
บทที 3

วิธีดำเนินการวิจัย

คำถามของการวิจัย

1. การใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นลัดและตกไข่จะมีผลต่อประสิทธิภาพการสืบพันธ์ของ 
โคนมลูกผสมพันธ์โฮลสไตน์ ฟรีเซียน อย่างไร

2 . การใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นลัดและตกไข่ลามารถเพิ่มประสิทธิภาพการลืบพันธ์ 
เมื่อเปรียบเทียบกับการจัดการระบบสืบพันธ์โดยปกติทั่วไปหรอไม’

3 . การใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป ็นลัดและตกไข่ม ีความเหมาะลมที่จะนำมาใช้จ ัดการ 
ระบบสืบพันธ์ในประเทศไทยหรอไม่

วัตถุประสงค์ของการวิจัย

1. ศึกษาประสิทธิภาพการสืบพันธ์ของโคนมจากการใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นลัด 
และตกไข่

2. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับโปรเจสเตอโรนเพื่ออธิบายผลของการตอบสนอง 
ของรังไข่ในโคนมที่ใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นลัดและตกไข่

3. เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสืบพันธ์ของโคนมที่ใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นลัด 
และตกไข่กับโคนมทีใช้ระบบการจัดการระบบสืบพันธ์ตามปกติทั่วไป

สมมุติฐานของการวิจัย

1. การใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นลัดและตกไข่ ลามารถเพิ่มอัตราการได้รับการผลม 
อัตราผสมติดและอัตราการตั้งท้องในการผลมเทียมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอดและจากการ 
ผสมเท ียมภายใน90 และ 120 วันหลังคลอดได้

2. การใช้โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นลัดและตกไข่ ลามารถลดระยะเวลาหลังคลอดถึงผสม
ครั้งแรกและระยะเวลาหลังคลอดถึงผลมติดครังแรก
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ตัวอย่างและเกณฑ์การค้เดเลีอกตัวอย่าง

ตัวอย่าง
การศึกษาน้ีได้ทดลองในแม่โครีดนมในฟาร์มขนาด 300 แมรีดนมแห่งหน่ึงใน อ. บ้านบึง 

จ. ชลบุรี โดยสุ่มตัวอย่างในแม่โครีดนมลูกผสมพันธ์โฮลลไตน์ฬรีเชียนท่ีมีระยะหลังคลอด 40-70 
วันและยังไม่เคยได้รับการผสมเทียมหลังจากคลอดจำนวน 60 ตัวเข้าฟูกลุ่มทดลองและกลุ่ม
ควบคุมกลุ่มละ 30 ตัว

เทณฑ์ในการคัดเลือกเข้ามาศึกษา
1 . แม่โครีดนมลูกผสมโฮลลไตน์ฟรีเชียนท่ีมีระตับลายเลือดต้ังแต่ 75% ข้ึนไป 

คลอดลูกมาระยะประมาณ 40-70 วัน มีระดับคะแนนสุขภาพร่างกายระหว่าง 2.5 - 3.0 (คะแนน 
เต็ม 5) และไม่เคยได้รับการผสมหลังจากคลอดมาก่อนเข้าการทดลองและมีสุขภาพแข็งแรง

2 . แม่โคไม่มีความผิดปกติทางระบบสืบพันธุ โดยยืนยันการตรวจด้วยสายตาและการล้วง 
ตรวจทางทวารหนัก

เกณฑ์ในการตัดออกจากกา?ศึกษา
เม่ือตรวจพบความผิดปกติของระบบสืบพันธ์ โดยเฉพาะการติดเชื้อและอักเสบของมดลูก 

และอวัยวะลืบพันธ์ รวมถึงการเกิดถุงน้ําท่ีรังไข่ (cystic ovary)

วิธึการเลือกตัวอย่าง

1. ตรวจบันทึกข้อมลการคลอดและระยะวันหลังคลอดประวัติการผสม โดยกำหนดให้แม่ 
โคนมท่ีมีระยะวันหลังคลอด 50-60 วันและยังไม่ได้รับการผสม เข้าในการทดลอง

2. ล้วงตรวจคลำอวัยวะลืบพันธ์ทางทวารหนักเพื่อตรวจความผิดปกติของระบบลืบพันธ์
3. โคท่ีผ่านการคัดเลือกในข้อ 2 จะถูกบันทึกเลขประจำตัวและจัดเรียงลำตับหมายเลขการ 

ทดลองโดยเร่ิมจากโคตัวที่ า ถึงโคตัวท่ี 60 (หมายเลข 1-60) ตามความก่อนหลังของการผ่าน 
เกณฑ์ของโคแต่ละตัว

4. แบ่งโคออกเป็น 2 กลุ่ม โดยอาศัยลำดับหมายเลขในการทดลอง (1-60) ของโคแต่ละ 
ตัวหมายเลขที่เป็นเลขคี่จะเป็นกลุ่มควบคุม หมายเลขคู่จะเป็นกลุ่มทดลอง
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อุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษา

1. โกนาโดโทรปิน รลิชิ่งฮอร์โมน (GnRH)
2. พรอลตาแกลนดิน
3. เข ็มเจาะเลือดเบอร์ 18 ความยาว 1 น้ิว, ไซรงค์'ขนาด 10 มล. และหลอดแก้ว 

เก็บเลือด
4. หลอดพลาสติก 5 มล. ลำหรับเก็บซีรั่ม
5. ชุดตรวจฮอร์โมนโปรเจลเตอโรน (Coat-A-Count ®)

วิธีการศึกษา

การทดลองในภาคสนาม
โคกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองจะได้รับระบบการจัดการระบบลืบพันธ์และการ

ผสมเทียม ดังนี้
1 . กลุ่มควบคุม ใช้ระบบการจัดการระบบลืบพันธ์และการผสมพันธ์ตามปกติ 

พัวไปของฟาร์มได้แก่ การตรวจการเป็นจัดและผสมเทียมตามกฎ เช ้า-บ ่าย
2 . กลุ่มทดลอง ใช้ระบบการจัดการระบบสืบพันธ์และการผสมพันธุโดยการใช้ 

โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นจัดและตกไข่ซึ่งประกอบด้วยการฉีด GnRH (Buserelin; Receptal®) 
จำนวน 100 ไมโครกรัม ในวันแรกที'เข้าการทดลองและ 7 วันต่อมาฉีด PGF20C (Clopostenol ; 
EstroPLAN) จำนวน 500 ไมโครกรัม จากนิ้น 48 ซัวโมงฉีด GnRH 100 ไมโครกรัมและทำการ 
ผสมเทียมช่วงเวลา 16-18 ขัวโมงต่อมา (แสดงในภาพที่ 1) แม่โคที่ไม่ตั้งท้องหลังจากการผสม 
คร ั้งแรกภายหล ังการเหน ี่ยวนำด ้วยฮอร ์โมนท ี่กล ับมาแสดงการเป ็นจ ัดจะได ้ร ับการผสมตาม 
โปรแกรมปกติของฟาร์มซึ่งได้แก่ การผสมเทียมตามกฎ เช ้า-บ ่าย แม่โคVรั้งสองกลุ่มจะได้รับการ 
ตรวจการตั้งท้องโดยการล้วงตรวจคลำทางทวารหนักในช่วง 50-60 วันหลังจากได้รับการผสมเทียม

GnRH PGF2a GnRH ผสมเทียม

๙ *
7 วัน

*พ *  ► ©
2 วัน 1 6 -18 ช่ัวโมง

ภาพที 1 แสดงรายละเอียดระยะเวลาการฉีดฮอร์โมนและกำหนดการผสมเทียมใน 
โปรแกรมการเหนี่ยวนำให้เป็นจัดและตกไข่พร้อมกันในโค (Ovsynch)
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การเก็บตัวอย่างซีรั่มและการตรวจทางห้องปฏิบัติทาร

โคจะได้รับการเจาะเลือดจากเลันเลือดบริเวณโคนหางจำนวน 10 มล. ทุกคร้ังก่อนฉีด 
GnRH และ PGF20t นำเลือดมาปันแยกเก็บซีรั่มโดยเก็บรักษาชีรั่มในดู้เย็นสำหรับเก็บรักษาซีรั่มที, 
อุณหภูมิ -20 ° ช เพ่ือนำมาตรวจระดับโปรเจสเตอโรนโดยวิธี Radioimmunoassay (RIA) โดยใช้ 
ชุดสำหรับตรวจโปรเจลเตอโรนสำเร็จรูป (Coat-A-Count®) โดยกำหนดว่าระดับโปรเจสเตอโรนใน 
วันท่ีฉีด GnRH คร้ังท่ี 1 หริอวันท่ีฉีด PGF2Ct มากกว่า 1.0 นาโนกรัมต่อมล. จะแสดงถึงการปรากฏ 
ของคอร์ ปัสลูเตียมและระดับของโปรเจสเตอโรนในวันท่ีฉีด GnRH คร้ังท่ี 2 ตํ่ากว่า 1.0 นาโนกรัม 
ต'อมล. แสดงถึงการสลายของคอร์ป ัล ลูเต ียมและเม ื่อตรวจการเปลี่ยนแปลงของระดับ 
โปรเจลเตอโรนของโคในกลุ่มทดลองแต่ละตัวจากผลท่ีได้จะจัดโคเช้าสู่กลุ่มโคต่างๆ ดังต่อไปน้ี คือ 
กลุ่มที่มีการตอบสนองอย่างลมบูรณ์ กลุ่มท่ีมีการตอบสนองบางส่วนและกลุ่มท่ีใม่มีการตอบสนอง 
โดยมีหลักเกณฑ์การแบ่งดังต่อไปนี้ กลุ่มแม่โคที่ตอบสนองกับฮอร์โมนที่ใช้อย่างสมบูรณ์ระดับ 
โปรเจสเตอโรนในวันท่ีฉีด GnRH คร้ังท่ี 1 (วันท่ี 1) มีค่าสูงหริอตํ่ากว่า 1 นาโนกรัมต่อมล. และมี 
ระดับในวันท่ีฉีด PGF2CC (วันท่ี 7) สูงกว่า 1 นาโนกรัมต่อมล. และมีระดับในวันท่ีฉีด GnRH คร้ังท่ี 
2 (วันท่ี 9) ตํ่ากว่า 1 นาโนกรัมต่อมล. (high or low)-(high)-(low) กลุ่มโคท่ีตอบสนองกับ
ฮอร์โมนท่ีใช้บางส่วนระดับโปรเจลเตอโรนในวันท่ีฉีด GnRH คร้ังท่ี 1 (วันท่ี 1) มีค่าสูงหริอตํ่ากว่า 1 
นาโนกรัมต่อมล. และมีระดับในวันท่ีฉีด PGF20t (วันท่ี 7) สูงหริอต่ํากว่า 1 นาโนกรัมต่อมล. และ 
มีระดับในวันท่ีฉีด GnRH (วันท่ี 9) คร้ังท่ี 2 ตํ่ากว่า 1 นาโนกรัมต่อมล. (high or low)—(high)— 
(high) และในกลุ่มที่ไม่ตอบสนองต่อฮอร์โมนระดับโปรเจสเตอโรนเป็นดังนี้ ระดับในวันท่ีฉีด
GnRH คร้ังท่ี 1 (วันท่ี 1) มีค่าสูงหรือตํ่ากว่า 1 นาโนกรัมต่อมล.และมีระดับตํ่ากว่า 1 นาโนกรัม 
ต่อมล. ในวันท่ีฉีด PGF20t (วันที 7) และในวันทีฉีด GnRH (วันที 9) (high or low)-(low)-(low)

การลังเกตและการวัด

1. ตัวแปรหลัก คือระบบการจัดการระบบลืบพันธุซึ่งได้แก่โปรแกรมการจัดการตามปกติ 
ของฟาร์มและโปรแกรม Ovsynch

2. ตัวแปรตาม คือ อัตราการได้รับการผสมเทียมภายใน 90 วันหลังคลอด อัตราการตัง 
ท้องหลังจากผสมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอด อัตราการตั้งท้องภายใน 90 วัน และ 120 วัน 
หลังคลอด ระยะคลอดถึงผสมคร้ังแรก ระยะคลอดถึงผสมติดครังแรก และอัตราผสมติดจากผสม 
คร้ังแรกหลังคลอด
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3. ข้อสังเกต ความหมายและวิธีการคำนวณอัตราการตั้งท้องและอัตราผสมติดมีความ
แตกต่างกัน อัตราการตั้งท้องจะหมายถึง เปอร์เซ็นต์โคท่ีต้ังท้องจากจำนวนโคท่ีเข้าทดลองในแต่
ละกลุ่ม ส่วนอัตราผลมติดหมายถึง เปอร์เซ็นต์โคท่ีต้ังท้องจากจำนวนโคท่ีเข้าทดลองท่ีได้รับการ 
ผสมเทียม (Burke et al., 1996 ; Stevenson et al.1 1996 ; Schmitt et al., 1996 ; Momcillovic 
et al., 1998 ; Stevenson et al., 1999 ; Britt and Gaska,1998) ในการศึกษาคร้ังน้ีได้ใช้
ความหมายและวิธีการตามรายงานข้างด้น

การรวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

1. คำนวณค่าดัชนีวัดประสิทธิภาพการลืบพันธุ โดยมีค่าดัชนีวัดประสิทธิภาพการสืบพันธุ 
และวิธีการคำนวณดังต่อไปน้ี

1.1 อัตราการได้รับการผสมภายใน9 0 วันหสังคลอด คำนวณจากจำนวนแม่โคที่ 
ได้รับการผสมภายใน 90 วันหลังคลอด หารด้วยจำนวนแม่โคท้ังหมดในแต่ละกลุ่ม

1.2 อัตราการตั้งท้องจากการผสมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอด คำนวณจาก 
จำนวนแม่โคที่ต้ังท้องจากการผสมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอดหารด้วยจำนวนแม่โคท้ังหมด 
ในแต่ละกลุ่ม

1.2 อัตราการตั้งท้องภายใน 90 วันหลังคลอด คำนวณจากจำนวนแม่โคที่ตั้งท้อง 
ท้องภายใน 90 วันหลังคลอดหารด้วยจำนวนโคท้ังหมดในแต่ละกลุ่ม

1.3 อัตราผสมติดจากการผสมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอด คำนวณจาก 
จากจำนวนแม่โคที่ตั้งท้องจากการผสมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอดหารด้วยจำนวนโคท้ังหมด
ในแต่ละกลุ่ม

1.4 ระยะคลอดถึงผสมคร้ังแรก คำนวณจากจำนวนวันหลังคลอดจนถึงวันที่แม่ 
โคได้รับการผสมเทียมคร้ังแรก

1 .6 ระยะคลอดถึงผสมติดครั้งแรก คำนวณจากจำนวนวันหลังคลอดจนถึงวัน
ผสมติดจากการผสมครั้งแรก

2. เปรียบเทียบอัตราการตั้งท้องหลังจากผสมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอด อัตรา
การตั้งท้องภายใน 90 วันหลังคลอด อัตราการตั้งท้องภายใน 120 วันหลังคลอด อัตราผสมติด 
จากผสมครั้งแรกภายใน 90 วันหลังคลอดระหว่างกลุ่มโดยใชวิธีการทดสอบทางสถิติ Chi-square 
Test โดยกำหนดระดับนัยสำคัญที่ 0=0.05 หากข้อมูลที่ได้ไม่ลามารถเข้าตามข้อกำหนดของ
การใช้ Chi-square Test จะใชวิธีการทดสอบทางสถิติโดยวิธี F is h e r 's  Exact Test
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3. เปรียบเทียบระยะคลอดถึงผลมครั้งแรกและระยะคลอดถึงผสมติดครั้งแรก โดยใช้การ 
ทดลอบ Student T-test ในการวิเคราะห์ทางลถิติท้ังหมดจะวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม SPSS for 
Windows®

4 . ตรวจวัดระดับโปรเจลเตอโรนโดยการใช้ชุดตรวจสำเร็จรูปลำหรับโปรเจสเตอโรน 
(Coat-A-Count®) และวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของระดบโปรเจสเตอโรนเพื่ออธิบายผลของ 
ฮอร์โมนท่ีใช้ในโปรแกรม Ovsynch ต่อการเปลี่ยนแปลงของรังไข่แม่โคและความสัมพันธ์กับการ 
ต้ังท้อง

ระยะเวลาในการศึกษา

ระหว่างเดือน กันยายน 2542 ถึง เดือน มีนาคม 2543 (7 เดือน)

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย

1. เพิ่มทางเลือกการจัดการระบบลืบพันธ์และการผลมเทียมเพื่อให์ได้ประสิทธิภาพการ 
ลืบพันธ์ดีท่ีสุด

2. ลดความสูญเลียทางเศรษฐกิจอันเนื่องจาก อัตราการเป็นสัด อัตราการผสมติด และ
อัตราการตั้งท้องมีค่าตํ่า

3. นำผลการศึกษาไปประยุกต์ใช้ในการแก้ไขปัญหาระบบลืบพันธุอื่นๆ ต่อไป เช่น 
การแก้ไขปัญหาการเป็นสัดเงียบ ปัญหาการผลมติดยาก
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