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ในปัจจุบันมีวิธีการตรวจสอบหายาปฏิชีวนะและยาซัลฟาตกค้างในเนื้อเยื่อของสัตว  ์
หลายวิธีและหลายระดับ วิธีการตรวจลอบเบื้องต้นเพื่อต้องการทราบว่ามียาตกค้างหรอไม่ ได้แก่ 
วิธีการตรวจลอบแยกกลุ่มของยา และวิธีการตรวจลอบยืนยันชนิดและปริมาณตกค้างของยาจุด 
ประสงค์ของการตรวจสอบเพื่อการคุ้มครองผู้บริโภคให้มีความปลอดภัยในการบริโภคเนื้อเยื่อและ 
ผลิตภัณฑ์ของสัตว์ การพัฒนาวิธีการตรวจสอบยาปฏิชีวนะและยาซัลฟาตกค้างในเนื้อเยื่อและ 
ผลิตภัณฑ์ของสัตว์มีดังนื้

การตรวจหายาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพในเนี้อเย่ือและผลิตภัณฑ์ของสัตว์

หลักการที่ใช้ตรวจยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพในเนื้อเยื่อของสัตว์แบ่งได้เป็น 4 กลุ่มคือ
1. การทดลอบโดยอาศัยหลักการยับยั้งการแบ่งตัวของจุลินทรืย์ 

(Microbial Inhibition disk assays)
2. การทดสอบทางอิมมิวโน (เทากานท0  assays)
3. การทดสอบโดยวิธีไมโครเบียลรืเซฟเตอร์ (Microbial receptor assays)
4. การทดสอบโดยวิธีทางเคมี-ฟสิกสั (Physicochemical assays)

1. การทดสอบโดยอาศัยหสักการยับย้ังการแบ่งตัวของจุลินทรืย์ 
(Microbial Inhibition Disk assays)

เป็นวิธีการตรวจโดยใช้แบคทีเรียที่ไวต่อยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพเป็นตัวทดสอบ 
สามารถทำได้หลายวิธีโดยใช้การเจริญของเชื้อในชุดทดสอบหลังจากเติมตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัด 
ของสัตว์ท่ีต้องการทดสอบและบ่ม (Incubate) ไว้ในอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อเป็น 
ตัวบ่งช้ืผลการทดสอบ ถ้าเชื้อสามารถเจริญได้ภายหลังการเติมตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์และ 
บ,มไว้ในอุณหภูมิที่เหมาะสม แสดงว่าในเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์ที่ทดสอบนื้นปราศจากสารที่ 
ลามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อหรือปราศจากยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพ เชื้อจุลินทรืย์
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มาตรฐานที่ใข้ทดสอบมีหลายชนิดเข่น Bacillus stearothermophilus var. calidolactis 
Streptococcus thermophllus, Escherichia coli และเซืออืน ๅ (Heechen, 1993)

ตัวอย่างจุลินทรีย์มาตรฐานที่ใซ้เป็นตัวบ่งชี้ในการตรวจหายาต้านจุลชีพตกค้างโดย 
อาศัยหลักการยับยั้งการแบ่งตัวของจุลินทรีย์ คือ

1. Bacillus cereus var.mycoides ATCC 11778
2. Bacillus megaterium ATCC 9885
3. Bacillus stearothermophilus var. calidolactis c 953 (ATCC 10149 1NIZO )
4. Bacillus subtilis ATCC 6633
5. Escherichia coli ATCC 10536
6. Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
7. Lactobacillus bulgaricus
8. Sarcina subflava ATCC 7468
9. Sarcina lutea ATCC 9341

10. Sarcina lutea resistant to dihydrostreptomycin ATCC 9341a
11. Sarcina lutea resistant to neomycin ATCC 12692
12. Staphylococcus aureus ATCC 6538p
13. Staphylococcus aureus resistant to dihydrostreptomycin ATCC 6538-DR
14. Staphylococcus aureus resistant to novobiocin ATCC 12692
15. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
16. Pseudomonas pyocynea ATCC 25619
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การทดสดุบโดยอาตัยหสักการกๆ?ยับยังการแบ่งฅ้วิของจุลินทรืย์ แบ่งออกเป็นวธด่า•ไ']
ดังนี้

1.1 Disk diffusion method
เป็นการทดลอบหายาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพ ในเนื้อเยื่อลกัดของสัตว์โดยอาศัย 

หลักการยับยั้งการแบ่งตัวของแบคทีเรียจากการซึมกระจายของยาจากแผ่นกระดาษกรอง (paper 
disk) ซึ่งทำโดยนำเอากระดาษกรองแผ่นกลม เต้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร จุ่มใน 
เนื้อเยื่อสกัดของสัตว์แล้ววางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรียที่ใช้โนการทดสอบผสมอยู ่
(seed agar) นำจานเพาะเชื้อดังกล่าวบ่มที่อุณหภูมิ และระยะเวลาที่เหมาะสม ลำหรับการเจรีญ 
ของเช้ือ'จุลิ-นทรีย์ท่ี,ใช้'ทดสอบ ล,วนใหญ่เชื้อเกือบทุกชนิด บ่มท่ี 30 - 45 ๐C นาน 18-24 ช่ัวโมง 
ยกเว้นเชื้อ ร. stearothermophilus ซ่ึงบ่มท่ี 65 ±  1 °c  นาน 18-24 ช่ัวโมง หลังจากบ่มเชื้อแต้ว 
นำจานเลี้ยงเชื้อออกมาอ่านผล ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อในจานมีลักษณะขุ่น หรือมีโคโลนีของ
แบคทีเรียเป็นจุดเล็กกระจายทั่วไป ยกเว้นตรงบริเวณกระดาษกรอง และรัศมีโดยรอบมีลักษณะ 
ใส (inhibition clear zone) วัดเต้นผ่าศูนย์กลางได้เกิน 12 มิลลิเมตร แสดงว่าในเนื้อเยื่อที่ทดลอบ 
น้ืนมีสารที,ลามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อหรือมียาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพปนเปีอนอยู่ 

จุลิ'นทรีย์ที'ใช้เป็นเชือทดสอบมี,หลาย,ชนิด1ได้แก่ B. stearothermophilus, ร. subtilis 
ร. megaterium, ร. cereus, Sarcina lutea, Streptococcus thermophilus และ E. coli 
เป็นต้น ถ้าทำการทดลอบโดยใช้เชื้อมากกว่า 1 ชนิด เช่น Three - plate test 1 Six -plate test 
หรือ European Four Plate Test จะทำให้การตรวจมีความถูกต้องแม่นยำ (accuracy) เพมมาก 
ข้ึน การตรวจหายาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพในเนื้อเยื่อโดยวิธี Disk diffusion เป็นวิธีการท่ีนิยม 
ใช้มานานกว่า 30 ปีจนถึงปัจจุบัน ในห้องปฏิปัติการตรวจหายาปฏิชีวนะตกค้างทั่วโลกเช่น
ประเทศสหรัฐอเมริกา แคนาดา ออสเตรเลีย และกลุ่มประเทศยุโรป ได้กำหนดให้วิธี Disk
diffusion เป็นวิธีมาตรฐานลำหรับการตรวจหายาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพในเนื้อเยื่อและผลิต 
กัณฑ์จากสัตว์ โดยเฉพาะกลุ่มประเทศยุโรป นิยมใช้วิธี European Four Plate Test ในการตรวจ 
ลอบยาปฏิชีวนะ และยาซัลฟาตกค้างในเนื้อ และผลิตกัณฑ์จากสัตว์ เนื่องจากวิธีนื้มีช้อดีคือ 
ลามารถตรวจลอบหายาได้หลายกลุ่ม (Broad spectrum) จากรายงานของ Okerman et al. 
(1998) พบว่า Plate ท่ี 1. TestagarpH 6.0 เติมเชื้อ ร. subtilis มีความ'ไวมากท่ีสุด'ในการตรวจ 
ลอบหายากลุ่ม Beta-lactam Plate ที 2. Testagar pH 7.2 เติมเชือ ร. subtilis และ 
Trimethoprim มีความไวมากที,ลดในการตรวจลอบหายากลุ่ม Sulfonamides Plate ท่ี 3.



9

Testagar pH ร.0 เติมเซธ น. subtiiis มีความไวมากททุตในการตรวจสอบหายากลุ่ม 
Aminoglycosides และ Plate ที 4. Testagar pH 8.0 เติมเชือ A4, luteus มีความไวมากทีสุดใน 
การตรวจลอบหายากลุ่ม Macrolides แต่มีข้อเลียคือการตรวจวิธีน้ีค่อนข้างยุ่งยาก เหมาะ
ลำหรับเป็นการทดสอบในห้องปฏิบ้ติการทางจุลชีววิทยาที่มีอุปกรณ์ครบถ้วนเท่านี้น และใช้ระยะ 
เวลาในการทดสอบนานกว่า 18 ช่ัวโมง จึงจะสามารถรู้ผลการทดสอบได้ นอกจากนี้มีรายงาน 
ของ Nouws et al (1988) พบว่ามีการใช้ยากลุ่ม Beta-lactam, Sulfonamides, 
Aminoglycosides และ Macrolides ในฟาร์มเลี้ยงสัตว์กันอย่างแพร่หลายมากในกลุ่มประเทศยุ 
โรป จึงเป็นสาเหตุลำศัญที่ทำให้กลุ่มประเทศดังกล่าวนิยมใช้วิธี European Four Plate Test เป็น 
วิธีมาตรฐานในการตรวจสอบเบื้องต้น (Screening test) ลำหรับการตรวจหายาปฏิชีวนะ และยา 
ซัลฟาตกค้างในเนี้อ และผลิตภัณฑ์จากสัตว์

1.2 Tube diffusion methods

1.2.1. Tube diffusion test
เป็นการทดสอบหายาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพตกค้างในเนี้อเยื่อสกัดของสัตว่โดย 

อาศัยหลักการยับยงการแบ่งตัวของแบคทีเรียเช่นเดียวกับวิธี Disk diffusion การทดสอบทำโดย 
หยอดตัวอย่างเบื้อเยื่อสกัดของสัตว์ที่ต้องการทดสอบและเม็ดอาหารเลี้ยงเชื้อ (nutrient tablet) 
ลงในหลอดทดลองขนาดเล็กหรือ ampoule ขนาดเสันผ่าศูนย์กลางประมาณ 8 มิลลิเมตร ซ่ึง 
ภายในบรรจุสปอร์ของ ร. stearothermophilus ผสมกับ agar gel และ Bromcresol purple 
ซึ่งใช้เป็นอินดิเคเตอร์วัดความเปลี่ยนแปลง ความเป็นกรด - ด่างที่เกิดชื้น จากน้ี'นปิดชุดทดลอง 
ให้สนิท บ่มที่อุณหภูมิ 65 ± 1 ๐C นาน 3 - 4 ช่ัวโมง อ่านผลโดยลังเกตุการเปลี่ยนสีของ 
Bromcresol purple ในอาหารเลี้ยงเชื้อ;ในกรณีที่ตัวอย่างเบื้อเยื่อสกัดของสัตว์ปราศจากสารใดๆ 
สามารถยับยงการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย กรดที่เกิดชื้นขณะจากการเจริญของเชื้อแบคที่เรืยจะทำ 
ให้ความเป็นกรดด่าง (pH) ในระบบลดลง Bromcresol purple จะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง 
แต่ถ้าการเจริญของเชื้อถูกยับยั้งโดยสารในตัวอย่างเบื้อเยื่อสกัดของสัตว์ที่ทดสอบ pH ในระบบ 
จะคงเดิม Bromcresol purple จึงไม่เปลี่ยนสี การทดสอบวิธีบื้เป็นวิธีที่ง่ายและสะดวก สามารถ 
ปฏิปติ'ได้'กัง'ในห้องปฏิบ้ติการและภาคสนาม ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีบื้เป็นชุดตรวจสอบสำเร็จรูป
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ทางการค้า (Commercial Kit ) หลายยี่ห้อ ได้แก่ Delvotest-P®.Delvotest SP®(Gist - 
Brocades, Inc., Netherlands) และชุดตรวจ ADM® (COPAN,Italy) ชุดตรวจ Delvotest-P ๑ 
และ Delvotest SP® เป็นชุดตรวจลอบที่กลุ่มประเทศยุโรปนิยมใช้ลำหรับการทดสอบหายาตก 
ค้างในระดับเบื้องต้น (Suhren, 1993; Anonymous,1989b)

1.2.2 Brilliant Black Reduction test
เป็นการทดสอบแบบ Tube diffusion method อีกวิธีหน่ึง แต่เปลี่ยนอินดิเคเตอร์ 

เป็น Brilliant Black แทน Bromcresol purple และทดสอบใน Microtiter plate ทีบรรจุ 
อาหารเลี้ยงเชื้อผสมกับเชื้อ B . stearothermophilus แทนการทดลอบใน Tube หรอ 
ampoule ถ้า Brilliant Black ไม่เปลี่ยนลีหลังจากการเติมตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์และบ่ม 
ท่ี 6 5 ± 1 ° c  นาน 2-3 ช่ัวโมง แสดงว่าในตัวอย่างนั้นมีสารที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อหรอมี 
ยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพปะปนอยู่ แต่ถ้าในตัวอย่างสกัดของสัตว์ไม่มีสารที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเช้ือ Brilliant Black จะเปลี่ยนเป็นลีเหลืองเนื่องจากกรดที่เกิดชื้นขณะเชื้อเจริญ 
ชุดตรวจลอบสำเร็จรูปที่ใช้หลักการนื้ได้แก่ชุดทดสอบ BR Test® (Glengarry Biotech,
Germany) ซึ่งได้รับความนิยมมากในประเทศออสเตรเลีย แคนาดา เยอรมัน สวีเดน และ 
แอฟริกาใต้ (Suhren,1993)

1.3 Accusphere method
เป็นการทดสอบโดยใส'เม็ดเชีอ Streptococcus thermophilus ทีถูกทำให้แห้งแบบ 

เยือกแข็งร่วมกับ B ro m c r e s o l p u r p le  ลงในหลอดทดลองท่ีบรรจุตัวอย่างเน้ือเย่ือสกัดของสัตว์ 
ท่ีต้องการทดสอบนำไปบ่มท่ี 6 5 ° ±  1°c  นาน 3 - 4  ช่ัวโมง ถ้าในตัวอย่างเน้ือเย่ือสกัดน้ันมี 
สารที,ลามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือตกค้างอยู่ B ro m c re s o l p u r p le  จะไม่เปล่ียนลีหลัง 
การบ่ม แต่ถ้าในตัวอย่างเนือเย่ือสกัดของสัตว์ไม,มีสารท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือตกค้าง
อยู่ B r o m c r e s o l p u r p le  จะเปล่ียนเป็นลีเหลืองเน่ืองจากกรดท่ีเกิดช้ืนจากการเจริญของเช้ือ 
(Suhren,1993)

1.4 Acidification method
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Acidification method เป็นการทดสคา!การสร้างกรด (การพริญ) ของเซือ
Streptococcus thermophilus ภายหลังการเติมเชือลงในตัวอย่างเนอเยอสกัดของสัตว์ ที 
ต้องการทดสอบและบ่มท่ี 45°c นาน 2 ชัวโมง 30 นาที โดยเติม Yeast extract เป็นตัวเร่ง 
การเจริญและ Bromcresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ ถ้า Bromcresol purple ไม่เปลี่ยนลีหลัง 
การบ่ม แสดงว่าการเจริญของเชื้อถูกยับยั้งโดยสารต้านจุลชีพในเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์
(Suhren,1993) ชุดตรวจสอบ Charm AIM 96® และ Charm farm Test ®(Charm Sciences 
Inc., USA) เป็นชุดทดสอบที่พัฒนามาจากหลักการตังกล่าว โดยเปลี่ยนสารเร่งการเจริญเติบโต 
เปลี่ยนชนิดอินดิเคเตอร์และใช้เชื้อ B. stearothermophilus แทนการใช้ Streptococcus
thermophilus ชุดทดสอบยั้งสองถูกพัฒนาชื้นเพื่อให้มีความสะดวกในการใช้งานภาคสนามและ 
สามารถอ่านผลไดในระยะเวลาลัน รวมยั้งมีความสามารถในการตรวจหายาปฏิชีวนะหรือยาต้าน 
จุลชีพไต้หลายชนิด Charm AIM 96® เป็นวิธีท่ีสะดวกในกรณีท่ีมีตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ 
เป็นจำนวนมาก เพราะทดสอบใน 96 - well microtiter plate สามารถตรวจไต้ครั้งละ 94 ตัว 
อย่าง (Suhren,1993)

การทดสอบโดยใช้หลักการยับย้ังการแบ่งตัวของจุลินทรืย์วิธีต่าง  ๆ เหล่าน้ืยกเว้น Disk 
D if fu s io n  เป็นท่ีนิยมใช้ย้ัวไปในการทดสอบเบ้ืองต้นเพ่ือหาการตกค้างของยาปฏิชีวนะหรือยา
ต้านจุลชีพในเน้ือเย่ือสกัดของลัตว่โดยเฉพาะอย่างย่ืงชุดตรวจสอบทางการค้าต่าง  ๆ เน่ืองจากให้ 
ผลการตรวจสอบได้รวดเร็ว วิธีการไม่ยุ่งยาก และสามารถนำไปใช้ในภาคสนามไต้ อย่างไรก็ 
ตามการตรวจสอบด้วยวิธีเหล่าน้ืไม่สามารถระบุชนิดหรือกลุ่มของยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพท่ี 
ตกค้างและมีโอกาสท่ีจะให้ผลบวกเท็จได้ รวมย้ังความเข้มช้นต่ําสุดของยาปฏิชีวนะหรือยาต้าน 
จุลชีพท่ีตรวจพบได้ 100% ของแต่ละวิธีก็มีค่าต่างกัน (Suhren,1993)

2. การทดสอบทางอมมีวโน (เกาทานท0  assays)

คือวิธีการตรวจโดยอาศัยหลักการให้โมเลกุลของยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพจับกับ
โมเลกุลของตัวรับ ( R e c e p to r )  ชึ่งถูกสร้างให้มีส่วนเชื่อมรับหรือมีแขนที่สามารถจับกับโมเลกุล
ของยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพแต่ละชนิดไดโดยเฉพาะ แล้วอ่านผลจากปฏิก ิร ิยาที่เกิดชื้น เช่น 
วิธี E n z y m e  - l in k e d  Im m u n o s o r b e n t  a s s a y s  (E L IS A )  วิธีการทดสอบทาง เกาโทนท0 มีข้อดี 
คือสามารถระบุชนิดของยาตกค้างได้ จึงอาจใช้เป็นการตรวจสอบยืนยัน (C o n f i rm a t io n  te s t )



12

และบางวิธีการลามารถทำการตรวจสอบในภาคสนามได้ แต่ข้อด้อยคือวิธีนีมีรpecificity ต่ํา ถ้า 
ตัวอย่างเนื้อเยื่อที่ตรวจลอบมียาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพชนิดอื่นๆที่ไม่จำเพาะกับขุดตรวจลอบ 
ก็จะให้ผลการตรวจเป็นลบได้ (Sühren,1993)

3. การทดสอบโดยวิธีไมโครเบียลรีเซฟเตอร์ ( Microbial receptor assays )

เป็นการทดสอบการแย่งจับ (Compettitive binding) ระหว่างยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุล 
ชีพที่มีอยู่ในตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัดกับยาที่ติดฉลากกัมมันตภาพรังสีชนิดคาร์บอน 14(mC) หรือ 
ทริเทียม (3แ) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารกัมมันตภาพรังสีที่วัดได้จากการทดสอบตัวอย่าง
เนื้อเยื่อสกัดของสัตว์ กับปริมาณสารกัมมันตภาพรังสีที่วัดได้จากการทดสอบ Negative control 
ก็จะสามารถบอกได้ว่าในตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์ที่ทดสอบมียาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพที ่
ต้องการตรวจหาหรือไม่ การทดสอบอาศัยหสักการที่ให้โมเลกุลของยาตกค้างในเนื้อเยื่อสกัดของ 
สัตว์จับกับส่วนรับ (Receptor site) ของแบคทีเรีย ( Microbial binber) ซึ่งมีความจำเพาะกับยา 
ปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพที'ต้องการตรวจหา และขุดทดสอบสำเร็จรูปที่ใช้หลักการตังกล่าวคือ 
Charm II Test ๑ การตรวจวิธีน้ืมีท้ังความไวสูง (High sensitivity ) และสามารถตรวจหายา 
ปฏิชีวนะหรือต้านจุลชีพตกค้างได้หลายกลุ่มยา (Zomerand Charm, า 993)

4. ว ิธการทางเคม ี-ท ิเส ิกส ์ (Physicochemical Method)

เป็นวิธีการตรวจโดยอาศัยคุณสมบัติทางเคมีฟิสิกส่ที่จำเพาะของยาปฏิชีวนะหรือยา 
ต้านจุลชีพแต่ละชนิดที่จะถูกแยกออกจากสารอื่น ๆ เมื่อให้ตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบผ่านตัว 
กลางที่มีอำนาจการดูดซับ (absorbant) โมเลกุลของสารแต่ละชนิดไม่เท่ากัน ตังนั้นสารแต่ละ 
ชนิดจะหลุด ออกมาจากตัวกลางในเวลาต่าง  ๆ กัน ซึ่งสามารถตรวจวัดได้ด้วยเครื่องตรวจวัด 
(detector) เมื่อทำการตรวจสอบตัวอย่างเนื้อเยื่อและสารมาตรฐาน (ยาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุล 
ชีพ) แล้วพบว่ามีสารในตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์ที่ผ่านตัวกลางออกมาในระยะเวลาเดียวกับ 
สารมาตรฐานก็แสดงว่าน่าจะเป็นสารชนิดเดียวกัน จากภาพ Chromatogram ที่บันทึกด้วย 
เคร ื่องตรวจรับจะสามารถคำนวณหาปริมาณสารใน ตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์ที่ทดสอบได้ 
ด้วยการเปรียบเทียบกับภาพที่ได้จากการตรวจสอบสารมาตรฐานที่ทราบปริมาณ การตรวจทาง 
เคมี - ทิเลิกสัท่ีนิยมใข ้ในการตรวจหายาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพใน เนื้อเย ื่อสกัดของสัตว์คือวิธี
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Thin layer Chromatography (T'lC) และวิธี High - performance liquid chromatography 
(HPLC) การตรวจทางเคมี - ฟิสิกส์เป็นวิธีท่ีมีความแม่นยำสูงสามารถระบุขนิดของยาที่มีในตัว 
อย่างเนื้อเยื่อสกัดของส์ตว์และหาปริมาณยาที่ตกค้างได้ชัดเจน แต่เป็นวิธีที่ยุ่งยากทังชันตอนใน 
การสกัดยาที่จากเนื้อเยื่อของสัตว์ และขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเพื่อทำการตรวจวิเคราะห์ ซ่ึงยา 
ปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพแต่ละกลุ่มหรือแต่ละชนิดจะใช้วิธีการสกัดและการเตรียมตัวอย่างที ่
แตกต่างกัน เป็นวิธีทดสอบที่ใช้เวลานานและต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาสูง จึงใช้ในกรณีที่ 
ต้องการยืนยันชนิดของยาและปริมาณยาที่ตกค้างอยู่ในตัวอย่างเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์เท่านื้น 
(Verification and quantification test) (บeno and Aoki,1995; Zomer et al.,1995; Zomer, 
Saul and Charm,1992)

การตกค้างของยาปฏิชีวนะและยาชัลฟาในเนื้อเยื่อและผลิตภัณฑ์จากสัตว์เป็นปัญหาที ่
มืผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภค และมืผลกระทบต่อการค้าระหว่างประเทศก่อให้เกิดความ
เลียหายทางเศรษฐกิจ และความเชื่อมั่นในคุณภาพของสินค้า จึงมืความจำเป็นที่จะต้องวาง
มาตรการเพื่อป้องกันและแก้ไขปัญหาการตกค้างตังกล่าว การศึกษาและพัฒนาวิธีการตรวจสอบ 
หายาปฏิชีวนะและยาต้านจุลชีพตกค้างยั้งในนื้านมโค เนื้อเยื่อและผลิตภัณฑ์จากสัตว์ก็เป็นแนว 
ทางหน่ึงของมาตรการป้องกันและแก้ใข ปัญหายาตกค้าง ในปัจจุบันถึงแม้จะมีวิธีการตรวจสอบ 
หลายแบบ ซ่ึงมีความแม่นยำ ความยากง่าย และความไวในการอ่านผล แตกต่างกันไป แต่วิธีการ 
ทดสอบหายาต้านจุลชีพโดยอาศัยหลักการยับยั้งการแบ่งตัวของจุลินทรืยั (MIA) ยังเป็นวิธีที่ใช้ 
ลำหรับการตรวจกรองเพื่อหายาปฏิชีวนะหรือยาต้านจุลชีพตกค้างในเนื้อเยื่อสกัดของสัตว์ใน 
ระตับเบื้องต้น อย่างไรก็ตามวิธีการทดสอบที่อาศัยหสักการ MIA นื้มีข้อจำกัดหลายประการคือ 
ไม่สามารถระบุชนิดและปริมาณยาที่ตกค้างได้ชัดเจน และมีขีดจำกัดในความสามารถของการ
ตรวจ กล่าวคือวิธีนื้สามารถตรวจพบการตกค้างในเนื้อเยื่อในระตับที่ตํ่ากว่าหรือใกล้เคียงกับค่า 
ยอมรับให้มีได้ (MRL) เฉพาะยากลุ่มBeta-lactam และbacitracin เท่าม่ัน ส่วนยาต้านจุลชีพกลุ่ม 
อืน ๆ เช่น aminoglycosides, tetracyclines, macrolides, chloramphenicol และ 
sulfonamides วิธีการเหล่านนสามารถตรวจพบได้ในได้ไนระตับความเข้มข้นที่สูงกว่าค่าที่ยอม 
รับให้มีได้ (MRL) (Tennant,1990) นอกจากนื้ยังมีปัจจัยอีกหลายประการ เช่น ชนิดของเช้ือ
จุลินทรืย์มาตรฐาน ปริมาณเชื้อ และวิธีการเตรียมเชื้อที่ใช้ทดสอบ รวมยั้งองค์ประกอบและ 
ความระตับความเป็นกรด - ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มืผลต่อการตรวจสอบด้วยวิธี Disk
diffusion จึงมีความจำเป็นที่จะต้องมีการพัฒนาวิธีการเหล่านื้ให้ดียื่งขึ้น และเหมาะลมกับการ
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นำไปใช้เป็นการตรวจสอบเบืองต้น เนื่องจากวิธี Tube diffussicn มีข้อดีคือใช้เวลาไม่นานใน 
การบ่มเพาะเชื้อ จึงทำให้ลามารถรู้ผลการตรวจได้อย่างรวดเร็ว มีขั้นตอนการทดสอบที่ไม่ยุ่งยาก 
และไม่ต้องการเครื่องมืออุปกรณ์ราคาแพง ทำให้ลามารถทำการตรวจสอบได้ที่ฟาร์มหรือนอก
ห้องปฎิบ้ติการได้ ดังนั้นจึงมีการพัฒนาวิธีนี้ขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยมีความเป็นมาดังนี (Arrêt et 
al., 1971 ; Tsai and Kondo, 1993)

Bugyei และ คณะ(1993) ได้ทำการทดลองในไก่นั้าหนัก 1.5-2.1 กิโลกรัม โดย 
ให้ยา Oxytetracycline ขนาด 25 มีลลิกรัมต่อกิโลกรัม ติดต่อกันนาน 4 วัน หลังจากสิ้นสุดการ 
ทดลอง ได้ฆ่าไก่ตามระยะเวลาที่กำหนด คือ 0.5, 1,2, 4, 6 และ 8 ช่ัวโมง เก็บดับ ไต กล้ามเนื้อ 
และขีรั่มไก่แต่ละตัวมาทดสอบหายา Oxytetracycline ตกค้างโดยใช้ชุดตรวจสอบ Delvotest -P® 
พบว่าในดับ ไต กล้ามเนื้อของไก่ และชีร่ัม มีการตกค้างของ Oxytetracycline®ยู่'ใน'ซ่วง 0.5-8 ช่ัว 
โมง หลังสิ้นสุดการทดลอง พบมากในช่วงชั่วโมงที่ 1-2 มีการตกค้างของยา Oxytetracycline ใน 
บ่รม'าณลูงสุดท่ี'ไต และพบได้น้อยมากที่กล้ามเนื้อ ระดับความเข้มข้นตํ่าสุดของ Oxytetracycline 
ที่ชุดตรวจลอบ Delvotest -P® ลามารถตรวจพบได้คือ 0.62 ไมโครกรัม/กรัม ของดับและไต ซ่ึง 
เป็นระดับที่สูงกว่าค่าที่ยอมรับให้มีได้ (MRL) ของยา Oxytetracycline (MRL) ซ่ึงคณะกรรมาธิ 
การ Codex กำหนดไว้ท่ี 0.3 และ 0.6 ไมโครกรัม/ กรัม ในดับและไตของไก่ตามลำดับ (Codex, 
1993) ต่อมา Bugyei และคณะ (1995) ทำการทดลองในไก่นื้าหนัก 1.5-2.1 กิโลกรัม ให้ยา 
Sulfamethazine ขนาด 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยผสมนํ้าให้กิน ติดต่อกันนาน 5 วัน หลังจาก 
ลินลุดการทดลอง ได้ฆ่าไก่ตามระยะเวลาที่กำหนด คือ1, 3, 6, 8, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง แล้ว 
ตรวจหาการตกค้างของยา Sulfamethazine ในดับ ไต กล้ามเนื้อ และชีร่ัม ด้วยชุดตรวจลอบ 
Delvotest -SP® ซ่ึงเป็นชุดตรวจสอบท่ีเติม Trimethoprim เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจหา 
ยากลุ่ม Sulfonamides พบว่ามีการตกค้างของยาอยู่ในช่วง 1 ถึง 24 ช่ัวโมง หลังการทดลองและ 
พบการตกค้างในปริมาณที่ค่อนข้างสูง โดยเฉพาะในชีรั่ม ผลการศึกษาพบว่า Delvotest-SP® มี 
ประสิทธิภาพในการตรวจหายา Sulfamethazine ตกค้างในระดับความเข้มข้นตํ่าสุดที่ตรวจพบ 
ได้ 100% ท่ี 1.0 และ 0.5 ไมโครกรัม/ กรัม ในดับและไต ตามลำดับ ในการตรวจพบการตกค้าง 
ของ Delvotest-SP® สูงกว่าค่าที่ยอมรับให้มีได้ (Tolerance level) ของยา Sulfamethazine ท่ี 
กำหนดไว้โดยประเทศสหรัฐอ เม‘ริกาท่ี 0.1 ไมโครกรัม/ กรัม ในดับและไตของไก่ (Sundlof et al, 
1992)
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ธงชัย และคณะ (2537) ศึกษาดัดแปลงวิธีกา?ใช้ชุดตรวจสอบ Delv/otest -P® ในกา? 
ตรวจหายาตกค้างในนํ้านมโดยอุ่นนํ้านมที่อุณหภูมิ 80° C นาน 3 นาที เพื่อทำลายสารยับยัง 
แบคทีเรียที่มอียู่ในนํ้านมตามธรรมชาติเซ่น Lactoferrin และ Lysozymes มีผลต่อการตรวจสอบ 
ของชุดตรวจลอบ ผลการศึกษาพบว่าการอุ่นนํ้านมนี้ ให้ผลเพื่มประสิทธิภาพความน่าเชื่อถือของ 
ชุดตรวจสอบ Delvotest -P® โดยลดการให้ผลบวกเท็จจาก 22.03% เป็น 4.42 %

ธงชัย และคณะ ( 2539) ได้นำวิธีการอุ่นนี้านมดังกล่าวมาใช้ในการศึกษาเปรียบเทียบ 
ประสิทธิภาพการตรวจสอบยาปฏิชีวนะตกค้างในนํ้านมด้วยวิธี Delvotest -P® และDisk
diffnsion ว่าการอุ่นนํ้านมที่อุณหภูมิ 80° C นาน 3 นาที มีผลเพ่ืมประสิทธิภาพการตรวจลอบ 
ของท้ัง 2 วิธี โดยลดการให้ผลบวกเท็จได้ถึง 42.1 -100 % แต่อย่างไรก็ตามการอุ่นนํ้านมก็อาจทำ 
ให้ผลลบเท็จได้ถึง 12.8 - 13.6 % ซึงข้อมูลนี้สอดคล้องกับข้อมูลที่รายงาน ไว้โดยสมภพ และ 
คณะ (2539) ว่าการอุ่นนํ้านมก่อนการตรวจหายากานามัยชินตกค้างด้วยวิธี Disk diffusion ทำ 
ให้ความเข้มข้นของกานามัยชินของตัวอย่างลดลงซึ่งประเมินผลได้จากการวัดความยาวของเล้น 
ผ่าศูนย์กลางของส่วนใสรอบโคโลนีของเชื้อ Bacillus subtilis ATCC6633 ท่ี เพาะเลี้ยงบน 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Muller Hilton Agar ที่ความเข้มข้นของยากานามัยชินในระดับต่างๆ

เกรียงศักดิ้ และธงชัย (2541ก) พัฒนาชุดตรวจสอบ KS-9 ขึ้นเพื่อใช้ตรวจหายาปฏิชีวนะ 
และยาซัลฟาในนี้านมในประเทศไทย โดยอาศัยหลักการเดียวกับชุดตรวจสอบ Delvotest -P® 
คือวิธี Tube diffusion ท่ีผสมสปอร์ของเช้ือ B. stearothermophilus ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม แล้วบรรจุในหลอดทดลองขนาดเล็กมี ขนาดเล้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 11x40 
มิลลิเมตร ปิดด้วยอลูมินัมฟอยล์ บ่มที่อุณหภูมิ 6 4± 2 ° C อ่านผลได้ภายในเวลา 2 ช่ัวโมง 30 
นาที จากการลังเกตุการเปลี่ยนลีของอาหารเลี้ยงเชื้อ และจากการทดสอบประสิทธิภาพพบว่าชุด 
ตรวจสอบ KS-9 มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบหายาปฏิชีวนะและยาซัลฟาตกค้างในนํ้านมได้ดี 
มากโดยลามารถตรวจพบยาในกลุ่ม Beta-lactam และ Bacitracin ในระดับที่ยอมรับให้มีได้ 
(MRL) และตรวจยาปฏิชีวนะชนิดอื่นได้หลายกลุ่มในระดับท่ีใก ล ้เคียงกับค่า MRL และจากการ 
ทดสอบความน่าเชือถือของชุดตรวจลอบ KS - 9 พบว่ามีค่าความไว ความจำเพาะ และความ 
แม่นยำสูง เกือบ 100 % ในการตรวจนํ้านมดิบ นอกจากนี้พบว่าการอุ่นนํ้านมดิบที่อุณหภูมิ 98± 
2 ° c  นาน 5 นาที ช่วยเพื่มประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ KS-9 ได้มากชื้น เพราะความร้อนจะ
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ช่วยทำลายสารต้านจุลชีพที่มือยู่ตามธรรมชาติในนํ้านมดินได้ เกรียงศักดิ,' และธงชัย (9.641ข) 
จึงได้ศึกษาผลของความร้อนที่ใช้ในการอุ่นตัวอย่างนํ้านมดิบต่อฤทธิ,การต้านจุลชีพธรรมชาติของ 
ยาปฏิชีวนะต่างๆ และยาชัลฟาโดยใช้ชุดตรวจลอบ KS-9 ผลการศึกษาพบว่าการอุ่นนํ้านมดิบที่ 
อุณหภูมิ 83±1๐C นาน 3 นาที และที่อุณหภูมิ 98±2°c นาน 5 นาที ก่อนการตรวจลอบด้วยชุด 
ตรวจลอบ KS-9 ให้ผลเหมือนกันลำหรับยาปฏิชีวนะชนิดต่างๆ ท่ีใช้ตรวจสอบ ยกเว้นการตรวจยา 
ampillin cephalocin cloxacilin และ framycitin พบว่าความร้อนให้ผลการตรวจลอบที่แตกต่าง 
และพบว่าชุดตรวจลอบ KS-9 ให้ประสิทธิภาพในการตรวจยา 4 ชนิดหลังน้ีได้ 100 % ท่ีระดับ 
ความเข้มข้นของยาที,เท่ากับหรือมากกว่า 24, 20, 16 และ 200 ไมโครกรัม/ กิโลกรัม ตามลำดับ 
ทังก่อนและหลังการอุ่นนี้านมที่อุณหภูมิทั้ง 2 ระดับ

เกรียงดักดิ้และธงชัย (2541ค) ได้ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ 
KS-9 กับชุดตรวจสอบสำเร็จรูปอื่นๆ ที,นำเข้าจากต่างประเทศได้แก่ Charm II test®, Charm 
AIM-96, Charm disk assay, KS-9, ADM, Delvotest-P,® 1 Bacillus stearothermophilus 
tablet disk assay และวิธี Disk diffusion โดยใช้เชีอ ร. stearothermophilus และ ร. subtilis 
ทดสอบกับนำนมที่ผสมด้วยยาปฏิชีวนะและยาซัลฟา 12 ชนิด พบว่าชุดตรวจลอบทั้งหมดยกเว้น 
Bacillus stearothermophilus tablet disk assay มืประสิทธิภาพในการตรวจลอบดีกว่าวิธี Disk 
diffusion method โดยชุดตรวจสอบ Charm II test® มืความไวดีท่ีสุด รองลงมาคือ Charm AIM- 
96, Charm disk assay, KS-9, ADM และ Delvotest-P® ตามลำดับ และเมื่อนำมาตรวจหายา 
ตกค้างในนำนมดิบ และนี้านมพาสเจอรํใรช์ ที'ไม่ได้เติมยาพบว่าชุดตรวจสอบสำเร็จรูปทุกชนิด 
ลามารถตรวจพบสารต้านจุลชีพได้มากกว่าวิธี Disk diffusion โดยชุดตรวจสอบ KS-9 มีประสิทธิ 
ภาพในการตรวจพบสารต้านจุลชีพได้ดีที่สุด รองลงมาคือ Charm AIM-96, Delvotest-P®' ADM, 
Charm II test® ตามลำดับ

เกรียงดักดิ้ และธงชัย (2542) ได้พัฒนาชุดตรวจลอบ KS-9 ชึ่งเป็นชุดตรวจสอบท่ีไม่มื 
การเติม Trimethoprim ลงไปในชุดตรวจลอบ ทำให้มืความลามารถในการตรวจหายาซัลฟาตก 
ค้างได้ตำ ทางคณะผู้วิจัยจึงได้ทำการเติม Trimethoprim ลงในชุดตรวจสอบ K S -9  เพ่ือช่วยเสริม 
ฤทธิ๋ยาซัลฟาที'ตกค้าง ให้ชื่อชุดตรวจสอบชนิดนี้ว่าชุดตรวจสอบ K S -9 S  พบว่าชุดตรวจสอบ K S -  

9S  มิความลามารถในการตรวจหายาซัลฟาตกค้างได้ดีขึ้น และทางคณะผู้วิจัยได้ทำการทดสอบ
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เปรยบเทียบประสิทธิภาพแบบ เท vitro ของขุดตรวจสคา I KS-9 กัาเ KS-9S ในการตรวจนายา 
Sulfamethazine, Sulfathiazole, Sulfamethoxazole และ Sulfadiazine ทีผสมในนำกลัน ผล 
การทดลอบพบว่าขุดตรวจลอบ KS-9 จะให้ผลบวก 100 % เม่ือปริมาณ'ของยาSulfamethazine, 
Sulfathiazole และ Sulfadiazine ที่ระดับความเข้มข้นมากกว่า 0.8 ไมโครกรัม/ กรัม และให้ผล 
บวก 100 % ที่ระดับความเข้มข้นของยา Sulfamethoxazole มากกว่า 0.4 ไมโครกรัม/ กรัม 
ลำหรับขุดตรวจสอบ KS-9S สามารถตรวจพบยาซัลฟาที่ง 4 ชนิดได้ 100 % ที่ระดับตํ่าสุดคือ
0.05 ไมโครกรัม/ กรัม เท่ากัน ซึ่งเป็นข้อมูลเบื้องด้นที่แสดงถึงประสิทธิภาพในการตรวจลอบหายา 
ซัลฟาของขุดตรวจลอบ KS-9S ดีกว่าขุดตรวจลอบ KS-9
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