
ผลและวิจารณ ์ผลการทดลอง

4.1 การเช ื่อมต ่อระหว ่างเททระไซคล ินก ับ O V A

ในการทำ ELISA เพื่อตรวจการสร้างแอนติบอดี ทดสอบความไวและความแม่นยำต้องใช้TC ท่ี 
เชื่อมต่อกับ OVA จึงไต้ทำการเชื่อมต่อตามวิธีในข้อ3.4.2 ร ูป ท ี่4.1 แสดงใครมาโตแกรมจากการ 
วิเคราะห์ด้วย MALDI- TOF MS พบว่า OVA มีมวลโมเลกุล 4,4757.79 ดาลตัน และสารเชื่อมต่อที่ไต้ 
มีมวลโมเลกุล 45,319.64 ดาลตัน ซํ่งเพื่มขื้น 561.85 ดาลตัน เน่ืองจาก TC มีมวลโมเลกุล 444.44 ดาล 
ตันจึงสามารถคำนวณหาอัตราส่วนโมเลกุลการเชื่อมติดของ TC บน OVA ไต้เท่ากับ 1.26 โมเลกุล 

จากการหามีปริมาณโปรตีนของสารจูเกต TC-OVA ที่เตรยมไต้โดยอาศัยกราฟมาตรฐาน OVA 
(ภาคผนวก ก ตารางท่ี ก.] และรูป ก.!)พบว่ามีความเข้มข้นเท่ากับ 5.08 ppm (ตารางที่ 4.1) ซํ่งนำมา1ใช้ 
ในการทดลองต่อไป

รูปที่ 4.1 โครมาโตแกรมของ OVA (A) และ TC-OVA (B) โดยวิธี MALDI-TOF MS
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ตารางท่ี 4.1 ปริมาณโปรตีนของ TC-OVA ด้วยวิธี BCA

อัตราส่วนการเจือจาง ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น ปริมาณโปรตีนของ TC-OVA
OVA-TC (เท่า) 540 นาโนเมตร (ppm)

10 0.53 5.03
20 0.26 5.12

เฉล่ีย 5.08

4.2 การผลิตแอนติบอดี

นำเซลล์ไฮบริโดมารหัสโคลน 12-3F เลี้ยงในอาหารเชลล์ RPMI 1640 ท่ีเติม 10% FCS ทดสอบ 
ความสามารถในการสร้างแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเททระไชคลินด้วยวิธี indirect ELISA ตามข้อ 3.4.3 
พบว่าในอาหารเลี้ยงเซลล์ให้ค่าการดูดกลืนแสงในการทำ ELISA สูงกว่าตัวควบคุมลบ คืออาหารเล้ียง 
เชลล์ที่ไม่มีเชลล์อยู่ แสดงให้เห็นว่ามีแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ TC อยู่ (ตารางท่ี 4.2)



ตารางท่ี 4.2 ผลการทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 12-3F ด้วยวิธี indirect ELISA

ตัวอย่าง อัตราส่วนการเจือจาง (เท่า) ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 
นาโนเมตร

อาหารเลี้ยงเชลล์ 1 1.038
5 1.018

40 1.083
80 0.921
100 0.915
200 0.923
400 0.745
800 0.407

1,600 0.096
3,200 0.145
6,400 0.078

PBS (ตัวควบคุมลบ) 0.112
RPMI 1640 media (ตัวควบคุมลบ) 0.086
ชีรัมหนูที่ฉีดกระตุ้นด้วยเททระไชคลิน (ตัวควบคุมบวก) 1.161
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4.3 การทำแอนต ิบอด ีให ้บร ิส ูทธ ิโดยใช ้โครมาโตกราฟฟแบบคอล ัมน ์ส ้มพรรคภาพของโปรต ีนจ ี

เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้จากโคลน 12-3F ม ีไอโซไท {เ IgG 2a ซํ่งมีส้มพรรคภาพสูง 
กับโปรตีนจี จึงใช้วิธีโครมาโทกราฟแบบส้มพรรคภาพ (a ffin ity  chromatography) ซํ่งม ีโปรตีนจ เีซ- 

ฟาโรส (p rote in G sepharose) บรรจุอยู่ในคอลัมน์ โดยแอนติบอดีจะถูกจับอยู่ในคอลัมน์ และจะถูกชะ 
ออกมาโดยใช้บัฟเฟอร์ที่ pH 2.7 โดยเก็บทีละส่วน (frac tion) และนำมาตรวจหาปริมาณโปรตีน โดยวัด 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร พบว่า fraction ที่ 8-12 มีค่าการดูดกลืนแสงตั้งแต่ 0.4-1.55 
(รูปที่ 4.2) ซํ่งแสดงให้เห็นว่าเป็นส่วนที่โปรตีนหรือแอนติบอดีถูกชะออกมา

จากนั้นนำโมโนโคลนอลแอนติบอดีท ี่เก ็บได้ใน fraction ท่ี 8-12 มารวมกันและหาค่าปริมาณ 
โปรตีนด้วยวิธี BCA โดยใช้กราฟมาตรฐานของ BSA (ภาคผนวก ก ตารางที่ ก.2 และรูป ก.2) พบว่า 
ปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงเชลล์โคลน 12-3F ก่อนและหลังทำ1ให้บริสุทธมีค่าเท่ากับ 5.30 ppm และ 
3.67 ppm ชํ่งจะสังเกตเห็นว่าปริมาณโปรตีนก่อนทำให้บริสุทธึ๋สูงกว่าหลังการทำให้บริสูทธี้ เน่ืองจาก 
ในอาหารเลี้ยงเชลล์มีการเติมชีรัมและส่วนผสมอื่นเพิ่มเติมเช้าไปเพื่อให้เซลล์เจริญเติบโตได้ตี ซํ่งเป็น 
การเพิ่มปริมาณโปรตีน ส่วนในอาหารเลี้ยงเชลล์เมื่อผ่านการทำให้บริสุทธิ้แล้วจะได้เฉพาะแอนติบอดี 
เนื่องจากโปรตีนจีนั้นมีความจำเพาะสูงในการจับแอนติบอดีไว้ในคอลัมน์ ทำให้ปริมาณโปรตีนของ 
แอนติบอดีหลังทำให้บริสุทธี้มีค่าตากว่าดังตารางที่ 4.3
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ลำดับส่วน

รูปท ี่ 4.2 โครมาโตแกรมแสดงลำด ับส ่วน (frac tion) และค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ 280 นาโนเมตร  

ของโปรต ีนท ี่ชะออกมาจากคอล ัมน ์โปรต ีนจ ี โดยใช ้บ ัฟเฟอร์ pH  2.7 ( -♦ - )

ตารางที่ 4.3 ผลการว ิเคราะห ์ปริมาณโปรต ีนของอาหารเล ี้ยงเชลล ์ก ่อนและหลังการทำ 

ให ้บร ิส ุทธ ์ด ้วยว ิธ ี BC A

แอนติบอดี ปร ิมาณโปรต ีน  (ppm )

ก ่อนทำให ้บร ิส ุทธ ์ 5.30

หล ังทำให ้บร ิส ุทธ ์ 3.67
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จากการนำแอนต ิบอด ีท ี่ผ ่านข ั้นตอนการทำให ้บร ิส ุทธ ี้ม าว ิเคราะห ์ด ้วย  SDS-PAGE เท ียบกับ  

โปรต ีนก ่อนการทำให ้บ ร ิส ุทธ ี้ โดยแสดงผลในตาราง 4.4 และร ูปท ี่ 4.3 จะพบแถบโปรต ีนอย ่างช ัดเจน  

ที่บร ิเวณ 66 ก ิโลดาลต ัน  (kDa) ในต ัวอย ่างอาหารเล ี้ยงเชลล ์และแอนต ิบอด ีก ่อนทำให ้บร ิส ุทธ ิ้ แต ่ใน  

ต ัวอย ่างแอนต ิบอด ีท ี่ผ ่านการทำให ้บร ิส ุทธ ึ๋จะพบแถบโปรต ีน 2 แถบ คือที่ 62 และ 25 ก ิโลดาลต ัน ท ั้งน ี ้

เน ื่อ งมาจากในต ัวอย ่างก ่อนการทำให ้บร ิส ุทธน ั้นจะม ีโปรต ีนจากซ ีร ัมท ี่เต ิมลงไปในอาหารเล ี้ย งเซลล ์ 

ปนอยู่มาก แต ่เม ื่อนำต ัวอย ่างไปผ ่านการทำให ้บร ิส ุทธ ึ๋ โปรต ีน เหล ่าน ี้จะถ ูกกำจ ัดออกทำให ้ไม ่พบแถบ  

ของโปรต ีนด ังกล ่าวใน ต ัวอย ่างท ี่ผ ่านการท ำให ้บ ร ิส ุท ธ  อ ีกท ั้งม ีก ารท ำลายพ ัน ธะไดซ ัล ไฟ ด ์ระห ว ่าง  

โมเลกุลของแอนติบอด ี ทำให ้ส ่วน  heavy-chain และ ligh t-cha in  แยกออกจากกัน ดังน ั้นหลังจากการทำ 

ให ้บร ิส ุทธ ี้แอนต ิบอด ีม ีความเข ้มข ้นข ึ้นจ ึงพบแถบโปรต ีนด ังกล ่าว ซ ึ๋งฃนาดของโปรต ีนท ั้งสองแถบ  นี้ 

สอดคล ้องก ับงานว ิจ ัยของ ชมพ ูน ิกข ์ กาญจนพังคะ (2008) และ H arlow  และ Lane (1988) [15, 42] ท่ี 

พบแถบย่อย 2 แถบ คือ H -cha in และ L-chain ซ ํ่งเป ็นหน ่วยย ่อยของสายพอลิเพปไทด ์ของแอนต ิบอด ี

4.4 การตรวจสอบความบริสุทธ่ิด้วยเทคนิค SDS-PAGE ของแอนติบอดีหลังจากทำให้บริสุทธ่ิ

ตารางที่ 4.4 ความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างน ั้าหน ักโมเลก ุลและระยะทางในการเคล ื่อนท ี่จากการทำ  

SDS-PAGE

โปรต ีนมาตรฐาน
มวลโมเลก ุล  

(kDa)

ระยะทางท ี่เคล ื่อนท ี ่

(cm )

Relative m ob ility  

(Rf)

Phosphorylase 97.4 1.5 0.27

Bov ine serum album in 66.2 2.2 0.40

Ovalbum in 45.2 3.15 0.57

Carbonic anhydrase 31.0 4.3 0.78

T rypsin in h ib ito r 21.5 5.5 1.00

m Ab 12-3F heavy chain 62.41 2.75 0.50

m Ab 12-3F lig h t chain 24.76 4.85 0.88
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รูปท ี่ 4.3 ผลการทำ SDS-PAGE ช่องหมายเลข 1 คือ โปรต ีนมาตรฐาน (ปริมาณ 2.5 ไม โครกร ัม )

ช่องหมายเลข 2 คือ FBS (5 ไม โครกร ัม )

ช ่องหมายเลข 3 คือ อาหารเล ี้ยงเชลล ์ไฮบร ิโดมา

ช่องหมายเลข 4 ค ือแอนติบอด ีในอาหารเล ี้ยงเชลล ์ท ี่ม ี 10% FBS (5 ไม โครกร ัม )

ช่องหมายเลข 5 คือ แอนต ิบอด ีหล ังทำให ้บร ิส ุทธ ิแล ้ว (5 ไม โครกร ัม )

ช่องหมายเลข 6 คือ แอนต ิบอด ีหล ังทำให ้บร ิส ุทธ ิแล ้ว (10 ไม โครกร ัม )

4.5 การตรวจสอบความจำเพาะของแอนต ิบอด ีหล ังการทำให ้บร ิส ูทธ ิต ่อ T C

น ำโม โน โคลนอลแอนต ิบอด ีหล ังการทำให ้บ ร ิส ุทธ ิม าทดสอบความสามารถในการจ ับก ับ เททระ  

ไซค ล ิน ใน ร ูป อ ิส ระ  ด้วย Ind irect com petitive E F IS A  โดยม ีต ัวควบค ุมลบ คือ PBS และต ัวควบค ุมบวก  

คือ ความเข ้มข ้นของเททระไชคล ินท ี่ 1,000 ppb พบว่าค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ความยาวคล ื่น  450 นาโน  

เมตร จ ะล ด ต ํ่า ล ง เม ื่อ ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ ง เท ท ระ ไซ ค ล ิน ใน ร ูป อ ิส ระส ูงข ึ้น  ต ังแ ส ด งใน ต ารางท ี่ ก .3 

ภาคผนวก ก และกราฟรูปท ี่ 4.4 แสดงให ้เห ็นว ่าแอนต ิบอด ีท ี่ผ ่านการทำให ้นร ิส ุทธ ิ๙น ั้นสามารถจับเท  

ทระ ไชคล ิน ใน ร ูป อ ิส ระได ้
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รูปท ี่ 4.4 กราฟแสดงผลการทดสอบความจำเพาะของแอนต ิบอด ีบร ิส ุทธ ี้ต ่อเททระไซคล ินใน  

ร ูปอ ิสระด ้วยวธ ind irect competitive E L IS A  โดยเคลอบหลุมด ้วย T C -O V A  5 ppm  

และแอนติบอดีความเข ้มข ้น 2 ppm

4.6 การเตร ียมช ุดตรวจสอบ

4.6.1 การเตรยมช ุดตรวจสอบแบบ A g -ca p tu red  d ire c t com pe titive  E L IS A  

(D ire c t c E L IS A )

4.6.1.1 การหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว่างแอนต ิบอด ีก ับเททระไชคล ินท ี่เช ื่อมต ่อ  

กับ HRP (TC -HRP)

ทำการหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว่างแอนต ิบอด ีท ี่เคล ือบหล ุมก ับ TC -HRP  

สำหรับการเตร ียมช ุดตรวจสอบแบบ direct E L IS A  โดยทำการแปรค ่าความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีท ี่ 0.5, 

1, 2.5 และ 5 ppm และใช ้ความเข ้มข ้นของ TC -HRP อย ู่ในช ่วง 0.05-20 ppm โดยม ีเกณฑ ์ในการกำหนด  

อ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสม คือ อ ัตราส ่วนท ี่ให ้ค ่าการด ูดกล ืนแสงในการทำ direct E L IS A  ประมาณ 1 หรือ 

ใกล้เคียง ได ้ผลด ังแสดงในตารางท ี่ 4.5 พบว่าได ้ความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีและแอนต ิเจนท ี่ให ้ค ่าการ
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ด ูดกล ืนแสงท ี่เหมาะสม 3 อ ัตราส ่วน โดยแอนติบอด ีท ี่ 5, 2.5 และ 1 ppm จะใช ้ TC -HRP ที่ 0.25, 0.25 

และ 2.5 ppm ตามลำดับ จ ึงนำความเข ้มฃ ้นท ี่เหมาะสมด ังกล ่าวไปใช ้ในการหาความไวของแอนต ิบอด  ี

ต ่อ เททระไซคล ินในร ูปอ ิสระต ่อไป

ตารางที่ 4.5 อ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว ่างแอนต ิบอด ีก ับ T C -O V A  ด้วยวิธี d irect E L IS A

ความเข ้มข ้นของ TC -HRP
ค่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ 450 นาโนเมตร

ความเข ้มข ้นของ A b  (ppm )
vppnw

5 2.5 1 0.5

0.050 0.461 0.343 0.211 0.102

0.100 0.894 0.701 0.411 0.190

0.250 1.435* 1.123* 0.609 0.227

0.500 1.865 1.526 0.818 0.239

1.000 2.209 1.769 0.956 0.356

2.500 2.395 1.935 1.072* 0.487

5.000 2.460 2.125 1.339 0.626

10.000 2.511 2.218 1.476 0.770

20.000 2.507 2.212 1.595 0.980

หมายเหตุ ค ่าท ี่แสดงโดยต ัวเลขท ึบ * คือ ค ่าการด ูดกล ืนแสงจากการทำ E L IS A  ท ี่ใช ้แอนต ิเจนและ  
แอนต ิบอด ีท ี่ม ีความเข ้มข ้นท ี่เล ือกสำหร ับใช ้ในการทดสอบความสามารถของแอนต ิบอด ีในการจ ับก ับ  

เททระไซคล ินในร ูปอ ิสระ
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4.6.1.2 การทดสอบหาข ีดความสามารถในการตรวจของช ุดตรวจสอบต ้นแบบ

ทดสอบหาข ีดความสามารถในการตรวจของช ุดตรวจสอบต ้นแบบโดยใช  ้

ความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมของแอนต ิบอด ีท ี่เคล ือบหล ุม และ TC -HRP ท ี่ห าไต ้ จากข้อ 4.6.1.1 มา 

ทดสอบก ับ เททระไชคล ินในร ูปอ ิสระท ี่ความ เข ้มข ้น  0-1,000 ppb นำค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ไต ้มาสร ้าง  

กราฟในร ูปร ้อยละของอ ัตราส ่วนระหว ่าง B /B 0 โดยท ี่ B  ค ือค ่าการด ูดกล ืนแสงในภาวะท ี่ม ีเททระ  

ไชคล ินอ ิสระท ี่ความเข ้มข ้นต ่างๆ และ B 0 คือ ค ่าการด ูดกล ืนแสงในภาวะท ี่ไม ่ม ีเททระไชคล ิน  จากนัน 

หาค ่าความไวของแอนต ิบอด ีด ้วยว ิธ ีน ีโดยด ูจากค ่า 1C50 ซ ึ่งเป ็นค ่าความเข ้มข ้นของเททระไชคล ินอ ิสระ  

ที่ให ้ค ่า %  B /B 0 เท่ากับ 50% พบว่าเม ื่อใช ้แอนต ิบอด ีท ี่ความเข ้มข ้น 5 ppm และความเข ้มข ้นของ 

TC -HRP  ที่ 0.25 ppm ให ้ค ่า IC 50 เท่ากับ 20.13 ppb เม ื่อใช ้แอนต ิบอด ีท ี่ความเข ้มข ้น 2.5 ppm และ 

ความเข ้มข ้นของ TC -HRP ที่ 0.25 ppm ให้ค ่า IC 50 เท่ากับ 10.73 ppb (ผลด ังรูปที่ 4.5) จากการ 

เปรียบเท ียบค่า IC 50 ท ี่ได ้จากท ั้ง 2 ภาวะ พบว่าความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีท ี่ 2.5 ppm และความเข ้มข ้น  

ของ TC -HRP ที่ 2.5 ppm ให้ค ่า IC 50 ต ํ่าท ี่ส ุด แสดงว่าความเข ้มข ้นด ังกล ่าวเป ็นความเข ้มข ้นท ี่ 

เหมาะสมท ี่ส ุดท ี่ทำให ้การตรวจด ้วยว ิธ ี d irect com petitive E L IS A  ม ีความไวส ูงส ุด

รูปท่ี 4.5 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับเททระไซคลินในรูปอิสระด้วยวิธี Ag- captured
direct competitive ELISA โดยแปรอัตราส่วนระหว่างแอนติบอดีที่เคลือบหลุมกับ TC-HRP
ท่ีความเข้มข้น 5 และ 0.25 ppm และความเข้มข้นที่ 2.5 และ 0.25 ppm ตามลำดับ
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4.6.2 การเตรยมชุดตรวจสอบแบบ Ag -cap tu red  d ire c t com pe titiv e  E L IS A

(d ire c t c E L IS A ) ที่เคลือบ หลุม ด ้วยแอนติบอดีของแพะที่จำเพาะต่อแอนติบอดีของ 

ห น ูไมซ ์ (G A M )

4.6.2.1 การหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างแอนติบอดีกับ TC-HRP
ท ั้งน ี้เน ื่องจากม ีรายงานว ่าการใช ้แอนต ิบอด ีของแพะท ี่จำเพาะต ่อแอนต ิบอด  ี

ข อ งห น ูไม ช ์ เคล ือบหล ุมก ่อนเพ ื่อให ้ส ่วน Fc ของแอนต ิบอด ีจ ับก ับส ่วนของ Fab ของแอนติบอด ีของ 

แพะ ส ่งผลให ้ส ่วน  Fab ของแอนติบอด ีไปจ ับก ับแอนต ิเจนได ้มากข ึ้น  ทำให ้ช ุดตรวจสอบท ี่ได ้ม ีความไว  

ส ูงมากข ึ้น  [43 ] ด ังน ั้นจ ึงทำการหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว ่างแอนต ิบอด ีก ับ  TC -HRP โดยวิธ ี direct 

cE L IS A  โดยเคล ือบหล ุมของจาน E L IS A  ชนิด 96 หล ุมด ้วยแอนต ิบอด ีของแพะท ี่จำเพาะต ่อแอนต ิบอด ี 

ของหน ูไมซ ์ท ี่ 5 ppm แล ้วจ ึงทำการแปรความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีต ่อเททระไซคล ินท ี่ 1, 2.5, 5 และ 

10 ppm และ TC - HRP ที่ 0.25- 40 ppm พบว ่าได ้ความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีและแอนต ิเจนท ี่ให ้ค ่าการ  

ด ูดกล ืนแสงท ี่เหมาะสม 4 อ ัตราส ่วน ด ังแสดงในตารางท ี่ 4.6 คือ TC - HRP ความเข ้มข ้นท ี่ 5 ppm กับ 

แอนติบอดี 1, 25, 5 และ 10 ppm ตามลำดับ แล ้วนำความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมด ังกล ่าวไปใช ้ในการหา  

ความไวต ่อเททระไชคล ินในร ูปอ ิสระต ่อไป
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ตารางที่ 4.6 ผลการหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว่างแอนต ิบอด ีก ับ TC -HRP ด้วยวิธี d irect E L ISA  

เพ ื่อใช ้ในการเตรยมชุดตรวจสอบแบบ direct competitive E L IS A  ท ี่เคล ือบหลุมด้วย 

แอนต ิบอด ีของแพะท ี่จำเพาะต ่อแอนต ิบอด ีของหน ูไมซ ์

ความเข ้มข ้นของ TC -HRP
ค่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ 450 นาโนเมตร

ความเข ้มข ้นของ A b  (ppm )
vppnu

1 2.5 5 10

0.25 0.098 0.119 0.116 0.123

0.5 0.177 0.235 0.211 0.210

1 0.327 0.429 0.394 0.409

2.5 0.818 1.021 0.956 0.989

5 1.356* 1.572* 1.578* 1.652*

10 1.676 1.908 2.028 1.916

20 1.987 2.193 2.199 2.169

40 2.000 2.211 2.260 2.290

หมายเหตุ ค ่าท ี่แสดงโดยต ัวเลขท ึบ * คือ ค ่าการด ูดกล ืนแสงจากการทำ E L IS A  ท ี่ใช ้แอนต ิเจนและ  

แอนต ิบอด ีท ี่เป ็นความเข ้มข ้นท ี่เล ือกสำหร ับใช ้ในการทดสอบความสามารถของแอนต ิบอด ีในการจ ับ  

ก ับ เททระไชคล ินในร ูปอ ิสระ
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4.6.2.2 การทดสอบหาข ีดความสามารถในการตรวจของช ุดตรวจสอบต ้นแบบ

ท ด ส อ บ ห าข ีด ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารต รวจข อ งช ุด ต รวจ ส อ บ ต ้น แ บ บ ด ้วย ว ิธ ี 

d irec t com petitive  E L IS A  โดยอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว ่างแอนต ิบอด ีก ับ  TC -HRP 4 อ ัตราส ่วน จาก 

ข้อ 4.6.2.1 มาทดสอบก ับ เททระไซคล ินในร ูปอ ิสระท ี่ความ เข ้มข ้น  0-1,000 ppb จากการคำนวณหาค่า 

IC 50 ของแต ่ละอ ัตราส ่วน พบว่าท ั้ง 4 อ ัตราส ่วนจะใช ้ TC -HRP ท ี่ความเข ้มข ้น 5 ppm โดยภาวะท ี่ใช  ้

แอนต ิบอด ี 0.5, 1, 2.5 และ 5 ppm ให ้ค ่า IC 50 เท่ากับ 14.05, 22.04, 23.76 และ 33.83 ppb ตามลำดับ 

(ร ูป  4.6) และพบว่าความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีท ี่ 1 ppm และความเข ้มข ้นของ TC -HRP  ที่ 5 ppm ให ้ 

ค่า IC 50 ต ํ่าท ี่ส ุด แสดงว ่าความเข ้มข ้นด ังกล ่าวเป ็นความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมท ี่ส ุดท ี่ทำให ้การตรวจด ้วย  

วิธี d irec t com petitive  E L IS A  มความไวส ูงส ุด

ร ูปท ี่ 4.6 ผลการทดสอบความไวของแอนต ิบอด ีก ับ เททระไซคล ินในร ูปอ ิสระโดยแปรอ ัตราส ่วน

ระหว ่างแอนต ิบอด ีก ับ TC -HRP ด้วยวิธี A g - captured direct com petitive E L IS A  ที่เคลือบ 

หล ุมด ้วยแอนต ิบอด ีของแพะท ี่จำเพาะต ่อแอนต ิบอด ีของหน ูไมช ์ (G A M ) 5 ppm ใช ้ 

TC - HRP 5 ppm และแอนติบอดีความเข ้มข ้น 1, 2.5, 5 และ 10 ppm ตามลำดับ
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4.6.3 การเตรยมชุดตรวจสอบแบบ A b -ca p tu red  in d ire c t com pe titive  E L IS A  

( in d ire c t cE L IS A )

4.6.3.1 การหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว่างแอนต ิบอด ีก ับเททระไซคล ินท ี่เช ื่อมต ่อ  

กับ O V A  (TC -O V A )

หาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว ่างแอนต ิบอด ีก ับ  T C -O V A  ด้วย ind irect cELISA  

โดยเคล ือบหล ุมของจาน E L IS A  ช น ิด 9 6 หลุมด ้วย T C -O V A  ท ี่ค วาม เข ้มข ้น 0.5, 1, 1.25, 2.5 แ ล ะ 5 

ppm แล ้วจ ึงท ำการแปรความ เข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีท ี่ 0.01-2 ppm แล ้ว เล ือกอ ัตราส ่วนท ี่ให ้ค ่าการ  

ด ูดกล ืนแสงใกล ้เค ียง 1 โดยพบความ เข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีและแอนต ิเจนท ี่ให ้ค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ 

เหมาะสม 3 อ ัตราส ่วน คือ ภาวะท ี่ความเข ้มข ้นของ T C -O V A  ที่ 1, 1.25 และ 2.5 ppm ก ับความเข ้มข ้น  

ของแอนต ิบอด ีท ี่ 0.05, 0.025 และ 0.025 ppm ตามลำดับ (ด ังในตารางท ี่ 4.7) แล ้วนำความเข ้มข ้นท ี ่
เหมาะสมด ังกล ่าวไปหาความไวต ่อเททระไซคล ินในร ูปอ ิสระต ่อไป
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ตารางที่ 4.7 ผลการหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว่างแอนต ิบอด ีก ับ T C -O V A  ด้วยวิธี ind irect E L IS A  

เพ ื่อใชไนการเตรียมช ุดตรวจสอบแบบ ind irect com petitive E L IS A

0 ค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่4 5 0 นาโนเมตร
ความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ี -------------------------------------------------------------------------------

ความเข ้มข ้นของ T C -O V A  (ppm )
(ppm ) ----------------------------------------------------------------------------------

0.5 1.00 1.25 2.50 5.0

0.010 0.501 0.605 0.685 0.209 0.661

0.025 0.848 1.113 1.178* 1.209* 1.166

0.050 1.166 1.465* 1.585 1.566 1.504

0.100 1.575 1.841 1.918 2.002 1.977

0.250 2.083 2.255 2.273 2.356 2.37

0.500 2.227 2.360 2.408 2.422 2.491

1.000 2.333 2.342 2.449 2.444 2.431

2.000 2.379 2.400 2.248 2.217 2.339

หมายเหตุ ค ่าท ี่แสดงโดยต ัวเลขท ึบ * คือ ค ่าการด ูดกล ืนแสงจากการทำ E L IS A  ท ี่ใช ้แอนต ิเจนและ  

แอนต ิบอด ีท ี่ม ีความเข ้ม1ข ้นท ี่เล ือกสำหร ับใช ้ในการทดสอบความสามารถ1ของแอนติบอด ี'ในการจ ับก ับ  
เททระไชคล ินในร ูปอ ิสระ
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4 .6 3 .2  การทดสอบหาข ีดความสามารถในการตรวจของช ุดตรวจสอบต ้นแบบ

ท ด สอ บ ห าข ีด ค วาม สาม ารถ ข อ งช ุด ต รวจส อ บ ชน ิด  Ind irec t com petitive  

E L IS A  โดยอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว ่างแอนต ิบอด ีก ับ  T C -O V A 3  อ ัตราส ่วน  จากข้อ 4 .63.1 มา 

ทดสอบก ับ เททระไซคล ินในร ูปอ ิสระท ี่ความ เข ้มข ้น  0-1,000 p p b ^ ผลแสดง,ในร ูปท ี่ 4.7 พบว่าเม ื่อใช ้ 

T C -O V A  1 ppm ก ับแอนต ิบอด ี 0.05 ppm  ให ้ค ่า IC 50 เท่ากับ 1.46 ppb เม ื่อใช ้ T C -O V A  1.25 ppm กับ 

แอนต ิบอด ี 0.025 ppm ให ้ค ่า 1C50 เท่ากับ 1.13 ppb และเม ื่อใช ้ T C -O V A  2.5 ppm ก ับแอนต ิบอด ี 0.025 

ppm ให้ค ่า IC 50 เท่ากับ 2.04 ppb ด ังน ั้นอ ัตราส ่วนท ี่ให ้ค วาม ไวส ูงส ุด  คือ ความเข ้มข ้นของ TC -O V A

และแอนติบอดี ที่ 1.25 ppm แ ล ะ 0.025 ppm  ตามลำดับ

logarithm concentration of TC (ppb)

รูปท ี่ 4.7 ผลการทดสอบความไวของแอนต ิบอด ีก ับ เททระไชคล ินในร ูปอ ิสระโดยแปรอ ัตราส ่วน  

ระหว ่างแอนต ิบอดก ับ T C -O V A  ด้วยวิธี A b - captured ind irect com petitive  E L IS A  โดย  

เคลือบหลุมด ้วย TC -O V A  1, 1.25 และ 2.5 ppm  และแอนติบอดีความเข ้มข ้น 0.05, 0.025 และ

0.025 ppm ตามลำดับ
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4.6.4 การเตรยมช ุดตรวจสอบแบบ A b -ca p tu red  d ire c t com pe titive  E L IS A

4.6.4.1 การหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมระหว่าง T C -O V A  ก ับแอนต ิบอด ีที่เชื่อมต่อ 

ก ับไบโอต ิน  (A b -b io tin )

ทำการหาอ ัตราส ่วนในการจ ับท ี่เหมาะสมระหว ่าง T C -O V A  ท ี่เคล ือบหลุม  

กับ A b -b io tin  ท ี่เหมาะสมในการเตร ียมช ุดตรวจสอบแบบ direct com petitive E L IS A  โดยทำการแปรค ่า 

ความเข ้มข ้นของ TC -O V A  ในช ่วง 0.1-5 ppm และ A b -b io tin  ในช ่วง 0.025-5 ppm และเมื่อนำ 

แอนต ิบอด ีท ี่เช ื่อมต ่อก ับ ไบโอต ินท ี่ความ เข ้มข ้นต ่างๆ  มาทดสอบโดยไม ่ม ีการเคล ือบหล ุมด ้วย TC - 

O V A  พบว ่าให ้ผล เป ็นลบซ ํ่ง เป ็นการย ืนย ันว ่าแอนต ิบอด ีท ี่เช ื่อมต ่อก ับ ไบ โอต ินจะจ ับก ับ  TC -O V A  

เท ่าน ั้น ได ้ความเข ้มข ้นของแอนต ิบอด ีและแอนต ิเจนท ี่ให ้ค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่เหมาะสม 3 อ ัตราส ่วน  

คือ TC -O V A  0.125, 0.25 และ 0.5 ppm กับ A b -b io tin  ที่ 0.05, 0.1 และ 2.5 ppm ตามลำดับ ด ังแสดงใน  

ตารางท ี่ 4.8 นำความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมด ังกล ่าวไปใช ้ในการหาความไวต ่อ เททระไชคล ินในร ูปอ ิสระ  

ต่อไป
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ตารางที่ 4.8 ผลการหาอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสมของ T C -O V A  กับ A b -b io tin  ด้วยวิธี d irect E L ISA  

เพ ื่อใช ้ในการเตรียมช ุดตรวจสอบแบบ direct competitive E L IS A

ค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ 450 นาโนเมตร
ความเข ้มข ้นของ T C -O V A  ----------------------------------------------------------------------------------

ความเข ้มข ้นของ A b -b io tin  (ppm )
tppm ;

0.025 0.05 0.1 0.25 0.5

0.100 0.205 0.345 0.689 1.022 1.323

0.125 0.266 0.431 0.746 1.115* 1.615

0.250 0.345 0.678 1.395* 1.959 2.444

0.500 0.665 1.303* 2.303 2.609 2.783

1.000 0.772 1.611 2.639 2.772 1.646

1.250 0.850 1.724 2.625 2.863 2.861

2.500 0.957 1.911 2.718 2.988 2.946

5.000 0.932 1.857 2.763 2.669 2.838

หมายเหตุ ค ่าท ี่แสดงโดยต ัวเลขท ึบ * คือ ค ่าการด ูดกล ืนแสงจากการทำ E L IS A  ท ี่ใช ้แอนต ิเจนและ  

แอนต ิบอด ีท ี่ม ีความเข ้มข ้นท ี่เล ือกสำหร ับใช ้ไนการทดสอบความสามารถของแอนต ิบอด ีในการจ ับก ับ  

เททระไชคล ินในร ูปอ ิสระ

4.6.4.2 การทดสอบหาข ีดความสามารถในการตรวจของช ุดตรวจสอบต ้นแบบ

ทดสอบหาความสามารถระหว ่างแอนต ิบอด ีท ี่เช ื่อมต ่อก ับไบโอต ินก ับเททระ  

ไชคล ิน ในร ูปอ ิสระด ้วยว ิธ ี d irect competitive E L IS A  จากอ ัตราส ่วนท ี่เหมาะสม 3 อ ัตราส ่วนในข ้อ

4.6.4.1 มาทดสอบก ับ เททระไซคล ินในร ูปอ ิสระท ี่ค วาม เข ้มข ้น  0-1,000 ppb พ บ ว ่าใน ภ าวะท ี่ใช ้TC - 

O V A  ความ เข ้มข ้น 0.125 ppm และแอนต ิบอด ีท ี่เช ื่อมต ่อก ับไบโอต ินท ี่ 0.25 ppm ให ้ค ่า IC 50 เท่ากับ 

2.63 ppb ส ่วน ใน ภ าวะท ี่ใช ้ T C -O V A  ความเข ้มข ้น 0.25 ppm และแอนต ิบอด ีท ี่เช ื่อมต ่อก ับไบโอต ิน
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0.1 ppm ให้ค่า IC50 เท่ากับ 2.83 ppb ส่วนในภาวะท่ีใช้ TC-OVA ความเข้มข้น 0.5 ppm และแอนติบอดี 
ท่ีเช่ือมต่อกับไบโอตินท่ี 0.5 ppm ให้ค่า IC50 เท่ากับ 4.40 ppb ตามลำดับ แสดงให้เห็นว่าอัตราส่วนท่ีให้ 
ความไวมากท่ีสุดคือ TC-OVA ความเข้มข้น 0.125 ppm และแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกับไบโอตินท่ี 0.25 
ppm นอกจากน้ียังพบว่าในภาวะท่ีใช้ TC-OVA และแอนติบอดีท่ีเช่ือมต่อกับไบโอดินท่ีมีความเข้มข้น 
ต่ําก็สามารถตรวจสอบโดยให้ค่าความไวสูง เน่ืองจากการใช้ไบโอดินจะช่วยขยายสัญญาณทำให้ชุด 
ตรวจสอบวิธี direct competitive ELISA น้ี มีความไวสูง ดังแสดงในรูป 4.8

100 ๚

75
PCÛ 50 "

25 “

TC-OVA and Ab-biotin 
concentration

LOD IC50 
(ppb) (ppb)

X TC-OVA 0.125 pg/ml 0.19 2.63
Ab-biotin 0.25 pg/ml

T TC-OVA 0.25 gg/ml 0.43 2.83
Ab-biotin 0.1 pg/ml

■ TC-OVA 0.5 pg/ml 0.73 4.40
Ab-biotin 0.05 jlg/ml

10^ 10-3 10-2 10-1 1£>° 101 102 103 104 
logarithm  concen tra tion  o f TC (ppb)

รูปที่ 4.8 ผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีกับเททระไซคลินในรูปอิสระโดยแปรอัตราส่วน
ระหว่าง TC-OVA ก ับแอนต ิบอด ีท ี่เช ื่อมต ่อก ับไบโอด ินด ้วยว ิธ ี Ab-aptured direct
competitive รน^โดยเคล ือบหลุมด ้วย TC-OVA 0.125, 0.5 และ 0.25 ppm และแอนติบอดี 
ที่เชื่อมต่อกับไบโอตินดีความเข้มข้น 0.25, 0.1 และ 0.05 ppm ตามลำดับ
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4.6.5 การวิเคราะห์เปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบต่างๆ

เม่ือวิเคราะห์ชุดตรวจสอบท้ัง 4 แบบท่ีพัฒนาข้ึน โดยเทคนิค competitive ELISA และ 
เปรียบเทียบความไวของชุดตรวจสอบจากค่า ICS0 และ LOD ได้ผลสรุปดังแสดงในตาราง 4.9 โดย 
พบว่าชุดตรวจสอบแบบ Ab-captured indirect competitive ELISA มความไวสูงสุด รองลงมาคือ 
Ab-captured direct competitive ELISA, Ag-captured direct competitive ELISA และ Ag-captured 
direct competitive ELISA ท่ีเคลือบหลุมด้วย GAM โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.13, 2.63, 10.73 และ 14.05 
ppb ตามลำดับ จึงเลือกพิจารณาชุดตรวจสอบ 2 แบบแรกท่ีให้ความไวสูงสุดคือ Ab-captured indirect 
competitive ELISA และ Ab-captured direct competitive ELISA จะเห็นได้ว่าชุดตรวจสอบแบบ 
indirect competitive ELISA มีข้ันตอนและเวลาในการทดสอบนานกว่า และต้องใช้ HRP- 
conjugatedgoat anti-mouse IgG เป็นแอนติบอดีทุติยภูมิ ทำให้มีด้นทุนในการผลิตสูงกว่า direct 
competitive ELISA ส่วนชุดตรวจสอบแบบ Ag-captured direct competitive ELISA ทีเคลือบหลุมด้วย 
แอนติบอดีของแพะท่ีจำเพาะต่อแอนติบอดีของหนูไมซ์ มีความไวน้อยกว่าชุดตรวจสอบแบบอ่ืนๆ  โดย 
มีค่า IC50 เท่ากับ 14.05 ppb อาจเน่ืองมาจากการท่ีแอนติบอดีของแพะท่ีจำเพาะต่อแอนติบอดีของหนูท่ี 
ใช้เคลือบหลุมน้ัน ใช้ส่วนของ Fab ในการยึดติดกับพ้ืนผิว ทำให้เหลือส่วนของ Fab น้อย ทำให้ 
แอนติบอดีท่ีจำเพาะต่อเททระไชคลินซ่ํงจะจับ Fab สามารถจับได้ในปริมาณท่ีลดลง ทำให้ 
ความสามารถในการแข่งขันการจับของเททระไซคลินในรูปอิสระลดลง จึงส่งผลให้ ELISA ชนิดน้ีมี 
ความไวลดลง

จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบต่างๆ ท้ัง 4 แบบช้างด้น จะเห็น 
ได้ว่าชุดตรวจสอบทุกแบบมีค่า LOD และ!€ 50ท่ีตา สามารถนำมาใช้ตรวจสอบเททระไซคลินที่ความ 
เขมขนตำกว่าค่า MRL (25 ppb)T.ด แต่ม 2 วิธ คอ Ab-captured indirect cELISA และ Ab-captured 
direct cELISA ที่สามารถนำมาตรวจตัวอย่างในนํ้าผื้งได้ เนื่องจากในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างต้องมี 
การเจือจางอีก 10 เท่า ค่าLOD ของทั้งสองวิธีนี้ก็ยังสามารถตรวจได้ครอบคลุมช่วง MRL แต่ในการ 
ทดลองครั้งนีจะเลือกใช้ Ab-captured direct cELISA สำหรับเตรียมเป็นชุดตรวจสอบด้นแบบ เพ่ือทำ 
การหาประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต่อไป เนื่องจากใช้เวลาที่น้อยกว่าวิธี Ab-captured indirect 
cELISA และเหมาะสมในการนำไปใช้ในเชิงพาณิชย์
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ตารางท่ี 4.9 สรุปผลการเปรยบเทียบชุดตรวจสอบ ELISA แบบต่างๆ

เวลาในการ
รูปแบบของชุดตรวจสอบ

ฬัราส่วนระหว่างแอนติเจน 
และแอนติบอดี (ppm)

ทดสอบ
(ช่ัวโมง)

IC50

(ppb)
LOD
(ppb)

Ag-captured direct 
competitive ELISA

Ab 1 ppm 
TC-HRP 2.5 ppm 2.15 10.73 2 . 8 8

Ag-captured direct 
competitive ELISA 

TC coated with

Ab 1 ppm 
TC-HRP 5 ppm 

goat anti mouse 5 ppm 2.15 14.05 4.97
goat anti mouse Ig

Ab-captured indirect 
competitive ELISA

TC-OVA 1.25 ppm 
Ab 0.025 ppm 3.15 1.13 0.09

Ab-captured direct 
competitive ELISA

TC-OVA 0.125 ppm 
Ab-biotin 0.25 ppm 2.15 2.63 0.19

4.7 การเตรียมชุดตรวจสอบต้นแบบด้วยวิธี Ab-captured direct competitive ELISA

4.7.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน

หลังจากการคัดเลือกชุดตรวจสอบที่มีความไวสูงสุดดังที่กล่าวข้างต้น จึงทำการเตรียม
ชุดตรวจสอบต้นแบบด้วยวิธี direct competitive ELISA ตามขั้นตอนในข้อ 3.4.9 โดยใช้ความเข้มข้น
ของ TC-OVA เคลือบหลุมเท่ากับ 0.125 ppm และแอนติบอดีที่เชื่อมต่อกับไบโอตินเข้มข้น 0.25 ppm
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และแปรความเข้มข้นของเททระไซคลินในรูปอิสระเป็นตัวแข่งขันในช่วง 0 -1 , 0 0 0  ppb และนำข้อมูล 
ดังกล่าวมาสร้างกราฟโดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 4.03 โดยให้แกน X เป็นลอการิทึมของความ 
เข้มข้นของเททระไซคลินท่ีมีหน่วยเป็น ppb และแกน Y เป็นค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นา 
โนเมตร จากน้ันทำการเลือกช่วงกราฟท่ีมีลักษณะเป็นเสันตรง มาสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน ซ่ํงได้ความ 
เข้มข้นในช่วง 0- 20 ppb แสดงข้อมูลดังตารางท่ี 4.10 และรูปท่ี 4.9

ตารางท่ี 4.10 ผลของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ท่ีได้จาก 
การทำ diirect competitive ELISA สำหรับสร้างกราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบ 
เททระไซคลินด้นแบบ

ความเข้มข้นเททระไซคลิน 
(ppb)

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
450 นาโนเมตร SD

0 1.387 0.096
0.25 1.392 0.059
0.5 1.259 0.078

1 1.099 0.047
2.5 0.900 0.057
5 0.742 0.003
1 0 0.589 0.016
20 0.335 0.034
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รูปท่ี 4.9 กราฟมาตรฐานของชุดตรวจสอบต้นแบบ direct competitive ELISA

4.7.2 การศึกษาฟ้จจัยของเวลาท่ีใช้ในการบ่มเททระไซคลินท่ีเช่ือมต่อ OVA กับแอนติบอดีท่ี 
เช่ือมต่อ'ใบโอติน และเททระไซคลินในรูปอิสระ

ในการพัฒนาชุดตรวจสอบส่ิงท่ีเป็นป็จจัยท่ีสำคัญอีกอย่าง คือ เวลาในข้ันตอนต่างๆ  ของ 
ชุดตรวจสอบ ดังน้ันในการพัฒนาชุดตรวจสอบต้นแบบจึงต้องคำนึงถึงเวลาท่ีสะดวกและง่ายต่อการใช้ 
งานมากท่ีสุด โดยทำการเตรยมชุดตรวจสอบต้นแบบด้วยวิธี direct competitive ELISA ตามข้ันตอนใน 
ข้อ3.4.8.4 โดยแปรเวลาในการบ่ม3 ภาวะคือ 1, 1.5 และ2 ช่ัวโมงเพ่ือเปรยบเทียบความไว 
(sensitivity) พบว่าค่า IC50 ในการบ่มท่ี 1, 1.5 และ 2 ช่ัวโมง มีค่าเท่ากับ 0.92, 1.01 และ 1.23 ppb 
ตามลำดับ (รูปท่ี 4.10) โดยบ่มท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง ให้ค่า IC50 และ LOD ตาท่ีสุด แต่จะพบว่าค่าการดูดกลืน 
แสงของการบ่มท่ี 1 ช่ัวโมง มีค่าตรกว่าการบ่มท่ีเวลา 2 ช่ัวโมงมาก (รูปท่ี 4.10 และตารางท่ี ก.4) ช่ํงบ่ง 
บอกได้ว่าเวลาดังกล่าวยังเกิดการทำปฏิกิริยาท่ีไม่สมบูรณ์ ดังน้ันจึงเลือกใช้เวลา 1.5 ช่ัวโมง เป็นเวลา 
ในการทำปฏิกิริยา และพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบต้นแบบ direct competitive ELISA ต่อไป
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รูปท่ี 4.10 กราฟแสดงผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีต่อเททระไซคลินในรูปอิสระ ท่ีปม
ด้วยเวลาท่ี 1,1.5 และ 2 ช่ัวโมง ด้วยโปรแกรม Graph Pad Prism 4.03 โดยเคลือบหลุมด้วย 
TOOVA 0.125 ppm และแอนติบอดีความเข้มข้น 0.25 ppm ด้วย1วิธี direct 

competitive ELISA

4.7.3 การศึกษาปัจจัยของชนิดของ blocking solution ในการ block ปฏิกิริยา

เน่ืองจากมีรายงานว่าชนิดของ blocking solution มีผลกระทบต่อ ELISA ในข้ันตอนการ 
ทดสอบตัวอย่าง [37] จึงได้ทำการศึกษาผลกระทบของ blocking solution โดยทํ เการเตรียมชุด 
ตรวจสอบด้นแบบด้วยวิธี direct competitive ELISA ตามข้ันตอนในข้อ 3.4.8.4 โดยแปรชนิดของ 
blocking solution เป็น3 ชนิดคือ5% สารละลายนมพร่องมันเนย,1% BSA และ 1% OVA และ 
เปรียบเทียบความไวของชุดทดสอบ พบว่าได้ค่า IC50 เท่ากับ 0.41, 4.75 และ 6.28 ppb ตามลำดับ 
(รูปท่ี4.11) ดังนิ'น5% นมพร่องมันเนยจึงเป็น blocking solution ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ท่ีนำมาใช้กับชุด 
ตรวจสอบเททระไซคลินด้นแบบวิธี direct competitive ELISA เพ่ือนำไปใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง 
ต่อไป
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รูปที่ 4.11 กราฟแสดงผลการทดสอบความไวของแอนติบอดีต่อเททระไซคลินในรูปอิสระ ที่ใช้ 
blocking solution ต่างๆ กันคอ 1% OVA, 1% BSA และ 5% skim milk ด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism 4.03 โดยเคลือบหลุมด้วย TC-OVA 0.125 ppm และแอนติบอดีความ 
เขมฃน 0.25 ppm ด้วยวิธ direct competitive ELISA

4.7.4 การศึกษาผลกระทบของต'วทำละลายต่อการวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจสอบต้นแบบ

เน่ืองจาก TC น้ันสามารถเกิดปฏิกิริยากับไออนของโลหะหมู่ 2 (Ca:‘, Mg: ) เกิดเป็น 
สารใ]ระกอบเชิงช้อน ซ่ึงในนำผ้ึงก็มีโลหะเหล่าน้ีอยู่เช่นกัน เม่ือ TC จับกับไอออนของโลหะ จะส่งผล 
กระทบต่อระบบ ELISA เป็นสาเหตุให้เกิด matrix effect ในการทำปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีกับ 
แอนติเจน ทำให้แอนติบอดีไม่สามารถตรวจจับ TC ในรูปอิสระได้ ดังน้ันเพ่ือป้องกันการรบกวนของ 
ระบบดังกล่าว จึงได้นำสาร EDTA มาใช้เพ่ือยับย้ังการเกิดปฏิกิริยาเชิงช้อนระหว่าง TC กับ ไอออนของ 
โลหะ โดยสาร EDTA จะไปจับกับไอออนของโลหะแทน TC ทำให้ระบบไม'ถูกรบกวน [37] ดังน้ันการ 
ทดลองน้ีจึงศึกษาผลกระทบของชนิดตัวทำละลายโดยเทคนิค direct cELISA โดยใช้ข้ันตอนตามข้อ
3.4.8 .4 โดยในเบืองต้นใช้ PBS ท่ีมี 3.35% EDTA (90 mM) พนว่าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไม ่มี TC มีค่าต่ํา 
กว่า 1 โดยอยู่ในช่วงระหว่าง 0.4-0.5 จึงแปร % ความเข้มข้นของ EDTA ท่ีความเข้มข้น 0.1 ,1 และ
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3.35% พนว่าก็ยังให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีต่ําเหมือนเดิม (ตารางท่ี ก. 6  ภาคผนวก ก ) ดังifนสารละลาย 
EDTA จึงไม่เหมาะกับระบบ ELISA

นอกจากน้ียังมีรายงานการใช้เมทานอล, PBS และ PBST มาใช้สกัดน้ีาผ้ึง[13, 29, 30, 44] 
ดังน้ันจึงใช้ตัวทำละลายท้ัง 3 ชนิด มาทำตามข้อ 3.4.8 .4 พบว่าให้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียงกัน จึง 
เลือกตัวทำละลายท้ัง 3 ชนิด คือ PBS, PBST และ PBS ท่ีเดิม 10% เมทานอล มาใช้ละลายน้ัาผ้ึงท่ี 
อัตราส่วน 10 มิลลิลิตรต่อน้ัาผ้ึง 1 กรัม โดยเตรียมความเข้มข้นของ TC สุดท้ายเป็น 2.5, 5, 10, 25, 50, 
100 และ 200 ppb เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานใน PBS พบว่า PBST เป็นตัวทำละลาย ท่ีเหมาะสมใน 
การละลายตัวอย่างน้ัาผ้ึงได้ดีท่ีสุด เน่ืองจากแสดงกราฟท่ีใกล้เคียงกับกราฟมาตรฐานมากท่ีสุด แสดงให้ 
เห็นว่า PBST สามารถลด matrix effect จากตัวอย่างได้และไม,รบกวนระบบของ direct competitive 
ELISA ทำให้สามารถตรวจสาร TC ในน้ัาผ้ึงได้ จึงเลือกสารละลายน้ี มาใช้ละลายตัวอย่าง และใช้เพ่ือ 
ประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบด้นแบบต่อไป (รูปท่ี 4.12 และ ตารางท่ี ก.7)

รูปท่ี 4.12 กราฟตัวอย่างในสารละลาย PBS, PBST และ PBS ท่ีเติม 10% เมทานอล เปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน TC ใน PBS
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จากการทดสอบปฏิกิริยาข้ามของชุดตรวจสอบเททระไชคลินตามวิธี3.4.11.2 พบว่า 
เกิดปฏิกิริยาข้ามต่อสารในกลุ่มเททระไซคลินทุกสาร โดยแสดงค่าเปอร์เซ็นต์ปฏิกิริยาข้าม (percent of 
cross reactivity) ท่ี 100, 8 6 , 27, 23 และ 19% ตามลำดับ และทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับสารนอกกลุ่มเทท 
ระไซคลิน ได้แก่ เพนิชิลลินจี (penicllin G), ฟูราโชลิโดล (FZD), นอร์ฟลอก1ชา1ชิน (Norfloxacin) คลอ 
แรมฟินิคอล (CAP) และ เคลนบูเทรอล (clenbuterol) พบว่าค่าเปอร์เซ็นต์ปฏิกิริยาข้ามตรกว่า 0.01% 
(ตารางท่ี4.11) เน่ืองจากสารในกลุ่ม TC มีโครงสร้างท่ีคล้ายคลึงกันกับ TC มากโดยสารในกลุ่มท่ีมี 
โครงสร้างคล้ายเททระไซคลิน ได้แก่ เททระไซคลิน ไฮโดรคลอไรด์ (TC-HC1), โรณิททระไชคลิน 
(RTC), ด็อกซีเททระไซคลิน (DC), คลอเททระไชคลิน ไฮโดรคลอไรด์ (CTC-HC1) และออกซีเททระ 
ไชคลินไฮโดรคลอไรต์ (OTC-HC1) ทำให้แอนติบอดีสามารถจดจำและจับโครงสร้างท่ีเหมือน TC ได้ 
แสดงให้เห็นว่าชุดตรวจสอบด้นแบบท่ีพัฒนาข้ืนมีความจำเพาะต่อสารกลุ่มเททระไชคลินสูงและไม่ทำ 
ปฏิกิริยากับสารนอกกลุ่มเททระไซคลิน

ตารางท่ี 4.11 ผลการทำปฏิกิริยาข้าม (cross-reactivity, CR) ของชุดตรวจสอบด้นแบบต่อสารใน 
กลุ่มและนอกกลุ่มเททระไซคลิน

4.7.5 การทดสอบปฏิกิริยาข้ามของชุดตรวจสอบเททระไซคลินต้นแบบ

สารทดสอบ CR (%)
สารในกลุ่ม เททระไชคลิน ไฮโดรคลอไรด์ (TC-HC1) 100

เททระไซคลิน โรณิททระไซคลิน (RTC) 8 6

ด็อกซีเททระไซคลิน (DC) 27
คลอเททระไซคลิน ไฮโดรคลอไรด์ (CTC-HC1) 23
ออกซีเททระไซคลิน ไฮโดรคลอไรต์(OTC-HC1) 19

สารนอกกลุ่ม เพนิชิลลินจี (penicllin G) <0.01
เททระไชคลิน ฟูราโซลิ!ดล (FZD) <0.01

นอร์ฟลอก'ซา1ชิน (norfloxacin) <0 .0 1

คลอแรมฟินิคอล (CAP) <0.01
เคลนบูเทรอล (clenbuterol) <0 .0 1
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4.7.6.1 การหาค่าความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบต้นแบบ
จากการทดสอบหาค่าความไวของชุดตรวจสอบต้นแบบโดยวิธี direct 

competitive ELISA ตามข้ันตอน 3.4.11.1 สามารถวัดปวิมาณของเททระไชคลินต้าท่ีสุด (LOD) 
เท่ากับ0.188 ppb ปริมาณของเททระไชคลินตาท่ีสุดท่ีตรวจไต้อย่างถูกต้อง (LOQ) เท่ากับ 0.627 ppb 
ดังตารางท่ี 4.12 ช่ํงค่าท่ีได้ต้ากว่าค่า MRL ท่ีกำหนด1ในน้ําผ้ืง

4.7.6 การประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบต้นแบบ

ตารางท่ี 4.12 ผลการหาค่าความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบต้นแบบ

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 
ท่ีไม่มีเททระไซคลินในรปอิสระ (Bn) (ท=9) Mean SD LOD

(ppb)
LOQ
(ppb)

1.318 1.300 1.333
1.333 1.331 1.303 1.342 0.028 0.188 0.627
1.358 1.340 1.359

4.7.6 .2 ค่าความแม่นยำ (precision) ของชุดตรวจสอบต้นแบบ
การหาค่าความแม่นยำของชุดตรวจสอบต้นแบบโดยวิธี direct competitive 

ELISA สามารถวิเคราะหได้จากการทำ intra-variation assay และ inter-variation assay แล้วนำข้อมูลที 
ได้มาคำนวณหาค่าร้อยละของส้มประสิทธ้ืความแปรปรวน (% coefficient variation, % CV) พบว่า 
intra-variation assay จากการทำซ้ําของจำนวนสารมาตรฐาน TC 9 ซ้ํา ได้ค่าอยู่ในช่วง 1.94-8.35 ส่วน 
inter-variation assay จากการทำช้ําของจำนวนคร้ังการทดลอง 4 คร้ัง ได้ค่าอยู่ในช่วง!1.69-18.71 ดัง 
แสดงในตารางท่ี 4.13 ช่ํงค่าท่ีได้ท้ังหมดตรกว่า 20% จึงอยู่1ในช่วงท่ียอมรับได้ [45]
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ตารางที่ 4.13 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของชุดตรวจสอบต้นแบบ

ความเขมขนของเททระโซคลิน intra-variation assay (ท=9) inter-variation assay (N=4)
(ppb) Mean SD % c v Mean SD % c v

0 1.356 0.060 4.42 1.244 0.219 17.61
0.25 1.33 0.096 7.22 1.151 0.215 18.71
0.50 1.343 0.106 7.89 1.114 0.181 16.22
1 .0 0 1.151 0.047 4.08 1.027 0.171 16.65
2.50 0.806 0.025 3.10 0.856 0.132 15.39
5.00 0.672 0.040 5.95 0.700 0.082 11.69

1 0 .0 0 0.619 0 . 0 1 2 1.94 0.605 0.075 12.39
2 0 . 0 0 0.443 0.037 8.35 0.443 0.063 14.28

หมายเหตุ ท คือ จำนวนซ้ําของตัวอย่าง
N คือ จำนวนคร้ังของการทดลอง โดยในแต่ละคร้ังของการทดลองจะทำ 4 ช้ํา

4.8 การวิเคราะห์เททระไซคลินในตัวอย่างมทผึ้งด้วยชุดตรวจสอบด้นแบบ

จากการนำชุดตรวจสอบต้นแบบมาวิเคราะห์กับตัวอย่างน้ําผ้ึง ท่ีมีการเติมเททระไซคลินให้ได้ 
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 และ 200 ppb แล้วทำการวิเคราะห์ตามข้ันตอนใน 
ข้อ3.4.12 แล้วนำผลการทดลองท่ีได ้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี 4.13)โดยความถูกต้อง 
(accuracy) ของชุดตรวจสอบ สามารถวิเคราะห์ได้จากค่า % recovery และปริมาณสารท่ีตรวจพบ จาก 
การทดลองพบค่า0/0 recovery อยู่ในช่วง81.41-114.96 (ตารางท่ี4.14) ส่วนการวิเคราะห์หาความ 
แม่นยำ (precision) ของชุดตรวจสอบสามารถวิเคราะห์ได้จาก % CV ของ intra-variation assay และ 
inter-variation assay พบว่า % CV ของ intra-variation assay และ % CV ของ inter-variation assay 
แสดงตังตารางท่ี 4.15

จากข้อมูลค่า % recovery ดังกล่าวทำให้พบว่าความเข้มข้นของเททระไชคลินที่วิเคราะห์ได้ให้ค่า 
ใกล้เคียงกับความเข้มข้นที่เติมลงไปในตัวอย่าง และจากข้อมูลทั้งหมดสามารถสรุปผลความถูกต้อง
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และความแม่นยำ ดังแสดงในตารางท่ี 4.16 แสดงให้เห็นว่า matrix ของน้ําผ้ีงไม่มีผลต่อการวิเคราะห์ชุด 
ตรวจสอบต้นแบบ เน่ืองจากมีความถูกต้องสูง ช่ืงเป็นช่วงท่ีอยู่ในเกณฑ์ท่ีกำหนดไว้(80-120%) อีกท้ัง 
มีความแม่นยำเน่ืองจากมี % CV ไม่เกิน 20% ดังน้ันชุดตรวจสอบต้นแบบมีความสามารถวัดเททระ 
ไชคลินในตัวอย่างน้ัาผ้ืงได้อย่างถูกต้อง

ตารางท่ี 4.14 ความถูกต้อง (accuracy) ของการวัดปริมาณเททระไชคลินในตัวอย่างน้ําผ้ืงโดยวิธี 
direct competitive ELISA

ปริมาณของ TC (ppb) ปริมาณท่ีวัดได้ (ppb) 
(ท-9)

recovery (%, ท=9) CV (%, ท=9)

2.5 2.78i0.01 111.18 3.94
5 5.75±0.02 114.96 2.94

1 0 10.56i0.04 105.60 3.54
25 24.09i0.10 96.34 4.04
50 48.82i0.26 97.63 5.33
1 0 0 94.76i0.62 94.76 6.56
200 162.82il.42 81.41 8.72



ตารางท่ี 4.15 ความแม่นยำ (precision) ของการวัดปริมาณเททระไซคลินในตัวอย่างนาผ้ึงโดยวิธี direct competitive ELISA

ความเข้มข้นของ intra-batch (ท==9) inter-batch (N:=8) ความเข้มข้นของ intra-batch (ท:=9) inter-batch (N==8 )
เททระไชคลิน เททระไชคลิน

(ppb) recover (%) %cv recovery (%) %cv (ppb) recovery (%) %cv recovery (%) %cv
2.5 90.15±0.89 0.99 97.84 ± 16.22 16.58 10 125.27±9.03 7.21 99.39 ± 13.22 13.3

114.33±0.84 0.73 93.51 ±6.92 7.4
84.17±5.64 6.7 90.35 ±4.32 4.78
84.05 ±3.57 4.25 106.84±0.65 0.61
77.87±0.28 0.36 83.47 ±7.73 9.26
99.57±4.55 4.57 89.93 ±3.96 4.4
121.36±7.19 5.92 100.12±3.34 3.34
111.18±4.38 3.94 105.60±3.74 3.54

5 107.44±5.18 4.82 99.36 ± 12.87 12.95 25 107.70±8.89 8.17 98.72 ± 12.58 12.75
105.89±8.88 8.39 97.88 ± 12.65 12.87
87.19 ± 4.51 5.17 116.09±3.8 3.27
102.76±6.46 6.29 111.12 ±2.86 2.52
78.11 ±5.93 7.59 82.20 ±7.34 8.93
89.35 ±5.37 6.01 81.72±6.23 7.62
109.15±4.29 3.93 96.74±4.6 4.76 CO114.96±3.38 2.94 96.34 ±3.85 4 CJl

หมายเหตุ ท คือ จำนวนซ้ําฃองตัวอย่าง N คือ จำนวนคร้ังของการทดลอง โดยในแต่ละคร้ังของการทดลองจะทำ 8  ช้ิา



ตารางท่ี 4.15 (ต่อ) ความแม่นยำ (precision ) ของการวัดปริมาณเททระไซคลินในตัวอย่างนาผ้ึงโดยวิธี direct competitive ELISA

ความเข้มข้นของ intra-batch (ท=9) inter-batch (N=8 ) ความเข้มข้นของ intra-batch (ท==9) inter-batch (N=8 )
เททระไชคลิน เททระไซคลิน

(ppb) recover (%) %cv recovery (%) % cv (ppb) recover (%) %cv recovery (%) % cv
50 97.07±5.23 5.39 91.64±16.47 17.94 200 94.29 ±2.55 2.7 92.643 ±30.13 32.6

77.48 ± 17.07 22.03 88.78 ± 17.28 19.46
124.26±2.66 2.14 107.98±2.48 2.3
92.46 ± 2.63 2.84 158.00±2.59 1.64
75.54±3.5 4.63 72.98 ± 16.62 22.77
74.28 ± 5.54 7.46 75.11 ±5.24 6.98
94.36 ± 6.67 7.07 60.87 ±3.96 6.51
97.63 ±5.2 5.33 81.41 ±7.10 8.72

100 99.41 ±5.56 5.59 91.74±13.25 14.44
96.57±4.74 4.91
100.54± 1.4 1.39
111.48± 1.98 1.78
74.41 ±3.49 4.69
75.75 ±5.17 6.83
81.02±4.92 6.07
94.76±6.21 6.55 COCD

หมายเหตุ ท คือ จำนวนซ้ําของตัวอย่าง N คือ จำนวนคร้ังของการทดลอง โดยในแต่ละคร้ังของการทดลองจะทำ 8 ซา
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รูปท่ี 4.13 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างการวิเคราะห์เททระไชคลินท่ีเติมลงในตัวอย่างน้ิาผ้ึงกับกราฟ 
มาตรฐาน จากชุดตรวจสอบต้นแบบ

ตารางท่ี 4.16 สรุปความถูกต้องและความแม่นยำของการวิเคราะห์เททระไชคลินในตัวอย่าง

ตัวอย่าง recovery (%) intra-batch (ท=9) inter-batch (N=8 )
% c v % c v

'น,'1ผ้ึง 91.64-99.39 1.94-8.35 12.75-17.94

หมาขเหตุ ท คือ จำนวนชำของตัวอย่าง
N คือ จำนวนครังของการทดลอง โดยในแต่ละคร้ังของการทดลองจะทำ 8  ซา 
recovery คอ % recovery ทไต้จากค่า inter-batch จากตารางที 4.15 
intra-batch คือ % CV ท่ีได้จากค่า intra-batch จากตารางท่ี 4.15 
inter-batch คือ % CV ท่ีไต้จากค่า inter-batch จากตารางท่ี 4.15
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4.9 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ตัวอย่างโดยการใช้ชุดตรวจสอบ ELISA และเทคนิค 
LC-MS-MS

วิเคราะห์โดยใช้ตัวอย่างเดียวกันแล้วแบ่งวิเคราะห์ 2 วิธี คือ เทคนิค ELISA และ เทคนิค 
LC-MS-MS โดยทำการเตรียมตัวอย่างตามข้ันตอนในข้อ 3.4.12 โดยเติมเททระไซคลินในตัวอย่างให้มี 
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 25 และ!00 ppb โดยส่งตรวจตัวอย่างท่ี บริษัทห้องปฏิบัติการกลาง ประเทศ 
ไทย จำกัด (Central lab) และบริษัทแอนาไลติคอล ลาบอราทอ'รีส์ เซอร์วิส จำกัด (ALS)

จากการวิเคราะห์ปริมาณของเททระไชคลินในน้ําผ้ีงด้วย direct competitive ELISA พบว่ามี 
% recovery เท่ากับ 98-112.9% สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้ตาท่ีสุดท่ี 2.5 ppb ช่ํงตากว่าค่า MRL 
(25 ppb) ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณของเททระไซคลินด้วย LC-MS-MS จาก บริษัท Central lab และ 
จากบริษัท ALS พบว่ามี % recovery เท่ากับ 93.66-107.9% และ 68.72-77.72% ตามลำดับมี 
ความสามารถในการตรวจ TC ได้ตาท่ีสุดท่ี 10 ppb ผลดังตารางท่ี 4.17

แต่อย่างไรก็ตามจะสังเกตเห็นว่าค่า % recovery ของเทคนิค LC-MS-MS ท้ังสองบริษัทน้ี ให้ 
ค่าท่ีแตกต่างกันมาก โดยบริษัท ALS ให้ค่า % recovery ท่ีตากว่า 80% ช่ํงตากว่าค่ามาตรฐานท่ียอมรับ 
กันในช่วง 80-120% จากผลดังกล่าวทำให้สังเกตเห็นว่าเทคนิคทางเคมีน้ันก็อาจมีความคลาดเคล่ือนได้ 
เช่นกัน ซ่ํงอาจเน่ืองจากวิธีการท่ีใช้ในการเตรียมตัวอย่างต่างกัน โดยท่ีบริษัท Central lab ใช้วิธีการของ 
Vinas และคณะ [4]โดยใช้'บัฟเฟอร์ท่ีมี NAjEDTA เป็นส่วนประกอบ ส่วนบริษัท ALS ใช้การสกัดตาม 
วิธีของ Khong, Hamm el และ Guy [46]โดยใช้บัฟเฟอร์ท่ีมี oxalic acid เป็นส่วนประกอบ ซ่ํงอาจจะทำ 
ให้ได้ผลการวิเคราะห์ท่ีได้ตากว่าความเป็นจริง

ตังน้ันจึงเลือกผลการวิเคราะห์จากบริษัท Central lab มาใช้เปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์โดย 
เทคนิค ELISA ต่อไป ซ่ํงพบว่าชุดตรวจสอบด้นแบบ direct competitive ELISA ท่ีได้ สามารถตรวจวัด 
เททระไซคลินของน้ําผ้ืงได้ใกล้เคียงกับเทคนิค LC-MS-MS จาก Central lab โดยมี % recovery ในช่วง 
80-120% ทำให้สามารถตรวจวัดปริมาณ TC ได้ใกล้เคียงความเข้มข้นท่ีแท้จริง และจากผลการทดลอง 
ตังกล่าวยังพบอีกว่า LC-MS-MS มีความสามารถในการตรวจ TC ได้ตาท่ีสุดท่ี 10 ppb แต่เทคนิค 
Ab-captured direct competitive ELISA สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้ตาท่ีสุดท่ี 2.5 ppb ซ่ํงมีความไวกว่า 
เทคนิค LC-MS-MS เน่ืองจากเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยาอาศัยความจำเพาะแบบ affinity (แอนติเจนกับ 
แอนติบอดี: Ag-Ab) ทำ1ให้มีความจำเพาะสูง ส่วนเทคนิคทางเคมีน้ันมี sensitivity สูงแต่ต้องอาศัยป็จจัย 
หลายอย่างท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบ เช่น ชนิดคอลัมน์ ชนิด mobile phase, ชนิดของ detector และ 
วิธีการสกัดท่ีเหมาะสม
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ดังน้ันชุดตรวจสอบต้นแบบท่ีได้จากการวิจัยน้ี สามารถนำไปใช้วิเคราะห์หาปริมาณเททระ 
ไชคลินในตัวอย่างได้ เน่ืองจากมีความถูกต้อง แม่นยำและมีความจำเพาะต่อสารกลุ่มเททระไซคลินสูง 
มีข้ันตอนการวิเคราะห์ง่ายสะดวก ไม่ต้องสกัดตัวอย่าง และสามารถตรวจได้หลายตัวอย่าง ทำให้ 
ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย



ตารางท่ี 4.17 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ตัวอย่างน้ิาผ้ึงด้วยชุดตรวจสอบด้นแบบและเทคนิค LC-MS-MS

ชุดตรวจสอบด้นแบบ (ท=9) เทคนิค LC-MS-MS (ท=2) เทคนิค LC-MS-MS (ท=2)
บริษัท Central lab ประเทศไทย บริษัท ALS

ปริมาณของ TC Measured cone. ± SD Measured cone. ± SD Measured cone. ± SD
(ppb) (ppb) % recovery (ppb) % recovery (ppb) % recovery

25 24.5 ± 0.04 98 26.98 ±0.76 107.9 19.43 ±0.64 77.72
1 0 0 112.9 ±0.04 112.9 93.66 ± 1.19 93.66 68.72 ± 1.62 68.72

หมายเหตุ ท คือ จำนวนชำของตัวอย่าง
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4.10 ผลการวิเคราะห์ TC จากน้ําผ้ึงท่ีมีจำหน่ายของไทย โดยเทคนิค Ab-captured direct ELISA

จากการนำน้ําผ้ืงท่ีวางจำหน่าย1ในไทย 9 ตัวอย่าง มาทำการทดสอบด้วยชุดตรวจสอบ TC 
ด้นแบบโดยเปรยบเทียบกับ กราฟมาตรฐาน TC (รูปท่ี 4.14) พบว่ามีน้ําผ้ึง 2 ย่ีห้อท่ีตรวจพบสาร TC 
เกินกว่าค่า MRL ท่ีกำหนด คือ น้ําผ้ึงย่ีห้อ H5 และ H8 ตรวจพบ TC ในปริมาณ 49.50 และ 28.78 ppb 
ตามลำดับ ส่วนย่ีห้ออ่ืนๆ  ท่ีเหลือตรวจพบ TC อยู่ท่ี 6.7- 16.90 ppb ซ่ํงตากว่าค่า MRL ท้ังส้ิน แสดงผล 
ดังตาราง 4.18

รูปท่ี 4.14 แสดงกราฟมาตรฐานของ TC ใช้ตรวจตัวอย่างน้ําผ้ึง
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ตารางท่ี 4.18 แสดงผลการวิเคราะห์ TC จากน้ําผ้ืงท่ีมีจำหน่ายของไทย

น้ําผ้ืง 0D 450 ปริมาณ TC ท่ีพบ (ppb)
H1 1.197 1 1 .0 0

H2 1.067 16.48
H3 1.245 10.56
H4 1.355 6.70
H5 0.710 49.50
H6 1.059 16.90
H7 1.234 9.80
H8 0.887 28.78
H9 1.251 9.30

หมายเหตุ H คือสัญลักษณ์ใช้แทนน้ําผ้ีงแต่ละย่ีห้อ
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