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การพัฒนาเพื่อลดต้นทุนการผลิตชุดทดสอบการตกค้างยาปฏิชีวนะในน ้านมดิบ 

 
สปุภาดา คณานับ1 สุขสันต์ ฉ่า้สิงห์1 กมลรัตน์ สอนทอง1 สาหร่าย พูลเพ่ิม2 นงเยาว์ ดอนสมไพร2  

อาสูตร สงวนเกียรติ1 ปรานี จันทร์งาม3 เอกชัย สร้อยน ้า3 และอนวัช แสงมาลี4,# 

 
1ภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุขศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ก าแพงแสน; 2หน่วยชันสูตรโรคสัตว์ คณะ

สัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ก าแพงแสน; 3โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์; 4ภาควิชาเวชศาสตร์คลินิกสัตว์ใหญ่และสัตว์ป่า คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ก าแพงแสน 

 
 

บทคัดย่อ: จุดประสงค์ของการศึกษาเพื่อพัฒนาชุดทดสอบการตกค้างของยาปฏิชีวนะในน  านมดิบ โดยใช้หลักการผลิต
โยเกิร์ต กระบวนการศึกษาเริ่มต้นด้วยการเก็บตัวอย่างน  าจากน  าพุร้อน 3 พื นที่ ในเขตจังหวัดราชบุรี และกาญจนบุรี 
เชื อทั ง 3 แหล่ง ถูกน ามาตรวจหาสายพันธุ์ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) และความไวของเชื อต่อยา
ปฏิชีวนะด้วยการหา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum Bactericidal Concentration 
(MBC) เพื่อการคัดเลือกสายพันธุ์ที่จะเป็นตัวแทนในการใช้พัฒนาชุดทดสอบต่อไป ผลการทดสอบ พบว่าเชื อมีความ
สอดคล้องกับ Geobacillus stearothermophilus ถึง 97% การบ่มเชื อ G. stearothermophilus กับน  านมที่
ปราศจากเชื อที่อุณหภูมิ 64°C เป็นเวลา 18-20 ชั่วโมง สามารถให้ปริมาณสปอร์สูงสุดได้ที่ 107 CFU/mL และต่ าสุดที่ 
105 CFU/mL และชุดทดสอบที่มีปริมาณสปอร์ 106 CFU/mL ปรับ pH 9.5 จะให้ผลการทดสอบชัดเจน ณ ชั่วโมงที่ 

5 เมื่อบ่มที่ 64 ͦ C เมื่อท าการทดสอบกับน  านมที่มีการผสมยาปฏิชีวนะทั ง 5 ชนิด เพื่อหาค่า detection limits พบวา่ 
Amoxycillin, Penicillin, Ampicillin, Ceftiofur และ Oxytetracycline ถูกตรวจพบได้ปริมาณต่ าสุดที่ 4, 8, 8, 
100 และ 200 µg/l ซึ่งใกล้เคียงกับมาตรฐานการตกค้างของยาปฏิชีวนะในน  านมดิบที่ก าหนดโดย Codex 
Alimentarius International Food Standards แ ล ะ  Australian Pesticides and Veterinary Medicines 
Authority 
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Abstract: This study was to develop the test kit for detecting antibiotic residuals in raw milk, using 
the principle of yogurt producing. Water samples were collected from three hot springs located in 
Ratchaburi and Kanchanaburi province. After purification, species of microbes were identified by 
Polymerase Chain Reaction (PCR). DNA sequencing presented about 97% similarity of all samples to 
Geobacillus stearothermophilus. Three isolates were conducted Minimum Inhibitory Concentration 
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) that the data from MIC and MBC used to 
support the selection for further steps. The conditions of stock preparation were 64°C of incubation 
for 18-20 hours produced the maximum spore of 107 CFU/mL and the minimum spore of 105 
CFU/mL. The test kit consisted of 106 CFU/mL of G. stearothermophilus spore adjusted pH 9.5 and 

used bromocresol purple as a pH indicator could detect antibiotic residual at 5 hours of 64 ͦ C of 
incubation. Detection limits of Amoxicillin, Penicillin, Ampicillin, Ceftiofur, and Oxytetracycline were 
4, 8, 8, 100, and 200 µg/l, respectively. The detection limits from the developed test were close to 
the standard of Codex Alimentarius International Food Standards and Australian Pesticides and 
Veterinary Medicines Authority. 
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บทน้า 
การปนเปื้อนของยาปฏิชีวนะในน  านมดิบ

เกิดขึ นได้ เนื่องจากการเลี ยงโคนมในประเทศไทยยังมี
การใช้ยาปฏิชีวนะโดยไม่ได้อยู่ภายใต้การควบคุมดูแล
จากสัตวแพทย์  (Suriyasathaporn et al., 2012) ยา

ปฏิชีวนะที่ปนเปื้อนนี จะส่งผลเสียต่อผู้บริโภคได้หลาย
รูปแบบ เช่น เพิ่มโอกาสการดื อยา หรือผลจากความเป็น
พิษของยาที่ปนเปื้อนมาในน  านม เช่น เพิ่มโอกาสการเป็น
มะเร็ง ความเป็นพิษต่อไต หรือก่อการแพ้ (Jayalakshmi 
et al., 2017; Priyanka et al., 2017) โดยเฉพาะปัญหา
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เชื อดื อยาซึ่งจากข้อมูล พบว่า ประเทศไทยมีการพบเชื อ
แบคทีเรียเพิ่มสูงขึ น ซึ่งเป็นผลจากการที่อุตสาหกรรม
การเลี ยงสัตว์เติบโตขึ นอย่างรวดเร็ว มีการใช้ยาปฏิชีวนะ
ในฟาร์มสัตว์เลี ยงอย่างแพร่หลาย (Sumpradit et al., 
2015) 

การตรวจสอบยาปฏิชีวนะตกค้างในน  านมนั น
เป็นกระบวนการหนึ่งที่ก าหนดให้มีการปฏิบัติ โดยไม่ได้
ระบุอย่างชัดเจนว่ายาปฏิชีวนะชนิดใดบ้างที่ต้องมีการ
ทดสอบ (NBACFS, 2017) แต่อ้างอิงตามมาตรฐานวิธี
ตรวจคุณภาพน  านมดิบ (DLD, 2010) มีข้อมูลการตรวจ
ก า ร ต ก ค้ า ง ขอ งย าปฏิ ชี ว น ะก ลุ่ ม  Beta lactam, 
Streptomycin และ Chlortetracycline ผลการตรวจ
การตกค้างของยาปฏิชีวนะในถังนมรวมของสมาชิกต้อง
ให้ผลลบด้วย Delvotest®, ประเทศเนเธอร์แลนด์ หรือ
การทดสอบอ่ืนที่มีประสิทธิภาพเทียบเท่า หากแต่ปัญหา 
คือ ชุดทดสอบที่ได้กล่าวมามีราคาสูง ท าให้ต้นทุนการ
แปรรูปน  านมสูงขึ นมาก 

จากปัญหาดังกล่าว ท าให้มีการพัฒนาชุด
ทดสอบอ่ืน เพื่อท าให้การตรวจการปนเปื้อนยาปฏิชีวนะ
ในน  านมดิบมีประสิทธิภาพตามมาตรฐาน แต่มีราคาที่ถูก
ล ง  (Chinpan, 2003; Tangmunkhong et al., 2007) 
อย่างไรก็ตาม ชุดทดสอบที่มีการพัฒนาอยู่นั น ประสบ
ปัญหาในการผลิตเชิงพาณิชย์ เนื่องจากขั นตอนซับซ้อน 
ต้องใช้แรงงานฝีมือจ านวนมากในการผลิต รวมถึง
อุปกรณ์ที่ต้องใช้ในการผลิตมีต้นทุนที่สูง ท าให้ราคาไม่
สามารถแข่งขันกับชุดทดสอบเชิงพาณิชย์ได้  เช่น ชุด
ทดสอบ  KU2000 จ า กกา รพัฒน าของคณะ สั ต ว
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ซึ่งนอกจาก
ปัญหาดังที่กล่าวมาแล้วนั น เชื อมาตรฐานอ้างอิงจาก
การศึ กษาของ  Tangmunkhong et al. (2007 ) ไ ม่
สามารถเจริญได้กับวิธีที่ท าการพัฒนาขึ นมาด้วย 

วิธีการทดสอบแบบโยเกิร์ตเป็นวิธีหนึ่งที่มีการ
พัฒนาเพื่อน ามาใช้ในการทดสอบการตกค้างของยา
ปฏิชีวนะในน  านม เนื่องจากความสะดวกในการเตรียม

อาหารเลี ยงเชื อ และความซับซ้อนในการผลิตน้อยกว่า 
สามารถลดต้นทุนของชุดทดสอบได้ เชื อที่มีรายงานการ
ใช้กับวิธีการทดสอบแบบโยเกิร์ต คือ Streptococcus 
thermophiles และ Lactobacillus delbrueckii sub-
sp. bulgaricus (Yamani et al., 1998) ส่วนเชื อที่ใช้ใน
การทดสอบการตกค้างของยาปฏิชีวนะในน  านมใน
ปั จ จุ บั น ที่ ไ ด้ รั บ ก า ร ย อ ม รั บ  คื อ  Geobacillus 
stearothermophillus เ ช่ น  Delvotest® (Hennart 
and Faragher, 2012) ซึ่งอาศัยคุณลักษณะการทนความ
ร้อนของสปอร์ และสปอร์จะถูกกระตุ้นให้เปลี่ยนเป็น
เซลล์ปกติ เมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม เชื อนี เจริญได้ที่

อุณหภูมิ 40-75 C̊ การพัฒนาชุดทดสอบแบบโยเกิร์ต จะ
เป็นการส่งเสริมให้กระบวนการผลิตและแปรรูปน  านมดิบ
ยังคงคุณภาพ การศึกษานี มีจุดประสงค์เพื่อพัฒนาชุด
ทดสอบการตกค้างของยาปฏิชีวนะในน  านมดิบด้วย
วิธีการท าโยเกิร์ต จากเชื อ G. stearothermophillus 
ซึ่ งถึงแม้จะเป็นเชื อคนละชนิดกับการผลิตโยเกิร์ต
ตามปกติ แต่อ้างอิงจากวิธี และลักษณะของสารเมื่อ
เตรียมเสร็จแล้ว มีลักษณะเป็นครีมข้นเหมือนโยเกิร์ต 
เพื่อให้ได้ชุดทดสอบที่มีประสิทธิภาพ และลดต้นทุนการ
ผลิตจากกระบวนการผลิตชุดทดสอบแบบเดิม 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การเก็บตัวอย่างและการตรวจวิเคราะห์สายพันธุ์ของ
เชื อตัวอย่าง 

ท าการสุ่ ม เก็บตั วอย่ า งน  าพุ ร้ อนด้ วยวิ ธี  
convenient sampling ในพื นที่ จั งหวัดราชบุรี  และ
กาญจนบุรี ซึ่งเป็นเขตในบริเวณสถานที่ท าการวิจัย 
คัดเลือกจากน  าพุร้อน 3 แหล่ง ได้แก่ บ่อน  าร้อนบ่อคลึง 
อ าเภอสวนผึ ง จังหวัดราชบุรี บ่อน  าร้อนวังกระแจะ อ.วัง
กระแจะ จังหวัดกาญจนบุรี และบ่อน  าร้อนลิ่นทิ่น อ าเภอ
ทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี ซึ่งมีอุณหภูมิอยู่ระหว่าง 

40-75  ͦ C ท าการเก็บตัวอย่างน  าจากบริเวณต้นน  า
ปริมาณ 50 mL ตัวอย่างน  าถูกเก็บใส่ภาชนะบรรจุซึ่ง
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ป ร า ศ จ า ก เ ชื อ  แ ล ะ ข น ส่ ง ด้ ว ย อุณ หภู มิ  4°C สู่
ห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เพื่อท าการเพาะเลี ยงเชื อและ
วิเคราะห์ต่อไป  
 
Table 1 Reaction mixture for bacterial 16S rRNA 
Reagent Volume (µl) 

nuclease free water 
10X PCR buffer 
MgSO4

a 
dNTPsb  
primers Eub-B 
primers Eub-A  
Taq DNA polymerase  

67 
10 
8 
2 
1 
1 
1 

aMagnesium sulfate 
bDeoxynucleotide triphosphates 

 
ตัวอย่างน  าทั ง 3 ตัวอย่าง ถูกน ามาใส่ในอาหาร

เลี ยงเชื อ Tryptic soy agar (TSA) และบ่มที่ อุณหภูมิ  
64°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อการคัดแยกโคโลนีเดี่ยว 
ซึ่งจะถูกน าไปย้อมสีแกรม และทดสอบทางชีวเคมี ด้วย
วิ ธี  motility test, citrate utilization test, urease 
test, starch hydrolysis, citrate utilization test และ 
nitrate reduction test นอกจากนั น  เชื อจากทั ง  3 
แหล่งจะถูกยืนยันสายพันธุ์ ด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) โดยใช้ universal bacterial primers 
Eub-A เป็ น รี เ วิ ร์ ส ไพ ร เมอร์  ซึ่ ง มี ล า ดั บ เบส  คื อ 
AAGGAGGTGATCCANCCRCA แ ล ะ  Eub-B เ ป็ น 
ฟ อ ร์ เ วิ ร์ ด ไ พ ร เ ม อ ร์  ซึ่ ง มี ล า ดั บ เ บ ส  คื อ 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (Kirchman et al., 
2003) ล าดับนิวคลีโอไทด์เป้าหมายเท่ากับ 1,551 bp 
ขั นตอนการเตรียมองค์ประกอบและสภาวะในการท า  
PCR แสดงใน Table 1 และ 2 

ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาโพลีเมอเรสจะถูกน ามา
ตรวจหาแถบ DNA ด้วยวิธี electrophoresis ผ่าน 1.5% 
agarose gel และ DNA product ถูกส่งตรวจหาล าดับ
สารพันธุกรรมโดย Axil Scientific Pte Ltd. ประเทศ
สิงคโปร์ ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ น ามาท าการ
เปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูลชีวภาพของเชื ออ้างอิง 
(GenBank) 
 
Table 2 PCR Reaction Conditions 

Step Temp 
(°C) 

Time 
(min) 

Cycle 

Pre-denature 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 

94 
95 
55 
72 
72 

3 
0.5 
0.5 
1 
5 

1 
30 
30 
30 
1 

 
MIC และ MBC testing 

ในการพิจารณาคัดเลือกเชื อ 1 สายพันธุ์จาก
ทั งหมด 3 ตัวอย่าง เพื่อใช้ในขั นตอนการพัฒนาชุด
ทดสอบต่อไป จะท าการพิจารณาจากระดับความไวของ
เชื อต่อยาปฏิชีวนะ ด้วยวิธีการหาความเข้มข้นต่ าที่สุด
ของยาปฏิชีวนะในการยับยั งเชื อจุลินทรีย์ (Minimum 
Inhibitory Concentration; MIC) กั บยา  5 ชนิ ด  คื อ 
Ampicillin, Penicillin, Amoxycillin, Ceftiofur แ ล ะ 
Oxytetracycline การทดสอบท าทั งหมด 20 ความ
เข้มข้นของยาปฏิชีวนะ เริ่มต้นที่  512 µg/mL และท า 
two-fold dilution ด้วย Mueller-Hinton broth จนถึง
ความเข้มข้นสุดท้ายที่  0.0009 µg/mL แต่ละความ
เข้มข้นท า 3 ซ  า และมีตัวควบคุมเป็นยาปฏิชีวนะ และ
อาหารเลี ยงเชื อ MHB ที่ปราศจากเชื อ ท าการบ่มที่ 64°C 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง การอ่านผลให้อ่านความเข้มข้น
สุดท้ายก่อนมีการตกตะกอนเป็นเม็ดกระดุม 
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ผลการทดสอบจากวิธี MIC จะถูกน ามาหาความ
เข้มข้นต่ าที่ สุดของยาปฏิชีวนะในการท าลายเชื อ
แบคทีเรีย (Minimum Bactericidal Concentration; 
MBC) โดยน าความเข้มข้นแรกที่มีการตกตะกอน ± 3 
ความเข้มข้น มาเพาะลงบน TSA เพื่อดูผลความเข้มข้น
ของยาปฏิชีวนะที่พบการเจริญของเชื อ ผลการทดสอบที่
ได้จาก MIC และ MBC นั น น ามาใช้พิจารณาคัดเลือก
เชื อที่จะน าไปพัฒนาชุดทดสอบในขั นตอนต่อไป 
กระบวนการการพัฒนาชุดทดสอบ  

การพัฒนามีจุดประสงค์เพื่อลดความยุ่งยากใน
ขั นตอนการเตรียมชุดทดสอบจากวิธีทดสอบแบบเดิม 
โดยเปลี่ยนเป็นใช้หลักการขอการท าโยเกิร์ต คือ ใช้น  านม
ที่ปราศจากเชื อเป็นอาหารส าหรับเลี ยงเชื อ ทดสอบ
สภาวะที่แตกต่าง 4 แบบ คือ อาหารเลี ยงเชื อ 2 ชนิด 
(น  านมปราศจากเชื อปริมาตร 100 mL และน  านม
ปราศจากเชื อ 100 mL ซึ่งมี 1% C6H14O7, 0.5% MnCl2 
และ 0.5% CaCl2) และบ่มใน 2 สภาวะที่แตกต่างกัน คือ 
บ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 64°C และบ่มที่อุณหภูมิ 60°C ใน
เครื่องเขย่าที่ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18-20 
ชั่วโมง หลังจากครบเวลาบ่มเชื อ จะท าการนับปริมาณ
เชื อ ด้วยวิธี spread plate บน Tryptic soy agar (TSA) 

ที่อุณหภูมิ 64  ͦ C นาน 20-24 ชั่วโมง ที่ระดับเจือจางที่ 
10-3-10-5  

โยเกิร์ตที่ได้จะถูกน ามาใช้เพื่อเตรียมชุดทดสอบ
ในขั นต่อไป โดยการเปรียบเทียบประสิทธิภาพชุดทดสอบ 
3 ปัจจัย คือ ปริมาณเชื อตั งต้นในชุดทดสอบ (เตรียมชุด
ทดสอบที่ความเข้มข้นเชื อ 106, 107 และ 108 CFU/mL), 
ส่วนประกอบของชุดทดสอบ (แบบที่ 1 ประกอบด้วย 
เชื อผสมกับน  ากลั่นปราศจากเชื อและ 1.2% Cl3FeH12O6 
และแบบที่ 2 ประกอบด้วย เชื อผสมกับน  ากลั่นปราศจาก
เชื อ และ 3% C6H14O7, 1% MnCl2, 1% CaCl2, 1.2% 
Cl3FeH12O6) และ pH ของชุดทดสอบ (ทดสอบที่ pH 
7.5, 9.5 และ 10) ตัวอย่างของชุดทดสอบจะถูกน ามา
ทดสอบกับน  านมซึ่งผสมด้วยยาปฏิชีวนะ 5 ชนิด โดย

คัดเลือกจากยาปฏิชีวนะที่มีการใช้อยู่อย่างแพร่หลายใน
ก า ร เ ลี ย ง โ ค น ม  คื อ  Ampicillin, Penicillin, 
Amoxycillin, Ceftiofur, แ ล ะ  Oxytetracycline 
ประสิทธิภาพของชุดทดสอบถูกประเมินโดยดูจากความ
เข้มข้นที่ต่ าที่สุดของยาปฏิชีวนะซึ่งชุดทดสอบสามารถ
ตรวจพบการตกค้างได้ (Limit of detection: LOD) ผล
การทดสอบทั งหมดจะถูกน าเสนอด้วยสถิติเชิงพรรณนา 

  

ผลการทดลอง 
จากผลการวิเคราะห์ตัวอย่างน  าซึ่งได้จากน  าพุ

ร้อน 3 แหล่ง บน TSA พบลักษณะ โคโลนีกลม สีเหลือง
อ่อน ขุ่น ผิวมัน ขอบเรียบ บางโคโลนีพบเป็นลอนคลื่น 
เมื่อน ามาทดสอบทางชีวเคมี ผลพบว่า เชื อจากทั ง 3 
แหล่งให้ผลเหมือนกัน คือ ให้ผลบวกต่อ motility test, 
starch hydrolysis, gelatin liquefaction test แ ล ะ 
nitrate reduction test แ ล ะ ใ ห้ ผ ล ล บ ต่ อ  citrate 
utilization test แ ล ะ  urease test ร ว ม ถึ ง ก า ร
เจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 64°C ซึ่งบ่งชี ว่าเป็นเชื อ G. 
stearothermophilus (ชื่ อ เ ดิ ม  Bacillus 
stearothermophilus) 
 

 

Figure 1 PCR analyses of Geobacillus spp. from 
three locations in Ratchaburi and Kanchanaburi 
province  
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เพื่อยืนยันสายพันธุ์ของเชื อตัวอย่างทั ง 3 ด้วย
วิธีพีซีอาร์ ผลจาก Gel electrophoresis ดังแสดงใน 
Figure 1 ซึ่งแสดงแถบของสารพันธุกรรมขนาด 1,551 
bp ผลการเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมกับข้อมูลอ้างอิง 
พบว่า เชื อตัวอย่างจากทั ง 3 แหล่งมีความสอดคล้องถึง 
97% กั บ  G. stearothermophilus strain NASA2 6 7 
16S ribosomal RNA gene เมื่ อทราบสายพันธุ์ของ
ตัวอย่างน  าพุที่เก็บมาจากทั ง 3 แหล่งแล้วนั น ล าดับถัดไป 
คือ การทดสอบเชื อจากทั ง 3 แหล่ง ดูประสิทธิภาพการ
ยั บ ยั ง แ ล ะ ท า ล า ย เ ชื อ  (Minimum Inhibitory 
Concentration; MIC แ ล ะ  Minimum Bactericidal 
Concentration; MBC) ผลการทดสอบที่ได้จะใช้เป็น
เกณฑ์ในการตัดสินคัดเลือก 1 สายพันธุ์ จากทั งหมด 3 
สายพันธุ์ เพื่อใช้ในขั นตอนการพัฒนาชุดทดสอบการ
ตกค้างยาปฏิชีวนะในล าดับถัดไป ผลการทดสอบ MIC 
และ MBC แสดงใน Table 3 แสดงความเข้มข้นยาต่ า
ที่สุดที่ไม่พบการเจริญของเชื อแบคทีเรียด้วยวิธี MIC และ 
MBC พบว่า  เชื อจากน  าพุร้อนวั งกระแจะ จั งหวัด
กาญจนบุรี มีการรอดชีวิตจากยาปฏิชีวนะทั ง 5 ชนิด ที่
ความเข้มข้นต่ าที่สุด แสดงให้เห็นว่าหากเปรียบเทียบเชื อ

จากทั ง 3 แหล่งแล้วนั น เชื อจากน  าพุร้อนวังกระแจะจะมี
ประสิทธิภาพในการแสดงผลการตกค้างของยาปฏิชีวนะ
ได้ดีที่สุด 

จากผลการทดสอบด้วยวิธี  MIC และ MBC 
พบว่า เชื อ G. stearothermophilus ซึ่งได้จากน  าพุร้อน
วังกระแจะ จ.กาญจนบุรี ถูกก าจัดได้ด้วยยาปฏิชีวนะทั ง 
5 ชนิดที่ความเข้มข้นต่ าที่สุด ดังนั นจึงถูกคัดเลือกส าหรับ
การพัฒนาชุดทดสอบขั นต่อไป ขั นตอนการพัฒนาซึ่งท า
การทดสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบจาก 3 ปัจจัย 
คือ ความเข้มข้นของเชื อในชุดทดสอบ, ส่วนผสมของชุด
ทดสอบ และระดับความเป็นกรด-ด่างของชุดทดสอบ 
พบว่า การบ่มเชื อ G. stearothermophilus กับน  านมที่
ปราศจากเชื อที่อุณหภูมิ 64°C เป็นเวลา 18-20 ชั่วโมง 
สามารถให้ปริมาณสปอร์สูงสุดได้ที่ 107 CFU/mL และ
ต่ าสุดที่ 105 CFU/mL และชุดทดสอบให้ประสิทธิภาพดี
ที่สุดในการตรวจการตกค้างของยาปฏิชีวนะ เมื่อเตรียม
ชุดทดสอบให้มีสปอร์ 106 CFU/mL ในน  ากลั่นปราศจาก
เ ชื อ แ ล ะ  1.2% Cl3FeH12O6 ที่  pH 9.5 โ ด ย ใ ช้  
bromocresol purple เป็น pH indicator 

 
Table 3 Minimum concentration of antibiotics preventing visible bacterial growth (Minimum 
Inhibitory Concentration; MIC) and minimum concentration of antibiotics causing bacteria death 
(Minimum Bactericidal Concentration; MBC)  

Antibiotic 
MIC (µg/mL) MBC (µg/mL) 

BK1 VK2 LT3 BK VK LT 
Ampicillin 0.008 0.004 0.008 0.002 0.002 0.004 
Penicillin 0.062 0.062 0.062 0.062 0.062 0.032 
Amoxycillin 0.016 0.008 0.016 0.004 0.004 0.008 
Ceftiofur 2.000 1.000 2.000 8.000 4.000 8.000 
Oxytetracycline 0.500 0.250 0.500 0.250 0.250 0.250 

1BK: Bore Klueng Hot Spring 
2VK: Wang Kra Chae Hot Spring 
3LT: Lin Thin Hot Spring  
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Table 4 Antibiotic levels detected by the developed test kit and Maximum Residue Limits (MRL) of 
contamination in milk 

Antibiotic 
Antibiotic levels (µg/l) 

MRL (µg/l) 
- ± + 

Amoxycillin 1 2 4 41 
Penicillin <8 - 8 41 
Ampicillin <8 - 8 102 
Ceftiofur <50 50 100 1001 
Oxytetracycline <50 50-100 200 1001 

1MRL indicated by CIAFS, (2018) 
2MRL indicated by APVMA, (2017) 
 

ผลจากชุดทดสอบที่มีสภาวะดังกล่าวเพื่อ
ตรวจหาการตกค้างของยาปฏิชีวนะทั ง 5 ชนิด สามารถ
ให้ผลได้ที่ชั่วโมงที่  5 เมื่อท าการบ่มที่  64°C ผลการ
ทดสอบแสดงด้วยค่า detection limits (ppb) แสดงอยู่
ใน 3 กลุ่ม คือ ผลบวก (+) หมายถึง สีเปลี่ยนชัดเจน 
ผลิตภัณฑ์ไม่มียาปฏิชีวนะ, ผลลบ (-) หมายถึง สีไม่
เปลี่ยน ผลิตภัณฑ์มีการตกค้างของยาปฏิชีวนะ และผล
ก  ากึ่ง (±) หมายถึง สีเปลี่ยนไม่ชัดเจน (Table 4) เทียบ
กับค่ามาตรฐานที่ก าหนดให้พบได้ในน  านมดิบ ซึ่งก าหนด
โ ด ย  Codex Alimentarius International Food 
Standards (CIAFS) (2018) แ ล ะ  Australian 
Pesticides and Veterinary Medicines Authority 
(APVMA) (2017) พบว่าประสิทธิภาพของชุดทดสอบท า
การพัฒนา ให้ผลการทดสอบที่ใกล้เคียงกับมาตรฐานที่
ก าหนดไว้ 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
Geobacillus sterothermophilus เป็นเชื อที่

พบได้ตามธรรมชาติ เช่น น  าพุร้อน, ดิน, หรือรวมไปถึงใน
อุตสาหกรรมการผลิต เช่น โรงงานผลิตน  านม (Burgess 
et al., 2017) ถู กน ามา ใช้ ในกระบวนการทดสอบ
ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ เ ค รื่ อ ง มื อ ท า ป ร า ศ จ า ก เ ชื อ ท า ง

ห้องปฏิบัติการ รวมถึงหาการตกค้างของยาปฏิชีวนะใน
น  านมดิบ และอาหาร (Tangmunkhong et al., 2007; 
Gondová et al., 2014; Gaudin, 2017) จากคุณสมบัติ
ทนความร้อนของสปอร์ เมื่อสปอร์อยู่ในสภาวะแวดล้อม
ที่เหมาะสม จะถูกกระตุ้นให้พัฒนาไปเป็นเซลล์ปกติได้ 
ช่วงอุณหภูมิที่ G. sterothermophilus สามารถเจริญได้ 
คือ 40-75°C (Kotzekidou, 2014; Novik et al., 2018, 
Coorevits et al., 2012) 

หลักการท าชุดทดสอบการตกค้างของยา
ปฏิชีวนะในน  านมดิบโดยทั่วไป คือ การใช้สปอร์ของ G. 
stearothermophilus ที่ปริมาณหนึ่งในอาหารเลี ยงเชื อ
ที่ เหมาะสม น ามาใช้ทดสอบกับน  านมดิบ เมื่อผ่าน
ระยะเวลาหนึ่งของการบ่มน  านมดิบรวมกับเชื อ จะดูการ
เปลี่ยนสีของอาหารเลี ยงเชื อนั น ซึ่งสัมพันธ์กับการตกค้าง
ข อ ง ย า ป ฏิ ชี ว น ะ  เ ช่ น  MaxSignal®, ป ร ะ เ ท ศ
สหรัฐอเมริกา และ Delvotest®, ประเทศเนเธอร์แลนด์ 
อย่างไรก็ตาม หลักการท าโยเกิร์ต คือ การใช้นมเป็น
อาหารเลี ยงเชื อ ซึ่งเชื อ Geobacillus spp. สามารถแบ่ง
ได้  2 สายพันธุ์หลักๆ คือ diary และ non-dairy ซึ่ ง 
non-dairy มีคุณสมบัติในการใช้แลคโตส ในน  านมได้ 
(Burgess et al., 2017) 



Kananub, S. et al. / J. Mahanakorn Vet. Med. 2021. 16(2): 199-209. 

206 

แ ร่ ธ า ตุ ใ น น  า น ม  เ ช่ น  แ ค ล เ ซี ย ม  แ ล ะ 
แมกนีเซียม เป็นตัวส่งเสริม G. stearothermophilus 
ใ น ก า ร ส ร้ า ง ส ป อ ร์  (Burgess, 2016) G. 
stearothermophilus นั น เจริญได้ดีที่ 60°C และเจริญ
น้อยสุดที่อุณหภูมิ 45°C เมื่อท าการบ่มเป็นเวลา 12-18 
ชั่วโมง จะมีการสร้างสปอร์ได้อยู่ที่ 105–107 spores/mL 
( Kotzekidou, 2014; Coorevits et al., 2012)  ซึ่ ง จ ะ
พบว่า การสร้างสปอร์ของเชื อ จะมีความผันแปรได้มาก 
ซึ่งเป็นปัญหาหนึ่งในการควบคุมคุณภาพของชุดทดสอบ 
ที่ท าให้ไม่สามารถท าซ  าความเข้มข้นของเชื อได้ถึง 108 
CFU/mL ในทุกครั งของการทดสอบ 

ปัจจัยที่สนับสนุนการท างานของเชื อในชุด
ทดสอบ นอกจากสายพันธุ์ของเชื อที่ใช้แล้ว ยังรวมถึง
องค์ประกอบของอาหารเลี ยงเชื อ ปริมาณเชื อตั งต้นที่ใช้ 
แ ล ะ ค ว า ม เ ป็ น ก ร ด - ด่ า ง ข อ ง อ า ห า ร เ ลี ย ง เ ชื อ 
( Tangmunkhong et al., 2 0 0 7 ; Gondová et al., 
2014; Burgess, 2016) โดยความเป็นกรด-ด่างของ
อาหารเลี ยงเชื อที่เหมาะสมที่จะมีเปอร์เซ็นต์สปอร์ของ G. 
stearothermophilus สู งที่ สุด  (ที่  107 CFU/mL) คือ 
pH ระหว่าง 7.7-8.7 ที่ เวลาบ่มประมาณ 16 ชั่วโมง 
(Yazdany and Lashkari, 1975) ความเป็นกรด-ด่างที่
เหมาะสมจากการทดลองนี  พบว่า ที่ pH 9.5 ชุดทดสอบ
จะให้ความแตกต่างของสีที่จุดเริ่มต้น และจุดที่มีการ
เปลี่ยนสีเนื่องจากการเจริญของเชื อแบคทีเรียได้ดีกว่าที่
ระดับ pH อ่ืนๆ 

ปัจจัยที่รบกวนการเปลี่ยนสีของชุดทดสอบ เกิด
ได้จาก การหลงเหลือของ lactoferrin หรือ lysozyme 
จากกระบวนการให้ความร้อนที่ไม่เพียงพอก่อนการ
ทดสอบ รวมถึงองค์ประกอบที่แตกต่างกันในน  านม เช่น 
ไขมัน โปรตีน เซลล์โซมาติค นอกจากนั นการตกค้างของ
ยาอ่ืนๆ นอกเหนือจากยาปฏิชีวนะ ซึ่งท าให้เชื อมีปริมาณ
ลดลง แต่ไม่ได้ก าจัดทั งหมด รวมถึงการตกค้างของยา
ปฏิชีวนะที่ ระดับความเข้มข้นน้อยกว่า detection 
limits (Gondová et al., 2014; Rueda, 2015) 

สอดคล้องกับผลการทดลองนี  เนื่องจากเมื่อท าการ
ทดสอบชุดทดสอบด้วยน  านมดิบ จะให้การเปลี่ยนแปลง
ของสีไม่ชัดเจนหากเปรียบเทียบกับการทดสอบที่ใช้
น  านม UHT 

การน าเชื อในสิ่งแวดล้อมมาพัฒนาชุดทดสอบ
การตกค้างของยาปฏิชีวนะในอาหาร มีรายงานใน
การศึกษาของ Phiriyayon et al. (2016) ซึ่งใช้ เชื อที่
ปนเปื้อนในอาหารสัตว์  คือ Bacillus smithii น ามา
พัฒนาการตรวจการตกค้างยาปฏิชีวนะในกระบวนการ
ผลิตอาหารสัตว์ ด้วยวิธีการใช้อาหารเลี ยงเชื อแบบแข็ง
ในจานทดลอง (agar well diffusion method) ผลการ
ทดสอบพบว่า เชื อให้ประสิทธิภาพเทียบเท่ากับเชื อ
มาตรฐาน เช่น G. stearothermophilus ATCC 7953 
ซึ่งเป็นเชื อมาตรฐาน อย่างไรก็ตาม การเลือกใช้เชื อที่เป็น
มาตรฐาน เช่น ATCC จะเป็นผลดี เนื่องจากสามารถ
ควบคุมคุณภาพของตัววัดทางชีวภาพนั นๆ ได้ดีกว่า 
(Guizelini et al., 2012) 
 

สรุป 
จากผลการทดลองนี พบว่าเชื อจากน  าพุร้อนที่

ถูกคัดเลือกในการศึกษานั นมีประสิทธิภาพในการให้ผล
การทดสอบการตกค้างของยาปฏิชีวนะได้ใกล้เคียงกับ
ระดับที่ก าหนดไว้ของ CIAFS และ APVMA เมื่อชุด
ทดสอบมีปริมาณสปอร์ที่  106 CFU/mL ที่  pH 9.5 
ระยะเวลาการอ่านผลที่ 5 ชั่วโมง อีกทั งหากพิจารณาถึง
ต้นทุนการผลิตของวิธีนี แล้ว สามารถลดค่าใช้จ่ายในการ
ตรวจการตกค้างของยาปฏิชีวนะในน  านมให้อยู่ที่ตัวอย่าง
ละไม่เกิน 3 บาท อย่างไรก็ตาม การศึกษาพบปัญหา คือ 
ปริมาณสปอร์ที่ได้จากขั นนตอนการบ่มมีปริมาณไม่คงที่ 
เป็นผลท าให้ชุดทดสอบที่ได้มีความคลาดเคลื่อนในการ
ตรวจ ดังนั น จ าเป็นต้องท าการพัฒนากระบวนการบ่ม  
โยเกิร์ต เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่จะท าให้ได้จ านวน
สปอร์ในปริมาณที่คงที่  
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