
บทท่ี 3

ว ิธ ืด ำเน ิน !กรว ิจ ัย

ร ูป แบ บ ก ไรว ิจ ัย  (R esearch  D esign)
การวิจัยเชิงพรรณา ณ เดใดจุดหนึ่ง (Cross-sectional descriptive study)

ร ะ เรอ บ ว ิธ ว ิจ ัย  (R esearch  M ethodology)
3.1 ป ระชไกร (P op ulation ) แยะตวอย ่าง (Sam ple)

3.1.1 ประชากรเป้าหมาย
ผู้ป่วยเด็กที่มีภาวะฎมิคัมคันบกพร่อง ที่เข้ารับการตรวจรกษาในโรงพยาบาล ในฝ่าย 

กุมารเวชศาสตร์โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ช่วงเดือนกรกฎาคม 2541 ถงกุมภาพันธ 2542
3.1.2 กฎเกณฑ์การคัดเสือกเข้ามาสืกษา

1.ได ัร ับ immunosuppressive agents เช่น radiation (รังสืรักษา) , glucocorticoids ในขนาด 
ที่สูงกว่า physiologic dosage (เทียบเท่า cortisol 12.5 mg/m2/day) เป็นเวลาติดต่อคัน อย่างน้อย 
1 เคอน, cytotoxic drugs เช่น cyclophosphamide, cyclosporine

2.1nfïltrative and hematologic diseases เช่น leukemia , lymphoma , aplastic anemia
3, มีภาวะ uremia จากไตวายเรือรัง
4. ทีการติดเชี้อ HIV

3.1.3 การคำนวณตัวอย่างที่ตัองการ ในการดืกษาความชุกของการติดเชี้อ Cytomegalovirus ใน 
ผู้ป่วยเด็กที่มีภาวะฎมิผู้มคันบกพร่อง โดยการตรวจหาCM V-DNAîากชีรั่ม ประมาณการติดเชี้อ 
Cytomegalovirus ( จากการศึกษา pilot study ระยะแรกของการศึกษาจาก 25 ตัวอย่าง ตรวจพบ 
CMV-DNA 2 ตัวอย่าง) เป็ น8% และขอมให้มีความคลาดเคลื่อนไตัไม่เกิน5%

กำหนดระดับความเชื่อมั่นในการสรูปข้อมูล 95%
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3.2. กไรส งเกต แส ะกไรวด (O b servation  & M easu rem ent)
ผู้วิจัยเป็นผู้เกบข้อมูลประวัติของกลุ่มตัวอย่างดังนี้

1. ข้อมูลพนฐาน: ชื่อ 5 เพศ, อายู , หมายเลขบัตรประจำตัวผู้ป่วย
2. การวินิจฉัยโรค
3. ผู้ป่วยจะไดัรับการเจาะเลือดตรวจทางห้องปฏิบัติการ : anti-CMV IgG, anti-CMV 

IgM , C M V -D N A
การตรวจทางห้องปฏิบัติการ 

- การตรวจทาง serology
anti-CMV IgG ตรวจโดยใช้วิธี ELISA ใช้ชุดตรวจสำเร็จรูปของ HUMAN

(Wiesbaden,Germany)
* Dilution buffer ม๊ั anti-human IgG ป่องกันการ interfere จาก rheumatoid factor และ 

ป่องกัน competition จาก specific IgG ทีมในตัวอย่าง
anti-CMV IgM ตรวจโดยใช้วิธี ELISA ใช้ชุดตรวจสำเร็จรูปของ HUMAN

(พ  iesbaden,Germany)
* ตัวอย่างชรั่มจากผู้ป่วย mononucleosis จาก Epstem-Barr virus อาจให้ค่าผลบวกใน 

ระดับตำไดั จาก Epstein-Barr virus ทำให้เกด B-cell proliferation ทำให้เกิด reactivation ของการ 
สรัาง CMV IgM antibody

-การตรวจ CMV-DNA
CMV-DNA ตรวจโดยใช้วิธ Polymerase chain reaction (PCR) โดยมรายละเอยดดังน 

1. Primers selection
ไดัเลือก primers เพื่อการตรวจสอบ CMV-DNA ในส่วนคงตัว (conserve region) 

ของสารพันชุกรรมทสวัางImmediate early protein 1(IE1) ไดัมาจากGene bank accession 
No.X03922 30) โดยเลอก primers 2 คู่ ในการทำ nested PCR ใดัแก่

ค ู่น อก ตำแหน่ง 981-1000 ร, TXT CCA AGT CTC CAC c c c  AT 3'
1270-1251 ร, GTA CTT AC G TCA CTC TTG GC 3'

ค ู่ใน ตำแหน่ง 1011-1030 5' GGG AGT TTG TTT TGG CAC CA 3'
1240-1221 5'' CGC GTT CCA ATG CAC CGT TC 3'

โดยการทำ PCR รอบ แรก จะมี product band อย ู่ท ี่ 290 base pair แล ะ ร อ บ ส อ งอ ย ู ่
230 base pair ตามลำด ับ
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2.DNA extraction and detection
ใช้ serum 10 pi inactivate โดยใช้ความ!’อนสูงสุดใน microwave เป็นเวลา 4 นาที จาก 

น้ันนำมาทำ nested PCR โดยใช้ primer คู่นอก ซึ่ง PCR reaction mixture าเระกอทส์เวท
2.5 บ ของTaq polymerase , 200 pM ของ dNTP แต่ละต้ว , 0.5 pM ของ primer แตละตัว, 
100 raM buffer และ 1.5 mM MgClj โดยมีปริมาตรสุดท้าย 50 pi เริ่มต้นปฏิกิริยา ที่ 95° C เป็น 
เวลา 1 นาที (dénaturation) 5 55° C เป็นเวลา 1 นาท (annealing) , 72 °c 2 นาท (extension ) เป็น 
จำนวน 30 รอบ และต่อรอบสุดท้ายต้วขอุณหภูมิ 72 °c  เป็นเวลา 5 นาที (final extension)

ในทำนองเดียวกัน ทำ nested PCR โดยใช้ primer คู่ใน และ template จาก l stPCR มา 
ทำการ amplification หลงจากน้ันนำ PCR product ที่ไต้มาวิเกราะห โดยการให้วิ่งใน 2.5% agarose 
gel บนกระแสไฟฟ้าค่าความต่างศักย์ที่ 90 V. เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ข้อม gel ต้วย ethidium bromide
แต้ววิเคราะห์ผ่านแสง UV เปรียบเทียบกับ DNA size marker (ดังแสดงในเปภาคผนวก)

3 .3  « ไร ร !ษ ร !» เฃ อ ม ูล  (D ata C ollection)
ผู้วิจัยเป็นผู้เก็บข้อมูลประวัติของกลุ่มตัวอย่างดังนี้
1. ข้อมูลพื้นฐาน: ช่ือ 5 เพศ, อายู , หมายเลขบัตรประจำตัวผู้ป่วย
2. การวินิจฉัยโรค
3. ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการ : anti-CMV IgG, anti-CMV IgM, CMV-DNA

3 .4  การว ิเค รไะห์ข ้อม ูล (D ata A nalysis)
วิเคราะห์ข้อมูลผลการตรวจหาทาง Serology! anti -CMV IgG ,anti -CMV IgM) และ 

CMV-DNA ของกลุ่มตัวอย่าง (ผู้ป่วยเด็กที่มีภาวะภูมิต้มกันบกพร่อง) โดยใช้อัตราส่วน และร้อยละ
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ท ร ุอ ฃ แ น !ค !ไม ค ิด ใน ค าร ุว ิจ ัย  (C on cep tua l F ram ew ork)

Cytomegalovirus infection

Immunocompetent host Immunocompromised host

I  ^  \
primary infection primary infection latent infection1 โ

latent infection reactivation of infectionไ ใ
CMV-DNA in leukocyte CMV-DNA in serum
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