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            266 BQCLP E-JOURNAL วารสารอิเล็กทรอนิกส์ สานักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ปีที่ 8 ฉบับที่ 1 การพัฒนาชุดทดสอบยาปฏิชีวนะในกระบวนการผลิตอาหารสัตว์ด้วยวิธีทดสอบ ทางจุลชีววิทยา สุทธิพร พิริยายน 1/ วันทนา จันทรมงคล 1/ สนทยา เอี่ยมหุ่น 1/ บทคัดย่อ วัตถุประสงค์ของการพัฒนาชุดทดสอบยาปฏิชีวนะในกระบวนการผลิตอาหารสัตว์ด้วยวิธีทดสอบ ทางจุลชีววิทยา เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจยาปฏิชีวนะที่มีการปนเปื้อนข้ามในกระบวนการผลิต อาหารสัตว์ จากการศึกษาคัดเลือกเชื้อจากตัวอย่างอาหารสัตว์จานวน 84 ตัวอย่าง พบเชื้อ 3 สายพันธุ์ สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส จากอาหารสัตว์ผสมสาเร็จรูปสาหรับโค และมีความไวต่อ สารละลายยามาตรฐาน 14 ชนิด ที่ระดับความเข้มข้น 5 mg/ml ซึ่งมีคุณสมบัติคล้ายกับเชื้อ Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 นอกจากนี้ยังมีความไวต่อสารละลายยาปฏิชีวนะ Colistin และ Robenidine ที่ระดับความเข้มข้น 100 mg/ml เมื่อนา สายพันธุ์เชื้อ 285/1 ที่แยกได้ตรวจยืนยันชนิด ด้วยวิธี 16S rDNA sequencing พบว่า เป็นเชื้อ Bacillus smithii จากนั้นนาเชื้อ B. smithii Isolate 285/1 มาทดสอบกับอาหารสัตว์ผสมสาเร็จรูปสาหรับสุกรที่ผสมยาปฏิชีวนะ พบว่า มีความไวต่อยา ปฏิชีวนะชนิด Tylosin Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurazone Nitrofurantoin Furaltadone Furazolidone ที่ระดับความเข้มข้น 1 mg/kg ชนิด Erythromycin ที่ ระดับความเข้มข้น 5 mg/kg ชนิด Lincomycin ที่ระดับความเข้มข้น 25 mg/kg ชนิด Spiramycin Amoxicillin และ Tilmicosin ที่ระดับความเข้มข้น 50 mg/kg และยา Tiamulin ที่ระดับความเข้มข้น 100 mg/kg เมื่อเปรียบเทียบ 3 วิธีทดสอบที่ใช้ (วิธีเจาะหลุม วิธีวาง cylinder cup และวิธี swab) เพื่อ นาไปพัฒนาชุดทดสอบยาปฏิชีวนะ พบว่าเทคนิค Swab สามารถตรวจวัดหายาได้ในระดับเดียวกันกับ เทคนิคเจาะหลุม และวาง cup ดังนั้น จึงเลือกใช้เทคนิค swab แบบแช่สารละลาย และนาไปทดสอบใน โรงงานอาหารสัตว์ จานวน 3 โรงงาน พบ 1 โรงงานที่เก็บตัวอย่างจากบริเวณหัวบรรจุ มีความไวต่อยา ปฏิชีวนะที่ทดสอบ และสารละลาย Methanol และ Acetone ให้ผลดีกว่า phosphate buffer pH 8.0 เมื่อทาการเปรียบเทียบการเทเพลท พบว่า การเทเพลทชั้นเดียวให้ผลไม่แตกต่างจากการเทเพลทสองชั้น เชื้อ B. smithii Isolate 285/1 ที่ระดับ 1x10 5 CFU/ml ให้ผลเหมาะสมในการตรวจสอบยาตกค้างใน กระบวนการผลิตแบบคัดกรองเบื้องต้นในระดับตั้งแต่ 1-100 mg/kg ชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นสามารถเก็บ รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้นาน 30 วัน และสามารถใช้เป็นเครื่องมือตรวจคัดกรองตัวอย่างเพื่อ เฝ้าระวังยาปฏิชีวนะปนเปื้อนข้ามในกระบวนการผลิตอาหารสัตว์ที่ผสมยาตามใบสั่งใช้ในการรักษาโรคใน สัตว์ เนื่องจากใช้งานง่าย ประหยัด และตรวจหายาได้หลายชนิดพร้อมกันภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง คาสาคัญ: ยาปฏิชีวนะ ชุดทดสอบทางจุลชีววิทยา โรงงานอาหารสัตว์ เลขทะเบียนวิชาการ : 60 (2) – 0404 – 070 1/ กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ สานักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 91 หมู่ 4 ถนนติวานนท์ ตาบลบางกะดี อาเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี 12000 โทรศัพท์/โทรสาร 0-2967-9751 
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266 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 การพฒนาชดทดสอบยาปฏชวนะในกระบวนการผลตอาหารสตวดวยวธทดสอบ ทางจลชววทยา
 สทธพร พรยายน1/ วนทนา จนทรมงคล1/ สนทยา เอยมหน1/
 บทคดยอ วตถประสงคของการพฒนาชดทดสอบยาปฏชวนะในกระบวนการผลตอาหารสตวดวยวธทดสอบทางจลชววทยา เพอเพมประสทธภาพในการตรวจยาปฏชวนะทมการปนเปอนขามในกระบวนการผลตอาหารสตว จากการศกษาคดเลอกเชอจากตวอยางอาหารสตวจ านวน 84 ตวอยาง พบเชอ 3 สายพนธสามารถเจรญไดทอณหภม 62 องศาเซลเซยส จากอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค และมความไวตอสารละลายยามาตรฐาน 14 ชนด ทระดบความเขมขน 5 mg/ml ซงมคณสมบตคลายกบเชอ Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 นอกจากนยงมความไวตอสารละลายยาปฏชวนะ Colistin และ Robenidine ทระดบความเขมขน 100 mg/ml เมอน า สายพนธเชอ 285/1 ทแยกไดตรวจยนยนชนดดวยวธ 16S rDNA sequencing พบวา เปนเชอ Bacillus smithii จากนนน าเชอ B. smithii Isolate 285/1 มาทดสอบกบอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรทผสมยาปฏชวนะ พบวา มความไวตอยาปฏชวนะชนด Tylosin Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurazone Nitrofurantoin Furaltadone Furazolidone ทระดบความเขมขน 1 mg/kg ชนด Erythromycin ทระดบความเขมขน 5 mg/kg ชนด Lincomycin ทระดบความเขมขน 25 mg/kg ชนด Spiramycin Amoxicillin และ Tilmicosin ทระดบความเขมขน 50 mg/kg และยา Tiamulin ทระดบความเขมขน 100 mg/kg เมอเปรยบเทยบ 3 วธทดสอบทใช (วธเจาะหลม วธวาง cylinder cup และวธ swab) เพอน าไปพฒนาชดทดสอบยาปฏชวนะ พบวาเทคนค Swab สามารถตรวจวดหายาไดในระดบเดยวกนกบเทคนคเจาะหลม และวาง cup ดงนน จงเลอกใชเทคนค swab แบบแชสารละลาย และน าไปทดสอบในโรงงานอาหารสตว จ านวน 3 โรงงาน พบ 1 โรงงานทเกบตวอยางจากบรเวณหวบรรจ มความไวตอยาปฏชวนะททดสอบ และสารละลาย Methanol และ Acetone ใหผลดกวา phosphate buffer pH 8.0 เมอท าการเปรยบเทยบการเทเพลท พบวา การเทเพลทชนเดยวใหผลไมแตกตางจากการเทเพลทสองชน เชอ B. smithii Isolate 285/1 ทระดบ 1x105 CFU/ml ใหผลเหมาะสมในการตรวจสอบยาตกคางในกระบวนการผลตแบบคดกรองเบองตนในระดบตงแต 1-100 mg/kg ชดทดสอบทพฒนาขนสามารถเกบรกษาทอณหภม 4 องศาเซลเซยส ไดนาน 30 วน และสามารถใชเปนเครองมอตรวจคดกรองตวอยางเพอเฝาระวงยาปฏชวนะปนเปอนขามในกระบวนการผลตอาหารสตวทผสมยาตามใบสงใชในการรกษาโรคในสตว เนองจากใชงานงาย ประหยด และตรวจหายาไดหลายชนดพรอมกนภายในระยะเวลา 24 ชวโมง ค าส าคญ: ยาปฏชวนะ ชดทดสอบทางจลชววทยา โรงงานอาหารสตว เลขทะเบยนวชาการ : 60 (2) – 0404 – 070 1/ กลมตรวจสอบคณภาพอาหารสตว ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว กรมปศสตว 91 หม 4 ถนนตวานนท ต าบลบางกะด อ าเภอเมอง จงหวดปทมธาน 12000 โทรศพท/โทรสาร 0-2967-9751
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 Development of Test Kit for Antibiotic Determination in Animal Feed Production By Microbiological Assay
 Sutthiporn Phiriyayon1/ Wantana Jantaramongkon1/ Sontaya Aimhun1/
 Abstract
 The objective of antibiotic test kit development by microbiological assay is to increase an efficiency of antibiotic detection of cross-contamination in the production of feed mills. Three isolated strains from cattle feeds can be grown at 62 °C. They were sensitive to the level concentration at 5 mg/ml of 14 antibiotic solutions that had similar properties to Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953. Moreover, antimicrobial sensitivity testing with Colistin and Robenidine were sensitive to level concentration at 100 mg/ml. One isolated strains was confirmed as Bacillus smithii by 16S rDNA sequencing. B. smithii isolate 285/1 was tested to completed feed for swine mixed with antibiotics. The results showed that Tylosin, Tetracycline, Chlortetracycline, Oxytetracycline, Nitrofurazone, Nitrofurantoin, Furaltadone and Furazolidone were sensitive to level concentration at 1 mg/kg. Erythromycin and Lincomycin were sensitive to level concentration at 5 and 25 mg/kg, respectively. Spiramycin Amoxycillin and Tilmicosin were sensitive to level concentration at 50 mg/kg. While Tiamulin was sensitive to level concentration at 100 mg/kg. Comparison of three test method (agar well diffusion method, cylinder cup method and swab test method) for development of antibiotic test kit found that swab technique can be detected antibiotic at the same level concentration with both agar well diffusion method and cylinder cup method. Thus, swab test (soaking method) was chosen to develop antibiotic test kit and was applied to test antibiotics in 3 feed mills. One of feed mill was collected from packing feeder point where was sensitive to antibiotics. Methanol and acetone were detected results better than phosphate buffer pH 8.0. When comparing layer plate between one layer plate and two layer plate found that one layer plate results was not different from two layer plate results. B. smithii Isolate 285/1 at 1x105 CFU/ml was suitable for screening antibiotic in feed mill production at level 1-100 mg/kg. The antibiotic test kit could be storage at 4 °C for 30 days and able to use as monitoring tool for surveillance of carry over and cross-contamination of antibiotic in feed mill that mixing to prescription for feed medications. The test kit is easy to use, inexpensive and able to detect broad-spectrum antibiotics within 24 hours. Keywords: Antibiotics, Test kit of microbiological Assay, feed mill Registered No. : 60 (2) – 0404 - 070 1/ Feed Quality Control Laboratory Division, Bureau of Quality Control of Livestock Products, Department of Livestock Development, 91 Moo 4 Tiwanon Rd., Bangkadi Subdistrict, Muang District, Pathumthani Province, 12000,Thailand Tel./fax 0-2967-9751
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 บทน า ยาปฏชวนะเปนสารทจลนทรยผลตขนหรอไดจากการสงเคราะหทางเคม ซงมคณสมบตในการฆา
 หรอยบยงการเจรญเตบโตของแบคทเรย (Kirbis, 2007 and Shareef et al., 2009) โดยทวไปยาปฏชวนะจะน ามาใชประโยชนในดานตางๆ เชน การแพทยและสาธารณสข เพอใชในการรกษาผปวยตดเชอ (Kebede et al., 2014) ใชเปนยารกษาโรคในสตวหรอวตถเตมแตง ส าหรบผสมในอาหารสตว และใชเปนสารเรงการเจรญเตบโต (growth promoter) ในระดบทต ากวาปรมาณทใชบ าบดโรคในมนษย (sub-therapeutic levels) เพอชวยในการเจรญเตบโตของสตว (Chowdhury et al., 2009) แตป ค.ศ. 1969 Swann และคณะ คนพบวามสารพนธกรรมทตานฤทธยาปฏชวนะ Oxytetracycline ของเชอ Salmonella Typhimurium ในสตวเลยงทไดรบยาปฏชวนะในระดบทกระตนการเจรญของสตว จงมประกาศหามใชยาปฏชวนะในระดบทกระตนการเจรญของสตวผสมในอาหารสตวจากสหภาพยโรป จากความวตกกงวลวา หากมนษยไดรบยนดอยาปฏชวนะของเชอจลนทรยทตกคางในผลตภณฑจากสตวเปนระยะเวลานาน อาจกอใหเกดการแพจากผลขางเคยงจากการใชยา ท าใหเปนพษ และกอมะเรงได (Cogliani et al., 2011 Hakem et al., 2013 and Elnasri et al., 2014)
 ส าหรบประเทศไทยนน กระทรวงเกษตรและสหกรณประกาศหามใชยาตานจลชพทกชนดผสมในอาหารสตว เพอเรงการเจรญเตบโตหรอเพมประสทธภาพการใชอาหาร ตามพระราชบญญตควบคมคณภาพอาหารสตว พ.ศ. 2558 และประกาศหามใชยาเภสชเคมภณฑ เกลอของเภสชเคมภณฑ กงส าเรจเภสชเคมภณฑ และเคมภณฑ กลม Nitrofurans Beta-agonist Nitroimidazoles Chloramphenicol Avopacin Carbadox Olaquindox Diethylstilbestrol และ Melamine หรอ Melamine groups เชน Cyanuric acid Ammelide และ Ammeline แตยงมยาบางชนดทอนญาตใหใชกบอาหารสตวเปนวตถทเตมลงในอาหารสตว ใชเพอปองกนโรคบดในสตวปกประเภทอาหารสตวผสมยาและหามใชในไกไขอายเกน 16 สปดาห ปจจบนเปนสารทอนญาตใหใชเปนวตถทเตมในอาหารสตว (Coccidiostats) กลม Carboxylic acid ionospheres กลมน ไดแก Monensin Avilamycin Flavomycin และ Salinomycin (European Union 2003) จากผลกระทบการตกคางของยาปฏชวนะในเนอสตวและผลผลตจากสตวมาสผบรโภค (Serratosa 2006) จงมผท าการศกษาโดยใชวธคดกรองเบองตน (Screening test) เชน วธทางจลชววทยา (Microbiological assay) วธ Enzymatic method และวธ Immunological method เปนตน ซงการตรวจหายาตานจลชพตกคางในอาหารสตวและผลผลตจากสตวดวยวธทางจลชววทยา เปนวธคดกรองเบองตนทมการศกษาและพฒนาอยเปนระยะ เนองมาจากปญหาการดอยาของเชอจลนทรยทสงผลกระทบตอสขภาพและความปลอดภยของผบรโภค (Przenioslo Siwczynska and Kwiatek 2007, Hakem et al., 2013, Ezenduka et al., 2014 and Hathurusinghe et al., 2016)
 ชดทดสอบทางจลชววทยาทจ าหนายมกจะไมทราบชนดสายพนธแบคทเรยมาตรฐานทใช ตลอดจนมวธการใชทแตกตางกนไปตามวตถประสงคและชนดตวอยางททดสอบ งานวจยนจงมวตถประสงคเพอคดเลอกชนดแบคทเรยทมความสามารถในการคดกรองตวอยางอาหารสตวผสมยาและการปนเปอนขามของยาในกระบวนการผลตอาหารสตวไดหลายชนดอยางรวดเรว ซงสามารถทนความรอนสงทอณหภม 621 องศาเซลเซยส และเปรยบเทยบกบแบคทเรยมาตรฐานเดมคอ Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 Bacillus subtilis ATCC 6633 Bacillus cereus ATCC 11778 Kocuria rhizophila ATCC 9341 และ Bordetella bronchiseptica ATCC 4617 เพอใชในการพฒนาชดทดสอบอยางงายและประหยด และสามารถใชเปนเครองมอในการตรวจสอบกระบวนการผลตอาหารสตวใหปราศจากการปนเปอนยา
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 อปกรณและวธการทดลอง วสด อปกรณและเครองมอ 1. ตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรป จ านวน 84 ตวอยาง ไดแก อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกร 26 ตวอยาง อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบไก 23 ตวอยาง อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค 12 ตวอยาง และวตถดบอาหารสตว 23 ตวอยาง 2. เครองมอ : เครองชง 2 ต าแหนง เครองชงละเอยด 5 ต าแหนง อางน าควบคมอณหภม 44 - 47
 องศาเซลเซยส เครองนงฆาเชอ เครองอบฆาเชอ ตอบเพาะเชออณหภม 301 371 552 และ 621 องศาเซลเซยส เครองวดคาความเปนกรด-เบส ตปลอดเชอ ตอบไมโครเวฟ เครองปนเหวยงตกตะกอน และเครอง MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry) (SHIMADZU รน id plus Performance)
 3. อปกรณเครองแกว : ขวด Duran ขนาด 500 มลลลตร หลอดทดลองพรอมฝาเกลยว ขนาด 20 x
 150 มลลเมตร ขวด Roux flask หลอด centrifuge จานเพาะเลยงเชอขนาดเสนผาศนยกลาง 90 มลลเมตร Pipette ขนาด 1 มลลลตร และ 10 มลลลตร กระบอกตวง ตะแกรงใสหลอดทดลอง ลวดเขยเชอ (loop) Pipette tip Vortex mixer Mini centrifuge Tube 0.5-1.5 5 ml clear amber Powder free grove Rack และ Floating rack Laminar flow hood และ Disposable plate
 4. สารเคม : 0.85% Sterile normal saline Peptone salt solution (PSS) 20% Ethanol
 70% Ethanol 95% Ethanol Methanol Acetone Phosphate buffer pH 8 Acetonitrile (HPLC grade : Merck) Ethanol (HPLC grade : Merck) Methanol (HPLC grade : Merck) Trifluoroacetic acid : TFA (UVASOL grade; Merck) Formic acid (98-100% Merck) water (Type l, Sterilized) α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (α CHCA matrix) 5. อาหารเลยงเชอ : Antibiotic Medium No.1 (AM1) (Difco) Antibiotic Medium No.5 (AM5) (Difco) Antibiotic Medium No.8 (AM8) (Difco) Antibiotic Medium No.9 (AM9) (Difco) Antibiotic Medium No.10 (AM10) (Difco) Antibiotic Medium No.11 (AM11) (Difco) Test agar for the residue test acc. to KUNDRAT (KD) Tryptic soy agar (TSA) (Oxoid) Nutrient ager (NA) (Oxoid) และ Plate count agar (PCA) (Oxoid) ชด API 50 CH ชด API 20 E 6. เชอแบคทเรย : Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 (G. stearothermophilus) Bacillus subtilis ATCC 6633 (B. subtilis) Bacillus cereus ATCC 11778 (B. cereus) Kocuria rhizophila ATCC 9341 (K. rhizophila) และ Bordetella bronchiseptica ATCC 4617 (B. bronchiseptica) Escherichia coli DH5 alpha
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 7. สารมาตรฐาน 7.1 ยาปฏชวนะ : Tetracycline (Sigma Lot.118F0050) Chlortetracycline (Sigma Lot.78F0022) Oxytetracycline (Sigma Lot.063K06064) Tylosin (Sigma Lot.050M1205V) Spiramycin (Sigma Lot.68F0664) Erythromycin(Sigma Lot.87F0539) Tiamulin (Dr.Ehrenstorfer Lot.101669) Tilmicosin (USP Lot.GOHO61) Lincomycin (Sigma Lot.112K0566) Colistin ( EDQM Lot.Y0000277) Amoxicillin trihydrate (Dr.Ehrenstorfer Lot.103951) Bacitracin (Sigma Lot.19F06481) Cefquinome sulfate (Dr.Ehrenstorfer Lot.111633) Ceftriaxone sodium (LGC Lot.75803) Ceftiofur (Dr.Ehrenstorfer Lot.104666) Cefotaxime sodium (Trc Lot.2-XFZ-60-1) Nitrofurantoin (Dr.Ehrenstorfer lot.21109) Nitrofurazone (Dr.Ehrenstorfer Lot.21017) Furaltadone (Dr.Ehrenstorfer Lot.41023) และFurazolidone (Sigma Lot.47F0405) 7.2 ยาปองกนโรคบด : Nigericin sodium salt (Sigma-Aldrich Lot.026M4144V) Salinomycin (ZOETIS Lot.TC09-008-79/A) Maduramicin (Fluka Lot.SZBC102XV) Monensin Sodium Salt (Fluka Lot.SZBC257XV) Lasalocid (Dr.Ehrenstorfer Lot.50929AL) Diclazuril (Dr.Ehrenstorfer Lot.20430) Halofuginone (Sigma-Aldrich Lot.SZBE034XV) Robenidine hydrochloride (Fluka Lot.SZBE034XV) และ Nicarbazin (Dr.Ehrenstorfer Lot.11206) 8. Antimicrobial Susceptibility test discs (AST) : Tetracycline 10 g (Oxoid / Difco) Erythromycin 10 g (Oxoid / Difco) Nitrofuratoin 30 g (Oxoid / Difco) Bacitracin zinc salt 10 g (Oxoid / Difco) Monensin 10 g (Oxoid / Difco) และ Lincomycin 10 g (Oxoid / Difco)
 วธการ
 1. การเตรยมเชอแบคทเรย 6 ชนด ตามวธ AOAC Official Method 957.23. 2016 1.1 Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 น าเชอมา subculture ตดตอกน 2 วน เพอใหไดเชอทแขงแรง ลาง slant เชอดวย 0.85% Sterile normal saline 1 มลลตร ดดใส roux flask ทมอาหาร Tryptic soy agar (TSA) เอยงขวดไปมา เพอใหเชอกระจายไปทวผวอาหาร บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส เปนเวลา 5 วน ลาง roux flask ดวย 0.85% Sterile normal saline 5 มลลลตร ดดใส sterile centrifuge tube น าไปปนเหวยงทความเรว 3000 rpm นาน 10 นาท ใชปเปตดดสวนใสทง เตม 20% Ethanol 5 มลลลตร น าไปปนเหวยงอกครงทความเรว 3000 rpm นาน 10 นาท ใชปเปตดดสวนใสทง เตม 20 % Ethanol 5 มลลลตร เกบทอณหภม 4 องศาเซลเซยส และท าเชนเดยวกนกบเชอทแยกไดจากอาหารสตว 1.2 Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Bacillus cereus ATCC 117781 น าเชอมา subculture ตดตอกน 2 วน เพอใหไดเชอทแขงแรง ลาง slant เชอดวย 0.85% Sterile normal saline 1 มลลลตร ดดใส roux flask ทมอาหาร Antibiotic medium 1 (AM1) เอยงขวดไปมา เพอใหเชอกระจายไปทวผวอาหาร บมทอณหภม 30±1 องศาเซลเซยส เปนเวลา 5 วน ลาง roux flask ดวย 0.85% Sterile normal saline 5 มลลลตร ดดใส sterile centrifuge tube น าไปปนเหวยงทความเรว 3000 rpm นาน 10 นาท ใชปเปตดดสวนใสทง เตม 20%
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 Ethanol 5 มลลลตร น าไปปนเหวยงอกครงทความเรว 3000 rpm นาน 10 นาท ใชปเปตดดสวนใสทง เตม 20% Ethanol 5 มลลลตรเกบทอณหภม 4 องศาเซลเซยส 1.3 Kocuria rhizophila ATCC 9341 น าเชอมา subculture ตดตอกน 2 วน เพอใหไดเชอทแขงแรง ลาง slant เชอดวย 0.85% Sterile normal saline 1 มลลลตร ดดใส roux flask ทมอาหาร Antibiotic medium 11 (AM11) เอยงขวดไปมาเพอใหเชอกระจายไปทวผวอาหารแลวบมทอณหภม 37±1 องศาเซลเซยส เปนเวลา 1 วน ลาง roux flask ดวย 0.85% Sterile normal saline 5 มลลลตร ดดใส sterile centrifuge tube น าไปปนเหวยงทความเรว 3000 rpm นาน 10 นาท ใชปเปตดดสวนใสทงแลวเตม 0.85% Sterile normal saline 5 มลลลตร เกบทอณหภม 4 องศาเซลเซยส 1.4 Bordetella bronchiseptica ATCC4617 น าเชอมา subculture ตดตอกน 2 วน เพอใหไดเชอทแขงแรง ลาง slant เชอดวย 0.85% Sterile normal saline 1 มลลลตร ดดใส roux flask ทมอาหาร Antibiotic medium 9 (AM9) เอยงขวดไปมาเพอใหเชอกระจายไปทวผวอาหารแลวบมทอณหภม 35±1 องศาเซลเซยส เปนเวลา 1 วน ลาง roux flask ดวย 0.85% Sterile normal saline 5 มลลลตร ดดใส sterile centrifuge tube น าไปปนเหวยงทความเรว 3000 rpm นาน 10 นาท ใชปเปตดดสวนใสทง แลวเตม 0.85% Sterile normal saline 5 มลลลตร เกบทอณหภม 4 องศาเซลเซยส 2. การเตรยมเพลททดสอบ (Test plate) 2.1 การเตรยมเพลทแบบชนเดยว 2.1.1 เตรยมอาหารเลยงเชอ AM5 AM8 AM10 AM11 และ KD น าไปนงฆาเชอทอณหภม 121 องศาเซลเซยส ความดน 15 ปอนด/ตารางนว นาน 15 นาท น าไปแชในอางน าควบคม อณหภม 44-47 องศาเซลเซยส 2.1.2 เตมเชอทแยกไดลงในขวดอาหาร KD และเตมเชอ Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 ลงในขวดอาหาร KD เตมเชอ Bacillus subtilis ATCC 6633 ลงในขวดอาหาร AM5 เตมเชอ Bacillus cereus ATCC 11778 ลงในขวดอาหาร AM8 เตมเชอ Kocuria rhizophila ATCC 9341 ลงในขวดอาหาร AM11 และ เตมเชอ Bordetella bronchiseptica ATCC 4617 ลงในขวดอาหาร AM10 ใหมปรมาณเชอในอาหารเลยงเชอ 1x105 CFU/ml เขยาเชอใหเขากบอาหาร โดยไมใหเกดฟองอากาศ 2.1.3 ดดอาหารเลยงเชอทเตมเชอแลวปรมาตร 10 มลลลตร ลงเพลททดสอบ ทงใหอาหารเลยงเชอแขง เกบเพลทอาหารเลยงเชอในตเยนทอณหภม 4 องศาเซลเซยส 2.2 การเตรยมเพลทแบบสองชน 2.2.1 ดดอาหารเลยงเชอทเตรยมจากขอ 2.1.1 ปรมาตร 5 มลลลตร ลงเพลททดสอบทงใหอาหารเลยงเชอแขง 2.2.2 ดดอาหารเลยงเชอทเตมเชอจากขอ 2.1.2 ปรมาตร 5 มลลลตร ใสลงดานบนของเพลททดสอบขอ 2.2.1 ทงใหอาหารเลยงเชอแขง เกบเพลทอาหารเลยงเชอในตเยนทอณหภม 4 องศาเซลเซยส 2.3 การควบคมคณภาพ ทดสอบตวอยางละ 2 ซ า จะรายงานผลเมอ Antimicrobial Susceptibility test discs (AST) ของยาทใชเปน Positive Control เชอทคดเลอกไดมขนาดโซนใสวดคาเสนผานศนยกลาง ดงน
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 Bacillus smithii Isolate 285/1 และ Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 กบ AST ของยา Tetracycline 10 g ขนาดโซน 22-29 มลลเมตร Erythromycin 10 g ขนาดโซน 21-28 มลลเมตร Nitrofuratoin 30 g ขนาดโซน 21-30 มลลเมตร Lincomycin 10 g ขนาดโซน 22-30 มลลเมตร Monensin 10 g ขนาดโซน 20-30 มลลเมตร Bacitracin zinc salt 10 g ขนาดโซน 22-30 มลลเมตร Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Bacillus cereus ATCC 1778 กบ AST ของยา Tetracycline 10 g ขนาดโซน 22-29 มลลเมตร Erythromycin 10 g ขนาดโซน 21-28 มลลเมตร Nitrofuratoin 30 g ขนาดโซน 21-29 มลลเมตร Monensin 10 g ขนาดโซน 20-27 มลลเมตร
 Kocuria rhizophila ATCC 9341 กบ AST ของยา Tetracycline 10 g ขนาดโซน 22-29 มลลเมตร Erythromycin 10 g ขนาดโซน 20-27 มลลเมตร Lincomycin 10 g ขนาดโซน 23-30 มลลเมตร Monensin 10 g ขนาดโซน 21-30 มลลเมตร
 Bordetella bronchiseptica ATCC 4617 ไมม Positive Control เนองจากไมม AST ของยา Colistin 3. การเตรยมสารละลายมาตรฐาน 3.1 เตรยมสารละลายมาตรฐานส าหรบใชศกษาการคดแยกเชอความเขมขนทระดบ 100.0 10.0 5.0 และ 1.0 mg/l 3.1.1 เตรยมสารละลายมาตรฐาน (Stock standard solution) ชงสารมาตรฐานแตละชนดแลวน ามาละลายดวยตวท าละลายทเหมาะสม ใหไดปรมาตร 50 มลลลตร ซงยาแตละชนดน ามาละลายในตวท าละลายดงน - สาร Diclazuril ละลายใน Dimethylformamide - สาร Colistin ละลายใน 20% Acetonitrile - สาร Halofuginone และ Nicarbazin ละลายใน Dimethylacetamide
 - สาร Nigericin Salinomycin Monensin Robenidine และ Maduramicinละลายใน Ethanol
 - สาร Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Tylosin Erythromycin Spiramycin Bacitracin Lincomycin Tiamulin Tilmicosin Amoxicillin Cefquinome sulfate Ceftriaxone sodium Ceftiofur Cefotaxime sodium Nitrofurantoin Nitrofurazone Furaltadone Furazolidone ละลายใน Methanol
 - สาร Lasalocid ซงอยในรปของสารละลายความเขมขน 100.0 mg/L ในตวท าละลาย Ethanol
 3.1.2 น าสารละลายมาตรฐาน จากขอ 3.1.1 มาเจอจางดวย Methanol ใหไดความเขมขน 10.0 5.0 และ 1.0 mg/l 3.2 การเตรยมสารละลายมาตรฐานส าหรบเตรยมตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรผสมสารมาตรฐาน 3.2.1 ชงสารมาตรฐานแตละชนดแลวน ามาละลายดวยตวท าละลาย Methanol ปรมาตร 50 มลลลตร ใหไดความเขมขน 1000.0 mg/l ดงน Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Erythromycin Lincomycin Spiramycin Amoxicillin Tiamulin
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 Tilmicosin Colistin Sulfamethazine Nitrofurantoin Nitrofurazone Furaltadone และ Furazolidone 4. การเตรยมตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรผสมสารมาตรฐานทระดบความเขมขน 100.0 50.0 10.0 5.0 2.5 และ 1.0 mg/kg 4.1 น าสารละลายมาตรฐานจากขอ 3.2.1 มา 10 มลลลตร ผสมกบ Methanol ปรมาตร 50 มลลลตร จะไดความเขมขน 100.0 mg/kg 4.2 ชงตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรทบดละเอยดซงผานการตรวจสอบแลววาไมพบโซนใสกบเชอมาตรฐานทง 5 ชนด ปรมาณ 100 กรม น าสารมาตรฐานแตละชนดทเตรยมไดจาก ขอ 4.1 มาผสมใหทวมตวอยางแลวทงใหตวอยางแหง จะไดความเขมขน 100.0 mg/kg 4.3 น าตวอยางอาหารสตวจากขอ 4.2 มาเจอจางผสมกบอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรทไมพบโซนใสใหไดความเขมขน 50.0 25.0 10.0 5.0 2.5 และ 1.0 mg/kg 5. การเตรยมตวอยางสารผสมลวงหนาชนดยาปฏชวนะ แรธาต วตามน กรดอะมโน ทใชเปนสวนผสมในโรงงาน ในอตราสวนรอยละ 20.0 5.0 และ 1.0 น าตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรทบดละเอยดซงผานการตรวจสอบแลววาไมพบโซนใสกบเชอมาตรฐานทง 5 ชนด มาผสมกบตวอยางสารผสมลวงหนาชนดยาปฏชวนะ แรธาต วตามน กรดอะมโนในอตราสวนรอยละ 20.0 5.0 และ 1.0 อยางละ 100 กรม 6. วธการทดลอง 6.1 การเพาะแยกเชอแบคทเรย สมวเคราะหตวอยางอาหารสตว จ านวน 84 ตวอยาง ไดแก อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกร 26 ตวอยาง อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบไก 23 ตวอยาง อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค 12 ตวอยาง และวตถดบอาหารสตว 23 ตวอยาง โดยวธ Aerobic plate count ISO 4883-1 : 2013 ทอณหภม 62 องศาเซลเซยส โดยชงตวอยาง 50 กรม ผสมกบ 50 มลลลตร ของ PSS แชตวอยางทงไวนาน 20 นาท ทอณหภม 18 - 27 องศาเซลเซยส (dilution 10-1) เจอจางตามล าดบจนถง dilution 10- 5 หรอมากกวา ดด 1 มลลลตร จากแตละ dilution ลงในจานเพาะเลยงเชอ (1 จานเพาะเลยงเชอตอ 1 dilution) แลวเทอาหารเลยงเชอ PCA ประมาณ 18 - 20 มลลลตร ลงในจานเพาะเลยงเชอ เขยาจานเพาะเลยงเชอใหตวอยางกบอาหารเลยงเชอเขากน (pour plate) แลวน าไปบมทอณหภม 62 1 องศาเซลเซยส นาน 24 -72 ชวโมง 6.2 การคดเลอกสายพนธเชอทแยกได คดเลอกสายพนธเชอทมความไวดทสดทแยกไดจากขอ 6.1 โดยทดสอบกบสารละลายมาตรฐาน จ านวน 29 ชนด (ขอ 7 สารมาตรฐาน) ทระดบความเขมขน 100.0 , 10.0 และ 5.0 mg/l โดยเทคนคเจาะหลมขนาด 8 มลลเมตร บนเพลททดสอบ 6.2.1 หยดสารละลายมาตรฐาน ทความเขมขน 100.0 10.0 และ 5.0 mg/l ลงในหลมขนาด 8 มลลเมตร จนเตม ความเขมขนละ 3 หลมแลวน าไปบมทอณหภมตางๆ ดงน เชอสายพนธทแยกไดและ G. stearothermophilus ATCC 7953 บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส B. subtilis ATCC 6633 และ B. cereus ATCC11778 บมทอณหภม 30±1 องศาเซลเซยส K. rhizophila ATCC9341 บมทอณหภม 37±1 องศาเซลเซยส และ B. bronchiseptica ATCC 4617 บมทอณหภม 35±1 องศาเซลเซยส เปนเวลา 18-24 ชวโมง
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 6.2.2 อานผลทดสอบ โดยวดขนาดความกวางของบรเวณ Inhibition zone ซงมลกษณะเปนโซนใส จากรมนอกสดของตวอยางหรออปกรณทวาง อยางนอย 2 คา แลวน ามาหาคาเฉลยโดยคาทไดมหนวยเปน มลลเมตร รายงานผล “พบ” เมอพบการเกดโซนใส (Inhibition zone) มขนาดมากกวา 2 มลลเมตร บนจานเพาะเลยงเชอทดสอบ (Test plate) 6.3 การยนยนชนดแบคทเรยทคดเลอก ตรวจสอบยนยนชนดสายพนธเชอทคดเลอกไดทมความไวกบสารละลายมาตรฐานมากชนดทสดทระดบ 5.0 mg/l จากขอ 6.2 ดวยเทคนค ดงน 6.3.1 เทคนค MALDI–TOF MS 2 วธ 6.3.1.1 การเลอกโคโลนของเชอทมความไวกบสารละลายมาตรฐานมากทสด มา streak ลงบนอาหารเลยงเชอ NA แลวน าไปบมทอณหภม 62 1 องศาเซลเซยส นาน 18 - 24 ชวโมง ใชปลาย tip เขยเชอจาก NA แลวปายลงบนหลม ของ Disposable plate ทตองการ แลวหมนปลาย tip ดานทสะอาดเกลยเชอใหกระจาย (smear) จากนนดด CHCA matrix ปรมาตร 1 µl ลงบนเชอท smear แลวใชปลาย tip เกลยใหเขากน และปลอยทงไวใหแหง (Air dry) ส าหรบการท า calibration ดดสารละลายผสมระหวาง E. coli DH5 alpha กบ CHCA matrix solution 1 µl ใสบน Disposable plate ทต าแหนง X1-X3 แลวจงท าการวเคราะหดวย MALDI-TOF MS 6.3.1.2 การสกดโปรตนดวย Ethanol Formic acid และ Acetonitrile ใสน าปราศจากแรธาตทผานการฆาเชอปรมาตร 300 µl ลงในหลอดขนาด 1.5 ml ใชลปเขยโคโลน 1 ลป ลงในหลอดแลวปนผสม ใส Ethanol ปรมาตร 900 µl ลงในหลอดเดมแลวปนผสม ท าการปนเหวยงทความเรว 13,000 rpm เปนเวลา 2 นาท แลวทงสวนใส (ท าซ า 2 ครง) ใส Formic acid ทความเขมขน 70% ปรมาตร 50 µl แลวปนผสม จากนนท าการ Sonicated เปนเวลา 10 นาท ปนเหวยงทความเรว 13,000 rpm เปนเวลา 2 นาท ดดสวนใสปรมาตร 70 µl จากนนใสน าปราศจากแรธาตทผานการฆาเชอลงไป 30 µl ดดสารละลาย 0.5 µl ลงบน Disposable plate และดดสารละลาย CHCA matrix ลงบนตวอยางทนทแลวจงท าการวเคราะหดวย MALDI-TOF MS 6.3.2 เทคนค API System (API 50 CH และ API 20 E) เตรยมสารแขวนลอยเชอส าหรบใชทดสอบ โดยใช Loop เขยโคโลนของเชอทเจรญบนอาหารเลยงเชอ NA ลงใน 0.85% Sterile normal saline ใหมคาความขนเทยบเทากบ 2 McFarland หยดสารแขวนลอยเชอทเตรยมไดลงในหลม API 20 E strip ส าหรบ API 50 CH ใหเตรยมสารแขวนลอยเชอใน API 50 CHB/E Medium แลวหยดลงในหลม API 50 CH strip ไมตองเตมหลม ปดทบดวย mineral oil จากนนน าทง 2 strips บมทอณหภม 55±2 องศาเซลเซยส นาน 24±2 ชวโมง โดยปฏบตตามเอกสารก ากบผลตภณฑ อานผล และแปลผลโดยใชซอฟตแวรส าหรบการจ าแนกชนด apiweb 6.3.3 เทคนค 16S rDNA sequencing น าโคโลนของเชอ มา Streak ลงบนอาหารเลยงเชอ NA แลวน าไปบมทอณหภม 621 องศาเซลเซยส นาน 18-24 ชวโมง สงไปตรวจยนยนชนดท ศนยวจยชววสดประเทศไทย 6.4 ศกษาความไวของเชอทยนยนชนดแลวกบสารละลายมาตรฐาน จ านวน 16 ชนดทระดบความเขมขน 100.0 50.0 10.0 5.0 และ 1.0 mg/kg เปรยบเทยบกบเชอมาตรฐาน โดยเทคนคเจาะหลม (Agar well diffusion) ขนาด 8 มลลเมตร เทคนควาง Cylinder cup และเทคนค Swab 6.4.1 หยดสารละลายมาตรฐาน ชนด Tylosin Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurantoin Nitrofurazone Furaltadone Furazolidone Erythromycin Lincomycin Spiramycin Amoxicillin Salinomycin Tiamulin Tilmicosin และ Colistin ท
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 ความเขมขนตางๆ ลงในหลม และ Cylinder cup ส าหรบเทคนค Swab แช Swab ในสารละลายมาตรฐาน ทความเขมขนตางๆ สารละลายละ 2 อน ตดกานทงน าหว Swab วางบนเพลททดสอบ แลวบมทอณหภมตางๆ ดงน เชอทแยกได และ G. stearothermophilus ATCC 7953 บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส B. subtilis ATCC 6633 และ B. cereus ATCC 11778 บมทอณหภม 30±1 องศาเซลเซยส K. rhizophila ATCC 9341 บมทอณหภม 37±1 องศาเซลเซยส และ B. bronchiseptica ATCC 4617 บมทอณหภม 35±1 องศาเซลเซยสเปนเวลา 18-24 ชวโมง อานผลทดสอบเชนเดยวกบขอ 6.2.2 6.5 ศกษาสารละลายทเหมาะสมส าหรบเทคนคการ swab กบสายพนธเชอทแยกได โดยเปรยบเทยบการทดสอบแบบเทเพลทชนเดยวและเทเพลทสองชนดวยเทคนคแช Swab ในสารละลาย Phosphate buffer pH8 Methanol และ Acetone น า Swab ทแชอยในสารละลายแตละชนดไปปายกบตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรทผสมสารมาตรฐาน 16 ชนด คอ Tylosin Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofuratoin Nitrofurazone Furaltadone Furazolidone Erythromycin Lincomycin Spiramycin Amoxicillin Salinomycin Tiamulin Tilmicosin Colistin และ Sulfamethazine ทระดบความเขมขน 100.0 50.0 25.0 10.0 5.0 2.5 และ 1.0 mg/kg ใหเปนเลขแปดวนไปวนมา 5 รอบแลวน าไปวางบนเพลททดสอบ น าไปบมทอณหภมตางๆ ดงน เชอสายพนธทแยกได และ G. stearothermophilus ATCC 7953 บมทอณหภม 62 ± 1 องศาเซลเซยส B. subtilis ATCC 6633 และ B. cereus ATCC 11778 บมทอณหภม 30 ± 1 องศาเซลเซยส K. rhizophila ATCC 9341 บมทอณหภม 37 ± 1 องศาเซลเซยส และ B. bronchiseptica ATCC 4617 บมทอณหภม 35±1 องศาเซลเซยสเปนเวลา 18-24 ชวโมง อานผลทดสอบเชนเดยวกบขอ 6.2.2 6.6 ทดสอบความใชไดของชดทดสอบทโรงงานผลตอาหารสตว ดวยเทคนค swab แชสารละลาย Phosphate buffer pH 8.0 Methanol และ Acetone 6.6.1 น าชดทดสอบทพฒนาขนจากสายพนธเชอทแยกไดจากตวอยางอาหารสตว ไปตรวจสอบหายาปฏชวนะทอาจมการตกคางในกระบวนการผลตอาหารสตว ท าการ swab บรเวณหวบรรจ วาง swab ลงบนชดทดสอบ แลวน าไปบมทอณหภมตางๆ ดงน เพลทของสายพนธเชอทแยกได แลวน าไปบมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส และเปรยบเทยบกบเชอมาตรฐาน G. stearothermophilus ATCC 7953 บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส B. subtilis ATCC 6633 และ B. cereus ATCC 11778 บมทอณหภม 30±1 องศาเซลเซยส K. rhizophila ATCC 9341 บมทอณหภม 37±1 องศาเซลเซยส และ B. bronchiseptica ATCC 4617 บมทอณหภม 35±1 องศาเซลเซยส เปนเวลา 18-24 ชวโมง อานผลทดสอบเชนเดยวกบขอ 6.2.2 6.6.2 น าชดทดสอบเชอสายพนธทแยกไดทดสอบกบตวอยางอาหารสตวทเกบจากโรงงานผลตอาหารสตวโดยใช swab แชสารละลาย Methanol ไปปายในตวอยางใหเปนเลขแปดวนไปวนมา 5 รอบ วางหว swab บนเพลทชดทดสอบ แลวน าไปบมทอณหภม 62±1องศาเซลเซยส เปรยบเทยบกบเชอมาตรฐานตามขอ 6.6.1 อานผลทดสอบเชนเดยวกบขอ 6.2.2 และตรวจหาชนดและปรมาณยาดวยวธ HPLC และ LC-MS/MS (ภรมภรณ และคณะ) 6.7 ศกษาประสทธภาพของชดทดสอบ 6.7.1 ทดสอบหาระยะเวลาการเกบรกษาทอณหภม 4 องศาเซลเซยส เปนเวลา 1 8 15 และ 30 วน กบตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรผสมสารมาตรฐาน 12 ชนด คอ Tylosin Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurantoin Nitrofurazone Furaltadone Furazolidone Erythromycin Lincomycin Spiramycin และ Colistin ควบคมคณภาพโดย (Positive Control) ใช AST วางบนเพลททดสอบ
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 6.7.2 ศกษาความไวของชดทดสอบยาปฏชวนะกบตวอยางทใชในกระบวนการผลตอาหารสตวดวยวธทดสอบทางจลชววทยา แบบ swab
 โดยใชตวอยางสารผสมลวงหนาชนดยา แรธาต วตามน และ กรดอะมโน ทใชในกระบวนการผลตอาหารสตวทใชเปนสวนผสมในโรงงานอาหารสตวจ านวน 29 ตวอยาง ทมความเขมขนรอยละ 100 และเจอจางกบตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกร ในอตราสวนรอยละ 20 5 และ 1 ใช swab แชสารละลาย Methanol ไปปายในถงตวอยางใหเปนเลขแปดวนไปวนมา 5 รอบ แลวน าไปวางบนเพลทชดทดสอบของสายพนธเชอทแยกได บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส เปรยบเทยบกบ G. stearothermophilus ATCC 7953 บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส B. subtilis ATCC 6633 และ B. cereus ATCC 11778 บมทอณหภม 30±1 องศาเซลเซยส K. rhizophila ATCC 9341 บมทอณหภม 37±1 องศาเซลเซยส และ B. bronchiseptica ATCC 4617 บมทอณหภม 35±1 องศาเซลเซยส เปนเวลา 18-24 ชวโมง อานผลทดสอบเชนเดยวกบขอ 6.2.2
 ผลการทดลองและวจารณ
 1. ผลการคดเลอกเชอแบคทเรยจากตวอยางอาหารสตวทอณหภม 62 องศาเซลเซยส จากผลการคดแยกเชอแบคทเรยในตวอยางอาหารสตว โดยวธ Aerobic plate count ทงหมด
 84 ตวอยาง แบงเปน อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกร 26 ตวอยาง อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบไก 23 ตวอยาง อาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค 12 ตวอยาง และวตถดบอาหารสตว 23 ตวอยาง พบเชอแบคทเรยทเจรญทอณหภม 62 องศาเซลเซยส จากอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค จ านวน 8 ตวอยาง 12 สายพนธ ดงน Isolate 285/1 Isolate 285/4 Isolate 286/1 Isolate 287/4 Isolate 288/2 Isolate 289/1 Isolate 7454A2 Isolate 7454B1 Isolate 7454C1 Isolate 7455A1 Isolate 7455A2 และ Isolate 7456A1 2. ผลการคดเลอกสายพนธเชอทมความไวดทสด จากจ านวน 12 สายพนธ โดยทดสอบกบสารละลายมาตรฐาน จ านวน 29 ชนด ทระดบความเขมขน 100.0 10.0 และ 5.0 mg/l
 จากการคดเลอกสายพนธทมความไวกบยาปฏชวนะจ านวน 29 ชนด พบวา มเชอจ านวน 3 สายพนธ คอ Isolate 285/1 Isolate 7454A2 และ Isolate 7454C1 มความไวกบยามากทสด 14 ชนดทระดบ 5.0 mg/l ไดแก สารละลายมาตรฐาน Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Tylosin Spiramycin lincomycin Amoxicillin Nitrofuratoin Nitrofurazone Furaltadone Furazolidone Nigericin Salinomycin และ Colistin รายละเอยดตามตารางท 1 และคดเลอกสายพนธ Isolate 285/1 ซงมความไวกบสารมาตรฐาน Colistin กวางทสด และ Robenidine ทระดบ 100.0 mg/l เพอพฒนาเปนชดทดสอบ 3. ผลการตรวจสอบยนยนชนดสายพนธ ทมความไวกบสารละลายมาตรฐานมากทสด จากการยนยนชนดสายพนธเชอ Isolate 285/1 ดวยเครอง MALDI–TOF MS พบวา ไมสามารถระบสายพนธได เนองจากไมมในฐานขอมล และเมอยนยนดวยเทคนค API System เปนแบคทเรยชนด Bacillus smithii 99.9 % และเมอสงสายพนธไปตรวจยนยนชนดท ศนยวจยชววสดประเทศไทย (Thailand Bioresource Research Center (TBRC) ดวยเทคนค 16S rDNA sequence เปรยบเทยบความเหมอนของล าดบนวคลโอไทด เปนเชอ Bacillus smithii 99.93 % งานวจยนจงใชชอเชอทคดแยกไดเปน Bacillus smithii
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 4. ผลการศกษาความไวของเชอ Bacillus smithii Isolate 285/1 สายพนธทแยกไดกบสารละลายมาตรฐาน จ านวน 29 ชนด ทระดบความเขมขน 100.0 10.0 5.0 และ 1.0 mg/l ดวยวธการเจาะหลม วาง Cylinder cup และ Swab จากผลการทดสอบเพอหาความไวของเชอ B. smithii Isolate 285/1 ตอสารละลายมาตรฐานเปรยบเทยบกบเชอแบคทเรยมาตรฐาน 5 ชนด พบวา เชอ B. smithii Isolate 285/1 มความไวทความเขมขนต า 1.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurantoin Nitrofurazone Furaltadone Furazolidone มความไวทความเขมขน 5.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Tylosin Spiramycin Erythromycin Tilmicosin Lincomycin Amoxicillin Nigericin Salinomycin มความไวทความเขมขน 10.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Maduramicin Monensin มความไวทความเขมขน 100.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Tiamulin Colistin Bacitracin Cefquinome sulfate Ceftriaxone sodium Ceftiofur Cefotaxime sodium Lasalocid Diclazuril Halofuginone Robenidine และ Nicarbazin รายละเอยดตามตารางท 2 5. ผลการศกษาตวท าละลายทเหมาะสมส าหรบเทคนคการ Swab กบเชอ B. smithii Isolate 285/1 โดยเปรยบเทยบการทดสอบแบบเทเพลทชนเดยวและเทเพลทสองชนดวยเทคนค แบบแช Swab ในสารละลาย Phosphate buffer pH8 Methanol และ Acetone
 จากการศกษาตวท าละลายทเหมาะสมส าหรบเทคนคการ Swab กบเชอ B. smithii Isolate 285/1 โดยเปรยบเทยบการทดสอบแบบเทเพลทชนเดยวและเทเพลทสองชน ดวยเทคนคแบบแช Swab ลงในสารละลาย Phosphate buffer pH8 Methanol และ Acetone แลวน า Swab ไปปายกวาดตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรทผสมสารมาตรฐาน 16 ชนด ทระดบความเขมขน 100.0 50.0 25.0 10.0 5.0 2.5 และ 1.0 mg/kg พบวา Methanol เปนสารละลายทเหมาะสมทสดในการแช Swab ใหผลดรองมาคอ Acetone พบวา เชอ B. smithii Isolate 285/1 ตรวจพบยาไดทระดบความเขมขนเดยวกนทงแบบเทเพลทชนเดยวและเทเพลทสองชน ความเขมขนต าสด 1.0mg/kg คอ Tylosin Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurazone Nitrofurantoin Furaltadone Furazolidone ความเขมขนต าสด 5.0 mg/kg คอ Erythromycin ความเขมขนต าสด 25.0 mg/kg คอ Lincomycin ความเขมขนต าสด 50.0 mg/kg คอ Spiramycin Amoxicillin Tilmicosin ความเขมขนต าสด 100.0 mg/kg คอ Tiamulin รายละเอยดตามตารางท 3 6. ผลการทดสอบความใชไดของชดทดสอบในโรงงานผลตอาหารสตว โดยเทคนค Swab
 6.1 จากการน าชดทดสอบทางจลชววทยาแบบ Swab ทแช Phosphate buffer pH 8.0 Methanol และ Acetone ไปทดสอบทบรเวณหวบรรจในกระบวนการผลตอาหารสตวทโรงงาน จ านวน 3 โรงงาน 4 Line การผลต พบการเกดโซนใสและยบยงเชอทบรเวณหวบรรจจ านวน 1 โรงงาน จาก ชดทดสอบ Swab แช Methanol และ Acetone กบเชอ B. smithii Isolate 285/1 และใหโซนใสกบชดทดสอบกบเชอมาตรฐาน B. cereus ATCC 11778 K. rhizophila ATCC 9341 และ B. bronchiseptica ATCC 4617 แตไมพบโซนใสกบเชอ G. stearothermophilus ATCC 7953 และ B. subtilis ATCC 6633 รายละเอยดตามตารางท 4
 6.2 จากการใชชดทดสอบตรวจตวอยางอาหารสตวจากโรงงานผลตอาหารสตว 3 โรงงาน พบโซนใสจ านวน 3 ตวอยางจาก 41 ตวอยางกบชดทดสอบ เชอ B. smithii Isolate 285/1 และใหโซนใสกบชดทดสอบกบเชอมาตรฐาน G. stearothermophilus ATCC 7953 B. cereus ATCC 11778
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 K. rhizophila ATCC 9341 และเปนตวอยางในโรงงานเดยวกนทพบโซนใสจากการ Swab ทหวบรรจในโรงงานผลตอาหารสตว รายละเอยดตามตารางท 5 7. ผลการทดสอบประสทธภาพของชดทดสอบ
 7.1 จากการทดสอบประสทธภาพของชดทดสอบทเกบรกษาทอณหภม 4 องศาเซลเซยส กบอาหารสตวทผสมยาปฏชวนะทระดบความเขมขน 100.0 mg/kg สามารถเกบไวทอณหภม 4 องศาเซลเซยส ได 30 วน โดยหอบรรจในถงพลาสตก รายละเอยดดงตารางท 6
 7.2 ผลการศกษาความไวของชดทดสอบยาปฏชวนะกบตวอยางทใชในกระบวนการผลต สารผสมลวงหนา และอาหารสตวโดยวธทดสอบทางจลชววทยา แบบ Swab
 จากผลการทดสอบตวอยางสารผสมลวงหนา ชนดยา แรธาต วตามน กรดอะมโน และ อนๆ จ านวน 29 ตวอยาง พบการเกดโซนใสและยบยงเชอ 19 ตวอยาง โดยมโซนใส กบเชอ B. smithii Isolate 285/1 G. stearothermophilus ATCC 7953 จ านวน 19 ตวอยาง B. subtilis ATCC 6633 B. cereus ATCC 11778 จ านวน 18 ตวอยาง K. rhizophila ATCC 9341 จ านวน 18 ตวอยาง และ B. bronchiseptica ATCC 4617 จ านวน 9 ตวอยาง และกรดอะมโนไมเกดการยบยงกบเชอทกชนด เมอทดสอบผสมเจอจาง สารผสมลวงหนา ชนดยา แรธาต วตามน กบตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกร ทไมเกดโซนใสกบเพลททดสอบกบเชอทง 6 ชนด ในอตราสวนรอยละ 20 5 และ 1 ตรวจพบโซนใสกบสารผสมลวงหนา ชนดแรธาต ต าสดทอตรารอยละ 5 และยาปองกนบดใหโซนใสต าสดทอตรารอยละ 1 รายละเอยดตามตารางท 7 จากการพฒนาชดทดสอบยาปฏชวนะในกระบวนการผลตอาหารสตว โดยวธทดสอบทางจลชววทยา แบบ Swab โดยใชเชอ B. smithii Isolate 285/1 ซงคดเลอกมาจากตวอยางอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค ทเจรญไดทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส พบวา มความไวกบยาปฏชวนะกลม Tetracyclines และยาหามใชผสมอาหารสตว กลม Nitrofurans และ Tylosin ตรวจไดระดบต าสดถง 1.0 mg/l ส าหรบ Spiramycin Erythromycin Tilmicosin Lincomycin และ Amoxicillin ตรวจไดระดบต าสด 5.0 mg/l และเกดโซนใสกบยาปองกนบดชนด Nigericin Salinomycin ทระดบต าสด 5.0 mg/l Maduramicin และ Monensin ทระดบ 10.0 mg/l โดยวธเจาะหลม วาง Cylinder cup และ Swab ใหผลไมแตกตางกนและเมอผสมกบอาหารสตวและใช Swab แช Methanol ปายกวาดสมผสกบตวอยางอาหารสตวใหผลดกวา Acetone เลกนอย โดยสามารถตรวจยากลม Tetracyclines และยากลม Nitrofurans ทระดบ 1.0 mg/kg ซงคาต าสดทตรวจพบไดต ากวาการใชแบคทเรยมาตรฐาน Bacillus stearothermophilus var calidolactis Strain 953 ตรวจคดกรองตวอยางอาหารสตว โดยการสกดดวย acetone-phosphate buffer และใชอาหารเลยงเชอ Mueller Hinton agar ทตรวจพบ Chlortetracycline Streptomycin Furazolidone Zinc Bacitracin ทระดบต าสด 25.0 mg/kg Sulphadiazine และ Ciprofloxacin ทระดบ 250.0 mg/kg แตพบ Erythromycin ทระดบ 2.5 mg/kg (Hathurusinghe et al., 2016) แตในการทดลองน เชอ B. smithii Isolate 285/1 ทแยกไดและพฒนาเปนชดทดสอบสามารถตรวจพบยาในอาหารสตวชนด Tetracycline Chlortetracycline และ Oxytetracycline ไดถงระดบ 1.0 mg/kg โดยไมตองใชเทคนคการสกดตวอยาง เพราะการสกดตวอยางหากไมเพมปรมาณตวอยางและไมไดท าการระเหยสารสกดใหเขมขนขน อาจตรวจไมพบยาทปรมาณต า แตการใช swab แชสารละลายและปายกวาดในถงตวอยางอาหารสตว หรอตามผวของหวบรรจในโรงงานท าใหตรวจพบไดมากกวา โดยเฉพาะยาทละลายไดดใน Methanol และ Aectone การใชชดทดสอบน สะดวกและการประยกตน าไปใชตรวจสอบกระบวนการผลตอาหารสตวผสมยา โดยปกตจะมใบสงใชยาโดย สตวแพทย จงท าใหพอสนนษฐานชนดยาได และเลอกชดทดสอบใหตรงกบชนดยาส าหรบชดทดสอบทใชเชอทแยกไดชนด เชอ B. smithii Isolate 285/1 มคณสมบตคลายกบ เชอ G. stearothermophilus

Page 14
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 ATCC 7953 ในการยบยงยาปฏชวนะ การพฒนาเปนชดทดสอบแบบ swab แชใน Methanol เมอน าไปปายกวาดบรเวณหวบรรจอาหารสตว พบวาสะดวกและสามารถตรวจพบโซนใสในชดทดสอบจากเชอ B. smithii Isolate 285/1 ทแยกได และเมอน ามาทดสอบกบเพลททดสอบกบเชอมาตรฐานอก 5 ชนดพบวา เกดโซนใสกบเชอ B. cereus ATCC 11778 K. rhizophila ATCC 9341 และ B. bronchiseptica ATCC 4617 ท าใหสามารถสนนษฐานไดวามการใชยาหลายชนดผสมกน ซง B. cereus ATCC 11778 มความไวกบยากลม Tetracyclines K. rhizophila ATCC 9341 มความไวกบยากลม Macrolides และ B. bronchiseptica ATCC 4617 มความไวกบยา Colistin ซงเชอทแยกไดใหมสามารถตรวจพบโซนใสได ในขณะท G. stearothermophilus ATCC 7953 ตรวจไมพบ ในการผลตอาหารสตวผสมยาปองกนบด ตามประกาศของสหภาพยโรปและกรมปศสตว ซงจดเปนวตถทเตมในอาหารสตว (feed additive) สามารถเกด Cross contamination ไดหากไมมการลาง line (flushing) การผลตใหสะอาดตามหลกการผลตทด เพอไมใหมผงยาไปตดทถงผสม (mixing drum) และปนเปอนขามไปยงอาหารสตวทไมไดผสมยาในทางปฏบตการลางใหสะอาด เสยคาใชจายมากจงยอมใหมสารออกฤทธของยาปฎชวนะไมเกนรอยละ 1 และสารอนๆ ไมเกนรอยละ 3 ตาม Council Directive 90/167/EC (European Parliament 2016 European Commission 2014) ซงเปนเรองท าไดยากในทางปฏบต โดยเฉพาะการวเคราะหทดสอบหาปรมาณยาปนเปอนขามในระดบทต ากวา 1.0 mg/kg เพราะตองใชเครองมอชนสง เชน HPLC และ LC- MS/MS ซงมราคาแพงและไมสามารถด าเนนการไดงายและทวถงในการเฝาระวง แตชดทดสอบโดยใชเชอ B. smithii Isolate 285/1 สามารถตรวจวดยาปฏชวนะกลม Tetracyclines และสารตองหามใชกลม Nitrofurans (กระทรวงเกษตรและสหกรณ 2559) ไดทโรงงานผลตอาหารสตวไดดทระดบ 1.0 mg/kg ดงนน การแยกกระบวนการผลตอาหารสตวผสมยาจงเปนแนวทางในการปองกนการปนเปอนขามทดทสด การพฒนาชดทดสอบในการตรวจเบองตนหายาปนเปอนขามในอาหารสตว มประโยชนในการชวยทดสอบไมใหน าอาหารสตวไปใชเลยงสตวในระยะสดทายกอนสงฆา และการตรวจสอบยอนกลบไปยงตนตอจากอาหารสตว แตไมสามารถบงบอกชนดหรอกลมของชนดยาไดในการใชเพลททดสอบเดยว (Single plate) แตใชตรวจสอบเบองตนกอนสงไปตรวจยนยนชนดในหองปฏบตการไดด สามารถทราบผลไดภายใน 24 ชวโมง ประหยดและสะดวก การเทเพลทสองชนและชนเดยวใหผลไมแตกตางกน ยกเวนจะใหโซนขนาดใหญกวาทระดบความเขมขนเดยวกน ควรมการศกษาเพอคนหาสายพนธ B. smithii Isolate 285/1 ทมคณสมบตลดระยะเวลาการบมเชอไดตอไป ควรเลอกชนดยาทตรวจสอบความใชไดใหสมพนธกบการใชยาจรงในการผลตอาหารสตว ซงเหมาะสมในการตรวจหาสารยบยงในอาหารสตวอยางงาย รวดเรว และคดกรองยาไดหลายชนดในเวลาเดยวกน (Multi analytical screening test) การวเคราะหจะไมเฉพาะและไมสามารถบงบอกชนดหรอปรมาณของยาปฏชวนะและสารตานจลชพไดอยางแมนย า แตสามารถบอกปรมาณคราวๆ จากขนาดความกวางของโซนใส ยกเวนยา Colistin ทมความจ าเพาะกบเชอ B. bronchiseptica ATCC 4617 หากพบโซนใสสามารถยนยนชนด Colistin ได ดงนนตองใชเทคนค TLC HPLC และ LC-MS/MS มาชวยตรวจสอบยนยนชนดและปรมาณ เมอตองการทราบผลไปด าเนนคดตามพระราชบญญตควบคมคณภาพอาหารสตว พ.ศ. 2558 เพอปองกนและก าจดความเสยงจากการปนเปอนขามในกระบวนการผลตอาหารสตวผสมยา
 ชดทดสอบเชอ B. smithii Isolate 285/1 เหมาะส าหรบใชคดกรองเบองตนในกระบวนการผลตทตองตรวจสอบการลาง line การผลต (flushing) ตามหลกการผลตอาหารสตวทดจะตองตรวจไมพบโซนใสเลยในเพลททดสอบแรกทใชเชอ B. smithii Isolate 285/1 เปนชดทดสอบตงตนในการคดกรองเบองตนในทองทหรอ แช Swab ใน Methanol แลวน ากลบมาวางในเพลททดสอบทหองปฏบตการ โดยสามารถใชน าสกดทแช Swab หยดลงในหลม (well) ส าหรบเพลททดสอบอนๆ การใชเจาะหลมจะใหขนาดโซนเลกหรออาจตรวจไมพบ เพราะใชตวอยางน าสกดหยดลงหลมไดปรมาณ 10 ไมโครลตร ซงเทคนค Swab จะ
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 ดดซบปรมาณตวท าละลายไดปรมาณมากกวาจงมปรมาณยาไปยบยงเชอไดโซนใสกวางกวาหรอตรวจไดทปรมาณต ากวาเทคนคอน การใช Swab แชน าสกด สามารถตรวจหายาปนเปอนขามเกดโซนใสไดทหวบรรจจากโรงงานทผลตอาหารสตวผสมยา และไมเกดโซนใสในโรงงานทไมไดผลตอาหารสตวผสมยา ซงจะเปนเครองมอใหผผลตและพนกงานเจาหนาทหรอสตวแพทยควบคมกระบวนการผลตสามารถเขาไปควบคมก ากบดแลและจดการไมใหมการผลตอาหารสตวทอาจมยาปนเปอนขามไปยงชดการผลตตอไปได ชวยใหการเฝาระวงการปนเปอนมประสทธภาพดยงขน
 ในการศกษาครงน เชอ B. smithii Isolate 285/1 มความไวกบยาปองกนบดชนด Salinomycin ทระดบ 5.0 mg/l ซงเชออนตรวจไดทระดบ 100.0 mg/l และสามารถตรวจพบ Maduramicin Monensin ทระดบต าสด 10.0 mg/l ตรวจพบ Robenidine ท 100.0 mg/l ซงเชอ
 G. stearothermophilus ATCC 7953 ตรวจไมพบ และตรวจหา Lasalocid Diclazuril Halofuginone และ Nicarbazin ไดทระดบ 100.0 mg/l ซงสามารถรบกวนการวเคราะหหายาปฏชวนะตกคางในอาหารสตวและในกระบวนการผลตได แตอยางไรกตามการผลตอาหารสตวระยะสดทายกอนสงโรงฆาสตวหามไมใหมการใชยา แตอาจมยาปองกนบดตกคางไดจากการ Carry over ไมเกนรอยละ 3 ซงเปนความเขมขนทต าจนไมรบกวนการทดสอบหายาปฏชวนะในกระบวนการผลตและปนเปอนขามในอาหารสตวดวยเชนกน ซงในการทดลองนผสมยาทระดบ 100.0 mg/kg เทานน โดยปกตการใชยาทผสมในอาหารสตวระดบการรกษาตามใบสงใชยาจะอยในชวงปรมาณ 100.0 – 500.0 mg/kg หากมการตกคางในกระบวนการผลตจะมคา 5.0 – 50.0 mg/kg ในชดการผลตแรกถดมาและมคา 1.0 – 10.0 mg/kg ในชดการผลตถดไป ตามรางประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เรอง การควบคมการผลต การน าเขาขายและใชอาหารสตวทมยา ซงอยในชวงด าเนนการจดท าราง จากการศกษาการปนเปอนขามในอาหารสตวทผลตตนชดการผลตจะมปรมาณยาสงกวาชดทายการผลต โดยพบปรมาณตงแต 0.1 - 154.0 mg/kg คดเปนรอยละ 87 จากอาหารสตวทลาง line (Stolker et al., 2013) พบวา สารผสมลวงหนาทผสมยาปองกนบดรบกวนใหโซนใส ส าหรบ วตามน สารอนๆ ทระดบรอยละ 1 ไมรบกวนการวเคราะห ยกเวน สารผสมลวงหนาชนดแรธาต เชน Selenium ใหเกดโซนใสกบชดทดสอบแตสวนใหญสารเหลานจะผสมได 2.0 mg/kg ไมเกนรอยละ 1 และรวมกนไมเกนรอยละ 5 (พระราชบญญตควบคมคณภาพอาหารสตว พ.ศ. 2558) แตยาทใหโซนใส เชน ยา Ivermectin ยาถายพยาธ และยาปองกนบด จดเปนวตถทเตมในอาหารสตวทอนญาตใหใชได การใชยาตานจลชพจงตองใหความส าคญ เพราะมยาหลงเหลอตกคางในเนอสตวทอาจมผลตอสขภาพของมนษย การตรวจดวยชดทดสอบสามารถประมาณคาปรมาณไดจากขนาดของโซนใสชดทดสอบทางจลชววทยา สามารถใชตรวจและใชเปนวธมาตรฐานในการทดสอบยาปฏชวนะตกคางในเนอสตว ซง ISO ก าลงรางเปนมาตรฐาน และการเทเพลทสองชน และชนเดยว ใหผลไมแตกตางกนดวยเทคนค swab ยกเวนยา Lincomycin ทพบต าลงจาก 50.0 mg/kg เปน 25.0 mg/kg ดงนนชดทดสอบ B. smithii Isolate 285/1 จงเหมาะในการตรวจสอบคดกรองเบองตนในอาหารสตวและกระบวนการผลตส าหรบตรวจสอบหายาปนเปอนขามในโรงงานผผลต เพอชวยปองกนการปนเปอนขาม ส าหรบหนวยงานทมหนาทควบคมตามกฎหมาย เพอตรวจสอบปองกนไมใหยาตานจลชพปนเปอนขามในระดบตางๆ ไดด ซงชวยลดสาเหตของเชอดอยา นบเปนวธทพฒนาขนแบบงาย รวดเรว ประหยด และตรวจพบยาไดหลายชนดพรอมกน ภายใน 24 ชวโมง การแปลผลชนดยาสามารถอาศยรปแบบความไวของเชอกบยาแตละชนด ตามตารางท 8
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281 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 สรปผลการทดลอง 1. ชดทดสอบเชอ B. smithii Isolate 285/1 ทพฒนาขนประกอบดวยเพลททดสอบทมเชอผสม
 อยในอาหารเลยงเชอ KD และหลอดแช Swab กบสารละลาย Methanol และใชใส Swab หลงจากทปายกวาดบรเวณหวบรรจ และตวอยางในถงอาหารสตว วางลงบนเพลททดสอบบมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส นาน 18-24 ชวโมง
 2. สามารถตรวจสอบหายาปนเปอนขามในกระบวนการผลตอาหารสตว บรเวณหวบรรจ เพอตรวจหาความสะอาดจากหวบรรจวาปราศจากการตกคางของยาปฏชวนะ และยาตานจลชพ หลงการ flushing เชอ B. smithii Isolate 285/1 มความไวทความเขมขนต า 1.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurantoin Nitrofurazone Furaltadone Furazolidone มความไวทความเขมขน 5.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Tylosin Spiramycin Erythromycin Tilmicosin Lincomycin Amoxicillin Nigericin Salinomycin มความไวทความเขมขน 10.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Maduramicin Monensin มความไวทความเขมขน 100.0 mg/l กบสารมาตรฐาน Tiamulin Colistin Bacitracin Cefquinome sulfate Ceftriaxone sodium Ceftiofur Cefotaxime sodium Lasalocid Diclazuril Halofuginone Robenidine และ Nicarbazin
 3. ชดทดสอบเชอ B. smithii Isolate 285/1 สามารถตรวจหายาปฏชวนะและการปนเปอนขามในอาหารสตวไดทระดบความเขมขนต าสด 1.0 mg/kg คอ Tylosin Tetracycline Chlortetracycline Oxytetracycline Nitrofurazone Nitrofurantoin Furaltadone และ Furazolidone ความเขมขนต าสด 5.0 mg/kg คอ Erythromycin ความเขมขนต าสด 25.0 mg/kg คอ Lincomycin ความเขมขนต าสด 50.0 mg/kg คอ Spiramycin Amoxicillin Tilmicosin ความเขมขนต าสด 100.0 mg/kg คอ Tiamulin
 4. ชดทดสอบเชอ B. smithii Isolate 285/1 ทพฒนาขนใหม สามารถตรวจหาสารละลายยาชนด Colistin ไดทระดบ 100.0 mg/l
 ขอเสนอแนะ
 1. ควรระมดระวงอาหารสตวทผสมสารผสมลวงหนาชนดยารกษาโรคและถายพยาธ ยาปองกนบดและสารผสมลวงหนา ชนดแรธาตทผสมในปรมาณสงเกนรอยละ 1 ในอาหารสตว โดยเฉพาะ ยา Ivermectin และ Selenium จะรบกวนท าใหเกดโซนใสกบชดทดสอบได
 2. การตรวจสอบเมอพบโซนใสกบชดทดสอบของเชอ B. smithii Isolate 285/1 ควรน าไปทดสอบกบชดทดสอบเชอมาตรฐานอก 5 ชนด เพอสนนษฐานชนดกลมยา เพอน าไปหาชนดและปรมาณดวยเครองมอชนสงตอไป
 3. ควรมการศกษาเพมเตมเพอคนหาสายพนธเชอ B. smithii Isolate 285/1 หรอชนดอนทมคณสมบตสามารถลดระยะเวลาการบมเชอในการเกดโซนใสใหรวดเรวขน และมความไวกบยาหลายชนดมากยงขน
 กตตกรรมประกาศ
 ขอขอบคณนายไพโรจน ธ ารงโอภาส ผอ านวยการส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ทสนบสนนเครองมออปกรณ งบประมาณ และค าแนะน าดานวชาการ นางสาวรฐกานต ศรศร และเจาหนาทงานจลชววทยาทใหความชวยเหลอในการปฏบตงาน บรษททใหความอนเคราะหเขาทดสอบกระบวนการผลตอาหารสตว และคณะกรรมการวชาการ ทกรณาชวยตรวจสอบ แกไขผลงานวชาการเปนอยางด
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282 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตารางท 1 การทดสอบการยบยงเชอแบคทเรยทแยกไดจากอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส จ านวน 12 สายพนธกบความเขมขนสารละลายมาตรฐาน 100.0 10.0 และ 5.0 mg/l
 สารมาตรฐาน ความเขมขนยาต าสดทเกดโซนใส (mg/l)/ขนาด Inhibition zone (mm.)
 Isolate* 285/1
 Isolate 285/4
 Isolate 286/1
 Isolate 287/4
 Isolate 288/2
 Isolate 289/1
 Isolate 7454A2
 Isolate 7454B1
 Isolate 7454C1
 Isolate 7455A1
 Isolate 7455A2
 Isolate 7456A1
 ยาปฏชวนะTetracycline 5.0/12 5.0/7 10.0/13 5.0/10 5.0/10 5.0/10 5.0/10 10.0/13 5.0/11 5.0/11 5.0/11 5.0/11 Chlortetracycline 5.0/11 5.0/9 10.0/12 5.0/12 5.0/11 5.0/10 5.0/11 5.0/10 5.0/10 5.0/9 5.0/10 5.0/10 Oxytetracycline 5.0/10 5.0/10 5.0/10 5.0/10 5.0/12 5.0/10 5.0/12 10.0/13 5.0/10 5.0/11 5.0/11 5.0/11 Tylosin 5.0/8 10.0/13 5.0/9 10.0/13 5.0/10 5.0/9 5.0/10 5.0/10 5.0/11 10.0/12 5.0/10 10.0/10 Spiramycin 5.0/10 5.0/6 5.0/11 5.0/10 10.0/12 5.0/10 5.0/10 5.0/12 5.0/9 5.0/5 5.0/8 5.0/9 Erythromycin 10.0/17 10.0/19 10.0/20 10.0/20 10.0/20 10.0/21 10.0/22 10.0/21 10.0/22 10.0/22 10.0/23 10.0/24 Tiamulin 100.0/13 0 100.0/12 100.0/13 100.0/14 100.0/12 100.0/14 100.0/15 100.0/16 0 100.0/16 100.0/17 Tilmicosin 5.0/10 5.0/10 5.0/10 5.0/10 5.0/11 5.0/10 5.0/9 5.0/9 5.0/7 5.0/9 5.0/11 5.0/10 Lincomycin 5.0/9 10.0/12 5.0/12 5.0/10 5.0/9 5.0/10 5.0/10 5.0/10 5.0/11 5.0/8 5.0/9 5.0/9 Colistin 100.0/13 100.0/12 100.0/12 100.0/10 100.0/13 100.0/12 100.0/10 100.0/11 100.0/11 100.0/10 100.0/10 100.0/12 Amoxicillin 5.0/9 10.0/13 5.0/10 10.0/11 5.0/12 5.0/10 5.0/10 5.0/10 5.0/10 10.0/12 5.0/10 10.0/11 Bacitracin 100.0/17 100.0/18 100.0/19 100.0/20 100.0/20 100.0/23 100.0/21 100.0/23 100.0/20 100.0/19 100.0/21 100.0/21 Cefquinome sulfate 100.0/10 1000./10 100.0/11 100.0/11 100.0/10 100.0/10 100.0/13 100.0/12 100.0/10 100.0/10 100.0/11 100.0/10 Ceftriaxone sodium 100.0/12 100.0/13 100.0/15 100.0/17 100.0/13 100.0/14 100.0/16 100.0/19 100.0/20 100.0/22 100.0/20 100.0/21 Ceftiofur 100.0/13 100.0/19 100.0/21 100.0/20 100.0/16 100.0/19 100.0./20 100.0/21 100.0./20 100.0./20 100.0/21 100.0/22 Cefotaxime sodium 100.0/14 100.0/16 100.0/19 100.0/20 100.0/15 100.0/19 100.0/22 100.0/22 100.0/21 100.0/22 100.0/24 100.0/23 Nitrofurantoin 5.0/11 5.0/10 50.0./10 5.0/9 10.0/13 5.0/10 5.0/9 5.0/9 5.0/11 5.0/10 5.0/11 5.0./11 Nitrofurazone 5.0/9 5.0/10 5.0/10 5.0/9 5.0/9 10.0/13 5.0/10 5.0/11 5.0/10 5.0/10 5.0/9 5.0/9 Furaltadone 5.0/10 5.0/9 5.0/10 5.0/10 5.0/9 5.0/9 5.0/11 5.0/11 5.0/10 5.0/9 5.0/10 5.0/11 Furazolidone 5.0/9 5.0/10 5.0/11 5.0/12 5.0/10 5.0/11 5.0/11 5.0/10 5.0/11 5.0/12 5.0/11 5.0/12 ยากนบด Nigericin 5.0/10 5.0/10 5.0/9 5.0/10 5.0/11 5.0/11 5.0/13 5.0/9 5.0/10 5.0/8 10.0/12 10.0/13 Salinomycin 5.0/11 5.0/9 5.0/8 5.0/9 5.0/10 5.0/9 5.0/10 10.0/14 5.0/9 5.0/9 5.0/10 10.0/13 Maduramicin 100.0/15 100.0/16 100.0/15 100.0/16 100.0/16 100.0/17 100.0/19 100.0/20 100.0/22 100.0/23 100.0/23 100.0/19 Monensin 100.0/19 100.0/20 100.0/20 100.0/20 100.0/20 100.0/24 100.0/22 100.0/20 100.0/19 100.0/21 100.0/22 100.0/21 Lasalocid 100.0/11 100.0/13 100.0/14 100.0/12 100.0/11 100.0/10 100.0/12 100.0/12 100.0/16 100.0/17 100.0/16 100.0/18
 หมายเหต 0 = ไมเกดโซนใส * = สายพนธทคดเลอกพฒนาชดทดสอบ
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283 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตารางท 1 การทดสอบการยบยงเชอแบคทเรยทแยกไดจากอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบโค บมทอณหภม 62±1 องศาเซลเซยส จ านวน 12 สายพนธกบความเขมขนสารละลายมาตรฐาน 100.0 10.0 และ 5.0 mg/l (ตอ)
 สารมาตรฐาน ความเขมขนยาต าสดทเกดโซนใส (mg/l)/ขนาด Inhibition zone (mm.)
 Isolate* 285/1
 Isolate 285/4
 Isolate 286/1
 Isolate 287/4
 Isolate 288/2
 Isolate 289/1
 Isolate 7454A2
 Isolate 7454B1
 Isolate 7454C1
 Isolate 7455A1
 Isolate 7455A2
 Isolate 7456A1
 Diclazuril 100.0/11 100.0/10 100.0/9 100.0/11 100.0/12 100.0/13 100.0/14 100.0/12 100.0/12 100.0/12 100.0/13 100.0/11 Halofuginone 100.0/10 100.0/11 100.0/11 100.0/12 100.0/11 100.0/10 100.0/13 100.0/13 100.0/15 100.0/13 100.0/14 100.0/13 Robenidine 100.0/13 0 100.0/12 100.0/13 100.0/15 0 100.0/16 0 100.0/16 100.0/13 100.0/14 100.0/16 Nicarbazin 100.0/11 0 100.0/10 0 100.0/11 0 100.0/11 100.0/10 100.0/11 100.0/10 100.0/12 100.0/13
 หมายเหต 0 = ไมเกดโซนใส * = สายพนธทคดเลอกพฒนาชดทดสอบ
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284 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตารางท 2 การศกษาการเกดโซนใสจากการยบยงเชอแบคทเรยกบสารละลายปฏชวนะ (Standard antibiotic) แตละชนดดวยวธการ เจาะหลม วาง Cylinder cup และ Swab
 ชนดยา
 ความเขมขนยาต าสดทเกดเกดโซนใส (mg/kg) B. smithii
 Isolate 285/1 G. stearothermophilis
 ATCC 7953 B. subtilis ATCC 6633
 B. cereus ATCC 11778
 K. rhizophila ATCC 9341
 B. bronchiseptica ATCC 4617
 W C S W C S W C S W C S W C S W C S ยาปฎชวนะ Tetracycline 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 Chlortetracycline 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 0 0 0 Oxytetracycline 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 0 0 0 Tylosin 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 5.0 5.0 5.0 100.0 100.0 100.0 5.0 5.0 5.0 0 0 0 Spiramycin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 5.0 5.0 10.0 0 0 0 Erythromycin 5.0 5.0 5.0 10.0 10.0 10.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 Tiamulin 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 10.0 5.0 5.0 0 0 0 Tilmicosin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 5.0 5.0 5.0 0 0 0 Lincomycin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 100.0 100.0 10.0 10.0 0 10.0 5.0 5.0 5.0 0 0 0 Colistin 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 Amoxicillin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 100 100 100 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 Bacitracin 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 Cefquinome sulfate 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 Ceftriaxone sodium 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 Ceftiofur 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Cefotaxime sodium 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ยาตองหามใช Nitrofurantoin 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 5.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 Nitrofurazone 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 5.0 1.0 10.0 5.0 1.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 Furaltadone 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 10.0 5.0 5.0 5.0 0 0 0 Furazolidone 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 ยากนบด Nigericin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 10.0 10.0 10.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 0 0 0 Salinomycin 5.0 5.0 5.0 10.0 10.0 10.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0
 หมายเหต : W = เจาะหลม C = cup S = swab 0 = ไมเกดโซนใส
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285 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตารางท 2 การศกษาการเกดโซนใสจากการยบยงเชอแบคทเรยกบสารละลายปฏชวนะ (Standard antibiotic) แตละชนดดวยวธการ เจาะหลม วาง Cylinder cup และ Swab (ตอ)
 ชนดยา
 ความเขมขนยาต าสดทเกดเกดโซนใส (mg/kg) B. smithii
 Isolate 285/1 G. stearothermophilis
 ATCC 7953 B. subtilis ATCC 6633
 B. cereus ATCC 11778
 K. rhizophila ATCC 9341
 B. bronchiseptica ATCC 4617
 W C S W C S W C S W C S W C S W C S Maduramicin 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 Monensin 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 Lasalocid 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Diclazuril 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Halofuginone 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Robenidine 100.0 100.0 100.0 0 0 0 100.0 100.0 100.0 0 0 0 5.0 5.0 5.0 0 0 0 Nicarbazin 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 0 0 0
 หมายเหต : W = เจาะหลม C =Cylinder cup S = swab 0 = ไมเกดโซนใส
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286 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตารางท 3 การศกษาเปรยบเทยบตวท าละลายทเหมาะสมในการแช Swab ส าหรบ Swab ตวอยางอาหารสตวผสมยาโดยใชเพลทแบบชนเดยวและสองชน
 ชนดยา
 ความเขมขนยาต าสดทเกดโซนใส (mg/kg) B. smithii
 Isolate 285/1 G. stearothermophilus
 ATCC 7953 B. subtilis ATCC 6633
 B. cereus ATCC 11778
 K. rhizophila ATCC 9341
 B. bronchiseptica ATCC 4617
 PH ME AC PH ME AC PH ME AC PH ME AC PH ME AC PH ME AC
 Tylosin A 0 1.0 1.0 0 1.0 1.0 0 100.0 100.0 0 100.0 100.0 0 10.0 10.0 0 0 0 B 0 1.0 1.0 0 1.0 1.0 0 50.0 50.0 0 50.0 50.0 0 5.0 5.0 0 0 0
 Tetracycline A 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 25.0 10.0 0 0 0 B 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0
 Chlortetracycline A 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0 B 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0 10.0 10.0 0 0 0
 Oxytetracycline A 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 5.0 10.0 10.0 1.0 5.0 5.0 50.0 50.0 50.0 0 0 0 B 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 5.0 10.0 10.0 1.0 5.0 5.0 50.0 50.0 50.0 0 0 0
 Erythromycin A 0 5.0 10.0 0 5.0 5.0 0 0 0 0 0 0 0 25.0 25.0 0 0 0 B 0 5.0 10.0. 0 5.0 5.0 0 0 0 0 0 0 0 10.0 10.0 0 0 0
 Lincomycin A 0 25.0 25.0 0 10.0 25.0 0 0 0 0 0 0 0 5.0 5.0 0 0 0 B 0 25.0 25.0 0 10.0 25.0 0 0 0 0 0 0 0 5.0 5.0 0 0 0
 Spiramycin A 0 50.0 50.0 0 50.0 50.0 0 0 0 0 0 0 0 1.0 1.0 0 0 0 B 0 50.0 50.0 0 25.0 25.0 0 0 0 0 0 0 0 1.0 1.0 0 0 0
 Amoxicillin A 0 50.0 50.0 0 50.0 50.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 B 0 50.0 50.0 0 100.0 50.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 Tiamulin A 0 100.0 100.0 0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 B 0 100.0 100.0 0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 Tilmicosin A 0 50.0 100.0 0 10.00 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 B 0 100.0 100.0 0 100.0 100.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 Colistin A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100.0 100.0 0 50.0 50.0 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100.0 0 50.0 50.0
 Sulfamethazine A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.0 25.0 0 0 0 B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.0 25.0 0 0 0
 หมายเหต : A = เพลทชนเดยว B =เพลทสองชน PH = Phosphate buffer pH 8.0 ME = Methanol AC = Acetone 0 = ไมเกดโซนใส
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287 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตารางท 3 การศกษาเปรยบเทยบตวท าละลายทเหมาะสมในการแช Swab ส าหรบ Swab ตวอยางอาหารสตวผสมยาโดยใชเพลทแบบชนเดยวและสองชน (ตอ)
 ชนดยา
 ความเขมขนยาต าสดทเกดโซนใส (mg/kg) B. smithii
 Isolate 285/1 G.stearothermophilus
 ATCC 7953 B.subtilis
 ATCC 6633 B.cereus
 ATCC 11778 K.rhizophila ATCC 9341
 B.bronchiseptica ATCC 4617
 PH ME AC PH ME AC PH ME AC PH ME AC PH ME AC PH ME AC
 Nitrofurantoin A 0 1.0 1.0 0 0 1.0 0 25.0 25.0 0 50.0 50.0 0 50.0 50.0 0 0 0 B 0 1.0 1.0 0 0 1.0 0 25.0 25.0 0 50.0 50.0 0 50.0 50.0 0 0 0
 Nitrofurazone A 0 1.0 1.0 0 0 2.5 0 10.0 10.0 0 25.0 25.0 0 50.0 50.0 0 0 0
 B 0 1.0 1.0 0 0 1.0 0 10.0 10.0 0 25.0 10.0 0 50.0 50.0 0 0 0
 Furaltadone A 0 1.0 1.0 0 0 1.0 0 50.0 25.0 0 10.0 10.0 0 50.0 50.0 0 0 0 B 0 1.0 1.0 0 0 1.0 0 50.0 25.0 0 10.0 10.0 0 50.0 50.0 0 0 0
 Furazolidone A 0 1.0 1.0 0 0 1.0 0 1.0 5.0 0 10.0 10.0 0 50.0 50.0 0 0 0 หมายเหต : A = เพลทชนเดยว B =เพลทสองชน PH = Phosphate buffer pH 8.0 ME = Methanol AC = Acetone 0 = ไมเกดโซนใส
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288 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1 ตารางท 4 การทดสอบการเกดโซนใสของชดทดสอบ B. smithii Isolate 285/1 ดวยการใช Swab
 แชสารละลาย ปายกวาดบรเวณหวบรรจของโรงงานผลตอาหารสตวเปรยบเทยบกบ เชอแบคทเรยมาตรฐาน
 ชนดแบคทเรย จ านวนโรงงานททดสอบ/จ านวนโรงงานทพบโซน (ขนาดโซนหนวยmm.) Phosphate buffer
 pH 8.0 Methanol Acetone
 B. smithii Isolate 285/1 3/0 3/1(12) 3/1(12) G. stearothermophilus ATCC 7953
 3/0 3/0 3/0
 B. subtilis ATCC 6633 3/0 3/0 3/0 B. cereus ATCC 11778 3/0 3/1(12) 3/1(13) K. rhizophila ATCC 9341 3/0 3/1(14) 3/1(11) B. bronchiseptica ATCC 4617 3/0 3/1(10) 3/1(11)
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289 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตาราท 5 การศกษาการเกดโซนใสของชดทดสอบ B. smithii Isolate 285/1 ดวยการใช Swab แชสารละลายปายกวาดตวอยางอาหารสตวเปรยบเทยบการเกดโซนกบเชอแบคทเรยมาตรฐาน
 โรงงาน ผลต
 อาหารสตว
 จ านวนตวอยาง
 อาหารสตว
 ความเขมขนยาต าสดทเกดโซนใส (mg/kg) วธ HPLC และ LC-MS/MS
 B. smithii Isolate 285/1
 G.stearothermophilus ATCC 7953
 B.subtilis ATCC 6633
 B.cereus ATCC 11778
 K.rhizophila ATCC 9341
 B.bronchiseptica ATCC 4617
 สรปผล Tiamulin Chlortetracycline Oxytetracycline
 1 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 2 8 2 (25.0) 2 (25.0) 0 1 (12.5) 3 (37.5) 0 3 (37.5) 2(25.0) 0 0
 3 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 รวม 41 2 (25.0) 2 (25.0) 0 1 (12.50) 3 (37.5) 0 3 (37.5) 2(25.0) 0 0 หมายเหต 0 = ไมพบ
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290 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1 ตารางท 6 การทดสอบประสทธภาพของชดทดสอบทเกบรกษาทอณหภม 4 องศาเซลเซยส
 เปนเวลา 1 8 15 30 วน วน กบอาหารสตวผสมส าเรจรปส าหรบสกรทผสมสารมาตรฐานยาปฏชวนะทระดบความเขมขน 100 mg/kg
 อาหารสตวผสม
 ส าเรจรปส าหรบสกรผสมสารมาตรฐาน
 ยาปฎชวนะ
 ขนาด Inhibition zone (mm.) B. smithii
 Isolate 285/1 G. stearothermophilus
 ATCC 7953 1วน 8วน 15วน 30วน 1วน 8วน 15วน 30วน
 Tylosin 19 20 19 20 19 17 18 18 Erythromycin 16 16 17 15 17 16 17 15 Spiramycin 13 11 13 13 12 11 12 11 Lincomycin 21 22 20 21 22 20 21 22 Chlortetracycline 20 21 21 20 20 20 19 19 Tetracycline 24 23 24 24 25 23 24 24 Oxytetracycline 25 24 25 25 26 26 24 24 Nitrofurantoin 20 19 19 19 20 20 19 17 Nitrofurazone 21 21 19 19 19 18 19 17 Furaltadone 20 19 20 20 19 20 19 19 Furazolidone 22 23 22 21 23 22 23 23 Colistin 0 0 0 0 0 0 0 0
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291 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1 ตารางท 7 การศกษาความไวของเชอ B. smithii Isolate 285/1 กบสารผสมลวงหนาชนดยา แรธาต วตามน และกรดอะมโนทใชในโรงงานผลตอาหารสตว
 ล าดบ ท
 ชนดตวอยาง
 ขนาด Inhibition Zone (mm.) B. smithii
 Isolate 285/1 G.stearothermophilus
 ATCC 7953 B.subtilis
 ATCC 6633 B.cereus
 ATCC 11778 K.rhizophila ATCC 9341
 B.bronchiseptica ATCC 4617
 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1%
 1 Chlortetracycline 15%
 22 16 11 10 20 14 11 9 16 13 10 10 13 11 10 9 15 11 10 9 22 0 - -
 2 Tiamulin hydrogen fumarate
 28 15 11 11 28 15 11 9 16 10 0 - 15 0 - - 31 20 16 14 23 12 11 9
 3 Amoxicillin Trihydrate 25 21 14 13 29 22 14 11 17 13 10 0 30 15 12 9 29 21 16 13 15 14 11 9 4 Copper sulphate
 Pentahydrate 33 11 0 - 30 10 0 - 21 10 0 - 31 10 0 - 27 9 10 0 21 0 - -
 5 chloro hydroxyquinoline
 31 20 16 12 31 21 14 12 32 20 16 14 30 16 14 11 31 21 16 14 0 - - -
 6 Sodium carbonate 20 11 0 - 23 11 0 - 13 0 - - 15 9 0 - 20 0 0 - 0 - - - 7 Copper 25.17% 20 10 0 - 17 9 0 - 17 11 0 - 23 12 0 - 22 9 0 - 13 0 - - 8 Zinc photelnate,
 Inonphoteinate 17 11 11 0 17 11 10 0 18 8 0 - 21 9 0 - 21 9 0 - 12 0 - -
 9 Zinc oxide (zno) 17 12 10 0 14 11 10 0 12 9 0 - 14 0 - - 15 10 0 - 0 - - 0 10 Polyphenols 14 0 - - 16 0 - - 11 0 - - 12 0 - - 14 0 - - 0 - - - 11 Sodium chloride 20 0 - - 22 0 - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 12 Zn, Fe, Mn, Cu 21 11 10 0 20 11 9 0 18 11 0 0 18 10 0 0 21 12 0 0 12 0 0 0 13 Selenium 12 10 0 - 11 9 0 - 10 0 - - 12 0 - - 13 10 0 - 0 - - - 14 inactivated whole
 cell yeast with Selenium
 31 22 16 15 33 19 16 14 11 0 - - 11 0 - - 25 14 0 - 0 - - -
 15 Ivermectin 21 16 13 11 20 17 12 10 19 0 0 0 17 0 0 0 19 11 0 0 0 0 0 0 16 Lasalocid 16 0 - - 16 0 - - 17 0 - - 20 0 - - 10 0 - - 0 - - - 17 Salinomycin 25 0 - - 28 0 - - 22 0 - - 31 12 0 - 15 11 0 - 0 - - - 18 Vitamin 31 0 - - 31 0 - - 15 0 - - 20 0 - - 19 0 - - 14 0 - -
 หมายเหต 0 = ไมเกดโซนใส - = ไมไดทดสอบ

Page 27
                        

292 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1 ตารางท 7 การศกษาความไวของเชอ B. smithii Isolate 285/1 กบสารผสมลวงหนา แรธาต วตามน และกรดอะมโนทใชในโรงงานผลตอาหารสตว (ตอ)
 ล าดบ ท
 ชนดตวอยาง
 ขนาด Inhibition Zone (mm.) B. smithii
 Isolate 285/1 G.stearothermophilus
 ATCC 7953 B.subtilis
 ATCC 6633 B.cereus
 ATCC 11778 K.rhizophila ATCC 9341
 B.bronchiseptica ATCC 4617
 100%
 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1% 100% 20% 5% 1%
 19 Theoretical Isovitexin 17 0 - - 18 0 - - 10 0 - - 20 13 0 - 13 0 - - 14 0 - - 20 Polyphenolic
 vegetable from schinopsis lorentzii
 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - -
 21 L-threonine 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 22 L -lysine 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 23 25 hydroxyvitamin
 D3 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - -
 24 Chromium tri picolinate
 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - -
 25 Yeast extracts, Seaweed Extracts
 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - -
 26 L - Tryptophan 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 27 DL- Methionine
 Hydroxy Analogue 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - -
 28 Coccidiostats/ Antiprotozoal
 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - -
 29 Calcium carbonate 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - 0 - - - หมายเหต 0 = ไมเกดโซนใส - = ไมไดทดสอบ
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293 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 ตารางท 8 แบบการเกดโซนใส และการแปลผลชนดยาปฏชวนะทพบมความไว (Sensitivity) กบเชอทแยกไดกบเชอมาตรฐาน ทใชทดสอบ
 สารมาตรฐาน แบบ Sensitivity ทระดบความเขมขนต าสดทเกดโซนใส
 B. smithii Isolate 285/1
 G. stearothermophilus ATCC 7953
 B. subtilis ATCC 6633
 B. cereus ATCC 11778
 K. rhizophila ATCC 9341
 B. bronchiseptica ATCC 4617
 ยาปฏชวนะTetracycline
 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ -
 Chlortetracycline ++++ ++++ ++++ ++++ ++ - Oxytetracycline ++++ ++++ ++ ++++ ++ - Tylosin ++++ ++++ +++ + +++ - Spiramycin +++ +++ ++ ++ ++ - Erythromycin +++ ++ + + ++ - Tiamulin + + - - +++ - Tilmicosin + +++ + + +++ - Lincomycin +++ ++ ++ ++ +++ - Colistin + - - - +++ +++ Amoxicillin +++ +++ + + + - Bacitracin + + ++ ++ ++ - Cefquinome sulfate + + - - + - Ceftriaxone sodium + + - - + - Ceftiofur + + - - - - Cefotaxime sodium + + - - - - Nitrofurantoin ++++ ++++ ++++ +++ + - Nitrofurazone ++++ +++ +++ ++ ++ - Furaltadone ++++ ++++ ++++ ++ +++ - Furazolidone ++++ +++ ++ ++ ++ - ยากนบด Nigericin +++ +++ ++ +++ +++ - Salinomycin +++ ++ ++++ + + - Maduramicin ++ ++ - + - - Monensin ++ ++ + + ++ - Lasalocid + + - - - - Diclazuril + + - - - - Halofuginone + + - - - - Robenidine + - + - +++ - Nicarbazin + + + + + - หมายเหต + หมายถง ระดบความเขมขนทเกดโซนใส 100.0 mg/l ++ หมายถง ระดบความเขมขนทเกดโซนใส 10.0 mg/l +++ หมายถง ระดบความเขมขนทเกดโซนใส 5.0 mg/l ++++ หมายถง ระดบความเขมขนทเกดโซนใส 1.0 mg/l - หมายถง ไมเกดโซนใส (Inhibition zone)
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294 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 รปท 4 การเกดโซนใสของชดทดสอบเชอ
 Bacillus smithii Isolated 285/1
 รปท 3 ชดทดสอบเชอ Bacillus smithii Isolated 285/1
 Clear zone Clear zone
 รปท 1 ผลการตรวจสอบยนยนชนดสายพนธ ดวยเทคนค API 50 CH
 รปท 2 ผลการเปรยบความเหมอนของล าดบนวคลโอไทดดวย เทคนค 16S rDNA sequencing
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295 BQCLP E-JOURNAL วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 1
 เอกสารอางอง ภรมภรณ เถอนถ าแกว, วนทนา จนทรมงคล, วทยา สงขทอง, สทธพร พรยายน. 2554. การพสจนความใชไดของวธ วเคราะหยาออกซเททระไซคลนคลอรเททระไซคลน และดอกซไซคลน ในอาหารไกดวยวธ HPLC-UV. วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 3 ฉบบท 1 หนา 1-18. ภรมภรณ เถอนถ าแกว, วทยา สงขทอง, เสาวร อดมพนธ, นพพล ดลรกษ, สทธพร พรยายน. 2560. การทดสอบ ความใชไดของวธวเคราะหสารกลมแมคโครไลดและสารไทอะมลน ในอาหารสกร ดวยวธ LC-MS/MS. วารสารอเลกทรอนกส ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว ปท 8 ฉบบท 2. กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 2558. ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เรอง ก าหนดชอ ประเภท ชนด ลกษณะหรอคณสมบตของวตถทหามใชผสมในอาหารสตว พ.ศ.2558 . 17 สงหาคม 2558 หนา 3. กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 2559. ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เรอง ก าหนดวตถทหามใชเปน สวนผสมในอาหารสตว . 11 มกราคม 2559 หนา 27. กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 2559. ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ เรอง ก าหนดวตถทเตมใน
 อาหารสตว ปรมาณการใช และเงอนไขในการหามผลต น าเขา หรอขายอาหารสตว พ.ศ. 2559 . 21 พฤศจกายน 2559 หนา 18-26.
 พระราชบญญตควบคมคณภาพอาหารสตว พ.ศ. 2558. 2558. ราชกจจานเบกษา เลม 132 ตอนท 15 ก. หนา 14. 5 มนาคม 2558. AOAC Official Methods of Analysis. 2016. Drugs in feeds Chapter5, p.59-86 Chowdhury, R., M. N. Haque, K. M. S. Islam, and A. B. M. Khaleduzzaman. 2009. A review on antibiotics in an animal feed. Bang. J. Anim. Sci. 38 (1 and 2): 22-32. Cogliani, C., H. Goossens, and C. Greko. 2011. Restricting antimicrobial use in food animals: lessons from europe. Microbe. 6(6): 274-279. Elnasri H. A., A. M. Salman., and S. A. El Rade. 2014. Screening of Antibiotic Residues in Poultry Liver, Kidney and Muscle in Khartoum State, Sudan. J. Appl. and Indus. Sci. 2(3): 116-122. European Union. 1990. Council Directive 90/167/EEC.Laying down the conditions governing the
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