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จากการทดสอบความสามารถของแอนติบอดี clone 12-3F ในการจับกับเททระไซคลินในรูป 
อิสระ พบว่าแอนติบอดี มีความจำเพาะต่อเททระไซคลินในรูปอิสระ จึงคัดเลือกมาทำการเล้ียงเพ่ือเพ่ิม 
ปริมาณแอนติบอดีและทำให้แอนติบอดีบริสุทธ้ิ โดยผ่านคอลัมน์โปรตีนจีเซฟาโรส และเม่ือนำมา 
ตรวจสอบความบริสุทธ้ีและมวลโมเลกุลของแอนติบอดีท่ีได้จากการทำ SDS-PAGE พบว่าแอนติบอดีให้ 
แถบของ heavy chain และ light chain ขนาด 62 และ 25 กิโลดาลตัน ตามลำดับ จากน้ันจึงนำมาใช้ใน 
การศึกษาและพัฒนาชุดตรวจเททระ1ไซคลิน ด้วย วิธี ELISA 4 รูปแบบ พบว่าชุดตรวจสอบท่ีให้ความ 
ไวมากทสุดคอชุดตรวจสอบแบบ Ab-captured indirect competitive ELISA โดยมีค่า IC50 และ LOD 
เท่ากับ 1.13 และ 0.09 ppb ตามลำดับ รองลงมาคอ Ab-captured direct competitive ELISA ให้ค่า IC50 

และ LOD เท่ากับ 2.63 และ 0.19 ppb ตามลำดับ ชุดตรวจสอบแบบ Ag-captured direct competitive 
ELISA ให้ค่า IC50 และ LOD เท่ากับ 10.73 และ 2.88 ppb ตามลำดับ และชุดตรวจสอบท่ีมีความไวน้อย 
ท่ีสุด คือชุดตรวจสอบแบบ Ag-captured direct competitive ELISA ท่ีเคลือบด้วยแอนติบอดีของแพะท่ี 
จำเพาะต่อแอนติบอดีของหนูไมช์ ให้ค่า IC50 และ LOD เท่ากับ 14.05 และ 4.97 ppb ตามลำดับ

ชุดตรวจสอบชนิด Ab-captured direct competitive ELISA เป็นชุดตรวจสอบท่ีเลือกมาเป็นชุด 
ตรวจสอบด้นแบบ สามารถสร้างกราฟมาตรฐานตรวจเททระไชคลินได้ในช่วงความเข้มข้น 0.25 -  20 
ppb โดยใช้เททระไซคลินท่ีเช่ือมต่อกับ OVA เคลือบหลุมท่ีความเข้มข้น 0.125 ppm และแอนติบอดีท่ี 
เช่ือมต่อกับไบโอตินเข้มข้น 0.25 ppm โดยพบว่ามีความไวในการตรวจวัดความเข้มข้นของเททระไซค 
อินตาท่ีสุดเท่ากับ 0.19 ppb และสามารถตรวจวัดเททระไซคลินได้อย่างถูกต้องท่ีความเข้มข้น 0.63 ppb 
มีความจำเพาะต่อสารกลุ่มเททระไซคลินสูงโดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับสารนอกกลุ่ม TC เม่ือทดสอบ 
ความแม่นยำของชุดตรวจสอบโดยคำนวณจากค่าร้อยละของลัมประสิทธ์ความแปรปรวนของ 
intra-variation assay และ inter-variation assay อยู่ในช่วง 1.94-8.35 และ 11.69-18.71 ตามลำดับ ซ่ํงอยู่ 
ในช่วงท่ียอมรับได้
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ส่วนการศึกษาป็จจัยด้านอ่ืนๆ ในการเตรยมชุดตรวจสอบต้นแบบน้ัน พบว่าเวลาท่ีเหมาะสมใน 
การบ่มคือ 1.5 ช่ัวโมง โดยใช้ blocking solution ท่ีเหมาะสม คือ นมพร่องมันเนย 5% และมีตัวทำ 
ละลายน้ําผ้ึงท่ีเหมาะสมคือ PBST ในอัตราส่วน 10เท่าช่ังเม่ือนำมาทดสอบกับตัวอย่างเพ่ือหาปริมาณ 
ท่ีตรวจวัดไต้เทียบกับกราฟมาตรฐานแล้วพบว่า0/ 0 recovery^ 91.64-99.39%และ0/i. CV ของ intra 
และinter-variation assay ได้ 1.94-8.35 และ 12.75-17.94% ช่ังอยู่ในช่วงท่ียอมรับไต้

ในการนำชุดตรวจสอบต้นแบบท่ีเตรยมไต้วัดปริมาณสารเททระไชคลินในตัวอย่างน้ําผ้ึง 
เปรยบเทียบกับเทคนิค LC-MS-MS พบว่าท้ัง 2 วิธีสามารถใช้วิเคราะห์หาปริมาณเททระไซคลินไต้ 
ถูกต้องใกล้เคียงกัน ดังน้ันชุดตรวจสอบต้นแบบท่ีไต้จากงานวิจัยน้ี จึงสามารถนำไปใช้วิเคราะห์หา 
ปริมาณเททระไซคลินในตัวอย่างไต้อย่างมีประสิทธิภาพ

จากการนำน้ัาผ้ึงท่ีมีจำหน่ายของไทย 9 ชนิด มาทำการทดสอบด้วยชุดตรวจสอบ TC ต้นแบบ 
พบว่ามีน้ําผ้ึง 2 ย่ีห้อท่ีตรวจพบสาร TC เกินกว่าค่า MRL ท่ีกำหนด ในปริมาณ 49.50 และ 28.78 ppb 
ตามลำดับ

ส่ิงท่ีควรทำต่อไปหากจะพัฒนาในเชิงการค้า คือ ศึกษาการเคลือบเททระ1ไซคลินท่ีเช่ือมต่อกับ 
OVA บนจานทดสอบ ELISA ชนิด 96 หลุม การเตรยมแอนติบอดี เอนไซม์และสับสเตรตท่ีพร้อม1ใช้ 
งานไต้ทันที นอกจากการทดสอบในน้ัาผ้ึงแล้ว ควรมีการวิเคราะห์หาสาร TC ในผลิตภัณฑ์จากสัตว์ 
อ่ืนๆ เพ่ิมเติม ตลอดจนศึกษาอายุการใช้งานของชุดตรวจสอบ เพ่ือให้ไต้ชุดตรวจสอบเททระไชคลินท่ี 
สามารถผลิตจำหน่ายไต้ในประเทศช่ังช่วยลดการนำเข้าชุดตรวจสอบจากต่างประเทศต่อไป
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