
บทที่ 3

วัสดุและวิธีการ

1. ว ิธ ีการเตรียมตัวอย่างท ี่ใช ้ในการทดสอบกับ1ชุดการตรวจสอบ KS-9, KS-9S 
และวิธี European Four Plate Test (EFPT)

1.1 วิธีการสกัด (Extraction) ตัวอย่างเนื้อเยื่อของสุกรและไก่
(1) . บดตัวอย่างที่ต้องการสกัดให้ละเอียดโดยเครื่องตีปันเนื้อเยื่อ ( Homogenizer ของ

Polytron-Kinematica AG.,Swizerland)uาน 10 วินาที เนื้อเยื่อของสุกรและไก่ที่ 
นำมาสกัดคือ กล้ามเนื้อ ตับ และไต

(2) . ใส่ตัวอย่างที่บดแล้วปริมาณ 10 กรัม ลงในหลอดขนาด 50 มิลลิลิตร สำหรับเครื่อง
หมุนเหว่ียง (Centrifuge tube)

(3) . เติม Phosphate buffer pH 8.0 (ประกอบด้วย KH2P04 0.523 กรัม, K2HP04
16.73 กรัม และเติมนํ้ากลั่นให้ไต้ปริมาตร 1,000มิลลิลิตร)ปริมาตร20 มิลลิลิตร 
ลงในตัวอย่างที,ต้องการสกัดหนัก 10 กรัม

(4) . ผสมให้เข้ากันแล้วปันโดยใช้เครื่องปันเหวี่ยง (Centrifuge ของ MSE Scientific
Instruments, England ) ด้วยความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 1 5 นาที

(5). เทส่วนใส (Supernatant) ใส่หลอดแก้ว เพ่ือนำไปทดสอบ สำหรับตัวอย่างที่ไม่ 
สามารถทำการทดสอบได้ทันทีทำการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ - 20 ๐C นานไม่เกิน 
20 วัน

1.2 วิธีการเตรยมซีรั่ม่
นำเลือดที่ได้จากไก่และสุกรปริมาตร 15 มิลลิลิตร มาปันด้วยเครื่องปันเหวี่ยง 

(Centrifuge) ด้วยความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แยกเก็บส่วนใส 
(Supernatant) ใส่หลอดแก้วเพื่อนำไปทดสอบ ถ้ายังไม่ทดสอบทันทีต้องทำการเก็บ 
รักษาไว้ที่อุณหภูมิ-2 0 ° c  นานไม่เกิน 2 0  วัน
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1 .3  ว ิธ ีก า ร เต ร ีย ม ป ๋ล ล า ว ะ  (ล ำห ร ับ ส ุก ร )

น ำ น ํ้า ป ัส ส า ว ะ ข อ ง ส ุก ร ม า ป ร ับ ร ะ ด ับ ค ว า ม เป ็น ก ร ด -ด ่า ง ใ ห ้อ ย ู่ส ภ า พ ค ว า ม เป ็น  

ก ล า งท ี่ร ะด ับ  p H  7 .0  ถ ้า ย ัง ไม ่น ำ ไป ท ด ล อ บ ท ัน ท ีต ้อ งท ำ ก า ร เก ็บ ร ัก ษ า ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

-2 0  ๐ C  น าน ไม ่เก ิน  2 0  ว ัน  แ ล ะ ก ่อ น ท ี่จ ะ น ำ ม าท ด ล อ บ ท ุก ค ร งต ้อ งน ำม าป ร ับ ร ะ ด ับ  

ค ว าม เป ็น ก ร ด ด ่า ง  ให ้เป ็น ก ล า งท ี่ร ะ ด ับ  pH  7 .0

2. การเตรึยมการทดสอบโดยใช้ชุดตรวจสอบ KS-9 และ KS-9S

(1) . ใช้ชุดตรวจสอบ KS-9 และ KS-9S ท่ีผลิตโดย คณะลิ'ตวแพทยศาสตร์
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

(2) . หลักการ และวิธีการทดสอบด้วยชุดตรวจสอบ KS-9 และ KS-9S
ช ุด ต ร ว จ ส อ บ  KS-9 เป ็น ช ุด ต ร ว จ ล อ บ ย าป ฏ ิช ีว น ะ แ ล ะ ย าซ ัล ฟ า  ซ ึ่ง เป ็น ว ิธ ี Tube 

diffusion โด ย อ า ศ ัย ห ล ัก ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร แ บ ่ง ต ัว ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย  B. stearothermophilus ท ี่ผ ส ม ใน  

อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่เอ ื้อ อ ำ น ว ย ต ่อ ก า ร ซ ึม ผ ่า น ข อ งย า ป ฏ ิช ีว น ะ  แ ล ะย าซ ัล ฟ า  ล ำ ห ร ับ ช ุด ต ร ว จ ล อ บ  

KS-9S เป ็น ช ุด ต ร ว จ ส อ บ ท ี่อ าศ ัย ห ล ัก ก าร เด ีย ว ก ับ ช ุด ต ร ว จ ส อ บ  KS-9 แ ต ่แ ต ก ต ่า งก ัน ท ี่ ช ุด ต ร ว จ  

ส อ บ  KS-9S ม ีส ่ว น ผ ส ม ข อ ง  Trimethoprim ซ ึ่ง ม ีป ร ะ ล ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ย า ก ล ุ่ม  

Sulfonamides ได ้ด ีช ื้น  แ ล ะ ว ิธ ีก า ร ท ด ส อ บ ด ้ว ย ช ุด ต ร ว จ ส อ บ  KS-9 และ KS-9S ท ำ ก า ร ห ย ด ต ัว  

อ ย ่า งท ี่ส ก ัด ได ้จ า ก เน ื้อ เย ื่อ ข อ งล ัต ว ์ (ต ับ  ไต  แล ะ :ก ล ้าม เน ื้อ ) ช ีร ั่ม แ ล ะ ป ัส ส า ว ะ  (เฉ พ า ะ ใน ส ุก ร )  

ป ร ิม าต ร  0.1 ม ิล ล ิล ิต ร ล ง ใน ห ล อ ด เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ ข อ งช ุด ต ร ว จ ล อ บ แ ล ้ว บ ่ม ใน ต ู้อ บ ห ร ือ  water bath 
ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 6 4 +  2  ๐ C  น าน  3 -4  ช ั่ว โม ง  อ ่า น ผ ล โด ย ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ ส ีข อ งอ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ใน  

ห ล อ ด ท ด ล อ ง  ห ล อ ด ท ี่ม ีส ีข อ งอ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เป ล ี่ย น จ า ก ส ีม ่ว ง เป ็น ส ีเห ล ือ งอ ่า น ผ ล เป ็น ล บ แ ส ด ง  

ว ่า ไ ม ่ม ีย า ต ก ค ้า ง  ส ่ว น ห ล อ ด ท ี่ส ีข อ ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ไม ่เป ล ี่ย น แ ป ล ง ย ัง ค ง เป ็น ส ีม ่ว ง อ ่า น ผ ล เป ็น  

บ ว ก แ ส ด ง ว ่า ม ีย า ต ก ค ้า ง  ส ่ว น ห ล อ ด ท ี่ม ีส ีอ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เป ็น ส ีม ่ว ง ผ ส ม ส ีเห ล ือ งอ ่า น ผ ล เป ็น  

บ ว ก /ล บ  แสดงว ่า อ า จ ม ีย า ต ก ค ้า ง  ดังภ า พ ท ี่ 1
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เต ร ีย ม ข ุด ต รวจ ส อ บ เท ่าก ับ จ ำน ว น ต ัวอ ย ่า งท ี่ต ้อ งก ารท ด ส อ บ  

ใช ้ป า ก ค ีบ เจ า ะ ฝ า อ ล ูม ิเน ีย ม ฟ อ ล ์ย ท ี่ป ิด ผ น ึก ข ุด ต ร ว จ ให ้ก ว ้า งพ อ ล ำ ห ร ับ ห ย ด ต ัว อ ย ่า ง

T

ใ ช ้ M ic r o  p ip e t t e  ด ูด ต ัวอ ย ่า ง เน ื้อ เย ื่อ ส ก ัด  ช ีร ั่ม ห ร ือ ป ัส ส าว ะห ย ด ล งใน ข ุด ต รว จ  0 .1  ม ล .

ป ิด ข ุด ต รวจ ให ้ส น ิท ด ้ว ย เท ป ใส

บ ่ม ท ี่ 6 4  ±  2  °  C  น า น  3  -  4  ช ั่ว โม ง

T
อ ่าน ผ ล

บ วก

ล ีอ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ย ัง ค ง เป ็น ล ีม ่ว ง

ลบ

ล ีอ าห าร เป ล ี่ย น เป ็น ล ี เห ล ือ ง

T

อ ่าน ผ ล เป ็น  บ ว ก /ล บ

ล ีอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ เป ล ี่ย น เป ็น ล ีม ่ว งผ ส ม ล ีเห ล ือ ง

ภาพที่ 1 ข ัน ต อ น ก า ร ต ร ว จ ห า ย า ต ้า น จ ุล ช ีพ ใน เน ื้อ เย ื่อ ส ก ัด  ช ีร ั่ม  ป ัส ส า ว ะ ด ้ว ย ข ุด ต ร ว จ ส อ บ  

K S -9  และ K S -9 S  ต าม เอ ก ส า ร ป ร ะ ก อ บ ก าร ใช ้ข อ งค ณ ะ ล ํโต ว แ พ ท ย ศ าส ต ร ์ 

จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย
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3. วิธีตรวจห า ยาป ฏ ิช ีวน ะแล ะยาซ ัลฟ าด ้วย วิธี European Four Plate Test
ท ำ ก า ร ต ร ว จ ห า ย า ป ฏ ิช ีว น ะ แ ล ะ ย า ซ ัล ฟ า ต ก ค ้า ง ใน ต ัว อ ย ่า งต ่า ง   ๆ จ าก ไก ่แ ล ะ ส ุก รด ้ว ย ว ิธ ี 

E u ro p e a n  F o u r  P la te  T e s t  (E F P T ) ต าม ว ิธ ีข อ ง  O k e rm a n  e t a l. ( 1 9 9 8 )  โด ย ใช ้อ าห าร เล ีย ง เช ีอ  

3  ช น ิด  ค ือ

1. T e s ta g a r  p H  6 .0  ( M e r c k ,  U S A  )

2 . T e s ta g a r  p H  7 . .2  ( M e r c k ,U S A  )

3 . T e s ta g a r  p H  8 .0  ( M e r c k ,U S A )

แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ใช ้ใน ว ิธ ีก า รท ด ส อ บ น ี้ค ือ  Bacillus subtilis (Merck,10694) และ

Micrococcus luteus A T C C  9341 เต ร ีย ม อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ั้ง  3 ช น ิด ต า ม ค ำ แ น ะ น ำ ข อ งผ ู้ผ ล ิต  

ท ำ ก าร อ บ อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ ใน ต ู้น ึ่ง  (Autoclave) ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 121 ° c  เป ็น เว ล าน าน  15 น าท ี เพ ื่อ  

ท ำ ก า ร ฆ ่า เช ื้อ ท ี่อ าจ ม ีป น เป ีอ น  จ า ก น น อ ุ่น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ด ัง ก ล ่า ว ใน อ ่า งน ํ้า อ ุ่น  (Water bath) ที่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิ 45- 50°c เม ื่อ อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ม ีอ ุณ ห ภ ูม ิใก ล ้เค ีย งอ ุณ ห ภ ูม ิข อ งอ ่า งน ํ้า อ ุ่น  เต ิม ส าร  

ล ะ ล า ย ย า  Trimethoprim ล งใน อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  Testagar pH 7.2 จน ได้ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ งย า ใน  

อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เท ่า ก ับ  0.05 ม ิล ล ิก ร ัม  /  ม ิล ล ิล ิต ร  จ าก น น เต ิม เช ื้อ  B. subtilis ล ง ใน อ าห าร เล ี้ย ง  

เช ีอท ัง 3 ช น ิด  โด ย ใช ้เช ื้อ ท ี่เต ร ีย ม ไว ้ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร / อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ  1 ล ิต ร  เม ื่อ ผ ส ม เข ้า ก ัน  

อ ย ่า งท ั่ว ถ ึงแ ล ้ว เท อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ผ ส ม เช ื้อ แ ล ้ว  5 ม ิล ล ิล ิต ร  ล ง ใน จ า น เพ าะ เช ื้อ  (Petri dish) ที่ 

ม ีเล ้น ผ ่า ศ ูน ย ์ก ล า ง ป ร ะ ม า ณ  90 ม ิล ล ิเม ต ร

ลำหรับการเตรียม M. lu teus  นน ก่อนใช้ทดสอบจะต้องทำการเพาะเช้ือบน 
Nutrient agar เพ่ือทำให้เช้ือบริสุทธ้ิ แล้วจึงเก็บรวมไว้ในน้ําเกลีอปราศจากเช้ือ และปรับความขุ่น 
ของเช้ือ ให้เท่ากับความขุ่นของหลอด Mac Farland No. 2 เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4-7 ๐ C ได้นาน 7 
วัน นำเช้ือ M. luteus ท่ีเตรียม’ไว้,ปริมาตร 2 มิลลิลิตรผสม,ใน Testagar pH 8.0 ปริมาตร 1 ลิตร 
ผสมให้ท่ัวถึงแล้วเทลงในจานเพาะเช้ือท้ังน้ีจานเพาะเช้ือท่ีเตรียมเสร็จแล้วจะนำมาใช้ทันที และใน 
กรณีท่ีใช้ไม่หมดจะเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4-7 ๐ C และนำมาใช้ได้โนเวลาไม่เกิน 3 วัน

น ำ ต ัว อ ย ่า ง เน ื้อ เย ื่อ ส ก ัด  ช ีร ั่ม  แ ล ะ ป ัส ส า ว ะ  ม า ต ร ว จ ล อ บ ห า ย า ป ฏ ิช ีว น ะ แ ล ะ ย า  

ซ ัล ฟ า ต ก ค ้า ง  โด ย ใ ช ้ A u to m a t ic  p ip e t te  ด ูด ต ัว อ ย ่า ง ท ี่จ ะ ท ด ส อ บ ป ร ิม า ต ร  0 .1  ม ิล ล ิล ิต ร  ห ย อ ด  

ล งบ น แ ผ ่น ก ระด าษ •ก รอ ง  (M e m b r a n e  f i l te r ,  C e l lu lo s e  a c e ta te ,  A d v e n te c  T o y o  K a is h a
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L td , J a p a n )  เส ้น ผ ่าศ ูน ย ์ก ล าง  9 0  ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ้ว ว า งแ ผ ่น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ งซ ึ่ง ช ุ่ม ด ้ว ย ต ัว อ ย ่า งท ี ่

ห ย ด ไว ล งบ น จ าน เพ า ะ เช ื้อ  4 จ า น โด ย ว า งแ ผ ่น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง ได ้ 3 -4  ต ัวอ ย ่า งต อ  1 จ าน เพ าะ เช อ  

และว างให้แต่ล ะ ต ัว อ ย ่า งห ่า งจ า ก ก ัน อ ย ่า งน ้อ ย  2 เซ ็น ต ิเม ต ร  จ าก น ั้น ท ำ ก า ร อ บ เพ า ะ เช ื้อ จ า น  

เพ าะ เช ื้อ ท ีม  ร .  subtilis ใน ต ู้'อ บ เพ าะ เช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ° C  แ ล ะ อ บ จ าน เพ าะ เช ื้อ ท ี่ม ี/พ . luteus 
อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่ 3 7  °  C  น าน  1 8 - 2 4  ช ั่ว โม ง  จ ึงน ำ ม า อ ่า น ผ ล  ต ัว อ ย ่า งท ี่ใ ห ้ Inhibition c le a r  z o n e  

ข น า ด เก ิน ก ว ่า  2  ม ิล ล ิเม ต ร  จ าก ข อ บ แ ผ ่น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ งช ื้น ไป แ ล ด งว ่า ม ีย าป ฏ ิช ีว น ะ ห ร ือ ซ ัล ฟ า ต ก  

ค ้า ง  ต ัง ภ า พ ท ี่ 2

22



23

B. subtilis (M e rc k ,  1 0 6 6 9 )  1 .0  ม ล ล ิล ิต ร

+  T e s ta g a r  p H  6 ,1 ,0 0 0  ม ิล ล ิล ต ร

หร ือ  T e s ta g a r  p H  7 .2  +  T r im e th o p r im  1 ,0 0 0  ม ิล ล ิล ต ร  

หร ือ  T e s ta g a r  p H  8 .0  1 ,0 0 0  ม ิล ล ิล ิต ร .

หร ือ

M. luteus 2 . 0 ม ิล ล ิล ิต ร . +  T e s ta g a r  p H  8 .0  1 ,0 0 0  ม ิล ล ิล ิต ร .

ผ ลม ให ้ท ั่ว  แ ล ้ว เท ล งจ า น เพ า ะ เช ื้อ ข น า ด เล ้น ผ ่า ศ ูน ย ์ก ล า ง  9 0  ม ม .

ต ั้งท ิ้ง ให ้แ ข ็งต ัว

1 ,  . 1 _  ,  .  , 1 1 ,  ,  1 ,
ใช ้ a u to m a t ic  p ip e t te  ด ูด ต ัว อ ย ่า งแ ล ้ว ห ย ด ล งแ ผ ่น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง ให ้เป ีย ก ห ัว แ ผ ่น  แ ล ้ว ว า งแ ผ ่น

ก ร ะ ด าษ ก ร อ งบ น ผ ิว ห น ้า ข อ งอ าห า ร ผ ส ม เช ื้อ ท ี,แข ็งต ัวแล ้ว

(ว า งแ ผ ่น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ งข อ งต ัว อ ย ่า ง เน ื้อ เย ื่อ ส ก ัด ,ซ ีร ั่ม 1ป ัส ส า ว ะ อ ย ่า งล ะ  1 ต ัว อ ย ่า ง ล ง บ น ท ุก จ า น )

บ ่ม เช ื้อ ท ี่ 3 0 ๐ C  น า น  1 8 - 2 4  ช ม . ส ำห ร ับ  B. subtilis
แ ล ะบ ่ม เช ื้อ ท ี่ 3 7 ๐ C  น า น  1 8 - 2 4  ช ม . ส ำห ร ับ  M. luteus

ม ี c le a r  z o n e  รอ บ แ ผ ่น ก ระด าษ ก รอ ง  

ข น า ด เก ิน ก ว ่า  2  ม ม

บวก

อ ่าน ผ ล

ไม,ม ี c le a r  z o n e  ห ร ือ ม ี c le a r  z o n e  รอบ  

แ ผ ่น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ งต ำ ก ว ่า  2  ม ม .

ลบ

ภาพท ี่ 2  ข ั้น ต อ น ก า ร ต ร ว จ ห า ย า ต ้า น จ ุล ช ีพ ใน เน ื้อ เย ื่อ ส ก ัด , ช ีร ั่ม  แ ล ะ ป ัส ส า ว ะ  

โดยวิธี EFPT
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4. การทดสอบแบบ In vitro

4.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจสอบหาระดับความเข้มข้นของยา
Oxytetracycline 1Chlortetracycline 1 Sulfadiazine 1 Sulfamethazine ท่ีผสมในกล้ามเนีอ 
ดับ ไต และชีร่ัมของไก่ และยา Oxytetracycline 1 Sulfamethazine ท่ีผสมในกล้ามเน้ีอ 
ดับ ไต ซีร๋ัม และปัสสาวะของสุกร ระหว่างชุดตรวจสอบ KS- 9, KS - 9S และ
วิธิ EFPT

4 .1 .1  ก า ร ห า ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ท ี่ต ํ่า ท ี่ส ุด ข อ งย า  O x y te t r a c y c l in e ,  C h lo r te t r a c y c l in e  

S u lfa d ia z in e  1 S u lfa m e th a z in e  ท ี่ผ ล ม ใน ก ล ้า ม เน ื้อ  ด ับ  ไต  แ ล ะช ีร ั่ม ขอ งไก ่ แ ล ะย า  O x y te t r a c y c l in e  

S u lfa m e th a z in e  ท ี่ผ ส ม ใน ก ล ้าม เน ื้อ  ด ับ  ไต  ช ีร ั่ม  แ ล ะ ป ัส ส าว ะ ข อ งส ุก ร  ท ี่ช ุด ต รว จ ล อ บ  K S - 9  

และ K S - 9 S  ส า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ ได ้ 1 0 0  %

ท ำ ก า ร ผ ส ม ย า ป ฏ ิช ีว น ะ แ ล ะ ย า ซ ัล ฟ า ใน ก ล ้า ม เน ื้อ  ด ับ  ไต ไก ่แ ล ะส ุก รห น ัก  5 กร ัม  ให ้ม  ี

ค ว าม เข ้ม ข ้น ใน ร ะ ด ับ ต ่า ง   ๆ ด ัง แ ส ด ง ใน ต า ร า งท ี่ 2  แล ะ  3 ต า ม ล ำ ด ับ  จ า ก น ื้น เก ็บ ร ัก ษ า ต ัว อ ย ่า ง  

ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 - 5°c น า น  2 0  ช ั่ว โม ง  แ ล ้ว จ ึง เต ิม  P h o s p h a te  b u f fe r  p H  8 .0  ป ร ิม า ต ร  10  

ม ิล ล ิล ิต ร  น ำ ไป ป ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ งต ีป ัน เน ื้อ เย ื่อ  (H o m o g in iz e r )  ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว ไม ่ต ํ่า ก ว ่า  2 5 ,0 0 0  

รอ บ ต ่อ น าท ี่ น า น  15  น าท ี น ำ ส ่ว น ใส  (S u p e rn a ta n t )  ใส ่ห ล อ ด แ ก ้ว เพ ื่อ น ำ ไป ท ด ส อ บ ด ับ ช ุด ต รว จ  

ลอบ  K S - 9 และ K S  - 9 S  (ใน ก ร ณ ีท ี่ไ ม ่ส า ม า ร ถ ท ด ส อ บ ได ้ท ัน ท ีเก ็บ ร ัก ษ า ต ัว อ ย ่า ง ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 

- 20  °c น าน ไม ่เก ิน  20  ว ัน ) ท ำ ก า ร ท ด ส อ บ ซ ํ้า  2 คร ั้ง  ๅ  ล ะ  5 ห ล อ ด ต ่อ ต ัว อ ย ่า ง  (ท ด ส อ บ  

ค วาม เข ้ม ข ้น ล ะ  10  ซ ํ้า )  น ำ ผ ล ก า ร ท ด ส อ บ แ ต ่ล ะ ค ร ั้ง ม า ร ว ม ด ัน แ ล ้ว ร า ย งา น เป ็น เป อ ร ัเซ น ต ์ท ี่ช ุด  

ต ร ว จ ส อ บ ให ้ผ ล บ ว ก

เต ร ีย ม ช ีร ั่ม  ป ัส ส า ว ะ  ป ร ิม า ต ร  3 ม ิล ล ิล ิต ร  ล ำ ห ร ับ ผ ส ม ย า ป ฏ ิช ีว น ะ แ ล ะ ย า ซ ัล ฟ า ท ี่ 

ค ว าม เข ้ม ข ้น ใน ร ะ ด ับ ต ่า ง   ๆ ท ี่ก ำ ห น ด ด ัง แ ส ด ง ใ น ต า ร า ง  2 แ ล ะ  3 ต า ม ล ำ ด ับ  เม ื่อ เต ร ีย ม เส ร ็จ แ ล ้ว  

น ำม า ท ด ส อ บ ด ้ว ย ช ุด ต ร ว จ ส อ บ  K S -  9  และ K S  - 9 S  โด ย ท ด ส อ บ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ล ะ  10 ช ํ้า  แล้วนำ 

ผ ล ก า ร ท ด ส อ บ ม า ร ว ม ด ัน แ ล ้ว ร า ย ง า น เป ็น เป อ ร ์เช น ต ์ท ี่ช ุด ต ร ว จ ล อ บ ให ้ผ ล บ ว ก
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4 . 1 .2  ก า ร ห า ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ย า  O x y te t r a c y c l in e  1C h lo r t e t r a c y c l in e  

S u lfa d ia z in e ,  S u lfa m e th a z in e  ท ผ ส ม ใน ก ล าม เน อ  พัน ไต  ชรม*เก! แ ล ะยา O x y te t r a c y c l in e  1 

S u lfa m e th a z in e  ท ี่ผ ส ม ใน ก ล ้าม เน ื้อ  ต ับ  ไต ช ีร ั่ม  ป ัส ส าว ะส ุก ร โด ย ว ิธ ี E FPT

การเต 'ร ียม  O x y te t r a c y c l in e ,  C h lo r te t r a c y c l in e ,  S u lfa d ia z in e ,  S u l fa m e th a z in e  ท  ี

ผ ส ม ใน ก ล ้า ม เน ื้อ  ต ับ  ไต  ซีร'ม'ไก ่ แล ะยา O x y te t r a c y c l in e  1 S u lfa m e th a z in e  ท ี่ผ ส ม ใ น ก ล ้า ม  

เน ื้อ ต ับ  ไต  ซ ีร ั่ม  แ ล ะ ป ัส ส า ว ะ ส ุก ร  ป ฎ ิป ้ต ิก า ร เช ่น เด ีย ว ก ัน ก ับ  4 .1 .1  ส ำห ร ับ ก าร เต ร ีย ม ก าร ต ร ว จ  

สอบ แ ล ะ ก าร อ ่า น ผ ล ใช ้ห ล ัก ก า ร เด ีย ว ก ัน ก ับ ว ิธ ี E u ro p e a n  F o u r  P la te  T e s t  (E F P T ) โดยทำ 

ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ล ะ  2  ซ ํ้า  น ำ ผ ล ก าร ท ด ส อ บ ม า ร าย ง าน เป ็น เป อ ร ์เซ ็น ต ์ท ี่ให ้ผ ล บ ว ก
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ต ารางท ี่ 2  ระด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งย า  O x y te t r a c y c l in e ,  C h lo r te ta r c y c l in e  1S u lfa d ia z in e  และ S u lfa m e th a z in e  ท ีผ ส ม ใน ก ล ้าม เน ือ  ด ับ  ไต  และ iซ ีรม  

ของไก , เพ ื่อ ห าระด ับ ค วาม เข ้ม  ข ้น ข อ งย าท ี่ต ํ่า ส ุด  (L o w  D e te c t io n  l im it)  ท ี่ช ุด ต รวจ ส อ บ  K S -9 , K S -9 S  และว ิธ ี E FP T  

ล าม ารถ ต รวจ พ บ ได ้ 1 0 0  %

ช น ิด ข อ งย า  ร ะ ด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งย า  (ไม โค ร ก ร ัม /ก ร ัม )

C h lo r te t r a c y c l in e 0 .4 0 .8 1 .0 1 .6 2 .0 3 .0 3 .2 6 .4

O x y te t r a c y c l in e 0 .0 5 0.1 0 .2 0 .4 0 .5 0 .6 0 .8 1 .6 3 .2

S u lfa d ia z in e 0 .0 5 0.1 0 .2 0 .4 0 .5 0 .6 0 .8 1 .5 1 .6 3 .0 3 .2 6 .4

S u lfa m e th a z in e 0 .0 5 0.1 0 .2 0 .4 0 .5 0 .6 0 .8 1 .5 1 .6 3 .0 3 .2 6 .4

ต ารา งท ี่ 3  ระด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งย า  O x y te t r a c y c l in e ,  S u lfa m e th a z in e  ท ี่ผ ส ม ใน ก ล ้าม เน ื้อ ด ับ  ไต  ซ ีร ั่ม  แ ล ะป ัส ส าว ะข อ งส ุก ร เพ ื่อ ห า  ร ะ ด ับ ค ว าม  

เข ้มข ้น  ข อ งย าท ี่ต ํ่า ส ุด  ( L o w  D e te c t io n  lim it)  ท ี่ช ุด ต รวจ ส อ บ  K S -9 , K S -9 S  และ ว ิธ ี E FP T  ส า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ ได ้ไ 0 0  %

ช น ิด ข อ งย า  ร ะ ด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งย า  (ไม โค ร ก ร ัม /ก ร ัม )

O x y te t r a c y c l in e 0 .0 5 0.1 0 .2 0 .4 0 .5 0 .6 0 .8 1 .6 3 .2 6 .4

S u lfa m e th a z in e 0 .0 5 0.1 0 .2 0 .4 0 .6 0 .8 1 .0 1 .6 3 .2 6 .4

.V)
C T)



27

ป ฎ ิบ ้ต ิเซ ่น เด ีย ว ก ัน ก ับ  4 .1 .1  และ 4 .1 .2  แ ต ่ใช ้ร ะ ด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ท ี่ไ ว ่โน ต าร า งท ี่ 4 และ 5 ทำ 

ก า ร ท ด ล อ บ ใน จ า น ท ี่เห ม า ะ ล ม แ ล ะ ม ีค ว า ม ไว ส ูง ส ุด ใน ก า ร ต ร ว จ ล อ บ ด ้ว ย ข อ งว ิธ ี E F P T  ด ังน ี้

- ก ล ุ่ม ย า  T e t r a c y c l in e  ใ ช ้ T e s t  p la te  ของ T e s ta g a r  p H  6 .0  เต ิม เช ือ  Bacillus subtilis
- ก ล ุ่ม ย า ซ ัล ฟ า ใช ้ T e s t  p la te  ขอ ง T e s ta g a r  p H  7 .2  เต ิม เช ือ  Bacillus subtilis 

และ T r im e th o p r im  ขน าด  0 .0 5  ม ิล ล ิก ร ัม  /  ม ิล ล ิล ิต ร

ก ารอ ่าน แ ล ะก ารแ ป รผ ล  ท ำ โด ย ว ัด ข น า ด เล ้น ผ ่า ศ ูน ย ์ก ล า งข อ ง  In h ib i t io n  c le a r  z o n e  ท ี่ 

เก ิดข ึน  (ม ิล ล ิเม ต ร )ด ้ว ย เค ร ื่อ งม ือ ว ัด ท ี่เร ีย ก ว ่า  V e r n e a r  c a l ip e r  ท ำ ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ล ะ  3 ครง  

แ ล ะ ค ำ น ว ณ ห า ค ่า เฉ ล ี่ย ใน แ ต ่ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น  แ ล ้ว น ำ ค ่า ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร อ ่า น ผ ล ม า ว ิเค ร า ะ ห ์ห า ค ่า  

C o r r e la t io n  C o e f f ic ia n c y  โด ย ใช ้ C o r r e la t io n  a n a ly s is

ต าร า งท ี 4  ร ะด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง  O x y te t r a c y c l in e ,  C h lo r te ta r c y c l in e  .S u l f a d ia z in e ,และ  

S u lfa m e th a z in e  ท ี่ผ ส ม ใน ก ล ้าม เน ื้อ  ด ับ  ไต  แ ล ะช ีร ั่ม ข อ งไก ่เพ ื่อ ห าค ่าข อ ง  

ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น  (S ta n d a rd  c u r v e )

ช น ิด ข อ งย า  ร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ย า (ไม โค ร ก ร ัม /ก ร ัม )

4 .2 . ก ารห าก ราฟ ม าต ร■ ฐ าน  (S ta n d a rd  cu rv e )  ร ะ ห ว ่า ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ย า ป ฏ ิช ีว น ะ แ ล ะ ซ ัล ฟ า
ที่ผ ส ม ใ น ก ล ้า ม เน ื้อ  ต ับ  ไต  ซ ีร ั่ม  ข อ ง ไ ก ่แ ล ะ ส ุก ร  ร ว ม ถ ึง ป ัส ส า ว ะ ข อ ง สุกร ด ้ว ย ว ิธ ี EFPÎI'ซ ้เ ช้ี'อ
ร . subtilis ก ับ อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ึ้อ ท ี่เห ม า ะ ส ม

Oxytetracycline 0.6 0.8 1.6 2.0 2.5 3.2 3.5 5.0
Chlortetarcycline 1.6 2.0 2.5 3.0 3.2 5.0 3.2 6.4 10
Sulfadiazine 1.6 3.0 3.2 5.0 6.4 10 15 20
Sulfamethazine 1.6 3.0 3.2 5.0 6.4 10 15 20
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ต า ร า งท ี่ 5 ร ะด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งย า  O x y te t r a c y c l in e  และ S u lfa m e th a z in e  ท ีผ ล ม ใน  

ก ล ้าม เน ื้อ  ด ับ ไต  ซ ีร ั่ม แ ล ะ ป ัส ส า ว ะ ข อ ง ส ุก ร เพ ื่อ ห า ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น  

(S ta n d a rd  c u rv e )

ช น ิด ข อ งย า ร ะด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งย า  (ไม โค รก ร ัม / ก ร ัม )

O x y te t r a c y c l in e 0 .6 0 .8  1 .0 1 .6 2 .5 3 .2 5 .0

S u lfa m e th a z in e 1 .6 2 .5  3 .2 5 .0 6 .4 1 0 .0 2 0 .0  4 0 .0

5. การทดสอบแบบ เท vivo

5 .1  ใ น ไ ก ่

1 . ใข ้ไก ่พ ัน ธ ุเน ื้อ ค ล ะ เพ ศ จ ำ น ว น  2 5 0  ด ัว เร ิ่ม เล ี้ย งต ั้งแ ต ่ไก ่อ าย ุ 1 ว ัน

- ไก ่อ าย ุ 1 - 2 3  ว ัน  ให ้อ า ห า ร ป ก ต ิท ี่ม ีข า ย ใน ท ้อ งต ล า ด

- ไก ่อ าย ุ 2 4  - 3 7  ว ัน  ให ้อ า ห ารท ี่ผ ส ม เอ งท ี่ไม ่ม ีก า ร เต ิม  g r o w th  p r o m o te r  

ป ร ะ ๓ ท ส า รต ้าน จ ุล ช ีพ  (ภ า ค ผ น ว ก  ข )

- ท ำ ก า ร ท ด ส อ บ เพ ื่อ ย ืน ย ัน ค ว า ม ป ล อ ด ส า ร ต ้า น จ ุล ช ีพ ใ น ไก ,ท ด ล อ ง ก ่อ น น ำ เข ้า ส ู, 

ก ารท ด ล อ ง  2 คร ั้ง  ด ้ว ย ว ิธ ี E F P T  แ ล ะช ุด ต รวจ ส อ บ  K S -9 S  ด ัง น ื้

ค ร ั้งท ี่ 1 ไก ่อ าย ุ 3 0  ว ัน  เจ า ะ เล ือ ด เก ็บ ช ีร ั่ม ม า ท ด ส อ บ โด ย ส ุ่ม จ า ก  5 % ข อ ง  

ไก ่ต ั้ง ฝ ูง

ค ร ั้งท ี่ 2 ไก ่อ าย ุ 3 7  ว ัน  ท ำ ก า ร ฆ ่า ไก ่จ า ก ก า ร ส ุ่ม ไก ่ 5 %  ข อ ง ไก ่ต ั้ง ฝ ูง

เก ็บ เล ือ ด ด ับ ไต แ ล ะ ก ล ้า ม เน ื้อ เพ ื่อ ท ำ ก า ร ส ก ัด แ ล ้ว ท ด ส อ บ  เพ ื่อ  

ย ืน ย ัน ว ่า ไม ่พ บ ก า ร ต ก ค ้า งข อ งส า ร ต ้า น จ ุล ช ีพ ใด   ๆ จ า ก น ั้น จ ึง ด ัด  

เล ือ ก ไก ่ท ี่ม ีส ุข ภ าพ ส ม บ ูร ณ ์แ ข ็งแ ร ง เข ้า ส ุ่ก า ร ท ด ล อ ง

2 . แ บ ่ง ไก ่ท ด ล อ งอ อ ก เป ็น  4  ก ล ุ่ม ก า รท ด ล อ ง  (T r e a tm e n t  g r o u p )  ก ล ุ่ม ล ะ  4 5  ต ัว  

ให ้ย า ไก ่โด ย ก า ร ล ะ ล า ย น ื้า ให ้ก ิน ต ิด ต ่อ ก ัน น า น  5 ว ัน

2 .1  ไก ่ท ด ล อ งก ล ุ่ม ท ี่ 1 ได ้ร ับ ย า  O x y te t r a c y c l in e  ข น าด  4 5  ม ิล ล ิก ร ัม /ก ิโ ล ก ร ัม

2 .2  ไก ่ท ด ล อ งก ล ุ่ม ท ี่ 2  ได ้ร ับ ย า  C h lo r te t r a c y c l in e  ข น าด  4 0  ม ิล ล ิก ร ัม / ก ิโล ก ร ัม

2 .3  ไก ่ท ด ล อ งก ล ุ่ม ท ี่ 3 ไต ้ร ับ ย า  S u lfa m e th a z in e  ข น าด  3 0  ม ิล ล ิก ร ัม / ก ิโล ก ร ัม

2 .4  ไก ่ท ด ล อ งก ล ุ่ม ท ี่ 4  ได ้ร ับ ย า  S u lfa d ia z in e  ข น าด  3 0  ม ิล ล ิก ร ัม /ก ิโ ล ก ร ัม
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3. ไก่กลุ่มควบคุม 1 กลุ่ม จำนวน 45 ตัว ให ้อาหารท่ีผสมเองและไม่มีการเติม
growth promoter ประเภทสารต้านจุลชีพตลอดการทดลอง

4. หลังการให้ยาคร้ังสุดท้ายโดยนับจากเวลาท่ีไก่กินน้ําหมด ทำการฆ่าไก่ตามระยะเวลา 
ท่ีกำหนด คือ 6 24 48 72 96 120 168 และ216 ช่ัวโมง โดยฆ่าไก่ท่ีมีสุขภาพ 
สมบูรณ์แข็งแรงกลุ่มละ 5 ตัว ของทุกระยะเวลาท่ีกำหนด

5. เก็บตัวอย่างเน้ือ เย่ือจากไก่ทุกกลุ่มไต้แก่
5.1 กล้ามเน้ือประกอบด้วยกล้ามเน้ือหน้าอกและกล้ามเน้ือขา หนักประมาณ 100 - 200 กรัม
5.2 ตับน้ืาหนักประมาณ 100 - 150 กรัม
5.3 ไต น้ืาหนักประมาณ 50 - 100 กรัม
5.4 เลือดเพ่ือป่นเป็นชีร่ัม ประมาณ 30 - 50 มิลลิลิตร
ทำการสกัดและตรวจหายาตกค้างทุกชนิดโดยใช้ชุดตรวจสอบ KS- 9 และ KS- 9S 

โดยทำการทดสอบตัวอย่างละ 5 หลอด (5 ช้ํา) พร้อมด้วยการเปรียบเทียบกับวิธี European 
Four Plate Test (EFPT) ทำการทดสอบ 1 คร้ัง หากทำการสกัดไม่ทันเก็บรักษากล้ามเน้ือ ตับไต 
และชีร่ัม ไว้ท่ีอุณหภูมิ - 2 0 °c  นานไม่เกิน 20 วัน
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5.2 ในสุกร
1. ใช้สุกรขุนนำหบักเฉลืย 60 กิโลกรัม (อายุบ่ร0มาโน 4.5 เดอน)คละเพศโดยใช้สุFท' 

ของฟาร์มลถาบันเทคโนโลยีราชมงคล วิทยาเขตกาฬลินธุ จ. กาฬลินธุ จำนวน 60 ตัวก่อนนำ 
สุกรเข้าสู่การทดลอง ให้สุกรกินอาหารท่ีไม่มียาปฏิชีวนะและซัลฟาผสม (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 
นาน 30 วัน และทำการตรวจลอบยีนบันเพ่ือความม่ันใจว่าเน้ือเย่ือและชีร่ัมของสุกรเหล่าบน 
ปลอดภัยจาก ยาตกค้างของสุกรโดยตรวจชีร่ัม ด้วยวิธี EFPT และชุดตรวจลอบ KS- 9S เป็น 
จำนวน 3 คร้ัง คือ

คร้ังท่ี 1 หลังเปล่ียนอาหารเป็นสูตรท่ีไม่มียาปฏิชีวนะและซัลฟา 15 วัน 
คร้ังท่ี 2 หลังเปล่ียนอาหารเป็นสูตรท่ีไม่มียาปฏิชีวนะและซัลฟา 21 วัน 
คร้ังท่ี 3 หลังเปล่ียนอาหารเป็นสูตรท่ีไม่มียาปฏิชีวนะและซัลฟา 28 วัน

2. แบ่งสุกรทดลองออกเป็น 2 กลุ่มการทดลอง กลุ่มละ 20 ตัว และให้ยาปฏิชีวนะ 
โดยวิธีผลมอาหารให้กิน
2.1 สุกรทดลองกลุ่มท่ี 1 ได้รับยา Oxytetracycline ท่ีระดับความเข้มข้น 

140 ไมโครกรัม/กรัม ติดต่อกัน 5 วัน
- - 2.2 สุกรทดลองกลุ่มท่ี 2 ได้รับยา Sulfamethazine ท่ีระตับความเข้มข้น

110 ไมโครกรัม/กรัม ติดต่อกัน 5 วัน
3. สุกรกลุ่มควบคุม 1 กลุ่ม จำนวน 20 ตัว ให้อาหารสูตรท่ีไม่มียาปฏิชีวนะและยา 

ซัลฟาตกค้างตลอดการทดลอง
4. หลังให้ยาครบ 5 วันแล้วให้เปล่ียนอาหารเป็นสูตรท่ีไม่มียาปฏิชีวนะและยาซัลฟา 

ผลมและฆ่าสุกรตามระยะเวลาท่ีกำหนดหลังให้ยาวันสุดท้ายคือ
4.1 ยา Oxytetracycline ฆ่าวันท่ี 1,3, 5, 7 และ 10
4.2 ยา Sulfamethazine ฆ่าวันที 2,4,6,9 และ11

โดยทำการฆ่าสุกรกลุ่มทดลองกลุ่มละ 4 ตัว และกลุ่มควบคุม 2 ตัว ของแต่ 
ละระยะเวลาท่ีกำหนดเก็บบัลลาวะ เลือด ตับไตและกล้ามเน้ือบรเวณคอ เพ่ือนำ 
มาสกัดและตรวจสอบโดยใช้ชุดตรวจสอบKร- 9 และKร- 9S โดยทำการทดลอบ 
ตัวอย่างละ 5 หลอด ( รช้ํา ) พร้อมด้วยการเปรียบเทียบกับวิธี EFPT หากทำการ 
สกัดไม่ท้นเก็บรักษาเน้ือเย่ือและชีร่ัมไว้ที,อุณหภูมิ -20 ๐0 นานไม่เกิน 20 วัน

30



31

6. การทดสอบความน่าเชื่อถึอ (Validity test ) ของชุดตรวจสอบ KS-9, KS-9S
และวธ EFPT

สำหรับการทดสอบความน่าเช่ือถือของชุดตรวจลอบ KS-9, KS-9S และวิธี EFPTsrทำการ 
วิเคราะห์ จากผลการตรวจท่ีทดลอบในกล้ามเน้ือ ตับ ไต และซีร่ัมของกลุ่มไก่ หลังจากได้รับยา 
Oxytetracycline 1 Chlortetracycline 1 Sulfadiazine และ Sulfamethazine ในชัวโมงที 6 และ 
24 หลังหยุดให้ยาเปรียบเทียบกับกลุ่มไก่ท่ีไม่ได้รับยา และจากผลท่ีทดสอบในกล้ามเน้ือ ตับ
ไต ชีร่ัม ปัสสาวะของกลุ่มสุกร หลังจากได้รับยา Oxytetracycline ในวันท่ี 1 และ 3 หลังหยุดยา 
และ Sulfamethazine ในวันท่ี 2 และ 4 หลังหยุดให้ยาตามลำดับ เปรียบเทียบกับกลุ่มสุกรท่ีไม่ได้ 
รับยา และคำนวณหาค่าความไว ( Sensitivity ) ความจำเพาะ ( Specificity) และความแม่นยำ 
( Accuracy) โดยใช้วิธีการ 2x2 Table ตามสูตรข้างล่างน้ื

ส ัต ว ์ท ี่ได ้ร ับ ย า ล ัต ว ์ท ี่'ไม ่1ได ้ร ับ ย า

ผ ล ก า ร ต ร ว จ ด ้ว ย ช ุด ต ร ว จ ล อ บ  + v e a ช a +  ช

ผ ล ก า ร ต ร ว จ ด ้ว ย ช ุด ต ร ว จ ส อ บ  - v e C ช C +  d

a +  C ช +  ช ท

Sensitivity true positive predictive value หรีอความไว = a / a + c
Positive predictive value - a / a + b
Specificity True Negative หรือความจำเพาะ = d /b  + d
Negative predictive value - d / c + d
Accuracy of the test หรือความแม่นยำ — (a + d) / ท
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