
บ ท ท ี 3

อ ุป ก ร ณ ์แ ล ะ ว ิธ ีด ำ เน ิน ก าร ว ิจ ัย

จ ัส ด ุอ ุป ก ร ณ ์

1. ยา

1 % w /v  iv e r m e c t in  ( I v o m e c ® ^ า ห ร ับ ฉ ีด ใ น ส ุก ร  M S D -A g  V e t .,T h e  N e t h e r la n d s

2 . ส า ร เค ม ิ

a c e to n it r i le  (A R . g r a d e ) L a b - s c a n . .T h a i la n d

d ie t h y le t h e r  (A R . g r a d e ) L a b - s c a n . .T h a i la n d

d ic h o r o m e t h a n e  (A R . g r a d e ) L a b - s c a n . .T h a i la n d

m e th a n o l  (H P L C  g r a d e ) L a b - s c a n . .T h a i la n d

w a t e r  (H P L C  g r a d e )  

p u r e  n i tr o g e n  g a s

L a b - s c a n . .T h a i la n d '

3 . เค ร อ ง ม ือ ท ี่ใ ซ ้ใ น ก า ? ท ด ล อ ง  

h ig h  p e r f o r m a n c e  liq u id  c h r o m a t o g r a p h y  s y s t e m  

เค ร อ ง  H P L C  m o d e l  C L A S S  - L C  1 0 A D S h im a d z u . .J a p a n

H y p e r s il  O D S  c o lu m n W a te r ., U S A

( R e v e r s e d  p h a s e  c o lu m n  C 1 8 ,  5  p m  p a r t ic le ,  

1 5  c m  le n g t h ,  4 .6  m m  in te r n a l d ia m e t e r )

M o d e l  L C -1 0 A D  p u m p S h im a d z u . ,J a p a n
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UV-VIS Detector model (SPD -10A)

auto injector (SIL -10A)

computer intergrator, RF 10A

version 1.1 software LC- program

column oven (CTO -10A)

guard column Nova-Pak°C18 (lot. No. T 70412)

Shimadzu.,Japan 

Shimadzu..Japan 

Shimadzu..Japan

Shimadzu..Japan 

Water., USA

เครอง centrifuge 

vortex mixer

nitrogen evaporation system 

ultrasonicater, degassor

micropipette (10-100 |TL, 100-1000 (IL, 1-10 mL) 

pipette tip 

pasteur pipette 

parafilm

beaker (500 mL, 1000 mL) 

cylinder (10 mL, 100 mL, 1000 mL)

International Equipment 

Company.,USA

Scientific Industries, Inc.NY., USA 

Organomation Associates.,USA 

Great., USA

volumetric flask (5 mL, 10 mL)
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ว ิธ ีด ำ เน ิน ก าร ท ด ล อ ง

1.ส ัต ว ์ท ด ล อ ง

ส ุน ัข พ ัน ธ ุผ ส ม ส ุข ภ า พ แ ข ็ง แ ร ง  จ า ก ศ ูน ย ์ค ว บ ค ุม โ ร ค พ ิษ ส ุน ัข บ ้า ก ร ุง เท พ ม ห า น ค ร  ด ิน แ ด ง  

อ า ย ุ 1 -2  ป ี เพ ศ ผ ู้ จ ำ น ว น  21  ต ัว  น ํ้า ห น ัก  1 0 - 2 0  ก ก . น ำ ม า เล ี้ย ง ใ น ก ร ง ข น า ด ก ว ้า ง  1 เม ต ร  ย า ว  1 

เม ต ร  ก ร ง ล ะ  1 ต ัว  ท ี่ห ้อ ง เล ี้ย ง ส ัต ว ์ท ด ล อ ง ค ณ ะ ส ัต ว แ พ ท ย ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย  ซึ่ง 

ม ีอ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง แ ล ะ แ ส ง ส ว ่า ง ต า ม ธ ร ร ม ช า ต ิ ใ ห ้อ า ห า ร ส ำ เร ็จ ร ูป ช น ิด เม ็ด ต า ม น ํ้า ห น ัก ต ัว ส ุน ัข ว ัน ล ะ  1 

ค ร ั้ง  แ ล ะ จ ัด เต ร ีย ม น ํ้า ใ ห ้ก ิน ไ ด ้ต ล อ ด เว ล า  ท ำ ก า ร ฉ ีด ว ัค ซ ีน ป ัอ ง ก ัน โ ร ค พ ิษ ส ุน ัข บ ้า ใ ห ้ส ุน ัข ท ด ล อ ง ท ุก  

ต ัว แ ล ะ ใ ห ้ส ุน ัข ท ำ ค ว า ม ค ุ้น เค ย ก ับ ส ิ่ง แ ว ด ล ้อ ม ใ ห ม ่ก ่อ น เป ็น เว ล า  2  ส ัป ด า ห ์ก ่อ น ด ำ เน ิน ก า ร ท ด ล อ ง

ก ่อ น ก า ร ท ด ล อ ง  ท ำ ก า ร ต ร ว จ ส ุข ภ า พ ท ั่ว ไ ป ข อ ง ส ุน ัข  ก า ร ท ร ง ต ัว  แ ล ะ 1ช ั่ง 'น าห น ัก  ท ำ ก า ร  

ต ร ว จ ห า ค ่า โ ล ห ิต ว ิท ย า  ( c o m p l e t e  b lo o d  c o u n t )  ค ่า  S G O T  ( a la n in e  t r a n s a m in a s e )  แ ล ะ  

S G PT ( a s p a r t a t e  t r a n s a m in a s e )  เพ ื่อ ใ ห ้ม ีค ว า ม ท ั่น ใ จ ว ่า ส ุน ัข ม ีส ุข ภ า พ แ ข ็ง แ ร ง แ ล ะ ม ีค ่า โ ล ห ิต  

ว ิท ย า ต ่า ง ๆ  อ ย ู่ใ น ช ่ว ง ป ก ต ิ

2. ว ิธ ีก า ร ท ด ล อ ง

2 .1  ก า ร ศ ึก ษ า เภ ส ัช จ ล น ศ า ส ต ร ์ภ า ย ห ล ัง ก า ร ก ิน ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน  แ บ ่ง ส ุน ัข เป ็น ก ล ุ่ม ย ่อ ย  2  ก ล ุ่ม

ก ล ุ่ม ท ี่ 2 .1 .1  ส ุน ัข จ ำ น ว น  1 ต ัว เพ ื่อ เป ็น ก า ร ศ ึก ษ า ว ิจ ัย น ำ ร ่อ ง  (p ilo t  s t u d y )  โ ด ย ใ ห ้ 

ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน  ข น า ด  6 0 0  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ,อ 'พ าห น ัก ต ัว  1 ก ิโ ล ก ร ัม  ใ ห ้ก ิน โ ด ย ผ ส ม น ํ้า ห ว า น  ว ัน ล ะ ค ร ั้ง ท ำ  

ก า ร เจ า ะ เล ือ ด ก ่อ น ท ด ล อ ง แ ล ะ  1 , 2 ,  3 , 4 ,  5 , 8 ,  1 2  ช ั่ว โม ง  ห ล ัง ไ ด ้ร ับ ย า  ใ ห ้ส ุน ัข ก ิน ย า แ ล ะ เจ า ะ  

เล ือ ด เช ่น น ี้ท ุก ว ัน จ น ค ร บ  1 4  ว ัน  แ ล ะ น ำ ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ร ะ ด ับ ย า ใ น เล ือ ด

ก ล ุ่ม ท ี่2 . 1 . 2  ส ุน ัข จ ำ น ว น 7 ต ัว โ ด ย ใ ห ้ส ุน ัข ก ิน ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน  ข น า ด  6 0 0 ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต ่อ น ี้า  

ห น ัก ต ัว  1 ก ิโ ล ก ร ัม  ใ ห ้ก ิน โ ด ย ผ ล ม น ี้า ห ว า น ค ร ั้ง เด ีย ว  ท ำ ก า ร เจ า ะ เล ือ ด ก ่อ น ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง แ ล ะ ท ี่

0 .5 ,  1 , 1 .5 ,  2 ,  2 .5 ,  3 ,  3 .5 ,  4 ,  5 , 8 ,  1 2 , 2 4 ,  4 8 ,  7 2 ,  9 6 ,  1 2 0 ,1 4 4 ,  1 6 8  ช ั่ว โม ง ห ล ัง ท ด ล อ ง แ ล ะ น ำ  

ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ร ะ ต ับ ย า ใ น เล ือ ด
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2.2 การศ ึกษาเภส ัชจลนศาสตร์หล ังฉ ีดไอเวอร์เมคต ินเข ้าใต ้ผ ิวหน ัง แบ ่งส ุน ัขเป ็นกลุ่มย ่อย 3 กลุ่ม 
กลุ่มที่ 2.2.1 ใช ้ส ุน ัขจำนวน 2 ตัว เพ ื่อ เป ็นการศ ึกษาว ิจ ัยนำร ่อง (pilot study) โดยฉีด  

ไอเวอร์เมคติน ขนาด 800 ไมโครกรัมต่อนํ้าหนัก 1 ก ิโถกรัมเข ้าใต ้ผ ิวหนังระหว่างหนังหลังคอกับห ัว  
ไหล่ของสุนัข ท ุกล ัป ด าห ์ ล ัปดาห ์ละครั้ง รวมจำนวน 4 ครั้ง(น ับเป็นวันที่ 0, 7,14 และ 21) ทำการ  
เก ็บต ัวอย ่างเล ือดก ่อนทดลองและท ี่ 1 , 4 ,  6, 8, 12, 24, 28 , 30, 32, 36, 48 , 72, 96, 120, 144 
ชั่วโมงหลังการฉ ีดยาแต ่ละครั้ง และนำไปว ิเคราะห ์ระด ับยาในเล ือด

กลุ่มท ี่ 2 .2 .2 . ใช ้ส ุน ัขจำนวน 7 ตัว ทำการฉ ีดยาไอเวอร ์เมคต ินขนาด 800 ไมโครกรัมต่อนํ้า 
หนักตัว 1 ก ิโลกรัม เข ้าใต ้ผ ิวหนังบรีเวณระหว่างหลังคอกับห ัวไหล,ของสุนัข ท ุกล ัป ดาห ์ ส ัปดาห ์ละ  
ครั้ง รวมจำน วน 2 ครั้ง (นับเป็นวันที่ 0, และ 7) ท ำการเก ็บต ัวอย ่างเล ือดก ่อนท ดลองและท ี่ 1, 4, 6, 
8, 12, 24, 28, 30 , 32, 36, 48 , 72, 96, 120, 144 ชั่วโมง หล ังกา?ฉ ีดยาและนำไปว ิเคราะห ์ระด ับ  
ยาใน เล ือด

กลุ่มท ี่ 2 .2 .3 . ใช ้ส ุน ัขจำนวน 4 ตัว ทำการฉ ีดไอเวอร ์เมคต ินขนาด 800 ไมโครกรัมต่อนํ้า 
หนักตัว 1 ก ิโลกรัม ระหว่างหลังคอกับหัวไหล่ของสุน ัข 1 ครั้ง ท ำการเก ็บ ต ัวอย ่างเล ือดก ่อน การ  
ทดลองและท ี่ 1, 4, 6, 8, 12, 24, 28, 30, 32, 36, 48 , 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240, 
264, 288, 312, 336 ชั่วโมง หล ังการฉ ีดยาและน ำไปว ิเคราะห ์ระด ับยาใน เล ือด

3.ก า ร เต ร ีย ม ต ัว อ ย ่า ง เล ือ ด

3.1 เพ ื่อศ ึกษาทางเภส ัชจลนศาสตร ์
ทำการเก ็บ ต ัวอย ่างเล ือดจากห ลอดเล ือดดำของขาห น ้า (cephalic vein) ตามเวลาท ี่ระบ ุไว  ้

ในข้อ 2.1 และ 2.2 ป ระม าณ  10 ม ิลล ิล ิตร เก ็บในหลอดแก ้วม ีฝาป ิดแล ้วต ั้งท ิ้งไว ้ในอ ุณ หภ ูม ิห ้องจน  
กระทั่งเล ือดแข็งตัวและแยกชั้นซีรั่ม จากน ั้นนำไปปันท ี่ 3000 g นาน 10 นาที ทำการเก็บซีร ั่มไว้ท ี ่
อุณหภูม ิ -18° C จนกระท ั่งทำการว ิเคราะห ์

3 . 2 . เพ ื่อ ป ร ะ เม ิน ค ว า ม ป ล อ ด ภ ัย ข อ ง  ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน

ท ำ ก า ร เจ า ะ เล ือ ด ก ่อ น ก า ร ท ด ล อ ง  แ ล ะ ภ า ย ห ล ัง ไ ด ้ร ับ ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ท ุก ส ัป ด า ห ์แ ล ะ ล ่ง ท ี่

ห น ่ว ย ช ัน ส ูต ร  ค ณ ะ ส ัต ว แ พ ท ย ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย  เพ ื่อ ต ร ว จ ห า ค ่า  C B C  (H c t , แ ช ,  

to ta l e r y th r o c y t e  c o u n t ,  to ta l แ ล ะ  d iffe r e n t ia l  l e u k o c y t e  c o u n t )  1S G P T  แ ล ะ  S G O T  โ ด ย เก ็บ
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ต ัว อ ย ่า ง เล ือ ด ใ น ข ว ด ท ด ล อ ง ท ี่ม ี E D T A  เป ็น ส า ร ก ัน เล ือ ด แ ข ็ง ต ัว เพ ื่อ ต ร ว จ ค ่า โ ล ห ิต ว ิท ย า แ ล ะ เก ็บ ใ น  

ข ว ด ท ี่ป ร า ศ จ า ก ส า ร ก ัน เล ือ ด แ ข ็ง ต ัว เพ ื่อ ต ร ว จ ค ่า เค ม ีใ น โ ล ห ิต

4. ก าร ป ร ะ เม ิน ค ว าม ป ล อ ด ภ ัย จ าก อ าก าร ข อ งส ุน ัข

ท ำ ก า ร ส ัง เก ต แ ล ะ บ ัน ท ึก อ า ก า ร แ ส ด ง ข อ ง ส ุน ัข ภ า ย ห ล ัง ไ ด ้ร ับ ไ อ เว อ ท ์ม ค ต ิน  ไ ด ้แ ก ่ อ า ก า ร  

เด ิน เซ  ซ ึม  ค ล ื่น 1ไ ส ัอ า เจ ีย น  ก า ร เบ ื่อ อ า ห า ร แ ล ะ ก า ร ห ล ั่ง น ํ้า ล า ย  ต ล อ ด จ น ล ัก ษ ณ ะ ผ ิว ห น ัง ส ุน ัข  

บ ร ิเว ณ ท ี่ฉ ีด ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน

5. ก าร ท ด ส อ บ ค ว าม น ่า เ^ อ ถ ึอ ฃ อ งว ิธ ืก าร ว ิเค ร าะห ์ป ร ิม าณ ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ใน ข ืร ั่ม โด ย  HPLC

ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ใ น ซ ึร ั่ม โ ด ย  H P L C  พ ัฒ น า ว ิธ ีก า ร ข ึ้น  

ให ม ่โ ด ย ม ีข ึ้น ต อ น ด ัง ต ่อ ไ ป น ี้

5 .1 .  ว ิธ ีก า ร ส ก ัด ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน จ า ก ซ ึร ัม  ( iv e r m e c t in  e x t r a c t io n  fro m  s e r u m )

1. ท ำ ก า ร เต ิม  a c e to n it r i le  ป ร ิม า ต ร  4  ม ิล ล ิล ิต ร  ล ง ใ น ห ล อ ด แ ก ้ว ท ี่ม ีต ัว อ ย ่า ง ซ ีร ั่ม  2  

ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ้ว เข ย ่า ใ ห ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  v o r t e x  m ix e r  น า น  1 น า ท ี จ า ก น ั้น น ำ ไ ป  ป ่น ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  

c e n t r i f u g e  ค ว า ม เร ็ว  3 0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี น า น  1 5  น า ท ี ซ ึร ั่ม จ ะ แ ย ก เป ็น  2  ส ่ว น  ค ือ ส ่ว น ใ ส  แ ล ะ ส ่ว น  

ข อ ง โป ร ต ีน ท ี่ ถ ูก ต ก ต ะ ก อ น อ อ ก ม า

2 .  น ำ ส ่ว น ใ ล ท ีไ ด ้จ า ก ข ัน ต อ น ท ี 1 ม า ส ก ัด โ ด ย ใ ช ้ d i e t h y le t h e r  แ ล ะ  d i c h lo r o m e t h a n e  

(อ ัต ร า ส ่ว น  8 5 : 1 5 )  ป ร ิม า ต ร  7  ม ิล ล ิล ิต ร  เข ย ่า ใ ห ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  v o r t e x  m ix e r  น า น  1 น า ท ี ส าร  

ล ะ ล า ย จ ะ แ ย ก เ ป ็น 2  ส ่ว น  ด ูด ส ่ว น บ น  7  ม ิล ล ิล ิต ร ใ ส ่ห ล อ ด ท ด ล อ ง ข น า ด  1 5  ม ิล ล ิล ิต ร ร ะ เห ย ใ ห ้แ ห ้ง  

ด ้ว ย ไ น โ ต ร เจ น ใ น อ ่า ง น ี้า ร ้อ น อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 4 - 4 5  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส จ น ไ ด ้ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ม ีล ัก ษ ณ ะ เป ็น ผ ง ส ี 

เห ล ือ ง

3 . ล ะ ล า ย ด ้ว ย  m e th a n o l  ป ร ิม า ต ร  4 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  เข ย ่า ใ ห ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  v o r t e x  m ix e r  

น า น  1 น า ท ี จ า ก น ั้น ใ ส ่ล ง ใ น  u l t r a s o n ic  b a th  เพ ื่อ ใ ห ้ผ ส ม เป ็น เน ื้อ เด ีย ว ก ัน

4 . ฉ ีด เข ้า เค ร ื่อ ง  H P L C  ป ร ิม า ต ร  2 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  

โ ด ย ม ี H P L C  c o n d it io n  ด ัง น ี

c o lu m n  : H y p e r s i l  O D S  C o lu m n , R e v e r s e d  p h a s e  c o lu m n  C 18 , 5  p m  p a r t ic le ,
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1 5  c m  le n g th ,  4 .6  m m  in te r n a l d i a m e t e r

m o b i le  p h a s e  : m e th a n o l  : w a t e r  ( 8 5 : 1 5  ) 

f lo w  r a te  : 1 m l/m in .  

uv d e t e c t o r  : ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 4 5  n m . 

in je c t io n  v o lu m e  : 2 0  |iL

5 .2  ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน

ป ร ิม า ณ ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ห า จ า ก  s t a n d a r d  c a l ib r a t io n  c u r v e

s t o c k  s o lu t io n  เต ร ีย ม จ า ก  1%  w /v  iv e r m e c t in  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ? ล ะ ล า ย ใ น  m e th a n o l  1 0  

ม ิล ล ิล ิต ร

w o r k in g  s o lu t io n  เต ร ีย ม จ า ก  s t o c k  s o lu t io n  ท ี' เจ ือ จ า ง ด ้ว ย  m e th a n o l  จ น ไ ด ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น  

1 0 0 0 ,8 0 0 ,  4 0 0 ,  2 0 0 ,  1 0 0 ,  5 0 ,  2 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร

เต ร ีย ม ซ ีร ั่ม ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ่า ง  ๆ  โ ด ย ก า ร เต ิม  w o r k in g  s o lu t io n  ป ร ิม า ต ร  2 0  

ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ล ง ใน ซ ีร ั่ม  2  ม ิล ล ิล ิต ร ไ ด ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น  1 ,0 0 0 ,  8 0 0 ,  4 0 0 ,  2 0 0 ,  1 0 0 ,  5 0 , 2 0  น า โ น ก ร ัม ต ่อ  

ม ิล ล ิล ิต ร  ว ิเค ร า ะ ห ์โ ด ย ฉ ีด เข ้า  H P L C  แ ล ะ น ำ ม า ส ร ้า ง ก ร า ฟ ร ะ ห ว ่า ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น ก ับ พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ  

ข อ ง โ ค ร ม า โ ต แ ก ร ม  ใ ช ้ช ่ว ง ท ี่ก ร า ฟ เป ็น เต ้น ต ร ง  ( lin e a r ity )  ส ร ้า ง เป ็น ล ม ก า ?  Y =  a  +  b x  ค ่า  Y  ค ือ  

พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ แ ล ะ  X ค ือ ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ่า ง ๆ  ส ม ก า ร ส า ม า ร ถ ใ ช ้ค ำ น ว ณ ห า ค ว า ม เข ้ม  

ข ้น ข อ ง ส า ร ท ี่ไ ม ่ท ร า บ ค ่า ไ ด ้

5 .3 .  ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม น ่า เช ื่อ ถ ือ ข อ ง ว ิธ ีก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์(v a l id a t io n  m e t h o d )

ก า ? ท ด ส อ บ ค ว า ม น ่า เช ื่อ ถ ือ ข อ ง ว ิธ ีก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ก า ร ห า  lin e a r ity , a c c u r a c y ,  

p r e c i s io n  ( in tr a - in te r d a y  a s s a y ) ,  s e n s i t iv i t y  แ ล ะ  s ta b il i ty

เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง  ช ีร ั่ม ส ุน ัข ท ี่'ไม ่'ได ้ร ับ  ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน  (b la n k )  ม า ว ิเค ร า ะ ห ์

5 .3 .1  ค ว า ม ต ้ม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ก ับ พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ  (c a l ib r a t io n  c u r v e )  

เต ร ีย ม ซ ีร ั่ม ไ อ เว อ ร ์เม ค ต ิน ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 , 5 0 ,  1 0 0 ,  2 0 0 ,  4 0 0  แ ล ะ  . 8 0 0  น า โ น ก ร ัม ต ่อ  

ม ิล ล ิล ิต ร  ว ิเค ร า ะ ห ์แ ล ะ น ่า ม า ส ร ้า ง ก ร า ฟ ค ว า ม ต ้เม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น แ ล ะ พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ ข อ ง

โ ค ร ม า โ ต แ ก ร ม  ( c a l ib r a t io n  c u r v e )  ส ร ้า ง เป ็น ส ม ก า ร เต ้น ต ร ง แ ล ะ ค ำ น ว ณ ห า ค ่า ต ้ม ป ร ะ ส ิท ธ ึ๋ค ว า ม  

ถ ด ถ อ ย  ( R2) ต ัง ข ้อ  5 .2
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5.3.2 การวิเคราะห์ความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์(accuracy)

ร้อยละความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์(% recovery) เตรียมไอเวอรีเมคตินมาตรฐานที่ทราบ 

ความเข้มข้น 100 1 200 และ 400 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเตรียมไอเวอรีเมคตินความเข้ม 

ข้นละ 3 หลอด คำนวณร้อยละความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์จาก!]ริมาณ ไอเวอร์เมคตินที่ตรวจพบ 

หารด้วยปริมาณไอเวอรีเมคตินที่เตรียม

5.3.3 ความแม่นยำของวิธีวิเคราะห์ (precision)

ความแม่นยำของวิธีการวิเคราะห์ภายในวันเดียวกน (precision intra-day) เตรียมซีร่ัม 

ไอเวอร์เมคตินมาตรฐานความเข้มข้น 0, 50, 100, 200, 400, 600 และ800 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

อย่างละ3หลอดนำมาวิเคราะห์กายในวันเดียวกันคำนวณหาค่าสัมประสิทธิ,สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(relative standard deviation)

ความแม่นยำของวิธีการวิเคราะห์ระหว่างวัน (precision inter-day) เตรียมชีรั่ม 

ไอเวอร์เมคตินมาตรฐานความเข้มข้น 0, 50, 100, 200, 400 และ 800 นาโนกรัมต่อมลลิลิตร อย่าง 

ละ 1 หลอดนำมาวิเคราะห์ ทำซํ้าต่างวันกันอย่างน้อย 3 วัน คำนวณหาค่าส์เมประสิทธิ้ส่วนเบี่ยง 

เบนมาตรฐาน (relative standard deviation)

5.3.2 การศึกษาค่าความคงตัวของยาไอเวอรีเมคตินในซีรั่มสุนัข (stability)

วิเคราะห์ความคงตัวของยาไอเวอร์เมคตินในซีรั่มสุนัขเมื่อเก็บไว้ที่ดู้แซ่แข็งอุณหภูมิ -18° C 

เตรียมชีรั่มไอเวอรีเมคตินมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้น 100 ,400 และ 800 นาโนกรัมต่อ 

มิลลิลิตร นำไปเก็บไว้ตู้แซ่แข็ง นำออกมาวิเคราะห์ระดับยาวันละ 3 หลอด ในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 

นำค่าที่ได้มาหาค่าความคงตัวของสารโดยใช้ค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธ์ (r)

6.ก าร ค ำน ว ณ ค ่าพ าร าม ิเต อ ร ์ท าง เภ ส ัช จ ล น ศ าส ต ร ์

6.1 การคำนวณค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์โดยใช้ model independent

พืนที่ใต้กราฟระหว่างความเข้มข้นของยากับเวลา (area under the concentration-time 

curve from time 0 to infinity, A U C  0.00) คำนวณโดยใช้ trapezoidal rule

เวลาที่ระดับยาสูงสุด (time to peak ,Tmax ) หาได้จากข้อมูลระหว่างความเข้มข้นกับเวลา 

ระดับความเข้มข้นที่สูงสุดของยาในร่างกาย (peak concentration ,Cmax) หาได้จากข้อมูล 

ระหว่างความเข้มข้นของยาในซีรั่มกับเวลา ในสุนัขแต่ละตัว
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6.2 การคำนวณค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์โดยใช้ model dependent

6.2.1 การคำนวณค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ใน one-compartmental model 

อัตราคงที่ของการขจัดยา (elimination rate constant, Ke1) หาได้จากความชันส่วนปลาย

ของกราฟระหว่างความเข้มข้นของยากับเวลา

K„ = Ln(๐ 1-๐0) / t,-t0 ....................................(1)

ค่าครงชีวิตของการขจัดยา (elimination half life, T 1/2)คำนวณจาก

T 1/2 = 0.693 / Ke1............................................ (2)

ปรมาตรปรากฎการกระจายตัว (apparent volume of distribution, Vd)

Vd = CL/ Kel.................................................. (3)

เคลียร้านซ์ (clearance 1 CL)

CL = F.D / AUC c.oo....................................... (4)

Dose = ปริมาณยาที่บริหาร

อัตราคงที่ของการดูดซึมยา(absorption rate constant, Ka) คำนวณได้จาก residual

method

พื้นที่ใต้กราฟระหว่างความเข้มข้นของยากับเวลา (area under the concentration -  time 

curve from time 0 to infinity, AUC 0.00) คำนวณโดยใช้ residual method

6.2.2 การคำนวณค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ใน two-compartmental model 

ปริมาตรปรากฏการกระจายตัว (apparent volume of distribution, Vd)

Vd = F.D /(A+B)............................................(5)

F = bioavailability 

A = จุดตัดแกน Y จาก residual line 

B = จุดตัดแกน Y จาก terminal slope 

ค่าครงชีวิตของการขจัดยาออก (elimination half life, T y2)

T i/2 = 0.693/(3 .............................................. (6)

เคลียร้านซ์ (clearance, CL)

CL = F.D/AUC 0.00........................................... (7)
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อัตราคงที่ของการดูดซึม(absorption rate constant, Ka) คำนวณได้จาก residual

method

พืนที่ใต้กราฟระหว่างความเข้มข้นของยากับเวลา(area under the concentration-time 

curve from time 0 to infinity, AUC 0.00) คำนวณโดยใช้ residual method

วิธีการคำนวณค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์แสดงไว่ในภาคผนวก

7.สถิติทีใช้ทดสอบ

ค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ นํ้าหนักของสุนัข RBC count, Hct, Hb, total และ 

differential leukocyte count, SGOTและ SGPT แสดงข้อมูลออกมาในรูป mean ± SEM และนำ 

มาหาค่าความแตกต่างทางสถิติโดยใช้

Student’s t test เพื่อเปรยบเทียบค่าตัววัดทางเภสัชจลนศาสตร์ระหว่างการกินและการฉีด 

เข้าใต้ผิวหนัง

AN OVA เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างนํ้าหนักสุนัข ค่าโลหิตวิทยาและค่าเคมี 

โลหิต ก่อนและภายหลังได้รับไอเวอ?เมคติน

การทดสอบนัยสำคัญทางสถิติ (p=0.05) โดยใช้โปรแกรม สำเร็จรูป Microsoft Excel 

version 7 และ SPSS PC version 7.5.2
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