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ซิโพรฟลอกซาซิน (Ciprofloxacin, CPFX) เป็นสารปฏิชีวนะออกฤทธิ์กว้างในกลุ่มฟลูออ
โรควิโนโลน (fluoroquinolone) ที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการท าปศุสัตว์และการประมง อย่างไรก็
ตาม CPFX ที่ตกค้างในเนื้อสัตว์ที่ใช้เป็นอาหารอาจก่อให้เกิดปัญหาต่อสุขภาพของมนุษย์และการ
เพ่ิมข้ึนของเชื้อโรคดื้อยา จึงได้มีการก าหนดปริมาณสารตกค้างในอาหาร (maximum residue limit) 
ในหลายประเทศ ซึ่งโดยทั่วไปนั้น วิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอเบนต์แอสเสย์ (ELISA) เป็นที่ยอมรับและ
ถูกน ามาใช้กันอย่างกว้างขวางในการตรวจคัดกรองเพ่ือตรวจสอบยาตกค้าง ในการศึกษาครั้งนี้ จึงใช้
โมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) ที่จ าเพาะต่อ CPFX ในการเตรียมชุดตรวจสอบ ELISA แบบแข่งขัน
ใน 3 รูปแบบ ได้แก่ direct competitive ELISA (dcELISA), indirect competitive ELISA 
(icELISA-GAM) และ direct competitive ELISA (dcELISA-SV) พบว่า ชุดตรวจสอบแบบ dcELISA 
คือ รูปแบบที่ไวที่สุด โดยมีค่าความเข้มข้นที่ท าให้อัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงในการท า  ELISA 
ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 0.15  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ ความจ าเพาะของการ
ทดสอบได้ถูกศึกษาและแสดงค่าในรูปของร้อยละของการท าปฏิกิริยาข้าม พบว่า  MAb สามารถ
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลนเท่านั้น มีค่าอยู่ในช่วง  0.5% - 18% แต่ไม่
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารนอกกลุ่มที่ท าการทดสอบ โดยใช้ช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับการท า 
dcELISA จะอยู่ระหว่าง 0.00375 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในการตรวจวัด CPFX ในตัวอย่าง
อาหาร เนื้อหมู เนื้อกุ้ง และ น้ านม ที่ถูกเติม CPFX ไว้ พบว่ามีค่าความถูกต้องซึ่งแสดงในรูปของร้อย
ละของการน ากลับอยู่ในช่วง 83-110% และค่าความแม่นย าในรูปของร้อยละของสัมประสิทธิ์ความ
แปรปรวนอยู่ในช่วง 2.2-15.4% ซึ่งทั้งค่าความถูกต้องและความแม่นย านั้นยอมรับได้ ดังนั้นจากผล
การทดลองเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่า dcELISA มีความเหมาะสมส าหรับใช้ตรวจหา CPFX ในผลิตภัณฑ์
อาหาร 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5772256223 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
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ORAPAN SIENGKASEM: ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY FOR 
CIPROFLOXACIN RESIDUE DETECTION IN FOOD PRODUCTS. ADVISOR: ASST. 
PROF. NANTHIKA KHONGCHAREONPORN, Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF. 
KITTINAN KOMOLPIS, Ph.D.{, 121 pp. 

Ciprofloxacin (CPFX) is a broad-spectrum fluoroquinolone (FQ) antibiotic 
used in livestock and fishery. However, the CPFX residue in animal product could 
cause health problems in human and increase of drug resistance pathogens. The 
maximum residual limits (MRLs) have been set in many countries. In general, 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is widely accepted and used as a 
screening method to detect many drug residues. In this research, monoclonal 
antibodies (MAb) 11-5A1-B3, which specifically binds to ciprofloxacin, was applied in 
3 formats of competitive ELISA such as direct competitive ELISA (dcELISA), indirect 
competitive ELISA (icELISA-GAM) and direct competitive ELISA (dcELISA-SV). It was 
found that the dcELISA was the most sensitive format with the 50% inhibition 
concentration (IC50) value of 0.15 ng/ml. In addition, specificity of the test was 
studied and quantified in term of % cross reactivity. The MAb was cross-reacted only 
to the FQs in a range of 0.5% - 18 % but not to other test antibiotics. The working 
suitable range of dcELISA was between 0.00375 and 0.96 ng/ml. The detection of 
CPFX in CPFX-spiked pork, shrimp and milk samples revealed the accuracy in term of 
the % recovery value between 83 -110% and the precision in term of  % coefficient 
of variation (CV) between 2.25-15.4%. Both the accuracy and the precision were 
acceptable. Therefore, these result indicated that the dcELISA was suitable for the 
detection of CPFX in food products. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

     ในปัจจุบันการเลี้ยงสัตว์จ านวนมากเพ่ือน าผลิตภัณฑ์จากสัตว์มาบริโภค มีการน าสารปฏิชีวนะมา
ใช้ในการรักษาและป้องกันเพ่ิมขึ้น หนึ่งในบรรดาสารปฏิชีวนะต่างๆ คือ ซิโพรฟลอกซาซิน 
(ciprofloxacin , CPFX) เป็นสารปฏิชีวนะในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลน (Fluoroquinolones, FQs) ที่
นิยมใช้อย่างกว้างขวางเนื่องจากสามารถออกฤทธิ์ในวงกว้าง โดยการฆ่าหรือยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และ CPFX เป็นยาที่ใช้ง่ายมีทั้งแบบเม็ดใช้รับประทานและแบบ
น้ าซึ่งใช้ส าหรับฉีดเข้ากล้ามเนื้อ จึงเหมาะส าหรับใช้รักษาและป้องกันโรคติดเชื้ อตามส่วนต่างๆ ของ
ร่างกายทั้งในคนและการปศุสัตว์ เช่น การติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ ระบบทางเดินหายใจ ทั้งนี้
การใช้ CPFX ในปริมาณเพ่ิมขึ้น อาจตกค้างในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ได้ ส่งผลต่อความปลอดภัยต่อ
สุขภาพของผู้บริโภค โดย CPFX ที่ตกค้างอาจก่อให้เกิดการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรคในมนุษย์ 

(Huang และ คณะ, 2011) นอกจากนี้สารปฏิชีวนะในกลุ่มนี้อาจท าให้เกิดผลข้างเคียง เช่น อาเจียน 
ท้องเสีย ระคายเคืองผิวหนัง และยังมีผลต่อระบบประสาทส่วนกลาง เช่น ปวดหัว อ่อนเพลีย และ
บางครั้งอาจเกิดอาการซึมเศร้า นอนไม่หลับ ประสาทหลอน และชัก เป็นต้น อีกทั้งมีการศึกษาในสัตว์
พบว่า CPFX ส่งผลท าให้เกิดความผิดปรกติต่อตัวอ่อนในครรภ์ (Schaefer, 1996) ดังนั้นหน่วยงานที่
รับผิดชอบเกี่ยวกับความปลอดภัยของอาหารจึงได้ก าหนดค่าปริมาณต่ าสุด (Maximum Residue 
Limit, MRL) ของ CPFX ในอาหารไว้ที่ 100-300 นาโนกรัมต่อกรัม ขึ้นกับชนิดของอาหาร เช่น เนื้อ
หมู เนื้อกุ้ง และนม มีค่า MRL เท่ากับ 100 นาโนกรัมต่อกรัม (Commission Regulation (EU), 
2009) และที่ส าคัญที่สุด คือ ห้ามไม่ให้มีการใช้ยาปฏิชีวนะดังกล่าวในสัตว์ที่ผลิตไข่ส าหรับบริโภค    
(Maisa และ คณะ, 2011) ส าหรับการตรวจหา CPFX ตกค้าง สามารถท าได้หลายวิธี เช่น ใช้
เครื่องมือวิเคราะห์ ตัวอย่างเช่น High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
(Gorla และ คณะ, 2010; Said และ คณะ, 2015), Turbulent Flow Chromatography/Tandem 
Mass Spectrometry (TFC-MS/MS) (X. Chen และ คณะ, 2009; Krebber และ คณะ, 2009) 

และ Capillary Electrophoresis (CE) (Barron และ คณะ, 2001; Pin  ero และ คณะ, 2012; 
Zhao และ คณะ, 2014) ซึ่งการตรวจวัดหาปริมาณสารปฏิชีวนะ CPFX ด้วยวิธีทางเคมีเหล่านี้มีความ
ถูกต้องและความแม่นย าในการวิเคราะห์สูง แต่เป็นเครื่องมือที่มีราคาแพงและต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญใน
การวิเคราะห์ จึงไม่เหมาะแก่การคัดกรองตัวอย่างจ านวนมาก ในทางตรงกันข้าม วิธีทางภูมิคุ้มกัน
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วิทยา เช่น Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เป็นอีกวิธีหนึ่งที่เหมาะส าหรับการ
วิเคราะห์คัดกรองตัวอย่างที่มีจ านวนมาก (screening) (Cháfer-Pericás และ คณะ, 2010) โดยอาศัย
ปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน ร่วมกับการท างานของเอนไซม์  (Dzantiev และ คณะ, 
2014) เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะ ความไวสูง รวดเร็ว ดังนั้นจึงพบว่ามีงานวิจัยที่ศึกษาการใช้ ELISA  
ในการตรวจ CPFX ตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น  ชุดตรวจ CPFX ในผลิตภัณฑ์นม (Huang และ 
คณะ, 2010) ชุดตรวจ CPFX และ เอนโรฟลอกซาซิน (ENR)  ในผลิตภัณฑ์สัตว์น้ า (Hu และ คณะ, 
2010) และชุดตรวจ CPFX ในผลิตภัณฑ์เนื้อหมู (Yuan และ คณะ, 2010)  
      จากงานวิจัยดังกล่าว ชี้ให้เห็นว่า ELISA นั้น มีความไวสูง ส่วนความถูกต้องและความแม่นย านั้น 
อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบด้วย HPLC แต่ในประเทศไทยนั้นต้องท าการ
สั่งซื้อชุดตรวจหา CPFX ด้วยวิธี ELISA จากต่างประเทศ ท าให้มีราคาสูง ในงานวิจัยดังกล่าวนี้ จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธี ELISA ส าหรับตรวจหา CPFX ตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหาร ซึ่งจะท าให้
ต้นทุนในการตรวจวัดการตกค้างของ CPFX ลดลงและเป็นการลดการน าเข้าสินค้าต่างประเทศ โดย
น าโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) จ าเพาะต่อ CPFX รหัสโคลน 11-5A-B3 ที่ถูกพัฒนาขึ้นโดย
สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์มาใช้ ซึ่งมีความไวสูงเมื่อพิจารณาจากค่า
ความเข้มข้นที่ท าให้อัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงในการท า ELISA ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) 
เท่ากับ 0.054 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD) เท่ากับ 
0.0008 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  และมีความจ าเพาะสูง เมื่อพิจารณาจากการทดสอบปฏิกิริยาข้ามกับ
สารในกลุ่มและนอกกลุ่มฟลูออโรควิโนโลน ซึ่งรายงานในรูปของเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม
ของ MAb (% cross reactivity ) กับสารในกลุ่มและนอกกลุ่ม เท่ากับ 0.01-0.44 เปอร์เซ็นต์ และ 
น้อยกว่า 0.01 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ภาคภูมิ นันทนิตย์วรกุล, 2554)  จึงมีคุณสมบัติเหมาะส าหรับ
น ามาใช้ตรวจหา CPFX ตกค้างในผลิตภัณฑ์อาหารโดยวิธี ELISA  
 

1.2 วัตถุประสงค์ 

     เพ่ือพัฒนาวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์แอสเสย์ส าหรับตรวจหา CPFX ตกค้าง 
ในอาหาร 
 
1.3 ขอบเขตและวิธีด าเนินการวิจัย 

1.3.1   ศึกษาค้นคว้าเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
1.3.2   เตรียมแอนติเจนโดยการเชื่อม CPFX กับโปรตีนพาหะ ( CPFX-OVA) 
1.3.3 เพ่ิมปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CPFX 
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1.3.4 ท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 
1.3.5 ทดสอบความไวในการวัดซิโปรฟลอกซาซินด้วย ELISA ในรูปแบบต่างๆ 

1.3.5.1 รูปแบบที่ 1. วิธีใช้แอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (CPFX-HRP) เรียกว่า  
     Direct competitive ELISA (dcELISA) 

1.3.5.2 รูปแบบที่ 2. วิธีใช้ streptavidin ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ ( SV-HRP) เรียกว่า  
     Direct competitive ELISA (dcELISA-SV)  

1.3.5.3 รูปแบบที่ 3. วิธีใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (GAM-HRP) เรียกว่า  
     Indirect competitive ELISA (icELISA-GAM) 

1.3.6 ประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัด CPFX ด้วยวิธี ELISA ต้นแบบกับตัวอย่างอาหาร 
1.3.7 วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผลการทดลอง เผยแพร่ผลงานทางวิชาการและเขียนวิทยานิพนธ์ 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัยนี้ 

     ได้สภาวะการตรวจวัด CPFX ตกค้างในอาหารด้วยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์แอสเสย์ที่มี
ประสิทธิภาพ 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 แนวคิดและทฤษฎี 

     2.1.1 สารซิโพรฟลอกซาซิน  

ซิโพรฟลอกซาซิน (Ciprofloxacin, CPFX) จัดเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มฟลูออโรควิโนโลน มีชื่อทาง
เคมี คือ 1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-yl-1H-quinoline-3-carboxylic acid  
สูตรโครงสร้างทางเคมี คือ C17H18FN3O3 น้ าหนักโมเลกุล เท่ากับ 331.342 ดาลตัล เป็นยาปฏิชีวนะที่
สังเคราะห์โดยใช้โครงสร้างพ้ืนฐานของสารในกลุ่มควิโนโลน ซ่ึงเป็นสารประกอบเฮเทอโรไซคลิก 
อะโรมาติก (heterocyclic aromatic) ที่มีธาตุไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ มีหมู่คีโตนตรงต าแหน่งที่ 4 
และมีหมู่คาร์บอกซิลิกตรงต าแหน่งที่ 3 (รูปที่ 2.1) ซึ่งท าให้สารนี้มีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 
ดีเอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) ในแบคทีเรียแกรมลบ (Holtzapple และ คณะ, 2001) และยับยั้งเอนไซม์
ดีเอ็นเอโทโปไอโซเมอเรสโฟร์ ในแบคทีเรียแกรมบวก (DNA topoisomerase IV) (Bertino และ Fish, 
2000) ซึ่งท าหน้าทีค่ลายปมเหนือจุดที่ DNA สายเดี่ยวให้แยกตัวออกจากกัน (Replication fork)  
ในขั้นตอนการจ าลองตัวเองของดีเอ็นเอ (DNA Replication) จึงท าให้แบคทีเรียไม่สามารถสังเคราะห์ 
ดีเอ็นเอได้ ด้วยคุณสมบัติที่ออกฤทธิ์กว้างทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ จึงมีใช้แพร่หลายใน
การปศุสัตว์และการประมง (Hu และ คณะ, 2010) เพ่ือรักษาการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจและ
ระบบทางเดินอาหารในสัตว์ นอกจากนี้ยังใช้ในคนเพ่ือรักษาการติดเชื้อของหูชั้นกลาง ไซนัส
อักเสบ ทางเดินปัสสาวะอักเสบกระเพาะปัสสาวะอักเสบ และการติดเชื้อในกระแสเลือด  
(อภัย ราษฎรวิจิตร, 2560) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://haamor.com/th/%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%9B%E0%B8%8F%E0%B8%B4%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%99/
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
http://haamor.com/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%9E%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%A5
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%87%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%81/
http://haamor.com/th/%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A/
http://haamor.com/th/%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A/
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%A7%E0%B8%88%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0/
http://haamor.com/th/%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%A7%E0%B8%88%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0/
http://haamor.com/th/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%B0%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%AA%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%9A/
http://haamor.com/th/%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%83%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%81%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94
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           Ciprofloxacin                                                      Enrofloxacin 
 
 
 

              
           Cinoxacin                                                           Enoxacin 
 
 
 

                    
                     Norfloxacin                                                      Ofloxacin  
 

รูปที่ 2. 1 โครงสร้างซิโพรฟลอกซาซินและสารอ่ืนๆในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลน 
ที่มา : Potamia และCalokerinos (2013) 
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     2.1.2 ผลกระทบจากการใช้สารปฏิชีวนะ CPFX  

เนื่องจากมีการใช้ยาปฏิชีวนะในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลนส าหรับการรักษาอาการติดเชื้อใน
การปศุสั ตว์และประมงอย่ างแพร่หลาย  รองลงมาจากยาปฏิชี วนะกลุ่ มซั ล โฟเอมายด์ 
(Sulfonamides) (รูปที่ 2.2) (Cháfer-Pericás และ คณะ, 2010) โดยไม่มีการก าหนดปริมาณการใช้
อย่างชัดเจน จึงอาจมีการใช้ในปริมาณท่ีมากเกินไปจนเกิดการตกค้างในผลิตภัณฑ์ที่มาจากสัตว์เหล่านี้
ได้ เช่น นม ไข่ เนื้อ และ อวัยวะภายในต่างๆ เป็นต้น ท าให้ผู้บริโภคมีโอกาสได้รับสารตกค้างเหล่านี้
เข้าสู่ร่างกาย ส่งผลข้างเคียงต่อสุขภาพของผู้บริโภค ดังนั้นหน่วยงานที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมดูแลใน
ด้านความปลอดภัยในอาหาร ทั้งในประเทศไทยและนานาชาติ จึงได้มีการก าหนดปริมาณสารตกค้าง
ในอาหารบริโภค หรือ MRL (Maximum residue limits) ในสุกร โค และสัตว์ปีก ดังตารางที่ 2.1 

 
 

รูปที่ 2. 2 ปริมาณการใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคในปศุสัตว์ 
ที่มา: Cháfer-Pericás และ คณะ (2010) 

 
 
 
 
 
 
 
 

fluoroquinolones 
19% 

aminoglycosides 
15% 

sulfonamides 
20% 

tetracyclines 8% 

ß-lactams 15% 

phenicols 15% 

oxazolidinones 
8% 
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ตารางที่ 2. 1ค่า MRL ที่ก าหนดโดยสหภาพยุโรป ส าหรับซิโพรฟลอกซาซินที่ตกค้างในเนื้อเยื่อต่างๆ 

ชนิดสัตว ์
MRLs 

(ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม)** 

เนื้อเยื่อเป้าหมาย หมายเหตุ 

 100 กล้ามเนื้อ  
 100 ไขมัน  

โค, แกะ, แพะ 300 ตับ  
 200 ไต  

 100 นม  

 100 กล้ามเนื้อ  
หมู, กระต่าย 100 ไขมัน  

 200 ตับ  

 300 ไต  
 100 กล้ามเนื้อ  

สัตว์ปีก 100 หลังและไขมัน ห้ามให้ใช้ในสัตว์ที่ 

 200 ตับ ผลิตไข่ส าหรับบริโภค 

 300 ไต  
สัตว์ทุกชนิดยกเว้น 100 กล้ามเนื้อ  

โค, แกะ, แพะ, หมู, 100 ไขมัน  

กระต่ายและสัตว์ปีก 200 ตับ  
 200 ไต  

 
**ค่าท่ีแสดงเป็นผลรวมระหว่างสารปฏิชีวนะซิโพรฟลอกซาซิน และเอนโรฟลอกซาซิน 
แหล่งที่มา : COMMISSION REGULATION (EU) No 37/2010 of 22 December 2009 (2009) 
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     2.1.3 การตรวจวิเคราะห์ CPFX 

   ในปัจจุบันการเลี้ยงสัตว์ในระบบฟาร์มมาตรฐาน เกษตรกรต้องดูแลฟาร์มไม่ให้มีการใช้ยา
ที่ห้ามใช้ในการเลี้ยงสัตว์ จึงไม่สามารถรู้ได้ว่า อาหารสัตว์ ยาสัตว์ หรือปัจจัยการผลิตต่างๆ ที่น าไปใช้
เลี้ยงสัตว์มีสารที่ห้ามใช้หรือไม่ เนื่องจากไม่มีเครื่องมือในการตรวจสอบที่จะสามารถท าได้ในเบื้องต้น 
แม้ว่าการตรวจสอบสินค้าก่อนการส่งออกนั้นเป็นสิ่งที่จ าเป็น ส าหรับวิธีการตรวจวิเคราะห์โดยทั่ วไป
ขึ้นอยู่กับประเภทของเทคนิคที่น ามาประยุกต์ใช้ จากรูปที่ 2.3 จะเห็นว่า การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
LC/MS สูงถึง 38% ตามด้วย LC-UV (18%) และ ELISA (18%) (Cháfer-Pericás และ คณะ, 2010) 

 
 

รูปที่ 2. 3 วิธีการวิเคาระห์ยาปฏิชีวนะด้วยเทคนิคต่างๆ 
ที่มา: Cháfer-Pericás และ คณะ (2010) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Other 
screening 

method 12% 

Biosensor 
8% 

Electrophoresis 
6% 

ELISA 18% 

LC-UV 18% 

LC-MS 38% 
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  ส าหรับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ CPFX นั้น แบ่งออกเป็น 2 วิธี ได้แก่ การตรวจวิเคราะห์
ทางเคมีและการการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีทางอิมมูโนวิทยา 

 
             2.1.3.1 การตรวจวิเคราะห์ CPFX ด้วยวิธีทางเคมี 

  เนื่องจากการตกค้างของ CPFX ในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของ
ผู้บริโภค โดย CPFX ที่ตกค้างอาจก่อให้เกิดการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ 
ดังนั้นจึงต้องมีการตรวจหาปริมาณสารตกค้างของ CPFX ซึ่งมีวิธีในการตรวจคือ วิธีทางเคมีสามารถ
ท าได้หลายเทคนิค เช่น เทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) (Gorla 
และ คณะ, 2010; Said และ คณะ, 2015), เทคนิค liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry (LC/MS-MS)  (X. Chen และ คณะ, 2009) และเทคนิค capillary 

electrophoresis (CE) (Barron และ คณะ, 2001; Pin  ero และ คณะ, 2012) ซึ่งเทคนิคเหล่านี้มี
ข้อดีคือ เป็นเทคนิคที่มีความไวและความแม่นย าในการตรวจวิเคราะห์สูง แต่ก็มีข้อเสียเช่นกัน คือ 
เครื่องมือมีราคาแพง, ใช้เวลาในการวิเคราะห์ตัวอย่างแต่ละตัวอย่างค่อนข้างนาน ท าให้ค่าใช้จ่ายสูง 
และมีความจ าเป็นต้องอาศัยผู้ช านาญในการวิเคราะห์ ท าให้วิธีนี้ไม่เหมาะส าหรับการตรวจคัดกรอง
ตัวอย่างจ านวนมาก 

 
             2.1.3.2 การตรวจวิเคราะห์ CPFX ด้วยวิธีทางอิมมูโนวิทยา 

   จากข้อจ ากัดของการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมีดังที่กล่าวมาข้างต้น จึงได้มี
การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารตกค้างในตัวอย่าง โดยวิธีทางด้านภูมิคุ้มกันวิทยา 
(immunological method) คือ เทคนิคเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์แอสเสย์ (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay, ELISA) เป็นเทคนิคท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูง โดยอาศัยหลักการจับ
กันอย่างจ าเพาะระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน ร่วมกับการท างานของเอนไซม์ (Dzantiev และ 
คณะ, 2014) สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้หลายตัวอย่างในการทดสอบเพียงครั้งเดียว ค่าใช้จ่ายต่อ
ตัวอย่างต่ ากว่าวิธีทางเคมี และท าได้ในเวลาที่รวดเร็ว ไม่ต้องอาศัยผู้ช านาญการท าการวิเคราะห์
เหมือนวิธีทางเคมี 
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     2.1.4 เทคนิคเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอร์เบนต์แอสเสย์ (Enzyme- Linked Immunosorbent 

Assay, ELISA)  

ELISA เป็นเทคนิคที่อาศัยการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ใช้ในการ
ตรวจหาแอนติบอดีในเซรั่ม หรือการตรวจหาการตกค้างของสารต่างๆ ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เอนไซม์มา
เชื่อมต่อหรือติดฉลากกับแอนติเจนหรือแอนติบอดี เมื่อเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดี 
ท าการตรวจหา Antigen-Antibody complex ที่เกิดขึ้นโดยให้ท าปฏิกิริยากับสับเสตรต ของเอนไซม์
ที่ใช้ เมื่อสับสเตรท ถูกย่อยจะได้สารที่มีสีเกิดขึ้นสามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าหรือท าการวัดความเข้ม
ของสีด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยความเข้มของสีที่เกิดขึ้นจะสัมพันธ์กับปริมาณแอนติบอดี
หรือแอนติเจนที่ตรวจหา (Wild, 2001) กลไกการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี  
แบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ competitive ELISA และ non competitive ELISA 
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             2.1.4.1 Non competitive ELISA  

การทดสอบนี้สามารถใช้ตรวจสอบหาแอนติบอดีและแอนติเจน โดยอาจแบ่งได้

เป็น ประเภทหลัก คือ 

 ก. Direct ELISA  

     เริ่มต้นด้วยการเคลือบจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมด้วยแอนติบอดีที่

จ าเพาะต่อแอนติเจนที่ต้องการตรวจหา เมื่อใส่แอนติเจนในรูปอิสระ แอนติเจนจะจับกับแอนติบอดี

ดังกล่าว จากนั้นล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาออก แล้วจึงเติมแอนติบอดี ซึ่งมีความจ าเพาะต่อแอนติเจน

ในรูปอิสระและติดฉลากด้วยเอนไซม์ลงไปในปริมาณที่มากพอ ซึ่งจะไปท าปฏิกิริยากับแอนติเจนที่จับ

กับแอนติบอดีตัวแรก จากนั้นล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรทของเอนไซม์ แล้วน าไปวัด

ปริมาณสีที่เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลงสีของสับสเตรท จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณของแอนติเจน

ในตัวอย่างที่ตรวจสอบ อาจเรียกวิธีนี้ว่า sandwich ELISA (Gan และ Patel, 2013; Kuang และ 

คณะ, 2013) (รูปที่ 2.4 ) 

 

 
เคลือบพื้นผิวด้วย      เติมตัวอย่าง          เติมแอนติบอดี       เติมสับสเตรท           หยุดปฏิกิริยา 

  แอนติบอดี           ที่มีแอนติเจน        ตัวที่สองติดฉลาก 

              ด้วยเอนไซม์ 

 

รูปที่ 2. 4 หลักการของ Direct ELISA  
ที่มา: (Gan และ Patel, 2013; Kuang และ คณะ, 2013) 

 

หมายเหตุ:         คือ แอนติบอดี,      คือ แอนติเจน ,           คือ แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์,           

คือ สับสเตรท 
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            ข. Indirect ELISA 
          ส าหรับวิธี ELISA ที่นิยมใช้ในการตรวจหาแอนติบอดี ได้แก่วิธี Indirect 

ELISA  ซึ่งมีหลักการคือ ให้แอนติบอดีที่ต้องการตรวจหาท าปฏิกิริยากับแอนติเจนที่เคลือบบน solid 
phase ล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาออก จากนั้นเติม anti-immunoglobulin ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ 
จากนั้นล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาออกแล้วจึงเติมสับสเตรท โดยความเข้มของสีที่เกิดขึ้นจะแปรผันตาม
ปริมาณของแอนติบอดีในสิ่งส่งตรวจ (Gan และ Patel, 2013) (รูปที่ 2.5 )  

 

 
เคลือบพื้นผิวด้วย       เติมตัวอย่าง         เติมแอนติบอดี       เติมสับสเตรท          หยุดปฏิกิริยา 

แอนติเจนที่เชื่อม     ที่มีแอนติบอดี        ตัวที่สองติดฉลาก 

ต่อกับโปรตีนพาหะ             ด้วยเอนไซม์ 

 

รูปที่ 2. 5 หลักการของ Indirect ELISA  
ที่มา: Gan และPatel (2013) 

 
 

หมายเหตุ:             คือ แอนติเจนที่เชื่อต่อกับโปรตีน,           คือ แอนติบอดี,       คือ แอนติบอดี

ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม,์             คือ สับสเตรท 
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             2.1.4.2 Competitive ELISA  

       เป็นวิธีการตรวจสอบที่ใช้ส าหรับการตรวจหาแอนติเจนในรูปอิสระ โดยอาศัย

แอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์มาใช้ในการตรวจสอบ 

ก. ใช้แอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (Direct competitive ELISA, dcELISA) 

    เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยแอนติบอดี เติม
แอนติเจนที่เชื่อมต่อกับเอนไซม์พร้อมกับตัวอย่างท่ีต้องการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน ซึ่งจ าเพาะ
กับแอนติบอดีที่เคลือบอยู่ แอนติเจนในตัวอย่าง (รูปอิสระ) จะแย่งจับแอนติบอดี ท าให้แอนติเจนที่
เชื่อมต่อกับเอนไซม์จับแอนติบอดีได้น้อยลง เมื่อล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาออกและเติมสับสเตรทของ
เอนไซม์ แล้วน าไปวัดปริมาณสีที่เกิดข้ึน ความเข้มของสีของสับสเตรทที่ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ 
จะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอย่าง (Y. Zhang และ คณะ, 2013)  (รูปที่ 2.6) 

 

 
เคลือบพืน้ผิวด้วย                   เติมตัวอย่าง                   เติมสับสเตรท             หยุดปฏิกิริยา 

  แอนติบอดี                       ที่มีแอนติเจนท่ี 

      ติดฉลากด้วยเอนไซม์ 

 

รูปที่ 2. 6 หลักการของ Direct competitive ELISA (dcELISA)  
ที่มา: Y. Zhang และ คณะ (2013) 

 
หมายเหตุ:         คือ แอนติบอดี,        คือ แอนติเจน ,           คือ แอนติเจนที่ติดฉลากด้วย

เอนไซม์,           คือ สับสเตรท 
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ข. ใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยไบโอติน  

(Direct competitive ELISA, dcELISA-SV) 

เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยแอนติเจนที่เชื่อมต่อ

กับโปรตีนพาหะ เติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยไบโอตินซึ่งจ าเพาะกับแอนติเจนที่เคลือบอยู่พร้อมกับ

ตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน ซึ่งจ าเพาะกับแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยไบโอติน 

แอนติเจนในตัวอย่างจะแย่งจับแอนติบอดี ท าให้แอนติเจนที่เคลือบอยู่ถูกจับกับแอนติบอดีได้น้อยลง 

จากนั้นใส่ streptavidin ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ เพ่ือให้ streptavidin จะเข้าจับกับไบโอติน (อาศัย

การจับกับระหว่าง streptavidin กับไบโอติน) ล้างส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรทของ

เอนไซม์ แล้วน าไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น ความเข้มของสีของสับสเตรทที่ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์จะ

แปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอย่าง (Lakshmipriya และ คณะ, 2016)   

(รูปที่ 2.7)  

 

 
เคลือบพื้นผิวด้วย        เติมตัวอย่าง เติม streptavidin       เติมสับสเตรท      หยุดปฏิกิริยา 

แอนติเจนที่เชื่อม        ที่มีแอนติเจน  ที่ติดฉลากด้วย 

ต่อกับโปรตีนพาหะ     ลงไปพร้อมกับ     เอนไซม์ 

         แอนติบอดีท่ีติด 

        ฉลากด้วยไบโอติน 

 

รูปที่ 2. 7 หลักการของ Direct competitive ELISA (dcELISA-SV) 
ที่มา: Lakshmipriya และ คณะ (2016) 

 

หมายเหตุ:             คือ แอนติเจนที่เชื่อต่อกับโปรตีน,         คือ แอนติบอดี,       คือ streptavidin 

ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์,         คือ แอนติเจน ,           คือ สับสเตรท 
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ค. ใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์  

(Indirect competitive ELISA, icELISA-GAM) 

           เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วยแอนติเจนที่เชื่อมต่อ
กับโปรตีนพาหะ เติมแอนติบอดีซึ่งจ าเพาะกับแอนติเจนที่เคลือบอยู่พร้อมกับตัวอย่างที่ต้องการ
ตรวจสอบหาปริมาณแอนติเจน ซึ่งจ าเพาะกับแอนติบอดีท่ีเติมไปพร้อมกัน แอนติเจนในตัวอย่าง  
(รูปอิสระ) จะแย่งจับแอนติบอดี ท าให้แอนติเจนที่เคลือบอยู่ถูกจับกับแอนติบอดีได้น้อยลง  เมื่อใส่
แอนติบอดีทุติยภูมิที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ซึ่งจ าเพาะกับแอนติบอดีที่ใส่ลงไปตัวแรก และล้างส่วนที่ 
ไม่ท าปฏิกิริยาออก เติมสับสเตรทของเอนไซม์ แล้วน าไปวัดปริมาณสีที่เกิดขึ้น ความเข้มของสีของ
สับสเตรทที่ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์จะแปรผกผันกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอย่าง  
(Hu และ คณะ, 2010) (รูปที่ 2.8) 
 

 
เคลือบพื้นผิวด้วย        เติมตัวอย่าง   เติมแอนติบอดี          เติมสับสเตรท       หยุดปฏิกิริยา 

แอนติเจนที่เชื่อม        ที่มีแอนติเจน ตัวที่สองติดฉลาก 

ต่อกับโปรตีนพาหะ     ลงไปพร้อมกับ   ด้วยเอนไซม์ 

            แอนติบอด ี

 

รูปที่ 2. 8 หลักการของ Indirect competitive ELISA (icELISA-GAM)  
ที่มา: Hu และ คณะ (2010) 

 

หมายเหตุ:             คือ แอนติเจนที่เชื่อต่อกับโปรตีน,         คือ แอนติบอดี,         คือ แอนติบอดี

ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์,         คือ แอนติเจน ,          คือ สับสเตรท 
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     2.1.5 องค์ประกอบที่ส าคัญของวิธี ELISA 

             2.1.5.1 แอนติบอดี (antibody, Ab) 

                       แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกบูลิน (immunoglobulin, Ig) เป็นไกลโคโปรตีนในระบบ
ภูมิคุ้มกันในร่างกายมนุษย์และสัตว์ชั้นสูง ซึ่งท าหน้าที่ตรวจจับและท าลายสิ่งแปลกปลอมซึ่งเรียกว่า 
แอนติเจน ที่เข้าสู่ในร่างกาย เช่น แบคทีเรีย ไวรัส เป็นต้น แอนติบอดีสร้างขึ้นจากเซลล์เม็ดเลือดขาว
ชนิด บี-ลิมโฟไซต์ พบได้ในกระแสเลือดหรือของเหลวในร่างกาย เมื่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด  
บี-ลิมโฟไซต์ได้รับการกระตุ้นจากแอนติเจน จะมีการแบ่งเซลล์กลายเป็นเซลล์ที่มีหน้าที่หลักในการ
สร้างแอนติบอดีเพ่ือท าลายแอนติเจน เรียกว่า เซลล์พลาสมา โดยแอนติบอดีแต่ละชนิดที่ถูกผลิต
ออกมาจะมีคุณสมบัติในการจดจ าแอนติเจนที่จ าเพาะของมัน โดยจะเข้าจับที่บริเวณ อิพิโทป 
(epitope) ของแอนติเจน ท าให้เกิดการรวมตัวกันของโปรตีนและถูกก าจัดออกจากร่างกาย  
       โครงสร้างโมเลกุลของแอนติบอดีอยู่ในรูปตัววาย (Y shape) ดังรูปที่ 2.9
ประกอบด้วยสายพอลิเปปไทด์ (polypeptide) 4 สาย คือ ส่วนที่มีน้ าหนักโมเลกุลมากเรียกว่า 
Heavy (H) chain 2 สาย เป็นส่วนที่ใช้ในการแบ่งไอโซไทป์ของแอนติบอดีโดยอาศัยความแตกต่าง
ของ H chain ซึ่งมีอยู่ 5 ไอโซไทป์ ได้แก่ IgG, IgA, IgM, IgD และ IgE และส่วนที่มีน้ าหนักโมเลกุลเบา
เรียกว่า Light (L) chain 2 สาย แต่ละสายเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) ซึ่งมี
กรดอะมิโนล าดับที่ 1-100 ตัวแรกจากปลาย N (N-terminal) เป็นโดเมนแรกจะมีการเปลี่ยนแปลง
ของล าดับกรดอะมิโนสูงมาก จึงเรียกส่วนนี้ว่า บริเวณแปรปรวน (Variable region) ซึ่งแตกต่างกันใน
แอนติบอดีแต่ละชนิด เป็นบริเวณที่จับแอนติเจน (antigen binding site) ส่วนบริเวณข้อพับที่
เรียกว่า hinge region อยู่ตรงกลางของ H-chain ซึ่ง hinge region จะเป็นบริเวณที่มีการยืดหยุ่น 
ท าให้แขนทั้งสองข้างของแอนติบอดียืดห่างออกจากกันเพ่ือช่วยในการจับแอนติเจนได้ดี และ
ส่วนประกอบที่ส าคัญสุดท้ายคือ บริเวณส่วนโคนของแอนติบอดี เป็นส่วนที่มีการเปลี่ยนแปลงของ
กรดอะมิโนน้อยมาก เรียกบริเวณส่วนโคนนี้ว่า constant domains  
(Edelman, 1973; Nisonoff และ คณะ, 1975) 
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รูปที่ 2. 9 โครงสร้างพื้นฐานของแอนติบอดี 
ที่มา: Wongtangprasert (2012) ดัดแปลงจาก Luttmann และ คณะ (2006) 

 
             2.1.5.2  โมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) 

                            แอนติบอดี แบ่งเป็น 2 ชนิด คือ พอลิโคลนอลแอนติบอดี (PAb) และ MAb 
ซึ่ง PAb ก็คือ MAb หลายๆ ชนิดรวมกันนั่นเอง ส่วน MAb นั้น คือ แอนติบอดีที่สร้างจากกลุ่มเซลล์
พลาสมาที่ก าเนิดมาจาก บี ลิมโฟไซต์เซลล์เดียว ท าให้ทุกโมเลกุลของแอนติบอดีที่สร้างขึ้นมาได้มี
คุณสมบัติทั้งด้านองค์ประกอบของอิมมูโนโกลบูลินและด้านความจ าเพาะต่อเอพิโทปของแอนติเจนที่
เหมือนกันทุกประการ (Singh และ คณะ, 2014) ความแตกต่างระหว่าง PAb และ MAb   
ดังตารางที ่2.2 
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ตารางที่ 2. 2 การเปรียบเทียบคุณสมบัติและข้อจ ากัดในการผลิตระหว่างพอลิโคลนอลแอนติบอดี 
และโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

คุณสมบัติ พอลิโคลนอลแอนติบอดี โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

ความจ าเพาะ (Specificity) 
ความจ าเพาะไม่สูง 

มักพบปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม 

มีความจ าเพาะสูง 
มีความคงที่เป็นมาตรฐาน

เดียว 

สัมพรรคภาพ (Affinity) 
จับได้หลายอิพิโทปต่อ

แอนติเจน 
จับได้เพียงอิพิโทปเดียว 

ปริมาณแอนติบอดีที่ผลิตได้ 
ประมาณ 100 มิลลิลิตร จาก

ซีรัมกระต่าย 
ปริมาณไม่จ ากัด 

การปนเปื้อนของแอนติบอดี
ชนิดอื่น 

อาจสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ 
จะไม่พบในเซลล์เพาะเลี้ยง 
แต่อาจพบประมาณ 10 

เปอร์เซ็นต์ ในน้ าช่องท้อง 

ความบริสุทธิ์ของแอนติเจน 
ขึ้นอยู่กับแอนติเจนที่ใช้ในการ

กระตุ้นจึงจ าเป็นต้องท าให้
บริสุทธิ์ 

จ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวจึง ไม่
จ าเป็นต้องท าให้บริสุทธิ์ 

เวลาในการผลิต ระยะสั้น ไม่เกิน 6 สัปดาห์ ระยะยาว อย่างน้อย 4 เดือน 

ข้อดี ต้นทุนต่ า ง่ายต่อการผลิต 
มีความจ าเพาะสูง 

ผลิตได้ไม่จ ากัด 

ข้อเสีย 
คุณภาพแอนติบอดีในแต่ละ

ครั้งไม่เหมือนกัน 
เสียเวลาในการผลิตมาก 

ต้นทุนสูง 
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2.1.5.2.1 การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยเทคนิค somatic hybridization 
        ในสภาวะปกติร่างกายจะมีเซลล์บี-ลิมโฟไซต์ หรือเซลล์พลาสมาท่ีสามารถ
ผลิต MAb ได้ แต่เมื่อน าเซลล์นั้นมาเลี้ยงนอกร่างกาย เซลล์ดังกล่าวจะแบ่งตัวได้ไม่ดีและตายในเวลา
อันสั้น ท าให้ไม่สามารถผลิต MAb ในหลอดทดลองได้ ในขณะเดียวกันมีเซลล์มะเร็งกลุ่มหนึ่งซึ่ง
ก าเนิดมาจากเซลล์พลาสมาเรียกว่า เซลล์มัยอีโลมา (myeloma) มีสมบัติสามารถแบ่งตัวและมีชีวิต
อยู่ได้ตลอดไป แต่เซลล์กลุ่มนี้ไม่สามารถผลิตแอนติบอดีได้ ในกระบวนการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดี โดยวิธี somatic hybridization แสดงดังรูปที่ 2.10 มีหลักการที่จะน าสมบัติของเซลล์ทั้ง
สองชนิดนี้มารวมไว้ในเซลล์เดียวกัน 
      ในปี 1975 Kohler และ Milstein ได้เป็นคนคิดค้นวิธีเตรียมเซลล์ให้
สามารถสร้างแอนติบอดีที่ก าหนดความจ าเพาะได้ และสามารถสร้างได้เป็นจ านวนมาก โดยอาศัย
หลักการของการหลอมรวมเซลล์ (cell fusion) หรือ somatic cell hybridization ระหว่าง 
บี-ลิมโฟไซต์ปกติ ซึ่งเป็นเซลล์สร้างแอนติบอดีกับเซลล์มัยอีโลมาหรือ plasmacytomas ซึ่งเป็น
เซลล์มะเร็งที่อาศัยสารที่ท าให้เกิดการรวมตัวของเซลล์ เช่น พอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethylene 
glycol, PEG) ผลที่ได้จากการหลอมรวมเซลล์ คือ เซลล์ลูกผสม (hybrid cell) ซึ่งสามารถสร้าง
แอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะตามท่ีต้องการและมีอายุที่ยืนยาวตามคุณสมบัติของเซลล์มัยอีโลมา  
ซึ่งเรียกเซลล์ดังกล่าวว่า ไฮบริโดมา (hybridoma) และเรียกแอนติบอดีที่ได้ว่า MAb นั่นเองเนื่องจาก 
MAb นี้จะสร้างจากเซลล์ที่ได้มาจากโคลนเดียวกัน และมีความจ าเพาะต่ออิพิโทปเดียวเท่านั้น 
(ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
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รูปที่ 2. 10 ขั้นตอนการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีในหนูทดลอง  
ที่มา: ไพศาล สิทธิกรกุล (2548) 

 
             2.1.5.3 แอนติเจน (antigen) 

     โดยปกติแล้ว เฮปเทน (hapten) หรือ แอนติเจนทีม่ีขนาดโมเลกุลเล็ก อาทิ เช่น 
สารเคมี ไม่สามารถยึดเกาะพ้ืนผิวจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุมซึ่งผลิตจาก polystyrene จึงต้อง
ท าการเชื่อมต่อโมเลกุลของแอนติเจนเข้ากับโปรตีนพาหะ เพ่ืออาศัยคุณสมบัติโมเลกุลของโปรตีนที่
สามารถยึดเกาะกับพ้ืนผิวของจานทดสอบ ELISA ด้วย noncovalent binding (Hofstetter และ 
คณะ, 1997) 

 

HGPRT+, TK+ 

เก็บเซลล์ไฮบริโดมาในไนโตรเจนเหลว 

แอนติเจน 

เซลล์ม้าม เซลล์มัยอีโลมา 

ไม่หลอมรวมกันหรือหลอมรวม
กันเอง 

ไม่หลอมรวมกันหรือหลอมรวมหลอมรวม
HGPRT+, TK+ HGPRT-, TK- 

ตาย ตาย เซลล์ไฮบริโดมา 

HAT media 

คัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาท่ีสร้าง
แอนติบอดี 

ท าเป็นเซลล์เดียว (Limiting dilution) 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ 

PEG, 
Fusion 

  

 
  

 
แอนติบอดี 
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             2.1.5.4 เอนไซม์ (Enzyme) 

   เทคนิค ELISA พัฒนามาจากเทคนิคที่ใช้สารรังสีไอโซโทปในการตรวจวิเคราะห์
หรือที่เรียกว่า Radioimmunoassay (RIA) โดยเทคนิคนี้ได้ใช้สารกัมมันภาพตรังสีซึ่งเป็นอันตราย  
จึงเปลี่ยนมาเป็นปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์และสับสเตรท ท าให้สารละลายเกิดสี จึงสามารถตรวจวัด
การจับกันอย่างจ าเพาะระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจนได้โดยการวัดความเข้มสีที่เกิดขึ้น โดยอ่าน
ค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance หรือ Optical density; OD) ดังนั้น เอนไซม์จึงถือว่าเป็น
สารส าคัญที่ใช้ในการตรวจวัดปฏิกิริยา เอนไซม์ที่นิยมใช้กันมากในชุดตรวจสอบ มี 2 ชนิด ได้แก่ 
Alkaline phosphatase (AP) และ Horseradish peroxidase (HRP) (Wild, 2001) 

    AP เป็นเอนไซม์ท่ีได้จากล าไส้ของวัว (bovine intestinal mucosa) หรือเตรียม
ได้จาก E.coli ที่ผ่านวิธีทางพันธุวิศวกรรม ซึ่งเอนไซม์นี้เป็นไกลโคโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ  
84 กิโลดาลตัน  ซึ่งท าหน้าที่คะตะไลซ์เกิดไฮโดรไลซิสของ phosphate ester บนสับสเตรท ท าให้มีสี
เกิดขึ้น ซึ่งโมเลกุลของ AP มีหมู่อะมิโนจ านวนมากส าหรับการเชื่อมต่อแอนติเจนหรือแอนติบอดี 
(Wild, 2001) 

              HRP เป็นเอนไซม์ท่ีได้จากส่วนรากของต้นหัวไชเท้า หรือ horseradish 
( Amoracia rusticana) ซึ่งเอนไซม์นี้เป็นไกลโคโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 44 กิโลดาลตัน 
เอนไซม์จะถูกออกซิไดส์ด้วย hydrogen peroxide เกิดเป็น oxidized horseradish peroxidase 
ซึ่งสามารถออกซิไดส์สับสเตรทที่เหมาะสมท าให้มีสีที่เปลี่ยนไป ซึ่งการเชื่อมต่อหรือติดฉลากเอนไซม์ 
HRP เข้ากับแอนติเจนหรือแอนติบอดีได้โดยอาศัยกรดอะมิโน lysine 4 ตัวที่อยู่ในโมเลกุลของ
เอนไซม์ (Wild, 2001) 

   นอกจากการตรวจสอบโดยอาศัยปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรทแล้ว  
ยังสามารถอาศัยการจับกันระหว่าง biotin และ streptavidin เพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
ตรวจวัดสัญญาณ โดยระบบของ biotin/streptavidin นี้ สามารถเพ่ิมความแรงของสัญญาณ 
ให้ชุดตรวจสอบมีความไว (Sensitivity) สูงขึ้น เนื่องจาก streptavidin 1 โมเลกุลสามารถจับกับ
โมเลกุลของ biotin ได้ถึง 4 โมเลกุล (Wild, 2001) 
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             2.1.5.5 สับสเตรท (Substrate)  

     เนื่องจาก เทคนิค ELISA เป็นการตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่างแอนติบอดี
กับแอนติเจนที่มีการติดฉลากด้วยเอนไซม์ จึงต้องใช้สับสเตรทเป็นตัววัด และการเลือกใช้สับสเตรทขึ้น
อยู่กับชนิดของกับเอนไซม์ที่ใช้ ซึ่งวิธีที่ใช้ในการตรวจวัดของเทคนิค ELISA คือ Colorimetry, 
Fluorometry และ Chemiluminescence วิธีการตรวจวัดที่เป็นที่นิยมที่สุดคือ Colorimetry  

     Colorimetry เป็นการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดหลังจากการท าปฏิกิริยา
ระหว่างสับสเตรทกับเอนไซม์ ซึ่งเอนไซม์แต่ละตัวเมื่อท าปฏิกิริยากับสับสเตรทจะให้ผลิตภัณฑ์ที่มีสี
ต่างกัน ท าให้การอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแตกต่างกัน (Wild, 2001) เช่น  
                          ก. เอนไซม์ AP สามารถเลือกใช้สับสเตรทได้ดังนี ้

         - PNP (p-nitrophenyl phosphate) อ่านผลค่าการดูดกลืนแสง  
ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

         - 1NP (1-napthyl phosphate) อ่านผลค่าการดูดกลืนแสง  
ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

         - PMP (Phenolphthalein monophosphate) อ่านผลค่าการดูดกลืนแสง  
ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 

      ข. เอนไซม์ HRP สามารถเลือกใช้สับสเตรทได้ดังนี ้
           -  OPD (O-Phenylenediamine) เปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีน้ าตาล  

จึงสามารถอ่านผลค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
                                 -  ATBS (2,2’-azino-di-(3-ethylbenthiazoline-6-sulfonate  
เปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีเขียวจึงสามารถอ่านผลค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 

  - TMB (3’3,5,5’-tetramethylbenzidine) เปลี่ยนจากไม่มีสีเป็น 
สีเหลือง จึงสามารถอ่านผลค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
    
             2.1.5.6 พ้ืนที่ผิวส าหรับการยึดตรึง (Solid support) 

    ในขั้นตอนแรกของเทคนิค ELISA จะต้องมีการยึดตรึงหรือเคลือบแอนติเจนหรือ
แอนติบอดเีข้ากับพื้นผิวจานทดสอบก่อน เรียกขั้นตอนแรกนี้ว่า coating หรือ immobilization  
ซึ่งปัจจุบันใช้จานทดสอบชนิด 96 หลุม (96-well-plate) ท าจากพลาสติกชนิด polystyrene เป็น 
ออร์แกนิกพอลิเมอร์ที่มีคุณสมบัติการโปร่งแสงที่ดีช่วยให้เครื่อง spectrophotometer สามารถอ่าน
ค่าการดูดกลืนแสงได้สะดวก และท่ีส าคัญคือ ออร์แกนิกพอลิเมอร์นี้ มี hydrophobic surface  



 
 

 

23 

ที่สามารถจับกับแอนติเจนและแอนติบอดีได้ดีด้วย noncovalent binding ท าให้การเคลือบ
แอนติเจนหรือแอนติบอดีนั้นเป็นเนื้อเดียวตลอดพ้ืนและไม่หลุดออกมาง่ายๆ ในระหว่างขั้นตอนการ
ล้างและการท าปฏิกิริยา (Hofstetter และ คณะ, 1997) 
 
2.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 CPFX เป็นสารปฏิชีวนะที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในด้านปศุสัตว์และการประมง และ
เนื่องจากมีการใช้ในปริมาณที่มาก ท าให้มีการตกค้างในผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสัตว์ ส่งผลต่อสุขภาพของ
ผู้บริโภค และอาจเป็นสาเหตุก่อให้เกิดการดื้อยาของแบคทีเรียก่อโรค จึงมีการก าหนดค่า MRL โดย 
EU ด้วยเหตุนี้จึงมีรายงานการตรวจหา CPFX ที่ตกค้างในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสัตว์  
ด้วยวิธีต่างๆ ดังนี้ 

ปี 2010 Yuan และคณะ  ท าการเปรียบเทียบการตรวจวัดสาร CPFX ที่ตกค้างในตัวอย่าง
เนื้อหมู CPFX โดยใช้วิธีทางเคมี คือ HPLC กับวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา คือ ELISA ด้วยวิธี Indirect 
competitive ELISA (icELISA-GAM) พบว่า ค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD) ด้วยวิธี HPLC 
และ ELISA  เท่ากับ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.32 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งจะเห็นว่า 
วิธี ELISA ให้ความไวสูงกว่าวิธี HPLC ตามล าดับ จากนั้นท าการหาช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสมในการ
ท ากราฟมาตรฐานส าหรับการตรวจวัด CPFX ในตัวอย่างน้ านม พบว่า วิธี HPLC และ ELISA  ได้ค่า
ความเข้มข้นในช่วง 10 ถึง 5,120 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.32-5,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ เมื่อท าการตรวจสอบ CPFX ในเนื้อหมู เพ่ือเปรียบเทียบความถูกต้องและความแม่นย าของ
ทั้ง 2 วิธี พบว่าวิธี HPLC ให้ค่าความถูกต้องซึ่งแสดงในรูปของร้อยละของการน ากลับ (% recovery, 
RV) อยู่ในช่วง 75.73 ถึง 85.98 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าความแม่นย าซึ่งแสดงในรูปของร้อยละของ
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวน  (% Coefficient of variation, CV) อยู่ในช่วง 5.49 ถึง 9.62 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนวิธี ELISA ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ RV อยู่ในช่วง 48.32 ถึง 75.58 เปอร์เซ็นต์ และ 
เปอร์เซ็นต์ CV อยู่ในช่วง 4.83 ถึง 7.50 เปอร์เซ็นต ์

ปี 2010 Huang และคณะ มีการใช้กระต่ายในการผลิต MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX เพ่ือใช้
ส าหรับตรวจ CPFX ที่ตกค้างในน้ านม เมื่อตรวจสอบความสามารถของ MAb ที่ผลิตได้ ด้วยวิธี 
Indirect competitive ELISA (icELISA-GAM) พบว่า ค่า LOD คือ 0.095 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ ค่า IC50 เท่ากับ 1.47 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นมีการวัดศึกษาหาความจ าเพาะ 
(Specificity) ของ MAb โดยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มฟลูออโรควิโน
โลน พบว่าไม่มีการท าปฏิกิริยาข้ามกับสารนอกกลุ่ม (%Cross reactivity <0.005) และมีการท า
ปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่มอยู่ในช่วง 11 ถึง 28.8 เปอร์เซ็นต์ (Enrofloxacin 28 เปอร์เซ็นต์, 



 
 

 

24 

Fleroxacin 22.6 เปอร์เซ็นต์, Pefloxacin 20.4 เปอร์เซ็นต์, Ofloxacin 13.1 เปอร์เซ็นต์ และ 
Norfloxacin 11 เปอร์เซ็นต์) จากนั้นท าการหาช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสมในการท ากราฟมาตรฐาน
ส าหรับการตรวจวัด CPFX ในตัวอย่างน้ านม ได้ค่าความเข้มข้นในช่วง 0.19 ถึง 10 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์ recovery (%RV) อยู่ในช่วง 63 ถึง 84.6 เปอร์เซ็นต์ และ เปอร์เซ็นต์ 
Coefficient of variation (%CV) อยู่ในช่วง 6.26 ถึง 12.2 เปอร์เซ็นต์  
 ปี 2010 Hu และคณะ มีการใช้หนูในการผลิต MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX เพ่ือใช้ส าหรับตรวจ 
CPFX และ Enrofloxacin (ENR) ที่ตกค้างในน้ านม เมื่อตรวจสอบความสามารถของ MAb ที่ผลิตได้ 
ด้วยวิธี Indirect competitive ELISA (icELISA-GAM) พบว่า ค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ คือ 
45.25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร, ค่า IC50 เท่ากับ 245.86 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งให้ค่าใกล้เคียงกับค่า 
IC50 ของ ENR เท่ากับ 290.61 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นมีการวัดศึกษาหาความจ าเพาะ 
(Specificity) ของ MAb โดยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มฟลูออโรควิโน
โลน พบว่าไม่มีการท าปฏิกิริยาข้ามกับสารนอกกลุ่มและสารในกลุ่ม (%Cross reactivity <0.01) 
ยกเว้นเอนโรฟลอกซาซิน (Enrofloxacin, ENR) เปอร์เซ็นต์ Cross reactivity เท่ากับ  
84.6 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจาก ENR เป็นสารในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลนที่มีโครงสร้างคล้ายกับ CPFX และ
เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาข้ามระหว่าง MAb กับ ENR ค่อนข้างสูง คณะผู้จัดท าจึงใช้ MAb ใน
งานวิจัยนี้ตรวจสอบทั้ง CPFX และ ENR ในตัวอย่างสัตว์น้ า เช่น ปลานิล ปู เต่า ปลาทับทิม และกุ้ง
ขาว โดยให้ค่าเปอร์เซ็นต์ recovery (%RV) อยู่ในช่วง 80 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ และ เปอร์เซ็นต์ 
Coefficient of variation (%CV) ต่ ากว่า 8 เปอร์เซ็นต์  
 ปัจจุบันได้มีชุดตรวจสอบ CPFX มากมายจากหลายบริษัททั่วโลก ยกตัวอย่าง เช่น ชุด
ตรวจสอบจากบริษัท Cusabio biotech จ ากัด (Cusabio biotech CO.,Ltd.) ชื่อชุดตรวจสอบ 
Ciprofloxacin (CPFX) ELISA Kit หมายเลข Catalog คือ CSB-E12034f เป็นชุดตรวจสอบที่ใช้วิธี 
ELISA รูปแบบ dcELISA (ใช้แอนติเจนติดฉลากด้วยเอนไซม์) ระบุค่า LOD เท่ากับ 1.95 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร สามารถใช้ตรวจสอบCPFX ที่ตกค้างใน นม เนื้อวัว เนื้อหมู เนื้อไก่ เนื้อปลา และเนื้อกุ้ง 
 ปี 2554 ภาคภูมิ นันทนิตย์วรกุล ได้ท าการผลิต MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX จากหนู ได้เซลล์
ไฮบริโดมารหัสโคลน 11-5A-B3 ที่สามารถผลิต MAb ได้ และเมื่อศึกษาคุณสมบัติ พบว่า MAb ที่ได้มี
ไอโซไทป์ IgG1 มีค่า IC50 เท่ากับ 0.054 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า LOD เท่ากับ  
0.0008 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อท าการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้าม พบว่า การท าปฏิกิริยาข้าม 
กับสารภายในกลุ่มต่ ากว่า 0.5 เปอร์เซ็นต ์และไม่มีการท าปฏิกิริยากับสารนอกกลุ่ม 
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บทที่ 3  
อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์ แหล่งที่มา 

1. เครื่องมือ                      

กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ (Inverted 
microscope) รุ่น TMS 

บริษัท Nikon Corporation, Japan 

คอลัมน์ Hitrap Protein G Sepharose  บริษัท GE Healthcare, Sweden 

เครื่องกวนแม่เหล็ก (Hot plate magnetic 
stirrer) 

บริษัท Corning, USA 

เครื่องชั่ง (Electronic balance) รุ่น PG 
4002-s และ รุ่น AG204 

บริษัท Mettle Toledo Co., Ltd., 
Switzerland 

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Multi-
detection microplate reader ) รุ่น 
synergy tm HT 

บริษัท BIO-TEK Instrument, Inc, USA 

เครื่องวัดความเป็นกรดเบส (pH meter) รุ่น 
Seveneasy 

บริษัท Mettle Toledo Co., Ltd., 
Switzerland 

เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ (Top bench 
centrifuge)  
รุ่น MSE minor 35 

บริษัท M.S.E. LTD, England 

เครื่อง Affinity Chromatography 
(AKTATM Start) 

บริษัท GE Healthcare, Sweden 

จานทดสอบ ELISA 96 หลุม (Ninety-six-
well ELISA) 

บริษัท Corning, USA 

ตู้บ่มบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ บริษัท Yamato Scientific Co., Ltd., 
Japan 

ตู้ปลอดเชื้อ (Iaminar flow) ISSCO รุ่น HS- บริษัท International Scientific Supply 
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124 Co., Ltd., Thailand 

ปิเปตอัตโนมัติ บริษัท Gilson, France 

อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น 
WB7 

บริษัท Memmert, Germany 

2. อุปกรณ์ต่างๆ 

กระบอกฉีดยาขนาด 1และ 5 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, Thailand 

ขวดแก้ว บริษัท Boro, Germany 

ขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร บริษัท Nunc, Denmark 

จานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม บริษัท Nunc, Denmark 

ปิเปตแก้ว ขนาด 10 มิลลิลิตร บริษัท HBG, Germany 

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, USA 

หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร บริษัท Nunc, Denmark 

3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

สารเคมี แหล่งที่มา 

Acetic acid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Albumin, from bovie serum (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Albumin, from chicken egg white 
(OVA) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, Illinois 

Biotinamidohexanoic acid N-
hydroxysuccinimide ester 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Ciprofloxacin hydrochloride 
monohydrate 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Citric acid,trisodium salt dihydrate Acros Oranics BVBA ,Belgium 

Dimethylformamide (DMF) Merck, Darmstadt, Germany 

Dimethylsulfoxide (DMSO) Merck, Darmstadt, Germany 

Di-sodium hydrogen phosphate 
(Na2HPO4) 

Merck, Darmstadt, Germany 
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Enoxacin sigma aldrich,USA 

Ethanol Merck, Darmstadt, Germany 

Fetal bovine serum Biochrom, Berlin, Germany 

Furazolidone sigma aldrich,USA 

Goat anti mouse IgG (GAM) Jackson Immuno, West Grove, 
Pennsylvania 
 

Goat anti mouse IgG-Horseradish 
peroxidase conjugate (GAM-HRP) 

Jackson Immuno, West Grove, 
Pennsylvania 

Hydrochoric acid (HCl) Merck, Darmstadt, Germany 

30% Hydrogen peroxide (H2O2) Merck, Darmstadt, Germany 

ISF-1 medium  Biochrom, Berlin, Germany 

Methanol Merck, Darmstadt, Germany 

Nitrofurantoin sigma aldrich,USA 

Norfloxacin sigma aldrich,USA 

Ofloxacin sigma aldrich,USA 

Peroxidase from horseradish Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

RPMI 1640 medium Biochrom, Berlin, Germany 

Sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Sodium carbonate (Na2CO3) Merck, Darmstadt, Germany 

Sodium chloride (NaCl) Merck, Darmstadt, Germany 

Sodium dihydrogen phosphate 
(NaH2PO4) 

Carlo Erba, Milan, Italy 

Sodium hydroxide (NaOH) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri 

Streptavidin hoseradish peroxidase 
conjugate 

Invitrogen, Carlsbad, California 

Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Darmstadt, Germany 
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Tetracycline hydrochloride sigma aldrich,USA 

3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB)  sigma aldrich,USA 

Thimerosal sigma aldrich,USA 

 
3.3 เซลล์ที่เลือกใช้ 

     เซลล์ไฮบริโดมารหัสโคลน 11-5A-B3  
โดยสถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ 
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3.4 ขั้นตอนการวิจัย 

     3.4.1 การเชื่อมต่อสารซิโพรฟลอกซาซินกับโปรตีนพาหะ  

          3.4.1.1 การเชื่อมต่อสารซิโพรฟลอกซาซินกับโอวัลบูมิน 

ท าการเชื่อมต่อ CFPX กับโปรตีนพาหะ คือ โอวัลบูมิน (ovalbumin, OVA)  
ด้วยวิธี Carbodimide active ester method วิธีนี้จะท าให้หมู่คาร์บอกซิลของ CPFX เชื่อมต่อกับ
หมู่อะมิโนของ OVA เริ่มขั้นตอนด้วยการน า CPFX 5 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 60 
ไมโครลิตร และ N-Hydroxysuccinimide (NHS) 10 มิลลิกรัม ละลายใน Dimethylformamide 
(DMF)  
100 ไมโครลิตร มาผสมกัน และค่อยๆ เติม N-(3-Dimethylaminopropyl)-n-ethylcarbodiimide 
hydrochloride (EDC) 30 มิลลิกรัม ละลายใน Dimethylformamide (DMF) 300 ไมโครลิตร 
พร้อมทั้งกวนเบาๆด้วยแท่งกวนแม่เหล็กที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นจึงค่อยๆหยด
สารละลาย OVA 10 มิลลิกรัม ที่ละลายอยู่ในน้ ากลั่นปริมาตร 2 มิลลิลิตร พร้อมทั้งกวนเบาๆที่
อุณหภูมิห้อง ทิ้งให้เกิดปฏิกิริยาข้ามคืน เพ่ือให้หมู่คาร์บอกซิลของ CPFX เชื่อมต่อกับหมู่อะมิโนของ 
OVA (รูปที่ 3.1) จากนั้นก าจัดสารขนาดเล็กที่ไม่ได้เกิดปฏิกิริยาเชื่อมต่อออกจากระบบ โดยการท า
ไดอะลิซิสในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน (PBS) ที่ pH 7.4 เปลี่ยนบัฟเฟอร์วันละ 2 ครั้ง เป็นเวลา 3 วัน 
จึงน าสารละลายส่วนใสที่ได้ไปหาปริมาณความเข้มข้น OVA ที่เชื่อมต่อกับ CPFX ด้วยวิธี BCA assay 
และหาอัตราส่วนของการเชื่อมต่อระหว่าง CPFX กับ OVA โดยการสแกนช่วงค่าการดูดกลืนแสงที่ 
200-400 nm จากนั้นน าสารละลายที่เตรียมได้แบ่งใส่หลอดเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส  
(Huang และ คณะ, 2010)   
 
 
 
 
รูปที่ 3. 1 การเชื่อมต่อ CPFX กับโปรตีนพาหะ OVA ด้วยวิธี Carbodimide active ester method  

ที่มา: Huang และ คณะ (2010) 
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          3.4.1.2 การวัดปริมาณโปรตีนที่เชื่อมต่อกับ CPFX โดยวิธี BCA assay 

หลังจากท าการเชื่อมต่อ CPFX กับ OVA แล้ว ท าการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน
โดยใช้ชุดทดสอบ BCA Protein assay kit จากบริษัท Pierce เริ่มจากท าการเจือจางโปรตีน
มาตรฐานโบวินซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin, BSA) ให้มีความเข้มข้น 0 ,0.1 ,0.2 ,0.4 
,0.8 และ 1.0 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเจือจางสารตัวอย่างในอัตราส่วน 1:2 ,1:4 และ 1:8 ด้วย 
PBS จากนั้นเตรียม working reagent ด้วยการผสมรีเอเจนต์ A กับ รีเอเจนต์ B ในอัตราส่วน 50:1 
ปริมาตรต่อปริมาตร เติมสารละลายโปรตีนมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นและสารตัวอย่างที่ถูกเจือจาง
ลงในจานทดสอบชนิด 96 หลุม หลุมละ 25 ไมโครลิตร เติม working reagent ลงไปในหลุมที่มี
โปรตีนมาตรฐานและสารตัวอย่าง หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันเบาๆ บ่มที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 
แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้เทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA เพ่ือค านวณหาปริมาณโปรตีน  

 
     3.4.2 การเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาเพ่ือเพ่ิมปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CPFX 

          3.4.2.1 การน าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเก็บอย่างถาวรมาเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมปริมาณโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ CPFX 

น าเซลล์ไฮบริโดมารหัสโคลน 11-5A-B3 ที่จ าเพาะต่อ CPFX (ภาคภูมิ, 2554)  
ออกจากไนโตรเจนเหลว มาบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เซลล์ที่แข็งตัวอยู่ละลาย เมื่อ
น้ ายาแช่แข็งในหลอดละลายหมด จึงถ่ายเซลล์ลงหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เพื่อล้างน้ ายาแช่แข็งออกจากเซลล์ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
5 นาที เพื่อให้เซลล์ตกตะกอน จากนั้นน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่มี 10 เปอร์เซ็นต์ 
Fetal bovine serum (FBS) โดยปริมาตร โดยเลี้ยงในตู้ เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ควบคุมระดับ
คาร์บอนไดออกไซด์ (Carbon dioxide, CO2) ที่ 5 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่อยๆ
ลดความเข้มข้นของ FBS ในอาหารเลี้ยงเซลล์RPMI 1640 จาก 10% FBS เหลือ 5% FBS เพ่ือปรับ
สภาพเซลล์ให้พร้อมที่จะเจริญเติบโตในอาหารที่ไม่มี FBS (Serum free media; SFM) จากนั้นจึง
ขยายพ้ืนที่การเลี้ยงโดยท าการย้ายเซลล์ลงขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 500 มิลลิลิตร เลี้ยง ในตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์ควบคุมระดับ CO2 ที่ 5 เปอร์เซนต์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-10 วัน จึงแบ่งใส่
หลอดน าไปปั่นเหวี่ยงให้เซลล์ตกตะกอนที่ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วแยกส่วน
ของเซลล์ที่ตกตะกอนทิ้งไป เก็บส่วนของอาหารเลี้ยงเซลล์เพ่ือน าไปท าให้บริสุทธิ์ต่อไป  
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          3.4.2.2 การแช่แข็งเซลล์ไฮบริโดมา 

น าเซลล์ไฮบริโดมาในช่วงที่เจริญเติบโตสูงที่สุด (log phase) มาปั่นเหวี่ยงให้เซลล์
ตกตะกอนที่ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ที่อยู่ด้านบน
ทิ้ง เติมน้ ายาแช่แข็งเซลล์ที่มี Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ขณะเย็น 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใช้ปิเปตเป่าขึ้นลงเบาๆจนเซลล์เข้ากันดีกับน้ ายาแช่แข็งเซลล์ ถ่ายเซลล์ลงใน
หลอดแช่แข็งขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปแช่ที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
จึงย้ายลงไปแช่ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  

 
          3.4.2.3 การทดสอบการสร้าง MAb จ าเพาะต่อ CPFX ด้วยวิธี Indirect competitive  

ELISA  

เนื่องจากเซลล์ไฮบริโดมาถูกเก็บแช่แข็งไว้อย่างถาวร เพ่ือเป็นการยืนยันว่า 
เซลล์ไฮบริโดมายังมีความสามารถในการผลิต MAb ดังนั้น หลังถูกน าออกมาเลี้ยงอีกครั้ง จึงต้องน า
อาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา มาตรวจสอบการสร้าง MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX-OVA และ CPFX ในรูป
อิสระ ด้วยวิธี Indirect competitive ELISA เริ่มจากการเคลือบหลุมของจาน 96 หลุมด้วย  
CPFX-OVA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS ที่มี 0.05 เปอร์เซ็นต์ Tween 20 (PBST)  
3 ครั้ง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม CPFX ในรูปอิสระท่ีความเข้มข้น  
0 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมอาหารที่ผ่านการเลี้ยง
เซลล์ไฮบริโดรมา ซึ่งถูกเจือจางด้วย PBS 1:5-1:5,120 เท่า ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่จ าเพาะ
ต่อแอนติบอดีของหนูที่มีเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) เชื่อมอยู่ (horseradish 
peroxidase-labelled goat anti-mouse IgG; GAM-HRP) ที่เจือจางด้วย PBS 1:10,000 เท่า ใน 
PBS ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
PBST 3 ครั้ง จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ ประกอบด้วย 3,3’,5,5’-
tetramethylbenzidine (TMB) และ hydrogen peroxide (H2O2) ละลายใน 205 mM 
potassium citrate buffer, pH 4.0 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M sulfuric acid (H2SO4) ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุด
ปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  
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     3.4.3 การท า MAb ให้บริสุทธิ์ 

          3.4.3.1 การท า MAb ให้บริสุทธิ์ด้วยวิธ ีprotein G affinity chromatography 

วิธีการท า MAb ให้บริสุทธิ์ ด้วยเครื่อง affinity chromatography (AKTA™ Start) 
เริ่มจากน าโปรตีน G เซฟาโรส (protein G sapharose) ที่บรรจุอยู่ในคอลัมน์ขนาด 5 มิลลิลิตร  
ชะด้วย 20 mM sodium phosphate buffer pH 7.0 และปรับอัตราการไหลให้เท่ากับ 1.0 
มิลลิลิตรต่อนาที เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี MAb (จากข้อ 3.3.2.1) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ลงไปใน
คอลัมน์โปรตีน G เซฟาโรส ท าการล้างโปรตีนที่ไม่จับกับโปรตีน G ในคอลัมน์ด้วย 20 mM sodium 
phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 10 เท่าของคอลัมน์ จึงท าการชะ MAb ที่จับกับโปรตีน G ด้วย 
0.1 M glycine-HCl buffer pH 2.7 ปริมาตร 6 เท่าของคอลัมน์ โดยเก็บสารละลายที่ออกมาจาก
คอลัมน์ปริมาตรแฟรคชั่นละ 1 มิลลิลิตร ซึ่งแต่ละแฟรคชั่นมี 1 M Tris-HCl buffer pH 9.0 ปริมาตร 
32 ไมโครลิตร ส าหรับปรับค่าความเป็นกรดเบสของสารละลายให้เป็นกลาง สารละลายแต่
ละแฟรคชั่นจะผ่านการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรจากเครื่อง จากนั้นท า
การตรวจทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA เพ่ือยืนยันว่าในแต่ละแฟรคชั่นมี MAb ที่มีความสามารถ 
ในการจับกับ CPFX ได้หรือไม ่หลังจากนั้นน าหลอดที่มี MAb มารวมกัน และน าไปหาปริมาณโปรตีน
ด้วยวิธี BCA assay ดังข้อ 3.3.1.2 โดยใช้ แอนติบอดี IgG เป็นโปรตีนมาตรฐานแทน BSA 

 
          3.4.3.2 การทดสอบความสามารถในการจับกับ CPFX ของ MAb ด้วยวิธี indirect ELISA 

ท าการทดสอบเพ่ือยืนยันว่าในแต่ละแฟรคชั่นมี MAb ที่ยังคงมีความสามารถในการ
จับกับ CPFX ได้หรือไม่ ด้วยวิธี indirect ELISA เริ่มจากการเคลือบหลุมของจาน 96 หลุมด้วย 
CPFX-OVA ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายนมพร่องมันเนย  
5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมแต่ละแฟรคชั่นที่ถูกเจือจางความเข้มข้น 1:500 เท่า ปริมาตรหลุมละ 100 
ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง  
เติม GAM-HRP ที่เจือจาง 1 : 10,000 ใน PBS ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรทของ
เอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer ที่ pH 4.0 
ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 
ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader  
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     3.4.4. การเตรียมชุดตรวจสอบ CPFX ด้วย ELISA ในรูปแบบต่างๆ  

เตรียมรูปแบบ ELISA 3 รูปแบบ ส าหรับตรวจหา CPFX ได้แก่  
- รูปแบบที่ 1. วิธีใช้แอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (CPFX-HRP) เรียกว่า  

Direct competitive ELISA (dcELISA)  
- รูปแบบที่ 2. วิธีใช้ streptavidin ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ ( SV-HRP) เรียกว่า  

Direct competitive ELISA (dcELISA-SV)  
- รูปแบบที่ 3. วิธีใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (GAM-HRP) เรียกว่า 

Indirect competitive ELISA (icELISA-GAM)  
 
          3.4.4.1. วิธีใช้แอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (dcELISA)  

                   3.4.4.1.1 การเชื่อมต่อ CPFX กับเอนไซม์ HRP 

เนื่องจากเอนไซม์ HRP เป็นโปรตีน จึงท าการเชื่อมต่อ CPFX กับเอนไซม์ 
HRP ด้วยวิธี Carbodimide active ester method เพ่ือให้หมู่คาร์บอกซิลของ CPFX เชื่อมต่อกับ
หมู่อะมิโนของ HRP (Huang และ คณะ, 2010) เช่นเดียวกับวิธีเชื่อมต่อ CPFX กับ OVA  
ดังข้อ 3.4.1.1  

 
                   3.4.4.1.2 การหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-HRP และ MAb ที่

เคลือบพ้ืนหลุม 

หลังจากท าการเชื่อมต่อ CPFX กับเอนไซม์ HRP แล้ว ท าการหาอัตราส่วน
ความเข้มข้นระหว่าง MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม กับ CPFX-HRP ที่ท าปฏิกิริยากันอย่างเหมาะสม ด้วยวิธี 
Direct ELISA (dELISA) เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย MAb ที่ความ
เข้มข้น 0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 0.64 และ 1.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100
ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม
สารละลายพร่องมันเนย 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม CPFX-HRP ที่ความเข้มข้น 0.125, 0.25, 
0.5, 1, 2 และ 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรทของ
เอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer ที่ pH 4.0 
ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 
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ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader จากนั้นเลือกอัตราส่วนความเข้มข้นของ 
CPFX-HRP และ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุมที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง 1 (OD ประมาณ 0.8-1.2) 
เพ่ือน ามาทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA ต่อไป (รูปที่ 3.2) 

 

 
 เคลือบพื้นผิว              เติม Skim milk        เติม CPFX-HRP          เติมสารละลาย          เติม 1 M H2SO4 

  ด้วย MAb                                                            สบัสเตรท            หยุดปฏิกิริยา 

                                

 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3. 2 แผนภาพแสดงขั้นตอนการหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสม 
ของ CPFX-HRP และ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม 

 
 
หมายเหตุ:          คือ แอนติบอดี,       คือ skim milk,        คือ CPFX-HRP,      คือ สับสเตรท 

 
 
 
 
 
 
 

         

 

วัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น  
450 นาโนเมตร 

 

 

เลือกอัตราส่วนความ
เข้มข้นของ CPFX-HRP 

และ MAb ค่า OD 
ประมาณ 0.8-1.2 

 
 

น าไปทดสอบหาความไว 
ของ ELISA รูปแบบ 

dcELISA ในข้อ 3.4.4.1.3 
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                   3.4.4.1.3 การทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA 

การทดสอบความไวของ ELISA นั้น เพ่ือให้เกิดการแย่งจับกับ MAb 
ระหว่าง CPFX ในรูปอิสระ และ CPFX-HRP โดยท าการเจือจาง CPFX ในรูปอิสระให้มีความเข้มข้น
ตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปทดสอบกับ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม และ CPFX-HRP ด้วยวิธี 
dcELISA ดังนี้  

เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย MAb ที่ความ
เข้มข้นเหมาะสมจากข้อ 3.4.4.1.2 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายพร่องมันเนย 5 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 
3 ครั้ง เติม CPFX ในรูปอิสระท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ  
50 ไมโครลิตร และ CPFX-HRP ที่ความเข้มข้นเหมาะสมจากข้อ 3.3.4.1.2 ปริมาตรหลุมละ  
50 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง 
จากนั้นเติมสารละลายสับสเตรท ของเอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM 
potassium citrate buffer ที่ pH 4.0 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้ว
น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader น าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ได้จากผล ELISA มาค านวณหาความไวโดยการสร้างกราฟ ให้แกน X คือ ลอการึทึมของ
ความเข้มข้นของ CPFX ในรูปแบบอิสระ และแกน Y คือ %B/B0 เมื่อ B คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก 
ELISA ที่มีแอนติเจนในรูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ ส่วน B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA 
ที่ไม่มีแอนติเจนในรูปแบบอิสระ ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism ver. 5.0 หาคู่ความ
เข้มข้นทีเ่หมาะสมระหว่าง CPFX-HRP และ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม ที่ให้ค่าความไวสูงที่สุดเพ่ือน าไป
เปรียบเทียบกับการทดสอบแบบอ่ืนต่อไป (รูปที่ 3.3) 
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เติม CPFX-HRP            เติมสารละลาย           เติม 1 M H2SO4 

                                                                 สับสเตรท             หยุดปฏิกิริยา 

  เคลือบพื้นผิว           เติม Skim milk  

   ด้วย MAb 

       

    

                         เติม CPFX-HRP            เติมสารละลาย          เติม 1 M H2SO4 

  พร้อมกับ                  สับสเตรท               หยุดปฏิกิริยา 

             CPFX ในรูปอิสระ          

                              

 

 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3.3 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA 
 
หมายเหตุ:          คือ แอนติบอดี,       คือ skim milk,        คือ CPFX รูปอิสระ ,        

คือ CPFX-HRP,         คือ สับสเตรท 

 

     * ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ คือ B0 เนื่องจากไมใ่ส่ CPFX ในรูปแบบอิสระ 
   ** ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ คือ B เนื่องจากใส่ CPFX ในรูปแบบอิสระท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

 
 

หาค่าความไวด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism ver. 5.0 

  

   

  

  

 
 

วัดค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร 

 

 

 
เปรียบเทียบค่าความ

ไวกับการทดสอบ 
ELISA รูปแบบอ่ืนๆ 

* 

 ** 

*, ** 
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            3.4.4.2 วิธีใช้แอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยไบโอติน (dcELISA-SV)  
                      3.4.4.2.1 การเชื่อมต่อระหว่าง MAb กับไบโอติน 
                การเชื่อมต่อ MAb กับ biotin เริ่มจากน า MAb 2 มิลลิกรัม  
(จากสารละลายเข้มข้น 2.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 750 ไมโครลิตร) มาท าไดอะลิซิสใน  
0.1M bicarbonate buffer ที่ pH 8.4 เมื่อเปลี่ยนบัฟเฟอร์ครบ 3 ครั้ง จึงท าการเชื่อมต่อกับ biotin 
โดยการเติม biotin 0.2 มิลลิกรัม (จากสารละลายเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร) เพ่ือให้ได้อัตราส่วนความเข้มข้นระหว่างไบโอตินกับแอนติบอดี เท่ากับ 1:10 (น้ าหนัก:
น้ าหนัก) กวนเบ่าๆที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นก าจัดสารขนาดเล็กที่ไม่ได้เกิดปฏิกิริยา
เชื่อมต่อออกจากระบบ โดยการท าไดอะลิซิสในPBS ที่ pH 7.4 ท าการเปลี่ยนบัฟเฟอร์ 3 ครั้ง  
น าสารละลายส่วนใสที่ได้ไปหาปริมาณความเข้มข้น MAb-biotin ด้วยวิธี BCA assay ดังข้อ 3.4.1.2  
 
                   3.4.4.2.2 การหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-OVA  

ที่เคลือบพ้ืนหลุม และ MAb-biotin  

ท าการหาอัตราส่วนความเข้มข้นระหว่าง CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม กับ 
MAb-biotin ที่ท าปฏิกิริยากันอย่างเหมาะสม ด้วยวิธี Direct ELISA (dELISA-SV) เริ่มจากการเคลือบ
พ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย CPFX-OVA ความเข้มข้น 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ  
1.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายพร่องมันเนย 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุม
ละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม 
MAb-biotin ที่ความเข้มข้น 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 0.64, 1.28 และ 2.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  ล้างด้วย 
PBST 3 ครั้ง เติม streptavidin-HRP (SV-HRP) ซึ่งจ าเพาะต่อ biotin ที่เจือจาง 1:4,000 ใน PBS 
ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้าง
ด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 
205 mM potassium citrate buffer, pH 4.0 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด  
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุด
ปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader จากนั้นเลือกอัตราส่วนของ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมและ MAb-biotin  
ที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง 1 (OD ประมาณ 0.8-1.2) จ านวน 3 คู่ เพ่ือน ามาทดสอบหาความไว
ของ ELISA รูปแบบ dcELISA-SV ต่อไป (รูปที่ 3.4) 
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 เคลือบพื้นผิว     เติม Skim milk         เติม           เติม SV-HRP       เติมสารละลาย           เติม  
     ด้วย                                  MAb-biotin                                สับสเตรท         1M H2SO4            
 CPFX-OVA                                          หยุดปฏิกิริยา 

                                
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3. 4 แผนภาพแสดงขั้นตอนการหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-OVA ที่เคลือบ

พ้ืนหลุม และ  MAb-biotin ด้วยวิธี direct ELISA (dcELISA-SV) 
 
หมายเหตุ:         คือ CPFX-OVA,       คือ skim milk,       คือ MAb-biotin,        คือ SV-HRP,        

คือ สับสเตรท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

วัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาว

คลื่น  
450 นาโนเมตร 

เลือกอัตราส่วนความ
เข้มข้นของ CPFX-OVA 
และ MAb-biotin ค่า 
OD ประมาณ 0.8-1.2 

 

น าไปทดสอบหาความไว 
ของ ELISA รูปแบบ 

dcELISA ในข้อ 3.4.4.2.3 
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                   3.4.4.2.3 การทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA-SV  

  การทดสอบความไวของ ELISA นั้น เพ่ือให้เกิดการแย่งจับกับ 
MAb-biotin ระหว่าง CPFX ในรูปอิสระ และ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม จึงท าการเจือจาง CPFX 
ในรูปอิสระให้มคีวามเข้มข้นตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปทดสอบกับ MAb-biotin  
และ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมด้วยวิธี dcELISA-SV ดังนี้  

  เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย  
CPFX-OVA ที่ความเข้มข้นเหมาะสมจากข้อ 3.4.4.2.2 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายพร่องมัน
เนย 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม CPFX ในรูปอิสระที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร และ MAb-biotin ที่ความเข้มข้นเหมาะสมจากข้อ 
3.4.4.3.2 ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม SV-HRP ซึ่งจ าเพาะต่อ biotin ที่ความเข้มข้น 1:4,000 ใน PBS ปริมาตร
หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย 
PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 
mM potassium citrate buffer ที่ pH 4.0 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด  
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ 
แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader น าค่า
การดูดกลืนแสงที่ได้จากผล ELISA มาค านวณหาความไวโดยการสร้างกราฟ ให้แกน X คือ ลอการึทึม
ของความเข้มข้นของ CPFX ในรูปแบบอิสระ และแกน Y คือ %B/B0 เมื่อ B คือ ค่าการดูดกลืนแสง
จาก ELISA ที่มีแอนติเจนในรูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ ส่วน B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก 
ELISA ที่ไม่มีแอนติเจนในรูปแบบอิสระ โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism ver. 5.0  
หาคูค่วามเข้มข้นทีเ่หมาะสมระหว่าง CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมและ MAb-biotin ที่ให้ค่าความไว
สูงที่สุดเพื่อน าไปเปรียบเทียบกับการทดสอบแบบอ่ืนต่อไป (รูปที่ 3.5) 
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            เติม MAb-biotin    เติม SV-HRP    เติมสารละลาย         เติม  
                                                             สับสเตรท  1 M H2SO4 
             หยุดปฏิกิริยา 
        
 

   
                                     เติม MAb-biotin     เติม SV-HRP     เติมสารละลาย         เติม 
               จากนั้นเติม                               สับสเตรท  1 M H2SO4 

     CPFX ในรูปอิสระ                                หยุดปฏิกิริยา 
 
                           
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3. 5 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA-SV 
 
หมายเหตุ:         คือ CPFX-OVA,       คือ skim milk,          คือ MAb-biotin,       คือ CPFX ใน 

รูปอิสระ,         คือ SV-HRP,        คือ สับสเตรท 
 
     * ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ คือ B0 เนื่องจากไมใ่ส่ CPFX ในรูปแบบอิสระ 
   **  ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ คือ B เนื่องจากใส่ CPFX ในรูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ 

เคลือบพื้นผิว 
ด้วย 

CPFX-OVA 

หาค่าความไวด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism ver. 5.0 

  

 

  

  

  

 

วัดค่าการ
ดูดกลืนแสง 

ที่ความยาวคลื่น 
450 นาโนเมตร 

 

 

เปรียบเทียบค่าความ
ไวกับการทดสอบ 
ELISA รูปแบบอ่ืนๆ 

* 

 ** 

*, ** 

 

 

 

เติม 

Skim milk 
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          3.4.4.3 วิธีใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (icELISA-GAM)  

                   3.4.4.3.1 การหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-OVA  

ที่เคลือบพ้ืนหลุม และ MAb 
ก่อนท าการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ icELISA-GAM ต้อง

ท าการหาอัตราส่วนความเข้มข้นระหว่าง MAb กับ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม ที่ท าปฏิกิริยากัน
อย่างเหมาะสมด้วยวิธี Indirect ELISA (iELISA-GAM) เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 
หลุม ด้วย CPFX-OVA ที่ความเข้มข้น 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 1.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร
หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 
3 ครั้ง เติมสารละลายพร่องมันเนย 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม MAb ที่ความเข้มข้น 0.08, 0.16, 
0.32, 0.64, 1.28 และ 2.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม GAM-HRP ที่เจือจาง 
1:10,000 ใน PBS ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายสับสเตรทของเอนไซม์ ประกอบด้วย TMB และ 
H2O2 ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer ที่ pH 4.0 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร 
บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือ
หยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader จากนั้นเลือกอัตราส่วนของ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมและ MAb ที่ให ้
ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง 1 (OD ประมาณ 0.8-1.2) เพ่ือน ามาทดสอบหาความไวของ ELISA  
ในรูปแบบ icELISA-GAM ต่อไป (รูปที่ 3.6) 
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เคลือบพ้ืนผิว   เติม Skim milk     เติม MAb       เติม GAM-HRP     เติมสารละลาย       เติม  
     ด้วย                      สับสเตรท       1M H2SO4      
CPFX-OVA                         หยุดปฏิกิริยา 
                                
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3. 6 แผนภาพแสดงขั้นตอนการหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-OVA ที่เคลือบ

พ้ืนหลุมและ MAb ด้วยวิธี Indirect ELISA (iELISA-GAM) 
 
 
หมายเหตุ:          คือ CPFX-OVA,       คือ skim milk,       คือ MAb,         คือ GAM-HRP,  

 คือ สับสเตรท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

วัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น  
450 นาโนเมตร 

เลือกอัตราส่วนความ
เข้มข้นของ CPFX-OVA 

และ MAb ค่า OD 
ประมาณ 0.8-1.2 

 

น าไปทดสอบหาความไว 
ของ ELISA รูปแบบ 

dcELISA ในข้อ 3.4.4.3.2 
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                   3.4.4.3.2 การทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ icELISA-GAM 

การทดสอบความไวของ ELISA นั้น เพ่ือให้เกิดการแย่งจับกับ MAb 
ระหว่าง CPFX ในรูปอิสระ และ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม จึงท าการเจือจาง CPFX ในรูปอิสระ
ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร น าไปทดสอบกับ MAb และ CPFX-OVA ที่เคลือบ
พ้ืนหลุม ด้วยวิธี icELISA-GAM ดังนี้ 

เริ่มจากการเคลือบพ้ืนผิวจาน ELISA ชนิด 96 หลุม ด้วย CPFX-OVA ที่
ความเข้มข้นเหมาะสมจากข้อ 3.4.4.3.1 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายพร่องมันเนย 5 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตรหลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 
3 ครั้ง เติม CPFX ในรูปอิสระท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ  
50 ไมโครลิตร และ MAb  ที่ความเข้มข้นเหมาะสมจากข้อ 3.4.4.2.1 ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติม GAM-HRP  
ที่เจือจาง 1:10,000 ใน PBS ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBST 3 ครั้ง เติมสารละลายซับสเตรตของเอนไซม์ 
ประกอบด้วย TMB และ H2O2 ละลายใน 205 mM potassium citrate buffer ที่ pH 4.0 ปริมาตร
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติม 1 M H2SO4 ปริมาตรหลุม
ละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาเอนไซม์ แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากผล ELISA มา
ค านวณหาความไวโดยการสร้างกราฟ ให้แกน X คือ ลอการึทึมของความเข้มข้นของ CPFX ใน
รูปแบบอิสระ และแกน Y คือ %B/B0 เมื่อ B คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีแอนติเจนใน
รูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ ส่วน B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ไม่มีแอนติเจนใน
รูปแบบอิสระ โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism ver. 5.0 หาคู่เหมาะสมระหว่าง  
CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมและ MAb ที่ให้ค่าความไวสูงที่สุดเพ่ือน าไปเปรียบเทียบกับการทดสอบ
แบบอ่ืนต่อไป  (รูปที่ 3.7) 
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            เติม MAb          เติม GAM-HRP    เติมสารละลาย         เติม  
                                                             สับสเตรท 1 M H2SO4 
             หยุดปฏิกิริยา 
          

    
               เติม MAb        เติม GAM-HRP    เติมสารละลาย        เติม   
     พร้อมกับ                                สับสเตรท 1 M H2SO4 

     CPFX ในรูปอิสระ                       หยุดปฏิกิริยา 
                           
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3. 7 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ icELISA-GAM  
 
หมายเหตุ:          คือ CPFX-OVA,       คือ skim milk,       คือ MAb,         คือ GAM-HRP,  

  คือ CPFX ในรูปอิสระ,       คือ สับสเตรท 
 

     * ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ คือ B0 เนื่องจากไมใ่ส่ CPFX ในรูปแบบอิสระ 
   **  ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ คือ B เนื่องจากใส่ CPFX ในรูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 
      

เคลือบพื้นผิว 
ด้วย 

CPFX-OVA 

หาค่าความไวด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism ver. 5.0 

  

  

   

  

 
วัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาว

คลื่น 450 
นาโนเมตร 

 

 

เปรียบเทียบค่าความ
ไวกับการทดสอบ 
ELISA รูปแบบอ่ืนๆ 

* 

 ** 

*, ** 

 

 

 

เติม 

Skim milk 
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     3.4.5 การวิเคราะห์ผล 

         3.4.5.1 วิธีการหาค่าความไว 

เพ่ือเป็นการคัดเลือกหาวิธี ELISA ที่ให้ความไวสูงที่สุด หลังจากท าการทดสอบหา
ความไวของ ELISA ครบทั้ง 3 รูปแบบด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism ver. 5.0 แล้ว 
วิเคราะห์และเปรียบเทียบความไว (sensitivity) ของ ELISA แบบต่างๆ โดยพิจารณาผลจากปริมาณ 
CPFX ต่ าสุดที่สามารถวัดได้ (the limit of detection, LOD) และค่าความเข้มข้นของสารที่ท าให้ค่า
การดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่ง (The concentration at 50% inhibition, IC50) โดยสมการที่ใช้ใน
การค านวณ คือ IC50  เท่ากับ 50% B/B0 เมื่อ B คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่มีแอนติเจนใน
รูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ ส่วน B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ไม่มีแอนติเจนใน
รูปแบบอิสระ (รูปที่ 3.8) เมื่อได้ค่าความไวของ ELISA ครบทั้ง 3 รูปแบบ ท าการเปรียบเทียบค่า IC50 

เพ่ือหารูปแบบที่ให้ค่า IC50 ต่ าที่สุด (ค่าความไวสูงที่สุด) ซึ่งรูปแบบที่ถูกคัดเลือกนั้นจะถูกน าไปหาค่า
ความจ าเพาะโดยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในและนอกกลุ่มฟลูออโรควิโนโลนต่อไป 

 
 

 

 

 
 
 
 
 

รูปที่ 3. 8 กราฟแสดงตัวอย่างการหาค่าความไว 
 
 
 
 

CPFX concentration (ng/ml) 

%
B/

B 0
 

IC50 LOD 
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         3.4.5.2 วิธีการหาค่าความจ าเพาะ 

หลังจากเปรียบเทียบค่าความไวของวิธี ELISA ทั้ง 3 รูปแบบ รูปแบบที่ให้ค่าความไว
สูงสุดจะถูกน าไปหาค่าความจ าเพาะ โดยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่ม 
ฟลูออโรควิโนโลน (กลุ่มของ CPFX) ได้แก่  Enrofloxacin, Norfloxacin, Ofloxacin , Cinoxacin 
และ Enoxacin  และสารนอกกลุ่มฟลูออโรควิโนโลน ได้แก่ Chloramphenicol, Neomycin, 
Tetracycline, Furazolidone และ Nitrofurantoin น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการท า ELISA 
มาหาค่า IC50 ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.0 โดยคิดจาก 50% B/B0 แล้วค านวณเป็น
เปอร์เซ็นต์ปฏิกิริยาข้าม (%cross-reactivity) โดยสูตรค านวณดังนี้ 

 
 
เปอร์เซ็นต์ปฏิกิริยาข้าม   =           IC50 ของ CPFX 
                                         IC50 ของสารที่ทดสอบ 

 
         3.4.5.3 การสร้างกราฟมาตรฐาน  

น าค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จากการท าการทดสอบหาความไวของ ELISA 
รูปแบบที่ถูกคัดเลือกไว้ มาสร้างกราฟโดยใช้ โปรแกรมส าเร็จรูป GraphPad Prism ver. 5.0 โดยให้
แกน X เป็นลอการึทึมของความเข้มข้นของ CPFX ในรูปแบบอิสระ และแกน Y คือ %B/B0 จากนั้น
ท าการเลือกช่วงความเข้มข้นของ CPFX ที่สามารถสร้างกราฟเส้นตรงได้ จึงเรียกกราฟเส้นตรงนี้ว่า  
กราฟมาตรฐาน ซึ่งกราฟมาตรฐานที่ได้นี้ใช้ส าหรับการค านวณหา CPFX ในตัวอย่างอาหารต่อไป 
 
     3.4.6. ประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัด CPFX ด้วยวิธี ELISA ต้นแบบกับตัวอย่าง  อาหาร 

ประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัด CPFX ด้วยวิธี ELISA ต้นแบบกับตัวอย่างอาหาร  
โดยพิจารณาจากคุณสมบัติต่างๆ ดังนี้  

ความไว (sensitivity) บ่งบอกความสามารถที่ตรวจพบสารในปริมาณต่ าสุด (lower limit of 
detection, LOD) ที่สามารถวัดได้ และค่าความเข้มข้นที่ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่ง  
(The concentration at 50% inhibition, IC50)  

ความแม่นย า (precision)  หาค่าร้อยละของสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (percent 
coefficient of variation, % CV) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าการดูดกลืนแสงที่  
450 นาโนเมตร (standard deviation, SD) เพ่ือบ่งบอกความสามารถที่ให้ผลเหมือนกันเมื่อทดลอง
หลายๆ ครั้ง  
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          ซึ่งค านวณได้จากสูตร  
%CV =        SDx100        

               µ 
โดยที่ µ คือค่าเฉลี่ยของความเข้มข้น CPFX ที่ตรวจวัดได้ 
โดยท าการตรวจสอบทั้ง 2 แบบ ดังนี้ 

- Intra-assay ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างๆ ละ 8 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
- Inter-assay ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างๆ ละ 8 ครั้ง ในเวลาที่ต่างกัน  

 
ความถูกต้อง (accuracy) คือการหา %recovery เพ่ือบ่งบอกความสามารถที่ให้ผลใกล้เคียง

กับค่าจริงหรือค่ามาตรฐาน  
%recovery =     ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได้ x 100        

          ความเข้มข้นของสารที่เติมลงไป 
 

         3.4.6.1 การเตรียมตัวอย่างเนื้อหมูส าหรับตรวจวัดปริมาณ CPFX ด้วยวิธี dcELISA 

หลังจากทดสอบค่าความไว และหาช่วงความเข้มข้นเพื่อสร้างกราฟมาตรฐานแล้ว  
จะท าการวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อหมูโดยมีขั้นตอนดังนี้ 

 
                   3.4.6.1.1 การศึกษาผลกระทบของแมทริกในตัวอย่างเนื้อหมู 

น าเนื้อหมูที่บดละเอียดแล้ว แบ่งชั่งใส่หลอดๆละ 1 กรัม จากนั้นใส่ PBS 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เนื้อหมูและ PBS เป็นเนื้อเดียวกันเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงน าไปต้มที่
อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิห้อง จากนั้นเก็บส่วนใส ท าการเจือจางสารละลายที่ระดับการเจือจาง 10, 20 และ 40 เท่า
และไม่เจือจาง ที่แต่ละระดับการเจือจางและไม่เจือจาง ท าการเติม CPFX ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย  
0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไป แล้วท าการตรวจวัดด้วยวิธี 
ELISA ที่คัดเลือกไว้ น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟ โดยให้แกน X เป็นค่าความเข้มข้นของ 
CPFX ที่เติมลงไปในตัวอย่าง และแกน Y เป็นค่า %B/B0 โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CPFX  
ที่ละลายใน PBS (Yuan และ คณะ, 2010) (รูปที่ 3.9) 
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เนื้อหมูบดละเอียด แบ่งชั่งใส่หลอดๆละ 1 กรัม 
 

 PBS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร, เขย่า 5 นาที 
 

ต้มที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส, เป็นเวลา 5 นาที  
 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
 

เก็บส่วนใสและท าการเจือจาง ดังนี้ 
   

 
  ไม่เจือจาง                      1:10 เท่า                      1:20 เท่า                      1:40 เท่า 

 
    เติม CPFX ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย คือ 0, 0.015, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48, 0.96  

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

ตรวจสอบด้วยวิธี ELISA ที่คัดเลือกไว้ 
 

เทียบกับกราฟมาตรฐานของ CPFX ที่ละลายใน PBS 
 
รูปที่ 3. 9 แผนภาพแสดงขั้นตอนการศึกษาผลกระทบและระดับการเจือจางแมทริกในตัวอย่างเนื้อหมู 
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                   3.4.6.1.2 การตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อหมู 

น าเนื้อหมูท่ีบดละเอียดแล้ว แบ่งชั่งใส่หลอดๆ ละ 1 กรัม จ านวน 5 หลอด 
แต่ละหลอดท าการเติม CPFX ลงไปในหลอดที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ  
0, 5, 10, 20 และ 40 นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ จากนั้นใส่ PBS หลอดละ 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เนื้อ
หมูและ PBS เป็นเนื้อเดียวกันเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงน าไปต้มที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้ไขมันและโปรตีนเกิดการเสียสภาพ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเก็บส่วนใส ท าการเจือจางสารละลายที่ระดับการเจือจาง ที่คัดเลือกไว้ 
แล้วท าการตรวจวัดด้วยวิธี  ELISA ที่คัดเลือกไว้ น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณความเข้มข้นโดย
เทียบกับกราฟมาตรฐาน พร้อมทั้งวิเคราะห์หาค่าความถูกต้องและความแม่นย า  
(Yuan และ คณะ, 2010) (รูปที่ 3.10) 
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เนื้อหมูบดละเอียด แบ่งชั่งใส่หลอดๆละ 1 กรัม จ านวน 5 หลอด 

 
เติม CPFX ลงในหลอดที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ตามล าดับ ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 

 0, 5, 10, 20 และ 40 นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ 
 

ใส่ PBS หลอดละ 3 มิลลิลิตร, เขย่า 5 นาท ี
 

ต้มที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง  
 

เก็บส่วนใส, เจือจางท่ีระดับการเจือจางที่ถูกเลือกไว้จากข้อ 3.4.6.1.1 
  

ตรวจวัดด้วยวิธ ีELISA ที่คัดเลือกได้ และเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 

วิเคราะห์หาค่าความถูกต้องและความแม่นย า 
 

รูปที่ 3. 10 แผนภาพแสดงขั้นตอนการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อหมู 
 

หมายเหตุ: ปริมาณความเข้มข้น CPFX หลังตรวจสอบด้วย ELISA = A x B x C 
A คือ  ปริมาณ PBS ที่ใส่ลงไปในข้ันตอนการสกัด 
B คือ  ระดับการเจือจางที่คัดเลือกไว้  
C คือ  ค่าท่ีได้หลังจากแทนค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ในสมการที่ได้จากกราฟ  

มาตรฐาน 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

C 
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         3.4.6.2 การเตรียมตัวอย่างเนื้อกุ้งส าหรับตรวจวัดปริมาณ CPFX ด้วยวิธ ีdcELISA  

                    3.4.6.2.1 การศึกษาผลกระทบของแมทริกในตัวอย่างเนื้อกุ้ง 

 น าเนื้อกุ้งที่บดละเอียดแล้ว แบ่งชั่งใส่หลอดๆละ 1 กรัม จากนั้นแบ่งเป็น 
3 หลอด หลอดที่ 1, 2 และ 3 ใส่ PBS, เมทานอลความเข้นข้น 25 และ 50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
หลอดละ 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เนื้อกุ้งและสารละลายเป็นเนื้อเดียวกันเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เก็บส่วนใส ท าการเจือจาง
สารละลายที่ระดับการเจือจาง 10, 20, 40, 80, และ 160 เท่าและไม่เจือจาง ที่แต่ละระดับการเจือ
จางและไม่เจือจาง ท าการเติม CPFX ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48 และ 
0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไป แล้วท าการตรวจวัดด้วยวิธี ELISA ที่คัดเลือกไว้ น าค่าการดูดกลืน
แสงที่ได้มาสร้างกราฟ โดยให้แกน X เป็นค่าความเข้มข้นของ CPFX ทีเ่ติมลงไปในตัวอย่าง  
และแกน Y เป็นค่า %B/B0 โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CPFX ที่ละลายใน PBS (รูปที่ 3.11) 
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เนื้อกุ้งบดละเอียดถูกแบ่งชั่งใส่หลอดๆละ 1 กรัม 
 

        PBS (เมทานอล 0 เปอร์เซ็นต์)       เมทานอล 25 เปอร์เซ็นต์       เมทานอล 50 เปอร์เซ็นต์ 
               5 มิลลิลิตร ใน PBS                5 มิลลิลิตร ใน PBS             5 มิลลิลิตร ใน PBS 

  
เขย่า 5 นาที, ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที  

 
เก็บส่วนใสและท าการเจือจาง ดังนี้ 

   

 
 

ไม่เจือจาง         1:10 เท่า        1:20 เท่า         1:40 เท่า         1:80 เท่า         1:160 เท่า 
  

เติม CPFX ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย คือ 0, 0.015, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48, 0.96 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
ตรวจวัดด้วยวิธ ีELISA ที่คัดเลือกไว้ 

 
เทียบกับกราฟมาตรฐานของ CPFX ที่ละลายใน PBS 

 
รูปที่ 3. 11  แผนภาพแสดงขั้นตอนการศึกษาผลกระทบของแมทริกและระดับการเจือจางแมทริกใน

ตัวอย่างเนื้อกุ้ง 
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                    3.4.6.2.2 การตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อกุ้ง 

 น าเนื้อกุ้งที่บดละเอียดแล้ว แบ่งชั่งใส่หลอดๆละ 1 กรัม จ านวน 5 หลอด 
แต่ละหลอดท าการเติม CPFX ลงไปในหลอดที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0, 5, 10, 
20 และ 40 นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ จากนั้นใส่เมทานอลตามความเข้มข้นที่ เหมาะสมจากข้อ 
3.4.6.2.1 หลอดละ 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เนื้อกุ้งและสารละลายเป็นเนื้อเดียวกันเป็นเวลา 5 นาที ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนใส ท าการเจือจาง
สารละลายที่ระดับการเจือจางที่ถูกเลือกจากข้อ 3.4.6.2.1  ท าการตรวจวัด ELISA ที่คัดเลือกไว้ 
จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณความเข้มข้นโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน พร้อมทั้ง
วิเคราะห์หาค่าความถูกต้องและความแม่นย า (H. T. Zhang และ คณะ, 2011)  (รูปที่ 3.12) 
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เนื้อกุ้งบดละเอียดถูกแบ่งชั่งใส่หลอดๆละ 1 กรัม จ านวน 5 หลอด 
 
เติม CPFX ลงไปในหลอดที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 5, 10, 20 และ 40  

นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ 
 

ใส่เมทานอลตามความเข้มข้นที่ถูกเลือก หลอดละ 5 มิลลิลติร, เขย่า 5 นาที 
 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
 

เก็บส่วนใส่  
 

เจือจางสารละลายที่ระดับการเจือจางที่ถูกเลือกไว้จากข้อ 3.4.6.2.1 
 

ตรวจวัดด้วยวิธ ีELISA ที่คัดเลือกไว้ และเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 

วิเคราะห์หาค่าความถูกต้องและความแม่นย า 
 

รูปที่ 3. 12 แผนภาพแสดงขั้นตอนการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อกุ้ง 
 

หมายเหตุ: ปริมาณความเข้มข้น CPFX หลังตรวจสอบด้วย ELISA = A x B x C 
A คือ  ปริมาณ Methanol ที่ใส่ลงไปในข้ันตอนการสกัด 
B คือ  ระดับการเจือจางที่คัดเลือกไว้  
C คือ  ค่าท่ีได้หลังจากแทนค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ในสมการที่ได้จากกราฟ  

มาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

C 
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         3.4.6.3 การเตรียมตัวอย่างน้ านมส าหรับตรวจวัดปริมาณ CPFX ด้วยวิธี dcELISA 

         หลังจากทดสอบค่าความไว และหาช่วงความเข้มข้นเพื่อสร้างกราฟมาตรฐานแล้ว  
จะท าการวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อหมูโดยมีขั้นตอนดังนี้ 

 
                   3.4.6.3.1 การศึกษาผลกระทบของแมทริกในตัวอย่างน้ านม 

 เตรียมน้ านมใส่หลอด ปริมาตรหลอดละ  1  มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้ไขมัน
ลอยตัวแยกขึ้นมา จากนั้นเก็บส่วนใส ท าการเจือจางสารละลายที่ระดับการเจือจาง 10, 20, 40 และ 
80 เท่าด้วย PBS และไม่เจือจาง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที  
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าการเติม CPFX ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 0, 0.03, 
0.06, 0.12, 0.24, 0.48 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไป แล้วท าการตรวจวัดด้วยวิธี ELISA ที่
คัดเลือกไว้ น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟ โดยให้แกน X เป็นค่าความเข้มข้นของ CPFX ที่
เติมลงไปในตัวอย่าง และแกน Y เป็นค่า %B/B0 โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CPFX ที่ละลายใน 
PBS  (Huang และ คณะ, 2010) (รูปที่ 3.13) 
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  น้ านม 1 มิลลิลิตร 
 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
 

เก็บส่วนใสและท าการเจือจาง ดังนี้ 
 
  

  ไม่เจือจาง           1:10 เท่า           1:20 เท่า           1:40 เท่า           1:80 เท่า 
 

    เติม CPFX ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย คือ 0, 0.015, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48, 0.96  
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี

 
  เก็บส่วนใส 

 
ตรวจสอบด้วยวิธี ELISA ที่คัดเลือกไว้ 

 
เทียบกับกราฟมาตรฐานของ CPFX ที่ละลายใน PBS 

 
รูปที่ 3. 13 แผนภาพแสดงขั้นตอนการศึกษาผลกระทบและระดับการเจือจางแมทริกในตัวอย่างน้ านม 
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                   3.4.6.3.2 การตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างน้ านม 

เตรียมน้ านมใส่หลอด ปริมาตรหลอดละ  1  มิลลิลิตร จ านวน 5 หลอด ท า
การเติม CPFX ลงไปในหลอดที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 5, 10, 20 และ 
40 นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้ไขมันลอยตัวแยกขึ้นมา จากนั้นเก็บส่วนใส ท าการเจือจาง
สารละลายที่ระดับการเจือจางที่คัดเลือกไว้ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วท าการตรวจวัดด้วยวิธี  ELISA ที่คัดเลือกไว้ น าค่าการดูดกลืน
แสงที่ได้มาค านวณความเข้มข้นโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน พร้อมทั้งวิเคราะห์หาค่าความถูกต้อง
และความแม่นย า (Huang และ คณะ, 2010) (รูปที่ 3.14) 
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น้ านม 1 มิลลิลิตร  จ านวน 5 หลอด 
 

เติม CPFX ลงในหลอดที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 ตามล าดับ ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
 0, 5, 10, 20 และ 40 นาโนกรัมต่อกรัม ตามล าดับ 

 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

 
เก็บส่วนใสและท าการเจือจางที่คัดเลือกไว้ 3.4.6.3.1 

 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี

 
เก็บส่วนใส 

  
ตรวจวัดด้วยวิธ ีELISA ที่คัดเลือกได้ และเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

 
วิเคราะห์หาค่าความถูกต้องและความแม่นย า 

 
 

รูปที่ 3. 14 แผนภาพแสดงขั้นตอนการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างน้ านม 
 
หมายเหตุ: ปริมาณความเข้มข้น CPFX หลังตรวจสอบด้วย ELISA = A x B  

A  คือ ระดับการเจือจางที่คัดเลือกไว้ 
B  คือ ค่าที่ได้หลังจากแทนค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ในสมการที่ได้จากกราฟ
มาตรฐาน  
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บทที่ 4  
ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 

4.1 การเชื่อมต่อระหว่างซิโพรฟลอกซาซินกับ OVA 

     ในขั้นตอนแรกของการท า Indirect ELISA และ Indirect competitive ELISA นั้น ต้องเคลือบ
พ้ืนหลุมด้วยแอนติเจน ซึ่งแอนติเจนในงานวิจัยนี้ คือ CPFX ซึ่งเป็นสารโมเลกุลขนาดเล็กที่มีมวล
โมเลกุล 331.34 Da ไม่เหมาะแก่การเกาะที่ พ้ืนหลุมของจาน ELISA ได้โดยตรง จึงต้องท าการ
เชื่อมต่อกับโปรตีนพาหะ ในการศึกษาครั้งนี้ ได้ท าการเชื่อมต่อระหว่าง  CPFX กับ ovalbumin 
(OVA) ซึ่งมีมวลโมเลกุล 45,000 Da ด้วยวิธี Carbodimide active ester method เพ่ือให้หมู่ 
คาร์บอกซิลของ CPFX เชื่อมต่อกับหมู่อะมิโนของ OVA ( Huang และ คณะ, 2010) หลังจากก าจัด
สารขนาดเล็กที่ไม่ได้เกิดปฏิกิริยาเชื่อมต่อออกจากระบบโดยการท าไดอะลิซิสใน PBS ที่ pH 7.4  
ได้ท าการหาปริมาณความเข้มข้นของ OVA ที่เชื่อมต่อกับ CPFX ด้วยวิธี BCA assay พบว่ามีความ
เข้มข้นของ CPFX-OVA เฉลี่ยเท่ากับ 1.30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ซึ่งน้อยกว่า
ค่าความเข้มข้นของโปรตีนก่อนท าการเชื่อมต่อ คือ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
 
ตารางที่ 4. 1 ปริมาณโปรตีนของ CPFX-OVA ด้วยวิธี BCA assay 

ระดับการเจือจาง   
CPFX-OVA 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ CPFX-OVA 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1/2 0.7666 1.31 

1/4 0.4007 1.36 
1/8 0.1818 1.24 

ค่าเฉลี่ย ± SD 1.30 ± 0.06 

หมายเหตุ: กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณปริมาณโปรตีน CPFX-OVA แสดงไว้ในภาคผนวก ก 
 

จากการหาอัตราส่วนการเชื่อมต่อระหว่าง CPFX กับ OVA โดยการแสกนช่วงค่าการดูดกลืน
แสงที่ 240-400 นาโนเมตร โดยเตรียม CPFX, OVA, CPFX-OVA ความเข้มข้นที่ 0.00625, 2 และ 
0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เพ่ือให้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ (OD เท่ากับ 0.2-

0.8) ผลจากการแสกน คือ OVA และ CPFX ให้ค่าความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด (max)  
ที่ 279 และ 271 นาโนเมตร ตามล าดับ  
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ในขณะที ่CPFX-OVA ให้ค่าความยาวคลื่นที่มกีารดูดกลืนแสงสูงสุด (max) ที่ 276 นาโนเมตร  
เมื่อหาอัตราส่วนการเชื่อมติดระหว่าง CPFX-OVA โดยวิธี UV-Vis spectroscopy method  
(Le และ คณะ, 2009) พบว่าอัตราส่วนการเชื่อมต่อระหว่าง CPFX กับ OVA เท่ากับ 1.92:1 นั้น
หมายถึง OVA 1 โมเลกุล มี CPFX ประมาณ 2 โมเลกุล เชื่อมต่ออยู่ ดังนั้น สรุปได้ว่าการเชื่อมต่อ
ระหว่าง CPFX กับ OVA ในครั้งนี้ประสบความส าเร็จ (รูปที่ 4.1 และ ตารางที่ 4.2) 

 
 

   
รูปที่ 4. 1 UV-Visible spectra ของ CPFX ที่ความเข้นข้น 0.00625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร                 

( ), OVA ที่ความเข้นข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ( ) และ CPFX-OVA  
            ที่ความเข้นข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ( ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            CPFX  0.00625 mg/ml  
            OVA   2 mg/ml 
            CPFX-OVA 0.2 mg/ml 

Wavelenght (nm) 
 240                290                 340               390 
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ตารางที่ 4. 2 การหาอัตราส่วนการเชื่อมต่อระหว่าง CPFX กับ OVA 

สารประกอบ มวลโมเลกุล 
ความเข้มข้น A 271 

nm 
Molar 

Absorbility 
Hapten 
density mg/ml M 

CPFX 331.341 0.00625 1.8863 x 10-5 0.9646 51,137.84 - 
- OVA 45,000 2 4.4444 x 10-5 0.7707 17,340.75 

CPFX-OVA 45,331.341 0.2 0.4412 x 10-5 0.5091 115,390.9 1.92 

หมายเหตุ: การค านวณหา Hapten density แสดงไว้ในภาคผนวก ก 
 
4.2 การทดสอบการสร้าง MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX ด้วยวิธี Indirect competitive ELISA  

     เนื่องจากเซลล์ไฮบริโดมาถูกเก็บแช่แข็งไว้อย่างถาวรในไนโตรเจนเหลว จึงท าการทดสอบว่า 
เซลล์ไฮบริโดมายังมีความสามารถในการผลิต MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX อยู่ โดยน ามาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ RPMI  1640 ที่เติม FBS 10 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่เซลล์เจริญเติบโตในอาหาร ค่อยๆ ลดความ
เข้มข้นของ FBS เหลือ 5 เปอร์เซนต์ จากนั้นย้ายเซลล์ลงเลี้ยงในอาหารที่ไม่ใส่เซรั่ม (serum free 
medium, SFM) น าอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI  1640 ที่เติม FBS 10 เปอร์เซ็นต์ และอาหารที่ไม่ใส่
เซรั่มมาทดสอบการสร้าง MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX ด้วยวิธี icELISA-GAM พบว่าหลังการหยุด
ปฏิกิริยา ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตรสอดคล้องตามหลักการของ ELISA คือ ในหลุมที่ใส่ 
CPFX ในรูปอิสระ ให้ค่าการดูดกลืนแสงต่ า เนื่องจากเกิดการแย่งจับ MAb กันระหว่าง CPFX-OVA ที่
เคลือบไว้พ้ืนหลุมและ CPFX ในรูปอิสระที่ความเข้นข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงต่ ากว่าหลุมที่ไม่ใส่CPFX ในรูปอิสระ ซึ่งหลุมที่ไม่ใส่ CPFX ในรูปอิสระ ให้ค่าการดูดกลืน
แสงลดลงเรื่อยๆ เมื่อเพ่ิมระดับการเจือจางของแอนติบอดีในอาหาร จากการทดลองนี้สรุปได้ว่า เซลล์
ไฮบริโดมายังสามารถสร้างแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะกับ CPFX ทัง้ในรูปอิสระและ CPFX-OVA และ
การเลี้ยงในอาหารที่เติม FBS 10 เปอร์เซ็นต์ และอาหาร SFM เซลล์ก็ยังคงสร้าง MAb ที่จ าเพาะกับ 
CPFX ได้เป็นอย่างดี จึงท าการเลี้ยงเซลล์ในอาหาร SFM เพ่ือลดการปนเปื้อนของ immunoglobulin 
จาก FBS (รูปที่ 4.2) 
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รูปที่ 4. 2 กราฟแสดงผลการทดสอบการสร้าง MAb ที่จ าเพาะกับ CPFX ของเซลล์ไฮบริโดมารหัส

โคลน 11-5A-B3 ซึ่งถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI  1640 ที่เติม FBS 10 เปอร์เซ็นต์ 
และอาหาร ที่ไม่ใส่เซรั่ม (SFM) ด้วยวิธี icELISA-GAM 

 
4.3 การท า MAb ให้บริสุทธิ์ และการทดสอบความสามารถในการจับกับ CPFX ของ MAb ด้วย  

วิธี  indirect ELISA หลังท าให้บริสุทธิ์ 

     หลังจากตรวจสอบการสร้าง MAb ด้วยวิธี icELISA-GAM แล้วพบว่าเซลล์ไฮบริโดมายังคงมี
ความสามารถในการผลิต MAb ที่จ าเพาะต่อ CPFX น าอาหารเลี้ยงเซลล์มาท าการปั่นแยกเซลล์แล้ว
เก็บส่วนใสเพื่อน ามาแยก MAb ให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โปรตีนจีเซฟาโรส (protein G sepharose) ซึ่ง
เป็นคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography column) โปรตีน G เป็น
โปรตีนที่ผลิตได้จากส่วนของผนังเซลล์ของแบคทีเรียกลุ่ม Streptococcus โดยโปรตีน G จะจับกับ
แอนติบอดีตรงบริเวณ Fc region ซึ่งโปรตีน G นั้นจ าเพาะกับแอนติบอดีไอโซไทป์ IgG โดยเฉพาะ
แอนติบอดีท่ีผลิตจากหนู กระต่าย และแพะ ซึ่งในงานวิจัยนี้ MAb มีไอโซไทป์ IgG1 ซึ่งผลิตมาจากหนู 
(ภาคภูมิ, 2554) เรียกวิธีในการท าให้บริสุทธิ์ครั้งนี้ว่า Protein G affinity column 
chromatography โดยใช้เครื่อง affinity chromatography (AKTA™ Start) หรือ AKTA ในการ
ทดลองนี้ หลังท าการล้างโปรตีนที่ไม่จับกับโปรตีน G ในคอลัมน์ด้วย 20 mM sodium phosphate 
buffer pH 7.0 แล้ว ได้ท าการชะแอนติบอดีท่ีจับกับโปรตีน G ด้วย 0.1 M glycine-HCl buffer  
pH 2.7 ปริมาตร 6  เท่าของคอลัมน์ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ดังนั้นจึงเก็บได้ทั้งหมด  
30 แฟรคชั่น ซึ่ง 3 แฟรคชั่นที่ให้ค่าปริมาณโปรตีนสูง คือ แฟรคชั่นที่ 7, 8 และ 9 ซึ่งเครื่อง AKTA 
วัดค่าปริมาณโปรตีนได้ 1259.14, 761.62 และ 143.10 mAU ตามล าดับ   

Dilution of Hybridoma culture 
media 
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จากนั้นน าทั้ง 30 แฟรคชั่น มาเจือจางด้วย PBS ในอัตราส่วน 1:500 เท่า เพ่ือตรวจสอบหา MAb 
โดยวิธี Indirect ELISA พบว่ามี MAb ทุกแฟรคชั่น ซึ่งแฟรคชั่นที่ 7, 8 และ 9 ให้ค่าการดูดกลืนแสง
สูงคือ 3.6016,  3.4415 และ 2.8912 ตามล าดับ ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับปริมาณโปรตีนที่เครื่องวัดได้ 
จึงท าการเก็บแฟรคชั่นที่ 7, 8 และ 9 มารวมกันและท าการหาปริมาณโปรตีนของ MAb ด้วยวิธี BCA 
assay ได้ 2.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที ่4.3 และ รูปที่ 4.3)  

 
 
รูปที่ 4. 3 โครมาโตแกรมจากเครื่อง affinity chromatography (AKTA™ Start) แสดงปริมาณ

โปรตีนแต่ละแฟรคชั่นที่ชะออกมาจากคอลัมน์โปรตีนจี ภายใต้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 
นาโนเมตร (  ) และแสดงผลการตรวจสอบ MAb ด้วยวิธี Indirect ELISA ภายใตค้่า
การดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร (  ) 
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ตารางที่ 4. 3 ปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีหลังท าให้บริสุทธิ์  

ระดับการเจือจาง   
ของแอนติบอดี 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 560 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ MAb 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1/10 0.46 2.63 
1/20 0.24 2.77 
1/40 0.11 2.60 

ค่าเฉลี่ย ± SD 2.67 ± 0.09 

หมายเหตุ: กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณปริมาณโปรตีนของแอนติบอดีแสดงไว้ในภาคผนวก ก 
 
4.4 การเตรียมชุดตรวจสอบ CPFX ด้วย ELISA ในรูปแบบต่างๆ  

      4.4.1 วิธีใช้แอนติเจนที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (dcELISA) 

         4.4.1.1  การเชื่อมต่อ CPFX กับเอนไซม์ HRP 

ท าการเชื่อมต่อระหว่าง CPFX กับ HRP ด้วยวิธี Carbodimide active ester 
method เพ่ือให้หมู่คาร์บอกซิลของ CPFX เชื่อมต่อกับหมู่อะมิโนของ HRP (Huang และ คณะ, 
2010) หลังจากก าจัดสารขนาดเล็กที่ไม่ได้เกิดปฏิกิริยาเชื่อมต่อออกจากระบบโดยการท าไดอะลิซิสใน 
PBS ที่ pH 7.4 ได้ท าการหาปริมาณความเข้มข้นของโปรตีนที่เชื่อมต่อกับ CPFX ด้วยวิธี BCA assay 
พบว่ามีความเข้มข้นของโปรตีนเฉลี่ยเท่ากับ 1.79 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งในขั้นตอนการเชื่อมต่อ 
CPFX-HRP นั้น ได้ใช้สารละลาย HRP ที่มีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.4) 
 
ตารางที่ 4. 4 ปริมาณโปรตีนของ CPFX-HRP ด้วยวิธี BCA assay 

ระดับการเจือจาง   
CPFX-HRP 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ CPFX-OVA 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1/5 0.4486 1.80 

1/10 0.2276 1.83 
1/20 0.1079 1.73 

ค่าเฉลี่ย ± SD 1.79 ± 0.05 

หมายเหตุ: กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณปริมาณโปรตีน CPFX-HRP แสดงไว้ในภาคผนวก ก 
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         4.4.1.2  การหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-HRP และ  
MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม 

  หาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม และ CPFX-HRP 
โดยการเจือจาง MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุมให้มีความเข้มข้นตั้งแต่  0.02 - 1.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ CPFX-HRP ตั้งแต่ 0.125- 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าปริมาณความเข้มข้นระหว่าง MAb  
ที่เคลือบพ้ืนหลุม และ CPFX-HRP ที่ท าปฏิกิริยากันแล้วได้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง 1 (OD เท่ากับ 
0.8-1.2) คือ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุมที่ความเข้มข้น 0.16, 0.32 และ 0.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
ซึ่งคู่กับ CPFX-HRP ทีค่วามเข้มข้น 1, 0.5 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งอัตราส่วน
ของ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม และ CPFX-HRP ที่ถูกคัดเลือกทั้ง 3 คู่นี้ จะถูกน าไปทดสอบหาความไว
ของวิธี ELISA ในรูปแบบ dcELISA ต่อไป (ตารางท่ี 4.5) 
 
ตารางที่ 4. 5 ผลการหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมระหว่าง MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม กับ  
               CPFX-HRP  ด้วยวิธี Direct ELISA  

ความเข้มข้นของ MAb 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นของ CPFX-HRP (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.125 0.25 0.5 1 2 3 

0.02 0.0713 0.0835 0.1149 0.1724 0.3224 0.4152 

0.04 0.0947 0.1281 0.1838 0.3162 0.5180 0.6673 

0.08 0.1091 0.1615 0.2527 0.4505 0.7963 1.2828 

0.16 0.1518 0.2489 0.4319 0.8765 1.1435 2.3544 

0.32 0.2292 0.4015 0.7415 1.0631 2.6237 3.6016 

0.64 0.3532 0.6220 1.1330 2.6024 3.9656 4.1220 

1.28 0.5025 1.3529 1.8795 3.6942 4.2534 4.0754 

หมายเหตุ:  ค่าที่แสดงโดยตัวเลขทึบ คือ ค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 0.8-1.2 ที่ได้จากการท า Direct 
ELISA ที่ใช้ MAb เคลือบพ้ืนหลุม และ CPFX-HRP ที่มีความเข้มข้นที่เลือกส าหรับใช้ใน
การทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA ต่อไป 
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         4.4.1.3 การทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA  

         จากการเลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมของ MAb ที่เคลือบหลุมและ CPFX-HRP  
ทั้ง 3 คู่ ได้แก่ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุมที่ความเข้มข้น 0.16, 0.32 และ 0.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ซึ่งคู่กับ CPFX-HRP ที่ความเข้มข้น 1, 0.5 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ จึงท าการ
ทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA โดยแปรความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระ
ในช่วง 0 - 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งใช้เป็นตัวแข่งขันกับ CPFX-HRP ในการแย่งจับ MAb  ซึ่งใน
การวิเคราะหน์ั้น จะน าค่าการดูดกลืนแสงมาสร้างกราฟในรูปร้อยละของอัตราส่วนระหว่าง B และ B0  
โดยที่ B คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ม ีCPFX ในรูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ B0 คือ ค่า
การดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ในภาวะไม่มี CPFX ในรูปแบบอิสระ จากนั้นท าการหาค่า IC50 ซึ่งเป็น
ค่าความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระที่ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อเทียบกับค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ B0  (%B/B0 เท่ากับ 50%) จากการเปรียบเทียบทั้ง 3 คู่ท่ีเลือกมา พบว่าเมื่อใช้ MAb  
ที่เคลือบพ้ืนหลุมที่ความเข้มข้น 0.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ CPFX-HRP ที่ความเข้มข้น  
2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า IC50 ต่ าที่สุด คือ 0.15 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นั่นแสดงว่าเป็น
อัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดที่ท าให้ชุดตรวจสอบรูปแบบ dcELISA มีความไวสูงสุด  
(รูปที่ 4.4 และ ตารางที่ 4.6) 
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ก. 
 
                                                               
        เฉลี่ย      

3 ครั้ง 
 

 
ข. 
 
 
              เฉลี่ย           

3 ครั้ง 
 

 

ค.                 
        
              เฉลี่ย 
              3 ครั้ง 
 
 

 
รูปที่ 4. 4 กราฟแสดงผลการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA 

โดยที่ ก. คือ MAb เคลือบพื้นหลุมที่ความเข้มข้น 0.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ CPFX-HRP  
ที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร , ข. คือ MAb เคลือบพ้ืนหลุมที่ความเข้มข้น 0.32 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ CPFX-HRP ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ ค. คือ MAb 
เคลือบพื้นหลุมที่ความเข้มข้น 0.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ CPFX-HRP ที่ความเข้มข้น  
2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

หมายเหตุ: จากกราฟ    ,  ,  ,        แทนการทดสอบหาความไวของวิธี ELISA  
             รูปแบบ dcELISA ครั้งที่ 1, ครั้งที่ 2, ครั้งที่ 3 และ เฉลี่ยรวม 3 ครั้ง ตามล าดับ  
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ตารางที่ 4. 6  ผลการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA ของอัตราส่วนความเข้มข้น
ระหว่าง MAb กับ CPFX-HRP 

ความเข้มข้นของ  
MAb  

(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ 
CPFX-HRP 

(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

IC50 ± SD 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

LOD ± SD 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.64 0.5 0.37 ± 0.02   0.013 ± 0.007 

0.32 1 0.22 ± 0.01 0.0003 ± 0.0001 

0.16 2  0.15 ± 0.01 0.0068 ± 0.0002 

 
      4.4.2 วิธีใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยไบโอติน (dcELISA-SV) 

         4.4.2.1 การเชื่อมต่อระหว่าง MAb กับไบโอติน 

         หลังจากท าการเชื่อมต่อ MAb กับ biotin และก าจัดสารขนาดเล็กที่ไม่ได้
เกิดปฏิกิริยาเชื่อมต่อออกจากระบบโดยการท าไดอะลิซิสใน PBS ที่ pH 7.4 ได้ท าการหาปริมาณ
ความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี BCA assay พบว่ามีความเข้มข้นของโปรตีนเฉลี่ยเท่ากับ 2.38 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.7) ซึ่งในขั้นตอนการเชื่อมต่อ MAb กับ biotin นั้น ได้ใช้สารละลาย 
MAb ที่มีความเข้มข้น 2.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

 
ตารางที่ 4. 7 ปริมาณโปรตีนของ MAb-biotin ด้วยวิธี BCA assay 

ระดับการเจือจาง   
MAb-biotin 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 560 นาโนเมตร 

ปริมาณโปรตีนของ MAb-biotin 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1/5 0.6960 2.31 

1/10 0.4003 2.34 
1/20 0.2060 2.50 

ค่าเฉลี่ย ± SD 2.38 ± 0.10 

หมายเหตุ: กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณปริมาณโปรตีน MAb-biotin แสดงไว้ในภาคผนวก ก 
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         4.4.2.2 การหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-OVA และ MAb-biotin 

                 การหาอัตราส่วนที่เหมาะสมของ CPFX-OVA และ MAb-biotin โดยการแปรค่าความ
เข้มข้นของ MAb ที่ตั้งแต่  0.04 – 2.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ CPFX-OVA ตั้งแต่ 0.0625- 1.5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าปริมาณความเข้มข้นระหว่าง MAb และ CPFX-OVA ที่ท าปฏิกิริยากัน
แล้วได้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง 1 (OD เท่ากับ 0.8-1.2) คือ MAb-biotin ที่ความเข้มข้น 0.32, 
0.64 และ 2.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งคู่กับความเข้มข้นของ CPFX-OVA ที่ความเข้มข้น 1.5, 1 
และ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งท าการคัดเลือกอัตราส่วนความเข้มข้นของ MAb-
biotin และ CPFX-OVA จ านวน 3 คู่นี้ ไปทดสอบหาความไวของวิธี ELISA ในรูปแบบ dcELISA-SV 
ต่อไป (ตารางท่ี 4.8)   

 
ตารางที่ 4. 8 ผลการหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่าง MAb-biotin กับ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม  

ด้วยวิธี direct ELISA  

ความเข้มข้นของ 
MAb-biotin 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นของ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.0625 0.125 0.25 0.5 1 1.5 2 

0.04 0.1131 0.1231 0.1685 0.2159 0.2138 0.2246 0.2673 

0.08 0.1088 0.1373 0.2263 0.3472 0.3833 0.3520 0.3932 

0.16 0.1209 0.1225 0.2012 0.3321 0.4003 0.4159 0.4879 

0.32 0.1147 0.1258 0.2250 0.4457 0.7879 0.9747 1.4862 

0.64 0.1279 0.1203 0.1951 0.5557 0.9593 1.2893 1.5874 

1.28 0.1409 0.1249 0.2112 0.6236 1.3795 2.0089 2.893 

2.56 0.1593 0.1722 0.2271 0.9484 1.4995 2.5803 3.798 

หมายเหตุ:  ค่าท่ีแสดงโดยตัวเลขทึบ คือ ค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 0.8-1.2 ที่ได้จากการท า Indirect 
ELISA (iELISA-SV) ที่ใช้ CPFX-OVA เคลือบพ้ืนหลุม และ MAb ที่มีความเข้มข้นที่เลือก
ส าหรับใช้ในการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA-SV ต่อไป 
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         4.4.2.3 การทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA-SV 

         เพ่ือให้เกิดการแย่งจับกับ MAb-biotin ระหว่าง CPFX ในรูปอิสระ และ CPFX-OVA 
ที่เคลือบพ้ืนหลุม จึงท าการแปรความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
น าไปทดสอบกับ MAb-biotin และ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม ด้วยวิธี dcELISA-SV เพ่ือท าการ
ทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA-SV โดยใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-
OVA ที่เคลือบหลุมและ MAb-biotin ที่หาได้จากข้อ 4.4.2.2 จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงมาสร้าง
กราฟในรูปร้อยละของอัตราส่วนระหว่าง B และ B0  โดยที่  B คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ม ี
CPFX ในรูปแบบอิสระที่ความเข้มข้นต่างๆ B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ในภาวะไม่มี 
CPFX ในรูปแบบอิสระ จากนั้นท าการหาค่า IC50 ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระท าให้
ค่าการดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงที่ B0  (%B/B0 เท่ากับ 50%) จาก
การทดลอง พบว่าเมื่อใช้ CPFX-OVA ที่ความเข้มข้น 1.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MAb-biotin ที่
ความเข้มข้น 0.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า IC50 ต่ าที่สุด คือ 0.25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นั่น
แสดงว่าเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดที่ท าให้ชุดตรวจสอบรูปแบบ dcELISA-SV มีความไวสูงสุด 
(รูปที่ 4.5 และ ตารางที่ 4.9) 
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ก. 
 
                                                                   
              เฉลี่ย 
              3 ครั้ง 
 
             
ข. 
 
 
              เฉลี่ย           
            3ครั้ง 
 
 
ค. 
 
 
              เฉลี่ย          
              3 ครั้ง 
 

 
รูปที่ 4. 5 กราฟแสดงผลการการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ dcELISA-SV 

โดยท่ี ก. คือ CPFX-OVA เคลือบพื้นหลุมที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ  
MAb-biotin ท่ีความเข้มข้น 2.56ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, ข. คือ CPFX OVA เคลือบพื้นหลุม 
ท่ีความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MAb-biotin ท่ีความเข้มข้น 0.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ ค. คือ CPFX OVA เคลือบพื้นหลุมที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MAb-biotin  
ท่ีความเข้มข้น 0.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

หมายเหตุ: จากกราฟ    ,  ,  ,        แทนการทดสอบหาความไวของวิธี ELISA  
            รูปแบบ dcELISA-SV ครั้งที่ 1, ครั้งที่ 2, ครั้งที่ 3 และ เฉลี่ยรวม 3 ครั้ง ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4. 9 ผลการการทดสอบหาความไวของแอนติบอดีต่อซิโพรฟลอกซาซินในรูปอิสระ ด้วยวิธี     
Direct competitive ELISA (dcELISA-SV) 

ความเข้มข้นของ  
MAb-biotin  
(ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ 
CPFX-OVA 

(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

IC50 ± SD 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

LOD ± SD 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

2.56 0.5 0.61 ± 0.18 0.045 ± 0.02 

0.64 1 0.44 ± 0.04 0.019 ± 0.002 

0.32 1.5 0.25 ± 0.05 0.007 ± 0.0015 

 
      4.4.3 วิธีใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ (icELISA-GAM) 

         4.4.3.1 การหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม 
 และ MAb 

         หาอัตราส่วนที่เหมาะสมของ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมและ MAb โดยการแปรค่า
ความเข้มข้นของ MAb ตั้งแต่  0.04-2.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม
ตั้งแต่ 0.0625- 1.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าปริมาณความเข้มข้นระหว่าง MAb และ CPFX-
OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมที่ท าปฏิกิริยากันแล้วได้ค่าการดูดกลืนแสงใกล้เคียง 1 (OD เท่ากับ 0.8-1.2) 
คือ  MAb ที่ความเข้มข้น 0.32, 0.64 และ 1.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งคู่กับความเข้มข้นของ 
CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมความเข้มข้น 1.5, 1 และ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งท า
การคัดเลือกอัตราส่วนของ MAb และ CPFX-OVA จ านวน 3 คู่นี้ ไปทดสอบหาความไวของวิธี ELISA 
ในรูปแบบ icELISA-GAM ต่อไป (ตารางท่ี 4.10)   
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ตารางที่ 4. 10 ผลการหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมระหว่าง MAb กับ CPFX-OVA ที่เคลือบ
พ้ืนหลุม ด้วยวิธี Indirect ELISA (iELISA-GAM) 

ความเข้มข้นของ 
MAb  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นของ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.0625 0.125 0.25 0.5 1 1.5 2 

0.04 0.1131 0.1306 0.1371 0.1091 0.2751 0.3529 0.4527 

0.08 0.1088 0.1378 0.2016 0.1522 0.2287 0.4054 0.6754 

0.16 0.1209 0.1306 0.1371 0.1091 0.3275 0.5529 0.6831 

0.32 0.1147 0.1876 0.3151 0.5061 0.7217 1.1166 1.6271 

0.64 0.1279 0.2011 0.3764 0.7537 1.0868 1.6518 2.2135 

1.28 0.1409 0.3067 0.4969 0.9761 1.2068 1.7656 2.545 

2.56 0.1593 0.3250 0.5824 1.3061 1.5009 1.9374 3.0172 

หมายเหตุ:  ค่าท่ีแสดงโดยตัวเลขทึบ คือ ค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 0.8-1.2 ที่ได้จากการท า Indirect 
ELISA (iELISA-GAM) ที่ใช้ CPFX-OVA เคลือบพ้ืนหลุม และ MAb ที่มีความเข้มข้นที่
เลือกส าหรับใช้ในการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ icELISA-GAM ต่อไป 

 
         4.4.3.2 การทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ icELISA-GAM 

        เพ่ือให้เกิดการแย่งจับกับ MAb ระหว่าง CPFX ในรูปอิสระ และ CPFX-OVA ที่
เคลือบพ้ืนหลุม จึงท าการเจือจาง CPFX ในรูปอิสระให้มีความเข้มข้นของ ตั้งแต่ 0-2 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร น าไปทดสอบกับ MAb และ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม ด้วยวิธี icELISA-GAM โดยใช้
ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุมและ MAb ที่หาได้จากข้อ 4.4.3.1 จากนั้น
น าค่าการดูดกลืนแสงมาสร้างกราฟในรูปร้อยละของอัตราส่วนระหว่าง B และ B0  โดยที่  B คือ ค่า
การดูดกลืนแสงจาก ELISA ที่ม ีCPFX ในรูปแบบอิสระท่ีความเข้มข้นต่างๆ B0 คือ ค่าการดูดกลืนแสง
จาก ELISA ที่ในภาวะไม่มี CPFX ในรูปแบบอิสระ จากนั้นท าการหาค่า IC50 ซึ่งเป็นค่าความเข้มข้น
ของ CPFX ในรูปอิสระท าให้ค่าการดูดกลืนแสงลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงที่ B0  
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(%B/B0 เท่ากับ 50%) จากการทดลอง พบว่าเมื่อใช้ CPFX-OVA ที่ความเข้มข้น 1.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และแอนติบอดีท่ีความเข้มข้น 0.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า IC50 ต่ าที่สุด คือ  
0.56 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นั่นแสดงว่าเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดที่ท าให้การชุดตรวจสอบ
รูปแบบ icELISA-GAM มีความไวสูงสุด (รูปที่ 4.6 และ ตารางที ่4.11) 
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ก. 
 
                                                               
        เฉลี่ย      
                                                              3 ครั้ง 
 
 
ข. 
              เฉลี่ย           
              3 ครั้ง 
 
 
 
 
ค. 
                        
              เฉลี่ย 
      3 ครั้ง  
 
 

 
รูปที่ 4. 6 กราฟแสดงผลการการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ icELISA-GAM 
โดยที่ ก. คือ CPFX-OVA เคลือบพ้ืนหลุมที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MAb ที่
ความเข้มข้น 1.28 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ข. คือ CPFX-OVA เคลือบพ้ืนหลุมที่ความเข้มข้น 1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MAb ที่ความเข้มข้น 0.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ ค. คือ  
CPFX-OVA เคลือบพ้ืนหลุมที่ความเข้มข้น 1.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ MAb ที่ความเข้มข้น 
0.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

หมายเหตุ: จากกราฟ    ,  ,  ,        แทนการทดสอบหาความไวของวิธี ELISA  
             รูปแบบ icELISA-GAM ครั้งที่ 1, ครั้งที่ 2, ครั้งที่ 3 และ เฉลี่ยรวม 3 ครั้ง ตามล าดับ  
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ตารางที่ 4. 11 ผลการการทดสอบหาความไวของ ELISA ในรูปแบบ icELISA-GAM ของอัตราส่วน   
ระหว่าง    MAb กับ CPFX-OVA ที่เคลือบพ้ืนหลุม 

ความเข้มข้นของ  
MAb  

(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ 
CPFX-OVA 

(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

IC50 ± SD 
(นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

LOD ± SD 
(นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

1.28 0.5 0.75 ± 0.10 0.01 ± 0.01 

0.64 1 0.99 ± 0.37 0.005 ± 0.004 

0.32 1.5 0.56 ± 0.07 0.0008 ± 0.0001 

     
4.5 การวิเคราะห์ผล 

      4.5.1 การเปรียบเทียบค่าความไวของ ELISA 3 รูปแบบ 

   เมื่อวิเคราะห์วิธี competitive ELISA ทั้ง 3 รูปแบบ และเปรียบเทียบความไวของชุด
ตรวจสอบจากค่า IC50 และ LOD ได้ผลสรุปดังแสดงตารางที่ 4.12 โดยพบว่า ELISA รูปแบบ 
dcELISA มีความไวสูงสุด รองลงมาคือ dcELISA-SV และ icELISA-GAM โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 016, 
0.25, 0.51 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตารางที่ 4.12 ) จะเห็นว่าค่า IC50 ของทั้ง 3 รูปแบบ 
ต่ ากว่าค่า MRL ของ CPFX ที่ตกค้างในเนื้อสัตว์รวมถึงผลิตผลที่มาจากสัตว์ ซึ่งถูกก าหนดไว้ไม่เกิน 
100-300 นาโนกรัมต่อกรัม จึงสามารถน ามาใช้ตรวจสอบ CPFX ใน หมู กุ้ง และนม ในขั้นตอนต่อได้
ทั้ง 3 รูปแบบ แต่จะมีเพียงรูปแบบเดียวที่จะน าไปใช้ โดยพิจารณาจากค่า IC50 ที่ต่ าที่สุด จึงเลือกใช้ 
ELISA รูปแบบ dcELISA เพ่ือท าการประเมินหาประสิทธิภาพของการตรวจวัด CPFX ในตัวอย่าง
อาหาร (หมู กุ้ง และ นม) ต่อไป เมื่อเปรียบเทียบค่าความไวของชุด ELISA จากงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ใช้
ตรวจหา CPFX ในตัวอย่างอาหาร พบว่าค่าความไวของ ELISA ในงานวิจัยนี้สูงกว่างานวิจัยอ่ืนๆ 
(ตาราง 4.13) 
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ตารางที่ 4. 12 สรุปผลการเปรียบเทียบ ELISA รูปแบบต่างๆ 

รูปแบบของวิธี 
competitive ELISA 

อัตราส่วนความเข้มข้น 
IC50 

(ng/ml) 
LOD 

(ng/ml) 
แอนติบอดี 
(µg/ml) 

แอนติเจน 
(µg/ml) 

dcELISA 0.16 2  0.15 ± 0.01 0.007 ± 0.0002 

dcELISA-SV 0.32 1.5 0.25 ± 0.05 0.007 ± 0.0015 

icELISA-GAM 0.32 1.5 0.56 ± 0.07 0.001 ± 0.0001 
 
ตารางที่ 4. 13 ตารางเปรียบเทียบค่าความไวของ ELISA ที่ใช้ตรวจหา CPFX ในตัวอย่างอาหารของ
งานวิจัยนี้กับงานวิจัยอ่ืนๆ 

นักวิจัย 
ELISA ที่ใช้ตรวจหา 

CPFX 
IC50 

(ng/ml) 
LOD 

(ng/ml) 

Yuan และ คณะ (2010) icELISA-GAR - 0.32 

Hu และ คณะ (2010) icELISA-GAM 245.86 45.25 

Huang และ คณะ (2010) icELISA-GAR 1.47 0.095 

H. T. Zhang และ คณะ (2011) icELISA-GAR 9.4 0.2 

J.-J. Chen และJiang (2013) icELISA-GAM 0.56 0.03 

บริษัท CUSABIO BIOTECH จ ากัด dcELISA - 1.95 

งานวิจัยชิ้นนี้ dcELISA 0.15 0.007 

 
      4.5.2 การหาค่าความจ าเพาะ 

   จากรูปแบบที่ให้ค่าความไวสูงสุด คือ dcELISA น าไปหาค่าความจ าเพาะโดยการทดสอบ
ปฏิกิริยาข้ามของ MAb โดยท าการทดสอบกับสารในกลุ่มและสารนอกกลุ่มฟลูออโรควิโนโลน เมื่อ
ทดสอบกับสารในกลุ่ม ได้แก่ Ciprofloxacin, Enrofloxacin, Norfloxacin, Ofloxacin, Cinoxacin 
และ Enoxacin  พบว่าเกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลนทุกสาร (ยกเว้ณ Cinoxacin 
0%) โดยค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้ามไม่เกิน 17.83 % (ตารางที่ 4.14) ซึ่งเป็นค่าที่ค่อนข้างต่ า 
เมื่อทดสอบกับสารนอกกลุ่ม ได้แก่ Chloramphenicol, Neomycin, Tetracycline, Furazolidone 
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และ Nitrofurantoin ซึ่งใช้ในการแข่งขันที่ความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงใกล้เคียง 1 นั่นแสดงว่าสารเหล่านี้ไม่แย่งจับกับ MAb ที่เคลือบพ้ืนหลุม ท าให้มีค่า IC50 
สูงกว่า 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม 0 % แสดงให้เห็นว่ารูปแบบ 
dcELISA ไม่สามารถจับกับสารเหล่านี้ได้  
 
ตารางที่ 4. 14 ผลการท าปฏิกิริยาข้ามของ MAb โดยวิธี dcELISA 

กลุ่มสาร สารที่ใช้ทดสอบ 
IC50 

(นาโนเมตรต่อมิลลิลิตร) 

Cross-
reactivity 
(เปอร์เซ็นต์) 

สารในกลุ่ม 
ฟลูออโรควิโนโลน 

Ciprofloxacin 0.1 100.00 

Enrofloxacin 2.16 4.88 

Norfloxacin 1.28 5.60 

Ofloxacin 21.98 0.48 

Cinoxacin > 1,000 0 

Enoxacin 0.60 16.66 

 Chloramphenicol > 1,000 0 

 Neomycin > 1,000 0 

สารนอกกลุ่ม Tetracycline > 1,000 0 

 Furazolidone > 1,000 0 

 Nitrofurantoin > 1,000 0 

 
      4.5.3 การสร้างกราฟมาตรฐาน  

   ท าการเลือกช่วงความเข้มข้นของ CPFX ที่ให้กราฟเป็นเส้นตรงส าหรับสร้างกราฟ
มาตรฐาน และได้เลือกช่วงความเข้มข้นของCPFX ที่ 0.016 – 0.976 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  
(ตารางท่ี 4.15) 
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ตารางที่ 4. 15 ผลของค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD)  
ที่ได้จากการท า dcELISA ที่ใช้ส าหรับเลือกช่วงความเข้มข้นของ CPFX ที่เหมาะ
ส าหรับใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐาน 

ความเข้มข้น 
CPFX (ng/ml) 

ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคลื่น 450 nm 

SD  
(N=3, n=3) 

%B/B0 

0 1.030 0.005 100 
0.001 0.848 0.058 82 
0.002 0.863 0.060 84 
0.004 0.846 0.006 82 
0.008 0.796 0.017 77 
0.015 0.747 0.007 73 
0.031 0.698 0.009 68 
0.061 0.622 0.048 60 
0.122 0.546 0.042 53 
0.244 0.360 0.045 35 
0.488 0.335 0.064 33 
0.978 0.235 0.058 23 
1.953 0.193 0.058 19 
3.906 0.161 0.058 16 
7.813 0.119 0.017 12 
15.625 0.109 0.018 11 
31.250 0.094 0.019 9 
62.500 0.088 0.020 9 
125.000 0.090 0.017 9 
250.000 0.103 0.018 10 
500.000 0.092 0.016 9 
1000.000 0.103 0.021 10 
2000.000 0.091 0.018 9 

 
 

ส าหรับสร้าง
กราฟ
มาตราฐาน 
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เมื่อท าการเลือกช่วงความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน โดยที่
แกน X เป็นค่า %B/B0 และ แกน Y เป็นค่าความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระ หน่วยเป็น นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร (รูปที่ 4.7) ซึ่งจากกราฟ ค่าความเชื่อมั่นอยู่ที่ 0.9726 ซึ่งให้ช่วงความเข้มข้นของ CPFX 
ที่เป็นเส้นตรงอยู่ที่ 0.004-0.978 นาโนกรัมต่อมิลิลิตร ซึ่งยอมรับได้ ดังนั้น จากค่าความเชื่อมั่นยืนยัน
ได้ว่า สามารถใช้ช่วงความเข้มข้นของ CPFX นี้ท าเป็นกราฟมาตรฐานเพ่ือใช้ตรวจสอบหา CPFX ใน
ตัวอย่างอาหารในขั้นตอนต่อไปได้ 

 
 

 
รูปที่ 4. 7 กราฟแสดงช่วงความเข้มข้นของ CPFX ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism Ver. 5.0 เพ่ือใช้

ในการสร้างกราฟมาตรฐาน,(1), และกราฟมาตราฐาน,(2) 
 
เพ่ือให้เกิดความสะดวกเวลาเตรียมสาร จึงได้มีการก าหนดความเข้มข้นของ CPFX ใหม่แต่ยัง

ใกล้เคียงและอยู่ในช่วงความเข้มข้นเดิมที่เลือกไว้ โดยใช้ความเข้มข้นของ  CPFX ดังนี้ 0.00375, 
0.0075, 0.015, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.4 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับการเตรียม
กราฟมาตรฐานในการทดลองต่อไป เมื่อทดสอบด้วยวิธี dcELISA น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้าง
กราฟมาตรฐาน โดยที่แกน X เป็นค่า %B/B0 แกน Y เป็นความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระหน่วย
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.16 รูปที่ 4.8)  
 
 
 
 
 
 
 

y = -11.16ln(x) + 24.42 
R² = 0.9726 
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ตารางที่ 4. 16 ผลของค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่ได้จาก
การ ท า dcELISA ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน 

ความเข้มข้น CPFX 
(นาโนกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
450 นาโนเมตร 

SD 
(N=6, n=3) 

%B/B0 

0 1.1024 0.08 100 
0.00375 1.0144 0.19 92 
0.0075 0.9257 0.16 84 
0.015 0.8391 0.13 76 
0.03 0.7523 0.12 68 
0.06 0.6658 0.15 60 
0.12 0.6013 0.13 55 
0.24 0.5160 0.09 47 
0.48 0.3969 0.08 36 
0.96 0.2974 0.05 27 

หมายเหตุ: N = จ านวนครั้งการท า, n = จ านวนซ้ าในแต่ละครั้งของแต่ละความเข้มข้น  
 

 
 

รูปที่ 4. 8 กราฟมาตรฐานโดยที่แกน X เป็นค่า %B/B0 แกน Y เป็นความเข้มข้นของ CPFX ในรูป
อิสระหน่วยนาโนกรัมต่อมิลลิลิตร   

 

y = -11.45ln(x) + 28.339 
R² = 0.9967 
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4.6 การประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัด CPFX ด้วยวิธี dcELISA กับตัวอย่างอาหาร 

      4.6.1 การเตรียมตัวอย่างเนื้อหมูส าหรับตรวจวัดปริมาณ CPFX ด้วยวิธี dcELISA 

         4.6.1.1 การศึกษาผลกระทบและระดับการเจือจางของแมทริกในตัวอย่างเนื้อหมู 

        ไขมันในเนื้อหมูเป็นแมทริกส าคัญที่รบกวนระบบ ELISA ดังนั้นจึงต้องท าการ
ลดแมทริกในเนื้อหมูโดยการหาระดับการเจือจางที่เหมาะสมที่ท าให้แมทริกในเนื้อหมูไม่มีผลต่อ 
ELISA ท าการสกัดเนื้อหมูด้วยวิธีของ Yuan และ คณะ 2001 จากนั้นจึงน าส่วนใสที่ไม่ถูกเจือจาง 
และ เจือจางท่ีระดับการเจือจาง 10, 20 และ 40 เท่า มาเติม CPFX ลงไปในส่วนใสให้ได้ความเข้มข้น
สุดท้าย คือ 0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร กราฟมาตรฐานของ 
CPFX ที่ละลายใน PBS จะถูกเปรียบเทียบกับกราฟของ CPFX ที่ละลายในส่วนใส  

        ซึ่งการทดลองนี้มีการวิเคราะห์ 2 ส่วน คือ ในส่วนแรกนั้น ศึกษาผลกระทบของ
แมทริกในตัวอย่างเนื้อหมูโดยการการเปรียบเทียบกราฟมาตรฐานกับกราฟของ CPFX ที่ละลายใน
ส่วนใสที่ไม่ได้ท าการเจือจาง พบว่าเส้นกราฟคลาดเคลื่อนไปจากเส้นกราฟมาตรฐานมาก กล่าวได้ว่า 
แมทริกในเนื้อหมูมีผลต่อระบบ ELISA   

        การวิเคราะห์ในส่วนที่ 2 คือ การเปรียบเทียบกราฟมาตรฐาน กับกราฟของ CPFX ที่
ละลายในส่วนใสที่ถูกเจือจางที่ระดับการเจือจาง 10, 20 และ 40 เท่า เพ่ือศึกษาระดับการเจือจาง
ของแมทริกในตัวอย่างเนื้อหมู พบว่าที่ระดับการเจือจาง 10 และ 20 เท่า เส้นกราฟยังเบนออกห่าง
จากเส้นกราฟมาตรฐาน แสดงว่ายังไม่สามารถลดผลของแมทริกจากเนื้อหมูได้ ส่วนที่ระดับการเจือ
จาง 40 เท่านั้น สามารถลดผลของแมทริกจากเนื้อหมูได้ เนื่องจากเส้นกราฟเบนเข้าใกล้กับเส้นกราฟ
มาตรฐานมากจนเกือบทับกัน แสดงให้เห็นว่าที่ระดับการเจือจาง 40 เท่า เป็นค่าการเจือจางที่
เหมาะสมส าหรับการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในเนื้อหมู ด้วยวิธี dcELISA (รูปที่ 4.9) 

  จากการศึกษาผลกระทบและระดับการเจือจางของแมทริกในตัวอย่างเนื้อหมู สรุปได้ว่า 
แมทริกมีผลต่อระบบ ELISA และสามารถลดแมทริกลงได้เม่ือท าการเจือจางที่ 40 เท่า   

 
 
  

 
 

 
 

 



 
 

 

83 

  

  

 
รูปที่ 4. 9   กราฟแสดงผลของระดับการเจือจางแมทริกในเนื้อหมูที่ระดับการเจือจางต่างๆ โดยที่ ก. 

ข. ค. และ ง. คือ ไม่เจือจาง, เจือจางท่ี 10, 20 และ 40 เท่า ตามล าดับ เปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน  

 
         4.6.1.2 การตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อหมู 

จากการเติม CPFX ลงไปในตัวอย่างเนื้อหมูให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 5, 
10, 20 และ 40 นาโนกรัมต่อกรัม แล้วจึงท าการสกัด จนได้ส่วนใสออกมา ท าการเจือจางส่วนใสเพ่ือ
ลดแมทริกที่ 1:40 เท่า ตรวจสอบด้วยวิธี dcELISA เพ่ือวิเคราะห์หา CPFX โดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน พร้อมกับหาค่าความถูกต้องในการตรวจวัด โดยจะรายงานปริมาณสารที่สามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้ในรูปของ %recovery (RV) และค่าความแม่นย าในรูปของค่า % CV  

พบว่าเมื่อท าการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อหมูที่ท าการทดลองในวัน
และเวลาเดียวกัน หรือ intra assay และท าการทดลองในวันละเวลาต่างกัน หรือ inter assay ค่า
ความถูกต้องในการวัดปริมาณ CPFX ในเนื้อหมูอยู่ที่ 86 -103 เปอร์เซ็นต์ และ 83-101 เปอร์เซ็นต์ 

y = -0.215ln(x) + 0.1282 
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ตามล าดับ ซึ่งเป็นช่วงที่อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ 80-120 เปอร์เซ็นต์ (Abbott และ คณะ, 2010) 
ส่วนค่าความแม่นย าอยู่ที่ 3.6-8.5 เปอร์เซ็นต์ และ 8.9-15.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่
ยอมรับได ้คือ %CV <20 เปอร์เซ็นต ์(Y. Zhang และ คณะ, 2007) (ตารางท่ี 4.17 และ 4.18) 

 

ตารางที่ 4. 17 ผลการวิเคราะห์ Intra assay ในตัวอย่างเนื้อหมู 

หมายเหตุ: Intra assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 8 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
   n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 

        
ตารางที่ 4. 18 ผลการวิเคราะห์ Inter assay ในตัวอย่างเนื้อหมู 

หมายเหตุ: Inter assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 8 ครั้ง ในเวลาต่างกัน 
             N คือ จ านวนครั้งที่ท าการทดลอง, n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
 

ปริมาณ CPFX 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

Intra assay (n = 2) 

ปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

%Recovery %CV 

5.0 4.3 ± 0.4 86 ± 7 3.6 ± 2.1 

10.0 8.9 ± 0.8 89 ± 7 7.1 ± 3.1 

20.0 20.0 ± 1.7 100 ± 9 5.2 ± 1.7 

40.0 41.1 ± 2.4 103 ± 6 8.5 ± 4.2 

ปริมาณ CPFX 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

Inter assay (N=8,  n = 4) 

ปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

%Recovery %CV 

5.0 4.8 ± 0.5 95 ± 10 15.4 ± 2.9 

10.0 8.3 ± 0.2 83 ± 2 12.6 ± 4.9 

20.0 17.0 ± 0.9 85 ± 5 8.9 ± 4.2 

40.0 40.6 ± 4.0 101 ± 10 9.9 ± 4.0 
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      4.6.2 การเตรียมตัวอย่างเนื้อกุ้งส าหรับตรวจวัดปริมาณ CPFX ด้วยวิธี dcELISA 

         4.6.2.1 การศึกษาผลกระทบของแมทริกและเมทานอลในตัวอย่างเนื้อกุ้ง  

        เพ่ือท าการศึกษาผลกระทบของแมทริกในเนื้อกุ้ง ท าการสกัดกุ้งด้วยวิธีของ Zhang 
และ คณะ 2011 จากนั้นจึงน าส่วนใสที่ไม่ถูกเจืองจางมาเติม CPFX ลงไปในส่วนใสให้ได้ความเข้มข้น
สุดท้าย คือ 0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร กราฟมาตรฐานของ 
CPFX ที่ละลายใน PBS จะถูกเปรียบเทียบกับกราฟของ CPFX ที่ละลายในส่วนใส เนื่องจากการ
ทดลองนี้ใช้เมทานอลในการสกัด จึงแบ่งความเข้มข้นของเมทานอลออกเป็น 3 ความเข้มข้น ได้แก่ 
0%, 25% และ 50%  พบว่า 

การสกัดวิธีแรก “ไม่ใช้เมทานอล” เส้นกราฟของ CPFX ที่ใส่ลงไปในส่วนใส ที่ไม่ถูก 
เจือจางนั้นคลาดเคลื่อนไปจากเส้นกราฟมาตรฐานมาก ดังนั้นกล่าวได้ว่า แมทริกในเนื้อกุ้งมีผลต่อ
ระบบ ELISA ท าให้การตรวจวัดปริมาณ CPFX คลาดเคลื่อน (รูปที่ 4.10) 

การสกัดวิธีที่ 2  “ใช้เมทานอล 25%” เส้นกราฟของ CPFX ที่ใส่ลงไปในส่วนใส
คลาดเคลื่อนไปจากเส้นกราฟมาตรฐานมาก ดังนั้น มีผลของแมทริกในเนื้อกุ้งและการใช้เมทานอล
ความเข้มข้นที่ 25% ไม่สามารถดึง CPFX ออกมาจากเนื้อกุ้งมาได้ หรือ อาจสามารถดึง CPFX 
ออกมาจากเนื้อกุ้งมาได้ แต่ด้วยความเข้มข้นเมทานอลที่สูงถึง 25% จึงมีผลต่อระบบ ELISA (ดังผลที่
แสดงไว้ในภาคผนวก ก) ท าให้การตรวจวัดปริมาณ CPFX คลาดเคลื่อนได้ (รูปที่ 4.11) 

ส่วนการสกัดวิธีที่ 3  “ใช้เมทานอล 50%” เส้นกราฟของ CPFX ที่ใส่ลงไปในส่วนใส 
คลาดเคลื่อนไปจากเส้นกราฟมาตรฐาน เนื่องจากเข้มข้นเมทานอลที่ค่อนข้างสูงถึง 50% จึงมีผลต่อ
ระบบ ELISA (ดังผลที่แสดงไว้ในภาคผนวก ก) ท าให้การตรวจวัดปริมาณ CPFX คลาดเคลื่อนได้ (รูป
ที่ 4.12) 

สรุปได้ว่า แมทริกในเนื้อกุ้ง และความเข้มข้นของเมทานอลที่ 25 % และ 50% มีผล
ต่อระบบ ELISA  
 
        4.6.2.2 การศึกษาระดับการเจือจางแมทริกในตัวอย่างเนื้อกุ้ง 

จากการศึกษาผลกระทบของแมทริกและเมทานอลข้างต้น พบว่าการสกัดโดยใช้
ความเข้มข้นของเมทานอลที่ 0%, 25% และ 50% นี้ ให้เส้นกราฟคลาดเคลื่อนไปจากเส้นกราฟ
มาตรฐานมาก เนื่องจากแมทริกจากเนื้อกุ้งและความเข้มข้นของเมทานอลที่ใช้ในการสกัดมีผลต่อ
ระบบ ELISA  ดังนั้น การเจือจางเป็นวิธีหนึ่งที่สามารถลดทั้งแมทริกจากเนื้อกุ้งและผลกระทบจาก
ความเข้มข้นของเมทานอลได้ 
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จึงต้องท าการหาระดับการเจือจางที่สามารถลดทั้งแมทริกในเนื้อกุ้งและผลกระทบ
จากความเข้มข้นของเมทานอลที่ใช้ในการสกัดออกไปได้ โดยท าการการสกัดกุ้งก่อนท าการเติม CPFX 
ด้วยวิธีของ Zhang และ คณะ 2011 จากนั้นเจือจางส่วนใสที่ระดับการเจือจางตั้งแต่ 10, 20, 40, 80 
และ 160 เท่า จึงจะท าการเติม CPFX ลงไป ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 
0.48 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบเส้นกราฟของ CPFX ที่ละลายในส่วนใสกับ
เส้นกราฟมาตรฐาน พบว่า 

การสกัดวิธีแรก “ไม่ใช้เมทานอล”  ที่ระดับการเจือจาง 10 เท่า และ 20 เท่า 
เส้นกราฟยังเบนออกห่างจากเส้นกราฟมาตรฐาน แสดงว่ายังไม่สามารถผลของแมทริกจากเนื้อกุ้งได้ 
ส่วนที่ระดับการเจือจาง 40 เท่า เส้นกราฟทับเส้นกราฟมาตรฐาน ดังนั้น ที่ระดับการเจือจาง 40 เท่า 
เป็นค่าการเจือจางที่สามารถลดผลของแมทริกจากเนื้อกุ้งได้ จึงถูกเลือกน าไปใช้ในการหาตรวจวัด 
CPFX ในเนื้อกุ้งด้วยวิธี dcELISA เปรียบเทียบค่าความถูกต้องในการตรวจวัดกับวิธีการสกัดอีก 2 วิธี 
เพ่ือหาวิธีที่ดีดีสุดไปใช้ (รูปที่ 4.10) 

การสกัดวิธีที่ 2  “ใช้เมทานอล 25%” พบว่าที่ระดับการเจือจาง 10 และ 20 เท่า 
เส้นกราฟยังเบนออกห่างจากเส้นกราฟมาตรฐาน แสดงว่ายังไม่สามารถลดผลของแมทริกจากเนื้อกุ้ง
ได้ ส่วนที่ระดับการเจือจาง 40 และ 80 เท่า สามารถลดได้ทั้งผลกระทบจากแมทริกและผลกระทบ
จากความเข้มข้นของเมทานอลที่ใช้ในการสกัด เนื่องจากเส้นกราฟทับเส้นกราฟมาตรฐานสนิท จึง
เลือกระดับการเจือจางที่ 40 และ 80 เท่า ไปใช้การตรวจวัด CPFX ในเนื้อกุ้งด้วยวิธี dcELISA 
เปรียบเทียบค่าความถูกต้องในการตรวจวัดกับวิธีการสกัดอีก 2 วิธี เพ่ือหาวิธีที่ดีดีสุดไปใช้ (รูปที่ 
4.11) 

ส่วนการสกัดวิธีที่ 3  “ใช้เมทานอล 50%”  ที่ระดับการเจือจาง 10 เท่า  เส้นกราฟ
ยังเบนออกห่างจากเส้นกราฟมาตรฐาน เนื่องจากไม่สามารถลดผลของแมทริกจากเนื้อกุ้งและผลของ
ความเข้มข้นเมทานอล (ท่ีเหลืออยู่ 5 % หลังจากถูกเจือจาง) ได ้ส่วนที่ระดับการเจือจาง 20, 40 และ 
80 เท่า สามารถลดผลจากความเข้มข้นของเมทานอลที่เหลืออยู่เพียง 1.25 และ 0.625 % ตามล าดับ
ได้ ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ไม่มีผลต่อระบบ ELISA (ดังผลในภาคผนวก ก.) แต่ยังไม่สามารถลดผลของ
แมทริกได้เนื่องจากเส้นกราฟไม่ทับกับเส้นกราฟมาตรฐาน แต่ที่ระดับการเจือจาง 160 เท่า พบว่า
เส้นกราฟทับเส้นกราฟมาตรฐานสนิท จึงเลือกระดับการเจือจาง 160 เท่า ไปใช้ในการหาค่าความ
ถูกต้องในการตรวจวัด CPFX ในเนื้อกุ้งด้วยวิธี dcELISA เนื่องจากสามารถลดผลกระทบของแมทริ
กจากเนื้อกุ้งและผลจากความเข้มข้นของเมทานอล (ที่เหลืออยู่เพียง 0.312 %) ได ้(รูปที่ 4.12)  
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ต่อมาท าการเปรียบเทียบค่าความถูกต้องในการตรวจวัด CPFX ในเนื้อกุ้งเพ่ือหาวิธี
ทีใ่ห้ค่าความถูกต้องมากที่สุด โดยใช้วิธีการสกัดที่คัดเลือกไว้ทั้ง 3 วิธี ดังนี้ 

- การสกัดวิธีแรก “ไม่ใช้เมทานอล” เลือกระดับการเจือจางที่ 40 เท่า  
- การสกัดวิธีที่ 2  “ใช้เมทานอล 25%”เลือกระดับการเจือจางที ่40  

และ 80 เท่า 
- การสกัดวิธีที่ 3  “ใช้เมทานอล 50%” เลือกระดับการเจือจางที ่160 เท่า  

  

 
 

 
 

 
รูปที่ 4. 10 กราฟแสดงผลของระดับการเจือจางแมทริกในเนื้อกุ้งที่ถูกสกัดด้วย PBS (เมทานอล 0%)    

ระดับการเจือจางต่างๆ โดยที่ ก. ข. ค. และ ง. คือ ไม่เจือจาง, เจือจางท่ี 10, 20 และ 40 
เท่า ตามล าดับ เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
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  รูปที่ 4. 11 กราฟแสดงผลของระดับการเจือจางแมทริกในเนื้อกุ้งที่ถูกสกัดด้วยเมทานอล 25% ที ่

ระดับการเจือจางต่างๆ  โดยที่ ก. ข. ค. ง. และ จ. คือ ไม่เจือจาง, เจือจางท่ี 10, 20, 40
และ 80 เท่า ตามล าดับ เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
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รูปที่ 4. 12 กราฟแสดงผลของระดับการเจือจางแมทริกในเนื้อกุ้งที่ถูกสกัดด้วยเมทานอล 50%  ที่

ระดับ การเจือจางต่างๆ โดยที่ ก. ข. ค. ง. จ. และ ฉ. คือ ไม่เจือจาง, เจือจางท่ี 10, 20, 
40, 80 และ 160 เท่า ตามล าดับ เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
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        4.6.2.3 เปรียบเทียบค่าความถูกต้องในการวัดปริมาณ CPFX ในเนื้อกุ้งที่สกัดโดยไม่ใช้ 
เมทานอลกับสกัดโดยใช้เมทานอลความเข้มข้นที่ 25 และ 50% 

จากการเปรียบเทียบค่าความถูกต้องในการวัดปริมาณ CPFX ในเนื้อกุ้งระหว่างการ
สกัดโดยไม่ใช้เมทานอลกับสกัดโดยใช้เมทานอลความเข้มข้นที่ 25 และ 50% โดยการท า Direct 
competitive ELISA โดยใช้ค่าระดับการเจือจางแมทริกที่ถูกเลือกไว้ข้างต้น พบว่า การสกัด CPFX 
ออกจากเนื้อกุ้งโดยไม่ใช้เมทานอล ให้ค่าความถูกต้องในการตรวจเพียง 4.12%  แสดงให้เห็นว่า  
ที่ระดับการเจือจางแมทริก 40 เท่า นี้ สามารถก าจัดผลกระทบของแมทริกต่อการท า ELISA ไปได้  
แต่การสกัดแบบไม่ใช้เมทานอลนั้นไม่สามารถสกัด CPFX ออกมาจากเนื้อกุ้งได้ ส่วนการสกัด CPFX 
ออกจากเนื้อกุ้งโดยใช้เมทานอลความเข้มข้นที่ 25% โดยใช้ระดับการเจือจางแมทริกที่ 1:40 และ 
1:80 ให้ค่าความถูกต้องในการตรวจเพียง 8.87% และ 13.69% ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า ที่ระดับ
การเจือจางแมทริก 40 และ 80 เท่า นี้ สามารถก าจัดผลกระทบของแมทริกต่อการท า ELISA ไปได้ 
แต่การสกัดแบบใช้เมทานอลความเข้มข้นที่ 25% นั้นไม่สามารถสกัด CPFX ออกมาจากเนื้อกุ้งได้  
สุดท้ายการสกัด CPFX ออกจากเนื้อกุ้งโดยใช้เมทานอลความเข้มข้นที่ 50% โดยใช้ระดับการเจือจาง
แมทริกที่ 160 เท่า ให้ค่าความถูกต้องในการตรวจที่ 85.63% แสดงให้เห็นว่าการสกัดแบบใช้ 
เมทานอลความเข้มข้นที่ 50% นั้นสามารถสกัด CPFX ออกมาจากเนื้อกุ้งได้ในปริมาณที่ใกล้เคียงกับ 
CPFX ที่ถูกเติมเข้าไปก่อนท าการสกัด (ตารางท่ี 19) 

ขั้นตอนต่อไป ท าการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อกุ้ง โดยเลือกใช้เมทา
นอลที่ความเข้มข้น 50% ที่ระดับการเจือจางแมทริก 160 เท่า ในการสกัด CPFX ออกจากเนื้อกุ้ง 
เนื่องจากให้ค่าความถูกต้องอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้  
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        4.6.2.4 การตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อกุ้ง 

         หลังจากได้วิธีการเตรียมตัวอย่างเนื้อกุ้งที่เหมาะสม คือ สกัดด้วยเมทานอล 50% และ
น ามาเจือจางที่ระดับการเจือจาง 1:160 ก่อนน ามาทดสอบหา CPFX ด้วยวิธี dcELISA โดยการเติม 
CPFX ลงไปในตัวอย่างเนื้อกุ้งให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 5, 10, 20 และ 40 นาโนกรัมต่อ
กรัม เทียบกับกราฟมาตรฐาน เพ่ือหาค่าความถูกต้องในการตรวจวัดโดยจะรายงานปริมาณสารที่
สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ในรูปของ %recovery (RV) และค่าความแม่นย าในรูปของค่า % CV พบว่า
เมื่อท าการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างเนื้อกุ้งที่ท าการทดลองในวันและเวลาเดียวกัน หรือ 
intra assay และท าการทดลองในวันละเวลาต่างกัน หรือ inter assay ค่าความถูกต้องในการวัด
ปริมาณ CPFX ในเนื้อกุ้งอยู่ที่ 86-110 เปอร์เซ็นต์ และ 84-96 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนค่าความ
แม่นย าอยู่ที่ 3.6-8.6 เปอร์เซ็นต์ และ 9.6-13.5 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า แมทริกในเนื้อ
กุ้งไม่มีผลต่อการวิเคราะห์ CPFX ด้วยวิธี Direct competitive ELISA เนื่องจากมีความถูกต้องสูง ซึ่ง
เป็นช่วงที่อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ 80-120 เปอร์เซ็นต์ (Abbott, 2011) อีกทั้งมีความแม่นย า
เนื่องจากมี %CV ไม่เกิน 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ %CV <20 เปอร์เซ็นต์ 
(Zhang, 2007) ดังนั้นวิธี ELISA รูปแบบ dcELISA ที่ถูกคัดเลือกนี้มีความสามารถในการวัด CPFX 
ในตัวอย่างเนื้อกุ้งได้อย่างถูกต้อง (ตารางท่ี 4.20 และ 4.21) 

 
ตารางที่ 4. 20 ผลการวิเคราะห์ Intra assay ในตัวอย่างเนื้อกุ้ง 

หมายเหตุ: Intra assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 8 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
              n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
 
 
 

ปริมาณ CPFX 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

Intra assay (n = 2) 

ปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

%Recovery %CV 

5.0 4.3 ± 0.3 86 ± 6 3.6 ± 2.1 

10.0 11.0 ± 0.8 110 ± 8 7.1 ± 3.1 
20.0 20.3 ± 2.0  101 ± 12 5.2 ± 1.7 

40.0 42.1 ± 3.7 105 ± 9 8.5 ± 4.2 
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ตารางที่ 4. 21 ผลการวิเคราะห์ Inter assay ในตัวอย่างเนื้อกุ้ง 

หมายเหตุ: Inter assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 8 ครั้ง ในเวลาต่างกัน 
              N คือ จ านวนครั้งที่ท าการทดลอง, n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 
 
      4.6.3 การเตรียมตัวอย่างน้ านมส าหรับตรวจวัดปริมาณ CPFX ด้วยวิธี dcELISA 

        4.6.1.1 การศึกษาผลกระทบและระดับการเจือจางของแมทริกในตัวอย่างน้ านม 

ไขมันในน้ านมเป็นแมทริกส าคัญท่ีรบกวนระบบ ELISA ดังนั้นจึงต้องท าการลดแมทริกใน
น้ านมโดยการหาระดับการเจือจางที่เหมาะสมที่ท าให้แมทริกในน้ านมไม่มีผลต่อ ELISA เพ่ือ
ท าการศึกษาผลกระทบของแมทริกและระดับการเจือจางที่สามารถลดแมทริกในตัวอย่างน้ านม ท า
การสกัดน้ านมด้วยวิธีของ Huang และ คณะ (2010) จากนั้นจึงน าส่วนใสที่ไม่ถูกเจือจาง และ เจือ
จางที่ระดับการเจือจาง 10, 20, 40 และ 80 เท่า มาเติม CPFX ลงไปในส่วนใสให้ได้ความเข้มข้น
สุดท้าย คือ 0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.24, 0.48 และ 0.96 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ CPFX ที่ละลายใน PBS  

       ซึ่งการทดลองนี้มีการวิเคราะห์ 2 ส่วน คือ ในส่วนแรกนั้น ศึกษาผลกระทบของแมทริก
ในตัวอย่างน้ านมโดยการการเปรียบเทียบกราฟมาตรฐานกับกราฟของ CPFX ที่ละลายในส่วนใสที่
ไม่ได้ท าการเจือจาง พบว่าแมทริกในน้ านมมีผลต่อระบบ ELISA  เนื่องจากเส้นกราฟคลาดเคลื่อนไป
จากเส้นกราฟมาตรฐานมาก  

       การวิเคราะห์ในส่วนที่ 2 คือ การเปรียบเทียบกราฟมาตรฐาน กับกราฟของ CPFX ที่
ละลายในส่วนใสที่ถูกเจือจางที่ระดับการเจือจาง 10, 20 และ 40 เท่า พบว่าที่ระดับการเจือจาง 10, 
20 และ 40 เท่า เส้นกราฟเกือบทับกับเส้นกราฟมาตรฐานสนิท แสดงว่าสามารถลดผลของ 
แมทริกจากน้ านมได้ แต่ยังเหลือผลกระทบของแมทริกอยู่เพียงเล็กน้อยเท่านั้น ส่วนที่ระดับการเจือ
จาง 80 เท่า นั้น เส้นกราฟทับเส้นกราฟมาตรฐานสนิท แสดงว่าสามารถลดผลของแมทริกจากน้ านม

ปริมาณ CPFX 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

Inter assay (N=8,  n = 4) 

ปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ 
(นาโนกรัมต่อกรัม) 

%Recovery %CV 

5.0 4.8 ± 0.6 96 ± 11 13.5 ± 4.2 

10.0 9.0 ± 1.0 90 ± 10 13.2 ± 6.5 

20.0 16.9 ± 1.3 84 ± 7 10.7 ± 5.1 

40.0 36.0 ± 2.3 90 ± 6 9.6 ± 1.7 
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ได้ จึงเลือกระดับการเจือจางที่ 80 เท่า เป็นค่าการเจือจางที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวัดปริมาณ 
CPFX ในเนื้อหมู ด้วยวิธี dcELISA (รูปที่ 4.13) จากการศึกษาผลกระทบและระดับการเจือจางของ
แมทริกในตัวอย่างน้ านม สรุปได้ว่า แมทริกมีผลต่อระบบ ELISA และสามารถลดแมทริกลงได้เมื่อท า
การเจือจางที่ 80 เท่า  
 

  

  

 

 

 

รูปที่ 4. 13  กราฟแสดงผลของระดับการเจือจางแมทริกในน้ านมที่ระดับการเจือจางต่างๆ โดยที่ ก. 
ข. ค. ง. และ จ. คือ ไม่เจือจาง, เจือจางท่ี 10, 20, 40 และ  80 เท่า ตามล าดับ 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
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        4.6.1.2 การตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างน้ านม 

เมื่อเติม CPFX ลงไปในตัวอย่างน้ านมให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 5, 10, 20 
และ 40 นาโนกรัมต่อกรัม แล้วสกัดตามวิธีของ Huang และ คณะ, 2010 จนได้ส่วนใสออกมา จึงท า
การเจือจางส่วนใสเพ่ือลดผลกระทบจากแมทริกที่ 1:40 เท่า จากนั้นตรวจสอบด้วยวิธี dcELISA เพ่ือ
วิเคราะห์หา CPFX โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพ่ือหาค่าความถูกต้องในการตรวจวัด โดยจะ
รายงานปริมาณสารที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ในรูปของ %recovery (RV) และค่าความแม่นย าใน
รูปของค่า % CV พบว่าเมื่อท าการทดลองในวันและเวลาเดียวกัน หรือ intra assay และท าการ
ทดลองในวันละเวลาต่างกัน หรือ inter assay ผลการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่างน้ านมด้วย 
dcELISA ให้ค่าความถูกต้องในการวัดปริมาณ CPFX ในน้ านมอยู่ที่ 91-109 เปอร์เซ็นต์ และ 95 -
107 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได ้คือ 80-120 เปอร์เซ็นต์ (Abbott, 2011) ส่วน
ค่าความแม่นย าอยู่ที่ 2.2-5.5 เปอร์เซ็นต์ และ 6.2-9.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่
ยอมรับได้ คือ %CV <20 เปอร์เซ็นต ์(Zhang, 2007) (ตารางท่ี 4.22 และ 4.23) 
 
ตารางที่ 4. 22 ผลการวิเคราะห์ Intra assay ในตัวอย่างน้ านม 

หมายเหตุ: Intra assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 8 ครั้ง ในเวลาเดียวกัน 
   n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 

 
 
 
 
 
 

ปริมาณ CPFX 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Intra assay (n = 8) 

ปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

%Recovery %CV 

5.0 4.6 ± 0.4 92 ± 8 5.5 ± 5.5 

10.0 9.6 ± 0.7 96 ± 7 2.8 ± 3.5 

20.0 18.1 ± 1.9 91 ± 10 2.2 ± 2.0 

40.0 43.6 ± 1.6 109 ± 4 3.6 ± 4.6 
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ตารางที่ 4. 23 ผลการวิเคราะห์ Inter assay ในตัวอย่างน้ านม 

หมายเหตุ: Inter assay คือ การวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวน 8 ครั้ง ในเวลาต่างกัน 
   N คือ จ านวนครั้งที่ท าการทดลอง, n คือจ านวนซ้ าของแต่ละความเข้มข้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริมาณ CPFX 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Inter assay (N=8,  n = 2) 

ปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ 
(นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) 

%Recovery %CV 

5.0 5.0 ± 0.7 100 ± 13 6.9 ± 3.0 

10.0 10.7 ± 0.9 107 ± 9 9.3 ± 3.5 

20.0 20.3 ± 2.0 101 ± 10 6.6 ± 3.5 

40.0 38.1 ± 3.5 95 ± 9 6.2 ± 1.6 
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      4.6.4 เปรียบเทียบค่าความถูกต้องและความแม่นย าในการตรวจวัด CPFX ของงานวิจัยนี้กับ   
งานวิจัยอื่นๆ 

              หลังจากท าการประเมินประสิทธิภาพของการตรวจวัดปริมาณ CPFX ด้วยวิธ ีdcELISA 
กับตัวอย่างอาหารต่างๆ พบว่าค่าความถูกต้องและความแม่นย าอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้  เมื่อท าการ
เปรียบเทียบค่าความถูกต้องและความแม่นย ากับงานวิจัยอื่นๆ พบว่าอยู่ในช่วงที่ใกล้เคียงกัน ดังนี้ 

   ปี 2001 งานวิจัยของ Yuan และ คณะ ใช้ icELISA-GAR ในการตรวจวัดปริมาณ CPFX 
ในตัวอย่างเนื้อหมูที่ผ่านการสกัดด้วยการต้มที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส พบว่าค่าความถูกต้องและ
ความแม่นย าในงานวิจัยดังกล่าวอยู่ในช่วง 74-76% และ 4.5-11.54% ตามล าดับ ขั้นตอนการสกัด 
CPFX ของ Yuan และ คณะ จึงถูกน ามาใช้ในงานวิจัยนี้ ซึ่งให้ค่าความถูกต้องและความแม่นย าอยู่
ในช่วง 83-103% และ 3.6-15.4% ตามล าดับ 

   ปี 2010 งานวิจัยของ Hu และ คณะ ใช้ icELISA-GAM ในการตรวจวัดปริมาณ ENR และ
CPFX ในตัวอย่างเนื้อสัตว์น้ า ได้แก่ กุ้ง ปลา ตะพาบ เป็นต้น ซึ่งผ่านการสกัดด้วย 1M HCl-
acetonitrile และ n-hexane ค่าความถูกต้องและความแม่นย าอยู่ในช่วง 80-95% และ 4.5-1.8-
8.0% ตามล าดับ ปี 2011 Zhang และ คณะ ได้ใช้ icELISA-GAR ในการตรวจวัดปริมาณ ENR และ 
CPFX ในเนื้อหมูและเนื้อวัว ซึ่งท าการสกัด CPFX ออกจากตัวอย่างอาหารด้วยใช้ Methanal 50% 
พบว่าค่าความถูกต้องและความแม่นย าอยู่ในช่วง 86-109% และ 6.8-13.1% ตามล าดับ งานวิจัยนี้จึง
ได้ทดลองใช้การสกัด CPFX ของ Zhang และ คณะ ในตัวอย่างเนื้อกุ้ง พบว่าค่าความถูกต้องและ
ความแม่นย าอยู่ในช่วง 84-110% และ 3.6-13.5% ตามล าดับ 
    ปี 2010 Huang และ คณะ ใช้ icELISA-GAM ในการตรวจวัดปริมาณ CPFX ในตัวอย่าง
น้ านม ที่ผ่านการสกัดโดยการปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่าค่าความถูกต้องและความ
แม่นย าในงานวิจัยดังกล่าวอยู่ในช่วง 63-85% และ 6.3-12.2% ตามล าดับ งานวิจัยนี้จึงน าเทคนิค
การสกัดดังกล่าวมาใช้สกัด CPFX ในตัวอย่างน้ านม ซึ่งให้ค่าความถูกต้องและความแม่นย าอยู่ในช่วง 
87-109% และ 2.2-9.3% ตามล าดับ (ตารางท่ี 4.24) 
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ตารางที่ 4. 24 ผลการเปรียบเทียบค่าความถูกต้องและความแม่นย าในการตรวจวัด CPFX ของ
งานวิจัยนี้กับงานวิจัยอ่ืนๆ 

นักวิจัย ตัวอย่าง 
วิธีการสกัด  

CPFX 
ELISA ที่ใช้

ตรวจหา CPFX 
%Recovery %CV 

Yuan และ 
คณะ, 2001 

เนื้อหมู ต้มที่อุณหภูมิ 85ºC icELISA-GAR 74-76 4.5-11.5 

งานวิจัยชิ้นนี้ เนื้อหมู ต้มที่อุณหภูมิ 85ºC dcELISA 83-103 3.6-15.4 

Hu และ คณะ
, 2010 

เนื้อสัตว์น้ า 
เช่น ปลา กุ้ง 

เป็นต้น 

1M HCl-
acetonitrile 

และ n-hexane 
icELISA-GAM 80-95 1.8-8.0 

Zhang และ 
คณะ, 2011 

เนื้อหมู, เนื้อวัว Methanal 50% icELISA-GAR 86-109 6.8-13.1 

งานวิจัยชิ้นนี้ เนื้อกุ้ง Methanal 50% dcELISA 84-110 3.6-13.5 

Huang และ 
คณะ, 2010 

น้ านม 
ปั่นเหวี่ยงที่

อุณหภูมิ 4 ºC 
icELISA-GAR 63-85 6.3-12.2 

งานวิจัยชิ้นนี้ น้ านม 
ปั่นเหวี่ยงที่ 
อุณหภูมิ4 ºC 

dcELISA 87-109 2.2-9.3 
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บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยนี้ได้ท าการเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมาเซลล์รหัสโคลน 11-5A-B3  ซึ่งสามารถผลิต MAb  
ที่จ าเพาะต่อ  CPFX ด้วยอาหาร RPMI ที่มี 10 เปอร์เซ็นต์ FBS จากนั้นค่อยๆ ลดความเข้มข้นของ 
FBS เหลือ 5 เปอร์เซ็นต์ จึงย้ายเซลล์ลงเลี้ยงในอาหาร SFM เพ่ือลดการปนเปื้อนของ 
immunoglobulin จาก FBS แล้วท าการเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์เข้าขั้นตอนการท า MAb ให้บริสุทธิ์ 
ด้วยวิธี Protein G Affinity Chromatography ได้ปริมาณความเข้มข้น 2.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ในปริมาตรทั้งหมด 3 มิลลิลิตร จากนั้น ท าการหาอัตราส่วนความเข้มข้นที่เหมาะสมของ MAb และ 
แอนติเจน เพื่อใช้ในการทดสอบหาความไว CPFX ด้วย ELISA ในรูปแบบต่างๆ 3 รูป ได้แก่ dcELISA, 
dcELISA-SV และ icELISA-GAM 

จากการทดสอบ พบว่า ELISA รูปแบบ dcELISA มีความไวสูงสุด รองลงมาคือ dcELISA-SV 
และ icELISA-GAM โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.16, 0.25 และ 0.51 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
เนื่องจากวิธี dcELISA มีการแข่งขันกันจับแอนติบอดีระหว่าง CPFX ในรูปอิสระและ CPFX-HRP ใน
ภาวะที่เป็นอิสระ ในระหว่างที่วิธี dcELISA-SV และ icELISA-GAM มีการแข่งขันกันจับแอนติบอดี
ระหว่าง CPFX ในรูปอิสระและ CPFX-OVA ในภาวะที่ไม่เป็นอิสระ (เคลือบไว้พ้ืนหลุม) อย่างไรก็ตาม
สามารถน า ELISA ทั้ง 3 รูปแบบ มาท าการประเมินหาประสิทธิภาพของการตรวจวัดปริมาณ CPFX 
ในตัวอย่างอาหารได้ เนื่องจากค่า IC50 ทั้ง 3 รูปแบบ ต่ ากว่าค่า MRL ของ CPFX ที่ตกค้างในเนื้อสัตว์
รวมถึงผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ซึ่งถูกก าหนดไว้ไม่เกิน 100-300 นาโนกรัมต่อกรัม (Commission 
Regulation (EU), 2009) แต่เลือกรูปแบบที่ใช้ค่า IC50 ที่ต่ าที่สุดไปใช้ จึงเลือกใช้ ELISA รูปแบบ 
dcELISA ซึ่งรูปแบบดังกล่าว นอกจากจะให้ค่าความไวต่ าที่สุด ข้อดีคือ ใช้เวลาในการท าน้อยกว่า
รูปแบบอ่ืนๆ และประหยัดต้นทุนเนื่องจากใช้ CPFX-HRP ซึ่งท าการเชื่อมต่อเอง จึงไม่ต้องใช้ทั้ง 
Secondary antibody และ Streptavidin ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ ซึ่งต้องท าการสั่งซื้อ  

ก่อนน าไปตรวจสอบหา CPFX ในตัวอย่างอาหาร ได้ท าการหาค่าความจ าเพาะโดยการ
ทดสอบปฏิกิริยาข้ามของ MAb พบว่า เมื่อทดสอบกับสารในกลุ่ม  พบว่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยา
ข้ามกับสารในกลุ่มฟลูออโรควิโนโลนได้แก่ Ciprofloxacin, Enrofloxacin, Norfloxacin, 
Ofloxacin, Cinoxacin และ Enoxacin ไม่เกิน 17.83 % ซึ่งเป็นค่าท่ีค่อนข้างต่ า และไม่เกิดปฏิกิริยา
ข้ามกับสารนอกกลุ่ม ได้แก่ Chloramphenicol, Neomycin, Tetracycline, Furazolidone และ 
Nitrofurantoin (ค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดปฏิกิริยาข้าม 0%)  
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เมื่อท าการเลือกช่วงความเข้มข้นของ CPFX ในรูปอิสระ เพ่ือใช้เป็นกราฟมาตรฐานส าหรับใช้
ตรวจสอบหา CPFX ในตัวอย่างอาหารในขั้นตอนต่อไป โดยพิจารณาจากผลของค่าการดูดกลืนแสงที่  
450 นาโนเมตร ที่ได้จากการท า dcELISA พบว่าช่วงความเข้มข้นของ CPFX ที่ให้ค่าการดูดกลืนแสง
เป็นเส้นตรงอยู่ที่ 0.004-0.978 นาโนกรัมต่อมิลิลิตร ค่าความเชื่อม่ันเท่ากับ 0.9726 ซึ่งยอมรับได้  

เมื่อท าการตรวจวัดปริมาณ CPFX ที่เติมลงในตัวอย่างเนื้อหมู เนื้อกุ้ง และน้ านมโดยท าการ
ทดลองในวันและเวลาเดียวกัน หรือ Intra assay และท าการทดลองในวันละเวลาต่างกัน หรือ        
Inter assay ค่าความถูกต้องและความแม่นย าในการวัดปริมาณ CPFX อยู่ในช่วง 83 -110% และ  
2.2-15.4% ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า ซึ่งเป็นช่วงที่อยู่ในเกณฑ์ที่ก าหนดไว้ ดังนั้นวิธี ELISA รูปแบบ 
dcELISA ที่ถูกคัดเลือกนี้มีความสามารถในการวัด CPFX ในตัวอย่างอาหารได ้

ชุดตรวจสอบ CPFX dcELISA ที่ได้นี้มีความสามารถในการตรวจวัด CPFX  
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ให้ความถูกต้องและความแม่นย าสูง แต่อย่างไรก็ตาม ยังต้องมีการศึกษาใน
ด้านอ่ืนๆต่อไป เช่น อายุการใช้งานของชุดตรวจสอบ การเตรียมซับเสตรตที่พร้อมใช้งานได้ทันที 
เพ่ือให้ได้ชุดตรวจสอบที่สามารถผลิตและจ าหน่ายทางการค้าได้ 
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ภาคผนวก ก 
 
กราฟมาตรฐานส าหรับหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay 
 
ตารางที่ ก. 1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน 

ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ CPFX-OVA 

ความเข้มข้นของสารละลาย  
BSA มาตราฐาน  

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
560 นาโมเมตร 

0 0.0000 
0.1 0.1194 
0.2 0.2396 
0.4 0.4969 
0.6 0.7174 
0.8 0.9044 
1 1.1849 

 
 

 
Protein concentration (mg/ml) 

 
รูปที่ ก. 1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ 

CPFX-OVA 

y = 1.1753x 
R² = 0.998 
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ตารางที่ ก. 2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน 
ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ CPFX-HRP 

ความเข้มข้นของสารละลาย  
BSA มาตราฐาน  

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
560 นาโมเมตร 

0  0.1147 
0.1 0.2746 
0.2 0.4185 
0.4 0.6629 
0.6 0.8893 
0.8 1.1025 
1 1.3114 

 
 

 
Protein concentration (mg/ml) 

 
รูปที่ ก. 2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ 

CPFX-HRP 
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ตารางที่ ก. 3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรของสารละลาย IgG มาตรฐาน ด้วย
วิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ MAb 

ความเข้มข้นของสารละลาย  
IgG มาตราฐาน  

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
560 นาโมเมตร 

0 0 
0.1 0.1661 
0.2 0.3588 
0.4 0.6998 

0.6 1.0432 

0.8 1.4001 

 
 

 
Protein concentration (mg/ml) 

 
รูปที่ ก. 3 กราฟมาตรฐานของสารละลาย IgG ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ MAb 
 
 
 
 

y = 1.7473x 
R² = 0.9999 
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ตารางที่ ก. 4 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตรของสารละลาย BSA มาตรฐาน 
ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ MAb-biotin 

ความเข้มข้นของสารละลาย  
BSA มาตราฐาน  

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
560 นาโมเมตร 

0 0.0000 

0.1 0.1194 

0.2 0.2396 

0.4 0.4969 

0.6 0.7174 

0.8 0.9044 

1 1.1849 

 
 

 
Protein concentration (mg/ml) 

 
รูปที่ ก. 4 กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ด้วยวิธี BCA ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนของ  

MAb-biotin 

y = 1.1753x 
R² = 0.998 
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ตารางที่ ก. 11 การหาอัตราส่วนการเชื่อมต่อระหว่าง CPFX กับ OVA 

สารประกอบ มวลโมเลกุล 
ความเข้มข้น A 271 

nm 
Molar 

Absorbility 
Hapten 
density mg/ml M 

CPFX 331.341 0.00625 1.8863 x 10-5 0.9646 51,137.84 - 
- OVA 45,000 2 4.4444 x 10-5 0.7707 17,340.75 

CPFX-OVA 45,331.341 0.2 0.4412 x 10-5 0.5091 115,390.9 1.92 

 
การค านวณหา Hapten density ตาม (Le และ คณะ, 2009) ดังนี้ 

จากสูตร Hapten density = 
 conjugate -  protein

 hapten
  โดย Beer-Lambert law:   = 

A

 ∙ 
  

เมื่อหา Hapten density = 115,390.9 -  17,340.75 = 1.92 

           51,137.84 
ดังนั้นอัตราส่วนการเชื่อมติดระหว่าง CPFX-OVA โดยวิธ ีUV-Vis spectroscopy method 

(Le และ คณะ, 2009) พบว่าอัตราส่วนการเชื่อมต่อระหว่าง CPFX กับ OVA เท่ากับ 1.92:1 นั้น
หมายถึง OVA 1 โมเลกุล มี CPFX ประมาณ 2 โมเลกุล 
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ตารางที่ ก. 12 แสดงค่าความเข้มข้นของเมทานอลมีผลต่อระบบ ELISA (dcELISA)  

ความเข้มข้นของ 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 nm หลังจากท า dcELISA 

เฉลี่ย เมทานอลใน PBS 

(เปอร์เซ็นต์) ซ้ า 1 ซ้ า 2 ซ้ า 3 

0 1.0283 0.9928 1.0382 1.0198 
0.125 0.9982 1.0381 1.016 1.0174 

0.25 0.9937 1.1039 1.093 1.0635 
5 0.9881 0.9928 1.083 1.0213 

10 0.9492 0.9432 0.9321 0.9415 

15 0.9327 0.9272 0.9028 0.9209 
20 0.8427 0.8572 0.8452 0.8484 

25 0.7635 0.8163 0.771 0.7836 

30 0.6729 0.7453 0.6732 0.6971 
35 0.6241 0.5952 0.6173 0.6122 

40 0.4726 0.5625 0.5153 0.5168 
45 0.3721 0.4524 0.4425 0.4223 

50 0.4015 0.3872 0.3726 0.3871 

55 0.3562 0.3284 0.2952 0.3266 
60 0.2982 0.2872 0.2672 0.2842 

65 0.1736 0.1873 0.1783 0.1797 

70 0.2039 0.1717 0.1229 0.1662 
75 0.1936 0.1546 0.1562 0.1681 

80 0.1213 0.0927 0.1103 0.1081 

85 0.1062 0.072 0.0672 0.0818 
90 0.0664 0.0457 0.1352 0.0824 

95 0.0573 0.0452 0.0634 0.0553 
100 0.0752 0.0637 0.0727 0.0705 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา 

ชั่ง RPMI 1640      10.4  กรัม 

 NaHCO3      2  กรัม 

 L-glutamin      0.1  กรัม 

 Glucose      2  กรัม 

 Pyruvic acid      0.11   กรัม 

 น้ ากลั่น       1  ลิตร 

ละลายสารทุกอย่างในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปกรองผ่านกระดาษกรอง แบ่งใส่ขวด

แก้วปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. การเตรียมน้ ายาเก็บเซลล์อย่างถาวรในสภาวะแช่แข็ง (Freezing medium) 
  อาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640   90  มิลลิลิตร 
  Dimethyl sulfoxide (DMSO)   10  มิลลิลิตร 
  ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปแช่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ขณะที่ใช้งานควรแช่ใน
น้ าแข็ง) 

4) 1N  HCI 
  Conc. HCI     7.7 มิลลิลิตร 
 ปรับด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 250 มิลลิลิตร 
3  การเตรียมสารละลายส าหรับใช้ในวิธี ELISA 
 1) 0.2 M Phosphate buffer pH 7.4 (PB stock) 
   NaH2PO4     27.60 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
   Na2HPO4     71.63 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
  ไตเตรท Na2HPO4 ด้วย NaH2PO4 จนได้ pH 7.4 แล้วเก็บเป็น stock 
 2) 0.01 M Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4 
   PB stock     1 ลิตร 
   NaCl      175  กรัม 
   น้ ากลั่น      18 ลิตร 
 3) 0.05% Tween 20 ใน PBS (PBS-T) 



 
 

 

120 

   Tween 20     500 ไมโครลิตร 
   PBS      1000   มิลลิลิตร 
 4) 5% นมพร่องมันเนย (เตรียมใหม่ก่อนใช้ทุกครั้ง) 
   นมพร่องมันเนย     5 กรัม 
   PBS      100 มิลลิลิตร 
 5) 0.2 M Citrate buffer pH 4.0 
   Potassium citrate    33.2  กรัม 
   Citric acid     21.54    กรัม 
   ละลายในน้ ากลั่น     1 ลิตร 
  ปรับ pH ด้วย Citric acid ให้ได้ pH 4.0 
 6) Substrate solution 
   3,3’ ,5,5’- Tetramethylbenzidine (TMB) 3.0 มิลลิลิกรัม 
   DMSO      300 มิลลิลิตร 
   0.2 M Citrate buffer    10 มิลลิลิตร 
   30% H2O2     3.4 ไมโครลิตร 
  ผสมให้เข้ากันในขวดสีชา (เตรียมใหม่ก่อนใช้ทุกครั้ง) 
 7) 1 M H2SO4 (Stopping reagent) 
   H2SO4 (96%)     98 มิลลิลิตร 
   น้ ากลั่น      902 มิลลิลิตร 
  ค่อยๆ เทกรดลงในน้ ากลั่น ผสมให้เข้ากัน 
 หมายเหตุ ควรน าขวดไปแช่ในน้ าที่อุณหภูมิห้องขณะเทกรด เนื่องจากจะเกิดความร้อนช 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาวอรพรรณ เสียงเกษม เกิดเมื่อวันที่  30 กรกฎาคม พ.ศ.  2533 ที่จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ ส าเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพทาง
การเกษตร  คณะเกษตร ก าแพงแสน  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  ในปีการศึกษา 2555  และเข้า
ศึกษาต่อปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เมื่อปีการศึกษา 2557 และได้น าเสนอผลงานเรื่อง ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT 
ASSAY FOR CIPROFLOXACIN RESIDUE DETECTION IN FOOD PRODUCTS ในการน าเสนอ
ผลงานวิจัยระดับนานาชาติในระดับบัณฑิตศึกษา ในงาน Food Innovation Asia Conferences 
2017 ที่ ไบเทคบางนา กรุงเทพมหานคร เมื่อวันที่ 15 -17 มิถุนายน 2560 ได้รับรางวัลรอง
ชนะเลิศอันดับ 1 เสนอผลงานโปสเตอร์ 
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