	 McFarland										

standard	สามารถเก็ิบัรักิษาไว้ได้ิ์นานถ้ง	6	เดืิ์อน	ที�อุณัหภ้มิ	22-25	ºC	

ในสภาวะที �ไม�มีแสง	 และกิ�อนกิารใช้ในแต�ละครั �งควร	 นำาหลอดิ์													

McFarland	 standard	มาผู้สมเพื�อให้ตะกิอน	barium	sulfate	 ที�อย้�					

ก้ินหลอดิ์กิระจิายตัวในสารละลาย1
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ต็ารางท่ี่�	3	กิารเตรียม	McFarland	standard	และจิำานวนแบัคทีเรียเปรียบัเทียบักัิบั

ความขุ�นของ	McFarland	standard	หมายเลขต�างๆ1

McFarland	

standard

Number

Barium	chloride	

dehydrate	

(1.175%)

(ml)

Sulfuric	acid	

(1%)

(ml)

จัำานวนแบคท่ี่เร่ย

(108	CFU/ml)

0.5 0.5 99.5 1.5

1 0.1 9.9 3

2 0.2 9.8 6

3 0.3 9.7 9

4 0.4 9.6 12

5 0.5 9.5 15

6 0.6 9.4 18

7 0.7 9.3 21

8 0.8 9.2 24

9 0.9 9.1 27

10 1.0 9.0 30
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การย้อมืส่แกรมื (Gram stain)

	 กิารย้อมแกิรมเป็นวิธีกิารที�ใช้แยกิเชื�อแบัคทีเรียทางห้องปฏิิบััติกิารจุิลชีววิทยา	

โดิ์ยอาศัยร้ปร�าง	ขนาดิ์	กิารเรียงตัว	และกิารติดิ์สีแกิรม	ซ้�งมีประโยชน์ในกิารช�วยวินิจิฉััย	

โรคหนองในจิากิสิ�งส�งตรวจิโดิ์ยตรงได้ิ์อย�างรวดิ์เร็ว	กิารย้อมสีด้ิ์วยวิธีกิารที�ถ้กิต้องจ้ิงมี

ความสำาคัญอย�างมากิในกิารตรวจิหาเชื�อ	N. gonorrhoeae6  โดิ์ยมีขั�นตอนดัิ์งนี�

	วิธ่ิการย้อมส่แกรม6

	 1.	 Smear	 เชื�อหรือสิ�งส�งตรวจิลงบันสไลดิ์์ให้กิระจิายตัวแล้วทิ�งไว้ให้แห้งที�	

อุณัหภ้มิห้อง

	 2.	 Fix	 สไลดิ์์ดิ์้วยความร้อนโดิ์ยผู้�านเปลวไฟ	 2-3	 ครั�งและปล�อยให้สไลดิ์์เย็น	

กิ�อนนำาไปย้อมสี

	 3.	 หยดิ์	working	 crystal	 violet	 solution	 ลงบันสไลดิ์์ทิ�งไว้ประมาณั	 1	

นาทีแล้วล้างนำ�าสะอาดิ์

	 4.	 หยดิ์	Gram’s	iodine	บัน	slide	ทิ�งไว้ประมาณั	1	นาทีแล้วล้างนำ�าสะอาดิ์

	 5.	 Decolorize	ด้ิ์วย	acetone	alcohol	แล้วล้างนำ�าสะอาดิ์ทันที

	 6.	 ย้อมทับัด้ิ์วย	safranin	30	วินาที	ล้างนำ�าสะอาดิ์แล้วผู้้�งให้แห้ง	นำาไปด้ิ์ด้ิ์วย

กิล้องจิุลทรรศน์ดิ์้วยกิำาลังขยาย	 10x10	 เท�า	 จิากินั�นดิ์้รายละเอียดิ์ดิ์้วย		

กิำาลังขยาย	10x100	เท�า



คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

119คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนิองในิ
ทางห้องปฏิิบััติการทางการแพทย์

118

การคู่วบัคูุ่มืคูุ่ณภูาพของส่แกรมื

	 กิารควบัคุมคุณัภาพของสีย้อมควรทดิ์สอบัสีย้อมกิับัเชื�อที�ให้ผู้ลบัวกิและเชื�อที�	

ให้ผู้ลลบั	 สัปดิ์าห์ละหน้�งครั�งและทุกิครั�งเมื�อมีกิารจิัดิ์ซื�อสีย้อมใหม�หรือเตรียมสีใหม�5	

โดิ์ยเชื�อที�ใช้ทดิ์สอบัและผู้ลกิารทดิ์สอบัแสดิ์งในตารางที�	45,6

ต็ารางท่ี่�	4	แสดิ์งเชื�อที�ใช้และผู้ลกิารควบัคุมของสีย้อมแกิรม

เช้ี�อท่ี่�ใช้ีที่ดสอบ ATCC	No. ผลการที่ดสอบ

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus	หรือ	

Staphylococcus epidermidis 

25922

25923

12228

Gram-negative bacilli

Gram-positive cocci
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