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รายการอ้างอิง

ภาษาไทย

เกรยงศักดิ้ พูนสุข 2540. สารพิษจากเชื้อรา : อาการ และการชันสูตรในไก่ : การประชุมทางวิชา 
การเรื่องสารพิษจากเชื้อรา : ผลกระทบต่อสุขภาพสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬา 
ลงกรณ์มหาวิทยาลัย: 173

ธีระยุทธ กลิ่นสุคนธ์ และ ชัยวัฒน์ ต่อสกุลแก้ว 2524. แอ-ฟฟลู่าท๊'อก'ชิน : สา?พิษจากเซือราท่ี 
ทำให้เกิดมะเร็งของตับ ภาควิชาสรรวิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล : 1

นิยม สุดเพราะ เลขา มาโนซ อุบล คือประโคน พูนพิไล สุวรรณถุทธิ้ และอภิรัชต์ ลัมฤทธิ้ 
2542. 51 Oomycetes, Deuteromycetes และ Ascomycètes จากดินเกษตร 
กรรม จังหวัดสกลนคร กา?ประชุมทางวิชาการซองมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครังท่ี 
37 บทตัดย่อ หน้า 39

ปิยะวดี เจริญวัฒนะ 2533. ซลัดของเช้ือรา Fusanum จาทพืชและดินในประเทศไทย วิทยานิพนธ์ปริญญา 
มหาบัณฑิต คณะเกษตรศาสตร์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์กรุงเทพฯ 142 หน้า

ภิทนีย์ เล็กศรลมพงษ์ 2540. สารพิษจากเชื้อราในวัตถุดิบอาหารสัตว์ : การประชุมทางวิชา
การเรื่องสารพิษจากเชื้อรา : ผลกระทบต่อสุขภาพสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลง 
กรณ์มหา'วิทยาลัย : 88-89

เลขา มาโนซ 2542. บทปฏิบัติการราในนํ้าและดิน ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 156หน้า

เลขา มาโนช จินตนา ชะนะ สายัณห์ ลมถุทธิ้ผล และลุจิตรา โกศล 2540. สาย
พันธุเรือรา Ascomycètes และ Deuteromycetes จากดินและพืช การประชุม
ทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งที่ 35 บทตัดย่อ หน้า 58

วาร สัจพันโรจน์ และอรวรรณ นวีภาพ 2540 . เรือราที่ปนเปีอนในวัตถุดิบและอาหารสัตว์ : 
การศึกษาเบื้องต้น : การประชุมทางวิชาการเรื่องสารพิษจากเรือรา : ผลกระทบต่อสุข 
ภาพสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย : 56-57

อรุณศร วงษ์อุไร และวีรวัฒน์ นิลรัตนคุณ 2544. การเข้าทำลายของเรือรา Fusanum
momliforme และการสร้างสารพิษในไร่ข้าวโพด : จุลสารโรคพืชและจุลซีวิทยา บีเท่ี 11
เล ็มท ี่1 ม.ค.-เม.ย. ห น ้า2-11
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อาหารเลี้ยงเสัอรา

PNCB (peptachloronitrobenzene) - peptone agar medium (Nash and Snyder,1962)
Peptone 7.50 gm
MgSo4.7H20 0.025 gm
k h2po4 0.50 gm
Agar 6.00 gm
Distilled water 500.00 ml.

นำส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน flask แล้ววางใน water bath (90-95°C) เป็นเวลา 3-4 ช่ัวโมง 
หรอสังเกตสารละลายใสเข้ากันดี จึงเติม PCNB 0.5 กรัม ลงในสารละลายที่ยังร้อน เขย่าให้เข้ากัน 
แล้วนำไป autoclave (PCNB มีคุณสมบัติเป็น antimicrobial agent)

เมือสารละลายอุ่นเติม Neomycin 5 ml. (จาก 1 gm./100 ml. Stock solution) จากนันเท 
อาหารที่มีส่วนประกอบของสารเหล่านี้ลงในจานเลี้ยงเชื้อ (อาหาร 20 ml. ต่อจาน) ทิ้งให้เย็น ควร 
เตรยมอาหารใส่ plate ไว้ล่วงหน้าประมาณ 3-4 วัน เพ่ือให้ผิวหน้าวุ้นแห้ง

0.1% water agar 
Agar
Distilled water 

Potato dextrose agar
Potato 200 gm
Dextrose 20 gm
Agar 20 gm
Water 1 lit.

ละลาย agar ด้วยความร้อนจนละลายหมด แล้วนำไปอบฆ่าเช้ือท่ี 121°c 15 นาที แล้วจึงเท 
อาหารนี้ลงในจานเลี้ยงเชื้อ ท้ิงให้เย็นก่อนนำไปใช้

1.00 gm. 
1,000.00ml.
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Potato sucrose agar (Booth, 1977)
Potato extract 500 gm.
Sucrose 20 gm.
Agar 20 gm.
Water 500 ml.

เตรียม Potato extract จากมันฝรั่งที่ปอกเปลือกหลัง 1,800 กรัม ต้มใ'
เวลา 10 นาทีกรองเอาแต่นื้า ทำการน่ึงฆ่าเช้ือและเก็บไว้ในตู้เย็นลำหรับใช้ต่อไป

Cornmeal agar ( เลขา, 2542 )
ข้าวโพดปน 60 gm.
Agar 15 gm.
Distilled water 1,000 ml.

ละลาย agar ใน Distilled water แล้วนำข้าวโพดป่นใส่ลงไป นำไปอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ121 °0  
นาน15นาที แล้วเท plate

Corn leaf agar (Modified from carnation leaf agar : Nelson และคณะ, 1983)
เตรียมโดยวางใบข้าวโพด ขนาด 5 ตารางมิลลิเมตรหลาย  ๆ ใบ ท่ีได้ทำการฆ่าเช้ือแล้ว 

ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่เท water agar 1.5-2.0% และทำให้เย็นลงท่ี 45°c เตรียมไว้ก่อนแล้ว 
จากนั้นจึงอบไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 3-4 วัน เพ่ือตรวจดูเช้ือท่ีอาจปนเป้อนมากับช้ืนใบพืชก่อนนำ 
ไปใช้

Corn seed agar
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Potato dextrose agar แล้ววางเมล็ดข้าวโพดที่อบฆ่าเชือ (ท่ี 

อุณหภูมิ 121๐C น าน 15นาที) ลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ กดให้เมล็ดข้าวโพดจมลงในเนื้อวุ้น ท้ิงไว้ท่ี 
อุณหภูมิห้อง 3-4 วัน เพื่อตรวจดูเชื้อที่อาจปนเป้อนมากับเมล็ดข้าวโพดก่อนนำไปใช้งาน
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วิธีการตรวจหาสารพิษจากหั๊เอราด้วย Elisa Test Kit (Veratox™)

หลักการของชุดการทดสอบ Veratox™

ELISA เป็นวิธีการทดลอบเพื่อตรวจหา หรอวัดระดับ antigen หรอ antibody ในรูปฃอง 
เหลว โดยการจับตัวกับ specific antibody หรอ specific antigen ทีเคลือบผิว solid phase แล้วจึง 
ใช้ specific antibody ที conjugate กับ enzyme ไปจับตัวอีกชันหนึง การแสดงผลการทดสอบ ใ!น1จะ 
ขึ้นอยู่กับความเข้มของสีที่เกิดขึนจากการย่อย substrate ที่เหมาะสมกันของ enzyme ELISA มีด้วย 
กันหลายหลักการ ซึ่งในชุดทดสอบของ Veratox ใช้วิธี Competitive Method โดย antibody จะ coat 
อยู่ทีก้น well เมือใส่ตัวอย่างพร้อมกับ conjugate ใน antibody cost well free toxin ในตัวอย่าง 
จะจับตัวกับ specific antibody ทีก้น well ได้ดีกว่า conjugate ทำให้ตัวอย่างทีมี antigen ทีเฉพาะจะ 
จับตัวกับ antibody ที coat อยู่ก้น well เมือใส่ enzyme substrate ลงใน well ถ้ามืสีฟ้าเกิดขืนแสดง 
ว่าตัวอย่างค่อนช้าง negative

รายชื่ออุปกรณ์ที่ใซในการวิเคราะห์

1. Cylinder ปริมาตร 1000 ml
2. Cylinder ปริมาตร 500 ml
3. Cylinder ปริมาตร 250 ml
4. บีกเกอร์ปริมาตร 2000 ml
5. Erlenmayer flask ปริมาตร 500
6. Test tube ขนาด 20 X 150 mm. มีฝาปิด
7. Test tube ขนาด 12X 120 mm. มืฝาปิด (fumonisin)
8. Test tube rack ขนาด 20 mm.
9. Test tube rack ขนาด 12 mm.

10. กรวย เล้นผ่าศูนย์กลาง 9 cm.
11. กระดาษกรอง Whatman เบอร์1

1 อน 
1 อัน
1 อัน
2 อัน
1 อัน/ 1 ตัวอย่าง 
1 หลอด/ 1 ตัวอย่าง 
1 หลอด/1 ตัวอย่าง 
1 อัน 
1 อัน
1 อ ัน /1 ตัวอย่าง 
1 แผ่น/ 1 ตัวอย่าง
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12. จุกยางปิด Erlenmayer flask 1 อ ัน /1 ตัวอย่าง
13. Single reagent basin ปริมาตร 20-100 ml 3 อ ัน /1 test kit
14. Multichannel pipette 12 Chanel ปริมาตร 20-100 (J.I 1 อัน
15. Microwell holder 1 อัน
16. Pipette tips ปริมาตร 100 (il 96 อ ัน /1 test
17. เครองช่ัง 1 เครอง
18. เครองบด 1 เคร่ือง
19. Computer 1 เคร่ือง
20. Microplate reader 1 เคร่ือง
21. Printer 1 เคร่ือง
22. นาฟิกาจับเวลา 60 นาที 2 เคร่ือง
23. Miniwasher 1 ชุด

รายการสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์

1. Methyl alcohol 70 % (ACS Grade) 250 ml/ตัวอย่าง
2. Deionized water
3. Mycotoxin test kit

500 ml

ส่วนประกอบของชุดการทดสอบ Veratox

1. Antibody coat well strip 48 well
2. Red Marked Mixing Well Stips 48 well
3. Control 1.5 ml/1 Bottle
4. HRP Conjugate Solution 7 ml
5. TMB Substrate

(Substrate Solution Capped Tubes)
24 ml

6. Red Stopping Solution 32 ml
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การอ่านค่าด้วย Microplate Reader โดย'ใช้โปรแกรม X Chek
1. เปิดเครือง Computer, printer
2. เข้า Program X Chek ดังนี

เข้า File Templates เลือก Assay ของ Toxin
เข้า Edit Template แก้ไขจำนวนตัวอย่างที่วิเคราะห์

OK และ Done
3. เปิดเครื่อง Microplate Reader ควรเปิดก่อนที่ทำการอ่านค่าประมาณ 5 นาที
4. เช็ดก้น Micro well ให้ละอาดและแห้งแล้วนำไปใส่ใน Plate holder ของเคร่ือง 

Microplate Reader
5. เข้า File Read เลือก Assay AE

Choose template เลือกตาม Assay ของ toxin
OK
Print

ข้อมูลที่อ่านค่าได้จะถูกพิมพ์ออกมาในแผ่นกระดาษที่เตรียมไว้ แล้วนำไปแปรผลในโปรแกรม 
Veratox ออก จาก Program X Chek โดยการเลือกคำลัง Close

การแปรข้อมูลด้วยโปรแกรม Neogen
ลำด ับ ท ี ห น ้าจ อ แ ป ้น พ ิม พ ์

1 MAIN MENU เลื่อนลูกศรไปที่ A Enter
2 Please enter the number of control(4 or 5) 4 หรือ 5 Enter
3 Enter standard unit ( ppb or ppm) ppb หรือ ppm Enter

Standard 1 Concentration ค่า control ที 1
Standard 2 Concentration ค่า control ที 2
Standard 3 Concentration ค่า control ที 3
Standard 4 Concentration ค่า control ที 4

4 F1
5 READY TO CALCULATE DATA PREESS(R) M Enter

FOR READY OR (M) FOR MANUAL
6 บันทึกผลลงตารางที่ปรากฏบนหน้าจอ Enter
7 F1 (เพื่อ save ข้อมูล)
8 ชือ File AF = Aflatoxin .........-.......... / .........

ชือ File T2 = T2 toxin 
ชือ File OC = Ochratoxin 
ชือ File FU = Fumonisin

File-ครั้งที่บันทึกผล/ปีที่บันทึกผล

9 F2 (เพ ื่อ  p rin t ข ้อ ม ูล )
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วิธีการตรวจหาเอ็นไซม์จากนํ้าเหลือง
Aspatate aminotransferase ( AST / SGOT ) 
Alanine aminotransferase ( ALT / SGPT )

PRINCIPLE PRINCIPLE
SGOT: enzyme AST จะเป็นตัว catalyze ปฏิกิริยา SGPT: enzyme ALT. จะเป็นตัว Catalyze Trans-

transmination ของ aspartate กับ cc-ketoglutarate ให้ aminase reaction ของ alanine และ cc-ketog!utarate 
glutamate และ oxalacetate. dinitrophenylhydrazine จะ ให้ pyruvate และ glutamate ซึงจะให้สีกับ dinitrophenyl- 
form hyarazones กับ ketoacids ทีมือยู hydrazine ในสารละลายด่าง

REAGENTS REAGENTS
for SGOT 100 tests: for SGPT 100 tests:

1. SGOT substrate 100 ml. 1. SGPT Substrate 100 กา!
2. phenylhydrazine 100 ml. 2. phenylhydrazine 100 กๆ!
3. NaOH 0.4N 1,000 ml. 3. NaOH 0.4N 1,000 กา!.
4. pyruvate standard 5 mi:. 4. pyruvate standard 5 กา!.

STABILITY OF SAMPLE
SGOT & SGPT stable อย่างน้อย 1 อาทิตย์ท่ี 4 °c., stability ทีอุ่ณหภูมิห้องค่อนข้างตํ่า serum ควรเก็บ 

เข้า ตู้เย็นข้า ยังไม่ ตรวจในทันที

PROCEDURE
for SGOT:
อ่าน OD. ที 520 nm, water blank set "O"

Test (ml.)
SGOT SUBSTRATE 1.0

อุ่นท่ี 37 ๐C เป็นเวลา 5 นาที
SERUM 0.2

ผลม, incubate ท่ี 37 °c เป็นเวลา 60 นาทีพอดี
PHENYLHYDRAZINE 1.0

ต้ังท่ีอุณหภูมิห้อง 20 นาทีพอดี
0.4N NaOH 10
ผสม1 ตังทีอุณหภูมิห้อง 5 นาที อ่าน OD. ที 520 nm.
ใช้ water blank set "(บสีจะ stable 30 นาที หลังจากเติมด่าง

for SGPT:
อ่าน OD. ที 520 nm. water blank set "O"

Test (ml.)
SGPT SUBSTRATE 1.0

อุ่นท่ี 37 ๐c เป็นเวลา 5 นาที
SERUM 0.2
ผสม, incubate ท่ี 37 °c เป็นเวลา 30 นาทีพอดี
PHENYLHYDRAZINE 1.0

ต้ังท่ีอุณหภูมิห้อง 20 นาทีพอดี
0.4N NaOH 10

ผลม, ตังทีอุณหภูมิห้อง 5 นาที อ่าน OD. ที 520 nm.
ใช้ water blank set "O" สีจะ stable 30 นาที หลังจากเติมด่าง
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หมายเหตุ : SGOT ถ้าต้องการให้เวลาที่ใช้ในการตรวจเท่ากับ SGPT ให้ลดปริมาณของ
substrate, phenylhydrazine จาก 1.0 ml. มาเป็น 0.5 ml. 0.4N NaOH จาก 10 ml. มาเป็น5 ml. 
จะเปลี่ยนเวลา incubate ท่ี 37 °c หลังจากเติม serum แล้วจาก 60 นาที เป็น 30 นาที นอกนั้นคง 
เติมเหมือนปฏิกัริยาที่ใช้เวลา incubate 60 นาที

CALIBRATION CURVE : WATER BLANK SET "O"

ทำได้โดยการเปลี่ยนแปลงจำนวนของ standard PYRUVATE และ substrate ดังตารางต่อ1ไปนี้
SGOT ACTIVITY SGPT ACTIVITY

Tube no. ml. pyruvate ml. substrate ml. H,0 SF units/ml. SF units/ml.
1 0 1.0 0.2 0 0
2 0.1 0.9 0.2 20 25
3 0.2 0.8 0.2 55 50
4 0.3 0.7 0.2 95 83
5 0.4 0.6 0.2 148 126
6 0.5 0.5 0.2 215 _

เติม dimtrophenylhydrazine 1 ml ลงในทุก tubes, ผสมและดังที่งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 
นาที จากนันเติม 0.4N NaOH 10 ml ลงในทุก tubes ผสม ตั้งทิ้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
อาน OD ที 520 ทกา clot curve ระหว่าง SGOT unit หริอ SGPT unit กับ OD ของแต่ละค่า ลากเส้น 
ต่อแต่ละจุดจะได้ calibration curve ของ SGOT หรือ SGPT เป็นเส้นโค้ง 
หมายเหตุ

Calibration curve นีใช้ได้ทั้ง SGOT ที่ใช้เวลา incubate 60 หรือ 30 นาที 
ใช้ SGOT substrate ลำหรับ calibration curve ของ SGOT 

SGPT substrate ลำหริบ calibration curve ของ SGPT

NORMAL VALUE
ค่าปกติ SGOT 8-40 umts (u/ml) ค่าปกติ SGPT 5-30 units (u/ml)
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SOURCES OF ERRORS
Hemolyzed serum จะทำให้ค่าที่ได้สูงกว่าความเป็นจรง เนื่องจากในเม็ดเลือดแดงมี SGOT 

เป็น 15 เท่าของที่ มีใน serum และมี SGPT เป็น 7 เท่าของที่มี'ใน serum 
Lipemie serum จะทำให้ค่าที่ได้ผิดไปเนื่องจากความขุ่น
serum ควรแยกออกภายใน 2 ชั่วโมงนับจากเจาะเลือดมาและเก็บเข้าตู้เย็นถ้ายังไม่ตรวจทันที 

พยายามให้ทุก tubes มีช่วงเวลาที่จะทำปฏิกริยาเท่ากันและควรเท่ากันทุกครั้งด้วย โดยเฉพาะอย่าง 
ย่ิง SGOT ที่ใซ้เวลา incubate 30 นาที มีโอกาสผิดพลาดเนื่องจากเหตุนี้มากที่ลุด

COMMENT
serum ทีขุ่นมากควรทำ serum blank โดยทำเช่นเดียวกับ tests แต่ใส่ serum หลังจาก 

เติม phenylhydrazine เรียบร้อยแล้วและใช้ serum blank set "0" แทน reagent blank
serum ที1มี aldehydes, ketones และ ketoacids สูงจะทำให้ค่าสูงกว่าความเป็นจริง ซ่ึง 

แก้ไขได้โดยการทำ serum blank
sample ทีมีค่า SGOT และ SGPT สูงกว่าค่าทีมีใน standard curve ให้ dilute serum 

ด้วยนำกลัน แล้วคูณค่าทีได้จาก curve ด้วย dilution factor เช่น dilute serum เป ็น1:5 (serum 1 : 
water 4) ก็คูณค่าทีอ่านได้จาก curve ด้วย 5, ถ้า dilute serum เป็น 1:10 (serumvl : water 9) ก็ 
คูณค้าที่อ่านได้จาก curve ด้วย 10
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1. KERMEN A,WROBLEWSKI,F.AND J.S.LADUE. 1953.CLIN.INVEST.34. 126
2. LADUE.J.S., WROBLEWSKI, F. AND KARMEN. 1954. SCIENCE 120,497
3. STEINBERG, อ., BALDWIN, D.AND B.H.OSTROW. 1956.LAB.CLIN. MED, 48, 144
4. STEINBERG, D. AND B.H.OSTROW. 1955. PROC. SAC. EXP. BIOL. MED. 89, 31
5. SOBELC., BERKMAN,ร. AND N.SWABB. 1956. AM.J.CLIN.PATHO. 26, 1477
6 . NORBERT. พ. 1970 .FUNDAMENTLS OF CLINICAL CHEMISTRY. LONDON.446
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Alkaline Phosphatase

Principle and intended use

ปฏิกรยาทีใช้ในการหา alkaline phosphatase (ALP) คือ

4-nitrophenylphonplats + DEA ALF ►  DEA - phosphate + 4-nitrophenol

4-nitrophenol จะ absorb แสงที 405 ทกา. absorbance ทีสูงขึนเป็นสัดส่วนโดยตรงกับ enzyme 
activity ที่เพ่ิมฃึน alkaline phosphatase (ALP) พบได้ในเน้ือเยื่อเกือบทุกชนิดในร่างกาย Serum 
ALP ใช้ประโยชน์ในการวิเคราะห์เรื่อง hepatobiliary disorder หรอ โรคเกี่ยวกับกระดูก ค่าอ้างอิง
(reference value) จะเปลี่ยนแปลงเม่ือ มีการเจริญของกระดูก จะมีค่าสูงในเด็กและในการตั้งครรภ์ใน 
ระยะท่ีลาม

Reagents
Reagent 1.

Diethanolamine 
Magnesium chloride 
pH 9.8

Reagent 2. (หลังจากละลายแล้ว)
4-nitrophenylphosphate 12 กาทาol/L

ข้อควรระวัง
ใช้สำหรับวิเคราะห์แบบ in vitro เท่าน้ัน
ทำการวิเคราะห์ด้วย good laboratory procedure ระวังอย่าให้สารเคมีเข้าตา สัมผัสผิวหนัง 

หรือกลืนกิน

การเก็บรักษาและการเสือมของ Reagent
ให้เก็บ reagent ท่ี 2-8 ๐C ห้ามแซ่เข็ง สามารถใช้ reagent นื้จนถึงวันหมดอายุที่ระบุไว้บน 

ขวดได้ ถ้า reagent ขุ่น หรือ blank absorbance (of the working reagent) สูงกว่า 1.00 ที 405 nm. 
ให้งดใช้ reagent นัน

1.0 ทาol/L
0.5 ทาทา(ว!/L



119

ตัวอย่างท่ีใช้ตรวจ
serum ทีเก็บใหม่  ๆ หรอ heparinized plasma 
ALP activity จะคงที่ใน serum ได้นาน 7 วันท่ี 2-8 ๐C

วิธีการเตรียม Reagent
Code 6013 - 10 X 20 ml.
ละลาย reagent 2 1 เม็ดในนำยา reagent 1 20 ml.
Code 6040 - 5 X 100 ml.
ละลาย reagent 2 1 หลอดในน้ํายา reagent 1 1 ขวด (note 1) สารละลายนี้เก็บไว้ใช้ใด้
นาน 2 เดือน ท่ี 2-8 °c

วิธีดำเนินการ
นำยานีใช้!,ด้ทังกับ automated procedure ด้วย chemistry analyzers หรอ manual

procedure ด้วย photometer ท่ีเหมาะลม สำหรับ automated procedure ต้องการอุปกรณ์ท่ีมี 
ลภาวะ ดังนีคือ ใช้ wavelenght 405 กทา. Light Path 1 cm. temperature 25 ๐c, 30°c หรีอ 37 
๐c sample fraction volume 1/51

1. นำ working regent และ photometer มาวางไว้ทีอุณหภูมิห้อง
2. ผลม working reagent 1.0 ml. เข้ากับตัวอย่าง 20 เแเ ใน cuvette แล้วเอา cuvetteใส่ลง 

ใน photometer
3. อ่าน initial absorbance อ่านชำเม่ือเวลาผ่านไป 1 ,2 และ3 นาที

การคำนวณค่า
1. คำนวณหาความแตกต่างของ absorbances ท่ีติดกัน และค่าเฉลี่ยของผลต่างของ

absorbance ต่อนาที (a  A/min)
2. คำนวณหา catality c concentration โดยใช้สูตรคำนวณต่อไปนี้ (กำหนดให้ Molar 

absorbance of 4-4-nitrophenol ที 405 เท่ากับ 18450):
AA/min X 2764 = บ/L .
A A/min X 46.08 = pkat/L
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Reference Values
ระดับ ALP ขึ้นอยู่กับอายุของเจ้าของตัวอย่าง และช่วงเวลาที่มีการเจริญเติบโตของกระดูกใน adult

Temperature (น kat/L U/L
25 ๐c 0 . 9 2 - 2 . 9 0 5 5 - 1 7 5

30 ° c 1 . 0 8 - 3 . 5 0 6 5 - 2 1 0

ooIs-
C

O 1 .5 0 - 4 .6 7 90 - 280

Procedural Limitations
- anticoagulants (EDTA, citrate, fluoride หริอ oxalate sodium) จะยับยัง ALP activity 
•ไม่ควร'ใช้ตัวอย่างท่ี haemolized เม็ดเลือดแดงจะมี ALP ที่จะทำให้ผลการวิเคราะห์ผิดพลาด
- Temperation correction : to converse result (ในซีรัมของมนุษย์) ใช้ factor ต่อไปนี

30°c /25°c  = 1.22 37°c / 30°c = 1.39
- ผลการวิเคราะห์จะเป็น linear จนถึงเม่ือ A A/min = 0.250(690 U/L)
- วิธการวิเคราะห์นีพัฒนาขึนมาด้วยการแนะนำจาก German Society for Clinical Chemistry and 
Scandinavian Society for Clinical Chemistry and Chancel Physiology

Quality Control
แนะนำให้ใช้ assay control serum level I (Code 6062 และ 6064) และ level II (code 

6063 และ 6065) ในการดำเนินการวิเคราะห์แต่ละครั้งเพ่ือ verified วิธีการทดสอบ ถ้าผลการ 
ทดสอบไม่ใต้ค่าอยู่ในช่วงที่ควร เป็นจะช้ีบ่งถึง Reagent deterioration เครื่องมือชำรุดหริอมีช้อบก
พร่องในขบวนการทดสอบ

Note
IFCC แนะนำให้ใช้บ่ริมาณ Reagent ต่อไปนี้ในการทดสอบที่ 30 ๐C 
-code 6013 : ละลาย reagent 2 1 เม็ด ใน 15 ml. ของ reagent 1
- code 6040 : ละลาย reagent 2 1 หลอด ใน 75 ml. ของ reagent 1

Reference
IFCC methods for the measurement of catalytic concentration of enzymes. 1983.

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 21:731-748
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Gamma - Glutamyltransferase (y-GT/GGT)

Principle and intended use
ปฎิกรยาท่ี'ใช้ในการ,ทดสอบ GGT มีดังต่อไปน้ี

y  -glutamyl-3-carboxul-4- nitroanilide+ glycylglycine -----— — ►
y -glutamyl- glycylglycine+3-carboxy-4-nitroaniline

y  - GT จะเร่งปฎิกริยาการเปลียนของ y  - glutamyl group จาก y  -glutamyl-3- carboxy-4- 
nitroanilide ไปเป็น glicylgluycine อัตราการปล่อย 3-carboxy-4-nitroaniline ออกมาจะแปรผันตาม 
y  - GT acticity ในตัวอย่าง และวัดได้จากการท่ี absorbance เพ่ิมฃึนเม่ือวัดท่ี 405 nm

y - glutamiltraกรferase เป็นส่วนหน่ึงของ peptidases มันมีต้นกำเนิดในดับและไต การท่ี
y  - GT ในนำเหลืองเพิม จะสัมพันธ[ดยตรงกับ hepatobiliary และ pancratic disease อัลกอฮอล์ 
และยาบางประเภทจะชักนำให้ดับสังเคราะห์y  -glutamyltransferase

Reagents
Reagents 1

glycylglycine 165 mmol/lit
pH 7.9

Reagents 2 หลังจากละลายแล้วจะได้
y  - Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide 6.6 mmol/lit

วิธีการเก็บรักษาและการเสือมของนี้ทยา
เก็บ reagent ท่ี 2-8 °c ห้ามแช่แข็ง reagent สามารถไชได้จนถึงตามวันหมดอายุที่เขียนไว้ 

ข้างขวด ต้องทิง reagent นีไปถ้าขุ่น หรอ blank absorbance (ของ working reagent) มีค่ามากกว่า
0.900 ที 405 nm

ตัวอย่าง
เก็บ serum ใหม่  ๆ y  -Glutamyltransferase activity จะ stable!นดัวอย่างนำเหลืองได้นาน 5

วันท่ี 2 -8 °c
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การเตรึยม Reagents
เตรึยม working reagent ดังนี

Code 6018 - 10x15  ทา!. ให้ละลาย reagent 2 ด้วย reagent 1 แล้วผสมให้เข้ากัน
Code 6019 - 4 X 50 ทา!. ให้ละลาย reagent 2 2 หลอดด้วย reagent 1 ทังหมดผสมให้เข้า
กัน นํ้ายานี้เก็บได้นาน 2 เดือนที่ 2-8 ๐C

วิธีดำเนินการ
Reagent นีใช้ได้ทังกับวิธีอัตโนมัติด้วย chemistry analyser หรอ ทำด้วยมือโดยใช้

photometer ที่เหมาะลม

Reaction conditions
Wavelenght 405 หร ึอ410 ทกา
Light path 1 cm
Temperature 25 °c, 30 °c หรึอ 37 °c
Sample fraction volume 1/11

1. ต้องใช้ working reagent และ photometer มีอุณหภูมิเท่าอุณหภูมิห้องก่อนเริ่มงาน
2. แจก working reagent จำนวน 1 ml. ลงใน curettes แล้วเติมตัวอย่าง 100 pi
3. ผสมให้เข้ากัน เลียบ cuvette เช้าใน photometer
4. อ่านค่า absorbance ของตัวอย่างทันที อ่านชำเม่ือเวลาผ่านไป 1 ,2 และ3 นาที 

การคำนวณ
1. คำนวณค่า mean absorbance ทีเปลียนไปใน 1 นาที (A  A/min)
2. คำนวณ catalytic concentration โดยใช้สูตรต่อไปนี (Note 1 )

410 ททา A  A/min X 1391 ะะ U/L
405 ททา ^ A/min X 1111 = บ/L 

ถ้าต้องการค่าเป็น ร . I. Units (nkat/L) ให้คูณด้วย 16.67
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Procedural limitation
1. Temperature correction ใช้ conversion factors นี

30 °C/25 °c = 1.38 
37 ๐C/30 ๐c = 1.30

2. การตรวจสอบนี้จะได้ค่าเป็น linear จนถึงเม่ือ AA/min = 0.215ท่ี 410 ทกา หรือ 0.270 ท่ี 405 กทท
3. Reagent concentration ใช้ตามคำแนะนำจาก International Federation of Clinical Chemistry

Quality Control
ควรใช้ assayed control serum level I (code 6062 และ 6064) และ control serum 

level II (Code 6063 และ 6065) ในตัวอย่างแต่ละชุด เพ่ือ verify ประสิทธิภาพของวิธีการ การท่ี 
ได้ค่าผิดพลาดจาก control material อาจเกิดจากการเล่ือมของ reagent อุปกรณ์ชำรุด หรือวิธีการ 
บกพร่อง

Note 1 สูตรจะ deduce ค่า molar absorbance ของ 3-carboxi-nitro aniline ที 410คือ 
7908 และ 405 คือ 9900

Reference
IFCC method for the measurement of catalytic concentration of enzymes.1983. 

J. Clin Chem Clin Biochem. 2:633-646
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ภาคผนวก ง

การเตรียมเนื้อเยื่อและสีย้อม

Harris hematoxylin
(Regressive stain)

Harris's hematoxylin
Hematoxylin crystals 5.0 gm.
Alcohol, 100% 50.0 ml.
Ammonium or potassium alum 100.0 gm.
Distilled water 1000.0 ml.
Mercuric oxide (red) 2.5 gm

ละลาย hematoxylin ใน alcohol ละลาย alum ในนำใช้ความร้อนด้วย และเอาสารละลาย 
2 ตัวนีมาผสมกัน นำไปต้มให้เดือดโดยเร็วที่สุดเท่าที่จะเร็วได้ (ให้เวลาแค่น้อยกว่า 1 นาที และคน 
ด้วย) เอาออกจากความร้อนและเติม mercuric oxide อย่างช้า  ๆ เอาไปต้มอีกให้เดือดน้อย  ๆ จน 
กระท่ังสารละลายหมด ทีงให้เย็นลงนำไปใช้ได้ทันทีที่เยน ให้เติม glacial acetic acid 2-4 ml. ต่อลี 
ย้อม 100 ml. เพ่ือให้ย้อมลี nuclei ได้ดีขึ้นให้กรองลีก่อนใช้

Acid alcohol
Alcohol, 70%
Hydrochloric acid, concentrated

Ammonia water
Tap water
Ammonium hydroxide 28%

Saturated Lithium Carbonate
Lithium carbonate 1.0 gm.

1000.0 ml. 
2.3 ml.

1000.0 ml. 
10.0 ml.

Distilled water 100.0 ml.
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Counterstains for hematoxylin (Eosin)
1% Stock alcohol Eosin

Eosin.Y,water soluble 1.0 gm.
Distilled water 20.0 ml.
ละลายให้เข้ากันแล้วเติม
Alcohol, 95% 80.0 ml.

Working Eosin Solution
Eosin Stock Solution 1.0 part
Alcohol. 80% 3.0 part
ก่อนใข้ให้เติม glacial acetic acid 0.5 ml. ต่อลีย้อม 100 ml. แล้วคนให้เข้ากัน

วิธืการย้อมสีซ้ินเน้ือ
1. ดึง paraffin ออกจาก block ช้ินเน้ือ และแช่น้ําใ'ห้น้ืาซึมเข้า,ใน'ช้ินเน้ือ
2. แซ,ใน Harris's hematoxylin นาน15นาที
3. ล้างด้วยน้ืาประปา
4. แช่ผ่านใน acid alcohol อย่างเร็วๆ 3-10 clip ดูลักษณะลีที่ย้อมด้วยกล้อง1จุลทรรศน์ จะเห็น 

nuclei ชัดมาก และ background จะใสมากหรอไม่มีลี
5. ล้างประปาอีกครั้ง
6. แช่ใน ammonia water หรอ lithium carbonate water จนกระทังเห็น nuclei ติดลีนำเงินลด 

(3-5 clip)
7. ล้างในประปาที่ไหลนาน 10-20นาที ถ้าล้างประปาไม่ละอาดพอจะติดลี Eosin ไม่ดีนัก
8. ย้อมด้วย Eosin นาน15-20วินาที ขึ้นกับอายุของลีที่ใช้ ให้ยก Rack จุ่มขึ้นลงหลายๆครั้งก่อน 

แช่ลงในลี
9. Dehydrate ใน 95% และ absolute alcohol จนกระทังสี Eosin ส่วนเกินถูกล้างออกหมด โดย 

ล้างอย่างน้อย 2 คร้ังเป็นอย่างน้อย ให้ตรวจลอบด้วยกล้องจุลทรรศน์



10. ให้แช่ใน absolute alcohol อีก 2 ครัง  ๆ ละ 3 นาที
11. แช่ใน Xylene 2 คร้ัง  ๆละ 2 นาที
12. ปิด coverglass ด้วย permount หรือ Histoclad หรือ canada balsom

ผลการย้อม
nuclei ติดสีนำเงิน

ติดสีชมพูcytoplasm
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ภาคผนวก จ

วิธีการคำนวณสูตรอาหารสัตว์โดย 
Pearson square method (Ensimager, 1991)

หลภการท่ี'ใชใ'นการคำนวณส์เดส่วน1ของ,วัตถุดิบอาหารสัตว์
โภชนะที่ต้องการมีในอาหารสัตว์ ล% โภชนะของวัตถุดิบที่ใช้ ๖% โภชนะหัวอาหารเข้มข้น c%

c% (a-b) ส่วน

ช 0/อ (c-a) ส่วน
รวม (a-b) + (c-a) ส่วน

ในสูตรอาหารที่ต้องการโภชนะ a %
จะต้องใช้หัวอาหารเข้มข้น (a-b) ส่วน ผลมกับวัตถุดิบอาหารสัตว์ (c-a) ส่วน

ตัว'อย่างการคำนวณสูตรอาหารท่ีมีโภชนะ 20% โปรตีน โดยหัวอาหารมีโปรตีน 39-88%
1. เม่ือใช้ข้าวโพดท่ีมีโปรตีน 6.978%

หัวอาหาร 39.881% 13.022 ส่วนของหัวอาหาร

ข้าวโพด 6.978% 19.881 ส่วนของข้าวโพด
รวมเป็น 32.903 ส่วน
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อาหาร 32.903ส่วน ใช้ข้าวโพด 19.881 ส่วน อาหาร 32.90 ส่วน ใช้หัวอาหาร 13.02 ส่วน
อาหาร 100ส่วน ใช้ข้าวโพด 60.423ส่วน อาหาร 10 ส่วน ใช้หัวอาหาร 39.576ส่วน
ฉะนั้น ถ้าต้องการอาหารที่มีโปรตีน 20% จำนวน 100 กก.
จะต้องใช้ข้าวโพด 60.5กก.ผสมกับหัวอาหาร 39.5กก.

2. เมื่อ'ใช้,ข้าว'โพดที่มี'โปรตึน 9.109%

หัวอาหาร 39.881% 10.891 ส่วนของหัวอาหาร

ข้าวโพด 9.109% 19.881 ส่วนของข้าวโพด 
รวมเป็น 30.772 ส่วน

อาหาร 30.772 กก. ใช้ข้าวโพด 19.881 กก. อาหาร 30.772 กก.
อาหาร 100กก. ใช้ข้าวโพด 64.607 กก. อาหาร 100 กก.
ถ้าต้องการอาหารที่มีโปรตีน 20% จำนวน 100 กก.
จะต้องใช้ข้าวโพด 64.6 กก. ผสมกับหัวอาหาร 35.4 กก.

ใช้หัวอาหาร 10.891 กก. 
ใช้หัวอาหาร 35.392 กก.
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บริษัท โกลเด้น โพลทริ ฟาร์ม จำกัด ในตำแหน่ง ผู้ช่วยผู้อำนวยการ ฝ่ายบริหารสุขภาพสัตว์ใน'ปี 
เดียวกัน

ลาศึกษาต่อระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาลตรมหาบัณฑิต สาขา 
พยาธิชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เม่ือปีการศึกษา 2540
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