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การพัฒนาชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟีชนิดทราบผลเร็ว

ส�ำหรับคลอแรมเฟนิคอล ในเภสัชเคมีภัณฑ์

มาศวลัย  ลิขิตธนเศรษฐ์  วลัยลักษณ์  เมธาภัทร  และสุขศรี  อึ้งบริบูรณ์ไพศาล
ส�ำนักยาและวัตถุเสพติด  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000 

บทคัดย่อ คลอแรมเฟนิคอลเป็นยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กว้าง ในประเทศไทยก�ำหนดเป็นยาที่ห้ามน�ำมาใช้กับสัตว์เลี้ยง	
เพื่อการบริโภคตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545 โดยถูกจัดเป็นเภสัชเคมีภัณฑ์ที่ควบคุมการน�ำเข้าภายในประเทศ การศึกษานี้เป็น	

การพัฒนาชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟีส�ำหรับคลอแรมเฟนิคอล เพื่อตรวจเภสัชเคมีภัณฑ์เบื้องต้นที่ด่านอาหารและยา 

ชุดทดสอบมีค่าความไวที่ตรวจสอบได้ (Limit of detection) เท่ากับ 1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และไม่พบปฏิกิริยาข้ามกับ

ไทแอมเฟนิคอล วิธีการเตรียมตัวอย่างสะดวกในขั้นตอนเดียว ด้วยการละลายตัวอย่างในเอทานอลผสมฟอสเฟตบัฟเฟอร์

ซาไลน์ pH 8.0 (อัตราส่วน 1:3) และใช้เวลาทดสอบภายใน 10 นาที จากการทดสอบกับตัวอย่างเภสัชเคมีภัณฑ์ ที่เก็บจาก	

ด่านอาหารและยาท่าเรือ และสุวรรณภูมิ จ�ำนวน 92 ตัวอย่าง พบว่าให้ผลตรงกันกับวิธีอินฟราเรดสเปกโทรสโคปี ตามวิธี	

ทางห้องปฏิบัติการของส�ำนักด่านอาหารและยา ชุดทดสอบมีการศึกษาความคงตัว ที่สภาวะการเก็บรักษาอุณหภูมิ 60 และ 	

45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 และ 60 วัน ตามล�ำดับ พบว่ายังสามารถใช้งานได้ดี ชุดทดสอบนี้สามารถพัฒนาต่อยอด	

เพื่อใช้งานเฝ้าระวังคลอแรมเฟนิคอลที่ปนปลอมในอาหารสัตว์

บทน�ำ
คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) 

เป็นยาปฏิชีวนะ มีทั้งรูปตัวยาพื้น (base form) 

คุณสมบัติละลายน�้ำได้เล็กน้อย (2.5 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) ละลายได้

ดีในเอทานอลและเมทานอล(1) และรูปเกลือ (salt 

form) เช่น คลอแรมเฟนิคอลโซเดียมซัคซิเนท 

(chloramphenicol sodium succinate) ละลาย

น�ำ้ได้ดมีาก ละลายได้ในเอทานอล 1 ใน 1 ส่วน คลอ

แรมเฟนคิอลออกฤทธิย์บัยัง้การสร้างโปรตนีของเชือ้

แบคทีเรีย ออกฤทธิ์กว้างต่อเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรม

บวก (gram positive) แกรมลบ (gram negative)	

และแบคทีเรียที่ไม่ใช ้ออกซิเจน (anaerobic	

bacteria) สามารถใช้รักษาการติดเชื้อทั้งในคน

และในสัตว์ได้ เนื่องด้วยคุณสมบัติการท�ำลายเชื้อ
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แบคทเีรยีได้กว้าง และราคาไม่แพง จงึมกีารลกัลอบ

น�ำมาใช้เลี้ยงสัตว์ส่งออก เช่น กุ้ง ไก่ เพื่อช่วยให้ได้

ผลผลติด ีเมือ่ปี พ.ศ. 2544 มเีหตกุารณ์เรือ่งสหภาพ

ยโุรปตรวจพบยาตกค้างในผลติภณัฑ์กุง้แช่แขง็ และ

ระงับการน�ำเข้าสินค้าจากประเทศจีน อินโดนีเซีย 

และเวียดนาม(2)	

คลอแรมเฟนิคอล เป็นยาที่องค์การอาหาร

และยาของสหรัฐอเมริกา (United States Food 

and Drug Administration : USFDA) 	

ไม่อนุญาตให้ใช้กับสัตว์ที่มนุษย์บริโภคเป็นอาหาร 

เพราะหากตกค้างในเนื้อสัตว ์ อาจก่อให้เกิดอาการ

ไม่พึงประสงค์ที่รุนแรงชนิดไม่ขึ้นกับขนาดยา	

คือภาวะโลหิตจางจากไขกระดูกฝ่อ (aplastic 

anemia) และในทารกก่อให้เกิดกลุ่มอาการเกรย์ 
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(gray syndrome) จนเป็นเหตใุห้ถงึขัน้เสยีชวีติได้ 

ส�ำหรับประเทศไทยได้มีค�ำสั่งกระทรวงสาธารณสุข 

ให้เพิกถอนใบส�ำคัญทะเบียนต�ำรับยาที่มีคลอแรม

เฟนิคอล และอนุพันธ์ผสมอยู่ ที่น�ำมาใช้ในสัตว์ที่

มนษุย์ใช้บรโิภคทกุรปูแบบมาตัง้แต่ปี พ.ศ. 2531(3) 

และสั่งห้ามใช้เป็นวัตถุที่เติมในอาหารสัตว์เมื่อปี	

พ.ศ. 2545 ตามประกาศกระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์(4) อย่างไรก็ตามยังคงทะเบียนต�ำรับยาที่

ใช้กับมนุษย์ไว้ เนื่องจากเป็นยาที่มีประสิทธิภาพดี	

มีข้อบ่งใช้ส�ำหรับโรคติดเชื้อเฉพาะ เช่น ไทฟอยด์ 	

ไข้รากสาดใหญ่(5) คลอแรมเฟนิคอลจึงเป็นยาใน	

บญัชยีาหลกัแห่งชาต ิมหีลายรปูแบบ (dosage form)	

ได้แก่ ยาหยอด/ป้ายตา ยาหยอดหู และยาฉีด(6) 

ดังนั้นยังมีการน�ำเข้าเภสัชเคมีภัณฑ์ เพื่อผลิต

เป็นผลิตภัณฑ์ยาใช้ภายในประเทศ จึงต้องมี

มาตรการก�ำกับดูแลการน�ำเข้า โดยออกประกาศ

กระทรวงพาณิชย์ เมื่อปี พ.ศ. 2545(7) ส่งผล

ให้คลอแรมเฟนิคอล และเภสัชเคมีภัณฑ์อื่นๆ	

ตามประกาศฯ ฉบับนี้ เป็นสินค้าที่ต้องขออนุญาต

น�ำเข ้ามาในราชอาณาจักร ซึ่งต้องมีการจัดท�ำ

เอกสาร หรือหลักฐานประกอบค�ำขออนุญาตน�ำ

เข้าอย่างถูกต้องตามกฎหมาย และเจ้าหน้าที่ด่าน

อาหารและยาทั่วประเทศต้องเฝ้าระวัง โดยการ	

สุ่มตรวจเภสัชเคมีภัณฑ์เพื่อป้องกันลักลอบน�ำเข้า

โดยการส�ำแดงเท็จ 

วิธีตรวจเอกลักษณ์คลอแรมเฟนิคอลมี	

ระบุไว้ในต�ำรายา เช่น ต�ำรายาของสหรัฐอเมริกา	

(The United States Pharmacopeia 35th:	

USP 35)(8) ก�ำหนดวิธีทดสอบตัวยาพื้นและเกลือ	

แตกต่างกัน โดยคลอแรมเฟนิคอลใช้วิธีอินฟราเรด	

สเปกโทรสโคปี(Infrared spectroscopy)	

หรือวิธีลิควิด โครมาโทกราฟี (Liquid chromato	

graphy : LC) ส�ำหรับคลอแรมเฟนิคอลโซเดียม	

ซัคซิเนทใช้วิธีอัลตราไวโอเลต สเปกโทรสโคปี 	

(Ultraviolet spectroscopy) ซึ่งวิธีทดสอบ	

เหล่านี้ต้องใช้เครื่องมือตรวจวิเคราะห์ และท�ำ

ในห้องปฏิบัติการ ใช้ระยะเวลาตรวจสอบและ	

รอคอยผล ไม่เหมาะกับงานตรวจสอบเบื้องต้น

ส�ำหรับตัวอย่างจ�ำนวนมาก

ส�ำนักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ สนับสนุนการด�ำเนินงานเฝ้าระวัง

เพื่อตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล โดยผลิตชุด

ทดสอบเบื้องต ้นให ้ส� ำนักด ่านอาหารและยา 

ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ใช้สุ่มตรวจ	

เภสัชเคมีภัณฑ์ที่น�ำเข้า ชุดทดสอบชุดแรกอาศัย

หลักการปฏิกิริยาทางเคมีและดูผลจากการเปลี่ยนสี	

(color test)(9) ปรมิาณสารต�ำ่สดุทีส่ามารถตรวจสอบ	

ได้คอื 100 ไมโครกรมั ซึง่ชดุทดสอบทีต่ดัสนิโดยการ	

ดูสีนั้นมีข้อจ�ำกัดเรื่องความจ�ำเพาะประกอบกับ

ความไม่สะดวกในการใช้งาน จึงพัฒนาเป็นชุด

ทดสอบโดยอาศัยหลักการอิมมูโนโครมาโทกราฟี 

(Immunochromatography : IC) ด้วยเทคนิค

แบบแข่งขัน (competitive binding) ซึ่งเหมาะ

กับการตรวจสารที่มีน�้ำหนักโมเลกุลต�่ำ  เช่น ยา 

และสารพิษบางชนิด ตัวอย่างชุดทดสอบที่อาศัย

หลักการนี้ เช่น ชุดทดสอบเดกซาเมทาโซนและ	

เพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณ(10) ชุดทดสอบ	

สารพิษเตโตรโดท็อกซินในเนื้อปลาปักเป้า(11)	

เป็นต้น วิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟีเป็นวิธีที่ใช้แพร่	

หลายส�ำหรบัการตรวจสอบเบือ้งต้น เนือ่งจากสามารถ	

ตรวจตัวอย่างได้ครั้งละจ�ำนวนมาก มีความจ�ำเพาะ	

ความไวสูง สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า การ

ศึกษานี้ได้พัฒนาชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟี	

ส�ำหรับคลอแรมเฟนิคอล เพื่อตรวจเภสัชเคมีภัณฑ์

เบื้องต้นที่ด่านอาหารและยา และใช้งานภาคสนาม 
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วัสดุและวิธีการ
วัสดุและสารเคมี :

-	 Chloramphenicol sodium succinate 

(CAP-succinate), Bovine serum albumin 

(BSA), Ovalbumin (OVA), gold (III) 	

chloride trihydrate จาก Sigma Aldrich. 

-	 N-hydroxysuccinimide (NHS), 

Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) จาก 

Fluka.

-	 Chloramphenicol monoclonal 	

antibody จาก Meridian Life Science, Inc.

-	 Membrane AE 98fast, CF 17, glass 

fiber 33 และ standard 17 จาก Whatman Inc.

เครื่องมือ

1.	 Incubator model 800 จาก Memmert,	

Germany

2.	 เครื่องฉีดพ่นสารลง membrane รุ ่น 

BJQ 3000 model XYZ 3200 จาก Biodot 

3.	UV spectrophotometer รุน่ Lambda	

2S จาก PerkinElmer

ตัวอย่าง

เภสัชเคมีภัณฑ์ที่สุ ่มจากด่านอาหารและยา 

ณ ด่านท่าเรือและด่านสุวรรณภูมิ ส�ำนักงานคณะ

กรรมการอาหารและยา ในช่วงเดือนกรกฎาคม	

ปี พ.ศ. 2555 จ�ำนวน 92 ตัวอย่าง 

วิธีการ

1.	 เตรียมคอนจูเกตคลอแรมเฟนิคอลกับ

โปรตีน(12) 

เตรียมคลอแรมเฟนิคอลโซเดียมซัคซิเนท 

(CAP-succinate) คอนจูเกตกับ Ovalbumin 

(OVA) ด้วยวิธี activated ester method ดังนี้ 

(ภาพที่ 1) หยดสารละลาย DCC (0.07 mmol) 

และ NHS (0.14 mmol) ลงใน CAP-succinate 

(0.017 mmol) ทีล่ะลายใน dimethylformamide 

ผสมให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง 1 ชัว่โมง และ

เก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส นาน	

16-18 ชัว่โมง ไปเปตเฉพาะส่วนใสซึง่เป็น activated	

CAP-succinate มาท�ำปฏิกิริยากับ OVA (10 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในบอเรทบัฟเฟอร์ pH 9.6) 

ด้วย mole ratio ของ CAP-succinate : OVA 

เท่ากับ 7 : 1 ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 4 ชั่วโมง

และเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 

16-18 ชั่วโมง กรองและ dialysis ด้วยฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ pH 7.4 ครั้งละ 1,000 มิลลิลิตร เปลี่ยน

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ วันละ 2 ครั้ง จ�ำนวน 2 วัน	

ตรวจสอบคุณลักษณะของคอนจูเกตโปรตีนที่	

สงัเคราะห์ได้ด้วยเทคนคิอลัตราไวโอเลต สเปกโทรสโคปี	

และเก็บรักษาในหลอดทดสอบพลาสติกที่ปิดสนิท 

ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส

2.	 เตรียม colloidal gold ขนาดอนุภาค

เฉลี่ย 40 นาโนเมตร(13)

ภาพที่ 1 การคอนจูเกตคลอแรมเฟนิคอลโซเดียมซัคซิเนทกับ ovalbumin
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เตรยีมโดยเตมิ 1% w/v gold chloride 2.1 

มิลลิลิตร ลงในน�้ำต้มเดือด 200 มิลลิลิตร ในเวลา	

2 นาที และเติม 1% w/v sodium citrate จ�ำนวน 

3.8 มิลลิลิตรลงไปอย่างเร็ว ต้มต่อนาน 3 นาที 	

ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น น�ำไปตรวจสอบคุณลักษณะด้วยวิธี	

อัลตราไวโอเลต สเปกโทรสโคปี ซึ่งก�ำหนดค่า	

การดูดกลืนแสงสงูสดุ (λmax) ทีย่อมรบั อยูร่ะหว่าง	

521 - 525 นาโนเมตร และ optical density (OD)	

อยู่ระหว่าง 0.9 - 1.2 เก็บ colloidal gold ที่เตรียม

ได้ ในภาชนะแก้วปิดสนิทที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศา

เซลเซียส

3.	 เตรยีมคอนจเูกต colloidal gold กบัคลอ

แรมเฟนิคอลแอนติบอดี

ปรับ pH ของ colloidal gold ที่เตรียมได้

จากข้อ 2 ด้วย 0.2 M K2CO3 ให้เท่ากับ 8.0 จาก

นั้นเติมคลอแรมเฟนิคอลแอนติบอดี 5 ไมโครกรัม

ต่อ 1 มิลลิลิตรของ colloidal gold ผสมให้เข้ากัน 

เติม 1%w/v BSA ผสมเบาๆ 30 นาที น�ำไปปั่นตก

ตะกอนที่ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 40 นาที แยกเฉพาะส่วนของตะกอนมาละลาย

ด้วย 1%w/v BSA ใน 0.05 M Na2HPO4 วัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และปรับให้ได้

ค่า OD อยู่ในช่วง 10.0 - 10.5 พร้อมน�ำไปใช้งาน

4.	 เตรียมชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟี

ส�ำหรับคลอแรมเฟนิคอล

	 4.1	 การเตรียม blocking membrane

	 	 -	Nitrocellulose membrane :	

น�ำ  AE98 fast แช่ใน membrane blocking	

buffer (0.01 M NaH2PO4, 0.1%w/v sucrose, 

0.1%w/v BSA และ 0.25% w/v PVP) นาน	

1 นาที ซับให้แห้ง อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 1 ชั่วโมง 

	 	 -	Conjugate release pad : น�ำ 

glass fiber 33 แช่ใน conjugate pad blocking 

buffer (0.005 M B4Na2O7, 3%w/v BSA, 1% 

w/v PVP และ 0.25% w/v Triton X-100) นาน 

1 นาที ซับให้แห้ง อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง 

	 	 -	 Sample pad : น�ำ  standard 

17 แช่ใน sample pad blocking buffer (0.25 

M Trisaminomethane, 0.1% w/v BSA, 

0.1%w/v Tween 20 และ 0.1% w/v sodium 

azide) นาน 1 นาที ซับให้แห้ง อบที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง

	 4.2	 การพ่นแถบทดสอบ แถบควบคุม 

และคอนจูเกตของ colloidal gold

	 	 -	พ ่นแถบควบคุมด ้วย anti-

mouse Ig ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

และพ่นแถบทดสอบด้วยคอนจูเกตโปรตีนที่เตรียม

ในข้อ 1. ปริมาณ 0.8 ไมโครลิตร/เซนติเมตร	

ลงบน nitrocellulose membrane อบที่ 37 องศา

เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง

	 	 -	 พ่นคอนจเูกตของ colloidal gold 

ที่เตรียมในข้อ 3. ด้วยปริมาณ 10 ไมโครลิตร/

เซนติเมตร ลงบน conjugate release pad	

อบที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง

	 4.3	 การประกอบเป็นชุดทดสอบ

	 น�ำ membrane แต่ละส่วนมาประกอบ

บน backing card โดยใช้ CF17 membrane เป็น 

absorbent pad ประกอบให้ membrane แต่ละ

ชิ้นเหลื่อมกันประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร เพื่อให้เกิด

ความต่อเนื่องของการไหล จากนั้นตัดให้มีขนาด

กว้างชิ้นละ 4 มิลลิเมตร บรรจุลงตลับและเก็บใน

ซองอะลมูเินยีมฟอยล์ทีใ่ส่สารดดูความชืน้ เกบ็รกัษา

ที่ความชื้นสัมพัทธ์ไม่เกิน 30% ตลอดเวลา ก่อนน�ำ

ไปทดสอบ

5.	วิธีเตรียมตัวอย่างเภสัชเคมีภัณฑ์เพื่อ

ทดสอบ
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ใส่ตัวอย่างเภสัชเคมีภัณฑ์ในหลอดทดสอบ

น�้ำหนักประมาณ 20 มิลลิกรัม หรือประมาณปลาย

หลอดพลาสติกตักตัวอย่างซึ่งเป็นอุปกรณ์ในชุด

ทดสอบ เติมน�้ำยาละลายตัวอย่างซึ่งเป็นสารละลาย

ผสมของเอทานอลในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ 

pH 8.0 (อัตราส่วน 1:3) ปริมาณ 2.0 มิลลิลิตร 

เขย่านาน 1 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอนกระทั่ง

มีน�้ำยาส่วนใสแยกชั้น โดยระยะเวลาที่ใช้ขึ้นกับ

ลักษณะของเภสัชเคมีภัณฑ์ หากผงยามีลักษณะ	

เบาฟู จะแขวนตะกอนนาน โดยทั่วไปใช้เวลา

ประมาณ 5 นาที ดูดสารละลายส่วนใสมาทดสอบ 

โดยหยดบนช่องรับตัวอย่างของชุดทดสอบจ�ำนวน 

3 หยด และอ่านผลภายในเวลา 10 นาที

6.	การทดสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบ

	 6.1	 การทดสอบหาปริมาณต�ำ่สุดที่ตรวจ

ได้โดยชุดทดสอบ (limit of detection : LOD) 

	 เ ต รี ยมส า รล ะล ายม าตรฐ านคลอ

แรมเฟนิคอล และคลอแรมเฟนิคอลโซเดียม	

ซัคซิเนท ในน�้ำยาละลายตัวอย่างให้มีความเข้มข้น

ตั้งแต่ 0, 0.003, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งเป็นช่วงที่ครอบคลุมความ

เข้มข้นที่คาดว่าชุดทดสอบสามารถตรวจสอบได้ 	

น�ำไปทดสอบกับชุดทดสอบที่เตรียมได้ตัวอย่างละ 

5 ซ�ำ้ โดยความเข้มข้นของสารน้อยทีส่ดุทีใ่ห้ผลบวก 

คือค่าความไวของชุดทดสอบ 

	 6.2	 การตรวจสอบความไว (sensitiv-

ity) ความจ�ำเพาะ (specificity) และค�ำนวณค่า

ความถูกต้องของชุดทดสอบ (accuracy)

	 ทดสอบกับเภสัชเคมีภัณฑ์ที่สุ่มจากด่าน

สุวรรณภูมิ และด่านท่าเรือที่ผ่านการตรวจสอบ

และทราบผลแล้วว่าคือคลอแรมเฟนิคอลหรือไม่ 

ด้วยวิธีอินฟราเรดสเปกโทรสโคปี ซึ่งเป็นวิธีทาง	

ห้องปฏิบัติการที่ด่านอาหารและยาใช้ตรวจสอบ

เภสัชเคมีภัณฑ์ รวมจ�ำนวน 92 ตัวอย่าง

	 -	 ตรวจสอบความไวของชุดทดสอบ

ว่าให้ผลบวก เมื่อทดสอบกับตัวอย่างคลอแรม	

เฟนคิอล และค�ำนวณค่าความไวชดุทดสอบ คอื [ผล

บวกจริง/(ผลบวกจริง + ผลลบปลอม)] × 100

	 -	 ตรวจสอบความจ� ำ เพาะของชุด

ทดสอบว่าให้ผลลบ เมื่อทดสอบกับตัวอย่างที่ไม่ใช่

คลอแรมเฟนิคอล และค�ำนวณค่าความจ�ำเพาะชุด

ทดสอบ คือ [ผลลบจริง/(ผลลบจริง + ผลบวก

ปลอม)] × 100	

	 -	 ค�ำนวณค ่าความถูกต ้องของชุด

ทดสอบ ดังนี้

จ�ำนวนตัวอย่างที่ชุดทดสอบให้ผล
ร้อยละความถูกต้อง	        ตรงกับวิธีมาตรฐาน ×  100 
	 	 	    =     
ของชุดทดสอบ	 	       จ�ำนวนตัวอย่างที่ทดสอบทั้งหมด

	 6.3	 การตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาข้าม 

(cross reaction) 

	 ทดสอบกับไทแอมเฟนิคอล (thiam-

phenicol) ซึง่เป็นสารทีโ่ครงสร้างใกล้เคยีงกบัคลอ

แรมเฟนิคอล และเภสัชเคมีภัณฑ์ที่มีใช้/ห้ามใช้ใน

ปศุสัตว์บางรายการ เช่น อะมอกซีซิลิน ฟูราโซลิ

ดีน เมโทรนิดาโซล ไนโตรฟูราน นอร์ฟลอกซาซิน	

ออกซีเตตร้าซัยคลิน ไปเปอราซีน ไพริดอกซีน	

สเตรปโตมัยซิน ซัลฟาไดอาซีน และเตตร้าซัยคลิน 

(amoxicillin, furazolidone, metronidazole, 

nitrofuran, norfloxacin, oxytetracycline, 

piperazine, pyridoxine, streptomycin,	

sulfadiazine and tetracycline) รวมจ�ำนวน 12 

ตัวอย่าง โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานทดสอบที่

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตัวอย่าง

ละ 3 ซ�้ำ

	 6.4	 การศกึษาความคงตวัของชดุทดสอบ 

(stability test) 
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	 เกบ็ชดุทดสอบในสภาวะเร่งทีอ่ณุหภมู ิ45 

และ 60 องศาเซลเซียส สุ่มมาทดสอบตามช่วงเวลา

ที่ก�ำหนด ดังนี้ ชุดทดสอบเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซยีส สุม่ตรวจทีเ่วลา 1, 3, 7, 14, 30 และ 60 วนั 

ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สุ่มตรวจที่เวลา 1, 3, 

5, 7 และ 30 วัน ตามล�ำดับ ทดสอบด้วยสารละลาย

มาตรฐานความเข้มข้น 1 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ด้วย

ตวัอย่างทีใ่ห้ผลลบ คอื อะมอกซซีลินิ เมโทรนดิาโซล 

ไทแอมเฟนิคอล และนอร์ฟลอกซาซิน ทดสอบด้วย

ตวัอย่างทีใ่ห้ผลบวก คอื คลอแรมเฟนคิอล และคลอ

แรมเฟนคิอลโซเดยีมซคัซเินท บนัทกึผลการทดสอบ

และสังเกตลักษณะแถบสีที่ปรากฏ

ผล
การศึกษานี้พัฒนาได้ชุดทดสอบอิมมูโนโคร	

มาโทกราฟีส�ำหรับคลอแรมเฟนิคอล การใช้งาน

ชุดทดสอบถูกบรรจุลงตลับ โดยมีหลุมส�ำหรับหยด

ตัวอย่างและช่องหน้าต่างแสดงผล (ภาพที่ 2) เมื่อ

น�ำไปทดสอบประสิทธิภาพได้ผล ดังนี้

(ภาพที่ 3) โดยชุดทดสอบปรากฏแถบสีแดง 1 เส้น

ที่ต�ำแหน่ง C คือแถบควบคุม (Control line) 

เนื่องจากปริมาณคลอแรมเฟนิคอลในตัวอย่าง ได้

จับกับแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อคลอแรมเฟนิคอลที่

ถูกติดฉลากด้วยอนุภาคทองค�ำจนหมด ซึ่งอนุภาค

ทองค�ำที่ถูกติดฉลากเป็นตัวท�ำให้เกิดเส้นสีแดง

ที่ต�ำแหน่ง T คือแถบทดสอบ (Test line) เมื่อ

แอนตบิอดนีีเ้คลือ่นไปถงึแถบทดสอบ จงึไม่สามารถ

จับกับแอนติเจนที่พ่นไว้ได้อีก ท�ำให้ไม่ปรากฏสี 	

แต่แถบควบคุมจะสามารถจับกับแอนติบอดีที่ติด

ฉลากได้ จึงปรากฏสีทุกครั้ง 

ดังนั้น เมื่อปรากฏแถบสีแดง 1 เส้นที่แถบ

ควบคุม คือ ผลเป็นบวก ตรวจพบคลอแรมเฟ	

นิคอล หากปรากฏแถบสีแดง 2 เส้น ที่แถบควบคุม

และแถบทดสอบ คือ ผลเป็นลบ ตรวจไม่พบ	

คลอแรมเฟนิคอล หรือมีคลอแรมเฟนิคอล	

แต่ปริมาณน้อยกว่าค่าความไวของชุดทดสอบ	

สามารถตรวจพบได้ ดังเช่น การทดสอบที่ระดับ	

ความเข้มข้นต�่ำกว่า 1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่ยัง

ปรากฏแถบสีแดง 2 เส้น 

Absorbent pad

Nitrocellulose membrane

Conjugate release pad

Sample pad

ภาพที่ 2 ชุดทดสอบเมื่อบรรจุลงตลับ และแสดง

ส่วนประกอบของชุดทดสอบเมื่อประกอบลงบน 

backing card

ภาพที่ 3 การทดสอบหาปริมาณต�่ำสุดที่ชุดทดสอบ

ตรวจได้

	 0	 0.003	 0.3	 0.5	 1.0	 1.5	 2.0	 3.0
	µg/ml	 µg/ml	 µg/ml	 µg/ml	 µg/ml	 µg/ml	 µg/ml	 µg/ml

1.	การทดสอบหาปริมาณต�่ำสุดที่ตรวจได้

โดยชุดทดสอบ 

การทดสอบพบว่าความเข้มข้นต�่ำสุดที่ชุด

ทดสอบตรวจพบได้ คือ 1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

2.	การตรวจสอบความไว ความจ�ำเพาะ และ

ค่าความถูกต้องของชุดทดสอบ

การทดสอบกับเภสัชเคมีภัณฑ์ที่สุ ่มตรวจ

โดยเจ้าหน้าที่ด่านอาหารและยาจ�ำนวน 92 ตัวอย่าง 
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ทดสอบไม่ส่งผลต่อความไวและความจ�ำเพาะของ

ชุดทดสอบ

วิจารณ์ 
ชุดทดสอบในการศึกษานี้ พัฒนาขึ้นเพื่อ

ใช้ตรวจเอกลักษณ์สาร จึงเป็นการตรวจสอบเชิง

คณุภาพ (qualitative test) ด้วยค่าความไวเท่ากบั 

1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร คือมีปริมาณคลอแรมเฟ

นิคอลขั้นต�่ำ  2 ไมโครกรัม ที่ละลายอยู่ในน�้ำยา 2 

มิลลิลิตรตามวิธีเตรียมตัวอย่าง จะสามารถตรวจ

พบได้ จึงมีความไวสูงกว่าชุดทดสอบ color test 

ของส�ำนกัยาและวตัถเุสพตดิ และเนือ่งด้วยตวัอย่าง

ทดสอบคือสารเคมีความบริสุทธิ์สูง สิ่งเจือปนน้อย 

จึงสามารถใช้วิธีเตรียมตัวอย่างภายในขั้นตอนเดียว 

โดยละลายในน�้ำยาผสมเอทานอลกับฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ซาไลน์ อัตราส่วน 1:3 โดยปริมาตร ซึ่ง

สามารถท�ำละลายได้ทั้งคลอแรมเฟนิคอล และคลอ

แรมเฟนิคอลโซเดียมซัคซิเนทเพื่อทดสอบได้ และ

ปริมาณแอลกอฮอล์ที่ใช้ไม่ท�ำลายส่วนประกอบที่

เป็นโปรตีนของชุดทดสอบ ให้การปรากฏแถบสี

แดงชดัเจนไม่แตกต่างกบัการทดสอบด้วยฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ซาไลน์อย่างเดียว การใช้สารละลายผสม

แอลกอฮอล์และบัฟเฟอร์เพื่อเตรียมตัวอย่างนั้น	

พบได้ในชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟีอื่น ๆ 

เช่น ชดุทดสอบเดกซาเมทาโซนและเพรดนโิซโลนใน

ยาแผนโบราณ ใช้เอทานอลและฟอสเฟตบัฟเฟอร์

ซาไลน์ pH 7.4 ในอัตราส่วน 1:3 โดยปริมาตร(10) 

และชุดตรวจสอบสารพิษ deoxynivalenol	

ใช้สารละลายเมทานอล 33% โดยปริมาตรใน

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์(14) เป็นต้น ชุดทดสอบ

นี้สามารถพัฒนาเป็นชุดทดสอบส�ำเร็จรูป ทดแทน

ชุดทดสอบ color test และใช้งานภาคสนาม 

เนื่องจากการเตรียมตัวอย่างสะดวก อ่านผลได้ด้วย

ตาเปล่า และทราบผลทนัท ีอย่างไรกต็ามส�ำหรบัการ

เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วยวิธีอินฟราเรด

สเปกโทรสโคปี ผลการทดสอบไม่พบผลบวกปลอม

และผลลบปลอมกับทุกตัวอย่างที่ทดสอบ (ตาราง

ที่ 1) โดยตัวอย่างที่ให้ผลบวกมี 2 ตัวอย่าง คือ 

คลอแรมเฟนิคอล และคลอแรมเฟนิคอลโซเดียม	

ซัคซิเนท ชุดทดสอบจึงมีค่าความไวเท่ากับ (2/2) 

× 100 = 100.0% และมีความจ�ำเพาะเท่ากับ 

(90/90) × 100 = 100.0% ดังนั้นชุดทดสอบ	

จึงมีค่าความถูกต้องร้อยละ 100 

วิธี Infrared spectroscopy:IR
	 ผลบวกจริง	 ผลลบจริง	 รวม

วิธี
ชุดทดสอบ

ผลบวก
ผลลบ
รวม

	 2	 0	 2
	 0	 90	 90
	 2	 90	 92

ตารางที่ 1 การทดสอบความถูกต้องการตรวจ

สอบคลอแรมเฟนิคอลด้วยชุดทดสอบเทียบกับวิธี 	

IR spectroscopy

3.	การตรวจสอบปฏิกิริยาข้ามกับไทแอมเฟ

นิคอลและสารอื่นๆ

ผลการทดสอบกับเภสัชเคมีภัณฑ์ที่มีใช้และ

ห้ามใช้ในปศุสัตว์ รวมจ�ำนวน 12 ตัวอย่าง พบว่า

ให้ผลเป็นลบทั้งหมด แสดงว่าชุดทดสอบมีความ

จ�ำเพาะกบัคลอแรมเฟนคิอล ไม่เกดิปฏกิริยิาข้ามกบั

สารที่ทดสอบ จึงไม่เกิดผลบวกลวง แม้ทดสอบกับ

ไทแอมเฟนิคอลซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างคล้ายกัน

4.	การศึกษาความคงตัวของชุดทดสอบ

ชุดทดสอบผ่านการทดสอบความคงตัว ใน

สภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ 60 และ 45 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 และ 60 วัน ตามล�ำดับ เมื่อ

สุ่มมาทดสอบตามระยะเวลาที่ก�ำหนด ให้ผลการ

ทดสอบถูกต้องทั้งผลบวกและผลลบ และปรากฏ

แถบสีชัดเจนส�ำหรับอ่านผล แสดงว่าสภาวะที่



การพัฒนาชุดทดสอบ IC ส�ำหรับคลอแรมเฟนคิอลในเภสัชเคมีภัณฑ์	 มาศวลัย  ลิขิตธนเศรษฐ์ และคณะ

221

ตรวจยืนยันผล ยังคงต้องใช้วิธีทางห้องปฏิบัติการ	

เนื่องจากการใช้ชุดทดสอบเป็นวิธีการตรวจสอบ

เบื้องต้น

จากการสืบค้นทางอินเทอร์เน็ต เพื่อส�ำรวจ

ข้อมูลชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟีตรวจ	

คลอแรมเฟนิคอลที่มีจ�ำหน่ายในท้องตลาด พบว่ามี

เฉพาะผลติภณัฑ์จากต่างประเทศ(15,16) เป็นชดุตรวจ

สอบเชงิปรมิาณ (quantitative test) ใช้ตรวจการ

ปนปลอมในผลิตภัณฑ์อาหารสัตว์ (feed animal) 

ค่า LOD 100 ppb (part per billion) และตรวจ

สารตกค้างในผลิตภัณฑ์จากนม ไข่ เนื้อสัตว์ และ

น�้ำผึ้ง ค่า LOD 0.1 ppb – 0.3 ppb ซึ่งค่า LOD 

ของชุดตรวจปริมาณสารตกค้างสอดคล้องกับข้อ

ก�ำหนด Minimum required performance 

limits (MRPLs) ของสหภาพยโุรปก�ำหนดคอื 0.3 

ไมโครกรัม/กิโลกรัม (0.3 ppb)(17) ซึ่งชุดทดสอบ

ในการศกึษานี ้มรีะดบัการตรวจพบได้ไม่เพยีงพอใช้

ตรวจสารตกค้าง แต่สามารถพัฒนาต่อยอดเพื่อใช้

ตรวจการปนปลอมคลอแรมเฟนคิอลในอาหารสตัว์

ได ้เนื่องจากเป็นการตรวจสารที่เจตนาใส่ลงไป เพื่อ

ให้มผีลป้องกนัหรอืรกัษาโรค ซึง่ต้องใส่ปรมิาณมาก

สรุป
ชุดทดสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟีส�ำหรับ	

คลอแรมเฟนิคอลที่พัฒนาขึ้น มีประสิทธิภาพ

เพียงพอเพื่อใช ้ตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล	

เบื้องต้นในตัวอย่างเภสัชเคมีภัณฑ์ ปริมาณสาร	

ต�ำ่สดุทีต่รวจสอบได้คอื 2 ไมโครกรมั  ไม่พบปฏกิริยิา

ข้ามกับไทแอมเฟนิคอล ซึ่งเป็นสารที่โครงสร้าง	

คล้ายกัน การใช้งานภาคสนามท�ำได้สะดวก ด้วยวิธี

การเตรยีมตวัอย่างในขัน้ตอนเดยีว ทราบผลภายใน 

10 นาที ชุดทดสอบมีการศึกษาความคงตัวโดยเก็บ

ที่อุณหภูมิ 60 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 และ 60 วัน ตามล�ำดับ ซึ่งยังคงประสิทธิภาพดี 	

ชุดทดสอบนี้สามารถพัฒนาต่อยอด เพื่อใช้งานเฝ้า

ระวังคลอแรมเฟนิคอลที่ปนปลอมในอาหารสัตว์

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณ นายชาญชัย เอื้อชัยกุล ผู้อ�ำนวย

การส�ำนกัด่านอาหารและยา ส�ำนกังานคณะกรรมการ

อาหารและยา ที่อนุเคราะห์ตัวอย่างเภสัชเคมีภัณฑ์

และอนญุาตให้ทดสอบการใช้งานโดยเจ้าหน้าทีด่่าน

อาหารและยา 
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Rapid immunochromatographic (IC) test

for chloramphenicol in pharmaceutical chemicals

Maswalai  Likitthanasrat  Waliluk  Matapatara 

and  Sooksri  Ungboriboonpisal
Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road,  Nonthaburi, 11000 

Thailand.  

ABSTRACT  Chloramphenicol is a broad spectrum antibiotic, which is banned for use in food 	

producing animals in Thailand since 2002.  It is classified as a pharmaceutical chemical with strict 

control of import.  The objective of this study was to develop a rapid immunochromatographic test for 

screening chloramphenicol in pharmaceutical chemicals at food and drug checkpoints.  The limit of 

detection (LOD) of the test was 1.0 µg/ml with no cross-reaction with thiamphenicol.  One-step sample 

preparation was required for this test using mixture of ethanol and phosphate buffer saline pH 8.0 (1:3) 

and the assay time took only 10 minutes.  Ninety-two pharmaceutical chemical samples obtained from 

food and drug checkpoints at the Port authority of Thailand and Suvarnabhumi airport were evaluated 

using this test and the results were in agreement with the laboratory method, infrared spectroscopy 

method by the Import and Export Inspection Bureau.  The test also studied storage stability test under 

condition at 60°C and 45°C for 30 and 60 days, respectively. It was found that the test strips remained 

functional and stable during storage. This test can be further developed for screening of adulterated 

chloramphenicol in animal feeds. 

Key words: Chloramphenicol, immunochromatography, pharmaceutical chemicals


