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การเตรียม 0.5 M EDTA (pH 8.0)

EDTA 186.1 g.
Double distilled water 800 ทา!.
ปรับ pH ด้วย NaOH ให้มีค่า pH = 8.0 และ ปรับปริมาตรให้เท่ากับ 1 ลิตร ด้วย double 
distilled water นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งปลอดเชื้อภายใต้ความดัน 1 5 ปอนด์ 
ต่อตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121๐C เป ็น เวลา2 0 นาที

การเตรียม TAE buffer (50X)

Tris-base 242 g-
Glacial acetic acid 57.1 ml
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml
ปรับปริมาตรให้เท่ากับ 1 ลิตรด้วย double distilled water 

การเตรียม TE

1 M Tris 800 ทา!.
0.5 M EDTA 200 ml.
ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งปลอดเชื้อภายใต้ความดัน 
15 ปอนด์ ต่อตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 20 นาที

การเตรียม loading dye (Gel-loading buffer, 6x buffer type II)

brom ophenol blue 0.25 g
xylene cyanol FF 0.25 g
ficoll (type 400; Pharmacia) 15 g
ละลายใน double distilled w ater ปรับปริมาตรให้เท่ากับ 100 ml.
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การเตรียม phosphate buffer saline (PBS)

NaCL 8 g-
KCL 0.2 g-
Na2H P 04 1.44 g-
k h 2p o 4 0.24 g-
ละลายใน double distilled water 800 ml
ปรับ pH ด้วย HCL ให้มีค่า pH = 7.4 และปรับปริมาตรให้เท่ากับ 1 ลิตรด้วย double 

distilled water นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งปลอดเชื้อภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ ต่อ ตารางนิ้วที่ 
อุณหภูมิ 121° C เป็นเวลา 20 นาที

การย้อมสิ C ryp tosporid ium  oocyst จากอุจจาระโดยวิธี modified Kinyoun acid fast stian

นำอุจจาระมา sm ear บนสไลด์ที่มีความยาวประมาณ 3 น้ิว กว้างประมาณ 1 น้ิว ท้ิงให้ 
แห้งแล้วนำมา fix ด้วย methanol นาน 3 นาที นำมาย้อมด้วยสี cabol fuchsin นานประมาณ 1-2 
นาทีล้างสีส่วนเกินออกด้วยนํ้า หลังจากนั้นทำการล้างสีฃอง carbol fuchsin (decolourisation) 
โดยใช้ 10% sulfuric acid นานประมาณ 30 วินาที ล้างออกด้วยนํ้า และย้อมสี concentrated  
light green ทับอีกประมาณ 5 นาที แล้วล้างออกอีกครั้งด้วยนำ ทิงไว้ให้แห้งนำไปดูด้วยกล้อง 
จุลทรรศน์โดยใช้กำลังขยายวัตถุ X100 oocyst

การวัดขนาด oocyst ของเสัอ C ryptosporid ium

นำแผ่นสไลด์ที่ย้อมสีแล้วมาตรวจวัดขนาดของ oocyst โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ที่มีกำลัง 
ขยายวัตถุ X10 เพื่อหา oocyst ที่กระจายสมํ่าเสมอ หยด oil immersion ลงไปแล้วฟลียนกำลัง 
ขยายวัตถุเป ็น X100 ทำการวัดขนาดทางด้านยาวและด้านกว้าง จำนวน 30 oocyst แล้วนำมา 
คำนวณหาค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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