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1. ส ารเคม ี 
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1 .4  [ I I  A n t i - F e r r i t i ท IRMA T r a c e r  ( B a x te r
ประเฑดสหรัฐอเมริกา) มีปริมาณรังลิ <10 ไมโครคูร ิ (<1 ไมโครกร ัม/
มีลลิลิตร ของ m ouse m o n o c lo n a l a n t i f e r r i t i ท) โน 1 0 .2
มิลลิลิตร ของ ปอสเ'ปตบันเปอร์( p h o s p h a te  b u f f e r )  ชร ัมของกระต ่าย, 
สารลิแดง 0 .0 2  โมลาร ์โซ เด ียม เอไซด ์ (so d iu m  a z i d e )  และ EDTA

1 .5  F e r r i t i n  IRMA B lank  ( B a x te r  ประเฑค สหรัร- 
อ เม ร ิก า) ช่งประกอบด้วย 5 .0  มีลลิลิตรของปอสเปตบันเพ่อร ชรัมอัสบูมีน 
และ 0 .0 2  โมลาร ์โซ เด ียม เอไซด ์

1 .6  F e r r i t i n  IRMA s t a n d a r d s  ( B a x te r  ประเทค
สหรัฐอเมร ิกา) ประกอบด้วย 2 .0  มีลลิลิตรของ เปอรริตินจากตับคน ใน
5 .0  มีลลิล ิตรของปอลเปตบันเปอร์ ชรัมอัลบูมีน แสะ 0 .0 2  โซ เด ียม เอไซ ด ์

1 .7  F e r r i t i n  IRMA A ssay  B u f fe r  ( B a x te r  ประเทค
สหรัฐอเมร ิกา) ประกอบด้วย 1 0 .5  มีลลิลิตรของปอสเปตบันเปอร์
และ 0 .0 2  โมลารโซเด ียม เอไซด ์

1 .8  F e r r i t i n  IRMA R in se  B u f f e r  ( B a x te r  ประเฑด
สหรัฐอเมร ิกา) ประกอบด้วย 50 มีลลิลิตรของ ปอสเปตบันเพ่อร และ
0 .0 2  โมลาร ์โซ เด ียม เอไซ ด ์

1 .9  R a b b it  A n ti - f e r r i t i ท IRMA C o a ted  T ubes
( B a x te r  ประเฑค สหรัฐอเมริกา) หลอคขนาด 12 X 75 มีลลิลิตร



2 1

เค ล ิอ บ ด ้ว ย  แอนต ิบอต ิ  ( a n t i b o d y )  ด ูร ัม ท 4อร*สิติน ข อ ง ก ร ะ ต ่า ย ใ น ป ? ม า ณ
< 1 ไมโครกรัม ต่อ หลอด

2. อุปกรณ์ และ เครํ่องม ิอ
2 . 1 T e s t tu b e ขนาด 5 มิลลิลิตร
2 .2 T e s t t  ub e ra c k
2 .3 P re c  i ร i on p i p e t t e  (50  ไมโครลิตร, 100

ไมโครล ิตร, 200 ไมโครลิตร)
2 .4  S e m i- a u to m a tic  p i p e t t e  (ขนาด 1 .0  มิลลิลิตร)
2 .5  D e io n iz e d  w a te r
2 .6  P l a s t i c - b a c k e d  a b s o r b a n t  p a p e r  ( o p t i o n a l )
2 .7  A s p i r a t o r  ( o p t i a n a l )
2 .8  Gamma c o u n te r  f o r  [ 12s 1] ( LKB W a lla e  1982

U n iv e r s a l  gamma c o u n te r  ประเทคสหรัฐอเมร ิกา)
2 .9  C e n t r i f u g e  (C la y  ADAMS; NEW YORK ประเฑดสหรัฐ

อ เ ม ร ิก า)
2 .1 0  L a n c e t
2 .1 1  S y r i nge
2 .1 2  C a p i l l a r y  tu b e
2 .1 3  H e t t i c h  h a e m a to k r i t  (B a y e rn  G e p r u f te  

S i c h e r h i t  ประเฑคเยอรม ัน)
2 .1 4  C o u l t e r  haem og1o b in o m e te r  (M odel M 530 

ประเฑคสหรัฐอเมริกา)

3. ว ิธ ีทำการว ิจ ัย
3 . 1  ร ป แ บ บ ก า ร ว ิจ ั ย  ะ ท ำ ใ น ร ูป แ บ บ  C l a s s i c a l  e x p e r im e n ta l  

d e s ig n  ก ล ่า ว ค ีอ  น ำ เ ด ็ก ท ื ่ ม ิอ า ย ุอ ย ู ่ ใ น ช ่ว ง  6 -1 4  ปี ท ั ้ ง ห ม ด จ ำ น ว น
420 คน จ า ก ส ถ า น ส ง เ ค ร า ะ ห ์  ( เ ด ็ก ห ญ ิง )  บ ้ า น ร า ช ว ิถ ี  ม า ท ำ ก า ร ป ร ะ เ ม ิน  
ภ า ว ะ โ ภ ช น า ก า ร ข อ ง เ ห ล ็ก อ ย ่ า ง ค ร ่ า ว   ๆ โ ด ย เ จ า ะ เ ล ิอ ด ท ื ่บ ร ิ เ ว ณ ข ้อ ' พ ับ ข อ ง แ ข น  
แ ล ้ว ห า ป ร ิม า ณ ส ิม า โ ค ค ร ิต  โ ด ย ว ิ ? ใ น ข ้อ  3 . 7  แ ล ะ ห า ป ร ิม า ณ ส ิโ ม โ ก ส บ ิน  โ ด ย ว ิธ ี  
ในข ้อ  3 . 8  ต า ม ล ำ ด ับ  เ ป ร ี ย บ เ ท ีย บ ก ับ ค ่ า ป ก ต ิ  ท ีก ำ ห น ด โ ด ย อ ง ค ์ก า ร อ น า ม ัย โ ล ก  
(WHO) ไ ด จ้ ำ น ว น เ ด ็ก ท ั ้ ง ห ม ด  3 5  ค น ฑ ื ่ม ีค ่ า ส ิม าโ ต ค ร ิต และส ิโ ม โ ก ส บ ิน ต า ก ว ่ า  
ค ่ า ม า ต ร ฐ า น ท ื ่อ ง ค ์ก า ร อ น า ม ัย โ ล ก ก ำ ห น ด ไ ว ้  จ ั ง ท ำ ก า ร ต ร ว จ เ ล ีอ ด  เท ื ่อ ห า ค ่ า
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ดู 'ร้มเ vJ อริ ่ร ิตน ก ่อนไห้ยา ตามว ิธ ีในข ้อ 3 . 9  จากน ั ้นจงแบ ่ง เด ็กท ั ้ ง  35 คน
อ อ ก เม ็น  5 กลุ ่ม  ๆ ระ 7 คน โคยวิธี - R a n d o m i z e d  c o n t r o l l e d  t r i a l
แล้วดำ เ นินการดํงนี ้

3 . 1 . 1 กลุ ่มที ่  1 ( กล ุ ่มควบค ุม  ห ร อ  c o n t r o l  g r o u p )
เ ม ็น ก ล ุ ่ ม ท ี ่ ไ ม ่ไ ด ้ร ับ ย า แ ต ่อ ย ่ า ง ใ ด  
กลุ ่มที ่  2  ไ ด ้ ร ับ ย า เ ห ล ็ก  1 เม ็ด
กลุ ่มที ่  3 ไ ด ้ ร ับ ย า เ ห ล ็ก  แ ล « ว ิต า ม ิน  ดู อ ย ่ า ง ล ะ

1 เม ็ด
กลุ ่มที ่  4 ไ ด ้ ร ับ ย า เ ห ล ็ก  จ ำ น ว น  2 เม ็ด
กลุ ่มที ่  5 ไ ด ้ ร ับ ย า เ ห ล ็ก จ ำ น ว น  2  เม ็ด  แ ล ะ ว ิต า ม ิน  ดู

1 1Z1 เ ม ด

เ ห ล ็ก ใ น ย า ท ี ่ ใ ข ้จ ะ อ ย ู ่ ใ น ร ูป  เ ท ่อ ร ์ร ัล ด ูล เ ท ่ต  ( f e r r o u s  s u l f a t e )  
ข อ ง อ ง ค ์ก า ร เ ภ ส ัช ก ร ร ม  ข น า ด เ ม ็ด ล ะ  3 0 0  ม ิลล ิกร ัม  ด ู ่ ง เ ท ีย บ เ ท ่ า ก ับ เ ห ล ็ก  6 0  
ม ิลล ิกร ัม  ใ น ร ูป ย า เ ม ็ด เ ค ส ือ บ น ํ ้ า ต า ล  ส ืน ั ้ า ต า ล เ ข ้ม

ว ิต าม ิน  ดู ( ใ น ร ูป  แอล  ( L )  แ อ ล ค อ บ ิก )  ของบ ร ิษ ัท  CHINTA 
TRADING ใ น ข น า ด เ ม ็ด ล ะ  1 0 0  ม ิลล ิกร ัม  ใ น ' ร ูป ย า เ ม ็ด เ ค ส ือ บ น ํ ้ า ต า ล ส ื เ ข ี ย ว

3 .1 .2  ทำการให้ยาตามกลุ่มที่กำหนดไว้ในข้อ 3 .1 .1
จนครบ 1 เดือน โดยเริ่มให ้ต ั้งแต ่ว ้นท ี่ 9 สิงหาคม 2532 จนถึงวันที่ 9 
กันยายน 2532 แล ้วจ ํงทำการประเม ินผลอ ีกคร ั้งโดยการว ัดค ่า อีมาโตคริต
อีโมโกลบิน และดูรัมเท ่อริ่ร ิต ิน (ตามวิธ ี ในข้อ 3 . 7 , 3 . 8  และ 3 .9  
ตามลำดับ)

3 .1 .3  ทำการประเมินปริมาณเหล็กและวิตามินดู ท ี่เด ็ก
จากลถานลงเคราะห ์บ ้านราชว ิถ ี ได ้ร ับจากอาหารในแต่ละวัน โดยวิธ ีการ
คำนวณจากปริมาณอาหารที่ใข้ปรุงในแต่ละวัน ตลอด 1 เดือน ท ี่ทำการวิจ ัย
วิธ ีการน ี้ เม ็นการนำIอาปริมาณอาหารลดแต่ละชน ัดมาเปริยบเท ียบหาค ่าเหล ็ก 
และวิตาม ินดูจากตารางแลดงคุณค่าอาหารไทย (กองโภชนาการ กรมอนามัย,

V ’ ไ''»" , 1 _ ■2530) จากนันจํงนำค่าท ีได้มาเฉลียลำหรับแต่ละคน โดยนักโภชนาการ
จากลถานลงเคราะห ์บ ้านราชวิถ ีเม ็นผ ู้ประเม ินว่าเด ็กแต ่ละคนได้ร ับในปริมาณที่ 
นอ  ๆ กัน
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3 . 2  หส ัก เ ก ณ ฑ ์ข อ ง ก า ร เ ส ิอ ก ผ ู ้ ถ ู ก ฑ ค ล อ ง เ ข ้ า ร ่ ว ม ท ำ ก า ร ว ิจ ั ย
3 . 2 . 1  ม ีอ า ย ุ ร ะ ห ว ่ า ง  ธ - ! 4 มี แ ล ะ ใ ห ้ค ว า ม ร ่ว ม ม ีอ ก ับ

โ ค ร ง ก า ร วิจัย
3 . 2 . 2  อ ย ู ่ ใ น ก ล ุ ่ ม ท ี ่ ม ี โ อ ก า ล เ ส ื ย ง ต ่อ ก า ร เ ป ็น โ ร ค โ ล ห ิต จ า ง

โดยค ูจ ากล ัก ษ ณ ะ ท ั ่ ว ไ ป ท ี ่ ค ่อ น ข ้ าง ม ีด  ( ล ั ง เ ก ต จ า ก ส ิข อ ง เ ล ็บ  ร ิม ฮ ป า ก  เปส ิอ ก  
ต า ด ้ า น ใ น มีด เ ล ็บ ง อ ค ล ั า ย ข ้อ น แ ล ะ ม ีร ะ ด ับ  ส ิม า โ ต ค ? ต  ส ิโมโกลม ีน  ต า ก ว ่ า
ค ่ า ป ก ต ิท ี ่ อ ง ค ์ก า ร อ น า ม ัย โ ล ก ก ำ ห น ด  นั ่นค ีอน ้อยกว ่ า  3 6  % แ ล ะ  12 กร ัม  % 
ต า ม ล ำ ด ับ

3 .3  หลักเกณฑ ์ท ี่ไม ่เส ือกเข ้าทำการวิจ ัย
3 .3 .1  ไม ่ลม ัครใจเข ้าร ่วมโครงการว ิจ ัย
3 . 3 . 2  มีระดับสิมาโตคริต สิโมโกลมีน อยู่ในระดับปกติ ท่ี 

องค์การอนามัยโลกกำหนด
3 .3 .3  ม ีโรคทางอาย ุรคาลตรท ิเท ี่ยวข ้องก ับโรคเส ือดบางชน ิด 

อาท ิเช ่น ทาล ัลม ีเม ีย ( t h a l a s s e m i a )

ทั่วไป

3 .4  ขั้นตอนการคัดเสือก ผู้ถูกทดลอง ( s u b j e c t )
3 .4 .1  ลอบถามประวัติ ด้วยการลัมภาษณ์ และตรวจสุขภาน

3 .4 .2  น่ัง'นาหนัก และตรวจเสือดหาปริมาณสิมาโตคริต 
สิโมโกลมีน ตามข้อ 3 .7  และ 3 .8  ตามลำดับ

3 .4 .3  นำเด็กที่มีลักษณะโดยทั่วไปค่อนข้างมีด และ /  หรือ 
มีระดับสิมาโตคริต สิโมโกลมีน ตรกว่า 36% และ 12 กรัม% ตามลำดับ มา 
ทำการตรวจเส ือด เน ื่อหาค่า มีรัมเ■ ฝอร์ริติน รกครั้ง

3 .4 .4  อริบายให้ผู้คูกทดลอง ทราบสงรายละเรยดในการว ิจ ัย
และระยะเวลาใน การต ิกษาเน อให ้ผ ู้ถ ูกทดลองเข ้าใจ และให้ความร่วมมีอตลอด
การติกษา

3 .4 .5  นัดให้ผู้ถ ูกทดลองมาที่ห ้องนยาบาลของสถานลงเคราะห 
บ ้านราชวิถ ีท ุกเข ้าเน ื่อร ับยาตามกลุ่มท ี่กำหนดไว้ ตลอดระยะเวลา 1 เดีอน
และนัดเวลาในวันถัดไปหลังจากสินสุดการให้ยา เนอให ้มาตรวจเส ือด ลำหรับ 
นำไปหาปริมาณ สิมาโตคริต สิโมโกลมีน และมีรัมเ•ฝอรั้ริติน เป็นครั้ง
สุดทำย ท ั้งน ี้ม ีการข ้กถามถ ีงอาการข ้างเค ียงจากยาท ุกคร ั้งหล ังจากท ี่ได ้ร ับยา
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3 .5  ก ารเต ร ิยม เก ็บ เส ือ ด  และดู?ม (S erum )
แ บ ่ ง เ ส ือ ค ข อ ง ผ ู ้ฑ ค ล อ ง เ ป ็น  2  ขว ด  ๆ ละ 5 ม ล .  ขวดท ี ่ต ้อง  

ก า ร น ำ ม า ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ค ่ า ส ิม า โ ต ค ร ิต  ส ิโมโกลบ ิน  ใ ส ่ล า ร ก ัน เ ส ือ ด แ ข ็ ง  EDTA
ส ่ว น ข ว ด ท ี ่ ต ้ อ ง ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ห า ด ู ร ัม เ ฟ ่อ ร ื ่ ร ิ ต ิน  นำมาต ั ้ งท ิ ้ งไว ัท ี ่ อ ุณหภูม ิห ้อง  
เ ม ด เ ส ิอ ด แ ด ง จ ะ จ ับ ต ัว แ ย ก อ อ ก ม า  เ ฑ น ํ ้ า ใ ล ใ ส ่ห ล อ ด แ ก ้ว น ำ ม า ป ัน ใ น เ ค ร ื ่อ ง ห ม ุน
เ ห ว ี ่ ย ง  ( C e n t r i f u g e )  ใ น อ ัต ร า เ ร ็ ว  2 0 0 0  ร อ บ / น า ท ี  เ ป ็น เ ว ล า น า น  2 0  
นาที  เ ฑ ฺแ ย ก ด ูร ัม อ อ ก จ า ก ต ะ ก อ น เ ก ็บ ใ น ห ล อ ด แ ก ้ว  ด ืด ล ล า ก เ ข ี ย น เ ล ข ท ี ่ผ ู ้ ถ ู ก ฑ ค ล อ ง  
แ ล ะ ว ัน ท ี ่ เ จ า ะ  แล ้ วนำไปเก ็บท ี ่อ ุณหภ ูม ิ  2 - 8  อ ง ศ า เ ซ ล เ ด ู ย ล  จ ะ เ ก ็บ ไ ต ้น า น  
7 วัน ( ถ ้ า น ำ ไ ป แ ช ่แ ข ็ ง จ ะ ล า ม า ร ถ เ ก ็บ ไ ต ้น า น ถ ง  6 เ ด ือ น )  เ ม อ ต ้อ ง ก า ร น ำ ม า  
ว ิ เ ค ร า ะ ห ์  ป ล ่อ ย ท ิ ้ ง ไ ว ้ ใ ห ้ล ะ ล า ย เ อ ง อ ย ่ า ง ข ้ า   ๆ ที ่ อุณหภูมิห้อง

3 .6  การลร ้างกราฟ ่ของลารละลายมาตรฐาน 
เฟ่อร์ริต ิน ( C e n t e r s  f o r  D is e a s e  ContPO 1/ N a t i o n a 1 
o f  H e a l th  M an u al, 1984)

นำลารละลายมาตรฐาน F e r r i t i n  IRMA ที่ความเข้มข้น
5 ,1 0 ,2 5 ,1 0 0 ,2 5 0  และ 1 ,0 0 0  นาโนกรัม /  มิลลิลิตร นำมาทำตามวิธ ี 
Im m u n o ra d io m e tr ic  A ssay  ตามวิธีในข้อ 3 .9  ในข้นตอนของการหา 
ปริมาณ นำค ่าความแรงของร ังล ิ ( c o u n t  p e r  m in u te )  ที่ไต้กับค่าความ 
เข้มข้นมาตรฐานของ เฟ ่อร์ริต ินมาเขียนกราฟ่ในกระดาษกราฟ่แบบกงลอค ( sem i -  
l o g a r i t h e m i c  g ra p h )  โดยให้แกน Y เป็นค่า CPM และแกน X เป็นค่า 
ความเข ้มข ้นของเฟ ่อร ื่ร ิต ิน

เนอหาค่าดูร ัม 
I n s t  i t û t e s



ตารางที 5 แสดงข้อมฺลของการสร้างกราฟ่ของสารละลายมาตร:ทนเฟ่อรริติน

Tube 
No. Contents of Tubes

CPM
Bound

F e rr i t  in 
Concentrât i on 
(ng/mL)

Tl Total Counts (Tracer) 294,889
T2 Total Counts (T rac e r) 294,319

1 F e rr i t  in [ RM A Blank BQ 0 ng/mL 597
2 Ferr i t  in IRMA Blank Bo 0 ng/mL 476 00
3 F e r r i t in IRMA Standard 5 ng/mL 1,110
4 Ferr i t  in IRMA Standard 5 ng/mL 1,092 5.0
5 F e r r i t in IRMA Standard 10 ng/mL 2, 159
6 Ferr i t  in IRMA Standard 10 ng/mL 2,260 10.0
7 F e r r i t  in IRMA Standard 25 ng/mL 4,643
8 F e r r i t in I RMA Standard 25 ng/mL 5,431 25.0
9 Ferr i t  in IRMA Standard 100 ng/mL 21,388

10 Ferr i t  in 1 RMA Standard 100 ng/mL 20,432 100.0
11 F e rr i t  in IRMA Standard 250 ng/mL 48,193
12 Ferr i t  in IRMA Standard 250 ng/mL 44,474 250.0
13 F e r r i t in IRMA Standard 1000 ng/mL 85,798
14 F e rr i t  in IRMA Standard 1000 ng/mL 82,673 1000.0
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ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง เ ฟ ่อ ร ์ร ิต ีน  ( น า โ น ก ร ัม / ม ิล ล ิล ิต ร )

ร ูปที่  2  ก ร า ,ฟ ม า ต ร ฐ า น ร ะ ห ว ่า ง ค ว า ม แ ร ง ข อ ง ร ัง ล ิ  ( CPM) ก ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น
ข อ ง เ ' ฝ อ ร ร ิต ิน ม า ต ร ฐ า น  ( โ ค ย ใ ข ้ก ร า ป ก ื ่ ง ล อ ค )

t

เม ื ่อ ต ้อ ง ก า ร ห า ป ร ิม า ท เข อ ง เ • ป อ ร ์ร ิต ีน ใน ล ูร ัม ข อ ง ผ ู ้ป ว ย  นำๆ5รัมนั ้น
ไ ป ท ำ ต า ม ว ิธ '  1 m m u n o r a d  i o m e t  r  i c  A s s a y  ตามข ้อ  3 . 9  อ ่ า น ค ่ า ค ว า ม  
เข ้มข ้นขอ งด ูร ัม เ •ป อ รร ัต ิน จ า กก ร า ■ ป มาต รฐ าน

3 . 7  ว ิ? ก า ร ว ัด ป ร ิม า ต ร เ ม ็ด เ ล ีอ ค แ ด ง อ ัด แ น ่น  ( P a c k e d  
h a e m a t o c r i t s )  ( เ ท ค น ํค ก า ร ต ร ว จ ท า ง โ ล ห ิต ว ิท ย า ,  2 5 1 8 )  ค ่ า ส ิม า โ ต ค ร ิต  
ตีอ ป ร ิม า ต ร ข อ ง เ ม ็ด เ ส ือ ค แ ด ง ค ิด เ ป ็น ร ้อ ย ล ะ ต ่อ ป ร ิม า ต ร ข อ ง เ ล ีอ ด เม ื ่ อ ป ่น เล ิอค  
จ น เม ็ค เ ส ือ ด แ ด ง แ ย ก จ า ก ■ พ ล า ส ม า  เม ็ด เส ือค แ ค ง อ ัด แ น ่น อ ย ู ่ก ัน ห ล อ ด  ค ว า ม ส ูง
ข อ ง ค อ ล ัม น  ( c o l u m n )  เ ม ็ด เ ส ือ ด แ ด ง จ า ก ก ัน ,ห ล อ ค ท ง ร ะ ด ับ ข อ ง น ล า ล ม า เม ื ่ อ เ ท ีย บ  
ก ับ ค ว า ม ส ูง ท ั ้ ง ห ม ด ค ิด เ ป ็น ร ้อ ย ล ะ ค ิอ ค ่ า ข อ ง ส ิม า โ ต ค ร ิต  ค ่ าน ี ้ จะ บ อกถ ิงค วาม เข ้มข ้ •น  
ข อ ง เ ม ็ด เ ส ือ ด แ ด ง ' ไ ต ้แ ม ่น ส ำ ก ว ่ า ก า ร น ับ จ ำ น ว น เ ม ็ด เ ส ือ ด แ ด ง ' โ ด ย ด ร ง
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วิธ'ทา บรรจ ุเส ือดเข ้าหลอดแก ้วเล ็ก ( c a p i l l a r y  tu b e )  
ประมาณ 3 ใน 4 ของความยาวหลอด อุดปลายอีกก้านด้วยดินนํ้ามัน
แล้วนำไปมันด้ายเครื่องป ันนิเศษ ( H e m a to c r i t  c e n t r i f u g e  ของบริษัท 
B a y e rn  G e p r u f te  S i c h e r h e i t )  แรงเห ว ิยงลง 1 2 ,0 0 0 - 1 5 ,0 0 0  X G 
มันโดยวางหลอดแก้วให้ปลายด้านฑื่อุคไวัข้คกับขอบของเครื่องมัน ม ัน เล ็น เวลา
นาน 5 นาที หลังจากนั้น ว ัคความ ยาวด ิด เท ียบ เล ็น เป อร ื่เซ พ เของความ ยาว 
ทั้งหมดของเสือด โดยอ่านค่าเท ียบกับเครื่องอ่านชนิดจานกลม

3 .8  วิธีการวัดปริมาณอีโมโกลบิน (A B -L a rs , a u to m a t ic  m ethod  
1965) โด ยใข ้เค ร ิอง Cou I t e r  H a em o g lo b in o m e te r  ( C o u l t e r  c o u n t e r  
M 530)

วิธ ี,ทา นำเส ือด 20 ไมโครสืตร เต ิมน ํ้ายา I S 0T0N1R 3 I I 
10 ม ิลล ิล ิตรและเต ิมน ํ้ายา ZAP-OGLOBIN‘ * 3 2 -3  หยด ทั้งทิ้งไว้ประมาณ
5 นาที แล้วจีงนำไปวัดค่าปริมาณอีโมโกลบินด้วยเครื่อง C o u l t e r  
H a e m o g lo b in o m e te r  (M odel M530) ทิ้ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร

3 .9  วิธ ีดำเน ินการวัคปริมาณข้รัมเ'ฝอรื่ร ิต ิน โดย Im m unorad i o m e tr  i c 
A ssay  (IRMA) ดัดแปลงจากวิธี R ad io  Im m unoassay (RIA ) ( C e n te r s  
f o r  D is e a s e  C e n t r o 1/ N a t i o n a 1 I n s t i t u t e s  o f  H e a l th  M anual 
1984 )

หลักกา? ของ C l i n i c a l  A ssa y s  Gamma C oat 
[ 12s I 3 F e r r i t i n  Immunora d i o m e t r i c A ssay  (IRMA) คีอหลักของ
ลารประกอบเข้งข้อนของแอนติเจน-แอนติบอดี ( a n t i g e n - a n t i b o d y  co m p lex ) 
โดยแอนติเจนในฑื่นี้คีอข้รัมเนิอร์ติน เม่ือจับกับ■ แอนติบอด้ีตัวแรกดีอ r a b b i t
a n t i - f e r r i t i n  serum  ข้งเดลอบอยู่ในหลอด และตัวที 2 คีอ m ouse
m o n o c lo n a l a n t i - f e r r i t i ท ข ้งเข ียน บ ่งไว ้ด ้วยไอโอด ีน -125 [ 12 5 13
เมื่อทั้งหมดจับกันเล็นลารประกอบเข้งข้อนแล้ว จ ีงนำลารประกอบเข ้งข ้อนท ีได ้ 
ไปว ัคค ่าร ังส ืด ้วยเคร ื่องว ัด  Gamma c o u n te r  ข ้งว ัค เล ็นค ่าความแรงของร ังส ิ 
( CPM ) แล้วจีงนำไปหาปริมาณข้ร ัมเฟอร์ร ิต ินจากกรา'ฝมาตรฐาน

วิธีทำ : 1. เขียนฉลากที่หลอด Gamm acoat 'ทุกหลอด
เน ื่อ ห าค ่าต าม รายก ารท ี่เร ียงไว ้ ได้แก่ t o t a l  c o u n ts  (■ โ’1 , T2 ;
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B lan k  [B o ])  , s t a n d a r d  ที่ความเข้มข้นค่าง  ๆ และต้วอย่างดู-รัม
2 . เติม F e r r i t i n  IRMA B lank แลa  

s t a n d a r d  50 ไมโครลิตร เต ิมข ้ร ัม . ผ ู้ถูกฑคลอง 50 ไมโครลิตร
3. เติม F e r r i t i n  IRMA A ssay  B u f fe r  

100 ไมโครลิตรทุกหลอค ยกเว ้น  T 1 , T2 ( t o t a l  c o u n ts )  ผสมลาร 
ทิ้งหมล1ให ้เข ้าก ัน โด ย ก าร เข ย ่า เบ า ๆ

4 . วางหลอดทุกหลอดไว้1ที่อุเแหภูมิห้องเไ]นเวลา
60 นาที

5. ควรหลอด (ยก เว ้น  หลอด TC) เร ื่อ เท
สารละลายฑื่เหลีอทิ้งไป

6. เติม F e r r i t i n  IRMA R in se  B u f fe r  1 
มิลลิลิตร เร ื่อล ้างหลอด (ยกเว้นหลอด TC) ทำข้า 2 ครั้ง แล้วจีงควร 
หลอดอีกครั้ง

หลอดละ 200 ไมโครลิตร 

60 นาที

T r a c e r  ที่เหลีอทิ้งไป

เคร ือง Gamma c o u n t e r  
ว ัดค ่าไอโอด ีน -125

7. เต ิมสาร a n t i - F e r r i t i ท IRMA T r a c e r  
(ยก เว ้น  Bo) โดยไม ่ต ้องเขย ่า

8. วางหลอดทิ ้งหมดที ่อ ุณหภูม ิห ้อง เ ท ี ่น เ ว ล า น า น

9. ควรหลอด ( ย ก เ ว ้น ห ล อ ด TC) เ ร ื ่ อ ใ ห ้

10. ท ำ ข ้า เ ช ่น เ ด ีย ว ก ับ ข ้อ  5
1 1 . ว ัด ค ่ า ร ั ง ส ิแ ก ม ม า  (g-amma r a y )  ด ้วย
ใ น เ ว ล า  1 นาที  โ ด ย ป ร ับ ห น ้า ค ่ า ง เ ค ร ื ่ อ ง ใ ข ้ล ้ า ห ร ับ  

1 2 .  น ำ ค ่ าท ี ่ว ัคไ ค ้  (CPM) ม าห า ค ่ า ข ้ร ัม เฟ ่อ ร ั ้ ร ิต ิน
จากกราฟ ่มาตรฐาน
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1 ะ P i p e t  50 Ail s t a n d a r d ,  c o n t r o l ,  
p a t  i e n t  samp 1e 

: Add 100 All a s s a y  b u f f e r
ะ 60 m in u te s  room te m p e r a tu r e  in c u b a t io n

D ecan t o r  A s p i r a t e
R in se  2x w ith  1 .0  ml r i n s e  b u f f e r  
D ecan t o r  a s p i r a t e  a g a in

3 ะ Add 200 All t r a c e r
ะ 60 m in u te  room te m p e r a tu r e  in c u b a t io n

D ecan t o r  A s p i r a t e
R in se  2x w ith  1 .0  ml r i n s e  b u f f e r
D ecan t o r  A s p i r a t e  a g a in
c o u n t

รูปท่ี 3 แลดงภาVJลรุปวิธีทำ 1RMA อย่างคร่าว ๆ
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