
บทที่ 3

วิธืดำเนินการวิจัย

3.1. ประชากร

ทำการศึกษาในผู้ป่วยอายุรกรรมท่ัวไป 26 ราย และในผู้ป่วยหนักทางอายุรกรรม 18 
ราย ท่ีได้รับยา gentamicin แบบวันละค'ร้ัง ในช่วงเวลา 8.00 - 14.00 น.ในระหว่างเดือน เมษายน - 
กันยายน พ.ศ.2542 ณ โรงพยาบาลน่าน

เกณฑ์ในการคัดเลือกผู้ป่วย

1 . ) ผู้ป่วยมีอายุมากกว่า 18ปี และได้รบยา gentamicin ท่ีบริหารแบบวัน
ละคร้ังอย่างน้อยเป็นเวลา 3 วัน เพื่อรักษาการติดแอแบคทีเรียที่เข้า 
รับการรักษาในหอผู้ป่วยอายุรกรรมท่ัวไป และหออภิบาลผู้ป่วยหนัก

2 . ) ผู้ป่วยหนักทุกรายต้องได้รับออกวิเจน [ซึ่งอาจได้รับเครื่องช่วยหายใจ
(mechanical ventilation) และได้รับการใส่ท่อ endotracheal tube 
หรีอ tracheostomy tube หรืออาจได้รับ PEEP เพ่ือแกัไขภาวะพร่อง 
ออกซิเจน]

3. ) ผู้ป่วยหนักอาจได้รับยากลุ่ม cathecolamine คือ adrenaline
noreadrenaline หรือ dopamine

เกณฑ์ในการคัดออก

1 . ) ได้รับการวินิจฉัยว่ามีภาวะไตวายจนต้องทำ hemodialysis,
hemofiltration หรือ peritoneal dialysis

2 . ) ตั้งครรภ์
3. ) มีภาวะตับแข็ง (hepatic cirrhosis) หรือมีน้ําในช่องท้องท่ี?นแรง
4. ) มีบาดแผลฉกรรจ์หรือแผลจากไฟไหม้นํ้าร้อนลวก
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3.2. วัสดุและอุปกรณ์การทำวิจัย

3.2.1. สารเคมีท่ีใชในการวิจัย

3.2.1.1.TDx ๑Gentamicin, Abbott laboratories, Abbott Park, IL 60064
ประกอบด้วย

1.) Gentamicin calibrator, list No. 9512-01 ประกอบด้วย

calibrators (2.5 มล.)ในซีรั่มคน ความเข้มข้นของ gentamicin (มก./ลิตร)
A 0 .0

ธ 0.5
C 1.5
D 3.0
E 6 .0

F 10 .0

วัตถุกันเลียคือ sodium azide

2.) Gentamicin control, List No. 9512 -  10 ประกอบด้วย

Controls (2.5 มล.) ในชีร่ัม 
คน

ระดับยาเป้าหมาย (มก./ 
ลิตร)

ข้วงของระดับยาที่วัดได้ (มก./ลิตร)

L 1.0 0.85-1.15
M 4.0 3.60-4.40
H 8 .0 7.20-8.80

วัตถุกันเลียคือ sodium azide
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3.) Gentamicin reagent pack , List No. 9512 -  60 ประกอบด้วย

รายทาร ส่วนประกอบ
ร < 1 % gentamicin antiserum (sheep) ใน buffer ทมื protein stabilizer (4.0 มล.). 

วัตถุกันเสืยคือ aodium azide
T < 0 .01% gentamicin fluorescence tracer ใน buffer ทมื surfactant และ protein

stabilizer (3.5 มล.)
.วัตถุกันเสืยคือ sodium azide

P pretreatment solution เป็น surfactant ใน buffer ทีมื protein stabilizer (2.5 มล.) 
วัตถุกันเสิยคือ sodium azide

3.2.1.2. X SYSTEM Dilution buffer 1 List No.9519 ประกอบด้วย 
phosphate buffer 0.1 โมลาร์ และ protein stabilizer ม 0.1 % sodium azide เป็น'วัตชุกันเสิย

3.2.2. เอกสารและ'วัสดุท่ีใช้ในการ่วจัยประกอบด้วย
3.2.2.1. sample cartridges
3.2.2.2. sample cuvettes
3.2.2.3. ถุงมือ
3.2.2.4. microtube พลาสติกสำหรับ'ใส่?ร่ัม
3.2.2.5. เข็มและหลอดฉีดยาสำหรบเจาะเลือด
3.2.2.6 . แบบเก็บข้อรุ]ลของผู้ป่วย (ภาคผนวกง)

3.2.3. เคร่ืองมือท่ีใซ้ในการวิจัย
3.2.3.1. Automated fluorescence polarization immunoassay 

analyser (TDx@1 Abbott Labboratories, Abbott Park, IL 60064, ลหรฐอเมริกา)
3.2.3.2. Centrifuge
3.2.3.3. Freezer อุณหภูมิประมาณ-20 °c
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3.3. กใรเก็บรวบรพข้อยูล

3.3.1. การเก็บตัวอย่างเลือด
3.3.1.1. เก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วยในวันท่ีสามของการให้ยา gentamicin 

โดยเจาะจากเลันดำเลือดท่ีแขนของผู้ป่วย (เป็นคนละข้างกับท่ีให้ยาหรือสารนํ้า; intraveneous
fluid) จำนวน 3 -  5 ซีชี บันทึกเวลาตั้งแต่เริ่มหยดยา gentamicn เข้าทางหลอดเลือดดำ โดยขนาด 
ยาที่ใข้เป็นไปตามท่ีแพทย์ลัง ผสมยาใน 5% dextrose in water 100 มล. และใช้เวลาหยดเข้าทาง 
หลอดเลือดประมาณ 30-60 นาที บันทึกเวลาที่เสร็จลิ้นการหยดยา และเวลาท่ีเจาะเลือดหลังให้ยา 
โดยบันทึกเวลาให้ถูกต้องทุกครั้ง ทำการเจาะเลือดทั้งหมด 4 คร้ัง ดังน้ีคือ

1. ) ภายใน 30 นาทีก่อนให้ยา

2. ) หลังให้ยาคร้ังท่ี 1 โดยห่างจากเวลาเริ่มให้ยาอย่างน้อย 3 ชั่วโมงเพื่อป้องกันการ 
เจาะเลือดที่อยู่ในชีวงของการกระจายตัว ซึ่งพิจารณาจากผู้ป่วย ถ้าเป็นผู้ป่วยท่ีน้ําหนักตัวน้อย 
และได้รับขนาดยาสูง หรือในผู้ป่วยสูงอายุ หรือในผู้ป่วยที่มีระดับ creatinine ในชีรั่มสูงอาจต้อง 
เจาะท่ีเวลาห่างมากกว่าน้ี เนื่องจากจะได้ลดความเลืยงท่ีจะได้ระดับยาครั้งแรกอยู่ในชีวงของการ 
กระจายตัว

3. ) หลังให้ยาคร้ังท่ี 2 โดยห่างจากการเจาะหลังให้ยาครั้งท่ี 1 ประมาณหนึ่งชีวงของ 
ค่าคร่ึงชีวิตของการขจัดยา

ประมาณค่าครึ่งชีวิตของการขจัดยาโดยการแทนค่าในสูตรที่ 4 ในภาคผนวก ข ซ่ึง 
ปริมาตรการกระจายยาประมาณ1รากค่าเฉลี่ยของประชากร'ท่ัว1ไปคือ 0.25 ลิตร/กก. gentamicin 
clearance ประมาณจากค่า creatinine clearance จากสูตรของ Cockcroft และ Gault (53) ดัง 
แสดงในสูตรท่ี 10 ในภาคผนวก ข

4. ) หลังให้ยาคร้ังท่ี 3 โดยห่างจากการเจาะหลังให้ยาครั้งที่ 1 ประมาณสองชีวงของ 
ค่าคร่ึงชีวิตของการขจัดยา
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หมายเหตุ : ถ้าผู้ป่วยได้รับยาในขนาดท่ีต่ํา มีน้ําหนักตัวมาก และมีไตปกติ อาจด้องเจาะเร็วกว่าค่า 
คร่ึงชีวิตท่ีคำนวณได้ เพราะถ้าเจาะตามเวลาคำนวณได้ จะทำให้ได้ระดับยาท่ีต่ํามากจนเคร่ืองไม่ 
ลามารถวัดค่าได้

3.3.1.2. นำตัวอย่างเลือดมาปันแยกชีร่ัมทันทีโดยใช้แรงเหว่ียงท่ี3,500รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 5 - 1 5  นาที หรือแช่น้ําแข็งไว้และนำมาปันแยกชีร่ัมภายใน 1 ช่ัวโมงหลังจาก 
เจาะเลือด

3.3.1.3. นำชีร่ัมท่ีปันได้มาแช่แข็งไว้ท่ีอุณหภูมิประมาณ -  20 °c และทำการ 
ตรวจวิเคราะห์ภายในเวลา 48 ช่ัวโมงหลังจากเจาะเลือด (67, 72, 85)

3.3.2. เก็บรวบรวมข้อมูลท่ัวไปของผู้ป่วย

เก็บข้อมูลปัจจัยในตัวผู้ป่วยคือ serum creatinine 1creatinine clearance (คำนวณ 
จากสูตรของ Cockcroft และ Gault), albumin, อายุ, เพศ, hematocrit, ต่วนกลับของ 
hematocrit, นำหนัก, ต่วนสูง, body mass index, ideal body weigh ลำหรับผูป่้วยหนักทุกราย 
จะได้รับการประเมินว่ามีภาวะ sepsis หรือ septic shock หรือไม่ตามเกณฑ์ของ Bone และคณะ 
(83) และได้รับการประเมิน APACHE II score (84) โดยจะทำการประเมินในวันท่ีทำการเจาะ 
เลือด เพื่อจะได้สัมพันธ์กับค่าทาง๓ ลัชจลนศาสตร์ของผู้ป่วยในวันนั้น และเก็บข้อมูลการใข้ยาก 
ลุ่ม cathecolamine การใช้เครื่องช่วยหายใจ และการใช้ PEEP เพิ่มเติมในกลุ่มผู้ป่วยหนัก ราย 
ละเอียดต่างๆแสดงในภาคผนวก ง

3.3.3. การตรวจวิเคราะห์หาระตับยาในเลือด

นำซีรั่มที่ได้มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Fluorescence Polarization Immunoassay 
(FPIA) โดยใช้เครื่อง TDx ® analyser ซึ่งมีระตับตํ่าสุดที่วัดได้ (sensitivity) เท่ากับ 0.27 มก./ลิตร 
มี coefficient of variation ในการวิเคราะห์แต่ละครั้ง และในการวิเคราะห์ทำครั้งเด ีย วกันน้อยกว่า 
ร้อยละ 6 และลามารถอ่านค่าได้ในช่วง 0.27 -  10.0 มก./ลิตร ถ้ามีค่าสูงกว่านี้ต้องเจือจางด้วย X 
SYSTEM Dilution buffer, List No. 9519 เพื่อให้เครื่องลามารถอ่านได้ในช่วงที่กำหนดโดย 
คำนวณความเข้มข้นจรืงได้จากสูตร
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ความเข้มข้นของยาในเลือดจริง = ค่าที่เครื่องอ่านได้ X Manual dilution factor

Manual dilution factor = ป?มาพ?ซี?มชองผู้ป่วย + ปริมาตรของ buffer

ปริมาตรซีรั่มของผู้ป่วย

ถ้าระดับยาตํ่าก'ว่า 0.27 มก./ลิตร เครื่องจะไม,ลามารถอ่านค่าได้ ให้ถือว่าระดับยามีค่า 
เท่ากับ 0 มก./ลิตร

สาเหตุที,เลือกเคร่ือง TDx® เพราะเป็นเครื่องมือที่นิยมใข้ในการติดตามวัดระดับยาใน

เลือดในการวิเคราะห์หาระดับยา gentamicin เนื่องจากสะดวก รวดเร็ว และไม่ต้องใข้ความ 
ชำนาญมากเหมือนกับการตรวจวัดด้วยวิธีอื่นๆ ถึงแม้ความจำเพาะจะตํ่ากว่าการวิเคราะห์ด้วย

high performance liquid chromatography (HPLC) หริอ gas liquid chromatography (GLC) 
(29) แต่ในทางปฏิป่ติแล้วมืความเป็นไปไต้ยากที่จะมืการให้ยากลุ่มอะมืโนกลัยโคไซด์ร่วมกัน

หลายตัว จึงทำให้การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ค่อนข้างน่าเชื่อถือ

3.3.4. การคำนวณค่าทางเภสัชจลนศาสตร์

คำนวณ โดยมีขั้นตอนดังนี้คือ

3.3.4.า. นำระดับยาในเลือดหลังจากให้ยาทั้ง 3 ค่าและเวลาที่ได้มาหาความ 
สัมพันธ์เชิงเล้นระหว่างค่า log ของระดับยาและเวลาหลังจากสินสุดการหยดเข้าทางหลอดเลือด 
ดำ โดยการวิเคราะห์ความถดถอยเชิงเล้นอย่างง่าย (simple linear regression analysis) ด้วย 
โปรแกรม SPSS for Windows โดยสันนิษฐานว่าเป็นแบบ one compartment model เพื่อหาจุด 
ตัดบนแกน Y ซึ่งค่า antilog ของค่าที่ตัดกับแกน Y จะเป็นค่าระดับยาสูงสุดหลังจากให้ยา และนำ 
ค่าความชันของกราฟมาคำนวณหาค่าคงที่ของการขดัดยา จากสูตร ท ี่1 ในภาคผนวกข

จากการวิเคราะห์ถ้าไต้ความสัมพันธ์เชิงเล้นที่ระดับนิ'ยสำดัญที่ P < 0.05 ถือว่าไต ้
เจาะเลือดหลังจากที่ยาไต้กระจายยาตัวจนสมดุลย์แล้ว และให้ใข้ค่าความชันที่ไต้จากทั้ง 3 ค่า แต่ 
ถ้าผลการวิเคราะหํไต้ระดับนิยสำคัญที่ P  > 0.05 แสดงว่าค่า log ของระดับยาทั้ง 3 ค่าไม่ไต้ม ื
ความสัมพันธ์กันแบบเชิงเล้น โดยความชันระหว่างระดับยาครั้งที่ 1 กับครั้งท่ี 2 จะมืความชันมาก 
กว่าระหว่างระดับยาครั้งที่ 2 กับครั้งท่ี 3 แสดงว่าไต้เจาะเลือดครั้งแรกในขณะที่ยาอยู่ในชํวงของ 
การกระจายตัว ให้ใช้ความสัมพันธ์ระหว่างระดับยาครั้งที่ 2 กับครั้งท่ี 3 แทน
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3.3.4.2. นำค่าระดับยาสูงสุดที่ได้จาก 3.3.4.1. และค่าของระดับยาในเลือดก่อน 
ให้ยาจากที่วัดได้จริงมาคำนวณหาค่าปริมาตรการกระจายยา โดยใช้สูตรของ Sawchuke และ 
Zaske (27-28) ดังแสดงในสูตรที่ 2 ในภาคผนวก ข

3.3.4.3. คำนวณหาค่า gentamicin clearance และค่าครึงชีวิตของการขจัดยา 
จากสูตร ท่ี 3 และ 4 ในภาคผนวก ข

3.3.4.4. คำนวณขนาดและช่วงเวลาการให้ยาจากสูตรของ Sawchuk และZaske 
(27-28) โดยกำหนดให้ระดับยาสูงลุดที่ต้องการเท่ากับ 20 มก./ลิตร เพื่อให้ได้อ้ตราส่วนระหว่าง 
ระดับยาสูงสุดและค่า MIC เท่ากับ 10 และระดับยาก่อนให้ยาครั้งต่อไปเท่ากับ 0.5 มก./ลิตร (5, 
15, 17, 20, 56) โดยคำนวณหาช่วงเวลาที่เหมาะสมก่อน และปรับระยะห่างของการให้ยาเป็น 24 
,36, 48, 60 หรือ 72 ชั่วโมง และนำช่วงเวลาที่ปรับแห้วมาคำนวณหาขนาดยาที่เหมาะลมต่อไป 
ตามสูตรท่ี 6 และ 7 ในภาคผนวก ข

3.4. การวิเคราะห์ข้อมูล

นำข้อมูลมาวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS for Windows

3.4.1. ข้อมูลทั่วไปของผู้ป่วยแสดงด้วย descriptive statistic

3.4.2. ใช้ unpaired student 'ร t test (หรือ Mann-Whitney ห้าข้อมูลไม่ได้มีการ 
แจกแจงแบบปกติ) เพื่อเปรียบเทียบค่าทาง๓ สัซจลนศาสตร์ของผู้ป่วย ระหว่างผู้ป่วยหนักกับผู้ 
ป่วยทั่วไป โดยกำหนดระดับนัยสำด ัญ ท ี่ P  < 0.05 ห้าข้อมูลไม่ได้มีการแจกแจงแบบปกติ และมีค่า 
extreme value หรือ outlier ให้ตัดค่าดังกล่าวออก และทำการเปรยบเทียบกันอีกครั้ง

3.4.3. ใช้การวิเคราะห์ความถดถอยเซิงซ้อน (multiple linear regression analysis)

โดยวิธี stepwise เพื่อหาความสัมพันธ์ของปัจจัยในตัวผู้ป่วยที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงทาง

เภสัชจลนศาสตร์และการคำนวณขนาดการใช้ยา โดยกำหนดระดับนัยสำตัญที่ P < 0.05 ความ 
สัมพันธ์ระหว่างปัจจัยในตัวผู้ป่วยกับค่าทางเภสัชจลนศาสตร์ดูได้จากค่าสัมประสิทธึ๋ของการตัด
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สินใจ (coefficient of determination; R2) ถ้า R2 มีค่ามากแสดงว่าปัจจ้ยในตัวผู้ป่วยน้ันลามารถ 
อธิบายการเปล่ียนแปลงของค่าทางเภสัชจลนศาสตร์ไต้มาก

การวิเคราะห์ความถดถอย ต้องสันนิษฐานว่าตัวแปรนำ (ปัจจัยในตัวผู้ป่วย) จะต้องคง 
ท่ี และมีการวัดโดยปราศจากความคลาดเคล่ือน (error) ส่วนตัวแปรตาม (ค่าทาง
๓ สัชจลนศาสตร์) จะต้องมีการแจกแจงแบบปกติ (74) ถ้าไม่ไต้มีการแจกแจงแบบปกติ ลามารถ 
ทำให้มีการแจกแจงแบบปกติ โดยตัดค่าท่ีเป็น outlier หรือ extreme value ออกจนสามารถทำให้ 
ตัวแปรตามมีการแจกแจงแบบปกติไต้

สำหรับกลุ่มผู้ป่วยหนักไต้มีการแยกวิเคราะห์ตังนี้คือ

- กลุ่มผู้ป่วยหนักทุกรายยกเว้นรายที่เป็น outlier หรือ extreme value ที่ทำให้ค่า 
ทาง๓ สัชจลนศาสตร์ไม่ไต้มีการแจกแจงแบบปกติ

- กลุ่มผู้'ป่วยหนักมากที่มีค่า APACHE II score ที่เปอร์เซ็นตํไทล ์ (percentile) มาก 
กว่าหรือเท่ากับ 75

- กลุ่มผู้ป่วยหนักปานกลางถึงหนักมากที่มีค่า APACHE II score ที่เปอร์เชนตํใทล์ 
มากกว่าหรือเท่ากับ 50

- กลุ่มผู้ป่วยไม่หนักมากที่มีค่า APACHE II score ท่ีเปอร์เชนต์ไทล์น้อยกว่า 50

3.4.4. ใช้ one sample Student ' ร t test วิเคราะห์สมการทีไต้จากข้อ 3.4.3 ว่า 
สามารถพยากรณ์ไต้แม่นยำหรือไม่ ตามหสักของ Sheiner และ Beal (73) ที่ดู'จากค่า bias และ 
precision โดย

3.4.4.1. bias คือค่า mean error (ME) ซึ่งเป็นค่าเฉลี่ยฃท่งความแตกต่าง 
ระหว่างค่าที่ไต้จากการทำนาย (predicted values) เมื่อแทนค่าในสมการ กับค่าที่คำนวณไต้จรืง 
จากการเจาะวัดระตับยาในเลือด (measured values) ตามสูตรที่ 11 ในภาคผนวก ข ซึ่งจะเป็นค่า 
บวกหรือลบก็ไต้ ถ้าเป็นบวกแสดงว่าค่าที่ทำนายไต้โดยเฉลี่ยเป็นค่าที่สูงกว่าค่าที่วัดไต้จริง (over 
prediction) แต่ถ้าเป็นลบแสดงว่าค่าที่ทำนายไต้โดยเฉลี่ยเป็นค่าที่ตํ่ากว่าค่าที่วัดไต้จริง

(underprediction)

3.4.4.2.precision ดูไต้จากค่า mean absolute error (MAE) หรือ root mean 
square error (RMSE) โดยค่า MAE คือค่าเฉลี่ยของค่าที่เป็น absolute ของความแตกต่าง
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ระหว่างค่าท่ีทำนายได้เม่ือแทนค่าในลมการ กับค่าท่ีคำนวณได้จรงจากการเจาะวัดระดับยาใน
เลือดตามสูตรท่ี 12 ในภาคผนวก ช ส่วน root meas square error (RMSE) คำนวณได้จากรากท่ี 
สอง (square root) ของ mean square error (MSE) ซึง MSE คำนวณได้จากค่าเฉลียของความ 
แตกระหว่างค่าที,ทำนายได้เม่ือแทนค่าในสมการ กับค่าท่ีคำนวณได้จริงจากการเจาะวัดระดับยา 
ในเลือดยกกำลังสอง ตามสูตรท่ี 13และ 14ไนภาคผนวกข

ค่า ME MAE หรือ RMSE ถ้าเป็นค่าท่ีใกล้ศูนย์มาก แสดงว่าสมการท่ีสร้างข้ึนเป็น 
สมการท่ีสามารถทำนายได้ใกล้เคียงกับค่าท่ีได้จากการคำนวณด้วยการวัดระดับยาไนเลือด และ 
MEจะต้องมีค่า 95 % confidence interval ท่ีผ่านศูนย์เสมอ
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