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กลุ่มยาเททระไซคลิน (Tetracyclines, TCs) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีใช้แพร่หลายในปศุสัตว์ เพ่ือ 
ปีองกันและรักษาโรคติดเช้ือ ทำให้สัตว์มีสุขภาพดี เจริญอาหาร แต่การใช้ยาเททระไชคลินเป็นระยะ 
เวลานานทำให้เกิดการตกค้างในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ เพ่ือความปลอดภัยของผู้บริโภคในหลายประเทศจึง 
มีการกำหนดค่า MRLของ TC เทคนิค ELISA เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ไนการตรวจสารเททระไชคลิน 
ท่ีง่าย รวดเร็ว มีความแม่นยำสูงและความจำเพาะสูง วัตถุประสงค์ของงานวิจัยน้ีเพ่ือพัฒนาสุดตรวจ 
เททระไซคลิน ด้วยเทคนิค ELISA โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจำเพาะต่อเททระไซคลินเพ่ือ 
เตรึยมชุดตรวจสอบสาร TC จากการทดลองเปรยบเทียบชุดตรวจสอบ 4 แบบ พบว่า Ab-captured 
direct competitive ELISA เป็นชุดตรวจสอบต้นแบบท่ีเหมาะสมท่ีสุด มีค่าเฉล่ีย IC50 และปริมาณตา 
ท่ีสุดท่ีตรวจวัดได้ (LOD) เท่ากับ2.63 และ0.19 ppb ตามลำดับโดยสามารถวัดเททระไชคลินได้ 
ในช่วง 2.5 ถึง 100 ppb นอกจากน้ันพบว่าชุดตรวจสอบด้นแบบท่ีได้มีปฏิกิริยาข้ามต่อสารกลุ่ม 
เททระไชคลินในช่วง 19-86% โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารนอกกลุ่มเททระไซคลิน เม่ือนำชุด 
ตรวจสอบด้นแบบไปทดสอบกับตัวอย่างน้ัาผ้ืง พบว่า % recovery ท่ีได้อยู่ในช่วง 91.64-99.39% และ 
จากการตรวจวัดปริมาณเปรียบเทียบโดยการใช้ชุดตรวจสอบ ELISA ต้นแบบท่ีพัฒนาข้ึนเองกับเทคนิค 
LC-MS-MS พบว่าให้ค่าท่ีวัดได้ใกล้เคียงกัน นอกจากน้ีจากการทดสอบความแปรปรวนของการวัดของ 
ชุดตรวจสอบต้นแบบ intra variation assay และ inter variation assay พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 1 .94-8.35 % 
และ 12.75-17.94% ตามลำดับ ผลการทดลองต่างๆ  แสดงว่าชุดตรวจสอบต้นแบบท่ีได้สามารถนำไปใช้ 
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Tetracyclines (TCs) are broad spectrum antibiotics which have been commonly used in veterinary 
for the purpose of prevention and treatment of infectious diseases. The widespread use of TCs could lead to 
TCs residues in animal-producing foods. To ensure food safety for the consumers, several authorities around 
the world have established the maximum residue limit (MRL) for TCs. Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) is considered to be a good alternative because of its simplicity, rapidity, high sensitivity and 
specificity. The objective of this study was to evaluate the feasibility of using a monoclonal antibody in the 
preparation of an ELISA test kit for tetracycline detection. Four types of ELISA were prepared and tested 
for their sensitivities. It was found that Ab- captured direct competitive ELISA is the most suitable method 
with the average inhibition concentration at 50% (IC50) and limit of detection (LOD) value of 2.63 ppb and 
0.19 ppb, respectively. The detection range of the prepared test kit was from 2.5 to 100 ppb. In addition, the 
specificity of the test kit was also tested and found to cross-reacted with antibiotics in TC group between 
19-86%. However, it did not cross-reacted with other tested compounds. The developed test kit was tested 
on honey. It revealed the % recovery of 91.64- 99.39%. Furthermore, comparative quantification of 
tetracycline using the developed ELISA test kit and LC-MS-MS technique showed that these methods gave 
comparable results. In addition, the intra-assay and inter-assay variations of the developed test kit were also 
investigated and found to be 1.94-8.35% and 12.75-17.94%, respectively. These indicated that the prototype 
test kit can be used to accurately and efficiently determine the amount of tetracycline.
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BSA bovine serum albumin
CR cross-reactivity
c v coefficient of variation
DMF dimethylformamide
DMSO dimethyl sulfoxide
ELISA enzyme linked immunosorbent assay
FCS fetal calf serum
g gram
HPLC high performance liquid chromatography
HRP horseradish peroxidase
IC50 inhibitory concentration 50%
Ig immunoglobulin
LOD limit of detection
LOQ limit of quantitation
kDa kilodalton
M molar
ml milliliter
MRLs Maximum Residue Limits
N normal
ng nanogram
OD optical density
OVA oval albumin
PAGE poly acrylamide gel electrophoresis
PBS phosphate buffer saline
PNP p-nitrophenyl phosphate



PMP phenolphthalein monophosphate
TC tetracycline
Rf relative mobility
RIA radioimmunoassay
SD standard deviation
SDS sodium dodecyl sulfate
TMB 3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidine
V volume
พ weight
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