
บทท ี่ 5

ส ร ุป ผ ล ก า ร ส ิก ษ า แ ล ะ ฃ ้' อ เ ส น อ แ น ะ ใ น ง า น ว ิจ ัฮ

5.1 สรุปผลการสิกษา

การคีกษาการประเม ินประสิทธิภาพ E.coli DH5CC À,pir ที่ใช้เป็นดัชนีในชุดตรวจยาฟูราโซลิโดน 

ในอาหารสัตว์ สรุปผลได้ดังนี้

1. ผลการคีกษาการทำปฏิก ิร ิยาการเกิดสี (Colorimetric^องฟูราโซลิโดนโดยใช้สารประกอบ 2, 3, 

5-triphenyl tétrazolium chloride (TTC) จะให ้ตะกอนสีแดงของฟอร์มาชาน (Formazan) เน ืองจากการ 

เจริญหรือหายใจของแบคทีเร ีย พบว่าช่วง 0-4 ชั่วโมงแรกการเจริญของเชื้อให้ค ่า OD ที่ 600 นาโนเมตร 

ใกล้เค ียงกันทั้งในอาหารเลี้ยงเช ื้อท ี่ม ีฟ ูราโชสิโดนและปราศจากฟูราโซสิโดน เน ื่องจากฟูราโซลิโดนจะมีผล 

ต ่อ เช ื้อโดยการแพร ่เข ้าฟ ูเซลล ์และเก ิดปฏ ิก ิร ิยาร ีด ักช ั่นโดยหย ู่ไนโตรเจนร ีด ิวซ ์ด ้วยเอนไซม ํร ีด ัก เตล 

(Morozov และคณะ, 1974) แต่ในระหว่างการเจริญอย่างรวดเร็วนั้นเอนไซม์ต่างๆจะถูกใช้ในกิจกรรมการ 

แบ ่งเซลล ์ และการสร้างเซลล ์ทำให ้ฟ ูราโซลิโดนยังไม ่ม ีผลในการยับย ั้งอย ่างช ัดเจน เมื่อเช้าฟู log phase 

ในช่วง 4-24 ช ั่วโมงเช ื้อม ีการเจร ิญอย่างต ่อเน ื่องพบว่าฟ ูราโชล ิโดนยับย ั้งการเจร ิญของเช ื้อโดยส ังเกตได ้ 

จากค ่า OD ที่ 600 นาโนเมตร ปร ิมาณ 1ของเชื้อที, 106 อโบต ่อม ิลล ิล ิตรเก ิดตะกอนส ีแดงท ี่ระด ับความ 

เข้มข้นของฟูราโซลิโดนเท่ากับ 0.3 ppm เม ื่อบ ่มท ี่เวลา 24 ชั่วโมง ซ ึ่งถ ือว ่าเป ็นความเข ้มข ้นของเช ื้อ 

แบคทีเรียทีเหมาะสมกับการอ่านผลความเข้มข้นตํ่าลุดของฟูราโซลิโดน

2. ผลการค ีกษาสภาวะท ี่เหมาะสมสำหรับช ุดตรวจสอบพบว่าปฏ ิก ิร ิยาการเก ิดส ีระหว่างฟ ูราโซลิ 

โดนที่ระดับความเข้มข้นของ E.coli DH50C À-pir เท่ากับ 106 CFU/ml เมื่อใช้กลูโคส หรือซูโครส เป็นแหล่ง 

คาร์บอนของชุดตรวจสอบ พบว่าเช ื้อสามารถเจริญได้ในกลูโคสที่ 0-4% โดยมีอ ัตราความเข้มของ TTC ท่ี 

ลามารถมองเห ็นได้ด ้วยตาเปล่าแปรผกกันกับความเข้มข้นของกลูโคส และกลูโคสท ี่มากกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ 

จะยับยั้งการเจริญของเช ื้อเน ื่องจากความเข ้นข ้นของกลูโคสมีผลต ่อปริมาณนั้าอ ิสระท ี่เช ื้อสามารถนำไปใช้ 

ได้(aพ)ลดลงจนไม ่เหมาะสมต่อการเจริญของเช ื้อ อ ีกท ั้งย ังพบว่าเช ื้อไม ่สามารถเจริญได้เม ื่อม ีซ ูโครสเป ็น 

แหล่งคาร์บอน ทั้งน ี้เน ื่องจาก E.coli DH50C À,pir เป ็นจุล ินทรีย ์ท ี่ออกแบบชื้นเพ ื่อการโคลนยีนล์แบคทีเร ีย 

จ ึงประกอบด ้วย DH50C accepter ซึงรองรับ blue/white screening ทำให ้เช ื้อปราศจากความสามารถใน
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การย ่อยน ํ้าตาลบางชน ิด เช่น กาแลคโตล ฟรักโทส เป็นต้น (Woodcock และคณะ, 1989) ส่งผลให้ไฝ 

ลามารถย่อยซูโครส ท ี่ประกอบด้วยนํ้าตาลกลูโคสและฟรักโตลใด้

เม ื่อค ีกษาความเป็นกรดด่างในช่วงพ ีเอซ 4-7 พบว่าจ ุล ินทรีย ์ท ี่ใซในการทดสอบคือ E.coli DH5CC 

Àpir สามารถเจริญได้ด ีท ั้งในพ ีเอชท ี่ 4 5 6 และ 7 ด ังน ั้นจากผลการทดลองจ ึงสร ุปได ้ว ่าค ่าพ ีเอชท ี่นำมา 

ทดสอบทั้ง 4 ค่า น ั้นไม่ส ่งผลให้เก ิดความแตกต่างชองการเจริญของเชื้อ E.coli DH50C À,pir ในส่วนของ 

อ ุณหภ ูม ิ จากการบ ่มช ุดตรวจลอบท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 3 อ ุณหภ ูม ิ คือ 25 30 และ 37 องศาเซลเซ ียส และนำมา 

ตรวจสอบผลการเก ิดตะกอนสีแดงในชุดตรวจสอบโดยการว ัดค ่าการด ูดกล ืนแลงท ี่ 540 กทา จากผลการ 

ทดลองพบว ่าท ี่อ ุณหภ ูม ิท ี่ 30 และ 37 องศาเซลเซ ียส สามารถอ ่านค ่าการด ูดกล ืนแสงออกมาได ้ใกล้เค ียง 

กัน ส ่วนท ี่อ ุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซ ียส พบว่าค ่าการด ูดกลืนแสงท ี่ว ัดได ้ม ีค ่าการด ูดกล ืนแสงในช่วงเวลา 

ต่างๆตํ่าก'ว่าที่ 30 และ 37 องศาเซลเซ ียส ซ ึ่งอาจเน ี่องมาจากอ ุณหภ ูม ิท ี่ 25 องศาเซลเซ ียส เป ็นอุณหภูม ิท ี่ 

ไม ่เหมาะสมต่อการเจริญของ E.co// DH5CC À,pir (Woodcock และคณะ, 1989) ทำให ้อ ัตราการเจริญ 

ของเชื้ออยู่ในระดับตํ่า ส ่งผลให ้การเกิดตะกอนลืแดงของ formazan เก ิดได้ช ้ากว่าการบ ่มเช ื้อท ี่อ ุณหภูม ิ 

30 และ 37 องศาเซลเซ ียส และนอกจากน ั้นตะกอนสีแดงท ี่เก ิดช ื้นย ังม ีระด ับความเข ้มของสีแดงที่จางกว่า 

การบ่มที่อ ุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส

3. ผลการหาค ่าความแม่นยำต ํ่าล ุดของฟ ูราโซลิโดน โดยทดสอบด้วยอาหารสัตว็ได ้แก่ อาหารไก่ 

เล็ก อาหาร'ไก่,ใ'หญ่ อาหารก ุ้ง และอาหารหมู ผลการทดลองการอ ่านค ่าด ้วย Micro plate reader ซึ่ง 

ลอดคล ้องก ับการอ ่านค ่าด ้วยตาเปล ่า พบว่าค ่าต ํ่าส ุดของฟ ูราโซล ิโดนท ี่แบคท ีเร ียลามารถทนได ้ เท ่าก ับ

0.3 ppm โดยในอาหารไก่เล็ก อาหาร1ไก่'ไหญ่ และอาหารกุ้ง ม ีสารอาหารเพ ียงพอต่อการเจริญของ E.coli 

DH50C À,pir โดยไม่ต ้องเติมแหล่งคาร์บอน แต่ไม่ลามารถอ่านผลได้อย่างช ัดเจนในอาหารหมู ท ั้งน ี้อ าจ  

เน ื่อ งจ าก  E.coli DH50C À,pir ไฝลามารถเจริญได้เม ื่อม ียา แอมพีซิลิน เตตร้าช ัยคลิน คลอแรมทิเนิคัล ไน 

โตรฟูแรนโทอิน นอร ์ฟลอกซาช ินและลเตรปโตม ัยช ิน ซ ึ่งเป็นข้อจำกัดของ E.coli DH5CC À,pir (ก ุลกานต ์ 

ซ ูชัยยะ, 2548)

4. ผลการประเม ินประสิทธ ิภาพของชุดตรวจสอบจากการใช ้ตรวจสอบอาหารสัตว ์เปร ียบเท ียบกับ 

ว ิธ ี UV-Visible spectrophotometry พบว่าชุดตรวจสอบฟูราโซลิโดนในอาหารสัตว์ท ี่ฟ ัต4นาชื้น ม ีค ่าความ 

แม่นยำ (relative accuracy) 90.3 % ความไว (relative sensitivity) 84.4 % ความจำเพาะ (relative
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specificity) 97.5 % และมีค ่า Kappa coefficient (k) เท่ากับ 0.77 ท ี่ระด ับความเช ื่อม ั่น 95% แลดงว่าม ี 

ค่าการยอมรับหรือมีความน่าเชื่อถือไนระดับดี (Landis and Koch, 1977)

5 .ผลว ิเคราะห ์ความ แม ่น ยำของค ่าต ํ่าล ุดของฟ ูราโซ ส ิโดน ท ี่ต รวจได ้จากต ัวอย ่างโดยใช ้ช ุด  

ตรวจสอบเม ือใช ้ E.coli DH50C À,pir ท ี่ผ ่านการทำแห ้งเย ือกแข ็ง พบว่าระด ับความเข ้มข ้นของเช ื้อ 

แบคทีเร ียท ีเหมาะลมกับการอ ่านผลความเข ้มข ้นต ํ่าล ุดของฟ ูราโซสิโดนที่สามารถทนได้ค ือ 106 CFU/ml 

โดยค่าตํ่าฃองฟูราโซสิโดนที่แบคทีเร ียสามารถทนได้ เท ่ากับ 0.3 ppm เม ื่อบ ่มท ี่เวลา 24 ชั่วโมง จากน ั้น 

ศ ึกษาผลกระทบต ่อประส ิทธ ิภาพของช ุดตรวจสอบหลังการเก ็บร ักษา 2, 3, 5-triphenyl tétrazolium 

chloride (TTC) เมื่อเก็บรักษา TTC ไว้ที่ 1 3 6 และ 9 เด ือนที่อ ุณหภูม ิห ้องและ 4 องศาเซลเซ ียส พบว่า 

สามารถมองเห ็นส ีของฟอร์มาซานได ้ด ้วยตาเปล ่า ที่ 1 และ 3 เดือน ท ั้งท ี่เก ็บอ ุณหภ ูม ิห ้องและ 4 องศา 

เซลเซียส แต่เมื่อเก ็บจนครบ 6 เดือน TTC แล้วนำไปวิเคราะห ์ตามวิธ ีตรวจสอบฟูราโชสิโดน ม ีการเจริญ 

ของจุส ินทรีย ์ แต่ไม่เกิดสีแดงของฟอร์มาชาน เนื่องจาก TTC เสือมสภาพ และให ้ถ ือว ่าม ีอาย ุการเก ็บร ักษา 

ที่ 3 เดือน

จากน ั้นศ ึกษาผลกระทบต่อประส ิทธ ิภาพของช ุดตรวจสอบหลังการเก ็บรักษา E.coli DH5CC Àpir 

ท ี่ผ ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็ง เม ื่อเก ็บรักษา TTC ไว้ที่ 1 3 6 และ 9 เด ือนท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้องและ 4 องศา 

เซลเซียส พบว่า E.coli DH5CX À,pir ท ี่ผ ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็งเจือจางโดยใช้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ของ 

โซเด ียมคลอไรด ์ไม ่ลามารถทนฟูราโซสิโดนได ้ท ี่ความเข ้มข ้น 0.1 ppm ในขณะท ี่เม ื่อเก ็บท ี่ 4 องศา 

เซลเซ ียสเป ็นเวลา 1 เดือน เจ ือจางโดยเจ ือจางโดยใช ้อาหารเหลว NB บ ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียสให ้ได ้ความ 

เข้มข้นสุดท้ายคือ 106 CFU/ml ค ่าต ํ่าของฟ ูราโซสิโดนที่แบคทีเร ียสามารถทนได้เท ่าก ับคือ 0.3 ไมโครกรัม 

ต ่อม ิลสิล ิตร ท ั้งน ี้เน ื่องจากเช ื้อหล ังผ ่านการทำแห ้งเย ือกแข ็งยากต ่อการกำหนดความเข ้มข ้นท ี่ด ้องการอ ีก 

ท ั้งเช ื้อผ ่านการทำแห้งเย ือกแข็งจำเป ็นต ้องแอคทิเวตก่อนการใช ้งานเพ ื่อให ้ม ีก ิจกรรมของเช ื้อ๗ นเด ียวกับ 

ก่อนการทำแห้งเยือกแข็ง จึงถือว่าเช ื้อม ีระยะการเก็บรักษาที่ 1 เดือน
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5.2 ข้อเสนอแนะในงานวิจัย

1. ควรหาวิธีปรับปรุงเสถียรภาพของชุดตรวจสอบให้มีระยะการเก็บรักษานานขึ้น หรอเก็บรักษาได้ 

ง ่ายท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง

2. ควรหาวิธ ีกำจัดส ิงรบกวนในตัวอย่างอาหารส ัตว ์ เช ่นอาหารหภ ู เพ ื่อให ้ส ีท ี่เก ิดข ึ้นหลังทดสอบ 

ด้วยช ุดตรวจสอบ ม ีความแตกต ่างจากส ีท ี่เก ิดจากสารละลายมาตรฐานน ้อยท ี่ล ุด  และควรหาวิธ ีปรับปรุง 

เพ ื่อลดผลบวกลวงให ้สามารถใช ้ได ้ก ับยาหร ือต ัวอย ่างกรณ ีท ี่ม ีการผสมส ี หร ือม ีส ีตรงก ับส ีท ี่เก ิดก ับ1ชุด 

ตรวจสอบ

3. เน ื่องจากชุดตรวจลอบที่พ ัฒนาขึ้นม ีแนวโน ้มท ี่จะลามารถใช้ตรวจยาต้านจุลช ีพชนิดอื่นๆได้ จ ึง 

ควรมีการสืกษาเพื่มเติม

4. ควรม ีก ารว ิจ ัยและพ ัฒ น าช ุดตรวจสอบก ับยาต ้าน จ ุลช ีพ ชน ิดอ ื่น ๆ  ท ี่ม ีก ารนำมาใช ้ใน  

อ ุตสาหกรรมอาหารส ัตว ์ โดยชุดตรวจสอบที่พ ัฒนาขึ้น โดยควรม ีค ุณสมบ ัต ิท ี่ใช ้งานง่ายให ้ผลเร ็ว ม ีราคา 

ถูก และเกษตรกรลามารถนำไปใช้ใด้ด้วยตนเอง
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