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บทท่ี 3 

 วิธีการดําเนนิงานวิจัย 

การศึกษางานวิจัยครั้งน้ีเปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental Research) มีวัตถุประสงค 

เ พ่ือศึกษาความชุกและปจจัยเสี่ยงของโรคแทงติดตอในฝูงแพะ อําเภอเมืองนครราชสีมา          

จังหวัดนครราชสีมา โดยวิธี  Rose Bengal Test กระบวนการศึกษาเริ่มขึ้นต้ังแต การศึกษาเอกสารที่

เก่ียวของ โดยใชวิธีเก็บรวบรวมขอมูลจากการรวบรวมเอกสาร (Desk research) ภายหลังไดรับ       

ขอมูลจากกลุมตัวอยางครบถวนแลว จึงทําการวิเคราะหขอมูลโดยวิธีการทางสถิติดวยโปรแกรม

คอมพิวเตอร เพ่ือสรุปผลการวิจัย โดยในแตละกระบวนการมีรายละเอียดดังน้ี 

3.1 วัสดุอุปกรณและอุปกรณ 

1.1 อุปกรณ 

1.1.1 ที่วางหลอดทดลอง (rack) 

1.1.2 Monovette 

1.1.3 กระเบ้ือง 

1.1.4 หลอดพลาสติกปดฝา 

1.1.5 ไมโครปเปต (Micropipette) 

1.1.6 ไมจิ้มฟน 

1.2 เครื่องมือ 

1.2.1 เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge) 

1.3 สารเคมี 

1.3.1 นํ้ายา Rose Bengal test (RBT) 

1.3.2 แอนติเจนบรูเชลโลซิส ชนิดทดสอบโรสเบงกอล 
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3.2 วิธีดําเนนิการวิจัย 

3.2.1 ประชากรทีใ่ชในการศึกษา  

ฝูงแพะในอําเภอเมืองนครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา ทําการทดลองสุมเก็บตัวอยางเลือด

แพะ รวมทั้งหมด 487 ตัวอยาง จาก 18 ฟารม จากตัวอยางตาราง Taro Yamane  ที่ระดับความเช้ือ

มั่น 95% 

3.2.2 การเก็บตัวอยางเลือด 

เก็บเลือดแพะที่มีอายุต้ังแต 3 เดือนขึ้นไป จากฟารมแพะในอําเภอเมืองนครราชสีมา                

จังหวัดนครราชสีมา จํานวน 487 ตัว เก็บตัวอยางจากหลอดเลือดดําบริเวณคอ (jugular vein) 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดเก็บที่ไมมีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด (ดังภาพที่ 3.1) และปน

แยกซีรั่ม ดวยเครื่องปนเหว่ียงดวยความเร็ว 5,000g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แยก

ซีรั่มบรรจุหลอดทดลองพลาสติกปดฝาใหสนิท ปริมาตร 1 มิลลิลิตร อุนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ดังภาพที่ 3.2) 

 

ภาพที่ 3.1 การเจาะเลือดแพะ 
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ภาพที่ 3.2 ขั้นตอนการปนซีรั่มและแยกซีรั่ม 

 

ภาพที่ 3.3 ลักษณะซีรั่มที่ปน 

3.2.3 การทดสอบหาภูมิคุมกันตอโรคแทงติดตอ 

การทดสอบหาแอนติเจนดวยวิธี Rose Bengal test (RBT) เปนแอนติเจนที่ผลิตจากเช้ือ    

B. abortus เช้ือสาย (strain) 1119 –3 ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักเทคโนโลยีชีวภัณฑ              

กรมปศุสัตว การตรวจทางหองปฏิบัติการโดยวิธี RBT ตามที่ OIE (2009) ใหคําแนะนําเปนการตรวจ

โดยเบ้ืองตน เน่ืองจากมีคณุสมบัติของแอนติเจนรวมกันและมีความไวในการทดสอบตอโรคแทงติดตอ

ในแพะ โดยนําซีรั่มและแอนติเจนวางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองกอนการทดสอบ จากน้ันหยดซีรั่มจํานวน 

80 ไมโครลิตร และแอนติเจน จํานวน 30 ไมโครลิตร ลงบนแผนกระเบ้ืองคนใหเขากัน เปนอยางดี ให

มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 3 เซนติเมตร เอียงกระเบ้ืองไปมาเพ่ือใหเขากันดี พักไว 4 นาที อานผล

การเกิดปฏิกิริยาการจับกลุมของแอนติเจน และแอนติบอดีบนแผนกระเบ้ืองภายในระยะเวลา 8 นาที 

การแปลผล คือ ผลลบ (negative) คือไมมีการจับกลุมของแอนติเจน (no agglutination) และ 
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ผลบวก (positive) คือ มีการจับกลุมของแอนติเจน (agglutination) หากซีรั่มใหผลบวกจะทําการ

ตรวจยืนยันดวยวิธี complement fixation test (CFT) โดยการสงตัวอยาง ตรวจที่ศูนยวิจัยและ

พัฒนาสัตวแพทยภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ตอนลางจังหวัดสุรินทร มีวิธีการตรวจตามมาตรฐานของ 

OIE (2009) ซึ่งสามารถใชตรวจยืนยันผลทางซีรั่มวิทยา ของโรคแทงติดตอได 

 

ภาพที่ 3.4 ขั้นตอนการหยดซีรั่มและแอนติเจน 

  

ภาพที่ 3.5 ผลลบ (negative) คือไมมีการจับกลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี 

 

ภาพที่ 3.6 ผลบวก (positive) คือ มีการจับกลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี 

3.3 การวิเคราะหและเก็บขอมูล 

เก็บขอมูลโดยการสัมภาษณเกษตรกรผูเลี้ยงแพะดวยแบบสอบถามเก่ียวกับปจจัยเสี่ยงที่มีผล

ตอการเกิดโรคบรูเซลโลซิส ในดานของเพศ อายุ ขนาดฟารม ประวัติเคยพบโรค การเลี้ยงรวมกับสัตว

ชนิดอ่ืน การนําแพะตัวใหมเขามาเลี้ยงฝูง และการใชนํ้ายาฆาเช้ือ ในระหวางการออกปฏิบัติงานเปนผู

รวมสังเกตการณ ในกลุมสุขภาพสัตว 
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ตัวอยางแบบสอบถามเพื่อการศึกษาปจจัยเสี่ยงตอการพบโรคแทงติดตอในแพะ 
 

ช่ือ-นามสกุล(นาย/นาง/นางสาว)        
ที่อยู          

            
ที่ต้ังฟารมเลี้ยงแพะ         
            
 

1. จํานวนแพะที่เลี้ยง/เพศ ผู__________ตัว เมีย__________ตัว 
 

2. อายุแพะภายในฝูง < 4 ป __________ตัว ≥ 4 ป __________ตัว 
 

3. จํานวนแพะภายในฝูง < 50 ตัว  ≥ 50 ตัว 
 

4. ประวัติเคยพบโรคแทงติดตอภายในฟารม 
เคย  
ไมเคย 

 
5. มีการเลี้ยงแพะรวมกับสัตวชนิดอ่ืน เชน โค กระบือ สุกร แกะ 

มี 
ไมมี 

 
6. มีการนําแพะตัวใหมเขามาเลี้ยงรวมกับฝูงเปนประจํา  

มี 
ไมมี 

 
7. มีการใชนํ้ายาฆาเช้ือโรคภายในฟารมเปนประจํา 

มี 
ไมมี 
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ภาพที่ 3.7 ทําแบบสอบถามเกษตรกรผูเลี้ยงแพะ 

3.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ 

การวิเคราะหหาความสัมพันธปจจัยของโรคแทงติดตอแตละปจจัย โดยการทดสอบสําหรับ

ความเปนอิสระ (Test for Independence) ดวยการใชแบบทดสอบไคสแควร ที่ระดับนัยสําคัญ 

0.05 (P<0.05) 

ต้ังสมมุติฐาน 

 H_0: ปจจัยเสี่ยงกับการเกิดโรคแทงติดตอเปนอิสระตอกัน (ไมสัมพันธกัน) 

 H_1: ปจจัยเสี่ยงกับการเกิดโรคแทงติดตอไมเปนอิสระตอกัน (สัมพันธกัน) 

ปรากฏวาไมพบปจจัยเสี่ยงที่มีความสัมพันธกับการตรวจผลบวกทางซีรั่มวิทยาตอโรคแทง

ติดตอ เน่ืองจาก 𝑥𝑥𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2  มีคานอยกวา 𝑥𝑥𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2  แปลวายอมรับ 𝐻𝐻0 และคา P-Value มีคามากกวา 0.05 

 

 


