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 บทที่ 3

วิธีการวิจัย

3.1  รูปแบบการวิจัย

        Prospective cohort study

3.2  กรอบแนวคิดการวิจัย

          ปจจัยท่ีมีผลตอ                                                                                           ปจจัยท่ีมีผลตอ
            การติดเชื้อ E. coli                                                                                       การติดเชื้อ E. clio   
            ท่ีดื้อตอยากลุม quinolones                                                                         ท่ีไวตอยากลุม quinolones
 

 

      รักษาดวย quinolones                                                    รักษาดวย quinolones

ผูปวยที่ติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ
จากชุมชน จากเชื้อ  E. coli  ที่ไวตอยา

กลุม  quinolones

ผูปวยที่ติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ
จากชุมชน  จากเชื้อ E. coli  ที่ดื้อตอยา

กลุม quinolones  

หา MIC ของ norfloxacin
/ciprofloxacin ตอ E.coli ที่ดื้อ
ตอยากลุม quinolones  

ผูปวยที่ติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะจาก
ชมุชนที่มีการสงเพาะเชื้อและทดสอบความไว

ของเชื้อตอยา

ผลการรักษาทาง
คลินิก

ผลการรักษาทาง
คลินิก
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3.3  ประชากรที่จะศึกษา

        3.3.1 ผูปวยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะจากชุมชนที่มีการสงเพาะเชื้อและ
ทดสอบความไวของเชื้อตอยา และรับการตรวจรักษาที่คลินิกเวชปฏิบัติทั่วไป 1 และ 2  คลินิก
อายุรกรรม  คลินกิศลัยกรรม  คลินิกนรีเวช  หองฉุกเฉิน  หอผูปวยอายุรกรรมชายและหญิง  หอผู
ปวยนรีเวช  และหอผูปวยศัลยกรรมชายและหญิง  ของโรงพยาบาลสงขลานครินทร  เก็บขอมูลเปน
ระยะเวลา 8 เดือน  ระหวางวันที่ 1 พฤษภาคม 2546 ถึง 31 ธันวาคม 2546

        3.3.2 เชื้อ  quinolone resistant E.coli  ทีเ่พาะไดจากปสสาวะของผูปวยที่ติดเชื้อในระบบทาง
เดนิปสสาวะจากชุมชน ซ่ึงมีการสงเพาะเชื้อและทดสอบความไวของเชื้อตอยา จากโรงพยาบาล
สงขลานครนิทร  และทํ าการเก็บตัวอยางเชื้อเปนระยะเวลา 8 เดือน  ระหวางวันที่ 1 พฤษภาคม
2546 ถึง 31 ธันวาคม 2546

3.4  ขนาดตัวอยาง

        p1  =  อัตราการหายที่คาดวาจะเกิดขึ้นในผูปวย UTI ที่เกิดจากเชื้อ  quinolone susceptible
E. coli   ใหเทากับ  0.9  (Ena, et al., 1995 ; Raz, et al., 2002)
        p2  = อัตราการหายที่คาดวาจะเกิดขึ้นในผูปวย UTI ที่เกิดจากเชื้อ quinolone resistant E.
coli   ใหเทากับ  0.6  ( Ena, et al., 1995 ; Raz , et al., 2002)
        p   = (p1 + p2) /2        =  0.75
        อํ านาจการทดสอบ       =  80%,  β  =  0.20   Z 1- ß  =    Z 0.80  =  0.84
        ระดับนัยสํ าคัญ       =  0.05,  ทดสอบทางเดียว  Z 1-0.05 = Z 0.95  =  1.64
        คํ านวณขนาดตัวอยางการทดลองสองกลุมที่ทราบคาสัดสวนของเหตุการณที่เกิดขึ้นจาก
สูตร (ทัสสนี นุชประยูร  และเติมศรี ชํ านิจารกิจ, 2541)

n/กลุม =  (Zα+ Zβ 
 ) 2  2 p(1-p)

  (p1 - p2) 2

n/กลุม =  (1.64+0.84) 2 2 (0.75) (0.25)
      (0.9-0.6) 2

=  25.26
        ดงันัน้ใชตัวอยางในแตละกลุมเทากับ  30  คน  โดยกํ าหนดใหมีการ drop out ได 5 ราย
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        ซ่ึงคิดเปนเปอรเซ็นต drop out = 5(100)/30 = รอยละ 16.67
และจากการรวบรวมขอมูลยอนหลังของโรงพยาบาลสงขลานครินทร  ระหวาง มกราคม 2545 ถึง
พฤษภาคม 2545  พบปริมาณผูปวย UTI ทีเ่กิดจาก quinolone resistant E. coli  เปนเชื้อสาเหตุเฉลี่ย
5 รายจากจํ านวนผูปวยทั้งสิ้น 30 ราย
        นั่นคือ จ ํานวนผูปวย UTI ทีเ่กิดจาก quinolone resistant E. coli  ทีต่องการใชในการศึกษา
จ ํานวน 30 ราย  ผูวิจัยจะตองทํ าการเก็บรวบรวมขอมูลจากผูปวย UTI ทั้งสิ้นเทากับ
30(30)/5  =  180 ราย
        และเมื่อคิดเปอรเซ็นต drop out   รอยละ 16.67    
        จะตองเก็บขอมูลผูปวยทั้งหมดเมื่อเร่ิมทํ าการศึกษา  =  100(180)/83.3  = 216  ราย

        เมือ่พจิารณาศักยภาพในการทํ าวิจัยใหสํ าเร็จ  ซ่ึงไดแก  เงินทุนและระยะเวลาในการศึกษา
จงึวางแผนในการเก็บตัวอยางเชื้อ quinolone resistant E. coli รวมทัง้สิ้นอยางนอย 30 ตัวอยาง  วาง
แผนในการศึกษาปจจัยเสี่ยงและผลการรักษาทางคลินิกของผูปวยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดิน
ปสสาวะจากชุมชนจากเชื้อ E. coli  ทีไ่วและดื้อตอยา quinolones ในอัตราสวน 1 : 3 รวมทั้งสิ้น
อยางนอย 120 รายหรือ 30 : 90

3.5  วิธีการคัดเลือกกลุมตัวอยางจากประชากรที่จะศึกษา

        3.5.1  เกณฑและวิธีการคัดเลือกกลุมตัวอยางเขาการศึกษา

     3.5.1.1  ผูปวยในกลุมศึกษา (case)  หมายถงึ  ผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคทาง
เดนิปสสาวะอักเสบจากชุมชน  ที่มี quinolone resistant E.coli  เปนเชื้อสาเหตุ

3.5.1.2  ผูปวยในกลุมควบคุม (control)  หมายถงึ  ผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรค
ทางเดินปสสาวะอักเสบจากชุมชน  ที่มี quinolone susceptible E.coli  เปนเชื้อสาเหตุ

3.5.1.3  เชื้อ quinolone resistant E.coli  ทีเ่พาะไดจากปสสาวะของผูปวยที่มีภาวะของ
โรคทางเดินปสสาวะอักเสบ  (urinary tract infection, UTI) จากชุมชน ซ่ึงมีการสงเพาะเชื้อและ
ทดสอบความไวของเชื้อตอยา  โดยผูปวย 1 คนตอตัวอยางเชื้อ 1 ตัวอยาง

โดยผูปวยในกลุมศึกษาและกลุมควบคุมนั้น  น ํามาศึกษาในสวนของปจจัยเสี่ยงและผลการ
รักษาโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะจากเชื้อ Escherichia coli  ทีด่ือ้ตอยาในกลุม
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quinolones ทีม่าจากชุมชน  ซ่ึงกลุมตัวอยางในการศึกษาผลการรักษา  (ศึกษาโดยการจับคูตัวอยาง
ในการศกึษา)  จะเปนกลุมตัวอยางยอยในกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาปจจัยเสี่ยง  (ไมไดใชวิธีจับ
คูตัวอยางในการศึกษา)

        3.5.2  เกณฑและวิธีการคัดเลือกกลุมตัวอยางออกจากการศึกษา

แบงเปน 3 กรณีคือ

    3.5.2.1  การศกึษาปจจัยเสี่ยงของโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะจากเชื้อ
Escherichia coli  ทีด่ือ้ตอยาในกลุม quinolones ทีม่าจากชุมชน  มีเกณฑดังนี้

3.5.2.1.1 ผูปวยทีม่ีประวัติเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลภายในระยะ
เวลา 1 เดือนกอนเขารวมการศึกษา

3.5.2.1.2 ผูปวยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ ภายหลัง 48 ช่ัวโมง
หลังจากเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาล

3.5.2.1.3 ผูปวยที่เพาะเชื้อไมขึ้น
3.5.2.1.4 ผูปวยที่มีเชื้ออ่ืนที่ไมใช E.coli เปนเชื้อสาเหตุ
3.5.2.1.5 ผูปวยที่ปฏิเสธที่จะใหขอมูลที่ทํ าการศึกษา

     3.5.2.2  การศกึษาผลการรักษาโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะจากเชื้อ
Escherichia coli  ทีด่ือ้ตอยาในกลุม quinolones ทีม่าจากชุมชน  มีเกณฑดังนี้

3.5.2.2.1 ผูปวยทีม่ีประวัติเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลภายในระยะ
เวลา 1 เดือนกอนเขารวมการศึกษา

3.5.2.2.2 ผูปวยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ ภายหลัง 48 ช่ัวโมง
หลังจากเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาล

3.5.2.2.3 ผูปวยทีใ่ชยาปฏิชีวนะภายในชวง 24 ช่ัวโมงกอนเขารวมการศึกษา
3.5.2.2.4 ผูปวยที่มีภาวะ asymptomatic  bacteriuria
3.5.2.2.5 เด็ก  สตรีมีครรภ
3.5.2.2.6 ผูปวยที่เพาะเชื้อไมขึ้น
3.5.2.2.7 ผูปวยที่มีเชื้ออ่ืนที่ไมใช E.coli เปนเชื้อสาเหตุ
3.5.2.2.8 ผูปวยที่ใชยาชนิดอื่นที่ไมใช  quinolones ในการรักษา



26

3.5.2.2.9 ผูปวยที่ปฏิเสธที่จะใหขอมูลที่ทํ าการศึกษา

        3.5.2.3  การศกึษาทางหองปฏิบัติการเกี่ยวกับความไวตอยาตานจุลชีพกลุม quinolones
 ของเชื้อ quinolone resistant E.coli   มเีกณฑดังนี้

3.5.2.3.1 เชื้อ E.coli ทีไ่ดจากผูปวยที่มีประวัติเขารับการรักษาตัวใน
โรงพยาบาลภายในระยะเวลา 1 เดือนกอนเขารวมการศึกษา

3.5.2.3.2 เชื้อ E.coli ทีไ่ดจากผูปวยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ
 ภายหลัง 48 ช่ัวโมงหลังจากเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาล

3.6  วิธีดํ าเนินการวิจัย

การวจิัยนี้แบงออกไดเปน 2 สวนคือ

สวนที่ 1 : การศกึษาขอมูลทางคลินิกของผูปวยถึงปจจัยเสี่ยงและผลการรักษาโรคติดเชื้อในระบบ
                ทางเดินปสสาวะจากเชื้อ Escherichia coli  ทีด่ือ้ตอยาในกลุม quinolones ทีม่าจากชุมชน
สวนที่ 2 : การศกึษาทางหองปฏิบัติการเกี่ยวกับความไวตอยาตานจุลชีพกลุม quinolones ของเชื้อ
                quinolone resistant E.coli

สวนท่ี 1 : การศึกษาขอมูลทางคลินิกของผูปวย

        3.6.1  การศึกษาปจจัยเสี่ยงโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะจากเชื้อ Escherichia coli
                  ท่ีดื้อตอยาในกลุม  quinolones ท่ีมาจากชุมชน

    3.6.1.1  แบบบันทึกท่ีใชในงานวิจัย

แบบเก็บขอมูลผูปวย (ภาคผนวก ค)
ใบเชญิชวนเขารวมโครงการวิจัยและใบยินยอมเขารวมโครงการ (ภาคผนวก ช)
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    3.6.1.2  วิธีดํ าเนินการ

         (1) ตดิตอประสานงานลวงหนาไปยังผูที่เกี่ยวของ ไดแก งานจุลชีววิทยา  กลุมงานพยาธิวิทยา
คลินกิ  งานเวชระเบียนและสถิติ
         (2) คดัเลอืกผูปวยทั้งผูปวยในและผูปวยนอกตามเกณฑที่กํ าหนด โดยคัดเลือกจากผูปวยที่มีผล
การเพาะเชื้อจากปสสาวะเปน E.coli

(3) ผูปวยที่เปนผูปวยนอก  ที่มาทํ าการตรวจรักษายังคลินิกเวชปฏิบัติทั่วไป 1 และ 2   คลินิก
อายุรกรรม   คลินกิศลัยกรรม  คลินิกนรีเวช  และหองฉุกเฉิน  ผูวิจัยจะชี้แจงทํ าความเขาใจกับผูปวย
ถึงวธีิการศกึษาวิจัยดังรายละเอียดในใบเชิญชวนเขารวมโครงการวิจัย  และใหผูปวยตอบรับใบยิน
ยอมเขารวมโครงการวิจัย (ภาคผนวก ช)  บันทึกขอมูลตาง ๆ ของผูปวย  ลงในแบบเก็บขอมูลผูปวย
(ภาคผนวก ค)

(4) สํ าหรับผูปวยใน  ซ่ึงจะทํ าการศึกษาในหอผูปวยอายุรกรรมชายและหญิง  หอผูปวย
นรีเวชและหอผูปวยคัลยกรรมชายและหญิง   ผูวจิยัจะชี้แจงทํ าความเขาใจกับผูปวยถึงวิธีการศึกษา
วจิยัดงัรายละเอียดในใบเชิญชวนเขารวมโครงการวิจัย  และใหผูปวยตอบรับใบยินยอมเขารวม
โครงการวิจัย   บันทึกขอมูลตาง ๆ ของผูปวยลงในแบบเก็บขอมูลชนิดเดียวกันกับในขอ (3) และทํ า
การเก็บขอมูลยังหอผูปวยที่ผูปวยอยูเลย

(5) ขอมลูปจจัยเสี่ยงตอการเกิด  UTI  ที่เกิดจากเชื้อ quinolone resistant E.coli   เก็บขอมูล
โดยการใชแบบเก็บขอมูลผูปวย (ภาคผนวก ค) สอบถามผูปวยโดยตรงในวันที่ผูปวยมาตรวจติด
ตามผลการรักษาตามที่แพทยนัดยังคลินิกตาง ๆ ในกรณีที่เปนผูปวยนอก  หรือบนหอผูปวยสํ าหรับ
ผูปวยใน  หรือโดยการโทรศัพท  ใชจดหมายติดตอสอบถาม  และทบทวนเวชระเบียนผูปวย  หลัง
จากทีผู่ปวยไดรับการวินิจฉัยจากแพทย  และกลับไปรับประทานยาตอที่บานแลว  โดยขอมูลที่
ตองการไดแก  อายุ  เพศ  โรคประจํ าตัวที่ผูปวยมี  ประวัติการปวยเปนโรคทางเดินปสสาวะอักเสบ
ของผูปวย (UTI type)  ประวัติการใชยาในกลุม quinolones ของผูปวยกอนหนาที่จะไดรับการ
วนิจิฉยัวาเปน UTI 4 สัปดาห  ประวัติการใชยาตานจุลชีพชนิดอื่น ๆ  กอนหนาที่จะไดรับการ
วนิจิฉัยวาเปน UTI 4 สัปดาห  และขอมูลอ่ืน ๆ

(6) ผูวจิยัจะไมทราบผลวาผูเขารวมการศึกษาปวยเปน UTI  จาก quinolone resistant E.coli
หรือ quinolone susceptible E.coli  โดยหองชันสูตรจะแจงผลเพาะเชื้อเฉพาะเชื้อสาเหตุเทานั้น  จะ
ไมแจงผลการทดสอบความไว  จนกระทั่งเก็บขอมูลของปจจัยเสี่ยงและผลการรักษาเรียบรอยแลว
และหลงัจากนั้นจึงแบงผูเขารวมการศึกษาออกเปน 2 กลุมคือ  กลุมศึกษาและกลุมควบคุม  ตามผล
การเพาะเชื้อที่ทราบจากหองชันสูตรโรค
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(7) โดยในการศึกษาปจจัยเสี่ยงที่มีผลตอการติดเชื้อ quinolone resistant E.coli ในผูปวยที่มี
การตดิเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะที่มาจากชุมชน  ท ําการศึกษาโดยไมจับคูตัวอยางที่ทํ าการศึกษา

(8)   รวบรวมขอมูลของผูปวย  นํ ามาวิเคราะหโดยวิธีทางสถิติตอไป

        3.6.2  การศึกษาผลการรักษาโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะจากเชื้อ Escherichia coli
                  ท่ีดื้อตอยาในกลุม  quinolones ท่ีมาจากชุมชน

    3.6.2.1  แบบบันทึกท่ีใชในงานวิจัย

แบบเก็บขอมูลผูปวย (ภาคผนวก ค)
แบบประเมินผลการรักษาทางคลินิก (ภาคผนวก ง)
แบบสอบถามสํ าหรับบันทึกอาการ  และอาการแสดงของโรค
ตดิเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะตาง ๆ  ทีต่ิดตามผลทางคลินิก (ภาคผนวก จ)
ใบเชญิชวนเขารวมโครงการวิจัยและใบยินยอมเขารวมโครงการ (ภาคผนวก ช)

    3.6.2.2  วิธีดํ าเนินการ

         (1) ตดิตอประสานงานลวงหนาไปยังผูที่เกี่ยวของ ไดแก งานจุลชีววิทยา  กลุมงานพยาธิวิทยา
คลินกิ  งานเวชระเบียนและสถิติ
         (2) คดัเลอืกผูปวยทั้งผูปวยในและผูปวยนอกตามเกณฑที่กํ าหนด โดยคัดเลือกจากผูปวยที่มีผล
การเพาะเชื้อจากปสสาวะเปน E.coli

(3) ผูปวยที่เปนผูปวยนอก  ที่มาทํ าการตรวจรักษายังคลินิกเวชปฏิบัติทั่วไป 1 และ 2   คลินิก
อายุรกรรม   คลินกิศลัยกรรม  คลินิกนรีเวช  และหองฉุกเฉิน  ผูวิจัยจะชี้แจงทํ าความเขาใจกับผูปวย
ถึงวธีิการศกึษาวิจัยดังรายละเอียดในใบเชิญชวนเขารวมโครงการวิจัย  และใหผูปวยตอบรับใบยิน
ยอมเขารวมโครงการวิจัย (ภาคผนวก ช)  บันทึกขอมูลตาง ๆ เกี่ยวกับอาการของผูปวย  และติดตาม
ผลการรกัษาครั้งแรกในวันที่แพทยนัดผูปวยมาติดตามผลการรักษายังคลินิกตาง ๆ ดังกลาวลงใน
แบบเก็บขอมูลผูปวย (ภาคผนวก ค)

(4) สํ าหรับผูปวยใน  ซ่ึงจะทํ าการศึกษาในหอผูปวยอายุรกรรมชายและหญิง  หอผูปวย
นรีเวชและหอผูปวยคัลยกรรมชายและหญิง   ผูวจิยัจะชี้แจงทํ าความเขาใจกับผูปวยถึงวิธีการศึกษา
วจิยัดงัรายละเอียดในใบเชิญชวนเขารวมโครงการวิจัย  และใหผูปวยตอบรับใบยินยอมเขา
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รวมโครงการวิจัย   บันทึกขอมูลตาง ๆ เกี่ยวกับอาการของผูปวย และติดตามผลการรักษาของผูปวย
ลงในแบบเกบ็ขอมูลชนิดเดียวกันกับในขอ (3)  และทํ าการเก็บขอมูลยังหอผูปวยที่ผูปวยอยูเลย

(5) ผูวจิยัจะไมทราบผลวาผูเขารวมการศึกษาปวยเปน UTI  จาก quinolone resistant E.coli
หรือ quinolone susceptible E.coli  โดยหองชันสูตรจะแจงผลเพาะเชื้อเฉพาะเชื้อสาเหตุเทานั้น  จะ
ไมแจงผลการทดสอบความไว  จนกระทั่งเก็บขอมูลเรียบรอยแลว  และหลังจากนั้นจึงแบงผูเขารวม
การศกึษาออกเปน 2 กลุมคือ  กลุมศึกษาและกลุมควบคุม  ตามผลการเพาะเชื้อที่ทราบจากหอง
ชันสูตรโรค

(6) การศึกษาผลการรักษาของการติดเชื้อ quinolone resistant E.coli ในผูปวยที่มีการติดเชื้อ
ในระบบทางเดินปสสาวะที่มาจากชุมชน  จบัคูระหวางผูปวยกลุมศึกษาและกลุมควบคุมในอัตรา
สวน 1: n  โดยเปนผูปวยที่มีอายุแตกตางกันไมเกิน 5 ป  เปนผูปวยนอกหรือผูปวยในเหมือนกัน
เพศเดยีวกนั  และปวยเปนโรคทางเดินปสสาวะอักเสบในประเภทเดียวกันคือ  เปน  complicated
UTI เหมอืนกัน  หรือ uncomplicated UTI  เหมือนกัน

(7) ขอมลูเกีย่วกับผลการรักษา  เก็บขอมูลโดยผูวิจัย  ดวยวิธีเดียวกันกับการเก็บขอมูลปจจัย
เสีย่งโดยเก็บขอมูลวันแรกที่ผูปวยมารับการรักษา  วนัที่ 3 ของการรักษา  เมื่อเสร็จสิ้นการรักษา
เพือ่ประเมนิการตอบสนองตอการรักษาของผูปวย   (เนื่องจากระยะเวลาของการรักษาที่ผูปวยจะได
รับจะอยูในชวงประมาณ 3-14 วัน)  5-9 วันหลังการรักษาเสร็จสิ้น เพื่อติดตามผลการตอบสนองตอ
การรกัษานั้น  ซ่ึงโดยธรรมชาติของโรคทางเดินปสสาวะอักเสบสวนลาง  แบบไมซับซอนนั้น  จะ
สามารถหายไดเองภายในระยะเวลาประมาณ 5-9 วัน (Hooton, 2003)  และ 28-42 วันหลังจากการ
รักษาเสรจ็สิ้น เปนประเมินการกลับเปนซํ้ า  ซ่ึงมักจะเกิดขึ้นภายใน 6 สัปดาหหลังการรักษาเสร็จ
ส้ิน  (Rubin, et  al., 1992 ; Henry, et  al., 1998 ; Warren, et al., 1999 ; Richard, et al., 2002)  โดย
ขอมลูทีศ่กึษาไดแก ชนิดและขนาดของยาตานจุลชีพที่ใชในการรักษา  ผลการรักษาทางคลินิก  ซ่ึง
แบงเปน 5 ระดับดังแสดงในนิยามศัพท  และการเขารับการรักษาครั้งใหมภายในระยะเวลา 2
สัปดาห  หลังจากผูปวยเขารับการรักษา คร้ังแรกที่เนื่องมาจากผูปวยยังคงมีอาการของทางเดิน
ปสสาวะอักเสบอยู

(8)  รวบรวมขอมูลทางคลินิกของผูปวย  นํ ามาประเมินผลการรักษาทางคลินิกตามแบบ
ประเมิน (ภาคผนวก ง)  และน ํามาวิเคราะหโดยวิธีทางสถิติตอไป



30

สวนท่ี 2 : การศึกษาทางหองปฏิบัติการ

        3.6.3  การศกึษาทางหองปฏิบัติการเกี่ยวกับความไวตอยาตานจุลชีพกลุม quinolones
                  ของเชื้อ quinolone resistant E.coli

    3.6.3.1  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีท่ีใชในงานวิจัย

Mueller-Hinton agar Merck, Darmstadt, Germany
Nutrient agar Merck, Darmstadt, Germany
EMB agar Merck, Darmstadt, Germany
Tryptic Soy broth Merck, Darmstadt, Germany
0.9% Sodium chloride ไทยนครพัฒนา  ประเทศไทย
McFarland 0.5 standard กรมวิทยาศาสตรการแพทย  จงัหวัดสงขลา
วธีิการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อในงานวิจัยแสดงในภาคผนวก ก

    3.6.3.2  วัสดุอุปกรณท่ีใชในงานวิจัย

Microcentrifuge tube 1.5 ml
Disposible petri dish ขนาด 90 mm
ชุด E - test AB Biodisk, Solna, Sweden
(norfloxacin, ciprofloxacin)
Norfloxacin  disk Oxoid Limited, Hampshire, England
Refrigerator, incubator (35-37 °c), autoclave
ไมพันสํ าลี,  ถุงมือ,  loop, forceps, swabs
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    3.6.3.3  การเก็บตัวอยางและการเพาะเชื้อ

         ท ําการเก็บตัวอยางเชื้อ quinolone  resistant  E. coli  ทีเ่พาะไดจากปสสาวะของผูปวยที่ติดเชื้อ
ในระบบทางเดินปสสาวะจากชุมชน  ในโรงพยาบาลสงขลานครินทร  ตั้งแตวันที่ 1 พฤษภาคม
2546 ถึง 31 ธันวาคม 2546   โดยผูปวย 1 คนตอตัวอยางเชื้อ 1 ตัวอยาง  มีขั้นตอนการเก็บตัวอยาง
และเพาะเชื้อดังตอไปนี้

(1) นกัเทคนคิการแพทยใชวิธีตรวจสอบทางหองปฏิบัติการและวิธี  disk diffusion test  ของ
โรงพยาบาลในการรายงานผลการเพาะเชื้อ quinolone  resistant  E. coli  ของผูปวยที่มีภาวะ urinary  
tract infection (UTI)

(2) ปายเชื้อที่ไดดังกลาวลงใน nutrient agar  ในหลอดทดลองสํ าหรับเก็บสิ่งสงตรวจที่ผูวิจัย
เตรียมไวให  และเชือ้ดงักลาวจะถูกนํ ามายังหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา  กลุมงานพยาธิวิทยาคลินิก  
โรงพยาบาลสตูล (สถานที่ที่ผูวิจัยใชในศึกษาทางหองปฏิบัติการหาความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ 
quinolone  resistant  E. coli)  โดยผูวิจัยไปรับดวยตัวเอง

(3) น ําเชือ้ที่ไดมาเพาะเชื้อซ้ํ าเพื่อเพิ่มจํ านวนเชื้อและแยกเชื้อ  E. coli  ออกจากเชื้ออ่ืนที่อาจ
ปนเปอนได  โดยนํ ามาเลี้ยงใน tryptic soy broth  และ incubate ที่ 35 °c  เปนเวลา 2 ช่ัวโมงเพื่อเพิ่ม
จ ํานวนเชื้อ  จากนั้นนํ าเชื้อที่ไดจากใน tryptic soy broth ทีขุ่นแลวมา streak ลงบน  EMB agar  และ
นํ าไป incubate ที่ 35 °c  ambient air  เปนเวลา 18-20 ช่ัวโมง  ตรวจสอบวาเปน E. coli   โดยดูจาก
ลักษณะ colony,  pigment  ซ่ึงจะมีสีเปนสี metalic sheen (สีสนิม)

(4) เขีย่เชือ้ทีเ่พาะไดลงใน  nutrient agar หลังจากนั้นนํ าหลอดเก็บเชื้อดังกลาวไปแชเก็บไว
ในตูเย็นที่  4 °c   โดยระบุหมายเลขสิ่งสงตรวจใหชัดเจน

    3.6.3.4  การตรวจสอบความไวของเชื้อแบคทีเรียตอยาตานจุลชีพโดยวิธี disk diffusion
                               test กอนนํ ามาหา MIC ของเชื้อตอยาตาง ๆ

        เมือ่ท ําการเก็บตัวอยางเชื้อไดอยางนอย 30 ตัวอยางแลว  กอนที่จะนํ าไปหาคา MIC ของยา
ตานจุลชีพตอเชื้อ quinolone  resistant  E. coli   จะท ําการตรวจสอบเชื้อดังกลาวซํ้ าอีกครั้งโดยวิธี
disk diffusion test  วาเปนเชื้อ  quinolone  resistant  E. coli  หรือไม  ซ่ึงถาหากตรวจสอบแลวพบวา
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เชื้อดังกลาวไมใชเชื้อ quinolone  resistant  E. coli   กจ็ะตดัตวัอยางเชื้อนั้นออกจากการวิจัย  โดยมี
วธีิตรวจสอบดังนี้

(1) น ําเชือ้ตวัอยางที่แชเก็บไวแลวมาทํ าการเพาะเชื้อซ้ํ าอีกอยางนอย 2 คร้ังใน  EMB agar
(2) น ําเชื้อที่ isolate แลวมาเลี้ยงใน tryptic soy broth และ incubate ที่ 35 °c เปนเวลา 2 ช่ัวโมง
(3) น ํามาเทียบความขุนใหเทากับความขุน 0.5 McFarland standard โดยใช

0.9% sodium chloride เจือจาง
(4) จุม sterile swab ลงใน inoculum suspension  ทีเ่ตรียมไวแลวในขอ (3)  หมุน swab กดกับ

ดานในของหลอดให swab พอหมาด ๆ แลวนํ ามาปายลงบน Mueller Hinton agar เปน 3 ระนาบถี่ ๆ
ทิง้ไวประมาณ 10-15 นาที

(5)  วางแผน disk ของยา norfloxacin ลงไป   นํ าไป incubate ที่ 35°c   ambient air เปนเวลา
 16-18 ช่ัวโมง

(6) อานขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใส  ถาขนาด ≥ 17 mm  แปลผลวาเชื้อไวตอยากลุม
quinolones  ซ่ึงไมใชเชื้อที่ตองการ  และคัดตัวอยางเชื้อนั้นออกจากการวิจัย

(7) ใช E. coli   ATCC 25922  เปนสายพันธุควบคุมคุณภาพ  ซ่ึง quality control range  ของ
ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใสของยา norfloxacin  เทากับ 28-35 mm

    3.6.3.5  การหา MIC ของยาตานจุลชีพตอเชื้อ quinolone  resistant  E. coli

        น ําเชื้อที่ผานการตรวจสอบโดยวิธี disk diffusion test  แลววาเปน เชื้อ quinolone  resistant
E. coli  มาหาคา MIC ของยาตานจุลชีพกลุม quinolones ซ่ึงในการวิจัยนี้ใชยา norfloxacin และ
ciprofloxacin เปนตวัแทนของยาตานจุลชีพในกลุมนี้   และทํ าการหาคา MIC ดวยวิธี E-test

        E-test  เปนการทดสอบหาความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะที่นํ าหลักการของ dilution  และ
diffusion test  มารวมกนั  ซ่ึงคา MIC ที่ไดจากวิธี E-test  เปนคาของความเขมขนของสารปฏิชีวนะ
แบบ continuous concentration gradient  ที่มีความแมนยํ ากวาการหาคา MIC ดวยวิธี conventional
ทัว่ไปทีใ่ชหลักการของ continuous two-fold serial dilution method   E-test strip มีลักษณะเปน
แผนพลาสติกบางขนาด 5 × 60 mm ทีม่คีณุสมบัติไมนํ าไฟฟา  และไมมีรูพรุน  มีสเกลตอเนื่อง
ครอบคลมุความเขมขนกวางถึง 15 ระดับ (15 two-fold dilution)  คา MIC แสดงเปนตัวเลขมีหนวย
เปนไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (mcg/ml)  ซ่ึงยาตานจุลชีพที่ใชในการวิจัยคร้ังนี้ไดแก
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        Norfloxacin มชีวงสเกลแสดงคาความเขมขนตั้งแต  0.016-256 mcg/ml
        Ciprofloxacin มชีวงสเกลแสดงคาความเขมขนตั้งแต  0.002-32  mcg/ml

        วิธีการหาคา MIC ของยาตานจุลชีพตอเชื้อ quinolone  resistant  E. coli  มขีั้นตอนดังนี้
(1) น ําเชือ้ตวัอยางที่แชเก็บไวและผานการตรวจสอบซํ้ าดวยวิธี disk diffusion test แลววาเปน

เชื้อ quinolone  resistant  E. coli  มาท ําการเพาะเชื้อซ้ํ าอีกอยางนอย 2 คร้ังใน EMB agar
(2) น ําเชื้อที่ isolate แลวมาเลี้ยงใน tryptic soy broth และ incubate ที่ 35 °c เปนเวลา 2 ช่ัวโมง
(3) น ํามาเทียบความขุนใหเทากับความขุน 0.5 McFarland standard โดยใช

0.9% sodium chloride เจือจาง
(4) จุม sterile swab ลงใน inoculum suspension  ทีเ่ตรียมไวแลวในขอ (3)  หมุน swab กดกับ

ดานในของหลอดให swab พอหมาด ๆ แลวนํ ามาปายลงบน Mueller Hinton agar เปน 3 ระนาบถี่ ๆ
ทิง้ไวประมาณ 10-15 นาทีเพื่อให inoculum ซึมเขาลงสู agar  และไมเปยกเกินไปที่จะวาง strip

(5) ใช forceps จบั E-test strip วางลงบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อใหแนบสนิท โดยหันดานสเกลขึ้น
และหามขยับหรือเคลื่อนยาย strip บนอาหารเลี้ยงเชื้ออีก  เนื่องจากความเขมขนของยาไดซึมลงบน
อาหารเล้ียงเชื้อแลว  การทดสอบอาจผิดพลาดได

(6) นํ าไป incubate ที่ 35°c   ambient air เปนเวลา 16-20 ช่ัวโมง
(7) อานคา MIC ตรงจุดที่ inhibit zone มาบรรจบกัน (ภาคผนวก ข)  และบันทึกคาที่ไดลงใน

แบบเก็บขอมูลผูปวย (ภาคผนวก ค)
(8) การแปลผลอางอิงตามเกณฑมาตรฐานของ NCCLS 2001 criteria  ดังตาราง 4

ตาราง 4  การแปลผลความไวของเชื้อ E.coli  ตอยาตานจุลชีพที่ใชในงานวิจัย

ยาตานจุลชีพ      MICs (mcg/ml)
Susceptible      Intermediate Resistant

Norfloxacin      ≤ 4 8    ≥ 16
Ciprofloxacin      ≤ 1 2    ≥ 4

(9) ใช E. coli   ATCC 25922  เปนสายพันธุควบคุมคุณภาพ  ซ่ึง quality control range  ของ
 MICs ตามเกณฑมาตรฐานของ NCCLS guideline 2001  แสดงดังตาราง 5



34

ตาราง 5 Quality control range  ของ MICs สํ าหรับเชื้อ  E. coli   ATCC 25922

ยาตานจุลชีพ MICs (mcg/ml)
Norfloxacin      0.03-0.12
Ciprofloxacin      0.004-0.015

3.7  นิยามศัพท

(1) ผลการรักษาทางคลินิก  (Clinical  outcome) (Henry, et al., 1998)   แบงผลการรักษาเปน
1. การรกัษาหาย (Clinical  cure)  หมายถึง  ผูปวยไมมีอาการและอาการแสดงของ

UTI และไมมีอาการหรือโรคแทรกซอนอื่นๆ หรือมีการเปลี่ยนแปลงการรักษาภายใน 7 วัน
2. ผลการรักษาดีขึ้น (Improvement )  หมายถึง  ผูปวยมีอาการหรืออาการแสดงของ

UTI  ลดลง  โดยไมมีอาการหรืออาการแสดงใหมของ UTI  เกิดเพิ่มขึ้น
3. การรกัษาลมเหลว (Clinical  failure)  หมายถึง  ผูปวยยังคงมีอาการและอาการ

แสดงออกคงเดิม  หรือแยลง หรือเปนผลใหมีการเปลี่ยนแปลงยาปฏิชีวนะที่ใชอยูเดิมเปนยา
ปฏิชีวนะตวัอ่ืน  แตไมรวมถึงการเปลี่ยนยาเนื่องจากการเกิดอาการไมพึงประสงคจากการใชยา

4. ไมสามารถประเมินผลการรักษาได (Undetermined)  หมายถึง  การขาดขอมูลที่จํ า
เปน  ซ่ึงท ําใหไมสามารถประเมินผลการรักษาได  อาจเกิดจากการขาดการติดตามผล

5. การกลับเปนซํ้ า (Recurrence)  หมายถึง  ผูปวยมีอาการหรืออาการแสดงของ
UTI  ขึน้มาใหม  หลังจากทีห่ายหรือมีอาการดีขึ้นแลว  ภายในเวลา  28-42 วันหลังจากการรักษา
เสร็จสิ้น

โดยปรับผลการรักษาทางคลินิกเปน 2 ระดับในการนํ ามาวิเคราะหขอมูล  คือ  ประสบ
ความส ําเร็จในการรักษา  หมายถึง  ผลการรักษาหายและดีขึ้น  (cure and improvement)  และผลการ
รักษาลมเหลว  หมายถึง  ผลการรักษาที่ลมเหลวและกลับเปนซํ้ า  (failure and recurrence)

        (2) urinary  tract infection (UTI)  หมายถงึ  ภาวะติดเชื้อทางเดินปสสาวะ  ซ่ึงรวมไปถึงที่
กระเพาะปสสาวะ  ทอปสสาวะ  ตอมลูกหมาก  ไต  และเนื้อเยื่อรอบ ๆ ไต  เปนภาวะติดเชื้อจาก
microorganism  ซ่ึงพบแบคทีเรียในปสสาวะจากการเพาะเชื้อขึ้นดังนี้
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1. ≥  103 cfu/ml  ในผูที่มีอาการ  UTI หรือในผูที่มี  pyuria
2. ≥  105 cfu/ml  1 คร้ังในผูมีอาการ  UTI  หรือ 2 คร้ัง (แบคทีเรียตัวเดิม) ในผูที่

ไมมีอาการ
3. ≥  102 cfu/ml   จากปสสาวะสวน

        (3) Acute  uncomplicated  UTI (Rubin, et al., 1992)  หมายถึง  ภาวะติดเชื้อทางเดินปสสาวะ
โดยไมมีความผิดปกติของทอทางเดินปสสาวะทั้งโครงสรางและหนาที่ (no structure or functional
abnormality) โดยมอีาการแสดงออกหลาย ๆ อยางรวมกัน คือ  dysuria, urgency, frequency, gross
hematuria, lower-back  และ/หรือ  abdominal  discomfort และ low-grade fever

        (4) complicated UTI  (Rubin, et al., 1992)   หมายถึง  การติดเชื้อของระบบทางเดินปสสาวะ
ในผูปวยตอไปนี้

1. มีความผิดปกติของทอทางเดินปสสาวะทั้งโครงสรางและหนาที่  (structure  
or  functional abnormality)  เชน  obstruction,  prostatic infection,  calculi,  
infected cyst,  external drainage

2. ผูปวยชาย,  เด็ก  หรือสตรีมีครรภ
3. metabolic/hormonal abnormalities  เชน  ผูปวยเบาหวาน,  ผูปวยภาวะ renal 

impairment
4. impaired host response  เชน  ผูปวยที่มีภาวะ neutropenia,  transplantation

        (5) Asymptomatic bacteriuria (Rubin, et al., 1992)    หมายถึง  การพบเชื้อแบคทีเรียใน
ปสสาวะจํ านวนมากกวา 105 cfu/ml  2 คร้ังตดิตอกันและเปนเชื้อชนิดเดียวกัน  โดยไมมีอาการผิด
ปกติอ่ืน ๆ ของระบบทางเดินปสสาวะ

        (6) Pyuria  หมายถงึ การพบมีเม็ดเลือดขาว (WBC) ในปสสาวะ  โดยพบ
1. ≥  10  WBC/ml  สํ าหรับปสสาวะสดไมไดปน
2. 2-5/HPF ในปสสาวะที่ปนแลว
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        (7) Minimum  Inhibitory Concentration (MIC)  หมายถึง  ความเขมขนตํ่ าสุดของ
ยาปฏชีิวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียในหลอดทดลอง  จนไมสามารถมองเห็น
ไดดวยตาเปลา

        (8) UTI type   หมายถงึ   ประวัติการเกิด UTI  ของผูปวยซ่ึงแบงเปนชนิดตาง ๆ คือ
1. ชนิดที่ 1 คือ ผูปวยที่ประวัติการเกิด UTI เปนครั้งแรก
2. ชนิดที่ 2 คือ ผูปวยที่ประวัติการเกิด UTI เปนครั้งที่ 2
3. ชนิดที่ 3 คือ ผูปวยที่ประวัติการเกิด UTI มากกวา 3 คร้ัง ในรอบ 1 ป ที่ผานมา

        (9) การไดรับยาตานจุลชีพกอนหนาที่จะไดรับการวินิจฉัยวาเปน UTI 4 สัปดาห  หมายถึง  การ
ไดรับยาตานจุลชีพเปนระยะเวลาอยางนอย 48 ช่ัวโมงกอนที่จะไดรับการวินิจฉัยวาเปน UTI 4
สัปดาห

3.8  การวิเคราะหขอมูล

        การศึกษาวจิยันี้กํ าหนดคาความเชื่อมั่นทางสถิติในระดับรอยละ 95 ( ∝ = 0.05)  และทํ า
การวิเคราะหขอมูลโดยใช  SPSS for Window version 10.0 โดย

         (1) ใช  Logistic  regression  analysis ในการวเิคราะหความสัมพันธระหวางปจจัยเสี่ยงตาง ๆ
กบัการเกิดการติดเชื้อ quinolone resistant E.coli  โดยมตีวัแปรอิสระ ไดแก อายุที่มากกวาหรือเทา
กบั 65 ป  การมีภาวะโรครวม  การมีประวัติไดรับยาตานจุลชีพชนิดตาง ๆ รวมถึง quinolones มา
กอน  เพศ  ระดับการศึกษา  การมีประวัติปวยเปนโรคทางเดินปสสาวะอักเสบมากอน (UTI type)
และประเภทของโรคทางเดินปสสาวะอักเสบที่เปน  (ซับซอนหรือไมซับซอน)

(2) ใช  Fisher’s Exact test ในการวิเคราะหผลการรักษาทางคลินิกของการติดเชื้อ quinolone
resistant E.coli

(3) ความไวตอยาตานจุลชีพของเชื้อ quinolone  resistant  E. coli  แสดงผลในลักษณะของ
ความถี่และรอยละ

(4) ความเขมขนตํ่ าสุดของยาที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได (minimum inhibitory
concentrations ; MICs)  ใชสถิติเชิงพรรณนา  MIC50 และ MIC90
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3.9  การพิจารณาทางดานจริยธรรมการศึกษาวิจัยในคน

โครงการวจิัยนี้ไดผานการพิจารณาและไดรับความเห็นชอบจากคณะกรรมการพิจารณา
จริยธรรมการศึกษาวิจัยในคนของคณะแพทยศาสตร  มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร  และจากคณะ
กรรมการพิจารณาจริยธรรมการศึกษาวิจัยในคนของคณะเภสัชศาสตร
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร


