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1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา

ความปลอดภัยด้านอาหาร (food safety) เป็นสิ่งสำคัญที่ควรคำนึงถึงสำหรับผู้บริโภคและผู้ 
ส่งออกสินค้า เนื่องจากปัจจุบันป็ญหาด้านสารพิษตกค้างในอาหารมีมาก ไม่ว่าจะเป็น ยาปฏิชีวนะ 
ที่เกิดจากการใช้รักษาโรคสัตว์ หรือสารเร่งเนื้อแดง เพื่อใช้เพิ่มปริมาณผลผลิตในเนื้อสัตว์ ซํ่งส่งผลเสีย 
โดยตรงต่อผู้บริโภค ดังนั้นสินค้าคุณภาพดีต้องปราศจากสารตกค้างดังกล่าว ยาปฏิชีวนะกลุ่มยา 
เททระไซคลิน (Tetracyclines, TCs) จัดเป็นยาที่ใช้แพร่หลายในปศุสัตว์ จัดอยู่1ในกลุ่มที่มีขอบเขตออก 
ฤทธิกว้าง (broad spectrum antibiotics) มีคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ใช้เพื่อ 
ป็องคันและรักษาโรคติดเชื้อในสัตว์หากมีการใช้ในระยะยาวโดยไม่หยุดยาตามระยะเวลาที่กำหนด 
ก็จะเกิดการสะสมของยาในอวัยวะต่างๆ ของสัตว์หรือผลิตภัณฑ์สัตว์หากผู้บริโภครับประทานอาหาร 
ที่มีสารตกค้างเช้าไปก็จะเกิดอาการแพ้ยา หรือในรายที่มีอาการแพ้ขั้นรุนแรงก็อาจถึงเสียชีวิตในที่สุด 
นอกจากนี้ยังก่อให้เกิดปัญหาการดื้อยาของแบคทีเรียตามมาอีกด้วย [1] จากสาเหตุดังกล่าวทำให้แต่ละ 
ประเทศให้ความสำคัญเรื่องความปลอดภัยของอาหารโดยต้องมีการหยุดการใช้ยาภายในเวลาที่กำหนด 
ก่อนการส่งออกหรือวางจำหน่ายผลิตภัณฑ์เพราะหากตรวจพบยาปฏิชีวนะเกินมาตรฐานที่กำหนด 
สินค้าทั้งหมดก็จะถูกปฏิเสธ ทำให้กระทบกระเทือนต่อเศรษฐกิจของประเทศ นอกจากนี้หน่วยงานที่ 
เก ี่ยวข้องค ับความปลอดภัยของอาหารยังได ้กำหนดค่าจำกัดของปริมาณสารที่ตกค้างได ้ส ูงส ุด 
(Maximum Residue Limit, M R l/ lนผลิตภัณฑ์สัตว์ต่าง  ๆ เพื่อการบริโภค [2, 3]

ดังน ั้นจึงจำเป็นต้องมีการตรวจวิเคราะห์หาสารตกค้างของเททระไซคลินในอาหารก่อนจะ 
นำมาใช้บริโภคหรือส ่งออก โดยอาจใช้การตรวจด้วยวิธีทางเคมี คือ โครมาโตกราทีJ เช่น liquid 
chromatography (LC) [4] high-performance liquid chromatography บV detection (HPLC-UV), high- 
performance liquid chromatography diode array detection (HPLC-DAD) [5] high-performance liquid 
chromatography mass spectrometry (HPLC- MS) การตรวจสอบด้วยวิธีเหล่านี้มีมีความไว ความ 
ถูกต้องและความแม่นยำสูง แต่การตรวจวิเคราะห์ทางเคมีนี้ยังต้องใช้เวลานานในการเตรียมคัวอย่าง
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เพื่อการวิเคราะห์เพราะจำเป็นต้องมีการทำความสะอาดและการสกัดตัวอย่างให้มีความบริสุทธิ๙สูงจึงทำ 
ให้ใช้เวลานานในการวิเคราะห์ตัวอย่าง ไม่เหมาะสำหรับการตรวจกัดกรองตัวอย่างจำนวนมาก อีกทั้ง 
เครื่องมือและอุปกรณ์มีราคาแพง ทำให้ม ีค ่าใช้จ ่ายในการวิเคราะห์ต ัวอย่างเททระไซคลิน สูงถึง 
2,500 บาท ต่อหนงตัวอย่าง [6] และต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญที่มีความเชี่ยวชาญสูงในการใช้เครื่องมือ 
ป็จจุบันเทคนิคที่นิยมใช้วิเคราะห์สารเททระไชคลินในตัวอย่างจำนวนมาก คือ วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา 
หรือ การตรวจสอบ ด ้วย เทคน ิค เอน ไซม ์ล ิงค ์อ ิม ม ูโนซอร ์เบ น ต ์แอสเสย ์ (Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) [7-9] [1, 10-14] เป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง ในการตรวจ 
วิเคราะห์ทางกายภาพ ชีวภาพ และ ตัวอย่างต่างๆ จากสิ่งแวดล้อม รวมถึงสารตกค้างในสัตว์และ 
ผลิตภัณฑ์จากสัตว์ เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย มีความจำเพาะสูง ไม่ต้องมีขั้นตอนการสกัดตัวอย่างที่ยุ่งยาก 
และใช้เวลานาน จึงสามารถตรวจตัวอย่างไต้ปริมาณมากในแต่ละครั้ง อีกทั้งให้ความถูกต้องแม่นยำสูง 
เทียบเท่ากับวิธีทางเคมี ในขณะเดียวกันเมื่อทำเป็นชุดตรวจสอบ ก็จะมีนํ้าหนักเบา ขนาดเล็ก เคล่ือนย้าย 
สะดวก มีค่าใช้จ่ายที่ตากว่า สะดวก ใช้ง่ายไม่ต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญสูงเหมือนวิธีทางเคมี ทำให้มีความ 
สนใจที่จะทำการพัฒนาและผลิตชุดตรวจวินิจฉัยมากขึ้นเรื่อยๆ อย่างไรก็ตามป็จจุบันประเทศไทยต้อง 
สั่งชุดตรวจสอบสาร เททระไซคลิน (ELISA kit) จากต่างประเทศ โดยมีราคาสูงถึง 25,000 บาท 
ต่อ 1 ชุด (RIDASÇREEN* Tetracycline) ดังนั้นจึงควรมีการพัฒนาชุดตรวจสอบเททระไซคลินเพื่อใช้ 
เองภายในประเทศ ชี่งจะทำให้ต้นทุนในการตรวจวัดการตกค้างของสารเททระไซคลินลดลงและเป็น 
การลดการนำเข้าสินค้าจากต่างประเทศ

ด้วยเหตุตังกล่าวงานวิจัยนี้จ ึงสนใจที่จะพัฒนาชุดตรวจสอบต้นแบบต่อสารเททระไซคลิน 
โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี ที่ได้จากการพัฒนาของสถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรม 
พันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย [15]โดยใช้เทคนิคเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนชอร์เบนต์แอสเสย์

1.2 วัฅลุประสงค์ของการวิจัย

1.2.1 เตรยมชุดตรวจเททระไชคลิน โดยอาศัยหลักการของเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์ 
แอสเสย๙แบบต่างๆ

1.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจต้นแบบและเปรยบเทียบกับการวิเคราะห์ด้วย
LC-MS- MS
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1.3 ขอบเขตและวิธีดำเนินการวิจัย

1.3.1 ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลที่เกี่ยวข้อง

1.3.2 ผลิตโมโคลนอลแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเททระไซคลิน

1.3.3 ทำโมโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธึ๋

1.3.4 เตรียมสารคอนจูเกตระหว่างเททระไชคลิน ฮอร์สราดิชเพอร์ออกซิเดส 

และเททระไซคลิน-โอวัลบูมิน

1.3.5 เตรียมและทดสอบความไวของชุดตรวจสอบเททระไชคสินแบบต่างๆ
1.3.5.1 แบบ Ag-captured direct competitive ELISA
1.3.5.2 แบบ Ag-captured direct competitive ELISA ที่เคลือบหลุมด้วยแอนติบอดี 

ของแพะที่จำเพาะต่อแอนติบอดีของหนู
1.3.5.3 แบบ Ab-captured indirect competitive ELISA
1.3.5.4 แบบ Ab-captured direct competitive ELISA

1.3.6 ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบเททระไซคลินต้นแบบ
1.3.7 เปรียบเทียบการวิเคราะห์เททระไชคลินในตัวอย่างนํ้าผื้งด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบ 

และ LC-MS-MS
1.3.8 วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล และเขียนวิทยานิพนธ์

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

ได ้ช ุดตรวจสอบเอนไซม์ล ิงก ์อ ิมม ูโนชอร์เบนต์แอสเสย์ต ้นแบบที่สามารถตรวจวิเคราะห ์ 
เททระไซคลินได้อย่างมีประสิทธิภาพ
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