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คำำ�นำำ�

	 คู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองในทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ ได้้จััด 

พิิมพ์์ขึ้้�นครั้้�งแรกในปีี พ.ศ. 2562 โดยผู้้�ทรงคุุณวุุฒิิกรมควบคุุมโรค คณะผู้้�เชี่่�ยวชาญ 

คณะทำำ�งาน และผู้้�มีส่่วนได้้ส่่วนเสีียจากทีมสหวิิชาชีีพ ได้้ร่่วมจััดประชุุมเชิิงปฏิิบััติิการ

จััดทำำ�คู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองในทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ทั้้�งหมด         

2 ครั้้�ง เพื่่�อให้้บุุคลากรทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ และบุุคลากรสาธารณสุุข 

ทั้้�งภาครััฐ และเอกชนในประเทศไทย ใช้้เป็็นคู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองในทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์ ์ในการปฏิิบััติิงานเพื่่�อให้้ได้้ผลการตรวจวินิิจฉััย ที่่�ถููกต้อง 

แม่่นยำำ� ตามมาตรฐาน

	 ณ โอกาสนี้้� ขอขอบคุณที่่�ปรึึกษา ผู้้�เชี่่�ยวชาญ คณะทำำ�งาน และผู้้�มีส่่วนได้้ส่่วนเสีีย 

จากทีมสหวิิชาชีีพทุุกท่่าน ที่่�มีีส่่วนร่่วมในการจััดทำำ�คู่่�มืือการตรวจวินิิจฉััยโรคหนองใน 

ทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์จนสำำ�เร็็จลุล่่วงไปด้้วยดีี

	 คู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองในทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ได้้ผ่่าน     

การตรวจประเมิินและรัับรองมาตรฐานผลิตภััณฑ์์เพื่่�อการเฝ้้าระวััง ป้องกััน ควบคุมโรค 

และภััยสุุขภาพ กรมควบคุมโรคแล้้ว ณ วันที่่� 19 พฤศจิิกายน 2562

(นายสุุวรรณชัย วัฒนายิ่่�งเจริญชััย)

อธิิบดีกรมควบคุมโรค
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นิิยามศััพท์์และคำำ�ย่่อ

คำำ�ย่อ	 	 	 	 	 คำำ�เต็็ม

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
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เช้ื้�อ N.gonorrhoeae	

ภาคผนวก	

	 	 การเก็็บรักษาเชื้้�อ N.gonorrhoeae	

	 	 วิิธีีการส่่งเชื้้�อเพื่่�อยืืนยัันผลการทดสอบที่่�กลุ่่�มบางรััก

	 	 	 โรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์

	 	 การเตรีียมอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ	

	 	 วิิธีีการเตรีียมน้ำำ��ยาต่่างๆ	

	 	 การเตรีียม McFarland Standard

	 	 การย้้อมสีีแกรม (Gram stain)

	 	 การควบคุมคุุณภาพของสีีแกรม
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สารบััญตาราง

ตารางที่่� 1.1		 แสดงข้้อมููลของ WHO จำำ�นวนประเทศในแต่่ละภููมิภาค
ที่่�พบการดื้้�อยาต้้านจุุลชีีพหลััก ของเชื้้�อ N.gonorrhoeae 
ในปีี ค.ศ. 2016 (พ.ศ. 2559)

ตารางที่่� 1.2		 ร้้อยละและจำำ�นวนการดื้้ �อต่่อยาปฏิิชีีวนะทางห้้อง 
ปฏิิบััติิการของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ปี ี พ.ศ. 2555-
2560 (ข้้อมููลจาก	กลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์)

ตารางที่่� 1.3		 ร้้อยละและจำำ�นวนของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�มีีผล 
ความไวต่่อยาลดลง ของ ceftriaxone, cefixime และ 
Azithromycin ในปีี 2555-2560 (ข้้อมููลจากห้องปฏิิบััติิการ 
กลุ่่�มโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์และสำำ�นัักงานป้้องกััน  
ควบคุมโรค)	

ตารางที่่� 4.1		 การเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพเพื่่�อใช้้ทดสอบหาค่่าความ  
เข้้มข้้นสููงสุุดที่่� 128 µg/ml โดยวิิธีี broth dilution

ตารางที่่� 4.2		 การเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพเพื่่�อใช้้ทดสอบหาค่่าความ  
เข้้มข้้นสููงสุุดที่่� 128 µg/ml โดยวิิธีี agar dilution

ตารางที่่� 5.1		 การทดสอบทางชีีวเคมีี ของเชื้้�อ Neisseria spp.
ตารางที่่� 5.2		 ตารางแปลผลการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของ

เชื้้�อ N. gonorrhoeae
ภาคผนวก	
ตารางที่่� 1		 	 ค่่า MIC ที่่�กำำ�หนดไว้้สำำ�หรัับการส่่งเชื้้�อเพื่่�อยืืนยัันผลการ

ทดสอบ
ตารางที่่� 2		 	 แสดงเชื้้�อที่่�ใช้้และผลการควบคุุมคุุณภาพภายในของ   

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ	
ตารางที่่� 3		 	 การเตรีียม McFarland standard และจำำ�นวนแบคทีีเรีีย 

เปรีียบเทีียบกัับความขุ่่�นของ McFarland standard 
หมายเลขต่่างๆ	

ตารางที่่� 4		 	 แสดงเชื้้�อที่่�ใช้้และผลการควบคุมของสีีย้้อมแกรม
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สารบััญรููป

รููปที่่� 1.1		 แสดงร้้อยละของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่ �พบว่่ามีีความไว 

ต่่อยาลดลงหรืือดื้้ �อต่่อยากลุ่่ �ม extended-spectrum      

cephalosporin (ESC) อันได้้แก่่ ceftriaxone และ cefixime 

ในปีี ค.ศ. 2016

รููปที่่� 1.2		 แสดงร้้อยละของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่ �พบว่่ามีีความไว 

ต่่อยาลดลงหรืือดื้้�อต่่อยา azithromycin ในปีี ค.ศ. 2016

รููปที่่� 1.3		 แสดงร้้อยละของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่ �พบว่่ามีีความไว 

ต่่อยาลดลงหรืือดื้้�อต่่อยา ciprofloxacin ในปีี ค.ศ. 2016

รููปที่่� 2.1		 ลัักษณะเชื้้�อ N. gonorrhoeae

รููปที่่� 3.1		 โครงสร้้างสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�ม ß-lactams และสารยัับยั้้�ง 

ß-lactamase

รููปที่่� 3.2		 ตััวอย่่างโครงสร้้างสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มอื่่�นๆ นอกเหนืือจาก 

กลุ่่�ม ß-lactams	

รููปที่่� 3.3		 ตััวอย่่างการสร้้างเอนไซม์์ของเชื้้�อซึ่่�งมีีผลในการทำำ�ลายสาร 

ต้้านจุุลชีีพ	

รููปที่่� 3.4		 ตััวอย่่างการการเปลี่่�ยนแปลงเป้้ามีีผลให้้เชื้้�อดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ

รููปที่่� 3.5		 ภาพแสดงการมีปีั๊๊�มเพื่่�อขัับสารต้้านจุุลชีีพมีผีลให้้เชื้้�อดื้้�อสาร

ต้้านจุุลชีีพ	

รููปที่่� 4.1		 การทดสอบ diffusion method	

รููปที่่� 4.2		 การทดสอบ epsilometer test (E test)

รููปที่่� 5.1		 แสดงลัักษณะการ streak เป็็นรููปตััว Z หนองหรืือสารคััดหลั่่�ง 

จากผู้้�ป่วยแล้้วป้้ายลงบน MTM หรืือ Bangrak I media

รููปที่่� 5.2		 แสดงลัักษณะการ cross streak ให้้เชื้้�อกระจายตััวจากตัว Z

รููปที่่� 5.3		 แสดงลัักษณะโคโลนีีเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�ไม่่มีและมีีเชื้้�อ

แบคทีีเรีียชนิิดอื่่�นปน
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สารบััญรููป (ต่่อ)

รููปที่่� 5.4		 แสดงลัักษณะเชื้้�อในกลุ่่�ม Neisseria spp.

รููปที่่� 5.5		 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

กัับน้ำำ��ยา 1% Oxidase

รููปที่่� 5.6		 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

กัับ 30% H
2
O

2	

รููปที่่� 5.7		 แสดงผลการทดสอบการหมัักน้ำำ��ตาลของเชื้้�อ N. gonorrhoeae

รููปที่่� 5.8		 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

กัับน้ำำ��ยา bromocresol purple (BCP)

รููปที่่� 5.9		 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

กัับ cefinase disk®	

รููปที่่� 5.10	แสดงขั้้�นตอนการเพาะเชื้้�อและยืืนยัันเชื้้�อ N. gonorrhoeae

รููปที่่� 5.11	รููปแบบการวาง disk บ นจานเพาะเชื้้ �อขนาดเส้้นผ่่าน    

ศููนย์์กลาง 100 mm และ 150 mm

รููปที่่� 5.12	รููปแบบการวาง E test บ นจานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่าน  

ศููนย์์กลาง 100 mm และ 150 mm

รููปที่่� 5.13	ผัังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา ciprofloxacin 

ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ชนิิด disk

รููปที่่� 5.14	ผัังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา penicillin ของเชื้้�อ 

N. gonorrhoeae ชนิิด disk	

รููปที่่� 5.15	ผัังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา tetracycline 

ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ชนิิด disk

รููปที่่� 5.16	ผัังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา tetracycline 

ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ชนิิด E test
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สารบััญแผนภููมิิ

แผนภููมิที่่� 1.1	 แนวโน้้มอััตราป่่วยต่่อแสนประชากรโรคติิดต่่อทาง   

เพศสััมพัันธ์์ จำ ำ�แนกตามชนิิดของโรคติิดต่่อทาง   

เพศสััมพัันธ์์หลััก ปี ี พ.ศ. 2547-2561 ข้ ้อมููลจาก 

สำำ�นักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค

แผนภููมิที่่� 1.2	 แนวโน้้มอััตราป่่วยต่่อแสนประชากรโรคหนองใน  

จำำ�แนกตามอายุุ ปี ี พ.ศ. 2551-2561 ข้ ้อมููลจาก 

สำำ�นักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค

แผนภููมิที่่� 1.3	 ร้้อยละของการทดสอบหาการดื้้�อของเชื้้�อ N. gonorr-

rhoeae ต่่อยา cefixime จำำ�แนกตามค่่า MIC ปี พ.ศ. 

2555-2560 (ข้้อมููลจากกลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อทางเพศ

สััมพัันธ์์)	

แผนภููมิที่่� 1.4	 ร้้อยละของการทดสอบหาการดื้้�อของเชื้้�อ N. gonorr-

rhoeae ต่่อยา ceftriaxone จำำ�แนกตามค่่า MIC ปี 

พ.ศ. 2555-2560 (ข้้อมููลจากกลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อ 

ทางเพศสััมพัันธ์์)

แผนภููมิที่่� 1.5	 ร้้อยละการกระจายของรููปแบบการดื้้�อยา penicillin, 

tetracycline และ ciprofloxacin ในการทดสอบ 

อาการดื้้�อของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ปี พ.ศ. 2560
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บทที่่� 1
	 สถานการณ์์โรคหนองในและการดื้้�อยา

นายแพทย์ศุุภโชค คงเทีียน

นางสาวปริิศนา บัวสกุุล

	 โรคหนองใน (gonorrhea) เกิิดจากเชื้้�อ Neisseria gonorrhoeae เป็็นโรคติิดต่่อ 

ทางเพศสััมพัันธ์์ที่่�พบได้้บ่่อยที่่�สุุดในกลุ่่�มโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์หลัักและมีีอุุบััติิการณ์์ 

การติิดเชื้้�อเพิ่่�มสููงข้ึ้�นทุุกปี โรคหนองในเป็็นโรคที่่�มีีอาการและอาการแสดงที่่�หลากหลาย 

ตั้้�งแต่่ไม่่ปรากฏอาการ มีอาการเฉพาะที่่� จนถึึง กระจายทั่่�วร่่างกาย โดยอาการเฉพาะ

ที่่�เบื้้�องต้้นในผู้้�ป่่วยชายส่่วนใหญ่่จะมีีปััสสาวะแสบขััดมีีหนองไหลจากท่่อปััสสาวะ         

แต่่ในขณะที่่�ผู้้�ป่วยหญิิงส่่วนใหญ่่มักไม่่มีอาการ หากมีอาการจะมีีตกขาวผิิดปกติไม่่คัน 

นอกจากนี้้�ยัังสามารถพบเชื้้�อได้้ที่่�ลำำ�คอ และทวารหนััก ซึ่่ �งเป็็นช่่องทางที่่�ใช้้สำำ�หรัับ 

มีีเพศสััมพัันธ์์ 

 		 	สถานการณ์์โรคหนองใน

	 ข้้อมููลเฝ้้าระวัังโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์ในประเทศไทย จากรายงาน 506 ของ 

สำำ�นักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค พบว่่าโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์ ที่่�มีีอััตราป่่วยสููง 

ที่่�สุุด ได้้แก่่ โรคหนองใน โรคซิิฟิิลิิส และโรคหนองในเทีียม ตามลำำ�ดับดัังแสดงในแผนภููมิิ  

ท่ี่� 1.1 โดยโรคหนองใน มีแนวโน้้มเพิ่่�มสููงข้ึ้�น โดยเพิ่่�มข้ึ้�นจากปี พ.ศ. 2556 ที่่�มีีอััตราป่่วย 

10.45 ต่่อแสนประชากร เป็็น 13.14 ต่่อแสนประชากร ในปีี พ.ศ. 2558 มีอััตราป่่วย 

สููงสุุดที่่� 15.84 ต่่อแสนประชากร ในปีี พ.ศ. 2560 และมีีแนวโน้้มลดลงเป็็น 15.13 

ต่่อแสนประชากร ในปีี พ.ศ. 2561 สั ัดส่่วนเพศชายต่่อเพศหญิิง เท่่ากัับ  1: 0.81         

กลุ่่�มอายุุที่่�พบมากที่่�สุุดเรีียงตามลำำ�ดับ คือ 15-24 ปี (60.48%) 25-34 ปี (19.60%) 

35-44 ปี (8.27%)1 ดัังแสดงในแผนภููมิิท่ี่� 1.2
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แผนภููมิิที่่� 1.2 แนวโน้้มอััตราป่่วยต่่อแสนประชากรโรคหนองใน จำ ำ�แนกตามอายุุ            

ปีี พ.ศ. 2552-2561 ข้อมููลจาก สำำ�นักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค
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 		 	สถานการณ์์การด้ื้�อยา

	 การดื้้�อยาของเชื้้�อ N. gonorrhoeae มีรายงานในหลายๆ ประเทศทั่่�วโลก และ 

พบว่่ามีีแนวโน้้มที่่�จะพบการดื้้�อยาเพิ่่�มสููงขึ้้�น และรายงานที่่�สำำ�คััญคืือได้้พบการดื้้�อยา 

ceftriaxone ในประเทศญี่่�ปุ่่�น2 ซึ่่�งยา ceftriaxone เป็็นยาที่่�เป็็นยาหลัักในการรัักษา

โรคหนองใน และยัังมีีรายงานการพบเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�ดื้้�อยา ceftriaxone 

และ azithromycin รวมไปถึึงยาทางเลืือกอื่่�นๆ ในการรัักษาหนองในหลายชนิิดที่่� 

ประเทศอัังกฤษและออสเตรเลีีย3 และยัังพบว่่า ผู้้�ป่วยการติิดเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

ดื้้�อยา ดังกล่่าวมีีประวััติิการได้้รัับเชื้้�อจากภููมิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้1 จึึงมีีโอกาส

เป็็นไปได้้สููงที่่�ประเทศไทยจะพบเชื้้�อ N. gonorrhoeae ดื้้ �อยาในอนาคตอัันใกล้้             

ดัังนั้้�นการเฝ้้าระวัังอย่่างต่่อเนื่่�องจึึงมีีความสำำ�คัญ

	 จากข้้อมููลของ World Health Organization (WHO) และ Gonococcal 

Antimicrobial Surveillance programme (GASP) เกี่่�ยวกัับร้้อยละของความไว 

ต่่อยาที่่�ลดลง และการดื้้�อต่่อยาต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อ N. gonorrhoeae จ ากทั่่�วโลก        

ในปีี ค.ศ. 2016 (พ.ศ. 2559) ดั ังรููปที่่� 1.1, 1.2 และ 1.34 แสดงให้้เห็็นว่่าเชื้้�อ                

N. gonorrhoeae มีร้้อยละการดื้้�อต่่อยา ciprofloxacin สููงทั่่�วโลก โดยประเทศไทย  

มีีเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�ดื้้�อต่่อยา ciprofloxacin ในสััดส่่วนที่่�สููงมากกว่่า 70%        

ซึ่่�งเป็็นผลมาจากการใช้้ยาชนิิดนี้้�โดยไม่่มีการควบคุมในอดีีต5 และสิ่่�งที่่�ต้้องเฝ้้าระวัังคืือ 

โอกาสพบเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�ดื้้�อต่่อยา ceftriaxone ซึ่่�งแม้้ว่่าจะยัังไม่่พบในปััจจุบััน 

แต่่ข้อมููลของประเทศรอบข้างประเทศไทย มีโอกาสเป็็นไปได้้สููงที่่�จะมีีการแพร่่กระจาย 

ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ดื้้�อยาเข้้ามาในอนาคตอัันใกล้
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ตารางท่ี่� 1.1 แสดงข้้อมููลของ WHO จำำ�นวนประเทศในแต่่ละภููมิภาคที่่�พบการดื้้�อยา

ต้้านจุุลชีีพหลััก ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ในปีี 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

โรคติดต;อทางเพศสัมพันธ[ กองโรคเอดส[และโรคติดต;อทางเพศสัมพันธ[ ได'
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	 การเฝ้้าระวัังการดื้้�อยาของเชื้้�อ N. gonorrhoeae กลุ่่ �มบางรัักโรคติดิต่่อทาง 

เพศสััมพัันธ์์ ก องโรคเอดส์์และโรคติดิต่่อทางเพศสััมพัันธ์ ์ ได้้ดำำ�เนิินการเฝ้้าระวัังเชื้้�อ      

N. gonorrhoeae ดื้้�อยาต้้านจุุลชีีพทางห้้องปฏิิบััติิการ ติดต่่อกัันมาหลายปีี โดยร่่วม

กัับห้องปฏิิบััติิการของสำำ�นักป้องกัันควบคุมโรคเขตต่่างๆ ผลจากการดำำ�เนิินการพบว่่า 

เชื้้�อ N. gonorrhoeae มีีอุุบััติิการณ์์การดื้้�อต่่อยาปฏิชิีีวนะเพิ่่�มขึ้้�นหลายชนิดิ  และมีี 

แนวโน้้มของอััตราการดื้้�อต่่อยาเพิ่่�มสููงข้ึ้�น เช่่น ยาในกลุ่่�ม quinolone เช่่น ofloxacin, 

norfloxacin และ ciprofloxacin พบการดื้้�อยา ciprofloxacin เพิ่่�มข้ึ้�นอย่่างรวดเร็็ว 

โดยในปีี พ.ศ. 2555 มี ีอััตราการดื้้�อยาร้้อยละ 87.42 เพิ่่�มเป็็นร้้อยละ 96.14 ในปี ี      

พ.ศ. 2560 ในปััจจุุบัันได้้ยกเลิิกการนำำ�ยาชนิิดนี้้�มาใช้้ในการรัักษาโรคหนองในแล้้ว 

ในส่่วนยา gentamycin ตามตารางท่ี่� 1.2 ยังไม่่มีรายงานเชื้้�อดื้้�อยา แต่่เมื่่�อพิิจารณา 

ผลการทดสอบพบว่่า ค่่า intermediate ปี 2555 อยู่่�ร้้อยละ 5.65 และเพิ่่�มเป็็นร้้อยละ 

31.76 ในปีี 2560 ซึ่่�งสามารถทำำ�นายได้้ว่่า ในระยะเวลาไม่่นาน อาจจะพบเชื้้�อที่่�ดื้้�อต่่อยา 

gentamycin อี ีกทั้้�งยาชนิิดนี้้� ยั ังให้้ผลการรัักษาการติิดเชื้้�อหนองในที่่�เยื่่�อบุุคอไม่่ดี ี

เท่่าที่่�ควร แต่่อย่่างไรก็็ตาม ตามแนวทางการรัักษาขององค์์การอนามััยโลก  (WHO) 

ได้้แนะนำำ�ให้้ใช้้ gentamycin ในรายที่่�แพ้้ยากลุ่่�ม cephalosporin หรืือพบเชื้้�อ             

N. gonorrhoeae ที่่�ดื้้�อต่่อยา cephalosporin6 ส่่วนยาปฏิิชีีวนะอื่่�นๆ ที่่�พบการดื้้�อยา 

ในระดัับสููงและไม่่สามารถนำำ�มารัักษาโรคหนองในได้้ เนื่่�องจากพบการดื้้�อยา คื ือ     

penicillin, tetracycline เป็็นต้้น
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	 สำำ�หรัับยาที่่�อยู่่�ในแนวทางการรัักษาโรคหนองใน ในปััจจุบัันของไทยคืือยากลุ่่�ม 

3rd generation cephalosporin ได้้แก่่  ceftriaxone โดยใช้้ cefixime และ            

gentamicin เป็็นยารัักษาทางเลืือก จ ากการเฝ้้าระวัังยัังไม่่พบรายงานเชื้้�อที่่�ความไว 

ต่่อยาลดลง สำำ�หรัับยากลุ่่�ม macrolides ที่่�ใช้้เป็็นยารัักษาร่่วมได้้แก่่ azithromycin 

ในปีี 2560 พบรายงานเชื้้�อที่่�ให้้ผลความไวต่่อยาลดลง (MIC ≥ 2 µg/ml) 1 สายพัันธุ์์� 

คิิดเป็็นร้้อยละ 0.26

	 ถึึงแม้้ว่่าในประเทศไทยยัังไม่่มีีรายงานเชื้้�อที่่�มีีความไวต่่อยา 3rd generation 

cephalosporin ลดลง แต่่เมื่่�อพิิจารณาค่่า MIC (minimal inhibitory concentration) 

ของยา cefixime ในแผนภููมิที่่� 1.3 และ Ceftriaxone ในแผนภููมิที่่� 1.4 พบว่่าในปีี 

2560 พบแนวโน้้มค่่า MIC ที่่�เพิ่่�มสููงข้ึ้�น โดยเฉพาะยา cefixime ซี่่�งค่่า MIC ที่่�ทดสอบ 

ได้้ห่่างจากค่่า DS (MIC ≥ 0.25 µg/ml) เพีียง 1 ความเข้้มข้้น (dilution) ส่่วนค่่า MIC 

ของ ceftriaxone ยังไม่่พบการเปลี่่�ยนแปลงที่่�ชััดเจน และจากตารางที่่� 1.2 พบรายงาน 

เชื้้�อกลุ่่�ม ß-lactamase positive ลดลงอย่่างต่่อเนื่่�อง ทำำ�ให้้มีีแนวโน้้มว่่าประเทศไทย

จะมีีรายงานเชื้้�อที่่�ความไวลดลงในเวลาอัันใกล้นี้้�
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ตารางที่่� 1.2 ร้้อยละและจำำ�นวนการดื้้�อต่่อยาปฏิิชีีวนะทางห้้องปฏิิบััติิการของเชื้้�อ      

N. gonorrhoeae ปี พ.ศ. 2555-2560 (ข้้อมููลจากกลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์)

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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2555 (216 isolates) 2556 (248 isolates) 2557 (173 isolates)

2558 (405 isolates) 2559 (608 isolates) 2560 (382 isolates)

แผนภููมิิที่่� 1.3 ร้้อยละของการทดสอบหาการดื้้�อของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ต่่ อยา 

cefixime จำำ�แนกตามค่่า MIC ปี พ.ศ. 2555-2560 (ข้้อมููลจากกลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อ

ทางเพศสััมพัันธ์์)
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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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2555 (211isolates) 2556 (248 isolates) 2557 (173 isolates)

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%

แผนภููมิิที่่� 1.4 ร้ ้อยละของการทดสอบหาการดื้้�อของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ต่่ อยา 

ceftriaxone จำำ�แนกตามค่่า MIC ปี พ.ศ. 2555-2560 (ข้้อมููลจากกลุ่่�มบางรัักโรคติิด

ต่่อทางเพศสััมพัันธ์์)
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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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2555 (211isolates) 2556 (248 isolates) 2557 (173 isolates)

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%

แผนภููมิิท่ี่� 1.5 ร้้อยละการกระจายของรููปแบบการดื้้�อยา penicillin, tetracycline 

และ ciprofloxacin ในการทดสอบอาการดื้้�อของเชื้้�อ N. gonorrhoeae ปีี พ.ศ. 2560 

(ข้้อมููลจากกลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์)

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

QRNG = quinolone-resistant N. gonorrhoeae

จากแผนภููมิิที่่� 1.5 พบว่่าเชื้้�อหนองในที่่�พบในประเทศไทย ส่่ วนใหญ่่มีีการดื้้�อต่่อยา 

penicillin, tetracycline และ quinolone พร้้อมๆ กันถึึง 77% โดยมีีเพีียงแค่่ 3% 

ที่่�ไม่่ดื้้�อต่่อยากลุ่่�ม quinolone (ในกรณีีนี้้�หมายถึึงยา ciprofloxacin) และมีีเพีียงแค่่ 

20% ที่่ �ไม่่ดื้้ �อต่่อยา tetracycline ดั ังนั้้ �นยา penicillin, tetracycline และ                   

ciprofloxacin จึึงไม่่แนะนำำ�ให้้นำำ�มารัักษาโรคหนองในอีีกต่่อไป 
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บทที่่� 2
	 แนวทางการรัักษาโรคหนองใน
	 (gonococcal infection)

นายแพทย์ศุุภโชค คงเทีียน

แพทย์หญิิงธัันยนัันท์์ กังวาฬพรโรจน์

นายแพทย์ณััฐพล งามจิิรธรรม

	 เชื้้�อที่่�ทำำ�ให้้เกิิดโรค คือ N. gonorrhoeae ซึ่่�งเป็็น gram-negative diplococci 

มีีขนาด 0.6 x 0.8-1.0 ไมครอน เมื่่�อย้้อมสีีแกรม เชื้้�อจะติิดสี แกรมลบ (gram negative) 

มีีลัักษณะคล้้ายเมล็็ดถั่่�วหรืือเมล็็ดกาแฟหรืือรููปไตอยู่่�เป็็นคู่่� (coffee bean or kidney 

shaped pairs) มี ีลัักษณะพิิเศษคืือหัันด้้านเว้้าเข้้าหากััน ตั ัวเชื้้�อจะอยู่่�ได้้ทั้้�งภายใน 

และหรืือภายนอกเม็็ดเลืือดขาว (intra and extra polymorphonuclear cells) 

สามารถเจริิญเติิบโตภายในเวลา 24-48 ชั่่ �วโมงบนอาหารชนิิดพิิเศษเจริิญได้้ดีีที่่�           

pH 7.2-7.4 อุณหภููมิ 35-36 °C ภายใต้้บรรยากาศที่่�มีี CO
2
 3-5% ระยะฟัักตัว 1-14 วัน 

แต่่ที่่�พบบ่่อยคืือ 3-5 วัน

17 
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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) 

รููปท่ี่� 2.1 ลักษณะเชื้้�อ N. gonorrhoeae
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	 ลัักษณะทางคลิินิิกในผู้้�ชาย1 ส่่ วนใหญ่่จะมีีหนองไหลออกจากท่่อปััสสาวะ  

และมีีอาการปััสสาวะแสบขััด บ างรายมีีเพีียงอาการปััสสาวะแสบขััดเล็็กน้้อยหรืือมี ี  

มููกขุ่่�น ประมาณร้อยละ 10 ไม่่มีอาการ

	 ผู้้�ชายที่่�ใช้้ปากกับอวััยวะเพศชาย (oral sex) โดยไม่่ใช้้ถุุงยางอนามััยอาจติดเชื้้�อ 

N. gonorrhoeae ที่่�ช่่องคอได้้ ผู้้�ชายที่่�ใช้้ปากกับอวััยวะเพศหญิิง อาจติดเชื้้�อที่่�ช่่องคอ 

ได้้เช่่นกััน แต่่พบอุุบััติิการณ์์ของโรคต่ำำ��กว่่ากรณีีที่่�ผู้้�หญิิงใช้้ปากกัับอวััยวะเพศชาย          

ส่่วนการติิดเชื้้�อในทวารหนัักมักไม่่ปรากฏอาการ 

	 ลัักษณะทางคลิินิิกในผู้้�หญิิง1 ส่่วนใหญ่่ไม่่ปรากฏอาการ หากมีอาการ จะพบ 

ตกขาวผิิดปกติิ ปัั สสาวะแสบขััด  ปวดท้้องน้้อย ตรวจพบการอัักเสบที่่�ท่่อปััสสาวะ 

ปากมดลููก  หรืือ ช่่ องทวารหนััก ก ารวิินิิจฉััยโรคหนองในในผู้้�ป่่วยหญิิงจึึงจำำ�เป็็นต้้อง    

อาศััยการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการเป็็นหลััก

	 การใช้้ปากร่่วมเพศ (oral sex) โดยไม่่ใช้้ถุุงยางอนามััยอาจติดเชื้้�อโรคหนองใน

ที่่�ช่่องคอได้้ ส่่วนใหญ่่ไม่่มีอาการ เช่่นเดีียวกัับการติิดเชื้้�อทางทวารหนััก

	 ในหญิิงตั้้�งครรภ์์ที่่�ติิดเชื้้�อหนองในที่่�บริิเวณปากมดลููกและช่่องคลอดอาจทำำ�ให้้

ทารกแรกคลอดติิดเชื้้�อได้้จากการคลอดผ่่านช่่องคลอด  และทำำ�ให้้เกิิดยื่่�อบุุตาอัักเสบ 

(ophthalmia neonatorum) หากไม่่รีบรับการรัักษาอาจทำำ�ให้้ทารกตาบอดได้้

 การวิินิิจฉััย 

	 การตรวจวิินิิจฉััยเบื้้�องต้้น : ก ารตรวจ  Gram strain พบ  gram-negative    

intracellular diplococci จ ากสารคััดหลั่่�งในท่่อปััสสาวะ ปากมดลููก ช่่ องคอ 

หรืือทวารหนััก

	 การตรวจวินิิจฉััยยืืนยัันผล : การตรวจเพาะเชื้้�อพบ N. gonorrhoeae และ/

หรืือ nucleic acid amplification test (NAAT) ให้้ผลบวกต่่อ N. gonorrhoeae 	
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หมายเหตุุ

 	 กรณีีใช้้ NAAT ในการตรวจยืนยัันผล แนะนำำ�ให้้เก็็บสิ่่�งส่่งตรวจจากท่่อปััสสาวะ 

และปากมดลููก3

	 แนะนำำ�ให้้ตรวจเพาะเชื้้ �อ และ/หรืือ NAAT เพื่่ �อการวิินิิจฉััยการติิดเชื้้ �อ                 

N. gonorrhoeae ในสถานพยาบาลที่่�สามารถตรวจได้้ รวมถึึงการตรวจคัดกรองการ

ติิดเชื้้�อเอชไอวีี และซิิฟิิลิิสในผู้้�มารัับบริการทุุกราย 

การรัักษาหนองใน

Ceftriaxone 500 มิลลิิกรัม  ฉีดเข้้ากล้ามเนื้้�อครั้้�งเดีียว2

(ในเด็็กน้ำำ��หนัักตััวน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับ  45 กิิโลกรััม ให้้ยา   

ขนาด 50 mg/น้ำำ��หนัักตัว 1 kg (ไม่่เกิิน 250 mg) ฉี ดเข้้า 

กล้้ามเนื้้�อครั้้�งเดีียว)2 โดยทั้้�งหมดต้้องร่่วมกัับให้้การรัักษา   

โรคหนองในเทีียมร่่วมด้้วย4

	 ติิดตามรัักษาคู่่�เพศสััมพัันธ์์แม้้ไม่่มีอาการ รวมถึึงติิดตามคู่่�เพศสััมพัันธ์์ที่่�ผ่่านมา

ใน 60 วันก่่อนมารัับการรัักษา 

	 งดการมีีเพศสััมพัันธ์์ 7 วันหลัังสิ้้�นสุุดการรัักษาและผู้้�ป่วยไม่่ปรากฏอาการแล้้ว

การรัักษาทางเลืือก

Cefixime 400 มิลลิิกรัม กิินครั้้�งเดีียว2 ให้้ในกรณีีที่่�ไม่่สามารถฉีีดยาได้้ 

Gentamicin 160-240 mg ฉี ีดเข้้ากล้้ามเนื้้�อหรืือฉีีดเข้้าทางหลอดเลืือด 

ดำำ�ครั้้�งเดีียว ให้้ในกรณีีแพ้้ยา cephalosporins2 		

(ให้้ผลการตอบสนองไม่่ดีนัักในรายที่่�ติิดเชื้้�อหนองในที่่�ช่่องคอ 

และไม่่มีหลัักฐาน เพีียงพอในการรัักษาหนองในที่่�ทวารหนััก5)
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	 ภาวะแทรกซ้้อน1 ในกรณีีที่่�ได้้รัับการรัักษาไม่่ถููกต้องอาจเกิิด

	 1.	 ภาวะแทรกซ้อนเฉพาะที่่� (local complicated gonorrhea) 

	 	 	 1.1		 ในผู้้�ป่วยชาย

	 	 	 	 	 	 -	การอัักเสบของท่่อปััสสาวะส่่วนหลััง (posterior urethritis) 

	 	 	 	 	 	 -	ท่่อพัักอสุุจิิอัักเสบ (epididymitis) และลููกอัณฑะอัักเสบ (orchitis) 

เป็็นภาวะที่่�ค่่อนข้้างรุุนแรง เพราะอาจทำำ�ให้้เกิิดการตีีบตัันของท่่อ 

epididymis ในกรณีีที่่�เป็็นทั้้�งสองข้้างอาจทำำ�ให้้เป็็นหมัันได้้ 

	 	 	 	 	 	 -	ฝีีของต่่อมข้้างปากท่่อปััสสาวะ (paraurethral duct abscess) 

	 	 	 	 	 	 -	ฝีีบริเวณรอบท่่อปััสสาวะ (periurethral abscess) 

	 	 	 	 	 	 -	ฝีีที่่�ต่่อมคาวเปอร์์ (Cowper’s gland abscess)

	 	 	 1.2		 ในผู้้�ป่วยหญิิง

	 	 	 	 	 	 -	ฝีีของต่่อมบาร์์โธลิิน (Bartholin’s abscess) ซึ่่�งเป็็นภาวะแทรกซ้อน 

ที่่�พบบ่่อยที่่�สุุด 

	 	 	 	 	 	 -	ฝีีที่่�ปีีกมดลููกและรัังไข่่ (tubo-ovarian abscess) 

	 	 	 	 	 	 -	อุ้้�งเชิิงกรานอัักเสบ (pelvic inflammatory disease; PID) 

					     	 การรัักษา ให้้การรัักษาเหมืือนหนองในชนิิดไม่่มีีภาวะแทรกซ้้อน 

แต่่ให้้ยาต่่อเนื่่�องอย่่างน้้อย 2 วัน หรืือจนกว่่าจะหาย

	 2.	 ภาวะแทรกซ้อนแพร่่กระจาย (disseminated gonococcal infection; 

DGI) เกิิดจากเชื้้�อแพร่่กระจายไปตามกระแสเลืือด ลั ักษณะทางคลิินิิก 

ที่่�พบบ่่อย คือ

	 	 	 2.1		 มีีอาการปวดข้้อ (arthralgia) ต่่ อมามีีการอัักเสบของข้้อ (arthritis) 

อาจเกิิดข้อเดีียว หรืือ หลายข้้อย้้ายตำำ�แหน่่งได้้ (migratory polyart-

thritis) ข้ ้อที่่�พบได้้บ่่อยคืือ ข้ ้อมืือ หรืือข้้อเท้้า อาจพบที่่�ข้้อศอก 

หรืือข้้อเข่่าได้้

	 	 	 2.2		 รอยโรคที่่�ผิิวหนัังซึ่่�งเกิิดจากการอัักเสบที่่�เส้้นเลืือดของผิิวหนััง (septic 

vasculitis) รอยโรคที่่�พบได้้บ่่อยคืือ ตุ่่�มหนองอยู่่�บนฐานสีีแดง สามารถ 

พบการตายของเนื้้�อเยื่่�อบริเวณกลางรอยโรคได้้ (necrotic pustule) 
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มัักพบการกระจายของรอยโรคบริเวณมือเท้้า และ แขนขาส่่วนปลาย 

โดยรอยโรคบริิเวณมืือและเท้้าอาจมีีอาการเจ็็บ  แต่่รอยโรคบริิเวณ    

บริเวณอื่่�นมัักไม่่มีอาการคัันหรืือเจ็็บ6

	 	 	 2.3		 ในผู้้�หญิิง อาจเป็็นสาเหตุุของการตั้้�งครรภ์์นอกมดลููก  (ectopic       

pregnancy) หรืือเป็็นหมัันได้้

						      การรัักษา ควรรัับไว้้รัักษาในโรงพยาบาลและให้้การรัักษา ดังนี้้�

	 1. ก รณีีมีีจุุดเลืือดออกใต้้ผิิวหนััง (petechiae) หรืือตุ่่�มหนอง (pustule) ที่่ � 

ผิิวหนััง, ปวดข้อ (arthralgia), ข้ออัักเสบ (septic arthritis), เอ็็นและเยื่่�อบุุ 

ข้้ออัักเสบ (tenosynovitis) ให้้ใช้้ยา 

	 	 	 -	Ceftriaxone 1-2 g ฉีดเข้้าหลอดเลืือดดำำ� วันละ 1 ครั้้�ง2,7 จนอาการดีีข้ึ้�น 

แล้้วเปลี่่�ยนเป็็นยากิิน (cefixime 400 mg วันละ 2 ครั้้�ง) รวมระยะเวลา 

ในการรัักษาอย่่างน้้อย 7 วัน

	 	 	 -	ให้้รัักษาโรคหนองในเทีียมร่่วมด้้วย1,4

	 	 	 -	คู่่�เพศสััมพัันธ์์ควรได้้รัับการประเมิินการติิดเชื้้�อและรัักษา1,4

	 2.	 กรณีีที่่�มีีเยื่่�อหุ้้�มสมองอัักเสบ (meningitis) ร่่วมด้้วย ให้้ใช้้ยา 

	 	 	 -	Ceftriaxone 1-2 g ฉีดเข้้าหลอดเลืือดดำำ� ทุก 12 ชั่่�วโมง นาน 10-14 

วััน1,6 ให้้รัักษาโรคหนองในเทีียมร่่วมด้้วย4

	 	 	 -	คู่่�เพศสััมพัันธ์์ควรได้้รัับการประเมิินการติิดเชื้้�อและรัักษา1

	 3.	 กรณีีที่่�มีีเยื่่�อหุ้้�มหััวใจอักเสบ (endocarditis) ร่่วมด้้วย ให้้ใช้้ยา

	 	 	 -	Ceftriaxone 1-2 g ฉีดเข้้าหลอดเลืือดดำำ� ทุก 12 ชั่่�วโมง นานอย่่างน้้อย 

4 สัปดาห์์2,7

	 	 	 -	ให้้การรัักษาหนองในเทีียมร่่วมด้้วย4,7

	 	 	 -	คู่่�เพศสััมพัันธ์์ควรได้้รัับการประเมิินการติิดเชื้้�อและรัักษา1

หมายเหตุุ 

	 ผู้้�ป่วยโรคหนองใน ไม่่ว่่าจะมีีหรืือไม่่มีภาวะแทรกซ้อน หากผู้้�ป่วยติิดเชื้้�อเอชไอวีี 

ร่่วมด้้วย ให้้การรัักษาเหมืือนผู้้�ป่วยไม่่ติดเชื้้�อเอชไอวีี2,7
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 ในหญิิงตั้้�งครรภ์์ 

	 -	Ceftriaxone 500 มิลลิิกรัม2 ฉีดเข้้ากล้ามเนื้้�อครั้้�งเดีียว ร่่วมกัับ azithromycin 

1 g กิินครั้้�งเดีียว 

 ในหญิิงให้้นมบุุตร

	 -	Ceftriaxone 500 มิลลิิกรัม2 ฉีดเข้้ากล้ามเนื้้�อครั้้�งเดีียว ร่่วมกัับ azithromycin 

1 g กิินครั้้�งเดีียว 

 การนััดผู้้�ป่วยหลัังการรัักษา2

	 หนองในชนิดไม่่มีีภาวะแทรกซ้้อน (uncomplicated gonorrhea) 

	 ครั้้�งที่่� 1	 	 7 วั ัน หลัังจากวัันที่่�รัับการรัักษา เพื่่�อทำำ�การตรวจ  Gram stain, 

culture ซ้ำำ��

	 ครั้้�งที่่� 2	 	 1-3 เดืือน หลัังจากวัันที่่�รัักษา พร้้อมทั้้�งตรวจเลืือดซ้ำำ��เพื่่�อค้้นหา 

โรคซิิฟิิลิิส และให้้การปรึึกษาเพื่่�อตรวจหาการติิดเชื้้�อเอชไอวีี 

	 หนองในท่ี่�มีีภาวะแทรกซ้้อน (complicated gonorrhea) 

	 ครั้้�งที่่� 1 		 ในวัันรุ่่�งข้ึ้�น เพื่่�อฉีีดยาซ้ำำ��

	 ครั้้�งที่่� 2 		 7 วัน หลัังฉีีดยาซ้ำำ��หรืือวัันรุ่่�งข้ึ้�นหากอาการยัังไม่่ดีข้ึ้�น เพื่่�อทำำ�การตรวจ 

Gram stain, culture ซ้ำำ��

	 ครั้้�งที่่� 3 		 3 เดืือน หลัังจากวันที่่�รัับการรัักษา พร้้อมทั้้�งตรวจเลืือดซ้ำำ��เพื่่�อค้้นหา 

โรคซิิฟิิลิิสและให้้การปรึึกษาเพื่่�อตรวจหาการติิดเชื้้�อเอชไอวีี ในกรณีี 

ที่่�ไม่่มาติิดตามใน 3 เดืือน หากมารัับบริการภายในหนึ่่�งปีี ให้้ตรวจหา 

โรค หนองในและซิิฟิิลิิสซ้ำำ�� เนื่่�องจากมีโอกาสติิดเชื้้�อซ้ำำ��สููง
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หมายเหตุุ

	 1.	 ในกรณีีตรวจด้้วย NAAT ของ N. gonorrhoeae แนะนำำ�ให้้ตรวจซ้ำำ�� 

หลัังจากรักษาแล้้ว 2 สัปดาห์์2

	 2.	 ในกรณีีผู้้�ป่วยมีีความเสี่่�ยงครั้้�งใหม่่ ควรตรวจหาโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์

 การรัักษาในกรณีี treatment failure2

	 ในกรณีีการรัักษาด้้วยยากลุ่่�มแนะนำำ�ข้้างต้้น (ceftriaxone 500 mg หรืือ    

cefixime 400 mg) ไม่่ได้ผ้ล โดยผู้้�ป่่วยยัังคงมีีอาการหลัังทำำ�การรักัษา 7 วั ัน และ         

ซัักประวััติิไม่่มีีพบความเสี่่�ยงการติิดเชื้้�อซ้ำำ��  (re-infection) ควรตรวจหลัังการรัักษา 

(test of cure) ดังนี้้�

	 -	เพาะเชื้้�อ (culture) และ 

	 -	ทดสอบความไวของเชื้้�อหนองในต่่อสารต้้านจุุลชีีพ (antimicrobial suscept-

tibility testing for N. gonorrhoeae)

 ยาท่ี่�แนะนำำ�ในกรณีี treatment failure ของ ceftriaxone และ cefixime

	 -	Ceftriaxone 1 g ฉี ีดเข้้ากล้้ามเนื้้�อครั้้�งเดีียว ร่่ วมกัับ  azithromycin 2 g 

กิินครั้้�งเดีียว

	 -	Spectinomycin 2 g ฉี ีดเข้้ากล้้ามเนื้้�อครั้้�งเดีียว (ในกรณีีที่่�ผู้้�ป่่วยไม่่ได้้มีี 

การติิดเชื้้�อหนองในที่่�ช่่องคอ) ร่่วมกัับ azithromycin 2 g กิินครั้้�งเดีียว

	 -	Gentamicin 160-240 mg ฉี ดเข้้ากล้ามเนื้้�อหรืือฉีีดเข้้าทางหลอดเลืือดดำำ� 

ครั้้�งเดีียว ร่่วมกัับ azithromycin 2 g กิินครั้้�งเดีียว

หมายเหตุุ

	 1.	 การใช้้ gentamicin มี ีหลัักฐานไม่่เพีียงพอที่่�จะยืืนยัันประสิิทธิิภาพใน         

การรัักษาหนองในที่่�ทวารหนัักและช่่องคอ4

	 2.	 ยา spectinomycin ขณะนี้้�ยัังไม่่มีจำำ�หน่่ายในประเทศไทย
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บทที่่� 3
	 สารต้้านจุุลชีีพ และกลไกการดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ

ผศ. ดร. รัตนา ลาวััง 

สารต้้านจุุลชีีพ

	 สารต้้านจุุลชีีพมีีหลายชนิิด ทั้้�งที่่�ผลิตจากเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ การสัังเคราะห์์ และกึ่่�ง

สัังเคราะห์์โดยสารต้้านจุุลชีีพมีีทั้้�งกลุ่่�มที่่�ออกฤทธิ์์�กว้างและแคบ ออกฤทธิ์์�ฆ่่าเชื้้�อ และ 

ยัับยั้้�งเชื้้�อ โดยสารต้้านจุุลชีีพมีีทั้้�งใช้้สำำ�หรัับแบคทีีเรีีย เชื้้�อรา และไวรััส ซึ่่ �งในบทนี้้� 

จะกล่่าวถึึงสารต้้านแบคทีีเรีีย โดยมีีการจััดกลุ่่�มสารต้้านแบคทีีเรีียได้้หลายวิิธีีที่่�นิิยม 

คืือแบ่่งตามกลไกการออกฤทธิ์์� แบ่่งเป็็น

 1.	ยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ผนัังเซลล์์ 

	 ในการสัังเคราะห์์ผนังเซลล์์ของแบคทีีเรีียมีีหลายขั้้�นตอน สารต้้านจุุลชีีพที่่�ผลิต

มีีหลายชนิิดที่่�สำำ�คััญและการออกฤทธิ์์�ที่่�หลายตำำ�แหน่่งแตกต่่างกััน สารต้้านจุุลชีีพที่่� 

นิิยมใช้้อย่่างแพร่่หลาย คือ

	 1.1		 ß-lactams

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มนี้้�มีีโครงสร้้างที่่�สำำ�คัญ คือ ß-lactam ring (รููปที่่� 3.1)  

โดยโครงสร้้างของสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มนี้้� คล้้ายกัับ D-Alanyl-D-Alanine จึึงออกฤทธิ์์� 

ในการจัับได้้กัับเอนไซม์์ transpeptidase (penicillin binding protein, PBP) 

มีีผลเกิิดการยัับยั้้�งเอนไซม์์ transpeptidase และ transglycosylase และมีีผลฆ่่าเชื้้�อ 

(bactericidal effect) และมีีการใช้้อย่่างแพร่่หลาย ซึ่่�งแบ่่งได้้หลายกลุ่่�ม ได้้แก่่
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	 	 	 	 1.1.1		 Penicillins มีสููตรโครสร้้างพื้้�นฐานเป็็น 6-aminopenicillanic 

acid (6-APA) และสารต้้านจุุลชีีพแต่่ละชนิิดต่่างกัันที่่� acyl side 

chain ซึ่่�งมีีผลให้้ ออกฤทธิ์์�แตกต่่างกัันได้้

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Natural penicillins เช่่น penicillin G และ penicillin V 

เป็็นสารต้้านจุุลชีีพที่่�ออกฤทธิ์์�แคบ เนื่่�องจากออกฤทธิ์์�ได้้เฉพาะ

แกรมบวกเท่่านั้้�น

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Aminopenicillins เช่่น ampicillin และ amoxicillin ออกฤทธิ์์� 

ได้้ดีีกัับเชื้้�อกลุ่่�มแกรมบวก  และออกฤทธิ์์�กัับเชื้้�อแกรมลบบาง    

ชนิิดแต่่ไม่่สามารถทนต่่อเชื้้�อที่่�สร้้างเอนไซม์์ ß-lactamase ได้้

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Penicillinase stable penicillins เช่่น methicillin, oxacillin, 

cloxacillin สามารถทนต่่อเอนไซม์์ ß-lactamase ที่่�สร้้างโดย 

Staphylococci ได้้

	 	 	 	 	 	 	 	 -	Extended spectrum penicillins สามารถออกฤทธิ์์�ได้้กว้าง

ทั้้�งเชื้้�อแกรมบวก  และแกรมลบ ซึ่่ �งประกอบด้้วยโครงสร้้าง 

หลายแบบ เช่่น ureidopenicillins (azlocillin, mezlocillin, 

piperacillin), carboxypenicillins (carbonicillin, ticarcillin), 

amidopenicillins (mecillinam) 

	 	 	 	 1.1.2		 Cephalosporins และ related drugs มีโครงสร้้างพื้้�นฐานเป็็น 

7-aminocephalo sporanic acid (7-ACA) และแต่่ละชนิิดต่่างกััน 

ที่่� acyl side chain สองแห่่ง (รููปที่่� 3.1) ซึ่่ �งมีีผลให้้ขอบข่่าย 

การออกฤทธิ์์�แตกต่่างกัันได้้ จึึ งมีีการจััดแบ่่ง cephalosporins 

เป็็น 5 รุ่่�น (generation) คือ

							       	 -	First generation เช่่น cephalothin, cephazolin,           

cephaloridine, cephalexin มี ีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�ต่่อเชื้้�อ 

แกรมบวกเป็็นส่่วนใหญ่่ และแกรมลบบางชนิิด
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					     	 	 	 -	Second generation เช่่น cefuroxime, cefaclor, ceprozil, 

cefamandole, loracarbef, cefoxitin มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์� 

ต่่อเชื้้�อแกรมลบเพิ่่�มขึ้้�น โดยใช้้ได้้ดีีกัับเชื้้�อ Haemophilus        

influenzae และ Moraxella catarrhalis ที่่ �สร้้างเอนไซม์์ 

ß-lactamase ด้ ้วย ซึ่่ �งนำำ�ไปใช้้ในการรักัษาไซนััสอักัเสบ หรืือ 

lower respiratory tract infection ได้้ รวมถึึงมีีผลต่่อเชื้้�อ 

anaerobes ด้ ้วย โดย cefuroxime, cefaclor, ceprozil, 

loracarbef เป็็นยากิิน และ cefaclor ถููกทำำ�ลายได้้ง่่ายด้้วยเอนไซม์์ 

ß-lactamase 

						      	 	 -	Third generation เช่่น ceftizoxime, cefixime, cefpodoxime, 

cefdinir, ceftibuten, cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, 

cefoperazone, moxalactam เป็็นสารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีขอบข่่าย 

การออกฤทธิ์์�ต่่อแบคทีีเรีียแกรมลบดีีขึ้้�นแต่่มีีฤทธิ์์� ในการต้้าน 

แกรมบวกลดลง อย่่างไรก็็ตาม กลุ่่�มนี้้�เฉพาะ ceftazidime และ 

cefoperazone ที่่�มีีผลต่่อเชื้้�อ Pseudomonas aeruginosa 

และ ceftizoxime และ moxalactam มีผลต่่อเชื้้�อ Bacteroides 

fragilis ซึ่่�งสารต้้านจุุลชีีพบางชนิิดในกลุ่่�มนี้้�สามารถผ่่าน blood 

brain barrier ได้้ด้้วย โดย moxalactam จัดเป็็น oxacephems 

เนื่่�องจากมีโครงสร้้างต่่างจาก cephalosporins เล็็กน้อย โดยมีี 

ยา cefixime, cefdinir, ceftibuten, cefpodoxime ที่่�พบ 

ในรููปยากิิน
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								        -	Fourth generation เช่่น cefepime, cefpirome มีขอบข่่าย 

การออกฤทธิ์์�กว้างกว่่า third generation โดยมีีคุุณสมบััติิเป็็น 

zwitterionic และทนต่่อเอ็็นไซม์์ cephalosporinase หลายชนิิด 

เช่่น inducible AmpC ออกฤทธิ์์�ได้้ดีีทั้้�งต่่อแบคทีีเรีียแกรมลบ

และแกรมบวก  เช่่น Pseudomonas aeruginosa, Enterob-

bacteriaceae, Staphylococcus aureus, Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus, และ Neisseria สารต้้านจุุลชีีพ 

กลุ่่�มนี้้�สามารถผ่่าน blood brain barrier ได้้ดีีด้้วย

							       	 -	Fifth generation เช่่น ceftaroline ceftobiprole ขอบข่่าย

การออกฤทธิ์์�กว้้างทั้้�งต่่อแบคทีีเรีียแกรมลบและแกรมบวก 

โดยรวมถึึงเชื้้�อแกรมบวก เช่่น methicillin resistant Staphyl-

lococci (MRS), penicillin resistant S. pneumoniae 

(PRSP), และ ceftriaxone resistant S. pneumoniae

	 	 	 	 1.1.3		 Cephamycins เช่่น cefoxitin และ cefotetan มีโครงสร้้างคล้้าย 

cephalospoins แต่่มี side chain ของ ß-lactam เป็็น methoxy 

แทน hydrogen atom ของ cephalosporins มีขอบข่่ายการ 

ออกฤทธิ์์ �ต้้านเชื้้ �อแบคทีีเรีียกว้้างทั้้ �งแกรมบวกและแกรมลบ 

รวมทั้้�งการทนต่่อเอนไซม์์ ß-lactamase ได้้ดีี รวมทั้้�ง extended 

spectrum ß-lactamases (ESBLs)

	 	 	 	 1.1.4		 Monobactams เช่่น aztreonam มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�ดีีกัับ

เชื้้�อแบคทีีเรีียแกรมลบ  และทนต่่อ ß-lactamase หลายชนิิด       

แต่่ไม่่มีผลต่่อแบคทีีเรีียแกรมบวกและ anaerobes โดยมัักใช้้ใน

การรัักษาร่่วมกัับสารต้้านจุุลชีีพชนิิดอื่่�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 รููปท่ี่� 3.1 โครงสร้้างสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�ม ß-lactams และสารยัับยั้้�ง ß-lactamase
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	 	 	 	 1.1.5		 Carbapenems เช่่น imipenem, meropenem, ertapenem, 

doripenem, biapenem, lenapenem, faropenem 

มีีโครงสร้้างคล้้าย penicillins (ดัังรููป 3.1) มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์� 

ต้้านเชื้้ �อแบคทีีเรีียกว้้างทั้้ �งแกรมบวกและแกรมลบ  รวมทั้้ �ง          

anaerobes นอกจากนี้้� ทนต่่อเอนไซม์์ ß-lactamase ได้้ดีี รวมทั้้�ง 

extended spectrum ß-lactamases (ESBLs) และ AmpC 

(Class C) ß -lactamases

	 	 	 	 1.1.6		 ß-lactam / ß-lactamase inhibitor combination เช่่น     

amoxicillin-clavulanic acid, ampicillin-sulbactam,         

piperacillin-tazobactam มี ีการนำำ�สารที่่�มีีคุุณสมบััติิยัับยั้้�ง    

การทำำ�งานของ ß-lactamase ใช้้ร่่วมกัับ aminopenicillins หรืือ 

extended-spectrum penicillins โดยสารยัับยั้้�ง ß-lactamase 

ไม่่มีคุุณสมบััติิในการต้้านเชื้้�อจุุลชีีพ (ยกเว้้น sulbactam มีฤทธิ์์�บ้้าง) 

แต่่จับ ß-lactamase และ มีผลให้้ ß-lactams ออกฤทธิ์์�ได้้

	 1.2		 Glycopeptides

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มนี้้�มีีส่่วนประกอบของคาร์์โบไฮเดรท และ polypept-

tides เช่่น vancomycin และ teicoplanin, dalbavancin, telavancin มีขอบข่่าย

การออกฤทธิ์์�ต่่อเชื้้�อแกรมบวกได้้ดีีแต่่ไม่่มีผลต่่อเชื้้�อแกรมลบ ออกฤทธิ์์�แบบ bacteric-

cidal โดยจัับกับ D-alanyl-D-alanine (D-ala-D-ala) ยับยั้้�งเอนไซม์์ transpeptidase 

และ transglycosylase ซึ่่ �งมีีผลในการยัับยั้้�งการเกิิด  cross-linking ในการสร้้าง 

peptidoglycan ของเชื้้�อ 
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	 1.3		 Fosfomycin

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพนี้้�ออกฤทธิ์์�โดยยัับยั้้�งในขั้้�นตอนตั้้�งแต่่การสร้้าง precursor 

ของการสัังเคราะห์์ผนัังเซลล์์ โดยจัับกัับเอนไซม์์ enolpyruvate transferase ซึ่่ �งมี ี

ผลยัับยั้้�งการเติิม lactate จาก phosphoenolpyruvate (PEP) แก่่ UDP-N-acetylg-

glucosamine ซึ่่�งสััมพัันธ์์กัับการสร้้าง N-acetyl-muramic acid ในการสัังเคราะห์์ 

ผนังเซลล์์ มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�ต่่อเชื้้�อทั้้�งแกรมบวกและแกรมลบ และมีีผลเสริิมฤทธิ์์� 

กัับการใช้้ยากลุ่่�ม ß-lactams, aminoglycosides และ fluoroquinolones ซึ่่�งสารต้้าน 

จุุลชีีพนี้้�ขัับออกได้้ดีีที่่�ไต จึึงใช้้ได้้ผลดีีในการรัักษาการติิดเชื้้�อในระบบทางเดิินปััสสาวะ

	 1.4		 Bacitracin

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพนี้้�จััดเป็็นสาร cyclic peptide ออกฤทธิ์์�โดยรบกวนการเกิิด 

dephosphorylation ใน cycling ของ lipid carrier ในการสัังเคราะห์์ผนัังเซลล์์           

มีีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�ต่่อเชื้้�อแกรมบวกได้้ดีีมาก  แต่่สารต้้านจุุลชีีพนี้้� มี ีผลข้้างเคีียง 

ต่่อไตสููง (nephrotoxic) จึึงมีีการใช้้เฉพาะภายนอก โดยการยัับยั้้�ง flora ที่่� lesion 

ที่่�ผิิวหนััง ใน wound หรืือ mucous membrane

	 1.5		 Cycloserine

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพนี้้�มีีโครงสร้้างคล้้าย D-alanine จึึ งมีีผลยัับยั้้�งเอนไซม์ ์    

alanine racemase และ D-alanine ligase ในการนำำ� D-alanine ไปใช้้ในการสร้้าง 

peptidoglycan pentapeptide จึึ งมีีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�ต่่อเชื้้�อทั้้�งแกรมบวก 

และแกรมลบ  ใช้้มากในการติิดเชื้้�อ Mycobacteria มี ีผลข้้างเคีียงได้้ต่่อ central      

nervous system
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 2.	ยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์โปรตีีน

	 การสัังเคราะห์์โปรตีีนของแบคทีีเรีียมีีหลายขั้้�นตอนทั้้�ง initiation, elongation 

และ termination ดังนั้้�น จึึงมีีการพััฒนาสารต้้านจุุลชีีพหลายกลุ่่�มเพื่่�อยัับยั้้�งขั้้�นตอน

ต่่างๆ เช่่น

	 2.1		 Aminoglycosides

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มนี้้�มีีโครงสร้้างต่่างกัันได้้ แต่่ในสููตรโครงสร้้างมัักมีส่่วน

คาร์์โบไฮเดรทที่่�คล้้ายกัันโดยเป็็น amino sugar อย่่างน้้อยหนึ่่�งตััว เช่่น streptomycin, 

amikacin, gentamicin, tobramycin, kanamycin, spectinomycin สำ ำ�หรัับ 

spectinomycin จัดเป็็น aminocyclitol เนื่่�องจากขาดส่่วนของ amino sugar แต่่มี 

inositol ring และหมู่่� methyl amino แทนหมู่่� hydroxyl (รููปที่่� 3.2) โดย aminog-

glycoside ผ่่านเข้้าทาง porin และ transport เข้้าเซลล์์ โดยยาจัับกับ 30s subunit 

(12s subunit) ของไรโบโซม แล้้วมีีผลให้้อ่่านลำำ�ดับเบสเปลี่่�ยนไป การเรีียงลำำ�ดับของ

กรดอะมิิโนบนสายโปรตีีนเปลี่่�ยน ทำ ำ�ให้้สร้้างโปรตีีนผิิดชนิิดหรืือสร้้างไม่่ได้้ จึึ งมีีฤทธิ์์� 

ฆ่่าเชื้้�อแบคทีีเรีียได้้ (cidal effect) โดยออกฤทธิ์์�ได้้ดีีทั้้�งแบคทีีเรีียแกรมบวก  และ 

แกรมลบหลายชนิิด

	 2.2		 Tetracyclines

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มนี้้� เช่่น tetracycline, doxycycline, minocycline, 

tigecycline ซึ่่ �งมีีโครงสร้้างหลัักดังรููปที่่� 2 โดยสารต้้านจุุลชีีพนี้้�จัับแบบ  reversible 

กัับ  30s subunit ของ ribosome และยัับยั้้�งการจัับของ amino-acyl-tRNA กั ับ 

mRNA-ribosome complex ที่่ �ตำำ�แหน่่ง A site มี ีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีีเรีียได้้          

(bacteriostatic effect) มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�กว้างทั้้�งแบคทีีเรีียแกรมบวก แกรมลบ 

anaerobes, Rickettsia, Chlamydia, Mycoplasmas แต่่สารต้้านจุุลชีีพนี้้�มีีผลข้้าง

เคีียงค่่อนข้้างรุุนแรง ในเด็็กทำำ�ให้้ฟัันที่่�งอกมีสีีเหลืืองผิิดปกติ และทารกเกิิดพิการได้้
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	 2.3		 Macrolides

	 	 	 	 มีีโครงสร้้างที่่�ประกอบด้้วย lactone ring ขนาดใหญ่่  และมีี amino 

sugar หนึ่่�งหรืือมากกว่่ามาจัับด้วย glycosidic bond (รููปที่่� 3.2) เช่่น erythromycin, 

roxithromycin, clarithomycin, azithromycin โดยออกฤทธิ์์�จัับแบบ irreversible 

กัับ  50s subunit ของ ribosome และมีีผลยัับยั้้�งขั้้�นตอนการ translocation 

ในการสัังเคราะห์์โปรตีีน โดยตำำ�แหน่่งที่่�ยาไปจัับใกล้้เคีียงกัันทั้้�ง lincosamides,    

streptogramin B, และ chloramphenicol ยากลุ่่�ม macrolides มีขอบข่่ายการ   

ออกฤทธิ์์�กัับเชื้้�อแบคทีีเรีียแกรมบวกหลายชนิิด โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�ง กลุ่่�ม Streptococci, 

Streptococcus pneumoniae, Staphylococci, Corynebacteria, Listeria 

และเชื้้�ออื่่�นๆ บางชนิิด เช่่น Helicobacter, Legionella, Chlamydia

	 2.4		 Lincosamides

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

acid เชื่่�อมกัับ amino sugar ที่่�มีี sulfur อยู่่�ด้้วย (รููปที่่� 3.2) เช่่น lincomycin และ 

clindamycin ซึ่่�ง lincomycin มีผลข้้างเคีียงสููงจึึงไม่่ใช้้แล้้ว โดย clindamycin จับกับ 

50s subunit ของ ribosome ใกล้ P site มีผลรบกวนการจัับของ aa-tRNA โดยแย่่ง 

จัับแทนและเปลี่่�ยนโครงสร้้างของ ribosome ซึ่่�ง clindamycin มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์� 

กัับเชื้้�อแบคทีีเรีียแกรมบวกหลายชนิิดโดยเฉพาะ S. aureus, Streptococcus และ 

Pneumococci แต่่ไม่่มีผลต่่อเชื้้�อแกรมลบ

	 2.5		 Streptogramins

	 	 	 	 Quinopristin (streptogramin B)-dalfopristin (streptogramin A) 

เป็็นสารต้้านจุุลชีีพที่่�ออกฤทธิ์์�โดยจัับกัับ  50s subunit ของ ribosome มี ีขอบข่่าย 

การออกฤทธิ์์�ต่่อเชื้้�อแกรมบวกดีี รวมทั้้�งเชื้้�อแกรมบวกดื้้�อยา เช่่น multiple drug 

resistance streptococci, penicillin resistant Streptococcus pneumoniae 

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

	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มนี้้� เช่่น chloramphenicol และ thiamphenicol 

ออกฤทธิ์์�โดยจัับแบบ  reversible กั ับ  50s subunit ของ ribosome ใกล้้ P site 

มีีผลรบกวนการจัับของ aa-tRNA โดยยัับยั้้�งการต่่อสาย peptide เป็็นสารต้้านจุุลชีีพ

ที่่�มีีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�กว้้างทั้้�งแบคทีีเรีียแกรมบวกและแกรมลบ  (aerobes และ 

anaerobes) และ Rickettsiae แต่่สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มนี้้�มีีผลข้้างเคีียงค่่อนข้้างรุุนแรง 

โดยรบกวนการทำำ�งานของไขกระดููกได้้

	 2.7		 Oxazolidinones

	 	 	 	 Linezolid เป็็นสารต้้านจุุลชีีพที่่�จัับอย่่างจำำ�เพาะกัับ 23s rRNA บน 50s 

subunit ของ ribosome โดยมีีผลป้้องกัันการเกิิด  complex ของ 30s subunit, 

mRNA, initiation factor และ formyl methionyl tRNA ในการรวมเป็็น 70s        

ribosome ทำ ำ�ให้้เกิิดการยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์โปรตีีนในขั้้�นตอนแรก จึึ งออกฤทธิ์์� 

ในการฆ่่าเชื้้�อได้้ (Bactericidal effect) จ ากความจำำ�เพาะในการจัับจึึงไม่่มีี cross-  

resistance กับยาต้้านจุุลชีีพอื่่�น โดยออกฤทธิ์์�ได้้ดีีกัับแบคทีีเรีียแกรมบวกรวมทั้้�งเชื้้�อ

ดื้้�อยา เช่่น vancomycin resistant Enterococci (VRE) methicillin resistant        

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

	 เป็็นกลุ่่�มสารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีผลข้้างเคีียงสููง จึึ งมีีการพััฒนาสารต้้านจุุลชีีพ 

กลุ่่�มนี้้�น้้อย ประกอบด้วย สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มหลัักคือ polypeptides 

	 3.1		 Polymyxins เช่่น polymyxin B และ polymyxin E (colistin) ออกฤทธิ์์� 

โดยทำำ�ลายผนังเซลล์์บางส่่วน ทำำ�ให้้ศููนย์์เสีียสารในเซลล์์บางส่่วน มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์� 

ต่่อแบคทีีเรีียแกรมลบส่่วนใหญ่่ โดยออกฤทธิ์์�ได้้กัับเชื้้�อ Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter baumanii และแบคทีีเรีียแกรมลบดื้้�อยาด้้วย ซึ่่�ง polymyxin มีผล

โดยรบกวนการเรีียงตััวของเยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ และเนื่่�องจาก polymyxin มีผลข้้างเคีียงสููง 

รวมทั้้�งต่่อไต (nephrotoxicity) จึึงมัักใช้้เป็็นยาภายนอก หรืือใช้้ด้้วยความระมััดระวััง 

หรืือเปลี่่�ยนเป็็นรููปของเกลือและอื่่�นๆ เพื่่�อให้้ความเป็็นพิิษลดลง

	 3.2		 Daptomycin สารต้้านจุุลชีีพนี้้�จััดเป็็นสาร cyclic lipopeptide 

ออกฤทธิ์์�โดยยาจัับกัับ  membrane และมีีผลให้้มีีการเสีียโปตััสเซีียมจากเซลล์ ์

ทำำ�ให้้เสีียสมดุุลย์์ของอิิออน ซึ่่�งกระทบการทำำ�งานในการสัังเคราะห์์ DNA, RNA และ 

โปรตีีน ซึ่่ �งเป็็นยามีีฤทธิ์์�แบบฆ่่าเชื้้�อ (Bactericidal effect) และสารต้้านจุุลชีีพนี้้� 

ใช้้ได้้ดีีกัับแบคทีีเรีียแกรมบวก  โดยรวมทั้้�งแกรมบวกดื้้�อยา เช่่น เชื้้�อ methicillin      

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

และ vancomycin intermediate Staphylococcus aureus (VISA) 
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 4.	ยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ nucleic acid

	 4.1		 Quinolones สารต้้านจุุลชีีพที่่�เกิิดจากการสัังเคราะห์์มีีฤทธิ์์�ในการยัับยั้้�ง 

การคลายเกลีียวของสาย DNA ซึ่่ �งในการสัังเคราะห์์ DNA ทำ ำ�ให้้มีีการแตกของสาย 

DNA เพิ่่�มข้ึ้�น โดยมีีผลต่่อเอนไซม์์ 2 ชนิิด คือ DNA gyrase และ topoisomerase IV 

มีีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�ดีีต่่อแอโรบิิกแบคทีีเรีียแกรมลบ  แต่่ไม่่ดีีนัักกัับแกรมบวก 

จึึงเปลี่่�ยน side chain เพื่่�อให้้มีีการออกฤทธิ์์�ที่่�ดีีข้ึ้�น จึึงมีีการจััดแบ่่งเป็็น 4 รุ่่�น คือ

			   	 -	First generation เช่่น nalidixic acid, cinoxacin ออกฤทธิ์์�ได้้ดีีกัับ 

gram-negative bacilli ใช้้ในการรัักษาผู้้�ป่วยติิดเชื้้�อในระบบทางเดิิน

ปััสสาวะ
			   	 -	Second generation เช่่น norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin, 

enofloxacin, lomefloxacin ออกฤทธิ์์�ได้้ดีีกัับ  gram-negative       
bacilli และแบคทีีเรีียแกรมบวกบางชนิิด ใช้้ในการรัักษาการติิดเชื้้�อใน
ระบบทางเดิินปััสสาวะ และโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์

			   	 -	Third generation เช่่น levofloxacin, sparfloxacin, gatifloxacin 
ออกฤทธิ์์�กว้างโดยออกฤทธิ์์�ได้้ดีีกัับ gram-negative bacilli และแกรม 
บวกหลายชนิิด  โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�ง Streptococcus pneumoniae 
จึึงใช้้ในการรัักษา Community-acquired pneumonia

			   	 -	Fourth generation เช่่น moxifloxacin, trovafloxacin, sitafloxa-
acin ขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�กว้้างมาก  ได้้ดีีทั้้�งกัับ  gram-negative 
bacilli, gram-positive cocci และ anaerobes โดยยัังพบการดื้้�อยาต่ำำ��

	 4.2		 Ansamycins เช่่น rifampin เป็็นสารกึ่่�งสัังเคราะห์์ขนาดใหญ่่ เป็็นอนุุพัันธ์์ 
ของ rifamycin มีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�ทั้้�ง gram-positive cocci, gram-negative 
cocci, enteric bacteria บ างชนิิด, Mycobacteria, Chlamydia โดยออกฤทธิ์์� 

จัับอย่่างแน่่นกัับ ß-subunit ของ DNA-dependent RNA polymerase จึึงยัับยั้้�ง 
การสัังเคราะห์์ RNA ซึ่่�งออกฤทธิ์์�แบบ bactericidal กับ Mycobacteria และการที่่� 
ยาเข้้าสู่่�เซลล์์ได้้ดีีจึึงใช้้กัับการรัักษา intracellular organism เนื่่�องจากความจำำ�เพาะ 
ของตำำ�แหน่่งการจัับของ rifampin จึึงไม่่มี cross-resistance กับการดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ 
กลุ่่�มอื่่�น แต่่เกิิด cross-resistance กับอนุุพัันธ์์อื่่�นของ rifamycin ได้้
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 5.	ยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ Folic acid

	 5.1		 Sulfonamides
	 	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพกลุ่่ �มนี้้ � เช่่น sulfamethoxazole, sulfadiazine,      
sulfisoxazole เป็็นสารที่่�มีีโครงสร้้างคล้้าย p-aminobenzoic acid (PABA) 
จึึงสามารถจัับกับเอนไซม์์ dihydrofolate synthase ได้้ ซึ่่�งมีีผลยัับยั้้�งการสร้้าง folic 
acid ซึ่่ �งเป็็นขั้้�นตอนสำำ�คััญในการสร้้าง purines และสัังเคราะห์์ nucleic acids 
โดยออกฤทธิ์์�แบบ  bacteriostatic มี ีขอบข่่ายการออกฤทธิ์์�กว้้างทั้้�งแบคทีีเรีียแกรม 

บวก แกรมลบ Nocardia, Chlamydia trachomatis และโปรโตซััวบางชนิิด

	 5.2		 Trimethoprims

	 	 	 	 Trimethoprims เช่่น trimethoprim, ormethoprim ออกฤทธิ์์�โดย 

ยัับยั้้�งเอนไซม์์ dihydrofolic acid reductase ซึ่่�งเป็็นเอนไซม์์ที่่�เปลี่่�ยน dihydrofolic 

acid เป็็น tetrahydrofolic acid ซึ่่�งเป็็นขั้้�นตอนในการสัังเคราะห์์ purines และ DNA 

ดัังนั้้�นการใช้้ trimethoprims ร่่วมกัับ sulfonamides จึึงมีีผลเสริิมฤทธิ์์�กััน (synergism) 

ดัังนั้้�นจึึงมีีการใช้้ยา trimethoprim เดี่่�ยวหรืือร่่วมกัับ sulfonamides ได้้ สารต้้านจุุลชีีพ 

ร่่วมระหว่่าง sulfonamides และ trimethoprims ที่่�นิิยมใช้้ เช่่น 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  

รููปท่ี่� 3.2 ตัวอย่่างโครงสร้้างสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มอื่่�นๆ นอกเหนืือจากกลุ่่�ม ß-lactams
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  Antimycobacterial drugs

	 	 	 	 เชื้้�อ Mycobacteria มีกลไกการดื้้�อโดยธรรมชาติิ (intrinsic resistance) 

ต่่อสารต้้านจุุลชีีพหลายชนิิด  โดยสารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีผลต่่อเซลล์์ที่่�มีีการแบ่่งตััวมัักใช้้ไม่่

ได้้ผลในการรัักษาการติิดเชื้้�อนี้้� เนื่่�องจากเชื้้�อนี้้�เจริญช้้า นอกจากนี้้�เชื้้�อ Mycobacteria 

เป็็นเซลล์์ที่่�มีี lipid สููง และเป็็น intracellular bacteria ของ macrophage มีผลให้้

สารผ่่านเข้้าสู่่�เซลล์์ได้้ไม่่ดีี และเชื้้�อชนิิดนี้้�ก็็เกิิดการดื้้�อต่่อสารต้้านจุุลชีีพได้้ง่่าย ดั ังนั้้�น 

ในการรัักษาจึึงต้้องใช้้สารต้้านจุุลชีีพหลายชนิิดร่่วมกัันในการรัักษา เพื่่�อป้้องกัันการเกิิด 

การดื้้�อยา โดยต้้องรัักษาหลายเดืือน ซึ่่�งสารต้้านจุุลชีีพที่่�ใช้้เป็็น first line คือ isoniazid, 

rifampin (หรืือ rifamycin ตัวอื่่�น), pyrazinamide, และ ethambutol 

  Isoniazid

	 Isoniazid (INH) เป็็นสารต้้านจุุลชีีพที่่�ออกฤทธิ์์�ดีีมากในการรัักษา tuberculosis 

เนื่่�องจากเชื้้�อมัักไวต่่อยา ซึ่่�งยานี้้�มีีขนาดเล็็กจึึงผ่่านเข้้าสู่่�เซลล์์ macrophage ได้้ดีี จึึงมีี

ผลต่่อเชื้้�อทั้้�งที่่�อยู่่�ในและนอกเซลล์์ อย่่างไรก็็ตามยานี้้�จะออกฤทธิ์์�น้้อยต่่อการติิดเชื้้�อ 

atypical mycobacterial species โดย isoniazid เป็็น prodrug ซึ่่ �งจะ active 

โดยอาศััย KarG และ mycobacterial catalase-peroxidase จากนั้้�น active isoniazid 

จะเกิิด covalent complex กับ acyl carrier protein (AcpM) และ carrier protein 

synthetase (KasA) ซึ่่�งมีีผลยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ mycolic acids ที่่�ผนังเซลล์์ และทำำ�ให้้ 

เซลล์์ตาย จึึ งออกฤทธิ์์�แบบ  bactericidal ต่่ อเชื้้�อที่่�กำำ�ลัังเจริิญเติิบโต ผ ลข้้างเคีียง 

ที่่�พบบ่่อย คือการ induced เกิิด hepatitis

  Rifampin หรืือ rifamycin ตัวอื่่�น

	 Rifampin เป็็นสารอนุุพัันธ์์ของ rifamycin ซึ่่�งออกฤทธิ์์�ได้้ดีีกัับเชื้้�อหลายกลุ่่�ม

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

Chlamydia โดยออกฤทธิ์์�จัับอย่่างแน่่นกัับ ß-subunit ของ DNA-dependent RNA 

polymerase จึึงยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ RNA โดยสารต้้านจุุลชีีพสามารถไปยัังเนื้้�อเยื่่�อ 

ต่่างๆ และเข้้าสู่่� phagocytic cells ได้้
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 Pyrazinamide

	 Pyrazinamide (PZA) มีความสััมพัันธ์์ใกล้เคีียงกัับ nicotinamide โดยเป็็นส

ารที่่�ไม่่มีฤทธิ์์�ในภาวะเป็็นกลาง (neutral pH) แต่่เมื่่�ออยู่่�ในภาวะเป็็นกรด  (pH 5.5) 

จะยัับยั้้�งเชื้้�อ TB และ Mycobacteria อื่่ �นบางชนิิดได้้ที่่�ความเข้้มข้้น 20 µg/ml 

ดัังนั้้�นเมื่่�อยาเข้้าสู่่� macrophage จึึ งมีีผลต่่อเชื้้�อ Mycobacteria ในเซลล์์ได้้ โดย   

pyrazinamide จะถููกเปลี่่�ยนเป็็น pyrazinoic acid โดยเอนไซม์์ pyrazinamidase 

ที่่�ถููกควบคุุมโดยยีีน pncA ของเชื้้�อ Mycobacteria โดยยานี้้�เป็็นตััวสำำ�คััญในการใช้้  

ร่่วมกัับ isoniazid และ rifampin ในการรัักษาระยะสั้้�น (6 เดืือน) ซึ่่�งการดื้้�ออาจเกิิด 

จากการลดการนำำ�เข้้า หรืือ mutation ของ pncA จึึงมีีผลให้้มีีการเปลี่่�ยนยาให้้ active 

ลดลง โดยเกิิดขึ้�นค่่อนข้้างเร็็วแต่่จะไม่่มี cross-resistance กับยาต้้านวััณโรคกลุ่่�มอื่่�น 

ผลข้้างเคีียงที่่�พบบ่่อย คือ hepatotoxicity (1-5%) คลื่่�นไส้้ อาเจีียน

  Ethambutol

	 Ethambutol เป็็นสารสัังเคราะห์์ที่่�ออกฤทธิ์์�โดยการยัับยั้้�งเอนไซม์์ mycobact-

terial arabinosyl transferases ซึ่่ �งควบคุุมโดย embCAB operon โดยเอนไซม์์ 

มีีหน้้าที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการเกิิด polymerization ของ arabinoglycan ซึ่่�งเป็็นส่่วนประกอบ 

ที่่�สำำ�คัญของผนังเซลล์์ของเชื้้�อ ก ารดื้้�อยาเกิิดจากการ mutation มี ผลให้้มีี overexp-

pression ของ emb gene product ซึ่่�งการดื้้�อยานี้้�เกิิดขึ้�นง่่ายในเชื้้�อเมื่่�อมีีการใช้้เพีียง 

ชนิิดเดีียวในการรัักษาการติิดเชื้้�อ Mycobacteria จึึงมัักให้้ร่่วมกัับยาชนิิดอื่่�น ผลข้้างเคีียง 

ที่่�รุุนแรงจากการใช้้คืือ retrobulbar neuritis มีผลให้้การมองเห็็นไม่่ดีและตาบอดสีได้้

  Alternative second line drugs

	 มีีสารต้้านจุุลชีีพบางชนิิดใช้้เป็็น alternative drug ในกรณีีที่่� 1) พบเชื้้�อดื้้�อยากลุ่่�ม 

first line 2) ในรายที่่�การรัักษาไม่่ได้้ผลในทางคลิินิิกในการรัักษาด้้วย conventional 

therapy 3) ในรายที่่�ผู้้�ป่่วยแพ้้ยาที่่�ใช้้ในการรัักษาอย่่างรุุนแรง 4) มี ี guideline 

สำำ�หรัับการดููแลเรื่่�องความเป็็นพิิษ ยาที่่�ใช้้ เช่่น
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	 -	Ethionamide มี ีความใกล้้เคีียงกัับ  isoniazid และยัับยั้้�งการสัังเคราะห์ ์

mycolic acid เช่่นกััน

	 -	Capreomycin เป็็นสารต้้านจุุลชีีพที่่ �ยัับยั้้ �งการสัังเคราะห์์ peptide 

ของโปรตีีน โดยยานี้้�เป็็นยาฉีีดที่่�สำำ�คัญในการรัักษาผู้้�ป่วยวััณโรคที่่�ดื้้�อยา

	 -	Cycloserine เป็็นสารต้้านจุุลชีีพที่่�ยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ผนังเซลล์์ มีผลต่่อเชื้้�อ 

Mycobacteria หลายชนิิด แต่่มีผลข้้างเคีียงต่่อระบบประสาทส่่วนกลางได้้

	 -	Aminosalicylic acid (PAS) เป็็นสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�มยัับยั้้�งการสัังเคราะห์์ 

Folic acid เนื่่�องจากมีีโครงสร้้างคล้้าย PABA ซึ่่ �งเป็็นยาที่่�ออกฤทธิ์์�ได้้ดีี 

มากกับเชื้้�อ Mycobacteria เกืือบทั้้�งหมด

	 -	Kanamicin & amikacin โดย kanamicin ใช้้รัักษาวััณโรคที่่�เกิิดจากเชื้้�อดื้้�อ 

streptomicin จ ากปััญหาการพบอุุบััติิการณ์์ของเชื้้�อดื้้�อยาหลายชนิิดสููงขึ้้�น 

(multipledrug-resistant tuberculosis) ทำำ�ให้้ amikacin มีบทบาทมากขึ้�น 

เนื่่�องจากอุุบััติิการณ์์ของเชื้้�อดื้้�อ amikacin ต่ำ ำ��  และ amikacin ยั ังใช้้กัับ 

atypical mycobacteria ได้้ด้้วย โดยมัักใช้้ amikacin ร่่วมกัับยาอื่่�น 2-3 ชนิิด

	 -	Fluoroquinolones ออกฤทธิ์์�กัับ  atypical mycobacteria ได้้ด้้วย 

โดยใช้้ยากลุ่่�มนี้้�ร่่วมกัับยาอื่่�น 2-3 ชนิิดโดยมัักใช้้ร่่วมในการรัักษากรณีีพบ 

เชื้้�อดื้้�อยา first line โดย moxifloxacin เป็็นตััวที่่�ออกฤทธิ์์�ต่่อ M. tuberculosis 

ดีีที่่�สุุดในยากลุ่่�มนี้้�

	 -	Linezolid มีการใช้้ร่่วมกัับยา second และ third line ในการรัักษาการติิดเชื้้�อ 

ชนิิด multidrug-resistance ผลข้้างเคีียงของการใช้้ยานาน คือ การกดไข 

กระดููก ดั ังนั้้�นยานี้้�ควรจะใช้้เป็็นตััวสุุดท้้ายที่่�ใช้้ในการรัักษาการติิดเชื้้�อดื้้�อ     

first และ second line

	 -	Rifabutin เป็็นอนุุพัันธ์์ของ rifamycin โดยออกฤทธิ์์�ได้้ดีีต่่อ M. tuberculosis, 

M. avium intracellulare และ M. fortuitum โดยออกฤทธิ์์�เหมืือน           

rifampin และเกิิด cross-resistance กับ  rifampin ยานี้้�ใช้้ได้้ผลดีีมากใน 

การป้้องกัันและรัักษาการติิดเชื้้�อโรค disseminated atypical mycobacteria 

ในผู้้�ป่วยเอดส์ที่่�มีี CD4 <50 cells/µl และใช้้ป้้องกัันการเกิิด tuberculosis ได้้
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	 -	Rifapentine เป็็น analog ของ rifampin จึึงมีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�ง RNA polymerase 

โดยให้้ผลดีีมากกับ M. tuberculosis และ M. avium โดยยานี้้�มีี cross-  

resistance ระหว่่าง rifampin และ rifapentine นอกจากนี้้�ยานี้้�มีี toxicity 

เหมืือน rifampin ด้วย โดยยานี้้�อาจใช้้ในการรัักษาการติิดเชื้้�อ Mycobacteria 

ที่่�ไวต่่อยา rifampin เมื่่�อใช้้ต่่อเนื่่�องหลัังจาก 2 เดืือน อย่่างไรก็็ตามในผู้้�ป่วยเอดส์ 

พบว่่ามีีอุุบััติิการณ์์การติิดเชื้้�อซ้ำำ��สููงด้้วยเชื้้�อดื้้�อยา rifampin จึึ งไม่่ควรใช้้       

ในการรัักษาการติิดเชื้้�อในผู้้�ป่วยกลุ่่�มนี้้�

กลไกการดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ

	 การดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อเกิิดขึ้้�นจากการที่่�เชื้้�อที่่�ไวมีีการเปลี่่�ยนแปลงทาง

พัันธุุกรรม โดยยีีนดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพอาจอยู่่�บนโครโมโซมหรืือพลาสมิิดก็ได้้ ซึ่่�งการดื้้�อยา 

อาจเป็็นผลจากการเกิิด mutation ของลำำ�ดับเบสบนโครโมโซม หรืือการแลกเปลี่่�ยน

ยีีนดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพระหว่่างแบคทีีเรีีย (horizontal gene transfer) โดยวิิธีี          

transformation, transduction หรืือ conjugation

	 1.	 Transformation เป็็นการส่่งต่่อยีีนโดยยีีนดื้้�อยาอยู่่�ในรููปของ free DNA 

โดยอาจเป็็นส่่วนของโครโมโซมหรืือพลาสมิดิแล้้วมีีการยีีนเข้้าสู่่�เซลล์์ตััวรัับ 

(recipient) โดยยีีนสามารถสอดแทรกรวมกัับ genomic DNA ของเชื้้�อได้้ 

โดยลำำ�ดับเบสใน genomic DNA กับ insertion sequence ต้องคล้้ายคลึึงกััน 

เพื่่�อให้้ DNA ใหม่่เข้้าไปแทนที่่�และแลกเปลี่่�ยนกัับ  DNA เก่่าของเชื้้�อได้้        

โดยเกิิดทั้้�งในแบคทีีเรีียแกรมบวกและแกรมลบที่่�อยู่่�ในสกุุลเดีียวกัันหรืือ       

ใกล้เคีียงกััน

	 2.	 Transduction เป็็นวิิธีีการส่่งต่่อยีีนโดยยีีนดื้้�อยาอยู่่�กัับ bacteriophage 

และเมื่่�อ phage ไปอาศััยแบคทีีเรีียเซลล์์ใหม่่ก็็จะนำำ�ยีีนดื้้�อยาไปด้้วย 

โดยยีีนดื้้�อยาจะสอดแทรกกับ genomic DNA ของแบคทีีเรีีย การแลกเปลี่่�ยน 
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ยีีนดื้้�อยาโดยวิิธีีการนี้้�เกิิดได้้ทั้้�งแบคทีีเรีีย แกรมบวกและแกรมลบ  แต่่ต้อง 

เป็็นชนิิดที่่�ไวรััสอาศััย และเจริญเติิบโตได้้

	 3.	 Conjugation เป็็นวิิธีีการส่่งต่่อยีีนระหว่่างแบคทีีเรีียโดยผ่่านทาง sex pili 

เป็็นตััวเชื่่�อมระหว่่างเซลล์์ทั้้�งสอง ถ้ายีีนดื้้�อยาอยู่่�บน conjugative plasmid 

จะสามารถส่่งต่่อการดื้้�อยาได้้โดยตรงและอาจเป็็นการถ่่ายทอดการดื้้�อยา 

หลายชนิิดพร้้อมกัันได้้ แต่่สำำ�หรัับยีนดื้้�อยาอยู่่�บน non-conjugative plasmid 

อาจถููกส่่งไปยัังเซลล์์ตััวรัับได้้โดยอาศััยร่่วมไปกัับการส่่งต่่อของ conjugative 

plasmid 

	 	 	 เชื้้�อจุุลชีีพที่่�มีียีีนดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ พบการแสดงออกด้านกลไกทางชีีวเคมีี 

ได้้หลายแบบ โดยการดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพหนึ่่�งชนิิดอาจเกิิดได้้จากกลไกหลายแบบ และ

กลไกที่่�พบบ่่อยในเชื้้�อแต่่ละชนิิดอาจมีีความแตกต่่างกัันได้้ ซึ่่ �งกลไกที่่�พบบ่่อยที่่�ก่่อให้ ้

เชื้้�อดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ คือ

 1.	Drug inactivation or modification (การทำำ�ลายยา)

	 เชื้้ �อดื้้ �อยาหลายชนิิดมีีการสร้้างเอนไซม์์มาทำำ�ลายสารต้้านจุุลชีีพได้้ เช่่น 

การสร้้าง ß-lactamases ของเชื้้ �อเพื่่ �อทำำ�ลายสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่ �ม ß-lactams 

โดยเมื่่�อทำำ�ลาย penicillin เกิิดเป็็น penicilloic acid และทำำ�ลาย cephalosporin 

เกิิดเป็็น cephalosporic acid ซึ่่ �งไม่่มีีฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ โดยเอนไซม์์ ß-lactamase              

มีีหลายชนิิดดังนั้้�นความสามารถในการทำำ�ลาย ß-lactams จึึงแตกต่่างกัันได้้ตามชนิิด

ของเอนไซม์์ เช่่น ถ้าเชื้้�อสร้้าง extended spectrum ß-lactamases มีผลให้้เชื้้�อดื้้�อ 

ß-lactams เกืือบทั้้�งหมด ยกเว้้น cephamycin และ carbapenems ซึ่่�ง ß-lactamase 

พบได้้ทั้้�งในเชื้้�อแบคทีีเรีียแกรมบวกและแกรมลบ  นอกจากนี้้� พบเชื้้�อสร้้างเอนไซม์ ์

chloramphenicol acetyltransferase (CAT) ซึ่่�งทำำ�ลายสารต้้านจุุลชีีพ chloramp-

phenicol ได้้หรืือเชื้้�อสร้้างเอนไซม์์ที่่�ทำำ�ให้้เปลี่่�ยนโครงสร้้างสารต้้านจุุลชีีพ aminoglyc-

cosides ด้วยการเกิิด acetylation, adenylation หรืือ phosphorylation ทำำ�ให้้   

สารต้้านจุุลชีีพออกฤทธิ์์�ไม่่ได้้อีีกต่่อไป
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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 

รููปที่่� 3.3 ตััวอย่่างการสร้้างเอนไซม์์ของเชื้้�อซึ่่�งมีีผลในการทำำ�ลายสารต้้านจุุลชีีพ    

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

 2.	Modified target sites (การเปล่ี่�ยนแปลงเป้้าของสารต้้านจุุลชีีพ)

	 การออกฤทธิ์์�ของสารต้้านจุุลชีีพ ต้ ้องจัับกัับเป้้าหมาย (target sites) ได้้ 

จึึงจะสามารถทำำ�งานได้้ ดังนั้้�นเมื่่�อมีีการเปลี่่�ยนแปลงของเป้้าหมาย จึึงมีีผลต่่อการจัับ

ของสารต้้านจุุลชีีพ เช่่น เอนไซม์์ transpeptidase (penicillin binding proteins, 

PBPs) เป็็นเป้้าหมายในการจัับของสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�ม ß-lactams เมื่่�อเชื้้�อ Staphyl-

lococcus aureus ได้้รัับยีีน mecA ทำำ�ให้้มีีการสร้้าง PBP2a (หรืือเรีียกว่่า PBP2’)  

มีีผลให้้เชื้้�อดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพกลุ่่�ม ß-lactams ทั้้ �งหมด  (methicillin resistant     

Staphylococcus aureus, MRSA) หรืือการเปลี่่�ยนแปลงโครงสร้้างของ PBPs 

มีีผลให้้เชื้้�อ Streptococcus pneumoniae, N. gonorrhoeae ดื้้ �อ penicillin            

การเปลี่่�ยนแปลงเป้้าของสารต้้านจุุลชีีพทำำ�ให้้เชื้้�อดื้้�อยา พบในการดื้้�อต่่อสารต้้านจุุลชีีพ 

ชนิิดอื่่�นนอกเหนืือจาก ß-lactams เช่่นกััน เช่่น การเปลี่่�ยนแปลงของ D-ala-D-ala 

(สารตั้้�งต้้นการสัังเคราะห์์ peptidoglycan) เป็็น D-ala-D-lac มีผลให้้เชื้้�อเกิิดการดื้้�อต่่อ 

glycopeptides, การเปลี่่�ยนแปลงของเอนไซม์์ DNA gyrase และ topoisomerase 

IV มี ีผลให้้เชื้้�อเกิิดการดื้้�อต่่อ fluoroquinolone, ก ารเปลี่่�ยนแปลงของ ß-subunit 

ของ RNA polymerase มีผลให้้เชื้้�อเกิิดการดื้้�อต่่อ rifampin และการเปลี่่�ยนแปลงของ 

dihydrofolate reductase มีผลให้้เชื้้�อเกิิดการดื้้�อต่่อ trimethoprim
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(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

รููปท่ี่� 3.4 ตั วอย่่างการการเปลี่่�ยนแปลงเป้้ามีีผลให้้เชื้้�อดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ (Walsh C. 

Nature 2000; 406:775-781).

 3.	Decreased uptake (การลดการผ่่านของสารต้้านจุุลชีีพเข้้าเซลล์์)

	 การที่่�ยาจะยัับยั้้�งการเจริิญหรืือทำำ�ลายเชื้้�อได้้ จำ ำ�เป็็นต้้องมีีปริิมาณสารต้้าน         

จุุลชีีพสููงพอที่่�จะออกฤทธิ์์�กระทบต่่อการเจริญของเชื้้�อ ดังนั้้�นการดื้้�อของเชื้้�อที่่�พบบ่่อย

อีีกวิธีีหนึ่่�งเกิิดจากการมีีปริิมาณสารต้้านจุุลชีีพในเซลล์์ลดลง ทำำ�ให้้เชื้้�อไม่่ถููกยับยั้้�งหรืือ 

ถููกทำำ�ลาย เชื้้�อดื้้ �อยาหลายชนิิดพบว่่า เกิิดจากลดการผ่่านของยาเข้้าเซลล์์ เช่่น 

การเปลี่่�ยนแปลงของ porins ซึ่่ �งเป็็นโปรตีีนที่่�พบได้้ตามรููในเยื่่�อหุ้้�มเซลล์์เพื่่�อลด            

การเข้้าของสารต้้านจุุลชีีพ (เช่่น การดื้้�อ chloramphenicol) หรืือการมีีปั๊๊�มเพื่่�อขัับสาร 

ต้้านจุุลชีีพออกนอกเซลล์์ในปริิมาณที่่�มากกว่่าการ เข้้าเซลล์์ (เช่่น การดื้้�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 

 

รููปที่่� 3.5 ภาพแสดงการมีีปั๊๊�มเพื่่�อขัับสารต้้านจุุลชีีพมีีผลให้้เชื้้�อดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพ 

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

	 นอกจากกลไกดัังกล่่าวข้้างต้้น มี ีการพบการดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อด้้วย  

กลไกอื่่�นๆ บ้าง เช่่น sulfonamides มีโครงสร้้างคล้้ายสารตั้้�งต้้น ดังนั้้�นการเพิ่่�มปริิมาณ 

การผลิตสารตั้้�งต้้นให้้มีีปริิมาณสููงจะทำำ�ให้้สามารถแย่่งจัับเอ็็นไซม์์และเชื้้�อเจริญเติิบโต

ต่่อไปได้้ เช่่น ก ารเพิ่่�มระดัับของ papa-aminobenzoic acid (PABA) หรืือเพิ่่�ม           

ปริิมาณเอ็็นไซม์์เพื่่�อแข่่งกัับปริิมาณยา ก็ จะทำำ�ให้้เชื้้�อเจริญเติิบโตต่่อไปได้้เช่่นกััน เช่่น 

การเพิ่่�ม dihydrofolate reductase (DHFR) ก็จะทำำ�ให้้เชื้้�อดื้้�อ trimethoprim
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 การดื้้�อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อหนองใน

	 โรคหนองในเป็็นเชื้้�อก่่อโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์ที่่�รัักษาได้้ (curable sexually 

transmitted diseases) เกิิดจากเชื้้�อหนองใน (Neisseria gonorrhoeae) โดยเชื้้�อ   

N. gonorrhoeae และ Haemophilus ducreyi เป็็นเชื้้�อก่่อโรคที่่�สำำ�คัญที่่�มีีการดื้้�อ 

ยาสููง ทำ ำ�ให้้ยากแก่่การรัักษาและควบคุุม โดยเชื้้�อหนองในมีีการพััฒนาการดื้้�อยาได้้ 

หลายชนิิดและที่่�สำำ�คัญ ได้้แก่่

 1.	Penicillins

	 	 	 การดื้้�อยา Penicillins ในเชื้้�อหนองในมีีการระบาดทั่่�วโลก ซึ่่ �งยีีนดื้้�อยาที่่�  

พบมีีทั้้ �งที่่ �อยู่่ �บนพลาสมิิดและโครโมโซม โดยการระบาดด้้วยการสร้้างเอนไซม์ ์          

penicillinase ที่่ �เรีียกว่่า penicillinase producing N. gonorrhoeae (PPNG) 

มีียีีนควบคุมอยู่่�บนพลาสมิิด และเอนไซม์์ที่่�พบส่่วนใหญ่่เป็็น penicillinase ชนิิด TEM-1 

ซึ่่�งเป็็นชนิิดของเอนไซม์์ที่่�พบได้้บ่่อยที่่�สุุดในเชื้้�อแบคทีีเรีีย โดยเอนไซม์์ penicillinase 

ชนิิด TEM-1 เป็็นชนิิดที่่�สามารถย่่อยได้้เฉพาะ narrow spectrum penicillins (กลุ่่�ม 2b) 

เช่่น penicillin, ampicillin และ amoxycillin เป็็นต้้น นอกจากนี้้� มีการพบเอนไซม์์ชนิิด 

TEM-135 ในเชื้้�อหนองใน โดยเอนไซม์์นี้้�มีีความแตกต่่างกัับเอนไซม์์ชนิิด  TEM-1 

ในตำำ�แหน่่งของกรดอะมิิโนที่่� 182 โดยเปลี่่�ยนจาก methionine เป็็น threonine 

(Met182Thr) ซึ่่�งเอนไซม์์นี้้�ยัังคงคุุณสมบััติิของการย่่อยได้้เฉพาะ narrow spectrum 

penicillins (กลุ่่�ม 2b) ซึ่่�งพลาสมิิดพาหะของเอนไซม์์ penicillinase ที่่�พบในเชื้้�อหนองใน 

มีีได้้หลายชนิิด คื ือ Africa, Asia, Toronto, Rio, Nimes, New Zealand และ          

Johannesberg โดยการระบาดของเชื้้�อ PPNG เกิิดจากการพบพลาสมิิดชนิิด Africa, 

Asia, หรืือ Toronto สำำ�หรัับกรณีีพบยีีนดื้้�อยาบนโครโมโซมเกิิดจากกลไกอื่่�นๆ ที่่�ไม่่ใช่่

การสร้้างเอนไซม์์ซึ่่�งมีียีีนควบคุมอยู่่�บนโครโมโซม จึึงเรีียกว่่า chromosomal mediated 

resistance N. gonorrhoeae (CMRNG) เช่่น การกลายพัันธุ์์�ของ PBP-1 และ PBP-2 

ทำำ�ให้้ลดการจัับของยา penicillins ต่่อเป้้าหมาย โดย PBP-1 และ PBP-2 มีการควบคุม 

ด้้วยยีีน ponA และ penA ตามลำำ�ดับ นอกจากนี้้� พบความเกี่่�ยวข้้องกัับยีีนหลายชนิิด 
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เช่่น การกลายพัันธุ์์�ของ penB และ penC (pilQ) มีผลต่่อ porin โดยมีีผลลดการเข้้า

ของยาสู่่�เซลล์์ได้้หลายชนิิด จึึ งมีีผลให้้เกิิดการดื้้�อต่่อยา penicillins, tetracyclines, 

และ quinolones สำำ�หรัับการกลายพัันธุ์์�ของ mtr มีผลกระตุ้้�นต่่อ MtrCDE efflux 

pump ซึ่่�งมีีผลให้้เกิิดการดื้้�อต่่อยา ß-penicillins, tetracyclines และ quinolones 

โดยในเชื้้�อตััวเดีียวกัันอาจพบการดื้้�อยา penicillins ทั้้�ง PPNG และ CMRNG ร่่วมกัันได้้

 2.	Tetracyclines

	 	 	 การดื้้�อยา tetracyclines ในเชื้้�อหนองในพบระบาดทั่่�วโลก โดยการดื้้�อยา

มีียีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องได้้ทั้้�งบนโครโมโซมและพลาสมิิด  โดยยีีนบนโครโมโซมเกี่่�ยวข้้องกัับ  

การกลายพัันธุ์์�ของ mtr และ penB ซึ่่�งก่่อให้้เกิิดการดื้้�อยาในความเข้้มข้้นต่ำำ�� ในขณะ

ที่่�ยีีนควบคุุมที่่�อยู่่�บนพลาสมิิด  เกิิดจากมีียีีน tetM ใน 24.5 Mda conjugative       

plasmid โดยพบชนิิดหลัักของ tetM 2 ชนิิด คื ือ Dutch และ America ซึ่่ �งมี ี

ความแตกต่่างของลำำ�ดับเบสเล็็กน้อย โดยการดื้้�อยาที่่�มีียีีนบนพลาสมิิด ก่่อให้้เกิิดการ

ดื้้�อยาในความเข้้มข้้นสููง เรีียกเชื้้�อกลุ่่�มนี้้�ว่่า tetracycline-resistant N. gonorrhoeae 

(TRNG) โดยยีีน tetM มี ีการระบาดในเชื้้�อประจำำ�ถิ่่�นของระบบสืืบพัันธุ์์� ซึ่่ �งการมีียีีน 

บนพลาสมิิด ร่่วมกัับการมีี selective pressure เนื่่�องจากการใช้้ยากลุ่่�ม tetracyclines 

ในการรัักษาโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์ก่่อให้้เกิิดการระบาดของเชื้้�อ TRNG

 3.	Quinolones

	 	 	 การดื้้�อยากลุ่่�ม quinolones ของเชื้้�อหนองใน (quinolone-resistant       

N. gonorrhoeae, QRNG) มี ยีีนควบคุมอยู่่�บนโครโมโซม โดยมีีกลไกที่่�พบหลััก คื อ 

กลายพัันธุ์์�ของยีีน gyrA และ parC ซึ่่�งมีีผลให้้การจัับของยาที่่�เป้้าหมายลดลง (target 

alteration) โดยการกลายพัันธุ์์�ของยีีน gyrA มีีผลต่่อ DNA gyrase subunit A (GyrA) 

โดยพบตำำ�แหน่่งการกลายพัันธุ์์�ของกรดอะมิิโนที่่�พบบ่่อย คื ือ serine ที่่ �ตำำ�แหน่่ง 91 
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(Ser-91) และ aspartic acid ที่่�ตำำ�แหน่่ง 95 (Asp-95) ในขณะที่่�การกลายพัันธุ์์�ของยีีน 

parC มีผลต่่อ DNA topoisomerase IV โดยพบตำำ�แหน่่งการกลายพัันธุ์์�ของกรดอะมิิโน 

ที่่�พบบ่่อย คื ือ Asp-86 Ser-87, Ser-88 และ Gly-91 ซึ่่ �งการกลายพัันธุ์์�ของ DNA 

topoisomerase IV ร่่วมด้้วยทำำ�ให้้เพิ่่�มความเข้้มข้้นสููงข้ึ้�น นั่่�นคืือ การดื้้�อยาในความ 

เข้้มข้้นสููงข้ึ้�นเมื่่�อมีีการกลายพัันธุ์์�หลายเป้้าหมาย (alteration in multiple targets) 

ในขณะที่่�กลไกจาก efflux pump พบการดื้้�อยาในความเข้้มข้้นต่ำำ�� ซึ่่�งมีีการรายงาน 

พบเชื้้�อ QRNG สููงข้ึ้�นและมีี MIC สููงข้ึ้�นด้้วย 

 4.	Spectinomycin และ aminoglycosides

	 	 	 ยา spectinomycin เป็็นยาที่่�ออกฤทธิ์์�ได้้ดีีในการรัักษาการติิดเชื้้�อหนองใน 

โดยพบเชื้้�อดื้้�อยาเป็็นครั้้�งคราว ซึ่่ �งการดื้้�อยากลุ่่�มนี้้� มี ียีีนควบคุุมอยู่่�บนโครโมโซม 

โดยเกิิดจากการกลายพัันธุ์์�ของ ribosomal genes โดยการดื้้�อยา spectinomycin 

เกิิดจากการกลายพัันธุ์์�ของยีีน spc ในขณะที่่�การดื้้�อยา aminoglycosides เกิิดจาก 

การกลายพัันธุ์์�ของยีีน kan นอกจากนี้้� พบว่่า เชื้้�อที่่�มีีค่่า MIC สููงข้ึ้�นของยา gentamicin 

เกี่่�ยวข้้องกัับกลไกของ porin ด้วย

 5.	Macrolides

	 	 	 ยา azithromycin ซึ่่�งเป็็นอนุุพัันธ์์ของ erythromycin เป็็นยาที่่�ใช้้ในการ

รัักษาการติิดเชื้้�อหนองในได้้ดีี โดยยานี้้�เป็็นยาที่่�ใช้้ในการรัักษาการติิดเชื้้�อ Chlamydia 

trachomatis สำำ�หรัับเชื้้�อดื้้�อยาพบยีนควบคุมการดื้้�อยา อยู่่�บนโครโมโซม โดยเกี่่�ยวข้้อง 

กัับการกลายพัันธุ์์�ของ 23sRNA rrl ซึ่่�งควบคุมโดยยีีน mtrR และ mtrC นอกจากนี้้� 

เกี่่�ยวข้้องกัับการกลายพัันธุ์์�ของ ermB, ermC และ ermF มี ีผลเกิิด methylase 

ของเป้้าหมายในการจัับของยา ทำำ�ให้้ยาจัับได้้ลดลง
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 6.	Sulphonamide-trimethoprim combinations

	 	 	 Sulfamethoxazole -trimethoprim (cotrimoxazole) เคยเป็็นยาที่่�นำำ�

มาใช้้ในการรัักษาการติิดเชื้้�อหนองใน ซึ่่�งต้้องใช้้หลาย dose จึึงทำำ�ให้้ง่่ายต่่อการพััฒนา 

การดื้้�อยาเนื่่�องจากปััญหาในการควบคุุมดููแลเรื่่�องการใช้้ยา โดยยีีนควบคุุมการดื้้�อยา 

อยู่่�บนโครโมโซม โดยเกิิดจากการสัังเคราะห์์สารตั้้�งต้้น p-aminobenzoic acid (PABA) 

ในปริิมาณมากกว่่าปกติ ซึ่่�งเกิิดจากการกลายพัันธุ์์�ของยีีน dihydropteroate synthetase 

 7.	Chloramphenicol /Thiamphenicol 

	 	 	 Chloramphenicol เป็็นยาที่่�นำำ�มาใช้้ในการรัักษาการติิดเชื้้�อในหลายประเทศ 

และมีีการกล่่าวถึึงประสิิทธิิภาพในการรัักษาการติิดเชื้้�อหนองใน โดยการดื้้�อยา พบว่่ามีี 

ยีีนควบคุุมอยู่่�บนโครโมโซม โดยเกี่่�ยวข้้องกัับการกลายพัันธุ์์�ของยีีน penB, mtrR        

และ chl 

 8.	Cephalosporins 

	 	 	 ปััจจุบัันใช้้เป็็น first-line ในการรัักษาหนองใน โดยการดื้้�อต่่อ penicillins 

ของเชื้้�อพบการเกิิด  cross-resistance กับยา cephalosporins รุ่่ �นแรกได้้ โดยเกิิด 

การเปลี่่�ยนแปลงของเป้้าหมาย (target alteration) ทำ ำ�ให้้ยาเข้้าสู่่�เซลล์์ได้้ลดลง 

โดยขณะนี้้� พบเชื้้�อให้้ผลไวต่่อยาลดลง (decreased susceptible) เพิ่่�มข้ึ้�น ซึ่่�งเกิิดจาก 

การกลายพัันธุ์์�ของยีีนบนโครโมโซม กลไกที่่�พบเกิิดจาก mosaic และ non mosaic 

ของยีีน penA นอกจากนี้้� เกี่่�ยวกัับการกลายพัันธุ์์�ของยีีน penB, ponA, และ mtrR 
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บทที่่� 4
	 การทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อแบคทีีเรีีย
	 (Antimicrobial susceptibility testing)

นางสาวมณีีมณฑ์์ โคเบนท์์

ผศ. ดร. รัตนา ลาวััง

	 การทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อแบคทีีเรีียเป็็นขบวนการสำำ�คััญ 

สำำ�หรัับการประเมิินความสามารถของสารต้้านจุุลชีีพ ในการยัับยั้้�งการเจริญหรืือฆ่่าเชื้้�อ 

แบคทีีเรีียที่่�แยกได้้จากสิ่่�งส่่งตรวจ  เพื่่�อให้้แพทย์์ใช้้เป็็นข้้อมููลประกอบการตััดสิินใจ       

เลืือกชนิิดและระดัับของสารต้้านจุุลชีีพต่่อเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�เหมาะสำำ�หรัับการรัักษาผู้้�ป่วย 

รวมทั้้�งใช้้ในการศึึกษาแนวโน้้มการดื้้�อยาของเชื้้�อด้้วย อย่่างไรก็็ตาม การทดสอบความ

ไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อแบคทีีเรีียจััดเป็็นการทดสอบทางห้้องปฏิิบััติิการ การแปล

ผลการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อแบคทีีเรีียอาศััยการอ้้างอิิงกัับค่่ามาตรฐาน 

ซึ่่�งถููกกำำ�หนดโดยหน่่วยงานสากล ที่่�นิิยมใช้้คืือมาตรฐานของ Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) ของประเทศสหรััฐอเมริิกา วิ ิธีีการทดสอบและค่่า            

มาตรฐานในการแปลผลมีีความแตกต่่างกัันไปตามชนิิดของเชื้้�อแบคทีีเรีียและชนิิด    

ของสารต้้านจุุลชีีพ โดยการทดสอบจำำ�เป็็นต้้องทำำ�ด้วยวิิธีีมาตรฐานที่่�กำำ�หนดไว้้ เพื่่�อให้้

สามารถเปรีียบเทีียบผลกัับค่่าอ้้างอิิงได้้

 วิิธีีการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเช้ื้�อแบคทีีเรีีย

	 การทดสอบความไวสามารถทำำ�ได้้หลายวิิธีี เมื่่�อพิิจารณาตามความละเอีียด  

ของผลการทดสอบแบ่่งได้้เป็็น 2 กลุ่่�มคืือ

	 1.	 แบบกึ่่�งปริิมาณวิเคราะห์์ (semiquantitative method)

	 2.	 แบบปริิมาณวิเคราะห์์ (quantitative method)
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 1.	การทดสอบความไวแบบก่ึ่�งปริิมาณวิิเคราะห์์

	 เป็็นวิิธีีทดสอบความไวอย่่างง่่ายๆ และสะดวก นิยมใช้้ในกรณีีต่่อไปนี้้�

	 1.1 ต้องการทดสอบกับแบคทีีเรีียหลายๆ สายพัันธุ์์�

	 1.2 ต้องการทดสอบผลเพีียงคร่่าวๆ ว่่าเชื้้�อดื้้�อหรืือไม่่ดื้้�อต่่อยา

	 1.3 ต้องการทดสอบความไวกัับสารต้้านจุุลชีีพหลายชนิิด

	 แบคทีีเรีียที่่�นำำ�มาทดสอบด้้วยวิิธีีนี้้�จะต้้องสามารถเจริิญได้้ดีีในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ

ทั่่�ว ๆ  ไปและมีีอััตราการเจริญเติิบโตอย่่างสม่ำำ��เสมอ การทดสอบความไวแบบกึ่่�งปริิมาณ 

วิิเคราะห์์ที่่�นิิยมใช้้ในปััจจุุบัันคืือ disk diffusion method หรืือ agar diffusion 

method 

	 1.1.	Disk diffusion method หรืือ Kirby Bauer’s method

	 	 	 	 Disk diffusion method เป็็นวิิธีีการทดสอบความไวของเชื้้�อแบคทีีเรีีย 

ต่่อสารต้้านจุุลชีีพเชิิงคุุณภาพ และได้้รัับการรัับรองเป็็นวิิธีีมาตรฐานโดยสถาบัันควบคุม 

มาตรฐานทางห้้องปฏิิบัตัิิการ CLSI ซึ่่ �งนานาชาติิยอมรับัและนิิยมใช้้ในงานประจำำ�วััน 

ของห้้องปฏิิบััติิการต่่างๆ ทั่่�วโลก เนื่่�องจากเป็็นวิิธีีที่่�ทำำ�ได้้ง่่าย สะดวก รวดเร็็ว ผลที่่�ได้้

มีีความสอดคล้้องกัับค่่าความเข้้มข้้นต่ำำ��สุุดของสารต้้านจุุลชีีพที่่�สามารถยัับยั้้�งการ  

เจริญเติิบโตของเชื้้�อได้้ (minimal inhibitory concentration; MIC) และเป็็นข้้อมููล 

เบื้้�องต้้นแก่่แพทย์์ในการเลืือกใช้้ยารัักษาผู้้�ป่วย

			   	 1.1.1	 หลัักการ Disk diffusion method มีหลัักการของการทดสอบ    

คืือสารต้้านจุุลชีีพที่่�ทราบความเข้้มข้้น จะแพร่่ทุกทิศทาง ออกจากแผ่่นกระดาษกรอง 

รููปกลม (disk) เพื่่�อไปยัับยั้้�งการเจริิญเติิบโตของแบคทีีเรีียที่่�เพาะเลี้้�ยงบนผิิวหน้้า   

อาหารแข็็ง ความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพสููงสุุดจะอยู่่�ใกล้้ disk และลดลงตาม 

ระยะห่่างจาก disk โดยสารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีน้ำำ��หนัักโมเลกุุลขนาดใหญ่่จะเคลื่่�อนที่่�ช้้ากว่่า 

สารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีน้ำำ��หนัักโมเลกุุลขนาดเล็็ก  หลัังจากอบเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อในสภาวะที่่�  

เหมาะสมแล้้ว จะนำำ�จานอาหารออกมาตรวจวัดขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของวงใสรอบ 

disk ที่่�เกิิดจากเชื้้�อแบคทีีเรีียถููกยับยั้้�งการเจริญ (inhibition zone) เป็็นหน่่วยมิิลลิิเมตร 

และนำำ�ไปเปรีียบเทีียบกัับขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางในตารางแปลผลมาตรฐาน               
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ใน CLSI guideline รายงานผลเชิิงคุุณภาพเป็็นไว (susceptible; S), ไวปานกลาง 

(intermediate; I) ดื้้�อ (resistant; R) ไม่่ไว (nonsusceptible; NS) หรืือ (susceptible- 

dose dependent (SDD)

						      	 	 ไว (susceptible; S) หมายถึึงแบคทีีเรีียที่่�ทำำ�การทดสอบถููก 

ยัับยั้้�ง ก ารเจริิญด้้วยสารต้้านจุุลชีีพอยู่่�ในระดัับไม่่เกิินค่่าจุุดตััดความไวของยา และ     

สามารถใช้้ยาในปริิมาณปกติิเพื่่�อยัับยั้้�งการเจริิญของเชื้้�อ ซึ่่ �งบ่่งชี้้�ว่่าน่่าจะสามารถ 

ใช้้ยาในการรัักษาทางคลิินิิกได้้

							       	 ไวปานกลาง (intermediate; I) หมายถึึง แบคทีีเรีียที่่�ทำำ�การ 

ทดสอบถููกยัับยั้้�งการเจริญด้้วยระดัับของสารต้้านจุุลชีีพในระดัับสููงกว่่าระดัับที่่�บ่่งชี้้�ว่่า

เชื้้�อมีีความไวต่่อยา แต่่ต่ำำ��กว่่าระดัับที่่�บ่่งชี้้�ว่่าเชื้้�อดื้้�อต่่อยา 

								        ด้ื้�อ (resistant; R) หมายถึึงแบคทีีเรีียที่่�ทำำ�การทดสอบถููกยับยั้้�ง    

การเจริิญด้้วยสารต้้านจุุลชีีพอยู่่�ในระดัับสููงกว่่าระดัับของยาที่่�สามารถใช้้ได้้อย่่าง         

ปลอดภััยในเนื้้�อเยื่่�อหรืือสููงกว่่าค่่าจุุดตััดความไวของยาและปริิมาณยาที่่�ใช้้ไม่่สามารถ

ยัับยั้้�งการเจริญของเชื้้�อซึ่่�งบ่่งชี้้�ว่่าไม่่ควรใช้้ยาดัังกล่่าวในการรัักษาทางคลิินิิก

							       	 ไม่่ไว NS (nonsusceptible) หมายถึึง แบคทีีเรีียที่่�ทำำ�การทดสอบ 

มีีค่่า MICs ที่่ �สููงกว่่าหรืือขนาดของ inhibition zone แคบกว่่าค่่าจุุดตััดความไว  

(breakpoint susceptible) ที่่ �กำำ�หนดในเชื้้�อที่่�การแปลผลเฉพาะที่่�ให้้ผลไวต่่อยา            

เนื่่�องด้้วยอุุบััติิการณ์์ของเชื้้�อดื้้�อยายัังพบน้อยมากหรืือไม่่พบเลย 

							       	 SDD (Susceptible dose dependent) หมายถึึง แบคทีีเรีีย

ที่่�ทำำ�การทดสอบมีค่่าจุุดตัดความไว ที่่�ให้้ผลไวต่่อยาที่่�ทดสอบเมื่่�อใช้้ในปริิมาณที่่�แนะนำำ� 

ให้้ใช้้เพื่่�อการรัักษาผู้้�ป่วย 

			   	 1.1.2.	ปััจจััยสำำ�คัญเก่ี่�ยวกัับการทดสอบวิิธีี disk diffusion method

	 	 	 	 	 	 	 	 การทดสอบความไวด้้วยวิิธีี disk diffusion การแปลผลข้ึ้�นอยู่่�กัับ 

ขนาดของ inhibition zone ดั ังนั้้�น เราจึึงควรทราบปััจจััยที่่�มีีผลต่่อขนาดของ               

inhibition zone ซึ่่�งมีีหลายปััจจัยดัังนี้้�
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						      	 	 1.	 อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ (test medium) อาหารมาตรฐานสำำ�หรัับ 

ทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของแบคทีีเรีียคืือ Mueller-Hinton agar (MHA) ที่่�มีี 

pH 7.2-7.4 และมีีการควบคุุมปริิมาณไอออนประจุุบวก  (cation) ได้้แก่่  แคลเซีียม 

(Ca2+) ไม่่เกิิน 25 mg/l และแมกนีเซีียม (Mg2+) ไม่่เกิิน 12.5 mg/l และกำำ�หนดให้้   

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อปราศจากไทมีีนและไทมิิดีีน เพราะอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�มีีไทมีีนและไทมิิดีีน 

จะมีีผลยัับยั้้�งการออกฤทธิ์์�ของซััลโฟนาไมด์์และไตรเมโทพิิม ความหนาของอาหารเลี้้�ยง 

เชื้้�อมีีการกำำ�หนดมาตรฐานความหนาของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเป็็น 4 mm เตรีียมโดยใช้้ 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อปริิมาตร 25 ml ในจานอาหารที่่�มีีขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 100 mm 

และใช้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อปริิมาตร 60 ml ในจานอาหารที่่�มีีขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 150 mm 

ผิิวหน้้าของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อต้้องเรีียบและมีีระดัับสม่ำำ��เสมอไม่่เอีียงลาดก่่อนนำำ�มาใช้้     

ควรไว้้ที่่�อุุณหภููมิห้้องและผึ่่�งผิิวหน้้าอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อให้้แห้้งก่่อน

						      	 	 2.	 สารต้้านจุุลชีีพ (antimicrobial disk) มี ีลัักษณะเป็็น disk 

ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 6 mm รายละเอีียดบนแผ่่นสารต้้านจุุลชีีพประกอบด้้วย  

ชื่่�อย่่อและปริิมาณยา แหล่่งที่่�มาของยาที่่�ใช้้ทดสอบควรได้้มาตรฐานและมีีการควบคุม

คุุณภาพทางห้้องปฏิิบััติิการการเก็็บรัักษา disk ควรเก็็บในกล่่องที่่�มีีสารดููดความชื้้�น 

(desiccator) ที่่ �อุุณหภููมิ -20 °C จ นกว่่าจะนำำ�มาใช้้ เมื่่�อนำำ�แผ่่นสารต้้านจุุลชีีพออก 

มาใช้้แล้้วสามารถเก็็บที่่�อุุณหภููมิ 2-8 °C ก่่อนนำำ�มาใช้้จะต้้องวางที่่�อุุณหภููมิห้้องอย่่าง

น้้อย 1 ชั่่ �วโมง ก่่ อนใช้้งานเพื่่�อป้้องกัันการควบแน่่นของไอน้ำำ��  พบว่่าการนำำ�ส่่งและ       

การเก็็บสารต้้านจุุลชีีพที่่�ไม่่ถููกวิิธีีจะทำำ�ให้้สารต้้านจุุลชีีพเสื่่�อมคุุณภาพก่่อนถึึงวัันหมด

อายุุ ก ารใช้้ ในการทดสอบที่่�ใช้้ disk ที่่ �เสื่่�อมคุุณภาพหรืือหมดอายุุ มี ผลทำำ�ให้้ขนาด     

เส้้นผ่่านศููนย์์กลางของวงใสที่่�เชื้้�อถููกยัับยั้้�งการเจริญ (inhibition zone) เล็็กกว่่าความ

เป็็นจริงทำำ�ให้้การรายงานผลผิิดพลาดได้้

						      	 	 3.	 ปริิมาณเช้ื้�อแบคทีีเรีีย (inoculum size) การเตรีียมแบคทีีเรีีย 

สามารถทำำ�ได้้ 2 วิธีี คือ 

									         	 3.1.	 การเตรีียมเช้ื้�อด้้วย วิธีี broth culture method 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 -	เลืือกโคโลนีีที่่�มีีลัักษณะเหมืือนกััน 3 ถึึง 5 โคโลนีีโดยใช้้ 

loop แตะส่่วนบนของโคโลนีี ใส่่ในอาหารเพาะเชื้้�อ 



คู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองใน
ทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์

69คู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองใน
ทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์

68

เช่่น tryptic soy broth หลอดละ 2 ml อบเพาะเลี้้�ยงที่่� 

อุุณหภููมิิ 35 °C ประมาณ  2-5 ชั่่ �วโมง วิ ิธีี broth      

culture method ไม่่แนะนำำ�ให้้ใช้้ในการเตรีียมเชื้้�อ               

Staphylococcus spp., Haemophilus spp., 

Streptococcus spp. และ N. gonorrhoeae          

เพื่่�อทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพด้้วยวิิธีีนี้้�

									         	 3.2		 การเตรีียมเช้ื้�อด้้วย วิธีี colony suspension

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 -	ใช้้เชื้้�อ isolated colony ซึ่่�งเพาะบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด 

nonselective medium เช่่น blood agar เป็็นเวลา 

18-24 ชั่่ �วโมง ใส่่ใน NSS หรืือ Mueller-Hinton 

broth เพื่่�อใช้้ปรัับความขุ่่�น โดยวิิธีี colony suspens-

sion นี้้�สามารถใช้้เตรีียมเชื้้�อทั่่�วไป รวมทั้้�งเชื้้�อเจริญยาก 

เพื่่�อใช้้ทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพ 

	 นำำ�เชื้้�อที่่�เตรีียมมาปรัับเทีียบความขุ่่�นให้้เท่่ากัับ  0.5 McFarland standard 

No.1 ซึ่่ �งจะมีีจำำ�นวนแบคทีีเรีียประมาณ  1.5×108 CFU/ml ก ารเทีียบความขุ่่�นควร   

ทำำ�ในที่่�ที่่�มีีแสงสว่่างเพีียงพอโดยใช้้กระดาษขาว ที่่�มีีเส้้นตรงทึึบสีดำำ�เป็็นฉากหลัังเทีียบ 

ความขุ่่�นโดยดููจากความชััดของเส้้นสีีดำำ�ผ่่านหลอดเชื้้�อ หากเชื้้�อมากเกิินไปจะทำำ�ให้้ 

เห็็นเส้้นสีีดำำ�ชััดเจนน้้อยกว่่าหลอด  0.5 McFarland standard No.1 ในกรณีีนี้้�ให้้  

เจืือจางเชื้้�อด้้วยการเติิม NSS หรืือ Mueller-Hinton broth เพิ่่�ม แต่่ถ้าเป็็น colony 

suspension แล้้วเชื้้�อน้้อยเกิินไปให้้เพิ่่�มเชื้้�อลงในหลอดหรืือ ถ้าเป็็น broth culture 

method เชื้้�อน้้อยเกิินไปแสดงว่่าเชื้้�อที่่�ได้้ไม่่อยู่่�ในช่่วง log phase ให้้เริ่่�มต้้นตั้้�งแต่่ 

การเตรีียมเชื้้�อใหม่่ หากใช้้วิิธีีการเทีียบความขุ่่�นอาจทำำ�ได้้โดยวััดด้วยเครื่่�อง spectrop-

photometer ที่่�ความยาวคลื่่�น 625 นาโนเมตร จะได้้ค่่าดููดกลืนแสง (OD) ประมาณ 

0.08-0.10

	 จำำ�นวนแบคทีีเรีียที่่�ใช้้ทดสอบ ถ้ ้าใช้้แบคทีีเรีียจำำ�นวนมากเกิินไปจะทำำ�ให้้           

inhibition zone แคบ และถ้้าใช้้จำำ�นวนแบคทีีเรีียน้้อยเกิินไปจะได้้ inhibition zone 

กว้างกว่่าความเป็็นจริง 
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						      	 	 4. 	อุุณหภููมิิ (temperature) โดยทั่่�วไปควรอบเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อที่่� 
ทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�อุุณหภููมิิ 35 °C แต่่เกณฑ์์การ  
ยอมรัับของเชื้้�อและยาแต่่ละชนิิดมีีความแตกต่่างกััน เช่่น Staphylococcus spp. 
อบเพาะเลี้้�ยงที่่� 35±2 °C และ N. gonorrhoeae 36±1 °C อุณหภููมิที่่�ไม่่เหมาะสมมีี
ผลต่่อการเจริญของเชื้้�อ ซึ่่�งทำำ�ให้้ความไวต่่อยาเปลี่่�ยนแปลงไปได้้
						      	 	 5.	 ระยะเวลาอบเพาะเช้ื้�อ (incubation period) อาจแตกต่่างกััน 
ในเชื้้�อและยาแต่่ละชนิิด  และมีีผลต่่อการแปลผลความไวต่่อยาได้้ โดยทั่่�วไปควร 
อบเพาะเชื้้�อเป็็นเวลา 16-18 ชั่่�วโมง แต่่เชื้้�อ N.gonorrhoeae อบที่่� 20-24 ชั่่�วโมง
						      	 	 6.	 การควบคุุมคุุณภาพ โดยใช้้เชื้้�อมาตรฐานดำำ�เนิินการควบคู่่�กัับ 
ระบบ ซึ่่�งวิิธีีการทดสอบและการแปลผลเป็็นไปโดยวิิธีีเดีียวกััน หรืือเป็็นไปตามเกณฑ์์
ที่่�ยอมรัับได้้ของ CLSI ซึ่่�งผลการควบคุมคุุณภาพต้้องผ่่าน ถึึงจะดำำ�เนิินการรายงานผล
การทดสอบได้้ การทดสอบและการแปลผลนี้้�ใช้้ตาม CLSI กำำ�หนด
วิิธีีการทดสอบ
	 1.	 หลัังจากเทีียบความขุ่่�นกัับ 0.5 McFarland standard No.1 (suspension 

solution) แล้้ว ให้้เพาะลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�เหมาะสม โดยใช้้ sterile 
swab size M จุ่่�มลงใน suspension solution หมุุน swab หลายๆ ครั้้�ง 
เพื่่�อให้้เชื้้�อซึึมเข้้าให้้ทั่่�ว แตะ swab กั ับผิิวด้้านในของหลอดแล้้วหมุุนให้้ 
swab พอหมาดๆ นำำ�มาป้้ายเป็็น 3 ระนาบ ทำำ�มุม 60 องศาในแต่่ละครั้้�ง 
ให้้เชื้้�อกระจายทั่่�วผิิวของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแล้้วป้้ายรอบขอบด้้านในของ  
อาหารเพาะเชื้้�ออีีกครั้้�งหนึ่่�ง

	 2.	 ใช้้ forcep ที่่�ทำำ�ให้้ปราศจากเชื้้�อ คีบ disk มาวางบนผิิวของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 
ที่่�ปล่่อยให้้ผิิวอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแห้้ง แต่่ห้ามเกิิน 15 นาทีี กดเบาๆ ให้้แผ่่น 
disk ติดกับอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ถ้าใช้้จานเลี้้�ยงเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 100 
มิิลลิิเมตร ไม่่ควรวาง disk เกิิน 5 ชนิิด ถ้าใช้้จานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่าน 
ศููนย์์กลาง 150 มิลลิิเมตรไม่่ควรวาง disk เกิิน 12 ชนิิด

	 	 	 	 	 	 สำำ�หรัับเชื้้�อ S.pneumoniae, N. gonorrhoeae และ Haemophilus spp. 
ถ้้าใช้้จานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 100 มิลลิิเมตร ไม่่ควรวาง disk 
เกิิน 4 ชนิิด ถ้ ้าใช้้จานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 150 มิ ิลลิิเมตร 
ไม่่ควรวาง disk เกิิน 9 ชนิิด
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	 3.	 นำำ�จานเพาะเชื้้�อที่่�ได้้ อบเพาะเลี้้�ยงที่่�อุุณหภููมิ 35 °C เป็็นเวลา 16-18 ชั่่�วโมง 
(เกณฑ์์การยอมรัับของเชื้้�อและยาแต่่ละชนิิดมีความแตกต่่างกััน) ภายใน 15 นาทีี 
หลัังจากวางแผ่่นยาเสร็็จเรีียบร้อยแล้้ว โดยวางคว่ำำ��ให้้ด้้านที่่�เป็็นอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 
อยู่่�ข้้างบน

	 4.	 การทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพในแต่่ละครั้้�ง ควรทดสอบกับแบคทีีเรีีย 
สายพัันธุ์์�มาตรฐานควบคู่่�ไปด้้วยเพื่่�อตรวจสอบความถููกต้องของการทดสอบ

	 5.	 นำำ�จานเพาะเชื้้�อที่่�อบเพาะเลี้้�ยงครบเวลามาวััดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของ        
inhibition zone เป็็นค่่ามิิลลิิเมตรโดยใช้้เครื่่�องมืือวััดขนาดที่่�ได้้มาตรฐาน 
vernier, calipers หรืือไม้้บรรทััด  เราสามารถวััดขนาดของ inhibition 
zone จ ากด้านหน้้าหรืือด้้านหลัังจานเพาะเชื้้�อหากเป็็นอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อใส 
แต่่ถ้าเป็็นอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�มีีเลืือดผสมจะต้้องวััดจากด้านหน้้าของจานเพาะ 
เชื้้�อถ้้าเตรีียมเชื้้�อได้้ถููกต้้อง เชื้้�อจะขึ้้�นอย่่างสม่ำำ��เสมอไม่่มีีช่่องว่่างระหว่่าง 

โคโลนีี และขอบของ inhibition zone จะชััดเจน

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

รููปท่ี่� 4.1 การทดสอบ Diffusion method 

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

Hinton-Agar.gif.	
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	 6.	 นำำ�ผลที่่�วััดได้้มาเทีียบกัับค่่าในตารางแปลผลมาตรฐานตามเกณฑ์์ CLSI 
guideline โดยผลของเชื้้�อควบคุมต้้องอยู่่�ในเกณฑ์์ยอมรัับได้้

	 	 	 เนื่่�องจาก  CLSI guideline มี ีการปรัับปรุุงและเปลี่่�ยนแปลงข้้อมููลการ        

แปลผลและการรายงานผลให้้ถููกต้้องเป็็นปััจจุุบัันเพื่่�อให้้สอดคล้้องกัับการรัักษาเชื้้�อ   

แบคทีีเรีียแต่่ละชนิิดจากผู้้�ป่่วยทุุกปีี ทำ ำ�ให้้ผู้้�ปฏิิบััติิงานจำำ�เป็็นจะต้้องติิดตามข้้อมููล        

เหล่่านี้้�เพื่่�อนำำ�มาประยุุกต์ใช้้ในห้้องปฏิิบััติิการต่่อไป

 2.	แบบปริิมาณวิิเคราะห์์ (quantitative method)

	 เป็็นการทดสอบที่่�ให้้ผลเป็็นค่่าความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพที่่�น้้อยที่่�สุุดที่่�     

สามารถยับัยั้้�งการเจริญของแบคทีีเรีีย โดยการผสมสารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีความเข้้มข้้นจาก

สููงไปหาต่ำำ��กับอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแล้้วใส่่เชื้้�อลงไป นำำ�ไปอบเพาะเชื้้�อข้้ามคืืนในตู้้�อบ 35 °C 

ทำำ�การตรวจหาความเข้้มข้้นต่ำำ��สุุดของสารต้้านจุุลชีีพที่่�สามารถยัับยั้้�งการเจริิญของ 

เชื้้�อที่่�ทดสอบ เรีียกว่่า minimum inhibitory concentration (MIC) และในบางวิิธีี 

จะทราบค่่าความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพน้้อยที่่�สุุดที่่�สามารถฆ่่าแบคทีีเรีียนั้้�นได้้เรีียก

ว่่า minimum bactericidal concentration (MBC) การทดสอบความไวแบบปริิมาณ 

วิิเคราะห์์นี้้�มีีขั้้�นตอนและวิิธีีการยุ่่�งยากกว่่าแบบกึ่่�งปริิมาณวิเคราะห์์การทราบค่่า MIC 

หรืือ MBC เพื่่�อพิิจารณาให้้ปริิมาณยาที่่�ถููกต้องเหมาะสมในการรัักษา นอกจากนี้้�การ

ทดสอบความไวแบบปริิมาณวิิเคราะห์์ยัังเป็็นวิิธีีที่่�นิิยมใช้้ในการศึึกษาสารต้้านจุุลชีีพ 

ชนิิดใหม่่กับแบคทีีเรีียชนิิดต่่างๆ เพื่่�อดููค่่า MIC ซึ่่�งค่่า MIC ยิ่่�งน้้อยจะแสดงถึึงประสิิทธิิภาพ 

ที่่�ดีีของสารต้้านจุุลชีีพนั้้�น

	 นอกจากนี้้�ยัังใช้้การหาค่่า MIC เป็็นการตรวจยืืนยัันการดื้้�อยาของแบคทีีเรีีย   

บางชนิิดที่่�ไม่่สามารถแปลผลการทดสอบจากวิธีี disk diffusion ได้้ 
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 สารต้้านจุุลชีีพท่ี่�ทดสอบ

	 สารต้้านจุุลชีีพที่่�นำำ�มาทดสอบเป็็นผงมาตรฐานอ้้างอิิงทางห้้องปฏิิบััติิการ      

(laboratory reference standard powder) ซึ่่ �งต้้องปราศจากสารที่่�มีีฤทธิ์์�ต้้าน 

จุุลชีีพปนเปื้้�อน โดยซื้้�อจากบริิษััทที่่�ผลิิตยาหรืือสารเคมีีที่่�เชื่่�อถืือได้้ ซึ่่ �งจะมีีข้้อมููล 

เกี่่�ยวกัับส่่วนประกอบของสารเคมีี, การเก็็บรักษา, ความคงตััว, ความแรง (potency), 

คุุณสมบััติิในการละลาย, วันหมดอายุุ และข้้อมููลอื่่�นๆ

	 การเลืือกระดัับความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพที่่ �จะทดสอบนั้้�น ควรให้้ 

ครอบคลุุมจุุดตัด (cut off หรืือ break point) ที่่�ใช้้ในการแปลผล โดยทั่่�วไปนิิยมเลืือก 

ความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพระหว่่าง 0.125 ถึึง 256 ไมโครกรัมต่่อมิิลลิิลิิตร 

	 การเตรีียมสารละลายของผงยาต้้านจุุลชีีพ ควรคำำ�นวณปริิมาณยาที่่�ต้้องการชั่่�ง

จากค่่า potency ที่่�บอกไว้้ในฉลากข้างขวดยา ซึ่่�งนิิยมบอกเป็็นค่่าไมโครกรัมต่่อมิิลลิิกรัม

	 คำำ�นวณน้ำำ��หนัักที่่�ต้้องชั่่�ง ได้้จากสููตรนี้้�

 

W =
VxC

P

	 W = น้ำำ��หนัักของผงยาที่่�ต้้องนำำ�มาละลาย (เป็็นมิิลลิิกรัม)

	 P = ค่่า potency ของยา (ไมโครกรัมต่่อมิิลลิิกรัม)

	 C = ความเข้้มข้้นของสารละลายยา (ไมโครกรัมต่่อมิิลลิิกรัม)

	 V = ปริิมาตรของสารละลายที่่�ต้้องการ (มิิลลิิลิิตร)

Dilution method เป็็นวิิธีีมาตรฐานในการทดสอบความไวของเชื้้�อแบคทีีเรีียต่่อ       

สารต้้านจุุลชีีพเชิิงปริิมาณประกอบด้วยวิิธีี broth dilution, agar dilution และ E test
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	 2.1		 Broth dilution เป็็นการเจืือจางสารต้้านจุุลชีีพในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเหลว

ทำำ�ได้้ 2 วิธีี

			   	 2.1.1	 Broth macrodilution method ทำำ�การทดสอบในหลอดทดลอง 

ซึ่่�งมีีวิิธีีการดัังนี้้�

การเตรีียมอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ

	 อาหารมาตรฐานที่่�ใช้้ในการทดสอบ broth dilution คื ือ cation-adjusted 
Mueller-Hinton broth (CAMHB) ที่่�มีีการควบคุมพีีเอช ปริิมาณไอออนประจุุบวก 
(cation) และไทมิิดีีน (thymidine) จากบริษััทผู้้�ผลิต ถ้าต้้องการทดสอบเชื้้�อกลุ่่�มเจริญ 
ยากจะต้้องเติิมสารส่่งเสริิมการเจริญ หรืือใช้้อาหารชนิิดที่่�ทำำ�ให้้เชื้้�อเจริญได้้ดีี ปริิมาณ
อาหารที่่�ใช้้ในการทดสอบมีความแตกต่่างกััน ทำำ�ให้้จำำ�แนกวิธีี broth dilution ออกเป็็น 
2 วิธีี คือ
	 Broth macrodilution (tube dilution) test วิธีีนี้้�จะทำำ�การทดสอบในหลอด 
ทดลองขนาด 13 × 100 mm โดยใช้้อาหารเหลวปริิมาณ 1-2 ml ต่่อหลอดทดลอง 
Broth microdilution test วิธีีนี้้�จะทำำ�การทดสอบในถาดหลุุมพอลิิสไทรีีนขนาดเล็็ก 
(polystyrene microtiter tray) ที่่�มีีหลุุมทดลอง 80-100 หลุุม (ส่่วนใหญ่่ 96 หลุุม) 
โดยใช้้อาหารเหลวปริิมาณ 0.1 ml/หลุุม 

การเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพ
	 สารต้้านจุุลชีีพ จะต้้องเป็็นผงสารต้้านจุุลชีีพมาตรฐาน (standard powder) 
ที่่�มีีความบริสุุทธิ์์� ไม่่มีแป้้ง หรืือน้ำำ��ตาล หรืือสารอื่่�นปนเป้ื้�อน เตรีียมสารต้้านจุุลชีีพให้้
มีีความเข้้มข้้นเป็็น 40 เท่่าของความเข้้มข้้นสููงสุุดที่่�ต้้องการทดสอบเพื่่�อเป็็น stock 
และเมื่่�อต้้องการทดสอบให้้ใช้้ 1 ml ใส่่ในหลอดที่่� 1 และใส่่อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Cation-  
adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) pH 7.2-7.4 1 ml จากนั้้�นใช้้สารต้้าน
จุุลชีีพในหลอดที่่� 1 ใส่่ในหลอดที่่� 2, 3, 4 หลอดละ 1 ml. และใส่่อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 
cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) pH 7.2-7.4 หลอดละ 1, 3, 7 
ml ในหลอดที่่� 2, 3, 4 ตามลำำ�ดับ จากนั้้�นใช้้สารต้้านจุุลชีีพหลอดที่่� 4 แบ่่งใส่่ในหลอดที่่� 
5, 6, 7 หลอดละ 1 ml และใส่่ CAMHB หลอดละ 1, 3, 7 ml ในหลอดที่่� 5, 6, 7 
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ตามลำำ�ดับ จากนั้้�นใช้้สารต้้านจุุลชีีพหลอดที่่� 7 แบ่่งใส่่ในหลอดที่่� 8, 9, 10 หลอดละ   
1 ml และใส่่  CAMHB หลอดละ 1, 3, 7 ml ในหลอดที่่� 8, 9, 10 ตามลำำ�ดัับ 
ซึ่่�งความเข้้มข้้นของทุุกหลอดเป็็น 2 เท่่า ซึ่่ �งเมื่่�อเติิมเชื้้�อที่่�เตรีียมไว้้จะทำำ�ให้้เจืือจาง 
ได้้ความเข้้มข้้นตามต้้องการ เช่่น ตั วอย่่างการเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพเพื่่�อใช้้ทดสอบหา 
ค่่าความเข้้มข้้นสููงสุุดที่่� 128 µg/ml เป็็นดัังตาราง

ตารางท่ี่� 4.1 การเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพเพื่่�อใช้้ทดสอบหาค่่าความเข้้มข้้นสููงสุุดที่่� 128 
µg/ml โดยวิิธีี broth dilution

หลอดท่ี่�

Antimicrobial solution
ปริิมาตร 

CAMHB

ความเข้้มข้้น

สุุดท้้าย

(µg/ml)
ความเข้้มข้้น

 (µg/ml)
Source ปริิมาตร

1 5120 Stock 1 9 512

2 512 หลอดที่่� 1 1 1 256

3 512 หลอดที่่� 1 1 3 128

4 512 หลอดที่่� 1 1 7 64

5 64 หลอดที่่� 4 1 1 32

6 64 หลอดที่่� 4 1 3 16

7 64 หลอดที่่� 4 1 7 8

8 8 หลอดที่่� 7 1 1 4

9 8 หลอดที่่� 7 1 3 2

10 8 หลอดที่่� 7 1 7 1
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การเตรีียมเช้ื้�อแบคทีีเรีีย
	 เตรีียมเชื้้�อแบคทีีเรีียได้้จากทั้้�งวิิธีี colony suspensionและ วิธีี broth culture 
method โดยนำำ�แบคทีีเรีียทดสอบที่่�เตรีียมได้้มาปรัับความขุ่่�นให้้เท่่ากัับ 0.5 McFarland 
standard No.1 แล้้วนำำ�มาเจืือจาง 1:100 ในน้ำำ��เกลืือปราศจากเชื้้�อจะได้้แบคทีีเรีีย 
จำำ�นวนประมาณ 106 CFU/ml ควรทดสอบแบคทีีเรีียสายพัันธุ์์�มาตรฐานควบคู่่�ไปด้้วย 
ทุุกครั้้�ง เพื่่�อตรวจสอบความถููกต้องของการทดสอบ

วิิธีีทดสอบ

	 นำำ�สารต้้านจุุลชีีพที่่�เตรีียมไว้้แล้้วตามลำำ�ดัับ  (1-10) มาใส่่ในหลอดปราศจาก 

เชื้้�อหลอดที่่� 1-10 หลอดละ 1 ml และ หลอดที่่� 11, 12 ให้้ใส่่ CAMHB หลอดละ          

1 ml จากนั้้�นเติิมเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�ปรัับความขุ่่�นแล้้วในหลอดที่่� 2-11 หลอดละ 1 ml 

นั้้�นคืือ หลอดที่่� 11 มี ีอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อและแบคทีีเรีียจึึงเป็็นหลอดควบคุุมผลบวก       

(positive control) หลอดที่่� 12 จะมีีแต่่อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ และหลอดที่่� 1 จะมีีแต่่อาหาร 

เลี้้�ยงเชื้้�อและสารต้้านจุุลชีีพ จึึ งเป็็นหลอดควบคุมผลลบ  (negative control) นำ ำ�ไป 

อบเพาะเลี้้�ยงที่่� 35 °C เป็็นเวลา 16-20 ชั่่�วโมง 

	 -	แบคทีีเรีียสายพัันธุ์์�มาตรฐานที่่�ใช้้เป็็นตััวควบคุุม ควรมีีค่่า MIC อยู่่�ในช่่วงที่่� 

มาตรฐานกำำ�หนด จึึ งจะอ่่านค่่าความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพน้้อยที่่�สุุดที่่� 

ยัับยั้้�งการเจริิญของแบคทีีเรีียได้้ โดยสัังเกตความขุ่่�นของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ       

หลอดที่่�ไม่่ขุ่่�นจะไม่่มีีการเจริิญของแบคทีีเรีีย โดยความเข้้มข้้นต่ำำ��สุุดที่่�ยัับยั้้�ง 

เชื้้�อได้้ให้้อ่่านผลเป็็นค่่า MIC 

	 -	กรณีีต้้องการอ่่านค่่า MBC นำ ำ�อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อจากหลอดที่่�ไม่่ขุ่่�นทั้้�งหมดมา 

หลอดละ 10 µl เพาะในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�ไม่่มีสารต้้านจุุลชีีพ แล้้วอบเพาะเลี้้�ยง 

ที่่� 35 °C เป็็นเวลา 16-20 ชั่่ �วโมง อ่่ านค่่าความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพ        

น้้อยที่่�สุุดที่่�แบคทีีเรีียไม่่เจริญหรืือเจริญน้้อยกว่่าร้้อยละ 0.1 เป็็นค่่า MBC 
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	 2.1.2	 Broth microdilution method เป็็นวิิธีีหาค่่า MIC และ MBC 

เหมืือนกัับ  broth macrodilution method ต่่ างกัันที่่�ภาชนะที่่�ใช้้ในการทดสอบ 

และปริิมาตรของเชื้้�อ ยา และอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ วิ ธีีนี้้�จะทดสอบในmicrotiter plates 

ทำำ�ให้้ประหยััดปริิมาณของสารต้้านจุุลชีีพและปริิมาณอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ซึ่่ �งหลัักการ 

เตรีียมสารต้้านจุุลชีีพ ก ารเตรีียมแบคทีีเรีียที่่�จะทดสอบ  ชนิิดของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

การอบเพาะเชื้้ �อ ก ารอ่่านและแปลผล ทำ ำ�เช่่นเดีียวกัับการทดสอบแบบ  broth         

macrodilution method 

	 2.2		 Agar dilution method

	 	 	 	 เป็็นการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพโดยเจืือจางสารต้้านจุุลชีีพใน 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิดแข็็ง แล้้วเพาะแบคทีีเรีียบนผิิวอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเป็็นจุุดๆ โดยใช้้ 

เครื่่�องมืือ inoculum replicating apparatus ซึ่่ �งมีี multipoint inoculator 

โดยหลัักการทดสอบ agar dilution จะเหมืือนกัับ broth dilution แต่่จะแตกต่่างกััน 

ที่่�ขั้้�นตอนการผสมสารต้้านจุุลชีีพความเข้้มข้้นต่่างๆ รวมกัับอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�หลอมเหลว 

เป็็นเนื้้�อเดีียวกัันก่่อน รอให้้อาหารแข็็งก่่อนที่่�จะเพาะเชื้้�อทดสอบลงไปโดยใช้้เครื่่�องมืือ

พิิเศษภายหลัังการบ่่มเชื้้�อเป็็นเวลา 16-20 ชั่่�วโมง ถ้าความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพ 

สามารถยัับยั้้�งการเจริญได้้จะไม่่เห็็นโคโลนีีเจริญข้ึ้�นมาบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ รายงานผล 

เป็็นค่่าความเข้้มข้้นต่ำำ��สุดของสารต้้านจุุลชีีพที่่�ยัับยัังการเจริญของเชื้้�อได้้ (MIC) หน่่วย 

µg/ml

การเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพ

	 จะต้้องทราบค่่า potency ของสารต้้านจุุลชีีพ คำำ�นวณปริิมาณผงมาตรฐานที่่�

ต้้องชั่่�งจากค่่า potency, ความเข้้มข้้นสููงสุุดที่่�ต้้องการและปริิมาตรของสารต้้านจุุลชีีพ

ที่่�ต้้องการใช้้ การคำำ�นวณนี้้�จะต้้องเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพมีีความเข้้มข้้นเป็็น 40 เท่่าของ 

ความเข้้มข้้นสููงสุุดที่่�ต้้องการทดสอบ  ในการเตรีียมความเข้้มข้้นของสารตานจุุลชีีพทำำ�

โดยใช้้ stock ปริิมาตร 2, 1, 1 ml ใส่่ในหลอดที่่� 1, 2, 3 และใส่่ตัวทำำ�ละลาย (diluent) 

ซึ่่�งส่่วนใหญ่่จะใช้้น้ำำ��กลั่่�นในการเจืือจาง ปริิมาตรหลอดละ 2, 3, 7 ml ใส่่ในหลอดที่่� 1, 
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2, และ 3 ตามลำำ�ดัับ จ ากนั้้�นใช้้สารต้้านจุุลชีีพในหลอดที่่� 3 ปริิมาตร 2, 1, 1 ml 

ใส่่ในหลอดที่่� 4, 5, 6 และใส่่ตัวทำำ�ละลายหลอดละ 2, 3, 7 ml ในหลอดที่่� 4, 5, และ 

6 ตามลำำ�ดับ จากนั้้�นใช้้สารต้้านจุุลชีีพในหลอดที่่� 6 ปริิมาตร 2, 1, 1 ml แบ่่งใส่่ในหลอดที่่� 

7, 8, 9 และใส่่ตัวทำำ�ละลายหลอดละ 2, 3, 7 ml ในหลอดที่่� 7, 8, และ 9 ตามลำำ�ดับ 

ซึ่่�งความเข้้มข้้นของทุุกหลอดเป็็น 10 เท่่า ซึ่่ �งเมื่่�อเติิมเชื้้�ออาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิดแข็็งที่่�      

เตรีียมไว้้จะทำำ�ให้้เจืือจางได้้ความเข้้มข้้นที่่�ต้้องการ เช่่น ตั ัวอย่่างการเตรีียมสารต้้าน      

จุุลชีีพเพื่่�อใช้้ทดสอบหาค่่าความเข้้มข้้นสููงสุุดที่่� 128 µg/ml เป็็นดัังตาราง

ตารางท่ี่� 4.2 การเตรีียมสารต้้านจุุลชีีพเพื่่�อใช้้ทดสอบหาค่่าความเข้้มข้้นสููงสุุดที่่� 128 

µg/mL โดยวิิธีี agar dilution

หลอดท่ี่�

Antimicrobial solution

ปริิมาตร 

Diluent

ความเข้้มข้้น

สุุดท้้ายท่ี่� 1:10 

ใน agar 

(µg/ml)

ความเข้้มข้้น

 (µg/ml)
Source ปริิมาตร

1 5120 Stock 2 2 256

2 5120 Stock 1 3 128

3 5120 Stock 1 7 64

4 640 หลอดที่่� 3 2 2 32

5 640 หลอดที่่� 3 1 3 16

6 640 หลอดที่่� 3 1 7 8

7 80 หลอดที่่� 6 2 2 4

8 80 หลอดที่่� 6 1 3 2

9 80 หลอดที่่� 6 1 7 1
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การเตรีียมอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ

	 อาหารมาตรฐานที่่�ใช้้ในการทดสอบ คือ Mueller-Hinton agar โดยนำำ�มาต้้ม 

121 °C 15 นาทีี ให้้ละลายแล้้วแบ่่งใส่่หลอด หลอดละ 18 ml นำำ�ไปนึ่่�งทำำ�ลายเชื้้�อ 

แล้้วทำำ�ให้้อุุณหภููมิลดลงถึึงประมาณ 50 °C โดยแช่่ใน water bath

	 นำำ�ยาที่่�เจืือจางแล้้วแต่่ละความเข้้มข้้นมา 2 ml ใส่่ในหลอดอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อผส

มให้้เข้้ากัันแล้้วเทลงในจานเพาะเชื้้�อที่่�ปราศจากเชื้้�อ และใช้้ตััวทำำ�ละลาย 2 ml ใส่่ใน 

หลอดอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อผสมให้้เข้้ากัันแล้้วเทลงในจานเพาะเชื้้�อที่่�ปราศจากเชื้้�อ (positive 

control) ตั้้�งไว้้ให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแข็็ง และตากผิวหน้้าอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อให้้แห้้ง

การเตรีียมเช้ื้�อแบคทีีเรีีย

	 เตรีียมเชื้้�อโดยวิิธีี direct colony หรืือ broth culture method ให้้ได้ ้

เชื้้�อที่่�ความขุ่่�นเท่่ากัับ  0.5 McFarland standard No.1 ซึ่่ �งจะมีีเชื้้�อประมาณ  108   

CFU/ml นำำ�มาเจืือจาง 1:10 ด้วยน้ำำ��เกลือปราศจากเชื้้�อจะได้้ความเข้้มข้้นของเชื้้�อเป็็น 

107 CFU/ml เมื่่�อนำำ� multipoint inoculator มาแตะเชื้้�อนี้้�จะมีีเชื้้�อติิดมาประมาณ 

1 µl ปริิมาณเชื้้�อสุุดท้้ายที่่�อยู่่�บน agar dilution plate เท่่ากัับ  104 CFU/spot            

เมื่่�อปรัับความขุ่่�นและเจืือจางแล้้วควรนำำ�มาทดสอบภายใน 15 นาทีี เพื่่�อป้้องกััน          

การเปลี่่�ยนแปลงของจำำ�นวนเชื้้�อแบคทีีเรีีย

วิิธีีการทดสอบ

	 นำำ�แบคทีีเรีียที่่ �เตรีียมแล้้วมาเพาะบนอาหารเลี้้ �ยงเชื้้ �อที่่ �มีีสารต้้านจุุลชีีพ 

โดยอาจใช้้ลููปที่่�เทีียบมาตรฐาน (calibrated loop) ปิเปตต์์อััตโนมััติิ หรืือ inoculum 

replicating apparatus โดยนำำ�แบคทีีเรีียมาใส่่ในหลุุมๆ ละ 500 µl จ ากนั้้�นนำำ�      

multipoint inoculator แตะเชื้้�อในหลุุมแล้้วนำำ�ไปแตะบนผิิวอาหารเลี้้�ยงเชื้้ �อ 

ปลายของ multipoint inoculator จะถ่่ายโอนเชื้้�อมาได้้ประมาณ 1 µl ทำำ�ให้้ได้้เชื้้�อใน 

แต่่ละจุุดประมาณ  104-105 CFU ควรหยดเชื้้�อบนผิิว agar ที่่ �เป็็น control plate 

ซึ่่�งไม่่มียาต้้านจุุลชีีพ ก่่อน plate ที่่�มีียาโดยเรีียงจากยาเข้้มข้้นน้้อยไปมาก นอกจากนี้้�

ควรทดสอบกับแบคทีีเรีียสายพัันธุ์์�มาตรฐานควบคู่่�ไปด้้วย เพื่่�อตรวจสอบความถููกต้อง
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ของการทดสอบ เมื่่�อหยดเชื้้�อเสร็็จแล้้วควรวางจานเพาะเชื้้�อในระนาบให้้หยดเชื้้�อแห้้ง 

แล้้วจึึงคว่ำำ��จานเพาะเชื้้�อ นำำ�ไปอบเพาะเลี้้�ยงที่่� 35 °C เป็็นเวลา 16-20 ชั่่�วโมง

การอ่่านและแปลผล

	 อ่่านค่่าความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพน้้อยที่่�สุุดที่่�แบคทีีเรีียไม่่เจริญเป็็นค่่า MIC 

โดยค่่า MIC ที่่ �ได้้นี้้�จะมีีความถููกต้้องเชื่่�อถืือได้้ เมื่่�อแบคทีีเรีียสายพัันธุ์์�มาตรฐาน 

ซึ่่�งใช้้เป็็นตััวควบคุุมได้้ค่่า MIC อยู่่�ในช่่วงที่่�มาตรฐานกำำ�หนด ค่่ า MIC ที่่ �ได้้สามารถ 

นำำ�ไปแปลผลเป็็นไว ไวปานกลาง ไม่่ไว หรืือดื้้�อ ได้้จากตารางมาตรฐานที่่�กำำ�หนดค่่า cut 

off หรืือ breakpoint

	 2.3		 Epsilometer test (E test)

	 	 	 	 ได้้มีีการพััฒนาวิิธีีการทดสอบ MIC ให้้สะดวกขึ้้�น ซึ่่ �งพััฒนาขึ้้�นโดยใช้้        

หลัักการแพร่่กระจายของสารต้้านจุุลชีีพ มีความสะดวกในการปฏิิบััติิเหมืือนการทดสอบ 

disk diffusion method และรายงานผลเป็็นค่่า MIC เหมืือนการทดสอบ broth หรืือ 

agar dilution method โดยการใช้้แถบพลาสติิก (strip) ที่่�มีีคุุณสมบััติิไม่่ดููดซับน้ำำ��ขนาด 

5×50 มิลลิิเมตร โดยด้้านหนึ่่�งเคลืือบไว้้ด้้วยสารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีความเข้้มข้้นลดลงอย่่าง

ต่่อเนื่่�องจากความเข้้มข้้นมากไปหาน้้อย อี ีกด้้านหนึ่่�งมีีตััวเลขและสเกลบอกค่่าความ   

เข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพที่่�ตำำ�แหน่่งต่่างๆ (continuous concentration gradient) 

วางแถบสารต้้านจุุลชีีพบนผิิวหน้้าของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Mueller-Hinton agar ที่่ �ทำำ� 

การเพาะเชื้้�อแบคทีีเรีียโดยวิิธีีเดีียวกัับการทดสอบ disk diffusion method แล้้วนำำ� 

plates ไปอบเพาะเลี้้�ยงในสภาวะที่่�เหมาะสมของเชื้้�อแต่่ละสายพัันธุ์์� ถ้าสารต้้านจุุลชีีพ 

สามารถยัับยั้้�งการเจริญของเชื้้�อได้้ จะเกิิดวงใสรููปหยดน้ำำ�� (inhibition ellipse zone) 

เนื่่�องจากความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพบนแถบไม่่เท่่ากัันตลอดทั้้�งแถบ ลักษณะของ 

inhibition zone จึึงไม่่เป็็นวงกลมแต่่จะเป็็นรููปหยดน้ำำ�� โดยบริเวณที่่�มีีสารต้้านจุุลชีีพ

เข้้มข้้นสููงจะโค้้งกว้าง และแคบลงตามความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพที่่�ลดลง จุดความ 

เข้้มข้้นน้้อยที่่�สุุดที่่�แบคทีีเรีียไม่่สามารถเจริญได้้ตรงปลายรููปหยดน้ำำ��ดังรููป อ่่านเป็็นค่่า 

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 

  

รููปท่ี่� 4.2 การทดสอบ Epsilometer test (E test)

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

	 วิิธีีนี้้�มีีข้้อดีีคืือสามารถ รายงานผลเป็็นค่่า MIC โดยเป็็นวิิธีีที่่�ทำำ�ได้้ง่่าย สะดวก 

ตััดขั้้�นตอนยุ่่�งยากในการเจืือจางสารต้้านจุุลชีีพ ประหยััดเวลาในการทดสอบ  และ         

สามารถนำำ�มาทดสอบกับเชื้้�อแบคทีีเรีียทั่่�วไปรวมทั้้�ง anaerobes และ Mycobacteria 

แต่่มีีข้้อด้้อยคืือ ราคาแถบ  E test ค่่ อนข้้างแพง และความเข้้มข้้นที่่�สามารถวััดได้้มีี  

ความจำำ�กัดขึ้�นอยู่่�กัับแถบ E test ของแต่่ละบริษััท
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บทที่่� 5 
	 การเพาะเชื้้�อและการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพ
	 ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae

นายพงศธร แสงประเสริิฐ

ผศ. ดร. รัตนา ลาวััง

 การเพาะเชื้้�อ (culture method)

	 วิิธีีการเพาะเชื้้�อถืือเป็็นวิิธีีมาตรฐานอ้้างอิิง (reference method) ในการวิินิิจฉััย 

โรคหนองใน ซึ่่�งเป็็นวิิธีีที่่�ถููกต้องและแม่่นยำำ�กว่่าวิิธีีการอ่่านผลจาก Gram stain แต่่วิธีี

การเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อจะค่่อนข้้างซัับซ้อนกว่่าเชื้้�อแบคทีีเรีียอื่่�นๆ เพราะเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

เป็็นเชื้้�อที่่�ต้้องการอาหารพิิเศษในการเจริิญ และในบรรยากาศที่่�ใช้้เพาะเลี้้�ยงเชื้้�อต้้อง 

มีีความชื้้�นเพีียงพอ มี ีปริิมาณ  CO
2
 (5-10%) อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�สามารถใช้้ในการ 

เพาะเลี้้�ยงได้้ดีี เช่่น chocolate agar ซึ่่ �งส่่วนใหญ่่ใช้้ในการเพาะเชื้้�อจากตััวอย่่าง 

ตรวจที่่�ปราศจากเชื้้�อ เช่่น เลืือด หรืือใช้้ subculture แต่่ในกรณีีที่่�ต้้องการเพาะเลี้้�ยง 

เชื้้�อจากหนองหรืือสารคััดหลั่่�งในผู้้�ป่่วยที่่�มีีเชื้้�อประจำำ�ถิ่่�น อาจจำำ�เป็็นต้้องใช้้อาหาร         

เลี้้�ยงเชื้้�อที่่�มีีส่่วนผสมของสารยัับยั้้�งเชื้้�ออื่่�นๆ ก่่ อน เช่่น Modified Thayer-Martin 

media (MTM), Bangrak I media (สููตรอาหารที่่�กลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์ 

ปรัับใช้้) ซึ่่�งวิิธีีการเพาะเชื้้�อประกอบด้วยหลายขั้้�นตอน คือ



คู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองใน
ทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์

85คู่่�มืือการตรวจวิินิิจฉััยโรคหนองใน
ทางห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์

84

1. การเก็็บตััวอย่่างจากผู้้�ป่วย 

	 สามารถเก็็บหนองหรืือสารคััดหลั่่�งจากผู้้�ป่่วยชายและผู้้�ป่่วยหญิิง ได้้จาก 

ท่่อปััสสาวะ (urethra), ช่่องคลอด (vagina), ปากมดลููก (endocervix), คอ (pharynx), 

ทวารหนััก  (rectum), ฝี  (abcess) และ เยื่่�อบุุตา (conjunctival) เป็็นต้้น ขึ้ ้�นกัับ 

ตำำ�แหน่่งที่่�มีีความเสี่่�ยง โดยเก็็บหนองหรืือสารคััดหลั่่�งจากผู้้�ป่วยแล้้วป้้ายลงบน MTM 

หรืือ Bangrak I Media เป็็นรููปตััว Z (รููปที่่� 5.1) และนำำ�ส่่งห้้องปฏิิบััติิการทัันทีี            

ในกรณีีที่่�ไม่่สามารถลงสิ่่�งส่่งตรวจบน plate ได้้โดยตรงให้้ใช้้ transport medium เช่่น 

Stuart หรืือ Amies และนำำ�ส่่งห้้องปฏิิบััติิการภายใน 6 ชั่่�วโมง ซึ่่�งสามารถเก็็บรักษา 

สภาพในตู้้�เย็็นที่่�อุุณหภููมิ 2-8 °C ได้้ก่่อนนำำ�ส่่ง
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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

รููปที่่� 5.1 แสดงลักัษณะการ streak เป็็นรููปตััว Z หนองหรืือสารคัดัหลั่่�งจากผู้้�ป่่วย  

แล้้วป้้ายลงบน MTM หรืือ Bangrak I Media 

 2.	วิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเช้ื้�อ N. gonorrhoeae 

	 หลัังจากได้้ตััวอย่่างจากผู้้�ป่่วยที่่� streak เป็็นรููปตััว Z บ นอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ     

Modified Thayer-Martin Media (MTM) หรืือ Bangrak I Media (วิิธีีเตรีียม 

ดัังภาคผนวก) ก่่ อนนำำ�เข้้าตู้้�  incubator ให้้ cross streak อี กีครั้้�งหนึ่่�ง (รููปที่่� 5.2)        

เพื่่�อให้้ตััวอย่่างตรวจที่่�ป้้ายลงบนอาหารกระจายตััวออกมา หลัังจากนั้้�นนำำ�เข้้าตู้้�  CO
2 

incubator (ตั้้�งอุุณหภููมิ 36±1 °C และ CO
2
 ที่่� 5%) หากห้องปฏิิบััติิการไม่่มีตู้้� CO

2 

incubator สามารถประยุุกต์ใช้้ candle jar แทนได้้ โดยมีีวิิธีีการเตรีียมดัังนี้้�
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	 1.	 วาง plates ลงใน candle jar ให้้เหลืือพื้้�นที่่�ว่่างพอที่่�จะวางเทีียนลงไป

	 2.	 วางสำำ�ลีชุุบน้ำำ��หมาดๆ ลงไปในกระป๋๋อง (เพื่่�อให้้มีีความชื้้�นเพีียงพอต่่อการ 

เจริิญของเชื้้�อ N. gonorrhoeae) อาจบรรจุุลงในขวดเพื่่�อป้้องกัันการ 

contaminate 

	 3.	 จุุดเทีียนสีีขาวในกระป๋๋องแล้้วปิิดฝาให้้สนิิท รอจนกว่่าเทีียนจะดัับ การเผา 

ไหม้้ของเทีียนจะทำำ�ให้้บรรยากาศภายในกระป๋๋องมีี CO
2
 ประมาณ 3-5% 

(หากใช้้เทีียนสีีอื่่�นๆ อาจทำำ�ให้้เกิิดควัันพิิษที่่�สามารถยัับยั้้�งการเจริญของเชื้้�อ 

N. gonorrhoeae ได้้ ต้องระวัังอย่่าให้้เทีียนล้้มและเว้้นระยะพอประมาณ

ไม่่วางชิิดกับ plate มากเกิินไปเพราะหาก plate ทำำ�จากพลาสติิกอาจจะไหม้้ได้้)

	 4.	 นำำ�ไปใส่่ใน incubator ตั้้�งอุุณหภููมิประมาณ 36 ± 1 °C (ปกติจะเพาะเชื้้�อ 

N. gonorrhoeae 24-48 ชั่่�วโมง)
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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 

 

รููปท่ี่� 5.2 แสดงลัักษณะการ cross streak ให้้เชื้้�อกระจายตััวจากตัว Z
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 3.	การวิินิิจฉััยเช้ื้�อ N. gonorrhoeae

	 หลัังจากเพาะเชื้้�อนาน 24-48 ชั่่ �วโมงแล้้ว สามารถนำำ�เชื้้�อออกมาเพื่่�อการ       

วิินิิจฉััยได้้ โดยมีีขั้้�นตอน ดังนี้้� 

	 3.1		 สัังเกตลักษณะโคโลนีี

	 	 	 	 ลัักษณะโคโลนีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae มั ักพบลัักษณะ ก ลมนููน 

ขอบเรีียบ สี ีน้ำำ ��ตาลเทา เมื่่�อส่่องดููภายใต้้แสงไฟจะเห็็นความวาวสะท้้อนแสงได้้ 

โคโลนีีอาจมีหลายขนาด ตั้้�งแต่่ขนาด 0.5-2 mm หากเกิิน 24 ชั่่�วโมงแล้้ว เมื่่�อใช้้ loop 

เขี่่�ยจะพบว่่าโคโลนีีมีีความเหนีียว เมื่่�อพบโคโลนีีสงสััยให้้ subculture บน chocolate 

agar (CA) อีกครั้้�งจึึงจะสามารถทดสอบในขั้้�นตอนต่่อไปได้้ ในกรณีีสิ่่�งส่่งตรวจที่่�ได้้จาก 

คอ (pharynx) และทวารหนััก (rectum) บางครั้้�งยาปฏิิชีีวนะที่่�ใส่่ลงไปในอาหารเลี้้�ยง 

เชื้้�อไม่่สามารถยัับยั้้�งเชื้้�ออื่่�นได้้หมด จะพบเชื้้�ออื่่�นปะปนอยู่่�กัับเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

จำำ�นวนมากหรืือบางครั้้�งขึ้้�นปกคลุุมเชื้้�อ N. gonorrhoeae (รููปที่่� 5.3) เนื่่�องจาก 

ทำำ�ให้้การดููโคโลนีียากขึ้�น จึึงจำำ�เป็็นต้้อง subculture บน MTM ก่่อน เพื่่�อให้้ได้้โคโลนีี 

เดี่่�ยวของเชื้้�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 

 

รููปท่ี่� 5.3 แสดงลัักษณะโคโลนีีเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�ไม่่มีและมีีเชื้้�อแบคทีีเรีียชนิิดอื่่�นปน
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	 หมายเหตุุ : ในการอ่่านผลเพาะเชื้้�อที่่�ได้้จากผู้้�ป่วย ควรอ่่านผลหลัังจากเพาะเชื้้�อ 

ประมาณ 48 ชั่่�วโมง เพราะจะทำำ�ให้้โคโลนีีที่่�อ่่านผล มีขนาดใหญ่่ ง่่ายต่่อการแยกออก

จากโคโลนีีของแบคทีีเรีียตััวอื่่�นๆ และสามารถเลืือกโคโลนีีที่่�ต้้องการมา subculture 

ได้้ง่่าย ลดการ contaminate จากเชื้้�อตััวอื่่�น (แต่่ไม่่ควรทิ้้�งไว้้เกิิน 48 ชม.) หากต้องการ 

subculture ให้้ได้้เชื้้�อ pure เพื่่�อเก็็บ stock culture หรืือเพื่่�อทดสอบอื่่�นๆ โดยทั่่�วไป 

จะใช้้เวลาเพาะเชื้้�อนานประมาณ 18-24 ชั่่�วโมง (หากเกิิน 24 ชั่่�วโมง เชื้้�อจะตายบางส่่วน 

ไม่่เหมาะแก่่การนำำ�มาทดสอบ โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�ง การทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพ 

สัังเกตได้้จากเมื่่�อเขี่่�ยโคโลนีีบน plate จะมีีความหนืืดมากกว่่าปกติ เกาะกัันเป็็นก้้อน 

และละลายในน้ำำ��เกลือหรืือสารละลายอื่่�นๆ ได้้ยาก

	 3.2		 Gram stain 

	 	 	 	 ป้้ายโคโลนีีที่่�สงสััย (สีีเทาน้ำำ��ตาล) บนสไลด์์ที่่�หยดน้ำำ��กลั่่�นไว้้ แล้้วใช้้ loop 

เขี่่�ยเชื้้�อให้้กระจายเป็็นฟิิล์์มบางๆ รููปวงกลมขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 1 cm ซึ่่�งสามารถ 

ทำำ�ให้้เชื้้�อกระจายตััว และนำำ�สไลด์์ไป fix ก่่ อนนำำ�มาย้้อมแกรม (วิิธีีตามภาคผนวก)         

ส่่องดููภายใต้้กล้องจุุลทรรศน์์กำำ�ลังขยาย 100x (oil field) จะพบลักษณะเป็็นเชื้้�อแกรมลบ 

(ติิดสีแดง) รููปร่่างกลม อยู่่�กัันเป็็นคู่่� (gram’s negative diplococci) ซึ่่�งจะเป็็นลัักษณะ 

เฉพาะของเชื้้�อในกลุ่่�มของ Neisseria spp. (รููปที่่� 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 

รููปท่ี่� 5.4 แสดงลัักษณะเชื้้�อในกลุ่่�ม Neisseria spp. เป็็นแกรมลบ(ตััวเชื้้�อติิดสีแดง) 

รููปร่่างกลม อยู่่�กัันเป็็นคู่่�ๆ (gram negative diplococci) 100X
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	 3.3		 การทดสอบทางชีีวเคมีีเช้ื้�อ N. gonorrhoeae 

	 	 	 	 การทดสอบทางชีีวเคมีี หลายการทดสอบ (ตารางที่่� 5.1) โดยมีีการทดสอบ 

ทางชีีวเคมีีที่่�สำำ�คัญ เช่่น 

				    3.3.1	 Oxidase test

	 	 	 	 	 	 	 	 หากบน plate มีโคโลนีีของเชื้้�อจำำ�นวนมากสามารถหยดน้ำำ��ยา 1% 

oxidase ลงบนโคโลนีีที่่�ต้้องการทดสอบ  โดยตรง (วิิธีีเตรีียมดัังภาคผนวก) โคโลนีี 

ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae จะเปลี่่�ยนเป็็นสีีม่่วงเข้้มภายในเวลา 10 วินาทีี หากมีโคโลนีี 

ที่่�สงสััยในปริิมาณน้้อยให้้แตะโคโลนีีเชื้้�อมาป้้ายบนกระดาษกรองที่่�ชุุบน้ำำ��ยา 1%        

oxidase จะเปลี่่�ยนเป็็นสีีม่่วงเข้้มภายในเวลา 10 วินาทีี เช่่นกััน (รููปที่่� 5.5) หากมีเชื้้�อ 

เพีียงโคโลนีีเดีียว ให้้ subculture ไว้้ก่่อนเพื่่�อทดสอบในวัันถััดไป
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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 

รููปท่ี่� 5.5 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae กับน้ำำ��ยา 

1% Oxidase

หมายเหตุุ : ในกรณีีที่่� plate เพาะเชื้้�อ มีเชื้้�ออื่่�นๆ ขึ้�นคลุุมทั้้�ง plate ให้้หยดน้ำำ��ยา 1% 

oxidase ลงไปประมาณครึ่่�งหนึ่่�งของ plate หากครึ่่�งที่่�หยดน้ำำ��ยาลงไปมีีอย่่างน้้อย 1 

โคโลนีีเปลี่่�ยนเป็็นสีีดำำ� แสดงว่่าใน plate อาจจะมีีโคโลนีีเชื้้�อ N. gonorrhoeae อยู่่� 

แต่่ถููกเจริิญทัับด้้วยเชื้้�อชนิิดอื่่�น ให้้ป้้ายโคโลนีีในด้้านที่่�ไม่่ได้้หยดน้ำำ��ยา มาแยกให้้ได้้   

โคโลนีีเดี่่�ยวของเชื้้�อเพื่่�อทดสอบต่่อไป
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	 	 	 	 3.3.2	 Superoxol test (30% H
2
O

2
)

	 	 	 	 	 	 	 	 ป้้ายเชื้้�อลงบนสไลด์์ที่่�สะอาดแล้้วหยดน้ำำ��ยา 30% H
2
O

2
 หรืือ 3% 

H
2
O

2
 (catalase test) ลงไป สังเกตปฏิิกิิริิยา หากเป็็นเชื้้�อ N. gonorrhoeae จะพบ

ว่่าเกิิดฟองอากาศปริิมาณมากทันทีีที่่�หยดน้ำำ��ยา (4+) หากเป็็นเชื้้�อ N. meningitidis 

หรืือ species อื่่�นๆ อาจจะพบว่่าเกิิดฟองอากาศช้้าๆ เพีียงเล็็กน้อย (1+) (รููปที่่� 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 

รููปท่ี่� 5.6 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae กับ 30% 

H
2
O

2

หมายเหตุุ: ไม่่ควรหยดน้ำำ��ยา 30% H
2
O

2
 ลงบน colony เชื้้�อโดยตรง เพราะเมื่่�อเกิิด 

ปฏิิกิิริิยาแรง อาจเกิิดฟองอากาศกระเด็็นทำำ�ให้้เชื้้�อในส่่วนอื่่�นๆ ของ plate ตาย 

หรืือเกิิดการ contaminate ได้้ 

	 	 	 	 3.3.3	 Carbohydrate utilization test 

	 	 	 	 	 	 	 	 วิิธีีนี้้�ใช้้หลัักการของความสามารถในการหมััก (ferment) น้ำำ��ตาล 

ของเชื้้�อ ซึ่่ �งสารละลายจะมีีส่่วนผสมของน้ำำ��ตาล โดยปกติิจะทดสอบการใช้้น้ำำ��ตาล 

glucose (G) maltose (M) sucrose (S) และ lactose (L) และมีี phenol red เป็็น 

indicator ถ้าเชื้้�อสามารถ ferment น้ำำ��ตาลชนิิดนั้้�นได้้ ทำำ�ให้้สารละลาย pH เป็็นกรด

และเปลี่่�ยนสีีจากสีแดงเป็็นสีีเหลืือง โดยเชื้้�อ N. gonorrhoeae จะสามารถ ferment 

น้ำำ��ตาลกลููโคสได้้เพีียงตััวเดีียว โดยการทดสอบอาจใช้้ rapid micro carbohydrate 

test โดยการทดสอบจะใช้้ sterile loop เขี่่�ยโคโลนีีเชื้้�อมา 1 loop จาก chocolate agar 
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แบ่่งใส่่ในหลอดน้ำำ ��ตาล G, M, S และ L เมื่่ �อใส่่เชื้้ �อเสร็็จแล้้วสามารถนำำ�เข้้า                    

incubator อุ ณหภููมิ 36±1°C ใช้้เวลาเพีียง 30 นาทีี-2 ชั่่ �วโมง ก็ สามารถอ่่านผลได้้ 

(รููปที่่� 5.7) หรืืออาจใช้้การทดสอบ Cysteine trypticase agar (CTA) ที่่�มีีน้ำำ��ตาล G, 

M, S และ L ความเข้้มข้้น 1-2% อยู่่� ให้้ใส่่เชื้้�อในปริิมาณมาก แล้้วนำำ�เข้้า incubator 

อุุณหภููมิ 36±1°C ใช้้เวลา 24 ชั่่�วโมง ถึึงอ่่านผลได้้ และแปลผลการทดสอบกับ CDC 

(ตารางที่่� 1)
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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 

  
รููปท่ี่� 5.7 แสดงผลการทดสอบการหมัักน้ำำ��ตาลของเชื้้�อ N. gonorrhoeae

ตารางท่ี่� 5.1 การทดสอบทางชีีวเคมีี ของเชื้้�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.	การทดสอบ ß-lactamase test เช้ื้�อ N. gonorrhoeae

	 การทดสอบการดื้้�อต่่อยา penicillin โดยเกิิดจากกลไกการสร้้างเอนไซม์ ์     

ß-lactamase มาทำำ�ลายโครงสร้้างของยา penicillin โดยการดื้้�อต่่อยา penicillin 

ในเชื้้�อ N. gonorrhoeae ด้วยกลไกนี้้�เกิิดขึ้�นจากยีนที่่�อยู่่�บน พลาสมิิด ทำำ�ได้้หลายวิิธีี เช่่น

	 4.1		 Acidimetric method 

	 	 	 	 หลัักการคืือ enzyme penicillinase จะย่่อย penicillin เป็็น peniciloic 

acid (กรด) ทดสอบโดยการหยดน้ำำ��ยา bromocresol purple (BCP) ลงบนกระดาษกรอง 

แล้้วป้้ายโคโลนีีของเชื้้�อลงบนกระดาษกรอง หากสีของกระดาษบริเวณที่่�ป้้ายเชื้้�อเปลี่่�ย

นจากสีม่่วงเป็็นสีีเหลืือง (รููปที่่� 5.8) แสดงว่่าเชื้้�อนี้้� สร้้างเอนไซม์์ ß-lactamase เป็็น 

strain ชนิิดที่่�เรีียกว่่า 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) 

 

รููปท่ี่� 5.8 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae กับน้ำำ��ยา 

bromocresol purple (BCP)

	 4.2		 ทดสอบโดยวิิธีี chromogenic cephalosporin

	 	 	 	 การทดสอบโดยใช้้น้ำำ��ยา nitrocefin solution หรืือ cefinase disk®       

(มีียา nitrocefin อยู่่�) ทำ ำ�โดยการป้้ายโคโลนีีของเชื้้�อลงบนแผ่่น disk หากเชื้้�อ 

สร้้างเอนไซม์์ ß-lactamase จะย่่อยสลาย nitrocefin เปลี่่�ยนเป็็นสีีแดง (รููปที่่� 5.9) 

แสดงว่่าเชื้้�อ N. gonorrhoeae เป็็น strain ที่่�ดื้้�อต่่อยา penicillin ชนิิด 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   

รููปที่่� 5.9 แสดงปฏิิกิิริิยาการทดสอบทางชีีวเคมีีของเชื้้�อ N. gonorrhoeae กั ับ           

cefinase disk®

 5.	การควบคุุมคุุณภาพการเพาะเช้ื้�อ

	 เนื่่�องด้้วยวิิธีีการเพาะเชื้้�อประกอบด้้วยหลายขั้้�นตอน จึึ งต้้องมีีการควบคุุม   

คุุณภาพในทุุกขั้้�นตอน ทั้้�ง อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ การย้้อมสีี และการควบคุมคุุณภาพอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อที่่�เตรีียม ใช้้เชื้้�อสายพัันธุ์์�มาตรฐาน ดังภาคผนวก ส่่วนการควบคุมคุุณภาพใน

การผลิตน้ำำ��ยาทดสอบทางชีีวเคมีี จะใช้้เชื้้�อสายพัันธุ์์�มาตรฐาน คือ N. gonorrhoeae 

ATCC 43069 
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รูปท่ี 5.10 แสดงข้ันตอนการเพาะเช้ือและยืนยันเช้ือ N. gonorrhoeae 
รููปท่ี่� 5.10 แสดงขั้้�นตอนการเพาะเชื้้�อและยืืนยัันเชื้้�อ N. gonorrhoeae
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 การทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อ N. gonorrhoeae
 

	 การทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อ N. gonorrhoeae มีีการ 

ดำำ�เนิินการหลายขั้้�นตอน คือ

 1.	การเตรีียมเช้ื้�อ

	 	 	 นำำ�เชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�ได้้หลัังจากการวิินิิจฉััยหรืือที่่� subculture 

มาจาก Storage Stock ที่่�จะทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพมาเพาะเลี้้�ยงบนอาหาร 

เลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด nonselective medium เช่่น chocolate agar โดยอบเพาะเลี้้�ยงที่่� 

36±1 oC ใน 5-10% CO
2
 หรืือ candle jar เป็็นเวลา 18-24 ชั่่�วโมง จากนั้้�น นำำ�โคโลนีี 

ที่่�ได้้มาละลายลงใน Muller Hinton broth เทีียบความขุ่่�นให้้ได้้ความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 

0.5 McFarland No.1 หากวัดด้วยเครื่่�อง spectrophotometer ที่่� 640 nm จะได้้ค่่า 

absorbance เท่่ากัับ 0.15

 2.	สารต้้านจุุลชีีพ 

	 	 	 สารต้้านจุุลชีีพ ที่่�แนะนำำ�ให้้ใช้้ทดสอบกับเชื้้�อ N. gonorrhoeae ตามเกณฑ์์ 

CLSI คือ

	 	 	 -	Penicillins ได้้แก่่ penicillin

	 	 	 -	Cephalosporins ได้้แก่่ ceftriaxone และ cefixime 

	 	 	 -	Tetracyclines ได้้แก่่ tetracycline

	 	 	 -	Fluoroquinolones ได้้แก่่ ciprofloxacin 

	 	 	 -	Aminocyclitols ได้้แก่่ spectinomycin

	 	 	 -	Macrolide ได้้แก่่ azithromycin
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 3.	วิิธีีการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพ

	 	 	 มีีวิิธีีการทดสอบได้้ทั้้�งแบบกึ่่�งปริิมาณวิิเคราะห์์ เช่่น disk diffusion      

method และแบบปริิมาณวิเคราะห์์ เช่่น agar dilution method และ Epsilometer 

test (E test) โดยวิิธีี E test เป็็นวิิธีีที่่�ทำำ�ได้้ง่่ายกว่่าวิิธีี agar dilution 

	 	 	 3.1		 แบบกึ่่�งปริิมาณวิเคราะห์์ เช่่น disk diffusion method ทดสอบโดยใช้้ 

sterile swab จุ่่�มลงใน suspension solution (เชื้้�อ) ที่่�ปรัับความขุ่่�นแล้้ว หมุุน swab 

หลายๆ ครั้้�ง เพื่่�อให้้เชื้้�อซึึมเข้้าให้้ทั่่�ว แตะ swab กับผิวด้้านในของหลอดแล้้วหมุุนให้้ 

swab พอหมาดๆ นำำ�มาป้้ายเป็็น 3 ระนาบ บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด GC agar base 

+ 1% defined growth supplement แล้้วนำำ� disk วางบนผิิวหน้้าของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

(ห้้ามทิ้้�งไว้้เกิิน 15 นาทีี) ถ้ ้าใช้้จานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 100 mm 

ไม่่ควรวาง disk เกิิน 4 ชนิิด ถ้าใช้้จานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 150 mm 

ไม่่ควรวาง disk เกิิน 9 ชนิิด (รููปที่่� 5.11) แล้้วนำำ�ไป incubate ที่่� 36±1°C 5% CO
2 

เป็็นเวลา 20-24 ชั่่ �วโมง และนำำ�มาวััดค่่าเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของ inhibition zone 

แล้้วแปลผลตามเกณฑ์์ของ CLSI (ตารางที่่� 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 

รููปท่ี่� 5.11 รููปแบบการวาง disk บนจานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 100 mm 

และ 150 mm
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	 3.2		 แบบปริิมาณวิิเคราะห์์ โดยวิิธีี E test ทดสอบโดยการใช้้เชื้้�อและการ      

เพาะเลี้้�ยงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด GC agar base + 1% defined growth supplement 

เช่่นเดีียวกัับวิธีี disk diffusion method แล้้วนำำ�แผ่่น E test ที่่�มีีคุุณสมบััติิไม่่ดููดซับน้ำำ�� 

ขนาด  5×50 mm โดยด้้านหนึ่่�งเคลืือบไว้้ด้้วยสารต้้านจุุลชีีพที่่�มีีความเข้้มข้้นลดลง      

อย่่างต่่อเนื่่�องจากความเข้้มข้้นมากไปหาน้้อย อี ีกด้้านหนึ่่�งมีีตััวเลขและสเกลบอกค่่า 

ความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพที่่�ตำำ�แหน่่งต่่างๆ (continuous concentration       

gradient) วางบนผิิวหน้้าของอาหารเพาะเชื้้�อ (รููปที่่� 5.12) ห้ ้ามทิ้้�งไว้้เกิิน 15 นาทีี 

แล้้วนำำ�ไปอบเพาะเลี้้�ยงที่่� 36±1°C 5% CO
2
 เป็็นเวลา 20-24 ชั่่�วโมง และอ่่านค่่า MIC 

จากจุุดความเข้้มข้้นน้้อยที่่�สุุดที่่�แบคทีีเรีียไม่่สามารถเจริิญได้้ตรงปลายรููปหยดน้ำำ�� 

แล้้วแปลผลตามเกณฑ์์ของ CLSI (ตารางที่่� 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 

รููปท่ี่� 5.12 รููปแบบการวาง E test บนจานเพาะเชื้้�อขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 100 mm 

และ 150 mm

	 3.3.	 แบบปริิมาณวิเคราะห์์ โดยวิิธีี agar dilution method วิธีีนี้้�เป็็นวิิธีีมาตรฐาน 

อ้้างอิิง (reference method) ทดสอบโดยการเตรีียมอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�มีีสารต้้านจุุลชีีพ 

ที่่�ต้้องการทดสอบในความเข้้มข้้นต่่างๆ จากนั้้�น นำำ�เชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�เตรีียมไว้้มา 

ใส่่ในหลุุมๆ ละ 500 µl จ ากนั้้�นนำำ� multipoint inoculator แตะเชื้้�อในหลุุมแล้้ว  

นำำ�ไปแตะบนผิิวอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ปลายของ multipoint inoculators จะถ่่ายโอนเชื้้�อมา 

ได้้ประมาณ 1 µl ทำำ�ให้้ได้้เชื้้�อในแต่่ละจุุดประมาณ 104-105 CFU การเพาะเชื้้�อนี้้�ควร 
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เริ่่�มจากเพาะเชื้้�อในจานอาหารที่่�ไม่่มีีสารต้้านจุุลชีีพก่่อน เพื่่�อตรวจสอบความมีีชีีวิิต 

(viability) และความบริิสุุทธิ์์� (pure culture) ของเชื้้�อที่่�ทดสอบ  ตามด้้วยอาหาร         

เพาะเชื้้�อที่่�มีีสารต้้านจุุลชีีพเข้้มข้้นน้้อยที่่�สุุดไปยัังจานเพาะเชื้้�อที่่�มีีสารต้้านจุุลชีีพ  

เข้้มข้้นสููงข้ึ้�นตามลำำ�ดับ แล้้วนำำ�ไปแล้้วนำำ�ไปอบเพาะเลี้้�ยงที่่� 36±1°C 5% CO
2
 เป็็นเวลา 

20-24 ชั่่ �วโมง และอ่่านค่่าความเข้้มข้้นของสารต้้านจุุลชีีพน้้อยที่่�สุุดที่่�แบคทีีเรีียไม่่  

เจริญเป็็นค่่า MIC แล้้วแปลผลตามเกณฑ์์ของ CLSI (ตารางที่่� 5.2)

ตารางท่ี่� 5.2 ตารางแปลผลการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพของเชื้้�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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หมายเหตุุ : 

*Ceftriaxone และ cefixime เป็็นยาที่่�พบการดื้้�อยาน้้อยมาก  หากทดสอบ  disk 

diffution แล้้วพบว่่าได้้ขนาด zone ของยา ceftriaxone และ cefixime น้อยกว่่า 

35 และ 31 ตามลำำ�ดับ หรืือค่่า MIC มากกว่่า 0.25 ให้้ตรวจซ้ำำ�� ถ้าเหมืือนเดิิมให้้รายงานเป็็น 

Nonsusceptible (NS) แล้้วส่่งเชื้้�อมาเก็็บไว้้ยัังส่่วนกลาง เพื่่�อทำำ�การตรวจสอบ/

วิิจััยต่่อไป (ทั้้�งนี้้�ในประเทศไทยยัังไม่่เคยพบการรายงานการเริ่่�มดื้้�อยา “NS” ของยา 

ดัังกล่่าวมาก่่อน)

**Azithromycin ใช้้แปลผลเมื่่�อขนาดยาที่่�ใช้้รัักษาคืือ 1 g และรัักษาร่่วมกัับยาตััวอื่่�น 

เช่่น ceftriaxone 

 4.	การควบคุุมคุุณภาพการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพ

	 	 	 การควบคุุมคุุณภาพในการผลิิตอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ GC agar base +1%    

defined growth supplement และการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพจะใช้้เชื้้�อ

สายพัันธุ์์� มาตรฐาน ดังภาคผนวก

 5.	การรายงานผลการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพ

	 	 	 เมื่่�อแปลผลการทดสอบความไวต่่อสารต้้านจุุลชีีพชนิิดต่่างๆ แล้้ว สามารถ       

รายงานผลการทดสอบสารต้้านจุุลชีีพแต่่ละชนิิดได้้ ดังนี้้�

	 5.1		 การแปลและรายงานผลต่่อยากลุ่่�ม quinolone 

	 	 	 	 การดื้้�อยากลุ่่�ม quinolone เช่่น ciprofloxacin นั้้ �นมัักดื้้�อยาโดยยีีนที่่� 

อยู่่�บนโครโมโซม ซึ่่�งสามารถทดสอบได้้โดยการวาง disk เพื่่�อหา resistant strain หรืือ 

quinolone-resistant N. gonorrhoeae (QRNG) ได้้โดยอาจจะไม่่ต้องทดสอบหาค่่า 

MIC แปลผลการทดสอบดังแสดง
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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 

รููปที่่ � 5.13 ผัังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา ciprofloxacin ของเชื้้ �อ                 

N. gonorrhoeae ชนิิด disk

	 5.2		 การแปลและรายงานผลต่่อยา penicillin

	 	 	 	 กลไกการดื้้�อยา penicillin ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae นั้้�น พบเป็็นการดื้้�อยา 

โดยยีีนที่่�อยู่่�บนพลาสมิิด หรืือที่่�เรีียกกันว่่า penicillinase producing N. gonorrhoeae 

(PPNG strain) ซึ่่  �งหากเชื้้�อมีียีีนดื้้�อยานี้้�อยู่่�บนพลาสมิิดจะสามารถผลิิตเอนไซม์์        

ß-lactamase ทำำ�ลายโครงสร้้างของยา penicillin ทำำ�ให้้ยา Penicillin ไม่่สามารถ 

ฆ่่าเชื้้�อได้้ การตรวจเอนไซม์์นี้้�ทำำ�ได้้ง่่ายโดยทดสอบกับ BCP reagent หรืือ nitrocefin 

test โดย BCP reagent มีส่่วนผสมของยา penicillin อยู่่� หากเชื้้�อสามารถผลิตเอนไซม์์ 

มาทำำ�ลายโครงสร้้างของยา penicillin ได้้ จ ะทำำ�ให้้เกิิดกรด  เปลี่่�ยนสีี indicator 

ทำำ�ให้้กลายเป็็นสีีเหลืือง 
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	 ในกรณีีทีีผลการทดสอบ ß-lactamase positive 

	 -	ให้้รายงานเป็็น resistance ชนิิด  PPNG (penicillinase producing              

N. gonorrhoeae) ดื้้�อยา penicillin โดยมีียีีนอยู่่�บนพลาสมิิด 

	 ในกรณีีทีีผลการทดสอบ ß-lactamase negative ให้้นำำ�มาทดสอบการดื้้�อยา 

ต่่อด้้วย penicillin disk diffusion เพื่่�อตรวจว่่า เชื้้�อ non penicillinase producing 

N. gonorrhoeae (non PPNG) ให้้ผลการทดสอบต่่อยา penicillin ซึ่่�งแปลผลเป็็นดัังนี้้�

	 -	ขนาด zone ≥ 47 mm ให้้รายงานผล susceptible 

	 -	ขนาด zone 27-46 mm ให้้รายงานผล intermediate

	 -	ขนาด zone ≤ 26 mm ให้้รายงานผล resistant หรืือ chromosomally- 

mediated N. gonorrhoeae (CMRNG) ก ารดื้้�อยา penicillin โดยมีียีีน 

อยู่่�บนโครโมโซม

Penicillin (Disk)

ขนาด zone 

≥ 47 mm

รายงานผล (S) 

ขนาด zone 

27–46 mm

รายงานผล (I)

ขนาด zone 

≤ 26 mm

รายงานผล (R) หรือ 

CMRNG* Strain 

รููปท่ี่� 5.14 ผังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา penicillin ของเชื้้�อ N. gonorrhoeae 

ชนิิด disk
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	 5.3		 การแปลและรายงานผลต่่อยา tetracycline

	 	 	 	 5.3.1		 ทดสอบด้วยวิิธีี disk diffusion สามารถแปลและรายงานผลการ

ทดสอบดังนี้้�

	 	 	 	 	 	 	 -	ขนาด zone ≥ 38 mm ให้้รายงานผล susceptible 

	 	 	 	 	 	 	 -	ขนาด zone 31-37 mm ให้้รายงานผล intermediate

	 	 	 	 	 	 	 -	ขนาด zone ≤ 30 mm ให้้รายงานผล resistant แต่่ถ้าขนาด 

zone < 19 mm สงสััย TRNG (high-level tetracycline-resist-

tant N. gonorrhoeae) ต้องทดสอบหาค่่า MIC เพื่่�อการยืืนยััน 

Tetracycline (Disk)

ขนาด zone 

≥ 38 mm

รายงานผล (S)

ขนาด zone 

31–37 mm

รายงานผล (I)

ขนาด zone 

≤ 30 mm

รายงานผล (R) 

รููปที่่ � 5.15 ผั ังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา tetracycline ของเชื้้ �อ                    

N. gonorrhoeae ชนิิด disk
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	 	 	 	 5.3.2		 ในกรณีีที่่�ทดสอบด้วยวิิธีี แบบปริิมาณวิเคราะห์์ สามารถแปลผล 

การทดสอบดังนี้้� (หาค่่า MIC) สามารถแปลและรายงานผลการทดสอบหาค่่า MIC ดังนี้้�

	 	 	 	 	 	 	 -	ค่่า MIC ≤ 0.25 µg/ml ให้้รายงานผล susceptible (เป็็น non 

TRNG ด้วย)

	 	 	 	 	 	 	 -	ค่่า MIC 0.5-1 µg/ml ให้้รายงานผล intermediate (เป็็น non 

TRNG ด้วย)

	 	 	 	 	 	 	 -	ค่่า MIC 2-8 µg/ml รายงานผล resistant หรืือ TetR (low-  

level tetracycline-resistant N. gonorrhoeae) ซึ่่�งเชื้้�อ ดื้้�อยา 

tetracycline ในความเข้้มข้้นต่ำำ ��  โดยมีียีีนควบคุุมอยู่่�บน 

โครโมโซม (เป็็น non TRNG ด้วย)

	 	 	 	 	 	 	 -	ค่่า MIC ≥ 16 µg/ml รายงานผล resistant หรืือ TRNG 

(high-level tetracycline-resistant N. gonorrhoeae) 

ซึ่่�งเชื้้�อดื้้�อยา tetracycline ในความเข้้มข้้นสููงโดยมีียีีนควบคุม 

อยู่่�บนพลาสมิิด
Tetracycline 

(คา MIC)

คา MIC 

≤ 0.25 µg/ml

รายงานผล (S) 

Non TRNG

คา MIC 

0.5-1 µg/ml

รายงานผล (I)

Non TRNG

คา MIC 

2-8 µg/ml

รายงานผล (R) 

tetR

คา MIC 

≥ 16 µg/ml

รายงานผล (R)

TRNG 

รููปที่่ � 5.16 ผั ังการแปลผลการทดสอบความไวต่่อยา tetracycline ของเชื้้ �อ                    

N. gonorrhoeae ตามค่่า MIC
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ภาคผนวก

นางสาวพรทิิพย์ เผ่่าผาง

ดร.ธนิษฐา ฉััตรสุุวรรณ

การเก็็บรัักษาเชื้้�อ N. gonorrhoeae

	 วิิธีีการเก็็บรัักษาเชื้้�อ N. gonorrhoeae ให้้มีีชีีวิิตยืืนยาวและอยู่่�ได้้นาน 

เพื่่�อใช้้สำำ�หรัับอ้างอิิง หรืือเพื่่�อเก็็บไว้้ศึึกษา มีวิิธีีการเก็็บที่่�นิิยมใช้้กัันดัังนี้้�

	 1.	 การเก็็บรักษาเชื้้�อโดยการแช่่แข็็ง (freezing)

	 2.	 การเก็็บรักษาเชื้้�อใน chocolate agar slant

	 3.	 การเก็็บรักษาเชื้้�อในสภาพแห้้งสภาวะสููญญากาศ (lyophilized)

 1.	การเก็็บรัักษาเช้ื้�อโดยการแช่่แข็็ง (freezing)

	 ใช้้ Sterile loop เก็็บเชื้้�อ N. gonorrhoeae จาก chocolate agar ที่่�เพาะ 

ไว้้นาน 18-24 ชั่่ �วโมง ใส่่ใน cryoprotective nutritive broth ผ สมกัับ  15-20% 

glycerol1 หรืือ 10% skim milk ผสมกัับ 10% glycerol จำำ�นวน 1 ml ในหลอด 

เก็็บสารแช่่แข็็ง (cryogenic tube) ขนาด 2 ml สามารถเก็็บในตู้้�เย็็น -20 °C ไว้้ได้้นาน 

2 สั ัปดาห์์ ถ้ ้าต้้องการเก็็บไว้้เป็็นเวลานานให้้เก็็บที่่� -70 °C หรืือเก็็บใส่่ในถััง liquid 

nitrogen (-196 °C)1,2 ทั้้�งนี้้�จะต้้องวััดปริิมาตรของ liquid nitrogen อยู่่�เสมอ 

ไม่่ควรเปิิดถังบ่่อย และต้้องเติิม liquid nitrogen เมื่่�อมีีปริิมาณเหลืือครึ่่�งถััง
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 2. การเก็็บรัักษาเช้ื้�อใน chocolate agar slant

	 เพาะเชื้้�อ N. gonorrhoeae บ น chocolate agar slant ที่่ �บรรจุุในหลอด 

เก็็บเข้้าตู้้�อบเพาะเชื้้�อ 36±1°C ใน CO
2
 5-10% นาน 18-24 ชั่่�วโมง เมื่่�อเชื้้�อเจริญแล้้วค่่อยๆ 

เท sterile liquid paraffin ลงในหลอดให้้ท่่วมเชื้้�อ เก็็บเข้้าตู้้�อบเชื้้�อ 36±1°C ใน CO
2 

5-10% เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง แล้้วนำำ�ออกมาไว้้ที่่�อุุณหภููมิห้้อง โดยสามารถเก็็บเชื้้�อไว้้ได้้นาน 

5 วัน เมื่่�อต้้องการใช้้เชื้้�อที่่�เก็็บไว้้ ให้้นำำ� sterile loop เขี่่�ยเชื้้�อในหลอดและนำำ�ไปเพาะบน 

chocolate agar เป็็นเวลา 24 หรืือ 48 ชั่่�วโมง2

 3. การเก็็บรัักษาเช้ื้�อในสภาพแห้้งสภาวะสููญญากาศ (lyophilized)

	 การเก็็บเชื้้�อโดยวิิธีีนี้้� เครื่่�องมืืออุุปกรณ์์ และน้ำำ��ยาที่่�ใช้้กัับเครื่่�องมีีราคาแพง 

และมีีวิิธีีการทำำ�หลายขั้้�นตอน แต่่เป็็นวิิธีีการที่่�เก็็บเชื้้�อได้้เป็็นระยะเวลานานหลายปีี      

โดยใช้้วิิธีีการแช่่แข็็งเชื้้ �อและนำำ�ไปทำำ�ให้้แห้้งในสภาวะสููญญากาศ โดยใช้้เครื่่ �อง             

lyophilizer3 เชื้้�อที่่�เก็็บโดยวิิธีีนี้้�สามารถเก็็บหลอดหรืือขวดที่่�ใส่่เชื้้�อไว้้ที่่�อุุณหภููมิห้้องได้้ 

แต่่ควรเก็็บไว้้ในตู้้�แช่่  4-10 °C เมื่่�อจะนำำ�มาใช้้ให้้เติิมอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิดเหลว เช่่น 

tryptic soy broth แล้้วดููดส่่วนผสมทั้้�งหมดมาเพาะในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ นำำ�เข้้าตู้้�เพาะเชื้้�อ 

วิิธีีนี้้�เหมาะสำำ�หรัับการขนส่่งเชื้้�อไปยัังที่่�ห่่างไกล1 มี รายงานการศึึกษาพบว่่าวิิธีีนี้้�สามารถ 

เก็็บรักษาเชื้้�อ N. gonorrhoeae ได้้นานถึึง 6 ปี4
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วิิธีีการส่่งเชื้้�อเพื่่�อยืืนยัันผลการทดสอบที่่�
กลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์

	 การส่่งเชื้้�อ N. gonorrhoeae เพื่่�อมายืืนยัันผลการวิิเคราะห์์ยัังห้้องปฏิิบััติิการ

กลุ่่�มบางรัักโรคติิดต่่อทางเพศสััมพัันธ์์นั้้�น สามารถช่่วยในการยืืนยัันผลการเพาะเชื้้�อ     

และการทดสอบความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ หากพบเชื้้�อที่่�มีีค่่า minimal inhibitory 

concentration (MIC) ตามค่่าที่่�ส่่วนกลางกำำ�หนด ดังตารางที่่� 1

ตารางท่ี่� 1 ค่่า MIC ที่่�กำำ�หนดไว้้สำำ�หรัับการส่่งเชื้้�อเพื่่�อยืืนยัันผลการทดสอบ4

ยาต้้านจุุลชีีพ ค่่า MIC ท่ี่�กำำ�หนด (µg/ml)

Ceftriaxone > 0.25

Cefixime > 0.25

Azithromycin > 1

	 ให้้นำำ�ส่่งมายัังห้้องปฏิิบััติิการกลาง เพื่่�อช่่วยตรวจยืนยัันซ้ำำ��และนำำ�มาเป็็นเชื้้�อที่่�

ใช้้ในการวิิจััยต่่อไป
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หมายเหตุุ * : ลักษณะตััวอย่่างท่ี่�ส่่ง

•	 ตััวอย่่างเชื้้�อ N. gonorrhoeae ที่่�เพาะบน chocolate agar plate 

(เชื้้�ออายุุประมาณ 18-24 ชม.) สามารถส่่งได้้ที่่�อุุณหภููมิห้้อง แต่่ต้อง

ส่่งเป็็นพััสดุุภััณฑ์์ด่่วนที่่�ถึึงปลายทางภายใน 1-2 วัน5 

•	 ตััวอย่่างที่่�เพาะบน chocolate agar slant (เชื้้�ออายุุประมาณ 18-24 

ชม.) ให้้เททัับเชื้้�อด้้วย sterile liquid paraffin จ นท่่วม slant 

(ไม่่ต้องแช่่เย็็น) แต่่ต้องส่่งให้้ถึึงปลายทางภายใน 5 วัน2 

•	 ตััวอย่่างแช่่แข็็ง เช่่น เชื้้�อที่่�บรรจุุใน skim milk เป็็นต้้น ต้องใส่่น้ำำ��แข็็งแห้้ง 

ให้้พอเหมาะ1,5

ขั้้�นตอนการส่่งเช้ื้�อเพื่่�อยืืนยัันท่ี่�ส่่วนกลาง

ปิิดรอยต่่อของภาชนะท่ี่�ใส่่ตััวอย่่าง* 

ท่ี่�จะนำำ�ส่งให้้แน่่น เพื่่�อป้้องกัันการปนเป้ื้�อน

ตััวอย่่างไม่่แช่่แข็็ง: บรรจุุตััวอย่่างลงกล่่อง ใส่่วัสดุุกัันกระแทกให้้เต็็มกล่่อง 

เพื่่�อป้้องกัันการเคลื่่�อนที่่�ของตััวอย่่างและต้้องส่่งให้้ถึึงปลายทางภายใน 

2 วัน

ตััวอย่่างแช่่แข็็ง: บรรจุุตััวอย่่างลงในกล่่องโฟม ใส่่น้ำำ��เเข็็งแห้้ง ให้้ปริิมาณ 

เหมาะสมกัับจำำ�นวนตััวอย่่าง ขนาดของกล่่อง และระยะเวลาในการขนส่่ง
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การเตรีียมอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ

 1.	Bangrak I medium

ส่่วนประกอบ	  	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

วิิธีีเตรีียม 

	 1.	 ชั่่�ง GC agar base 36 g และเติิมน้ำำ��กลั่่�น 480 ml ใน erlenmeyer flask 

ขนาด 2000 ml

	 2.	 เตรีียม 2% hemoglobin solution โดย ชั่่�ง hemoglobin 10 g และเติิม 

น้ำำ��กลั่่�น 500 ml ใน erlenmeyer flask ขนาด 1000 ml ละลาย hemoglobin 

ด้้วย magnetic stirrer นาน 30 นาทีี

	 3.	 นำำ�ส่่วนประกอบในข้้อ 1 และ 2 ทำ ำ�ให้้ปราศจากเชื้้�อด้้วยเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ 

(autoclave) ที่่�อุุณหภููมิ 121˚C เป็็นเวลา 15 นาทีี1 เมื่่�อเสร็็จแล้้ว นำำ�ไปแช่่ 

ใน water bath ให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเย็็นลงประมาณ 50-55 ˚C6 

	 4.	 ผสม Bangrak enrichment และ 25% Dextrose ให้้เข้้ากััน จากนั้้�นเติิม 

ลงใน GC agar base 

	 5.	 เติิม 1% ACLT inhibitor ลงใน GC agar base แล้้วผสมให้้เข้้ากััน

	 6.	 เติิม 2% hemoglobin solution ลงใน GC agar base ผสมให้้เข้้ากััน 

เทลงใน sterile petri dish ประมาณ 15-20 ml/plate1 โดยระวัังไม่่ให้้ 

เกิิดฟองอากาศ
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	 7.	 ทิ้้�งให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแข็็งตััวที่่�อุุณหภููมิิห้้อง และบรรจุุใส่่ถุุงพลาสติิก 

ปิิดปากถุงให้้สนิิท ก่่อนจะนำำ�ไปเก็็บที่่� 2-8˚C6

หมายเหตุุ: ห้ ้องปฏิิบััติิการสามารถใช้้ Modified Thayer-Martin medium แทน 

Bangrak I medium ได้้ 

 2. Chocolate agar

ส่่วนประกอบ	  	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

วิิธีีเตรีียม 

	 1.	 ชั่่�ง GC agar base 36 g และเติิมน้ำำ��กลั่่�น 490 ml ใน erlenmeyer flask 

ขนาด 2000 ml

	 2.	 เตรีียม 2% hemoglobin solution โดยชั่่ �ง hemoglobin 10 g 

และเติิมน้ำำ��กลั่่�น 500 ml ใน erlenmeyer flask ขนาด 1000 ml ละลาย 

hemoglobin ด้วย magnetic stirrer นาน 30 นาทีี

	 3.	 นำำ�ส่่วนประกอบในข้้อ 1 และ 2 ทำ ำ�ให้้ปราศจากเชื้้�อด้้วยเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ 

ที่่�อุุณหภููมิ 121˚C เป็็นเวลา 15 นาทีี1 เมื่่�อเสร็็จแล้้ว นำำ�ไปแช่่ใน water 

bath ให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเย็็นลงประมาณ 50-55 ˚C6

	 4.	 ผสม Bangrak enrichment และ 25% dextrose ให้้เข้้ากััน จากนั้้�นเติิมลงใน 

GC agar base
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	 5.	 เติิม 2% hemoglobin solution ลงใน GC agar base ผสมให้้เข้้ากััน 

เทลงใน sterile petri dish ประมาณ 15-20 ml/plate1 โดยระวัังไม่่ให้้ 

เกิิดฟองอากาศ

	 6.	 ทิ้้�งให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแข็็งตััวที่่�อุุณหภููมิิห้้อง และบรรจุุใส่่ถุุงพลาสติิก 

ปิิดปากถุงให้้สนิิท ก่่อนจะนำำ�ไปเก็็บที่่� 2-8˚C6

 3. GC agar 

ส่่วนประกอบ	  	GC agar base (OXOIDTM) 	 	  	 36 g

 	 	 	 	 	 	 Bangrak enrichment 	 	 	 5 ml

 	 	 	 	 	 	 25% Dextrose 	 	 	  	 	 5 ml

	 	  		 	 	 Distilled water	 	 	  	 	 990 ml

วิิธีีเตรีียม 

	 1.	 ชั่่�ง GC agar base 36 g และเติิมน้ำำ��กลั่่�น 990 ml ใน erlenmeyer flask 

ขนาด 2000 ml

	 2.	 ทำำ�ให้้ปราศจากเชื้้�อด้้วยเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ ที่่ �อุุณหภููมิิ 121˚C เป็็นเวลา 15 

นาทีี1 เมื่่�อเสร็็จแล้้ว นำ ำ�ไปแช่่ใน water bath ให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเย็็นลง 

ประมาณ 50-55 ˚C6

	 3.	 ผสม Bangrak enrichment และ 25% dextrose ให้้เข้้ากััน จากนั้้�นเติิมลงใน 

GC agar base

	 4.	 ตวงอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ปริิมาตร 20-25 ml เทลงใน sterile petri dish 

ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 90 mm หรืือ ปริิมาตร 60 ml สำำ�หรัับ petri dish 

ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 150 mm2 โดยระวัังไม่่ให้้เกิิดฟองอากาศ

	 5.	 ทิ้้�งให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแข็็งตััวที่่�อุุณหภููมิิห้้อง และบรรจุุใส่่ถุุงพลาสติิก 

ปิิดปากถุงให้้สนิิท ก่่อนจะนำำ�ไปเก็็บที่่� 2-8˚C6

หมายเหตุุ: อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแบบเพลทสามารถเก็็บไว้้ได้้นาน 1 เดืือน6 
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การควบคุุมคุุณภาพอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ

 1.	การทดสอบการปราศจากเช้ื้�อ

	 อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อทุุกชนิิดก่่อนใช้้ต้้องนำำ�มาทดสอบสภาวะปราศจากเชื้้�อ โดยนำำ� 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อมา 5% ของจำำ�นวนอาหารที่่�เตรีียม บ่่ มที่่�ตู้้�  incubator 36±1°C            

นาน 18-24 ชั่่ �วโมง5 ส่่ วนอาหารที่่�เหลืือเก็็บในตู้้�เย็็นที่่�อุุณหภููมิ 2-8˚C โดยคว่ำำ��หน้้า    

อาหารลงและทดสอบคุณภาพอาหารก่่อนนำำ�ไปใช้้6 

 2.	การทดสอบคุุณภาพของอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ

	 การทดสอบคุุณสมบััติิของอาหารเลี้้�ยงเชื้้ �อเป็็นการทดสอบคุุณสมบััติิของ    

อาหารแต่่ละชนิิด โดยใช้้เชื้้�อสายพัันธุ์์�มาตรฐาน เมื่่�อห้้องปฏิิบััติิการเตรีียมอาหารเพาะเชื้้�อ 

เสร็็จแล้้ว ต้ ้องทำำ�การควบคุุมคุุณภาพ โดยดููการเจริิญเติิบโตของแบคทีีเรีียในอาหาร 

แต่่ละชนิิดนั้้�น โดยใช้้ทั้้�งเชื้้�อสายพัันธุ์์�ที่่�สามารถเจริญได้้บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ และสายพัันธุ์์� 

ที่่�ถููกยัับยั้้�งการเจริิญเติิบโต มาทำำ�การทดสอบแต่่ละครั้้�ง5 สำ ำ�หรัับเชื้้�อที่่�ใช้้ควบคุุม          

การทดสอบค่่าความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ ต้องให้้ผลการทดสอบอยู่่�ในช่่วงที่่�กำำ�หนดตาม

มาตรฐาน เช่่น Clinical and laboratory standards institute (CLSI) โดยเชื้้�อที่่�ใช้้

ในการทดสอบอาหารแต่่ละชนิิดแสดงในตารางที่่� 2 1,6,7
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ตารางท่ี่� 2 แสดงเชื้้�อที่่�ใช้้และผลการควบคุมคุุณภาพภายในของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ

อาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อ เช้ื้�อท่ี่�ใช้้ทดสอบ ATCC No. ผลการทดสอบ

Bangrak I medium N. gonorrhoeae 

Staphylococcus epidermidis 

Proteus mirabilis 

Candida albicans 

43069

12228

43071

10231

เชื้้�อเจริญ

เชื้้�อไม่่เจริญ

เชื้้�อไม่่เจริญ

เชื้้�อไม่่เจริญ

Chocolate agar N. gonorrhoeae 

Haemophilus influenzae 

43069

10211

เชื้้�อเจริญ

เชื้้�อเจริญ

GC agar N. gonorrhoeae 49226 เชื้้�อเจริญและ

ค่่าความไว

ต่่อสารต้้านจุุลชีีพ

ของเชื้้�อมาตรฐาน

อยู่่�ในช่่วง

ที่่�กำำ�หนด
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วิิธีีการเตรีียมน้ำำ��ยาต่่างๆ

 1. 1% Oxidase test

	 1.	 ชั่่�งสาร N, N-dimethylaniline 0.3 g ใส่่ใน erlenmeyer flask ขนาด 

125 ml

	 2.	 เติิมน้ำำ��กลั่่�น 30 ml ผสมให้้ส่่วนผสมเข้้ากัันด้้วยเครื่่�อง magnetic stirrer 

เป็็นเวลาประมาณ 10 นาทีี

	 3.	 นำำ�กระดาษฟอยด์์ห่่อรอบๆ erlenmeyer flask และปิิดฝาไว้้เพื่่�อป้้องกัันแสง

	 4.	 ติิดฉลาก ล็อต วันที่่�ผลิต วันหมดอายุุและเก็็บรักษาในตู้้�เย็็นอุุณหภููมิ 2-8˚C 

มีีอายุุการเก็็บ 2 สัปดาห์์

 2. 10% Skim milk with 10% glycerol

	 1.	 ชั่่�ง skim milk (OxoidTM) 10 g ใส่่ใน erlenmeyer flask ขนาด 500 ml 

	 2.	 เติิมน้ำำ�� 90 ml ผสมส่่วนผสมให้้เข้้ากัันด้้วยเครื่่�อง magnetic stirrer เป็็นเวลา 

10 นาทีี

	 3.	 เติิม glycerol ลงไป 10 ml และคนต่่อไปอีีกประมาณ 10 นาทีี

	 4.	 บรรจุุ skim milk ปริิมาตร 1 ml ในหลอดเก็็บสารแช่่แข็็ง ใส่่ลงกล่่องแล้้ว

ทำำ�ให้้ปราศจากเชื้้�อด้้วยเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ ที่่�อุุณหภููมิ 121˚C เป็็นเวลา 5 นาทีี8

	 5.	 เก็็บรักษาในตู้้�เย็็นอุุณหภููมิ 2-8˚C สามารถเก็็บไว้้ใช้้ได้้นานประมาณ 2 เดืือน6
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 3. Mueller-Hinton broth

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

ขนาด 1000 ml

	 2.	 เติิมน้ำำ��กลั่่�น 500 ml ใส่่ magnetic bar วางบนเครื่่�อง magnetic stirrer 

เป็็นเวลา 10 นาทีี

	 3.	 บรรจุุใส่่หลอดแก้้วมีีฝาเกลีียว (screw cap tube) หลอดละ 2.5 ml 

ปิิดจุกให้้แน่่น

	 4.	 ทำำ�ให้้ปราศจากเชื้้�อด้้วยเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ ที่่�อุุณหภููมิ 116-121˚C เป็็นเวลา 

10-15 นาทีี9 

	 5.	 ติิดฉลาก ล็อตที่่�ผลิต วันที่่�ผลิต วันหมดอายุุ และเก็็บรักษาในตู้้�เย็็นอุุณหภููมิ 

2-8˚C มีอายุุการเก็็บนาน 2 เดืือน6
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การเตรีียม McFarland Standard

	 McFarland standard เป็็นมาตรฐานที่่�ใช้้เทีียบความขุ่่�นของ 

bacteria ซึ่่�งเป็็น สารละลายที่่�ประกอบด้วย 1.175% BaCl
2
 (barium 

chloride) และ 1% H
2
SO

4 
(sulfuric acid) เมื่่ �อผสมกัันแล้้ว 

จะเกิิดตะกอนของ BaSO
4
 (Barium sulfate) ทำ ำ�ให้้ solution ขุ่่ �น 

ตามลำำ�ดัับ ตั้้ �งแต่่  number 1-10 โดยการเพิ่่�มอััตราส่่วนของ BaCl
2 

ในส่่วนผสมดัังแสดงในตารางที่่ � 3 จ ากนั้้�นทำำ�การแบ่่งใส่่หลอดแก้้ว            

ปิิดฝาหลอดด้้วยพาราฟิิล์์มเพื่่ �อป้้องกัันการระเหย McFarland          

standard สามารถเก็็บรักษาไว้้ได้้นานถึึง 6 เดืือน ที่่�อุุณหภููมิ 22-25 ºC 

ในสภาวะที่่ �ไม่่มีีแสง และก่่อนการใช้้ในแต่่ละครั้้ �งควร นำ ำ�หลอด             

McFarland standard มาผสมเพื่่�อให้้ตะกอน barium sulfate ที่่�อยู่่�     

ก้้นหลอดกระจายตััวในสารละลาย1
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ตารางท่ี่� 3 การเตรีียม McFarland standard และจำำ�นวนแบคทีีเรีียเปรีียบเทีียบกับ

ความขุ่่�นของ McFarland standard หมายเลขต่่างๆ1

McFarland 

standard

Number

Barium chloride 

dehydrate 

(1.175%)

(ml)

Sulfuric acid 

(1%)

(ml)

จำำ�นวนแบคทีีเรีีย

(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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การย้้อมสีีแกรม (Gram stain)

	 การย้้อมแกรมเป็็นวิิธีีการที่่�ใช้้แยกเชื้้�อแบคทีีเรีียทางห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยา 

โดยอาศััยรููปร่่าง ขนาด การเรีียงตััว และการติิดสีแกรม ซึ่่�งมีีประโยชน์์ในการช่่วยวิินิิจฉััย 

โรคหนองในจากสิ่่�งส่่งตรวจโดยตรงได้้อย่่างรวดเร็็ว การย้้อมสีีด้้วยวิิธีีการที่่�ถููกต้องจึึงมีี

ความสำำ�คัญอย่่างมากในการตรวจหาเชื้้�อ N. gonorrhoeae6  โดยมีีขั้้�นตอนดัังนี้้�

 วิธีีการย้้อมสีีแกรม6

	 1.	 Smear เชื้้�อหรืือสิ่่�งส่่งตรวจลงบนสไลด์์ให้้กระจายตััวแล้้วทิ้้�งไว้้ให้้แห้้งที่่� 

อุุณหภููมิห้้อง

	 2.	 Fix สไลด์์ด้้วยความร้้อนโดยผ่่านเปลวไฟ 2-3 ครั้้�งและปล่่อยให้้สไลด์์เย็็น 

ก่่อนนำำ�ไปย้้อมสีี

	 3.	 หยด working crystal violet solution ลงบนสไลด์์ทิ้้�งไว้้ประมาณ  1 

นาทีีแล้้วล้้างน้ำำ��สะอาด

	 4.	 หยด Gram’s iodine บน slide ทิ้้�งไว้้ประมาณ 1 นาทีีแล้้วล้้างน้ำำ��สะอาด

	 5.	 Decolorize ด้วย acetone alcohol แล้้วล้้างน้ำำ��สะอาดทันทีี

	 6.	 ย้้อมทัับด้วย safranin 30 วินาทีี ล้างน้ำำ��สะอาดแล้้วผึ่่�งให้้แห้้ง นำำ�ไปดููด้วย

กล้้องจุุลทรรศน์์ด้้วยกำำ�ลัังขยาย 10x10 เท่่า จ ากนั้้�นดููรายละเอีียดด้้วย  

กำำ�ลังขยาย 10x100 เท่่า
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การควบคุุมคุุณภาพของสีีแกรม

	 การควบคุุมคุุณภาพของสีีย้้อมควรทดสอบสีีย้้อมกัับเชื้้�อที่่�ให้้ผลบวกและเชื้้�อที่่� 

ให้้ผลลบ สั ัปดาห์์ละหนึ่่�งครั้้�งและทุุกครั้้�งเมื่่�อมีีการจััดซื้้�อสีีย้้อมใหม่่หรืือเตรีียมสีีใหม่่5 

โดยเชื้้�อที่่�ใช้้ทดสอบและผลการทดสอบแสดงในตารางที่่� 45,6

ตารางท่ี่� 4 แสดงเชื้้�อที่่�ใช้้และผลการควบคุมของสีีย้้อมแกรม

เช้ื้�อท่ี่�ใช้้ทดสอบ ATCC No. ผลการทดสอบ

Escherichia coli 

Staphylococcus aureus หรืือ 

Staphylococcus epidermidis 

25922

25923

12228

Gram-negative bacilli

Gram-positive cocci
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