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บทที่ 3

วิธีการวิจัย

3.1  การพิจารณาทางดานจริยธรรมการศึกษาวิจัยในคน

โครงการวิจัยนี้ไดผานการพิจารณาและไดรับความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริย
ธรรมการศึกษาวิจัยในคนของคณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และคณะกรรมการจ
ริยธรรมการศึกษาวิจัยในคนของคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยลงขลานครินทร

3.2  รูปแบบการวิจัยและประชากรที่ศึกษา

3.2.1 รูปแบบการวิจัย
A matched prospective study
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3.2.2  กรอบแนวคิดการวิจัย

การติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุ
จากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่
สรางเอนไซม ESBL

ี่

การติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจาก
เช้ือ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ไม
สรางเอนไซม ESBL
มีปจจัยเสี่ยงที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในกระแส
เลือดจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ท
สรางเอนไซม ESBL
:  การไดรับยาตานจุลชีพชนิดอื่น ๆ  มากอน
:  การไดรับยากลุม third generation cephalo-
sporins มากอน
:  ระยะเวลาการพักรักษาตัวในโรงพยาบาล
กอนการติดเชื้อในกระแสเลือด
:  การเขารับการรักษาตัวในหอผูปวยหนัก
(ICU) กอนการ ติดเชื้อในกระแสเลือด
:  การไดรับการคาสายสอดหลอดเลือด
(intravascular catheter) มากอน
:  การไดรับการคาสายสวนปสสาวะ (foley
catheter) มากอน
:  การไดรับเครื่องชวยหายใจ (ventilator)
มากอน
:  การเปนผูปวยภูมิคุมกันบกพรอง
(immunocompromised host)
ผลลัพธการรักษา (outcome) ตาง ๆ
ระหวางกลุมผูปวยทั้งสองกลุมแตกตาง
กันในประเด็นดังนี้ คือ

 รอยละการตาย (mortality rate)
 ผ ล ลั พ ธ ก า ร รั ก ษ า ท า ง ค ลิ นิ ก

(clinical outcome)
 ผลลัพธการรักษาทางจุลชีววิทยา

(microbiological outcome)
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3.2.3  ประชากรที่จะศึกษา

3.2.3.1  ตัวอยางเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่แยกไดจากตัวอยางเลือดของผู
ปวยในโรงพยาบาลขนาดใหญ 2 แหงในจังหวัดสงขลา คือ โรงพยาบาลสงขลานครินทร จังหวัด
สงขลา (สังกัดทบวงมหาวิทยาลัย) และโรงพยาบาลหาดใหญ จังหวัดสงขลา (โรงพยาบาลศูนย) เก็บ
ตัวอยางเชื้อเปนระยะเวลา 10 เดือน ระหวางวันที่ 1 ตุลาคม ป ค.ศ.2003 ถึง 31 กรกฎาคม ป 
ค.ศ.2004

3.2.3.2  ผูปวยที่มีภาวะการติดเชื้อในกระแสเลือดจากเชื้อ E. coli หรือ                
K. pneumoniae ที่สรางและไมสรางเอนไซม ESBL ในโรงพยาบาลขนาดใหญ 2 แหง คือ โรง
พยาบาลสงขลานครินทร จังหวัดสงขลา (สังกัดทบวงมหาวิทยาลัย) และโรงพยาบาลหาดใหญ 
จังหวัดสงขลา (โรงพยาบาลศูนย) โดยเก็บขอมูลตั้งแตวันที่ 1 ตุลาคม ป ค.ศ.2003 ถึง 31 สิงหาคม ป 
ค.ศ.2004 ซ่ึงเปนผูปวยที่แยกไดตัวอยางเชื้อตามขอ 3.2.3.1

โรงพยาบาลสงขลานครินทรเปนโรงเรียนแพทยขนาด 750 เตียง ประกอบดวย
แพทยและนักศึกษาแพทยสาขาตาง ๆ เปนจํานวนมาก สวนโรงพยาบาลหาดใหญเปนโรงพยาบาล
ศูนยขนาด 500 เตียง มีแพทยสาขาตาง ๆ หลายสาขารวมทั้งเปนสถานที่ฝกปฏิบัติงานของนักเรียน
แพทยสาขาตาง ๆ ดวยเชนกัน โรงพยาบาลทั้งสองที่ทําการศึกษานี้เปนโรงพยาบาลขนาดใหญให
การรักษาผูปวยที่มีภาวะโรคซับซอนเปนจํานวนมากและมีการสั่งใชยาตานจุลชีพเพื่อการรักษาผู
ปวยเปนปริมาณมากรวมทั้งมีปญหาเชื้อกอโรคในโรงพยาบาลดื้อตอยาตานจุลชีพที่ใชรักษาดวย

3.3 วิธีการคัดเลือกตัวอยางที่จะศึกษา

3.3.1 ขนาดตัวอยาง

คํานวณขนาดตัวอยางในการทดลองสองกลุมที่ทราบคาสัดสวนของเหตุการณที่
เกิดขึ้น  โดยอางอิงผลการศึกษาของ Kim และคณะ (2002)
1. H0 : สัดสวนการรอดตายของผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ               
K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL เทากับอัตรารอดตายของผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มี
สาเหตุจากเชื้อ E.coli หรือ K.pneumoniae ที่ไมสรางเอนไซม ESBL
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H1 : สัดสวนการรอดตายของผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ              
K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL ต่ํากวาอัตรารอดตายของผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มี
สาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ไมสรางเอนไซม ESBL

2. p1 =    อัตรารอดตายที่คาดวาจะเกิดขึ้นในผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ 
E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ไมสรางเอนไซม ESBL ใหเทากับ 0.943 (Kim, et al., 2002)

p2 =    อัตรารอดตายที่คาดวาจะเกิดขึ้นในผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ 
E. coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL ใหเทากับ 0.733 (Kim, et al., 2002)

p =    (p1 + p2)/2 =    0.835

3. อํานาจการทดสอบ = 80%, β = 0.20
Z1-β = Z0.80 = 0.84
ระดับนัยสําคัญ = 0.05, ทดสอบทางเดียว Z1-0.05 = Z0.95 = 1.64

4. จากสูตร (ทัสสนี  นุชประยูร, 2541; สังวาลย  รักษเผา, 2538)
n/กลุม = (Zα+ Z β)22p(1 – p)

       (p1 – p2)2

= (1.64 + 0.84)22(0.835)(0.165)
          (0.943 – 0.733)2

= 38.42
ดังนั้นจะตองใชตัวอยางในแตละกลุมเทากับ 40 คน

โดยสรุปวางแผนเก็บตัวอยางเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางและไมสราง
เอนไซม ESBL จากตัวอยางเลือดของผูปวยในโรงพยาบาลดังกลาวขางตนอยางนอยกลุมละ 40 ตัว
อยางและวางแผนในการศึกษา ติดตาม และบันทึกขอมูลทางคลินิกของผูปวยที่มีการติดเชื้อ      E. 
coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางและไมสรางเอนไซม ESBL ในกระแสเลือดในอัตราสวน 1:1 รวม
ทั้งสิ้น 80 รายหรือ 40 คู
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3.3.2  เกณฑและวิธีการคัดเลือกกลุมตัวอยางเขาศึกษา

3.3.2.1  เชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ดื้อและไวตอยา ceftazidime (จากราย
งานผลการเพาะเชื้อและผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพของโรงพยาบาลที่ศึกษา) จากตัว
อยางเลือดของผูปวย

3.3.2.2  ผูปวยในกลุมศึกษา (study group) หมายถึง ผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวามี
การติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL 
ภายหลังเขารับการรักษาในโรงพยาบาลไมนอยกวา 48 ช่ัวโมง (nosocomial infection)

3.3.2.3  ผูปวยในกลุมควบคุม (control group) หมายถึง ผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัย
วามีการติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ไมสรางเอนไซม 
ESBL ภายหลังเขารับการรักษาในโรงพยาบาลไมนอยกวา 48 ช่ัวโมง (nosocomial infection)

3.3.2.4  จับคูระหวางกลุมควบคุมและกลุมศึกษาในอัตราสวน 1:1 โดยพิจารณา
จากเกณฑดังนี้ คือ โรงพยาบาลที่ผูปวยเขารับการรักษา (เลือกที่เปนโรงพยาบาลเดียวกัน)  อายุ 
(แตกตางกันไมเกิน 20 ป)  ชนิดของเชื้อกอโรคเปนชนิดเดียวกัน ( E. coli หรือ K. pneumoniae) 
ความรุนแรงของภาวะเจ็บปวย ณ เวลาที่มีการติดเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือด 
(SAP II score แตกตางกันไมเกินรอยละ 20)
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3.4 วิธีดําเนินการวิจัย

3.4.1 กรอบวิธีดําเนินการวิจัย

เ

จ
ผ
ศ

 ศึกษ
แพท
ติ ด เ
สาเห
K. p
ESB

 เปรีย
ตาน
การร
คาใ
จุลช
E. c
สร า
ESB

 เปร
ทาง
กระ
E. c
สรา
การ
ตาง 
มีรายงานผลการเพาะเชื้อในกระแสเลือดวา
ชื้อกอโรค คือ เชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae
นักจุลชีววิทยาหองปฏิบัติการเก็บตัวอยางเชื้อ
E. coli หรือ K. pneumoniae ดังกลาวไวเพื่อ
ตรวจยืนยันการสรางเอนไซม ESBL ตอดวยวิธี
combination disc diffusion โดยผูวิจัย
ากผลการตรวจยืนยันการสรางเอนไซม ESBL
ูวิจัยคัดเลือกผูปวยตามเกณฑที่กําหนดไว (กลุม
ึกษาและกลุมควบคุม)
ศึกษาเวชระเบียนและติดตามประเมินอาการทาง
คลินิกของผูปวย
:  

:  
รัก
:  
ภ
เล

:  
ารูปแบบการสั่งใชยาของ
ยในการรักษาภาวะการ
ชื้ อ ในกระแส เลื อดที่ มี
ตุจากเชื้อ E. coli หรือ

neumoniae ที่สรางเอนไซม
L
บเทียบ จํานวนชนิดของยา
จุลชีพ ระยะเวลาที่ไดรับ
ักษาดวยยาตานจุลชีพ และ
ชจาย (เฉพาะ คายาตาน
ีพ )  ของผูปวยที่ติดเชื้อ

oli หรือ K. pneumoniae ที่
งและไมสร าง เอนไซม
L
ียบเทียบผลลัพธการรักษา
คลินิกของผูปวยที่ติดเชื้อใน
แสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ
oli หรือ K. pneumoniae ที่
งเอนไซม ESBL แตไดรับ
รักษาดวยยาตานจุลชีพชนิด
ๆ

ศึกษา Risk Factors ที่คาดวาทําใหเกิดการติดเชื้อ
ในกระแสเลือดจาก E. coli หรือ K. pneumoniae
ที่สรางเอนไซม ESBL ไดแก
:  การไดรับยาตานจุลชีพชนิดอื่น ๆ มากอน
: การไดรับยากลุม third generation cephalo-
sporins มากอน
: ระยะเวลาการพักรักษาตัวในโรงพยาบาลกอน
การติดเชื้อในกระแสเลือด
:  การเขารับการรักษาตัวใน ICU กอนการติดเชื้อ
ในกระแสเลือด
:  การไดรับ intravascular catheter มากอน
:  การไดรับ  foley  catheter   มากอน
:  การไดรับ  ventilator   มากอน
:  การเปน immunocompromised  host
 Primary end point
รอยละการตาย
 Secondary clinical outcome
รอยละการลมเหลวในการ
ษา
ระยะเวลารักษาในโรงพยาบาล
ายหลังการติดเชื้อในกระแส
ือด
 Microbiological outcome
การตรวจพบเชื้อกอโรคหลังให
:  รวบรวมขอมูลความไวของเชื้อตอยา
ตานจุลชีพชนิดตาง ๆ (in vitro test) ของ
เชื้อที่สรางเอนไซม ESBL
:  หาคา MIC ของยากลุม carbapenems
(imipenem, meropenem), กลุม amino-
glycosides (amikacin, netilmicin,
gentamicin), กลุม fluoro-quinilones
(ciprofloxacin), กลุม β–lactam/β-
lactamase inhibitor (cefoperazone/
sulbactam) และกลุม polymycin (colistin
หรือ polymycin E) ของเชื้อที่สราง
เอนไซม ESBL
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กลุมศึกษา กลุมควบคุม

ภาพประกอบที่ 28    แสดงขั้นตอนการดําเนินการศึกษาทางหองปฏิบัติการและทางคลินิกของกลุม
ตัวอยางและกลุมควบคุม ที่แยกไดตัวอยาง เชื้อ E. coli

ตัวอยางเชื้อ E. coli จากทั้งสอง
โรงพยาบาล  รวม  115

ตัวอยางเชื้อ E.coli สรางเอนไซม
ESBL จํานวน 13 ตัวอยาง

ตัวอยางเชื้อ E.coli ไมสรางเอนไซม
ESBL จํานวน 102 ตัวอยาง

เหลือตัวอยางเชื้อ E. coli ที่สรางเอนไซม ESBL และ
ถูกนําไปหาคา MIC ตอยาตาน     จุลชีพชนิดตาง ๆ
รวมทั้งศึกษาทางคลินิกตอไปจํานวน 9 ตัวอยาง

เหลือตัวอยางเชื้อ E. coli ที่ไมสรางเอนไซม ESBL
และถูกนําไปหาคา MIC ตอยาตาน      จุลชีพชนิด
ตาง ๆ  ศึกษาทางคลินิกตอไปจํานวน 52 ตัวอยาง
โดยนําไปจับคูกับกลุมศึกษาในอัตราสวน 1:1

ตัวอยางเชื้อ E.coli ที่สรางเอนไซม
ESBL ถูกตัดออกไปจํานวน 4 ตัวอยาง

- 3 ตัวอยางไดจากผูปวยเด็ก
อายุต่ํากวา 10 ป

- 1 ตัวอยางแยกเชื้อ E. coli ได
รวมกับเชื้อ K. pneumoniae

ตัวอยางเชื้อ E.coli ที่ไมสรางเอนไซม
ESBL ถูกตัดออกไปจํานวน 50 ตัว
อยาง

- 7 ตัวอยางไดจากผูปวยเด็ก
อายุต่ํากวา 10 ป

- 11 ตัวอยางแยกเชื้อ E. coli ได
รวมกับเชื้อ K. pneumoniae

- 32 ตัวอยางเปนการติดเชื้อ
จากชุมชน

ทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ดวย
วิธี combination disc diffusion
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กลุมศึกษา         กลุมควบคุม

ภาพประกอบที่ 29    แสดงขั้นตอนการดําเนินการศึกษาทางหองปฏิบัติการและทางคลินิกของกลุม
ตัวอยางและกลุมควบคุม ที่แยกไดตัวอยาง เชื้อ K. pneumoniae

ตัวอยางเชื้อ  K. pneumoniae จาก
ทั้ งสองโรงพยาบาล  รวม  125

ตั ว อ ย า ง เ ช้ื อ  K .
pneumoniae สรางเอนไซม ESBL

ตั ว อ ย า ง เ ช้ื อ  K .
pneumoniae ไมสรางเอนไซม ESBL

เหลือตัวอยางเชื้อ K. pneumoniae ที่
สรางเอนไซม ESBL และถูกนําไปหา
คา MIC ตอยาตานจุลชีพชนิดตาง ๆ
รวมทั้งศึกษาทางคลินิกตอไปจํานวน
21 ตัวอยาง

เหลือตัวอยางเชื้อ K. pneumoniae ที่ไม
สรางเอนไซม ESBL และถูกนําไปหา
คา MIC ตอยาตานจุลชีพชนิดตาง ๆ
ศึกษาทางคลินิกตอไปจํานวน 64 ตัว
อยาง โดยนําไปจับคูกับกลุมศึกษาใน
อัตราสวน 1:1

ตัวอยางเชื้อ K. pneumoniae ที่สราง
เอนไซม ESBL ถูกตัดออกไปจํานวน
17 ตัวอยาง

- 16 ตัวอยางไดจากผูปวยเด็ก
อายุต่ํากวา 10 ป

- 1 ตัวอยางแยกเชื้อ E. coli ได
รวมกับเชื้อ K. pneumoniae

ตัวอยางเชื้อ K. pneumoniae ที่ไมสราง
เอนไซม ESBL ถูกตัดออกไปจํานวน
23 ตัวอยาง

- 3 ตัวอยางไดจากผูปวยเด็ก
อายุต่ํากวา 10 ป

- 8 ตัวอยางแยกเชื้อ E. coli ได
รวมกับเชื้อ K. pneumoniae

- 12 ตัวอยางเปนการติดเชื้อ
จากชุมชน

ทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ดวย
วิธี combination disc diffusion
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3.4.2 ขั้นตอนการเก็บขอมูล

1.  หนวยจุลชีววิทยา  กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิกของโรงพยาบาลกลุมเปาหมาย
รายงานผลการเพาะเชื้อในกระแสเลือดวาเกิดจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae

2.  ศึกษาเวชระเบียนของผูปวย รวมทั้งการติดตามประเมินอาการทางคลินิกของผู
ปวยแบบไปขางหนา  โดยศึกษาเวชระเบียนของผูปวยที่เปนไปตามเกณฑที่กําหนดไวดังนี้ คือ

กลุมศึกษา : ผูปวยที่เขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลมากกวาหรือเทากับ 48 ช่ัวโมงแลวเกิดการ
ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม 
ESBL โดยพิจารณาจากผลการเพาะเชื้อและการตรวจยืนยันการสรางเอนไซม ESBL 
จากหองปฏิบัติการโดยวิธี combination disc diffusion

กลุมควบคุม : ผูปวยที่เขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลมากกวาหรือเทากับ 48 ช่ัวโมงแลวเกิดการ
ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ซ่ึงไมสราง
เอนไซม ESBL โดยพิจารณาจากผลการเพาะเชื้อและการตรวจยืนยันการสราง
เอนไซม ESBL จากหองปฏิบัติการโดยวิธี combination disc diffusion

3.  จับคูระหวางผูปวยในกลุมศึกษาและกลุมควบคุมในอัตราสวน 1:1 โดยพิจารณา
จากเกณฑตอไปนี้ คือ โรงพยาบาลที่ผูปวยเขารับการรักษา (เลือกที่เปนโรงพยาบาลเดียวกัน)  อายุ 
(อายุแตกตางกันไมเกิน 20 ป)  ชนิดของเชื้อกอโรคเปนชนิดเดียวกัน (E. coli หรือ K. pneumoniae) 
และ  ความรุนแรงของภาวะเจ็บปวย ณ เวลาที่มีการติดเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแส
เลือด (SAP II score แตกตางกันไมเกินรอยละ 20)

4.  บันทึกขอมูลเกี่ยวกับขอมูลพื้นฐานของผูปวย  ปจจัยเสี่ยงของการติดเชื้อใน
กระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ซ่ึงสรางเอนไซม ESBL ผลการรักษา
ทางคลินิก รายงานผลการทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพและยาที่แพทยเลือกใชในการรักษาลงใน
แบบบันทึกขอมูลทางคลินิกที่สรางขึ้น
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3.4.3 การตรวจทางหองปฏิบัติการ

3.4.3.1  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีที่ใชในงานวิจัย

Mueller-Hinton agar (Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)
Mueller-Hinton broth (Merck, KGaA, Germany)
Mackocy agar (Merck, KGaA, Germany)
Tryptic soy broth (Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)
Glycerol (Asia Pacific Specialty Chemicals Limited, Australia)
McFarland 0.5 standard (กรมวิทยาศาสตรการแพทย จังหวัดสงขลา)
Nutrient agar (Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)
0.9% Sodium chloride (งานเภสัชกรรมการผลิต โรงพยาบาลสงขลานครินทร)
ซ่ึงวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในงานวิจัยมีขอมูลดังแสดงในภาคผนวก ก

3.4.3.2  วัสดุอุปกรณที่ใชในงานวิจัย

combination disc     ของบริษัท Oxiod, Basingstoke, Hampshire, England
     CD01 (cefpodoxime 10 mcg/clavulanic acid 1 mcg)
     CD02 (ceftazidime 30 mcg/clavulanic acid 10 mcg)
     CD03 (cefotaxime 30 mcg/clavulanic acid 10 mcg)

single cephalosporins disc     ของบริษัท Oxiod, Basingstoke, Hampshire, England
     Cefpodoxime disc (cefpodoxime 10 mcg)
     Ceftazidime disc (ceftazidime 30 mcg)
     Cefotaxime disc (cefotaxime 30 mcg)

E-test ของยาตานจุลชีพ 8 ชนิด คือ ยาimipenem, meropenem, amikacin, netilmicin, 
gentamicin, ciprofloxacin, cefoperazone/salbactam และ colistin     ของบริษัท AB 
Biodisk, Solna, Sweden

Disposable Petri Dish ขนาด 94 × 16 mm

Test tube ขนาด 130 × 100 mm
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Micro tube  ฝาจุก sterile สําหรับปด test tube  Sterile rack with tube yellow  ไมพันสําลี
และถุงมือเบอร M

3.4.3.3  การเก็บตัวอยางและการเพาะเชื้อ

เก็บตัวอยางเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae  จากตัวอยางเลือดของผูปวยที่รักษา
ตัวในโรงพยาบาลสงขลานครินทรและโรงพยาบาลหาดใหญ จังหวัดสงขลา ตั้งแตวันที่ 1 ตุลาคม  
ป ค.ศ.2003 ถึง 31 กรกฎาคม ป ค.ศ.2004 และมีขั้นตอนในการเก็บตัวอยางและการเพาะเชื้อดังตอ
ไปนี้

1. นักจุลชีววิทยาประจําหนวยจุลชีววิทยา  กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิกของโรง
พยาบาลที่เขารวมโครงการใชวิธีตรวจสอบทางหองปฏิบัติการและวิธี disc diffusion test ของโรง
พยาบาลในการรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae  จากตัวอยางเลือดของผูปวย ลง
ในแบบรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae  จากตัวอยางเลือดของผูปวย (ภาค
ผนวก ข) ซ่ึงมีรายละเอียดเกี่ยวกับ ช่ือโรงพยาบาล ช่ือ-สกุล  เลขประจําตัวโรงพยาบาล อายุและเพศ
ของผูปวย  หอผูปวย วันเดือนปที่เก็บตัวอยางเลือดและเลขที่ส่ิงสงตรวจ

2. ปายเชื้อดังกลาวลงบน nutrient agar ในหลอดสําหรับเก็บตัวอยางเชื้อที่ผูวิจัย
เตรียมไวให

3. นําเชื้อที่ไดมาเพาะเชื้อซํ้าเพื่อเพิ่มจํานวนเชื้อและแยกเชื้อ E. coli และ                    
K. pneumoniae  ออกจากเชื้ออ่ืนที่อาจปนเปอนได โดยการ steak เชื้อลงบน nutrient agar แลวนําไป 
incubate ที่ 35°C เปนเวลาขามคืน (18-24 ช่ัวโมง) แลวตรวจสอบวาเปนเชื้อ E. coli หรือ               
K. pneumoniae  โดยพิจารณาจากลักษณะของโคโลนี

4. เขี่ยเชื้อที่เพาะไดลงใน 15 % glycerol และ tryptic soy broth ภายใน micro tube 
(nunc tube) เก็บเชื้อแชแข็งไว (อุณหภูมิ –70°C) โดยระบุชนิดและแหลงที่มาของเชื้อ (ช่ือโรง
พยาบาลและหมายเลขสิ่งสงตรวจ) เพื่อนํามาตรวจยืนยันการสรางเอนไซม ESBL ตอไปดวยวิธี 
combination disc diffusion ตอไป



121

3.4.3.4  การตรวจยืนยันการสรางเอนไซม ESBL โดยวิธี combination disc 
diffusion

combination disc หมายถึง disc ยาที่ใชทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ของเชื้อ
แบคทีเรีย ซ่ึง disc ยาดังกลาวนี้ประกอบดวยยา 2 ชนิดใน disc เดียวคือ cephalosporins และ         
β–lactamase inhibitor  ใน ป ค.ศ.2000 NCCLS รับรองวิธีการ combination disc diffusion ในการ
ทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ของเชื้อแบคทีเรีย สําหรับงานวิจัยนี้ใช Oxiod combination disc 
เปน combination disc ที่ใชสําหรับทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ของเชื้อ E. coli และ              
K. pneumoniae  ซ่ึงในปจจุบันมีใหเลือกใช 3 ชนิด คือ

ตารางที่ 35    แสดงชนิดของ combination disc และรอยละความไวของ disc แตละชนิด

Oxiod combination disc สวนประกอบ ความเขมขน รอยละความไว
CD01 cefpodoxime/clavulanic acid 10/1 mcg 100
CD02∗ ceftazidime/clavulanic acid 30/10 mcg 92
CD03∗ cefotaxime/clavulanic acid 30/10 mcg 82

∗ เฉพาะ CD02 และ CD03 เทานั้นที่ไดรับการรับรองจาก NCCLS สวน CD01 เปนนวัตกรรมใหมที่
พัฒนาขึ้นของบริษัทผูผลิต combination disc

เมื่อเก็บตัวอยางเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae  ที่ดื้อและไวตอยา ceftazidime ได
อยางละอยางนอย 40 ตัวอยางตามที่ตองการแลว จึงนําตัวอยางเชื้อดังกลาวมาตรวจยืนยันการสราง
เอนไซม ESBL โดยวิธี combination disc diffusion ดวยวิธีการดังตอไปนี้คือ

1. นําเชื้อที่แชแข็งเก็บไวมาทําการเพาะเชื้อซํ้าอีกอยางนอย 2 คร้ังบน mackocy 
agar เพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อ

2. เขี่ยเชื้อ 2-3 โคโลนีใสใน mueller hinton broth เขยาใหเขากันดี แลวปรับเทียบ
ความขุนใหเทากับ 0.5 McFarlandStandard  การปรับความขุนโดยการเปรียบเทียบความขุนกับของ 
inoculum กับสารละลาย 0.5 McFarlandStandard  ดังแสดงในภาพประกอบที่ 30  
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ภาพประกอบที่  30  การปรับความขุนของสารละลาย inoculum ใหเทากับ 0.5 McFarlandStandard

3. ใชไมพันสําลีปายเชื้อลงบน mueller hinton agar ทิ้งไวประมาณ 15-20 นาที   
ดังแสดงในภาพประกอบที่ 31

ภาพประกอบที่  31  การปายเชื้อลงบน mueller hinton agar
4. วาง combination disc (CD01,CD02 หรือ CD03) ควบคูกับ single 

cephalosporins disc ของ combination disc แตละชนิด (cefodoxime 10 mcg, ceftazidime 30 mcg 
หรือ cefotaxime 30 mcg) โดยวางหางกันพอสมควร (ไมนอยกวา 5 cm)

5. นําไป incubate ที่ 35-37°C; ambient air เปนเวลาขามคืน (18-24 ช่ัวโมง)
(overnight) อานเสนผานศูนยกลางของ inhibition zone ของ combination disc และ single 
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cephalosporin disc บันทึกคาที่อานไดลงในแบบบันทึกผลการศึกษาการสรางเอนไซม ESBL (ภาค
ผนวก ข)

6. นําเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae  ที่สรางเอนไซม ESBL ไปหาคา MIC ตอไป 
(วิธีการหาคา MIC ของเชื้อดังกลาวจะกลาวถึงในหัวขอ 3.4.3.5)

7. ใช E. coli  ATCC 25922 และ K. pneumoniae  ATCC 700603 เปน        
สายพันธุควบคุมคุณภาพ โดยอางอิงจาก NCCLS guideline 2001

8. แปลผลโดยเปรียบเทียบ inhibition zone ของ combination disc และ single 
cephalosporins disc ถา inhibition zone ของ combination disc มากกวาหรือเทากับ 5 มิลลิเมตร เมื่อ
เปรียบเทียบกับ inhibition zone ของ single cephalosporins disc ถือวาเชื้อ E. coli หรือ                   
K. pneumoniae  ที่นํามาตรวจสอบสรางเอนไซม ESBL  แตสําหรับเชื้อ K. pneumoniae ที่สราง
เอนไซม ESBL เมื่อใช combination disc ชนิด CD03 ในการตรวจยืนยันการสรางเอนไซม ESBL 
ถา inhibition zone ของ CD03 มากกวาหรือเทากับ 3 มิลลิเมตร เมื่อเปรียบเทียบกับ inhibition zone 
ของ cefotaxime ถือวาเชื้อ K. pneumoniae ดังกลาวสรางเอนไซม ESBL

ตารางที่ 36     การแปลผลการสรางเอนไซม ESBL ของ E. coli และ K. pneumoniae จากการตรวจ
ยืนยันการสรางเอนไซม ESBL ดวยวิธี combination disc diffusion

Inhibition zone difference (mm)
(combination disc zone – single cephalosporin disc zone)Combination disc

E. coli K. pneumoniae
CD01 ≥ 5 mm ≥ 5 mm
CD02 ≥ 5 mm ≥ 5 mm
CD03 ≥ 5 mm ≥ 3 mm

เนื่องจากการวิจัยนี้ใช combination disc 3 ชนิดในการตรวจยืนยันการสราง
เอนไซม ESBL ของเชื้อ การสรุปวาเชื้อแบคทีเรียชนิดนั้น ๆ สรางเอนไซม ESBL หรือไม พิจารณา
จากการแปลผลของ combination disc ทั้ง 3 ชนิด ถาพบวาแปลผลเปน ESBL positive อยางนอย
จาก 1 combination disc สรุปวาเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae ดังกลาวสรางเอนไซม ESBL
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3.4.3.5  การหาคา MIC ของยาตานจุลชีพตอเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่
สรางเอนไซม ESBL

นําเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae  ที่ตรวจยืนยันแลวพบวา สรางเอนไซม ESBL 
ดวยวิธี combination disc diffusion (ดังรายละเอียดขั้นตอนในขอ 3.4.3.4) มาหาคา MIC ของยาตาน
จุลชีพตอเชื้อดังกลาว โดยในงานวิจัยนี้ศึกษาคา MIC ของ ยา imipenem, meropenem, amikacin, 
netilmicin, gentamicin, ciprofloxacin, cefoperazone/sulbactam และ colistin ดวยวิธี E-test

E-test (Epsilometric test) strip (Murray, et al., 1995) หมายถึง แถบพลาสติกบาง 
ขนาด   5 × 60 มิลลิเมตร เคลือบสารตานจุลชีพที่มีความเขมขนของสารตานจุลชีพในระดับตาง ๆ 
จากมากไปนอย ซ่ึงมีสเกลตอเนื่องครอบคลุมความเขมขนกวางถึง 15 ระดับ ของการเจือจางครั้งละ
เทาตัว (15 two-fold dilution) ใชสําหรับหาคาความเขมขนต่ําสุดของยาปฏิชีวนะที่ใชในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ทําการศึกษา (Minimum Inhibitory Concentration, MIC)        
คา MIC แสดงเปนตัวเลขมีหนวยเปนไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (mcg/ml)  ซ่ึง E-test strip ที่ใชในการ
ศึกษาวิจัยคร้ังนี้มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ดังตอไปนี้

Cefoperazone/sulbactam มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.016-256 mcg/ml
Ciprofloxacin มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.002-32 mcg/ml
Colistin มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.064-1024 mcg/ml
Imipenem มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.002-32 mcg/ml
Meropenem มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.002-32 mcg/ml
Amikacin มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.016-256 mcg/ml
Netilmicin มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.016-256 mcg/ml
Gentamicin มีชวงสเกลแสดงระดับ MIC ตั้งแต  0.016-256 mcg/ml
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วิธีหาคา MIC ของยาตานจุลชีพตอเชื้อ  E. coli หรือ K. pneumoniae  ที่สราง
เอนไซม ESBL ประกอบไปดวยขั้นตอนดังตอไปนี้

1. นําเชื้อที่แชแข็งเก็บไวมาทําการเพาะเชื้อซํ้าอีกอยางนอย 2 คร้ังบน mackocy 
agar เพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อ

2. เขี่ยเชื้อ 2-3 โคโลนีใสใน mueller hinton broth เขยาใหเขากันดีแลวปรับเทียบ
ความขุนใหเทากับ 0.5 McFarlandStandard

3. ใชไมพันสําลีจุมใน inoculum แลวทําการปายเชื้อลงบน mueller hinton agar ใน
สาม ทิศทางแลววางทิ้งไวประมาณ 15-20 นาทีเพื่อให inoculum ซึมลงสู agar และไมเปยกเกินไปที่
จะวาง strip

4. นํา E-test strip ออกจากตูเย็นมาวางไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที
5. ใช forceps จับแผน E-test วางลงบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อใหแนบสนิทใหสเกล

ของ MIC อยูดานบน หลังจากนี้หามขยับหรือเคลื่อนยายแผน E-test บนอาหารเลี้ยงเชื้ออีก ในการ
ศึกษาวิจัยคร้ังนี้วางแผนทดสอบ E test ของยาตานจุลชีพ 2 ชนิด (2 แถบ) ลงบน plateขนาด 90 
มิลลิเมตร และวางแผนทดสอบ E test ของยาตานจุลชีพ 6 ชนิด (ยาตานจุลชีพ 1 ชนิดตอแผน
ทดสอบ E test 1 แถบ) ลงบน plate ขนาด 150 มิลลิเมตร ดังแสดงในภาพประกอบ 30 และ 31 ตาม
ลําดับ

ภาพประกอบที่ 32  การวางแผนทดสอบ E test ลงบน plate ขนาด 90 มิลลิเมตร
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ภาพประกอบที่ 33  การวางแผนทดสอบ E test ลงบน plate ขนาด 150 มิลลิเมตร

6. นําไป incubate ที่ 35-37°C; ambient air เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง (overnight)
7. อานคา MIC โดยดูจาก intersection ของ elliptical inhibition zone ที่ตัดกับ 

scale บน E-test strip และบันทึกคาที่ไดลงในแบบบันทึกผลการศึกษาทางหองปฏิบัติการเกี่ยวกับ
ความไวตอยาตานจุลชีพ ดังแสดงในภาพประกอบที่ 32
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ภาพประกอบที่ 34     ตัวอยางคา MIC ของเชื้อ E. coli  ตอ
E-test ซ่ึง คา MIC = 0.75 mcg/ml

8. การแปลผลอางอิงตามเกณฑของ NCCLS 
9. ใช E. coli ATCC 25922 และ E. coli A

คุณภาพ โดยอางอิงจาก NCCLS guideline 2001
MIC = 0.75 mcg/ml
ยา gentamicin ที่ทดสอบโดยการใช      

2001 criteria ดังแสดงในตารางที่ 38
TCC 35218 เปนสายพันธุควบคุม
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ตารางที่ 37   การแปลผลความไวของเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae  ตอยาตานจุลชีพชนิดตาง ๆ 
จากคา MIC

MIC (mcg/ml) Interpretive standard
ยาตานจุลชีพ Susceptible Intermediated Resistance

Amikacin ≤ 16 32 ≥ 64
Gentamicin ≤ 4 8 ≥ 16
Netilmicin ≤ 8 16 ≥ 32
Cefotaxime ≤ 8                 16-32 ≥ 64
Cefoxitin ≤ 8 16 ≥ 32
Ceftazidime ≤ 8 16 ≥ 32
Ceftriaxone ≤ 8                 16-32 ≥ 64
Cefuroxime ≤ 8 16 ≥ 32
Cephalaxin ≤ 8 16 ≥ 32
Cefipime ≤ 8 16 ≥ 32
Cefoperazone/sulbactam ≤ 16                 17-63 ≥ 64
Piperacillin/Tazobactam              ≤ 16/4                 32/2-64/4               ≥ 128/2
Ciprofloxacin              ≤ 1 2               ≥ 4
Colistin - - -
Co-trimoxazole               ≤ 2/38 -              ≥ 4/76
Imipenem ≤ 4 8 ≥ 16
Meropenem ≤ 4 8 ≥ 16
ที่มา : NCCLS, 2001

ตารางที่ 38    Quality control range ของ MICs สําหรับเชื้อ E. coli   ATCC 35218

ยาตานจุลชีพ MICs (mcg/ml)
Cefoperazone/sulbactam 0.25-1

ที่มา : NCCLS, 2001
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ตารางที่ 39    Quality control range ของ MICs สําหรับเชื้อ E. coli  ATCC  25922

ยาตานจุลชีพ MICs (mcg/ml)
              Ciprofloxacin                        0.004-0.016
              Colistin                        0.125-0.5
              Imipenem                        0.06-0.25
              Meropenem                        0.008-0.06
              Amikacin                        0.5-4
              Netilmicin                        ≤ 0.5-1
              Gentamicin                        0.25-1
ที่มา : NCCLS, 2001

3.4.3.6  ตัวแปร แผนวิเคราะหขอมูล และสถิติที่ใช สําหรับวิเคราะหขอมูลทาง
หองปฏิบัติการ

ใชโปรแกรม SPSS for Windows version 10.0 ในการวิเคราะหขอมูล โดย
ก. ความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ E. coli และ K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม 

ESBL  แสดงผลในรูปของความถี่และรอยละ
ข. ความเขมขนต่ําสุดของยาที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (Minimum 

inhibitory concentrations; MIC) ใชสถิติเชิงพรรณนา
ค. MIC50 และ MIC90  เปนสถิติเชิงพรรณนา ที่ไดจากการวัดตําแหนงของขอมูล

โดยตรงในรูปของเปอรเซนไทล (percentile) ซ่ึงจะมีการแบงขอมูลเรียงลําดับจากคาที่ต่ําสุดไปหา
คาที่สูงสุดเปน 100 กลุม โดยแตละกลุมมีจํานวนขอมูลเทา ๆ กัน แลวจึงหาตําแหนงของขอมูล MIC 
ลําดับที่ 50 และ 90 ไดเปน MIC50 และ MIC90 ตามลําดับ
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3.4.4  การศึกษาและบันทึกขอมูลทางคลินิกของผูปวยท่ีมีการติดเชื้อในกระแสเลือดท่ีมีสาเหตุจาก
เชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae  ท่ีสรางเอนไซม ESBLโดยเปนไปตามหลักเกณฑท่ีกําหนดไวใน
การคัดเลือกประชากรที่จะศึกษา

3.4.4.1  แบบบันทึกที่ใชในงานวิจัย

แบบรายงานผลการเพาะเชื้อและตรวจยืนยันการสรางเอนไซม ESBL
ของเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือด (ภาคผนวก ข)

แบบเก็บขอมูลคา MIC ของยาตานจุลชีพของเชื้อ E.  coli หรือ
          K.  pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL (ภาคผนวก ง)

แบบประเมิน SAP II score (ภาคผนวก จ)

ใบเชิญชวนเขารวมโครงการวิจัยและใบสมัครใจเขารวมโครงการ (ภาคผนวก ฉ)

แบบเก็บขอมูลทางคลินิก (ภาคผนวก ช)

3.4.4.2 วิธีการดําเนินการวิจัย

ก.  การเก็บขอมูลผูปวย มีขั้นตอนดังตอไปนี้
(1)  ติดตอประสานงานลวงหนาไปยังผูที่เกี่ยวของ ไดแก งานจุลชีววิทยา กลุมงาน

พยาธิวิทยาคลินิก  งานเวชระเบียนและสถิติ งานบริการผูปวยในของโรงพยาบาลกลุมเปาหมายที่ให
ความรวมมือเขารวมการศึกษาวิจัยในครั้งนี้

(2)  เตรียมความพรอมของหนวยงานที่เกี่ยวของดังกลาวขางตน โดยช้ีแจงเกี่ยวกับ
วัตถุประสงค ประโยชนที่คาดวาจะไดรับและกรอบวิธีดําเนินการวิจัยแกทุกฝายที่เกี่ยวของ

(3)  ภายหลังไดรับรายงานผลการเพาะเชื้อ (ภาคผนวก ข) จากงานจุลชีววิทยา กลุม
งานพยาธิวิทยาคลินิกของโรงพยาบาลที่ดําเนินการศึกษาวิจัยและเก็บขอมูล ผูวิจัยคัดเลือกผูปวยตาม
เกณฑทีก่าํห นด

(4)  ผูวิจัยเก็บขอมูลทางคลินิกของผูปวย โดยเก็บขอมูลที่ประกอบดวย
- ขอมูลพื้นฐานของผูปวย เชน เพศ อายุ โรคประจําตัว และภาวะโรครวม  เปนตน 

(ภาคผนวก ช)
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-  ขอมูลที่จําเปนในการประเมิน SAP II score ที่ baseline เนื่องจากการติดเชื้อใน
กระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae  เพื่อทําใหทราบถึงความรุนแรงของ
ภาวะเจ็บปวย ณ เวลาที่มีการติดเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือดของผูปวย (ภาค
ผนวก จ) ไดแก อัตราการเตนของหัวใจ  ความดันโลหิต systolic (systolic BP)  อุณหภูมิรางกาย  คา
PaO2 ในเลือด  ปริมาณปสสาวะ (urine output)  ระดับยูเรียในเลือด (blood urea level) หรือระดับยู
เรียไนโตรเจนในเลือด (blood  urea nitrogen level)  ปริมาณเม็ดเลือดขาวในเลือด (WBC count)  
ระดับโพแทสเซียมในเลือด (blood potassium)  ระดับโซเดียมในเลือด (blood sodium)  ระดับไบ
คารบอเนตในเลือด (blood  bicarbonate)  ระดับบินริรูบินในเลือด (bilirubin level)  ระดับการรูสึก
ตัวของผูปวย (Glasgow coma score)  ซ่ึงหากในวันที่มีการสงเพาะเชื้อตัวอยางเลือดของผูปวย ( ±
24 ช่ัวโมง) ขอมูลตาง ๆ เหลานี้มีไมครบถวนผูวิจัยจะเสนอใหแพทยผูดูแลผูปวยส่ังตรวจทางหอง
ปฏิบัติการเพิ่มเติม โดยผูวิจัยจะเปนผูรับผิดชอบคาใชจายตาง ๆ ที่เกิดขึ้นเอง

-  ขอมูลเกี่ยวกับยาและขนาดยารวมถึงระยะเวลาที่ไดรับยาในขณะรับการรักษาใน
โรงพยาบาล (ภาคผนวก ช)

-  ผลการรักษาทางคลินิก (clinical outcome) ทําการประเมินตามแบบบันทึกขอมูล
ทางคลินิก (ภาคผนวก ช) ซ่ึงทําการประเมิน 2  คร้ังคือวันที่ 3 ของการรักษาดวยยาตานจุลชีพและ
วันสิ้นสุดการรักษาดวยยาตานจุลชีพ โดยมีผูประเมิน 2 ทานทําการประเมินแยกกัน คือ ผูวิจัยและ
แพทยผูทําการรักษา 1 ทาน ซ่ึงเปนแพทยที่มีคุณวุฒิตั้งแตแพทยประจําบานชั้นปที่ 2 ขึ้นไป ในกรณี
ที่ผลการประเมินไมตรงกันจะมีการอภิปรายรวมกันระหวางแพทยผูดูแลผูปวยและผูวิจัย หรือ
ระหวางผูวิจัยกับอาจารยแพทยผูรวมวิจัยเพื่อหาขอสรุป

-  ผลการรักษาทางหองปฏิบัติการ (microbiological outcome) ทําการประเมินใน
วันสิ้นสุดการรักษาดวยยาตานจุลชีพ ซ่ึงหากในวันดังกลาวแพทยไมมีคําสั่งสงตรวจเพาะเชื้อใน
เลือดของผูปวย (hemoculture) ซํ้าอีกครั้ง ผูวิจัยจะเสนอใหแพทยส่ังตรวจเพื่อใหไดมาซึ่งขอมูลดัง
กลาว และเพื่อใหสามารถแนใจไดวาสามารถกําจัดเชื้อออกจากรางกายผูปวยไดหมดหรือไม โดยผู
วิจัยจะเปนผูรับผิดชอบคาใชจายตาง ๆ ที่เกิดขึ้นในสวนนี้เอง การประเมินผลการรักษาทางหอง
ปฏิบัติการประเมินตามแบบบันทึกขอมูลทางคลินิก (ภาคผนวก ช)

การเก็บขอมูลทางคลินิกทําการเก็บขอมูลตั้งแตมีรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli
หรือ K. pneumoniae จากตัวอยางเลือดผูปวยและติดตามผูปวยกระทั่งผูปวยถูกจําหนายออกจากโรง
พยาบาลและในกรณีที่มีรายงานการดื้อหรือไวตอยาชนิดตาง ๆ ของเชื้อ E. coli หรือ                K. 
pneumoniae ที่พบในตัวอยางเลือดมากกวา 1 คร้ังในผูปวยแตละราย จะบันทึกขอมูลเฉพาะครั้งแรก
ของรายงานการติดเชื้อดังกลาว
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 (5)  ผูวิจัยรวบรวมขอมูลทางคลินิกที่ไดจากเวชระเบียน และนํามาวิเคราะหโดย
วิธีทางสถิติตอไป

3.4.4.3 นิยามศัพทที่เกี่ยวของ

ก.  การติดเชื้อในกระแสเลือด (bacteremia) หมายถึง การมีผลการเพาะเชื้อพบเชื้อ
แบคทีเรียกอโรคจากตัวอยางเลือดของผูปวยจํานวนมากกวาหรือเทากับ 1 ขวดรวมกับการมีอาการ
และอาการแสดงทางคลินิกของการติดเชื้อดังกลาว เชน มีไข, chills, hypotension, hypothermia 
(สําหรับผูปวยที่มีอายุนอยกวาหรือเทากับ 12 เดือนที่มีอุณหภูมิรางกายต่ํากวา 37°C), apnea หรือ 
bradycardia เปนตน (Lautenbach, et al., 2001; Beringer-Wong, et al., 2002)

ข.  การติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial infection) หมายถึง การที่ผูปวยมีภาวะ
ติดเชื้อเกิดขึ้นหลังจากเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลเปนเวลาอยางนอย 48 ช่ัวโมง (Lautenbach, 
et al., 2001)

ค.  การกลับเปนซ้ํา (relapse) หมายถึง การมีการติดเชื้อเกิดขึ้นที่สวนใดสวนหนึ่ง
ของรางกายดวยเชื้อกอโรคชนิดเดิมภายในระยะเวลานอยกวาหรือเทากับ 30 วัน หลังจากหยุดการ
รักษาดวยยาตานจุลชีพที่ใชรักษาการติดเชื้อในชวงแรก (Lautenbach, et al., 2001)

ง.  ระยะเวลาการรักษาตัวในโรงพยาบาลกอนเกิดการติดเชื้อ หมายถึง ระยะเวลา
ตั้งแตแรกรับผูปวยเขารับการรักษาในโรงพยาบาล กระทั่งถึงวันที่สงตรวจตัวอยางเลือดของผูปวย
แลวมีรายงานผลการเพาะเชื้อพบ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือดและแพทยวินิจฉัยวาผู
ปวยมีภาวะติดเชื้อจากเชื้อกอโรคดังกลาว

จ.  ระยะเวลาการรักษาตัวในโรงพยาบาลภายหลังการติดเชื้อ หมายถึง ระยะเวลา
ตั้งแตวันที่เก็บตัวอยางเลือดของผูปวยแลวมีรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae 
และแพทยวินิจฉัยวาผูปวยมีภาวะติดเชื้อกอโรคดังกลาวกระทั่งถึงวันที่จําหนายผูปวย

ฉ. ยาตานจุลชีพที่ไดรับมากอน หมายถึง ยาตานจุลชีพทั้งชนิดฉีดหรือชนิดรับ
ประทานที่ผูปวยไดรับมาภายใน 30 วัน กอนที่จะมีการสงตรวจตัวอยางเลือดและมีรายงานผลการ
เพาะเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือด โดยท่ีผูปวยไดรับยาตานจุลชีพชนิดนั้น ๆ 
เปนเวลาอยางนอย 24 ช่ัวโมง

ช. ยากลุม third generation cephalosporins ที่ไดรับมากอน หมายถึง ยา 
ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone และยากลุม third generation cephalosporins ชนิดอื่น ๆ ทั้ง
ชนิดฉีดและชนิดรับประทานที่ผูปวยไดรับมาภายใน 30 วัน กอนที่จะสงตรวจตัวอยางเลือดและมี
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รายงานผลการเพาะเชื้อ E.coli หรือ K.pneumoniae ในกระแสเลือด โดยที่ผูปวยตองไดรับยาตานจุล
ชีพชนิดดังกลาวเปนเวลาอยางนอย 24 ช่ัวโมง

ซ.  ผูปวยภูมิคุมกันบกพรอง (immunocompromised host)  หมายถึง  ผูปวยโรค
AIDS  และผูปวยที่ไดรับยากดภูมิคุมกัน หรือไดรับยากลุม corticosteroids มากอนอยางนอย 14 วัน
กอนที่จะสงตรวจตัวอยางเลือดและมีรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ใน
กระแสเลือด (Lautenbach, et al., 2001)

ฌ.  การไดรับยากดภูมิคุมกันมากอน  หมายถึง  การไดรับยากลุมเคมีบําบัดมากอน
เปนเวลาอยางนอย 14 วันกอนที่จะสงตรวจตัวอยางเลือดและมีรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ          
K. pneumoniae ในกระแสเลือด

ญ.  การไดรับยากลุม corticosteroids มากอน  หมายถึง  การไดรับ prednisolone 
ขนาดมากกวาหรือเทากับ 20 mg/day (หรือเทียบเทา) มากอนเปนอยางนอย 14 วัน กอนที่จะสง
ตรวจตัวอยางเลือดและมีรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือด
(Lautenbach, et al., 2001)   

ฎ.  การไดรับการคาสายสวนหลอดเลือด (intravascular catheter) มากอน  หมายถึง 
การที่ผูปวยไดรับการคาสาย intravascular catheter ตาง ๆ ไมวาจะเปนทางเสนเลือดแดงหรือเสน
เลือดดําภายใน 30 วัน กอนที่จะมีการสงตรวจตัวอยางเลือดและรายงานผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ 
K. pneumoniae ในกระแสเลือด โดยผูปวยไดรับการคาสาย catheter เหลานั้นไวเปนเวลาอยางนอย 
48 ช่ัวโมง

ฏ.  การไดรับการคาสายสวนปสสาวะ (foley  catheter) มากอน  หมายถึง  การที่ผู
ปวยไดรับการคาสายสวนปสสาวะภายใน 30 วัน กอนที่จะมีการสงตรวจตัวอยางเลือดและรายงาน
ผลการเพาะเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือดโดยผูปวยไดรับการคาสายสวน
ปสสาวะนั้นเปนเวลาอยางนอย 48 ช่ัวโมง

ฐ.  การไดรับเครื่องชวยหายใจ (ventilator) มากอน  หมายถึง  การที่ผูปวยมีการใช
เครื่องชวยหายใจภายใน 30 วัน กอนที่จะมีการสงตรวจตัวอยางเลือดและรายงานผลการเพาะเชื้อ          
E. coli หรือ K. pneumoniae ในกระแสเลือด โดยผูปวยไดรับการใชเครื่องชวยหายใจดังกลาวเปน
เวลาอยางนอย 48 ช่ัวโมง

ฑ.  ภาวะเม็ดเลือดขาวต่ํา (neutropenia)  หมายถึง  การมีคา absolute neutrophil 
count นอยกวา 500 cells/mm3

ฒ.  ผูปวยที่มีการทํางานของตับบกพรอง (hepatic dysfunction)  หมายถึง  การที่ผู
ปวยมีส่ิงตอไปนี้ไมนอยกวา 2 อยาง คือ คา bilirubin concentration > 2.5 mg/dL คา aspartate 



134

amino-transferase (AST) หรือ alanine aminotransferase (ALT) > 2 เทาของคาปกติ หรือมีประวัติ
วาเปนโรคตับ (known liver disease) (Lautenbach, et al., 2001)

ณ.  ผูปวยที่มีการทํางานของไตบกพรอง (renal insufficiency)  หมายถึง  ผูปวยที่มี
คา serum creatinine มากกวา 2.0 mg/dL (Lautenbach, et al., 2001)

ด.  SAP II score (Simplified Acute Physiology Score II)  เปนแบบประเมินความ
รุนแรงของโรคจากขอมูลของผูปวย แบบประเมินนี้สรางจากผูเชี่ยวชาญโดยใชสถิติเปนเครื่องมือ
ในการเลือกและกําหนดตัวแปรจากขอมูลของผูปวย  (Le Gall, et al., 1993) ดังรายละเอียดในภาค
ผนวก จ

ต.  การไมมีไข  หมายถึง  การมีอุณหภูมิรางกายที่วัดทางปากนอยกวา 38.5°C หรือ
วัดทางรักแรนอยกวา 38°C เปนเวลาติดตอกันอยางนอย 48 ช่ัวโมง

ถ.  clinical outcomes  พิจารณาเฉพาะผูปวยที่ไดรับยาปฏิชีวนะในการรักษาเปน
เวลาอยางนอย 48 ช่ัวโมงและประเมินหลังจากไดรับการรักษาดวยยาตานจุลชีพเปนเวลา 3 วันและ
เมื่อส้ินสุดการรักษาดวยยาตานจุลชีพชนิดนั้น ๆ โดยแบงผลการรักษาเปน

 (1)  การรักษาหาย (clinical cure) หมายถึง ผูปวยไมมีอาการและอาการแสดงของ
การติดเชื้อเชน หายจากอาการไขหรือหายจากการมี leukocytosis เปนตน

(2)  การรักษาดีขึ้น (clinical improvement) หมายถึง ผูปวยมีอาการและอาการ
แสดงของการติดเชื้อบางอยางดีขึ้นแตยังไมหมดไปเชน หายจากอาการไขแตยังคงมี leukocytosis 
หรือ ยังคงมีไขอยูแตไขมีแนวโนมลดลงเรื่อย ๆ เปนตน

(3)  การรักษาลมเหลว (clinical failure) หมายถึง ผูปวยยังมีอาการและอาการแสดง
คงเดิมหรือแยลงอันเนื่องมาจากภาวะติดเชื้อดังกลาวหรือเปนผลใหมีการเปลี่ยนแปลงยาตานจุลชีพ
ที่ใหอยูเดิมเปนยาตานจุลชีพตัวอ่ืนหรือจําเปนตองผาตัดเพื่อรักษาภาวะติดเชื้อแตไมรวมถึงการ
เปลี่ยนยาเนื่องจากอาการอันไมพึงประสงคจากการใชยาหรือการเปลี่ยนยาที่ใหทางหลอดเลือดดํา
เปนรูปแบบรับประทาน

(4)  การเสียชีวิตของผูปวยที่เกี่ยวเนื่องกับการติดเชื้อ หมายถึง การที่ผูปวยเสียชีวิต
โดยมีอาการหรืออาการแสดงทางคลินิกที่แสดงถึงภาวะติดเชื้อหรือการเสียชีวิตที่มีสาเหตุจาก organ 
failure เนื่องจากภาวะติดเชื้อ เชน ผูปวยยังคงมีอาการหรืออาการแสดงของการติดเชื้ออยูในขณะที่
เสียชีวิตและ/หรือเสียชีวิตภายใน 7 วัน หลังจากเกิดการติดเชื้อในกระแสเลือดโดยไมสามารถหา
สาเหตุการเสียชีวิตจากอยางอื่นมาอธิบายไดอยางชัดเจน (Le Gall, et al., 1993)

(5)  ไมสามารถประเมินผลการรักษาได (undetermined) หมายถึง การขาดการติด
ตามผลหรือเหตุผลใดก็ตามที่ทําใหไมสามารถประเมินผลการรักษาได
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ผูปวยที่ไดรับการประเมินผลการรักษาทางคลินิก (clinical outcome) วามีการรักษา
หาย (clinical cure) หรือมีการรักษาดีขึ้น(clinical improvement) จะถูกเรียกวาผูปวยตอบสนองตอ
การรักษา (responder) (Beringer-Wong A, et al., 2002)  สวนผูปวยที่มีการรักษาลมเหลว (clinical 
failure)  หรือเสียชีวิตจากการติดเชื้อ (dead) หรือมีการกลับเปนซ้ํา (relapse) จะถูกเรียกวาผูปวยไม
ตอบสนองตอการรักษา (non-responder) หรือเรียกรวมวาลมเหลวตอการรักษา

ท.  microbiological outcomes  พิจารณาเฉพาะผูปวยที่ไดรับยาปฏิชีวนะในการ
รักษาเปนเวลาอยางนอย 48 ช่ัวโมง โดยแบงผลการรักษาเปน

(1)  eradicated หมายถึง ไมพบเชื้อกอโรคจากที่ตรวจพบครั้งแรกกอนการรักษา
จาก เมื่อทําการเพาะเชื้อซํ้าอีกครั้งในระหวางใหการรักษาหรือภายหลังสิ้นสุดการรักษาดวยยาตาน
จุลชีพ

(2)  persist หมายถึง ยังคงพบเชื้อกอโรคจากที่ตรวจพบครั้งแรกกอนการรักษา เมื่อ
ทําการเพาะเชื้อซํ้าอีกครั้งในระหวางใหการรักษาหรือภายหลังสิ้นสุดการรักษาดวยยาตานจุลชีพ

(3)  undetermined หมายถึง การขาดการติดตามผลหรือเหตุผลใดก็ตามที่ทําใหไม
สามารถประเมินผลการรักษาได

ธ.  การประเมินบทบาทของยาตานจุลชีพที่ผูปวยไดรับ โดยยังไมทราบผลการ
เพาะเชื้อและรายงานความไวตอยาตานจุลชีพ (empiric therapy) แบงเปน 2 กลุมดังนี้ คือ

(1)  กลุม 1 : ยาตานจุลชีพที่เหมาะสมหรือมีแนวโนมใหผลการรักษาที่ดีทางคลินิก
หมายถึง ยาตานจุลชีพที่ที่เชื้อกอโรคไวตอยาและไดรับยาภายในเวลา 48 ช่ัวโมงตั้งแตมีอาการและ
อาการแสดงของการติดเชื้อในกระแสเลือด

(2)  กลุม 2 : ยาตานจุลชีพที่ไมเหมาะสมหรือมีแนวโนมใหผลการรักษาที่ไมดีทาง
คลินิก หมายถึง ยาตานจุลชีพที่เชื้อกอโรคดื้อตอยาหรือไมไดยาตานจุลชีพที่เชื้อกอโรคไวตอยา
ภายในเวลา 48 ช่ัวโมงตั้งแตมีอาการและอาการแสดงของการติดเชื้อในกระแสเลือด

น.  combination disc  หมายถึง  disc ยาที่ใชทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ของ
เชื้อแบคทีเรีย ซ่ึง disc ยาดังกลาวนี้จะประกอบดวยยาตานจุลชีพ 2 ชนิดใน disc เดียวคือ 
cephalosporins และ β–lactamase inhibitor ซ่ึงใน ป ค.ศ. 2000 NCCLS รับรองวิธีการ combination 
disc diffusion ในการทดสอบการสรางเอนไซม ESBL ของเชื้อแบคทีเรียได

บ.  E-test strip (Murray, et al., 1995)  หมายถึง  แถบพลาสติกที่มีความเขมขน
ของยาปฏิชีวนะในระดับตาง ๆ จากมากไปนอย  ใชสําหรับหาคาความเขมขนต่ําสุดของยาปฏิชีวนะ
ที่ใชในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่ทําการศึกษา (Minimum Inhibitory 
Concentration, MIC)
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3.4.4.4  ตัวแปร แผนวิเคราะหขอมูล และสถิติ สําหรับวิเคราะหขอมูลทางคลินิก

ใชโปรแกรม SPSS version 10.0 ในการวิเคราะหขอมูลและกําหนดระดับนัย
สําคัญทางสถิติที่ P < 0.05 โดย

ก.  เปรียบเทียบขอมูลพื้นฐานของผูปวย (demographic data) ระหวางกลุมผูปวยที่
ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL กับ
กลุมผูปวยติดเชื้อในกระแสเลือดซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ไมสรางเอนไซม 
ESBL ใช χ2 test ในการวิเคราะห

ข.  ความสัมพันธระหวางปจจัยเสี่ยงตาง ๆ กับการสรางเอนไซม ESBL ของเชื้อ     
E. coli หรือ K. pneumoniae ใช logistic regression model for multivariate analysis ในการวิเคราะห

ค.  การเปรียบเทียบอัตราตาย  อัตราการรักษาลมเหลว อัตราการพบเชื้อในกระแส
เลือดภายหลังสิ้นสุดการรักษา ระหวางกลุมผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ 
K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL  กับกลุมผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ    
E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ไมสรางเอนไซม ESBL ใช χ2 test หรือ Fisher’s Exact test ในการ
วิเคราะห

ง.  การเปรียบเทียบระยะเวลารักษาตัวโรงพยาบาลภายหลังเกิดการติดเชื้อใน
กระแสเลือดที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ระหวางกลุมผูติดเชื้อซ่ึงสรางเอนไซม 
ESBL กับกลุมผูปวยที่ติดเชื้อซ่ึงไมสรางเอนไซม ESBL ใช Student’s t test หรือ McNemar หรือ 
Wilcoxon sign rank test ในการวิเคราะห

จ.  การเปรียบเทียบคาใชจายจากการใชยาตานจุลชีพของกลุมผูปวยที่ติดเชื้อใน
กระแสที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL กับกลุมผูปวยที่ติดเชื้อ
ในกระแสที่มีสาเหตุจากเชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่ไมสรางเอนไซม ESBL ใช Student’s        
t test หรือ McNemar หรือ Wilcoxon sign rank test ในการวิเคราะห

ฉ.  รูปแบบการสั่งใชยาในการรักษาภาวะติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีสาเหตุมาจาก
เชื้อ E. coli หรือ K. pneumoniae ที่สรางเอนไซม ESBL และความสัมพันธระหวางยาที่ผูปวยไดรับ
ในการรักษากับความไวของเชื้อตอยา นั้น ๆ แสดงผลในรูปของความถี่และรอยละ
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