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Abstract Antimicrobial residue in meats causes negative effects to consumer especially antimicrobial 
resistance which is public health problem worldwide. The research aims to study a performance of the test kit 
that has been developed using microbial inhibition assay. The test kit had Limit of Detection (LOD) for 
tetracyclines at 400 µg/kg. One hundred-fifty meat samples that sold in Chiang Mai province were tested and 
8 (5.33%) samples showed positive result which was concordant to CM®test and discordant to Premi®test. 
Drug concentration of positive samples were analysed using High performance liquid chromatography. Two 
samples were found a combination of drug residues including oxytetracycline with chlortetracycline and 
tetracycline with oxytetracycline at 141, 128, 154, and 145 µg/kg respectively. The test kit can be applied for 
screening of tetracyclines in meats under the limit of detection as mentioned. It is not expensive and do not 
require a complicated protocol. Furthermore, this study showed a situation of antimicrobial residue in meats 
which identified risk to human and needs recognition and collaboration from every stakeholder for solutions. 
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บทน า 
 

การเลีย้งปศุสตัว์ในปัจจุบันมีการพัฒนาให้มี
จ านวนสัตว์ต่อพืน้ท่ีมากขึน้เพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงเพ่ือ
คุ้มค่ากับการลงทุน และมีการใช้ยาต้านจุลชีพผสมน า้
และอาหาร เ พ่ือควบคุมป้องกันโรคและเพิ่มการ
เจริญเติบโตนอกเหนือไปจากการรักษาโรค (Stolker, 
2005) การใช้ยาต้านจุลชีพอย่างไม่ถูกต้อง ไม่ค านึงถึง
ขนาดของยาและไม่มีระยะหยุดยาท่ีเหมาะสม ส่งผลให้
ยาต้านจุลชีพนัน้สามารถตกค้างในเนือ้สัตว์และส่งต่อ
ถึงผู้บริโภคได้  
 ยาต้านจุลชีพท่ีนิยมใช้ในการเลีย้งปศสุตัว์นัน้
มีหลากหลายกลุ่ม กลุ่มยาเตตราไซคลิน (tetracycline) 
เป็นยาต้านจลุชีพกลุ่มหนึ่งท่ีมีการใช้อย่างแพร่หลายใน
การเลีย้งปศุสัตว์ทั่วโลก (Economou and Gousia, 
2015) รวมถึงประเทศไทย ยากลุ่มนีใ้ช้เพ่ือรักษาโรคติด
เชือ้จากแบคทีเรีย เช่น โรคปอดอักเสบ (pneumonia) 
โรคทางเดินอาหารอักเสบ (enteritis) รวมถึงใช้ผสม
อาหารเพ่ือควบคมุป้องกันโรคและเพิ่มการเจริญเติบโต
ในการเลีย้งสกุร โคนม และสัตว์ปีก (Sooksai et al., 
2016) เม่ือมีการใช้ยากลุ่มนีโ้ดยปราศจากความรู้ความ
เข้าใจและขาดการปฏิบัติท่ีดีจะส่งผลให้ยาตกค้างใน
เนือ้สตัว์และเข้าสู่ร่างกายผู้บริโภคได้ ผลข้างเคียงของ
ยากลุ่มเตตราไซคลิน สามารถสะสมบริเวณฟันและ
กระดกูท าให้ฟันเปล่ียนสี กระดกูไม่แข็งแรง โดยเฉพาะ
ในเดก็และหญิงมีครรภ์ ผลข้างเคียงท่ีส าคญัคือ การเกิด
ภาวะดือ้ยา การศึกษาในผู้ ป่วยโรคปอดอักเสบ พบ
อุบตัิการณ์ของเชือ้ Streptococcus pneumonia ท่ีดือ้
ยากลุ่มเตตราไซคลินถึงร้อยละ 39.1 (Sangthawan et 
al., 2003) เม่ือเกิดภาวะดือ้ยาหลายชนิดของเชือ้ใน
ผู้ป่วยแล้ว จะท าให้ยาท่ีใช้ในการรักษาท่ีมีอยู่ในปัจจุบนั
อาจไม่สามารถรักษาได้อีกต่อไป และน าไปสู่การ
เสียชีวติของผู้ป่วยได้ ดงันัน้การให้ความรู้ความเข้าใจใน
การใช้ยาต้านจุลชีพแก่เกษตรกรผู้ เลีย้งปศุสัตว์ จึงมี
ความส าคัญไม่น้อยกว่าการตรวจเฝ้าระวังการตกค้าง

ของยาต้านจุลชีพในอาหารก่อนถึงผู้บริโภคเพ่ือความ
ปลอดภัยในอาหาร วิธีการตรวจหายาต้านจุลชีพแบ่ง
ออกเป็นสองประเภทหลกัคือวิธีการตรวจเบือ้งต้นและ
วิธีตรวจยืนยัน วิธีตรวจคัดกรองเบือ้งต้น (screening 
method)  เช่ น  การตรวจ โดยหลักการยับยั ง้ เ ชื อ้ 
(microbial inhibition assay) การตรวจทาง immuno-
assay และการตรวจสอบโดยวิธี microbial receptor 
assay ซึ่งการตรวจหายาต้านจุลชีพวิธีนีต้้องการความ
รวดเร็ว ง่ายต่อการใช้ และมีราคาถูกเน่ืองจากต้องการ
ตรวจตวัอย่างให้มากท่ีสดุ วธีิตรวจยืนยนั (confirmation 
test)  เ ช่ น  High Performance Liquid 
Chromatography ( HPLC)  ห รื อ  Liquid 
Chromatography –tandem mass spectrometry 
(LC/MS-MS) เป็นวธีิตรวจยืนยนัการหาปริมาณของสาร
ตกค้างซึ่งมีค่าใช้จ่ายท่ีสูงมากและต้องอาศยัเคร่ืองมือ
เฉพาะอีกทัง้ผู้ ตรวจต้องมีความช านาญในการตรวจ
วเิคราะห์  

วธีิตรวจสอบโดยใช้หลกัการการยบัยัง้เชือ้ เป็น
วิธีดัง้เดิมส าหรับการตรวจหายาต้านจุลชีพและยังเป็น
วิธี ท่ีนิยมใช้อย่างแพร่หลาย (Pikkemaat, 2009) 
หลกัการคือการใสต่วัอย่างท่ีคาดว่ามีการตกค้างของยา
ต้านจุลชีพลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ ท่ีมีเชื อ้แบคทีเรีย
มาตรฐานท่ีไม่ทนต่อยาต้านจุลชีพและไม่เจริญใน
อุณหภูมิต ่ากว่า 43 องศาเซลเซียสเช่น Geobacillus 
stearothermophilus และ Bacillus subtitis พร้อมกับ
การผสมสีท่ีเป็นสารบ่งชีขี้ดความเป็นกรด เม่ือบ่มไว้ท่ี
อุณหภูมิ ท่ีพอ เหมาะสปอ ร์ของแบคที เ รียจะ เ ร่ิม
เ จ ริญ เติ บ โตและผลิตก รดซึ่ ง จ ะท า ใ ห้ เ กิ ดกา ร
เปล่ียนแปลงของสี แต่ถ้าหากมียาต้านจุลชีพตกค้างจะ
ไปยับยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรีย ท าให้ไม่มี
การเปล่ียนแปลงของสีหรือเกิดการเปล่ียนสีล่าช้า คณะ
สตัวแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ได้พฒันาและ
ผลิตชุดทดสอบยาต้านจุลชีพตกค้างโดยใช้หลักการ
ยบัยัง้เชือ้ โดยท าการทดสอบประสิทธิภาพการตรวจยา

file:///D:/เกี่ยวกับงาน/เชียงใหม่สัตวแพทยสาร/1รายละเอียดวารสาร/วารสารปีที่%2016_ปี2561/cmvj-18-003/Manuscript%20edited%20version.docx%23_ENREF_1
file:///D:/เกี่ยวกับงาน/เชียงใหม่สัตวแพทยสาร/1รายละเอียดวารสาร/วารสารปีที่%2016_ปี2561/cmvj-18-003/Manuscript%20edited%20version.docx%23_ENREF_1


Warangkhana Chaisowwong et al., Chiang Mai Veterinary Journal 2018; 16(1): 23-36                  30 

 

 
 

ต้านจุลชีพตกค้างในกลุ่ มเตตราไซคลิน ในน า้ผึ ง้ 
(Saksangawong et al., 2013) 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี เ้ พ่ือทดสอบ
ประสทิธิภาพของชุดทดสอบท่ีพฒันาขึน้เองดงักล่าวใน
การตรวจหายาต้านจุลชีพตกค้างกลุ่มเตตราไซคลินใน
เนือ้สัตว์ เพ่ือพัฒนาเป็นชุดทดสอบการตกค้างของยา
ต้านจุลชีพเบื อ้ง ต้นแก่ เกษตรกรและหน่วยงาน ท่ี
เก่ียวข้องในเขตจังหวดัภาคเหนือตอนบนเพ่ือเฝ้าระวัง
ยาต้านจลุชีพตกค้างในเนือ้สตัว์หรือผลติภณัฑ์จากสตัว์ 
  

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
การผลิตชุดทดสอบ 
 แบคทีเรีย Geobacillus stearothermophilus 
DMST 8041 (จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย) ท่ีเก็บไว้ภายใต้อุณหภูม ิ   
–80 องศาเซลเซียส มาเพิ่มจ านวนบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
Nutrient agar (Oxoid, Hamshiere, England) ท่ี
อุณหภูมิ 65±1องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
ภายใต้สภาวะท่ีใช้อากาศ หลังจากนัน้ท าการเลือก
โคโลนีเดี่ยวแล้วย้ายโคโลนีลงในอาหารเหลว Nutrient 
broth (Oxoid, Hamshiere, England)  บ่มท่ีอุณหภูม ิ
65±1องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หลงัจากนัน้
ป่ันเซลล์ในอาหารเหลวท่ีบ่มแล้วโดยใช้ความเร็ว 2,192 
g ท่ี 25องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จากนัน้ล้างเซลล์
ด้วยสารละลายน า้เกลือร้อยละ 0.85   จ านวน 3 ครัง้ น า
เชือ้แบคทีเรียท่ีได้ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95±1องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  20 นาที  หลังจากนัน้ท าการป่ันเซลล์ท่ีบ่ม
แล้วโดยใช้ความเร็ว 2,192 g ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 
20 นาที แล้วน าเชือ้มาเจือจางกบัสารละลายน า้เกลือจน
ได้ความเข้มข้น 108-109 CFU ต่อมิลลิลิตร ยืนยัน
จ านวนเชือ้ด้วยวิธี spread plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
nutrient agar แล้วนบัจ านวนโคโลนีท่ีขึน้บนอาหารเลีย้ง
เชือ้ น าเชือ้แบคทีเรียท่ีผ่านการเจือจางเชือ้จนได้ความ
เข้มข้น 108-109 CFU ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมกับอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้และเตรียมตามวิธีของ 
Saksangawong et al. (2013) ซึ่งมีองค์ประกอบของ 
Yeast extract, Peptone, Tween 80, Glucose, NaCl, 
K2HPO4, Agar, Starch และสีย้อม Bromocresol 
purple ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร รอให้
สารละลายในชุดทดสอบแข็งตัวประมาณ 1 ชั่วโมงท่ี
อณุหภมู ิ4 องศาเซลเซียส  
 

การหา ค่าต ่ า สุ ดที่ ชุ ดทดสอบสามารถ
ตรวจจับได้  
 ในการหาค่าต ่ าสุด ท่ีชุดทดสอบสามารถ
ตรวจจบัได้ (detection limit) เตรียมสารละลายยากลุ่ม
เตตราซัยคลิน โดยใช้ยาต้านจุลชีพชนิดผงแบบละลาย
น ้า  ไ ด้ แ ก่  ตั ว ย า  ค ล อ ร์ เ ต ต ร า ซั ย ค ลิ น 
(Chlotetracycline, Genermycin®, Thailand) และ
ออกซิเตตราไซคลิน (Oxytetracycline, Oxycline 
Soluble®, Thailand) ท่ีความเข้มข้นเร่ิมต้น 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยน ายากลุ่ม เตตราไซคลินชนิดผง
ปริมาณ 0.1 กรัม ละลายในน า้กลั่นท่ีผ่านการฆ่าเชือ้
แล้ว ปริมาตร 100 มิลลิลตร จากนัน้ท าการเตรียม
สารละลายยาความเข้มข้นท่ี 30, 10, 1, 0.8, 0.6, 0.4 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั โดยใช้น า้กลัน่ท่ีผ่าน
การฆ่าเชือ้แล้วเป็นตวัท าละลาย  
 น าสารละลายยาแต่ละความเข้มข้นปริมาณ 
100 ไมโครลติร หยดลงบนดิสก์กระดาษส าหรับยาต้าน
จุลชีพ (Whatman®, Antibiotic assay disc) ขนาด
เส้นผ่าศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร จากนัน้น าดิสก์กระดาษ
ไปวางบนชดุทดสอบ และน าชุดทดสอบไปบ่มในอ่างน า้
ควบคมุอณุหภมูท่ีิ 65 องศาเซลเซียส โดยทดสอบ 5 ซ า้
ในแต่ละความเข้มข้น  หยดสารละลายน า้กลั่นปริมาณ 
100 ไมโครลิตร ลงบนดิสก์กระดาษเพ่ือใช้เป็นหลอด
ควบคมุ (negative control) อ่านผลเม่ือหลอดควบคมุ 
เปล่ียนเป็นสีเหลืองทัง้หลอด โดยอ่านผลทุก 1 ชั่วโมง 
(ใช้เวลาประมาณ 3-4 ชัว่โมง) การแปลผลเป็นบวก (พบ
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ยาต้านจุลชีพตกค้าง) เม่ืออาหารเลีย้งเชือ้เป็นสีม่วง
มากกวา่ 1 ใน 4 สว่น เม่ือวดัจากสว่นบนของหลอด และ
แปลผลเป็นลบ (ไมพ่บยาต้านจลุชีพตกค้าง) เม่ืออาหาร
เลีย้งเชือ้เปล่ียนเป็นสีเหลืองทัว่ทัง้หลอด ดงัแสดงใน รูป
ท่ี 1 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Interpretation for positive and negative 
results (A) Positive result (B) Negative result 
 
 ทดสอบผลรบกวนของน า้เนือ้ (น า้ท่ีได้จากการ
คัน้เนือ้สัตว์) ต่อชุดทดสอบ ด้วยการเปล่ียนตัวท า
ละลายส าหรับยาต้านจลุชีพจากน า้กลัน่เป็นน า้ท่ีได้จาก
การคัน้เนือ้สัตว์ โดยน าสารละลายยาเตตราไซคลิน 
ความเข้มข้นเร่ิมต้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเตรียมไว้
มาเจือจางด้วยน า้เนือ้ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้วและได้รับ
การรับรองว่าไม่มียาต้านจุลชีพตกค้างท่ีความเข้มข้น 
30, 10, 1, 0.8, 0.6, 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร 
เช่นเดียวกบัท่ีกลา่วมาข้างต้น โดยใช้น า้ท่ีได้จากการคัน้
เนือ้สตัว์เป็นตวัท าละลาย 
 

การตรวจหายาต้านจุล ชีพตกค้างจาก
ตัวอย่างเนือ้สัตว์  
 
การหาขนาดตัวอย่างและการเก็บตัวอย่าง 
 กา รค านวณขนาดตัวอย่ างตามวิ ธีขอ ง 
Cochran (1953) โดยคาดวา่สดัสว่นของการพบยาต้าน
จุลชีพตกค้างในประชากร เท่ากับ 0.5 ระดับค่าความ
เช่ือมั่นท่ีร้อยละ 95 และระดับค่าความคลาดเคล่ือนท่ี
ร้อยละ 10 จากการค านวณขนาดตัวอย่าง ขนาด

ตัวอย่างท่ีได้ควรมีค่ามากกว่า 97 ตัวอย่าง จึงเก็บ
ตวัอย่างทัง้หมด 150 ตวัอย่าง โดยเก็บตวัอย่างเนือ้สกุร 
เนือ้ไก่และเนือ้โค จากตลาดสดจ านวน 17 แห่ง ในรัศมี 
รอบคณะสตัวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ อ.
เมือง จ.เชียงใหม่ ระยะทาง 25 กิโลเมตร เก็บตวัอย่าง
เนือ้สัตว์เฉพาะส่วนของกล้ามเนือ้  (muscle) ไม่รวม
ผิวหนัง (skin) หรือไขมนั (fat) อย่างน้อย 60 กรัมต่อ
ตวัอย่าง บรรจุลงในถุงพลาสติกท่ีปลอดเชือ้ ปิดปากถุง
ให้สนิท บรรจุตัวอย่างในกล่องท าความเย็น และส่ง
ตรวจทางห้องปฏิบตัิการ ณ ห้องปฏิบตัิการจุลชีววิทยา 
คณะสตัวแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม ่
 
การตรวจหายาตกค้างในเนือ้สัตว์ด้วยชุดทดสอบ 

ตัดตัวอย่างเนือ้สัตว์เป็นชิน้ขนาดเล็ก ด้วย
อปุกรณ์ส าหรับบดและคัน้น า้จากเนือ้สตัว์ จากนัน้กรอง
ด้วยผ้าขาวบางเพ่ือเอาเศษเนือ้ออก จนได้น า้จากเนือ้
ปริมาณ 0.5-1.0 มิลลิลิตรต่อตวัอย่าง หยดน า้เนือ้ท่ีคัน้
ได้ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงบนดิสก์กระดาษส าหรับ
ยาต้านจุลชีพ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 
จากนัน้น าดสิก์กระดาษไปวางบนชุดทดสอบ และน าชุด
ทดสอบไปบ่มในอ่างน า้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 65  องศา
เซลเซียส โดยจะตรวจสองซ า้ (duplication) หยด
สารละลายยา เตตรา ไซคลิน  ความเ ข้ม ข้น  0. 4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงบน
ดิสก์กระดาษแล้ววางบนชุดทดสอบ เพ่ือใช้เป็นหลอด
ควบคมุผลบวก (positive control) และ Brian Heart 
Infusion broth ปริมาณ 100 ไมโครลิตร เพ่ือใช้เป็น
หลอดควบคุมผลลบ อ่านผลเม่ือหลอดควบคุมผลลบ
เปล่ียนเป็นสีเหลืองทัง้หลอด โดยอ่านผลทุก 1 ชั่วโมง 
การแปลผลเป็นบวก เม่ืออาหารเลีย้งเชือ้ เป็นสีม่วง
มากกวา่ 1 ใน 4 สว่น เม่ือวดัจากสว่นบนของหลอด และ
แปลผลเป็นลบ เม่ืออาหารเลีย้งเชือ้เปล่ียนเป็นสีเหลือง
ทัว่ทัง้หลอด ดงัแสดงใน รูปท่ี 1 
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การหาความสอดคล้องกับชุดทดสอบ Premi®test 
และ CM®test  

ตวัอย่างจ านวน 49 ตวัอย่างจะถกูสุม่แบบเป็น
ระบบ (systematic random sampling) โดยจะสุม่ทกุ 3 
ตวัอย่างตามล าดับการเก็บตวัอย่าง เพ่ือทดสอบความ
สอดคล้องกับชุดทดสอบ Premi®test (r-biopharm®, 
Darmstadt, Germany) และชุดทดสอบ CM®test 
(Chalermchaikit et al., 2002) ท่ีมีวางจ าหน่ายในเชิง
พาณิชย์  

 
การตรวจหาปริมาณยากลุ่มเตตราไซคลินด้วยวิธี 
High Performance Liquid Chromatography 

ตวัอย่างท่ีให้ผลบวกตอ่ชดุทดสอบท่ีพฒันาขึน้ 
จะถูกน ามาวิเคราะห์หาปริมาณสารต้านจุลชีพตกค้าง 
ด้วยวธีิ HPLC ตามมาตรฐานของห้องปฏิบตัิการชีวเคมี
และพิษวิทยา ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์
ภาคเหนือตอนบน กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์ โดยตรวจเชิงปริมาณของยาต้านจุลชีพ เตตรา
ไซคลิน ออกซิเตตราไซคลิน คลอร์เตตราซัยคลิน และ
ดอกซีไซคลนิ (doxycycline) 
 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
หาค่าความสอดคล้องระหว่างชุดทดสอบท่ี

พัฒนาขึน้กับชุดทดสอบ CM® test และ Premi® test 
โดยใช้ค่าสมัประสิทธ์ิโคเฮนแคปปา  (Cohen’s kappa 
coefficient) โดยโปรแกรมทางสถิติ SPSS 16.0 (SPSS 
for Windows, Version 16.0. Chicago, SPSS Inc.) 
ส าหรับการแปลผลค่าสมัประสิทธ์ิโคเฮนแคปปา (Viera 
et al., 2005) 

  

ผลการศกึษา 
 

ผลการหาค่าต ่ า สุดของยาที่ ชุดทดสอบ
สามารถตรวจจับได้ 

พบวา่ขีดจ ากดัในการตรวจพบเตตราไซคลินท่ี
ชดุทดสอบสามารถตรวจได้  (limit of detection; LOD) 

คือ ความเข้มข้นท่ี 0.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ
เท่ากับ 400 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ดงัแสดงในตารางท่ี 
1 ซึ่ ง ในการทดสอบผลรบกวนของน า้ เ นื อ้ ใ ห้ผล
เช่นเดียวกัน คือความเข้มข้นท่ี 0.4 ไมโครกรัมต่อ
มลิลลิติร หรือเท่ากบั 400 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม โดยไม่
มีความแตกตา่งกนั 

 
Table 1   Detection Limit of test kit for tetracycline 
concentration 

   Tetracycline 
concentration 
 (µg/ml) 

Detection result of test kit 
(Positive/Negative) 

30.00 Positive (5/5) 
10.00 Positive (5/5) 
1.00 Positive (5/5) 
0.80 Positive (5/5) 
0.60 Positive (5/5) 
0.40 Positive (5/5) 
0.30 Negative (5/5) 
0.20 Negative (5/5) 
0.05 Negative (5/5) 

 
 

ผลการตรวจหายาต้านจุลชีพตกค้างจาก
ตัวอย่างเนือ้สัตว์ 
 
ผลการตรวจหายาตกค้างในเนื ้อสัตว์โดยชุด
ทดสอบที่พัฒนาขึน้ 

พบตวัอย่างเนือ้สัตว์ท่ีมียาต้านจุลชีพตกค้าง 
ทัง้หมด 8 ตวัอย่าง คดิเป็นร้อยละ 5.33 และเม่ือจ าแนก
ตามชนิดเนือ้สัตว์พบว่ามียาต้านจุลชีพตกค้างในเนือ้
สกุรจ านวน 4 ตวัอย่าง เนือ้ไก่ 3 ตวัอย่าง และเนือ้โค 1 
ตวัอย่าง โดยคิดเป็นร้อยละ 50, 37.5, และ 12.5 ของ
ตวัอย่างท่ีให้ผลบวกทัง้หมด ตามล าดบั สดัส่วนของการ
พบยาต้านจลุชีพตกค้างตามชนิดเนือ้สตัว์แสดงใน รูปท่ี 
2 
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Figure 2 Number and proportion of positive 
samples by each types of meat 

 
ผลการหาความสอดคล้องต่อชุดทดสอบ Premi® 
Test 

ผลความสอดคล้องตอ่ชดุทดสอบ Premi®test 
แสดงในตารางท่ี 2 จ านวนตวัอย่างท่ีให้ผลท่ีสอดคล้อง
กนัซึ่งแสดงในช่อง A และ D จากตารางแสดงให้เห็นว่า 
ไมมี่ตวัอย่างท่ีแสดงผลบวกกบัทัง้สองชุดทดสอบ และมี
ตวัอย่างท่ีแสดงผลเป็นลบกับทัง้สองชุดทดสอบจ านวน 
44 ตวัอย่าง จ านวนตวัอย่างท่ีให้ผลไม่สอดคล้องกันซึ่ง
แสดงในช่อง B และ C มี 4 ตวัอย่างท่ีให้ผลบวกต่อชุด
ทดสอบท่ีพฒันาขึน้ แต่ชุดทดสอบ Premi® test ให้ผล
เป็นลบ และมี  1 ตวัอย่างท่ีชดุทดสอบท่ีพฒันาขึน้ให้ผล
เป็นลบ แต ่Premi®test ให้ผลเป็นบวก  
 
Table 2 Concordance of results between 
developed test kit and Premi®test 
                  Premi® Test   

Total   Positive Negative 

Test kit  
(This 
study)  

Positive 0  
(A) 

4 
(B) 

4 

Negative 1 
(C) 

44 
(D) 

45 

Total  1 48 49 
 

ค่าความสอดคล้องโดยใช้ค่าสัมประสิท ธ์ิ
โคเฮนแคปปา (Cohen’s kappa coefficient) มีเท่ากับ                        

-0.034 และ P value = 0.763 แปลผลได้ว่า ผลการ
ทดลองจากชดุทดสอบ 2 ชดุไมมี่ความสอดคล้องกนั  
 
ผลการหาความสอดคล้องต่อชุดทดสอบ CM®Test 

ผลความสอดคล้องของชุดทดสอบแสดงใน
ตารางท่ี 3 ทุกตวัอย่างท่ีน ามาทดสอบให้ผลท่ีมีความ
สอดคล้องกนั เม่ือน ามาหาคา่ความสอดคล้องโดยใช้ค่า
สัมประสิทธ์ิแคปปา พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ เท่ากับ 
1.000 และ P value <0.000 แปลผลได้วา่ ชดุทดสอบ 2 
ชุดมีความสอดคล้องกันสงู อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ
(P <0.05)   
 
Table 3 Concordance of results between 
developed test kit and CM® test  
                CM Test®   

Total   Positive Negative 

Test kit  
(This 
study)  

Positive 2 
(A) 

0 
(B) 

2 

Negative 0 
(C) 

45 
(D) 

45 

Total  2 45 47 
 
 
ผลการตรวจหาปริมาณยาต้านจุลชีพตกค้างกลุ่ม 
เตตราไซคลินด้วยวธีิ HPLC 

จากการตรวจหาปริมาณยาต้านจุลชีพตกค้าง
ของยาเตตราไซคลิน ออกซิเตตราไซคลิน คลอร์เตตรา-
ซัยคลิน และดอกซีไซคลิน ในตัวอย่างท่ีให้ผลบวก
จ านวน 8 ตวัอย่าง  พบยากลุ่มเตตราไซคลินได้ใน 2 
ตวัอย่าง ดงัแสดงในตารางท่ี 4 โดยพบยาตกค้างร่วมกัน 
2 ชนิดในทัง้สองตวัอย่าง ตวัอย่างท่ี 5 ตรวจพบออกซิ-
เตตราไซคลิน ร่วมกับคลอร์เตตราซัยคลินในปริมาณ 
128 และ 145 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั และ
ตวัอย่างท่ี 8 ตรวจพบ เตตราไซคลินร่วมกับออกซิเต-
ตราไซคลิน ในปริมาณ 141 และ 154 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัมตามล าดบั  
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Table 4 Tetracyclines drug residue concentration 

Sample 
number 

Test kit   
(+ / -) 

Tetracyclines drug 
residues concentration 

(µg/kg)* 

Tetracycline 

Oxytetracycline 

Chlortetracycline 

Doxycycline 

1 Positive - - - - 
2 Positive - - - - 
3 Positive - - - - 
4 Positive - - - - 
5 Positive - 128 145 - 
6 Positive - - - - 
7 Positive 141 154 - - 
8 Positive - - - - 

* The HPLC –PDA detector that has detection limit at 0.025 
ppm. (25 µg/kg) 

 

วิจารณ์ 
 
หนึ่งในวธีิทดสอบประสทิธิภาพของชุดทดสอบ

โดยอ้างอิงมาจาก Decision 2002/657/EC (European 
Commission, 2002) คือการหา detection capability 
(CCβ)/sensitivity หรือการหาขีดจ ากัดในการตรวจพบ 
(Limit of Detection; LOD) (Hoff et al., 2011)  โดยจะ
เทียบค่าเหล่านีก้ับค่าปริมาณยาตกค้างสงูสดุท่ียอมรับ
ได้ (Maximum Residue Limits: MRL) ซึ่งอ้างอิงมา
จาก European Commission (2010) ผลของงานวจิยันี ้
พบวา่คา่ LOD ของเตตราไซคลินคือ 400 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม ซึ่งมีค่าสูงกว่าค่า MRL ท่ีก าหนดในเนือ้สตัว์
เท่ากับ 200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ดงันัน้ชุดทดสอบนี ้
ยังคงต้องการการพฒันาและทดสอบให้มีค่า LOD ให้
ต ่ ากว่าค่า  MRL และยัง ต้องการการทดสอบ
ประสิทธิภาพในยากลุ่มอ่ืนต่อไป เม่ือเปรียบเทียบผล

รบกวนจากน า้เนือ้ โดยใช้น า้เนือ้เป็นตัวท าละลายยา
ต้านจลุชีพ ให้ผลการทดสอบเช่นเดียวกับการใช้น า้กลัน่
เป็นตวัท าละลายยา แสดงให้เห็นว่าไม่มีการรบกวนจาก
สารท่ีอยู่ในน า้เนือ้ต่อชุดทดสอบ อย่างไรก็ตามชุด
ทดสอบท่ีใช้หลกัการยับยัง้เชือ้นัน้มีข้อจ ากัดคือเป็นชุด
ทดสอบเพ่ือการตรวจหายาต้านจลุชีพในเบือ้งต้นเท่านัน้ 
โดยให้ผลในเชิงคุณภาพเช่นผลบวกและลบ หาก
ต้องการผลการตรวจในเชิงปริมาณจะต้องตรวจยืนยัน
ด้วยวิธีท่ีระบุตามมาตรฐาน เช่นการตรวจหาปริมาณ
สารด้วยวธีิ HPLC  

จากการวิเคราะห์ความสอดคล้องของชุด
ทดสอบท่ีพฒันาขึน้และPremi®Test พบว่า ผลของทัง้
สองชดุทดสอบไม่มีความสอดคล้องกัน Premi®Test ซึ่ง
เป็นชดุทดสอบท่ีได้รับการรับรองจากหน่วยงาน AOAC 
(Association of Official Analytical Chemists) และ
ได้รับการรับรองจากหน่วยงาน AFNOR (Association 
Française de Normalisation French Standardization 
Association)  โ ดยพบว่ า มีตัวอย่ า ง ท่ี แสดงผลไม่
สอดคล้องกนั 5 ตวัอย่าง จากทัง้หมด 49 ตวัอย่าง และ
เม่ือน า 4  ตัวอย่าง ท่ีแสดงผลบวกต่อชุดทดสอบท่ี
พฒันาขึน้ แตช่ดุทดสอบ Premi®Test ให้ผลเป็นลบ ไป
ตรวจหาปริมาณของยากลุม่เตตราไซคลนิด้วยวิธี HPLC 
พบว่า ตัวอย่างทัง้หมดไม่พบยากลุ่มเตตราไซคลินตก
ค้างในตวัอย่าง ถึงแม้จะเป็นไปได้ว่าชุดทดสอบท่ีผลิต
ขึน้นีจ้ะให้ผลบวกปลอม (false positive) แต่เน่ืองจาก
ในการศกึษานีใ้ช้ HPLC เพ่ือตรวจเพียงยาในกลุม่เตตรา
ไซคลนิเท่านัน้ จึงไมส่ามารถตดัประเดน็ท่ีว่า ชุดทดสอบ
ท่ีพฒันาขึน้สามารถตรวจจบัยาต้านจุลชีพในกลุ่มยาอ่ืน
นอกเหนือจากยากลุม่เตตราไซคลนิเน่ืองจากชุดทดสอบ
ท่ีพัฒนาขึน้โดยใช้หลักการยับยัง้ เชื อ้นัน้  สามารถ
ตรวจหายาต้านจุลชีพตกค้างอ่ืนท่ีมีฤทธ์ิยับยัง้เชือ้ได้ 
เม่ือน าไปหาคา่ความสอดคล้องกบัชดุทดสอบ CM®Test 
ซึ่งนิยมน ามาทดสอบหายาต้านจุลชีพตกค้างในเชิง
พาณิชย์และใช้ทดสอบกันอย่างแพร่หลายในประเทศ
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ไทย พบวา่สอดคล้องกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 
0.01) 

จะเห็นได้ว่าจากการตรวจสอบเบือ้งต้นของ
การตกค้างของยาต้านจุลชีพ ชุดทดสอบท่ีผลิตขึน้
สามารถตรวจพบการตกค้างของยาต้านจุลชีพใน
ตัวอย่างทัง้หมด ร้อยละ 5.33 และจ าแนกตามชนิด
เนือ้สตัว์พบการตกค้างของยาต้านจลุชีพในเนือ้สกุร เนือ้
ไก่และเนือ้โค ร้อยละ 50, 37.5, และ 12.5 ตามล าดบั 
แสดงให้เห็นว่าแนวโน้มการพบยาตกค้างในเนือ้สัตว์
โดยเฉพาะสกุรและสตัว์ปีกยงัคงเป็นปัญหาส าคญัท่ีต้อง
เร่งปอ้งกนัและแก้ไข จากการศึกษาของ Sooksai et al. 
(2016) พบว่าเกษตรกรมีการใช้ยาต้านจุลชีพในฟาร์ม
ปศสุตัว์มาถึงร้อยละ 98 และเกษตรกรยังคงมีการใช้ยา
ต้านจลุชีพอย่างไมส่มเหตผุล โดยในฟาร์มสกุรและสตัว์
ปีกจะมีการใช้ยาออกซิเตตราไซคลิน ทุกครัง้หลงัสัตว์
ได้รับวัคซีนและให้เพ่ือการป้องกันโรคเม่ือสัตว์แสดง
ภาวะท่ีผิดปกติไปจากเดิม  แสดงให้เห็นถึงความเส่ียง
ของการตกค้างของยาในเนือ้สตัว์และน าไปสู่ปัญหายา
ต้านจุลชีพตกค้างและเกิดเชือ้ดือ้ยาได้ ทัง้นีค้วรมีการ
ส่ือสารความเส่ียงนีก้บัผู้ เก่ียวข้องทุกฝ่าย และมีการเฝ้า
ระวงัการใช้ยาและการมีระยะหยุดยาท่ีเหมาะสมในการ
เลีย้งสตัว์  

เม่ือน าตวัอย่างท่ีให้ผลบวกทัง้ 8 ตวัอย่าง มา
ตรวจหาปริมาณยาตกค้างในกลุ่มเตตราไซคลินด้วยวิธี 
HPLC สามารถตรวจพบปริมาณของยากลุ่ม เตตรา
ไซคลนิ 2 ตวัอย่าง และอาจเป็นไปได้ว่าใน 6 ตวัอย่างท่ี
ให้ผลบวกจากการตรวจสอบเบือ้งต้น มีการปนเปือ้น
กลุ่มยาต้านจุลชีพตกค้างชนิดอ่ืนท่ีไม่ใช่ยากลุ่มเตตรา
ไซคลินอย่างไรก็ตาม แม้ชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึน้จาก
หลักการยับยัง้เชือ้จะเป็นเพียงการทดสอบเบือ้งต้น 
สามารถบอกผลได้ในเชิงคุณภาพว่าพบหรือไม่พบยา
ต้านจลุชีพตกค้าง แตช่ดุทดสอบเบือ้งต้นนีถู้กพฒันาให้
มีราคาถูก สะดวกในการใช้งานในพืน้ท่ี สามารถรู้ผล
เบือ้งต้นได้ว่ามีหรือไม่มียาตกค้าง และยังลดค่าใช้จ่าย
ในการตรวจยืนยนัเพ่ือหาปริมาณสารตกค้างในเนือ้สตัว์  

สรุป 
 
 ชุดทดสอบท่ีผลิตขึน้เองนีส้ามารถใช้เป็นชุด
ทดสอบคดักรองเบือ้งต้นส าหรับการตรวจหายาต้านจุล
ชีพตกค้างในกลุ่มเตตราไซคลินโดยมีขีดจ ากัดในการ
ตรวจพบคือ 400 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยผ่านการ
ทดสอบวา่สามารถใช้ทดสอบในเนือ้สตัว์ ได้แก่ เนือ้สกุร 
เนือ้โค และเนือ้ไก่ โดยไม่มีผลรบกวนจากน า้เนือ้ จาก
ผลของการส ารวจยาต้านจุลชีพในเนือ้สัตว์ พบความ
เส่ียงของการตกค้างของยาในเนือ้สตัว์และอาจน าไปสู่
ปัญหายาต้านจลุชีพตกค้างและเกิดเชือ้ดือ้ยาได้ 
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