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ครอบคลมุดงันัน้จึงมีความจําเป็นท่ีจะต้องหาวิธีการตรวจสอบท่ีง่าย  สะดวก  ได้ผลเร็วแมน่ยําและ คา่ใช้จ่ายตํ่า  เพ่ือใช้ในการ

ตรวจสอบยาปฏิชีวนะในอาหารสตัว์ก่อนการนําเข้าและสง่ออก 

เทคนิคการตรวจวิเคราะห์สารตกค้างโดยใช้หลกัการภูมิคุ้มกนัวิทยา Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay 

(ELISA) เป็นเทคนิคท่ีใช้กนัอยา่งกว้างขวางในการตรวจหาสารตกค้าง ในสตัว์เลีย้งเพ่ือการบริโภคและผลติภณัฑ์จากสตัว์เลีย้ง 

โดยอาศยัหลกัการตรวจวดัปริมาณ แอนติเจน โดยการใช้ แอนติบอดี ท่ีจําเพาะกับแอนติเจน ซึ่งวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีมีค่าใช้จ่ายตํ่า 

รวดเร็ว และ มีความแม่นยําสงู และเน่ืองจากทีมผู้วิจยัได้มีการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะกบัสาร AMOZ และมี

การพฒันาชุดตรวจสอบสารดงักล่าวได้สําเร็จแล้ว (Pimpitak และคณะ ,2009) ทางทีมวิจยัจึงมีความต้องการผลิตโมโน

โคลนอลแอนติบอดีและชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะต่อสาร AOZ ซึ่งปัจจุบันมีความต้องการเป็นอย่างมากและยังไม่พบชุด

ตรวจสอบสาร AOZ โดยวิธี ทางภมูิคุ้มกนัวิทยาท่ีผลติขึน้เองในประเทศ ดงันัน้ จึงควรมีการพฒันาความสามารถในการผลติโม

โนโคลนอลแอนติบอดี ท่ีมีความจําเพาะต่อสาร AOZ ทําให้การตรวจโดยหลกัการภมูิคุ้มกนัวิทยามีความจําเพาะสงูขึน้และ

สามารถควบคมุคณุภาพการผลิตได้ง่ายขึน้เพ่ือพฒันาต่อในขัน้ทําชุดตรวจ (ELISA test kit) ทําให้ต้นทนุในการตรวจสารนี ้

ลดลง มีความสะดวกในการใช้งานได้ใกล้เคียงกบัชดุตรวจท่ีใช้ปฏิกิริยาทางเคมี ทัง้ยงัสามารถทําให้รู้ปริมาณของสารในระดบั

ตํ่าพร้อมทัง้ยงัสามารถตรวจได้หลายตวัอย่างต่อครัง้ ดงันัน้เทคนิคนีจ้ึงได้รับความนิยมสงูขึน้มากจนทําให้การตรวจโดยใช้

หลกัการภมูิคุ้มกนัวิทยาเป็นหนึง่ในวิธีการตรวจหลกัในปัจจบุนั 

 1.2 วัตถุประสงค์หลักของแผนงานวิจัย 

- เตรียมเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสามารถผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ AOZ หรือ NPAOZ 

- ศกึษาลกัษณะสมบตัิของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

- ค้นคว้าและรวบรวมข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 

- เปลีย่นแปลงอนพุนัธุ์ของสาร AOZ ให้อยูใ่นรูป 3-(3-คาร์บอกซิเฟนิลเมธิลีนอะมิโน)-2-ออกซาโซลิดิโนน (CPAOZ) 

และเช่ือมตอ่กบัโปรตีนพาหะ เพ่ือใช้เป็นแอนติเจน 

- ฉีดกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของหนใูห้สร้างแอนติบอดีตอ่ สาร AOZ และ/หรือ NPAOZ 

- เตรียมเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีความสามารถในการสร้างแอนติบอดี 

- คดัเลอืกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ่ AOZ และ/หรือ NPAOZ โดยวิธี ELISA  
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 - ศกึษาลกัษณะสมบตัิเบือ้งต้นของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ 

  - การทดสอบไอโซไทป์ (isotype) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ โดยใช้ชดุทดสอบไอโซไทป์  

                  (isotyping kit บริษัท Sigma Aldrich ,USA) 

  - การทดสอบความไวและปฏิกิริยาข้ามกบัสารในกลุม่ไนโตรฟแูรน และสารนอกกลุม่ด้วยวิธี Indirect    

                  competitive  ELISA   

- การทําโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสทุธ์ิ  

 - วิเคราะห์ข้อมลู สรุปผลการทดลอง ทํารายงานฉบบัสมบรูณ์ 

1.4 ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของแผนงานวิจัย 

 สารกลุ่มไนโตรฟูแรนเป็นยาปฏิชีวนะท่ีได้จากการสังเคราะห์ นิยมใช้กันอย่างกว้างขวางโดยใช้เป็นสารเร่งการ

เจริญเติบโตและเป็นยาต้านจลุชีพ ออกฤทธ์ได้ดีตอ่เชือ้แบคทีเรียชนิดไมใ่ช้อากาศทัง้แกรมบวกและแกรมลบ และออกฤทธ์ิต่อเชือ้อ

มีบา  โปรโทซวั รวมทัง้เชือ้ราบางชนิด ซึ่งนิยมนํามาใช้ในอตุสาหกรรมการเลีย้งสตัว์เพ่ือใช้ในการป้องกนัรักษาโรคติดเชือ้ภายใน

ลําไส้ กระเพาะอาหารและโรคติดเชือ้ในระบบทางเดินปัสสาวะของสตัว์โดยเกิดจาก แบคทีเรีย เช่น Salmonella  spp. (โรค 

Salmonellosis)  Escherichia coli  (โรค Colibacilosis)   โรคท่ีเกิดจาก  Coccidia  (โรค Coccidiosis) ข้อเท้าอกัเสบจากการติด

เชือ้ (infectious synnovitis) โรคหงอนดํา (Blackhead) หรือ Histomoniasis ท่ีพบในสตัว์ ได้แก่ สกุร  แพะ  แกะ  โค  กระบือ  เป็ด  

ไก่ และ กุ้ ง เป็นต้น โดยยาตัง้ต้นกลุม่ไนโตรฟูแรนทัง้ 4 ชนิดนีจ้ดัเป็นสารประกอบไนโตร (nitro compounds) มีสมบตัิท่ีไม่เสถียร  

ไวต่อแสง และจะถูกออกซิไดส์ได้ง่ายเมื่อสัมผัสกับอากาศเป็นเวลานาน  เมื่อยาตัง้ต้นทัง้ 4 ชนิดได้แก่ ไนโตรฟูราโซน 

(Nitrofurazone ,NFZ)  ไนโตรฟูแรนโทอิน (Nitrofurantoin ,NFT) ฟูราโซลิโดน (Furazolidone ,FZD)  และ ฟูรัลทาโดน 

(Furaltadone, FTD) เข้าสูร่่างกาย  สิง่มีชีวิตจะมีวิธีในการกําจดัสารเคมีเหลา่นัน้โดยกระบวนการ เมแทบอลซิมึ ซึง่ยาสว่นใหญ่จะ

ถูกเปลี่ยนไปอยู่ในรูปสารท่ีละลายได้และถูกกําจัดออกไปจากร่างกาย แต่ในบางกรณีสารเมแทบอไลต์ อาจไปจับกับโปรตีนใน

ร่างกายสตัว์ เป็นผลให้ขบวนการขบัออกไปเป็นไปได้ช้า และมีผลกระทบต่อความปลอดภยัของอาหาร เพราะสามารถคงอยู่ใน

ร่างกายสตัว์ได้เป็นระยะเวลานานภายหลงัจากการหยดุให้ยาไปแล้ว  กระบวนการเมแทบอลิซึมทําให้เกิดสารเมแทบอไลต์ท่ีสําคญั 

ได้แก่ 3-อะมิโน-5-มอร์โฟลิโนเมทิล-2-ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone , AMOZ) 3-อะมิโน-2-

ออกซาโซลิดิโนน (3-amino-2-oxazolidinone , AOZ) เซมิคาร์บาไซด์ (Semicarbazide ,SEM) และ 1-อะมิโนไฮแดนโทอิน (1-

aminohydantoin , AHD)  (Leitner และ คณะ ,2001) เมื่อมนษุย์บริโภคผลิตภณัฑ์ท่ีมียาสตัว์ตกค้างไนรูปของ bound residues 

เหลา่นีจ้ะถูกกรดในกระเพาะอาหารย่อยและปลดปล่อยสารตกค้างออกมาจากโปรตีนท่ีเกาะอยู่ซึ่งอาจเป็นอนัตรายต่อผู้บริโภค 
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(Keefle และ Horne ,1999) จากผลการศกึษาในสตัว์ทดลอง พบว่า สารกลุม่นีม้ีแนวโน้มเป็นสารก่อมะเร็งและทําให้เกิดการกลาย

พนัธุ์ในสตัว์ถ้าได้รับการบริโภคเป็นระยะเวลานาน โดยพบว่า ฟูราโซลิโดน  มีผลยบัยัง้หน้าท่ีเอนไซม์บางประเภท โดยข้อมลูจาก 

Irish Agriculture and Food Development Authority ตามโครงการศึกษา Project Armis No. 4036 ของสหภาพยโุรปในปี 1999 

พบวา่เมื่อมนษุย์บริโภคผลติภณัฑ์ท่ีมีสารเมแทบอไลต์จบักบัโปรตีนในเนือ้เยื่อสกุรเข้าไปกรดในกระเพาะจะย่อย AOZ side-chain 

ออกมาและเปลีย่นรูปไปเป็น β-hydroxyethylhydrazine ซึง่เป็นสารท่ีก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุและก่อมะเร็ง โดยสารดงักลา่วมีการ

ห้ามนํามาใช้ในสตัว์เพ่ือการบริโภคและห้ามมีตกค้างไม่ว่าในปริมาณเท่าใดแม้ว่าจะอยู่ในรูปยาตัง้ต้น หรือเมแทบอไลต์ ซึ่งสง่ผล

ทําให้หลายๆ ประเทศ จํากดัการใช้ โดยเฉพาะการใช้ผสมในอาหารสตัว์ท่ีใช้สําหรับบริโภค สารกลุม่นีจ้ึงถกูห้ามใช้กบัสตัว์ท่ีเลีย้ง

เพ่ือการบริโภค  ในหลายประเทศ เช่น อเมริกา  แคนนาดา  ออสเตรีย  ญ่ีปุ่ น  สิงคโปร์  บงัคลาเทศ  และกลุม่สหภาพยโุรป (Bryan 

,1978) ส่งผลทําให้ประเทศต่างๆได้ออกกฎหมายควบคุมระดบัสงูสดุท่ียอมรับได้ของสารตกค้างกลุม่นีใ้นผลิตภณัฑ์อาหารจาก

สตัว์ โดยปกติจะกําหนดเป็นขีดจํากดัสารตกค้างสงูสดุ ซึง่เรียกวา่คา่ MRL (Maximum Residue Limit) โดยสารในกลุม่ไนโตรฟูแรน 

มีการกําหนดค่า MRL อยู่ในระดบัท่ีเรียกว่า zero tolerance level คือต้องไม่มีการตกค้างของสารกลุม่นีอ้ยู่ในผลิตภณัฑ์จากสตัว์ 

(European  Commission ,2001) ทําให้หลายประเทศได้พฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์และได้กําหนดค่าขีดจํากัดตํ่าสดุของ

เคร่ืองมือในการวิเคราะห์สารไนโตรฟูแรน โดยห้องปฏิบตัิการทัว่ไปสามารถใช้วิธี ELISA ในการตรวจวิเคราะห์ ได้ตามความ

เหมาะสม และอาจยืนยนัผลการตรวจวดัสารดงักลา่วด้วยเทคนิคอ่ืน เช่น High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

หรือ Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-Mass Spectometry  (LC-MS-MS)สําหรับประเทศไทยกระทรวงสาธารณสขุ

ได้กําหนดให้เพิกถอนทะเบียนตําหรับยาท่ีใช้สําหรับสตัว์ท่ีมีตัวยากลุ่มไนโตรฟูแรน ได้แก่ ไนโตรฟูราโซน และฟูราโซลิโดน 

นอกจากนีย้งัห้ามนําเข้ายา เภสชัเคมีภณัฑ์ และเกลือของเภสชัเคมีภัณฑ์เหล่านี ้และมีข้อกําหนดด้านความปลอดภัยสินค้า

เกษตรและอาหารของสํานกังานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดยกําหนดให้สาร 

สารเมแทบอไลต์ (metabolite) ทัง้ 4 ตวัของยาในกลุม่ไนโตรฟูแรนต้องไม่พบในสินค้าเกษตรและอาหารโดยกําหนดให้มีค่า 

MRPL อยูท่ี่ระดบั 0.3 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม สาํหรับ AOZ และ AMOZ และระดบั 1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม สําหรับ SEM และ 

AHD (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ,2551) แต่อย่างไรก็ตามยงัมีการลกัลอบนําสารเหลา่นีเ้ข้าภายในประเทศได้ในรูป

ของอาหารสตัว์ ดงันัน้เพ่ือความปลอดภยัต่อผู้บริโภคจึงต้องทําการตรวจสอบก่อนการนําเข้าและสง่ออกสินค้าเพ่ือตรวจวิเคราะห์

หาสารกลุม่นีท่ี้ปนเปือ้น แตก่ารวดัปริมาณยาตกค้างดงักลา่วสามารถทําได้ในขีดจํากดั เน่ืองจากต้องใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ขัน้สงูท่ี

มีราคาแพงมาก ดงันัน้ ปัจจุบนัมีการประยกุต์นําความรู้ทางด้านวิทยาภมูิคุ้มกนั (Immunology) ไปใช้ในการตรวจติดตามหาสาร

ตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหาร ซึ่งให้ผลการตรวจติดตามท่ีมีความไวสูงและแม่นยํา โดยใช้หลัการของ Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) เป็นเทคนิคท่ีใช้กนัอย่างกว้างขวางสําหรับตรวจวดัสารตกค้างโดยอาศยัหลกัการการตรวจวดั

แอนติเจน โดยการใช้แอนติบอดี ท่ีให้ผลทางชีวภาพเฉพาะกับยาและเอนไซม์ท่ีเช่ือมต่อทางเคมีกบัแอนติบอดีหรือแอนติเจน วิธี 

ELISA นีเ้ป็นวิธีการท่ีประหยัดและรวดเร็วดังนัน้ทางสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
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มหาวิทยาลยั จึงได้สนใจทําการผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอ่ AOZ เพ่ือใช้พฒันาตอ่เป็นชดุทดสอบหาสาร

ตกค้างในผลติภณัฑ์อาหารทัง้นําเข้าและสง่ออกตอ่ไปได้ 

 1.5 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เกี่ยวข้อง  

 เน่ืองจากได้มีมาตรการควบคมุและติดตามการใช้สารกลุม่ไนโตรฟแูรนนี ้ ดงันัน้ เพ่ือสร้างความเช่ือมัน่ในอาหารสตัว์

และผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากสตัว์ เพ่ือความปลอดภยัต่อผู้บริโภคจึงต้องทําการตรวจสอบก่อนการนําเข้าและส่งออกสินค้า โดย

พบวา่ สารกลุม่ไนโตรฟแูรน ในรูปยาตัง้ต้นได้แก่ ฟูรัลทาโดน  ฟูราโซลิโดน  ไนโตรฟูแรนโทอิน และ ไนโตรฟูราโซน จะถกูย่อย

สลายอย่างรวดเร็วในสตัว์ภายใน 2-3 ชัว่โมง เปลี่ยนไปอยู่ในรูปสาร เมแทบอไลต์ คือ  AMOZ ,AOZ ,SEM และ AHD  

ตามลาํดบั ปกติสารเมแทบอไลต์ ของไนโตรฟูแรน จะอยู่ในรูปสารเมแทบอไลต์ท่ีจบักบัโปรตีนโดยการทําให้สารเมแทบอไลต์ 

อยู่ในรูปอิสระโดยอาศยัการย่อยสลายพนัธะด้วยกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) แต่สาร เมแทบอไลต์ ท่ีได้จะมีขนาด

โมเลกลุเลก็มากยากตอ่การตรวจวิเคราะห์ ดงันัน้ จึงต้องทําให้สาร เมแทบอไลต์ เหลา่นีอ้ยูใ่นรูปอนพุนัธ์ุ เรียกกระบวนการนีว้่า 

derivatization ซึง่สารท่ีนิยมใช้ให้เกิดอนพุนัธุ์ คือ 2-Nitrobenzaldehyde (NBA) โดยการตรวจวิเคราะห์สารเมแทบอไลต์ ของ

ไนโตรฟูแรน ปัจจุบนั นิยมใช้เทคนิค Liquid chromatography (LC) และ Mass spectrometry (MS) โดยใช้เคร่ือง LC-

MS/MS เพ่ือยืนยนัชนิดของสารและปริมาณ เน่ืองจากมีความจําเพาะสงู  สามารถตรวจสอบสารท่ีมีปริมาณเล็กน้อย ได้อย่าง

แมน่ยํา ซึง่จะใช้ตวัอยา่งเพียงปริมาณเลก็น้อยสาํหรับการตรวจสอบเบือ้งต้นด้วยวิธี colour test สว่นการตรวจยืนยนัผลใช้วิธี 

Thin layer chromatography (TLC) และวิธี High performance liquid chromatography (HPLC) (Cieri และ คณะ 1978 

,McCracken และ คณะ 1997) ข้อได้เปรียบของเทคนิค HPLC เมื่อเทียบกบัเทคนิค TLC คือ จะใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์

สารปริมาณน้อยๆได้ดี  และให้คา่ความแมน่ยําและเท่ียงตรงได้ดีกว่า  จึงทําให้เทคนิคนีเ้ป็นทางเลือกหนึ่งในการวิเคราะห์สาร

ตกค้างท่ีได้รับความนิยม แต่เน่ืองจากเทคนิคต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและวิธีการวิเคราะห์ท่ียุ่งยากกว่า สว่นวิธี Mass 

Spectrometry (MS), Liquid Chromatography  Mass Spectrometry (LC-MS) นีเ้หมาะสําหรับการวิเคราะห์สารเชิง

คุณภาพและเชิงปริมาณเน่ืองจากสามารถตรวจสอบเพ่ือยืนยนัระบุช่ือสารในระดบัน้อยมากๆได้แม่นยําสูง และยังใช้สาร

ตวัอย่างเพียงปริมาณเล็กน้อย ดงันัน้วิธีการนีจ้ึงเหมาะกบัการวิเคราะห์สารตกค้างในกลุ่มไนโตรฟูแรน ท่ีปนเปื้อนในอาหาร

สตัว์และเนือ้สตัว์ได้เป็นอยา่งดี แตเ่น่ืองจากเทคนิคนีเ้ป็นเทคนิคทีต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงมาก และยงัต้องใช้บคุลากรท่ีมี

ความชํานาญการโดยเฉพาะ ดงันัน้เทคนิคจึงไมเ่หมาะสมในการนํามาใช้ในการตรวจวดัสารตกค้างในภาคสนามหรือใช้ในงาน

ประจํา (McCracken และคณะ ,1995) ปัจจุบนัจึงมีการประยกุต์นําความรู้ทางด้านวิทยาภมูิคุ้มกนั (Immunology) ไปใช้ใน

การตรวจติดตามหาสารตกค้างในผลติภณัฑ์อาหารทัง้นําเข้าและสง่ออก ซึ่งให้ผลการตรวจติดตามท่ีมีความไวสงูและแม่นยํา 

เป็นวิธีการท่ีประหยดัและรวดเร็ว ดงัได้มีการผลิตและศึกษาลกัษณะพอลิโคลนอลแอนติบอดีต่ออนุพนัธ์ของ AOZ ด้วยวิธี 

ELISA โดยเปลี่ยน AOZ เป็น CPAOZ แล้วนําไปเช่ือมกบัโปรตีนพาหะ HAS เพ่ือใช้ในการฉีดกระตุ้นกระต่ายท่ีความเข้มข้น

และช่วงเวลาในการกระตุ้นต่างๆ พร้อมทัง้ทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีโดยวิธี competitive ELISA พบว่าการลด
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ปริมาณแอนติเจนในการฉีดกระตุ้นและเพ่ิมระยะเวลาในการกระตุ้นจะส่งผลให้แอนติบอดีท่ีได้มีความไวต่อสาร NPAOZ 

เพ่ิมขึน้ และสามารถนําพอลิโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้มาใช้ตรวจหาสาร AOZ ในรูปอนพุนัธ์ได้(Cooper และคณะ ,2004) 

หลงัจากนัน้ได้มีรายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อสาร AOZ ท่ีเกิดจากการฉีดกระตุ้นสาร CPAOZ และ AOZ ท่ีติด

กบัโปรตีนพาหะด้วยวิธีตา่งๆ ผลท่ีได้พบว่าไม่สามารถผลิตโมโนโคลต่อ AOZ ได้ มีเพียงแต่ CPAOZ เท่านัน้ท่ีสามารถผลิตโม

โนโคลนต่อ NPAOZ ได้โดยสามารถตรวจหาสาร AOZ ท่ีต้องเปลื่ยนไปอยู่ในรูป NPAOZ ได้ค่า IC50 (50 percent binding 

inhibition)อยู่ในช่วง 0.4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในตวัอย่างเนือ้กุ้ ง ไก่ ววั และ สกุร ซึ่งได้ทําการเปรียบเทียบวิธีทดสอบแบบ 

ELISA กบั LC-MS/MS ในเนือ้กุ้ งและไก่ อยู่ในช่วงความเข้มข้น 0 - 32.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ 0 - 10.5 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม ตามลาํดบั (Diblikova และ คณะ ,2005) 

 1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้เซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะต่อสาร NPAOZ และ/หรือ AOZ เพ่ือนําไปใช้ใน

การเตรียมชดุตรวจสอบ ตรวจหาปริมาณสารตกค้างในอาหาร 

 


