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บทท่ี 3 

 วิธีการดําเนนิงานวิจัย 

การศึกษางานวิจัยครั้งน้ีเปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental Research) มีวัตถุประสงค 

เ พ่ือศึกษาความชุกและปจจัยเสี่ยงของโรคแทงติดตอในฝูงแพะ อําเภอเมืองนครราชสีมา          

จังหวัดนครราชสีมา โดยวิธี  Rose Bengal Test กระบวนการศึกษาเริ่มขึ้นต้ังแต การศึกษาเอกสารที่

เก่ียวของ โดยใชวิธีเก็บรวบรวมขอมูลจากการรวบรวมเอกสาร (Desk research) ภายหลังไดรับ       

ขอมูลจากกลุมตัวอยางครบถวนแลว จึงทําการวิเคราะหขอมูลโดยวิธีการทางสถิติดวยโปรแกรม

คอมพิวเตอร เพ่ือสรุปผลการวิจัย โดยในแตละกระบวนการมีรายละเอียดดังน้ี 

3.1 วัสดุอุปกรณและอุปกรณ 

1.1 อุปกรณ 

1.1.1 ที่วางหลอดทดลอง (rack) 

1.1.2 Monovette 

1.1.3 กระเบ้ือง 

1.1.4 หลอดพลาสติกปดฝา 

1.1.5 ไมโครปเปต (Micropipette) 

1.1.6 ไมจิ้มฟน 

1.2 เครื่องมือ 

1.2.1 เครื่องปนเหว่ียง (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 ประชากรทีใ่ชในการศึกษา  

ฝูงแพะในอําเภอเมืองนครราชสีมา จังหวัดนครราชสีมา ทําการทดลองสุมเก็บตัวอยางเลือด

แพะ รวมทั้งหมด 487 ตัวอยาง จาก 18 ฟารม จากตัวอยางตาราง Taro Yamane  ที่ระดับความเช้ือ

มั่น 95% 

3.2.2 การเก็บตัวอยางเลือด 

เก็บเลือดแพะที่มีอายุต้ังแต 3 เดือนขึ้นไป จากฟารมแพะในอําเภอเมืองนครราชสีมา                

จังหวัดนครราชสีมา จํานวน 487 ตัว เก็บตัวอยางจากหลอดเลือดดําบริเวณคอ (jugular vein) 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดเก็บที่ไมมีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด (ดังภาพที่ 3.1) และปน

แยกซีรั่ม ดวยเครื่องปนเหว่ียงดวยความเร็ว 5,000g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แยก

ซีรั่มบรรจุหลอดทดลองพลาสติกปดฝาใหสนิท ปริมาตร 1 มิลลิลิตร อุนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ดังภาพที่ 3.2) 

 

ภาพที่ 3.1 การเจาะเลือดแพะ 
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ภาพที่ 3.2 ขั้นตอนการปนซีรั่มและแยกซีรั่ม 

 

ภาพที่ 3.3 ลักษณะซีรั่มที่ปน 

3.2.3 การทดสอบหาภูมิคุมกันตอโรคแทงติดตอ 

การทดสอบหาแอนติเจนดวยวิธี Rose Bengal test (RBT) เปนแอนติเจนที่ผลิตจากเช้ือ    

B. abortus เช้ือสาย (strain) 1119 –3 ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักเทคโนโลยีชีวภัณฑ              

กรมปศุสัตว การตรวจทางหองปฏิบัติการโดยวิธี RBT ตามที่ OIE (2009) ใหคําแนะนําเปนการตรวจ

โดยเบ้ืองตน เน่ืองจากมีคณุสมบัติของแอนติเจนรวมกันและมีความไวในการทดสอบตอโรคแทงติดตอ

ในแพะ โดยนําซีรั่มและแอนติเจนวางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองกอนการทดสอบ จากน้ันหยดซีรั่มจํานวน 

80 ไมโครลิตร และแอนติเจน จํานวน 30 ไมโครลิตร ลงบนแผนกระเบ้ืองคนใหเขากัน เปนอยางดี ให

มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 3 เซนติเมตร เอียงกระเบ้ืองไปมาเพ่ือใหเขากันดี พักไว 4 นาที อานผล

การเกิดปฏิกิริยาการจับกลุมของแอนติเจน และแอนติบอดีบนแผนกระเบ้ืองภายในระยะเวลา 8 นาที 

การแปลผล คือ ผลลบ (negative) คือไมมีการจับกลุมของแอนติเจน (no agglutination) และ 
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ผลบวก (positive) คือ มีการจับกลุมของแอนติเจน (agglutination) หากซีรั่มใหผลบวกจะทําการ

ตรวจยืนยันดวยวิธี complement fixation test (CFT) โดยการสงตัวอยาง ตรวจที่ศูนยวิจัยและ

พัฒนาสัตวแพทยภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ตอนลางจังหวัดสุรินทร มีวิธีการตรวจตามมาตรฐานของ 

OIE (2009) ซึ่งสามารถใชตรวจยืนยันผลทางซีรั่มวิทยา ของโรคแทงติดตอได 

 

ภาพที่ 3.4 ขั้นตอนการหยดซีรั่มและแอนติเจน 

  

ภาพที่ 3.5 ผลลบ (negative) คือไมมีการจับกลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี 

 

ภาพที่ 3.6 ผลบวก (positive) คือ มีการจับกลุมของแอนติเจนและแอนติบอดี 

3.3 การวิเคราะหและเก็บขอมูล 

เก็บขอมูลโดยการสัมภาษณเกษตรกรผูเลี้ยงแพะดวยแบบสอบถามเก่ียวกับปจจัยเสี่ยงที่มีผล

ตอการเกิดโรคบรูเซลโลซิส ในดานของเพศ อายุ ขนาดฟารม ประวัติเคยพบโรค การเลี้ยงรวมกับสัตว

ชนิดอ่ืน การนําแพะตัวใหมเขามาเลี้ยงฝูง และการใชนํ้ายาฆาเช้ือ ในระหวางการออกปฏิบัติงานเปนผู

รวมสังเกตการณ ในกลุมสุขภาพสัตว 
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ตัวอยางแบบสอบถามเพื่อการศึกษาปจจัยเสี่ยงตอการพบโรคแทงติดตอในแพะ 
 

ช่ือ-นามสกุล(นาย/นาง/นางสาว)        
ที่อยู          

            
ที่ต้ังฟารมเลี้ยงแพะ         
            
 

1. จํานวนแพะที่เลี้ยง/เพศ ผู__________ตัว เมีย__________ตัว 
 

2. อายุแพะภายในฝูง < 4 ป __________ตัว ≥ 4 ป __________ตัว 
 

3. จํานวนแพะภายในฝูง < 50 ตัว  ≥ 50 ตัว 
 

4. ประวัติเคยพบโรคแทงติดตอภายในฟารม 
เคย  
ไมเคย 

 
5. มีการเลี้ยงแพะรวมกับสัตวชนิดอ่ืน เชน โค กระบือ สุกร แกะ 

มี 
ไมมี 

 
6. มีการนําแพะตัวใหมเขามาเลี้ยงรวมกับฝูงเปนประจํา  

มี 
ไมมี 

 
7. มีการใชนํ้ายาฆาเช้ือโรคภายในฟารมเปนประจํา 

มี 
ไมมี 
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ภาพที่ 3.7 ทําแบบสอบถามเกษตรกรผูเลี้ยงแพะ 

3.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ 

การวิเคราะหหาความสัมพันธปจจัยของโรคแทงติดตอแตละปจจัย โดยการทดสอบสําหรับ

ความเปนอิสระ (Test for Independence) ดวยการใชแบบทดสอบไคสแควร ที่ระดับนัยสําคัญ 

0.05 (P<0.05) 

ต้ังสมมุติฐาน 

 H_0: ปจจัยเสี่ยงกับการเกิดโรคแทงติดตอเปนอิสระตอกัน (ไมสัมพันธกัน) 

 H_1: ปจจัยเสี่ยงกับการเกิดโรคแทงติดตอไมเปนอิสระตอกัน (สัมพันธกัน) 

ปรากฏวาไมพบปจจัยเสี่ยงที่มีความสัมพันธกับการตรวจผลบวกทางซีรั่มวิทยาตอโรคแทง

ติดตอ เน่ืองจาก 𝑥𝑥𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2  มีคานอยกวา 𝑥𝑥𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2  แปลวายอมรับ 𝐻𝐻0 และคา P-Value มีคามากกวา 0.05 

 

 


