
บทที 3

อุปกรณ์ เคมึภัณฑ์ และวิธีดำเนินงานวิจ้ย

3.1 อุปกรณ์ทีใชํในการทดลอง

1. กล ้องจ ุลทรรศน ์(microscope) รุ่น UNILUX-12 บริษัท Kyowa, Tokyo, Japan

2. เครือง Microplate reader รุ่น ELX800 บริษัท BioTek

3. เครื่องกวนแม่เหล็ก (magnetic stirrer) รุ่น 502P-2 ของบริษัท PMC, USA

4. เครื่องแก้ว ของบริษัท Pyrex, U.S.A.

5. เครืองเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุ่น G-27 

บริษัท New Brunswick Scientific, U.S.A.

6. เครื่องชั่งละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Scientific, U.S.A.

7. เครืองชัง รุ่น P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland

8. เครืองนึงอบฆ่าเรือ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan

9. เครื่องปันเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 บริษัท Kubota, Japan

10. เครื่องปันผสม (vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, U.S.A.

11. เครืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan

12. เครื่องวัดการดูดกลืนแลง (spectrophotometer) รุ่น V530 PC UV-VIS Spectrometer บริษัท 

PerkinElmer Instrument, USA

13. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, U.S.A.

14. เครื่อง Sonicator รุ่น SONOREX RX 100 บริษัท สยามแอนดํโก, กเงเทพ, ประเทศไทย

15. ตู้เขี่ยเรือแบบ ISSCO รุ่น BV-124 บริษัท International Scientific supply Co., Ltd., Thailand

16. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูม ิ -20°c รุ่น MDF-U332 บริษัท Sanyo Electric, 

Japan

17. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูม ิ -80°c รุ่น ULT1786 บริษัท Form Scientific, 

U.S.A.

18. ตู้บ ่มเชื้ออุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซ ียส ยี่ห ้อ Memmert รุ่น BE800, Germany
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19. ตู้อบฆ่าเร ือ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, Germany

20. ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand

21. ไมโครเพลท (microplate) ขนาด 96 หลุม

22. ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200,1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท 

Eppendorf AG, Germany

23. อ ุปกรณ ์น ับเซลล์ (hemacytometer) บริษัท Schott Duran, Germany

24. อ ่างน ํ้าควบคุมอุณหภูม ิ (water bath) รุ่น TW 20 บริษัท Kubota, Japan

3.2 เคมีภัณฑ์

1. กรดอะรืติกเข้มข้น (glacial CHgCOOH) บริษัท Merck, Germany

2. กรดไฮโดรคลอริก (HCI) บริษัท BDH Chemicals, Australia

3. กลีเชอรอล (glycerol) บริษัท Research organics, Inc., บ.S.A.

4. กลูโคส (glucose) บริษัท Merck, Germany

5. คลอโรฟอร์ม (chloroform) บริษัท Merck, Germany

6. แคลเซียมคลอ'ไรด์ (CaCI2.2H20) บริษัท Merck, Germany

7. โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) บริษัท Merck, Germany

8. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany

9. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HP04) บริษัท Merck, Germany

10. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต («2HPO4) บริษัท Merck, Germany

11. ไตรบูไทริน (Tributyrin) บริษัท Fluka, Switzerland

12. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A.

13. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone broth) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A.

14. เปปโตน (peptone) บริษัท Difco Laboratories, U.s.A.

15. ผงวุ้น

16. ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.s.A.
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17. ผงสก ัดจากมอลต ์ (Malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A.

18. ผงสก ัดจากย ีสต ์ (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A.

19. โพแทสเซียมคลอไรต์ (KCI) บริษัท Merck, Germany

20. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) บริษัท Merck, Germany

21. ฟูราโซสิโดน (Furazolidone; FZ) บริษัท Sigma, USA

22. เมทานอล (CHjOH) HPLC grade บริษัท Merck, Germany

23. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgS04.7H20) บริษัท Carlo ERBA, France

24. 2,3,5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) บริษัท Merck, Germany

25. อะซีโตไนไทรต์ (Acetonitrile) HPLC gradeüริษ ัท Merck, Germany

26. เอธานอล ของบริษัท J.T. Baker, U.S.A.

27. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท E. Merck, Germany

28. เฮกเซน (Hexane) HPLC gradeuริษ ัท Merck, Germany

3.3 เชี้อจุลนทรีอ์ที่ใชำ.นการทดลอง

E.Coli สายพันธุ DH50C À,pir ท ี่ได ้จากการวิจ ัยของกุลกานต์ ช ูช ัยยะ (2548)

3.4 การเลี้ยงและเก็บรักษาเลี้อจุลนทรีย์

3.4.1 เลี้ยงแบคทีเร ียในอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ท ี่อ ุณหภูม ิ 37 องศา 

เซลเซียส กรณีทำเป็นอาหารแข็งเติมจุ้น 1.5% บ่มที่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เป ็นเวลา 16-18 ชั่วโมง

3.4.2 เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB นำมาผสมกับกลีเชอรอล ใน 

อัตราส่วนนํ้าเล ี้ยงเช ื้อต ่อกลีเซอรอลเป็น 3:7 โดยปริมาตร บรรจุลงหลอดเก็บเชื้อแข็แข็ง ท ี่อ ุณหภูม ิ -20 

องศาเซลเซียส เป ็นเวลา 6 เดือน หรือที่อ ุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เป ็นเวลา 1 ปี

 ๆmn
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แผนผังงานวิจัย

Escherichia Coli DH50C À,pir

}  À 4
สืกษาความส้มพันธระหว่างปริมาณแบคทีเรียกับค่าการดดกลืนคลืนแสงที 600 นาโนเมตร 

ยืนยันและหาความแม่นยำตํ่าสุคข'องฟราโฃลิโดนที่ E.Coli DH501 À,pir ทนได้

โโ  /. i  .โ..ด้นหาภาวะทีเหมาะสมสำหรับชุดตรวอสอบ

ผลวิเคราะห์ความแม่นยำของค่าตํ่าสุดที่ตรวจได้ไนชุดตรวจสอบโดยใช้อาหารสัตว์ 

ยืนยันความแม่นยำของฟูราโซสิโดนโดยใช้ E.coli DH5CX X-pir ที่ผ่านการทำแห้งเยือกแข็ง 

การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบจากการใช้ตรวจสอบอาหารสัตว์I 1
ฒนระยะเวลา 1,ทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษาชุดตรวจสอบเรํ 3, 6 และ 9 เด ือนที่เก็บในสภาพ
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การดำเนันการวิจัซ

3.5 สิกษาความสัมพันธ์ระหว่างปรมาณน,บคทึเ,'รอกับค่าการดูดกลินค»นนสงฑ 600 นาโนเมตร

นำ E.Coli DH50C Àpir ท ี่เก ็บไว ้ท ี่-20 องศาเซลเซ ียสมา 1 ล ูป (loop) โดยวิธ ีปลอดเช ื้อ มาเล ี้ยงใน 

อาหารเหลว NB 100 ม ิลล ิล ิตร เขย่าในขวดเขย่าให ้เช ื้อกระจายต ัวในอาหาร บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37 องศา 

เซลเซียส เป็นเวลา 36 ชั่วโมง ในการเก็บตัวอย่างที่ 0 ชั่วโมง จะให ้ป ิเปตด ูดต ัวอย ่างออกมา 1 ม ิคล ิล ิตร ใส่ 

ใ น 0.85 เปอร์เซ ็นต ์ซองโซเด ียมคลอไรด์9 ม ิลล ิล ิตรซ ึ่ง เซลล ์จะถ ูก เจ ือจางลง 101 เท่า เม ื่อเก ็บต ัวอย ่าง 

เสร็จให้นำขวดที่ม ิเช ื้อใส่ในเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที จากน ั้นทำข ั้นตอนดังกล่าวซ ํ้าท ุกๆ 1 

ช ั่วโมงเพ ื่อเก ็บตัวอย่าง แล้วแบ่งต ัวอย่างออกเป ็น 2 ส่วน ส่วนที่ 1 ให ้ต ัวอย่างปริมาตร 3 ม ิลล ิล ิตร นำมา 

วัดค่า optical density ท ี่ความยาวซ ีวงคลื่นแสง 600 กกา (ขณะเก ็บต ัวอย่างต ้องให ้ aseptic technique 

แต่ขณะที่วัด O.D. ไฝต้องให้ aseptic technique)

ส ่วนท ี่ลองนำมาเจ ือจางเช ื้อลงจนถ ึงระด ับการเจ ือจาง 108 ดูดเชื้อ 1 ม ิลล ิล ิตร ท ี่ระด ับการเจ ือจาง 

102 - 106 มา spread บน Nutrient agar (NA) ทำระด ับการเจ ือจางละ 2 จาน บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37 องศา 

เซลเซ ียสเป ็นเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง เลือกระดับการเจือจางที่ม ีโคโลนี 30-300 โคโลนี มานับจำนวน

นำค ่าการด ูดกลืนแสงท ี่ว ัดได ้ท ี่เวลาต ่างๆมาเข ียนกราฟความสัมพ ันธ์ระหว่างค ่า log O.D. ที่ 600 

นาโนเมตร ก ับเวลาท ี่เพาะเล ี้ยงเช ื้อ จากน ั้นคำนวณหา log จำนวน CFU/ม ิลล ิล ิตร ท ี่เวลาต ่างๆ แล้วเซียน 

กราฟระหว่างค่า log ของจำนวน CFU/ม ิลลิล ิตร ก ับเวลาที่เพาะเล ี้ยงเช ื้อ (ชั่วโมง)

รูปที่ 3.1 แสดงการเจือจาง E.Coli DH5CX Xpir ใน 0.85 เปอร์เซ็นต์ของโซเดียมคลอไรต์
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3.6 ยืนยันและหาความแม่นยำตํ่าสุดของฟูราโซสิโดนที่ E.Coli DH5(X Apir ทนได้

3.6.1 ใเหลอดทดลอง ขนาด 12x100 ม ิลล ิเมตร จำนวน 96 หลอด ตามต ัวอย ่างท ี่จะทดลอบและเพ ิ่ม 

อีก 2 หลอดเพื่อใช้เป ็นหลอดควบคุม คือหลอดไม่ใส่เชื้อ E.Coli DH50C A.pir (Negative control) และ 

หลอดไม่ใส่ฟูราโชลิโดน (Positive control) โดยทำควบคู่ก ับถาดหลุมพลาสต ิกปลอดเช ื้อ (Microtirtre 

Plate) ขนาด 96 หลุมท ี่ม ีจำนวนตัวอย่างท ี่จะทดสอบและเพ ิ่มอ ีก 2 หลุมเพื่อใช้เป ็นหลุมควบคุม คือหลุมไม่ 

ใส่เชื้อ E.Coli DH50C Apir (Negative control) และหลุมไม่ใส่ฟูราโซลิโดน (Positive control)

รูปที, 3.2 แสดงถาดหลุมพลาสติก

3.6.2 เลี้ยง E.Coli DH50t Apir ในอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB ที่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสโดย 

เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมาใส่ในหลอดไมโครทิ(วจ์ นั้นเหวี่ยง 

ด้วยความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วด ูดเอาอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB ออกให้ 

หมด นำส่วนของเชื้อมาเจือจางโดยใช้ 0.85 เปอร์เซีนต์ฃองโซเดียมคลอไรด์ (NaCI) แล้วนำไปวัดค่า 

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm เพื่อให้1ด้เชื้อที่ความเข้มข้น 108 CFUKอม ิลล ิล ิตร จากนั้น 

เจือจางด้วยวิธ ี Serial Dilution นำไปใส่ในถาดหลุมพลาสติกปลอดเชื้อ (Microtirtre Plate) ขนาด 96 

หลุมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่10-1 o8 CFlMอม ิลล ิล ิตร
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รูปที่ 3.3 แสดงสารฟูราโซลิโดนที่ใซ้ในการวิจัย

3.6.3 นำอาหารเลียงเช ื้อเหลว Double NB และ 2, 3, 5-tnphenyl tétrazolium chloride (TTC) 

เป็นตัวบ่งชื้การเจริญของแบคทีเรีย ใส ่ในหลอดทดลองและถาดหลุมพลาสต ิก ตามอัตราส่วนตังตาราง 

ท ี่3.1

รูปที่ 3.4 แสดง2, 3, 5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) ทีใช้ในการวิจัย
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ตารางที่ 3.1 แสดงอัตราส่วนประกอบที่ใช้ในชุดตรวจสอบ

อัตราส่วน
อาหารเลี้ยงเลี้อ 

NB

E.Coli DH50C 

À,pir
TTC Furazolidone

ปริมาตรฑใช้ใน 

หลอดทดลอง 

ขนาดเล็ก 

5 มิลลิล ิตร

2 ม ิลล ิล ิตร 2 ม ิลล ิล ิตร 0.5 ม ิลล ิล ิตร 0.5 ม ิลล ิล ิตร

ปริมาตรทใซํใน 

96 well plate 

200 ไมโครลิตร

80ไมโครลิตร 80ไมโครลิตร 20 ไมโครลิตร 20 ไมโครลิตร

3.6.4 เตรียมยาฟูราโชลิโดน เพื่อใช้โนการทดสอบหาความสามารถในการตรวจพบยาฟูราโซลิโดน 

ในปริมาณตํ่าท ี่ส ุด (Detection limits) ของชุดตรวจสอบโดยแปรฝันความเข้มซ้นสารละลายยาฟูราโซลิ 

โดนที่ 0.1-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองและถาดหลุมพลาสติกในแนวนอน 1-10 ดัง 

แสดงในตารางที่ 3.2 และแนวตั้ง A-H แทนความเข้มของ E.Coli DH50C À-pir ที่ 10-108 0โบต ่อ  

ม ิลลลตร

3.6.5 นำหลอดทดลอง และหลุมทดสอบ เข้าบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกต 

การเกิดสีและการเปลี่ยนแปลงที่เก ิดขึ้น โดยเท ียบกับหลุมควบคุม คือ หลุมใม่มีเขึ้อ E.Coli DH50C 

À,pir (Negative control) และหลุมใม่มีฟูราโซลิโดน (Positive control)

3.6.6 จากน ั้นนำหลอดทดลองหลังผ ่านการบ่มไปวัดค ่าการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน 

เมตรโดยใช้เครื่อง Spectrophotometry และนำถาดหลุมทดสอบไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโน 

เมตรด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ ดังแสดงในรูป 3.5
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ตารางที่ 3.2 แสดงตำแหน่งความแม่นยำตํ่าสุดของฟูราโชลิโดนที่ E.Coli DH50C ^.pir ทนได้ในถาด 

หลุมพลาสต ิก

[FZ]

[MO] (ppm) 

(CFU/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 QC+ QC-

A า O8

N
B

 +
 E

.c
ol

i +
 T

TC

N
B

 +
 T

TC
 +

 F
Z

B 107

c 106

อ 105

E 104

F 103

G 102

H 10

รูปที่ 3.5 แสดงเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์รุ่น ELX 800 ที่ใช้ในการวิจัย
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3.7 หาภาวะที่เหมาะสมสำหรบชุดตรวจสอบ

3.7.1 ผลการดีกษาชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อชุดทดสอบโดยการใช้ 

กลูโคส และซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน

นำ E.Coli DH50C Àpir ท ี่เล ี้ยงในอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB ที่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส 

โดยเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมาใส่ในหลอดไมโครทิเวจ์ปัน 

เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 7,000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 10 นาที แล้วด ูดเอาอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว 

NB ออกให้หมด นำล่วนของเชื้อมาเจือจางโดยใช้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ของโซเดียมคลอไรด์ แล้วนำไป 

ว ัดค ่าการดูดกลืนแสงท ี่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เพื่อให้ได้เชื้อที่ความเข้มข้น 108 CFUWอ 

ม ิลล ิล ิตร จากน ั้นเจือจางด ้วยวิธ ี Serial Dilution นำไปใล่ในถาดหลุมพลาสติกปลอดเช ื้อ 

(Microtirtre Plate) ขนาด 96 หลุมให้ใด้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 10-108 อโบต ่อม ิลล ิล ิตร พร้อมกับ 

อาหารเลี้ยงเซือเหลว NB ชนิด Double strange และ 2, 3, 5-triphenyl tétrazolium chloride 

(TTC) เป็นต์วบ่งชื้การเจริญของแบคทีเรีย ตามอัตราล่วนด้งตารางที่ 3.3

โดยแปรผันความเข้มข้นของกลูโคส และซูโครส เป็นแหล่งคาร์บอนของชุดตรวจสอบ ให้มี 

ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 1 -  10 เปอร์เซ็นต์ จากน ั้นนำไปใล่ในถาดหลุมพลาสติกปลอดเชื้อ

(Microtirtre Plate) ตามตารางท ี่ 3.3 โดยแต่ละชุดแทนความเข้มซ้นชองกลูโคส หรือซูโครส ที่แต่ 

ละความเข้มข้น ตรวจดูลืที่เก ิดชื้น แล้ววัดด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์

ตารางที่ 3.3 แสดงอัตรส่วนประกอบที่ใช้ในชุดตรวจสอบโดยแปรผันความเข้มข้นของกลูโคส และ 

ซูโครส

อัตราสํวน

อาหาร 

เลี้ยงเชื้อ 

NB

แหล่ง 

คาร์บอน

E.Coli

DH5(XÀ-pir TTC Furazolidone

ปริมาตรที,ใช้ 

ใน 96 well 

plate 200 

ไมโครลิตร

40

ไมโครลิตร

40

ไมโครลิตร

80

ไมโครลิตร
20 ไมโครลิตร 20ไมโครลิตร
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3.7.2 ผลของอุณหภูม ิและค ่าpH ที่เหมาะสมสำหรับชุดตรวจลอบ

นำ E.Coli DH50C À,pir ท ี่เล ี้ยงในอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB ที่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซ ียล 

โดยเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมาใส่ในหลอดไมโครพีวจ์ ปัน 

เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วด ูดเอาอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB 

ออกให้หมด นำส่วนของเชื้อมาเจือจางโดยให้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ของโซเดียมคลอไรด์ แล้วนำไปวัด 

ค ่าการด ูดกลืนแสงท ี่ความยาวคลื่น 600 nm เพื่อให้ได้เชื้อที่ความเข้มห้น 108 CFUdiอม ิลล ิล ิตร 

จากน ั้นเจ ือจางด ้วยวิธ ี Serial Dilution นำไปใส่ในถาดหลุมพลาสติกปลอดเชื้อ (Microtirtre Plate) 

ขนาด 96 หลุมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 10-108 CFUต่อม ิลล ิล ิตร พร้อมวับอาหารเลี้ยงเช ื้อ 

เหลว NB ชนิด Double Strange และ 2r 3r 5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) เป็นตัวบ่งชี 

การเจริญของแบคทีเรีย ตามอัตราส่วนตังตารางที่ 3.1

โดยแปรผันอุณหภูม ิและค่าพ ีเอชที่เหมาะลมสำหรับชุดตรวจลอบที่อ ุณหภูม ิ 25 30 และ 

37 องศาเซลเช ียล และค่าพีเอซ ที่ 4 5 6 และ 7 ของอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB จากนั้นนำไปใส่ใน 

ถาดหลุมพลาสต ิกปลอดเช ื้อ (Microtirtre Plate) ตามตารางที่ 3.2 ซึ่งแต่ละชุดแทนแต่ละค่าพีเอซ 

โดยทำ 3 ชํ้า ปมท ี่อ ุณหภูม ิต ่างๆวัน ตรวจดูลืที่เกิดขึ้น แล้ววัดด้วยเครึ่องไมโครเพลทรีดเดอร์

3.8 ผลวิเคราะห์ความแม่นยำของค่าตํ่าสุดที่ตรวจไดในชุดตรวจสอบโดยใช้อาหารสัตว์

3.8.1 เตรียมตัวอย่าง (Spiked sample) โดยชั่งอาหารสัตว์สำเร็จรูปลำหรับไก่เล็ก ไก่ใหญ่ 

หมู และ กุ้ง ที,ผ่านการตากแดดเป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อให้ได้อาหารสัตว์ที่มีความเข้มข้นรุ}ราโซลิ 

โดนที่ 0 ppm ให้ได้ 25 กรัม จากนั้นเติมน ํ้ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 200 ม ิลล ิล ิตร ทิ้งไว้ 10-15 

นาที จะได้ต ัวควบคุมที่ให ้ผลลบ (Negative control) และเติมสารละลายฟูราโซลิโดนปริมาตร 25 

มิลลิลิตรให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 และ 1.0 ppm นำมา 

กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน

3.8.2 นำ E.Coli DH5CX A.pir ท ี่เล ี้ยงในอาหารเลี้ยงเช ื้อเหลว NB ที่อ ุณหภูม ิ 37 องศา 

เซลเซียสโดยเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมาใส่ในหลอดไม 

โครพีวจ์ ป ันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วด ูดเอาอาหารเล ี้ยง
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เชื้อเหลว NB ออกให้หมด นำส่วนของเชื้อมาเจือจางโดยให้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ของโซเดียมคลอใรด์ 

แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแลงที่ความยาวคลื่น 600 กทา เพื่อให้ได้เชื้อที่ความเข้มข้น าO8 CFUMอ 

ม ิลล ิล ิตร จากน ั้นเจือจางด ้วยวิธ ี Serial Dilution นำไปใส่ในถาดหลุมพลาสติกปลอดเชื้อ 

(Microtirtre Plate) ขนาด 96 หลุมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 10-108 CFlrôอม ิลล ิล ิตร พร้อมกับ 

อาหารสัตว์สำเร ็จเปสำหรับไก่เล ็ก ไก่ใหญ่ หมู และ กุ้ง เพื่อไข้แทนอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB และ 

2, 3, 5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) เป็นตัวบ่งชื้การเจริญของแบคทีเรีย ตามสัตราส่วน 

ดังตารางที่ 3.4 โยทำ 5 ซํ้า บ ่มท ี่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเช ียล เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

3.8.3 นำถาดหลุมทดสอบ เข้าบ่มที่ 37 องศาเซลเช ียล เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการณ์เกิดสี 

แ ละการฟ ล ี่ยบ เฝลงท ี่เกิดชื้น โดยเท ียบกับหลุมควบคุม คือหลุมไม่ใส่เชื้อ E.Coli DH5CC Xpir 

(Negative control) และหลุมไม่ใส่ยาฟูราโชลิโดน (Positive control)

3.8.4 จากน ั้นนำถาดหลุมทดสอบหลังผ ่านการบ ่มไปวัดค ่าการด ูดกลืนแสงท ี่ 540 นาโนเมตร 

โดยให้เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์

ตารางที่ 3.4 แสดงอัตราส่วนประกอบที่ใข ้ในชุดตรวจสอบโดยใช้อาหารสัตว์

อัตราส่วน อาหารส ัตว ์ E.Coli DH50t^pir TTC Furazolidone

ปริมาตรที่ใข้ใน 

96 well plate 

200 ไมโครลิตร

40 ไมโครลิตร 80 ไมโครลิตร
20 ไมโครลิตร 20 ไมโครลิตร

3.9 ผลการยึนยันความแม่นอำของฟูราโชลโดนโดยใช้ E.Coli DH5GC À,pir ที่ผ่านการทำแห้งเยอก 

แข็ง

3.9.1 นำ E.Coli DH50C A,pir ท ี่เล ี้ยงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลว NB ท ี่อ ุณหภูม ิ 37 องศา 

เซลเช ียลโดยเขย่าท ี่ความเร ็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากน ั้นนำมาใส่ในหลอดไม
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โครทิเวจ์ป ันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 7000รอบต ่อน าท ีเป ็น เวลา10นาท ีแล ้วด ูด เอาอาหารเล ี้ยง 

เชื้อเหลว NB ออกให้หมด นำล้วนของเชื้อมาเจือจางโดยใ,!  0,85 เปอร์เซ็นต์ของโซเดียมคลอไรด์

3.9.2 หลังจากนั้นเก ็บเช ื้อไว้ในสภาพที่เย ็นจัด จะทำให้กิจกรรมของ จ ุล ินทร ีย ์หย ุดอย ่างท ันท ี 

แต ่ไม ่ตาย เพ่ือทำ Lyophilization เน ื่องจากสามารถเก ็บ เช ื้อไว ้ได ้นานและเช ื้อไม ่เปล ี่ยนแปลง 

รูปร่าง

วิธีทำ Lyophilization โดยนำแบคทีเร ียหรือจุล ินทรีย ์ท ี่ต ้องการเก ็บรักษาใส,ในหลอดแก้ว 

ขนาดเล็ก ๗ ในนํ้าแข็งแห้งผสมแอลกอฮอล์ซ ึ่งม ีอ ุณหภูม ิ -78 องศาเซลเซ ียส แล้วนำไปไล้ฟลาสก ์ 

ซ ึงม ีล ้วนหน ึงเซ ึอมต ่อก ับ condenser ท ีบรรจุอย ู่ใน Dewer flask ภายใน Dewer flask มี 

น ํ้าแข ็งแห้งผสมแอลกอฮอล์อย ู่ ล ้วน condenser จะม ีล ้วนหน ึ่งต ่อก ับ Vaccum pump ซึ่งจะใช้ด ึง 

น ํ้าออกจากเซลจุลินทรีย ์ด ้วยการใช้แรงดัน ทิ้งไว้เป็นเวลา 6 ซั่วโมง หรือจนกว่าเช ื้อจุส ินทรียจ์นแห้ง 

สนิท จากน ั้นป ิดหลอดโดยการใช ้จ ุกยางเฟในแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์

3.9.3 นำมาเจือจางโดยใช้ 0.85 เปอร์เซ ็นต์ของโซเดียมคลอไรด์ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 

ที่ 10-108อโบต ่อม ิลส ิล ิตร โดยการทำ Plate count และ Pour plate ด้วยอาหารแข็ง NA จากน ั้น 

นำไปใล้ในถาดหลุมพลาสต ิกปลอดเช ื้อ (Microtirtre Plate) ขนาด 96 หลุม พร้อมก ับอาหารส ัตว ์ 

สำเร็จรูปสำหรับไก่เล็ก ไก่ใหญ่ หมู และ กุ้ง และ 2, 3, 5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) 

เป็นดัวปงซี้การเจริญของแบคทีเรีย ตามอัตราล้วนดังตารางที่ 3.4

3.9.4 นำมาเจ ือจางโดยใช ้อาหารเหลว NB บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียสให ้ได ้ความเข้มข้น 

ส ุดท ้ายท ี่ 10-108 CFUri'อม ิลส ิล ิตร โดยการ'วัดค่า OD 600 นาโนเมตร จากน ั้นนำไปใล้ในถาดหลุม 

พลาสต ิกปลอดเช ื้อ  (Microtirtre Plate) ขนาด 96 หล ุม พร้อมกับอาหารลัตว์สำเร ็จร ูปสำหรับไก ่ 

เล็ก ไก่ใหญ่ หมู และ กุ้ง และ 2, 3, 5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) เป ็นดัวบ่งซีการเจริญ 

ของแบคทีเรีย ตามอัตราล้วนดังตารางที่ 3.4

3.9.5 นำถาดหล ุมทดสอบหล ังผ ่านการบ ่มท ี่ 37 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ล ังเกตการณ ์เก ิดล ีและการเปล ี่ยนแปลงท ี่เก ิดข ึ้น  โดยเท ียบก ับหลุมควบคม ค ือหลุมสำหร ับปลอด
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เชื้อ E.Coli DH5CC À,pir (Negative control) และหลุมลำหรับปลอดยาฟ ูราโซลิโดน (Positive 

control) ไ,ปวัดค่าการดูดกลืนแลงที่ 540 นาโนเมตรโดยไซ้เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์

รูปที 3.6 แสดงเครือง Lyophilization ทีใซ้ในการวิจัย

3.10 การประเม ินประส ิทธ ิภาพของช ุดตรวจสอบจากการใช ้ตรวจสอบอาหารส ัตว ์เปร ียบเท ียบก ับ  

ว ิธ ิ UV-Visible spectrophotometry

รูปที่ 3.7 แลดงเครื่อง UV-Visible spectrophotometry ที่ไซ้ไนการ,วิจ ัย
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3.10.1 ชั่งอาหารกุ้งลงในบีกเกอรใบที่ 1-10 ใบ ล ะ 2 5 กรัมท ี่ม ีสารละลายฟ ูราโซลิโดนเข้มฃ ้นท ี่ 10, 

9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 และ 1 ppm ตามลำด ับ  ลงในแต่ละบ ีกเกอรใบละ 25 ม ิลล ิล ิตร จากน ั้นเต ิมน ํ้า 

กลั่นปร ิมาตร200มิลลิล ิตรเพ ื่อให ้ได ้ความเข้มข้นสุดท้ายของฟูราโซลิโดนที่ 1.0, 0.9,0.8,0.7, 0.6,

0.5, 0.4, 0.3, 0.2 และ0.1 ppm ใข้แท่งแก้วคนให้เข้ากัน กำจัดสิ่งรบกวนในตัวอย่างโดยการสกัด 

ด้วยเฮกเซน 10 ม ิลล ิล ิตร ใข้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาท ีจากน ั้น เทลารละลายส ่วนเฮกเซนท ิ้งใป  

ทำซํ้า 5 ครั้ง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน และทดสอบเพ ื่อหาค่าต ํ่าล ุดท ี่ตรวจได้

บีกเกอรัใบที่ 11 มีเฉพาะอาหารกุ้งเพื่อเป็น Blank เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 225 ม ิลล ิล ิตร 

กำจัดสิ่งรบกวนในตัวอย่างโดยการสกัดด้วยเฮ่กเซน 10 น ิลล ิล ิตร ใข้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาที 

จากนั้นเทสารละลายส่วนเฮกเซนทิ้งไป ทำซํ้า 5 คร้ัง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 

และ'ทดสอบเพื่อหาค่าตํ่าลุดที่ตรวจ'โดย'วิธี UV-Visible spectrophotometry

รูปที่ 3.8 แสดงต ัวอย ่างอาหารก ุ้งท ี่ใข ้ในการ'ทดลอง
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3.10.2 ชั่งอาหารไก่เล็กลงในบีกเกอร!,บที, 1-10 ใบละ 25 กรัม ท ี่ม ีสารละลายฟูราโซลิโดนเข้มข้นที่ 

10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 และ 1 ppm ตามลำด ับ ลงในแต่ละ{เกเกอร์ใบละ 25 ม ิลล ิล ิตร จากน ั้น  

เต ิมนั้ากลั่นปริมาตร 200 ม ิลล ิล ิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดห้ายของฟูราโซลิโดนที่ 1.0, 0.9, 0.8,

0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 และ0.1 ppm ใช้แท่งแก้วคนให้เข้าก้น กำจัดสิ่งรบกวนในตัวอย่างโดย 

การสกัดด้วยเอกเซน 10 ม ิลล ิล ิตร ใช้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาที จากน ั้นเทสารละลายล ํวนเอกเซน  

ทิ้งไป ทำซํ้า 5 ครั้ง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอนและทดสอบเพ ื่อหาค ่าต ํ่าส ุดท ี่ตรวจ

M 2/ได ้

บีกเกอรัไบที่ 11 มีเฉพาะอาหารไก่เล็กเพื่อเป็น Blank เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 225 ม ิลล ิล ิตร  

กำจัดสิ่งรบกวนในตัวอย่างโดยการสกัดด้วยเอกเซน 10 ม ิลล ิล ิตร ใช้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาที 

จากนั้นเทสารละลายส่วนเฮกเซนทิ้งไป ทำซํ้า 5 ครั้ง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 

และทดสอบเพ ื่อหาค่าต ํ่าล ุดท ี่ตรวจโดยวิธ ี UV-Visible spectrophotometry

รูปที่ 3.9 แสดงต ัวอย ่างอาหารไก ่เล ็กท ี่ใช ้ในการทดลอง
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3.10.3 ชั่งอาหารไก่ใหญ่ลงในปีกเกอรไบที่ 1-10 ใ บ ล ะ 2 5 กรัมท ี่ม ีสารละลายฟ ูราโซลิโดนเข ้มร ้น  

ที่ 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 และ 1 ppm ตามลำด ับ ลงในแต่ละป ีกเกอรใบละ 25 ม ิลล ิล ิตร จากน ั้น  

เต ิมนํ้ากลั่นปริมาตร 200 ม ิลล ิล ิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของฟูราโซลิโดนที่ 1.0, 0.9, 0.8,

0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 และ0.1 ppm ใข้แท่งแก้วคนให้เข้ากัน กำจัดสิ่งรบกวนในดัวอฟางโดย 

การลกัดด้วยเฮกเชน 10 ม ิลล ิล ิตร ใข้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาที จากน ั้นเทลารละลายส ่วนเฮกเซน  

ทิ้งไป ทำซํ้า 5 ครั้ง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอนและทดลอบเพ ื่อหาค ่าต ํ่าส ุดท ี่ตรวจ

M ร/'
ใด

ปีกเกอร์ใบที่ 11 มีเฉพาะอาหารไก่ใหญ่เพื่อเป็น Blank เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 225 ม ิลล ิล ิตรกำจ ัด  

สิ่งรบกวนในตัวอย่างโดยการสกัดด้วยเฮกเซน 10 ม ิลล ิล ิตร ใข้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาที จากน ั้น 

เทสารละลายส่วนเฮกเชนทิ้งไป ทำซํ้า 5 ครั้ง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอนและ 

ทดสอบเพ ื่อหาค่าต ํ่าส ุดท ี่ตรวจโดยวิธ ี UV-Visible spectrophotometry

รูปที่ 3.10 แสดงต ัวอย ่างอาหารไก ่ใหญ ่ท ี่ใข ้ในการทดลอง
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3.10.4 ชั่งอาหาร'หมูลง'ในบีกเกอรใบ'ที่ 1-10 ใบละ 25 กรัม ที่ม ีสารละลายใ;เราโซลิโดนเข้มข้นที่ 

10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 และ 1 ppm ตามลำด ับ ลงในแต่ละบ ีกเกอร์ใบละ 25 ม ิลล ิล ิตร จากน ั้น  

เต ิมนํ้ากลั่นปริมาตร 200 ม ิลล ิล ิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของฟูราโซลิโดนที่ 1.0, 0.9, 0.8,

0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 และ0.1 ppm ใข้แท่งแก้วคนให้เข้ากัน กำจัดลิงรบกวนในตัวอย่างโดย 

การสกัดด้วยเฮกเชน 10 มลล ิล ิตร ไข้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาที จากน ั้นเทสารละลายล ํวนเฮกเซน  

ทิ้งใป ทำซํ้า 5 ครั้ง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอนและทดสอบเพ ื่อหาค ่าต ํ่าส ุดท ี่ตรวจ 

ได้

บีกเกอรโบ'ที่ 11 มีเฉพาะอาหารไก่หมูเพื่อเป็น Blank เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 225 ม ิลล ิล ิตรกำจ ัด  

ลิงรบกวนในตัวอย่างโดยการสกัดด้วยเฮกเชน 10 ม ิลล ิล ิตร ใข้แท่งแก้วคนเป็นเวลา 10 นาที จากนั้น 

เทสารละลายส่วนเฮกเซนทิ้งไป ทำซํ้า 5 คร้ัง กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอนและ 

ทดสอบเพ ื่อหาค่าต ํ่าส ุดท ี่ตรวจโดยวิธ ี UV-Visible spectrophotometry

รูปที่ 3.11 แสดงต ัวอย ่างอาหารหม ูท ี่ใข ้ในการทดลอง
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3.10.5 ป ิเปตสารละลายที่ได ้จากการกรอง และ blank ท ี่ได ้จากการสกัดตัวอย่างอาหาร 

กุ้ง อาหารไก่เล็ก อาหารไก่ใหญ่ และอาหารหมู นำไปตรวจลอบทุกระตับความเข้มข้นด้วย ชุด 

ตรวจสอบเพื่อตรวจหาค่าตํ่าส ุดที่ตรวจสอบที่พ ัฒนาขึ้นโดยไข้ E.Coli DH50C À-pir เป็นดัชนี

3.10.6 นำ E.Coli DH50C À-pir มาเจ ือจางโดยไข้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ของโซเดียมคลอไรด์ให้ 

ได้ความเข ้มข ้นส ุดท ้ายท ี่ 10-108 อโบต ่อม ิลล ิล ิตรโดยการว ัดค ่า OD 600 นาโนเมตรจากน ั้น  

นำไปใส่ไนถาดหลุมพลาสติกปลอดเช ื้อ (Microtirtre Plate) ขนาด 96 หลุม พร้อมก ับอาหารส ัตว  ์

สำเร็จรูปสำหรับไก่เล็ก ไก่ใหญ่ หมู และ กุ้ง และ 2, 3, 5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) 

เป็นตัวบ่งชื้การเจริญของแบคทีเรีย ตามอัตราส่วนดังตารางที่ 3.4

3.10.7 นำถาดหลุมทดสอบหส ังผ ่านการบ ่มท ี่ 37 องศาเซลเซ ็ยล เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ส ังเกตการณ ์เก ิดล ืและการเปล ี่ยนแปลงท ี่เก ิดข ึ้นโดยเท ียบก ับหล ุมควบค ุม ค ือหลุมสำหร ับปลอด  

เชื้อ E.Coli DH50C À-pir (Negative control) และหลุมสำหรับปลอดยาฟ ูราโชลิโดน (Positive 

control) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรโดยไข้เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์

3.11 ประเมินประสิทธิภาพฃองชุดตรวจสอบ

ประเม ินประสิทธ ิภาพของชุดตรวจสอบ โดยวิเคราะห ์ข ้อม ูลเปรียบเท ียบผลการตรวจฟ ูราโซลิ 

โดน ระหว่างว ิธ ีทาง UV-Visible spectrophotometry ก ับช ุดตรวจสอบเพ ือตรวจหาค ่าตำล ุดท  ี

ตรวจลอบโดยไข้ E.Coli DH50C À-pir เป็นดัชนีท ี่พ ัฒนาขึ้น โดยการตรวจอาหารส ัตว ์ (unknown 

samples) ท ี่ได ้จากผู้ขาย จำนวน 100 ต ัวอย ่างแล้วนำมาค่าท ี่ได ้ว ิเคราะห ์ค ่าสถ ิต ิได ้แก ่ ค ่าความ  

แม่นยำ (relative accuracy) ความไว (relative sensitivity) ความจำเพาะ (relative specificity) 

และวิเคราะห ์ค ่าสถ ิต ิ Kappa coefficient (k) (Cohen, 1960) เพ ื่อประเม ินระดับของการยอมรับ 

หรือ ความน่าเชื่อถือ (Landis and Koch, 1977)

การทดสอบความน ่าเช ื่อถ ือของช ุดตรวจสอบจะทำการวิเคราะห ์จากผลการตรวจของ ชุด 

ตรวจสอบอาหารส ัตว ์ เปร ียบเท ียบก ับกล ุ่มท ี่ไม ่ได ้ร ับยา แล ้วคำนวณค่าโดยใช ้ตารางแจกแจง 

ความถี่แบบ 2 ทาง ดังแสดงในตารางที่ 3.5
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ตารางที่ 3.5 แสดงการเปรียบเท ียบผลระหว่างว ิธ ีทาง UV-Visible spectrophotometry กับชุด 

ตรวจสอบเพื่อตรวจหาค่าตํ่าล ุดที่ตรวจลอบโดยใช้ E.Coli DH5CX X-pir เป็นดัชนี

ผลการตรวจลอบอาหารสัตว์
ว ิธ ี UV-Visible spectrophotometry

ผลบวก ผลลบ

ชุดตรวจ 

สอบ

ผลบวก true positive TP (a) false positive FP( c )

ผลลบ false negative FN (b) true negative TN (d)

True Positive (a) คือ ได้ผลบวกจากชุดตรวจสอบตรงกับค่าที่ได ้จากวิธี UV-Visible spectrophotometry

False Negative (b) คือ ได้ผลบวกจากชุดตรวจสอบแต่ไม่ตรงกับค่าจากจากวิธี UV-Visible 

spectrophotometry

False Positive (c) คือ ได้ผลลบจากชุดตรวจลอบแต่ไม ่ตรงกับค่าจากวิธ ี UV-Visible spectrophotometry 

True Negative (d) คือ ได้ผลลบจากชุดตรวจลอบตรงกับวิธ ี UV-Visible spectrophotometry

ความแม่นยำสัมพ ัทธ์ (Relative Accuracy) ซึ่งหมายถึง ความแม่นยำของชุดตรวจลอบ

ความแม่นยำสัมพ ัทธ์ (Relative Accuracy) = (TP +TN) x100 %

(TP +FP+ FN +TN)

ค่าความไวสัมพ ัทธ์ (Relative Sensitivity) ซ ึ่งหมายถึง ความสามารถของชุดตรวจลอบใน  

การตรวจพบยาต้านจุลชีพตกด้างกัามีการให้แก่สัตว์จริง

ความไวสัมพัทธ์ (Relative Sensitivity) = TP X 100 %

TP+FN
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ค ่าความจำเพ าะส ัมพ ัทธ ์ (Relative Specificity) ซ ึ่งหมายถ ึง ความลามารถของช ุด  

ตรวจลอบในการตรวจไม่พบยาต้านจุลชีพตกค้างถ้าไม่มีการใ'V(แก่สัตว์จริง

ความจำเพาะส ัมพ ัทธ ์ (Relative Specificity) = TN X 100 %

TN+FP

ค่าสถิต ิ Kappa coefficient (k) (เพื่อประเมินการยอมรับ หรือ ความน่าเชื่อถือของชุด

ทดสอบ

Kappa coefficient (k) = 2 (ad -be)

(a + b) (b + d) + (a + c)(c +d)

3.12 ทดสอบระยะเวลาการ๓ บรักษาชุดตรวจสอบเป็นระยะเวลา 1, 3, 6 และ 9 เดือนที่เก็บใน 

สภาพอุณหภูมิห้อง และ 4 องศาเซลเรรยส

3.10.1 ว ิเคราะห ์ความแม ่นยำของค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่ตรวจได ้จากต ัวอย ่างโดยใช ้ช ุด  

ตรวจลอบและป ัจจ ัยท ี่ม ีผลต ่อประส ิทธ ิภาพของช ุดตรวจลอบหลังการเถ ึบร ักษา E.Coli DH5CX, 

À,pir ที่ผ ่านการทำแห้งเยือกแข็งเป ็นระยะเวลา 1,3, 6 แ ล ะ 9 เดือน ตามวิธีข้อ 3.6

3.10.2ว ิเคราะห ์ความแม ่นยำของค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่ตรวจได ้จากต ัวอย ่างโดยใช ้ช ุด  

ตรวจลอบและป ัจจ ัยท ี่ม ีผลต ่อประส ิทธ ิภาพซองช ุดตรวจลอบหลังการเถ ึบร ักษา 2, 3, 5-triphenyl 

tétrazolium chloride (TTC) ในร ูปสารละลายตามภาคผนวก ค เป ็นระยะเวลา 1, 3, 6 และ 9 

เดือน ตามวิธีข้อ 3.6
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