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การทดลองพสูิจน์ความใช้ได้ของวธีิวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์โคลสิตนิใน
เนือ้สัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS 

 
รัตติยา สบูท่อง   นนัทพร งิว้แดง    เย็นฤทยั เศษฐา  อภิชญา สงัข์ทอง 

 
บทคัดย่อ 

 
 การทดลองพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ ออกแบบและด าเนินการตามแนวทางของ 
Commission Decision 2002/657/EC ด้วยเคร่ืองมือวิเคราะห์ LC-MS/MS Applied Biosystem 
รุ่น API4000 และ LC-MS/MS ย่ีห้อ Shimadzu รุ่น LCMS – 8050 ผลของการทดลองพิสจูน์ความ
ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ ได้ข้อสรุปดงันี ้วิธีวิเคราะห์มีความไวเพียงพอท่ีจะวดัปริมาณสารท่ีระดบัต ่า
กว่าคร่ึงหนึ่งของระดับความเข้มข้นของสารตกค้างสูงสุดท่ีอนุญาตให้มีได้ ช่วงความเข้มข้นท่ี
ทดลองท าการพิสูจน์ความเป็นเส้นตรง ได้แก่ 75-300 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และวิธีมี
ความจ าเพาะกบัสารตกค้างโคลิสตินเม่ือเปรียบเทียบกบัสารตกค้างยาสตัว์ประเภทโพลีเพปไทด์
ชนิดอ่ืน วิธีการวิเคราะห์ควรมีการพัฒนาต่อไปเพ่ือให้มาตรฐานเกณฑ์การวิเคราะห์ผ่านตาม
เกณฑ์การพิสจูน์ความใช้ได้ทกุปัจจยัตามแนวมติคณะกรรมาธิการยโุรป 2002/657/EC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ค าส าคัญ: การทดลองพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธี โคลิสตนิ เนือ้สตัว์ LC-MS/MS 
กลุม่ตรวจสอบคณุภาพเนือ้สตัว์และผลผลิตจากสตัว์ ส านกัตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์  
กรมปศสุตัว์ 
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Abstract 

 
 A trial of method validation was designed and performed according to European 
Commission Decision 2002/657/EC. It was analysed by LC-MS/MS of Applied 
Biosystem, model API4000 and Shimadzu model LCMS – 8050. The results of the trial 
against method validation parameters were examined and demonstrated that the 
method is sensitive enough to quantify concentration of compounds at the lower at half 
of maximum residue limit (MRL), the working range that was examined is 75-300 
microgram per kilogram. The specificity of colistin to this method was achievable when 
the analysis was performed with another group of polypeptides. However, the method 
needs further development to achieve the method validation parameters of the 
Commission Decision 2002/657/EC.  
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บทน า 

 
โคลิสตินหรือโพลีมิกซิน อี (colistin หรือ polymyxin E) ถกูน ามาใช้เป็นยาปฏิชีวนะ

ท าลายเชือ้แบคทีเรียชนิดแกรมลบ เช่น Escherichia coli Salmonella spp. Acinetobacter spp. 
Pseudomonas aeruginosa Klebsiella spp. และ Enterobacter spp. (Falagas and 
Kasiakou, 2005) ในทางปศสุตัว์  โคลิสตินเร่ิมถูกใช้ตัง้แต่ พ.ศ. 2493 (European Medicines 
Agency, 2016) เป็นยารักษาภายใต้การควบคมุของสตัวแพทย์ เพ่ือยบัยัง้การติดเชือ้แบคทีเรียแก
รมลบในล าไส้หรืออาการท้องเสียรุนแรงจากเชือ้แบคทีเรียของสุกร เป็ด ไก่ และวัว แต่อย่างไรก็
ตามควรให้ความส าคญักบัการให้ความรู้ในการใช้ยาแก่เกษตรกร และให้อยู่ในการก ากบัดแูลของ
สตัวแพทย์อย่างใกล้ชิด เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดปัญหายาสตัว์ตกค้างมาสู่ผู้บริโภค โดยกรมปศสุตัว์
ได้ออกประกาศกรมปศุสัตว์ เร่ือง ก าหนดมาตรฐานสารตกค้างส าหรับสินค้าปศุสัตว์ ซึ่งระบุ
ปริมาณสารตกค้างสงูสดุ (Maximum Residue Limit; MRL) ท่ีก าหนดให้พบได้ในสินค้าปศสุตัว์ 
ส าหรับโคลิสตินในสตัว์เพ่ือบริโภคทุกชนิดระบุปริมาณให้พบได้ในกล้ามเนือ้ 150 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม และในไข่ 300 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม (กรมปศสุตัว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ , 2549) 
ส าหรับสหภาพยโุรปซึง่เป็นกลุม่ประเทศผู้น าเข้าสินค้าปศสุตัว์ไทยรายส าคญั ได้ก าหนดมาตรฐาน
สารตกค้างในสินค้าปศสุตัว์ไว้เชน่กนัซึ่งมีคา่เท่ากนักบัท่ีระบไุว้ในประกาศกรมปศสุตัว์ (European 
Commission, 2009)  

อย่างไรก็ตามความสามารถของโคลิสตินในการก าจัดเชือ้แบคทีเรีย มาพร้อมกับ
ผลข้างเคียงท่ีอนัตราย เชน่ เป็นพิษตอ่ไตและระบบประสาท จงึท าให้มีการใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่มอ่ืนท่ี
มีความปลอดภยัมากกว่าโคลิสติน จนกระทัง่ พ.ศ. 2530 โคลิสตินได้ถกูน ากลบัมาใช้ในการรักษา
อีกครัง้ โดยได้รับการจดัอนัดบัเป็นยาขนานสุดท้ายส าหรับการรักษาการติดเชือ้แบคทีเรียดือ้ยา 
(วิษณุ, 2552; นิธิมา และคณะ, 2558) แตปั่จจบุนัประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะลดลงอย่างมาก
เพราะแบคทีเรียมีการปรับตัวให้ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะตลอดช่วง 30 ปีท่ีผ่านมา ในขณะท่ีไม่มียา
ปฏิชีวนะตวัใหม่ๆ มาใช้แทนท่ีตวัเดิมท่ีซึ่งมีประสิทธิภาพลดลง จึงท าให้เกิดปัญหาในการดือ้ยาท่ี
ส าคญั ส าหรับประเทศไทย มีปัญหาการดือ้ยาท่ีส าคญั โดยเชือ้แบคทีเรียท่ีเป็นปัญหาในการเลีย้ง
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สตัว์และในอาหาร คือ E. coli, Campylobacter spp. และ Salmonella spp. ซึ่งเป็นเชือ้ดือ้ยาท่ี
ส าคญัจากการจดัอนัดบัจากองค์การอนามยัโลก (คณะกรรมการประสานและบรูณาการงานด้าน
การดือ้ยาต้านจลุชีพ, 2559) นอกจากนี ้Liu et al. (2015) ยงัมีการค้นพบยีนดือ้ยาโคลิสตินใน
ฟาร์มสุกรในประเทศจีน ซึ่งเป็นยีนท่ีสามารถส่งต่อยีนดือ้ยาข้ามสายพันธุ์ ได้ ( horizontal 
transferable resistance) 

นอกจากนีย้งัมีการระบไุว้ในรายงานของ European Medicines Agency (2016) ว่า
ปัจจัยส าคัญในการพิจารณาและประเมินความเส่ียงในการส่งต่อเชื อ้ดือ้ยาจากสัตว์สู่คน คือ
เนือ้สตัว์และผลิตภณัฑ์จากสตัว์ ถึงแม้วา่ปัจจบุนัจะยงัไม่มีหลกัฐานท่ีบอกว่ามีการติดเชือ้จากสตัว์
สู่คนก็ตาม และนอกจากนีแ้ผนยุทธศาสตร์การจัดการการดือ้ยาต้านจุลชีพประเทศไทย พ.ศ. 
2560–2564 ยงัระบไุว้ให้โคลิสตนิเป็นยาต้านจลุชีพท่ีมีผลกระทบส าคญัตอ่มนษุย์และสตัว์ท่ีใช้เป็น
สญัญาณเตือนระดบัประเทศอีกด้วย (คณะกรรมการประสานและบูรณาการงานด้านการดือ้ยา
ต้านจลุชีพ, 2559) 

ดงันัน้งานวิเคราะห์สารตกค้างยาสตัว์และฮอร์โมน กลุ่มตรวจสอบคณุภาพเนือ้สตัว์
ผลผลิตจากสตัว์ ส านักตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์ ซึ่งรับผิดชอบในการตรวจวิเคราะห์สาร
ตกค้างยาสตัว์ เห็นความส าคญัในการตรวจสารตกค้างยาสตัว์โคลิสตินในเนือ้สตัว์เพ่ือเป็นข้อมูล
ประกอบการวางแผนการจดัการความปลอดภยัทางอาหารและประกอบการป้องกนัเชือ้ดือ้ยาแพร่
ระบาดในคนและสตัว์ จงึวางแผนเพื่อพฒันาวิธีวิเคราะห์และพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สาร
ตกค้างโคลิสตินในกล้ามเนือ้ไก่ โดยเทคนิค Liquid Chromatography Tandem Mass 
Spectrometry ให้มีความไวเพียงพอท่ีจะตรวจสารตกค้างดงักล่าวอย่างน้อยท่ีระดบัความเข้มข้น
คร่ึงหนึ่งของปริมาณสารตกค้างสงูสดุท่ียอมให้มีได้ในอาหาร (0.5 MRL) และสามารถยืนยนัชนิด
และปริมาณของโคลิสตนิได้ และทดลองพิสจูน์ความใช้ได้ตามปัจจยัตา่งๆ ของเกณฑ์การประเมิน
สมรรถนะของสหภาพยุโรป (Commission Decision 2002/657/EC) เพ่ือให้วิธีการวิเคราะห์มี
ประสิทธิภาพท่ีจะด าเนินการพิสูจน์ความใช้ได้และน าไปใช้ในการเฝ้าระวงัและตรวจติดตามการ
ตกค้างของยาต้านจุลชีพในแผนการเฝ้าระวังประจ าปีและมีความสอดคล้องกับประเด็น
ยทุธศาสตร์การจดัการการดือ้ยาต้านจลุชีพประเทศไทย  

 
1. วัตถุประสงค์   

 เพ่ือทดลองพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้นีว้่า มีปัจจัยใดท่ีต้องมีการ
ปรับปรุงและพฒันา เพ่ือให้มีความพร้อม เหมาะสมท่ีจะใช้ยืนยนัชนิดและปริมาณสารตกค้างโคลิ
สตนิทัง้ 2 ชนิดในกล้ามเนือ้ไก่และผา่นเกณฑ์ตามแนวมตคิณะกรรมาธิการยโุรป 2002/657/EC 
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2. ขอบข่าย    
เพ่ือทดลองพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารตกค้างสารตกค้างยาปฏิชีวนะโคลิสติน 

เอ และบีในกล้ามเนือ้ไก่ โดยเทคนิค LC-MS/MS 
 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
3.1 ได้ประเมินความพร้อม ปัจจัยต่างๆท่ีต้องปรับปรุง เพ่ือให้วิธีมีความพร้อมในการ

ด าเนินการพิสูจน์ความใช้ได้ตามแนวมติคณะกรรมาธิการยุโรป 2002/657/EC เพ่ือใช้เป็นวิธี
วิเคราะห์ส าหรับการตรวจตวัอย่างกิจกรรมตามแผนสารตกค้างประจ าปี ซึ่งเป็นการตรวจรับรอง
คณุภาพสินค้าปศสุตัว์เพ่ือคุ้มครองผู้บริโภคทัง้ภายในและภายนอกประเทศ 
 
4. วิธีด าเนินการ 
 4.1 ค้นคว้า ทบทวนเอกสารวิชาการท่ีเก่ียวข้องกบัการวิเคราะห์สารตกค้าง คดัเลือกวิธีท่ี
จะใช้ มาพฒันาปรับปรุงให้เหมาะสม 
 4.2 จดัเตรียมสารเคมี สารมาตรฐาน วสัดอุปุกรณ์ และเคร่ืองมือท่ีจ าเป็น  
 4.3 ท าการทดลองสกดัและวิเคราะห์ตวัอย่างด้วยวิธีท่ีคดัเลือกไว้ ปรับเปล่ียนวิธีสกดั และ
หาสภาวะของเคร่ือง LC-MS/MS ท่ีเหมาะสม 
 4.4 วางแผน จดัเตรียมตวัอย่าง อุปกรณ์ และออกแบบการทดลองเพ่ือพิสูจน์ความใช้ได้
ของวิธีวเิคราะห์ โดยใช้เคร่ือง LC-MS/MS 2 เคร่ือง ได้แก่ 
  4.4.1 LC: Shimadzu 20A, MS/MS: Applied Biosystem รุ่น API4000, HPLC 
column ย่ีห้อ Waters รุ่น Cortecs+ ขนาด 2.7 µm 3.0 x 50 mm 
  4.4.2 LC: Shimadzu LC-20ADXR, MS/MS: Shimadzu รุ่น LCMS-8050, 
HPLC column ย่ีห้อ Phenomenex รุ่น Kinetex C18 ขนาด 50 x 4.6 mm 
 4.5 ท าการทดสอบตวัอยา่งตามแผนการพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
 4.6 สรุปผลการพฒันาวิธีและการทดลองพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
 
5. ผลการทดลอง 

5.1 วิธีวิเคราะห์ท่ีท าการทดลองพิสจูน์ความใช้ได้มีขัน้ตอนการวิเคราะห์ดงัตอ่ไปนี ้ 
สารตกค้างยาสัตว์สารตกค้างยาปฏิชีวนะโคลิสติน เอ และบีในกล้ามเนือ้ไก่จะถูกสกัด

ออกมาจากตวัอย่างเนือ้สตัว์ ด้วย trichloroacetic acid (TCA) ความเข้มข้น 10% โดยปริมาตร 
ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 30 นาที แล้วจึงเติมสารละลาย MeOH: 10% TCA ความเข้มข้น 50% โดย
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ปริมาตร หลงัจากนัน้เขย่าโดยเคร่ืองเขย่าแนวนอนความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที และน าไปป่ัน
เหว่ียงตกตะกอนท่ีอณุหภูมิ 4 oC ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วถ่าย
ส่วนใสด้านบนลงหลอดใหม่ เติม NaOH ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตรให้ได้ 25 มิลลิลิตรด้วยสารละลาย 0.2 % formic acid: acetonitrile ความเข้มข้น 20:80 
% โดยปริมาตร หลงัจากนัน้เป็นขัน้ตอนการสกดัด้วย SPE ชนิด C18   

จากนัน้น าไปวิ เคราะห์แยกสารด้วยเทคนิค High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) โดยใช้คอลัมน์ ชนิด C18 เฟสเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายผสมแบบ
สดัส่วนไม่คงท่ี ระหว่าง 0.2% formic acid ในน า้ กบั acetonitrile และตรวจยืนยนัชนิดและวดั
ปริมาณสารด้วย Triple Quadrupole Mass Spectrometer (MS/MS) โดยการตรวจวดัคา่มวลตอ่
ประจ ุ(m/z) ท่ีเกิดจากแหล่งก าเนิดประจบุวกแบบเล็กโทรสเปรย์ (ESI+) และใช้เทคนิค internal 
standard dilution mass spectrometry (IDMS) คือ การเติม internal standard ทกุหลอดใน
ปริมาณเท่ากันตัง้แต่เร่ิมต้น และใช้ค านวณกลบัโดยการชดเชยส่วนท่ีสูญหายไปในแต่ละหลอด 
เพ่ือให้ค านวณปริมาณสารได้ถกูต้องแมน่ย าขึน้    

5.2 ผลการทดลองพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
5.2.1 การทดลองด้วยเคร่ือง LC: Shimadzu 20A, MS/MS: Applied Biosystem รุ่น 

API4000, HPLC column ย่ีห้อ Waters รุ่น Cortecs+ ขนาด 2.7 µm 3.0 x 50 mm  
ผลการทดลองพบว่าการทดสอบ linearity of working range โดยวิเคราะห์เนือ้สตัว์ปลอด

สาร (sample blank) ท่ีเติมสารตกค้างของโคลิสติน เอและบี 5 ระดบัความเข้มข้น (ตามตารางท่ี 
1) และน าผลการวิเคราะห์ท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเข้มข้นและพืน้ท่ีใต้พีคของสาร
ต่อพืน้ท่ีใต้พีคของ internal standard เพ่ือศึกษาความเป็นเส้นตรง ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 
(Correlation coefficient, r) ของกราฟมาตรฐาน 5 ระดบัความเข้มข้น ต้องมีค่ามากกว่าหรือ
เทา่กบั 0.991 (อ้างอิงจากคูมื่อการพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธีวิทดสอบตามแนวมติคณะกรรมาธิการ 
ยโุรป 2002/657/EC สพ.ญ สุจิตตรา พงศ์วิวฒัน์ 2555 หน้า 73) พบว่าการทดลองครัง้นีไ้ม่ผ่าน
เกณฑ์การยอมรับ เน่ืองจากพบปัญหาว่า sensitivity ของเคร่ือง LC-MS/MS ลดลงอย่างตอ่เน่ือง
ขณะท าการทดลอง ท าให้ค่าพืน้ท่ีใต้พีคของสารไม่แปรผันตามสัดส่วนท่ีเหมาะสม ซึ่งมีความ
จ าเป็นให้วิศวกรเคร่ืองมือต้องเข้ามาแก้ไขปัญหาและด าเนินการวิเคราะห์ใหมอี่กครัง้  
 

5.2.2 การทดลองด้วยเคร่ือง LC: Shimadzu LC-20ADXR, MS/MS: Shimadzu รุ่น 
LCMS-8050, HPLC column ย่ีห้อ Phenomenex รุ่น Kinetex C18 ขนาด 50 x 4.6 mm 
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ผลการทดลองพบว่าการทดสอบ linearity of working range ของการทดลองพิสจูน์ความ
ใช้ได้ของวิธี พบว่าสารตกค้างโคลิสติน เอ ผ่านเกณฑ์การยอมรับท่ีก าหนดโดยงานวิเคราะห์สาร
ตกค้างยาสตัว์และฮอร์โมน คือ 0.995 แต่อย่างไรก็ตามสารตกค้างโคลิสติน บี ไม่ผ่านเกณฑ์การ
ยอมรับส าหรับการทดลองพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธี ครัง้ท่ี 2 และ 3 ซึ่งสงัเกตพบว่าสดัส่วนพืน้ท่ีใต้
พีคของสารท่ีระดบัความเข้มข้นสดุท้ายไมแ่ปรผนัตามความเข้มข้นของปริมาณสารตกค้างท่ีเติมลง
ในตวัอย่างปลอดสาร ซึ่งต้องท าการวิเคราะห์ต่อไปว่าอาจเกิดจากสาเหตุอะไรบ้างและท าการ
วิเคราะห์และทดสอบความใช้ได้อีกครัง้ 
 

ตารางท่ี 1 แสดงระดบัความเข้มข้นท่ีใช้ในการทดสอบ linearity of working range 

ล าดบั สาร 
ระดบัความเข้มข้นท่ีใช้ในการทดสอบ 
Linearity of working range (µg/kg) 

ระดบัท่ี 1 ระดบัท่ี 2 ระดบัท่ี 3 ระดบัท่ี 4 ระดบัท่ี 5 
1 Colistin (A+B) 0 75 150 225 300 

 
5.2.3 การทดสอบ Specificity โดยวิเคราะห์เนือ้สตัว์ปลอดสาร (sample blank) ท่ีเตมิ

สารกลุม่อะมิโนไกลโคไซด์ เจนตาไมซิน นีโอไมซิน พาโรโมไมซิน อะพราไมซิน กานาไมซิน สเปคติ
โนไมซิน ทัง้หมด 6 ชนิด ท่ีความเข้มข้น 75 µg/kg พบว่าไมพ่บสญัญาณรบกวน (interfere) และ
ไมพ่บพีคของสารกลุม่อะมิโนไกลโคไซด์ บริเวณ retention time window ของสารโคลิสตนิเอ และ 
บี แสดงวา่วิธีวิเคราะห์มีความจ าเพาะตอ่สารตกค้างยาสตัว์โคลิสติน 
 
6. สรุปผลการทดลอง 

การทดลองพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์โคลิสตินในเนือ้สัตว์ โดย
เทคนิค LC-MS/MS พบว่าจ าเป็นต้องได้รับการพัฒนาเพ่ือให้ได้สภาวะของเคร่ืองมือวิเคราะห์ท่ี
เหมาะสม ผ่านเกณฑ์การยอมรับในทุกปัจจัยของการพิสูจ น์ความใช้ไ ด้ ตามแนวมติ
คณะกรรมาธิการยโุรป 2002/657/EC 

 
7. ข้อเสนอแนะ 

จากผลการทดลองพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ท่ี
พฒันาขึน้นัน้สามารถวดัท่ีระดบัความเข้มข้นอย่างน้อยท่ีระดบัความเข้มข้นคร่ึงหนึ่งของปริมาณ
สารตกค้างสงูสดุท่ียอมให้มีได้ในอาหาร (0.5 MRL) ได้ แตเ่ม่ือท าการทดลองพิสจูน์ความใช้ได้ของ
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วิธีวิเคราะห์ตามแนวมติคณะกรรมาธิการยโุรป 2002/657/EC ยงัมีปัจจยัของเคร่ืองมือท่ีต้องแก้ไข
และน ามาปรับปรุงสภาวะของเคร่ืองมือให้มีความพร้อมและเหมาะสม รวมถึงท าการตรวจสอบ
สญัญาณรบกวนบริเวณใกล้เคียงกบัโคลิสตินนัน้ จะสามารถก าจดัได้ด้วยการปรับปรุงวิธีการสกดั
หรือการปรับสภาวะของเคร่ืองมือได้อย่างไร เพ่ือให้การวิเคราะห์สารโคลิสติน เอและบี มี
ความสามารถในการท าซ า้ได้และนอกจากนีย้งัผ่านเกณฑ์การยอมรับในทุกปัจจยัของการพิสูจน์
ความใช้ได้ตามแนวมตคิณะกรรมาธิการยโุรป 2002/657/EC 

 
8. กิตตกิรรมประกาศ 

ขอขอบคุณนายสัตวแพทย์ไพโรจน์ ธ ารงโอภาส ผู้ อ านวยการส านักตรวจสอบคุณภาพ
สินค้าปศสุตัว์ท่ีให้การสนบัสนนุในการด าเนินงานและบคุลากรของงานวิเคราะห์สารตกค้างยาสตัว์
และฮอร์โมน กลุ่มตรวจสอบคณุภาพเนือ้สตัว์และผลผลิตจากสตัว์ในความร่วมมือปฏิบตัิงานให้
ส าเร็จลลุว่งไปด้วยดี 
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