
เอกสารและงานวจยทเกยวของ

2.1 แนวคิดและทฤษฎี

2.1.1 ยาปฏิชีวนะในกลุ่มเฑทระไซคลิน (tetracycline, TCs)
ยากลุ่มเททระไซคลิน (tetracyclines, TCs) เป็นยาที่ออกฤทธกดการเจริญเติบโตของ 

แบคทีเรีย และมีขอบเขตในการออกฤทธิ๙กว้าง ทำลายแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ รวมทั้ง 
Mycobacteria, Mycoplasma, Treponema, Rickettsiae, Cocella, Clamydia, Actinomyces, Amoebae, 
Plasmodium และไวรัส โดยแบคทีเรียแกรมบวกนั้นไวต่อเททระไชคลินมากกว่าแกรมลบ แต่ก็เกิดการ 
ดื้อยาง่ายกว่า ด ังน ั้นจ ึงม ักใช้ยาเททระไชคลินรักษาโรคติดเช ื้อท ี่เก ิดจากแบคทีเร ียแกรมลบ เช่น 
Haemophilus ducreyi, Vibrio cholera และ Pseudomonas mallei เปนต้น [16] ยาในกลุ่มนผลิตขนมา 
จากเชื้อราในตระกูล Streptomyces โดยสารตัวแรกที่ค้นพบคือ คลอเททระไชคลิน (chlortetracycline, 
CTC) ค้นพบในปี 1948 โดยแยกไต้จากเชื้อ Streptomyces aureofaciens อีก 2 ปีต่อมาก็ค้นพบ 
ออกซิเททระไซคลิน (oxytetracycline, OTC) โดยแยกไต้จากเชอ Streptomyces rimosus ต่อมาในป 
1952 สามารถผลิตยากลุ่มนี้ในรูปกํ่งสังเคราะห์ขึ้นมาไต้ โดยการดึงเอาอะตอมของคลอรนออกจาก 
CTC ยาที่ผลิตไต้ใหม่นี้จะเรียกว่าเททระไซคลิน (tetracycline, TC) เหมือนชื่อกลุ่มยา ในป็จจุบันนี้1ไต้มี 
การผลิตยาในกลุ่มนี้ตัวใหม่ขึ้นมาใช้อีกหลายตัว เช่น ดอกซีไซคลิน (doxycycline, DC) ดีมีคลอไซคลิน 
(demechlocycline, DMC) เมธาไชคลิน (methacycline, MC) และโรลิเททระไชคลิน (rolitetracycline, 
RTC) [17]

ยาในกลุ่มเททระไชคลินทุกชนิด มีสูตรโครงสร้างคล้ายคลึงกัน กล่าวคือ ประกอบด้วย 
โครงสร้างวงแหวน 4 อันชงอาจเรยกว่า hydronapthacene skeleton หรอ tetracycline nucleus (รูปท 2.1) 
และตารางที่ 2.1

คุณสมบัติโดยทั่วไปของยาในกลุ่มเททระไซคลิน พบว่ามักเป็นผงยาสีเหลืองอ่อน ไม่มี 
กลี่น มีรสขมเล็กน้อย ละลายนํ้าไต้เล็กน้อย ละลายในแอลกอฮอล์ 50 ส่วน ไม่ละลายในอีเธอร์ 
คลอโรฟอร์ม และละลายไต้ในกรดเจือจาง แต่ถ้าเตรียมในรูปเกลือไฮโดรคลอไรด์จะละลายนํ้าไดด็ขึ้น
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ผงยาละลายน้ํา 10 ส่วน จะได้สารละลายใสแต่ถ้าทิ้งไว้จะขุ่น ผงยาละลายในแอลกอฮอล์ 100 ส่วน 
เกือบไม่ละลายในอีเธอร์คลอโรฟอร์ม ละลายในสารละลายอัลคาไลน์ไฮดรอกไซด์ และคาร์บอเนต 
สารละลาย 1% มี pH 1.8- 2.8 ตัวยาเมื่ออยู่ในสภาพผงแห้ง มักมีความคงตัวดี แต่ถ้าอยู่ในรูปสารละลาย 
จะสลายตัวง่าย พบว่ายาสลายตัวด้วยอีพ ิเมอไรเซชัน (epimerization) เก ิดเป็น4-epitetracycline,
anhydrotetracycline, 4-epianhydrotetracycline และสารอืนๆ และจะสลายเร็วมากที pH ตำกว่า 2 และ 
จะสลายตัวได้ช้าที่ pH 7 หรือ สูงกว่า และอัตราเร็วการสลายตัวจะเพี่มขึ้นเมื่อมีกรดชิตริกอยู่ด้วย ยาใน 
กลุ่มนี้ทุกตัวสามารถจับตัวเป็นสารประกอบเชิงซ้อน กับอนุมูลโลหะชนิดไตรวาเลนท์ (trivalent) และ 
ไดวาเลนท์ (divalent) เช่น แคลเซียม อะลูมีนัม แมกนีเซียม และเหล็ก ที่ตำแหน่ง C-11 และ C-12 
รวมตัวเป็นสารประกอบที่ไม,ละลายน้ํา (insoluble complexes) ดังนั้นจึงไม่ควรใช้ยานี้ร่วมกับยาหรือ 
สารอื่นๆ ที่มีอนุมูลโลหะเหล่านี้ เช่น ยาลดกรดและนม ดังนั้น หากยาเททระไซคลินเกิดการรวมตัวกัน 
ดังกล่าวก่อนที่ยาจะสลายตัวในกระเพาะอาหารแล้ว ยาก็จะไม่ถูกดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือด ดังนั้นในการ 
ผลิตยากลุ่มเททระไซคลินจะต้องเตรียมยาให้อยู่ในรูปของเกลือหรือรูปอื่นที่จะทำให้ยาไม่สามารถไป 
รวมตัวกับโลหะ โดยเฉพาะแคลเซียม ตัวอย่างของยาที่ผลิตขายอยู่ในรูปต่างๆ เช่น oxytetracycline กับ 
glucosamine เตรยมโดยเติม glucosamine ลงไปจับตัวกับแคลเซยมไอออนหรอ tetracycline- phosphate 
เตรียมโดยเติม sodiummetaphosphate เรียกว่าสารประกอบ เททระไซคลินฟอสเฟต ซํ่งพบว่ายาตัวนี้จะ 
ดูดซึมได้ดีกว่ารูปอื่นๆ ทั้งนี้พบว่า tetracycline ที่อยู่ในรูปของเกลือไฮโดรคลอไรด์เป็นรูปที่ม ีความ 
ทนทานโดยเฉพาะในรูปผง (dry powder) [16]
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ตารางท่ี 2.1 สูตรโครงสร้างของยาในกลุ่มเททระไซคลิน

ชนิดของยาในกลุ่มเททระไซคลิน (TCs)
X, x 2 x 3

เททระไซคลิน (tetracycline; TC) -c h 3 -H -H
คลอเททระไชคลิน (chlotetracycline; CTC) -c h 3 -H -CL
ออกซีเททระไชคลิน (oxytetracycline; OTC) -c h 3 -OH -H
ดอกซีไซคลิน (doxycycline; DXC, DC) -c h 3 -OH -H*
โรลิเททระไชคลิน (rolitetracycline; RTC) -c h 3 -H -H
ดีเมโคลไซคลิน (demeclocycline; DMC) -H -H -Cl
มิโนไซคลิน (minocycline; MNC) -H -H -N (CHj)2*
เมธาไซคลิน (methacycline; MTC) =CH2 -OH -H*

ไม่มี -0H [16]* ท่ีตำแหน่ง c6
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2.1.2 กลไกการทำงานและขอบเขตการออกฤทธ่ิของยาเททระไซคลิน

เททระไซคลินมีผลต่อจุลชีพและต่อเชลล์ของร่างกายโดยเรียงตามลำดับความสำคัญ
ดังต่อไปนี้

1. การยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนของเซลล์แบคทีเรียที่กำลังเจริญแบ่งเซลล์ซํ่งเป็นการ 
ออกฤทธี้ที่สำคัญของสารกลุ่มนี้ โดยจะไปเกาะคับส่วน ไรโบโซมย่อย 50ร ของ 70s ไรโบโซม ของเชื้อ 
แบคทีเรีย ไปขัดขวางการขนย้ายกรดอะมิโน จาก aminoacyl t-RNA ไปยังส่วนพอลิเปปไทด์ ทำให้ 
แบคทีเรียหยุดการเจริญและแบ่งเชลล์ (bacteriostatic) ถ้าความเข้มข้นของยาสูงๆพบว่ายานี้จะยับยั้ง 
ขบวนการสังเคราะห์โปรตีนของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทุกชนิดด้วย และมีฤทธื้ต่อเซลล์ร่างกายทำให้การ 
ทำงานของไตเสียไป

2. กลุ่มยาเททระไชคลินมีฤทธึ๋เป็นคีเลติ่งเอเจ่น (chelating agent) ของโลหะชนิดไตรวา 
เลนท์และไดวาเลนท์ เช่น แมกนีเซียม แมงกานีส และแคลเซียม ดังนั้นยากลุ่มนี้มีผลต่อการทำงาน1ของ 
เอนไซม ์กล ุ่มท ี่ม ีโลหะด ังกล ่าวเป ็นโคแฟคเตอร์ (cofactor) โดย CTC จะยับยั้งเอนไซม์ organic 
nitroreductase ของเซลลแบคทีเรีย

3. กลุ่มยาเททระไซคลินมีฤทธรบกวนขบวนการฟอสฟอรีเลชันของการสร้างกลูโคส 
(phosphorylation of glucose) ทั้งของเซลล์แบคทีเรียและเซลล์ร่างกาย [18]

ยากลุ่มนี้นำไปใช้โดยให้สัตว์กินเนื้อและสัตว์เคี้ยวเอื้องกิน ให้โดยการฉีดเข้าเสันเลือด 
หรือกล้ามเนื้อ หรือให้ยาเข้าทางเด้านมเพื่อรักษาโรคเต้านมอักเสบในโคนม แพะ และแกะ โดยมี 
ขอบเขตในการออกฤทธี้ดังนี้

1) กล ุ่มยาเททระไซคล ินใช ้ได ้ผลด ีท ี่ส ุดต ่อแบคท ีเร ียพวก beta hemolytic 
Streptococci, nonhemolytic Streptococci, Clostridium, Brucella, Hemophius และ Klebsiella

2) กลุ่มยาเททระไซคลินใช้ได ้ผลปานกลางต่อแบคทีเรียพวก Corynebacterium, 
Pasteurella, Salmonella และ Bacillus anthracis

3) กล ุ่มยาเททระไซคล ินใช ้,ไม ่ค ่อยได ้ผลต ่อแบคท ีเร ียพวก Proteus spp., 
Psudomonas, Acrobacter aerogenes, Streptococcus faecallis, Shigella และ Staphylococci [18]

4) ออกฤทธิ้ทำลาย pathogenic agent บางชนิดที่สารปฏิชีวนะชนิดอื่นทำลายไม่ได้ 
เช่น Rickettsiae, ไวรัสขนาดใหญ่ เช่น Psittacosis ในสัตว และ Lymphogranuloma venereum ในคน

5) ออกฤทธิทำลายเชอ Mycoplasma, Spirochete และ Actinomycètes



8

6) ล้าให้ปริมาณสูงๆจะออกฤทธทำลายเชื้อโปรโตซัวได้

สารในกลุ่ม TCs ที่นิยมใช้ในทางสัตวแพทย์ ได้แก่
1) tetracycline hydrochloride (TC-HC1) มีช ื่อทางการค้าตามบริษัทที่ผลิตได้แก่

Achromycin, Panmycin และ Polycycine เป็นด้น มีลักษณะเป็นผงผลึกสีเหลือง ไม่มีกลิ่น และละลาย 
ใ!าได้ดี ถูกทำลายได้ง่ายโดยสารละลายด่างแก่ และสารละลายกรดท่ีมี pH ตรกว่า 2

2) oxytetracycline hydrochloride (OTC-HC1) มชอทางการถ้าว่า Terramycin มลักษณะ 
เป็นผงผลึกสีเหลือง มีรสขม และไม่มีกลิ่น ละลายได้ดีในนํ้าและสารละลายอินทํรย์นิยมให้โดยการฉีด 
เช้ากล้ามเน้ือ

3) chlortetracycline hydrochloride (CTC-HC1) มชือทางการค้าว่า Aureomycin มลักษณะ 
เป็นผงผลึกสีเหลือง ไม่มีกลิ่น มีรสขม และละลายนํ้าได้เพียงเล็กน้อย มีลักษณะเป็นกรดสูงเมื่ออยู่ในรูป 
สารละลายจึงไม่แนะนำให้ฉีดเช้ากล้ามเนื้อเพราะจะทำให้กล้ามเนื้อเกิดการระคายเคืองและเกิดเนื้อตาย
hi yเด

4) doxycycline monohydrate (DC) เป็นสารที่ดูดซึมได้ดีและขับถ่ายออกช้ากว่าสารใน 
กลุ่ม TCs ตัวอื่นๆจึงทำให้สารออกฤทธิ้ได้นาน มีก่ากงชีวิตในกระแสเลือดนานถึง 19-20 ชั่วโมง ขนาด 
สารที่ให้จึงน้อยกว่าและไม่ต้องให้บ่อยเหมือนสารตัวอื่นในกลุ่ม

2.1.3 การดูดซึม การกระจายยา และการขับถ่าย

ยาในกลุ่ม TCs จะถูกดูดซึมได้ด ีในลำไล้เล ็กส่วนด้น โดยยาจะต้องสลายตัวใน 
กระเพาะอาหารก่อน พบว่ายาแต่ละชนิดถูกดูดซึมได้แตกด่างกัน เรยงจากมากไปน้อยได้ด ังน ี้ ท 
monocycline > doxycycline > tetracycline > demeclocycline, oxytetracycline > chlotetracycline ใน 
พวกสัตว์กินเนื้อภายหลังจากให้สารในกลุ่ม TCs สารจะถูกดูดซึมได้ดีในกระเพาะอาหารและลำไล้เล็ก 
ส่วนด้น สารกลุ่มนี้จะเกาะกับโปรตีนในพลาสมาแบบไม่ถาวร จะแพร่กระจายไปทั่วร่างกายโดยพบ 
ปริมาณเข้มข้นสูงสุดที่ ไต ตับ ม้าม และ ภายหลังจากที่ดูดซึมแล้วสารบางส่วนจะไปอยู่ที่ตับแล้วขับ 
ออกมากับนํ้าดีและถูกดูดซึมที่ลำไล้เล็กอีกเรยกว่าการเกิด enterohepatic recycling (รูปที่ 2.2) จึงยังมี 
สารบางส่วนคงอยู่ในเลือดเป็นเวลานาน ชํ่งด่างจากสารปฏิชีวนะชนิดอื่นๆ ที่ขับถ่ายออกจากร่างกาย 
อย่างรวดเร็ว โดยจะสามารถขับถ่ายได้ทั่งทางป็สสาวะโดยผ่านไต ทางอุจจาระ และทาง,นานม สารกลุ่ม
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TCs ม ีการเปล ี่ยนแปลงหลายระด ับ แต ่ท ี่พบส ่วนใหญ ่ในป ัสสาวะ อ ุจจาระ และในเน ื้อเย ื่อจะอยู่ในร ูป  

TC ตั้งต ้น ในอ ุจจาระจะพบสาร TC ในรูปเด ิมไม ่เปล ี่ยนแปลงอยู่ถ ึง 30% [17]

ร ูปท 2.2 การเกิด enterohepatic cycle ของสารกล ุ่ม TCs [14]

So lid  te tra cyc lineในกระเพาะ
D iso lved tetracycline ในกระเพาะ

{ใ
So lid  te tracycline ในลำไลํ

Te tracyc line ในเสือด

ฃ .
D iso lved tetracycline ในลำไสั

อุจจาระ

รูปท ี่ 2.3 การดูดซ ึมของกลุ่มยา TCs (adsorption) [14]
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ถ ึงแม ้ส ารจะถ ูกข ับ ถ ่ายออ ก  แ ต ่ก ็ม ีส ารบ างส ่วน ท ี่ต ก ค ้า งอ ย ู่ในร ่างก ายสัตว์ได้ ท ี่ผ ่านมาม ี 

รายงานการตรวจพบยา Tetracycline ในผล ิตภ ัณ ฑ ์ส ัตว ์มากมายเช ่น  ไข ่ไก ่ น ํ้านม น ํ้าผ ี้งและเน ื้อส ัตว  ์

โดยม ีรายงานว ่าพบในต ัวอย ่างเน ื้อ ไถ ่ 1.2% และเน ื้อหม ูท ี่ช ื้อมาจากตลาด [9 ] ส ่งผลเส ียต ่อผ ู้บร ิโภค  

โดยเฉพาะอาการการแพ ้ท ี่เก ิดจากการไม ่ยอมรับยาปฏ ิช ีวนะต ัวใดต ัวหน ื้ง [1]

2.1.4 ผลกระทบจากการใช้ยาเททระไซคลิน

การเก ิด ก ารต ก ค ้างของสาร  TCs ใน ผล ิตภ ัณ ฑ ์อ าห ารต ่างๆ  ใน ระด ับ น ้อ ย กว ่า

1 ม ิลล ิกร ัมต ่อล ิตร (part per m illio n : ppm) จะไม ่เก ิดผลเฉ ียบพล ันต ่อผ ู้บร ิโภค แต ่อาจทำให ้เก ิด  

อ ันตรายต ่อส ุขภาพของผ ู้บร ิโภคได ้ในระยะยาว เน ื่องจากการท ี่สารตกค ้างในเน ื้อส ัตว ์และผล ิตภ ัณ ฑ  ์

จากส ัตว ์ท ี่บร ิโภคเข ้าไปม ีปร ิมาณ น ้อยไม 'ถ ึงก ับขนาดท ี่ใช ้ร ักษาโรค จ ึงไม ่ทำให ้เช ื้อ โรคท ี่ม ีในร ่างการ  

ตายแต ่กล ับทำให ้เช ื้อ โรคน ั้นปร ับต ัวและด ื้อต ่อยา ทำให ้เก ิดป ็ญ หาการร ักษาโรคในภายหล ังได ้ และ 

จากคุณสมบตของ te tracyc line (TC ) ท ี่เป ็นยาครอบจักรวาล ค ้าตรวจพบในระด ับ 5-7 ม ิลลิกรัมต ่อลิตร 

จะไปฆ ่าเช ื้อท ี่ม ีอย ู่ในสภาวะปกต ิในร ่างกาย (normal flo ra ) อ ันเป ็นเหต ุให ้เก ิดการต ิดเช ื้อชน ิดอ ื่นๆ ท่ี 

เป ็น อ ัน ต ราย ม าก ช ื้น  (superinfectious) ใน ล ำ ไค ้ให ญ ่ ท ำ ให ้ม ีอ าก ารท ้อ ง เด ิน  ม ีไข ้จ าก เช ื้อ

S ta p h y lo c o c c i  เก ิดการติดเช ื้อรา C a n d id a  a lb ic a n s  ในช ่องปาก ลำคอ ช ่องคลอด หรือทางเด ินอาหาร 

โดยทำให ้เช ื้อท ี่ไวต ่อยาลดจำนวนลง เช่น แบคทีเร ียพวก aerobic และ anaerobic ส ่วนเช ื้อท ี่ด ื้อยาจะม  ี

จำนวนมากช ื้น  เช่น พวก E n te r o c o c c i ,  P r o te u s  และ ย ีสต ์ช ํ่งเป ็นอ ันตรายมาก แต่เมื่อหยุดยา สภาวะ 

ปกต ิของเช ื้ออ าจจะกล ับ ค ืนส ุ่สภ าวะป กต ิได ้ ส ่วนอาการร ุนแรงท ี่เก ิดช ื้น  แล ้วแต ่ชน ิดของเช ื้อ  เช่น 

พบว่าเช ื้อ S ta p h y lo c o c c u s  ในทางเด ินอาหารท ี่เก ิดในเด ็ก ม ักจะทำให ้เด ็กท ้องร ่วง และค้าเป ็นมากๆ  

อาจถ ึงตายได ้ อาการเป ็นพ ิษต ่อระบบทางเด ินอาหารค ือ ทำให ้เก ิดการระคายเค ืองต ่อทางเด ินอาหาร  

เช่น อาจจะเก ิดอาการปวดแสบ แ ล ะ จ ุก เส ียดล ิ ้น ป ี คล ื่นใค ้อาเจ ียน ท ้อ งร ่ว งได ้ อาจเป ็นพ ิษต ่อไต ทำให  ้

เป ็น โรค ไต ได ้ เร ียกว่า กล ุ่มอาการแฟนโคน ี่ (Fanconi syndrome) น อ ก จ า ก น ี้ม ีผ ล ต ่อ ก ร ะ ด ูก แ ล ะ ฟ ัน  

โดย TC  จะไปจ ับก ับแคลเซ ียมท ี่กระล ูกและฟ ัน  ย ับย ั้งการเจร ิญของกระล ูกและฟ ัน สารท ี่เกาะบริเวณ  

ฟ ันจะทำให ้ฟ ัน เปล ี่ยนส ีอย ่างถาวรเป ็นส ีน ํ้าตาลและเม ื่อถ ูกแสงส ีน ํ้าตาลจะย ิ่งเข ้มช ื้น  เน ื่องจากสาร  

กล ุ่มน ี้สามารถผ ่านรกได ้ด ังน ั้นจ ึงไม ่ควรใช ้ยาในหญ ิงท ี่ต ั้งครรภ ์ต ั้งแต ่ 4 เด ือนช ื้นไป และ,ในเด ็กท ี่ม ี 

อายุตรกว่า 6 ป ีนอกจากน ี้สาร TCs ท ุกชน ิดย ังทำให ้ผ ิวหน ังแพ ้ต ่อแสง ผ ิว ไห ม ้ และร ู้ส ึกชาบร ิเวณท ี่
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ถูกแสง เป ็นต้น การแพ้ยา TC อาจทำให้เก ิดอาการคัน หืด หน ้าบวม แต ่ม ี'ไม ่มากและยังอาจเป ็นพ ิษต ่อ  

ตับไดอกด้วย [19]

จากสาเหต ุด ังกล ่าวทำให ้แต ่ละประเทศให ้ความสำค ัญ เร ื่องความปลอดภ ัยของอาหาร  

โดยต ้องม ีการหย ุดการใช ้ยาภายในเวลาท ี่กำหนด (w ithd rawa l tim e) ก ่อนการส ่งออกหร ือวางจำหน ่าย  

ผล ิตภ ัณฑ ์ (ตารางท ี่ 2.2) เพราะหากตรวจพบยาปฏ ิช ีวนะเก ินมาตรฐานท ี่กำหนด (ตารางท ี่ 2.3) ส ินค ้า 

ท ั้งหมดก ็จะถ ูกปฏ ิเสธ ทำให ้กระทบ กระเท ือน ต ่อเศรษฐก ิจของประเทศ ด ังน ั้นต ้องสามารถตรวจสอบ  

ยาปฏ ิช ีวนะแล ้วม ีค ่าไม ่เก ินค ่ามาตรฐานท ี่กำหนดไว ้

ตารางที่ 2.2 ระยะเวลาท ี่หย ุดให ้สารปฏ ิช ีวนะในกล ุ่ม เททระไซคล ินก ่อนส ่งโรงฆ ่าของส ัตว ์

ชนิดต่างๆ

ระยะเวลาท ี่หย ุดให ้สารก ่อนส ่งโรงฆ ่า (ว ัน )
น Id

โค สุกร ไก ่

TC-HC1 5 4 -

0TC -HC1 7 26 0

CTC-HC1 3 5 1

หมายเหต ุส ัญ ล ักษ ณ ์( - ) ไม ่ม ีรายงาน ท ี่ม า :[17]
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ตารางที่ 2.3 มาตรฐานปริมาณของยากล ุ่มเททระไซคล ินท ี่มน ุษย ์จะร ับไดในแต ่ละว ัน (A D I) และ 

ระด ับส ูงส ุดท ี่อน ุญาตให ้ตรวจพบได ้ในอาหาร (M R Ls)

๙ M R Ls (m g/kg)
ผลตภณฑ ----------------------------------------------------------------

อาหาร
tolerance'

EU2 Codex3 ประเทศไทย3

กส์าม ิฌ ึ่อ 2 0.1 0.2 0.2

ตับ 6 0.3 0.6 0.6

ไต
3 pg /kg  

ต ่อ น ั้า ห น ัก
12 0.6 1.2 1.2

ไข ่
ต ัวผ ู้บร ิโภค

- 0.2 0.2 0.4

นม 0.3 0.1 0.1 0.1

นํ้าผื้ง _ _ _ 0.025

หมายเหตุ 1: TC

2: ผลรวมของสารในกล ุ่ม  TCs

3: TC /C TC /O TC  อย่างหน ื่งอย ่างใดหรือผลรวมของยาท ั้ง 3 ชนิด 

ที่มา: [2, 3, 13]

2.1.5 การตรวจวิเคราะห์เททระไซคลิน

2.1.5.1 การตรวจว ิเคราะห ์เททระไซคลินด ้วยว ิธ ีทางเคม ี

เน ื่องจาก TC เป ็นยาปฏ ิช ีวนะท ี่ม ีการน ิยม1ใช ้ก ันอย ่างแพร่หลาย ทำให้เก ิดการ 

ตกค ้างใน ผล ิตภ ัณ ฑ ์จากส ัตว ์จ ึงต ้อ งม ีก ารตรวจหาการตกค ้างของ TC ด ้วยเทคน ิคต ่างๆ การตรวจ  

ว ิเคราะห ์เททระไซคล ินโดยว ิธ ีทางเคม ีน ั้นสามารถทำได ้หลายเทคน ิคด ังแสดงในตาราง 2.4 โดยเทคน ิค  

ทางเคมทเปนทน ิยม คอ เทคนิค high performance liq u id  chromatography (H PLC ) เป ็นเทคนิคท ีม ี 

ความไวส ูง ให ้ผลการตรวจสอบท ี่ถ ูกต ้องแม ่นยำ แต ่เทคน ิคน ี้ต ้องใช ้เวลาในการว ิเคราะห ์แต ่ละต ัวอย ่าง  

นาน จ ึงทำการตรวจต ัวอย ่างได ้น ้อย ต ้นท ุนในการว ิเคราะห ์ม ีราคาส ูง เน ื่องจากเคร ื่องม ือและอ ุปกรณ ์ท ี ่

ใช ้ม ีราคาแพง อ ีกท ั้งจำเป ็นต ้องว ิเคราะห ์ในห ้องปฎ ิปตการ และต ้องอาศ ัยผ ู้ชำนาญการในการว ิเคราะห  ์

อีกด้วย ทำให ้ไม ่เหมาะก ับการตรวจค ัดกรองต ัวอย ่างจำนวนมาก
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ตารางที่ 2.4 การตรวจว ิเคราะห ์เททระไซคล ินด ้วยว ิธ ีทางเคม ี

เทคนิค ค่า LO D  (ppb) ตัวอย่าง เอกสารอ้างอิง

H PLC -FL 110 นั้าผื้ง [20]

750 นมพร่องม ันเนยและ [21]

นมท ี่ม ์ไขม ัน

H PLC -ES I-TO F -M S 0.05 นํ้าผี้ง [22]

H P LC -U V 50 นั้าผื้ง [23]

12 [24],

0.02 [22]

H P LC -D A D 113 .2และ 107.7 นมว่วและกลามเบ ื้อ [5]

22 ปลา [25]

LC -U V 15 นั้าผื้ง [4]

หมายเหตุ Detector: F l: fluorescence, ES I-TOF-M S: diode array electrospray tim e -o f-f lig h t- mass 

spectrometry, U V : U ltra v io le t, D A D : diode array detector, LO D : lim ited  o f  detection

2.1.5.2 การตรวจว ิเคราะห ์เททระไซคล ินโดยวิธ ีทางภ ูม ิค ุ้มก ันว ิทยา

เทคน ิคทางด ้านภ ูม ิค ุ้มก ันว ิทยาม ีความสะดวกในการนำไปใช ้ตรวจค ัดกรองนอก  

สถานท ี่ และประหย ัดกว ่าเทคน ิคทางเคม ีด ังท ี่กล ่าวไปเบ ื้องด ้น  จ ึงทำให ้เทคน ิคทางด ้านภ ูม ิค ุ้มก ันว ิทยา 

เป ็นท ี่น ิยมใช ้ก ัน  ในป ็จจ ุบ ันการว ิเคราะห ์ท ี่อาศ ัยว ิธ ีทางอ ิมม ูโนว ิทยา (im m uno log ica l method) ได ้แก ่ 

ว ิธ ีเอน ไชมล ิงคอ ิมม ูโนซอรเบนตแอสเสย (enzyme-linked immunosorbent assay, E L IS A ) ท ีเป ็น  

immunochromatographic assay (s trip test) หรือ sensor ch ip [26 ] เทคน ิคน ีเป ็น เทคน ิคท ีม ีความไวส ูง  

ให้ผลการตรวจสอบที่ถ ูกต้องแม่นยำ และมีความจำเพาะ (spec ific ity ) ส ูง เน ื่องจากอาศ ัยการจ ับก ันของ 

แอนต ิเจนก ับแอนต ิบอด ี [2 7 ] ส าม ารถ ต รวจ เท ท ระไชค ล ิน  ได ้ใน ระด ับ พ ิโค ก ร ัม  (p icogram ) และ  

นาโนกร ัม (nanogram)

ส ่วน ห ล ักการขอ งเท คน ิค  E L IS A  น ั้นอาศ ัยหล ักการท0าปฎ ิก ิร ิย าระหว ่าง  

แอนติเจน คือ เททระไซคล ินก ับแอนต ิบอด ีต ่อ เททระไซคล ินซ ํ่งม ีก ารต ิดฉลากด ้วย เอนไซม ์แทนสาร
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ก ้มม ันตภาพรังส ี โดยใช ้แอนต ิเจนหร ือแอนต ิบอด ีเคล ือบต ิดก ับพ ื้นผ ิว (so lid  support) ทำให ้เก ิดการจับ  

ก ้น ระห ว ่างแอน ต ิเจน และแอน ต ิบ อด ี ต รวจว ัดการจ ับ ก ้น ของเอนไซม ์ท ี่ต ิดฉลากก ับ แอน ต ิเจน ห ร ือ  

แอนต ิบอด ี ช ํ่ง เอ น ไซม ์จ ะ เป ็น ต ัวช ่วย ใน การขยายค วาม สาม ารถใน การต รวจสอบ ป ฏ ิก ิร ิย าระห ว ่าง  

แอนต ิเจนและแอนต ิบอด ีท ี่เก ิด ข้ึน จ ึงเป ็นปฏ ิก ิร ิยาท ี่ม ีความไว ความจำเพาะส ูง และม ีการจ ับก ้นอย ่าง 

เหน ียวแน ่น (h igh a ff in ity )  เทคนิค E L IS A  น ี้เป ็นว ิธ ีท ี่อาศ ัยปฏ ิก ิร ิยาทางภ ูม ิค ุ้มก ้นม ีความน ิยมมากใน  

ป็จจ ุบ ัน สามารถใช ้ในการว ัดระด ับสารท ี่ต ้องการตรวจว ัดได ้อย ่างแม ่นยำ ม ีความจำเพาะและความไว  

สูง สะดวก ใช ้งานไต ้ง ่าย ไม'เป ็นพ ิษก ับส ิ่งแวดล ้อม ความถ ูกต ้องส ูงให ้ผลการตรวจว ัดใกล ้เค ียงก ับการ  

ตรวจว ัดด ้วยว ิธ ีท างเคม ี แต ่ใช ้เวลาน ้อยและว ิเค ราะห ์ต ัวอย ่างได ้ค ราวละมากๆ  และม ีการใช ้อย ่าง  

แพร่หลาย [28]

เน ื่องจากเทคนิค E L IS A  ม ีข ้อด ีในการใช ้ตรวจค ัดกรองต ัวอย ่างก ่อนส ่งตรวจ  

ด้วยเทคนิคทางเคมี จ ึงม ีช ุดตรวจสอบ TC  ออกมาจำนวนมาก ซ ํ่งในประเทศไทยม ีการนำเข ้ามาจำหน ่าย  

ตัวอย ่างเช ่น ช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยสำเร ็จร ูปย ี่ห ้อ  R IDASÇREEN® Tetracycline (ร ูปท ี่ 2.4) ท ี่เป ็น ind irect 

E L IS A  ใช ้ตรวจต ัวอย ่างเน ื้อส ัตว ์ น ํ้านม และน ํ้าผ ึ้ง ราคาช ุดละประมาณ 20,000 -  30,000 บาท [6 ] มีอาย ุ

การใชงานประมาณ 6 เดอน ถง 1 ป สามารถตรวจสาร tetracycline และ ro lite tracyc line  ได ้ในระด ับ

1.5 ppb ในน ํ้านม 15 ppb ในน ํ้าผ ึ้ง และ 6 ppb ใน เน ื้อส ัตว ์ เก ิดการทำปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับสารในกล ุ่ม TCs 

เท่าคับ 5-125%  [29]

ส ่วนอกยห ้อ คอ M axS ignal* Tetracyclinerecovery ทเปน ind irect E L IS A  มี 

อาย ุการใช ้งานประมาณ 1 ป ีเม ื่อเก ็บ ท ี่อ ุณหภูม ิ 2-8 องศาเซลเซ ียส ใช ้ตรวจต ัวอย ่างเน ื้อส ัตว ์และน ํ้าผ ึ้ง  

ได ้ตาส ุดท ี่ 2 และ 2.5 ppb เก ิดการทำปฏิก ิร ิยาข ้ามกับสารในกลุ่ม TCs เท่ากับ 6-122%  [30]
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รูปท ี่ 2.4 ช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยสำเร ็จร ูปย ี่ห ้อ R ID A S Ç R E EN * Te tracyc line
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2.1.6 สถานการณ์และทิศทางการพัฒนาชุดตรวจสอบในประเทศไทย

ประเทศสหรัฐอเมริกาและเยอรม ัน เป ็นผ ู้ผล ิตช ุดตรวจสอบรายใหญ ่ท ี่ส ุดของโลก  

(ด ังตารางท ี่ 2.5)

ตารางที่ 2.5 ประเทศผ ู้ผล ิตและผ ู้!ช ้ช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยทางการแพทย ์รายใหญ ่ของโลก

ประเทศ ตลาดด้านการผลิตคิดเป ็นร้อย 

ละของม ูลค ่าตลาดโลก

ตลาดด้านการใช้ค ิดเป ็นร้อยละ 

ของม ูลค ่าตลาดโลก

สหรัฐอเมริกา 48 45

เยอรมัน 29 10

สหภาพย ุโรป (ยกเว้นเยอรมัน) 15 22

ประเทศอื่น 8 23

แหล่งข ้อม ูล ะ The Theta reports diagnostic market and technology trends: year 2000 and beyond

2000 [18]

โดยป ระ เท ศ ไท ยก ็เป ็น ป ระ เท ศ ห น ื่งท ี่ส ั่งซ ื้อ ช ุด ต รวจส อ บ จาก ต ่า งป ระ เท ศรวม ม ูลค ่า  

มหาศาลในแต ่ละป ีและม ีแนวโน ้ม เพ ิ่มข ึ้นอย ่างต ่อ เน ื่อง ประเทศไทยม ีการนำเข ้าช ุดตรวจสอบร ้อยละ  

95 โดยมีการผลิตภายในประเทศน้อยกว่าร ้อยละ 5 ซ ื้งส ่วนใหญ ่ใช ้งานด ้านการแพ ทย ์ด ้านปศ ุส ัตว ์ ด้าน 

ส ิ่งแวดล ้อม และการใช ้งานทางการเกษตร เพ ื่อว ิน ิจฉ ัยการปนเน ื่อนของผล ิตภ ัณฑ ์ทางการเกษตร และ 

ตรวจสอบสารตกค ้างในอาหารด ้วย ป ็จจ ุบ ันม ีความต ื่นต ัวท ี่จะทำการว ิจ ัยและพ ัฒนาช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยอย ู่ 

พอสมควร เน ื่องจากช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยโดยหล ักการว ิทยาภ ูม ิค ุ้มก ัน  ม ีการใช ้ก ันอย ่างกว ้างขวางสามารถ  

น ำไป ใช ้งาน ได ้ท ันท ี โดยไม ่ต ้องทดสอบหาสภาวะท ี่เหมาะสมอ ีก  โดยระยะท ี่ผ ่านมาม ีการพ ัฒนาอย ่าง 

ล ้าวกระโดดร ่วมก ับ เทคโนโลย ีทางพ ันธ ุว ิศวกรรมและเทคโนโลย ีช ีวภาพ  ทำให ้สามารถพ ัฒนาการผล ิต  

แอนติบอดี และแอนต ิเจนท ี่ใช ้เป ็นส ่วนประกอบสำค ัญในช ุดตรวจท ี่ม ีค ุณภาพด ีข ึ้นอย ่างช ัดเจน รวมถึง 

การพ ัฒนาชน ิดและค ุณภาพของเทคโนโลย ีในการว ัดและตรวจจ ับส ัญญาณ (signal detection) ที่เกิดจาก
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ปฏ ิก ิร ิยาท ี่เก ิดระหว ่างแอนต ิเจนก ับแอนต ิบอด ีด ้วย ร ่วมก ับการพ ัฒนาการเพ ิ่มความไวของการตรวจว ัด  

อีกด้วย [18 ] ช ุด ต รวจสอบ ท ี่ใช 1นป ็จจ ุบ ันม ีราคาต ่อหน ่วยค ่อนข ้างส ูง (ร ูปท ี่ 2.5) จากสถานการณ์นี้ทำ 

ให ้ม ีความสนใจท ี่จะทำการพ ัฒ นาและผล ิตช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยมากข ึ้น เร ื่อยๆ  เน ื่อ งจากม ีโอกาสพ ัฒ นา  

ผลิตภ ัณฑ ์ท ี่ม ีราคาเหมาะสมต ่อการใช ้งานในสภาวะท ี่เหมาะก ับภ ูม ิภาคและอาจจะสามารถส ่งออกไปย ัง  

ต ่างประเทศได ้

การว ิจ ัยและพ ัฒนาชุดตรวจสอบอย่างเป ็นระบบ จะทำให ้ประเทศไทยสามารถท ี่จะว ิจ ัย  

พ ัฒ นาและผล ิตช ุดตรวจสอบค ุณ ภาพส ูงได ้ในระด ับหน ื่ง  ซ ํ่งจะเป ็นผลด ีต ่อ เศรษฐก ิจ  ส ุขภาพอนาม ัย  

สังคม รวมท ั้งต ่อการพ ัฒนาทางว ิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีของชาต ิ อ ันจะเป ็นพ ื้นฐานของการว ิจ ัยและ  

พ ัฒนาเทคโนโลย ีซ ิวภาพในด ้านอ ื่นๆ ต ่อไป [18]

2.1.7 หลักการ enzym e-linked im m unoso rben t assay (E L IS A )

การตรวจท ี่อ าศ ัยหล ักการทางภ ูม ิค ุ้มก ันว ิทยาท ี่น ิยม ใช ้ม ากในป ัจจ ุบ ัน  คือ enzyme- 

linked immunosorbent assay (E L IS A ) หรอ enzyme immunoassay (E IA ) ซงใช ้แอนต ิเจนหร ือ  
แอนติบอดีเคล ือบติดพ ื้นผ ิว และตรวจว ัดส ัญญาณจากปฏ ิก ิร ิยาก ับเอนไซม ์ท ี่ต ิดฉลากบนแอนต ิเจนหร ือ  

แอนติบอดี วิธี E L IS A  ได ้พ ัฒนาต ่อมาจาก radioimmunoassay (R IA ) โดยเปล ี่ยนจากการต ิดฉลากด ้วย  

สารร ังส ี เป ็นการต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์แล ้วตรวจว ัดปฏ ิก ิร ิยาด ้วยสารท ี่เป ็นสารต ั้งต ้นของเอนไซม ์และ  

เปล ี่ยนส ีได ้เม ื่อกลายเป ็นผล ิตภ ัณ ฑ ์ การเปล ี่ยนจากสารร ังส ีม าเป ็น เอน ไซม ์น ี้ท ำให ้ก ารตรวจม ีความ  

สะดวกมากข ึ้น  ไม ่ต ้อ งใช ้ร ังส ีท ี่ม ีอ ันตราย  ท ิ้งของเส ียได ้ง ่ายข ึ้น  และช ุดตรวจม ีอาย ุการใช ้งานได ้นาน  

เพราะไม ่ม ีการหมดอาย ุของสารร ังส ี การพัฒนา E L IS A  ร ูปแบบต ่างๆทำให ้สามารถใช ้เทคน ิคน ี้ในการ  

ตรวจสอบ ท ั้งแอน ต ิเจน และแอน ต ิบ อด ีใน แ ง ่ค ุณ ภ าพ ห ร ือป ร ิม าณ ได ้ การตรวจสอบ ใน เซ ิงป ร ิม าณ  

ส าม ารถ ท ำได ้'โด ย1ใช ้แอน ต ิเจน ห ร ือแอน ต ิบ อด ีท ี่ท ราบป ร ิม าณ เต '1 ยม เป ็น กราฟ ม าต รฐาน สำห ร ับ  

เปรียบเท ียบกับผลที่ได ้จากต ัวอย ่าง [18] กลไกการทำปฏ ิก ิร ิยาระหว ่างแอนต ิเจนและแอนต ิบอด ี แบ ่งได  ้

เปน 2 ประเภท คอ com petitive E L IS A  และ non com petitive E L IS A
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2.1.7.1 non com petitive  E L IS A

การทดสอบน ี้สามารถใช ้ตรวจสอบหาแอนต ิบอด ีและแอนต ิเจน  โดยอาจแบ ่ง  

ได ้เป ็น 2 ประเภทหล ัก คือ

ก. d irect E L IS A

ห ล ัก ก ารแ ส ด งใน ร ูป ท ี่2.5 ค ือ เคล ือบจานทดสอบ E L IS A  ช น ิด 9 6 หล ุมด ้วย  

แอนต ิบอด ีท ี่จำเพาะต ่อแอนต ิเจนท ี่ต ้องการตรวจหาในต ัวอย ่าง เม ื่อ เต ิมส ิ่งส ่งตรวจท ี่ม ีแอนต ิเจน พร้อม 

ก ับเต ิมแอนต ิเจนท ี่ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์ แอนต ิเจนท ั้งสองจะจ ับก ับแอนต ิบอด ีต ังกล ่าว จากน ั้นล ้างส ่วน  

ท ี่ไม ่ทำปฏ ิก ิร ิยาออก แล้วจ ึงเต ิมแอนติบอดี ซ ึ่งม ีความจำเพาะต ่อแอนติเจน ท ี่ต ้องการตรวจและต ิดฉลาก  

ด ้วย เอน ไซม ์ล งไป ใน ป ร ิม าณ ท ี่ม ากพ อ  ซ ึ่งจะไป ทำป ฏ ิก ิร ิย าก ับ แอนต ิเจนท ี่จ ับ ก ับ แอนต ิบ อด ีต ัวแรก  

จากน ั้นล ้างส ่วนท ี่ไม ่ทำปฏ ิก ิร ิยาออก เต ิมส ับ ส เตรตของเอนไซม ์แล ้วนำไป ว ัดป ร ิม าณ ส ีท ี่เก ิดข ึ้น  การ 

เปล ี่ยนแปลงส ีของส ับสเตรต จะเป ็นส ัดส ่วน โดยตรงก ับปร ิมาณ ของแอนต ิเจนในต ัวอย ่างท ี่ตรวจสอบ  

อาจเรียกวิธ ีน ี้ว ่า sandwich E L IS A

JP

ล้าง k
-------------------- '—■

ล ้าง.
éËk? ฒเม์„11 g&lb? ล ้าง. ^  À 7

พ ฒ เ ) A A W M } À

Y  Y < < พ Y  Y
เคลือบพ ื้นผ ิว 

ด ้วยแอนติบอด ี

เต ิมต ัวอย ่างท ี่ม ี 

แอนติเจน

เต ิมแอนติบอด ีต ัวท ี่สอง 

ท ี่ต ิดฉลากก ับเอนไซม ์
เต ิมส ับสเตรต

รูปท ี่ 2.5 หล ักการของ d irect E L IS A

ข. ind irect E L IS A

หล ักการแสดงในร ูปท ี่ 2.6 คือ ด ัดแปลงวิธ ี d irect E L IS A  ให ้ม ีความสะดวกมากข ึ้น  
โดยใช ้แอนต ิบอด ีจำเพาะท ี่ไม ,ได ้ต ิดด ้วย เอน ไซม ์ และใช ้แอนต ิบอด ีท ี่จำเพ าะต ่ออ ิมม ูโน โกลบ ูล ินต ิด  

ฉลากด ้วยเอนไซม ์ (secondary a n tib o d y )!ดยแอนต ิบอด ีต ัวท ี่สองน ี้ จะจ ับแบบจำเพาะก ับแอนต ิบอด ีต ัว  

แรก เพ ื่อว ัดปร ิมาณของแอนต ิบอด ีต ัวแรกซ ึ่งจ ับก ับแอนต ิเจนท ี่ด ้องการตรวจ หล ังจากล ้างส ่วนท ี่ไม ่ทำ



19

ปฏ ิก ิร ิยาออก การเปล ี่ยน แป ลงส ีของส ับ ส เตรตจะเป ็น ส ัดส ่วน โดยตรงก ับ ป ร ิม าณ ของแอน ต ิบ อด ีใน  

ต ัวอย ่างท ี่ตรวจสอบ

เคลือบพ ืนผ ิว เต ิมแอนติบอดีท ี่

ด ้วยแอนต ิเจน จำเพาะ

เต ิมแอนติบอด ีต ัวท ี่สอง 

ท ี่ต ิดฉลากก ับเอนไซม ์
เต ิมส ับสเตรต

รูปท ี่ 2.6 หล ักการของ ind irect E L IS A

2.1.7.2 com petitive E L IS A

เป ็น ว ิธ ีก า รท ด ส อ บ ท ี่ม ัก จ ะ ใช ้ส ำห ร ับ ก ารต รวจ ห าแ อ น ต ิเจ น ซ ึ่งม ีน ํ้าห น ัก  

โม เลก ุลน ้อย  โด ยอาศ ัยการใช ้แอน ต ิเจน ท ี่ต ิด ฉ ลากด ้วย เอน ไซม ์ห ร ือ ใช ้แอน ต ิบ อด ีท ี่ต ิด ฉลากด ้วย  

เอนไซม ์เป ็นต ัวกระทำในการทดสอบ

ก. com petitive E L IS A  ซ ึ่งใช ้แอนต ิเจนท ี่ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์

ว ิธ ีก ารท ด ส อ บ น ี้ม ีห ล ัก ก ารต ังแ ส ด งใน ร ูป  2.7 ก ใน การท ด ส อบ จะเคล ือบ จาน  

ทดสอบ E L IS A  ชน ิด 96 หล ุมด ้วยแอนต ิบอด ี แล ้วเต ิมแอนต ิเจนต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์ซ ึ่งจำเพาะต ่อ  

แอนติบอดีท ี่เคล ือบอยู่ พร ้อมก ับเต ิมต ัวอย ่างท ี่ต ้องการตรวจสอบหาปร ิมาณแอนต ิเจน หรือเต ิมพร้อม  

กับแอนติเจนมาตรฐาน ซึ่งจำเพาะกับแอนติบอดี■ นั้นแต่ไม,ได ้ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์ หากม ีแอนต ิเจนใน  

ต ัวอย ่างจะเก ิดการแย ่งจ ับ ก ับ แอนต ิบ อด ีท ี่พ ื้น ผ ิวระหว ่างแอนต ิเจนก ับ แอนต ิเจนท ี่ต ิดฉลาก  ท ำให ้ 

แอนต ิเจนต ิดฉลากท ี่เต ิมลงไปส ่วนหน ึ่งจ ับก ับแอนต ิบอด ีได ้น ้อย  แล ้วล ้างส ่วนท ี่ไม ่ท ำปฏ ิก ิร ิยาออก  

เต ิม ส ับ ส เต รต ข อ งเอ น ไซ ม ์แล ้วน ำไป ว ัด ป ร ิม าณ ส ีท ี่เก ิด ข ึ้น  ก ารเปล ี่ยน แป ลงส ีของ ส ับ ส เตรตจะ  

แปรผกผ ันก ับปริมาณของแอนต ิเจนในต ัวอย ่างท ี่ตรวจสอบ
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ข. com petitive E L IS A  ช ํ่งใช ้แอนต ิบอด ีท ี่ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์

ว ิธ ีการทดสอบน ี้ม ีหล ักการด ังแสดงในร ูป  2.7 ข จะทำการเคล ือบจานทดสอบ  

E L IS A  ชนิด 96 หล ุมด ้วยแอนต ิเจน แล ้วเต ิมแอนต ิบอด ีต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์ซ ึ่งจำเพาะต ่อแอนต ิเจนท ี่ 

เคลือบอยู่ พร ้อมก ับเต ิมต ัวอย ่างท ี่ต ้องการตรวจสอบหาปร ิมาณแอนต ิเจน หร ือเต ิมพร้อมก ับแอนต ิเจน  

มาตรฐาน ช ํ่งจำเพาะก ับแอนต ิบอด ีน ั้นแต ่ไม ่ได ้ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์ แอนต ิบอด ีท ี่ต ิดฉลากจะเก ิดการ  

แย ่งจ ับระหว ่างแอนต ิเจนในต ัวอย ่างก ับแอนต ิเจนท ี่เคล ือบบนพ ื้นผ ิว แล ้วล ้างส ่วนท ี่ไม ่ทำปฏ ิก ิร ิยาออก  

เต ิม ส ับ ส เต รต ข อ ง เอ น ไซ ม ์แ ล ้วน ำ ไป ว ัด ป ร ิม าณ ส ีท ี่เก ิด ข ึ้น  ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล งส ีข อ งส ับ ส เต รต จะ  

แปรผกผันก ับปริมาณของแอนต ิเจนในต ัวอย ่างท ี่ตรวจสอบ

นอกจากน ี้สามารถเตร ียมช ุดตรวจสอบแบบ com petitive E L IS A  โดยอาศัยการจับ  

ก ันระหว ่าง b io tin  และ streptavid in ซ ึ่งต ิดฉลากด ้วย เอนไซม ์ (ร ูปท ี่ 2.7 ค)โดยทำการเคล ือบจาน  

ทดสอบ E L IS A  ชน ิด 96 หล ุมด ้วยแอนต ิเจน แล ้วเต ิมแอนต ิบอด ีต ิดฉลากด ้วย b io tin  ซ ํ่งจำเพาะต ่อ  

แอนติเจนที่เคลือบอยู่ พร ้อมก ับเต ิมต ัวอย ่างท ี่ต ้องการตรวจสอบหาปริมาณแอนต ิเจน หรือเต ิมพร้อมก ับ  

แอนต ิเจนมาตรฐาน ซ ํ่งจำเพาะก ับแอนต ิบอด ีน ั้นแต ่ไม ่ได ้ต ิดฉลากด ้วย b io tin  แอนต ิบอด ีท ี่ต ิดฉลากจะ  

เก ิดการแย ่งจ ับ ระห ว ่างแอนต ิเจน ใน ต ัวอย ่างก ับ แอน ต ิเจน ท ี่เคล ือบ บ น พ ื้น ผ ิว  แล ้วล ้างส ่วนท ี่ไม ่ท ำ  

ปฏ ิก ิร ิยาออก เติม strep tavid in ซ ึ่งต ิด ฉ ล าก ด ้วย เอ น ไซ ม ์ แล ้วล ้า งส ่วน ท ี่ไม ,ทำปฏ ิก ิร ิย าออก เติม 

ส ับสเตรตของเอนไซม ์แล ้วนำไปว ัดปร ิมาณ ส ีท ี่เก ิดข ึ้น  การเปล ี่ยนแปลงส ีของส ับสเตรตจะแปรผกผ ัน  

ก ับปริมาณของแอนติเจนในต ัวอย ่างท ี่ตรวจสอบ
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(ก)

เคลือบพ ื้นผ ิว 

ด้วยแอนติบอด ี

เต ิมแอนต ิเจนท ี่ต ิดฉลากด ้วย  

เอนไซม ์พร้อมก ับต ัวอย ่างท ี่ม ี

(ข)

---------------- - >— /----------
MX

'------------------- -—

Y Y
I i n ^

ร 1ิ

ล้าง k

น

เต ิมส ับสเตรต

เคลือบพ ื้นผ ิว 

ด ้วยแอนต ิเจน  

(ค)

เต ิมแอนติบอดีพร้อม  

ก ับต ัวอย ่างท ี่ม ี

เต ิมแอนติบอดีต ัวท ี 

สองท ี่ต ิดฉลากด ้วย

เต ิมส ับสเตรต

เคลือบพ ืนผ ิว เตมแอนตบอดทตดฉลาก เติม streptavidin ทติด

ด ้วยแอนต ิเจน biotin ฉลากดวยเอนไซม ์

เต ิมส ับสเตรต

รูปท ี่ 2.7 หล ักการของ Com petitive E L IS A  (ก) ใช ้แอนต ิเจนท ี่ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์ (ข ) ใช ้แอนต ิบอด ี 

ท ี่ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์ (ค) ใช ้แอนต ิบอด ีท ี่ต ิดฉลากด ้วย b io tin

(หมายเหตุ Y  ค ือแอนติบอด ี, #  ค ือแอนต ิเจนเช ื่อมโปรต ีน , ®  ค ือแอนต ิเจนอ ิสระ

ค ือแอนต ิบอด ีต ัวท ี่สองต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์

^ É l\ ,  คือ streptavid in ท ี่ต ิดฉลากด ้วยเอนไซม ์)

ค ือแอนติบอด ีต ิดฉลากด ้วย b io tin
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2.1.8 องค ์ประกอบท ี่สำค ัญของช ุดตรวจ E L IS A

2.1.8.1 แอนติเจน (antigen, A g )

แอนต ิเจน เป ็นป ัจจ ัยสำค ัญ ท ี่กำหนดความจำเพาะของการตรวจหาแอนต ิบอด ี 

เน ื่อ งจากใน ช ุดตรวจโดยห ล ักการว ิท ยาภ ูม ิค ุ้มก ัน น ั้น อาศ ัยป ฏ ิก ิร ิย าการจ ับ ก ัน แบ บ จำเพ าะระห ว ่าง  

แ อ น ต ิเจน ก ับ แ อ น ต ิบ อ ด ีเป ็น ก ล ไก ห ล ัก ใน ก ารต รวจ  ซ ํ่งจ ับ ก ับ แ อ น ต ิบ อ ด ีได ้ด ีแ ล ะส าม ารถ ส ร ้า ง  

แอนต ิบอด ีท ี่จำเพาะได ้ง ่าย ค ุณ สมบ ัต ิของแอนต ิเจนสำหร ับช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยโดยว ิธ ีทางภ ูม ิค ุมก ันว ิทยา  

คือ ความจำเพาะ (spec ific ity ) ความบร ิส ุทธ ี้ (pu rity ) ความคงร ูปโครงสร ้างของแอนต ิเจนให ้สามารถ  

จ ับก ับแอนต ิบอด ีท ี่ต ้อ งการได ้ (structural in teg rity ) ความสามารถในการผล ิตปร ิมาณ มาก (up-scale 

production) และมคุณภาพคงที (susta inab ility ) [18]

2.1.8.2 แอนติบอดี (antibody, Ab)

แอนต ิบอด ีหร ืออ ิมม ูโน โกลบ ูล ิน  (im m unog lobu lin , Ig ) เป ็น ไกลโค โปรต ีนท ี่ 

ทำหน ้าท ี่จ ับก ับแอนต ิเจนตรงบร ิเวณจำเพาะของโมเลก ุลแอนต ิเจน ท ี่เร ียกว ่าอ ิพ ิโทป (epitope) สร้าง 

จากเม ็ด เล ือดขาวชน ิดบ ี-ล ิม โฟ ไซต ์ท ี่เปล ี่ยนแปลงไปทำหน ้าท ี่หล ั่งแอนต ิบอด ีเร ียกว ่า พลาสมาเซลล  ์

แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ห ล ั่ง เข ้าส ู่ก ระแ ส เล ือ ด จ ะท ำห น ้าท ี่เป ็น ต ัวจ ัก รส ำค ัญ ข อ งระบ บ ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน แ บ บ ห ล ั่ง  

แอนติบอดี (humoral im m un ity ) โครงสร ้างของแอนต ิบอด ี (ร ูปท ี่ 2.8) ช ํ่งความแตกต ่างระหว ่างพอล  ี

โคลนอลแอนต ิบอด ีและโมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีแสดงด ังตารางท ี่ 2.6
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รูปท ี่ 2.8 โครงสร ้างพ ื้นฐานของอ ิมม ูโน โกลบ ูล ิน  โปรต ีนสายส ั้น  ( lig h t chain) และโปรต ีนสายยาว

(heavy chain) แต ่ละโมเลก ุลประกอบด ้วยกรดอะม ิโนท ี่ม ีความแปรปรวนส ูง (variable  

reg ion) ซ ํ่งม ีความแตกต ่างก ันในแอนต ิบอด ีแต ่ละชน ิด เป ็นบริเวณที่จ ับก ับแอนติเจน

(antigen b ind ing  site) ส ่วนบริเวณท ี่เหล ือเป ็นบริเวณคงท ี่ (constant region) ซ ื่งม ีความ  

แตกต ่างก ันตามชน ิดของโปรต ีน โปรต ีนสายยาวจะม ีบร ิเวณข ้อพ ับ (h inge region) [31]
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ตารางที่ 2.6 ค ุณสมา]ตและข ้อจำก ัดในการผล ิตระหว ่างพอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีและโมโน  

โคลนอลแอนต ิบอด ี [31]

ค ุณสมบติ พอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ี โมโนโคลนอลแอนต ิบอด ี

ความจำเพาะ (spec ific ity ) ความจำเพาะตาเก ิดการทำปฏ ิก ิร ิยาข ้ามได ้ก ับ ความจำเพาะส ูงเน ื่อ งจาก

สารอ ื่นๆได ้ จ ำ เพ าะต ่อ อ ิพ ิโท ป เด ีย ว

เท่านั้น

ส ้มพรรคภาพ (a ffin ity ) จ ับได ้หลายอ ิพ ิโทปต ่อแอนต ิเจน จ ับได ้อ ิพ ิโทปเด ียว

ความเข ้มข ้นแอนติบอด ีท ี่ ประมาณ 1 mg/m l ป ระม าณ  100-200 pg /m l

ผลิต เม ื่อ เล ี้ย ง ใ น ถ ัง ป ฏ ิก ร ณ ์

แบบป ่นกวน

ปร ิมาณท ี่ผล ิตได ้ ประมาณ 100 m l จากซีร ัมของกระต ่าย ข ึ ้ น ก ั บ ข น า ด เ ค ร ื ่ อ ง

ปฏิกรณ ์ช ีวภาพ

ความบริส ุทธิ๙ของแอนติบอด ี ข ึ้นอย ู่ก ับแอนต ิเจนท ี่ใช ้กระต ุ้นจ ึงจำเป ็นต ้อง จำเพาะก ับอ ิพ ิโทปเด ียวจ ึง

ที่ผลิต ทำให ้บร ิส ุทธ ไ ม ่จ ำ เ ป ็น ต ้อ ง ท ำ ใ ห ้

บร ิส ุทธ ิ

เวลาท ี่ใช ้ในการผล ิต ไม ่เก ิน 6 ส ัปดาห ์ อย่างน้อย 4 เดือน

ด ้นท ุนในการผล ิต ตา ส ูง  โด ย เฉ พ า ะ ใ น เว ล า

เริ่มต้น

ข ้อด ีหล ัก ต ้นท ุนตา มีความจำเพาะสูง

ง่ายต่อการผลิต ขยายขนาดการผล ิตได ้โดย  

ปรับภาวะการผล ิตไต ้

ข ้อเส ียหลัก ค ุณภาพแอนต ิบอด ีในแต ่ละคร ั้งไม ่เหม ือนก ัน เส ีย เว ล าแ ล ะแ ร งงาน ใน

การผลิตมาก
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2.1.8.2.1. แหล่งกำเน ิดและวิธ ีการผลิต

โมโน โคลนอลแอนต ิบอด ี ไม ่ว ่าจะผล ิตจากว ิธ ี somatic hyb rid iza tion หรือ  

โด ย ว ิธ ีท า งพ ัน ธ ุว ิศ ว ก ร ร ม ก ็ต า ม  ต ้อ งอ าศ ัย เท ค โน โล ย ีจ ำ เพ าะ  แ ล ะ ต ้อ ง ใช ้ก ร ะ บ ว น ก า ร ท า ง  

ห ้อ งป ฏ ิบ ัต ิก า รท ี่ซ ับ ช ้อ น  ซ ํ่งข ั้น ต อ น เห ล ่าน ี้ม ีค ่า ใช ้จ ่าย ส ูง เม ื่อ เท ีย บ ก ับ ก ารผ ล ิต พ อ ล ิโค ล น อ ล  

แอนต ิบอด ี ช ํ่งผล ิต โดยการกระต ุ้น ระบบภ ูม ิค ุ้มก ันของคนหร ือส ัตว ์'ทดลองด ้วยแอนต ิเจน  ให ้สร ้าง  

แอนต ิบอด ีท ี่ต ้องการออกมาในกระแสเล ือด หล ังจากน ั้นจ ึงแยกแอนต ิบอด ีออกจากช ีร ัม การผลิตพอลิ 

โคลนอลแอนต ิบอด ี จ ึงม ีค ่าใช ้จ ่ายน ้อยกว่าและทำได ้ง ่ายกว่า อย ่างไรก ็ตามพอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ 

ผล ิตในส ัตว ์ต ่างชน ิดหร ือแม ้แต ่ในส ัตว ์ชน ิด เด ียวก ันแต ่คนละต ัวก ันก ็อาจไต ้แอนต ิบอด ีท ี่แตกต ่างก ัน  

ท ั้งในด ้านปร ิมาณ และค ุณ ภาพ  นอกจากน ี้พ อล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ผล ิต ไต ้แต ่ละคร ั้งจะม ีป ร ิม าณ  

จำก ัดและอาจต ้องใช ้คนหรือส ัตว ์จำนวนมาก ด ังน ั้นในการผล ิตจ ึงต ้องม ีว ิธ ีการควบค ุมค ุณภาพของพอ  

ล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ผล ิตข ึ้นท ุกๆ  ครั้ง ส ่วน โม โน โคลนอลแอน ต ิบอด ีน ั้น  สามารถผล ิตได ้อย ่างไม  ่

จำก ัดในด้านปริมาณและคุณภาพ (ร ูปท ี่ 2.9) โดยการเพาะเล ี้ยงเซลล ์น ี้ไปเร ื่อยๆ รวมท ั้งม ีความสะดวก  

ในการควบค ุมค ุณ ภาพ ท ี่ด ีกว ่า  เน ื่อ งจากท ั้งย ีน และเซลล ์ท ี่ผล ิตแอนต ิบ อด ีน ั้น จะถ ูก เก ็บ ร ักษ าไว ิใด  ้

ตลอดไป ในระยะยาวค ่าใช ้จ ่ายในการผล ิตโมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีจ ึงอาจจะไม ่ส ูงมากน ัก [18]
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I

ตายเองตามธรรมชาต  

(HG PRT , T K  )

มีช ีว ิต

(HGPRT , T K  ) 

ทดสอบการสร้างแอนต ิบอด ี

ตายเนื่องจากเลี้ยงใน H A T  

(H G P R T ,T K )

ทำให ้เป ็นเซลล ์เด ี่ยว

ผล ิตแอนติบอด ีในอาหารเล ี้ยงเซลล ์

รูปท ี่ 2 .9 ข ั้นตอนการผล ิต โมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีในหน ูทดลอง [15]
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2.1.8.2.2. ความจำเพาะต่อแอนติเจน (Antigen spec ific ity )

ช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยส ่วน ให ญ ่ใช ้โม โน โคลน อลแอน ต ิบ อด ีเป ็น ส ่วน ป ระกอบ  

หลัก เน ื่องจากมีความจำเพาะแอนติเจนสูงกว่าพอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีมาก เน ื่องจากผลิตจากเซลล์ท ี่ม ี 

ต้นกำเน ิดจากเซลล ์เด ียวก ัน  จ ึงม ีโม เลก ุล ของแอน ต ิบ อด ีท ี่ส ร ้างข ึ้น เห ม ือ น ก ัน ท ุกป ระการ  ทำให ้ม ี 

ความ จำเพ าะต ่อ อ ิพ ิโท ป เด ียว  ส ่วน พ อ ล ิโค ล น อ ล แอ น ต ิบ อ ด ีป ระก อ บ ด ้วยแอ น ต ิบ อ ด ีห ล ายชน ิด  

ประกอบก ัน  โดยท ี่แต ่ละโม เลก ุลม ีความจำเพ าะต ่ออ ิพ ิ'โทป  แตกต ่างก ัน ไต ้ ซ ึ๋งทำให ้พ อล ิ'โคลนอล  

แอนติบอดีท ี่เตรียมจากเลือดของมนุษย์หรือสัตว์ ม ีความจำเพาะต ่อหลายอ ิพ ิโทป  บน โม เลก ุลของ  

แอนต ิเจน เม ื่อ เปร ียบเท ียบความจำเพาะและปฏ ิก ิร ิยาข ้าม (cross reaction) ระหว ่างพ อล ีโคลนอล  

แ อ น ต ิบ อ ด ีแ ล ะโม โน โค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีแ ล ้วจะ เห ็น ไต ้ว ่าพ อ ล ีโค ล น อ ล แ อ น ต ิบ อ ด ีม ีโอ ก าส ท ี่จ ะ  

เก ิดปฏิก ิร ิยาข้ามไต้มากกว่า [18]

2.1.8.2.3 ความเหน ียวแน ่นในการจับก ับแอนติเจน (A f f in ity )  และอะวิด ิต ี (A v id ity )  

ของแอนติบอดี

a ff in ity  และ a v id ity  เป ็นค ุณ สมบ ัต ิของแอนต ิบอด ีแต ่ละโม เลก ุล โดย ค่า 

a ff in ity  เป ็นความเหน ียวแน ่นของการจ ับ (strength o f  b ind ing) ระหว ่างรพ ิโทปของแอนต ิเจน  กับ 

แขนข ้างหน ื่งของแอนต ิบอด ี (monovalent b ind ing site) ส ่วน  av id ity  เป ็นความเหน ียวแน ่นของการ  

จ ับก ันระหว ่างแอนต ิเจนและแอนต ิบอด ีท ั้'งโมเลก ุล (overa ll strength o f  b ind ing ) ค ุณสมบ ัต ิภายใน  

ของแอ น ต ิบ อ ด ีแต ่ล ะโม เลก ุล  ก ำห น ด โด ย ล ัก ษ ณ ะโค รงส ร ้า งข อ งส ่วน ท ี่ใช ้จ ับ ก ับ แ อ น ต ิเจ น ข อ ง  

โม เล ก ุล อ ิม ม ูโน โกลบ ูล ิน  ซ ํ่งก ็ค ือส ่วนของบร ิเวณ แปรผ ัน  (variab le region) น ั่น เอง a ff in ity  เป็น 

ค ุณ ล ักษณ ะจำเพ าะของแอนต ิบอด ีแต ่ละชน ิดและเป ็นผลของขบวนการท ี่เก ิด ในธรรมชาต ิ โดยใน  

ระห ว ่างพ ัฒ น าการของบ ีล ิม โฟ ไชต ์ จะม ีการจ ัดเร ียงต ัวใหม ่ (rearrange) ของย ีนอ ิมม ูโน โกลบ ูล ิน ใน  

แบบต่างๆ ทำให ้เก ิดแอนติบอด ีท ี่ม ี a ff in ity  มากน ้อยต ่างก ันไต ้

ด ังน ั้น การผล ิตช ุดตรวจว ิน ิจฉ ัยม ักจะต ้อ งการโม โน โคลนอลแอน ต ิบ อด ีท ี่ม ี 

a ff in ity  ส ูง เพ ื่อให ้สามารถจ ับก ับแอนติเจนไต ้อย ่างเหน ียวแน ่น ด ีมากน ้อยเพ ียงใดก ็ข ึ้นอย ู่ก ับว ิธ ีการใน  

การค ัด เล ือกเชลล ์ต ้นกำเน ิดของโมโน โคนอลแอนต ิบอด ีน ั้น  นอกจากน ี้ว ิธ ีท างพ ันธ ุว ิศวกรรม ทำให ้ 

สามารถเปล ี่ยนแปลง a ff in ity  ของแอนต ิบอด ีน ั้นๆ ได ้ โดยการเปล ี่ยนแปลงท ี่ระด ับย ีนของอ ิมม ูโน  

โกลบ ูล ิน  ทำให ้ไต ้แอนต ิบอด ีท ี่ม ี a ff in ity  ด ีข ึ้นกว ่าโม โนโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ไต ้จาก  บ ีล ิม โฟ ไช ต ์ ท่ี 

สร ้างแอนต ิบอด ีข ึ้น เองตามธรรมชาต ิ ส ่วนพอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีน ั้น  a v id ity  และ a ff in ity  น ี้เป ็นผล
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เฉล ี่ยท ี่เป ็นผลรวมของแอนต ิบอด ีแต ่ละโมเลก ุลท ี่ประกอบก ันข ึ้นมาเป ็นพอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ี ซงก  ็

ม ัก อ ย ู่ใน ระด ับ ป าน ก ล างแ ต ่ส าม ารถ เพ ิ่ม ให ้ด ีได ้ โด ย ด ัด แ ป ลงข ั้น ต อ น ก ารก ระต ุ้น ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน และ  

ข ั้นตอนการทำให ้พอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีม ีความบริส ุทธ ิ๙มากขึ้น [18]

2.1.8.2.4 หน ้าท ี่การทำงานของแอนติบอด ี (E ffec to r function )

หน ้าท ี่และความสามารถในการทำงานของแอนต ิบอด ี ข ึ้น ก ับ โค รงส ร ้าง  

โมเลก ุลส ่วน  heavy chain constant region ว ่าเปนชน ิด class หรอ subclass โดย effector function  

เป ็นค ุณ สมบ ัต ิทางช ีวภาพของแอนต ิบอด ีแต ่ละชน ิด ได ้แก ่ ความสามารถในการกระต ุ้นคอมพล ีเมนต  ์

การจ ับก ับท ี่ร ับสำหร ับส ่วน  Fc ของผ ิวเซลล ์ชน ิดต ่างๆ ซ ํ่งค ุณ สมบ ัต ิเหล ่าน ี้แตกต ่างก ัน ไปในแต ่ละ  

isotype และ subclass ของอ ิมม ูโน โกลบ ูล ินน ั้นๆ  โม โน โคลนอลแอนต ิบอด ีแต ่ละต ัวจะม ี e ffector 

function ซ ํ่งม ีล ักษณ ะเฉพาะต ัว โดยม ีส ่วน  heavy chain ชน ิดใดชน ิดหน ื่งเท ่าน ั้น  ส ่วนพอล ิโคลนอล  

แอนติบอดี ม ักจะม ิความสามารถในด ้าน effector function ในระด ับปานกลางถ ึงด ีในท ุกด ้านเน ื่องจาก  

อาศ ัยค ุณสมบัต ิของแอนติบอดีหลาย  ๆ ชนิดมาเฉลี่ยกัน [18]

2.1.8.3 เอนไซม ์และระบบการตรวจว ัดปฏ ิก ิร ิยา (Detection system)

เอนไซม ์เป ็นสารสำค ัญ ท ี่ใช ้ในช ุดตรวจโดยหล ักการว ิทยาภ ูม ิค ุ้มก ัน  เป ็นส ่วน  

ของระบบการตรวจว ัดปฏ ิก ิร ิยา ใช ้โดยการเช ื่อม (conjugate) หร ือต ิดฉลาก (labe l) เอนไซม ์เข ้าก ับ  

แอนต ิเจนหร ือแอนต ิบอด ีท ี่ใข ้เป ็นต ัวตรวจว ัด  เอนไซม ์ท ี่น ิยมใช ้ก ันมากในช ุดตรวจสอบม ี 2 ชน ิด คือ 

Horseradish Peroxidase (HRP) และ A lka lin e  Phosphatase (AP ) เน ืองจากม ีค ุณสมบ ัต ิเหมาะสมก ับช ุด  

ตรวจสอบเก ือบท ุกร ูปแบบ ช ุดตรวจโดยหล ักการว ิทยาภ ูม ิค ุ้มก ันท ี่ใช ้ไนป ็จจ ุบ ัน  อาศัยการทำปฏิก ิร ิยา 

จำเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ช ํ่งสามารถตรวจสอบปฏ ิก ิร ิยาท ี่เก ิดข ึ้น โดยอาศ ัยเอนไซม ์และ  

ล ับสเตรต ท ี่ท ำให ้เก ิดการเป ล ี่ยนแป ลงไป จน สามารถตรวจว ัด ได ้เช ่น  เปล ี่ยนส ีหร ือสามารถด ูดกล ืน  

แสงในความยาวคล ื่นจำเพาะได ้ การเปล ี่ยนส ีหร ือค ุณสมบ ัต ิของ ส ับสเตรต น ี้จ ึงเป ็นต ัวบ ่งบอกว ่าเก ิด  

การจ ับก ันระหว ่างแอนต ิเจนก ับแอนต ิบอด ี โดยระบบน ี้ ม ักจะตรวจว ัดส ีท ี่เก ิดข ึ้น  (c o lo r im e try ) lดยอ่าน 

ค่าเป ็นการด ูดกล ืนแสง (Absorbance หรือ Optica l Density, O .D .) ช ํ่งเป ็นระบบการตรวจว ัดหล ักของว ิธ  ี

E L IS A  นอกจากน ี้อาจสามารถเพ ิ่มความแรงของส ัญญาณการตรวจว ัดปฏ ิก ิร ิยาทำให ้ช ุดตรวจม ีความไว  

ส ูงข ึ้น  โดยอาศ ัยการจ ับก ันระหว ่าง b io tin  และ streptavid in ซ ึ๋งต ิดฉลากด ้วย เอนไซม ์เน ื่อ งจากระบบ
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ของ b io tin -s trep tav id in  ม ีส ัมพรรคภาพส ูงกว ่าแอนต ิบอด ีกับแอนติเจน น ิยมใช ้มากในกรณ ีท ี่ต ้องการ  

เพ ึ๋มความแรงของส ัญญาณให ้สามารถตรวจหาสารท ี่ม ีปร ิมาณตาไต ้

b io tin -s trep tav id in อาศ ัยค ุณสมบ ัต ิของ b io tin  ท ีสามารถจ ับก ับ streptavid in  

ไต ้อย ่างแน ่นมาก (K d  =  10‘ 15 M ) ซงมากกว่า a ff in ity  ของแอนติเจนและแอนต ิบอด ีโดยเฉล ี่ย จ ึงเป ็น  

detection system ท ี่ม ีความไวส ูง และใช ้เวลาในการทำปฏิก ิร ิยา ค ่อนข ้างส ั้น  (ร ูปท ี่ 2.10)

b io tin  เป ็นสารขนาดโมเลก ุลเล ็กท ี่ม ีอย ู่ในธรรมชาต ิ ทำหน ้าท ี่เป ็น  coenzyme 

โดย เป ็น ส ่วน ป ระกอบ ของเอน ไซม ์carboxylase โครงสร ้างโม เลก ุลประกอบด ้วย  im idazo linone ring  

เชอมกับ thiophan ring  ทม valerate side chain สามารถเชอมต่อก ับ b io tin  conjugate ค ่อนข ้างง่ายและ  

ไต้ผลดี

ส ารกล ุ่ม  streptavid in ท ี่ใช ้ใน ก ารต รวจ ว ิน ิจ ฉ ัย ใน บ ัจ จ ุบ ัน ไต ้จ าก ก าร

ค ัดแปลงโมเลก ุลจากสารต ั้งต ้นท ี่ม ีอย ู่ในธรรมชาต ิ 2 แหล่ง คือ av id in  และ streptavid in โดย av id in  เป็น 

ไกล โค โป รต ีน จาก ไข ่ข าว  ประกอบด ้วย tetramer ท ี่แต ่ละหน ่วยสามารถจ ับ  b io tin  1 โมเลก ุล ทำให ้ 

avid in 1 โมเลกุล สามรถจ ับก ับ 4 โมเลกุล b io tin  ส ่วน  streptavid in เป ็น โปรต ีนช ํ่งม ีค ุณ สมบ ัต ิเป ็นยา  

ปฏ ิชวนะ (an tib io tics ) สรางโดยเชอยสต Streptomyces หลายชนิด โดยเฉพาะ Streptomyces a v id in ii ม 

โครงสร ้างสามม ิต ิท ี่คล ้ายก ับ  av id in  และสามารถจ ับก ับ b io tin  ไต ้ด ีเช ่นก ัน แต่ strep tavid in มีค่า p i ตา 

กว่าและไม ่ม carbohydrate group ทำให ้ม non-specific b ind ing น ้อยกว่า av id in  ระบบการตรวจท ีใช ้ 

b io tin -s trep tav id in  ม ีความไวส ูง เพราะเก ิดการขยายส ัญญาณไต ้ เน ื่องจาก b io tin  มี m u ltip le  b ind ing  

site ก ับ โปรตนและ streptavid in ม m u ltip le  lebeling site นอกจากนยังม ี non-specific b ind ing ตำ ทำให ้ 

background level ตำ [18]
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Lebe led  s trepav id in

B io tin y la te d  an tibody  

Ta rge t ana ly te  (a n tigen )

C oa ted  an tigen  o r an tibody  

So lid  phase

รูปท ี 2.10 ต ัวอย่างของ b io tin -s trep tav id in  system

2.1.8.4 พ ื้นผ ิวสำหรับการย ึดตร ึง

ช ุด ต รว จ โด ย ห ล ัก ก ารว ิท ย าภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ท ี่ใช ้ใน ป ้จ จ ุบ ัน  น ิยม ใช ้ก าร เค ล ือ บ  

แอนต ิเจนหร ือแอนต ิบอด ีเข ้าล ับพ ื้นผ ิวในร ูปแบบของ solid phase ก่อน เรียกว่า การเคลือบ (coating) 

หรือ การตรึง (m ob iliza tion ) หล ังจากน ั้นจ ึงทำปฏ ิก ิร ิยาตามลำด ับข ั้นตอน แล ้วอ ่านผลของปฏ ิก ิร ิยาน ั้น  

การใช ้ so lid  phase ย ึดตร ึงสามารถช ่วยให ้ข ั้นตอนการล ้างเอาสารเก ินออกได ้ด ี ทำให ้ลดการเก ิด  

background signal ได ้ด ี และอ ่านผลของปฏ ิก ิร ิยาได ้สะดวกข ึ้น  ซ ึ่งร ูปแบบการใช ้ผ ิวสำหร ับย ึดตร ึงใน  

ชุด EL1SA ม ีหลายแบบ ท ี่เป ็นมาตรฐานในป ้จจ ุบ ัน  คือ จานทดสอบ E L IS A  ชน ิด 96 หล ุม หรือ  

m ic ro titre  plate หรอ 96 we ll-p la te  ทำจากพลาสต ิกชน ิด polystyrene เป็น พอล ิเมอรแบบ organic ทม 

hydrophobic surface สามารถจ ับก ับแอนต ิเจนและแอนต ิบอด ีได ้ด ีและค ่อนข ้างเกาะ เป ็นเน ือเด ียว  

ตลอดพ ื้นท ี่ การเคล ือบท ี่ได ้ม ีความเสถ ียร เม ื่อทำใน m ic ro titre  plate จะม ีค ุณ สมบ ัต ิในการโปร ่งแสงท ี่ 

ดี ทำให ้สามารถใช ้ก ับคร ื่องอ ่าน  spectrophotometer ได ้สะดวก นอกจากร ูปแบบท ี่เป ็น เพลทแล ้ว อาจ 

ใชหลอด (tube) เมค (bead และ m icrosphere) หร ือใช ้ membrane ชนิดต่างๆ
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2.1.8.5 ส ับสเตรต (substrate)

การว ัดปฏ ิก ิร ิยาท ี่เก ิดข ึ้น ระหว ่างแอนต ิเจนและแอนต ิบอด ีท ี่ม ีการต ิดฉลาก  

ด ้วยเอนไซม ์ จะต ้องใช ้ส ับสเตรต เป ็นต ัวว ัดสามารถเล ือกใช ้ไต ้ ข ึ้นอย ู่ก ับชน ิดของเอนไซม ์ซ ํ่งม ีหลาย  

วิธ เช่น co lo rim e try , fluo rom e try  และ chemilum inescence แต ่ว ิธทไต ้ร ับความน ิยมมากทส ุด  คือ วิธี 

co lo rim etry ว ิธ ีน ี้เป ็นการว ัดการเปล ี่ยนแปลงส ีของส ับสเตรต ท ี่เก ิดจากเอนไซม ์ แล ้วทำการอ ่านผลด ้วย  

เครองมอทอ ่านค ่าการด ูดกลนแสง electrophotometer หรอ E L IS A  reader substrate ท ีทำให ้เก ิดสน  

เร ียกว่า chromogenic substrate ช ํ่ง เด ิม ไม ่ม ีส ีแต ,เม ื่อท ำป ฏ ิก ิร ิย าก ับ เอน ไซม ์ท ำให ้ส ีเข ้มข ึ้น  โดย  

สับสเตรต แต ่ละชน ิดจะอ ่านผลค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ความยาวคล ื่นแตกต ่างก ัน และการใช ้ส ับสเตรตข ึ้น  

อย ู่ก ับ เอนไซม ์ท ี่ใช ้ในการตรวจว ัดด ้วย  เช่น เม ื่อ ใช ้เอน ไซม ์ horseradish peroxidase ส ับส เตรตท ี่ใช ้ 

ได ้แก ่ A BTS  (2, 2 ’ -az ino-d i-(3-ethy lbenzth iazo line-6-su lfonate)) เปล ียนจากไม ่ม ีส ีเป ็นส ีเข ียว อ่านผล 

ที่ค ่าการด ูดกล ืนแสง 415 นาโนเมตร, T M B  (3, 3 ’ , 5, 5 ’ -te tramethylbenzid ine) เปล ี่ยนจากไม ่ม ีส ีเป ็นส ี 

ทำ และเม ื่อหย ุดปฏ ิก ิร ิยาด ้วยกรดจะม ีส ีเหล ือง อ ่านผลท ี่ค ่าการด ูดกล ืนแสง 450 นาโนเมตร และ OPD  

(o-phenylenediam ine) เปล ี่ยนจากไม ่ม ีส ีเป ีนล ้มหร ือส ีน ํ้าตาล อ ่านผลท ี่ค ่าการด ูดกล ืนแสง 492 นาโน  

เมตร ส ่วน เอนไซม  alka line phosphatase ส ับสเตรตทใช ้ ได ้แก ่ PNP (p -n itropheny l phosphate) อ่านผล 

ทค่าการด ูดกลนแสง 405 นาโนเมตร, PMP (Phenolphthalein monophosphate) อ ่านผลทีค ่าการด ูดกล ืน  

แสง 550 นาโนเมตร และ 1NP (1-napthyl phosphate) อ ่านผลที่ค ่าการด ูดกลืนแสง 405 นาโนเมตร

2.1.8.6 การประเม ินประส ิทธ ิภาพของช ุดตรวจสอบ (performance)

ข ้อม ูลส ำค ัญ ท ี่แ สด งถ ึงป ระส ิท ธ ิภ าพ ของช ุด ต รวจส อบ โด ยว ิธ ีท างด ้าน ว ิท ยา  

ภูมิค ุ้มกัน ประกอบด ้วย 3 ส ่วน คือ

1. ความไว (sens itiv ity ) บ ่งบอกความสามารถท ี่จะตรวจพบสารในปร ิมาณตาส ุด  

(lowe r lim it  o f  detection, LO D ) ท ี่สามารถวัดได ้ด ้วยช ุดตรวจสอบน ั้น

2. ความแม่นยำ (p recis ion) บ ่งบ อกความสามารถท ี่จะให ้ผล เห ม ือน ก ัน เม ื่อ  

ทดสอบหลายๆ ครัง โดยท ัวไปจะระบ ุเปน %cv (percent coe ffic ien t o f  varia tion) และ SD 

(standard devia tion)

3. ความถ ูกต ้อง (accuracy) บ ่งบอกความสามารถท ี่จะให ้ผลใกล ้เค ียงก ับค ่าจร ิง  
หรือค่ามาตรฐาน โดยท ั่วไปจะระบ ุเป ็น  % recovery
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2.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง

ป ็จจ ุบ ันม ีการตรวจสอบสารตกค ้างของยาปฏ ิช ีวนะหลายชน ิดในน ํ้าผ ื้ง  โดย TCs ก็เป ็นยา 

ปฏ ิช ีวนะชน ิดหน ื่งท ี่ใช ้เพ ื่อกำจ ัด  B ac illu s  la rvae  และ Streptococcus p lu ton  ท ี่เป ็นศ ัตร ูทำลายต ัวอ ่อน  

ผง โดยก ่อให ้เก ิด โรค American Foul B rood (A FB ) และ European Foul B rood (EFB) โดยมรายงาน  

การตรวจพบยา TC  ในปร ิมาณ  20-50%  ของน ํ้าผ ื้งท ั้งห ม ด จากป ระเท ศฝร ั่ง เศส  เบลเยียม และ  

สว ิสเซอร ์แลนด ์ [32 ] ต ังน ั้นจ ึงม ีการกำหนดระยะเวลาหย ุดใช ้ยาในประเทศสหร ัฐอเมร ิกาไว ้ท ี่ 4 ส ัปดาห  ์

แต ่ในย ุโรปย ังไม 'ม ีการกำหนดระยะเวลาการหย ุดใช ้ยาและค ่า M R L  ของ TCs ในน ํ้าผ ื้งอย ่างช ัด เจน  

ต ังน ั้นค ่า M R L  จ ึงแต กต ่างก ัน ใน แต ่ล ะป ระเท ศ  โด ย ใน ป ระ เท ศ สว ิส เซอ ร ์แล น ด ์ก ำห น ด ค ่า  M R L  

สำหรับ TCs ในน ํ้าผ ึ้งท ี่ 20 ppb [22 ] ประเทศออสเตรเล ีย แคนาดาและเกาหลี 300 ppb สเปน เบลเยียม 

และ ชิลี เท่ากับ 100 ,100 และ 80 ppb ตามลำดับ [23 ], [33, 34] ส ่วนในประเทศไทยไม ่อน ุญ าตให ้ 

ตกค้างในน ํ้าผ ื้งเก ิน 25 ppb [3]

ท ี่ผ ่านมา radioimmunoassay (R IA ) เป ็น เทคน ิคท ี่น ิยมในช ่วงแรกๆ  ของเทคน ิคทางด ้าน

ภูม ิค ุ้มก ันวิทยา ม ีการนำมาใช ้ตรวจสอบยา TC โดย [12] ได ้ผล ิตแอนต ิบอด ีต ่อ TC โดยทำการเช ื่อม TC - 

HC1 เช้ากับ BSA  โดยปฏ ิก ิร ิยา M annich แล้วฉ ีดเช ้ากระต่าย หล ังจากน ั้นนำพอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี ่

ได ้มาตรวจว ัดสาร TC  โดยใช ้ว ิธ ี R IA  โดยใช ้ต ัวแข ่งข ันท ี่เป ็น  [3H ] TC  พบว ่าสามารถตรวจสอบสาร TC  

ได ้ โดยม ีค ่า LO D  ในการว ัด และค ่าความเข ้มข ้นของสารท ี่ทำให ้เก ิดการย ับย ั้งลดลง 50 เปอร ์เซ ็นต  ์

(50%  o f  in h ib itio n  concentration, IC 50) เท่ากับ 1 และ 7 ppb ตามลำดับ สามารถเก ิดปฏิก ิร ิยาข้ามก ับ  

OTC และ CTC  10 และ 39 เปอร์เซ ็นต์ตามลำดับ นำไปตรวจสอบ TC ในต ัวอย ่างพลาสมาและป ็สสาวะ  

ของส ุน ัข  พบว่าม ี %  recovery อย ู่ระหว ่าง 90 ถึง 95% แต ่เน ื่อ งจากเทคน ิคน ี้ต ้องใช ้เคร ื่อ งม ือในการ  

ตรวจว ัดสารก ัมม ันตภาพร ังส ี ซํ่งต้องทำ1ในห ้องปฏ ิบ ัต ิการเท ่าน ั้น  และอาจก ่อให ้เก ิดปญหาเก ี่ยวก ับการ 

ใช ้และการจ ัดการของเส ียปนเน ื้อนจากสารก ัมม ันตภาพรังส ี [35]

ต ่อมาม ีการใช ้ช ุดตรวจสอบ E L IS A  ในการตรวจสอบสารเททระไชคล ิน  TC , OTC และ CTC  

ท ี่ตกค ้างในพลาสมาของส ุกรท ี่ย ังม ีช ีว ิตอย ู่ พบปริมาณ TC , OTC และ CTC ท ี่ตรวจว ัดได ้น ้อยท ี่ส ุดของ  

ช ุดตรวจสอบ น ี้ค ือ  50, 1 0 แ ล ะ 100 ppb ตามลำด ับทำการให ้ TC  ทางปากส ุกร 1 0 0 ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้า 

1 ล ิตรต ่อว ัน ฉีด OTC  เช ้าทางกล้ามเน ื้อส ุกร 10 ม ิลล ิกร ัมต ่อก ิโลกร ัมส ุกรต ่อว ัน  และให ้ CTC ทางปาก  

สุกร 1.1 กร ัมต ่อก ิโลกร ัมอาหารส ัตว ์ต ่อว ัน เป็นเวลา 5 วัน ตรวจสอบโดยนำพลาสมาจากท ี่ได ้จากเล ือด
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สุกรมาทำ E L IS A  พบว ่าไม ่สามารถตรวจสอบ TC , OTC และ CTC ท ี่ตกค ้างอยู่ในเล ือดเม ื่อเล ิกให ้ยา 

3, 8 และ 4 ว ัน ไ ด ้[10]

ในป ี 2007 ได ้พ ัฒนาการใช ้เทคน ิค ind irect competitive E L IS A  (icE L IS A ) ในการตรวจสอบ  

TC ในน ํ้าผ ึ้งโดยใช ้พอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ได ้จากการกระต ุ้นภ ูม ิค ุ้มก ันของกระต ่ายด ้วยสารในกล ุ่ม  

TCs ท ี่ถ ูกทำให ้เป ็นสารอน ุพ ันธ ุของ carboxam ido และ diazo ก ่อนจะเช ื่อมต ่อก ับ โปรต ีนพาหะ เม่ือนำ 

พอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ได ้มาพ ัฒ นาเป ็นช ุดตรวจสอบโดยว ิธ ี icE L IS A  พบค่า LO D  เท ่าก ับ 0.4 ppb 

เก ิดการทำปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับสารในกล ุ่ม TCs คือ RTC, OTC , M C  และ CTC ถ ึง 91, 30, 1 4 แ ล ะ 10%  

ตามลำดับ และสามารถใช ้ในน ํ้าผ ื้งต ัวอย ่างได ้ % recovery อยู่ระหว่าง 79 ถึง 108 %  [13]

และในป ีเด ียวก ันได ้ม ีการพ ัฒนาการใช ้เทคน ิค E L IS A  ในการตรวจสอบ TC ในน ํ้านม โดย1ใช  ้

พอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ได ้จากการกระต ุ้นภ ูม ิค ุ้มก ันของกระต ่ายด ้วย TC  ท ี่ใช ้ว ิธ ีในการเช ื่อมต ่อก ับ  

โปรต ีนพาหะท ี่แตกต ่างก ัน  3 วิธี เม ื่อนำพอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ได ้มาพ ัฒนาเป ็นช ุดตรวจสอบโดยว ิธ ี 

icE L IS A  พบว่าม ี IC 50เท่ากับ 3930 ppb เก ิดการทำปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับสารในกล ุ่ม TCs คือ CTC ถึง 112%  

และ OTC มากกว่า 2% และสามารถนำไปตรวจในน ํ้านมต ัวอย ่างได ้ % recovery อย ู่ระหว่าง 74 ถึง 

1 1 6% [3 6 ]

ต ่อมาในป ี 2008 ม ีการใช ้พอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ี ในการตรวจสารตกค ้างของ TC  ในน ํ้าผ ึ้ง  

โดยมีการพัฒนาสัญญาณ โดยใช ้ b io tin -av id in  และใช ้ PBS -EDTA pH  7.2 เป ็นต ัวละลายน ํ้าผ ึ้ง และเป ็น  

ตัวละลาย standard TC  พบว ่าปร ิมาณ ตาส ุดท ี่สามารถว ัดได ้ และ ช ่วงความเข ้มข ้นท ี่ส ามารถตรวจได ้ 

(dynam ic range) ของ TC  เท่ากับ 0.19 ppb และ 1.52 -152 ppb ตามลำดับ ไม ่เก ิดการทำปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับ  

สารในกล ุ่ม TCs และสามารถนำไปตรวจในน ํ้าผ ึ้งต ัวอย ่างได ้%  recovery อย ู่ระหว่าง 95 ถึง 101% [37] 

และในป ีเด ียวก ันก ็ย ังใช ้พอล ิโคลนอลแอนต ิบอด ี ในการตรวจสารตกค ้างของ TC น ํ้านม โดย  

ใช ้ b io tin -a v id in  และ PBS -EDTA  pH 7.2 เป ็นต ัวละลายน ํ้านม และเป ็นต ัวละลาย standard TC พบว่า 

ปร ิมาณ ตำส ุดทสามารถว ัดได ้ ( l im it  o f  detection, LO D ) และ dynam ic range ของ TC เท่ากับ 0.048 

ppb และ 0.316 -316 ppb ตามลำดับ เก ิดการทำปฏ ิก ิร ิยาข ้ามกับสาร CTC , OTC และ DC  เท่ากับ 13.7, 

10 และน้อยกว่า 1% ตามลำดับ สามารถนำไปตรวจในน ํ้านมต ัวอย ่างได ้%  recovery ประมาณ 90% [34]
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การใช ้เทคน ิค HPLC ท ี่ม ีเคร ื่องตรวจว ัดแบบ U V  เพ ื่อตรวจสอบสาร OTC ในน ํ้าผ ึ้งโดยสก ัด  

สารต ัวอย ่างทตกค ้างด ้วย Na2-E D T A -M c llva lin e  buffe r, pH 4.0 โดยใช ้ cation ic SPE (so lid  -phase 

extraction) โดย เตรยม Oasis M C X  column ด้วย methanol 2 ม ิลลิล ิตร ตามด้วยนำ m ill i-Q  2 มิลลิล ิตร 

เทสารต ัวอย ่างลงไป จากน ั้นล ้างด ้วย HC1 0.1 โมลาร ์ และ เมทานอล 1 มิลลิล ิตร ทำให ้แห ้งเป ็นเวลา 2 

นาที และชะออกด ้วยแอมโมเน ีย: เมทานอล (5: 95 ปร ิมาตรต ่อปร ิมาตร) 8 ม ิลลิล ิตร นำไประเหยแห ้ง  

ด ้วยก ๊าชไน โตรเจนแล ้วปร ับปร ิม าตรด ้วย  นํ้า m ill i-Q  1 ม ิลล ิล ิตร และกรองผ ่าน  กระดาษ 0.45

ไมโครเมตร ก ่อนนำไปฉ ีดเช ้าเคร ื่อง HPLC  m ob ile  phase ท ี่เหมาะสมค ือสารละลาย oxalate buffer: 

methanol: ace ton itrile  (45: 40: 15 ปร ิมาตรต ่อปร ิมาตร) โดยใช ้คอล ัมน ์ R C 18 N uc leoc il ฉ ีดปริมาตร 

20 ไม โครล ิตร อ ัตราการไหลท ี่ 1.4 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี ท ี่ความยาวคล ื่น 356 นาโนเมตร พบ retention  

tim e ที่ 12.7 นาที ช ่วงกราฟมาตรฐานอย ู่ในช ่วง 200 -1000 ppb และเม ื่อว ิเคราะห ์ สารท ี่ความเข ้มข ้น  

100, 500 และ 1000 ppb พ บว ่าม ีเปอร ์เซ ็นต ์recovery เฉลี่ยอยู่ที่ 90.7, 78.2 และ 84.9% ตามลำดับ และ 

ความเข ้มข ้นท ี่ตาท ี่ส ุดท ี่สามารถตรวจว ัดได ้ค ือ 25 ppb [33]

ช ํ่งจากข ้อไต ้เปร ียบของว ิธ ีทางภ ูม ิค ุ้มก ันว ิทยาท ี่สามารถตรวจสอบสารตกล ้างได ้ไวและใช ้งาน  

สะดวก ม ีรายงานว่าม ีการใช ้เทคน ิคน ี้ตรวจยา TC ในผล ิตก ัณฑ ์จากส ัตว ์อย ่างมากมาย คือ เน ื้อหม ู เนื้อ 

ไก ่ ว ัวควาย ไก ่งว ง  น ั้านม น ั้าผ ึ้ง รวมถ ึงน ั้าและด ิน  รวม ท ั้งช ุด ต รวจสอบ แบ บ น ี้ย ังส ามารถน ำมา  

ตรวจสอบนอกห ้องปฏ ิบ ัต ิการได ้จ ึงนำมาใช ้ในฟาร ์ม ได ้เป ็นการตรวจสอบสารตกล ้างเบ ื้อ งต ้นก ่อนจะ  

ส ่งตรวจทางเคม ีต ่อไป ทำให ้ประหย ัดค ่าใช ้จ ่ายในการตรวจต ัวอย ่างไต ้อย ่างมาก [1 ,3 7 , 38]

เน ื่องจากชุดตรวจ E L IS A  k it ตรวจ TC  ท ี่ใช ้อย ู่ภายในประเทศต ้องนำเข ้าจากต ่างประเทศและ  

มีราคาส ูง งานวิจ ัยคร ั้งน ี้จ ึงม ีเป ็าหมาย ท ี่จะพ ัฒนาช ุดตรวจสอบ TC  โดยใช ้เทคน ิคE L IS A  เพ ื่อให ้ได ้ช ุด  

ต รว จ ส อ บ ส ำ ห ร ับ ใช ้ภ าย ใน ป ระ เท ศ  ซ ํ่ง ส ถ าบ ัน เท ค โน โล ย ีช ีว ภ า พ  แ ล ะว ิศ ว ก ร รม พ ัน ธ ุศ าส ต ร  ์

จ ุฬาลงกรณ ์มหาวิทยาล ัย ได ้ประสบความสำเร ็จในการผล ิต โมโนโคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ม ีความจำเพาะ  

ต่อ TC  ได ้เชลล ์ไฮบ ร ิโด ม าท ี่ส ร ้างโม โน โคลน อลแอน ต ิบ อด ีต ่อส าร TC  จำนวน 3 โคลน  คือ 7-C4, 

12-3F และ 5-9H  ม ีไอ โซ ไท ป ็เป ็น  IgG ,, IgG 2a และ IgG , ตามลำดับ โดยฉ ีดกระต ุ้นหน ูด ้วย สาร TC  ท่ี 

เช ื่อมต ่อก ับโปรต ีน BSA และแอนต ิบอด ีท ี่ได ้ม ีค ่า LO D  เท่ากับ 2, 16 และ 56 ppb ตามลำดับ โดย โม โน  

โคลนอลแอนต ิบอด ีท ี่ได ้เก ิดปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับสารในกล ุ่ม  TCs ท ี่นำมาทดสอบ คือ OTC , CTC , DC และ 

RTC อย ู่ในช ่วง 2-307%  และไม ่เก ิดปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับสารปฏ ิช ีวนะในกล ุ่มอ ื่น  จ ึงเหมาะสำหร ับนำมา



พ ัฒ นาเป ็นช ุดตรวจสอบสารกล ุ่ม  TC  ในล ักษณะ generic test k it เพ ื่อให ้ได ้ช ุดตรวจสอบท ี่ม ีค ุณภาพ  
ต่อไป
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