
บทที่ 3
วิธีดำเนินการวิจัย

รูปแบบการวิจัย

การ่วิจัยแบบการสังเกตเซิงวิเคราะห์แบบไปข้างหน้า (Observational Analytic 
Design ; Prospective study)

ระเบียบวิธีวิจัย

•  ประซากรและตัวอย่าง

*  ประซากรเป้าหมาย
มารดาท่ีมีกลุ่มเลือดโอ ซึ่งมาคลอดที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์

และทารก

*  กฎเกณฑ์ท่ีคัดเลือกเข้ามาศึกษา
เด็กทารกทุกรายที่เกิดจากมารดากลุ่มเลือดโอ ที่โรงพยาบาล 

จุฬาลงกรณ์ โดยเป็นทารกท่ีคลอดครบกำหนด (อายุครรภ์มากกว่าหรือเท่ากับ 37 สัปดาห์) หรือ 
น้ําหนักแรกคลอดมากกว่าหรือเท่า 2,500 กรัม และผู้ปกครองยินยอมให้ทำการศึกษา

*  กฎเกณฑ์การตัดออกจากศึกษา
1. ทารกท่ีตรวจพบภาวะพร่องเอนไซมํจี6พีดี, Rh incompatibility 

ภาวะติดเชือ (Neonatal sepsis), Cephalhematoma
2. น้ําหนักน้อยกว่า 2,500 กรัม
3. มีภาวะแทรกซ้อนระหว่างคลอด เข่น รกลอกก่อนกำหนด 

(abruptio placentae), รกเกาะต่ํา (placentae previa), ขาดออกซิเจน (perinatal asphyxia)
4. ทารกท่ีต้องจำหน่ายกสับบ้านก่อน 4 8 ซม.

*  กลุ่มควบคุม (Control group)
เด็กในกลุ่มควบคุม คือ ทารกกลุ่มเลือดโอ ท่ีคลอดจากมารดา 

กลุ่มเลือดโอ ซึ่งไม่เกิดภาวะ ABO incompatibility

*  เทคนิคการสุ่มตัวอย่าง
เป็นการเลือกตัวอย่างตามความสะดวกซองผู้ที่ทำการเก็บเลือด 

รก ของหญิงต้ังครรภ์ท่ีมาคลอดท่ีโรงพยาบาล (วิธี convenient sampling)
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*  การคำนวณขนาดตัวอย่าง
ในงานวิจัยประ๓ ทท่ีต้องการหาความสัมพันธ์ข้อมูลชนิดนับ 
ใช้สูตร n/group = (za V 2PQ + Zp V P,Q1+P0Q0)2

(P ï-P o )2
za = Z0.05 = 1.96 (two tailed)

Zp =Z0.1 = 1.28
P0 = โอกาลท่ีกลุ่มควบคุม (ไม่มีภาวะบิลิรูบินสูงผิดปรกติ) มี

ปัจจัยเส่ียง
P1 =P0R /[1+P0 (R-1)]
p = (P1 + p0) / 2
Q = 1 - P

(ยอมรับ oc error = 0.05, (3 error = 0.10, power 0.90)
เน่ืองจากยังไม่เคยมีผู้ทำการศึกษาในลักษณะน้ีมาก่อน ทำให้ไม่ 

สามารถทราบค่า P, Q ได้ จึงกำหนดจำนวนผู้ป่วยท่ีจะศึกษาในข้ันต้น กลุ่มละ 26 ราย หรอ 
จำนวน ท ท่ีเก็บได้ภายในเวลาท่ีกำหนด คือ เดือนกันยายน ถึงธันวาคม พ.ศ. 2544

•  การส้งเกตและการวัด
1. น้ําหนัก (กรัม)

ช่ังน้ําหนักตัทรกท่ีไม่ไสวมส้ือผ้า โดยใช้ตาช่ังเป็นแบบ balance 
scale ซือ detecto doctor’s infant scale ผลิตโดย บริษัท detecto scale ทีประเทศสหรัฐอเม'ริกา 
เมือง WEBB CITY มลรัฐ MO มีความละเอียดในการวัดถึง 10 กรัม เลขเคร่ือง TP0012-27 ทำการ 
วัดโดยพยาบาลประจำห้องคลอด

2. เพศ
3. อายุครรภ์(สัปดาห์) โดยดูจากประวัติการฝากครรภ์
4. กลุ่มเลือดเอบีโอ

4.1 ของทารก ทำโดยวิธี cell grouping test tube method22 
โดยใช้น้ํายา anti-A, anti-B, anti-A.B ท่ีผลิตโดยลภากาซาดไทย อ่านผลด้วยตาเปล่าท่ี 2 นาที

4.2 ของมารดา ทำโดยวิธี cell grouping test tube method22 
โดยใช้น้ํายา anti-A, anti-B, anti-A,B ท่ีผลิตโดยสภากาซาดไทย อ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของ 
เม็ดเลือดแดง (agglutination) ด้วยตาเปล่าภายใน 2 นาที และ serum grouping โดยใช้นำยา
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cell A, B และ o  ท่ีผลิตโดยลภากาชาดไทย อ่านปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงด้วยตา 
เปล่า

5. หมู่เลือด อาร์เอซ (ดี แอนติเจน)'
โดยวิธี slide method22 โดยใช้นำยา anti-D ทีผลิตโดย

สภากาชาดไทย
6. ระดับแอนติบอดีเอบีโอ ในมารดา

โดยใช้เทคนิค titration แบบ two fold serial dilution ซึงเป็น 
เทคนิคที่ใช้ในปัจจุบันในคลังเสือด23 โดยใช้นํ้ายา anti-A, anti-B ท่ีผลิตโดยสภากาชาดไทย 
อ่านผลโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ (X10) อ่านปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง

7. DCT ในเลือดจากรก
วิธีตรวจอ้างอิงตามวิธีการตรวจ Direct Antiglobulin test ในคู่ 

มือการปฏิบัติงานธนาคารเลือด โดยกองโรงพยาบาลภูมิภาค24 อ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มชอง 
เม็ดเลือดแดงโดยตาเปล่า และดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ (10X)

ผลบวกคือ มิการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง อ่านระดับ grade
เป ็น  4+, 3+, 2+ , 1+ หร ือ  W +

ผลลบคือ ไม่มืการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง เม่ือดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์

8. แอคทิวิต้ีของเอนไซม์จีธพีดี
โดยไซ้เครืองมือ Sigma Diagnostics Glucose 6 Phosphate 

Dehydrogenase25 ซึ่งใช้หลักการวัดอัตราการเพิมของการดูดซับ (absorbance) ของลาร 
NADPH (ซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยา G-6-P + NADP+ ■4 G~6'P° V  6-PG + NADPH + H+) ท่ีความยาว 
แลง 340 nm. (=Aa) โดยใช้ G-6-PDH reagent แล้วนำมาคำนวณหา G6PDH enzymatic 
activity Enzymatic activity ทีตำลุดทีเครืองอ่านได้ (sensitivity) = 10.8 ช/ไ 012Rbc และมี 
specificity สูง เน่ืองจาก reagent ท่ีใช้ สามารถยับย้ังการเกิด NADPH เน่ืองจากปฏิกิริยา 
ออกซิเดชันจากลารอ่ืน และจากการตรวจใน 27 ตัวอย่าง เพ่ือเปรียบเทียบกับวิธีการวัด activity 
เปรียบเทียบกับวิธีการของ Marks (method of Marks)26 พบว่าค่า correlation coefficient =
0.908 ไนการคืกษาน้ีกำหนดว่า G6PDH activity < 80 U/100Rbc ถือ'ว่ามีภาวะ G6PD
deficiency
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9. ค่าฮีโมโกลบิน (Hemoglobin)
ได้จากการวิเคราะห์ Complete Blood Count โดยวิธี 

automated electrical impedence analyzer โดยเค่รือง Technicon H»3 System27 ซึงเป็น 
เครื่องม ือวิเคราะห ์ C om p le te  B lood Count โดยใช้หลักการดัดแปลงจากการวัด 
cyanmethemoglobin โดยวิธี manual ซ่ึงเป็นวิธีทีได้รับการพัฒนาโดย International Committee 
for Standardization in Hematology28'29 โดยค่า specification รองค่าฮีโมโกลบินทีอยู่ไนช่วง 
1 ถึง 26.5 g/dl มืค่าเบ่ียงเบนสูงสุด = 0.2 ค่าความแม่นยำไนการวัด (accuracy) เปรียบเทียบกับ 
Technicon H*1 System 50 ตัวอย่างท่ีปรกติ ซึ่งทำการ calibrate ทุกคร้ังตามคู่มือการใช้ พบว่า 
ค่า r = 0.996 และเปรียบเทียบกับ Technicon H«2 100 ตัวอย่าง ค่า r = 0.996

10. ระตับบิลิรูบิน (มก./ดล.)
วัดระตับบิลิรูบินโดยผู้ทำวิจัย โดยใช้เคร่ืองมือ BiliCheck™

device ผลิตโดยบรืษัท SPECT Rx, เมือง NORCROSS, USA ซ่ึงเป็นเคร่ืองมือท่ีใช้วัดระตับ 
บิลิรูบินผ่าน'ทางผิวหนัง โดยใช้หลักการ analyze multi-wavelength spectral reflectance และ 
set ค่าให้ได้ลัมพันธ์กับระดับบิลิรูบินในเลือดให้ได้มากท่ีลุด เคร่ืองมือน้ีได้ผ่านการศึกษาความ 
แม่นยำ (Clinical accuracy) ในการตรวจระตับบิลิรูบิน เปรียบเทียบกับ HPLC ซึ่งเป็น Gold 
standard พบว่าค่า correlation (r) = 0.929, SE = 1.18 มก./ดล., P < 0.000130 (ภาคผนวก ง)

เค ร ี่อ งม ือ ท ี่ใช ้ใน ก าร ว ิจ ัย
1. เคร่ืองช่ังน้ําหนักในห้องคลอด
2. น้ํายาตรวจกลุ่มเลือดเอบีโอ, อาร์ เอช
3. นี้ายาตรวจจี6พีดีแอคทีวิต้ี
4. น้ีายาในการตรวจระดับแอนติบอดีเอบีโอ
5. นำยาตรวจ Direct Coombs Test
6. หลอดทดลองเก็บตัวอย่างเลือด จำนวน 200 ตัวอย่าง
7. เครืองมือ transcutaneous bilirubinometer

ก าร เก ็บ ร ว บ ร ว ม ข ้อ ม ูล
1. เจ้าหน้าท่ีห้องคลอด"จะทำการเก็บตัวอย่างเลือดจากรกหลังจากทำการคลอด 

รกแล้ว โดยใช้เข็มเจาะดูดเลือดจากเล้นเลือดดำทันทีท่ีทำคลอดรก จำนวน 11 มล. แบ่งเก็บเลือด 
5 มล. ในหลอดทดลองผสมน้ีายา EDTA, เลือด 3 มล.ในขวดน้ํายา ACD และเลือดในหลอดเปล่า 
3 มล. และส่งห้องปฏิบติการหลังจากเด็กคลอดภายใน 24 ชม. โดยตัวอย่างเลือดจะได้รับ

2 » £ 0 3 4 1 0 /i 6
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การติดช่ือชัดเจน ถ้าไม่สามารถส่งตรวจได้ภายในกำหนด จะเก็บตัวอย่างเลือดจากรกในตู้เย็น 
และส่งตรวจภายใน 48 ช่ัวโมง

2. เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบ้ติการจะนำตัวอย่างเลือดจากรก ทำการตรวจกลุ่มเลือด 
เอบีโอ, Direct Coombs test, อาร์ เอช (ดี) แอนติเจน และแอคทิวิตีของจี6พีดี ทันทีท่ีได้รับตัว 
อย่างเลือดหรออย่างช้าภายใน 48 ช่ัวโมงหลังเด็กคลอด และบันทึกข้อมูล

3. ผู้วิจัยจะทำการชักประวัติการเจ็บป่วยของมารดา และช้ีแจงแก่มารดาท่ีมา 
คลอดถึงจุดประสงค์ วิธีการทำวิจัย ผลดีและผลเลียท่ีผู้ป่วยจะได้รับ ถ้ามารดาท่ีมาคลอดยินดีเช้า 
ร่วมการศึกษา จะให้ผู้มาคลอดเซ็นใบยินยอมเช้าร่วมในการวิจัย หลังจากน้ันจึงทำการเจาะเลือด 
มารดาท่ียินยอมเช้าการศึกษาโดยเก็บเป็นเลือดจำนวน 3 -5  มล. เพ่ือนำไปตรวจกลุ่มเลือดเอบีโอ, 
อาร์ เอซ (ดี) แอนติเจน และระดับแอนติบอดีต่อกลุ่มเลือดเอบีโอ ท่ีจำเพาะต่อกลุ่มเลือดทารก และ 
บันทึกข้อมูล

4. ผู้วิจัยจะทำการตรวจร่างกายทารกและตรวจข้อมูลระหว่างคลอด ว่าไม่มี 
hematoma หรอ ภาวะแทรกช้อนระหว่างคลอด เช่น รกลอกตัวก่อนกำหนด ก็จะทำการตรวจระดับ 
บิลิรูบินในเด็ก โดยใช้เครืองมือวัดผ่านทางผิวหนัง (Transcutaneous bilirubinometer) ขณะเด็ก 
อายุ 0-24, 24-48 ช่ัวโมง และบันทึกข้อมูล

5. ผู้วิจัยจะทำการรวบรวมข้อมูลพ้ืนฐาน เช่น อายุครรภ์ เพศ น้ําหนัก และภาวะ 
แทรกช้อนระหว่างคลอด เช่น ภาวะรกลอกตัวก่อนกำหนด, รกเกาะต่ํา จากแฟ้มประวัติคนไข้ ซ่ึง 
แพทย์ประจำห้องคลอดเป็นผู้บันทึก และข้อมูลท่ีต้องการศึกษา เช่น แอคทิวิต้ีของเอนไซม์จีธพีดี, 
กลุ่มเลือดเอบีโอ, อาร์ เอช (ดี) แอนติเจน, Direct Coombs test, และระดับแอนติบอดีต่อกลุ่ม 
เลือดเอบีโอ ท่ีเจ้าหน้าท่ีห้องปฎิบิติการเป็นผู้บันทึก และผลการตรวจร่างกายเด็ก ลงในแบบฟอร์ม 
บันทึกข้อมูล แล้วนำข้อมูลมาทำการวิเคราะห์

การวิเคราะห์ข้อมูล
1. ข้อมูลพ้ืนฐานของตัวอย่าง เช่น อายุครรภ์นํ้าหนักแรกคลอด ค่าความเข้มข้น 

ของฮีโมโกลบินในเลือดจากรก, ระดับบิลิรูบิน ขณะอายุ 0-24 ชม. และอายุ 24-48 ชม. คำนวณ 
เป็นค่าเฉล่ีย

2. เปรียบเทียบข้อมูล ความเข้มข้นของฮีโมโกลบินในเลือดจากรก, ระดับบิลิรูบิน 
ขณะทารกอายุ 0-24 ซม. และอายุ 24-48 ซม. ระหว่างทารกกลุ่มเลือดเอหรือบี กับกลุ่มทารกกลุ่ม 
เลือดโอ โดยใช้ T test

3. คำนวณอุบัติการณ์การเกิดภาวะระดับบิลิรูบินสูงผิดปรกติของกลุ่มทารกกลุ่ม
เลือดเอหรือบี และทารกกลุ่มเลือดโอ คิดเป็นร้อยละ
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4. คำนวณค่าความเล่ียงลัมพั,พธ์ (Relative Risk, R.R.) และ คำความเช่ือม่ัน 
95% (95% Cl of R.R.) ของทารกกลุ่มเลือดเอหรือบี ต่อการเกิดภาวะระดับบิลิรูบินสูงผิดปรกติ 
เทียบกับทารกกลุ่มเลือดโอ โดยใช้ programme Epi Info Version 6

5. คำนวณคำความเล่ียงสัมพัทธ์ (Relative Risk, R.R.) และ คำความเช่ือม่ัน 
95% (95% Cl of R.R.) ของทารกกลุ่มเลือดเอหรือบี ท่ีมีปัจจัยเล่ียงต่อการเกิดภาวะระดับบิลิรูบิน 
สูงผิดปรกติ เทียบกับทารกกลุ่มเลือดเอหรือบี ท่ีไม่มีปัจจัยเล่ียงโดยใช้ programme Epi Info 
Version 6

6. นำเสนอข้อมูลเป็นตาราง
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