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บทคัดย่อ 
การพฒันาวิธีการสกัดตวัอย่างน า้นมโคดิบส าหรับการวิเคราะห์ Fluoroquinolones โดยชุด

ทดสอบ ELISA ได้จดัท าขึน้เพ่ือให้มีความรวดเร็วมากกว่าท่ีก าหนดโดยชุดทดสอบ เตรียมตวัอย่าง
น า้นมโคดิบให้มีความเข้มข้น 0 140 และ 480 ppb น าตวัอย่างเหล่านีม้าสกดัด้วยวิธีท่ีก าหนดโดยชดุ
ทดสอบและวิธีท่ีพฒันา แล้วน าไปวิเคราะห์โดยชุดทดสอบ ผลการวิเคราะห์น ามาเปรียบเทียบด้วย
สถิติ pair sample t – test สรุปได้ว่าการสกัดด้วยวิธีท่ีก าหนดโดยชดุทดสอบและวิธีท่ีพฒันาไม่มี
นยัส าคญัของความแตกตา่งทางสถิติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ค าส าคัญ : วิธีการสกดัตวัอยา่ง  น า้นมโคดบิ  การวิเคราะห์ Fluoroquinolones  ชดุทดสอบ ELISA 
กลุม่ตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภณัฑ์นม ส านกัตรวจสอบคณุภาพสินค้าปศสุตัว์  กรมปศสุตัว์ 
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Abstract 
Development of extraction method of raw cow milk samples for analysis of 

fluoroquinolones by ELISA was established in order to be faster than recommendations of 
test kit. Raw cow milk samples were prepared for concentrations of 0, 140 and 480 ppb. 
These samples were extracted by the recommendations of test kitand method developed. 
Then these extracts were analyzed by ELISA test kit.  Analysis results of each concentration 
of extracts were compared with the pair sample t-test. It was concluded that extraction 
methods by the recommendations of test kit and the developed method were not 
statistically significantly different. 
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บทน า 
 ฟลโูอโรควิโนโลนเป็นกลุ่มยาปฏิชีวนะในกลุ่มควิโนโลน ซึ่งเป็นยาท่ีได้จากการสงัเคราะห์ทาง
เคมี ตวัอย่างยาในกลุ่มนีไ้ด้แก่ Ciprofloxacin, Enrofloxacin เป็นต้น (มาลินี ลิม้โภคา, 2540) นิยมใช้
ในการรักษาโรคในสตัว์ ยานีเ้ป็นอนัตรายหากตกค้างในน า้นมซึ่งสหภาพยุโรปก าหนดระดบัของยา
ตกค้างสูงสุด (MRL) ในน า้นมววั Sum of enrofloxacin and ciprofloxacin เท่ากับ 100 ppb 
(commission Regulation (EU) No. 37/2010) ประเทศไทยมีการใช้ยานีใ้นฟาร์มโคนม จึงอาจมีการ
ตกค้างในน า้นมได้แนวทางในการควบคมุสารตกค้างยาปฏิชีวนะในน า้นมมีหลายประการ ประการ
หลกัคือการควบคมุในฟาร์ม โดยเร่ิมต้นด้วยใบสัง่ยาท่ีถกูต้องโดยจดัการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างเหมาะสม 
ระมัดระวังอย่างรอบคอบในการหยุดยา ฟาร์มต้องตรวจสอบให้แน่ใจว่าน า้นมจากสัตว์ท่ีได้รับการ
รักษาหรือระยะเวลาหยุดยาท่ียังไม่ครบตามก าหนดนัน้ไม่ได้เข้าสู่ห่วงโซ่อาหาร มาตรการควบคุม
เบือ้งต้นนี ้จะเสริมด้วยการตรวจวิเคราะห์สารตกค้างยาปฏิชีวนะในน า้นม(Food standard agency, 
2015)  มาตรฐานน า้นมโคตามมาตรฐานสินค้าเกษตร 2553 ระบวุ่าต้องไม่พบยาต้านจลุชีพ จากการ
ทดสอบโดยชดุทดสอบเบือ้งต้นท่ีมีผลการประเมินความใช้ได้ และประกาศกระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบั
ท่ี ๓๕๐) พ.ศ. ๒๕๕๖ เร่ือง นมโคระบุว่า นมโคต้องไม่มีสารท่ีอาจเป็นพิษ สารเป็นพิษจากจุลินทรีย์ 
และสารปนเปื้อน ในปริมาณท่ีอาจเป็นอันตรายต่อสุขภาพ เช่น สารตกค้างจากยาฆ่าแมลง ยา
ปฏิชีวนะ ดงันัน้สารตกค้างยาปฏิชีวนะในน า้นมโคดิบจึงเป็นเร่ืองท่ีกรมปศสุตัว์ให้ความสนใจ โดยใน
การตรวจวิเคราะห์สารตกค้างยาปฏิชีวนะในน า้นมในงานวิจยันีเ้ลือกใช้ชุดทดสอบ Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) ส าหรับตรวจหายากลุ่ม Fluoroquinolones เน่ืองจากเป็นวิธีท่ี
รวดเร็ว สามารถบ่งชีช้นิดยาได้ ซึ่งดีกว่าวิธีท่ีใช้เป็นงานประจ าของกลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและ
ผลิตภัณฑ์นม  อย่างไรก็ตามเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีต้องเลือกใช้วิธีการสกัดตวัยาท่ีเหมาะสมเพ่ือให้เกิด



ความรวดเร็วและความถูกต้องของผลการวิเคราะห์ซึ่งวิธีการสกัดตวัยาท่ีระบุมาโดยชุดทดสอบใช้
เวลานาน 
1. วัตถุประสงค์ 

1. พฒันาวิธีสกดัตวัอยา่งน า้นมท่ีเหมาะสมและรวดเร็วเพ่ือน ามาใช้ในการตรวจหายาชนิดนี ้
      ตกค้างในน า้นมโคดบิด้วยวิธี ELISA 
2. ขอบข่าย 

เปรียบเทียบวิธีสกดัตวัอยา่งน า้นม 2 วิธี ดงันี ้

วิธีท่ี 1 วิธีวิเคราะห์ท่ีก าหนดโดยชดุทดสอบ 
 วิธีท่ี 2 วิธีวิเคราะห์ทางเลือกท่ีพฒันา 
3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

3.1 ได้วิธีการสกดัตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์ยากลุม่ฟลโูอโรควิโนโลนเบือ้งต้นท่ีเหมาะสมและ  
       รวดเร็วเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ตวัอย่างน า้นมดบิด้วยวิธี ELISA 

4. วิธีการด าเนินงาน 
4.1 เตรียมตวัอยา่งน า้นมดบิให้มีระดบัความเข้มข้นของยา 3 ความเข้มข้น เทา่กบั 0, 140       
      และ 480 ppb ความเข้มข้นละ 10 ตวัอยา่ง  
4.2 เปรียบเทียบวิธีสกดัตวัอยา่งน า้นมโคดบิ 2 วิธี ดงันี ้

                  4.2.1 วิธีท่ี 1 วิธีวิเคราะห์ท่ีก าหนดโดยชดุทดสอบ 
       ขัน้ตอนการสกดัตวัอยา่ง 

4.2.1.1 ใสต่วัอยา่งน า้นมดบิในหลอดทดลอง 50 µl 
4.2.1.2 เตมิ 8% methanol in sample dilution buffer 4950 µl mix โดยใช้เคร่ือง             
            Shaker (Head over head) 30 นาที 
4.2.1.3 น าไป centrifuge 10 นาที 2000 xg 
4.2.1.4 ดดูสว่นใสด้านลา่งชัน้ไขมนัเพ่ือน าไปทดสอบ ELISA Test 

      4.2.2 วิธีท่ี 2 วิธีวิเคราะห์ทางเลือกท่ีพฒันา 
      ขัน้ตอนการสกดัตวัอย่าง 

4.2.2.1 ใสต่วัอยา่งน า้นมดบิ 1 ml ลงใน centrifuge tube 
4.2.2.2 น าไป centrifuge 5 นาที 4000 xg 



4.2.2.3 ดดูชัน้ไขมนัทิง้ 
4.2.2.4 ดดูสว่นใสมา 20 µl เตมิ 8% methanol in sample dilution buffer   

                                    1980 µlmix ด้วย vortex เป็นเวลา 1 นาที น าไปทดสอบ ELISA Test   
ท าการวิเคราะห์ผลการวิเคราะห์ของวิธีทดสอบทัง้ 2 วิธีด้วยสถิติ t-test เพ่ือพิจารณาความ
แตกตา่งของผลการทดลอง 

5. ผลการทดลอง 
 5.1 ตารางแสดงผลการทดลอง 

ความเข้มข้นของยา (ppb) 
วิธี 0 140 480 

วิธีท่ี 1 0.00 146.20 411.30 
 0.00 128.60 457.80 
 0.00 162.10 440.90 
 0.00 148.10 483.70 
 0.00 123.90 400.30 
 0.00 141.60 406.30 
 0.00 169.40 447.80 
 0.00 129.90 434.40 
 0.00 160.20 476.50 
 0.00 148.40 394.90 
 0.00 157.70 458.00 
 0.00 178.40 459.80 
วิธีท่ี 2 0.00 151.40 430.00 

 0.00 172.80 414.10 
 0.00 141.40 383.10 
 0.00 157.30 450.60 
 0.00 175.40 455.10 
 0.00 144.80 456.50 



ความเข้มข้นของยา (ppb) 
วิธี 0 140 480 

วิธีท่ี 2 0.00 167.00 404.70 
 0.00 135.70 379.20 

 0.00 154.25 421.17 
SD - 18.43 37.95 
tcal - -1.83 0.44 
tcrit - 2.10 2.10 

เกณฑ์การยอมรับได้ (tcal< tcrit) 
6. สรุปผลการทดลอง 
 จากผลการทดสอบและการวิเคราะห์ทางสถิติด้วย t-test พบว่าการสกดัตวัอย่างน า้นมด้วยวิธี
วิเคราะห์ทางเลือกท่ีพัฒนาให้ผลไม่แตกต่างจากวิธีท่ีก าหนดโดยชุดทดสอบ ดังนัน้การใช้วิธีสกัด
ตวัอย่างน า้นมด้วยวิธีวิเคราะห์ทางเลือกท่ีพฒันาสามารถใช้แทนวิธีท่ีก าหนดโดยชดุทดสอบได้ ซึ่งจะ
ท าให้การทดสอบมีความรวดเร็ว ลดเวลาลงได้จาก 40 นาทีเหลือ 5 นาทีตอ่รอบการสกดัและไม่ต้องใช้
เคร่ืองมือ Shaker ท่ีต้องใช้ในขัน้ตอนการสกดัตวัอยา่งน า้นมดิบซึง่ระบโุดยชดุทดสอบ 
7. ข้อเสนอแนะ 
 ไขมนัท่ีอยู่ในน า้นมดิบหากปะปนอยู่กบัตวัอย่างน า้นมดิบอาจท าให้ปฏิกิริยาของ ELISA เกิด
ไมส่มบรูณ์ ดงันัน้ขณะท าการดดูตวัอยา่งใสใ่นหลมุของ microtiterplate ควรระมดัระวงัไขมนัท่ีอาจติด
กบั pipette tip และหยดลงไปในหลมุของ microtiterplate ควรท าการทดลองเพิ่มเติมในความเข้มข้น
อ่ืนๆ ท่ีอยูใ่นชว่ง standard curve  
8. กิตตกิรรมประกาศ 
 ขอขอบคณุเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตัิการกลุ่มตรวจสอบคณุภาพนมและผลิตภัณฑ์นมท่ีช่วยเหลือ
ในการวิเคราะห์และเจ้าหน้าท่ีงานสารตกค้างและฮอร์โมน กลุม่ตรวจสอบคณุภาพเนือ้สตัว์และผลผลิต
จากสตัว์ ท่ีให้ความอนเุคราะห์สารมาตรฐาน 
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